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ＮＰＲＬ２与膀胱癌患者临床病理特征的相关性及对膀胱癌细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　研究ＮＰＲＬ２与膀胱癌患者临床病理特征的相关性及沉默ＮＰＲＬ２对膀胱癌细胞系
Ｂｉｕ８７／ＲＴ４凋亡的影响。方法　收集本院泌尿外科２０１４年１月至２０１９年１月的１３１例膀胱癌患者癌
组织标本，免疫组化检测膀胱癌组织中ＮＰＲＬ２表达情况，分析其与膀胱癌临床病理特征的相关性；检测
ＣＰＨ０６８、Ｂｉｕ８７和ＲＴ４细胞系中ＮＰＲＬ２的表达，ＣＣＫ８法检测沉默 ＮＰＲＬ２后细胞的增殖情况，流式
细胞术检测凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达。结果　ＮＰＲＬ２在膀胱癌组织中高表达，为
５３．４４％，与膀胱癌临床分期、分级存在显著相关性（Ｐ＜０．０５）；ＮＰＲＬ２在膀胱癌细胞系Ｂｉｕ８７／ＲＴ４中的
表达显著高于正常膀胱上皮细胞ＣＰＨ０６８（Ｐ＜０．０５）；沉默ＮＰＲＬ２后Ｂｉｕ８７／ＲＴ４细胞增殖能力下降，
凋亡率上升，凋亡相关蛋白 ＪＮＫ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９表达量增高，Ｂｃｌ２表达受抑制，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　膀胱癌中ＮＰＲＬ２表达与膀胱癌临床分期和分级相关，通过沉默膀胱癌细胞 Ｂｉｕ８７／
ＲＴ４中ＮＰＲＬ２的表达，可以有效抑制膀胱癌细胞增殖、促进细胞凋亡。
　　［关键词］　 ＮＰＲＬ２；膀胱癌；Ｂｉｕ８７细胞；ＲＴ４细胞；凋亡
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　　膀胱癌是常见的恶性肿瘤之一，发病率和病死率
逐年上升［１］。因此，揭示膀胱癌发生发展的分子机

制，寻找早期诊断和治疗靶点极具意义。ＮＰＲＬ２最早
是通过生物信息学的方法在肺癌中发现的一个抑癌候

选基因，由１１个外显子组成［２］。该基因在肾脏、脑、肝

等正常组织中高表达［３］，而在多种肿瘤组织如乳腺

癌、肺癌和结直肠癌中的表达明显下调［４－６］，但ＮＰＲＬ２
在一些肿瘤细胞中却高表达，如 ＨｅＬａ细胞、Ｊｕｒｋａｔ细
胞和ＨＴ２９细胞［７－８］。本课题组致力于研究ＮＰＲＬ２在
泌尿系肿瘤中的表达情况及其潜在的临床价值，前期

研究结果显示ＮＰＲＬ２在前列腺癌中反常高表达，且与
临床分期和 Ｇｌｅａｓｏｎ评分呈正相关，此外还发现干扰
ＮＰＲＬ２能影响前列腺癌细胞增殖和凋亡，并影响多西
他赛对前列腺癌细胞的毒性［９－１１］。ＮＰＲＬ２对膀胱癌
细胞的影响尚不清楚，本研究旨在探讨ＮＰＲＬ２在膀胱
癌中的表达情况及其对膀胱癌细胞增殖的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料
　　１３１例膀胱癌组织来自２０１４年１月至２０１９年１月
重庆医科大学附属第一医院病理科，均为手术术后病

理石蜡包埋组织。膀胱癌患者中男性患者１０２例，女
性患者２９例，年龄４０～８０（６８．３±２０．３）岁。１３１例肿
瘤组织中病理分级（ＷＨＯ２００４分级法）：低度恶性潜
能乳头状尿路上皮肿瘤（ＰＵＮＬＭＰ）２１例、低级别尿路
上皮癌（ＵＣＣＬＧ）５３例、高级别尿路上皮癌（ＵＣＣＨＧ）
５７例。临床分期：Ｔｉｓ１例、Ｔａ１６例、Ｔ１期 ５７例、Ｔ２
期３２例，Ｔ３期２２例、Ｔ４期３例（表１）。选取全膀胱
切除组织中癌旁组织作为对照。涉及临床标本通过重

庆医科大学附属第一医院伦理委员会审批［２０２０年科
研伦理（２０２０４６６）］。
１．２　实验试剂
　　正常膀胱上皮细胞（ＣＰＨ０６８）和膀胱癌细胞
（Ｂｉｕ８７、ＲＴ４）购自武汉诺普赛生命科技有限公司，阴
性对照质粒（ｍｉＲＮＣ）、荧光素酶报告载体购自上海吉
玛生物有限公司，ＮＰＲＬ２、ＪＮＫ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９蛋
白抗体购自美国 ＣｅｌｌｕｌａｒＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，免
疫组化试剂盒、二甲基联苯胺（ＤＢＡ）购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。

１．３　方法
１．３．１　免疫组化　　将收取的标本分为４组：正常膀
胱上皮（癌旁组织）、低度恶性潜能乳头状尿路上皮肿

瘤（ＰＵＮＬＭＰ）、低级别尿路上皮癌（ＵＣＣＬＧ）和高级
别尿路上皮癌（ＵＣＣＨＧ）。石蜡包埋组织４μｍ厚连
续切片，临用前常规６５℃烤炉烤６０ｍｉｎ后二甲苯、乙
醇脱蜡至水，３％双氧水浸泡２０ｍｉｎ，封闭内源性过氧
化物酶活性。微波枸橼酸盐抗原修复，降至室温水洗

后ＰＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／次，滴加１０％血清，阻断非特异
性结合，３７℃孵育１０ｍｉｎ。加一抗（工作浓度１∶２００）
４℃过夜，ＰＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／次滴加生物素标记二抗，
３７℃孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／次，滴加辣根过
氧化物酶标记的链霉素卵白素工作液 ３７℃孵育
１０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染、脱水、干燥、中性树脂
封片。用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。
１．３．２　结果判定　　采用免疫反应评分法（ｉｍｍｕｎｏ
ｒｅａｃｔｉｖｅｓｃｏｒｅ，ＩＲＳ）对实验结果进行综合评分。具体方
法：阳性细胞百分率（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ，ＰＰ）为
实验切片中阳性细胞所占总细胞数的百分比，染色强

度（ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＳＩ）为实验切片中细胞的染色强
度，两者相乘计算出最终得分（ＩＲＳ＝ＰＰ×ＳＩ）。在每个
切片中选择２００倍的随机高倍镜视野１０个，并计算出
阳性细胞所占总细胞比例，取平均数：无阳性细胞 ＰＰ
计０分，０＜ＰＰ≤１０％计 １分，１０％＜ＰＰ＜５０％计 ２分，
５０％≤ＰＰ＜８０％计 ３分，ＰＰ≥８０％计 ４分。无明显染
色ＳＩ计 ０分，染色呈浅棕黄色ＳＩ计１分，染色呈棕黄
色ＳＩ计２分，染色呈棕褐色ＳＩ计３分。最终得分ＩＲＳ
＞３表示高表达，≤３表示低表达。
１．３．３　细胞培养　　ＣＰＨ０６８、Ｂｉｕ８７和ＲＴ４细胞于
含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。Ｂｉｕ８７、
ＲＴ４细胞转染 ｓｉＮＰＲＬ２载体后形成的 ｓｉＢｉｕ８７和
ｓｉＲＴ４细胞于含６μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的１０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。
１．３．４　荧光定量 ＰＣＲ检测目的基因　　收取
ＣＰＨ０６８、Ｂｉｕ８７和ＲＴ４细胞，采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细
胞总ＲＮＡ，反转录成互补脱氧核糖核酸（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ＤＮＡ，ｃＤＮＡ），按照ｑＰＣＲ试剂盒说明书进行反应。条
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件为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性１０ｓ，６０℃退火４５ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，４０个循环。收集 Ｃｔ值，以２ΔΔＣｔ法计
算ｍｉＲＮＰＲＬ２ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达 　 　 收取
ＣＰＨ０６８、Ｂｉｕ８７和 ＲＴ４细胞及 Ｂｉｕ８７、ｓｉＢｉｕ８７、ＲＴ４
和ｓｉＲＴ４细胞，向细胞中加入蛋白裂解液提取总蛋
白，经１０％的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ），转移到聚偏二氟乙烯膜，常温下 ５％
脱脂奶粉封闭１ｈ，加入一抗，４℃孵育过夜，加入二抗，
室温孵育１ｈ，化学发光液进行显色、曝光，以βａｃｔｉｎ为
内参，计算蛋白相对表达量。

１．３．６　细胞转染、增殖　　将 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞接种
于６孔板，融合生长至７０％，按照试剂说明书的指示，
将ＮＰＲＬ２及相应的阴性对照转染入细胞。收集转染
后的 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞，以 １×１０４个／孔接种于 ９６孔
板，培养４８ｈ后，加入１０ｍＬ／孔ＣＣＫ８溶液，３７℃孵育
２ｈ，摇床孵育１０ｍｉｎ，酶标仪检测细胞在波长４９０ｎｍ
处的光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．３．７　流式细胞术检测转染后细胞凋亡　　收集转
染后的 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞，清洗、离心、去上清，预冷的
７０％酒精固定，４℃过夜，送至重庆医科大学生命科学
研究院检测。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
两组间比较用ｔ检验，多组间比较用单因素方差分析，
组间多重比较用ＳＮＫｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＮＰＲＬ２的表达及定位
　　免疫组化结果显示，ＮＰＲＬ２蛋白主要定位于膀胱
癌细胞上皮的胞质中，在细胞核及间质中少有表达，阳

性表达呈棕黄色或棕褐色；ＮＰＲＬ２在正常膀胱黏膜上
皮不表达。见图１。
２．２　ＮＰＲＬ２的表达与膀胱癌临床、病理特征间的关系
　　１３１例膀胱癌组织中，ＮＰＲＬ２蛋白阳性表达率随
临床分期的增加而增加，差异有统计学意义（Ｐ＝

０．００９）；在ＰＵＮＬＭＰ、ＵＣＣＬＧ、ＵＣＣＨＧ标本阳性表达
量随着膀胱癌病理级别增加而增加，差异有统计学意

义（Ｐ＝０．０１４、Ｐ＝０．００１），而与年龄（Ｐ＝０．２７１）、性别
（Ｐ＝０．８８５）无明显相关，见表１。
２．３　ＮＰＲＬ２在正常膀胱上皮ＣＰＨ０６８细胞和膀胱癌

细胞Ｂｉｕ８７、ＲＴ４中的表达
　　与 ＣＰＨ０６８细胞相比，Ｂｉｕ８７、ＲＴ４中 ＮＰＲＬ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达量显著升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图２）。

表１　ＮＰＲＬ２在膀胱癌组织中的表达与膀胱癌临床、病理

特征间关系

ＮＰＲＬ２［例（％）］
变量 ｎ（％）

低表达 高表达 Ｐ值

性别

　男 １０２（７７．８６） ４８（３６．６４） ５４（４１．２２） ０．８８５

　女 ２９（２２．１４） １３（９．９２） １６（１２．２１）

年龄／岁

　＜６５ ５９（４５．０４） ２６（１９．８５） ３３（２５．１９） ０．２７１

　≥６５ ７２（５４．９６） ３５（２６．７２） ３７（２８．２４）

肿瘤分期

　Ｔｉｓ、Ｔａ、Ｔ１ ７４（５６．４９） ４３（３２．８２） ３１（２３．６６） ０．００９

　Ｔ２～Ｔ４ ５７（４３．５１） １８（１３．７４） ３９（２９．７７）

肿瘤分级

　ＰＵＮＬＭＰ ２１（１６．０３） １５（１１．４５） ６（４．５８）

　ＵＣＣＬＧ ５３（４０．４６） ２５（１９．０８） ２８（２１．３７） ０．０１４

　ＵＣＣＨＧ ５７（４３．５１） ２１（１６．０３） ３６（２７．４８） ０．００１
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Ａ：正常膀胱黏膜上皮；Ｂ、Ｃ、Ｄ：分别为低度恶性潜能乳头状尿路上皮肿瘤（ＰＵＮＬＭＰ）、低级别尿路上皮癌

（ＵＣＣＬＧ）、高级别尿路上皮癌（ＵＣＣＨＧ）

图１　ＮＰＲＬ２蛋白在正常膀胱黏膜上皮和膀胱癌中的表达（ＳＰ）
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胞中ＮＰＲＬ２蛋白表达及半定量分析　　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣＰＨ０６８细胞比较

图２　ＮＰＲＬ２在正常膀胱上皮细胞和膀胱癌细胞中的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．４　干扰ＮＰＲＬ２表达对Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞增殖的作用
　　与 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４组比较，转染 ｓｉＮＰＲＬ２载体后的
ｓｉＢｉｕ８７组和 ｓｉＲＴ４组细胞中 ＮＰＲＬ２的表达量明显
降低（Ｐ＜０．０５）；ＣＣＫ８检测结果显示，ｓｉＢｉｕ８７、ｓｉＲＴ４
组细胞增殖率分别较 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４组下降 ３５．１％和
２７．１％（Ｐ＜０．０５）；细胞的凋亡率明显上升（Ｐ＜０．０１，
图３）。

２．５　干扰 ＮＰＲＬ２表达对 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞凋亡相关
蛋白的作用

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰 ＮＰＲＬ２表达后凋亡相关蛋
白的表达，分别与 Ｂｉｕ８７、ＲＴ４组比较，ｓｉＢｉｕ８７组、
ｓｉＲＴ４组细胞凋亡相关蛋白 ＪＮＫ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９表达
量增高，Ｂｃｌ２表达受抑制，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，
图４）。
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图３　干扰ＮＰＲＬ２表达后对Ｂｉｕ８７、ＲＴ４细胞增殖的影响
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＮＰＲＬ２表达后对细胞凋亡相关蛋白表达的影响

３　讨论

　　膀胱癌分为表浅性和浸润性膀胱癌，其中表浅性
膀胱癌占７０％，浸润性膀胱癌占３０％。表浅性膀胱癌
行电切术后复发率为６０％～７０％，其中１５％～２０％癌灶
侵袭性能增强，进展为肌层浸润性膀胱癌，需要行根治

性膀胱切除和尿流改道术［１，１３］。目前，临床上用来预

测膀胱癌术后进展、复发的高危因素包括肿瘤分级、分

期、肿瘤大小、数量等，但这并不能完全反映膀胱癌细

胞的侵袭潜能及复发倾向。为此，从分子水平阐明膀

胱癌增殖机制，研发预警高侵袭潜能膀胱癌的分子标

记物，对指导膀胱癌临床预后评估、治疗方式选择等具

有重大意义。

　　ＮＰＲＬ２基因位于人染色体３ｐ２１．３区，由１１个外
显子和 １０个内含子组成，其主要的转录子 ｍＲＮＡ的
编码蛋白是由３８０个氨基酸组成，ＮＰＲＬ２的多种剪接
异构体在不同的组织类型中表达［３，１４］。染色体３ｐ２１．３区
被认为是抑癌基因簇，有较多抑癌基因定位于该区

域［１５－１６］。ＮＰＲＬ２在功能上作为一种抑癌基因参与并
影响细胞周期、细胞凋亡及ＤＮＡ修复等分子生物学事
件，其在肺癌、乳腺癌、结直肠癌和胶质瘤中的表达明

显下调，并影响多种化疗药物的化疗敏感性［４－７，１７］。

但是ＮＰＲＬ２在部分肿瘤细胞中高表达［７－８］，本课题组

前期意外发现ＮＰＬＲ２在前列腺癌中高表达［９－１２］，这种

反常表达引起了我们的关注。本研究对１３１例膀胱癌
组织进行免疫组化检测，观察ＮＰＲＬ２蛋白与膀胱癌患
者临床、病理特征间的关系，结果显示 ＮＰＲＬ２蛋白表
达高低与患者临床分期（Ｐ＝０．００９）、病理分级［ＰＵＮ
ＬＭＰ、ＵＣＣＬＧ、ＵＣＣＨＧ组织 ＮＰＲＬ２蛋白阳性表达差
异逐级均有统计学意义（Ｐ＝０．０１４、Ｐ＝０．００１）］呈正
相关，而与年龄（Ｐ＝０．２７１）、性别（Ｐ＝０．８８５）无关，其
中Ｔ３、Ｔ４期膀胱癌均为强阳性表达；ＰＵＮＬＭＰ、ＵＣＣ
ＬＧ、ＵＣＣＨＧ不同恶性程度膀胱癌组织ＮＰＲＬ２蛋白阳
性表达差异有统计学意义（Ｐ＝０．００８）。表明 ＮＰＲＬ２
蛋白表达程度与膀胱癌恶性程度密切相关，高度提示

ＮＰＲＬ２蛋白是参与膀胱癌发生发展过程的重要蛋白，
可作为判断膀胱癌临床检测的分子标记物，对膀胱癌

患者预后评估及治疗方式选择具有指导作用。ＮＰＲＬ２
在膀胱癌组织中高表达，且与恶性程度正相关，其在膀

胱癌中很有可能扮演促癌作用，但这种反常表达的机

制尚不清楚。

　　ｍＴＯＲＣ１信号通路是调控细胞生长的核心，自噬
则是细胞面对不利环境的重要生存机制［１８］。本课题

组前期研究结果显示 ＮＰＲＬ２高表达可以通过抑制
ｍＴＯＲＣ１通路促进自噬［９，１１］，从而抵抗营养缺乏的不

利微环境，避免肿瘤细胞凋亡。而ＮＰＲＬ２的抑癌作用
可能是通过下调Ｂｃｌｘｌ的表达，从而上调Ｃｙｔｃ的表达
进而激活ｃａｓｐａｓｅ３导致细胞凋亡［１６］。本研究通过体
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外实验发现，ＮＰＲＬ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达在膀胱癌细
胞中明显上调。这与膀胱癌组织结果相符，提示

ＮＰＲＬ２在膀胱癌中高表达。通过慢病毒干扰 ＮＰＲＬ２
表达发现，抑制ＮＰＲＬ２的表达可以有效地抑制膀胱癌
细胞的增殖，凋亡相关蛋白ＪＮＫ、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９表达量
增高，Ｂｃｌ２表达受抑制，进一步证实 ＮＰＲＬ２在膀胱癌
中高表达并发挥着促癌的作用，抑制ＮＰＲＬ２可抑制膀
胱癌细胞增殖并促进凋亡。

　　综上所述，ＮＰＲＬ２在膀胱癌组织中高表达，且表
达量与临床分期、病理分级呈正相关；体外实验证实

ＮＰＲＬ２对膀胱癌的发生、发展起促进作用。为膀胱癌
提供了新的靶点和生物标志。
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