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　　[摘要]　目的:探讨沉默调节蛋白1(SIRT1)在膀胱癌组织中的表达情况及在肿瘤进展、侵袭、转移中的作

用。方法:选取82例不同病理分期的膀胱尿路上皮癌患者术后石蜡标本,采用免疫组织化学技术检测癌组织及

癌旁正常组织中SIRT1的表达,分析其与临床病理特征的关系。另选取15例膀胱尿路上皮癌行膀胱根治术患

者的癌组织和癌旁组织,应用 Real-TimePCR技术检测SIRT1mRNA表达水平。结果:SIRT1的表达水平与临

床分期、病理分级及是否转移呈相关性(P<0.05),与性别、年龄、是否复发无相关性(P>0.05)。癌组织中

SIRT1mRNA的表达明显高于癌旁组织的表达,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:SIRT1在膀胱癌组织呈

高表达,与临床分期及转移相关,有可能作为肿瘤进展的潜在标志物及治疗靶点。
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ExpressionandsignificanceofSIRT1inbladderurothelialcarcinoma
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionofSIRT1inbladderurothelialcarcinomaanditspossible
roleintheoccurrence,progression,invasionandmetastasisofbladderurinaryepithelialcellcarcinoma.Method:

TheexpressionofSIRT1wasdetectedbyimmunohistochemistryintheparaffinsectionsof82patientswithdiffer-
entpathologicalstagesofbladderurothelialcarcinomaafteroperation.Thecorrelationbetweentheexpressionof
SIRT1andclinicalpathologicalcharacterswasexplored.SIRT1mRNAlevelsinbladderurothelialcarcinomatis-
suesandthoseadjacenttocarcinomatissueswereanalyzedbyreal-timePCRrespectively.Result:Theexpression
ofSIRT1waspositivelycorrelatedwithpathologicalgrade,clinicalstageandmetastasis,butnotrelatedwithsex,

age,recurrence.TherelativeexpressionofSIRT1mRNAlevelsinbladderurothelialcarcinomawassignificantly
higherthanthatinparacanceroustissues.Conclusion:TheexpressionofSIRT1showedmuchhigherinbladder
urothelialcarcinoma,andit'srelatedtoclinicalstagesandmetastasis.Itcanprobablyprovideanidealbiomarker
fortumorprogressionandtargetfortherapyofurothelialcarcinoma.
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　　膀胱癌的全球发病率占男性恶性肿瘤的第4
位,我国男性发病率占第7位。每年全球接近43
万人确诊为膀胱癌,90%的患者确诊时年龄超过

65岁,全身化疗效果不佳,原发或转移的浸润性膀

胱尿 路 上 皮 癌 的 5 年 生 存 率 分 别 为 33.0% 和

5.4%〔1~3〕。沉默调节蛋白1(SIRT1)是一种依赖

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的组蛋白去乙酰化酶,其关

键作用是调节衰老,通过减弱炎症及氧化应激反应

延缓衰老〔4〕。目前关于SIRT1在膀胱尿路上皮癌

发生、发展和预后中作用的报道较少。本研究主要

通过免疫组织化学及定量PCR方法检测组织标本

的蛋白及基因表达水平,结合患者的临床病理资

料,探讨其在尿路上皮癌发生、发展中的作用。

1　资料与方法

1.1　组织标本

随机选取2015年1月~2017年12月82例于

吉林大学第一医院病理明确为膀胱尿路上皮癌组

织的石蜡标本行免疫组织化学检测。选取膀胱根

治性切除的癌组织标本和癌旁组织标本(距肿瘤边

缘3~5cm)15例行 Real-TimePCR 检测。所有

患者均为初治患者,术前均未进行放疗、化疗。术

后标本的病理分级按 WHO(2004)病理分级标准

执行,临床分期按国际抗癌联盟(UICC)TNM 分期

标准执行。

1.2　免疫组织化学染色

石蜡切片标本经二甲苯、乙醇梯度脱蜡至水、
内源性过氧化物酶阻断,抗原修复缓冲液中进行高

温抗原修复,冷却后山羊血清封闭,一抗孵育过夜,
二抗室温孵育1h,DAB显色,复染,封片,显微镜

下观察并记录,一抗鼠抗人SIRT1单克隆抗体购

自美国Abcam 公司(1∶500),二抗选择 HRP标记

兔抗鼠IgG 抗体购自北京碧云天生物公司(1∶
1000)。抗体外试剂均购自武汉博士德生物公司。
免疫组织化学染色阳性信号为棕黄色或褐色,在高
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倍镜下观察,根据染色阳性细胞数所占百分比计

分:阳性细胞数占比为0计0分;1%~33%计1
分;34%~66%计2分;67%~100%计3分。染色

强度计分:无着色计0分,黄色为弱阳性计1分,浅
棕色为中等阳性计2分,棕褐色为强阳性计3分。
根据染色强度和阳性细胞数计分之和进行判断:
0~2分为低表达,3~6分为高表达。
1.3　SIRT1的 mRNA的测定

取50mg癌组织或癌旁组织分别加入1ml
Trizol(Thermo),用组织匀浆机打碎混匀,按照标

准的RNA提取步骤提取总RNA。测定 mRNA浓

度后,取3μgmRNA按逆转录试剂盒 MMLV(In-
vitrogen公司)说明合成cDNA,sybgreen试剂盒

(ABI公司)进行基因扩增。引物序列:SIRT1,上
游 5′-TGGCAAAGGAGCAGATTAGTAGG-3′,
下 游 5′-CTGCCACAAGAACTAGAGGATAA-
GAT-3′;内参基因GAPDH,上游5′-TGCACCAC-
CAACTGCTTAGC-3′,下游 5′-GGCATGGACT-
GTGGTCATGAG-3′。PCR 反 应 体 系 (50μl):
5μlcDNA、25μlMaster Mix、18μlRNase-free
ddH2O、1μl上游目的引物和1μl下游目的引物。

PCR反 应 条 件:50℃ 2 min,95℃ 10 min,95℃
15s,60℃1min,40个循环。
1.4　统计学方法

采用SPSS22.0统计学软件进行数据处理。
计量资料以■x±s表示,比较采用t检验或t′检验

(检验前均对变量行正态性和方差齐性分析);计数

资料以例(%)表示,比较采用卡方检验。以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　膀胱尿路上皮癌SIRT1的表达与临床病理

特征的关系

膀胱尿路上皮癌SIRT1表达主要集中在细胞

核内,部 分 细 胞 胞 浆 中 也 有 少 量 表 达,见 图 1。
SIRT1的表达与肿瘤的病理分级、临床分期以及是

否转移呈相关性(P<0.05),与年龄、性别、是否复

发无相关性(P>0.05)。见表1。
2.2　SIRT1在膀胱尿路上皮癌组织及癌旁正常组

织 mRNA表达水平

Real-TimePCR结果显示癌组织SIRT1mR-
NA表达显著高于癌旁正常组织,差异有统计学意

义(P<0.05)。见图2。

A:SIRT1高表达组;B:SIRT1低表达组;C:SIRT1无表达组。
图1　免疫组织化学检测SIRT1在不同膀胱尿路上皮癌组织样本中的表达情况(×400)

3　讨论

SIRT1在不同的肿瘤中具有相反的作用,一方

面可以通过抑制炎症、减少肿瘤血管生成等阻止肿

瘤进展,另一方面可以通过调节肿瘤相关基因、维
持肿瘤干细胞存活等促进肿瘤的增殖及转移〔5~7〕。
在乳腺癌、胃癌、结肠癌等多种实体肿瘤中SIRT1
均起到促进肿瘤生长的作用,它可使p53去乙酰

化,抑制 p53依赖性的细胞周期停滞及凋亡〔8〕。
SIRT1通过增加 DNA 损伤修复而维持基因组稳

定性,进而促进肿瘤细胞增殖和抗凋亡作用。
膀胱癌是一个多因素、多步骤的复杂变化过

程,与多种环境因素有关。特异性膀胱癌相关分子

生物标记物能提高膀胱癌早期诊疗敏感性和特异

性〔9〕。目前,关于SIRT1在膀胱癌中的研究甚少。
蓝宇等〔10〕报道了 SIRT1在膀胱尿路上皮癌的表

达,初步证实了SIRT1与病理分级和临床分期的

关系。为了进一步明确SIRT1在膀胱癌不同病理

分级及临床分期组织中的表达特点,以及其与复发

和转移的关系,本研究对82例临床标本进行了免

疫组织化学的检测,结果显示:SIRT1的表达水平

在不同病理特征的标本中存在差异,病理级别越

高、临床分期晚的患者SIRT1的表达水平高,提示

SIRT1在膀胱癌中可能起到促进肿瘤生长及浸润

的作用。SIRT1的表达对预示膀胱癌的恶性程度、
临床进展可能具有一定的参考价值。本研究同时

发现在发生转移与未发生转移的膀胱癌样本中

SIRT1表达存在显著差异,这也进一步提示SIRT1
对膀胱癌的侵袭和转移也起到重要的促进作用。
有研究发现,SIRT1在部分肿瘤上皮间质转化的过

程 中具有调节作用〔11~14〕。下调SIRT1能够增加
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表1　SIRT1在膀胱尿路上皮癌组织中表达水平与

临床病理特征间的关系 例(%)

分组
例数

(n=82)
SIRT1表达

低表达 高表达
P 值

年龄/岁 0.597
　>55 53(64.6) 26(31.7) 27(32.9)

　≤55 29(35.4) 16(19.5) 13(15.9)
性别 0.740
　男 69(84.1) 39(47.6) 30(36.5)

　女 13(15.9) 8(9.8) 5(6.1)
病理分级 0.014
　G1 27(32.9) 20(24.4) 7(8.5)

　G2~G3 55(67.1) 25(30.5) 30(36.6)
临床分期 0.031
　Ta~T1 45(54.8) 29(35.3) 16(19.5)

　T2~T4 37(45.2) 15(18.4) 22(26.8)
是否复发 0.176
　是 24(29.3) 11(13.4) 13(15.9)

　否 58(71.7) 36(43.9) 22(26.8)
是否转移 0.019
　是 21(25.6) 8(9.8) 13(15.8)

　否 61(74.4) 41(50.0) 20(24.4)

图2　Real-timePCR检测SIRT1在膀胱尿路上皮癌组织及

癌旁正常组织中的表达

细胞间的黏附作用,降低肿瘤细胞的侵袭力,减弱

Wnt信号通路下游蛋白的表达,从而抑制 Wnt介

导的细胞迁移。
在明确SIRT1蛋白表达情况基础上,为探讨

膀胱癌中SIRT1基因转录水平的差异,本研究对

膀胱癌组织及癌旁正常组织的 mRNA 进行了检

测,结果提示,肿瘤组织SIRT1mRNA水平明显高

于癌旁正常组织。SIRT1在调节基因表达的同时,
自身也受到肿瘤相关基因的调节,研究证实细胞癌

基因c-Myc可结合于SIRT1的启动子并诱导其表

达,miRNA对SIRT1表达也具有调节作用〔15,16〕。
综上所述,SIRT1在膀胱癌组织中呈高表达,

表达水平与病理分级、临床分期、是否转移密切相

关,提示其在膀胱癌的发展中具有一定作用,其具

体机制有待进一步深入研究。
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