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　　[摘要]　目的:探讨P糖蛋白(P-gp)、多药耐药蛋白(MRP)和(CD44)在膀胱癌中的表达及其与患者预后的

关系。方法:选取2011年1月~2014年1月于我院住院经手术切除的膀胱尿路上皮细胞癌组织标本136例及癌

旁正常组织60例,采用免疫组织化学方法分别检测P-gp、MRP和 CD44的表达,并用统计学方法分析与临床病

理学特征及预后相关因素的关系。结果:膀胱癌组织中P-gp、MRP和CD44的阳性表达率均高于癌旁正常组织,
且差异有统计学意义(P<0.0001)。三者的表达跟患者年龄、性别及肿瘤大小均无关(P>0.05);而病理分级和

临床分期低、淋巴结发生转移及复发的组织中 P-gp和 MRP表达越高,CD44在淋巴结转移、多发及复发组织中

阳性率越高,差异有统计学意义(P<0.05)。Spearman结果显示,膀胱癌中CD44分别与P-gp、MRP的表达呈正

相关(均P=0.000)。生存曲线分析显示3种蛋白表达阳性的患者5年生存率分别显著低于表达阴性的患者(P
<0.05)。Cox比例风险模型分析结果显示P-gp、MRP和CD44的表达是影响膀胱癌预后的关键风险因素(P<
0.05)。结论:P-gp、MRP和CD44在膀胱癌组织中均呈高表达,表达率随肿瘤的进展而增加,是影响患者预后的

关键风险因素,阳性表达的患者5年生存率显著降低,今后可通过联合监测三者的表达水平以正确判断膀胱癌患

者的预后效果。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionofP-gp,MRPandCD44inbladdercanceranditsrelation-
shipwithprognosis.Method:FromJanuary2011toJanuary2014,136casesofbladderurothelialcellcarcinoma
tissuesamplesand60casesofadjacentnormaltissuesamplesthathadbeensurgicallyresectedinourhospitalwere
selected.ImmunohistochemicalmethodwasusedtodetecttheexpressionofP-gp,MRPandCD44,andtherela-
tionshipwithclinicopathologicalfeaturesandprognosticfactorswasanalyzedbystatisticalmethod.Result:The
positiveexpressionratesofP-gp,MRPandCD44inbladdercancertissueswerehigherthanthoseinadjacentnor-
maltissues,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.0001).Theexpressionofthethreewasnotre-
latedtothepatients’age,genderortumorsize(P>0.05).ThehigherexpressionofP-gpandMRPwasfoundin
thetissueswithlowpathologicalgradeandclinicalstage,lymphnodemetastasisandrecurrence.Thehigherposi-
tiverateofCD44wasfoundinlymphnodemetastasis,multipleandrecurrenttissues,andthedifferencewassta-
tisticallysignificant(P<0.05).SpearmanresultshowedthatCD44inbladdercancerwaspositivelycorrelated
withtheexpressionsofP-gpandMRP,respectively(allP=0.000).Survivalcurveanalysisshowedthatthe5-
yearsurvivalrateofpatientswithpositiveexpressionofthethreeproteinswassignificantlylowerthanthatofpa-
tientswithnegativeexpression(P<0.05).CoxproportionalriskmodelanalysisshowedthattheexpressionsofP-
gp,MRPandCD44werethekeyriskfactorsaffectingtheprognosisofbladdercancer(P<0.05).Conclusion:P-
gp,MRPandCD44arehighlyexpressedinbladdercancertissues,andtheexpressionrateincreaseswithtumor
progression,whichisakeyriskfactoraffectingtheprognosisofpatients.The5-yearsurvivalrateofpatientswith
positiveexpressionsignificantlyreduced.Inthefuture,theprognosisofbladdercancerpatientscanbecorrectly
judgedbythecombinedmonitoringoftheexpressionlevelsofthethree.
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　　作为泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤,膀胱癌

每年的发病率和死亡率均较高,且随年龄增长而逐

渐升高。浅表性尿路上皮癌是最多见的组织学类

型,经尿道膀胱肿瘤电切术,辅助放化疗是首选的

治疗方式〔1-4〕。尽管医疗水平不断提高,膀胱癌术

后复发及多发性转移的情况仍然较多,因此寻找与

该病发生及术后复发相关的指标十分重要〔5〕。依

赖 ATP的P糖蛋白(P-gp)具有跨膜转运功能,表
达于多种正常组织,可排泄细胞内的有毒代谢物。
此外多种肿瘤中P-gp可在 ATP协助下将细胞内

药物泵出胞外,从而使癌细胞产生耐药〔6-7〕。多药

耐药蛋白(MRP)的结构及功能与 P-gp相似性很

高,同样可依赖 ATP使细胞内药物浓度降低而增

加癌细胞的耐药性〔8〕。跨膜受体糖蛋白(CD44)作
为细胞表面的黏附分子,在细胞与细胞之间、细胞

与细胞外基质之间的特异性黏附过程中均有参与,
且与肿瘤的发生发展及浸润转移密切相关〔9〕。关

于三者在膀胱癌中的表达及其与预后的相关性少

有报道,因此本研究采用免疫组织化学法分别检测

P-gp、MRP和CD44蛋白在膀胱癌组织中的表达

情况,并结合临床病理学特征及预后相关因素进行

分析,以探讨3种指标在膀胱癌中的表达及其对预

后的意义。

1　资料与方法

1.1　临床资料

选取2011年1月~2014年1月于我院住院经

手术切除的膀胱尿路上皮细胞癌组织标本136例

及癌旁正常组织60例,并由3位经验丰富的病理

医师确诊。手术前患者均未接受放化疗等治疗,临
床病例资料完整。其中男100例,女36例。患者

年龄35~85岁,平均(57.8±6.9)岁;<60岁患者

43例,≥60岁患者93例。病理分级:Ⅰ/Ⅱ级45
例,Ⅲ级91例;临床分期:Ⅰ期88例,Ⅱ~Ⅳ期48
例;肿瘤数量:单发91例,多发45例;肿瘤>3cm
40例,≤3cm96例;复发74例,未复发62例。患

者及家属均知情同意并自愿签字积极配合,本研究

也通过我院伦理委员会审核批准。
1.2　主要试剂

兔 多 克 隆 抗 体 to PGP(Anti-PGP 抗 体,
ab103477)、兔多克隆抗体toMRP-L9(Anti-MRP-
L9 抗 体,ab121287)、兔 多 克 隆 抗 体 to CD44
(ab157107)均购自 Abcam 公司;DAB试剂盒及通

用二步法检测试剂盒(小鼠/兔增强聚合物法检测

系统,PV9000)均于北京中杉金桥生物技术有限公

司采购。
1.3　免疫组织化学检测

将收集的组织样本用4%中性甲醛溶液固定,

经脱水、透明和石蜡包埋后进行5μm 厚切片,采用

二甲苯脱蜡,然后依次经100%、95%、85%的乙醇

浸泡水化,3mol/L尿素消化后置于0.01mol/L、

pH6.0的枸橼酸钠溶液中在98℃下进行抗原修复

15min。为阻断因内源性过氧化物酶导致的非特

异性背景染色,用3%的过氧化氢水溶液于室温下

孵育10min,封闭,分别加稀释好的一抗于4℃孵

育过夜,次日复温后加PBS冲洗,分别加适量 HRP
标记的二抗置于室温作用30min,PBS洗涤。适

量DAB显色,5min后用去离子水终止反应,苏木

素复染1.5~2min,1%盐酸酒精分化,自来水清洗

并用梯度乙醇脱水,二甲苯透明,干燥后用中性树

胶封片,镜检观察并记录实验结果。
1.4　结果判定

由2位资深专业的病理科医师对免疫组化切

片进行盲评。每张切片随机取5个含有阳性细胞

高倍视野,每个视野随机对200个细胞观察。细胞

出现黄色或棕黄色颗粒判为阳性表达,最终染色结

果以组织样本中阳性细胞所占比例和阳性细胞染

色强度进行综合判定。染色强度计分:无着色计0
分,淡黄色计1分,棕黄色计2分,棕褐色计3分。
阳性细胞数计分:无阳性细胞计0分,<25%计1
分,25%~50%计2分,51%~75%计3分,>75%
计4分。以上两项计分相加结果≥3判为阳性。
1.5　统计学方法

将SPSS18.0用于数据统计分析,P-gp、MRP
和CD44蛋白在膀胱癌组织和癌旁正常组织中及

不同临 床 病 理 分 组 中 的 表 达 差 异 用 χ2 检 验;
Spearman秩相关检验用于分析3种蛋白表达的相

关性,以r表示秩相关系数;生存分析用 GraphPad
Prism 软件的log-rank(Mantel-Cox)检验方法。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　 P-gp、MRP和CD44在膀胱癌中的表达

P-gp、MRP和 CD44在膀胱癌组织中的阳性

表达率分别为72.06%、60.29%、79.41%,在癌旁

正常组织中的阳性表达率分别为6.67%、8.33%、
0,癌组织中三者的表达率均高于癌旁正常组织,且
差异有统计学意义(P<0.0001)。见图1,表1。
2.2　 P-gp、MRP和CD44表达与膀胱癌不同临床

病理特征的关系

P-gp、MRP和CD44表达跟患者年龄、性别和

肿瘤大小均无关(P>0.05);P-gp和 MRP在不同

的病理分级、临床分期、淋巴结转移及是否复发组

织中表达差异有统计学意义(P<0.05);CD44表

达水平与组织淋巴结是否发生转移、肿瘤数量及是

否复发有关(P<0.05)。见表2。
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图1　P-gp、MRP和CD44在膀胱癌和癌旁正常组织中的表达(SP×200)

表1　P-gp、MRP和CD44在膀胱癌和癌旁正常组织中的表达 例

组织来源
P-gp

阴性 阳性 阳性率/%
MRP

阴性 阳性 阳性率/%
CD44

阴性 阳性 阳性率/%
膀胱癌组织(n=136) 38 98 72.06 54 82 60.29 28 108 79.41
癌旁正常组织(n=60) 56 4 6.67 55 5 8.33 60 0 0
χ2 71.330 45.536 106.123
P <0.0001 <0.0001 <0.0001

表2　膀胱癌中P-gp、MRP和CD44表达与临床病理特征的关系 例

临床病理特征 例数
P-gp

阴性 阳性 χ2 P
MRP

阴性 阳性 χ2 P
CD44

阴性 阳性 χ2 P
年龄/岁 2.723 0.099 2.357 0.125 0.714 0.398
　<60 43 8 35 13 30 7 36
　≥60 93 30 63 41 52 21 72
性别 3.091 0.079 0.079 0.779 0.461 0.497
　男 100 32 68 39 61 22 78
　女 36 6 30 15 21 6 30
病理分级 11.712 0.001 27.707 <0.001 0.325 0.569
　Ⅰ/Ⅱ级 45 21 24 32 13 8 37
　Ⅲ级 91 17 74 22 69 20 71
临床分期 Fisher’s<0.001 11.036 <0.001 0.153 0.695
　Ⅰ期 88 36 52 44 44 19 69
　Ⅱ~Ⅳ期 48 2 46 10 38 9 39
淋巴结转移 20.697 <0.001 37.375 <0.001 22.549 <0.001
　是 64 6 58 8 56 2 62
　否 72 32 40 46 26 26 46
肿瘤大小 0.833 0.361 0.185 0.667 2.267 0.132
　≤3cm 96 29 67 37 59 23 73
　>3cm 40 9 31 17 23 5 35
肿瘤数量 0.030 0.862 1.361 0.243 Fisher’s 0.001
　单发 91 25 66 33 58 26 65
　多发 45 13 32 21 24 2 43
复发情况 31.712 <0.001 41.840 <0.001 Fisher’s<0.001
　是 74 6 68 11 63 4 70
　否 62 32 30 43 19 24 38
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2.3　 P-gp、MRP和CD44在膀胱癌中表达的相关

性

Spearman相关性分析结果,膀胱癌中 CD44
的表达分别与 P-gp、MRP 的表达呈正相关(r=
0.696,P=0.000;r=0.479,P=0.000);P-gp与

MRP表达无相关性(P>0.05)。见表3。

表3　P-gp、MRP和CD44在膀胱癌中表达的相关性

CD44
P-gp

阴性 阳性

MRP
阴性 阳性

- 25 3 24 4
+ 13 95 30 78
r 0.696 0.479
P 0.000 0.000

2.4　 P-gp、MRP和CD44表达与膀胱癌患者的生

存分析

所选研究对象5年总生存率为69.85%。P-gp

表达阳性的患者5年生存率为63.27%,表达阴性

的患者5年生存率为86.84%,差异有统计学意义

(P <0.05);MRP 阳 性 患 者 5 年 生 存 率 为

62.19%,阴性患者5年生存率为81.48%,差异有

统计学意义(P<0.05);CD44表达阳性时患者5
年生存率为62.96%,阴性时患者5年生存率为

96.43%,差异有统计学意义(P<0.05)。见图2。
2.5　 Cox比例风险回归模型分析影响膀胱癌预

后的因素

Cox比例风险模型分析临床病理因素、P-gp、
MRP和CD44的表达对膀胱癌预后的影响。单因

素回归分析显示:临床分期、淋巴结转移、肿瘤大小

及P-gp、MRP和 CD44的表达是影响膀胱癌预后

的因素(P<0.05);将以上因素纳入多因素回归分

析,结果显示临床分期、淋巴结转移及 P-gp、MRP
和CD44的表达是影响膀胱癌预后的关键风险因

素(P<0.05)。见表4。

图2　P-gp、MRP和CD44的表达程度与膀胱癌患者生存率的相关性

表4　Cox比例风险回归模型分析膀胱癌预后的因素

变量 单因素分析 HR(95%CI) P 多因素分析 HR(95%CI) P
年龄 0.384(0.135~1.126) 0.592 - -
性别 0.753(0.462~1.091) 0.718 - -
病理分级 0.558(0.127~1.317) 0.353 - -
肿瘤数量 0.956(0.269~1.932) 0.624 1.497(0.351~2.985) 0.341
临床分期 2.627(1.751~3.943) 0.002 4.815(3.244~6.756) 0.002
淋巴结转移 5.006(3.138~6.424) 0.013 2.536(1.279~3.063) 0.013
肿瘤大小 4.821(4.154~6.705) 0.011 0.718(0.155~1.892) 0.468
P-gp表达 1.939(1.096~3.798) 0.024 2.065(1.482~3.157) 0.007
MRP表达 4.682(3.743~5.637) 0.006 1.823(1.054~2.676) 0.000
CD44表达 3.447(2.419~4.252) 0.000 1.596(1.017~2.838) 0.004

3　讨论

手术切除、术后辅以局部灌注化疗是目前治疗

膀胱癌的首选方法,尽管临床上常采用不同化疗方

案,但术后复发率及转移率仍然较高。肿瘤多药耐

药(multidurgresistance,MDR)的产生被认为是导

致膀胱癌复发转移及预后不良的重要原因之一。

MDR是一种独特而广谱的耐药现象,一种类型的

抗肿瘤药物使肿瘤细胞产生耐药后,其它不同结

构、不同作用机制的抗肿瘤药物也可使肿瘤细胞产

生交叉耐受〔10-12〕。
人类 MDR1是公认的跟某些肿瘤组织的耐药

性相关的分子,MDR1编码的 P-gp是一种跨膜转
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运糖蛋白,表达于人体正常组织中的 P-gp与机体

免疫、上皮细胞的分泌排泄有关,发挥免疫屏障及

降低毒素的功能。肿瘤组织中的 P-gp则在 ATP
提供的能量协助下将药物从细胞内泵出,使细胞内

有效药物浓度大大降低,并使肿瘤细胞产生耐

药〔13-16〕。MRP与P-gp同属于 ATP结合盒式蛋白

家族且部分同源,参与细胞内物质转运及细胞分

泌,保护机体免受生物异源性物质损伤是其主要生

理功能。有报道称,MRP在耐药性 HL-60细胞中

高表达而P-gp低表达,二者介导 MDR 的机制不

同,MRP可使药物以重新分布的方式脱离其作用

靶点〔17-18〕。作为广泛分布于细胞表面的单链跨膜

糖蛋白,CD44基因位于11p13染色体上,且由单一

基因编码并具有高度特异性。主要表达于间质和

造血源性细胞的CD44H(hematopoieticCD44),被
证实在B细胞增殖、迁移、体外淋巴细胞黏附等正

常生理 过 程 中 均 有 参 与;CD44v(varianceform
CD44)则主要表达于上皮源性细胞及肿瘤细胞,有
研究报道其在子宫内膜癌、结直肠癌、胃癌中均高

表达,且与多种因子相互作用进而促进癌细胞生

长、侵袭及转移〔19-22〕。
本研究结果显示膀胱癌组织中P-gp、MRP和

CD44的阳性表达率均高于癌旁正常组织,差异有

统计学意义(P<0.0001),推测3者的表达跟肿瘤

的发生有关。为此进一步分析了3种蛋白阳性表

达与膀胱癌不同临床病例特征的关系,结果发现P-
gp、MRP和CD44表达跟患者年龄、性别和肿瘤大

小均无相关性(P>0.05);而病理分级和临床分期

越低、淋巴结发生转移及复发的组织中 P-gp和

MRP表达越高,CD44在淋巴结转移、多发及复发

组织 中 阳 性 率 越 高,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <
0.05)。该结果表明P-gp、MRP和CD44表达与肿

瘤恶性程度具有正相关性,证实三者与膀胱癌的发

生发展、转移及复发密切相关。Spearman分析三

者蛋白的相关性,结果显示,膀胱癌中 CD44的表

达分别与 P-gp、MRP 的表达呈正相关 (均 P =
0.000),推测跟 CD44的生物学功能有关,不仅能

通过结合细胞骨架蛋白促使细胞形成伪足,进而有

利于细胞迁移,以及促进淋巴细胞、成纤维细胞与

ECM 的黏附,还能调节细胞对药物的吸收和敏感

性,参与信号转导、传递继而刺激特异性生长因子

的分泌〔23〕,CD44与P-gp、MRP的详细作用机制有

待进一步研究。生存曲线结果显示,膀胱癌患者5
年总生存率为69.85%。P-gp、MRP、CD44表达阳

性的患者5年生存率分别显著低于表达阴性的患

者(P<0.05)。作为 MDR1基因的表达产物,P-gp
可通过将胞内药物泵出而使癌细胞产生耐药性,此
外有研究发现,P-gp能将 PI-3K 信号通路激活而

对细胞凋亡发挥间接抑制作用,还能通过对Bax及

凋亡关键酶直接抑制进而抑制细胞凋亡〔24〕。MRP
通过使药物重新分布而脱离其作用靶点,药物外流

增加进而使细胞内药物浓度降低产生耐药〔25〕。
CD44则可促进肿瘤细胞侵袭及转移。不论是产生

耐药、抑制细胞凋亡还是促进癌细胞侵袭转移均不

利于患者预后,最终导致患者生存率显著降低〔26〕。
Cox比例风险模型分析结果显示临床分期、淋巴结

转移及P-gp、MRP和 CD44的表达是影响膀胱癌

预后的关键风险因素(P<0.05)。进一步证实 P-
gp、MRP和 CD44蛋白的表达不仅参与肿瘤的发

生发展,还影响患者预后情况。
综上所述,P-gp、MRP和 CD44在膀胱癌组织

中均呈高表达,且表达率随肿瘤的进展而增加;
CD44与P-gp、MRP的表达均呈显著性正相关;三
种蛋白阳性表达的患者生存率显著降低,P-gp、
MRP和CD44均是影响膀胱癌预后的关键风险因

素,今后可通过联合监测三者的水平以正确判断膀

胱癌的预后效果。
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