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　　[摘要]　目的:了解亚甲基四氢叶酸脱氢酶2(MTHFD2)在非肌层浸润性膀胱癌组织中的表达情况及其与

肿瘤病理参数及患者预后的关系。方法:通过挖掘 GEPIA数据库,分析 MTHFD2mRNA在膀胱癌组织中的表

达情况及其表达水平与患者预后的关系;同时,采用免疫组织化学染色方法检测非肌层浸润性膀胱癌组织中

MTHFD2蛋白的表达情况,并采用统计学方法进一步分析其表达水平与肿瘤病理参数及患者预后的关系。结

果:MTHFD2mRNA在膀胱癌组织中的表达水平较癌旁组织明显升高,MTHFD2蛋白在非肌层浸润性膀胱癌

中的表达水平亦显著高于非癌组织(P<0.05);非肌层浸润性膀胱癌组织中 MTHFD2蛋白表达水平与肿瘤大

小、肿瘤数目、病理分期以及复发等病理参数相关(P<0.05);MTHFD2高表达的膀胱癌患者术后无瘤生存率更

低(P<0.05)。结论:膀胱癌组织中 MTHFD2高表达提示患者预后不良,有可能成为一个全新的预测膀胱癌患

者预后的生物标志物。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionofMTHFD2innon-muscle-invasivebladdercancerandan-
alyzeitsrelationshipwithclinicopathologicalandprognosisofpatients.Method:TheexpressionofMTHFD2mR-
NAinbladdercancertissuesanditsrelationshipwithprognosiswereanalyzedbyminingGEPIAdatabase.Mean-
while,theexpressionofMTHFD2proteininnon-muscle-invasivebladdercancertissueswasdetectedbyimmuno-
histochemicalstaining,anditsrelationshipwithpathologicalparametersoftumorandprognosisofpatientswere
furtheranalyzedbystatisticalmethods.Result:TheexpressionofMTHFD2mRNAinbladdercancertissueswas
significantlyhigherthanthatinparacanceroustissues,andtheexpressionlevelofMTHFD2proteininnon-mus-
cle-invasivebladdercancertissueswasalsosignificantlyhigherthanthatinnon-cancertissues(P<0.05).Be-
sides,theexpressionlevelofMTHFD2proteininnon-muscle-invasivebladdercancertissueswascorrelatedwith
pathologicalparameterssuchastumorsize,numberoftumors,pathologicalstageandrecurrence,andnegatively
relatedtopostoperativetumor-freesurvivalrateofpatients(P<0.05).Conclusion:HighexpressionofMTHFD2
inbladdercancertissueindicatespoorprognosisofpatients,whichmaybeanewbiomarkerforpredictingprogno-
sisofpatientswithbladdercancer.
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　　膀胱癌是泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤,严 重危害人们的身体健康,近十余年来,我国膀胱癌

的发病率呈逐年增高的趋势,而死亡率仍居高不

下〔1〕。按病理分型膀胱癌可以分为非肌层浸润性

膀胱癌和肌层浸润性膀胱癌,有研究表明50%~
70%的非肌层浸润性 膀 胱 癌 会 出 现 复 发,且 有

10%~20%会进展为肌层浸润性膀胱癌,这严重影

响膀胱癌患者的预后〔2〕。如何在早期预测哪些患
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者有可能会进展为肌层浸润性膀胱癌是目前改善

膀胱癌患者预后的重要研究方向。得益于分子生

物学的技术的进步,研究者们发现了许多与膀胱癌

发生、发展及转移相关的癌基因,让我们对膀胱癌

的发病机制及其治疗有了新的认识〔3-5〕。然而,目
前我们仍未能找到一种能够有效监测膀胱癌进展

的指标或系统,为此,我们有必要继续努力去研究

与膀胱癌进展相关的生物标志物,进一步阐明膀胱

癌发生、发展的机制。
亚甲基四氢叶酸脱氢酶 2(methylenetetra-

hydrofolatedehydrogenase2,MTHFD2)是一碳代

谢的关键酶之一〔6〕,1960年首次在埃利希腹水肿

瘤细胞中被发现〔7〕。越来越多的研究结果显示在

多种肿瘤组织中 MTHFD2均存在过表达现象,且
其表达水平与肿瘤患者的预后呈负相关〔8〕;MTH-
FD2可促进肿瘤细胞的增殖及侵袭能力,进而促进

肿瘤的发生、发展〔9〕。然而截至目前,MTHFD2在

膀胱癌中的表达情况及其作用尚缺乏较全面的研

究,本研究拟探索 MTHFD2在膀胱癌中的表达情

况及其与肿瘤病理参数及患者预后的关系,并初步

探讨其在膀胱癌发生、发展中的作用,为膀胱癌的

监测治疗提供新方向。

1　资料与方法

1.1　GEPIA数据库数据提取

GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)是 由

北京大学研制开发的用于整合分析癌症表达谱数

据的 交 互 式 web 服 务 器,包 含 来 自 TCGA 和

GTEx的33种恶性肿瘤9736个肿瘤样本和8587
个正常样本的 RNA 测序表达数据〔10〕。在本研究

中使用 GEPIA 数据库通过 “ExpressiononBox
Plots”模块了解 MTHFD2mRNA 在膀胱癌中的

表达情况,然后应用“SurvivalPlots”模块进一步分

析 MTHFD2mRNA与膀胱癌临床分期及生存预

后之间的关系。
1.2　临床资料

随机选取2015年1月~2018年12月在汕头

大学医学院第二附属医院泌尿外科住院治疗的55
例膀胱癌患者,其中男46例,女9例;≤60岁29
例,>60岁26例;有吸烟史27例,无吸烟史28例;
肿瘤单发33例,肿瘤多发22例;肿瘤直径≤2cm
者21例,肿瘤直径≥2cm 者34例;病理分级Ⅰ~
Ⅱ级 者 37 例,Ⅲ 级 者 18 例 (病 理 分 级 采 用

WHO2004分级法)。纳入标准:①手术治疗的初

发非肌层浸润性膀胱癌患者;②手术方式为经尿道

膀胱肿瘤电切术;③术前未行膀胱灌注化疗等其他

治疗;④术后病理证实为膀胱尿路上皮癌;⑤临床

资料完整。排除标准:①合并其他器官恶性肿瘤;
②术前曾行化疗、放疗,包括新辅助化疗;③合并膀

胱结石。研究中所使用的癌组织标本为肿瘤组织,
非癌组织为肿瘤基底,标本经病理证实未见癌细

胞。所有患者术后2年内每3个月复查1次,2年

后每半年复查1次;复查主要检查为泌尿系彩超或

膀胱镜检查。本研究获汕头大学医学院第二附属医

院伦理委员会审查通过,且所有患者均知情同意。
1.3　主要试剂及设备

MTHFD2多克隆抗体购自美国abcam 公司

(ab151447);免疫组化检测试剂盒购自福州迈新生

物科技公司(KIT-9901)。
1.4　免疫组织化学染色检测 MTHFD2在非肌层

浸润性膀胱癌组织中的表达

组织标本经10%中性甲醛固定24h后梯度酒

精脱水,透明、浸蜡后再石蜡包埋、切片;之后再将

准备好的切片置于60℃烤箱内2h,二甲苯脱蜡后

梯度酒精水化,微波抗原修复15min,过氧化氢阻

断及血清封闭后,于4℃冰箱内一抗孵育过夜(抗
体稀释比例为1∶200);次日再孵育二抗,DAB显

色,显微镜下显色满意后苏木素染核,梯度酒精脱

水并二甲苯透明后用中性树胶封片。
1.5　免疫组织化学染色结果判定

每例标本均由 2 位病理 科 医 师 独 立 阅 片。
MTHFD2定位于线粒体,为胞浆染色,我们定义胞

浆被染色为浅棕色至深褐色的膀胱癌细胞为阳性

细胞,评分方法如下:先按照着色强度,对肿瘤组织

进行评分:无着色记为0分,轻度着色记为1分,深
度着色记为2分;然后评估阳性细胞占总体细胞的

比例,<10%记为1分,10%~50%记为2分,>
50%记为3分;最后,取染色强度以及阳性细胞分

布得分的乘积为 MTHFD2表达情况。根据上述

方法对每个样本进行计分,总分0~6分,定义:<2
分为阴性表达,≥2分为阳性表达。
1.6　统计学方法

应用SPSS21.0统计软件对数据进行分析,
MTHFD2蛋白表达水平与膀胱癌临床病理参数及

复发的关系采用χ2 检验,膀胱癌组织中 MTHFD2
的表达水平与患者术后无复发生存率的比较采用

Kaplan-Meier生存分析。本研究中,检验水准α取

0.05,采用双侧性检验。

2　结果

2.1　MTHFD2mRNA在膀胱癌组织与正常组织

中的表达差异

通过挖掘 GEPIA 数据库,我们发现 MTHFD2
mRNA在膀胱癌组织中的表达水平高于正常组织,
但两者比较差异无统计学意义(P>0.05)。见图1。
2.2　MTHFD2mRNA与膀胱癌临床病理分期及

患者预后的关系

在 GEPIA 中分析 MTHFD2 mRNA 与膀胱
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癌临床病理分期的关系,我们发现,MTHFD2mR-
NA在膀胱癌Ⅲ期和Ⅳ期患者中的表达较Ⅱ期患

者显著升高(P<0.05),见图2;同时,利用 GEPIA
数据库生存分析功能发现,MTHFD2mRNA 高表

达组膀胱癌患者的总体生存率明显低于 MTHFD2
mRNA低表达组(P<0.05),见图3。
2.3　MTHFD2蛋白在非肌层浸润性膀胱癌组织

中的表达情况及其与肿瘤病理参数的关系

免疫组化结果显示(图4),在55例非肌层浸润

性膀胱癌患者中,40例患者癌组织中的 MTHFD2
蛋白为阳性表达,阳性率为72.7%,而在对应的非

癌旁组织中,只有14.5%的患者表达为阳性,两者

比较差异有统计学意义(P=0.000);通过进一步

分析我们发现,膀胱癌组织中 MTHFD2蛋白表达

水平与肿瘤大小、肿瘤数目、病理分期以及复发等

病理参数相关(P<0.05)。表1。
2.4　膀胱癌组织中 MTHFD2蛋白的表达与患者

生存预后的关系

通过生存分析我们发现,MTHFD2蛋白阳性

表达组的膀胱癌患者的术后无瘤生存时间短于阴

性表达组,两者比较差异有统计学意义[(36.3±
2.7)个月vs.(49.5±2.3)个月,P=0.029]。见图5。

图1　GEPIA数据库中 MTHFD2mRNA在膀胱癌组织与正常组织中的表达差异;图2　MTHFD2mRNA与膀胱癌临床病理

分期;图3　MTHFD2mRNA与膀胱癌生存曲线

A、B:膀胱癌组织中 MTHFD2蛋白阴性及阳性表达;C、D:非癌组织 MTHFD2蛋白阴性及阳性表达。
图4　MTHFD2蛋白在膀胱癌组织与非癌组织中的表达情况

3　讨论

在体内,MTHFD2可参与叶酸代谢产物间的

转化,MTHFD2表达水平的改变可影响细胞内的

正常叶酸代谢,并影响细胞内核酸甲基化水平,从
而导致染色体复制过程中的不稳定,增加基因突变

的概率,诱发或促进肿瘤的发生发展〔6,11〕。在前期

研究中,我们发现 MTHFD2在肝细胞癌中为高表

达,且 MTHFD2的表达水平与肝癌的TNM 分期、
微癌栓以及肿瘤的复发、转移有显著相关性,通过

随访我们还发现 MTHFD2高表达的患者预后往

往也较差;此外,敲低肝癌细胞中 MTHFD2的表

达后,肝癌细胞的迁移及侵袭能力均显著下降〔12〕,

在肾癌中我们亦得到相似的结果〔13〕。而 Andrew
等〔14〕通过基因分析发现 MTHFD2高表达的人群

患膀胱癌的可能性增加,且和患者的预后呈负

相关。
在本研究中,我们发现 MTHFD2在膀胱癌中

的表达水平显著高于对应的非癌组织,且和膀胱癌

患者的预后呈负相关,这和 MTHFD2在其他肿瘤

组织中的表达情况是一致的〔8,15〕;进一步统计学分

析提示 MTHFD2的表达与膀胱癌患者的肿瘤大

小、数目、病理分期以及术后是否复发相关,但与患

者性别、年龄、是否有吸烟史以及肿瘤部位无明显

相关;此外,生存分析提示 MTHFD2高表达的患
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者预后往往也较差。这说明 MTHFD2可能与膀

胱癌的进展相关,有可能是一个预测膀胱癌进展风

险的理想分子标志物和肿瘤治疗靶点。

表1　MTHFD2蛋白在膀胱癌组织中的表达与

患者临床病理参数的关系 例

临床病理参数
MTHFD2蛋白表达

阴性 阳性
P

性别 0.392

　男 11 35

　女 4 5
年龄/岁 0.581

　≤60 7 22

　>60 8 18
吸烟史 0.700

　无 8 19

　有 7 21
肿瘤大小/cm 0.041

　≤2 9 12

　>2 6 28
肿瘤数目/个 0.013

　1 13 20

　>1 2 20
病理分级/级 0.004

　Ⅰ+Ⅱ 15 22

　Ⅲ 0 18
肿瘤部位 0.496

　膀胱三角区 5 8

　非膀胱三角区 10 32
术后复发 0.028

　否 14 23

　是 1 17

图5　不同 MTHFD2蛋白表达水平与膀胱癌患者术后生存

预后的关系

既往研究表明,在胚胎、转化细胞和未分化的

细胞中均存在 MTHFD2的活动,而在正常组织细

胞中没有 MTHFD2的活动〔16〕。然而,在本研究过

程中我们发现,并不是所有的膀胱癌组织均存在

MTHFD2过表达现象,此外,并不是所有术后出现

复发的膀胱癌患者肿瘤组织内 MTHFD2均为过

表达。同时,通过Cox多因素回归分析分析我们发

现,MTHFD2过表达并不是影响膀胱癌患者术后

的独立危险因素,我们认为这可能主要与样本数不

足和不同患者间存在的个体差异有关。因此,为进

一步阐明 MTHFD2在膀胱癌发生、发展中的作

用,还需要后续进一步的研究来补充。
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