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ADNP在膀胱尿路上皮癌组织中的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的：探讨神经依赖性活性保护蛋白（ADNP）在膀胱尿路上皮癌中的表达情况及其临床意义。方法：收集中南大学

湘雅医学院附属肿瘤医院2019年6月1日至2019年7月15日手术切除的膀胱癌及其配对的癌旁组织标本各28例，采用qPCR检

测20例膀胱癌组织和癌旁组织的ADNP mRNA表达水平，WB检测其余8对标本的ADNP蛋白表达水平。同时，回顾性分析我院

2005年1月1日至2007年12月31日收治的膀胱尿路上皮癌患者221例的临床病理资料，免疫组化染色方法检相应患者手术切除

的石蜡标本中ADNP的表达情况，并收集同期因其他膀胱疾病而手术患者的非肿瘤膀胱组织切片用作对照。卡方检验分析AD-

NP表达与不同临床病理因素之间的相关性，Kaplan-Meier法进行生存分析，Cox比例风险回归模型对患者预后影响因素进行单

因素及多因素分析。结果：膀胱尿路上皮癌组织中ADNP的转录和翻译水平均高于非肿瘤组织（均P<0.05），且ADNP的表达量

与膀胱癌的组织学分级、临床分期及患者存活状态有着相关性(P<0.05）。纳入的221例患者随访中失访32例，ADNP高表达较低

表达的膀胱患者有着不良的预后（5年OS：49.5% vs 78.6%，P<0.01；5年PFS：40.0% vs 72.2% ，P<0.01；10年OS：26.6% vs 58.6% ，

P<0.01；10年PFS：25.3% vs 47.9%，P<0.01）。Cox单因素回归模型显示，ADNP表达量与膀胱癌的预后密切相关（P<0.05）；同时

Cox多因素回归也表明ADNP表达量（95% CI：1.300~2.905，P=0.001）是影响膀胱癌预后的独立危险因素。结论：ADNP在膀胱

癌组织中的表达水平比非肿瘤的膀胱组织有显著的升高，组织学分级及临床分期与ADNP的表达水平有相关性，ADNP低表达

的膀胱癌患者预后相对较好,ADNP有望成为膀胱癌的特异性治疗候选靶点。
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Expression and clinical significance of ADNP in bladder urothelial carcinoma tissues
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[Abstract] Objective：To analyze the expression and clinic significance of activity-dependent neuroprotective protein (ADNP) in blad-

der urothelial carcinoma. Methods: A total of 28 pairs of bladder cancer tissues and corresponding adjacent normal tissuesthat surgical-

ly resected at the Affiliated Cancer Hospital of Xiangya School of Medicine, Central South University from June 1, 2019 to July 15,

2019 were collected for this study. The mRNA expression of ADNP in 20 pairs of tissue samples was detected by qPCR, and the protein

expressionin the other 8 pairs was detected by WB. Mean while, the clinicopathological data of patients with bladder urothelial carcino-

ma treated in our hospital from January 1, 2005 to December 31, 2007 were retrospectively analyzed; and the expression of ADNP in

the corresponding paraffin tumor sections were determined with immunohistochemical staining, and normal bladder tissue sections

from patients who underwent surgery for other bladder diseases during the same period were collected for comparison. Chi-square test

was used to analyze the correlation between ADNP expression and different clinicopathological features, Kaplan-Meier method was

used for survival analysis, and Cox risk regression model was used for univariate and multivariate analysis of prognostic factors. Results:

The transcriptional and translational levels ofADNP in cancer tissues were higher than those in adjacent normal tissues (all P<0.05), and

the expression level of ADNP was correlated with the histological grade, clinical stages and survival status of patients with bladder can-

cer (P<0.05). Of all the 221 patients included in the study, 32 patients lost to follow-up,and patients with high ADNP expression had
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poor prognosis (5-year OS: 49.5% vs 78.6%, P<0.01; 5-year PFS: 40.0% vs 72.2%, P<0.01; 10-year OS: 26.6% vs 58.6%, P<0.01; 10-

year PFS: 25.3% vs 47.9%, P<0.01). Cox univariate regression analysis showed that ADNP expression was closely related to the prog-

nosis of bladder cancer (P<0.05); and Cox multivariate regression analysisalso showed that ADNP expression (95% CI: 1.300-2.905, P=

0.001) was an independent risk factor for the prognosis of bladder cancer. Conclusion: The expression level of ADNP in bladder cancer-

tissuesis significantly higher than that in non-tumor bladder tissues. Histological grade and clinical stageare correlated with the expres-

sion level of ADNP. The prognosis of bladder cancer patients with low ADNP expression is relatively better compared to patients with

high ADNP expression, andADNP is expected to be a candidate target for specific treatment of bladder cancer.

[Key words] activity-dependent neuroprotective protein (ADNP); bladder urothelial carcinoma; immunohistochemistry; prognosis

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(11): 1214-1221. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.11.006]

膀胱癌为最常见的泌尿系统恶性肿瘤[1]，膀胱尿

路上皮癌为其最常见的病理类型，占膀胱癌患者总

数的 90%以上，通常所说的膀胱癌就是指膀胱尿路

上皮癌。。膀胱癌可分为非肌层浸润性膀胱癌（non-

muscle invasive bladder cancer，NMIBC）和肌层浸润

性膀胱癌（muscle invasive bladder cancer，MIBC）。

事实上，在患者初诊时大约有70%为NMIBC，经手术

切除肿瘤之后，50%~70% 的患者会复发，10%~15%

会进展为MIBC[2]。对于MIBC来说，膀胱根治性切

除及盆腔淋巴结的清扫被认为标准的治疗方法，然

而，20%~30%的患者在术后的 2~3年便会发现远处

的转移或者局部的复发，患者5年的肿瘤特异性生存

率仅为50%~60%[3]。尽管病理学检查如临床分期、病

理学分级等已经被用于预测肿瘤复发和进展，但它

们对于膀胱癌的生物学行为却难以判断。因此需要

新的肿瘤分子标志物来用以做诊断和判断预后。神

经依赖性活性保护蛋白（activity-dependent neuropro-

tective protein，ADNP）最初在神经胶质细胞中被发

现[4]，其可保护神经活动免受外部环境的刺激；ADNP

基因所在的染色体20q12-13.2与肿瘤生长密切相关，

其突变也参与肿瘤发生发展 [5]。目前，对乳腺癌、结

直肠癌和恶性神经鞘膜瘤中ADNP的作用已有深入

的研究，但在膀胱癌尤其是膀胱尿路上皮癌中却少

见报道[6-8]。本研究就ADNP在膀胱尿路上皮癌中的

表达及其与患者生存率的关系进行分析，旨在为膀

胱尿路上皮癌的诊治和判断预后提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集 2006年 1月 1日至 2007年 12月 31日就诊

于中南大学湘雅医学院附属肿瘤医院收治的 221例

膀胱尿路上皮癌患者的临床及病理资料，包括性别、

年龄、肿瘤大小、肿瘤病灶数目、组织学分级、临床分

期等。所有患者的临床、病理资料都是通过医院中

心电子病历管理系统获取，并录入相应的信息采集

表格。依据膀胱癌TNM分期标准（2009版）（UICC），

及膀胱癌WHO（1973版）分级法进行临床分期。患

者纳入标准：接受根治性膀胱切除术、经尿道膀胱肿

块切除术或膀胱部分切除的手术，排除未经手术治

疗和远处转移的患者；术后病理检查确诊为膀胱尿

路上皮癌。排除标准：有心血管、内分泌、呼吸系统

等其他影响寿命的疾病患者。随访：每 3个月 1次，

随访时间为120个月。

收集手术过程中经病理确诊的膀胱尿路上皮癌

组织，和距离肿瘤边缘>2 cm（镜下未见癌细胞）的癌

旁组织各20例，大小为0.5 cm×0.5 cm，将组织置于装

入冻存管，置于液氮罐中保存。

收集51例因其他膀胱疾病而手术患者的非肿瘤

疾病的膀胱组织，术后经病理学检验证实。

1.2 qPCR 检测膀胱尿路上皮癌组织中 ADNP

mRNA的表达

采用TRIzol法从膀胱尿路上皮癌组织及癌旁组织

内提取总RNA，反转录成cDNA（PrimeScript RT Reagent

Kit，TaKaRa）。qPCR 法（SYBR Premix Ex Taq Kit，

TaKaRa，7500 Real-time PCR system，Applied Biosys-

tems）测定ADNP mRNA的表达，用β-actin作为内参。

反应条件为预处理阶段：95 ℃、600 s；扩增阶段：95 ℃、

15 s，60 ℃、60 s，35个循坏；溶解阶段：95 ℃、10 s，65 ℃、

60 s，97 ℃、1 s。以2-ΔΔCT方法计算膀胱癌组织与相应癌

旁组织的相对基因表达水平。ADNP扩增引物为，正向：

5 ′ -CATCCTGCGTCTGGACCTGG-3 ′；反向：5 ′ -TA-

ATGTCACGCACGATTTCC-3 ′。

1.3 WB检测膀胱尿路上皮癌组织中ADNP蛋白的

表达

采用RIPA法提取膀胱尿路上皮癌组织及癌旁组

织内总蛋白，BCA法检测蛋白含量，取待测的样品蛋

白 30 µg进行SDS-PAGE，转膜 2 h，室温下脱脂牛奶

封闭2 h，加入ADNP抗体（Abcam，1∶800）和GAPDH

抗体（CST，1∶1 000）4 ℃孵育过夜，加二抗室温孵育

1 h，用TBST洗涤3次，发光剂显色，扫描检测条带的

灰度值，计算待测蛋白的相对表达量。

1.4 免疫组织化学法检测膀胱尿路上皮癌组织中

ADNP蛋白的表达

免疫组化采SP法检测221例膀胱尿路上皮癌组织
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和51例非肿瘤的膀胱组织中ADNP蛋白的表达，具体

步骤依照试剂盒说明书进行操作。一抗为兔抗人ADNP

抗体（Abcam，1∶100），二抗为生物素标记羊抗兔抗体（康

为世纪）免疫组化评分由2位资深病理科医师独立阅片，

按阳性肿瘤细胞比例和染色强度评分。

肿瘤细胞阳性率评分：无染色阳性肿瘤细胞评0

分，肿瘤细胞阳性率≤10%评1分；10%<阳性率≤35%

评 2分；35%<阳性率≤75%评 3分，阳性率>75%评 4

分。染色强度评分：无染色评 1分；染色弱（淡黄色）

评2分；中重度染色（黄棕色或棕色）评3分。总评分

分值（即染色 指数）为以上两项分值的乘积。用染色

指数(得分为 0、2、3、4、6、8、9和 12)来评估ADNP在

膀胱癌组织中的表达。染色指数≥6分为高表达，<6

分为低表达。

1.5 统计学处理

采用 SPSS21.0统计软件分析，数据采用 x̄±s 表

示。对多组数据组进行方差分析（ANOVA），然后使

用 t检验进行两组间比较。通过卡方检验分析ADNP

表达与临床病理特征的关系。根据Kaplan-Meier法

绘制生存曲线，生存数据采用单变量和多变量Cox回

归分析进行评估。以P<0.05或P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 临床基本资料

共 221例膀胱尿路上皮癌患者（男性 180例、女

性 41例）纳入研究，发病年龄在 21~84岁，平均年龄

为（59±11）岁，其中Ta期 49例、T1期 53例、T2期 88

例、T3期16例、T4期15例。患者基本资料详见表1。

表1 ADNP在膀胱尿路上皮癌组织中的表达及其与临床病理特征的关系

Tab.1 Expression of ADNP in bladder urothelial carcinoma tissues and

it’s correlation with clinicopathologic characteristics

Characteristic

Age(t/a)
≥60
<60

Gender
Male
Female

Histological grade
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

T stage
Ta
T1
T2
T3
T4

N stage
N-
N+

Tumor multiplicity
Unifocal
Multifocal

Tumor size(d/cm)
≥3
<3

Vital states
Alive
Dead
Loss to follow-up

N (%)

96 (43.4)
125 (56.6)

180 (81.4)
41 (18.6)

108 (48.9)
52 (23.5)
61 (27.6)

49 (22.2)
53 (24.0)
88 (39.8)
16 (7.2)
15 (6.8)

179 (81.0)
42 (19.0)

134 (60.6)
87 (39.4)

75 (33.9)
146 (66.1)

87（39.4）
102（46.2）
32（14.4）

ADNP expression (n)

Low

47
63

86
24

65
22
23

46
20
34
5
5

97
13

62
48

75
35

63
37
11

High

62
49

94
17

43
30
38

2
33
54
11
10

82
29

72
39

71
40

24
65
21

P

0.832

0.214

0.009

<0.001

0.007

0.196

0.508

<0.001

2.2 ADNP在膀胱尿路上皮癌组织、非肿瘤膀胱组

织中的表达情况

qPCR检测结果（图1）显示，与癌旁组织相比，膀

胱尿路上皮癌组织中ADNP mRNA呈高表达（42.2±

9.4 vs 26.0±5.8，P<0.05）；WB 检测结果（图 2）显示，

ADNP蛋白在 8例膀胱尿路上皮癌肿瘤组织中也呈
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较高表达(1.5±0.4 vs 0.6±0.2，P<0.05)。此外，对 221

例膀胱尿路上皮癌患者及51例非膀胱癌疾病膀胱组

织进行的免疫组化半定量分析及评分（图3），结果发

现，膀胱尿路上皮癌中ADNP的表达量明显高于非膀

胱癌组织（5.2±2.3 vs 1.2±0.4，P<0.01，图4、5）。

图1 20例膀胱尿路上皮癌患者的肿瘤组织及癌旁组织ADNP mRNA表达量

Fig.1 Expressionof ADNP mRNA in 20 pairs of bladder urothelial carcinoma tissues and correspondingadjacent normaltissues

图2 8例膀胱尿路上皮癌患者肿瘤组织及其癌旁组织ADNP蛋白表达水平

Fig.2 ADNP protein expression level in 8 pairsof bladder urothelial carcinoma tissues and corresponding adjacentnormal tissues

2.3 ADNP与膀胱尿路上皮癌临床病理因素的关系

221例患者中ADNP高表达的有 111例，低表达

的 110例。卡方检验中，组织学分级、临床分期及存

活状态在不同ADNP表达组别间具有显著性差异

（P<0.05），而在不同年龄、性别、肿瘤的大小及肿瘤数

量的组别间未见明显差异。同样地，Pearson分析中

也证实了组织学分级、临床分期及存活状态与ADNP

的表达状态有着紧密的相关性（P<0.05）。患者免疫

组化特征与临床资料之间的关系详见表 1。通过进

一步的研究，发现ADNP的表达量在MIBC中也高于

NMIBC（6.9±2.1 vs 4.7±1.4，P<0.01），详见图4、6。

2.4 随访

本研究随访时间为2~120个月，至随访终止时间

点（2017年 12月），获访 189例，失访 32例，随访率为

85.5%。在随访期间内，获访 189例患者中有 102例

死亡，5年总生存率（OS）为60.8%，10年OS为40.7%。

2.4.1 ADNP与患者预后的关系 ADNP低表达的患

者相对于高表达的患者有着较好的预后，其中，5年

OS：78.6% vs 49.5%（P<0.01）；5 年 PFS：72.2% vs

40.0%（P<0.01）；10年OS：58.6% vs 26.6%（P<0.01）；

10 年 PFS：47.9% vs 25.3%（P<0.01）。Kaplan-Meier

生存曲线图见图7、8。

2.4.2 影响膀胱尿路上皮癌患者预后的因素 本研

究将潜在影响膀胱尿路上皮癌患者预后的临床病理

因子分别进行单因素及多因素分析。在Cox回归单

因素分析中，组织学分级、临床分期、肿瘤大小及

ADNP表达量是影响预后的相关危险因素（P<0.05），

而年龄、性别、肿瘤数目却不具有差异性；此外，在

Cox回归多因素分析中则显示组织学分级、T分期及

ADNP的表达量共同影响预后（P<0.05）。详见表2。

3 讨 论

膀胱尿路上皮癌的发生是由于在各种致癌因子

的作用下，正常的膀胱尿路上皮移行细胞在基因水

平丧失了对细胞的调控，导致细胞周期紊乱，使膀胱

尿路上皮细胞无限增殖，最终导致癌症的发生。这

一生物学进程涉及多阶段的复杂过程，常伴有众多

的基因突变，包括许多癌基因的激活和抑癌基因的
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图3 不同ADNP染色评分的免疫组化图

Fig.3 Representativeimmunohistochemical images of different ADNP staining scores

图4 ADNP在非肿瘤的膀胱组织、NMIBC和MIBC组织中的表达

Fig.4 Expression of ADNP in non-tumorbladdertissues, NMIBC and MIBC tissues
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图5 膀胱尿路上皮癌组织ADNP免疫组化积分

显著高于正常膀胱组织

Fig.5 ADNP expression in bladder urothelial

carcinomatissues was significantly higher than that in

normal bladdertissues

图6 NMIBC组织ADNP免疫组化积分显著低于MIBC组织

Fig.6 Immunohistochemical score of ADNP in NMIBC

tissues was significantly lower than that in MIBC tissues

失活。如癌基因HER-2、Ras、Bcl-2等的激活使肿瘤

细胞无限分裂，导致膀胱癌的复发与进展[9-11]；而抑癌

基因 P53、Rb、P21等的部分染色体缺失或杂合性丢

失，使DNA受损的细胞不发生凋亡，导致细胞生长失

控，与膀胱癌发生发展也有着密切的联系[12-14]。近年

来研究发现，ADNP可参与对细胞凋亡的调控，介导

细胞内信号转导，能抵抗外界不良刺激对细胞的损

伤[6]；同时，也有研究表明ADNP在多种肿瘤中的表

达均存在异常表达，如结直肠癌、乳腺癌、恶性神经

鞘膜瘤等[6-8]，与肿瘤的发生、发展存在着密切的关

系[15]。本研究通过使用 qPCR、WB和免疫组织化学

染色等方法证实ADNP在膀胱癌中的表达水平显著

高于非肿瘤组织，因此推测ADNP也有可能与膀胱癌

的发生发展有着密切的联系。

图7 不同ADNP表达量之间总生存率（（OS））的生存曲线图

Fig.7 Kaplan-Meier curves of overall survival (OS) for

bladder urothelial carcinoma patients stratified by high and

low ADNPexpression

图8 不同ADNP表达量之间无疾病进展率（（PFS））的生存曲线图

Fig.8 Kaplan-Meier curves of progression free survival

(PFS) for bladder cancer patients stratified by high and low

ADNPexpression

表2 影响膀胱尿路上皮癌患者预后因素的单因素及多因素Cox回归分析

Tab.2 Cox univariate and multivariateregression analyses of various prognostic parameters in

patients with bladder urothelial carcinoma

Variable

Age

Gender

Histological grade

T stage

N stage

Tumor multiplicity

Tumor size

ADNP

Univariate analysis

HR

0.863

0.862

1.833

1.980

1.774

0.956

1.970

2.627

95% CI

0.591-1.256

0.499-1.368

1.461-2.299

1.668-2.350

1.147-2.744

0.653-1.399

1.354-2.864

1.779-3.879

P

0.863

0.458

<0.01

<0.01

0.010

0.817

<0.01

<0.01

Multivariate analysis

HR

0.821

1.022

1.355

1.796

1.221

0.863

1.997

1.943

95% CI

0.553-1.220

0.610-1.740

1.075-1.709

1.453-2.221

0.756-1.971

0.580-1.284

1.351-2.951

1.300-2.905

P

0.330

0.935

0.010

<0.01

0.415

0.468

0.001

0.001

HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval
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膀胱癌易复发的生物学特点一直是临床上难以

解决的问题，前期文献报道了肿瘤数量、肿瘤大小、

组织学分级、临床分期是影响膀胱癌复发的相关危

险因素[16]，这与本研究的数据基本一致。进一步研究

发现，组织学分级、临床分期及患者的存活状态都与

ADNP的表达存在相关性。临床上所采用的膀胱癌

UICC分期主要依据肿瘤浸润肌层程度进行划分，本

研究数据显示肌层浸润性膀胱癌ADNP的表达量要

高于非肌层浸润性膀胱癌，这提示ADNP可能促进肿

瘤细胞的侵袭能力，进而导致膀胱癌的复发和进展。

膀胱癌的治疗常常是人们关注的焦点。手术、

化疗、放疗等一系列治疗手段可被用于治疗膀胱

癌[17-19]，但可惜的是，膀胱癌的5年特异性生存率仅为

50%~60%[3]。随着技术的不断进步，一系列特异性的

靶向治疗和免疫治疗方法被逐渐用于膀胱癌的治

疗[20-21]。本研究Keplan-Meier生存分析表明，相对于

ADNP高表达的膀胱癌患者而言，ADNP低表达的往

往具有较好的预后；Cox回归分析也表明ADNP是导

致膀胱癌患者不良结局事件的一个危险因素，这说

明ADNP能成为膀胱癌的特异性治疗候选靶点。

PASCUAL等[22]研究表明乙醇能抑制神经胶质细胞

的增殖，而加入神经保护性活性蛋白（neuroprotective

activity protein, NAP, ADNP的活化形式）却能逆转乙醇

的抑制作用；另外还发现NAP主要通过MAPK/ERK和

PI3K/AKT通路介导细胞的生长，这两条通路常常在膀

胱癌的发生发展有异常的过度激活。Mandel等[23]研究

表明ADNP能与交替型不发酵蔗糖型交配酵母基因

（switch/sucrose nonfermentable，SWI/SNF）小体结合，

ADNP/SWI/SNF复合体能调控下游P53基因的活性，而

肿瘤细胞中ADNP表现的无义扩增却能抑制P53的活

性，进而导致P53通路下游基因的活化障碍，肿瘤细胞

凋亡受限，最终导致肿瘤的发生。基于上述研究结果，

可推测ADNP促进细胞生长、抑制凋亡的作用机制可能

也同样地存在于膀胱癌的发生发展中，这需要进一步

的实验论证。

膀胱癌的发生发展涉及多因素、多分子机制的

共同作用。本研究通过检测ADNP在膀胱癌和非肿

瘤膀胱组织的表达及分析ADNP与临床病理及预后

的关系，表明ADNP在膀胱癌中高表达，与膀胱癌的

发生发展密切相关，可作为膀胱癌预后判断的指标

之一。后续的研究将从细胞及动物水平进一步探讨

ADNP对膀胱癌影响的相关分子机制，ADNP有望成

为膀胱癌的特异性治疗候选靶点。
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