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　　［摘要］　目的　探讨胚胎干细胞关键转录因子Ｎａｎｏｇ在膀胱癌组织中的表达及在膀胱癌５６３７细胞中的作用。方法
　 采用免疫组化方法检测Ｎａｎｏｇ蛋白在４６例膀胱癌组织中的表达。应用慢病毒载体上调５６３７细胞中Ｎａｎｏｇ的表达，通
过克隆形成实验检测细胞增殖，通过ＭＴＴ法检测细胞对化疗药物顺铂的敏感性。结果　 膀胱癌组织中Ｎａｎｏｇ的阳性率为
５０％，且其表达与组织的病理分级呈正相关，相关系数为０．９８９（Ｐ＜０．０５）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明感染慢
病毒ＬＶＮａｎｏｇ的５６３７细胞株中 ＮａｎｏｇｍＲＮＡ和蛋白的表达明显高于感染慢病毒 ＬＶＣｏｎ的对照组细胞株。５６３７Ｃ和
５６３７Ｎａｎｏｇ的克隆形成率分别为（４．６±０．９）％和（９．０±１．０）％，显示过表达 Ｎａｎｏｇ的 ５６３７细胞克隆形成率上升
（Ｐ＜００１）。以５、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理细胞７２ｈ，对照组５６３７Ｃ的存活率分别为（６４．５±４．９）％、（５３．１±４．６）％、
（４３．４±３．９）％和（２１．０±２．７）％，５６３７Ｎａｎｏｇ的存活率分别为（８０．９±５．６）％、（６８．５±４．２）％、（４７．９±５．１）％和
（２５．２±４．２）％，在浓度为５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ时５６３７Ｎａｎｏｇ对顺铂的敏感性降低。结论　 Ｎａｎｏｇ的表达增高与膀胱
癌病理分级相关，Ｎａｎｏｇ基因的表达升高能增强膀胱癌细胞的增殖能力，降低对顺铂化疗药物的敏感性。
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　　膀胱癌是我国男性泌尿生殖系统发病率最高的恶
性肿瘤，且呈逐年上升趋势，是严重影响人们健康的恶

性疾病，具有易复发、高转移、耐药、异质性强等特

点［１］。近年来逐步在多种肿瘤中均发现异质性的极

少量细胞，这些细胞具有自我更新能力和多向分化潜

能，同时具备某些胚胎样干细胞特征，即肿瘤干细胞

（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）。研究显示，肿瘤治疗效果
不佳，预后不好的原因可能为肿瘤中存在数量较少、传

统治疗难以彻底清除的肿瘤干细胞，这些数量较少的

肿瘤干细胞具有自我更新、无限增殖等特点，是维持和

促进肿瘤生长、转移、复发的根本原因［２－４］。因此，通

过深入研究肿瘤干细胞自我更新与干性维持的机制，

并探索基于杀伤或抑制肿瘤干细胞的治疗新策略是目

前肿瘤研究的新思路。干细胞自我更新与干性维持有

赖于干性基因表达，如 ＯＣＴ４、Ｎａｎｏｇ、ＳＯＸ２等。新近
研究发现，胚胎样干性基因表达与肿瘤的发生、发展密

切相关，其机制可能在维持肿瘤干细胞自我更新与干

性维持中发挥关键作用［５－６］。鉴于干性基因在膀胱肿

瘤及膀胱肿瘤干细胞中的作用与机制尚不得知，本研

究探讨干性基因 Ｎａｎｏｇ在膀胱癌发生、发展中的作用
及其对膀胱癌临床化疗药物顺铂化疗效果的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织、细胞和质粒　　人膀胱癌组织取自第三军医大
学西南医院泌尿外科２００６－２０１０年手术切除标本，共４６例，按
ＷＨＯ（２００４）病理分级：低度恶性倾向尿路上皮乳头状瘤（ＰＵＮ
ＬＭＰ）１９例，低分级乳头状尿路上皮癌（ＬＧＰＵＣ）１２例，高分级
乳头状尿路上皮癌（ＨＧＰＵＣ）１５例。２９３Ｔ细胞和膀胱癌细胞
株５６３７为本室保存。慢病毒包装辅助质粒ｐｓＰＡＸ２和ｐＭＤ２．Ｇ
为Ａｄｄｇｅｎｅ产品，慢病毒空载体 ＰＬＪＭＣ和载有 Ｎａｎｏｇ基因的
重组载体ＰＬＪＭＮａｎｏｇ购自上海杰李生物技术公司。
１．１．２　主要试剂　　抗兔免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥
生物公司，ＤＭＥＭ高糖培养基、１６４０培养基、胰酶和胎牛血清购
自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，聚凝胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）、嘌呤霉素、ＭＴＴ和顺铂
（ＣＩＳ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００和 Ｔｒｉｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品，ｃＤＮＡ逆转录试剂盒 ｉＳｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、
ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘ、ＥＣＬ发光液和 ＰＶＤＦ膜购自 ＢｉｏＲａｄ公司，兔抗
Ｎａｎｏｇ单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司，鼠抗ｔｕｂｕｌｉｎ单克隆抗体和
ＲＩＰＡ强蛋白裂解液购自碧云天公司，辣根过氧化物酶标记的
羊抗兔ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ购自上海生工生物工程公司。

１．２　方法
１．２．１　免疫组化检测膀胱癌组织中Ｎａｎｏｇ的表达　　病理组
织标本经固定，脱水，浸蜡后包埋，连续切片。兔抗 Ｎａｎｏｇ单抗
１∶１００稀释，组织经抗原修复，两步法进行免疫组化染色，设置
阴性对照，ＤＡＢ显色后梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封
片，光学显微镜下观察。免疫组化染色结果按细胞染色强度和

阳性细胞比例两方面判定。细胞染色强度记分：无染色０分，
浅黄色为１分，棕黄色为２分，棕褐色为３分；按阳性细胞所占
的百分比记分：＜１０％为０分，１０％ ～２９％为１分，３０％ ～６０％
为２分，＞６０％为３分；两者相加，＜３分为阴性，≥３分为阳
性［７］。

１．２．２　慢病毒的包装与浓缩　　依据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００使用
说明，将载有 Ｎａｎｏｇ基因的重组载体 ＰＬＪＭＮａｎｏｇ和病毒包装
辅助载体（ｐｓＰＡＸ２和 ｐＭＤ２．Ｇ）共转染 ２９３Ｔ细胞，以空载体
ＰＬＪＭＣ为对照。转染 ４ｈ后，加入含 １０％胎牛血清的高糖
ＤＭＥＭ培养基继续培养。４８ｈ后收集含病毒颗粒的上清，经
０４５μｍ滤器过滤后，４℃，７００００×ｇ离心２ｈ，用 ＰＢＳ重悬病
毒颗粒，获得重组慢病毒ＬＶＮａｎｏｇ和对照慢病毒ＬＶＣｏｎ，并用
孔稀释法测定病毒滴度，－８０℃保存备用。
１．２．３　慢病毒感染５６３７细胞及筛选　　用离心收集所得的
慢病毒感染５６３７细胞，根据病毒的滴度，采用感染复数 ＭＯＩ＝
１０，将慢病毒 ＬＶＮａｎｏｇ和对照慢病毒 ＬＶＣｏｎ分别感染 ５６３７
细胞，并加入８μｇ／ｍＬ的聚凝胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）促进感染，感染８ｈ
后换液。感染 ７２ｈ后，在细胞培养液中加入嘌呤霉素
（１μｇ／ｍＬ）筛选稳定表达株，命名为 ５６３７Ｎａｎｏｇ（实验组）和
５６３７Ｃ（对照组）。
１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测感染５６３７细胞后 ＮａｎｏｇｍＲＮＡ表
达　　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞的总 ｍＲＮＡ，按照逆转录试剂盒
说明进行逆转录得到 ｃＤＮＡ，然后依荧光定量试剂说明配制反
应体系，每组各设３个复孔，利用 ＢｉｏＲａｄ公司的 ＣＦＸ９６实时
定量ＰＣＲ仪检测Ｎａｎｏｇ基因的表达。ＰＣＲ引物：Ｎａｎｏｇ上游引
物５′ＣＴＡＡＧＡＧＧＴＧＧＣＡＧＡＡＡＡＡＣＡ３′，下游引物５′ＣＴＧＧＴＧ
ＧＴＡＧＧＡＡＧＡＧＴＡＡＡＧＧ３′，片段大小为１０１ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引
物 ５′ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ３′，下 游 引 物 ５′ＴＣＴＡ
ＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣ３′，片段大小为２００ｂｐ。采用两步法反
应，条件为９５℃３ｍｉｎ；（９５℃１０ｓ，６２℃３０ｓ）×４０个循环，反
应结束后立即进行溶解曲线分析，条件为６５～９５℃，每５秒上
升０．５℃。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染５６３７细胞后 Ｎａｎｏｇ的蛋白表达
　　胰酶消化细胞并用ＰＢＳ洗涤，用 ＲＩＰＡ强细胞裂解液于冰
上裂解１０ｍｉｎ。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清并用
Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度，经浓度标准化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测。取４０μｇ总蛋白，经１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，将
蛋白电转至ＰＶＤＦ膜上。用５％ ＢＳＡ常温封闭１ｈ，以１∶１０００

６５６
第３６卷第７期
２０１４年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１４



稀释Ｎａｎｏｇ抗体，以１∶４０００稀释 ｔｕｂｕｌｉｎ抗体，加于 ＰＶＤＦ膜
上，４℃孵育过夜。用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳＴ洗膜３次，每
次１５ｍｉｎ，以１∶１００００稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗常温
孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次，每次１５ｍｉｎ，ＥＣＬ试剂发光，显影，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析。
１．２．６　平板克隆形成实验　　以１０００／孔细胞接种６孔板，
接种３孔，置于５％ ＣＯ２、３７℃恒温培养箱内培养，每３～４天换
液，培养２周后结晶紫染色，倒置显微镜下观察，以多于５０个
细胞的细胞团作为克隆计数。克隆形成率 ＝平均克隆数／接种
细胞数×１００％。
１．２．７　ＭＴＴ法检测感染细胞对顺铂的敏感性　　收集实验组
和对照组细胞，按每孔１００μＬ培养基５×１０３细胞接种于９６孔
板中，设３个复孔，并设调零孔。２组细胞过夜培养后加入不同
浓度的顺铂（０、５、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，４ｈ后换液，继
续培养６８ｈ，每孔加入ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃孵育４ｈ后
吸去培养基，加入 １５０μＬＤＭＳＯ，震荡 １０ｍｉｎ后酶标仪检测
Ｄ（５７０）值。细胞存活率＝［Ｄ（５７０）细胞孔－Ｄ（５７０）调零孔］／
［Ｄ（５７０）０μｍｏｌ／Ｌ顺铂处理细胞孔 －Ｄ（５７０）调零孔］×
１００％。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，均值比较采
用两独立样本ｔ检验，免疫组化各组间的阳性率比较采用χ２检
验，相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结果

２．１　Ｎａｎｏｇ在膀胱癌组织中高表达且与病理分级呈
正相关

　　Ｎａｎｏｇ的表达主要定位在细胞核，低级别膀胱癌组织阳性
细胞较少且染色较浅，高级别膀胱癌组织细胞阳性率高且染色

较深。如图１所示，Ｎａｎｏｇ在膀胱癌组织中高表达。病理分级：
１９例低度恶性倾向尿路上皮乳头状瘤（ＰＵＮＬＭＰ）中 Ｎａｎｏｇ阳
性表达 ４例（２１．１％），１２例低分级乳头状尿路上皮癌
（ＬＧＰＵＣ）中Ｎａｎｏｇ阳性表达７例（５８．３％），１５例高分级乳头
状尿路上皮癌（ＨＧＰＵＣ）中Ｎａｎｏｇ阳性表达１２例（８０．０％），可
见Ｎａｎｏｇ阳性表达与组织的病理分级呈正相关（ｒ＝０．９８９，Ｐ＜
０．０５）。

２．２　高表达外源Ｎａｎｏｇ的膀胱癌５６３７细胞模型的建立
　　为探讨Ｎａｎｏｇ在膀胱癌中的作用，我们利用慢病毒载体，

将外源基因Ｎａｎｏｇ导入膀胱癌５６３７细胞中，构建高表达Ｎａｎｏｇ
的膀胱癌５６３７细胞模型，同时设置感染空载体对照组。分别
用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染细胞 Ｎａｎｏｇ的表达，
结果显示，对照组的ｍＲＮＡ相对表达量为１．０±０．１，感染重组
慢病毒 ＬＶＮａｎｏｇ的５６３７细胞中 Ｎａｎｏｇ的 ｍＲＮＡ相对表达量
为４８３．６±１６．７，说明５６３７Ｎａｎｏｇ细胞的ＮａｎｏｇＲＮＡ水平表达
明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。进一步用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果
表明与感染空载体慢病毒 ＬＶＣｏｎ对照组相比，感染重组慢病
毒ＬＶＮａｎｏｇ的５６３７细胞中Ｎａｎｏｇ表达明显增高。

２．３　高表达Ｎａｎｏｇ能够促进膀胱癌５６３７细胞克隆形
成能力

　　为了探讨Ｎａｎｏｇ对细胞增殖能力的影响，我们采用克隆形
成实验检测高表达 Ｎａｎｏｇ的５６３７细胞增殖能力，其中对照组
细胞 ５６３７Ｃ的克隆形成率为（４．６±０．９）％，实验组 ５６３７
Ｎａｎｏｇ的克隆形成率为（９．０±１．０）％，结果表明高表达 Ｎａｎｏｇ
的５６３７细胞克隆形成能力较对照组更强（Ｐ＜０．０１，图２），显
示其增殖能力升高。

! "

Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　倒置显微镜观察感染５６３７细胞后的克隆形成能力　（结晶紫）

２．４　高表达Ｎａｎｏｇ能够降低膀胱癌５６３７细胞对顺铂
的敏感性

　　通过ＭＴＴ法检测高表达Ｎａｎｏｇ的膀胱癌５６３７细胞对顺铂
的敏感性，发现在顺铂浓度为５μｍｏｌ／Ｌ时，５６３７Ｎａｎｏｇ细胞的
存活率为（８０．９±５．６）％，对照５６３７Ｃ细胞的存活率为（６４．５±
４９）％；顺铂浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，５６３７Ｎａｎｏｇ细胞的存活率
为（６８．５±４．２）％，对照 ５６３７Ｃ细胞的存活率为（５３．１±
４６）％；相应浓度顺铂处理后，２种细胞的存活率差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。在顺铂浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ时，５６３７Ｎａｎｏｇ
细胞的存活率为（４７．９±５．１）％，对照５６３７Ｃ细胞的存活率为

!

"

#

Ａ：低度恶性倾向尿路上皮乳头状瘤；Ｂ：低分级乳头状尿路上皮癌；Ｃ：高分级乳头状尿路上皮癌
图１　膀胱癌组织中Ｎａｎｏｇ的表达　（二步法×４００）
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（４３．４±３．９）％；顺铂浓度为４０μｍｏｌ／Ｌ时，５６３７Ｎａｎｏｇ细胞的
存活率为（２５．２±４．２）％，对照５６３７Ｃ细胞的存活率为（２１．０±
２７）％；相应浓度顺铂处理后，２种细胞的存活率差异无统计
学意义。比较于对照组，高表达 Ｎａｎｏｇ的５６３７细胞在顺铂浓
度为５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ时对其敏感性降低，表现出对顺铂
的耐受。

３　讨论

　　干性基因在干细胞干性维持与自我更新中发挥极
其关键的作用。其中，干性基因 Ｎａｎｏｇ基因最早是在
胚胎干细胞内发现的转录因子［８－９］，它属于 ＡＮＴＰ类
ＮＫ家族基因，位于人体第 １２号染色体，ｃＤＮＡ包含
２１８４个核苷酸，编码３０５个氨基酸，对 ＥＳ细胞进行
自我更新决定簇的筛查显示 Ｎａｎｏｇ的表达对 ＥＳ细胞
的自我更新具有决定性的作用，而在多数分化细胞中

未检测到其表达。用 ｓｉＲＮＡ下调 ＥＳ细胞中 Ｎａｎｏｇ的
表达后可以诱导 ＥＳ细胞向胚胎外细胞谱系的分
化［１０］，说明Ｎａｎｏｇ是维持胚胎多能性的关键因子，同
时其作为干细胞的分子标记和基因产物在维持干细胞

干性中发挥重要作用。

　　随着肿瘤干细胞的发现与深入研究，目前发现多
个干细胞维持因子如 Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２等在肿瘤及肿
瘤干细胞的发生、发展中起着重要的作用［１１－１３］，不仅

这些干细胞标记物的表达与肿瘤的分化程度、预后相

关，同时 Ｎａｎｏｇ可促进多种肿瘤的增生、侵袭和转
移［１４－１５］；但是，Ｎａｎｏｇ促进肿瘤发生、发展的分子机制
目前尚不得知，同时Ｎａｎｏｇ在膀胱肿瘤发生、发展或化
疗耐药中的角色也少见报道。为探讨Ｎａｎｏｇ在膀胱癌
发生、发展中是否发挥重要作用，我们首先检测４６例
膀胱癌病理组织中Ｎａｎｏｇ的表达，免疫组化检测发现，
Ｎａｎｏｇ在膀胱癌病理组织中高表达，并且与病理分级
呈正相关，提示Ｎａｎｏｇ在膀胱癌的发生、发展中起重要
作用。进一步采用膀胱肿瘤细胞系５６３７，利用慢病毒
载体，建立过表达外源Ｎａｎｏｇ膀胱癌细胞模型，通过克
隆形成实验检测细胞的增殖能力，发现过表达 Ｎａｎｏｇ
的５６３７细胞的克隆形成能力更强，说明Ｎａｎｏｇ的高表
达与膀胱癌细胞的增殖和自我更新相关，表现出肿瘤

干细胞样特性；通过ＭＴＴ检测细胞对化疗药物顺铂的
敏感性，显示在顺铂浓度为５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ时
过表达Ｎａｎｏｇ的５６３７细胞对其敏感性降低，表现出对
顺铂的耐受，提示 Ｎａｎｏｇ在膀胱肿瘤中的异常表达可
促进肿瘤的耐药，在膀胱肿瘤的演进中起重要作用。

上述研究结果初步显示干性基因Ｎａｎｏｇ高表达促进膀
胱肿瘤发生与发展，提示其机制可能与维持及促进肿

瘤干细胞中自我更新相关。本研究存在组织样本量偏

少和细胞系单一等不足，下一步研究将增加组织样本

量和采用多种细胞系，并着重探讨 Ｎａｎｏｇ在膀胱肿瘤
耐药以及膀胱肿瘤干细胞干性维持中的分子机制。
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