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ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和 ＡＱＰ３在人膀胱尿路
上皮癌组织中的表达及其意义
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【摘　要】目的：观察水通道蛋白１（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１，ＡＱＰ１）、水通道蛋白２（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ２，ＡＱＰ２）、水通道蛋白３（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ３，ＡＱＰ３）
在膀胱尿路上皮癌组织及正常膀胱组织中的表达与分布，探讨其意义。方法：取膀胱尿路上皮癌组织２５例及正常膀胱组织
２５例，应用免疫组织化学方法检测ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３在膀胱尿路上皮癌和正常膀胱组织中的表达及分布。结果：ＡＱＰ１散
在表达于正常膀胱组织中微血管和小动脉的内皮细胞的细胞膜及细胞质，在膀胱尿路上皮癌组织中ＡＱＰ１大量表达于肿瘤的
血管内皮细胞的细胞膜及细胞质；膀胱尿路上皮癌中 ＡＱＰ１表达水平较正常膀胱组织明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；ＡＱＰ２主要表达于膀胱尿路上皮癌组织及正常膀胱组织的细胞间质中，两者表达强度基本相同，差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；ＡＱＰ３主要表达在膀胱尿路上皮癌组织及正常膀胱组织的黏膜上皮细胞的胞质及胞膜，在癌组织中的表达强度明
显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：ＡＱＰ１、ＡＱＰ３在膀胱尿路上皮癌组织中表达明显增高。提示ＡＱＰ１、ＡＱＰ３可能与
膀胱尿路上皮癌的发生和发展密切相关，其机制需要进一步深入研究。
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　　膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，绝大多 数来源于上皮组织，其中 ９０％以上为移行上皮肿
瘤。由于其较高的发病率和死亡率，膀胱癌已成为

危害人群健康的主要疾病之一。１９８８年，Ａｇｒｅ等［１］

在分离纯化红细胞膜上的 Ｒｈ多肽时发现水通道蛋
白。到目前为止，经分子克隆发现在哺乳动物体内，

—５０４—重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第５期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．５）



水通道蛋白（Ａｑｕａｐｏｒｉｎ）家族已有１３名成员（ＡＱＰ０
～ＡＱＰ１２）

［２］。近年研究表明，ＡＱＰｓ与肿瘤生长、转
移有关［３］。已有学者对ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３在小鼠
膀胱组织中分布情况进行研究，取得一定进展［４］。

本文应用免疫组织化学技术检测 ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和
ＡＱＰ３在膀胱尿路上皮癌组织和正常膀胱组织中的
表达及分布，探讨它们在膀胱尿路上皮癌生长、转移

中可能的作用机制和意义。

１　材料与方法

１．１　材料
膀胱癌组：收集本院泌尿外科２００６年１１月至２００９年

１２月行全膀胱切除术组织标本２５例，其中男性１６例，女性９
例，平均年龄（５８．５２±５．７２）岁，有汉族１０例，维吾尔族１０
例，哈萨克族４例，蒙古族１例。所有患者术前未行放化疗，
术后病理诊断均为尿路上皮癌，病理分期均为 Ｔ２以上。对
照组：前列腺增生患者行前列腺汽化电切时取其正常膀胱组

织２５例，平均年龄（６６．４０±４．９３）岁，有汉族１２例，维吾尔
族９例，哈萨克族２例，蒙古族１例，回族１例。标本切除后
立即放入液氮中冷冻保存，随后移至 －８０℃低温冰箱保存
备用。

１．２　方法
免疫组化染色：标本以４％多聚甲醛、５％、１０％、２０％蔗

糖溶液依次固定。ＯＴＣ胶包埋，在液氮中冷冻，５μｍ连续切
片。３％过氧化氢孵育１５ｍｉｎ消除内源性过氧化物酶活性，
０．１ｍｏｌ?Ｌ磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＰＢＳ）清洗，枸橼酸
盐缓冲液９２℃～９８℃微波热修复１５ｍｉｎ，冷却３０ｍｉｎ，滴加
非免疫山羊血清，室温孵育２０ｍｉｎ，倾去血清，滴加１∶５００的
兔抗ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３多克隆抗体（购自ＳａｎｔａＣｒｕｔｚ生物

技术公司），４℃过夜，经０．１ｍｏｌ?ＬＰＢＳ冲洗后，滴加１∶２５０
的二抗行免疫组化染色，３，３’－二氨基联苯胺显色，Ｍａｙｅｒ苏
木素复染，封片。以胞膜或胞质有棕黄色染色者为阳性细

胞。用ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。所有切片在光学显微
镜下观察，取染色良好（阳性细胞染色清晰，背景染色很低）

的组织切片进行照相，并在低倍镜下找到阳性细胞较为密集

的区域，测量ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３阳性产物面积及阳性产物
强度灰度值。然后将上述数值依据Ｆｒｏｍｏｗｉｔｚ阳性细胞半定
量分级法，以胞浆内出现棕黄色颗粒视为阳性细胞，取表达

最强的部位，按着色强度计分，无着色者为０分；浅黄色、略
高于背景者为１分；棕黄色、明显高于背景者为２分；强染、
着棕褐色者为３分。同时按阳性细胞数面积计分：≤５％为０
分；６％～２５％为１分；２６％～５０％为２分；５１％～７５％为３分；
＞７５％为４分。２项相加后的和为阳性细胞表达量：０～１分
为阴性；其他为阳性，取其平均值（珋ｘ±ｓ）作为阳性细胞表
达量。

该实验中在方法学上综合了以往文献报道的多个实验

技巧，使得实验顺利进展。在标本的获得上，尽可能减少常

温下的暴露时间，采用离体后立即放入液氮中保存，随后移

至－８０℃冰箱保存，保持了抗原的稳定性，若能使用新鲜标
本则效果更佳；通过预实验发现采用冰冻切片对 ＡＱＰｓ的表
达更有优势，表达阳性率更高，因此采用了冰冻切片而非文

献报道较多的石蜡切片；采用蔗糖梯度固定及非免疫山羊血

清孵育标本，而非普通的 ＰＢＳ溶液，使得抗原抗体更易于
结合。

１．３　统计学方法
应用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计分析，应用 ｔ检验

及χ２检验对两样本均衡性检验，检测结果用两样本均数之
间的比较，检验水准 α＝０．０５，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学
意义。

表１　病例组与对照组均衡性检验结果

Ｔａｂ．１　Ｂａｌａｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎｃａｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｃｒｏｌｇｒｏｕｐ

分组 ｎ 年龄
性别

男 女

民族

汉族 维吾尔族 哈萨克族 蒙古族 回族

病例组 ２５ ５８．５２±５．７２ １６ ９ １０ １０ ４ １ ０
对照组 ２５ ６６．４０±４．９３ ２５ ０ １２ ９ ２ １ １
ｔ?χ２值 －５．２１４ １０．９７４ １．９０１
Ｐ值 ＜０．００１ ０．００１ ０．７５４

表２　膀胱尿路上皮癌组与对照组ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３阳性表达量（ｎ＝２５，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＡＱＰ１，ＡＱＰ２和ＡＱＰ３ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅａｎｄｎｏｒｍａｌｂｌａｄｄｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（ｎ＝２５，珔ｘ±ｓ）

分组 ｎ ＡＱＰ１ ＡＱＰ２ ＡＱＰ３
病例组 ２５ ４．６８００±１．６０００ ３．３６００±０．９９４９ ４．２４００±１．３３１７
对照组 ２５ ２．６８００±１．１８０４ ２．９２００±０．８６２２ ２．８４００±１．３１２７
Ｆ值 １０．１２７ ０．２６０ ５．６７９
Ｐ值 ０．００３ ０．６１２ ０．０２１

注：，２５例中有男性１６例，女性９例。２组资料之间在性别问题上存在不均衡性，将病例组中的女性完全去除，再次进行分析发现结果相同，

提示性别在此不影响所检测得到蛋白质的表达，因此，虽然本实验的标本存在性别的不均衡性，但不影响实验的结果
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２　结　果

对患者的一般资料进行了比较，结果见表１，将ＡＱＰＳ阳

性表达于正常膀胱组织者作为阳性对照，ＰＢＳ代替一抗者作
为阴性对照，细胞质或细胞膜可见黄色或棕黄色颗粒者为阳

性细胞。所有切片染色背景清晰，阴性对照不着色，对两组

资料的蛋白表达进行检测，结果见表２。两组资料之间在性
别及年龄问题上存在不均衡性，因此将两组资料做分析比

较，再将病例组中的女性完全去除后，再次进行分析发现结

果相同，提示性别在此不影响所检测到的蛋白质的表达；对

年龄对所检测蛋白的表达进行协方差分析，显示年龄也不影

响其表达。因此，本实验标本的一般资料虽然存在不均衡

性，但不影响实验的结果。ＡＱＰ１阳性反应呈棕黄色，主要表
达于正常膀胱黏膜微血管和小动脉的内皮细胞及肿瘤组织

的微血管内皮细胞的细胞膜及细胞质中（图 １）。对照组：
ＡＱＰ１主要表达在正常膀胱黏膜微血管和小动脉的内皮细胞
的胞膜和胞质，其阳性表达量为（２．６８００±１．１８０４）；膀胱癌
组：ＡＱＰ１主要表达于肿瘤组织微血管内皮细胞的细胞膜及
胞质，其阳性表达量为（４．６８００±１．６０００）。ＡＱＰ１在膀胱癌
组织中表达量及强度明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。ＡＱＰ２阳性反应呈棕黄色，主要存在正常膀胱组织及
膀胱癌组织的细胞间质中（图２），２组的表达强度基本相同，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＱＰ３阳性反应呈棕黄色，
主要表达于膀胱黏膜上皮细胞及肿瘤上皮细胞的胞膜及胞

质（图３）。对照组：ＡＱＰ３主要表达在正常膀胱黏膜上皮细
胞的胞膜和胞质，其阳性表达量为（２．８４００±１．３１２７）。膀
胱癌组：ＡＱＰ３主要定位于膀胱尿路上皮癌组织癌细胞的胞
膜和胞质，其阳性表达量为（４．２４００±１．３３１７）。ＡＱＰ３在膀
胱癌组织中表达量较正常膀胱组织明显增高，差异有统计学

意义（Ｐ＜００５）。
　　ＡＱＰ１在正常膀胱黏膜组织（Ａ）及膀胱尿路上皮癌组织
（Ｂ）中的表达（１０×２０倍），在膀胱癌组织中的表达较正常膀
胱组织中的表达明显增强增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

图１　ＡＱＰ１表达结果

Ｆｉｇ．１　ＡＱＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

　　ＡＱＰ２在正常膀胱黏膜组织（Ａ）及膀胱尿路上皮癌组织
（Ｂ）中的表达（１０×２０倍），在膀胱癌组织中的表达较正常膀
胱组织中的表达表达强度基本相同，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。

图２　ＡＱＰ２表达结果

Ｆｉｇ．２　ＡＱＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｓ

　　ＡＱＰ３在正常膀胱黏膜组织（Ａ）及膀胱尿路上皮癌组织
（Ｂ）中的表达（１０×２０倍），在膀胱癌组织中的表达较正常膀
胱组织中的表达明显增强增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

图３　ＡＱＰ３表达结果

Ｆｉｇ．３　ＡＱＰ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

３　讨　论

多年来对肿瘤的研究表明，恶性肿瘤最基本的

生物学特征是癌组织的无限增殖和肿瘤细胞的分化

异常。ＡＱＰ可能通过多种途径参与肿瘤的发生和转
移过程，在癌组织的增殖与分化过程中发挥重要

作用。

近年研究证实［６，７］，ＡＱＰ１表达不足的动物实验
模型，肿瘤血管生成发生障碍，肿瘤生长明显受到抑

制甚至停滞。另有研究表明［８～１０］运用 ＡＱＰ１抑制剂
可通过抑制组织内 ＡＱＰ１蛋白的表达，抑制肿瘤的
转移，进一步证明 ＡＱＰ１参与肿瘤血管生成并影响
肿瘤生长及转移。目前有大量的研究表明在多种肿

瘤细胞及微血管内皮细胞中都有 ＡＱＰ１的高表达，

且其表达量与肿瘤恶性程度呈正相关［１１］。

ＡＱＰ３为水甘油通道，广泛的分布于哺乳动物
的表皮上皮细胞的基底膜，在肾脏集合管上皮及膀

胱上皮均有表达，对上皮肿瘤的表达有促进作用，有

助于上皮肿瘤的生长。最近研究显示［１２］，ＡＱＰ３敲
除后的小鼠，通过抑制肿瘤细胞产生脂类及 ＡＴＰ从
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而降低上皮肿瘤的发生率。近年研究表明［１３］，ＡＱＰ３
可促进的细胞迁移对不同的细胞类型具有普遍性，

这说明肿瘤细胞中表达的 ＡＱＰ３可能增加了肿瘤局
部的侵袭性，同时也增强了肿瘤细胞穿过微血管上

皮细胞屏障进行转移的能力。故抑制 ＡＱＰ３的表
达，有可能抑制肿瘤细胞的生长增殖，控制肿瘤的转

移，改善预后。

该实验结果提示，ＡＱＰ１主要表达于人膀胱尿路
上皮癌组织的微血管内皮细胞，较正常膀胱组织的

表达量及强度增高，可能与肿瘤组织具有浸润及转

移能力，需要较多的微血管来提供肿瘤细胞的快速

增生所需的营养，来满足肿瘤细胞的高代谢有关。

ＡＱＰ２主要存在膀胱尿路上皮癌组织及正常膀胱组
织的细胞间质中，差异无统计学意义，具体意义暂不

明确。ＡＱＰ３表达于膀胱尿路上皮癌及正常膀胱组
织黏膜上皮细胞的胞质及胞膜，在肿瘤组织中表达

较强，与ＡＱＰ３有促进细胞迁移的作用，而增加肿瘤
局部的侵袭性有关。以上结果表明，ＡＱＰ１、ＡＱＰ３表
达量增高可能与膀胱尿路上皮癌的发生发展有一定

的关系。为 ＡＱＰ１、ＡＱＰ２、ＡＱＰ３在人膀胱癌组织中
的定位提供了一定依据，为后续研究 ＡＱＰｓ的功能
奠定一定的基础。目前尚未见到人膀胱癌组织与

ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和 ＡＱＰ３研究的相关性报道，本研究可
能为今后研究ＡＱＰ１、ＡＱＰ２和ＡＱＰ３在膀胱癌诊断及
治疗起到一定的推动作用。

虽然本实验组中的膀胱癌患者及正常对照组在

年龄和性别组成上有一定的差异性，但经过分析比

较，年龄和性别均不影响水通道蛋白的表达。在我

们所处的多民族聚集地，存在民族的差异，但由于搜

集的标本量不够多，并不能详细去证实民族差异是

否为影响蛋白表达的因素，需要进一步大足量的标

本来证实，为进一步去研究各民族之间的差异性，为

了解民族之间的内在差异提供依据。

下一步通过用特异性的 ＡＱＰ１及 ＡＱＰ３基因基
因敲除小鼠，在其体内建立膀胱肿瘤模型，在完全可

控的情况下进一步研究 ＡＱＰ１及 ＡＱＰ３在膀胱癌的
发生发展过程中的作用。由于膀胱肿瘤有较高的复

发率，是防治膀胱癌复发是提高膀胱癌治疗水平的

关键，我们进一步预通过检测膀胱尿路上皮癌复发

前后ＡＱＰ１及ＡＱＰ３的表达，检测其表达量与复发时

间之间的相关性，探讨其在膀胱癌复发中的作用，为

研究预防肿瘤复发提供线索依据。在膀胱尿路上皮

癌研究中，对 ＡＱＰ１及 ＡＱＰ３的功能作用进行研究，
可能为膀胱肿瘤的发病机制、基因诊断及基因治疗

提供新的途径。
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