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摘要： 目的 探讨微小RNA 202（miR-202）和转录因子性别决定区Y框蛋白 9（Sox9）在膀胱癌中的表达及与临床预后的关

系。方法 选取 2012年 6月至 2013年 12月河南大学第一附属医院肿瘤科收治的 120例行切除术的膀胱癌病人作为研究对

象，收集癌组织（n=120）及癌旁正常组织（n=120），采用免疫组化检测组织中 Sox9蛋白表达，采用荧光定量 PCR（qRT-PCR）检

测癌组织及癌旁组织中miR-202和Sox9表达量，观察两组组织中miR-202、Sox9表达水平、与临床病理参数关系、二者相关性及

与病人预后关系。结果 膀胱癌组织中 Sox9阳性表达率为 70.83%，癌旁组织为 31.67%，差异有统计学意义（P<0.05）；膀胱癌

组织中miR-202水平低于癌旁组织（P<0.05），Sox9水平高于癌旁组织（P<0.05）；miR-202、Sox9表达与年龄、性别、肌层浸润无

关（P>0.05），与病理分级及淋巴结转移相关（P<0.05）；膀胱癌组织中miR-202和 Sox9表达呈负相关性（r=−0.835，P=0.000）；膀

胱癌组织中miR-202高表达病人中位生存时间为（48.61±1.82）个月，高于低表达组的（37.99±2.47）个月（P<0.05），miR-202高表

达病人预后 5年生存率为 52.94%，高于低表达组的 30.77%（P<0.05）；Sox9高表达病人中位生存时间为（39.78±2.60）个月，低于

低表达组的（49.62±1.90）个月（P<0.05），Sox9高表达病人预后 5年生存率为 38.18%，低于低表达组的 60.00%（P<0.05）；TNM分

期、淋巴结转移、Sox9是影响病人预后的独立危险因素，miR-202是影响膀胱癌病人预后的保护因素。结论 膀胱癌组织中

miR-202低表达，Sox9高表达，二者表达呈正相关，与病人病理分级及淋巴结转移相关，miR-202低表达与 Sox9高表达生存期

短，预后差，可能作为膀胱癌预后评估的潜在标记物。
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factor sex-determining region Y-box protein 9 (Sox9) and clinicopathological features
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Abstract： Objective To investigate the expressions of microRNA-202 (miR-202) and transcription factor sex-determining region
Y-box protein 9 (Sox9) in bladder cancer and their relationships with clinical prognosis.Methods A total of 120 patients with bladder
cancer who underwent resection in Oncology Department of First Affiliated Hospital of Henan University from June 2012 to December
2013 were selected as the study subjects, cancer tissues (n = 120) and normal adjacent tissues (n = 120) were collected, immunohisto­
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chemistry was used to detect the expression of Sox9 protein in tissues, quantitative fluorescence PCR (qRT-PCR) was used to detect the
expressions of miR-202 and SOX-9 in cancer tissues and adjacent tissues. The expressions of miR-202 and Sox9 in the tissues, their re­
lationships with clinicopathological parameters, the correlation between them, and their relationships with prognosis of the patients in
the two groups were observed.Results The positive expression rate of Sox9 in bladder cancer tissues was 70.83%, and that in adjacent
tissues was 31.67%, and the difference was statistically significant (P<0.05); the level of miR-202 in bladder cancer tissues was lower
than that in adjacent tissues (P < 0.05), and the level of Sox9 was higher than that in adjacent tissues (P < 0.05); the expressions of miR-

202 and Sox9 were not correlated with age, sex and muscle invasion (P > 0.05), but were correlated with pathological grade and lymph
node metastasis (P < 0.05); there was a negative correlation between the expressions of miR-202 and SOX-9 in bladder cancer (r=−
0.835, P=0.000); the median survival time of patients with miR-202 high expression in bladder cancer tissue was (48.61±1.82) months,
which was higher than (37.99±2.47) months of patients with low expression (P < 0.05), the 5-year survival rate of patients with miR-202
high expression was 52.94%, which was higher than 30.77% of patients with miR-202 low expression (P < 0.05); the median survival
time of patients with Sox9 high expression was (39.78±2.60) months, which was lower than (49.62 ±1.90) months of patients with Sox9
low expression (P < 0.05), the 5-year survival rate of patients with Sox9 high expression was 38.18%, which was lower than 60.00% of
patients with Sox9 low expression (P < 0.05);TNM staging, lymph node metastasis, and Sox9 were independent risk factors for the prog­
nosis of patients. miR-202 was a protective factor affecting the prognosis of patients with bladder cancer.Conclusions The expression
of miR-202 is low and Sox9 is high in bladder cancer tissues, and they are positively correlated and related to pathological grade and
lymph node metastasis. The low expression of miR-202 and high expression of Sox9 correlate with short survival time and poor progno­
sis, which may be potential markers for prognosis evaluation of bladder cancer.
Key words： Urinary bladder neoplasms; miR-202; Sex-determining region Y-box protein 9; Correlation; Prognosis

膀胱癌是临床最常见泌尿生殖系统恶性肿瘤

疾病之一，存在性别差异，男性发病率高于女性［1-2］。

全球范围内，膀胱癌发病率位于恶性肿瘤第 11位，

死亡率位于第 14位，在国内其发病率居恶性肿瘤第

8位，居泌尿生殖系统恶性肿瘤第 1位，并以每年

3.9%增长率升高，且趋于年轻化，严重威胁病人生

命健康［3-4］。微小RNA（miRNA）在多种疾病中异常

表达，参与疾病的发生、发展，微小 RNA-202（miR-

202）在多种恶性肿瘤疾病中低表达，而在膀胱癌组

织中表达情况研究报道较少［5］。转录因子性别决定

区Y框蛋白 9（Sox9）在胚胎期参与胃、肠、胆管等多

种器官定向分化过程，进年来研究发现 Sox9在多种

恶性肿瘤中过表达，在肿瘤发生、发展中发挥重要

作用［6］。因此，本研究旨在探讨miR-202和 Sox9在
膀胱癌中的表达及与临床预后的关系，为膀胱癌预

防、治疗及预后评估提供参考资料。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2012年 6月至 2013年 12月河

南大学第一附属医院肿瘤科收治的 120例行切除术

的膀胱癌病人作为研究对象，其中膀胱全切除 21
例，膀胱部分切除术 48例，经尿道膀胱肿瘤电切除

51例，淋巴结转移者行淋巴结清扫，术中分别收集

病人癌组织（n=120）及癌旁正常组织（n=120）。纳

入标准：（1）经组织病理学确诊为膀胱癌者；（2）治

疗前无手术、放化疗史者；（3）病人对本研究知情，

并签署知情同意书；（4）本研究符合《世界医学协会

赫尔辛基宣言》相关要求。排除标准：（1）膀胱癌复

发病人；（2）非本院手术者；（3）预测生存期<3个月

者；（4）原位癌者；（5）合并严重慢性病及实质器官

功能障碍者；（6）血小板凝集障碍者；（7）自身免疫

功能异常者；（8）合并其他器官恶性肿瘤者；（9）依

从性差者。病人男 82例，女 38例；年龄范围 41~78
岁，年龄（58.73±4.28）岁；病理类型：膀胱尿路上皮

癌 109例，膀胱腺癌 7例，膀胱鳞状细胞癌 5例；肿瘤

临床分期采用国际抗癌联盟（UICC）（2002）肿瘤-转

移-淋巴结分类（TNM）分期系统，其中肌层浸润病人

（T2a期 27例，T2b期 30例，T4a期 17例，T4b期 4例）78
例，非肌层浸润者（Ta期 15例，T1期 27例）42例；病理

分级按照WHO（2004年）分级标准：低级（G1+G2）54
例，高级（G3）66例；影像学与病理学诊断为淋巴结

转移者21例，无淋巴结转移者99例。

1.2 试剂与仪器 兔抗人 Sox9抗体购自英国 ab­
cam公司，SP法蛋白提取试剂盒购自上海康成生物

工程公司，Trizol 购自 Invitrogen公司，PrimeScriptT­
MRT reagent Kit 、SYBR ®Premix Ex Taq TMⅡ购自大

连Takara公司，Nanodrop 2000核酸检测仪购自美国

Themo公司，C1000TM Thermal CyclerPCR仪、Gel Doc
XR+ 凝 胶 成 像 系 统 均 购 自 美 国 bio-rad 公 司 ，

7500Fast Real-time PCR仪购自美国ABI公司，引物

序列由上海生工公司合成。

1.3 方法 采用免疫组化（SP法）检测病人组织中

Sox9表达，以 PBS作为阴性对照，待测组织 4%多聚

甲醛固定，包埋，切片，脱蜡、水化，抗原修复，操作

步骤按照 SP试剂盒说明书执行，Sox9染色定位于细

胞核；采用荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测组织中

miR-202、Sox9水平，首先根据试剂使用说明，取待
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测组织加液氮研磨成粉末状，置于离心管中，加

Trizol 1 mL，提取总RNA，核酸检测仪检测RNA浓度

和纯度，符合要求方可进行逆转录；cDNA合成：参

照 SYBR Green RCR master mix试剂（宝生物（大连）

工程有限公司生产）说明加配荧光定量反应体系。

引物由北京六合华大基因科技有限公司合成，引物

序列见表 1。荧光定量反应体系加配完成后，放入

Bio-Rad荧光定量 PCR仪进行反应，反应结束后收

集数据。miR-202以U6为内参基因，Sox9以β-actin
为内参基因，采用 2-∆∆CT方法计算miR-202、Sox9相对

表达量，引物序列见表1。

1.4 统计学方法 采用统计软件 SPSS 19.0处理研

究数据，计量资料用 x̄ ± s描述，采用配对样本 t检
验，计数资料用例（%）描述，采用 χ 2检验，采用Pear­
son进行相关性分析，采用Kaplan-Meier法来衡量生

存时间。采用 COX比例回归模型分析影响预后的

独立因素，首先通过单因素分析自变量与因变量间

的关系，然后将单因素分析差异有统计学意义的变

量以及临床上认为与因变量关系密切的自变量纳

入逐步回归模型进行分析COX回归分析（选标准为

0.05，剔除标准为 0.10），最终筛选出有统计学意义

的变量即为COX多因素分析结果。

2 结果

2.1 膀胱癌组织及癌旁组织中 Sox9蛋白表达 膀

胱癌组织中 Sox9阳性表达率为 70.83%（85/120），高

于癌旁组织的31.67%（38/120）（P<0.05），见图1。
2.2 膀胱癌组织及癌旁组织中miR-202和 Sox9表
达 膀胱癌组织中miR-202水平低于癌旁组织（P<
0.05），Sox9水平高于癌旁组织（P<0.05），见表2。
2.3 miR-202和 Sox9表达与病人临床病理参数关

系 以膀胱癌病人组织中miR-202和 Sox9表达中位

数（0.63、7.92）为界值分为miR-202高表达组（n=68）
和低表达组（n=52），Sox9高表达组（n=55）和低表达

组（n=65）。miR-202、Sox9表达与年龄、性别、肌层

浸润无关（P>0.05），与病理分级及淋巴结转移相关

（P<0.05），见表3。

2.4 膀胱癌组织中 miR-202和 Sox9表达相关性

Pearson相关性分析显示，膀胱癌组织中miR-202和
Sox9表达呈负相关性（r=−0.835，P<0.001），见图2。
2.5 miR-202、Sox9表达与膀胱癌病人预后关系

术后随访 5年，膀胱癌组织中miR-202高表达病人

中位生存时间为 48.61个月，高于低表达组的 37.99
个月（P<0.05），miR-202高表达病人预后 5年生存率

为 52.94%，高于低表达的 30.77%（P<0.05），见图 3；
Sox9高表达病人中位生存时间为（39.78±2.60）个

月，低于低表达组的（49.62±1.90）个月（P<0.05），

Sox9高表达病人预后 5年生存率为 38.18%，低于低

表达组的60.00%（P<0.05），见图4。

表1 qRT-PCR扩增引物序列

基因

miR-202

U6

Sox9

β-actin

正向引物5’-3’
反向引物5’-3’
正向引物5’-3’
反向引物5’-3’
正向引物5’-3’
反向引物5’-3’
正向引物5’-3’
反向引物5’-3’

正向引物5’-3’
GCTGGAGAGGTATAGGGCA
GTGCAGGGTCCGAGGT
CTCGCTTCGGCAGCACATATACT
ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC
CTCGGACACCGAGAACACGCG
CAGAAGTCTCCAGAGCTTGCCCAGC
CCTCGCCTTTGCCGATCCGC
CCACCATCACGCCCTGGTGC

注：miR-202为微小 RNA-202，U6为内参基因，Sox9为转录因

子性别决定区Y框蛋白9，β-actin为肌动蛋白。

表3 膀胱癌120例miR-202和Sox9表达与临床

病理参数关系/例

参数

例数

年龄

<60岁
≥60岁

性别

男

女

TNM分期

肌层浸润

非肌层浸润

病理分级

低

高

淋巴结转移

是

否

例

数

45
75

82
38

78
42

54
66

21
99

miR-

202表达

高

68

28
40

43
25

40
28

39
29

5
63

低

52

17
35

39
13

38
14

15
37

16
36

χ 2值

0.905

1.885

2.631

9.675

11.19
1

P值

0.341

0.170

0.105

0.002

0.001

Sox9表
达

高

55

19
36

40
15

39
16

32
23

15
40

低

65

26
39

42
23

39
26

22
43

6
59

χ 2值

0.379

0.906

1.556

7.129

6.717

P值

0.539

0.341

0.212

0.008

0.010

注：miR-202为微小RNA-202，Sox9为转录因子性别决定区Y框蛋

白9，TNM为肿瘤-转移-淋巴结分类。

表2 膀胱癌组织及癌旁组织中miR-202和Sox9表达比较

组别

癌旁组织

膀胱癌组织

t值

P值

例数

120
120

miR-202/x̄ ± s
1.38±0.41
0.79±0.24
13.604
0.000

Sox9/x̄ ± s
5.23±1.02
8.75±2.14
16.265
0.000

注：miR-202为微小 RNA-202，Sox9为转录因子性别决定区 Y
框蛋白9。
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2.6 膀胱癌预后影响因素分析 先对病人年龄、性

别、肿瘤数目、病理分级、TNM分期、淋巴结是否转

移、miR-202、Sox9表达进行 COX单因素回归分析，

采用 LR法进行回归变量筛选，再对有统计学差异

的变量进行 COX多因素回归分析，结果显示，病理

分级与膀胱癌病人预后无影响，TNM分期、淋巴结

转移、Sox9是影响病人预后的独立危险因素，miR-

202是影响膀胱癌病人预后的保护因素，见表4。
3 讨论

miRNA是一类高保守非编码单链小RNA，广泛

存在于各种生物体中，发挥基因调控功能［7-9］。近年

来，越来越多研究发现miRNA在膀胱癌发生、发展中

发挥重要作用［10］。陈玉锦等［11］研究发现miR-20a在膀

胱癌组织中高表达，与肿瘤临床分期、病理分级、转移

及复发相关，体外转染其模拟物能提高肿瘤细胞增

殖、侵袭及迁移能力。Ganji等［12］发现miR-99a在膀胱

癌组织中表达水平低于癌旁正常组织，并与肌层浸润

相关，检测灵敏度为91%，特异性为97%，可作为膀胱

癌诊断标记物。miR-202属于miRNA，在多种肿瘤疾

病中异常表达，於琳等［13］发现miR-202在原发性肝癌

组织及血清中均低表达，发挥抑癌基因作用，并与肿

瘤数目相关，并能影响肿瘤细胞增殖，在原发性肝癌

发生、发展中发挥重要作用。Zhang等［14］研究发现

miR-202在前列腺癌组织及细胞系中表达下调，其高

表达可抑制肿瘤增殖、迁移及侵袭，并能通过调控其

靶基因PIK3CA发挥肿瘤抑制剂作用。本研究结果显

示，膀胱癌组织中miR-202水平低于癌旁正常组织，

与上述研究结果基本相似，提示miR-202在膀胱癌组

织中低表达。通过与临床病理参数关系研究显示，

miR-202表达与病理分级及淋巴结转移相关，与

Zhang等［15］研究结果基本相似，提示miR-202参与膀

胱癌发生、发展。研究中发现miR-202表达与临床分

期无关，可能于本研究样本量少有关。

Sox是一类与胚胎发育密切相关的转录因子，

Sox9是 Sox家族重要成员之一，在多种肿瘤组织中

高表达，尤其在恶性肿瘤中多发挥促癌基因作用。

Link等［16］研究发现 Sox9在胃癌组织中过表达，与淋

巴结转移的囊外生长相关，Sox9高表达促进肿瘤发

展，并与病人预后不良相关。Francis等［17］研究发现

Sox9在前列腺癌组织中高表达，与肿瘤细胞侵袭、

转移相关，体外细胞实验发现 Sox9可改变细胞骨架

及细胞间粘附性，增强肿瘤细胞侵袭能力，为促进
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表4 膀胱癌120例影响预后的COX多因素回归分析

因素

病理分级（高、低）

TNM分期（肌层浸润、非肌层浸润）

淋巴结转移（是、否）

miR-202（高表达、低表达）

Sox9（高表达、低表达）

B值

0.058
0.893
1.032
-0.299
0.644

SE值

0.193
0.415
0.437
0.253
0.382

Waldχ 2值
0.090
4.630
5.577
1.397
2.842

HR值

1.059
2.444
2.808
0.742
1.904

95% CI

0.892~1.258
1.834~3.256
1.936~4.072
0.629~0.875
1.223~2.964

P值

0.537
0.000
0.000
0.026
0.021

注：miR-202为微小RNA-202，Sox9为转录因子性别决定区Y框蛋白9，TNM为肿瘤-转移-淋巴结分类。
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前列腺癌进展的驱动因素。本研究结果显示，膀胱

癌组织中 Sox9阳性表达率为 70.83%，高于癌旁组织

的 31.67%，膀胱癌组织中 Sox9水平高于癌旁正常组

织，并与病理分级及淋巴结转移相关，这与万颂

等［18］研究结果基本相似，提示 Sox9在膀胱癌组织中

高表达，并与疾病发生和发展密切相关。

Wainwright等［19］研究发现在Sox9基因缺失小鼠模

型中微小RNA-202-5p/3p（miR-202-5p/3p）在男性性

腺中表达降低，miR-202前体为Sox9的下游靶基因，而

Sox9与类固醇生成因子-1（SF1）结合位点突变可减少

miR-202前体启动子离体反式激活，进一步证明miR-

202前体是Sox9在睾丸分化期的直接转录靶点。

本研究通过相关性分析显示，膀胱癌组织中

miR-202和 Sox9表达呈负相关，与上述研究结果具

有相似性，提示miR-202和 Sox9可能通过负向调控

参与膀胱癌发生、发展，其具体机制还需进一步研

究。通过miR-202和 Sox9对膀胱癌病人预后相关分

析显示，膀胱癌组织中miR-202高表达病人中位生

存时间高于低表达组，miR-202高表达病人预后 5年
生存率为 52.94%，高于低表达的 30.77%；Sox9高表

达病人中位生存时间低于低表达组，Sox9高表达病

人 预 后 5 年 生 存 率 为 38.18%，低 于 低 表 达 的

60.00%，与Wan等［20］研究结果基本相似，提示miR-

202低表达、Sox9高表达膀胱癌病人生存时间短，预

后较差，有可能成为其预后评估的潜在生物标记

物。最后通过预后影响因素分析显示，TNM分期、

淋巴结转移、Sox9是影响病人预后的独立危险因

素，miR-202是影响膀胱癌病人预后的保护因素，进

一步提示miR-202、Sox9表达与膀胱癌预后相关。

综上所述，膀胱癌组织中miR-202低表达，Sox9
过表达，二者表达呈正相关，与病人病理分级及淋巴

结转移相关，miR-202低表达与Sox9高表达病人生存

期短，预后较差，可作为病人预后评估的检测指标。

由于本研究样本量有限，且为单中心选样，可能会造

成一定结果误差，在后期研究中尽可能扩展样本量，

开展多中心研究，减少误差，提高研究的准确性。

（本文图1见插图10-1）
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