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非肌层与肌层浸润性膀胱癌组织中谷氨酰胺代谢
依赖性差异比较
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[摘要]　目的　探讨非肌层浸润性膀胱癌(NMIBC)与肌层浸润性膀胱癌(MIBC)谷氨酰胺(Gln)代谢依赖性

的差异.方法　利用 Oncomine数据库检索相关 NMIBC与 MIBC谷氨酰胺酶(Gls)差异性表达的文献并进行分

析.通过免疫组化技术分别检测 NMIBC和 MIBC病理组织中 Gls的表达水平.利用 MTT、免疫印迹、细胞凋亡

等实验方法分析比较 Gln依赖性不同的膀胱癌细胞系 T２４、５６３７在 Gln存在或缺乏条件下的 Gls蛋白表达、细胞

增殖以及凋亡水平.结果　与 NMIBC相比,MIBC组织中 Gls表达水平更高.Gln依赖程度不同的肿瘤细胞 T２４
和５６３７的 Gls表达水平不同.针对 Gln依赖性肿瘤细胞 T２４,Gln的浓度越高,其 Gls的表达水平越高,细胞增殖

越快,凋亡越少.结论　NMIBC和 MIBC存在 Gln代谢依赖性差异,Gln缺乏可能通过促进肿瘤细胞凋亡而影响

MIBC的存活.
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ACOMPARISON OF DEPENDENCE ON GLUTAMINE METABOLISM BETWEEN NONＧMUSCLEＧAND MUSCLEＧINVASIVE

BLADDERCANCERS　SUN Ningchuan,LIANGYe,SUNLijiang,NIU Haitao　(DepartmentofUrology,TheAffiliated

HospitalofQingdaoUniversity,Qingdao２６６００３,China)

[ABSTRACT]　Objective　Toinvestigatethedifferenceindependenceonglutamine(Gln)metabolismbetweennonＧmuscleＧ

invasivebladdercancer(NMIBC)andmuscleＧinvasivebladdercancer(MIBC)．　Methods　TheOncominedatabasewassearched

toanalyzethearticlesondifferentialexpressionofglutaminase(Gls)betweenNIMIBCandMIBC．TheexpressionlevelsofGlsin

NMIBCandMIBCtissuesweredeterminedbyimmunohistochemistry．MTTassay,WesternBlot,andcellapoptosisassaywere

usedtoanalyzeandcomparetheexpressionofGlsprotein,cellproliferation,andapoptosislevelinbladdercancercelllinesT２４and

５６３７,whichhaddifferentdegreesofGlndependence,inthepresenceorabsenceofGln．　Results　TheMIBCtissueshadhigher

expressionofGlsthanNMIBCtissues．GlsexpressionlevelwasdifferentbetweenT２４and５６３７cells,whichhaddifferentdegrees

ofGlndependence．ForGlnＧdependentT２４cells,higherconcentrationofGlnwasassociatedwithhigherexpressionofGls,higher

cellproliferationrate,andlesscellapoptosis．　Conclusion　ThereisadifferencebetweenNMIBCandMIBCregardingdependence

onGlnmetabolism．GlndeficiencymayaffectthesurvivalofMIBCbypromotingtheapoptosisoftumorcells．
[KEYWORDS]　Urinarybladderneoplasms;Glutamine;Glutaminase;Cellproliferation;Apoptosis

　　膀胱癌是泌尿系统常见的肿瘤之一,其发病率

近年来逐年上升.根据病理组织中肿瘤浸润深度不

同,膀胱癌可分为非肌层浸润性膀胱癌(NMIBC)与
肌层浸润性膀胱癌(MIBC)[１].与 NMIBC相比较,

MIBC的恶性程度更高,病人复发转移以及死亡率

也更高[２].关于肿瘤能量代谢的重编程一直是肿瘤

分子生物学研究的热点[３].谷氨酰胺(Gln)作为肿

瘤微环境中最丰富的氨基酸,其可通过补充三羧酸

循环、维持氧化还原状态、参与免疫应答等途径影响

肿瘤的增殖、存活[４Ｇ６].抑制 Gln代谢已被证明可有

效抑制肿瘤细胞生长[７],而根据肿瘤细胞类型的不

同,补充 Gln可诱导或抑制该肿瘤细胞死亡[８].作

为 Gln代谢过程中的关键代谢酶,谷氨酰胺酶(Gls)
可催化 Gln产生谷氨酸[９].据报道 Gls的表达水平

与肿瘤的恶性程度和细胞的生长速率呈正相关[１０].
目前研究已经证实 Gln可影响膀胱癌的存活[１１].
但 Gln对 NMIBC和 MIBC是否存在不同的影响尚

不清楚.因此本实验主要针对 NMIBC和 MIBC是

否对 Gln代谢依赖性存在差异进行探讨,从能量代

谢角度为临床治疗 MIBC提供新的方向.

１　材料与方法

１．１　对 Oncomine数据库中有关膀胱癌Gls基因表

达相关文献的筛选及分析

本研究利用美国 Oncominemicroarray数据库
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(http://www．oncomine．org)筛选有关对膀胱癌基

因表达水平的相关文献.设定以下检索条件:①基

因:Gls;②肿瘤类型:BladderCancer.检索到的结

果在SanchezＧCarbayoBladder２、DyrskjotBladder
３和 ModlichBladder２进行队列差异分析.

１．２　膀胱癌病理组织选取和标本制作

选取于青岛大学附属医院泌尿外科２０１７年６
月—２０１７年１２月诊断为移行尿路上皮癌的膀胱癌

病人的标本２５例,其中 NMIBC１３ 例,MIBC１２
例.手术切除的组织样品通过免疫组织化学(IHC)
染色后予以甲醛固定、石蜡包埋等处理.

１．３　膀胱癌病理组织 Gls的IHC分析

经由两位病理学专家对所有样本进行独立的病

理学复查后,采用兔单克隆抗体(１∶３０００,Gls)进
行染色标记.最终将阳性细胞评分和染色强度评分

乘积作为最终评分[１２],按照 Gls蛋白的表达水平分

为低表达组和高表达组.

１．４　膀胱癌细胞系 T２４、５６３７细胞培养

将膀胱癌细胞系贴壁细胞 T２４(购买于中国科

学院细胞库(中国上海))以及膀胱癌细胞系贴壁细

胞５６３７(购买于中国科学院细胞库(中国上海))于
含２g/L葡萄糖(Glu)和３００mg/LGln的BI１６４０
培养基中常规培养２４h.随后将培养后的膀胱癌

细胞 T２４和５６３７分别加入到含２g/LGlu以及０、

１５０、３００mg/L不同Gln浓度的BI改良的无Glu和

Gln的Eagle培养基中继续培养.以上培养液中均

添加体积分数为０．１０牛血清以及６g/L青霉素和

１０g/L链霉素.细胞在３７ ℃、含体积分数为０．５０
CO２的环境中培养.

１．５　细胞增殖实验

根据 MTT操作步骤,取对数生长期T２４细胞,
以５×１０７个/L接种于９６孔板中,边缘用无菌PBS
溶液填充,将细胞分为２组,然后分别加入含Gln的

培养基(Gln＋)以及不含 Gln的培养基(Gln－),于

０、２４、４８、７２h向每孔中加入 MTT 溶液１０μL,于

３７℃孵育 ４h 后 加 入 二 甲 基 亚 砜,在 酶 标 仪 上

４９０nm 波长下检测吸光度(A)值.

１．６　免疫印迹实验

用含有１mmol/L苯甲基磺酰氟的细胞裂解缓

冲液,裂解在不同的 Gln浓度下培养７２h后的膀胱

癌 T２４和５６３７细胞.将样品(３０μg蛋白质/泳道)
在SDSＧPAGE中电泳并转移到硝酸纤维素膜上.
并用５０g/L的血清白蛋白封闭膜,随后在４℃下用

一抗 Gls(１∶１０００,CST)孵育过夜.然后,将膜与

辣根过氧化物酶缀合的山羊抗兔/小鼠IgG(１∶
１００００,Abcam)一起温育２h.将相同的膜与单克

隆 GAPDH 抗体一起温育,然后与辣根过氧化物酶

缀合的山羊抗兔IgG 一起温育.在 Fluorchem Q
(蛋白质简单,类型:Alphalmager)中可视化蛋白质

条带.最后使用ImageJ软件(NIH,美国)分析目的

条带的灰度值.

１．７　细胞凋亡分析

将膀胱癌细胞系 T２４细胞以３×１０５个/孔的密

度预先接种到含有１６４０培养基的６孔板中培养

２４h.然后用 Gln(＋),Gln(－)培养液培养４８h
后,通过凋亡和坏死分析试剂盒(上海碧云天生物技

术)进行细胞凋亡检测.实验组和对照组均用冷

PBS洗涤３次,然后收集上清液中黏附于平板上的

细胞.在黑暗中用 AnnexinVＧFITC 温育 １５ min
后,用冷PBS再次洗涤细胞３次.加入 PI并立即

通过流式细胞术(BDBioscience,美国)分析各组的

荧光值.

１．８　统计分析

使用SPSS２０．０软件进行统计学分析.计量结

果以􀭺x±s表示;对单因素实验数据,两组间采用独

立样本t检验,多组间比较采用单因素方差分析后

LSDＧt检验比较每两组之间的差异.对多因素实验

数据,先采用双因素方差分析,比较两因素之间的交

互作用并分别分析各因素单独效应.以 P＜０．０５
为差异具有统计学意义.

２　结　　果

２．１　Gls在人 NMIBC及 MIBC组织中的表达

SanchezＧCarbayoBladder２(NMIBC２８例,MIＧ
BC８１例)、DyrskjotBladder３(NMIBC１３例,MIＧ
BC３３例)、ModlichBladder２(NMIBC６例,MIBC
３例)数据集中有关对人NMIBC和 MIBC组织中的

Gls表达谱分析的文献显示,与 NMIBC样本相比,

Gls在 MIBC样本中存在过表达(图１).进一步采

用免疫组化法分析了２５例膀胱癌病人组织中 Gls
表达水平,结果显示 MIBC组织中 Gls染色深度明

显高于 NMIBC(图２).

２．２　膀胱癌细胞系 T２４以及５６３７Gln依赖性差异

比较

MTT法实验结果显示,膀胱癌细胞系 T２４在

Gln(－)条件下培养０、２４、４８、７２h后,细胞在４９０nm
波长处的吸光度值分别为０．３７８±０．００８、１．１３８±
０．０３５、１．９５４±０．０５４、２．４４３±０．０８６.而对照组 Gln
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(＋)T２４细胞在４９０nm 波长处的吸光度值分别为

０．３１４±０．００６、１．５４３±０．０４３、２．６８３±０．０３１、４．４１７±
０．０７１.两组 T２４细胞增殖水平受到时间和 Gln交

互作用的影响,且两者均对 T２４增殖具有显著的独

立效 应 (F交互 ＝１９１．１８２,F时间 ＝５８３．６８２,FGln ＝
１０００．１４１,P＜０．０５).在 Gln(－)条件下培养０、

２４、４８、７２h后,５６３７细胞在４９０nm 波长处的吸光

度值分别为０．２４２±０．００６、０．３０１±０．０１５、０．４７５±
０．０４０、０．６９８±０．０２１,而对照组 Gln(＋)５６３７细胞的

吸光度值分别为０．２４４±０．００８、０．３１４±０．０２０、０．４３４±
０．００２、０．６２８±０．０１０.方差分析的结果提示时间和

Gln不存在交互作用,且仅仅时间因素对５６３７细胞

增殖具有显著的独立效应(F交互 ＝１．８７２,P＞０．１;

F时间 ＝１８９．４７７,P＜０．０５).

图１　Oncomine数据库文献中有关NMIBC和 MIBCGls表达的分析结果

a:NMIBC,１００倍;b:MIBC,１００倍;c:NMIBC,４００倍;d:MIBC,４００倍;以上均为 Gls染色.

图２　NMIBC和 MIBC病理组织中Gls表达水平

２．３　不同 Gln浓度下 T２４和５６３７细胞 Gls表达的

差异

免疫印迹实验结果示,同样在 Gln(３００mg/L)
条件下培养７２h后,T２４细胞 Gls蛋白表达量明显

高于 Gln非依赖性膀胱癌细胞系５６３７(t＝１４．０６,

P＜０．０１).实验组３００、１５０mg/LGln组T２４细胞

的 Gls的表达量与对照组 Gln(－)T２４组比较,差
异均具有显著性(F组间 ＝３８．８３１,P＜０．００１;P３００－０＜
０．００１,P１５０－０ ＜０．０１).与 T２４ 细胞相反,实验组

３００、１５０mg/LGln组５６３７细胞的 Gls的表达量与

对照组 Gln(－)组比较,差异并无显著性(P３００－０＞
０．１,P１５０－０＞０．０５)(图３).

图３　膀胱癌细胞系５６３７、T２４的Gls差异性表达

２．４　Gln缺乏对膀胱癌细胞 T２４的凋亡和存活水

平的影响

流式细胞凋亡实验结果显示,培养４８h后,实

验组 Gln(＋)T２４凋亡及存活比例分别为(７．００±
１．６０)％和(９２．３７±１．９７)％.而对照组 Gln(－)T２４
细胞凋亡以及存活比例分别为(３６．５９±１１．０３)％和

(４７．７０±２２．４８)％.两组细胞凋亡以及存活比例比

较,差异均具有显著性(t＝５．２３２、３．５７３,P＜０．０５)

３　讨　　论

Gln主要参与肿瘤细胞能量合成、生物合成、抗
氧化防御和细胞信号调节等重要生理过程[４,７].目

前已有相关研究证实,在小细胞肺癌、甲状腺癌、乳
腺癌和肝细胞癌等肿瘤中,Gls的表达水平高于正

常组织并明确了 Gln对其生长的影响[１３Ｇ１７].Gls作

为肿瘤细胞 Gln代谢关键酶,其表达水平代表肿瘤

细胞对 Gln的代谢程度.作为临床上通用的膀胱

癌病理分型,NMIBC和 MIBC存在 Gln依赖性差

异.本研究通过免疫组化以及 Oncomine数据库分

析比较 NMIBC、MIBC 病理类型下膀胱癌组织中

Gls的表达情况,证实不同病理类型的膀胱癌组织

存在Gls表达的差异.即与NMIBC相比,MIBC的

Gls表达水平明显升高.
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为了清楚地表征 Gls与膀胱癌 Gln代谢依赖程

度的相关性,本研究选取 Gln依赖性不同的膀胱癌

细胞系 T２４、５６３７[１８],并分析比较了在外界环境中

Gln浓度变化的情况下,两种细胞系 Gls蛋白水平

的表达变化.针对 Gln依赖性肿瘤细胞 T２４,随着

环境中 Gln浓度的增加,Gls的表达水平增高,细胞

的增殖速率增高.与 T２４不同,Gln非依赖性的膀

胱癌细胞５６３７的 Gls的表达水平以及细胞增殖速

率与外界环境 Gln变化无相关性.综上所述,膀胱

癌肿瘤细胞的 Gls表达水平可反映其自身的 Gln依

赖性以及代谢程度.结合 MIBC比 NMIBC的 Gls
的表达水平更高,进一步说明 MIBC比 NMIBC具

有更强的 Gln依赖性.
事实上,在任何情况下,细胞外 Gln水平都会

影响癌细胞对不同凋亡诱发因素的易感性.据报

道,Gln缺失使 HeLa细胞对Fas(CD９５)配体、肿瘤

坏死因子Ｇα(TNFＧα)和热休克介导的细胞凋亡更加

敏感[１９].除此以外,Gln缺乏还可以通过增加线粒

体ROS水平并通过降低谷胱甘肽含量来促进细胞

凋亡[２０Ｇ２２].目前已被证实,Gln缺乏可诱导肝癌、杂
交瘤、白血病、骨髓瘤和成纤维细胞的凋亡[２３].因

此本研究进一步通过 Gln缺乏情况下,存在 Gln依

赖性的 T２４细胞的凋亡和存活水平证实,膀胱癌细

胞中 Gln代谢与肿瘤细胞凋亡水平存在相关性.
在Gln缺乏的情况下,T２４细胞凋亡比例明显增加,
存活比例明显降低.目前已经证实,通过抑制 Gln
代谢在诱导细胞凋亡以及抑制肿瘤生长方面是比较

有效的[２４].明确 MIBC的 Gln依赖性对于临床治

疗相关肿瘤具有指导性意义.Gln代谢利用增加不

仅为膀胱癌细胞的生长和增殖提供能量和底物,而
且使 Gln成为癌症治疗的有力候选者.在肝癌、黑
色素瘤和乳腺癌等肿瘤中发现,敲除 Gls或使用

Gls抑制剂可显著抑制该肿瘤的生长[１３,１７,２５].目

前,已开发出几种 Gls抑制剂,并在临床前模型中显

示出抑制肿瘤的活性,包括９６８、BPTES以及 CBＧ
３８９[１７,２６Ｇ２８].Gls作为 Gln代谢过程的关键酶,研发

Gls特异性抑制剂是肿瘤代谢治疗的重要潜在靶向

治疗方法[２９Ｇ３４].
综上所述,膀胱癌病理分型 NMIBC 和 MIBC

表现出不同的 Gln代谢依赖性,其中 MIBC的 Gln
代谢依赖性较 NMIBC更高.与此同时,Gln可参

与膀胱癌细胞的凋亡和存活.该实验仅从生物学特

征上研究了 NMIBC 和 MIBC 的 Gln代谢依赖差

异,但其具体的相关调控机制还有待进一步研究.
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