
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.1 JAN.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.01.040
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摘要目的：探讨膀胱尿路上皮癌组织坍塌反应调节蛋白 2（CRMP2）、核仁和纺锤体相关蛋白 l（NUSAP1）、人类错配修复基因 2

（hMSH2）表达与临床病理参数和预后的关系。方法：选取 2018年 2月至 2020年 3月我院收治的 85例膀胱尿路上皮癌患者，比

较手术切除的癌组织和癌旁粘膜组织中 CRMP2、NUSAP1、hMSH2表达情况。比较不同病理参数癌组织中 CRMP2、NUSAP1、

hMSH2阳性表达率差异，分析 CRMP2、NUSAP1、hMSH2与膀胱尿路上皮癌患者预后的关系。结果：与癌旁组织比较，膀胱尿路

上皮癌患者癌组织中 CRMP2、NUSAP1阳性表达率增高（P＜0.05），hMSH2降低（P＜0.05）。T2-T4、高级别肿瘤患者癌组织中

CRMP2、NUSAP1阳性表达率高于 Tis-T1、低级别肿瘤患者（P＜0.05），多发癌组织中 CRMP2阳性表达率高于单发（P＜0.05），

T2-T4癌组织中 hMSH2阳性表达率低于 Tis-T1（P＜0.05）。总生存率、无复发生存率、无进展生存率比较，CRMP2阳性表达者低

于 CRMP2阴性表达者（P＜0.05），hMSH2阴性表达者低于 hMSH2阳性表达者（P＜0.05），NUSAP1阳性表达者无复发生存率、无

进展生存率低于 NUSAP1阴性表达者（P＜0.05）。Cox风险比例回归分析结果显示复发、进展、CRMP2阳性表达、NUSAP1阳性表

达、hMSH2阴性表达是膀胱尿路上皮癌患者不良预后的危险因素（P＜0.05）。结论：CRMP2、NUSAP1阳性表达，hMSH2阴性表达

与膀胱尿路上皮癌临床病理参数、复发转移以及不良预后有关。
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The Study of Relationship between CRMP2, NUSAP1
and hMSH2 Expression and Clinicopathological Parameters

and Prognosis in Bladder Urothelial Carcinoma*

To investigate the relationship between the collapse response mediator proteins 2 (CRMP2), nucleolar and

spindle-associated protein l (NUSAP1) and human mismatch repair gene2 (hMSH2) expression and clinicopathological parameters and

prognosis in bladder urothelial carcinoma. From February 2018 to March 2020, 85 patients with bladder urothelial carcinoma

who were admitted to our hospital were selected, and the CRMP2, NUSAP1 and hMSH2 expressions in the surgically resected cancer

tissues and para-cancer mucosal tissues were compared. The positive expression rates of CRMP2, NUSAP1 and hMSH2 in cancer tissues

with different pathological parameters were compared, and the relationship between CRMP2, NUSAP1 and hMSH2 and the prognosis of

patients with bladder uloepithelial carcinoma were analyzed. Compared with the para-cancer tissues, the positive expression rates

of CRMP2 and NUSAP1 in the carcinoma tissues of bladder uloepithelial carcinoma patients were increased (P<0.05), while hMSH2 was

decreased (P<0.05). The positive expression rates of CRMP2 and NUSAP1 in the cancer tissues of patients with T2-T4 and high-grade

tumors were higher than those of Tis-T1 and low-grade tumors (P＜0.05), the positive expression rate of CRMP2 in multiple cancer

tissues was higher than that of single cancer (P＜0.05), and the positive expression rate of hMSH2 in T2-T4 cancer tissues was lower than

that of Tis-T1 (P＜0.05). In comparison of overall survival rate, relapse-free survival rate and progression-free survival rate, patients with

CRMP2 positive expression was lower than patients with CRMP2 negative expression (P<0.05), and patients with hMSH2 negative

expression was lower than patients with hMSH2 positive expression (P<0.05). The relapse-free and progression-free survival rate of

patients with NUSAP1 positive expression was lower than those of patients with NUSAP1 negative expression (P<0.05). Cox
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前言

膀胱尿路上皮癌是膀胱癌最常见的一种，发病率在世界范

围内位居第九，在男性泌尿生殖系统恶性肿瘤中发病率和死

亡率仅次于前列腺癌 [1]。大多数膀胱尿路上皮癌表现为非肌

层浸润性、低度乳头状癌，预后良好，但是治疗后易复发和进

展为肌层浸润性膀胱尿路上皮癌[2，3]。恶性肿瘤分子标志物有

望为临床靶向治疗和预后评估提供帮助，坍塌反应调节蛋白 2

（collapse response mediator protein 2，CRMP2）是坍塌反应调节

蛋白（collapse response mediator proteins，CRMPs）家族成员中

重要成员，早期研究显示 CRMP2在海马锥体神经元高度表

达，参与调节树突发育以及维持神经元顶端树突的正常分叉，

在神经分化过程发挥重要作用[4]。近年来研究发现 CRMP2在

非小细胞肺癌中高度表达，与病理分级、化疗耐药以及预后

均存在密切关系 [5]。核仁和纺锤体相关蛋白 l（nucleolar and

spindle-associated protein l，NUSAP1）是一种微管相关蛋白，在

有丝分裂进展、纺锤体形成和稳定性中发挥作用[6]。NUSAP1过

表达可激活 AKT/mTOR信号通路促使细胞恶性增殖、迁移和

侵袭，抑制肺癌细胞凋亡，发挥致癌基因作用 [7]。人类错配修

复基因 2（human mismatch repair gene2，hMSH2）是一组核酶，

参与所有增殖细胞 DNA 复制过程中的碱基错配的修复 [8]，

hMSH2在正常组织高表达，hMSH2表达缺失可导致增殖细胞

中 DNA复制错误，诱导细胞癌变生物学行为[9]。可见 CRMP2、

NUSAP1、hMSH2均参与恶性肿瘤进展，但在膀胱尿路上皮癌

的表达特点和临床意义尚不清楚，鉴于此本研究拟检测膀胱尿

路上皮癌组织中 CRMP2、NUSAP1、hMSH2表达，分析其与临床

病理参数以及预后的关系，以期为临床治疗、病情分析提供参考。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2018年 2月至 2020年 3月我院收治的 85例膀胱尿

路上皮癌患者为研究对象，纳入标准：① 经病理学证实为膀胱

尿路上皮癌；② 组织标本保存完好。排除标准：① 合并其它部分

恶性肿瘤；② 未能定时复查，配合电话随访；③ 临床或病理资料

缺失。男 62例，女 23例，年龄 53-72岁，平均（65.56依4.15）岁，
肿瘤分期：Tis-T1 39例，T2-T4 46例，肿瘤级别：低级别肿瘤 37

例，高级别肿瘤 48例，肿瘤数目：单发 51例，多发 34例。本研

究获得我院伦理委员会批准。

1.2 免疫组织化学法检测 CRMP2、NUSAP1、hMSH2表达

取 85例膀胱尿路上皮癌患者手术切除的癌组织（癌组）

和癌旁组织（癌旁组，距离癌组织＞5 cm）标本，经 3.7%中性

甲醛溶液固定，石蜡包埋，RM2255全自动轮转式切片机（德国

Leica）制作４滋m切片。二甲苯脱蜡，乙醇梯度水化，蒸馏水洗
涤，108℃高压 2 min，PBS冲洗 3次。3%过氧化氢 /甲醇溶液室

温下阻断内源性过氧化物酶活性 15 min，磷酸盐缓冲液（phos-

phate buffered solution，PBS）冲洗 3次。1%稀释正常马血清（北

京太阳红科技有限公司）37 ℃下孵育 30 min，阻断非特异性抗

体结合，PBS冲洗后加入兔抗人 CRMP2单克隆抗体、NUSAP1

多克隆抗体、兔抗人 hMSH2单克隆抗体（均购自 Abcam公

司），37℃孵育 60 min，4℃冰箱孵育过夜。PBS冲洗 3次加二

抗，37℃孵育 10 min，PBS冲洗 3次，加入链霉素抗生物素 -过

氧化物酶（streptavidin-peroxidase，SP）显色 3～5 min，37℃孵育

30 min，PBS冲洗 3次。加入二氨基联苯胺（diaminobenzidine，

DAB）显色 3～5min。自来水冲洗，再经苏木素复染、乙醇梯度

脱水干燥、二甲苯透明，中性树胶封固，光学显微镜随机选取 5

个高倍视野进行观察，放大倍数为 400倍。以 PBS代替一抗为

阴性对照。

1.3 结果判读

随机从各组选择 3个切片，每个切片随机选取 5个高倍视

野观察，以细胞质或细胞浆或细胞核中的淡黄色至棕褐色颗粒

被定义为阳性，评价标准：先进行染色密度评分，无着色为 0

分，淡黄色为 1分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分，再进行阳性

细胞百分比评分，≤ 25%为 1分，26%~50%为 2分，51%~75%为

3分：>75%为 4分[10]。染色密度评分与阳性细胞百分比评分相

乘的积为免疫反应评分（immuno-reactive score，IRS）。IRS评

分≥ 4分阳性，＜4分为阴性[11]。以上由我院病理科 2名具有副主

任职称的病理医师在双盲条件下独立采用半定量法进行评定。

1.4 随访

膀胱尿路上皮癌患者术后两年内每 3个月检查 1次膀胱

镜。膀胱镜提示肿瘤切除干净后膀胱内再次出现菜花状结节，

经黏膜活检证实为膀胱尿路上皮癌为复发。非肌层浸润性膀胱

尿路上皮癌进展为肌层浸润性膀胱尿路上皮癌，或首次发现肌

层浸润性膀胱尿路上皮癌向更高 TNM分期进展为肿瘤进展。

所有患者术后电话随访，每 3个月一次，随访截止 2020年 11

月，记录随访期间患者生存情况，生存时间定义为自病理确诊

至各种原因引起的死亡时间或随访截止时间。复发生存期定义

为自病理确诊至复发的时间，进展生存期定义为自病理确诊至

病情进展的时间。

1.5 统计学分析

SPSS 25.0进行数据分析，CRMP2、NUSAP1、hMSH2阳性

表达率以例(%)表示，采用 掊2检验。Kaplan-Meier绘制生存曲

线，Log-Rank检验生存率的差异，Cox风险比例回归分析影响

膀胱尿路上皮癌患者预后的因素。检验水准为 琢=0.05。

2 结果

proportional hazard regression analysis showed that recurrence, progress, CRMP2 positive expression, NUSAP1 positive expression and

hMSH2 negative expression were risk factors for poor prognosis in bladder urothelial carcinoma (P<0.05). CRMP2,

NUSAP1 positive expression, and hMSH2 negative expression are related to clinicopathological parameters, recurrence and metastasis

and poor prognosis of bladder urothelial carcinoma.

Bladder urothelial carcinoma; CRMP2; NUSAP1; hMSH2; Pathological parameters; Prognosis
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表 1膀胱尿路上皮癌患者癌组织、癌旁组织 CRMP2、NUSAP1、hMSH2阳性表达率差异【例（%）】

Table 1 Differences in the positive expression rates of CRMP2, NUSAP1 and hMSH2 in the carcinoma tissues and para-cancer tissues of patients with

bladder uloepithelial carcinoma[n（%）]

Groups n

CRMP2 NUSAP1 hMSH2

Negative

expression

Positive

expression

Negative

expression

Positive

expression

Negative

expression

Positive

expression

Cancer tissues 85 44(51.76) 41(48.24) 23(27.06) 62(72.94) 59(69.41) 26(30.59)

Para-cancer tissues 85 73(85.88) 12(14.12) 65(76.47) 20(23.53) 8(9.41) 77(90.59)

掊2 23.056 41.558 64.073

P 0.000 0.000 0.000

表 2不同临床病理参数膀胱尿路上皮癌组织中 CRMP2、NUSAP1、hMSH2阳性表达率差异【例（%）】

Table 2 Differences in positive expression rates of CRMP2, NUSAP1 and hMSH2 in bladder uloepithelial carcinoma

with different clinicopathological parameters[n（%）]

Clinicopathological

parameters
n

CRMP2 positive

expression
掊2 P

NUSAP1 positive

expression
掊2 P

hMSH2 positive

expression
掊2 P

Age

＜60 years old 35 19(54.29) 0.872 0.350 26(74.29) 0.055 0.815 14(40.00) 2.482 0.115

≥ 60 years old 50 22(44.00) 36(72.00) 12(24.00)

Gender

Male 62 29(46.77) 0.196 0.658 48(77.42) 2.328 0.127 16(25.81) 2.468 0.116

Female 23 12(52.17) 14(60.87) 10(43.48)

Tumor staging

Tis-T1 39 12(30.77) 8.805 0.003 21(53.85) 13.313 0.000 21(53.85) 18.360 0.000

T2-T4 46 29(63.04) 41(89.13) 5(17.24)

Tumor grade

Low grade 37 13(35.14) 4.503 0.034 22(59.46) 4.896 0.027 12(32.43) 0.105 0.746

High-grade 48 28(58.33) 39(81.25) 14(29.17)

Number of tumors

Single shot 51 16(31.37) 14.520 0.000 35(68.63) 1.202 0.273 17(33.33) 0.453 0.501

Multiple 34 25(73.53) 27(79.41) 9(26.47)

2.1 膀胱尿路上皮癌患者癌组、癌旁组中 CRMP2、NUSAP1、

hMSH2阳性表达率比较

膀胱尿路上皮癌患者癌组 CRMP2、NUSAP1阳性表达率

高于癌旁组织（P＜0.05），hMSH2阳性表达率低于癌旁组（P＜
0.05），见表 1。

2.2 不同病理参数膀胱尿路上皮癌组织中 CRMP2、NUSAP1、

hMSH2阳性表达率比较

T2-T4、高级别肿瘤、多发膀胱尿路上皮癌患者癌组织中

CRMP2阳性表达率高于 Tis-T1、低级别肿瘤、单发膀胱尿路上

皮癌患者（P＜0.05）。T2-T4、高级别肿瘤膀胱尿路上皮癌患者

癌组织中 NUSAP1阳性表达率高于 Tis-T1、低级别肿瘤膀胱尿

路上皮癌患者（P＜0.05）。T2-T4膀胱尿路上皮癌患者癌组织中

hMSH2 阳性表达率低于 Tis-T1 膀胱尿路上皮癌患者（P＜
0.05）。其它临床病理参数膀胱尿路上皮癌组织中 CRMP2、

NUSAP1、hMSH2阳性表达率无统计学差异（P＞0.05），见表 2。

2.3 不同 CRMP2、NUSAP1、hMSH2表达下膀胱尿路上皮癌患

者生存率差异

所有患者均完成随访，中位随访时间 20（8～45）个月。随

访期间复发 34 例（40.00%），进展 15 例（17.65%）、死亡 9 例

（10.59%）。Kaplan-Meier生存曲线分析显示，CRMP2阳性表达

者无复发生存率、无进展生存率、总生存率分别为 46.34%

（19/41）、70.73%（29/41）、80.49%（33/41），低于 CRMP2 阴性表

达者的 72.73%（32/44）、93.18%（41/44）、97.73%（43/44）（Log-Rank

掊2=5.597、7.443、6.632，P=0.018、0.006、0.010）。NUSAP1 阳性

表达者无复发生存率、无进展生存率分别为 53.23%（33/62）、

75.8%（47/62），低于 NUSAP1阴性表达者的 78.26%（18/23）、

100.00%（23/23）（Log-Rank 掊2=3.869、6.325，P=0.049、0.012），总
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图 1不同 CRMP2、NUSAP1、hMSH2表达下膀胱尿路上皮癌患者的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.1 Kaplan-Meier survival curve of bladder urothelial carcinoma patients with different CRMP2, NUSAP1, hMSH2 expression

生存率为 85.48%（53/62），与 NUSAP1阴性表达者的 100.00%

（23/23）无差异（Log-Rank 掊2=3.582，P=0.058）。hMSH2阴性表

达者无复发生存率、无进展生存率、总生存率分别为 52.54%

（31/59）、76.27%（45/59）、84.74%（50/59），低于 hMSH2阳性表

达者的 76.92%（20/26）、96.15%（25/26）、100.00%（26/26）（Log-

Rank 掊2=5.358、4.810、4.269，P=0.021、0.028、0.039），见图 1。

2.4 影响膀胱尿路上皮癌患者预后的影响因素

以膀胱尿路上皮癌患者随访期间预后生存情况为因变量

（1=死亡，0=存活，t=生存期），纳入年龄（赋值：连续性变量）、

性别（赋值：1=男，2=女）、肿瘤级别（赋值：1=低级别，2=高级

别）、肿瘤分期（赋值：1= Tis-T1，2= T2-T4）、肿瘤数目（赋值：1=

单发，2=多发）、复发（赋值：0=否，1是）、进展（赋值：0=否，1=

是）、CRMP2（赋值：1=阴性，2=阳性）、NUSAP1（赋值：1=阴

性，2=阳性）、hMSH2（赋值：1=阴性，2=阳性）为自变量。单因

素 Cox 风险比例回归分析结果显示肿瘤高级别、肿瘤分期

T2-4、复发、进展、CRMP2 阳性表达、NUSAP1 阳性表达、

hMSH2 阴性表达与膀胱尿路上皮癌患者不良预后发生有关

（P＜0.05），多因素 Cox风险比例回归分析（逐步后退法，琢保
留 =0.05，琢退出 =0.10）显示复发、进展、CRMP2阳性表达、

NUSAP1阳性表达、hMSH2阴性表达是膀胱尿路上皮癌患者

不良预后的危险因素（P＜0.01），见表 3和 4。

3 讨论

膀胱尿路上皮癌约占膀胱癌的 95%，是泌尿系统导致患者

死亡的首位病因[12]。尽管膀胱镜手术、新辅助放化疗、免疫治疗

等新型疗法在膀胱癌治疗中得到广泛应用，但是术后仍有较高

的复发率，文献报道显示膀胱尿路上皮癌患者在术后 5年内复

发率近高达 70%，复发患者中约 30%左右肿瘤恶性程度明显增

强并有浸润能力[13]。随着对肿瘤分子机制研究的不断深入，肿

瘤分子标志物逐渐被人们熟知，肿瘤分子标志物被证实在膀胱

癌进展、复发和预后评估中均有重要作用[14-16]。

CRMP2作为骨架相关蛋白在恶性肿瘤中异常表达，磷酸

化 CRMP2通过激活 caspase 3诱导 p53表达，调控细胞周期，

导致细胞凋亡失控[17，18]。既往有研究显示 CRMP2在乳腺癌组

织中表达降低 [19]，高水平 CRMP2 与结直肠癌细胞淋巴结转

移[20]，与肿瘤患者不良预后有关，但 CRMP2在膀胱尿路上皮癌

的表达特点以及临床意义尚不清楚。本研究发现 CRMP2在膀

胱尿路上皮瘤组织中阳性表达率高于癌旁组织，且与肿瘤分

期、级别、数目以及复发转移有关，CRMP2阳性表达患者无复

发生存率、无进展生存率和总生存率均低于 CRMP2阴性表达

患者，CRMP2阳性表达是膀胱尿路上皮癌患者死亡的危险因

素。本研究结果提示 CRMP2可能参与了膀胱尿路上皮癌发生

和进展，分析机制为：CRMP2作为微管相关蛋白，可介导微管

蛋白二聚体不断生长和解聚，调节细胞骨架重排、细胞内物质
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运输以及有丝分裂，CRMP2表达异常可促使微管组装，细胞的

骨架动力学异常，诱导细胞增殖，进而促进肿瘤复发和进展[21]。

NUSAP1是有丝分裂过程中重要的功能蛋白，主要作用于

中央纺锤体，参与纺锤体组装。在有丝分裂 G2/M期 NUSAP1

表达达峰值，NUSAP1表达下调可引起纺锤体异常、细胞质分

裂，NUSAP1过表达则可促使细胞质微管聚集成束[22]。现有报

道显示 NUSAP1表达与胶质瘤级别、患者预后有关，NUSAP1

表达缺失可通过诱导胶质瘤细胞周期阻滞在 G2/M期，抑制细

胞增殖，促使细胞凋亡，降低 U251细胞迁移能力[23]。NuSAP1

沉默显著抑制 DNA甲基转移酶 mRNA表达，降低肝癌细胞株

HepG2和 Huh-7细胞增殖和侵袭能力[24]。本研究发现 NUSAP1

阳性表达患者膀胱尿路上皮癌复发和进展生存率较 NUSAP1

阴性表达患者降低，这可能是因为 NUSAP1参与纺锤体组装，

NUSAP1过高表达会导致细胞质微管聚集成束，引起多种细胞

M期阻滞，造成病灶微转移，进而导致肿瘤复发和进展[25]。

hMSH2作为重要的 DNA错配修复基因之一，当基因出现

异常时，hMSH2参与 DNA复制过程中参与所有增殖细胞中碱

基 -碱基不匹配的修复，降低自发突变、增强 DNA复制稳定

性。hMSH2功能缺陷可导致抑癌基因突变和遗传不稳定，诱导

恶性肿瘤的发生[26]。现有报道显示 hMSH2表达缺失与胃癌患

者淋巴结转移和低生存率有关[27]，上调 hMSH2表达可促进非

小细胞肺癌患者对辐射敏感性[28]，促进结肠癌细胞凋亡[29]。本研

究发现 hMSH2在膀胱尿路上皮癌阳性表达率较癌旁组织明显

下降，hMSH2阴性表达膀胱尿路上皮癌患者的生存率降低，推

测可能与 hMSH2表达缺失导致膀胱尿路上皮癌抑癌基因表达

缺失，致癌基因表达上调，诱导 p53表达和抑制线粒体凋亡通

路，增强癌细胞增殖和侵袭行为有关[30]。

综上，膀胱尿路上皮癌组织 CRMP2、NUSAP1表达升高，

hMSH2表达降低，CRMP2、NUSAP1阳性表达，hMSH2阴性表

达与膀胱尿路上皮癌复发转移有关，是患者预后不良的危险因

素。CRMP2、NUSAP1、hMSH2有望成为膀胱尿路上皮癌预后

评估潜在生物学指标和未来治疗的新靶点。
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