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摘要：目的  探讨氨基酸转运蛋白家族成员在膀胱癌中的表达及意义。方法  免疫组织化学法检测 93 例 

膀胱癌患者癌标本中 L 型氨基酸转运载体 1（LAT1）、系统 ASC 氨基酸转运蛋白 2（ASCT2）、胱氨酸 / 谷

氨酸转运体功能亚基（xCT）、Ki-67 和 CD34 的表达。结果  LAT1、ASCT2 和 xCT 的阳性表达率分别为

55.9%（52/93）、77.4%（72/93）和 65.6%（61/93）。ASCT2 的阳性表达与 LAT1、Ki-67 相关。单因素分析表

明，ASCT2 表达、疾病分期与总生存期关系密切。而肿瘤直径、疾病分期与无病生存期关系密切。多元回归

分析证实，ASCT2 表达是膀胱癌患者术后预后差的独立预测因子。结论  ASCT2 能够作为膀胱癌患者的预

后判断指标。
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Expressions of amino acid transporters in bladder cancer tissues 
and their clinical significance
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Abstract:  Objective  To investigate the clinicopathological significance of the amino acid transporters  in 
patients with bladder cancer.  Methods  The surgically resected bladder cancer tissues of 93 patients were stained 
by immunohistochemistry for detection of the expressions of L-type amino acid transporter 1 (LAT1), system ASC 
amino acid transporter 2 (ASCT2), x-C-type cystine/glutamate transporter (xCT), Ki-67 and CD34.  Results  The 
positive expresseion rates of LAT1, ASCT2 and xCT were 55.9% (52/93), 77.4% (72/93) and 65.6% (61/93), 
respectively. Positive ASCT2 expression was significantly associated with LAT1 and Ki-67 expressions. By univariate 
analysis, ASCT2 expression and disease stage had close relationships with overall survival. Tumor size and disease 
stage had close relationships with disease-free survival. Multivariate analysis confirmed that ASCT2 expression was 
an independent predictor for poor outcome after surgery.  Conclusions  ASCT2 can serve as a significant marker for 
prediction of negative prognosis after surgery.
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膀胱癌是威胁人类健康的常见泌尿系统恶性肿

瘤，膀胱癌发生、发展与染色体异常、基因多态性、

表观遗传学改变等分子学机制关系密切 [1]。但是膀胱

癌发病机制目前仍不清楚。因此，本文从在分子生物
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学角度探讨膀胱癌发生、发展的可能机制，寻找新的

膀胱癌诊断和预后评判指标，以及基因治疗靶点。

氨基酸转运蛋白家族在正常细胞和转化细胞生

长、增殖及生存中发挥重要作用 [2]。L 型氨基酸转运

载 体 1（L-type amino acid transporter 1，LAT1）、 系

统 ASC 氨 基 酸 转 运 蛋 白 2（system ASC amino acid 

transporter-2，ASCT2）、胱氨酸 / 谷氨酸转运体功能

亚 基（x-C-type cystine/glutamate transporter，xCT） 

3 种氨基酸转运蛋白家族成员被认为与肿瘤发病机制

和致癌作用关系密切 [3-4]。这些氨基酸转运载体在人

类肿瘤组织中呈异常高表达状态 [5-7]。LAT1、ASCT2

和 xCT 的过度表达与多种人类癌症不良结局相关，提

示氨基酸转运蛋白家族成员可能是肿瘤的重要病理预

测因子 [3，8-11]。但这些氨基酸转运载体 LAT1、ASCT2

和 xCT 在膀胱癌患者中的临床病理意义目前尚未见报

道。本研究采用免疫组织化学法检测膀胱癌手术切除

组织标本中 LAT1、ASCT2 和 xCT 蛋白的表达，并分

析其表达水平与患者临床病理参数的相关性。此外，

还检测细胞核增殖相关抗原 Ki-67 和血管生成标志物

CD34 在膀胱癌组织中的表达，以探讨膀胱肿瘤增殖、

血管生成与氨基酸转运蛋白的相关性。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2008 年 1 月 -2009 年 12 月中南大学湘雅医

院手术切除并经病理证实的膀胱癌患者 93 例，取膀

胱癌及其癌旁正常膀胱组织，癌旁组织为距肿瘤 2 cm

处膀胱上皮组织。另取手术治疗的良性疾病正常膀

胱组织 27 例作为对照。标本切除离体后用 10% 甲

醛固定。膀胱癌组患者男性 71 例，女性 22 例 ；年龄

37 ～ 68 岁，平均 48.2 岁；患者术前未接受放、化疗（包

括膀胱灌注）。收集患者的临床资料，包括肿瘤大小、

数目、形态、病理分级、病理分期（按 AJCC2002 标准）、

复发转移情况、生存时间等。

1.2    主要试剂

小 鼠 抗 人 CD34、Ki-67、ASCT2、xCT 和 LAT1

单克隆抗体购自美国 Abcam 公司，SP 试剂盒和二氨

基联苯氨（Diaminobezidin，DAB）显色试剂盒购自北

京中杉金桥生物公司。

1.3    免疫组织化学法

免 疫 组 织 化 学 法 检 测 CD34、Ki-67、ASCT2、

xCT、LAT1 的表达。将蜡块制成 4 mm 厚切片，常规

脱蜡至水，0.3% 过氧化氢孵育 30 min 以阻断内源性

过氧化物酶。0.01 mol/L PBS 冲洗 3 次，5 min/ 次，高

压抗原修复。将切片浸入 0.01 mol/L 柠檬酸盐抗原修

复液（pH=6.0），高压 3 min，自然冷却至室温。0.01 mol/L 

PBS 冲洗 3 次，5 min/ 次，滴加一抗（1 ∶ 100），4℃

孵育过夜。0.01 mol/L PBS 冲洗 3 次，5 min/ 次，滴加

生物素标记的二抗，室温孵育 30 min。0.01 mol/L PBS

冲洗 3 次，5 min/ 次，DAB 显色，苏木精复染，中性树

胶封片，光镜观察。PBS 代替一抗作为阴性对照。结

果判定采用双盲法，同时由 2 位资深病理科医师独立

观察每张切片后进行判定。判定标准采用半定量评

分法，根据染色强度和阳性细胞百分比进行判定。染

色强度 ：无色为 0 分，淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，

棕褐色为 3 分。阳性细胞百分比：无阳性细胞为 0 分，

1% ～ 9% 为 1 分，10% ～ 49% 为 2 分，50% ～ 74%

为 3 分，75% ～ 100% 为 4 分。2 项评分乘积≤ 4 为阴性，

>4 分为阳性。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 18.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两两

比较用 LSD-t 检验，计数资料以百分比或率表示，比

较用 χ2 检验，用 cox 风险模型进行多变量回归分析，

相关性分析用 Spearman 法，P  <0.05 为差异有统计学

意义。

2    结果

2.1    免疫组织化学法染色结果

LAT1、ASCT2 和 xCT 主要表达于细胞膜上，在

肿瘤组织部分以岛状形式表达，所有阳性细胞显示出

较强的细胞膜染色。膀胱癌组织中 LAT1、ASCT2 和

xCT 的阳性表达率分别为 55.9%（52/93）、77.4%（72/93）

和 65.6%（61/93）。按照半定量评分法，LAT1、ASCT2

和 xCT 表达的分数分别为（0.72±0.18）、（1.74±0.26）

和（1.42±0.23）分，经方差分析，差异有统计

学 意 义（F  =3.829，P  =0.001）。LAT1 的 分 数 低 于

ASCT2 和 xCT（P <0.05），ASCT2 与 xCT 比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。见附图。

膀胱癌组织中 CD34 和 Ki-67 高表达率分别为

52.7%（49/93）和 50.5%（47/93）。ASCT2 阳性表达与

Ki-67 相关（P  <0.05）。LAT1 的表达与临床病理特征

无关（P  >0.05）。xCT 阳性表达只与肿瘤分化程度相

关（P <0.05）。见表 1。
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表 1    LAT1、ASCT2、xCT 阳性表达与患者临床病理特征的关系    例（%）

组别
年龄 性别 分化程度

≤ 50 岁 >50 岁 男性 女性 中、高分化 低分化

LAT1 阳性表达（n =52） 25（58.1） 27（54.0） 39(75.0) 13(25.0) 12（57.1） 40（55.6）

χ2 值 0.666 0.808 0.448

P 值 0.561 0.206 0.847

ASCT2 阳性表达（n =72） 33（76.7） 39（78.0） 55(77.5) 17(77.3) 16（76.2） 56（77.8）

χ2 值 0.889 0.049 0.667

P 值 0.073 0.999 0.515

xCT 阳性表达（n =61） 29（67.4） 32（64.0） 48(67.6) 13(59.1) 5（22.7） 56（77.8）

χ2 值 0.673 0.611 1.053

P 值 0.492 0.602 0.029

组别
疾病分期 肿瘤直径 淋巴结转移

Ⅰ、Ⅱ期 Ⅲ、Ⅳ期 <3 cm ≥ 3 cm 阳性 阴性

LAT1 阳性表达（n =52） 23（56.1） 29（55.8） 27（56.3） 25（55.6） 22（62.9） 30（52.6）

χ2 值 0.733 0.808 0.708

P 值 0.384 0.206 0.434

ASCT2 阳性表达（n =72） 32（78.0） 40（76.9） 37（77.1） 35（77.8） 28（80.0） 44（77.2）

χ2 值 0.631 0.433 0.586

P 值 0.592 0.874 0.628

xCT 阳性表达（n =61） 28（68.3） 33（63.5） 31（64.6） 30（66.7） 24（68.6） 37（64.9）

χ2 值 0.832 0.801 0.801

P 值 0.183 0.247 0.247

A：正常膀胱组织中 ASCT 阴性表达；B：膀胱癌组织中 ASCT 阳性表达；C：正常膀胱组织中 LAT1 阴性表达；D：膀胱癌组织中

LAT1 阳性表达；E：正常膀胱组织中 xCT 阴性表达；F；膀胱癌组织中 xCT 阳性表达

附图    LAT1、ASCT2 和 xCT 在膀胱癌组织中的表达    （SP×400）

A                                                              B                                                                 C

D                                                               E                                                                F
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表 2    ASCT2 表达与各因素的相关性

因素 rs 值 P 值

肿瘤大小 -0.034 0.763

淋巴结转移 0.017 0.881

复发 -0.024 0.830

LAT1 0.324 0.003

xCT 0.063 0.569

Ki-67 0.264 0.015

CD34 -0.098 0.376

表 3    各因素与 5 年总生存率和无复发生存率的相关性

因素
总生存率 无复发生存率

rs 值 P 值 rs 值 P 值

年龄 0.301 0.953 0.388 0.873

性别 0.657 0.542 0.716 0.243

分化程度 0.377 0.913 0.678 0.411

疾病分期 1.368 0.018 4.318 0.001

肿瘤大小 0.753 0.150 3.891 0.006

淋巴结转移 0.768 0.071 3.623 0.010

有无复发 0.683 0.410 0.789 0.070

ASCT2 0.824 0.035 0.366 0.919

LAT1 0.601 0.686 0.734 0.215

xCT 0.507 0.748 0.627 0.584

Ki-67 0.669 0.421 0.429 0.869

CD34 0.684 0.269 0.364 0.934

表 4    膀胱癌患者 5 年总生存率的多因素 

分析参数

因素 Ol̂R
95%CI

P 值
下限 上限

疾病分期（Ⅰ、

Ⅱ / Ⅲ、Ⅳ）
1.572 1.056 2.464 0.025

ASCT2（阳性 / 

阴性）
2.382 1.083 6.012 0.030

续表 1

组别
复发 Ki-67 CD43

有 无 高 低 高 低

LAT1 阳性表达（n =52） 23（51.1） 29（60.4） 30（63.8） 22（47.8） 28（57.1） 24（54.5）

χ2 值 0.659 0.877 0.461

P 值 0.537 0.085 0.829

ASCT2 阳性表达（n =72） 34（75.6） 38（79.2） 45（95.7） 27（58.7） 38（77.6） 34（77.3）

χ2 值 0.658 1.502 0.261

P 值 0.542 0.018 0.928

xCT 阳性表达（n =61） 24（53.3） 37（77.1） 31（66.0） 30（65.2） 32（65.3） 29（65.9）

χ2 值 0.792 0.608 0.201

P 值 0.243 0.624 0.947

2.2    ASCT2 表达与各因素的相关性

ASCT2 与 LAT1、Ki-67 呈正相关（P <0.05），与

肿 瘤 大 小、 淋 巴 结 转 移、 复 发、xCT 及 CD34 无 关

（P >0.05）。见表 2。

2.3    膀胱癌患者 5 年总生存率和无复发生存率的
单因素分析

本研究引入可能影响膀胱癌患者术后生存的临

床病理因素，包括患者年龄、性别、分化程度、疾

病分期、肿瘤大小、淋巴结转移、复发、ASCT2、

LAT1、xCT、Ki-67 及 CD34 表达。ASCT2 表达、疾

病分期与总生存率相关（P  <0.05）。肿瘤大小、疾病

分期、淋巴结转移与无复发生存率相关（P  <0.05）。

见表 3。

2.4    膀胱癌患者 5 年总生存率的 Cox 多因素分析

将单因素分析有统计学意义的影响因素纳入 Cox

多因素回归分析。结果显示，疾病分期和 ASCT2 蛋白

表达是影响膀胱癌患者预后最有价值的因素。疾病分

期和 ASCT2 蛋白表达是影响膀胱癌患者术后 5 年总

生存率的独立预后因素。本研究发现，ASCT2 蛋白是

影响膀胱癌患者预后的独立分子标志物，并且对膀胱

癌患者的 5 年总生存率和无复发生存率具有重要的

预测价值。见表 4。
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3    讨论

本研究探讨氨基酸转运蛋白家族成员 LAT1、

ASCT2 和 xCT 在膀胱癌中的表达及其临床意义。结

果表明，3 种氨基酸转运蛋白中，ASCT2 表达在膀胱

癌发展和恶化过程中发挥重要作用。此外，ASCT2

表达与细胞核增殖相关抗原 Ki-67 呈正相关，提示

ASCT2 表达与膀胱癌细胞增殖关系密切，ASCT2 表

达是预测膀胱癌患者不良转归的独立预后标志。此

外，ASCT2 表达与细胞增殖、血管生成相关。但

ASCT2 在膀胱癌中的表达低于其他人类肿瘤，如

肺癌 [4]、胰腺癌 [6]、乳腺癌 [12] 和头颈部癌 [5]。尚未

见关于 ASCT2 在膀胱癌中表达低于其他癌的研究 

报道。

SHIMIZU 等 [4] 研 究 104 例 非 小 细 胞 肺 癌 发 现，

ASCT2 的阳性表达率为 86%，且 ASCT2 阳性表达与

疾病分期、淋巴结浸润、血管浸润、CD98 表达、细

胞增殖、血管生成、mTOR 磷酸化及肺腺癌关系密切；

其研究表明，ASCT2 是肺腺癌患者预后差的独立预测

因素。蔡灿锋等 [13] 研究表明，ASCT2 的高表达与结直

肠癌进展关系密切，是其独立预后不良因素之一，可

能与增强谷氨酰胺代谢，促进肿瘤进展有关。这些研

究结果与本研究在膀胱癌中的实验结果类似，但是以

往这些研究未探讨氨基酸转运蛋白其他家族成员在肿

瘤中的表达情况，未对 ASCT2 影响肿瘤进展的机制

进行分析。本研究也是国内首次在膀胱癌中分析氨

基酸转运家族成员与膀胱癌细胞增殖 Ki-67、血管生

成 CD34 的相关性。结果表明，ASCT2 在膀胱癌细胞

增殖、新生血管中发挥重要作用，尤其是在膀胱癌细

胞增殖过程中。此外，本研究还发现，LAT1 在 ASCT2

表达中发挥重要作用。有研究证实在舌癌中 LAT1 与

ASCT2 相关 [5]。膀胱癌患者中，ASCT2 是预测不良结

果的有效指标，但 LAT1 不是明确的预后指标。然而

在其他肿瘤中，LAT1 是一个独立的预后指标，LAT1

表达与晚期癌症患者不良预后关系密切。目前认为，

肺癌中 LAT1 与氨基酸转运、整合素信号、促进肿

瘤的生长和转移等功能关系密切 [14]。膀胱癌患者中，

LAT1 可能促进 ASCT2 的表达，肿瘤的恶性特征可能

是 LAT1 和 ASCT2 共同表达的结果。这些结果表明，

ASCT2 的表达对肿瘤进展和膀胱细胞存活是非常必要

的，LAT1 是一个潜在的预后标志。

本实验结果还发现，膀胱癌组织中 ASCT2 的阳

性表达低于肺癌 [4]、胰腺癌 [6] 和结肠癌 [13]，胰腺癌、

胆管癌和肺癌的平均阳性表达率分别为 86%、85%

和 89%。但膀胱癌患者中阳性表达率仅为 77%。虽

然 ASCT2 在膀胱癌中的表达低于其他癌，但膀胱癌

细胞中 ASCT2 阳性与肿瘤细胞增殖和存活关系密切。

膀胱癌中 LAT1、ASCT2 和 xCT 均为阳性表达，这些

氨基酸转运蛋白在膀胱癌的发展和恶化过程中发挥至

关重要的作用。以往研究报道，LAT1 和 ASCT2 可以

作为重要的预后因素，其过度表达与人类肿瘤的转移、

浸润关系密切 [15]。其他癌中 ASCT2 表达低于 LAT1

和 xCT，但膀胱癌患者 ASCT2 表达高于 LAT1 和 xCT。

目前尚未见氨基酸转运蛋白在不同肿瘤中表达差异的

机制研究，因此需要进一步研究 LAT1 和 xCT 表达在

膀胱癌的作用。

最近研究表明，抑制 ASCT2 会降低肿瘤生长和

哺乳动物雷帕霉素 mTOR 靶位的磷酸化水平 [16]。氨

基酸营养通过 mTOR 耦合到细胞信号上，激活的信号

通路引起细胞生长。据报道，ASCT2 在 mTOR 途径中

扮演关键角色，人类肿瘤组织中 ASCT2 表达与 mTOR

磷酸化关系密切。但膀胱患者中 ASCT2 与 mTOR 的

关系仍不清楚，有必要进一步研究 ASCT2 在膀胱癌

mTOR 通路中的作用。

总之，膀胱癌组织中 ASCT2 阳性表达与 LAT1、

细胞增殖相关。本研究结果提示，ASCT2 表达是预

测膀胱癌术后不良转归重要且独立的预后因素，抑制

ASCT2 可能成为膀胱癌患者治疗的潜在目标。
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