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肿瘤转移抑制基因 KAI1在原发性胆囊癌中的表达及其临床意义

姜文霞1 3 ,宋伯根1 ,汤如勇2 ,方建萍2

(1. 同济大学医学院病理学教研室 ,上海 200092 ; 2. 同济大学附属同济医院病理科 ,上海 200065)

[摘要 ]　目的 :研究肿瘤转移抑制基因 KA I1在原发性胆囊癌中的表达及其临床意义。方法 :将 35例原发性胆囊癌患者按

照国际抗癌联合会 (U ICC)胆囊癌的 TNM分期进行临床分期 ,病理标本分别行常规 H2E染色及免疫组化染色以了解其病理

组织学分级和肿瘤转移抑制基因 KA I1的表达。所有病例随访 3年。结果 :35例原发性胆囊癌中 :原位癌 1例 (0期) ,早期癌

13例 ( Ⅰ期 2例 ;Ⅱ期 11例) ,中晚期癌 21例 (Ⅲ期 13期 ; Ⅳ期 8例) ;病理组织学分级 :高分化癌 14例 ,中分化癌 10例 ,低分化

癌 11例。KA I1 基因蛋白阳性表达者 21 例 ,其中早期阳性表达率为 92. 31 % (12/ 13) ,高于晚期的 42. 86 % (9/ 21) ( P确切 =

0. 004 76) ,且 KA I1基因蛋白阳性表达率与胆囊癌的临床分期呈负相关 ( P趋势 = 0. 004)。高分化胆囊癌中 KA I1基因蛋白阳

性表达率为 92. 86 % (13/ 14) ,中分化癌为 60. 00 % (6/ 10) ,低分化癌为 18. 18 % (2/ 11) ,三组有显著性统计学差异 ( P确切 =

0. 004 75) ,且 KA I1基因蛋白阳性表达率与胆囊癌的病理组织学分级呈正相关 ( P趋势 = 0. 001) 。三年存活的 19例中 KAI1基

因蛋白阳性表达占 89. 47 % (17/ 19) ,死亡 16 例中 KA I1 基因蛋白阳性表达占 25. 00 % (4/ 16) ,有显著性统计学差异 ( P =

0. 001)。结论 : KA I1基因蛋白与胆囊癌的临床分期呈负相关 ;与病理组织学分级呈正相关 ; KA I1基因蛋白的高表达预示着胆

囊癌患者有较好的预后。
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Metastatic suppressor Kangai 1 in primary gallbladder carcinoma :expression and cl inical signif icance
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[ ABSTRACT] 　Objective :To investigate the expression of metastatic suppressor Kangai 1 ( KA I1) expression in the primary

gallbladder carcinoma and it s clinical significance. Methods : The clinical stages of 35 primary gallbladder carcinoma patient s

were determined according to the TNM criteria of International Union Against Cancer (U ICC) . Histopathologic changes and the

expressions of KA I1 were detected by H2E and immunohistochemical methods , respectively. All the patient s were followed up

for 3 years. Results : It was found that 1 patient had carcinoma i n si tu (0 stage) , 13 had early carcinoma ( Ⅰ2Ⅱ stage) , and 21

had intermediate or advanced carcinoma (Ⅲ2Ⅳ stage) . Histopathologic grading showed that 14 patient s had well2differentiated

carcinomas , 10 had moderately differentiated ones , and 11 had poorly differentiated ones. Immunohistochemical result s revealed

that 60. 00 % (21/ 35) of the patient s were positive of KAI1 , with the positive rate being 92. 31 % (12/ 13) in early carcinoma

( Ⅰ2Ⅱ stage) and 42. 86 %(9/ 21) in intermediate and advanced carcinoma ( Ⅲ2Ⅳstage) , and the former was significantly high2
er than the latter ( Pexact = 0. 00 476) . The positive rate of KA I1 protein was negatively correlated with the clinical staging of pa2
tient s ( Ptrend = 0. 004) and positively correlated with histopathologic grading ( Ptrend = 0. 001) . The positive rate of KA I1 protein

in well differentiated carcinoma was 92. 86 % (13/ 14) , in moderately differentiated carcinoma was 60. 00 %(6/ 10) , and in poor2
ly differentiated carcinoma was 18. 18 %(2/ 11) ( Pexact = 0. 000 475 between the 3 groups) . The positive rate of KA I1 protein was

89. 47 % (17/ 19) in 19 survival patient s and 25. 00 % (4/ 16) in 16 death cases. Obvious significance of the expression of KA I1

protein was found between the 2 groups ( P = 0. 001) . Conclusion : The positive rate of KAI1 is negatively correlated with the

clinical staging but positively correlated with the histopathologic grading in patient s with primary gallbladder carcinoma. The

high expression of KAI1 genes may indicate a better p rognosis of gallbladder carcinoma.
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　　原发性胆囊癌起病隐匿 ,发现时多已转移 ,总体

5年生存率仅为 5. 0 %～12. 0 %[1 ]。KA I1 基因属于

TM4SF 家族 (t ransmembrane 4 superfamily or tet2
raspanin super2family)成员 ,它与胆囊癌发生发展

之间的关系尚未见报道。本实验通过研究肿瘤转移

抑制基因 KA I1在原发性胆囊癌中的表达及其与临

床分期和病理分级的关系 ,为胆囊癌的治疗和预后
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提供信息。

1　材料和方法

1. 1　患者资料和标本　收集上海同济医院 1998～

2002年间手术治疗的 35例原发性胆囊癌患者的临

床、病理资料。术前均未经放、化疗。男 13 例 ,女

22例 ,年龄 37～85岁 ,平均 66. 94岁。所有病例随

访 3年。

1. 2　方法　每例原发性胆囊癌标本蜡块行 4μm厚

连续切片 ,分别行常规 H2E染色及免疫组化染色。

1. 2. 1 　常规 H2E ( hematoxylin2eosin)染色 　石蜡

切片脱蜡至蒸馏水 ,苏木精浸染 10 min ,盐酸乙醇分

化 ,自来水蓝化 ,伊红浸染 1 min ,梯度乙醇脱水 ,二

甲苯透明 ,中性树胶封固。

1. 2. 2 　免疫组化方法 　鼠抗人 KA I1 单抗 (美国

Santa Cruz 公司 ,基因编号 sc217752) ,工作浓度

1∶200。采用 EnVision + 二步法 ,操作如下 :石蜡切

片经 3 %过氧化氢孵育 5 min (以消除内源性过氧化

物酶活性) ,10 %山羊血清封闭 ,加入一抗 ,4℃温育

过夜 ,第 2天滴加生物素标记的相应二抗 ,37℃孵育

15 min ,加入辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素 ,

37℃温育 15 min ,DAB显色 ,苏木精复染后 ,蒸馏水

充分冲洗 ,梯度乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,封片。以

PBS替代一抗作阴性对照。

1. 2. 3　结果判定 　光镜下观察切片 , KA I1 蛋白呈

现棕褐色、细颗粒状物 ,弥漫性分布在癌细胞胞膜

上。任意选择 2～4 张连续切片 ,观察其中 10 个高

倍视野 ,采用二相加权法 (染色强度积分×染色阳性

细胞数积分)判断阳性表达。染色强度积分 :不着色

或浅黄色为 0分 ;浅黄色至褐色为 1分 ;褐色至棕褐

色 2分 ;棕色或棕黑色为 3 分。染色阳性肿瘤细胞

数积分 : 0～ 10 %为 0 分 ; 10 %～ 25 %为 1 分 ;

25 %～50 %为 2分 ;50 %～100 %为 3分。正好落在

百分数值上计为高一级表达。阳性表达评定 :二项

加权法积分 2～3分为 ( + ) ;4～6分为 ( 6 ) ;7～9分

为 ( 7 ) 。

1. 3　统计学处理　数据使用 SAS 6. 12软件进行统

计处理 ,各组间率的比较采用χ2检验。

2　结　果

2. 1　35例胆囊癌临床及病理结果　35例胆囊癌患

者 3年存活者 19例 ,占 54. 29 %(19/ 35) ;死亡者 16

例 ,占 45. 71 % (16/ 35) 。国际抗癌联合会 ( U ICC)

胆囊癌的 TNM 分期 :原位癌 1 例 (0 期)占 2. 86 %

(1/ 35) ;早期癌 13 例 ( Ⅰ期 2 例 , Ⅱ期 11 例) ,占

37. 14 %(13/ 35) ;中晚期癌 21例 ( Ⅲ期 13例 ,Ⅳ期 8

例) ,占 60. 00 %(21/ 35) 。组织学类型 :腺癌 31 例 ,

黏液腺癌 2例 ,乳头状腺瘤癌变 1例 ,鳞癌 1例。组

织学分级为 :高分化癌 14 例 ,占 40. 00 % (14/ 35) ;

中分化癌 10 例 ,占 28. 57 % (10/ 35) ;低分化癌 11

例 ,占 31. 43 %(11/ 35) 。

2. 2　肿瘤转移抑制基因 KA I1 蛋白在胆囊癌中的

阳性表达　35例胆囊癌中 KA I1基因蛋白阳性表达

者 21例 (图 1) ,占 60. 00 %(21/ 35) 。

图 1　KAI1在胆囊癌中的表达( En Vision二步法)

Fig 1　KAI1 expression in carcinoma of gallbladder ( En Vision diplo2methods staining)

A : In well differentiated carcinoma of gallbladder ,brown or yellow positive staining on malignant cell membrane (×400 ) ;B : In moderately dif2

ferentiated carcinoma of gallbladder ,brown or yellow positive staining on malignant cell membrane ( ×200 ) ;C : In papillary adenocarcinoma of

gallbladder ,brown or yellow positive staining on malignant cell membrane (×200) ;D : In mucous gland of gallbladder ,brown or yellow positive

staining on malignant cell membrane ( ×400)
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2. 2. 1　KA I1蛋白表达与胆囊癌临床分期的关系　

早期胆囊癌患者中 , KA I1 基因蛋白阳性表达率为

92. 31 %(12/ 13) ,晚期胆囊癌患者中为 42. 86 % (9/

21) 。比较两者的 KA I1 阳性表达率 , P确切 =

0. 004 76 ,有显著性统计学差异。且 KA I1 基因蛋

白阳性表达率与胆囊癌的临床病理分期呈负相关 ,

P趋势 = 0. 004。

2. 2. 2　KA I1蛋白表达与胆囊癌病理组织学分级的

关系　高分化胆囊癌病例中 KA I1基因蛋白阳性表

达率为 92. 86 % ( 13/ 14) ,中分化癌中为 60. 00 %

(6/ 10) ,低分化癌中为 18. 18 % (2/ 11) 。比较分析

三组的 KA I1 基因蛋白阳性表达率 , P确切 =

0. 004 75 ,有显著性统计学差异。且 KA I1 基因蛋

白阳性表达率与胆囊癌的病理组织学分级呈正相

关 , P趋势 = 0. 001。

2. 2. 3　KA I1蛋白表达与胆囊癌患者术后 3年存亡

的关系　35 例原发性胆囊癌患者术后三年存活者

19例中 KA I1 基因蛋白阳性表达占 89. 47 % (17/

19) ,术后 3年死亡者 16 例中 KA I1 基因蛋白阳性

表达占 25. 00 % (4/ 16) ,两者有显著性统计学差异

( P = 0. 001) 。

3　讨　论

　　KA I1基因是新发现的一个肿瘤转移抑制基因。

1995年 Carl Barret t 实验室首先发现 KA I1 基因在

动物体内可抑制前列腺癌转移。随后 Dong等[ 2 ]分

离了该基因 ,表达产物为 CD82 ,命名为 KA I1 (取自

中文抗癌 kang ai)基因。

　　KA I1 基因蛋白尚处于试验研究阶段 ,它是

TM4SF ( t ransmenbrane 4 superfamily) 或称 TST

( tet raspanins t ransmembrane ) 家 族 成 员[3 ]。

TM4SF家族调节肿瘤的浸润和转移 ,可能通过以下

两个机制 : (1)与整合素结合在细胞表面形成大的复

合体 ,通过调节整合素的功能 ,从而影响细胞的黏

附 ; (2)直接调节细胞黏附。KA I1 基因产物和其他

TM4SF成员是互相结合在一起的[4 ,5 ]。肿瘤转移是

一个复杂、级联的过程 ,肿瘤侵袭的第一步就是肿瘤

细胞从原发瘤脱落游离 ,本质是细胞间的黏附因子

的损失所致 ,结果赋予了肿瘤细胞转移潜能 ;接着更

为重要的是循环肿瘤细胞与脉管内皮细胞及细胞外

基质细胞的黏附。在这些过程中包含众多黏附因子

及促进黏附或分离的因素。因此 ,黏附在肿瘤转移

中是一极为重要的环节 ,起着双重作用 :一方面肿瘤

细胞必须从原来黏附的原发灶脱离才能浸润 ,即同

质性黏附的解除 ;另一方面肿瘤细胞又需借黏附才

能移动 ,即异质性黏附的接触 ,肿瘤细胞是从连续的

黏附解除和黏附接触中获得移动的牵引力进行转移

的。KA I1蛋白通过促进细胞的同质性黏附而抑制

肿瘤的转移 ,体外实验发现转染 KA I1 基因的细胞

同质性黏附能力强于对照组 ,而异质性黏附及侵袭

力明显降低[ 6 ]。还有研究发现 :表达 KA I1 的克隆

细胞在裸鼠肺内形成的转移克隆数也较亲代明显减

少[ 7 ] ,这表明 KA I1 基因具有直接的抑制肿瘤转移

作用。KA I1基因蛋白与胆囊癌发生发展之间的关

系尚未见文献报道。本研究结果显示 ,在 35例原发

性胆囊癌中 , KA I1 基因蛋白阳性表达者 21 例 ,占

60. 00 % ( 21/ 35) ;早期胆囊癌患者 ( Ⅰ～ Ⅱ期 ) ,

KA I1基因蛋白阳性表达率占 92. 31 % (12/ 13) ,晚

期胆囊癌患者 ( Ⅲ～Ⅳ期) KA I1 基因蛋白阳性表达

率占 42. 86 %(9/ 21) ;比较临床病理分期的早、晚期

的 KA I1基因蛋白阳性表达率 ,有显著统计学差异。

且 KA I1基因蛋白阳性表达率与胆囊癌的 TNM 分

期呈负相关。我们知道 ,临床晚期多伴有淋巴结转

移和远处转移 ,而本实验中 KA I1 基因蛋白的阳性

表达在临床晚期显著下降 , KA I1基因蛋白的表达下

调 ,是否意味着它与肿瘤的转移抑制功能有关。

　　KA I1基因在前列腺癌转移中的作用已经得到

公认[8 ]。在研究前列腺癌转移中发现 ,正常的前列

腺组织和前列腺良性增生组织 KA I1 表达大致相

同 ,仅有 10 %的正常组织为下降 ;大部分前列腺癌

原发灶表现为下降或缺失 ,转移瘤则全部表现为下

降或缺失。研究[9～11 ]认为前列腺癌的 Gleason分级

及它的临床分期与 KA I1蛋白的表达呈负相关。不

仅如此 ,在肺癌[ 12 ]、胰腺癌[13 ]、乳腺癌[14 ]、胃癌[ 15 ]、

结肠癌[6 ]、宫颈鳞状细胞癌[ 16 ]、卵巢癌[17 ,18 ]、子宫内

膜癌[19 ]、喉鳞状细胞癌[20 ]、膀胱癌[21 ]等亦有相同报

道。因此 ,我们推测认为 ,在原发性胆囊癌这种组织

学类型的肿瘤中 KA I1基因也具有肿瘤转移抑制作

用。

　　本实验研究结果还显示 ,在 35例原发性胆囊癌

中其病理组织学分化程度高的胆囊癌 KA I1基因蛋

白阳性表达率占 92. 86 %(13/ 14) ,而在分化程度低

的胆囊癌中 KA I1 基因蛋白阳性表达率占 18. 18 %

(2/ 11) 。KA I1基因蛋白在胆囊癌患者病理组织学
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分级中的阳性表达分析比较有显著统计学差异。

KA I1基因蛋白的阳性表达率与病理组织学分级 (从

高到低)呈正相关。在低分化癌中 KA I1表达下调 ,

是否低分化癌具有高的转移潜能与其有关 ? 抑或

KA I1基因蛋白在低分化的胆囊癌里表达降低或消

失 ,是该类肿瘤的特征 ? 导致它们易于转移、恶性程

度高。

　　另外实验还显示 :35例原发性胆囊癌患者术后

三年存活者 19 例中 KA I1 基因蛋白阳性表达占

89. 47 %(17/ 19) ,而术后三年死亡者 16 例中 KA I1

基因蛋白阳性表达占 25. 00 % (4/ 16) 。KA I1 基因

蛋白在胆囊癌患者三年存活和死亡中的阳性表达分

析比较有显著统计学差异。KA I1 基因蛋白的高表

达预示着胆囊癌患者有较好的预后 ,因此我们得

出[22 ] : KA I1 基因蛋白对反映胆囊癌的预后有价

值。　　　
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