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［摘要］　目的：探讨ＫＡＩ１基因的表达与尿路上皮癌的发生及浸润转移的关系。方法：采用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测尿

路上皮癌组织及其正常尿路上皮黏膜中ＫＡＩ１基因的表达，免疫组化法检测其蛋白水平的表达。结果：实时荧光定量ＰＣＲ
发现ＫＡＩ１基因平均模板量在癌组织中的表达明显低于其在正常尿路上皮黏膜的表达（Ｐ＜０．０１），且随着肿瘤病理分级、临床

分期的增高及淋巴结转移的出现，ＫＡＩ１表达水平逐渐降低，各组间差异具有显著性意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。ＫＡＩ１蛋白

在癌组织中的表达明显低于正常尿路上皮黏膜（Ｐ＜０．０１）；随着尿路上皮癌病理分级的升高，ＫＡＩ１蛋白的表达逐渐减少（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）；ＫＡＩ１在浸润性癌中的表达明显低于表浅性癌病例（Ｐ＜０．０５）；在有淋巴结转移组中的表达明显低于无淋巴

结转移组（Ｐ＜０．０５）。结论：ＫＡＩ１基因及蛋白的表达下调与尿路上皮癌分化、浸润及淋巴转移有关，有望成为评判尿路上皮

癌恶性程度、转移潜能及预后的有效指标。
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出来，它的产物与ＣＤ８２结构相同，ＣＤ８２是白细胞
上一种编码２６７个氨基酸的表面糖蛋白。ＫＡＩ１蛋
白属于跨膜４超家族ＴＭ４ＳＦ（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｓｕ
ｐｅｒｆａｍｉｌｙｏｒｔｅｔｒａｓｐａｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ）成员。研究表
明，它对前列腺癌［１］、食管癌［２］、宫颈癌［３］、肺癌［４］、
喉癌［５］、骨肉瘤［６］、成视网膜细胞瘤［７］等多种恶性肿

瘤转移有抑制作用。ＫＡＩ１基因与尿路上皮癌之间
的关系也有报道，但尚存在一些争议［８９］。本研究分
别采用实时荧光定量ＰＣＲ技术及免疫组化方法检
测了ＫＡＩ１基因 ｍＲＮＡ及蛋白在尿路上皮癌中的
表达情况，进一步分析了其与尿路上皮癌的浸润转
移的关系。

１　材料和方法

１．１　病例标本　（１）手术切除标本：收集２００５年６
月至２００６年１１月我院行手术治疗的膀胱肿瘤患者
的新鲜手术切除标本，每例患者的癌组织及癌旁组织
均取样，共４８患者９６份标本，经病理检查确诊全部
为尿路上皮癌。（２）存档蜡块：选用我院病理科２００４
年６月至２００６年１１月膀胱肿瘤手术标本的存档蜡
块４０例，４０例中有正常黏膜对照的有２８例，经病理
检查确诊全部为尿路上皮癌。具体资料见表１。

表１　尿路上皮癌病例标本一般资料

Ｔａｂ１　Ｇｅｎｅｒａｌｄａｔａｏｆｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ
（ｎ）

Ｉｎｄｅｘ Ｆｒｅｓｈｓａｍｐｌｅ
（Ｎ＝４８）

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｉｘｅｄｓａｍｐｌｅ
（Ｎ＝４０）

Ｓｅｘ

　　Ｍａｌｅ ３７ ２８

　　Ｆｅｍａｌｅ １１ １２
Ａｇｅ

　　＜６０ｙｅａｒｓ ２１ １６

　　≥６０ｙｅａｒｓ ２７ ２４
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅ

　　Ｇ１ ２３ １３

　　Ｇ２ １７ １１

　　Ｇ３ ８ １６
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ

　　ＴａＴ１ ２８ ２４

　　Ｔ２Ｔ４ ２０ １６
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　Ｗｉｔｈ １４ １５

　　Ｗｉｔｈｏｕｔ ３４ ２５

１．２　组织标本处理　４８例新鲜标本均在离体０．５
ｈ内迅速取材，分别取肿物与远端正常黏膜两部分，
一部分组织置于－１９６℃液氮保存，用于提取总

ＲＮＡ，剩余组织固定于４％多聚甲醛中，然后石蜡包

埋切片，用于常规病理诊断及免疫组化染色。４０例
存档蜡块直接切片，ＨＥ染色及免疫组化染色。

１．３　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ总抽提试剂盒（美国Ｓｉｇｍａ
公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ宝生物大连有限公
司）；ｑＰＣＲｍｉｘ（已混合了ＴａｑＤＮＡ聚合酶、酶抗体、

ｄＮＴＰ、ＭｇＣｌ２、ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、稳定剂和增
强剂等试剂，只需加入模板、引物即可进行定量ＰＣＲ
反应）（ＴａＫａＲａ宝生物大连有限公司）；根据Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ提供的人类ＫＡＩ１ｍＲＮＡ序列（Ｕ２０７７０１），使用

Ｐｒｉｍｅ５．０软件设计引物 （上海生工生物工程公司合
成并纯化）：ＫＡＩ１上游５′ＡＧＣＣＴＧＴＡＴ ＣＡＡＡＧＴ
ＣＡＣＣＡＡ３′，下游５′ＡＧＧＡＴＣ ＡＧＧＡＧＣＡＧＧ
ＡＡＡＧ３′，产物长度２７９ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游５′ＧＧＡ
ＡＡＴＣＣＣＡＴＣ ＡＣＣＡＴＣ Ｔ３′，下游５′ＧＡＧＴＣＣ
ＴＴＣＣＡＣＧＡＴ ＡＣＣＡＡ３′，长度３１２ｂｐ。ＫＡＩ１鼠
抗人单克隆抗体（美国ＬＡＢＶＩＳＩＯＮ公司）；ＵｌｔｒａＳｅｎ
ｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ试剂盒及ＤＡＢ显色剂（福州迈新）。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法
提取组织总ＲＮＡ，ｃＤＮＡ合成按ＲＴＰＣＲ试剂盒说
明书进行操作。取１０μｌＲＮＡ模板样品，加入０．５

μｇ／μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１μｌ，在７０℃温育５ｍｉｎ，在冰上
再依次加入以下试剂：２００Ｕ逆转录酶，２５ＵＲＮＡ
酶抑制剂，１．２５μｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ，加入无菌
去离子水至总反应体积为２０μｌ。室温１０ｍｉｎ，４２℃
６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ终止反应。

　　ＦＱＰＣＲ在 Ｏｐｔｉｃｏｎ多元定量ＰＣＲ仪（美国

ＭＪｒｅｓｅａｒｃｈ公司 型号：ＰＴＣ２００）上进行，反应体系
为２０μｌ，内含ｃＤＮＡ４μｌ，ｑＰＣＲｍｉｘ１０μｌ，上下游引
物各１μｌ，去离子水定容至２０μｌ。反应条件为：

９５℃变性５ｍｉｎ；９４℃１０ｓ、５４℃１５ｓ，４０个循环；循
环结束后７２℃延伸１０ｍｉｎ。每份ｃＤＮＡ 样品均在
相同反应条件下进行ＫＡＩ１及ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 检
测，结果采用比较Ｃｔ（每个反应管内的荧光信号到
达设定的域值时所经历的循环数）定量，根据２－ΔＣｔ

值计算ＫＡＩ１基因的起始模板的量。

１．５　免疫组化　采用ＳＰ两步法。石蜡切片经抗原
修复和血清封闭后，在切片上滴加１１００抗 ＫＡＩ１
抗体，４℃过夜，次日滴加１２００生物素标记的第二
抗体及链霉菌抗生物素过氧化物酶，ＤＡＢ显色，苏木
精复染，以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，以已知ＫＡＩ１
染色阳性的前列腺增生组织切片作阳性对照。免疫
组化阳性结果判断标准：采用ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１图像截
取测量系统。ＫＡＩ１阳性染色呈棕褐色，分布在细胞
膜上，每张切片随机选择５个视野（×４００），计算阳性
细胞数占细胞总数的百分率［６］。＞５１％为强阳性
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（），５％～５０％为阳性（＋），＜５％为阴性（－）。

１．６　统计学处理　数据分析均在ＳＰＳＳ１１．０统计软
件上完成，采用ｔ检验、单因素方差分析及χ

２检验。

２　结　果

２．１　实时荧光定量ＰＣＲ 检测 ＫＡＩ１ｍＲＮＡ 表
达　通过引物熔解曲线分析，ＫＡＩ１基因扩增成功。

ＫＡＩ１基因平均模板量在癌组织中为０．０４６４±
０．０１４９，在正常尿路黏膜的表达量为０．０６２９±
０．００７６，前者表达水平显著低于后者（Ｐ＜０．０１）。
癌组织中ＫＡＩ１的表达水平随着病理分级的升高、
浸润深度的增加及淋巴结转移的出现，逐渐降低
（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　实时荧光定量检测ＫＡＩ１在尿路上皮癌组织中的表达

Ｆｉｇ１　ＫＡＩ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ａ：ＫＡＩ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅｓ；Ｂ：ＫＡＩ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｐｈａｇｅｓ；Ｃ：ＫＡＩ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓＧ１；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＧ２；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＴａＴ１；□□Ｐ＜０．０１ｖｓｗｉｔｈｌｙｍｐｈａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

２．２　免疫组化检测ＫＡＩ１蛋白的表达　ＫＡＩ１阳性

染色呈棕褐色，分布在细胞膜上（图２）。ＫＡＩ１蛋白

在癌组织中的表达明显低于其正常黏膜（Ｐ＜
０．０１）；随着尿路上皮癌病理分级的升高，ＫＡＩ１蛋

白的表达逐渐减少，各级之间差异均有统计学意义

（Ｇ１、Ｇ２及Ｇ３两两比较Ｐ值分别＜０．０５、＜０．０１、

＜０．０１）；浸润癌（Ｔ２Ｔ４）ＫＡＩ１蛋白表达较表浅癌

（ＴａＴ１）明显减少，二者差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；在有淋巴结转移病例中的表达明显低于无淋

巴结转移病例（Ｐ＜０．０５）。详见表２。

图２　ＫＡＩ１在尿路上皮癌中阳性表达

Ｆｉｇ２　ＰｏｓｉｔｉｖｅＫＡＩ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（ＳＰ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）

表２　尿路上皮癌组织中ＫＡＩ１蛋白表达与临床病理学特征的关系

Ｔａｂ２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＫＡＩ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒ

Ｉｎｄｅｘ Ｎ
ＫＡＩ１（ｎ）

－ ＋  χ２ Ｐ

Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ ７６ ９ ３１ ３６ １８．４４９ ＜０．０１
Ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ ８８ ３７ ２３ ２８
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｄｅａ

　　Ｇ１ ３６ ４ １５ １７ ３５．０４７ ＜０．０１
　　Ｇ２ ２８ １２ ６ １０
　　Ｇ３ ２４ ２１ ２ １
Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ
　　ＴａＴ１ ５２ １６ １７ １９ ６．８２４ ＜０．０５
　　Ｔ２Ｔ４ ３６ ２１ ６ ９
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　　Ｗｉｔｈ ５９ １７ １９ ２３ ９．２１５ ＜０．０５
　　Ｗｉｔｈｏｕｔ ２９ ２０ ４ ５

　ａ：Ｇ１ｖｓＧ２：χ２＝８．８１０，Ｐ＝０．０１２；Ｇ１ｖｓＧ３：χ２＝３４．７１２，Ｐ＝０．０００；Ｇ２ｖｓＧ３：χ２＝１１．５７９，Ｐ＝０．００３
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３　讨　论

　　ＫＡＩ１基因是从前列腺癌的研究中发现的一个
新的肿瘤转移抑制基因，１９９５年Ｄｏｎｇ等

［１］首先发

现并分离了该基因。ＫＡＩ１可以联合细胞黏附分子，
生长因子，信号分子等与细胞迁移相关的重要蛋白
质（如整合素、表皮生长因子受体、ＥＷＩ２／ＰＧＲ、ＰＫＣ
及ＫＩＴＥＮＩＮ等）［１０１１］，并且通过下调这些蛋白质的
功能从而抑制肿瘤细胞的转移。

　　尿路上皮癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤。浸
润、转移是尿路上皮癌的重要特征，也是导致患者死
亡的主要原因。尿路上皮癌易发生局部淋巴结转移
而较少血行扩散，研究与肿瘤转移密切相关的

ＫＡＩ１基因在尿路上皮癌中的表达对于预测尿路上
皮癌转移、预后以及制订合理治疗方案具有重要意
义。

　　本研究发现ＫＡＩ１ｍＲＮＡ在尿路上皮癌组织
的表达比其正常黏膜中的表达显著降低。并且，

ＫＡＩ１ｍＲＮＡ的表达水平随着病理分级的升高、浸
润深度的增加及淋巴结转移的出现，逐渐降低；

ＫＡＩ１蛋白在癌组织中的表达明显低于其正常黏膜；
随着病理分级的升高，ＫＡＩ１蛋白的表达逐渐减少；
浸润癌（Ｔ２Ｔ４）ＫＡＩ１蛋白表达较表浅癌（ＴａＴ１）
明显减少；在有淋巴结转移病例中的表达明显低于
无淋巴结转移病例。这与 Ｏｗ［８］和 Ｙｕ［１２］等用原位
杂交方法所得的结论一致。提示ＫＡＩ１基因下调及

ＫＡＩ１蛋白表达降低，是使尿路上皮癌细胞侵袭能力
增加的重要原因。ＫＡＩ１在尿路上皮癌中表达减少
或缺失的原因可能是存在交替拼接变异体［１３］或表

达在转录水平受到ｐ５３基因［１４］的调节。

　　综上所述，尿路上皮癌癌变和转移可能与ＫＡＩ１
的基因及蛋白的表达降低有关，ＫＡＩ１下调可能使得
细胞具有了侵袭性，更易发生转移，并与肿瘤的分化
及其浸润深度密切相关。因此，检测尿路上皮癌组
织中的ＫＡＩ１ｍＲＮＡ和（或）蛋白的表达，不仅可以
较好地评估肿瘤细胞的转移潜能及判断预后，也为
肿瘤治疗提供了新的途径，同时也可以成为观察疗
效的一个新指标。
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