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　　［摘要］　目的　探讨影响原发性肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｃＲＣＣ）根治术患者的预后与肿瘤转移相
关基因ＣＤ９９的关系及预后的影响因素。方法　应用半定量ＲＴＰＣＲ技术研究ＣＤ９９基因在ｃｃＲＣＣ组织和癌旁组织中的表
达，通过随访调查患者的预后、生存时间及其危险因素，应用 Ｃｏｘ风险回归模型分析获得影响预后的主要危险因素。

结果　与对应癌旁组织相比，ＣＤ９９基因在ｃｃＲＣＣ组织中表达上调的占７３．５％，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。应用Ｃｏｘ风
险回归模型分析发现：ｃｃＲＣＣ组织中ＣＤ９９基因的高表达［ＨＲ＝０．１４，９５％ＣＩ（０．０１，２．１５）］与根治术患者预后的生存时间无

关；而患者年龄［ＨＲ＝１．１８，９５％ＣＩ（１．０１，１．３８）］、ＴＮＭ分期［ＨＲ＝５１．９１，９５％ＣＩ（４．３１，６２５．８７）］、合并糖尿病［ＨＲ＝５９．９４，

９５％ＣＩ（２．２１，１６２７）］和合并高血压［ＨＲ＝４７．７２，９５％ＣＩ（１．３７，１６７０）］是影响患者预后生存时间的主要危险因素。比较

ＴＮＭⅠ期和Ⅱ～Ⅳ期两组患者的１年生存率和２年生存率（１００．０％ｖｓ６０．０％，Ｐ＝０．００４；９３．８％ｖｓ８．３％，Ｐ＝０．０００），差异

有统计学意义。结论　肿瘤转移相关基因ＣＤ９９的表达可能与ｃｃＲＣＣ的预后无关，年龄、ＴＮＭ分期、合并糖尿病和合并高血
压是影响患者预后生存时间的主要危险因素。

　　［关键词］　ＣＤ９９；基因表达；肾肿瘤；透明细胞癌；预后
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　　肾细胞癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，
约占成人恶性肿瘤的３％，肾肿瘤的９５％［１］。肾细
胞癌对放疗与化疗均不敏感［２］。根治性肾切除手术
是早期肾癌及局部进展性肾癌首选的治疗手段，是
目前唯一得到公认可能治愈肾癌的一种方法。约

３０％的肾细胞癌患者在就诊时或手术后可能已出现
转移，转移性肾细胞癌患者的中位生存时间为８～１２
个月，肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ｃｃＲＣＣ）占肾细胞癌的６０％～８５％［２３］。Ｋｉｍ等［４］对

美国明尼苏达州 Ｍａｙｏ诊所在１９７０年至２００６年施
行肾癌根治术的３９９６名患者进行预后随访调查，结
果发现２９．１％的患者术后死亡，与生存者中位生存
时间７．４年相比，死亡者的中位生存时间只有１．９
年。Ｋｌａｔｔｅ等［５］的研究也表明１２０８例肾脏小实性
肿瘤（肿瘤直径≤４ｃｍ）中８８％为肾细胞癌，已经发
生转移的约７％，进一步分析发现肿瘤大小并不能预
测小肾癌的转移风险和预后。目前还没有ｃｃＲＣＣ
早期诊断和预后预测的方法。ＣＤ９９蛋白是由位于

Ｘ和Ｙ染色体短臂假染色体区（ＰＡＲ）的 ＭＩＣ２基因
编码的广泛存在于各种细胞内的跨膜蛋白，是一种
与肿瘤相关的细胞黏附分子［６］。多个研究表明

ＣＤ９９参与一系列细胞功能，如细胞间黏附、细胞形
态的维持、细胞凋亡等，许多不同类型肿瘤均存在其
异常表达或缺失［７９］。我们前期采用ｃｃＲＣＣ患者原
发癌和转移癌原代培养细胞进行ｃＤＮＡ微阵列分
析，结果提示ＣＤ９９可能与癌症发生和转移有关［１０］。
本研究选择ＣＤ９９基因，检测其在ｃｃＲＣＣ组织和癌
旁组织中的表达，探讨该基因与ｃｃＲＣＣ患者术后的
生存期是否相关，并寻找影响肾癌根治术患者预后
的危险因素。

１　材料和方法

１．１　标本来源　肾癌组织标本取自第二军医大学
长海医院泌尿外科２００５年１０月至２００７年１２月行
肾癌根治术患者３４例，其中男性１８例，女性１６例，
年龄２９～７５岁，平均（５３．６±１２．６）岁。每例取癌及
癌旁组织（距肿瘤切缘２ｃｍ）标本各１份，切取标本
后立即放入液氮冻存。所有标本经长海医院病理科
检查证实均为ｃｃＲＣＣ，１９例为 ＴＮＭⅠ期，３例为

ＴＮＭⅡ期，１０例为ＴＮＭ Ⅲ期，２例为ＴＮＭ Ⅳ期。

１．２　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ＲＮＡ反转录试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ｒＴａｑ酶购
自ＴａＫａＲａ公司。其他分子生物学试剂购自上海生
工生物工程技术服务有限公司。

１．３　半定量ＲＴＰＣＲ检测相关基因表达

１．３．１　总ＲＮＡ提取与反转录　用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒
（按说明书操作）提取ｃｃＲＣＣ组织和正常肾组织总

ＲＮＡ。液氮冻存组织放入研钵研磨，加入ＴＲＩｚｏｌ试
剂进行匀浆，氯仿抽提，异丙醇沉淀，７５％（Ｖ／Ｖ）乙
醇清洗，干燥后，产物溶解于ＤＥＰＣ水中，ＤＮａｓｅⅠ
消化残量基因组 ＤＮＡ。经分光光度计（ＮＤ１０００
型，美国Ｎａｎｏｄｒｏｐ公司）测得组织 ＲＮＡ的光密度
（Ｄ）值为０．１４７～１．４１６，总 ＲＮＡ（质量）浓度为

１．０５９～１０．２０４，Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８～２．２，确定为没有

ｍＲＮＡ降解。

１．３．２　反转录和ＰＣＲ扩增　用ＲＮＡ反转录试剂
盒进行反转录（参照试剂盒说明书操作），扩增ＣＤ９９
基因，以βａｃｔｉｎ作为内参照。以反转录产物为模
版，利用４０μｌ体系进行ＰＣＲ扩增

［１１］（Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ
５３３１扩增仪，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），反应条件：

９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ，５８℃退火４５ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，２２次循环，末次循环后７２℃再延伸

１０ｍｉｎ；反应完毕后取反应产物６μｌ加样，１．５％琼
脂糖凝胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，溴化乙啶染色，观察结
果。

１．４　调查随访　从２００５年１２月至２００８年１２月
进行随访观察，观察时间为１６～３６个月。采用电话
调查方式由专人进行电话随访，以患者死亡作为观
察结局。对电话随访时无法联系的患者，根据截止
日期后到门诊复查的记录定义其随访结局。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析，
生存组和死亡组率的比较采用χ

２检验、秩和检验和

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，两组生存率的比较采用ｌｏｇｒａｎｋ
检验，生存率的估计采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法，生存数
据采用Ｃｏｘ比例风险回归模型进行分析。检验水平
（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＣＤ９９基因在ｃｃＲＣＣ组织及癌旁组织中的表
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达　共检测了３４例ｃｃＲＣＣ 组织及癌旁组织中

ＣＤ９９基因的表达，发现与癌旁组织相比，在原发性

ｃｃＲＣＣ组织中有２５例（７３．５％）表达上调，而有９例
（２６．５％）表达下调，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。

２．２　不同预后患者临床参数分析　对３４例肾癌根
治术患者进行随访，电话随访应答２０例（５８．８％），

１４例回门诊复查时获得结果。３４名患者中有２２例
（６４．７％）在随访截止日期前仍然存活，有１２例
（３５．３％）患者因肿瘤复发或转移死亡；１年生存率为

８２．４％，２年生存率为５７．１％。不同预后患者临床
参数结果比较后显示死亡组平均生存中位时间为

１１．５个月，且平均年龄高于生存组（Ｐ＝０．００７），两组
患者的ＴＮＭ分期构成不同（Ｐ＝０．０００，表１）。

表１　不同预后患者临床参数比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｇｎｏｓｅｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｓｕｒｖｉｖａｌ Ｄｅａｔｈ Ｐｖａｌｕｅ

Ｃａｓｅｎ（％） ２２（６４．７％） １２（３５．３％）

Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅａｔ／ｍｏｎｔｈ ２６．５ １１．５ ０．０００
（２２．８，３０．３） （７．３，１３．５）

Ｇｅｎｄｅｒｎ ０．６４２

　　Ｍａｌｅ １１ ７

　　Ｆｅｍａｌｅ １１ ５
Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ４９．４±１２．６ ６１．３±８．７ ０．００７
Ｓｍｏｋｉｎｇｎ（％） ２（９．１％） ４（３３．３％） ０．１５４
Ｄｒｉｎｋｉｎｇｎ（％） ２（９．１％） ３（２５．０％） ０．３１９
Ｄｉａｂｅｔｅｓｎ（％） ３（１３．６％） ２（１６．７％） １．０００
Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｎ（％） ５（２２．７％） ４（３３．３％） ０．６８７
ＴＮＭｓｔａｇｅｎ ０．０００

　　Ⅰ １８ １

　　Ⅱ ２ １

　　Ⅲ ２ ８

　　Ⅳ ０ ２
ＣＤ９９ｎ ０．３３９

　　Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ １５ １０

　　Ｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ７ ２

　ａ：Ｄａｔａｓｈｏｗｎａｓｍｅｄｉａｎ（ＱＬ，ＱＵ）．ＱＬ：Ｌｏｗｅｒｑｕａｒｔｉｌｅ；ＱＵ：

Ｕｐｐｅｒｑｕａｒｔｉｌｅ

２．３　影响肾癌根治术患者预后的多因素分析和不
同ＴＮＭ分期患者生存率比较　以２２例生存的肾
癌根治术患者为生存组和１２例死亡的肾癌根治术
患者为死亡组建立肾癌根治术患者预后Ｃｏｘ风险回
归模型。纳入变量有性别、年龄、吸烟、饮酒、ＣＤ９９
基因表达、ＴＮＭ 分期、合并糖尿病和合并高血压。
结果显示ｃｃＲＣＣ组织中ＣＤ９９基因的高表达［ＨＲ＝
０．１４，９５％ＣＩ（０．０１，２．１５）］不是影响患者预后的危
险因素，而年龄［ＨＲ＝１．１８，９５％ＣＩ（１．０１，１．３８）］、

ＴＮＭ分期［ＨＲ＝５１．９１，９５％ＣＩ（４．３１，６２５．８７）］、合

并糖尿病［ＨＲ＝５９．９４，９５％ＣＩ（２．２１，１６２７）］和合
并高血压［ＨＲ＝４７．７２，９５％ＣＩ（１．３７，１６７０）］是影
响患者预后生存时间的主要危险因素。

　　比较ＴＮＭⅠ期和Ⅱ～Ⅳ期两组患者的１年生
存率（１００．０％ｖｓ６０．０％，Ｐ＝０．００４）、２年生存率
（９３．８％ｖｓ８．３％，Ｐ＝０．０００），两组生存率差异有统
计学意义（图１）。

图１　不同ＴＮＭ分期患者ｃｃＲＣＣ根治术后的生存曲线

Ｆｉｇ１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｆｏｒｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌ

ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ｃｃＲＣＣ）ｐａｔｉｅｎｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＴＮＭｓｔａｇｅｓａｆｔｅｒｒａｄｉｃａｌｎｅｐｈｒｅｃｔｏｍｙ

３　讨　论

　　我们利用前期所作的原位ｃｃＲＣＣ与转移性癌
的３组基因芯片，筛选出在转移癌中表达上调３倍
以上的人类肿瘤相关基因 ＣＤ９９，通过半定量 ＲＴ
ＰＣＲ方法检测发现ＣＤ９９基因在癌及癌旁组织中的
表达水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），推断ＣＤ９９
基因可能与ｃｃＲＣＣ的发生、发展有关［１０１１］。ＣＤ９９
基因是人类肿瘤转移相关基因，其翻译的蛋白是一
个相对分子质量为３２０００的糖基化跨膜蛋白，在大
多数细胞表面表达。检测基因 ＣＤ９９对 Ｅｗｉｎｇ肉
瘤、原发性神经外胚瘤、淋巴母细胞瘤、横纹肌肉瘤
和软骨肉瘤等间叶组织肿瘤的诊断有重要意

义［１２１５］。ＣＤ９９在ｃｃＲＣＣ 中表达的研究，尤其与

ｃｃＲＣＣ患者术后的预后研究较少。为验证ＣＤ９９基
因是否与ｃｃＲＣＣ根治术后患者的预后相关以及探
讨影响ｃｃＲＣＣ根治术后患者预后的影响因素，本研
究通过对３４例ｃｃＲＣＣ组织及癌旁组织中的ＣＤ９９
基因表达水平进行检测，并进行预后随访调查，结果
显示，与癌旁组织相比，ＣＤ９９基因在癌组织中明显
上调（Ｐ＝０．０００），这提示可能与肾癌的发生相关，经
进一步的Ｃｏｘ风险回归模型分析发现：年龄［ＨＲ＝
１．１８，９５％ＣＩ（１．０１，１．３８）］、ＴＮＭ 分期［ＨＲ＝
５１．９１，９５％ＣＩ（４．３１，６２５．８７）］、合并糖尿病［ＨＲ＝
５９．９４，９５％ＣＩ（２．２１，１６２７）］和合并高血压［ＨＲ＝
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４７．７２，９５％ＣＩ（１．３７，１６７０）］是影响患者预后生存
时间的主要危险因素，控制以上因素后发现ＣＤ９９
基因的表达与ｃｃＲＣＣ患者的预后无关［ＨＲ＝０．１４，

９５％ＣＩ（０．０１，２．１５）］。最近的研究表明ＣＤ９９基因
与ｃｃＲＣＣ发生的相关性可能不是体现在其基因的
表达水平，而是ＣＤ９９基因的选择性剪切异构体形
式与ｃｃＲＣＣ的转移相关，尤其ＣＤ９９Ⅲ为一种新型
选择性剪接异构体，且ＣＤ９９Ⅱ、ＣＤ９９Ⅲ的表达可能
与ｃｃＲＣＣ的转移进展有关［１６］。

　　美国最近的一项研究表明肾细胞癌根治术后１０
年生存率与 ＴＮＭ 分期密切相关，ｐＴ１ａ、ｐＴ１ｂ、

ｐＴ２ａ、ｐＴ２ｂ、ｐＴ３ａ、ｐＴ３ｂ、ｐＴ３ｃ和ｐＴ４的１０年生
存率分别为９６％、８０％、６６％、５５％、３６％、２６％、２５％
和１２％［４］。本研究发现 ＴＮＭ 分期［ＨＲ＝５１．９１，

９５％ＣＩ（４．３１，６２５．８７）］影响患者的预后生存时间，

ＴＮＭⅠ期１年生存率和２年生存率高于ＴＮＭ Ⅱ～
Ⅳ期患者的生存率（１００．０％ｖｓ６０．０％，Ｐ＝０．００４；

９３．８％ｖｓ８．３％，Ｐ＝０．０００），表明ＴＮＭ 临床分期
是ｃｃＲＣＣ患者预后及术后生存时间的一个重要指
标。Ｃｈｏｗ等［１７］的前瞻性研究已证实糖尿病和高血

压是男性肾癌发病的危险因素，但目前国内外尚未
见其与肾癌预后的关系研究。本研究发现糖尿病
［ＨＲ＝５９．９４，９５％ＣＩ（２．２１，１６２７）］和高血压
［ＨＲ＝４７．７２，９５％ＣＩ（１．３７，１６７０）］显著影响

ｃｃＲＣＣ患者术后的生存时间，但９５％ＣＩ范围较宽可
能与样本例数较少有关，需进一步扩大样本量证实。

　　本研究应用半定量ＲＴＰＣＲ技术检测了人类肿
瘤相关基因ＣＤ９９在ｃｃＲＣＣ组织中的表达并通过患
者术后的生存时间的调查，经Ｃｏｘ风险回归模型分
析发现ＣＤ９９基因的上调与患者术后的预后生存时
间无关，而年龄、ＴＮＭ分期、合并糖尿病和合并高血
压是影响患者预后生存时间的主要危险因素。
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