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膀胱移行细胞癌患者外周血 CK20表达的研究 

韩永华 ．吴小候 

(重庆医科大学临床学院泌尿外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 ('K20在膀胱移行细胞癌(TCCB)患者外周血的表达及其意义。方法：采用逆转录聚合酶链反应(RT 

PCR)检测63例T(?CB患者和 l9例缝康志愿者以及 l9例非肿瘤患者外周血CK20表达。以GAPDH作为内参照。结果：l9 

例健康志愿者和 l9例非肿瘤患者外周血 CK20的表达均为阴性；63例 I'CCB患者外周血 CK20阳性表达率为 25．4％(16／ 

63)，其中TI期为0(0／31)， 期为 l2．5％(2／16)，T3期为77．8％(7／9)，T4期为 1O0％(7／7)，CK20阳性表达率随分期增加 

而增加， ～4期明显高于T1期和T 期：对T1～3期33例患者随访6个月，其中外周血CK20阴性表达26例未发现远处转移； 

外周血CK20阳性表达7例中2例发生远处转移。结论：检测外周血CK20表达，可以提示癌细胞的血行播散，对判断预后以 

及指导治疗具有一定临床价值。 
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Detection of OK20 in peripheral blood of patients with 

transitional cell carcinoma of the bladder 

HAN Yo7zj lta，et al 

(Department( ’Urology，College ofClinical Medicine，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】 Obje~tire：To study the expression of cytokeratin(cK)20 in the peripheral blc~d of patients with transitional cell carci— 

noma of the bladder and tO evaluate its clinical sign ificance．Metkods：CK20 mRNA in 63 patients with TCCB．19 non—cancerous pa— 

tients and 1 9 healthy volunteers was detected respectively．GAPDH was used as a general marker for normal blc~d cells．CK20 and 

GAPI)H were amplified by using R。。。1 PCR．Results：Nineteen healthy volunteers and 19 non—cancerous patients showed no CK20 

signals in peripheral bkxxt．Sixteen of 63(25．4％)patients with TCCB showed lxxsitive CK20 signals in peripheral blood。including 0／ 

31 of stage TI，2／16 of stage T2，7／9 of stage T3，7／7 of stage I'4． Fhe CK20 expression difference between TI／I"2 group and T3一J 

groups was sign ificant． Fwo patients with[xxsitive CK20 signals in peripheral blaxt had distant metastases during a 6 month follow 

up period．( 7wlusion：CK20 is applicable tO detect cancer cells in the peripheral blc~d of transitional cell carcinoma of the bladder 

and ma y play an iml~rtant role in the evaluation of the prognosis and IX)stoperative management of TCCB． 
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癌细胞具有浸润和转移的生物学特性，其机制 

尚不完全清楚。癌细胞进入血循环是肿瘤形成远处 

转移的重要环节，从血液中直接观察癌细胞极其困 

难，通常采用癌细胞标志物检测其存在。研究发现， 

细胞角质蛋白20(cytokeratin 20，CK20)表达于人类 

某些上皮细胞和上皮细胞来源的肿瘤，如尿路移行 

细胞癌，而且原发灶和转移灶表达特征相似一 。本 

研究运用逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)检测 TC 
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膀胱肿瘤 

CB患者外周血 CK20的表达，评价其l临床意义，报 

告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验对象 

经临床和病理证实的膀胱移行细胞癌患者63例，其中男 

46例，女17N，年龄19～82岁，平均60．3岁；Tl、T2、T3和 

期分别为31、16、9和 7例。对照组 19例健康志愿者和 l9 

例泌尿外科非肿瘤患者，男 28例，女 l0例，年龄 23～83岁， 

平均 59．8岁。对每个研究对象无菌采取肘静脉血 5．0 ml， 

加入 3．8％的柠檬酸钠 0．8ml混匀抗凝，用 F／coil 100液提取 
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有核细胞。 

1．2 主要 试剂与仪 器 

总 RNA 提 取 试 剂 (B．M．)，M —MulV 逆 转 录 酶 

(Promega)，Taq酶(上海生工)，引物序列一!～(由上海博亚合 

J或)CK20 sense：5 一CAGACACACGGT(；AA( ATCK；～3 

antisense： 5 一 GATCAGCTTCCACTGTTAGACG 一 3 

( DH sense：5 一 CCA FC~AGAAC43CI"C~ C,G 一 3 anti— 

sense：5 一CAAAG'IWGTCATGGATGACC一3 PCR扩增仪 

(BIO—RADGeneCyclerTM)，图象分析仪(BIO—RAD)。 

1．3 实验 方法 

1．3．1 总RNA提取 使用总 RNA提取试剂，按说明书对 

外周血有核细胞提取总RNA，经OD260／OD280测定值及用 

琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性。 

1．3 2 逆转录体系 总 RNA提取物2 g，oligo dT 0．5 g， 

DEPC水 9 l，7017 反 应 5rain，迅 速 冰浴 后，加 入 5tA 5x 

buffer，20u RNasin，1 l 10 retool／1 dNTP，200U M—Mulv逆 

转录酶，用DEPC水补足25 l反应体积，混匀，经 3717 60min 

逆转成cDNA，经94℃5rain灭活逆转录酶。 

1．3．3 PCR扩增 取 cDNA产物 5tA，各引物分别取 

40pmol，5tA 10x buffer，4tA 25mmol／1MgCl2，1 l 10mmol／l 

dNTP，Taq酶 2．5u，双蒸水补足反应体积 50V1。94℃60s， 

60℃30s，721760s循环 30次 ，72℃延伸 7 rain。 

1．3．4 电泳 取扩增产物 7、5u1，加 1．5u1上样 buffer，点于 

2％琼脂糖凝胶(含 EB0．5／*g／m1)一la，经 80伏、30 rain电泳， 

扫描制片，记录结果。 

1．3．5 结果判断 出现 370bp和 208bp电泳带为CK20阳 

性，仅出现208bp电泳带为CK20阴性。 

1．4 统计学处理 

采用 检验，P<0．05为有统计学意义。 

2 结 果 

l9例健康人和 l9例非肿瘤患者外周血 CK20 

表达均为阴性。 

63例 TCCB患者外周血 CK20阳性表达率为 

25．4％(16／63)，其中T1期为0(0／31)，T2期 l2．5％ 

(2／16)，T3期 77．8％(7／9)，]r4期 100％(7／7)。浅 

表性肿瘤患者外周血无 CK20表达，浸润性肿瘤患 

者外周血 CK20阳性表达率随分期增加而增加， 

T3～ 期明显高于 T2期。 

T 期 33例 TCCB患者随访 6个月，其中外周 

血CK20阴性表达26例(T 期 18例，T2期8例)术 

后 1周，1个月，3个月，6个月复查外周血 CK20表 

达均为阴性，随访期间未见远处转移；7例(T2期 2 

例，T 期 5例)外周血 CK20阳性表达患者术后 1 

周 ，1个月，3个月，6个月复查外周血 CK20，分别有 

6，3，2，2例患者外周血 CK20阳性，该2例外周血 

CK20持续阳性患者分别于术后 5～6个月发生远 

处转移，其中骨转移 l例，腹膜后淋巴结转移 l例， 

而膀胱内未见复发肿瘤，其余 5例随访期间未见肿 

瘤复发或远处转移。 

4例 ]r4期 TCCB患者随访 6个，放化疗后 1个 

月，3个月，5个月复查外周血 CK20表达均为阳性 ， 

临床上仍存在肿瘤。 

3 讨 论 

CK20为 工型角质蛋白，是 Moll等在 1990年分 

离鉴定出来的，分子量为 46000，含有 424个氨基酸 

残基。CK20 DNA长 18kb，mRNA长 1．75 kb，其 

mRNA表达不受相应编码蛋白表达高低的影响l4j。 

研究发现，绝大多数尿路移行细胞癌、结直肠腺癌和 

胃腺癌 CK20表达阳性l 。一旦表达 CK20的癌细 

胞进入外周血，可以通过检测外周血 CK20表达发 

现该癌细胞在外周血中的存在。我们采用 RT— 

PCR法检N#b周血CK20表达发现，19例健康人和 

l9例非肿瘤患者外周血 CK20表达均为阴性，与文 

献报道一致[5,61，63例TCCB患者l6例外周血 CK20 

阳性，阳性率为25．4％(16／63)。T 期患者外周血 

CK20均为阴性，CK20阳性率 T，期为 l2．5％(2／ 

16)，T3期 77．8％(7／9)，]r4期 100(7／7)。外周血 

CK20阳性表达率随分期增加而增加， ～ 期明显 

高于 T】期和 T2期，T4期 TCCB患者外周血 CK20 

表达均为阳性。Fujii等l j检测 TCCB患者外周血 

CK20的表达，也发现浅表性肿瘤患者外周血无 

K20表达，而6例已有转移的患者中5例 CK20阳 

性 。 

外周血中出现癌细胞并不意味着以后一定形成 

转移灶，能否形成转移灶取决于癌细胞与机体的多 

方面的相互作用，血循环中的癌细胞大多数被机体 

破坏，只有少数癌细胞可以形成转移实体灶。本组 

有 33例 T卜 期 TCCB患者获得随访 6个月，其中 

外周血 CK20阴性表达 26例术后多次复查外周血 

CK20表达均为阴性 ，随访期间未见远处转移；7例 

外周血 CK20阳性表达患者术后 1周，1个月，3个 

月，6个月复查外周血 CK20，分别有 6，3，2，2例患 

者外周血 CK20阳性，2例外周血 CK20持续阳性患 
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者分别于术后 5～6个月发生远处转移，其余 5例随 

访期间未见远处转移。结果表明，外周血 K20阳 

性表达患者发生转移的机会明显增加，而且外周血 

CK20阳性 表达先 于临床上肿瘤转移灶 的发现。 

Funaki等l6 J对结直肠癌患者外周血CK20的研究发 

现，9例 C期患者外周血 CK20表达阳性 5例，而这 

5例患者术后随访 11个月复发 3例，其余 2例外周 

血 CK20表达阳性患者和 4例外周血 CK20表达阴 

性患者术后随访 J-20个月未见复发。我们认为对 

浸润性 TCCB患者检测外周血 CK20表达对预测预 

后有参考价值。对外周血 CK20阳性TCCB患者术 

后尽早行全身化疗或许能减少远处转移的发生。骆 

成玉等l8 J报道大肠癌患者早期化疗可使 45．7％ 

(16／35)的患者外周血 CK20表达阳性转为阴性。 

TCCB患者外周血 CK20表达受以下因素的影 

响：不了解肿瘤细胞释放人血的规律和在循环中的 

运行和成活情况，不能获取肿瘤细胞；肿瘤细胞异质 

性导致循环中存在的肿瘤细胞不表达 CK20 mR— 

NA。因此，不能认为所有的外周血 CK20阴性表达 

TCCB患者外周血 中没有癌细胞或以后不发生转 

移 
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