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膀胱癌患者尿液中 CK-20 mRNA检测的临床意义
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　　提　要:目的　探讨检测尿液中 CK-20 mRNA诊断膀胱癌的可行性。方法　采用 RT-PCR技术检测 41例膀胱移形细

胞癌 、4例膀胱非移形细胞癌 、15例膀胱炎伴血尿患者及 10例健康者的尿液脱落细胞中 CK-20 mRNA的表达 ,还包括 7 种

不同的肿瘤细胞系(膀胱癌 T24、肾癌 786-0 和GRC-1、乳腺癌MCF-7 和 MDA-MB-435 、卵巢癌 SKOV3 和 3AO)。结果　膀胱

移形细胞癌中 36例 CK-20 阳性(87.80%), GⅠ为 18/ 21(85.71%), GⅡ为 11/13(84.62%), G Ⅲ为 7/ 7(100%),统计差别无

显著性意义(P>0.05), Ta～ 1为 20/22(90.91%), T2～ 4为 16/19(84.21%), 两组差别亦无显著性意义(P>0.05);膀胱非移形

细胞癌均无 CK-20 阳性;膀胱炎伴血尿患者中 4 例 CK-20 阳性(特异性为 73.33%);19 例膀胱癌组织及 T24 细胞系均有

CK-20 mRNA的表达 , 其余 6种细胞系及 10 例健康者均为阴性。结论　CK-20在诊断膀胱癌有较高的敏感性和特异性 , 与

膀胱癌的大小 、数目 、分期及分级无关 ,可用于膀胱癌的早期诊断和手术后随访。
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Clinical significance of detection of CK-20 mRNA in exfoliated urothelial cells of pa-
tients with bladder cancer
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ty of Medical Sciences , Chongqing 400016 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the feasibility of detecting the cytokeratin 20 (CK-20)mRNA in exfoliated

urothelial cells for the diagnosis of bladder carcinoma.Methods　Reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(RT-PCR)was used to detect the expression of CK-20mRNA in cells collected from the urine of 45 cases of bladder

cancer , 15 cases of cystitis accompanied by hematuria , 10 healthy volunteers , and 7 different cell lines , including

bladder cancer cell line T24 , kidney cancer 786-0 and GRC-1 , breast cancer MCF-7 and MDA-MB-435 , and ovary

cancer SKOV3 and 3AO.Results　CK-20 mRNA expression was detected in 36 of 41 cases of bladder transitional

cell carcinoma(87.80%), in 18 of the 21 G Ⅰ patients(85.71%), in 11 of the 13G Ⅱ patients(84.62%), in

7 of the 7 G Ⅲ patients (100%), in 20 of the 22 Ta-1 patients (90.91%), and in 16 of the 19T2-4 patients

(84.21%).Sensitivity of the method was found to be 87.80%, whereas specificity was 73.33%.In 15 patients

with hematuria , there were 4 cases of false positive:1 case of BPH , 1 case of atypical hyperplasia , 1 case of chronic

inflammation , and 1 case undergoing TURP previously.CK-20 amplification band was also obtained in all of 19 cases

of bladder transitional cell tumor tissues and bladder cancer cell line T24 , but not in 4 patients with non-transitional

cell carcinoma and 6 other tumor cell lines.No false positive cases were found in the healthy control group.Conclu-

sion　These results suggest that CK-20might be a useful tumor marker for early noninvasive diagnosis and follow-up

of bladder cancer by detecting CK-20 mRNA expression of uroepithelial cells from the voided urine specimen by RT-

PCR.

　　Key words:bladder neoplasm;cytokeratin;polymerase chain reaction;urine

　　基金项目:重庆市教委科学技术研究项目(渝教科 1999-16)

　　　　　 　Supported by the Foundation for Sci &Tech Research of Chongqing Municipal Education Commission(1999-16)

　　作者简介:王德林(1968-),男 ,四川省广安市人,副主任医师,副教授,主要从事泌尿系统肿瘤、尿动力学 、男子性功能障碍方面的研究,发表论文20篇。电话:(023)89011009

　　收稿日期:2003-09-13;修回日期:2004-01-20

1967
第 26 卷第 21期

2004年 11 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.21

Nov.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.21.034



　　膀胱癌是国人泌尿系统中最常见的恶性肿瘤之

一 ,有逐年上升趋势 。膀胱癌的诊断和随访主要依靠

有创伤性的膀胱镜检查 ,尿液脱落细胞学检查是诊断

膀胱肿瘤及监测手术后复发的最常用的无创性检查方

法 ,但后者敏感性有限并受主观因素的影响 。细胞角

蛋白 20(cytokeratin 20 , CK-20)的发现和其特殊分布 ,

有可能成为膀胱癌早期诊断和术后随访的新方

法[ 1 ～ 4] 。本研究采用逆转录聚合酶链反应(reverse

transcriptase polymerase chain reaction , RT-PCR)技术检

测膀胱癌患者尿液脱落细胞CK-20 mRNA ,探讨其作为

膀胱癌的早期诊断和手术后随访方法的可行性。

1　材料及方法

1.1　临床资料
　　所有病例为我科 2000 年 1月至 2002 年 5 月诊治的患者。

　　45 例膀胱癌患者:①移行细胞癌患者 41 例 , 其中男性 30

例 ,年龄 19～ 84 岁 ,平均 63岁 , 女性11例 , 年龄35 ～ 73 岁 , 平均

62 岁。单发肿瘤 24 例 ,多发肿瘤 17 例;肿瘤直径≤2 cm 25例 ,

肿瘤直径>2 cm 16 例;有淋巴结和远处转移 2 例 , 无转移 39

例。按照WHO 标准分级为 Ⅰ级 21 例 、Ⅱ级 13 例 , Ⅲ级 7 例;

按照UICC标准分期为Ta ～ T1 22 例 、T2 ～ T4 19例。 ②膀胱非移

行细胞癌 4例 , 其中平滑肌肉瘤 1 例 , 粘液腺癌 1 例 , 神经鞘膜

瘤 1例 , 直肠转移腺癌 1例。输尿管移行细胞癌 3 例。

　　15 例膀胱炎伴血尿患者中 , 单纯膀胱炎伴血尿 5 例 , BPH

伴感染 5 例 ,纤维平滑肌乳头组织增生 1 例 , 纤维血管增生 1

例 ,移行上皮中-重度不典型增生伴腺性膀胱炎1 例 , TURP术后

感染出血 2例。

　　对照组:健康者 10例 , 男女各 5 例 ,年龄 22 ～ 65 岁 ,平均 45

岁。

　　还包括 19例膀胱移行细胞癌组织 、1例肾癌组织及 7种不

同的肿瘤细胞系(膀胱癌细胞系 T24 , 肾癌细胞系 786-0、GRC-1 ,

卵巢癌细胞系 SKOV3 、3AO , 乳腺癌细胞系 MCF-7 、MDA-MB-

435)。

1.2　实验方法
1.2.1　尿液标本的收集　　所有受检者 , 收集新鲜晨尿 100

ml , 4 ℃, 1 200 r/min ,离心 5 min , 先取尿沉渣涂片作镜检 ,初步

了解脱落细胞数量 ,再立即收集沉渣细胞以 Trizol(上海 Sangon)

提取总 RNA。本组有 3 例尿液标本在取尿沉渣涂片作镜检时

未见上皮细胞 ,而没有作进一步检测 , 予以排除统计。

1.2.2　组织标本的收集　　取新鲜癌组织 100 mg 加入 Trizol ,

在匀浆器内匀浆后提取总 RNA 。

1.2.3　细胞系的收集　　将贴壁生长后的细胞系经 0.25%胰

酶消化后 , 4 ℃, 1 200 r/min ,离心 5 min , 收集细胞 ,以 PBS 或生

理盐水洗 2～ 3次 , 加入 Trizol提取总 RNA。

1.2.4　引物　　引物设计参照文献[ 5 , 6] 。 CK-20 Sense CAGA-

CACACGGTGAACTATGG Antisense , GATCAGCTTCCACTGTTAGACG

bp 370;β-actin Sense GACTACCTCATGAAGATCCT , Antisense GCG-

GATGTCCACGTCACACT bp 313由上海 Sangon公司合成。

1.2.5　总 RNA提取　　按照 Trizol操作步骤进行 , 提取尿液脱

落细胞 、癌组织及细胞系中总 RNA。在紫外分光仪测定 RNA

含量 ,根据 RNA在 260 nm 和280 nm 的吸光度的比值(≥1.8)和

1%琼脂糖凝胶电泳 28 s 和 18 s RNA条带比值≥1.5 鉴定 RNA

纯度及完整性 ,取 2μg(调至 1μg/μl)总 RNA为模板进行逆转录

成 cDNA。

1.2.6　RT　　按照 Sangon 公司 MMLV 第一链 cDNA合成试剂

盒操作步骤进行。在冰浴中 ,于反应管内加入 2 μl总 RNA、1 μl

随机6 合引物(0.2 μg/μl)、9μl去离子 DEPC 水 ,混匀 , 高速离心

3 ～ 5 s , 70 ℃孵育 5 min ,冷却后离心 3～ 5 s ,再加入 4 μl反应缓

冲液X5、1μl核酸酶抑制剂(20 U/μl)、2 μl 10 mmol/L dNTPs , 混

匀 ,高速离心 3～ 5 s 后 25 ℃孵育 5 min , 再加入 1μl M-MuLV 逆

转录酶(20 U /μl), 25 ℃孵育 10 min , 再37 ℃孵育 60 min , 最后

70 ℃孵育 10 min 终止反应。

1.2.7　PCR反应　　反应体系为 25 μl , 取 4 μl cDNA加入 San-

gonPCR反应体系 , 含 2.5 mmol/L MgCl2 , 8 mmol/ L 引物 , 2.5 U

Taq DNA聚合酶。阳性对照为膀胱癌组织 , 阴性对照为未作 RT

的总 RNA或去离子水。在 GeneAMP PCR System 9600(美国 PE

公司)进行扩增。 PCR反应条件为:94 ℃ 5 min ;94 ℃ 1 min , 55

℃1 min , 72 ℃2 min , 40 个循环;72 ℃10 min。取 PCR扩增产

物5μl在 1.5%琼脂凝胶(含 0.5μg/μl溴化乙锭), 90 V , 电泳20

～ 30 min , 置于紫外光灯投射仪下观察结果 , CK-20 mRNA 阳性

者可见 370 bp 条带。

1.3　统计学处理
　　采用 SAS6.12 软件包进行χ2 检验和 Fisher' s 精确概率法。

2　结果

2.1　尿液脱落细胞 CK-20mRNA的检测结果

2.1.1　健康者　　10 例健康者的尿液脱落细胞中均无 CK-20

mRNA的表达 , 特异性达 100%。

2.1.2　膀胱炎伴血尿患者　　以 RT-PCR 检测 15 例膀胱炎伴

血尿的尿液标本 , 共 4 例有 CK-20 阳性 , 其中单纯炎症 1 例 ,

BPH伴感染 1例 , 移行上皮中-重度不典型增生伴腺性膀胱炎 1

例 , TURP术后感染出血 1 例 , CK-20 的假阳性率为 26.67%, 特

异性为 73.33%。

2.1.3　肿瘤组织和 7 种肿瘤细胞系　　19例膀胱肿瘤组织均

有CK-20 mRNA 的表达 ,而 1例肾癌组织中无CK-20 mRNA 的表

达。在肿瘤细胞系中 , 除膀胱肿瘤 T24 外 , 肾癌细胞系 786-0、

GRC-1 ,卵巢癌细胞系 SKOV3 、3AO 及乳腺癌细胞系 MCF-7、

MDA-MB-435等 6 种细胞系均无 CK-20 mRNA 的表达(图 1)。

2.1.4　膀胱癌患者　　41例膀胱移行细胞癌患者, 36 例检测到

CK-20 mRNA , 阳性率为 87.80%, 假阴性率为 12.20%。尿液中

CK-20阳性率与肿瘤大小 、数目 、分级 、分期无关(P >0.05);4 例

膀胱非移行细胞癌尿液脱落细胞无 CK-20 mRNA 的表达;3 例输

尿管移行细胞癌, 均为 GⅡ, T2 期 , 2例尿液 CK-20阳性(表 1)。
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1:pUC 19 DNA/MspI(HpaII)marker;2:Bladder cancer tissue;3:T24;

4:786-0;5:GRC-1;6:SKOV3;7:MCF-7;8:Negative control specimen

图 1　RT-PCR检测肿瘤组织和细胞系中 CK-20 mRNA的表达

Fig 1　Expression of CK-20 in bladder cancer tissue and cell lines

detected by RT-PCR

表 1　膀胱癌患者尿液 CK-20mRNA的表达

Tab 1　Expression of CK-20 mRNA in exfoliated urothelial cells of

patients with bladder cancer

I tem n CK-20 P(Fisher)

Single tumor 24 21 1.000

Multiple tumor 17 15

Diameter of tumor≤2 cm 25 22 1.000

Diameter of tumor>2 cm 16 14

Lymph node metastasis(positive) 2 2 1.000

Lymph node metastasis(negative) 39 34

DistantMetastasis(positive) 2 2 1.000

DistantMetastasis(negative) 39 34

Grading GⅠ 21 18＊

Grading GⅡ 13 11＊

Grading GⅢ 7 7＊

Grading Tα～ 1 22 20 0.649

Grading T2 ～ 4 19 16

＊:χ2=0.073 , P>0.05

2.2　尿液脱落细胞细胞学检查结果
　　对 13例膀胱癌患者同时行尿液脱落细胞学检查 , 只能确

诊 1例 , 阳性率仅为 7.69%。

3　讨论

　　细胞角蛋白是分布于上皮细胞间的中间纤维丝 ,

它包括至少20个成员 ,分为酸性细胞角蛋白(Ⅰ型细

胞角蛋白 ,CK-10 ～ CK-20)和碱性细胞角蛋白(Ⅱ型细

胞角蛋白 ,CK-1 ～ CK-9)[ 4] 。人类正常尿路上皮细胞可

以持续表达 CK-7 、CK-8 、CK-17 、CK-18 和 CK-19 ,并偶

尔有 CK-13 的表达 ,而通常不表达 CK-20[ 3] 。但是在

尿路移行上皮癌细胞中 , CK-20 常呈强阳性表达
[ 1]
。

这可能由于正常尿路上皮细胞中 CK-20基因处于休眠

状态 ,当尿路上皮细胞发生恶性变化时 ,CK-20基因被

激活而发生强阳性表达 。CK-20是 Moll等于 1990年

分离鉴定的 ,除在尿路移行上皮癌有表达外 ,还在结肠

癌 、胃腺癌 、胆囊癌 、胆管癌 、胰管细胞腺癌 、卵巢粘液

腺癌呈阳性表达 ,而在肾细胞癌 、前列腺癌 、乳腺癌 、子

宫内膜腺癌 、卵巢非粘液腺癌 、肺腺癌 、恶性胸膜间皮

瘤 、肺 、子宫颈 、咽部 、食管 、皮肤处的鳞状细胞癌 、非上

皮癌 、各种肉瘤和恶性淋巴瘤不表达 ,由于其独特的分

布特点和表达方式 ,CK-20 很快应用于某些肿瘤的病

理分型 、鉴别和转移的监测等
[ 1～ 4]

。

　　本研究以 RT-PCR检测 41例膀胱移行细胞癌患

者 ,36例尿液脱落细胞检测到 CK-20 mRNA ,敏感性为

87.7%,在检测 15例膀胱炎伴血尿的尿液标本发现 4

例有 CK-20 阳性(其中单纯炎症 1例 、BPH 伴感染 1

例 、移行上皮中-重度不典型增生伴腺性膀胱炎 1例 、

TURP 术后感染出血 1例),特异性为73.3%,同时检测

10例健康者的尿液脱落细胞中均无 CK-20 mRNA的表

达 ,这些与文献[ 5 ,6]报道较一致 。较尿液脱落细胞学

方法敏感 , 本组尿液脱落细胞学检查阳性率仅为

7.69%,提示 CK-20在诊断膀胱癌有较高的敏感性和

特异性。

　　为了进一步检测 CK-20诊断膀胱癌的敏感性和特

异性 ,我们又检测膀胱癌组织 、肾癌组织和细胞系中

CK-20 mRNA的表达情况 ,19 例膀胱移行细胞癌组织

均有 CK-20mRNA的表达 ,膀胱癌细胞系 T24亦有 CK-

20 mRNA的表达 ,而在 1例肾癌组织 ,肾癌细胞系 786-

0 、GRC-1 ,卵巢癌细胞系 SKOV3、3AO和乳腺癌细胞系

MCF-7 、MDA-MB-435中未见 CK-20 mRNA 的表达。表

明CK-20对膀胱癌细胞及组织有较高特异性。

　　本研究进一步分析 CK-20 mRNA的检出率与膀胱

癌的分期 、分级 、肿瘤大小 、数目 、有无淋巴结和远处的

转移的关系 , 在膀胱移形细胞癌中 , G Ⅰ 为 18/21

(85.71%) , G Ⅱ 为 11/13(84.62%), G Ⅲ 为 7/7

(100%),两组差别无显著性意义(P >0.05), Ta～ 1为

20/22(90.91%),T2～ 4为 16/19(84.21%),两组差别亦

无显著性意义(P >0.05),在肿瘤大小 、单发与多发 、

有无远处和淋巴结转移组 ,亦未发现有显著性差别 ,与

文献[ 7]报道一致 。

　　但是 ,在以 RT-PCR检测 4例膀胱非移行细胞癌

患者 ,尿液脱落细胞无CK-20 mRNA 的表达 ,而在 3例

输尿管移行细胞癌患者中 2例 CK-20阳性 ,表明CK-20

可能仅对尿路移行细胞癌有较高的敏感性。临床上 ,

肾盂及输尿管癌的发生率较低 ,膀胱癌绝大多数为移

行细胞癌(>95%),在西方国家可高达 97%[ 8] 。故

CK-20对尿路上皮细胞癌有较大的诊断价值 。

　　综上所述 ,通过检测膀胱癌患者的尿液脱落细胞

中CK-20 mRNA的表达情况 ,对诊断膀胱癌有较高的
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灵敏度和特异性 ,CK-20 有可能作为膀胱癌的早期诊

断和手术后随访的肿瘤标记物 ,成为一种无创伤的诊

断及随访方法。但是对于膀胱非移行细胞癌患者可能

出现假阴性 ,同时 ,在膀胱炎症时可能出现假阳性 ,从

而可能降低CK-20的诊断敏感性和特异性 。
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个案与短篇 文章编号:1000-5404(2004)21-1970-01

胆囊切除致肝总管横断伴小网膜囊大量积液 1例

A case report of common hepatic duct transection with a huge omental bursa cyst

caused by cholecystectomy

郑　璐 ,李　靖　　(第三军医大学新桥医院肝胆外科 , 重庆 400037)

1　临床资料

　　患者:女 , 26 岁 ,半月前因胆囊多发性结石在当地医院行胆

囊切除术。术后第 3天起逐渐出现腹胀伴恶心 、呕吐胃内容物

多次 ,呈进行性加重 , B超示:上腹部巨大囊性占位。入我院查

体:皮肤 、巩膜轻度黄染 , 腹部膨隆 ,上腹部压痛 , 轻度肌紧张 ,

无反跳痛。可触及一约 30 cm×30 cm 的包块 , 质中 ,轻度压痛 ,

囊性感 , 欠活动。 血常规:WBC 10.64×109/L , N:0.74 , L:0.25 ,

肝功 ALT 167 IU/ L , AST 74 IU/L , T-Bil 43.88μmol/ L , D-Bil 34.41

μmol/L。 CT平扫示:左上腹见一 29 cm×19 cm×29 cm 巨大囊

性病变 , CT值为 7 Hu。向右达胆囊窝内 , 胰腺受压 ,胆囊缺如。

B 超示:腹部巨大囊性占位 , 肝门部胆管扩张 , 上段内径 1.9

cm , 中下段结构不清。入院后经禁食 、抗炎 、抑制胰腺分泌等保

守治疗效果不佳。第 3 天急诊行剖腹探查术 , 术中发现:腹腔

脏器黄染 , 小网膜囊积液 , 形成巨大囊性包块 , 网膜孔已封闭。

肝总管于左右肝管汇合下方约 1 cm 处横断 , 断端上方肝管扩

张 ,直径约 1 cm , 其内未发现胆囊管开口。 断端下方胆总管封

闭。术中诊断为肝总管横断 、网膜囊大量积液(胆汁)。

　　因肝总管断端及周围炎症水肿较重 , 断端间缺损过长 , 决

　　作者简介:郑　璐(1980-),男 ,重庆市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从事肝胆

疾病方面的研究。电话:(023)68774906

　　收稿日期:2004-06-28;修回日期:2004-09-16

定行肝总管 Y型管外引流术。切开囊壁 , 吸尽胆汁(约 10 000

ml)。探查左右肝管内无结石及狭窄 , 将一 F20 号 T 型管短臂

缝合塑型为 Y型管 ,将其短臂分别插入左右肝管 , 长臂经肝总

管断端引出。大量生理盐水冲洗腹腔及小网膜囊。经小网膜

囊放置橡皮引流管一根 , 与 Y 型管分别戳孔经右腹壁引出固

定。术后予抗炎 、支持等处理 , 病情恢复良好 , 切口Ⅱ/甲愈合

后出院。 4 个月后再次入院 , 行胆管整形 、胆管空肠 Roux-en-Y

吻合术 , 吻合口约 2.5 cm 大小 , 手术顺利 , 术后恢复良好 , 于术

后 12 d 痊愈出院。

2　讨论

2.1　医源性胆管损伤的诊断与处理
　　医源性胆管损伤最常见于胆囊切除手术 ,随着技术的不断

发展 , 发生率已明显降低(0.2%～ 0.6%)[ 1 , 2] 。但是一旦发生 ,

约 25%～ 30%可能产生极严重的后果[ 1] 。 通过术中仔细检查 、

胆管造影等方法及时发现和早期处理胆管损伤 , 通常可取得较

好的效果。如术中漏诊 ,术后患者出现黄疸 、腹痛等症状 ,应选

用B 超 、MRCP、ERCP或 PTC 等检查确诊。处理方式应根据胆

管损伤的类型不同 、程度轻重 、发现早晚以及术者的技术水平

的差异来选择 ,一般有胆道整形修复术和胆肠吻合术两大类重

建方式。本例患者由于外院行胆囊切除术中未及时发现胆管
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