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Abstract 　
AIM:  To investigate the expression of KAP-1 in 
pancreatic carcinoma.

METHODS: The expression of KAP-1 protein 
in 46 pancreatic cancer specimens (including 15 
cases of highly differentiated cancer, 17 cases of 
moderately differentiated cancer, and 14 cases 
of poorly differentiated cancer) and 9 normal 
pancreas specimens was detected by immuno-

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年3月28日; 21(9): 829-834
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

KAP-1在胰腺癌中的表达及临床意义

江建新, 詹 磊, 黄 洋, 何燕浙, 孙诚谊

®

■背景资料
胰腺癌的早期转
移、对传统的治
疗抵抗以及较易
复发是其致死的
关键因素, 胰腺癌
干细胞具有不同
分化潜能, 以及侵
袭转移和治疗抵
抗能力. 

histochemistry. The mRNA and protein expres-
sion of KAP-1 in 8 cases of pancreatic cancer and 
matched tumor-adjacent pancreatic tissue and 
in pancreatic carcinoma cell lines (BxPC3, CA-
PAN-1, PANC-1, AsPC-1, SW1990, MiaPaCa-2 
and CFPAC-1) was also detected by RT-qPCR 
and Western blot.

RESULTS: The positive rate of KAP-1 expression 
was 45.6% (21/46) in pancreatic cancer and 11.1% 
(1/9) in normal pancreatic tissue, and was 78.6% 
(11/14) in poorly differentiated pancreatic cancer, 
47.1% (8/17) in moderately differentiated pancre-
atic cancer, and 13.3% (2/15) in highly differenti-
ated pancreatic cancer. The mRNA and protein 
expression of KAP-1 was higher in pancreatic 
cancer than in matched tumor-adjacent pancreatic 
tissue. The mRNA expression of KAP-1 was high-
est in poorly differentiated pancreatic cancer line 
Panc-1, higher in BXPC-3 and CFPAC-1, lower in 
SW1990, Capan-1 and MIAPaCa-2, and lowest in 
AsPC-1 and Capan-2. The protein expression of 
KAP-1 was highest in poorly differentiated pan-
creatic cancer line MIAPaCa-2 and Panc-1, higher 
in CFPAC-1 which is derived from liver metas-
tases of pancreatic cancer cell, and was undetect-
able in other cell lines. 

CONCLUSION: The expression of KAP-1 in 
human pancreatic cancer tissue is significantly 
higher than that in normal pancreatic tissue, and 
KAP-1 expression is involved in pancreatic cancer 
cell differentiation. KAP-1 may play an important 
role in the development of pancreatic cancer.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 研究KAP-1在胰腺癌组织和细胞株中的
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■研发前沿
KAP -1在胰腺癌
组织及胰腺癌细
胞系中的表达和
作用未见文献报
道 ,  本 文 初 步 研
究表明KAP -1在
胰腺癌组织中高
表 达 ,  正 常 胰 腺
组织中几乎不表
达 ,  其 表 达 与 胰
腺癌细胞分化相
关 ;  为 后 续 的 探
讨KAP -1在胰腺
癌干细胞中的作
用及其作用机制
研究奠定基础.

表达及意义. 

方法: 采用免疫组织化学方法检测46例胰腺
癌标本(高分化15例, 中分化17例，低分化14
例)及9例正常胰腺标本中的KAP-1表达; 采用
RT-qPCR和Western blot的方法检测8对胰腺癌
组织和配对癌旁组织标本中KAP-1的mRNA
和蛋白质水平; 采用RT-qPCR和Wsetern blot检
测胰腺癌细胞株BxPC3、PANC-1、AsPC-1、
SW1990、MIAPaCa-2、CFPAC-1、Capan-1和
Capan-2中KAP-1 mRNA和蛋白的表达水平. 

结果: 免疫组织化学结果显示KAP-1在胰腺
癌组织中阳性表达率为45.6%(21/46例), 正常
胰腺组织中阳性表达率为11.1%(1/9); 在低分
化胰腺癌组织中阳性表达率为78.6%(11/14), 
中分化胰腺癌组织为47.1%(8/17), 高分化胰
腺癌组织为13.3%(2/15); RT-qPCR和Western 
blot显示在胰腺癌组织中KAP-1的mRNA和
蛋白质水平较癌旁正常胰腺组织高, KAP-1
的mRNA水平在Panc-1中最高, 在BXPC-3
和CFPAC-1中较高, 在SW1990、Capan-1和
MIAPaCa-2中较低, 在AsPC-1和Capan-2中最
低. KAP-1蛋白质水平在低分化胰腺癌细胞株
MIAPaCa-2和Panc-1中高, 来源于肝转移的胰
腺癌细胞系CFPAC-1中较高, 其余细胞株中不
表达. 

结论: KAP-1在胰腺癌组织中高表达, 正常胰
腺组织中几乎不表达, 其表达与胰腺癌细胞分
化相关; KAP-1可能在胰腺癌发生发展中发挥
重要作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

胰腺癌是高度恶性、预后最差的恶性肿瘤之一, 
其5年生存率不到5%[1]. 大多数患者因确诊时伴

有局部和/或远处的侵袭、转移而丧失手术时 
机[2], 即使临床手术根治性切除的胰腺癌患者

术后也大多数因出现复发和远处转移预后极

差, 其原因为术前就有微转移灶形成及其化疗

抵抗[3], 胰腺癌的早期转移、对传统的治疗抵抗

以及较易复发是其致死的关键因素. 肿瘤干细

胞理论解释了上述现象. 胰腺癌干细胞研究表

明[4]: 在原发肿瘤里存在一个亚群细胞, 这群细

胞具有自我更新、分化潜能以及在异位重新成

瘤能力. 同时, 这群细胞还具有侵袭转移和化疗

抵抗特性. 最新的研究表明: 胰腺癌在形成之前

通过上皮-间质转化(epithelial-to-mesenchymal 
transition, EMT)形成胰腺癌干细胞, 是其早期发

生转移, 治疗抵抗, 复发的根本原因[5]. 我们前期

依据文献以MIA-PaCa2(TIChigh)与BxPc-3(TIClow)
作为研究胰腺癌干细胞的工具细胞[6], 通过蛋白

质组学筛选胰腺癌干细胞相关差异蛋白, 发现

KAP-1(KRAB-associated protein 1)在前者表达

较后者高10倍多, 并通过检索文献提示KAP-1
与EMT和干细胞的“干性”相关[7]. KAP-1是
一个97 kDa的核磷蛋白. 人KAP-1基因位于19
号染色体, 位置是19q13.4, 共16个外显子. 小鼠

KAP-1基因位于7号染色体, 位置是7A2, 共17
个外显子. KAP-1具有TIF1家族中常见的保守

结构域: N端的RBCC(RING-B box-coiled-coil)
结构域、C端保守的PHD型锌指和紧随其后的

Bromodomain(BrD)结构域, 中部是该家族内保

守度最低的区域, 一般情况下富含脯氨酸, 甘氨

酸和丝氨酸[8]. 为了进一步研究KAP-1在胰腺癌

及胰腺癌干细胞中的作用, 我们首先检测KAP-1
在胰腺癌组织和细胞株中的表达, 探讨其可能

的临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系PANC-1、AsPC-1、
SW1990、MIA-PaCa2、CFPAN-1、BxPC3、
Capan-1以及Capan-2购自American Tissue Cul-
ture Collection(ATCC); 兔抗人TIF1β单克隆抗体

购自美国Cell Signaling公司; 小鼠抗β-actin单克

隆抗体购自美国Abcam公司; 荧光定量PCR仪为

美国Bio-Rad公司(型号: CFX96); DAB显色试剂

盒(武汉百奥斯生物科技有限公司); SP免疫组织

化学试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测KAP-1在胰腺癌组织

中的表达: 46例胰腺癌标本(高分化15例, 中分

化17例, 低分化14例)及9例正常胰腺标本取自本

院接受胰十二指肠切除和胰体尾部切除术住院

患者术后的胰腺癌和正常胰腺组织石蜡块标本. 
均经常规病理检查证实为胰腺癌, 包括胰头部

32例、胰尾部14例; 男36例, 女20例, 年龄36-68
岁(中位年龄52岁). 手术标本经5 μm厚连续切片, 
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■相关报道
H o 等 采 用 蛋 白
质组学技术证明
KAP -1在乳腺癌
中高表达, 且与乳
腺癌侵袭转移相
关 .  Takeshi等证
实KAP -1在胃癌
中 高 表 达 ,  且 和
胃癌的腹腔播散
及不良预后相关. 
B i n g n a n 等 发 现
KAP -1与化疗耐
药相关, 且KAP-1
的Ser824发生磷
酸化.

脱腊、脱水、高温修复抗原、3%双氧水和山羊

血清封闭非特异性蛋白后, TIF1β的免疫组织化

学染色行链霉素亲和素-过氧化酶复合物法(SP
法), TIF1β mAb工作液浓度为1∶100, 实验程序

严格按照说明书进行, PBS代替一抗作为阴性

对照. 结果判断每张切片在400倍光学显微镜下

连续找10个视野, 每个视野计数50个肿瘤细胞. 
KAP-1阳性判断标准以肿瘤细胞内出现棕黄色

染色为阳性. 免疫组织化学结果以阳性细胞数

所占百分比来表示, 考虑到KAP-1阳性染色的肿

瘤细胞较少, 只要在肿瘤细胞中发现KAP-1的阳

性染色则判断为KAP-1阳性表达细胞[9]. 
1.2.2 RT-qPCR检测KAP-1的mRNA表达: 上述8
种胰腺癌细胞株按照ATCC提供的培养条件, 进
行细胞培养. 按照试剂盒说明书进行操作, 提
取8例胰腺癌和癌旁组织以及8种胰腺癌细胞

株的总mRNA、去除基因组DNA并合成cDNA
后; 根据实时定量PCR试剂盒说明书进行加样. 
反应条件: 95 ℃ 5 min, 95 ℃ 30 s, 60 ℃退火 
30 s, 72 ℃延伸30 s, 45个循环. 实验重复3次. 由
随机附带软件LCS480 1.5.039计算C t值和拷贝

数, 利用2-△△C t法对其进行计算分析(2-△△C t法以

管家基因GAPDH为参照基因, 以BXPC-3样本

数据为校准样本, 其他细胞株C t值与之相比较, 
相对分析mRNA表达水平), 其中KAP-1引物: 上
游5'-AAGTCTCGGGATGGTGAACG-3', 下游: 
5'-CAGACACCTGGCGGATTGA-3', 长度262 
bp; GAPDH引物: 上游: 5'-TGACTTCAACAGC-
GACACCCA-3', 下游: 5'-CACCCTGTTGCTG-
TAGCCAAA-3', 长度121 bp. (引物序列由软件

Beacon designer 7设计, 上海生工生物工程技术

服务有限公司合成).
1.2.3 Wsetern blot检测KAP-1的蛋白表达: 上述8种
胰腺癌细胞株按照ATCC提供的培养条件, 进行

细胞培养. 分别提取上述8例胰腺癌和配对癌旁

组织以及8种胰腺癌细胞株的总蛋白; 将提取的

蛋白质样本按每孔30 μg上样于12% SDS-PAGE
后进行电泳; 用电转移法转移蛋白质至PVDF
膜, 然后用5%脱脂奶粉封闭膜1 h. 加入小鼠抗

TIF1β单克隆抗体(1∶600)后4 ℃孵育过夜, 辣
根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标
记的羊抗鼠IgG孵育1 h. 参照免疫印迹化学发

光试剂盒说明进行化学发光法显示结果, X线

胶片曝光. 实验重复3次, 条带密度采用Quanti-
tyOne Program(Bio-Rad)软件进行分析. 目的蛋

白的相对表达水平 = 目的蛋白的灰度值/β-actin

蛋白的灰度值, 取3次平均值. 采用GAPDH为 
参照. 

统计学处理 采用SPSS17.0对数据进行统计, 
计数资料采用两个或多个样本的t检验, P <0.05
具有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测KAP-1在胰腺癌组织中

的表达 KAP-1主要为核表达, 在胰腺癌组织中

阳性表达率为45.6%(21/46例), 正常胰腺组织中

阳性表达率为11.1%(1/9例); 在低分化胰腺癌组

织中阳性表达率为78.6%(11/14例), 中分化胰腺

癌组织为47.1%(8/17例), 高分化胰腺癌组织为

13.3%(2/15例)(图1), 差异有统计学意义(P <0.05). 
2.2 RT-qPCR、Wsetern blot检测8例胰腺癌和

癌旁组织KAP-1的mRNA和蛋白表达 RT-qPCR
检测结果显示: KAP-1的mRNA在8对胰腺癌和

癌旁组织中 ,  前者表达水平显著高于后者(图
2, P<0.05). Wsetern blot检测结果显示: KAP-1的
蛋白在胰腺癌中表达较配对癌旁组织显著增高 
(图3). 
2.3 RT-qPCR、Wsetern blot检测8种胰腺癌细胞

株KAP-1的mRNA和蛋白表达 KAP-1的mRNA
在上述8种胰腺癌细胞株的水平由高到低依次

为PANC-1、BxPC3、CAPAN-1、SW1990、
MiaPaCa-2、AsPC-1、CAPAN-2(图4). KAP-1的
蛋白表达在低分化胰腺癌细胞株MIAPaCa-2和
Panc-1中高, 来源于肝转移的胰腺癌细胞系CF-
PAC-1中表达较高, 其余细胞系中不表达(图5). 

3  讨论

KAP-1是一种转录中介因子, 在诸多转录调控

复合体中起桥梁作用[8]. 他通过其N端RBCC结

构域与含KRAB结构域的锌指蛋白、MDM2、
MM1、C/EBPβ等相互作用; 通过C端的PHD及

BrD结构域与SETDB1、M i-2α等分子相互作

用, 参与形成具有组蛋白甲基化酶或组蛋白去

乙酰化酶活性的复合体; 通过中间的HP1BD区

域与HP1蛋白相互作用, 进而与组蛋白相结合. 
许多研究表明, KAP-1在肿瘤细胞中高表达. Ho
等 [10]采用蛋白质组学技术筛选K A P-1在乳腺

癌中高表达, 且与乳腺癌侵袭转移相关. Yokoe 
等[11]证实KAP-1在胃癌中高表达, 且和胃癌的腹

腔播散及不良预后相关. 研究也表明KAP-1是
维持干细胞的“干性”关键基因之一. Hu等[12]

研究表明KAP-1在胚胎干细胞(embryonic stem 
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■创新盘点
本研究检测不同
分化程度的临床
胰腺癌标本和8种
不同分化程度的
胰腺癌细胞系中
KAP -1的表达水
平, 探讨其在胰腺
癌与癌旁的表达
以及与胰腺癌细
胞分化的关系.

cell, ES)和胚胎组织中高表达, 在ES分化组织

中表达下调, 在胰腺组织中表达极低; RNAi抑
制KAP-1的表达能增加分化细胞的百分率. 采
用Trim28 ChIP证实KAP-1通过靶向具有多向

分化潜能性基因Cnot3、Nanog、Sox2、Tcf3、
I l6s t和Lefty2启动子区域调节其表达(Trim28-
binding sites: GCCGCGXX), 从而维持干细胞的

自我更新能力, 是ES自我更新的关键基因之一. 
Fazzio等[13]的研究也证实了KAP-1在ES的“干

性”维持方面发挥重要作用. Wolf等[14]研究表

明: F9胚胎癌细胞(embryonal carcinoma, EC)发
生分化时, KAP-1的表达水平下调; RNAi抑制

KAP-1的表达, F9 EC和JM1 ES生长抑制, 细胞

发生分化. Seki等[15]研究证实: KAP-1能改变ES
的多向分化潜能或是分化状态, 是这两种状态

的临界关卡点. KAP-1在具有多向分化潜能的鼠

ES高表达; RNAi抑制KAP-1的表达, 鼠ES显示

分化状态. 此外, 磷酸化的KAP-1和特异性多向

分化潜能转录因子Oct3/4形成复合物, 能抑制ES
的分化, 维持其多向分化潜能, 诱导iPS细胞(诱
导多能干细胞iPS Cell). Cammas等[16]也证实了

KAP-1在F9 EC分化中的作用.  此外, KAP-1参
与EMT发生, 与肿瘤的侵袭转移、化疗耐药相

关. Venkov等[17]以SJL/J小鼠肾近端小管上皮细

胞株MCT(mIMCD)为研究对象, 采用凝胶迁移

或电泳迁移率实验和DNA亲和层析法及后续的

质谱分析, 在纤维母细胞特异性蛋白1(fibroblast 
specific protein 1, FSP1)的近端顺式作用子元件

域绑定的蛋白复合物中鉴定出两个蛋白质, 分
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图  2  RT-qPCR检测8例胰腺癌和癌旁组织中KAP-1 mRNA
的表达. N: 癌旁组织; T: 胰腺癌组织.
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图  1  免疫组织化学检测KAP-1在不同分化胰腺癌组织和正常胰腺组织中的表达(×40). A: 阴性对照组; B: 正常胰腺组织; C: 

高分化胰腺癌组织; D: 中分化胰腺癌组织; E: 低分化胰腺癌组织.

图  3  Wsetern blot检测8例胰腺癌和癌旁组织中KAP-1的蛋
白表达. N: 癌旁组织; T: 胰腺癌组织.
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别为CBF-A和KAP-1. FSP1在人肿瘤细胞中称

为S100A4, 在EMT发挥重要作用; S100A4能增

加肿瘤细胞的运动和侵袭能力, 导致转移瘤的

发生. 最近有研究表明[18]: 在人畸胎瘤细胞系

NTera2D1中, KAP-1能在mRNA水平上激活许多

EMT相关基因, 如ACTA2、S100A4、SNAI2、
TJP1、TJP2、TWIST1、VIM等. KAP-1与乳腺

癌的侵袭转移相关[10]. Han等[19]比较结肠癌细

胞株HCT-116(具有结肠癌干细胞特性, 对化疗

药NSC 724998不敏感)和恶性黑色素瘤细胞株

A375(对化疗药NSC 724998敏感)NSC 724998处
理前后不同蛋白质表达的变化, 发现KAP-1在治

疗后的表达上调, 且KAP-1的Ser824发生磷酸化. 
上述这些研究充分表明KAP-1不仅在肿瘤的发

生发展中发挥重要作用, 而且与肿瘤干细胞及

其生物学功能密切相关.   
我们的实验结果显示KAP-1在胰腺癌组织

中高表达, 正常胰腺组织中几乎不表达; 在低分

化胰腺癌组织中表达最高, 中分化胰腺癌组织

中表达较高, 高分化胰腺癌组织中低表达; 这表

明KAP-1在胰腺癌的发生发展过程中可能发挥

重要作用, 与胰腺癌细胞分化相关. 我们的RT-
qPCR、Wsetern blot检测8例胰腺癌和配对癌

旁组织中KAP-1的mRNA和蛋白表达结果也证

实了上述结果. 在不同分化的细胞系中, KAP-1
的蛋白表达在未分化或低分化胰腺癌细胞株

MIAPaCa-2和Panc-1中高, 来源于肝转移的胰腺

癌细胞系CFPAC-1中表达较高, 其余细胞系中

不表达. 这也表明KAP-1与胰腺癌细胞的分化

相关. KAP-1的mRNA表达在Panc-1中表达最高, 
在BXPC-3和CFPAC-1中较高, 在SW1990、Ca-
pan-1和MIAPaCa-2中较低, 在ASPC-1和Capan-2

中最低. 这表明KAP-1的蛋白表达可能还受转

录后调控. 此外, 我们的研究也表明在具有多药

耐药和EMT特性的胰腺癌细胞株MIA-PaCa2、
Panc-1中[20]KAP-1高表达, 在而在多药敏感, 且
不具有EMT特性的胰腺癌细胞株BxPc-3、Ca-
pan-1及Capan-2中无表达. 由于胰腺癌干细胞具

有多药耐药和EMT特性, 这也从一个侧面提示

KAP-1与胰腺癌干细胞相关. 
总之, KAP-1在胰腺癌细胞中高表达, 其表

达与胰腺癌细胞的分化相关, KAP-1作为一种转

录中介因子, 在诸多转录调控复合体中所起的

桥梁作用可能和胰腺癌干细胞“干性”维持相

关. 探讨KAP-1的生物学功能及其调控机制, 有
助于揭示胰腺癌的发生机制, 发现新的胰腺癌

治疗靶点. 
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