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Abstract. T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� ������-T�� ������� ����� ����� �� ����������� ��� ������-
���� �f cl����� �f ��ff����������� 82 (KAI1), � ���� ����l��� �� 
��� ����������� �f ����� ����������, �� ����� ������bl������ 
(RB) ������ ��� �� ����� ��� �ff�c� �f KAI1 ���������� �� RB 
c�ll ��������� ��� ��������. KAI1 ���������� w�� �������� 
�� 26 �������� w��� ���-�������� ��� �������� ������bl��-
���� ����� ������� �����c�������-q����������� ��l������� 
c���� ���c���� ��� w������ bl�� ���l����. A l��������l ��c��� 
c��������� KAI1 cDNA w�� ���� �� �����f�c� ��� �w� RB c�ll 
l����, HXO-Rb44-Gl ��� Y79. F�ll�w��� ��cc���f�l �����f�c-
����, ��� ��������� ��� �������� c���c��� �f ��� �w� RB c�ll 
l���� w�� ���l����� ����� � T����w�ll® ��������� �����. KAI1 
���������� w�� �b������ �� b� ��w�����l���� �� �������� RB 
c������� �� ���-�������� RB. T�� ��������� ��� �������� 
capacities of KAI1 transfected cell lines were significantly 
��c������ c������� �� ����� �f ��� c�����l c�ll�. KAI1 ��� b� 
����l��� �� ������bl������ ����������, ��� ��c������ ������-
sion of KAI1 significantly inhibits the metastatic ability of RB 
c�ll� in vitro.

Introduction

R�����bl������ (RB) �� ��� ���� f��q���� ������l ����� w��l�-
w��� ��� ��� ���� c����� ������� ������c�l�� ��l�����c� 
�� c��l�����, �cc������� f�� ~4% �f �ll ��������c ��l�����-
c��� (1). T�� ��j����� �f �������� w��� ������bl������ ��� ��� 
��������� ����l ��� ������� ��� ���c��� �� �����c�� ����� �� 
���������� ��� �cc����� (2). T���� c�ll� ��� �bl� �� ������ 
������� ��� ����c �����, �cl��� ��� c������ �� �cc��� ��� 
������c�l�� ���c�, l������ �� l�f�-����������� �������c �����-
����� (3,4). M��������c RB ��� � ���� �����l��� ���� ��� �� � 

l������ ����� �f c����- ��� ���������������c ���������� (5). 
Al������ ��������� ��l������l ���������, ��cl����� ����-���� 
c����������� w��� ����l����� ������������c ���� c�ll ���c��, 
��� �������� �� b� �ff�c���� �� ��� ��������� �f ���������c RB, 
�� ������� � l�f� ����������� ������� (6).

Cluster of differentiation 82 (KAI1) was first identified in 
�������� c��c�� c�ll� b� D��� et al (7) and has a significant role 
�� ��� ����b����� �f ����� ����������. A� � ���b�� �f ��� �����-
���b���� 4 �����f���l�, KAI1 c������� f��� ��������b�c 
��������b���� ������� ��� � l���� �����c�ll�l�� N-�l�c�-
��l���� ����c����, w��c� ������c�� w��� ��������, ��������l 
���w�� f�c��� ��c����� ��� ����� ������������ (8-10). KAI1 
������c����� ��� ����c����� w��� c�ll-c�ll ��� c�ll-�����c�ll�l�� 
������ ������c�����, �� w�ll �� c�ll �����l��� ��� ����l���. 
T����f���, KAI1 ��� �ff�c� ��� �������� ��� ���������� �f 
����� c�ll� (11). D�c������ KAI1 ���������� �� c����l���� w��� 
��� ����l������ �f ����� ���������� ��� ���� ��������� �� � 
w��� ������� �f ����� ��l�����c���, ��cl����� �������� (12), 
b����� (13), ���c�����c (14) ��� l��� c��c�� (15). D�c������ 
���������� �f KAI1 w�� �������� �� ���������c ����� RB 
����l�� (16). H�w����, ��� b��l���c�l �ff�c� �f KAI1 �� RB 
c�ll� ������� ��cl���.

I� ��� ������� �����, KAI1 ���������� w�� ���l�z�� �� 26 
����� ������bl������ ����l��, ������������ ���-�������� ��� 
�������� ������. I� ��������, ��� in vitro �ff�c� �f KAI1 �� RB 
c�ll ��������� ��� �������� w�� ������� �� �w� RB c�ll l����.

Materials and methods

Ethics statement. T�� ������� ����� c��f����� �� ��� D�cl���-
���� �f H�l���k� ��� w�� �������� b� ��� E���c�l C�������� 
of the Xinhua Hospital Affiliated to Shanghai Jiaotong Univer-
���� Sc���l �f M���c��� (S�������, C����). W������ c������ 
w�� �b������ f��� ��� �������� �����c������� �� ��� �����.

Tissue samples. S���l�� w��� �b������ f��� RB �������� 
�� X����� H������l (S�������, C����) b��w��� M�� 2010 
��� F�b����� 2013, w�� ��c����� �� ��������� ������ ��� 
���cl������ ���c�����. I� ����l, 14 ���� ���������� w��� �� RB 
�������� �f ��� ����c ����� �� c������ w��� ��l�c���, �����-
������� ��� ���-�������� �����, ��� 12 ���� ���������� w��� 
�������� �f ��� ����c ����� �� c������ w��� ��k��, ������������ 
��� �������� �����.

Detection of KAI1 protein using western blot analysis. T���� 
����l�� w��� ������ ���� ��w��� �� l�q��� ��������. T���l 
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������� w�� �����c��� ����� �� �c�-c�l� SDS c�ll-l���� b�ff�� 
(B�Y��T���, P0013G, S�������, C����), c��������� �������� 
����b�����, ��� l����� w�� c�����f���� (15,800 � g f�� 30 ��� 
at 4˚C) to remove debris. After quantitative analysis, all the 
������� ����l�� w��� ����� w��� ��� l������ b�ff�� ��� ���� 
b��l�� w��� ��� b������ w���� f�� 5 ���. T�� ������� ����l�� 
w��� ��������� �� � 10% SDS-PAGE ��l ��� �����f����� ���� 
a polyvinylidene difluoride membrane (GE Healthcare Life 
Sciences, Chalfont, UK). The membrane was blocked in TBS 
��� Tw���® 20 w��� 5% �k����� ��lk f�� 90 ���, f�ll�w�� 
b� ��c�b����� w��� ����cl���l ����� ����-KAI1 ����b��� 
(1:500, �c-4486 S���� C��z B����c���l���, I�c., D�ll��, TX, 
USA) at 4˚C overnight. Following three cycles of washing 
w��� TBST, ��� ���b���� w�� ��c�b���� w��� ����������� 
����������-c��j������ ���� ����-����� �������l�b�l�� G 
(1:1,000, Jackson, 115‑035‑206, USA) at room temperature for 
1 �. β‑actin (1:2,000, Proteintech, 6008‑1‑Ig, USA) was used 
�� �� ���������� c�����l. T�� ����l���� �����l� w��� �������� 
����� �� �����c�� c����l������c��c� ������. B��� ��������� 
w�� �����l�z�� �� ��� ��l�� �f β‑actin (Image J, NIH, USA). 
All ����������� w��� ���f����� �� ����l�c���.

W������ bl�� ���l���� f�� ������� ����l�� �� RB c�ll�. RB 
c�ll� ��c�b���� �� ������� w��� c�ll�c��� ��� �����f����� 
���� EP ��b� w��� ��� ���b�� �f 1�106 �� ��c� ��b�. Af��� 
centrifuging (4˚C, 800 rpm, 10 min), each EP tube were added 
w��� �� �c�-c�l� SDS c�ll-l���� b�ff�� (B�Y��T���, P0013G, 
S�������, C����), c��������� �������� ����b�����, ��� l����� 
��� w��� c�����f���� (15,800 � g for 30 min at 4˚C) to remove 
��b���. T�� f�ll�w��� ����� ��� �����������l c��������� w��� 
�� c��������� w��� ��� w������ bl�� ���l���� f�� ����� ����l��.

Measuring KAI1 gene expression using the reverse tran‑
scription‑quantitative polymerase chain reaction (RT‑qPCR). 
RB ������� w��� ������ ���� ��w��� �� l�q��� �������� ��� 
�����l��� ����� � T��z�l® ������� k�� (I���������; T����� 
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). The MyiQ and 
�Q5 R��l-T��� PCR D���c���� ������ (B��-R�� L�b���������, 
Inc., Hercules, CA, USA), SYBR‑Green kit and SYBRR 
Premix Ex Taq™ kit (Takara Bio, Inc., Otsu, Japan) were used 
�� ���f��� RT-qPCR ��� ��b��q����l� ������� KAI1 �RNA 
����������. T�� ������ ����� f�� KAI1 ��� GAPDH w��� �� 
f�ll�w�: KAI1 f��w���, 5'-TGT CCT GCA AAC CTC CTC CA-3' 
��� �������, 5'-CCA TGA GCA TAG TGA CTG CCC-3'; ��� 
GAPDH f��w���, 5'-CCA TGG CAC CGT CAA GGC TGA-3' 
��� �������, 5'-GGG CCA TCC ACA GTC TTC TGG-3'. R��c-
tion parameters for RT‑qPCR were as follows: 94˚C for 5 min 
followed by 40 cycles of 94˚C for 30 sec, 55˚C for 30 sec and 
72˚C for 30 sec. Each reaction was performed in duplicate. The 
��l����� �RNA l���l� �f KAI1 ��� GAPDH w��� c�lc�l���� 
����� ��� 2-ΔΔCq ������ (17).

Cell lines and culture conditions. HXO-Rb44-Gl �� � 
green fluorescent protein (GFP) and luciferase expressing 
HXO-Rb44 ����� RB c�ll l��� (18). T�� HXO-Rb44 
c�ll l��� w�� �������ll� ����bl����� b� ��� D��������� 
of Ophthalmology, Hunan Medical University, Xiangya 
H������l, C�������, C���� (19). T�� Y79 ����� RB c�ll 
w�� ���c����� f��� ��� A����c�� T��� C�l���� C�ll�c���� 
(Manassas, VA, USA). Non‑adherent cell lines were cultured 
�� RPMI-1640 ����l������� w��� 10% f���l b����� ����� 

(FBS) (both Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) at 37˚C in 
5% CO2 humidified air.

Construction of recombinant lentivirus expressing KAI1. 
�CMV-KAI1 w�� �������� b� D� D��� �f ��� N������l 
Institute of Health (Bethesda, MD, USA). The 753 bp KAI1 
��� ��� 849 b� �����c�� GFP (EGFP) cDNA f�������� w��� 
���l�f��� f��� �CMV-KAI1 ��� �EGFP-N1 �����c����l� 
����� RT-PCR w��� ��� f�ll�w��� �������: KAI1 f��w���, 
ATT CGC CTA GGA CTA GTG ATC AGC CAC CAT GGG 
CTC AGC CTG TAT CAA ��� �������, CGG GGT ACT TGG 
GGA CCT TGC TGT; EGFP f��w���, CAA GGT CCC CAA 
GTA CCC CGG GGG TGG CGG AGG GTC TAG AAT GGT GAG 
CAA GGG CGAG ��� �������, TCG GCG GCC GCT TAT TTG 
TCG TCA TCA TCC TTA TA. T�� �w� f�������� w��� f���� 
�������� �� f��� � 1585 b� KAI1-EGFP DNA f������� ����� 
PCR, ��� �������� ���� ��� ������c��-��������� l��������l 
��c��� �MB-P��� (N�����b����c� C�., L��., S�������, C����), 
replacing the firefly luciferase gene. The recombinant plasmid 
�MB-P���-KAI1-EGFP ��� ��� �w� 2�� ���������� ��ck����� 
�l������, ��PAX2 ��� �MD2.G (A������, I�c., C��b�����, 
MA, USA), were introduced into 293T cells (donated by 
A����c�� ���� c�l���� c�ll�c����), ��� ��� ����l���� ����� 
(Lenti‑MPKG) was harvested and titrated. Briefly, 5x104/w�ll 
293T c�ll� w��� �l���� ���� 6 w�ll �l��� 1 ��� b�f��� ��f�c-
����. S�b��q����l�, ����� c�ll� w��� 10-f�l� �����l ��l�����. 
3 ���� �f��� ��f�c����, ����� c�ll� w��� �������� b� EDTA 
��l����� ��� c�����f����. T�� ����� �f ����� w�� ���������� 
b� ���l-���� qPCR (20,21). A c�����l ����� c��������� EGFP 
�l��� (L����-MPG) w�� ��������� �� ����ll�l.

Generation of stable Rb‑KAI1 cells. HXO-Rb44-Gl c�ll� ��� 
Y79 c�ll� w��� ��f�c��� w��� L����-MPKG �� �������� ���bl� 
HXO-Rb44-Gl-KAI1+ ��� Y79-KAI1+ c�ll�, �����c����l�. T�� 
���bl� Rb-KAI1 c�ll� w��� ��l�c��� ����� 4 µ�/�l ������c��. 
HXO-Rb44-Gl ��� Y79 c�ll� w��� ��f�c��� w��� L����-MPG 
�� �������� ��� ���bl� c�����l c�ll l����, HXO-Rb44-Gl-KAI1- 
��� Y79-KAI1-. S��bl� �������c�� c�ll� w��� ���������� 
�� RPMI-1640 ������ c��������� 10% FBS ��� 2 µ�/�l 
������c��.

Immunofluorescence staining analysis. C�l����� c�ll� w��� 
c�ll�c��� b� c�����f������� (15,800 � g for 15 min at 4˚C), 
washed with cold PBS and fixed in 4% paraformaldehyde. 
F���� c�ll� w��� ��b��q����l� bl�ck�� w��� PBS c��������� 3% 
b����� ����� �lb���� (B�Y��T���, ST023, S�������, C����) 
f�� 1 �, ��� ��c�b���� w��� ����cl���l ����� ����-KAI1 ����-
body (1:100) overnight at 4˚C. Cells were washed with PBS 
��� c�����f���� (3,600 � g for 15 min at 4˚C) prior to incuba-
���� w��� ���������-������ ��c������ ����b��� (B�Y��T���, 
A‑0568, Shanghai, China) at 37˚C for 1 h. Tagged cells were 
��b��q����l� ������� w��� DAPI-c��������� �������� ��l�-
tion and observed using a fluorescence microscope.

Cell proliferation analysis. T�� C�ll C������� K��-8 
(CCK-8) ����� (D�j���� M�l�c�l�� T�c���l�����, I�c., 
Kumamoto, Japan) was used to quantify cell growth. 
C�ll� (HXO-Rb44-GI-KAI1+, HXO-Rb44-Gl-KAI1-, 
HXO-Rb44-Gl; Y79-KAI1+, Y79-KAI1-, Y79) w��� ������ 
���� 96-w�ll �l���� �� � ������� �f 1�104 c�ll� ��� w�ll �� 100 µl 
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RPMI-1640 10% FBS. A� ��� ����c���� ���� ������ (1 ���, 
2 ���, 3 ���, 4 ���, 5 ���, 6 ���, 7 ���), 10 µl CCK-8 w�� ����� 
to each well and the plate was incubated for 1 h at 37˚C. The 
����c�l �b�������� �f ��c� w�ll �� 450 �� w�� �������� ����� 
� ���c�������������.

Cell migration assay. T�� c�ll ��������� ����� w�� 
���f����� ����� � T����w�ll® c���b�� ��� ��l�����l��� 
���������l��� ���b���� (PET) ������ (C������ I�c., 
Corning, NY, USA) with 8 µm pores. A total of 100 µl cells 
(0.5�106/�l) (HXO-Rb44-GI-KAI1+, HXO-Rb44-Gl-KAI1-, 
HXO-Rb44-Gl; Y79-KAI1+, Y79-KAI1-, Y79) ��� 200 µl 
����� f��� RPMI-1640 ����� w��� ����� �� ��� ��� c���b��. 
A ����l �f 500 µl RPMI-1640 ����� w��� 10% FBS w�� ����� 
�� ��� b����� c���b�� �� � c���������c����. E�c� c�ll l��� 
w�� �l���� �� ����� ���l�c��� w�ll�. F�ll�w��� 24 � ��c�b����� 
(37˚C, 5% CO  2), ��� ��������� c�ll� �� ��� b����� c���b��� 
w��� c������ ����� � l���� ��c���c��� �� f��� ������l� 
selected visual fields.

Cell invasion assay. T�� c�ll �������� ����� w�� ���f����� 
using a modified Transwell chamber. PET inserts with 8 µm 
����� w��� ���-c����� w��� 30 µl 20% M������l® (BD B���c�-
ences, Franklin Lakes, NJ, USA) diluted in RPMI‑1640 media. 
A ����l �f 100 µl c�ll� (1�106/�l) (HXO-Rb44-GI-KAI1+, 
HXO-Rb44-Gl-KAI1-,  HXO-Rb44-Gl; Y79-KAI1+, 
Y79-KAI1-, Y79) ��� 200 µl ����� f��� RPMI-1640 ����� 
w��� ����� �� ��� ��� c���b��. A ����l �f 500 µl RPMI 1640 
����� w��� 10% FBS w�� ����� �� ��� b����� c���b��. E�c� 
c�ll l��� w�� �l���� �� ����� ���l�c��� w�ll�. F�ll�w��� 48 � 
incubation (37˚C, 5%CO  2), ��� �������� c�ll� �� ��� b����� 
c���b��� w��� c������ ����� � l���� ��c���c��� �� f��� 
randomly selected visual fields.

Statistical analysis. V�l��� ��� ��������� �� ��� ���� ± ����-
���� ���������. D��� w�� ���l�z�� ����� ��� S������'� t-���� 
(Tw� ������ c����������), �� ���-w�� ���l���� �f ������c� 
(ANOVA) ���� (��l�������� c����������) w��� post hoc 
c�������� b� S������-N�w���-K��l� ����, ��� ����� S�������c�l 
Analysis Software (SAS 9.3 Institute, Cary, NC, USA). P<0.05 
was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Changes in KAI1 expression in human RB tissues. KAI1 
�RNA ��� ������� ���������� �� ����� RB ������ w�� 
���l�z�� ����� RT-qPCR ��� w������ bl�� ���l����. A ~2-f�l� 
��c����� �� KAI1 ������� ���������� (F��. 1A ��� B; P=0.0061) 
��� ~4-f�l� ��c����� �� KAI1 �RNA ���������� w�� �b������ 
�� ��� �������� c�ll� c������� w��� ��� ���-�������� c�ll� 
(F��. 1C; P<0.0001).

KAI1 overexpression in transduced RB cell lines. E�����-
���� �f KAI1 �� �������c�� HXO-Rb44-Gl ��� Y79 c�ll� 
w�� ���l�z�� ����� RT-qPCR, w������ bl������ ��� ����-
nofluorescence staining (F��. 2). A >100-f�l� ��c����� �� 
KAI1 �RNA ���������� w�� �b������ �� ��� KAI1+ c�ll 
l���� (F��. 2A and B; P<0.0001). Positive KAI1 bands at 
60 kD� w��� �b������ �� ��� KAI1+ c�ll l���� ��� ��� �� ��� 
KAI1- �� c�����l c�ll� (F��. 2C ��� D). I� ��������, KAI1 

������� ���������� w�� �b������ �� ��� c�ll ���b���� ��� 
��cl��� �f HXO-Rb44-GI-KAI1+ cells using immunofluo-
���c��c� �������� b�� w�� ��� �b������ �� ��� c������������ 
KAI- c�ll� (F��. 2E-G). T���� ����l�� ��� c��������� w��� 
immunofluorescence staining patterns observed in previous 
������� (22).

Effect of KAI1 overexpression on cell growth. CCK-8 ���l���� 
w�� ���f����� �� HXO-Rb44-Gl c�ll� ��� Y79 c�ll� ���� 7 
consecutive days. No significant difference in cell growth was 
�b������ b��w��� ��� KAI1 �������������� ��� c�����l c�ll� 
(F��. 3).

Effect of KAI1 on RB cell migration and invasion. T�� �����-
���� ��� �������� �f �������c�� HXO-Rb44-Gl c�ll� ��� Y79 
c�ll� w�� c������� w��� c�����l c�ll�. T�� ���b�� �f �����-
���� c�ll� �� ��� HXO-Rb44-Gl-KAI1+ group was significantly 
��c������ c������� w��� ��� HXO-Rb44-Gl-KAI1- ��� 
HXO-Rb44-Gl ������ (F��. 4A; P<0.0001). Similarly, the 
���b�� �f �������� c�ll� �� ��� Y79-KAI1+ group was signifi-
c���l� ��c������ c������� w��� ��� Y79-KAI1- ��� Y79 
������ (F��. 4B; P<0.0001).

A statistically significant reduction in the invasive ability of 
��� c�ll� w�� �b������ �� ��� KAI1 ��� Y79 �������c�� c�ll l���� 
c������� w��� ��� �����c���� c�����l c�ll l����. T�� ���b�� 
�f �������� c�ll� w�� 11.65±4.85, 41.55±5.92 ��� 40.95±5.67 
�� ��� HXO-Rb44-Gl-KAI1+, HXO-Rb44-Gl-KAI1- ��� 
HXO-Rb44-Gl c�ll l����, �����c����l� (F��. 4C; P<0.0001). 
T�� ���b�� �f �������� c�ll� w�� 10.20±3.20, 31.55±3.89 ��� 
33.20±5.32 �� ��� Y79-KAI1+, Y79-KAI1- ��� Y79 c�ll l����, 
�����c����l� (F��. 4D; P<0.0001).

Discussion

P��� RB ��������� �� �������l� ��� �� ��� �cc�����c� �f 
distant metastasis and organ infiltration (5). D���l����� ����l 
������� �f ���������� ����b����� �� �� ��������� ��� �f c��c�� 
������c�. T�� KAI1 ���� �� � k��w� ���������� �f ����� 
���������� (23-25) ��� ��� b��� ���l�c���� �� ��� ����l����� 
�f c�ll ��������, ���l�f�������, ����l���, f�����, �����l��� ��� 
��ff����������� (26). T� ����������� ��� �ff�c� �f KAI1 �� RB 
��������� ��� ��������, KAI1 ���������� �� RB ������ w�� 
������������ �� ��� ������� �����. I� ��������, ��� �ff�c� �f 
KAI1 �������������� �� RB c�ll ��������� ��� �������� w�� 
��������.

KAI1 ���������� l���l� �� RB ������� w��� ���l�����, ��� 
KAI1 �RNA ��� ������� w��� �b������ �� b� ��������� 
�� ��c������ l���l� �� �������� RB ������ c������� w��� 
���-�������� RB ������. C��������� w��� ��� ����l�� �f ��� 
������� �����, � �������� ������ ������������ � ����c���� �� 
��� ���������� �f KAI1 ������� �� ���������z�� ����� RB 
����l�� (16). S���l�� ����l�� w��� �������� �� ����� ����� �f 
����� ������, f�� �����l�, ��c������ KAI1 ������� ���������� 
w�� �b������ �� ���l� ����� c�l���c��l c��c��, b�� ��� ������-
���� l���l ��c������ �� ��� c��c�� ���������� ���� ��� l���� 
������ (27). R�����c� �� b����� c��c�� ������������ � 10-f�l� 
��c����� �� KAI1 �RNA ���������� �� ���������c l������ 
c������� w��� ��� ������� ������ (28). T����f���, ��� ����c-
���� �� KAI1 ���������� ��� b� ����l��� �� ��� RB ���������c 
���c���.
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T�� ����l�� �f ��� ������� ����� ������������ ���� ����������-
���� �f KAI1 �� HXO-Rb44-Gl c�ll� ��� Y79 c�ll� ��� ��� ���� 
any significant effect on cell growth, which is consistent with 
�b���������� ���� �� b����� ��� ����� ����� �f c��c�� (29,30). 
I�c������ l���l� �f ��������� ��� �������� ��� ����c����� w��� 

c��c�� ����������, ��� �������� ������c� ����� ��� B����� 
c���b�� ����� ����c���� ���� ���c�����c c��c�� c�ll� ��f�c��� 
w��� KAI1 ����������� � ����c�� �������� �b�l��� (30). S���l�� 
�b���������� w��� �������� �� ������� �� ������c�ll�l�� c��c�-
���� ��� b����� c��c�� (29,31). C��������� w��� ��� l���������, 

F����� 1. KAI1 ���������� �� RB �������. (A) W������ bl�� ���l���� ������������ ��c������ KAI1 ������� ���������� �� �������� RB ����l�� (l���� 1-3) 
c������� w��� ���-�������� RB ����l�� (l���� 4-6). (B) R�l����� b��� ��������� �f KAI1 ������� �� ���-�������� RB ������ c������� w��� �������� RB 
������, �����l�z�� �� β-�c��� ���������� (*P<0.05). (C) Relative KAI1 mRNA expression level in non‑invasive RB tissue compared with invasive RB tissue, 
�����l�z�� �� GAPDH �RNA ���������� (*P<0.05). KAI1, cluster of differentiation 82; RB, retinoblastoma.

Figure 2. Overexpression of KAI1 in RB cell lines. (A) Reverse transcription‑quantitative polymerase chain reaction analysis demonstrated a significant 
��c����� �� KAI1 �RNA ���������� �� HXO-Rb44-Gl-KAI1+ c�ll� c������� w��� HXO-Rb44-Gl-KAI1- ��� HXO-Rb44-Gl c�ll� (*P<0.05). (B) KAI1 
�RNA ���������� �� Y79-KAI1+ cells was significantly increased compared with Y79‑KAI1- ��� Y79 c�ll� (*P<0.05). (C) Western blot analysis demonstrated 
���� KAI1 ������� �� ������������� �� HXO-Rb44-Gl-KAI1+ c�ll� (l��� 1) b�� ������c��bl� �� HXO-Rb44-Gl-KAI1- (l��� 2) ��� HXO-Rb44-Gl c�ll� (l��� 
3). KAI1-EGFP ������� �� ��� ��� �f ��� KAI1 ������� ��� ��� EGFP �������, 60 kD�. (D) KAI1 ������� w�� ������������� �� Y79-KAI1+ c�ll� (l��� 1) b�� 
������c��bl� �� Y79-KAI1- (lane 2) and Y79 cells (lane 3). KAI1 expression and distribution was evaluated using immunofluorescence staining. KAI1 (red) 
�������� b� ���������, w�� ����l� �b������ �� ��� ���b���� ��� �� ��� c����l��� �f ��� (E) HXO-Rb44-Gl-KAI1+ c�ll�. (F) KAI1 �������� w�� ������c��bl� 
�� ��� HXO-Rb44-Gl-KAI1- cells and (G) HXO‑Rb44‑Gl cells (magnification, x200). KAI1, cluster of differentiation 82; RB, retinoblastoma; EGFP, enhanced 
green fluorescent protein.
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��� ����l�� �f ��� ������� ����� ������������ ���� ��������� ��� 
invasion is significantly inhibited in HXO‑Rb44‑Gl‑KAI1+ ��� 
Y79-KAI1+ c�ll� c������� w��� KAI1- RB c�ll�, ���������� 
���� KAI1 ���������� ��������� ��� �������� �� RB.

H�w����, ��� ���c� ��c������ �f KAI1-�������� c��c�� 
���������� ����b����� ������� ��cl���. I� ��� b��� �������� ���� 
KAI1 ��� �������� ����� ���������� b� l��k��� �� c�ll ���f�c� 
��l�c�l��, ��cl����� ������������, ���������, ��������l ���w�� 

Figure 3. Growth curves of (A) HXO‑Rb44‑GI and (B) Y79 RB cells. No significant difference was observed between KAI1‑overexpressing RB cells and the 
c�����l c�ll�. RB, ������bl������; KAI1, cl����� �f ��ff����������� 82; CCK-8, c�ll c������� k��-8. 

F����� 4. C�ll ��������� ��� �������� ������. (A) T�� ���b�� �f ��������� c�ll� �� ��� HXO-Rb44-Gl-KAI1+ group was significantly reduced compared 
w��� ��� c�����l ������ (*P<0.05). (B) The number of migratory cells in the Y79‑KAI1+ group was significantly reduced compared with the control groups 
(*P<0.05). (C) The number of invasive cells in the HXO‑Rb44‑Gl‑KAI1+ group was significantly reduced compared with the control groups (*P<0.05). (D) The 
���b�� �f �������� c�ll� �� ��� Y79-KAI1+ group was significantly reduced compared with the control groups (*P<0.05). RB, retinoblastoma; KAI1, cluster of 
��ff����������� 82.
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f�c��� ��c����� ��� ������� k����� C (32,33). A��������ll�, KAI1 
��� b��� ������������ �� ���b�l�z� E-c������� ��� β-c������ 
c���l���� �� ��l������ c�ll�, ����b����� ����� ���������� (34). 
E�����l��l-�����c����l ���������� (EMT) ��c������ l���l� �f c�ll 
���������, c������ ������l��l c�ll� �� l��� ������l��l c����c�����-
��c� ��� ���� � �����c����l ��������� (35). P�������l�, KAI1 
��� b��� ������������ �� c���� c������ EMT-����c����� ������c 
c������, ��cl����� ������l����� �f c������� 1 ��� c������-α 1, 
and downregulation of hepatocyte growth factor and fibronectin 
1 (22). I� ��������, ������l����� �f ������ ����ll������������, 
��� ��w�����l����� �f TIMP ����ll����������� ����b���� 1 
��� SRC �����-��c�����, ���-��c����� �������� k����� ��� 
���l�c���� �� ��� ����b����� �f KAI1 �� ���������c ������ (22). 
T����f���, KAI1 ��� �������� ���������� b� ����l����� EMT, 
��� ����l����� ��� ��������� ��� �������� �b�l����� �f RB c�ll�, 
��w���� f������ ������c� ���� ��� ��l�c�l�� ��c������� �f 
KAI1-�������� ���������� ����b����� �� RB �� ��q�����.

I� c��cl�����, KAI1 ��� ����� �� ��������l ��l� �� ��� 
����l����� �f ��l������ c�ll ��������� ��� �������� �� RB. 
T�� ����l�� �f ��� ������� ����� ��� ��� �� ��� ����l������ �f 
����l ���������� �� ������� ��� ����l��� RB ����������.
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