
第１４卷第１０期
２００５年１０月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
　　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．１４　Ｎｏ．１０

Ｏｃｔ．　２００５

　　文章编号：１００５－６９４７（２００５）１０－０７２５－０３
·胃、结直肠癌专题研究·

胃癌腹腔微转移的研究及其临床意义

王夫景，于洪亮，杨茂鹏，高岩，黄跃南，张秀云，杨维良

（哈尔滨医科大学附属第二医院 普通外科，黑龙江 哈尔滨 １５００８６）

　　摘要：目的　运用细胞学及 ＲＴＰＣＲ方法检测胃癌患者术中腹腔冲洗液和腹膜组织，以探讨
这些方法对预测胃癌腹腔微转移的意义。方法　收集 ３８例胃癌和 ５例胃良性病变患者的术中腹
腔冲洗液，并同时切除少量大网膜、腹膜作为对照。用 ＲＴＰＣＲ方法测定冲洗液中游离细胞的 ＣＥＡ
ｍＲＮＡ表达，同时作冲洗液细胞学检查（ＰＬＣ）。结果　腹腔冲洗液和腹膜组织中的 ＣＥＡｍＲＮＡ的阳
性率分别为 ３６．８％（１４／３８）和 ３９．５％（１５／３８），皆高于腹腔冲洗液 ＰＬＣ的 ２６．３％（１０／３８）。
ＣＥＡｍＲＮＡ的阳性 率 与 肿 瘤 的 分 化 程 度、浸 润 深 度、淋 巴 结 转 移、浆 膜 侵 犯 深 度 有 关。结 论 　
ＣＥＡＲＴＰＣＲ方法对于检测腹腔微量游离癌细胞较 ＰＬＣ有更高的灵敏度和特异性，是一种检测胃癌
腹腔微转移的有效方法。
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　　 近年来，由于检测手段的不断完善，对胃癌的

早期诊断已有了长足的进步。但对于已侵及浆膜
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的胃癌患者，术后易发生腹膜转移，５年生存率低

于 ３５％［１］。如何正确的筛检腹膜复发高危病例并

予以有效的治疗，是提高进展期胃癌手术效果的关

键问题之一。已有研究［２］表明，细胞学检查（ＰＬＣ）

的阳性结果与低生存率之间有明显的统计学意义。

但传统的 ＰＬＣ缺乏一定的灵敏度；部分阴性结果的

患者，术后仍有腹膜复发。

目前（ＲＴＰＣＲ）反转录聚合酶链式反应已被广
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泛地应用于检查外周血、淋巴结、骨等微转移病

灶［３，４］，显示了较高的灵敏度和特异性。本研究采

用巢式 ＲＴＰＣＲ法，检测术中收集的腹水或腹腔冲
洗液 ＣＥＡｍＲＮＡ的表达，并与常规 ＰＬＣ的检测比
较；同时对腹膜转移病灶和腹膜组织亦进行 ＣＥＡ
ｍＲＮＡ的检测。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　研究对象　收集 ２００３年 ８月 ～２００４年 ５
月间本院普外科的胃癌手术患者 ３８例和胃良性病
变 ５例的临床资料。依据术中所见及术后病理分
期、浆膜类型、病理类型分组。根据病理结果和恶

性肿瘤国际临床病期（ＴＮＭ）分期。组织学类型中
将乳头状腺癌和管状腺癌 Ｉ，ＩＩ级归入分化类，其余
病理类型归入未分化类。同时用人大肠癌细胞系

株 ＣＣＬ１８７作为阳性对照。
１．１．２　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于 Ｉｎｌｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＲＴＰＣＲ试剂盒购于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；大肠癌细胞系株
ＣＣＬ１８７取自本校科研中心。主要设备为 ＰＣＲ仪、
凝胶成像系统及离心机。

１．２　实验方法
１．２．１　标本采集　手术开腹后，于 Ｄｏｕｇｌａｓ窝或左
膈下置入 １根导尿管，注入无菌生理盐水 ２５０ｍＬ，
轻轻搅动后吸出。若有自然腹水的病例则直接吸

出。吸取后将冲洗液或腹水于 ４℃下以２０００ｒ／ｍｉｎ
离心 ２０ｍｉｎ。取少许沉渣用作细胞学检查其余沉渣
保存于 －８０℃下。如有腹膜转移病灶则予部分切
除，否则切除少量大网膜、盆腔腹膜和膈腹膜，也置

于 －８０℃下保存。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测总 ＲＮＡ提取　将标本内加入
Ｔｒｉｚｏｌ试剂，按 Ｔｒｉｚｏｌ说明书步骤进行 ＲＮＡ提取，获
总 ＲＮＡ。先行逆转录，按说明书操作；再行 ＰＣＲ，引
物序列参照文献［５］。ＣＥＡ巢式 ＰＣＲ特殊引物序列
如 下：Ａ（ｏｕｔｅｒｓｅｎｓｅ）为 ５ＴＣＴＧＧＡ ＡＣＴＴＣＴＣＣＴＧＧＴ
ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＧ３′；Ｂ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）：为 ５ＴＧＴＡＧＣＴＧＴＴ
ＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＴＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＣ３′；Ｃ（ｉｎｎｅｒｓｅｎｓｅ）５
ＧＧＧＣＣＡＣＴＧＴＣＧＧＣＡＴＣＡＴＧＡＡＴＴＧＧ３′。

第 １轮采用引物 Ａ和 Ｂ，第 ２轮采用引物 Ｂ和
Ｃ。反应条件相同，９４℃变性 １ｍｉｎ，７２℃退火和延
伸 ２．５ｍｉｎ；反应体系为 ２５μＬ。将第 １轮产物 １μＬ
在第 ２轮中扩增，皆为 ３０个循环；第 ２轮产物 ５μＬ
置于 ２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色。呈现
１３１ｂｐ条带为阳性，凝胶成像仪扫描记录。取阳性

产物测序鉴定。另外，每例标本均用管家基因 β
ａｃｔｉｎ作为内参照以检验 ＲＮＡ样本的完整性，同时
用 ＣＣＬ１８７大肠癌细胞系株 ＲＮＡ样本作阳性对照
以排除假阴性；用不含 ＲＮＡ的样本扩增作阴性对
照以排除假阳性。对 ５例胃良性病变的腹腔冲洗
液和 １２个腹膜组织标本也行 ＣＥＡｍＲＮＡ的巢式检
测，作为阴性对照。

１．２．３　ＰＬＣ　涂片后作 ＨＥ染色行 ＰＬＣ
１．２．４　统计学方法　χ２检验或确切概率法，Ｐ＜
０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　ＣＥＡｍＲＮＡ的阳性率
２．１．１　不同病期者 ＣＥＡｍＲＮＡ和 ＰＬＣ阳性率的比
较　３８例胃癌腹腔液和腹膜组织中 ＣＥＡｍＲＮＡ的
阳性率为 ３６．８％（１４／３８）和 ３９．５％（１５／３８），均
高于腹腔液 ＰＬＣ阳性率的 ２６．３％（１０／３８）。在 １３
例早中期（癌组织侵犯固有肌层但未侵犯浆膜下

层）患者中，有 １例 ＣＥＡｍＲＮＡ阳性，ＰＬＣ均为阴性；
而在晚期 １组（癌组织侵犯浆膜下层但无大体腹膜
转移）中，ＣＥＡｍＲＮＡ阳性率均明显高于 ＰＬＣ（Ｐ ＜
０．０５）；晚期 ２组（癌组织侵犯浆膜下层有大体腹
膜转移）ＣＥＡｍＲＮＡ阳性率与 ＰＬＣ阳性率无统计学
意义（表 １）。
表 １　不同病期胃癌腹腔液 ＲＴＰＣＲＣＥＡｍＲＮＡ和 ＰＬＣ

阳性率的比较

病期 ｎ
ＲＴＰＣＲ（＋）

例（％）

ＰＬＣ（＋）

例（％）
Ｐ值

早中期 １３ １（７．６） ０ －

晚期１组 ２１ ９（４２．８） ６（２８．５） ＜０．０５

晚期２组 ４ ４（１００） ４（１００） ＮＳ

总计 ３８ １４（３６．８） １０（２６．３） ＜０．０５

　　

２．１．２　腹膜组织及腹腔液 ＣＥＡｍＲＮＡ和 ＰＬＣ比较
　腹膜组织 ＣＥＡｍＲＮＡ阳性者 ＰＬＣ均阳性，腹腔液
ＰＬＣ阳性者 ＣＥＡｍＲＮＡ亦阳性。腹腔液 ＣＥＡｍＲＮＡ
阳性者腹膜组织 ＣＥＡｍＲＮＡ皆阳性。５例胃良性病
变患者的腹腔液均为阴性，但其 １２个腹膜标本中
有 １个 ＣＥＡｍＲＮＡ阳性。同时 ４例肉眼腹膜转移病
例的腹膜转移病灶 ＣＥＡｍＲＮＡ、腹水或冲洗液中
ＰＬＣ和 ＣＥＡｍＲＮＡ均阳性。
２．２　ＣＥＡｍＲＮＡ表达与临床病理因素的关系

本组资料 ＣＥＡｍＲＮＡ表达与组织学类型、淋巴
结转移、浆膜侵犯程度、肿瘤分化程度和分期有关

６２７
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（Ｐ＜０．０５）。浆膜侵犯者、淋巴结转移者、肿瘤分
化程度差者、ＴＮＭ分期越晚者 ＣＥＡｍＲＮＡ表达阳性

的可能性较大（表 ２）。
表 ２　ＣＥＡｍＲＮＡ表达与临床病理因素的关系

临床病理因素
病例数

（ｎ）

腹腔液

ＣＥＡｍＲＮＡ
阳性

（ｎ）

阴性

（ｎ）

Ｐ

腹膜组织

ＣＥＡｍＲＮＡ
阳性

（ｎ）

阴性

（ｎ）

Ｐ

肿瘤大小

　＜５ｃｍ

　≥５ｃｍ

１７

２１

６

８

１１

１３
ＮＳ

７

１

１０

１１
ＮＳ

组织学类型

　分化

　未分化

６

３２

１

１３

５

１９
＜０．０５

１

１４

５

１８
＜０．０５

浆膜侵犯

　阴性

　阳性

１１

２７

２

１２

９

１５
＜０．０５

２

１３

９

１４
＜０．０５

淋巴结转移

　阴性

　阳性

１２

２６

４

１０

８

１６
＜０．０５

４

１１

８

１５
＜０．０５

ＴＮＭ分期

　Ｉ＋ＩＩ

　ＩＩＩ＋ＩＶ

１３

２５

３

１１

１０

１４
＜０．０５

４

１１

９

１４
＜０．０５

３　讨　论

胃癌术后腹膜复发的问题迄今尚未解决。许

多术中直视下貌似完整的浆膜，实际上已被各种

水解酶溶解，癌细胞裸露并脱落入腹腔。文献报

道，进展期胃癌腹膜转移率 约为 １０％［６］，而术后

腹膜复发率高达 ５０％［７］。无论是复发或腹膜转

移均与腹腔存在的癌细胞有关。检测这些癌细胞

对于诊断和预测腹膜转移和复发有重要意义。但

常规 ＰＬＣ检出率低，尤其是无腹水或腹腔癌细胞

较少的病例常会漏诊。这也是部分患者细胞学阴

性而术后仍有复发的原因之一。

近年 ＲＴＰＣＲ方法已被用于测量癌细胞中的

特殊 ｍＲＮＡ如淋巴结、肝脏和血液癌细胞的微转

移检测，显示了较高的灵敏性。本实验采用该方

法检测腹腔冲洗液的游离细胞。由于腹膜间皮细

胞不表达 ＣＥＡ，故选择 ＣＥＡ的 ｍＲＮＡ作为标志，以

明确地区分开间皮细胞和肿瘤细胞。值得注意的

是，腹腔液中白细胞可以表达 ＣＥＡ相关基因，因

此在进行 ＰＣＲ扩增时，应将退火温度控制在 ６５℃

以下，以 免 由 于 白 细 胞 表 达 ＣＥＡ所 造 成 的 假 阳

性［８］。５例胃良性病变的 １５个腹膜标本中有 １

个 ＣＥＡｍＲＮＡ阳性，使其特异性有所下降；这可能

与白细胞少量表达 ＣＥＡ相关基因有关。笔者认

为，对胃癌患者术中切除少许网膜和腹膜组织行

ＣＥＡｍＲＮＡ的 检 查，至 少 可 辅 助 证 实 腹 腔 液

ＣＥＡｍＲＮＡ的检测结果。本实验以细胞系作为阳性

对照，获得阳性结果的最低细胞数 量级 为 １０３。

说明 ＲＴＰＣＲ技术可以检测很微量的癌细胞。本

结果显示其敏感性较 ＰＬＣ明显提高（Ｐ ＜０．０５）。

本结果还显示 ＣＥＡｍＲＮＡ的表达与淋巴结转移、肿

瘤分化程度、浆膜侵犯程度和 ＴＮＭ 分期有关，对

腹膜组织同时行此检查，进一步证实其结果。对

于 ＣＥＡｍＲＮＡ表达阳性者可在随访中作为高危人

群监测。本资料由于缺少大量的病例随访，其临

床意义尚待研究确定。
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