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ＲＴＰＣＲ检测门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ对诊断结肠癌
肝脏微转移的意义

黄志恒，刘民生，王平，王成友

（广东省深圳市第二人民医院 器官移植科，广东 深圳 ５１００８５）

　　摘要：目的　探讨结肠癌患者门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ的检测对肝脏微转移的诊断价值。方法　采用
ＲＴＰＣＲ技术检测 ３１例结肠癌患者门静脉血中ＣＫ２０ｍＲＮＡ。结果　全组检出ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性率为

２５．８１％，随访时间平均（１８．５±１０．６）个月（６～３２个月）。１例术中发现肝转移且门静脉血 ＣＫ２０为

阳性；术时未见肝脏转移而门静脉血 ＣＫ２０阳性的 ７例中 ３例术后（６～１５个月）出现肝转移

（４２．８５％）；术时未见肝转移且门静脉血 ＣＫ２０阴性的 ２３例，２例出现肝转移（８．６９％）。结论　结肠

癌术中门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ的检测对于患者的预后和指导治疗有参考价值。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（１０）：１０３０－１０３２］

关键词：结肠肿瘤；ＣＫ２０ｍＲＮＡ；微转移；实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ

中图分类号：Ｒ７３５．３　　　　文献标识码：Ｂ

　　癌细胞转移是恶性肿瘤的重要特征。肝脏
是结直肠癌转移最常见的器官。临床上结直肠癌

患者根治术后出现肝转移是影响患者预后的主要

因素［１－２］。因此，早期预测结肠癌患者的复发和

转移具有重要的临床意义。

１　材料和方法

１．１　分组及一般资料
（１）结肠癌组：３１例，为 ２００３年 ６月—２００６

年 ４月收住本院并经病理学确诊的 ３１例结肠癌
患者。男 ２１例，女 １０例，年龄 ３３～７４（平均 ５２）
岁。其中 ＤｕｋｅｓＡ期 ＋Ｂ期 １１例，ＤｕｋｅｓＣ期 １１
例，ＤｕｋｅｓＤ期 ９例，术中 １例发现肝转移。术后
病理分型：高分化腺癌 １６例，中分化腺癌９例，低
分化腺癌 ６例。（２）对照组：２０例，为同期随机
抽取非肿瘤患者。男 １２例，女 ８例，年龄 ３５～６８
（平均 ５０）岁。其中 ６例为结肠多发息肉，８例为
粘连性肠梗阻，６例为胆道结石。

１．２　标本采集
所有患者术中经门静脉采集５ｍＬ血并以肝素

抗凝。所有注射器及玻管均以焦炭酸二乙酯

（ＤＥＰＣ）水处理。标本采集后立即存于 －７０℃低
温冰箱中保存。

１．３　主要试剂与仪器
Ｔｒｉｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ公司），逆转录酶 ＭＭＬＶ（Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司），Ｔａｇ酶（Ｓａｎｇｏｎ公司）。定量聚合酶链
式反应（ＰＣＲ）仪（ＰＥ公司 ７７００），凝胶紫外成像
仪（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），低温离心机（Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司），ＣＫ２０检测试剂盒（上海久盛医疗用
品有限公司）。

１．４　血液ＣＫ２０ｍＲＮＡ的检测及标准曲线绘制
将淋巴细胞分离液进行有核细胞分离，以

Ｔｒｉｚｏｌ提取并制备总 ＲＮＡ；采用荧光定量 ＣＫ２０试
剂盒检测。２５μＬ逆转录（ＲＴ）体系中，含 ＲＴ反
应液 １８μＬ、ＭＭＬＶ逆转录酶 １μＬ，ＲＮａｓｉｎ１μＬ，
总 ＲＮＡ５μＬ。３７℃水浴反应 ３０ｍｉｎ；每个反应
取 ＰＣＲ反应液 ４３μＬ，Ｔａｇ酶 ２μＬ，ＲＴ反应产物
５μＬ，按如下条件进行扩增：预变性 ９５℃ ５ｍｉｎ
后，９５℃ ３０ｓ，６２℃ １５ｓ，７５℃ １５ｓ；共 ４０个循
环，最后７２℃充分延伸１０ｍｉｎ。根据所获得的标准
曲线，得到每个检测标本的浓度（拷贝数／ｍＬ）。
１．５　统计学处理

用 ＳＰＳＳ统计软件包进行统计学处理。不同
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分期及不同分化程度间表达阳性率的比较采用

χ２检验。

２　结　果

２．１　两组外周血ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达的差异
以拷贝数≥１拷贝／ｍＬ为阳性界限。结肠癌

组阳性率为 ２５．８１％（８／３１），其中 ＤｕｋｅｓＡ期与
Ｂ期为 １８．２０％（２／１１），Ｃ期与 Ｄ期为３０．００％
（６／２０）；对照组 ２０例中ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达阳性率
仅 １例，阳性率为 ５．００％，两组差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０２５）。
２．２　不同分期结肠癌患者门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ

表达的差异

ＤｕｋｅｓＡ期与 Ｂ期患者ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达较低，
ＤｕｋｅｓＣ期与 Ｄ期ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达逐渐增高，但不
同分期表达阳性率相比均无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。此外，ＤｕｋｅｓＡ期与 Ｂ期ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达
水平 ＞１０拷 贝／ｍＬ者 占 ９．００％ （１／１１），而
ＤｕｋｅｓＣ期 与 Ｄ期 患 者 中 ＞１０拷 贝／ｍＬ者 占
１５．００％（３／２０）（表 １）。
２．３　不同分化程度的结肠癌患者间ＣＫ２０ｍＲＮＡ

表达的差异

随着结肠癌病理分化程度的降低，ＣＫ２０ｍＲＮＡ
的阳性率呈升高趋势，但３种病理分化程度的阳性
率相比无统计学差异（Ｐ＞０．０５）（表２）。

表１　不同 Ｄｕｋｅｓ′分期结肠癌患者门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ的
表达

Ｄｕｋｅ′ｓ分期 ｎ
ＣＫ２０ｍＲＮＡ（拷贝数／ｍＬ）

１～１０ １０～１００ ＞１００

ＣＫ２０ｍＲＮＡ

阳性例数（％）

Ａ＋Ｂ １１ １ １ ０ ２（１８．１８）

Ｃ １１ ２ １ ０ ３（２７．２７）

Ｄ ９ １ １ １ ３（３３．３３）

表２　不同分化程度的结肠癌患者门静脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ的
表达

分化程度 ｎ
ＣＫ２０ｍＲＮＡ（拷贝数／ｍＬ）

１～１０ １０～１００ ＞１００

ＣＫ２０ｍＲＮＡ

阳性例数（％）

高 １６ ２ ２ ０ ４（２５．００）

中 ９ １ １ ０ ２（２２．２２）

低 ６ ０ １ １ ２（３３．３３）

２．４　门静脉血中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ的表达与结肠癌
肝转移

术中及术后随访发现，术中明确有肝转移的

１例门静脉血 ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性表达，而 ＣＫ２０ｍ
ＲＮＡ阳性表达术中肉眼下未见转移灶的 ７例患
者中，术后随访 ３例（第 ６～１５个月）出现肝转移
（表 ３）。

表３　门静脉血中ＣＫ２０ｍＲＮＡ的表达与结肠癌发生肝转移的关系

ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达 例数
术中肝转移

有 无 阳性率（％）

总肝转移数

有 无 阳性率（％）
组间比较

阳性

阴性

８

２３

１

０

７

２３

１４．２８

０

４

２

４

２１

５０．００

８．６９
Ｐ＜０．０２５

３　讨　论

在结肠癌患者中，肿瘤的肝转移是治疗失败

的主要原因，也是结肠癌患者治愈率不能提高的

主要影响因素之一。因此，在结肠癌患者中检测

出肿瘤早期肝脏转移／微转移的指标具有一定的

临床意义。细胞角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）是上皮

细胞骨架的组成部分，ＣＫ至少有 ２０种，其中

ＣＫ２０表达范围较特异，仅局限在胃肠上皮细胞，

几乎全部胃肠道肿瘤以及在侵袭、转移、扩散到

其它组织器官时，ＣＫ２０均保持稳定表达［３－４］。因

此，当门静脉血中有恶性肿瘤细胞存在时，则可

能检测到ＣＫ２０ｍＲＮＡ。检测肿瘤转移的方法包括

利用肿瘤细胞膜表面抗原的单克隆抗体检测外

周血、骨髓、淋巴结中的肿瘤细胞［５］；应用流式细

胞仪技术检测患者骨髓中存在的微转移肿瘤细

胞［６］以及免疫组织化学技术等。但上述方法均存

在敏感度或特异度不足的缺点。随着分子生物

学的飞速发展，运用 ＲＴＰＣＲ检测患者血液中某

些特异性基因的表达已成为一种判断有无异位

肿瘤细胞存在的重要手段［７］。

本 实 验 ３１例 结 肠 癌 患 者 门 静 脉 血 中

１３０１
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ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达的总阳性率为 ２５．８１％。随着
Ｄｕｋｅｓ分期的提高阳性率亦随之提高，但各分期
间的阳性率并无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。这可
能与病例数较少有关。此外，在 ＤｕｋｅｓＤ期有明
确转移灶的９例患者中６例为阴性，可能原因有：
（１）肿瘤细胞释放入血的时间有所不同，单点时
间的检测可产生一定的偏倚；（２）部分结肠上皮
不表达ＣＫ２０ｍＲＮＡ。本研究还发现，在临床诊断
为 ＤｕｋｅｓＡ＋Ｂ期的患者中亦有较高的ＣＫ２０ｍＲＮＡ
表达（１８．１８％）。说明早期患者已有肿瘤细胞脱
落入血循环，应加强对这部分患者的检测。

随访发现，术时肝转移阴性但门静脉血中

ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达阳性的病例，术后发生肝转移的
机会增加（４２．８５％），其中 ２例分别在术后 ４个
月和 ６个月出现肝转移；而术时无肝转移和门静
脉血中ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达阴性的 ２３例患者中只有 ２
例出现肝转移（８．６９％）（Ｐ＜０．０５）。提示门静
脉血ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达阳性的结肠癌患者可能具有
肝转移倾向或术时已经存在早期肝转移［６］，只是

尚未形成一定大小的肝脏微转移灶而已。本研

究表明，ＣＫ２０ｍＲＮＡ表达水平高低的检测对于结
肠癌门静脉血中是否存在肿瘤细胞有一定的提

示意义。因此门静脉血 ＣＫ２０的检测可能有助于
筛选结直肠癌肝转移的高危病例；对于此类患者

应密切追踪随访，定期行肝脏 Ｂ超，ＣＴ，磁共振显

像（ＭＲＩ）等检查，以期尽可能早地发现患者肝内
转移灶，使其得以及时治疗；并积极给予针对性

辅助治疗，包括全身化疗，门静脉置管等，在微转

移时即应及时实施治疗，有可能减少结肠癌患者

术后复发和肝转移灶的形成。
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国期刊树立学习的榜样。

多年来，中国普通外科杂志在期刊主管主办单位和新闻出版管理部门的正确指导和管理下，坚持科学发展

观，严格遵守新闻出版规范、法规和相关规定，保证了刊物按既定的办刊宗旨出版。今后我刊将进一步做好期

刊的编辑出版工作，使《中国普通外科杂志》更上一个新的台阶，在读者心中树立更好的形象，为中国期刊增光

添彩。
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