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ＭＡＣＳ检测胃癌腹腔冲洗液游离癌细胞的研究
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　　摘要：目的　探讨胃癌腹腔微转移情况的检测方法及意义。方法　手术中切除肿瘤前收集腹腔
冲洗液，采用磁激活细胞分离术（ＭＡＣＳ）对不同病理分期胃癌患者腹腔冲洗液中癌细胞进行富集并检
测。分别标记带磁珠的细胞角蛋白（ＣＫ）抗体，经磁柱富集 ＣＫ＋上皮细胞，用流式细胞仪检测其含量，
并比较胃癌组与胃平滑肌瘤组（对照组）以及胃癌不同分期之间、磁富集前后 ＣＫ＋上皮细胞含量的差
异。结果　在未经 ＭＡＣＳ富集的标本中较少发现 ＣＫ＋ＣＤ４５－细胞；在富集后的标本中其含量在胃癌组
与对照组有显著差异（４１／５０，１／１０，Ｐ＜０．００１）；ｐＴＮＭⅠ ～Ⅱ期与Ⅲ ～Ⅳ期之间（０．６７％ ，３．４２％，
Ｐ＜０．００１）差异有非常显著性。结论　ＭＡＣＳ能有效地富集上皮来源细胞，提高上皮源细胞的检出率，
并能反映腹腔游离癌细胞数量；上皮细胞数量与胃癌的存在及临床病理分期有关，其有利于判断肿瘤

转移和预后并指导治疗。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３０１－３０４］
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　　腹腔内脱落癌细胞所致腹膜转移是胃癌常见

的转移方式，进展期胃癌根治术后腹膜转移约占

３０％ ～５０％，是导致死亡的重要原因之一，系一

独立的预后不良因素。因此，术中早期检测脱落

的癌细胞，进而采取有效的阻断治疗，对提高胃癌

临床疗效及预后具有重要意义。既往采用腹腔冲

洗液细胞学检查，阳性率低，漏诊率高。临床亦有

应用腹腔冲洗液癌胚抗原（ＣＥＡ）蛋白测定及逆转

录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测癌细胞

ＣＥＡｍＲＮＡ的表达，但部分阴性病例仍存在术后

腹膜转移问题。本研究通过用磁激活细胞分离术

（ＭＡＣＳ）富集并检测腹腔冲洗液中游离的上皮细

胞，以反映腹腔游离癌细胞的存在情况，旨在寻找

一种更灵敏、准确的检测手段，为探讨胃癌的转移

情况和评估预后提供一种新的方法。

１　资料和方法

１．１　一般资料

１．１．１　胃癌组　为 ２００３年 １０月—２００５年 １０

月我院普通外科收治的胃癌患者。随机选取其中

５０例；男 ２８例，女 ２２例；年龄 ３９～８３岁，中位年

龄 ６７．８岁。病理类型：低分化腺癌１５例，中分化

腺癌 １０例，高分化腺癌 １２例，黏液腺癌 ９例，印

戒细胞癌 ４例。ｐＴＮＭ分期参照 １９９７年 ＵＩＣＣ（国

际抗癌联盟）发表的第 ５版《恶性肿瘤的 ＴＮＭ分

期》［１］：Ⅰ期 ６例，Ⅱ期 １８例，Ⅲ期 ２３例，Ⅳ期

３例。

１．１．２　对照组　１０例胃平滑肌瘤患者。男６例，

女 ４例；年龄 ３１～７５岁，中位年龄 ６４．５岁。

以上病例均经病理检查证实诊断。

１．２　仪器与试剂

德国ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司的 Ｍｉｄｉ磁激活细胞分

离 系 统 及 癌 细 胞 富 集 检 测 试 剂 盒、德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８０４Ｒ离 心 机 和 美 国 Ｃｏｕｌｔｅｒ公 司 的

ＥＰＩＣＳＸＬ流式细胞仪。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　患者剖腹后，胃癌组于探查

前用 ２５０ｍＬ生理盐水冲洗肿瘤表面，对照组冲洗

胃表面，收集冲洗液 １００ｍＬ，于标本采集当日进行

ＭＡＣＳ检测。

１．３．２　ＭＡＣＳ　（１）１００ｍＬ腹腔冲洗液标本以

３０００ｒ／ｍｉｎ不间断离心 ３０ｍｉｎ。（２）仔细收集细胞

层约 ５ｍＬ，加缓冲液至 ４０ｍＬ，混匀。（３）加入

５ｍＬＭＡＣＳ细胞裂解液，混匀，室温（２０～２５℃，下

同）５ｍｉｎ以破坏红细胞等。（４）加入 ５ｍＬＭＡＣＳ

细胞固定液，混匀，室温 ３０ｍｉｎ终止反应。（５）

３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去上清液，加入３０ｍＬＭＡＣＳ

细胞染色液，混悬。（６）３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，

去上清液，加入 １０ｍＬＭＡＣＳ细胞染色液混悬。

（７）３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清液，加入 ＭＡＣＳ

细胞染色液混悬，最终容积为 ６００μＬ。（８）加

２００μＬ免疫球蛋白恒定链受体（ＦＣＲ）阻断剂，混

匀；加 ２００μＬＭＡＣＳ角 蛋 白 磁 珠，混 匀，室 温

４５ｍｉｎ。（９）加 １００μＬ标记 ＦＩＴＣ的抗角蛋白抗体

和 １００μＬ标记 ＰＥ的抗 ＣＤ４５抗体，避光，室温

１５ｍｉｎ。（１０）加 ４ｍＬ ＭＡＣＳ 细 胞 染 色 液，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去 上清 液，细胞 混悬于

１ｍＬＭＡＣＳ细胞染色液中。（１１）取 １／２上述混悬

液直接送流式细胞仪检测。（１２）用缓冲液冲洗

磁柱。（１３）经滤器加入剩余的 １／２细胞悬液，用

１ｍＬ缓冲液冲洗 ３次，收集未标记磁珠的细胞。

（１４）加 １ｍＬ缓冲液，用针芯快速推挤，压出磁珠

标记细胞于另一试管中。

１．３．３　流式细胞仪分析　将上述标本分别送流

式细胞仪分析，计数标本中阳性细胞 ＣＫ＋ＣＤ４５－

细胞的比例。

１．３．４　结果判断标准　将对照组测得的阳性细

胞率最高值作为判定腹腔冲洗液中上皮源细胞的

异常标准，即阳性细胞率≥０．２０％的标本定为阳

性，＜０．２０％的标本定为阴性。

１．４　统计学处理

差异的显著性用四格表精确计算法和 ｔ检验。

使用 ＳＰＳＳ１０．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ统计软件分析。所有

计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜０．０５

为差异有显著性。

２　结　果

２．１　未经 ＭＡＣＳ检测患者的阳性细胞率

胃癌组 ５０例中有 １５例发现阳性细胞，阳性

细胞率为 ０．０６％ ～１．０６％（０．７１％ ±０．１０％）；

其中 ｐＴＮＭⅠ～Ⅱ期患者 ４例，阳性细胞率为０．１８％，

０．１５％，０．１０％和 ０．０６％，Ⅲ ～Ⅳ期 １１例，阳性细

２０３
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胞率为 ０．４３％ ～１．０６％（０．７５％ ±０．１５％）。对照

组未发现阳性细胞。

２．２　经 ＭＡＣＳ检测后患者的阳性细胞率

２．２．１　对照组　经 ＭＡＣＳ后，１０例中阳性细胞

占检测细胞总数的 ０％ ～０．２０％。其中 ７例未发

现阳性细胞；１例阳性细胞为 ０．０６％，１例阳性细

胞为 ０．１１％，１例为 ０．２０％。

２．２．２　胃癌组　全组患者腹腔冲洗液均发现阳

性细胞，阳性细胞率为 ０．１５％ ～６．２７％（３．０９％

±０．３８％）。其中Ⅰ ～Ⅱ期患者阳性细胞率为

０．１５％ ～１．３４％（０．６７％ ±０．１５％）；Ⅲ ～Ⅳ期阳

性细胞率为 １．１６％ ～６．２７％（３．４２％ ±０．４３％）。

２．３　两组富集前后及两组间阳性率的比较

对照组 ＭＡＣＳ富集前无阳性病例，富集后 １例

阳性（１／１０，１０％）；富集前后差异无统计学意义

（０，１０％，Ｐ＞０．０５）。胃癌组富集前 １１例阳性

（１１／５０，２２％）（均为Ⅲ ～Ⅳ期患者），富集后 ４１

例阳性（４１／５０，８２％）。胃癌组富集前后阳性率

差异有高度显著性（２２％，８２％，Ｐ＜０．０１）（附

表）。对照组与胃癌组富集前阳性率差异有统计

学意义（０，２２％，Ｐ＜０．０５）；对照组与胃癌组富

集后 阳 性 率 差 异 有 高 度 显 著 性 （１０％，８２％，

Ｐ＜０．００１）。胃癌组富集前Ⅰ ～Ⅱ期与Ⅲ ～Ⅳ期之

间阳性率差异有极显著性（０，４２．５％，Ｐ＜０．００１），

ＭＡＣＳ富集后不同分期间阳性率差异亦有极显著

性（０．６７％，３．４２％，Ｐ＜０．００１）。

附表　胃癌腹腔冲洗液 ＭＡＣＳ富集前后阳性率的比较

阳性例数 阴性例数

富集前 １１ ３９

富集后 ４１ ９

Ｐ值 ＜０．０１

３　讨　论

据文献［２］报道，在胃癌术后复发的诸类型中，

腹膜种植性复发约占 ５０％，且系多数复发患者致

死的直接因素。因此术中检测腹腔游离癌细胞对

于胃癌的临床诊治具有重要意义。ＭＡＣＳ是一种

快速、高效的分选系统，有极高的回收率和纯度，

已广泛应用于造血干细胞分选等基础与临床研

究［３］。王贵英等［４］应用 ＭＡＣＳ检测胃癌患者外周

组织（骨髓、外周血）微转移，发现具有较高的敏

感性和特异性。但该技术在检测胃癌腹腔游离癌

细胞方面的研究报告尚少。

腹膜转移的早期诊断极为困难。尽管近年来

影像诊断学如超声、ＣＴ和磁共振显像（ＭＲＩ）已有

迅速发展，但非侵入性诊断对早期腹膜播散仍不

可靠。既往采用的常规细胞学方法检测腹腔内游

离癌细胞，阳性率较低，漏诊率高［５］。特别是当肿

瘤细胞较少并散布在炎性细胞和间皮细胞中时，

更难依靠形态学作出诊断；而且在冲洗液中细胞

往往有较明显的退变现象，更增加了诊断的困难，

其检测阳性率仅 １４％ ～２１％［６］。张岩松等［７］报道

采用 ＲＴＰＣＲ检测胃癌患者腹腔灌洗液中 ＣＥＡｍＲ

ＮＡ表达，大大提高了检测的灵敏度，阳性率可达

４７．７％。但 ＲＴＰＣＲ对腹腔液标本采集和检测均

有较高的要求，要有严格的对照和采用复杂的操

作才能取得满意结果，且费用昂贵，亦可能有假阳

性，故降低了其应用价值。免疫细胞化学染色方

法有较高的敏感性，且方法简单、快速；其敏感度

几乎与 ＲＴＰＣＲ相当，更适于临床应用［８］。

ＭＡＣＳ检测胃癌微转移常用的标志物为细胞

角蛋白（ＣＫ）。ＣＫ是上皮细胞中间丝的成分，是

上皮分化的可靠标志物。胃癌细胞属于上皮来

源，仍保留上皮细胞的某些特征如细胞内含有

ＣＫ；ＣＫ１９在各种类型的胃癌组织中均有高表达，

故可通过测定 ＣＫ来检测游离胃癌细胞的存在。

正常腹腔内游离上皮细胞少，所以检测腹腔冲洗

液中上皮细胞近似于反映腹腔游离癌细胞的数

量。因部分白细胞也可能表达某些 ＣＫ，为排除干

扰，将白细胞共同抗原 ＣＤ４５与 ＣＫ组合，分别以

抗 ＣＫＦＩＴＣ和抗 ＣＤ４５－ＰＥ抗体标记上皮细胞和

白细胞；视 ＣＫ＋ＣＤ４５－细胞为阳性细胞，可有效地

排除白细胞造成的干扰，分离、检测出腹腔冲洗液

中的上皮细胞，再由流式细胞仪进行定性、定量分

析。

ＭＡＣＳ检测时用包被有 ＣＫ抗体的微磁珠标记

上皮来源的细胞，以磁柱富集标有微磁珠的上皮

源细胞，可提高受检细胞的检出率和敏感性。本

组胃癌患者标本未经 ＭＡＣＳ而直接行流式细胞仪

检测时仅１５例检测出阳性细胞（３０．０％）；而经

ＭＡＣＳ后 ５０例患者标本全部发现阳性细胞，阳性

３０３
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细胞比例显著提高。肿瘤细胞经过磁柱后不会遭

到破坏，仍可进行原代培养。这对实体瘤微转移

的深入研究极为有利。

本研究采用免疫细胞化学染色结合 ＭＡＣＳ富

集分离肿瘤细胞。显示了未经 ＭＡＣＳ前，对照组

无阳性细胞，胃癌组阳性细胞比例较低；经 ＭＡＣＳ

富集后，胃癌组全部检测到阳性细胞，比例明显提

高。富集前后及对照组与胃癌组比较差异均有显

著性（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。同时，ＴＮＭⅠ ～Ⅱ期

阳性细胞远较Ⅲ ～Ⅳ期为低（Ｐ＜０．００１）。表明

腹腔内癌细胞的脱落与浆膜受累、肿瘤分期有密

切关系；腹腔内脱落癌细胞检出率随着胃癌临床

分期的进展而增加，提示其预后不良。Ｓｅｅｌｉｇｅｒ

等［９］用免疫组织化学法检测发现胃癌腹腔冲洗液

阴性患者的预后优于阳性者，并观察到阳性者可

经腹腔内化疗获益［１０］。

值得注意的是，本研究发现在未侵犯到浆膜

层甚至仅侵犯到黏膜下层的肿瘤患者中也有１５例

检测到腹腔游离上皮细胞。它们可能是从转移淋

巴结被膜上脱落的癌细胞或从显微镜下未能发现

的浆膜微小癌灶脱落的癌细胞，也可能是正常脱

落上皮细胞造成的污染。Ｓａｎｏ等［１１］报道约 １％的

早期胃癌在根治术后发生腹膜转移。对此问题不

容忽视。本实验胃癌组阳性细胞检出率较高，除

了归因于 ＭＡＣＳ的高效能外，可能还与所抽选的

病例肿瘤分期较晚有关。另外，对照组有 ３例检

测到阳性细胞，可能是由于腹腔冲洗液中含有少

量正常上皮细胞。与循环血的检测不同，由于腹

膜腔表面覆盖有上皮细胞，因此腹腔冲洗液中检

测出的 ＣＫ＋ＣＤ４５－阳性细胞中可能有一小部分属

于正常的脱落上皮细胞。鉴于经 ＭＡＣＳ富集后的

肿瘤细胞形态、功能不受影响，故认为，通过基因

测定和细胞形态学等方法可望能减少假阳性的产

生。

ＭＡＣＳ作为一种检测胃癌腹腔内游离癌细胞

的新技术，可明显提高阳性细胞检出率。胃癌组

腹腔游离癌细胞阳性率明显高于对照组，且与肿

瘤分期亦有关，因此，采用 ＭＡＣＳ方法检测腹腔内

游离癌细胞，选择阳性患者进行积极的治疗（如腹

腔内温热灌注化疗），对预防腹膜复发、改善预后

将会产生积极的影响。故有较高的临床实用价

值。
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