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　　摘要：目的　探讨腹腔镜结直肠癌根治术对术后肿瘤微转移的影响。方法　以细胞角蛋白 ２０
（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ２０）ｍＲＮＡ为靶基因，运用逆转录 －聚合酶链反应方法（ＲＴＰＣＲ），检测 ４８例结直肠

癌患者手术前后外周血肿瘤细胞数量的变化。结果　腹腔镜手术组术后外周血肿瘤细胞增加数量高

于传统开腹手术组（Ｐ＜０．０５）。腹腔镜手术组术后外周血肿瘤细胞数量增加的程度与患者年龄无

关（Ｐ＞０．０５）而与增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）阳性率有明显的关系（Ｐ＜

０．０５）。结论　腹腔镜结直肠癌根治术有增加术后肿瘤血行转移的危险性；ＰＣＮＡ≥５０％的患者如果

行腹腔镜结直肠癌根治术，术后发生血行转移的危险性更大。
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术。目前关于腹腔镜恶性肿瘤手术与传统开腹手

术对术后肿瘤转移的影响有无差别的研究仍无定

论［１，２］。这些研究结论产生差异的重要原因之一是

肿瘤细胞本身的生物学特性对结果有较大的影

响［３，４］，因此开展对诸如结直肠癌等不同类型肿瘤

的研究显然很有必要。本研究以肿瘤标志物细胞

角蛋白 ２０（ＣＫ２０）ｍＲＮＡ为靶基因，通过逆转录 －
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聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术检测结直肠肿瘤患者

手术前后外周血中 ＣＫ２０的变化（表示肿瘤细胞

数量的变化），以探讨腹腔镜结直肠癌根治术对肿

瘤术后转移的影响。

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　常规试剂　ＲＴＰＣＲ试剂盒，ＥＢ（溴化乙

啶），ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，上样缓冲液，ＴＢＥ电泳缓冲液等

由北京鼎国生物技术有限责任公司提供；ＰＢＳ缓冲

液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．２～７．４），三羟甲基氨基甲烷

（Ｔｒｉｓ），总 ＲＮＡ提取试剂（ＴＲＩｐｕｒｅ）等由本校试剂

中心提供；琼脂糖，氯仿，盐酸（ＨＣｌ），生理盐水，异

丙醇，无水乙醇等国产分析纯试剂由本院实验技术

中心提供。

１．１．２　ＲＴＰＣＲ用上下游引物　引物扩增片段长

度 ３７０ｂｐ，序列如下（由上海基康生物技术有限公

司合成）。上游引物（ＣＫＰ１）为 ５′ＣＡＧＡＣＡＣＡＣＧＧＴ

ＧＡＡＣＴＡＴＣＧ３′；下游引物（ＣＫＰ２）为 ５′ＧＡＴＣＡＧＣＴ

ＴＣＣＡＣＴＧＴＴＡＧＡＣＧ３′。

１．２　病例和样本

病例来自本院 ２００３年 ９月 ～２００４年 ３月收治

的 ４８例原发结直肠腺癌患者（均经术后组织病理

检查确诊），其中男 ３２例，女 １６例；年龄 ２５～８２

岁（平均 ５６．５岁）。患者随机分为腹腔镜手术组

（腹腔镜组，２５例）和传统开腹手术组（开腹组，２３

例）。腹腔镜组中肿瘤分化程度高者 １例（４％），

中等者 １６例（６４％），低者 ８例（３２％）；ＤｕｋｅｓＡ期

者 ０例，ＤｕｋｅｓＢ期者 １１例（４４％），ＤｕｋｅｓＣ期者

１０例（４０％），ＤｕｋｅｓＤ期者 ４例（１６％）。开腹组

中肿瘤分化程度高者 １例（４．３５％），中等者 １４例

（６０．８７％），低者 ８例（３４．７８％）；ＤｕｋｅｓＡ期者 ０

例，ＤｕｋｅｓＢ期者 ９例（３９．１３％），ＤｕｋｅｓＣ期者 ９

例（３９．１３％），ＤｕｋｅｓＤ期者 ５例（２１．７４％）。两

组间比较无明显差异（Ｐ＞０．０５）。血液标本均于

术前 １ｄ及术后第 １天晨取自患者肘前静脉，以枸

橼酸钠抗凝，－７０℃保存。

１．３　实验方法

１．３．１　单个核细胞分离　全血解冻后取 ２．５ｍＬ

加入 Ｔｒｉｓ２５０μＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心 ５ｍｉｎ；弃上

清后细胞沉淀物以 ＰＢＳ（调 ｐＨ值至 ７．２）５００μＬ悬

浮，１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心 ５ｍｉｎ，弃上清。

１．３．２　总 ＲＮＡ的提取　以 ＴＲＩｐｕｒｅ试剂提取细胞

总 ＲＮＡ，加入经焦碳酸二乙酯处理的双蒸水（ＤＥＰＣ

水）１０μＬ重新溶解，于 ５５℃下孵育 １０ｍｉｎ备用。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ反应　按如下比例在冰上配制反

应体系（总体积 ５０μＬ）：ＤＥＰＣ水 ２５μＬ，ＡＭＶＩ缓冲

液 １０μＬ，ＤＮＴＰ１μＬ，ＣＫＰ１２．５μＬ，ＣＫＰ２２．５μＬ，

硫酸镁（ＭｇＳＯ４，２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，禽成髓细胞瘤病

毒（ＡＭＶ）反转录酶 １μＬ，ＤＮＡ合成酶（ＴｆｉＤＮＡ酶）

１μＬ，ＲＮＡ 样 品 ５μＬ；将 反 应 体 系 于 ４８℃ 反 应

４５ｍｉｎ进行逆转录反应，合成第一条 ｃＤＮＡ链，然后

于 ９４℃２ｍｉｎ灭活 ＡＭＶ逆转录酶及使 ＲＮＡ、ｃＤＮＡ

及引物变性。尔后进行标准的 ＰＣＲ反应，循环参数

为：变 性 ９４℃ ３０ｓ；退 火 ５５℃ １ｍｉｎ；延 伸 ７２℃

２ｍｉｎ；３５个循环后最终延伸 ７２℃ ７ｍｉｎ，于 ４℃保

存。

１．３．４　产物分析　定性分析：取产物行 ２％琼脂

糖凝胶电泳，于紫外成像仪下观察并照相记录。凡

于 ３７０ｂｐ处有清晰条带者为阳性，无此条带者为阴

性。定量分析：取有阳性结果的 ＰＣＲ产物 ４０μＬ加

入双蒸水 ８０μＬ混匀后共 １２０μＬ，以紫外分光光度

计测定 λ＝２６０ｎｍ及 λ＝２８０ｎｍ时的 ＯＤ值，以分

析纯度及产物量。凡 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ在 １．９～

２．０者说明纯度好。满足此条件者记录 Ａ２６０ｎｍ

值准备行数理统计分析。

１．４　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件处理。实验数据用均

数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。Ｐ＜０．０５为差异有显著

性，Ｐ＜０．０１为差异有非常显著性；Ｐ ＞０．０５为

差异无显著性。

２　结　果

２．１　手术前后外周血 ＣＫ２０阳性细胞数量的变

化

外周血中 ＣＫ２０阳性分布情况：术前腹腔镜组

阳性 者 ２０例 （８０％），传 统 开 腹 手 术 组 １５例

（６５．２２％），（Ｐ＞０．０５）；术后腹腔镜组阳性者 ２０

例（８０％），传统开腹手术组 １５例（６５．２２％），（Ｐ

＞０．０５），均无差异。腹腔镜组术前外周血 ＣＫ２０

阳性细胞数量少于开腹组 （Ｐ ＜０．０５）；腹腔镜结

直肠癌根治术后外周血 ＣＫ２０阳性细胞数量明显

高于术前水平 （Ｐ＜０．０１）；腹腔镜结直肠癌根治

术后外周血 ＣＫ２０阳性细胞增加数量明显高于开

７９８
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腹手术后 （Ｐ＜０．０５）（表 １）。
表 １　手术前后外周血 ＣＫ２０阳性细胞数量（以 ＯＤ值

表示）

腹腔镜组

术前 术后 差值

开腹组

术前 术后 差值

１．５０±０．４６１），３） ２．２４±０．５９２） ０．７５±０．４６４） １．９０±０．６５５） ２．２４±０．６８ ０．３４±０．２６

　　注：１）与开腹组术前值比较 Ｐ＜０．０５；２）与开腹组术后值比较 Ｐ＞

０．０５；３）与腹腔镜组术后比较 Ｐ＜０．００１；４）与开腹手术组比较 Ｐ＜

０．００１；５）与开腹组术后比较Ｐ＜０．０５

２．２　腹腔镜手术前后外周血肿瘤细胞数量与患

者年龄的关系

将腹腔镜组患者分为 ＜５５岁以及≥５５岁两个

年龄段，两年龄组手术前后 ＣＫ２０阳性细胞数量变

化也无明显差别（Ｐ＞０．０５）。提示患者年龄对腹

腔镜术后肿瘤细胞进入外周血循环无明显影响（表

２）。

表 ２　 腹腔镜组内不同年龄段患者手术前后外周血

ＣＫ２０阳性细胞数

＜５５岁组

术前 术后 差值

≥５５岁组

术前 术后 差值

１．６０±０．３３ ２．４４±０．５０ ０．９２±０．５５ １．４３±０．５４ ２．１２±０．６３ ０．６３±０．３６

２．３　腹腔镜手术前后外周血肿瘤细胞数量变化

与肿瘤 ＰＣＮＡ的关系

腹腔镜组术中切除肿瘤标本经术后免疫组化

染色，ＣＫ２０阳性患者中 ＰＣＮＡ＜５０％ 者 １０例，

ＰＣＮＡ≥５０％者 １３例。腹腔镜术后外周血肿瘤细

胞数量增加与肿瘤的 ＰＣＮＡ值有明显的相关性（Ｐ

＜０．０５）（表 ３）。提示肿瘤增殖能力强的患者行

腹腔镜手术后可能促进更多的肿瘤细胞进入外周

血循环。

表 ３　腹腔镜手术前后外周血 ＣＫ２０阳性细胞数量变

化与肿瘤 ＰＣＮＡ阳性半定量的关系

ＰＣＮＡ＜５０％

术前 术后 差值

ＰＣＮＡ≥５０％

术前 术后 差值

１．６３±０．５３ ２．２０±０．８１ ０．４９±０．３０ １．４０±０．４０ ２．２９±０．３８ ０．９５±０．４８

　　注：与ＰＣＮＡ≥５０％组比较Ｐ＜０．０５

３　讨　论

血行转移是结直肠癌转移的重要途径之一，

也是根治性手术失败的主要原因之一。正常情况

下，在血液中常规方法不能检测出癌细胞，故目前

血液微转移的定义是凡是能检出血循环中存在癌

细胞即提示有微转移存在。微转移概念的提出，

是对目前临床分期的极大冲击。研究表明，即使

目前临床所谓的“肿瘤早期”，其骨髓、血液、淋巴

结、体液可能已经有肿瘤细胞的存在，且骨髓、静

脉血癌细胞阳性率同临床分期、生存率及肝转移

呈正相关［５，６］。研究表明，结直肠癌的微转移与

患者术后复发和预后密切相关。骆成玉［７］等通过

对 ５４例结直肠癌患者的研究发现，术中门静脉的

微转移率高达 ７５．９％；术后 １年半随访，手术时

肝转移阴性而门静脉血阳性的 ３１例中有 ９例出

现肝转移，而手术时肝转移和门静脉血均阴性的

１２例中仅 １例发生 肝转 移，前者 显著 高于后者

（Ｐ ＜０．０５）。Ｈｉｌｌａｉｒｅ等［８］对 ２１例肝癌患者研究

发现，术前外周血 ９例有微转移的患者术后有 ４

例发现有远处转移，而术前外周血 １２例无微转移

的患者术后有 ４例有远处转移，且两者有统计学

意义（Ｐ ＜０．０５）。

本研究检测外周血肿瘤细胞所用的肿瘤标志

物 ＣＫ２０具有严格的上皮特异性分布，正常血液

不表达 ＣＫ２０［９］。Ｂｕｒｃｈｉｌｌ等［１０］以 ＣＫ８，１９，２０系

列 ｍＲＮＡ作为靶 ＲＮＡ，采用核素 ＲＴＰＣＲ方法，对

包括结肠在内的一组培养细胞株及正常志愿者的

外周 血 和 骨 髓 标 本 进 行 了 检 测，发 现 ＣＫ８和

ＣＫ１９在正常人外周血中均有较高的阳性率，分别

为 ８８％（８／９）和 ４０％（６／１５）；ＣＫ２０在正常外

周血和骨髓中却均为阴性（０／６），而 ＣＫ２０在结

肠癌细胞株中均阳性表达。ＲＴＰＣＲ技术的应用，

大大提高了结直肠癌微转移检测的敏感性和特异

性［１１］，可检测出浓度为 １／１０６～１／１０７的肿瘤细

胞［１２］；该技术尤其适用于微量肿瘤细胞的检测。

因此，通过检测外周血 ＣＫ２０阳性细胞数量的变

化推测腹腔镜肿瘤手术对术后肿瘤转移的影响是

可靠的。

虽然目前腹腔镜结直肠癌根治术的安全性受

到质疑，但近来许多学者的研究表明［１３，１４］，采取

适当的措施是可以将腹腔镜结直肠癌手术术后肿

８９８
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瘤转移的危险性控制于较低水平的。其中对于临

床工作首要的且具有指导意义的是手术适应证的

掌握和选择患者的标准。Ａｎｔｈｕｂｅｒ［１５］等 报道在 ６

年内接受手术治疗的 ４３５例原发直肠癌患者中有

选择的只对 １０１例肿瘤早期患者施行腹腔镜手

术，而中晚期患者均施行开腹手术；随访结果显示

腹腔镜组与开腹手术组在术后病死率、切口肿瘤

种植（ＰＳＲ）发生率等方面没有显著差别。一些学

者［１６，１７］进行了大量动物实验也表明腹腔镜术后

肿瘤转移的危险性和肿瘤的增殖能力相关，本研

究结果与之吻合，提示腹腔镜术后发生肿瘤转移

的危险性与患者年龄无明显关联，而与肿瘤增殖

能力强弱有明显的关系。可见肿瘤的分化程度、

增殖能力对腹腔镜术后发生肿瘤转移有很大的影

响，不同增殖能力的肿瘤在腹腔镜手术后促进肿

瘤细胞进入外周血循环的危险程度是显著不同

的。这也提示临床选择腹腔镜手术患者时，应当

主要考虑肿瘤的增殖能力，而年龄标准则可以适

当放宽，对临床工作有一定的指导意义。

目前引起腹腔镜结直肠癌根治术后患者外周

血中肿瘤数量显著增加的机制并未阐明，降低术

后肿瘤转移危险性的预防措施也无定论，这些问

题对临床工作均有重要的指导意义，值得进一步

的研究。
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