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　　摘要：目的　探讨胃癌检测胃癌腹腔微转移的作用及临床意义。方法　选择 ５０例术前及术中检
查均未发现腹膜转移的胃癌病例，术中行道格拉斯窝处的腹膜活检并行 ＨＥ常规染色和 ＣＫ２０免疫
组化染色检查，同时用 ＲＴＰＣＲ方法检测胃癌腹腔冲洗液中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ的表达。结果　全部患者道
格拉斯窝活检腹膜 ＨＥ染色均为阴性。ＣＫ２０免疫组化检查的阳性率为 ２４．０％（１２／５０）；ＲＴＰＣＲ检
测腹腔冲洗液中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ的阳性率为 ３６．０％（１８／５０）；ＣＫ２０免疫组化检查阳性的１２例患者腹
腔冲洗液中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ检查均为阳性。ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性率与胃癌浸润深度、组织学类型和淋巴结
转移数目有关（Ｐ＜０．０５）。ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性和阴性胃癌患者 ３年生存率分别为 ２２．２％和 ６２．５％
（Ｐ＜０．０１）。结论　术前检查或术中探查未发现腹膜转移的胃癌患者，可行腹腔冲洗液 ＲＴＰＣＲ检查
以发现有无腹腔微转移，该项检查可为胃癌正确分期、腹腔内辅助化疗及预后判断提供证据。
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　　胃癌的腹膜复发和转移占所有胃癌术后复发
的半数以上，而腹膜转移者的 ５年生存率低于
２０％［１－２］。临床所遇多数腹膜转移患者在已出现

腹水、盆腔肿块或肠梗阻才得以确诊，已失去可

治机会。

腹腔微转移的早期临床表现不明显。盆腹膜

是发生腹膜转移的常见部位。腹腔微转移的发生

率、腹腔微转移与肿瘤临床病理特征的关系等问

题目前尚无定论。我科自 ２００２年 ３月—２００４年
３月在胃癌术中行道格拉斯窝处的腹膜活检，并
行 ＨＥ常规染色和 ＣＫ２０免疫组化染色检查，同
时用逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测
胃癌腹腔冲洗液中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ的表达情况，以
期为发现腹腔的微转移建立检测方法，并分析其

与临床、病理参数的关系，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　一般资料
本组男 ３１例，女 １９例；年龄 ２２～８４（平均

５６．４）岁。术前常规检查及术中经仔细探查均未
发现有腹膜转移灶。术后病理学检查显示胃癌组

织学类型为高中分化腺癌者 ３１例，低分化腺癌
１２例，黏液腺癌 ７例；未侵及浆膜 １８例，侵及浆
膜 ２５例，侵及胃外脏器 ７例；无淋巴结转移 ９例，
有淋巴结转移的 ４１例，其中转移数目在 １～６枚
者 １３例，７～１２枚者 １８例，＞１２枚者 １０例。
１．２　标本采取
１．２．１　腹腔冲洗液收集　在胃癌根治术中，开
腹后，将生理盐水 １００ｍＬ倒入盆腔，轻轻搅动后
收集冲洗液；若有腹腔积液则直接吸出。吸取后

将冲洗液或腹腔积液于 ０℃下，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，其余沉渣保存于 －８０℃以备提取 ＲＮＡ。
１．２．２　腹膜活检　从切口将消毒的乙状结肠镜
经切口向下暴露道格拉斯窝（女性为直肠子宫陷

凹），用活检钳在该窝夹取 ２处腹膜组织；必要时
使用冷光源照明帮助钳夹。钳夹后，纱布压迫止

血数分钟，并仔细观察确认已止血，以避免术后

出血。

１．３　方法
１．３．１　腹膜标本染色　活检腹膜组织均经 １０％
福尔马林固定，常规脱水，石蜡包埋，４μｍ切片。
每例常规行 ＨＥ染色，常规病理组织学诊断。免
疫组化染色方法采用免疫组化 ＳＰ法。染色步骤
如下：切片常规脱蜡，ＣＫ２０单克隆抗体（购自丹

麦 Ｄａｋｏ公司）均经胰酶消化；其他步骤按照 ＳＰ
试剂盒说明书进行。用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）替代
一抗作为空白对照及阴性对照。免疫组化染色发

现腹膜细胞核或胞浆内出现棕黄色颗粒为阳性

反应。

１．３．２　腹腔冲洗液的 ＲＴＰＣＲ检测　采用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒，按说明书进行 ＲＮＡ提取，获得总 ＲＮＡ。
引物设计及合成参考文献报告的序列［３］。引物合

成由上海生工技术有限公司合成。ＣＫ２０上游引
物为 ５′－ＣＡＧＡＣＡＣＡＣＧＧＴＧＡＡＣＴＡＴＧＧ３′，下游引
物为 ５′－ＣＡＧＡＣＡＣＡＣＧＧＴＧＡＡＣＴＡＴＧＧ３′；ＣＫ２０
阳性扩增片段长度 ３７０ｂｐ。相同 条件 下扩增

βａｃｔｉｎ作 为 内 参 照 物，上 游 引 物 为 ５′－ＧＴ
ＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′，下游引物为５′－ＣＴＣ
ＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＧＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′；扩增片段长度 ５００
ｂｐ。ｃＤＮＡ合成：取总 ＲＮＡ５μｇ于 ２０μＬ逆转录体
系，４２℃１ｈ合成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系为 ５０μＬ，
扩增条件：９４℃变性 １ｍｉｎ，５８℃退火 １ｍｉｎ，７２℃
延伸 １ｍｉｎ，循环 ３５次，末次延长 １０ｍｉｎ。ＣＫ２０
及 βａｃｔｉｎ产物在 ２％琼脂糖凝胶板中电泳，溴化
乙锭染色、紫外光下照相。βａｃｔｉｎ扩增阳性样本
视为有效样本，ＣＫ２０扩增阳性视为有腹腔微转
移。

１．４　数据处理
组间差异用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有显著

性，Ｐ＜０．０１为差异有非常显著性。

２　结　果

２．１　胃癌腹腔微转移阳性率
５０例患者中活检腹膜 ＨＥ染色无阳性者。活

检腹膜 ＣＫ２０免疫组化染色阳性率为 ２４．０％
（１２／５０）；腹 腔冲洗 液 ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳 性 率 为
３６．０％ （１８／５０）。免 疫 组 化 检 查 腹 膜 微 转 移
ＣＫ２０阳性的 １２例腹腔冲洗液 ＣＫ２０ｍＲＮＡ检测
均为阳性。

２．２　腹腔微转移阳性率与肿瘤病理因数的关系
２．２．１　与组织学类型的关系　高中分化腺癌，
低分化腺癌和黏液腺癌组腹腔微转移阳性率分别

为 ２２．６％（７／３１），５０．０％（６／１２）和 ７１．４％
（５／７），三 者 间 两 两 比 较 差 异 均 有 显 著 性
（Ｐ＜０．０５）。
２．２．２　与癌浸润深度的关系　未侵及浆膜，侵及
浆膜和侵及胃外脏器组腹腔微转移阳性率分别为

１６．７％（３／１８），４０．０％（１０／２５）和７１．４％（５／７），

３７８
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３者间两两比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．２．３　与淋巴结转移数目的关系　无淋巴结转
移，转移数目 １～６枚、转移数目 ７～１２枚和转移
数目 ＞１２枚腹腔微转移阳性率分别为０％（０／９），
２３．１％（３／１３），３８．９％（７／１８）和８０．０％（８／１０），
四者间两两比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．３　腹腔微转移阳性率与胃癌预后的关系

３年随访发现，１８例胃癌腹腔微转移阳性者
生存 ３年以上仅 ４例，生存率为 ２２．２％（４／１８）；
３２例胃癌腹腔微转移阴性者生存 ３年以上２０例，
生存率为 ６２．５％（２０／３２），两者差异有非常显著
性 （Ｐ＜０．０１）。随访病例死亡原因均为肿瘤转
移或复发。

３　讨　论

ＲａｊＧＶ等［４］提出，微转移是指非造血系统恶

性肿瘤在其发展过程中，肿瘤细胞播散并存活于

淋巴系统、血循环、骨髓、肝、肾、肺等组织和器官

中的微小肿瘤灶，常无任何临床表现。常规检查

难以检测到微转移，但微转移灶可以迅速生长成

为复发和转移灶。检测肿瘤患者的微转移对肿瘤

的分期、治疗、复发及预后都有重要的指导意

义［５］。ＲＴＰＣＲ法可以从 １０６～１０７个正常组织细
胞中检出 １个肿瘤细胞，有较高的敏感性［６－７］。细

胞角蛋白 ＣＫ２０具有严格的特异性分布，主要分
布于胃肠道黏膜上皮、泌尿道移行细胞等，而在腹

膜间皮细胞缺乏表达，因而它可作为胃癌肿瘤细

胞标记物，有较高的特异性。通过 ＲＴＰＣＲ法检
测腹腔冲洗液中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ的表达，可较灵敏
地检获腹腔中的游离癌细胞，可反映胃癌腹腔微

转移状态。Ｙｏｎｅｍｕｒａ等［８］报告用 ＲＴＰＣＲ的方法
对腹腔灌洗液检测腹腔微转移，检出 ＣＥＡｍＲＮＡ
阳性率为 ３１％（１５／４８），本文结果与之相似。本
文结果发现，道格拉斯窝腹膜 ＨＥ染色均为阴性；
而腹膜 ＣＫ２０免疫组化检查腹膜微转移的阳性率
为 ２４．０％（１２／５０）；ＲＴＰＣＲ检测腹腔冲洗液中
ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性率为 ３６．０％（１８／５０）。但 ＣＫ
２０ｍＲＮＡ阳性者是否一定发展成为腹膜转移，值
得探讨。这是因为胃癌腹腔游离癌细胞种植必须

具备 ２个条件：一是游离癌细胞具有活性；二是应
有适宜癌细胞种植的场所。本组 ５０例患者中发
现腹腔微转移 １８例，进一步研究发现，腹腔微转
移阳性率与肿瘤浸润深度、组织学类型和淋巴结

转移数目有关；肿瘤浸润深度越深、分化越差、淋

巴结转移数目越多则发生腹腔微转移的几率越

大。提示分化差、侵犯浆膜或浆膜外和淋巴结转

移数目多是胃癌出现腹腔微转移的高危因素。

本文随访结果显示：腹腔冲洗液 ＣＫ２０ｍＲＮＡ
阴性胃癌患者 ３年生存率（６２．５％），高于阳性患
者（２２．２％）（Ｐ＜０．０１）。说明腹腔冲洗液中
ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性，发生远期 腹膜 转移的多 于
ＣＫ２０ｍＲＮＡ阴性患者。ＣＫ２０ｍＲＮＡ阳性者是否
必然发展成为腹膜转移取决于游离癌细胞是否有

活性 和 有 适 宜 癌 细 胞 种 植 的 场 所。因 而，以

ＲＴＰＣＲ检侧腹腔冲洗液中的癌细胞，有利于尽早
发现腹腔内亚临床微转移灶，为术后进一步治疗

及预后判断提供帮助。
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