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实时荧光定量 #+7,I#检测胃癌腹腔冲洗液

IN(Z !#$%的临床意义

盛贤能!刘宏斌!朱万坤!韩晓鹏!苏!琳

摘!要!目的!评估实时荧光定量反转录聚合酶链式反应)0/8@>:QI/\@[20/1=/-:̀[8-:Q:8:Q7/0/7/01/:08-1=0QZ:Q2- >Z2@̂I/081/

=X8Q- 0/8=:Q2-! Ch>DL>JSD* 方法检测胃癌腹腔冲洗液沉渣中 SK"# IDb,的表达!探讨其对预测胃癌腹膜微转移的临床意

义# 方法!收集 3$ 例胃癌和 ' 例胃良性病变患者腹腔冲洗液沉渣及临床病理资料!分别采用 Ch>DL>JSD检测腹腔冲洗液沉

渣中 SK"# IDb,的表达,EA染色行腹腔冲洗液细胞学) Z/0Q:2-/8@@878H/=̂:2@2Ĥ!JUS*检查# 结果!胃癌 SK"# IDb,的阳性

检出率为)%353$*$3d#6!明显高于 JUS)#53$*%&Y46 )&k4Y4"* !JUS检查阳性的 # 例患者 SK"# IDb,检测结果均为阳性,

且 SK"# IDb,的检测阳性率与浆膜浸润与否"胃癌浸润深度"组织学分化程度"淋巴结转移情况及病期进展有关)&k4Y4&*#

胃良性病变两项检查结果均为阴性# 结论!Ch>DL>JSD检测胃癌腹腔冲洗液沉渣中 SK"# IDb,!可提高检测腹腔游离癌细

胞的灵敏性!适用于预测胃癌患者腹膜微转移!有助于指导术后治疗及判断预后#

关键词!实时荧光定量 DL>JSD!SK"#!胃癌!腹腔冲洗液!细胞学检查
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=8-=/0O81)%353$* $3Y#6 OXQ=X O812?7Q2[1@̂XQHX/0:X8- :X8:2\JUS)#53$* %&Y46 )&k4Y4"*YSK"# IDb,0/1[@:12\:X/# Z8G

:Q/-:1OQ:X Z21Q:Q7/JUS0/1[@:O818@@Z21Q:Q7/YSK"# IDb,Z21Q:Q7/08:/O810/@8:/. :21/0218Q-\Q@:08:Q2-! :[I20Q-\Q@:08:Q2- ./Z:X! XQ1G

:2Z8:X2@2HQ=8@.Q\\/0/-:Q8:Q2-! @̂IZX -2./I/:81:81Q18-. Q@@-/11Z02H0/11)&k4Y4&*YLX/:O20/1[@:12\?/-QH- H81:0Q=@/1Q2- O/0/?2:X

-/H8:Q7/YI>?1DF&">?!LX/./:/=:Q2- 2\SK"# IDb,/]Z0/11Q2- Q- Z/0Q:2-/8@@878H/0/1Q.[/12\H81:0Q==8-=/0:X02[HX Ch>DL>JSD

=2[@. /-X8-=/:X/1/-1Q?Q@Q:̂2\Z/0Q:2-/8@\0//=8-=/0=/@@1YCh>DL>JSDQ11[Q:8?@/\20Z0/.Q=:Q-HZ/0Q:2-/8@IQ=02I/:81:81Q12\Z8:Q/-:1

OQ:X H81:0Q==8-=/0! OXQ=X Q1H22. \20H[Q.Q-HZ21:2Z/08:Q7/:0/8:I/-:8-. /78@[8:Q-HZ02H-21Q1Y

-&F-

!!医学研究杂志!%4"4 年 & 月!第 3# 卷!第 & 期 !论!!著!!



N=H O><E&!D/8@>:QI/\@[20/1=/-:̀[8-:Q:8:Q7/Z2@̂I/081/=X8Q- 0/8=:Q2- , SK"#, B81:0Q==8-=/0, J/0Q:2-/8@@878H/, Ŝ:2@2Ĥ /]G
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!!胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤! 在我国其病死

率仍居恶性肿瘤首位
."/

# 临床上诊治的多为进展期胃

癌!即使进行了根治性手术切除等治疗!其术后 & 年生

存率仍仅为 %46 )&46 !究其原因主要是术后的复发

转移!其中约 &46存在腹膜复发转移!并最终导致死

亡
.%/

# 腹腔内脱落癌细胞 )/]\2@Q8:/. =8-=/0=/@@1!

ASS*的存在是胃癌根治术后腹膜复发转移的前提!因

此!有效地筛检 ASS并予以及时治疗是提高胃癌疗效

的关键
.3/

# 本研究采用 Ch>DL>JSD技术检测胃癌

患者腹腔冲洗液沉渣中SK"# IDb,的表达情况!探讨

其在预测胃癌腹膜微转移中的价值!以期为胃癌的精

确分期和腹腔内温热灌注化疗提供依据#

材料与方法

"Y一般资料(收集本院 %44( 年 "% 月 )%44# 年 "4 月收治

的胃疾病患者 F3 例!其中胃癌 3$ 例!男性 %' 例!女性 # 例!年

龄 3" )'& 岁!平均年龄 &F 岁# 胃良性病变 ' 例!男性 & 例!女

性 % 例!年龄 %$ )$" 岁!平均年龄 F$ 岁# 临床病理资料( 胃

癌浸润深度"原发灶大小"淋巴结转移情况"组织学分化程度

及 Lb*分期情况详见表 "# JR 因素按日本胃癌病理规约标

准! 即 J)j*(肉眼腹膜转移,R)j*(镜下浆膜受侵#

%Y标本采集(手术开腹后若有腹腔积液则直接吸出!如无

腹腔积液则在对肿瘤进行探查及侵入性操作前!用 344I@生

理盐水冲洗胃床"脾窝及 +2[H@81窝!轻轻搅动后吸出 "44I@

冲洗液# 混血标本弃用# 腹腔液于 4p下以 %44405IQ- 离心

"&IQ-!取少许沉渣涂片 " )& 张!EA染色后行细胞学检查!凡

有 " 张查到癌细胞即为 JUS阳性!其余沉渣于 >(4p下保存!

用于总 Db,提取# ' 例胃良性病变腹腔冲洗液作为阴性对照#

3Y仪器和试剂(J0QI/R=0QZ:DL试剂盒" RW<DJ0/IQ]A]

L8̀

)

试剂盒"L0Q_2@"引物)宝生物工程大连有限公司*# ,<T

J0Q1I'344 R 1̂:/I),ZZ@Q/. <Q21̂1:/I1公司! C21:/0SQ:̂! S,!

美国* #

FY方法(Db,提取( 采用 L0Q_2@试剂盒!按说明书步骤进

行 Db,提取# 紫外分光光度法检测总 Db,的含量和纯度!

其 V+

%$4

5V+

%(4

)D值*在 "Y( )%Y% 之间表明所提总 Db,纯度

较好# 引物设计及合成均参考文献报告的序列
.F/

# 引物合成

由宝生物工程大连有限公司完成# SK"# )C* &9>,B,BBL

B,,B,LSSBSB,SLB>39, )D* &9>,S,,LSSLBB,B

LLSLS,,LBBLB>39, 扩增片段长度 "3%?Z# 相同条件下

扩增
%

>8=:Q- 作为内参照!)C*&9>LBBS,SSS,BS,S,,

LB,,>39, )D* &9>SL,,BLS,L,BLSSBSSL,B,,BG

S,>39,扩增片段长度 "($?Z# =+b,合成( 在 "4

!

@反应体系

)& iJ0QI/R=0QZ:

L*

<[\\/0%

!

@!J0QI/R=0QZ:

L*

DLA-_̂I/*Q]

'

4Y&

!

@!V@QH2+:J0QI/04Y&

!

@!D8-.2I$ I/014Y&

!

@!总 Db,j

D-81/C0//.E

%

V$Y&

!

@*中用 J0QI/R=0QZ:DL试剂盒反转录成

=+b,1# =+b,产物在 >%4p冰箱保存# Ch>DL>JSD反

应(RW<DJ0/IQ]A]L8̀

)

试剂盒在 &4

!

@反应体系 . RW<D

J0/IQ]A]L8̀

)

%&

!

@!JSD上游引物 %

!

@!JSD下游引物 %

!

@!

DVgD/\/0/-=/+̂/)&4 i* "

!

@!+b,模板 F

!

@!.E

%

V"$

!

@/中

扩增# 用 ,<TJ0Q1I'344 检测实时荧光定量 JSD反应!反应

条件(#&p预变性 "41!#&p变性 &1!$4p退火延伸 3"1!共 F4

个循环# 梯度稀释 =+b,1产生的标准曲线法计算 JSD反应

的效率!用熔解曲线和凝胶电泳检测各引物特异性#

%

>8=:Q-

扩增阳性视为有效样本! SK"# 扩增阳性视为腹腔内有游离

癌细胞#

&Y统计学分析(采用 RJRR ""Y& 统计软件包进行
!

%

检验

和方差分析!&k4Y4& 差异有统计学意义#

结!!果

"Y胃癌腹腔冲洗液中 SK"# IDb,的表达与临

床病理因素的关系# 3$ 例胃癌患者腹腔冲洗液沉渣

中 SK"# IDb,检测阳性率)%353$*$3Y#6!明显高

于 JUS)#53$*%&Y46)&k4Y4"* !且 JUS检查阳性

的 # 例患者 SK"# IDb,检测结果均为阳性# 对照

组 ' 例胃良性病变无一例腹腔冲洗液沉渣 SK"# IDG

b,表达或 JUS检测阳性# 且 SK"# IDb,的检测阳

性率与肿瘤浸润深度"组织学分化程度"淋巴结转移

与否及病期进展有关 )&k4Y4&*!结果见表 " 和第

"%F 页彩图 3*# 作为内参照的
%

>8=:Q- 在胃癌及胃

良性疾病中表达稳定#

%Y不同 JR 因素与 SK"# IDb,阳性率的比较#

本组浆膜内癌即 R)>* 的 ' 例中仅 " 例 SK"# IDb,

阳性!阳性率为 "FY36)"5'*,浆膜受侵 R)j* ! 无肉

眼腹膜转移 J)>* 的 %3 例中 SK"# IDb,阳性率为

$#Y$6)"$5%3* ,合并肉眼腹膜转移 J)j*的 $ 例中

SK"# IDb,阳性率为 "446)$5$* ! 组间差异有统

计学意义)&k4Y4&*# 见表 %#

讨!!论

腹膜转移是胃癌根治术后主要的复发方式和死

亡原因! 而腹腔内脱落癌细胞是形成腹膜转移的先

决条件!是胃癌独立的预后不良因素之一!因此!有效

地筛检 ASS并予以及时治疗是提高胃癌疗效的关

键# JUS是检测 ASS的金标准!但其敏感性低!难以

检出腹腔内微量癌细胞!且有较高的漏诊率!特别是

当癌细胞较少并散布在间皮细胞和炎性细胞中时!难

以仅靠形态学检查作出诊断!而且在冲洗液中癌细胞

-$F-

!!论!!著!

N*/. D/1!*8̂ %4"4!;2@Y3# b2Y&!!



表 ()U[7#+7,I#检测 IN(Z !#$%表达阳性率与临床病理因素的关系

临床病理因素 ' SK"# IDb,)j* . ')6* / & JUS)j* . ')6* / &

浸润深度!L

"

jL

%

# % )%%Y%* k4Y4& " )""Y"* k4Y4&

!!!!!L

3

jL

F

%' %")''Y(* ()%#Y$*

肿瘤大小! k&=I "& "4)$$Y'* f4Y4& F )%$Y'* f4Y4&

!!!!!

!

&=I %" "3)$"Y#* &)%3Y(*

分化程度!分化 "3 &)3(Y&* k4Y4& 3)%3Y"* f4Y4&

!!!!!未分化 %3 "()'(Y3* $)%$Y"*

淋巴结转移!无转移 "" F)3$Y3* k4Y4& ")#Y"* k4Y4&

!!!!!有转移 %& "#)'$Y4* ()3%Y4*

Lb*分期
'

j

)

"4 3 )34Y4* " )"4Y4*

!!!!!

&

j

(

%$ %4)(4Y4* &k4Y4& ( )34Y(* &k4Y4&

表 -)IN(Z !#$%的表达与 ,W因素的关系

JR 因素 ' SK"# IDb,阳性. ')6* / &

J) >* R) >* ' ")"FY3* k4Y4&

J) >* R) j* %3 "$)$#Y$*

J) j* R) j* $ $)"44*

往往有很明显的退变现象!更增加了诊断的难度
.&/

#

本研究中 JUS检测阳性率仅为 %&Y46!因此寻找一

种高灵敏和特异的检测胃癌腹膜微转移的方法成为

近来研究的热点# 近年来随着分子生物学技术的迅

速发展!尤其是具有高敏感性和特异性的 Ch>DL>

JSD技术的出现! 该技术可以检测到 "4

$

)"4

'

个正

常细胞中或 "I@液体中存在的一个癌细胞!使得检测

微量癌细胞成为可能
.$/

# 其通过荧光标记!不仅提

高了检测的特异性!而且能够检测并准确定量计算待

测样本中目的基因的原始数量!此外由于其实现完全

闭管检测!无 JSD后处理!避免了交叉污染!因此 Ch

>DL>JSD相对于常规 DL>JSD!具有灵敏度高"特

异性强"所需时间短等优点
.'/

#

SK是细胞骨架系统中间丝的组成成分之一!肿

瘤发生时仍保持其标记特性# 迄今已发现 %4 种 SK

多肽!其中 SK"# 及 SK%4 在胃肠道肿瘤中有较高表

达!间叶细胞恶变后仍不表达角蛋白!这为角蛋白的

应用提供了理论依据
.(/

# 本研究采用 Ch>DL>JSD

技术检测胃癌腹腔冲洗液沉渣中 SK"# IDb,的表

达情况!结果显示 SK"# IDb,的阳性检出率为)%35

3$ * $3d#6! 明显高于 JUS) #53$ * %&d46 ) &k

4d4"*!且 JUS检查阳性的 # 例患者 SK"# IDb,检

测结果均为阳性,说明 Ch>DL>JSD检测较 JUS检

测敏感!对照胃良性病变无表达!证实了 Ch>DL>

JSD方法的特异性# 本实验中 JUS与胃癌浸润深

度"淋巴结转移与否及 Lb* 分期呈正相关 )&k

4d4&*!而 SK"# 不仅与上述 3 项有关!并与胃癌浆膜

浸润与否及组织学分化程度成正相关)&k4Y4&*!结

果与文献报道相符# 表明 SK"# 不仅与 JUS具有一

致性!而且要明显优于 JUS# 所以! 采用实时荧光定

量 DL>JSD检测腹腔冲洗液沉渣中 SK"# IDb,的

表达! 有利于尽早发现腹腔脱落癌细胞! 预测胃癌

腹膜微转移!为术后进一步治疗及预后判断提供依

据#
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