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摘 要!%目的&阐明循环肿瘤细胞!

@A@

'在
!

期结直肠癌!

@B@

'患者根治术预后的预测作用(

%方法& 采集
C$

例
!

期
@B@

患者静脉血" 应用阴离子富集和免疫荧光原位杂交法)

31D*EF

'

鉴定
@A@

(并对
C$

例患者的临床病理特征和无复发生存期*

BDE

'进行分析+%结果&

!

期
@B@

患者的
@A@

总阳性率为
G'<?H

( 无复发与复发患者
@A@

阳性率分别为
G!<C#

和
?C<'#

( 平均
BDE

为
/!<G

个月"

@A@

阳性者
IJ!@A@

阴性者平均
BDE

分别为
/"<C

个月
IJ!/G<"

个月 !

KL

"<"/$

'(

@A@

阳性并且行辅助化疗患者未出现复发"而
@A@

阳性未行辅助化疗患者平均
BDE

为
/'<?

个月( %结论&

@A@

可用作预测
!

期
@B@

患者平均
BDE

的预后因素"并有可能筛选出
可以进行辅助化疗的

!

期
@B@

患者(
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'是中国常见 的恶性肿瘤之一"在女性肿瘤中排名第
/

位"在男性

中排名第
'

位 %

%

&

( 目前"根治性手术是
@B@

首选治

疗方法" 术后根据
ARY

分期决定是否需要辅助化

疗(众所周知"辅助化疗对
"

期
@B@

患者没有益处"

!

期
@B@

患者较少获益( 然而" 大约有
%"H "

期和

!"H !

期
@B@

患者在根治术后
'

年内复发或转移%

!
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对
!

期
%&%

患者是否使用辅助化疗仍存在争议!有

文献报道 "

!

#

!因为目前对大多数
!

期
%&%

患者是

$过度治疗%!而对小部分
!

期
%&%

患者是$治疗不

足%& 传统临床病理特征在选择这小部分患者中的作

用有一定局限性"

$

#

& 因此!迫切需要找到更为敏感的

标志物用来选择需要辅助化疗的
!

期
%&%

患者&

循环肿瘤细胞'

'()'*+,-(./ -*01) '2++

!

%3%

(指来

源于原发肿瘤或转移灶肿瘤细胞脱落! 已被用于判

断预后和评价治疗&在高危结直肠癌患者中!完成辅

助化疗后
%3%

阳性的患者复发率较高"

456

#

!

%3%

可能

是造成这些患者复发的原因&此外!在原发肿瘤确诊

或切除后! 早期
%&%

患者可以通过检测
%3%

来判

断是否有复发或转移性的风险! 以及是否会从辅助

治疗中获益"

7

#

& 然而!

%3%

能否用来指导早期患者进

行辅助化疗仍存在争议& 在本研究中! 我们收集了

8$

例
!

期
%&%

患者的血液样本! 采用阴离子富集

和免疫荧光原位杂交法'

(00*.1!9+*1)2:'2.'2 (. :(-*

;<=)(>(?,-(1.

!

(0@ABC

(鉴定
%3%

!旨在阐明
%3%

在根

治性手术后的
!

期
%&%

患者中的作用&

D

资料与方法

!"!

临床病理资料

选取
!"D6

年
$

月至
!"D8

年
D!

月在北京友谊

医院接受根治性手术的
8$

例
!

期
%&%

患者& 全组

平均年龄
7$

岁'

!#E86

岁(!男性
44

例!女性
!#

例)

分化程度*高分化
4

例!中分化
77

例!低分化
$

例)

肿瘤位置*升结肠
D4

例!横结肠
4

例!降结肠
7

例!

乙状结肠
!#

例!直肠
!"

例)肿瘤类型*溃疡型
64

例!隆起型
D#

例)手术入路*腹腔镜
4$

例!开腹
!D

例!中转开腹
#

例)

3

分期*

3

$

78

例!

3

4

7

例& 所有患

者术前病理确诊
%&%

!根治术后进行病理分期"

8

#

&术

后化疗者化疗方案为*卡培他滨
F

奥沙利铂& 排除标

准*有其他恶性肿瘤史& 术后随访*病史采集+体检+

%GH

测定!

!

年内每
$E7

个月随访一次!然后
$

年内

每
7

个月随访一次) 胸部
"

腹部
"

盆腔
%3

!

6

年内每

$E7

个月随访一次)结肠镜检查*术后
D

年内!若发

现进展期腺瘤!

D

年内再次复查)若未发现!

$

年内复

查! 然后每
6

年复查 "

8

#

& 无复发生存期'

)2'*))2.'2

9)22 :*)I(I,+

!

&@B

(定义*术后到发现肿瘤复发的时

间& 该研究设计通过了北京友谊医院伦理委员会的

批准'伦理编号*

JK@C!G%L!"D4!"M7

(&入组之前所有

患者签订知情同意书&

!"#

主要材料及试剂

细 胞 核 染 料
4

!

7!

二 脒 基
!!!

苯 基 吲 哚 '

4

!

7!

>(,0(>(.1!!! N;2.<+(.>1+2

!

OHPA

(

Q

美国
B(/0,

公司
R

!

抗白细胞表面抗原
%O46

磁珠
Q

德国美天旎公司
R

!

%3%

富集和鉴别试剂盒
Q

江苏菜尔生物医药科技有

限公司
R

!枸橼酸抗凝采血管
Q

美国
JO

公司
R

&

!"$

标本采集

术后
D

周进行采血*采集肘正中静脉血!弃去前

!0+

以防上皮细胞污染!保留之后
$S!0+

!立即轻柔

颠倒混匀
M

次&

!"% %3%

阴性富集法

按照试剂盒使用说明! 首先用缓冲液将所采集

$S!0+

血标本转至离心管中!室温离心
Q76"/L60(.R

后

去除血浆& 加入缓冲液!垂直混匀仪混匀
Q!")LM0(.R

!

红细胞裂解后!离心弃上清&将清洗过的微磁粒加入

血样中!室温混匀
QD""ED!")L!"0(.R

!室温离心
Q$""/L

60(.R

& 轻柔吸取上面两层溶液至新离心管!磁力架

静置
$0(.

!室温离心
Q!"8"/L$0(.R

!弃上清液至
D"""+

!

涂于载玻片&

!"&

免疫荧光原位杂交法鉴定
%3%

仔细观察标本片是否完全干燥!若仍有湿润处!

可置于
$"#E$8#

无风烘箱中! 每
D"0(.

观察一次

标本!若干燥则立刻取出&用科普林氏染色缸
#E$

中加入以下试剂! 试剂量以保证标本片完全浸入为

宜*溶液
!$BB% !$BB%

+

86T

乙醇+

M6T

乙醇+无水乙

醇+甲酰胺+工作液+甲酰胺+工作液& 调节
NC

值*将

染色缸
#

+

!

+

%

+

$

中的溶液调
NC

至
7S8E8S!

)将染

色缸
#

'

!$BB%

(放入
$8#

水浴锅预热&

@ABC

操作!

&

预固定*取
D$%@!

工作液'以下简

称
%@!

(完全覆盖标本区域!室温固定
MED"0(.

'注

意不可多于
D"0(.

(&

'

洗涤*小心吸去标本区上的

%@!

!放入已预热的染色缸
#

中静置
D"0(.

&

(

脱水*

标本片依次在染色缸
)

+

*

+

+

中静置
!E60(.

!室温

晾干&

,

避光&

-

盖片* 每个标本区加入
D""+ U

%GPM

探针!盖上盖玻片!注意避免气泡&取探针前可

瞬时离心!轻轻吹打混匀!并在液面处吸取&

.

封片*

吸取
&*==2)%202.-

!完全封住盖玻片边缘&

/

杂交*

HS

杂交仪设置程序* 变性
87#

!

60(.

) 杂交
$8#

!

DS6;

)

JS

将已封好的载玻片放入杂交仪!并启动杂交

论 著!$D
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程序!

!

洗片"

%&'$!

水浴锅中预热染色缸
"

#

#

$

(&

取出标本片%小心撕去
)*++,-.,/,01

%注

意切勿移动盖玻片$ 将标本放入已预热的缸

"

%小心甩去盖玻片$

.&

将已甩去盖玻片的标本

置于已预热的缸
#

中% 计时
23/40

% 期间每

3/40

轻摇一次!

$

洗涤"室温下%在染色缸
%

#

&

中各静置
2

次%每次
3/40

! 取出后用吸水纸

擦去除标本区以外的液体!

免疫荧光染色!

'

抗体配制"按每人份
!"(5

.6'3"%73#'

荧光抗体加入
28"(5 !9(:%

溶

液的比例%配制抗体工作液%混匀%避光待用!

抗体取用前%可瞬时离心!

)

洗片"用
"&!9(:%

洗标本区
!

次%确保覆盖满整个标本区!

*

孵

育"吸去标本区上的
"&!9(:%

%将配制好的抗

体加至标本区%室温下避光孵育
2;2&3<

! 注意

防止标本区干片%建议采用湿盒%并置于
$$!;

$=!

烘箱内孵育!

+

洗片"用
"&!9(:%

洗标本

区
!

次%吸净残留液体!

,

复染"将
6%>?

瞬时离

心后%液面处取
2"(5 6%>?

染液%加至标本区!

最后盖片%在荧光显微镜下观察&

74@*-, 2

'!

!"# .A.

细胞的阳性判定

.A.

判定标准"

-

光镜下"细胞核完整
B

蓝

色
C

%细胞呈圆形#长形或椭圆形%长径
#2"(/

!

.

荧光镜下"细胞核荧光原位杂交信号点
$!

%白

细胞表面抗原
.6'3

着色
DEC

!

.A.!!

判定为

.A.

阳性&

74@*-, !

'!

!

结 果

$"! .A.

检测结果分析

=$

例患者
.A.

检测中位数为
!

&范围
";

#

'!

.A.

总阳性率为
F3&89D'8G=$C

!复发与无复

发阳性率分别为
8=&3%

&

2'G2F

' 和
F!&=&

&

$'G

3=

'%差异有统计学意义
D>H"&"$8C

! 只有性别与

术后
.A.

阳性率显著相关&

AI+5, 2

'!

$"$

无复发生存期分析

)7:

为
$8&F

个月 &

#39.?

"

$F&#"3;'"&!#3

'! 所

有 患 者 平 均
)7:

为
'!&F

个 月 &

#3&.?

"

'"&$$" ;

''&#$2

'!

.A.

阳性者
JK!.A.

阴性者平均
)7:

为

'"&=

个月&

#3&.?

"

$=&FF!;'$&F##

'

JK 'F&"

个月&

#3&

.?

"

'$&'#";'8&3!F

'&

>H"&"'$

'&

74@*-, $

'!

根据
.A.

检测结果和术后辅助化疗%将患者分为
'

个亚组"

.A.L.MNOPL

组%

.A.E.MNOPL

组 %

.A.L

.MNOPE

组和
.A.E.MNOPE

组!

.A.E.MNOPE

组平均

)7:

为
'3&'

个月&

#3Q.?

"

'!&$!#;'8&3$F

'$

.A.L.MNOPE

组

中位
)7:

为
'3&8

个月 $

.A.L.MNOPL

组和
.A.E

.MNOPL

均未出现复发&

>H"&"$8

'&
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K41* <W+-4U4ZI14T0D4/7?:MC

K1I4040@

=& .A.K

4U,014R4VI14T0

%&'()* $ 98*61&2&.01&,6 ,2 3435 :; &7%9<= 510&6&6'

D%C 6%>?

"

+5*,

$

D(C .6'3

"

-,U

$
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!

期
F?F

患者使用辅助化疗被认为是!过度治

疗"# 即使这些患者中约
!"!

会在
L

年内复发或转

移$ 本研究发现#

F6F

阴性的
!

期
F?F

患者平均

?*>

显著优于
F6F

阳性患者$此外#辅助化疗可以使

两者的平均
?*>

无差异$这些结果表明#

F6F

可用作

选择
!

期
F?F

患者进行辅助化疗的敏感标志物$

但是#目前不推荐在
!

期
F?F

患者中常规使用辅

助化疗#因为只有一小部分患者从化疗中获益#对于其

他患者有害%生活质量下降甚至没有任何益处&

KP#

'

$ 没

有完全准确的临床病理特征用来决定需要进行辅助

化疗的
!

期
F?F

患者$

Q&';3'

等&

#

'研究发现
6

G

期%

穿孔% 组织低分化者
F?F

患者可进行辅助化疗#但

仍然没有足够的证据支持$ 我们发现这三个特征对

!

期
F?F

患者的平均
?*>

没有显著影响$ 虽然一

些新的分子生物标志物和高风险基因检测已经证

实#

F6F

可以为
!

期
F?F

患者制定治疗方案提供依

据#但是#尚没有任何一种检测方法能够准确地评估所

有
!

期
F?F

患者的预后$ 然而#应用
0+*R>S

法测得

的
F6F

阴性患者平均
?*>

显著优于
F6F

阳性患者$

从肿瘤患者的体液中检测到的
F6F

或肿瘤衍生

的生物标志物被称作是实体瘤中的 !液体活检"

&

HT

'

$

其优点包括创伤小%快速周转期%动态监测#与传统

病理只提供肿瘤局部病变相比# 提供了更全面的疾

病信息 &

$

'

$ 液体活检已被越来越多地研究或用于

F?F

患者的临床管理# 目的是从早期诊断到早期

F?F

的预后评估#预测进展期
F?F

的预后#以及对

治疗效果进行监测&

$

'

$

5&,8C

等&

II

'认为非
+F?F

患者

术后外周血中检测到
F6F

是复发的独立预测因素$

早期
F?F

的
F6F

检测依赖于更敏感和特异的

检测方法$在本研究中#我们采用阴离子富集和免疫

6+47)% > 96: ","$;5+5 .%2%,.+,4 (, 2(5*!(2%)"*+<%

=!=5 (? 5*"4% ! =9=

T MNT I!NT IKNT !GNT $TNT $MNT G!NT

INT

TNK

TNM

TNG

TN!

?
&
8
7
)
)
&
'
8
&
1
)
&
&
;
7
)
=
0
=
,
-

F6FO!

F6F!!

F6FO!"8&';3)&(

F6F!!"8&';3)&(

5UTNTG$VD3<"),'W 2&;2X

60+&V+3'2C;X

" I!N" !GN" $MN" GKN"

IN"

"NK

"NM

"NG

"N!

?
&
8
7
)
)
&
'
8
&
1
)
&
&
;
7
)
=
0
=
,
-

F6FPFSY.EP

F6FZFSY.EP

F6FPFSY.EZ

F6FZFSY.EZ

F6FPFSY.EP 8&';3)&(

F6FZFSY.EP 8&';3)&(

F6FPFSY.EZ 8&';3)&(

F6FZFSY.EZ 8&';3)&(

5UTNT$KVD3<"),'W 2&;2X

60+&V+3'2C;X

论 著!$$



中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.04

荧光原位杂交法!

%&'()*

"鉴定
+,+

# 该方法比传统

基于
-.+/0

的富集方法更有效$ 灵敏度和特异性

都更高%

1!

&

#

234

等%

5$

&认为$采样的时机也很重要$手

术会影响
+,+

检测结果的准确性$从手术当天到术

后
6

天内检测的
+,+

时没有预后意义的# 因此$我

们选择在术后第
6

天检测
+,+

# 结果显示
+,+

阳性

率为
789:!

$统计显示与性别显著相关$与其他临床

病理特征无显著相关性$ 但需要更多的样本量进一

步证实该结果的可靠性#这些结果与转移性
+;+

的

结果不一致 %

5<

&

$这意味着
+,+

可能是早期
+;+

患

者的独立预后因素#

根据文献报道$

!

期
+;+

患者根治术后的复发

率为
5"!=$"!

%

58>57

&

# 在本研究中$复发率为
5:9#!!

!

5<?6<

"$与之前的结果相似# 复发患者与未复发患

者的
+,+

阳性率存在显著差异# 此外$

+,+

阳性患

者平均
;')

比
+,+

阴性患者更短$两者差异具有显

著性!

@AB9B<$

"#这一结果与
C2/)/;

试验'辅助化疗

可以提高
!

期结直肠癌患者的生存率的结果一致%

56

&

#

另外$

#

例接受了辅助化疗的
+,+

阳性患者均未发

生复发$另外
<B

例
+,+

阳性患者未接受化疗$

5!

例

患者复发$两者差异具有显著性!

@AB9B$:

"#

本项研究存在局限性# 首先$总体样本量较小(

其次$随访时间较短$阳性事件相对较少$不得不使

用平均
;')

来取代中位
;')

$ 这降低了证据力度(

最后$在本研究中仅使用平均
;')

进行分析$而不

是中位
;')

和总体生存率
DEF3GHII JKGF%FHI

$

L)M

的整

体分析# 综上$

+,+

可用作预测
!

期
+;+

患者平均

;')

的预后因素$ 并有可能筛选出
!

期
+;+

患者进

行辅助化疗#
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