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摘 要!$目的% 探讨
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表达与胃癌腹腔转移的相关性& $方法% 利用实时荧光定量
./'

检测
0-

例胃癌患者腹腔冲洗液中
'() *+

'

/12!!&

'

/3!-

的表达水平& $结果% 病理诊断已明
确发生腹腔转移的

#!

例胃癌腹腔冲洗液中
'() *+

的相对表达量为
,&4,

!

!54!6,745

("显著高
于
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例未发生腹腔转移的
'() *+

的相对表达量
!!42
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.8-4-#2
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表达水
平与患者淋巴结转移'淋巴管侵犯'临床分期等密切相关& 淋巴结转移和淋巴管侵犯阳性的患
者腹腔冲洗液中

'() *+

的表达水平明显升高!均为
.8-4-!&

(*晚期胃癌)

!

期和
"

期(患者腹
腔冲洗液中

'() *+

的表达水平明显高于早期胃癌患者)

*

期和
#

期()

.8-4-#0

(&

'() *+

在胃
癌患者中敏感性)

#--4-9

(优于
/12!!&

)

55429

(和
/3!-

)

0%4,9:

& $结论%

'() *+!

的表达与胃
癌的腹腔转移密切相关"利用荧光定量

./'

检测胃癌患者的腹腔冲洗液中
'() *+!

的水平"可
以提高对胃癌腹腔转移的预测&
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我国是胃癌的高发区" 其患病率和死亡率均是

世界平均水平的
!

倍多&

!""%

年我国胃癌发病率在

男性中达
,&4%5b#-

万"女性中为
#&4&5b#-

万*每年新

发胃癌患者达
&-

万人"死亡人数达
,-

万人"是我国

第二大常见肿瘤 $

#

%

& 随着手术'放化疗'免疫及生物

治疗技术的日臻完善" 胃癌患者的
0

年生存率有了

长足的进步"但仍有
,-9%0-9

左右的患者术后复发

转移&临床显示"胃癌术后复发和不能根治切除的主

要原因是腹膜转移& 胃癌腹膜种植转移占全部胃癌

手术者的
,-9%0-9

" 根治切除术后复发率为
0-9%

5-9

"且占术后死亡原因的
0,4%9

$

!

"

,

%

& 因此"能够早

期发现与胃癌腹腔转移密切相关的分子靶标" 对提

高胃癌的治疗效果具有重要的意义&
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是再生基因

S@()(E(@BCDE) )(E(

"

']J

或
'():

家族的一名新成员&

近年" 国内外研究者应用多种生物学技术包括基因

表达序列 分 析
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芯片等 $
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%对胃癌进行了一系列基因
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表达谱分析! 均发现
<26 =9

在胃癌中特异性上调!

是胃癌的高表达基因之一"

<26 =9

的表达与神经内

分泌细胞相关 #

>

$

!在胃癌中通过抑制肿瘤细胞的凋

亡%参与
?!@)

化疗耐药#

%

$等过程可能成为胃癌治疗

的新一代分子标志"近年相关研究还发现
<26 =9

的

表达参与胃肠道肿瘤的远处转移! 如大肠癌的肝转

移#

A

$

%胃癌的腹腔转移#

$"

$等"

为了进一步研究
<26 =9

与胃癌腹腔转移的相

关性和临床价值!我们利用荧光定量
B/<

技术检测

了
?"

例胃癌患者腹腔冲洗液中的
<26 =9

以及与胃

癌分子标志物糖类抗原
>!!&

&

/C>!!&

'% 角蛋白
!"

D/E!FG

等的表达水平" 通过分析各基因与临床病理

相关因素的关系!探讨利用
<26 =9

作为胃癌腹腔转

移指标的检测价值! 为阐明胃癌腹腔转移的发生和

发展规律提供客观依据"

$

材料与方法

!"!

一般资料

选取
!FF%

年
$$

月
H!FFA

年
$$

月在浙江省肿

瘤医院行手术治疗的
?F

例胃癌初诊患者的腹腔冲

洗液"

?F

例胃癌患者中男性
!%

例!女性
!!

例(中位

年龄
?%

岁&

&FH>!

岁'" 病理类型)腺癌
&F

例!其他

$F

例&黏液癌
I

未分化癌
I

髓样癌
I

印戒细胞癌'" 临床

分期)根据
!FFJ

年版
K=//

制定的胃癌
L;M

分期!

!

期
!!

例!

"

期
A

例!

#

期
$$

例!

$

期
%

例"其中病

理诊断明确发生腹腔转移的胃癌患者
$!

例!未发生

腹腔转移的胃癌患者
J%

例"

!"#

方 法

$:!:$

标本的采集及处理

腹腔冲洗液的收集) 胃癌患者术中如发现有腹

水则吸取之( 无腹水者以生理盐水分别冲洗腹腔及

网膜囊!吸出收集" 收集的腹腔冲洗液
J """6

离心

?N1+

!弃上清备用"

$:!:!

荧光定量
<LO</<

用血液提取总
<;C

试剂盒&

CP762+

!美国'提取

总
<;C

!逆转录试剂盒&

L,E,<,

!日本'逆转为
5Q!

;C

" 所有的操作严格按照试剂盒说明进行"

利用荧光定量
B/<

试剂盒&博日!杭州'检测各

标本中的
<26 =9

%

/C>!!&

及
/E!!"

的
N<;C

表达

水平!内参基因为
RCBQS

" 根据
R2+T,+U

中所报道

基因序列设计并由上海英骏公司合成相关引物" 分

别是)

<26 =9!@V?"!RCRLRL/CRL/LLC/RRCCC/R!J"

!

<26 =9!<V?" !L/RLR/CRR//CCL//CLCL/!J" W

/C>!!&!@V?"!CCCCRRCRRRCRLLC/C/L/CRR!J"

!

/C>!!&!<V?" !R/LRLRCRRRC/C/CL/CRCR!J" W

/E!F!@V?"!CLRRCLLL/CRL/R/CRCCR/!J"

!

/E!F!

<V?" !/L///CLCRLL/C//RLRLRL!J" WRCBQS!@V

?" !RCCRRLRCCRRL/RRCRL/!J" WRCBQS!<V ?" !

RCCRCLRRLRCLRRRCLLL/!J"

"

荧光定量
B/<

设置参数 )

A?# !N1+

(

A?$ $F3

和
XF$ JF3

! 循环
&F

次! 在
XF$

处收集荧光信号"

B/<

实验完成后!再通过溶解曲线分析产物的特异

性" 溶解曲线参数设置按照
>?FF

荧光定量
B/<

仪

&

CY=

!美国'的设置参数设置!具体如下)

A?$ $?3

(

XF$ $N1+

(

A?$ $?3

(

XF$ $?3

"

荧光定量
B/<

结果分析) 基因的相对含量通过

$FFF%!

O!/Z 方法分析!其中
O!/Z[O!

&

/Z 靶基因O/Z 内参'"

J

个指标均以正常对照组中最大值作为分界点判断

阴阳性"

!"$

统计学处理

所有数据均用
\B\\ $J:F

软件包进行统计处

理!计量资料采用中位数&

B!?

!

B>?

'表示" 利用秩和

检验
M,++!]01Z+27 Z23Z

对数据进行统计分析"

B&

F:F?

为差异有显著性"

!

结 果

#"!

发生腹腔转移和未发生腹腔转移的胃癌患者

<26 =9

相对表达量比较

?F

例胃癌患者中经病理诊断已明确发生腹腔

转移的患者
$!

例! 其腹腔冲洗液中
<26 =9

相对表

达量为
J&:J ^!X:!HJA:XG

(

J%

例未发生腹腔转移患者

的
<26 =9

相对表达量为
!!:>

&

$%:&HJJ:F

'"

<26 =9

相对表达量在发生腹腔转移的胃癌中显著升高&

B[

F:F$>

'"

#"#

胃癌患者腹腔冲洗液中
<26 =9

!

/C>!!&

!

/E!F

相对表达量与临床病理参数的关系

胃癌患者腹腔冲洗液中
<26 =9

的相对表达量

在有否淋巴结转移% 淋巴管侵犯及不同临床分期时

有显著差异" 淋巴结转移和淋巴管侵犯阳性的患者

腹腔冲洗液中
<26 =9

的表达水平明显升高 &均为

!&!
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患者 临床分期 分化程度
'() *+ ,-.!!& ,/!"

$ !

低分化
0 1 2

! "3

高分化
0 2 2

4 !

中分化
0 2 2

& !

低分化
0 2 2

5 !

高分化
0 0 0

6 "3

高分化
7 0 0

. "3

中分化
0 0 0

% !

低分化
0 0 0

8 !

低分化
0 0 0

$" "3

高分化
0 0 0

$$ !

中分化
0 0 2

$! !

中分化
0 0 0

9:;<;!&

!"晚期胃癌#

"

期和
!

期!患者腹腔冲洗液

中
'() *+

的表达水平明显高于早期胃癌患者#

#

期

和
$

期!#

9:;<;#5

!$

胃癌患者腹腔冲洗液中
,-.!!&

相对表达量在

不同肿瘤浸润深度%血管侵犯%淋巴管侵犯%淋巴结

转移%临床分期等方面有显著差异$

胃癌患者腹腔冲洗液中
,/!;

相对表达量在不

同肿瘤浸润深度%淋巴管侵犯%淋巴结转移%临床分

期等方面有显著差异$ 见表
#

$

!"# '() *+

!

,-.!!&

!

,/!;

敏感性比较

在
5;

例胃癌患者中&根据病理资料显示明确发

生腹腔转移的患者有
#!

例$

,-.!!&

表达阴性的患

者
&

例& 敏感性为
66<.=

#

%>$!

!"

,/!;

表达阴性的

患者
5

例&敏感性为
5%<4=

#

.>$!

!"

'() *+

表达均为

阳性&敏感性为
$;;=

#表
!

!$

4

讨 论

'()

家族属钙依赖的植

物凝集素超家族& 编码一组

涉及胃肠道黏膜对损伤反应

的重要蛋白&具有抑制凋亡&

促进增殖& 促进胰腺
%

细胞

和神经细胞生长及急性反应

等作用 '

$$

(

$

'()

的作用最早

是在糖尿病研究中发现的&

近年来随着研究的深入&发

现
'()

家族成员不仅与胰腺

炎%创伤%胆总管结石及阿尔

茨海默病等疾病相关'

$!?$5

(

&而

且参与多种肿瘤的发展进

程$ 不同家族成员在相应肿

瘤的高表达& 可以作为预后

差的标志 '

$6

(

&因此
'()

异常

表达或异位表达在肿瘤中的

作用受到了越来越多的关

注$

利用实时荧光定量
9,'

检测胃癌患者腹腔冲洗液中

'() *+

的表达水平能够较为

敏感地反应患者体内肿瘤转

移状况$ 大量临床病例统计

表明& 利用传统腹腔冲洗细

胞学#

@(ABCDE(FG GFHF)( IJCDG!

D)J

&

9K,

!检查方法检测腹腔

脱落癌细胞& 浆膜受侵的胃

癌 的
9K,

阳 性 率 为
&;= "

5;#

& 但部分
9K,

阴性病例

表
$ '() *+

!

,-.!!&

!

,/!;

相对表达量与临床病理参数的关系

注
L M

)

9$"<"5

&

NN

)

9$"<"$

$

表
! '() *+

!

,-.!!&

!

,/!"

敏感性比较

参数 例数
'()*+ ,-.!!& ,/!"

平均值
9

平均值
9

平均值
9

性别
女性
男性

!!

!%

!4<46

!.<$%

"<54!

!.<"5

!&<!8

"<&58

!4<&$

!.<$&

"<4$6

分化程度
高分化
中分化
低分化

4!

8

8

!5<5!

!8<44

!$<6$

"<54!

!&<"8

!&<6.

4$<44

"<444

!5<5!

!4<!!

!.<.!

"<.66

浸润深度
O

$

O

!

O

4

O

&

$$

!5

$!

!

$%<6&

!4<%%

4&<!8

4"<.5

"<"6$

$8<55

!4<&"

4&<8!

!%<""

"<"!.

N

$5<""

!.<$6

4$<44

!.<5"

"<"$8

N

血管侵犯
阳性
阴性

$"

&"

4!<55

!4<.&

"<"%.

45<""

!4<$4

"<"!"

N

!%<$5

!&<%&

"<5!6

淋巴管侵犯
阳性
阴性

$.

44

4!<""

!!<$5

"<"!&

N

44<!8

!$<&%

"<""!

NN

4"<8$

!!<.$

"<"46

N

淋巴结转移
阳性
阴性

!8

!$

!8<&.

!"<"!

"<"!&

N

4"<6!

$%<&4

"<""$

NN

44<$"

$5<""

"<"""

NN

肿瘤大小#

IP

!

长径
Q5

长径
!5

4&

$6

!6<%&

!!<66

"<4&&

!6<%!

!!<68

"<!8.

!5<64

!5<!!

"<8$.

临床分期
&0$

"0!

4$

$8

!$<5%

4$<%8

"<"$5

N

!"<%$

44<$6

"<""$

NN

!$<!$

4!<5"

"<""4

NN

!&4



肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"$!89(-:#%8;(:&

术后仍发生腹膜转移! 尤其是无腹水或腹腔癌细胞

较少的胃癌病例常会漏诊! 这也是部分患者细胞学

阴性而术后仍复发的原因之一! 且因腹腔内常有脱

落的间皮细胞干扰镜下观察"容易产生偏差#更重要

的是" 部分细胞学阴性患者术后仍会出现腹膜播散

的情况"诸多因素降低了它的临床实际价值!病理学

的连续切片和免疫学等检测可以发现在淋巴结$骨

髓和血道的微转移细胞"但敏感性较低!免疫组织化

学技术通过选用肿瘤细胞标志物的抗体" 特别是采

用单克隆抗体进行细胞抗原标记" 可区别出正常细

胞和肿瘤细胞间的差异" 其敏感性较细胞学检测有

了较大的提高"但依然存在特异性$敏感性不高的问

题!荧光定量
<=>?/<

方法具有时间短
@

小于
A0B

$敏

感性高的特点" 能够检测出
#C

>D 个正常细胞中的个

数级别肿瘤细胞"不但远远高于常规的检验方法"而

且敏感性优于常规
<=>?/<

%

$D

"

$%

&

"目前正越来越多

地被应用于临床检测!

同时" 研究结果显示有淋巴结转移以及淋巴管

侵犯的患者
<26 E9

表达水平明显升高"与
F17,6,G,

等%

#C

&研究结果相同! 同时"我们还发现胃癌早期
H

晚

期患者
<26 E9

表达差异显著"临床
!

期及
"

期患者

表达水平明显高于
#

期$

$

期患者'

?IC:C$J

("提示

<26 E9

参与了胃癌疾病的进展"特别与其转移密切

相关! 利用
<26 E9

作为胃癌腹腔转移的检测靶标"

敏感性较高! 与目前较为常用的胃癌转移的分子标

志 物
/KD!!&

$

/L!C

等 相 比 较 "

<26 E9

敏 感 性

'

#CCM

( 要优于
/KD!!&

'

NN:DM

($

/L!C

'

J%:AM

(!

L(O,7,301

等 %

#P

&

$

=,(

等 %

!C

&通过检测胃癌患者血清

<26 E9

$

/QK

$

/K#P!P

和胃蛋白酶的表达水平"也发

现
<26 E9

敏感性和特异性均优于其他检测指标!我

们在分析胃癌患者腹腔冲洗液中
<26 E9

$

/KD!!&

和

/L!C

的表达水平与临床病理资料的相关性时发现"

/KD!!&

和
/L!C

与肿瘤的浸润深度关系密切 '

?

分

别为
C:C!D

和
C:C#P

("但是
<26 E9

表达水平与肿瘤

浸润深度未见显著性差异'

?IC:CN#

(!肿瘤的浸润深

度与腹腔转移关系密切"凡有腹腔内种植者"通常其

浆膜多有浸润! 然而"在本研究中
<26 E9

与肿瘤浸

润深度并没有如
/KD!!&

和
/L!C

具有显著性差异"

其可能原因是
<26 E9

引物设计有待最佳化!

/KD!!&

和
/L!C

是两个很成熟的胃癌腹腔转移标志物"引

物很成熟#而
<26 E9

研究较少"引物设计等诸多环

节都有待于进一步完善!

综上所述"

<26 E9

与胃癌腹腔转移密切相关"

利用荧光定量
?/<

检测胃癌患者的腹腔冲洗液中

<26 E9

的水平"可以提高对胃癌腹腔转移的预测!
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