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胃癌的转移和复发是影响预后的重要因素#而

存在于患者淋巴结#外周血#骨髓和腹腔中的微转移

是导致转移和复发的基础$+,#%& 由于进入血中的肿瘤

细胞极其微量#采用传统的病理学’免疫细胞化学等

方法难以检测 $-%& 我们采用逆转录&实时荧光定量

./% 技术!以下简称荧光定量 ./%"#用角蛋白片段

/0+* 为标记物# 探讨其在胃癌患者外周血中表达

的临床意义及与病理临床的关系# 以期为临床治疗

方案的选择与评价预后提供依据&
! 材料与方法

+1( 临床资料及标本的采集

胃癌患者 *! 例#分别于手术或化疗前后抽取静

脉血检测#内科门诊非肿瘤患者 !! 例&
(1! 荧光定量 %2)./% 方法的建立

提取 34/&*"+ 细胞总 %5’#制备 675’ 行常规

./% 反应& 将纯化的 ./% 产物合成质粒并克隆#得

到定量阳性标准模块&检测时#将克隆的定量阳性标

准 按 每 !8 +9&’+":’+9;’+9-’+9#’+9!’+9 拷 贝 数 梯 度

稀释# 加于不同反应管中# 反应体系中包括 /0+*
上’下游引物!上海久盛医疗用品有限公司设计并提

供"#/<=>?@?>>A 荧光染料’2BC 酶 !美国 4DE/F 公

司"等#在 .G;&99 荧光定量 ./% 扩增仪上扩增#反

应结束后在计算机上得到标准曲线# 自动计算出样

品的定量结果&

生损伤的基因# 使细胞向恶性转化& 本研究发现

HI3J! 与 K;# 异常表达无相关性#提示 K;# 的突变

可能与 HI3J! 无关#但是否与其他 II% 基因有关

值得进一步探讨&
本研究显示#K;# 与 ./5’ 表达呈正相关& 这与

4LAMB 等$:%研究结果一致& 此外#在对食管癌和子宫

内膜癌的研究中也得到相似的结果$&#$%& 这提示 K;#
突变与细胞增殖活性增强有关& 原因可能是野生型

K;# 可以诱导 K!(N’O+ 表达#K!+N’O+ 是细胞周期依赖

性激酶的抑制因子# 抑制 ./5’ 及 ./5’)75’ 聚

合酶 " 的活性而导致 4+ 期停滞& K;# 突变后失去这

种抑制能力#导致细胞过度增殖$*%&
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$%# 标本与检测

取 &!’ ()*+ 抗凝血!采用 *,-./0 试剂!,1+
抽提试剂盒"上海生工公司#提取血液中的总 ,1+!
测定 + 值!并计算出含量$ 具体操作按试剂盒说明

进行$ 取 !!2 ,1+ 按上述方法制备 3)1+!将制备

的 3)1+ 取 &!’ 加入荧光定量 45, 反应体系!同时

设置阴性对照和阳性定量梯度对照! 在 4(&6"" 荧

光定量 45, 仪上扩增$ 反应结束后计算出每 !2 总

,1+ 中 5789 :,1+ 基因的拷贝数$
8%; 统计学分析

结果资料输入 <4<<8"%"89 版本分析!多组样本

比 较 采 用 7,=<7+0>?+00-< 检 验 %*1@ 分 期 与

5789 :,1+ 表 达 量 关 系 采 用 <4(+,@+1 等 级 相

关分析$
! 结果

!%8 荧光定量 ,*>45, 结果

4(&6"" 型扩增仪在 45, 反应进行的同时!每

A%&B$% 检测 8 次 45, 产物量"荧光变化强度&$ 将不

同的标准起始模板数’5/&按 8"C(8"&(8";(8"#(8"!(8"
加入 45, 反应体系! 当荧光强度增加到某一阈值!
45, 产物进入指数增期!此时的循环次数"5* 值&被

记录下来) 将不同梯度定量模板数与 5* 值做对数

拟合后!得到定量标准曲线!样品与标准曲线比较即

能准确反映待检样品的起始模板量*
!%! 5789 :,1+ 表达

9! 例 胃 癌 患 者 治 疗 前 外 周 血 5789 :,1+ 阳

性表达者 #6 例’;8%#D#!!! 例非肿瘤对照组无 $ 例

阳性表达*
!%# 临床病理因素与 57$9 :,1+ 表达关系

57$9 :,1+ 的拷贝 数 在"期 患 者 明 显 增 高!
与#+$(%期相比!有显著性差 异!!EF%F$!但&(
$( %期之间差异无显著性!!GF%F&%*; 期与 *$(*!(
*# 期 57$9:,1+ 表达的拷贝数差异有显著性!!E
F%F$!而 *$(*!(*# 期之间无显著性差异!!GF%F&%低(
中( 高分化组间比较无显著性差异!!GF%F&%1 分期

,淋巴结转移&组间比较无显著性差异!!GF%F&%远处

!A 例转移与 C; 例非远处转移两组患者间比较差异

有显著性!!EF%F$*
" 讨论

微转移播散并存活于血循环中是肿瘤发生显性

转移的前提 -!.!早期发现微转移有助于我们对恶性

肿瘤进行全面的认识!为治疗提供依据*
57$9 是细胞角蛋白的一种! 主要分布于腺上

皮和腺上皮起源的恶性肿瘤* 由于周围静脉血中不

表达 57$9!因此 57$9 :,1+ 常作为检测周围静脉

血中癌细胞的标记物-;H&.* 荧光定量 45,!实施终点

定量!实时检测反应物变化!重复性好!可信度高 -&.*
本 研 究 采 用 此 方 法 检 测 9! 例 胃 癌 患 者 外 周 血 中

5789 :,1+ 基因!其阳性表达 #6 例,;8%#D#!较国

内外学者报告稍高! 可能是本组患者大部分为晚期

患者所致* 而 !! 例非肿瘤患者无 8 例阳性表达!显

示较高的特异性* *; 期及远处转移患者外周血中

5789 :,1+ 拷贝数显著升高!甚至&+$期患者中

外周血亦有 5789 :,1+ 拷贝! 提示胃癌早期即可

发生血源性播散!随着临床分期的增加!血液中癌细

胞的检出率逐渐增高* 因而采用此方法有助于判断

胃癌分期及发现早期转移灶*
! 例"期患者!5789 :,1+ 阴性! 经过重复抽

血随访!8 例患者 5789 :,1+ 检测阳性* 可能与肿

瘤细胞间歇性地脱落或侵袭进入血流! 且多数被免

疫系统清除有关-C.* 因脱落的癌细胞大多数聚集成

团!在血流中分布不均!导致外周血癌细胞检出率降

低! 故本法不能在所有患者外周血中检测到 5789
:,1+!多次采血检查可减少漏诊率*

!& 例 胃 癌 患 者 行 根 治 术 后! 外 周 血 中 5789
:,1+ 阳性拷贝数无明显下降*推测其原因为/##术

前已有癌细胞播散%"# 手术操作促使癌细胞进入血

循环%&#免疫功能低下*手术增加了循环癌细胞逃避

免疫监视而形成微转移灶的机会 -6.!因此应重视手

术时癌细胞的播散!术后尽早化疗!避免血道播散*
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