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摘要

目的: 建立一种富集胃癌患者外周血中癌细胞的有效方法.

方法: 先将不同浓度胃癌MGC-803细胞加入到健康人外周

血中 再用淋巴细胞分离液收集单核细胞 然后等分成3

份 并用3种方法处理-A方法 用CD45磁珠去除白细

胞;  B方法 用Ber-EP4 磁珠富集癌细胞; C方法 先后

使用上述2磁珠. 最后用定量RT-PCR检测看家基因β2微
球蛋白(β2MG)mRNA的量. 同法检测30例胃癌患者外周血.

结果: β2MG mRNA扩增曲线的交叉点(crossing point Cp)
数值与癌细胞数间有良好的负相关(方法A P <0.05 方

法B或C P <0.01). 方法C检测到的Cp值为3种方法中

最大的; 其灵敏度为1 mL血中含有1个癌细胞. 用A B

和C方法检测30例胃癌患者外周血癌细胞的阳性率分别为

70.00% 60.00%和36.57%(C与A比较 χ2=5.79 P <0.05;
C 与 B比较 χ2=4.92 P <0.05).

结论: 在检测胃癌患者外周血癌细胞的实验中 联用阴性

和阳性免疫磁珠可减少来自外周血白细胞的污染.

陈健, 郭俊明, 金之瑾, 肖丙秀. 3种富集胃癌患者外周血中胃癌细胞方法的

比较. 世界华人消化杂志  2004;12(2):461-464

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/461.asp

0   引言

现代肿瘤学认为 实体恶性肿瘤的血道转移是一相对

早期事件[1]. 在外周血中发现瘤细胞的患者应采取有效的

监测措施. 胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一 建立检

测外周血胃癌细胞的有效方法显得非常必要. 免疫磁珠

技术是近年来发展起来的一种新技术 已被应用于肿

瘤学领域中[2-4]. 为建立一种较为理想的富集外周血实体

瘤细胞的方法 本研究比较了采用阴性 阳性免疫磁

珠和联用2磁珠富集胃癌患者外周血癌细胞的情况.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌30例取自2002-08/2003-03在宁波大学医

学院附属医院的住院患者 均经病理确诊. 男 19例 女

11例 年龄65±12岁. 临床分期: 期 3例 期6例
期8例和 期13例. 人胃黏膜腺癌细胞系MGC-803购

自中国科学院上海细胞库. RPMI-1640培养液为美国

Gibco BRL公司产品. 小牛血清为杭州四季青公司产品. 抗

人CD45免疫磁珠和抗人Ber-EP4免疫磁珠分别购自宁

波新芝生物科技股份有限公司和挪威Dynal公司. RNeasy

Mini RNA 提取试剂盒和SYBR Green一步法逆转录-PCR

(reverse transcriptase-polymerase chain reaction RT-PCR)

试剂盒均由德国Qiagen公司生产. LightCycler 荧光定量

PCR仪由德国Roche公司生产.

1.2 方法

1.2.1 胃癌细胞稀释实验  MGC-803细胞置于含100 mL/L

小牛血清的RPMI-1640培养液中 37 50 mL/L CO2
培养. 细胞用0.5 g/L EDTA消化后准确计数. 用磷酸盐

缓冲液(PBS)将细胞稀释后加入到健康人血中 使每毫
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升含癌细胞数分别为1×104 1×103 1×102 1×101 1.
1.2.2 单核细胞分离  取患者外周血或上述制备的含胃癌

细胞的血液4 mL EDTA 抗凝. 用等体积Hank s 液

稀释 然后用淋巴细胞分离液分离单核细胞(mononuclear

cells MNC).

1.2.3 实验方法分类  获得的MNC等分成3份 分别进

行处理: (1)A方法(阴性磁珠法): 加入25 µL(1×107)抗人
CD45免疫磁珠 室温下混匀30 min. 在磁场中吸取上

清 1 000 rpm室温下离心5 min 收集细胞. (2)B方法

(阳性磁珠法): 加入25 µL (1×107)上皮细胞特异性的抗人
Ber-EP4免疫磁珠 混匀30 min (4 ).在磁场中放置

3 min(4 ) 弃上清. 加 800 µL PBS清洗磁珠5次. (3)
C方法(联用阴性和阳性磁珠法): 先后使用CD45磁珠和

Ber-EP4磁珠. 然后常规制作细胞涂片和HE染色. 按照

Mattsson et al [5]报道的方法 细胞结合3个及以上的磁

珠为阳性.

1.2.4 总RNA提取  按RNeasy Mini RNA 提取试剂盒说

明书提取.

1.2.5 引物  扩增看家基因 β2微球蛋白(β2 mircoglobulin
β2MG)mRNA 的引物序列为: ACCCCCACTGAAAAAGATGA
(正义链) 和ATCTTCAAACCTCCATAGTG (反义链) [6].

1.2.6 荧光定量RT-PCR  用SYBR Green一步法RT-PCR

试剂盒在LightCycler 荧光定量PCR仪上进行. 20 µL反应
体积中含有2 µL RT-PCR反应混合物 引物10 pmol
RNA 8 µL. 逆转录反应在50 进行20 min 随后95 
保温15 min. PCR反应的参数为: 94  15 s 50  25 s

72  20 s 共 40个循环. β2MG mRNA的定量以扩增
曲线的交叉点(crossing point Cp)的数值来表示. 产物

特异性经解链曲线分析确定.

         统计学处理  应用SPSS(10.0)统计学软件对结果进行

分析. 通过计算相关系数 r来确定Cp值与细胞数的关

系 阳性率比较采用 χ2检验. 以 P <0.05有统计学意义.

2   结果

2.1 细胞形态学观察  健康人血中加入MGC-803细胞

经阴性磁珠筛选去除了绝大多数白细胞 保留了癌细

胞和少量白细胞(图1). 用阳性筛选和联用阴 阳性磁珠

富集的癌细胞与磁珠呈玫瑰花样结合(图2 3). 中间直

径大者为胃癌细胞 其余为白细胞.

2.2  MGC-803细胞稀释实验结果  MGC-803细胞加入

到正常人外周血中 经3种方法富集癌细胞 然后用

RT-PCR检测 2MG mRNA的量(图4A). 经解链曲线分

析各方法扩增产物的Tm值一致 并与阳性对照的Tm

值吻合(图4B). 说明RT-PCR的特异性好.阴性对照均未

见扩增 表明无污染(图 4). 2MG mRNA的Cp值与

细胞数成负相关(A方法 r=0.848  P<0.05; B 方法

r=0.988 P<0.01; C方法 r=0.959  P<0.01; 表 1). 在

含相等癌细胞的血液中 C方法的Cp值均大于A和B

方法的Cp值 其灵敏度为每mL血含1个癌细胞(表1).

图1  用阴性免疫磁珠去除白细胞后检测到的胃癌细胞(HE染色, ×1 000).

图 2  用阳性免疫磁珠筛选到的胃癌细胞(HE染色, ×400).

图 3  联用阴性和阳性免疫磁珠筛选到的胃癌细胞(HE染色, ×1 000).

表1  健康人血中加入胃癌细胞后 β2MG mRNA RT-PCR测定的Cp值

癌细胞数(n/mL)           A方法 a            B 方法 b          C方法 b

1×104 19.35 18.87 21.21

1×103 20.00 23.80 26.87

1×102 20.46 24.56 27.19

1×101 20.91 24.89 27.22

1×100 21.09 25.50 29.30

数据为2次RT-PCR结果的平均数. aP <0.05, bP <0.01.

2.3 胃癌患者β2MG mRNA检测结果  由于细胞数与Cp
值呈负相关(表1) 故以各方法的最低检测灵敏度的Cp

值作为阳性结果判断的临界值. 30例胃癌患者的结果显

示 A B和C方法的阳性率分别为70.00% 60.00%

和 36.67%. C 与A比较 χ2=5.79 P <0.05; C 与 B比
较 χ2=4.92 P <0.05. C方法阳性病例与病期的关系为:
期0.00% (0/3) 期 33.33%(2/6) 期 37.50%(3/8)

46.15%(6/13).
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3   讨论

外周血肿瘤微转移的检测对于治疗方案的选择具有重

要意义 而瘤细胞的富集可提高RT-PCR 免疫组织

化学 端粒酶活性分析和流式细胞术等分析肿瘤细胞

方法的灵敏度和特异度[2, 7-8]. 免疫磁珠可应用于富集外

周血 淋巴结 胸腹水 尿液等中的癌细胞 可分为阳

性筛选和阴性筛选[4]. 对于上皮性肿瘤来说 Ber-EP4

磁珠和CD45磁珠分别为阳性磁珠和阴性磁珠[4, 7, 9].

        根据荧光定量RT-PCR的原理 扩增曲线的Cp值

与被检测mRNA的拷贝数呈负相关 可以代表mRNA

的拷贝数[10]. 有多项研究认为 β2MG是最合适的参照基
因[11-13]. 定量检测β2MG mRNA已成功用于微量残留白血
病的监测中[11]. 本研究的胃癌微转移的模型实验结果显

示 β2MG mRNA扩增曲线的Cp值与细胞数间有良好
的相关性 尤其是联用2类磁珠时相关性更好(表1). 荧

光定量RT-PCR在封闭的毛细管中进行 无需扩增后

的产物分析(如: 电泳) 可避免产物对反应的污染; 实验

结果通过Cp 值来反映 不受循环数的影响.

       使用免疫磁珠富集外周血中的肿瘤细胞时 有可

能存在一定数目的血细胞的污染. de Cremoux et al [7]报

道 大约有100个白细胞的污染. 本研究结果显示 在

正常人外周血中混入胃癌细胞后 用联用磁珠方法检

测到的 β2MG mRNA的Cp值明显比相应的单用阳性或
阴性磁珠测出的值大(表1); 涂片镜检也发现阴性筛选后

仍可见少数白细胞(图1). 这说明单用免疫磁珠有白细胞

的污染. Ikeguchi et al [14]以细胞角蛋白20 mRNA作为胃

癌细胞的分子标志 发现癌细胞的阳性率为33.3%. 此

结果明显低于本实验单独使用一种磁珠的结果. 提示单

独使用一种免疫磁珠会造成白细胞的污染. 因外周血微

转移的检测对于肝癌[15-17] 胃癌[18]和肠癌[19-20]等的诊

断 判断转移和指导预后等有较大的临床意义 所以

本文报道的方法对进一步提高实体瘤血道微转移检测

水平可能有较大的应用价值.
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摘要

目的: 从不同角度探讨大鼠肠缺血再灌注对小肠屏障 吸

收 通透和传输等功能的影响 为更深入地研究肠道损伤

及其保护提供防治依据.

方法: 以Wistar大鼠肠缺血再灌注(I/R)作模型 将动物随

机分为健康对照(C) 肠系膜上动脉夹闭1 h(I) 夹闭后再

灌1 h(R 1h) 2 h(R 2h)和 4 h(R 4h)共 5个组. 分别测血或

小肠组织的二胺氧化酶(DAO) D- 乳酸 D- 木糖 肠

传输 脂质过氧化物(MDA)和髓过氧化物酶(MPO) 并作

小肠普通光镜检查.

结果: R 1h和R 4 h组的血浆DAO显著升高(R 1h 1.60

0.53  R 4 h 1.58 0.63 vs C 0.94 0.30 P <0.05)

小肠DAO各组有不同程度的降低 R 2h组降低显著(R 2 h

2.52 0.49 vs C 3.59 1.18  P <0.05) 血浆和小肠DAO

的变化呈负相关(r =-0.648 P <0.05). 缺血和再灌注后各时相

点血D-乳酸浓度升高 其中R 1 h和R 2 h升高显著(R 1 h

4.63 1.13  R 2 h 3.58 0.57 vs  C 2.31 0.89  P <0.05). 缺

血再灌注后肠道D-木糖的吸收增加 小肠的传输显著加快.

结论: 肠缺血和再灌注后小肠的屏障 吸收 通透和传输

功能均显示不同程度的改变.

黎君友, 孙丹, 吕艺, 晋桦, 胡森, 盛志勇. 肠缺血再灌注对小肠屏障 吸收

通透和传输功能的影响. 世界华人消化杂志  2004;12(2):464-466
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0   引言

近20 a的研究表明肠道在MODS发生发展过程中具有重

要作用[1-6] 为此建立了多种创伤动物模型[7-10] 旨在

探讨其发病机制[11-17] 其中尤以肠黏膜屏障功能损害及

其保护具有重要临床意义[18-22]. 本研究拟从大鼠肠缺血再

灌注模型中 动态地探讨肠系膜上动脉缺血后再灌注对

小肠屏障 吸收 通透和传输等方面功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  健康 Wistar大鼠42只 体质量180-240 g

购自军事医学科学院动物中心. 动物经适应性饲养1-2 wk

后 随机分为对照组(C) 肠系膜上动脉夹闭1 h(I) 夹闭

后再灌1 h(R 1h) 2 h(R 2h)和 4 h(R 4h)5组 每组7-10

只动物 禁食过夜 自由饮水. 大鼠腹腔注射30 g/L的

戊巴比妥钠(35 mg/kg)麻醉后 常规消毒取腹正中切

口 游离肠系膜上动脉(SMA) 以无损动脉夹夹闭SMA

起始部 1 h后松夹恢复SMA血流 即为肠缺血-再

灌注模型. 对照组行同样步骤 但不夹闭SMA. 全部动

物按不同时间点活杀取血和小肠组织制作样品.

1.2 方法  血和小肠组织二胺氧化酶(DAO)测定采用黎君

友 et al [23]稍作方法调整的DAO法测定血和小肠组织

DAO活性; 以Brandt et al  [24]方法测血浆D-乳酸含量; 以

Eberts et al [25-26]方法作适当调整测血浆D-木糖含量; 以胃

内注射葡聚糖蓝(0.5 g/mL)动物活杀后 取小肠全长 以

5 g天平法码垂挂量小肠全长 然后再量葡聚糖蓝染色长

度 以计算动物小肠传输百分率[27]. 参考Koike和Mullane

方法[28-29]作适当修改测定小肠组织髓过氧化物酶活性

(MPO). 小肠组织丙二醛(malondialdehyde  MDA)含量采用

TBA分光光度法测定[30]. 光镜下观察小肠组织形态学变化.

        统计学处理  数据以均值加减标准差表示(mean±SD)
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