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Abstract
AIM: To detect the free cancer cells in the peritoneal 
washes and tissues, and to explore their significances 
in the prediction of peritoneal metastasis of gastric 
cancer.

METHODS: The peritoneal washes and tissues were 
collected during laparotomy from 38 patients with 
gastric cancer and 5 with benign gastric disease. 
Peritoneal lavage cytology was performed for the 
washes, and the carcinoembryonic antigen (CEA) 
mRNA of the free cancer cells was detected by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The CEA mRNA positive rates of the free 
cancer cells in the peritoneal washes and tissues were 
36.8% (25/68) and 38.2% (26/68), respectively, which 
were both higher than that of cytological examination 
[25.0% (17/68)]. The TNM staging, depth of invasion, 

lymph node metastasis, serosal involvement were 
correlated with the positive rate of CEA mRNA.

CONCLUSION: CEA mRNA is more sensitive and 
specific in the detection of peritoneal micrometastasis 
of gastric cancer.
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摘要

目的：运用细胞学及RT-PCR方法对胃癌患者术中腹腔冲

洗液、腹膜组织进行检测，以探讨对预测胃癌腹腔微转移

的意义.

方法：胃癌68例和胃良性病变5例，收集患者术中腹腔冲洗

液，并同时切除少量大网膜、腹膜作为对照.用RT-PCR方

法测定冲洗液中游离细胞的CEAmRNA表达，同时作冲洗

液细胞学检查(PLC).

结果：腹腔冲洗液和腹膜组织中的CEAmRNA的阳性率分

别为36.8%(25/68)，和38.2％(26/68)，皆高于腹腔冲洗液

细胞学25.0%(17/68).CEAmRNA的阳性率与肿瘤的分化程

度、浸润深度、淋巴结转移、浆膜侵犯深度呈正相关.

结论：CEART-PCR方法对于检测腹腔微量游离癌细胞较

PLC有更高的灵敏度和特异性，是一种检测胃癌腹腔微转

移的有效方法.

关键词：RT-PCR；CEA；胃癌；腹膜转移；腹腔冲洗液；细胞

学检查
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0  引言

已侵及浆膜的胃癌患者，术后易发生腹膜转移，5 a生
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性差异.

2  结果

胃癌68例腹腔液和腹膜组织中C E A m R N A的阳性率为

36.8%(25/68)和38.2%(26/68)，均高于腹腔液细胞学阳

性率25.0%(17/68).胃良性病变5例的腹腔液均为阴性，

但其15个腹膜标本中有1个CEAmRNA阳性.同时5例肉眼腹

膜转移病例的腹膜转移病灶CEAmRNA腹水或冲洗液中细

胞学和CEAmRNA均阳性.腹膜组织CEAmRNA阳性者细胞学

检查均阳性；腹腔液细胞学阳性者CEAmRNA亦阳性，腹

腔液CEAmRNA阳性者中有8例腹腔液细胞学检查阴性；腹

腔液CEAmRNA阳性者腹膜组织CEAmRNA皆阳性.

2.1 病期和阳性率 在早中期22例病例中，有3例CEAmRNA

结果阳性，P L C均为阴性(P <0.05)；在晚期1组中，

C E A m R N A阳性率均明显高于P L C(P <0.05)；晚期2组

CEAmRNA阳性率与PLC阳性率无差别(表1).

存率低于35%[1].如何正确地筛检腹膜复发高危病例并予

以有效的治疗是提高进展期胃癌手术效果的关键问题之

一.研究表明，细胞学检查的阳性结果与低生存率之间

有明显的统计学意义，但传统的细胞学检查，缺乏灵敏

度，一些阴性结果的患者，术后仍有腹膜复发.目前RT-

PCR已被广泛地应用于检查外周血、淋巴结、骨等微转

移病灶[2，3]，显示了较高的灵敏度和特异性.我们采用

RT-PCR法，检测术中收集的腹水或腹腔冲洗液CEAmRNA

的表达，并与常规细胞学检测结果比较，同时对腹膜转

移病灶和腹膜组织亦进行CEAmRNA的检测如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2004-3/2005-4胃癌手术患者68例，胃良性病

变5例.依据术中所见及术后病理分期，浆膜类型，病

理类型分组.根据病理结果和恶性肿瘤国际临床病期

(TNM)分期.组织学类型中将乳头状腺癌和管状腺癌ⅠⅡ

级归入分化类，其余病理类型归入未分化类.同时用人

大肠癌细胞系株CCL187作为阳性对照.Trizol试剂购于

Inlitrogen公司；RT-PCR试剂盒购于Promega公司；大

肠癌细胞系株CCL187取自校科研中心.手术开腹后，于

Douglas窝或左膈下置入一根导尿管，注入无菌生理盐

水250 mL，轻轻搅动后吸出.若有自然腹水的病例则直

接吸出.吸取后将冲洗液或腹水于4℃下用2000 r/min离

心20 min.取少许沉渣做涂片，HE染色后，行细胞学检

查，其余沉渣于-80℃下保存.如有腹膜转移病灶则予部

分切除，否则切除少量大网膜、盆腔腹膜和膈腹膜，也

置于-80℃下保存.

1.2 方法 将标本内加入Trizol试剂，按Trizol说明书

所示步骤进行RNA提取，得到RNA.先行逆转录，按说明

书操作；再行PCR，引物序列参照文献[4].CEA巢式PCR特

殊引物序列为：A(outersense)：5-TCT GGA ACT TCT 

CCT GGT CTC TCA GCT GG-3’,B(antisense)：5-TGT 

AGC TGT TGC AAA TGC TTT AAG GAA GAA GC-3’,C 

(innersense)：5-GGG CCA CTG TCG GCA TCA TGA ATT 

GG-3’.第1轮采用引物A和B，第2轮采用引物B和C.反应

条件相同，94℃变性1 min，72℃退火和延伸2.5 min；

反应体系为25μL.将第1轮产物1 μL在第2轮中扩增，皆

为30个循环；第2轮产物5 μL置于20 g/L琼脂糖凝胶电

泳，溴化乙锭染色，呈现131 bp条带为阳性，凝胶成像

仪扫描记录.取阳性产物测序鉴定.另外，每例标本均用

管家基因β-actin作为内参照以检验RNA样本的完整性，

同时用CCL187大肠癌细胞系株RNA样本作阳性对照以排

除假阴性，用不含RNA的样本扩增作阴性对照以排除假

阳性.对5例胃良性病变的腹腔冲洗液和12个腹膜组织标

本行CEAmRNA的巢式检测，作为阴性对照.涂片后作HE染

色行细胞学检查.

统计学处理 c2检验或确切概率法，P<0.05为有显著

表1  不同病期胃癌腹腔液ＣEAmRNA和PLC阳性率的比较

病期                             n                      RT-PCR(+)                          PLC(+)

早中期                        22                       3(13.0%)a                              0

晚期1组                      41                     17(41.5%)a                      12(29.3%)

晚期2组                        5                       5(100%)                          5(100%)

总计                           68                     25(36.8%)                         17(25%)

aP＜0.05 vs PLC(＋)；早中期：ｍ-ｍｐ癌；晚期1组：ss-si癌无大体腹膜

转移；晚期2组：ss-si癌有大体腹膜转移.

表2  CEAmRNA表达与临床病理因素的关系

临床病理因素                    n                                 腹腔液CEAmRNA

	                                                        阳性                            阴性

肿瘤大小<5 cm

肿瘤大小≥5 cm

分化

未分化

浆膜侵犯 ㈠

浆膜侵犯 ㈩ 

淋巴结转移 ㈠

淋巴结转移 ㈩

I+II期

III+IV期	

aP＜0.05.

29                            10                                19

39                            15                                24

28                              7                                21

40                            18                                22a

25                              2                                23

43                            23                                20a

23                              5                                18

45                            20                                25a 

26                              6                                20

42                            19                                23a

2.2 CEAmRNA 表达与临床病理因素 CEAmRNA表达与淋

巴结转移、浆膜侵犯程度、肿瘤分化程度和分期呈明显

相关性(P<0.05).浆膜侵犯者、淋巴结转移者、肿瘤分

化程度差者、TNM分期越晚者CEAmRNA表达阳性的可能性

大(表2).
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3  讨论

近年来，虽然胃癌的外科手术治疗有了长足的进步，但

手术仍然不能解决浆膜受侵胃癌术后腹膜复发的问题，



许多术中直视下貌似完整的浆膜，实际上已被各种水解

酶溶解，癌细胞裸露并脱落入腹腔.进展期胃癌腹膜转

移率约为10%[5]，而术后腹膜复发率高达50%[6].但无论是

复发或腹膜转移均与腹腔存在的癌细胞有关，检测这些

癌细胞对于诊断和预测腹膜转移和复发有重要意义，但

常规细胞学检查检出率低，尤其是那些无腹水或腹腔癌

细胞较少的患者常会漏诊，这也是有些患者虽然细胞学

阴性但术后仍有复发的原因之一.

近年来，RT-PCR方法已被用于检测微量癌细胞中的

特殊mRN A，如淋巴结、肝脏和血液癌细胞的微转移检

测，显示了较高的灵敏性.我们采用该方法检测腹腔冲

洗液的游离细胞，因为腹膜间皮细胞不表达CEA，所以

选择CEA的mRNA作为标志，从而明确地区分开间皮细胞

和肿瘤细胞.但值得注意的是，腹腔液中白细胞可以表

达CEA相关基因，因此在进行PCR扩增的时候，应将退

火温度控制在65℃以下，以避免由于白细胞表达CEA所

造成的假阳性[7].尽管5例胃良性病变的15个腹膜标本中

有1个CEAmRNA阳性，使其特异性有所下降，这可能与白

细胞少量表达CEA相关基因有关.作者认为，对胃癌患者

术中切除少许网膜、腹膜组织行CEAmRNA的检查，至少

可辅助证实腹腔液CEAmRNA的检测结果.我们以细胞系为

标本作为阳性对照，获得阳性结果的最低细胞数量级为

103,说明RT-PCR实验可以检测很微量的癌细胞，并与细

胞学检查进行比较，结果敏感性明显提高，特别在无

明显大体腹膜转移以前，统计学表明有显著差异.结果

表明，RT-PCR方法检测腹腔液CEAmRNA表达较细胞学检
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查的敏感性显著升高，而且与淋巴结转移、肿瘤浸润深

度、浆膜侵犯程度和TNM分期呈正相关，对腹膜组织同

时行此检查，可进一步证实其结果.对于CEAmRNA表达阳

性者可在随访中作为高危人群监测.
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