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Abstract
AIM: To detect the mRNA expression of 
dopa decarboxylase (DDC) in intraperitoneal 
lavage f luid from patients with gastr ic 
adenocarcinoma, and to evaluate the possibility 
of using DDC expression in intraperitoneal 
lavage fluid as a new predictor of peritoneal 

micrometastasis of gastric adenocarcinoma.

METHODS: Intraperitoneal lavage fluid 
samples were collected from 87 patients with 
gastric adenocarcinoma treated in the Second 
Affiliated Hospital of Nanchang University. 
Quantitative real-time polymerase chain 
reaction (QRT-PCR) was used to detect the 
DDC mRNA expression in intraperitoneal 
lavage fluid. Intraperitoneal lavage fluid 
samples from 12 non-cancer patients were 
used as negative controls.

RESULTS: In the 87 patients with gastric 
adenocarcinoma, the number of patients with 
T1, T2, T3 and T4 stage disease was 6, 14, 28 
and 39, respectively. The relative expression 
levels (×107) of DDC mRNA in different T 
stages (invasion grade) were: T1, 168 ± 21; T2, 
283 ± 87; T3, 31162 ± 4261; T4, 35310 ± 6593; 
and 60.28 ± 19.00 in non-cancer group. The 
expression of DDC was also correlated with the 
degree of tumor differentiation, pathological 
type and lymph node metastasis. Conventional 
intraperitoneal cytology (CY) revealed positive 
results (CY+) in 11 patients, and the positive 
rate was 13% (11/87). In 9 of 11 CY+ cases, 
the DDC mRNA expression was higher than 
the critical value (classified as DDC+), and the 
sensitivity of DDC detection was 86% (9/11). 
In addition, only two DDC+ cases were found 
in the 10 patients with T1 and 14 with T2 
disease, and no DDC+ result was observed in 
the non-cancer group. The DDC specificity was 
92% (22/24). Differential expression of DDC 
in intraperitoneal lavage fluid was noted in 
gastric adenocarcinoma with different depth of 
invasion (P < 0.05).

CONCLUSION: QRT-PCR can effectively detect 
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■研发前沿
经过简便的方法
检测和评估微转
移的状态 ,  从而
采取不同的处理
措施 ,  使患者能
得到最好的治疗
方案. 

DDC mRNA expression in intraperitoneal 
lavage fluid, which may become a new reliable 
predictor of peritoneal metastasis of gastric 
adenocarcinoma.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的 :  通 过 对 胃 腺 癌 患 者 的 腹 腔 灌 洗
液检测多巴脱羧酶(dopa decarboxylase, 
DDC)mRNA表达, 评估DDC成为预测胃腺
癌腹膜微转移的新指标的可能性.  

方法: 收集南昌大学第二附属医院胃肠外
科87例胃腺癌患者的腹腔灌洗液, 应用实
时荧光定量聚合酶链反应(quantitative real-
time polymerase chain reaction, QRT-PCR)
方法相对定量检测并比较DDC mRNA的表
达. 12例非癌症患者腹腔灌洗液作为阴性
对照.  

结果: 87例胃腺癌患者中, T1有6例, T2有14
例, T3有28例, T4有39例, DDC mRNA的表
达在不同T分级(浸润深度分级)DDC mRNA
的相对表达值(×107)分别为: T1, 168±21; 
T2, 283±87; T3, 31162±4261; T4, 35310±
6593. 非癌症组腹腔灌洗液中, DDC mRNA
相对表达值(×107)为: 60.28±19.00. 此外, 
D D C的表达还与组织分化程度、病理分
化类型、是否有淋巴结转移等有关系. 胃
腺癌腹腔灌洗液应用常规腹腔细胞学检查
(conventional intraperitoneal cytology, CY)检
查, 11例阳性(CY+), 阳性率为13%(11/87). 11
例(CY+)中有9例DDC mRNA表达相对值结
果高于临界值, 归类于DDC+, DDC的敏感
性为86%(9/11), 此外, 在10例T1患者和14例
T2患者中DDC+为2例, 且非癌症组中均未见
DDC+, DDC的特异性为92%(22/24). 表明腹
腔灌洗液中DDC在胃腺癌不同浸润深度下
差异性表达(P <0.05), 具有较好的敏感性和
特异性.  

结论: 应用QRT-PCR技术可以有效检测腹腔
灌洗液中DDC mRNA表达, DDC可能成为预
测胃癌腹膜转移的可靠指标.  

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文针对胃腺癌患者的腹腔灌洗液

检测多巴脱羧酶(dopa decarboxylase, DDC), 以
评估DDC是否可预测胃腺癌腹膜微转移. 结果

发现有腹膜转移的患者其腹腔灌洗液中DDC 
mRNA表达显著增高, 并且与胃癌分化程度、

病理分化类型、是否有淋巴结转移等有关系. 
灵敏性远远高于腹腔冲洗液中细胞学检查. 
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0  引言

胃癌的发病率虽然在过去的几十年里有所下

降, 但是仍然是全世界癌症死亡的第二大原

因 [1].  早期胃癌无特异性临床症状 ,  容易忽

视 ,  我国大多数胃癌患者就医时已届进展

期 [2].  腹膜播散转移是胃癌复发的常见形式

之一, 预后较差, 目前转移机制仍不明确, 治
疗也没有统一的标准. 实时荧光定量聚合酶

链反应(quantitative real-time polymerase chain 
reaction, QRT-PCR)技术[3]是指在PCR反应体系

中加入荧光标记的探针或引物, 通过检测累积

的荧光信号实时监测整个反应过程, 并根据标

准曲线对待测模板进行定量分析. 我们用此技

术检测胃癌的腹腔灌洗液, 可以敏感地分析出

胃癌腹膜微转移基因, 发现有多种基因在胃癌

的腹腔灌洗液中出现高表达[4]. 研究[5]认为, 多
巴脱羧酶(dopa decarboxylase, DDC)广泛参与

细胞的增殖、凋亡和血管生成, 与癌症的发生

发展联系密切. DDC在神经母细胞瘤、小细胞

肺癌表达升高, 其mRNA表达水平已经可以作

为生物标志物的微小残留病变的检测[6], 但是

在胃癌腹膜转移的研究甚少, 本实验检测胃腺

癌腹腔灌洗液DDC mRNA的表达情况, 旨在评

估DDC成为预测胃腺癌腹膜微转移的新指标

的可能性. 

■相关报道
既往微转移的检
测主要倾向于腹
腔脱落细胞的检
测 ,  但是阳性率
低 ,  结果不能充
分反应实际情况.
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1  材料和方法  

1.1 材料 选取2012-09/2013-06南昌大学第二附

属医院胃肠外科87例行腹腔镜胃癌根治术的

胃腺癌患者为实验组, 术前收集腹腔灌洗液, 
应用QRT-PCR方法定量检测DDC mRNA的表

达. 选取12例非癌症腹腔镜手术患者为阴性对

照组. 以甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)作为内参

照. 为了标准化各样品中的RNA的量, 本文以

DDC mRNA表达量与内参GAPDH mRNA表

达量的比值(DDC的表达相对值)进行比较分

析, 并规定以非癌症组中此比值的上限为临界

值, 实验组中高于此值称作DDC+. RNA提取试

剂盒(北京全式金生物技术有限公司), 反转录

试剂盒(北京普洛麦格生物技术有限公司).
1.2 方法

1.2.1 腹腔灌洗液的收集和总RNA提取与逆转

录: 经腹腔镜探查后, 用一次性吸氧管沿戳卡

孔注入生理盐水150 mL至腹腔, 轻轻搅动后

吸出, 如已有腹水者直接吸出, 混血者弃用. 
收集腹腔灌洗液约100 mL, 以1800 r/min离
心10 min, 取沉渣细胞做脱落细胞学检查. 用
RNA提取试剂盒TRIzol法提取细胞总RNA. 用
反转录试剂盒将总RNA逆转录成cDNA第一链. 
1.2.2 引物序列和QRT-PCR: 以下述DDC、

G A P D H引物进行 P C R扩增 .  引物及标

准品的制备均由T a k a r a宝生物工程 (大
连 )有限公司完成 .  D D C上游引物序列 : 
5'-TCTGACAGAGCCCAGACACCA-3'; 下游引

物序列: 5'-CGTCCCTCAATGCCTTCCA-3'; 扩
增片段为257 bp. 用GAPDH作为内参, GAPDH
上游引物序列: 5'-GTTGGAGGTCGGAGTCA
ACGG-3'; 下游引物序列: 5'-GAGGGATCTCG
CTCCTGGAGGA-3'; 扩增片段长度: 240 bp. 
实时荧光定量核酸扩增荧光检测仪购自美国

MJ Reserarch公司, 按上述引物序列扩增各分

子指标, ABI Prism 7300型实时定量系统分析

各基因表达情况.  
统 计 学 处 理  实验数据应用软件 I B M 

SPSS20.0分析, 采用t检验、方差分析对数据结

果进行分析. P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 DDC mRNA的表达 为了标准化各样品中

的RNA的量, 本文以DDC mRNA表达量与内

参GAPDH mRNA表达量的比值(DDC的表达

相对值)进行比较分析, 并规定以非癌症组中

此比值的上限为临界值, 实验组中高于此值称

作DDC+. 87例胃腺癌患者腹腔灌洗液中, 25
例DDC+, 表达阳性率为29%(25/87). 不同浸

润深度下, DDC的表达相对值是不同的, 不同

T分级(浸润深度分级)DDC mRNA表达相对

值(×107)分别为(图1): T1, 168±21; T2, 283±
87; T3, 31162±4261; T4, 35310±6593. 而非癌

症组腹腔灌洗液中, DDC mRNA表达相对值

(×107)为: 60.28±19. 进一步将是否侵犯浆膜

层分为浆膜阴性组(T1, T2)和浆膜阳性组(T3, 
T4), 组间差异有统计学意义(P <0.05), DDC的
表达相对值与是否侵犯浆膜层有关, 即说明

DDC的表达相对值与浸润深度有关. 
2.2 DDC mRNA表达相对值与细胞分化、浸润

深度、淋巴转移和腹膜转移的多因素分析 在
非癌症组与胃腺癌组腹腔灌洗液中均可检测

到DDC mRNA的表达, 且后者明显高于前者

(P <0.05). 我们将DDC mRNA表达相对值与相

关病理特征因素比较后发现(表1): DDC的表达

相对值与组织分化程度有关, 组织分化程度越

低, DDC的表达相对值越高. 此外, DDC mRNA
表达相对值还与淋巴转移情况相关, 而与肿瘤

的生长方式、浆膜类型无明显关系(P <0.05). 
2.3 DDC表达的敏感性与特异性 11例脱落细胞

学检查呈阳性(CY+). 11例(CY+)中有9例DDC
表达相对值结果高于临界值, 归类于DDC+, 
DDC的敏感性为86%(9/11), 此外, 在10例T1和
14例T2患者中DDC-为22例, 且非癌症组中均

未见DDC+, DDC的特异性为92%(22/24). 因此, 
DDC在胃腺癌腹腔灌洗液的表达中具有很好

的敏感性与特异性(表2).

3  讨论

腹腔转移是胃癌患者复发的常见因素之一. RT-
PCR技术可以在短时间内使产物扩增百万倍, 敏
感地检测特定组织如外周血、骨髓、淋巴结、

脑脊液、腹腔灌洗液中mRNA的表达, 已经成

为检查微转移的标准之一[7]. 常见的分子标记

有癌胚抗原(carcino-embryonic antigen, CEA)、
甲胎蛋白、角蛋白19等, Yonemura等[8]通过使用

CY和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase-7, 
MMP-7)的mRNA的RT-PCR方法的组合增加了

检测的灵敏度到62%. 目前常用的用于腹腔灌洗

液检测标记是CEA, 但是CEA不是所有间皮细

胞都会表达, 假阴性率较高, 因而找到一种更加

■创新盘点
本 文 应 用 Q RT-
PCR技术 ,  探索
性 检 测 D D C 基
因 ,  探索其用于
胃腺癌腹膜微转
移的新指标的可
能性. 
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敏感的标志物显得尤为重要.  
DDC又称色氨酸脱羧酶, 是氨基酸脱羧

酶的一种, 可通过催化L -3,4-二羟基苯丙氨酸

和L -5-羟色氨酸脱羧合成具有重要生理活性

的神经递质多巴胺和5-羟色胺[9]; 同时还可催

化部分芳香氨基酸脱羧生成对应的生物胺, 广
泛参与细胞的增殖、凋亡和血管生成[10]. 见于

一些组织和器官, 如肾上腺、肾脏、肝脏和胰

腺, 还见于中枢和外周神经系统中的胺能细

胞. DDC在一些神经内分泌性质的肿瘤如小细

胞肺癌、前列腺癌、嗜铬细胞瘤中高表达, 在
低分化的腺癌中表达尤为明显. 但近年研究认

为, DDC在一些肿瘤如非小细胞肺癌、结直

肠癌中也有高表达. 在神经母细胞瘤中, DDC 
mRNA表达水平已经可以作为生物标志物的

微小残留病变的检测. 研究[11-14]结果表明, 生物

胺与真核细胞的L -氨基酸脱羧酶联系密切, 可

能参与重要的细胞功能合成过程. 例如, 鸟氨

酸脱羧酶涉及聚胺, 他们是细胞增殖的重要调

节剂, 在肿瘤发生的生物合成中发挥关键作用. 
此外, 神经递质组胺, 由L -组氨酸脱羧酶产生, 
参与生理过程, 如胃酸分泌、过敏反应、炎

症、平滑肌收缩和细胞增殖. 但是, 组胺在癌

和肿瘤发展的潜在意义尚不明确[15]. 儿茶酚胺

和五羟色胺也参与重要的细胞生物过程, 因此

DDC广泛地参与癌症的发展[10,16]. 
20例未浸润浆膜(T1、T2期)的患者脱落

细胞学检查阳性为1例, 用QRT-PCR检测DDC+
为2例, 67例浸润浆膜(T3、T4期)的患者运用

脱落细胞学检查10阳性, 而用QRT-PCR方法

检测DDC+达23例, 表明运用QRT-PCR技术检

测可以提高阳性率, 侵犯浆膜组与未侵犯浆膜

组的DDC表达差异有统计学意义(P <0.05), 表
明DDC的表达与浸润程度有关系. 此外, DDC
的表达还与细胞分化、局部淋巴转移和腹

膜转移有关系. 本文结果显示, 腹腔冲洗液的

DDC应用QRT-PCR检测有着较高的特异性和

敏感性, DDC的敏感性为86%(9/11), 特异性为

92%(22/24). 相对于CEA, 这种方法可能成为预

测胃癌患者腹膜转移的可靠指标, 但是还需更

多的实验和大规模, 长期的随访研究验证.  
总之, 应用QRT-PCR技术可以有效检测腹

腔灌洗液中DDC mRVA表达, 腹腔灌洗液DDC
可能成为预测胃癌腹膜转移的可靠指标. DDC
虽然在胃癌腹膜播散的过度表达, 但DDC在这

种传播中的作用目前还不清楚, 因此仍需进一

步循证医学的验证.
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■同行评价
本 文 语 言 流 畅 , 
结果对临床诊治
具有重要意义. 
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