
癌胚抗原分泌性肿瘤患者外周血中癌胚抗原 mRNA的表达  

    肿瘤的复发和转移是临床治疗常见而棘手的问题，肿瘤微转移的检测已为众多学者所关注[1]。随着分子

生物学特别是逆转录PCR技术的发展，因其具有高度的敏感性和特异性，已逐步成为早期发现癌细胞转移的新

手段。本研究采用RT-PCR技术检测癌胚抗原(CEA)分泌性肿瘤病人外周血中CEA mRNA的表达，旨在探讨其在

肿瘤微转移检测中的意义。 

    

1  材料和方法 

    1.1  检测对象   

    1998年10月至1999年6月我院收治的CEA分泌性肿瘤患者46例，其中男36例、女10例，年龄28~78岁。其

中结/直肠癌20例、胃癌11例、肺癌9例、乳腺癌4例、卵巢癌1例、宫颈癌1例；临床分期：Ⅰ期5例、Ⅱ期18

例、Ⅲ期10例、Ⅳ期13例；有远处转移者13例、无远处转移者33例；CEA正常者23例、升高者23例。正常对照

12例，均为我院健康献血人员。 

    1.2  细胞的收集及总RNA的提取  

    每人抽取5 ml新鲜肝素抗凝血，用淋巴细胞分离液进行有核细胞的分离。采用Trizol试剂(Gibco公司)

进行细胞总RNA的抽提。 

    1.3  RNA鉴定   

    用紫外分光光度计分别在波长260及280 nm处测定D
(λ)

值，并行1%琼脂糖凝胶电泳观察。 

    1.4 逆转录反应合成cDNA   

    使用Gold Key软件设计一对引物Primer A和B(由上海Sangon生物工程公司合成)。引物序列如下, 

Primer A: 5’-GCTCCTGCTCACAGCCTCACTTCT AACC-3' ; Primer B: 5’-CAAGATCTGACTTTATGA CG-3'。

取1~2 μg细胞总RNA，用Primer B(1.0 μmol/L)进行逆转录。反应体系中还有MMLV逆转录酶和5×Buffer(美

国Amersham公司)、10×dNTP(美国Promega公司)、RNasin(华美生物工程公司)。反应条件：37℃水浴1 h，

95 ℃灭活逆转录酶5 min。 

    1.5  PCR反应   

    取逆转录反应产物2 μl为模板行PCR反应。反应体系中引物为Primer A和Primer B(各0.2 μmol/L)，另

有10× PCR缓冲液,10×dNTP等。反应条件：97 ℃变性5  min，冰浴冷却，加入Taq酶 (Promega公司) 

0.5  U后进入PCR循环。95 ℃变性1 min、42 ℃退火 1 min、72 ℃延伸1 min，循环30次，72 ℃延伸

10 min后终止反应。在相同反应条件下,以质粒pCEA的扩增产物为阳性对照,以无RNA酶水替代模板的RT-PCR

反应产物作为阴性对照。 

    1.6  结果分析   

    PCR终产物行5%聚丙烯酰胺凝胶电泳。以出现338 bp电泳扩增带为CEA mRNA阳性标准。收集PCR阳性产物

作DNA序列测定。 
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    1.7  统计分析 

    采用χ2检验分析组间差异, P<0.05为有显著差异。 

    

2  结果 

    2.1  RNA鉴定   

    测定细胞总RNA，测得其吸光度值(260 nm , 280 nm)>1.5。细胞总RNA 经1%琼脂糖凝胶电泳分析, 28 

S、18 S条带清晰可见。 

    2.2  CEA mRNA的检测与鉴定  

    取46例CEA分泌性肿瘤患者及正常人血细胞PCR产物、质粒pCEA PCR产物进行5%聚丙烯酰胺凝胶电泳。

CEA mRNA阳性病人与阳性对照均在338 bp处出现一条带(图1)，正常人及阴性对照则无此条带。用末端终止

法在Model 377 DNA测序仪上对PCR阳性产物进行DNA序列分析，序列结果与文献报道[2]CEA cDNA序列第

51~365位100%相符，证明了扩增产物的特异性。相符的DNA序列如下: 

    1  ATGTTCTGGAAPCCTGTGTCATTCTGGATTATGTT CTGGATCAGCAGGGA;

    51   GCATTTGGGTATATTATCTTCGACCACTGTATG CGGGC CCTGGGGTAG;

    101  CTTGTTGAGTTCCTATTACATATCCTATAATTTG ACGGTTGCCATCCACT;

    151  CTTTCACCTTTGTACCAGCTTAGCCAAAAAGA TGCTGGG GCAGATTGTG;

    201  GACAAGTAGAAGCACCTCCTCCCCTCTGCGAC ATTGAAC GGCGTGGATT;

    251  CAATAGTGAGCTTGGCAGTGGTGGGCGGGTTC CAGAAGGTTAGAAGTGAG;

    301  GCTGTGAGCA GGAGC

    2.3  外周血CEA mRNA与不同临床参数的关系 

    图1  外周血CEA PCR产物 
    Fig. 1 PCR products of  peripheral blood CEA in tumor patients on 5% polyacrylamide 

gel electrophoresis
    Lane 1: pGEM-7zf(+)HaeⅢ; Lane 2: pCMV-CEA;Lane 3, 4: Peripheral blood of tumor 

patients; Lane 5: Negative control

    46例CEA分泌性肿瘤患者有25例检出CEA mRNA，阳性率为54.35%, 12例正常人均阴性(表1)。随着临床



分期的提高，CEA mRNA的检出率也随之升高，即CEA mRNA阳性率与临床分期成正相关(P<0.05,表2)；外周血

CEA mRNA阳性与阴性之间血清CEA阳性率无显著性差异(P>0.05，表3)；有远处转移组的CEA mRNA阳性率显著

高于无远处转移组的(P<0.05，表4)；对临床无远处转移而外周血CEA mRNA阳性的12例患者随访半年，有3例

出现远处脏器的转移。 



    

3  讨论 

    在肿瘤转移的检测过程中，标志基因的选择非常重要。以肿瘤特异性表达基因作为靶向，可使肿瘤检测

的特异性大大增加。但多数常见实体瘤缺乏特异性基因，故实际多选择组织特异性或肿瘤相关性靶基因进行检

测，如PSA mRNA[3]、AFP mRNA[4]、CK mRNA[5]等。 

    CEA分泌性肿瘤是临床最常见的一类恶性肿瘤，它发生于几乎所有的结肠、直肠，40%以上发生于胃、胰

腺、乳腺等部位[6]，也见于肺腺、食道腺等。CEA mRNA几乎能在所有的上皮细胞包括癌细胞中被检测到，而

在非上皮细胞中则不能。如果在血中检测出CEA mRNA，则意味着异位的存在，由此可推断存在有表达CEA的肿

瘤细胞的可能[7]。CEA mRNA虽然不是肿瘤特异性抗原，但已成为CEA分泌性肿瘤的标志基因，以其作为肿瘤

标志物进行微转移检测可以在骨髓、外周血、淋巴结及腹腔灌洗液[6][8][9][10]等进行，国内尚未见有关报

道。 

    本组46例CEA分泌性肿瘤病人中，检出CEA mRNA 25例，而12例正常对照均阴性。统计本组不同临床分期

病人的CEA mRNA阳性率，发现Ⅲ期和Ⅳ期病人的阳性率明显高于Ⅰ期和Ⅱ期的，提示标志基因的阳性检出率

与肿瘤的分期成正相关[11]。 

    进行统计学分析后发现，CEA mRNA的存在与血清CEA浓度无明显关系。CEA是肿瘤组织分泌的一种大分子

糖蛋白，正常组织中含量非常低且相对稳定，血清CEA阳性可能与CEA从细胞表面释放及被肿瘤组织分泌有关

[8]。它的浓度高低只能提供原发灶的信息，但不能预测微循环转移，通常被作为结直肠癌预后的一项指标。

而CEA mRNA阳性可直接反映分泌CEA的肿瘤细胞的存在，且因检测方法的高度敏感性易于反映其与肿瘤微转移

的密切关系。 

    在46例病人中，临床有、无远处转移者分别为13和33例，CEA mRNA检出率分别为84.62%和36.36%。其中

12例无转移征兆但检出CEA mRNA阳性的病人经半年的随访，有3例出现脏器的转移，可见外周血标志基因阳性

提示循环可能存在着转移的癌细胞。然而，在我们的研究中也有假阴性现象。13例临床有远处转移的病人

中，仅检出CEA mRNA 11例，可能的解释有：(1)肿瘤细胞也许是间歇地侵入血循环，取样的一次性可能造成

疏漏。(2)由于肿瘤在基因表达上具有异质性，加上微循环的某种因素，血循环中的肿瘤细胞也许不表达

CEA，因而有别于组织标本[12]。故选择单一的标志基因进行微转移的RT-PCR检测敏感性欠佳。因此，有学者

[13]建议采用多个标志基因进行检测可提高RT-PCR的敏感度。 

    综上所述，本研究说明外周血标志基因检测是检测肿瘤微转移的一种灵敏方法。应用RT-PCR技术在CEA分

泌性肿瘤外周血检出CEA mRNA与循环中存在转移的癌细胞有关。血中标志基因阳性提示可能存在肿瘤的早期

转移。 
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