
第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv) 2001;21(3):192~195

癌胚抗原分泌性肿瘤患者外周血中癌胚抗原 mRNA 的表达

李荔霞 1, 王晓怀 1, 郑文岭 2, 王 捷 2, 林金容 1, 周殿元 3渊广州军区广州总医院 1 肿瘤科, 2 医学实验科袁广东 广

州 510010曰3 第一军医大学南方医院消化病研究所袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 观察外周血中癌胚抗原渊CEA冤分泌性肿瘤标志基因的表达遥方法 设计特异的引物袁用逆转录 PCR 方法检

测正常人及肿瘤病人外周血有核细胞成分中的 CEAmRNA遥结果 46 例肿瘤患者中有 25 例检出 CEAmRNA袁阳性率

为 54.35%曰正常对照者 12 例均阴性遥肿瘤临床分期为Ⅲ尧Ⅳ 期的患者血清 CEAmRNA 检出率明显高于Ⅰ 尧Ⅱ 期的病人

渊孕<0.05冤遥CEAmRNA 阳性率与血清 CEA水平无显著性关系渊孕>0.05冤遥临床有远处转移者 CEAmRNA 阳性率明显高

于无远处转移者渊孕<0.05冤遥对临床无远处转移征兆袁而 CEAmRNA检测阳性的 12 例患者进行半年的随访袁3 例出现脏

器的转移遥结论 外周血标志基因检测是肿瘤微转移检测的灵敏方法遥CEAmRNA 阳性率与肿瘤临床分期正相关袁与肿

瘤的远处转移密切相关袁而与血清 CEA水平无显著性关系遥血中标志基因阳性可能提示肿瘤的早期转移遥
关键词院肿瘤袁多发性内分泌性曰基因表达曰肿瘤转移曰诊断袁实验室
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻Toobservetheexpressionofthemarkergeneofcarcinoembryonicantigen(CEA)-producingtumorsin

theperipheralbloodofpatientswiththemalignancyandexploreitsclinicalimplications. 酝藻贼澡燥凿泽CEAmRNAexpressionin

thenucleatedcellsintheperipheralbloodof46patientsand12healthysubjectswasmeasuredbymeansofreversetranscrip-

tional polymerase chain reaction withdesigned specific primers. 砸藻泽怎造贼泽Twenty-five (54.35%) patientswerefoundCEA

mRNA-positive,butnoneinthehealthysubjects.ThepositivityrateofCEAmRNAwasobviouslyhigherinthetumorpatients

ofstages Ⅲ and Ⅳ thaninthoseofstagesⅠ and Ⅱ (孕<0.05),whichwascloselyassociatedwiththepresenceofdistanttumor

metastasis, butnotwithserumCEAlevels (孕>0.05). Distantmetastasisoftheprimarytumorswasfoundin3of12CEAmRNA-

positivepatients duringthefollow-upforhalfayearwhowerepreviouslyclearofclinicalmetastaticevidence. 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽The

positivityrateof CEAmRNAincreaseswiththedevelopmentofthemalignancies.Thepresenceofthemarkergeneinthepe-

ripheralbloodcanbeindicativeofearlymetastasisofthetumors,andthedetectionofthemarkergene,therefore,is sensitive

fordiagnosing micrometastasis.

运藻赠憎燥则凿泽押neoplasms,multipleendocrine;geneexpression;neoplasmmetastasis;diagnosis,laboratory

肿瘤的复发和转移是临床治疗常见而棘手的问

题袁肿瘤微转移的检测已为众多学者所关注咱1暂遥随着

分子生物学特别是逆转录 PCR 技术的发展袁因其具

有高度的敏感性和特异性袁已逐步成为早期发现癌细

胞转移的新手段遥本研究采用 RT-PCR 技术检测癌胚

抗原 渊CEA冤分泌性肿瘤病人外周血中 CEAmRNA

的表达袁旨在探讨其在肿瘤微转移检测中的意义遥

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 例袁其中男 36 例尧女 10 例袁年龄

28~78 岁遥其中结 / 直肠癌20 例尧胃癌 11 例尧肺癌 9

例尧乳腺癌 4 例尧卵巢癌 1 例尧宫颈癌 1 例曰临床分期院
Ⅰ期 5 例尧Ⅱ期 18 例尧Ⅲ期 10 例尧Ⅳ期 13 例曰有远处

转移者 13 例尧无远处转移者 33 例曰CEA 正常者 23

例尧升高者 23 例遥正常对照 12 例袁均为我院健康献血

人员遥
1.2 细胞的收集及总 RNA 的提取

每人抽取 5ml 新鲜肝素抗凝血袁用淋巴细胞分

离液进行有核细胞的分离遥采用 Trizol 试剂渊Gibco

公司冤进行细胞总 RNA 的抽提遥
1.3 RNA 鉴定
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表 1 外周血 CEAmRNA 的检测结果

栽葬遭援员阅藻贼藻糟贼蚤燥灶燥枣责藻则蚤责澡藻则葬造遭造燥燥凿悦耘粤皂砸晕粤
Group 灶 Positivecases
Colorectalcancer 20 11
Gastriccancer 11 8
Pulmonaryglandular 9 2
Breastcancer 4 3
Ovariancancer 1 1
Cervicalcancer 1 0
Control 12 0

图 1 外周血 CEAPCR 产物

云蚤早援员孕悦砸责则燥凿怎糟贼泽燥枣责藻则蚤责澡藻则葬造遭造燥燥凿悦耘粤蚤灶贼怎皂燥则
责葬贼蚤藻灶贼泽燥灶缘豫 责燥造赠葬糟则赠造葬皂蚤凿藻早藻造藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽
Lane1:pGEM-7zf(+)匀葬藻Ⅲ ;Lane2:pCMV-CEA;

Lane3,4:Peripheralbloodoftumorpatients;Lane5:Negative

control

657bp
458bp
434bp
328bp 338bp

1 2 3 4 5

用紫外分光光度计分别在波长 260 及 280 nm

处测定 D(姿雪值袁并行 1%琼脂糖凝胶电泳观察遥
1.4 逆转录反应合成 cDNA

使用 GoldKey 软件设计一对引物 PrimerA 和 B

(由上海 Sangon 生物工程公司合成)遥引物序列如下,

Primer A: 5爷-GCTCCTGCTCACAGCCTCACTTCT

AACC-3'; Primer B: 5爷-CAAGATCTGACTTTATGA

CG-3'遥 取 1~2 滋早细 胞 总 RNA袁 用 Primer B (1.0

滋mol/L雪进行逆转录遥反应体系中还有 MMLV 逆转录

酶和 5伊Buffer渊美国 Amersham 公司冤尧10伊dNTP渊美

国 Promega 公司冤尧RNasin渊华美生物工程公司冤遥反应

条件院37 益水浴 1 h袁95 益灭活逆转录酶 5min遥
1.5 PCR 反应

取逆转录反应产物 2 滋造为模板行 PCR 反应遥反

应体系中引物为 PrimerA和 PrimerB渊各 0.2 滋mol/L冤袁
另有 10伊PCR 缓冲液,10伊dNTP 等遥反应条件院97 益
变性 5 min袁冰浴冷却袁加入 Taq 酶渊Promega 公司冤0.5 U

后进入 PCR 循环遥95 益变性 1min尧42 益退火 1min尧
72 益延伸 1min袁循环 30 次袁72 益延伸 10min 后终

止反应遥在相同反应条件下,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遥
1.6 结果分析

PCR 终产物行 5%聚丙烯酰胺凝胶电泳遥以出现

338 bp 电泳扩增带为 CEAmRNA 阳性标准遥收集

PCR 阳性产物作 DNA 序列测定遥
1.7 统计分析

采用 字2 检验分析组间差异, 孕<0.05 为有显著差异遥

2 结果

2.1 RNA 鉴定

测定细胞总 RNA袁测得其吸光度值 渊2 6 0 n m ,

280nm冤>1.5遥细胞总 RNA 经 1%琼脂糖凝胶电泳分

析, 2 8 S尧1 8 S条带清晰可见遥
2.2 CEAmRNA 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 产物尧质粒 pCEAPCR 产物进行 5%聚丙烯酰胺

凝胶电泳遥CEA mRNA 阳性病人与阳性对照均在

338bp 处出现一条带(图 1)袁正常人及阴性对照则无

此条带遥用末端终止法在 Model377DNA 测序仪上

对 PCR 阳性产物进行 DNA 序列分析袁序列结果与文

献报道咱2暂CEAcDNA 序列第 51~365 位 100%相符袁证

明了扩增产物的特异性遥相符的 DNA 序列如下:
1 ATGTTCTGGAAPCCTGTGTCATTCTGGATTATGTT

CTGGATCAGCAGGGA;

51 GCATTTGGGTATATTATCTTCGACCACTGTATG

CGGGCCCTGGGGTAG;

101 CTTGTTGAGTTCCTATTACATATCCTATAATTTG

ACGGTTGCCATCCACT;

151 CTTTCACCTTTGTACCAGCTTAGCCAAAAAGA

TGCTGGGGCAGATTGTG;

201 GACAAGTAGAAGCACCTCCTCCCCTCTGCGAC

ATTGAACGGCGTGGATT;

251 CAATAGTGAGCTTGGCAGTGGTGGGCGGGTTC

CAGAAGGTTAGAAGTGAG;

301 GCTGTGAGCAGGAGC

2.3 外周血 CEA mRNA 与不同临床参数的关系

46 例 CEA 分泌性肿瘤患者有 25 例检出 CEA

mRNA袁阳性率为 54.35%,12 例正常人均阴性(表 1)遥
随着临床分期的提高袁CEAmRNA 的检出率也随之

升高袁即 CEAmRNA 阳性率与临床分期成正相关

渊孕<0.05,表 2冤曰外周血 CEAmRNA 阳性与阴性之间

血清 CEA 阳性率无显著性差异渊孕>0.05袁表 3冤曰有远

处转移组的 CEA mRNA 阳性率显著高于无远处转

移组的渊孕<0.05袁表 4冤曰对临床无远处转移而外周血

CEAmRNA 阳性的 12 例患者随访半年袁有 3 例出现

远处脏器的转移遥
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表 2 外周血 CEAmRNA 与肿瘤临床分期的关系

栽葬遭援圆砸藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责遭藻贼憎藻藻灶责藻则蚤责澡藻则葬造遭造燥燥凿悦耘粤皂砸晕粤
造藻增藻造泽葬灶凿糟造蚤灶蚤糟葬造泽贼葬早藻泽燥枣贼怎皂燥则泽

Clinicalstage 灶 Positivecases Positivityrate(%)
Ⅰ 5 1 20.00
Ⅱ 18 6 66.67*
Ⅲ 10 5 50.00

Ⅳ 13 13 100.00**

Total 46 25 54.35

*孕<0.05 增泽stage Ⅰ ; * *孕<0.05 增泽stageⅢ

表 3 外周血 CEAmRNA 与血清 CEA的关系

栽葬遭援猿砸藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责遭藻贼憎藻藻灶责藻则蚤责澡藻则葬造遭造燥燥凿悦耘粤皂砸晕粤
葬灶凿泽藻则怎皂悦耘粤造藻增藻造

CEAmRNA 灶 CEA<20 滋g/L CEA>20 滋g/L

Positive 25 14 11

Negative 21 9* 12*
*孕>0.05 增泽patientspositiveofCEAmRNAinperipheralblood

表 4 外周血 CEAmRNA 阳性率与远处转移的关系

栽葬遭援源 砸藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责遭藻贼憎藻藻灶责燥泽蚤贼蚤增蚤贼赠则葬贼藻燥枣责藻则蚤责澡藻则葬造
遭造燥燥凿悦耘粤皂砸晕粤造藻增藻造泽葬灶凿凿蚤泽贼葬灶贼皂藻贼葬泽贼葬泽藻泽燥枣贼澡藻贼怎皂燥则泽

Distantmetastases 灶 CEA mRNApositive 孕ositiverate(%)

Present 13 11 84.62

Absent 33 12 36.36*
*孕>0.05 增泽patientswithtumormetastasis

第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv) 第 21 卷

3 讨论

在肿瘤转移的检测过程中袁标志基因的选择非常

重要遥以肿瘤特异性表达基因作为靶向袁可使肿瘤检

测的特异性大大增加遥但多数常见实体瘤缺乏特异性

基因袁故实际多选择组织特异性或肿瘤相关性靶基因

进行检测袁如 PSAmRNA 咱3暂尧AFP mRNA 咱4暂尧CK mR-

NA咱5暂等遥
CEA 分泌性肿瘤是临床最常见的一类恶性肿

瘤袁它发生于几乎所有的结肠尧直肠袁40%以上发生于

胃尧胰腺尧乳腺等部位咱6暂袁也见于肺腺尧食道腺等遥CEA

mRNA 几乎能在所有的上皮细胞包括癌细胞中被检

测到袁而在非上皮细胞中则不能遥如果在血中检测出

CEAmRNA袁则意味着异位的存在袁由此可推断存在

有表达 CEA 的肿瘤细胞的可能咱7暂遥CEAmRNA 虽然

不是肿瘤特异性抗原袁但已成为 CEA 分泌性肿瘤的

标志基因袁以其作为肿瘤标志物进行微转移检测可以

在骨髓尧外周血尧淋巴结及腹腔灌洗液咱6尧8~10暂等进行袁国内

尚未见有关报道遥
本组 46 例 CEA 分泌性肿瘤病人中袁检出 CEA

mRNA25 例袁而 12 例正常对照均阴性遥统计本组不

同临床分期病人的 CEAmRNA 阳性率袁发现Ⅲ 期和

Ⅳ期病人的阳性率明显高于Ⅰ期和Ⅱ期的袁提示标志

基因的阳性检出率与肿瘤的分期成正相关咱11暂遥
进行统计学分析后发现袁CEAmRNA 的存在与

血清 CEA 浓度无明显关系遥CEA 是肿瘤组织分泌的

一种大分子糖蛋白袁正常组织中含量非常低且相对稳

定袁血清 CEA 阳性可能与 CEA 从细胞表面释放及被

肿瘤组织分泌有关咱8暂遥它的浓度高低只能提供原发灶

的信息袁但不能预测微循环转移袁通常被作为结直肠

癌预后的一项指标遥而 CEAmRNA 阳性可直接反映

分泌 CEA 的肿瘤细胞的存在袁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遥
在 46 例病人中袁临床有尧无远处转移者分别为

13 和 33 例袁CEA mRNA 检出率分别为 84.62%和

36.36%遥其中 12 例无转移征兆但检出 CEAmRNA

阳性的病人经半年的随访袁有 3 例出现脏器的转移袁
可见外周血标志基因阳性提示循环可能存在着转移

的癌细胞遥然而袁在我们的研究中也有假阴性现象遥13

例临床有远处转移的病人中袁仅检出 CEAmRNA11

例袁可能的解释有院(1)肿瘤细胞也许是间歇地侵入血

循环袁取样的一次性可能造成疏漏遥(2)由于肿瘤在基

因表达上具有异质性袁加上微循环的某种因素袁血循环

中的肿瘤细胞也许不表达 CEA袁因而有别于组织标本咱12暂遥
故选择单一的标志基因进行微转移的 RT-PCR 检测

敏感性欠佳遥因此袁有学者咱13暂建议采用多个标志基因

进行检测可提高 RT-PCR 的敏感度遥
综上所述袁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遥应用 RT-PCR 技术在

CEA 分泌性肿瘤外周血检出 CEAmRNA 与循环中

存在转移的癌细胞有关遥血中标志基因阳性提示可能

存在肿瘤的早期转移遥
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摘要院对正畸寄存模型的制作要求尧制作过程及注意事项做一简要介绍遥
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正畸寄存模型能够反映牙齿尧牙弓尧基骨尧腭盖尧系带及咬

牙合关系袁通过模型可以了解牙齿尧颌骨发育是否正常袁测量牙

弓的拥挤程度袁以作为临床诊断的参考袁也可以作为矫治过程

的对照遥制作合格的正畸寄存模型需要一定的技巧袁现介绍如

下遥

1 正畸寄存模型的制作要求

模型应准确尧清晰袁要包括牙齿尧基骨尧移行皱襞尧腭盖尧唇系

带等部位袁还要能反映患者的咬牙合关系及错位情况遥另外袁模

型要整齐美观袁而且对模型底座具有一定的工艺要求遥

2 正畸寄存模型的制作过程

2.1 选择合适的托盘

根据患者牙弓的大小尧形态尧高低等选择大小合适的托

盘遥托盘与牙弓内外侧应有 3~4mm 间隙袁以容纳印模材料袁其

翼缘不能过长或过短遥在唇颊系带部位也应有相应切迹袁上颌

托盘后缘应盖过上颌结节和颤动线袁下颌托盘后缘应盖过最

后一个磨牙或磨牙后垫区遥
2.2 取印模和灌注模型

取印模前袁向患者说明注意事项袁让患者尽量放松唇颊肌

肉袁头微低袁用鼻吸气尧口呼气曰调拌所需印模料袁开始取模遥印模

取出后袁用冷水冲去表面唾液袁经消毒处理后袁灌注石膏模型遥

3 寄存模型的修整

3.1 用模型修整器修理

使下颌模型的底面与牙合平面平行袁模型座的厚度约为尖

牙尖到前庭底总高度的 1/2袁同时要保证下颌模型座的后壁与

底面及牙弓的正中线垂直遥将上下颌模型按照咬牙合关系叠合袁
使上颌模型的后壁与下颌在同一平面上袁并使上颌模型底面

与下颌模型的底面平行遥上下颌模型的侧壁与双尖牙及磨牙

的颊尖要保持平行袁且下颌模型座的前壁应呈弧形袁与牙弓前

部一致遥上颌模型底的前壁呈尖形袁前尖在中切牙之间袁并将

上下颌模型的后壁与侧壁之间的夹角磨去袁使其成为一短段

夹壁袁夹壁与原来夹角的平分线垂直遥
3.2 利用成品橡皮托制作带底座的寄存模型

选择大小合适的橡皮托袁将初步修整的模型放入袁模型的

前庭沟要与托盘边缘平齐袁模型中线对准橡皮托中线袁两侧要

对称遥如石膏模型过高或不平袁可先行修整后再放入遥先做上

颌模型袁用毛笔抹平模型边缘袁使其整齐平滑袁待上颌基底石

膏凝固后袁将下颌模型根据咬牙合关系用蜡固定在上颌模型上遥
之后用直角板制成下颌基底袁要求上下模型后壁紧贴垂直板袁
底面平行袁中线与上颌橡皮托之中线对齐袁同样抹平下颌模型

边缘袁待石膏凝固后去除橡皮托即成遥

4 制作正畸寄存模型的注意事项

渊1冤在取模过程中袁应选择合适的托盘和调拌合适的印模

材料遥印模料太稀会使取模边缘不足袁不能反映基骨情况曰印

模料太稠则不清晰尧不完整遥渊2冤在倒模过程中应避免出现气

泡遥灌石膏时最好用石膏震荡器袁如单纯用手操作袁应让石膏

从一边慢慢流入遥渊3冤在修整模型时要细心操作袁认真打磨袁前

庭沟基底部要视牙轴倾斜度而定袁要留有足够的宽度袁以防打

磨机或砂纸磨损牙齿的形态遥渊4冤保持模型干燥袁避免发霉遥

embryonicantigen-producingcellscirculatinginthebloodofpatients

withcolorectalcarcinomabyreversetranscriptasepolymerasechain

reaction咱J暂. Gut,1996,39:717-21.

咱9暂MoriM,MimoriK,InoueH, 藻贼葬造援Detectionofcancermicrometas-

tasesinlymphnodesbyreversetranscriptase-polymerasechainreac-

tion咱J暂.CancerRes,1995,55:3417-20.

咱10暂NakanishiH,KoderaY,ToriiA, 藻贼葬造. Detectionofcarcinoembryon-

icantigenexpressingfreetumorcellsinperitonealwashesfrompa-

tientswith gastriccarcinomabypolymerasechain reaction咱J暂. Jpn

CancerRes,1997,88(7):687-92.

咱11暂Olsson CA,deVirusGM,ButtyanR, 藻贼葬造. Reversetranscriptase

-polymerasechainreactionassaysforprostatecancer咱J暂. Urol Clin

North Am,1997,24(2):367-78.

咱12暂HoonD,WangY,DaleP, 藻贼葬造援Detectionofoccultmelanomacells

inbloodwithamultiple-markerpolymerasechainreactionassay咱J暂.

JClinOncol,1995,13:2109-16.

咱13暂BostickPJ,ChatterjeeS,ChiDD, 藻贼葬造援Limitationsofspecificrev-

erse-transcriptase chain reaction markers in the detection of

metastasesinthelymphnodesandbloodofbreastcancerpatients

咱J暂.JClinOncol,1998,16(8):2632-40.

１９５窑 窑


