
临床研究

检测CK19 mRNA、CEA mRNA

诊断非小细胞肺癌外周血微转移

朱广迎 刘德林 王绪 陈杰

 摘要! 目的 探讨检测细胞角蛋白( cytoker at in 19, CK19) mRNA、癌胚抗原( cancer embryonic antigen,

CEA ) mRNA 诊断非小细胞肺癌( non small cell lung cancer, NSCLC)患者外周血微转移的临床意义。方法

应用 RT PCR法检测 35 例 NSCLC 患者外周血中的 CK19 mRNA、CEA mRNA, 并以 20 例良性病变、20 例健

康人作对照。结果 35 例 NSCLC 患者外周血 CK19 mRNA、CEA mRNA 阳性表达率分别为 40% 和 57% , 两

者均阳性者 40% ,两者均阴性者 43% ;肺良性疾病患者 20 例, CK19 mRNA 阳性 2 例( 10% ) , 无 CEA mRNA

阳性者; 20 例健康对照 2 个指标检测结果均为阴性。随访发现 CK 19 mRNA 阳性、CEA mRNA 阳性和二者

均阴性患者的远处转移率分别为 50%、56%和 27%。结论 CEA mRNA 和 CK19 mRNA 是检测肺癌患者外

周血微转移的良好标志物,检测外周血微转移有助于预测肺癌患者预后。
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 Abstract! Objective To explore the sensitivit y and clinical significance o f detection of CK19 mRNA and

CEA mRNA expression for the diagnosis of micrometastases in the peripheral blood of patients w ith non small cell

lung cancer ( NSCLC) . Methods Nested reverse transcr iption polymerase chain reaction ( RT PCR ) was used to

detect CK19 mRNA and CEA mRNA in the peripheral blood of 35 patients w ith NSCLC. Tw enty patients w ith

pulmonary benign lesions and 20 normal healthy volunteers were ser ved as controls. Results The positive r ates of

CK19 mRNA and CEA mRNA for NSCLC patients were 40% ( 14/ 35) and 57% ( 20/ 35) respectively, 14 cases

( 40% ) w ere positive for both mRNA, and 15 cases ( 43% ) were both negative for both mRNA. No blood samples

from pat ients w ith pulmonary benign lesions was positiv e for CEA mRNA, but 2 samples ( 10% ) w ere positive for

CK19 mRNA. Of these 20 samples from normal volunteers, none was positive for both CK19 mRNA and CEA mR

NA. The distant metastasis rate of patients w ith positiv e CK 19 mRNA, positive CEA mRNA and both negative in

t he peripheral blood w ere 50% , 56% and 27% respectively. Conclusion Both CK 19 mRNA and CEA mRNA are

good markers to detect micrometastasis in the peripheral blood of patients w ith NSCLC. Detection of CK19 and

CEA mRNA expression might be helpful to predict the prognosis of patients w ith lung cancer.
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恶性肿瘤治疗的关键在于防治转移, 在临床实践

中常发现部分接受根治性放射治疗或手术的肺癌患者

本研究受江苏省卫生厅科研( Z9709)资助
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现在北京大学临床肿瘤学院北京肿瘤医院放疗科,邮编 100036, E
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在治疗过程中或治疗后短期内出现了远处转移[ 1~ 3] ,

这提示患者在接受手术或放疗前可能已经有亚临床转

移或微转移的存在。近年来,癌胚抗原( cancer embry

onic antigen, CEA) mRNA 和细胞角蛋白( cyto kerat in

19, CK19) mRNA 逆转录多聚酶链反应( reverse t ran

scriptase polymerase chain react ion, RT PCR)方法被用
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于检测存在于血液、骨髓和淋巴结中的微转移[ 4、5] ,本

研究旨在比较 CEA mRNA 和 CK19 mRNA RT PCR

的敏感性和特异性, 以筛选出非小细胞肺癌( non small

cell lung cancer, NSCLC)血行微转移的基因标志。

1 材料与方法

1. 1 病例 NSCLC 患者 35例, 肺部良性疾病患者

20例,均为外科手术病例, 术后病理确定诊断。所有

肺癌病例均来源于 2000年 9月 1日至 2001年 12月

30日间徐州医学院附属医院住院患者。另收集 20例

健康人外周血标本作为对照。

1. 2 试剂和引物设计 逆转录试剂盒购自 Gibico 公

司, DEPC(焦炭酸二乙酯)购自 Amresco 公司, T rizol

为 MBI公司产品,淋巴细胞分离液为上海恒信化学试

剂有限公司产品, Taq酶、DNA Marker 购自 Sangon公

司, 6 mer primers、dNTPs、EB、琼脂糖为华美公司产

品。

参考文献 6、7设计 CK19 及 CEA 特异性引物序

列,由 sangon 公司合成。CK19上下游引物分别为:

5∀ AGGTGGATTCCGCT CCGGGCA 3∀, 5∀ ATCT TC

CTGT CCCT CGAGCA 3∀, 扩增片段长度为 460 bp。

CEA 引 物序 列: CEA A 5∀ TCTGGAACCTTCTC

CTGGTCTCT CAGCT GG 3∀, CEA B 5∀ TGTAGCT

GTTGCAAATGCTTTAAGAAGAAGC 3∀, CEA C 5∀

GGGCCACTGT CGCAT CAT GATT GG 3∀。采用 A、B

引物对可以扩增160 bp片段, 采用 B、C引物对可以扩

增131 bp片段。另设计看家基因 3磷酸甘油醛脱氢

酶 ( glyceraldehyde 3 phosphate de hydrogenase,

GAPDH)基因作为内参照,其上下游引物序列分别为:

5∀ CGGAGTCAACGGATTGGTCGTAT 3∀, 5∀ AGC

CTTCTCCAT GGT GGT GAAGAC 3∀, 扩增 306 bp 片

段
[ 8]
。

1. 3 标本的收集与总 RNA 的抽提 对所有患者于

治疗前抽取新鲜肝素抗凝血 3~ 5 ml, 用淋巴细胞分

离液进行有核细胞的分离, T rizol试剂溶解细胞,硫氰

酸胍- 酚- 氯仿一步法抽提总 RNA
[ 9]
。对所抽提的

总RNA 用紫外分光光度计定量, 并行 1%琼脂糖凝胶

电泳观察。

1. 4 cDNA 第一链合成 取样品总 RNA 约 2 g 加

入20 l反应体系中按照试剂盒提供的条件进行逆转

录。

1. 5 CK19 mRNA和 CEA mRNA RT PCR条件的优

化 取预先扩增证实为 CK19阳性样本的逆转录产物

进行相同体系 不同循环数( 21 24 27 30 33 36)扩

增,各取 5 l 产物于 1. 7% 琼脂糖凝胶上电泳, 以

CK19/ GAPDH 荧光比值对循环数作图, 选择最适循

环数。取同一阳性样本逆转录产物 0. 25、0. 5、1. 0、

2. 0、4. 0、8. 0 l分别作模板进行 PCR扩增, 产物进行

1. 7%琼脂糖凝胶电泳, 以 CK19/ GAPDH 荧光比值对

模板量作图,选择最适模板量。

采用类似的方法确定 CEA mRNA 模板量、循环

数对 RT PCR产物数量的影响。

1. 6 PCR 反应 按照文献 6、7 报道方法, 结合实验

选择条件进行, 具体反应条件分列如下: CK19 一步

PCR反应体系25 l, 其中 10 # buf fer 3 l, Taq酶1 U,

四种 dNT Ps 各 200 mol/ L, MgCl2 2 mmol/ L, CK19

上下游引物各 1. 2 mmol/ L , GAPDH 上下游引物各 0.

8 mmol/ L。反应条件: 95 ∃ 预变性 5 m in, 接以 30循

环 95 ∃ , 30 s; 63 ∃ , 1 min; 72 ∃ , 1 m in;最后 72 ∃ 补延

伸 5 m in,冰上冷却。

CEA mRNA RT PCR与上述条件类似。

1. 7 PCR产物分析 CK19扩增产物 5 l加上样缓

冲液 1 l或 CEA两轮扩增产物各 5 l混匀加上样缓

冲液 1 l, 于 1. 7%琼脂糖凝胶上电泳, 80 V 恒压,

60 min, EB 染色, 在 UVP 凝胶成像系统(英国 UVP

公司生产)下摄片,测量荧光强度。

1. 8 随访统计 手术后开始随访各组患者的远处转

移率, 转移的判定以计算机断层扫描 ( computed to

mography, CT )、磁共振成像 ( magnet ic resonance

imaging, MRI)为准, 临床症状、单光子发射计算机断

层扫描( sing le photon emission computed tomography,

SPECT)结果为参考依据。

1. 9 统计学处理
2
检验比较组间差异。

2 结果

2. 1 总 RNA 鉴定 实验中所抽提总 RNA OD260/

OD280值在 1. 65~ 1. 88之间, 外周血提取总 RNA量

约 50~ 100 g, 1% 琼脂糖凝胶电泳, EB 染色可见

28 s、18 s亮带。

2. 2 CK19 mRNA、CEA mRNA RT PCR检测各组患

者外周血微转移癌细胞的比较 35 例 NSCLC 患者、

20例肺部良性疾病患者、20例健康对照外周血检测结

果如表1, NSCLC患者的CK19 mRNA和 CEA mRNA

阳性率显著高于肺部良性疾病患者和健康对照组( P

< 0. 05)。图 1为 7 例 NSCLC 患者外周血中 CK19

mRNA 和 CEA mRNA 检测结果。CK19 mRNA和

CEA mRNA均阳性的NSCLC患者为 14例( 40% ) , 15

例( 43%)为均阴性者 6例为单纯 CEA mRNA 阳性。
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NSCLC患者的 CEA mRNA 阳性率为 57% ( 20/ 35) ,

高于 CK19 mRNA阳性率( 40%, 14/ 35) , 但差异无显

著性。外周血检测时临床诊断远处转移的 8例患者外

周血的 CK19 mRNA RT PCR 和 CEA mRNA RT

PCR检测结果均为阳性。

表 1 各组患者外周血 CK19 mRNA、CEA mRNA 表达阳性率比较

Tab 1 Comparison of CK19 mRNA and CEA mRNA expression of peripheral blood of patients among different groups

Group
No. of

pat ients

No. of patients w ith

CK19 mRNA

expression

No of patients

with CEA mRNA

expression

No of patients w ith

CEA mRNA or CK19

mRNA expression

NSCLC 35 14( 40% ) 20( 57%) 20( 57% )

Pulmonary benign diseases 20 2( 10% ) % 0( 0) % % 2( 10% ) % % %

Health cont rol 20 0( 0) 0( 0) 0( 0)

Compared to NSCLC group: % 2= 4. 19, P< 0. 05; % % 2= 15. 57, P < 0. 005, % % % 2= 9. 90, P < 0. 005

图 1 7例 NSCLC患者外周血 CK19 mRNA( a)与 CEA mRNA( b)检测结果

M 为DNA 分子量标记,病例 1、5两个指标检测均为阳性,病例 2、4、7检测均为阴性,病例 3、6 CK19检测阴性,而 CEA检测阳性

Fig 1 Results of CK19, CEA ex pression in peripheral blood of patients w ith NSCLC

M : molecular marker. Case 1 and case 5 ex pressed both CK19 mRNA and CEA mRNA. Case 2, case 4 and case 7 did not express either CK19 mRNA or

CEA mRNA. Case 3 and case 6 expressed CEA mRNA, but did not express CK 19mRNA

2.2 随访结果 35例中失访 2 例, 随访率为 94%。

随访时间为 1~ 2年。CK19 mRNA、CEA mRNA 阳性

患者远处转移发生率分别为 50% ( 7/ 14)、56% ( 10/

18) ,经统计学处理后其差异无显著性( P> 0. 05) , 但

阳性患者的远处转移发生率均高于两指标皆阴性患者

的发生率( 27% , 4/ 15) ( P< 0. 05)。

3 讨论

在肿瘤的治疗中, 目前困扰临床医生的主要问题

仍是肿瘤的复发与转移
[ 10]
。近年来,随着分子生物学

技术的进展, RT PCR 技术已被用于检测实体瘤微转

移细胞中特殊 mRNA 的表达。该方法具有很高的敏

感性,每 10
5
~ 10

7
个正常有核细胞中含 1~ 10 个癌细

胞即可检测出来[ 11] , 但对该方法的特异性仍有争论。

根据本实验室建立的 RT PCR 方法和优化条件,

在检测 CK19 mRNA 和 CEA mRNA 表达时 本实验

发现 20例健康对照外周血的两个标记物检测均为阴

性, 20 例良性肺部疾病 CK19 mRNA 阳性率为 10%

( 2/ 20) , 而无一例 CEA mRNA阳性,说明 CEA mRNA

RT PCR的特异性高于 CK19 mRNA RT PCR,提示临

床检测合并肺部良性病变的肺癌患者有无远处转移时

宜选择 CEA mRNA RT PCR, 避免少数假阳性结果。

35例 NSCLC 患者外周血 CK19 mRNA、CEA mRNA

RT PCR阳性率分别为 40% ( 14/ 35)和 57% ( 20/ 35) ,

说明 CEA mRNA、CK19 mRNA检测的敏感性优于临

床检查,前者的敏感性高于后者。同时术后随访证明,

CEA mRNA、CK19 mRNA阳性患者出现远处转移的

发生率明显高于阴性患者。

总之,本研究结果证明 CEA mRNA、CK19 mRNA

是NSCLC患者远处转移的良好预后标志,而且 CEA

mRNA 的敏感性、特异性优于 CK19 mRNA,为今后应

用于临床提供了依据。
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会议消息

2004亚太地区国际肿瘤生物学和医学
暨第 21届国际肿瘤标志物学术会议第二轮征文通知

为了促进世界各地肿瘤生物学研究相关领域的交流与合作,由中国抗癌协会肿瘤标志物专业委员会、中华医

学会微生物与免疫学分会、国际肿瘤标志物委员会、国际抗癌联盟主办,第四军医大学 国家 863计划西安细胞工

程基地、陕西省肿瘤医院承办的( 2004亚太地区国际肿瘤生物学和医学( 2004 Asian Pacif ic Conference of Tumor

Biology and M edicine)暨第 21届国际肿瘤标志物学术会议( 21st Internat ional Academy of Tumor Mar ker Oncolo

gy Conference) )将于 2004年 8月 21日至 25日在西安召开。这是我国肿瘤生物学领域的一次重大盛会, 会议将

邀请诺贝尔医学奖获得者美国弗雷德 哈钦森癌症研究中心 Leland H Hartw ell教授,欧美两院院士美国爱因斯

坦医科大学病理学院 Janis V Klav ins 教授, 美国匹兹堡大学医学院 Olivera J F inn 教授, 奥地利格拉茨大学

George D Birkmayer教授, 美国荷克生命科学研究学院 C Channa Reddy教授, 澳大利亚奥斯丁科研中心 Ian F C

M ckenzie教授, 中国两院院士孙燕、汤钊猷、吴 、吴孟超、吴祖泽、杨胜利、饶子和、姚开泰、郝希山、徐光炜、顾健

人、黄翠芬、程书钧、曾毅、甄永苏、樊代明、魏于全等国内外著名专家教授报告当今肿瘤基础与临床研究的最新成

果与发展趋势。此外,我们还将邀请工作在肿瘤预防、诊断与治疗第一线的中青年专家参加会议并介绍实际工作

经验。会议将授予与会者国家 ∗类医学继续教育项目(编号 2004 02 08 001)学分 10 分。大会组委会热烈欢迎

您莅临西安出席本届学术盛会并提交学术论文,所有征文(全文或摘要)均须为未经正式公开发表的文稿。征文

一律以英文书写(全文 3000~ 5000字,摘要 500字左右)并附中文对照稿。中文作为审稿的参考,英文稿作为大

会正式征文。所有文稿请采用Word文件格式, A4纸排版。字体全部用 T imes New Roman, 字号为 5号。所有

投稿均须填写论文摘要表。

通讯联系: 710032 陕西省西安市长乐西路 17号第四军医大学细胞工程研究中心会议筹备组 赵岩、张思

珂、邢金良

电话: 029 83374573 传真: 029 83293906

E mail: chcerc3@ fmmu. edu. cn Web: ht tp: / / www . xa cerc. com
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