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【摘* 要】目的：评价手术操作促进肺癌细胞入血的可能性，

分析围手术期外周循环癌细胞（F.FJ）的变化与常见临床病

理指标间的关系- 方法：接受根治性手术的原发性非小细胞

肺癌（XBFGF）患者 $+ 例，按预定的结扎血管顺序术前将病例

任意分为先结扎肺静脉组和先结扎肺动脉组- 分别采集其术

前 ! L、术中及术后第 % 日外周血标本- 选择 !" 例需手术治疗

的肺部良性疾病患者作为对照- 以 $" 例健康人作为阴性对

照- 以癌胚抗原（F1K）作为检测标志物，运用实时荧光定量

逆转录#聚合酶链反应（ ANS.#TFS）法定量检测患者 F.FJ 的

存在状况- 结果：围手术期外周血 F1K 2SXK 浓度变化呈上

升趋势，术后第 % 日显著高于术前 ! L（8 [ "- """）及手术当天

（8 [ "- """）- 肺腺癌术前 F1K 2SXK 明显高于肺鳞癌（8 [
"- "+%)）- 先结扎肺静脉组与先结扎肺动脉组比较存在明显

差异（8 [ "- ",)）- 术前 .#分期与围手术期 F1K 测值间亦存

在密切关系（8 [ "- "$)）- 术前阳性率为 ,+- )\（!" ] $+），而

手术对照组及健康组均为阴性- 结论：可手术切除的 XBFGF
患者手术前就可能存在全身癌细胞的播散- 肺癌细胞主要在

术后逐渐释放入外周循环- 外科手术操作可促使癌细胞术中

入血，若先结扎肺静脉可一定程度阻止癌细胞释放-
【关键词】肺肿瘤；血液；聚合酶链反应；癌胚抗原；信使 SXK；

围手术期
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!" 引言

肺癌手术中在结扎肺动脉以前结扎肺静脉可能

是防止术中肺癌细胞被挤入血的有效方法［!］" 本实

验中，我 们 以 癌 胚 抗 原（ #$%#&’()*+%,(’&# $’-&.)’，

/01）作为检测标志物，运用实时荧光定量逆转录2聚
合 酶 链 反 应（ 345(%)6#)’- 75$’-&-$-&8) %)8)%6) -%$’2
6#%&9-$6)29(4,*)%$6) #:$&’ %)$#-&(’，37;<2=/;）法定量

检测了术前、术中及术后原发性非小细胞肺癌（ ’(’
6*$44 #)44 45’. #$’#)%，>?/@/）患者外周血中癌细胞

的存在状况，以评价手术操作促进癌细胞入血的可能

性，同时分析了围手术期外周循环癌细胞（#&%#54$-&’.
-5*(% #)446，/</6）的变化与常见临床病理指标间的

关系"

#" 材料和方法

#" #" 材料" 本组病例包括接受根治性手术的 AB 例

原发性 >?/@/ 患者，分别采集术前、术中及术后外周

血标本共 CD 份" 术前标本在手术前 ! E 采集，术中标

本则在肺癌被切除以后采集，术后标本在术后 F E 获

取" 所有病例均经病理学诊断证实" 所有病例术前

均未接受过化疗、放疗等治疗措施" 各病例临床病理

特征见表 !" 以 !G 例需接受手术治疗的肺部良性疾

病患者作为手术对照" 以 AG 例健康人的外周血标本

作为阴性对照"
按预定的结扎血管顺序术前将病例任意分为先

结扎肺静脉组（=H23&%6- I%(59）和先结 扎肺动脉组

（=123&%6- I%(59）" 所有的手术操作均由同一外科小组

完成" 术中进入胸腔以后，首先完成肺血管的游离和

结扎，肺叶切除完成以后随之清除纵隔淋巴结" 术后

除 ! 例因呼吸衰竭死亡外，其余患者均无并发症发生"
#" $" 方法

!" A" !J 提取 ;>1J 首先运用人淋巴细胞分离液（上

海化学试剂二厂）分离外周血单个核细胞（=KL>6）"
按 <%&M(4 ;)$.)’-（ N’8&-%(.)’，/$-O!PPDC2GAC）的说明

提取 =KL>6 中的总 ;>1" 通过测定 !ACG ’*计算 ;>1
的浓度，!ACG ’* Q !ARG ’* 的值判定 ;>1 纯度，!G . Q @ 琼

脂糖凝胶电泳检测其完整性"
!" A" AJ 合成 /S>1J 总 ;>1 在 FGT 中孵育 P *&’"
逆转录反应在 !R !@ ! U ;< 缓冲液［PG **(4 Q @ <%&62
V/4（9V R" B），FP **(4 Q @ W/4 及 B **(4 Q @ L./4A］

中完成，同时加入 G" P **(4 Q @ E><=，! !@ ;>$6&’
及 AGG X LL@H 逆转录酶（=%(*).$），合成条件为

BFT BG *&’"
!" A" BJ 引物与探针J 用 =%&*)% 0Y9%)66 软件（=0 192
94&)E K&(6,6-)*6）设计 <$7*$’ 引物和探针" /01 的

引 物 序 列 为： 上 游 引 物（ PZ ! BZ） I//<<I12
/1111/I<<//<II；下 游 引 物（PZ!BZ）I11/II
/I<II1<</11<1I<I" /01 探 针 序 列（ PZ! BZ）：

1I</<///</II//I/<////1" 产物长度为 !DD +9
（6）"

表 !J 原发性非小细胞肺癌患者 AB 例的临床病理特征

病 例

编号

性别 Q

年龄

组织

类型

分化

等级

被切

肺叶

结扎血管

顺序

9<>L 分期

< > 分期

! 女 Q PA 腺癌 低 右下 静脉2动脉 A G "

A 男 Q PD 腺癌 低 左上 静脉2动脉 A A #

B 男 Q CC 鳞癌 低 右上 静脉2动脉 B A #

[ 女 Q FG 鳞癌 高 Q 中 右中 静脉2动脉 ! G "

P 男 Q FA 鳞癌 高 Q 中 左下 静脉2动脉 A G "

C 男 Q CF 腺癌 高 Q 中 左下 静脉2动脉 ! G "

F 男 Q FA 鳞癌 高 Q 中 右上 静脉2动脉 A ! $

R 男 Q P! 腺癌 高 Q 中 右下 \ 右中 静脉2动脉 B A #

D 男 Q PB 腺癌 高 Q 中 右上 静脉2动脉 A G "

!G 男 Q CA 腺癌 高 Q 中 左上 静脉2动脉 B G $

!! 女 Q CP 腺癌 高 Q 中 右上 静脉2动脉 A G "

!A 男 Q [D 鳞癌 低 左上 静脉2动脉 A ! $

!B 男 Q PG 鳞癌 高 Q 中 右上 动脉2静脉 A A #

![ 女 Q P[ 鳞癌 高 Q 中 右下 动脉2静脉 B A #

!P 男 Q F! 鳞癌 低 左上 动脉2静脉 ! G "

!C 女 Q P[ 腺癌 低 左上 动脉2静脉 A ! $

!F 女 Q C! 腺癌 低 左下 动脉2静脉 A A #

!R 女 Q CC 鳞癌 高 Q 中 右上 动脉2静脉 B G $

!D 男 Q FB 鳞癌 高 Q 中 右下 动脉2静脉 A ! $

AG 男 Q P[ 鳞癌 高 Q 中 左上 动脉2静脉 A G "

A! 男 Q P[ 鳞癌 高 Q 中 右上 动脉2静脉 ! G "

AA 女 Q PF 鳞癌 高 Q 中 右中 动脉2静脉 ! ! $

AB 男 Q PR 鳞癌 高 Q 中 左上 动脉2静脉 B A #

!" A" [J <$7*$’ =/; 反应J =/; 反应在以下反应体

系中完成：[B !@ =/; 反应缓冲液［!G **(4 Q @ <%&62
V/4（ 9V R" [），PG **(4 Q @ W/4 及 !" P **(4 Q @
L./4A］，G" A **(4 Q @ E><=，P !@ /S>1，A X <$7
S>1 聚合酶（=%(*).$），上、下游引物各 G" [ !*(4 Q @，

首先在 DPT水平预变性 P *&’，然后按以下反应条件

完成 BP 个循环：DPT BG 6，CAT AG 6，FAT AG 6" 最后

在 FAT下延伸 !G *&’ 结束反应" 在每一批 =/; 反应

中设立阳性对照（提自 @/2P 细胞的 ;>1）及阴性对

照（水）"
根据所获得的标准曲线，得到各检测标本的起始

浓度（基因拷贝数 Q 毫升）" 实验数据均以每毫升血清

中 /01*;>1 拷贝数的常用对数表示" 所有反应均

在 1KN =%&6* FGGG 序列检测系统（=)%]&’204*)% 192
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!"#$% &#’()(*$+）中完成, 运用检测系统自带的软件

计算 -* 值并确定每个标本的起始拷贝数,
., /, 0 1 2-30 细胞连续稀释试验 1 用 45)!(#637849

（:#;+<）收集单层培养的 2-30 细胞（ 一种肺鳞癌细

胞株），用冷 =&: 洗涤并混悬, 用计数池测定细胞的

密度，以台盼蓝（:#;+<）染色评价细胞的活力, 调整

细胞的密度至 / +2 87=- 处理水中含 .>? 个细胞,
为了模仿肺癌患者外周循环中癌细胞存在的情况，分

别从健康志愿者外周血 .>@ 个 =&AB( 和 .>? 个 2-30
细胞中提取 CB9，将提取自正常人 .>? 个 =&AB( 中

的 CB9 分别与提取自 .，.>，.>/，.>D，.>E 和 .>0 个

2-30 细胞的 CB9 相混合, 阴性对照，则只以提自 .>?

个 =&AB( 的 CB9 为检测对象, 运用 FGC43=-C 法分

别检测以上 CB9 混合物的起始基因拷贝数，并以此

建立标准曲线和受试者工作特征（ 5$H$#I$5 ’!$5<*’5
HJ<5#H*$5#(*#H，CK-）曲线, 每个浓度的标本均重复测

定 D 次,
统计学处理：用 :=:: .>, > 统计软件包建立数

据文件并进行统计学分析, 采用重复测量数据的方

差分析评估围术期测值变化趋势及分组变量与测值

的关系, ! L >, >0 提示差异有统计学意义,

!" 结果

!# $ " %&’ 诊断实验的评估 " CK- 曲线下面积为

>, M0>（N0O-P：>, @>N Q >, NN.）（图 .）, 将健康对照

组均值的 N0O可信区间的上限（R S ., N?:8）作为诊

断实验的分界值，其值为 E, ?.0., 在此分界值标准

下，诊断实验的灵敏度为 N.O，特异度为 M@O , 通过

比较批间和批内不同浓度标准品的 -* 值来评估检测

方法的重复性，批间和批内 -*（H)H"$ *J5$(J’"%）值的

变异系数（-T）分别为 0, EO 和 /, @O , 图 / 及图 D
（荧光定量 =-C 的扩增过程包括 D 个阶段：基线期、

指数期及平台期, 当报告基团的荧光强度超过阈值

时的循环数就是 -* 值）分别显示标准曲线及扩增

曲线,
!# !" 围手术期 %&’ 测值变化趋势" 围手术期外周

血 -79 +CB9 浓度变化呈上升趋势，术后第 @ 日显

著高于术前 . %（E, M@ U >, .M "# E, EM U >, .?，! V
>, >>>）及手术当天（E, M@ U >, .M "# E, 0E U >, /0，! V
>, >>>）, 手术当天测值与术前 . % 比较无显著差异,
!# (" 术前 %&’ )*+’ 水平与组织类型间的关系"
肺腺癌患者（$ V N）术前外周血中 -79 +CB9 明显高

于肺鳞癌患者 $ V .E（E, @> U >, .? "# E, DE U >, 0E，

% V ., M@D，! V >, >D@0，组间 % 检验）, 采用组间 % 检

验法分析术前外周血 -79 +CB9 浓度与患者性别、

年龄、手术部位及 !4BA 分期等间的关系，差异无统

计学意义（! W >, >0）,

图 .1 癌胚抗原诊断实验的 CK- 曲线

以 -* 值作为纵坐标，-79 起始拷贝数作为横坐标，此曲线显示 E 个数

量级的动态范围,

图 /1 标准曲线

图 D1 扩增曲线

!# ," 围手术期外周血 %&’ )*+’ 水平与血管结扎

顺序及 -.分期间的关系" 先结扎肺静脉组与先结扎

肺动脉组比较围术期外周血 -79 +CB9 测值可能存

在差异（E, E> U >, D/ "# E, M/ U >, EM，! V >, >E0）, 术

前 43分期与围术期 -79 测值间亦存在一定关系，43
分期越晚，则 -79 +CB9 水平越高（E, /@ U >, /M "#
E, @? U >, D@，! V >, >/0）,
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!" #$ 术前外周血 %&’ 阳性率$ 以健康对照组均值

的 !"# 可 信 区 间 的 上 限 值 为 分 界 值，若 测 值 $
%& ’("(为阳性& 则术前 )* 例患者中有 (+ 例为阳性，

阳性率为 %*& "# &

($ 讨论

,-. 被认为是一种肿瘤特异性的标志物，它在

胚胎时期的结肠以及各种肿瘤组织中表达，并且与患

者的预后呈负相关关系［)］& 不少研究者将其作为检

测肺癌患者外周血 ,/,0 的标志物［* 1 %］& 由于有些研

究者发现 ,-. 在正常组织亦有表达，因此目前 ,-.
是否一 定 是 属 肿 瘤 特 异 性 标 志 物 尚 存 在 争 议［)］&
2340356 等［"］则非常肯定地认为 ,-. 属于肿瘤特异

性的& 如今，基于 789. 基础上的癌细胞鉴别技术的

主要局限性就在于大多数标志物的组织特异性不够&
在没有发现特异性很理想的标志物的前提下，要克服

这一问题，只有建立定量检测的方法& 此时，存在于

非肿瘤细胞内的低水平表达可被视为阈值（/:;40:<
=>?）［’］& 本实验我们是建立在这样一种假设基础上

的，即 ,-. 在正常组织中有表达，但与含有转移性肺

癌的组织相比，它是微不足道的& 一旦它在外周血中

的表达 超 过 某 一 假 定 的 水 平，则 提 示 有 肿 瘤 细 胞

存在&
由于传统的 8/<@,8 法最多只能达到半定量的

程度，因此它很难区分正常组织中靶基因的基础表达

水平与癌相关组织中增高的表达水平，从而导致假阳

性的产生& 我们以 ,-. 作为检测标志物，运用 AB8/<
@,8 法来检测 ,/,0，以便为动态监测疾病、观察疗效

及早期诊断等创造条件& 能够获得 ,/,0 的定量信息

是一个很大的进步& 与传统定量 @,8 相比，实时定

量 @,8 具有自己独特的优点［C］& 这项技术还被运用

于肿瘤患者骨髓和淋巴结中微转移的检测［D 1 (+］& 该

法的重要特征之一就是在 @,8 产物扩增过程中实时

得出产物的量，这一点与终点检测法完全不同，后者

是只有当反应完成预设循环数后才计算产物的累积

数量& 靶基因的起始拷贝数越高，则反应过程中能被

监测到的增高的荧光信号就越早& 通过测定 ,E 值就

能够知道待测样品中靶基因的拷贝数，运用标准曲线

可获得它的起始拷贝数& 为了区分阳性结果是由于

存在 ,/,0 还是正常 @FG90 的低水平表达所致，我们

将健康对照组实验结果均值的 !"# 可信区间的上限

值作为真阳性标准& 这样可对待测标本的标志物进

行定量分析，可克服传统 8/<@,8 的技术缺点及一定

程度上解决标志物的非特异性问题&
本研究结果表明，术前患者外周血 ,-. 789.

水平与 9H,I, 患者的组织类型间存在密切关系，提

示肺癌的组织类型不同时，其生物学行为亦会有差

异& 因此，在临床诊疗过程中，应区别对待不同的情

形，即遵循“个体化”治疗的原则，对于肺腺癌患者可

给予术后全身性辅助治疗，以获得更好的疗效& 我们

没有发现实验结果与癌肿的术后 J/9G 分期间存在

相关性，这也一定程度上解释了为何有些病理分期属

早期（! K"）的肺癌患者术后很早就出现远处转移

的临床现象& 同时提示目前的 J/9G 分期系统尚不

完善，可考虑将一些新的有价值的因素（ 如 ,/,0）纳

入现行分期系统中&
本组患者围手术期外周血 ,-. 789. 与 /<分期

有密切关系& 癌肿越大，术后血行播散的癌细胞就越

多& 推测其可能为癌肿体积越大，术中受机械压迫就

越多，癌细胞入血就越多& LM7M0:3EM 等［((］的研究也

一定程度上支持本实验结果&
)* 例患者中的 (+ 例术前 ,-. 789. 表达阳性，

提示临床上认为可“根治性切除”的肺癌患者术前就

存在 ,/,0& 临床观察发现，对呈明显“ 局限型”表现

的原发瘤实施根治性切除后，仍有相当一部分患者术

后出现远处转移，提示这部分患者可能术前就存在不

能被目前常规检查手段发现的播散性癌细胞& 在癌

肿生长的早期阶段，隐匿性癌细胞即可通过血行或淋

巴途径扩散，而这一现象往往被现今的临床和病理分

期手段所忽略& 虽然本实验方法不允许对肿瘤细胞

进行特异性鉴定，但是实验结果还是提示有相当比例

的可切除 9H,I, 患者中存在全身性癌细胞播散&
术中癌细胞播散入血经常发生［() 1 (*］& 本实验结

果显示，肺血管结扎顺序与围手术期 ,-. 789. 表

达细胞入血间存在较密切的关系（2@2 N +& +C"，)<03<
?4?）& 我们认为外科手术操作可促使术中和术后癌

细胞入血，而术中先结扎肺静脉可能有助于减少癌细

胞脱落入血&
我们认为，作为一种诊断手段，检测微转移或

,/,0 使得实时监测肿瘤成为可能，并且可能对肿瘤

的个体化治疗产生很大影响& 传统检测方法（如影像

学方法）只能了解临床转移灶出现以后的情况，无法

明确从原发瘤切除以后至转移形成以前这段时间的

情况& 随着 @,8 等新的检测手段不断发展，微转移

的检测可能填补存在于原发瘤与转移灶之间的这条

鸿沟，从而提高肿瘤疗效&
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#$ 临床资料$ 9::>-:> Y 9::;-:= 入我院疗养的 =A 岁以上男性

飞行人员 L>9 例，年龄 =; a A? 岁5 根据空军航卫工作条例对

飞行人员飞行大体检的要求，对这些飞行人员进行各项常规

项目体检和入院后 = 3 内早餐前进行空腹腹部 B 超检查，以

排除脂肪肝5 脂肪肝诊断标准［<］：!肝实质呈点状回声（ 肝回

声强度 b 脾、肾回声）；"肝深部回声衰减；#肝内血管显示不

清5 上述第 < 项加第 9 或第 = 项即可确诊为脂肪肝5 肥胖程

度判断：体质指数（CF Y 19 ）c 体质量 Y 身高9，正常 9: a 9;，b
9; 为超重，b 9? 为肥胖5 结果，体检的 L>9 名飞行人员中共确

诊新发现脂肪肝 ;> 例（?5 ;=d），占新发现疾病的首位，但年

龄、飞行时间，飞行机种与脂肪肝检出率之间无显著性差异

（! b :5 :A）5 体质指数分布在 9=5 < a =A5 9，与相应的新发现脂

肪肝检出率之间存在正相关（ " c :5 M=<，! e :5 :A）5 新发现脂

肪肝 ;> 例中合并高三酰甘油血症 >A 例（L:5 =<d）5

%$ 讨论$ 当脂肪含量超过肝脏质量的 <:d 或肝细胞半数以

上脂肪性变时即为脂肪肝5 大多数脂肪肝内沉积的是三酰甘

油，本组资料显示 L:5 =<d 5 脂肪肝合并高三酰甘油血症，符

合这一病理改变，并且各年龄组、各飞行时间组、各机种之间

脂肪肝检出率无明显差异，而 =; a >: 岁是飞行的成熟时期，

也是部队的主要战斗力，因此为提高部队战斗力，延长飞行人

员的飞行寿命，做好对飞行人员脂肪肝的危险因素进行积极

有效干预尤为重要5 脂肪肝是超重及肥胖症患者常见的并发

症5 本组资料结果显示新发现脂肪肝捡出率随体质指数的增

高而增加5 据报道飞行人员的膳食热量摄入较一般人群高

A a ; 倍，脂肪的摄入尤其是动物脂肪的摄入比例偏高［9］5 同

时有一些部队飞行人员体育训练时间不足，运动量减少，使新

发现脂肪肝增多5 几点建议：!做好重点飞行人员的监测工

作，尤其对体质量超重的飞行人员要定期进行 B 超、血糖及血

脂检查，建立健康挡案，以利下年度体检时参考；"重视个人

危险因素的危害，积极干预可控制因素，加强保健知识教育，

防止体质量超重；#合理搭配膳食结构，改善飞行人员营养状

况，控制过多脂肪摄入；$认真组织飞行人员体育训练，促进

脂肪消耗%定期进行飞行人员脂肪肝及危险因素的流行病学

调查，加强预防措施5
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