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　　摘　要 :目的　探讨粪便中脱落细胞提取方法 ,进一步了解粪便脱落细胞对大肠癌诊断的意义。方法　

以 31例均经病理证实为大肠腺癌的患者为研究对象。分别采取免疫磁珠法及改良的淘洗法提取粪便中的

脱落细胞。结果　改良的淘洗法与免疫磁珠法对大肠癌的阳性检出率存在差异显著性 ( P <0.01 ) 。结论　

改良后的粪便中脱落细胞提取方法操作简便、费用低 ,易于推广应用。对大肠癌的诊断具有积极意义。
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　　Abstract:Objective　Toim provethea pproachesofisolatin gexfoliatedcellsfromfaece,furthertoanal yze

theroleofexfoliatedcellsindia gnosisofcolorectalcancer. Methods　Thirt y2one patientswithcolorectalcancer

wereenteredinourstud y.Exfoliatedcellsinthestoolof patientswereisolatedb ybothmethodsofelutriation

andImmonuma gneticbeads ( IMB) .ThemethodofIMBwas performedaccordin gtoLoktionov ,smethod.and

ElutriationmeanswasI yengar ,smethodwithsli ghtmodification. Results　Theexfoliativec ytologysensitivit y

forcolorectalcancerb yelutriationwassi gnificanthi gherthanthatb yIMB ( P <0.01 ) . Conclusions　Theim 2
provedmethodofisolationexfoliatedcellsfromstoolhasadvanta geofeas ytoo perateandlowcost,soita pplied

tobes pread.Detectionofexfoliatedcellsinstool playsanim portantroleindia gnosisofcolorectalcancer.
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　　大肠上皮细胞更新快 ,每天有近 1010正常上皮细

胞脱落入肠腔随粪便排出体外[1] ,因而粪便提供了

丰富的细胞来源。近年人们尝试检测粪便脱落细胞

以助大肠癌的早期诊断 ,但文献中介绍的脱落细胞提

取方法繁琐 ,不利于临床应用。为此我们在粪便细胞

采集技术方面进行了探索研究。

1　材料和方法

1.1 　病例资料 　31 例大肠癌患者为北京军区总医

院 1999 年 9月～2001 年 1月住院患者 ,均经病理证

实为腺癌 ,男 15例 ,女 16例。年龄分布 36～90岁。

1.2 　方法

1.2.1 　标本采集　采集大肠癌患者新鲜粪便标本 ,

立即进行脱落细胞的提取。

1.2.2 粪便中脱落细胞的提取方法　(1)免疫磁珠法

参考 LoktionovA [2]创建的方法进行。(2) 淘洗法 :

参考 IyengarV 等 [3]方法并加以改进 :采集新鲜成形粪

便 3～5g或水样便 50～100ml; 加入 100mlMEM 细

胞营养液 ,营养液中另含 PN500u/L,SM500m g/L,

庆大霉素 50mg/L, 二性霉素 B1.25m g/L,BSA10 g/

L,N 2乙酰半胱氨酸 5mmol/L; 搅拌混合 ;经孔径

600μm筛网过滤 ,滤液中加入过饱和量的硼酸以溶

解粪便中的粘液 ,依次经孔径 150μm 和 76μm 筛网

过滤 ;离心弃上清 ,0.9% 的生理盐水重悬沉淀 ,加入

适量 95%的乙醇 ,经孔径 50μm筛网过滤 ;离心后取

沉淀涂片。涂片经乙醇固定 ,常规 HE 染色 ,光镜下

观察。

1.2.3 　结果判断 　根据脱落细胞异型程度分为轻

度、中度、重度核异质或异型增生细胞、可疑癌、癌。

涂片中找到中重度核异质、可疑癌或癌即判断为异型

细胞阳性。

1.2.4 　统计学处理　采用χ2检验。

2　结果

　　脱落细胞涂片经 HE 染色后由一位资深的细胞

病理学医生协助阅片。检测结果为 :31 例大肠癌患

者的粪便中 ,淘洗法检出癌 21 例 ,可疑癌 3 例 ,异型

增生 2例 ,阴性 5例 ,共检出异型细胞 26例。免疫磁

珠法检出癌 9 例 ,可疑癌 1 例 ,异型增生 2 例 ,阴性
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19例 ,共检出异型细胞 12例 ,见表 1。
　表 1　免疫磁珠法及淘洗法提取粪便中脱落细胞结果比较

方法 阳性 (例) 阴性 (例) 阳性率 ( %)

淘洗法 26 5 83.87

免疫磁珠法 12 19 38.71 3

　　3与免疫磁珠法比较 ,χ2 =13.07, P <0.01

　　脱落入粪便的大肠癌细胞存在不同程度的退变 ,

表现为胞浆崩解呈现裸核 ,胞浆或核内出现空泡等改

变 ,但不影响癌细胞形态学观察。脱落的癌细胞特征

为 :癌细胞可以单个脱落 ,但大多以细胞团形式脱落。

癌细胞体积大 ,核浆比例失调 ,核大浓染 ,染色质呈斑

块状分布不均 ,有的癌细胞含有多个核 ,有的癌细胞胞

浆内含有粘液空泡 ,将核挤向一侧。同一群癌细胞大

小不等 ,形态不一等特征。异型增生细胞表现为 :细胞

体积比正常细胞增大 ,染色质增粗 ,呈颗粒状 ,核深染 ,

表现出一定的异型性 ,但异型程度不及癌细胞。免疫

磁珠法提取的细胞涂片 ,杂质少 ,背景清晰 ,细胞周围

有磁珠环饶 ,免疫磁珠不仅可和大肠腺癌细胞结合 ,也

可与正常柱状上皮及鳞状上皮结合 ,见图 1～4。

图 1　一群癌细胞 ,核浆比例失调 ,核深染 ,

　核大小不等 ,形态不一 ( HE10×40)

图 2　三个中、重度异型增生细胞(HE10×40)

3　讨论

　　大肠脱落细胞的检测起始于五十年代[4] ,以灌

肠的方法获取脱落细胞。Rosman [5]应用提取清肠液

中的脱落细胞 ,结果表明脱落细胞对大肠癌检出的敏

感性达 93%, 特异性为 100% 。清肠方法不足之处在

于需采集腹泻液 ,年老体弱者难以耐受频繁的腹泻 ,

因而受试者的依从性较差。近年人们探讨直接从自

然排便中提取脱落细胞的方法 ,目前国外粪便中脱落

图 3　免疫磁珠结合的脱落癌细胞(HE10×40)

图 4　免疫磁珠结合的脱落柱状上皮 (右上)

鳞状上皮 (左下)( HE10×40)

细胞的提取方法有离心淘洗法 [6] 、密度梯度离心

法[7]及免疫磁珠 ( IMB)法。IMB是指单克隆抗体通

过共价键方式与磁珠相结合 ,经抗原抗体反应使靶细

胞与磁珠结合 ,结合在磁珠上的靶细胞就会被磁场吸

附而达到与其它物质分开的目的。Ber2Ep4 为由人

乳腺癌细胞株 MCF27 免疫小鼠 ,利用杂交瘤技术制

备的单抗。研究表明[8] Ber2Ep4 抗原为位于细胞膜

表面的两种糖多肽 ,分子量分别 34000 和 39000 。

它广泛分布于正常上皮细胞及起源于上皮的肿瘤细

胞 ,将大肠癌上皮膜抗原的 Ber2Ep4 单抗包被在磁珠

上 ,结合磁珠的 Ber2Ep4 单抗与大肠癌细胞膜表面的

抗原结合即可达到富集大肠癌细胞的目的。Lok2
tionov 等[2]应用免疫磁珠法成功提取自然排便中的

脱落细胞。我们应用 Ber2Ep4 包被的免疫磁珠参照

LoktionovA 创立的方法提取粪便中脱落细胞 ,提取

的细胞经 HE染色后光镜下观察可见涂片背景清晰 ,

杂质少。细胞周围有免疫磁珠环绕 ,是由于细胞膜上

的抗原与包被在磁珠上的抗体结合的结果。研究中

还发现免疫磁珠除了能与结直肠柱状上皮及腺癌细

胞结合外 ,还可与粪便中来自肛门附近的鳞状上皮相

结合 ,该实验结果说明 Ber2Ep4 的抗原同时存在于柱

状上皮及鳞状上皮 ,与 Latza [8]研究结果相一致。31

例大肠癌患者中异型细胞阳性检出率为 38.71%, 远

低于我们建立的淘洗法的异型细胞 83.87% 的阳性

检出率 ( P <0.01 ) 。分析免疫磁珠法阳性检出率低

的原因如下 :1.脱落的细胞发生退变 ,胞浆崩解 ,癌细胞
(下转第 481页)
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同 ,如无其他器官转移 ,则可行相应的根治性手术 ,术

后补充放疗或化疗 ,治疗效果也相当 ,本组乳腺癌、黑

色素瘤的治疗效果与文献报道相近[3,4] 。肺癌出现

腋窝淋巴结转移则属晚期 ,一般不适于手术 ,预后差 ,

但本组 1例因原发灶小且无其他器官转移 ,行肺叶切

除加腋窝转移瘤切除 ,获得 2年以上生存。甲状腺癌

腋窝转移少见 ,作甲癌根治再加患侧腋窝清扫也能获

得较好的近期效果 ,本组 1例甲状腺乳头状癌术后生

存了 4年。其他转移癌以化疗为主 ,但预后差 ,生存

均不超过 1年。对于腋窝 CUPS 我们以化疗为主 ,分

化型癌预后较好。
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以裸核的形式存在。早期退变的裸核在形态上仍然

保持了恶性肿瘤细胞的特征 ,光镜下观察仍有一定的

诊断价值。由于与 Ber2Ep4 抗体结合的抗原位于胞

膜 ,因而用免疫磁珠不能与癌细胞核结合 ,引起漏检

导致阳性检出率较低。2. 粪便中的非细胞成分及其

粘液可与免疫磁珠发生非特异性的结合 ,影响脱落细

胞的提取。

　　我们将离心淘洗法、密度梯度离心法及免疫磁珠

法进行归纳比较 ,并在此基础上进行了如下几方面的

改进 1.在滤液中加入过饱和量的硼酸以溶解粪便中

的粘液。2. 在经孔径 150μm 筛网过滤前先经孔径

600μm 筛网过滤 ,去掉较大的粪便颗粒。3. 孔径

50μm筛网过滤前加固定液可以溶解食物残渣中的

脂滴 ,明显提高涂片背景的清晰度。利用该方法可使

异型细胞的阳性率达 83.87% (26/31 ) ,而且改良后

的方法简化了操作程序 ,耗材成本低 ,尤其适用于大

肠癌临床诊断及筛查。但淘洗法提取的脱落细胞纯

度欠佳 ,仍含有大量的细菌及食物残渣 ,虽然不影响

光镜下细胞形态学观察 ,但进一步进行分子生物学检

测仍存在一定的困难 ,因此粪便中脱落细胞的提取方

法仍需进一步改进。
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