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胃癌腹膜转移的细胞学及分子生物学检测进展 *
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摘要：胃癌是常见的肿瘤之一，在消化道肿瘤中占首位。胃癌的临床病变缺乏特异性，大部分患者就诊时已发生了转移，多数病例
就诊时已为进展期或晚期。腹膜转移是胃癌最常见的转移形式，胃癌的腹膜转移是造成患者预后差的主要原因，因此，及时地诊
断腹膜转移，从而采取相应治疗，对提高患者术后生存率具有重要意义。
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ABSTRACT: Gastric cancer is one of common tumors, which is the first place in gastrointestinal tumors. Gastric cancer lesions lack

of specificity, the majority of patients, tumors has shifted when they were treated, the majority of cases has advanced or late. Peritoneal
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of peritoneal metastasis, in taking the appropriate treatment, is important to improve the survival rate of patients.
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随着人类疾病谱的转变，肿瘤已成为目前常见死因之一。
2000年全世界每年约有 1010余万人患恶性肿瘤，现患癌症病
例约 2240万。每年约有新患病例 200万，死亡约 15万。我国最
常见的恶性肿瘤，在城市依次为肺癌、胃癌、肝癌、肠癌与乳腺
癌；在农村依次为胃癌、肝癌、肺癌、食管癌与肠癌[1]。胃癌是常
见的肿瘤之一，且在消化道肿瘤中占首位。胃癌的临床病变缺
乏特异性，大部分患者就诊时已发生了转移。癌细胞易脱落人
腹腔，形成腹膜播散种植，腹膜转移通常出现在胃癌手术后，但

也有许多患者在手术时即已存在腹膜转移，术后复发病例中有

50%为腹膜种植转移[2]。腹膜转移是胃癌最常见的转移形式，也
是胃癌根治性手术后最常见的复发形式，是影响胃癌疗效的关

键问题之一。胃癌的腹膜转移是患者预后差的主要原因，多数
患者就诊时已为进展期或晚期，根治术后 5年生存率 <35%[3,4]。
实际工作中诊断胃癌腹膜转移存在一定困难。因此，明确腹膜
腔种植，尤其是微小转移灶，对术中脱落癌细胞的灭活以及术

后残留癌细胞的处理提供依据，对提高患者术后生存率具有重

要意义。本文对目前胃癌腹膜转移的细胞学及分子生物学检测
进展进行综述：

1 细胞学检测

腹腔内游离癌细胞的检测，对于胃癌分期及治疗策略的确

立至关重要。日本的 "胃癌处理规约 "已将腹腔冲洗液细胞学
的检测结果与腹膜转移和肝转移因子并列纳入胃癌分期[5]。
1.1 腹腔冲洗液细胞涂片法检查
取腹腔冲洗液,予以离心。如有腹腔积液则直接抽取。再取
沉淀物涂片，HE染色后涂片 1～5张，只要有 1张涂片查到癌
细胞即诊断游离癌细胞阳性。一旦 PLC检查为阳性，即可明确
患者存在腹膜转移，该方法被视为金标准。Bando等[6]对 1297
例胃癌患者进行腹腔脱落细胞检测，阳性率为 37%，预测腹膜
转移的敏感度为 56%，特异度为 97%。腹腔冲洗液细胞涂片法
缺点是敏感性低。
1.2 腹腔冲洗液切片细胞学检查
将腹水离心后得到的沉淀进行过滤、包裹、固定后包埋制

成切片进行镜下细胞学检查的一种方法。此法能够较好地保存
肿瘤组织的结构，避免了涂片法在推片时对组织的结构破坏，

结果更加可靠。张福田[7]等将涂片法与石蜡切片法比较,结果石
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蜡切片法在胸腹水肿瘤细胞检出率高于常规涂片法。此方法操
作较简单，无需特殊设备，尤其适用于基层医院。
1.3 薄层液基细胞涂片技术(TCT)
与常规制片方法比较，能够将收集到的细胞几乎 100%保
存在固定液瓶中，改善了样本收集率。尤其对体腔积液，可有效
去除标本中的红细胞、炎性细胞、黏性物质及细胞碎片等，且在
制片过程中可将细胞单层、均匀地分布在载玻片上，无物理损
伤变形及重叠挤压，提高了检出的阳性率[8,9]。此外，标本储存在
保存液中，制片重复性好，抗原性不受影响，可用来作免疫细胞

化学等检测[10]。李印等[11]将 450例胸腹水标本使用薄层液基细
胞涂片技术与传统涂片检测胸腹水脱落细胞相比，肿瘤的确诊

率和可疑肿瘤所占比例前者较后者明显提高。薄层液基细胞涂
片技术也有不足之处,成本较高,且在技术方面如细胞固缩等还
有待改进。

2 胃癌腹膜转移相关标志物的检测

2.1 常用的检测技术有 4种：
2.1.1 流式细胞术(Flow Cytometry, FCM) 流式细胞术是上世
纪 70年代发展起来的一种在功能水平上对单细胞或其他生物
粒子进行分选和定量分析的新技术，可高速的分析上万个细

胞，并同时能从一个细胞中测得多个参数[12,13]。流式细胞术已普
遍应用于免疫学、肿瘤学、血液学、细胞遗传学、细胞生物学等
基础医学和临床医学研究领域。通过对流动液体中单列的颗粒
或细胞进行逐个分析、测定细胞或颗粒的荧光情况和光散射,
可判断细胞所处的分裂周期、细胞大小、内部结构、细胞各种表
面蛋白和细胞内蛋白质表达。流式细胞仪可筛选出同免疫荧光
标记的抗体特异性结合的目的细胞。流式细胞术有很高的敏感
度及特异度，但不能进行细胞形态学的观察[14]。
2.1.2 免疫磁珠分离技术 (Immunomagnetic beads separation
technology，IMBS) 免疫磁珠分离技术是将磁珠特有的磁响应
性与免疫学反应的特异性相结合的一种免疫学检测技术。它分
离恶性肿瘤患者腹水脱落细胞是根据肿瘤细胞不同的免疫学

特性, 将特异性的抗体标记在磁珠上,与肿瘤细胞表面抗原的
特异识别并结合后形成抗原 -抗体 -磁珠免疫复合物，从而在
磁场作用下达到分离出肿瘤细胞的目的[14]。免疫磁珠技术最明
显的优势是保证被分离出的靶细胞形态和功能的完整，使得此

技术可从腹水中将肿瘤细胞分离、富集，可再对其进行细胞学、
流式细胞术、RT-PCR、免疫组化等检测。免疫磁珠分离技术具
有灵敏度高，重复性好，检测速度快等优点，可以明显提高腹腔

内脱落癌细胞的检出率。杨宁等利用免疫磁珠技术检测胃癌患
者腹腔冲洗液中的癌细胞，阳性率达 63.3%，高于常规腹腔冲
洗液细胞学检查[15]。Mori N等[16]用免疫磁珠法检测胃癌患者腹

腔冲洗液中的端粒酶活性，研究表明结合免疫磁珠技术和端粒

酶扩增技术对检测胃癌患者腹腔游离癌细胞有重要意义。
2.1.3 逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR） RT-PCR是将 RNA
的反转录（reverse transcription）和 cDNA的聚合酶链式反应
（PCR）相结合的技术。首先在反转录酶的作用下从 RNA合成
cDNA，再以 cDNA为模板进行扩增，而获得目的基因或检测
基因表达。RT-PCR具有较高的敏感性，但假阳性率高[14]。实时

荧光定量 RT PCR( FQ-RT PCR)是一种在 RT-PCR定性的技术
基础上发展的核酸定量技术，它在 PCR反应体系中利用荧光
探针对 cDNA进行标记，通过荧光信号积累对整个 PCR反应
扩增过程进行实时监测，最终通过标准曲线对其进行定量分析

的方法。Kodera Y等[17]采用定量 RT-PCR方法检测 189例胃癌
患者腹腔冲洗液中 CEA-mRNA，其敏感性和特异性为 80%、
94%，传统细胞学检测敏感性和特异性为 56%、91%，定量
RT-PCR可代替传统细胞学检测，可更敏感的预测胃癌腹膜转
移。它具有灵敏度高、特异性强、自动化程度高、无污染性、实时
性和准确性等特点。但其仍有一定缺陷，如实验成本及技术要
求较高、检测结果易受内参基因及 RNA生物活性的影响等[18]。
2.1.4 免疫印迹法（Western blotting） Western blotting是将高
分辨率凝胶电泳和固相免疫测定技术相结合的一种杂交技术
[19]。免疫印迹法是利用 SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳
(SDS-PAGE)分离蛋白质样品，再将分离出的蛋白转移到固相
载体（如硝酸纤维素薄膜）上，与酶标记的第二抗体起免疫反

应，经过放射自显影或底物显色以检测特定蛋白质的表达，并

分析其相对含量[20]。该法具有分析容量大、敏感性及特异性高
等优点，是检测某种特定目的蛋白质的定性方法，也可确定特

定目的蛋白在同一种细胞在不同条件下或不同细胞内的半定

量方法。现已成为蛋白分析的一种常规技术。
2.1.5 免疫组化 (immunohistochemistry) 免疫组织化学是应用
免疫学的抗原与抗体特异性结合原理，通过抗原抗体反应和组

织化学的呈色反应，使带有荧光素、同位素等标记抗体的显色
剂显色，来检测细胞内抗原，并对其进行定性、定位及定量测定
的研究。实验标本有组织标本（如石蜡切片）和细胞标本（如组
织印片、细胞爬片和细胞涂片）。它将免疫反应的特异性、组织
化学的可见性结合在一起，用电子显微镜或荧光显微镜检测各

种抗原物质(如蛋白质、酶、激素等)。免疫组化技术具有定位准
确、特异性及敏感性高等优点，但存在一定假阴性、假阳性、尚
未认知的抗原抗体交叉反应及异位抗原的表达等问题[21]。
2.2 常用的几种肿瘤标志物
2.2.1 癌胚抗原(CEA) 是 Gold和 Freedman于 1965年发现的
一种糖蛋白，因在胚胎时分泌而得名。CEA是临床上常用肿瘤
检测指标之一，位于细胞表面，可广泛存在于内胚叶起源的消

化系统恶性肿瘤中，如在大肠癌、胰腺癌、胃癌、小细胞肺癌、乳
腺癌等恶性肿瘤均可表达。腹腔内只有肿瘤细胞分泌 CEA，腹
腔内其他细胞如腹膜间皮细胞及炎性细胞等不分泌 CEA，因
此可作为预测胃癌腹膜转移的敏感检测指标。Ishigami S等[22]

用 RT-PCR检测 67例胃癌患者外周血 CEA mRNA, 阳性率达
49%，与胃癌术后复发转移有关,CEAmRNA有望成为评估胃癌
患者复发和转移的一种肿瘤指标。Tamura N等[23]用 RT-PCR检
测 164例胃癌患者腹腔冲洗液 CEA及 CK20 mRNA，研究表
明腹腔冲洗液中癌胚抗原和细胞角蛋白 20表达水平是重要的
独立预后因素。
2.2.2 细胞角蛋白 (Cytokertin, CK) 是细胞骨架系统纤维丝的
成分之一，其家族有 20多种成员，广泛存在于上皮细胞。其中
CK19及 CK20是低分子角蛋白，仅表达于上皮组织或细胞中，
有严格的上皮组织特异性，而在正常人外周血细胞、骨髓、腹腔
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间皮及间叶细胞内无表达。在上皮细胞癌变过程中，角蛋白仍
存在于上皮细胞肿瘤内，且几乎所有胃肠道肿瘤组织均有较高

表达,而正常及恶性变的间叶组织不表达角蛋白,因此 CK19及
CK20已成为检测胃肠道恶性肿瘤转移的指标之一。Katsuragi
K等[24]对 116例胃癌患者用 RT-PCR方法检测腹腔冲洗液中
的 CEA及 CK20表达水平，CEA及 CK20预测腹膜转移的敏
感性分别为 72.7%、54.6%，和特异性为 82.7%、80.3%，结合两
个指标则敏感性和特异性分别为 86.4%、81.5%，结果显示用
RT-PCR检测 CEA及 CK20有助于预测腹膜转移。
2.2.3 基质金属蛋白酶 (matrix metalloproteinases,MMPs) 是一
类锌依赖内源性蛋白酶，是一个多基因家族，目前可分为 26
种，可降解细胞外基质，对降解底物具有特异性，几乎可作用于

细胞外基质中各种成分。MMP7是基质金属蛋白酶家族中唯一
由上皮性肿瘤细胞特异性表达的酶，由肿瘤细胞以无活性的形

式分泌后，被MMP-3和胰蛋白酶等激活，激活后具有广泛的蛋
白水解活性。可水解Ⅳ型胶原蛋白、层连蛋白、纤维连接蛋白等
细胞外基质成分，从而破坏肿瘤的组织学屏障，在肿瘤侵袭转

移的过程中起关键作用。研究表明MMP-7在胃癌中表达明显
升高且与浸润、转移密切相关。MMP9是明胶酶的一种，主要作
用于Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ型胶原、明胶及弹性纤维。可降解细胞外基质
的多种成分。MMP-9于生理 PH值下，在锌离子的辅助下，可参
与细胞外基质的降解，调节细胞的黏附，与肿瘤的侵袭及转移

有关。Tang Y等[25]研究表明MMP-9对胃癌特别是弥漫型胃癌
的淋巴结转移发挥重要作用。
2.2.4 肝素酶 (Heparanase , HPA) 是一种 β-D-葡萄糖苷酸内
切酶，可裂解连接于硫酸乙酰肝素蛋白多糖(HSPG)核心分子上
的硫酸肝素(HS)，从而破坏 ECM和 BM的组织屏障结构；亦可
直接作用于血管内皮细胞，促进肿瘤血管生成，在肿瘤的浸润

及转移过程中起重要作用[26]。在生理状态下，HPA主要分布在
血小板、中性粒细胞、T或 B淋巴细胞和单核细胞等，以胎盘和
血小板含量最高。多数研究表明该酶位于胞质内。在卵巢癌、子
宫内膜癌、结肠癌、肝癌、胃癌等多种肿瘤细胞中有较高水平表
达。王振宁等[27]用 RT-PCR检测 48例胃癌患者腹腔冲洗液肝
素酶 mRNA，阳性率为 52%，预测腹膜转移灶的特异性为
100%。结果表明在胃癌患者腹腔冲洗液中有乙酰肝素酶基因
表达，可能表明腹腔存在游离癌细胞。
2.2.5 多巴脱梭酶 (DDC) 是能够将多巴代谢为多巴胺的一种
酶, 在神经递质多巴胺及 5-羟色胺的合成过程中起主要作用，
此外还参与血管生成及细胞增殖、凋亡。DDC是神经内分泌肿
瘤的一种特异性标志物，通过与各种激素类受体作用，可激活

肿瘤细胞的分泌功能，以使其释放多种生长因子，从而促进肿

瘤的增殖和血管生成。赵丹懿等[28]用 RT-PCR方法对 92例胃
癌患者腹腔冲洗液 DDC mRNA进行检测，研究表明 DDC可
作为胃癌腹膜转移的预测的指标。Sakakura等[29]用 RT-PCR方
法对 112例胃癌患者腹腔冲洗液 DDC mRNA进行检测，结果
表明 DDC 对预测胃癌腹膜转移的敏感性和特异性分别为
87%、98%。
2.2.6 目前用于预测腹膜转移的指标还有 SURVIVIN、STAT3、
VEGF、E-钙粘素、PCNA、Ki67等，常用的检测组织有腹腔冲洗

液、腹膜乳斑、壁腹膜。

3 问题与展望

在目前众多肿瘤标志物中，国内外的研究尚未找到一种公

认的预测胃癌腹膜转移的肿瘤标志物。通过结合细胞分离术和
RT-PCR、流式细胞术等检测手段，并联合多种胃癌腹膜转移相
关肿瘤标志物，以提高诊断的灵敏性和特异性，在胃癌患者术

前或术中及时地诊断腹膜转移，进而采取术中或术后早期腹腔

低渗温热灌注化疗等治疗手段，以提高胃癌患者术后生存率。
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