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胃癌患者术前外周血鸟苷酸环化酶犆犿犚犖犃表达与术后复发的关系
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　　［摘要］　目的　探讨胃癌患者术前外周血鸟苷酸环化酶Ｃ信使ＲＮＡ（ｇｕａｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅＣ，ＧＣＣｍＲＮＡ）表达与术后复

发的关系。方法　收集６０例胃癌患者术前外周血和同期门诊１５例肠上皮化生、２１例异型增生患者以及２０例健康体检者外

周血标本，应用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＦＱＰＣＲ）检测ＧＣＣｍＲＮＡ的表达，并分析其与临床病理参数及胃癌术后复发的关系。

结果　健康体检者外周血中未检测到ＧＣＣｍＲＮＡ表达，肠上皮化生和异型增生患者外周血ＧＣＣｍＲＮＡ表达阳性率分别

为９．５％（２／１５）和２０．０％（３／２１）；而胃癌患者术前外周血阳性率为４８．３％（２９／６０），高于健康体检者及肠上皮化生、异型增生

患者（犘＜０．０５）。胃癌患者术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ表达与肿瘤Ｌａｕｒéｎ分型、临床ＴＮＭ分期、浸润深度、淋巴结转移和分化

程度等均有关（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。ＧＣＣ阳性胃癌患者术后１～４年的累计肿瘤复发率分别为４１．４％、７９．３％、９６．６％和

１００．０％；ＧＣＣ阴性患者术后１～４年的累计肿瘤复发率分别为１６．１％、４１．９％、６７．７％和８０．６％，且ＧＣＣ阳性患者术后中位

复发时间短于ＧＣＣ阴性患者。两组患者术后１～４年的累计肿瘤复发率、中位复发时间和总体生存期差异有统计学意义

（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　胃癌患者术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ阳性者预后更差，且更易出现术后短期复发。

　　［关键词］　胃肿瘤；鸟苷酸环化酶Ｃ；复发；存活率分析
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１２）：１３８７１３９０］

　　胃癌是常见的恶性肿瘤之一，居全世界癌症死

亡原因的第２位，我国属于胃癌的高发地区，胃癌患

者总体预后尚不理想，５年总体生存率仅２５％
［１２］。

鸟苷酸环化酶Ｃ（ＧＣＣ）是鸟苷酸环化酶家族成员之

一，是一种Ｎ连接糖蛋白受体，常分布于绒毛肠细胞

顶端，如正常小肠黏膜上皮和原发或继发大肠肿瘤，

而肠外组织（如正常食管和胃上皮组织）不表达［２］。

前期研究［３４］发现，ＧＣＣｍＲＮＡ和蛋白在胃癌组织

中出现异位表达，且胃癌患者外周血 ＧＣＣｍＲＮＡ

表达与病情进展有关。因此，本研究采用实时荧光

定量ＰＣＲ（ＲＦＱＰＣＲ）技术检测胃癌患者外周血

ＧＣＣｍＲＮＡ表达水平，并探讨其可能的临床价值。

１　材料和方法

１．１　 主 要 试 剂 及 仪 器 　ＴＲＩｚｏｌ试 剂、Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴ试剂盒和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇

ＴＭ
Ⅱ试

剂盒购自大连宝生物有限公司，淋巴细胞分离液购

自天津中国医学科学院血液学研究所，β肌动蛋白和

ＧＣＣ引物由生工生物工程（上海）股份有限公司设

计合成，焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）为上海捷瑞公司产

品，纯水处理仪８１２３为上海宝尔公司产品，立式压

力蒸气灭菌锅（ＹＸＱＬＳ７５ＳＩＩ）为上海博迅公司产品，

低温冷冻离心机（ＡＬＬＥＧＲＡＸ１５Ｒ）为美国Ｂｅｃｋｍａｎ

公司产品，烘箱（ＢＨＧ９２４３ＢＳ）为上海新苗公司产品，

－８０℃冰箱（ＭＤＦＵ７１Ｖ型）为日本Ｓａｎｙｏ公司产品，

ＲＦＱＰＣＲ仪为杭州博日公司产品。

１．２　样本来源　收集２００９年１１月至２０１０年８月

南通大学附属医院普通外科及南通市如皋港人民医

院外科住院６０例胃癌患者，术前一次性采集外周血

５ｍＬ，采血时间均为手术前４８ｈ以内，抽取同时期

门诊１５例胃肠上皮化生和２１例胃异型增生患者及

２０例健康体检者外周血各５ｍＬ。患者年龄３２～８１

岁，其中男性４２例、女性１８例。术前均未行放化疗

和其他抗肿瘤治疗，外周血标本采集后立即置入液

氮速冻后转至－８０℃冰箱保存备用。

所有标本切片均由两位病理科医师双盲法核片

确定病理类型。所有肿瘤患者均行Ｄ２胃癌根治术，

术后记录病理类型、临床分期、组织学分级、浸润深

度、淋巴转移等参数。胃癌患者的 ＴＮＭ 分期依照

美国癌症联合委员会（ＡＪＣＣ）制定的胃癌 ＴＮＭ 分

期第７版标准判定。所有患者术后均行ＸＥＬＯＸ方

案化疗６个周期，均未放疗。６０例胃癌患者中肿瘤

组织＜５ｃｍ３２例，≥５ｃｍ２８例；肠型胃癌２８例，弥

漫型胃癌３２例；Ⅰ～Ⅱ期胃癌２６例，Ⅲ～Ⅳ期胃癌

３４例；淋巴结转移１９例，无淋巴结转移４１例；肿瘤

未浸润浆膜层１７例，浸润浆膜及以外４３例；高中分

化癌２９例，低分化癌３１例。本研究入组患者和对

照组术前均行胃镜检查和活检病理确诊，并行电子

肠镜检查排除了大肠肿瘤。本研究经南通大学附属

医院医学伦理委员会批准，并获得所有患者及受试

者知情同意。

１．３　实验方法

１．３．１　总ＲＮＡ提取　将抽取的外周血用单核细胞

分离液分离单个核细胞（ＰＢＭＣ），按照说明书应用

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取ＰＢＭＣ总ＲＮＡ。取已分离的外周

血ＰＢＭＣ悬液放于１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入

ＴＲＩｚｏｌ１ｍＬ，室温静置５ｍｉｎ，再加入０．２ｍＬ氯仿，

振荡１５ｓ，静置２ｍｉｎ。４℃离心，１２０００犵×１５ｍｉｎ，

取上清；随后加入０．５ｍＬ异丙醇，混匀后静置１０

ｍｉｎ。４℃离心１２０００犵×１０ｍｉｎ，弃上清。加１ｍＬ

７５％乙醇，轻轻洗涤沉淀。４℃离心７５００犵×５ｍｉｎ，

弃上清。再次加入１ｍＬ７５％乙醇，轻轻洗涤沉淀。

再次４℃离心７５００犵×５ｍｉｎ，弃去上清。真空离心

干燥后加入３０μＬＤＥＰＣ，水浴箱内６５℃促溶１５

ｍｉｎ。检测ＲＮＡ浓度后分装，－８０℃保存。

１．３．２　ｃＤＮＡ 合成　总 ＲＮＡ１μｇ、引物１μｇ、

ＤＥＰＣＨ２Ｏ补齐至１２μＬ，７０℃孵育５ｍｉｎ，置冰上；

加５×反应缓冲液 ４μＬ、ＲＮＡ 酶抑制剂１μＬ、

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合液２μＬ，３７℃孵育５ｍｉｎ，置

冰上；加 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＭＭｕｌｖ反转录酶１μＬ，４２℃

６０ｍｉｎ；７０℃１０ ｍｉｎ。反转录成 ｃＤＮＡ 后分装，

－２０℃保存。
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１．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测　从ＧｅｎＢａｎｋ查取

ＧＣＣ和β肌动蛋白基因序列，以Ｐｒｉｍｅｒ５软件分别

设计引物各１对由上海生工生物工程公司合成，序

列如下，ＧＣＣ：上游，５′ＣＡＡＣＣＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴ

ＣＴＡＣＧＧ３′，下游，５′ＡＡＴＧＴＧＣＣＡＴＣＡＧＧＧ

ＴＡＧＧＡ３′，预计扩增产物长度１２６ｂｐ；β肌动蛋

白：上游，５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ

３′，下游，５′ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ

３′，预计扩增产物长度２０５ｂｐ。ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ１２．５μＬ，ＰＣＲ 上游引物１．０μＬ，

ＰＣＲ下游引物１．０μＬ，模板２．０μＬ，无菌水８．５μＬ，

总体积２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃３０ｓ预变性，

９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０循环。确认ＲＦＱＰＣＲ扩增

曲线和融解曲线分别读取各样本实时ＰＣＲ扩增曲线

所对应的循环次数。在相同的条件下实验重复３次。

Ｃｔ值＞３５认为该基因不表达，即为阴性。

１．４　术后随访　纳入标准：（１）经病理检测证实为

胃腺癌；（２）切缘无癌细胞残留；（３）术前行外周血

ＧＣＣｍＲＮＡ检测；（４）术前未行新辅助化疗；（５）术

后行ＸＥＬＯＸ方案化疗６个周期。采用门诊随访为

主结合电话随访。随访时检查ＣＥＡ、胃镜、腹部Ｂ

超、ＣＴ或 ＭＲＩ等。术后第１年每３个月随访，术后

１～４年每６个月随访，胃癌组随访自手术后起，终点

指标：（１）残胃复发或食管空肠吻合口复发；（２）死

亡，或者生存者随访至２０１４年７月３１日。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分

析，率的比较采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，偏态

分布计量资料采用中位数和范围表示以及 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ

秩和检验，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法计算各组生存率，Ｌｏｇｒａｎｋ

法进行显著性检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　胃癌患者术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ的表达水

平　健康体检者外周血中未检测到ＧＣＣｍＲＮＡ表

达，在肠上皮化生和异型增生患者外周血中分别检测

到２例和３例阳性，表达阳性率分别为９．５％和

２０．０％；而胃癌患者术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ的阳性

率较高，为４８．３％（２９／６０），与健康体检者、肠上皮化

生和异型增生患者比较，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。在肠型胃癌患者外周血中ＧＣＣｍＲＮＡ表达

高于弥漫型胃癌，并且与胃癌临床ＴＮＭ分期、浸润深

度、淋巴结转移和分化程度相关（犘＜０．０５或０．０１，

表１），而与性别、年龄及肿瘤大小等因素无关。

２．２　胃癌患者术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ表达对术

后复发的影响　６０例胃癌患者中，术后１年肿瘤复发

１７例，复发率为２８．３％；术后２年累计肿瘤复发３６

例，累计复发率为６０．０％；术后３年累计肿瘤复发４９

例，累计复发率为８１．７％；术后４年累计肿瘤复发５４

例，累计复发率为９０．０％。其中，ＧＣＣ阳性２９例，

ＧＣＣ阴性３１例，ＧＣＣ阳性患者术后１年、２年、３年

和４年的累计复发率高于ＧＣＣ阴性患者（犘＜０．０５，

犘＜０．０１），且ＧＣＣ阳性患者术后中位复发时间短于

ＧＣＣ阴性患者，差异有统计学意义（犘＜０．０１，表２）。

表１　胃癌患者术前外周血犌犆犆犿犚犖犃的

表达与临床病理特征的关系

临床特征 犖
ＧＣＣｍＲＮＡ

阳性例数 阳性率（％）
犘值

年龄（岁） ０．６３１ａ

　＜６０ ２５ １３ ５２．０

　≥６０ ３５ １６ ４５．７

性别 ０．４６４ａ

　男 ４２ １９ ４５．２

　女 １８ １０ ５５．６

肿瘤大小犱／ｃｍ ０．０７３ａ

　＜５ ３２ １２ ３７．５

　≥５ ２８ １７ ６０．７

Ｌａｕｒéｎ分型

　肠型 ２８ ２０ ７１．４ ０．００１ａ

　弥漫型 ３２ ９ ２８．１

临床病理分期 ０．０１７ａ

　Ⅰ～Ⅱ ２６ ８ ３０．８

　Ⅲ～Ⅳ ３４ ２１ ６１．８

淋巴结转移 ０．００４ｂ

　无 １９ ４ ２１．１

　有 ４１ ２５ ５８．５

浸润深度 ０．０１６ｂ

　浆膜内 １７ ４ ２３．５

　浆膜外 ４３ ２５ ５８．１

分化程度 ０．０３８ａ

　高中分化 ２９ １０ ３４．５

　低分化 ３１ １９ ６１．３

ａ
χ
２ 检验；ｂＦｉｓｈｅｒ确切概率法

２．３　术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ表达对胃癌患者术

后生存期的影响　随访６０例胃癌患者的资料表明：

术后４年内累计死亡４７例，占总人数的７８．３％。其

中，术前外周血ＧＣＣｍＲＮＡ阴性表达患者４年生

存率高于术前阳性表达患者，差异有统计学意义

（犘＜０．０５，图１）。
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表２　胃癌患者术后累计复发率和中位复发时间

组别 犖

术后累计复发率狀（％）

１年 ２年 ３年 ４年
中位复发时间狋／月

ＧＣＣ阳性 ２９ １２（４１．４） ２３（７９．３） ２８（９６．６） ２９（１００．０） １６（２～３７）

ＧＣＣ阴性 ３１ ５（１６．１） １３（４１．９） ２１（６７．７） ２５（８０．６） ３４（５～４７）

犘值 ０．０３０ａ ０．００３ａ ０．００６ｂ ０．０２４ｂ ０．００１ｃ

ａ
χ
２检验；ｂＦｉｓｈｅｒ确切概率法；ｃＷｉｌｃｏｘｏｎ检验法

图１　胃癌患者术前外周血犌犆犆犿犚犖犃阳性

与阴性患者生存曲线的对比

３　讨　论

ＧＣＣ可作为大肠癌微转移的生物学指标，与

ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＥＡ等相比，ＧＣＣ有较高的肠道组

织特异性和较低的假阳性率，外周血ＧＣＣｍＲＮＡ

的表达能早期监测大肠癌患者术后复发和转移［５］。

既往研究提示ＧＣＣ在胃腺癌发生、发展过程中可

能发挥重要作用，犎狆感染可能参与ＧＣＣ的致瘤调

节［３，６７］。然而，ＧＣＣ表达与胃癌预后关系的研究目

前鲜有报道。本研究结果发现，在健康体检者未检

测到ＧＣＣｍＲＮＡ的表达，肠上皮化生及异型增生

患者外周血中表达阳性率很低，而胃癌患者术前外

周血中检测到ＧＣＣｍＲＮＡ阳性表达，临床病理分

期Ⅲ～Ⅳ期、淋巴转移、低分化和浆膜外浸润胃癌患

者ＧＣＣｍＲＮＡ阳性率显著高于Ⅰ～Ⅱ期、无淋巴

结转移、高中分化和浆膜内浸润患者（犘＜０．０５或犘

＜０．０１）。ＧＣＣ阳性患者术后中位复发时间明显短

于ＧＣＣ阴性患者，两组术后１～４年累计肿瘤复发

率及中位复发时间比较差异有统计学意义（犘＜０．

０５或犘＜０．０１）。因此，对于术前ＧＣＣ阳性患者，

尤其是含量较高的患者，应视为术后复发和转移的

高危患者，应对其加强术后监测，及时辅助治疗，必

要时术前进行新辅助化疗。

综上所述，胃癌患者术前外周血 ＧＣＣｍＲＮＡ

有较高的阳性率，其与胃癌患者病情进展有关，可能

作为一种有效预测胃癌术后复发的生物学标记物，

通过对 ＧＣＣｍＲＮＡ的检测有助于了解患者的预

后、评价手术效果，也有助于选择最有效的治疗方案

尽可能延长患者的生命。
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