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!摘要"

!

目的
!

根据围手术期胆汁代谢组学差异#筛选出与肝外胆管癌根治性切除术后相关的胆汁分子标志物)

方法

选择
!D

例肝外胆管癌患者$

#G

例肝门部胆管癌#

F

例远端胆管癌'#分别收集其外科切除术前(切除术后第
#

和第
D

天的胆汁)

采用基于气相色谱
H

质谱联用$

UIH76

'的代谢组学方法#分别对比分析术后第
#

天与术前(术后第
D

天与术前胆汁中的差异代

谢物#并对共同的差异代谢物与患者预后进行相关性分析)

结果 术后第
#

天与术前相比#胆汁内有
$

种代谢物升高#无代

谢物降低*术后第
D

天与术前相比#胆汁内有
&

种代谢物升高#

&

种代谢物降低)以上两组差异代谢物中#有
!

种相同物质!苯

甲酸和甲基丙二酸)术后第
D

天与术前比较苯甲酸升高
#

!

倍的患者
#

年内复发率低于升高
$

!

倍的患者$

-h">"%

'#而手术

前后甲基丙二酸的变化与术后
#

年内早期复发无相关性)通过对苯甲酸在术后第
D

天较术前变化倍数与
I(#GHG

分级(术前

年龄分级(术后
W@7

病理分期进行双变量相关性分析#提示均无明显相关性$

-

'

">"$
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结论
!

围手术期胆汁内苯甲酸代

谢水平的变化程度有助于预测肝外胆管癌患者根治性切除术后早期复发)
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肝外胆管癌是一种常见的恶性肿瘤#诊断困难#

死亡率高+

#H!

,

)即使进行根治性切除手术#预后仍然

难以令人满意+

&

,

#因此#探索该病术后早期复发的相

关因素非常重要)以往研究表明#术前血清
I(#GHG

显著升高(术后病理报告区域淋巴结转移是术后早

期复发以及预后不良的高危因素+

%

,

)但是#术前血

清
I(#GHG

为阴性以及未发现淋巴结转移的患者尚

缺乏有效的预测标志物)近年来#代谢组学迅速发

展并在多个领域得到应用)代谢组学能够对患者的

血液(胆汁(尿液等体液中的小分子代谢物进行定

性定量分析#进而为判断预后提供帮助)因此#笔者

拟对比分析围手术期胆汁代谢差异#筛选与肝外胆

管癌根治性切除预后相关的胆汁分子标志物)
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资料和方法

#>#

!

一般资料
!

自
!"#&

年
!

月
!!

日至
F

月
!'

日

在第二军医大学东方肝胆外科医院诊断为肝外胆管

癌的患者共
!D

例#男
#F

例#女
G

例)其中肝门部胆

管癌患者
#G

例$根据术后
W@7

分期
'

期
#

例#

#

期
D

例#

+

K

期
%

例#

,

*

期
D

例'#远端胆管癌患者
F

例$根据术后
W@7

病理分期$

'

*

期
!

例#

#

*

期
$

例#

+

K

期
#

例')患者术前无合并性肝炎(原发性

肝癌(痛风(甲状腺功能减低等疾病#排除妊娠或哺

乳期女性(血液病(近期使用过激素(近期有过大面

积烧伤等急性应激反应)治疗方法!肝门部胆管癌

采用根治术#远端胆管癌采用胰十二指肠切除术)对

以上所有患者进行术后
#

年随访#记录患者术后有无

肿瘤复发(转移#复发(转移的部位#以及是否死亡等

情况)本研究获第二军医大学东方肝胆外科医院医

学伦理委员会批准#患者$或家属'均签署知情同意

书)纳入患者的人口学特征及相关检验结果见表
#

)

#>!

!

样本采集
!

$

#

'胆汁的采集!分别收集
!D

例肝

外胆管癌患者手术前(手术后第
#

天(手术后第
D

天

的胆汁$术前胆汁通过经皮肝穿刺胆道引流后取得#

术后第
#

天及第
D

天通过
W

型引流管取得'#振荡混

合均匀#于
%m

冰箱中保存
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&"""2
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$离

心半径
F>')-

'离心
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后取上清液
$""
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于

cF"m

冰箱中保存待用)$
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'血清的采集!清晨抽

取空腹待抽检患者的肘静脉血大约
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$离心半径
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'离心
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分离血清#分离的

血清于
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检测方法
!

$
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'血清
I(#GHG

测定!使用

I(#GHG

试剂盒$美国雅培公司'(免疫发光分析仪

$美国雅培公司'#采用微粒子酶免疫分析法$

7RH

C(

'对血清
I(#GHG

进行测定)$
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肝外胆管癌围手术期胆汁代谢组学变化与预后分析
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$体积分数'三甲基氯硅烷$
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-b

">!$

*

-

#

/p^6).,38.5.)

#

Q04<0-

#

I(

#

:6(

'*进

样量
#

*

]

*载气!氦气*前进样口吹扫流速!

&-]

"

-.3

*流速!

#-]

"

-.3

*柱温!初始温度
$"m

保持
#-.3

#以
#"m

"

-.3

升至
&&"m

保持
$-.3

#前

进样口温度
!'"m

#传输线温度
!F"m

*离子源温度

!!"m

*电离电压!

cD",?

*扫描方式$全扫描'!

F$

"

'"")

"

O

*扫描速率!

!"<

=

,)82*

"

<

*溶剂延迟!

&''<

)

将所得的
UIH76

原始数据采用
]RIB

公司的

IO20-*WBQ%>&T

软件和
]RIBHQ.,O3N8Y$

数据

库#进行峰定性和定量#使用内标标准化法处理导出

的数据)将所得峰面积导入
6C7I(#&>"

软件进行

分析)首先采用主成分分析$

=

2.3).

=

*4)0-

=

03,38<

*3*4

9

<.<

#

EI(

'对数据进行总览#观察样本分布及

异常值)为了判别组间差异#采用偏最小二乘法判

别分析$

=

*28.*44,*<8<

\

1*2,<+.<)2.-.3*8,*3*4

9

<.<

#

E]6HA(

'对数据进行判别分析)为了对组间进行专

属判别#进一步使用正交信号矫正技术$

028O0

L

03*4

<.

L

3*4)022,)8.03

#

B6I

'#建立正交偏最小二乘法判

别分析$

028O0

L

03*4

=

*28.*44,*<8<

\

1*2,<+.<)2.-.3*8,

*3*4

9

<.<

#

BE]6HA(

'模型)最后根据相似度
'

D""

(

?CE

$

;*2.*K4,.-

=

028*3),.38O,

=

20

P

,)8.03

'值
'

#

(

-

值
$

">"$

对代谢差异物进行鉴定)

#>%

!

纳入分析因素
!

以下纳入危险因素分析!$

#

'

术前因素!性别(年龄(血清总胆红素(血清白蛋白(

血清丙氨酸氨基转移酶(血清碱性磷酸酶(血清
(

H

谷

氨酰转移酶(血清总胆汁酸(血清
I(#GHG

分级*$

!

'

术中测量肿瘤大小*$

&

'术后
W@7

病理分期#围手

术期胆汁代谢组学差异物质)应用
6E66#G>"

软件

进行统计分析)计量资料以
%

Nn(

以及中位数表示)

采用
%

!检验或
Q.<O,2

概率精确检验对危险因素进

行分析#并采用双变量相关性分析确定各危险因素

之间的相关性)检验水准$

#

'为
">"$

)

>

!

结
!

果

!>#

!

代谢组学谱图
!

对
!D

例实验组肝外胆管癌患

者手术前(手术后第
#

天(手术后第
D

天的胆汁样本

进行
UIH76

检测后#获得所有样本的总离子流色谱

图$

808*4.03<)O20-*80

L

2*-

#

WCI

'#其中各组
#

个

代表性样本的
WCI

如图
#

所示)

图
=

!

胆汁各组一个样本的总离子流色谱图

B)

7

=

!

?)0'%$%,0)$-+1..'-%

#

.$*)0'($*$-'(,3

#

0')-',+&

7

.$1

#

1()-

7

MC

&

GS

-

$F&

-
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!>!

!

模式识别分析
!

使用
6C7I(#&>"

软件

$

:-,82.)<(J

#

:-,*

#

6V,+,3

'对归一化后的数据

进行模式识别多变量分析#

EI(

反映组间离散程度

的
!A

得分图如图
!

所示)大部分样本分布在
G$S

置信区间的
X08,44.3

L

W!,44.

=

<,

的椭圆形内#说明

这
&

种样本的稳定性和可重复性较好)从得分图中

可以看出#手术后第
#

天样本和手术后第
D

天样本

有向左上角分离的趋势#手术前样本有向右下角分

离的趋势#有些不明显的区分需要进行后续判别分

析#这些结果可以说明手术前样本和手术后样本代

谢模式存在差异)

手术前样本和手术后第
#

天样本的
E]6HA(

!A

得分图如图
&(

所示#置换检验结果如图
&J

所

示)从图中可以看出#手术前的
!D

个样本点和手术

后第
#

天的
!D

个样本点几乎完全分离#手术前的样

本点分散在左侧#手术后第
#

天的样本点分散在右

侧#表明手术前和手术后第
#

天患者的对照谱有区

别$置换检验截距
N

!

h">&FG

#

_

!

hc">#$'

')手术

前组和手术后第
D

天组的
E]6HA(!A

得分图如图

&A

所示#可以看出#两个组的样本点在第一主成分

8#

和第二主成分
8!

构成的空间内能够很好地分离#

表明两组的代谢模式存在差异$置换检验截距
N

!

h

">&F'

#

_

!

hc">#G#

')

图
>

!

所有样品的
IC9>6

得分图

B)

7

>

!

IC9>6(+$.'

#

0$%$*%&'%$%,0(,3

#

0'(

手术前样本和手术后第
#

天样本(手术前样本

和手术后
D+

样本的
BE]6HA(

得分图分别如图
&I

和图
&Q

所示)可以看出#手术前的样本点分散在左

侧#手术后第
#

天和第
D

天的样本点分散在右侧#说

明手术前样本和手术后样本的代谢模式存在明显差

异#结果与
E]6HA(

判别分析结果一致)

图
A

!

模式识别分析

B)

7

A

!

I,%%'.-.'+$

7

-)%)$-,-,0

"

()(

!

(

#

A

!

E]6HA(<)02,<

=

40805<*-

=

4,<#+*3+D+

=

0<8H0

=

,2*8.03;<

=

2,H0

=

,2*8.03

#

2,<

=

,)8.;,4

9

*

J

#

R

!

!""8.-,<

=

,2-18*8.03

8,<805(*3+A

#

2,<

=

,)8.;,4

9

*

I

#

Q

!

BE]6HA(<)02,<

=

40805<*-

=

4,<#+*3+D+

=

0<8H0

=

,2*8.03;<

=

2,H0

=

,2*8.03

#

2,<

=

,)8.;,4

9

-

'F&

-
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第
%

期
>

崔龙久#等
>

肝外胆管癌围手术期胆汁代谢组学变化与预后分析

!>&

!

差异代谢物的筛选与鉴定
!

采用
]RIB

公司

的
IO20-*WBQ%>&T

软件和
]RIBHQ.,O3N8Y$

数

据库进行峰定性和定量#系统给出相似度来说明定

性的精确度#当相似度
'

D""

时#认为定性比较准

确)多元变量统计模式识别后#利用
BE]6HA(

模

型第一主成分的
?CE

值$

?CE

'

#

'#并结合
<81+,38

"

检验的
-

值$

-

$

">"$

'来确定差异性表达代谢物#

结果见表
!

(

&

)表中
E,*Z

为定性出的各物质名称#

NW

为保留时间#

)

"

O

值为物质特征离子的质核比#

7,*3

=

,*Z*2,*

为各组归一化后峰面积的平均值#

?CE

值为差异物引起两组之间差异所占的权重+

$

,

#

-

值为
<81+,38"

检验的结果+

'

,

#差异倍数为两组之

间的倍数关系+

D

,

)对于检测物质出现同物质名称带

有
#

#

!

#

&

2的情况#是因为对不同的衍生物命名时#

根据保留指数来增加数字#如丝氨酸
#

(丝氨酸
!

(丝

氨酸
&

+

F

,

)通过以上方法对代谢物进行筛选#术后

第
#

天与术前相比#胆汁内有
$

种代谢物显著升高#

无代谢物显著降低*术后第
D

天与术前相比#胆汁内

有
&

种代谢物显著升高#

&

种代谢物显著降低)以

上两组差异代谢物中#有
!

种相同物质!苯甲酸

$

K,3[0.)*).+

'和甲基丙二酸$

-,8O

9

4-*403.)*).+

')

苯甲酸术后第
#

天约是术前的
#>FD

倍#术后第
D

天

约是术前的
!>""

倍*甲基丙二酸术后第
#

天约是术

前的
#>%'

倍#术后第
D

天约是术前的
!>&#

倍)

表
>

!

手术后第
=

天胆汁对比手术前胆汁的差异代谢物

F,:=

!

6)**'.'-+'$*%&':)0'3'%,:$0)%':'*$.'$

#

'.,%)$-,-2=2,*%'.$

#

'.,%)$-

E,*Z 6.-.4*2.8

9

NW

"

"

-.3

)

"

O

7,*3

=

,*Z*2,*

E2,H0

=

,2*8.03 #+

=

0<8H0

=

,2*8.03

?CE -;*41,

Q04+

)O*3

L

,

AHU*4*)81203.)*).+ F&" #F>&%$! &&& ">"$%%$ ">#!GG% #>DD"!D ">"#%D" !>&G

J,3[0.)*).+ DGF #">"D&D #DG ">""%%# ">""F!& #>F%"F$ ">"#&"" #>FD

U4

9

),204 DFF #">&F$G !"$ ">"G&F' ">#$F&# #>'"G%" ">"!!%" #>'G

]HU140304*)803, D&% #F>"G#G !G! ">""&!G ">""D'$ !>$D'!F ">"""!% !>&!

7,8O

9

4-*403.)*).+ D!# G>%G"G #&# ">""#!G ">""#FF #>$%D#G ">"&'&" #>%'

NW

!

N,8,38.038.-,

*

?CE

!

?*2.*K4,.-

=

028*3),.38O,

=

20

P

,)8.03

表
A

!

手术后第
P

天胆汁对比手术前胆汁的差异代谢物

F,:A

!

6)**'.'-+'$*%&':)0'3'%,:$0)%':'*$.'$

#

'.,%)$-,-2P2,*%'.$

#

'.,%)$-

E,*Z 6.-.4*2.8

9

NW

"

"

-.3

)

"

O

7,*3

=

,*Z*2,*

E2,H0

=

,2*8.03 D+

=

0<8H0

=

,2*8.03

?CE -;*41,

Q04+

)O*3

L

,

7

9

0H.30<.804 F'$ #G>'G%G !#D ">"&#F! ">"##$% #>D%G#F ">"##$" ">&'

J,8*H7*330<

9

4

L

4

9

),2*8, F#D #D>&$%! !#D ">"&### ">"#%"D #>F&&!& ">""DD' ">%$

J,3[0.)*).+ DGF #">"D&D #DG ">""%%# ">""FDD #>D#"D! ">"!""" !>""

I.82.)*).+ DG' #'>GF!" !D& ">""G$% ">""%#$ !>F"%!$ ">""""! ">%&

7030

$

!H,8O

9

4O,Y

9

4

'

=

O8O*4*8, D'D #G>G"'' !!# ">""#D% ">"%F&' #>'''!# ">"!$%" !D>''

7,8O

9

4-*403.)*).+ D!# G>%G"G #&# ">""#!G ">""!GG !>F&"'G ">""""F !>&#

NW

!

N,8,38.038.-,

*

?CE

!

?*2.*K4,.-

=

028*3),.38O,

=

20

P

,)8.03

!>%

!

随访结果与复发相关因素分析
!

对
!D

例接受

外科根治性切除的肝外胆管癌患者出院后
#

年的情

况进行随访#其中
$

例患者失访*获得随访的
!!

例

患者中#

#'

例患者无肿瘤复发并健在*

'

例患者
#

年

内出现复发#其中
$

例复发部位为肝内多发#

#

例肝

脏内复发伴淋巴结转移)

#

年内死亡患者
&

例#因

死亡病例数较少#没有进行术后
#

年内死亡相关因

素分析)通过对术后
#

年内早期复发相关因素分析

发现#苯甲酸在术后第
D

天较术前升高
$

!

倍与术

后
#

年内早期复发显著相关$

-h">"%

'#术前年

龄
(

'"

岁$

-h">""'

'(术前血清
I(#GHG

#

!"":

"

-]

$

-h">"&!

'与术后
#

年内早期复发显著相关#性

别(术前血清总胆红素(血清白蛋白等因素与术后
#

年内复发无显著相关$表
%

')采用双变量相关性分

析提示#通过对苯甲酸在术后第
D

天较术前变化倍

数与
I(#GHG

分级$

-h">#"$

'(术前年龄分级 $

-h

">$GF

'(术后
W@7

病理分期$

-h">%D!

'进行双变

量相关性分析#提示相关性均无统计学意义)

-

DF&

-
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表
D

!

肝外胆管癌患者术后
=

年内复发相关因素分析

F,:D

!

E'+1..'-+'*,+%$.(,-,0

"

()($-'

"

',.,*%'.

+&$0,-

7

)$+,.+)-$3,(1.

7

'.

"

.h!!

Q*)802

@02,4*

=

<,<

,

N,4*

=

<,

,

-;*41,

U,3+,2 ">G!'

K

!

7*4, ## %

!

Q,-*4, $ !

(

L

,

$

9

,*2

'

">""'

)

!(

'" $ '

!'

'" ## "

6,21-808*4K.4.21K.3+

J

"$

*

-04

-

]

c#

'

">''&

K

!$

#D# ## &

!#

#D# $ &

6,21-*4K1-.3

$

J

"$

L

-

]

c#

'

">D"F

)

!$

&$ & #

!#

&$ #& $

6,21-*4*3.3,*-.3082*3,2*<,O

J

"$

:

-

]

c#

'

">!'!

K

!$

F" % &

!#

F" #! &

6,21-*4Z*4.3,

=

O0<

=

O*8*<,O

J

"$

:

-

]

c#

'

">$F#

)

!$

!$F % #

!#

!$F #! $

6,21-

(

H

L

418*-.3,82*3<5,2*<,O

J

"$

:

-

]

c#

'

">D!D

)

!$

#!! # "

!#

#!! #$ '

6,21-808*4K.4,*).++

J

"$

*

-04

-

]

c#

'

">$!&

)

!$

!" D !

!#

!" G %

6,21-I(#GHGO

J

"$

:

-

-]

c#

'

">"&!

K

!$

!"" #& !

!#

!"" & %

W1-02<.[,+

"

)-

">&%G

)

!$

& #" $

!#

& ' #

@7<8*

L

.3

L

">%#'

K

!'

H

#

## &

!+

H

,

$ &

7,8O

9

4-*403.)*).+#+

*

">%'D

K

!$

#>%' #& %

!#

#>%' & !

7,8O

9

4-*403.)*).+D+

*

">$G$

K

!$

!>&# #" &

!#

!>&# ' &

J,3[0.)*).+#+

*

">#DF

)

!$

#>FD F $

!#

#>FD F #

J,3[0.)*).+D+

*

">"%"

)

!$

! F '

!#

! F "

*

!

A*8,2,

=

2,<,38*<8O,504+80K,502,0

=

,2*8.03

*

K

!

%

!

8,<8

*

)

!

Q.<O,2,Y*)88,<8

A

!

讨
!

论

肝外胆管癌是一种常见的恶性肿瘤#早期诊断

困难#主要的治疗方法是肝门部胆管癌根治术及胰

十二指肠切除等大型肝胆外科专科手术#手术风险

高#医疗资源消耗巨大#但整体预后差#肿瘤复发是

影响预后的主要因素之一)现有的判断预后的血清

学指标主要是血清
I(#GHG

+

G

,

#但对于术前及术后血

清
I(#GHG

均为阴性的患者无有效的判断手段)如

果能够早期明确术后早期复发的高危人群并进行干

预治疗#将有助于改善患者的预后)

本研究利用代谢组学技术#筛选出胆汁中
!

种

可能与肝外胆管癌行根治性切除预后相关的分子!

苯甲酸和甲基丙二酸)通过肝外胆管癌患者术后
#

年内复发相关因素分析发现#手术后第
D

天苯甲酸

升高
#

!

倍的患者
#

年内复发率明显低于升高
$

!

倍的患者$

-h">"%

'#而甲基丙二酸的术后变化水

平与术后早期复发无显著相关)苯甲酸是一种弱

酸#不仅能抑制糖异生及脂肪的合成#其结构在抑制

多种酶活性方面也具有重要的作用+

#"

,

)研究表明#

蜂胶乙醇提取物对金属蛋白酶活性具有较强的抑制

作用#其主要含有肉桂酸(苯甲酸#因此#推测苯甲酸

能够抑制金属蛋白酶的活性+

##

,

)金属蛋白酶在胆

管癌(食管癌等肿瘤的转移或侵袭中起着非常重要

的作用+

#!H#%

,

)基质金属蛋白酶
G

$

-*82.Y-,8*440H

=

208,.3

#

77EHG

'是金属蛋白酶中的一种#主要来自

于肿瘤间质间的成纤维细胞以及浸润的炎症细胞#

在肝外胆管癌组织中的表达与活性明显高于非肿瘤

胆管黏膜组织+

#%H#$

,

)另外#苯甲酸衍生物也具有抗

癌作用#不仅能够促进结肠癌中细胞的凋亡#而且能

够抑制肝细胞癌中癌细胞在肝内的扩散+

#'H#D

,

)因

此#我们可以推测#手术后苯甲酸的含量升高#不仅

抑制金属蛋白酶的活性#降低肿瘤的转移和浸润#而

且苯甲酸形成的衍生物能够促进细胞的凋亡以及抑

制癌细胞的扩散)由于苯甲酸属于胆汁代谢物#不

受血液中其他因素的影响#在对疾病进行预后判断

时可能更直接#尤其在血清
I(#GHG

呈现阴性的情

况下#可能起到一个很好的补充作用#提高判断预后

的能力)

通过对肝外胆管癌患者术后
#

年内复发相关因

素分析发现#术前年龄
(

'"

岁(术前血清
I(#GHG

#

-

FF&

-
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>

崔龙久#等
>

肝外胆管癌围手术期胆汁代谢组学变化与预后分析

!"":

"

-]

也是术后
#

年内复发的高危因素)在本

研究中#老年患者$术前年龄
'

'"

岁者'无一例复

发#这可能与老年患者血管形成能力较差(肿瘤生长

缓慢有关+

#F

,

)

I(#GHG

是一种非特异性肿瘤抗原#

血清
I(#GHG

显著升高可见于胰腺癌(胆管癌(胃

癌(肠癌患者+

#GH!"

,

)以往的研究资料显示#血清

I(#GHG

显著升高与肝外胆管癌的复发相关+

!#

,

)本

研究中术前
I(#GHG

#

!"":

"

-]

者$复发率为

$D>#S

'高于
I(#GHG

$

!"":

"

-]

者$复发率为

#&>&S

'#与以往研究相似)因此#术前血清
I(#GHG

显著升高仍然是重要的参考标志物)

众多研究表明#

W@7

病理分期在癌症预后中

具有重要作用)朱宏毅等+

!!

,发现
W@7

病理分期为

+

(

,

期的患者术后生存时间均明显小于分期为
'

(

#

期的患者#表明分期较早的患者疾病预后较好)

U1

L

4.,4-.

等+

!&

,指出
W@7

病理分期与肝内胆管癌

切除术预后密切相关#

W@7

病理分期与死亡率呈

正相关#分期越大#死亡率越高)在本研究中术后

W@7

病理分期与预后虽无统计学差异#但仔细分

析数据#可以发现术后
W@7

病理
'

(

#

期共
#%

例

患者中有
&

例复发#复发率为
!#>%S

)而术后

W@7

病理
+

(

,

期共
F

例患者中
&

例复发#复发率

为
&D>$S

)仍表现出术后
W@7

病理
+

(

,

期复发

率较高的趋势)考虑到本研究纳入病例数较少#有

待以后扩大样本量进一步探讨)

通过对苯甲酸在术后第
D

天较术前变化倍数与

I(#GHG

分级(术前年龄分级(术后
W@7

病理分期

进行双变量相关性分析#提示均无显著相关性$

-

'

">"$

'#因此#笔者认为苯甲酸在术后第
D

天较术前

升高
$

!

倍可能是术后早期复发的一个独立危险因

素)因本研究随访时间较短#目前仅为术后
#

年#可

待术后
&

年(术后
$

年随访结果#再进一步明确苯甲

酸手术前后变化与预后的相关性)
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