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淋巴结转移状况是判断大肠癌病人预后和指

导术后化疗的重要指标&$’!(! 常规的病理组织学检查

在敏感性等许多方面存在不足" 近年通过连续切

片#免疫组化和逆转录聚合酶链反应$)*!+,+%等

方法均可在部分苏木精!伊红$-.%染色阴性的淋巴

结中检出微小转移 &/(! 笔者既往也曾应用 +*!),+
法进行大肠癌淋巴结转移的检测" 结果发现 +*!

),+ 法检出淋巴结转移的敏感性高于 -. 染色"并

能检出 -. 阴性淋巴结中的微转移灶&0(! 12345 6#7
期是指 -. 检查未发现淋巴结转移者"预后相对较

好" 但其中仍有 $%8"!#8的病人在术后 # 年内出

现复发&!( ! 因此本研究针对 12345 6#7 期病人"仍

采用 +*!),+ 法检测淋巴结微转移"并探讨淋巴结

微转移的发生对预后的影响!
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/摘要0 目的%探讨 12345 6#7 期大肠癌淋巴结微转移的检测和淋巴结微转移对预后的影响! 方法%于前瞻性研

究 0/ 例行根治性手术的 12345 6#7 期大肠癌病人"应用逆转录聚合酶链反应$+*!),+%检测所清除的 09: 枚淋巴

结中细胞角蛋白$;<=>34?@=AB",C%!% D+E6 的表达以检出微转移’经 # 年以上的随访"探讨淋巴结微转移对预后的

影响和术后复发的可能原因! 结果%在 0$ 例 12345 6#7 期大肠癌病人的 09: 枚淋巴结中"有 $# 例FG:H098I 共 GJ 枚

K$$H#J8I淋巴结检出微转移! 单因素分析提示微转移的淋巴结数量#位置及肿瘤生长方式与术后复发有关’L>MA5=A;
多元回归模型提示"0 枚以上淋巴结发生微转移与复发紧密联系! 结论%,C!% +*!),+ 是检测 12345 6#7 期大肠癌

淋巴结微转移灵敏而特异的方法! 0 枚以上淋巴结发现微转移是预示复发的独立因素!
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材料与方法

一!病例资料和标本采集

前瞻性研究"所有病例均为 7;;; 年 7!70 月入

我院普外科#实验终止于 011< 年 70 月" 入组条件$
!行根治性手术的大肠癌病人#经术后常规病理检

查分期为 =#>*- ?!@ 期%"术前无放!化疗史"术后

定期检查随访#随访期均超过 2 年#排除失访者和

因其他病因导致死亡的病例" 至实验终止共收集

A7 例病人" 术后总随访期为 B1!C1 个月#期间记录

病人的复发情况#死亡病人的生存期为手术至肿瘤

转移复发死亡的时间#存活病人的生存期为手术至

研究终止的实 际 时 间" A7 例 大 肠 癌 病 人 中 男 7C
例#女 7< 例%年龄 A0!D1 岁#平均&B1:0"7A:C’岁"结

肠癌 7D 例#直肠癌 7A 例%=#>*- ? 期 2 例#=#>*- @
期 0B 例%肿瘤超过肠腔周径 7E0 者 77 例#未超过者

01 例%肿瘤呈膨胀型生长 7< 例#浸润型生长 7C 例%
病理检查分化好 2 例#中等分化 7D 例#分化差 D 例"

手术切除的标本立即分离淋巴结并取一小块

肿瘤组织#每枚淋巴结纵行切开#一半做常规病理

切片 FG 染色# 另一半与肿瘤组织液氮冻存直至

H9? 抽提" 淋巴结总数为 A;D 枚# 平均每例病人

&7<6C"B6A’枚" 此外#取 0 例良性胃肠道病变的 72
枚淋巴结 &7 例胃溃疡病人 71 枚#7 例直肠腺瘤病

人 2 枚’作为阴性对照%取 0 例 =#>*- & 期大肠癌

病人的 D 枚 FG 染色阳性淋巴结作为阳性对照"
二!HI#.&H 检测方法

本实验采用 HI#.&H 法定性检测淋巴结中细

胞角蛋白&&J’01 KH9? 的表达#同时选择管家基

因 L?.=F 作为内参证明抽提 H9? 的完整性"
I$MN’5 试剂&华舜公司产品’抽提组织总 H9?

&具体步骤详见操作手册’# 取部分 H9? 样品稀释

后 测 光 密 度&O=’值 #O=0B1EO=0D1 为 7:D!0:1#并

换算浓度" 采用 ?))*-- HI#.&H 试剂盒&.$’K*%/’#
逆转录和 .&H 在同一试管!单一缓冲液中完成" 每

个 H9? 样 品 分 别 用 &J01 和 L?.=F 引 物 进 行

HI#.&H 反应" 反应体系 02 #5# 含 2$缓冲液 2 #5
&终浓度为 7$’#P9I. 1:2 #5 &终浓度 1:0 KQ’#上

游 和 下 游 引 物 各 1:2 #5 &终 浓 度 7 #Q’#02 KQ
Q%"O< 7 #5 &终 浓 度 7 KQ’#?Q4 逆 转 录 酶 !IR5
=9? 合成酶各 1:2 #5&终浓度 1:7 QE#5’和 7 #% 总

H9?" 加样完成后#轻微振荡混匀#放入 .I&#711IQ

热循环仪&Q! H*-*/$)S’" 首先 <D%!<2 KM( 进行逆

转 录 &)=9? 第 7 链 合 成 ’# 然 后 ;<%!0 KM( 使

?Q4 酶失活并使 H9?E)=9?E引物变性# 以后按以

下条件合成 )=9? 第 0 链和进行 .&H 扩增" &J01
引 物 存 在 时 反 应 条 件 为 ;<% 7 KM(!B0% 0 KM(!
BD% 0 KM( 共 <1 次 循 环 %L?.=F 引 物 存 在 时 为

;<% 7 KM(!BA% 7 KM(!BD% 0 KM( 共 A1 次 循 环#
最后 BD% C KM(" 引物序列如下$&J01# 正义$2&#
&?L ?&? &?& LLI L?? &I? ILL#A&# 反义$2&#
L?I &?L &II &&? &IL II? L?& L#A&%L?.=F#
正义$2&#?IL L&? &&L I&? ?LL &IL ?L#A&#反

义$2&#&L& &IL &II &?& &?& &II &I#A&" 扩增终

产 物 长 度 分 别 为 AC1 T+ 和 B0B T+" 同 时 用 不 加

H9? 的反应体系进行 .&H 扩增作为空白对照%不

加 ?Q4 逆转录酶进行 .&H 扩增排除基因组 =9?
的污染"

取 71 #5 HI#.&H 产 物 在 含 1:2 #5EK5 溴 乙 锭

的 7:2U琼脂糖凝胶中进行电泳# 电泳后的凝胶由

V5’$#’#" Q#5,MWK/%* 全自动图像分析仪&@WO H?=’
扫 描 并 打 印 成 像 " .&H 产 物 应 用 ?@W .IW"Q
@M%=X*IQ I*$KM(/,’$ &X)5* "*Y#*()M(% H*/PX H*/)#
,M’( JM, ZM,S ?K+5MI/Y =9? .’5XK*$/-*8 V" [.*$>M(
G5K*$\#采用 ?@W .IW"QIQ ACC]^ =9? 测序仪检测

序列"
三!统计方法

大肠癌病人发生淋巴结微转移与各临床病理

因素的相关性分析采用 VM-S 确切概率法"生存率的

计算采用 J/+5/(#Q*M*$ 法#^’%#$/(> 检验比较不同

组的生存率" 各因素与复发的危险度单因素分析采

用 Q/(,*5#F/*(-N*5 法#多因素分析采用 ^’%M-,M) 回

归模型" 所有统计计算由 "?" 软件&_B:70’完成"

结 果

一!样本检测结果

7: 肿瘤!对照样本$A7 例大肠癌病人的肿瘤组

织和 0 例良性胃肠道疾病的病变组织&胃溃疡和直

肠腺瘤组织’HI#.&H 产物经电泳均可见 AC1 T+ 的

条带&图 7’#即表示有 &J01 KH9? 的表达%0 例良

性胃肠道病变的 72 枚淋巴结 HI#.&H 结果均为阴

性&见图 0’#而 0 例 =#>*- & 期病人的 D 枚 FG 染

色阳性淋巴结 HI#.&H 结果均为阳性" 以上标本

L?.=F 的 HI#.&H 产物均可见 B0B T+ 的条带#证

实 H9? 完整无降解" 不加 H9? 的反应体系作为空

白对照进行 .&H 扩增结果为阴性%不加 ?Q4 逆转
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&!分子量参照物’(%% )* +,- ./00123"(!胃溃疡组织"!!直肠腺瘤组织"4!5!# 例大肠癌病人的肿瘤组织"6!不加 7,- 模板的空白对照"8!不

加 -&9 酶的阴性对照

图 ! 大肠癌和良性胃肠道疾病病变组织中 "#$% &’() 的表达

& ( ! 4 : # ; 5 6 8

8<!% =->+?

45% )*
;!; )*

& $ ! 4 : # ; 5 6 8

录酶的反应体系进行 >87 扩增结果为阴性# 证实

无基因组 +,- 的污染$ 将存在 8<!% 引物的阳性

>87 产物进行测序#结果与 =1@1 6/@A 检索所获得

的序列一致#提示 7B">87 结果正确$
!C 大肠癌病人的淋巴结样本!4( 例 +DA1E -%6

期大肠癌病人的 4FG 枚淋巴结中#有 $# 例共 :; 枚

淋巴结 7B">87 结果为阳性&见图 4’#即存在微转

移#淋巴结数阳性率为 $$C; H#例数阳性率 :GC:H$
其中 # 例 +DA1E - 期大肠癌病人的 #% 枚淋巴结中

有 ! 例 4 枚淋巴结检出微转移"!; 例 +DA1E 6 期

大肠癌病人共 4:G 枚淋巴结中有 (4 例 :4 枚淋巴

结检出微转移$ 所有病例中发现有 4 枚以上淋巴

结 微 转 移 者 G 例&!#CGH’#均 为 +DA1E 6 期"发 现

,! 站以上淋巴结微转移者 F 例 &!FC%H’# 也均为

+DA1E 6 期$
二%大肠癌出现淋巴结微转移与各临床病理因

素的关系

4( 例 +DA1E -%6 期大肠癌病人微转移的发生

与病人的年龄%性别%肿瘤侵犯肠管周径%生 长 方

式%分化程度和 +DA1E 分期等临床病理因素均无显

著相关&见表 (’$
三%随访结果及预后

至研究终止#共有 G 例病人出现转移复发$ 其

中 # 例为肝转移#4 例局部复发# 除 ! 例术后发现

肝左叶单发转移灶再手术切除目前分别存活 ;4 和

;G 个月外#其余均死亡## 年生存率为 G%C;H$

8<!% =->+?

45% )* ;!; )*

& 6 -0 ( ! 4 : # ; 5

&!分子量参照物"6!空白对照"-0!直肠腺瘤组织"(!4!直肠腺瘤病人 4 枚肠旁淋巴结":!5!胃溃疡病人 : 枚胃小弯淋巴结

图 $ ’*!+"’ 扩增良性胃肠道疾病淋巴结的电泳结果

& 6 -0 ( ! 4 : # ; 5

&!分子量参照物"B!肿瘤组织"6!空白对照"8!不加 -&9 酶的阴性对照"(!:!直肠旁淋巴结#其中 (%4 检出微转移"#!G!直肠上动脉淋巴结均阴性

图 , ! 例 -./01 2 期直肠癌病人 3 枚 45 染色阴性淋巴结 ’*!+"’ 产物的电泳结果

8<!%
=->+?

45% )*
;!; )*

& B 6 8 ( ! 4 : # ; 5 G & B 6 8 ( ! 4 : # ; 5 G

!!"! !
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7: 淋巴结微转移对生存的影响!微转移组 2 年

生存率为 ;;:<="71>72#$无微转移组为 ?@:A=%72>
7;&$两组无显著差异%图 B/&’ @ 枚淋巴结微转移组

的 2 年 生 存 率 为 21:1="B>A&$ 而 少 于 @ 枚 组 为

?7:@="07>0@&$两组差异显著"图 BC&’ 90 站及以上

淋巴结微转移组的 2 年生存率为 22:;="2>?&$97 站

及无转移组为 ?1:?="01>00&$两组差异显著"图 B)&’
0: 复发危险度分析!单因素分析提示$肿瘤呈

浸润型生长(D@ 枚淋巴结和 90 站以上淋巴结有微

转移与复发关系显著 "表 0&’ E’%F-,F) 回归分析提

示$D@ 枚淋巴结有微转移是复发的独立因素"表 @&’

表 ! "#$%& ’!( 期大肠癌复发原因多元 )*+,&-,. 回归分析

G!!H1:12) I!!经 逐 步 回 归 !J16177?$KKJ161?1$?2= &L 1617B!
162AA)回归方程!!M7N.O J PQ.M0:?7A;R0:B1<AQ;O

临床病理因素 !
年龄 1:<1?A
性别"男>女& 1:<B?2
侵犯肠管周径"!7>0 周>D7>0 周& 1:<;<?
生长方式"浸润型>膨胀型& 1:17ABI
分化程度"好(中>差& 1:022B
微转移淋巴结数""@ > 1"@& 1:112?I!
发生微转移淋巴结的位置"90 以上> 97 或无& 1:1722I

生
存

率

7:11

1:<2

1:21

1:02

1:11
1 71 01 @1 B1 21 ;1 <1

术后时间"月&

无微转移组M"J7;O

微转移组M"J72O

!D1:12

/: 根 据 有 无 微 转 移 分 组

生
存

率

7:11

1:<2

1:21

1:02

1:11

1"0 个阳性淋巴结组M"J0@O

@个以上阳性淋巴结组M"JAO

!J1:112@

1 71 01 @1 B1 21 ;1 <1
术后时间"月&

C: 根 据 微 转 移 淋 巴 结 数 量 分 组

图 / 不 同 微 转 移 大 肠 癌 病 人 的 术 后 生 存 率

生
存

率

7:11

1:<2

1:21

1:02

1:11

918 97M"J00O

908 9@M"J?O
!J1:170B

1 71 01 @1 B1 21 ;1 <1
术后时间"月&

): 根 据 微 转 移 淋 巴 结 位 置 分 组

临床病理因素
复 发

! KK ?2S&L
阳性M"JAO 阴性M"J0@O

年龄"岁&
";0>H;0 B>B 70>77 761111 16?@<2 160AB0"@61?0;

性 别

男>女 B>B 7@>71 761111 16A0@2 160217"06<77?
侵犯肠管周径

!7>0 周>D7>0 周 @>2 A>72 761111 761?1? 16@7?;"@6<0B1
生长方式

浸润型>膨胀型 <>7 71>7@ 161B2BI 26<;B< 16A107"B76B@77
分化程度

好(中>差 <>7 7;>< 16;B7< 06B@BA 16@27<"7;6A2@B
微转移淋巴结数""&
"@>1"@ 2>@ @>01 1617@2I B6<?7< 76B;;<"726;2B2

发生微转移淋巴结的位置

90 以上>97 或无 2>@ B>7? 1610<0I B61<B7 7600@@"7@6;;<A

表 0 "#$%& 1!( 期大肠癌复发原因的单因素分析

I !H1612

临床病理因素
微转移

!
阳性M"J72O 阴性M"J7;O

年龄"岁&
";0 > H;0 A>< A>A 761111

性别

男 > 女 A>< ?>< 761111
侵犯肠管周径

!7>0 周 > D7>0 周 <>A ;>70 16B?0A
生长方式

浸润型>膨胀型 71>2 A>A 16B<02
分化程度

好(中 > 差 70>@ 77>2 16;A2@
T#U*-分期

V 期>W 期 0>7@ @>7@ 7:1111

表 2 大肠癌淋巴结微转移与临床病理因素的关系

!!"! !

万方数据



外科理论与实践 !""# 年第 $% 卷第 # 期

讨 论

一!大肠癌淋巴结微转移的检测方法

淋巴结转移与否是判断大肠癌预后和指导术

后化疗的重要指标" 长期以来#临床上采用病理切

片 &’ 染色判断淋巴结的转移情况#并将无远处转

移!&’ 染色未发现淋巴结转移者定义为 ()*+, -!
. 期" 但仍有 $%/!!#/组织学证实淋巴结阴性的

病人在术后 # 年内出现复发0!1#近年用连续切片!免

疫组化和 23"454 等多种方法对 &’ 染色阴性淋巴

结进行检测# 均发现其中的部分淋巴结存在微转

移 0$1" 因此#用 &’ 染色法检测淋巴结转移的敏感性

是不够的"
其他方法中#连续切片法工作量过大#临床难

以推广" 免疫组化法尽管有助于检出淋巴结微转

移#但目前可供选择的抗体其特异性和敏感性还不

能满足诊断的要求#作为一种形态学方法#还存在

阳性判断标准不一致的缺点# 且切片的数量有限#
不足以反映整个淋巴结的情况#能否作为预后指标

也存在争议 0$67!81" 43"254 法通过逆转录并扩增正

常被检组织不表达而肿瘤或肿瘤来源组织表达的

94:- 以证实微转移的存在# 由于 254 强大的扩

增效应#具有很高的敏感性#可以在 ;%#!;%< 个正常

细胞中检出 ; 个肿瘤细胞0;6=1"本实验选择的靶 4:-
是 5>!% 94:-#5>!% 是一种细胞骨架蛋白# 在正

常人体内的表达主要局限于胃肠道上皮#而在正常

淋 巴 结 的 淋 巴 细 胞 和 上 皮 细 胞 中 不 表 达 0<1#同 时

5>!% 在几乎所有大肠癌组织中均表达0?1#因此具有

较高的特异性#是目前用于大肠癌微转移检测的最

常用指标之一"
本实验中所有大肠癌病人的肿瘤组织和 ! 例

良性胃肠道疾病的病变组织均表达 5>!% 94:-#
而 ! 例良性胃肠道疾病的 $# 枚阴性淋巴结均不表

达#证实 5>!% 43"254 具有较高的特异性" =$ 例

病人的 =@? 枚淋巴结中#有 $# 例 78 枚淋巴结发现

微转移#说明该法能发现 ()*+, -!. 期大肠癌淋巴

结的微转移#淋巴结微转移在 ()*+, -!. 期大肠癌

病人中并不少见"
二!淋巴结微转移检测的临床意义及其对预后

的影响

在较早开展研究的乳腺癌0@1和黑色素瘤 0$%1研究

报道中# 认为淋巴结微转移检测对预后有影响#并

已用于前哨淋巴结的检测" 而对于大肠癌#其意义

仍存在争议#有认为淋巴结即使存在微转移也已被

切除$也有认为由于敏感性过高#检出的肿瘤细胞

并不具有活性" 对预后的影响有不同的报道结果#
免疫组化方面报道多认为对预后无影响0$1#43"254
的一些报道则认为其是影响术后复发和生存的重

要因素0$$A;!1" 其实这些结果都可从以下方面来理解

和解释% !淋巴道是大肠癌早期转移的重要途径#
淋巴结存在转移也间接提示其他部位存在微小转

移#只不过常规检查未能发现而已#这也就是为什

么大部分 ()*+, 5 期病人虽进行了包括淋巴结清

扫的根治术#但仍有不少病人术后复发#且多数为

肝转移和局部复发而非淋巴结$此外#近年提出的

&淋巴血管生成’理论也是重要佐证 0;=1$"仅一部分

微小转移的肿瘤细胞最终能发展形成显性转移#其

发生与转移肿瘤细胞本身的基因型!表型!局部微

环境以及是否能诱导肿瘤血管生成等诸多因素有

关 0;=1$#各实验室采用的方法!操作步骤不统一#研

究样本较小"
从本研究的结果来看#如将病例分为淋巴结微

转移组和无微转移组#尽管前者的 # 年生存率低于

后者#但统计学无差异" 如按照淋巴结个数或分站

进行比较#有 = 枚淋巴结微转移组病人的生存率显

著低于 = 枚以下组#:! 及以上淋巴结微转移组的

生存率显著低于 :; 及无转移组# 提示微转移负荷

量和到达位置可能较单纯显示微转移存在对于推

断预后更有价值" 对复发因素进行危险度分析#单

因素分析发现浸润型生长!= 枚以上淋巴结和 :!
以上淋巴结发生微转移与复发关系显著$多元回归

分析#= 枚以上淋巴结发生微转移是复发的独立预

后因素" 提示 ()*+, -!. 期病人如发现这些情况#
则是复发的高危病例#应该进行更积极的随访观察

和治疗# 比如对这些 ()*+, - 期病人也应进行化

疗#()*+, . 期病人应调整放!化疗方案#随访检查

应更加细致等"
三!技术更新和前景

前文曾提到 43"254 法的一些不足和局限 0=1#
近年来技术方法的改进使情况有所改善#如采用定

量 43"254 法0;71使实验更加快捷!简便#也有助于减

少假阳性率$通过显微切割技术 0;#1已能够抽提蜡块

组织的 94:-#使大规模的回顾性研究成为可能"
虽 然 本 研 究 是 国 内 首 例 报 道 43"254 检 测

()*+, -!. 期大肠癌淋巴结微转移对预后影响的

前瞻性研究#但仍然只是一个小样本研究" 对于是

否可以将有淋巴结微转移的 ()*+, -!. 期病人提

!!"! !
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! "#$% &’()*+,- .$/), 01123 4’56718 9’:2

升为 & 期!是否可将此作为指导放"化疗的指征等

问题!仍然需要统一规范操作的大样本"多中心研

究才能得出结论#
总 之!&;01 <=!.&< 法 是 检 测 >#?*- @"A 期

大肠癌淋巴结微转移较为敏感而特异的方法!发现

微转移的淋巴结数量"位置和肿瘤生长方式与术后

复发有关!B 枚以上淋巴结发生微转移是复发的独

立预后因素$
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