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CEA mRNA在大肠癌患者微转移早期预测中的意义 *
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摘要 目的：大肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，血行转移是大肠癌根治性手术失败的原因之一，在根治性切除肿瘤患者中，有大部

分患者死于肿瘤的复发和转移，因此早期发现大肠癌微转移，对于延长患者预后指导下一步治疗具有重要意义。本研究已检测大

肠癌患者外周血和引流静脉血中 CEA mRNA的表达，以探索手术操作和微转移的关系，以及引流静脉血中微转移的发生与临床
病理因素的关系，探讨早期发现大肠癌血循环微转移的意义。方法：应用逆转录多聚酶链式反应（RT-PCR）法检测大肠癌患者手
术前，手术后外周血及引流静脉血液中的 CEA mRNA水平。结果：（1）大肠癌患者术前外周血 CEA mRNA阳性率 26.7 %(16/60)，
引流静脉血阳性率 48.3 %(29/60)，引流静脉血明显高于外周静脉血（P<0.05）。（2）大肠癌引流静脉血中 CEA mRNA在肿瘤大于
5厘米者、Dukes C期、中低分化程度、有淋巴转移者、浸及浆膜者比外周静脉血更有统计学上的意义。（3）手术前后引流静脉血
CEAm RNA阳性率具有显著差异（P<0.05），外周血 CEA mRNA阳性率无显著差异。结论：大肠癌引流静脉血微转移是大肠癌肝

转移的发生的早期阶段，引流静脉血 CEA mRNA的表达能更早期反映出大肠癌患者微转移的发生，引流静脉微转移发生率与肿
瘤分化程度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移、远处转移相关，是反映大肠癌生物学行为的指标之一，手术对大肠癌血循环微转

移有促进作用。
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CEA mRNA Significance in the Early Pediction of Micrometastasis
in Patients with Colorectal Cancer*

Colorectal cancer is the most common malignant tumor, the blood metastasis is one of the reasons for the
failure of the colorectal cancer radical surgery, most of the patients died of tumor recurrence and metastasis in the radical resection of
tumor patients, therefore, the early detection of colorectal micrometastases have great significance for an extension of the prognosis of
patients to guide further treatment. In order to explore the relationship between operative and micrometastases, the occurrence of venous
blood micrometastases and clinicopathological factors, the significance of early detection micrometastases with colorectal cancer blood
circulation, the diagnostic value of micrometastasis of colorectal cancer blood circulation, CEA mRNA levels in the peripheral blood and
venous drainage blood of patients with colorectal cancer were tested. CEA mRNA levels were detected by using Reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) after and before surgery in the peripheral blood and venous drainage of blood with colore-
ctal cancer. (1) The patients with colorectal cancer preoperative peripheral blood CEA mRNA positive rate was 26.7 % (16/60),
drainage venous blood positive rate 48.3 % (29/60), drainage venous blood is obviously higher than that of the peripheral venous blood (P
< 0.05). (2) Venous blood of colorectal CEA mRNA in tumors was larger than 5 cm, at Dukes C period, in poorly differentiated degree,
lymph node metastasis, dip and serosal more statistically significant than the peripheral venous blood. (3) Before and after surgery
drainage venous blood CEA mRNA positive rate had significant difference (P < 0.05), peripheral blood CEA mRNA positive rate had no
significant difference. The venous blood of colorectal cancer micrometastases is the early stages of colorectal liver
metastases, the expression of venous drainage CEA mRNA can reflect more early colorectal cancer patients micro transfer occurs, which
is one of the indicators reflect the biological behavior of colorectal, the incidence of draining veins micrometastases related to the degree

of tumor differentiation, infiltration depth, TNM staging, lymph node metastasis and distant metastasis, the surgery have promoted role
for colorectal cancer blood circulation micrometastasis.
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前言

大肠癌是常见的胃肠道恶性肿瘤，近年来发病率呈上升趋

势，是癌症死亡的第三大原因[1]。此病手术切除率较高，但术后

约 40 %～ 50 ％发生肝转移，病死率高[2]。常规的病理学检查和

CEA 等肿瘤标记物对其预后判断及指导术后治疗有一定价

值，但不够理想，大肠癌的术后复发率及肝转移率仍居高不下。

癌细胞经血循环转移是大肠癌肝转移的主要途径，血行转移是

大肠癌根治性手术失败原因之一。检测血循环中的癌细胞对患

者预后的判断，指导术后治疗，降低肝转移的发生率均有重要

意义[3]。近年来人们采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)方法，

发现了血循环中的癌细胞，为检测大肠癌循环中的微转移开辟

了一个新途径。本研究采用 RT-PCR技术定性和定量检测外周

血和引流静脉血中的 CEA mRNA，以探索早期预测大肠癌术

后血循环微转移的检测方法，进而为选择合理的辅助治疗方案

提供依据，最终达到改善大肠癌患者预后的目的。

1实验方法

1.1标本采集

开腹后，关腹前采集外周静脉和引流静脉血各 5 mL/次。

为了防止采血时混入表皮细胞，影响实验结果，所有标本均通

过血管内置管取得。常规 EDTA-Na抗凝，淋巴细胞分离液分离

制备单个核细泡，置 -80 ℃保存。
1.2RT-PCR检测
1.2.1将单个核细胞采用硫氰酸胍一步法提取总 RNA 加入逆

转录酶及 RNA酶抑制剂，逆转录出 cDNA。总体系为 20 滋L，
包括 0.5 滋LcDNA，2 滋L 10× PCR缓冲液，200 滋MdNTP液，0.2

滋M CEA引物 a:5-TCTGGAACTTCTCCTGGTCTCTCAGCTG

G-3，引物 b:5- TGTAGCTGTTGCAAATGCTTTA AGGAAGA-

AGC3 0.5 滋Taq酶。95 ℃ 4分钟使之变性。变性后进行扩增，条

件为：95 ℃ 30秒，69 ℃ 1分钟，72 ℃ 30秒。总循环 30次，最后
72 ℃延伸 6分钟。总体系为 40 滋L，包括 1 滋L第一步 PCR产

物，4 滋L10× PCR 缓冲液，200 滋MdNTP液，0.2 滋M CEA 引物
b和引物 c:5-GGGCCACTGTCGGCATCATGATTGG-3,1 滋Taq

酶。95 ℃ 4分钟使之变性。变性后进行扩增，条件为：95 ℃ 30

秒，64 ℃ 1分钟 72 ℃ 30秒。总循环 32次，最后 72 ℃延伸 6分

钟。将第二步 PCR反应产物置于 2%凝胶电泳观察嗅乙啡啶染

色情况，成功扩增的 RT-PCR 产物为 131 bp 片段。设立

（GAPDH）RT-PCR为对照，GAPDH RT-PCR产物通过 2%凝胶

电泳被嗅乙啡啶染色。扩增片段为 390 bp。证实 PCR反应成

功。

1.2.2 RT-PCR（定量）方法实验步骤 将标本中 RNA 作第一步
RT-PCR（用引物 A 和 B），将产物插入质粒，扩增、纯化并于
SacI处酶切产生新的 265 的片段。 用定点突变 PCR 方法从
CW-2细胞株中提取 RNA，逆转录成 cDNA，在扩增片段 105 b

p处形成酶切位点 SpeI (于 SacI位点之外)，插入质粒克隆、酶

切，产生比野生型DNA长 28个 bp的竞争模板。将产物在 3.5%凝胶

上电泳，条带对比进行定量。

2 统计学分析

统计学分析采用 SPSS13.0 软件进行，CEA mRNA 阳性

率的组间比较采用 X2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

3结果

3.1总 RNA完整性及纯度的鉴定结果及 PCR扩增电泳图

图 1 RNA电泳图

Fig. 1 RNA electrophoretogram

*注：RNA样本 OD 260/280在 1.8-2.0间，琼脂糖凝胶电泳可见 28 S、

18 S和 5 S三条亮带，且 28 S条带亮度约是 18 S的 1-2倍。

*Note: RNA sample OD 260/280 in 1.8-2.0, agarose gel electrophoresis

visible 28 s, 18 s and 5 s three light zone, and then 28s band intensity is

about and 18 s 1-2 times.

图 2PCR扩增电泳图

Fig. 2 PCR amplification electrophoretogram

*注：M：DL2000DNA marker；1～6；PCR扩增产物 131 bp，对照 PCR

扩增产物 390 bp。

*Note:M: DL2000DNA marker：1 ~ 6；PCR amplification product 131 bp,

compared with PCR amplification product 390 bp.

3.2大肠癌患者术前外周血 CEA mRNA阳性率 26.7 %

引流静脉血 CEA mRNA阳性率 48.3 %，引流静脉血高于
外周血（P<0.05），说明引流静脉能够更早期发现血循环中的微
转移细胞。见表 1。
3.3外周血及引流静脉血 CEA mRNA水平与临床病理因素的
关系

CEA mRNA的表达与 Dukes C分期、中低分化程度、有

淋巴转移者、浸及浆膜者、肿瘤大于 5厘米者有统计学上的意
义。（P<0.05）见表 2。
3.4 开腹后，关腹前外周血及引流静脉血 CEA mRNA水平手

术前后引流静脉血 CEA mRNA 阳性率具有显著差异
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（P<0.05），外周血 CEA mRNA阳性率无显著差异。见表 3。

表 1外周血及引流静脉血 CEA mRNA水平

Table 1 CEA mRNA level in Peripheral blood and venous blood

Groups N CEA mRNA positive Positive rate（%） P

Colorectalcancer patients Peripheral venous blood 60 16 26.7 % 0.014

Patients
blood

Drainage venous blood 60 29 48.3 %

表 2外周血及引流静脉血 CEA mRNA水平与临床病理因素的关系

Table 2 Relationship of Peripheral venous blood and drainage CEA mRNA level with clinical pathologic factors

Groups N Peripheral vein positive Venous drainage positive 字2检验

字2 P

Age

≤ 50 12 1 5 3.556 0.059

>50 48 15 24 3.498 0.061

Size（cm）

≤ 5 36 6 10 3.745 0.052

>5 24 10 19 7.056 0.008

Differentiation

High differentiation 36 4 7 0.966 0.326

Low differentiation 24 12 22 10.084 0.001

Dukes stage

A 23 3 5 0.605 0.437

B 16 6 6 0.000 1.000

C 17 5 14 9.663 0.002

D 4 2 4 2.667 0.102

Lymphatic metastasis

No transfer 39 5 11 2.831 0.092

Have transfer 21 11 18 5.459 0.019

Depth

Less than serosa 21 7 8 0.104 0.747

More than serosa 39 9 21 7.800 0.005

Tumor site

Colon 34 11 19 3.818 0.051

Rectum 26 5 10 2.342 0.126

表 3开腹后，关腹前外周血及引流静脉血 CEA mRNA水平

Table 3 CEA mRNA levels before Opened and shut abdominal peripheral venous blood flow

Groups N After open the abdominal wall After open the abdominal wall P

Colorectal Peripheral venous blood 60 16 16 1.000

Colorectal

Cancer

Patients

blood

Drainage venous blood 60 29 46 0.001
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4 讨论

目前大肠癌微转移主要依靠影像学和外周血 CEA 的检

测。CEA是肿瘤特异性癌胚抗原，升高主要见于消化道恶性肿

瘤[4]，大约 95%大肠癌有 CEA基因表达[5]，CEA是目前公认的
最可信的与结直肠相关的肿瘤标记[6]，是监测大肠癌肝转移最

敏感的免疫学指标[7]。由于检测 CEA阳性发现肝转移时癌灶往

往较大，并诱发血管增生，这与大肠癌与对应的肝转移灶中的

血管内皮生长因子具有相关性有关[8]，而失去治疗的机会。对

于直径小于 1 cm 的微小转移灶，则很难作出明确的诊断。
RT-PCR法可从 106～ 107个正常细胞中检出一个肿瘤细胞，具

有细胞形态和免疫组织化技术不可比的敏感性,使肿瘤微转移

的检测成为可能[9]。CEA mRNA是指导合成 CEA的模板，与肿

瘤关系密切，几乎能在所有的癌细胞中被检出，是新近热点研

究的肿瘤标志物[10]。RNA在细胞外环境中非常不稳定，如在血
中检测出 CEA mRNA , 则从理论上可以认为血中有肿瘤细胞

存在。肿瘤引流静脉（肠系膜下静脉和结肠静脉）是大肠癌肝转

移的主要途径，扩散进入血液的癌细胞，先经引流静脉进入门

静脉系统在进入肝脏，因肝脏，脾脏的过滤作用及外周血的稀

释造成外周血中癌细胞数量的减少，然而早期肿瘤已经存在微

转移肿瘤[11]。因此，从理论上讲，检测肿瘤引流静脉能更早期诊

断肝转移。近来 Funaki[12]等报道了用 RT-PCR法定量检测胰腺

肿瘤患者外周血和门静脉血中的 CEA mRNA，其结果较定性

法更为精确，该研究还表明门静脉血 CEA mRNA的检测较外

周静脉血更为敏感。本研究采用 RT-PCR技术检测外周血和引

流静脉血中的 CEA mRNA，其结果显示大肠癌患者术前引流
静脉血高于外周血 CEA mRNA（P<0.05），说明引流静脉能够

更早期发现血循环中的微转移细胞。这与理论是吻合的。

王金芝等[13]对 50例大肠癌患者外周血中 CEA mRNA 检

测，发现对大肠癌诊断的敏感性为 62.0%，其阳性表达与患者

的 Dukes分期及有无远处转移有关，可作为大肠癌病情发展和
判断预后的指标。本研究发现大肠癌患者引流静脉血中 CEA
mRNA在肿瘤组织大于 5厘米，中低分化，DukesC期，浸及浆

膜及伴有淋巴转移者与外周静脉血中 CEA mRNA相比具有统

计学意义，而与年龄，部位等无具体意义。DukesC期患者中存

在着阴性表达的情况，可能与簇状方式进入血循环有关，采用

连续采血方式可能得到更高的阳性表达[14]。虽然 DukesD期患

者在统计学上无意义，但 DukesD期患者早已出现远处转移，

局部广泛浸润，且在外周静脉血中及引流静脉血中阳性率都高

于其他 Dukes分期，说明随着临床分期的增加，肿瘤的逐渐增

大，浸润深度的增加，淋巴结转移，其引流静脉血 CEA mRNA

也随之增高。并且肿瘤分化程度差的患者引流静脉血中 CEA

mRNA 水平多于分化好的患者。因此引流静脉血中 CEA

mRNA与疾病的进展及肿瘤的分化程度密切相关，术前常规检

测引流静脉血中 CEA mRNA 可发现外周静脉血中 CEA
mRNA 阴性患者的微转移，张彤 [15] 等学者研究门静脉血

CEA-mRNA，CK20-mRNA 检测比外周血 CEA 检测和影像学

检查更敏感，特异性更高。这对于大肠癌术前临床分期及术后

早期辅助治疗可能具有重要的意义。

以往研究表明有 40%～ 50%大肠癌患者在根治性切除术

后出现复发性肝转移，大肠癌死亡病例尸检发现肝转移率高达

60%～ 70 %[16]。秦海春等[17]检测 42例大肠癌患者手术前后和
50例健康对照组外周血 CEA蛋白及 CEA mRNA水平，发现

手术后 CEA mRNA阳性表达与大肠癌复发明显相关、对预测
大肠癌的复发有重要意义。乔士兴等[18]对 38例结肠癌病人手

术前后 CK-20mRNA检测，发现结肠癌病人术前已有部分病人

血中存在游离癌细胞，手术中的牵拉刺激可能增加癌细胞扩散

的可能性。本研究发现大肠癌手术后与手术前引流静脉血中

CEA mRNA 具有统计学意义，引流静脉血中手术后 CEA

mRNA阳性率 76.7 %明显高于术前 48.3 %，这说明手术过程

亦可促进癌细胞进入血流的可能性，分析其原因：1手术中牵

拉肿瘤促使原发癌细胞脱落，进入体循环。2存在癌细胞的淋

巴结破碎，进入血循环。3实验本身本身也存在假阳性的可能，

如取血时针尖刺到癌组织，样品的污染等。因此，我们在手术中

应遵循无瘤操作技术，减少挤压癌组织，术后常规 5-FU冲洗

等。以减少癌细胞微转移的发生。

对于那些在远处出现隐性微小转移灶的病人，存在一个接

受针对血管形成和克隆化增殖的治疗“时间窗”[15,17]，因此进行

早期化疗是很有必要的，因为在大部分新生血管形成和克隆化

增殖并没有完成时，且原发肿瘤切除术后 C0细胞进入增殖期，

转移肿瘤细胞倍增时间缩短，生长迅速，术后早期肿瘤负荷最

小，对化疗最敏感。直肠癌术后早期化疗，不会影响患者切口愈

合能力和增加术后并发症，对患者的功能恢复影响不大，对延

长结直肠癌患者的生存期，减少术后复发可能会起到积极的作

用[19]。

本实验通过 RT-PCR方法检测外周静脉和引流静脉血中
CEA mRNA阳性表达，在引流静脉发现癌细胞比外周静脉更

加敏感，更加早期。引流静脉血中 CEA mRNA的检测有助于筛

选大肠癌肝转移的高危病例，有利于早期发现大肠癌血循环微

转移，了解微转移与肿瘤生物学特性的关系，能够更准确地对

大肠癌患者进行临床分期，有可能比现在的 Dukes分期更为科

学，对于这些患者我们早期进行针对性的治疗，包括全身化疗，

门静脉置管化疗等，在微转移发生时及时治疗，以减少患者术

后复发及肝转移灶的形成。手术后，关腹前常规经引流静脉采

血进行 CEA mRNA的检测，也是对手术成功的判断，对开展无

瘤技术提供依据。但目前该项技术有一定的局限性，在国际上

至今还没有统一的标准，而且在其检测过程中还存在检测的标

准化设定,试剂浓度、模板制备以及分析方法的选择等问题[20]

在临床应用中尚未广泛开展，且这一方法检测微转移可能会导

致假阳性和假阴性结果需要更进一步地研究。随着该项技术不

断的成熟以及临床资料的积累，微转移的定量检测将在临床指

导治疗方面发挥更大的作用。随着 RT- PCR技术的不断改进，

肿瘤患者微转移的定量检测将更为敏感、特异和可靠，从而进

一步提高肿瘤微转移的检出率，尤其通过对治疗前后转移细胞

的实时定量检测，动态的评估疗效，并进行有针对性的化疗,从

而为临床个体化治疗提供有力的支持。
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