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肝癌患者术中循环血肿瘤细胞的变化

李　玲１，２，３，杜　磊２，朱昭琼１　（１．遵义医学院附属医院麻醉科，贵州 遵义 ５６３００３；２．四川大学华西医院麻醉科，四川 成都
６１００３８；３．第三军医大学西南医院麻醉科，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研究肝癌切除手术是否会对肝癌患者循环血肿瘤细胞造成影响从而可能增加肝癌患者术后的转移率。方
法　抽取１８例肝癌患者术中切肝前与切肝后循环血及２０名健康志愿者的循环血。所有血液样本均进行血常规检测计数白细胞
和显微镜下全血有核细胞总数计数，并进行比较。采用免疫荧光法和细胞培养法检测比较各组血液样本中的肿瘤细胞数量与特

性。免疫荧光法使用ＡＥ１／ＡＥ３、ＣＤ１３３标记肿瘤细胞。结果　肝癌患者术中切肝后白细胞数和全血有核细胞总数均较切肝前增
高。存在ＡＥ１／ＡＥ３阳性细胞的样本总例数较存在ＣＤ１３３阳性细胞和双阳性细胞的样本总例数多（Ｐ＜０．００１）。健康志愿者循环
血中的ＡＥ１／ＡＥ３阳性细胞数量多于肝癌切肝后循环血（Ｐ＜０．０５），ＣＤ１３３阳性及双阳性的细胞数量在各组间比较无统计学差异
（Ｐ＞０．０５）。细胞培养克隆生成率在各组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），肝癌患者中形成克隆株的３例样本在肿瘤发生来
源、肿瘤病理类型及分化程度上无明显区别。结论　肝癌患者术中切肝前后循环血、健康人群循环血中均存在肿瘤细胞；肝癌切除
手术操作不会影响肝癌患者血液中的循环血肿瘤细胞数量与特性。
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　　肝癌是中国乃至全世界发病率最高的肿瘤之
一［１］，目前手术切除仍然是治疗肝癌最有效的方法。

作为人体内最大的器官，肝脏本身以及周围邻近组织

丰富的血运，使得肝癌具有较高术后复发率和转移率，

预后较差［２］。因此肿瘤术后复发及转移仍是外科医

生面临的重大难题。本研究通过对肝癌患者术中循环

血肿瘤细胞的研究，确定肝癌切除手术是否会增加肝

癌患者术后肿瘤转移率及复发率，为临床治疗方式的

选择提供参考。

１　资料与方法

１．１　病例收集
　　本研究为开放式研究，选取行手术治疗的肝癌患者为研究
对象，以健康志愿者作为对照。记录所有研究对象的性别、年

·８７５·
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龄、体质量。本研究共纳入３８名研究对象。肝癌患者１８名，
男１７名（９４．４％），女１名（５．６％），平均年龄（５１．１９±１２．４１）
岁，体质量（６０．８１±９．９９）ｋｇ；健康志愿者 ２０名，男 ８名
（４０％），女１２名（６０％），平均年龄为（３０．９０±７．１３）岁，体质
量（５７．４３±９．５６）ｋｇ。

１．２　样本采集及实验分组
　　用无菌抗凝注射器抽取每位研究对象的循环血。肝癌患
者在手术切皮开始后分别抽取切肝前和切肝后循环血各

２０ｍＬ；因本研究纳入的所有手术患者手术开始的时间均为上
午９：００～１０：００，故健康志愿者采血时间定为９：００～１０：００，每
人抽血２０ｍＬ。

１．３　实验方法
１．３．１　血液样本检测　　所有样本采集离体后即刻４℃保
存，于２４ｈ内进行实验。常规检测：每例样本取２ｍＬ进行血常
规检测，主要对白细胞进行计数；取２０μｌ用牛鲍氏计数板进行
显微镜下全血有核细胞计数。免疫荧光法检测：每例样本取

２ｍＬ血样，使用红细胞裂解法富集有核细胞，富集的有核细胞
即刻进行细胞涂片，每例样本涂片２张，经４％多聚甲醛固定后
晾干备用。使用荧光抗体 ＣＤ１３３标记细胞膜、荧光抗体 ＡＥ１／
ＡＥ３标记细胞浆，荧光染料 ＤＡＰＩ标记细胞核进行荧光染色。
染色完成后在多通道、放大倍数可调式荧光显微镜下进行观察

和计数。随机选取２０个视野计数其内的所有有核细胞数及抗
体阳性表达的细胞数。

１．３．２　细胞培养　　每例样本取１６ｍＬ血样在无菌环境下进
行密度梯度离心分离富集有核细胞，制成细胞悬液用于细胞原

代培养。培养１０～１５ｄ，培养过程中观察细胞生长情况及细胞
克隆成株情况，并记录克隆株的数量及形态。培养结束后将标

本用４％多聚甲醛固定，再进行免疫荧光法检测。

１．４　统计学处理
　　数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０进行统

计学处理。计算免疫荧光法结果的９５％参考值范围（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｒａｎｇｅ）。定量资料２组间均数比较采用 ｔ检验，多组间比较采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）；定性数据比较采用 χ２检验，
Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　血常规检测与有核细胞计数
　　比较切肝前后样本经血常规检测到的白细胞数量和经显
微镜计数到的全血有核细胞数，肝癌患者切肝后的白细胞数上

升，切肝后血中的有核细胞总数也较切肝前增加（表１）。
表１　切肝前后白细胞数及有核细胞计数（珔ｘ±ｓ，×１０９／ｍＬ）

组别 血常规检测 镜下计数

切肝前 ３．９５±１．３２ ４．３８±２．１４

切肝后 ６．３４±３．１８ ５．８４±２．７９

：与切肝前比较，Ｐ＜０．０１

２．２　免疫荧光检测结果
２．２．１　免疫荧光染色结果　　免疫荧光检测发现的阳性细胞
有３种表现，分别为ＡＥ１／ＡＥ３阳性和ＣＤ１３３阴性、ＡＥ１／ＡＥ３阴
性和ＣＤ１３３阳性、ＡＥ１／ＡＥ３阳性和 ＣＤ１３３阳性，３种阳性细胞
在各组样本中均有发现（图１）。
２．２．２　各类阳性细胞样本例数比较　　统计出各组样本中存
在不同阳性细胞的样本例数如表２所示，各类阳性样本例数在
各组间比较，无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。３组 ＡＥ１／ＡＥ３阳性细
胞的总样本数为５５例（９８．２％），与 ＣＤ１３３阳性细胞样本总数
１０例（１７．９％）和双阳性细胞的样本总数２８例（５０．０％）比较，
差异有统计学意义（χ２＝７４．１３７，Ｐ＜０．００１）。
２．２．３　各组阳性细胞数比较　　由全血有核细胞计数结果和
显微镜下的阳性细胞计数结果换算得出每例样本中各类阳性

细胞的总数量（公式：阳性细胞数＝全血有核细胞计数×镜下

ａ、ｂ、ｃ、ｄ：ＡＥ１／ＡＥ３＋＆ＣＤ１３３－；ｅ、ｆ、ｇ、ｈ：ＡＥ１／ＡＥ３－＆ＣＤ１３３＋；ｉ、ｊ、ｋ、ｌ：ＡＥ１／ＡＥ３＋＆ＣＤ１３３＋

图１　免疫荧光染色阳性细胞（１０×４０）

·９７５·
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观察到的细胞涂片上阳性细胞所占比率），结果显示 ＡＥ１／ＡＥ３
阳性细胞的个数两两比较，对照组与切肝前、后组阳性细胞数

量存在统计学差异（Ｐ＜０．０５），ＣＤ１３３阳性细胞和双阳性细胞
数量在各组间比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（表３）。

表２　各组样本存在各类阳性细胞的样本［例（％）］

ｎ ＡＥ１／ＡＥ３＋ ＣＤ１３３＋ 双阳性

切肝前 １８ １８（１００．０） ４（２２．２） １０（５５．６）

切肝后 １８ １７（９４．４）　 ５（２７．８） ８（４４．４）

对照组 ２０ ２０（１００．０） １（５．０）　 １０（５０．０）

表３　各组样本荧光染色总体抗体表达阳性细胞数（珔ｘ±ｓ，×
１０９／ｍＬ）

分组 ＡＥ１／ＡＥ３＋ ＣＤ１３３＋ 双阳性

切肝前 ０．０１４±０．０１１ ０．００７±０．０１９ ０．００２±０．００４

切肝后 ０．００７±０．００７ ０．００７±０．０２０ ０．００４±０．０１１

对照组 ０．０２４±０．０２２ ０．００３±０．０１１ ０．００９±０．０２９

：与切肝前、切肝后比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组细胞培养克隆生成率比较
　　细胞培养过程中，各组样本均发现有克隆株生成（图２）。
比较各组的克隆生成率并无统计学差异（χ２ ＝０．６３４，
Ｐ＞０．０５）。培养后免疫荧光染色结果提示，各组均发现抗体阳
性表达的单细胞，各组发现的阳性细胞染色亮度、形态无明显

差别（图３）。
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图２　各组样本细胞培养克隆生成率

ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ：切肝前；ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ：切肝后；ｋ、ｌ、ｍ、ｎ、ｏ：对照组
图３　培养后免疫荧光染色阳性细胞

３　讨论

　　肝脏是人体内最大的实体器官，门静脉、肝动脉血
液流经肝脏经肝血窦 －肝静脉汇入下腔静脉，进入体
循环。肝脏组织丰富的血运也往往造成肝癌组织体积

较大、切除困难，手术操作对肿瘤组织机械刺激较多。

不排除有肿瘤细胞因受手术操作的机械挤压而随肝脏

血流进入体循环，造成肝癌的术后血行性转移复发的

可能。本研究结果提示，肝癌患者切肝后白细胞数和

总的有核细胞数均明显高于切肝前，手术操作对肝癌

患者的白细胞数和有核细胞总数造成一定影响，可能

是由于机体对手术所产生应激反应的结果。

　　既往大量研究已经证实，在恶性肿瘤患者循环血
中存在具有增殖特性的肿瘤细胞［３７］。Ｒｉｅｔｈｄｏｒｆ等［７］

通过一种用于富集和计数的实验系统即 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
ｓｙｓｔｅｍ检测了９２名患有转移性乳腺癌的患者的外周
血，在这些样本中，发现循环血肿瘤细胞最高达１９２０
个／７．５ｍＬ。同时，Ｃｒｉｓｔｏｆａｎｉｌｌｉ等［５］的研究还证实，循

环肿瘤细胞数量与肿瘤患者预后有关，当每７．５ｍＬ循
环血液中含有的肿瘤细胞大于５时，患者的总体生存
率要显著小于每７．５ｍＬ循环血液含有小于５个肿瘤
细胞的患者。肿瘤细胞具有自我复制、更新以及分化

的能力［８９］，与干细胞特性类似，也有人称肿瘤细胞的

这种特性为无法控制的自我复制和更新能力［１０］。干

·０８５·
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细胞标记物 ＣＤ１３３已经被证实与多种肿瘤的形成相
关，如大脑肿瘤、膀胱癌、结肠癌、胶质母细胞瘤

等［７，１１１２］。我国学者Ｙｉｎ等［１３］证实ＣＤ１３３阳性的肝细
胞性癌癌细胞具有更高的成瘤活性。肝癌属于上皮来

源的肿瘤，表达上皮细胞相关抗体，即角蛋白抗体［１４］。

Ｐａｎｔｅｌ等［１５］的综述中提到角蛋白抗体 ＣＫ阳性的肿瘤
细胞更易表达多种特异性癌基因，并且比 ＣＫ阴性的
肿瘤细胞更易发生远处转移。ＡＥ１／ＡＥ３的生物效能
相当于 ＣＫ１ＣＫ７、ＣＫ１０、ＣＫ１４ＣＫ１６、ＣＫ１９，并且在大
鼠、小鼠、人、灵长类动物等多种生物体内的上皮细胞

中表达［１６１７］。因此，本研究选取 ＣＤ１３３和 ＡＥ１／ＡＥ３
标记肿瘤细胞。ＡＥ１／ＡＥ３和 ＣＤ１３３均为阳性的双阳
性细胞表示该细胞为来源于上皮细胞的干细胞，具有

明显的肿瘤干细胞特性，因此，我们把这类细胞归为高

危细胞。只单独表达 ＡＥ１／ＡＥ３或 ＣＤ１３３的细胞为无
分化增殖能力的肝癌细胞、正常上皮类细胞或者正常

组织的干细胞，因此，这两类细胞成为相对安全细胞。

　　本研究免疫荧光法检测结果提示，在肝癌患者循
环血中发现有ＡＥ１／ＡＥ３和 ＣＤ１３３均表达的双阳性细
胞，说明在肝癌患者血液中存在有循环肿瘤细胞

（ＣＴＣｓ，ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ）；同时细胞培养结果提示
肝癌患者无论是切肝前循环血还是切肝后循环血，均

培养有克隆株形成。说明肝癌患者血液中存在的

ＣＴＣｓ具有自我复制增殖的能力，这可能是肝癌患者术
后仍有高复发率的原因。比较各类阳性细胞在２组样
本中的数目发现，肝癌患者切肝前后并无差别，并且

ＣＤ１３３阳性及双阳性的细胞数目在所有实验组间比较
均无统计学差别；细胞培养结果也提示，肝癌患者术中

切肝后血液培养并不比切肝后血液培养更易形成克隆

株，并且形成克隆株的样本病例的肿瘤来源、肿瘤病理

类型及分化程度在两组间也无明显区别。这说明手术

操作并不影响肝癌患者循环血 ＡＥ１／ＡＥ３阳性、ＣＤ１３３
阳性及双阳性细胞的数量。也就证明肝癌切除手术并

不会对肝癌患者血液中的ＣＴＣｓ造成影响，手术操作本
身不会增加肝癌术后转移复发的概率。免疫荧光法检

测结果也发现，存在ＡＥ１／ＡＥ３阳性细胞的样本总例数
多于存在 ＣＤ１３３阳性细胞和双阳性细胞的样本总例
数，说明健康人血液中即存在有大量的上皮类细胞。

健康志愿者循环血中的 ＡＥ１／ＡＥ３阳性细胞数量多于
肝癌患者术中切肝后的循环血 ＡＥ１／ＡＥ３阳性细胞数
量。因此，本研究推测，肿瘤可能会影响血液中正常上

皮细胞的数量，导致其数量减少。

　　对于健康人群循环血中的肿瘤细胞，本研究的结
果与既往研究并不一致。Ａｌｌａｒｄ等［３］的研究证实循环

血肿瘤细胞仅存在于恶性肿瘤患者的循环血液中，而

不存在于非肿瘤患者及健康人循环血液中。而本研究

的免疫荧光法检测结果则发现，健康人群循环血液中

存在一定数量的ＡＥ１／ＡＥ３和ＣＤ１３３双阳性的细胞，细
胞数量范围分别为０～６．５×１０７／ｍＬ、０～１．３×１０７／ｍＬ。
细胞培养结果发现在这两组样本中均有克隆株生成，

然而免疫荧光染色并未发现抗体表达强阳性的同源多

核细胞克隆株，故推测这可能为成纤维类细胞分裂增

殖所形成。因此，对于健康人群血液中的 ＣＴＣｓ，还有
待进一步的研究证实。
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·个案与短篇·

双源性胆囊动脉变异１例

汤志敏１，宋信柔１，苏　薇１，王骏豪１，贺桂琼２　（重庆医科大学：１．２０１１级临床救援３班；２．解剖学教研室，重庆 ４０００１６）

　　［关键词］双胆囊动脉；肝右动脉；胰十二指动脉上后动脉；解剖学；变异
　　［中图分类号］Ｒ３２２．１２１　［文献标识码］Ｂ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１４）０６０５８２０１

　　作者在解剖１具老年男性尸体腹腔动脉及分支时，发现其
双源性胆囊动脉变异，一条起自肝右动脉，另一条起自胰十二

指动脉上后动脉（图１）。该双源性胆囊动脉的变异经查询相
关文献罕见，为积累国人解剖学数值资料和为临床提供参考，

现报告如下。

１　资料与方法

　　经１０％福尔马林固定的老年男性尸体１具，身高１５１ｃｍ。
通过常规方法解剖暴露腹腔内的肝胆结构、腹腔动脉及分支的

起点、走行、分支及分布情况。用游标卡尺（精度０．０２ｍｍ）测
量分支分出点及解剖学长度，记录并拍照（图１）。

２　结果

　　胆囊双动脉变异，腹主动脉在第一腰椎高度自前壁发出腹
腔动脉，进而分出胃左动脉、脾动脉、肝总动脉。肝总动脉长约

２１．２０ｍｍ，其向上发出长１４．０１ｍｍ的肝固有动脉，向下发出长
约４３．９２ｍｍ的胃十二指肠动脉；肝固有动脉向左上发出长
２５．１２ｍｍ的肝左动脉入左半肝，向上方发出长４３．０５ｍｍ的肝
右动脉入右半肝；在距肝右动脉根部２．２０ｍｍ处，在胆囊三角
内可见肝右动脉发出长约１７．５４ｍｍ的胆囊动脉入胆囊；胃十
二指肠动脉向下走行１３．２１ｍｍ后发出胰十二指动脉上后动
脉，该动脉走行８．００ｍｍ后向右上发出长约４６．７４ｍｍ的胆囊
动脉，骑跨于胆囊管表面上行，于胆囊三角外进入胆囊（见图１）。

３　讨论

　　中国人解剖学数值［１］报道，国人单胆囊动脉的类型分六

型，起自胰十二指动脉上后动脉仅出现１％～６％，且该单胆囊

　ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１６７２５０４２．２０１４０６００３
　［收稿日期］２０１４０７１１　　［修回日期］２０１４０７２８

ａ：胆囊动脉；ｂ：胆囊动脉；ｃ：胰十二指肠上后动脉；ｄ：胃十二指
肠动脉；ｋ：肝总动脉；ｇ：肝固有动脉；ｍ：肝左动脉；ｎ：肝右动脉；
ｐ：胆囊管；ｑ：肝总管；ｓ：胆总管

图１　双源性胆囊动脉变异
动脉进入胆囊的部位仅占０．１％ ～１％［２］；其他腹部单支胆囊

动脉起源于肝右动脉者占８４．０％，其余可能源于肝左动脉、肝
固有动脉、肝中动脉等，约２３．８％为双胆囊动脉［３］。故本案例

变异出现概率经计算仅０．００４８％～０．０４８％，十分罕见。在行
胆囊切除等外科手术时，需仔细辨认各种变异的胆囊动脉，包

括各种起止、走形（与胆囊三角的关系）、形态等变异，以免错误

结扎其他结构。因为本例变异十分罕见，临床医生在腹腔镜胆

囊切除术等腹腔手术时易忽略起自胰十二指动脉上后动脉的

胆囊动脉而导致结扎不全，或错误结扎以致大出血。故本例报

道具有一定参考意义和临床价值。
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