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  胰腺癌是临床常见消化系统的恶性肿瘤之一,确诊较晚

是其预后差的主要因素之一,尤其是对一些与炎症难以鉴别

的胰腺癌,更缺乏有效的诊断方法。近年来随着医学技术的

不断发展,国内外学者在胰腺癌早期诊断方法上进行了比较

深入的研究,使得胰腺癌的诊断手段日益增多,特别是介入超

声学的迅猛发展,使得胰腺癌的诊断方法更加丰富。同时,分
子生物学的引入,尤其是高度敏感的ras基因的引入弥补了

超声引导下细针穿刺活检法的不足使该方法更加完善。应用

此方法,不仅可以对有症状的病人及早诊断,缩短确诊时间,
尽早得到诊治,也为胰腺癌的鉴别诊断提供有效的手段。本

文将对介入性超声在胰腺癌早期基因诊断中的应用进行再次

探讨。
胰腺癌是发展迅速预后极差的恶性肿瘤,手术切除是唯

一可以治疗的方法。但胰十二指肠切除术创伤很大,死亡率

很高,因此术前诊断需要明确而可靠。一般认为手术中对肿

块取活检应当是比较有效的方法,然而在胰腺这恰恰是临床

外科非常棘手的问题。由于胰腺癌的周围组织通常为炎症浸

润区域,并且含有大量致密的纤维组织,癌块组织有可能小而

深。手术中活检只能从胰腺的表面取材,有时达不到肿块的

深度,因此假阴性率较高,达15%~40%。如果活检取材深,
虽然可以降低假阴性率,但容易发生出血,胰瘘,脓肿或急性

胰腺炎等严重并发症。自从应用超声引导下细针穿刺活检

(fineneedleaspirationbiopsy;FNAB)以来,这个问题得到了

解决[7]。由于有超声引导,能够准确地穿刺到肿块组织,且一

般选择较细的20~21号穿刺针,对组织损伤很小,可以对肿

块不同的部位做多次精确取样,进而提高诊断的准确率。临

床应用中,FNAB可分为两种:经皮细针细胞学活检和经皮细

针组织学活检。对二者进行比较发现,细针组织学活检比细

针细胞学活检对胰腺病变的诊断更有价值,它有以下优点:①
能够确定胰腺癌的组织学类型及其分化程度;②能够显示癌

细胞形成的腺管以及对神经周围和血管的浸润情况;③对于

一些分化较好的腺癌、囊腺癌等细胞学较难诊断的疾病,组织

学的诊断相对容易;④慢性胰腺炎的细胞学诊断只能提示“未
见癌细胞”,而组织学则会结合背景等多方面因素作出更客观

的病理诊断;⑤在对大量增生的纤维组织中间仅稀疏分布少

数癌细胞的病例进行FNAB时,细针吸取细胞学活检很难得

到细胞成分,有可能出现假阴性结果而贻误治疗,组织学活检

与之相比效果较好。
尽管FNAB已广泛应用于胰腺癌的临床诊断,但必须要

有经验的临床病理医生的有效配合,才会取得可靠的结果。
若穿刺吸取的标本量过少,涂片质量差或病理医生的经验不

足等,都会出现假阴性[8]。鉴于单纯应用FNAB存在一定的

弊端,而点突变的检测不受这些因素的影响,各国学者根据胰

腺癌的临床特点以及通过基础研究证实胰腺癌具有较高的

K-ras基因12密码子突变率,展开了超声引导下细针穿刺与

基因检测相结合用于胰腺癌早期诊断的研究。
1 Ras基因结构和功能及其与胰腺癌的关系

Ras基因是常见的人类肿瘤基因,它由 K-ras,H-ras和

N-ras家族组成,编码蛋白P21,所编码的蛋白质由188~189
个氨基酸构成,分子量为21KD。该蛋白位于细胞膜的内表

面,类似于已知的G蛋白,与GTP和GDP结合,具有GTP酶

活性,它可能作为“分子开关”,以膜结合受体的形式将信号传

递到细胞靶位。通过人肿瘤细胞DNA转化实验已经证实激

活的ras基因可以转化小鼠胚胎细胞而成为肿瘤细胞。如果

激活的ras基因不能自行灭活,DNA无限制地复制,则有利

于肿瘤的形成。ras基因激活有许多形式,包括表达增加,基
因突变,内在的GTP酶活性降低,或与GTP和GDP结合的

能力下降。其中最常见方式为点突变,即DNA的碱基变化,
主要为第12、13和61密码子的突变。ras基因存在于多种恶

性肿瘤中,如肺癌,结直肠癌,甲状腺癌,胰腺癌和膀胱癌等。
其中胰腺癌的K-ras基因突变率最高,且绝大多数突变在12
密码子。

Almoguera等最先于1988年报道了胰腺癌中 K-ras的

高突变率,他们采用了以聚合酶链式反应(PCR)为基础的

RNA酶清除法对22例胰腺癌进行检测,发现21例(95%)存
在K-ras12密码子的突变[1]。Tada等使用PCR和直接连锁

反应法对18例手术中或尸检取得的胰腺和胰周肿瘤标本进

行ras基因分析,18例胰腺癌均有K-ras基因突变,突变率达

100%,突变的形式为GGT→GAT,GTT或GCT[2]。近十年

来,国 内 外 学 者 不 断 进 行 着ras基 因 与 胰 腺 癌 关 系 的 研

究[3-5],揭示了ras基因在胰腺癌中的特点:①见于90%以上

胰腺癌,具有组织相对特异性;②由于突变多位于密码子12,
因此检测方法相对简单;③K-ras基因突变是胰腺癌发生过

程中早期即有的一种表现。随肿瘤的发展其突变率增高,与
肿瘤大小有明显的相关性,小肿瘤突变的发生率明显低于大
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肿瘤[9];④胰腺癌细胞中 K-ras基因突变的存在还与肿瘤发

生部位有关,胰头癌的 K-ras基因突变检出率为96.4%,胰
体、尾的检出率为57.1%;⑤地理位置的差异会导致碱基突

变方式有所不同,这可能与不同地区致病因子不同有关;⑥正

常的胰腺组织及胰腺其它病变、胰外胆管和壶腹癌无 K-ras
基因突变或突变率极低[10],即在少数慢性胰腺炎患者中也发

现了ras基因突变[6],提示慢性胰腺炎极有可能最终发展为

胰腺癌。
2 胰腺癌基因诊断中FNAB的应用

Tada等[2]对19例临床疑有胰腺癌患者进行术前超声经

皮细针穿刺活组织检查及 K-ras基因突变的检测,其结果如

下:临床诊断或高度怀疑为胰腺癌共13例,其中细针抽吸组

织病理诊断证实为胰腺癌9例,全部发现K-ras基因突变;其
余4例针吸组织过少,病理形态学难以作出确定诊断,但其中

3例发现K-ras突变,另1例未发现K-ras突变者经手术确诊

为嗜铬细胞瘤。上述基因诊断方式可在2天之内完成,而且

是在超声引导下进行,安全系数高,手术前可得到有用的信

息。
Urban等[11]对20例胰腺疾病患者进行了超声经皮细针

穿刺细胞检查及ras基因突变检测,发现11/12例胰腺癌获

得阳性结果,其中2例细胞学检查为阴性,8例其它疾病全为

阴性。他们认为ras基因诊断和FNAB细胞形态学诊断是互

相补充的。尤其是当抽吸组织过少时,在显微镜下炎症的非

典型性细胞常难于和分化较好的恶性细胞区别,此时,基因诊

断却不受限制。Villanueva等[12]也进行了相同的研究,结论

与Urban一致。
国内王志永等[13]及作者[14]应用超声引导技术对38例

和25例可疑胰腺癌及其邻近器官占位病变患者进行穿刺活

检,同时采用聚合酶链反应-限制性酶切片断长度多态性分析

技术(PCR-RFLP),对所取得的标本K-ras基因第12密码子

突变进行检测。结果发现22例胰腺癌中21例,15例中14
例存在K-ras基因突变,阳性率分别为93.3%和95.4%,而
其他慢性胰腺炎、壶腹癌、胰岛素瘤等均无突变。本作者认为

随着PCR技术的改进,应用FNAB做细胞学检查后残留的

极少量标本,可以获得很好的扩增效果和明确的阳性检出,再
与细针穿刺细胞学检查相结合,可提高胰腺癌确诊率,从而为

可切除病变争取了时机,对不能切除的病变,由于直接获得了

病理依据,可及时开始其它治疗。特别是对于难以鉴别的胰

腺炎症和肿瘤,基因突变检测可作为鉴别诊断的可靠的分子

生物学指标。结果阳性者,立即手术探查和开始其它治疗;结
果阴性者,可暂时不手术,密切随诊观察。

用于基因诊断的点突变检测方法很多,包括PCR-SSCP,
PCR-RFLP,PCR-sequence,PCRdotblot等。每种方法都各

自存在优缺点:PCR-SSCP能在较短的时间内完成,但其敏感

性低,不能准确定位且不能判定有意义或无意义突变;PCR-
RFLP虽然是一种简便、快速、敏感的方法,但其最大的缺点

是不能证实碱基突变类型;PCR-sequence可以对PCR产物

直接测定碱基序列,准确检测突变类型,但技术难度较大;其
它技术则存在所需时间长,操作繁琐,设备要求高等缺点。为

了克服以上技术的不足,王志永[13]等采用了两轮法 PCR-
RFLP进行检测,在第一轮PCR-酶切后,使非瘤细胞中未发

生突变的野生型基因扩增产物多数被酶切下来而不能在第二

轮PCR时作为模板进行扩增,进而使发生突变的基因产物在

第二轮PCR中可以作为模板进行有效的扩增。改良后的

PCR-RFLP法所检出的突变都为有意义突变,即突变后的基

因表达产物蛋白质中必然发生了氨基酸的替换,最终引起蛋

白质功能的异常。
3 结语

超声引导下细针穿刺基因诊断胰腺癌为胰腺癌的早期诊

断提供了一条新的思路,为介入超声医学的发展开拓广阔的

前景,使分子生物学技术在新的领域中得以应用,是二者有益

的结合,是医学分支互相结合为临床服务的良好典范。
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