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　　恶性肿瘤严重威胁人类健康，转移是肿瘤患者最主要的死

因。肿瘤的早期诊断对于其治疗至关重要［１］。循环肿瘤细胞

相关检测在肿瘤的诊断疗效和预后判断方面具有重要的意义。

１　循环肿瘤细胞的生物学特性和分子特征

在原发肿瘤形成和生长的早期，部分细胞会从原发灶脱落

并进入血液循环，这些高度异质性的细胞被称为循环肿瘤细胞

（ＣＴＣｓ）。来自肿瘤原发灶的 ＣＴＣｓ可能成为播散肿瘤细胞

（ＤＴＣｓ），导致肿瘤细胞在骨髓、肝、肺、脑和骨等远处组织器官

中定植和生长。因此，ＤＴＣｓ也被称为肿瘤的微转移或肿瘤的

微小残留病（ＭＲＤ）。在乳腺癌、前列腺癌、肺癌和大肠癌等上

皮性肿瘤中，如，患者体内出现 ＣＴＣｓ和 ＤＴＣｓ的情况尤为

多见［２］。

ＣＴＣｓ可以是由原发肿瘤灶脱落，也可以从各个器官的转

移灶上脱落而来，最基本的特点是高度异质性。这些细胞具有

在其他组织器官种植并形成新肿瘤灶的能力，也可以回到肿瘤

原发灶并种植，这就是肿瘤自种植或者交叉种植［３４］。在各种

组织器官中，骨髓是ＣＴＣｓ最为集中的场所，被认为是人体中

ＣＴＣｓ的最大贮存库，因此通过骨髓穿刺的方法能相对容易地

检测到ＣＴＣｓ的存在。越来越多的证据表明，聚集在骨髓成骨

细胞壁龛中的ＣＴＣｓ，和该环境中正常的造血干细胞竞争，以

获得更多的生存条件和空间。因此，经过这种竞争的ＣＴＣｓ一

旦成为ＤＴＣｓ，将具备更强的生存能力，导致更高效率的种植

和生长［５］。

近年来，由于相关分析测试技术的发展，在ＣＴＣ分子特征

方面也取得了很大进展，特别是对雄激素非依赖型前列腺癌患

者ＣＴＣ的研究方面。Ｐａｒｉｓ等
［６］人通过比较基因组技术证实

前列腺癌患者中ＣＴＣｓ的拷贝数总体上和对照肿瘤组织细胞

没有明显差异；Ａｔｔａｒｄ等
［７］通过多色荧光原位杂交证实ＣＴＣｓ

中存在雄激素受体基因拷贝获得和ＰＴＥＮ基因拷贝丢失；也

有报道［８］证实大多数ＣＴＣｓ均为非整倍体，１、７、８和１７号染色

体拷贝数存在异常。大量的ＣＴＣｓ样本分析结果发现雄激素

受体基因存在异常的扩增并且发生了多个位点的突变［９］。乳

腺癌相关的ＣＳＣｓ研究结果提示ＣＳＣｓ带有肿瘤干细胞的某些

特征［１０］。Ｗａｔｓｏｎ等
［１１］在化疗后的乳腺癌患者骨髓中分离到

ＣＴＣｓ，全面分析其基因表达谱发现这些细胞相对于原位乳腺

癌细胞高表达ＴＷＩＳＴ１蛋白，而这种蛋白的高表达和肿瘤的

转移以及上皮细胞间质化等过程相关。Ｔｈｅｏｄｏｒｏｐｏｕｌｏｓ等
［１２］

也有类似的报道：部分乳腺癌患者的 ＣＴＣｓ呈现 ＣＤ４４＋／

ＣＤ２４－／ｌｏｗ或者ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ／ＣＤ２４
－／ｌｏｗ等典型的干细胞表

型。在这群细胞中，往往有 Ｎｏｔｃｈ分子以及 ＨＥＲ２等分子的

共同高表达。

２　循环肿瘤细胞的检测方法

近十多年来，ＣＴＣｓ引起了人们的广泛关注并取得较大进

展其中很重要的原因在于ＣＴＣｓ的检测手段和方法取得了很

大进步。骨髓是相对容易检测到ＣＴＣｓ标本来源，但是临床上

不可能经常进行骨髓穿刺，而只能从外周血中分离和检测，由

于ＣＴＣｓ在外周血中的频率很低，因此大多数检测方法在灵敏

度和特异性等方面均难以达到要求。近年来，科学家们建立了

多种方法用于ＣＴＣｓ的富集和检测。

２．１　ＣＴＣｓ的富集方法　外周血是临床上ＣＴＣｓ检测的主要

标本来源，而ＣＴＣｓ在外周血中的频率很低，一般为１～１０／ｍＬ

血液。因此最初的思路就是将ＣＴＣｓ从血液环境中富集出来

再分析。

基于ＣＴＣｓ和血细胞物理特性的不同建立的富集方法包

括密度梯度离心（基于ＣＴＣｓ与血细胞在密度梯度介质中沉降

系数的不同，如Ｆｉｃｏｌｌ介质、ＯｎｃｏＱｕｉｃｋ系统）、特殊滤器过滤

（基于ＣＴＣｓ和血细胞大小的不同，如ＩＳＥＴ系统、三维微孔滤

膜［１３］）、通用的无标记生物芯片［１４］（基于ＣＴＣｓ比血细胞稍大

和两者之间可变形性的差异）、特殊微流控装置［１５］（结合

ＭＯＦＦ和 ＤＥＰ细胞分离技术）和 ＤＥＰＦＦＦ装置
［１６］（基于

ＣＴＣｓ和血液细胞比较，由于细胞大小和生物膜特征上的差

异，而对ＤＥＰ的反应存在差异）。

由于某些生物标志物在ＣＴＣｓ和普通血细胞之间存在差

异表达，建立了基于生物学特征的富集方法，包括针对ＣＴＣｓ

细胞表面高表达的肿瘤相关抗原设计的正向筛选思路和基于

白细胞表面特异表达的共同抗原ＣＤ４５设计的负向筛选思路。

迄今为止应用最为广泛的正向富集系统是先用抗上皮细胞黏

附分子（ＥｐＣＡＭ）抗体进行筛选，然后用抗上皮细胞角蛋白抗

体、抗上皮细胞中间丝抗体进行免疫细胞学检测［２３］。其中，

ＶｅｒｉｄｅｘＬＬＣ的ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统已经获得美国ＦＤＡ的批准应

用于临床，是公认的金标准［３，１７］。目前发展较为成熟的有以下

筛选系统：（１）ＭａｇＳｗｅｅｐｅｒ免疫磁珠筛选技术，可正向富集表

达ＥｐＣＡＭ的ＣＴＣｓ并可进行后续的分子分析。Ｔａｌａｓａｚ等
［１８］

用该系统在４７位具有转移性肿瘤的患者标本中富集到ＣＴＣｓ，

而在健康对照标本中没有检出。（２）纳米飞纸技术采用硅纳米

环，包被上抗ＥｐＣＡＭ抗体，也实现了ＣＴＣｓ的富集。（３）ＭＡ

ＩＮＴＲＡＣ平台
［１９］是１种特殊的流式细胞分析平台，在大多数

的肿瘤患者血液中都检出了５０～３×１０
５ＣＴＣｓ，比用其他方法

的检出结果高出３个数量级。

值得一提的是近年来研究较多的微流控芯片用于ＣＴＣｓ

的富集和检测，如ＣＴＣ芯片，其主要优势在于所需标本量小，

通常在１ｍＬ血液以下，而且耗时少，试剂成本更低。其中名
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为Ｅｐｈｅｓｉａ的ＣＴＣ芯片利用生物功能化的超顺磁珠在磁道阵

列中自组装成微流控通道，实现对低频率ＣＴＣｓ的高通量筛

选、计数和电动力学操作［２０］。

２．２　ＣＴＣｓ的检测方法　通过上述ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统和ＣＴＣ芯

片系统富集得到的ＣＴＣｓ采用相同的分析方法：应用不同荧光

素标记的抗细胞角蛋白ＣＫ８抗体、ＣＫ１８抗体和ＣＫ１９抗体，

以及抗白细胞抗原ＣＤ４５抗体对细胞进行荧光染色，并用染料

ＤＡＰＩ进行细胞核染色，然后在荧光显微镜下进行多色荧光成

像分析。一般认为，ＣＫ＋／ＣＤ４５－／ＤＡＰＩ＋的就是ＣＴＣｓ。这种

方法简便易行，但是缺点在于不能有效区分活细胞和死细胞，

不能反映ＣＴＣｓ的功能状态
［２］。为此，有学者建立了上皮免疫

斑点检测（ＥＰＩＳＰＯＴ）方案。该方案需要对分离到的ＣＴＣｓ进

行２４～４８ｈ的短期培养，在此过程中ＣＴＣｓ会产生一些与分

泌、脱落、侵袭等行为相关的蛋白质，通过酶联免疫斑点的原理

进行检测。现在ＥＰＩＳＰＯＴ方案已经应用于临床外周血和骨

髓来源的ＣＴＣｓ的检测
［２１２２］。

除了上述通过免疫学方法检测ＣＴＣｓ表面的蛋白抗原外，

还可以通过分析细胞内某些 ｍＲＮＡ来检测 ＣＴＣｓ
［１］。近期

Ｍａｒｋｏｕ等
［２３］从通过免疫磁珠系统富集得到的ＣＴＣｓ中分离

ｍＲＮＡ，建 立 多 重 ＰＣＲ 体 系，同 时 测 定 ＣＫ１９、ＨＥＲ２、

ＳＣＧＢ２Ａ２、ＭＡＧＥＡ３、ＴＷＩＳＴ１和 ＨＭＢＳ６种相关基因的表

达情况，大大减少了标本的用量、操作时间和试验成本。

３　循环肿瘤ＤＮＡ的检测

ＣＴＣｓ为肿瘤相关诊断提供了很有价值的靶标，但是其临

床应用，不管在理论上，还是在技术上，都面临一些挑战。来自

肿瘤细胞的ＤＮＡ，即无细胞循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ），提供了

新的契机。ｃｆＤＮＡ主要来自肿瘤微环境中凋亡或坏死的肿瘤

细胞释放而来，既包括基因组ＤＮＡ，也包括线粒体ＤＮＡ，可以

是编码蛋白质的ＤＮＡ，也可是非编码蛋白质的ＤＮＡ。

相对ＣＴＣｓ而言，ｃｆＤＮＡ的研究还处在更加早期，但是人

们已经关注到肿瘤患者ｃｆＤＮＡ和血液中的ＣＴＣｓ、骨髓中的

ＤＴＣｓ，甚至患者的其他检查结果、临床表现之间存在一定的联

系，因此，ｃｆＤＮＡ 完全可以成为肿瘤微转移的新的生物标

志物。

ＮａｗｒｏｚＤａｎｉｓｈ等
［２４］在头颈鳞状细胞癌患者中，通过荧光

微卫星分析，发现患者血液中ＤＮＡ的杂合性缺失（ＬＯＨ），而

且这种ｃｆＤＮＡ的存在标志着肿瘤的远处转移。在前列腺癌患

者中，通过上皮免疫斑点试验检测患者血液中的ＣＴＣｓ，ＣＴＣｓ

的存在与肿瘤的分级分期、肿瘤的Ｇｌｅａｓｏｎ评分、３种标志性蛋

白（ｄｅｍａｔｉｎ、ＣＤＫＮ２／ｐ１６和ＢＲＣＡ１）编码基因区域（ＬＯＨ）显

著相关，首次证实了血液中ＣＴＣｓ和ｃｆＤＮＡ之间的相关性
［２５］。

在乳腺癌患者中也发现ＣＴＣｓ和ｃｆＤＮＡ的浓度、完整性、Ｈｅｒ２

基因扩增均明确提示乳腺癌转移的存在［２６］。如果将两者组合

起来，既检测ＣＴＣｓ，又检测ｃｆＤＮＡ，包括经典遗传学层面和表

观遗传学层面的，对于判断和预测肿瘤转移的存在、预测治疗

效果，以及患者预后，都有更大的价值。

４　存在的问题和展望

肿瘤是全世界的医学难题，难以解决。研究者只能希望某

些方法手段能够在一定程度上解决一些问题且带来新思路。

ＣＴＣｓ和ｃｆＤＮＡ是潜在的肿瘤转移标志物，对其认识有很多

新的进展，但是离其临床应用还有很远的路要走。首先，肿瘤

细胞高度异质性的，需要寻找更加通用、更加特异的特征来标

志ＣＴＣｓ和ｃｆＤＮＡ，包括物理特性和生物分子特征。其次，

ＣＴＣｓ各ｃｆＤＮＡ在血液中都是属于低概率事件，要求方法具

有足够的灵敏度才能实现对其准确检测。在标本用量方面也

存在矛盾，一方面肿瘤患者能够提供的血量有限，需要在较低

标本量的情况下实现检测；另一方面标本量太小，会影响低概

率事件检测结果的准确性。第三，还需要大量的临床试验，提

供更加系统准确的临床统计资料，证明ＣＴＣｓ相关检测在临床

肿瘤相关判断中具有明确的重要作用，才会得到更多的临床认

可和临床应用。
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雌激素及受体对细胞因子的作用研究进展

李雪璐１综述，邢　艳
２审校

（１．川北医学院微生物与免疫学教研室，四川南充６３７０００；２．川北医学院附属医院检验科，四川南充６３７０００）

　　关键词：雌激素；　细胞因子；　免疫调节

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２４．０３８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２４３０２４０３

　　雌激素作为脂溶性的皮质激素，主要由卵巢合成分泌，主

要促进雌性生殖器官的成熟和第二性征发育并维持在正常状

态。研究表明，雌激素对免疫系统有调节作用，两性在免疫应

答和一些自身免疫性疾病的易感性方面存在着差异，更年期后

女性对某些疾病易感性也有差异。细胞因子参与机体免疫细

胞的增殖分化活化、免疫调节和致病。雌激素及受体能影响细

胞因子的产生。雌激素及受体对免疫系统尤其是细胞因子的

作用日益受到研究者的关注。本文就雌激素及受体对细胞因

子的研究进展进行综述。

１　雌激素及受体

目前在人体内发现的雌激素有３种：雌二醇（Ｅ２）、雌酮和

雌三醇，其中Ｅ２的生物活性最强。雌激素的各种生理效应主

要是通过雌激素受体（ＥＲ）α和ＥＲβ实现的，包括雌激素核受

体和膜表面相关受体，目前发现均有ＥＲα、ＥＲβ两种亚型。

雌激素核受体属于类固醇激素核受体超家族，主要存在胞

内，是主要的ＥＲ；雌激素膜表面相关受体，主要存在于细胞质

膜穴样内陷小泡中。ＥＲ包括ＤＮＡ结合、二聚化作用、配体结

合以及转录激活等作用区域。二者存在结构差异，在氨基末端

有１５％的同源性，配体非依赖转录激活功能的ＡＦ１位于此区

域；在羧基末端有５５％的同源性，配体结合域和配体依赖转录

激活功能的ＡＦ２位于此区域。ＥＲα、ＥＲβ由不同的基因编码，

具有不同的组织特异性，但ＥＲβ分布更广泛
［１］。免疫系统有

ＥＲα和ＥＲβ分布，但在不同免疫细胞甚至在同一细胞不同分

化阶段均有所不同。

２　雌激素及受体作用的分子机制

雌激素与ＥＲ结合后发挥广泛而复杂的生理作用，可促进

疾病的发生发展，也可起保护作用。ＥＲ产生生理效应的途径

主要有：（１）核受体的作用途径。主要是经典的雌激素反应元

件（ＥＲＥ）途径，即雌激素与核 ＥＲ 结合，形成激素受体复合

物，与靶基因上的ＥＲＥ结合，调节基因表达。还可与核因子

κＢ（ＮＦκＢ）、转录激活蛋白ＡＰ１（ＡＰ１）等转录因子结合，调节

基因表达。（２）膜相关受体的作用途径。雌激素通过与细胞膜

受体结合，可影响胞内蛋白质的磷酸化或去磷酸化过程，可激

活胞内多种信号通路，发挥迅速的非基因组效应。（３）线粒体

相关受体的作用途径。雌激素通过核受体和线粒体相关受体

共同协调呼吸链复体物蛋白质的合成。雌激素和受体通过这

３条作用途径的协同作用来调节细胞，其中以核内ＥＲｓ发挥作

用为主。

３　雌激素及受体对细胞因子表达的作用

雌激素主要通过丘脑垂体肾上腺轴（ＨＰＡ）和免疫细胞

的作用影响细胞因子的表达。

ＨＰＡ分泌的糖皮质激素，可抑ＩＬ２、ＩＦＮγ等 Ｔｈ１细胞

因子的生成，诱导ＴＧＦβ的产生，抑制Ｔｈ１细胞介导的免疫应

答作用。在促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）基因５′上游调

节区存在 ＥＲＥ，激素与其受体结合后，在 ＥＲＥ作用下促进

ＣＲＨ基因的表达
［２］，增加糖皮质激素的分泌。雌激素也可下

调海马区糖皮质激素受体（ＧＲ）的结合力及转录水平。所以雌

激素对糖皮质激素具有正性调节作用。动物实验发现 ＨＰＡ

轴缺陷的Ｌｅｗｉｓ大鼠易发生细胞免疫介导的自身免疫性疾病，

而人产后甲状腺炎的发生与其低水平的雌激素可下调 ＨＰＡ

轴的分泌有关。

众多研究认为Ｂ细胞、Ｔ细胞、ＮＫ 细胞、单核巨噬细胞、
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