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循环肿瘤细胞的分子检测及临床应用的研究进展
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!
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!

明 审校

"安徽省肿瘤医院!安徽合肥
&-%%%%

#

!!
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!
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!
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!

个体化治疗

!"#

!
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"
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文献标识码"

!

文章编号"

)<+-5$)-%

"

&%)9

#

&%5-%&$5%$

!!

癌症是目前危害人类健康的首要疾病#分子检测在癌症的

诊断和治疗中发挥的作用日益增大#基因重排*染色体易位和

融合基因形成*原癌基因及抑癌基因等分子检测对于疾病的诊

断*疗效监测*预后判断等具有重要的意义'并且在个体化治

疗的时代#基因检测成为决定日常临床治疗的一部分(

)5-

)

'

肿瘤细胞经过上皮间质转变#突破细胞外基质进入外周血

液循环成为循环肿瘤细胞$

'.'?

%

(

$59

)

'鉴于其取材简便#能反

映机体肿瘤情况#相当于实时活检#日益得到广泛的关注'从

)X<1

年
!?FSAJBF

最早在转移性癌症患者血液中观测到

'.'?

(

<

)

#随后在
1%

年代中期开始探索捕获*分析
'.'?

的方

法并进行大量临床试验(

+51

)

#

&%%$

!

&%%X

年美国
h"!

相继批

准
'GLL(GHJKF

技术用于转移性乳腺癌*结直肠癌和前列腺癌的

临床诊断(

)%5)&

)

#

&%%+

年
'.'?

被
!('U

推荐为肿瘤标志物#

'.'?

的应用已经从细胞计数发展到对其分子特性的研究#其

检测可反应肿瘤的生物学行为#可在证实肿瘤的存在*发病过

程*评估患者的预后和个体化治疗后改善情况等作出提供相关

信息#以及发现和鉴定新的治疗靶点'本文就近年来
'.'?

富

集技术的研究进展进行总结#并探讨其在肿瘤诊治中应用

价值'

?

!

'.'?

富集技术

'.'?

在外周血的中浓度极为罕见#每毫升血液中约为

)

!

)%

个'因此对外周血中的
'.'?

进行富集是研究
'.'?

的

特性*形态及细胞标志的基础(

)-

)

'目前#

'.'?

的富集主要是

根据其物理和生物属性原理#随着纳米材料等新技术的不断进

步#

'.'?

分离技术层出不穷'

?8?

!

传统物理技术
!

在应用物理原理分离方面#传统的分离

法是基于
'.'?

的密度梯度进行离心分离#但该方法缺乏特异

性#易导致目的肿瘤细胞丢失'

WA@H

等(

)$

)提出的基于肿瘤细

胞与正常细胞的大小差异来分离肿瘤细胞的分离方法

$

,(0.

%#但
,(0.

只能分离直径大于
X

#

I

的肿瘤细胞#使其分

离的灵敏性也受到限制'近年来发展的微流控制技术#利用细

胞的大小和变形能力特征来捕获
'.'?

#制作半径介于
'.'?

和血细胞的阵列微流控制芯片#使得
'.'?

向一侧汇聚而血细

胞保持原有路径流过阵列#从而实现肿瘤细胞和正常细胞的分

选和富集'这种通过物理方法分离的肿瘤细胞形态和表面的

各种抗原或分子标记均保存完整#不影响细胞的特性#为后续

的检测提供了良好的条件(

)9

)

'随着纳米技术的发展#纳米技

术应用到肿瘤的分子诊断有很大的前景#纳米材料可使磁珠达

纳米$

)%

!

)%%@I

%级#增大了比表面积从而增加与待测细胞

接触的概率#同时可降低对细胞造成的机械性压力#大大提高

'.'?

的富集效率#被广泛用于
'.'?

的富集和检测(

)<

)

'

&%)-

年#

/HBCJG

杂志将
'.'?

纳米检测列为最具创新性和转化潜力

的肿瘤诊断新方法(

)+

)

'

?8@

!

传统免疫技术
!

免疫方法分为阳性选择法和负性选择

法#阳性选择法研究较多#其根据
'.'?

表面免疫分子表征进

行选择性捕获'常用的分子标志有!

0

N

'!#

和
'c

等'目前

公认的金标准
'GLL(GHJKF.#'.'?

检测系统即依赖于免疫

磁珠吸附肿瘤细胞表达
0

N

'!#

$上皮细胞黏附分子%抗原#利

用抗体包被的磁珠来捕获
0

N

'!#

阳性的细胞#然后成像并计

数(

)%

)

'

&%)%

年#

(BABB

开发出一种.人字形
'.'?

芯片/#利用

0

N

'!#

抗体来捕获
'.'?

#这种设计能够比较快速地处理血

液#每小时达
&I2

#且具有良好的灵敏度和选择性(

)X

)

'

!JI5

?BJA@

M

等(

)1

)的研究表明在乳腺癌和前列腺癌患者的
'.'?

细

胞中均可检测到同时表达上皮标志及间皮标志以及干细胞标

志的
'.'?

细胞#可用此装置进行选择性富集'但是
3AJ

M

G?

等(

&%

)研究表明在正常细胞样和基底样型乳腺癌细胞中很多不

表
0

N

'!#

#因此仅通过
0

N

'!#

来捕获
'.'?

细胞则可能会

丢失部分
'.'?

'此时可利用
'.'?

细胞
'"$9

表达缺如的特

+

$&%-

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%

期
!

,@BV2HQ#GD

!

UKBAQGJ&%)9

!

WAL8-<

!

/A8&%



性#选用
'"$9

磁珠选择性去除白细胞$

,#Y

法%的负性捕获技

术选择收集
'.'?

#即为负性选择法#来提高阳性率'

?8A

!

物理联合免疫的新技术
!

目前
'.'?

的检测中#不同技

术间的联合应用研究正受到广泛关注#利用靶向
'.'?

表面识

别分子修饰的特异性#结合纳米和微流控等新型技术#减少血

样量的同时#大大提高了
'.'?

的富集率和检测灵敏度'目前

广泛应用的免疫磁珠技术#磁珠只能达到微米级#分离效率低

且洗脱困难'将不同的纳米材料$纳米颗粒*纳米线%进行抗体

化#可提高细胞与捕获靶点的接触概率#方便
'.'?

细胞先从

表面洗脱#减少纳米材料颗粒吸附对细胞活力和分析检测的影

响#从而提高了细胞的富集率和检测准确性(

)<

)

'一种将免疫

和物理方法相结合的微流芯片技术#即
'.'?5KF>

N

#在单晶硅

表面蚀刻形成微柱阵列#表面经抗上皮细胞吸附分子$

!@B>5

0

N

'!#

%抗体修饰#当极小量$

)%

;1

!

)%

;)%

2

%待检血液样本

通过包被的微柱阵列#通过流体作用力将细胞排成一列纵队#

此时肿瘤细胞与其结合#实现对
'.'?

选择性吸附和捕获'结

合
H@B>50

N

'!#

和
H@B>5#*')

抗体在一个微流体装置可以进

一步改进捕捉
'.'?

的性能(

&)

)

'

@

!

'.'?

的分子检测与临床应用

'.'?

在经历侵袭和转移的过程中#需经历上皮
5

间质转化

$

G

N

>BFGL>HL5IG?G@KF

E

IHLBJH@?>B>A@

#

0#.

%机制入血*逃逸免疫

监视*抵抗凋亡*耐受治疗等生物学特性的转变#才能形成远处

转移灶(

&&5&-

)

'这些生物学特性改变的分子机制均有可能用来

进行肿瘤分子分型并且有可能成为个体化肿瘤治疗的靶点'

此外在治疗过程中的
'.'?

是不断变化的#伴随治疗耐药的出

现#耐药性
'.'?

在治疗后逐渐增多(

&$

)

'因此
'.'?

分析技术

可以在肿瘤异质性和疾病进程中#进行实时*动态的监测肿瘤

细胞的变化评估#反映患者的治疗状况及疾病进程#进一步了

解肿瘤异质性选择个体化治疗方案'

@8?

!

'.'?

分子检测与肿瘤诊断
!

在肿瘤转移过程中
'.'?

表现的多种生物学特性及其分子机制都可被用于分型和肿瘤

诊断的靶点'研究证实在肿瘤患者
'.'?

高频出现共表达上

皮标志物$

0

N

'!#

*

K

E

BATGJHB>@?

*

05KHDFGJ>@

%*间质标志物$

P>5

IG@B>@

*

/5KHDFGJ>@

*

U5KHDFGJ>@

%和干细胞标志物的现象(

)1

)

'

对乳腺癌患者
'.'?

单细胞转录谱分析后发现
'.'?

普遍高

表达
0#.

相关分子(

&9

)

'采用
6.57'6

对
<X

例晚期肺腺癌患

者的外周血
'.'?

样本进行检测#可检测到生物素#人端粒酶

逆转录酶$

F.06.

%#

'c5+

和甲状腺转录因子
5)

$

..h5)

%四个

基因表达上调#此外在
..h5)

和
'c+

检测均阳性的患者#无

进展生存时间相较于阴性患者减短(

&<

)

'此外在
'.'?

全基因

表达谱和差异表达谱的研究发现!

<<

例早期乳腺癌患者
'.'?

基因表达谱中
'c)1

*

#!305!-

*

4065&

*

. ,̂(.)

*

F.06.

和

乳腺珠蛋白转录均低于
&<

例转移性乳腺癌#提示这些基因与

乳腺癌侵袭转移密切相关(

&+

)

'

1

例转移性前列腺癌患者

'.'?

基因表达谱分析#发现基因拷贝数广泛异常$

%

9%_

%#

且其中
+

例$

+X_

%

d

染色体上雄激素受体所在基因表达上调#

提示其与前列腺癌的疾病进展高度相关(

&X

)

'

@8@

!

'.'?

分子检测与靶向治疗
!

靶向药物的问世为肿瘤的

治疗开创了新的局面'但在实践中#获得性耐药成为靶向治疗

的瓶颈'近期国内外研究表明#应用初治前的组织标本进行分

子检测指导整个治疗过程的策略对部分患者并不合适#进行实

时的基因分析才能更精准地反映治疗过程中细胞内各亚克隆

的动态变化(

&15-)

)

'现有证据表明所谓的临床获得性耐药并非

是在治疗过程中产生细胞水平的耐药#而是肿瘤异质性细胞对

靶向治疗的选择性反应(

&$

)

'研究认为
'.'?

的
0#.

可以赋

予
'.'?

干细胞特性'并且通过
'.'?

干细胞的特性使
'.'?

耐受化疗(

-&

)

'检测乳腺癌
'.'?

中
0#.

相关转录因子

$

. ,̂(.)

*

(/!,2)

*

(2*3

*

f0Y)

*

hUd'&

%的表达情况#并分

析了接受或未接受新辅助化疗对
'.'?

表达这些转录因子的

可能影响#发现新辅助化疗并不能清除这些发生了
0#.

的

'.'?

#进一步提示其与耐药相关(

--

)

'因此#

'.'?

数目和分子

特征改变的检测对于指导分子靶向药物的研发及临床个体化

治疗具有重要意义(

-$

)

'然而#反复进行组织活检在临床可行

性上均存在一定难度'因此#利用外周血循环肿瘤细胞替代原

发组织标本#建立实时*动态*无创的分子检测体系对药物靶点

鉴定*指导靶向药物治疗*疗效监测和耐药的情况的评价具有

重大临床意义'

@8A

!

'.'?

分子检测在靶向治疗中应用
!

近期有学者分析了

'.'?

的上皮间质转化$

0#.

%与乳腺癌化疗或靶向治疗的关

系#发现
'.'?

中上皮标志物表达高的患者治疗反应优于

0#.

比例升高者'在靶向药物治疗过程中#可以通过动态监

测
'.'?

的分子改变#来判断靶向药物治疗的终点(

-9

)

'多项

研究报道指出在乳腺癌中#多于
X%_

的患者
'.'?

表达
4065

&

与原发肿瘤组织一致#提示
'.'?

具有指导乳腺癌
4065&

基因的
4GJKG

N

B>@

靶向药物治疗可能#此外有研究表明小部分

乳腺癌患者$

))_

%原发肿瘤组织
4065&

阴性#但患者
'.'?

中
4065&

阳性#使用
4GJKG

N

B>@

治疗部分患者有效#提示检测

'.'?

表达
4065&

甚至优于检测原发肿瘤组织(

-<5-X

)

'提示针

对
'.'?

基因分析有助于为临床治疗提供更加动态和预测性

的个体化信息'

'.'?

的分子分型中#

7,c-'!

作为乳腺癌重

要预后指标#一直广受关注'

#HJTAC

等(

-1

)发现
'.'?

中

7,c-'!

突变在转移性乳腺癌病程中的发生与不良预后相关#

对比用药前后
'.'?

分子特性的变化#分析结果提示
7,c-'!

突变与
0JQY&

耐药有关#对指导
7,c-'!

体细胞突变的分子

靶向治疗的效果有重要作用'在其他肿瘤方面#对非小细胞性

肺癌患者研究发现
'.'?

中
03h6

突变与肿瘤组织具有高度

一致性#提示其检测具有指导非小细胞性肺癌患者吉非替尼靶

向药物治疗的潜质(

$%

)

'此外#前列腺癌患者
'.'?

中雄激素

受体及其下游信号通路相关分子的表达情况可以指导前列腺

癌内分泌治疗#并通过治疗过程中雄激素受体变化情况评估疗

效(

$)

)

'研究发现可在转移性结肠癌患者的
'.'?

中检测到

c6!(

基因的突变#通过跟踪检测外周血中
'.'?

的分子改

变#作为靶向药停用的依据(

$&

)

'北京大学肿瘤医院一项关于

'.'?

核型分析的研究显示核型分析
X

号染色体不同倍体对

于紫杉醇*顺铂化疗敏感或耐药存在相关性'根据
'.'?X

号

染色体核型可以监测胃癌患者化疗耐药情况以及治疗疗效评

估(

$-

)

'此外#有研究报道称血液中除了单个循环肿瘤细胞外#

还有一种循环肿瘤细胞团$

'.'?KLC?BGJ

%#是由原发性肿瘤脱

落形成的寡细胞克隆体'尽管血液中的循环肿瘤细胞团很少#

但是与单独的
'.'?

相比#成簇的
'.'?

有着更大的转移潜

力'通过分析乳腺癌患者的血样和生存期#研究人员发现外周

血液中的高含量循环肿瘤细胞团与肿瘤患者的不良预后密切

相关(

$$5$9

)

'

A

!

小结与展望

对肿瘤进行分子分型并指导个体化治疗是目前肿瘤研究

领域的热点#而取得具有代表性的肿瘤标本#对其生物特性进

+

9&%-

+
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行检测和研究是诊断和治疗癌症的基础'肿瘤标本获得不易#

'.'?

作为脱离原发灶或转移灶进入血液的肿瘤细胞#不仅可

以作为研究肿瘤转移复发过程和机制的绝佳标本#而且在指导

肿瘤个体化诊疗上也有巨大潜力'但是在数量庞大的血细胞

中分离出稀少的
'.'?

目前仍面临困难#利用肿瘤细胞表面分

子标志进行的正性富集存在漏检问题#相反负性富集也有特异

性差的缺点'在过去几十年#随着
'.'?

及其分子特征检测方

面的研究不断增多#

'.'?

分离和分析技术在此基础上也得到

不断完善'

'.'?

分离从基于上皮特异性分子$如
0

N

'!#

*

'c

等%发展到更高敏感度和更高特异性具有
0#.

表型的

'.'?

的富集方法'为进一步的临床应用奠定基础'

临床上#通过定期对血液中
'.'?

进行数量和基因分析#

有望实现对肿瘤早期转移*术后复发及疗效的检测#但是由于

肿瘤生物特性的异质性#不同肿瘤表面抗原的表达差异很大#

尚没有统一的用于临床判断肿瘤的
'.'?

分析靶标'但是#随

着检测技术的不断改进#灵敏度和特异度的不断提高#

'.'?

分子检测在寻找新的肿瘤标志物用于肿瘤诊治及判断预后及

开发新的肿瘤靶向药物中具有巨大应用价值'
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细胞淋巴细胞白血病$
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FAQLH?B>KLGCTGI>H

#

0.75!22

%属于早期非成熟
.5

!22

的一种(

)

)

#约占儿童
.5!22

的
)&8&_

!

)-_

(

&

)

#是儿童

急性淋巴细胞白血病非常高危的一类亚型(

-

)

#其诱导缓解失败

率*复发率及总体生存率较经典
.5!22

差'

0.75!22

在基

因表达谱*免疫分型等方面具有特异性及诊断价值#现综述

如下'

?

!

临床表现

现代观点认为#对儿童而言初诊时年龄及外周血白细胞计

数等临床特点作为对进行强化疗方案的
.5!22

患儿预后判断

指标并不可靠'对既往诊断为
.5!22

的
1)

例患儿进行回顾

性分析发现#有
9

名患儿符合
0.75!22

的免疫学诊断#然而

这些患儿与其他
X<

名经典
.5!22

患儿在发病年龄*性别*外

周血白细胞计数*中枢神经系统浸润等方面无显著差异(

)

)

'对

&&&

名既往诊断为
.5!22

患儿进行回顾性分析发现#

0.75

!22

患儿外周血白细胞水平较经典
.5!22

低'

#H

等(

-

)分析

研究发现初诊时外周血高白细胞与预后差亦无确切相关性'

@

!

免疫分型

原始胸腺细胞从骨髓释放后#通过一系列分化最终成熟为

'"$

i

'"X

i

.

细胞#其在分化最初阶段缺乏
'"$

或
'"X

表达'

处于
'"$

;

'"X

;

$

"ACQLG/G

M

HB>PG

#

"/

%分化阶段的胸腺细胞

依据
'"&9

*

'"$$

表达情况分为
"/)

$

'"$$

i

'"&9

;

%*

"/&

$

'"$$

i

'"&9

i

%*

"/-

$

'"$$

;

'"&9

;

%*

"/$

$

'"$$

;

'"&9

i

%

四个不同分化阶段'研究发现处于
"/)

和早期
"/&

阶段的

胸腺细胞具有向髓系*树突细胞*

/c

细胞分化潜能(

$

)

'急性

早前
.

细胞淋巴细胞白血病有淋系*髓系及干细胞特点#因此

猜想导致
0.75!22

的肿瘤起始细胞可能起源于处于
"/)

和

早期
"/&

阶段的胸腺细胞(

9

)
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