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#
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!!

恶性肿瘤的复发和转移是导致肿瘤患者死亡的重要原因)

目前临床上仍主要通过影像学检查及传统肿瘤标志物的检测

来发现并诊断肿瘤#发现时患者常常已处于肿瘤进展晚期#影

响患者预后'

)

(

)循环肿瘤细胞$

.L.@

%是从原发或转移肿瘤病

灶脱落#进入外周血的肿瘤细胞#与肿瘤的转移密切相关#其检

测具有重要的临床意义#不仅有助于实时监测肿瘤动态*早期

发现肿瘤微转移#还能为评估预后和疗效以及肿瘤的个体化治

疗提供可靠参考'

K

(

)近年来纳米技术在
.L.@

的富集检测中

得到广泛应用#本文对常用的
.L.@

富集检测方法以及相关研

究进展进行总结#并对纳米技术在
.L.@

检测中的应用进行

探讨)

C

!

.L.@

的生物学特性及其检测的临床意义

!!

.L.@

主要表达上皮源性表面标志#存在于大多数上皮来

源的恶性肿瘤如乳腺癌*卵巢癌*肺癌*前列腺癌*结直肠癌和

膀胱癌等多种恶性肿瘤中'

+

(

)虽然
.L.@

在血液中水平极低#

但是
.L.@

检测是评估临床预后及化疗疗效的重要指标)

D

!

现有
.L.@

富集和检测的方法学

!!

外周血
.L.@

取材方便#重复性强#可实时监测癌细胞动

态#相比较骨髓来说#是更为理想的检测标本来源)外周血中

白细胞水平较高#而
.L.@

的浓度极低#这就对其检测分析技

术提出了较高要求)现有的方法学主要分为
.L.@

分离富集

方法和
.L.@

检测鉴定方法两大类'

8

(

)

D4C

!

.L.@

分离富集方法

D4C4C

!

物理富集方法
!

物理富集方法是基于
.L.@

和血细胞

之间直径*密度*变形性*介电性质等物理学特性的不同而建立

的方法)目前最常用的
.L.@

富集方法为膜滤过分析法和密

度梯度离心法)这两种方法分别根据
.L.@

直径和密度与其

他血细胞的差异#通过滤膜过滤法和离心法将
.L.@

分离出#

并用于进一步的检测鉴定)基于
.L.@

物理学特性的富集方

法操作简便#但特异度低#得到的
.L.@

纯度较低#且存在被漏

检的可能'

5

(

)细胞变形性富集法是利用肿瘤细胞的恶性程度

增加#变形性增加这一特性而设计的一种微流体装置进行细胞

分离富集的方法)目前该方法应用于临床仍有一定的困难)

细胞电学特征富集法是根据细胞介电性质的不同而建立的分

离富集方法)该方法具有活细胞分选*使用灵活*容易调控*便

于自动化*可重复使用的优点)但是由于各种肿瘤细胞的介电

性质不同#无法对所有肿瘤进行检测)肿瘤细胞的尺寸和表面

电荷与正常细胞存在差异#

<

2

C!"A?#%

LY技术利用这一点通过

改变电场频率来捕获
.L.@

'

F

(

)

<

2

C!"A?#%

LY技术的
.L.@

检

出率明显高于
.?BB!?#AS$

系统#有报道称#

<

2

C!"A?#%

LY技术检

出的
.L.@

数超过
.?BB!?#AS$

系统的
)*

倍以上'

(

(

)

D4C4D

!

生物富集方法
!

生物富集方法是基于
.L.@

和普通血

细胞之间某些生物标志物的表达差异而建立的方法)免疫磁

性分离技术是目前最常用的
.L.@

分离富集方法'

,

(

#其原理是

形成抗原
6

抗体
6

磁珠免疫复合物#通过外加磁场作用使该复合

物发生移动#达到分离细胞的目的#主要有阳性富集和阴性富

集两种'

I

(

)

.?BB!?#AS$

系统是目前唯一获得美国
[:<

的批准

应用于临床检测
.L.@

的新技术'

)*

(

)该技术通过上皮细胞黏

附分子
=

2

6.<Y

标记磁珠从而对上皮细胞进行富集#目前已

用于检测结直肠癌*前列腺癌和转移性乳腺癌
.L.@

'

))

(

)该方

法与免疫细胞化学技术*

/L6-./

*流式细胞术$

[.Y

%等方法

相结合检查
.L.@

#可提高检测敏感度和特异度)

.?BB!?#AS$

系统具有很好的重复性'

)K

(

#可以很好地保存细胞形态结构)

缺点则是操作较为复杂#技术要求和检测成本均较高)采用上

皮细胞标志筛选将遗漏发生上皮间质转化$

=YL

%的肿瘤细

胞#造成结果的假阴性'

)+

(

)有研究者发现#增加的标记分子在

提高
.L.@

检出率的同时#其与正常细胞的特异性反应和非特

异性反应也会增加#所以要求增加的标记分子特异度好*具有

一定代表性'

)86)5

(

)

D4D

!

.L.@

检测鉴定方法

+

I+K)

+

国际检验医学杂志
K*)F

年
5

月第
+(

卷第
I

期
!

3'"XG#PY?N

!

Y#

U

K*)F

!

ĈB4+(

!

EC4I



D4D4C

!

[.Y

!

[.Y

通过检测细胞标记的荧光信号#从而实现

高速*逐一的细胞定量分析和分选'

)F

(

)

[.Y

可作为诊断癌前

病变发展至癌变的一个重要标志#精确定量
:E<

水平的改

变#对癌前病变的性质及发展趋势做出评估#有助于癌变的早

期诊断)

[.Y

的优点是可以定量计数肿瘤细胞#可精确定量

:E<

水平)缺点是敏感度较低#检测价值依赖于可分析细胞

数量)

D4D4D

!

免疫细胞化学技术
!

免疫细胞化学技术方便*直观#在

细胞富集的基础上#利用抗原抗体特异性结合的原理#对肿瘤

细胞进行检测及鉴定#但敏感度低#特异度较差)

D4D4E

!

/L6-./

!

/L6-./

以上皮源性肿瘤细胞的
%/E<

为

标志检测
.L.@

#灵敏度高#价格较低#可重复操作#是目前检

测
.L.@

最有效的方法)缺点是无法计数#缺乏一定的特异

度#易造成假阳性结果#在临床应用上仍有局限性)

E

!

纳米技术在
.L.@

富集检测中的应用

!!

早期免疫磁珠技术磁珠大小只达到微米级#细胞分离效率

较低#磁珠较难洗脱#不利于进一步分析)随着技术的发展#磁

珠的大小达到了纳米级$

)*

$

)**'%

%

'

)(

(

#使其与细胞的接触

概率增加#大幅度提高了
.L.@

的富集率)但是捕获了
.L.@

的纳米磁珠易聚集#会影响细胞的形态及活性#不利于进一步

分析检测)

基于上述技术的缺点#非磁性纳米材料在
.L.@

富集中的

应用开始得到关注)研究者们将抗体功能化的不同形状的纳

米材料固定在基底上富集
.L.@

#提高了细胞与纳米材料的接

触概率)捕获到的
.L.@

细胞较易洗脱#减少了对细胞形态及

活力和进一步分析检测的影响#从而进一步提高了
.L.@

细胞

的富集率和检测灵敏度#实现了
.L.@

富集检测的一体化)

有研究者利用血细胞与肿瘤细胞在纳米粗糙表面的不同

黏附特性实现
.L.

的分离富集'

),

(

)随着粗糙度的增加#肿瘤

细胞的黏附增多#而正常细胞不受影响)避免了因特异性抗原

丢失所导致的假阴性结果#提高了检测的准确性)

血液中
.L.@

水平相对于白细胞来说极少#这便成为

.L.@

富集检测中的首要困难)微流控芯片具有液体流动可

控*消耗试样和试剂极少*分析速度高等特点)有研究者将纳

米材料与微流控技术相结合'

)I

(

#构建一种肿瘤细胞表面特异

性识别抗体功能化的鱼骨形芯片#使血液流过一个可视通道#

通道内鱼骨形沟回能够引起血液的一个轻微斡旋#从而增强了

其与抗体修饰表面的接触)该技术不用对血液样本进行预处

理#操作方便#灵敏度更高#且获得的
.L.@

仍能够保持活性#

用于进一步分析检测)

F

!

.L.@

富集检测在临床应用存在的问题和前景

!!

.L.@

检测是一种新型的诊断工具#属于非侵入性操作#

但也有一定的弊端)如外周血中
.L.@

数量稀少#且具有异质

性*易聚集成团)已有微流控技术与纳米材料联合应用的相关

研究'

K*

(

#寻找新的特异性标志或多种检测技术的联合应用是

必然的发展趋势)随着技术的发展进步#已经研究出可观的新

方法#但是关于
.L.@

的临床实用性的评估仍是必不可少的#

还需要建立规范的实验流程使其标准化)

.L.@

检测技术成

本较高也是需要解决的一个重要问题)随着研究的不断深入

和未来科技的发展#

.L.@

检测势必在临床肿瘤的诊治过程中

得到广泛应用#其检测的同时所伴随的问题也会不断的改进与

解决#其检测方法的更加高效*经济*快速是必然的趋势)
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