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循环肿瘤细胞检测及其在前列腺癌中的研究进展
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!
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%

!!

关键词"循环肿瘤细胞$

!

检测技术$

!

临床应用$

!

前列腺癌

!"#

!

"&$%898

"

:

$;))<$"9'%=*"%&$#&",$#*$&*&

文献标识码"

6

文章编号"

"9'%=*"%&

"

#&",

%

#*=%9&*=&*

!!

近年来#国内外围绕循环肿瘤细胞$

!1!)

&在结直肠癌*乳

腺癌*前列腺癌*胃癌*肺癌等实体肿瘤中的应用价值展开了多

项探 索 性 研 究)食 品 药 物 监 督 管 理 局 $

MZ6

&批 准 了

!C77PCEFGB

检测的结果可作为转移性的结肠癌*前列腺癌和乳

+

*&9%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*



腺癌的预测指标#分别以
%

个"
'$,

微千*

,

个"
'$,

微千和
,

个"
'$,

微千外周血的
!1!)

为
!@?>KK

值#该值与患者临床无

进展生存期与总生存期相关)

!1!)

的检测可有效地应用于

体外早期诊断#指导个体化治疗包括临床药物的筛选*耐药性

的检测#肿瘤的复发监测以及肿瘤新药物的开发等#为动态实

时监测患者的治疗效果提供了最直接的证据)本文就循环肿

瘤细胞现今在肿瘤个体化治疗领域#特别是在前列腺癌个体化

治疗中的研究及进展做一回顾和总结)

?

!

循环肿瘤细胞的检测方法

!!

如何从成百上亿的血细胞中寻找
!1!)

仍然是现在面临

的问题#此外由于
!1!)

的易碎性和异质性#也为其分离和检

测带来一定困难#但
!1!)

检测技术在近半个世纪得到飞跃式

发展)

?$?

!

基于生物学特性的
!1!)

分离检测技术
!

利用细胞表面

特有的标志物从大量的血细胞中对
!1!)

进行选择及纯化)

负性分选是通过利用白细胞表面的特异性分子抗原#筛除白细

胞而留下包括
!1!)

在内的细胞进一步鉴定)正性分选则是

利用上皮细胞黏附分子$

X

D

!6Q

&进行
!1!)

选择)但
X

D

=

!6Q

的表达可能在
!1!)

经历上皮
=

间质转化$

XQ1

&的过程

中降低#对
X

D

!6Q

低表达的
!1!)

选择替代的标志物标记后

进行捕获也成为目前研究的热点之一 '

"

(

)

正性分选的方法最具代表性的
!C77PCEFGB

平台#可从
*&&

多亿的血细胞中检测到单个
!1!)

#重复性*特异性和敏感性

高)

!C77PCEFGB

平台也有不足!在实际应用中#捕获的肿瘤细

胞由于纯度低#利用免疫纳米磁颗粒富集时对细胞固定有一定

要求#以及
!1!)

自然降解等原因#对
!1!)

进行有意义的分

子学分析比较困难)另外#由于
!1!)

的计数结果会由于不同

操作者对
!1!)

的主观认知不同而不一致#该平台的技术要求

及结果判读也对操作者的专业知识水平提出了更高的要求)

所以需要一整套基于分析
!1!)

形态学#包括其细胞大小*圆

度及细胞凋亡特性等指标的自动化的计数程序#将学者们的认

识标准化#以便客观定量血液中
!1!)

'

#

(

)基于钙黏蛋白
=""

的捕获技术可用于鉴定低表达
X

D

!6Q

的
!1!)

'

%

(

)

其他基于免疫纳米磁颗粒捕获的系统#如
6A<E2C<

系统

利用
-1=5!-

的方法分析肿瘤原发灶特异性的基因转录

本'

*

(

#从而分析
!1!)

的分子表征)

QE

L

PHCC

D

CF

系统以磁性

棒为分离基础的分离器#利用磁性棒运动产生的切变力洗脱血

细胞#利用这种方法分离的细胞可以有效保证
-V6

的质量以

便进一步进行多重定量
-1=5!-

及单个
!1!)

中
-V6

测序)

WCFRM6P1

平台利用两种不相混的液体的高界面能差#确保只

有被纳米免疫磁颗粒吸附的细胞能通过不混溶的液体#以快速

分离和筛选
!1!)

'

,

(

)

马萨诸塞州总医院$

Q2/

&利用细胞表面抗原的原理研发

了一系列的微流控分选设备)第一代
"

D

!1!)

芯片通过

'+&&&

个涂覆有抗
X

D

!6Q

抗体的微电位点捕获表达
X

D

!6Q

的
!1!)

%第二代为/.

!1!)

芯片通过蚀刻的双螺旋微流体通

道构造增加细胞和涂有抗
X

D

!6Q

抗体的通道管壁的接触时

间%第三代
!1!)=

芯片技术$

!1!)=;!B;

D

&通过识别肿瘤细胞表

面的特异性抗原来实现
!1!)

的纯化)利用负性分选方法富

集的
!1!)

可以进行包括研究单个细胞信号转导通路在内的

各种分子层面包括对
!1!)

进行分型研究'

9

(

)

另一些基于正性分选的微流控技术如
VE<>WC7GF>

#设计

有包被抗
X

D

!6Q

抗体的纳米硅金属导丝与聚二甲基硅氧烷

$

5ZQP

&混沌混合器#利用垂直液流的方式增强与
!1!)

的接

触'

'

(

)

2XZR

平台几何级地增强免疫捕获差异#通过微电位点

上针对特异性抗原的抗体#在芯片上通过监测有效的药物靶接

合实现预测治疗反应的目的'

+

(

)

?$@

!

利用
!1!)

的其他生物学特性进行富集检测技术
!

根据

!1!)

的其他生物学特性实现对其的分离也是方法之一)这

些分离富集方法具有获取未知的
!1!)

成分的潜在优势)例

如标记
!1!)

侵袭和分泌的某些特定蛋白)但这些方法建立

在
!1!)

在体外细胞培养仍存活的基础上#且这些体外培养条

件需要模拟并概括和解释
!1!)

的体内生物学行为#所以有一

定难度)上皮细胞免疫斑点试验$

X5RP5\1

&通过对存活

!1!)

短期内$

#*

!

*+B

&释放的特异性蛋白质进行检测#以此

明确原发灶相关的
!1!)

)同样#基于细胞黏附基质$

!6Q

&为

基础的
W;?E=6))E

(

平台#利用肿瘤细胞具有侵袭胶原基质倾

向的特性#体外分离存活的
!1!)

#实现不依赖于
X

D

!6Q

的表

达来识别的
!1!)

#并进行
!1!)

计数和
!1!)

相关的
ZV6

分

析)这些
!1!)

的分析方法在几个转移性前列腺癌的探索性

研究中使用#包括
5PQ6

免疫细胞化学分析
XQ1

过程中的标

志物研究#阵列比较基因组杂交$

!2/

&和全基因组的甲基化

分析'

8

(

)

?$A

!

基于物理学特性的
!1!)

分离检测技术
!

可以根据细胞

的密度*大小*可变形性及电负荷等特征将
!1!)

与其他的血

细胞之间区分#分离后的细胞根据免疫组化*免疫荧光或
5!-

进一步鉴定)

RPX1

平台通过直径
+

"

I

的微孔进行血液过滤#

之后对保留在过滤器上的细胞进行形态学的染色检查或免疫

细胞化学分析)分别利用
!C77PCEFGB

与
RPX1

对一批前列腺癌

患者外周血的
!1!)

进行检测比较#发现两者只有
9&U

的一致

性#提示这两种细胞的分离技术可以识别
!1!)

不同的亚群)

由于两个检测平台使用不同的指标和标准来定义不同的

!1!)

#可能出现不一样的结果!使用
RPX1

平台检测的
!1!)

最终由病理学家根据形态学标准进行确定#而
!C77PCEFGB

平台

检测方法对
!1!)

的最终鉴定则是通过细胞角蛋白的免疫荧

光强度和
Z65R

核染色#可见两个平台各有特色!

RPX1

可以

检测出不表达特异性标志物的
!1!)

而
!C77PCEFGB

可以收集

到直径小于
+

"

I

的
!1!)

)

介电泳分离基于不同的细胞存在极化性$即电性能&差异

的原理分离
!1!)

#避免抗体的标记#最低限度修饰
!1!)

#较

好保持细胞活性以便进行后续分子生物学分析'

"+

(

)迪安流分

馏法$

ZXM

&则是根据细胞体积不同'

""

(

#采用螺旋微通道离心

的方法将体积较大的
!1!)

与血细胞分离#再结合生物学检测

提纯获得
!1!)

)

?$B

!

其他创新的
!1!)

的分离检测技术
!

新方法的研发主要

集中在如何消除
!1!)

的生物学和物理学的偏差)可通过

-1=5!-

技术扩增特异
I-V6

进行
!1!)

检测#依赖
-1=5!-

的方法可以特定检测全血有核细胞群中的前列腺癌细胞的转

录子'

"#

(

)高通量的光纤阵列扫描技术$

M6P1

&可将扫描到的

每一个旋涂在显微镜载玻片的有核细胞成像'

"%

(

)基于激光扫

描的
!1!)

计数结合了与显微镜成像与流式细胞技术可最大

化检测
!1!)

#但需要细胞表达
X

D

!6Q

抗体能被观测到)还

可将涂覆有
X

D

!6Q

抗体的医用导线放置到患者的肘静脉以

检测外周血
!1!)

#但只能用已知的标志物标记
!1!)

'
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!

!1!)

的临床研究进展

!!

由于
!1!)

实时反映体内环境的动态变化#可以更准确地

反映病情的发展#目前常见的热点基因检测几乎都可以在

!1!)

上实现)将捕获的非小细胞肺癌患者外周血
!1!)

进行

X2M-

基因突变检测#发现
1'8&Q

的突变与耐药相关#利用滤

过和
M6=MRP/

技术检测
63[

基因重排可以预测非小细胞肺

癌患者对克唑替尼的疗效'

",

(

)对乳腺癌患者
!1!)

进行

/X-=#

的表达检测可以指导赫赛汀的用药)对转移性结直肠

癌患者的血液标本中分离的
!1!)

#进行
[-6P

*

5R[%!6

及

.-6M

的突变情况检测#可以预测转移性结直肠癌患者的预后

'

"9

(

)卵巢癌患者的
!1!)

中发现
X-!!"

表达阳性的患者对

铂类治疗效果不佳'

"'

(

)同时利用
!C77PCEFGB

和
R)>M7@O

捕获

的
!1!)

也已经证实可以实现单个
!1!)

基因分型'

"+="8

(

)多

重退火和环化循环的扩增技术$

Q63.6!

&成功实现了对于来

自癌症患者外周血单个
!1!)

的全基因组扩增和深度测

序'

#&

(

)该技术使得研究人员可以在单个细胞水平准确探测全

基因组拷贝数变异$

!VW)

&和单核苷酸变异$

PVW)

&

'

#"

(

)除了

!1!)

单细胞测序技术革命#

!1!)

源性移植瘤模型研究可以

保持与原发肿瘤相同的形态学和基因特性#可以稳定传代#为

药物试验及耐药研究提供了良好的平台'

##

(

)

在前列腺癌的
!1!)

研究过程中#

RQQ!=%+

共招募了
#'9

例转移性前列腺癌患者#对其中的
#%"

例进行了有效地评估)

该研究利用
!C77PCEFGB

平台在治疗前后按月对患者的外周血

!1!)

进行持续动态的检测)研究发现以
!1!),

个"
'$,

微升

外周血为
!@?>KK

值#治疗前的
!1!)

基线水平对患者中位
\P

具有预测价值#这项临床研究最终使得
MZ6

于
#&&+

年批准了

!C77PCEFGB

平台用于转移性前列腺癌的评估)利用微流体芯

片捕获*

-1=5!-

和
MRP/

技术检测到前列腺癌患者
!1!)

中

1Q5-PP#=X-2

基因融合*雄激素受体
6-

突变及
6-=W'

突

变'

#%=#*

(

#往往提示前列腺癌更具侵袭性及对恩杂鲁胺和阿比

特龙耐药)其他
!1!)

水平分子特征分析的内容还包括

51XV

缺失*扩增和
Qi!

的扩增#

!1!)

中
[;=9'

增殖很大程

度上提示前列腺癌患者容易发生去势抵抗#

6-

蛋白的改变与

临床对多西他赛的反应相关#还有对
!1!)

细胞的微管束研究

也发现其与多西他赛化疗的疗效相关'

+

(

#这些研究都为前列腺

癌的个体化治疗研究提供了方向和线索#当然这些结果还有待

更大样本量的临床数据验证)

!1!)

也可用于前列腺癌去势抵抗的机制研究)

6-

信号

通路的重新激活是前列腺去势抵抗的机制之一)

MRP/

检测

在转移性前列腺癌
!1!)

中发现
6-

基因的突变*

6-

拷贝数

量改变'

"%

(

)

/.

!1!)

芯片利用单细胞免疫分型动态观察
!1!)

到
6-

通路的重新激活与前列腺癌耐药有关)同时#在转移性

前列腺癌患者的
!1!)

中也检测到多种
6-

基因突变#如

]'*"-

*

W','6

*

-+'*i

*

1+''6

)

下一代测序技术检测前列腺癌
!1!)

的
PVW)

已经证实

与前列腺癌预后相关#而
P\Z#

*

25h"

*

6-

*

G

(

G7;<.

和
0M2M

等基因的过表达与转移相关'

#,

(

)通过全外显子组测序发现

!1!)

与原发肿瘤组织具有较高的一致性#对一例前列腺癌患

者
!1!)

检测发现
'%

种突变类型有
,"

种出现在配对组织中

吻合率达
'&U

)而肿瘤组织中的
,9

种突变类型有
*"

种在

!1!)

中检出'

#9

(

)这意味着
!1!)

将为认识前列腺的分子生

物学机制提供新视野)

A

!

小
!!

结

!!

!1!)

检测技术近几年在
!1!)

检测敏感性和全面分析能

力有了很大的提高)尽管如此#在不同平台检测的灵敏度和结

果的验证由于缺乏统一的标准而受到阻碍#这也使得临床试验

队列研究中判断患者的临床特征受到影响)因此亟待
!1!)

检测技术的标准化及认识规范化)

关于
!1!)

的分类依赖于细胞分离使用的技术#从细胞形

态学标准到对特定的蛋白质标记$上皮和"或间充质&#目前仍

存在较多的分歧)对比
!C77PCEFGB

和
RPX1

平台#在
RPX1

平

台由病理学家分离鉴定为
!1!)

的某些细胞不能被
!C77PCEFGB

的抗体所识别)鉴于检测步骤的各个环节存在太多的不一致#

!1!)

检测标准化平台的建立和临床验证在现阶段来说是很

难实现的)而且标准的制定需要病理学家*生物学家*临床医

生*生物工程专家等各方各面的专业人士参与)最重要的是国

际上首先需要对
!1!)

的形态学特征和标志物达成共识#之后

才是对一些亚型$上皮和"或间充质&的
!1!)

做出分类)事实

上#只有结合生物工程学*临床医学和生物学各学科的优势#才

能将
!1!)

检测分离技术最终走向成熟#最终有效成为实现肿

瘤个体化治疗的有力工具)
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小时快速诊断急性心梗 高敏肌钙蛋白
1

助力提升心梗诊疗水平

近日#中华医学会第十一次全国检验医学学术会议在南京召开#复旦大学附属中山医院潘柏申教授*瑞士巴塞尔大学医

院
!BF;)?;E<Q@C77CF

教授与国内检验*心血管专家#共同解读了高敏肌钙蛋白$

B)=G1<

&检测的临床价值#深入探讨其对早期*

快速诊断胸痛急诊患者是否罹患
6QR

的重要意义)

潘柏申教授指出!,提高
6QR

早期诊断水平对减轻急诊科压力与负担*实现高效科学的疾病管理意义重大)该研究为

临床优化
6QR

快速诊断流程提出了更为大胆的创新思路)-

基于其优秀的敏感性和特异性及对患者长期预后的重要价值#

B)=G1<

检测结合心电图及临床评估#可帮助提高患者排

除和纳入准确率)近期公布的
#&",

年
XP!

指南保留了
#&""

版推荐的
&

小时"
%

小时
B)=G1<

快速诊断非
P1

段抬高型心肌

梗死$

VP1XQR

&流程#同时基于最新研究#新增
&

小时"
"

小时
B)=G1<

水平快速诊断"排除
VP1XQR

诊断流程$

R

级
.

类推

荐&)

Q@C77CF

教授分享了同院
1>0;E)-C;GB7;<

博士发表在
#&",

年.加拿大医学会杂志/上一项多中心前瞻性研究
==

急性冠脉

综合征评估有益预测因素$

656!X

&验证研究#结果显示包括
B)=G1<1

检测在内的新型诊断流程可在急性胸痛发生
"

小时

内安全有效地排除
6QR

)

由
Q@C77CF

教授主持#并在
#&"*XP!

年会上公布的
1-65RZ=6QR

研究报告#同样将
B)=G1<1

作为急性胸痛患者排除

或诊断
6QR

的指标#证实急诊医生采用
B)=G1<1

检测可在
"

小时内快速*有效排除疑似
6QR

的胸痛患者)这一覆盖三大

洲*涉及
"#

个研究中心的
1-65RZ=6QR

研究#入组
"

#

#+#

例急性胸痛患者#研究证实#

''$+U

患者可在
"

小时内可靠排除

诊断或确诊)

1-65RZ=6QR

研究证实#

B)=G1<1

检测
"

小时诊断可与包含
X!2

在内的其他临床手段联合使用#进行全面临床评估#

显著缩短约
',U

急性胸痛患者诊断时间#证实了
&

小时"
"

小时诊断流程的安全性和有效性)目前国际上尚无罗氏诊断之

外的其他
B)=G1<1

检测生产商#罗氏诊断新一代
X7CG)

(

)

1

B)=G1<1

检测具有高灵敏度和高精密度#最低检测浓度仅
&$

&&%<

L

"

I7

#与实验室检测结果一致#能够发现易被漏诊的微小心肌损伤#为
6QR

及心血管疾病诊疗*决策及预后提供安全可

靠*更具医学价值的检验结果)

+

'&9%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*


