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  摘 要:循环肿瘤细胞(CTC)是指游离在循环体液中的肿瘤细胞;CTC检测避免了侵入性组织活检的局限

性,取材便捷、无创,在动态反映肿瘤状态、疗效监测与预后评估中有重要作用。目前,应用于临床的CTC计数

是评估乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌预后的有效指标;CTC携带的肿瘤特异性抗原与核酸分析的转化研究,将

有助于提高CTC的捕获效率与诊断性能。虽然CTC检测技术的临床应用仍然面临着诸多挑战,但是其在肿

瘤诊疗上的潜力不容小觑,具有广阔的应用前景。
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Abstract:Circulating

 

tumor
 

cells
 

(CTC)
 

refer
 

to
 

tumor
 

exfoliated
 

cells
 

that
 

are
 

free
 

in
 

circulating
 

body
 

fluids.CTC
 

detection
 

avoids
 

the
 

limitations
 

of
 

invasive
 

tissue
 

biopsy,which
 

is
 

convenient
 

and
 

non-invasive,and
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

dynamically
 

reflecting
 

tumor
 

status,monitoring
 

curative
 

efficacy
 

and
 

evaluating
 

prognosis.At
 

present,the
 

CTC
 

count
 

used
 

in
 

clinic
 

practice
 

is
 

an
 

effective
 

prognostic
 

indicator
 

of
 

breast
 

canc-
er,prostate

 

cancer
 

and
 

colorectal
 

cancer.Additionally,the
 

translational
 

study
 

of
 

tumor
 

specific
 

antigen
 

and
 

nu-
cleic

 

acid
 

analysis
 

carried
 

by
 

CTC
 

will
 

help
 

to
 

improve
 

the
 

capture
 

efficiency
 

and
 

diagnostic
 

performance
 

of
 

CTC.Although
 

the
 

clinical
 

application
 

of
 

CTC
 

detection
 

technology
 

still
 

faces
 

many
 

challenges,its
 

potential
 

in
 

tumor
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

can
 

not
 

be
 

underestimated
 

and
 

has
 

broad
 

application
 

prospects
 

in
 

the
 

future.
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  传统的组织活检作为肿

瘤诊断的“金标准”,其侵入性

取材的限制致使组织活检无

法实时掌握肿瘤异质性的动

态变化。液体活检技术的问

世,摆脱了传统组织活检的取

材束缚,受到临床的广泛关

注。循环肿瘤细胞(CTC)作
为液体活检技术的重要成员,

能动态反映肿瘤的实时状态,在个体化治疗的疗效监测

与预后评估中发挥重要作用,具有广阔的应用前景。

1 CTC概述

CTC是指从原发肿瘤中游离出来,进入血液或其

他体液的肿瘤细胞[1]。虽然THIELE等[2]较早就提

出了CTC的概念,但CTC在外周血中十分稀有,仅
少量上皮间质转化细胞或侵袭性肿瘤细胞能够侵入

血液,只占所有肿瘤细胞的0.000
 

000
 

1%[3]、外周血

有核细胞的0.000
 

1%(1~10个细胞/mL)[2],所以通

过常规检测方法几乎无法识别。
2 CTC的检测技术

随着检测技术的发展,经过分离、富集、标记、鉴
定等步骤,捕获并检测体液中微量的CTC已得以实

·967·国际检验医学杂志2021年4月第42卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2021,Vol.42,No.7



现。此外,CTC未经富集的直接检测技术[4]、体内置

入的实时富集技术[5],也已转化为临床应用。
2.1 CTC的分离与富集 CTC的分离与富集主要

依据肿瘤细胞的物理性质和生物学特性进行,包括基

于细胞大小、密度、电荷的细胞过滤法,密度梯度离心

法,介电泳分离法,以及依赖细胞生物标志物的阳选

与阴选策略等。
CellSearch检测系统是美国食品药品监督管理局

(FDA)批准的首个CTC检测方法[6]。这项技术采用

上皮细胞黏附分子抗体,捕获具有上皮间质转化特征

的CTC[7]。无独有偶,我国CFDA也批准了Ⅲ类医

疗器械CTC采样针CellCollector,其随着全身血液循

环不断捕获细胞,提高了CTC的检测灵敏度[5]。近

年来,与微流控技术相结合的CTC富集方法树立了

CTC检测的新里程碑。微流控技术不仅可以保持

CTC分离的效率和纯度,而且可以确保CTC的完整

性和活性[8]。同时,新近兴起的其他CTC分离方法

也大大提高了检测效率、降低了检测成本;但是,每种

分离富集与方法均存在一定的局限性,见表1。

表1  CTC分离与富集方法比较

方法 优势 缺陷

细胞过滤法 使用方便、处理通量高、回收效果好 易受血流速度、孔径均匀性和膜硬度等因素干扰

密度梯度离心法 成本低、操作简单、不依赖特异性抗原表达 效率低、纯度低

介电泳分离法 回收效果好、能够区分异质性不同的肿瘤细胞
纯度低(损失与白细胞电性质相似的CTC;处理时间长,
容易引起污染,从而降低纯度)

免疫磁珠技术-阳性富集
FDA批准的方法,操作较简单、能够实现自动化、较耐

用、纯度较高、不依赖单个标志物的表达

易丢失表面标志物缺失的 CTC;需高分辨率的成像方

法,并进行肿瘤特异性检测;设定统一标准难度大,需针

对每种肿瘤类型设计抗体

免疫磁珠技术-阴性富集 易于批量分离、可实现高通量分选 需要裂解红细胞、纯度低、易导致假阳性结果

微流控技术 效率高、能够富集稀有CTC等几乎所有种类的CTC 成本高、富集时间较长、未完全分离的CTC易受污染

2.2 CTC的标记与鉴定 分离与富集后的CTC需

要进一步进行染色标记与鉴定,经典的标记鉴定方法

包括细胞免疫荧光技术、PCR方法等;其中最常用的

方法为细胞免疫荧光技术,通过荧光显微镜检测结果

将角蛋白阳性,CD45阴性和4',6-二脒基-2苯基吲哚

阳性的细胞定义为CTC[9]。
美国FDA批准的CellSearch检测系统,就是以形

态学与表面标志物为主要诊断依据,可用于监测转移性

乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌的预后[10]。这项技术如

何结合核酸分子等进行特异性鉴定,全面获取肿瘤细胞

的携带信息,避免干细胞假阳性污染,提高捕获效率与

诊断性能,是CTC检测重返市场需要攻克的难关[10]。
近年来,采用叶酸受体免疫磁珠负向筛选联合靶

向荧光定量PCR方法(国械注准20163400061),从一

定程度上弥补了上述CellSearch检测CTC的缺陷,
能够靶向并定量检测人全血中叶酸受体阳性的肿瘤

细胞,可用于早期肺癌患者的辅助诊断及非小细胞肺

癌患者的疗效监测[11]。
CTC测序技术能够精准反映肿瘤体细胞变异和

基因表达变化,使全面检测分析CTC成为可能[12]。
CHENG等[13]开发的 Hydro-Seq平台,可以对CTC
进行单细胞转录组分析,从分子层面分析CTC的基

因表达图谱,不仅有助于CTC亚型分类、提供肿瘤异

质性参数,而且通过雌激素受体(ER)、孕激素受体

(PR)、人表皮生长因子受体2(HER2)等药物靶标的

分析还为激素和靶向药物的使用提供依据,突显了

CTC测序在精准医学中的潜在价值。
3 CTC的临床应用情况

在肿瘤诊断过程中,肿瘤异质性会带来检测对象

的随机选择,肿瘤组织活检的细针抽吸对肿瘤肿块的

部分取样,不能反映肿瘤组织的全貌。从原发肿瘤脱

落的CTC,携带有肿瘤的全面信息,在肿瘤相对早期

阶段即可从体液中分离出来,比发现原发肿瘤肿块或

转移灶的常规检测方法更为灵敏,因此在肿瘤的临床

诊疗中发挥着重要作用。
3.1 CTC与肿瘤早期辅助诊断 肿瘤的早期辅助诊

断一般依赖于影像学与肿瘤标志物的检查,但对于最

大径小于5
 

mm的肿块,影像学难以发现[14];同时大

部分肿瘤标志物的特异度不高,不能作为诊断的独立

指标,目前肿瘤早期辅助诊断的方法仍具有一定的局

限性。然而CTC的检测灵敏度相对较高,对肿瘤的

早期发现有着重要价值。
ILIE等[15]发现,对慢性阻塞性肺疾病患者进行

CTC检测并随访,检出CTC的患者在之后的随访期

间均发现罹患肺癌,真正做到了肿瘤的早发现、早诊

断。YIN等[16]使用叶酸受体富集CTC,对肺癌诊断

的灵敏度为87.1%,相比常用的筛查方法———低剂量

计算机断层扫描更加便捷、省时。CTC与传统的血清

肿瘤标志物相比,也展现出在早期诊断方面的巨大潜

力。吴方等[14]发现CTC诊断肺癌的灵敏度、特异度
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分别为77.1%、89.6%,均高于传统血清肿瘤标志物

(神经元特异性烯醇化酶、糖类抗原125、糖类抗原

153、细胞角蛋白19的可溶性片段、鳞状上皮细胞癌

抗原等)。GUO等[17]使用带有阴性选择的定量PCR
平台,对具有干细胞表型的CTC进行检测,发现对早

期肝癌患者的诊断特异度为94.2%,诊断性能比血清

甲胎蛋白更好。
当然,由于CTC捕获效率的差强人意,CTC检测

仍面临着巨大挑战。CTC分离鉴定方法的局限性,易
造成CTC的丢失或者误判,从而出现假阴性或假阳

性结果。在基于核酸检测的技术中,虽然具有较高的

灵敏度,但仍需要解决CTC损耗、纯度低、检测谱窄

等问题[18]。近年来,不少新兴技术的出现为CTC检

测具有更高的灵敏度和特异度提供了新方向,例如

Ephesia
 

CTC芯片将免疫磁珠技术与微流控技术相

结合,可将CTC的捕获效率提高到90%~94%,检测

特异度达到99.6%[19]。
此外,使用CTC和循环肿瘤DNA(ctDNA)相结

合的检测方法,可以进一步提高液体活检的敏感

性[20]。在一项针对多发性骨髓瘤患者的研究中发现,
ctDNA与富集的CTC之间没有直接相关性,CTC和

ctDNA具有不同的遗传突变谱[21]。因此,结合CTC
和ctDNA的检测方法可以在不降低特异度的情况下

相互补充,更灵敏地检测肿瘤特异性基因的改变,有
助于肿瘤的精准检测。
3.2 CTC与肿瘤疗效的关联 随着多种新辅助疗法

的应用,以及肿瘤靶向治疗理念的革新,传统监测肿

瘤疗效的方法已无法为临床提供及时准确的疗效信

息[22],CTC检测在肿瘤疗效监测方面赋予了重要作

用。首先,通过检测CTC的组分蛋白,有助于临床治

疗方案的选择。例如,在乳腺癌患者中,CTC表面的

HER2状态可以辅助指导靶向药物的使用,即使是原

发肿瘤 HER2阴性的患者,也可因为检测到 HER2
阳性的 CTC,从而采取有效的靶向治疗并从中获

益[23]。同样,FUJII等[24]在转移性乳腺癌患者中分

析ER的表达,发现在原发肿瘤ER阳性的患者中,出
现了ER阴性的CTC,能够解释ER靶向治疗失败的

原因,得出监测CTC的ER表达可以优化乳腺癌治疗

的结论。
CTC表面标志物也有助于免疫疗法的评估;CTC

检测可能成为一种可靠的方法,反映肿瘤整体的生物

学特性,对免疫治疗策略的抉择至关重要[25]。例如在

胃肠道肿瘤中,CTC表面的PD-L1表达水平可作为

筛查PD-1/PD-L1阻断疗法的预测指标,关注 CTC
的动态变化可监测免疫治疗的有效性[26]。此外,在晚

期非小细胞肺癌患者的自然杀伤细胞治疗后,CTC数

量的减少与治疗疗效密切相关,CTC也是评估自然杀

伤细胞疗法疗效的标志物[27]。
其次,CTC计数和表面标志物是监测疾病进展、治

疗的有力工具,其内部的核酸组分也具有提供临床治疗

信息的巨大潜力[28]。一些研究表明,仅CTC计数不足

以指导治疗决策,但对CTC进行核酸分析,可以辅助靶

向治疗方案的确定[29]。例如通过筛选CTC中的鼠类

肉瘤病毒癌基因、表皮生长因子受体、HER2、ER等基

因突变,将CTC基因组与原发肿瘤基因组进行差异分

析,能为靶向治疗动态监测提供新的见解[30]。对CTC
进行RNA分析可用于耐药相关分子的鉴定。MIY-
AMOTO等[31]对前列腺癌患者外周血CTC进行单细

胞RNA分析,发现CTC与原发肿瘤之间存在表达谱

差异,相关信号通路的异质性是导致雄激素治疗无效的

原因。在局部晚期直肠癌的CTC中,通过原位杂交检

测胸苷酸合酶mRNA发现,胸苷酸合酶
 

mRNA表达的

患者不存在病理完全缓解的情况,对新辅助化疗不敏

感,提示CTC的核酸分析可准确预测病理完全缓解情

况,从而免除根治性手术的可能[32]。
最后,CTC可作为探索肿瘤新生细胞和治疗策略

研究的新手段[33]。从晚期肿瘤患者中分离出的CTC
可制备异种移植物,进行功能表型和药理研究;制备

离体培养物,进行药物筛选和全基因组、蛋白质组分

析等[34]。ZHANG等[35]从间变性淋巴瘤激酶(ALK)
阳性肺癌患者中获得CTC进行离体培养,并用2种

ALK抑制剂:赛可瑞和色瑞替尼进行药物敏感性测

试,发现色瑞替尼是一种更有效的 ALK抑制剂。这

种通过分离CTC建立体外模型、进行个体化药物治

疗的研究,为CTC在疗效监测方面的转化应用打开

了新的思路。
3.3 CTC与肿瘤患者预后 通常情况下,CTC数量

随着肿瘤远处转移的进展而增加,研究发现CTC计

数与无进展生存期(PFS)和总生存期(OS)密切相关,
可作为评估临床预后和复发风险的重要依据[36]。在

早 期 前 列 腺 癌、乳 腺 癌 和 结 直 肠 癌 中 应 用 的

CellSearch系统,每7.5
 

mL外周血中有≥5个CTC
是PFS减少的有效预测指标[37]。

此外,CTC表面特异性标志物的变化对判断肿瘤

的预后情况有重要价值。SPARANO等[38]在乳腺癌

复发患者中发现,ER阳性CTC患者比ER阴性CTC
患者的复发风险高13.1倍。WANG

 

等[39]发现在放

疗后的转移性肺癌患者中,CTC
 

PD-L1的表达增加

与预后不良相关,PD-L1阳性的CTC可作为恶性肿

瘤预后的标志物。
在核酸水平上,一项 Meta分析发现,在非转移性

结直肠癌中,通过PCR方法检测CTC阳性患者的OS
和无病生存期(DFS)较CTC阴性患者明显缩短;并且

CTC与许多预后不良指标相关,如淋巴结转移、血管侵

犯、肿瘤分化程度低、TNM晚期等[40]。通过数字PCR
方法检测胰腺癌患者CTC的基因表达,发现未经治疗

的胰 腺 癌 患 者 其 CTC 中 具 有 较 高 的 ALCAM、
POU5F1B和SMO

 

mRNA表达水平,这些患者的PFS
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和OS明显缩短[41]。HINZ等[42]使用CK20实时荧光

定量PCR方法检测CTC,发现其是结肠癌的独立预后

标志物,CTC阳性患者的复发风险明显升高。
早在2010年美国癌症联合委员会制订的《肿瘤

分期指南》中,已把 CTC列入 TNM 分期系统[43]。
cM0(i+)微转移的分期概念出现在传统检测方法认

定肿瘤尚未达到 M1水平,但循环体液中却能检出

CTC的肿瘤转移早期阶段。虽然这种分期在临床实

践中很少使用,CTC能否作为可靠的分期标准还有待

商榷,但是CTC作为肿瘤分期的重要工具,已受到广

泛重视。例如在胃癌中,CTC≥4的患者比例随着肿

瘤分期的增加而增加,胃癌患者处干肿瘤分期Ⅳ期时

其比例可高达95.24%[44]。CRISTOFANILLI等[45]

分析了2
 

436例复发转移性乳腺癌患者,将每7.5
 

mL
 

5个 CTC设为临界值进行分层,CTC≥5被列为

Ⅳaggressive 期,CTC<5为Ⅳindolent 期,并且使用 Kaplan-
Meier曲线和Log-rank检验分析发现前者的 OS明

显缩短(16.0个月vs.36.3个月,P<0.001),从而证

明CTC是转移性乳腺癌Ⅳ期分层的理想标志物。
4 结语及展望

CTC检测作为液体活检技术的重要成员,在肿瘤

诊疗方面发挥重要作用。CTC携带了原发肿瘤的异

质性信息,可作为一种有效的生物标志物和模型工

具。通过非侵入性活检、分离并鉴定的CTC,在肿瘤

早期诊断、实时疗效监测和预后评估等方面得到广泛

应用。但是,目前CTC检测在检测技术的优化、临床

应用的完善上仍然有着较大的提升空间。一方面

CTC检测技术仍在不断更新,新兴发展的检测技术需

要充分验证,获得批准才能进入临床;另一方面,肿瘤

异质性一直是肿瘤诊疗的一大难题,CTC异质性能否

反映肿瘤全貌,在临床应用上仍然面临着挑战。
随着科技不断进步,在单细胞水平上对CTC进

行基因组、转录组、蛋白质组分析,以及CTC体外模

型的不断完善[46],可促进肿瘤研究的不断深入,为肿

瘤诊断、治疗、预后、病因机制和药物开发等领域开拓

新的视野。相信在不久的将来,随着技术的持续改

进、标准化方案的制订、待解决难题的不断攻克,CTC
检测将会为肿瘤临床诊疗带来更多便利。
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