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  摘 要:目的 探讨循环肿瘤细胞(CTC)在晚期乳腺癌中的应用价值。方法 选择2018年6月至2020年

1月该院乳腺外科收治的经病理检查确诊为晚期乳腺癌的女性患者43例为研究组,另选取健康体检女性15例

为对照组。采用差相富集-免疫荧光原位杂交计数法检测CTC。比较治疗前CTC与常用肿瘤标志物[癌胚抗

原(CEA)、糖类抗原15-3(CA15-3)、糖类抗原125(CA125)]诊断晚期乳腺癌的效能;分析治疗前CTC阳性率

与晚期乳腺癌患者临床特征的关系;分析治疗前后CTC阳性率及数量变化与患者疗效的关系。结果 治疗前

研究组CTC阳性率为86.05%,高于对照组的CTC阳性率(6.67%),差异有统计学意义(P<0.05)。治疗前,
与CEA、CA125、CA15-3相比,CTC诊断晚期乳腺癌的曲线下面积最大,为0.897,特异度、灵敏度、准确度分别

为93.33%、86.05%、87.93%。治疗前CTC阳性率与晚期乳腺癌患者的年龄、绝经状态、临床分期、Ki67标记

指数、人类表皮生长因子受体-2、雌激素受体、孕激素受体均无关(P>0.05)。治疗后CTC阳性患者的治疗有

效率低于治疗后CTC阴性患者,差异有统计学意义(P<0.05)。CTC数量减少患者的治疗有效率明显高于

CTC数量增加的患者,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 CTC在晚期乳腺癌的诊断及疗效评估方面具有

一定的临床应用价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

circulating
 

tumor
 

cells
 

(CTC)
 

in
 

advanced
 

breast
 

cancer.Methods From
 

June
 

2018
 

to
 

January
 

2020,a
 

total
 

of
 

43
 

female
 

patients
 

with
 

advanced
 

breast
 

cancer
 

diagnosed
 

by
 

pathological
 

examination
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

group,and
 

15
 

healthy
 

female
 

took
 

physi-
cal

 

examination
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Differential
 

enrichment-immunofluorescence
 

in
 

situ
 

hybrid-
ization

 

counting
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

CTC.Compared
 

the
 

efficacy
 

of
 

CTC
 

and
 

common
 

tumor
 

markers
 

[carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA),carbohydrate
 

antigen
 

15-3
 

(CA15-3),carbohydrate
 

antigen
 

125
 

(CA125)]
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

advanced
 

breast
 

cancer
 

before
 

treatment.Analyzed
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CTC
 

before
 

treatment
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

patients
 

with
 

advanced
 

breast
 

cancer.Analyzed
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

positive
 

rate
 

and
 

quantity
 

change
 

of
 

CTC
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

and
 

the
 

pa-
tient's

 

curative
 

effect.Results Before
 

treatment,the
 

positive
 

rate
 

of
 

CTC
 

in
 

the
 

study
 

group
 

was
 

86.05%,

which
 

was
 

higher
 

than
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CTC
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(6.67%),the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Before
 

treatment,compared
 

with
 

CEA,CA125
 

and
 

CA15-3,CTC
 

had
 

the
 

largest
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

advanced
 

breast
 

cancer,which
 

was
 

0.897.The
 

specificity,sensitivity
 

and
 

ac-
curacy

 

were
 

93.33%,86.05%
 

and
 

87.93%
 

respectively.The
 

positive
 

rate
 

of
 

CTC
 

before
 

treatment
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

age,menopausal
 

status,clinical
 

stage,Ki67
 

marker
 

index,human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

re-
ceptor

 

2,estrogen
 

receptor
 

and
 

progesterone
 

receptor
 

(P>0.05).After
 

treatment,the
 

effective
 

rate
 

of
 

CTC
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positive
 

patients
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

CTC
 

negative
 

patients,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).The

 

effective
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

decreased
 

number
 

of
 

CTC
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

increased
 

number
 

of
 

CTC,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion CTC
 

has
 

a
 

certain
 

clinical
 

value
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

efficacy
 

evaluation
 

of
 

advanced
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤,全球每年约有

170万例乳腺癌新发病例,其发病率处于较高水平[1]。
在我国,女性乳腺癌的发病率同样处于较高水平,发
病例数及死亡例数分别占全球乳腺癌总发病例数和

总死亡例数的11.2%和9.2%[2]。尽管近年来通过

手术、放化疗及分子靶向治疗等方法使晚期乳腺癌的

治疗效果有了较大提升,但患者5年总体生存率依然

不够理想,大多数患者死于复发、转移。研究发现,在
患者血液、骨髓和淋巴结中难以检测出的微小转移病

灶是引起患者不良预后的重要因素[3]。当乳腺癌进

展到晚期或出现复发、转移时,治疗效果非常不理想。
研究表明,在早期乳腺癌患者中便可发现肿瘤细胞直

接或间接通过淋巴途径进入到外周血中[4],这部分由

原发灶或转移灶播散进入血液循环并存活下来的肿

瘤细胞被称作循环肿瘤细胞(CTC)。在治疗期间对

CTC数量进行监测能够及时反映治疗效果,可为治疗

方案的可行性及患者的预后评估提供参考依据[5]。
目前,关于利用CTC对晚期乳腺癌患者进行治疗效

果评价的研究较少,且存有争议,因此,有必要进一步

探究CTC动态变化在晚期乳腺癌中的应用价值,现
将结果报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年6月至2020年1月本

院乳腺外科收治的经病理检查确诊为晚期乳腺癌的

女性患者43例为研究组,平均年龄(49.6±9.3)岁;
临床分期:Ⅳ期27例,Ⅲ期16例;已绝经28例,未绝

经15例;Ki67标记指数≥15%的有38例,<15%的

有5例;雌激素受体(ER)阳性23例,阴性20例;孕激

素受体(PR)阳性23例,阴性20例;人类表皮生长因

子受体-2(HER-2)阳性19例,阴性24例。纳入标准:
(1)女性,年龄≥18岁,具有完整的临床资料;(2)依从

性好,ECOG评分为0、1或2分;(3)根据实体肿瘤的

疗效评价标准1.1(RECIST
 

1.1),至少有1个可测量

病灶。排除标准:(1)不符合晚期乳腺癌诊断标准;
(2)合并其他类型肿瘤及心脑血管、肝、肾和血液系统

严重疾病;(3)患者在参加本研究期间接受切除转移

病灶的手术或放疗。另选取健康体检女性15例为对

照组,平均年龄(38.8±8.9)岁。TNM 分期采用美国

癌症联合委员会(AJCC)第8版标准。本研究经本院

医学伦理委员会审核批准,所有研究对象对本研究知

情同意并签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 循环肿瘤细胞差相富集试剂盒和

荧光原位杂交试剂盒购自美国Cytelligen公司,正置

荧光显微镜购自日本尼康公司,ThermoBrite原位杂

交仪购自美国雅培公司。血清癌胚抗原(CEA)、糖类

抗原125(CA125)及糖类抗原15-3(CA15-3)检测使

用I2000SR全自动化学发光免疫分析仪及配套试剂

盒(美国雅培公司)。

1.3 方法 采用差相富集-免疫荧光原位杂交计数法

(SE-iFISH)检测CTC。收集研究对象血液标本时为

防止上皮细胞污染,在弃掉前2
 

mL静脉血后收集静

脉血7.5
 

mL于枸橼酸钠抗凝管中,混匀,4
 

h内处理。
通过差相富集法及试剂配套的特殊离心介质可去除

血液标本中的红细胞和血浆蛋白,然后 利 用 偶 联

CD45的免疫磁珠去除血液标本中的白细胞,进而富

集得到CTC。进一步结合免疫荧光染色与染色体原

位杂交,使用CEP8探针杂交肿瘤细胞,使用抗CD31
抗体结合血管内皮细胞,从而有效鉴定出CTC。

1.3.1 CEA、CA125及CA15-3检测 使用促凝真

空采血管采集研究对象静脉血3
 

mL,2
 

100×g离心

10
 

min分离血清,置于I2000SR全自动化学发光免疫

分析仪中进行检测。

1.3.2 结果判定 (1)CTC鉴定标准:将 DAPI+、

CD45-、CD31- 且CEP8≠2鉴定为CTC,以CTC≥
1个/7.5

 

mL为外周血CTC阳性。鉴定CTC需排除

白细胞及异倍体循环血管内皮细胞(CEC)的干扰,白
细胞鉴定标准:DAPI+、CD45+、CD31- 且CEP8=2;

CEC鉴定标准:DAPI+、CD45-、CD31+且CEP8≠2。
(2)CEA、CA125及CA15-3阳性判断标准:CEA>3.0

 

ng/mL为阳性;CA125>35
 

U/mL为阳性;CA15-3>14
 

U/mL为阳性。

1.4 乳腺癌患者疗效评定标准 影像学评定标准:
患者治疗2个周期后通过超声或者CT

 

等影像学检查

测量实体肿瘤的最大经,比较治疗前后差异。治疗效

果分为4类,疾病进展:基线病灶最大径总和增加≥
20%或者出现新的病灶;疾病稳定:基线病灶最大径

总和有缩小但未达到部分缓解,或者有增加但未达到

疾病进展;部分缓解:基线病灶最大径总和缩小≥
30%;完全缓解:所有目标病灶消失。以部分缓解、完
全缓解为治疗有效,疾病进展、疾病稳定为治疗无效。

1.5 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据分

析,采用GraphPad
 

Prism7.0软件进行绘图。计数资
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料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验、Fish-
er确切概率法或 McNemar检验。偏态分布的计量资

料以M(P25,P75)表示,正态分布的计量资料以x±s
表示。采用受试者工作特征曲线(ROC曲线)评价各

指标对晚期乳腺癌的诊断效能。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 CTC检测结果 荧光显微镜下可见白细胞、
CEC及CTC,见图1。
2.2 治疗前晚期乳腺癌患者CTC检测结果 研究

组43例晚期乳腺癌患者中,CTC阳性的有37例,阳

性率为86.05%。阳性患者CTC的个数为(1~23)
个/7.5

 

mL,检出的 CTC总数为147个,平均值为

4(1,5)个/7.5
 

mL。对照组15例健康体检女性中仅

发现1例三倍体CTC,阳性率为6.67%。研究组与

对照组CTC阳性率比较,差异有统计学意义(χ2=
31.017,P<0.05)。
2.3 治疗前CTC与常用肿瘤标志物诊断晚期乳腺

癌的效能比较 ROC曲线分析结果显示,与CEA、
CA15-3、CA125相比,CTC诊断晚期乳腺癌的曲线下

面积(AUC)最大,为0.897,特异度、灵敏度、准确度

分别为93.33%、86.05%、87.93%,见表1、图2。

  注:a4中箭头所示为三倍体CTC;b4中箭头所示为多倍体CTC;c4中箭头所示为白细胞;d5中箭头所示为多倍体CEC。

图1  荧光显微镜下CTC、白细胞、CEC图像(400×)

表1  治疗前CTC与常用肿瘤标志物诊断晚期乳腺癌的效能比较

指标 灵敏度(%) 特异度(%) 阳性似然比(%) 阴性似然比(%) 准确度(%) AUC
 

(95%CI)

CTC 86.05 93.33 97.37 70.00 87.93 0.897(0.801~0.993)

CEA 51.16 93.33 95.65 40.00 63.07 0.722(0.587~0.858)

CA15-3 25.58 100.0 100.0 31.91 44.07 0.628(0.479~0.776)

CA125 58.14 86.67 92.59 41.94 65.52 0.724(0.583~0.865)

2.4 治疗前CTC阳性率与晚期乳腺癌患者临床特征

的关系 治疗前CTC阳性率与晚期乳腺癌患者的年

龄、绝 经 状 态、临 床 分 期、ER、PR、Ki67标 记 指 数、
HER-2均无关(P>0.05),见表2。

2.5 治疗前后CTC阳性率与患者疗效的关系 43
例晚期乳腺癌患者中,有38例患者在治疗后根据影

像学检查结果评估了疗效。33例治疗前CTC阳性患

者中,治疗有效的有20例,治疗有效率为60.61%
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(20/33),5例治疗前CTC阴性患者中,治疗有效的有

2例,治疗有效率为40.00%(2/5)。治疗前CTC阳

性与阴性患者的治疗有效率比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。19例治疗后CTC阳性患者的治疗有效

率为36.84%(7/19),低于19例治疗后CTC阴性患

者的治疗有效率[78.95%(15/19)],差异有统计学意

义(P<0.05)。

图2  CTC、CEA、CA125、CA15-3诊断晚期

乳腺癌的ROC曲线

表2  治疗前CTC阳性率与晚期乳腺癌患者临床

   特征的关系(n)

临床特征 n
CTC阳性

(n=37)
CTC阴性

(n=6)
χ2 P

年龄(岁) 0.018 0.893

 <50 24 20 4

 ≥50 19 17 2

绝经状态 0.300 0.584

 已绝经 28 23 5

 未绝经 15 14 1

Ki67标记指数 <0.001 1.000

 ≥15% 38 33 5

 <15% 5 4 1

临床分期 <0.001 1.000

 Ⅲ期 16 14 2

 Ⅳ期 27 23 4

ER 0.392 0.531

 阳性 23 21 2

 阴性 20 16 4

PR <0.001 1.000

 阳性 23 20 3

 阴性 20 17 3

HER-2 0.018 0.893

 阳性 19 17 2

 阴性 24 20 4

2.6 治疗前后CTC数量变化与患者疗效的关系 
在38例可随访的患 者 中,治 疗 前 CTC 阳 性 率 为

86.84%(33/38),治 疗 后 CTC 阳 性 率 为50.00%
(19/38),治疗后CTC阳性率较治疗前明显下降,差

异有统计学意义(P<0.05)。
治疗 后,57.89% (22/38)的 患 者 治 疗 有 效,

42.11%(16/38)的患者治疗无效。与治疗前相比,治
疗后 CTC 数 量 减 少 的 有 25 例,治 疗 有 效 率 为

72.00%(18/25);治疗后CTC数量未发生改变的有6
例,治疗有效率为50.00%(3/6);治疗后CTC数量增

加的有7例,治疗有效率为14.29%(1/7)。治疗后

CTC数量减少患者的治疗有效率明显高于CTC数量

增加的患者,差异有统计学意义(P<0.05)。
3 讨  论

乳腺癌作为女性最常见的一种恶性肿瘤,因其死

亡的患者占所有因肿瘤死亡患者的14%[6]。在每年

新发的乳腺癌患者中,3%~10%确诊时就已经属于

晚期,短期内复发、转移是导致晚期乳腺癌患者预后

差及死亡的主要原因,而影像学和传统的血清学标志

物难以及时有效地监测到肿瘤复发及转移情况,从而

影响临床的及时治疗。近年来,CTC作为“液体活检”
的良好指标,已成为乳腺癌及其他恶性肿瘤诊疗和预

后评估的一个研究热点,其在外周血中的水平变化与

患者发生远处转移有关。此外,在人体的骨髓中也发

现存在肿瘤细胞,这些细胞被称为弥散 肿 瘤 细 胞

(DTC)[7]。虽然有研究表明,DTC对乳腺癌患者具

有独立的预后评估价值,存在DTC的乳腺癌患者中

有30%~50%可能在10年内发生转移[8-9],但DTC
的检测标本需要通过骨髓穿刺获得,这对患者来说接

受度较低。而外周血标本更容易获得且可反复采集,
因此,外周血中的CTC更适用于临床常规检测。已

有研究表明,CTC用于预测早期乳腺癌及转移性乳腺

癌患者的预后时具有较高的临床价值[5]。CRISTO-
FANILLI等[10]通过多中心的前瞻性研究证明了外周

血CTC≥5个/7.5
 

mL可提示转移性乳腺癌患者预

后不良,且无论是在治疗前后CTC都是乳腺癌患者

预后的独立预测指标。检测CTC不仅对患者预后有

提示意义,还可以辅助乳腺癌早期诊断、预测疾病进

展、评估疗效,并且对临床治疗方案的选择也具有重

要的指导意义[11]。
本研究采用的SE-iFISH是利用免疫磁珠筛除非

肿瘤细胞,进而达到富集CTC的目的。此外,该法无

须裂解去除红细胞,从而避免了低渗对CTC的损伤,
其相比阳性富集法拥有更高的检出率[12],且特殊制备

的免疫磁珠对非目标细胞具有极低的非特异吸附性,
可提高检测的特异性。本研究发现,在43例晚期乳

腺癌患者外周血中,治疗前已有37例检测到CTC阳

性,证明在大部分晚期乳腺癌患者中存在CTC。治疗

前CTC诊断晚期乳腺癌的灵敏度为86.05%,特异度

为93.33%,AUC为0.897,均高于其他常用的肿瘤

标志物(CEA、CA125、CA15-3),提示CTC对晚期乳
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腺癌具有较高的诊断价值。相对于 LI等[13]采用

CellSearch技术检测出的进展期胃癌患者CTC
 

阳性

率为54.8%,以及李健斌等[14]采用CellCollector技

术检测出的治疗前转移性乳腺癌患者CTC阳性率为

74.8%,本研究中CTC的阳性率较高。这一方面可

能与所采用的SE-iFISH检出率较高有关。GE等[15]

采用 SE-iFISH 对肺癌和食管癌患者外周 血 中 的

CTC
 

进行检测,分别有92%和87%的检出率。GAO
等[16]采用SE-iFISH 检测胰腺癌患者的CTC时,检
测灵敏度和特异度分别为88%和90%。另一方面可

能与本研究纳入的研究对象均为病情较重的晚期乳

腺癌患者有一定关系。

CTC与乳腺癌患者的预后密切相关,然而CTC
与患者治疗疗效及临床特征之间的关系目前仍存在

较大争议。本研究进一步分析了43例晚期乳腺癌患

者的CTC阳性率与临床特征间的关系,结果显示,治
疗前CTC阳性率与患者年龄、绝经状态、临床分期、

ER、PR、Ki67标记指数、HER-2均无关(P>0.05),
与LUCCI等[17]发 现 的 CTC 阳 性 率 与 HER-2及

Ki67标记指数有关的结果存在差异。RACK等[18]研

究表明,乳腺癌患者的分子分型与CTC阳性率无关。
但有学者发现,Lum

 

A型和Lum
 

B型乳腺癌患者中

HER-2阴性患者的CTC数量更多[19]。
  

有研究认为,CTC可监测转移性乳腺癌患者的治

疗效果,在患者接受有效治疗后,外周血中的CTC数

量将减少[20]。JIANG等[21]的研究表明,CTC可用于

乳腺癌的疗效监测,CTC数量增加与乳腺癌的转移相

关。但也有研究发现,晚期乳腺癌患者在治疗过程中

CTC数量的变化与患者的疗效无关,尽管治疗后患者

CTC数量下降,但这并不代表患者的治疗是有效

的[22]。本研究发现,治疗后患者CTC阳性率明显低

于治疗前(P<0.05),治疗后CTC阴性患者的治疗有

效率高于治疗后CTC阳性患者(P<0.05),且治疗后

CTC数量减少患者的治疗有效率明显高于CTC数量

增加的患者(P<0.05),提示CTC可用于监测晚期乳

腺癌患者的治疗效果。当出现通过影像学或仅存在

非可测量病变而难以判断患者疗效的情况时,CTC监

测可用于患者的疗效评估。有研究发现,治疗前CTC
阴性的乳腺癌患者治疗有效率高于治疗前CTC阳性

的患者[23],而本研究治疗前CTC阳性与阴性患者的

治疗有效率比较,差异无统计学意义(P>0.05),推测

出现结果不一致的原因可能与本研究入组患者均为

晚期乳腺癌患者,治疗前具有较高的CTC阳性率,导
致结果可能存在偏倚有关。

综上所述,CTC在晚期乳腺癌的诊断及疗效评估

方面具有一定的临床应用价值。但本研究纳入的样

本量较少,该结论还需大样本、多中心的临床研究进

一步证实。
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