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同步原位检测 CTC多重瘤标蛋 白表达与染色体异倍 

体的意义及应用 
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摘要：循 肿瘤细胞(c- ulating[HlnOl ell，CT(：)搜播敞IJljJ 

胞(disseminated tHIllO!’cell，1)⋯i L：)的Il J． 枪洲 取决 r 

有效的细胞分离 _j鉴别，f1 最为新颖的“差卡lj饼集 一多 

标免痰荧光染色 一染色体荧光原他杂交 (SE—iFISI-1)”技 

术 俞，前次将 C I1C／D⋯IC的富集办法 j后续的原他 、 d步枪 

测肿瘤细胞染色体蚌俯体的核型分析及多种肿 怀忠物的 

夷 分折等进仃有效 合，ji-成功心用于肿瘤细lfl,@ 础分 

析0临床俭洲 夫 临『术实验、JE叫，独特的 SE—iFISH可以 

为分析 CrrC／I) I'C在肿瘤 期诊断、疗效快速评估 、肿 耐药 

与复发的 时 测等提供 u丁靠的技术保障。陔义闸述 一 

iFISH住／f 旧瘤种患嚣及人源肿瘤动物馍 内的仃效愉测 

法，并锁定具 小⋯临味意义的小 表型 卡戈 的 CT(：／ 

DTc业炎 nj咆，为 续的帅 单细咆分析 与实验提供指导 

关键词：肿瘤转fj；；染包体蚌倍怵；肿 忠物；CrrC、 类；义 

献综述 

中图分类号：R 362 文献标志码： 

文章编号：100l一7399(2017)03—0297—06 

doi：l0．133 15／i．CIiki．cj r·ep．20l7．03．014 

l CTC概述 

环JJl{q翻细胞(【· I 1 lt|llg lUlnOl (·P11，( TC)足从文体f JlI】 
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的转移、 发等 r竹极 为密切的关 系 播散肿瘤细胞 

(diss~ minatcd lLlnlor ceil，I)1、C){J!Ij足仃 j：患 者体液【}l( 

肿 忠 坩 }转移的坩’j．髓、腑脊液、胸腹水等)的源自实体肿瘤 

V,J1'l'#,'／flfllft, 、1j( C相似，D．rc也有荷 要的临床意义 

经过多：g"-il~YE．人仃J刈 CTC及 DTC的临床意义已经有了较 

为}I 晰的认钳I 按渝疗前 、中、后不同阶段，CTC检测的临 

I爪心川肢意义咩 1 其中，辅助诊断 、疗效快速 估(包 

括 r术、放化疗 埂靶 药物疗效)、预后判断以及肿瘤耐药 卜j 

复发的 时 洲等尼为重要，为肿瘤患者个体化的精准医疗 

提供 r r效的技术 r段和有力保障 CTC检测日前已被公 

认为址 儿代 的“液体活检”技 水． 可提供的各种信 

息充 {1- J i球意义远非其它愉jJJ!『I所能比拟 

肿瘤研究及 
新药研发 

●  ，l 

图1 CTC检测的意义 

CT(： j⋯、【：的榆测 于段相似，主要山分离与鉴别 个 

{ 耶 成，【!lJ“抓僻着”与“看得见”两个关键步骤 

1j=}中lI辅卡̈成，缺 ／f cl『、分离与鉴别厅法的有效 决定_r 

【：．r(：愉洲的 擞度 j特异性 『_j前有关 CTC愉删的各技术 

r段禁多．为 r他 J：人家对此能有 一个比较仝而的 r解，奉 

史将 I Ull{内外较 ’ 的 C FC愉ill,0于段 ，以及住痫删科广 

为J}：』 n0 )匕 f 交 (fluores~·Pl P ill silu hyIJridization， 

FISH)力‘法Ji~f',ll l fiJ『发的 WISH技术，住 CTC临床枪洲 j旗 

llil~f-YE办‘ii 的J,ZIIj及意义做一扼要介 

2 CTC分离 

¨l ，fqI～外 利·分离 CTC的技术于段堪奉【Jr『J_1纳为3 

人炎， 过滤法、捕扶法以及富集法 ，最近一种何别 -常规lf『】 

i"l-?f集的新颖谢 力‘法 一差相寓集技术(subh．a．‘tion enrich— 
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圈2 EpCAM在不同肿瘤细胞上的异质性表达 流』 刑忸fZ 

}I 分诉：孔fl泉确 咆n F：pC、、I I 1 达．【flI瞬恍掘 埂 包求 

升H胞舒圳‘一 低夫丛埂 夫j厶；I'I饱疫吠光染乜 小，绝 几 

e rr,‘ JJ勿jm [f1 J】也I1 Ⅲjj也jj J。I一：pl：AM ‘， 曲 丧达；腆j j帛技I],tij粥绷『jj世n0 

F：I}CA～1&达较00，ll rI J̈j乜4诞f几 达；个 l J胰fjI{4 lI J』也n0 J̈j也f 

lJJ ，【：A、1&j (绿包 ) In1人 分帅确 8乜的细}陋f≮一{r h 

(：AM。I 表迭， 仃 川胞小&达 l ：l ~1(I j乜哺≯、1 

除 Et)CAM rI (： 、I 焚川胞外，刈 ，(：．、M Ⅱ 

煽 的 ilE J 川llg(0411 J~-t：')i彩一然 利川抗 Et L 、～l忱 

体捕 扶 ( T(：的过 I，⋯抗 f小交暇 咆太 Ⅷ 

【 I，从In 致川IJ也IJJ ·系列 I I他 甘地路( 、、 “迎 )̈0 

激 ，【q『n 迎， 』f『J JIJ}J’ I 【：、M抗f小 0 fI1j旭丧mi 跃 

的 f0 诱发Iq EI+{：AM }Il 台．进 I 找们 I I、l：成 

⋯、(：L二1 址r1然 l火怠的 JJ乜，iI政已，f 适丁多 f． 的J 旋 

IT分析 跌近，机 I·： 、M抗f小LL被报通可诱 锏 ＼549 

『l】4也卅 ．片j J L J lkI 选 。 它f 帧 j I JIj { f̈j也 

忠物的 【： jIli捩技术( 纳水融球)仃 炎fr』川越 

的r 旧l 亦 川 忽视 

2．3 富集法 人仃J熟 的 借粜址此炎力‘ 的常 代 

技术 性 迎过低渗 红细胞 埂他川 驳}儿(1l}g5 

机体的免疫磁珠 ÷J寐l I 【u JJ也以达到 m【 r{ 衙 『J肚 

的l1的I 然 低渗 懈 i：flilj】也川样 会埘C I 【：造成 人 

拟 j 火 ，按取的 CT(： 再遁 J Jjl{l 钏怆的 f 

、功能 研究／更tlNA测序 f=I前【州内常 的 q 

法l 小以3～4 m1 液为 ft【较少的m 铃必造 ’(： 

俭 j数l1的降低，从m̈ J 利J_f=I c数H准咖件 ⋯， 

治疗 的疗效造成， m f 扰 ．i：要表现为 多 心 1}=}n0 

cTC数¨治疗前JI 蚌九h 
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2．4 SE法 该方法与阴性富集法相比，两者间最大的区别 

在于 sE使用了特殊的非血源性细胞分离介质去除红细胞 ， 

而不是通过低渗裂解溶破红细胞。在 6～8．5 mL血样的白 

细胞去除过程中，多种抗白细胞抗体的组合群(而非单一抗 

CIM5抗体)与特殊包被的磁珠相偶联 ，从而确保了对白细胞 

的最大特异性去除，及对肿瘤细胞最小的非特异性黏附。相 

对于钓鱼法，sE技术不依赖于肿瘤细胞表面标志物的表达 ， 

对不同瘤种的肿瘤细胞均具有较高且稳定的回收率。通过 

sE法富集的保持 自然状态的 CTC，无低渗损伤且未与抗体 

结合，仍保持生物学活性，是新型生物标本库的重要组成。 

大量实验已证明，这些富集得到的 CTC及 DTC可适于后续 

一 系列的研究，包括 CTC原代细胞培养及构建肿瘤模型、 

CTC单细胞 RNA与DNA分析(包括全基因组、全外显子或 

基因突变 )等。 

2007年美国癌症研究协会 (AACR)大会上，SE原代技 

术被首次报道可以有效富集肺癌 及胰腺癌 患者体内 

的CTC之后，不断改进的sE技术已被广泛应用于国内外多 

中心的肿瘤动物模型 。 或不同瘤种肿瘤患者的 CTC、DTC 

及癌栓的检测与研究。检测瘤种涵盖了小细胞肺癌及非小 

细胞肺癌 ]、肝癌、食管癌、神经胶质瘤 、乳腺癌 、结直 

肠癌 、胃癌 等；标本来源包括血液、胸腹水、骨髓、尿 

液、脑脊液、淋巴穿刺等。待检肿瘤细胞不受细胞大小及肿 

瘤标志物高度异质性表达的限制 J。2009年国际上首次 

报道应用 sE技术可以在 86％的肺癌复发患者中有效检测 

到 CTC ，且发现肺癌患者 CTC数 目与血液中角蛋白CK19 

的裂解片段 CYFRA21-1含量呈正相关 。 

3 CTC鉴别 

多年前人们曾经尝试使用非特异的 HE染色法鉴别经 

细胞筛过滤得到的部分大细胞 CTC_3 J，但后续实验结果证 

实，此种根据核质比例判别肿瘤细胞的方法不能有效区分血 

中的单核细胞与 CTC，因而该方法未被接受为 CTC检查方 

法，近年来也不再有相关报道。目前，常规的CTC鉴别方法 

主要为核酸检测及免疫染色。 

3．1 核酸检测 基于核酸检测判别 CTC的方法报道较多。 

PCR、RT—PCR或二代测序 等多种方法已被广泛用于测定 

CTC的DNA或 mRNA。美国Affymetrix公司发明的 RNA原 

位杂交技术(RNAish)可在 CTC细胞内同时可视性检测多种 

mRNA。迄今报道的各种核酸检测相关技术较好地应用于 

确定了的 CTC或 DTC的相关功能性研究。然而作为 CTC 

或DTC的鉴别手段，其待检肿瘤相关基因的选择(包括有效 

性与及特异性等)，以及对阳性或阴性检测结果的客观准确 

解释还有待进一步验证与完善。此外，对肿瘤细胞功能最终 

起主导作用的蛋白表达及相关的转录后蛋白修饰是不能用 

核酸法进行检测的。 

3．2 免疫染色 实体肿瘤细胞一般均为上皮来源，细胞内 

通常表达角蛋白。目前，被广泛应用的技术手段是借助免疫 

组化或免疫荧光法对来自实体瘤细胞中的CK进行染色 J， 

从而达到鉴别 CTC／DTC的 目的。大量文献报道” ，在 

CTC形成的 EMT阶段中，与 EpCAM相同，肿瘤细胞内的 CK 

也会降解，并导致肿瘤的浸润性与转移能力增加。CTC内的 

CK降解不可避免地造成“看不见”的CTC假阴性，严重干扰 

CTC的准确检测。因此，人们迫切需要寻找一种不依赖于 

CK表达及肿瘤类型与分期的替代技术 ，以有效鉴别各式各 

样的高异质性 CTC及 DTC。 

EpCAM与 CK目前在 CTC／DTC的检测过程中，主要是 

被用作肿瘤细胞的上皮标志物。但这两种蛋白的高异质性 

及在 EMT过程中的降解等特征 ，造成了不容忽视的大量“抓 

不着”与“看不见”的假阴性结果，极大地限制 了在 CTC与 

DTC检测过程中的应用。然而除上皮标志物的特性外，Ep— 

CAM及CK作为肿瘤细胞的生物学标志物已受到人们的密 

切关注。EpCAM的过量表达与前列腺癌的早期进展和转移 

密切相关 ，而胃癌肿瘤细胞EpCAM与 CD44的持续高表 

达预示胃癌患者较高的10年生存率 J。而在乳腺癌及结 

直肠患者中，随着细胞内EpCAM的降低或消失则与肿瘤的 

进展、出芽、迁移能力及远端转移的增强密切相关 。除 

此之外 ，CK18的一系列生物学功 能近来 也被广泛报道。 

CK18在肿瘤细胞内的转录后修饰与肝癌细胞的分化密切相 

关 。。，其蛋白水平的降低将促进乳腺癌、鼻咽癌、结肠癌的 

癌细胞迁移 及肿瘤进展 ，而 CK18蛋白的升高则与肺 

癌、肾细胞癌、口腔癌、食管鳞癌的低分化、高分期、肿瘤转移 

及复发密切相关。血浆中CK18的半胱天冬酶(Caspase)的 

酶切片段是公认的肿瘤细胞凋 亡的生物学标志物。作为其 

细胞内的对应物，CTC／DTC内完整的CK18蛋白具有同样重 

要的生物学与临床意义。但迄今为止，尚未有 CTC／DTC内 

CK18蛋白特异性表达及相关功能研究的报道。 

3．3 染色体 FISH技术 目前，国内医院病理科早已普及 

使用FISH技术在肿瘤组织标本上检测肿瘤细胞。利用8号 

染色体着丝粒探针(centromere probe 8，CEP8)的FISH法检 

测已被文献广泛报道于肺癌、食管癌、胰腺癌、胃癌、结直肠 

癌、膀胱癌和肝癌等肿瘤的诊断。然而由于血液样本中的大 

量血源性白细胞、红细胞、血浆蛋白及非血源性肿瘤细胞的 

内在生物学特性，以往用于检测组织标本的FISH法不适于 

直接检测CTC及 DTC。此外，与单一核酸检测的局限性相 

同，常规的FISH法不能对肿瘤细胞内起决定作用的各种瘤 

标蛋白的表达与修饰进行观察与检测。 

3。4 iFISH法 鉴于对 CTC／DTC原位同步进行染色体核型 

与瘤标蛋白表型分析具有极其重要的意义，将免疫荧光染色 

与FISH进行有效整合成为一种新颖的检测方法，以便有效检 

测非血源性异倍体 CTC／DTC的WISH技术已被报道 。 

iFISH的原理及如何有效同步检测多重肿瘤标志物与异 

倍体详见图3。图3A描述了对使用 sE法富集的标本进行 

CIM5染色，其中 1个细胞为 CD45阳性的血源性 白细胞，剩 

余 2个细胞为 CIM5阴性 的非血源性细胞。瘤标免疫荧光 

染色显示这两个非血源性细胞中，细胞 1瘤标表达阳性。而 

FISH检测则显示非血源性细胞 1、2均为异倍体。iFISH合 
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仃别 r常规的组织样本一F’ISH法，该 if"’ISH f-J’以 解为 

“细胞样 本一FISH” iFISH 技术 埘锁定 的非 m源性 细胞 

(( D45染色【{』{ P )进行染色怵异俯怵 ¨Slt及各种肿 标志 

物的免疫荧光染色检测 不 于Il 常规使刚的 CK 瘤 

标荧光染色憋别 CTC，iFISH【丌住 FISH的基础 进一步提 

供l叮自rb选择 (如 CK、EpCAM、HER一2、、fimentin、CIM-4V6． 

CDI33、CA19-9、GFAP、EGFRⅧ 、Methothelin等) _Ij组合的双 

色双瘤标蛋白表达柃测 (如 CK+EpCAM、HER-2+EpCAM、 

vinlentin+EpCAM等 ) 待榆的瘤怀赁 HI】可位 于细胞核 

内． 可他于细胞质或细胞膜上 iFISH法为人f『J根据 小M 

瘤种的 CTC／D3’(：自由选取想要研究的仃感染色体或仃意癌 

撕提供了便利，这些扩大的信息量势必会为提廊CTC检测 

的敏感度 特异性，以及为人仃】研究 同fIII，瘤标志物 CTC 

上＆【lfI 帆发挥ql物 功能提供}及大的帮廿』J 

根据同一 (：rrC上的瘤标表达 染色体俯体不同，【lr将 

CTC进行 类分型，如 CTC火小及 CKl8刚性或 CKI8阴 

性的前提 F，每类可包 含染色体单体、二俯体 、 倍体 、四倍 

体以及≥5倍怵的亚类 CTC细胞 、。 刈‘每一不I亩】幔类 

CTC细胞的肿瘤耐药、药敏 、转移 0复发等不同临床意义的 

『I』j 24，可为后续的CrrC单细胞分析 ’ 提供积饭的指导 

意义 

此外，‘亏常规的耗时较长(20 h)的 FISH法十n比，优化的 

iFISH实验操作(包括抗体染色)【l『住 3～4 I1内完成，从而为 

临J术快速诊断提供丁便利 

4 SE-iFISH用于检测及分类 CTC／DTC的意义与应用 

长期以来，人们一血试 从分离(抓 符)或足鉴)】lJ(看 

得见)两个角度分别进行优化，以期提高 C FC／DTC检测的 

敏感性 然而有效的Cq、C榆测方法是由密不可分的分离及 

鉴别两个厅而共同组成 (图4)，跚肯同等重要 fj疗仃常 

规的 C'I’C检测力‘法对大蛀 E1)CAM和 CK 性的 C1’C／DTC 

具有“抓小着”与“看不 ”的内在缺陷 经过大 临床样本 

验iI 过的 SE—iFISH整合技术在 C FC／I)TC检测过程rfl则已 

显示一系列特殊优势 

尤论 CTC／I)'|’C是 f!i：具有彳f{高的异质 、CK及 E1)CAM 

蛋rj是否降解 或不表 达以 ．6乏CTC细胞 大 、小的 巨大差 

异 ，借助德国蔡司公 一J、德 MetaSystems公州、美 cy— 

telligen公司及国内赛特生物公司联合开发的 Metafer—il'’1SH 

cTC伞自动扫描 、图像采集与分析系统，利用 sE—il'’ISH nr以 

从寓集与鉴别两方面对来源于血液、胸水、腹水、骨髓 、尿液、 

脑脊液、淋巴穿刺等样本中的各种实体肿瘤的 CTC／DTC和 

癌栓进行快速有效的检测、分类及数理统汁，其中包括肺癌、 

肝癌 、胃癌、乳腺癌 、胰腺癌、食管癌 、子宫颁癌、卵巢癌、结直 

肠煽、膀胱癌 、肾细胞癌 、神经胶质慵 、骨肉瘤 、黑色素瘤 、嗜 

铬细胞瘤 、} 状旁腺肿瘤等 部分 C FC检测的 性率结果 

洋见表 1 

北京大学肿瘤医院新近发表的临床比对实验显示，Cell 
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细胞筛(8 p．m) 

榆测cTc及DTC 

图4 不同的CTC捕获与鉴别技术汇总 

表1 不同瘤种患者 CTC检测阳性率 

Search在已确诊的胃癌患者中的 CTC(EpCAM ／CK )检出 

率为54．8％ ，而 SE—iFISH在同一临床实验相 同患者中的检 

出率 为 90．5％ (包 括 EpCAM ／CK 、EpCAM ／CK一、Ep— 

CAM ／CK 及 EpCAM一／CK一等不同类别的染色体异倍体 

CTC) 

北京大学肿瘤医院针对胃癌患者 CTC亚类细胞进行的 

同位表型与核型分析发现，CK18阴性／8号染色体三体的 

CTC对顺铂具有内源性耐药的特征，而 CK18阴性 ／8号染 

色体四倍体或以上的CTC则具有继发性耐药的特性 。类 

似的结果任利用转移性人源肿瘤动物模型 (metastatic pa一 

(1ent derive(1 xenografl，mPDX)的实验中也得到证实 。实 

验结果显示，人们可以对这些经过多次给药(顺铂)的神经 

内分泌型胃癌肺转移人源肿瘤动物模型小鼠进行数次采血， 

以实时动态监测 CTC的数 目变化，从而进一步精确锁定对 

顺铂敏感或耐受的 CTC亚类细胞。 

使丌1 sE获取肺癌患者 CTC后，在相应寡细胞 CTC上开 

展 EGFR点突变检测以评估靶向药物易瑞沙治疗 的可靠性 

已被报道 。 

综 所述，不同于其它根据 一瘤标表达(1殳f1 CK蚩 ) 

或单纯的核酸探针杂交方法检测 CTC，SE—iF’ISH【】r以帮助人 

们根据不H瘤种以及临床或研究的具体 同需求，将 自由选 

取的检测肿瘤细胞内各种生物标志物的免疫荧光染色 I二j染 

色体 FISH相结合，在进一步提高 CTC检测的敏感性 0特肄 

性的旗础 L，还能获取其它单一技术手段所／『 能提供的 C FC 

及其业类的重要临床意义与生物信息，并进一步确定不同瘤 

种的 C FC哑类-Lj各种临床指标相关性 目前，心用 多种单 

一 或双瘤标组合一iFISH在不 瘤种问的大样本 、多中心的临 

床实验正在积极开展过程当 这些临『术实验将深入探讨、 

分析各种 cTC哑类细胞与肿瘤患者的颅后、转移 、耐约 、复 

发fl'~ll关性 ，并以此指导下一步利用 RNA及 DNA单细胞测 

序技术对锁定的 CTC哑类单细胞与原发灶 、转移灶的肿瘤 

细胞进行深入比对。卡̈关研究将会为人们寻找新的肿瘤标 

志物 ，加深对肿瘤形成 、转移 、复发的认 ，以及提高肿瘤的 

临床治疗疗效提供更多的帮助 

[本文承蒙北京协和 医院呼吸科、胰腺外科 、胸外科、消 

化内科、骨科、病理科 ，中国医学科学院肿瘤 医院肿瘤研 究 

所，华西医科大学肿瘤中心，北京大学第一医院泌尿外科，北 

京大学泌尿研究所，北京大学肿瘤医院胸外科，中国人民解 

放军军事医学科学院，中国人民解放军全军肿瘤中心，清华 

大学北京清华长庚医院，首都医科大学北京天坛医院神经外 

科，首都医科大学北京朝阳医院胸外科，首都 医科大学肿瘤 

学院胸外科，天津医科大学肿瘤医院胰腺外科，上海瑞金 医 

院内分泌科，上海华山医院神经外科，复旦 大学药学院与药 

物基因组学研究中心，中关冠科生物技术公司(CrownBio)， 

赛特生物(Cytointelligen)等单位提供的帮助及技术支持；本 

文得到北京协和医院肺癌中心李龙芸教授及北京大学肿瘤 
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