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［摘要］ 肝细胞癌（HCC）是一种高度恶性肿瘤，是癌症相关死亡的第三大原因。血清甲胎蛋白和影像学检查

是 HCC 早期诊治和疗效动态监测最常用的手段。然而这些手段的准确性有限，不能明确反映肿瘤的潜在生物学特

性。因此，开发能够更准确、全面地反映 HCC 生物学特性的新型肿瘤标志物具有潜在的临床应用价值。循环肿瘤细

胞（CTC）是来源于原发肿瘤或转移灶并存在于血液循环中的癌细胞，其提供了关于肿瘤进展和转移的重要信息，是

早期诊断和复发、转移、预后评估的良好候选指标，甚至是 HCC 潜在的治疗靶点。本文讨论了 CTC 在 HCC 患者临

床全疗程管理中的应用及其局限性和未来研究方向。
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［ Abstract ］ Hepatocellular carcinoma (HCC) is a highly malignant tumor and the third cause of cancer-related death. 
Serum α-fetoprotein and imaging examination are the most commonly used tests for early diagnosis, treatment and dynamic 
efficacy monitoring of HCC. However, the accuracy of these approaches is limited and can not clearly reflect the underlying 
biological characteristics of the tumor. Therefore, novel HCC tumor markers that are more accurate and can comprehensively 
reflect the biological characteristics of the tumor have potential clinical application value. Circulating tumor cell (CTC), as 
a kind of cancer cells derived from primary tumors or metastases, provides important information about tumor progression 
and metastasis, and is good candidate for early diagnosis and evaluation of metastasis, recurrence, and prognosis, and even 
potential therapeutic target for HCC. This article discusses the application of CTC in the whole clinical course management of 
HCC patients, as well as its limitations and future research direction.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是全球癌症相关死亡的第三大原因，且发病率不断

上升［1］。由于 HCC 早期没有明显的临床症状，大

多数患者首次诊断时已为中晚期。现有的治疗方法

难以有效延长 HCC 患者的生存期，5 年生存率约为 

18%［2］。目前 HCC 的诊断和监测主要依靠血清生

物标志物和影像学检查，甲胎蛋白作为 HCC 最常

用的血清标志物，其对约 1/3 的 HCC 并不灵敏［3］；

而当肿瘤直径≤2 cm 时，影像学检查的灵敏度和特

异度大大减低。因此，需要寻找新的有效的生物标
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志物进行早期诊断和肿瘤疗效监测。液体活检，特

别是循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）

已经成为肿瘤诊断和动态检测的有用工具［4］。 
本文就 CTC 目前常用的检测技术及其在 HCC 诊断

和疗效预测方面的研究进行介绍。

1　CTC的定义

CTC 是从原发肿瘤脱落后进入外周血液并在

血液中循环的肿瘤细胞。虽然 CTC 起源于原发肿

瘤，但其与原发部位的肿瘤细胞不同，具有上皮间

质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）
特性，可帮助其脱离原发肿瘤并内渗到外周血液

中。此外，CTC 可能与成纤维细胞、白细胞、内

皮细胞或血小板形成聚集体而产生 CTC 簇。与单

个 CTC 相比，CTC 簇具有更高的转移潜力和生存

能力。然而，大多数 CTC 在循环中死亡，只有少数

有限的 CTC 存活并浸润到远处器官。随着科技的

发展，新兴的 CTC 检测技术使 CTC 的生物学研究

趋于成熟、简便，也促进了 CTC 在肿瘤筛查、疗

效动态监测和预后评估中的临床应用。

2　CTC的检测方法

CTC 的检测方法主要有免疫富集法和物理

富集法。免疫富集法分为免疫磁珠法和利用微流

控芯片的免疫吸附法。免疫磁珠法包括使用针对

CTC 表面特定肿瘤相关抗原的抗体来捕获 CTC 的

阳性富集法，以及使用针对 CD45 抗体来耗尽背景

中血细胞的阴性富集法［5］。如 CellSearch 是 CTC
阳性富集法的代表性产品，其依赖于涂有上皮细

胞黏附分子（epithelial cell adhesion molecule，
EpCAM）、细胞角蛋白和 CD45 抗体的磁珠，是

唯一经美国 FDA 批准的用于转移性癌的 CTC 检

测方法。然而，上皮标志物（如 EpCAM）在 EMT
过程中经常下调或丢失，使免疫捕获方法无效，

并可能导致假阴性结果［6］。阴性富集法通过使用

包被 CD45 抗体的免疫磁珠去除背景血细胞，这种

间接富集 CTC 的方法弥补了 CellSearch 高度依赖

EpCAM 的局限性。与阳性富集法相比，阴性富集

法具有更高的灵敏度，消耗的抗体更少，富集纯度

更高。免疫吸附法基于微流控芯片，微流控芯片技

术利用 2 级磁电泳和针对白细胞的耗竭性抗体分离

CTC，因其在测试前不需要对样品进行预标记和处

理而获得了广泛应用，但微流控芯片在处理液体样

品方面的整体效率仍然较低，在商业化应用方面也

有待进一步探索。

物理富集法是通过利用 CTC 与血细胞之间直

径、密度和电学特性等的差异来富集 CTC，这些

方法的特异度虽然不及免疫富集法，但是所获得的

细胞群体更为全面，有助于 CTC 异质性分析［7-8］。 
Parsortix 系统是一种具有特定微尺寸微流控通道的

微流控芯片，其允许直径较小的细胞通过，但会阻

止 CTC 等直径较大的细胞。Parsortix 系统通过细

胞直径过滤分离 CTC 较为容易和可靠，但存在由

于过滤阻力积累导致回收效率降低的缺陷。密度梯

度离心法根据 CTC 与白细胞之间密度及体积等沉

降系数的差异对 CTC 进行分离。OncoQuick® 系统

结合了密度梯度离心和微孔膜过滤方法，操作简单

且价格低廉，但由于容易污染血细胞，通常与其他

系统联合用于 CTC 分离的初始步骤。基于电荷的

电泳技术利用不同细胞之间电学特性的差异可以准

确地选择感兴趣的细胞。DEPArrayTM 系统可以将

单细胞困在电泳笼中，同时将回收的单个 CTC 用

于特异性遗传分析。物理富集法的优势是不依赖特

定标志物，有利于检出异质型 CTC 和其他未知抗

原的 CTC 亚型，但存在分离纯度较低、容易漏检

部分体积较小的肿瘤细胞等不足。

CTC 分离后需进一步鉴定验证，其鉴定方法有

基于蛋白质水平鉴定 CTC 的方法，包括免疫荧光

法和流式细胞术；也有基于核酸水平鉴定 CTC 的

方法，包括反转录 PCR、荧光原位杂交和单细胞

测序等。这些 CTC 鉴定方法对设备及人员的要求

较高，目前相关技术仍有待进一步完善以适应临床 
需求。

3　CTC在HCC诊疗中的应用

3.1　早诊早筛　研究表明 CTC 可作为早期筛查

HCC 的生物标志物，有助于 HCC 患者的早期诊断

和治疗及无病生存期和总生存期的延长。Qi 等［9］ 

使用 CanPatrol CTC 富集技术和原位杂交技术对

HCC 患者血液样本中的 CTC 进行分类和分析，

发现即使是在早期 HCC 中，仍有超过 90% 的患者

CTC 检测呈阳性。Cui 等［10］对 18 项 HCC 临床研

究进行的 meta 分析结果表明，CTC 阳性 HCC 患

者的总生存率低于 CTC 阴性 HCC 患者；对 5 项
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HCC 临床研究（包括 339 例患者）的 meta 分析显

示，外周血中存在 CTC 会显著增加 HCC 复发的风

险。因此，外周血中的 CTC 可能是诊断 HCC 的

有用标志物。另外，Wang 等［11］在 53.3% 的早期

HCC 患者和 52.6% 的甲胎蛋白阴性 HCC 患者中检

测到 CTC，进一步分析发现 CTC 可以帮助识别早

期 HCC 和甲胎蛋白阴性的 HCC，并且 CTC 在所有

HCC 患者诊断中的 AUC 值为 0.789，而当甲胎蛋

白和 CTC 联合检测时 AUC 值提高为 0.883，表明

甲胎蛋白联合CTC可提高早期HCC检测的灵敏度。

3.2　预后判断　研究表明 CTC 对 HCC 预后有预

测价值。Ye 等［12］研究了 HCC 根治切除术后 CTC
计数与临床转归的关系，发现 CTC 计数较低（≤ 

2/5 mL）的患者无病生存期和总生存期均优于

CTC 计数较高（＞2/5 mL）的患者，提示 CTC 计

数较高的 HCC 患者预后较差。除了术后 CTC 的数

量外，CTC 的亚型可能与治疗反应有关，可作为

HCC 分子亚型的补充。Nel 等［13］检测了 11 例不同

疗法 HCC 患者的 CTC，发现上皮性、间质性、肝

脏特异性和混合性等不同亚型的 CTC 在不同患者

中的分布差异显著，且与治疗结局相关。值得注意

的是，上皮性 CTC 亚型增加的 HCC 患者治疗结果

更差。Wang 等［14］指出间质性 CTC 亚型是 HCC 早

期复发的独立危险因素，术后间质性 CTC 计数≥ 

1/5 mL 的HCC 患者术后无病生存期更短。Yin 等［15］ 

发现扭曲蛋白（twist）阳性与较高的转移、复发

和死亡率有关，表明 EMT 相关表型的 CTC 在预

测 HCC 复发和转移方面有重要作用。另外，联合

CTC 和外周血常规检测对 HCC 患者预后也有一

定预测作用。Ni 等［16］回顾性研究发现，术前中性

粒细胞与淋巴细胞比值（neutrophil to lymphocyte 
ratio，NLR）和 CTC 都与 HCC 预后不良有关，

NLR 和 CTC 较高的 HCC 患者往往表现出较短的总

生存期。术前 CTC 联合 NLR 可能是根治性肝切除

术后 HCC 预后的可靠预测指标。总之，CTC 可能

是诊断 HCC 转移和预后的生物标志物，CTC 集群

或亚型的动态变化为 HCC 复发的早期发现和干预

提供了重要线索。

3.3　疗效评估　除了用于 HCC 的早期诊断、复发

和预后判断之外，CTC 对于 HCC 治疗效果的评价

也有帮助。当恶性肿瘤患者肿瘤完全切除后，CTC
水平急剧下降，因而术后 CTC 水平可作为肿瘤负

荷的监测工具用于评估肿瘤是否根治性切除。Fan
等［17］将体内流式细胞技术与原位转移肿瘤模型结

合进行研究，结果显示肿瘤切除后 CTC 的数量和

早期转移明显减少，且 HCC 的肿瘤大小和远处转

移的数量与 CTC 的动态变化一致。CTC 还可以作

为 HCC 长期疗效的监测指标，其动态变化反映了

经导管动脉化疗栓塞、放疗和射频消融等局部治疗

方法的治疗反应。Rau 等［18］采用阴性富集法检测

CTC 并在治疗不同时间段进行分析，发现 CTC 有

助于动态监测血清甲胎蛋白无明显变化的 HCC 患

者的病情。Chen 等［19］发现 CTC 的状态可以指导

HCC 患者进行移植前射频消融术，从而改善 CTC
阳性 HCC 患者的预后。Zhou 等［20］检测 49 例 HCC
患者术前 EpCAM mRNA 阳性的 CTC 和 CD4 阳性 /
CD25 阳性 / 叉头框蛋白 P3 阳性的调节性 T 细胞水

平发现，CTC 和调节性 T 细胞水平升高与 HCC 患

者术后复发相关。上述研究结果表明 CTC 能用于

预测和评价肿瘤治疗效果。有学者针对 CTC 设计

了 1 种多点共击纳米药物 GV-Lipo/SF/DT，通过将

索拉非尼和洋地黄毒苷共加载到脂质体中，并在共

载脂质体表面修饰抗磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3 单克隆

抗体和抗血管细胞黏附分子 1 单克隆抗体以消除原

发肿瘤并抑制相关 CTC 扩散，从而增强转移抑制

和对 HCC 的治疗效果［21］。

3.4　指导个体化治疗　识别表达特定肿瘤标志物

和药物靶点的 CTC 能够更好地指导 HCC 患者个

体化治疗。Li 等［22］发现磷酸化 ERK 阳性 / 磷酸化

Akt 阴性的 CTC 对索拉非尼敏感，这有助于选择合

适的 HCC 患者进行索拉非尼靶向药物治疗。近年

来，免疫治疗在 HCC 中日益增多。Winograd 等［23］

评估了HCC 中程序性死亡蛋白配体 1（programmed 
death ligand 1，PD-L1）阳性的 CTC，发现接受抗

PD-L1 治疗的 6 例患者中有 3 例对治疗有反应并具

有 PD-L1 阳性 CTC，因此 PD-L1 阳性 CTC 可以作

为免疫治疗的一个重要预测因子；进一步通过更

大规模研究发现 PD-L1 阳性 CTC 主要存在于晚期

HCC 中，并且与接受抗 PD-1 治疗的 HCC 患者的

有益治疗反应有关，PD-L1 的表达随着免疫状态、

治疗反应和疾病进展而变化。因此，精确评估 CTC
中 PD-L1 的表达状态可实时评估和监测肿瘤细胞

的免疫状态。另外，一项针对 HCC 转移前 CTC 定

植的潜在机制研究发现，转移前生态位来源的基
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质细胞衍生因子 1（stromal cell-derived factor 1，
SDF-1）可以下调配对相关同源框 1（paired related 
homeobox 1，Prrx1）表达，并通过体外信号转导及

转录活化因子 3（signal transducer and activator of 
transcription 3，STAT3）途径诱导 HCC 细胞中趋化

因子 CXC 亚家族受体（chemokine CXC subfamily 
receptor 4，CXCR4）的干性、耐药性和表达增加，

而 Prrx1 表达降低可刺激 SDF-1/CXCR4 信号转导

并有助于 HCC 中 CTC 在器官的定植，因此，抑制

STAT3 和特异性阻断 CXCR4 具有消除晚期 HCC
器官转移的临床潜力［24］。除此之外，有学者预测，

使用 CTC 的定量和定性分子分型有望为每例患者

开发个体化治疗方案，即从外周血中发现的 CTC
和其分型特征可能成为患者随访过程的肿瘤标志

物，并且可以通过就诊时检测标志物的表达更新风

险评估，从而更好地对患者进行风险分层以为其制

定最佳的个体化治疗方案，最终达到改善患者预后

的目的［25］。

4　结论和展望

CTC 的检测对 HCC 患者的早期筛查或诊断、

疗效监测、预后评估甚至靶向治疗和免疫治疗的耐

药性预测都有临床应用价值。然而，CTC 在广泛

应用于 HCC 之前仍然面临着重大挑战。首先，临

床缺乏 CTC 富集和检测的标准化方法，CTC 检测

结果的不稳定性和不确定性可能影响诊治方案的决

策。其次，在目标患者中检测 CTC 的成本较高，与

影像学检查相比，其广泛使用受到限制。最后，许

多临床研究缺乏外部验证，大多数数据基于小型、

单中心、病例对照研究，患者的特征差异很大，如

种族、肝病病因和 HCC 分期等都使得验证相对困

难。因此，需要一种高灵敏度和特异度的 CTC 标

准化检测方案，这可能需要通过使用统一的 CTC
检测平台及多中心、大样本量、前瞻性研究来实

现。未来随着技术的进步 CTC 检测的不足应当能

够克服，CTC 检测将是 HCC 临床全程管理的一个

突破，特别是在早期诊断方面，可为患者在发生转

移前提供根治性手术机会。有限的灵敏度和特异度

是 CTC 检测难以作为 HCC 独立诊断工具的重要原

因，CTC 与传统影像学检查方法或其他肿瘤标志物

联合使用可提高早期检测的灵敏度，也会为临床提

供更全面的信息并指导个体化治疗方案的决策。
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