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循环肿瘤细胞分离与检测
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　　［摘要］　肿瘤播散是造成肿瘤相关死亡的主要原因，而肿瘤细胞自发循环导致肿瘤远处转移。因此，特异、敏感地检测循

环肿瘤细胞非常重要，不仅能够更加准确地评估肿瘤患者的预后，还有利于制定个性化治疗方案。本文就循环肿瘤细胞的富

集、分离、检测和分析方法作一综述。
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　　根据肿瘤细胞转移的途径，在血液或淋巴管中循环的肿

瘤细胞被定义为循环肿瘤细胞 （ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，

ＣＴＣ），而其中若干细胞聚集形成的细胞团块被称为循环肿

瘤微栓（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｍｂｏｌｉ，ＣＴＭ）。ＣＴＭ 是肿

瘤细胞的“集体迁移”行为，因其能够抵抗细胞凋亡、保持细

胞增殖能力而具有更高的转移潜能［１］。由于循环肿瘤细胞

含量非常少以及缺乏有效的特异性标志物，有关ＣＴＣ的研

究进展比较缓慢。现有的分离、检测技术方法各有利弊，至

今尚未有一个统一的实验方案和标准。

１　ＣＴＣ富集方法

　　ＣＴＣ在外周血中的含量极少，每１０ｍｌ血液中可能仅含

少数几个ＣＴＣ或ＣＴＭ，而１０ｍｌ血液则含有大约１亿个白

细胞和５００亿个红细胞。因此，只有首先对临床血样中的

ＣＴＣ进行富集，然后才能进行检测和生物学性质与基因分

析。现有的富集方法通常是基于ＣＴＣ的物理性质（密度和

大小）或免疫磁性。

１．１　梯度密度离心法　即依据不同类型细胞沉降系数不同

而进行分离。将全血直接平铺于Ｆｉｃｏｌｌ（瑞典 Ａｍｅｒｓｈａｍ公

司）、Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ（挪威 Ｎｙｃｏｍｅｄ公司）或其他密度梯度液

上。离心后，各个成分被分层分离，由下至上依次是红细胞、

中性粒细胞、密度梯度液和单个核细胞（包括淋巴细胞、单核

细胞、上皮细胞和肿瘤细胞），最上层是血浆。由于肿瘤细胞

可能会移入血浆组分，而且如果不能立即离心会影响各类细

胞的分层效果，于是产生了新的改进技术———ＯｎｃｏＱｕｉｃｋ
（德国Ｇｒｅｉｎｅｒ公司），即一个内置一层多孔膜屏障的５０ｍｌ
离心管，密度梯度液置于膜下。１５～３５ｍｌ全血被平铺于多

孔膜上，通过离心将肿瘤细胞、上皮细胞、血小板和小部分白

细胞与其他细胞分离。肿瘤细胞掺杂实验显示，与Ｆｉｃｏｌｌ相

比，ＯｎｃｏＱｕｉｃｋ能更好地富集肿瘤细胞，使后续实验（如细胞

染色、免疫标记和分子生物学研究等）相对简单［２］。虽然

ＯｎｃｏＱｕｉｃｋ可避免离心前全血与密度梯度液混合，但是与其

他梯度密度离心方法一样，其敏感性较低，不仅容易造成肿

瘤细胞丢失［２３］，而且如果血液抗凝不完全，微小凝块则可能

使肿瘤细胞落至梯度密度液的底部。

１．２　过滤法　２０００年 Ｖｏｎａ等［４５］报道了一种依据细胞大
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小，通过过滤直接富集上皮性肿瘤细胞的方法（ｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙ
ｓｉｚｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＩＳＥＴ）。８μｍ孔径的聚碳酸酯

膜可使较小的淋巴细胞和中性粒细胞通过，而较大的肿瘤细

胞则被阻滞在膜上。该方法不仅操作简单，而且比较敏感，

可避免烦琐的多步骤分离造成的稀少细胞的破坏和丢失。

重复性实验显示，ＩＳＥＴ可从１ｍｌ血中将掺入的１个肿瘤细

胞分离出来［６］。具有高转移潜能的ＣＴＭ 也能被富集和计

数。富集到的细胞可进行细胞学染色，或通过免疫标记、荧

光原 位 杂 交 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）、

ＴＵＮＥＬ等方法分析其抗原、非整倍性和细胞凋亡等。在进

行激光显微切割后，还可对ＣＴＣ或ＣＴＭ进行分子水平的分

析［４］。例如Ｐｉｎｚａｎｉ等［６］在ＩＳＥＴ富集、显微切割之后，研究

了肿瘤细胞中 ＨＥＲ２ＤＮＡ扩增产物。

１．３　免疫磁性分离法　这是目前最为常用的ＣＴＣ富集方

法，甚至已有ＦＤＡ批准上市的专业产品ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈＴＭ Ｓｙｓ

ｔｅｍ（Ｖｅｒｉｄｅｘ）。针对上皮细胞抗原ＥｐＣＡＭ、ＢｅｒＥＰ４、ＣＫ或

器官特异性标志物（如 ｍａｍｍｏｇｌｏｂｕｌｉｎ、ＰＳＡ、ＣＥＡ和 ＨＥＲ

２）的抗体通常被用来分离ＣＴＣ，富集效率可达１×１０４～２×

１０５倍［７］。为了进一步降低血细胞含量，提高富集效率，可以

将阴性分选与阳性分选相结合。阴性分选采用的标志物通

常是白细胞表达的ＣＤ４５或巨噬细胞、血小板表达的ＣＤ６１。

另外，为了提高ＣＴＣ富集的特异性，最近的研究倾向于将物

理分离方法和免疫磁性分离方法相结合。例如，Ｍｏｒｇａｎ等［８］

先用ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ离心分离，接着进行免疫磁性阳性、阴

性分选，最后在荧光染色的基础上用显微操作技术收集高效

富集的前列腺肿瘤细胞。免疫磁性分离法效率高，且在整个

过程中可避免细胞溶解，使目的细胞的计数成为可能。但其

费用较高；并且由于尚无针对ＣＴＣ的特异性抗原，目前采用

的抗体会造成假阳性或假阴性结果。上皮细胞特异性抗体

不仅能特异性标记非肿瘤上皮细胞，还有可能非特异性标记

非上皮性非肿瘤细胞（如白细胞），因此会产生假阳性结果。

正常对照中ＣＫ阳性细胞的比例为０～２０％［３，９］，其中大多是

白细胞。在无恶性肿瘤的受试者外周血中可以检测到数量

不等的上皮细胞［３］，这与受试者的良性上皮细胞增殖性疾

病、炎症、组织创伤和手术干预以及采血操作有关［９１０］。器

官特异性抗体也有同样的弊端，因为并不是所有肿瘤细胞都

表达这些抗原，所以会造成假阴性结果。实际上，现有抗体

没有一个具有１００％肿瘤或组织特异性［９］。

　　造成ＣＴＣ丢失还有另外一个重要原因，那就是上皮间

质转变（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），即恶性肿

瘤细胞为了获得运动性和侵袭性丢失了某些上皮细胞的表

型，获得了某些间充质细胞的形态学和基因型特征。多数恶

性肿瘤细胞在脱离原发灶、侵袭远处器官过程中发生ＥＭＴ，

丢失了上皮抗原。这意味着以上皮细胞为靶细胞的检测方

法很容易漏掉那些最具有侵袭能力的肿瘤细胞。研究发

现［１１］，在不同组织类型的１３４例肿瘤中，仅７０％表达 Ｅｐ

ＣＡＭ。Ｆｅｈｍ等［１２］发现，乳腺癌患者血液中ＣＫ阴性的非整

倍体细胞（缺少上皮抗原的肿瘤细胞）数量多于ＣＫ阳性细

胞。进一步的研究发现，ＣＫ８、ＣＫ１８和ＣＫ１９在来源于播散

肿瘤细胞的细胞系中表达缺失［１３］。此外，免疫磁性分离法

无法用来检测ＣＴＭ，因为多步细胞标记和处理会使细胞团

块离散。

２　ＣＴＣ检测方法

２．１　免疫学检测法　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ是一种基于免疫学的检测

方法，已被ＦＤＡ批准用于预测乳腺癌患者的生存期。基本

流程是：用ＥｐＣＡＭ抗体磁珠对上皮细胞进行富集后，将细

胞通透、固定，用ＤＡＰＩ荧光核染料、ＣＤ４５荧光抗体和ＣＫ８、

ＣＫ１８以及ＣＫ１９荧光抗体标记细胞，然后采用半自动四色

荧光显微镜ＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒ○Ｒ Ａｎａｌｙｚｅｒ进行分析，检测 ＣＫ阳

性、ＣＤ４５阴性的上皮细胞。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ是一个半自动化检测

过程，可以减少人为因素造成的误差，还可以对获得的超过

一定数目的ＣＴＣ进行分子生物学研究，因此具有大规模临

床应用的潜能。２００８年，一项针对１５００例乳腺癌患者的临

床试验发现，在化疗前１０％患者每７．５ｍｌ外周血中含有１
个以上ＣＴＣ，在治疗后这部分患者仍有１０％ＣＴＣ阳性［１４］。

与其他免疫磁性富集ＣＴＣ所遇到的问题一样，免疫组织化

学所选择的ＣＴＣ标志物依然是争论的焦点。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ法

涉及的ＥｐＣＡＭ、ＣＫ８、ＣＫ１８和ＣＫ１９抗体都是上皮细胞特

异性的。如前所述，由于外周血中存在一定数量的非肿瘤性

上皮细胞（循环上皮细胞），加上大多数恶性ＣＴＣ由于ＥＭＴ
丢失了上皮抗原而无法被检测到，当ＣＴＣ计数用于评估肿

瘤对治疗的反应、肿瘤复发风险以及肿瘤筛查时，这些问题

就显得特别重要。

２．２　基于ＲＴＰＣＲ检测法　即通过分析上皮细胞或肿瘤细

胞的正常起源组织特异的候选基因的表达来检测ＣＴＣ。其

灵敏度非常高，一般可在１０６～１０７个正常细胞中检出１个目

标细胞，大约相当于在０．１～１ｍｌ血液中检出１个细胞。但

是该法的一个重要局限是ＣＴＣ被破坏而无法计数，同时也

不能对单个肿瘤细胞进行观察、分析。另一个局限是难以选

择ＲＮＡ标志物。鉴于其灵敏度很高，ＲＮＡ标志物的选择及

阴性对照的设置就显得尤为重要。理想的标志ＲＮＡ应有如

下特点：在该类型肿瘤的所有肿瘤细胞中均表达，而在外周

血白细胞和非肿瘤上皮细胞中完全不表达，也不发生非法转

录（ｉｌｌｅｇｉｔｉｍａｔｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）［１５］（低水平、非特异性转录，如

白蛋白在淋巴细胞中表达［１６］）。如果采用上皮细胞表达分

子基因如ＣＫ基因作为目标基因，假如血液中存在非肿瘤循

环上皮细胞，那么就可能出现假阳性。有研究发现，ＣＫ１９

ｍＲＮＡ存在于３．７％的健康人以及１４．３％的恶性血液病患

者血液中，健康人血液中ＣＫ１９的检出归因于外周血白细胞

非法转录ＣＫ１９基因［１７］，或可诱导组织特异性基因转录的细

胞因子的分泌增加［１５］。ＣＫ２０也有相似情形。器官特异性

标志基因如前列腺特异抗原ＰＳＡ／ＫＬＫ３，在所有的前列腺细

胞中表达。因此，如果因炎症、侵入性诊断操作（如活检）或

手术导致非肿瘤前列腺细胞进入血液，就会出现假阳性结

果。肿瘤特异性标志物也可能在非肿瘤细胞中表达。例如，

甲胎蛋白在肝脏来源的非肿瘤细胞中表达，癌胚抗原转录产

物在健康志愿者和炎性肠病患者血液中也能检测到，而

ＨＥＲ２ｍＲＮＡ则出现在１０％健康女性和大多数健康志愿者

血液样本中［１８］。部分解决的方案是将多个标志物联合起来
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进行检测。Ｓｈｅｎ等［１９］用Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｈＴＥＲＴ和ｈＭＡＭ３个标

志物检测乳腺癌患者ＣＴＣ，提高了平行测验的灵敏度和系列

测验的特异性。由ＣＫ２０、ＣＫ１９、ＣＥＡ、ＧＣＣ４个基因组成的

分子谱可以识别８７．７％肿瘤转移，假阳性率仅有２．２％［２０］。

２．３　酶联免疫斑点技术　免疫细胞化学法和ＲＴＰＣＲ法存

在一个共同的缺陷：不能区分活细胞和凋亡细胞。酶联免疫

斑点（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｐｏｔ，ＥＬＩＳＰＯＴ）是一种在单细

胞水平检测细胞分泌蛋白的免疫学技术。而在此基础上特

别设计的ＥＰＩＳＰＯＴ（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｍｍｕｎｏｓｐｏｔ）则被用来研究循

环上皮细胞。应用ＥＰＩＳＰＯＴ检测到的细胞均是有活力和有

功能的ＣＴＣ，所得数据更加准确、可信，且有实际意义。以

ＭＵＣ１和ＣＫ１９作为标识蛋白检测乳腺癌ＣＴＣ，发现分泌

ＭＵＣ１的ＣＴＣ存在于所有受试乳腺癌转移患者中，但不存

在于正常对照中［２１］。

２．４　ＣＴＣ芯片技术　近年报道了一种基于微流体学的

ＣＴＣ检测技术，称ＣＴＣ芯片（ＣＴＣＣｈｉｐ）。ＣＴＣ芯片是一张

与标准载玻片尺寸相同的硅片，上面排列了７８０００个蚀刻特

殊几何图案的固相支持物，支持物上包被了ＥｐＣＡＭ 抗体。

受检全血在空气的推力作用下与ＣＴＣ芯片表面紧致排列的

支持物最大化接触，其中被ＥｐＣＡＭ抗体高效捕获的细胞被

确认为ＣＴＣ（通过免疫染色区分是上皮性细胞还是非特异性

结合的白细胞），然后可以计数，或用分子特征鉴定的方法进

行分析。由于全血未经任何预处理，且ＣＴＣ在通过芯片的

过程中绝对压力极小，因此捕获到的 ＣＴＣ９８％具有活

力［２２］。该方法大大提高了敏感性和从全血中捕获稀少细胞

的得率，同时操作过程简单温和，从而使分离到的ＣＴＣ保持

活力。另外，ＣＴＣ芯片平台非常灵活，各种不同的抗体都可

以包被在固相支持物上，从而分离到不同类型的 ＣＴＣ。

Ｎａｇｒａｔｈ等［２２］对取自６８例上皮性肿瘤患者的１１６份血样进

行ＣＴＣ芯片检测，在其中的５５份来自早期非小细胞肺癌

（ＮＳＣＬＣ）患者的血样中全部分离到 ＣＴＣ（２～１２８１个，

１５５±２３６）。在包括结肠癌、食管癌、乳腺癌、前列腺癌在内

的其他肿瘤中也发现了相似的结果。如此多数量的ＣＴＣ与

其他方法检测得到的结果有显著差异。用ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈＴＭ法对

来自９９例早期肺癌患者的１６８份血样进行分析［２３］，仅从３４
份（２０％）血样中检测到 ＣＴＣ，其中仅１０份（６％）样品中

ＣＴＣ数目大于６，其余更少。

３　ＣＴＣ分析

　　ＣＴＣ分析对于进一步获得其恶性特征相关数据及评价

单个ＣＴＣ的侵袭潜能非常重要。动物实验研究发现，１００００
个ＣＴＣ中只有１个能形成转移灶［２４］。尽管这个数据在人体

中可能会有所不同且与肿瘤的差异性有关，但有一点很明

确，那就是有必要鉴定并研究最具转移潜能的ＣＴＣ。经细胞

病理学确认的ＣＴＣ被激光显微切割后，可用定量ＰＣＲ技术

分析其癌基因扩增产物和癌基因突变。Ｐａｎａｙｉｏｔｉｓ等［２５］应

用免疫标记分析富集的乳腺癌 ＣＴＣ，发现有３５．２％的

ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－／ｌｏｗ、１７．７％的ＡＬＤＨ１ｈｉｇｈ／ＣＤ２４－／ｌｏｗ恶性高致

瘤细胞。ＦＩＳＨ、比较基因组杂交（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｈｙ

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＧＨ）等方法也可被用来直接对 ＣＴＣ进行分

析。只要ＣＴＣ的富集步骤未使细胞形态受到破坏，细胞病

理学分析可常规进行。但是，由于技术及操作成本原因，基

因组分析、突变分析目前尚未应用于ＣＴＣ常规检测，而仅用

于ＣＴＣ实验研究。另外，用ＣＫ染色和ＴＵＮＥＬ分析发现，

在乳腺癌患者血液中检测到的上皮细胞中有相当数量的凋

亡细胞［２６］。抗肿瘤治疗前后进行循环凋亡细胞的检测和计

数可评价治疗措施的促凋亡作用，具有重要意义。然而必须

考虑到，添加了防腐剂的血液储存会使细胞变得脆弱，而多

步骤操作和与磁珠的接触则可能会诱导其凋亡［２７］。

４　ＣＴＣ检测的临床意义

　　目前，针对不同类型恶性肿瘤的研究都在试图阐述肿瘤

患者ＣＴＣ的检测在诊断及预后评估中的价值。一项大规模

的Ⅱ期临床研究表明，乳腺癌患者术后或化疗前ＣＴＣ的检

出是肿瘤早期复发的独立预测指标［２８］。治疗前后ＣＴＣ数目

的变化可以评估治疗的反应：ＣＴＣ数量下降则治疗有效，而

ＣＴＣ数量上升则提示治疗无效或肿瘤进一步发展［２９］。但是

由于现有方法的各种缺陷和可能存在的假阳性、假阴性结

果，使其得出的数据的准确性面临挑战。除此之外，ＣＴＣ临

床研究还面临一个标准化的问题。由于不同肿瘤类型、疾病

分期以及接受的治疗不同等因素，造成数据结果呈现不均一

性。因此，应该进行多中心性研究，由相同疾病类型、阶段，

接受相同治疗，具有相同风险的患者群体得到的研究数据，

才能够较为准确地帮助我们分析ＣＴＣ的生物学特征以及其

作为预后评估因素的作用。另一个重要决定要素是确定一

个标准化、统一并且特异、敏感的ＣＴＣ细胞学检测方法。规

范、完善的临床试验有望产生可靠的结果，并为ＣＴＣ这一标

志物应用于临床肿瘤学提供指南。针对稀少循环肿瘤细胞

的常规分子生物学技术的进步，以及新的肿瘤标志物的发

现，将为ＣＴＣ研究提供新的更可靠的工具。这将有利于拓

展人们对ＣＴＣ的进一步了解，更重要的是，得到新的ＣＴＣ
相关数据可以指导临床医生采取更为合理的诊疗措施，提高

患者生活质量和预期寿命。
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