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ABA@C

是指自发地或因诊疗操作由
实体瘤或转移灶释放入血的恶性肿瘤细胞% 目前"

ABA@

在恶性肿瘤诊断&分期&评
效&治疗&预后中的意义及其富集分离&检测技术已成为研究热点%
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据调查显示"肺癌发病率居恶性肿瘤第一位"约

有
(F]

的癌症相关死亡与肺癌有关)

(

"

!

*

% 全球每年

新发男性病例
("+7%

万"死亡病例达
+%7(

万% 每年新

发女性病例有
%(7*

万"死亡病例有
*!7)

万)

5

*

% 在美

国"每年新发肺癌病例超过
!!% """

例 )

*

*

% 在我国"

肺癌发病率明显上升% 有专家估计"至
!"!%

年我国

肺癌年死亡人数可达
(""

万 )

%

*

% 由于肺癌早期症状

不明显" 患者确诊时多已晚期" 已错失最佳手术机

会% 再加上有些患者无法耐受放化疗或化疗后产生

耐药等原因导致肺癌
%

年生存率仅为
(%]

% 即使经

根治性手术治疗的
!

期非小细胞肺癌 +

=8=!@-.00

1?00 0;=> 1.=1?:

"

O^AKA

'

%

年复发率仍有
5&]

)

$

*

% 因

此"对于肺癌"找到能早期诊断&指导治疗&评价疗

效&评估预后的方法意义重大%

循环肿瘤细胞 +

1/:1;0.</=> <;-8: 1?00@

"

ABA@Y

是

指自发地或因诊疗操作由实体瘤或转移灶释放入血

的恶性肿瘤细胞%

(F$+

年"

E@T[8:<T

在癌症死亡患

者尸检血液中找到了与原发肿瘤细胞相似的恶性细

胞" 并首次提出了循环肿瘤细胞的概念 )

)

*

% 目前"

ABA@

富集&分离&检测技术以及其在恶性肿瘤诊断&

分期&评效&治疗&预后中的意义都倍受关注)

F_(%

*

% 现

就
ABA@

富集&分离&检测技术以及在肺癌的早期诊

断&临床分期&疗效评估&个性化治疗&预后评价中的

作用进行综合论述%

( ABA

富集分离和检测技术

ABA@

的富集分离技术根据其原理分为以细胞

物理性质为基础的方法和以细胞生物特性为基础的

研究进展
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分离方法! 以细胞物理性质为基础的方法包括密度

梯度离心法"滤过法"红细胞溶解法"细胞变形性富

集法" 细胞电学特征富集法和
'()*+,-./!"

技术

等! 其中#细胞变形性富集法"细胞电学特征富集法

和
'()*+,-./!"

技术近几年已成为研究重点! 它们

分别根据肿瘤细胞变形性"电容"尺寸和表面电荷与

正常细胞的差异进行物理分离 $

#$0#1

%

! 其中#

'()*#

+,-./!"

技术是由美国
'()2-33

公司开发的利用肿

瘤细胞尺寸和表面电荷与正常细胞的差异并借助电

场频率改变来捕捉
4546

! 其优点是抗体非依赖性#

低成本"高效率#对绝大部分肿瘤细胞有效以及高捕

捉率和高纯度# 且该方法可以保证所得细胞的完整

和存活状态#不影响后续检测分析!根据肿瘤细胞的

生物特性而设计的分离方法即免疫磁性分离技术

78//9:)/.;:-+82 6-(.,.+8):

#

<=*>

! 磁珠与特异性抗

体结合组成芯片即可通过抗原&抗体原理加上磁力

作用即能将
4546

与其他物质分离$

#?

%

! 磁珠筛选分

为阳性筛选和阴性筛选# 阳性筛选磁珠表面的抗体

特异结合
4546

膜表面抗原进而将
4546

直接分离

出来'但其受到抗原低表达或不表达影响部分
4546

会被遗漏! 阴性筛选是筛掉
4546

以外的细胞而保

留目的细胞! 此方法特异性"敏感度高且简单易行#

且不影响细胞的生物活性#不改变细胞的基因表达!

但是#高特异性的肿瘤相关抗原很难检测!

4546

的检测分析方法有核酸分析法"免疫细胞

化学法"流式细胞分析法"功能分析法! 核酸分析法

(

:923-82 .28@ .:.3A686

) 包括
BC'

分析和
/DC'

分

析两种!但目前基于
BC'

分析的只有荧光原位杂交

法
7E<*F>

$

!"

%

! 基于
DC'

分析的方法研究较多#其中

逆转录聚合酶链反应
7D5#G4D

) 和定量
D5#G4D

将

4546

中特异性
/DC'

序列逆转录为
BC'

片段并

扩增! 外周血细胞不表达这些
/DC'

序列#在外周

血中检测到特异
/DC'

序列就提示
4546

的存在!

免疫细胞化学法(

8//9:)2A+)#2H-/86+,A

#

<44

)是指用

标有显色剂的特异性抗体与肿瘤细胞抗原结合#再

通过显色反应进行定性和定量测定!

<44

改进所得

的光扫描细胞计量技术 (

3.6-, 62.::8:; 2A+)/-A

#

I*4

)

$

!J

%具有流式细胞仪和图像细胞仪的功能#可通

过连续扫描荧光显微镜下图像自动分析产生数据#

敏感度高"分辨率高"放大倍数高并且可对细胞内部

微细结构进行定性"定量和定位分析$

!!

%

!流式细胞分

析法(

K3)L 2A+)/-+,A

)将荧光物质与肿瘤细胞单抗结

合#使肿瘤细胞染色#然后流式细胞仪对其进行分析

分选!流式细胞术的优点是可定量检测"细胞形态测

定"做多参数分析且测量速度快'但要求目标细胞数

目大"价格昂贵"耗时长! 功能分析法包括上皮免疫

斑点法
7-(8+H-38.3 8//9:)6()+

#

MG<*GN5>

"胶原粘附

基质
74'=>

测定法! 前者依靠酶联免疫吸附来检测

特异性标记蛋白的分泌#进而计数
4546

$

!O

%

'后者是

根据
4546

具有侵袭性来分离
4546

$

!P

%

! 功能分析法

敏感度"特异性都比较高#研究前景开阔乐观#但肿

瘤细胞特异性的标志物并不容易找到!

另外#为了提高敏感度和特异性#更加准确地分

离并分析
4546

#一些集富集分离与检测分析于一体

的 综 合 系 统 # 例 如
4-33*-.,2H

系 统 "

4546

芯 片

(

4546#2H8(

) 诞生!

4-33*-.,2H

系统由
4-336.Q-

储存

管"

'9+)(,-(

系统"

':.3AR-,

系统以及配套的试剂盒

等组成!

4-336.Q-

储存管主要是储存和保护作用#能

够提高分析的可重复性和可靠性# 确保
4546

在室

温条件下稳定保存
?$

小时!

'9+)(,-(

系统是全程质

量控制系统# 能够实现复杂样本处理的自动化和标

准化!

':.3AR-,

系统是一种半自动荧光光学系统#主

要功能是对分选的
4546

进行拍照分析和计数 !

4-33*-.,2H

系统试剂盒的组分主要是上皮黏附蛋白

7M(4'=>

"免疫磁珠细胞固定试剂"荧光标记试剂以

及缓冲液等$

!%

%

!该系统是目前惟一被
EB'

批准应用

于
4546

检测的系统!

4-336-.,2H

现已在包括肺癌在

内的多种肿瘤的
4546

实验室检测中广泛应用$

!$0!?

%

#

但是试剂盒价格昂贵!另外#发生了上皮细胞间质转

变
4546

可逃脱系统的检测# 而且并非所有肿瘤细

胞都表达上皮标志#比如黑色素瘤细胞#因而假阴性

在所难免!加入新的抗原可以降低假阴性#但是新标

志物与非肿瘤细胞的结合反应会增加假阳性率 !

4546

芯片(

4546#2H8(

)是由
S1 &&&

个包被
M(4'=

抗体的微磁性柱构成! 肿瘤患者的抗凝全血在压力

装置的作用下与芯片充分接触使肿瘤细胞与磁性柱

结合# 再将非特异黏附细胞洗脱即可获得
4546

!

'38T#G.:.U8$,-6

等 $

O&

%将非小细胞肺癌细胞系
C4<#

FJ$%&

掺入到健康人全血标本中#检测发现
4546

芯

片的检出率
%$&V

!由此可见#综合系统是
4546

富集

分离"检测分析技术开发的正确方向!

研究进展
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! '(')

与肺癌的早期诊断

随着肿瘤细胞不断增殖! 部分肿瘤细胞出现上

皮"间 质 转 化 #

*+,-.*/,0/!1*)*23.410/ -502),-,62

!

78(

$!即上皮表型标志
7!

钙粘素表达下降!波形蛋

白%成纤维细胞特异性蛋白
!9

等间充质表型特征分

子表达上调!使肿瘤细胞的极性%粘附能力下降!运

动能力增强!获得侵袭性!侵入结缔组织间隙并穿过

基底膜进入血液循环系统!或者随着肿瘤扩张生长!

毛细血管破裂!直接进入血液系统!形成
'(')

&

:9

'

(进

入血液循环的
'(')

存在异质性! 会受到机体免疫

系统的攻击!仅有不足
";&#<

的
'(')

能够在外周血

存活&

:!

'

) 这些逃过免疫反应和凋亡的
'(')

再通过

间充质"上皮转化 *

1*)*23.410/!*+,-.*/,0/ -502),!

-,62

!

87(

$ 重新获得上皮表型或者在毛细血管末端

形成癌栓!突破血管屏障!从而形成转移灶) 因此!若

在患者外周血检测出
'(')

便可以作为肺癌诊断及

发生转移的证据)

=>5>)>

等&

::

'收集
#!%

例肺癌患者和
!%

例肺良

性肿瘤患者行对照研究) 利用
'*//?*053.

技术富集

分离实验组和对照组外周血中的
'(')

! 以
#

个

'('@A;%1/

作为分界点) 发现实验组
'(')

阳性率

*

:&;$<

$明显高于良性肿瘤患者阳性率*

9!;&<

$*

BC

&;&%

$) 李晶等&

:D

'收集原发
E?'F'

患者
:&

例为肺癌

组!同期入院治疗的肺良性疾病及健康志愿者各
#&

例为对照组!经
'*//?*053. ?4)-*1

技术检测!结果对

照组外周血中未检出
'(')

! 肺癌组患者外周血中

#G

例
H$&<I

检出
'(')

两组差异有统计学意义
JBK

&;&&#I

)

然而!这些研究仅能证明
'(')

可以诊断肺癌!

和目前临床上应用的病理学检查相比!

'(')

除了检

查方便+快捷%机体损伤小!并不能显示
'(')

对肺

癌早期诊断的优势) 以往认为肺癌首先发生的是原

发灶的浸润!然后是周围组织%器官的侵袭!最后才

是经血液系统%淋巴系统的远处转移&

:%

'

)但近期研究

发现! 在癌前病变极早期肿瘤细胞就可以通过上述

的
78B

改变入血!形成
'(')

!再经过
78B

过程形

成远处转移灶) 此时!由于还未形成转移灶!或转移

灶直径过小!常规的检测手段很难发现!这个过程被

称为微转移
J1,561*-0)-0),)I

) 由此可见!恶性肿瘤的

发生%增殖%局部浸润和远处转移是同时进行的&

:$

!

:A

'

)

L6))

等 &

:G

'收集
DM

例
E?'F'

患者和
!&

名健康者利

用免疫磁珠方法检测其外周血中的
'(')

) 结果显

示 , 健康者未检测出
'(')

! 而病例组均检测到

'(')

) 而且! 在
%

例
!

期
E?'F'

患者中检测出了

'(')

! 数量为
&;D&"&;%%

!

#D

例
"

期
E?'F'

患者检

测出
'(')

的数量为
#$;G$"#$;A%

!

:&

例
#

期
E?'F'

中检测出
'(')

的数量为
#G;::"!#;:!

) 由此可见!

'(')

对
!

期肺癌诊断也有意义)

=>5>)>

等 &

::

'检测

E?'F'

患者*均接受根治性切除术$和肺纤维化患

者%健康自愿者外周血中
'(')

!结果显示即使术后

定为
!

期的
E?'F'

患者外周血也检测到
'(')

!而

肺纤维化患者和健康者
'(')

检测均为阴性)

随着关于
'(')

用于肺癌早期诊断临床试验的

开展&

:M

!

D&

'

!越来越多的学者认为外周血
'(')

检测可

作为一种非侵入性的-液体病理.!可准确+快捷地早

期诊断肺癌&

D#ND%

'

) 而且!近期有研究发现!对于一些

影像学诊断困难的病例! 例如严重慢性阻塞性肺疾

病
J3.562,3 6O)-5>3-,P* +>/162054 Q,)*0)*

!

'RBSI

患者

罹患肺癌!

'(')

可以补充影像学的不足! 帮助更加

准确地诊断合并其他肺病的肺癌&

D$

'

)

: '(')

与肺癌分期

目前临床上使用的肺癌分期标准是美国癌症联

合委员会 *

T1*5,302 U6,2- '611,--** 62 '023*5

!

T!

U''

$提出的
(E8

分期系统)

(E8

分期主要依靠手

术中所见和影像学检查)然而!对于失去手术机会的

肺癌患者! 单凭影像学检查分期并不能准确反映患

者的病情)而且!影像学检查只能反映病灶的物理性

质并不能显示肿瘤细胞增殖过程中的变异) 近期研

究 &

9:

!

::

!

D$

'显示肺癌
'(')

与肿瘤分期具有明显的相

关性)

V,*

等 &

D$

'对
9D:

例
E?'F'

患者*均已接受手

术治疗$和
9AA

名健康志愿者外周血行
'(')

检测)

结果显示, 手术分期
+(

9

@+(

!

!

+(

:

!

+(

D

患者
'(')

检

测阳性率分别是
%;$W

+

99;:<

+

G:<

! 差异具有统计

学意义*

BK";""9I

) 临床分期
!

+

$

+

"

+

#

期患者

'(')

阳性率分别是
9%;D<

+

!M;A<

+

DA;M<

+

A%;"<

!差

异具有统计学意义*

BC";""9

$) 另一项包含
:%

例肺

癌患者*腺癌
:9

例!鳞癌
D

例!均经根治手术治疗$

的临床研究结果显示 !

'(')

阳性率为
!G;$<

*

9"@

:%

$/术后
(E8

分期
%

期
9:

例!

&

期
$

例!

"

期
9$

研究进展
AGM
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例!

'(')

检测阳性率分别为
*+*,

"

-.-/

#$

//+/!

"

!.

$

%$

0/"1!

"

*.-$

%!差异具有统计学意义"

2#&"&%

%

&

0*

'

(

这些研究都充分显示了
'(')

数目或阳性率与肺癌

分期之间的密切关系) 但是受
'(')

检测技术不成

熟等因素的影响! 目前并不能制定准确的用于肺癌

分期的
'(')

阳性率标准&

/1

'

)

近年来!不少学者提出分子分期的概念&

01

'

!肺癌

分子分期是指检测病人外周血$ 骨髓和纵隔淋巴结

'34

$

'5#6

$

789$-

等基因
:;<4

表达来诊断肺癌

微转移!用于肺癌分期!指导选择外科手术适应证和

术后辅助治疗) 刘春花等 &

06

'收集
$%

例肺癌"肺癌

组%$

-&

例肺良性疾病患者和
-&

名健康志愿者 "对

照组%外周血
*+%:=

!应用免疫磁珠阴性富集联合免

疫细胞化学染色检测
2>?$'5@.'A0%$'(')

在
$%

例

肺癌患者中表达!

'(')

阳性率为
$6+!/,

"

0%.$%

%!肺

良性疾病患者及健康志愿者均未检出
'(')

)

(<7

分期
!%"

$

#

$

$

期患者
'(')

阳性率分别为

!/+&1,

"

/.-/

%$

%&+&&,

"

$.-!

%$

6&+&,B/$.0&C

!差异有

统计学意义 "

&D"+""-

%*

7

-

期+

7

"

期肺癌患者
'(')

阳 性 率 分 别 为
1/+//, B/%.0!C

$

0/+01, B-".!/C

"

2 E

"+""!

%) 随着转移部位个数的增多!

'(')

阳性率呈

高趋势"

2E"+"!0

%) 由此可见!

'(')

阳性率与肺癌患

者的临床分期$远处转移部位密切相关)

58F8)8

等&

//

'

通过检测可手术的非小细胞肺癌患者外周血中的肿

瘤组织特异性
'34:;<4

阳性细胞!也发现其阳性

率很大程度上与疾病分期有关) 这说明多分子联合

检测
'(')

可提高检测的准确性!为制定准确的肺癌

分期标准提供依据)

GH?I=JK>FL

等&

%&

'也认为
'(')

检

测有可能应用于国际分期系统! 作为肿瘤分期的有

益补充)

0 '(')

与肺癌的疗效及预后评估

目前! 肺癌治疗效果的评估主要依靠影像学检

查! 分为完全缓解 "

9M:N=JKJ FJ:H))HM?C

$ 部分缓解

"

N>FKH>= FJ:H))HM?

%$稳定 "

)K>O=J PH)J>)J

%$病情进展

"

NFMIFJ))HQJ PH)J>)JC

四个级别)影像学仅能根据病灶

大小变化或有无新发病灶来判断! 不能反映肿瘤细

胞增殖分化过程中基因突变!也不能显示微转移)因

此!需要一种更加方便$准确!能检测肿瘤分化程度$

免疫组化改变的有效监测手段)

研究表明
'(')

检测是肺癌患者治疗后疗效评

价!指导治疗的重要手段 &

//

!

%-

'

)

RMS:>?

等 &

%!

'收集参

加了厄罗替尼及
NJFK8T8:>O

二期临床试验的
0-

例

肺癌患者!并用
'J==GJ>F9U

系统检测外周血的
'(')

数量!利用
VAW$23(

和
'(

对其疗效进行评价) 结

果显示
*1X

的患者在基线水平上可检测到
'(')!

-

!且
'(')

数量检测结果与
VAW$23(

检查"依据实

体瘤的疗效评价标准 % 结果一致 ) 有研究利用

'J==GJ>F9U

技术检测
%"

例小细胞肺癌患者外周血

'(')

!结果显示,治疗前
'(')

阳性率为
1",

!第
-

个疗程一线化疗第
!!

天检测
'(')

阳性率只有

$",

!说明
'(')

可以评估化疗疗效 &

-"

'

)

YU>?I

等 &

%/

'

分别运用外周血
'(')

数量检测和影像学检查 -根

据实体瘤的疗效评价标准%两种方法对
6

例
<G'Z'

患者进行化疗后疗效评价! 结果显示具有高度一致

性)

[8

等&

%0

'应用
'J==GJ>F9U GL)KJ:

对
-!

例化疗
!

个疗程的肺癌患者跟踪随访!得到相似的结果)由此

可见! 肺癌患者外周血
'(')

数量增减可反映治疗

过程中病情改变!评价治疗方案的有效与否!进而在

一定程度上指导治疗)

分子水平的检测可以反映原发肿瘤的变异!及

其药物敏感性的改变) 在单细胞层对
'(')

的表皮

生 长 因 子 受 体 "

JNHPJF:>= IFM\KU S>9KMF FJ9JNKMF

!

3WV;

%基因的
-1

$

-6

$

!&

$

!-

外显子进行测序!成功

检测出
'(')

为
3WV;

野生型!与原发灶病理组织检

测结果相同&

%%

'

)

]H>?I

等&

-0

'利用
'(')

检测
3WV;

突

变类型!结果表明与原发肿瘤符合率高达
6!,

) 另

外!在治疗过程中!肺癌肿瘤组织基因的表达可发生

变化!从而使治疗方案失效!如耐药基因
(*6&7

可

导致对吉非替尼敏感的
<G'Z'

治疗失败 ) 应用

'('$9UHN

检测接受吉非替尼治疗的
<G'Z'

患者的

'(')

! 发现
'('

检测显示
(*6&7

突变的患者确实

失去对吉非替尼的敏感性)

这些研究都说明
'(')

检测可作为实时动态检

测肿瘤患者的基因突变类型!指导临床个体化治疗)

近几年!随着
'(')

在早期诊断$疗效评价等方

面的研究深入!

'(')

对肺癌预后评价的意义也越来

越明朗)

(MI?J=>

等 &

1

'利用
'J==GJ>F9U

系统检测
-&-

例
#%$

期
<G'Z'

患者的
'(')

!

$

期$

#O

期的

'(')

数目分别为
&%-0$

$

&%/

! 而
#>

期则未检测到

'(')

)

'(')D%

个
.*+%:=

总生存期为
1+-

个月!

'(')^

研究进展
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个
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患者的生存期仅为
+,-

个月!

./012

等"

%$

#

用
3456

法对
!&7

例
849:9

患者外周血
969;

进行

检测$阳性率为
-$<

%随访发现$阳性患者中超过

%&<

预后不良& 对于小细胞肺癌患者治疗前
969;!

%&

个的总生存期为
%,+

个月$ 而
969;"%&

个的总生

存期为
##,%

个月"

#&

#

&由此可见$

969;

检测可作为评价

肺癌患者预后的方法之一& 相比传统评价手段$

969;

检测具有方便'损伤小'可动态监测等优点"

-7

(

%(

#

&

%

问题与展望

肺癌
969;

的研究越来越受临床医生和科研人

员的重视(其在肺癌早期诊断'疗效评价'个体化治

疗和预后评估等方面的巨大潜力( 但是仍存在亟待

解决的问题)

!

富集'分离'检测方法不够成熟(不能

准确检测
969;

数量' 分子特点( 且没有统一的标

准%

"

临床试验规模不足(应该积极开展多中心合作

的大规模临床试验( 真正了解
969;

对肺癌患者诊

断'治疗'预后评估等方面的重要意义及其分子机制%

#

缺乏统一的标准规范(各研究成果缺乏可比性&

相信随着检测技术的成熟( 大型临床试验的开

展(

969;

研究成果会给肺癌患者带来福音&
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