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　　【摘要】　目的　探讨采用叶酸受体探针标记的循环肿瘤细胞（ＣＴＣｓ）检测在预测尿路上皮癌淋
巴结转移中的应用价值。方法　回顾性分析北京大学肿瘤医院２０１７年９月至２０１９年９月接受ＣＴＣｓ
检测的９６例尿路上皮癌患者的临床病理资料。男７４例，女２２例。年龄４０～８７岁，平均６２岁。上尿
路肿瘤（肾盂癌、输尿管癌）１３例，膀胱癌８３例。１２例存在淋巴结转移。初发病例７７例，复发病例
１９例。单病灶组６８例，多病灶组２８例。肿瘤Ｔ分期：Ｔａ期（非浸润性）２９例，Ｔ１期（浸润固有层）４２
例，Ｔ２期（浸润肌层）１６例，≥Ｔ３期（肌层外侵犯）９例。采集患者禁食≥８ｈ后的外周血３ｍｌ，裂解、
离心后加入免疫磁珠，再加入叶酸探针标记，最后进行扩增，计算每毫升血液中 ＣＴＣｓ拷贝数值
（ＣＮＣ）。分析ＣＴＣｓ表达情况与病理结局的关系，采用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ线性回归进行单因素和多因素分析发
生淋巴结转移的危险因素。结果　所有患者ＣＮＣ为１２．３±７．３。≤６２岁组ＣＮＣ为１０．８±４．２，＞６２
岁组为１３．７±９．２；初发病例ＣＮＣ为１１．５±５．３，复发病例为１５．５±１２．２；年龄（Ｐ＝０．１３５）及发病次
数（Ｐ＝０．０８７）对ＣＮＣ没有影响。病灶单发组ＣＮＣ为１０．５±５．２，多发组为１６．５±９．７；Ｔａ期ＣＮＣ为
８．２±２．３，Ｔ１期为１２．０±４．４，Ｔ２期为１６．４±６．８，≥Ｔ３期为１９．５±１６．６；病灶数（Ｐ＜０．００１）与病理Ｔ
分期（Ｐ＜０．００１）与 ＣＮＣ有显著相关性。单因素回归分析结果显示，Ｔ分期（Ｐ＜０．００１）、ＣＮＣ（Ｐ＝
００２）与淋巴结转移相关；多因素分析结果显示仅 Ｔ分期可以作为淋巴结转移的独立预测因素（Ｐ＝
０．００２）。结论　ＣＴＣｓ检测可以用于预测尿路上皮癌淋巴结转移。采用叶酸受体探针标记的ＣＴＣｓ可
以用于尿路上皮癌的临床研究。
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　　尿路上皮癌包括肾盂癌、输尿管癌、膀胱癌、尿
道癌，其中膀胱癌是世界范围内第９大常见肿瘤［１］。

我国膀胱癌发病率略低于欧美国家，但肾盂癌和输

尿管癌发病率明显较高［２］。尿路上皮癌作为一大

类肿瘤，具有极为相似的病理和临床特征，常表现为

多中心发病、高复发率、出现淋巴结转移的预后较

差［３］。尽早发现并采取积极的治疗手段是改善此

类患者预后的关键，但目前尚缺乏准确而有效的肿

瘤标志物。

循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）检
测作为液态活检方式的一种，具有简便、微创、成本

低、可重复性高等优势，近年来广泛应用于临床肿瘤

学研究，已证实其与肺癌、宫颈癌、结肠癌、前列腺癌

以及恶性淋巴瘤等多种肿瘤的转归存在显著关

联［４］。在尿路上皮癌领域，最新的一项Ｍｅｔａ分析纳
入了３０项相关研究共２１６１例患者，结果显示外周
血细胞中的 ＣＴＣｓ可以作为不良预后的独立预测因
子［５］。本研究回顾性分析北京大学肿瘤医院２０１７
年９月至２０１９年９月接受ＣＴＣｓ检测的尿路上皮癌
患者的临床和病理资料，探讨叶酸受体标记的ＣＴＣｓ
检测在临床工作中的应用价值。

对象与方法

一、一般资料

本研究９６例，男７４例，女２２例。年龄４０～８７
岁，平均 ６２岁。初发病例 ７７例，复发病例 １９例。
病灶单发６８例，多发２８例。肿瘤Ｔ分期：Ｔａ组（非
浸润性）２９例，Ｔ１组（浸润固有层）４２例，Ｔ２组（浸
润肌层）１６例，≥Ｔ３组（肌层外侵犯）９例。所有患
者围手术期影像学评估均无远处转移。上尿路肿瘤

（肾盂癌、输尿管癌）１３例，均行肾输尿管全长切除
术加肾蒂周围淋巴结清扫术，其中３例病理检查证

实淋巴结转移；膀胱癌８３例，行经尿道膀胱肿瘤切
除术７１例，根治性膀胱切除术１２例，根治手术患者
均行标准盆腔淋巴结清扫术，９例病理检查证实淋
巴结转移。

二、ＣＴＣｓ检测方法
术前采集患者禁食≥８ｈ后的外周血 ３ｍｌ，

ＥＤＴＡ抗凝管４℃保存。２ｈ内加入红细胞裂解剂，
裂解后离心，加入去除白细胞的磁珠（表面携带

ＣＤ４５、ＣＤ１４Ｂ、ＣＤ１１抗体），洗涤，加入叶酸受体探
针标记，洗涤未标记的细胞，ＰＣＲ扩增后计算每毫
升血液中 ＣＴＣｓ拷贝数值（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆＣＴＣｓ，
ＣＮＣ）。

三、统计学方法

采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理数据，多组样本
均数比较采用方差分析。为评估临床特征与淋巴结

转移之间可能存在的关系，将患者临床病理特征和

ＣＮＣ作为预测因素，采用ｌｏｇｉｓｔｉｃ线性回归进行单因
素和多因素分析淋巴结转移的危险因素。以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果

本组９６例的ＣＮＣ为１２．３±７．３。根据临床病
理特征分组，≤６２岁组为１０．８±４．２，＞６２岁组为
１３．７±９．２，两组差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３５）；初
发病例为１１．５±５．３，复发病例为１５．５±１２．２，两组
差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８７）；病灶单发组为１０．５
±５．２，多发组为１６．５±９．７，两组间差异有统计学
意义（Ｐ＜０．００１）；病理分期Ｔａ期为８．２±２．３，Ｔ１期
为１２．０±４．４，Ｔ２期为１６．４±６．８，≥Ｔ３期为１９．５±
１６．６，组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。

单因素结果显示，Ｔ分期（ＨＲ１３．４９，９５％ＣＩ
４５１２～３４．１９０，Ｐ＜０．００１）和 ＣＮＣ（ＨＲ１．２１，９５％
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ＣＩ１．０７０～１．３７３，Ｐ＝０．０２０）与淋巴结转移有相关
性，而发病次数（ＨＲ２．３０，９５％ＣＩ０．６１２～８．６４２，
Ｐ＝０．２１７）及病灶数（ＨＲ２．８２，９５％ＣＩ０．８２２～
９６５８，Ｐ＝０．０９９）与淋巴结转移无明显关系。多因
素回归分析结果显示，Ｔ分期（ＨＲ１６．０５，９５％ＣＩ
３２９６～７６．０７１，Ｐ＝０．００２）是淋巴结转移的独立预
测因素，而 ＣＮＣ（ＨＲ１．２０，９５％ＣＩ０．９８２～１．４６４，
Ｐ＝０．０７４）不是淋巴结转移的独立预测因素。

讨　　论

根据恶性肿瘤的微转移假说，当肿瘤大小超过

２ｍｍ时，便可诱导血管生成，进而在趋化因子的引
导下，一部分具有转移倾向的癌细胞迁移入血或体

液，被称为ＣＴＣｓ［６］。大部分的 ＣＴＣｓ会在迁徙过程
中死亡或变性，少部分长期处于休眠状态，只有极少

数ＣＴＣｓ侵袭入原发灶以外的器官，形成微转移灶。
因此 ＣＴＣｓ最早被广泛用于转移性前列腺癌、乳腺
癌和结肠癌的研究［４］。后来，有学者在局限性癌症

甚至是癌前病变的人群中也发现了 ＣＴＣｓ的存在，
并证实其与肿瘤的进展和转移倾向存在一定的关

联［７］。

在尿路上皮癌领域，关于 ＣＴＣｓ的研究始于
２００７年。Ｇｒａｄｉｌｏｎｅ等［８］对２６例膀胱癌患者的外周
血进行了ＣＴＣｓ检测，其中１２例局限期肿瘤均未检
出ＣＴＣｓ，而１４例转移性患者中１０例（７１．４％）检出
ＣＴＣｓ。Ｇａｌｌａｇｈｅｒ等［９］检测了３３例转移性尿路上皮
癌患者，其中膀胱癌２０例，肾盂及输尿管癌１３例；
转移灶＞２处的患者与仅有１处转移的患者相比，
ＣＴＣｓ数量明显增加（３．５与０，Ｐ＝０．０４）。Ｒｉｎｋ等［１０］

检测了５５例接受膀胱癌根治手术患者的外周血
ＣＴＣｓ，局限期患者的阳性率为３０％，而转移患者为
１００％；ＣＴＣｓ数量越多，患者预后越差。本研究结果
显示，ＣＴＣｓ数量与肿瘤的多中心性和病理Ｔ分期存
在显著关系。单因素分析结果显示，ＣＴＣｓ数量与淋
巴结转移存在显著相关性；在多因素分析中，可能由

于本研究例数不足，ＣＴＣｓ数量仅显示出作为淋巴结
转移预测因素的趋势，但差异无统计学意义。而相

关研究结果已明确，在尿路上皮癌患者中，淋巴结转

移预示肿瘤特异性生存和总生存均显著变差，临床

上需要更加积极的治疗（如早期联合放化疗或免疫

治疗）［１１］。上述研究结果均提示了 ＣＴＣｓ在尿路上
皮癌预后分析中所潜在的预测价值。

ＣＴＣｓ最早被定义为体液中一种有核的、上皮起
源的具有完整膜结构的大直径细胞。但随着研究的

不断深入，证实其形态特征会随疾病的分级、分期产

生变化。此外，恶性肿瘤上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）理论也提示了 ＣＴＣｓ存
在表型变异。目前普遍认为 ＣＴＣｓ的基本表型应该
为ＥｐＣＡＭ＋／ＣＫ＋／ＣＤ４５－，但这类细胞也存在于一
些良性疾病患者血液中［１２］。

ＣＴＣｓ的检测方法很多，包括梯度离心法、免疫
细胞化学法、ＲＴＰＣＲ以及流式细胞仪等。其中美
国食品和药品监督管理局批准的 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ半自动
检测系统应用最广泛，目前国际上大多数关于膀胱

癌的类似研究均采用该系统。其采用的是梯度离心

与免疫磁珠相结合的技术，难度相对较低，但研究结

果已证实其敏感性不足。该技术一般需要约７．５ｍｌ
的外周血，但每毫升血中可检测到的 ＣＴＣｓ数量仅
为０～１０个［１３］。本研究采用的是我国自主研发的

新型ＣＴＣｓ检测系统，其由免疫磁珠富集纯化单元、
靶向探针标记单元和荧光定量ＰＣＲ单元组成，相较
于传统的 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统，在计数方面具有更高的
敏感性和特异性，而且能够将提纯的细胞进行二代

测序，发现ＣＴＣｓ表面的基因表型变化。
本研究采用叶酸受体探针捕获活性 ＣＴＣｓ。叶

酸受体是一种跨膜单链糖蛋白，与叶酸结合后将其

转运至细胞内，在肿瘤细胞的ＤＮＡ甲基化过程中扮
演重要角色［１４］。研究结果已证实叶酸受体在肺癌、

结直肠癌、胰腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌、鼻咽癌、前

列腺癌、膀胱癌等大部分恶性肿瘤中均有特异性的

高表达，而在正常组织中极少表达［１５］。相较于传统

的ＥｐＣＡＭ和ＣＫ标记，叶酸受体不受肿瘤异质性及
ＥＭＴ过程的影响，检测结果更加可靠［１６］。但目前国

内外使用叶酸受体标记的 ＣＴＣｓ研究尿路上皮癌的
文献报道罕见。Ｑｉ等［１７］对比分析了５７例膀胱癌、
４８例健康对照以及１５例膀胱良性病变患者血细胞
及组织样本，发现膀胱癌患者的叶酸受体表达水平

远高于健康人群和膀胱良性病变患者；而膀胱癌患

者外周血叶酸受体标记的 ＣＴＣｓ数量也远高于健康
人群和膀胱良性病变患者。本研究结果显示，９６例
均检测到叶酸受体标记的 ＣＴＣｓ表达，ＣＮＣｓ为
１２２８±７．３，远高于目前报道的其他类似研究；
ＣＴＣｓ的数量与肿瘤的多中心性和病理 Ｔ分期存在
显著关系，证实了叶酸受体标记的 ＣＴＣｓ在尿路上
皮癌临床研究中的可用性。

本研究受限于样本例数，未将上尿路尿路上皮

癌与膀胱癌进行分组比较，而两者的转移和进展机

制可能不尽相同，ＣＴＣｓ出现的概率可能也会不同。
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此外，因运用了新的检测方法，随访时间不足，故暂

时无法对患者进行生存分析。

已有的研究结果表明，ＣＴＣｓ检测不仅可以用于
临床诊断和评估预后，还能评价治疗效果［１８］。但迄

今为止，国内外相关报道均为小样本研究。本研究

结果证实了 ＣＴＣｓ数量可以作为尿路上皮癌淋巴结
转移的一个预测因素；叶酸受体标记的 ＣＴＣｓ可以
用于尿路上皮癌的临床研究，在本研究中显示出了

较高的敏感性。但要评估 ＣＴＣｓ检测对于肿瘤生物
学行为的影响以及作为治疗靶点的应用价值，仍需

要更多、更大样本量以及更加深入的研究。
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ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢＪＵＩｎｔ，２０１１，１０７：１６６８１６７５．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ｊ．１４６４４１０Ｘ．２０１０．０９５６２．ｘ．

［１１］袁易初，黄吉炜，陈勇辉，等．淋巴血管侵犯对行上尿路尿路上
皮癌根治术患者预后的影响 ［Ｊ］．中华泌尿外科杂志，２０１７，
３８：８９１８９５．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１０００６７０２．２０１７．１２．
００３．

［１２］ＰａｎｔｅｌＫ，ＤｅｎｅｖｅＥ，ＮｏｃｃａＤ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｂｅｎｉｇｎｃｏｌｏｎｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２０１２，５８：９３６
９４０．ＤＯＩ：１０．１３７３／ｃｌｉｎｃｈｅｍ．２０１１．１７５５７０．

［１３］ＡｚｅｖｅｄｏＲ，ＳｏａｒｅｓＪ，ＰｅｉｘｏｔｏＡ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉｎ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ：ｅｍｅｒｇｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｆｏｒｅｓｅｅｉｎｇｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｎｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＵｒｏｌＯｎｃｏｌ，２０１８，３６：２２１２３６．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｕｒｏｌｏｎｃ．２０１８．０２．００４．

［１４］ＭａｌａｒａＮ，ＣｏｌｕｃｃｉｏＭＬ，ＬｉｍｏｎｇｉＴ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌｉｃａｃｉｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｓｕｒｆａｃｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ５ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅｇｅｎｏｍｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｉｔｈｉｎ
ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｍａｌｌ，２０１４，１０：４３２４４３３１．ＤＯＩ：
１０．１００２／ｓｍｌｌ．２０１４００４９８．

［１５］ＬｅｄｅｒｍａｎｎＪＡ，ＣａｎｅｖａｒｉＳ，ＴｈｉｇｐｅｎＴ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｆｏｌａｔｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ：ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅ
ｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＡｎｎＯｎｃｏｌ，２０１５，２６：２０３４２０４３．ＤＯＩ：
１０．１０９３／ａｎｎｏｎｃ／ｍｄｖ２５０．

［１６］ＬｕａｎＣ，ＷａｎｇＨ，ＨａｎＱ，ｅｔａｌ．Ｆｏｌｉｃａｃｉｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｈｙｂｒｉｄ
ｐｈｏｔｏｎｉｃｂａｒｃｏｄｅｓｆｏｒｃａｐｔｕｒｅａｎｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＡＣＳａｐｐｌｉｅｄｍａｔｅｒｉａｌｓ＆ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１８，１０：２１２０６２１２１２．
ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓａｍｉ．８ｂ０６８８２．

［１７］ＱｉＦ，ＬｉｕＹ，ＺｈａｏＲ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｒａｒｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓｂｙｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａｌｉｇａｎｄｔａｒｇｅｔｅｄＰＣＲ ｉｎｂｌａｄｄｅｒ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌｏｇｙ：ｔｈｅｊｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒ
ＯｎｃｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１４，３５：７２１７２３．
ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１３２７７０１４１８９４０．

［１８］ＷａｎｇＬＨ，ＰｆｉｓｔｅｒＴＤ，ＰａｒｃｈｍｅｎｔＲＥ，ｅｔａｌ．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｄｒｕｇ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｍｍａＨ２ＡＸ ａｓａ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｉｎ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０，１６：
１０７３１０８４．ＤＯＩ：１０．１１５８／１０７８０４３２．ＣＣＲ０９２７９９．

（收稿日期：２０１９１０１３）

（本文编辑：黄鹿）
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