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叶酸受体阳性 CTC检测在恶性肺部结节辅助诊断中的应用

刘 博，黄 露，曹 亚，谭秋林，王亚丽，郭乔楠 400037 重庆，陆军军医大学( 第三军医大学) 第二附属医院
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［摘要］ 目的 评价靶向叶酸受体( folate receptor，FＲ) 阳性循环肿瘤细胞( circulating tumor cell，
CTC) 检测方法在临床肺部结节良恶性诊断中的实用价值。方法 选取 2017 年 5 月至 2018 年 4 月本
院收治的肺部结节筛查患者 288例，采用靶向 FＲ CTC技术检测外周血中 CTC含量;结合患者术后的病
理检查结果，分析靶向 FＲ CTC检测在肺部恶性肿瘤辅助诊断中的准确性、可行性。结果 以 8．7 Folate
Units /3 mL为 cut-off值，136例肺部恶性肿瘤的 CTC水平显著高于 152例肺部良性疾病患者( P＜0．05) 。
136例肺部恶性肿瘤 FＲ 阳性 CTC 107 例，152 例良性病变结节 FＲ 假阳性 CTC 44 例，总体上靶向 FＲ
CTC检测技术对肺部恶性肿瘤的检测灵敏度为 78．7%，特异性为 71．1%。特别是在Ⅰ期肺癌灵敏度达
到 76．9%，9例原位肺癌 CTC检测均呈阳性，与肿瘤标志物、CT 检查等比较，CTC 检测对早期肺癌具有
较高的辅助诊断价值。结论 靶向 FＲ CTC检测可以应用于肺部结节良恶性的筛查，对肺部恶性肿瘤的
早发现有较好的辅助诊断价值。
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［Abstract］ Objective To evaluate the practical value of detecting folate receptor ( FＲ) -positive
circulating tumor cells ( CTC) in clinical diagnosis of benign and malignant lung nodules． Methods A total
of 288 patients with pulmonary nodules admitted in our hospital from May 2017 to April 2018 were enrolled in
this study． FＲ-targeted CTC technology was used to quantitatively detect CTC content in peripheral blood
samples． The results were analyzed with the postoperative pathological results to evaluate the accuracy and
feasibility of the detection in the auxiliary diagnosis of lung malignant tumors． Ｒesults With a cut-off value of
8．7 Folate Units /3 mL as the threshold，the CTC content was significantly higher in the 136 patients with
pulmonary malignant tumor than the 152 patients with pulmonary benign disease ( P＜0．05) ． Among the 136
patients with pathologically diagnosed pulmonary malignant tumors，FＲ-positive CTC were observed in 106
patients． In the 152 patients with benign nodules，44 cases showed false positive CTC results． In general，the
sensitivity and specificity of FＲ-positive CTC detection was 78．7% and 71．1%，respectively in the detection of
pulmonary malignant tumors． Furthermore，the sensitivity reached 76．9% in stage I lung cancer ( 70 /91) ，and
all 9 cases of lung cancer in situ were positive in the detection． Compared with tumor markers and CT
examinations，FＲ-positive CTC detection was of higher auxiliary diagnostic value for early lung cancer．
Conclusion FＲ-positive CTC detection can be used to screen benign and malignant lung nodules，and has a
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good value in the diagnosis of early-stage pulmonary malignant tumors．
［Key words］ folate receptor; circulating tumor cells; pulmonary nodules; lung cancer; auxiliary

diagnosis
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肺部结节是常见的肺部疾病，影像学检查显示肺

实质内出现单个或多个圆形或与肺不张及局部淋巴结

肿大相关的椭圆形致密阴影，直径通常小于 3 cm。随
着影像学技术的不断发展，胸部 X 线片、高分辨率 CT
的应用，肺部结节( 包括磨玻璃结节) 的检出率逐年上

升［1］。根据影像学特征，肺部结节主要分为非实性、
部分实性和实性结节，同时根据与周围组织的外部形

态关系，可表现为边界是否光滑、规则，有无明显的分
叶和毛刺等特征。虽然可根据结节的影像学特点评估
结节性质，但在实际临床诊断中发现，该方法存在明显

不足，需要其他检查辅助诊断。且对于微小结节 ( 直
径≤1 cm) 而言，影像学方法难以区分较小的肺部结
节良恶性质［2］。低剂量螺旋 CT、PET-CT 容易受结节
过小、低肿瘤代谢活性和高血糖等因素干扰，假阳性率
较高［3］。因此，很多患者选择定期随访，耽误了及早
治疗的时机;虽通过穿刺或钳取等手段对病变的性质

进行鉴定，但这些方式是有创的，部分患者不能耐受。
当结节较小，位置复杂时，手术难以进行，对肺部结节

病变的管理存在困难［2］。
叶酸受体( folate receptor，FＲ) 是一种糖基磷脂酰

肌醇偶联蛋白，正常人血液细胞( 除巨噬细胞) 中 FＲ受
体一般无表达，是理想的肺癌循环肿瘤细胞( circulating
tumor cell，CTC) 检测靶点［4］。研究表明大部分非小细
胞肺癌( non-small cell lung cancer，NSCLC) 中 FＲ表达
显著上调，每个肺癌肿瘤细胞表面约有 50 万个 FＲ 受
体［5－6］。FＲ作为肿瘤靶点在核医学显像诊断与肿瘤治
疗方面已有较为广泛的应用［7］，市面上已有开发的针对

FＲ受体的 CTC商业化检测试剂盒。其原理是通过负
向富集法去除血液中可能干扰的白细胞，结合特异性叶

酸配体-寡聚核苷酸偶合物标记、聚合酶链式反应
( PCＲ) 技术，实现外周血 CTC 定量的检测技术。利用
FＲ特异性抗体靶向识别肿瘤细胞，通过两次信号放大，
该方法检测灵敏度显著提高，使血液中数量稀少的 CTC
检出率大幅上升。为了验证 CTC检测在肺癌辅助诊断
中的价值，本研究对 288 例肺部结节病患者采用靶向
FＲ CTC检测技术，结合患者的病理检查结果进行回
顾性分析，评价该检测方法在肺癌辅助诊断中的可靠

性。本研究采用回顾性分析探讨该方法在肺癌早期辅
助诊断中的可行性，以及存在的不足之处。

1 资料与方法

1．1 研究对象
选取本院 2017年 5月至 2018年 4月收治的肺部

检查结节患者 288例进行回顾性分析，其中男性 163例，
女性 125例，年龄 20 ～ 85 岁，平均 53．8 岁。所有患者
行胸部 CT检查发现肺上有性质不明的结节，未确诊
前均行靶向 FＲ CTC检测。结合患者术后病理诊断报
告评估该 CTC 检测对早期肺部结节的诊断准确性。
对于部分未行手术病理检查的病例的阴性判读标准评

价标准为:随访 1年以上结节消失或无明显增大，患者
无明显不适症状。
纳入标准:①年龄 20～85岁;②肺部 CT检查发现

阴影结节，结节良恶性质不明; ③入组血液样本釆集
时，患者未接受肿瘤相关治疗;④采集血液时血常规中
白细胞含量正常;⑤既往无其他恶性肿瘤病史。排除标
准:①有对比剂过敏、禁忌史 ( 比如青光眼、前列腺肥
大) ;②严重肝、肾功能不全病史( GFＲ＜60 mL /min) ;
③检查前接受分子靶向药物治疗或( 和) 手术治疗者;
④怀孕或育龄、哺乳期妇女;⑤图像质量差者。
1．2 检测方法
采用格诺斯博公司开发的 CTC 检测试剂盒。简

要的样本处理程序如下: ①取临床标本全血 3 mL，加
入 12 mL 细胞裂解液裂解红细胞，离心弃上清。②加
入缓冲液重悬细胞后，加入去除磁珠 A、B 液去除样本
中的白细胞( CD45+) 。③加入 10 μL FＲ 小分子探针
抗体标记液，室温孵育 40 min; 加入洗涤液洗涤后，离
心收集细胞。④PCＲ扩增离心收集细胞，计算校准样
本 CT值。对于 CTC 阳性的判定，主要根据多中心受试
者临床试验结果，即 CTC 数值≥8．7 Folate Units /3 mL
作为 CTC 的阳性界定值［8］。其核心技术是采用负向
免疫磁珠富集去除血液中的白细胞，通过特异性叶酸

配体-寡聚核苷酸偶合物标记和聚合酶链式反应
( PCＲ) 技术，两次信号放大实现外周血 CTC 定量的目
的。检出值以 Folate Units /3 mL 为单位计量，可显示
3 mL血液中 CTC的相对含量。
1．3 统计学分析
采用 SPSS 25．0、GraphPad Prism 7软件进行分析，

两种病变间 CTC 检测资料的比较，采用独立样本
t检验，P＜0．05表示差异有统计学意义。
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2 结果

2．1 肺部结节患者基本资料
288例肺部结节病患者年龄分布较广，在 20～85岁

之间，中位年龄 53．8岁。40～70 岁是肺部结节患者高
发年龄，共计 231例，占比 80．2%。经独立样本 t 检验
发现，男性 /女性肺部结节患者 CTC 检出值差异无统
计学意义( P＞0．05) 。确诊恶性肿瘤 136 例，良性病变
152例。肺部恶性肿瘤 136 例中含肺腺癌 114 例、肺
鳞癌 9例、肺小细胞癌 2 例、淋巴瘤 1 例、10 例肿瘤不
能区分具体的病理类型，肺腺癌占比 85%( 表 1) 。
2．2 肺结节患者 CTC检出值与临床分期
良性结节病变患者 CTC 平均水平为 8．61( 3．10 ～

28．70) ，肺癌组 CTC平均水平为 11．61 ( 3．40～38．69) ，肺
癌患者检出 CTC值显著高于良性结节患者( P＜0．05) 。
在 123 例非小细胞肺癌患者中，Ⅰ期肺癌患者 91 例，
占比 73．9%，灵敏度达到 76．9%。早期肺部结节通过
影像学检查良恶性质难以判断，大部分患者需要行靶

向 FＲ CTC检测来辅助诊断。Ⅰ～Ⅳ期肺癌患者中，总
体上临床分期越晚，检出 CTC 数值越高( P＜0．01) ，检
出率也随之小幅上升( 图 1) 。根据 TNM 分期，T1 ～ 4
期结节患者肺癌 CTC 阳性率分别为71．19%、82．22%、
81．25%、93．33%，临床分期越晚，检出 CTC 数值越高
( P＜0．05) ;有淋巴结和远端转移的患者，总体上 CTC
检出数值高于无淋巴结和远端转移的患者，阳性率也

有较为明显的升高( P＜0．01) 。进一步分析发现，91 例
Ⅰ期肺癌患者 CTC 水平为 10．49 ( 3．40 ～ 26．00) ，也显
著高于肺良性结节患者 ( P＜0．01) 。肺癌患者中 9 例
原位癌 CTC检测均为阳性，其中 3 例低剂量螺旋 CT
检查未发现问题，但患者 CTC 检出值显著高于阈值 8．
7，分别在 7～9个月后经组织学诊断确诊为肺原位癌。
136例肺部恶性肿瘤患者中，CT影像≤1 cm的微小结
节肺癌患者 52 例，占比 38．2%。微小结节肺癌患者
CTC中位数值 9．87( 3．40～20．80) ，检出 CTC 值高于阈
值患者 38例，检出率 73．08%。

表 1 肺结节患者 CTC检测与临床资料

临床特征 病例数 FＲ阳性 CTC例数 FＲ阳性 CTC比例( %) P值

性别

男性 163 83 50．92 0．537

女性 125 68 54．40

肺结节

恶性 136 107 78．67 0．029

良性 152 44 28．94

病理分型

腺癌 114 86 75．44 ＜0．001

鳞癌 9 9 100．00 ＜0．001

小细胞癌 2 2 100．00

其他恶性肿瘤 11 9 81．82

临床分期

Ⅰ期 91 70 76．92 ＜0．001

Ⅱ～Ⅳ期 44 28 86．36 ＜0．001

TNM分期

T1 59 42 71．19 0．019

T2 45 37 82．22 ＜0．001

T3 16 13 81．25 ＜0．001

T4 15 14 93．33 ＜0．001

N0 93 71 76．34 ＜0．001

N1－3 41 34 82．93

M0 102 78 76．47 0．002

M1 30 25 83．33

CT影像

结节≤1 cm 52 38 73．08 0．029
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A～C:分别为 TNM不同分期肺癌患者 CTC水平 a: P＜0．05，b: P＜0．001，与肺良性结节比较; c: P＜0．001，与 N0比
较; d: P＜0．01，与 M0比较; D:良性结节、肺癌Ⅰ期患者 CTC水平 a: P＜0．001，与肺良性结节比较; E:良性结节、
微小结节肺癌( 影像学直径≤1 cm) 患者 CTC水平 a: P＜0．05，与肺良性结节比较

图 1 肺良性结节、肺癌患者 CTC水平

2．3 干扰靶向 FＲ CTC 检测的因素
152例肺部良性病变结节患者中，假阳性病例 44例，

病理诊断结果主要为结核杆菌感染、慢性炎或者炎性
假瘤、非典型性腺瘤样增生，假阳性率 28．9%。病理诊
断为结核杆菌感染、慢性炎或者炎性假瘤患者 CTC 检
出均值分别达到 12．40、13．09，去除结核感染和慢性炎
患者 40例，良性病变组平均 CTC 数值为7．32，显著低
于肺部恶性肿瘤患者( 11．61，P＜0．01) 。

3 讨论

肺癌是全球发病率、死亡率最高的恶性肿瘤［9］。
在中国，很多患者发现时已是中晚期或已发生淋巴结

和远端转移，外科手术切除不能达到根治的效果，约

80%的术后患者存在复发和转移。确诊时临床分期越
晚，行肺癌切除或有效的化疗效果越差，Ⅰ期患者 5 年
生存率可达到 70%，而Ⅳ期患者总体 5 年生存率只有
约 10%。因此，肺癌患者要想获得良好的治疗效果，
早诊断、早治疗成为改善预后的关键所在［10］。早期的
肺癌没有临床症状或症状较轻微，不易被发现。因此
对于早期肺部病变，尤其是肺部结节良恶性的判定至

关重要，对肺癌的早期诊断具有十分重要的意义。肺
部是结节病的常见侵犯器官，大部分肺部结节是良性

病变，且临床症状都是常见的咳嗽、气短等，不易与肺
部恶性肿瘤区分。
外周血 CTC 是指主动或被动从实体肿瘤或转移

灶脱离，释放入血的肿瘤细胞或细胞团。从首次发现

以来逐渐成为肿瘤学科中的研究热点［11］，在肿瘤发生

的早期就可释放入血，条件适合可在特定器官种植、生
长，是导致患者预后差、复发的主要原因。CTC在外周
血液中数量极少，一般每 106 ～107单核细胞中存在1个
CTC。因此，对检测方法的敏感度及特异性要求较高。
目前在肺癌、前列腺癌、肝癌、结直肠癌等领域中 CTC
检测已有不少初步的研究和临床应用，但是这些方法

仍然存在检出率不高、结果判读难等问题［12］。目前
CTC分离有物理分离法和免疫分离法。物理分离是基
于细胞大小和密度进行，肿瘤细胞一般较大，密度较

高，可以使用分离网筛或密度梯度离心的方法获取肿

瘤细胞。缺点是肿瘤细胞可塑性强，易变形，易通过分
离网筛。另外白细胞体积与肿瘤细胞体积相当，使分
离得到的极微量异型细胞鉴定存在较大困难。免疫学
分离法又细分为正向分离法和负向分离法( 去除白细

胞) 。基于肿瘤细胞表面存在的上皮细胞黏附分子
( epithelial cell adhesion molecule，EpCAM) 的 EpCAM
正向分离法，利用免疫磁珠分离肿瘤细胞，不足之处是

肿瘤细胞上皮细胞黏附分子表达率只有约 30%［13］，且
受上皮间质转换 ( epithelial-mesenchymal transition，
EMT) 作用等影响。负向分离法虽然分离到的肿瘤细
胞纯度低，但回收率较高，再结合核酸扩增等技术，敏

感度显著提高。
肺癌早期，当结节较小时，常规 CT、血液肿瘤标记

等手段难以发现，需要 CTC 检测等多种手段辅助，综
合判断结节性质［14］。虽然 CTC 在肿瘤早期就可释放
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入血，但在肺癌中存在广泛的 EMT作用，肿瘤细胞丢失
上皮标记物而致使市面上多数 CTC检测方法无效［15］。
因此，开发针对肺部肿瘤的 CTC 检测技术，对肺癌的
早期诊断、复发监测、治疗效果评估等十分必要。

FＲ是一种细胞表面受体蛋白，最早发现在卵巢癌
中高表达，后来发现在肺癌、结直肠癌等多种肿瘤中高
表达，是包括 NSCLC 在内多种癌症的 CTC 检测的一
个潜在靶点［4］。FＲ 在约 80%的肺癌细胞高表达，但
血液中绝大部分细胞不表达 FＲ，为肺癌血液靶向 FＲ
CTC检测提供了理想的条件。在 NSCLC患者中，每一
个循环肿瘤细胞可表达 50万个叶酸受体，再通过 PCＲ
扩增可实现信号两级放大，因此可以检测到 3 mL血液
样本中极少量的 CTC［8］。此外，该方法采用负向分离
技术，肿瘤细胞回收率较其他 CTC 检测方法高，且不
受 EMT作用影响，使其具有独特的优势［8］。目前在临
床上，靶向 FＲ CTC 方法在肺癌患者手术方案选
择［16］、术后治疗方案评估［17］等领域均有初步的探索，
取得了较好的结果。也有研究正在探讨该方法在肺部
性质不明结节的辅助诊断中的可能应用［18］，以期将该

方法更好地应用到肿瘤早期诊断和术后监测等方面。
本回顾性研究发现肺部良性结节性病变患者 CTC

平均水平显著低于肺癌患者( P＜0．05) 。136例恶性肿
瘤 FＲ阳性 CTC 107 例，152 例良性结节 FＲ 假阳性
CTC 44例，总体上靶向 FＲ CTC 检测技术对肺部恶性
肿瘤的检测灵敏度为 78．7%，特异性为 71．1%。我院
检测数据与该技术在肺癌大型临床研究中的检测灵敏

度( 79．6%) 、特异性 ( 88．2%) 整体相当［8］。特别是在
91例Ⅰ期肺癌灵敏度达到 76．9%，比肿瘤标志物、CT
等检查提高数倍，靶向 FＲ CTC 检测在早期肺癌辅助
诊断可作为有效手段。值得注意的是本研究发现 9 例
原位肺癌，CTC 检测均为阳性，有3例患者临床评估结
节风险较低，但患者 CTC 检出值高于阈值，最终在随
访半年后确诊为肺癌。总体上随着肿瘤的增大、临床
分期越晚，CTC检测值越高。病理科 CTC 送检血样主
要是结节性质不明和术后监测( 本研究不做探讨) 患

者，肺部结节较小时，高分辨率 CT 和肿瘤标记物检查
难以明确结节良恶性质，需要 CTC 检测等其他手段辅
助诊断。本研究回顾性分析中晚期肺癌患者( Ⅱ ～Ⅳ
期) 总计 44例，占比 32．6%，多数中晚期患者未行 CTC
检测就直接手术或者进行治疗。本研究还统计了 CTC
检测在微小结节患者中的应用价值，在 52 例 CT 影像
≤1 cm的肺癌结节患者中，CTC 中位数值为 9．87 ( 3．
40～20．80) ，检出 CTC 值高于阈值患者 38 例，检出率
73．08%，差异有统计学意义，显示靶向 FＲ CTC检测在
早期肺癌，尤其是肺腺癌诊断中具有较好的应用价值，

可作为临床辅助诊断的一项重要指标。本研究肺癌患

者中，含肺鳞癌样本 9 例，CTC 检测均为阳性，符合率
100%，但样本量太小，不具有统计学意义，需要纳入更
多病例后才能评价。
值得注意的是良性结节病变患者中确诊为结核杆

菌感染( CTC = 12．40) 、慢性炎或者炎性假瘤 ( CTC =
13．10) 的 CTC检出值较高，占良性结节患者假阳性的
90%以上，对肺癌的诊断造成干扰［6，19］。结核杆菌感
染与炎症密切相关，常表现为炎性肉芽肿性病变，与慢

性炎症导致靶向 CTC 检出值升高的机制应该是一致
的。可能的原因有:①结核感染和慢性炎症均能引起
上皮细胞脱落入血，肺上皮细胞也能表达叶酸受体，造

成检出值升高;②虽然患者行 CTC 检测前会查看白细
胞含量是否正常( 白细胞干扰检测) ，但是血常规检测

结果不能反映外周血中活化巨噬细胞含量，结核感染

和慢性炎症患者外周血活化巨噬细胞可能增多造成检

测值升高。去除结核感染和慢性炎症患者后，良性病
变组平均 CTC数值为 7．32，显著低于肺部恶性肿瘤患
者( P＜0．01) 。此外，部分肺癌肿瘤细胞叶酸受体蛋白
表达不升高，CTC检测结果可能假阴性，也使包括该方
法在内的通过特定抗原抗体反应获取肿瘤细胞的方法

存在一定局限性［20］。
外周血中含有 CTC 是包括肺癌在内大多数肿瘤

发生、发展始终伴随的状态，并不一定意味着患者已经
存在远处转移，但却为肿瘤的早期诊断、复发监测、疗
效评估提供了很好的切入点［21］。在肿瘤的发生、发展
过程中，释放入血的 CTC 存在多种免疫学、功能学改
变，单一的 CTC检测技术不容易捕获血液中含量极其
微小的 CTC［22］。本研究发现靶向 FＲ CTC 检测在肺
癌早期辅助诊断中具有较好的可行性，但后续需要优

化检测，排除结核杆菌感染等引起的慢性炎症的干扰。
综上所述，靶向 FＲ CTC 检测用于肺部结节辅助

诊断，对于早期肺部结节良恶性的判断有十分重要的

意义。根据 CTC检测结果进一步评估结节的风险，可
及早对结节进行管理干预，很大程度上可缩短肺部恶

性结节的确诊时间，并根据诊断结果制定治疗方案提

高肺癌患者的预后。
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