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摘要：循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）是指从肿瘤原发灶脱落后进入外周血的肿瘤细胞，数量稀少，检测难度
较大。叶酸受体（ｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＲ）被证实普遍高表达于大多数肿瘤细胞表面，而在正常人血液中几乎不表达。因此，叶
酸受体已经成为检测外周血中ＣＴＣｓ的理想靶点，被应用于多种实体肿瘤的早期诊断、疗效监测及预后判断。本文对 ＦＲ
阳性ＣＴＣｓ检测的临床研究进展进行阐述，并探讨其在恶性胸腔积液诊断中的应用前景。
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　　循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，，ＣＴＣｓ）是
指从肿瘤原发灶脱落后进入外周血液循环的肿瘤细

胞［１２］，数量稀少，大约１０６～１０７白细胞中才能找到１
个ＣＴＣ［３］。１８６９年，澳大利亚医生 ＡＳＨＷＯＲＴＨ在
转移性乳腺癌患者的尸检中，首次发现了与肿瘤细

胞形态相似的ＣＴＣｓ，他认为这可能有助于揭示患者
体内多处肿瘤的起源模式。由于当时技术条件落

后，无法将这些ＣＴＣｓ从患者体内分离鉴定出来。现
代医学研究［４５］发现，当上皮源性 ＣＴＣｓ进入外周血
时会发生上皮间质转换（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），一旦随着血流到达理想的组织或器
官，ＣＴＣｓ就会通过间质上皮转化（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＭＥＴ）这一过程离开血液进入器
官或组织中。故ＣＴＣｓ存在多种类型，包括上皮细胞
表型、间质细胞表型和上皮与间质细胞混合表型。

理论上讲，肿瘤大小超过２ｍｍ左右时便可诱导新生
血管形成，从而为 ＣＴＣｓ进入血液提供基础。有研
究［６］发现，肿瘤发生发展的早期，ＣＴＣｓ即可通过内
渗作用被释放入血。但是，即便外周血中检测到

ＣＴＣｓ也并不代表肿瘤已经发生转移，只有极小一部
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分能力强的ＣＴＣｓ逃避免疫系统识别后，侵入第二器
官形成微转移灶，ＣＴＣｓ才会发展成为肿瘤远处转
移，这一系列转移机制常常是引起肿瘤细胞相关死

亡的重要原因［７１１］。目前研究已证实，ＣＴＣｓ来自原
发肿瘤克隆，验证了 ＡＳＨＷＯＲＴＨ的观点，同时亦为
肿瘤学研究提供了新的方向。

　　１　ＣＴＣｓ的临床意义
　　毋容置疑，目前组织或细胞学病理诊断仍是恶
性肿瘤诊疗诊断的金标准，然而在初始肿瘤病理学

明确诊断（包括穿刺活检组织、手术切除组织、脱落

细胞等）后的若干时间段内，再次或多次获取组织学

标本以进行基因分析往往十分困难，且因有一定创

伤性而致患者依从性差。因此，液体（最主要、最常

用是血液）活检（包括循环肿瘤细胞，循环肿瘤

ＤＮＡ，循环肿瘤微栓子等）尤其是 ＣＴＣｓ被认为是最
可靠的个体化标本来源。相比传统的活检方法，

ＣＴＣｓ的优势在于创伤小、易操作、可重复取样、动态
监测及时方便。作为新兴技术，ＣＴＣｓ的检测已经成
为临床研究的热点。ＯＫＵＭＵＲＡ等［１２］研究表明，可

手术治疗的肺癌患者中，９６．７％患者的肺静脉血中
可检测出 ＣＴＣｓ，２９．４％患者的外周血中可检测出
ＣＴＣｓ。相关文献［８］报道，肺癌、乳腺癌、结肠癌以及

前列腺癌患者外周血中的 ＣＴＣｓ数量普遍高于健康
人群，且ＣＴＣｓ的计数水平与转移程度、生存时间相
关。已有大量研究报道，ＣＴＣｓ是多种实体肿瘤的辅
助诊断［１３１５］、疗效评价［１６］、基因突变分析［１５］、复发

转移监测［１７１８］以及预后预测［１９２２］的重要潜在生物

标志物，这就要求ＣＴＣｓ的检测方法必须具有较高的
灵敏度和特异性。

　　叶酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）是一种人体必需的小分子量维
生素，但人体自身不能合成，需摄取来自外界的叶

酸。其途径是叶酸通过与细胞表面叶酸受体（ｆｏｌａｔｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＲ）结合后被内吞进入细胞。叶酸受体是
一种表达于细胞膜表面的糖蛋白，具有很强的组织

及肿瘤特异性，除表达于肾、脾和肺等少数正常组织

中外［２３］，绝大多数高表达于肿瘤细胞表面；而 ＦＲ在
健康人的血细胞、正常细胞（除了少量被激活的巨噬

细胞）中几乎不表达［２４］。有研究发现，非小细胞肺

癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）组织中 ＦＲ的
表达率高达７２％ ～８３％［２５２６］，肾癌组织中 ＦＲ的表
达率为 ８６％［２３］，卵巢癌组织中 ＦＲ的表达率在
３６％～８０％之间［２３，２７］。因此，ＦＲ可作为检测 ＣＴＣｓ
的理想靶点。

　　２　ＣＴＣｓ的检测方法
　　２．１　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统
　　近年来，各种 ＣＴＣｓ的分离及检测方法层出不
穷，但很少有被批准用于临床常规应用。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
系统（Ｖｅｒｉｄｅｘ，Ｒａｒｉｔａｎ，，ＮＪ）是唯一被美国食品药品
监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批
准的检测平台［２８３１］，已经在包括乳腺癌、前列腺癌和

结肠癌在内的多种类型晚期癌症中显示出良好的临

床应用前景［１７１９］。该试剂盒基于免疫学原理，依靠

上皮细胞粘附分子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，
ＥｐＣＡＭ）、细胞角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）等上皮细胞
特异性标志来分离识别 ＣＴＣｓ。该方法具有灵敏度
高、结果稳定、可重复性好的优点［３２］，但可能漏检一

些不表达上皮特异性标志物的ＣＴＣｓ［３３］。
　　２．２　微流式装置（ＣＴＣ芯片法）
　　ＣＴＣ芯片法是将受检者的血液标本与 ＣＴＣｓ芯
片表面的支持物最大化接触时，被排布在芯片表面

的数个ＥｐＣＡＭ抗体高效捕获的细胞被确认为 ＣＴＣｓ
（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）［３４３６］。该方法提高了血液中 ＣＴＣｓ的
阳性检出率，但是无法从健康受试者中分离鉴定出

ＣＴＣｓ。
　　２．３　膜过滤法（ＩＳＥＴ法）
　　ＩＳＥＴ（ｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙｓｉｚｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，
ＩＳＥＴ）法是根据肿瘤细胞的体积大于白细胞这一物
理特性，通过带有小于８μｍ直径小孔的膜过滤分离
和计数上皮源性肿瘤细胞。该方法不仅具有操作简

便、检测灵敏度高的优点，还可完全分离出上皮型和

间质型的 ＣＴＣｓ，维持细胞原有形态不被破坏，并能
检测出循环肿瘤微栓子［３７］。尽管如此，ＩＳＥＴ法还是
可能漏掉小于８μｍ直径的 ＣＴＣｓ，保留一些体积大
的白细胞，且特异性与可重复性较差，因此未能被

ＦＤＡ批准成为ＣＴＣｓ的标准检测方法。
　　２．４　ＦＲ靶向ＰＣＲ技术
　　ＹＵ等［２５］于２０１３年发表的一项研究，提出了通
过特异性识别细胞表面 ＦＲ的新型 ＣＴＣｓ检测方法，
即 ＦＲ靶向 ＰＣＲ（ｌｉｇａｎｄｔａｒｇｅｔｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＬＴＰＣＲ）技术。该方法利用细胞表面高表
达的ＦＲ与其配体类似物结合形成“配体寡聚核苷
酸偶合物”检测探针，再实现探针与 ＣＴＣｓ的共同孵
育，最后通过对探针进行实时定量 ＰＣＲ检测来计算
ＣＴＣｓ的数量。研究［２５］显示，入组的１５３例 ＮＳＣＬＣ
患者外周血中 ＣＴＣｓ计数显著高于肺良性疾病组和
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健康受试组（Ｐ＜０．００１），Ｉ期 ＮＳＣＬＣ的诊断灵敏度
达到６７．２％，ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ期 ＮＳＣＬＣ患者 ＣＴＣｓ阳性检
出率分别为６９．４％、８０．９％ 、１００％。２０１６年１月１１
日，中国国家食品药品监督管理总局（ＣＦＤＡ）批准了
叶酸受体阳性ＣＴＣｓ检测试剂盒（格诺思博生物科技
有限公司，注册证编号：国械注准２０１６３４０００６１）用于
肺癌的辅助诊断及疗效监测。

　　３　叶酸受体阳性循环肿瘤细胞（ｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＦＲ＋ＣＴＣｓ）
检测的临床应用

　　３．１　肺癌
　　ＣＨＥＮ等［３８］的研究中，通过外周血中 ＦＲ＋ＣＴＣｓ
的检测，诊断ＮＳＣＬＣ的灵敏度为７６．３７％，特异度为
８２．３９％；与癌胚抗原（ＣＥＡ）、细胞角蛋白 １９片段
（ＣＹＦＲＡ２１１）、神经元特异性烯醇酶（ＮＳＥ）常规生
物标志物联合诊断时，灵敏度和特异度可高达

８８．７８％和８７．３６％。此后亦有研究［３９］报道，ＦＲ＋ＣＴＣｓ
在肺癌患者组中的水平（１１．９７ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液）显著
高于肺良性疾病组（６．７２ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液，Ｐ＜０．０００１）
和健康对照组（５．８２ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液，Ｐ＜０．０００１），
ＦＲ＋ＣＴＣｓ诊断肺癌的灵敏度为７７．７％，特异性为
８９．５％；相比，ＦＲ＋ＣＴＣｓ诊断效率最高，且ＦＲ＋ＣＴＣｓ、
ＣＥＡ、ＮＳＥ、ＣＹＦＲＡ２１１联合应用可显著提高肺癌的诊
断效能。

　　在一项探讨 ＦＲ＋ＣＴＣｓ在小细胞肺癌（ｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）中的应用价值的研究中［４０］，

共纳入８０例患者，其中６７例患者的基线ＦＲ＋ＣＴＣｓ
计数阳性（≥８．７ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液）。经过２周化疗
后，出现部分缓解（ｐａｒｔｉａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＲ）患者的基线
ＣＴＣｓ计数明显高于疾病进展（ｓｔａｂｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）组
患者（Ｐ＜０．０５）。此外，ＦＲ＋ＣＴＣｓ计数阳性组中，
ＣＴＣｓ计数水平低（８．７～１４．０ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液）的患
者无进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）明显
长于 ＣＴＣｓ计数高（≥１４ｃｅｌｌｓ／３ｍＬ血液）的患者
（ＰＦＳ：９．１个月 ｖｓ６．９个月，Ｐ＜０．０５；ＯＳ：１１．１个月
ｖｓ８．６个月，Ｐ＜０．０５）。该研究结果表明，ＦＲ＋ＣＴＣｓ
计数可能是ＳＣＬＣ患者疗效评价和预后预测的潜在
生物标志物。

　　一项最新研究［４１］结果显示，外周血 ＦＲ＋ＣＴＣｓ
的表达水平可用来鉴别肺部良恶性结节，灵敏度为

７８．６％～８２．７％，特异性为６８．８％～７８．４％，是一种
可靠的鉴别方法。此外，ＦＲ＋ＣＴＣｓ检测联合肿瘤最
大直径（ｍａｘｉｍｕｍｔｕｍｏｕｒｄｉａｍｅｔｅｒ，ＭＴＤ）可在术前对

≤２ｃｍ的肺腺癌结节的浸润性进行有效评估，指导
术式选择，避免过度治疗。

　　３．２　乳腺癌
　　ＨＥ等［２４］设立的一项研究，确立了 ＣＴＣｓ计数在
进展期乳腺癌中的预测价值，即转移性乳腺癌患者

在进行新一轮的抗肿瘤治疗（内分泌治疗、化疗或其

他治疗）前检测其外周血中ＣＴＣｓ计数；结果显示，与
ＣＴＣｓ计数低的患者相比，ＣＴＣｓ计数≥５ｃｅｌｌｓ／７．５ｍＬ
血液的患者ＰＦＳ（２．７个月ｖｓ１０个月，Ｐ＜０．００１）和
ＯＳ（１０．１个月ｖｓ＞１８个月，Ｐ＜０．００１）较差；其中包
含几项分子生物学和临床预后指标的多变量分析提

示，ＣＴＣｓ计数是较好的独立预后因子。另一项早期
乳腺癌的研究［２６］，２０２６例乳腺癌手术后辅助治疗
前的患者，２１．５％患者的外周血中可检测出 ＣＴＣｓ，
且ＣＴＣｓ计数是该类人群 ＰＦＳ和 ＯＳ独立预后因子。
虽然癌症人群中ＣＴＣｓ计数总体水平偏低，且结果分
析也需要较高灵敏度的实验平台，但在早期癌症中，

ＣＴＣｓ计数有望成为监测根治性治疗后是否存在残
余肿瘤的指标。

　　三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，
ＴＮＢＣ）不仅缺乏有效的治疗靶点和高度侵袭性，且
具有较高的转移风险。最近一项研究［４２］结果显示，

ＦＲα在大部分侵袭性基底样 ＴＮＢＣ中过表达，且与
新辅助化疗后疾病复发的高风险性相关（Ｐ＜
０．０５）。另外，还发现 ＦＲα参与了肿瘤细胞信号转
导，有望成为新的治疗靶点。

　　３．３　结肠癌
　　ＰＩＬＡＴＩ等［４３］主持了一项有关结直肠癌的临床研

究，４３０例患者在进行新一轮抗肿瘤治疗前检测其外
周血中ＣＴＣｓ计数，患者按血中ＣＴＣｓ计数被分为≥３
ｃｅｌｌｓ／７．５ｍＬ血液的不良预后组和 ＜３ｃｅｌｌｓ／７．５ｍＬ血
液的良好预后组；按此标准分类后，“不良预后组”患

者较“良好预后组”患者有较短的ＯＳ（９．４个月 ｖｓ１８．
５个月，Ｐ＜０．００１）和ＰＦＳ（４．５个月 ｖｓ７．９个月，Ｐ＜
０．０００２）；另一项转移性结直肠癌的研究［１９］也证实了

ＣＴＣｓ计数可作为独立的疗效评价指标。ＣＯＨＥＮ［１９］

等的研究发现，转移性结肠癌治疗后ＣＴＣｓ计数处于
较低水平的患者ＰＦＳ和ＯＳ得到延长，且这种预测价
值在整个治疗期间的不同时段始终存在；该研究中，

衡量患者理想ＣＴＣｓ水平和不理想ＣＴＣｓ水平的标准
是以３ｃｅｌｌｓ／７．５ｍＬ血液为界值（ｃｕｔｏｆｆ）。
　　３．４　前列腺癌
　　前列腺癌是最常见的泌尿系统恶性肿瘤，也是

８５３ ＬａｂｅｌｅｄＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ＆ＣｌｉｎＭｅｄ，Ｆｅｂ．２０２０，Ｖｏｌ．２７，Ｎｏ．２



许多发达国家男性癌症相关死亡的第二大原因［４４］。

大多数前列腺癌患者在首诊时就已经出现了远处转

移，以骨转移最为常见。ＩＭＭＣ３８实验在转移性去势
抵抗 性 前 列 腺 癌 （ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃａｓｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ｍＣＲＰＣ）研究中，首先对基线ＣＴＣｓ计
数的预测价值进行了评估。该项研究一共入组了

１６４名患者，将接受一线化疗（８１％接受多西他赛单
药化疗，剩下的接受包含多西他赛的化疗方案）的研

究结果显示，相对于低 ＣＴＣｓ计数的患者而言，基线
ＣＴＣｓ计数高的患者（定义为≥５ｃｅｌｌｓ／７．５ｍＬ血液）
生存期明显缩短（２１．７个月 ｖｓ１１．５个月）［４５］，进一
步的临床研究也证实了这个结果［４６］。ＩＭＭＣ３８首次
把ＣＴＣｓ计数变化与临床结局相联系起来，得出高水
平ＣＴＣｓ计数的患者化疗后 ＣＴＣｓ计数明显下降者，
较治疗后仍保持高水平 ＣＴＣｓ计数的患者具有较好
的预后［４５］。

　　４　展望
　　近年来，液体活检特别是ＣＴＣｓ检测在临床上的
应用愈来愈广泛，也取得许多可喜的成果。然而，

ＣＴＣｓ检测在日常临床实践中的真正地位仍未完全
确立。一方面，ＣＴＣｓ计数在细胞富集和计数程序方
面的复杂性仍然较高（包括试剂盒和操作时间）；另

一方面，ＣＴＣｓ计数对肿瘤治疗、预后判断的参考价
值仍然需要更多的研究来证实。目前，ＦＲ＋ＣＴＣｓ检
测技术已经得到了多项研究证实，本课题组设计将

ＣＴＣｓ检测技术应用于恶性胸腔积液的研究中，通过
新型的 ＦＲ＋ＣＴＣｓ技术检测恶性胸腔积液中的
ＣＴＣｓ，动态监测 ＣＴＣｓ计数的变化，评估其能否成为
肿瘤患者辅助诊断及预后预测的潜在生物标记物。

虽然目前ＣＴＣｓ检测费用昂贵、且在恶性胸腔积液中
的检测尚且缺乏前瞻性临床研究，但因其标本获取

简便、创伤小等优点，可能会被越来越多的肿瘤临床

医生认可。
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