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叶酸受体阳性循环肿瘤细胞检测诊断早期肺癌
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摘要：目的 探讨叶酸受体（FR）阳性循环肿瘤细胞（CTC）检测对早期肺癌的诊断效能。方法 选取济宁市第二人民医院
2017年 1月-2018年 1月入治的可疑肺癌患者 50例，测试中所有的患者收集血液样本，前肘脉操作和储存在 4 ℃
24 h完成血液处理，所有的患者执行 FR阳性 CTC检测。结果 术后病理诊断结果显示，早期肺癌 35例，肺良性病变
15例的 FR阳性 CTC分别为（11.35±2.14）FU/3 ml、（8.31±2.12）FU/3 ml，组间比较差异有统计学意义（P＜0.05）。根据
此结果为诊断肺癌的金标准，kappa 一致性检查显示 FR 阳性 CTC 诊断肺结节具有一定的准确性（kappa=0.649，
P＜0.05）。以 FR阳性 CTC作为肺癌的诊断指标，其 ROC曲线下面积（AUC）为 0.837（95%CI为 0.650～1.000），截断值
为 8.69 FU/3 ml，诊断灵敏度为 88.32%、特异度为 76.56%。结论 FR阳性 CTC检测对早期肺癌的诊断效能较好，可广
泛推广。通过 FR阳性 CTC检测可以进行孤立性肺结节、诊断早期肺癌判别筛选，将结果作为生物标志物有效结果。同
时，可以通过深层次检验，实施大样本前瞻性实验证明上述结论。
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·临床医学·

很多肺癌患者通常有一个相对有限的生存概率
诊断和治疗，晚期阶段肺癌的生存概率相对较低。肺
癌的早期诊断和完整切除可以在一定程度上提高患
者的生存率。目前临床上鉴别肺部结节的良恶性主
要途径是成像、肿瘤标志物和组织病理学检查。对于
早期肺癌及癌前病变标志物的含量相对有限，在一
定程度上影响了最终诊断的准确性，但病变部位的
影像学检测发现，如果不及时进行，也会导致肿瘤病
变的趋势。叶酸受体（FR）的表达在皮肤恶性肿瘤细
胞相对较高，肺癌和卵巢癌细胞配体的目标酶联聚
合酶链反应可用于检测肺癌 FR阳性循环肿瘤细胞
（CTC）检测。本研究通过 ligand-targeted PCR胸部
CT检测 FR阳性 CTC疑似孤立肺结节患者的肺癌，
讨论对于早期肺癌诊断的有效性，报告如下。
1 资料与方法
1.1 一般资料 选取我院 2017 年 1 月-2018 年 1
月收治的疑似肺癌患者 50例为研究对象，其中男
性 22 例，女性 28 例；年龄 41～75 岁，平均（58.62±
4.31）岁；根据术后病理诊断结果显示：早期肺癌 35
例，肺良性病变 15例。纳入标准：（1）患者无症状或
表现为咳嗽、胸部胀痛、低热等，胸部 CT 检查提示
为可疑肺癌的孤立性肺部结节，未伴有纵隔淋巴结
肿大或其他转移灶；（2）知情自愿参与本次研究，且

签署知情同意书。排除标准：（1）胸部 CT检查显示
肺多发结节者；（2）既往接受手术及放化疗者；（3）
肺部肿瘤复发患者。
1.2 FR阳性 CTC检测 即将进行手术时抽取全部
患者肘前静脉血 3 ml，EDTA抗凝，储存于 4 ℃环境
下，24 h内完成血液处理并开展 FR 阳性 CTC的检
测。首先使用免疫磁珠负向富集法，在 3 ml外周血中
将 CTC捕获，之后使用配体靶向 PCR法对 FR阳性
CTC进行定量检测。检测试剂盒由格诺思博生物有
限公司提供。通过试剂盒说明书进行操作，将红细胞
裂解液放入 3 ml全血样本中，4 ℃裂解 15 min，将红
细胞去除，之后放入 150 μl的抗 CD45磁珠和 50 μl
CD14磁珠，4 ℃进行 30 min孵育，将白细胞和巨噬
细胞清除；将 CTC加入 10 μl的具有肿瘤特异性叶
酸配体-寡核苷酸偶合物的探针标记液，在室内进行
30 min孵育，之后将 1 ml的洗涤缓冲液加入到上述
样品中，4 ℃，500 g，进行 10 min离心处理，共进行 3
次，将未结合的探针去除，之后加入 120 μl的洗脱缓
冲液，4℃进行 2 min的孵育，洗脱下已完成结合的探
针；对结合的探针进行离心收集，将 24 μl中和缓冲
液放入其中，主要作用为荧光定量 PCR扩增，使用
ABI7300仪器完成 PCR信号与数据的收集。在 3 ml
血液中检测到 1个 FR阳性 CTC，则定义为 1 Folate
Unit（自我定义测量单位）。
1.3 统计学处理 此次研究中，应用的数据统计软
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件为 Excel，通过 SPSS 20.0软件进行系统分析，计量
资料以 x±s表示，行 t检验，计数资料用%表示，行 χ2

检验，P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结 果
根据术后病理诊断结果显示早期肺癌 35例，肺

良性病变 15例。术后病理诊断结果显示早期肺癌
35例，肺良性病变 15 例的 FR 阳性 CTC 分别为
（11.35±2.14）FU/3 ml、（8.31±2.12）FU/3 ml，组间比
较差异有统计学意义（P＜0.05）。以 FR阳性 CTC作为
肺癌的诊断指标，其 ROC曲线下面积（AUC）为 0.837
（95%CI为 0.650～1．000），截断值为 8.69 FU/3 ml，诊断
灵敏度为 88.32%、特异度为 76.56%。
3 讨 论
肺癌的发病率与死亡率重要决定性因素之一为

肺小结中第一检出无肿瘤相关的因素，其与肺癌及
肺结节间有较高影响，当前尚且无准确对肺癌肿瘤
标志物进行预测及标记的物质，通过可靠的技术能
够实现对外周肿瘤血细胞的检查，实现可靠的技术
再生隔离，同时对外周的血肿瘤细胞进行检测，但因
为方式的限制，在检查中，没有标准的 CTC测试方
法，在临床实践中，早期检测 CTC细胞系统能够对肿
瘤细胞的形态进行呈现，CTC技术应用原理基础为
细胞形态学差异，根据细胞的表面形态特征，分析肿
瘤细胞数据，而不需要细胞表面信息[1]。其优点是它
不依赖于 CTC表面抗原，CTC的形态和活动保持不
变，但其纯度很低，很容易失去小直径 CTC。FR是肺
癌中高度表达，特别是在非小细胞肺癌细胞的表面，
FR表面细胞没有 FR健康的血细胞[2]。因此，理想的
目标检测为 FR 阳性 CTC。在这项研究中，folate-
linked deoxyoligonucleotides被 ligand－specific标签聚
合酶链式反应（PCR）和量化定量聚合酶链反应（Q－
PCR）。CTC是放大了至少 500 000表面受体分子[3]。

通过 5 000 000的高保真放大和实时检测 PCR分子，
实现最终的双层次的放大，能够完成最终检测 CTC
3 ml血液样本效果，检测设备极大地提高了 CTC的
敏感性检测[4]。CTC测试中发挥着关键作用不仅在肺
癌的诊断,而且在肺癌的治疗和预后。CTC检测不仅
在肺癌诊断中起重要作用，其在肺癌治疗评价和预
后判断当中也扮演着重要角色。根据相关临床研究
显示，CTC计数与肺癌患者无进展生存期（PES）和总
生存期（OS）呈负相关关系，多因素分析显示 CTC计
数可预测患者的 PES和 OS[5]。并且相关临床研究显
示使用 Ceusearch 系统对于 CTC 进行检测，CTC 计
数变化能够作为预测 OS的指标之一[6]。
研究肺癌患者根据 fr-positive ctc计数 PFS和手

术预测系统，在早期肺癌患者有较好应用效果。由此
可见，借助 FR阳性 CTC检测能够进行孤立性肺结
节、诊断早期肺癌判别筛选，将结果作为生物标志物
有效结果。同时，可以通过深层次检验，实施大样本
前瞻性实验证明上述结论。
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