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【摘要】 目的 分析叶酸受体阳性循环肿瘤细胞（FR+‑CTC）在小细胞肺癌（SCLC）诊断及疗效评估

中的价值。方法 回顾性分析2017年5月至2019年10月中日友好医院收治的59例SCLC患者及14例肺

部良性疾病患者资料，采用叶酸受体靶向检测技术检测患者血液中FR+‑CTC水平，化学发光法检测血清

胃泌素释放肽前体（Pro‑GRP）、神经元特异性烯醇化酶（NSE）、细胞角蛋白 19片段抗原 21‑1（Cyfra21‑1）、

癌胚抗原（CEA）水平。各检测指标用中位数（P25，P75）表示，组间两两比较采用Mann‑Whitney U检验，

双变量间相关性分析采用 Spearman相关分析法；采用受试者工作特征（ROC）曲线评价诊断效能。

结果 59例 SCLC患者 FR+‑CTC水平为 11.00 FU／3ml（7.10 FU／3 ml，14.50 FU／3 ml），FR+‑CTC的阳

性率为 66.10%（30／59）。14例肺部良性疾病患者 FR+‑CTC水平为 6.75 FU／3 ml（5.03 FU／3 ml，
7.85 FU／3 ml），FR+‑CTC的阳性率为 14.29%（2／14）。SCLC患者的FR+‑CTC水平高于肺部良性疾病患

者，差异具有统计学意义（U＝33.50，P＜0.01）。在SCLC患者中，FR+‑CTC水平与患者年龄、性别、吸烟史

等因素均无关（均 P＞0.05）；广泛期患者的 FR+‑CTC水平高于局限期患者，差异有统计学意义（P＜
0.05）。将FR+‑CTC与肿瘤标志物Pro‑GRP、NSE、Cyfra21‑1和CEA进行对比并绘制ROC曲线，结果提示

FR+‑CTC对于诊断 SCLC有较好的灵敏度（71.20%）和特异度（92.90%）。对于接受化疗的 SCLC患者，

部分缓解、疾病稳定患者的 FR+‑CTC下降幅度较疾病进展患者大，差异均有统计学意义（均P＜0.05）。

结论 FR+‑CTC可辅助 SCLC诊断及疾病分期，对于接受化疗的患者，连续检测循环肿瘤细胞可辅助评

估化疗疗效，为临床治疗方案选择提供参考。
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【Abstract】 Objective To analyze the value of folate receptor ‑ positive circulating tumor cells
(FR+ ‑CTC) in the diagnosis and efficacy evaluation of patients with small cell lung cancer (SCLC).Methods
The data of 59 patients with SCLC and 14 patients with benign pulmonary diseases treated in China ‑ Japan
Friendship Hospital from May 2017 to October 2019 were retrospectively analyzed. Folate receptor targeted
detection was used to detect the level of FR+‑CTC in the blood of SCLC patients. The levels of serum progastrin‑
releasing peptide (Pro‑GRP), neuron‑specific enolase (NSE), cytokeratin 19 fragment 21‑1 (Cyfra21‑1) , and
carcinoembryonic antigen (CEA) were detected by using chemiluminescence. The median (P25, P75) was used as
all the detection indexes. Mann ‑Whitney U test was used for pairwise comparison, Spearman correlation test
was used to analyze the correlation between two variables, and receiver operator characteristic (ROC) curve
was used to evaluate the diagnostic efficacy. Results The level of FR+‑CTC in 59 patients with SCLC was
11.00 FU/3 ml (7.10 FU/3 ml, 14.50 FU/3 ml), and the positive rate of FR+ ‑CTC in patients with SCLC was
66.10% (30/59); the level of FR+ ‑ CTC in 14 patients with benign pulmonary diseases was 6.75 FU/3 ml
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(5.03 FU/3 ml, 7.85 FU/3 ml), and the positive rate of FR+‑CTC in 14 patients with benign pulmonary diseases
was 14.29% (2/14). The level of FR+‑CTC in patients with SCLC was higher than that in patients with benign
pulmonary diseases, and the difference was statistically different (U = 33.50, P < 0.01). The expression level of
FR+‑CTC was not related to age, gender and smoking history in SCLC patients (all P＞0.05). The expression
level of FR+‑CTC in patients with extensive‑stage was higher than that in patients with limited‑stage, and the
difference was statistically significant (P < 0.05). Tumor markers Pro ‑ GRP, NSE, Cyfra21 ‑ 1 and CEA were
compared with FR+‑CTC, and the ROC curve was drawn; the results showed that FR+‑CTC had better sensitivity
(71.2%) and specificity (92.90%) in the diagnosis of SCLC. For SCLC patients who received chemotherapy, the
decrease range of FR+‑CTC in patients with partial remission and stable disease was greater than that in
patients with the progression of disease, and the differences were statistically significant (all P < 0.05).
Conclusion FR+ ‑ CTC can assist the diagnosis and disease staging of SCLC. For patients receiving
chemotherapy, continuous detection of circulating tumor cells can help to evaluate the efficacy of chemotherapy
and provide a reference for the choice of clinical treatment.

【Key words】 Small cell lung cancer; Neoplastic cells, circulating; Folate‑receptor alpha; Diagnosis;
Efficacy evaluation
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在所有恶性肿瘤中，肺癌发病率居第二位，病死

率居第一位［1］。小细胞肺癌（SCLC）发病率占所有肺

癌的 10%～15%，相比于其他类型肺癌，SCLC具有倍

增时间短、进展快、转移早且广泛、分化程度低、预后

差等特点，SCLC确诊时已有 60%～75%属于广泛

期［2‑4］，因此，对于 SCLC的早期筛查及预后评估至关

重要。循环肿瘤细胞（CTC）是来源于原发肿瘤组织

或转移肿瘤组织的肿瘤细胞，进入血液循环后可通过

迁移、黏附、聚集形成微小癌栓，并可在一定条件下形

成转移灶［5］。CTC半衰期为 1.0～2.4 h，可用于实时监

测肿瘤转移，辅助判断 SCLC患者的病情进展［6］。本

研究回顾性分析叶酸受体阳性CTC（FR+‑CTC）在SCLC
诊断及疗效评估中的价值，旨在为临床决策提供参考。

1 资料与方法

1.1 研究对象
纳入标准：（1）年龄 18～85岁；（2）未经手术、放

化疗或其他抗肿瘤药物治疗；（3）经组织病理学确诊

为 SCLC或经病理学或影像学确诊为肺部良性疾病

（肺炎、肺间质性纤维化、慢性阻塞性肺炎、肺结核等

肺部非恶性肿瘤性疾病）；（4）未合并其他肿瘤疾病、

严重的心脑血管疾病及精神疾病。回顾性分析2017年
5月至 2019年 10月中日友好医院收治的 73例患者资

料，其中 59例 SCLC患者，14例肺部良性疾病患者。

肺部良性疾病患者中位年龄 65岁（46～85岁）；男性

8例，女性 6例；肺炎 5例，肺良性结节 5例，肺结核

2例，慢性阻塞性肺疾病 1例，特发性间质性肺纤维化

1例。SCLC患者中位年龄 66岁（42～85岁）；男性

48例，女性 11例；有吸烟史 42例，无吸烟史 17例；

根据美国退伍军人协会（VALG）分期标准，局限期

SCLC 18例，广泛期 SCLC 41例；24例根据美国国立综

合癌症网络（NCCN）指南进行化疗［7］，在化疗前及化

疗 2个周期后进行影像学评估，采用实体瘤疗效评价

标准（RECIST）评估疗效，部分缓解（PR）7例，疾病稳

定（SD）11例，疾病进展（PD）6例。本研究符合2013年
修订的《赫尔辛基宣言》相关要求，患者均知情同意并

签署知情同意书。

1.2 标本采集
取患者入院后空腹时肘前静脉血 3～5 ml，使用

乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝管（美国BD Diagnostics公
司）抗凝，样本4 ℃储存，24 h内完成检测。

1.3 FR+‑CTC检测方法
应用CTC富集纯化系统去除样品中的红细胞和

绝大多数白细胞并将样品中剩余的细胞包括CTC进

行检测，使用特异性小分子探针对CTC表面高表达的

叶酸受体（FR）进行标记和鉴别，然后使用特异性吸

引物，结合 Taqman探针，采用聚合酶链反应（PCR）技

术对CTC结合的小分子探针进行定量检测，通过对比

标准曲线评估样品中的CTC含量。引物序列为：反转

录（RT）引物（一段寡核苷酸用来偶联肿瘤特异性叶

酸配体），5'‑CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAAT
TCAGTTGAGGGTTCTAA‑3'；正向引物，5'‑TATGATT
ATGAGGCATGA‑3'；反向引物，5'‑GGTGTCGTGGAG
TCG‑3'；TaqMan探针，5' ‑FAM‑CAGTTGAGGGTTC‑
MGB‑3'［8］。按 FR+‑CTC试剂盒（CytoploRare，上海格

诺思博生物科技公司）说明书，3 ml全血样本中加入

红细胞裂解液（体积∶体积＝1∶4），4 ℃裂解 15 min，去
除红细胞；然后加入 150 μl抗 CD45磁珠和 50 μl抗
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CD14磁珠，4 ℃培养 30 min，分别去除白细胞和巨噬

细胞。富集的CTC加入 10 μl含有肿瘤特异性叶酸配

体‑寡核苷酸偶合物的探针标记液，室温培养 40 min。
然后加入 1 ml洗涤缓冲液，4 ℃、500×g离心 10 min，
重复 3次，去除未结合的探针。最后，加入 120 μl洗
脱缓冲液，4 ℃培养 2 min，洗脱下已结合的探针，离心

收集，加入 24 μl中和缓冲液，用于荧光定量PCR扩增

分析。PCR信号与数据的收集均通过采用ABI 7300
实时荧光定量聚合酶链反应仪（美国Life Technologies
公司）完成。反应条件为：95 ℃变性 2 min，40 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 30 s，8 ℃冷却 5 min；40个循环，95 ℃
变性10 s，35 ℃退火30 s，72 ℃延伸10 s［9］。
1.4 FR+‑CTC阳性判定方法

按试剂盒标准选取 FR+‑CTC ≥ 8.70 FU／3 ml为
阳性标准。

1.5 肿瘤标志物检测方法
使用Advia Centaur型全自动化学发光免疫分析

仪（德国拜尔公司）及配套试剂检测胃泌素释放肽前

体（Pro‑GRP）、神经元特异性烯醇化酶（NSE）、细胞角

蛋白 19片段抗原 21‑1（Cyfra21‑1）、癌胚抗原（CEA），

具体操作步骤按说明书进行。

1.6 统计学方法
采用 SPSS 20.0软件进行统计学分析，计量资料

呈非正态分布，用中位数（P25，P75）表示，组间两两比

较采用Mann‑Whitney U检验；双变量间相关性分析采

用 Spearman相关分析法；绘制受试者工作特征（ROC）
曲线并计算约登指数，评价诊断效能。以P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者FR+‑CTC水平比较
59例 SCLC患者 FR+‑CTC水平为 11.00 FU／3 ml

（7.10 FU／3 ml，14.50 FU／3 ml），阳性率为 66.10%
（30／59）。14例肺部良性疾病患者 FR+‑CTC水平为

6.75 FU／3 ml（5.03 FU／3 ml，7.85 FU／3 ml），阳性

率为 14.29%（2／14）。SCLC患者的 FR+‑CTC水平高

于肺部良性疾病患者，差异具有统计学意义（U＝
33.50，P＜0.01）。

2.2 FR+‑CTC 水平与 SCLC 患者临床特征的

关系
FR+‑CTC水平在不同年龄、性别、吸烟史的 SCLC

患者中差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；广泛期

SCLC患者 FR+‑CTC水平高于局限期 SCLC患者，差异

具有统计学意义（P＜0.01）（表1）。

2.3 SCLC 患者 FR+‑CTC 与 Pro‑GRP、NSE、

Cyfra21‑1、CEA的相关性分析
SCLC患者 Pro‑GRP、NSE、Cyfra21‑1、CEA水平分

别为 470.20 pg／ml（49.54 pg／ml，1 211.90 pg／ml）、

21.00 ng／ml（12.00 ng／ml，82.00 ng／ml）、3.74 ng／ml
（2.59 ng／ml，5.11 ng／ml）、3.50 ng／ml（2.20 ng／ml，
7.45 ng／ml），肺部良性疾病患者分别为 43.64 pg／ml
（39.39 pg／ml，47.71 pg／ml）、12.00 ng／ml（12.00 ng／ml，
16.00 ng／ml）、2.92 ng／ml（1.91 ng／ml，4.83 ng／ml）、
2.86 ng／ml（1.14 ng／ml，6.37 ng／ml）。Spearman相
关性分析结果显示，FR+‑CTC水平与 4项肿瘤标志物

Pro‑GRP、NSE、Cyfra21‑1、CEA均无相关性（r值分别

为-0.02、-0.16、-0.03、-0.08，均P＞0.05）。

2.4 FR+‑CTC 与 Pro‑GRP、NSE、Cyfra21‑1、
CEA对SCLC的诊断效能比较

绘制 ROC曲线（图 1），根据最大约登指数，选

择诊断 SCLC的 FR+‑CTC、Pro‑GRP、NSE、Cyfra21‑1、
CEA的截断值分别为 8.37 FU／3 ml、52.96 pg／ml、
17.00 ng／ml、1.92 ng／ml、1.23 ng／ml；FR+ ‑CTC的

ROC曲线下面积、诊断灵敏度和特异度分别为 0.84、
71.2%、92.9%，FR+‑CTC约登指数高于其他 4项肿瘤

标志物（表2）。

2.5 不同疗效 SCLC 患者化疗前后 FR+‑CTC

水平变化
24例 SCLC患者接受化疗，7例 PR患者化疗后

FR+‑CTC 水平与化疗前的差值为 -5.10 FU／ 3 ml
（-9.96 FU／3 ml，0.20 FU／3 ml）；11例 SD患者化疗

后 FR+‑CTC 水平与化疗前差值为 1.90 FU／ 3 ml
（-0.50 FU／3 ml，3.30 FU／3 ml）；6例 PD患者化

表1 不同临床特征小细胞肺癌患者FR+‑CTC水平比较

［FU／3 ml，中位数（P25，P75）］
项目

年龄（岁）

≥ 65

< 65

性别

男

女

吸烟史

有

无

分期

局限期

广泛期

注：FR+‑CTC为叶酸受体阳性循环肿瘤细胞

例数

29

30

48

11

42

17

18

41

FR+‑CTC

11.00（6.63，13.61）
11.82（7.6，15.85）

11.20（7.10，15.48）
9.80（6.70，13.54）

11.55（6.99，15.73）
11.00（8.02，13.77）

12.82（9.05，15.75）
6.90（5.90，10.10）

U值

367.00

256.00

351.50

166.00

P 值

0.30

0.88

0.93

<0.01
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疗后 FR+‑CTC水平与化疗前差值为 7.83 FU／3 ml
（4.25 FU／3 ml，11.87 FU／3 ml）。PD患者 FR+‑CTC
水平差值高于PR及 SD患者，SD患者FR+‑CTC水平差

值高于 PR患者，差异均有统计学意义（U值分别为

3.00、10.00、11.50，均P＜0.05）。

3 讨论

血行转移是恶性肿瘤常见的远处转移方式，而全

身性远处转移是导致患者死亡的重要因素之一。

SCLC患者发病隐匿，复发率高，易发生脑转移等远处

转移，预后不良。目前临床上用来判断 SCLC分期的

主要依据是影像学结果结合局部肿瘤浸润情况、淋巴

结转移及远处转移情况。因此，检测患者外周血中

FR+‑CTC可能对发现远处转移及进行肿瘤分期具有

指导意义。

本研究结果表明，SCLC患者外周血中 FR+‑CTC
水平高于肺部良性疾病患者，且FR+‑CTC水平不受年

龄、性别、吸烟史等因素的影响。在 SCLC的诊断效能

上，FR+‑CTC的约登指数高于其他 4项肿瘤标志物，灵

敏度（71.20%）及特异度（92.90%）均较好，是有效的

辅助诊断指标，FR+‑CTC的截断值为8.37 FU／3 ml，提
示在临床上诊断 SCLC时选取的FR+‑CTC值可能小于

试剂盒阳性标准。由于 SCLC患者外周血CTC结果与

临床分期之间相关性较高，因此可辅助影像学结果用

于临床分期，同时FR+‑CTC也可弥补影像学检查的空

窗期。与目前临床常用的肺癌相关肿瘤标志物进行

相关性分析显示，FR+ ‑CTC水平与 Pro ‑GRP、NSE、
CEA、Cyfra21‑1水平均无相关性，因此临床应用中

FR+‑CTC可作为一种独立的肿瘤标志物对 SCLC进行

诊断及疗效评估。化疗是 SCLC患者的主要治疗手

段，本研究结果提示 CTC在化疗前后的变化水平与

RECIST评级相关，化疗获益组（PR、SD）患者化疗后

FR+‑CTC下降水平高于 PD患者。因此 FR+‑CTC可以

早期诊断 SCLC、动态评估疾病分期、监测病情变化及

辅助临床评估化疗疗效，进而可以在临床上指导

SCLC患者的个体化治疗。

Jin等［10］对 18例早期肺腺癌患者进行研究，其根

据CTC检测进行诊断的灵敏度为 94%，研究同时收入

健康志愿者作为对照组，结果显示健康志愿者均未检

出CTC，提示CTC对早期肿瘤有较高的诊断价值。本

研究结果与 Jin等［10］的结果大致相同。但关于 SCLC
与非小细胞肺癌（NSCLC）CTC表达差异性的研究较

少，Chen等［11］关于NSCLC的研究中选取的截断值为

8.93 FU／3 ml时灵敏度为 74.4%，特异度为 86.6%。

Yu等［12］在对于 NSCLC患者的研究中得出 CTC对于

NSCLC患者的灵敏度为 73.2%，特异度为 84.1%，其

截断值为 8.64 FU／3 ml，本研究 SCLC的截断值为

8.37 FU／3 ml，提示在临床上诊断 SCLC时选取的

CTC值可能小于NSCLC患者。Maly等［13］针对肺癌患

者外周血CTC的研究结果显示，CTC阳性率与血清肿

瘤标志物升高的水平无关，但与肺癌的临床分期有

关，其中Ⅰ期肺癌的 CTC阳性率为 67.2%，CTC对肺

癌的早期诊断更为灵敏。此结果与本研究结论相同。

Shen等［14］研究了FR+‑CTC对接受一线化疗 SCLC患者

注：A为叶酸受体阳性循环肿瘤细胞；B为胃泌素释放

肽前体；C为神经元特异性烯醇化酶；D为细胞角蛋白

19片段抗原21‑1；E为癌胚抗原

图 1 叶酸受体阳性循环肿瘤细胞及 4项肿瘤标志物

诊断小细胞肺癌的受试者工作特征曲线

表2 叶酸受体阳性循环肿瘤细胞及 4项肿瘤标志物对小细胞肺癌的诊断效能比较

标志物

叶酸受体阳性循环肿瘤细胞

胃泌素释放肽前体

神经元特异性烯醇化酶

细胞角蛋白 19片段抗原21‑1
癌胚抗原

灵敏度

（%）
71.20
74.60
57.60
96.60
98.30

特异度

（%）
92.90
85.70
85.70
28.60
28.60

约登指数

0.64
0.60
0.43
0.25
0.27

受试者工作特征曲线下面积

（95% CI）

0.84（0.74～0.93）
0.75（0.64～0.87）
0.70（0.58～0.81）
0.60（0.42～0.78）
0.63（0.45～0.80）
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的疗效评价意义，结果显示 CTC水平是接受化疗

SCLC患者疗效评估的有价值标志物，该研究纳入了

80例患者，FR+‑CTC阳性率为 83.8%（67／80），在对化

疗效果的评估中，PR患者的 CTC水平在 2个周期化

疗后显著下降，而 SD患者变化不显著。本研究结果

显示 PR患者化疗后的 FR+‑CTC下降幅度大于 SD及

PD患者，与Shen等［14］的研究结果相似。

综上所述，本研究显示 FR+‑CTC可用于 SCLC的

辅助诊断、分期及对化疗疗效的评估，但由于样本数

偏少且为回顾性研究，在统计分析上可能存在误差，

因此相关结论还有待大样本多中心前瞻性研究进行

补充。本研究今后可进一步纳入 NSCLC患者，对比

不同病理类型肺癌患者CTC水平的差异性，或可进一

步对比不同癌种患者CTC水平的差异。
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