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摘要：目的探讨叶酸受体(FR)阳性循环肿瘤细胞(CTC)检测对肺癌的诊断效能。方法 胸部cT检查提示

可疑肺癌的孤立性肺小结节患者38例，术后病理诊断为早期肺癌29例、肺良性病变9例。术前均留取静脉血检测

FR阳性CTC。结果 29例早期肺癌及9例肺良性病变患者的FR阳性CTC分别为(10．87±2．62)、(8．03±2．56)

FU／3 mL，两者相比，P<0．05。以术后病理检查结果作为诊断肺癌的金标准，kappa一致性检验显示FR阳性CTC

诊断肺结节具有一定的准确性(kappa=0．649，P<0．01)。以FR阳性CTC作为肺癌的诊断指标，其ROC曲线下面

积为0．837(95％CI为0．650—1．000)，最佳截断值为8．7 FU／3 mL，诊断灵敏度为89．7％、特异度为77．8％。结论

FR阳性CTC检测对早期肺癌具有较好的诊断效能。
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大多数肺癌确诊时已处于晚期，只能得到有限

的治疗，患者5年生存率仅为15％，如果肺癌在发

生早期就能诊断并完全切除，患者5年生存率将会

提升至67％¨’21。孤立性肺结节公认的定义为单一

的、边界清的、影像不透明的、直径≤30 mm的、周围

完全由含气肺组织所包绕的病变，没有肺不张、肺门

增大或胸腔积液表现旧J。目前临床上鉴别肺部结

节的良恶性主要依靠影像学、肿瘤标志物及组织病

理检查等。常用于肺癌诊断的肿瘤标志物主要有癌

胚抗原(CEA)、肿瘤相关糖类抗原、细胞角蛋白

(CYFRA)片段、神经元特异性烯醇化酶(NSE)等，

但在早期肺癌或者某些癌前病变中上述标志物表达

量相对较低HJ，致使其诊断早期肺癌的灵敏度和特

异度均不高。即使影像学检测发现肺部有小结节，

做不做手术也成了一件难以抉择的事情，若肺部结

节癌症倾向不明显，多根据Fleischner学会的推

荐K’叫进行随访，但进行随访有利有弊，一些肺癌患

者因为随访时间长错过了早期切除的机会。肿瘤细

胞自发地从原发肿瘤和转移灶释放入血液循环中，

或者由于侵人性操作导致的肿瘤细胞进入血液循环

中，即为循环肿瘤细胞(CTC)H。。CTC逃避免疫系

统识别和杀伤，聚集形成微肿瘤栓，在合适的条件下

发展为转移病灶旧J。虽然CTC的发现很早，但直到

近几年其临床应用潜力才得到认可∽'10J。上皮细
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胞黏附分子(EpCAM)是表达于人类部分正常上皮

细胞和大多数恶性上皮肿瘤细胞表面的糖蛋白，目

前主要通过检测EpCAM来确认CTC，但非小细胞

肺癌(NSCLC)患者的CTC经常不表达EpCAM，通

过检测EpCAM来确认NSCLC患者的CTC敏感性

低¨1|。叶酸受体(FR)在许多上皮源性恶性肿瘤细

胞中高表达，尤其在肺癌和卵巢癌细胞中几乎都有

表达，可采用配体靶向酶联聚合反应检测FR阳性

的肺癌CTC¨2卅4|。本研究采用配体靶向PCR法对

38例胸部CT检查提示可疑肺癌的孤立性肺小结节

患者的FR阳性CTC进行了检测，并探讨分析了其

对早期肺癌的诊断效能。现将结果报告如下。

1资料与方法

1．1 临床资料2016年6～12月武汉大学人民医

院收治的可疑肺癌的孤立性肺小结节患者38例，男

16例，女22例；年龄41—74岁。纳入标准：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(结节最大直

径<3 cm)，未伴有纵隔淋巴结肿大或其他转移灶；

患者纳入本研究前未接受抗肿瘤药物治疗。所有患

者接受手术治疗，术后病理诊断早期肺癌29例(腺

癌21例、鳞癌8例，均未发现淋巴结转移灶和远处

转移灶)及肺良性病变9例。排除标准：胸部CT检

查提示肺多发结节者，其他部位肿瘤继发肺转移、既

往接受手术及放化疗治疗者；肺部肿瘤复发患者。
1．2 FR阳性CTC的检测纳入的38例患者在

69



即将手术时抽取肘前静脉血3 mL，EDTA抗凝，4℃

储存，24 h内完成血液处理并进行FR阳性CTC的

检测测。首先通过免疫磁珠负向富集法从3 mL外

周血中捕获CTC，然后通过配体靶向PCR法定量检

测FR阳性CTC，FR阳性CTC检测试剂盒由格诺思

博生物科技(上海)有限公司提供。根据试剂盒说

明书，将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止的抗CD舾磁珠和50汕的抗CD。。
磁珠，4 cC孵育30 rain，分别去除白细胞和巨噬细

胞；将富集的CTC加入10止的含有肿瘤特异性叶
酸配体一寡核苷酸偶合物的探针标记液，室温孵育
40 min；接着将这些样品加入1 mL的洗涤缓冲液，4

℃、500 g离心10 rain，重复3次，去除未结合的探

针；最后加入120止的洗脱缓冲液，4℃孵育2
min，洗脱下已结合的探针；离心收集已结合的探针，

加入24灿的中和缓冲液，用于荧光定量PCR扩
增，PCR信号与数据的收集通过ABl7300(Life

Technologies，Carlsbad，CA)仪器完成(ABl7300仪

器反应条件：95℃变性2 min，40℃退火30 s，72 oC

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10s【14,15]。3 mL血

液中检测到1个FR阳性CTC，就定义为1 Folate U-

nit(Fu，这是一个自我定义的测量单位)¨1|。

1．3统计学方法采用SPSS21．0统计软件。两组

间计量资料的比较用独立样本t检验，多个样本之间

的比较用Kruskal．Wallis检验；诊断一致性分析采用

kappa一致性检验；灵敏度=真阳性／(真阳性+假阴

性)×100％，特异度=真阴性／(真阴性+假阳性)×

100％；以灵敏度为纵坐标、(1～特异度)为横坐标绘

制ROC曲线，利用ROC曲线计算Youden指数，将

Youden指数最大的切点确定为FR阳性CTC诊断肺

癌的最佳临界点。P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

29例早期肺癌及9例肺良性病变患者的FR阳

性CTC分别为(10．87±2．62)、(8．03±2．56)FU／3

mL，两者相比，P<0．05。

以术后病理检查结果作为诊断肺癌的金标准，

kappa一致性检验显示FR阳性CTC诊断肺结节具

有一定的准确性(kappa=0．649，P<0．01)。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8．7 FU／3 mL，诊断灵敏度为89．7％、特异度为

77．8％，说明FR阳性CTC检测对肺癌具有较好的

诊断效能。
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3讨论

随着环境变化，肺癌的发生率越来越高，死亡

率也排在肿瘤病死率的首位，人们逐渐开始注重体

检，肺部小结节检出率较前大大提升。但肺部结节

是不是肺癌的问题，是否需要立刻行手术活检还是

随访，都是干扰医师和患者的问题。目前没有一种

肿瘤标志物可以准确预测或诊断肺部肿瘤，特别是

早期肺癌，即使多种肺癌肿瘤标志物联合检测(CEA

+SCC+CYFRA21—1)，其对于早期肺癌的诊断阳性

率也仅为19．4％【16]。本研究结果显示，FR阳性

CTC检测对肺癌具有较好的诊断效能，其诊断早期

肺癌的敏感度为89．7％，明显高于一般的肺癌肿瘤

标志物。

目前已经有一些可靠且可重现的技术用于分离

和检测外周血中的肿瘤细胞，然而这些方法均有不

同的局限性，在临床实践中尚没有一种标准的方法

来检测CTCⅢ1。CellSearch系统是较早用于检测

CTC的标准系统，已经获得了美国食品药品管理局

批准作为某些肿瘤如前列腺癌、乳腺癌患者CTC的

检测，该技术是依赖上皮细胞标记物(如EpCAM)

来识别CTC，然而由于上皮间质转化的存在，其对晚

期肺癌患者的阳性检出率只有32％u8|。同理也很

难通过EpCAM微流体CTC芯片检测到NSCLC患

者的CTC。另外，可以通过肿瘤细胞的大小分离检

测CTC，该技术基于细胞的形态学特征，而不利用细

胞表面免疫标记物，其优点在于不依赖CTC的表面

抗原，保持了CTC形态和活性，但获得的CTC纯度

很低，而且很容易丢失直径比较小的CTC。

FR具有很强的组织和肿瘤特异性，在肺癌特别

是在非小细胞肺癌细胞表面高度表达，每个细胞表面

的FR高达几十万个，而FR在健康人血液细胞中几

乎未见有表达¨9|，所以FR是理想的CTC检测靶点。

本研究采用的配体靶向PCR技术是用叶酸连接的寡

核苷酸进行标记并用定量PCR进行定量分析，通过

这种方法，将1个CTC放大成至少50万个表面受体

分子，然后通过荧光定量PCR将这50万个分子再高

保真地进行放大扩增检测，通过这两级放大，可以检

测到3 mL血液样本中极少量的CTC，这即是人CTC

检测试剂盒的工作原理，这种检测方法大大增加了检

测CTC的敏感陛。本研究用此方法检测可疑肺癌患

者的CTC，也增加了本研究的可信度。

本研究共入组了29例早期肺癌患者、19例肺

部良性疾病患者，研究结果显示两组受检者的FR

阳性CTC差异有统计学意义。ROC曲线分析确定

了8．70 FU／3 mL的FR阳性CTC为诊断早期肺癌
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的最佳截断值，这也与之前的大样本分析研究结论

相符¨2’14J。在此截断值的基础上，FR阳性CTC诊

断早期肺癌的灵敏度为89．7％、特异度为77．8％，

与Lian等Ⅲ1的研究结果相符(以8．70 FU／3 mL为

最佳截断值，其灵敏度为82．5％，特异度为72．2％，

其中对I期肺癌的诊断灵敏度高达86．6％)。然

而，却与Wang等u副的研究结果有所差别，在他们

的研究中得出CTC灵敏度仅为77．7％，而特异度达

89．5％，这可能是因为本研究人组患者胸部CT表

现癌症倾向明显(将胸部CT表现为磨玻璃影、半实

性结节或实性结节伴有周围不光滑的患者入组)，

CTC可能释放人外周血的量较多，这也间接提示

CTC检查联合胸部CT检查可能会提高肺癌诊断阳

性率；此外，本研究纳入的病例较少，可能也会影响

实验结果。本研究还发现，以FR阳性CTC作为肺

癌的诊断指标，其AUC值较高(0．837)，高于CEA、

NSE、CYFRA21的AUC值(分别为0．617、0．613、

0．527。这说明FR阳性CTC更容易辨别肺结节的

良恶性，较一般肿瘤标志物具有较好的诊断效能，与

Lian等⋯o的研究结果相符(FR阳性CTC对肺癌及

I期肺癌具有较高的诊断准确性，AUC值分别为

0．859和0．912。此外，本研究kappa一致性检验结

果显示FR阳性CTC诊断肺结节具有一定的准确性

(kappa=0．649，P<0．01)。

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。

研究一1发现，CTC计数与肺癌患者无进展生存期

(PFS)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PFS和OS；另外，

Krebs等¨副在对101例晚期NSCLC的研究中，应用

CellSearch系统检测CTC，CTC计数变化可作为晚于

ⅢA期的NSCLC的预后判断因子，其也是预测Os

的最有价值指标之一。CTC与化疗或放射治疗

NSCLC的疗效也有关联，有学者Ⅲ1在对43例接受

化疗的NSCLC患者的研究中发现，患者CTC计数

越高，其Os和PFS越低，提示CTC可作为评估放

NSCLC化疗疗效的指标之一。本研究入组的肺癌

患者也在持续随访中，将进一步观察其FR阳性

CTC计数是否能够预测早期肺癌的PFS和OS。

综上所述，FR阳性CTC检测可作为筛查孤立

性肺结节、诊断早期肺癌的有效生物标志物。鉴于

此次纳入的病例较少，进一步进行大样本前瞻性实

验来验证我们的结论是非常必要的。
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骑跨型肺动脉栓塞合并多处巨大血栓的
临床特点、诊断及治疗(附1例报告)

廖世均，吴鹏，梁卫东

(成都医学院第一附属医院，成都610000)

摘要：目的探讨骑跨型肺动脉栓塞合并多处巨大血栓的临床特点、诊断及治疗方法。方法 对I例骑跨型

肺动脉栓塞合并多处巨大血栓患者的临床资料进行回顾性分析。结果 患者因“2 d内反复晕厥3次”人院，入院

时无胸闷、胸痛、气紧、咳嗽、心悸，无抽搐、大小便失禁等表现，有长期饮酒史及吸烟史。心脏彩超检查显示右心房

巨大血栓。肺动脉和下腔静脉CT血管三维成像平扫、增强扫描显示双肺动脉主干骑跨型肺栓塞(急性)，双肺门水

平肺动脉主干及叶、段分支内血栓，下腔静脉血栓。予低分子肝素钙5 000 IU，每12 h 1次，连续5 El抗凝；注射用

尿激酶50万单位，持续泵入12 h，间隔24 h，连续3次溶栓。并予以下腔静脉滤器植入，治疗后第5日复查显示右

心房巨大血栓、肺动脉骑跨型血栓消失，肺动脉分支主干、叶段等血栓明显减小，下腔静脉巨大血栓、左侧胭静脉血

栓明显好转，停止抗凝、溶栓治疗，予以华法林I．25 mg(1次／d)抗血小板治疗，好转出院。继续华法林1．25 mg(1

次／d)抗血小板治疗，随访18个月，未见新发血栓。结论 骑跨型肺动脉栓塞合并多处巨大血栓患者最常见的临

床表现为呼吸困难、晕厥等，临床表现虽然急、重，但死亡比例不高；诊断主要依靠CT血管造影，可以结合D一二聚

体、超声等判断是否有血栓存在；常规的治疗包括抗凝、溶栓、手术取栓术等手段。

关键词：骑跨型肺栓塞；巨大血栓；CT血管造影；D一二聚体；溶栓
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骑跨型肺栓塞是跨越肺动脉主干分叉的可见血

栓⋯，是肺栓塞的一种特殊类型，由CT肺动脉造影

检查确认，其出现时提示患者当时血流动力学不稳

定，若不及时治疗可能致死。骑跨型肺栓塞由于临

床症状特异性差、发生几率低，诊治时具有一定迷惑

性，准确诊断及恰当治疗有重要作用。2015年8

月，我们收治了l例骑跨型肺动脉栓塞合并多处巨

大血栓患者，现结合患者的临床资料，探讨该病的临

床特点、诊断及治疗方法。

1 资料分析

患者男，78岁，因“2 d内反复晕厥3次”，于

2015年8月24日入我院。入院时无胸闷、胸痛、气

紧、咳嗽、心悸、抽搐、大小便失禁等表现。查体：T
36．6 oC，R 20次／min，BP 117／74 mmHg，SpO，98％，

通信作者：梁卫东(E-mail：53701944@qq．corn)

全身未见皮下出血点，口唇无紫绀，无颈静脉怒张，

肺部闻及散在湿罗音，心律齐，心率100 b欠／min，心

界稍增大，双下肢无水肿，足背动脉搏动可，四肢肌

力正常，相关神经反射正常引出。既往体健，有长期

饮酒史及吸烟史，无相关疾病史。

2015年8月24日，外院胸部CT：双肺散在感

染；双侧胸腔少量积液。血气分析：二氧化碳分压
4．10 kPa，血液酸碱度7．47。凝血检测：凝血酶原时

间(PT)13．0 S，纤维蛋白原(FIB)6．78 g／L。血液分

析：中性粒细胞百分比88％。心蛋白酶谱：肌钙蛋

白．I 1．22斗g／L，肌酸激酶同工酶6．6斗g／L。B型钠

尿肽1 147 pg／mL。2015年8月26日，我院心脏彩

超：右心房内探及一长条形状中等回声物，宽约0．9

em，随心脏搏动自由摆动，不时进入右心室及下腔

静脉内，长度难以测量，估计约10 cm以上，未见明

显附着点。201 5年8月27日，肺动脉和下腔静脉
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