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探讨叶酸受体阳性循环肿瘤细胞在肺癌患者

早期诊断与预后评估中的作用
谭锦莉 林勇平 徐韫健

【摘要】 目的 探讨叶酸受体阳性循环肿瘤细胞（FR+CTC）在肺癌患者早期诊断与预后评估

中的作用。方法 分析2020年3月至2020年10月广州医科大学附属第一医院胸外科、呼吸科住院和

门诊患者的FR+CTC（CytoploRare®）检测结果对于不同疾病类型的灵敏度，以及和肺癌患者结节大

小、病理分期和病理类型的关系。结果 FR+CTC水平与性别、年龄无关。良性疾病患者中，FR+

CTC的灵敏度为 73.9%。初诊患者中，FR+CTC的灵敏度为76.0%。FR+CTC阳性灵敏度对于肺癌早期

诊断的临床符合率是75.8%，术后和治疗后患者FR+CTC水平相比初诊患者下降；FR+CTC水平整体

和分期有一定的相关性，Ⅰ期患者中FR+CTC的灵敏度为71.5%，适用于肺癌的早期发现。浸润癌与

原位癌/微浸润的FR+CTC差异具有统计学意义（P=0.0371）；FR+CTC水平与肺结节/肿块大小没有明

确的相关性。结论 FR+CTC在肺癌患者早期诊断中起重要作用，其与肺癌肿瘤分期、浸润性有相关

性，是较好的预后评估指标。
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【Abstract】 Objective To investigate the role of folic acid receptor circulating tumor cells in early

diagnosis and prognosis of lung cancer patients. Methods Folic acid receptor levels in inpatients and

outpatients of thoracic surgery/respiratory department of our hospital from March to October 2020 were

analyzed, and the relationship between the size of nodules, pathological stages and pathological types was

analyzed. Results Among patients with benign diseases, the sensitivity of FR+CTC was 73.9%; among

newly diagnosed patients, the detection rate of FR+CTC was 76.0%, and the overall clinical compliance rate

was 75.8%. There was a correlation between postoperation/overall and staging of FR+CTC level. The CTC

level of stage Ⅳ patients was significantly higher than that of stage Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ patients (P=0.0371). There were

statistically significant differences in FR+CTC between infiltrating carcinoma and in situ carcinoma/

microinfiltrating carcinoma. There was no clear correlation between FR+CTC level and pulmonary nodule/

mass size. Conclusions FR level plays an important role in the early diagnosis of lung cancer patients,

which is correlated with tumor stage and invasion, and is a good prognostic indicator.
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叶酸（folic acid）是人体机体细胞生长和繁殖

所必须的物质，由于人体自身不能合成，需要从外

界摄取。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。FR

是一种跨膜单链糖蛋白，在与叶酸高亲和度结合后

将其转运至细胞内[1]。肿瘤细胞在增殖过程中需要

摄取大量叶酸用于DNA的合成[2]，因此FR在人体

大部分的肿瘤细胞中都有特异性的高表达，如肺

癌、子宫内膜癌、泌尿系统癌等[2, 3]，而正常的组

织细胞及除被激活的单核细胞亚群以外的正常血细

胞中仅表达几乎检测不到的FR。单个循环肿瘤细

胞（circulating tumor cell，CTC）可以结合足够的

叶酸复合物，使这些细胞在体内通过病人的外周血
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管能够被检测到[4]。研究发现通过向活体注射一种

肿瘤特异性的荧光配体识别FR，对表层血管进行

多光子荧光成像来计数流动的CTC，该方法能检

测到CTC的存在[5]。因此FR靶向的肿瘤诊断策略

具有可行性和应用前景[6, 7]。

为评估叶酸受体阳性循环肿瘤细胞（FR+

CTC）在肺癌患者早期诊断的作用，以及探讨其在

肺癌术后及放化疗后预后评估中的可行性，本研究

分析了605例接受FR+CTC检测的患者的情况，现

报道如下。

l 资料与方法

1.1 临床资料

收集 2020年 3-10月在广州医科大学附属第一

医院胸外科、呼吸科住院和门诊有明确病理诊断的

肺部疾病患者，纳入标准：（1）年龄 18~80 岁；

（2）有明确的病理诊断；（3）接受FR+CTC检测。

排除标准：（1）长期服用叶酸且在抽血前停药少于

3 d；（2）患者信息不完整。

1.2 主要试剂和仪器

CytoploRare® FR+CTC检测试剂盒（免疫磁珠

负向筛选+靶向荧光定量PCR法）购自上海格诺思

博；ABI 7500荧光定量PCR仪购自美国赛默飞。

1.3 方法

1.3.1 标本收集与保存 用加有EDTA抗凝剂的

6 ml真空采血管抽取病人静脉血 4 ml，上下颠倒

7~8 次。样本一经采集，则应尽快送至检测实验

室。如若不能马上送检样本，则 4~10 ℃暂存，并

在24 h之内进行检测。

1.3.2 FR+CTC的分离、活化、标记 取临床标

本全血3 ml置于15 ml离心管中，加入12 ml细胞裂

解液裂解，加入白细胞去除磁珠以去除白细胞。加

入100 μl细胞活化液，冰上孵育1 min以活化细胞。

加入390 μl反应缓冲液重悬细胞；然后加入100 μl

封闭缓冲液至细胞样品的离心管中，室温孵育

20 min；加入 10 μl探针标记液，室温孵育 40 min；

加入900 μl细胞洗涤液终止反应；离心收集细胞。

1.3.3 样品的 PCR检测 每份反应体系配制如

下：PCR反应液12.5 μl，引物工作液1 μl，PCR去

离子水9 μl，总体积22.5 μl，加入2.5 μl的样品或

校准品。按以下程序进行PCR扩增：95 ℃ 2 min，

40 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，8 ℃ 5 min，95 ℃ 1 min；

95 ℃ 10 s， 35 ℃ 30 s， 72 ℃ 5 s， 40 个循环。

35 ℃退火时检测荧光信号，检测荧光选择 FAM，

并用ROX进行校正。

1.3.4 检验结果计算 计算各校准品Ct值均值；

将校准品标示值的对数值作横坐标，校准品检出的

Ct值均值作纵坐标，进行线性回归分析，得出校

准品定量曲线；通过校准品定量曲线计算出样品每

个复孔的检测值；计算 3 ml检测样品与质控品的

均值。根据已发表研究，将参考值设为8.7 FU/3 ml[8-10]。

1.4 统计学方法

采用SPSS 19.0统计学软件进行分析，非正态

分布型连续性变量用M（Q1，Q3）表示，组间比较

使用非参数Wilcoxon独立轶和检验。各分析因素组

间FR+CTC值比较用 2×2四格表或 3×2行列表的

χ2检验，分类变量用[例（%）]表示。P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 患者临床资料与检测结果

最终纳入 605例患者，其中错构瘤、肉芽肿、

囊肿、纤维组织增生等肺部良性疾病患者 46 例，

肺部恶性肿瘤患者 559例（初诊肺癌患者 350例，

肺癌术后患者 124例和肺癌放化疗后患者 85例）。

从病理亚型看，腺癌约占 4/5；从浸润程度看，浸

润性癌约占 3/5；在临床分期上，Ⅰ期患者约占

2/3。见表1。

2.2 结节/肿块位置及性质

在 605例患者中，539例患者有明确的结节或

肿块位置信息，29.5%（159/539）位于右上肺，

6.5%（35/539）位于右中肺，20.2%（109/539）位

于右下肺；23.9%（129/539）位于左上肺，14.7%

（79/539）位于左下肺；5.2%为多发结节（28/539）。

2.3 整体性能评估

良性疾病患者中，FR+CTC的灵敏度为 73.9%

（34/46），初诊肺癌患者中，FR+CTC的灵敏度为

76.0%（266/350）。FR+CTC 灵敏度对于肺癌早期

诊断的临床符合率是75.8%（300/396）。

经治患者FR+CTC水平相比初诊患者下降，其

中肺癌术后与初诊患者相比差异无统计学意义（P

=0.1878），肺癌放化疗后患者与初诊患者相比差异

有统计学意义（P=0.0022）。见图1。
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2.4 FR+CTC与肿瘤分期相关性分析

肺癌初诊患者中，275例有明确的病理分期，

FR+CTC水平整体和分期有一定的相关性，Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ期患者 FR+CTC 水平分别为 11.6 FU/3 ml，

12.20 FU/3 ml，12.95 FU/3 ml 和为 19.90 FU/3 ml，

Ⅳ期显著高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期（P=0.0278）。

Ⅰ期患者中 FR+CTC的检出率为 71.5%（168/

235），适用于肺癌的早期发现。见图2。

表表1 患者基本资料

项目

年龄［岁，M（Q1，Q3）］

性别（例，男/女）

结节大小［cm，M（Q1，Q3）］

FR+CTC值［M（Q1，Q3）］

病理亚型［例（%）］

腺癌

鳞癌

大细胞肺癌

其他非小细胞肺癌

小细胞肺癌

未知

病理组织学［例（%）］

原位癌

微浸润

浸润

未知

临床分期［例（%）］

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

未知

肺部良性疾病（n=46）

54（44，68）

27/19

7.2（6.1，8.1）

初诊肺癌（n=350）

60（52，71）

175/175

1.5（0.9，3.2）

12.1（8.9，19.9）

268（76.6）

25（7.1）

2（0.6）

4（1.1）

9（2.6）

42（12.0）

8（2.3）

55（15.7）

180（51.4）

107（30.6）

235（67.1）

14（4.0）

18（5.1）

8（2.3）

75（21.4）

肺癌术后（n=124）

57（47，73）

64/60

1.8（1.2，3.5）

7.9（6.5，9.0）

111（89.5）

7（5.6）

0（0.0）

0（0.0）

0（0.0）

6（4.8）

2（1.6）

17（13.7）

88（71.0）

17（13.7）

87（70.2）

12（9.7）

9（7.3）

10（8.1）

6（4.8）

肺癌放化疗后（n=85）

59（51，70）

43/42

2.4（1.1，2.8）

8.9（6.8，9.6）

67（78.8）

3（3.5）

0（0.0）

0（0.0）

12（14.1）

3（3.5）

2（2.4）

5（5.9）

52（61.2）

26（30.6）

52（61.2）

4（4.7）

8（9.4）

11（12.9）

10（11.8）

注：aP＜0.05

图图1 不同组别患者的FR+CTC水平分布情况

注：aP＜0.05

图图2 肺癌不同分期的FR+CTC水平分布
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2.5 FR+CTC水平与肿瘤浸润性的相关性分析

初诊患者中原位癌有8例、微浸润有55例，浸

润癌有180例，浸润癌与原位癌/微浸润的FR+CTC

水平差异具有统计学意义（P=0.0371）。见图3。

2.6 结节/肿块大小与FR+CTC水平相关性

初诊患者中 247例患者有肿物大小，FR+CTC

水平与肺结节/肿块大小差异无统计学意义（P=

0.5609）。见图4。

2.7 患者术前术后FR+CTC水平分析

术前术后配对组有 90例，配对组结果：术前

FR+CTC 中位值为 12.2（8.8，17.3）FU/3 ml，高

于术后 FR+CTC 中位值 8.6（6.7，12.5）FU/3 ml，

两组FR+CTC水平差异有统计学意义，P=0.000 5。

见图5。

90例术前术后配对数据中，术后下降的有59例

（65.6%），术后上升的有31例（34.4%），其中下降

50%以上的共 20例（22.2%），下降 50%以下的共

39例（43.3%），上升50%以内的共20例（22.2%），

上升50%以上的共11例（12.2%）。

3 讨 论

肺癌是我国及全球第一大癌种[11]，我国每年新

发肺癌人数约 80万人[12]。肺癌的早期表现通常为

CT 影像学下呈现的肺小结节，但是肺小结节中

90%~95%为良性结节。由于早期病灶小，CT检查

不易发现，即使发现后也往往无法定性，直接导致

延误最佳治疗时机。此外，其它筛查手段如自身免

疫抗体、肿瘤标志物等在灵敏度及特异性上均存在

明显不足[13-16]，因而无痛无创、准确率高的CTC检

测于肺癌的早期筛查具有重大的临床意义。基于FR

标靶的FR+CTC检测对于肺癌的早期筛查和诊断具

有极高的灵敏度和特异性[17]，并且在临床上已获得

了广泛的使用。大量研究证实，FR+CTC对肺癌检

测灵敏度为80.2%，特异性为88.0%，其中在早期肺

癌检测中灵敏度高出临床上其它常规肿瘤标志物3~

5倍以上[8, 18-21]，提示FR+CTC可准确检测早期肺癌。

本研究中，良性疾病患者中，FR+CTC的灵敏度为

73.9%，不排除白细胞计数增多或近期摄入叶酸而

FR水平升高导致假阳性结果；初诊350例患者中，

通过术后的病理诊断结果分析，FR+CTC的灵敏度

为76.0%，略低于已发表研究报道的82.5%[22]。Ⅰ期

患者中FR+CTC的敏灵敏度为 71.5%，略高于已发

表研究报道的68.6%[23]，适用于肺癌的早期发现。

无论是手术切除还是药物治疗，FR+CTC的水

平均可反映出肿瘤的生长活跃状态，与患者的预后

注：aP＜0.05

图图3 浸润癌与原位癌/微浸润的FR+CTC的水平分布

图图4 肺癌患者肺结节/肿块大小与FR+CTC水平分布

注：aP＜0.05

图图5 肺癌患者术前术后FR+CTC水平
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密切相关[24]。临床数据显示：CTC检测结合肿瘤

最大径可在术前对于≤2 cm的亚结节浸润性进行

有效评估[25]，同样本研究也发现浸润癌与原位癌/

微浸润的FR+CTC差异具有统计学意义，通过FR+

CTC水平可协助预测肿瘤的浸润程度；而且 FR+

CTC水平整体和分期有一定的相关性，Ⅳ期患者的

CTC水平明显高于Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期患者，由于项目进

展过程该院胸外科和呼吸科患者都是偏向于中早期，

该结论仍然需要大数据来进一步验证。术后大部分

早中期肺癌患者在2周后CTC水平出现较明显下降，

而少数CTC水平出现明显上升的患者，复发的几率

高，可能存在未被发现的隐匿病灶[26]。本研究中术

后下降的占65.6%，术后上升为34.4%，究其原因有

两个。首先，术前术后配对里面有一部分患者是术

后马上抽血检测的，由于肿瘤释放CTC不一定为平

均分布，且抽取检测的血液也无法代表患者整体循

环中CTC的数量。通常而言，释放入血的CTC可存

活24 h。术后CTC数值建议在手术后至少1个月时

检测，术后1~2周之内可能由于大量肺上皮细胞释

放入血干扰检测结果。其次，对于术前便检出CTC

升高的患者，90%以上术后CTC恢复至正常值，提

示手术清除原发病灶的效率极佳，并且无肉眼不可

见的肿瘤病灶存在。对于术后仍升高的患者，可能

术前便存在肉眼不可见的肿瘤细胞（CTC弥补胸部

CT无法发现肉眼不可见病灶的劣势）持续释放入

血，手术去除原发灶后，可能需要接受辅助化疗帮

助清除此部分病灶[9, 10, 27-29]。

FR+CTC试剂盒获批 3类证前需要做临床验证

实验，上海格诺公司FR+CTC检测试剂盒在上海市

胸科医院、上海市肺科医院、中国医学科学院肿瘤

医院进行临床验证的，总共入组了1210例受试者，

受试者均在术前或治疗前进行FR细胞检测，部分

患者术后或治疗后进行第二次检测。根据术后病理

结果可将受试者分为肺癌组、良性疾病组、健康人

组及其他肿瘤患者组，通过术前FR+CTC检测值与

术后病理结果进行分析，当cut off值为8.7 FU/3 ml

的时候，ROC曲线下面积最大，此时试剂盒灵敏

度可达 80%，特异性 88%[8, 18, 21]。同样的，临床验

证也进行了动态实验，通过对患者治疗前后进行

FR+CTC检测，结合临床信息，最终发现该产品用

于体外定量检测人全血中 FR+CTC。本产品在CT

检查出现肺结节且不确定是否为肺部肿瘤时，采用

该检测或联合其他肿瘤标志物作为CT检查的一种

补充手段，辅助诊疗专家进行判定[30, 31]。

因此，用于临床疑似肺癌患者的辅助诊断时，

检测结果阳性不作为肺癌的确诊证据，检测结果阴

性也不能排除患者肺癌的可能性。该产品不用于肿

瘤早期诊断，不适用于普通人群的肿瘤筛查，不得

作为确诊或排除肿瘤的唯一依据。
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