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同步原位检测 ＣＴＣ多重瘤标蛋白表达与染色体异倍
体的意义及应用
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摘要：循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣ）及播散肿瘤
细胞（ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＤＴＣ）的可靠检测主要取决于
有效的细胞分离与鉴别，目前最为新颖的“差相富集 －多重
瘤标免疫荧光染色 －染色体荧光原位杂交 （ＳＥｉＦＩＳＨ）”技
术平台，首次将ＣＴＣ／ＤＴＣ的富集方法与后续的原位、同步检
测肿瘤细胞染色体异倍体的核型分析及多种肿瘤标志物的

表型分析等进行有效整合，并成功应用于肿瘤细胞的基础分

析与临床检测。大量临床实验证明，独特的 ＳＥｉＦＩＳＨ可以
为分析ＣＴＣ／ＤＴＣ在肿瘤早期诊断、疗效快速评估、肿瘤耐药
与复发的实时监测等提供可靠的技术保障。该文阐述 ＳＥ
ｉＦＩＳＨ在不同瘤种患者及人源肿瘤动物模型体内的有效检测
方法，并锁定具有不同临床意义的不同表型与核型的 ＣＴＣ／
ＤＴＣ亚类细胞，为后续的肿瘤单细胞分析与实验提供指导。
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１　ＣＴＣ概述

　　循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣ）是从实体肿
瘤脱落入外周循环血液的具有特殊性状的肿瘤细胞，它与肿

瘤的转移、复发等有着极为密切的关系。播散肿瘤细胞

（ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＤＴＣ）则是存在于患者体液中（如
肿瘤患者骨转移的骨髓、脑脊液、胸腹水等）的源自实体肿瘤

的肿瘤细胞。与ＣＴＣ相似，ＤＴＣ也有着重要的临床意义［１］。

经过多年研究，人们对 ＣＴＣ及 ＤＴＣ的临床意义已经有了较
为清晰的认知。按治疗前、中、后不同阶段，ＣＴＣ检测的临
床应用及意义详见图１。其中，辅助诊断、疗效快速评估（包
括手术、放化疗及靶向药物疗效）、预后判断以及肿瘤耐药与

复发的实时监测等尤为重要，为肿瘤患者个体化的精准医疗

提供有效的技术手段和有力保障。ＣＴＣ检测目前已被公认
为是最具代表性的“液体活检”技术，其可提供的各种信息

完整性与临床意义远非其它检测所能比拟。

图１　ＣＴＣ检测的意义

　　ＣＴＣ与ＤＴＣ的检测手段相似，主要由分离与鉴别两个
主要环节组成，即“抓得着”与“看得见”两个关键步骤。两

者相辅相成，缺一不可。分离与鉴别方法的有效性决定了

ＣＴＣ检测的灵敏度与特异性。目前有关 ＣＴＣ检测的各技术
手段繁多，为了便于大家对此能有一个比较全面的了解，本

文将目前国内外较常见的 ＣＴＣ检测手段，以及在病理科广
为开展的荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
ＦＩＳＨ）方法基础上研发的ｉＦＩＳＨ技术，在 ＣＴＣ临床检测与基
础研究方面的应用及意义做一扼要介绍［２］。

２　ＣＴＣ分离

　　目前，国内外各种分离ＣＴＣ的技术手段基本可归纳为３
大类，即过滤法、捕获法以及富集法，最近一种有别于常规阴

性富集的新颖富集方法 －差相富集技术（ｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈ
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ｍｅｎｔ，ＳＥ）已被报道。

２．１　过滤法（细胞筛法）　该方法的技术原理基于一种假

设，即ＣＴＣ的大小与培养的肿瘤细胞近似，可达５０μｍ。过

滤法使用孔径为６．５～８μｍ的细胞筛过滤，去除体积较小的

白细胞，从而试图达到分离较大的ＣＴＣ目的；主要代表技术

为ｉＳＥＴ［３］，其最大优点在于便捷。随着近年来人们对 ＣＴＣ

了解的不断加深，发现很多ＣＴＣ实际上与白细胞一样大，有

些甚至只有白细胞的一半或更小。这些小的 ＣＴＣ细胞即可

常见于肿瘤患者［４－５］，同时也大量存在于肿瘤动物模型（包

括人源肿瘤动物模型）体内［５－６］。应用此方法在 ＣＴＣ分离

过程中势必会造成大量小细胞ＣＴＣ的丢失［７］。在目前进行

的多中心ＣＴＣ筛查过程中发现，小细胞 ＣＴＣ在相当一些重

要瘤种中占５０％。鉴于ＣＴＣ形成过程中的肿瘤细胞上皮－

间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）造成细胞

体积变小［８］，且很多其它小细胞 ＣＴＣ的特殊临床意义已经

越来越引起人们的极大关注［６，９］，因而对使用过滤法分离

ＣＴＣ及ＤＴＣ过程中造成的大量小细胞丢失，甚至假阴性结

果，应受到重视。

２．２　捕获法（钓鱼法）　该技术主要依赖肿瘤细胞表面各

种标志物的表达（如上皮细胞标志物 ＥｐＣＡＭ），利用偶联在

固相载体（如磁珠、芯片等）上的相应抗体或多肽对 ＣＴＣ／

ＤＴＣ进行直接捕获；主要代表技术为 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ及微流体。

该方法亦可被形象比喻为钓鱼法，可以从血液中快速分离表

达相应表面标志物的部分特定肿瘤细胞。

近年，国内外一系列研究指出肿瘤细胞表面标志物（如

ＥｐＣＡＭ）无论在细胞内的分布或表达上均有极高的异质性。

ＥｐＣＡＭ的完整蛋白或其胞内的片段可分布于细胞膜上、溶

酶体中［１０］或细胞核内。来源于不同组织的肿瘤细胞或同一

标本内的不同肿瘤细胞的ＥｐＣＡＭ也呈高异质性表达［１０－１１］。

据文献报道［１２］，在１３４种检测的实体瘤中，只有７０％的肿瘤

有ＥｐＣＡＭ表达，而另外３０％则检测不到ＥｐＣＡＭ阳性细胞。

最近发表的利用流式细胞仪定量分析ＥｐＣＡＭ表达的实验结

果与以往的报道一致。与乳腺癌细胞 ＥｐＣＡＭ的高表达相

比，膀胱癌及恶性黑色素肿瘤细胞分别呈低表达及不表达

（图２Ａ）［５］。利用免疫荧光染色方法进一步比较 ＥｐＣＡＭ在

不同肿瘤细胞上的表达强度与定位的结果显示，结肠癌细胞

的细胞膜上可见 ＥｐＣＡＭ的高表达，而胰腺癌及非小细胞肺

癌细胞则仅显现与已往报道相一致的细胞核及细胞质内的

异质性弱表达［１３］，而在细胞膜上不表达（图 ２Ｂ）。ＥｐＣＡＭ

在胰腺癌及肺癌细胞膜上的极低或不表达可部分解释为何

基于抗ＥｐＣＡＭ抗体的相关技术（如 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ等方法）不

能有效检测多种肿瘤的 ＣＴＣ。Ｇｉｒｅｓ等［１０］指出，虽然部分肿

瘤原发灶或转移灶的细胞可表达极高的 ＥｐＣＡＭ，但其在

ＣＴＣ上的表达却较低。这些不表达 ＥｐＣＡＭ的 ＣＴＣ亚类细

胞具有特殊生物学及临床意义，并与肿瘤转移及 ＥＭＴ密切

相关［１４－１５］。

Ａ

Ｂ

　　结肠癌ＳＷ４８０　　　胰腺癌ＰＡＮＣ１　　　　肺癌Ａ５４９

图２　ＥｐＣＡＭ在不同肿瘤细胞上的异质性表达　Ａ．流式细胞仪定

量分析：乳腺癌细胞的ＥｐＣＡＭ呈高表达，而膀胱癌及恶性黑色素肿

瘤细胞分别呈低表达及不表达；Ｂ．免疫荧光染色结果显示，绝大部

分结肠癌细胞的细胞膜上 ＥｐＣＡＭ呈强表达；胰腺癌及肺癌细胞的

ＥｐＣＡＭ表达较弱，且在细胞膜上无表达；个别胰腺癌细胞的细胞核

可见ＥｐＣＡＭ表达（绿色箭头），而大部分肺癌细胞的细胞核中 Ｅｐ

ＣＡＭ呈弱表达，但有些细胞不表达ＥｐＣＡＭ（白色箭头）

　　除ＥｐＣＡＭ阴性 ＣＴＣ亚类细胞外，对 ＥｐＣＡＭ在某些肿
瘤上的阳性亚型细胞的报道较多。然而在利用抗ＥｐＣＡＭ抗
体捕获 ＣＴＣ的过程中，因抗体交联了细胞表面 ＥｐＣＡＭ蛋
白，从而导致细胞内一系列信号传导通路（如 Ｗｎｔ通路）的
激活［１６］，因而通过利用抗ＥｐＣＡＭ抗体与细胞表面极为活跃
的信号传导诱发因子 ＥｐＣＡＭ相结合，进而捕获的 ＣＴＣ或
ＤＴＣ已不再是自然状态的细胞，故已不适于多种后续的功能
性分析。最近，抗 ＥｐＣＡＭ抗体已被报道可诱导肺癌 Ａ５４９
细胞增殖，并调控其基因表达［１７］。其它依赖于肿瘤细胞表

面标志物的ＣＴＣ捕获技术（如多肽纳米磁珠）存在类似问题
的可能性亦不可忽视。

２．３　富集法　人们熟知的阴性富集是此类方法的常见代表
性技术。阴性富集通过低渗裂解红细胞及使用偶联抗ＣＤ４５
抗体的免疫磁珠去除白细胞以达到富集非血源性肿瘤细胞

的目的。然而低渗裂解红细胞同样也会对 ＣＴＣ造成极大的
损害与丢失［１８］，获取的 ＣＴＣ已不再适于肿瘤细胞的原代培
养、功能性研究及ＲＮＡ测序等。目前国内常见的阴性富集
法基本以３～４ｍＬ血液为主，但较少的血样量势必造成ＣＴＣ
检出数目的降低，从而对试图利用 ＣＴＣ数目准确评估肿瘤
治疗前后的疗效造成严重干扰，主要表现为很多肿瘤患者的

ＣＴＣ数目治疗前后差异无显著性。
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２．４　ＳＥ法　该方法与阴性富集法相比，两者间最大的区别
在于ＳＥ使用了特殊的非血源性细胞分离介质去除红细胞，
而不是通过低渗裂解溶破红细胞。在６～８５ｍＬ血样的白
细胞去除过程中，多种抗白细胞抗体的组合群（而非单一抗

ＣＤ４５抗体）与特殊包被的磁珠相偶联，从而确保了对白细胞
的最大特异性去除，及对肿瘤细胞最小的非特异性黏附。相

对于钓鱼法，ＳＥ技术不依赖于肿瘤细胞表面标志物的表达，
对不同瘤种的肿瘤细胞均具有较高且稳定的回收率。通过

ＳＥ法富集的保持自然状态的 ＣＴＣ，无低渗损伤且未与抗体
结合，仍保持生物学活性，是新型生物标本库的重要组成。

大量实验已证明，这些富集得到的 ＣＴＣ及 ＤＴＣ可适于后续
一系列的研究，包括 ＣＴＣ原代细胞培养及构建肿瘤模型、
ＣＴＣ单细胞ＲＮＡ与ＤＮＡ分析（包括全基因组、全外显子或
基因突变［１９］）等。

２００７年美国癌症研究协会（ＡＡＣＲ）大会上，ＳＥ原代技
术被首次报道可以有效富集肺癌［２０］及胰腺癌［２１］患者体内

的ＣＴＣ之后，不断改进的ＳＥ技术已被广泛应用于国内外多
中心的肿瘤动物模型［６］或不同瘤种肿瘤患者的 ＣＴＣ、ＤＴＣ
及癌栓的检测与研究。检测瘤种涵盖了小细胞肺癌及非小

细胞肺癌［５］、肝癌、食管癌、神经胶质瘤［５］、乳腺癌［２２］、结直

肠癌［２３］、胃癌［２４］等；标本来源包括血液、胸腹水、骨髓、尿

液、脑脊液、淋巴穿刺等。待检肿瘤细胞不受细胞大小及肿

瘤标志物高度异质性表达的限制［２，５］。２００９年国际上首次
报道应用ＳＥ技术可以在８６％的肺癌复发患者中有效检测
到ＣＴＣ［２５］，且发现肺癌患者ＣＴＣ数目与血液中角蛋白ＣＫ１９
的裂解片段ＣＹＦＲＡ２１１含量呈正相关［２６］。

３　ＣＴＣ鉴别

　　多年前人们曾经尝试使用非特异的 ＨＥ染色法鉴别经
细胞筛过滤得到的部分大细胞 ＣＴＣ［３］，但后续实验结果证

实，此种根据核质比例判别肿瘤细胞的方法不能有效区分血

中的单核细胞与 ＣＴＣ，因而该方法未被接受为 ＣＴＣ检查方
法，近年来也不再有相关报道。目前，常规的 ＣＴＣ鉴别方法
主要为核酸检测及免疫染色。

３．１　核酸检测　基于核酸检测判别 ＣＴＣ的方法报道较多。
ＰＣＲ、ＲＴＰＣＲ或二代测序 等多种方法已被广泛用于测定
ＣＴＣ的ＤＮＡ或ｍＲＮＡ。美国Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司发明的 ＲＮＡ原
位杂交技术（ＲＮＡｉｓｈ）可在ＣＴＣ细胞内同时可视性检测多种
ｍＲＮＡ。迄今报道的各种核酸检测相关技术较好地应用于
确定了的 ＣＴＣ或 ＤＴＣ的相关功能性研究。然而作为 ＣＴＣ
或ＤＴＣ的鉴别手段，其待检肿瘤相关基因的选择（包括有效
性与及特异性等），以及对阳性或阴性检测结果的客观准确

解释还有待进一步验证与完善。此外，对肿瘤细胞功能最终

起主导作用的蛋白表达及相关的转录后蛋白修饰是不能用

核酸法进行检测的。

３．２　免疫染色　实体肿瘤细胞一般均为上皮来源，细胞内
通常表达角蛋白。目前，被广泛应用的技术手段是借助免疫

组化或免疫荧光法对来自实体瘤细胞中的 ＣＫ进行染色［５］，

从而达到鉴别 ＣＴＣ／ＤＴＣ的目的。大量文献报道［１０，２７］，在

ＣＴＣ形成的ＥＭＴ阶段中，与ＥｐＣＡＭ相同，肿瘤细胞内的ＣＫ
也会降解，并导致肿瘤的浸润性与转移能力增加。ＣＴＣ内的
ＣＫ降解不可避免地造成“看不见”的ＣＴＣ假阴性，严重干扰
ＣＴＣ的准确检测。因此，人们迫切需要寻找一种不依赖于
ＣＫ表达及肿瘤类型与分期的替代技术，以有效鉴别各式各
样的高异质性ＣＴＣ及ＤＴＣ。

ＥｐＣＡＭ与ＣＫ目前在 ＣＴＣ／ＤＴＣ的检测过程中，主要是
被用作肿瘤细胞的上皮标志物。但这两种蛋白的高异质性

及在ＥＭＴ过程中的降解等特征，造成了不容忽视的大量“抓
不着”与“看不见”的假阴性结果，极大地限制了在 ＣＴＣ与
ＤＴＣ检测过程中的应用。然而除上皮标志物的特性外，Ｅｐ
ＣＡＭ及ＣＫ作为肿瘤细胞的生物学标志物已受到人们的密
切关注。ＥｐＣＡＭ的过量表达与前列腺癌的早期进展和转移
密切相关［２８］，而胃癌肿瘤细胞 ＥｐＣＡＭ与 ＣＤ４４的持续高表
达预示胃癌患者较高的１０年生存率［２９］。而在乳腺癌及结

直肠患者中，随着细胞内 ＥｐＣＡＭ的降低或消失则与肿瘤的
进展、出芽、迁移能力及远端转移的增强密切相关［１４－１５］。除

此之外，ＣＫ１８的一系列生物学功能近来也被广泛报道。
ＣＫ１８在肿瘤细胞内的转录后修饰与肝癌细胞的分化密切相
关［３０］，其蛋白水平的降低将促进乳腺癌、鼻咽癌、结肠癌的

癌细胞迁移［３１］及肿瘤进展［３２］，而 ＣＫ１８蛋白的升高则与肺
癌、肾细胞癌、口腔癌、食管鳞癌的低分化、高分期、肿瘤转移

及复发密切相关。血浆中 ＣＫ１８的半胱天冬酶（Ｃａｓｐａｓｅ）的
酶切片段是公认的肿瘤细胞凋亡的生物学标志物。作为其

细胞内的对应物，ＣＴＣ／ＤＴＣ内完整的ＣＫ１８蛋白具有同样重
要的生物学与临床意义。但迄今为止，尚未有 ＣＴＣ／ＤＴＣ内
ＣＫ１８蛋白特异性表达及相关功能研究的报道。
３．３　染色体ＦＩＳＨ技术　目前，国内医院病理科早已普及
使用ＦＩＳＨ技术在肿瘤组织标本上检测肿瘤细胞。利用８号
染色体着丝粒探针（ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅｐｒｏｂｅ８，ＣＥＰ８）的 ＦＩＳＨ法检
测已被文献广泛报道于肺癌、食管癌、胰腺癌、胃癌、结直肠

癌、膀胱癌和肝癌等肿瘤的诊断。然而由于血液样本中的大

量血源性白细胞、红细胞、血浆蛋白及非血源性肿瘤细胞的

内在生物学特性，以往用于检测组织标本的 ＦＩＳＨ法不适于
直接检测ＣＴＣ及 ＤＴＣ。此外，与单一核酸检测的局限性相
同，常规的ＦＩＳＨ法不能对肿瘤细胞内起决定作用的各种瘤
标蛋白的表达与修饰进行观察与检测。

３．４　ｉＦＩＳＨ法　鉴于对ＣＴＣ／ＤＴＣ原位同步进行染色体核型
与瘤标蛋白表型分析具有极其重要的意义，将免疫荧光染色

与ＦＩＳＨ进行有效整合成为一种新颖的检测方法，以便有效检
测非血源性异倍体ＣＴＣ／ＤＴＣ的ｉＦＩＳＨ技术已被报道［５］。

ｉＦＩＳＨ的原理及如何有效同步检测多重肿瘤标志物与异
倍体详见图３。图３Ａ描述了对使用 ＳＥ法富集的标本进行
ＣＤ４５染色，其中１个细胞为 ＣＤ４５阳性的血源性白细胞，剩
余２个细胞为 ＣＤ４５阴性的非血源性细胞。瘤标免疫荧光
染色显示这两个非血源性细胞中，细胞１瘤标表达阳性。而
ＦＩＳＨ检测则显示非血源性细胞１、２均为异倍体。ｉＦＩＳＨ合

·９９２·临床与实验病理学杂志　ＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ　２０１７Ｍａｒ；３３（３）



成图像显示，细胞１为瘤标表达阳性的三倍体细胞，而细胞
２则为瘤标表达阴性的三倍体细胞。单一抗体染色显然不
能检测出瘤标阴性的 ＣＴＣ／ＤＴＣ。而单一 ＦＩＳＨ检测亦无法
检测出瘤标表达阴性的二倍体肿瘤细胞。相对于单一使用

免疫荧光染色或 ＦＩＳＨ法，ｉＦＩＳＨ可将染色体及瘤标单一异
常或双异常的ＣＴＣ有效检测出来，从而极大地提高了检测
的灵敏性与特异性。图３Ｂ展示了单瘤标 （如 ＣＫ、ＥｐＣＡＭ
或ＨＥＲ２）ｉＦＩＳＨ（４色通道）。图３Ｃ则显示了在骨髓 ＤＴＣ
癌栓（≥２肿瘤细胞）上原位进行双瘤标 （ＣＫ及 ＥｐＣＡＭ）
ｉＦＩＳＨ（５色通道）检测，以帮助人们了解两种肿瘤标志物在
ＣＴＣ／ＤＴＣ中的形态学分布、生物学功能及特殊临床意义等
方面是如何协调的。

图３　ｉＦＩＳＨ原理　Ａ．１个细胞为 ＣＤ４５阳性（红色）的血源性白细

胞，２个细胞为 ＣＤ４５阴性的非血源性细胞；其中，细胞１瘤标表达

阳性（绿色）；而ＦＩＳＨ检测则显示非血源性细胞１、２均为异常的染

色体三体；ｉＦＩＳＨ合成图像显示，细胞１为瘤标表达阳性的染色体３

体细胞，而细胞２则为瘤标表达阴性的三体细胞；Ｂ．单瘤标ｉＦＩＳＨ（４

色通道）：ＣＫ、ＥｐＣＡＭ或ＨＥＲ２ｉＦＩＳＨ；Ｃ．双瘤标ｉＦＩＳＨ（５色通道）：

在骨髓ＤＴＣ癌栓（≥２肿瘤细胞）上原位同步进行细胞核 （蓝色）＋

ＥｐＣＡＭ（黄色）＋ＣＫ１８（绿色）＋ＣＤ４５（红色）＋ＣＥＰ８（橙色）

ｉＦＩＳＨ检测

　　有别于常规的组织样本ＦＩＳＨ法，该 ｉＦＩＳＨ可以理解为
“细胞样本ＦＩＳＨ”。ｉＦＩＳＨ技术对锁定的非血源性细胞
（ＣＤ４５染色阴性）进行染色体异倍体 ＦＩＳＨ及各种肿瘤标志
物的免疫荧光染色检测。不同于目前常规使用的 ＣＫ单瘤
标荧光染色鉴别 ＣＴＣ，ｉＦＩＳＨ可在 ＦＩＳＨ的基础上，进一步提
供可自由选择（如 ＣＫ、ＥｐＣＡＭ、ＨＥＲ２、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＣＤ４４Ｖ６、
ＣＤ１３３、ＣＡ１９９、ＧＦＡＰ、ＥＧＦＲⅧ、Ｍｅｔｈｏｔｈｅｌｉｎ等）与组合的双
色双瘤标蛋白表达检测（如 ＣＫ＋ＥｐＣＡＭ、ＨＥＲ２＋ＥｐＣＡＭ、
ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋ＥｐＣＡＭ等）。待检的瘤标蛋白即可位于细胞核
内，也可位于细胞质或细胞膜上。ｉＦＩＳＨ法为人们根据不同
瘤种的ＣＴＣ／ＤＴＣ自由选取想要研究的任意染色体或任意瘤
标提供了便利。这些扩大的信息量势必会为提高 ＣＴＣ检测
的敏感度与特异性，以及为人们研究不同肿瘤标志物在ＣＴＣ
上如何协调发挥生物学功能提供极大的帮助。

根据同一ＣＴＣ上的瘤标表达与染色体倍体不同，可将
ＣＴＣ进行亚类分型，如在ＣＫ１８阳性或ＣＫ１８阴性的前提下，
每类可包含染色体单体、二倍体、三倍体、四倍体以及≥５倍
体的亚类ＣＴＣ细胞［５，２４］。对每一不同亚类ＣＴＣ细胞的肿瘤
耐药、药敏、转移与复发等不同临床意义的阐明［２４］，可为后

续的ＣＴＣ单细胞分析［１９，３３］提供积极的指导意义。

此外，与常规的耗时较长（２０ｈ）的ＦＩＳＨ法相比，优化的
ｉＦＩＳＨ实验操作（包括抗体染色）可在３～４ｈ内完成，从而为
临床快速诊断提供了便利。

４　ＳＥｉＦＩＳＨ用于检测及分类ＣＴＣ／ＤＴＣ的意义与应用

　　长期以来，人们一直试图从分离（抓得着）或是鉴别（看
得见）两个角度分别进行优化，以期提高 ＣＴＣ／ＤＴＣ检测的
敏感性。然而有效的ＣＴＣ检测方法是由密不可分的分离及
鉴别两个方面共同组成 （图４），两者同等重要［２］。目前常

规的ＣＴＣ检测方法对大量 ＥｐＣＡＭ和 ＣＫ阴性的 ＣＴＣ／ＤＴＣ
具有“抓不着”与“看不见”的内在缺陷。经过大量临床样本

验证过的 ＳＥｉＦＩＳＨ整合技术在 ＣＴＣ／ＤＴＣ检测过程中则已
显示一系列特殊优势［５，６，２４］。

　　无论ＣＴＣ／ＤＴＣ是否具有很高的异质性、ＣＫ及 ＥｐＣＡＭ
蛋白是否降解或不表达以及 ＣＴＣ细胞大、小的巨大差
异［４，７］，借助德国蔡司公司、德国 ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓ公司、美国 Ｃｙ
ｔｅｌｌｉｇｅｎ公司及国内赛特生物公司联合开发的 ＭｅｔａｆｅｒｉＦＩＳＨ
ＣＴＣ全自动扫描、图像采集与分析系统，利用 ＳＥｉＦＩＳＨ可以
从富集与鉴别两方面对来源于血液、胸水、腹水、骨髓、尿液、

脑脊液、淋巴穿刺等样本中的各种实体肿瘤的 ＣＴＣ／ＤＴＣ和
癌栓进行快速有效的检测、分类及数理统计，其中包括肺癌、

肝癌、胃癌、乳腺癌、胰腺癌、食管癌、子宫颈癌、卵巢癌、结直

肠癌、膀胱癌、肾细胞癌、神经胶质瘤、骨肉瘤、黑色素瘤、嗜

铬细胞瘤、甲状旁腺肿瘤等。部分 ＣＴＣ检测的阳性率结果
详见表１。
　　北京大学肿瘤医院新近发表的临床比对实验显示，Ｃｅｌｌ
Ｓｅａｒｃｈ在已确诊的胃癌患者中的ＣＴＣ（ＥｐＣＡＭ＋／ＣＫ＋）检
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图４　不同的ＣＴＣ捕获与鉴别技术汇总

表１　不同瘤种患者ＣＴＣ检测阳性率

肿瘤类型 ｎ 阳性率（％）
乳腺癌 ７５ ９７．３
肺癌 ２０５ ８８．３
肝癌 ３１４ ９６．２
食管癌 ５６ ８７．０
骨肉瘤 １８ １００．０
胃癌 ５１８ ８８．６
胰腺癌 ２６２ ８０．６
肾癌 ７６ ８６．３
嗜铬细胞瘤 １４ １００．０
胶质瘤 ３４２ ８０．７

出率为５４．８％，而 ＳＥｉＦＩＳＨ在同一临床实验相同患者中的

检出率为９０．５％（包括 ＥｐＣＡＭ＋／ＣＫ＋、ＥｐＣＡＭ＋／ＣＫ－、Ｅｐ

ＣＡＭ－／ＣＫ＋及 ＥｐＣＡＭ－／ＣＫ－等不同类别的染色体异倍体

ＣＴＣ）［２４］。

北京大学肿瘤医院针对胃癌患者 ＣＴＣ亚类细胞进行的

同位表型与核型分析发现，ＣＫ１８阴性／８号染色体三体的

ＣＴＣ对顺铂具有内源性耐药的特征，而 ＣＫ１８阴性 ／８号染

色体四倍体或以上的ＣＴＣ则具有继发性耐药的特性［２４］。类

似的结果在利用转移性人源肿瘤动物模型 （ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｐａ

ｔｉｅｎｔｄｅｒｉｖｅｄｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ｍＰＤＸ）的实验中也得到证实［６］。实

验结果显示，人们可以对这些经过多次给药（顺铂）的神经

内分泌型胃癌肺转移人源肿瘤动物模型小鼠进行数次采血，

以实时动态监测 ＣＴＣ的数目变化，从而进一步精确锁定对

顺铂敏感或耐受的ＣＴＣ亚类细胞。

使用ＳＥ获取肺癌患者ＣＴＣ后，在相应寡细胞ＣＴＣ上开

展ＥＧＦＲ点突变检测以评估靶向药物易瑞沙治疗的可靠性

已被报道［１９］。

综上所述，不同于其它根据单一瘤标表达（如ＣＫ蛋白）
或单纯的核酸探针杂交方法检测ＣＴＣ，ＳＥｉＦＩＳＨ可以帮助人
们根据不同瘤种以及临床或研究的具体不同需求，将自由选

取的检测肿瘤细胞内各种生物标志物的免疫荧光染色与染

色体ＦＩＳＨ相结合，在进一步提高ＣＴＣ检测的敏感性与特异
性的基础上，还能获取其它单一技术手段所不能提供的ＣＴＣ
及其亚类的重要临床意义与生物信息，并进一步确定不同瘤

种的ＣＴＣ亚类与各种临床指标相关性。目前，应用多种单
一或双瘤标组合ｉＦＩＳＨ在不同瘤种间的大样本、多中心的临
床实验正在积极开展过程当中。这些临床实验将深入探讨、

分析各种ＣＴＣ亚类细胞与肿瘤患者的预后、转移、耐药、复
发的相关性，并以此指导下一步利用ＲＮＡ及ＤＮＡ单细胞测
序技术对锁定的 ＣＴＣ亚类单细胞与原发灶、转移灶的肿瘤
细胞进行深入比对。相关研究将会为人们寻找新的肿瘤标

志物，加深对肿瘤形成、转移、复发的认知，以及提高肿瘤的

临床治疗疗效提供更多的帮助。

［本文承蒙北京协和医院呼吸科、胰腺外科、胸外科、消
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放军军事医学科学院，中国人民解放军全军肿瘤中心，清华

大学北京清华长庚医院，首都医科大学北京天坛医院神经外

科，首都医科大学北京朝阳医院胸外科，首都医科大学肿瘤

学院胸外科，天津医科大学肿瘤医院胰腺外科，上海瑞金医

院内分泌科，上海华山医院神经外科，复旦大学药学院与药

物基因组学研究中心，中美冠科生物技术公司（ＣｒｏｗｎＢｉｏ），
赛特生物（Ｃｙｔｏｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎ）等单位提供的帮助及技术支持；本
文得到北京协和医院肺癌中心李龙芸教授及北京大学肿瘤

医院沈琳教授的大力支持，特此一并致谢！］
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