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·基础·临床研究·

皮肤肿瘤患者外周血循环肿瘤细胞与循环
肿瘤血管内皮细胞检测的临床价值

蔡桂月1， 李思锐1， 刘颖2， 陈嵘祎1， 罗素君1， 林平2

1．南方医科大学皮肤病医院，广东 广州 510091; 2． 泰州赛特生物医药科技有限公司，江苏 泰州
225300

［摘要］ 目的 探究循环肿瘤细胞( CTC) 与循环肿瘤血管内皮细胞( CTEC) 检测在皮肤恶性肿瘤中的
临床运用价值。方法 采用差相富集 －免疫荧光染色结合染色体荧光原位杂交( SE-iFISH) 方法检测 5
例皮肤恶性肿瘤患者( 肿瘤组) 以及 14 例健康人( 健康组) 外周血中 CTC 及 CTEC 数量，计算检出率，
分析肿瘤组 CTC /CTEC的亚类分型特征以及 CTC /CTEC数量与患者临床特征的相关性。结果 肿瘤
组 CTC及 CTEC阳性检出率均为 100%，外周血中 CTC平均值为( 6. 93 ± 8. 18) 个 /mL，CTEC平均值为
( 1. 60 ± 1. 03) 个 /mL;健康组 CTC及 CTEC阳性检出率均为 64%，外周血中 CTC平均( 0. 19 ± 0. 21) 个 /
mL，CTEC平均( 0. 30 ± 0. 33) 个 /mL。肿瘤直径较大、伴淋巴结转移、临床分期为Ⅲ、Ⅳ期患者 CTC 及
CTEC水平较高。肿瘤患者大细胞 CTC占总数的 88. 46% ( 184 /208) ，大细胞 CTEC 占总数的 81. 25%
( 39 /48) ，且主要为≥五倍体 CTC 和 CTEC。结论 皮肤肿瘤患者 CTC /CTEC 检出率较高; CTC 及
CTEC数量与患者临床特征具有密切关系;皮肤肿瘤外周血中大细胞多倍体 CTC 和 CTEC 比例高于其
他亚型。
［关键词］ 循环肿瘤细胞; 循环肿瘤血管内皮细胞; 皮肤肿瘤; 差相富集 －免疫荧光染色结合染
色体荧光原位杂交
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［Abstract］ Objective To investigate the clinical utility of identifying circulating tumor cells
( CTC) and circulating tumorigenic endothelial cells ( CTEC) in skin malignancies． Methods
Subtraction enrichment-immunostaining and fluorescence in situ hybridization ( SE-iFISH) were
used to detect the number of CTC and CTEC in the peripheral blood of 5 patients with skin tumor
( tumor group) and 14 healthy individuals ( healthy controls) ，and the detection rate was calculat-
ed． The subtype characteristics of CTC /CTEC and the correlation between the number of CTC /
CTEC and the clinical characteristics of the patients were analyzed． Ｒesults The positive rates of
CTC and CTEC in the tumor group were 100% ． The average CTC were ( 6． 93 ± 8． 18) /mL and
CTEC were ( 1. 60 ± 1. 03) /mL in the peripheral blood of the tumor group． The positive rates of
CTC and CTEC in the healthy controls were both 64% ． The average CTC were ( 0. 19 ±0. 21) /mL，
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and CTEC were ( 0. 30 ± 0. 33) /mL in the peripheral blood of the healthy controls． Patients with
larger diameter of tumor，lymph node metastasis，and clinical stages of III and IV had higher lev-
els of CTC and CTEC; Large CTC accounted for 88． 46% ( 184 /208 ) of the total tumor cells，
while large CTEC accounted for 81. 25% ( 39 /48) of the total tumor cells，which mainly were ≥
pentaploid CTC and CTEC． Conclusions Using SE-iFISH，the detection rates of CTC /CTEC are
high in patients with skin tumors． The amounts of CTC and CTEC are correlated with the clinical
features of patients． A higher proportion of CTC and CTEC is large multiploid cells in peripheral
blood of subjects with skin tumors．
［Keywords］ CTC; CTEC; skin tumor; subtraction enrichment-immunostaining and fluo-
rescence in situ hybridization

皮肤作为人体面积最大器官，是抵御紫外线、
细菌、病毒等的第一道防线［1 － 2］，当其平衡被打破
可发生多种恶性肿瘤，部分肿瘤恶性程度高，发生
早期转移，病死率高［3 － 6］。循环肿瘤细胞 ( circu-
lating tumor cells，CTC) 、循环肿瘤血管内皮细胞
( circulating tumorigenic endothelial cells，CTEC) 分
别为肿瘤细胞、肿瘤血管内皮细胞脱落入血形成，
存在于肿瘤发生、发展全过程，具有完整的肿瘤生
物学信息，是肿瘤转移的驱动因素，代表肿瘤的侵
袭性，能全面、真实反映肿瘤整体负荷和复发转移
潜能［7 － 10］。迄今为止，CTC 和 CTEC 检测技术已
在乳腺癌、结直肠癌、肺癌、膀胱癌、宫颈癌等多种
肿瘤中得到探索和运用［11 － 15］。目前 CTC 和
CTEC 的检测方法大多是根据 CTC 大小或细胞表
面特殊标记物的表达进行识别，而肿瘤细胞不可
预知的高异质性极大地限制了其在众多实体瘤中
的临床应用。差相富集 －免疫荧光染色结合染色
体荧光原位杂交( SE-iFISH) 技术通过有效富集各
种实体瘤的 CTC 和 CTEC，并应用免疫荧光染色
结合染色体荧光原位杂交( iFISH) 对它们进行鉴
别与分类，从而确定并分离出具有特殊临床意义
的 CTC 和 CTEC。相较于其他检测方法，SE-
iFISH技术在灵敏度及特异性方面具有明显优势。
因此，本研究采用 SE-iFISH技术检测皮肤恶性肿
瘤患者外周血的 CTC 及 CTEC，初步探索 CTC 及
CTEC检测在皮肤肿瘤中的临床运用价值。

1 材料与方法
1． 1 标本来源

纳入 2022 年 8—9 月于南方医科大学皮肤病

医院就诊的 5 例皮肤肿瘤患者，其中男 2 例，女 3
例;年龄 56 ～ 89 岁，平均( 72. 80 ± 14. 65 ) 岁。包
括 2 例黑色素瘤，1 例 Merkel 细胞癌，1 例低分化
鳞状细胞癌，1 例乳房外 Paget 病 ( extramammary
Paget's disease，EMPD) 。其中 EMPD 患者肿瘤大
小超过 10 cm，合并淋巴结转移，临床分期为Ⅲ
期; 1 例低分化鳞状细胞癌肿瘤小于 10 cm，淋巴
结及分期情况不明;其余 3 例肿瘤小于 10 cm，无
淋巴结转移，临床分期为Ⅰ期。纳入标准:①符合
中国临床肿瘤学会 ( CSCO ) 黑色素瘤诊疗指南
( 2022 版) ［16］或皮肤鳞状细胞癌诊疗专家共识
( 2021) ［17］或病理诊断为Merkel细胞癌［18］或病理
诊断为 EMPD［19］;②未接受药物或放射等抗肿瘤
治疗。③采集标本之前均未接受任何药物或放射
治疗，且未合并其他恶性肿瘤或重大疾病。排除
标准:①合并其他实体肿瘤;②合并白血病、淋巴
瘤等血源性肿瘤。对照组 14 例来源于同期泰州
赛特生物医药科技有限公司招募的体检健康者，其
中男 7 例，女 7 例;年龄 49 ～ 76 岁，平均( 62. 00 ±
8. 63) 岁。两组之间性别 ( P = 1. 000 ) 、年龄 ( t =
2. 00，P = 0. 062) 分布无统计学差异，具有可比性。
本研究经南方医科大学皮肤病医院伦理委员会批
准( GDDHLS-2023032) 。研究对象均已签署知情
同意书。
1． 2 主要试剂和仪器

人外周血 CTC、CTEC差相富集试剂盒( 赛特
生物) ，iFISH 人 CTC、CTEC 检测试剂盒( 赛特生
物) 。S500 型原位杂交仪( ThermoBrite) ，ST-16 型
低速离心机 ( ThermoBrite ) ，CS-08 型 iFISH 全自
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动 CTC图像扫描与分析系统( 赛特生物) ，DHG-
9031A型电热干燥箱( 上海精宏) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 CTC、CTEC 差相富集 首先采集研究对象
外周静脉血 6. 0 mL到 ACD抗凝血管中，然后按以
下步骤操作:①去除血清:常温 800 g 离心 8 min，
去除上层血清，保留下层血细胞;②去除红细胞:
在 50 mL 离心管中加入 3 mL 样本密度分离液，
在样本密度分离液上层叠加血细胞，450 g 离心
6 min后，将含有白细胞和 CTC、CTEC的白膜层吸
到新的 50 mL离心管中;③去除白细胞:在放有白
细胞混液的离心管中加入 300 μL磁珠，将离心管
倾斜置于摇床上，130 r /min，摇动 20 min，靠磁力
架静置 3 min，白细胞和磁珠混合物吸附在离心管
四周，从中间吸取细胞悬液至新的 50 mL 离心管
中，加入清洗液清洗后弃上清至 50 μL。
1． 3． 2 CTC、CTEC iFISH 检测 ①液染抗体: 加
入 2 μL 抗原修复液修复 10 min 后，加入 200 μL
抗体混合液( 分别为三种抗体组合: CD45 + CD31 +

EpCAM + Vimentin; CD45 + CD31 + Ki － 67 + Vimen-
tin; CD45 + CD31 + SCCA-1 + Vimentin) ，室温避光孵
育 20 min，650 g 离心 5 min，弃上清至 100 μL。
②固定和涂片:混匀细胞沉淀后加入 100 μL 固定
液混匀、涂片，过夜烘干玻片。③染色体荧光原位
杂交( FISH) : 将烘干的玻片经过晾置、杂交清洗
液清洗和无水乙醇洗涤、脱水后，进行 CEP8( 8 号
染色体着丝粒探针) 杂交。杂交条件为 76 ℃变
性 10 min，37 ℃杂交 4 h。杂交结束清洗液清洗
后滴加 10 μL DAPI染液封片，并于 iFISH全自动
CTC图像扫描与分析系统扫描分析。
1． 4 CTC、CTEC 判断标准

采用上皮细胞黏附分子( EpCAM) 、波形蛋白
( Vimentin) 、鳞状细胞癌抗原 1 ( SCCA1) 、细胞增
殖标志物 ( Ki-67 ) 、血小板 － 内皮细胞粘附分子
( CD31) 、白细胞分化抗原 ( CD45 ) 、DNA 强力结
合荧光染料 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚( DAPI) 及 8
号染色体着丝粒探针( CEP8) 共同识别肿瘤患者
血液中的 CTC及 CTEC。

CTC定义为: CD45 － /CD31 － /EpCAM + / － /Vi-
mentin + / － /DAPI + /CEP8 = 1 /3 /4 /≥ 5; CD45 － /

CD31 － /EpCAM +或 Vimentin + /DAPI + /CEP8 +。
CTEC 定义为: CD45 － /CD31 + /EpCAM + / － /

Vimentin + / － /DAPI + /CEP8 = 1 /3 /4 /≥5; CD45 － /
CD31 + /EpCAM +或 Vimentin + /DAPI + /CEP8 +。

根据 CTC及 CTEC的大小、8 号染色体倍体、
肿瘤标志物表达情况等，将检测到的所有 CTC 及
CTEC分为不同亚型的 Chr8 非整倍性: 单倍体、
两倍体、三倍体、四倍体和≥五倍体。
1． 5 统计学处理

采用 SPSS 25. 0 统计软件，计量资料采用均
数 ±标准差( �x ± s) 表示，两组性别差异比较使用
Fisher's精确检验分析，CTC /CTEC计数及年龄比
较使用 t检验分析，P ＜ 0. 05 为差异具有统计学
意义。

2 结果
2． 1 两组 CTC及 CTEC检出结果比较

肿瘤组患者 CTC ( t = 3. 26，P = 0. 005 ) 及
CTEC( t = 4. 35，P ＜ 0. 001) 平均值均高于健康对
照组，差异具有统计学意义( 表 1，图 1) 。

表 1 肿瘤组与健康对照组 CTC及 CTEC的检出结果
Table 1 CTC and CTEC in the tumor

patients and healthy controls

组别 项目
检出

( 个)

平均值

( 个 /mL)

检出率

( % )

肿瘤组( n = 5) CTC 208 6． 93 ± 8． 18 100

CTEC 48 1． 60 ± 1． 03 100

健康组( n = 14) CTC 16 0． 19 ± 0． 21 64

CTEC 25 0． 30 ± 0． 33 64

图 1 肿瘤组与健康对照组 CTC及 CTEC的比较
Figure 1 Comparison of CTC and CTEC between

the tumor patients and the healthy controls．

2． 2 肿瘤组临床特征与 CTC /CTEC计数
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肿瘤组中，EMPD 患者 CTC 和 CTEC 检出量
均高于其余 3 例肿瘤较小、无淋巴结转移、临床分

期较低患者及低分化鳞状细胞癌患者( 表 2) 。

表 2 5 例皮肤肿瘤患者的临床特征及 CTC /CTEC计数
Table 2 Clinical characteristics and CTC/CTEC count of five patients with skin tumors

疾病名称 肿瘤大小( cm) 淋巴结转移 临床分期 CD31 －异倍体 CTC( 个)CD31 +异倍体 CTEC( 个)

Merkel细胞癌 ＜ 10 无 Ⅰ 25 10

黑色素瘤 ＜ 10 无 Ⅰ 24 7

黑色素瘤 ＜ 10 无 Ⅰ 16 7

低分化鳞状细胞癌 ＜ 10 — — 14 4

乳房外 Paget病 ＞ = 10 有 Ⅲ 129 20

2． 3 肿瘤组 CTC及 CTEC亚类分型
CTC 中大细胞 ( ≥ 5 mm，LCTC ) 共 184 个

( 88. 46%，184 /208 ) ，其中≥五倍体 ( LCTC
multi ) 为

171 个 ( 92. 93%，171 /184 ) ，三、四倍体 ( LCTC
tri，

LCTC
tetra ) 共 13 个 ( 7. 07%，13 /184 ) ，未检测到单

倍体 及 两 倍 体LCTC; CTC 中 小 细 胞 ( ≤ 5
mm，SCTC) 共 24 个( 11. 54%，24 /208) ，其中包括
单倍体、两倍体、三倍体、四倍体SCTC，无≥五倍
体SCTC。

CTEC 大细胞 ( ≥ 5 mm，LCTEC ) 共 39 个
( 81. 25%，39 /48) ，其中≥五倍体( LCTC

multi ) 为 37
个 ( 94. 87%，37 /39 ) ，三、四 倍 体 ( LCTEC

tri，

LCTEC
tetra ) 共 2 个( 5. 13%，2 /39) ，未检测到单倍

体及两倍体LCTEC; CTEC 中小细胞 ( ≤5 mm，

SCTEC) 共 9 个 ( 18. 75%，9 /48 ) ，其中≥五倍体
( LCTEC

multi ) 1 个( 11. 11%，1 /9 ) ，其余为单倍体、
两倍体、三倍体、四倍体SCTEC ( 88. 89%，8 /9 ) 。
与其他亚型相比，皮肤肿瘤外周血中大细胞多倍
体 CTC和 CTEC占比较高( 图 2) 。

3 讨论
本研究通过 SE-iFISH检测技术，有效地从多

种皮肤肿瘤患者及健康人群的外周血中分离、鉴
定和表征异质性 CTC /CTEC 亚群，结果显示，皮
肤肿瘤患者 CTC 及 CTEC 检出率均为 100%，阳
性率远高于健康对照组，展示出 SE-iFISH技术在
检测 CTC /CTEC 方面良好的灵敏性和特异性。
其中，肿瘤患者 CTC /CTEC 计数远高于健康对照
组，差异具有统计学意义，提示外周血 CTC 或
CTEC的检测对临床诊断有一定价值。但本研究
显示健康对照组 CTC /CTEC 仍有一定比例的样

本呈阳性，提示 CTC /CTEC 阳性并不能代替现有
临床诊疗标准，可以作为辅助标准对现有诊疗标
准进行完善和补充。分析 CTC /CTEC 计数与患
者临床特征之间的关系发现，肿瘤直径较大、伴淋
巴结转移、临床分期为Ⅲ、Ⅳ期患者 CTC及 CTEC
水平较高。有研究采用 SE-iFISH 技术检测了卵
巢癌及卵巢良性肿瘤患者中的 CTC 和 CTEC，发
现卵巢癌 CTC 计数在统计学上高于良性组［20］。
但本研究未对皮肤良性肿瘤患者进行检测，且样
本数量小，需要扩大样本量及检测范围进一步研
究才能得出最终结论。

非整倍体是细胞呈恶性的标志，大约 90%的
实体瘤和 75%的血液癌表现出非整倍体［21］。而
非整倍体 8 号染色体在多种癌症中最常见，包括
肺癌、胃癌、胰腺癌、结肠癌、膀胱癌、食管癌和肝
细胞癌［21］。Cheng 等［20］在对卵巢癌患者的 CTC
和 CTEC 检测中发现，良性肿瘤中也能检测到
CTC和 CTEC，且主要为≥五倍体，但三倍体和四
倍体 CTC 在区分恶性肿瘤患者和良性肿瘤患者
方面表现出良好的实用性，分析发现≥五倍体联
合三倍体和四倍体 CTC 具有较高的诊断价值。
本研究在对 8 号染色体的非整倍性亚型分析中发
现，检测到的 CTC 和 CTEC 主要为≥五倍体，也
有少数为三倍体和四倍体，几乎未检测到单倍体
及两倍体 CTC /CTEC。推断检测皮肤恶性肿瘤多
倍体( 三、四、≥五倍体) CTC /CTEC 对临床诊断
具有重要意义。

细胞的大小分布亦是 CTC 和 CTEC 研究中
的重要部分。本研究显示，皮肤恶性肿瘤中大细
胞 CTC 占总数的 88. 46% ( 184 /208 ) ，大细胞
CTEC占总数的 81. 25% ( 39 /48) ，小细胞 CTC与
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图 2 采用不同肿瘤标志物检测 CTC和 CTEC的代表性图像 2A: Ki67 + /Vimentin － /CD31 － /CD45 － /CEP8 +多倍体大细
胞 CTC (≥5 mm，LCTC

multi ) ，白色箭头显示 CD45 +白细胞(WBC) ; 2B: Ki67 － /Vimentin + /CD31 + /CD45 － /CEP8 +四倍体

大细胞 CTEC ( ≥5 mm，LCTEC
tetra ) ; 2C: EpCAM+ /Vimentin － /CD31 － /CD45 － /CEP8 + 二倍体小细胞 CTC ( ≤5 mm，

SCTC
di) ; 2D: SCCA-1 + /Vimentin － /CD31 + /CD45 － /CEP8 +多倍体大细胞 CTEC (≥5 mm，LCTEC

multi ) ; 2E: SCCA-1 － /

Vimentin － /CD31 － /CD45 － /CEP8 + CTC团 (≥2 CTC，CTM)
Figure 2 Ｒepresentative images of CTC and CTEC using different tumor markers 2A: Ki67 + /Vimentin － /CD31 － /
CD45 － /CEP8 + polyploid large CTC ( ≥5 mm，LCTC

multi ) ，white arrow showing CD45 + white blood cells ( WBCs) ; 2B:

Ki67 － /Vimentin + /CD31 + /CD45 － /CEP8 + tetraploid large CTEC ( ≥ 5 mm，LCTEC
tetra ) ; 2C: EpCAM + /Vimentin － /

CD31 － /CD45 － /CEP8 + diploid small CTC ( ≤5 mm，SCTC
di ) ; 2D: SCCA-1 + /Vimentin － /CD31 + /CD45 － /CEP8 + poly-

ploid large CTEC (≥5 mm，LCTEC
multi ) ; 2E: SCCA-1 － /Vimentin － /CD31 － /CD45 － /CEP8 + CTC groups (≥2 CTC，CTM) ．

小细胞 CTEC均低于总数 20%。有报道称小细胞
CTC在鉴别良恶性肿瘤方面具有比大细胞 CTC
更重要的意义而上皮间质转化( EMT) 过程和抗
癌治疗可能会影响 CTC 的大小并导致检测呈阴
性［22］，来自 EMT 的间充质 CTC 可能是小细胞，
化疗可能会减小 CTC 的大小，耐药 CTC 可能小
于药物敏感 CTC［23 － 25］。本研究还发现，≥五倍体
CTC /CTEC主要分布于大细胞，而小细胞则主要
为三倍体和四倍体 CTC /CTEC。有学者比较了细
胞大小依赖性微流体系统和 EpCAM 阳性选择两

种 CTC 分离方法在头颈部鳞状细胞癌外周血
CTC检测的灵敏性，发现在相同的血液标本中，
与 EpCAM依赖的 CTC 富集相比，无标记物的细
胞大小依赖性 CTC 分离系统在灵敏度方面更优
越，结果表明未来评估 CTC分子表征在头颈部鳞
状细胞癌中的临床运用研究应该基于尺寸依赖性
富集方法［26］。因此，在未来的工作中需要对
CTC /CTEC的大小及非整倍体的特征进行深入研
究，为临床转化提供更多理论依据。

SE-iFISH检测技术只需要采集受试者数毫
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升外周血即可完成检测，受试者创伤小，且标本采
集方便快捷，患者容易接受，在对肿瘤患者的动态
监测及预后评估中都具有很大优势。研究发现动
态监测 CTC在多种皮肤肿瘤患者预后及疗效评
估方面具有重要价值。Khoja等［27］对 101 例转移
性黑色素瘤患者外周血进行 CTC 检测及预后分
析，其中 CTC≥2 个的患者占 26% ;在单变量分析
中，≥2 CTCs 和 ＜ 2 CTCs 的患者中位总生存率
( OS) 分别为 2. 6 个月与 7. 2 个月( P ＜ 0. 011) ;在
多变量分析中，CTC 计数是 OS 的独立预后生物
标志物;在接受治疗的患者中，CTC 数量在治疗
期间维持≥2，其 OS 比持续 ＜ 2 个 CTC 的患者
短。在黑素瘤动物实验中，所有荷瘤小鼠均检测
到 CTC，并且在 BＲAF抑制剂治疗后 CTC 迅速下
降;局部肿瘤早期脱落 CTC或手术切除后短期抑
制 BＲAF能够显著抑制远处转移发生率。在转移
性黑素瘤患者中检测到的 CTC 数量较少，随着
BＲAF靶向治疗的成功，CTC 数量下降［28］。Ep-
CAM是 CTC重要的表面标志物之一，Yamada-Ka-
nazawa等［29］用免疫组织化学方法检测了 EpCAM
在 EMPD患者皮损组织中的表达，发现几乎所有
的 EMPD 组织 ( 90. 6%，29 /32 ) 都呈 EpCAM 阳
性，且 EpCAM 蛋白的染色强度与远处转移的存
在呈负相关，表明 EpCAM 可能是一种新的治疗
靶点，对 CTC的研究可能在 EMPD 的治疗及预后
中具有重要意义。本研究未对肿瘤患者进行动态
监测，无法提供 CTC 和 CTEC 在评估患者预后及
疗效方面的证据，但不可否认的是，CTC 可能是
肿瘤患者预后及疗效评估的重要指标，未来需要
更多实验数据来佐证。

综上所述，本研究利用 SE-iFISH技术检测皮
肤肿瘤 CTC /CTEC具有较高的检出率，皮肤肿瘤
外周血中大细胞多倍体 CTC 和 CTEC 比例高于
其他亚型，CTC 及 CTEC 数量与患者临床特征具
有一定相关性，可以预知未来将其运用到临床具
有良好的前景。下一步需要扩大样本量及检测范
围对皮肤肿瘤患者 CTC 和 CTEC 进行动态监测
以及对相关分子机制进行深入研究，以获得 CTC /
CTEC运用到皮肤肿瘤早期诊断、疗效评估、监测
耐药、个体化治疗、肿瘤复发、预后评估等的证据。
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