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　　［摘要］　结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，虽然综合治疗的开展使其疗效有较大改善，但仍有较多患

者死于术后的复发和转移。循环肿瘤细胞(circulating tumor cell，CTC)来源于肿瘤组织，与肿瘤转移及预
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　　［Abstract］ Colorectal cancer is one of the most common malignant tumors. Though the development 
of multidisciplinary therapy has largely improved the therapy effects, many patients still died of local recurrence 
and metastases after surgery. Circulating tumor cell (CTC) originates from primary tumor tissues and has a close 
relationship with cancer metastases and prognosis. This review summarizes the CTC detection methods and relevant 
clinical research on CTC in recent years. 
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大改善，但仍有较多患者死于手术后的局部复发

和远处转移。癌细胞在腹腔、淋巴结及外周血中

的微转移是导致结直肠癌术后复发和转移的主要
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原因，因此及时发现微转移对于指导临床治疗

及判断预后具有重要作用。

　　外周血循环肿瘤细胞(circulating tumor cell，

CTC)的概念在1896年由Ghossein等［1］首先提

出。CTC来源于肿瘤组织，在各种细胞因子的

作用下，肿瘤细胞进入血液循环即形成CTC，

大多数CTC在人体免疫机制的对抗下短期内发

生死亡，只有极少数具有高度活力和高度转移

潜能的肿瘤细胞在循环系统中存活下来，相互

聚集形成微小癌栓，并在一定条件下发展成为

转移灶［2］。近年来，检测技术的发展促进了

CTC的进一步研究，CTC与肿瘤转移及预后密切

相关，并且有望成为新的预测疾病进展及指导

临床治疗的有效指标。本文对CTC的检测方法

及其在结直肠癌中的临床研究进行综述。

1　CTC的富集方法

　　由于CTC在外周血中的数量极少，通常需

要在1亿个白细胞和500亿个红细胞中寻找仅有

的几个肿瘤细胞［2］，因此为了提高CTC的检

出率，通常需要在检测前对CTC进行富集。富

集技术主要是通过一些物理或化学原理将这些

细胞特异性地收集，目前CTC的富集方法主要

包括免疫磁珠分离技术、密度梯度离心技术及

基于肿瘤细胞大小的分离法(isolation by size of 

epithelial tumor cells，ISET)。

1.1　免疫磁珠分离技术

　　免疫磁珠分离技术是富集CTC最常用的方

法，这一方法的原理为表面包被抗体的磁珠直

接与靶细胞表面的抗原进行抗原抗体反应，这

些结合了磁珠的细胞一旦置于强大的磁场下，

就会与其他未被结合的细胞分离。与反转录聚

合酶链反应(reverse transcription polymerase chain 

reaction，RT-PCR)相比，免疫磁珠分离技术最

大的优势是分离细胞的可视性和可定量性，具

有高分离率和高特异性，且不影响细胞活性，

避免了细胞裂解对实验结果的影响［2］。免疫

磁珠分离技术分为阳性筛选和阴性筛选。阳性

筛选使用表面偶联抗目的细胞抗体的磁珠，细

胞与磁珠结合后，直接在磁场中被分离出来。

阴性筛选通过去除无关细胞使目的细胞得以纯

化。在检测中阳性筛选的效率受到肿瘤细胞表

面靶抗原表达强弱的影响，抗原表达弱的肿瘤

细胞可能丢失。CellSearch系统是利用免疫磁珠

分离技术的典范，已经被美国食品和药物管理

局(Food and Drug Administration，FDA)指定用

于转移性乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌患者的

检测和治疗，但是由于一些CTC不表达上皮类

抗原及非上皮性细胞的存在，CellSearch系统仍

存在一定的缺陷［3］。在使用阴性筛选检测CTC

时，一般选择白细胞表面的CD45或巨噬细胞、

血小板表达的CD61，通过阴性选择可以去除无

关细胞以筛选出肿瘤靶细胞，但这种方法虽然

富集效率较高，但特异性较差。

1.2　密度梯度离心技术

　　密度梯度离心技术是样品在一定惰性梯

度介质溶液中进行离心沉淀或沉降平衡，在

一定离心力下把颗粒分配到梯度中某些特定

位置上，形成不同区带的分离技术。经过离心

后，从底层到表面依次是红细胞层、中性粒细

胞层、分离液层、单核细胞层(淋巴细胞、单

核细胞、上皮细胞、肿瘤细胞)、血浆层。该

方法分离肿瘤细胞对设备、技术要求不高，过

程易于掌握，分离的肿瘤细胞形态保存完整，

可再通过免疫染色等技术从形态或分子特征等

方面鉴别肿瘤细胞。但是该方法仍有一定的局

限性，如果全血与分离液混合后不立即进行离

心，血细胞有可能渗入分离液而不利于分离，

而且肿瘤细胞有时可迁移至血浆层，造成分离

过程中丢失肿瘤细胞［4］。Oncoquick就是基于

密度梯度离心技术，在常规方法上增加了多孔

的屏障，能使分离出的目的细胞纯度更高，从

而提高了CTC的检出率［5］。RosetteSep应用微

量成像(RosetteSep-applied imaging rare event，

RARE)是以阴性选择为基础的密度梯度离心技

术，在阴性选择过程中，白细胞CD45阳性细

胞与多种红细胞交联结合形成四聚体复合物，

通过密度梯度离心技术去除这些复合物后分离 

出CTC［6-7］。

1.3　ISET

　　由Vona等［8］提出的ISET主要根据肿瘤细
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胞与血细胞的大小不同来分离肿瘤细胞。该方

法利用直径为8 μm的滤膜过滤经过固定处理的

外周血，肿瘤细胞及较大的血细胞被截留在膜

上。此方法敏感度高，1 mL血中只掺入1个肿

瘤细胞也可检出，分离的肿瘤细胞形态保存完

整，表面的抗原或分子标记均未破坏，可再通

过光学染色或免疫染色从形态学特征或分子特

征等识别肿瘤细胞。且该方法对设备、技术要

求不高，过程易于掌握。经过过滤后绝大多数

的血细胞被去除，只有包括肿瘤细胞在内的少

数较大的细胞留在膜上。有学者用多种不同孔

径的膜进行对比研究，结果显示，用8 μm大小

孔径的膜分离外周血肿瘤细胞效果最佳，但这

也意味着ISET只能分离直径大于8 μm的肿瘤细

胞，而目前尚无报道证实所有的肿瘤细胞都大

于8 μm，使其分离的敏感度受到质疑［9］。近

年来还逐渐发展了微流控芯片技术，该技术是

把生物、化学及医学分析过程中的样品制备、

反应、分离和检测等操作单元集成到一块微米

尺度的芯片上， 自动或半自动完成分析全过

程的新型技术，具有检测率高、成本低的特 

点［10-11］。Zheng等［10］利用单层聚对二甲苯-C

膜微过滤的方法获得了89.5%±9.5%的前列腺癌

细胞的捕获率。Bhagat等［11］利用收缩膨胀阵列

排布的矩形微管道获得了超过90%的乳腺癌细

胞株MCF-7的捕获率。

2　CTC的检测方法

2.1　以形态学为基础的CTC检测方法

　 　 常 用 的 方 法 包 括 免 疫 细 胞 化 学 法

(immunocytochemistry，ICH)、激光扫描细胞

计量技术(laser scanning cytometry，LSC)和光

导纤维阵列扫描技术(fiber-optic array scanning 

technology，FAST)等。这类方法主要是通过使

用不同上皮抗原的单克隆抗体来检测CTC，最

常用的抗体有CK抗体和EpCAM抗体。ICH是利

用抗原与抗体特异性结合的原理，使显色剂标

记的抗体与特异的肿瘤标志物结合，通过酶和

底物反应显色或其他显色方法显色以判断肿瘤

细胞的存在。但是单纯ICH方法敏感度较低，目

前较少单独应用。LSC是高通量细胞分析仪，具

有流式细胞仪和图像细胞仪的功能，通过连续

扫描荧光显微镜下图像自动分析数据，可在一

定时间(30~60 min)内在显微镜下自动筛查5×104

个细胞，如与细胞富集技术相结合经过荧光染

色后可达到在107个细胞中发现1~2个肿瘤细胞

的敏感度［12］。LSC能通过目镜直接观察细胞及

细胞核形态，可对细胞的微细结构进行定性、

定量和定位分析。Pachmann等［13］首次将LSC运

用于外周血CTC的检测，对细胞进行重新定位

后直接观察、定量，检测各期的乳腺癌和肺癌

患者，临床检测阳性率达92%，特异度为97%。

FAST也是近年来出现的高通量的检测技术，1 s

能扫描3×105个细胞［14］。

　　CellSearch系统是目前唯一经FDA批准上

市的检测CTC的方法。首先用包被EpCAM抗体

的免疫磁珠富集CTC，被富集的细胞再用细胞

核染料DAPI标记，并用荧光标记的CK抗体和

CD45抗体分选上皮细胞和白细胞，最终将CK阳

性、CD45阴性的细胞用荧光显微镜自动分析系

统进行鉴别分选［15］。这种技术将细胞富集、

荧光抗体染色和自动荧光显微镜分析技术相结

合，已被用于转移性乳腺癌、结直肠癌和前列

腺癌的临床实践中［16］。

　　近年出现的芯片技术CTC-Chip是一种比

Cel lSearch系统更为先进的技术，该系统由 

78 000个EpCAM抗体包被的微柱阵列组成［17］。

当血液流过微柱阵列时，上皮来源的细胞几乎

全被捕获，再通过细胞形态和免疫特征等检测

鉴别，可用于几乎所有肿瘤的CTC检测［18］。

2.2　以核酸为基础的CTC检测方法

　　PCR技术检测肿瘤患者外周血中CTC主要通

过检测癌基因、抑癌基因的突变或染色体异位

产生的异常DNA。虽然该方法灵敏度高，但是

由于其易出现假阳性限制了该技术的发展，而

且外周血中CTC和核酸的半衰期不稳定，检测

到的游离DNA可能并非真正的肿瘤细胞，因此

应用PCR技术检测CTC的特异度不高［19］。RT-

PCR是在PCR基础上扩增由肿瘤特异性mRNA序

列反转录的DNA片段，从而识别组织或肿瘤特

异性mRNA的表达或某些基因改变后RNA水平

孙文洁，等.　结直肠癌患者外周血循环肿瘤细胞的检测及临床研究进展
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的异常。由于这些特异性mRNA通常不在正常

外周血细胞中表达，且半衰期较短，在细胞死

亡后会迅速降解，因此在外周血中检测到的这

些特异性mRNA可以间接提示CTC的存在［19］。

与PCR技术相比，虽然RT-PCR可提高肿瘤细胞

mRNA表达的鉴别能力，但仍存在一些因素导

致假阳性结果，如取样时上皮细胞污染、肿瘤

标志物在外周血的非正常表达或假基因干扰等

原因，而且RT-PCR无法进行形态学观察及对

肿瘤细胞定量是影响其广泛应用于CTC检测的

最大障碍。有研究表明，恶性肿瘤患者伴随的

炎性反应可能会增加RT-PCR检测CTC的假阳性

率，从而影响检测的特异度［20-21］。此外，游

离的RNA和杂交DNA也可能导致假阳性结果的 

出现［22］。

3　CTC检测在结直肠癌患者中的临床应用

3.1　CTC可评估患者临床特点

　　由于CTC来源于肿瘤组织，因此CTC数量

一定程度上可反映患者体内的肿瘤负荷情况。

目前已有多项研究指出CTC可反映结直肠癌患

者的肿瘤浸润和淋巴结转移等临床特点。Sastre 

等［23］纳入了97例结直肠癌患者，指出CTC数

量与临床分期相关，进展期的患者具有较高的

CTC数量。该研究采用CellSearch系统对CTC进

行检测，在可评估的94例患者中有34例(36%)

可检测到CTC≥2个，中位数量为3.4个。CTC

阳性率(CTC≥2个)与原发肿瘤部位、升高的

CEA或LDH水平及肿瘤分化程度未呈现明显的

相关性。仅有疾病分期与CTC阳性率相关(Ⅱ

期：20.7%，Ⅲ期：24.1%，Ⅳ期：60.7%，

P=0.005)。同样，当阈值定义为大于等于3个

CTC为阳性时，也显示分期是唯一与CTC相关的

因素(Ⅱ期：12%，Ⅲ期：16%，Ⅳ期：64%，

P=0.000 1)。Wong等［24］检测了132例结直肠癌

患者，其CTC检出率达到62%，而在120例结

直肠良性疾病患者和40例健康人中未检测到

CTC，同时发现CTC数量与淋巴结转移与否密切

相关。Katsuno等［25］进行的一项Meta分析评估

了CTC与结直肠癌患者淋巴结阳性率和肝转移

率的相关性，共纳入了646例结直肠癌患者，发

现淋巴结阳性的患者相比阴性的患者具有更高

的CTC阳性率(50% vs 21%)，同样CTC阳性的患

者具有更高的肝转移率(21% vs 8%)。Hiraiwa等
［26］分析了130例胃肠道肿瘤的患者，发现转移

性患者的CTC数量明显高于非转移性患者，CTC

数量不仅与患者的临床分期密切相关，而且与

患者是否有腹腔转移具有明显相关性。Iinuma

等［27］也得出类似的结果，通过对167例结直肠

癌患者的分析发现，CTC可很好地反映患者的

临床病理特点，与患者的肿瘤侵犯深度、血管

侵犯、淋巴结转移及肝转移等均具有明显的相

关性。以上研究均显示，CTC可很好地反映结

直肠癌患者的临床病理特点，在临床应用中，

可以通过CTC数量的信息了解肿瘤疾病的状态

和严重程度，同时可对患者的临床分期进行补

充和修正。

3.2　CTC在预测疾病复发及判断预后方面的 

价值

　　CTC除了可以及时了解肿瘤的状态，还可

以对疾病的复发进行很好的预测。Uen等［28］

对438例Ⅰ~Ⅲ期结直肠癌患者，分别在手术前

和手术后进行CTC检测，发现术前和术后CTC

情况与术后的复发相关，术前和术后CTC均阴

性组无复发生存明显高于术前和术后均阳性组

(P<0.001)。Allen-Mersh等［29］同样对196例行根

治性结直肠癌切除术的患者，在术后24 h进行

CTC检测，发现术后CTC阳性患者之后出现复

发的危险比高于术后病理淋巴结阳性的患者，

而两者均阳性的患者发生复发的概率明显增

加，说明术后进行CTC检测可预测复发。Yalcin 

等［30］检测了93例结直肠癌患者的CTC，治疗

后有8例患者CTC数量下降，14例患者CTC数量

上升，而5例患者未发生明显变化。在CTC数量

下降的8例患者中仅有2例患者在治疗后出现疾

病进展，而在14例CTC数量上升的患者中则有

13例患者出现疾病进展(P=0.001)。同样地，在5

例治疗后CTC数量未发生变化的患者中，有4例

患者出现疾病进展。因此，该研究认为可以通

过治疗前后CTC的检测对疾病复发进行很好的 

预测。
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　　目前已有多项研究证实了CTC可以对结直

肠癌患者的长期生存进行很好的预判。Cohen

等［31］通过对430例转移性结直肠癌CTC的检

测发现，无论治疗前还是治疗后CTC的浓度

对预后均有预测作用，治疗前后CTC均低浓

度组的预后明显优于治疗前后CTC均高浓度组 

(P=0.000 1)。影像学和CTC的联合检测能更好地

对患者的生存进行评估预测，影像学评估为非

疾病进展同时CTC低浓度组的中位生存时间为

18.8个月，而影像学评估为疾病进展同时CTC高

浓度组的中位生存时间仅为3.1个月(P<0.000 1)。

Van Dalum等［32］前瞻性纳入了183例初治的非

转移性结直肠癌患者，中位随访5.1年，结果发

现手术前可检测到CTC的患者具有明显较低的

无复发生存率(recurrence-free survival，RFS)和

结肠癌相关生存率(colon cancer-related survival，

CCRS)，相比于对照组术前CTC阳性患者5年

RFS从75%降低至61%，而CCRS从83%降低至

69%。多因素分析也显示，CTC和淋巴结转移均

是RFS的有效预测因素。Huang等［33］进行的一

项Meta分析共纳入13项研究，指出CTC低浓度

的结直肠癌患者的疾病控制率明显高于CTC高

浓度组(P=0.048)，CTC高浓度的患者无进展生

存率(progression-free survival，PFS)和总生存率

(P<0.001)(overall survival，OS)较差，CTC由低浓

度转化为高浓度的患者以及CTC持续高浓度的

患者PFS(P=0.023)和OS(P<0.001)较差。

3.3　CTC在预测和评估疗效方面的价值

　　在预测和评估疗效方面，CTC检测同样具

有良好的应用价值，可以根据CTC检测结果给

予患者个体化治疗。Cohen等［31］针对430例转

移性结直肠癌患者，在治疗后3~5周检测CTC，

发现在治疗后疾病进展的患者中CTC≥3个/7.5 

mL组占73%，而治疗后疾病稳定或好转的患者

中仅7%的患者CTC≥3个/7.5 mL，CTC评价疗

效的准确性达到78%。Barbazán等［34］也得出类

似的结论，发现在治疗后通过常规影像学检查

判定为治疗有效的患者中仍有部分CTC阳性，

而这部分患者具有较差的长期生存，因此该研

究指出通过CTC的检测可以鉴别出常规影像学

检查无法发现的对治疗抵抗的患者，并且可以

及时地给予针对性的治疗。随着对CTC研究的

深入，学者们开始针对CTC进行相应的基因检

测，以发现更多CTC蕴含的生物学信息。多项

研究发现，通过对CTC相应基因的检测，可以

对结直肠癌患者的疗效进行很好的预测，包括

化疗及靶向治疗等［35-38］。Hendlisz等［35］评估

并对比了化疗对于CTC和原发肿瘤表皮生长因

子受体(epidermal growth factor receptor，EGFR)表

达的影响，纳入了未经过化疗的转移性结直肠

癌患者，分别在治疗前、第2疗程治疗前和第4

疗程治疗后进行检测，14例(64%)患者在治疗前

CTC呈现EGFR表达阳性，而原发肿瘤和CTC的

EGFR表达无关，14例基线CTC-EGFR阳性的患

者，经过4个疗程化疗后，13例仍表达阳性，其

中位进展时间为6.6个月，而8例基线CTC-EGFR

表达阴性的患者，在4个疗程化疗后，7例患者

EGFR呈现阳性，中位进展时间为8.5个月。该

研究表明化疗可诱导CTC中EGFR表达状态的改

变，EGFR阴性的肿瘤在化疗后应该重新评估

EGFR状态，利用CTC-EGFR表达水平可以预测

转移性结直肠癌化疗的疗效。在实际临床工作

中，在使用西妥昔单抗治疗结直肠癌前必须检

测肿瘤组织的K-ras基因，K-ras基因野生型对西

妥昔单抗的治疗有效，而突变型则疗效不佳。

Yen等［36］收治76例转移性结直肠癌患者并给予

化疗联合西妥昔单抗治疗，同时检测其外周血

CTC的K-ras基因，发现CTC与肿瘤组织的K-ras
基因突变率具有很好的一致性，通过对CTC的

K-ras基因检测可以很好地预测西妥昔单抗的

疗效，因此有望取代传统的对肿瘤组织的基因

检测。Musella等［37］也得出类似的结论，指出

通过CTC的检测可以较早期地预测出抗EGFR治

疗的疗效，Abdallah等［38］检测并分析了CTC中

的胸苷酸合成酶(thymidylate synthase，TYMS)，

用以评估5-FU在转移性结直肠癌患者中的疗

效，共分析了34例患者的外周血CTC，发现9例

TYMS表达阳性，其中6例在5-FU治疗后出现肿

瘤进展，CTC的TYMS表达与肿瘤进展具有明显

的相关性，该研究结果表明通过CTC的TYMS检
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测可以预测出对5-FU抵抗的患者，从而可以给

予患者个体化的治疗方案。

4　总结和展望

　　结直肠癌在切除术后复发和转移率仍然很

高，严重影响患者的预后，寻找更为有效的

方法检测CTC，不仅有利于术后复发和转移的

预测，并且为判断疗效、实现个体化治疗提供

依据。目前检测CTC的方法众多，每种方法均

有其优点和缺点，而肿瘤细胞存在较大的异质

性，不能靠单一的标志物或方法对CTC进行完

整分析，因此今后应考虑进行联合多种标志物

及联合多种方法进行检测。另外，外周血样本

的采集时间一直未得到较大的关注，这牵涉到

CTC在循环中释放的机制，是随机释放还是类

似于激素分泌的周期性规律释放，目前还尚无

定论。而对于某些学者提出的CTC细胞亚群鉴

定和针对不同亚群细胞进行个体化治疗也是今

后研究的新思路。
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