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　　长期以来，前列腺癌一直是世界范围内最

常见的恶性肿瘤之一［1］。而前列腺特异性抗原

(prostate-specific antigen，PSA)在临床应用中其

灵敏度和特异度仍有一定的局限性，所以早期

准确诊断前列腺癌仍需更加精准的标志物来改

善现状。同时，对于转移性前列腺癌(metastatic 
prostate cancer，mPCa)、去势抵抗性前列腺癌

(castration-resistant prostate cancer，CRPC)等进

行预后的判断、治疗疗效的实时定量监测仍是临

床上需要改善的问题。作为前列腺癌个体化诊疗

的一种新的手段，“液体活检”能够为早期诊断

前列腺癌、提高mPCa的疗效提供更有效的临床

证据。“液体活检”最初仅包括循环肿瘤细胞

(circulating tumor cell，CTC)检测，现在也包括

循环肿瘤DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)、

外泌体(exosome)、小分子RNA(mircoRNA)及长

链非编码RNA(long non-coding RNA)等肿瘤标志

物的检测。目前临床常用主要为CTC和ctDNA，

其中，美国食品药品管理局 (Food and Drug 
Administration，FDA)相继在2004—2008年间批

准外周血CTC计数可用于转移性乳腺癌，结直肠

癌和前列腺癌的预后评估和治疗反应情况的评 

估［2-4］。同时，ctDNA检测在国内也处于临床探

索的热点。因此，该研究就循环肿瘤标志物现今

在肿瘤个体化诊疗领域，特别是在前列腺癌个体

化诊疗中的研究及进展做一回顾和总结。

1　CTC

1.1　CTC定义及生物学特征

　　Ashworth于1896年首次发现并提出CTC的

概念［5］。1889年Paget提出了著名的“种子和
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土壤”假说(seed and soil hypothesis)［6］，该假

说中的“种子”即CTC，其在肿瘤的发生、发

展中发挥着重要作用。此学说成功地阐释了癌

症复发和转移的机制。肿瘤原发灶或转移灶

中，具有转移倾向的一类肿瘤细胞，通过EMT
等生物学行为，迁移入血称之为CTC。外周血

中检测出CTC并不一定意味着患者已经存在远

处转移，具有干细胞特征的播散的肿瘤细胞

(disseminated tumor cells，DTC)聚集成团，并且

形成微转移灶，同时该转移灶可以逃避免疫系

统的识别，肿瘤的远处转移才可能发生［7］。

　　基于CTC的生物学特征，肿瘤个体化治疗

领域CTC的检测可有效地应用于预后判断，指

导个体化治疗，包括临床药物的筛选、耐药性

的检测及肿瘤新药物的开发等，为动态实时监

测患者的治疗效果提供最直接的证据。

1.2　CTC检测方法

　 　 由 于 C T C 在 外 周 血 中 的 数 量 很 少 ， 每

105~107个有核细胞中才有1个CTC，因此对CTC
的检测技术要求更为准确、敏感。CTC的检测

方法主要分为两部分：CTC富集技术和CTC检

测技术。主要富集和检测方法的介绍及优缺点

见表1［8-9］。

1.3　CTC的临床应用

1.3.1　辅助诊断

　　Schwarzenbach等［10］入组了69例前列腺癌

患者，结果发现，71%的M0期患者及92%的M1

期患者外周血CTC检出数为1~40个，且CTC的

出现与肿瘤分期(P<0.03)及增高的Gleason评分

(P<0.04)具有相关性，提示CTC检测可协同PSA
指导前列腺癌患者预后分期分组。但是CTC与

前列腺癌分期分级关联尚有争议，是否有助于

辅助前列腺癌的早期诊断仍待大规模的临床 

研究。

1.3.2　预后判断

　　目前的研究显示，CTC数目和肿瘤的进

展、接受药物治疗后的疗效密切相关。Bono
等  ［4］入组了276例CRPC患者，利用CellSearch
平台在治疗前后按月对患者外周血CTC进行持

续动态监测，发现以7.5  mL外周血中CTC数为

5个作为Cutoff值，治疗前的CTC基线水平对患

者的中位总生存期(overall survial，OS)具有预

测价值，这项研究直接促使FDA批准CellSearch 
System(CSS)用于前列腺癌患者外周血中CTC的

检测。Goodman等［11］的研究对33例mHRPC患

者内分泌治疗前及内分泌治疗2个月后进行CTC
计数及血生化指标的检测，统计学结果显示，

多因素分析中仅基线CTC计数为mHRPC患者进

展至CRPC的独立预后因素。

　　大量研究已经证实CTC计数为前列腺癌患者

的敏感预后因子。但是，对于CTC预测预后的最

佳临界值仍有争议，CTC在低肿瘤负担的晚期前

列腺癌患者中的预测价值有待进一步评估。

1.3.3　疗效评估

　　Okegawa等［12］对80例接受内分泌治疗的

mPCa患者的CTC进行了研究，44例(55%)检出

大于或等于5个(7.5  mL外周血)，其内分泌治疗

中位有效期为17个月；小于5个的患者的内分泌

治疗中位有效期大于32个月。此外，CTC的检

测已经被纳入研发新型靶向治疗药物的Ⅰ期和

Ⅱ期临床试验中，其中一项关于阿比特龙治疗

雄激素抵抗性前列腺癌的Ⅱ期试验  ［13］显示，

60%~70%的患者初始CTC较高，经过阿比特龙

治疗后，近50%的患者CTC降到较低水平。这些

研究充分证明了CTC为内分泌治疗敏感性的预测

因子，可作为反映抗肿瘤治疗疗效的指标，其

在临床新型治疗方法的研发中具有重要作用，

有助于制定最佳的治疗方案。

1.3.4　分子标志物检测

　　在前列腺癌疾病进展过程中，促进肿瘤发

展的分子标志物可能会发生变化，为了实现有

效的个体化治疗，根据肿瘤所表达分子特征选

择治疗方案至关重要。

　 　 有 研 究 报 道 ， 前 列 腺 癌 患 者 C T C 中

TMPRSS2-ERG基因融合、雄激素受体AR突变

及AR-V7突变［14-15］，往往提示前列腺癌更具侵

袭性及对恩杂鲁胺和阿比特龙耐药。其他CTC
水平分子特征分析的内容还包括PTEN缺失、扩

增和MYC的扩增，CTC中Ki-67增殖很大程度

上提示前列腺癌患者容易发生去势抵抗，AR蛋
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表 1　CTC的主要富集和检测方法汇总表

Tab. 1　The main methods of enrichment and detection of CTC

　Methods Principles Advantages Disadvantages

　Enrichment

　    Density gradient centrifugation Based on a density gradient medium to separate cells
of similar density from each other

Simple Lack of specificity
and may result in
CTC losses

　    Size-based membrane filtration CTCs are larger than that of blood cells and thus are 
tracked on the membrane when the sample is filtered

Simple and easy-to-use
Cannot  offer  a  h igh 
purity and may lose 
some smaller CTCs

　    Immunomagnetic separation CTCs can be tagged by antibody-conjugated 
magnetic microbeads binding to EpCAM that on the 
surface of CTCs, and when the sample is exposed to 
a magnetic field, the labeled CTCs are captured

Wide-used, high recovery
and purity rates and keep 
CTCs intact

May appear false 
negative when 
there is no specific 
antigens on the 
surface of CTCs 

　    OncoQuick method Blood sample is centrifuged in centrifugation
tubes with a porous barrier which can prevent the
contamination of the separated mononuclear cells
from pelleted blood cells

Simple and  high recovery
rate

Low sensitivity and 
may lose some CTCs

　    CanPatrol method Based on red blood cell lysis to remove erythrocytes, 
followed by depletion of CD45+ leukocytes using a 
magnetic bead separation method, and subsequent 
isolation of CTCs by virtue of their larger size, 
compared with leukocytes

Do not rely on the 
express of classical 
epithelial antigens and 
leads to a more accurate
enumeration of CTCs 

Complicated and 
expensive

　Detection

　    Immunocytochemistry (ICC) Based on the reaction of antibody with antigen that 
expressed on the surface of CTCs

Simple and visualized Low sensitivity and is 
liable to appear false 
negative

　    Flow cytometry Staining cells with fluorochrome-labeled antibodies
against antigen that expressed in the surface of CTCs, 
then detected by flow cytometry

A multi-parameter 
protocol that can increase
the specificity

Low sensitivity

　    PCR method By identifying specific DNA or mRNA molecules 
that are supposedly associate with CTC-specific 
genes by PCR to indirectly detect the presence of 
CTCs

Exact and high sensitivity Cannot count the 
number of CTCs and 
is liable to appear 
false positive

 　   CellSearch system Epithelial cells are captured by antibody-conjugated
magnetic microbeads and then CTCs are identified 
by the method of immunofluorescence

This method  combines 
enrichment with detection
and of high sensitivity 

Low detection rate
and unable to detect 
tumor markers and 
classificate CTCs

　    Microfluidic biochip A microfluidic device to separate cancer cells 
to blood cells by using the differences in 
size and deformability  between them, then 
immunofluorescence staining can be done in situ to 
distinguish CTCs

Combines enrichment 
with detection and can 
analyse the molecular 
characteristics of CTCs

A high rate of false
positive

白的改变与临床对多西他赛的反应相关，还有

对CTC细胞的微管束研究也发现其与多西他赛

化疗的疗效相关［16］。此外，一项共入组了70
例mCRPC患者的研究将CTC计数和分子标志物

表达相结合，结果表明，对于接受了多西他赛

加泼尼松一线化疗的患者，较多的CTC(7.5  mL
外周血中CTC计数大于等于5)和CTC表面干细

胞相关基因(ABCG2、PROM1和PSCA)的表达均

是OS的独立预后因子(多因素分析中P=0.02和

P=0.01) ［17］。因此，检测CRPC患者外周血CTC
中AR及其他相关基因的亚细胞水平可以预测患

者对多西他赛、阿比特龙的反应，对治疗方案

的选择和更换具有重要意义。
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2　血浆游离DNA(cell-free DNA，cfDNA)/

ctDNA

2.1　定义及生物学特征

　　cfDNA也叫循环游离DNA(circulating-free 
DNA)，是外周血中游离存在、不包含在完整

细胞结构内的DNA。ctDNA是来源于肿瘤细胞

的双链DNA片段，属于cfDNA的一种类型，

主要来源于：① 坏死的肿瘤细胞；② 凋亡的

肿瘤细胞；③ CTC；④ 肿瘤细胞分泌的外排 

体［18］。cfDNA主要存在于血液、滑膜液和脑脊

液等液体中，含量极微，其携带一定的特征，

包括突变、缺失、插入和甲基化等，通过对

cfDNA中肿瘤特异度畸变(如肿瘤原癌基因和致

癌基因突变、微卫星改变和DNA甲基化等)的识 

别［19］，证实其与肿瘤细胞基因组信息相一致。

因此定量或定性分析这些ctDNA可以间接反映

肿瘤疾病的相关特征，对肿瘤的早期诊断、个

体化治疗、病情监测及预后的评价都具有重要 

意义［20］。

2.2　ctDNA的检测

　　对ctDNA的检测可分为定量和定性两种：

前者主要检测血清和血浆中ctDNA总量，后者

则检测DNA中肿瘤特异度基因的改变。

　　对于定量检测，既往缺乏统一标准，此

外定量检测不仅会受到检测背景中大量正常

cfDNA的干扰，导致大量假阳性结果，也容易

受到血液的凝固、储存温度及患者的基本情况

等诸多因素的影响，并不适合作为肿瘤诊断

和评估的有效指标［21］；再加上操作技术的限

制，导致定量检测一直未受重视。因此，一些

定性分析方法受到关注。目前临床上主要开展

的检测包括基因突变、甲基化异常、微卫星不

稳定性和杂合性缺失等。

　　第三代PCR技术-数字化PCR(digital PCR)及
二代测序技术(next-generation sequencing，NGS)
的发展使ctDNA中肿瘤特异度的基因突变或拷

贝数异常的检测成为可能［22］。这种高通量的

方式具有非常高的敏感性，并能精确的捕捉到

临床治疗过程中微量ctDNA的变化［23］，具有非

常好的应用前景，为实时无创监测患者治疗疗

效提供了新的方向。

2.3　临床应用

　　在早期诊断方面，主要是根据恶性肿瘤

患者ctDNA含量与正常人之间的差异来进行分

析。早在2004年即有文献报道［24］，对于PSA
升高或直肠指检异常的患者，经前列腺穿刺

活检证实，穿刺之前为良性前列腺增生患者

(benign prostatic hyperplasia，BPH)其血浆DNA
总量为936 GE/mL(中位值，单位为：genome 
equivalents/milliliterplasma)，显著低于前列腺癌

患者的1  734    GE/mL(中位值，P=0.01)和上皮内

瘤变患者的1  780  GE/mL(中位值，P=0.04)，证实了

血浆DNA含量可以作为鉴别前列腺良恶性疾病的

一个重要指标。Altimari等 ［25］在2008年的一项研

究也显示，64例临床局限型前列腺癌患者的cfDNA
水平［(15.4±0.9) ng/mL］显著高于45名健康男性

［(5.5±3.5) ng/mL，P<0.001］，并且血浆游离DNA
水平还和前列腺癌分期相关，T3期明显高于T2期

［(17.5±12.1) ng/mL  vs (12.6±8.4) ng/mL；P<0.05］。

目前有关cfDNA应用于前列腺癌诊断的研究数

据尚少，但这些研究视野的拓展和新发现，

为肿瘤的早发现、早诊断提供了新的思路和 

方法。

　　近年来，有关cfDNA水平或某一特定相关

基因的水平与抗肿瘤(包括手术、放疗、新辅

助化疗及姑息性化疗等)疗效预测方面的研究

陆续出现。Kienel等［26］入组了59例前列腺癌

患者，其中48例(81.4%)接受多西他赛化疗的

CRPC患者基线cfDNA水平和PSA下降的幅度

呈负相关，而在评价生存期方面，cfDNA大于

等于55  ng/mL(5例)和小于55  ng/mL的无疾病生

存期(progression-free sunival，PFS)分别为9.4
和7.5个月，OS分别为17.0和31.5个月。Salvi 
等［22］共入组了53例CRPC患者，在服用阿比特

龙之前抽取外周血，测定其AR及CYP17A1基因

的拷贝数(CNVs)，并根据正常对照组的测定结

果将其分为有拷贝组和无拷贝组，结果表明，

相较于无拷贝组，AR及CYP17A1基因有拷贝组

的PFS明显缩短(2.8 vs 9.5个月，P<0.000  1；2.8 
vs 9.2个月，P=0.001  4)，在OS分析中也能观察
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到同样的结果，且多因素分析表明，AR基因有

拷贝是PFS及OS的独立预测因子(P=0.000  4，

P=0.002  6)。这些研究表明患者血浆中cfDNA的

总量或某一基因的相对数量可以作为患者疗效

预测的指标，这为实时无创地监测患者治疗之

后的疗效提供了新的方向。

　　上述研究主要从cfDNA整体水平变化进行

探讨，近年来随着分子生物学研究的深入，针

对与疾病关系明确的DNA片段进行定性分析成

为新的研究主体。Lallous等［27］通过对CRPC患

者外周血ctDNA进行基因组分析，以AR BF3位

点为靶点的恩杂鲁胺在CRPC患者中可有效阻碍

其他24个AR突变的活性。此外在Azad等［28］的

一项研究中，共入组62例因疾病进展停止服用

阿比特龙(n=29)、恩杂鲁胺(n=19)或者其他药物

(n=14)的转移性去势抵抗性前列腺癌(mCRPC)
患者，其中有53%的恩杂鲁胺耐药的患者能够

检测到AR表达增强，而AR基因8号外显子错义

突变在11例(18%)患者中检测到，包括在1例恩

杂鲁胺耐药患者中首次检测到的F876L突变和

在7例阿比特龙耐药患者中首次检测到的H874Y
和T877A突变；随后有39例患者服用了恩杂鲁

胺，其服药前AR基因表达增加和(或)8号外显子

突变和更低的PSA反应率(下降大于等于30%，

P=0.013)及更短的影像学/临床PFS呈显著相关

(P=0.01)。
　　目前肿瘤患者的临床处理正在从基于患者

临床特征选择治疗方案的传统治疗模式，转变

为基于患者肿瘤分子表达谱选择治疗方法的个

体化治疗模式，这种全新的医疗模式以个人基

因组信息为基础，为患者量身设计出最佳治疗

方案，包括选择合适的药物及正确的剂量，预

测药物的疗效等，对于CRPC患者而言，通过对

cfDNA进行基因分析可为其选择更为个体化的

治疗方案提供重要参考。

　　cfDNA可以直接从患者的外周血中获取，

通过分析肿瘤患者和健康个体游离DNA的差

异，为非侵入性肿瘤诊断及病情监测提供了一

种新的可能性，有望发展成为一种新型的肿瘤

学监测指标。作为一种灵敏、特异、无创的分

子生物学检测手段，检测cfDNA可以便捷地对

肿瘤做出早期诊断、进行疗效监测及对恶性肿

瘤做出预后评价，这也是未来cfDNA用于临床

的主要方面。但是，我们也应该看到，作为一

个新兴的检测指标，各个中心对于ctDNA的大

量患者对照研究结果还有较大的差异，尤其是

尚未建立标准化的监测方法，是其应用于临床

的一大瓶颈。因此，未来ctDNA检测方法的改

进及大规模临床试验的开展是其应用于临床所

需要的。

3　小结

　　对于CTC而言，其相关研究及研究方法已

较成熟，通过在临床治疗前进行CTC检测，建

立基数水平，在治疗过程中监测CTC数目的变

化，可以更好地监测治疗效果、评估预后及制

订个性化治疗方案；也可以对CTC分选后研究

其分子生物学特性，尽可能多地寻找肿瘤分子

标记，在提高CTC检测特异度的同时，可为肿

瘤治疗提供更多的预后指标及新的治疗靶点。

而循环肿瘤DNA研究虽起步较晚，但是其具

有与肿瘤细胞直接相关的分子生物学特征的特

性使得其在肿瘤的早期诊断及个体化治疗方面

有着广阔的应用前景，尤其是近10年来数字

PCR和NGS的发展，显著促进了其临床研究的 

步伐。

　　除了CTC、cfDNA/ctDNA之外，循环外泌

体、小分子RNA和长链非编码RNA也在肿瘤

的发生过程中起着重要的作用，作为“液体活

检”的组成部分应用于临床方面有着良好的前

景。但是作为新兴的检测手段，CTC和ctDNA
仍有不少问题值得我们去探索，富集、检测技

术的改进，辅助前列腺癌诊断、预后判断及疗

效监测都需要进一步、大规模的临床数据证

实，这也是循环肿瘤标志物未来真正应用于临

床所需要面临的挑战。
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