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胰腺癌循环肿瘤细胞检测及其临床应用

余　倩　姜立新

摘　要　胰腺癌肿瘤细胞的转移是造成胰腺癌患者死亡的主要原因。部分肿瘤细胞伴随循环系统迁移至其他组织或器官，

这些细胞被称为循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）。目前实现 ＣＴＣｓ定量检测的技术可分为两类，即体外检测和体内

检测。体外检测常用的方法有免疫介导法、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法等；体内检测方式主要为活体流式细胞术（ｉｎｖｉｖｏｆｌｏｗｃｙ

ｔｏｍｅｔｒｙ，ＩＶＦＣ）。ＣＴＣｓ对胰腺癌的早期诊断、辅助分期、评价疗效及预后评估方面都具有重要意义。本文将对胰腺癌循环肿瘤

细胞的检测及临床应用进行综述。
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　　胰腺癌的转移和复发是影响肿瘤患者长期存活
的最主要因素，在转移的过程中，原发肿瘤细胞可通

过多种途径侵入到血液循环系统中，产生循环肿瘤细

胞 （ＣＴＣｓ）。这些细胞以单个或聚集成团的形式存
在，部分 ＣＴＣｓ作为肿瘤转移的种子，在脱离原发病
灶后能够抑制失巢凋亡，在血液循环中抵抗流体剪切

力和躲避免疫监视，具有在机体其他部位附着形成新

的癌转移灶的潜能
［１］
。ＣＴＣｓ有原发灶细胞的生物学

特性，因此被认为在反映癌症恶性程度及预后方面有

重要的应用潜能。研究表明，ＣＴＣｓ的检测结果、细胞
计数、特定表面标志物识别与胰腺癌患者的诊断及分

期、疗效判断和预后显著相关，能够为胰腺癌的个体

化诊疗提供可靠依据
［２］
。

一、胰腺癌 ＣＴＣｓ体外检测
胰腺癌 ＣＴＣｓ进入血液循环后，绝大部分会受到

失巢凋亡，流体剪切力和机体免疫识别杀伤作用的影

响，最终在外周血中存活的 ＣＴＣｓ数量稀少（约每
１０９～１０１０个血细胞中有 １～１０个 ＣＴＣｓ）。体外检测
又被称为“液体活检”，主要通过采集血样，对 ＣＴＣｓ
进行计数及亚群特征分析。主要的分离检测方法可

分为免疫介导法和分子法（主要为 ＰＣＲ介导的检测）
两大类

［３］
。此外，利用密度梯度离心和基于细胞尺

寸的物理法分离，可对血样中微量的 ＣＴＣｓ进行富
集，从而提高检测敏感度

［４］
。

１．免疫介导法检测胰腺癌 ＣＴＣｓ：基于抗原 －抗

体结合反应的免疫学方法以其特异性、有效性，在胰

腺癌 ＣＴＣｓ检测中发挥了重要作用。胰腺癌为上皮
组织来源肿瘤，在其细胞表面表达特殊的表面分子，

而血液中的红细胞和白细胞则几乎不表达上皮来源

的表面分子。最常见的选择性标志物为上皮细胞黏

附分子（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＥｐＣＡＭ）。
ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统是唯一受美国食品药品监督管理

局（ＦＤＡ）批准的，用于患者体内 ＣＴＣｓ分离检测的技
术，该技术是一种自动化的 ＣＴＣｓ免疫富集和染色的
系统。检测过程中，偶联有 ＥｐＣＡＭ抗体的磁珠捕获
ＣＴＣｓ，通过磁珠分选将其富集［５］

。然后固定富集的

细胞并用 ＤＡＰＩ、ＣＫ和 ＣＤ４５染色，通过 ＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒ分
析仪（Ｖｅｒｉｄｅｘ）将 ＣＫ＋、ＤＡＰＩ＋、ＣＤ４５－细胞计数为
ＣＴＣｓ。

Ｈｕｇｅｎｓｃｈｍｉｄｔ等［６］
通过 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ系统检测可

切除的胰腺癌和壶腹周围癌患者外周血 ＣＴＣｓ与疾
病预后，结合患者术后病理分析，高风险患者 ＣＴＣｓ
阳性（≥１／７．５ｍｌ）占６．８％（１０／１４７），晚期患者 ＣＴＣｓ
阳性占６．２％ （２／３３），低风险和良性肿瘤患者 ＣＴＣｓ
均为阴性，尽管成功切除肿瘤，但术前 ＣＴＣｓ阳性的
患者仍显示出不良预后。Ｏｋｕｂｏ等［７］

通过 ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ
系统检测不可切除的胰腺癌患者外周血 ＣＴＣｓ与疾
病预后，ＣＴＣｓ阳性患者（２１／６５）总生存率明显低于阴
性患者，且伴有肝转移的胰腺癌患者 ＣＴＣｓ数量明显
增多，研究表明 ＣＴＣｓ可预测晚期胰腺癌患者化疗预
后和治疗反应。

微流体芯片技术（ＣＴＣ－Ｃｈｉｐ）是基于 ＥｐＣＡＭ阳
性选择的另一种检测方式，Ｎａｇｒａｔｈ等［８］

于 ２００７年首
次报道，ＣＴＣ－Ｃｈｉｐ由一系列具有 ＥｐＣＡＭ抗体的微
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柱组成，当外周血样本流过芯片时，因抗原 －抗体反
应，肿瘤细胞被芯片捕获。Ｋｏ等［９］

研制的 ＣＴＣｓ荧光
原位杂交芯片可实现分离并检测全血中的 ＣＴＣｓ，该
芯片将胰腺癌 ＣＴＣｓ定义为 ＲＮＡ ＦＩＳＨ（ＣＫ１８＋、
ＣＫ１９＋、Ｃｔｎｎｄ１＋、ＣＤ４５－），并应用于胰腺癌小鼠模型
及２５例晚期胰腺癌患者血液标本中。

以上两种基于 ＥｐＣＡＭ阳性选择的胰腺癌 ＣＴＣｓ
检测方式也存在一定的局限性，由于肿瘤细胞的异质

性及上皮 －间质转化（ＥＭＴ）等特性，并非所有肿瘤
细胞都表达 ＥｐＣＡＭ抗原，这有可能会降低 ＣＴＣｓ检
测率。

免疫磁珠阴性富集可对胰腺癌 ＣＴＣｓ进行阴性
选择，将患者血样中的红细胞裂解后，通过使用表面

带有白细胞特异性抗体（如 ＣＤ４５）的磁珠消耗胰腺
癌患者血样中的白细胞，获得未标记的胰腺癌 ＣＴＣｓ
悬液。Ｚｈａｎｇ等［１０］

用抗 ＣＤ４５抗体消耗 ３．７５ｍｌ血样
中的 ＣＤ４５＋细胞，并通过结合 ＣＫ、ＣＤ４５、ＤＡＰＩ和
ＣＥＰ８鉴定胰腺癌患者 ＣＴＣｓ。该方法不受肿瘤细胞
异质性及 ＥＭＴ特性影响，能够提高 ＣＴＣｓ检测率［１１］

。

２．基于分子法 ＰＣＲ的胰腺癌 ＣＴＣｓ检测：该方法
将胰腺癌患者血样中肿瘤特异性 ｍＲＮＡ高水平表达
作为 ＣＴＣｓ的替代标志物，通过将正常血样作为对照
设定阈值，以便定量检测肿瘤特异性 ｍＲＮＡ［１２，１３］。

Ｃｈａｕｓｏｖｓｋｙ等首次使用巢式实时定量 ＰＣＲ（ｎｅｓ
ｔｅｄＲＴ－ＰＣＲ）检测胰腺癌患者血样中 ＣＫ２０ｍＲＮＡ
的表达，７９％（２２／２８）胰腺癌患者 ＣＫ２０扩增，２２例
正常对照者 ＣＫ２０扩增均为阴性。Ｚｈｏｕ等［１４］

研究表

明，多标记比单标记显示出更好的结果，对２５例初诊
胰腺癌患者进行人端粒酶反转录酶（ｈＴＥＲＴ）、Ｃ－
ＭＥＴ、ＣＫ２０和 ＣＥＡ的 ＲＴ－ＰＣＲ，检测阳性表达率分
别为１００％（２５／２５）、８０％（２０／２５）、８４％（２１／２５）和
８０％（２０／２５）。

基于 ＰＣＲ的胰腺癌 ＣＴＣｓ检测具有较高的敏感
度，但是由于并缺乏胰腺癌特异性 ｍＲＮＡ，常用上皮
特异性 ｍＲＮＡ替代，因此敏感度往往会伴随着假阳
性的出现。

二、胰腺癌 ＣＴＣｓ体内检测
Ｌｉｎ的研究小组开发了一种用于 ＣＴＣｓ检测的体

内技术，称为活体流式细胞术（ＩＶＦＣ），它结合了传统
流式细胞术和共聚焦显微镜检测。活体检测的方法

包括活体荧光流式细胞术（ＦＦＣ）和活体光声流式细
胞术（ＰＡＦＣ）：ＦＦＣ的原理为当带有荧光标记的 ＣＴＣｓ
流经激光时，被激发的荧光被光电倍增管收集，产生

不同于血液背景的信号，从而实现 ＣＴＣｓ的活体检
测

［１５］
。ＰＡＦＣ利用生物组织的光声效应，当激光照射

组织时，组织吸收光能量产生热膨胀，向外辐射超声

波，通过分析超声换能器接收的不同声波信号来检测

ＣＴＣｓ［１６］。
ＩＶＦＣ可用于研究活体循环系统中胰腺癌 ＣＴＣｓ

在特定时间区间内的数量变化趋势，为疗效判断和预

后提供依据。目前实验研究多采用胰腺癌细胞体外

标记，注射入实验动物循环系统，或异种移植到实验

动物体内，对胰腺癌 ＣＴＣｓ变化趋势进行连续监测。
研究表明，ＣＴＣ簇比单个 ＣＴＣ有更大的转移潜能，
ＩＶＦＣ检测 ＣＴＣ簇的荧光信号显示为多个峰，而单个
ＣＴＣ的荧光信号显示为单峰，ＣＴＣ簇的信号比单个
ＣＴＣ具有更长的持续时间［１７］

。ＩＶＦＣ可以实时、定量
地对胰腺癌 ＣＴＣｓ进行活体检测，相较于体外检测方
式，具有非侵入性、高敏感度和动态监测的优势，可用

于研究胰腺癌发展、转移的 ＣＴＣｓ动力学变化。
三、ＣＴＣｓ在胰腺癌诊疗中的应用
１．诊断和分期：Ｘｕ等［１１］

通过阴性富集，免疫荧

光８号染色体原位杂交（ＮＥ－ｉＦＩＳＨ）来捕获和鉴定
胰腺癌患者的 ＣＴＣｓ，ＮＥ－ｉＦＩＳＨ系统在胰腺癌患者中
表现出极高的 ＣＴＣｓ检出率（９０％），结合 ＣＴＣｓ≥２和
ＣＡ１９－９＞３７μｍｏｌ／Ｌ，ＰＣ的诊断率可达到９７．５％。

Ａｎｋｅｎｙ检测了 ７２例胰腺癌患者和 ２８例其他胰
腺疾病患者的 ＣＴＣｓ，显示Ⅰ ～Ⅱ期患者 ＣＴＣｓ阳性率
为５４．８４％（１７／３１）、Ⅲ期阳性率为 ７８．５７％（１１／
１４）、Ⅳ期阳性率为 ９６．３０％（２６／２７）；２８例其他胰腺
疾病患者中仅１例检测出１个 ＣＴＣｓ。统计表明可以
将 ＣＴＣｓ≥３个／４毫升作为Ⅳ期胰腺癌的评判标准，
ＣＴＣｓ有望成为胰腺癌诊断和分期的生物学标志物。

２．疗效和预后：Ｔｏｒｐｈｙ等［１８］
建立胰腺导管腺癌

小鼠模型，随机分为两组，分别使用化疗药物和空白

载体治疗 ２８天，并于治疗前后检测 ＣＴＣｓ，化疗组
ＣＴＣｓ计数治疗后明显减少（２６．６１个／２５０微升 ｖｓ
２２１个／２５０微升，Ｐ＝０．０２１），而空白组治疗前后
ＣＴＣｓ计数比较差异无统计学意义（２３．２６个／２５０微
升 ｖｓ１１．８９个／２５０微升，Ｐ＝０．８０８）。ＣＴＣｓ的连续
监测可以用作预测治疗反应的微创方法以指导治疗

方案。

杨阳
［１９］
通过检测 ４８例胰腺癌患者术后外周血

ＣＴＣｓ变化情况，探讨高强度聚焦超声消融（ｈｉｇｈ－ｉｎ
ｔｅｎｓｉｔｙｆｏｃｕｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＨＩＦＵ）与开放手术两种治
疗方法对胰腺癌细胞血行性播散的影响，应用免疫
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磁珠负性富集结合免疫荧光原位杂交技术检测外周

血ＣＴＣｓ。研究发现，开放手术和ＨＩＦＵ治疗均有可能
发生医源性癌细胞血行播散，并且手术治疗 ＣＴＣｓ检
出率高于 ＨＩＦＵ治疗，因此胰腺癌患者接受开放手术
或 ＨＩＦＵ治疗后，应酌情给予化疗、增强免疫力等辅
助治疗。

四、展　　望
ＣＴＣｓ诊断胰腺癌的敏感度低于 ＥＵＳ－ＦＮＡ，但

特异性（１００％）与组织病理活检相当，具有低风险、
低成本、高特异性等优点

［２０］
。目前对胰腺癌 ＣＴＣｓ的

检测尚未形成统一指南，检测方法的差异使得研究之

间的比较变得困难，并且在广泛采用之前，必须严格

验证“可重复性”。未来的发展中，实现胰腺癌 ＣＴＣｓ
检测的标准化，需要更多独立验证研究以及在大型前

瞻性临床试验中的严格评估。
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１２５９－１２６７

５　ＨａｙｅｓＤＦ，ＳｍｅｒａｇｅＪ．Ｉｓｔｈｅｒｅａｒｏｌｅｆｏｒｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ

ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ？［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，１４

（１２）：３６４６－３６５０

６　ＨｕｇｅｎｓｃｈｍｉｄｔＨ，ＬａｂｏｒｉＫＪ，ＢｒｕｎｂｏｒｇＣ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

ａｒｅａｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｅｄｉｃｔｏｒｏｆｓｈｏｒｔｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ

ｒｅｓｅｃｔｉｏｎｆｏｒｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｎｄｐｅｒｉａｍｐｕｌｌａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ａｎｎ

Ｓｕｒｇ，２０１８，ｄｏｉ：１０．１０９７／ＳＬＡ．００００００００００００３０３５

７　ＯｋｕｂｏＫ，ＵｅｎｏｓｏｎｏＹ，ＡｒｉｇａｍｉＴ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｍｐａｃｔｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＳｕｒｇ

Ｏｎｃｏｌ，２０１７，４３（６）：１０５０－１０５５

８　ＮａｇｒａｔｈＳ，ＳｅｑｕｉｓｔＬＶ，ＭａｈｅｓｗａｒａｎＳ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｒａｒｅｃｉｒｃｕｌａｔ

ｉｎｇｔｕｍｏｕｒｃｅｌｌｓｉｎｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｂｙｍｉｃｒｏｃｈｉｐｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｎａ

ｔｕｒｅ，２００７，４５０（７１７３）：１２３５－１２３９

９　ＫｏＪ，ＢｈａｇｗａｔＮ，ＹｅｅＳＳ，ｅｔａｌ．Ａｍａｇｎｅｔｉｃｍｉｃｒｏｐｏｒｅｃｈｉｐｆｏｒｒａｐｉｄ

（＜１ｈｏｕｒ）ｕｎｂｉａｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｓｉｔｕＲＮＡ

ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＬａｂＣｈｉｐ，２０１７，１７（１８）：３０８６－３０９６

１０　ＺｈａｎｇＹ，ＷａｎｇＦ，ＮｉｎｇＮ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｉ

ｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＣＥＰ８，ＣＫａｎｄＣＤ４５ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

Ｃａｎｃｅｒ，２０１５，１３６（５）：１２２８－１２３３

１１　ＸｕＹ，ＱｉｎＴ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇｎｅｇ

ａｔｉｖｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄａｎｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｙｓ

ｔｅｍｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１７，１８（４）：６２２－６４０

１２　ＴａｋａｉＥ，ＹａｃｈｉｄａＳ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡａｓａｌｉｑｕｉｄｂｉｏｐｓｙｔａｒｇｅｔ

ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１６，

２２（３８）：８４８０－８４８８

１３　ＫｏｍａｔｓｕｂａｒａＫＭ，ＳａｃｈｅｒＡＧ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡａｓａｌｉｑｕｉｄｂｉ

ｏｐｓｙ：ｃｕｒｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｆｕｔｕｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ

（ＷｉｌｌｉｓｔｏｎＰａｒｋ），２０１７，３１（８）：６１８－６２７

１４　ＺｈｏｕＪ，ＨｕＬ，ＹｕＺ，ｅｔａｌ．Ｍａｒｋｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｃａｎｃｅｒ

ｃｅｌｌｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＲｅｓ，２０１１，１７１（２）：

６３１－６３６

１５　ＤｉｎｇＹ，ＷａｎｇＪ，ＦａｎＺＣ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎａｌａｎｄｄｅｐｔｈｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｆｏｒｉｎ

ｖｉｖｏｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｅａｒｓｋｉｎｂｙｏｐｔｉｃａｌｃｌｅａｒｉｎｇａｇｅｎｔｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＯｐｔＥｘｐｒｅｓｓ，２０１３，４（１１）：２５１８－２５２６

１６　杨萍，魏勋斌．在体光声流式细胞术在循环肿瘤细胞检测中的研

究进展［Ｊ］．激光与光电子学进展，２０１７，５４（９）：７－１８

１７　ＡｃｅｔｏＮ，ＢａｒｄｉａＡｄｉｔｙａ，ＭｉｙａｍｏｔｏＤＴ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ

ｃｌｕｓｔｅｒｓａｒｅｏｌｉｇｏｃｌｏｎａｌｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．

Ｃｅｌｌ，２０１４，１５８（５）：１１１０－１１２２

１８　ＴｏｒｐｈｙＲＪ，ＴｉｇｎａｎｅｌｌｉＣＪ，ＫａｍａｎｄｅＪＷ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

ａｓａｂｉｏｍａｒｋｅｒｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｐａｔｉｅｎｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｘｅｎｏｇｒａｆｔ

ｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９

（２）：ｅ８９４７４

１９　杨阳．胰腺癌不同治疗手段对循环肿瘤细胞的影响［Ｄ］．苏州：苏

州大学，２０１４

２０　Ｉｗａｎｉｃｋｉ－ＣａｒｏｎＩ，ＢａｓｉｌｅＤ，ＴｏｕｒｅＥ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｄｉａｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪ

Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１３，１０８（１）：１５２－１５５

（收稿日期：２０１９－０２－２６）

（修回日期：２０１９－０３－３０
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