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循环肿瘤细胞γＨ２ＡＸ检测评估化疗疗效研究进展


寿　涛
１，汪晓洁１，平竹仙２，李丽华１，曾　蓉

１综述，严新民１审校

（昆明理工大学附属昆华医院：１．肿瘤内科；２．检验科，昆明６５００３２）

　　关键词：循环肿瘤细胞；Ｈ２ＡＸ；肿瘤

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．０４．０４５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）０４０４６８０３

　　作为目前肿瘤治疗主要手段之一的化疗应用广泛，对其疗

效的评价依据基于影像学肿瘤缩小而设计的ＲＥＣＩＳＴ标准，一

般在２～４个周期化疗后进行评估。姑且不论在影像学图像如

ＣＴ片上进行测量，容易产生对可评价病灶数毫米级的测量出

入，以及存在于测量者与测量者之间的差异；这样的以“周期”

为测量单位跨度占据患者２８～８４ｄ的时间，有的患者可能在

第１周期就耐药，有的患者转移可能已经发生，有的患者可能

错过最佳治疗时机等。由于有诸多的“可能”会发生，因此，需

要更敏感、即时且更早期的评价指标以监测化疗患者的疗效。

药物基因组学已经关注到个体药物代谢过程差异的多个环节，

并在ｍＲＮＡ或蛋白表达水平有了很多富有吸引力的研究结果

预测疗效［１２］，评估指标多数都要求组织标本。而晚期或多程

化疗的患者，要重复取材，并以化疗“周期”为测量单位进行影

像学检查，不容易满足早期评估要求，临床可操作性低，实用价

值有限。在这样的背景下，探索外周血化疗疗效敏感指标，在

化疗单次给药后以“ｄ”为测量单位，调整下一周期的治疗方案，

抑或即时手术，这样的指标将极具实际应用价值，成为目前肿

瘤治疗学中的一个研究热点。

１　组蛋白 Ｈ２ＡＸ和循环肿瘤细胞

ＤＮＡ损伤修复在肿瘤耐药中起着重要作用，如果因个体

代谢差异致肿瘤细胞对ＤＮＡ损伤药物敏感程度不同，或存在

ＤＮＡ修复差异，那么敏感或修复能力弱的肿瘤细胞将会更多

地被杀死。基于这样的共识，参与 ＤＮＡ 损伤早期反应的

Ｈ２ＡＸ，即组蛋白 Ｈ２Ａ变体，成为候选评估ＤＮＡ损伤修复的

８６４ 重庆医学２０１３年２月第４２卷第４期
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指标。它是核心组蛋白的一个亚型，其多肽链包含一个１３９位

为丝氨酸的丝氨酸谷氨酰胺谷氨酸结构域，可被激活发生磷

酸化，此１３９位丝氨酸磷酸化的Ｈ２ＡＸ被称为γＨ２ＡＸ
［３］。毛

细血管共济失调突变基因（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉｓ，ＡＴＭ），磷脂酰

肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ），ＤＮＡ依赖

激酶（ＤＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＤＮＡＰＫ）等均可与之结

合使其磷酸化，尤其 ＡＴＭ 与此位点的结合是ＤＮＡ双链断裂

（ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢｓ）及修复的 早 期 反 应
［４］。

ＤＮＡ损伤时γＨ２ＡＸ能够快速募集一系列ＤＮＡ损伤修复相

关蛋白和信号分子，如ＢＲＣＡｌ、Ｎｂｓｌ、５３ＢＰｌ、Ｒａｄ５０和 Ｒａｄ５１，

在识别损伤信号的传导及 ＤＮＡ 修复过程中发挥关键性作

用［５６］。无论是在高等哺乳动物，还是低等的爪蟾、果蝇和酵母

中，当电离辐射和其他因素使 ＤＮＡ发生双链断裂时，Ｈ２ＡＸ

磷酸化在ＤＳＢｓ产生后１ｍｉｎ就开始出现。一个ＤＳＢ就可以

激活ＡＴＭ，使大量的 Ｈ２ＡＸ发生磷酸化，约涉及２Ｍ 碱基的

染色质区域，形成荧光下可以分辨的焦点，γＨ２ＡＸ焦点与发

生ＤＳＢｓ数量存在对应关系，一旦ＤＮＡ损伤消除或被修复该

结合位点就消失，焦点随之消失。如果持续暴露于ＤＮＡ损伤

物质，ＤＳＢｓ持续增加，最终整个核呈现γＨ２ＡＸ荧光阳性，且

阳性细胞数目增加［７］。在辐射和放疗领域的研究已经证实，γ

Ｈ２ＡＸ可以作为肿瘤细胞ＤＮＡ损伤的一个灵敏和特异的生

物指标，判断放疗敏感或是抵抗［８１０］。

取材较为方便且可以频繁获得的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔ

ｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣ）为探索外周血化疗疗效敏感指标这样的

思路提供了达成的基石。国内外多项研究已经在多种转移或

未转移的实体瘤中检测到ＣＴＣ，尽管有的肿瘤是以低水平数

量被检测到，仍对其表面标志、与肿瘤分期和预后等的相关性

进行了研究，成为疗效和预后判定的候选指标之一［１１１２］。以

Ｃｒｉｓｔｏｆａｎｉｌｌｉ等
［１３］的研究为例，他们发现每７．５ｍＬ外周血中

ＣＴＣ＞５个的进展期乳腺癌患者治疗后缓解期小于３个月，总

生存期约１０个月，而ＣＴＣ＜５个的患者缓解期可达７个月，总

生存期超过１８个月。提示在转移性乳腺癌患者中，治疗之前

ＣＴＣ的数量是一个独立的预后指标。将ＣＴＣ与其ＤＮＡ损伤

指标γＨ２ＡＸ检测相结合，有希望使用外周血样本检测化疗

疗效，即时的监测为实施个体化治疗创造条件。

２　以γＨ２ＡＸ观察化疗药物作用的体外研究

有了电离辐射研究的基础，多项体外实验以γＨ２ＡＸ为

ＤＮＡ损伤指标，观察了经多种化疗药物处理后细胞的反应。

Ｂａｎａｔｈ等
［１４］将中国仓鼠Ｖ７９细胞系分别暴露于平阳霉素、多

柔比星、依托泊苷３０ｍｉｎ后，孵育１ｈ，然后观察细胞杀伤力和

γＨ２ＡＸ抗体染色的关系。所有实验组γＨ２ＡＸ的水平随着

药物剂量的增高而增加，是未受药物处理对照组的５倍，与

５０％～９０％的细胞死亡率一致。用依托泊苷和替拉扎明处理

Ｖ７９和ＳｉＨａ细胞后１ｈ，同样观察到γＨ２ＡＸ水平低者细胞

存活，γＨ２ＡＸ水平高于未处理组的则细胞死亡
［１５］。环磷酰

胺、替莫唑胺、米托蒽醌、羟基脲等都可以观察到类似结

果［１６１７］。因此，γＨ２ＡＸ很可能成为ＤＮＡ损伤药物疗效观察

的早期指标，虽然没有细胞特异性，但与ＤＮＡ损伤、药物剂量

及其后的细胞死亡呈正相关。这样的结果在肿瘤细胞系和更

多的化疗药物中得到证实。我国学者于琳等［１８］用γＨ２ＡＸ来

预测４种处理药物：依托泊苷、多柔比星、丝裂霉素和顺铂对肝

癌细胞 ＨｅｐＧ２．２１５的敏感性。结果显示，经流式细胞仪检测

到的肝癌细胞γＨ２ＡＸ阳性百分数，与 ＭＴＴ比色法检测的经

上述药物处理后肝癌细胞增殖抑制率呈正相关，并且荧光阳性

细胞数目与化疗药物呈剂量依赖型增加，提示γＨ２ＡＸ在细

胞水平预测癌细胞对ＤＮＡ损伤药物敏感性的可行性。由于

观察γＨ２ＡＸ需要活的单个细胞，模拟以ＣＴＣ为载体的环境

将有可能使上述研究结果真正转化为临床诊治手段。近来的

１项研究的确又更深入了一步
［１９］。此项研究采用人乳腺癌细

胞系 ＭＣＦ７、人结肠腺癌细胞系 ＨＴ２９和人卵巢腺癌细胞系

ＳＫＯＶ３，经托泊替康处理后２ｈ，分别取各瘤系细胞６００±５０

个加入７．５ｍＬ的健康对照全血中，经免疫磁性富集，流式细

胞仪分选和免疫荧光染色，观察到γＨ２ＡＸ阳性细胞比例的

变化在上述各系均增加。处理前γＨ２ＡＸ阳性细胞比例为

１％～４％，处理后 ＭＣＦ７为３１．４％，ＨＴ２９为４４．３％，ＳＫ

ＯＶ３为１９．６％，阳性细胞比例随处理剂量增加而增加。对照

组没有观察到这样的变化。这些研究提示γＨ２ＡＸ很可能成

为ＤＮＡ损伤化疗药物疗效的早期生物标志。

３　以ＣＴＣγＨ２ＡＸ监测化疗疗效的体内研究

体内实验虽然目前仅有小样本研究，同样得到了令人鼓舞

的结果。Ｗａｎｇ等
［１９］对１５例Ⅳ期实体瘤患者进行了研究，其

中乳腺癌２例、结肠癌６例、肝细胞癌１例、小细胞肺癌１例、

神经内分泌前列腺癌１例、食管癌１例、胰腺癌２例和阑尾癌１

例，都是多种化疗耐药的晚期患者。他们接受不同的治疗方

案：托泊替康，托泊替康联合多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶（ｐｏｌｙ

ＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）抑制剂，环磷酰胺联合 ＰＡＲＰ

抑制剂。抽取患者７．５ｍＬ全血用免疫磁性富集，流式细胞仪

分选和免疫荧光染色，１５例患者给药前ＣＴＣ的检出由（０～

８４）个／７．５ｍＬ全血不等，γＨ２ＡＸ阳性细胞比例０％～３１％不

等。给药第２天、第５天观察到了γＨ２ＡＸ阳性细胞比例较给

药前呈上升趋势。以此研究中的乳腺癌患者为例，２例都接受

环磷酰胺联合ＰＡＲＰ抑制剂。给药前ＣＴＣ检出分别为６个／

７．５ｍＬ和０个／７．５ｍＬ，γＨ２ＡＸ阳性细胞比例均为０。前者

给药第２天和第５天γＨ２ＡＸ阳性细胞比例上升至３３．３％和

１２．５％，后者给药第２天和第５天 Ｈ２ＡＸ阳性细胞比例上升

至６３．６％和６２．５％。其他两种治疗方案也观察到类似变化。

研究结果显示与体外研究的一致性，提示除了实验方法的可行

性外，ＣＴＣ中检测γＨ２ＡＸ有可能早期监测ＤＮＡ损伤药物的

疗效。这项研究中有几个现象值得注意：（１）ＣＴＣ细胞数似乎

与γＨ２ＡＸ阳性细胞比例变化不呈对应关系，即给药后有的

患者ＣＴＣ检出增加，有的患者下降，这或许可以解释为ＣＴＣ

有其寿命，再或是实验差异。作者认为还可能有其他解释。自

发和（或）由外科操作进入血循环的ＣＴＣ多以休眠状态存在，

可能是由于血管形成缺如和机体正常的免疫功能状态所致，休

眠细胞增殖和凋亡率很低，对ＤＮＡ损伤药物的敏感性比增殖

期肿瘤细胞低。此项研究中给药后γＨ２ＡＸ阳性细胞比例较

给药前总是增加，提示药物作用导致肿瘤细胞脱落引起ＣＴＣ

增加的可能性，γＨ２ＡＸ阳性细胞比例增加可能较ＣＴＣ更直

接地与药物 ＤＮＡ损伤对应。这需要更多的研究加以证实。

（２）ＣＴＣγＨ２ＡＸ阳性细胞比例变化在个体间差异比较大，个

体中也因药物作用时间点不同而ＣＴＣγＨ２ＡＸ阳性细胞比例

不同，故需要深入研究进一步回答：γＨ２ＡＸ阳性细胞百分值

或是上升幅度值与疗效的关系，即此数值的疗效预测最终须与

由ＲＥＣＩＳＴ标准或 ＰＥＴＣＴ代谢改变一致；ＣＴＣ数目对γ

Ｈ２ＡＸ的灵敏度的影响如何；给药与采血时间点对检测结果的

影响，免疫荧光强度是否也能提示ＤＮＡ损伤等等。（３）ＣＴＣγ

Ｈ２ＡＸ免疫荧光形成是否受到 Ｈ２ＡＸ功能缺陷或个体差异的

影响。因为Ｈ２ＡＸ磷酸化对基因组的稳定很重要
［２０］，其功能缺

９６４重庆医学２０１３年２月第４２卷第４期



陷有可能不能有效形成焦点而免疫荧光减弱。不同个体间给药

前γＨ２ＡＸ阳性细胞比例的差异可能还与前一周期化疗有关。

４　展　　望

基于外周血ＣＴＣ检测化疗疗效，γＨ２ＡＸ有望成为敏感

性判定指标之一，但尚有诸多问题亟待解决。首先需要增加对

ＣＴＣ的认识，分析ＣＴＣ的生物学特征，不断提高ＣＴＣ检测方

法的敏感性和特异性，将免疫磁性富集、依据细胞大小收集技

术等结合应用将有助于早期准确检测ＣＴＣ
［２１］。在解决这些问

题的过程中，ＣＴＣ与生物标志相结合的思路可能还会带来新

生物标志的发现和应用［２２２３］。随着对ＣＴＣ基因谱不断揭示，

对诸如ＣＴＣ中ＣＥＡｍＲＮＡ表达与疾病关系这类指标的探

索［２４２５］，外周血ＣＴＣ检测有着良好的应用前景，这一研究领域

的不断发展，必将产生新的诊疗手段。
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