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　　摘　要：目的　探讨肺癌患者循环肿瘤细胞（ＣＴＣ）与其临床病理特征的关系。方法　取６５例肺癌（肺癌组）、１０例肺良性疾

病患者和１０例健康志愿者（对照组）外周血７．５ｍＬ，应用免疫磁珠阴性富集联合免疫细胞化学染色检测ＰａｎＣＫ＋／ＣＤ４５－的

ＣＴＣ，分析ＣＴＣ与患者临床特征的关系。结果　在６５例肺癌患者中，ＣＴＣ阳性率为６９．２３％（４５／６５），肺良性疾病患者及健康志

愿者均未检出ＣＴＣ。ＴＮＭ分期Ⅰ～Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期患者ＣＴＣ阳性率分别为２３．０８％（３／１３）、５０．００％（６／１２）、９０．００％（３６／４０），各亚

组肺癌患者ＣＴＣ阳性率差异有统计学意义（犘＝０．０００）；转移性（Ｍ１ 期）肺癌患者ＣＴＣ阳性率为８３．３３％（３５／４２），较非转移性

（Ｍ０ 期）肺癌患者ＣＴＣ阳性率４３．４８％（１０／２３）显著升高（犘＝０．００２）；随着转移部位个数（０、１、２、３）的增多，ＣＴＣ阳性率呈升高趋

势（４３．４８％、８３．３３％、８７．５０％、７５．００％），各亚组肺癌患者ＣＴＣ阳性率差异有统计学意义（犘＝０．０２４）；ＣＴＣ阳性率在细胞角质

蛋白１９片段（Ｃｙｆｒａ２１１）＜５．６μｍｏｌ／Ｌ组（５３．３３％，１６／３０）与Ｃｙｆｒａ２１１≥５．６μｍｏｌ／Ｌ组（８２．８６％，２９／３５）间差异有统计学意义

（犘＝０．０２１）；在乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）＜２７０Ｕ／Ｌ组（５５．００％，２２／４０）与ＬＤＨ≥２７０Ｕ／Ｌ组（９２．００％，２３／２５）间差异也有统计学意义

（犘＝０．００４）。结论　部分肺癌患者中存在ＣＴＣ；ＣＴＣ阳性率与肺癌患者的临床分期、Ｍ 分期、发生远处转移部位的个数、Ｃｙ

ｆｒａ２１１值及ＬＤＨ值密切相关；检测ＣＴＣ有利于更精确的病情评估。

关键词：肺肿瘤；乳酸脱氢酶；循环肿瘤细胞；ＴＮＭ分期；Ｃｙｆｒａ２１１
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ｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ（８３．３３％，３５／４２）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃ（ｓｔａｇｅＭ０）ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ（４３．４８％，１０／

２３）（犘＝０．００２）．Ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｎｕｍｂｅｒ（０，１，２，３）ｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｓｉｔｅｓ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＣＴＣｉｎｃｒｅａｓｅｄ（５３．４８％，８３．３３％，

８７．５０％，７５．００％），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆＣＴＣ（犘＝０．０２４）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＣＴＣｂｅｔｗｅｅｎＣｙｆｒａ２１１ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（５３．３３％，１６／３０）ａｎｄｈｉｇｈｖａｌｕｅｇｒｏｕｐ（９２．００％，２３／

２５）（犘＝０．０２１），ｔｈｅｓａｍｅｗｉｔｈＬＤＨｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（５５．００％，２２／４０）ａｎｄｈｉｇｈｖａｌｕｅｇｒｏｕｐ（８２．８６％，２９／３５）（犘＝０．００４）．犆狅狀犮犾狌

狊犻狅狀　ＣＴＣｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎｓｏｍｅｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ．ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣＴＣｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｉｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｗｉｔｈｔｈｅ

ｐａｔｉｅｎｔｓ′ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ，Ｍｓｔａｇｅ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｓｉｔｅｓ，Ｃｙｆｒａ２１１ｖａｌｕｅａｎｄＬＤＨｖａｌｕｅ．ＣＴＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｓｕｓｅｆｕｌｆｏｒｍｏｒｅ

ａｃｃｕｒａｔｅｒｉｓｋａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ；ＴＮＭｓｔａｇｅ；Ｃｙｆｒａ２１１

　　肺癌是严重威胁人类健康的疾病之一，发病率呈逐年上升

趋势，病死率居所有恶性肿瘤之首。其远处转移是导致患者死

亡的主要原因。循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣ）

的出现是发生远处转移的前提，是形成转移灶的关键环节［１２］。

有研究显示，ＣＴＣ不仅可有效判断肺癌患者预后，还能预测和

监测辅助治疗效果［１，３］。本研究旨在应用免疫磁珠阴性富集

联合免疫荧光细胞化学法检测肺癌患者的ＣＴＣ，分析其与患

者临床病理因素的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集石河子大学医学院第一附属医院２０１２

年９月至２０１３年６月肺癌患者６５例（肺癌组），男４９例，女１６

例，年龄４０～７６岁，平均６０．８岁；鳞癌２４例，腺癌１９例，小细

５６５２重庆医学２０１４年７月第４３卷第２０期

 基金项目：世界卫生组织国际临床试验注册项目（ＣｈｉＣＴＲＴＲＣ１３００３５５３）；新疆生产建设兵团科技计划专项基金（２０１２ＢＡ０４２）。　作者

简介：刘春花（１９８８－），在读硕士，主要从事肿瘤化疗与生物免疫治疗工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｇｏｎｇｐ８３２０００＠１６３．ｃｏｍ。



胞肺癌１３例，其他（腺鳞癌、大细胞癌、肺泡细胞癌、癌肉瘤）９

例。肺良性疾病患者１０例（肺良性疾病组），男７例，女３例，

年龄３８～７３岁，平均５８．３岁；肺炎４例，支气管哮喘急性发作

３例，慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）急性发作２例，慢性支气管炎

急性发作１例。健康志愿者１０例（健康组），男６人，女４人，

年龄３５～７０岁，平均５６．１岁。纳入研究对象按各自设定标

准。肺癌组纳入标准：（１）年龄１８～８０岁；（２）经组织病理学检

查确诊为肺癌；（３）入组前未接受任何抗肿瘤治疗。排除标准：

（１）缺乏肺癌病理学诊断；（２）已接受手术化疗及放疗；（３）有其

他恶性肿瘤病史；（４）依从性差。肺良性疾病组纳入标准：（１）

符合非肿瘤相关疾病临床诊断标准；（２）有微生物学或组织学

证据；（３）病理学检查除外肺恶性肿瘤。健康组纳入标准：（１）

年龄１８～８０岁；（２）无肺癌相关高危因素；（３）常规体检及肝肾

功能无异。肺良性疾病组及健康组统称对照组，所有研究对象

均签署知情同意。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　抗ＣＤ４５磁珠抗体购自德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏ

ｔｅｃ公司；鼠抗ＰａｎＣＫ购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；Ｅｎｖｉｓｉｏｎ

试剂盒购自中杉金桥公司（批号：ＣａｔＮＯ．Ｄ１１１１０）。

１．２．２　样本采集　严格消毒后，应用真空采血针采集肘正中

静脉血，弃去穿刺后的前２ｍＬ，采集此后的７．５ｍＬ静脉血加

入乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝管，并在采集后的２４ｈ内富集肿

瘤细胞。

１．２．３　免疫磁珠富集　将血液和淋巴细胞分离液复温至１８～

２５℃，取７．５ｍＬ抗凝血与等量ＰＢＳ液充分混匀后，缓慢贴壁

加入淋巴细胞分离液层面上（２∶１）；室温下２０００ｒ／ｍｉｎ（离心

半径１６ｃｍ）离心２０ｍｉｎ；吸取环状乳白色单核细胞层，加入５

ｍＬＰＢＳ液重复洗２次，室温下２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１６ｃｍ）

离心１５ｍｉｎ。将细胞沉淀重悬于８０μＬ磁珠缓冲液中，加入

２０μＬ抗ＣＤ４５抗体，用手轻轻敲打混匀后置于４℃冰箱孵育

１５ｍｉｎ；再加入２ｍＬ磁珠缓冲液，室温下２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半

径１６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ；弃上清液（用枪尖吸取上清液，留１ｍｍ

水膜），加入５００μＬ缓冲液重悬细胞。将细胞重悬液过磁珠

ＭＳ分流柱，加入５００μＬ磁珠缓冲液洗涤 ＭＳ分流柱２次，收

集从分流柱下流出的液体，室温下２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１６

ｃｍ）离心１０ｍｉｎ；弃上清液，沉淀均匀涂于防脱载玻片上，室温

风干后４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，室

温风干。如不立即进行免疫细胞化学染色，待玻片干燥后置

于－８０℃冰箱备测。

１`．２．４　免疫细胞化学染色（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法）　取出切片，ＰＢＳ洗

３次，每次５ｍｉｎ，加入细胞角蛋白（ＰａｎＣＫ）抗体，４℃冰箱过

夜。ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，加二抗（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ工作液），３７℃

温箱孵育２０ｍｉｎ。ＰＢＳ浸洗３次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ溶液显色。

苏木素复染３～５ｍｉｎ，酸酒精分化、脱水、透明、中性树胶封片。

１．２．５　ＣＴＣ的判定标准及阳性定义　形态学标准：（１）细胞

呈圆形、椭圆形或长形，长径大于１０μｍ；（２）光镜下可见完整

细胞形态及细胞核。光镜阳性标准：（１）有完整细胞膜，Ｐａｎ

ＣＫ染色阳性，细胞质呈蓝黑色或褐色；（２）细胞长径大于１０

μｍ；（３）核浆比失常。结果判定：由两位经培训实验员在光镜

下分别观察细胞显色情况，有分歧时由第３人协助判定。阳性

界定值：目前尚无国际标准化ＣＴＣ的阳性判定标准，本文以见

到ＣＴＣ即为阳性结果。

１．３　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分

析，计数资料采用列联表分析，确切概率法检验，计量资料以狓

±狊表示，组间比较采用独立样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＴＣ检测结果　对照组（２０例）中均未检出ＣＴＣ，肺癌

组中４５例检出ＣＴＣ，阳性率为６９．２３％（４５／６５），ＣＴＣ数值为

１～５８个，中位数４个。两组比较差异有统计学意义（χ
２＝

８．０４７，犘＝０．０１８），见图１。

　　Ａ：肺良性疾病组；Ｂ：肺癌组。

图１　　免疫细胞化学染色结果（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ×４００）

２．２　ＣＴＣ与肺癌患者临床病理特征的关系　对６５例肺癌患

者ＣＴＣ与临床特征间的关系进行统计分析，结果表明，ＴＮＭ

分期Ⅰ～Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期患者ＣＴＣ阳性率分别为２３．０８％（３／１３）、

５０．００％（６／１２）、９０．００％（３６／４０），各亚组ＣＴＣ阳性率差异有

统计学意义（犘＝０．０００）；转移性（Ｍ１ 期）肺癌患者ＣＴＣ阳性

率为８３．３３％（３５／４２），较非转移性（Ｍ０ 期）肺癌患者ＣＴＣ阳

性率４３．４８％（１０／２３）显著升高（犘＝０．００２）；随着转移部位个

数（０、１、２、３）的增多，ＣＴＣ 阳性率呈升高趋势（４３．４８％、

８３．３３％、８７．５０％、７５．００％），各亚组ＣＴＣ阳性率差异有统计

学意义（犘＝０．０２４）；ＣＴＣ阳性率在ＰａｎＣＫ１９片段（Ｃｙｆｒａ２１

１）＜５．６μｍｏｌ／Ｌ组（５３．３３％，１６／３０）与Ｃｙｆｒａ２１１≥５．６μｍｏｌ／

Ｌ组（８２．８６％，２９／３５）间差异有统计学意义（犘＝０．０２１）；在乳

酸脱氢酶（ＬＤＨ）＜２７０Ｕ／Ｌ组（５５．０％，２２／４０）与ＬＤＨ≥２７０

Ｕ／Ｌ组（９２．０％，２３／２５）间差异也有统计学意义（犘＝０．００４）。而

ＣＴＣ阳性率与肺癌患者病理类型、肿瘤大小、淋巴结转移、远处

转移的部位及癌胚抗原（ＣＥＡ）值均无关（犘＞０．０５），见表１。

表１　　６５例肺癌患者ＣＴＣ与临床病理特征的关系

项目 狀 ＣＴＣ［狀（％）］ χ
２ 犘

病理组织学类型 ０．３８９ ０．９４３

　鳞癌 ２４ １６（６６．６７）

　腺癌 １９ １３（６８．４２）

　小细胞肺癌 １３ ９（６９．２３）

　其他 ９ ７（７７．７８）

肿瘤分期 ２３．１８３ ０．０００

　Ⅰ～Ⅱ １３ ３（２３．０８）

　Ⅲ １２ ６（５０．００）

　Ⅳ ４０ ３６（９０．００）

Ｔ分期 ３．４６３ ０．３２６

　Ｔ１ １９ １２（６３．１６）

　Ｔ２ １６ ９（５６．２５）

　Ｔ３ １２ ９（７５．００）

　Ｔ４ １８ １５（８３．３３）

Ｎ分期 １．３８７ ０．７０９

　Ｎ０ ３５ ２４（６８．５７）
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续表１　　６５例肺癌患者ＣＴＣ与临床病理特征的关系

项目 狀 ＣＴＣ［狀（％）］ χ
２ 犘

　Ｎ１ １４ １１（７８．５７）

　Ｎ２ ７ ５（７１．４３）

　Ｎ３ ９ ５（５５．５６）

Ｍ分期 ９．２９０ ０．００２

　Ｍ０ ２３ １０（４３．４８）

　Ｍ１ ４２ ３５（８３．３３）

肝转移 １．１２０ ０．２９０

　有 １７ １４（８２．３５）

　无 ４８ ３１（６４．５８）

骨转移 ０．０３２ ０．８５７

　有 ９ ６（６６．６７）

　无 ５６ ３９（６９．６４）

脑转移 ０．７７２ ０．３９６

　有 ８ ４（５０．００）

　无 ５７ ４１（７１．９３）

肾上腺转移 ０．０００ １．０００

　有 ５ ３（６０．００）

　无 ６０ ４２（７０．００）

胸膜转移 ２．２８１ ０．０９３

　有 １３ １２（９２．３０）

　无 ５２ ３３（６３．４６）

远处转移部位个数 ９．４０７ ０．０２４

　０ ２３ １０（４３．４８）

　１ ３０ ２５（８３．３３）

　２ ８ ７（８７．５０）

　３ ４ ３（７５．００）

ＣＥＡ（ｎｇ／ｍＬ） ３．１０６ ０．０７８

　＜５．６ ３０ １７（５６．６７）

　≥５．６ ３５ ２８（８０．００）

Ｃｙｆｒａ２１１（μｍｏｌ／Ｌ） ５．２９７ ０．０２１

　＜５．６ ３０ １６（５３．３３）

　≥５．６ ３５ ２９（８２．８６）

ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ８．２２７ ０．００４

　＜２７０ ４０ ２２（５５．００）

　≥２７０ ２５ ２３（９２．００）

３　讨　　论

远处转移是肺癌的恶性标志和重要特征，也是导致肺癌患

者治疗失败和死亡的主要原因。而研究显示，ＣＴＣ与肺癌患

者的隐性微转移密切相关，是发生远处转移的前提，形成转移

灶的关键环节［１２］。本研究发现，在１３例早期肺癌患者中有３

例（２３．０８％，３／１３）检出ＣＴＣ，同样证明ＣＴＣ的全身扩散是肺

癌发生、发展的早期事件，虽然血液中检测到ＣＴＣ并不意味着

必定形成转移灶，但有助于及早确定转移复发高危人群，加强

这部分患者的随访并采取相应的治疗措施，对减少肿瘤的转移

复发、提高生存率具有重要意义。

随着现代生物学技术的飞速发展，在ＣＴＣ检测中，细胞富

集技术、免疫学技术得到了广泛应用，使得检测的敏感性和特

异性亦大大提高［４］。目前，免疫细胞化学染色仍是评价ＣＴＣ

检测方法的金标准［５］。由于该技术检测的细胞数量少，检出率

低，本研究加用了免疫磁珠阴性富集法富集ＣＴＣ，以更好地获

取肿瘤靶细胞。免疫磁珠系统对外周血ＣＴＣ具有高效的回收

率（＞８５％）
［６］。本实验中，采用免疫磁珠阴性富集联合免疫细

胞化学染色分离鉴定ＣＴＣ，６５例肺癌患者中４５例检出ＣＴＣ，

总阳性率为６９．２３％，与周小昀等
［７］报道基本一致；１０例肺良

性疾病患者及１０例健康志愿者中均未检出ＣＴＣ，证实检测具

有极高的特异性（１００％）。

近几年，大量的研究证明ＣＴＣ在肺癌复发转移中起重要

作用，是可能更有效评估患者预后，及时监测病情进展的指标。

ＤｅＧｉｏｒｇｉ等
［８］研究发现，ＣＴＣ对肿瘤患者的预后预测较其他

的方法更准确，比 ＰＥＴＣＴ 的方法更加敏感和经济。Ｈｏｕ

等［９］检测了９７例小细胞肺癌患者的ＣＴＣ，发现ＣＴＣ计数与无

进展生存期（ＰＦＳ）、总生存期（ＯＳ）均呈负相关，多因素分析显

示，ＣＴＣ可作为患者 ＰＦＳ和 ＯＳ的独立预测指标。Ｋｒｅｂｓ

等［１０］检测了１０１例晚期非小细胞肺癌患者ＣＴＣ，亦得出ＣＴＣ

计数是预测患者ＯＳ的最有价值的独立指标。因此，检测肺癌

ＣＴＣ状态对准确判断患者预后，及早发现疾病进展及制订个

体化治疗方案具有重要意义。本研究分析６５例肺癌患者

ＣＴＣ与临床特征的关系，结果显示ＣＴＣ阳性率与患者病理类

型、肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移的部位（肝、脑、骨、肾上

腺、胸膜）无关，与肺癌患者的临床分期、Ｍ 分期、发生远处转

移部位的个数密切相关，与国外研究结果相一致［１１］。临床分

期越晚，ＣＴＣ检出率更高，且 Ｍ１ 期患者ＣＴＣ阳性率较 Ｍ０ 期

患者明显升高（８３．３３％狏狊．４３．４８％），提示ＣＴＣ阳性与远处转

移密切相关，进一步证实了ＣＴＣ在远处转移病灶形成中的重

要作用；而在 Ｍ０ 期即影像学未发现远处转移的患者中仍有如

此高的ＣＴＣ检出率，提示在监测肺癌远端转移方面，ＣＴＣ较

传统的影像学等检查更加及时、敏感，有利于肺癌患者的个体

化治疗。

肿瘤标志物反应肿瘤的发生、存在与生长。国外有研究报

道［１２］：肿瘤标志物升高程度与癌细胞数量及转移有关。血清

中Ｃｙｆｒａ２１１的水平可作为肺癌手术和放化疗后追踪早期复

发或转移的有效指标，其高值提示疾病处于进展期且预后不

佳［１３１４］。ＬＤＨ是一种糖酵解酶，在恶性肿瘤患者中ＬＤＨ 明

显增高［１５］，且有报道血清ＬＤＨ随着肺癌患者病情的进展呈逐

渐升高的趋势［１６］。本文观察了Ｃｙｆｒａ２１１及ＬＤＨ 与ＣＴＣ的

关系：Ｃｙｆｒａ２１１、ＬＤＨ二者高值组ＣＴＣ阳性率较低值组明显

升高 （Ｃｙｆｒａ２１１：５３．３３％ 狏狊．８２．８６％；ＬＤＨ：５５．００％ 狏狊．

９２．００％），初步研究表明ＣＴＣ与Ｃｙｆｒａ２１１及ＬＤＨ具有一定

相关性，下一步应扩大样本量，并对患者进行随访跟踪，动态监

测患者ＣＴＣ、Ｃｙｆｒａ２１１及ＬＤＨ，观察其治疗后是否仍具有相

关性，进一步研究ＣＴＣ在判断肺癌患者预后的临床价值。

ＣＴＣ是形成远处转移灶的重要前提和基础，及早检测

ＣＴＣ对临床医师准确判断预后和病情具有重要指导作用；动

态监测患者ＣＴＣ变化，有利于及时了解患者病情，为制订个体

化的治疗方案提供依据。本研究仅初步探讨了肺癌患者ＣＴＣ

与临床病理特征之间的关系，未来的研究应通过随访观察，进

一步阐述ＣＴＣ与肺癌患者预后的关系，并对ＣＴＣ在肺癌综合

治疗中的应用价值进行深入探讨。
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未发生ＬＩ的血脂水平宜及时控制，以降低ＬＩ发病率和减少多

发ＬＩ的发生。
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