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循环肿瘤细胞在早期肺癌诊疗中的研究进展
段新春  刘志东  许绍发

【摘要】 循环肿瘤细胞（circulating tumor cells, CTCs）作为液体活检的一种重要类型，在肺癌的筛查诊断、疗

效评估、术后监测与预后判断等方面显示出越来越丰富的临床价值。随着对肺癌高危人群筛查工作的进展，大量肺

小结节患者被检出，但是肺小结节不等于肺癌，而且据统计良性比例达90%-95%，这使得该部分患者在首次就诊时

的良恶性鉴别诊断成为临床医生面临着的新的机遇与挑战。CTCs检测技术的不断进步与完善，是否可以在早期肺

癌的鉴别诊断中发挥更大的作用，此外，它是否对早期肺癌手术治疗时的操作具有指导意义，这还需要进一步科研

探索，以期将来实现临床转化。
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世界范围内，肺癌发病率长期以来居高不下，而

且保持成为肿瘤患者死亡的主要原因[1,2]。国内亦然，

无论乡村城市、无论男女，肺癌的发病率和死亡率均排

在首位，成为影响社会公众健康的重大问题[3]。肺癌预

后极差，而且70%-75%的患者发现时已处在晚期，失去

了手术机会。为此，2011年美国率先开展了国家肺癌筛

查试验（National Lung Screening Trial, NLST），发现低剂

量螺旋计算机断层扫描（low-dose computed tomography, 

LDCT）可以提高早期肺癌患者的检出率，进而显著降

低了肺癌患者的死亡率[4]。

随着国内肺癌筛查指南的制定[5,6]，公众健康意识的

提高，进行LDCT筛查群体日益增加，结果是大量肺小

结节的患者被发现、被检出。但是，肺小结节并不等同

于肺癌，相反，90%-95%的病例为良性[4]。为了科学合理

地处理该部分患者，多个国家分别制定了肺小结节处理

指南[7-9]。此外，医院设立多学科团队（Multidisciplinary 

Team, MDT），主要以胸外科、影像科、呼吸科与肿瘤

内科等科室组成肺小结节诊疗中心，共同提供诊疗方

案。在这过程中，医生常常依据肺小结节的大小、密

度、形态、成分比例、以及特殊征象来判断其良恶性，

对高度怀疑肺癌的患者建议PET-CT检查、穿刺或者直接

手术治疗；对难以判断性质的常依据情况嘱咐患者进行3

个月-12个月随访复查。时间被认为是最好的诊断，然而

这些处理策略常常造成过度诊疗或者延误治疗，让患者

等待复查的同时加剧了患者焦虑心理，反复复查也增加

了社会经济负担[10]。因此，精准地鉴定肺小结节良恶性

成为临床面临着的新的机遇与挑战。
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1869年，澳大利亚Ashworth[11]医生首次提出了CTC

的概念。20世纪90年代，人类开始了对CTCs的科研探

索，由于检测技术的限制，早期大部分研究局限在中、

晚期肿瘤。但理论上讲，超过2 mm的肿瘤便可诱导血管

生成，为肿瘤细胞入血提供基础，有研究[12,13]通过动物

实验验证了这点，即在肿瘤早期便可在外周血中检测出

CTCs。随着检测技术的不断进步，CTCs检出的敏感性

和特异性也随之提高[14-17]，因此，CTCs本身的检测，或

者联合肿瘤标志物辅助影像学检查有望提高肺小结节良

恶性鉴别诊断的准确率。本文主要针对CTCs，以及其在

早期肺癌诊疗方面作一综述。

1    CTCs的概述

CTCs是指原发肿瘤或转移病灶内的肿瘤细胞通过

主动迁移、侵袭或者外在因素干扰导致其被动脱落，

从而进入循环血液所形成[18,19]。有研究[20]表明，1 g肿瘤

组织，大约有100万个肿瘤细胞，便可每日播散肿瘤细

胞入血。但是，CTCs的数量在循环血液中常呈现出动

态递减的特点，到达外周血时已十分稀少。据研究，

每106个-107个白细胞中才可以检测到1个肿瘤细胞[21,22]。

理论上讲，它可以以单个细胞或者以群体细胞组成团块

（circulating tumor microemboli, CTM）[23]进入循环血液，

而进入的多少、快慢应主要由肿瘤本身的生物学特性决

定，总之，肿瘤细胞进入循环血液是肿瘤本身生存进展

的必然结果。

2    CTCs的生物学活性

当 病 灶 中 的 肿 瘤 细 胞 获 得 迁 移 、 侵 袭 的 条 件

与 机 会 时 ， 会 主 动 地 下 调 上 皮 表 型 如 E p C A M 和

E-cadherin，上调间叶表型如波形蛋白，通过上皮-间

叶转换（epithelial mesenchymal transitions, EMT）、

细胞骨架和细胞间连接紧密程度的改变以增加自身变

形、运动的能力，以便顺利通过血管 [24,25]及淋巴管上

皮细胞。进入循环血液的CTCs可表现为以下形式：①

凋亡或者坏死。研究 [26]表明虽然成千上万的肿瘤细胞

进入循环血液，最终仅仅极少量可以到达远处脏器。

在血流运行的过程中，大量CTCs受到物理剪切力、

机械撞击、及免疫系统攻击 [27]等诸多不利因素从而导

致自身凋亡、坏死，同时崩解出ctDNA、RNA [28,29]等

其他物质。②存活。虽然CTCs在循环血液中存活时

间短，有研究显示几小时至24 h不等，但是极少部分

CTCs可以存活下来，最终迁移到第二脏器，如在骨

髓内形成播散的肿瘤细胞（disseminated tumor cel ls , 

DTC） [30]。存活的机制是复杂的，CTCs为了存活，

在循环中通过一系列机制去避免自身损毁，如聚集

成癌栓避免物理因素带来的破坏、上调CD4 7逃逸免

疫监视 [27]、结合活化的血小板以利于粘附血管内皮细

胞，为再次跨越血管内皮创造条件[31]、通过β-globin高

表达增强CTCs抗氧化应激的能力[32]等等。③转移。肿

瘤细胞的长期生存需要适宜其生长的微环境，稳定的外

周环境是其生存的第一要素。CTCs经过细小的毛细血

管时，血流速度缓慢，此时它们可经过间叶-上皮转化

（mesenchymal-to-epithelial transition, MET），或者受到局

部炎症、趋化因子、细胞因子以及黏附分子上调等[33]的

影响再次实现跨血管内皮细胞迁移[34]，到达组织器官。

骨髓是最常见最容易的定居部位[35]，也因此被称为DTC

的“存储库”。定居后的CTCs可能在迁移的过程中失去了

某些功能，暂不能分化增值，停留在静止状态，称为临

床休眠肿瘤细胞，这一状态可持续10年以上 [36,37]。休

眠的肿瘤细胞呈现异质性的特点，有干性非干性、表

型差异之分，其中具有干性的、或中间表型的易于

生长增殖 [38,39]。这期间它们中的一部分可逃逸免疫清

除、抗肿瘤治疗[40]，直至自身主动创造再次增值分化

的微环境或条件，或者先被动接受促癌因素刺激后再

经自身主动增值分化，直到形成影像学可以识别出的微

小转移灶。

3    CTCs的检测

CTCs在外周血中十分稀少，要从数以千万计以上

背景的细胞中精准地检测到它们并非易事，这也一直是

CTCs科研探索中的瓶颈所在，也是限制其在临床上发挥

作用的主要原因。

3.1  外周血的富集分离  这点通常基于细胞的物理学特

性和生物学特性[41]，前者是依据CTCs和正常细胞在大

小、密度、电荷等方面的差异设计的，经典的方法如密

度梯度离心法[42]、膜过滤法[43]（isolation by size epithelial 

tumor cells, ISET）、红细胞变形性富集法[44]、红细胞电

学特征富集法[45]、3D微型过滤器[46]等；后者基于CTCs和

正常细胞表面蛋白表达的差异性，利用抗原抗体结合原

理所设计，如免疫磁性分离技术法[47]（immunomagnetic 

separation, IMS）、微流体芯片[48]分离技术法。
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3.2   检测富集分离好的样本   该步骤主要基于CTCs细

胞表面特异性表达分子标记物，采用细胞计数或者核

酸检测的方法，比如CellSearch系统法[47]、配体靶向PCR

法[49]（ligand-targeted PCR method, LT-PCR）、插入人端粒

酶启动子和绿色荧光蛋白基因的单纯疱疹病毒法（virus 

trace method, oHSV1-hTERT-GFP）[50]、纳米检测法[51]、

流式细胞术[52]（flow cytometry, FCM）、逆转录-聚合酶

链反应法[53]（reversetranscriptase PCR, RT-PCR）等方法。

下面主要简述前三种方法：①CellSearch系统检测是美

国早期发明的一项结合富集分离与检测为一体，自动化

程度较高的技术。这项技术获得了美国食品药品管理局

（Food and Drug Administration, FDA）认证，并应用于临

床转移性乳腺癌、结直肠癌、前列腺癌CTCs的检测[54]。

该技术首先利用肿瘤细胞为上皮细胞这一特性，以包

被在磁珠上的上皮细胞粘附分子（epithelial cell adhesion 

molecule, EpCAM）抗体与肿瘤细胞表面抗原结合进行富

集，其次对富集的样本进行免疫荧光标记（DAPI, CK-

PE, CD45），最后，筛选出来的细胞中EpCAM(+)DAPI 

(+)CK-PE(+)CD45(-)为肿瘤细胞。此法虽然广泛应用，

也获得许多国家的认可，但是在实践检验中发现其受到

EMT效应影响，灵敏性、特异性低成为美中不足之处，

尤其在早期肺癌诊断方面。②与CellSearch系统法相对

应，国内一项原创检测技术LT-PCR法在肺癌鉴别诊断

中具有较高的灵敏性和特异性 [17,55]，其试剂盒也已通

过了中国国家食品药品监督管理局（China Food and 

Drug Administration, CFDA）的批准上市。该技术原

理是基于肿瘤细胞表面表达某种特异性抗体，例如

肺癌细胞表面会过量表达叶酸受体（ fo late  receptor, 

FR），然后以配体类似物交联核苷酸片段作为检测探

针，与肿瘤细胞表面受体靶向结合，从而将CTCs的数

量转变为探针的数量，最后通过检测探针的PCR，计

算出CTCs的数量。③oHSV1-hTERT-GFP法是国内最

新，并拥有自主知识产权的一项CTCs检测技术，基本

原理是依据肿瘤细胞端粒酶高启动活性，和溶瘤病毒

——单纯疱疹病毒-1（herpes simplex virus-1, HSV-1）

嗜肿瘤特性相结合，将端粒酶启动子和绿色荧光蛋白

（green fluorescent protein, GFP）基因插入HSV-1，以

HSV-1为载体识别并感染肿瘤细胞，再通过端粒酶启

动子特异启动基因表达绿色荧光蛋白，最后用流式细胞

术检测和分 选C TC s。此法已在6 种实体器官肿瘤和淋

巴瘤中检测，显示出了良好的灵敏性和特异性 [50]。此法

优势在于其较好的稳定性和可靠性，所检测出的肿瘤

细胞具有活性，而且可进一步通过单细胞测序等技术

获得细胞与分子层面的信息。

4    CTCs的临床价值

4.1  CTCs的筛查诊断  目前，LDCT、肿瘤自身抗体[56]、

肿瘤标志物等方法在肺癌筛查方面尚不能单独精准地鉴

别良恶性，例如最常应用的LDCT，由于肺小结节在影

像学呈现出多样性的特点，异病同影/同病异影给鉴别良

恶性造成很大困难，从而导致较高的假阳性率，过度诊

断，同时也可能造成延误诊断、以及随访复查加剧患者

焦虑心理、影响患者正常工作生活[10]，此外，它还存在

医源辐射、筛查费用高等弊端。理论上讲，早期肺癌患

者，甚至在肺内尚未形成微小病灶之前，外周血中已存

在CTCs，主要难点在于检测手段是否可以有效地检测出

CTCs，即灵敏性、特异性的问题。

一 项 关 于 1 6 8 例 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （ c h r o n i c 

obstructive pulmonary disease, COPD）患者的研究[57]，以每

年胸部CT和ISET法检测CTCs为比较，查看患者COPD有

无向肺癌转变。结果显示当ISET法检测出5例患者外周血

内存在CTCs时，胸部CT检查并未发现肺部小结节，此后

随访监测1年-4年，胸部CT才发现肺部小结节并行手术治

疗，术后病理均为Ia期肺癌。这项研究显示出液体活检

的优势，CTCs的检测可以早于胸部CT发现非常早期的

癌，其辅助影像学检查有助于提高诊断的准确率，从而

早期治疗，使术后生存获益。

CTCs的检测还有助于鉴别肺结节，尤其是肺小结

节的良恶性，包括肺磨玻璃结节（ground-glass nodules, 

GGNs）。早期国外研究[58]采用CellSearch法对150例患者

检测其有无CTCs，去区别良恶性，结果发现肺癌患者组

CTCs阳性率30.6%，非肺癌组12%，CTCs数量在肺癌组

显著高于非肺癌组，但是受试者工作特征曲线（receiver 

oper at i ng c h a r ac ter i s t ic  c u r ve ,  ROC曲线）分析C TC s

检测并无充分的能力去鉴别良恶性。与前期研究不同，

Chen等[59]的研究中，肺癌组与肺部良性疾病、健康者对

照组对比表明前者C TC s阳性率 8 4%，后者仅4 . 2%。国

内学者 [17,55]采用靶向PCR CTC检测技术检测非小细胞

肺癌患者（non-small cell lung cancer, NSCLC）与肺部

良性疾病患者、健康受试者外周血中有无CTCs，发

现肺癌患者与非肺癌患者外周血中CTCs存在显著差

异（P<0.001），虽然检出率受分期影响 [60]，但是I期

NSCLC患者的诊断灵敏性达到67.2%。因此，随着新技
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术的开发改进，CTCs的检测联合CT检查有望弥补单纯

CT检查在肺部疾病良恶性鉴别中的不足，此外，亦可避

免患者接受胸部CT引导下穿刺等有创检查带来的风险。

4.2  CTCs的疗效评估  早、中期肺癌最有效的治疗手段

首选手术根治，术后依据病理结果决定是否辅以放、化

疗、靶向治疗以及中医药等其他治疗。但是，无论分期

多少，肺癌患者手术后常常死于复发或转移。形成这种

结局的原因[61]首先的可能是术前已存在未发现的微转移

病灶或者持续性的局部病变，其次的可能是治疗本身例

如手术、活检等与病灶接触性的操作，在某时某种条件

下可能引发或促进了CTCs向循环血液中播散，为以后转

移埋下了隐患。2000年相关研究[62]结论已表明相比较于

开胸肺叶切除手术，电视辅助胸腔镜手术（video-assisted 

thoracic surgery, VATS）在NSCLC患者手术治疗中可能会增

加肿瘤细胞播散进入循环血液的风险。这种推测原因首

先是肺部病变不能直观可视，需要使用器械或者手指

触摸确定病灶的存在及其位置；其次是因为手术过程

中有可能频繁牵拉病肺，以及其他未知欠规范的操作

和主观因素。虽然入血的CTCs不一定存活、形成转移

灶，但是增加了复发转移的风险，并且预示着预后不

良 [63]，这也很有可能是少部分早期肺癌患者术后早期

复发转移的原因之一。

毋庸置疑，VATS是当今胸外科微创手术的主流，

尤其在肺癌治疗方面，优势显著，是最佳选择的治疗手

段。但是，如果确实手术中存在一些促使肿瘤细胞入血

的因素，那么这些因素应该及时被发现、被理解，并且

应当受到积极面对，条件允许的情况下尽量避免，从而

完善手术操作，获得更好的疗效。

对于晚期肺癌患者，姑息性治疗缓解严重的症状是

最主要的。一项纳入了20例晚期肺癌患者，并经过支气

管镜下冷冻治疗解除气道肿瘤阻塞的研究[64]表明，相比

较于治疗前的CTCs，治疗后75%的患者CTCs增加，在一

些患者中增加尤为明显，因此，治疗同时也有可能促进

CTCs扩散，形成转移。

大量研究已显示CTCs的检测还可以评估化疗方案

的可行性和疗效的优劣，从而指导化疗方案的调整。

例如 G o r g e s 等 [ 6 5 ]研究，采用一种新的体内装置捕获

CTCs，对比分析含铂双药化疗前后患者的CTCs数量变

化，结果发现部分缓解（partial response, PR）/完全缓解

（complete response, CR）的患者CTCs数量平均下降8.25

个，稳定（stable disease, SD）患者无变化，而病情进展

（progressive disease, PD）患者平均增加了4.5个，说明

CTCs数量的变化可以反映化疗的疗效。Zhao等[66]采用微

流控技术，选择多种核酸适配体去捕获CTCs，结果显示

可以实时地反应肿瘤的异质性，获取比较全面的信息，

监测患者对化疗敏感性，评估疗效，指导治疗。此外，

CTCs的检测也可以分析肺癌患者有无EGFR突变[67]、ALK

重排[68]，指导个体化靶向治疗以及评估靶向治疗的耐药

情况。

4.3  CTCs的术后监测与预后判断  手术治疗后的肺癌患者

或者系统化治疗的肺癌患者，均需要定期复查，监测有

无复发或转移。相比较常规胸部CT检查，CTCs的检测

可以更早地更准确地反应体内肿瘤活动的情况，因此对

术后发现早期复发转移的意义重大。若在手术后早期检

测出多量CTCs，则有可能表明体内残留肿瘤细胞过多，

结合病理情况制定个体化治疗方案可能有益于患者术后

长期生存。

目前，临床上主要依据术后TNM分期、病理类型、

肿瘤标志物等来判断预后，CTCs检测在判断预后方面具

有灵活性、准确性的特点，如果与前者结合起来判断会

更加科学合理。Chen等[69]以CEA联合检测外周血中CTCs

来判断NSCLC患者的预后，结果提示两者呈正比关系，

两者均高的患者预后更差。有研究[70]采用CellSearch法和

ISET法对将行手术根治的NSCLC患者在术前检测CTCs，

结果显示有CTCs的患者的无疾病生存期（disease-free 

survival, DFS）比无CTCs的患者的DFS要差，并提出术前

CTCs的检测可以成为判断术后预后的重要标志物。一项

纳入20项研究meta分析[71]表明CTCs数量和肿瘤分期、淋

巴结转移有关，和肿瘤类型无关。此外，NSCLC患者中

CTCs的存在预示着比较差的总生存时间（overall survival, 

OS）与无进展生存时间（progression-free survival, PFS）。

总之，以上研究均表明，CTCs的检测有望成为临床上判

断肺癌预后的有力工具。

5    CTCs检测的优缺点

CTCs和循环肿瘤DNA（circulat ing tumor DNA , 

ctDNA）是液体活检最主要的部分，也均为目前研究的

热点。ctDNA是指体内的肿瘤细胞凋亡、坏死后释放入

循环血液的DNA片段[29]。相比较于ctDNA，CTCs包括了

DNA、RNA、蛋白质等方面的信息，能够更全面的反应

肿瘤，但是在反映肿瘤异质性方面可能逊色于ctDNA。

检测方面，它们均有无创、便捷、可重复性好的优点，

但是检出率低，检测的灵敏性、特异性低成为限制其发
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展的瓶颈，究其原因，首先和检测技术有关；其次和肿

瘤类型、肿瘤大小、负荷有关；最后和CTCs、ctDNA的

半衰期有关。例如，大量CTCs从原发肿瘤部位进入循环

血液，到达外周血，经过毛细血管网、淋巴结、脏器的

过滤，再经静脉回到心脏，反复循环过程中，最后仅仅

极少部分（0.02%）可以存活[61]。

6    小结

肺癌的早期诊断、早期治疗是提高术后生存率的

关键，但是现如今单纯依据LDCT对早期肺癌的筛查

还具有一些问题，利弊还存在争议，其中最主要的问

题是它对大部分肺小结节不能及时有效地鉴别出良

恶性。外科手术是早期肺癌最优治疗手段，近 2 0 年

来手术技术日臻成熟，电视辅助胸腔镜手术（v ideo-

assisted thoracic surgery, VATS）下肺叶切除、VATS下

精准肺段切除、VATS下解剖性部分肺叶切除与VATS

下支气管袖式肺叶切除等术式精益求精，但是患者仍

面临5年生存率较低的问题，尽管是早期肺癌。这一

原因值得去探讨，去分析研究。

CTCs作为原发肿瘤的一部分，参与其发生、发展、

转移整个演变过程，并且携带其丰富的生物学信息。目

前，CTCs进入循环血液后的存活机制、转移机制尚不

清楚，这将可能成为以后研究的重要方向。此外，目前

CTCs的检测以采集外周血，体外检测为主。这种以“部

分血液”的检测检出率极低，而且CTCs入循环血液后大

量被分散、被破坏。为了避免这些不足，CTCs的检测可

能会从体外检测向体内检测发展，比如发明捕获CTCs的

滤网装置，通过血管介入将其置入到实体瘤器官的主要

静脉，并可以在体外装置感应其捕获的情况。随着CTCs

检测技术的改良进步，它将可能在肺癌患者全程治疗过

程中扮演重要角色，尤其是对早期肺癌的诊断与治疗。
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