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摇 摇 揖摘要铱 摇 乳腺癌是中国女性最常见的癌症,其早期检测、个体化治疗及实时疾病监测一直是科研

及临床工作者关注的重点。 癌症患者血液中循环肿瘤细胞(CTC)和循环肿瘤 DNA(ctDNA)的检测微

创、简便,易实时获取信息。 目前,有关 CTC 富集鉴定方法多种多样,CTC 及 ctDNA 检测的敏感度和特

异度较前有所提高,未来研究面临的最大挑战为肿瘤细胞特异性标志物的开发以及 ctDNA 临床意义的

研究。 CTC 及 ctDNA 在基础研究、检测方法、CTC 培养、早期肿瘤检测、个体化治疗及临床预后等方面

的研究均有开展。 笔者对乳腺癌 CTC 及 ctDNA 的研究进展作一总结。
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摇 摇 乳腺癌是女性发病率较高的癌症[1] ,确诊的金标准为组

织病理学检查,治疗方法根据肿瘤的分期及原发灶的病理结

果选择手术、化疗、放射治疗、内分泌治疗及靶向治疗等。 癌

症患者血液中循环肿瘤细胞( circulating tumor cell,CTC)和

循环肿瘤 DNA(circulating tumor DNA, ctDNA)及外泌体等

的检测为“液态活组织检查(简称活检)冶的主要内容与研究

热点。 自 1869 年 Ashworth[2] 提出了 CTC 的概念,随即被肿

瘤领域关注,截止到 2016 年 10 月,在 Pubmed 上关于 CTC 的

文章已有 2 万余篇。 1948 年,Mandel 和 Metais [3]发现了循

环核酸,而 ctDNA 的研究在近年才兴起。 目前有众多乳腺癌

“液态活检冶的研究,涉及 CTC 和 ctDNA 的来源、检测、与临

床的相关性,以及 CTC 的亚群等方面。 2016 年 1 月,美国政

府出台了一项由政府主导的血液癌症研究计划,旨在联合不

同企业、国立机构和大学,分享研究数据,建立云端数据库,
科学地对这些数据进行整合分析,加速癌症血液检测的发

展,意味着医学研究进入大数据时代[4] 。 2016 年 1 月,中国

国家食品药品监督管理总 局批准了首个 CTC 检测试剂盒[5]。
2016 年 6 月,美国 FDA 批准了罗氏公司生产的 cobasEGFR
Mutation Test v2“液态活检冶试剂盒,用于检测非小细胞肺癌

相关基因突变,“液态活检冶技术开始应用于临床[6]。
一、CTC 及 ctDNA 简介

1. CTC
目前认为 CTC 来源于原发灶及转移灶中的肿瘤细胞,

上皮性肿瘤中这一过程可能与上皮鄄间质转化 ( epithelial鄄
mesenchymal transition, EMT)有关[7] 。 CTC 是否会在血液中

进行自我增殖尚不知晓。 CTC 有多种亚群,根据细胞类型可

分为上皮性、间质性、上皮鄄间质中间型、干细胞型 CTC[8鄄9] ,
根据存在形式可分为单独、成团以及被血小板包裹的 CTC。
其中,间质型、干细胞型以及成团的 CTC 更具侵袭性,可能

与肿瘤的复发转移关系更密切,并且,成团的 CTC 形成转移

灶的能力为单个 CTC 的 23 ~ 50 倍[10] 。 CTC 形成转移灶是

一个复杂的过程,目前已知的促进因素为激活的血小板及巨

噬细胞的作用、CTC 成团聚集后黏附于血管内皮、化学因子

等[11鄄13] 。 1 g 肿瘤组织每天大约可向外周血中释放 1伊106 个

CTC[14] ,但 CTC 数量仍极少,约每 1伊106 ~ 1伊107 个白细胞

中可能仅有 1 个 CTC[15] ,且存活时间较短,半衰期为 1郾 0 ~
2郾 4 h[16] 。 小鼠模型的研究发现,肿瘤细胞能经过循环系统

回到原发部位,称为“归巢现象冶,这可能与肿瘤的原位复发

有关[17] 。
2. ctDNA
ctDNA 存在于血液、滑膜液和脑脊液等体液中,由来自

原发灶和转移灶的肿瘤细胞释放入血的单链或双链 DNA 混

合物组成,以 DNA 蛋白质复合物或游离 DNA 2 种形式存在,
携带有与原发肿瘤组织相一致的分子遗传学改变。 大部分

来源于已经衰老及死亡的肿瘤细胞[18] 或肿瘤细胞碎片,部
分 ctDNA 来源于活性肿瘤细胞通过释放外泌体的方式释放

双链 DNA 入血[19] ,这部分来源的 ctDNA 可能与肿瘤的转

移、复发关系更密切,但此发现仍存在争议。 ctDNA 半衰期

为 0郾 5 ~ 2郾 0 h[20] ,含量极低,占血液中总游离 DNA 的 1%不

到,因大部分的游离 DNA 均由正常组织释放[21鄄22] 。 ctDNA
会被正常宿主细胞摄取,并影响这些宿主细胞的功能,称为

“基因转移冶 [23] 。 Trejo鄄Becerril 等[24] 发现 ctDNA 可诱导

NIH3T3 小鼠细胞发生转化、癌变,提示 ctDNA 可能有促进肿

瘤形成的作用。
二、CTC 的检测

国内关于 CTC 的研究较 ctDNA 多,目前 CTC 的富集方

法众多,利用物理、化学方法结合免疫学的原理,并利用微流

控提升捕获效率为研究的热点。
1. 富集

为开展进一步研究,CTC 的富集是关键。 当前较有代表

性的富集手段有密度梯度离心法、流式细胞学方法[25] 、免疫

磁珠法[26] 、CellSearch 技术等[27] 。 根据原理不同大致分为
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2 类:基于肿瘤细胞表面标志物的方法和利用肿瘤细胞物理

特性的方法。
基于细胞表面标志物的方法分为阳性选择法和阴性剔

除法。 阳性选择法通过癌细胞表面的特异性标志物,如上皮

细胞黏附分子,将 CTC 从血细胞中挑出。 但 EMT 的过程中

肿瘤细胞表面的上皮标志物逐渐减少[28] ,为捕获这部分

CTC,需要应用新的标志物, 如 vimentin、 EGFR、 HER鄄2、
mucin 1阳性等。 利用阳性选择法需排除假阳性,在血液中

具有上皮细胞特性的细胞可能来源于肠道上皮等[29] 。 阴性

剔除法为利用白细胞表面特异性抗原将白细胞剔除,以
CD45 为主[25] 。 用此方法获得的 CTC 较阳性选择法多,但纯

度较前者低。 可根据实验目的选取相应的分离方法。
利用 CTC 物理性质的方法是指利用 CTC 与血细胞具有

不同物理性质如大小、密度、磁性等达到分离的目的。 代表

性的方法有密度梯度离心法、基于细胞大小的 CTC 微过滤

法[30] 、三维微过滤仪器法[31] 、可变微旋转排列仪器法[32] 、
CTC鄄Chip[33]和微量流式仪器法[34] 等。 此类方法极大地保

留了 CTC 表面的生物学信息。 Mu 等[35] 利用基于 CTC 大小

的分离方法从转移性乳腺癌患者血液中分离到了单个和成

团的 CTC,以及上皮性、EMT 性 CTC 和肿瘤相关性巨噬细胞

样细胞。
2. 鉴定

CTC 富集后鉴定是否为肿瘤细胞是极其重要的一项工

作。 应用较多的是免疫荧光[25] 、第 8 号染色体荧光原位杂

交[36] 、上皮细胞免疫斑点技术[37]和基因突变检测[25]等。
目前尚无统一、稳定、高效的 CTC 分离方法,未来 CTC

检测方法要求具有更高的敏感度、特异度,获得具有活性的

细胞以及开展 CTC 亚群的检测。 在鉴定中免疫荧光法和

CellSearch 系统在科研中应用最广,其中 CellSearch 系统集分

离和富集功能为一体。
三、 ctDNA 的检测

当前敏感度和特异度较高的 ctDNA 检测方法有数字

PCR、SafeSeqS、 BEAMing 技术、实时荧光定量 PCR 及高通量

测序、标记扩增深度测序( tagged鄄amplicon deep sequencing,
TAM鄄Seq)等。 由于血液中由正常组织释放的游离 DNA 数

目庞大,探测到含量极低的 ctDNA 是最大的技术挑战。
2014 年,Stanford 大学医学院的研究者们研究出了癌症个体

化深度测序,具更高的敏感度和特异度[38] 。 为达到早期检

测肿瘤的目的,更高敏感度的 ctDNA 探测技术有待研发。 目

前,药物的敏感性和耐药机制的研究以及复发监测为 ctDNA
应用前景较好的研究方向。

四、CTC 的培养及应用

探究 CTC 内部信息(如细胞内蛋白、RNA 和 DNA)的最

大挑战为细胞数极少。 以往单个 CTC 所含的 DNA 量远达不

到测序的要求,如今针对单个细胞行 DNA 测序的技术已实

现,原理为对单个细胞的全基因组做一个预扩增。 Heitzer
等[39]用此技术率先对单个 CTC 进行二代测序,证实该方法

的可行性。 将 CTC 进行培养获取更多的细胞也为研究提供

了可能性,可用于研究乳腺癌 CTC 的异质性等。 为提高 CTC

体外培养的成功率,在提取过程中应注意保护细胞活性。
CTC 数目极少也为其培养带来巨大的困难,但近年来乳

腺癌 CTC 培养的研究也有所进展。 Jordan 等[40] 从原发灶为

ER 阳性、HER鄄2 阴性的乳腺癌患者中获取 CTC,并用流式细

胞仪分离得到 HER鄄2 阴性和 HER鄄2 阳性的 CTC 亚群。
五、CTC 和 ctDNA 与临床的相关性研究

目前,国内多利用 CellSearch 系统检测晚期乳腺癌 CTC
的阳性率(每 7郾 5 ml 外周血中阳性 CTC逸5 个),并开展其与

临床病理特征及预后的相关性研究[41鄄43] 。 CTC 计数可能随

癌细胞脱落的速度产生波动,且不同的 CTC 功能差异大,仅
通过计数得到的信息非常有限。 “液态活检冶携带的信息与

原发灶信息的对比、对于药物敏感性的预测及耐药后的药物

指导以及治疗的实时监测将会是研究的重点。
1. 肿瘤的检测

乳腺癌的检测方法主要有检测传统的血清标志物

CA153 及 CEA、影像学、目前作为诊断金标准的组织病理,以
及新兴的“液态活检冶CTC 及 ctDNA。 不同检测指标的应用

价值因自身的特异度及敏感度不同而各不相同。 CTC 和

ctDNA 在肿瘤检测中的优势为微创、简便,劣势为早期敏感

度不高,来源确定困难。
Dawson 等[44]通过 TAM鄄Seq 发现 ctDNA 的敏感度及与

病情变化的相关性优于 CTC 及 CA153。 研究发现 ctDNA 跟

踪检测可以更早地发现已接受根治性治疗的早期乳腺癌患

者的复发,与传统的影像学检测相比,追踪早期乳腺癌患者

术后血液中的 ctDNA 可以提前 7郾 9 个月发现乳腺癌复

发[45] 。
2. 与临床病理特点的相关性

Liao 等[46]对乳腺癌 CTC 阳性率与临床病理特点的关系

进行 Meta 分析,共 2 334 例患者纳入研究,CTC 阳性率与肿

瘤大小(P = 0郾 002)、肿瘤分期(P = 0郾 006)、ER 水平 (P =
0郾 007)、PR 水平(P= 0郾 04)相关,但与淋巴结是否转移无明

显相关性(P=0郾 10)。
3. 与预后的相关性

日本一项 3 期临床试验 JO21095 提示,在 HER鄄2 阴性的

转移性乳腺癌患者中,基线评估每 7郾 5 ml 外周血中阳性 CTC
逸2 个的患者预后更差,提示 CTC 可作为乳腺癌患者的预后

预测指标[47] 。 血液中 ctDNA 的检测也可为预后提供信息。
在 ER 阳性的乳腺癌中,ctDNA 检测时发现 PIK3CA 突变基

因为提示预后不良的关键独立预后因子[48] 。
4. 药物敏感性和耐药机制

在乳腺癌的辅助治疗中,ER、PR 和 HER鄄2 的状态至关

重要。 在晚期乳腺癌患者中 ER 阳性所占比例高达 65% ,但
部分 ER 阳性患者对内分泌治疗耐药,而部分 ER 阴性的患

者对内分泌治疗有反应。 原发灶为 ER 阳性的患者存在 ER
阴性的 CTC,这可能与内分泌治疗耐药有关[49] 。 另一重要

的靶点为 HER鄄2 基因,大约在 20% 的乳腺癌患者中过度表

达,且随着乳腺癌的进展,HER鄄2 表达的阳性率逐渐增高。
有关 HER鄄2 靶向治疗的耐药研究发现,由于 PIK3CA 基因突

变导致的 PI3L 通路的激活在耐药机制中起了重要作
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用[50鄄52] 。 乳腺癌免疫治疗研究发现程序性死亡配体鄄1 在

60%的 ER 阳性、HER鄄2 阴性乳腺癌患者 CTC 中有表达[53] ,
这给免疫治疗提供了靶点。

ctDNA 基因突变的检测也应用于乳腺癌耐药机制的研

究。 随着乳腺癌获得性耐药的出现,ctDNA 中测得的基因突

变随之增加,包括 PIK3CA 基因突变、ER 相关基因的缺失突

变、GAS6 的拼接突变等,但这些基因突变与耐药的关系还有

待进一步证实[54] 。
5、治疗方式选择

乳腺癌中最重要的辅助治疗为内分泌治疗和靶向治疗。
当 ER 阳性转移性乳腺癌患者 CTC 数量大时加用化疗是否

获益,当原发灶为 HER鄄2 阴性的乳腺癌患者出现 HER鄄2 阳

性的 CTC 时采用靶向治疗是否获益,这些问题需要大型的

前瞻性临床试验来回答。 一项临床试验(NCT01710605)纳

入了 1 000 例 ER 阳性转移性乳腺癌患者,当患者每 7. 5 ml
外周血中阳性 CTC 数目逸5 个时采用化疗,<5 个时仅使用

内分泌治疗作为一线治疗,对比这 2 种治疗的预后差异[55] 。
在另一项纳入 228 例 HER鄄2 阴性转移性乳腺癌患者的临床

试验(DETECT III)中[56] ,CTC 检测到 HER鄄2 阳性,分别使用

化疗+内分泌治疗与化疗+内分泌+靶向药物,对比这2 种方

法的预后差异。 以上 2 项试验均还在进行中。
六、结语

“液态活检冶的研究结果初步展示了循环肿瘤标志物检

测对于传统治疗理念的冲击,通过开发更先进的 CTC 富集

检测技术提高检测的敏感度、特异度及采用新一代测序技术

进行 ctDNA 高通量多基因的检测,并对检测水平进行标准化

后有望替代传统的侵入性组织活检,并可能为肿瘤的早期诊

断、治疗、预后判定及跟踪随访等提供一系列简便、特异、微
创的检测手段。 ctDNA 在非小细胞肺癌的药敏及耐药机制

的研究中已显示其优势,但其多为非活性肿瘤细胞来源

DNA,笔者认为活性 CTC 的研究前景较 ctDNA 更广阔,其内

蕴含的信息较 ctDNA 更丰富。 笔者希望 CTC 及 ctDNA 的进

一步研究能为乳腺癌的精准治疗提供依据。
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