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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究肝细胞癌（hepatocellular carcinoma ，HCC）患者外周血循环肿瘤细胞（circulating tumor cell ，CTC）
与肿瘤转移和预后的关系 。方法 　选取 ３５例肝细胞癌患者 ，应用密度梯度离心法联合免疫磁珠阴性富集法富集 CTC ，然后

利用染色体荧光原位杂交和细胞免疫荧光技术进行 CTC鉴定并计数 ，同时记录临床相关特征 ，对数据进行统计学分析 。结果

　所有患者均检出 CTC ，阳性率为 １００％ ，CTC个数均值为（４ ．１ ± ２ ．５）个 。对患者进行分组 ，Ⅰ 组的 CTC 个数 ＜ ５ ，Ⅱ 组的

CTC数量 ≥ ５ 。 Ⅰ组 、Ⅱ组的 CTC数量差异有统计学意义（P＝ ０ ．００１） ，患者的性别 、年龄与肿瘤转移无关（P＝ ０ ．５８１ 、０ ．５３１） ，

CTC的数量与转移及预后有关（P＝ ０ ．０２４ 、０ ．０１） ，Ⅰ组 、Ⅱ组的转移和预后差异有统计学意义 。结论 　 HCC患者外周血 CTC
的数量与肿瘤转移及预后有关 ，CTC的数量 ≥ ５时 ，可能肿瘤更具转移倾向 ，预后更差 ，患者生存期更短 。

　 　 ［关键词］ 　 肝细胞癌 ；循环肿瘤细胞 ；转移 ；预后
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Study on the relationship of circulating tumor cells and metastasis and prognosis
of hepatocellular carcinoma
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［Abstract］ 　 Objective 　 To study the relationship between circulating tumor cells （CTCs） in peripheral blood of the pa唱
tients with hepatocellular carcinoma （HCC） and its metastasis and prognosis ．Methods 　 ３５ patients with hepatocellular carci唱
noma were collected as the research objects ．CTCs density were enriched through gradient centrifugation and negative唱immu唱
nomagnetic methods ，then the cells were detected by chromosome fluorescence in situ hybridization combined with immunofluo 唱
rescence tests to identify CTCs ．The clinical characters were recorded and the data were statistically analyzed ．Results 　 All the
patients were detected CTC positive ．The number of CTC was （４ ．１ ± ２ ．５） ．The patients were divided into ２ groups ．Group Ⅰ

included patients whose CTCs were ＜ ５ ，and others were included in group Ⅱ ．The difference between number of group I and
group Ⅱ had significant significance（P＝ ０ ．００１） ；Metastasis had nothing to do with patients′ sex and age（P＝ ０ ．５８１ ，０ ．５３１） ；The
number of CTCs was related to metastasis and prognosis （P ＝ ０畅０２４ ，０畅０１） ，and there was significant statistic significance between
group I and group Ⅱ ．Conclusion 　 The number of CTCs was related to tumor metastasis ．The tumor may be more prone to occur metas唱
tasis and may had worse prognosis ，and the patients may had shorter life time when the number of CTCs was ≥ ５ ．

　 　 ［Key words］ 　 hepatocellular carcinoma ；circulating tumor cell ；metastasis ；prognosis

　 　 目前 ，对肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma ，

HCC）的检查手段和治疗方法不断增多 ，但由于出
现癌症的复发和转移 ，HCC 的病死率仍较高［１］

。

HCC转移 、复发最重要的机制之一就是出现循环肿

瘤细胞（circulating tumor cell ，CTC） 。 CTC随血液
循环到全身各处 ，在适宜的地方就会定居 、增殖 、生
长 ，形成转移瘤［２］

。近年来 ，对 CTC 的研究越来越
多 ，在前列腺癌［３］

、结直肠癌［４］
、乳腺癌［５］

、肺癌［６］
、

卵巢癌［７］等一系列实体瘤患者的外周血中都发现了
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CTC 的存在 ，CTC 正逐渐成为肿瘤患者预后和实
时监测治疗反应的独立预测因素 。 对于 HCC 患
者 ，CTC具有同样的意义 。但是 ，目前关于 HCC的
CTC研究还比较少 。 HCC 患者中 CTC 的数量与
肿瘤侵袭 、转移及预后究竟存在怎样的关系 ，尤其是

在亚洲人群中 HCC与 CTC 的关系如何 ，尚缺乏相

关的临床研究 。

1 　材料与方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　 HCC患者 　收集 ２０１３ 年 ６月至 ２０１４ 年 １

月东方肝胆外科医院生物治疗科收治的 ３５ 位肝细

胞癌患者 。所有患者均经术后病理或细针穿刺活检

诊断为肝细胞癌 ；其淋巴结转移情况经术后病理或

影像学联合临床症状 、甲胎蛋白确诊 。所有患者肿

瘤分期不等 ，但近 １个月内均未接受过相关抗肿瘤治

疗 。所有患者均已取得知情同意并签署知情同意书 。

1 ．1 ．2 　主要试剂和器材 　 细胞密度梯度分离介质

６０ ml 、抗 CD４５免疫磁珠 ３ ml 、２％ 多聚甲醛 ４ ml 、８
号染色体探针 （CEP唱８） ２００ μl 、AlexaFluor ５９４ 标
记的抗 CD４５抗体 ２０ μl 、Alexa Fluor ４８８标记的抗
人细胞角蛋白 １８（CK１８）抗体 ２０ μl 、DAPI 荧光保
存液 １２０ μl （均赛特生物医药科技有限公司 ） 。

T riton X唱１００（上海博光生物科技有限公司） 、TDL唱
４０C型低速台式大容量离心机（上海安亭科学仪器

厂） 、XMTA唱６０００型数显鼓风干燥箱 （上海叶拓仪

器仪表有限公司） 、GL唱８０２B 型微型台式真空泵（海

门市其林贝尔仪器制造有限公司） 、EDTA 抗凝真
空采血管（美国 BD 公司） 、S５００唱２４ 型 ThermoBrite
原位杂交仪（美国 Westwood公司） 、荧光显微镜（上

海舜宇科技有限公司） 。

1 ．2 　 实验方法 　 CTC 的富集和鉴定分别借鉴文
献［８唱１０］

，富集利用密度梯度离心和免疫磁珠负筛法 ；

CTC的鉴定利用 FISH 和 IF法 。具体操作稍有改

动 ，简略描述如下 ：采集患者外周血 ７ ．５ ml 于 ED唱

TA 抗凝采血管中 ，以 ８００ × g离心 ７ min ，去除大部
分血浆 ，然后利用密度梯度离心法 ，使用细胞分离介

质以 ４５０ × g离心 ８ min ，去除红细胞 ，再用 １５０ μl
的抗 CD４５免疫磁珠去除大部分白细胞 ，阴性富集

CTC ，最后用 １００ μl的 ２％ 多聚甲醛过夜固定 CTC
于载玻片上 。第 ２ 天 ，先用 １０ μl 的 CEP唱８探针进
行 DNA FISH 杂交 ，然后用 １ μl的抗 CK１８和 １ μl
的抗 CD４５免疫荧光抗体孵育 ，最后 ５ μl 的 DAPI
染色 ，荧光显微镜下观察 、计数 。

1 ．3 　 CTC的判断标准 　 HCC 的 CTC 为上皮来源
的细胞 ，不表达 CD４５ ，且常有染色体异常 ，其 CEP唱８
可为二倍体 、三倍体 ，甚至多倍体 ；虽然 CTC为上皮
来源的细胞 ，但在其进入外周血的过程中可能已经

发生了上皮间质转化（epithelial唱mesenchymal tran唱
sition ，EMT ） ，故其可以表达 CK１８ ，也可以不表达

CD１８ ；DAPI 则是细胞核的标志 ，故 CTC 的判断标
准 为 ：CD４５ －

／CD１８ ＋
／二 倍 体／单 个 DAPI 或

CD４５ －
／CD１８ －

／二倍体／单个 DAPI 或 CD４５ －
／

CD１８＋
／三倍体／单个 DAPI 或 CD４５ －

／CD１８ －
／三

倍体／单个 DAPI 或 CD４５ －
／CD１８ ＋

／多倍体／单个

DAPI 或 CD４５ －
／CD１８ －

／多倍体／单个 DAPI 。 例
如 ，图 １ 为 １ 个二倍体 CTC ，图 ２ 为 １ 个多倍

体 CTC 。
1 ．4 　统计学分析 　采用 SPSS２０ ．０统计软件 ，所有

实验数据均以 珚x ± s表示 ，应用 χ
２检验或单侧非配

对两样本 t检验分析 ，以 P ＜ ０ ．０５为差异有统计学

意义 。

2 　结果

2 ．1 　 患者基本资料 　 本实验共纳入原发性 HCC
患者 ３５例 ，基本资料见表 １ 。所有患者均已签署知

情同意书 。 ３５ 例患者多为中老年 ，年龄 （５１ ．８ ±

１０畅７）岁 ，且多为中晚期肿瘤患者 。患者的性别和年

龄与肿瘤有无远处和 （或）淋巴结转移无关 （P ＝

０畅５８１ 、０畅５３１ ，α ＝ ０畅０５） 。同时 ， 由于肿瘤的 TNM

图 1 　 1个二倍体 CTC（× 30）
A ．细胞的 CD４５ 阴性表达图 ；B ．CEP唱８ 情况图 ，为三倍体 ；C ．DAPI 染色图
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图 2 　 1个多倍体 CTC（× 30）
A ．细胞的 CD４５ 阴性表达图 ；B ．CEP唱８情况图 ，为多倍体 ；C ．DAPI 染色图

分期需要考虑肿瘤的转移情况 ，故肿瘤的分期与肿

瘤的转移有关（P＝ ０ ．０３９ ，α ＝ ０ ．０５） 。

表 1 　患者基本资料

项目
例数
（％ ）

有转移
（％ ）

χ２ P

性别

　 女 ３（８ $．６） １（３３ 珑．３） ０  ．３０５ ０ 创．５８１

　 男 ３２（９１ M．４） １６（５０）

年龄（岁）

　 ０ ～ ３０ �１（２ $．９） １（１００） ４  ．２６１ ０ 创．５３１

　 ３０ ～ ４０ 鬃６（１７ M．１） ２（３３ 珑．３）

　 ４０ ～ ５０ 鬃７（２０） ４（５７ 珑．１）

　 ５０ ～ ６０ 鬃１２（３４ M．３） ５（４１ 珑．７）

　 ６０ ～ ７０ 鬃７（２０） ３（４２ 珑．９）

　 ≥ ７０ 厖２（５ $．７） ２（１００）

肿瘤分期

　 Ⅰ １（２ $．９） １（０） ８  ．３５７ ０ 创．０３９

　 Ⅱ ４（１１ M．４） ０（０）

　 Ⅲ １１（３１ M．４） ４（３６ 珑．４）

　 Ⅳ １９（５４ M．３） １３（６８ 珑．４）

CTC 数量（个）

　 ＜ ５ \２３（６５ M．７） ８（３４ 珑．８） ５  ．０１６ ０ 创．０２４

　 ≥ ５ \１２（３４ M．３） ９（７５）

2 ．2 　患者 CTC检测结果 　 ３５例患者的 CTC 数量
检测结果为（４ ．１ ± ２ ．５）个 ，笔者据此将所有患者分

为两组（图 ３） ：Ⅰ 组为 CTC 数量 ＜ ５ 个的患者 ，共

２３例 ，CTC 个数介于 ０ ～ ４ 个不等 ，为（２ ．７ ± １ ．３）

个 ，平均约 ３个 ；Ⅱ组为 CTC 数量 ≥ ５个的患者 ，共

１２例 ，CTC个数介于 ５ ～ １０个不等 ，为（６ ．８ ± １ ．８）

个 ，平均约 ７个 。两组间的 CTC数量差异有统计学
意义（P＝ ０ ．００１ ，α ＝ ０ ．０５） 。

　 　 Ⅰ 组的年龄介于 ２７ ～ ６４ 岁之间 ，为 （５０ ．８ ±

１１畅０９）岁 ，平均 ５１岁 ，Ⅱ组的年龄介于 ３９ ～ ７２岁之

间 ，为（５３ ．８ ± １０ ．１９）岁 ，平均 ５４岁 ，两组的年龄无

明显差异（P＝ ０ ．４４６ ，α ＝ ０ ．０５） 。

图 3 　基于 CTC数量的患者分组情况
（ 倡 倡 倡 P ＜ ０ ．００１ ，与 Ⅰ 组比较）

2 ．3 　 循环肿瘤细胞的数量与肿瘤有无淋巴结和

（或）远处转移的关系 　 患者入组时已有淋巴结和

（或）远处转移的患者共 １７ 例（４８ ．６％ ） ，Ⅰ组 ８ 例 ，

Ⅱ组 ９例 ，CTC 数量介于 ０ ～ １０ 个不等 ，为（４ ．８ ±

２ ．８ ）个 ；无淋巴结和远处转移的患者有 １８ 例

（５１畅４％ ） ，Ⅰ组 １５例 ，Ⅱ组 ３例 ，CTC数量介于 １ ～

１０个 ，为（３ ．６ ± ２ ．０）个 。两组患者的 CTC 数量差
异有统计学意义 （P ＝ ０ ．０２４ ，α ＝ ０ ．０５） ，可以认为

HCC患者外周血 CTC 的数量与肿瘤有无远处和
（或）淋巴结转移有关 ，HCC 患者外周血 CTC 的数
量 ≥ ５个时 ，可能肿瘤更容易发生淋巴节和（或）远

处转移（图 ４） 。

图 4 　两组患者肿瘤有无转移情况比较
（ 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 Ⅰ 组比较）

2 ．4 　循环肿瘤细胞的数量与患者预后的关系 　 中

晚期肝癌患者的预后较差 ，平均生存期可能仅 ３ ～ ６

个月 ，笔者在试验开始 ６个月后统计 ３５例入组患者

的生存情况 ，死亡 ２０ 例 ，Ⅰ 组 １０ 例（４３ ．５％ ） ，Ⅱ 组

１０例 （８３ ．３％ ） ，CTC 的数量介于 １ ～ １０ 个 ，为

（５ ．１ ± ２ ．５）个 ，平均约 ５个 ；存活 １５例 ，Ⅰ组 １３ 例

１６１
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（５６畅５％ ） ，Ⅱ组 ２例（１６ ．７％ ） ，CTC的数量介于 ０ ～

７个 ，为（２ ．９ ± １ ．８）个 ，平均约 ３个 。两组患者 CTC
的数量差异有统计学意义（P ＝ ０ ．０１ ，α ＝ ０ ．０５） ，可

以认为 CTC 的数量与肿瘤预后有一定关系 ，当

HCC患者外周血 CTC 的数量 ≥ ５ 个时 ，可能肿瘤

预后更差 ，患者生存期更短 ，病死率更高（图 ５） 。

图 5 　两组患者预后比较
（ 倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 Ⅰ 组比较）

3 　讨论

　 　目前 ，虽然 HCC的诊断和治疗方法不断提高 ，

但预后仍较差 ，病死率居高不下 ，其主要原因就是晚

期肿瘤的复发和转移 。 HCC 复发和转移的机制尚
不明确 ，CTC的出现被认为是其中一个重要因素 。

早在 １８６９年就有人提出了 CTC 的概念［１１］
，即肿瘤

从原发部位脱落进入外周血并随之循环的肿瘤细

胞 ，广义上的 CTC还包括进入淋巴系统循环的肿瘤
细胞［２］

。对于上皮来源肿瘤的 CTC ，毋庸置疑的具

有上皮性表型 。但是 ，近年来越来越多的研究报道

发现 ，CTC会发生 EMT ，即上皮细胞为更好的存活

并利于发生转移和侵袭 ，通过特定程序转化为具有

间质表型细胞的生物学过程 ，CTC 经过 EMT ，丢失

部分上皮性表型 ，获得了部分间质性表型［１２ ，１３］
。

　 　以往对于 CTC 的检测多通过单一的肿瘤表面
特异性分子鉴定 ，比如上皮细胞黏附分子（epithelial
cell adhesion molecule ，EpCAM ） 、细胞角蛋白（cy唱
tokeratin ，CK） ，由于肿瘤本身特异性分子标志物较

难确定以及上述 EMT 过程的存在 ，导致单一鉴定肿

瘤表面分子标记的方法容易造成许多 CTC被漏检 。

　 　国内外对于 HCC的 CTC 研究还比较少见 ，较

为成熟的 CTC 研究方法如 CellSearchTM也仅适用
于乳腺癌等 ，并不适用于肝癌 。曹宇勃等［１４］检索了

常用的包括 Pubmed在内的 ９ 大数据库 ，检索其自

建库至 ２０１３ 年 ８ 月 １ 日期间所有关于 HCC 的
CTC研究 ，并对其进行荟萃（Meta）分析 ，最后仅纳

入 １２项研究 ，这个数量相对于关于乳腺癌 、结直肠

癌等的 CTC研究而言是极少的 ，其中关于中国人的

研究仅 ４ 项 ，且所用的都是 qRT唱PCR 方法 ；另外 ，

此荟萃分析虽然得出了 CTC 与患者预后相关的结

论 ，但未指出与 HCC 预后相关的具体 CTC 数量阈
值 。本研究为更多地富集到 HCC 患者的 CTC 细
胞 ，采用阴性免疫磁珠和密度梯度离心联合的方法

来富集 CTC ，从而避免了阳性富集 CTC 方法中由
于肿瘤表面标记物表达较高的异质性 ，而导致的

CTC抓捕效果欠佳 。同时 ，本研究采用了染色体荧

光原位杂交和肿瘤表面分子标记免疫荧光的双重方

法来精确鉴定 CTC细胞 。

　 　 值得注意的是 ，检测到的 CTC 均不表达
CK１８ ，考虑其原因可能为 CTC 发生 EMT 。 Sun
等［１５］应用 CellSearchTM检测肝癌患者 CTC 的数量
发现 ，有 ６６ ．７％ 的患者术前 CTC 阳性 ，５１％ 的患者

术前的 CTC 数量 ≥ ２ 个 ，而且 ，这部分患者术后复

发时间比 CTC 数量 ＜ ２ 个的患者要早 。本研究得

出的肝癌患者 CTC阳性率为 １００％ ，且影响肿瘤转

移和预后的 CTC数量分界值为 ５ ，均高于 Sun等的
研究结果 。两项研究的主要区别在于 Sun 等采用
的是 CellSearch方法 ，基于上皮肿瘤细胞表面标记

物 EpCAM 进行免疫磁珠捕获 ，然后再用表面标记

物 CK进行鉴定 。如前所述 ，可能由于肿瘤表面标

记物表达的高异质性以及 EMT 转化等过程的原
因 ，以及后期单一的免疫荧光鉴定方法的缺陷 ，导致

针对 HCC 患者的 CTC 分析结果与本研究有一定
的差异 ；另外 ，本研究纳入患者多为中晚期 ，而 Sun
等研究的纳入患者则多为早期患者 。因而 ，本研究

得出的 HCC患者的 CTC 阳性率以及与转移 、预后

相关的 CTC数量会与 Sun等的研究有一定差异 。

　 　 CTC的检测具有重要的临床意义 。它有助于

肿瘤的早期诊断 、辅助诊断和预后评估 ，有助于快速

评估手术 、化疗 、放疗 、免疫治疗等治疗方案的疗效

和监测肿瘤的复发 ，还有助于寻找新的基因突变 、治

疗靶点 ，研发新的治疗药物 。尤其对于肿瘤的免疫

治疗 ，由于影像学变化出现得晚 ，难以及早判断治疗

是否有效 ，而 CTC这一指标则能通过数量的变化反
映治疗效果 。检测 CTC 的数量有望成为免疫治疗
疗效的评估标准之一 。目前关于 CTC 的临床应用
价值的研究（如前列腺癌 、结直肠癌 、乳腺癌 、肺癌

等）越来越多 ，CTC 正在成为肿瘤患者预后及对治
疗反应的独立预测因素 。 本实验为研究肝癌患者

CTC提供了一种可借鉴的方法 ，也初步揭示了肝癌

患者 CTC与肿瘤的转移及预后的一些相互关系 。

今后仍需要更多的基础研究和临床数据的积累 ，以

阐明 CTC 在肝癌转移中的机制 ，以期建立基于

CTC的肝癌早期诊断和预后指标 。

（下转第 １９２页）
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物因素 。

病例 １盐酸头孢替安的一次用量为 ３ g ，剂量过
大 ；说明书上明确标注 ：成人推荐剂量为 ０ ．５ ～

２ g／d ，败血症者可增至 ４ g ，分 ２ ～ ３次给药 。将 １ g
头孢替安加入 １００ ml溶媒溶解 ，药物浓度过高 ，可

导致体内头孢替安过度蓄积 ，血浆浓度及游离型药

物浓度升高 ，引发不良反应 。

２例不良反应均发生于老年患者 ，这与老年人

肝 、肾功能减退 ，肝脏解毒能力下降 ，肾脏排泄减慢

有关 ；并且还与老年患者组织器官功能减退 、靶器官

对某些药物作用的敏感性增加 、药效阈值变窄 、易发

生药物蓄积有关［２］
。静脉给药相对于其他给药方式

更易引发不良反应 ，静脉注射液的 pH 值 、渗透压 、

不溶性微粒 、细菌内毒素等都可能引发不良反应 ，提

醒广大医生临床用药时尽量首选口服给药 。在静脉

给药前应注意询问患者过敏史 ，静脉给药时尽量避

免联合用药 ，注意控制剂量 、配伍和滴注速度［３］
。

这 ２例不良反应事件提示广大医护人员用药前

应详细询问患者的药物过敏史 ，对 β唱内酰胺类过敏

者应慎用或禁用头孢替安 ；而对于老年患者 ，特别是

伴有肾功能不全的患者 ，应减量使用该药 ，并密切观

察 ，一旦发生过敏性休克应立即停药并紧急抢救 ，对

症治疗 。建议对临床医生加强安全用药方面的知识

培训 ，用药时一定要严格掌握用药指征 ，避免药物滥

用 ，做到安全 、合理 、有效地用药 ，减少或避免不良反

应事件的发生 。同时 ，在用药后应密切注意观察患

者的病情变化 ，一旦出现意识不清 、呼吸困难 、心悸

等异常现象 ，应立即停用该药 ，及时对症治疗 ，以确

保患者安全 。
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