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[摘 要] 肝细胞癌具有高发病率和高病死率的特点，在治疗过程中易发生复发或转移，目前缺乏高敏感度的生物标志物进行

预测和评估。研究发现，循环肿瘤细胞可作为肝细胞癌潜在的生物标志物，能应用于肝细胞癌的早预测、早诊断、早治疗及治疗

过程中的疾病监测，有助于预防和控制相关治疗的不良反应。本文将对循环肿瘤细胞作为生物标志物在肝细胞癌临床诊疗中应

用的最新研究进展进行综述。
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是消

化系统中发病率及病死率较高的恶性肿瘤[1-2]。目

前，虽然HCC在诊断和治疗方面的临床预测指标持

续更新[3]，但预后仍较差，总生存率较低[4]，主要原因

是缺乏早期可确诊的肝癌评价指标和治疗后不可预

测的复发及转移。因此，迫切需要更精确、更有效的

生物标志物应用于HCC患者的早期筛查、治疗评估

或预后结果预测中，这对提高HCC患者诊断率，选择

最佳治疗方案有重要意义。

循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC），是

指脱离肿瘤组织后在血液中循环并存活的一类肿瘤

细胞[5]，通过抽取患者外周血即可检出。有研究者[6]

认为，CTC不同于任何现有的肿瘤生物标志物，因为

它代表的是患者体内存活的肿瘤样本。近年来，CTC

不仅在肿瘤的基础研究中具有重要价值，而且在临

床诊断和肿瘤治疗等多方面具有重指导意义[7-8]。目

前，已有研究报道了CTC在乳腺癌、前列腺癌、结直

肠癌、肺癌等多种恶性肿瘤诊疗中的临床应用[9-12]。

本文对CTC在HCC的临床诊疗中应用的研究现状

及发展前景作一综述。

1 CTC的生物学特性

1869年，澳大利亚病理学家ASHWORTH首次提

出“CTC”的概念。CTC被称为肿瘤的“种子”，进入

外周血循环后转移到身体的其他器官或组织，继续

生长，最终形成转移瘤或肿瘤复发[13]。然而，大多数

CTC在循环中会经历自身凋亡，或在免疫细胞攻击

及剪切力作用下死亡，仅有不到0.01%的CTC幸存，

形成肿瘤转移病灶。此外，为适应生存环境，部分

CTC在外周血中发生上皮细胞-间充质转化（epithelial-

mesenchymal transition，EMT）这一病理过程[14-15]，即

上皮细胞标志物表达缺失，同时间质细胞标志物表

达升高，且生物学行为与间质细胞类似。经历EMT

的CTC易于从肿瘤组织中分离出来，侵入到毛细血

管中，明显提高了自身生存能力和转移潜力[16]。所以

CTC被分为 3种亚型：上皮型、间质型和上皮间质混

合型CTC。另外，研究[17-18]表明，CTC可以不同形式

存在，由两个或多个CTC聚集在一起可形成聚合物，

称之为细胞团 (circulating tumor cell clusters, CTC

clusters)，细胞团的转移潜能和生存能力均比单个

CTC更强。显然，CTC并不是肿瘤细胞彼此之间的

克隆产物，而是来自不同病灶的肿瘤细胞。因此，通

过分析CTC可揭示肿瘤细胞的分子特征，这将有助

于研究肝癌的复发、转移及耐药机制。CTC也可视

为HCC患者的早期诊断、病情评估以及疗效预测潜

在的临床生物标志物。

2 CTC的检测与分离

CTC在血液中含量较低，这无疑对检测技术水
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平要求极高[19]。检测方法主要依据CTC的物理特性

和分子特性，分为3类检测平台：免疫亲和性、物理学

特性和两种特性相结合的分选平台。

免疫亲和性分选法：依据靶细胞是CTC或白细

胞，划分为阳性分选、阴性分选。阳性分选是利用特

异性抗体与CTC上的抗原特异性相结合，最终得到

目的细胞。目前唯一通过美国食品药品监督管理局

(Food and Drug Administration, FDA)认证的检测方法

是 CellSearchTM 系统，即是利用上皮细胞黏附因子

（epithelial cell adhesion molecule，EpCAM）抗体分选

出CTC。KELLEY等[20]先用免疫磁珠包被的EpCAM

抗体从血细胞中捕获到CTC，再用免疫荧光标志的

细胞角蛋白抗体、细胞核DAPI荧光染色试剂和去除

白细胞的CD45抗体共同识别CTC。结果显示，转移

性HCC患者的CTC检出率（40%）明显高于非恶性肝

病患者的CTC检出率（10%）。与这一原理相类似的

技术，微流控芯片（CTC-iChip）是结合了免疫磁珠分

选和微流控装置，且此方案比CellSearchTM系统检测

CTC的灵敏度更高[21]。此外，发生EMT的CTC主要

以间质型表型存在，可以逃脱靶向上皮标志物（例如

EpCAM）的阳性富集系统，考虑到这一局限性，间充

质标志物（例如波形蛋白）的阳性富集方法也被挖掘

出来。但是，即使靶向多种抗原的抗体混合物也不

能完全解释CTC抗原的异质性。负富集策略通过去

除背景血细胞来解决这一问题，即通过用抗CD45代

替抗 EpCAM来用于负向富集，例如RosetteSepTM系

统[22]。尽管与正向富集技术相比，该系统具有更高的

灵敏度，但单独负向富集技术明显降低富集的纯度。

因此，为提高CTC富集的纯度，部分学者选择将两者

结合。

物理学特性分选法：主要基于 CTC 的大小、密

度、可塑变形性和电介质迁移能力对CTC进行分选，

其中 ISETTM就是通过微滤过装置利用CTC的大小，

从众多血细胞中富集到CTC。CanpatroTM平台先裂

解红细胞，再通过纳米过滤技术截留CTC，最后利用

上皮和间质型标志物对CTC进行鉴定，最终检测出

不同表型CTC[23]。Labyrinth微流控装置是结合CTC

的密度和惯性效应，最终从白细胞中分离出[24]。

虽然CTC的检测技术种类繁多，但每种技术个

体敏感性和特异性是不一。有研究者认为，CTC的

计数主要取决于采用的技术和实验的血容量体积，

但CTC计数的主要影响因素是所选取CTC的生物标

志物的有效性。当前所面临的研究困境就是检测血

液样本体积数不同、检测目标标志物不同，因此更需

对单一原理的检测方案进行标准化，这将有助于对

CTC进行检测分离。

3 CTC的表型分子

CTC的表面标志物是识别其是否存在的关键。

当前，对于上皮型HCC CTC的富集，常用EpCAM作

为捕获CTC的靶向抗原，主要原因是EpCAM在上皮

型癌细胞上表达最强，且具有显著的敏感性和特异

性；此外，EpCAM的胞外结构域为捕获CTC的抗体

提供了靶点，且不需要破膜，大多数CTC均可被分离

出来[25]。细胞角蛋白（cytokeratin，CK）常用于CTC富

集后的鉴定工作，常用CK8、CK19作为标志物来鉴

定 HCC CTC[7-8]。如 CellSearchTM系统、CanpatroTM系

统应用此原理，最终得到 EpCAM+CK8/18/19+DA‐

PI+CD45-的有核 CTC[26]。然而，部分肿瘤细胞发生

EMT，导致间质型表型波形蛋白、Twist或N-cadherin

表达上调和上皮表型EpCAM、CK和E-cadherin[27]表

达缺失或下调，需用间充质标志物富集CTC[28]。此

外，若检测到CTC上存在间质型表型，能更准确地预

测肿瘤的进展。有学者[29-30]证实，小部分CTC具有干

细胞特性，如自我更新及增殖能力，可表达干细胞表

型如CD90、CD44、CD133或EpCAM，并激活WNT通

路。

4 CTC在HCC诊疗中的应用

4.1 CTC参与免疫促进HCC进展

Toll样受体（TLR）表达于巨噬细胞和树突状细

胞上，可激活NK细胞，分泌穿孔素和肿瘤坏死因子，

攻击病毒感染细胞和肿瘤细胞。在发生转移癌患者

的血液样本中，CTC计数增加、TLR表达下调，抑制

NK细胞激活且减弱其抗肿瘤作用。主要组织相容

复合体(major histocompatibility complex，MHC)可帮

助识别肿瘤抗原，激活T细胞，对启动特异性免疫应

答至关重要。其中，MHC Ⅰ类分子相关基因家族

MICA/MICB是NK细胞活化性受体NKG2的配体，

若MHC Ⅰ类分子下调，则NK细胞活性将被抑制。

例如，HUAMAN等[31]进行的临床前研究表明，在发

生肺转移的HCC同源小鼠模型的血液样本中检测到

CTC上MHC Ⅰ类分子表达下调、NK细胞抗肿瘤作用

降低，这可能与免疫逃逸机制有关。CD8+ T细胞是

启动细胞毒性T淋巴的细胞免疫应答的重要受体，

CTC可下调CD8+T细胞上MHC Ⅰ类分子，抑制NK

细胞激活。PD-L1蛋白广泛表达于癌细胞和巨噬细

胞上，PD-L1与T细胞上的受体PD-1相互作用，会抑

制T细胞活化，实现免疫逃逸。已有研究者[32]用流式

细胞术从HCC的CTC中检测到PD-L1的存在，表明

这些细胞可以逃避T细胞杀伤，实现免疫逃逸；该研

究也表明，肿瘤大小、巴塞罗那分期(Barcelona Clinic
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Liver Cancer，BCLC)与PD-1/PD-L1的表达相关。这

些发现表明，CTC具有独特而重要的分子机制，对促

进HCC进展和转移的研究具有重要意义。

4.2 CTC与HCC早期诊断

目前，临床中对HCC患者的早期诊断方法较局

限，导致部分HCC患者无法早期确诊，错失治疗的黄

金时期。CTC的存在对HCC患者早期诊断有预测功

能（表 1）。GUO等[29]采用 qRT-PCR平台探究了CTC

计数与HCC患者诊断的关系，结果表明HCC患者的

CTC阳性率明显高于非恶性肿瘤患者；且CTC的存

在对 AFP 阴性患者具有更好的诊断价值。此外，

WANG等[33]进一步研究了HCC患者和非恶性肝病患

者中不同表型的CTC（上皮表型、间质表型、上皮-间

质混合型）计数的差异，表明只有间质型CTC与HCC

患者术后早期复发密切相关。CHENG等[34]收集了

113例HCC患者和 57例非恶性肝病患者的血样，检

测到的CTC总数对HCC患者有诊断价值，如与AFP

联合应用更可提升HCC诊断的有效性；其次，间质型

CTC与HCC患者的疾病进展有关，可间接反映肿瘤

的分期。然而，SUN等[35]经Meta分析认为不应建议

将CTC作为确诊HCC的独立指标。因为CTC检测

方法无标准，对照组中候选者标准不固定，实验结果

间的比较有待验证。

表1 CTC的不同表型对HCC诊治的意义

CTC表型

CD45-pERk+pAkt- ; CD45pERk+pAkt+ ;

CD45-pERk-pAkt-; CD45-pERk+ pAkt+

CD45-EpCAMmRNA+

EpCAM, CK8/18/19,

DAPI, CD45-

NR

EpCAM, CK8/18/19,

DAPI, CD45-

EpCAM, CK19

CD133, CD90, CD44, ABCG2,

ICAM1, CD24, Nestin

EpCAM,

CK8/18/19, CD45-,

Twist, Vementin

EpCAM,

CK8/18/19, CD45-,

Twist, Vementin

EpCAM,

CK8/18/19, CD45-,

Twist, Vementin

EpCAM,

CK8/18/19, CD45-,

Twist, Vementin

EpCAM+ CD45-

富集方法

密度梯度离心

阴性富集法

CelltracksTM AutoPrep

系统

过滤

CelltracksTM AutoPrep

系统

NR

CanPatrolTM

CanPatrolTM

CanPatrolTM

CanPatrolTM

PowerMagTM

检测方法

免疫组化；

免疫荧光法

qRT-PCR

CellSearchTM系统

RNA原位杂交

CellSearchTM系统

qRT-PCR

RNA原位杂交

RNA原位杂交

RNA原位杂交

RNA原位杂交

免疫荧光法

HCC（N）

109

49

57

42

89

395

165

112

136

113

104

阳性（n）

101

NR

9

术前33;

术后34

50

NR

117

101

125

NR

NR

诊治意义

疗效预测

预后预测

预后预测

预后预测

预后预测

诊断；

预后预测；

疗效预测

预后预测

预后预测

治疗方案

选择

诊断

预后预测

文献

[38]

[41]

[42]

[3]

[43]

[29]

[8]

[7]

[44]

[34]

[39]

NR: No report

4.3 CTC与疗效预测

索拉非尼是新型分子靶向抗肿瘤药，但患者对

该药的耐受力及耐药性存在个体差异，若在治疗过

程中能实时评估患者病情，可辅助临床医师适时调
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整治疗方案及用药剂量。相关研究[36]表明，CTC的计

数动态变化与疾病变化相关。YAN等[37]采用流式细

胞术检测经索拉非尼治疗后HCC的CTC数量变化，

结果显示治疗后CTC计数低于治疗前，经统计学分

析认为CTC是预测疾病进展和监测疗效的标志物。

LI等[38]进一步研究，HCC患者的CTC中pERK+/pAkt-

表达与病理组织中分型高度一致（90%），给予索拉非

尼治疗 2周后 pERK+/pAkt-表达降低，其对索拉非尼

非常敏感，经多变量分析认为CTC中 pERK+/pAkt-是

索拉非尼治疗HCC患者无进展生存期(progression-

free survival，PFS)的独立预测因子。RAU等[39]研究

共入组了30位晚期HCC患者，依据患者的身体状况

和耐受性，每天给索拉非尼400~800 mg，根据索拉非

尼的不良反应调整剂量，最大剂量为每天 800 mg。

每 2~3个月进行一次CTC计数，并测定血清AFP水

平，以监测治疗反应。该实验组共收集了 85份血液

样本，利用PowerMag平台的分析结果显示：治疗期

间连续的CTC计数与血清AFP联合监测患者预后，

能对用药效果和病情评估提供实时反馈信息。通过

大样本、多中心的临床研究，CTC的应用价值会进一

步提高。综上，CTC检测可对晚期HCC患者索拉非

尼治疗的物疗效及耐药现象有预测价值（表1），对晚期

HCC患者的综合治疗具有重要指导意义。

4.4 CTC与患者预后测评

Meta分析[40]中证实，CTC计数高于基线值是患

者PFS和OS的独立预测因素（表 1）。ZHOU等[41]探

究了 CTC 计数与 HCC 术后患者预后的关系，术后

CTC 计数增加的患者(术前 CTC<2、术后 CTC≥2)比

术后未增加的患者(术前 CTC<2、术后 CTC<2) DFS

和OS短；术前CTC>2、术后CTC>2的患者预后最差；

术前 CTC<2、术后 CTC<2 患者的 DFS 和 OS 相对较

长。在另一项经肝切除术后HCC患者CTC的研究[42]

中得出相似结论，术后CTC阳性的患者比CTC阴性

的患者复发的风险更高，OS和无复发生存期RFS相

对较短。SHEN 等[43]进行了一项前瞻性研究，采用

CellSearchTM系统检测 97例不能切除的HCC经肝动

脉化疗栓塞治疗的患者的CTC，结果提示高比例的

EpCAM(+)CTC患者治疗后生存期相对较短。以上相

关研究表明，术前或药物治疗前CTC的存在与患者

的不良预后明显相关。为进一步探讨不同表型CTC

对预后生存的影响情况，QI等[44]纳入 136例HCC患

者，依据手术方式分为两组：解剖性肝切除组（n=57）

和非解剖性肝切除组（n=79），两组患者术前检测

CTC结果表明：两种治疗方案对患者的TFS没有影

响，而与CTC表型有关；表型共检测到CTC的3个

表型 :上皮细胞型 CTC（E-CTC），间质型 CTC（M-

CTC）和上皮 /间质混合型 CTC（E/M-CTC），统计

学分析显示，CTC 总数低 、E-CTC(-) 和混合型E/

M-CTC(-)的患者中，TFS明显延长；而术前总CTC计

数高、E-CTC(+)和混合型CTC(+)的患者提示该患者术

前可能已经发生转移，且TFS明显缩短；该研究得出

重要结论：CTC的计数及亚型均可作为预后独立预

测因素；然而这项研究的样本量较少，且是回顾性分

析，结论有局限性。研究[3]发现，术后 CTC 计数与

PFS和OS并无关联，而如术后CTC较术前升高或降

低则与PFS和OS相关。

5 结 语

近年来，随着对CTC检测技术不断更新，CTC

对肿瘤患者的临床应用价值受到高度重视。然而，

CTC作为一种新的生物标志物，它的分离、检测方法

未实现标准化，实验的对照组和检测组病例标准不

统一，这些是当前亟需解决的问题。目前针对CTC

与HCC治疗决策相关的研究较少，但具有广阔的临

床研究前景。CTC表型分子可成为HCC免疫治疗的

新靶点，从而指导抗癌药的研发，最终改善患者的预

后。CTC的检测将会给临床医生对HCC患者的早期

诊断、病情和疗效的监测评估及预后预测提供有价

值的指标，然而在其应用于临床前，仍需要进行多中

心、多变量、多领域的大型研究作为理论支撑。
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