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Abstract 
With more and more individualized and precise diagnosis and treatment of tumors, the detection 
technology of circulating tumor cells has great application value for prognosis assessment, guiding 
treatment and medication, and studying biological characteristics of tumors, due to its small 
trauma and high repeatability. However, due to the low content of circulating tumor cells in peri-
pheral blood, low detection rate and high detection cost, the development of detection technology 
has been limited. This paper reviews the current methods of detecting circulating tumor cells, 
hoping to inspire us to explore more efficient methods. 
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摘  要 

随着肿瘤诊疗越来越个体化、精准化，循环肿瘤细胞检测技术由于其创伤小、可重复性高，对肿瘤预后
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评估、指导治疗用药、研究肿瘤生物学特性等方面存在着巨大的应用价值。然而，由于循环肿瘤细胞在

外周血中含量少、检出率低，且检测成本高，从而限制了检测技术的发展。本篇文章对现有多种循环肿

瘤细胞检测方法进行综述，希望能对探索更高效的检测方式有所启发。 
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1. 引言 

1869 年澳洲医生在外周血中发现一种血细胞与尸检得到的肿瘤细胞相似，并命名为循环肿瘤细胞

(circulating tumor cell, CTC) [1]。CTC 是由肿瘤组织脱落并进入血液循环的肿瘤细胞。通过现有的生物

学技术可以对血液中的 CTC 进行分离计数，并指导肿瘤的临床诊疗工作。由于血液中的 CTC 可以实

时、动态地反应出肿瘤发展进程以及治疗效果，因此，与单一部位的组织学病理检查相比，检测 CTC
所获得的信息更及时、全面[2]，对完善当前临床肿瘤检查体系有着重大意义。然而，由于 CTC 在外周

血中稀少，大约每 107 个白细胞中有一个[3]。同时，肿瘤细胞具有异质性且常常在血液内簇集成团。

这些因素都使 CTC 分离计数的难度增大，成为 CTC 检测技术发展的阻碍。近年来，随着生物学技术

的飞速发展，各种新型检测方法脱颖而出，看似为 CTC 检测的发展带来曙光。但目前仅有 cellsearch
系统被美国 FDA 批准上市，并成为一种标准检测方案[4]。该检测方案需 7.5 ml 外周血，在 57%前列腺

癌、37%乳腺癌、30%结肠癌患者样本中检出≥2 个 CTC，而健康志愿者和非恶性肿瘤患者样本几乎没

有这种现象[5]。 

2. 富集策略概述 

由于 CTC 在外周血中的含量低，检测 CTC 时首先需要将其从血液中分离提纯，便于进行下一步操

作，此步骤称为 CTC 的富集。尽管少数 CTC 检测技术可跳过血液样本的富集阶段直接对 CTC 进行识别，

但当前包括 cellsearch 等绝大多数检测方法均是基于各种不同的富集策略完成 CTC 检测的。 

2.1. 物理富集法 

根据 CTC 与血细胞的细胞密度、体积大小、细胞刚性以及电性能等物理性质方面的差异可以从外周

血中进行 CTC 富集，其中最常用的有根据 CTC 密度低于血细胞而使用的密度梯度离心法与根据 CTC 直

径大于血细胞而使用的膜滤过分离法(isolation by size of epithelial tumorcells, ISET) [6]。此外，由于 CTC
具有更大的细胞总表面积，导致 CTC 的膜电容较高，有学者通过双向电泳法分离 CTC [7]。也有学者发

现 CTC 具有更高的质核比，通过筛选具有高质核比特征的细胞进行 CTC 富集[8]。基于物理性质的富集

方法的优点是操作简便、价格低、对 CTC 活性影响小以及便于进行下游分析。同时，由于物理富集法无

需抗体标记细胞，可以避免只分离带有特定免疫标识的 CTC，从而使得到的 CTC 种类更全面。但是，对

于一些物理特性与血细胞相似的 CTC 难以达到分离效果，且由于没有特异的肿瘤学标志物，虽然避免了

遗漏，却导致分离得到的 CTC 不纯，计数难度大。 
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2.2. 免疫富集法 

基于抗体-抗原特异性结合这一原理分离捕获 CTC，是目前最常见也是最有效的富集方法。该方法依

赖 CTC 表面的特异性抗原，通过抗体包被的“介质”直接或者间接的捕获肿瘤细胞。根据分离方向的不

同又可分为阳性分离和阴性分离。阳性分离也称正向分离，是一种以直接捕获 CTC 为目标的分离方案。

阴性分离也称为负向分离，是一种通过优先去除血液中非 CTC 的血细胞，从而间接获取 CTC 的分离方

案。在实际操作中，阳性分离和阴性分离可联合使用从而提高检出率。大多数 CTC 具有明显的上皮细胞

特性并表达上皮细胞粘附蛋白(EpCAM)，利用 EpCAM 抗体可将 CTC 从细胞群中分离出来，实现 CTC
的阳性分离。而利用白细胞表面标志抗原 CD45 可将白细胞从血液中分离并去除，实现 CTC 的阴性分离

[9]。大多数免疫富集都是基于以上方法进行操作。但是，由于肿瘤细胞缺少 100%特异性的抗体，并不

是所有肿瘤细胞都表达某种特异性抗原，这就限制了该方法在实际样本中的应用。 

3. 检测识别技术及临床应用 

基于以上的富集策略发展出了许多检测方法和实验室技术。但到目前为止，仍然没有一种完全成熟

的 CTC 检测方案。此外，富集捕获得到的 CTC 需要进行识别确认，现阶段对 CTC 的识别定义为逻辑定

义，EpCAM +/CK +/CD45-表型是用来识别 CTC 最常用的表型。 

3.1. 抗体–抗原检测 

免疫磁珠分离法(immunomagnetic beads separation, IMS)是将 EpCAM 抗体锚嵌在磁珠上[10]，待磁珠

与 CTC 充分结合后，通过外加磁场牵拉磁珠并间接捕获 CTC，这是应用最多的一种检测方法。Cellcollector
装置通过将一根表面排满 EpCAM 抗体的医用导丝置入人体静脉，在静脉血中直接采集 CTC，在 24 例癌

症患者中，共有 22 例被导丝成功捕获到 CTC [11]。利用抗体-抗原结合得到的 CTC 具有较高的纯度，但

富集到的 CTC 大多数失去细胞活性，难以进行下游分析。同时，由于肿瘤细胞的上皮间质转化(epithelial 
mesenchymal transition, EMT)现象，可导致肿瘤细胞原有的上皮特性消失[12]。因此，有学者通过其他特异

标记(如生存蛋白，PSMA，HER2 等)以检测 CTC [13] [14] [15]，但目前均未达到理想效果。 

3.2. CTC 芯片技术 

通过在硅片上排列抗体或设置弯道凹槽可制成 CTC 芯片，该芯片可同时利用肿瘤细胞的生物学特性

和物理特性进行细胞捕获。一张芯片上最多可以微距排列 78,000 多个包被 EpCAM 抗体的位点，当血液

样本在流过硅片时捕获其中的 CTC [16]。同时，通过在芯片内部添加弯道型的小室流动槽，增加了样品

与抗体的混合时间，可将捕获率提高26.3% [17]。近期发明的CTC-ichip根据细胞的体积大小洗脱血细胞，

再通过磁场作用筛选出被免疫磁珠标记的 CTC [18]，这种方法也是将两种富集策略联用来提高检出率。

值得一提的是，Toner 发明 cluster-chip 可依靠芯片通道的尺寸检测出血液中的 CTC 细胞群[19]。芯片技

术操作方便、效率高，芯片体积小，但由于芯片造价高昂，限制了临床推广。 

3.3. 直接显像识别法 

经富集捕获后的细胞需要验证和识别身份，符合 DAPI+/CK+/CD45-表型方可定义为 CTC。尽管经过

富集后需要观察的细胞总数大量减少，但样本成像与辨析仍然是十分耗时的工作。Cell search 使用的微

流细胞集中器(microfluidic, cell concentrator, MCC) [20]通过将样本集中在更小的观测区域，从而缩短了识

别时间。而 Imagestream 通过将传统的流式细胞技术与荧光显象结合进行细胞分析[21]，在实验中得到的

计数结果与 Cellsearch 系统并无统计学上的差异[22]。尽管如此，大多数的 CTC 识别仍是建立在样本富

集的基础之上。然而，由于一些具有高速、多参数特征的荧光显像方法有着更高的分辨率，无需富集便
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可直接对样本进行 CTC 识别。如 Epic Sciences 技术通过将样本细胞单层排布在玻璃片上，使用电脑算法

配合高分辨率显像来检测 CTC。有核细胞被上样到专门的显微镜玻片上。每块玻片大约含有 300 万个有

核细胞，相当于 0.5 mL 血液。利用 CTC 基础检测对玻片进行染色，它包含细胞角蛋白和 CD45 的抗体，

DAPI 以及一个或两个鉴定抗体。随后在荧光显微镜下扫描整块玻片。该方法在 66 例非小细胞肺癌患者

中，共检出了 45 例 CTC 阳性患者[23]。无需富集 CTC 的检测技术还有 Fastcell 和 CytoTrack。前者依靠

光纤阵列扫描技术(fiber-optic array scanning technology, FAST)，通过紧密排布的光纤组合成观察范围更广

的观察孔，从而拥有更大的观察视野[24]。而后者则通过制作拥有更大观察区域的标本盘(Cytodisc)，使

其最高可单层排布 1 亿个细胞，在标本盘高速旋转状态下使用激光进行连续扫描鉴别[25]。但目前尚缺乏

大型临床研究以明确以上两种技术的实用性。 

4. 结语 

尽管分子生物学及临床研究显示肿瘤的转移很可能在肿瘤发生的早期便已经开始[26]。然而直到今天，

包括影像学、血清肿瘤标志物在内的监测方法对于肿瘤的早期评估并不理想。因此，通过 CTC 检测直接

捕获到正在转移中的肿瘤细胞，对及时发现肿瘤的早期转移并引导其个体化治疗有着重要的意义。然而，

CTC 低含量和异质性仍限制当前 CTC 检测技术的发展。聚集成团的 CTC 转移潜能更高，但检测难度更

大。因此，如何提高 CTC 集群的检出率也是当前 CTC 检测技术需要解决的问题。 
芯片技术的发明使 CTC 的检出效率获得提升，但目前尚未有相关大型临床研究的文献报道。此外，

包括芯片、Cellsearch 系统在内的检测装置均涉及到免疫识别，其特异性标记通常为 EpCAM。虽然 CTC
的上皮特性使以 EpCAM 作为识别标识的检测方法达到捕获目的，但这亦使一些上皮细胞被误检为 CTC。
且由于肿瘤细胞的 EMT 现象，上皮细胞表型的丢失可能让 CTC 检测结果出现假阴性，因此，未来寻找

特异性更高的标志物也是CTC检测技术需要探索的一个方向。通过免疫方法得到的CTC是符合EpCAM+、
CD45-、CKs+表型模式的细胞，并非完全是真正的循环肿瘤细胞，其应用价值有待进一步的临床研究去

证实。此外，由于 CTC 检测费用高昂，也成为其大规模临床应用的阻碍。通过革新技术降低检测成本，

对 CTC 检测在临床上的早日普及也将起到巨大的推动作用。目前，CTC 检测发展之路依然任重道远，不

过可以预见的是，CTC 检测作为可重复、非侵入性的检查手段，在肿瘤的诊断、预后评估、个体化治疗

中发挥了重要作用。随着检测技术的改进和新技术的研发，CTC 检测将会在临床肿瘤诊治工作中占据一

席之地。 
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