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液与现行
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液富集肿瘤细胞的效率%回收率%活

性率(以此系统富集肿瘤患者血样中的
U8U

#结合免疫磁珠筛选%染色体原位荧光杂交和表面抗原免疫荧光技术精

确鉴定
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细胞(结果显示
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液以
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的密度浓度在
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离心
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为最优分离条件(
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例临床肿瘤患者血样的
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检测实验中#均发现有循环肿瘤细胞的存在(结果表明基于
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液结合免疫磁

珠筛选能有效富集外周血循环肿瘤细胞#为实验室常规开展
U8U

的计数%培养等研究奠定基础(

关键词!

e

A

<3[*1

A

分离介质$密度梯度离心法$循环肿瘤细胞$免疫磁珠

中图分类号!

KY!7!Y

!!!

文献标志码!

O

(

!

引
!

言

循环肿瘤细胞"
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原发肿瘤病灶脱落下来$通过血液循环系统传播到

远端器官$在新的环境中生长并形成转移病灶%目

前认为$肿瘤复发的关键在于
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潜在的侵袭能

力&
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%有报道显示
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检测及其预后相关性对于

评估临床治疗效果十分有意义%除了转移性癌症患

者的预后价值以外$
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对于早期癌症的预测价值

也很有吸引力&

#

'

%因而
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成为研究癌症治疗和

转移潜在机制的重要生物标志物%然而$外周血中

能检测到的
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个数极少$每
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血液中可能

仅含几个&
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$从而对血液中富集
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这一技术提出

了挑战%

当前的富集方法主要是基于细胞的物理特性

"大小和密度#$包括密度梯度离心分离$微孔过滤$
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"上皮肿瘤细胞大小分选#等&
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用作晚期乳腺癌(结肠直

肠癌以及前列腺癌的预后&
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%它是基于细胞表面特

异生物标记物$从而分离血液中的
U8U

$以此为技

术的方法必须预先了解待测癌细胞的特异抗原$因

而不能通用于所有癌症$容易漏检或错检%另外$此

技术试验成本高"约
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元*例#$设备费用更是高

昂$一般实验室难以承受%为了克服这种局限性$考

虑去除血液中的红细胞(血浆和大量白细胞$留存
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以达到富集的目的%

密度梯度离心是根据细胞密度分选多种细胞$

可有效去除红细胞和血浆等%分离的关键因素是高

质量的分离介质%目前应用于细胞分离的介质主要

有
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价格虽然较低$但是很难聚集细胞形成清晰的条带$
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为固体$配制复杂且不易控制浓度%本研

究为采用
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离子等渗分子&
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%相比而言$
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液体配制简

便$对细胞的损伤较小$富集条带明显$细胞纯度高%

已有研究发现
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主要应用于鼠原代肝星状

细胞的分离纯化$且使用
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纯化胰岛细胞可

能有助于增加胰岛移植的成功&
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的可行性$建立一种合理(便



捷的分离方法$为实验室进行常规的
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检测和分

析奠定基础%

!

!

材料和方法

%@%

!

材料

%@%@%

!

血样!取长海医院血库健康人外周血
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全血
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份用于试验)实体肿瘤患者血样由东方肝胆

外科医院生物治疗科提供$入组患者多为中晚期肿

瘤$采血前多接受过手术(放疗(化疗等相关治疗$均

已获得患者知情同意%
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$卵巢癌细胞
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均来自东方肝胆外科医院基因与病毒治疗实验室%
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低速台式大容量离心机"上海安亭科学仪器厂#$
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流式细胞仪"密理博中国有限公司#$光学显

微镜"上海悌可光电科技有限公司#%
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离心分离外周血

最佳离心条件的确定!离心机使用时选择慢制

动状态$避免短时加速使各密度梯度细胞发生混杂%

将外周血与生理盐水
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混合稀释$沿壁缓慢加至
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细胞分离液液面上%分别以不同离心

转速分离$记录不同时间红细胞沉淀体积%

各层细胞
UMB"

标记流式检测!密度梯度离心

后分别吸取上清液(白膜层和分离液$各取
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细胞悬液$加
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荧光单抗$轻轻混匀$
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避光孵育
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$重悬细胞后上机检测
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阳性细胞比例%
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筛选
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分离液最佳密度浓度
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种密度浓度的
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分离液配制!室温条

件下$将
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原液稀释至
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工作液$与

缓冲液按比例混合$充分混匀后得到
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种密度浓度

的分离液!
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避光保存%
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试剂盒检测
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种密度浓度的
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液分离外周血单核细胞的细胞数和细胞活力%
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离心分离肿瘤细胞

UR5D

荧光标记肿瘤细胞!用
[J5

等合适的缓

冲液调整细胞浓度少于
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)加入
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浓度

为
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的
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工作液$轻轻吹打混匀)
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避光

孵育
%"E3+

)加入
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倍体积的完全培养基$冰上

孵育
"E3+

)离心后去上清$加入
%EN[J5

溶液$再

离心后去上清$重复清洗
!

遍%流式检测肿瘤细胞

UR5D

荧光表达%

外周血肿瘤细胞的分离!将带有荧光标记的肿

瘤细胞株
_LX7YY$%

加入外周血混匀$以此模拟

U8U

$密度梯度离心后分别吸取白膜层和分离液$各

取
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细胞悬液上机检测
UR5D

阳性细胞比例%
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液的富集效率
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等量加入外周血混匀
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%Z%$

"个*
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#$分别在两种分离液中密度梯度离

心后吸取白膜层$流式检测富集细胞中
UR5D

阳性

细胞的比例并进行比较%
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比较
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液与
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液的回收效率

由于实际患者血液中
U8U

数量极少$为检验建

立的方法是否能够富集到极少量的肿瘤细胞$逐个

挑取了
"$

个左右的单细胞加入
"EN

外周血中$密

度梯度离心分离进行回收率实验%单个肿瘤细胞的

挑选采用
U1--D6<(*[-);

细胞分选系统%

极少量肿瘤细胞的富集回收效率!将带有荧光

标记的肿瘤细胞
_LX7YY$%

适量加入
"EN

外周血

混匀"以
"$

个为宜#$分别在两种分离液中密度梯度

离心后吸取白膜层$固定细胞后将细胞悬液涂于载

玻片上$避光晾干后盖上盖玻片$荧光显微镜下观察

带有荧光的细胞即为回收得到的肿瘤细胞$计数并

记录结果%
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肿瘤患者循环肿瘤细胞的检测试验

患者
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外周血进行
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介质分离富

集后$结合免疫磁珠纯化$将获得的细胞固定后$进

行原位荧光杂交和免疫细胞化学染色以鉴别循环肿

瘤细胞%
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统计学分析

测定数据以"
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#表示$用
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统计软

件进行统计分析%分离外周血细胞数和细胞活性率

及回收率采用单因素方差分析$用方差的单变量分

析不同肿瘤细胞株两种分离介质的富集效率%以
X

,
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为差异有统计学意义%
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结果与分析
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离心分离外周血
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细胞分层效果的研究
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A

液离心后细胞分层效果明显$利用不同

密度细胞沉降系数的不同能够有效地富集单核细胞形

成云雾状的白膜层$清晰可见于分离液上层"图
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液密度梯度离心细胞分层情况
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液离心条件的优选!外周血密度梯度

分离后$在不同时间观察红细胞沉淀体积随着时间

的增加而增长$分离液由浑浊逐渐变清$并且比较

#$E3+

和
!$E3+

没有显著差异%同时选取不同离

心转速重复实验$由表
%

可见
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(

%I$$*

*
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离

心力较弱$液体分层不明显$红细胞沉降体积较少$

而
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*
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和
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的分离效果相似$为

保护细胞活性因而选择
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离心
#$E3+

为

最优条件进行后续分离实验"表
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液不同离心转速不同

离心时间红细胞沉降体积
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离心时

间*
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离心转速*"
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流式检测各层单核细胞

流式结果显示$白膜层中大部分细胞表达

UMB"

h

$分离液中仅部分细胞表达
UMB"

h

$而上清

液中的细胞量很少且均为
UMB"

C细胞"图
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图
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液分离外周血单核细胞
UMB"7Rb8U

表达
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筛选
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最优密度浓度

从表
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可知$外周血中单核细胞数在
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A

液密度浓度
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*
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时最多$并随分离液密度

浓度的减少而呈现下降趋势)同时$
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种密度浓度的
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A

液获得的细胞活性率均在
&$]

以上$活力

较高%比较分析
%@$Y&
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的细胞数量和细胞活

性率比
%@$YB
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的有显著差异"
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#$对比
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无显著差异)细胞活性率
%@$Y&

4

*
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的最高$并且所有报道中细胞分离液的密度为

%f$YY
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$因而选取
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的
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液

进行后续实验%
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1

液分离外周血

单核细胞总数及细胞活性率"

0['

$

+\"

#

分离液密度

浓度*"
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C%

#

细胞数*

%$

S个

细胞活性

率*
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离心分离肿瘤细胞

选取肝癌细胞株
_LX7YY$%

$

UR5D

标记肿瘤

细胞后$流式检测荧光信号表达为
%$$]

"图
!,

#%

将带有荧光的肝癌细胞
_LX7YY$%

加入外周

血中$模拟外周血分离循环肿瘤细胞$流式检测

UR5D

荧光发现$在白膜层中部分细胞表达
UR5D

$

分离液中细胞不表达
UR5D

"图
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比较
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液与
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液的富集效率
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不同肿瘤细胞株的比较

将
UR5D

荧光标记的肿瘤细胞
_LX7YY$%
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5VVU7YY#%

(

Q)07Y
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Qe7I&%$

(

O"B&

流式检测

"见图
B

#$完全阳性表达的细胞以
%Z%$

" 个*
EN

加入外周血混匀后分离获取细胞富集层%流式细

胞术检测
_LX7YY$%7UR5D

阳性细胞百分比$在
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A

液 与
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液 中 分 别 为
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和

#fI&]

$
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液富集肿瘤细胞的效率高于
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液%其他几种肿瘤细胞
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(

5VVU7YY#%
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和
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在
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的阳性
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细胞百分比为
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(

!@"$]

$

均高于
R36(--

液中
UR5D

的阳性细胞百分比

%f!I]

(

%@I&]

(

#@"#]

(

#@&%]

$两组间差异均有

统计学意义%

图
!

!

e

A

<3[*1

A

液分离外周血肿瘤细胞
_LX7YY$%7UR5D

表达

图
B

!

e

A

<3[*1

A

液与
R36(--

分离外周血中

不同肿瘤细胞的效率分析"

-iB

#

注!

e

A

<3[*1

A

细胞富集效率优于
R36(--

$

X

,

$@$"

%

#@!@#

!

比较
e

A

<3[*1

A

液与
R36(--

液的回收效率

单个肿瘤细胞的挑选!由于
U8U

的稀有性$利

用少量肿瘤细胞混入血液模拟外周血循环肿瘤细胞%

借助光学立体显微镜直接观察到目的细胞$通过操

作毛细玻璃管吸取单个肿瘤细胞"图
"

#%

图
"

!

单细胞分选过程

比较两种分离介质的肿瘤细胞回收率结果"表
!

#!

"

次
e

A

<3[*1

A

的回收率平均值为
IB@S]

$比
R36(--

的

I%f&]

略高"

Xi$@$IS

#$表明
e

A

<3[*1

A

分离红细胞(富集

肿瘤细胞的效果与商品化的
R36(--

试剂有较好的一致性%

表
$

!

V

1

+6825

1

液与
A69/@@

分离外周血肿瘤细胞回收率

组别

e

A

<3[*1

A

入血肿瘤

细胞数*个

回收肿瘤

细胞数*个
回收率*

]

R36(--

入血肿瘤

细胞数*个

回收肿瘤

细胞数*个
回收率*

]

% "" B" I%@I "I BI I#@I

# BS !& IB@I B# !" I!@!

! B$ !B I"@$ Y# "S YY@I

B B" !I IB@B "$ B# IB@$

" S% "! IS@& B& B$ I%@S

平均
IB@S I%@&

#@B

!

患者循环肿瘤细胞的检测

用
e

A

<3[*1

A

法对
!#

例肿瘤患者外周血循环

肿瘤细胞进行富集$再用抗
UMB"

免疫磁珠进一

步去除大量的白细胞$最后通过免疫荧光染色和

荧光原位杂交技术对
U8U

进行鉴定和计数%细

胞表型为
MO[b

h

UMB"

C

$并且染色体异常或

UP%I

h的即定义为循环肿瘤细胞%

!#

例患者均

检测到有循环肿瘤细胞$

UP%I

表达阴性的有
#"

例$其中
%B

例肝癌相关的患者均无法检测到

UP%I

表达"表
B

#%

肿瘤细胞具有异质性$不同肿瘤以及同一种肿

瘤(甚至是同一患者的不同发展阶段$其肿瘤细胞表

面抗原均会发生变化&

%$

'

%本研究联合了肿瘤细胞

表面抗原的免疫荧光染色和染色体的原位荧光杂交

技术检测
U8U

$从表面标记和染色体异常双重角度

鉴定
U8U

$相比
U1--51,*60

系统单一的表面抗原免

疫荧光鉴定方法更具优势%实际检验结果也表明$

肝癌中
UP%I

表达很少或不表达$因而本研究采用

的双重鉴定法更能有效预防对
U8U

的漏检(错检
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表
E

!

肿瘤患者的
<J<

检测结果

编号 性别 年龄*岁 诊断
U8U

染色体*个

三倍体 四倍体 多倍体
U8U

总数*个
UP%I

表达

%

男
B&

原发性肝癌
$ $ % %

,

#

男
B&

原发性肝癌
$ $ Y Y

,

!

男
BS

左肺腺癌
# % % B

,

B

男
B&

胰腺癌伴淋巴结转移
% $ % #

,

"

女
BY

胸腺瘤术后
bbb

级
% % $ #

,

S

女
SB

左上肺癌术后伴多发转移
$ % $ % h

Y

男
S#

直肠癌术后
" Y # %B

,

I

男
S%

肝癌术后
bbb

期
# % % B

,

&

男
B"

结肠癌术后多发转移
! ! $ S

,

%$

女
"I

乙状结肠癌术后复发伴转移
# $ $ # h

%%

男
"B

小细胞肺癌放化疗后
B $ $ B

,

%#

男
#Y

肝内胆管癌术后多发转移
" # $ Y

,

%!

男
BB

原发性肝癌
$ $ S S

,

%B

男
"%

右肝胆管细胞癌
% % $ #

,

%"

男
BY

原发性肝癌
" $ % S

,

%S

男
B&

右肺癌伴转移
# $ # B h

%Y

女
""

结肠癌术后肝转移癌术后
# $ $ #

,

%I

女
Y!

食管癌伴肝转移
# $ $ #

,

%&

男
"!

原发性肝癌
$ # % !

,

#$

男
B&

肝内胆管细胞癌
% $ ! B

,

#%

女
"$

原发性肝癌
B # # I

,

##

男
SS

胰腺癌伴腹膜转移
# # $ B h

#!

女
"S

肺腺癌
b?

期
% $ % #

,

#B

男
"I

原发性肝癌
! $ % B

,

#"

男
BB

十二指肠乳头癌术后伴转移
! % % "

,

#S

女
B%

右上肺腺癌术后
# % $ ! h

#Y

女
B&

胆囊癌术后
# # $ B

,

#I

男
YS

左上肺腺癌
% % % ! h

#&

女
B#

卵巢癌术后
% $ $ %

,

!$

女
!Y

原发性肝癌
$ $ B B

,

!%

男
SB

直肠癌$肝转移
% $ $ % h

!#

男
"&

原发性肝癌
! $ $ !

,

图
S

!

肺癌患者循环肿瘤细胞荧光表达情况

$

!

讨
!

论

循环肿瘤细胞"

U8U

#可作为一种癌症血源性转

移的生物标记物%现有充分证据显示
U8U

的检测

与癌症的预后相关$在临床上通过监测
U8U

评估治

疗效果$以减少疾病的复发和改善病人的管理$同时

对于早期癌症的发现也有意义&

%%

'

%但是$

U8U

在血

液中的含量浓度非常低$数百万的血液细胞中可能

仅有一个肿瘤细胞$而目前的技术对检测
U8U

十分

困难$因而富集稀有
U8U

细胞并最大程度地去除血

液中其他成分细胞是研究
U8U

的关键%目前最为

常用的
U8U

富集方法是经由
RMO

批准上市的

U1--51,*60

系统$它利用上皮细胞特异性抗原

D

A

UOV

阳性筛查
U8U

$但事实上这一标志物的表

!$Y
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达并不稳定$多数恶性肿瘤会发生上皮
7

间质转变

"

1

A

3<01-3,-7E1;1+60

=

E,-<*,+;3<3(+

$

DV8

#$甚至约

!$]

的上皮源性肿瘤不表达
D

A

UOV

$因而
U1--51,*60

方法限定
U8U

为
D

A

UOV

阳性细胞则可能漏检上

皮间质化的肿瘤细胞%密度梯度离心结合免疫磁珠

法能很好地避免这一缺陷$而其中分离介质的选择

是密度梯度离心法的关键环节%

比较几种常用的血液分离介质!

[1*6(-

是一种

包有乙烯吡咯烷酮的硅胶颗粒$价格较低$但很难聚

集细胞形成清晰的条带)

>

=

6(H1+G

为固体$溶解度

小$配制复杂且不易控制浓度)

e+6(7_)36g

增加了

一层滤膜$可避免全血与分离液的混合$但其敏感度

低$易造成肿瘤细胞的丢失%选择
e

A

<3[*1

A

液作分

离介质是由其为无菌液体$易于稀释为各种密度浓

度$低渗透压和不穿过生物膜等分子特性决定的%

实验结果显示$

e

A

<3[*1

A

液分离外周血能有效形成

云雾状的单核细胞层$清晰可见于分离液上层%离

心后各分层细胞的流式检测表明$白膜层细胞中

UMB"

标记的白细胞和
UR5D

标记的
_LX7YY$%

肿

瘤细胞阳性均较高$而分离液和上清中两种细胞的

阳性率很低甚至为阴性$上清中的细胞量也不多$说

明需要富集的单核细胞主要聚集于白膜层中%

多数文献报道中$外周血分离介质的密度浓度

一般为
%@$YY

4

*

EN

%本研究中涉及的
!

种密度浓

度
e

A

<3[*1

A

液中$

!

种密度浓度的
e

A

<3[*1

A

液获得

的细胞活性率均在
&$]

以上$活力较高$有助于后

期获取
U8U

并进行培养研究%比较分析
%@$Y&

4

*

EN

的细胞数量和细胞活性率比
%@$YB

4

*

EN

的有

显著差异"

X

,

$@$"

#$对比
%@$I"

4

*

EN

无显著差

异)细胞活性率
%@$Y&

4

*

EN

的最高$并且所有报道

中细胞分离液的密度为
%@$YY

4

*

EN

$因而选取

%f$Y&

4

*

EN

的
e

A

<3[*1

A

液作为最佳密度浓度分离

外周血
U8U

%

由于
U8U

的稀有性$便于更好地收集
U8U

$使

后期的检测和鉴定实验相对简单$需要进一步检测

富集细胞中
U8U

的纯度%通过
!

种肝癌细胞株和

肺癌细胞株以及卵巢癌细胞株混入外周血模拟循环

肿瘤细胞$比较
e

A

<3[*1

A

液和
R36(--

分离液的肿瘤

细胞回收实验$研究发现几种肿瘤细胞在
e

A

<3[*1

A

液中的富集效率均高于
R36(--

液%另外$为了更真

实的验证
e

A

<3[*1

A

液富集
U8U

的效率并进行回收

率的计算$本研究中用毛细微观进行单细胞挑取
"$

个左右的肿瘤细胞$混合入血后进行回收率的研究%

结果表明
e

A

<3[*1

A

分离红细胞(富集肿瘤细胞的效

果较好%

综上所述$本研究采用
e

A

<3[*1

A

液作为分离外

周血中循环肿瘤细胞的分离介质$其液体具有配制

方便稳定$分层清晰易于获取细胞$渗透压低对细胞

损伤较小$富集的
U8U

纯度高等优点$建立了一种

简易高效的
U8U

富集体系%在此基础上$结合免疫

磁珠筛选(染色体原位杂交和表面抗原免疫荧光技

术$建立了高效精确的
U8U

鉴定体系$为进一步研

究
U8U

甚至获取单个
U8U

进行分子鉴定奠定了
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