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基于物理过滤与原位杂交技术的骨肉瘤循环肿瘤细胞检测及临床意义 *
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摘要 目的：探寻一种有效地从骨肉瘤患者外周血中富集并鉴定循环肿瘤细胞的方法。方法：利用基于物理过滤与原位杂交结合

的技术对骨肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞分离并鉴定。采用直径 8 滋m纳米滤膜截留外周血中体积较大的白细胞及肿瘤细胞，利
用多重 RNA原位杂交技术检测 CD45、EpCAM、CK8、CK18、CK19、vimentin及 twist基因表达，并根据结果对滤膜截留下的细胞

进行鉴定并分型。结果：本研究所使用的基于物理过滤与原位杂交技术的循环肿瘤细胞检测方法可以高效地从骨肉瘤患者外周

血中富集骨肉瘤循环肿瘤细胞，该方法富集细胞的效率超过 90%。15例健康志愿者中 1例志愿者检测结果阳性。20例纳入研究

的骨肉瘤患者中 19例患者外周血中检测出 CTC，CTC计数范围为 0-20。肿瘤转移患者外周血 CTC计数为 11.33± 5.88，肿瘤未

转移患者外周血 CTC计数为 4.36± 2.98，差异具有统计学意义（P=0.0022）。肿瘤转移患者外周血间质型 CTC比例高于肿瘤未转

移患者（P=0.0031）。结论：利用基于物理过滤与原位杂交结合的技术可以有效地检测骨肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞。CTC检测

结果可以作为辅助判断肿瘤转移情况的辅助指标。
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Detection and Clinical Significance of Circulating Tumor Cells in
Osteosarcoma Patients using Physical Filtration combined with in Situ

Hybridization*

To investigate the detection and clinical significance of circulating tumor cells in osteosarcoma patients us-

ing physical filtration combined with in situ hybridization. In this study, the detection of circulating tumor cells in osteosarcoma

is based on physical filtration combined with in situ hybridization. The cells are firstly enriched from peripheral blood by 8 滋m diameter

pores calibrated membrane. Then multiplex RNA-in situ hybridization assay was used to characterize the molecular markers including

CD45, EpCAM, CK8, CK19, Vimentin and Twist in each cell. The cells are classified as leukocyte and circulating tumor cell base on the

expression of different markers. 20 osteosarcoma patients and 15 healthy donors were enrolled to investigate the clinical significance of

circulating tumor cells. The cell recovery rate was higher than 90%. Among the enrolled 20 patients and 15 healthy donors, 19

patients and 14 healthy donors had been detected CTCs in peripheral blood. CTC count in metastatic and localized patients is 11.33±

5.88 and 4.36± 2.98, respectively. The result revealed that CTC count in metastatic patients is significantly higher than localized patients.

The ratio of mesenchymal CTC in metastatic patients is significantly higher than localized patients. Circulating tumor cells

in osteosarcoma can be detected efficiently by physical filtration combined with in situ hybridization. CTC count and phenotype are related

with tumor metastasis in osteosarcoma.
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前言

骨肉瘤是常见的骨原发性恶性肿瘤，发病率约为 3/100

万。骨肉瘤好发于 10-25岁的青少年，男性略多于女性，发病部

位多为长骨干骺端，中轴骨及骨盆次之[1]。骨肉瘤侵袭性强，预

后差，容易发生早期肺转移。研究表明，70%的未发生转移的患
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者可获得长期生存，而肿瘤转移的患者，其五年生存率仅为

20%左右[2]。因此，早期判断骨肉瘤患者转移风险，加强预后因

素研究对于提高骨肉瘤患者生存期至关重要。

循环肿瘤细胞(circulating tumor cell, CTC)，是指自发或因

诊疗操作从肿瘤组织脱落并进入外周血循环系统的肿瘤细胞。

1896年，Ashworth首次提出了循环肿瘤细胞的概念。CTC存在

于数目庞大的红细胞及白细胞中，少数具有高度活性及转移潜

能的 CTC可以定居在不同部位，导致肿瘤的转移及复发[3]。液

体活检作为体外诊断的一个分支，是指一种非侵入式的血液检

测，液体活检可以监测肿瘤原发灶或转移灶释放到血液中的肿

瘤成分,是肿瘤诊断及辅助治疗的突破性技术[4]。CTC作为液体

活检的主要手段之一，已经被证实在判断肿瘤状态，评价治疗

效果及预测患者预后等方面发挥重要作用[5]。目前，循环肿瘤细

胞检测方法主要依赖于上皮细胞粘附分子和特异性的肿瘤标

志物，因此这些检测方法多数只能检测上皮来源肿瘤的 CTC
[6]。间叶组织来源肿瘤例如骨肉瘤缺乏特异性的肿瘤标志物，因

此需要一种不依赖于特异性标志物的富集方式从患者外周血

中富集 CTC[7-11]。本研究中，我们使用一种基于物理过滤与原位

杂交技术结合的 CanPatrolTM系统检测骨肉瘤患者外周血循

环肿瘤细胞，并探索骨肉瘤循环肿瘤细胞特征的临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料

使用人骨肉瘤细胞系 HOS作为检测细胞富集效率的工具

细胞，细胞购自上海复旦大学生命科学院；胎牛血清、琢-MEM

培养基、透膜剂、PBS溶液、多聚甲醛及蛋白酶购自美国 Gibco

公司；EDTA、DAPI购自美国 Invitrogen公司；纳米滤膜购自美

国Millipore公司。多重 RNA探针及 bDNA信号放大探针由美

国 Invitrogen公司设计合成。真空管、过滤器及真空泵由中国益

善生物公司提供。荧光显微镜购自日本 Olympus公司。

1.2 方法

1.2.1 临床试验方案 本研究纳入健康志愿者及原发骨肉瘤

患者作为研究对象。入组的骨肉瘤患者为 2015年 3月至 2015

年 12月在第四军医大学西京医院骨肿瘤科治疗的骨肉瘤患

者。为排除治疗过程对循环肿瘤细胞的影响，患者入组时均未

接受任何化学治疗及手术治疗。本研究已通过第四军医大学西

京医院伦理委员会审批，所有受试者均对本研究知情同意并签

署知情同意书。本研究已于中国临床试验注册中心注册，注册

号 ChiCTR-OOC-15005925

1.2.2 外周血样本采集与处理 骨肉瘤患者与健康志愿者均

空腹采血，采血方式为肘正中静脉穿刺采血。为避免穿刺过程

中细胞污染，收集中段外周血 5.0 mL并置于 EDTA抗凝采血

管中，颠倒混匀后加入红细胞裂解液裂解红细胞。低温离心后

收集细胞沉淀并加入 4%多聚甲醛溶液使细胞沉淀悬浮并固定

60 min。利用 CanPatrolTM系统对细胞悬浊液进行物理过滤，

该系统由直径 8微米的纳米滤膜，过滤器及真空泵组成，通过

物理过滤后，体积较大的细胞将被截留在滤膜表面等待进一步

的鉴定。

1.2.3 多重 RNA原位杂交技术鉴定截留细胞 对滤膜截留下

的细胞利用多重 RNA探针进行鉴定分型。首先使用透膜剂及

蛋白酶对细胞进行预处理并加入 3组 RNA探针进行孵育。A

组探针含有上皮型标志物 CK8,18,19及 EpCAM基因探针；B

组探针含有白细胞标志物 CD45基因探针；C组探针含间质型

标志物 Vimentin，Twist基因探针。孵育后加入 bDNA信号放大

探针与 RNA探针结合。最后利用 DAPI对细胞核进行染色并

于荧光显微镜下观察结果。

1.2.4 细胞培养 HOS 细胞采用含有 10%胎牛血清的

琢-MEM培养基培养于 T-25细胞培养瓶，置于 37℃，5% CO2饱

和湿度的孵箱。培养瓶中细胞达 90%汇合时，细胞处于对数生

长期，将细胞以 1:4比例进行传代。

1.2.5 细胞富集效率实验 使用 HOS细胞对 CanPatrolTM系

统的细胞富集效率进行检验。首先，使用含 2 mM EDTA的

PBS溶液将 HOS细胞稀释为 1个 /滋L。将 0，10，30，50和 100

个 HOS细胞分别加入至 5 mL健康志愿者的外周血中。利用

CanPatrolTM系统对外周血中的 HOS细胞进行富集回收，从而

计算 CanPatrolTM系统的细胞富集效率。

1.3 统计学分析

应用 GraphPad Prism 6.0 统计学软件，计量资料用平均

值± 标准差表示；使用线性回归分析数据包进行回归分析；采

用 Kolmogorov-Smirnov检验对数据进行正态分布的检验；采

用独立 t检验对 CTC计数与肿瘤转移的关系进行检验；采用卡

方检验对 CTC分型与肿瘤转移之间的关系进行检验。

2 结果

2.1 HOS细胞回收效率检测

本研究中，我们分别在 5 mL健康志愿者外周血中加入

0，10，30，50和 100个 HOS细胞并通过 CanPatrolTM系统对细

胞进行富集。为保证实验结果的准确性，不同细胞数量的实验

均重复 3次，实验结果如图 1，结果显示 CanPatrolTM系统从外

周血中富集骨肉瘤细胞的富集效率约为 92.64%。

2.2 循环肿瘤细胞的判定结果

根据多重 RNA原位杂交结果对滤膜截留下的细胞进行鉴

图 1 CanPatrolTM系统骨肉瘤细胞富集效率实验结果

Fig.1 Calibration curve obtained using CanpatrolTM system in the spiking

experiment (n=3) with HOS cells at different dilutions

注：CanPatrolTM系统的细胞富集效率约为 92.64%。

Note: The result demonstrated that the enrichment process was linear

(R2=0.9984) and the average recovery at each dilution of cells was 92.64%.
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定分型。如图 2所示，CD45表达阳性为白细胞；仅有上皮型标

志物表达阳性的细胞为上皮型 CTC，仅有间质型标志物表达阳

性的细胞为间质型 CTC，既有上皮型又有间质型标志物表达阳

性的细胞为混合型 CTC。

图 2 多重 RNA原位杂交结果

Fig.2 The expression of different markers detected by RNA-ISH assay

注：多重 RNA原位杂交结果。红色荧光点为上皮型标志物表达阳性，绿色荧光点为间质型标志物表达阳性，白色荧光点为CD45表达阳性。

A白细胞；B上皮型 CTC；C混合型 CTC；D间质型 CTC。（放大倍数：100×）

Note: CD45, EpCAM, CK8/18/19, vimentin and twist expression in circulating tumor cells from osteosarcoma patients. Red fluorescence: expression of

epithelial biomarkers EpCAM and CK8/18/19; Green: expression of the mesenchymal biomarkers vimentin and twist; White blue fluorescence: expression

leukocytic biomarker CD45. A: leukocyte; B: epithelial CTC; C: biophenotypic epithelial/mesenchymal CTC; D: mesenchymal CTC. (Magnification:

100× )

2.3 入组患者临床特征与外周血检测结果

本研究共入组 15例健康志愿者及 20例原发性骨肉瘤患

者。患者年龄为 13.75± 4.40岁，其中男性 12例，女性 8例。发

病部位，1例位于肱骨，15例位于股骨，4例位于胫骨。20例骨

肉瘤患者中，19 例患者外周血中存在 CTC，CTC计数范围为

0-23，15例健康志愿者中，仅 1例外周血中检测到 CTC。

2.4 外周血 CTC计数与肿瘤转移之间的关系

20例患者中，发生转移的患者 6 例，外周血均检测到

CTC，CTC计数为（11.33± 5.88），计数范围为 4-20。未发生转

移的患者 14 例，其中 13 例患者检测到 CTC，CTC 计数为

（4.36± 2.98），计数范围为 0-11。转移患者与未转移患者外周血

CTC计数比较结果显示，发生转移的患者外周血 CTC数量明

显更多（图 3）。

2.5 外周血 CTC分型与肿瘤转移之间的关系

我们将患者按照肿瘤转移情况分为两组，并对各组患者外

周血中各分型 CTC的比例进行统计分析。统计学分析结果显

示，确诊时已发生肿瘤转移的患者体内间质型 CTC的比例明

显高于未发生转移的患者 (P=0.0031)。这一结果提示间质型

CTC在肿瘤转移过程中可能发挥重要作用。

图 3 骨肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞计数与肿瘤转移之间的关系

Fig.3 The relation between CTC count and tumor metastasis

注：肿瘤转移患者外周血 CTC计数明显高于未发生转移的患者

（P=0.0022）。

Note: The number of CTCs in the group of patients with metastasis vs.

localized osteosarcoma (n=6 and 14, respectively). A statistically

significant difference was found between the groups (P=0.0022).

Note: The ratios of mesenchymal CTCs in patients with metastasis is higher than localized osteosarcoma (P=0.0031). The result indicated that

mesenchymal CTCs play a more important role in osteosarcoma metastasis than other phenotypic CTCs.

表 1 循环肿瘤细胞分型与肿瘤转移之间关系

Table 1 The ratios of different phenotypic CTCs in patients with metastasis vs. localized osteosarcoma at baseline

Tumor metastasis Epithelial（n） Mixed（n） Mesenchymal（n） P Value

Yes 10 23 35 0.0031

No 14 34 13

3 讨论

骨肉瘤是间叶组织来源的恶性骨肿瘤，易复发，易转移，预

后差。即使接受化学治疗及手术治疗等手段，仍有 30-60%的患

者发生远处转移[12]。肺部是骨肉瘤最常见的转移部位，相较于

未发生转移的患者，肿瘤转移患者的生存期明显缩短。目前评
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价骨肉瘤患者病情，治疗效果及预后主要依赖于传统的影像学

检查，然而影像学检查在检测微小转移病灶时缺乏灵敏度，容

易忽视早期微小病灶[13]。因此，液体活检的发展一定程度上解

决了肿瘤转移病灶早期检测困难的问题。循环肿瘤细胞作为液

体活检的主要手段可以预测病情转归，评价治疗效果。然而受

限于 CTC的检测技术，现有的 CTC研究主要集中于上皮来源

肿瘤如乳腺癌、肺癌及胃癌等[5,10,14,15]。骨肉瘤循环肿瘤细胞相关

的临床研究较少且多为回顾性研究[16]，这些研究大多忽视了治

疗过程对 CTC的特征影响，因而具有一定的局限性[17]。为此，

本研究利用基于物理过滤与原位杂交技术的 CanPatrolTM系

统对骨肉瘤患者外周血中的 CTC进行先分离后鉴定的检测方

法，该方法有效提高了 CTC的富集效率[18,19]。为研究 CTC特征

与病情之间的关系，我们前瞻性地纳入了骨肉瘤患者及健康志

愿者作为临床研究对象。纳入研究的骨肉瘤患者未经任何治

疗，这避免了治疗过程对 CTC特征的影响，使得临床试验结果

更具科学性。

本研究的结果显示，基于物理过滤与原位杂交技术的

CanPatrolTM系统可用于骨肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞检测

且具有大于 90%的富集效率，具有良好的灵敏度。在入组的 20

例骨肉瘤患者中，19例患者 CTC检测结果为阳性。而 15例健

康志愿者中，仅 1例检测结果为阳性，该结果说明 CanPatrolTM

系统富集 CTC具有较高的特异性，可以排除外周血中其他细

胞对检测结果的干扰。有研究显示，CTC可以作为预测多种肿

瘤患者病情及预后的独立危险因素[5,8,20,21]。为探寻骨肉瘤 CTC

的临床意义，我们对 CTC特征与患者临床特征进行了统计学

分析。结果显示，相较于未发生转移的患者，已发生肿瘤转移的

患者外周血 CTC数量明显增加。因此，CTC计数可以作为判断

肿瘤早期转移的辅助手段，在临床诊疗过程中，可以对 CTC计

数较多的患者进行更为严密的检测，以便在肿瘤转移早期进行

针对性的治疗。此外，我们对 CTC的分型与肿瘤转移之间的关

系进行分析。结果显示，肿瘤转移的患者外周血中，间质型

CTC的比例明显高于未发生肿瘤转移的患者。该结果提示间

质型 CTC在骨肉瘤转移的过程中发挥重要作用，这可能与骨

肉瘤细胞的上皮 -间质转化有关，既往的研究也证实了发生上

皮 -间质转化的骨肉瘤细胞的侵袭及增殖能力增强，更易发生

转移[22,23]。

本研究中，我们利用基于物理过滤与原位杂交技术结合的

CanPatrolTM系统检测骨肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞。我们

应用骨肉瘤细胞系 HOS验证了该方法富集 CTC的效率，并利

用该方法成功检测到了骨肉瘤患者外周血中的 CTC。初步的

临床试验中，我们发现患者外周血 CTC计数、分型与肿瘤转移

相关，这有助于在临床诊疗过程中确定骨肉瘤患者个体化治疗

方案，为改善骨肉瘤患者不良预后提供帮助。在进一步的研究

中，我们将完善临床试验方案，进行多中心大样本的前瞻性临

床试验，增加每例入组患者的检测节点，进一步分析 CTC计

数，计数变化与骨肉瘤患者病情，治疗效果以及预后之间的关

系。同时，我们将运用单细胞基因检测技术，对 CTC的分子学

特征进行进一步的研究，揭示 CTC在肿瘤转移，肿瘤耐药过程

中的作用。
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