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  [摘要] 目的 探讨胃腺癌(GAC)患者外周血中循环肿瘤细胞(CTC)和CTC-人类表皮生长因子受体2
(HER2)的表达及其临床意义。方法 选取该院行手术切除治疗并用免疫组织化学染色(IHC)检测 HER2的

患者113例,胃良性病变患者10例,通过CTC检测方法(微流控芯片分离技术)测定外周血CTC数目和CTC-
HER2表达情况,并分析其与临床病理特征的关系。结果 GAC患者外周血CTC检出率明显高于良性病变患

者(74.34%
 

vs.0,P<0.05);CTC检测阳性率与GAC的T分期、临床分期及脉管内癌栓相关(P<0.05),与

患者的年龄、组织学分级、淋巴结转移无关(P>0.05);CTC-HER2检测阳性率与组织学分级、T分期及脉管内

癌栓相关(P<0.05),与患者的年龄、临床分期、淋巴结转移无关(P>0.05)。GAC患者CTC-HER2检测阳性

率为49.56%,组织学HER2检测阳性率为38.05%,差异有统计学意义(P<0.001)。结论 CTC及CTC-
HER2可反映GAC的转移及预后,并有助于实时监测HER2的状态。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

circulating
 

tumor
 

cell
 

(CTC)
 

and
 

CTC-human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

2
 

(HER2)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

gastric
 

adenocarcinoma
 

(GAC).Methods A
 

total
 

of
 

113
 

GAC
 

patients
 

who
 

underwent
 

surgical
 

resection
 

treatment
 

and
 

were
 

tested
 

for
 

HER2
 

using
 

immunohistochemical
 

staining
 

(IHC)
 

and
 

10
 

patients
 

with
 

benign
 

gastric
 

lesions
 

were
 

selected
 

from
 

this
 

hospi-
tal.The

 

number
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CTC
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

CTC-HER2
 

were
 

detected
 

using
 

CTC
 

detection
 

method
 

(microfluidic
 

chip
 

separation
 

technology),and
 

the
 

relationships
 

of
 

thenumber
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CTC
 

and
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

CTC-HER2
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

were
 

analyzed.Results The
 

detection
 

rate
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CTC
 

in
 

patients
 

with
 

GAC
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

benign
 

gastric
 

lesions
 

(74.34%
 

vs.0,
P<0.05).The

 

positive
 

rate
 

of
 

CTC
 

detection
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

T
 

stage,clinical
 

stage
 

and
 

lympho-vascular
 

inva-
sion

 

(P<0.05),while
 

not
 

with
 

the
 

age,histological
 

grading
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

of
 

patients
 

with
 

GAC
 

(P>
0.05).The

 

positive
 

rate
 

of
 

CTC-HER2
 

expression
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

histological
 

grading,T
 

stage
 

and
 

lympho-
vascular

 

invasion
 

(P<0.05),while
 

not
 

with
 

the
 

age,clinical
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

of
 

patients
 

with
 

GAC
 

(P>0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

CTC-HER2
 

detection
 

in
 

patients
 

with
 

GAC
 

was
 

49.56%,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

his-
tological

 

HER2
 

detection
 

was
 

38.05%,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).Conclusion CTC
 

and
 

CTC-HER2
 

can
 

indicate
 

the
 

metastasis
 

and
 

prognosis
 

of
 

GAC,and
 

contribute
 

to
 

monitor
 

the
 

status
 

of
 

HER2
 

in
 

real
 

time.
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  胃癌是常见的恶性肿瘤之一,2020年全球有超过

108万新发胃癌病例,约77万死亡病例,且胃癌发病

率还在不断上升[1]。胃癌常规化疗方法有效率仅为

20%~30%。即使通过围手术期化疗或新辅助化疗,
5年生存率仍普遍低下。循环肿瘤细胞(circulating

 

tumor
 

cells,CTC)即外周血液循环中的肿瘤细胞,来
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源于恶性肿瘤的原发灶、转移灶,甚至是各种临床诊

疗操作。研究表明,CTC检测在肿瘤早期诊断、评估

预后、确定治疗靶点、治疗监测及治疗耐药性监测等

多个方面具有重要意义[2]。李刚强等[3]指出,乳腺癌

患者CTC-人类表皮生长因子受体2(HER2)检测有

助于了解其HER2表达的实时状态,为靶向治疗及疗

效监测提供了依据。本研究通过测定胃腺癌(astric
 

adenocarcinoma,GAC)患者CTC数量及CTC-HER2
表达情况,探讨二者与组织学及临床病理参数的关

系,现报道如下。
 

1 资料与方法

1.1 一般资料

在2019年1月至2020年12月于本院行手术切

除治疗的653例GAC患者中,选取已行免疫组织化

学染色(IHC)HER2检测的113例 GAC患者,其中

HER2阴性70例,HER2阳性43例;男75例,女38
例;年龄35~71岁,中位年龄46岁。同时选取10例

胃良性病变患者,男6例,女4例,年龄32~70岁,中
位年龄51岁。
1.2 方法

1.2.1 CTC检测

纳入的113例GAC患者及10例胃良性病变患

者均行外周血CTC检测。采用江苏汇先医药公司

CytoBot2000自动制片系统。CTC检测方法及原理:
微流控芯片表面anti-EpCAM 抗体与患者外周血中

表达EpCAM抗原的稀有细胞发生特异性结合,通过

微流控芯片分离技术实现稀有细胞的分离和富集,并
添加荧光试剂以识别此类细胞。拟手术患者术前1
周内行CTC及CTC-HER2检测,具体操作如下:(1)
收集患者外周血10

 

mL于ACD抗凝管中,移液枪抽

取4
 

mL样品密度分离液至15
 

mL离心管中离心。
(2)观察离心管可分为血浆层、外周血单个核细胞
(PBMC)层、分离液层及红细胞4层。(3)将离心管中

间PBMC层抽取至另一离心管中,保证PBMC层抽

取干净,可吸取少量分离液层。(4)按要求设置离心

机参数,温度25
 

℃,离心力500
 

g,9档升降速,时间

5~6
 

min。去上清液,注意不能抽取到细胞沉淀物。
用5

 

mL磷酸盐缓冲液(PBS)重悬离心管中的沉淀

物。离心后吸取上清液,留下层细胞沉淀物,300
 

μL
 

PBS重悬离心管中的细胞沉淀物,完成血样预处理。
接下来用移液枪抽取混合均匀的细胞,加入TIP头组

件,进行CTC富集。(5)用CytoBot2000自动加样系

统行常规CTC及CTC-HER2检测。按产品说明书

步骤进行免疫荧光检测(FISH):DAPI(+)/CK(+)/
CD45(-)判读为 HER2(-)CTC;DAPI(+)/CK
(+)/HER2(+)/CD45(-)判读为 HER2(+)的
CTC。由于检测方法不同,尚无统一的CTC阳性标

准规范及指南,本研究参照江苏汇先医药公司产品说

明书,监测到两个及以上CTC判读为阳性。
1.2.2 IHC及判定

手术切除GAC组织标本,经4%中性甲醛固定,

脱水,石蜡包埋,4
 

μm 厚连续切片,行苏木素-伊红
(HE)染 色 及IHC(EnVision法)。HER2蛋 白 为

VENTANA公司产品(克隆号:4B5,即 用 型)。用

GAC患者已知 HER2阳性的组织切片作阳性对照,
以PBS代替一抗作阴性对照。评分参照胃癌 HER2
检测指南(2016版)HER2评分标准[4]:(1)IHC(0),
无反 应 或 <10% 的 肿 瘤 细 胞 膜 染 色;(2)IHC
(1+),≥10%的肿瘤细胞微弱或隐约可见膜染色,仅
有部分细胞膜染色;(3)IHC(2+),≥10%的肿瘤细

胞有弱至中度基底侧膜、侧膜或完全性膜染色;(4)
IHC(3+),≥10%的肿瘤细胞基底侧膜、侧膜或完全

性膜强染色。IHC(0)及IHC(1+)定义为阴性;IHC
(3+)为阳性;IHC(2+)为不确定性,需行荧光原位

杂交(FISH)验证。
 

1.2.3 统计学处理

采用SPSS25.0软件进行统计分析。计数资料以

例数或百分比表示,比较采用χ2 检验或Fisher确切

概率法,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 GAC与良性病变患者CTC表达状况
 

GAC患者外周血中 CTC的检出率为74.34%
(84/113),良性病变患者外周血中未检测到CTC(检
出率为0),差异有统计学意义(χ2=23.445,P<
0.05)。

 

2.2 GAC中CTC及HER2的表达与临床病理参数

的关系
  

GAC患者CTC检测阳性率与患者的T分期、临
床分期、脉管内癌栓有关(P<0.05),与患者的年龄、
组织学分级、淋巴结转移无明显相关性(P>0.05);
CTC-HER2检测阳性率与患者的T分期、组织学分

级、脉管内癌栓有关(P<0.05),与年龄、临床分期及

淋巴结转移无明显相关性(P>0.05),见表1;GAC
组织学 HER2表达见图1,外周血CTC-HER2表达

见图2。

  A:HER2(-);B:HER2(3+)。
 

图1  GAC组织IHC检测 HER2表达(EnVision法)
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  A:DAPI(+),箭头所示蓝色细胞为CTC
 

细胞核着色;B:CK(+),箭头所示绿色细胞为CTC;C:CD45(-),箭头所示为CTC而非白细胞;D:

HER2(+),箭头所示红色细胞为 HER2阳性CTC;E:箭头所示为上述4种合成CTC。

图2  GAC患者外周血CTC-HER表达情况

表1  GAC中CTC及 HER2的表达及其与临床病理参数的关系[n=113,n(%)]

类别 n
CTC

- +
χ2 P

CTC-HER2

- +
χ2 P

年龄(岁) 0.469 0.494 0.012 0.914
 ≤60 49 11(22.45) 38(77.55) 25(51.02) 24(48.98)

 >60 64 18(28.12) 46(71.87) 32(50.00) 32(50.00)

T分期 17.700 0.001 10.390 0.016
 T1 14 8(57.14) 6(42.86) 11(78.57) 3(21.42)

 T2 19 9(47.37) 10(52.63) 13(68.42) 6(31.58)

 T3 34 7(20.59) 27(79.41) 16(47.06) 18(52.94)

 T4 46 5(10.87) 41(89.13) 17(36.96) 29(63.04)

组织学分级 0.159 0.924 28.369 <0.001

 低分化 55 17(30.91) 38(69.09) 41(74.54) 14(25.45)

 中分化 43 12(27.91) 31(72.09) 13(30.23) 30(69.77)

 高分化 15 4(26.67) 11(73.33) 3(20.00) 12(80.00)

临床分期 9.948 0.002 0.093 0.760
 Ⅰ+Ⅱ 46 19(41.30) 27(58.69) 24(52.17) 22(47.83)

 Ⅲ+Ⅳ 67 10(14.92) 57(85.07) 33(49.25) 34(50.75)
淋巴结转移 0.012 0.912 0.115 0.734
 是 77 20(25.97) 57(74.02) 38(49.35) 39(50.65)

 否 36 9(25.00) 27(75.00) 19(52.78) 17(47.22)
脉管内癌栓 15.806 <0.001 11.059 0.001
 是 63 7(11.11) 56(88.89) 23(36.51) 40(63.49)

 否 50 22(44.00) 28(56.00) 34(68.00) 16(32.00)

2.3 GAC患者CTC-HER2与组织HER2表达情况

在43例 组 织 学 HER2阳 性 的 GAC 患 者 中,
CTC-HER2表达阳性38例,二者一致率为88.37%
(38/43);在70例组织学HER2阴性的GAC患者中,
检出18例CTC-HER2表达阳性,检出率为25.71%
(18/70);CTC-HER2检测阳性率为49.56%(56/113),
组织学HER2检测阳性率为38.05%(43/113),二者
相比,差异有统计学意义(P<0.001),见表2。

 

表2  GAC患者CTC-HER2与组织 HER2
   表达情况(n)

组织 HER2表达
CTC-HER2表达

+ - 合计

+ 38 5 43

- 18 52 70

合计 56 57 113
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3 讨  论

GAC是世界范围内致死率居第3位的恶性肿

瘤,主要原因是疾病通常诊断较晚、化疗反应率低,以
及目前对肿瘤生物学总体缺乏了解[5]。CTC来源于

原发肿瘤或转移灶,指从实体瘤中脱离出来并进入外

周血液循环的肿瘤细胞。研究显示,通过对进展期

GAC患者术前进行外周血检测发现,CTC数量与肿

瘤分化、淋巴血管浸润及肿瘤分期有关[6]。HUANG
等[7]对多个研究进行 meta分析结果表明,Ⅲ~Ⅳ期

GAC患者CTC阳性率与Ⅰ~Ⅱ期相比有明显差异。
本研究结果提示,GAC患者外周血中CTC的检出率

明显高于胃良性病变患者(74.34%
 

vs.0,P<0.05);
CTC检测阳性率与 GAC患者年龄、组织学分级、淋
巴结转移无明显相关性(P>0.05),而与T分期、脉
管内癌栓和临床分期相关(P<0.05)。与葛海燕等[8]

研究结果基本一致。但也有不同的观点,国外的学者

检测了晚期GAC患者的CTC,CTC阳性率与 GAC
的组织学分型和是否发生远处转移有关,而与其他的

临床病理特征并无明显相关性[9]。GAC患者 CTC
的数目与临床病理特征相互关系如何,目前研究报道

不一,作者认为可能与选择对象的临床特点、抽血量、
细胞富集方法选择、阳性阈值范围等相关。各种研究

都显示了CTC在胃癌诊断、复发监测及预后判断的

价值,肿瘤细胞能够分泌促进小血管增生的血管生长

因子,供给癌细胞快速生长所需的营养。进入血管的

瘤细胞本身或与血液成分混合形成癌栓[10-12]。本研

究结果显示,CTC检测阳性率与脉管内癌栓相关,说
明肿瘤细胞进入脉管越多,检出的CTC也越多,并可

提示肿瘤的进程。多项研究表明,CTC可早于CT等

影像学检查预警肿瘤复发。因此,对外周血进行CTC
检测,能及时动态地监控胃癌患者病情变化,准确判

断胃癌患者转移和复发的状况,及时调整治疗方案,
并为精准化治疗提供分子理论参考依据。

 

HER2是癌基因erbB2的编码产物,属于表皮生

长因子受体家族的成员,与细胞增殖及转移等密切相

关[13]。TOGA研究证实曲妥珠单抗对 HER2过表达

GAC患者有明显疗效。现阶段,GAC组织学 HER2
的检测方法有IHC、显色原位杂交(CISH)或FISH[4],
但存在一些缺点:(1)标本的固定、IHC的处理及判读

等;(2)转移患者需再次活检;(3)脑及纵隔转移等穿

刺困难者可能无法完成,不能实时检测 GAC患者

HER2状况。而CTC-HER2检测技术具有无创、能
重复检查等优点,对GAC患者的预后、疗效等有较好

的提示作用,有助于根据提示调整方案。
李刚强等[3]指出,乳腺癌患者CTC-HER2检测

有助于监测HER2实时状态,为靶向治疗及疗效监测

提供依据。ABDALLAH 等[5]评估了55例 GAC患

者的45份活检样品和42份CTC样品中 HER2的表

达,其中有36例HER2结果重叠。在36例原发肿瘤

组织 与 CTC中 HER2的 表 达 有 良 好 一 致 性(κ=
0.272),CTC中HER2的阳性率(43%)高于原发肿瘤

组织(11%);3/5的原发肿瘤组织 HER2阴性疾病进

展患者有HER2阳性CTC。本研究显示,在43例胃

癌组织学 HER2阳性患者中,CTC-HER2阳性38
例,有较高的一致性,一致率为88.37%;而组织学

HER2阴性患者CTC-HER2阳检出率为25.71%。
我国一项基于组织学的大样本量、多中心研究显示,
HER2阳性率为8.8%,并且 HER2阳性与标本类

型、肿瘤部位、Lauren分型和分化程度相关[14]。本研

究发现,组织学与CTC检测 HER2存在不一致的情

况,分析可能的原因:(1)肿瘤的异质性,因为GAC组

织学阳性判读标准为≥10%的肿瘤细胞基底侧膜、侧
膜或完全膜强染色;(2)组织学定义为阳性的病例中

仍有部分细胞膜不染色的情况,进入血液里的CTC
可能是组织学HER2不表达的肿瘤细胞,导致不一致

的情况;(3)检测的时间不同,即组织学 HER2检测与

CTC-HER2检测时间不同导致 HER2状态不一;(4)
HER2的状况会随着疾病或治疗的过程发生变化

等[15]。说明CTC表面的基因特征虽然可反映实体肿

瘤细胞的基因特征,组织学HER2状态可能不能完全

代表实体肿瘤 HER2实际状态,从而导致组织学和

CTC的HER2状态不一致。因此,作者认为同时评

价组织学 HER2及CTC-HER2至关重要。LI等[16]

认为,相对于组织学一次检测 HER2状态,CTC上的

HER2状态更具有动态性,连续检查CTC-HER2表

型可有助于实时监测胃癌患者的治疗反应。因此,结
合组织学和CTC的 HER2表达,更有益于患者个体

化治疗。通过检测CTC实时判断胃癌患者 HER2状

态,为靶向药物Herceptin治疗提供依据,从而弥补仅

根据肿瘤组织 HER2表达的一次性检测结果进行治

疗的局限性。
目前,CTC-HER2 阳 性 数 量 没 有 标 准 阈 值。

WANG 等[17]对105例晚期组织学 HER2阳性乳腺肿

瘤患者的 CTC-HER2状态进行检测,定义≥2个

CTC有HER2表达确定为CTC-HER2阳性,并判为

高危患者,其认为在组织学HER2阴性的晚期乳腺癌

患者中,CTC-HER2的状态可指导抗 HER2靶向治

疗。HUAI等[18]对198例组织学 HER2阳性的乳腺

癌患者进行CTC-HER2检测,检出率为79.8%,只有

41.1%的患者组织学和CTC-HER2状态一致,其应

用的标准为:当CTC呈阳性时,根据 HER2的荧光强

度,将其表达定义为0(无表达)、1+(弱表达)、2+(中
表达)、3+(强表达),>30%的 CTC过表达 HER2
(3+)才 被 定 义 为 CTC-HER2 阳 性。DAISUKE
等[19]采用CellSearch系统检测105例转移性或复发

性胃癌患者CTC中HER2的表达,结果表明,曲妥珠

单抗联合化疗对组织学HER2阴性而CTC-HER2阳

性患者具有潜在的临床应用价值。通过对乳腺癌患

者的CTC进行分析,对组织学 HER2阴性但CTC-
HER2阳性的患者进行 Herceptin治疗,部分效果明

显。结合肿瘤的异质性及前面所述CTC表面的基因

特征,CTC可以反映实体肿瘤细胞的基因特征。本研
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究HER2阳性采用了与 WANG等[17]研究相似的标

准,即2个以上CTC有1个 HER2表达阳性判断为

阳性,可为胃癌患者提供更大的Herceptin治疗机会。
但是,CTC-HER2阳性判读是否也与 胃 癌 组 织 学

HER2判读一样,需根据肿瘤细胞的数量及表达强度

综合判读确定阈值,该阈值在乳腺癌与GAC是否相

同,需更多研究证实。
总之,CTC是胃癌患者预后及疗效评价指标之

一,有助于临床快速、实时地了解GAC的进程及转移

状况,同时检测GAC患者外周血中CTC的HER2表

达实时状态,有利于靶向治疗及疗效监测,也为组织

学HER2阴性的患者提供了进一步检测的依据。
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