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  [摘要] 目的 评估肺癌循环肿瘤细胞(circulatingtumorcell,CTC)联合组织双模板测序方法在非小细胞肺

癌(non-smallcelllungcancer,NSCLC)患者治疗监测及用药指导中的潜在应用价值。方法 应用上皮细胞黏附分

子(epithelialcelladhesionmolecule,EpCAM,Ep)和波形蛋白(vimentin,Vi)修饰的脂质磁珠(lipidmagneticbeads,

LMB)依次 分 选 富 集 系 统(Ep-LMB/Vi-LMB),成 功 实 现 了 CTC 的 高 效 捕 获。基 于 该 技 术 平 台,将 CTC-
Deoxyribonucleicacid(DNA)与组织DNA进行整合分析,构建了双模板测序体系。分别对入组的26例患者外周血

样本进行CTC检测,其中5例患者额外获取福尔马林固定石蜡包埋的组织样本并用于高通量测序(Next-

generationsequencing,NGS)。结果 肺癌患者的CTC计数较健康对照组显著升高[(34.6±5.2)vs.(3.8±1.4),

P<0.001],双模板测序技术每例可平均检出2.44个肿瘤特异度基因变异,较单样本测序可多识别28.7%的低频

突变,差异有统计学意义(P<0.05)。同时显示双模板测序不仅检测到了组织测序中预期的所有变异,而且还检测

到了组织测序未检测到的其他变异。结论 基于多靶标LMB的捕获技术可突破传统EpCAM依赖方法的局限性,

实现上皮-间质转化过程中CTC的有效富集。双源(组织+CTC)测序工作流程不仅能覆盖组织活检检出的所有

基因变异,还可额外识别具有临床意义的突变位点。
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[Abstract] Objective Toevaluatethepotentialapplicationvalueofcirculatingtumorcells
(CTCs)combinedwithtissuedualtemplatesequencingmethodinthetreatmentmonitoringand
medicationguidanceofnon-smallcelllungcancer(NSCLC)patients.Methods Thisstudy
appliedasequentialsortingandenrichmentsystem (EpLMB/ViLMB)modifiedwithepithelial
celladhesionmolecule(EpCAM,Ep)andvimentin(Vi)toachieveefficientcaptureofCTCs.
Basedonthistechnologyplatform,CTCDeoxyribonucleicacid(DNA)wasintegratedwithtissue
DNAforanalysis,andadualtemplatesequencingsystem wasconstructed.CTCtestingwas
performedonperipheralbloodsamplesof26enrolledpatients,withtissuesamplesadditionally
obtainedfrom5patientsandfixedinformalinandembeddedinparaffinfornext-generation
sequencing(NGS).Results TheCTCcountoflungcancerpatientswassignificantlyhigherthan
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thatofthehealthycontrolgroup[(34.6±5.2)vs.(3.8±1.4),P<0.001].Thedualtemplate
sequencingtechnologywasusedtodetectanaverageof2.44tumorspecificgenevariationsper
case,whichcouldidentify28.7% morelow-frequencymutationsthansinglesamplesequencing,

andthedifferencewasstatisticallysignificant (P <0.05).Simultaneously,dualtemplate
sequencingnotonlydetectedallexpectedvariationsintissuesequencing,butalsoothervariations
thatwerenotdetectedintissuesequencing.Conclusion Thecapturetechnologybasedonmulti-
targetLMBcanovercomethelimitationsoftraditionalEpCAMdependentmethodsandachieve
effectiveenrichmentofCTCsduringepithelialmesenchymaltransition.Thedualsource(tissue+
CTC)sequencingworkflownotonlycoversallgenevariationsdetectedbytissuebiopsy,butalso
identifiesclinicallysignificantmutationsites.

[Keywords] neoplasticcells,circulating;liposomemagneticbeads;highthroughput
sequencing

  肺癌严重威胁全球人类健康,发病率和病死率

位居首位,患者预后较差,5年生存率低[1]。目前,
基因检测指导下的靶向治疗成为肺癌治疗的重要方

式[2],组织活检虽作为确诊肺癌的金标准但存在诸

多局限性,如对样本质量要求高、操作风险大等[3]。
液体活检通过检测患者体液中的肿瘤成分进行分

析,因微创、可动态监测等优势受到关注。血液中的

循环肿瘤基因(circulatingtumordeoxyribonucleic
acid,ctDNA)来源于多种肿瘤细胞群,因此较单一

组织来源的基因检测更具全面性[4]。循环肿瘤细胞

(circulatingtumorcell,CTC)是从原发或转移灶脱

落进入血液循环的肿瘤细胞。由于其在血液中数量

稀少且每个CTC周围存在大量白细胞,因此高效富

集是CTC检测的前提[5]。本研究旨在将新开发的

多靶标脂质磁珠(lipidmagneticbeads,LMB)依次

捕获策略富集CTC联合组织进行更全面的分析,构
建双模板测序体系,评估其在肺癌诊疗中的应用价

值。

1 资 料 与 方 法

1.1 细胞培养 本研究使用的非小细胞肺癌(non-
smallcelllungcancer,NSCLC)细胞系,包含人非小

细胞 肺 癌 细 胞 827(humannon-smallcelllung
cancercell827,HCC827)、人 肺 腺 癌 细 胞 1975
(humanlungadenocarcinomacell1975,H1975)、人
非小细胞肺癌细胞系 A549(A549),均购自中国科

学院细胞资源中心。各细胞系的表皮生长因子受体

(epidermalgrowthfactorreceptor,EGFR)基因型

特征如下。HCC827存在19号外显子缺失(exon
19deletion,exon19del),H1975携带EGFR基因

中常见的突变类型,即发生在第20外显子中的亚位

点790位置,胸氨酸(T)被甲硫氨酸(M)替代的突

变p.Thr790Met(T790M)与发生在第21外显子中

的亚位点858位置,即亮氨酸(L)被精氨酸(R)替代

的突变(L858R)共存,A549为EGFR野生型。所

有细胞系均于含10%胎牛血清和1%青霉素-链霉

素溶液的培养基RoswellParkMemorialInstitute
1640(RPMI-1640)或 Dulbecco'sModifiedEagle
Medium(DMEM)中进行常规培养,培养条件为

37℃、5%CO2 恒温恒湿环境。
本研究经河北省重点研发计划项目(批准号:

21377781D)伦理委员会审核通过。所有入组患者

均在研究开始前签署书面知情同意书。

1.2 患者与血液样本采集 本研究纳入2022年1
月—2023年 5 月 于 河 北 省 中 医 院 接 受 治 疗 的

NSCLC患者26例(其中肺腺癌20例,肺鳞癌6
例),所有患者均于术前1d采集外周血样本并送至

湖州猎源医学检验实验室进行CTC检测。其中5
例患 者 额 外 获 取 福 尔 马 林 固 定 和 石 蜡 包 埋

(formalin-fixedparaffin-embedding,FFPE)的组织

样 本 并 用 于 高 通 量 测 序 (next-generation
sequencing,NGS)。所有患者均进行根治性切除

术,且符合以下标准:①可提供高质量组织样本;②
外周血采集前已签署书面知情同意书。具体操作流

程如 下。使 用 10 mL 抗 凝 管 乙 二 胺 四 乙 酸

(ethylenediaminetetraaceticacid,EDTA)采集肺癌

患者外周静脉血7.5mL,采血后轻柔颠倒混匀10
次。样本置于4℃冷藏并于48h内完成检测。为

实现组织与血液样本的双模板测序,相关样本处理

严格遵循图1所示工作流程。上排为通过试剂盒从

患者FFPE样本中提取DNA;下排为通过免疫磁珠

法从患者外周血样本中分离CTC,随后进行免疫染

色鉴定与定量分析,并对分离的CTC进行DNA提

取;最后对CTC-DNA和对应组织样本DNA开展
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突变分析。

图1 同一患者组织样本和CTC高通量测序的整体工作流程

Figure1 Overallworkflowfornext-generationsequencingoftissuesamplesandCTCsfromthesamepatient

1.3 样本处理流程

1.3.1 样本固定 取7.5mL外周血加入10mL细

胞固定液,充分混匀后室温静置24h。离心分离:
将固定后样本转移至15mL离心管,700g离心

10min,吸弃上清液。免疫磁珠富集:加入1mL
PBS重悬细胞沉淀,然后依次加入上皮细胞黏附分

子(epithelialcelladhesionmolecule,EpCAM)免疫

磁珠(靶向上皮标志物)及波形蛋白(vimentin,Vi)
免疫磁珠(靶向间质标志物)。37℃恒温孵育1h,
每15min轻柔涡旋混匀。洗涤纯化:使用预冷磷酸

缓冲盐溶液(phosphatebufferedsaline,PBS)洗涤3
次(500g,5min/次)。细胞计数:血细胞计数板或

自动细胞计数仪定量CTC。

1.3.2 CTC的鉴定标准 从患者外周血中富集的

细胞若符合以下免疫表型特征,则定义为 CTC。

CTC判定标准如下。异硫氰酸荧光素(fluorescein
isothiocyanateisomer,FITC)标 记 的 细 胞 角 蛋 白

(cytokeratin,CK)(CK-FITC)表达可变(FITC绿色

荧光阳性或弱阳性);4',6-二脒基-2-苯基吲哚(4',6-
diamidino-2-phenylindole,DAPI)核染色阳性;白细

胞共同抗原(leukocytecommonantigen,CD45)阴
性或阳性。白细胞排除:符合DAPI+/CK+/CD45+

标记的细胞判定为白细胞。CK阳性(可能源于上

皮来源活化淋巴细胞);核染色(DAPI)阳性;白细胞

共同抗原(CD45)阳性。

1.3.3 文库制备与测序流程 首先进行DNA片段

的处理。取DNA产物至0.5mL离心管,加入超纯

水进行体积校准,校准终体积至50μL。其中超声

破碎参数为工作时间30s/间隔30s,循环13次。
然后进行DNA的末端修复与接头连接。其中酶反

应 体 系 的 建 立 如 下。 在 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerasechainreaction,PCR)仪梯度控温下加

入20μL末端修复预混液,25℃孵育15min→
12℃ 孵育5min。磁珠纯化的过程如下。加入2倍

体积贝克曼磁珠,涡旋10s→2000g离心2min→
磁力架吸附弃上清,70%乙醇清洗2min→ 室温干

燥5min,20μLTris/Borate/EDTA(TBE)缓冲液

(10mmol/LTris-HCl,pH8.5)重悬磁珠。随后进

行文库扩增。其中PCR富集过程如下。转移20μL
纯化产物至96孔PCR板,加入20μL指数接头预

混液(IlluminaTruSeq),22 ℃延伸30min(确保

P5/P7接 头 有 效 连 接)。再 进 行 二 次 纯 化,即

2000×g离心2min→ 磁力架吸附转移上清,最终

洗脱体积20μL(EBT缓冲液)。最后进行质检与测

序。文库质控使用Agilent2100分析仪检测片段分

布(目标峰150~300bp)及实时荧定量PCR方法进

行定量(KapaBiosystems标准曲线法)。使用桥式

PCR扩增(HiSeq3000/4000平台)进行簇生成。采

用IlluminaNovaSeq6000进行双端测序,其中数据

产出量≥30×深度(目标区域覆盖度≥95%)。

1.4 组织测序与双模板测序结果对比 本研究从

入组的26例患者中选取5例进行FFPE组织测序,
其DNA提取及建库方法与双模板测序流程完全一

致,整个工作流程如图2所示。

1.5 统计学方法 应用SPSS19.0统计软件分析

数据。所有细胞实验均进行至少3次独立重复(生
物学重复)。计量资料比较采用 Mann-WhitneyU
秩和检验,突变等位基因频率一致性通过Pearson
相关性分析验证。P<0.05为差异有统计学意义。
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图2 组织样本测序与双模板测序对比的整体工作流程

Figure2 Overallworkflowforcomparisonoftissuesamplesequencinganddualtemplatesequencing

2 结  果

2.1 肺癌患者CTC捕获分析结果 采用EpCAM
免疫 磁 珠(Ep-LMB)与 波 形 蛋 白 免 疫 磁 珠(Vi-
LMB)对肺癌患者7.5mL外周血样本进行分步捕

获,并通过荧光显微镜(OlympusIX83)鉴定CTC。
如图3A所示,典型CTC表现为DAPI核染色(蓝
色荧光)阳性、CD45阴性及CK19(绿色荧光)阳性。
对健康受试者和肺癌患者的血液样本中的CTCs进

行分析,结果表明当仅向样本中添加 Ep-LMB 或

Vi-LMB时,捕获的 CTC平均数量分别为3.42/
(7.5mL)和2.84/(7.5mL)。当依次向样本中添加

EP-LMB和Vi-LMB时,捕获的CTC总平均数量增

加到7.35/(7.5mL)。亚组分析的结果表明,Ep-
LMB和Vi-LMB捕获的CTC数量差异无统计学意

义(P>0.05)。然而,肺癌患者的CTC数量显著高

于健康志愿者的外周血中的数量,图3B~D。

图3 肺癌患者CTC的统计分析

A.肺癌患者来源CTC的荧光显微成像图;B.不同磁珠富集CTC分布热图;C.CTC数量分布散点图;D.CTC平均数量分布柱

状图

Figure3 StatisticalanalysisofCTCsinpatientswithlungcancer

2.2 循环肿瘤细胞EGFR检测敏感度验证 为了

评估该检测方法的敏感度,分别对携带EGFR特异

度变异体的肺癌细胞系进行了计数,并将其与来自

健康志愿者的白细胞以不同比例混合,以模拟富含

外周血CTC后混合物的情况,涵盖0.1%~2%的纯

度梯度,同时考察1~25ng的DNA总量范围。起
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始浓度设定为25ng,富集的 CTC的纯度范围为

0.1%~10%。结果显示,在所有纯度为0.1%以上

的样本中都检测到了基因变异信息。见表1。

表1 采用肺癌细胞系评估检测敏感度

Table1 Evaluationofdetectionsensitivityusinglungcancercelllines

纯度(%)
样本类别

CTC 白细胞

HCC827细胞

Ex19del T790M L858R
H1975细胞

Ex19del T790M L858R
NTC N/A N/A - - - - - -
LPC N/A N/A + + + + + +
1ng
 10% 20 180 + - - - + +
 5% 10 190 + - - - + +
 2% 4 196 + - - - + +
2ng
 5% 20 380 + - - - + +
 2% 8 392 + - - - + +
 1% 4 396 + - - - + +/-
25ng
 0.50% 25 4975 + - - - + +
 0.20% 10 4990 + - - - + +
 0.10% 5 4995 + - - - + +

2.3 肺癌患者双模板高通量测序分析 本研究通

过整合组织与CTCs双源样本进行高通量测序,系
统解析肺癌基因变异特征。突变频率最高的基因依

次为EGFR、肿瘤蛋白53(tumorprotein53,TP53)
及Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物(kirstenrat
sarcomaviraloncogenehomolog,KRAS)。双模板

测序每例平均可检出2.44个肿瘤特异度基因变异,
较单样本测序可多识别28.7%的低频突变,二者相

比差异有统计学意义(P=0.018),且次要等位基因

频率(minorallelefrequency,MAF)<0.5%。见图

4A、B。

图4 双模板测序技术整体工作流程的特征分析

A.双模板测序检出的突变位点;B.双模板测序突变频率最高的前5个基因

Figure4 Characterizationoftheoverallworkflowwithdualtemplatesequencing

2.4 双模板测序与组织测序的对比验证 为验证

CTC双模板测序的临床可行性,本研究对5例患者

的福尔马林固定石蜡包埋组织样本进行高通量测

序,并将其结果与双模板测序(组织+CTC)进行系

统性比对。结果显示,传统组织测序检出的所有突

变(32个)均能被双模板测序完整覆盖,且突变

MAF高度一致(r=0.930,P<0.001)。通过双模

板测序,分别在患者7和8中检测到了EGFR基因

扩增和双微体同源基因2(murinedoubleminute2,

MDM2)基因扩增。然而,在传统的基于组织的测序

中 并 未 显 示 这 些 拷 贝 数 变 异 (copy number
variations,CNV)。结 果 推 测 具 有 这 些 CNV 的

CTC可以通过双模板测序被识别出来。见表2。
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表2 组织样本高通量测序与双模板测序结果比较

Table2 Comparisonofnext-generationsequencinganddualtemplatesequencingresultsoftissuesamples

入组编号 性别 年龄(岁) 变异基因(组织+CTC) 变异基因(组织)

2 女 64 ALK,EML4-ALK(E6:A20):ARID1(Ap.A345_

A349del),EGFR(p.L858R;TP53p.R249S)
EGFR(p.L858R):TP53(p.R249S)

5 男 75 CCNEICNV(扩增),CTNNB1(p.S33Y;EGFRp.
L858R)

CTNNBI(p.S33Y),EGFR(p.L858R)

6 男 60 RB1(p.R7Pfs*24),TP53(p.L194R) TP53(pL194R)
7 女 60 EGFRCNV(扩 增),EGFR(p.E746_A750del),

EGFR(p.T790M);ERBB2CNV(扩 增):FGFR2
CNV(扩增),TP53(p.Y220C)

EGFR(p.E746A750del),EGFR(p.T790M),

ERBB2CNV(扩增)

8 男 68 EGFR(p.L747P),MDM2CNV(扩增),PTEN(p.
K183Rfs*16)

EGFR(p.L747P),PTEN(p.K183Rf*16)

3 讨  论

肺癌是全球人类健康的挑战,其发病率和病死

率均居全球首位。每年约有200万新发病例,并导

致100万~179万患者的死亡[6]。肺癌患者的预后

仍不乐观,5年生存率仅为4%~17%[7]。预计至

2035年肺癌年死亡例数将攀升至300万[8]。手术

仍是早期肺癌治疗的金标准,Ⅰ~Ⅱ期患者术后5
年生存率可达60%~80%[9]。然而约75%的肺癌

患者在晚期才被确诊,此时治疗选择极为有限。近

20年来,靶向治疗显著改善了晚期肺癌患者的生

存[10],约69%的晚期患者携带潜在可干预分子靶

点[11]。尽管组织基因组检测仍是分子分型的金标

准,但其侵入性操作带来的并发症风险及肿瘤空间

异质性导致的检测偏差,严重制约了临床应用[12]。

CTC从肿瘤组织脱落,并通过远端转移和血液

循环生长,最终形成可检测的肿瘤[13]。越来越多的

证据[14-15]表明,循环肿瘤细胞作为肿瘤进展的重要

因素具有重要意义,与许多癌症的预后情况密切相

关。目前,唯一同时获得美国和中国食品药品监督

管理局批准用于检测CTC的平台是CellSearch,能
够识别展示EpCAM 蛋白表面表达的CTC[16]。然

而,值得注意的是,相当一部分CTC或者缺乏或者

表面表达EpCAM 的水平较低,这妨碍了对肿瘤的

全面检测,从而对临床操作产生了影响[17]。本研究

中,鉴于上述情况,依次使用了Ep-LMB和Vi-LMB
来富集肿瘤细胞,这些方法不仅能够富集大多数上

皮来源的肿瘤细胞,还能富集处于上皮间质转化过

程中的肿瘤细胞以及间质来源的肿瘤细胞。当仅向

样本中添加Ep-LMB或 Vi-LMB时,捕获的CTC
平均数量分别为3.42/(7.5mL)和2.84/(7.5mL),
研究结果表明,平均每个患者都能检测到一定数量

的CTC;当依次向样本中添加Ep-LMB和Vi-LMB
时,捕 获 的 CTC 总 平 均 数 量 增 加 到 7.35/
(7.5mL)。Ep-LMB和 Vi-LMB的组合在CTC富

集方面表现出更优越的能力,这与Liang等[18]研究

结果一致。此外,为了评估该检测方法的敏感度,分
别对携带EGFR 特异性变异体的肺癌细胞系进行

了计数,并将其与来自健康志愿者的白细胞以不同

比例混合,以模拟富含外周血CTC产物的情况。结

果显示,CTC富集检测平台显示出更高的敏感度和

特异度。CTC的基因组分析作为一种强大的工具

应运而生,能够全面描绘肿瘤细胞的表型和基因型。
这种多功能性使得体外检测更全面。因此,越来越

多的研究将注意力转向对循环肿瘤细胞的遗传分

析[19]。
研究[20]显示,通过直接对循环肿瘤细胞进行二

代测序,识别出与转移性疾病中生物学差异因素分

析相关的单点变异磷脂酰肌醇3-激酶催化亚基

p110alpha 编 码 基 因 (phosphatidylinositol 3-
kinasecatalyticsubunitp110alpha,PIK3CA),并证

实了利用CTC进行分子分析的可行性。此外,通过

比较CTC-DNA模板与相应组织活检DNA突变谱

的一致性,显示两者之间存在显著重叠[21],传统组

织测序检出的所有突变(32个)均能被双模板测序

完整覆盖,且突变 MAF高度一致。在这种情况下,
本研究显示双模板测序与单独组织测序之间 DNA
突变谱的变异性,并显示双模板测序不仅检测到了

组织测序中预期的所有变异,而且还检测到了组织

测序未检测到的其他变异。本研究分别在患者7和

8中检测到了EGFR基因扩增和 MDM2基因扩增。
然而,在传统的基于组织的测序中并未显示这些

CNV。研究结果表明,双模板测序能够提供比传统

组织测序更全面的肿瘤分子变异信息。为了应对肿

瘤组织的空间分子异质性,本研究通过使用定制的

Ep-LMB、Vi-LMB来富集外周血中的CTC,并将其

与组织DNA结合构建测序文库,从而优化了整个

工作流程。本研究表明,CTC结合组织的双模板测

序能够为疾病的晚期状态提供有价值的、详细的见

解;同时也可在EGFR、KRAS等关键基因的检出方
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面提示肺癌患者的预后情况。研究[22-23]表明CTC
在预后预测方面优于传统的血清标记物,但在诊断

敏感度方面可能存在不足,联合检测CTC和血清标

记物可以提高诊断准确性,并提供更全面的预后信

息。CTC也可以作为影像学检查的补充,提供肿瘤

的分子特征和动态变化信息。将CTC与影像学数

据相结合,可以提高肺癌的诊断准确性和个性化治

疗效果[24]。因此,CTC结合组织或ctDNA的联合

测序可能弥补以上CTC与血清标志物及影像学检

测相比的不足,并代表了未来液体活检的发展方向。
然而,还需要更多的标本及进一步的研究来验证这

种方法的临床价值和意义。
尽管本研究受限于相对较小的患者样本量,但

仍通过初步研究结果验证了CTC与组织样本双模

板测序工作流程的可靠性。优化的实验方案证实了

联合分析CTC-DNA与组织DNA的可行性,且双

模板测序可为患者肿瘤相关变异提供更全面互补的

分子信息。目前团队正筹备在更大规模患者队列中

开展扩展性研究,以进一步评估其临床应用价值。
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