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乳腺癌患者外周血中循环肿瘤细胞
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摘要 ：目的   探讨循环肿瘤细胞（CTCs）和外泌体在乳腺癌患者外周血中的表达情况及其临床意义。

方法  收集 87 例乳腺癌患者、40 例乳腺良性肿瘤患者及 20 例健康体检者外周血，采用 Cell search 系统检测外

周血中 CTCs，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测 microRNA-1246（miR-1246）的表达。结果 

乳腺癌患者外周血中 CTCs 为（4.36±1.08）个 /ml，高于良性乳腺肿瘤患者和健康体检者（P <0.05）；乳腺

癌患者外周血中 miR-1246 相对表达水平为（102.94±43.28），高于良性乳腺肿瘤患者与健康体检者外周血 

miR-1246（P <0.05）。外周血中 CTCs 诊断乳腺癌的符合率为 68.9%，miR-1246 的诊断符合率为 63.2%；CTCs 

联合 miR-1246 诊断乳腺癌的符合率为 81.6%，3 组间诊断符合率比较差异有统计学意义（P <0.05）。以病理活

检为金标准，外周血 CTCs 和 miR-1246 单独诊断乳腺癌的 κ 值均 <0.4（一致性较差）；两者联合诊断乳腺癌 

κ 值为 0.46（具有较好的一致性）。结论  外周血中 CTCs 与 miR-1246 联合检测有助于早期发现乳腺癌，为

乳腺癌的个性化检测和治疗提供方向。
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Detection of circulating tumor cells and exocrine bodies in 
peripheral blood of breast cancer and its clinical significance*
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Abstract:  Objective  To investigate the expression and clinical significance of circulating tumor cells (CTCs) 
and exosomes in peripheral blood of patients with breast cancer.  Methods  Peripheral blood of 87 patients with 
breast cancer, 40 patients with benign breast tumor and 20 healthy controls were collected. CTCs in peripheral 
blood were detected by Cell search system. The expression of microRNA-1246 was detected by quantitative real-
time polymerase chain reaction (qRT-PCR).  Results  The number of CTCs in peripheral blood of breast cancer 
patients was (4.36 ± 1.08) /ml, which was higher than that of benign breast cancer patients and healthy control group 
(P < 0.05). The relative expression level of miR-1246 in peripheral blood of breast cancer patients (102.94 ± 43.28) 
was higher than that of benign breast cancer patients and healthy control group (P < 0.05). The coincidence rate of 
CTCs in diagnosis of breast cancer in peripheral blood (68.9%) was higher than that of microRNA-1246 (63.2%) 
(P > 0.05); the coincidence rate of CTCs combined with microRNA-1246 in diagnosis of breast cancer was 81.6%. 
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乳腺癌是临床常见的疾病，是女性死于癌症的第

2 大病因，临床上一直在寻找更好的检测指标，以便

早期诊断乳腺癌，达到实时监测的目的。外周血一直

是临床可供实时检测的样本，有助于进行实时的“液

体活检”[1]。乳腺癌传统的检测指标很多，如癌胚抗原、

糖类抗原 Ca 27.59 等，但由于缺乏足够权威的证据

支持，并未被推荐应用于乳腺癌早期诊断及术后随访

复查 [2]。循环肿瘤细胞（circulating tumor cells, CTCs）

与外泌体近年来被认为是临床应用前景最好的液体活

检指标 [3-4]。因此本研究选择 CTCs 和 microRNA-1246

（miR-1246）作为检测指标，探讨其在乳腺癌患者外

周血中的表达及其临床意义，现报道如下。

1    资料与方法

1.1    临床资料

选取 2016 年 1 月—2018 年 10 月长沙市第一医

院乳腺癌、乳腺良性肿瘤及健康体检者。乳腺癌患者

87 例（乳腺癌组）。年龄（37±11）岁，均行病理检

查确诊，术前未接受放射及化学治疗，常规体检并排

除远处转移。收集同期乳腺良性肿瘤患者 40 例（乳

腺良性肿瘤组），排除身体其他部位恶性肿瘤。年龄

（32±6）岁 ；其中乳腺纤维腺瘤 29 例，导管内乳头

状瘤 11 例。收集同期健康体检者 20 例（健康组）。

均为单纯乳腺增生，年龄（31±4）岁。3 组患者年龄

差异无统计学意义（P >0.05）。研究经本院医学伦理

委员会批准，所有患者均签署知情同意书。

1.2    方法

1.2.1    标本取样    所有患者及健康体检者取清晨空腹

静脉血 2 份，1 份 5 ml 室温静置约 20 min，取上清液于

1.5 ml EP 管内，置入 -80℃冰箱冷冻保存备用 ；1 份 

7.5 ml，进行异常细胞分离。

1.2.2      检测外周血中 CTCs    取患者外周血 7.5 ml，

2 h 内采用美国强生公司 Cell search 系统进行自动检

测及结果分析，CTCs 判断标准为 [5] ：①细胞外形异

常，大小不一，细胞长径 >10 µm ；②细胞核大且异

形，核质比 >1 ；③上皮细胞黏附分子、细胞角蛋白、

DAPI 均为阳性，且 CD45 阴性。CTCs ≥ 1 为阳性。

CTCs ≥ 5 个提示乳腺癌可能。

1.2.3       实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR） 检

测各组外周血中 miR-1246 表达    取 400 µl 血清置

入 1.5 ml EP 管，加入 44 µl 10% 聚乙二醇，于 4℃

冰箱静置 2 h，4℃ 5 000 r/min 离心 10 min，收集沉

淀 物。 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 冲 洗 3 次，4 ℃ 5 000 r/min 

离心 10 min，弃上清液，往沉淀物中加入 20 µl 裂解液。 

按照试剂盒步骤合成 cDNA，反应体系 ：RNA 模板

5 µl，引物、内参（U6）各 2 µl，混合酶 1 µl，5× 

缓冲液 4 µl，焦炭酸二乙酯水 6 µl。引物序列由

大连宝生物技术有限公司合成。miRNA-1246 ：正

向 5'-ACACTCCAGCTGGGAATGGATTTTTGG-3', 

反 向 5'-ACTGACTGATGATGCAATCTCAACTGGTGTC 

GTGGA-3' ；内参引物序列 ：正向 5'-ATTGGAACGATA 

CAGAGAAGATT-3', 反 向 5'-GGAACGCTTCAGAAT 

TG-3' ；逆转录体系 20 µl，反应条件 ：37℃下逆转录

2 h，95℃下金属浴 5 min，置入 -20℃冰箱冷冻保存。

采 用 美 国 Applied Biosystemes 公 司 ABI PRIsM 7300 

qRT-PCR 仪进行 PCR 反应，反应体系 20 µl，反应条

件 ：95℃预变性 1 min，95℃变性 15 s，60℃退火延伸

60 s，共 40 个循环。美国赛默飞科技公司连续光谱荧

光酶标仪自动进行样本检测，结果 <103 copy/ml 为阴

性，≥ 103 copy/ml 为阳性。根据样品 qRT-PCR 曲线

得到 Ct 值，ΔCt=CtmiRNA-CtU6 ；ΔΔCt=Ct 乳腺癌 -Ct 对照。

1.3    统计学方法

数据分析采用 sPss 13.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，计数资料以例（%）表示，

比较采用 χ2 检验 ；方差齐性检验采用 F 检验，比

较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LDs-t

检验，P <0.05 为差异有统计学意义。通过计算外周

血中 CTCs 和 miR-1246 对乳腺癌诊断的敏感性、特

异性、准确性、阳性似然比（positive likelihood ratio, 

There was significant difference among the three methods (P < 0.05). According to the gold standard of pathological 
biopsy, the consistency of blood CTCs and miR-1246 in diagnosis of breast cancer was evaluated by Kappa test. The 
κ values were < 0.4, indicating poor consistency. The κ value of peripheral blood CTCs combined with miR-1246 in 
diagnosis of breast cancer was 0.46, indicating good consistency.  Conclusions  The combined detection of CTCs 
and microRNA-1246 in peripheral blood is helpful for early detection of breast cancer and provides a direction for 
individualized detection and treatment of breast cancer.

Keywords:  breast neoplasms; biopsy; neoplastic cells, circulating; exosomes
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PLR） 和 阴 性 似 然 比（negative likelihood ratio, NLR）

等 评 估 诊 断 结 果。 诊 断 符 合 率 =CTCs 或 miR-1246

或 CTCs+miR-1246 阳性例数 / 病理阳性例数。应用

Kappa 检验评估诊断一致性，若 0.75<κ ≤ 1.00，说明

一致性极好；0.40<κ ≤ 0.75，一致性好；0.00 ≤ κ ≤ 

0.40，则一致性差。

2    结果

2.1    3 组外周血中 CTCs 和 miR-1246 表达情况

3 组外周血中 CTCs 和 miR-1246 比较，差异有统

计学意义（P <0.05）；血清 miR-1246 界值为 98.32。见

表 1。

2.2    乳腺癌患者外周血中 CTCs 和 miR-1246 诊
断符合率比较

外周血中 CTCs 与 miR-1246 诊断乳腺癌的符合率

比较，差异无统计学意义（χ2=0.458，P =0.499）；CTCs、 

miR-1246 及 CTCs 联 合 miR-1246 三 者 诊 断 乳 腺 癌

表 1    3 组外周血中 CTCs 和 miR-1246 表达    （x±s）

组别 n CTCs（个 /ml） miR-1246

乳腺癌组 87 4.36±1.08 102.94±43.28

良性乳腺肿瘤组 40 1.22±0.94 70.33±16.52

健康组 20 0.63±0.09 47.61±10.85

F 值 1.287 6.385

P 值 0.000 0.000

表 3    乳腺癌患者外周血中 CTCs 和 miR-1246 诊断乳腺癌的结果

检查方法 敏感性 /% 特异性 /% 准确性 /% 阳性预测值 /% 阴性预测值 /% Youden 指数 PLR NLR κ

CTCs 69.0 75.0 70.3 90.9 40.0 0.440 2.76 0.41 0.34

miR-1246 63.2 79.2 66.7 91.7 37.3 0.424 3.04 0.46 0.29

CTCs+ miR-124 81.6 70.8 79.3 91.0 51.5 0.524 2.79 0.26 0.46

表 2    乳腺癌患者外周血中 CTCs 和 miR-1246 

诊断符合率  例（%）

病理诊断结果 n CTCs miR-1246 CTCs+ miR-1246

乳腺癌 87 60（68.9） 55（63.2） 71（81.6）

良性乳腺肿瘤 24 6（25.0） 5（20.8） 7（33.3）

合计 111 66（59.5） 60（54.5） 78（70.2）

的符合率比较，差异有统计学意义（χ2=6.378，P = 

0.041）。miR-1246 与 CTCs 联合 miR-1246 诊断乳腺癌

的符合率差异有统计学意义（χ2=7.365，P =0.007）；

CTCs 与 CTCs 联合 miR-1246 诊断乳腺癌的符合率差异

无统计学意义（χ2=3.738，P =0.053）。见表 2。

2.3    乳腺癌患者外周血中 CTCs 和 miR-1246 诊

断乳腺癌结果比较

以病理活检为金标准，外周血中 CTCs 诊断敏感

性为 69.0%，特异性为 75.0%。外周血中 CTCs 诊断乳

腺癌的 κ 值为 0.34<0.40，表示一致性较差 ；外周血

中 miR-1246 诊断乳腺癌敏感性为 63.2%，特异性为

79.2%。经 Kappa 检验评估血 miR-1246 诊断乳腺癌

κ 值为 0.29<0.40，表示一致性较差。外周血中 CTCs

联合 miR-1246 诊断乳腺癌敏感性为 81.6%，特异性

为 70.8%。经 Kappa 检验评估血 CTCs 联合 miR-1246

诊断乳腺癌 κ 值为 0.46>0.40，表示具有较好的一致

性。见表 3。

3    讨论

早期乳腺癌的 5 年生存期远远高于晚期浸润性乳

腺癌，早期发现是改善乳腺癌预后的关键因素。液体

活检是指采用无创方法提取患者的体液（血液、尿液、

唾液和乳汁等），并分析其中的肿瘤组织衍生的生物学

标志物 ：如 CTCs、循环肿瘤 DNA 和外泌体等 [6]。因

为外周血可以作为重复采集且随时提取，相对无法多

次重复取材的肿瘤组织，可以做到实时液体活检，用

来识别早期乳腺癌。相当多的证据表明转移扩散是由

原发肿瘤中具有侵袭血流能力的细胞介导，血液中的

CTCs 是其中具有重要意义的细胞成分，可以在骨、肺、

肝或脑中形成远处转移之前，传播到较远的部位，是疾

病扩散的主要载体之一。CTCs 有望成为所有疾病阶段

的一种强大的非侵入性实时可测量生物标志物 [7-8]。但

CTCs 比较少见，且不易被发现，在很长一段时间内处

于静止状态，加上其表达一些分子和细胞特征，严重

妨碍研究和开发 [9]。外周血中收集到的 CTCs 数量少，

且不可避免地会受到循环白细胞的污染 [10-11]。JANNI
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等 [12] 发现在原发性乳腺癌患者中，CTCs 是疾病缓解

不佳、无病生存不良等的预测因素，虽然亦有明确的

证据显示转移性乳腺癌患者外周血 CTCs 与预后相关，

但在初次诊断时 CTCs 与预后相关性研究较少。

外泌体是一种小的分泌囊泡，是内质体来源的纳

米（50 ～ 150 nm）大小囊泡，由多种细胞类型分泌，

含有细胞蛋白、脂质和 miRNA，被认为在细胞通讯中

发挥重要作用。在乳腺癌中，通过蛋白质和 mRNA 等

多种生物活性分子的水平转移，而逐渐成为局部或系

统细胞间肿瘤信息传导媒介并在肿瘤进展中发挥重

要作用 [13-14]。外泌体选择性地包裹着表明其细胞来源

的 miRNA[15]。miRNA 因其肿瘤特异性表达谱而成为

癌症发生和发展中有前途的生物标志物，浸润前和浸

润期乳腺癌组织和晚期乳腺癌患者血清中均有常见的

miRNA 表达，且培养的乳腺癌细胞或导管灌洗标本外

泌体中含有的某些 miRNA 与正常乳腺上皮细胞分泌

的不同。有研究 [16] 发现，乳腺癌外泌体中 miRNA 具

有独特的恶性特征，可作为乳腺癌的循环生物标志物，

事实上，很多研究均对这种可能性进行评估，现在的

研究理论认为循环 miRNA，无论是在膜结合的囊泡内，

还是与蛋白复合物相关，miRNA 均有不同的群体，这

些群体可能来源于不同的细胞类型，反映不同的释放

机制。但由于血液中 miRNA 存在种群内在异质性，因

而尚未确定乳腺癌组织和血清 / 血浆中异常表达的循

环 miRNA，亦无法确定其生物标志物。因而选择合适

的外泌体 miRNA 极为重要。有研究 [17] 发现，miR-21

和 miR-1246 等微小 RNA 在人乳腺癌外泌体中选择性

富集，在乳腺癌血浆中显著升高。且发现携带 miRNA

的外泌体可以通过直接摄取在不同细胞系之间转移。

miR-1246 在转移性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞中较非

转移性乳腺癌细胞或非恶性乳腺癌细胞高表达，本研

究中证实 miR-1246 和 CTCs 在外周血中表达高于良性

乳腺肿瘤和健康组，miR-1246 联合 CTCs 检测与病理

检测符合率较好。

综上所述，外周血中 CTCs 与 miR-1246 联合检

测有助于早期发现乳腺癌。miR-1246 和 CTCs 可能作

为乳腺癌标志物的候选分子，是乳腺癌中有前途的生

物标志物。
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