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摘要 ：目的  探讨晚期非小细胞肺癌（NSCLC）外周血循环肿瘤细胞（CTC）与肿瘤组织表皮生

长因子受体（EGFR）表达的一致性。方法  利用流式细胞术及免疫组织化学染色配对检测 66 例 NSCLC

患者外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 的表达水平。给予 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂治疗 1 个月后进行疗效

评价。比较 CTC 与肿瘤组织 EGFR 表达的一致性，并分析其与患者临床因素、疗效及预后的相关性。 

结果  外周血 CTC 与肿瘤组织 EGFR 表达一致率为 69.7%。CTC 与肿瘤组织 EGFR 的表达在不同组织学类

型间比较，差异有统计学意义（P <0.05），在不同性别、年龄、分期、体力活动状态评分方面比较，差异无统

计学意义（P  >0.05）。EGFR 高表达组疾病控制率高于低表达组（CTC ：87.5% vs 35.3% ；肿瘤组织 ：72.7% 

vs 36.4%）（P <0.05）。生存分析结果显示，EGFR 高表达组有更长的无进展生存期（CTC ：8 个月 vs 2 个月 ；

肿瘤组织：6 个月 vs 2 个月）和总生存期（CTC：20 个月 vs 13 个月；肿瘤组织：16 个月 vs 14 个月）（P <0.05）。

结论  晚期 NSCLC 患者外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达的一致性好，两者对酪氨酸激酶抑制剂治疗的

疗效及预后具有一定的预测价值。外周血 CTC 作为肿瘤组织的替代检测标本是可行的。
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Correlation between EGFR expression in circulating tumor cells 
and in tumor tissues of advanced non-small cell lung cancer*
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Abstract: Objective To detect the expression level of epidermal growth factor receptor (EGFR) in circulating 
tumor cells (CTC) and matched tumor tissues from patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC), 
and investigate the consisitent rate of these two methods.  Methods  The EGFR expression was analyzed by flow 
cytometry and immunohistochemical staining in the peripheral blood CTC and tumor tissues from 66 advanced 
NSCLC patients. The therapeutic efficacy was evaluated after 1 month of treatment with EGFR-tyrosine kinase 
inhibitor (EGFR-TKI). The consistency of the EGFR expression in the CTC and the tumor tissues was compared. 
The relationships of EGFR expression with clinical characteristics, efficacy, progression-free survival (PFS) and 
overall survival (OS) were analyzed.  Results  The consistent rate of the two methods was 69.7% (46/66, P  < 0.05). 
The EGFR expression levels in the CTC and the tumor tissues were significantly different between the patients with 
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肺癌是目前世界范围内发病率和死亡率最高的

恶性肿瘤，严重威胁人类健康 [1]。所有肺癌中约 84%

为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC），

大部分患者就诊时已属晚期 [2]，失去了根治性手术治

疗的机会，只能进行姑息性放、化疗。近年来出现的

生物靶向治疗为 NSCLC 患者提供新的治疗手段。表

皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth 

factor receptor-tyrosine kinase inhibitor，EGFR-TKI）已

成功应用于临床，极大地改善 NSCLC 患者的生存质

量，延长生存时间 [3]。表皮生长因子受体（epidermal 

growth factor receptor，EGFR）敏感突变是 EGFR-TKI

对 NSCLC 患者疗效的预测指标，而肿瘤组织是 EGFR

突变检测的金标准 [4]。对不能手术的晚期 NSCLC 患

者，仅能通过穿刺等手段获取极少量的肿瘤组织，或

者无法获取肿瘤组织标本。如何从该类患者中筛选出

对 EGFR-TKI 敏感的人群，成为目前亟待解决的问题。

循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）是指由原

发灶或转移灶脱落下来，进入外周血循环的肿瘤细胞，

是肿瘤播散转移的重要原因 [5]，相对于肿瘤组织，可

以多次、实时获取。为使 CTC 替代组织作为检测载体，

必须识别出 CTC，并对其表型特征进行认识，这将有

助于提示潜在的治疗靶点，为临床靶向治疗的选择提

供一个可行的方法。本研究对晚期 NSCLC 患者外周

血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平进行配对检测，

旨在探讨外周血 CTC 与肿瘤组织 EGFR 表达的一致

性，以及外周血 CTC 作为肿瘤组织替代检测标本的可 

行性。

1    资料与方法

1.1    临床资料

选取 2012 年 9 月 -2014 年 5 月昆明医科大学第

三附属医院收治且经病理组织学或细胞学确诊的晚期

NSCLC 患者 66 例。其中，男性 40 例，女性 26 例，男、

女比例为 1.54 ∶ 1.00 ；年龄 41 ～ 78 岁，平均 61 岁 ； 

病理类型 ：腺癌 52 例，鳞癌 14 例。TNM 分期 ：Ⅲ B

期 4 例， Ⅳ 期 62 例， 体 力 活 动 状 态（performance 

status，PS）评分 0 ～ 1 分 44 例，≥ 2 分 22 例。治疗

前后行胸腹部 CT、彩超、颅脑磁共振成像、心电图、

血常规、血液生化及肿瘤标志物检查。

1.2    治疗方法

66 例患者中，16 例为 EGFR 敏感突变阳性，均给

予 EGFR-TKI 治疗。其余 50 例患者不愿 / 不能耐受

化疗，在患者知情同意的前提下，给予 EGFR-TKI 治

疗。根据医生经验从以下 3 种 EGFR-TKI 类药物中

任选 1 种 ：吉非替尼片（英国阿斯利康公司）口服

250 mg/ 次，1 次 /d ；厄洛替尼片（美国罗氏公司）口

服 150 mg/ 次，1 次 /d ；盐酸埃可替尼片（浙江贝达

药业公司）口服 125 mg/ 次，3 次 /d。无论选择何种

药物均服用≥ 1 个月。

1.3    流式细胞技术

1.3.1    标本采集    66 例患者在治疗前从肘正中静脉

中采血 5 ml，随机选取 10 例患者另采血 20 ml，所有

血液标本加入肝素抗凝混匀，并在采集后 2 h 内进行

检测。

1.3.2       抗体、试剂及仪器    CD45-PC5 荧 光 单 克

隆 抗体、 荧 光 标 记 细 胞 角 蛋 白 18 抗 体、 荧 光 标

记 EGFR 抗 体、 氯 化 铵 NH4Cl 溶 血 素 均 购 于 美 国

Beckmancoulter 公 司， 流 式 细 胞 仪 EPICS XL（ 美 国

Beckmancoulter 公司），水冷紫外激光器、离心机、恒

温箱及摇床购自 Coherent 公司。

1.3.3    分选 CD45- CK18+ 细胞    将 10 例 20 ml 外周

血每份分成 20 份，加入 5 ml 无菌试管中，每管 1 ml ；

每管加入 CD45-PC5、CK18-FITC 各 200μl，避光保

存 30 min ；加入 NH4Cl 溶血素 4 ml，反复溶血，直到

液体透亮，离心后加入培养液待分选。消毒 ALTRA

流式室，调节室内温度至 8℃左右，开始收集细胞，流

速控制在 10 000 ～ 25 000 个 /s，收集过程中全程振荡，

观察 1 次 /30 min。细胞数接近 1 000 个时结束分选。

different pathological types (P  < 0.05), but not statistically different between the patients with different gender, age, 
clinical stage or PS score (P  > 0.05). The patients with high EGFR expression level had remarkably higher disease 
control rate than those with low EGFR expression level (CTC: 87.5% vs. 35.3%; tumor tissue: 72.7% vs. 36.4%; 
P  < 0.05), longer PFS (CTC: 8 months vs. 2 months; tumor tissue: 6 months vs. 2 months; P  < 0.05) and OS (CTC: 20 
months vs. 13 months; tumor tissue: 16 months vs. 14 months; P  < 0.05).  Conclusions  In the patients with advanced 
NSCLC, EGFR expression level in the CTC and the tumor tissues is highly consistent. Both of them can be used for 
predicting the efficacy of EGFR-TKI therapy and prognosis. CTC can be a substitute for tumor tissue.

Keywords:  non-small cell lung cancer; circulating tumor cell; tumor tissue; epidermal growth factor receptor
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1.3.4    确定 CD45- CK18+ 细胞为外周血 CTC    将分

选的 CD45- CK18+ 细胞用玻片收集微球，置于光学显

微镜下观察有无恶性肿瘤细胞的特征。

1.3.5       检测 CTC 中 EGFR 的表达水平     将 66 例

5 ml 血液标本加入 20μl CD45-PC5、20μl EGFR-PE

和 20μl CK18-FITC，加入肝素抗凝的全血 100μl，摇

匀后避光室温保存 30 min。加入 NH4Cl 溶血素 2 ml，

溶血 15 min 后上机检测，表达 CD45- CK18+ 的细胞为

患者外周血残留的 CTC，表达 CD45- CK18+ EGFR 阳性

的细胞为 CTC 的 EGFR 阳性细胞。

1.4    免疫组织化学法

1.4.1      标本采集    66 例患者均采集到组织学标本，

采集方法包括 ：纤维支气管镜活检术、CT 引导下经

皮肺穿刺活检术、胸腔镜取材活检术。

1.4.2    抗体、试剂及方法    鼠抗人 EGFR 抗体，免疫

组织化学 SP 法试剂盒均购于福州迈新生物技术有限

公司。

1.4.3      结果判断    在光学显微镜下对切片染色情况

进行评估，EGFR 阳性表达主要定位于肿瘤细胞的细

胞质或细胞膜上，呈棕黄色颗粒。采用 Mattern 半定

量分析方法，综合染色强度和细胞数量进行分级，按

染色强度分为：基本未着色、染色与背景相似计 0 分；

着色浅、略高于背景计 1 分 ；中度着色、明显高于背

景计 2 分 ；强染、着深棕色计 3 分。阳性细胞数 <5%

为 0 分 ；5% ～ 25% 为 1 分 ；26% ～ 50% 为 2 分 ；

51% ～ 75% 为 3 分 ；>75% 为 4 分。2 项相加后分为

低表达和高表达 ：0 ～ 2 分为低表达，>2 分为高表达。

1.5    疗效评价

疗效按 WHO 实体瘤评价标准分为 ：完全缓解

（complete response，CR）、部分缓解（partial response，

PR）、 疾 病 稳 定（stable disease，SD）、 疾 病 进 展

（progression disease，PD），CR+PR 为有效，CR+PR+SD

为 控 制。 无 进 展 生 存 期（progression free survival，

PFS）指自治疗首日至病变进展日 ；总生存期（overall 

survival，OS）为自治疗首日至死亡日或失访日，均以

月计算。随访结止时间为 2015 年 6 月。

1.6    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，一致性比较

采用 Kappa 检验（Kappa >0.75 为一致性高，0.40 ～ 0.75

为 一 致 性 好，Kappa <0.40 为 一 致 性 差 ）、McNemar

检验、准确性检验 [ 受试者工作特征曲线（receiver 

operating characteristic curve，ROC） 的 曲 线 下 面 积

（area under curve，AUC）0.5 ～ 0.7 表示诊断价值较

低，0.7 ～ 0.9 表示诊断价值中等，>0.9 表示诊断价值

较高 ] ；计数资料以率表示，用 χ2 检验 ：生存分析用

Kaplan-Meier 法、Log-rank 法检验，P <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    确定外周血 CTC

10 例标本中均分选出 CD45- CK18+ 细胞，染色后

置于光学显微镜下观察，具备恶性肿瘤细胞的特征 ：

细胞核染色加深，染色质变粗，核浆比例增大。可确

定 CD45- CK18+ 细胞为外周血 CTC。见图 1。

2.2    EGFR 在外周血 CTC 中的表达

66 例外周血 CTC 的 EGFR 表达值 ：最小值 5.4，

最大值 50.0，中位数 23.0，均值 24.6，以 24.6 分界，

>24.6 为高表达，<24.6 为低表达。高表达数为 32 例，

低表达数为 34 例。

2.3    EGFR 在肿瘤组织的表达

66 例肿瘤组织免疫组织化学染色高表达 44 例，

低表达 22 例。见图 2、3。

2.4    外周血 CTC 与肿瘤组织 EGFR 表达水平的
一致性

外 周 血 CTC 检 测 到 EGFR 高 表 达 32 例， 肿 瘤

组织检测到 EGFR 高表达 44 例，在 CTC 和肿瘤组

织中均为高表达 28 例。以肿瘤组织的 EGFR 表达

图 1    晚期 NSCLC 患者外周血 CTC    （SP×400）

图 2    NSCLC 组织中 EGFR 高表达    （SP×200）
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结果为参照，CTC 检测 EGFR 表达的敏感性和特异

性分别为 63.6%（28/44）和 81.8%（18/22），阳性预

测值和阴性预测值分别为 87.5%（28/32）和 52.9%

（18/34），两者一致率为 69.7%（46/66）。说明外周血

CTC 的 EGFR 表达与肿瘤组织的 EGFR 表达一致性

好（Kappa =0.400，P  =0.000），两者检测结果无差别

（McNemar 检验 P  =0.012），CTC 的 EGFR 表达检测有

一定诊断价值（AUC =0.770，P =0.001）。见表 1 和图 4。

2.5    外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平与
临床因素的相关性

66 例标本中，不同病理类型的 EGFR 表达水平比

较，差异有统计学意义（P <0.05），腺癌 EGFR 高表达

率高于鳞癌。而在性别、年龄、TNM 分期、PS 评分方面，

图 3    NSCLC 组织中 EGFR 低表达    （SP×200）

表 1    晚期 NSCLC 患者外周血 CTC 与肿瘤组织 EGFR 表

达的一致性    例

CTC
EGFR

合计
高表达 低表达

高表达 28 4 32

低表达 16 18 34

总数 44 22 66

表 2    晚期 NSCLC 患者临床特征与外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平的关系    例（%）

临床特征
CTC EGFR

高表达 低表达 χ2 值 P 值 高表达 低表达 χ2 值 P 值

性别

  男 18（45.00） 22（55.00）
0.494 0.482

26（65.00） 14（35.00）
0.127 0.722

  女 14（53.84） 12（46.15） 18（69.20） 8（30.80）

年龄

  ≥ 60 岁 14（53.84） 12（46.15）
0.494 0.482

18（69.20） 8（30.80）
0.127 0.722

  ＜ 60 岁 18（45.00） 22（55.00） 26（65.00） 14（35.00）

病理类型

  腺癌 30（57.69） 22（42.31）
8.321 0.004

40（76.92） 12（23.08）
9.531 0.002

  鳞癌 2（14.29） 12（85.71） 4（28.57） 10（71.43）

TNM 分期

  Ⅲ B 0（0.00） 4（100.00）
2.208 0.137

2（50.00） 2（50.00）
0.033 0.855

  Ⅳ 32（51.61） 30（48.39） 42（67.74） 20（32.26）

PS 评分

  0、1 分 24（54.55） 20（45.45）
1.941 0.164

28（63.64） 16（36.36）
0.545 0.460

  ≥ 2 分 8（36.36） 14（63.64） 16（72.73） 6（27.27）

图 4    晚期 NSCLC 患者外周血 CTC 的 EGFR 表达的

ROC 曲线

0.0      0.2       0.4        0.6       0.8       1.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

性

1- 特异性

外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。见表 2。
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2.6    外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平与
酪氨酸激酶抑制剂疗效的相关性

66 例晚期 NSCLC 患者中，2 例 CR，24 例 PR，14

例 SD，26 例 PD，总有效率（CR+PR）为 39.4%（26/66），

疾病控制率（disease control rate, DCR）（CR+PR+SD）

为 60.6%（40/66）。EGFR 高表达患者的疾病控制率高

于低表达患者（P <0.05）。见表 3。

2.7    外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平与
生存期的相关性

本组患者中位 OS 为 15 个月（8~30 个月），1 年

生存率为 69.7%，2 年生存率为 18.2%。CTC 的 EGFR

高表达组中位 PFS 和 OS 高于低表达组（P  =0.000）。

肿瘤组织的 EGFR 高表达组中位 PFS 和 OS 亦高于低

表达组（P =0.000）。见图 5 ～ 8。

表 3    CTC 和肿瘤组织 EGFR 表达水平与酪氨酸激酶抑制剂疗效的相关性

组别 例数 CR/ 例 PR/ 例 SD/ 例 PD/ 例 DCR/% χ2 值 P 值

CTC

  高表达 32 2 14 12 4 87.5
18.818 0.000

  低表达 34 0 10 2 22 35.3

EGFR

  高表达 44 2 18 12 12 72.7
8.123 0.004

  低表达 22 0 6 2 14 36.4

图 5    晚期 NSCLC 患者 CTC 的 EGFR 不同表达水平 

的 PFS 比较

0             5          10           15          20

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
计

生
存

函
数

PFS/ 月

EGFR 高表达
EGFR 低表达

3    讨论

EGFR 是一种具有酪氨酸激酶活性的细胞膜表面

糖蛋白受体，在细胞信号传导通路中起重要作用。针

对该靶点的药物有大分子单克隆抗体和酪氨酸激酶抑

制剂（tyrosine kinase inhibitor，TKI），其中 TKI 类药

物在临床中使用最为广泛。大量研究显示，对于存在

EGFR 敏感突变的患者，EGFR-TKI 治疗的客观缓解

率 >70%，无突变者 <10%[3，6]。肿瘤组织是进行 EGFR

图 6    晚期 NSCLC 患者 CTC 的 EGFR 不同表达水平 

的 OS 比较
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图 7    晚期 NSCLC 患者肿瘤组织 EGFR 不同表达水平 

的 PFS 比较
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图 8    晚期 NSCLC 患者肿瘤组织 EGFR 不同表达水平 

的 OS 比较
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突变检测的金标准，突变扩增阻滞系统法是目前标准

的检测方法，对肿瘤组织的取材要求也较高。本研究

中，16 例患者进行肿瘤组织 EGFR 突变检测，检测率

仅为 24.2%。对于无法获得组织学标本，或是标本过

少无法进行检测的晚期 NSCLC 患者来说，外周血的

检测就显得尤为重要。

从理论上而言，负载肿瘤细胞、基因或蛋白的标

本均有可能成为组织的替代物，如外周血、浆膜腔积

液、分泌物及体液等，其中以外周血检测较为方便，

成为近年研究的热点。有研究通过检测外周血游离

DNA 发现，外周血和肿瘤组织中检测到的 EGFR 突变

状态有一定相关性 [7-8]。2008 年 MAHESWARAN 等 [9]

分析 12 例晚期 NSCLC 患者的外周血 CTC 和血浆标本，

结果显示，两者 EGFR 突变的检出率分别为 92% 和

33%，提示 CTC 可能是更好的组织替代标本。近年来，

针对外周血 CTC 检测 EGFR 突变的研究较多，大部分

研究证实其与肿瘤组织突变的一致性 [10-11]。然而，关

于检测 CTC 的 EGFR 蛋白表达水平的研究极少，未见

CTC 与肿瘤组织 EGFR 蛋白表达水平相关性研究的 

报道。

国内外研究表明，应用流式细胞技术检测细胞

角蛋白（Cytokeratin，CK）可作为评估肿瘤血行微转

移较敏感的指标，但以 CK 单一指标作为判断存在癌

细胞的标准，会产生假阳性的结果。将白细胞共同抗

原 CD45 与 CK 结合，可以排除大部分 CD45+ CK+ 的假

阳性细胞，获得比较特异的 CD45- CK+ 微转移癌细胞。

本研究利用白细胞抗原 CD45，负性分选出 CTC，配对

检测晚期 NSCLC 患者外周血 CTC 和肿瘤组织 EGFR

表达水平，结果显示，CTC 的 EGFR 高表达率为 48%，

组织标本的 EGFR 高表达率为 67%，两者一致率为

69.7%（46/66），一致性好。可见，外周血 CTC 有可能

替代肿瘤组织，作为液体活检标本。

本研究还显示，无论 CTC 还是肿瘤组织，腺癌中

的 EGFR 表达水平均高于鳞癌，这与目前大量 EGFR

突变概况研究结果一致，腺癌 EGFR 突变率高于鳞 

癌 [12]。而性别、年龄、TNM 分期、PS 评分方面比较，

CTC 与肿瘤组织的 EGFR 表达水平无差异。

有研究显示，对于肿瘤组织未检测到人表皮生长

因子受体 2（human epidermal growth factor receptor-2，

HER2）基因扩增的晚期乳腺癌患者，病情进展后，通

过检测 CTC 的 HER2 蛋白表达水平，HER2 高表达者

给予曲妥珠单抗靶向治疗，获得较好的疗效 [13-14]。而

在 NSCLC 靶向治疗方面未见类似报道。目前在中国

获批用于临床的 EGFR-TKI 包括吉非替尼、厄洛替

尼及埃克替尼，3 者具有相似的化学结构及作用机制，

CTONG0901、WJOG5108L、ICOGEN 等大型临床研究

也显示 3 者疗效相当 [15-17]。因此，本研究对药物的选

择未做强行规定。本研究 66 例晚期 NSCLC 患者中，

CTC 的 EGFR 高表达组患者疾病控制率高于低表达

组，高表达组的中位 PFS 和 OS 高于低表达组。在肿

瘤组织也得到相似的结果，EGFR 高表达组患者的疾

病控制率、中位 PFS 和 OS 高于低表达组。本研究中，

CTC 与肿瘤组织检测结论相似，两者的 EGFR 表达水

平对 TKI 治疗的疗效及预后有一定的指导意义。

对于晚期 NSCLC 患者，靶向治疗相对于化疗有

明显的优越性，各国指南已将 TKI 类药物列为 EGFR

突变者的一线治疗。对于难以获取肿瘤组织的患者来

说，需要一种可以替代组织检测的方法来实现个体化

治疗。相对于肿瘤组织而言，外周血 CTC 采集方便，

可以反复、多次采集。因此，对于获取肿瘤组织困难

的患者，用 CTC 代替肿瘤组织进行 EGFR 检测是可 

行的。
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