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摘要 目的 研究乳腺癌患者外周血中的循环肿瘤细胞

( CTCs) 和其多巴胺受体 1 ( DＲD1 ) 的表达水平对乳腺癌进

展、疗效监控的影响。方法 对 20 例健康对照者和 20 例

未治疗的乳腺癌患者，采集其外周血，通过差相富集 － 免疫

荧光原位杂交技术 ( SE-iFISH) 及荧光定量 PCＲ 技术 ( Q-
PCＲ) ，检测 CTCs、CTCs DＲD1 的表达水平。之后在 20 例患

者中，选择 6 例进行手术的乳腺癌患者，并在术后 3、6 个月，

采集外周血，检测 CTCs 和 CTCs DＲD1 的表达水平，并分析

其与疾病进展的关系。结果 20 例健康对照者外周血中均

未检测出 CTCs; 20 例未治疗的乳腺癌患者检出 CTCs 18 例

( 90. 0% ) ，有较高的灵敏度和特异度。3 例 T2 期乳腺癌患

者术后 3、6 个月时均未出现复发和转移，CTCs 和 CTC DＲD1

的 水平呈现下降趋势。3 例 T3 期乳腺癌患者术后 3、6 个月

时出现了复发和转移，CTCs 和 CTCs DＲD1 的水平呈现升高

趋势。结论 在 CTCs 高检出率和 CTCs DＲD1 高表达的乳

腺癌患者，随访常会提示预后不良; 相反，在 CTCs 低检出率

和 CTCs DＲD1 低表达的患者中，随访提示疾病控制佳、预后

较好。因此，无创的 CTCs 和 CTCs DＲD1 检测，在乳腺癌疗

效监控中，可能有较高的临床应用价值。
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在全球，乳腺癌是女性恶性肿瘤中发病率与死

亡数最高的肿瘤，每年乳腺癌新发病例约 167. 1 万，

死亡病例约 52. 2 万［1］; 中国乳腺癌发生率占全球发

病例数和死亡例数的 11. 2% 和 9. 2%，乳腺癌的复

发率、转移率较高［2］。近年来分子生物液体活检在

乳腺癌筛查、监测、转移、复发预测中有较大进展，循

环肿瘤细胞( circulating tumor cells，CTCs) 是目前生

物液体活检中应用较多的疗效监控的肿瘤检测指

标，检测 CTCs 有其无创性、可重复性、时效性的特

点［3］。CTCs 检测技术常用的 Cell Search 系统，已被

美国 FDA 批准可应用于临床检测，计数 CTCs 作为

监测转移性乳腺癌无进展生存期和总生存期的预后

生物标志物［4］，但单一标志物容易造成部分 CTCs
会被漏检［5］，故联合其他标志物，是提高 CTCs 检测

的敏感度、特异度的重要方法。血液中的乳腺癌

CTCs 能表达 5 种多巴胺受体 ( dopamine receptor，
DＲ) ( DＲD1，DＲD2，DＲD3，DＲD4，DＲD5) ［6］等，但在

正常造血干细胞不表达; DＲ 有可能成为检测血中

CTCs 的生物标志物。已有学者正在研发 DＲ 调节

剂，以进行乳腺癌治疗试验 ［7］。
现在经常用差相富集 － 免疫荧光原位杂交技术

( subtraction enrichment and immunostaining fluores-
cence in situ hybridization，SE-iFISH) 检测 CTCs，同

时联合荧光定量 PCＲ 技术 ( fluorescent quantitative
PCＲ，Q-PCＲ) 检测 CTC 多巴胺受体表达水平，探索

其在乳腺癌监测、转移、复发预测中的应用价值。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 样本随机选取自 2018 年 4 月 ～
2019 年 5 月安徽省妇幼保健院就诊患者，均为安徽

汉族人，共计 40 例; SE-iFISH 测试组包括: ① 20 例

健康体检女性，年龄 41 ～ 55 ( 48. 7 ± 6. 16) 岁; ② 20
例为治疗前乳腺癌女性，均未接受相关治疗，年龄

48 ～ 69( 55. 6 ± 8. 21) 岁。另在 20 例治疗前乳腺癌

女性中选取 6 例乳腺癌患者为术后观察组。参与研

究者，均签署知情同意书。
对 SE-iFISH 测试组，采集外周血 7. 5 ml、ACD

抗凝，应用 SE-iFISH 检测 CTCs，评判检测的灵敏

度、特异度。再在术后 3、6 个月对观察组 6 例乳腺

癌患者进行外周血采集、SE-iFISH 检 测 CTCs、Q-
PCＲ 检测 CTC DＲD1。
1． 2 SE-iFISH 检测 SE-iFISH 检测 CTCs 的试剂

盒，由赛特生物医药科技有限公司提供，具体操作步

骤基本如下:
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采 集 7. 5 ml 外 周 静 脉 血 到 ACD 抗 凝 管 中。
2 000 r /min 离心 8 min，去除血浆; 在离心管中，加

入 3 ml 密度梯度分离液，离心并去除该分离液上叠

加的红细胞。再1 800 r /min 离心 8 min，将含白细

胞和 CTCs 的液层，吸到另一离心管中，加 200 μl 磁

珠，摇床摇动室温孵育 20 min 后，1 800 r /min 离心

8 min，去除白细胞和磁珠，CTCs 混合液移到 15 ml
离心管中。加入抗原修复液修复抗原后，再加入 an-
ti-D45 抗体与 anti-CK18 抗体、抗体稀释液的混合

液，室温避光孵育 20 min，2 500r /min 离心 5 min，弃

大部分上清液至余下 100 μl，沉淀细胞后，加入 100
μl 固定液混匀、涂片，32 ℃ 过夜烘干玻片。在玻片

进行原位 CEP8 探针杂交。最后滴加 5 μl DAPI 染

液封片并于荧光显微镜下观察。
结果判读: CTCs 的表型为: CK + /CD45 － /DA-

PI + /CEP8 + = 2; CK + /CD45 － /DAPI + /CEP8 + ＞ 2;

CK － /CD45 － /DAPI + /CEP8 + ＞ 2。
1． 3 CTCs DＲ Q-PCＲ 检测 采集 7. 5 ml 外周静

脉血到 ACD 抗凝管中。按照上述步骤去除血浆、红
细胞、白细胞后，将含有 CTCs 的细胞混合液，通过

细胞总 ＲNA 提 取 试 剂 盒 ( DP430 ) ，进 行 CTCs 的

ＲNA 抽 提，然 后 用 Quant one step qＲT-PCＲ Kit
( SYBＲ Green，FP303) 进行 Q-PCＲ 检测。引物序列

见表 1。最后进行数据分析。

表 1 相关引物序列

名称 引物序列( 5' － 3')
DＲD1 F CTCCGTTTCCAAATACATTCCA

Ｒ CACTGTTGATTCTTTGCCCT
DＲD2 F AGCATCGACAGGTACACAG

Ｒ CTCGTTCTGGTCTGCGT
DＲD3 F GTGGTATACCTGGAGGTGAC

Ｒ GCAGTGTACCTGTCTATGCT
DＲD4 F CCGCTCTTCGTCTACTC

Ｒ ACAGGTTGAAGATGGAGG
GAPDH F CCTGCACCACCAACTGCTTA

Ｒ GGCCATCCACAGTCTTCTGAG

1． 4 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 统计软件进行

分析，使用 Graph Pad Prism V7. 0 技术进行图像分

析，计算资料以 珋x ± s 的方式记录，用 Fisher 检验方

法，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 乳腺癌术后患者 CTCs 计数与临床病理特征

的关系 CTCs 的计数与乳腺癌的分子分型有关( P

= 0. 007 ) ，但与患者的年龄、肿瘤分期、组织分级、
淋巴结转移、病理类型、EＲ、PＲ、HEＲ-2、Ki-67 表达

情况无关( P ＞ 0. 05) 。见表 2。

表 2 20 例乳腺癌术后患者 CTC 计数与临床

病理特征的关系［n( %) ］

项目
CTC 阳性

病例

CTC 阴性

病例

Fisher 精

确检验值
P 值

年龄( 岁) 1． 000
≤50 1( 5． 56) 0( 0． 00)

＞ 50 17( 94． 44) 2( 100． 00)

肿瘤分期 2． 054 1． 000
T1 1( 5． 56) 1( 50． 00)

T2 9( 50． 00) 1( 50． 00)

T3 7( 38． 89) 0( 0． 00)

T4 1( 5． 56) 0( 0． 00)

组织分级 4． 051 0． 284
Ⅰ级 1( 5． 56) 1( 50． 00)

Ⅱ级 16( 88． 89) 1( 50． 00)

Ⅲ级 1( 5． 56) 0( 0． 00)

淋巴结转移 1． 000
有 4( 22． 22) 0( 0． 00)

无 14( 77． 78) 2( 100． 00)

病理类型 1． 000
浸润性导管癌 15( 83． 33) 2( 100． 00)

浸润性小叶癌 3( 16． 67) 0( 0． 00)

EＲ 状态 1． 000
阳性 13( 72． 22) 2( 100． 00)

阴性 5( 27． 78) 0( 0． 00)

PＲ 状态 0． 368
阳性 15( 83． 33) 1( 50． 00)

阴性 3( 16． 67) 1( 50． 00)

HEＲ-2 状态 0． 51
阳性 11( 61． 11) 2( 100． 00)

阴性 7( 38． 89) 0( 0． 00)

Ki-67 状态 0． 495
≥20% 10( 55． 56) 2( 100． 00)

＜ 20% 8( 44． 44) 0( 0． 00)

2． 2 SE-iFISH 在乳腺癌外周血 CTCs 检测中有较

高的灵敏度、特异度 结果显示，20 例健康人 CTCs
的检出率为 0。而随机选取的 20 例治疗前乳腺癌

患者中，18 例检出了 CTCs ( 90. 0% ) ，其平均值为

7. 85 CTCs /7. 5 ml 外周血( 图 1A、B、C) 。说明该检

测方法灵敏度、特异度较好，适合本研究应用。
2． 3 DＲD1 在乳腺癌 CTCs 上的表达量比 DＲD2、
DＲD3 和 DＲD4 更高 结果显示，20 例乳腺癌患者

CTCs 细 胞 的 DＲD 平 均 CT 值: DＲD1 为 21. 60、
DＲD2 为 40. 02、DＲD3 为 32. 62、DＲD4 为 41. 40，对

照 GAPDH 为 18. 68 ( 图 2 ) 。与 DＲD2、DＲD3 和

DＲD4 的反应 CT 值比，DＲD1 的反应 CT 值较高，可

能较适合本实验研究。
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图 1 SE-iFISH 检测 CTCs 结果 × 400( merge 即合并图)

A: 20 例治疗前乳腺癌患者 7. 5 ml 外周血的 CTCs 检出值; B 图:

CTCs 细胞相关标志物检测结果; C: 红细胞相关标志物检测结果; 橙

色: CEP8 染色; 红色: CD45 染色; 绿色: CK18 染色; 蓝色: DAPI 染色

图 2 乳腺癌 CTCs 细胞的 DＲD1、DＲD2、DＲD3

和 DＲD4 表达量的 Q-PCＲ 检测

2． 4 联合 CTCs、CTC DＲD1 表达量检测对乳腺癌

监控有较好的效果 为了研究 CTCs 和 CTCs DＲD1
表达量在乳腺癌病情进展中的变化，选择 6 例治疗

前乳腺癌患者( 患者 1、2、6 为 T3 期，患者 3、4、5 为

T2 期) 进入术后观察组，进行术后 3、6 个月时的外

周血采集、SE-iFISH 检测 CTCs 结果见图 3、Q-PCＲ
检测 CTCs DＲD1 见图 3; 同时结合临床 B 超、CT 检

查，观察患者乳腺癌疗效、进展情况。

图 3 患者 1、2、3、4、5、6 术前、术后 3、6 个月 CTCs 数值

和 CTC DＲD1 2 －△△Ct表达值检测统计图

总体看，结果分两类: 第一类是 T2 期的患者 3、
4、5 的 CTCs 和 CTCs DＲD1 2 －△△Ct 都呈下降趋势

( 图 4) ; 临床 CT、B 超等的后续监控结果也显示预

后良好。第二类是 T3 期的患者 1、2、6 的 CTCs 和

CTCs DＲD1 2 －△△Ct开始呈下降趋势，后来呈上升趋

势( 图 4) ，后续监控发现第二类患者病情预后不良，

并发 生 转 移。总 体 看，两 类 患 者 CTCs 和 CTCs
DＲD1 2 －△△Ct与 T 分期、乳腺癌进展有较好的一致

性，可以有效辅助临床监控。

3 讨论

Cell Search 平台检测的 CTCs 数量变化对转移

性乳腺癌患者有预后价值，可评估转移复发风险，动

态监测疗效，指导个体化用药 ，Yu et al［8］ 研究发
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图 4 患者 1、2、3、4、5、6 术前、术后 3、6 个月 CTCs 和

CTCs DＲD1 2 －△△Ct监控统计图

现，乳腺癌患者血常含有间质细胞表型的 CTCs，并

能通过上皮细胞 － 间质细胞转化迁入血循环，其中

含有少数有高度转移潜能的 CTCs，在肿瘤的发生、
浸润、进展中有重要作用。乳腺癌患者外周血中

CTCs 数量极少，约为单个核细胞数目的 1 /105 ［9］，

因此要有高度特异和灵敏的 CTCs 检测方法。本研

究通过 SE-iFISH CTCs 检测，20 例健康人 CTCs 的筛

查结果为 0，而 20 例治疗前的乳腺癌患者的 CTCs
有 90%的检出阳性率，说明该方法灵敏度和特异度

较好，对后续鉴定所使用标志物的选择更为灵活。
Giordano et al［10］分析发现，CTCs 能预测转移性

乳腺癌患者的生存率，外周血 CTCs 数量与患者的

转移、耐药、预后不良相关。乳腺癌患者在接受有效

治疗后，血中 CTCs 数量会减少。Jiang et al［11］ 对

294 例转移性乳腺癌患者研究证实，CTCs 在我国转

移性乳腺癌监控中有应用价值，115 例患者中，检出

CTCs≥5 /7. 5 ml，CTCs 数量增加与转移相关。CTCs
已被写入美国 AJCC 指南( 第八版) 和 2019 年中国

乳腺癌诊治指南，作为远处转移的标准之一。对血

CTCs 的筛查，有利于发现转移、监测疗效、评估预

后［12］。
Sachlos et al ［13］发现，DＲ 可能是乳腺癌肿瘤干

细胞( cancer stem cells，CSCs) 的生物标志物，DＲ 在

有 5 种( 正常乳腺干细胞不表达) ，参与乳腺癌细胞

的增殖、转移，DＲ 拮抗剂硫利达嗪、三氟拉嗪，能抑

制 CSCs 细胞膜的 D2 受体，抑制 CTCs 增殖; 提示其

外周血 CSCs 的 DＲ 是较理想的标志物，与乳腺癌治

疗、预后相关，约 30% 晚期乳腺癌表达 DＲD1，常有

更大肿 瘤、更 多 淋 巴 结 转 移、更 短 生 存［14］。CTCs
DＲD1 的表达量更高，本实验选取检测 DＲD1。

在进行乳腺癌病情监控时，因各种原因一些受

试者未进行多次检测，只有术前检测数据，仅 6 例乳

腺癌患者做了术后 3、6 个月的 DＲD1 血水平检测。
从检测总体结果看，T3 期的患者其 CTCs 和 CTC
DＲD1 术前检出值比 T2 期患者的高; 6 个月时复查

检出 CTCs 较多、CTCs DＲD1 水平升高，后续发生癌

症转移，且预后不良。T2 期患者 6 个月复查检出

CTCs 较少、CTCs DＲD1 水平降低，其后续预后良

好，目前没有复发迹象。但因入组人数较少，监控次

数较少，后续还需要继续入组更多的患者，并对其疾

病进展进行长期监控，从而获得更多的数据，并进行

更加精确的分析以明确 CTCs DＲD1 检测对乳腺癌

患者临床应用的价值，为乳腺癌 DＲ 靶向药的应用

提供更多的理论依据，研究中患者的随访工作还在

进行中。
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The application research of CTCs and its DＲD1
expression combined detection on curative effect

monitoring of breast cancer
Xu Bin1，Yang Qingfeng2，Zhao Xiaoyu3，et al

( 1AnHui Medical College，AnHui Proviner Medical Genetics Center，Hefei 230061; 2Anhui Women
and Child Health Care Hospital，Hefei 230001; 3Shanghai Baoteng

Medical Laboratory Co． ，Ltd，Shanghai 201204)

Abstract Objective To study the effect of the circulating tumor cells ( CTCs) and the CTCs dopamine receptor 1
( DＲD1) expression level in peripheral blood of breast cancer patients on breast cancer progression and curative
effect monitoring． Methods Peripheral blood was collected from 20 healthy people and 20 untreated breast cancer
patients，and CTCs and CTCs DＲD1 expression levels of them were detected through the differential phase concen-
tration-immune fluorescence in situ hybridization technique ( SE-iFISH) in combination with the fluorescent quanti-
tative PCＲ( Q-PCＲ) ． Then 6 cases of breast cancer were selected for operation，and their peripheral blood was col-
lected at 3 and 6 months after operation，to detect CTCs and CTCs DＲD1 expression levels and analyze their rela-
tionship with disease progression and curative effect． Ｒesults CTCs were not detected in peripheral blood of 20
healthy persons while detected in 18 of 20 ( 90. 0% ) untreated breast cancer patients，which presented high sensi-
tivity and specificity． CTCs and CTCs DＲD1 levels evidently decreased in 3 T2 stage patients 3 months and 6
months after surgery ( they did not appear recurrence and metastasis) ． On the contrary，CTCs and CTCs DＲD1 lev-
els evidently increased in 3 T3 stage patients 3 months and 6 months after surgery ( they appeared prominent recur-
rence and metastasis) ． Conclusion Breast cancer patients with high CTCs detection rate and CTCs DＲD1 expres-
sion often have poor prognosis． On the contrary，patients with low CTCs detection rate of CTCs and expression of
CTCs DＲD1 show better disease control and good prognosis． Hence，noninvasive CTCs and CTCs DＲD1 detection
may have high clinical application value in monitoring the efficacy of breast cancer．
Key words circulating tumor cells; dopamine receptor 1; breast cancer; efficacy evaluation
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