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循环肿瘤细胞（CTC）、肿瘤标记物（AFP、CEA）
诊断原发性肝癌价值的研究

（1.首都医科大学附属北京友谊医院 普外科，北京 100050；

2.内蒙古医科大学附属医院 普外科，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 探索循环肿瘤细胞、经典临床肿瘤标记物甲胎蛋白及癌胚抗原对原发性肝癌诊断的临床价

值。方法 选取2017年8月至2018年10月在我院就诊并明确诊断为原发性肝癌，且同期接受肝癌根治术的42例患

者为实验组，以同期在我院诊断为肝硬化、重症肝炎的42例患者为肝良性病对照组。实验组及对照组均行CTC、

AFP、CEA检测，分析比较两组间的阳性率；比较各单测组对肝癌诊断的敏感性、特异性、准确性、准确诊断指数；对

各单检测项及联合检测组进行诊断准确性工作特征曲线（ROC）绘制。结果 实验组中CTC、AFP、CEA检测阳性

率明显高于对照组；各单独检测项目组其敏感性、特异性、准确性、准确诊断指数比较结果：CTC＞AFP＞CEA；诊

断价值依次为：CTC＞AFP＞CEA；联合测试组CTC+AFP+CEA、CTC+AFP、CTC+CEA、AFP+CEA诊断价值依次

为：CTC+AFP+CEA=CTC+AFP＞CTC+CEA＞AFP+CEA。结论 CTC和AFP、CEA用于临床患者的原发性肝癌

诊断方面具有明显价值；CTC的诊断敏感性、特异性、准确性、准确诊断指数均优于AFP、CEA；在联合测试组中，

最终实验结果表明，CTC联合AFP检测拥有对原发性肝癌诊断的最高效能。
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目前恶性肿瘤性疾病严重威胁人类生命，而原

发性肝癌是世界上常见的恶性肿瘤之一，其发病率

高、进展迅速、预后差，致死率在癌症性疾病中排第

二位[1]。中国是肝病大国，其中肝癌呈高发态势，世

界范围内大约一半的新发肝癌和死亡病例发生在我

国[2]。肿瘤标记物血清甲胎蛋白（alpha fetoprotein，

AFP），癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）是

目前临床上原发性肝癌诊疗中最常用的肿瘤标记

物，具有确切的临床价值。但单独检测某项血液中

肿瘤标记物对病情诊断仍然具有局限性。循环肿瘤

细胞（circulating tumor cell ，CTC）是一种新型的“液

体活检”方式，其采集仅需通过外周血液而无需通过

有创手段获得实体肿瘤细胞，因此CTC检测与传统

的病理检查相比具有高效、无创、可重复等诸多优

点[3]，但CTC作为一种特殊状态的肿瘤细胞，检测过

程仍面临众多挑战，许多肝良性病患者中，也可出现

CTC升高的情况[4]，具有一定局限性。因此，本研究

通过对CTC、AFP、CEA单项检测及各单项联合后检

测进行分析，旨在探索不同肿瘤标记物（单独或联

合）对原发性肝癌的诊断价值，为原发性肝癌患者提

供高效的实验室诊断依据。现报道如下。

1 资料和方法

1.1 临床资料

选取2017年8月至2018年10月在我院行肝癌

根治术的患者为研究对象，所有患者术后均留取切

除肝脏组织进行病理诊断，以肝癌根治术后经过病

理确诊原发性肝癌患者共42例（男女、年龄均不限）

为肝癌测试组，以同期在我院因肝硬化、重症肝炎

患者（男女、年龄均不限）共42例为肝病良性对照

组。肝癌根治术前所有患者行CTC、AFP、CEA检

测。本研究通过医院伦理委员会审查，所有患者均

签署知情同意书。

1.2 实验方法

1.2.1 AFP、CEA测定 AFP、CEA测定由我院检验

科完成。所有研究对象术前抽取静脉血至一次性

采血管内，充分离心抽取血清，不应有溶血及细胞
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颗粒，血清标本4 ℃存放，当天检测，若不能及时检

测应在-20 ℃下冻藏。血清AFP、CEA检测使用化

学发光酶免疫测定法在 UniCel DxI 800（Beckman

Coulter，Atlanta，GA，USA）平台上测定完成。AFP、

CEA按照医院实验室正常参考值以AFP ≥7 ng/mL、

CEA ≥ 5 ng/mL为阳性阈值。

1.2.2 CTC富集和细胞的鉴定 所有研究对象手术

前抽取外周血7.5 mL血液吸入EDTA收集管中，缓

慢充分混匀，防止溶血，24~48 h送检。CTC富集采

用阴性富集法，将血液转移到 50 mL离心管中，以

600 g离心 5 min，吸出上清液。加入45 mL红细胞裂

解缓冲液，然后离心（600 g，5 min）以去除红细胞。该

过程重复两次。将产物细胞沉淀重悬并用 PBS 缓冲

液洗涤。我们使用 20 μL CD45 微珠和 MACS分离器

（Miltenyi Biotec，Bergisch Gladbach，Germany）用于去

除混杂白细胞并将分选后的 CTC 浓缩到新管中以

捕获CTC。所富集的含有CTC载玻片经固定、透化

等处理，最后用抗细胞角蛋白荧光素异硫氰酸酯

（抗CK-FITC；Miltenyi Biotec）和抗CD45-藻红蛋白

（抗CD45-PE；Miltenyi Biotec）进行双重免疫荧光染

色[5]。用DAPI（4'，6-二脒基-2-苯基吲哚；Sigma，

MO，USA）染色细胞核。使用激光扫描共聚焦显微

镜（Lecia，Wetzlar，Germany）计数细胞。白细胞的鉴定

标准为：细胞为圆形或卵圆形，DAPI + / CD45 + / CK-，

大小≤6 μm。 CTC鉴定标准为：细胞为圆形或卵圆

形，DAPI + / CD45- / CK +，大小≥6 μm[6]。由2名经

验丰富的检验专家进行计数，以CTC＞2（个/7.5 mL

（正））为阳性阈值，荧光染色图片见图1。

1.2.3 统计学方法 本研究采用 SPSS 22.0软件对

数据进行分析。计数资料以百分率表示；计数资

料比较采用χ2检验。检验水准为α＝0.05，P < 0.05

差异有统计学意义。以敏感性作为纵坐标、以

（1-特异性）为横坐标构建非参数受试者工作特征

（receiver operating characteristicS，ROC）曲 线 ，以

Logistic回归确立联合组预测因子，绘制联合组ROC

曲线，以曲线下面积（area under the curve，AUC）判

断诊断准确性。

2 结果

2.1 原发性肝癌与良性肝病CTC、AFP、CEA阳性

率比较

原发性肝癌CTC、AFP、CEA阳性率明显高于良

性肝病对照组χ2分别为：（26.403、14.775、10.163），P
值分别为：（0.000、0.000、0.001），组间差异有统计学

意义（P＜0.05，见表1）。

2.2 CTC、AFP、CEA测试组诊断肝癌效率

CTC、AFP、CEA 对肝癌诊断敏感性依次为：

（66.7%、57.1%、52.4%），敏感性依次为：CTC＞

AFP＞CEA；特异性分别为：（88.1%、83.3%、80.9%），

特异性依次为：CTC＞AFP＞CEA；准确度分别为：

（77.4%、70.2%、66.7%），准确度依次为：CTC＞

AFP＞CEA；约登指数分别为：（0.55、0.40、0.33），准

确诊断指数依次为：CTC＞AFP＞CEA（表2）。

2.3 各检测组及各联合组对肝癌诊断准确性工作

特征曲线（ROC）分析

单个测试组：

CTC曲线下面积为：0.876，标准误为0.040，其

95%可信区间为（0.798，0.953）；AFP曲线下面积为

0.777，标准误为 0.052，其 95%可信区间为（0.675，

0.878）；CEA曲线下面积为0.602，标准误为0.066，

其95%可信区间为（0.473，0.730）。

联合测试组：

CTC+AFP曲线下面积为0.898，标准误为0.037，

其95%可信区间为（0.825，0.971）；CEA+AFP曲线下

面积为0.786，标准误为0.053，其 95%可信区间为

（0.682，0.980）；CTC+CEA曲线下面积为0.876，标准

误为0.040，其95%可信区间为（0.798，0.953）；CTC+

AFP+CEA曲线下面积为0.898，标准误为0.037，其

95%可信区间为（0.825，0.971）。因此单个测试组：

图1 CTC及WBC免疫荧光染色图片

表1 原发性肝癌与良性肝病CTC、AFP、CEA阳性率比较[n（%）]

测试组

CTC

AFP

CEA

原发性肝癌
（n = 42）

66.7（28/42）

57.1（24/42）

52.4（22/42）

良性肝病
（n = 42）

11.9（5/42）

16.7（7/42）

19.0（8/42）

χ2

26.403

14.775

10.163

P

0.000

0.000

0.001

表2 CTC、AFP、CEA单项测试组诊断肝癌效率[n（%）]

指标

CTC

AFP

CEA

敏感度

66.7（28/42）

57.1（24/42）

52.4（22/42）

特异度

88.1（37/42）

83.3（35/42）

80.9（34/42）

准确度

77.4（65/84）

70.2（59/84）

66.7（56/84）

约登指数

0.55

0.40

0.33
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诊断价值依次为：CTC＞AFP＞CEA；联合测试组：

CTC + AFP + CEA=CTC + AFP＞CTC + CEA＞AFP +

CEA，见图2。

3 讨论

近代科学技术不断进步的同时医疗水平也飞

速发展，然而各种类型的恶性肿瘤性疾病依然是威

胁人类健康并导致死亡的主要原因之一。其中，在

导致癌症患者死亡的病因中，肝细胞肝癌占据了第

二位。在过去的二十年里，全世界死于原发性肝癌

的患者逐年增加，并且大部分的肝癌病例都出现在

亚太地区，因此，该病成为亚太地区乃至世界性的

健康问题[7]。然而，原发性肝癌早期症状不明显，出

现明显临床症状时病情已发展为中晚期，且多数出

现浸润或全身转移，给肿瘤治疗带来极大困难[8]。

有研究表明，肝癌能否早期发现并接受治疗与患者

预后关系密切，例如在肝癌晚期的情况下5年内病

死率接近100%，而肝癌早期患者接受根治性治疗

后，5年生存率可提高30%[9]，因此原发性肝癌的早

期发现，早期诊断，早期治疗尤为重要。

目前临床常用的肿瘤诊断方法主要包括外周

血生化检查、组织病理学检查和B超、CT、MRI等影

像学检查。其中在外周血生化检查中，AFP、CEA被

证明与原发性肝癌密切相关，在辅助诊断和疗效判

断具有确切的临床价值。目前临床上，AFP主要作

为原发性肝癌的血清标志物，用于原发性肝癌的诊

断及疗效监测，但在部分原发性肝癌患者中，AFP

检测持续表现为阴性[10]，另外，在许多肝良性病患者

中，也可出现AFP升高的情况，因此单靠AFP诊断

原发性肝癌存在漏诊或者误诊可能[11]。癌胚抗原简

称CEA，是一种广谱性肿瘤标志物，酸性糖蛋白，存

在于癌细胞的表面，可通过癌细胞的细胞膜分泌到

细胞外并少量分布于正常人的血清中，在恶性肿瘤

的诊断及其对患者病情的判断方面具有不可替代

的临床价值，也可以作为早期癌症筛查的重要手

段。CEA最初发现于结肠癌和胎儿肠道组织中，升

高常见于大肠癌、胰腺癌、胃癌、小细胞肺癌、乳腺

癌、甲状腺髓样癌等。Rizeq等[13]研究表明，CEA与

多种肿瘤有相关性，但吸烟、妊娠期和心血管疾病、

糖尿病、非特异性结肠炎等疾病，15％～53％的病

人血清CEA也会升高 [12]。因此，CEA单项检测血清

肿瘤标记物对诊断原发性肝癌也具有局限性。

早在1896年，Ashworth曾报道1例因癌症死亡

的患者外周血中发现了类似肿瘤的细胞，并首次提

出循环肿瘤细胞的概念[14]。区别于病理诊断通过有

创手段获得实体肿瘤标本再进行组织病理学检测，

CTC可直接从患者外周血中获得，因此CTC检测也

被称为“液体活检”[15]。随着人们研究探索，尤其是伴

随细胞生物学及免疫组化及肿瘤学发展，CTC被越

来越多的学者所重视。目前认为CTC可被看作肿瘤

的种子，进入外周血后转移到身体其他器官组织，在

一定条件下继续生长，最终形成肿瘤复发或转移[16]。

多个研究也发现血液中CTC数量高的患者预后差，

复发风险高，生存率低[17]。因此原发性肝癌患者的

CTC检测是明确诊断、监测肿瘤复发转移及评估预

后的重要手段，也可用于肿瘤药物的耐药评估及个

性化用药方案制定[18]，因此具有良好的应用前景。

本研究对原发性肝癌组和良性肝病组进行

CTC、AFP、CEA检测，证实CTC与目前对原发性肝

癌有确切诊断价值的常规肿瘤标记物AFP、CEA具

有同样的诊断价值。另外，研究显示 CTC、AFP、

CEA各独立检测项目对原发性肝癌诊断敏感性依

次为：CTC＞AFP＞CEA；特异性依次为：CTC＞

AFP＞CEA；准确性依次为：CTC＞AFP＞CEA；准确

诊断指数依次为：CTC＞AFP＞CEA。这表明CTC

对肝癌的诊断效率明显高于AFP、CEA，为CTC日后

作为常规指标早期诊断肝癌提供科学依据。CTC、

AFP、CEA各独立检测项目对肝癌诊断准确性工作

特征曲线（ROC）分析，CTC 测试组曲线下面积为

0.876，AFP曲线下面积为0.777，CEA曲线下面积为

0.602，结果表明肝癌诊断价值依次为CTC＞AFP＞

CEA，进一步证明CTC对肝癌的诊断价值。之后，

我们将CTC、AFP、CEA各独立检测项目进行相互组

合形成联合测试组，进一步行诊断准确性工作特征

曲线（ROC）分析，结果提示联合组对肝癌诊断价值

依次为：CTC+AFP+CEA=CTC+AFP＞CTC+CEA＞

图2 CTC,AFP,CEA及联合诊断肝癌受试者工作特征曲线

（下转第309页）
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AFP+CEA，表明CTC联合AFP、CEA各检测项目组

成联合测试组后均能提高诊断价值，其中联合组

CTC+AFP+CEA和CTC+AFP诊断效能相等且最高，

考虑实验成本原因，CTC+AFP联合诊断组为最佳组
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组，弥补了单项测试组不足，提高了诊断效能。

综上所述，CTC和AFP、CEA相比，CTC对肝癌

早期诊断有明显突出的价值，通过CTC、AFP、CEA

各单项测试组相互组合，CTC+AFP联合组对肝癌早

期诊断弥补了单项测试组不足且具有诊断高效能，

同时为以后CTC作为新的肝癌肿瘤标记物提供实

验依据。
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