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乳腺癌的复发与转移主要是由于已存在的但

未被常规临床诊断手段检测到的微转移。检测微

转移的部位主要有腋窝淋巴结、骨髓、外周血等。

由于外周血标本易获得 , 创伤性小 , 可反复采集 ,

改良 IME-FICC 方法对乳腺癌外周血微转移的检测
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摘 要 :【目的】探讨一种改良 IME-FICC(免疫磁珠富集-免疫荧光细胞化学 )法检测乳腺癌外周血微转移

癌细胞及其意义。【方法】通过与磁珠共价结合的表皮细胞黏附分子 ( EpCAM)抗体富集外周血中表达 EpCAM

的癌细胞 , 结合免疫荧光化学法检测细胞角蛋白( CK) 8/18 阳性的癌细胞(呈绿荧光)。放置MCF-7 乳腺癌细胞于

正常人外周血标本中以检验本方法癌细胞回收率及敏感度 , 检测 20 例正常女性志愿者及 12 例Ⅳ期乳腺癌患

者治疗前的外周血标本 , 探索其特异性及临床应用可行性。【结果】免疫磁珠富集后癌细胞回收率达 86%～

93%, 可在 107外周血单个核细胞中检测到 1 个癌细胞 , 特异性为 100%。Ⅳ期乳腺癌患者外周血中 CK8/18 阳

性细胞检出率 75%。【结论】改良 IME-FICC法是一种简便、省时、敏感性及特异性高的检测方法 , 有较大的临床

应用前景。
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Abstract :【Objective】 To establish the method of modified immunomagnetic enrichment combined with

fluorescent immunocytochemistry to detect micrometastases in peripheral blood of breast cancer and study its

significance.【Methods】The magnetic beads covalently binding epithelial cell adhesion molecule (EpiCAM) antibody

(Ab) can enrich the tumor cells in peripheral blood expressing EpiCAM , combined with the method of fluorescent

immunocytochemistry to detect the tumor cells expressing cytokeratin 8/18 (stained with green fluorescence) . The

tumor cell recovery rate and the sensitivity of the detection method were evaluated by sparking the MCF-7 breast

carcinoma cell into the blood samples of volunteers. The specificity and the possibility of clinical usage of the

detection method were also determined by comparing the twenty peripheral blood samples of the normal volunteers

and the twelve blood samples of the patients with advanced breast cancer.【Results】The tumor cell recovery rate of

immunomagnetic cell enrichment ranged from 86% to 93%. One tumor cell in 107 peripheral blood mononuclear

cells can be detected, with a specificity of 100%. Circulating tumor cells can be detected in 75% of the patients

with stage IV breast cancer.【Conclusion】The study shows the technique is a time-saving, easily- performed, highly

sensitive and specific method. The technique shows potentially great clinical value and further clinical trial is

warranted.
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是临床上最为理想的检测微转移的部位。本研究

探索建立一种新的改良的免疫磁珠富集联合免疫

荧光细胞化学技术 ( Immunomagnetic enrichment

combined with fluorescent immunocytochemistry,

IME-FICC) ,以检测乳腺癌患者外周血中的循环癌

细胞。此技术主要是通过与磁珠共价结合的表皮

细胞黏附分子 ( epithelial cell adhesion molecule ,

EpCAM) 抗体富集外周血中表达 EpCAM 的癌细

胞 , 结合免疫荧光化学法检测细胞角蛋白

( cytokeratin, CK) 8/18 阳性的癌细胞(呈绿荧光)。本

实验同时放置 MCF-7 乳腺癌细胞于正常人外周血

标本中。

1 材料和方法

1.1 分离单个核细胞

选取 20 例正常女性志愿者及 12 例按 AJCC
分期为Ⅳ期的乳腺癌患者治疗前的外周血标本。

用负压针筒抽血 , 留取第 2 管血 , 以防止由于静脉

穿刺把皮肤表皮细胞带进血管中而造成假阳性结

果。共采集 15 mL 静脉血 , 肝素抗凝。使用

Histopaque-1077(购自美国 sigma 公司) , 利用密度

梯度原理 ,分离单个核细胞。

1.2 操作方法

取 50 "L的磁珠颗粒 , 与上述含有外周血单
个 核 细 胞 ( peripheral blood mononuclear cell,

PBMC)的细胞悬液共 950 "L混合 , 在低速旋转器
上孵育 2 h, 转速 2～5 r/min, 将细胞磁珠颗粒混合

物加到 EpiSep 玻片的加样孔中。随后用 950 mL/L
乙醇固定 10 min, 加生物素标记的抗 CK8/18 抗体

孵育 15 min,洗涤。加链亲和素-碱性磷酸酶溶液 ,
孵育 15 min,洗涤。加荧光悬液孵育 4 min, 洗涤。
最后 , 用 DAPI 孵育 4 min, 荧光标记胞核的双链

DNA, 洗涤。每次分析都用 MCF-7 细胞作阳性对

照 ,正常人分离出的 PBMC作阴性对照。最后在荧

光显微镜下分析 ,计数阳性细胞数。

1.3 检测免疫磁珠富集后的癌细胞回收率

取对数生长期的 MCF-7 乳腺癌细胞 (购自美

国细胞培养库) , 胰酶消化并吹打成单个细胞 , 离

心沉淀 ,用 PBS重悬细胞沉淀( 2.7×106 /mL)。再按

1∶10 稀释度依次稀释 3 次 ,终浓度为 2.7/"L。
取 20 "L, 其中 10 "L直接加到普通的玻片

上 ,计数细胞数 , 重复 3 次 , 取平均值 ;另 10 "L加
入正常供者的 500 "L全血中(正常血细胞不表达
CK8/18) ,按上述步骤“1.1”及“1.2”进行实验 , 计数

被荧光染色的 CK8/18 阳性细胞 , 重复 5 次 , 取平

均值。将使用 EpiSep 玻片得出的实验结果除以在

普通玻片上计数的结果 , 计算出本实验免疫磁珠

富集后的癌细胞回收率。类似的实验在不同的日

期重复 1 次。

1.4 检测 IME-FICC 法的敏感性

将 MCF-7 细胞依次加入正常供者分离出来的

PBMC 中 , MCF-7 细胞与 PBMC 的比例分别为 1∶

105,1∶106, 1∶2×106,1∶5×106, 1∶107。然后分别与免疫

磁珠颗粒孵育 , 在 EpiSep 玻片里进行免疫磁珠富

集表达 EpCAM的细胞 , 荧光标志 CK及细胞核 ,
在荧光显微镜下计数阳性细胞数。

1.5 统计学处理

用 SPSS10.0 软件包对数据进行统计分析 ; 样

本均数与总体均数的比较采用 t 检验 , 计数资料

率的比较采用列联表 χ2检验。

2 结 果

2.1 免疫磁珠富集后的癌细胞回收率

在两次不同日期进行癌细胞回收试验 (具体

实验步骤详见材料和方法 1.2) , 第一次实验普通

玻片的癌细胞数是 13.3±5.9, EpiSep的癌细胞数是

11.4±4.3, 以 EpiSep 玻片计数的结果作为分子 , 普

通玻片计数作为分母 , 将两者进行比较 , 免疫磁珠

富集后的癌细胞回收率为 86%, 第二次实验普通

玻片的癌细胞数是 36±8.2,EpiSep的癌细胞数是

33.6±8.8, 癌细胞回收率为 93%。本实验证明 , 运

用改良免疫磁珠富集和免疫荧光细胞化学方法能

回收绝大多数癌细胞。

2.2 IME-FICC 法检测外周血 CK8/18 阳性细胞

的敏感性

在荧光显微镜下 , 被荧光染色的表皮性 MCF-

7 细胞能较容易地在暗色背景下被区分开来(见图

1)。该方法的敏感性较高 , 可检测到 107 个 PBMC
中的 1 个 MCF-7细胞(表 1)。每个稀释度分析 6 张

玻片 ,然后取其平均值。比较实际检测到的癌细胞

数 (最后一列 )及理论的癌细胞数 (第一列 ) , 结果

显示两者无显著性差异( t 检验)。

2.3 检测乳腺癌患者外周血中癌细胞的特异性及

临床应用可行性

12 例Ⅳ期乳腺癌患者的外周血中有 9 例检测

到CK8/18+细胞(见图 2),阳性率为 75%; 20 例正常

女性志愿者外周血中无 1 例检测到CK8/18+细胞,
两组用 χ2检验 , 具有统计学意义( P< 0.05)。本实

验 , 检测外周血CK+癌细胞的特异性为 100%( 20/

20)。
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图 2 乳腺癌患者外周血中检测到的循环癌细胞

Fig 2 Circulating tumor cell detected in the per ipheral

blood of patients with breast cancer

A: Cytokeratin 8/18 positive cell detected in long Pass UV fil-

ter; B: Only positive cell nuclei expressing blue fluorescent light

stained by DAPI visible in Narrow band pass UV filter

A B

表 1 检测外周血循环癌细胞的敏感性

Table 1 Sensitivity of detection of circulating tumor cells in

peripheral blood

3 讨 论

3.1 IME-FICC 法原理

通过磁珠颗粒上共价结合的 EpCAM抗体富

集外周血中表达 EpCAM的癌细胞 , 再用免疫荧光

细胞化学法检测CK8/18阳性的癌细胞。免疫荧光

法简述如下: 生物素标记的抗CK8/18 抗体可特异

地与富集的癌细胞反应 , 再通过与链亲和素-碱性

磷酸酶复合物反应 , 最后加入碱性磷酸酶的底物

ELF-97荧光悬液 , ELF-97被特定波长的光照射后 ,
可被激发出强绿荧光 , 再用DAPI蓝荧光标记细胞

核的双链 DNA,排除由于细胞碎片引起的假阳性。
本技术的改良之处在于 : ①特制的EpiSep 玻

片中央有一个椭圆形的加样孔 , 两边装备着两个

黑盒子使荧光物质免受光降解 , 玻片被固定在磁

铁板上 , 则结合有表达 EpCAM癌细胞的磁珠颗粒

被滞留 , 未与磁珠结合的细胞则流向加样孔的两

侧 , 被两侧的棉花吸收 , 从而达到纯化富集的作

用。②荧光双标CK8/18 及细胞核。
为了区分DAPI发出的蓝荧光 (最大激发波长

为 358 nm, 发射波长为 461 nm)及 ELF97 酶解反

应物发出的绿荧光 (最大激发波长为 345 nm, 发

射波长为 530 nm) , 本研究使用显微镜同时装备

了两个滤板 , 窄波段滤板用于检测蓝荧光 ;宽波段

滤板用于检测绿荧光。移动滤板到不同位置 ,就可

观察到被荧光染色的核发出的蓝荧光及 CK8/18发

出的绿荧光 ,并能观察到阳性细胞的形态学特征。

3.2 免疫磁珠富集后的癌细胞回收率

本研究使用的 EpiSep玻片使免疫磁珠富集及

荧光双标技术能同时在一张玻片里进行 , 使癌细

胞丢失降低到最低程度,该方法癌细胞回收率高达

93%, 而常规的cytospin玻片有约 2/3 的癌细胞的

丢失。Kraeft等 [ 2]直接裂解红细胞,将单个核细胞沉

积到具黏附力的玻片上 , 免疫荧光标记癌细胞 , 然

后使用专门检测稀有细胞的影像装置检测、分析

循环血中的乳腺癌细胞 , 癌细胞回收率最高可达

89%, 但步骤繁多复杂 ,且需要特殊的影像装置,使

其广泛运用受到限制。而本研究所应用的 EpiSep
玻片 ,由于其独特的设计 ,使实验的癌细胞回收率

和应用简便程度大大提高。因此 , EpiSep 玻片有

较大的临床应用价值。

3. 3 改良免疫磁珠富集和荧光免疫细胞化学方法

的敏感性

传统的免疫细胞化学方法处理超过 107 的大

量单个核细胞 , 操作复杂 , 耗费时间 , 且敏感度降

低 , 采 用 免 疫 磁 珠 分 选 ( immunomagnetic

separation, IMS)方法富集癌细胞 , 能明显提高免疫

细胞化学检测的敏感性与特异性 , 而且操作简单

快捷。本检测方法敏感性较其他免疫磁珠富集结

合免疫细胞化学方法高 , 能在 107个PBMCs 中检

测到 1 个 CK阳性的细胞 ,这是因为本研究方法具

Cells added per

107PBMCs

100 ( 1∶105)

10 ( 1∶106)

5 ( 1∶2×106)

2 ( 1∶5×106)

1 ( 1∶107)

Total number of

cells detected

155

23

8

7

8

Total cell

count

1.6×107

2.1×107

1.5×107

3.3×107

6.0×107

Cells detected

per 107PBMC

98±1.8

11±1.3

5±1.0

2±0.4

1±0.3

2.486 0.055

1.232 0.273

1.171 0.295

1.217 0.278

2.204 0.079

P

图 1 CK8/18 阳性的 MCF-7 乳腺癌细胞

Fig 1 Cytokeratin 8/18 positive MCF-7 breast cancer

cell

A: The cell appears bright green fluorescent light in long Pass

UV filter; B: Only DAPI visible in Narrow band pass UV filter

A B

t
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[1]

有如下优点 : ①免疫磁珠富集及荧光双标技术能

同时在一张玻片里进行 , 简化了实验操作过程 , 提

高了癌细胞回收率及检测的敏感性。②使用的

EpiSep玻片 , 其独特的黑匣子结构 , 避免了荧光染

料的光降解作用 , 而且玻片两侧的吸收垫片可将

废液吸收 ,使背景清晰。③使用绿荧光标记癌细胞

的 CK8/18, 蓝荧光标记胞核DNA, 这两种强荧光

信号同时存在 , 使癌细胞很容易从周围的荧光信

号较低的 PBMC中被辨认出来 ,从而提高了检测的

敏感性和特异性。

3.4 检测 IME-FICC 法的特异性

最广泛使用于检测癌症患者骨髓或外周血中

癌细胞的特异性标志物是细胞角蛋白又名

cytokeratin, 简称CK, CK 是表皮细胞或表皮细胞

来源的癌细胞胞浆内的细胞骨骼蛋白的主要组成

成分 [3- 5], 已有大量临床研究证实 , CK是检测乳腺

癌、前列腺癌、胃癌及结直肠癌的一个特异性较高

的标志物 , 本研究检测了 20 例正常女性志愿者的

外周血 , 无 1 例检测到表达CK8/18的癌细胞 , 其特

异性高达 100%。
该方法具有广泛应用前景 , 值得在大规模的

临床研究中进一步确定其临床价值。

(本研究得到了美国南加州大学分子病理实验研究室

Dr Jianping Zheng及美国 OncoQuest 公司 Dr Christopher C.

Feistel 的技术支持 , 谨此致谢)
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