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骨与软组织肉瘤患者检测循环肿瘤细胞及ＨＯＸＢ７基因表达的临床意义

杨松巍，王　亮，李虎进，单东力，王　全，陈　飚　　４０００３０重庆，重庆大学附属肿瘤医院骨与软组织肿瘤科

　　［摘要］　目的　探讨骨与软组织肉瘤患者外周血中循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣ）的
数量、类型以及循环肿瘤细胞上同源盒基因 Ｂ７（ｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅｓＢ７，ＨＯＸＢ７）表达的临床意义。
方法　回顾性分析本院２０１７年５月至２０１９年７月经病理确诊的骨与软组织肉瘤患者４０例，患者确诊
后均采用ＣａｎＰａｔｒｏｌＴＭ富集技术检测循环肿瘤细胞，采用多重ｍＲＮＡ原位分析对循环肿瘤细胞进行分型
鉴定，并使用ＲＮＡ探针检测循环肿瘤细胞上ＨＯＸＢ７基因的表达情况。结合临床资料，分析ＣＴＣ计数、
类型及ＨＯＸＢ７基因表达与骨与软组织肿瘤的分期及转移之间的关系。结果　４０例患者中有３７例在
治疗前检测出ＣＴＣ细胞，检测出的ＣＴＣ分为上皮型、混合型和间质型。ＣＴＣ计数与骨与软组织肉瘤的
分期密切相关（Ｐ＝０．００２），ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期患者外周血ＣＴＣ计数明显多于ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期（Ｐ＝０．０４０）；
ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期患者间质型 ＣＴＣ的计数也显著高于 ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期（Ｐ＝０．００１）。ＨＯＸＢ７在 Ｅｎｎｅｃｋｉｎｇ
Ⅲ期患者ＣＴＣ中的阳性表达率为 ５６．９％，显著高于其他分期（Ｐ＝０．００３）。对骨肉瘤进行亚组分析，
ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期患者ＣＴＣ中ＨＯＸＢ７表达的阳性率显著高于ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期（Ｐ＝０．０２５）。结论　骨与软
组织肉瘤患者外周血循环肿瘤细胞细胞计数、分型及ＨＯＸＢ７基因的表达与肿瘤分期、转移密切相关。
　　［关键词］　骨与软组织肉瘤；循环肿瘤细胞；同源盒基因Ｂ７；上皮间质转化；转移
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　　骨与软组织肉瘤是一种起源于间叶组织的原发性
恶性肿瘤，占成人恶性肿瘤的 ５％，儿童肿瘤的
２０％［１］。尽管相对罕见，但其致死率高，根据美国国家
卫生统计中心的最新估计，仅在美国每年有 ５８００多
骨与软组织肉瘤患者死亡，占新发患者的４０％［１］。对
于无转移的骨与软组织肉瘤患者而言，７０％的患者可
获得较长的生存期，而一旦发生转移或复发，其５年生
存率仅有２０％左右［１］。有１０％～２０％的骨与软组织肉
瘤患者在确诊时已发生远处转移或微转移，且多为肺

内转移［２］。目前检测复发或转移的方法主要依赖于临

床检查、影像学检查和正电子发射断层扫描（ｐｏｓｉｔｒｏｎ
ｅｍｉｓｓｉｏｎｃｏｍｐｕｔｅｄｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＰＥＴＣＴ），以确定肿瘤
的生长区域或代谢活动的增加。检测复发和转移的

新方法可能改变骨与软组织肉瘤的诊断、筛查和治

疗方式。

　　循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，ＣＴＣ）是来源
于原发肿瘤或转移灶的肿瘤细胞，在特定条件下释放

入外周循环血中。它们具有肿瘤的生物学特性，是肿

瘤远处转移的种子。因此，ＣＴＣ被认为是肿瘤复发和
远处转移的重要原因之一［３］。研究表明，ＣＴＣ计数与
恶性肿瘤患者的分期、转移及预后密切相关［４－５］。通

过检测外周血ＣＴＣ，可为肿瘤转移、复发机制的研究、
治疗方案的选择、疗效的评判及预后的预测等提供可

靠依据。ＣＴＣ的检测较影像学方法更能早期提示肿瘤
细胞的复发和微转移，可用于监测肿瘤的发展状况，评

估患者的预后。对 ＣＴＣ的检测已经在许多肿瘤类型
中被研究，最常见的是在乳腺和结肠等上皮性肿瘤以

及黑色素瘤中［６］，但在间叶组织恶性肿瘤中 ＣＴＣ的研
究相对较少。

　　同源盒基因（ｈｏｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅｓ，ＨＯＸ）是控制细胞
增殖和分化的主要基因之一，其编码的转录因子通过

作用于黏附分子、生长因子及膜蛋白受体等在肿瘤的

进展、转移中发挥重要作用［７］，同时参与调控肿瘤的

自我更新、无限增殖等恶性生物学行为。目前在肺癌、

胃癌、结肠癌及乳腺癌等多种肿瘤中均可检测到 ＨＯＸ
基因的异常表达［８］。其中，位于第 １７号染色体的

ＨＯＸＢ７已被证实属于癌基因的范畴［９］。ＨＯＸＢ７参与
相关蛋白的ＤＮＡ修复，其过度表达可能促使某些细胞
的恶性转化［１０－１１］。因此，ＨＯＸＢ７在癌变过程中起着
关键作用，与肿瘤的侵袭转移和疾病进展相关，并有望

可作为治疗骨与软组织肉瘤的治疗靶点。

　　本研究检测骨与软组织肉瘤患者外周血循环肿瘤
细胞，分析循环肿瘤细胞的数量、类型以及 ＨＯＸＢ７基
因的表达和骨与软组织肉瘤患者转移及预后中的关

系，为骨与软组织肉瘤的诊治提供新的策略和依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　纳入本院２０１７年５月至２０１９年７月有完整临床
治疗及随访资料的新发骨与软组织肉瘤患者。纳入标

准：①病理确诊为骨肉瘤或软组织肉瘤，ＥＣＯＧ评分
０～２；②既往未接受过化疗、放疗、手术治疗及其他抗
肿瘤治疗；③治疗前有ＣＴＣ检测结果。排除标准：①合
并其他恶性肿瘤病史者；②不接受治疗及依从性差者；
③拒绝签署知情同意书者。
１．２　方法
１．２．１　收集资料　　收集患者基线资料和临床病理
参数信息，包括年龄、性别、Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期、肿瘤位置、
大小、肿瘤类型等相关资料。

１．２．２　外周血循环肿瘤细胞富集与鉴定　　病理确
诊后治疗开始前１周检测患者外周血 ＣＴＣ。所有样本
检测采用ＣａｎＰａｔｒｏｌＴＭ二代ＣＴＣ检测技术（广州益善科
技）［１２

－１４］。使用ＥＤＴＡ抗凝采血管采集５ｍＬ外周血，
上下颠倒混匀 １０次。加入红细胞裂解液裂解外周血
中的红细胞，离心后去除上清液，在沉淀物中加入含

４％甲醛的 ＰＢＳ重新悬浮细胞，转移至过滤管中加压
过滤，压力≥０．０８ＭＰａ，过滤后回收滤膜上的细胞进
行进一步鉴定分型。分型鉴定采用多重 ｍＲＮＡ原位
分析（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍＲＮＡｉｎｓｉｔｕａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＲＩＡ）方法，对分
离的ＣＴＣ进行核酸定位并分型［１２］。使用蛋白酶处理

细胞后用上皮标记探针、间质标记及白细胞标记探针

进行杂交，依次加入预扩增液、预扩增探针进行孵育。
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含有上皮型标志物 ＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＫ１９及 ＥｐＣＡＭ基因
的 ＲＮＡ探针标记上皮型 ＣＴＣ，含有间质型标志物
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｔｗｉｓｔ基因的 ＲＮＡ探针标记间质型 ＣＴＣ，
含有针对白细胞的 ＣＤ４５探针标记白细胞，同时还检
测了ＨＯＸＢ７基因。孵育后加入 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４红色
荧光二抗检测上皮型探针，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８绿色荧光
二抗检测间质型探针，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ７５０白色荧光二抗
检测白细胞，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７紫色荧光二抗检测 ＣＴＣ
中的ＨＯＸＢ７基因。
１．２．３　结果分析　　红色荧光信号表示上皮型ＣＴＣ，
绿色荧光信号表示间质型 ＣＴＣ，同时显示红色及绿色
信号的为混合型ＣＴＣ，白色信号为白细胞，紫色信号表
示ＣＴＣ内的 ＨＯＸＢ７基因表达阳性。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行分析。资料的正
态性检验使用 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验，不同患者 ＣＴＣ计数
不满足正态性检验，ＣＴＣ数量与年龄、性别、肿瘤位置、
大小等临床资料关系之间的比较使用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ
非参数检验，比较肿瘤类型、不同分期 ＣＴＣ数量之间
的分布差异，采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ非参数检验，各分
型ＣＴＣ中 ＨＯＸＢ７表达阳性的细胞数采用 χ２检验。
双侧检验，检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　临床病理特征
　　本研究共纳入 ４０例患者，其中男性 １９例，女性
２１例；年龄６～６８（３１．２８±１７．０５）岁；发生在肢体的肿
瘤 ３３例，非肢体的肿瘤 ７例；ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅠ期 ７例，
ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期２７例，ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期６例；肿瘤直径≤
５ｃｍ的 ７例，＞５ｃｍ的 ３３例；骨肉瘤患者 １９例
（４７．５％），尤文肉瘤或原始神经外胚层瘤４例（１０％），
软组织肉瘤１７例（４２．５％）。在４０例患者中检测了外
周血循环肿瘤细胞，其阳性率为３７／４０（９２．５％），分析

循环肿瘤细胞与年龄、性别、肿瘤位置、大小以及肿瘤

类型之间的关系，结果显示均无统计学意义（表１）。
２．２　ＣＴＣ分型
　　通过对滤过膜上的循环肿瘤细胞进行多重 ＲＮＡ
原位杂交标记，对循环肿瘤细胞进行分型。其中上皮

型标志物 ＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＫ１９及 ＥｐＣＡＭ基因表达阳性
的为上皮型，表现为红色荧光；间质型标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
和Ｔｗｉｓｔ基因表达阳性的为间质型，表现为绿色荧光；
上皮型和间质型均表达阳性的为混合型，表现为红绿

相间荧光；白细胞标志物ＣＤ４５表达阳性者为白细胞，
表现为白色荧光（图 １）；ＨＯＸＢ７基因表达阳性的
ＣＴＣ，表现为紫色荧光（图２）。

表１　４０例骨与软组织肉瘤患者临床特征与ＣＴＣ检测情况 （例）

临床参数 ｎ ＣＴＣ阳性例数 Ｐ
年龄／岁
　＜１８ １１ １０

０．９７６
　≥１８ ２９ ２７
性别

　女性 ２１ ２０
１．０００

　男性 １９ １７
肿瘤部位

　肢体 ３３ ３０
０．６２６

　非肢体 ７ ７
Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期
　Ⅰ ７ ６
　Ⅱ ２７ ２５ ０．００２
　Ⅲ ６ ６
肿瘤长径

　≤５ｃｍ ７ ７
０．９７２

　＞５ｃｍ ３３ ３０
肿瘤类型

　骨肉瘤 １９ １８
　尤文肉瘤或原始
　神经外胚层瘤

４ ３ ０．０６６

　软组织肉瘤 １７ １６
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!" !#

!" !#
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Ａ：白细胞；Ｂ：上皮型ＣＴＣ；Ｃ：混合型ＣＴＣ；Ｄ：间质型ＣＴＣ

图１　白细胞及３种ＣＴＣ免疫荧光图像

９４０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）



!" !#

!" !#

!" !#

$ % &

Ａ：ＨＯＸＢ７阳性上皮型ＣＴＣ；Ｂ：ＨＯＸＢ７阳性混合型ＣＴＣ；Ｃ：ＨＯＸＢ７阳性间质型ＣＴＣ

图２　ＨＯＸＢ７阳性的３种ＣＴＣ免疫荧光图像

２．３　ＣＴＣ分型与肿瘤类型的关系
　　４０例患者中，１９例骨肉瘤患者共检测出 ７９５个
ＣＴＣ，１７例软组织肉瘤患者共检测出４３０个 ＣＴＣ，４例
尤文肉瘤或原始神经外胚层瘤患者共检测出 ３１个
ＣＴＣ，其不同ＣＴＣ分型见表２。各瘤种 ＣＴＣ总数量分
布差异无统计学意义（Ｐ＝０．０６５），不同瘤种间上皮
型、混合型及间质型 ＣＴＣ分布差异均无统计学意义
（Ｐ＞０．０５，表２）。

表２　ＣＴＣ数量及分型与肿瘤类型的关系

肿瘤类型

ＣＴＣ分型 Ｐ
骨肉瘤

尤文肉瘤或原

始神经外胚层瘤
软组织肉瘤

上皮型 １６２ １１ ６３ ０．５２３
混合型 ５２５ １７ ３４０ ０．０７０
间质型 １０８ ３ ２７ ０．３６５
合计 ７９５ ３１ ４３０ ０．０６５

２．４　ＣＴＣ分型与肿瘤分期的关系
　　４０例患者中，３７例患者外周血 ＣＴＣ检测结果阳
性（９２．５％）。分析ＣＴＣ计数与肿瘤分期的关系，结果
显示，ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅠ期患者７例，其外周血ＣＴＣ为３６个，
其中上皮型 ８个，混合型 ２７个，间质型 １个；均低于
ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期和Ⅲ期患者（表３）。各分期 ＣＴＣ平均
数量分布不同，差异具有统计学意义（Ｈ＝１２．９１８，Ｐ＝
０．００２，表３）；ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期患者 ＣＴＣ平均计数明显
高于Ⅰ期（调整后的Ｐ＝０．００１）和Ⅱ期（调整后的 Ｐ＝
０．０２４）患者。各分期上皮型ＣＴＣ平均数量分布不同，
差异具有统计学意义（Ｈ＝１２．４５４，Ｐ＝０．００２，表 ３）；
ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ期患者上皮型ＣＴＣ平均数量明显高于Ⅰ
期（调整后的Ｐ＝０．００４）和Ⅱ期（调整后的Ｐ＝０．００４）
患者。各分期混合型ＣＴＣ数量分布不同，差异具有统
计学意义（Ｈ＝６．３６７，Ｐ＝０．０４１，表３），但校正显著性
水平的事后两两比较无统计学意义。各分期间质型

ＣＴＣ数量分布不同，差异具有统计学意义（Ｈ＝１８．２７７，
Ｐ＜０．００１，表３）；ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅢ患者间质型ＣＴＣ平均数
量明显高于Ⅰ期（调整后的Ｐ＜０．００１）和Ⅱ期（调整后
的Ｐ＝０．００１）患者。

表３　ＣＴＣ数量及分型与肿瘤分期的关系

ＣＴＣ分型
Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期

Ｐ
Ⅰ（ｎ＝７） Ⅱ（ｎ＝２７） Ⅲ（ｎ＝６）

上皮型 ８ １１２ １１６ ０．００２
混合型 ２７ ７０１ １５４ ０．０４１
间质型 １ ４５ ９２ ＜０．００１
合计 ３６ ８５８ ３６２ ０．００２

２．５　ＣＴＣ中ＨＯＸＢ７的表达水平与肿瘤分期的关系
　　通过ＲＮＡ原位杂交技术检测 ４０例患者外周血
ＣＴＣ中 ＨＯＸＢ７基因的表达，不同 Ｅｎｎｅｃｋｉｎｇ分期间
ＨＯＸＢ７阳性率差异有统计学意义（χ２＝１１．６７２，Ｐ＝０．００３，
表４）。同时检测 １９例骨肉瘤患者外周血 ＣＴＣ中
ＨＯＸＢ７的表达水平，骨肉瘤 ＥｎｎｅｃｋｉｎｇⅡ期患者
ＨＯＸＢ７阳性率显著低于Ⅲ期患者（χ２＝４．９９２，Ｐ＝
０．０２５，表５）。

表４　４０例骨与软组织肉瘤患者不同分期 ＣＴＣ中
ＨＯＸＢ７的表达 ［例（％）］

Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期 ｎ ＨＯＸＢ７阳性 ＨＯＸＢ７阴性 合计

Ⅰ ７ １５（４１．７） ２１（５８．３） ３６

Ⅱ ２７ ４００（４６．６） ４５８（５３．４） ８５８

Ⅲ ６ ２０６（５６．９） １５６（４３．１） ３６２

χ２＝１１．６７２，Ｐ＝０．００３

表５　１９例骨肉瘤患者不同分期ＣＴＣ中ＨＯＸＢ７的表达

Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期 ｎ ＨＯＸＢ７阳性 ＨＯＸＢ７阴性 合计

Ⅱ １３ ２１２（４９．０） ２２１（５１．０） ４３３

Ⅲ ６ ２０６（５６．９） １５６（４３．１） ３６２

χ２＝４．９９２，Ｐ＝０．０２５
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３　讨论

　　ＣＴＣ是原发肿瘤脱落到血管系统并在血流中循环
的细胞［１５］。这些细胞因其在早期诊断和监测抗癌药

物治疗反应中的潜在作用而受到关注。基于细胞表面

抗原或ＣＴＣ的物理性质，研究者们开发了不同的 ＣＴＣ
分离和表征技术［１６］。基于细胞表面抗原的方法，如上

皮标志物，是应用最广泛的 ＣＴＣ检测策略［１７］。因此，

现有的ＣＴＣ研究主要集中于上皮来源肿瘤如乳腺癌、
肺癌、胃癌等，而肉瘤等间质来源肿瘤由于缺乏特异性

标记物［１８］，限制了骨与软组织肉瘤 ＣＴＣ的相关研
究［６］。然而，这些上皮抗原为基础的方法很可能忽略

了 ＣＴＣ细 胞 亚 群 的 上 皮 间 质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）。ＥＭＴ是一个多步骤的
过程，在转移和癌症进展中起着重要的作用，具有

ＥＭＴ表型的 ＣＴＣｓ被认为参与了肿瘤的传播和转
移［１９－２０］。本研究采用 ＣａｎＰａｔｒｏｌＴＭ ＣＴＣ富集技术对骨
肉瘤患者中无法表达上皮抗原的 ＣＴＣ进行分离和鉴
定［１２］。

　　通过对４０例骨与软组织肿瘤患者外周血 ＣＴＣ的
检测，３７例患者外周血中检测出 ＣＴＣ细胞，阳性率为
９２．５％，如此高的阳性率反映了骨与软组织肉瘤是一
类非常容易发生远处转移的肿瘤。对不同分期肉瘤患

者进行ＣＴＣ检测，结果表明，治疗前的 ＣＴＣ细胞计数
与肿瘤的分期和转移显著相关，分期越晚，ＣＴＣ计数越
多。同时对不同分期 ＣＴＣ的类型进行分析，结果显
示，间质型 ＣＴＣ与肉瘤患者的分期显著相关，分期越
晚，间质型ＣＴＣ比例越大。这说明上皮间质转化与肉
瘤的进展、转移有关。目前对肉瘤患者复发、转移的检

测及疗效的评估主要依靠影像学检查，尽管传统的

ＴＮＭ分期及Ｅｎｎｅｋｉｎｇ分期在肉瘤的预后评估中起到
了重要作用，但也有其局限性。肉瘤患者的转移与其

组织学分级密切相关，尽管有些肿瘤体积较小，但可发

生转移，说明按照解剖学特征的分期系统不足以充分

反映肉瘤的预后。因此 ＣＴＣ计数可以作为影像学检
查的补充，辅助临床医师对肉瘤患者病情的评估及预

后的判定。对于ＣＴＣ计数较多，间质型ＣＴＣ比例较大
等预后不良因素的患者进行针对性的干预处理。

　　研究表明，ＨＯＸＢ７可通过上调碱性成纤维细胞生
长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ），激活
Ｒａｓ／Ｒｈｏ蛋白通路，从而促进乳腺细胞发生ＥＭＴ，促使
肿瘤的转移［２１］。最新研究发现骨肉瘤组织和细胞与

相邻的非肿瘤骨组织和成骨细胞相比 ＨＯＸＢ７的表达
被上调［２２］。ＨＯＸＢ７敲除显著抑制细胞存活、增殖、迁
移和上皮间充质转移。相反 ＨＯＸＢ７的下调显著抑制

了骨肉瘤细胞的体外增殖，同时抑制了体内异种移植

瘤的生长，下调 ＨＯＸＢ７也抑制了骨肉瘤细胞的迁移
和侵袭［２３］。因此为了检测 ＨＯＸＢ７在肉瘤中的作用，
本研究检测了不同分期ＣＴＣ中ＨＯＸＢ７基因的表达情
况。结果显示，肿瘤分期越晚，ＨＯＸＢ７表达的阳性率
越高，对骨肉瘤进行亚组分析，也可得出同样的结果。

说明ＨＯＸＢ７可以通过增加 ＣＴＣ的侵袭和转移，进而
增加肿瘤的转移，影响骨与软组织肉瘤患者的预后。

因此，ＨＯＸＢ７可以作为预测骨肉瘤预后的潜在靶点。
　　综上所述，本研究通过研究骨与软组织肉瘤患者
外周血ＣＴＣ计数、分型及 ＨＯＸＢ７基因表达与骨与软
组织肿瘤的分期及转移之间的关系，结果表明，ＣＴＣ计
数、间质型ＣＴＣ及 ＨＯＸＢ７基因高表达与骨与软组织
肉瘤的远处转移密切相关，可以作为常规影像学检查

的补充，在预测肿瘤转移、疗效及预后中发挥辅助作

用。未来需要多中心、大样本的临床试验进一步验证

目前的结论。
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