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Abstract
AIM: To introduce a novel magnetic cell sepa-
ration system which allows for immunomor-
phological identification and enumeration of 
circulating tumor cells (CTCs) in patients with 
hepatocellular carcinoma (HCC). 

METHODS: The asialoglycoprotein receptor 
(ASGPR) is a transmembrane protein expressed 
exclusively on the surface of hepatocytes. We have 
recently developed a sensitive and specific system 
mediated by the interaction of the ASGPR with 
its ligand to magnetically separate CTCs in HCC 
patients. In the system, HCC cells were bound by 
biotinylated asialofetuin, an ASGPR ligand, and 
subsequently labeled by anti-biotin antibody-coated 
magnetic beads, followed by magnetic separation. 
The separated HCC cells were then identified by 
immunofluorescence staining using the hepatocyte-
specific antibody Hep Par 1. In this study, we used 
EDTA instead of heparin for anticoagulation be-
cause heparin could cause the presence of gels in 
cell suspension, which affected the passage of cells 
through the separation column and reduced the 
separation efficiency. The recovery, specificity and 
sensitivity of the HCC CTC separation and detec-
tion system were determined by performing Hep3B 
cell spiking experiments. 

RESULTS: Calcium chelating agent EDTA was 
used for anticoagulation instead of heparin in 
some steps of the original method and gel phe-
nomenon no longer appeared in the cell suspen-
sion. The cell spiking experiments showed that 
when there were 10, 30, 90, 270 and 810 Hep3B 
cells spiked into five milliliters of peripheral 
blood from healthy volunteers, the average re-
covery was ≥ 70% at each spiking level and the 
recovery of the modified method was higher 
than that of the original method (P < 0.05).

CONCLUSION: We have developed a new tool 
that allows for highly sensitive and specific sepa-
ration and detection of CTCs in HCC patients. 
It may be clinically useful for diagnosis and 
monitoring of HCC. The cell spiking experiments 
showed that the recovery of the modified method 
was higher than that of the original method.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■背景资料
肿瘤转移是一个
多阶段、多步骤
的 复 杂 过 程 .  存
在于原发瘤和转
移瘤之外的肿瘤
细胞统称为游离
肿瘤细胞(ITCs). 
其中进入血流的
又称循环肿瘤细
胞 (CTCs) .  目前
CTCs的临床意义
在乳腺癌、结直
肠癌、前列腺癌
等多种肿瘤中逐
渐得到肯定.

■同行评议者
斯坎德尔.白克力, 
教授, 新疆医科大
学基础医学院生
物化学教研室
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摘要
目的:  介绍一种肝细胞癌(h e p a t o c e l l u l a r 
carcinoma, HCC)循环肿瘤细胞(circulating 
tumor cells, CTCs)富集和检测系统, 并对该系
统进行改良, 以提高循环肿瘤细胞的检出率. 

方法: 去唾液酸糖蛋白受体(asialoglycoprotein 
receptor, ASGPR)是一种特异表达于肝实质细
胞膜的跨膜蛋白. 我们建立了一种基于ASGPR
的磁性分选和Hep par 1免疫鉴定的循环肝癌
细胞富集和计数系统. 首先以生物素化去唾液
酸胎球蛋白作为配体与肝癌细胞结合, 然后用
抗生物素抗体磁珠进行间接磁性标记, 从而磁
性捕获循环肝癌细胞, 接着用Hep par 1进行免
疫荧光染色鉴定, 并对阳性细胞进行计数. 文
献报道和实际操作中发现, 检测过程中采用肝
素抗凝会引起细胞悬液中出现凝胶, 影响细胞
通过分离柱, 降低分离效率. 我们将部分步骤
改用乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA)替代肝素抗凝, 采用Hep3B肝癌细
胞掺入试验对两种方法回收情况进行比较. 

结果: 部分步骤改用EDTA抗凝后, 细胞悬液
中未出现凝胶现象. 细胞掺入试验显示, 5 mL
健康志愿者外周血中分别掺入10、30、90、
270和810个Hep3B细胞, 在每个掺入水平, 改
良法Hep3B细胞的平均回收率均≥70%, 回收
效率明显增加(P <0.05). 

结论: 基于ASGPR的循环肝癌细胞富集和计
数系统是一种具有临床应用潜能的循环肝癌
细胞检测方法. 经改良后能够有效消除细胞悬
液中凝胶形成的现象, 肝癌细胞回收效率较原
检测法明显提高. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 介绍并改良一种基于肝细胞膜表面去

唾液酸糖蛋白受体的循环肝癌细胞富集和检测

系统. 改良系统具有高度的敏感性和特异性. 该
系统有望在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
HCC)的早期诊断、预测转移复发、疗效监测以

及筛选HCC肝移植受者等方面得到临床应用. 并

有可能成为一个重要的技术平台, 推动HCC临床

应用研究和基础研究的进步.
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患者

体内的循环肿瘤细胞(circulating tumor cells, 
CTCs), 即循环肝癌细胞, 是HCC转移和复发的

根源. 检测循环肝癌细胞对于预测HCC转移复

发具有重要临床意义[1]. 目前分离CTCs的标准

方法是基于肿瘤细胞表面上皮性抗原的磁性激

活细胞分选技术(magnetic-activated cell separa-
tion, MACS)[2]. 由于缺乏针对肝癌细胞表面特

异性抗原的单克隆抗体, 迄今少见MACS用于

分离循环肝癌细胞的报道. 基于上皮细胞黏附

分子(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)
抗体磁珠的CellSearch系统已被美国FDA批准

用于检测乳腺癌、结肠癌和前列腺癌CTCs[3]. 
尽管肝癌细胞属于上皮性细胞, 但EpCAM仅

在约35%左右的HCC组织标本中表达[4-6]. 因此, 
CellSearch系统并不适合用于分离、检测循环

肝癌细胞. 
去唾液酸糖蛋白受体(asialoglycoprotein 

receptor, ASGPR)是一种特异表达于肝实质细

胞膜的跨膜蛋白, 能结合和内吞以半乳糖基和

N-乙酰半乳糖胺基为端基的分子[7]. 这一特性已

被用于设计多种实验研究. 比如, 利用放射性核

素标记这样的糖蛋白, 选择性地与肝细胞膜上

的ASGPR相结合, 可以进行肝显像[8,9]; 而以这

样的糖蛋白为载体将抗肿瘤药物、降胆固醇药

物甚至治疗基因导向肝实质细胞, 则是药物肝

靶向递送的一个重要研究命题[10,11]. 近期我们

报道一种基于ASGPR的磁性分选和肝细胞特

异性抗体Hep par 1免疫鉴定的循环肝癌细胞富

集和计数系统[12], 即以生物素化去唾液酸胎球

蛋白作为配体与肝癌细胞结合, 然后用抗生物

素抗体磁珠进行间接磁性标记, 从而磁性捕获

循环肝癌细胞, 接着用Hep par 1进行免疫荧光

染色鉴定, 并对阳性细胞进行计数. 由于肝细胞

通常不会脱落进入血循环, 除非演变成肿瘤细

胞, 因此检测到的细胞即为循环肝癌细胞. 该系

统解决了以前所报道方法的固有问题, 敏感性

■研发前沿
现 有 的 C T C s 分
离 、 检 测 技 术
方 法 较 多 ,  美 国
Veridex公司研发
的专有技术Cell-
SearchTM System
可自动分选从上
皮性肿瘤上脱落
后进入血液中的
肿瘤细胞, 该技术
已经FDA批准应
用于预测转移性
乳腺癌、前列腺
癌和结直肠癌的
无进展生存时间
和总存活时间.
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高, 特异性好. 临床病例检测结果显示, HCC患
者CTCs阳性率和数目均与HCC进展程度成显

著正相关. 
该检测系统全程采用肝素抗凝, 但文献报

道和实际操作中发现, Ficoll分离单个核细胞过

程中采用肝素抗凝会引起细胞悬液中出现凝

胶, 影响细胞通过分离柱, 降低分离效率[13]. 我
们将部分步骤改用钙离子螯合剂乙二胺四乙

酸(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)替代

肝素抗凝. 因配体和ASGPR的结合是Ca2+依赖

的, 反应体系中必须有Ca2+存在, 故在去唾液酸

胎球蛋白与肝癌细胞孵育过程中加入Ca2+, 以
补充抗凝过程中EDTA结合的Ca2+. 我们采用

Hep3B肝癌细胞掺入试验对这两种方法的回收

情况进行了比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 所有血液标本均在东方肝胆外科医院

(上海)采集. 选取7个健康志愿者, 每人抽取5份
外周静脉血, 每份5 mL, 用含EDTA的5 mL抗
凝管(Greiner bio-one)替代BD Vacutainer®管收

集. 标本保存于4 ℃, 并且在采集后6 h内处理. 
研究方案获得东方肝胆外科医院伦理审查委

员会批准, 每个志愿者均签署书面知情同意书. 
Ficoll-Paque PLUS购自GE公司(GE Healthcare, 
Picataway, Nj, USA); 生物素抗体磁珠(Miltenyi 
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany); 50 
mL离心管(Corning Inc., Corning, NY, USA); 离
心涂片机(Wescor Inc. UT, USA); 小鼠抗人肝

细胞单克隆抗体(anti-human hepatocyte, Hep 
Par 1; Dako, Copenhagen, Denmark); 大鼠抗人

CD45单抗(Santa Cruz, CA, USA); Sulfo-NHS-
LC-Biotin(Pierce, Rockford, IL, USA); 去唾液酸

胎球蛋白(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 
大鼠抗人CD45单抗(Santa Cruz, CA, USA); 兔
抗小鼠-Alexa Fluor 647 IgG(Invitrogen, CA, 
USA); 兔抗大鼠-Alexa Fluor 488(Invitrogen, 
CA, USA); 抗荧光淬灭剂(Vector Laboratory, 
Burlingame, CA, USA); Olympus SZX直立反射

显微镜(Olympus America); 5 mL抗凝管(Greiner 
bio-one). 
1.2 方法

1.2.1 去唾液酸胎球蛋白的生物素化: 按照厂家

说明书, 用Sulfo-NHS-LC-Biotin标记去唾液酸胎

球蛋白, 并纯化. 具体方法如下: (1)称取2.0 mg
氨基生物素化试剂Sulfo-NHS-lC-Biotin, 加入

360 μL双蒸水中, 终浓度为10 mmol/L; (2)称取

9.6 mg去唾液酸胎球蛋白, 溶解于2 mL双蒸水

中; (3)加入40 μL 10 mmol/L的Sulfo-NHS-lC-
Biotin; (4)冰上反应2 h; (5)将反应液移入离心

超滤管, 25 ℃ 4 000 g , 离心20 min; (6)在离心

管中加入双蒸水和L -赖氨酸, 使总体积为3 mL, 
L -赖氨酸终浓度为0.08 mg/mL, 室温放置0.5 h; 
(7)将离心超滤管于25 ℃ 4 000 g , 离心20 min; 
(8)吸出超滤管中残留液体, 加1 mL双蒸水稀释; 
(9)用BCA蛋白定量试剂盒按照说明书操作, 测
定生物素化去唾液酸胎球蛋白浓度; (10)用双

蒸水调整去唾液酸胎球蛋白浓度至所需浓度, 
0.22 μm滤器无菌过滤后50 μL/管分装, -80 ℃
保存备用. 
1.2.2 单个核细胞富集: 根据厂家说明书, 从全血

样本中分离单个核细胞(包括肿瘤细胞). 具体步

骤如下: 5 mL全血与平衡盐溶液(NaCl溶液, 0.14 
mol/L)等量混合, 仔细平铺于12 mL Ficoll-Paque 
PLUS分离液上, 400 g , 18 ℃, 于50 mL离心管中

离心30 min. 然后收集单个核细胞层, 并用平衡

盐溶液洗涤2次. 
1.2.3 磁性标记: 将细胞与生物素化去唾液酸胎

球蛋白充分混合, 加入2 mmol/L的氯化钙溶液

200 μL, 于37 ℃孵育45 min. 稀释缓冲液洗涤2
次, 用20 μL抗生物素抗体磁珠4 ℃作用15 min
进行磁性标记, 然后将细胞用稀释缓冲液洗涤, 
再用1 mL稀释缓冲液悬浮. 用稀释缓冲液平衡

MS分离柱, 再使经磁性标记的细胞流经其中. 
用稀释缓冲液(3×500 μL)将阴性细胞从分离柱

中洗去. 然后将分离柱移开磁场, 用1 mL稀释

缓冲液将残留在分离柱中的细胞快速冲出. 用
离心涂片机将富集到的细胞组分在多聚赖氨酸

玻片上制成细胞涂片, 37 ℃干燥15 min. 用4%
甲醛固定15 min, 立刻进行免疫荧光染色, 或
-80 ℃保存备用. 
1.2.4 免疫荧光染色: 采用小鼠抗人肝细胞单

克隆抗体鉴定肝癌细胞 .  具体步骤 :  用洗液

(PBS-0.1% Tween 20)冲洗细胞片. 用含5%BSA
的洗液孵育30 min封闭非特异结合位点. 然后

用H e p P a r 1单抗和大鼠抗人C D45单抗在湿

盒中37 ℃孵育1 h. 再用兔抗小鼠-Alexa Fluor 
647 IgG, 兔抗大鼠-Alexa Fluor 488作为二抗

室温避光孵育30 min. 在经过4'6-diamidino-2-
phenylindole(DAPI)染色后, 采用抗荧光淬灭剂

封片. 
1.2.5 CTCs鉴定和计数: 采用带自动扫描平台

■相关报道
近年来分子生物
学技术的发展，
使分离和计数外
周血中的CTCS成
为可能 .  CTCs可
能是原发肿瘤基
因和表型特征的
最好的代表. 对外
周血中的CTCS进
行分离和鉴定可
能适用于各种肿
瘤的诊断 ,  而且 , 
CTCs可能将用于
干预治疗决策的
制定, 并且可以作
为分子靶向应用
的靶标. 
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■创新盘点
本文系统地解决
了以前所报道方
法的固有问题, 敏
感 性 高 ,  特 异 性
好. 临床病例检测
结果显示, HCC患
者CTCs阳性率和
数目均与HCC进
展程度呈显著正
相关. 针对Ficoll
分离单个核细胞
过程中采用肝素
抗凝会引起细胞
悬液中出现凝胶, 
影响细胞通过分
离柱, 降低分离效
率 的 问 题 .  我 们
将部分步骤改用
E D TA 替 代 肝 素
抗凝, 改良后的循
环肝癌细胞分离
/检测系统具有高
度的敏感性和特
异性.

(Prior Scientific)的Olympus SZX直立反射显微镜

观察细胞片. 采用可编程的平台和Qcapture Pro
软件(Media Cybernetics)对细胞片进行1 mm×1 
mm方格自动扫描. 仔细分析捕获的图像, 并计数

符合预定标准的细胞. 颜色、亮度和细胞大小、

形状、核大小等形态学特征符合标准的细胞被

认为是潜在的CTCs, 排除细胞碎片和非特异染

色的细胞. Hep Par 1阳性、DAPI阳性、CD45阴
性, 并且符合形态学特征的细胞记为CTCs. 细胞

计数表述为每5 mL血液CTCs细胞数. 
1.2.6 细胞掺入试验评价系统的回收率、敏感

性和特异性: 抽取健康志愿者外周静脉血, 每
份5 mL, 用含EDTA的5 mL抗凝管收集. 每个志

愿者的5份血液中分别掺入约10、30、90、270
和810个Hep3B肝癌细胞. 掺入细胞计数采用

COULTER® LH750型血液分析仪进行. 对于特

异性分析, 另选2个健康志愿者, 每人各抽取5份
外周静脉血, 每份5 mL. 来自其中1个健康志愿

者的5份血样中每份掺入100个MCF-7乳腺癌细

胞, 来自其中另1个健康志愿者的5份血样中每

份掺入100个A498肾癌细胞. 然后将以上35个血

样本用前述CTCs分离和鉴定方法进行处理和分

析. 以上所有操作由同一位操作者进行. 

2  结果

将不同数目的人肝癌细胞Hep3B掺入抽取的5 mL

健康志愿者的外周血样本中, 然后用所建立的

循环肝癌细胞分离/鉴定系统进行肝癌细胞分离

鉴定. 分离后采用Hep Par 1抗体进行免疫荧光

染色鉴定的肝癌细胞(图1). 对于免疫荧光染色, 
肝癌细胞特征为: Hep Par 1阳性、DAPI阳性、

CD45阴性, 细胞呈圆至椭圆形, 细胞核完整, 具
有细胞体积大、核浆比高等恶性肿瘤细胞特征. 
排除细胞碎片和非特异染色的细胞, 符合上述

特征的细胞记为CTCs. 
用含EDTA的5 mL抗凝管替代肝素抗凝管

收集血液, 细胞悬液中未再出现凝胶现象. 将不

同数目的人肝癌细胞Hep3B掺入抽取的5 mL健
康志愿者的外周血样本中, 掺入数分别为10、
30、90、270和810个, 每个掺入水平为5个血样

本. 在各个掺入水平, 改良法的平均回收率分

别为88%、75%、80%、73%和70%, 而原检测

法在相应掺入水平的平均回收率分别为72%、

69%、66%、64%、61%[6], 每个掺入水平的回

收率差异均有统计学意义(P <0.05)(表1). 在掺入

100个人乳腺癌细胞MCF-7的所有5个血样本和

掺入100个人肾癌细胞系A498的所有5个血样本

中, 没有1个样本检出Hep Par 1阳性肿瘤细胞. 

3  讨论

CTCs检测已在乳腺癌、结肠癌、前列腺癌等大

量类型的肿瘤中得到广泛应用[14-16]. MACS是目

A B C

D E

图  1  从掺入Hep3B细胞的健康志愿者外周血样本中分离到的Hep3B肝癌细胞(HepPar 1抗体染色×400). A: Bright Field Im-

age; B: DAP1; C: Hep Par 1; D: CD45; E: Merge.

10 μm
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前临床检测CTCs的标准方法. 然而, 由于缺乏肝

癌细胞特异性表面单克隆抗体, 少见用该方法

分离循环肝癌细胞的报道. 本研究创造性地建

立了基于肝实质细胞表面的特异性受体ASGPR
及其配体相互作用的循环肝癌细胞磁性分选方

法, 从而绕开了因缺少肝癌细胞表面特异性抗

体而造成的瓶颈. 分离到的肝癌细胞采用肝细

胞特异性抗体Hep Par 1的免疫荧光染色鉴定方

法进行鉴定. 
ASGPR特异表达于肝实质细胞和肝癌细

胞[17-22], 且Hep Par 1抗体能识别包括正常细胞和

肝癌细胞在内的肝源性细胞[23-26]. 通常认为正常

肝细胞一般不会进入血循环, 除非演变成肿瘤

细胞后才有这种可能, 因此可认为用我们的系

统检测到的细胞即为肝癌细胞. 有报道显示感

染了淋球菌的尿道上皮细胞和近端肾小管上皮

细胞也表达ASGPR[27,28], 然而这些细胞一般不

会出现在外周血中. 事实上, 即使有少量ASGPR
阳性的非肝源性细胞存在于富集的细胞组分中, 
也不会产生阳性结果, 因为我们采用肝细胞特

异性抗体Hep Par 1检测肝癌细胞. 因为有30%左

右HCC病例AFP阴性[29,30], 因此AFP抗体用于检

测循环肝癌细胞可能会产生假阳性. 此外, 相比

较于广谱角蛋白抗体CK3-6H5, 考虑到潜在的假

阳性结果可能, 我们也更倾向于使用肝细胞特

异性抗体Hep Par 1检测循环肝癌细胞. 
Almeida等[13]报道, 当肝素浓度为到5-225 U/mL

时, 将会和淋巴细胞形成凝胶状胶体, 胶体形成

范围与肝素及淋巴细胞的浓度有关. 单核细胞

分离液Ficoll-Paque Plus使用手册中亦指出: 细
胞分离过程中, 样品中添加的肝素可能会导致

细胞悬液形成凝胶. 我们在实际操作过程中也

发现类似现象, 肝素与细胞悬液形成的凝胶通

过磁性分离柱时, 流速十分缓慢, 影响了回收效

率. 我们在改良法中使用EDTA抗凝管替代肝素

抗凝管收集外周血. EDTA与钙离子结合成螯合

物, 从而阻止血液凝固. 但配体和ASGPR的结合

是Ca2+依赖的, 反应体系中必须有Ca2+存在, 故我

们在去唾液酸胎球蛋白作为配体与肝癌细胞孵

育过程中加入Ca2+, 以补充抗凝过程中EDTA结

合的Ca2+. 细胞掺入试验结果显示, 改良法在各

个掺入水平, 回收率均≥70%. 回收效率较原检

测法明显提高(所有P <0.05). 在掺入100个人乳

腺癌细胞MCF-7的所有5个血样本和掺入100个
人肾癌细胞系A498的所有5个血样本中, 没有1
个样本检出Hep Par 1阳性肿瘤细胞. 以上结果显

示本研究所建立的循环肝癌细胞分离/检测系统

具有高度的敏感性和特异性. 
总之, 我们建立的基于ASGPR的循环肝癌

细胞分离/检测系统有望在HCC的早期诊断、预

测转移复发、疗效监测以及筛选HCC肝移植受

者等方面得到临床应用. 同时, 利用该系统分离

到的循环肝癌细胞, 可进行直接分析和继续培

养. 因此, 该系统有可能成为一个重要的技术平

台, 推动HCC临床应用研究和基础研究的进步. 
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