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■背景资料
食管鳞状细胞癌
是我国常见的恶
性肿瘤之一 ,  易
发生淋巴结转移, 
预后较差 .  外周
血循环肿瘤细胞
(circulating tumor 
cells, CTC)的数量
和表型与食管癌
患者预后、无进
展生存期相关, 并
可作为预测肿瘤
复发和判断食管
癌放化疗临床预
后的指标.
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Abstract
AIM
to develop a cell-surface vimentin (csVim) based 
circulating tumor cell (CTC) detection technique 
for identifying epithelial-mesenchymal transition 
(EMT)-like CTCs and investigating whether 
it can be used to assess tumor progression in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) 
patients.

METHODS
Immunofluorescence assay was used to 
analyze the expression and cell membrane 
translocation of csVim in KYSE510-PURα cell 
line and peripheral blood CTCs from ESCC 
patients. In this study, 30 patients undergoing 
surgical therapy were recruited. The numbers 
of CTCs, EMT-like CTCs and white blood cells 
were counted. The correlation of different CTC 
subtypes with tumor progression was assessed 
in ESCC patients.
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分析不同表型CTC含量与食管癌进展的相
关性.

结果
在食管癌KYSE 510-PURα细胞中, csVim
表达水平升高 ,  主要定位于细胞膜 ,  发生
明显的膜转位 .  食管癌患者外周血具有
CK8/18/19+、DAPI+和CD45-表型的CTC
检出率为63.3%(19/30) ,  具有c s Vi m +、

CK8/18/19+、DAPI+和CD45-表型的EMT样
CTC检出率为46.7%(14/30), 占CTC检出率
的73.7%(14/19). 与无淋巴结转移个体相比, 
外周血EMT样CTC数目在伴有淋巴结转移
的食管癌患者中升高, 差异具有统计学意义
(P = 0. 049).

结论
食管癌患者外周血CTC是一种具有异质性
的细胞群体, 其中EMT样CTC含量与肿瘤进
展相关, 有可能作为判断食管癌淋巴结转移
的潜在标志, 辅助监测病情进展和预测预后.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究建立了基于细胞表面vimentin
的食管癌外周血细胞上皮间叶转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)样循环肿瘤细胞
(circulating tumor cells, CTC)的检测方法, 并统
计分析不同表型CTC含量与食管癌进展的相关
性, 发现EMT样CTC含量与肿瘤进展相关, 有可
能作为判断食管癌淋巴结转移及动态监测病情

进展和预测预后的潜在标志.
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0  引言

食管癌是我国常见肿瘤, 发病率和死亡率分

别居我国恶性肿瘤第4位和第5位 [1]. 循环肿

瘤细胞(circulating tumor cells, CTC)检测已经

被证明与肿瘤患者的进展及预后相关 [2],  日
益成为肿瘤液体活检的重要内容 [3]. C T C是

一种高度异质性的细胞群体, 包含不同的亚

RESULTS
The expression of csVim was significantly 
increased in KYSE 510-PURα cells. CsVim 
was mainly located on the cell membrane, and 
it underwent cell membrane translocation. 
CTCs with the phenotype of CK8/18/19+, 
DAPI+ and CD45- were detected in 63.3% 
(19/30) of patients. EMT-like CTCs with the 
phenotype of csVim+, CK8/18/19+, DAPI+ 
and CD45- were detected in 46.7% (14/30) of 
patients, accounting for 73.7% (14/19) of CTCs. 
Compared with ESCC patients without lymph 
node metastasis, the number of EMT-like CTCs 
in peripheral blood was higher in patients with 
lymph node metastasis (P = 0.049).

CONCLUSION
CTCs in ESCC patients are highly heterogeneous. 
EMT-like CTCs are related to tumor progression 
and may be a potential biomarker for lymph 
node metastases in ESCC. The identification of 
EMT-like CTCs provides a new approach to 
estimate tumor progression and prognosis.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
建立基于细胞表面viment in(ce l l-sur face 
vimentin, csVim)的实体肿瘤细胞上皮间叶
转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)
样循环肿瘤细胞(circulating tumor cells, 
CTC)检测技术, 认识食管癌不同表型的CTC
和EMT样CTC与肿瘤进展的关系.

方法
在具有E M T表型的食管癌细胞K Y S E 
510-PURα和食管癌患者外周血CTC上免疫
荧光分析csVim的表达和膜转位改变. 选择
30例单纯手术治疗的食管癌患者术前外周
血样本, 经免疫磁珠负性富集并制备CTC滴
片. 在CTC细胞滴片上免疫荧光分析CTC、
EMT样CTC和外周血白细胞并计数. 统计
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■研发前沿
Vimentin是中间
丝的重要组分 , 
通常在间叶细胞
中表达 ,  最近研
究发现定位在细
胞膜上的细胞表
面vimentin(cell-
surface vimentin, 
c s V i m )可以作
为 一 种 新 型 的
细 胞 上 皮 间 叶
转化(epithelial-
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)样
CTC检测的标志
分子, csVim在具
有干细胞样特性
的细胞表面存在
表达, 可能是肿瘤
治疗的潜在靶点.
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■相关报道
研究发现利用抗
c s Vi m的单克隆
抗体84-1可以在
转移性结肠癌患
者外周血中检测
到EMT样CTC, 结
果具有较高的灵
敏度和特异度. 结
合患者临床特征
分析发现EMT样
CTC与肿瘤的治
疗预后具有相关
性, 提示csVim可以
作为EMT样CTC
的检测标志物.

型. 研究[4]发现乳腺癌外周血存在一类CTC的
亚群, 这些细胞缺失上皮性标志分子而表达

vimentin、snail、slug和twist等细胞上皮间叶

转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)
标志, 进一步分析发现这些EMT样CTC的数量

与乳腺癌肿瘤进展相关. EMT样CTC在侵袭性

乳腺癌患者外周血的CTC中所占比例较高, 可
能与肿瘤转移密切相关[5]. 通常, 外周血CTC的
检测中主要基于上皮细胞黏附分子(epithelial 
cell adhesion molecule, EpCAM)等上皮性标志

而忽略了发生EMT的高侵袭性的CTC[6]. 因此, 
尝试研发新的可检测外周血EMT样CTC的技

术非常重要. 本研究选取食管癌患者外周血样

本30例, 负性富集有核细胞并经传统上皮细胞

标志CK+鉴定CTC后, 进一步尝试分析CTC细
胞表面vimentin(cell-surfice vimentin, csVim)的
表达从而鉴定EMT样CTC, 比较EMT样CTC在
食管癌患者外周血的含量及与患者临床病理

特征的关系, 为评估食管癌的肿瘤进展提供新

的手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2015-08/2016-05就诊于中国医学

科学院肿瘤医院的单纯手术治疗的食管癌患

者30例, 在知情同意前提下采集术前枸橼酸抗

凝静脉血7.5 mL, 室温保存并在12 h内完成负

性富集. 患者术前未接受手术治疗或放化疗, 所
有样本术后均经病理确诊为食管鳞状细胞癌. 
食管癌病理分期根据2009年第7版UICC/AJCC
国际食管鳞癌TNM分期方法分期[7], 其中伴有

淋巴结转移病例19例, 无淋巴结转移病例11
例. 抗人白细胞表面共同抗原(CD45)免疫磁

珠、异硫氰酸荧光素标记的抗人细胞角蛋白

(Cytokeratin, CK)抗体(Cytokeratin 8/18/19, pan-
CK-FITC)、强磁场磁性细胞分离架MidiMACS 
Separator/MultiStand购自德国Miltenyi Biotec
公司(Bergisch Gladbach, Germany); 抗csVim
单克隆抗体(84-1)购自中国台湾A b n o v a公
司 ;  细胞核染料D A P I、牛血清白蛋白和

Histopaque-1077密度梯度介质购自美国Sigma-
Aldrich公司(St. Louis, MO, United States); 荧光

标记二抗Alexa-488山羊抗小鼠IgG购自美国

Invitrogen公司(Carslbad, CA, United States). 倒
置相差和Nikon E400荧光显微镜为日本Nikon
产品; 胎牛血清购自奥地利PAA公司(Pasching, 

Austria); Leucosep管购自德国Greiner Bio-One
公司(Frickenhausen, Germany).
1.2 方法
1.2.1 细胞爬片制备和免疫荧光染色: 无菌玻

片放入六孔板中, 每个玻片表面用0.01%的多

聚赖氨酸处理30 min, 然后将食管癌KYSE510-
pCMV6和KYSE510-PURα细胞悬液1×105/mL
加至六孔板中, 混匀, 于37 ℃培养箱培养24 h. 
取出六孔板, 将细胞爬片用4 ℃预冷的1×磷酸

盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)洗涤

3次, 3 min/次, 2%BSA封闭后加入一抗, 4 ℃孵

育过夜后PBS洗涤3次, 3 min/次, 加入二抗, 室
温孵育1 h后PBS洗涤3次并用DAPI封片, 显微

镜下观察.
1.2.2 外周血CTC免疫磁珠负性富集: 7.5 mL外周

血加入等体积1×PBS稀释血样; 取3 mL室温下

预热的Histopaque®-1077试剂于Leucosep®管内, 
室温下1000 g×30 s离心, 然后将稀释后血样加入

Leucosep®管内, 室温1000 g离心10 min, 分离外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cells, PBMC)转移至新15 mL管内; 用10 mL洗
涤缓冲液轻轻重悬细胞, 4 ℃下300 g离心10 min, 
弃上清并再重复1次, 获得有核细胞. 按照每1×

107白细胞加20 μL抗人CD45免疫磁珠比例加

入抗人CD45免疫磁珠, 与PBMC混匀, 4 ℃孵

育15 min; 加入1×107白细胞/2 mL缓冲液, 离心

后去上清, 加入500 μL缓冲液重悬沉淀, 将细

胞悬液加入强磁场环境下的LS柱, 洗脱并收集

未与CD45磁珠结合的有核细胞(含CTC), 控制

液滴速度1.5-2.0 mL/min; 取3张载玻片, 载玻

片中央用专用蜡笔画一直径约2 cm圆圈, 放置

干燥; 充分混匀有核细胞上清, 均匀涂布在3张
载玻片上制成细胞滴片. 滴片放在超净台中室

温放至30 min, 1×PBS洗涤3次, 每次3 min. 
1.2.3 C T C免疫荧光分析: 将C T C滴片用含

2%B S A的P B S封闭30 m i n, 然后分别加入

2%BSA稀释的抗csVim(1∶100)、CK8/18/19-
FITC(1∶100)和CD45-PE(1∶500)抗体, 室温

孵育1 h. 用PBS洗涤3次, 3 min/次, 去除未结

合的抗体. 与抗csVim抗体孵育的细胞滴片再

与Alexa 488标记的荧光二抗(1∶500, 2%BSA
稀释)室温孵育1 h, PBS洗涤3次, 去除未结合

的抗体. 上述染色滴片加7 μL DAPI的封固剂

封片, 在荧光显微镜下观察染色结果. 外周血

EMT样CTC平均细胞数计数方法为在患者外



代淑阳, 等. 基于细胞表面vimentin的食管癌上皮间叶转化循环肿瘤细胞检测

2017-02-08|Volume 25|Issue 4|WCJD|www.wjgnet.com 319

■创新盘点
既往基于上皮性
标志分子的CTC
检测方法无法区
分 不 同 表 型 的
CTC,  如EMT样
的CTC. 本研究通
过采用一种识别
EMT样CTC的标
识分子csVim结合
上皮标志分子, 建
立了检测EMT样
CTC的方法, 动态
监测食管癌EMT
样CTC的细胞数
与表型变化而间
接了解肿瘤进展.

周血CTC滴片上分别进行抗CK8/18/19、CD45
和csVim, 以及DAPI的免疫荧光染色, 分别计

算CTC细胞(CK8/18/19+、CD45-和DAPI+)数和

EMT样CTC细胞(csVim+、CK8/18/19+、CD45-

和DAPI+)数, 统计30例食管癌患者外周血CTC
和EMT样CTC细胞含量并统计分析结果.
1.2.4 Western blot检测: 提取细胞全蛋白, 考
马斯亮蓝染色法测定蛋白浓度, 用10%SDS-
PAGE电泳2-3 h, 然后110 V恒压70 min将蛋

白转移到PVDF膜上, 10%脱脂牛奶室温封闭

3 h, 加入稀释的一抗, 4 ℃孵育过夜, 洗膜, 并
加入相应辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温孵

育1 h, 洗膜, 加入ECL化学发光试剂显色并用

LAS4000图像分析仪采集图像.
统计学处理 采用SPSS19.0软件, 细胞计数

结果以mean±SD表示, 并用Mann-Whitney秩和

检验比较不同分组中CTC数目的差异, P <0.05
为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 EMT样食管癌细胞csVim的免疫荧光分
析  首先 ,  在实验室前期建立的具有E M T样

改变的食管癌细胞KYSE 510-PURα上检测

csVim的表达水平和定位[8]. 与对照细胞KYSE 
510-pCMV6相比, 过表达PURα基因的食管

癌细胞呈现由多边形的上皮样形态(图1A, C, 
E)转变为纤维样细胞形态(图1B, D, F), 提示

PURα可以引起食管癌细胞发生EMT样改变. 
在EMT样改变的食管癌KYSE 510-PURα细胞

中, 可见csVim的表达水平升高, 主要定位于细

胞膜, 发生明显的膜转位(图1D, F). 用Western 
blot检测了KYSE 510-PURα中vimentin总量的

变化, 发现与空载对照相比KYSE 510-PURα中

vimentin总量增高(图1G).
2.2 食管癌患者外周血CTC富集和免疫荧光染
色鉴定 食管癌患者外周血7.5 mL, 经过免疫

磁珠负性选择富集后, 富集的细胞均匀涂在

玻片上, 联合抗pan-CK(CK8/18/19)抗体和荧

光标记二抗染色, 在荧光显微镜下, 依据上皮

细胞标记染色和细胞核染色对富集细胞做形

态学分析. 荧光显微镜下显示肿瘤细胞体积

较大, CTC细胞标志染色为抗上皮细胞表面抗

原阳性(CK8/18/19+)、细胞核DAPI染色阳性

(DAPI+)并且细胞核直径>8-10 μm, 形状不规

则, 抗白细胞标志CD45染色阴性(CD45-), 如

图2D绿色荧光标记. 分析30例食管癌患者外周

血, CTC检出率为63.3%(19/30). 
2.3 食管癌患者外周血EMT样CTC的鉴定 食
管癌患者外周血7.5 m L经免疫磁珠负性富

集, 富集的细胞均匀涂在载玻片上. 首先经抗

pan-CK(CK8/18/19)、DAPI和抗CD45染色, 
再经抗csVim染色后, 进一步选择在CTC细胞

(CK8/18/19+、DAPI+和CD45-)上观察csVim染

色结果, 荧光显微镜下显示肿瘤细胞体积较大, 
csVim主要定位在CTC的细胞膜上(图3). 统计

分析csVim阳性细胞占CTC细胞的比例, CTC
计数结果与临床病理参数相关性如表1. 在30
例食管癌患者外周血, EMT样CTC检出率为

46.7%(14/30), 占CTC检出率的73.7%(14/19). 
食管癌无淋巴结转移组外周血EMT样CTC平

均细胞数(0.73±1.27, n  = 11)和食管癌伴有淋

巴结转移组外周血E M T样C T C平均细胞数

(2.53±2.70, n  = 19)的Mann-Whitney秩和检

验分析, 结果表明外周血EMT样CTC含量在2
组间具有统计学差异(P  = 0.049). EMT样CTC
与食管癌淋巴结转移及肿瘤分化程度具有相

关性(图4), 提示食管癌患者外周血的EMT样
CTC数目有可能作为判断食管癌淋巴结转移

状态的潜在标志, 辅助临床监测病情进展和预

测预后.

3  讨论

食管癌是一种高度恶性的消化系肿瘤, 2012年
全球食管癌新发病例45.6万人, 发病率居全球

第8位; 死亡40万人, 居肿瘤相关死亡第6位[9]. 食
管癌的组织类型包括食管鳞状细胞癌和食管

腺癌, 我国食管癌的主要病理类型为食管鳞状

细胞癌. 由于缺乏早期诊断方法, 通常患者就

诊时已为中晚期, 食管癌进展较快, 易发生淋

巴结转移, 预后较差, 5年生存率低于10%[10,11]. 
目前, 肿瘤的诊断和治疗依赖于肿瘤组织的病

理学和分子生物学检测, 但肿瘤组织的获取存

在很多限制. 如侵入性高、风险大, 患者接受

度低, 无法反复操作等, 而且由于肿瘤具有较

高的异质性, 肿瘤发生发展是一个动态过程, 
单一活检组织无法全面反映肿瘤的特性[12,13]. 
随着对肿瘤诊断的即时性和精准度要求日益

提高, 基于外周血的液体活检技术不断完善. 
液体活检基于患者血液样本代替肿瘤组织进

行病理学和分子生物学检测而获得肿瘤相关
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信息, 具有侵入性小, 可反复取样等优点, 越来

越受到重视. 检测结果有助于认识肿瘤的异质

性, 可以系统性地追踪肿瘤基因组的改变, 实
现对肿瘤的实时监测[14,15]. 从传统的蛋白质类

肿瘤标志物, 到循环肿瘤DNA和CTC以及外泌

体等, 液体活检可为肿瘤的诊断和治疗提供重

要信息[16]. 
CTC是进入循环系统的肿瘤细胞, 是肿瘤

转移和复发的重要原因之一. 研究证明外周血

CTC含量与前列腺癌、肺癌和结肠癌等恶性

■应用要点
本研究建立一种
基于csVim的实体
肿瘤EMT样CTC
检测技术, 动态监
测食管癌不同表
型CTC的变化与
肿瘤进展的关系, 
有助于及时调整
合适的治疗方案. 

图  1  EMT样食管癌细胞csVim的免疫荧光分析. A, C, E: 对照细胞KYSE 510-pCMV6食管癌细胞爬片; B, D, F: 过表达
PURα的EMT样食管癌细胞KYSE 510-PURα. A, B: 为普通显微镜下成像; C-F: 荧光显微镜下成像. 经抗csVim抗体与
绿色荧光标记的抗体染色后观察, DAPI为细胞核染色, 放大倍数为400×(A-D)和1000×(E, F); G: Western blot检测KYSE 
510-PURα中vimentin的总表达量. EMT: 细胞上皮间叶转化; csVim: 细胞表面vimentin.
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肿瘤的转移复发进展相关. 检测肿瘤患者外周

血CTC已经成为乳腺癌预后相关标志物[17], 2007
年CTC被美国临床肿瘤学会推荐为肿瘤标志

物, 作为TNM分期的重要补充. 食管癌患者外

周血CTC数目与患者预后、无进展生存期相

关, 是预测肿瘤复发的独立风险因子[18,19]. 外

■名词解释
E M T 样 C T C : 
具有 c s V i m +、
C K 8 / 1 8 / 1 9 +、
DAPI+和CD45-表
型的CTC. CTC是
一种高度异质性
的群体, 包含不同
的表型, 其中经历
EMT的CTC丢失
其上皮细胞标志
如上皮细胞黏附
分子和CK, 转而
表达间叶细胞标
志. EMT样CTC具
有肿瘤干细胞的
特征, 而且具有更
强的侵袭和转移
能力, 对化疗和靶
向治疗药物具有
更强的耐受性.

10 μm

10 μm10 μm

10 μm

A B

C D

图  3  食管癌外周血EMT样CTC的免疫荧光分析. 负性富集后检测到的CTC细胞(CK8/18/19+、DAPI+和CD45-)进一步
经csVim染色, 免疫荧光鉴定EMT样CTC(csVim+, 定位与细胞膜). A: 绿色荧光标记的抗csVim; B: 红色荧光标记的抗白

细胞抗原CD45; C: 细胞核染色DAPI; D: 3种染色的叠加图像. 图像放大倍数为1000×. CTC: 血循环肿瘤细胞; EMT: 细
胞上皮间叶转化; csVim: 细胞表面vimentin.

A B

C D

图  2  食管癌外周血CTC的免疫荧光鉴定. A: 绿色荧光标记的抗上皮细胞标志CK8/18/19; B: 红色荧光标记的抗白细胞
抗原CD45; C: 细胞核染色DAPI; D: 3种染色的叠加图像. 食管癌外周血CTC(绿色荧光标记细胞)呈圆形或椭圆形, 核浆

比例增大, 为CK8/18/19+、DAPI+和CD45-. 图像放大倍数为1000×. CTC: 血循环肿瘤细胞.
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周血CTC是判断食管癌放化疗临床预后的指

标[20]. Qiao等[21]通过对同一食管癌个体长达

5年以上的外周血CTC动态监测, 发现随着病

情进展外周血CTC数量改变先于临床影像学

改变, 外周血CTC数量变化可以提前提示肿瘤

进展. 
由于CTC在外周血中丰度很低, 属于稀

有细胞, 其有效富集和鉴定是CTC分析中的

主要技术难点. 以往的检测方法主要是基于

EpCAM和CK等上皮性标志分子, 他们通常在

上皮来源的肿瘤细胞中表达而在外周血细胞

中不表达. 美国食品及药物管理局批准的用于

CTC检测的CellSearch系统正是基于EpCAM的

鉴定方法, 用于转移性乳腺癌、前列腺癌和结

肠癌的CTC检测[22]. 然而, CTC是一种高度异

质性的群体, 包含不同亚型, 其中EMT样CTC
的数量被证明与乳腺癌的肿瘤进展相关并可

能是导致肿瘤转移的主要细胞群体[4,5]. EMT是
胚胎发育、组织重建和伤口修复的基础过程, 
也是实体肿瘤细胞突破基质束缚, 进入循环系

统发生远处转移的机制[23]. 在此过程中上皮细

胞丢失其上皮细胞标志如EpCAM和CK, 转而

表达间叶细胞标志, 会导致CTC鉴定的假阴性

结果[24,25]. 越来越多的研究[26]发现, 经历EMT改
变的CTC具有肿瘤干细胞的特征, 而且具有更

强的侵袭和转移能力, 对化疗和靶向治疗药物

具有更强的耐受性. 然而由于缺乏特异性的检

测EMT样CTC的标志分子和检测方法限制了

相关的研究.
Vimentin是细胞中间丝的重要组分, 通常

在间叶细胞中表达, 作为细胞骨架的主要组成

部分在维持细胞完整性、稳定细胞骨架间的

相互作用和抵抗机械压力等方面扮演重要角

色[27]. 研究表明, vimentin在乳腺癌、中枢神经

系统肿瘤、前列腺癌、恶性黑色素瘤和肺癌

等多种肿瘤细胞中过表达[28], 还可以在肿瘤细

胞和新生血管内皮细胞表面的细胞膜上表达, 
提示上皮细胞表面表达的csVim是一种细胞发

■同行评价
本文对具有EMT
表型的食管癌细胞
KYSE 510-PURα
和食管癌患者外
周血CTC进行了
c s Vi m的免疫荧
光分析, 并统计分
析不同表型CTC
含量与食管癌进
展的相关性. 发现
KYSE 510-PURα
细胞中csVim表达
水平升高, 外周血
EMT样CTC数目
在伴有淋巴结转
移的食管癌患者
中升高, 研究内容
对于监测食管肿
瘤有一定的实用
价值. 

     临床病理特征 数量(n ) CTC数(mean±SD) P 值 EMT样CTC数(mean±SD) P 值

年龄 0.644 0.605

  <60   8 3.00±3.59 2.25±2.66

  ≥60 22 3.50±3.73 1.73±2.37

性别 0.088 0.187

  男 25 3.90±3.76 2.10±2.52

  女   5 1.00±1.41 0.60±1.34

分化程度 0.712 0.015

  高   8 2.50±2.98 0.38±1.06

  中 10 3.90±3.47 1.20±1.55

  低 12 3.67±4.29 3.42±2.84

TNM分期 0.758 0.102

 Ⅰ-Ⅱ 12 3.67±3.68 0.92±1.38

  Ⅲ-Ⅳ 18 3.28±3.71 2.50±2.77

淋巴结转移 0.531 0.049

  阴性(N0) 11 2.64±2.84 0.73±1.27

  阳性(N1-3) 19 3.89±4.03 2.53±2.70

CTC: 血循环肿瘤细胞; EMT: 细胞上皮间叶转化.

表  1  食管癌外周血CTC检测结果与临床病理参数相关性分析
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无淋巴结转移组 有淋巴结转移组

a

图  4  食管癌患者外周血EMT样CTC含量与淋巴结转移
相关性分析. EMT: 细胞上皮间叶转化; CTC: 血循环肿
瘤细胞.

aP<0.05
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生EMT样改变的标志[29,30]. 
Satelli等[31]的研究提示, 细胞表面csVim

可以作为一个鉴定肉瘤外周血CTC的广谱性

标志物. Mitra等[32]发现csVim可以作为具有干

细胞特征的EMT样肝细胞肝癌的标志物. 与
传统的基于EpCAM上皮标志分子鉴定外周

血CTC相比, 在乳腺癌患者外周血CTC检测

中基于csVim的CTC鉴定方法有助与区分乳

腺癌患者对化疗的治疗反应[33], 提示csVim可

以作为一种新型的EMT样CTC鉴定的标志分

子. 近期研究发现, 表达csVim的胶质母细胞瘤

(glioblastoma multiforme, GBM)体外克隆形成

能力较强, 抗csVim的新型单克隆抗体86C能在

体外显著抑制GBM的克隆形成能力, 诱导细胞

凋亡, 抑制动物体内肿瘤进展[34], 提示细胞表

面表达csVim的上皮样细胞具有EMT样改变和

干细胞样特性, 细胞表面csVim也可能是一种

肿瘤治疗的潜在靶点. 
本实验室前期建立了外周血CTC的负性

富集技术, 即去除CD45+的外周血白细胞, 保
留剩余的有核细胞, 该方法可以从7.5 mL外
周血中有效地富集食管癌、胰腺癌等CTC细

胞[35]. 另外我们的前期工作表明, 食管癌细胞

过表达PURα可以诱导细胞发生EMT样改变. 
KYSE 510-PURα细胞E-cadherin表达明显降

低, 而N-cadherin、vimentin和snail表达明显增

加, 提示PURα过表达促进了食管癌KYSE 510
细胞上皮间叶转化[8]. 与对照细胞相比, 本研究

首先在PURα过表达并发生了EMT改变的食管

癌细胞(KYSE 510-PURα)上检测到了细胞表

面定位的csVim表达, 进而在经免疫磁珠负性

富集的食管癌外周血CTC(CK8/18/19+、DAPI+

和CD45-)滴片细胞上, 检测到细胞表面定位

的csVim表达细胞即EMT样CTC(csVim+、

CK8/18/19+、DAPI+和CD45-). 结果提示, 食管

癌患者外周血CTC具有异质性, 其中存在既表

达上皮样标志(CK8/18/19+)又在细胞表面表达

csVim的一类EMT样CTC. EMT样CTC数目在

伴有淋巴结转移和无淋巴结转移的食管癌患

者间具有统计学差异. 本研究建立了基于检测

细胞表面csVim的食管癌外周血EMT样CTC的
检测方法, 基于小样本分析结果提示检测食管

癌患者外周血中EMT样CTC在总CTC细胞数

中所占的比例, 有助于认识肿瘤侵袭和转移的

潜能, 对监测肿瘤进展具有一定科学意义.
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《世界华人消化杂志》正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一

律左顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研

究与其他相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新

的方法应该详细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描

述改进之处即可. (3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应

集中对所得的结果做出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序

和表题, 并有足够具有自明性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表

内非公知通用缩写应在表注中说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图

应有图序、图题和图注, 以使其容易被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内

容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化. A: …; 

B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计

学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, 
fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿

拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表

示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量

用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩

色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 必须使用双面胶条粘贴在正文内, 

不能使用浆糊粘贴. (5)志谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐.
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