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摘要 目的：研究非小细胞肺癌（NSCLC）患者外周血循环肿瘤细胞（CTC）与临床病理特征及血清癌胚抗原（CEA）、神经元特异性

烯醇化酶（NSE）、细胞角蛋白 21-1（Cyfra21-1）、胃泌素释放肽前体（pro-GRP）的关系。方法：将中山大学附属江门医院从 2018年 1

月～2021年 1月收治的 100例 NSCLC患者纳入研究组，另选取同期我院收治的肺部良性病变患者 50例作为对照组。检测并比

较两组 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平，分析 NSCLC患者外周血 CTC与临床病理特征和血清 CEA、NSE、

Cyfra21-1、pro-GRP水平的关系。此外，通过受试者工作特征（ROC）曲线分析外周血 CTC和血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP

诊断 NSCLC的效能。结果：研究组外周血 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平均高于对照组，差异有统计学意

义（P＜0.05）。Pearson相关性分析结果显示：NSCLC患者外周血 CTC计数和血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平均呈正相

关（P＜0.05）。TNM分期为Ⅲ～Ⅳ期、有吸烟史的 NSCLC患者 CTC阳性比例明显高于 TNM分期为Ⅰ～Ⅱ期、无吸烟史的

NSCLC患者（P＜0.05）。ROC曲线分析结果显示：CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平联合检测诊断 NSCLC的

曲线下面积最大。结论：NSCLC患者外周血 CTC计数升高，与血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平均存在相关性，且 CTC阳

性与 NSCLC恶性进展和患者吸烟史有关，联合检测上述指标诊断 NSCLC可获得较为理想的效能。
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Analysis of the Relationship between Peripheral Blood Circulating Tumor
Cells and Clinicopathologic Features and Serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and

pro-GRP in Patients with Non-Small Cell Lung Cancer*

To study the relationship between peripheral blood circulating tumor cells (CTC) and clinicopathologic fea-

tures, serum carcinoembryonic antigen (CEA), neuron-specifice nolase (NSE), cytokeratin 21-1 (Cyfra21-1) and gastrin-releasing peptide

(pro-GRP) in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). 100 patients with NSCLC who were admitted to Jiangmen

Hospital Affiliated to Sun Yat-sen University from January 2018 to January 2021 were recorded as the study group. Another 50 patients

with benign pulmonary lesions who were admitted to our hospital during the same period were selected as the control group. CTC count

and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels of the two groups were detected and compared, the relationship between peripheral

blood CTC count, clinicopathological features and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels in patients with NSCLC were ana-

lyzed. In addition, the efficacy of peripheral blood CTC and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels in the diagnosis of NSCLC

was analyzed by receiver operating characteristic (ROC) curve. Peripheral blood CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1

and pro-GRP levels in the study group were significantly higher than those in the control group, the differences were statistically signifi-

cant (P<0.05). Pearson correlation analysis showed that peripheral blood CTC count of patients with NSCLC was positively correlated

with serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP (P<0.05). The positive rate of CTC in patients with NSCLC with TNM stageⅢ ~Ⅳ and
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with smoking history were significantly higher than those in patients with NSCLC with TNM stage Ⅰ ~ Ⅱ and without smoking history

(P<0.05). ROC curve analysis showed that the area under the curve of CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP was the

largest in the diagnosis of NSCLC. The increase of peripheral blood CTC count in patients with NSCLC is correlated with

the serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels, and the CTC positive is related to the malignant progression of NSCLC and the

smoking history of patients. Combined detection of the above indexes can obtain ideal efficacy in diagnosing NSCLC.

Non-small cell lung cancer; Circulating tumor cells; Carcinoembryonic antigen; Neuron-specifice nolase; Cytokeratin

21-1

前言

肺癌属于临床上最为常见的一种呼吸系统恶性肿瘤，其发

病率以及死亡率在全球范围内均居首位，5年生存率仅为 15%

左右[1]。国内相关流行病学研究结果发现，肺癌发病率呈逐年攀

升趋势，对人们身心健康造成了极大威胁，其中非小细胞肺癌

（NSCLC）占比在 80%以上[2]。目前普遍认为其起源于肺上皮细

胞，涵盖多种组织学亚型[3]。病理活检仍是目前唯一准确诊断

NSCLC的金标准，但会对患者造成一定的创伤，极易导致出

血、气胸等一系列并发症的发生，其在临床上的应用存在一定

的限制[4]。因此，寻找一种无创的诊断方式显得尤为重要。随着

相关研究的日益深入，血清肿瘤标志物开始进入人们的视野，

其中血清癌胚抗原（CEA）[5]、神经元特异性烯醇化酶（NSE）[6]、

细胞角蛋白 21-1（Cyfra21-1）[7]、胃泌素释放肽前体（pro-GRP）[8]

均是临床上应用较为广泛的肿瘤标志物，具有检测简便、经济、

无创等优势，但存在灵敏度以及特异度均不高的缺陷。循环肿

瘤细胞（CTC）主要是指存在于实体肿瘤外周血中的一类肿瘤

细胞，其作为一种恶性肿瘤实时 "液体活检 "而被认可[9]。鉴于

此，本文通过研究 NSCLC患者外周血 CTC与临床病理特征和

血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平的关系，旨在为临床

诊治 NSCLC提供一定的数据参考，现作以下报道。

1 资料与方法

1.1 一般资料

将中山大学附属江门医院从 2018 年 1 月～2021年 1 月

收治的 100例 NSCLC患者纳入研究组。纳入标准：（1）所有患

者均符合《中华医学会肺癌临床诊疗指南(2018版)》[10]诊断标

准，经相关影像学检查以及病理检查确诊；（2）所有受试者均签

署知情同意书；（3）入组前尚未接受过任何抗肿瘤治疗；（4）参

考 2010年美国癌症联合委员（AJCC）/国际抗癌联盟（UICC）

制定的第 7版肿瘤 TNM分期：患者 TNM分期为Ⅰ～Ⅳ期[11]。

排除标准：（1）合并其他恶性肿瘤者；（2）伴有全身免疫系统疾

病、感染性疾病者；（3）无法完成相关检查者；（4）意识障碍或合

并精神疾病者。其中男性 61例，女性 39例；年龄 25～77岁，平

均（55.32± 10.35）岁；吸烟史 47例；病理类型：腺癌 70例，鳞癌

30例；TNM分期：Ⅰ期 33例，Ⅱ期 24例，Ⅲ期 25例，Ⅳ期 18

例。另选取同期本院收治的肺部良性病变患者 50例作为对照

组，其中男性 32例，女性 18例；年龄 24～78岁，平均（55.40±

10.61）岁；吸烟史 24例；疾病类型：肺炎 24例，慢性阻塞性肺

疾病 18例，其他 8例。两组性别、年龄、吸烟史差异无统计学意

义（P＞0.05），具有可比性。我院伦理委员会已批准本研究。

1.2 研究方法

（1）血液标本获取：采集所有受试者晨起静脉血 4 mL，置

于 ACD抗凝真空采血管中，4℃冰箱保存，并在 24 h内进行

CTC计数检测；5 mL置于促凝管中静置 10 min，以 8 cm为离

心半径，实施时长为 10 min的 3500 r/min离心处理，获取血清

保存于 -80℃冰箱中备用待检。（2）外周血 CTC检测和 CTC阳

性判定：采用莱尔公司免疫磁珠阴性富集法联合免疫荧光原位

杂交法检测 CTC，外周血加 CS1缓冲液洗涤，650× g，离心 5

分钟；其次，加 CS2红细胞裂解液，650× g，离心 5分钟，弃上

清；依次加 CS1 缓冲液重悬细胞，加磁珠，阴性富集白细胞，

最后加入 CF1 固定液，固定、干燥。取 CF1 固定，载玻片用

2× SSC37℃静置 10 min，75%、85%和 100%乙醇依次脱水

2-5 min。标本区加入 10 滋L CEP8探针，76℃变性 5 min，杂交

1.5 h，甲酰胺浸泡 15 min, 2× SSC洗涤 2次，每次 5 min。将含

CD45-AF594荧光抗体的抗体工作液加至标本区在室温下避光

孵育 1 h，洗片后，加入 DAPI染液复染。最后适用荧光显微镜

对细胞区域进行图像分析。 CTC 阳性判读标准 [12]：

DAPI+/CD45-/染色体多倍体的细胞鉴定为 CTC，CTC数量≥

2 个，视为 CTC 检测阳性。（3）血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、

pro-GRP水平检测：其中 CEA、NSE、Cyfra21-1水平检测通过

电化学发光法完成，相关试剂均为德国罗氏试剂。pro-GRP的检

测方式为酶联免疫吸附法，相关试剂盒购自日本三株社会生物

公司，具体操作以试剂盒说明书为准。

1.3 统计学处理

数据处理工具选择 SPSS 22.0软件，计量资料以 (x± s)表
示，行 t检验。计数资料以（%）表示，开展 x2检验。以 Pearson相

关性分析 NSCLC 患者外周血 CTC 计数与血清 CEA、NSE、

Cyfra21-1、pro-GRP水平之间的相关性。通过受试者工作特征

（ROC） 曲线分析外周血 CTC 计数和血清 CEA、NSE、

Cyfra21-1、pro-GRP水平诊断 NSCLC的效能。以 P<0.05表示
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平

对比

研究组 CTC 计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP

水平均高于对照组（P＜0.05），见表 1。

2.2 NSCLC 患 者 外 周 血 CTC 计 数 与 血 清 CEA、NSE、

Cyfra21-1、pro-GRP水平的相关性分析
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Pearson 相关性分析结果显示：NSCLC 患者外周血 CTC

计数与血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP 水平均呈正相关

（P＜0.05），见表 2。

Groups n CTC count（FR/mL） CEA（ng/mL） NSE（ng/mL） Cyfra21-1（ng/mL） pro-GRP（pg/mL）

Study group 100 2.73± 0.86 36.80± 8.04 24.31± 7.02 8.70± 2.51 120.35± 21.58

Control group 50 0.44± 0.12 2.60± 0.34 8.64± 1.35 2.25± 0.71 11.85± 3.16

t - 26.124 42.461 21.540 23.859 49.233

P - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

表 1 两组 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平对比（x± s）
Table 1 Comparison of CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels between the two groups（x± s）

表 2 NSCLC患者外周血 CTC计数与血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平的相关性分析

Table 2 Correlation analysis between peripheral blood CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP levels in patients with NSCLC

Relevant indexes
Peripheral blood CTC count

r P

CEA 0.352 0.005

NSE 0.487 0.000

Cyfra21-1 0.421 0.001

pro-GRP 0.379 0.009

2.3 NSCLC患者 CTC阳性与临床病理特征的关系

100例 NSCLC患者外周血 CTC检测结果为 CTC阳性 32

例、CTC阴性 68例，按性别、年龄、病理类型、TNM分期、吸烟

史等指标分层，分别比较其 CTC阳性率。结果显示：TNM分期

为Ⅲ～Ⅳ期、有吸烟史的 NSCLC患者 CTC阳性比例明显高于

TNM分期Ⅰ～Ⅱ期、无吸烟史的NSCLC患者（P＜0.05），见表 3。

表 3 NSCLC患者 CTC阳性与临床病理特征的关系（例，%）

Table 3 Relationship between CTC positive and clinicopathological features in patients with NSCLC（n，%）

Items n
CTC positive

（n=32）

CTC negative

（n=68）
x2 P

Gender
Male 61 22（36.07） 39（63.93） 1.188 0.276

Female 39 10（25.64） 29（74.36）

Age（years old）
＜60 67 20（29.85） 47（70.15） 0.431 0.511

≥ 60 33 12（36.36） 21（63.64）

Pathological type
Adenocarcinoma 70 21（30.00） 49（70.00） 0.429 0.513

Squamous cell carcinoma 30 11（36.67） 19（63.33）

TNM stage
StageⅠ～Ⅱ 57 10（17.54） 47（82.46） 12.731 0.000

StageⅢ～Ⅳ 43 22（51.16） 21（48.84）

Smoking history
Yes 47 23（48.94） 24（51.06） 11.689 0.001

No 53 9（16.98） 44（83.02）

2.4 CTC 计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP 诊断

NSCLC效能的 ROC曲线分析

进一步探讨 CTC 计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、

pro-GRP诊断 NSCLC效能：以研究组为阳性样本（n=100），以

对照组为阴性样本（n=50），行 ROC分析，各指标均参考临床实

践划分成若干个组段，再以软件拟合之 ROC曲线读取约登指

数最大值点，对应计算理论阈值和各项参数。并按实测样本计

算灵敏度、特异度、准确度。各指标单独应用时：曲线下面积

（0.95CI）分别为 0.715 (0.513～0.920)、0.693 (0.472～0.918)、

0.712 (0.508 ～0.915)、0.706 (0.432～0.973)、0.752 (0.542 ～

0.968)，有一定的诊断效能。5个指标的联合应用时：曲线下面

积（0.95CI）为 0.885(0.833～0.926)，诊断效能较高。分析结果见

表 4，ROC分析曲线见图 1。

3 讨论

迄今为止，关于 NSCLC的具体病因及发病机制尚未彻底
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图 1 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP诊断 NSCLC效

能的 ROC曲线

Fig.1 ROC curve of CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and

pro-GRP in diagnosing NSCLC

阐明，可能和吸烟、遗传、基因突变、肺部慢性轧染以及空气污

染等因素有关[13-15]。NSCLC患者主要临床表现包括发热、咳嗽、

咯血以及胸痛气短等，部分患者可出现声音嘶哑、肺不张等表

现，在很大程度上影响了患者的生命健康安全[16-18]。虽然病理活

检应用于该病患者的诊断中具有较高的价值，但其存在组织取

样难度较大以及有创伤性等缺点，存在一定的局限性[19,20]。血清

CEA[21]、NSE[22]、Cyfra21-1[23]、pro-GRP[24]均属于肿瘤标志物，作

为一种血清学检查，虽可在一定程度上反映患者肿瘤情况，但

存在灵敏度、特异度以及准确度不高的缺陷。因此，以外周血

CTC检测为代表的液体活检技术开始逐渐受到全球范围内广

大医务工作者的重视，且由于外周血 CTC具有灵敏度较高以

及无需手术即可获取检测样本的特点，尤其适用于肿瘤早期

诊断[25]。

本文结果发现，NSCLC 患者外周血 CTC 与血清 CEA、

NSE、Cyfra21-1、pro-GRP水平均存在异常高表达。CTC是指存

在于患者外周血中各类肿瘤细胞，其主要来源于实体肿瘤病灶

的脱落进入外周血，其中大多数的 CTC会自我凋亡或被吞噬

细胞所吞噬，另有小部分 CTC则会逐渐进展呈转移灶，从而在

机体内增殖、分化、脱落，最终导致外周血 NSCLC的细胞含量

增加[26,27]。CEA属于酸性糖蛋白之一，其在肿瘤细胞表面广泛存

在，其表达水平可在一定程度上反映机体内肿瘤细胞数量[28]。

NSE属于一种酸性蛋白酶，且为神经内分泌细胞以及神经元所

特有，具有促进神经内分泌的功能，在 NSCLC患者血循环中存

在较高含量，其作为肺癌的诊断的典型标记物，在肺癌诊断中

的价值已为不少研究报道所证实[29,30]。Cyfra21-1主要是由肿瘤

细胞分化过程中所合成、分泌，属于临床上广泛应用于诊断肺

癌的指标之一，其主要表达于上皮细胞中，肺癌患者中

Cyfra21-1表达有异常升高的特点[31]。pro-GRP属于胃肠激素之

一，可通过刺激胃的 G细胞分泌胃泌素，继而介导平滑肌细胞

的收缩，影响细胞间相互作用，间接参与了肿瘤细胞的增殖、分

化过程[32]。本研究 Pearson相关性分析结果显示：NSCLC患者

外周血 CTC 计数和血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP 水平

均呈正相关。究其原因，可能是血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、

pro-GRP均随着 NSCLC的发生、发展，肿瘤细胞含量显著增

加；同时，肿瘤细胞的增殖、分化、转移均会导致肿瘤脱落数量

的增加，故此，CTC和上述血清学肿瘤标志物存在明显的正相

关关系。另外，TNM分期为Ⅲ～Ⅳ期以及有吸烟史的 NSCLC

患者 CTC阳性比例明显高于 TNM分期Ⅰ～Ⅱ期以及无吸烟

史的 NSCLC患者，这表明吸烟以及病情恶性进展的 NSCLC

患者的 CTC阳性率较高。分析原因，烟雾中的尼古丁等多种有

害物质均具有一定的致癌作用，进一步促进了肿瘤细胞的增

殖、分化，导致肿瘤脱落细胞数量相应增多，最终引起 CTC阳

性率较高。而随着病情的恶性进展，患者的肿瘤增殖、分化更明

显，患者难以有效抑制肿瘤的发生、发展，继而导致 CTC含量

的相应增多。本研究 ROC曲线分析结果显示：CTC计数及血

清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP联合检测诊断 NSCLC 的效

能较佳。梅骏驰 [33] 等人的研究发现 CTC和 NSE、Cyfra21-1、

CEA诊断肺癌具有较高的价值，然而该研究并未对 NSE 及

pro-GRP与 NSCLC患者的关系进行分析。王亚楠[34]等人的研

究结果发现血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP 以及 SCC 水

平鉴别诊断肺癌和肺结核的价值较高，均有一定的灵敏度以及

特异度，但其并未对 CTC计数与 NSCLC患者的关系予以研究。

综上所述，NSCLC 患者外周血 CTC 与血清 CEA、NSE、

Cyfra21-1、pro-GRP密切相关，且 CTC阳性与 NSCLC恶性进

展及患者吸烟史有关，联合检测上述五项指标可有效鉴别诊断

NSCLC。在今后的研究中可能通过增大样本量，分析 NSCLC

患者预后和上述各项指标的关系，继而为临床 NSLCC患者的

表 4 CTC计数及血清 CEA、NSE、Cyfra21-1、pro-GRP诊断 NSCLC效能的 ROC曲线分析

Table 4 ROC curve analysis of CTC count and serum CEA, NSE, Cyfra21-1 and pro-GRP in diagnosing NSCLC

Items
Area under curve

(0.95CI)
Threshold Sensitivity(n/N) Specificity(n/N) Youden index Accuracy(n/N)

CTC count 0.715(0.513～0.920) 1.8 FR/mL 0.740(74/100) 0.700(35/50) 0.440 0.727(109/150)

CEA 0.693(0.472～0.918) 20 ng/mL 0.710(71/100) 0.680(34/50) 0.390 0.700(105/150)

NSE 0.712(0.508～0.915) 18 ng/mL 0.690(69/100) 0.720(36/50) 0.410 0.700(105/150)

Cyfra21-1 0.706(0.432～0.973) 6 ng/mL 0.680(68/100) 0.720(36/50) 0.400 0.693(104/150)

pro-GRP 0.752(0.542～0.968) 80 pg/mL 0.770(77/100) 0.760(38/50) 0.530 0.767(115/150)

Combined application 0.885(0.833～0.926) - 0.880(88/100) 0.860(43/50) 0.740 0.873(131/150)
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预后评估提供参考依据。
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