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摘  要 

神经母细胞瘤是儿童最常见的颅外实体瘤，具有早期无自觉症状，发病隐匿，极易复发和转移等特点。

高危的神经母细胞瘤患者即使进行综合治疗，仍有复发风险，预后不良。通过肿瘤标志物实现对神经母

细胞瘤早期筛查，快速诊断，精准治疗，预后监测至关重要。液体活检作为一种非侵入性的肿瘤检测方

法，在神经母细胞瘤的诊疗领域具有重要研究意义。循环肿瘤细胞是由原发灶或转移灶脱落进入外周血

的肿瘤转移“种子”，是液体活检肿瘤标志物研究的热点之一，可持续无创地评估患者肿瘤转归及临床

进展情况。本文主要阐述了神经母细胞瘤循环肿瘤细胞的富集，检测，及其在肿瘤病人的诊疗分期、病

情监测、个体化治疗、以及复发耐药监测等方面的临床应用进展。 
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Abstract 
Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor in children. It has the characteristics 
of early asymptomatic, insidious onset, and easy recurrence and metastasis. High-risk neuroblastoma 
patients, even with comprehensive treatment, still have the risk of recurrence and poor prognosis. 
It is very important to realize early screening, rapid diagnosis, accurate treatment and prognosis 
monitoring of neuroblastoma through tumor markers. As a non-invasive tumor detection method, 
liquid biopsy has important research significance in the field of diagnosis and treatment of neuro-
blastoma. Circulating tumor cells are the “seeds” of tumor metastasis that fall off from the primary 
tumor or metastasis into the peripheral blood. It is one of the hot spots in the study of liquid biopsy 
tumor markers, and can continuously and noninvasively evaluate the tumor outcome and clinical 
progress of patients. This article mainly describes the enrichment and detection of circulating tu-
mor cells in neuroblastoma, and its clinical application progress in the diagnosis and treatment 
staging, disease monitoring, individualized treatment, and recurrence and drug resistance moni-
toring of tumor patients. 
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1. 引言 

神经母细胞瘤(Neuroblastoma, NB)是儿童时期最常见的颅外实体瘤，占儿童恶性肿瘤的 8%~10% [1] 
[2]。3~5 岁为发病高峰年龄，NB 来源于未分化的交感神经节细胞，肾上腺是最常见的原发部位，其次是

腹部、胸部、颈部和盆腔交感神经节[3] [4]。神经母细胞瘤具有高度异质性，根据国际神经母细胞瘤风险

组织(International Neuroblastoma risk Group, INRG)制定的风险分类标准[5]，根据患者诊断年龄、INRG 肿

瘤分期、组织学分类、分化程度、DNA 倍性、MYCN 状态、以及 11q 染色体的拷贝数状态等因素[6] [7]，
将 NB 分为极低危、低危、中危和高危[5] [8]。极低危、低危、中危的患者预后较好，但高危的患者即使

进行多模式强化治疗，包括诱导化疗、手术、清骨髓巩固治疗、自体干细胞移植和局部放疗、免疫治疗、

靶向治疗和分化治疗，生存率仍然很低(5 年生存率 < 50%) [8]。所以开发个性化治疗和临床动态监测治

疗反应至关重要[9]。 
目前组织病理检测结合影像学的手段仍然是神经母细胞瘤诊疗评估的“金标准”，然而这两种方法

仍有一定局限性。一方面影像学检查如计算机断层扫描(CT)由于存在辐射不宜在短时间内重复检测，同

时由于存在容积效应，难以发现微小转移病灶，易发生漏诊[10]。另一方面组织病理检查依赖于有创性操

作，包括肿瘤活检、骨髓穿刺以及骨髓活检等，对于患儿来说都是痛苦的，不适用于肿瘤急症患者、多

发转移或无法手术的患者。而非创伤性检查方式如代谢物评估，包括尿香草–杏仁酸、同型香草酸、血

清乳酸脱氢酶(LDH)以及神经元烯醇化酶(NSE)等，虽然具有无创性质，但相应的敏感性及特异性并不高

[11]，因此难以对疾病的复发和治疗反应进行有效的监测[10] [12]-[15]。因此，利用新的方法检测早期 NB，
评估治疗效果，监测肿瘤复发至关重要。目前液体活检作为一种非侵入性的肿瘤检测方法，可实时微创
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跟踪疾病进展和纵向评估治疗效果[16]。液体活检的主要检测指标包括循环肿瘤细胞(Circulating tumor 
cell, CTC)、循环肿瘤 DNA (Circulating tumor DNA, ctDNA)、cfDNA、外泌体、mi-RNA 等[15] [17]-[23]。
CTC 作为液体活检标志物的临床研究已经取得了一定进展，本文将综合阐述循环肿瘤细胞的生物特征，

富集及检测的方法，及在神经母细胞瘤临床诊疗中的应用进展。 

2. 循环肿瘤细胞(CTC) 

CTC 是从原发肿瘤中脱落并进入血液循环的肿瘤细胞，能够提供肿瘤 DNA、RNA、蛋白质和代谢物

水平的丰富而全面的信息，是目前研究最广泛的液体活检标记物，已被广泛用于提供关于原发性肿瘤或

转移瘤特征的信息，在肺癌、乳腺癌、食管癌、肠癌、胃癌、卵巢癌等成人肿瘤病人的诊疗分期、病情监

测，个体化治疗，以及复发等方面都显示出其重要的临床价值[24]-[33]，CTC 在儿童 NB 诊疗的临床意义

也有相关研究报道，具有潜在的应用价值[15] [19] [20] [22] [34]。 

2.1. 循环肿瘤细胞的生物学特征 

1869 年，Ashworth 首次发现患者的外周血中存在肿瘤细胞 CTC [35]，尽管 CTC 起源于原发肿瘤，其

外观与原发性肿瘤中的肿瘤细胞相似，但它们与原发肿瘤细胞在基因表达及生物功能上具有很大差异[28] 
[36]。转移是一个多步骤的进程，主要包括侵袭，循环，定植三个阶段，原发肿瘤(或转移性病变)中具有侵

袭性、转移能力的细胞通过侵袭组织血管并作为肿瘤播散的“种子”以 CTC 的形式在血液中循环，部分浸

润骨髓的肿瘤细胞也被称为 DTC (Disseminated tumor cell)，最后定植于适合的“土壤”形成转移灶。 
肿瘤患者外周血中 CTC 具有稀缺性，每毫升只有几个或几百个，CTC 在血液循环中的存在时间较

短，受到血流剪切力(Shear stress)，失巢凋亡(Anoikis)，氧化应激(Oxidative stress)以及免疫攻击(Immune 
attack)等生存压力，只有少数 CTC 能够成功定植并形成远处转移(图 1)。因此，解析 CTC 生物学特征及

其在血流系统中的生存策略，识别具有干细胞样特性的转移起始细胞，对认识肿瘤转移过程及开发基于

CTC 的转移靶向治疗新方法至关重要。有研究表明，CTC 在具有上皮–间充质可塑性，可先后通过上皮–

间充质转化(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)和间充质–上皮转化(Mesenchymal-epithelial transition, 
MET)完成肿瘤的播散和定植[37] [38]。EMT 是上皮肿瘤细胞失去细胞间粘附并获得间充质和侵袭特性的

过程[39]。在传播过程中，肿瘤细胞通过 EMT 激活从基底膜上脱离并直接进入循环系统，作为 CTC 传播

到远处。当 CTC 外渗时，它们会经历 MET 的逆过程并增殖形成宏观转移。因此，转移的形成取决于这

两种表型之间可逆性转变的平衡，不能单纯理解为间质型 CTC 有利于成功转移，而是 CTC 在不同时空

环境下的上皮–间质的可塑性在 CTC 的转移过程中发挥重要作用[40] [41]，Padmanaban 等也证实，上皮

标志 E-cadherin 的缺失反而降低了 CTC 的存活和转移灶形成[42]。与此同时，一些研究也认为，EMT 在

肿瘤转移灶的形成过程中并非不可或缺，但在 CTC 的化疗耐药中起重要作用[43] [44]。此外，Gkountela
等报道 CTC 在外周血中可聚集成 CTC 簇(CTC cluster)并调控其表观遗传，上调其干细胞特征，与单个

CTC 相比，其转移潜力增加了 100 倍[45]。总而言之，外周血 CTC 具有稀缺性并表现出高度的异质性，

在表面抗原的表达上存在差异。不同肿瘤类型和个体之间的 CTC 可能会呈现出不同的表面标志物表达；

同一患者体内的 CTC 也由于上皮–间质转换呈现差异性的抗原表达模式[37]。这导致了 CTC 的分离，富

集和检测具有一定挑战性。 

2.2. 循环肿瘤细胞的富集和检测方法 

2.2.1. 分离富集 
CTC 分离和富集的技术主要有两大类：包括基于抗原–抗体依赖的亲和性捕获或非抗原–抗体依赖

的非亲和性捕获[15] [28] (图 2)。 
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Figure 1. Production and dissemination of circulating tumor cells 
图 1. 循环肿瘤细胞产生及其播散过程 

 

 
Figure 2. The principle of separation and enrichment of circulating tumor cells 
图 2. 循环肿瘤细胞的分离富集原理 

 

亲和性捕获依赖于细胞表面标记物的差异表达，包括阳性选择和阴性选择。NB 中的 CTC 通过荧光

活化细胞分选(FACS)和免疫磁珠细胞选择富集，要么通过使用肿瘤特异性标记物进行阳性选择，NB 中

的 CTC 常用的肿瘤特异性标记物为双唾液酸神经节苷脂 GD2、PHOX2A (Paired like homeobox 2B)、
PHOX2B (Paired like homeobox 2B)、TH (Tyrosine hydroxylase)等。研究也表明 CD56 在神经母细胞瘤 CTC
上具有高度敏感性但特异性不足，在部分形态学表现为肿瘤细胞但 GD2 表达阴性的样本里可进一步通过

CD56 免疫荧光进行确定[46]。Izhar S. Batth 等也报道 cell surface vimentin (CSV)阳性的儿童神经母细胞瘤

CTC 可预测 NB 术后复发[22]。要么通过使用抗 CD45 抗体这类常见的白细胞生物标志物进行阴性选择，
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从而去除外周血中的免疫细胞。近年来，不同技术的联合应用包括免疫磁珠法、微流体芯片免疫捕获法、

微流体芯片 + 纳米材料法等，得到了更高纯度和回收率的 CTC。如 MACS (Magnetic-activated cell sepa-
ration)基于抗体包被的磁珠和微流控分离 CTC [47]；GEDI (Geometrically enhanced differential immunocap-
ture)-Chip 将微流体与不同的抗体(如乳腺癌中的 HER2，前列腺癌中的 PMSA)相结合，能够从乳腺癌和

前列腺癌等患者外周血中分选高纯度的 CTC，在神经母细胞瘤 CTC 的分离上也有一定应用前景[48]。 
非亲和性捕获是利用 CTC 和血细胞之间的物理性质差异，如细胞尺寸、密度、电荷、弹性和变形能

力，从而分离富集 CTC，如 ISET，CTC-iChip，Smart Biosurface Slides [49]-[51]和 FDA 批准的 Parsortix
等技术平台[52]。非亲和性捕获能够避免 CTC 表面抗原的异质性表达造成的 CTC 流失，不会因为依赖

CTC 上某个或某些特定抗原的表达而造成误差。有研究也证实基于 CTC 大小的捕获能够在 CellSearch 的

废液中捕获到 CTC [53] [54]，非抗原依赖法捕获及后续分子生物学分析能够进一步探索 CTC 的异质性，

具有广泛的研究意义。但此类收集方法富集的 CTC 中会伴有和 CTC 大小及力学特征相似的免疫细胞，

其分离纯度和通量有待进一步提升。目前正在开发多模式方法，以进一步提高敏感性和特异性。例如，

Isoflux 结合了流量控制和免疫磁珠[55]富集 CTC。Cyttel 系统基于图像的检测工具，依次通过离心，免疫

组织化学和荧光原位杂交来识别 CTC [56]。微流控自动分选在非抗原依赖法中应用广泛，最新有研究证

实基于“级联过滤式确定侧向位移”的微流控芯片 CFD-Chip 在分离 CTC 过程中不需要离心、红细胞裂

解等预处理，分离不依赖抗体标记，可以更好地还原血液中肿瘤细胞的本来生物学特征，对 CTC 细胞损

伤及活性影响小，可用于肿瘤细胞体外培养，药效药敏筛选，单细胞测序、蛋白组测序等对细胞数量和

活性要求高的实验室检测，实现高通量、高效率、高纯度捕获血液中的 CTC，具有国际领先水平[57]。 

2.2.2. 检测鉴定 
富集后，CTC 需要进行分子生物学鉴定，常规的上皮标志物 EpCAM、pan-CK 无法用来检测神经母细

胞瘤 CTC，需要通过检测 NB 标志性蛋白或 RNA 的水平来进一步鉴定(图 3)。基于肿瘤标志表面抗原的抗

原-抗体结合的鉴定方法主要包括免疫荧光(IF)、免疫细胞化学(ICC)、或荧光流式细胞分选(FACS)；基于 CTC
肿瘤标志 RNA 水平检测的包括逆转录定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)、微液滴式数字 PCR (ddPCR)和荧光

原位杂交(FISH)检测等。ICC 是使用针对 NB 特异性标记物(包括 GD2、PHOX2A、PHOX2B、TH、CD56
和 CD90 等)的抗体检测 CTC。PCR 通过评估血液中单个或组肿瘤 mRNA 转录物水平，从而能够间接鉴定

NB 的 CTC，在 mRNA 中，PHOX2B 被证明是最特异性的，但在 NB 肿瘤细胞中差异表达，酪氨酸羟化酶

TH 是使用最广泛的一个，TH 是目前 INRG 唯一推荐的用于 RT-qPCR 检测 BM、PB 肿瘤细胞的 mRNA。

Liu 等人使用 CD45 免疫磁珠对肿瘤细胞进行了阴性选择以排除免疫细胞。通过 FISH 的方法检测 8 号染色

体着丝粒探针(CEP8)，并进一步 CD45、DAPI 免疫染色鉴定 CTC。DAPI+/CD45−/CEP8 ≥ 3 的细胞被定义

为神经母细胞瘤 CTC。该方法不仅可以发现单个 CTC，还可以从高危患者中识别出 CTC 簇。然而这些检

测均为低通量。高通量的检测方式包括 Merugu 等人首次使用的 Amnis Imagestream 成像流式细胞仪(ISx)，
其结合了 FACS 和荧光显微镜的特点，允许在短时间内鉴定 GD2+/CD45−的神经母细胞瘤 CTC。另一种联

合微流体和介电泳方法的 DEPArray 利用介电泳原理从 GD2 和 CD45 标记的 BM 样品中捕获的单个 NB 肿

瘤细胞，其灵敏度为每 106 个白细胞检测一个肿瘤细胞[58]。 

3. CTC 检测在神经母细胞瘤中的应用 

3.1. CTC 检测协助儿童肿瘤急症分型及救治 

根据原发肿瘤和转移灶的部位及范围，神经母细胞瘤患儿临床表现有所不同。局限性肿瘤患者可无

症状，但肿瘤晚期的儿童在就诊时一般状况差，通常有全身症状，如肿瘤压迫造成的肠梗阻、呼吸困难、
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运动或感觉障碍、大便失禁和(或)尿潴留等急症表现。对于神经母细胞瘤的诊断方法而言，骨髓穿刺和肿

瘤组织穿刺均属于侵入性操作，耗时较长。而外周血 CTC 可以快速检测，结合其他影像学和临床评估，

可以在短时间内获得较为全面的急症患者疾病信息，因此，CTC 有望成为神经母细胞瘤急症快速分型及

救治以及动态监测的一种有效方式。 
 

 
Figure 3. Detection and identification of circulating tumor cells 
图 3. 循环肿瘤细胞的检测与鉴定方法 

3.2. CTC 检测辅助临床诊断及分期 

CTC 的检出数量与神经母细胞瘤患者的肿瘤分期有关，较高国际神经母细胞瘤风险组分期系统

(INRGSS)分期及危险度分层的患儿中 CTCs 阳性率及检出数量显著更高。2016 年，Lee 及其团队采用 RT-
qPCR 检测 210 例诊断为神经母细胞瘤的患者外周血中 TH mRNA 的表达，其中发现 210 例患者中 60 例

(28.6%)诊断时 PB 中 TH 表达阳性。TH 阳性表达与高危特征(即晚期、高龄、病理不良、MYCN 扩增)相关。

TH 阳性患者的血清 LDH、铁蛋白、NSE 和尿 VMA 水平也较高[59]。Kojima 等通过 FACS 在 10 例患者中

分选出 GD2+CD90+CD45−CD235a−DAPI+的神经母细胞瘤 CTCs，并通过二代单细胞测序进行原发灶和

CTCs 进行表征。结果显示在晚期神经母细胞瘤患者中，CTC 的数量更高。因此，CTC 数量可以很好辅助

临床患者肿瘤分期，肿瘤组织和 CTC 中发现了相同的 ALK 突变，且伴有化疗耐药和神经母细胞瘤复发的

患者样本中鉴定出的 PTPN11 突变，此外单细胞测序显示，CTC 中血管生成相关基因和细胞周期相关基因

表达上调，而参与这些过程的下游核心因子 CCND1 在 CTC 中显著上调。血管生成相关基因和 CCND1 与

神经母细胞瘤的肿瘤进展有关。此外，与原发灶肿瘤细胞相比，TUBA1A 在 CTC 中显著上调，并与神经母

细胞瘤的肿瘤进展和高危险度分期有关[21]。我们对 64 位初发神经母细胞瘤患者的 CTC 检测也证实：危

险度分期更高的患者每 2 mL 外周血中 CTC 和 CTC cluster 数目显著更高(p = 0.0038 与 p = 0.0013) (图 4)。 

3.3. CTC 作为神经母细胞瘤转移标志物 

CTC 作为肿瘤血行转移的种子，在神经母细胞瘤中与转移密切相关。2008 年，Kuroda 通过 RT-PCR
方法检测 TH mRNA 的来检测 29 位晚期神经母细胞瘤患者外周血和骨髓中的 CTC，CTC 和骨髓中的

DTC 可能表明存在肿瘤微转移细胞群，这些肿瘤细胞群对治疗具有耐药性并与肿瘤全身扩散有关，因此，

它们可被视为神经母细胞瘤的重要危险因素[60]。2018 年，Liu 及其团队收集了 28 名 NB 患者的外周血

以及临床和随访数据。采用 DAPI、CD45 免疫染色、和 CEP8 荧光原位杂交鉴定 CTC，DAPI+/CD45−/CEP8 
≥ 3 的细胞被认为是 CTC。结果显示不同风险组之间的 CTC 数量显著不同。发生转移的患者比未发生转
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移的患者具有更多的 CTC。每 4 毫升外周血 ≥ 3 个 CTC 的患者发生转移的可能性增加(敏感性，88.89%；

特异性，78.59%) [20]。2022 年 Loh 等使用基于细胞大小的无标记分离方法，在 17 位神经母细胞瘤患者

外周血中富集和表征了 CTC，以及骨髓中对应的 DTC，结果显示神经母细胞瘤 CTC 主要显示促转移和

间充质基因表达特征。CTC 中促转移相关基因的表达谱与诊断时骨髓转移存在相关性[34]。我们的研究

也进一步发现，CTC 与 CTC cluster 在神经母细胞瘤转移患者中显著更高(图 5(A))，其中 CTC cluster 与
神经母细胞瘤骨髓转移密切相关(图 5(B))，外周血 CTC cluster 检测可以作为肿瘤骨髓穿刺 MRD 检测的

补充，用于动态监测神经母细胞瘤骨髓转移。 
 

 
Figure 4. The number of CTC and CTC cluster is correlated with the risk staging of neuroblastoma 
图 4. CTC 及 CTC cluster 数目与神经母细胞瘤危险度分期具有相关性 

 

 
Figure 5. (A) The number of CTC and CTC cluster is significantly higher in metastatic patients; (B) CTC cluster can predict 
NB bone marrow metastasis 
图 5. (A) CTC 与 CTC cluster 数目在转移患者中显著更高；(B) CTC cluster 可以预测 NB 骨髓转移 

https://doi.org/10.12677/acm.2025.152404


周哲蝶 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2025.152404 764 临床医学进展 
 

3.4. CTC 检测辅助疗效动态评估 

CTCs 的计数可以实时监测肿瘤的动态变化。在治疗过程中，通过检测外周血中的 CTC 数目变化，

可以帮助了解治疗效果。Liu 及其团队根据治疗效果(完全消退(CR)、部分消退(PR)和疾病进展(PD))将 28
例 NB 患者分为 3 组。每 4 毫升血液 CTC 中位数 CR 为 0 (0, 4)，PR 为 54 (46, 77)，PD 为 20 (0.25, 55.5)。
Kruskal-Wallis 检验显示，三组间 CTC 数量差异有统计学意义(p = 0.013) [20]。Merugu 及其团队在 40 例

神经母细胞瘤患者外周血及骨髓样本中，首次利用 ISx 成功检测到 CTCs 与 DTCs。在研究中，他们利用

MDM2 抑制剂 Nutlin-3 处理神经母细胞瘤细胞，观察到 p53 和 p21 的表达增加。通过检测这些标志物的

表达水平，评估药物对细胞的影响，并预测治疗效果，为早期临床试验中神经母细胞瘤的新疗法提供了

非侵入性的药效学生物标志物，同时为骨髓浸润的高危神经母细胞瘤的风险分层及临床诱导化疗实施提

供了潜在的预后生物标志物[19]。 

3.5. CTC 检测预测肿瘤复发与辅助预后评估 

CTC 的存在反映了肿瘤转移的潜能，而肿瘤转移与患者较低的生存率相关，因此对 CTC 计数有助于

判断患者的预后情况。在复发阶段中，通过检测 PB 或 BM 中的 CTC，发现其与 NB 患者全身转移，肿

瘤进展和较差生存预后之间存在显著相关性。Liu 及其团队也证实每 4 mL 外周血 DAPI+/CD45−/CEP8 ≥ 
3 的 CTC 超过 10 个的患者总生存期较差，证实在影像学数据不明确的情况下，CTC 检测可能对预后评

估和诊断转移具有临床价值[20]。2020 年，Batth 及其同事研究了细胞表面波形蛋白(CSV)阳性的 CTC，
用于监测缓解期 NB 患者的治疗反应和预测复发的价值。其纵向分析了 93 例患者 27 个周期(25 个月)的
外周血样本，发现在前两个样本(第 4 个周期(3~4 个月))中存在 CSV+的 CTC 是早期复发的重要指标，低

于 3 个 CSV + CTC/6 mL 外周血的神经母细胞瘤术后复发风险更低[22]。Loh 等基于 17 位神经母细胞瘤

患者的纵向分析也发现 CTC 中促转移相关基因的持续升高表达可能作为神经母细胞瘤患者复发的预测

标志物[34]。 

4. 小结 

神经母细胞瘤是一种严重危害儿童健康的恶性肿瘤，其早期发现和诊断对患者的预后至关重要。目

前，临床上主要通过电子计算机断层扫描(CT)、磁共振成像(MRI)、PET-CT 等影像学手段，以及组织活

检等病理学方法来检测和诊断该疾病。然而，这些方法在寻找与神经母细胞瘤相关的高灵敏度和高特异

性的肿瘤标志物方面仍然有所欠缺。近年来，液体活检作为一种新兴的检测技术，受到了广泛关注。其

中，CTC 作为液体活检的基石之一，具有微创、实时、便捷、灵敏等诸多优点，成为了一种具有广阔前

景的生物标志物。研究表明，CTC 与多种实体肿瘤的早期诊断、疗效监测和预后评估密切相关。虽然 CTC
在恶性肿瘤领域的检测仍处于探索阶段，现有的研究发现，神经母细胞瘤患者外周血中 CTC 的检测也具

有丰富的临床应用价值，如判断患者预后、监测疾病进展及复发等，为个体化治疗提供了有价值的信息。 
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