
iFISH 肿瘤组织与液体活检精准定位区域性癌变手术切缘及有效检测细胞型

MRD 

循环肿瘤细胞 (CTC) 和循环肿瘤血管内皮

细胞 (CTEC) 构成了肿瘤患者术后的“细胞型

MRD”，CTC、CTEC 数目升高与肿瘤复发的密

切相关性已被广泛证实[1-3]，然而关于这些术

后增高的细胞来源的研究却始终为空白。随

着人们对肿瘤原发灶周围“区域性癌变 (field 

cancerization, FC)”的认知不断加深，意识到

以往区域性癌变在肿瘤术后复发过程中的重

要作用被严重低估[4]。因此，“肿瘤切除过程

中是否存在区域性癌变手术切缘、切缘与术

后升高的 CTC、CTEC 是否具有关联性”等问

题近来已开始受到人们的密切关注。区域性

癌变细胞是具有正常细胞形态的一类细胞，

不适于常规病理检测[4, 5]。MD Anderson 分子

病理中心明确指出区域性癌变细胞最大的特

点在于其染色体异倍体及基因突变[5]，但目

前广泛应用的病理组织切片又会造成细胞核

及所含染色体数目不完整，难以有效检测肿

瘤原发灶周围的区域性癌变细胞。 

最近，广州南方医科大学皮肤病医院暨

广东省皮肤病医院外科、皮肤科肿瘤学组、

病理科及首都医科大学附属北京胸科医院与

赛特生物首次应用“双相 i•FISH 肿瘤组织与

液体定量活检技术”，沿着黑色素瘤诊断-转

移-手术-术后免疫治疗-细胞型 MRD 轴线，从

肿瘤细胞三要素 (染色体、瘤标蛋白、细胞形

态)三维层面，在兼顾肿瘤组织与肿瘤液体活

检的基础上，首次对淋巴转移通路中的肿瘤

原发灶、区域性癌变手术切缘、前哨淋巴结 

(SLNs) 中表达了 PD-L1、肿瘤细胞增殖标志物

Ki67、抑癌蛋白 p16 及细胞间质化标志物

Vimentin 的各种完整异倍体肿瘤细胞 TC、肿

瘤血管内皮细胞 TEC 开展了全方位检测与分

析。该研究同时检测了患者免疫治疗过程中

及治疗后外周血中的“细胞型 MRD”活性及

坏死 PD-L1+ CTC、CTEC。 

 



获得的研究成果为肿瘤精准诊疗、合理

定位手术最佳切缘位置、实时评估疗效提供

了十分有效的新途径，并揭示了肿瘤转移过

程中各种亚类细胞是如何相互关联的。相关
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本文要点： 

 该研究首次在分子病理层面全方位观

察并展现了肿瘤原发灶、区域性癌变

切缘、肿瘤转移前哨淋巴结中的 TC、

TEC 及动态监测的治疗过程中外周血

CTC 和 CTEC、治疗后“细胞型 MRD”

CTC、CTEC 各亚类细胞在肿瘤治疗及

转移过程中如何分布与相互关联 

 采用“i•FISH 肿瘤组织活检”技术检

测肿瘤原发灶及手术切缘部位完整肿

瘤细胞，发现切缘部位富含大量 PD-

L1+TC 及 PD-L1+/CD31+TEC，首次定量

证实“区域性癌变切缘”的存在，以

及术后残留的区域性癌变细胞与术后

“细胞型 MRD”CTC、CTEC 相关 

 早期患者转移淋巴结内，TEC 比例极

高 (TEC:TC=4)，其与晚期患者转移淋

巴结中的细胞比例相反 (TEC:TC<1) 

 与肿瘤原发灶细胞和血中 CTC、CTEC

的染色体倍体及 PD-L1 表达呈现极大

异质性不同，该早期患者转移的前哨

淋巴结与区域性癌变切缘部位检出的

所有 TC、TEC 均为 PD-L1+，且几乎全

部表现为 8 号染色体缺失的单体 

 “SE-i•FISH 肿瘤液体活检”显示，黑

色素瘤患者 PD-L1+ CTCs 对免疫治疗敏

感并伴有 PD-L1+坏死 CTCs 的检出，但

血中 PD-L1+ CTECs 及 Ki67+ CTECs 对免

疫治疗耐药，ICI 不能提升致敏 T 淋巴

细胞对标志物阳性 CTECs 的杀伤作用，

这与机体组织中存在抑制免疫功能的

TECs (immunosuppressive TECs) 相一致 

 从治疗到 MRD 形成过程中，“细胞型

MRD”CTC 与 CTEC 的形态发生极大变

化。CTC 从小细胞为主转变为大细胞

为主，而 CTEC 全部变为大细胞并表

达与肿瘤细胞增生及侵润高度相关的

Ki67 蛋白 



iFISH 肿瘤组织、淋巴结活检及动态检测活性

与坏死 CTC、CTEC 

作者对该黑色素瘤患者从诊断到治疗过

程进行了涵盖肿瘤组织及血液标本的全程检

测，其中包含肿瘤原发灶 (Tumor)、切缘(Exc 

Mgn, excision margin)和前哨淋巴结 (SLN, 

sentinel lymph node) 的“i•FISH 肿瘤组织活检”

及 7 次“i•FISH 肿瘤液体活检”(t1-t7)。检测出

的各种亚类细胞数量分析汇总如下： 

 

在该患者的肿瘤组织、切缘及外周血中

检出大量 PD-L1+ 肿瘤细胞为术后有针对性地

开展抗 PD-1 免疫治疗提供了充足的客观依据。

在后续动态监测免疫治疗疗效过程中，患者

于第一疗程结束后检测出 2 个坏死 PD-L1+ 

CTCs (t3)。在总共 12 个疗程期间，CTC、

CTEC 数目总体维持在较低水平 (1-4 个 /3 ml, 

t3-t6)。由于术后免疫治疗过程中 CTC、CTEC

始终为阳性，研究者对临床判别为普通炎性

增生的双侧腹股沟肿大前哨淋巴结进行了

i•FISH 组织活检。在检测的 3 个淋巴结中，

其中 1 个为 TC、TEC 阴性，另外 2 个 SLNs 分

别各检测出 1 个 TEC 及多个 TEC 与 TC，所有

这些细胞均为 PD-L1+。 

全程治疗结束后，患者产生耐药，细

胞型 MRD CTC、CTEC 数目增至 20 个以上，

其中以裸细胞异倍体 CTC 占主要多数，PD-

L1+ CTECs 在治疗中及治疗后 MRD 检测过程

中始终呈现阳性。与我们之前发表的非小细

胞肺癌 NSCLC PD-L1+ CTECs 对 O 药 (ICI Opdivo) 

耐药并致使患者较差预后的结论相似[6]，黑

色素瘤 PD-L1+ CTECs 及 Ki67+ CTECs 同样对

PD-1 抑制剂耐药，即对 PD-1 抑制剂致敏的 T

细胞不敏感！此点与患者体内存在抑制免疫

功能的 TECs 相一致[7]。 

三维度 i•FISH 肿瘤组织与液体活检细胞数据

解析 

本文作者利用 i•FISH 技术平台，基于细

胞三要素，对分布在不同部位的 TC、TEC、

CTC、CTEC 进行了系统性检测与分析。 

i•FISH 肿瘤组织定量活检： 

对肿瘤原发灶、切缘、淋巴结中的 TC 及

TEC 从多种肿瘤标志物蛋白表达、染色体倍

体、核浆比进行的三合一检测结果显示，TC



存在于肿瘤灶及切缘部位，以 8 号染色体缺

失的单体为主，而 TEC 主要见于肿瘤灶，单

体及三倍体居多。转移淋巴结中以 TEC 为主，

所有 TEC 均为单体。 

 

i•FISH 肿瘤组织定量活检的特殊技术优势

在其它不同瘤种 (包括胰腺癌、肝癌、胆管癌、

肺癌、卵巢癌，骨肉瘤、胶质瘤等)的肿瘤原

发灶或宫颈刮片细胞检测过程中得到了有效

验证。 

区域性癌变切缘 (field cancerized excision 

margin,  FCEM)与基于细胞形态、免疫组化的

常规病理活检不同，“i•FISH 肿瘤组织活检”

可原位、同步检测细胞的染色体、瘤标蛋白

及细胞形态，三合一综合检测病理组织中各

种完整的细胞 (包括 TC、TEC 等)，首次使精

准量化定位“区域性癌变”成为可能。      

“i•FISH 肿瘤组织活检”检测多种肿瘤 (皮肤

癌、胰腺癌、肝癌、骨肉瘤、胶质瘤等) 位于

区域性癌变部位的手术切缘发现，切缘位置

含有大量 TC、TEC，有些病例切缘的 TC、TEC

密度甚至高于肿瘤灶。目前，黑色素瘤公认

的安全切缘距离为 2 cm，但本文研究者在有

些皮肤癌患者距离原发灶 4  cm 的切缘位置

亦可检测出相当数量的 TC、TEC，颠覆了人

们以往对安全性切缘的认知，为今后如何有

效降低术后复发提供了新的研究方向。 

 

i•FISH 肿瘤组织活检为针对一系列问题开

展相关深入研究提供了有效的技术手段，比

如手术切缘部位的 TC、TEC 与术后细胞型

MRD CTC、CTEC 及预后如何关联、如何根据

区域性癌变位置更加合理的定位切缘距离、

切缘部位 TC、TEC 及相应比例是否可作为独

立风险因素、如何根据切缘部位 TC、TEC 设

定风险评估的 cut-off 值以及如何据此开展术



后辅助性治疗，这些研究将对降低患者术后

复发风险具有非常重要的现实意义。 

SE-i•FISH 肿瘤液体活检： 

作者对患者治疗前、中、后期进行了 7

次 SE-i•FISH 肿瘤动态液体活检。结果显示，

12 疗程过程中，虽然仍可以检测出 CTC、

CTEC，但数目始终维持在较低水平。全程治

疗结束后，可检测出大量细胞型 MRD CTC、

CTEC，其中裸细胞型 CTC 占主要比例，CTEC

中可见 PD-L1+ 及 Ki67+细胞。在所有检测出的

循环异倍体细胞(CAC) 中，CTC 占比 77%，主

要为多倍体大细胞。 

 

TC、TEC、CTC、CTEC 各亚类细胞在淋巴与血

路转移过程中的相关性 

肿瘤原发灶、切缘及转移淋巴结含有大

量高异质性的 TC、TEC，血液中亦富含各种

不同亚类的 CTC、CTEC，然而并不是所有 TC、

TEC、CTC、CTEC 都参与肿瘤转移。以乳腺癌

为例，只有 EpCAM+三倍体或多倍体小细胞

CTC 与乳腺癌肺转移密切相关[8]。有鉴于此，

作者基于细胞三要素，按免疫治疗前、中、

后三个阶段，将不同部位检测出的各肿细胞

亚类以量化图解方式进行了详细分析，展现

了不同部位检测出的各种细胞在肿瘤治疗与

进展过程中是如何分布的，以及各类细胞的

相关生物学特征，同时清晰地展现了不同部

位的各种亚类细胞在淋巴及血路转移过程中

是如何相互关联的。 

 

图中显示，外周血 CTC、CTEC 异质性最

高，其次为肿瘤原发灶 TC、TEC。切缘部位



及转移淋巴结中检测出的 TC 及 TEC 基本全部

为 PD-L1+ 单倍体细胞，揭示了这些细胞在转

移过程中具有潜在相关性。需要特别指出的

是，与晚期黑色素瘤患者转移淋巴结中的 TC

比例远高于 TEC 不同，该早期患者转移淋巴

结中 TEC 的数量是 TC 的 3.7 倍，提示 TEC 在

肿瘤早期淋巴转移过程中具有重要意义！治

疗结束后的细胞型 MRD 检测显示，所有的

CTEC 均为多倍体大细胞。 

本研究在细胞层面展示了从肿瘤原发灶、

区域性癌变切缘、前哨淋巴结中的 TCs、TECs、

血中的 CTCs、CTECs 之间如何相互关联。作

者之前发表的利用桑基分析 (Sankey Diagram) 

可以在肿瘤患者群体层面清晰地展示治疗过

程中不同 CTC、CTEC 亚类细胞如何动态关联

及与预后的相关性。在今后的研究中，将上

述细胞层面及群体层面的相关研究与精准

i•FISH 单细胞测序[9]相结合，将有助于人们深

入了解位于不同部位的各种亚类肿瘤细胞与

肿瘤血管内皮细胞如何在分子层面相互演变

与关联，以及各自对应的临床意义。 

结论 

“i•FISH 肿瘤组织活检”与“SE-i•FISH 肿

瘤液体活检”相结合，可在分子病理层面全

方位检测处于淋巴与外周血转移途径中不同

部位的各种 TC、TEC、CTC、CTEC，有助于人

们更加全面、客观地揭示肿瘤组织及血液中

不同亚类细胞在肿瘤转移过程是如何相互关

联，以及它们各自与疗效、预后的相关性。

本研究为今后使用“双相 i•FISH 肿瘤组织与

液体活检”开展大规模临床实验与研究奠定

了坚实基础。 
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