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本发明公开了检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的

试剂在制备筛选处于发生复发性或转移性癌症

风险中的个体的试剂或试剂盒中的应用。本发明

还公开了检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在制

备预测癌症患者的预后的试剂或试剂盒中的应

用。
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1.检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在制备筛选处于发生复发性或转移性大肠直肠癌风

险中的个体的试剂或试剂盒中的应用，其中该检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂用于检测该

个体的一肠系膜静脉血液样本中的PD‑L1+循环肿瘤细胞，且其中该肠系膜静脉血液样本是

在该个体接受针对该大肠直肠癌的一治疗之前或一治愈性切除手术之中自该个体取得。

2.检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在制备预测患有大肠直肠癌的患者的预后的试剂或

试剂盒中的应用，其中该检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂用于检测该患者的一肠系膜静脉

血液样本中的PD‑L1+循环肿瘤细胞，且其中该肠系膜静脉血液样本是在该患者接受针对该

大肠直肠癌的一治疗之前或一治愈性切除手术之中自该患者取得。
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检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在筛选癌症风险个体以及在

癌症患者预后中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在制备筛选处于发生复发性或转移

性癌症风险中的个体的试剂或试剂盒中的应用。本发明还涉及检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的

试剂在制备预测癌症患者的预后的试剂或试剂盒中的应用。

背景技术

[0002] 循环肿瘤细胞(CTCs)在循环中的存在，在调节癌症转移中扮演主动的角色。循环

肿瘤细胞的计数被报导可用于预测转移性大肠直肠癌(mCRC)患者的预后[2]。在大多数过

去的研究中，循环肿瘤细胞数量是计数自前臂静脉穿刺抽取的血液[3 ,4]。有报导指出，

Nivolumab(PD‑1抑制剂)治疗6个月后，在非小细胞肺癌患者中表达PD‑L1的循环肿瘤细胞

的存在与治疗逃逸或不良预后之间具有对应关系[5]。

[0003] 迄今为止，还没有用于早期检测或诊断转移癌症的有潜力的方法或试剂盒。

发明内容

[0004] 本发明是基于以下意外的发现：表达PD‑L1的循环肿瘤细胞(称为"PD‑L1+循环肿

瘤细胞")的存在/存在量与胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌患者的癌症转移或预后具有关联

性。

[0005] 因此，在一方面，本发明提供一种用于鉴别处于发生复发性或转移性癌症风险中

的个体的方法，包含检测该个体的一血液样本、一组织液样本或一试样中的PD‑L1+循环肿

瘤细胞，其中一或多个PD‑L1+循环肿瘤细胞的存在表示该个体处于发生复发性或转移性癌

症的风险中，且其中该个体患有胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌，该血液样本、该组织液样本或

该试样是在该个体接受针对该胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌的一治疗之前或一治愈性切除

手术之中自该个体取得。

[0006] 在本发明的一具体实施例中，该癌症为一胃肠癌，尤其是大肠直肠癌。在另一具体

实施例中，该癌症为头颈部鳞状细胞癌。

[0007] 另一方面，本发明提供一种用于预测胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌症患者的预后的

方法，包含检测该患者的一血液样本、一组织液样本或一试样中的PD‑L1+循环肿瘤细胞，其

中一或多个PD‑L1+循环肿瘤细胞的存在表示该患者的预后不良，且其中该血液样本、该组

织液样本或该试样是在该个体接受针对该胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌的一治疗之前或一

治愈性切除手术之中自该个体取得。

[0008] 根据本发明的部分较佳具体实施例，该治疗为一免疫疗法。在一些其他具体实施

例中，对该个体投予一免疫疗法，结合一化学治疗或标靶治疗。

[0009] 根据本发明的部分具体实施例，该癌症为一复发性或转移性癌症。

[0010] 本发明的一具体实施例中，该癌症为一胃肠癌，尤其是大肠直肠癌。在另一具体实

施例中，该癌症为头颈部鳞状细胞癌。
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[0011] 应了解先前的一般描述及以下的详述两者皆仅为示例性及解释性且并不限制本

发明。

附图说明

[0012] 本发明先前的概述以及以下详述在配合随附图式阅读时得以更佳地被了解。为说

明本发明，在图式中显示目前较佳的具体实施例。

[0013] 在图式中：

[0014] 图1显示用于通过MiSelect  R系统来计数的循环肿瘤细胞的样本制备。

[0015] 图2显示典型的循环肿瘤细胞影像。

[0016] 图3显示循环肿瘤细胞在周边血及肠系膜静脉血计数的比较。

[0017] 图4A显示在不同分期的大肠直肠癌患者的周边血中循环肿瘤细胞的计数。

[0018] 图4B显示不同分期的大肠直肠癌患者的肠系膜静脉血中循环肿瘤细胞的计数。

[0019] 图5显示PD‑L1在循环肿瘤细胞上表现的异质性。

[0020] 图6显示PD‑L1+在周边血及肠系膜静脉血中循环肿瘤细胞的计数。

[0021] 图7显示PD‑L1+在不同分期的肠系膜静脉血中循环肿瘤细胞的计数。

[0022] 图8显示PD‑L1+在不同分期的循环肿瘤细胞的出现频率。

[0023] 图9显示PD‑L1在循环肿瘤细胞上表现的异质性。

具体实施方式

[0024] 在一方面，本发明提供一种用于鉴别处于发生复发性或转移性癌症风险中的个体

的方法，包含检测该个体的一血液样本、一组织液样本或一试样(specimen)中的PD‑L1+循

环肿瘤细胞(circulating  tumor  cells，CTC)，其中一或多个PD‑L1+循环肿瘤细胞的存在

表示该个体处于发生复发性或转移性癌症的风险中，且其中该个体患有胃肠癌

(gastrointestinal  cancer)或头颈部鳞状细胞癌(head  and  neck  squamous‑cell 

carcinoma)，该血液样本、该组织液样本或该试样是在该个体接受针对该胃肠癌或头颈部

鳞状细胞癌的一治疗之前或一治愈性切除手术之中自该个体取得。

[0025] 换言之，本发明亦提供检测PD‑L1+循环肿瘤细胞(CTC)的试剂在制备筛选处于发

生复发性或转移性癌症风险中的个体的试剂或试剂盒中的应用。所述检测PD‑L1+CTC的试

剂可用于检测该个体的一血液样本、一组织液样本或一试样中的PD‑L1+CTC，其中，该血液

样本、该组织液样本或该试样是在该个体接受针对该胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌的一治疗

之前或一治愈性切除手术之中自该个体取得。

[0026] 所述检测PD‑L1+CTC的试剂包括但不限于可检测PD‑L1+CTC的抗体。

[0027] 在本发明的一具体实施例中，该癌症为一胃肠癌，尤其是大肠直肠癌(colorectal 

cancer)。

[0028] 在另一具体实施例中，该癌症为头颈部鳞状细胞癌。

[0029] 另一方面，本发明提供一种用于预测胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌症患者的预后的

方法，包含检测该患者的一血液样本、一组织液样本或一试样中的PD‑L1+循环肿瘤细胞，其

中一或多个PD‑L1+循环肿瘤细胞的存在表示该患者的预后不良，且其中该血液样本、该组

织液样本或该试样是在该患者接受针对该胃肠癌或头颈部鳞状细胞癌的一治疗之前或一
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治愈性切除手术之中自该患者取得。

[0030] 换言之，本发明亦提供检测PD‑L1+循环肿瘤细胞的试剂在制备预测患有胃肠癌或

头颈部鳞状细胞癌的患者的预后的试剂或试剂盒中的应用。所述检测PD‑L1+循环肿瘤细胞

的试剂可用于检测该患者的一血液样本、一组织液样本或一试样中的PD‑L1+循环肿瘤细

胞。其中，该血液样本、该组织液样本或该试样是在该患者接受针对该胃肠癌或头颈部鳞状

细胞癌的一治疗之前或一治愈性切除手术之中自该患者取得。

[0031] 所述检测PD‑L1+CTC的试剂包括但不限于可检测PD‑L1+CTC的抗体。

[0032] 根据本发明的部分具体实施例，该癌症为一复发性或转移性癌症。

[0033] 在本发明的一具体实施例中，该癌症为一胃肠癌，尤其是大肠直肠癌。针对胃肠

癌，所述血液样本优选为肠系膜静脉血液(mesenteric  venous  blood)样本，其可在针对该

胃肠癌的治愈性切除手术之中取得。

[0034] 在另一具体实施例，该癌症为头颈部鳞状细胞癌。

[0035] 在本发明的部分具体实施例中，该癌症为一胃肠癌，包括但不限于食道癌、胃癌、

胃肠道间质瘤、胰腺癌、肝癌、胆囊癌、大肠直肠癌及肛门癌。在本发明的一特定具体实例

中，该癌症为大肠直肠癌。

[0036] 在本发明的一些其他具体实施例中，该癌症为头颈部鳞状细胞癌。

[0037] 本发明通过以下实例进一步说明，其提供作为例示之用而非限制本发明。

[0038] 实施例

[0039] 材料与方法

[0040] 1.患者的特征

[0041] 受试的患者包括2016年4月至2017年9月在台北荣民总医院接受了治愈性手术切

除的116名患者，以及2016年10月至2017年9月在台北荣民总医院接受免疫治疗的26名头颈

部鳞状细胞癌患者，9名肝癌患者，5名子宫颈癌患者和2名肾脏恶性肿瘤患者。招收程序依

照台北荣民总医院内部审查委员会批准的流程。所有患者均提供书面知情同意书。在大肠

镜检查之前或怀疑患有未经证实的临床分期的大肠直肠癌(CRC)的患者被招募。还招收6名

患有经组织学诊断的管状腺瘤的患者。受试患者的平均年龄(±SD)为63.6±12.5岁(中位

数64)(见下表1)。原发肿瘤分期通过切除的原发肿瘤的组织学检查证实。根据组织学检查，

受试者由116位大肠直肠癌患者组成(I期24例，II期38例，III期42例，IV期12例)。

[0042] 表1：研究族群的临床病理特征

[0043]
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[0044]

[0045] 2.血液样本收集

[0046] 在肿瘤根治性切除之前从大肠直肠癌患者获得用于循环肿瘤细胞(CTC)分析的血

液样本。在手术前从大肠直肠癌患者的肘静脉取血。在手术期间，从结肠病变节段的主要引

流静脉(例如，大肠或直肠的肠系膜下静脉或如果肿瘤位于右侧直肠的回结肠静脉)抽取肠

系膜静脉血液样本。为了尽量减少通过机械性操作释放CTC的可能性，大肠镜检查安排在术

前至少1天。手术方法首先寻找血管控制，亦即，开始时结扎供血动脉，然后进行肠系膜静脉

插管和采血。直到手术的后期才去碰触肿瘤。从116位患者获得用于CTC分析的周边血(PB)

和肠系膜静脉血(MVB)样本。亦从其他癌症患者，在给药前，获得用于CTC分析的血液样本。

[0047] 3.CTC计数及PD‑L1在CTC上的表现的测试

[0048] 样本制备如图1所示。将二等份4毫升的血液自K2EDTA管转移到两个相应标记的

50ml锥形离心管中。样本与SelectKit的分选试剂(PE‑共轭的抗EpCAM抗体)在室温下培养

20分钟。染色后，将各4毫升血液分为2毫升的二等份至两个相应标记的50ml锥形离心管中，

向每个试管中加入24毫升ISOTON稀释剂。关闭制动器，在室温下使用摇摆式离心机在800x 

g离心样本10分钟。离心后，每管去除24毫升的上清液，回收2毫升的二等份得4毫升的等份，

混合样本后，用于CTC分析。样本制备的1小时内在MiSelect  R系统上进行分析。

[0049] 具有SelectChip  Dual的MiSelect  R系统(MiCareo台湾有限公司)能够分选和富

集CTC。一旦含有CTCs的等分试样已经被收集在Selectchip中，则通过芯片上的过滤系统从

CTCs中除去血细胞，特别是RBC。在富集CTCs后，自动添加SelectKit的固色和染色试剂以鉴

定和计数CTCs。抗panCK  APC特异性靶向胞内蛋白细胞角蛋白(cytokeratin)，DAPI染色细

胞核，抗CD45  FITC对白细胞具有特异性。当一事件的形态特征与肿瘤细胞的形态特征一致

时，事件被分类为肿瘤细胞，并且其表现出表型EpCAM+，CK+，DAPI+和CD45‑。

[0050] CTC的数目由实验者统计和分析并直接记录。为了进一步对CTCs进行免疫染色，抗

PD‑L1自动注入SelectChip，用以在MiSelect  R系统上标记CTCs。取得CTC上每个生物标志
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物的荧光图像并记录生物标志物的强度以供进一步分析。

[0051] 4.统计分析

[0052] 所有数据用SPSS软件(v19.0)和GraphPad  Prism(v5.0)进行统计分析。连续变量

的分布被描述为中值和范围。进行曼恩‑惠尼U检验(Mann‑Whitney  U  test)和魏克森符号

等级检验(Wilcoxon‑signed  ranks  test)以适当评估组间差异。所有的P值都是双边的。P

值小于0.05表示统计上具有显著性。

[0053] 结果

[0054] 1.CTC在PB及MVB中的量

[0055] CTC被定义为具有完整细胞核、表达EpCAM和细胞角蛋白、但无CD45表达的细胞。典

型的CTC影像显示在图2中。即使在相同的CRC患者内，EpCAM表达显示出在CTCs之间的异质

性。在PB中几乎没有发现CTCs(平均每8ml全血0.17±0.89；范围＝0‑8，n＝116)，但在MVB较

多(平均每8ml全血7.1±48.1；范围＝0‑515，n＝116)(图3；P<0.001)。

[0056] 2.CTC数目的分布及检测率

[0057] CRC患者的循环肿瘤细胞计数呈现于下表2和图4A和图4B)中。PB中，CTC数目在非

转移性CRC中为0‑8，转移性CRC中为0‑4；在MVB中，CTC数目在非转移性CRC中为0‑515，在转

移性CRC中为0‑20。PB和MVB中CTC的总体检测率分别为6％和40.5％。在每个亚组内，检出率

随着亚组病情的严重程度而增加。在MVB中，I，II，III和IV期的CTC检测率分别为20.8％，

42.1％，45.2％和58.3％。此外，CTC的数目在晚期比早期阶段明显更丰富(图4A和图4B)。

[0058] 表2：CTC在不同分期的PB及MVB中的计数
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[0059]

[0060] 3.CTC数目与临床病理特征的关系

[0061] 我们研究了CTC数目(存在或不存在)与各种临床和病理参数之间的双变量关系。

结果显示在下表3中。临床分期(TNM)与MVB中的CTC数目(表2)和术前血清CEA水平和肿瘤侵

入深度(pT)正相关，与MVB中的CTC量正相关。在CTC数目和存在与肝脏或肺部转移、原发性

CRC分化、组织学、淋巴结状态(N)，淋巴/静脉侵入/神经周围浸润、癌周围炎性变化、癌组织

浸润模式和术前血清CA‑19‑9水平之间没有发现关联性。

[0062] 表3：临床病理参数与循环肿瘤细胞现状的相关性

[0063]
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[0064]

[0065] 4.CRC患者中CTC上的PD‑L1生物标志物评估

[0066] 检测从PB及MVB分离的CTCs的PD‑L1蛋白表达。分离的CTCs的PD‑L1生物标记物表

达在患者之间和同一血样内显示出异质性(图5)。在8位患者PB中可检测的CTC上评估PD‑L1

的状态(见下表4)。在47位患者MVB中可检测循的CTC上评估PD‑L1状态。在这47位患者中，31

位(65.9％)显示PD‑L1+CTCs亚群(参见图6和下表5)。PD‑L1+CTCs的数量从1到33变化(中值

＝3)，。PD‑L1+CTCs的比例在可检测的CTCs总数的16‑100％范围内。随着分期的增加，。PD‑

L1+CTCs的数目逐渐增加(图7)，而CTCs中PD‑L1+CTCs的频率也随着分期增加而增加(图8)。

[0067] 表4：PD‑L1+CTCs在不同分期PB中的数目

[0068] 患者号码 分期 CTC数目 PD‑L1+CTC数目

0031 I 1 0

0009 II 1 0

0078 II 1 0

0090 II 2 1

0113 II 3 0

0057 III 1 0

0004 IV 1 0

0075 IV 4 3

[0069] 表5：PL‑D1+CTC在不同分期MVB中的数目
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[0070]
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[0071]

[0072] 5.CRC患者的PD‑L1+CTC数目与临床病理特征的关系

[0073] 我们研究了PD‑L1+CTC数目(存在或不存在)与各种临床和病理参数之间的双变量

关系。结果显示在下表6和表7中。临床分期(TNM)与MVB中的PD‑L1+CTC数目呈正相关(表6)，

而术前血清CEA水平、肿瘤浸润深度(pT)、淋巴结状态(N)与MVB中PD‑L1+CTC数目呈正相关。

此外，原发性CRC淋巴和静脉浸润与MVB中的PD‑L1+CTC的量相关(表7)。PD‑L1+CTC数目与原

发性CRC分化、神经周围浸润、癌周围炎性变化、癌组织浸润模式和手术前血清CA‑19‑9水平

之间没有发现关联。

[0074] 表6：PD‑L1(+)CTC的存在及临床分期的关系

[0075]
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[0076]

[0077] 表7：临床病理参数与PD‑L1+CTCs的相关性

[0078]

[0079] 6.对其他癌症患者的CTC进行PD‑L1生物标志物评估

[0080] 在头颈部鳞状细胞癌(HNSCC)、肝癌(HCC)和子宫颈癌(UC)患者中CTCs的总体检测

率分别为31％，55％和40％(参见下表8)。检测从HNSCC，HCC和UC患者分离的CTCs的PD‑L1蛋

白表达。分离的CTCs的PD‑L1生物标记物的表达在患者之间和同一血样内的之间显示异质

性(图9)。在患者中可检测的CTCs上评估PD‑L1状态。在这些患者中，100％的HNSCC、50％的

HCC和100％的UC显示PD‑L1+CTCs亚群(表8)。PD‑L1(+)CTC的存在与HNSCC患者的疾病进展

显著相关(参见下表9)。
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[0081] 表8：循环肿瘤细胞和PD‑L1(+)在晚期癌症中的循环肿瘤细胞检测率

[0082]

[0083] 表9：CTC或PD‑L1(+)CTC的存在与疾病进展之间的相关性

[0084]
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图2

图3

说　明　书　附　图 2/6 页

15

CN 108572255 B

15



图4A

图4B
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图5

图6
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图7

图8
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图9
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