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Abstract: Postoperative asymptomatic patients with early cancer (lung cancer) have dormant disseminated 
tumor cells  (DTCs)  in  their metastatic  target organs, and  the proliferation of  these DTCs is  the key  link 
leading to clinical metastasis. The development of therapeutic agents to maintain DTCs dormant or eradicate 
dormant DTCs will prevent  tumor metastasis and break  through  the bottleneck of  improving  the overall 
efficacy of  treating malignant  tumors. This paper reviews the methods of establishing  in vitro and  in vivo 
research models of DTCs with dormant characteristics to promote the understanding of dormant DTCs and 
improve the research and development efficiency of anti-tumor metastasis drugs.
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摘  要：术后无症状的早期癌症（肺癌）患者的转移靶器官中已经潜伏有处于休眠状态的播散肿瘤细

胞（DTCs），其增殖是导致临床转移发生的关键环节。开发维持DTCs休眠或根除休眠DTCs的治疗

药物，将有望防治肿瘤的转移，进而突破恶性肿瘤整体疗效提高的瓶颈。本文对建立具有休眠特征的

DTCs体内外研究模型的方法进行综述，以期促进学者对休眠DTCs的认识，提高抗肿瘤转移药物的研

发效率。
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·综  述·

0  引言
癌症严重危害人类健康，给社会和家庭带来

了严重的经济负担，其中肺癌是我国死亡人数最

高的恶性肿瘤，每年约有超过70万人死于肺癌，

而转移是导致肺癌患者死亡的最主要原因[1]。随着

影像学检查技术（CT、PET/CT）的推广，使得临

床上确诊为早期肺癌患者的数量逐渐升高。按照

临床诊疗指南，这些患者常规进行根治性手术，然

后基于原发肿瘤组织基因突变检测的结果，辅以化

疗或分子靶向治疗，以防止远处转移的发生[2-3]。

然而早期肺癌患者术后治疗期间，通常会发生远

处转移，其远处转移发生率高达48%~78%[4]。因

此，阐明早期肺癌患者根治术后发生转移的原因，

进而针对关键环节进行干预，这可能是预防转移

并显著提高肺癌患者总体生存的关键。
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播散肿瘤细胞（disseminated  tumor  cells, 
DTCs）是指外周血中的循环肿瘤细胞（circulat-
ing  tumor cells, CTCs）外渗，侵入远处靶器官后

定植存活下来的肿瘤细胞 [5]。越来越多的研究表

明，癌症（如肺癌、乳腺癌、前列腺癌等）患

者在临床确诊前肿瘤细胞的播散早已发生，在远

处的转移靶器官（如对侧肺、脑、肝等）中已存

在处于休眠状态的DTCs，并受限于现有的检测

技术而未能检出，但通过穿刺已证实骨髓中存在

DTCs[6]。正因如此，目前已开展的DTCs研究主要

以基础研究为主，其中尤以乳腺癌DTCs的研究最

为广泛[7]。这主要归因于乳腺癌的发病人数多，

且部分早期患者在术后长达数十年才会发生复发

或转移[8]。Hartkopf等研究发现，在早期乳腺癌患

者的骨髓中，DTCs检出与局部无复发生存率之

间无相关性，但是与较高的肿瘤分级、较大的肿

瘤直径和淋巴结阳性相关，且是总生存率的独立

预后标志物[9]，而Rehulkova等[10]采用qRT-PCR的

方式对早期非小细胞肺癌患者的外周血和骨髓中

的CTCs/DTCs进行了检测，发现术后患者CTCs/
DTCs的存在与更差的生存率相关。由于休眠的

DTCs能够在化疗和分子靶向治疗中存活，其增

殖是导致临床转移发生和患者死亡的关键，然

而目前临床上仍缺乏特异性针对休眠DTCs的治

疗药物[5]。因此，建立符合临床特征的休眠DTCs
体内外研究模型，并进行休眠机制和药物开发研

究，将有望研制出特异性靶向休眠DTCs的治疗药

物，进而突破现有肺癌临床疗效提高的瓶颈。本

文就具有休眠特征的DTCs体内外研究模型的建立

方法，及其应用的研究进展进行综述。

1  具有休眠特征的播散肿瘤细胞体外研究模型的
建立

为了建立可反映体内情况的体外研究模型，

首先需要制备具有休眠特征的肿瘤细胞。休眠肿

瘤细胞的体外制备方法主要包括细胞生长接触抑

制、营养剥夺与乏氧、药物诱导、3D培养和肿瘤

细胞与免疫细胞共培养等模型[11]。

1.1  休眠肿瘤细胞的体外制备方法

1.1.1  细胞生长接触抑制模型  将肿瘤细胞接种

到普通2D培养皿内，由于细胞与细胞之间的接触

可以抑制增殖，当细胞密度达到足够高时，肿瘤

细胞会自动进入休眠状态[12]。然而该模型并非适

用于所有的肿瘤细胞，如前列腺癌LNCaP细胞、

胰腺癌MIA PaCa-2细胞、宫颈癌HeLa细胞和胶质

瘤U251细胞等，其在细胞密度足够高时，仍具有

较高的增殖活性[13-14]。

1.1.2  营养剥夺模型   通过剥夺培养基中的血

清，也可诱导肿瘤细胞进入休眠状态。Feng等

研 究 发 现 ， 通 过 连 续7 天 剥 夺 血 清 （ 无 血 清 或

0.05%~0.2%的低血清培养）培养肿瘤细胞，可诱

导前列腺癌细胞进入静止期[15]。此外，Malladi等
采用低有丝分裂原的培养基培养HCC1954-LCC1细

胞，也可诱导细胞进入休眠状态，休眠相关基因

的表达显著上调，并且P-ERK/P-p38的比率显著降

低[16]。

1.1.3  乏氧培养模型   通过将肿瘤细胞置于乏

氧培养箱内培养或采用浓度为100~500 μmol/L的

CoCl2连续处理细胞，使肿瘤细胞在0.1%或1%氧气

浓度下培养5~14天，可诱导肿瘤细胞进入休眠状

态[17]。

1.1.4  药物诱导的肿瘤休眠模型  主要利用化疗

药物以活跃增殖的癌细胞作为靶点，当用化疗药

物（顺铂、紫杉醇、吉西他滨和阿霉素等）长时

间连续处理肿瘤细胞后，剩余存活的癌细胞几乎

都处于休眠状态[18]。此外，Najmi等研究发现，将

肿瘤细胞接种到涂有纤维链接蛋白的细胞培养板

上培养，并向培养基中添加FGF2时，肿瘤细胞会

自动进入休眠状态[11]。而Di Martino等研究发现，

Ⅲ型胶原蛋白具有诱导并维持播散性肝癌细胞处

于休眠状态的作用[19]。

1.1.5  3D培养模型   采用天然（Ⅰ型胶原和透

明质酸）或生物合成（硅聚乙烯和聚己内酯水凝

胶）的材料，通过制备水凝胶，置于这些结构内

生长的肿瘤细胞会表现出不同程度的休眠[20-21]。

Keeratichamroen等研究发现，将肺癌A549细胞置

于半固态的Matrigel中培养时，细胞会进入休眠状

态[22]。此外，将肿瘤细胞置于超低吸附的细胞培

养板内，漂浮在培养基中的3D球状体细胞簇也具

有肿瘤休眠的特征[23]。

1.1.6  肿瘤细胞和免疫细胞共培养模型  Li等研

究发现，当用成骨细胞和前列腺癌细胞进行共培

养时，成骨细胞中的蛋白激酶D1（PKD1）可通

过激活CREB1诱导前列腺癌PC-3和DU145细胞进

入休眠状态[24]。Pradhan等通过共培养实验研究发

现，人间充质干细胞（hMSCs）可促进ER+乳腺癌

细胞的生长，而新生儿成骨细胞（hFOB）却可诱

导ER+乳腺癌细胞发生休眠[25]。

总之，通过以上方法，都可制备并获得具有

休眠特性的肿瘤细胞，基于这些细胞可用于构建
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具有休眠特征的播散性肿瘤细胞体外研究模型。

1.2  休眠播散肿瘤细胞的体外造模

为模拟肿瘤转移级联过程，在体外可通过悬

浮培养的方式获得具有休眠特性的肿瘤细胞簇，

然后将细胞簇消化成单细胞，并将少量的肿瘤

细胞接种到提前用Matrigel胶包被的细胞培养板

中，即可建立具有休眠特征的DTCs体外研究模

型。此外，为进一步模拟体内不同转移靶器官的

肿瘤免疫微环境状态，还可向培养板中添加不同

类型的细胞与休眠的DTCs进行共培养，如成骨细

胞（骨）、肝星状细胞（肝）和肺泡细胞（肺）

等[24,26]，以及添加细胞外基质（ECM），如胶原

蛋白（Ⅲ型胶原蛋白）、纤维链接蛋白和层粘连

蛋白等[19,27-28]。通过以上方法，即可在体外建立具

有休眠特征的DTCs研究模型。

2  具有休眠特征的播散肿瘤细胞体内研究模型的
建立

播散到转移靶器官的肿瘤细胞，由于受到免

疫监视、细胞外基质和血管生成等因素的影响，

存活下来的DTCs通常以休眠的形式潜伏在患者体

内，以待免疫抑制微环境的形成，进而从休眠激

活为增殖状态，最终造成临床转移的发生 [5]。目

前，体内的转移性休眠研究模型的造模方法主要

包括以下几种。

2.1  采用具有转移性休眠特征的肿瘤细胞系

通过在小鼠体内连续筛选构建具有转移性休

眠的肿瘤细胞系。Aslakson等采用小鼠乳腺癌4T1
细胞，通过连续静脉注射转移细胞，并从小鼠肺

脏中分离得到Thioguanine和Ouabain耐药的4T07
细胞系 [29]，经研究发现4T1细胞转移到小鼠的肺

脏和肝脏后，可形成大转移灶；而4T07细胞却以

转移性休眠的形式长期潜伏在小鼠体内。当耗竭

小鼠体内的NK细胞或CD8+ T细胞时，处于休眠

状态下的4T07细胞会进入增殖期，最终形成大转

移灶[26,30]。此外，Morris等也在体外建立了小鼠乳

腺癌D2.0R和D2A1细胞系[31]。D2.0R和D2A1细胞

在体外的2D培养条件下时，其增殖活性并无明显

差异，然而在3D培养、共培养模型和小鼠体内转

移模型中，D2.0R和D2A1细胞却存在着明显的差

异，D2A1细胞可在小鼠的肺脏和肝脏中形成大转

移灶，而D2.0R细胞在相同的转移靶器官中，却以

休眠的形式持续性存在[32]。以上研究结果表明，

4T07细胞和D2.0R细胞可用于构建具有休眠特征的

DTCs体内研究模型。

2.2  条件性诱导DTCs进入休眠状态

通过操控肿瘤细胞的休眠与增殖开关，即可

条件性诱导靶器官中的DTCs进入休眠状态。Kno-
peke等研究发现，在前列腺癌和卵巢癌细胞中，

通过激活MKK4，可诱导播散到靶器官中的肿瘤

细胞进入休眠状态，而一旦MKK4发生失活时，

休眠的肿瘤细胞会进入增殖期，进而形成大转移

灶[33]。因此，通过构建一种可诱导的四环素操纵

子调控系统Tet-On，特异性激活前列腺癌或卵巢癌

细胞中的MKK4基因，即可在小鼠体内建立具有休

眠特征的DTCs体内研究模型。

2.3  接种休眠肿瘤细胞

通过体外诱导肿瘤细胞进入休眠状态后，将

具有休眠特征的肿瘤细胞接种到小鼠体内。进入

靶器官后的休眠DTCs，一旦适应了靶器官的微环

境，并建立了肿瘤免疫抑制微环境之后，会自动

地从休眠激活为增殖状态，进而形成大转移灶。

该模型的缺点是DTCs的休眠时长不可控，转移性

休眠的时长偏短，然而这也更符合一些癌种的临

床实际转移特征，如肺癌。

总之，通过上述方法，可在小鼠体内构建长

期稳定的转移性休眠DTCs研究模型。基于上述模

型，可研究免疫细胞与DTCs休眠重激活之间的关

系以及筛选可靶向杀伤休眠DTCs的化合物。

3  具有休眠特征的播散肿瘤细胞体内外研究模型
的应用

构建具有休眠特征的DTCs体内外研究模型，

可用于研究DTCs休眠重激活的调控“开关”机制、

休眠DTCs的存活机制、休眠DTCs的代谢特征、休

眠DTCs与微环境之间的互作关系、休眠DTCs逃避

免疫监视的机制等[34-35]。通过寻找到调控DTCs休

眠与存活的关键作用靶点，并以此进行抗肿瘤转

移药物的筛选，将可能寻找到维持DTCs休眠或完

全根除休眠DTCs的治疗药物[36]。

DTCs的增殖状态与转移靶器官的微环境密切

相关。已有研究表明，肝脏中的NK细胞可通过分

泌INF-γ来诱导乳腺癌DTCs进入休眠状态[26]；转移

至大脑中的乳腺癌DTCs同样受到NK细胞以及星形

胶质细胞的调控而处于休眠状态[27]；在肺脏中，

表型为CD39+PD-1+CD8+  T细胞是诱导乳腺癌

DTCs休眠的主要效应细胞[30]；转移到肌肉中的乳

腺癌细胞则由于高氧化应激而处于休眠状态[37]；

在骨骼中，NG2+/Nestin+的间充质干细胞可维持

乳腺癌细胞处于休眠状态[38]。此外，骨髓中的成
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骨细胞也是诱导DTCs休眠的主要效应细胞，通过

释放BMP7、Wnt5a和OPN等诱导肿瘤细胞休眠；

而破骨细胞却可通过分泌MMP-9和TGF-β1等[39]重

新激活休眠的DTCs。上述研究结果提示，免疫微

环境是决定DTCs增殖状态和最终转移是否发生的

重要因素。

课题组前期提出了癌症（肺癌）转移亚临床

阶段的核心病机“正虚伏毒”理论[40]，主要指早期

癌症患者术后的外周血和转移靶器官中，已经存

在处于静止期的CTCs和DTCs，即中医所认为的

“伏毒”，一旦患者的免疫功能发生紊乱，导致靶

器官中处于静止期的DTCs增殖激活，最终造成

临床转移事件的发生。据此提出清除靶器官中的

“伏毒”—DTCs，以防止肺癌转移进而提高患者

生存的治疗策略。为验证该理论，课题组前期

在体外建立了人源肺癌循环肿瘤细胞系（CTC-
TJH-01）[41]。研究发现悬浮状态下的CTC-TJH-01
细胞具有成簇、肿瘤休眠和干细胞表型增强等特

性，且接种到小鼠体内后，皮下成瘤时间显著延

长，并在小鼠的肺脏中发现了一部分长期处于休

眠状态的DTCs。因此，开发靶向清除靶器官中休

眠DTCs的药物，并将其与现有的分子靶向药物和

免疫靶向药物相联合，将有效防止肺癌转移的发

生，进而改善患者的生存[5,42]。 

4  展望
早期癌症患者在出现临床可检出的转移之

前，可能有数年（甚至几十年）的时间处于无临

床症状的疾病状态，这种现象的根源是由于早期

术后患者体内仍残留有DTCs，它们以休眠的状态

潜伏在遥远的靶器官中，只待数年甚至几十年后

被唤醒并引发转移[43]。尽管休眠的DTCs增殖激活

是造成肿瘤转移发生的关键环节，然而我们对患

者体内休眠DTCs的认识仍有限，这主要是由于目

前缺乏追踪单个或一小群休眠DTCs的技术，以及

收集和分析处于转移阶段的患者靶器官的伦理和

表1 各种休眠DTCs体内外造模方法的优缺点
模型 优点 缺点

休眠肿瘤
细胞的制备

细胞接触抑制模型 操作方法简便，可大量制备休眠肿瘤细胞 部分肿瘤细胞不适用；
肿瘤细胞易发生老化或凋亡。

营养剥夺模型 操作方法简便，可大量制备休眠肿瘤细胞 肿瘤细胞易发生衰老

乏氧培养模型 可制备大量休眠肿瘤细胞 操作要求较高，传代过程中易
    激活休眠肿瘤细胞

药物诱导模型 符合临床实际特征 制备得到的细胞量少
3D培养模型 模拟临床，可得到肿瘤细胞团 不易制备单个的肿瘤细胞
共培养模型 符合临床实际特征 培养条件复杂，操作难度较大

体外休眠
DTCs研究模型

3D共培养模型 模拟体内肿瘤微环境，研究肿瘤细胞与免疫
   细胞之间互作关系

成分复杂，操作难度较大，
   不易单独分离肿瘤细胞

体内休眠
DTCs研究模型

转移性休眠细胞系 符合临床实际特征，操作方便 长期处于休眠状态，不易增殖激活
条件性诱导模型 休眠时长可控 操控基因仅适用于部分癌种
接种休眠肿瘤细胞 符合临床实际特征，操作方便 休眠时长不可控

Table 1  Advantages and disadvantages of various in vitro and in vivo modeling methods for dormant DTCs
Model Advantage Disadvantage

Preparation of
 dormant
 tumor cells

Cell contact inhibition  Is easy to operate and can obtain a  
  large number of dormant cells

Some tumor cells are not suitable. Tumor   
   cells are prone to aging or apoptosis

Nutrient deprivation  Is easy to operate and can obtain a      
  large number of dormant cells

Tumor cells are prone to aging

Hypoxic culture  Can prepare a large number of dormant  
  tumor cells

It is easy to activate dormant tumor cells   
   in the process of passage

Drug induction  Consistent with clinical characteristics Only a small number of cells can be  
   obtained

3D culture The tumor cell cluster can be obtained  
  by simulating clinic

It is not easy to prepare a single tumor 
   cell

Co-culture Consistent with clinical characteristics The culture conditions are complex, and 
   the operation is difficult

In vitro model for
 study of
 dormant DTCs

3D co-culture Simulate the tumor microenvironment  
  in vivo to study the interaction betw-  
  een tumor cells and immune cells

The components are complex, the 
  operation is difficult, and it is not easy  
  to separate tumor cells alone

In vivo model for
 study of
 dormant DTCs

Metastatic dormant cell line Consistent with clinical characteristics,  
  easy to operate

Long term dormancy makes it difficult  
  to activate proliferation

Conditional induction  Controllable duration of tumor   
  dormancy

Controllable genes are only applicable 
  to a subset of cancer species

Inoculating dormant tumor cell Consistent with clinical characteristics, 
  easy to operate

Tumor dormancy time is uncontrollable
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技术问题。然而骨髓却是一个例外，这是一些癌

症常见的转移部位，从骨髓组织中分离出单个的

休眠DTCs，通过对其进行分析，临床证实了无疾

病证据的患者体内仍存在休眠的DTCs[25]。针对这

一部分患者，急需建立转移风险评估和疗效预测

模型，用于对患者进行分层管理，并指导临床医

生的用药。为此，我们课题组基于外周免疫评分

等，建立了多个肺癌患者的转移风险和疗效预测

模型，并提出了通过靶向可检测的CTCs，以此来

治疗不可检出的DTCs和转移[44-46]。

针对靶器官中的DTCs，我们需要知道DTCs是

如何进入休眠状态的，是什么因素导致休眠DTCs
的增殖激活，以及如何锁定休眠状态的DTCs，只

有如此，才能够寻找到维持DTCs处于休眠状态，

或完全根除休眠DTCs的治疗药物和干预策略[36]。

为此，需在体内外建立可模拟临床实际特征的

DTCs研究模型，我们对这些模型进行了总结（如

表1），其中3D共培养模型，由于其更能模拟临床

肿瘤细胞所处的微环境，越来越受到研究者的重

视并使用。体内的转移性休眠细胞系，也仅有部

分的癌种（如乳腺癌）被建立成功，这限制了其

他癌种的研究。

总之，构建具有休眠特征的DTCs体内外研究

模型，并以此作为抗肿瘤转移药物的筛选平台，

将有可能促进抗肿瘤转移药物的临床转化效率，

对肿瘤转移的防治和患者临床疗效的提高具有重

大意义。
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