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要"液态活检是基于人体血液'尿液'胸腹水等体液的一类非侵入性病理检测方法!其研究内容包括循

环肿瘤细胞'循环肿瘤
Z12

'外泌体等物质!其中的信息可为肺癌的早期诊断'靶向治疗'动态监测'预后评估

提供有力的依据&近年来!随着液态活检研究内容的深入及其检测技术的发展!液态活检在肺癌诊疗中的应用

日益广泛&本文综述近年来液态活检的主要研究内容'检测技术以及在肺癌研究中的进展!以期为肺癌患者提

供更佳的诊疗手段&
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液态活检是指通过检测患者的血液'尿液'胸腹

水'唾液'脑脊液等体液中的
Z12

'

,12

'蛋白质来获

取肿瘤相关信息的一类非侵入性病理检测方法&该

技术最早出现于
!6;'

年
.+,,*U.

#

!

$利用关节腔内

滑液诊断滑膜炎的研究中%如今已广泛应用于肿瘤的

临床诊疗&相比于创伤性'单点取样的肿瘤组织活

检%液态活检具有非侵入性'方便快捷'可多点多次多

层面取样等优势%能够较好地克服肿瘤异质性%特别

是在无法获取组织标本的情况下能够比较全面地反

映肿瘤信息%在一定程度上弥补组织活检的不足&肺

癌是最常见的恶性肿瘤之一%其发病率和病死率极

高%严重威胁着人类的健康#

"

$

&本文从液态活检的研

究内容'检测技术以及在肺癌的早期诊断'靶向治疗'

动态监测和预后评估等方面的临床应用进行阐述%展

现出液态活检在肺癌研究领域中的巨大潜力%为肺癌

的临床诊疗提供新的手段与策略%加快精准医疗的

发展&

@

#

液态活检的研究内容

@$@

#

循环肿瘤细胞(

X/X

)

#

X/X

是指由肿瘤原发灶

或转移灶脱落入血的肿瘤细胞%于
!S%6

年首次发现%

半衰期约
!$&

&

"$'C

%可单个存在或形成循环肿瘤微

栓#

#

$

&外周血中
X/X

水平很低%在已发生转移的肿

瘤患者中每
!h!&

6 个血细胞中大约有
!

个
X/X

%有

研究发现每
;$(KU

外周血中
X/X

$

"

个的非小细

胞肺癌(

1.XUX

)患者的总生存期为
!!$"

个月%无进

展生存期为
%$"

个月%而
X/X

'

"

个的
1.XUX

患者

的总生存期为
S$#

个月%无进展生存期为
'$#

个月%

且
1.XUX

进展组的
X/X

数量高于对照组#

'

$

%可以看

出
X/X

数量可作为肺癌进展和预后不良的预测指

标-一般认为
X/X

表面上皮细胞黏附分子(

*

5

X2V

)

*

S6'!

*
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和细胞角蛋白(

X-

)阳性表达%白细胞特异度抗原

XZ'(

阴性表达%其恶性表型的细胞形态和携带的

Z12

'

,12

和蛋白质等信息为研究者提供了从细胞

层面和亚细胞层面分析肿瘤细胞的机会%而且
X/X

具有干细胞特性%能够发生上皮间质转化%促进细胞

的迁移'侵袭和耐药性的形成#

(

$

-此外%体外培养分离

的
X/X

可以构建
X/X

细胞系和
X/X

的异种移植物

模型(

XZ\9

模型)%

3+Z)-01.+1

等#

%

$发现由小细

胞肺癌(

.XUX

)患者的
X/X

构建的
XZ\9

对化疗的

反应与患者对化疗的反应相似%这对于药物的筛选和

促进个体化治疗具有重要意义&

@$A

#

循环肿瘤
Z12

(

?BZ12

)

#

前人研究发现%肿瘤

患者外周血中循环游离
Z12

(

?IZ12

)水平明显高于

非肿瘤患者%且
?IZ12

携带癌基因"抑癌基因突变'

拷贝数差异'融合基因'微卫星不稳定'甲基化状态等

肿瘤相关信息&进一步研究后把来自原位肿瘤'转移

灶中凋亡与坏死的细胞或者
X/X

中释放的携带肿瘤

相关信息的游离
Z12

称为
?BZ12

#

;

$

&一般来说%

?BZ12

的相对分子质量比
?IZ12

低%且以碎片化呈

现%半衰期
!%$&K8:

至
"$(C

%具有潜在的致瘤性#

S

$

-

?BZ12

的水平高于
X/X

且较容易获得%其携带的基

因突变信息为肺癌患者的靶向治疗提供了依据%美国

食品和药品管理局
"&!%

年批准
?BZ12

可用于检测

1.XUX

患者是否存在表皮生长因子受体(

*)Q,

)突

变%以指导
1.XUX

患者靶向用药-有研究发现%

1.XUX

患者的血清
?IZ12

水平显著高于健康对照

组%且其水平与
1.XUX

分期相关%同时也发现与影像

学相比%

?IZ12

水平变化可提前
!

&

;

个月监测到

1.XUX

患者的疾病进展#

6

$

&

@$B

#

外泌体
#

外泌体是由内皮细胞'血细胞'免疫细

胞'肿瘤细胞等多种细胞分泌的直径为
'&

&

!&&:K

'

密度为
!$!#

&

!$!6

H

"

K

的一种胞外囊泡%表面有

XZ6

'

XZ%#

'

XZS!

等特异性标志物%在血液'尿液'胸

腹水等体液中均存在-肿瘤细胞来源的外泌体具有促

进肿瘤微环境的形成%增加细胞转移与侵袭能力%介

导肿瘤免疫抑制等作用#

!&

$

-其富含
Z12

片段'信使

,12

(

K,12

)'微小
,12

(

K8,12

)和蛋白质等物

质%能反映来源细胞的生物学特性%研究发现外泌体

所携带的
K8,<"!

和
K8,<'"(;

的表达上调与
1.XUX

的复发有关%其表达水平与患者的生存期呈负相

关#

!!

$

%这对肺癌的进展和患者的预后具有潜在的提示

作用&

@$C

#

其他液态活检研究内容
#

循环肿瘤
,12

(

?B,<

12

)!

!66%

年首次在黑色素瘤患者的血液中被发现%

后续在多种肿瘤患者的外周血中发现存在
K,12

'

K8,12

'

F:?,12

'

?8@?,12

等
?B,12

&与
?BZ12

不

同的是%

?B,12

所携带的信息可以反映肿瘤患者转录

水平'表观遗传水平以及其他机制引起的基因表达谱

的改变#

!"

$

&因此%

?B,12

的分析在肿瘤研究中具有

巨大的潜在价值&

肿瘤化血小板(

/*49

)!肿瘤细胞将肿瘤相关分

子转移至血小板%使其
,12

和蛋白质发生改变%成为

/*49

&

/*49

被认为是机体对肿瘤的一种反应%其水

平丰富'易分离获得%可促进肿瘤的生长与播散%但具

体机 制 尚 未 明 确#

!#

$

&有 研 究 者 用 迭 代 算 法 和

+

9NJ@K<8:BAFF8

H

A:?A

,对
1.XUX

患者
/*49,12

进

行分析%发现
/*49

诊断
)&$

期
1.XUX

(

&

!&&

个

样本)的准确度为
S!̂

%诊断晚期
1.XUX

(

&

(&&

个

样本)的准确率为
S6̂

#

!'

$

%这提示
/*49,12

在肺

癌的辅助诊断方面的价值不容忽视&

肿瘤内皮细胞(

/*X9

)!不存在于正常组织中%其

形态多样'排列无序%可通过分泌一种称为
E8

H

F

G

?J:

的蛋白与肿瘤细胞相互作用%促进肿瘤的转移播

散#

!(

$

&目前仍处于研究阶段%还需要大量的临床

验证&

A

#

液态活检的相关技术

A$@

#

液态活检的捕获技术

X/X

的富集!目前
X/X

的富集方法有基于肿瘤

细胞大小的膜过滤法'基于细胞密度的密度梯度离心

法'基于
*

5

X2V

j

X-

j

XZ'(

[等表面标志物的捕获

法(

XAFF9AJ@?C

'微流控技术'多肽纳米磁珠法)和差相

富集技术#

"

$

&当然还有基于
#Z

纳米基质'分层纳米

线芯片等富集方法%对
X/X

的富集效果也不错#

!%

$

&

?BZ12

与
?B,12

的提取!临床研究中
?BZ12

与

?B,12

的提取有商品化试剂盒%如
=8J

H

A:Z12

提取

试剂盒'

.4U0/,12

提取试剂盒等%操作简便'应用

广泛&

外泌体的分离!除了密度梯度超速离心和免疫磁

珠捕获的方法提取外泌体外%超滤离心法和
*O><

=D8?R

试剂盒能够更加快速有效地提取外泌体&有研

究者开发了一种基于新型声波流体技术的声波筛选

装置!用一个微流体通道去除血液样本中的细胞和血

小板%接着在声波频率较高的装置内把外泌体与较大

的胞外囊泡分开%这种方法同样可以有效地提取外

泌体#

!;

$

&

/*49

的富集!血小板水平丰富'分离简单且有标

准的操作程序%多次密度梯度离心去除血细胞即可收

集血小板%期间要注意血小板的活性和防止血小板

凝集#

!#

$

&

A$A

#

液态活检的检测技术

A$A$@

#

2,V.<4X,

#

2,V.<4X,

是根据已知突变

位点设计引物%当患者基因片段存在突变时%该片段

会被扩增%同时阻滞野生型基因片段的扩增反应&该

方法适用于检测已知突变位点%方便快捷'灵敏度高'

*

66'!

*
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年
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卷第
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期
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特异度高且应用广泛%此技术已被批准用于检测晚期

1.XUX

的
*)Q,

突变%也是血液
*)Q,

突变检测专

家共识推荐的技术&

2,V.<4X,

的升级技术
<<.D<

5

A@<2,V.

的灵敏度可达
&$"̂

%更加有利于已知突

变位点的检出#

!S

$

&

A$A$A

#

数字
4X,

#

区别于普通
4X,

的相对定量%

L4X,

是对
Z12

分子的绝对定量&

L4X,

技术主要

包括微滴数字
4X,

(

LL4X,

)'

Y*2V8:

H

技术以及

=DJ:B.BDL8>#ZL4X,

&

LL4X,

是将含有核酸分子

的反应体系分成上万个纳升级的微滴%其中每个微滴

不含或含一个待检核酸靶分子%经过
4X,

扩增后进

行统计分析即可得出靶分子的起始拷贝数或浓度#

!S

$

-

Y*2V8:

H

技术结合了
L4X,

以及流式技术%每一种

Z12

分子都会与专一的磁珠相连接并扩增%然后

Z12

分子之间的差异通过流式细胞仪检测-基于芯

片技术的
=DJ:B.BDL8>#ZL4X,

可对
,12

进行绝对

定量#

!6

$

&

L4X,

的灵敏度可达
&$!̂

&

&$&&&!̂

%实

现了分子的绝对定量%准确度高且易于掌握%在动态

分析个体突变'检测稀有突变'量化特定的核酸种类

等方面具有重要价值&

A$A$B

#

1).

#

1).

是将待测基因打断成若干
Z12

片段%然后两端加上接头%进行扩增的同时检测信号

的高通量测序技术%此技术大体分为建库'高通量平

行测序和生物信息学分析
#

大部分&

1).

可同时对

数百万个
Z12

分子进行测序%随后进行比对%检测已

知或未知的基因变异%具有高通量'灵敏度高'可发现

新的未知突变位点等优势&随着技术的发展%基于

1).

及
4X,

技术的标记扩增深度测序'癌症个体化

深度测序分析%不仅可以检测点突变'插入'缺失或重

排%还可以检测拷贝数变异和基因融合#

"&

$

&

B

#

液态活检在肺癌中的临床应用

B$@

#

早期筛查与辅助诊断
#

0U0*

等#

"!

$发现对于肺

癌的高风险人群来说%可在
X/

扫描未检测到结节前%

通过对
X/X

的细胞形态学鉴定和检测其上皮
<

间充质

标志物的表达%可以提前预测肺癌的发生-同时还发

现在这些高风险患者中检测到的
X/X

的表型与其组

织肿瘤表型相似&由此可见%

X/X

在肺癌的早期筛查

中扮演了一定的角色&

432UU*1

等#

""

$利用靶向错

误校正测序(

/*X<.A

d

)的方法对
''

例健康个体和

"&&

例肺癌'结直肠癌'乳腺癌以及卵巢癌患者的
?IZ<

12

进行分析评估%分别检测到
)

期或
"

期患者的血

浆中的体细胞突变的概率为
(6̂

'

;!̂

'

(6̂

'

%Ŝ

%

而且术前较高水平的
?IZ12

与肿瘤的复发相关-同

时研究发现基于
?BZ12

的超深度测序分析
1.XUX

的
%

个不同基因中的
(%S

个突变%灵敏度和分析特异

度分别为
6&$(̂

和
!&&$&̂

%这为辅助临床诊断提供

了有力的支持&

B$A

#

指导临床靶向用药
#

利用液态活检技术对肿瘤

基因组进行分析%结合患者具体情况%可指导临床用

药&在无法进行组织活检的情况下%

3`

等#

"#

$通过分

析
""(

例晚期
1.XUX

患者的
X/X

中
*)Q,

突变情

况以指导临床用药-也有研究表明可以利用
X/X

中

间变性淋巴瘤激酶(

2U-

)基因重排情况来指导克唑

替尼的使用%以促进个体化治疗#

"'

$

-研究者同时检测

组织
Z12

和
?BZ12

中的
*)Q,

突变情况发现两者

具有很高的一致性%基于
?BZ12

检测的
*)Q,

突变

情况可以指导晚期
1.XUX

患者采用表皮生长因子受

体酪氨酸激酶抑制剂(

*)Q,</-0

)治疗#

"(

$

&在对外

泌体的研究过程中发现可以利用外泌体
Z12

进行

*)Q,

分子分型和
*)Q,/;6&V

分析%其结果与组

织分子分型的结果具有很高的一致性%而且联合检测

外泌体中的
Z12

"

,12

和
?BZ12

可以提高检测

*)Q,

的灵敏度和特异度%为患者选择正确的靶向药

物提供强有力的依据#

"%

$

&除此之外%关于
/*49

的研

究发现凭借
,12

测序分析肿瘤(

1.XUX

'胰腺癌'乳

腺癌等)患者血小板信息%鉴别出癌症亚型的正确率

为
;!̂

%且能够正确识别突变基因
*)Q,

'

-,2.

'

40-#X2

%对临床用药具有指导意义#

";

$

&

B$B

#

实时监测药物疗效
#

实时动态监测患者体内肿

瘤状态%能够准确把握疾病的发展状况%提高治疗效

果%延长肺癌患者的生存期%改善生活质量&有研究

者对
*)Q,</-0

继发耐药患者的
X/X

进行分析%发

现约有
S&̂

的患者能够检出与组织活检相同的

/;6&V

突变#

"S

$

-同样对使用
*)Q,</-0

药物的

1.XUX

患者的
?BZ12

进行检测%有
';̂

(

((

"

!!;

)的

患者发生了
*)Q,/;6&V

突变%结果提示临床及时

调整用药%以延长患者总生存期#

"6

$

-而且
1*bV21

等#

#&

$对
1.XUX

患者
?BZ12

的分子特征进行分析%

发现存在插入'缺失'点突变以及
2U-

重排等改变%

并证明与影像学相比%

?BZ12

的分析可以更好地评估

患者早期对治疗的反应%并可用于区分残留病变和治

疗相关改变&最近的一项研究利用等位基因特异性

4X,

的方法分析
1.XUX

患者的外泌体
,12

"

Z12

中的
*)Q,/;6&V

突变%灵敏度为
6"̂

%特异度为

S6̂

%可见外泌体在耐药性分析方面的潜力巨大#

#!

$

&

除此之外%关于
/*49

的研究表明
/*4

具有实时动态

监测的潜力%可以比影像学检查更早地提示疾病的

进展#

!#

$

&

B$C

#

预后评估分析
#

X/X

和
?BZ12

代表的肿瘤分

子信息以及它们的水平变化在一定程度上可以反映

患者的无进展生存期#

#"

$

-此外%在对外泌体的分析中

发现
K8,<"#E<#

5

'

K8,<!&E<(

5

'

K8,<"!<(

5

的表达上

调预示着
1.XUX

患者有更差的预后#

##

$

-同样在对接

受克唑替尼药物治疗的肺癌患者的血小板进行
,12

*

&&(!

*
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分析时%检测出
*VU

[

2U-

j的患者无进展生存期为

#$'

个月%

*VU

[

2U-

[ 的患者无进展生存期为
!%

个月#

#'

$

&

C

#

小
##

结

##

液态活检凭借其非侵入性'能较好地克服肿瘤异

质性'可动态监测肿瘤信息等优势%尤其是在无法获

取组织标本的情况下%为肺癌的早筛'诊断和治疗开

辟了新道路&尽管目前还存在一些问题%如灵敏度与

特异度更高的分离检测方法仍需要临床验证以推进

液态活检在肺癌诊疗中的应用%尚未建立标准统一的

样本采集'处理'分析程序%从研究到临床转化还需更

充分的证据支持%但它在肺癌诊疗中的潜力是不可忽

视的#

#(

$

&通过更先进的分子生物学检测方法来增强

其可信度和可实践性%液体活检将会获得重大的进展

并广泛应用于临床实践&未来液体活检技术必将在

肺癌的早期诊断'靶向用药'动态监测'预后评价等方

面发挥更大价值&
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表面增强拉曼光谱在肿瘤实验室诊断中的应用
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要"拉曼光谱技术是一种通过光与物质的相互作用产生的非弹性散射光来进行检测的光学技术!可以

提供细胞'组织或生物流体的化学指纹信息#表面增强拉曼光谱"

.*,.

%技术是在拉曼光谱技术基础上发展起

来的具有更高灵敏度'高分析效率的新技术!其基本原理是探寻与疾病相关的
.*,.

特征谱线!从分子水平研

究新陈代谢的小分子含量及种类的变化&本文简述
.*,.

在肿瘤实验室诊断中的应用&

关键词"表面增强拉曼光谱#
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