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  摘 要:液体活检作为一种新兴的肿瘤早期检测手段,因其微创性、可重复性和准确性而被广泛研究。然

而,仍有诸多问题限制了液体活检在肿瘤诊断中的应用。四面体框架核酸(tFNAs)因其结构稳定性、可编程

性、优异的细胞内吞和组织穿透能力被广泛应用于生物医学领域,也使其成为构建液体活检生物传感平台的理

想选择。tFNAs有效优化了循环肿瘤细胞(CTCs)、循环肿瘤DNA(ctDNA)和细胞外囊泡(EVs)的结合效率,
提高液体活检生物传感平台的灵敏度和检测限。该文将基于tFNAs的液体活检生物传感器进行深入概括,阐

述tFNAs的合成和性质,分析其在生物传感应用中的多样化策略、优势,以及在CTCs、ctDNA和EVs领域的

应用,并探讨tFNAs在液体活检领域中所面对的挑战及应用前景。
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Abstract:Liquid

 

biopsy,as
 

an
 

emerging
 

minimally
 

invasive
 

early
 

detection
 

method
 

for
 

tumors,has
 

shown
 

great
 

potential;however,several
 

challenges
 

limit
 

its
 

application
 

in
 

tumor
 

diagnosis.Tetrahedral
 

framework
 

nucleic
 

acids
 

(tFNAs)
 

have
 

garnered
 

significant
 

attention
 

in
 

the
 

biomedical
 

field
 

due
 

to
 

their
 

structural
 

stabili-
ty,programmability,and

 

superior
 

intracellular
 

endocytosis
 

and
 

tissue
 

penetration
 

capabilities.These
 

properties
 

make
 

tFNAs
 

an
 

ideal
 

candidate
 

for
 

constructing
 

advanced
 

biosensing
 

platforms
 

for
 

liquid
 

biopsy
 

applications.
tFNAs

 

significantly
 

enhance
 

the
 

binding
 

efficiency
 

of
 

circulating
 

tumor
 

cells
 

(CTCs),circulating
 

tumor
 

DNA
(ctDNA),and

 

extracellular
 

vesicles
 

(EVs),thereby
 

improving
 

the
 

sensitivity
 

and
 

detection
 

capability
 

of
 

the
 

liquid
 

biopsy
 

biosensing
 

platform.This
 

review
 

provides
 

a
 

comprehensive
 

overview
 

of
 

tFNAs-based
 

biosensors
 

in
 

the
 

liquid
 

biopsy
 

field.It
 

elaborates
 

on
 

the
 

synthesis,characteristics,and
 

applications
 

of
 

tFNAs
 

in
 

detecting
 

CTCs,ctDNA,and
 

EVs.Additionally,it
 

discusses
 

the
 

diverse
 

strategies
 

and
 

advantages
 

of
 

tFNAs
 

in
 

biosens-
ing

 

applications,highlighting
 

how
 

these
 

features
 

significantly
 

enhance
 

the
 

performance
 

and
 

reliability
 

of
 

bio-
sensors.Finally,this

 

review
 

addresses
 

the
 

current
 

challenges
 

faced
 

by
 

tFNAs
 

in
 

liquid
 

biopsy
 

and
 

explores
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their
 

future
 

prospects,aiming
 

to
 

facilitate
 

early
 

screening,precise
 

diagnosis,and
 

integrated
 

diagnostic-treat-
ment

 

approaches
 

for
 

tumors.
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 阳 莎

  在中国,癌症仍然是一个重

大的公共卫生问题,其严重影响

居民健康和社会经济发展,并且

随着老龄化人口的增多,新发病

例持续增加。面对如此严重的健

康问题和社会负担,癌症的早期

诊断对于提高生存率和减少经济

负担至关重要[1]。迄今为止,癌
症的诊断手段仍受限于生物标志

物检测、影像学检查和组织活检。传统的肿瘤生物标

志物,例如甲胎蛋白(AFP)和癌胚抗原(CEA)等,常
作为肿瘤诊断的辅助手段,但并非所有癌症患者AFP
或CEA水平都升高,因此容易造成误诊和漏诊。计

算机断层扫描(CT)、磁共振成像(MRI)等影像学检

查能精确判断肿瘤大小,确定其边缘界限,但其检查

费用较高,并且不能反映肿瘤的类型。目前,组织活

检仍然是癌症诊断的“金标准”,但是其作为一种侵入

性检查,容易对患者造成损伤,不便于连续监测肿瘤

进展,并且检查结果受限于取材部位和专业人员操

作。综上可见,现有手段在早期诊断灵敏度、无创动

态监测可行性、克服肿瘤异质性、实时反映全身肿瘤

负荷及分子演变等方面存在局限,急需探索更好的肿

瘤诊断方法用于肿瘤的早发现、早诊断和早治疗。
液体活检作为一种新兴的微创检测手段,主要通

过收集血液、尿液和唾液等生物液体,检测其中的循

环肿瘤细胞(CTCs)、循环肿瘤DNA(ctDNA)、细胞

外囊泡(EVs)和微小 RNA(miRNA)等 肿 瘤 衍 生

物[2],从而实现肿瘤的诊断。与目前临床上常用的肿

瘤检测技术相比,它的优点是能检测到早期微小肿

瘤,可区分肿瘤分子亚型,且几乎无创。然而,该技术

仍存在诸多难题需要解决。例如:(1)CTCs来源于肿

瘤,能反映原发肿瘤的生物信息,但是其在血液中数

量稀少,每109 个细胞中才存在1个,提取较为困难。
(2)ctDNA在癌症中早期水平极低,远低于来自正常

细胞的细胞游离DNA(cfDNA),并且其在血液中半

衰期只有30
 

min,这限制了ctDNA在早期肿瘤筛查

中的应用。(3)EVs的大小仅为纳米级,目前分离

EVs的“金标准”为超速离心法,其操作步骤复杂,分
离时间长,成本高昂。这些问题都局限了液体活检在

肿瘤诊断中的应用,解决这些问题将极大推动液体活

检在检验医学领域的应用。
四面体框架核酸(tFNAs),又叫DNA四面体,作

为DNA纳米技术中的代表性三维纳米结构,最初是

由GOODMAN等[3]在2005年提出,该团队采用“一
锅退火”方法通过4个单链DNA精确的互补碱基配

对自组装设计出tFNAs。tFNAs作为最简单的DNA
多面体,因简单设计、易合成、高产量的特点使其成为

DNA纳米技术研究领域的焦点。tFNAs表现出优越

的内在特性,如(1)结构稳定性:tFNAs的四面体构型

具有优秀的机械稳定性,可以有效抵抗变形,并且它

在复杂环境中表现出显著增强的抗酶分解耐久性;
(2)可编程性:研究者可以对tFNAs的结构进行专门

设计以实现目标功能,同一个tFNAs可以包含多个

功能区,通过修饰适配体、抗体、药物和荧光基团等,
从而执行各种生物学角色,包括靶向、成像和治疗干

预等[4];(3)细胞内吞和组织穿透能力:tFNAs可以在

没有转染试剂的情况下有效进入体外哺乳动物细胞,其
穿透能力与尺寸相关[5]。这些特性拓宽了tFNAs在生

物医学领域的应用,使其被广泛应用于生物传感、药物

递送、组织再生、抗菌策略和疾病诊疗领域。
tFNAs可被广泛应用于液体活检领域,为解决液

体活检所存在的问题提供了新的方向。本文将对基

于tFNAs的液体活检生物传感器进行概括,阐述tF-
NAs的合成和性质,讨论它在生物传感应用中的多样

化策略、优势,以及在液体活检CTCs、ctDNA、EVs中

的应用,并探讨tFNAs在应用于液体活检领域时所

面对的挑战及应用前景,以期为实现肿瘤的早期筛

查、精准诊断和诊疗一体化提供理论依据。
1 tFNAs合成方法及表征

  构建tFNAs需要精确的DNA序列设计、温度控

制和短DNA序列的组装,最终这些短DNA序列被

结合成靶向的3D结构。目前,有3种技术可合成tF-
NAs:一锅退火法、三向连接杂交技术和支架折叠策

略[4]。由于目前与后两种方法相关的经济和产量限

制了其应用,本研究主要讨论一锅退火法合成tF-
NAs。一锅退火法,通常被称为单链退火,是目前合

成tFNAs最普遍和有效的方法,合成效率约为90%。
其合成效率优于其他更大和更复杂的结构,如DNA
十二面体(76%)和DNA球(69%)[6]。易合成和高产

量使tFNAs成为 DNA 纳米技术研究领域的焦点。
图1展示了自组装tFNAs的过程,从4条DNA单链

开始,每条链被分割成3个部分,它们与相邻链上各

自的互补片段特异性杂交,形成四面体结构的顶点和

边缘,从而稳定其3D形式。此外,三通接头杂交利用

4个枢轴三通接头来加工四面体构型。如图2所示,
目前有多种方法来纯化和表征制备tFNAs,例如凝胶

电泳、原子力显微镜及其他成像技术等。在tFNAs
的合成过程中,tFNAs的表征工作对于微调装配和纯

化过程至关重要,根据表征的结果,研究者可调整

DNA链的浓度、长度或退火过程中的温度来优化tF-
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NAs的合成工作。精心设计的DNA序列具有精确

的互补性,从而保证tFNAs的成功组装,这对稳定四

面体结构的合成至关重要。

图1  自组装tFNAs示意图

  注:图A为tFNAs的凝胶电泳图,M为DNA参考要带,图B为tFNAs的原子力显微镜图像。

图2  tFNAs合成表征

2 tFNAs在液体活检方面的应用

2.1 CTCs CTCs是从原发肿瘤或转移部位主动或

被动释放到外周血液循环系统中的肿瘤细胞。CTCs
被认为与转移性肿瘤的形成有关,且血液中高CTCs
水平与预后不良和转移性疾病的风险增 加 有 关。
CTCs作为原发肿瘤释放的完整生物实体,可提供原

发肿瘤蛋白质、DNA和RNA等动态信息,但是CTCs
的稀有性、癌症的异质性及转移过程中细胞生物学特

性的动态变化使CTCs的检测和鉴定变得复杂,因此

需要高灵敏度的先进技术来有效捕获和检测CTCs,
为临床医学提供基于CTCs研究的分子图谱,进而辅

助医生制订治疗策略,以及监测肿瘤转移和复发[2]。
目前CTCs的分离方法主要有两种,一种是基于

CTCs的物理性质(大小、电荷、变形能力等)的分离方

法,例如密度梯度离心和微流控芯片等,但是这种分

离方法得到的CTCs纯度较低;另一种是基于其表面

生物标志物[上皮细胞黏附分子(EpCAM)、黏蛋白

(MUC1)波形蛋白和N-钙黏蛋白]的分离方法,例如

CellSearch和免疫磁性分离等,但在复杂的流体环境

中,立体阻碍、链间缠结、适配体与生物标志物之间的

尺寸不匹配及生物标志物在生物膜上的高阶空间组

织均可能限制适配体与靶标的结合亲和力,从而导致

CTCs的捕获效率较低。
 

tFNAs作为一种精确设计的结构核酸,研究者可

对tFNAs大小、形态和机械性能进行可编程控制,其
在生物分子大小调节和复杂生物样品的空间组织方

面展现出卓越的多功能性。例如,CHEN 等[7]利用

tFNAs偶联到磁珠,对探针上配体的空间排列和化学

计量进行编程,克服了CTCs捕获中的局限性,增强

了磁珠的流体稳定性,实现了全血中CTCs的分离,
然后通过洗脱,对CTCs进行体外荧光成像和计数,
实现了肝癌的进展监测和患者分类。此外,因为核酸

框架具有良好结构刚性、稳定性和优异空间定位能

力,tFNAs被认为是高效生物功能化界面的有效生物

材料,可实现均匀和定向分布,从而有效降低空间阻

力的影响。tFNAs通过化学结合修饰到磁珠、玻璃、
捕获电极和聚二甲基硅氧烷(常作为微流控芯片合成

材料)表面,可提高捕获效率和纯度。例如,有学者将

tFNAs修饰到微流控芯片表面,将tFNAs、人字形通

道芯片与适配体触发杂交链反应(HCR)相结合,开发

出了一种高效的微流控系统,用于捕获和释放CTCs,
并开发了一个集成的自动技术平台,该平台在CTCs
的多价捕获和释放方面具有很好的性能[8]。并且由

于tFNAs极好的生物相容性,该方法并不会对细胞

活性造成影响。同时,因为tFNAs的DNA结构,实
验人员还可通过DNA酶或者链置换反应实现CTCs
的无损捕获和释放,而释放的CTCs能通过细胞培养

和单细胞分析技术,进一步提供海量的肿瘤生物学信

息。另一方面,tFNAs为DNA合成的纳米结构,可
与滚环扩增(RCA)、HCR等核酸扩增技术结合,作为

传感元件触发核酸扩增反应,提高检测的灵敏度,实
现单细胞检测。PENG等[9]通过将 HCR和tFNAs
结合,对CTCs进行信号放大,检测限达到3个细胞,
基本满足临床需求。同时,tFNAs还能通过与一些光
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电材料联用,提高电化学和荧光传感器的灵敏度[10]。
CHEN等[11]建立了一个基于tFNAs的“感知和治

疗”定位药物输送系统,该系统通过细胞内化,协同化

疗和光动力疗法特异性破坏CTCs。虽然该实验没有

进行体内实验,但是作为概念证明了tFNAs具有通

过协同破坏CTCs来抑制肿瘤转移的潜力。表1对

近几年基于tFNAs的检测CTCs的生物传感器进行

了总结。
表1  用于CTCs检测的代表性tFNAs生物传感器

靶标 检测方法
线性范围

(个细胞/毫升)
检测限

(个细胞/毫升)

EpCAM[12] 荧光 5~200 4

核仁素[13] 荧光 102~106 7

EpCAM[14] 电化学 0~1
 

000 4

EpCAM[15] 电化学 1~105 1

EpCAM[16] 电化学 102~5×104 23

EpCAM[9] 电化学 10~104 3

MUC1[17] 电化学 1~106 7

MUC1[10] 光电电化学 50~5×105 43

2.2 ctDNA cfDNA是指存在于细胞外、可在体液

中被检测到的DNA片段。在血浆中,cfDNA通常由

长度为140~170碱基对(bp)的双链DNA片段组成,
这些片段大多来自正常白细胞和基质细胞。ctDNA
是指来自癌细胞的cfDNA,其长度通常小于来源于正

常细胞的cfDNA,由长度小于145
 

bp的双链DNA片

段组成。有研究证实,癌症患者血浆中cfDNA水平

通常较高,并且血浆中检测到的ctDNA基因组改变

与肿瘤组织中发现的基因组改变高度一致[18]。与

CTCs类似,研究者不仅可以从血液中获得ctDNA,
也可以从腹水、胸膜液、尿液和脑脊液中分离ctDNA。
但相比其他的液体活检标志物,ctDNA的半衰期更

短,ctDNA可以在给定的时间点对肿瘤的状态作出动

态评估。随着技术的进步,ctDNA的检测变得越来越

简单,如实时定量聚合酶链反应(PCR)、微滴式数字

PCR(ddPCR)、Sanger测序和二代测序(NGS)。可以

预见,在未来,ctDNA检测将被广泛用于新疗法,以监

测肿瘤负荷的动态变化、癌症进展及预后。但是目前

该类方法成本高、劳动强度大、仪器昂贵,不适宜进行

肿瘤筛查。例如ddPCR对于鉴定潜在的罕见突变和

计算拷贝数变异非常有用,但是它操作步骤烦琐,且
只能用于评估特征序列的存在。

基于tFNAs的ctDNA电化学传感器主要采用

三明治结构,学者将tFNAs固定在金电极表面,利用

互补序列捕获游离的ctDNA,随后结合核酸扩增和核

酸切割技术,实现信号放大。如 HAO等[19]首次在金

电极表面修饰tFNAs并用于DNA检测,极大提高了

电化学传感器的灵敏度。而在电化学传感器中引入

tFNAs,可通过控制探针密度和取向有效改善ctDNA
与适配体识别情况,减少电极表面的非特异性吸附,
同时控制电化学活性物质与电极间的距离,保持有效

电信号传输。如 WANG等[20]将tFNAs探针修饰在

电极表面,使得特异性单链扩增子能够高效杂交,并
利用酶促扩增将界面杂交事件定量转化为电化学信

号,该团队提出一种基于顺序辨别-扩增策略的循环甲

基化DNA的单拷贝敏感电化学分析,该方法特异度

很高,能实现在200
 

μL血浆中检测肺癌相关的甲基

化基因。此外,研究者还能利用tFNAs的高负载能

力,构建信号放大探针,例如LI等[21]构建的多柔比

星@DNA四面体-金纳米粒子不仅能增强金纳米粒子

的分散性和溶解性,还能作为一种电化学指示剂,该
团队开发的电化学传感器检测限低至0.29

 

fmol/L。
tFNAs除了能与电化学检测联用,还能与碳纳米

晶体管(CNT)结合用于ctDNA检测。CNT能够将

生物分子结合事件直接转化为可测量的电信号,实现

核酸的无标记、实时和快速检测。tFNAs能够增强

DNA杂交效率,有效改善CNT生物传感器在灵敏度

和检测限方面的性能,MA等[22]开发了一种整合有

DNA四面体纳米结构的CNT晶体管生物传感器,实
现了与三阴乳腺癌相关的AKT2基因的直接无标记

DNA检测。tFNAs的采用使得生物传感器灵敏度提

高了至少35%,可达到2
 

fmol/L 的理 论 检 测 限。
REN等[23]进一步完成基于tFNAs的CNT生物传感

器的小型化和集成化,实现了ctDNA的超灵敏和即

时检测。表2对近几年基于tFNAs的ctDNA检测生

物传感器进行了总结。
表2  基于tFNAs的ctDNA检测生物传感器

靶标 检测方法 线性范围 检测限

KRAS基因[24] 电化学 1
 

fmol/L~1
 

nmol/L 1
 

amol/L

KRAS基因[25] 电化学 1
 

fmol/L~100
 

pmol/L 0.66
 

fmol/L

KRAS基因[26] 电化学 10
 

fmol/L~1
 

nmol/L 0.5
 

fmol/L

KRAS基因[21] 电化学 1
 

fmol/L~10
 

nmol/L 0.29
 

fmol/L

AKT2基因[22] CNT 1
 

pmol/L~1
 

μmol/L 2
 

fmol/L

AKT2基因[23] CNT 10-14~10-10
 

mol/L 0.2
 

amol/L

2.3 EVs EVs是所有活细胞主动分泌到细胞外环

境的一种脂质双层膜囊泡。不同细胞来源的EVs成

分各不相同,根据囊泡大小和内容物,EVs可分为小

EVs(sEVs)或外泌体、大EVs和凋亡体。EVs携带

着蛋白质、核酸、脂类和代谢产物等生物活性分子,可
对免疫系统、肿瘤代谢和耐药性产生重大影响,从而

影响肿瘤的发展[2]。本研究主要阐述用于sEVs检测

的tFNAs生物传感器的发展。
尽管sEVs对于临床诊断具有潜在的价值,但其

小尺寸和复杂的生物环境阻碍了研究者对它的快速

分离。目前分离sEVs的“金标准”是超速离心法,但
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庞大且昂贵的仪器、耗时的过程及对样品量的要求限

制了其应用。tFNAs的四面体构型有助于修饰多个

适配体,从而偶联多个sEVs,聚集sEVs便于研究者

对其进行分离。LU等[27]通过tFNAs的四面体纳米

结构偶联多个适配体序列,从而交联多个sEVs。
得益于交联sEVs形成的大聚集体和tFNAs的

高浮力密度,实验人员可以以低离心速度(20
 

000×
g),在短时间内(30

 

min)富集sEVs。该方法使用tF-
NAs作为DNA砝码,实现了sEVs的快速离心,不像

超速离心法对仪器有很高的要求(100
 

000×g),并且

可节约近3
 

h的时间。tFNAs除了可用于sEVs的分

离,还能用于sEVs的分析。目前tFNAs主要和电化

学、荧光和表面增强拉曼光谱(SERS)结合用于sEVs
表面蛋白和sEVs

 

miRNA的分析。和其他的液体活

检标志物一样,用于检测sEVs的基于tFNAs的电化

学传感器一般采用三明治结构,研究者先将修饰了适

配体的tFNAs固定在金电极表面,通过适配体识别

sEVs表面蛋白,捕获sEVs,随后再结合具有信号放

大作用的材料,实现sEVs电化学高灵敏度检测。例

如CHENG等[28]利用双靶标识别策略,识别sEVs表

面的CD63和 MUC1,金电极上CD63适配体修饰的

tFNAs被用作识别元件,用于特异性捕获sEVs。捕

获sEVs后,MUC1适配体和亚甲基蓝修饰的金纳米

粒子可识别 MUC1,并结合sEVs,实现信号放大,该
方法可用于区分健康者和乳腺癌患者。基于tFNAs
的荧光传感器一般采用荧光共振能量转移策略,通过

控制荧光基团和荧光淬灭剂之间的距离,实现信号开

关,减少信号泄露。同时由于tFNAs的强穿透性,其
可以携带荧光基团无损进入sEVs内,对sEVs内的

靶标进行监测。CHEN等[29]开发了一种发夹tFNAs
纳米探针,利用tFNAs和单核苷酸识别的非破坏性

穿透sEVs的特点和发夹探针免洗荧光读数的优点,
在没有RNA提取或泄漏的情况下实现了sEVs

 

miR-

NA的高保真荧光可视化,该方法可用于区分非小细

胞肺癌患者和健康者,证明了tFNAs实时追踪sEVs
的潜力。而为了实现单个sEVs的分析,LIU等[30]开

发了一种基于tFNAs的单分子荧光成像,通过使用

全内反射显微镜,无需扩增,可对单个sEVs中的单拷

贝miRNA进行原位成像分析。该研究结果显示,tF-
NAs的内化效率高达70%,且不会破坏sEVs的天然

结构,此外,LIU 等[30]发现,耐药相关 miRNAs在

sEVs中的分布模式在耐药发生前后会发生变化,这
对于探索肿瘤耐药相关机制研究和指导临床肿瘤用

药有重大意义。
SERS因为激光聚焦、贵金属表面的拉曼信号放

大效应,具有特征指纹峰、高灵敏度和低检测限等优

点,常被用于检测sEVs。但是,固定在SERS基底上

的单链DNA适配体的方向和密度是无序的,这会造

成DNA缠结,并大大降低适配体与其靶标的结合效

率。而具有结构稳定性和机械刚性的tFNAs可以用

于减少相邻适配体之间的缠结和过度拥挤,通过将多

价适配体与tFNAs结合构建sEVs识别传感界面,可
提高目标识别和捕获能力。LIU等[31]提出了一种超

高灵敏度的SERS传感器,该传感器由分支杂交链式

反应和基于tFNAs的三价适配体驱动,用于精确检

测癌症来源的sEVs。该团队将对MUC1特异的适配

体与tFNAs偶联,随后将tFNAs固定在银纳米棒阵

列的表面,构建能够特异性捕获过表达 MUC1的

sEVs的SERS活性传感芯片。sEVs触发适配体从

而启动分支杂交链式反应。该方法检测限很低,可检

测2
 

μL样品中的单个sEVs,并且利用该方法检测人

血清中的sEVs可区分胃癌患者和健康者。SERS传

感器能实现超少量样本的超灵敏sEVs检测,其有望成

为早期精确检测癌症sEVs的有力工具。表3对近几

年基于tFNAs的sEVs检测生物传感器进行了总结。

表3  基于tFNAs的sEVs检测生物传感器

sEVs类型 靶标 检测方法 线性范围 检测限

sEVs表面蛋白 CD63、MUC1[28] 电化学 103~108个/微升 158个/微升

CD63[32] 电化学 1.39×102~5.05×107 个/毫升 62.7个/毫升

CD63[33] 电化学 1.6×102~1.6×106 个/毫升 13.79个/毫升

CD63、HER2[34] 电化学 2.31×103~2.73×107 个/毫升 -

CD63、MUC1[35] SERS 7×103~7×107 个/毫升 2.98×103 个/毫升

MUC1[31] SERS 1.44~1.44×104 个/微升 0.39个/微升

CD63[36] 磁检测器 1.98×103~1.98×107 个/毫升 1.98×103 个/毫升

CD63、EpCAM[27] 荧光 1.7×104~1.7×1010 个/微升 1.8×102 个/微升

sEVs
 

miRNA miRNA-21[37] 电化学 1
 

fmol/L~1
 

nmol/L 0.43
 

fmol/L

miRNA-1246[38] 电化学 100
 

amol/L~10
 

pmol/L 21
 

amol/L

miRNA-21[39] 纸基电化学 100
 

amol/L~0.2
 

μmol/L 34.6
 

amol/L

  注:-表示无数据。
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3 小结和展望

  tFNAs具有精心设计的三维结构、卓越的结构稳

定性和细胞穿透能力,是核酸纳米技术领域的一个关

键进步。tFNAs通过简化的一锅退火法合成,在合成

效率和功能多样性方面都超过了传统的DNA纳米结

构。基于tFNAs的生物传感器是一种多功能传感工

具,能够检测包括CTCs、ctDNA和EVs在内的多种

液体活检生物标志物。以3个顶点为特征的tFNAs
是生物传感器的基本组成部分,其可与荧光、电化学、
场效应晶体管和SERS等多种信号传导模式集成,从
而完成液体活检靶标的测定。同时tFNAs能与规律

间隔成簇短回文重复序列(CRISPR)、CNT、RCA和

HCR等核酸扩增技术及新兴材料联合应用,提高传

感器的性能。此外,tFNAs还具有优异的细胞渗透性

和无细胞毒性等诸多特点,这些特点有助于无损捕获

和释放CTCs,以及无损穿透sEVs和CTCs,进而实

现细胞内和sEVs内靶标的原位检测和分析。近年

来,tFNAs生物传感器在液体活检方面取得了重大进

展。然而,仍有几项挑战亟待解决:(1)tFNAs的结构

会受到全血中复杂成分和干扰物质(如高盐和高蛋白

等)的影响,这限制了其在临床样品液体活检中的应

用;(2)基于tFNAs的荧光生物传感器被广泛应用于

CTCs内和sEVs内靶标的原位成像,如 miRNA、酶
和蛋白质等,但假阳性信号、信号泄露和背景信号等

可能影响检测结果。因此,迫切需要开发能够精确控

制细胞内和sEVs内生物标志物成像的tFNAs生物

传感器;(3)目前大多数报道的基于tFNAs的生物传

感器只能用于检测单一的液体活检靶标,这限制了其

在临床肿瘤诊断和肿瘤治疗疗效监测中的广泛应用,
因此,需要开发能够同时检测多种液体活检标志物的

新型tFNAs生物传感器,从而提高肿瘤诊断的精准

度;(4)大规模生产tFNAs的标准化流程和成本控制

仍需优化;(5)tFNAs已被用于肿瘤诊疗一体化,
CTCs和sEVs是肿瘤转移的重要介质,针对这些标

志物的原位监测、分离和灭活研究对于抑制肿瘤转

移、加强肿瘤免疫治疗疗效具有重大医学意义,但鲜

有团队利用tFNAs对液体活检标志物进行诊疗一体

化研究;(6)一些新型液体活检标志物,如肿瘤相关血

小板、环状RNA和CTCs簇等,也与肿瘤发展密切相

关,推动tFNAs生物传感器对这些新兴液体活检标

志物的研究,将有利于液体活检生物靶标的基础机制

研究和加快液体活检的临床医学转化。综上所述,新
兴技术和材料(如人工智能、DNA计算、石墨烯、微流

控芯片、微针、DNA水凝胶和钙钛矿等)的快速发展

有效推动了tFNAs生物传感器的精准化和便携化发

展,随着未来更加深入的研究,tFNAs在液体活检领

域的发展潜力会越来越大。
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