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  摘 要:在我国,肺癌居恶性肿瘤发病及死亡之首,早期诊治可显著提高肺癌的生存率,然而75%的患者在

初诊时已处于晚期,错过最佳治疗时机。肺结节是早期肺癌的表现形式,如何精准区分良恶性肺结节,避免恶

性肺结节的漏诊及良性肺结节的过度治疗是一直困扰临床的重要问题。液体活检具有无创、重复性高、可操作

性强、易于动态监测及克服肿瘤异质性等优势,可实现对恶性肿瘤早发现、早诊断,是最具潜力的肿瘤精准医学

检测技术,有望成为肺结节良恶性诊断的突破口。文章就近年来液体活检在肺结节诊断中的研究与应用作一

综述,以期为其临床应用及未来研究提供思路。
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Abstract:In

 

China,lung
 

cancer
 

ranks
 

first
 

in
 

the
 

incidence
 

and
 

death
 

of
 

malignant
 

tumors.Early
 

diagnosis
 

and
 

timely
 

treatment
 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

lung
 

cancer.However,75%
 

of
 

patients
 

are
 

already
 

in
 

the
 

advanced
 

stage
 

at
 

the
 

time
 

of
 

initial
 

diagnosis,missing
 

the
 

best
 

treatment
 

opportunity.Lung
 

nodules
 

are
 

the
 

manifestations
 

of
 

early
 

lung
 

cancer.How
 

to
 

accurately
 

distinguish
 

benign
 

and
 

malignant
 

pul-
monary

 

nodules
 

and
 

avoid
 

missing
 

diagnosis
 

of
 

malignant
 

lung
 

nodules
 

and
 

over-treatment
 

of
 

benign
 

lung
 

nod-
ules

 

are
 

important
 

clinical
 

problems.Liquid
 

biopsy
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

non-invasiveness,high
 

reproducibili-
ty,operability,easy

 

dynamic
 

monitoring
 

and
 

overcoming
 

tumor
 

heterogeneity,which
 

can
 

realize
 

early
 

detection
 

and
 

diagnosis
 

of
 

malignant
 

tumors.Besides,it
 

is
 

the
 

most
 

potential
 

precision
 

tumor
 

detection
 

technology,
which

 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

breakthrough
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

benign
 

and
 

malignant
 

lung
 

nodules.This
 

arti-
cle

 

reviews
 

the
 

research
 

and
 

application
 

of
 

liquid
 

biopsy
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

lung
 

nodules
 

in
 

recent
 

years,in
 

or-
der

 

to
 

provide
 

ideas
 

for
 

clinical
 

application
 

and
 

future
 

research.
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  肺癌是全球癌症相关死亡的最主要原因,统计结

果表明,肺癌占所有癌症死亡的比例达18.7%[1]。我

国肺癌患者整体5年生存率明显低于西方国家,已成

为我国“头号癌症杀手”,主要原因是75%的肺癌患者

诊断已处于晚期,错过了最佳的根治性治疗时机[2]。
早期诊断并进行完全性手术切除的原位腺癌和微浸

润腺癌的10年无病生存期可达100%,而Ⅳ期患者仅

在0%~13%[3]。因此,提高肺癌的生存率关键在于

早期治疗,而早期诊断是实现早期治疗的基础。
肺结节是早期肺癌的最主要表现形式,我国对于

高危肺癌人群进行胸部CT筛查结果显示肺结节阳性

率高达22.9%[4-5]。在所发现的肺结节中,恶性肺结

节占比仅4%,但研究表明无论结节的初始大小和生

长速度,延迟诊断都会降低10年生存率[6-7]。如何精

准区分良恶性肺结节,避免恶性肺结节的漏诊及良性

肺结节的过度治疗是一直困扰临床的重要问题。因

此迫切需要其他精准的检查方法辅助肺结节良恶性

的诊断。
目前临床上常用的肺癌生物标志物包括细胞角

蛋白19片段(CYFRA21-1)、癌胚抗原(CEA)和神经
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元特异性烯醇化酶(NSE)等的诊断敏感性仅为42%,
特异性为83%,且上述指标对早期肺癌的诊断敏感性

和特异性更差,虽然被广泛应用于临床,但其主要原

因是目前尚无可替代的检测手段。液体活检是作为

一种无创的活检方法,受肿瘤异质性的影响小,可实

现多次重复、实时监测肿瘤的状态[8]。多个研究表明

液体活检在肺结节良恶性诊断、精准治疗及治疗后监

测等方面具有广阔的应用前景[9-10]。本文就液体活检

在肺结节良恶性诊断中的研究与应用(图1)进行综

述,以期为其临床应用及未来研究提供思路。

图1  液体活检在肺结节诊断中的应用

1 液体活检的主要方法

1.1 循环肿瘤细胞(CTCs) CTCs是指由实体瘤原

发部位或转移部位进入血液中的肿瘤细胞,早在1869
年澳大利亚病理学家ASHWORTH[11]便已发现血液

中CTCs的存在,近年来CTCs在多个恶性肿瘤的预

后评估方面的作用已被证实[12-13]。CTCs受到免疫监

视、血液剪切力及失巢凋亡等因素的影响,其数量在

外周血中的分布很低,平均106~108 个白细胞中仅有

1~100个[14]。因此,从大量的血细胞中精准分离获

得CTCs是其检测的主要难题,但CTCs与其他细胞

在物理或生化特征方面具有明显的差异,可依据此特

征进行富集。
目前进行CTCs富集的常用方法包括非特异性

和特异性富集,非特异性富集方法包括物理过滤

法[15]、密度梯度离心分离法[16]及微流控芯片法[17],优
势在于可有效分离出CTCs,但易出现假阳性结果,代
表性技术平台有 CTCBIOPSY、OncoQuick、DEP富

集技术等。物理过滤法是基于CTCs体积大于血细

胞的特征,使用8
 

μm孔径的过滤器可使CTCs保留

下来,而血细胞则由于体积小可通过滤孔,随后通过

染色技术鉴定CTCs,此方法具有操作简单、成本较低

的优势,CTCBIOPSY便是采用此技术进行检测。密

度梯度离心分离法是依据不同细胞沉降系数进行检

测的,通过梯度离心方法可获得不同细胞层CTCs,此
方法检测成本较低,但操作流程较为复杂,时间较长。
微流控芯片法主要依据流体微粒运动的特征分离细

胞,通过在芯片中设置不同的微结构单元将其从血液

中分离出来,此方法特异性较强,但检测成本较高。
特异性富集利用细胞特异性分子将CTCs从细胞群

中分离出来[18],主要方法包括免疫磁珠分离法和微流

体法。免疫磁珠法基本原理为所有细胞均有磁性,利
用磁珠与CTCs表面抗原结合而分离富集CTCs,此
方法优势在于检测特异性较高,但灵敏度较差、成本

高。微流体法主要是通过在微流控芯片上包被特异

性抗体吸附CTCs,检测的特异性较高,可实现自动化

检测,但敏感性不佳,无法获取不表达相关抗原的

CTCs。
近年研究表明,外周血CTCs检测有助于恶性肺

结节的早期诊断[19-20]。传统检测方法需要通过穿刺

活检或病灶形态大小高度提示恶性才 考 虑 切 除,
CTCs的检测不依赖于肿瘤负荷,在肿瘤发生发展的

早期脱落进入外周血液循环中,具有较高的灵敏度和

特异性。有学者探讨CTCs联合低剂量螺旋CT诊断

恶性孤立性肺结节,发现此种方法拥有较好的病理浸

润预测价值,且与术后TNM 分期、淋巴结转移密切

相关[21]。研究发现相较于临床应用较多的肿瘤标志

物癌胚抗原,CTCs对LDCT检出的孤立性肺结节良

恶性鉴别上更有优势,且与肺腺癌病理分期、淋巴结

转移存在相关性[22]。联合肿瘤大小和CTCs计数预

测恶性肿瘤概率显示出高特异性和敏感性[23]。CTCs
作为一种无创的简便检测方法,在肺结节良恶性诊断

方面拥有独特的优势。
CTCs是从实体瘤中脱离出来进入外周血循环的

肿瘤细胞,直接反映了肿瘤的转移状态,可实时监测

肿瘤动态和评估治疗效果。同时,CTCs保存了肿瘤

细胞完整性,不仅包含肿瘤DNA,还包含基因组、蛋
白质组等遗传信息,可有助于全面了解肿瘤的特性。
但由于CTCs数量稀少或检测技术的限制,该检测手
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段的敏感性和特异性仍是一个挑战,目前CTCs检测

方法较多,尚缺乏统一性标准,未来探寻高特异性及

高敏感性的CTCs检测技术是重要的研究方向之一。
1.2 循环肿瘤DNA(ctDNA) ctDNA是由原发肿

瘤组织或转移灶来源的肿瘤细胞发生坏死或凋亡释

放到血液中,或由肿瘤直接分泌释放到血液中形成

的。ctDNA是携带异常肿瘤细胞突变的遗传学物质,
保留了肿瘤发生的特异性基因和表观遗传学特征,如
基因突变、甲基化及拷贝数异常等,可作为肿瘤监测

的重要生物标志物。传统肿瘤标志物检测主要依赖

于抗原抗体反应,ctDNA与之相比具有更为实时、准
确、可重复性高的优势。目前ctDNA常用的检测技

术包括聚合酶链反应(PCR)和二代测序(NGS),PCR
的优势在于检测的特异性和灵敏度较高,操作简单,
成本较低,但对于未知的突变无法检测。NGS技术特

异性和通量都较高,同时对未知突变基因也可检测出

来,但检测成本相对较高。有研究表明,在肿瘤发生

的早期也可检测到ctDNA[24-26],甲基化修饰在肿瘤发

生发展过程中起着重要作用,且在肿瘤形成早期便以

发生,因此可通过检测ctDNA的甲基化实现肿瘤的

早期诊断。
ctDNA来源于肿瘤细胞,含有肿瘤特异性基因突

变位点和甲基化位点,如非小细胞肺癌(NSCLC)中的

EGFR基因、乳腺癌中的BRCA1/2突变和甲基化、
KRAS基因结直肠癌的突变,以及甲状腺癌的BRAF
基因突变。通过分析ctDNA可检测肿瘤特异性基因

变异水平,因其半衰期仅2
 

h,因此可反映体内肿瘤负

荷。一项多中心研究结果显示,术后监测ctDNA可

优化 肺 癌 肿 瘤 分 期 及 评 估 病 情 预 后[27]。LIANG
等[28]建立ctDNA甲基化检测鉴别肺结节良恶性评估

模型,有 望 成 为 一 种 无 创 的 检 测 方 法。ABBOSH
等[29]发现通过检测ctDNA可作为早期非小细胞肺癌

复发转移的生物标志物。血浆ctDNA可方便、动态

地检测外周血癌相关基因突变,为癌症精准治疗提供

依据,无需采集实体癌组织样本[30]。另有研究表明,
在肺癌患者的ctDNA中可检测到EGFR、KRAS和

TP53突变频率较高[31]。在癌症诊断方面,与常规临

床病理结果相比,ctDNA诊断具有98%的阳性预测

能力、89%的特异度和85%的灵敏度,但阴性预测值

高达35%。
ctDNA具有高度肿瘤特异性,与蛋白类标记物相

比,ctDNA检测的精准性较高。同时由于ctDNA的

半衰期较短,可实时反映肿瘤的状态。但ctDNA仅

能检测出已知突变基因的肿瘤信息,同时ctDNA的

检测成本偏高一定程度上限制了其临床的推广应用。
1.3 血液外泌体检测 外泌体是由细胞分泌形成的

微小囊泡,直径50~150
 

nm,囊泡里携带DNA、RNA
和蛋白质等分子信息。作为细胞间的通信载体,外泌

体有促进肿瘤侵袭转移和增强免疫抑制的作用[32]。

微小RNA(miRNA)可被选择性地封装和富集与外泌

体,参与 生 理 病 理 调 节。研 究 表 明 肿 瘤 外 泌 体 的

miRNA表达水平与癌症进展密切相关[33]。miRNA
是一类约由22个核苷酸组成的非编码单链RNA,通
过调节翻译、靶基因在转录后水平调控基因的表达。
外泌体miRNA之所以有潜力可能作为疾病早期诊断

的标志物,其原因在于不同细胞来源的外泌体 miR-
NA在功能上具有显著的差异性,目前所鉴定出的

miRNA就有5
 

000多种;再者miRNA作为单链核苷

酸序列,自身的稳定性较差,但外泌体的磷脂双分子

层结构可有效保护miRNA;最后,肿瘤细胞分泌的外

泌体内miRNA是正常细胞的10倍,因此检测外泌体

miRNA的水平可反映机体肿瘤负荷。目前检测外泌

体的分离方法有超速离心法、超滤法、体积排阻色谱

法、聚合物沉淀法及免疫亲和捕获法等,超速离心法

是最常用的方法,可准确地重复获取外泌体,同时能

最大限度减少蛋白质聚集体和其他膜粒子的共纯化。
既往有研究报道,外泌体 miRNA与恶性肺结节

的相关性。ZHENG等[34]基于5个差异表达 miRNA
(miR-let-7b-3p、miR-125-5p、miR-150-5p、miR-101-
3p、miR-3168)构建CirsEV-miR评分模型,发现恶性

肺结节的评分显著高于良性肺结节,同时还发现Cir-
sEV-miR评分与肿瘤的侵袭性呈正相关。对于不同

类型肺部恶性肿瘤会表达不同的 miRNA的特征,检
测miRNA的表达不仅可以区分肺结节的良恶性,还
对于鉴别肺癌类型也有较高的诊断价值,肺腺癌会引

起外泌体miR-181-5p和 miR-584-5p表达升高,miR-
30a-3p、miR-30e-3p表达下调;而肺鳞癌的特征为外

泌体 miR-320b表达升高,miR-10b-5p、miR-15b-5p
表达下调[35]。SHEN等[36]通过检测良恶性肺结节患

者 miRNA 表达,发现在恶性肺结节中 miR-21和

miR-210高表达,miR-486-5p低表达,3个 miRNA组

合判断肺结节的良恶性灵敏度达75.00%,特异度为

84.85%。另有研究报道联合多个血清标志物CYR-
FA21-1、CEA、miR-21-5p、miR-574-5p鉴别肺结节良

恶性可显著提高阴性预测值和阳性预测值[37]。
不同细胞表达的外泌体miRNA具有明显的差异

性,可能是鉴别肺结节良恶性的生物标志物。相较于

其他液体活检生物标志物,外泌体的检测灵敏性较

高,数量多于CTC,更易富集,长期冻存的血液中也可

分离出外泌体,因此稳定性较高。然而目前外泌体

miRNA的检测成本较高,检测指标的特异性有待进

一步探索,这可能影响外泌体 miRNA检测应用于临

床的主要原因[38]。
1.4 肿瘤代谢标志物 肿瘤的发生发展与代谢重编

程密切相关,以保障肿瘤细胞生长的能量供给,研究

表明在肺癌的进展中可引起多个代谢途径变化,包括

葡萄糖代谢、氨基酸代谢、脂质代谢、鞘脂代谢、甘油

磷脂代谢和嘌呤代谢[39]。肿瘤进展过程中会引起免
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疫细胞有氧糖酵解的代谢增加,通过检测外周血单核

细胞的相对酸化水平可反映免疫细胞的代谢谱变化,
由此可鉴别良恶性肺结节[40]。癌细胞可表现出氨基

酸的生物合成和摄取增加、分解代谢减少,有研究通

过血清代谢组学发现早期肺腺癌诊断的潜在标志物,
包括组胺、半胱氨酸、脂肪酸、尿嘧啶、尿酸、3-羟基吡

啶酸及吲哚丙烯酸,可将灵敏度达70%~90%,特异

性达90%~93%[41]。此外,恶性肺结节会导致脂质

代谢出现紊乱,包括胆碱代谢、鞘脂代谢和甘油磷脂

代谢,分析了478例恶性肺结节和370例良性肺结节

中血液脂质代谢相关指标,发现鸟氨酸和棕榈基肉碱

代谢生物标志物对于良恶性肺结节的鉴别具有重要

意义[42]。
代谢组学是继基因组学、转录组学及蛋白组学之

后出现的新兴组学技术,可间接反映肿瘤活性情况,
代谢组的优势在于其操作更为简便快捷,但内源性代

谢物变化错综复杂,探究出高特异性的代谢物仍是目

前面临的重要挑战,再者,人体代谢因内外刺激随时

发生着动态变化,探寻可重复性的代谢标志物是未来

研究的重要方向。
因此,通过CTCs、ctDNA、外泌体及肿瘤代谢标

志物,实现对肺结节状态的早期诊断和预后评估(表
1)。然而不同生物标志物各有优势,如CTCs直接反

映肿瘤存在和转移情况,ctDNA可反映肿瘤遗传变

异,作为肿瘤微环境传递介质的外泌体可反映肿瘤诊

断的生物标志物,肿瘤代谢标志物可提示肿瘤代谢活

跃状态。

表1  各液体活检检测方法的差异

技术 检测原理 检测方法 优点 缺点

CTCs

肿瘤患者外周血循环中逃离

宿主免疫杀伤而存活下来的

肿瘤细胞

过滤法、密度梯度离心法、免
疫磁珠分离法、微流体法等

可分离完整的细胞,保留了完

整的DNA、RNA和蛋白信息;
可获得活细胞培养后进行功

能性研究

检出率低,血液中CTCs数量

总体较少,从大量的血液细胞

中分离出CTCs技术难度高;
检测方法较多,尚未进行统

一化

ctDNA

肿瘤细胞坏死、凋亡或主动脱

落释放入循环系统中的DNA
片段

PCR、NGS

可获得肿瘤的遗传信息,对于

早期诊断、个性化治疗指导都

有重要意义

仅能针对一些已知基因突变

的肿瘤进行检测;由于肿瘤的

异质性及低灵敏性,可能会出

现假阴性或假阳性结果

血清外泌体检测

作为肿瘤微环境的重要组成

成分之一,肿瘤患者体液外泌

体中含有丰富的核酸、蛋白质

和脂质,可通过多途径促进肿

瘤血管生成、免疫逃逸、细胞

耐药及远处转移等

外泌体提取:差速离心、密度

梯度离心、过滤法、免疫磁珠

分离等;外泌体组分检测:PCR
法

数量更多,更易富集,灵敏性

高;除用于诊断外,外泌体还

有应用于治疗的潜力

检测成本较高,提取和纯化的

要求较高

肿瘤代谢标志物

检测

肿瘤的发生发展伴随着代谢

重编程以适应肿瘤细胞的能

量供应和蛋白表达,检测代谢

物可实时反映代谢状态

ELISA 法、质 谱 检 测、代 谢

组学
操作便捷

人体代谢水平变化较大,目前

尚缺乏高敏感性的代谢标

志物

2 小结与展望

  随着检测技术的飞速发展,越来越多的癌症早筛

技术被开发,有望改变肿瘤诊疗的新格局。癌症早期

检测可有效改善患者的生存质量、减轻社会医疗经济

负担,液体活检作为体外诊断的重要组成,有望成为

肿瘤早诊新的突破。癌症在生长、坏死或凋亡的过程

中可能会释放一些细胞或分子到体液中,通过检测相

关癌信号可以发现早期癌症。与局部组织活检相比,
液体活检具有无创性,而且可更具整体性地反映肿瘤

状态。胸部CT检查可为肺癌的早期发现提供依据,
液体活检可作为胸部CT的联合检测方法实现对肺结

节良恶性的精准诊断,理论上,胸部CT可为肺结节生

长提供宏观的形态特征分析,而液体活检可从微观层

面提供细胞分子相关信息,二者相辅相成的联合诊疗

模式值得探索。
随着我国对癌症早筛的关注不断升温,液体活检

的癌症早筛技术使得肺结节良恶性鉴别成为可能。
但目前液体活检所面临的挑战仍不容忽视,如关键技

术的灵敏度、特异性有待进一步提升,在肺癌早期阶

段,外周血中肿瘤细胞或DNA片段含量非常低,探索

捕捉极低的肿瘤信号是提升液体活检技术灵敏度的

重要问题,有研究显示通过深度测序可显著降低检测

阈值。在液体活检中,可能存在正常细胞或分子、肿
瘤异质性等多种因素的干扰,如何排除干扰因素获得

特异性强的标志物是液体活检技术面临的另一个挑

战。此外,目前临床上所应用的液体活检产品价格依

旧很高,一定程度上限制了检测技术的推广与普及,
因此,如何控制成本也是亟须解决的问题。
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总之,虽然液体活检在肺结节良恶性诊断中取得

了一定的进展,但检测技术的规范化尚需进一步统一

标准。近年来,随着测序技术及生物信息技术飞速发

展有望成为未来液体活检技术发展的重要支撑,而检

测技术的有效性和实用性尚需开展大规模的临床研

究进一步验证,从临床需求出发,经过技术的不断研

发和改进,再回到临床应用验证,进而探索液体活检

的临床应用价值,才能真正实现临床转化。
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