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液体活检在胃癌诊疗中的研究进展
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摘 　 要 　 胃癌是一种全球常见的恶性肿瘤,目前迫切需要具有高特异性和敏感度的生物学标志物以协助诊断,预判疗效和

预后。 液体活检的特点是从外周血或其他体液中分离癌症来源成分,如循环肿瘤细胞、循环肿瘤 DNA、microRNA、外泌体、长链

非编码 RNA 等,并对其基因组或蛋白质组学进行评估。 液体活检是一种微创、可重复的技术,可以用于早期胃癌的筛查和诊断、
指导治疗、评估治疗效果和预测预后。 在此,本文将对液体活检在胃癌诊疗中的临床应用及常规实施液体活检仍需克服的问题

予以综述。
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　 　 2020 年全球有超过 108 万新发胃癌病例,约 77
万死亡病例,且胃癌发生率还在不断上升 [1] 。 由于

胃癌症状的非特异性和筛查条件限制等原因,多数患

者确诊时已发展至晚期,错过了最佳治疗时机。 因

此,选择并开发合适的早期胃癌的筛查方法成为当前

刻不容缓的问题。 目前胃癌应用于临床的筛查方法

包括幽门螺杆菌血清学、血清胃蛋白酶原检测、间接

上消化道系列和内镜检查,但这些方法都有其局限

性 [2] 。 例如,作为诊断胃癌的金标准,上消化道内镜

结合病理活组织检查较易发生穿孔、出血等风险。 现

在临床上胃癌早期检测最常用的肿瘤标志物包括癌

胚抗原 ( CEA)、糖类抗原 ( CA) 199、CA724、CA125、
CA242、CA50,以及胃蛋白酶原和甲胎蛋白 ( AFP)。
然而,这些传统的肿瘤标志物的特异性和敏感度欠

佳,到目前为止,没有一种是胃癌诊断所特有的。
近年来,由于液体活检较传统组织活检具有操作

简便、非侵入性、可以动态观察等优势而日益受到关

注。 液体活检的对象原则上是任何可能含有肿瘤遗

传物质的体液样本,例如血液、尿液、唾液或脑脊液

等,其中以血液样本的研究最为广泛。 液体活检主要

检测循环肿瘤细胞( circulating tumor cells,CTCs)、循
环肿瘤 DNA ( circulating tumor DNA, ctDNA)、微小

RNA(microRNA,miRNA)、外泌体、长链非编码 RNA

( lncRNA)及微囊泡等。 本文概述了液体活检在胃癌

早期诊断、治疗、预后中的潜在临床应用,以及临床常

规实施液体活检前仍需克服的障碍。
一、液体活检技术

液体活检是指对循环肿瘤细胞、细胞外囊泡、核
酸等生物液体进行取样,并对其基因组或蛋白质组学

进行评估。 随着微流控芯片的细胞分离技术及分子

检测技术的发展创新,如下一代测序( next generaton
sequencing,NGS)和液滴数字聚合酶链反应 ( droplet
digital PCR,ddPCR),基于液体活检的个性化医疗有

望逐步成为现实。 对于临床医生来说,液体活检可用

于筛查并诊断癌症、评估预后、确定治疗靶点、预测治

疗的有效性、监测肿瘤负荷和治疗耐药性等多个方

面 [3] 。 通过非侵入性技术在不同的生物体液中测定

和鉴定生物学标志物,液体活检已被证明可有效应用

于不同类型的肿瘤,包括肝癌、肺癌、结肠直肠癌、黑
色素瘤和胰腺癌等,但是在胃癌中的研究较少 [4] 。

二、液体活检常用生物学标志物

1. CTCs:CTCs 起源于原发性和转移的癌性病变,
和形成新的远处转移相关,因此在疾病进展中发挥着

关键的作用。 CTCs 最常用的细胞病理学定义是: 这

是一种具有圆形或卵形形态的细胞,胞质内可见圆形

或卵形核,与其他血细胞的区别在于其上皮标志物包

括上皮细胞黏附分子 ( epithelial cell adhesion mole-
cules, EpCAM)和细胞角蛋白( cytokeratin, CK)的阳

性表达以及白细胞特异性标志物 CD45 的阴性表

达 [5] 。 CTCs 在形态学上分为两类,即单一 CTCs 和

簇状 CTCs。 癌症转移通常是通过簇类 CTCs 发生的,
因此临床生物学标志物如肿瘤标志物和放射诊断特
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征是为检测簇类 CTCs 的替代标志物 [6] 。 CTCs 通常

在每毫升外周血中少于一个单位,因此血液中 CTCs
的检测需要敏感度、特异性和可重复性高的方法。 免

疫细胞化学、RT - PCR、流式细胞术和半自动化免疫

磁 分 离 系 统 ( CellSearch ) 均 已 用 于 检 测 CTCs。
CellSearch 是目前唯一获得美国 FDA 批准的 CTCs 分

离设备。 CTCs 检测对癌症患者预后的试验表明,大
量的 CTCs 与治疗反应差、总体生存期缩短、疾病侵

袭性、转移增加、复发时间减少相关 [7] 。
2. ctDNA:在肿瘤的发生和进展过程中,细胞凋

亡或坏死 以 及 外 泌 体 可 能 会 释 放 细 胞 游 离 DNA
(cfDNA)到血液中,而来源于肿瘤的 cfDNA,又称循

环肿瘤 DNA (ctDNA)。 ctDNA 是存在于血浆或血清

中的单链或双链 DNA。 早期研究表明,ctDNA 具有

许多与肿瘤相关的分子特征,如单核苷酸突变、甲基

化变化和肿瘤衍生序列等 [8] 。 推测 ctDNA 是通过易

感细胞的致瘤转化而分泌的信号分子,驱动肿瘤转

移。 已有研究发现,通过结合 ctDNA 与蛋白质生物

标记,单一检测可以筛查多种癌症类型。 一般来说,
ctDNA 的使用提供了一种成本效益高、敏感度高的工

具,是一种具有潜在临床应用价值的微创方法,包括

以下几种:①早期癌症筛查;②检测治疗效果;③识别

治疗靶点;④评估预后和肿瘤复发情况;⑤实时评价

耐药 [9] 。
3. miRNA:microRNAs 是一类长度为 18 ~ 24 个

核苷酸的小分子非编码 RNA ( ncRNA),通过与靶

mRNA 的 3′ - 非翻译区(3′ - utr)结合,在转录后调

控基因表达,导致其翻译抑制或降解。 miRNAs 是信

号通路的调节因子,因此参与了肿瘤细胞的增殖、分
化、侵袭和迁移等多种过程。 目前,有许多与胃癌发

展相关的 microRNA 已被鉴定,其中一些与 Wnt / β -
catenin、 PI3K / Akt / mTOR、 RAS / RAF / EKK / MAPK、
NF - κB、TGF - β 和 JAK / STAT 信号通路的关系被追

踪。 一些 miRNA 在细胞过程中具有多向作用。 根据

已发表的数据分析,发现与转移相关的 miRNA 最常

与 Wnt / β - catenin 通路相互作用,或在与其他通路

相互作用时影响激活 EMT 的基因。 在大多数情况

下,与化疗耐药性相关的 miRNA 作用于凋亡调节因

子,并与 PI3K / Akt / mTOR 通路相关 [10] 。 与蛋白质或

lncRNA 比较,miRNA 具有耐核糖核酸酶降解和在生

物样品中稳定性高的特点,是生物学标志物研究领域

中具有吸引力的靶点。
4. 外泌体:外泌体是一种直径为 30 ~ 140nm 的

膜结合颗粒,起源于大型多泡体(MVBs)。 外泌体可

通过 MVBs 与质膜融合释放到细胞外环境中,也可以

大量释放在各种生物液体中,如血浆、尿液、唾液、腹
腔积液和支气管肺泡灌洗液。 目前外泌体的提取方

法分为微分超离心法、密度梯度 / 缓冲离心法、尺寸排

斥层析法、沉淀法、免疫亲和捕获法、微流控法等,其
中微分超离心法因其提取纯度较高为研究者最常用

的方法 [11] 。 与其他液体活检来源比较,外泌体具有

显著的优势,如稳定性高、易于鉴别、获取方便、诊断

准确性高等。 最初人们认为外泌体只参与去除不必

要的分子,但此后许多研究阐明了外泌体在肿瘤进展

和转移中的复杂功能。 外泌体可以呈现亲本细胞甚

至靶细胞的特异性表面蛋白,从而实现起源特异性外

泌体的分离,并预测器官特异性转移 [12] 。 与 CTCs 和

ctDNA 比较,肿瘤外泌体作为预后和治疗指导生物学

标志物主要取决于其蛋白和 miRNA 表达谱。 因此,
鉴于外泌体在细胞 - 细胞通信和肿瘤特异性内容方

面的关键作用,外泌体是一种很有前途的生物学标志

物,可用于早期肿瘤检测、监测和药物治疗计划。
三、液体活检在胃癌诊疗中的临床应用

1. 早期筛查及诊断:Kang 等 [13] 纳入了 116 例接

受胃切除术的胃癌患者和 31 例健康志愿者,在胃切

除术前采集外周血,采用离心微流控系统检测 CTCs,
结果发现当 CTCs 水平为 2 个单位 / 7 . 5ml 时,区分胃

癌与健康对照组的敏感度和特异性分别为 85. 3% 和

90. 3% ,且超过 80% 的早期(T1 或 N0 )胃癌患者可检

测到 CTCs。 在另一项研究中,使用一种新型楔形微

流控芯片检测到胃癌患者 2ml 外周血中 CTCs 的阳性

率为 75% 。 在此项研究中, CTCs 被证实与肿瘤分

化、淋巴血管浸润和分期有关 [14] 。 因此,CTCs 检测

作为胃癌早期诊断的生物学标志物具有潜在的价值。
有研究确定了 3 种特异性的 miRNAs: hsa - miR -
320a、hsa - miR - 1260b 和 hsa - miR - 6515 - 5p,它
们在胃癌患者的血清样本中显著高表达,具有高敏感

度,为胃癌的诊断提供了一种新的简单而有效的方

法 [15] 。 Chen 等 [16] 研究发现,循环 miRNA - 196a 可

以区分癌前病变、低级别瘤变、高级别瘤变和早期胃

癌患者与健康对照组,特别是健康参与者与胃发育不

良和早期癌症患者。 目前还没有针对胃神经内分泌

肿瘤( gastric neuroendocrine neoplasms, g - NENS) 的

循环诊断生物学标志物,Dou 等[17] 研究发现,miRNA -
202 - 3p 在 1 型 g - NENS 肿瘤组织中过表达,用实时

荧光定量 PCR 检测受试者血清中的 miRNA - 202 -
·32·
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3p 水平,发现患者组表达水平明显高于对照组,敏感

度和特异性分别为 88. 9% 和 77. 8% ,提示 miRNA -
202 - 3p 对诊断 1 型 g - NENS 具有潜在价值。 但是

miRNA - 202 - 3p 是神经内分泌细胞增生的生物学

标志物还是神经内分泌肿瘤的特异性生物学标志物

还需要进一步的研究 [17] 。 此外,血浆外泌体 lncUE-
GC1 在区分Ⅰ期胃癌患者与健康人群或癌前病变方

面的诊断价值高于血清 CEA,提示外泌体可能是一

种高敏感、无侵袭性的胃癌诊断生物学标志物 [18] 。
2. 指导治疗:Wang 等 [19] 研究证明了纵向 ctDNA

测序有望预测曲妥珠单抗治疗下 HER - 2 阳性转移

性胃癌患者的肿瘤收缩和进展,从而为耐药的基因改

变提供新的思路。 Zhang 等 [20] 报道了胃癌患者中

miR - 939 水平与局部复发、远处转移和化疗耐药呈

负相关,同时进一步的功能研究表明,miR - 939 的过

表达抑制胃癌细胞生长,并通过抑制细胞生长和诱导

细胞凋亡来增强 5 - 氟尿嘧啶诱导的化疗敏感度。
Fan 等 [21] 研究发现,Cbl 原癌基因 B ( Cbl - b)作为

miR - 940 相互作用的泛素化信号转换器和转录激活

因子 5a (STAT5a)的靶基因,下调 STAT5a 和抗程序

性死亡配体 - 1 ( PD - L1 ) 的表达,而 miR - 940 /
Cbl - b / STAT5a / PD - L1 轴促进胃癌细胞的增殖和

迁移,所以类似的研究可能为胃癌基于 miRNA 的免

疫治疗提供一些新思路。 外泌体被认为是基于 RNA
的治疗策略的高效运载工具,因此外泌体已被用于运

送生物分子和用于癌症治疗。 体外实验表明,外泌体

中装载的 anti - miR - 214 能与细胞融合,调控潜在

靶点,降低细胞活力,抑制迁移,促进细胞凋亡。 由于

肿瘤中 miR - 214 的下调和对靶蛋白的过表达,尾注

射anti - miR - 214 可在体内逆转胃癌对 DDP 的化疗

耐药并抑制肿瘤生长,提示这可能是治疗顺铂难治性

GC 的一种替代方法 [22] 。 抗癌蛋白也可以通过外泌

体传递并发挥肿瘤抑制作用。 有研究证实,胃上皮分

泌并内化了携带抑癌 GKN1 蛋白的外泌体,可抑制细

胞增殖并诱导细胞凋亡,从而抑制胃肿瘤的发生,这
表明其在胃癌治疗中的临床应用 [23] 。

3. 评价治疗效果:研究表明,ctDNA 可能是一个

有用的术后标志物,并可以指导辅助治疗,且化疗后

的 ctDNA 状态与手术后的疾病状态有更强的相关

性,并有可能为进一步的治疗提供信息 [24] 。 在 Liu
等 [25] 开展的研究中,基线 CTC 数量少或化疗第 1 个

周期后 CTC 计数下降的晚期胃癌患者可能从姑息性

化疗中获益显著,同时低 CTC 计数(≤2 个单位 / 5ml

外周血)的患者与高 CTC 计数( > 2 个单位 / 5ml 外周

血)的患者比较,中位无进展生存期和中位总生存期

(median overall survival,mOS) 明显更长 [25] 。 因此,
CTCs 计数可作为一个良好的化疗监测指标和理想的

预后指标。 一项回顾性研究纳入了 116 例新确诊的

胃腺癌患者,发现 CTCs 阳性组与 CTCs 阴性组治疗

前后差异有统计学意义 (12. 6 个月 vs 31. 6 个月,
P < 0. 01;12. 4 个月 vs 24. 2 个月,P = 0. 002)。 两个

化疗疗程后,病情进展组 CTCs 数量明显增加 ( P =
0. 002),而非病情进展组 CTCs 数量减少(P = 0. 02)。
因此, CTCs 的 变 化 与 治 疗 反 应 密 切 相 关 ( P =
0. 004),可作为评估化疗效果的辅助手段,引导后续

方案的早期调整 [26] 。
4. 预测胃癌预后:液体活检在预测胃癌患者不良

预后方面具有重要作用。 一项前瞻性研究通过检测

分子残留疾病(MRD),发现所有在术后立即检测到

ctDNA 的患者最终都经历了复发且术后纵向随访中

任何时间的 ctDNA 阳性均与较差的术后无病期和总

生存期相关。 在以治疗为目的的局部胃癌患者中,这
些结果表明,ctDNA 检测的 MRD 可以识别患者的复

发高风险,并有助于在辅助治疗环境中加强治疗以提

高生存率 [27] 。 近期一项研究采用 ddPCR 定量 68 例

胃癌和食管癌患者血浆中的 miRNA 表达,结果发现

miR - 21 - 5p、 miR - 148a - 3p、 miR - 146a - 5p、
miR - 141 - 3p 和 miR - 218 - 5p 在接受一线治疗药

物顺铂和吉西他滨的晚期胃癌患者中没有预后和

(或)预测价值,但高水平的 miR - 200c - 3p 显示出

OS 恶化的趋势,提示循环 miRNAs 可能对改善患者

姑息治疗选择有预后和预测价值 [28] 。 Zhao 等 [29] 研

究发现,与正常对照组比较,GC 组的外泌体 HOTTIP
表达水平通常上调,其表达水平与侵袭深度、TNM 分

期显著相关。 另外,外泌体 HOTTIP 水平升高与总生

存期较差显著相关 ( P < 0. 001),使外泌体 HOTTIP
成为胃癌患者的独立预后因素(P = 0. 027)。

综上所述,液体活检作为组织活检的一种替代方

法,是一种微创、廉价、可重复的技术,可以促进胃癌

的筛查和早期诊断,为胃癌患者的临床分期提供更多

信息。 此外,基于血液的液体活检有助于监测胃癌的

疾病进展、治疗疗效、预后和获得性化疗耐药。 在未

来,医生可以通过液体活检,根据实时的基因信息,以
个性化医疗的方式为患者选择最合适的治疗方案。
然而,液体活检在临床广泛应用前仍有一些实际问题

需要解决。 潜在的挑战可能包括样本中生物学标志
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物数量少、缺乏分析共识、临床验证和监管机构认可

等。 在此背景下,进行大量的前瞻性临床试验是至关

重要的。 然而,液体活检从实验室转移到床边需要更

大规模和多中心的试验来证实它的优势。 此外,液体

活检的方法很难统一,每种方法都有其特定的检测限

制、敏感度和特异性。 不同液体活检平台的结果很难

进行比较,在应用于常规诊断之前,需要进行室间质

量评价(external quality asseeement,EQA)研究。 目前

液体活检在临床中应用有限,但随着基因检测技术的

发展和新型生物学标志物的出现,液体活检将拥有更

广阔的应用前景。
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