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[摘 要] 肿瘤生物标志物是一类由肿瘤细胞或宿主对肿瘤反应产生的物质。与传统的组织活检

等检测方法相比,基于肿瘤生物标志物的液体活检技术展现出低侵入性、高便利性等优势,在临床

肿瘤诊断中起到了不可替代的作用。近年来,随着组学研究的快速发展和检测技术的不断完善,高
灵敏的检测技术使得体液中的肿瘤生物标志物能够被静态检测和动态监测,这不仅深化了我们对

肿瘤微环境变化的理解,也为癌症的早期诊断、进展监测和疗效评估提供了关键信息。本文旨在从

组学视角对肿瘤生物标志物的高敏感检测技术进行综述,并探讨这些技术的原理、特点以及在癌症

诊疗中的应用价值。
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  癌症是全球主要死亡原因之一,由于其日益增

长的发病率和死亡率正严重威胁公众健康[1],因而

癌症的早发现、早诊断、早治疗显得至关重要。为了

提高癌症诊疗的准确性与及时性,基于肿瘤生物标

志物的液体活检已逐渐成为研究热点。各类高敏感

技术不仅有助于实现低丰度标志物的高效检测,也
能为临床提供实时的肿瘤生物学信息,从而推动精

准医疗的发展,提升患者的生存率与生活质量。本

文从基因组学、转录组学、蛋白质组学、代谢组学四

个层面深入探讨了肿瘤生物标志物检测的高敏感技

术及其在临床诊疗中的重要性。

1 肿瘤生物标志物概述

1.1 肿瘤生物标志物的定义与特征

肿瘤生物标志物存在于肿瘤组织或体液中,是
由恶性肿瘤细胞异常产生,或是宿主由于受到肿瘤

刺激而产生的一类物质,它们的存在与否或含量变

化可以辅助肿瘤的诊断、治疗、预后等[2]。在癌症进

展中,肿瘤生物标志物会随着时间的推移或治疗强

度的改变而呈现动态变化。其中,基于组织采样的

局限性,体液肿瘤生物标志物展现出易于获取、侵入

性小等特点,显著提高了患者依从性,而且通过综合

反映肿瘤异质性,为癌症治疗提供了更为全面的依

据[3]。作为一种新兴技术,液体活检能实时监测癌

症进展与治疗反应,而且检测成本较低、操作流程快

速。因此,本文将围绕基于肿瘤生物标志物的液体

活检这一领域,深入探讨高灵敏检测技术的发展与

应用。

1.2 肿瘤生物标志物的分类

结合遗传中心法则,肿瘤生物标志物可基于

DNA、RNA、蛋白质、代谢物进行分类,其检测技术

涵盖了基因组学、转录组学、蛋白质组学与代谢组学

研究领域(图1)。其中,基因组学聚焦于肿瘤基因

突变的研究,从而有助于理解癌症驱动机制、合理预
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测治疗效果[4]。目前,循环游离 DNA(Circulating
 

Cell-free
 

DNA,cfDNA)和循环肿瘤细胞(Circulating
 

Tumor
 

Cell,CTC)在肿瘤诊断和病程监测方面展现

出深远的应用前景。基于转录组学的肿瘤生物标志

物将基因结构与功能特性相联系,从RNA层面揭

示了多样的基因表达信息与复杂的调控机制[5]。通

过分析蛋白质类标志物的表达、修饰与相互作用,蛋
白质组学能综合反映肿瘤细胞的生物学功能与状

态[6],从而为癌症诊疗提供关键靶点。此外,代谢组

学能够准确反映分子表型,实时评估细胞状态[7]。
因此,基于这四类组学的肿瘤生物标志物研究在癌

症的早期诊断、进展监测、治疗选择及预后评估等方

面具有重要的科学价值。

2 基因组学技术

肿瘤基因组通常存在多种突变,包括单核苷酸

变异、插入和缺失突变、拷贝数变异等。这些突变不

仅是肿瘤发生与进展过程中关键的驱动因素,也为

肿瘤生物标志物的研究提供了重要的分子依据。因

此,肿瘤基因组学研究能系统地揭示癌症的分子驱

动机制与肿瘤异质性的生物学基础,而高灵敏的检

测技术则为基因类肿瘤生物标志物的检测与癌症诊

疗提供了高效的新方案。
 

2.1 微滴式数字聚合酶链式反应(Droplet
 

Digital
 

Polymerase
 

Chain
 

Reaction,ddPCR)

  ddPCR属于第三代PCR技术,包括样本分散、
靶标扩增、信号检测三个环节。具体而言,ddPCR
通过微流控技术生成数以万计纳升或皮升级的油包

水液滴。每一液滴都作为一个独立的PCR反应单

元,或不含核酸靶标,或含有至少一个核酸靶标。经

扩增后,对每一液滴进行检测。若产生荧光信号,则
判读为阳性,反之则为阴性。最终根据阳性反应比

例和泊松分布原理可以计算得到靶标的初始模板拷

贝数[8](图2)。

图1 不同组学技术在肿瘤生物标志物检测领域的分类

Fig.1 Classification
 

of
 

Different
 

Omics
 

Techniques
 

in
 

the
 

Field
 

of
 

Tumor
 

Biomarker
 

Detection

图2 ddPCR技术原理示意图

Fig.2 Technical
 

Principle
 

Diagram
 

of
 

ddPCR
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  相比于常规PCR与实时荧光定量PCR,ddPCR
利用微滴化方法继而检测每一条模板“单分子扩增”
后产生的荧光信号。不仅实现了信号放大,同时显

著减少了非靶标DNA的干扰。而且,ddPCR无需

标准曲线即可直接得到靶标的拷贝数,实现肿瘤生

物标志物的绝对定量[9]。凭借其灵活性和多重检测

能力,该技术也能同时分析多个靶标,从而显著提升

检测效率[10]。在人乳头状瘤病毒相关性口咽癌

(Human
 

Papillomavirus-associated
 

Oropharyngeal
 

Cancer,HPV+OPC)研究方面,ddPCR技术已被应

用于唾液样本中cfDNA的定量检测。研究结果显

示其 中 位 水 平 为 10.6
 

copies/ng,检 测 范 围 从

0
 

copy/ng到12
   

656
 

copies/ng,展 现 了 该 技 术 在

HPV+OPC早期诊断和预后监测方面的高敏感性

与重要临床价值[11]。此外,ddPCR在血浆样本中也

能检测到单一拷贝的 HPV16
 

ctDNA,为宫颈癌的

早期诊断提供了有力工具[12]。
然而,在样本前处理方面,该技术流程缺乏统一

的标准,从而可能影响结果的一致性[10]。而液滴生

成与结果读取步骤一定程度上也可能增加检测周转

时间与假阳性风险[13]。因此,为了提升肿瘤生物标

志物检测的可靠性和准确性,需要进一步优化检测

时间并聚焦于临床验证和标准化工作。

2.2 磁珠乳液扩增法(Beads,
 

Emulsion,
 

Amplification
 

and
 

Magnetics,BEAMing)

  BEAMing技术结合了数字PCR与流式细胞

术。首先对油包水液滴中结合在磁珠上的DNA模

板进行扩增。经过破乳作用后,磁珠上的扩增产物

与荧光探针相结合,发出红色或绿色荧光。利用流

式细胞仪便能对磁珠进行分类与计数,进而获取靶

标DNA的拷贝数[14]。

BEAMing技术利用乳状液形成的独立反应室

能实现单分子扩增。而且大量扩增产物可持续附着

于磁珠上,便于后续磁性分离和纯化[15],这也增强

了DNA与探针结合后发出的荧光信号。结合信号

放大策略与高分辨率的流式细胞术,BEAMing技术

在检测低丰度遗传变异中表现出极高的灵敏度,可
检测低至0.01%的突变[15]。此外,磁珠的易操作性

使得BEAMing技术在自动化和高通量应用中更为

便捷。在急性髓系白血病中,异柠檬酸脱氢酶1
(Isocitrate

 

Dehydrogenase
 

1,
 

IDH1)突变是一种与

不良预后相关的肿瘤生物标志物。BEAMing技术

能以0.02%至0.04%的最低检测限检测到血浆中

的IDH1突变,其敏感性比下一代测序技术(Next-

generation
 

Sequencing,NGS)高出50至100倍[16]。
此外,即使cfDNA输入量大于15

 

ng且突变等位基

因频率(Mutant
 

Allele
 

Fraction,MAF)仅为0.1%
时,BEAMing技术也能检测到血浆中p.T790M 表

皮生长因子 受 体 突 变(Epidermal
 

Growth
 

Factor
 

Receptor,EGFR),从 而 有 助 于 非 小 细 胞 肺 癌

(Noninvasive
 

Method
 

for
 

Non-small
 

Cell
 

Lung
 

Cancer,NSCLC)的预后评估与治疗监测[17]。
作为商业化平台,BEAMing技术所需设备简单

且展现出高敏感性,但对于未知突变的检测能力有

限[15]。与ddPCR相比,BEAMing技术检测通量较

高,但操作步骤较为复杂。此外,由于高通量检测的

成本效益较低[18],BEAMing技术更适用于小规模

研究或特定场景下基因肿瘤标志物的分析。
2.3 癌症个体化深度测序技术(Cancer

 

Personalized
 

Profiling
 

by
 

Deep
 

Sequencing,CAPP-Seq)

  ddPCR和BEAMing技术只能依赖特异性探针

检测已知突变,而CAPP-Seq在检测已知变异的同

时也能识别新的突变类型[15]。作为一种用于定量

检测ctDNA的高灵敏技术,CAPP-Seq通过特异性

寡核苷酸探针精准捕获突变的ctDNA片段,随后将

富集得到的片段进行深度测序分析[19]。
CAPP-Seq技术通过其独特的集成数字错误抑

制(Integrated
 

Digital
 

Error
 

Suppression,iDES)技
术显著提升了肿瘤生物标志物检测的灵敏度与准确

性。该技术利用分子条形码策略为每个DNA分子

分配了独特标识,确保测序过程中对每个分子的精

准追踪,进而通过背景噪音抛光技术识别并消除测

序误差,尤其是在低频突变的检测中可显著提高结

果准确性[20]。此外,CAPP-Seq采用了高效的富集

策略与高覆盖率的深度测序,能够显著提升突变

DNA的相对丰度,并进一步确保了对极低频率突变

的检测能力。在 NSCLC早期筛查过程中,通过

CAPP-Seq
 

panel能检测到低至0.002%的变异等位

基因频率(Variant
 

Allel
 

Frequency,VAF),甚至能

在106 个分子中检测到约3个肿瘤突变分子[19]。
相比于ddPCR与 BEAMing,CAPP-Seq技术

通过靶向富集能高效处理复杂样本,且对于低频突

变的检测灵敏度更高。然而,特异性探针的限制使

得检测结果难以综合反映肿瘤信息,深度测序也显

著增加了检测成本和技术门槛,同时CAPP-Seq需

要大量样本,存在交叉污染的风险[21]。

3 转录组学技术

转录组学通过对不同时间、不同条件甚至单细
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胞水平的转录产物进行深入分析,不仅揭示了基因

结构变化与功能效应之间的关联,同时更加全面地

反映了转录网络与相关信号通路。作为肿瘤生物标

志物,信使 RNA(Messenger
 

RNA,mRNA)、微小

RNA(MicroRNA,miRNA)、长 链 非 编 码 RNA
(Long

 

Non-coding
 

RNA,lncRNA)等转录产物的研

究为肿瘤的诊断、分型、治疗选择及预后评估提供了

重要依据。随着高灵敏技术的发展,转录组学技术

在癌症诊断与个性化治疗领域发挥着日益重要的

作用。

3.1 下一代测序技术(Next-Generation
 

Sequencing,

NGS)

  NGS技术可以对转录组进行全面的定性与定

量分析。首先,RNA分子逆转录形成cDNA。单个

cDNA分子经过文库制备与簇扩增过程,不仅提供

了足够的模板量,也有效增强了信号强度。通过新

添加的碱基所带有的特定标记能有效识别序列,并
结合可逆终止末端机制实现了边合成边测序。最后

运用生物信息学技术便可对转录组相关特性进行分

析[22](图3)。
基于NGS的测序平台能够高效检测血液中不

同类型的RNA分子,是研究RNA类肿瘤生物标志

物的核心技术之一,有助于实现肺癌、肝细胞癌等癌

症的早期筛查与治疗指导。作为 mRNA的重要特

征,多聚腺苷酸(Polyadenosine,
 

poly(A))在 转 录

调控中具有关键作用。不仅会影响 mRNA的稳

定性与翻译效率,也与肿瘤的发生与发展密切相

关。其 中,TAIL-seq技术通过去除核糖体 RNA
(Ribosomal

 

RNA,rRNA)并结合特殊的荧光标记

方法,从 mRNA
 

3'端直接进行测序,因而可以高效

分析mRNA尾部修饰的动态变化[23]。而PAL-seq
技术通过荧光标记的链霉亲和素与生物素标记的

dUTP相结合,在无需去除rRNA的前提下便可实

现poly(A)长度的测定,进一步提升了检测效率与

检测 灵 敏 度[24]。此 外,Illumina
 

TruSeq 和 Bioo
 

Scientific
 

NEXTflex是 miRNA 测 序(MicroRNA
 

Sequencing,miRNA-seq)的常见平台。在测序深度

达到5×107 读长时,miRNA-seq能够在血清样本

中检测出超过650种 miRNA,显著增强了低丰度

miRNA的检测灵敏度[25]。研究表明,微小RNA-7
(MicroRNA-7,miR-7)能够作为 NSCLC治疗的新

型靶点[26],利用 miRNA-seq技术则可精确检测血

液中 miR-7的 表 达 水 平 及 其 动 态 变 化,从 而 为

NSCLC的精准治疗提供新的策略。NGS技术不依

赖于特异性探针,因而可用于检测未知转录本,同时

该技术以高通量、高灵敏等优势为体液肿瘤生物标

志物检测提供了有力工具[27]。然而,由于基因簇复

制的协同性会随着读长的增加而逐渐下降,进而影

响到测序质量,因此 NGS读长通常较短。此外,巨
大的数据量往往对计算方法提出了更高要求,使得

结果分析较为复杂[22]。

3.2 微阵列技术

微阵列技术依赖于靶标与其特异性探针之间的

核酸杂交。首先在玻璃等固体表面固定大量已知序

列的DNA探针。当探针捕获靶标并与之杂交后,
可通过杂交信号强度来分析基因表达水平,获取体

液样本中的转录组表达谱,从而实现肿瘤生物标志

物的检测[28]。

图3 NGS技术原理示意图

Fig.3 Technical
 

Principle
 

Diagram
 

of
 

NGS
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  由于固体表面DNA探针的高密度分布以及荧

光信号的放大策略,微阵列技术能够灵敏地捕捉到

低丰度转录本的表达变化,从而成为肿瘤生物标志

物检测的重要工具,且成功应用于乳腺癌和卵巢癌

等癌症研究,为预后评估和治疗反应预测提供了重

要依据。随着靶标分子标记方法的不断改进,微阵

列技术的检测敏感性正不 断 提 升。例 如,Zhang
等[29]研发的基于RNA延伸与DNA聚合酶标记的

微流控RNA芯片,其最低检测限可达1.0
   

pM。此

外,采用特异性剪接位点探针与外切酶预处理的微

阵列芯片能够高度特异性识别并结合靶标,从而实

现样本中环状RNA(Circular
 

RNA,circRNA)表达

的精准检测,并且不受靶标 RNA丰度的影响。该

技术不仅提升了检测准确性与灵敏度,也避免了测

序过程中复杂的建库步骤。Arraystar公司所提供

的微阵列 Human
 

CircRNA
 

microarray
 

V2可检测

到13
   

617种circRNA表达,为肿瘤标志物的发现和

研究提供了强有力的支持[30]。
尽管微阵列技术操作简单、成本较低,但其只能

检测和定量分析阵列上预设的RNA,并且难以区分

高度相似的靶标片段,因而其检测范围不及 NGS。
此外,微阵列技术需要较多RNA样品,并且在探针

设计等实验步骤上存在显著的技术差异,进而可能

影响肿瘤标志物检测的准确性与特异性[31]。而微

阵列生成的大量数据通常需借助实时荧光定量

PCR(Quantitative
 

Real-time
 

PCR,qPCR)等其他方

法来实证,其结果输出往往离不开复杂的数据处理

与分析。

4 蛋白质组学技术

通过分析细胞内蛋白质亚型、相互作用等信息,
蛋白质组学能够反映基因组复杂的功能特性,并且

精确揭示细胞的活动状态,这为进一步明确癌症发

病机制、识别潜在治疗靶点奠定了坚实的基础。目

前,质谱技术是蛋白质类肿瘤生物标志物检测的常

用方法。近年来,新技术的开创与应用也推动了高

灵敏检测领域的快速发展。

4.1 质谱(Mass
 

Spectrometry,MS)
在质 谱 技 术 中,电 喷 雾 电 离 (Electrospray

 

Ionization,ESI)或基质辅助激光解吸电离(Matrix
 

Assisted
 

Laser
 

Desorption
 

Ionization,MALDI)质谱

是目前最适用于进行大分子检测的方法。其他质谱

技术往往由于样本的加热汽化过程而无法适用于高

极性、难挥发或热不稳定的大分子化合物。样本经

过ESI或 MALDI电离源后可以生成带电离子,这
些离子在加速电场推动下形成离子束。随后通过质

量分析器,在磁场或电场作用下进行分离。最后根

据离子质荷比生成质谱图,用于蛋白质的检测[32]

(图4)。质谱技术不需要预设可能存在的蛋白质,
因而为早期肿瘤生物标志物的发现提供了有力

工具[33]。
近年来,质谱已被广泛应用于如癌胚抗原、糖类

抗原125等多种肿瘤标志物的检测,从而在胃癌、卵
巢癌等癌症诊疗领域具有广阔的应用前景。其高效

的离子化技术显著提高了在肿瘤蛋白组学检测领域

的灵敏度和适用性。作为蛋白质组学的常见技术,

图4 质谱技术原理示意图

Fig.4 Technical
 

Principle
 

Diagram
 

of
 

Mass
 

Spectrometry
 

Technology
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液 相 色 谱—质 谱 (Liquid
 

Chromatography-Mass
 

Spectrometry,LC-MS)通过样本在固定相和流动相

之间的分配与吸附作用实现了高效分离,并与高选

择性、高灵敏度的质谱相结合,形成了连续的检测体

系。而液相色谱—串联质谱(Liquid
 

Chromatography-
Tandem

 

Mass
 

Spectrometry,LC-MS/MS)在此基础上

增添了多级质谱分析,从而可以鉴定大量极性与非

极性化合物,展现出了高通量、高稳定性、高灵敏性

的特点[34,35]。Zheng等[36]采用50
 

μm分离柱内径

与100
   

nL/min流 速 的 纳 米 LC-MS技 术 在 单 个

HeLa细胞中成功鉴定出约1
   

700个蛋白。Iliuk
等[37]则通过LC-MS/MS技术在仅仅1

 

mL的血浆

样本中成功鉴定了1
   

593种磷酸化蛋白。这些蛋白

质可作为潜在生物标志物,为肾细胞癌的早期检测

和连续监测提供了重要依据。
尽管质谱技术具有卓越的敏感性并且可以同时

检测大量蛋白质,但在分析蛋白质翻译后修饰方面

仍存在限制,且需要复杂的样本前处理流程以及重

型仪器的辅助[33]。此外,为了提高检测结果的准确

性和可重复性,需要在确保蛋白质覆盖深度的同时

充分衡量样本内部和个体间的变异[38]。

4.2 Olink技术

Olink具有独 特 的 邻 位 延 伸 技 术(Proximity
 

Extension
 

Assay,PEA),利用配对抗体特异性结合

靶蛋白,再将蛋白信号转化为核酸信号来进行检测。
具体而言,每一个靶蛋白对应一对特异性抗体,且每

对抗体与一对匹配的寡核苷酸相偶联。当抗体结合

到靶蛋白的邻位后,与寡核苷酸进行杂交,并在

DNA聚合酶作用下延伸,最后杂交DNA可作为靶

蛋白的“条形码”,由qPCR 或 NGS平台 定 量 检

测[39](图5)。由于配对抗体必须在极其接近的情况

下才可引发寡核苷酸的杂交与延伸,随后又将蛋白

信号放大为核酸信号来进行检测,因而有效减少了

由非特异性结合引起的误差,增强了对低丰度蛋白

的检测能力,其灵敏度可达到pg/mL数量级[40],也

确保了更高的特异性和准确性。
作为蛋白质类肿瘤生物标志物检测的高灵敏平

台,Olink同时具有高特异性、高通量以及高动态范

围,能 够 在 极 低 丰 度 的 情 况 下 实 现 精 准 检 测。

Davies团队[41]利用 Olink
 

Explore-3072平台分析

了496个肺癌患者的血浆样本,成功鉴定出240种

蛋白质,这些蛋白质在肺癌患者中的丰度显著低于非

肺癌患者。Ahamed团队[42]则利用 Olink
 

Immuno-
oncology

 

Panel对92种血浆蛋白进行定量分析,结
果表明5种血浆蛋白(CD83、颗粒酶 A、颗粒酶B、

CD8A、基质金属蛋白酶12)组合在早期和晚期原发

性肺癌的诊断中展现出良好的诊断潜力。Liu团

队[43]通过Olink
 

Proteomics
 

Panel发现了转移性前

列腺癌患者中显著升高的9种蛋白,其中多效生长

因子(Pleiotrophin,PTN)有望作为预后不良的生物

标志物。
相比于质谱技术,Olink能够在体液中检测到

更多的低丰度蛋白质类肿瘤生物标志物,且具有更

好的重现性[44],但在多重蛋白检测方面成本相对较

高,检测性能容易受到技术因素与非特异性噪声的

影响,从而导致检测结果相关性降低。此外,虽然

PEA环节显著优化了反应稳定性,但不同的实验条

件仍然会导致板内和板间产生较大的变异,从而可

能影响检测结果的一致性[45]。

4.3 SomaScan技术

SomaScan技术采用慢解离速率修饰适配体

(Slow
 

Off-rate
 

Modified
 

Aptamer,SOMAmer)靶
向捕获目标蛋白质,再通过SOMAmer所带的荧光

基团进行荧光信号的检测,从而实现蛋白质的相对

定量分析[46]。该技术核心在于通过指数富集的配

体系统进化技术(Systematic
 

Evolution
 

of
 

Ligands
 

by
 

Exponential
 

Enrichment,SELEX)从随机序列库

中筛选SOMAmer。每一SOMAmer不仅具有特定

的碱基序列,而且碱基上带有特殊的修饰基团,使得

SOMAmer
 

核酸链与靶蛋白之间产生强而特异的亲

图5 Olink技术原理示意图

Fig.5 Technical
 

Principle
 

Diagram
 

of
 

Olink
 

Technology
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和力[47],而荧光信号的放大策略进一步提高了检测

的灵敏度。
目前,SomaScan技术可实现多达11

   

000种蛋

白质的检测,甚至在仅仅50
 

μL体液中便可检测到

上千种蛋白质[45],且动态范围可以从飞摩尔到微摩

尔水平,变异系数(Coefficient
 

of
 

Variation,CV)低
至5%[46],显著优于传统质谱分析技术。Mysona等

利用SomaScan对卵巢癌(Ovarian
 

Cancer,OC)患
者的血清样本进行了1

   

129
 

种蛋白质的筛选分析,并
通过Luminex多重分析验证了其中26种蛋白质。
在此基础上,结合临床因素构建了浆液性高级别卵

巢癌 评 分 (Serous
 

High
 

Grade
 

Ovarian
 

Cancer
 

Score,SHOCS),该评分模型包含脑源性神经营养

因子和血小板衍生生长因子等低丰度蛋白,能够有

效预测高级别浆液性卵巢癌患者的复发风险[48]。

Tsim等则对638例疑似胸膜恶性肿瘤患者和110
例石棉暴露者进行研究,发现SomaScan技术在鉴

别石棉暴露者是否患有恶性胸膜间皮瘤(Malignant
 

Pleural
 

Mesothelioma,MPM)方面敏感性达75%,证
实了SomaScan作为石棉暴露者 MPM筛查工具的潜

力,此外,通过SomaScan检测,MPM患者体内的间皮

素浓度范围为1.0
   

nM至7.69
  

nM,显著高于非 MPM
患者,进一步证实了该检测技术的高灵敏度[49]。

因此,SomaScan技术凭借高灵敏、高稳定的靶

向蛋白质检测能力已经成为肿瘤生物标志物检测的

重要工具。在样本需求量方面,SomaScan技术明显

低于质谱分析,且高通量优势使其在检测效率上显

著优于Olink。然而,当该技术应用于高通量蛋白质

检测时,可能会出现交叉反应。而且低荧光信号的

情况下更容易受到背景噪音的干扰,从而影响结果

准确性[50]。
 

5 代谢组学技术

肿瘤的发生与发展往往伴随着一系列代谢变

化。其中,嘌呤、嘧啶等小分子代谢物与生物表型密

切相关,为肿瘤的早期检测提供了重要依据,同时也

能实时反映肿瘤的生物学信息,为发现治疗靶点提

供了新思路[51]。因而,基于代谢组学的肿瘤生物标

志物高灵敏检测技术在癌症的诊断、治疗、预后等方

面具有重要的应用价值。

5.1 质谱

在代谢组学研究中,质谱图上峰的位置与强度

能够提供代谢物的质量、相对丰度等信息,从而实现

代谢物的鉴定和定量分析[52]。常见的质谱技术包

括 气 相 色 谱—质 谱 (Gas
 

Chromatography
 

Mass
 

Spectrometry,GC-MS)和液相色谱—质谱等。
GC-MS在进行色谱分离时一般采用惰性气体

作为流动相,尤其适用于检测脂肪酸等小分子或不

带电荷的分子[53]。此外,通常需要对样本进行衍生

化处理,从而显著提升代谢物的稳定性和挥发性。
结合预先构建的质谱数据库,GC-MS可实现挥发性

代谢物的高效鉴定,显著简化了分析流程[54]。Jajin
等[55]利 用 GC-MS 对 甲 状 腺 髓 样 癌 (Medullary

 

Thyroid
 

Cancer,MTC)患者血浆样本进行分析,筛
选出13种差异显著的代谢物分子,并发现亚油酸、
亚麻酸和亮氨酸等低丰度代谢物可作为 MTC的早

期诊断标志物。此外,利用基于固相微萃取技术的

GC-MS进行非靶向分析,可准确鉴定肺癌细胞所释

放的特征挥发性有机化合物。其中,羟基丁酮在肺

癌细胞中的水平比正常细胞显著高出2.60至3.29
倍,展现出GC-MS在肿瘤相关低丰度代谢物检测中

的高灵敏度和高效性[56]。然而,GC-MS检测范围

通常有限,且难以检测到分子离子,这一局限性会增

加对未知代谢物的鉴定难度[57]。
LC-MS则利用液体作为流动相,且流动相与样

本中的组分有亲和作用,可用于极性与非极性代谢

物的检测[58]。其覆盖范围广泛,灵敏度可达pg/mL
级[59]。Sun等[60]通过LC-MS对1

   

251例个体的血

浆和粪便样本进行非靶向代谢组学研究,结合机器

学习算法构建了结直肠癌诊断模型。该模型包含羟

基脂 肪 酸 支 链 脂 肪 酸 酯 (Fatty
 

Acyl
 

Esters
 

of
 

Hydroxy
 

Fatty
 

Acid,FAHFA)等17种代谢物,以
96.3%的高敏感性实现早期结直肠癌的高效检测。
Yin等[61]则通过 LC-MS/MS对2-羟基戊二酸(2-
hydroxyglutarate,2-HG)进行定量分析检测,明确

了其作为脑瘤生物标志物的潜力,且灵敏度可达

0.150
   

μM。在代谢组学领域,LC-MS凭借高效色谱

分离能力与高灵敏、高通量的特点为癌症早期诊断

提供了有力工具。然而,由于设备成本高昂、检测流

程耗时等局限性,该技术的临床大规模应用面临着

显著挑战[59]。
5.2 电化学生物传感器

电化学生物传感器通过多种形式的检测探针将

生物识别与电化学信号转换相结合,可实现代谢物

的高效检测。其常见类型主要包括直接电化学检

测、酶催化电化学检测、核酸适体介导的电化学检

测。具体而言,当生物识别分子与靶标代谢物发生

特异性结合后会引发电子转移,产生电流变化等电

化学反应,从而生成可测量的电信号(图6)。经过

信号放大与数据处理后,可用于确定靶标代谢物的

存在与否及其浓度信息[62]。电化学生物传感器能
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够直接在复杂的生物样本中进行实时、快速的原位

检测,从而为监测生物体内的代谢活动提供了一种

灵敏且可靠的方法。
通过监测葡萄糖、乳酸等代谢物,电化学生物传

感器能实时反映肿瘤代谢动态,为癌症治疗提供有

力依据。近年来,随着纳米技术等前沿科技的发展,
电化学生物传感器在灵敏度和选择性方面都得到了

显著 提 升。作 为 一 种 抑 制 性 神 经 递 质,甘 氨 酸

(Glycine,Gly)是脑瘤的潜在生物标志物。Hussain
等[63]基于新型Fe3O4@ZnO纳米颗粒开发的电化

学 生 物 传 感 器,对 Gly 的 检 测 灵 敏 度 高 达

316.46
  

pM/(μM·cm
2),而检测限和定量限分别为

13.5
   

pM和450.0
   

μM。Liu等在柔性丝网印刷电极

中利用二茂铁和牛血清白蛋白/酶复合物进行了特

殊处理,从而研制出一种双通道电化学生物传感器。
该传感器能同时检测唾液中的葡萄糖和乳酸,灵敏

度分别达到18.7
   

μA/(mM·cm
2)和21.8

   

μA/
(mM·cm2)[64]。此外,利用生物酶、贵金属催化材

料等催化剂能显著增强肿瘤生物标志物痕量检测的

灵敏度与准确性[65]。例如,具有高催化活性的Ag-
Cu双金属催化剂可加速化学反应并引发显著的电

流响应,从而为肿瘤标志物检测提供更为灵敏的电

化学信号[66]。
相比于质谱,电化学生物传感器成本更低且检

测速度更快,但需充分评估生物识别元件的稳定性

与检测结果的可重复性。例如,生物酶对酸碱条件

敏感,且保存温度较为严格[65]。此外,大多传感器

在肿瘤生物标志物检测方面仍局限于单一靶标,因
而为了实现高效的临床肿瘤检测,亟需在确保特异

性的基础上聚焦于多靶标研究。

6 肿瘤生物标志物检测面临的挑战

不同高灵敏检测技术适用于不同样本类型,且
涵盖多种肿瘤标志物,为癌症的早期诊断、治疗选

择、预后评估等方面提供了重要支持(表1)。然而,
从基础研究到临床应用,肿瘤生物标志物检测仍然

面临着一系列复杂的挑战。

图6 电化学生物传感器原理示意图

Fig.6 Technical
 

Principle
 

Diagram
 

of
 

Electrochemical
 

Biosensor

表1 不同检测技术适用的样本类型与所能检测的肿瘤生物标志物

Table
 

1 Sample
 

Types
 

Applicable
 

to
 

Different
 

Detection
 

Techniques
 

and
 

Tumor
 

Biomarkers
 

that
 

can
 

be
 

Detected

检测技术 样本类型 肿瘤生物标志物

ddPCR 血液、尿液 EGFR突变、HPV16
 

ctDNA等

BEAMing 血液、脑脊液 IDH1突变、EGFR突变等

CAPP-Seq 血液、脑脊液 BRCA1突变、MET扩增等

NGS 血液、尿液、唾液、脑脊液、胸腔积液 miR-7、ROS1融合基因等

微阵列技术 血液、尿液、唾液、脑脊液、关节液 miR-21、hsa_circRNA_104264等

MS 血液、尿液、唾液、脑脊液 FAHFA、糖类抗原125等

Olink 血液、尿液、脑脊液 CD83、PTN、颗粒酶A等

SomaScan 血液、尿液、脑脊液 间皮素、血小板衍生生长因子等

电化学生物传感器 血液、唾液、尿液、胸腔积液 乳酸、谷氨酰胺等
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首先,肿瘤细胞在癌症的不同亚型或不同阶段

中存在显著差异,且标志物含量可能受到癌症分期、
患者遗传背景等多因素影响[2]。因而在癌症诊疗

中,亟需联合多种典型标志物并准确评估其与临床

病症的关联。
再者,许多肿瘤生物标志物在体液中处于痕量

水平[65]。尽管现有技术在检测灵敏度方面取得了

显著进展,但仍需通过优化成本效益和方法性能来

提高 结 果 的 可 靠 性 与 技 术 的 可 及 性。例 如,

BEAMing技术由于磁珠和探针的多重结合,可能引

入非特异性信号。此外,CAPP-Seq与Olink技术检

测成本较高,而NGS、SomaScan与微阵列技术则涉

及复杂的生物信息学分析。因而这些挑战限制了相

关技术在资源有限地区的应用。
此外,为了进一步提升肿瘤标志物的实际价值,

制定统一的监管指南与标准也至关重要。目前,美
国食品药品监督管理局已针对人类表皮生长因子受

体-2等多种标志物检测发布了指导文件,从而确保

了检测方法的科学性与可靠性。然而,如ddPCR与

质谱等检测技术仍然缺乏标准化的操作流程和完善

的质量控制体系。

7 总结与展望

肿瘤生物标志物检测在癌症诊疗领域发挥着至

关重要的作用。相比于组织活检和成像技术等传统

检测方式,体液肿瘤生物标志物检测能实时动态地

反映肿瘤的分子特征,避免了侵入性与辐射暴露的

风险。而基于基因组学、转录组学、蛋白质组学和代

谢组学的高敏感技术能够实现低丰度标志物的高效

检测,推动了癌症的精准诊断与治疗。然而,各类技

术的实际应用仍然面临重要挑战。首先,由于临床

决策的可靠性一定程度上依赖于检测结果的稳定和

可重复性,因而需要进一步加强技术标准化[67]。其

次,各类组学研究往往涉及复杂的化学结构与庞大

的数据量,因此数据处理的效率和准确性至关重要。
数据分析不仅依赖于高效的算法,也需要实现针对

不同癌症、不同应用场景下的改进与优化[51]。此

外,为了避免资源浪费或过度诊疗,需要在人群筛查

等大规模应用中进一步衡量成本效益和检测的假阳

性风险[2]。
目前,如机器学习、深度学习等人工智能技术以

客观、多元、高效、可重复性等优势在肿瘤生物标志

物检测方面展现出巨大的应用前景,并且广泛应用

于癌症诊断模型建立、诊断结果分析等领域。以卵

巢癌为例,人工智能驱动的血液cfDNA全基因组片

段化分析能够与癌症抗原125和人附睾蛋白4这两

种标志物相结合,以此构建的机器学习模型便能够

为卵巢癌的早期筛查与无创诊断提供可行的新方

案[68]。未来,人工智能的深入应用有望进一步提升

肿瘤生物标志物检测的灵敏度,自动化平台的发展

也将有助于减少技术操作误差,优化检测效率与准

确性。因此,随着各类技术的不断发展,肿瘤生物

标志物的高敏感检测将为癌症的早期诊断和疗效

评估提供更有力的支持,进而推动精准医疗的快速

发展。
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Abstract Tumor
 

biomarkers
 

are
 

substances
 

produced
 

by
 

tumor
 

cells
 

or
 

the
 

body􀆳s
 

responses
 

to
 

tumors.
 

Compared
 

with
 

traditional
 

detection
 

methods
 

such
 

as
 

tissue
 

biopsy,
 

liquid
 

biopsy
 

based
 

on
 

tumor
 

biomarkers
 

offers
 

advantages
 

such
 

as
 

low
 

invasiveness
 

and
 

high
 

convenience,
 

which
 

plays
 

an
 

irreplaceable
 

role
 

in
 

clinical
 

tumor
 

diagnosis.
 

In
 

recent
 

years,
 

with
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

omics
 

research
 

and
 

continuous
 

improvements
 

in
 

detection
 

technologies,
 

highly
 

sensitive
 

technologies
 

have
 

enabled
 

the
 

static
 

detection
 

and
 

dynamic
 

monitoring
 

of
 

tumor
 

biomarkers
 

in
 

body
 

fluids.
 

It
 

not
 

only
 

deepens
 

our
 

understanding
 

of
 

changes
 

in
 

the
 

tumor
 

microenvironment,
 

but
 

also
 

provides
 

crucial
 

information
 

for
 

early
 

diagnosis,
 

progression
 

monitoring
 

and
 

efficacy
 

evaluation
 

of
 

cancers.
 

Herein,
 

we
 

aim
 

to
 

review
 

highly
 

sensitive
 

detection
 

technologies
 

for
 

tumor
 

biomarkers
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

omics
 

and
 

discuss
 

the
 

principles,
 

characteristics
 

and
 

clinical
 

application
 

values
 

of
 

these
 

technologies
 

in
 

cancer
 

diagnosis
 

and
 

treatment.

Keywords tumor
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theranostics

韩 达 研究员,博士生导师,主要从事核酸化学与分子诊断研究,开发智能核酸工具应用于解决细胞分析与疾病诊断等生物

医学难点问题。

乔思圆 上海交通大学医学院2024级直博生,本科专业为医学检验技术,研究生专业为临床检验诊断学。

(责任编辑 贾祖冰 张 强)


