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液体活检在胶质瘤诊断中的意义

李峰平，李志强

武汉大学中南医院神经外科，湖北 武汉　４３００７１

摘　要：随着对胶质瘤发生发展机制的深入研究，越来越多的肿瘤标志物被用于胶质瘤的精准诊断，包括循环肿瘤细胞
（ＣＴＣｓ）、循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）、微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）、外泌体等。有别于病理组织活检，应运而生的液体活检技术，通过

检测血液、脑脊液等体液中存在的特异性肿瘤标志物，不仅降低了侵入性，而且对于诊断胶质瘤，阐明肿瘤侵袭和播散的

机制，揭示肿瘤异质性，设计个体化治疗和评估改善疗效意义重大。
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　　胶质瘤是最常见的中枢神经系统原发性恶性
肿瘤，每 １０００００人中约有 ７．３例患者，其中高级

别胶质瘤约占 ８５％，低级别胶质瘤约占 １５％，多

发于成年人［１］。胶质瘤细胞可以起源于不同的前

体细胞，少突细胞前体细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｃｅｌｌｓ，ＯＰＣｓ）是重要的原始细胞之一，将 ｐ５３和 ＮＦ１

基因敲除后，大部分时间处于稳定状态来源于成年

人的 ＯＰＣｓ将会被重新激活、增殖直至发生恶变。
哺乳动物类雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａ

ｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号通路等参与了胶质瘤的发生

发展［２］。由于胶质瘤的发生机制非常复杂，绝大部

分胶质瘤早期不易发现，确诊胶质瘤仍然面临极大

的挑战。传统的诊断技术主要包括病理组织活检

和颅脑影像学检查，但两者均有一定的局限性：前

者作为侵袭性手段，患者依从性不高；后者鉴别诊

断仍有困难而可能延误最佳治疗时机［３５］。目前，

在肿瘤检测的临床研究中，科学家对无创诊断技术

即液体活检技术表现出极大兴趣。该技术通过分

离检测来自体液的循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）、循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，
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ｃｔＤＮＡ）、微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）、外泌体等为肿瘤学
的临床决策提供丰富信息，它的应用能够较好地弥

补传统诊断技术的不足。本文围绕胶质瘤的液体

活检技术及新型肿瘤标志物进行综述，探讨其在临

床中的巨大应用前景。

１　ＣＴＣｓ
通过激活信号通路，表达细胞外黏附分子等机

制，来自原发肿瘤的胶质瘤细胞和胶质瘤干细胞

（ｇｌｉｏｍａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＧＳＣｓ）可进入血管成为 ＣＴＣｓ［６］，
因 ＣＴＣｓ具有干细胞的特性，对放化疗和循环应激
诱导的细胞凋亡也具有一定的的耐受性［７］。在

ＧＳＣｓ中，增殖细胞核抗原相关因子（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＰＡＦ）的过度表达影
响了 ＤＮＡ的复制和嘧啶代谢通路，ＰＡＦ与增殖细
胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）相
互作用并能够调节 ＤＮＡ的跨损伤修复（ｔｒａｎｓｌｅｓｉｏｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＴＬＳ），因此 ＧＳＣｓ拥有强大的自我更新能
力，并导致胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ，
ＧＢＭ）患者对放疗不敏感，具有 ＰＡＦ类似作用的还
有 Ａｋｔ家族基因以及磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）信号通路［８１０］。Ｋｒｏｌ等首次证实了胶
质母细胞瘤患者 ＣＴＣｓ簇的存在［１１］。为了筛选分

析 ＣＴＣｓ，Ｍüｌｌｅｒ等利用胶质细胞原纤维酸性蛋白
（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）作为标志，通过
比较基因组杂交技术（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＣＧＨ）、序列分析和荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ），进一步证明 ＣＴＣｓ来源于
ＧＢＭ，但是，在这一研究中，通过 ＧＦＡＰ的免疫染
色，仅有 ２０．６％的 ＧＢＭ患者在外周血检测到了
ＣＴＣｓ［１２］。利用原位杂交技术，同样可以检测 ＣＴＣｓ
的 ｍｉＲＮＡｓ，Ｏｒｔｅｇａ等利用 ＭｉｓｈＣＴＣ在上皮来源的循
环肿瘤细胞中检测到 ｍｉＲＮＡ２１［１３］。因此，利用这
项技术有可能让胶质瘤得到早期诊断。由于 ＣＴＣｓ
获得率和纯度较低、获得的 ＣＴＣｓ与原始肿瘤细胞间
的异质性等有待研究，所以，该技术真正应用于临床

还须进一步探索［１４１６］。为了降低背景噪音，提高胶

质瘤诊断技术的特异性，有科学家在尝试从脑脊液

中分离 ＣＴＣｓ，期望能够从中获得胶质瘤细胞［１７］。

２　ｃｔＤＮＡ
循环血液中存在着一种 ＤＮＡ，称之为血浆游离

ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ），其中来源于肿瘤细胞
的称之为 ｃｔＤＮＡ。ｃｔＤＮＡ的获取方法无创，利于

ＧＢＭ诊断和分型，可以协助制定治疗方案并检测
患者对治疗的反应。对获取的 ｃｔＤＮＡ可以开展包
括微滴式数字 ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）定量
分析，突变基因检测，基因组、表观基因组和蛋白

质组分析等［１８１９］。在一项研究中，１９位脑脊液中
分离检测到 ｃｔＤＮＡ的患者，仅有 ３位的 ｃｆＤＮＡ检测
到 ３５个突变位点，包括 １ｐ／１９ｑ共缺失、突变型
ＩＤＨ１／ＩＤＨ２和生长因子受体信号通路的改变等，
ｃｆＤＮＡ的这些突变位点的平均变异等位基因分数远
低于脑脊液来源的 ｃｔＤＮＡ（０．５８％ ｖｓ２３．９６％），且
大多数肿瘤组织中的克隆突变也存在于脑脊液

中［２０］。随着更多特异性突变位点被发现，这些位

点的联合检测可以使肿瘤 ＤＮＡ诊断胶质瘤的特异
性高达 １００％［２１］。尽管如此，不同体液来源的 ｃｔＤ
ＮＡ方法学特征和提供的信息仍然具有差异，脑脊
液来源的 ｃｔＤＮＡ提供的信息更加精确，更具有代表
性，获得成本更低，相比 ｃｆＤＮＡ，脑脊液来源的 ｃｔＤ
ＮＡ 突 变 位 点 的 检 测 敏 感 性 更 高 （１００％ ｖｓ
３８％）［２２］，它的优势得益于检测分析手段的更新，即
将体拷贝数改变（ｓｏｍａｔｉｃｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｌｔｅｒａｔｉｏｎ，ＳＣ
ＮＡｓ）的分析与配对端测序确定的 ＤＮＡ片段模式相
结合，借助 ｓＷＧＳ数据检测 ＣＳＦ中的肿瘤细胞游离
ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｆｔＤＮＡ）［２３２５］，同时将 ＤＮＡ
分子片段长度测定联合特异性片段基因测序能够进

一步提高 ｃｔＤＮＡ相关检测技术在胶质瘤诊断中的准
确性，将受试者操作特征曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）从小于０．５提高至大于０．９１［２６］。鉴于脑
脊液中 ｃｔＤＮＡ的密度低于外周血液，Ｍａｉｒ等研究发
现循环肿瘤线粒体 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａＤＮＡ，ｔｍｔＤＮＡ）有助于提高胶质母细胞瘤的检
测率，可以替代核 ｃｔＤＮＡ（８２％ ｖｓ２４％），在脑脊液
和尿液中也可以检测到，因此 ｔｍｔＤＮＡ有更加广泛
的应用前景［２７２８］。

３　ｍｉＲＮＡ
ｍｉＲＮＡ是长约 ２２ｎｔ的非编码 ＲＮＡ，广泛存在

于从病毒到人类的各种生物中，通过与 ｍＲＮＡ的
３’ＵＴＲｓ结合抑制 ｍＲＮＡ表达或促进 ｍＲＮＡ降解，
防止蛋白合成［２９３０］。许多研究表明 ｍｉＲＮＡ在人类
疾病的发生发展扮演重要的角色，如胶质瘤等肿

瘤［３１３７］。由于恶性肿瘤细胞具有异质性，ｃｔＤＮＡ并
不会拥有完全相同的序列［３８］，相比之下，ｍｉＲＮＡｓ的
一致性更高。Ｚｈｏｕ等通过荟萃分析得出，在胶质
瘤的诊断中，ｍｉＲＮＡｓ的整体检测灵敏度达 ８５％
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（９５％ＣＩ：０．８１～０．８９），特异性为 ９０％（９５％ＣＩ：
０．８５～０．９３），ＡＵＣ是 ９３％ （９５％ ＣＩ：０．９１～
０．９５），其中来自血液标本的分别是 ８４％（９５％ＣＩ：
０．８０～０．８８），８５％（９５％ＣＩ：０．８１～０．８９）和
９２％（９５％ＣＩ：０．８９～０．９４），来自脑脊液标本的
分别是 ８９％（９５％ＣＩ：０．７３～０．９６），９８％（９５％
ＣＩ：０．８７～１．００），９８％（９５％ＣＩ：０．９６～０．９９）；
同时检测一组 ｍｉＲＮＡｓ可以提高灵敏度，如（ｍｉＲ
ＮＡ９３，ｍｉＲＮＡ５９０３ｐ，ｍｉＲＮＡ４５４）；（ｍｉＲＮＡ
１５ｂ，ｍｉＲＮＡ２１）等组合［３９］。不仅如此，通过测序

以及信号通路分析发现 ｍｉＲＮＡ可以用于评估胶质
瘤细胞的放化疗敏感性［４０］。对患者临床资料的分

析结果表明，低表达 ｍｉＲＮＡ２２１和 ｍｉＲＮＡ２２２的
患者预后更好［３４］。而且，ｍｉＲＮＡｓ与胶质瘤的侵袭
性密切相关，通过慢病毒转导 ｍｉＲＮＡ１２７０的 ＬＮ
１８细胞系在雄性裸鼠体内的生长速度和体积得到
了抑制；ｍｉＲＮＡ６０５的高表达可以抑制胶质瘤细胞
系 Ｕ２５１和 Ｔ９８细胞系增殖、迁移和侵袭的进
展［３２，３５］。相比于肿瘤组织来源的 ｍｉＲＮＡ，基于脑脊
液的 ｍｉＲＮＡ因对核糖核酸酶和物理化学条件的耐
受性更高，所以更加稳定、精确性也可能更高［４１４３］，

并可以用于 ＣＮＳ其他恶性病变的鉴别诊断［４４］。但

是，由于 ｍｉＲＮＡ序列较短，目前的探针不能很好分
析 ｐｒｉ，ｐｒｅ以及成熟形式的区别，而且相关技术只
能进行相对定量，因此，需要找到更加标准的内源

性对照［４１］。除了 ｍｉＲＮＡ，其他细胞外 ＲＮＡ（ｅｘｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒＲＮＡ，ｅｘＲＮＡ）在胶质瘤检测中的标记作用也
有待进一步挖掘，如 ＹＲＮＡ和 ｔＲＮＡ等［４３］。其中，

ｔＲＮＡｓ的产生离不开 ＲＮＡ多聚酶Ⅲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩＩＩ，
ＰｏｌＩＩＩ）的指导和转录因子ⅢＢ和ⅢＣ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒⅢＢ／Ｃ，ＴＦⅢＢ／Ｃ）的控制，对于 ｍＲＮＡ的表
达至关重要，被证明与包括黑素瘤、ＧＢＭ在内的多
种癌症密切相关，其关键在于癌基因和肿瘤抑制信

号通路可以调节 ＰｏｌＩＩＩ和 ｔＲＮＡｓ的合成，进而影响
细胞的生物学行为［４５４７］。Ｙａｎｇ等发现 ＳＯＸ４通过
结合特异的 ｔＲＮＡｓ，如 ｔＲＮＡｉＭｅｔ等，阻碍 ＴＡＴＡｂｏｘ
结合蛋白和 ＰｏｌＩＩＩ对 ｔＲＮＡｓ基因的募集，从而抑制
其表达以及 ＧＢＭ细胞的增殖［４８］。

４　外泌体
外泌体是由多种细胞产生的脂双层分泌体，直

径 ３０～１００ｎｍ，包含 ｍｉＲＮＡｓ以及蛋白质等多种物
质，参 与 细 胞 间 信 息 传 递 和 肿 瘤 微 环 境 的 形

成［４９５１］。在胶质瘤中，外泌体的产生与间充质干细

胞和胶质瘤干细胞密切相关［５２５４］，如：来源于 ＧＢＭ
的外泌体包含有凝血因子 ＴＦ／ＶＩＩａ复合体，进而诱
导形成乏氧环境、促进血管生成、增强侵袭性［５５］。

Ｓｕｎ等证明 ＧＢＭ干细胞通过分泌产生包含 Ｎｏｔｃｈ１
蛋白的外泌体促进 ＧＢＭ的侵袭转移［５６］。外泌体凭

借其提供的丰富信息可以用于胶质瘤的诊断，预后

和治疗［５７５８］。Ｓａｎｔａｎｇｅｌｏ等发现血浆来源的外泌体
包含的 ｍｉ２１／２２２／１２４３ｐ与胶质瘤的分级和预
后有关［５９］。表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）与胶质母细胞瘤某一亚型密
切相关，以突变型 ＥＧＦＲｖＩＩＩ为例，４７％左右的 ＧＢＭ
患者 ＥＧＦＲｖＩＩＩ为阳性，它可以调控外泌体生物发
生、细胞间转运和生物学效应［６０６１］。大部分胶质瘤

患者存在 ＥＧＦＲｖＩＩＩ突变体，利用脑脊液来源的外泌
体检测 ＥＧＦＲｖＩＩＩ突变体，在诊断胶质瘤中特异性高
达 ９８％，敏感性只有 ６１％［６２］。当分离检测血浆来

源的包含长链非编码 ＲＮＡＨＯＸ转录反义基因间
ＲＮＡ（ｈｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｎｔｉｓｅｎｓｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃＲＮＡ，ＨＯＴＡＩＲ）
的外泌体时，灵敏度为 ８６．１％，特异性为 ８７．５％，
ＡＵＣ为 ０．９１３（９５％ ＣＩ：０．８４５～０．９８２，Ｐ＜
０．０００１）［６３］。然而由于分离检测方法步骤多耗时
长，外泌体的纯度得不到保证，甚至有污染的风

险［１８］。为了提高临床应用价值，Ｌｏｂｂｒ等报道了一
种有效可重复，室温下能够维持外泌体足够稳定的

方法［５７］。同样的，经过人工设计的外泌体作为载

体，可以顺利的通过血脑屏障，将纳米材料、化学

药物和 ｍｉＲＮＡｓ靶向运输到病灶，甚至大脑小胶质
细胞来源的外泌体也可以作为纳米治疗剂，用于诊

断和治疗［５３，６４６５］。

通过筛选分析与肿瘤密切相关的细胞、分子与

基因等物质，液体活检技术拓展了对肿瘤发生发展

机制的认识，提高了诊断治疗的特异性，因其微侵

袭性而更容易被患者接受。随着各项研究的开展，

越来越多的循环肿瘤标志物被发现，但是由于灵敏

度或特异性的限制，能够应用到临床的标记十分有

限。更大的挑战在于如何找到合适的标记组合，收

集分析不同信息，为胶质瘤的早期诊断分型、治疗

方案的制定实施和疗效判定等提供科学依据；如何

将基础研究和临床应用相结合，使丰富的生物标志

更多地转化为胶质瘤的临床检测方法；如何降低高

昂的检测成本，使液体活检技术能够在临床广泛开

展。相信随着研究的深入进展，液体活检技术将在

胶质瘤的临床应用中大放异彩。

·１３５·
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