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液体活检技术在中枢神经系统肿瘤中的应用

袁雄　综述　　曾而明　审校
南昌大学第一附属医院神经外科，江西 南昌　３３０００６

摘　要：液体活检是一项新兴技术即利用相关手段从血液、脑脊液中获取循环肿瘤细胞（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒＣｅｌｌ，ＣＴＣ）、循
环肿瘤 ＤＮＡ（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒＤＮＡ、ｃｔＤＮＡ）、细胞外囊泡（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＶｅｓｉｃｌｅ，ＥＶ）等。与传统检查相比有其独特性。本文

就液体活检技术在神经系统肿瘤诊断、治疗、预后方面等的价值、局限性、未来展望进行综述。

关键词：液体活检技术；循环肿瘤细胞；循环肿瘤 ＤＮＡ；外泌体

ＤＯＩ：１０．１６６３６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｉｎｎ．２０１９．０４．０２５

　　目前，肿瘤的研究和治疗正进入精准医学时
代，这需要更好的生物标志物和更多的检测手段，

以提高诊断疾病、评估治疗反应和预测患者预后的

能力。近年来的研究表明，肿瘤相关遗传物质可在

患者体液中检测到，这些遗传物质可作为生物标志

物，用来监测早期肿瘤，并有助于肿瘤的个体化治

疗。液体活检作为一种方便、快捷、非侵入性、可

多次取样、能动态反映肿瘤基因表达谱变化的病理

检测方法，在精准医学的大背景下应运而生，与传

统的检查方法相比有其优势［１１］。

１　传统检查方法的局限性
１．１　影像学方面

磁共振技术（ＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）、
磁共振波普分析（ＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＰｏｐｐｅｒＡｎａｌｙｓｉｓ
，ＭＲＳ）、脑功能成像 （ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｉｍａｇｉｎｇ，ｆＭＲＩ）、ＳＰＥＴＣＴ、ＰＥＴＣＴ等在诊断疾病，
评估治疗效果和疾病监测等方面发挥了重要作用。

然而其缺点也不容忽视，一方面由于肿瘤细胞大小

是 １０μｍ量级，需要经过 ２０轮的指数生长后，才可
被检测到。所以一些微小的肿瘤原发灶或者复发

灶难以被发现，导致丧失了可能有效的新靶向治疗

机会［８］。另一方面胶质瘤放、化疗后因局部血脑屏

障的改变，可能导致对比度增加，通常称为假性进

展。相反，抗血管生成剂可通过改变肿瘤脉管系统

的通透性来降低对比度［１３］，称之为假性消退。故

ＭＲＩ无法区分肿瘤消退、进展、复发或者是治疗后
反应［１５］，导致许多患者进行不必要的重复手术。

１．２　传统组织活检
即：通过从患者体内钳取或穿刺等获得病变组

织，进行病理学检查的技术。但它存在许多缺点。

１）作为一种侵入性的技术，活检操作后可产生如
下并发症：头痛、头晕，出血，水肿（５％ ～８％），癫
痫，转移（通过穿刺通道），甚至死亡（１％）等［８］。

２）有些部位例如脑干不适合活检。３）通常原发性
中枢神经系统淋巴瘤患者使用皮质类固醇类药物

来减轻症状，然而因药物的作用导致更难以获得有
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限的病变组织用于活检［１７］，假阴性结果的可能性

增加。４）对于转移瘤也基本无法获取所有部位标
本，然而由于肿瘤的异质性，各个部位肿瘤性质往往

不一样［１９，７］。５）在疾病的治疗及后续演变中为了明
确是否复发或者治疗后反应也不便反复多次活检。

１．３　细胞学和流式细胞术
脑脊液（ＣＳＦ）和玻璃体液的细胞学或流式细

胞术可用于中枢神经系统淋巴瘤的诊断［１６］。相对

于活检，它是一种非侵入性手段。然而只有当淋巴

瘤侵犯软脑膜或眼部时才能发现淋巴细胞群，另外

细胞学和流式细胞术分析诊断灵敏度低［２］。

２　小分子物质及其在神经系统肿瘤中的价值
２．１　循环肿瘤细胞（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒＣｅｌｌ，ＣＴＣ）
２．１．１　ＣＴＣ定义，检测及获取技术　ＣＴＣ即循环
肿瘤细胞，它是从肿瘤起源部位或转移性沉积物中

脱落的细胞，然后转移至全身体液循环中［１３］。ＣＴＣ
在体液中含量少，为了富集 ＣＴＣ，一些新技术应运
而生。如利用分子表面标志物的 ｃｅｌｌｓｅａｒｃｈ技术、
免疫磁性标记技术、物理分离技术（根据细胞体积

大小）、聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术［２０］、ＣＴＣ芯片
技术（根据细胞变形差异）等［４］。另外有研究人员

使用物理分离技术和免疫荧光技术联合更多中枢

神经系统特异性标志物如 ＧＦＡＰ和 Ｎｅｓｔｉｎ来鉴定胶
质瘤患者的 ＣＴＣ［３］。

２．１．２　ＣＴＣ的应用　诊断方面：Ｎａｙａｋ等首次证
明了在软脑膜转移（ｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｅａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ＬＭ）
的诊断中，脑脊液 ＣＴＣ比常规影像学手段和脑脊
液细胞学方法灵敏度和特异性更高［２１］。治疗方

面：早期有数据表明脑脊液中 ＣＴＣ负荷与临床症
状严重程度和治疗相关。一项对中枢神经系统转

移瘤患者的小型研究表明：如果脑脊液中 ＣＴＣ数
量 ＞１０４，头痛，恶心，呕吐等症状明显。对 ７名乳
腺癌脑转移患者进行连续脑脊液分析发现，所有患

者在治疗后 ＣＴＣ数量下降［２１］。预后方面：由于在

放疗前可检测到一定水平的 ＣＴＣ，因此对 ＣＴＣ的连
续监测可以检测是否复发［２１］。

２．２　循环肿瘤 ＤＮＡ（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）
２．２．１　ｃｔＤＮＡ的定义、检测及获取技术　１９９４年
发现一小部分循环 ＤＮＡ片段与患者肿瘤 ＤＮＡ具有
相同的突变，此种循环 ＤＮＡ称之为循环肿瘤 ＤＮＡ
（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）［２１］。血清中 ｃｔＤＮＡ
的数量与疾病阶段和肿瘤负荷量有关，百分比范围

为 １％至超过 １０％［３］。目前用于检测 ｃｔＤＮＡ的技

术包括：数字 ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｄＰＣＲ），ＢＥＡＭｉｎｇ技术，同步热梯度电泳和大规模
并行测序［５］。

２．２．２　ｃｔＤＮＡ的应用　神经系统恶性肿瘤外周血
中可检测出 ｃｔＤＮＡ，尽管灵敏度低于非中枢神经系
统恶性肿瘤［２２］。作者认为可以用血脑屏障或涂有粘

蛋白的器官阻碍 ｃｔＤＮＡ释放到循环中来解释［２０］。

神经系统恶性肿瘤脑脊液中可检测出 ｃｔＤＮＡ。
研究表明任何残留或复发肿瘤的 ｃｔＤＮＡ可通过手
术产生的通道进入脑脊液。即使没有手术，绝大多

数成神经管细胞瘤和室管膜瘤也会出现脑室内或

与脑室相通，这非常适合在脑脊液中检测 ｃｔＤ
ＮＡ［２１］。另外一些研究表明，除非存在明显的全身
性疾病，否则中枢神经系统恶性肿瘤患者脑脊液中

ｃｔＤＮＡ可能比外周血具有更高的诊断率［２１］。所有

神经管细胞瘤，室管膜瘤和脑室旁的高级别胶质瘤

均可检测到 ＣＳＦｔＤＮＡ，而与脑脊液未直接相邻的
肿瘤未检测到 ＣＳＦｔＤＮＡ。并且高级别（ＷＨＯＩＩＩ级
和 ＩＶ级）肿瘤比低级别更能检测到 ＣＳＦｔＤＮＡ（Ｐ
＝０．００４）［２１］。ＣＳＦ中 ｃｔＤＮＡ的可检测性（最低可
检测水平）与人口统计学特征、症状持续时间、是

否有脑积水、ＭＲＩ是否有强化、突变类型无关与肿
瘤在颅脑中的部位相关［２１］。

通过分析 ｃｔＤＮＡ可发现基因突变［２３］。如在胶

质瘤患者血浆循环 ＤＮＡ片段中，可以检测出高度
特异性的 ＩＤＨ１突变［１８］，并且可以对血浆样本进行

重复分析［５］。分析 ｃｔＤＮＡ可发现体细胞突变。新
兴研究已经证明了使用 ＰＣＲ技术（定量 ＰＣＲ，数字
ＰＣＲ）和基于 ＮＧＳ的技术（例如 ＳａｆｅＳｅｑ，ＣＡＰＰＳｅｑ，
ＴＡＭＳｅｑ）可发现肿瘤 ｃｔＤＮＡ的体细胞突变。该研
究发现 ４３％的 ＧＢＭ患者 ｃｔＤＮＡ在 ２１个基因检测
中至 少 有 一 个 体 细 胞 改 变，最 常 见 的 突 变 是

ＴＰ５３［１，２４］。
ｃｔＤＮＡ可指导治疗和评估预后。研究得出：

通过影像学和临床检查发现，与非甲基化 ＭＧ
ＭＴｃｔＤＮＡ相比，甲基化 ＭＧＭＴｃｔＤＮＡ的患者对 ＢＣ
ＮＵ（卡氮芥）治疗的反应显著升高［１２］。此外尽管

不同癌症患者的 ｃｔＤＮＡ水平差异很大，但同一患者
的 ｃｔＤＮＡ水平与肿瘤负荷相关。因此通过连续测
试的 ｃｔＤＮＡ水平可以监测肿瘤进展，药物效果和疾
病复发［３］。

２．３　细胞外囊泡（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＶｅｓｉｃｌｅ，ＥＶ）
２．３．１　ＥＶ的定义及检测技术　外泌体（Ｅｘｏ
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ｓｏｍｅｓ，ＥＶ）：是细胞内的多泡体和细胞膜融合后主
动分泌到外界的一种大小为 ３０～１００ｎｍ，具有脂
质双分子层膜结构的小囊泡，包含蛋白质、ｍＲＮＡ
及微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）（见图 １）［５，９］。由
于分子小，ＥＶ的分析带来了重大的技术挑战。通
过流式细胞术可以分析大型 ＥＶ（＞３００ｎｍ）。新
一代 细 胞 仪 器，包 括 Ａｐｏｇｅｅ流 动 系 统，Ｇａｌｌｉｏｓ
（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）和 ＢＤＩｎｆｌｕｘ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）可
用于分析 ＜２００ｎｍ的 ＥＶ。
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图 １　ＥＶ的释放（来源于参考文献［５］）

２．３．２　ＥＶ的应用　研究表明外泌体中的 ＲＮＡ相
当稳定并且可以通过血脑屏障使其成为分子诊断

的宝贵来源［１４，３］。ＥＶ中 ｍｉＲＮＡ是小的（约 ２１～２４
个核苷酸）非编码 ＲＮＡ分子。一项原发性中枢神
经系统淋巴瘤研究中指出：外泌体在许多细胞途径

中起关键作用，并且 ｍｉＲＮＡ的功能障碍被发现是
恶性肿瘤的特征［８］。ｍｉＲＮＡ有助于诊断。ｍｉＲＮＡ
差异表达可以用来区分胶质母细胞瘤患者和健康

患者［２４］。另外越来越多的证据表明某些脑脊液

ｍｉＲＮＡ是中枢神经系统恶性肿瘤所独有的，例如
ｍｉＲ１５和 ｍｉＲ２１具有神经胶质瘤的特异性而
ｍｉＲ１９，ｍｉＲ２１和 ｍｉＲ９２的组合对于原发性中枢
神经系统淋巴瘤具有高度诊断性［２１］。ｍｉＲＮＡ可影
响疾病的发生发展、评估病情、指导治疗和反映预

后。ｍｉＲ１０ｂ和 ｍｉＲ２１可反映原发性和继发性脑
肿瘤的疾病活动。另一项研究指出 ｍｉＲ２１是胶质
母细胞瘤细胞系中的抗凋亡因子并且与健康患者

相比在组织中始终上调［２１］。ｍｉＲ１３０ａ被发现与替
莫唑胺反应呈正相关，与 ＭＧＭＴ甲基化状态无
关［２０］。ｍｉＲ６０３是 ＭＧＭＴ的一种调节因子，可以补

充对 ＭＧＭＴ甲基化评估。在一项研究中得出胶质
母细胞瘤亚型特异性 ｍｉＲＮＡ谱对评估预后具有价
值［２１］，但与 ｃｔＤＮＡ一样需要前瞻性纵向研究明确
定义 ｍｉＲＮＡ的作用［２０］。

ＥＶ所覆盖的遗传信息中可发现 ＢＲＡＦ，ＫＲＡＳ
或 ＥＧＦＲ突变［５，１２，６］，它们在多种原发性肿瘤中具有

高度敏感性和特异性。通过检测 ＥＶ中的基因突
变有助于诊断、反应治疗及监测疾病等。

３　局限性
３．１　检测技术方面

ＲＴＰＣＲ和 ｑＰＣＲ目前被广泛用作 ＣＴＣ的鉴
定，但是在污染细胞存在的情况下具有很强的假阳

性［４］。应用 Ｃｅｌｌｓｅａｒｃｈ技术检查 ＣＴＣ所需要的标
志物在中枢神经系统肿瘤中很少表达。新二代测

序（ＮＧＳ）检测 ＣＳＦｃｔＤＮＡ的灵敏度有限［１０］，此外

全基因组测序（ＷＧＳ）或全外显子组测序（ＷＥＳ）费
用过于昂贵［３］。

ＥＶ检测方面：由于非肿瘤细胞也分泌 ＥＶ并且
这些细胞超过肿瘤细胞几个数量级，因此肿瘤特异

性 ＥＶ在临床样品中仍然很少见［２１］。此外生物流

体具有动态性质，它的含量受到很多因素影响［９］。

此外目前 ｍｉＲＮＡ的提取，纯化，分析和定量方法
没有实现标准化和可重复性［５］。

３．２　临床应用方面
ＣＴＣ的分离通常需要新鲜血液样品或相对能

够立即处理的样品，并要求短时间内对其分析，这

可能限制了 ＣＴＣ的应用。
ＥＶ的应用方面：外泌体中的分子物质是选择

性组装的，因此释放的 ｍｉＲＮＡ仅代表部分亚群，另
外活动性炎症的存在也会干扰检测结果［５］。此外

所有研究中仅仅只有几种 ｍｉＲＮＡ被成功利用，而
且只有少数研究使用了共同的 ｍｉＲＮＡ，有些研究甚
至得出关于生存预测完全相反的结论［２１］。与其他

系统肿瘤不同，胶质瘤的循环生物标志物仍在定义

中，并且尚未在临床实践中使用。每一种方法都有

其独特的优势与局限性，因此到目前为止，关于取

哪种样本（ＤＮＡ或者 ＲＮＡ），使用哪种分析技术可
以实现液体活检价值最大化，还无定论［５］。

４　总结与未来展望
液体活检技术是一项新兴技术，最近已被 ＭＩＴ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗ评 选 为 ２０１５年 １０大技术突破
之一。目前研究表明脑脊液中 ｃｔＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ包含
丰富的基因信息，可辅助肿瘤的诊断，反应治疗效

·１７４·
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果，评估预后等。近年来液体活检的研究取得了快

速的进展，但在临床应用前仍存在许多问题。相信

随着科技的发展和医学的进步，在当今精准医学的

要求下，液体活检技术将逐渐被重视，其有广泛的

应用前景和广阔的发展空间。
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