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Abstract
In recent years, liquid biopsy technology, including 
circulating tumor cells (CTCs), circulating tumor DNA 
(ctDNA), and exosomes, has been effectively used in the 
early diagnosis, relapse and drug resistance monitoring, 
and prognosis evaluation in colorectal cancer (CRC). 
In this paper, we review the basic research and clinical 
application of liquid biopsy in CRC. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Colorectal cancer; Circulating tumor cells; 
Circulating tumor DNA; Exosomes; Review
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dx.doi.org/10.11569/wcjd.v26.i3.182

摘要
近年来, 包括循环肿瘤细胞、循环肿瘤DNA和外泌
体在内的液体活检技术有效地应用在结直肠癌早期
诊断、复发和耐药监测及预后评估等临床与基础研
究中. 现就液体活检在结直肠癌基础与临床的研究
与应用作一综述. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 结直肠癌; 循环肿瘤细胞; 循环肿瘤DNA; 外泌

体; 综述
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核心提要: 包括循环肿瘤细胞、循环肿瘤DNA和外泌体
在内的液体活检技术具有快速、无创、可重复等特点, 
可实时动态监测结直肠癌原发灶及转移复发灶基因组

信息, 协助早期诊断、疗效监测、评估预后、耐药分析
及靶向治疗评估, 是一种新型的分子病理检测方式, 在
结直肠癌诊疗领域具有广阔的临床应用前景.

张惠娟, 房新辉, 李健. 结直肠癌液体活检研究进展. 世界华人消化杂志  

2018; 26(3): 182-189  URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/
v26/i3/182.htm  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v26.i3.182

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)全球每年新发病例

约130万, 死亡率约33%, 严重威胁着人类的健康[1]. 约
50%CRC患者在初诊时就处于晚期或存在潜在可检测

的远处转移, 失去最佳治疗时机[2]. 近年来, 尽管消化

内镜技术的发展有助于早期CRC的诊治, 临床试验研

发化疗药物、靶向药物等新药问世增加治疗与康复的

几率, 但CRC总体存活率并未显著改善[3], 主要原因在

于CRC术后转移及复发预警、耐药检测及预后评估标

记物的缺乏. 传统组织活检技术在CRC诊治中存在局

限性, 主要表现为: 部分CRC无法手术, 部分病灶不便

穿刺; 穿刺本身具有临床风险; 肿瘤异质性所致活检

标本无法反映转移病灶及肿瘤基因突变全貌、组织活

检滞后性无法实时监测患者病情[3,4]. 因此, 寻找一种

用于CRC早期诊断、监测疾病演变过程和检测耐药的

新型生物信息诊断技术迫在眉睫, 而液体活检技术具

有全面、实时、方便及非侵入性等特点已被受高度重

视. 人体血浆中的循环肿瘤细胞(circulating tumor cell, 
CTCs)、循环肿瘤DNA(circulating tumor DNA, ctDNA)
和外泌体是目前液体活检的主要靶标. 液体活检通过

检测人体外周血、唾液、尿液等体液成份研究肿瘤特

征及生物学行为, 能更全面捕获肿瘤异质性及其生物

遗传学信息, 从而帮助临床医师能早期诊断肿瘤及制

定最优的个体化治疗策略[3,4]. 现就液体活检在结直肠

癌基础与临床的研究与应用作一综述.

1  CTCs在CRC中的应用

CTCs是指从肿瘤原发灶或转移灶脱离进入外周血的

肿瘤细胞, 以不同形态存在, 既可是游离单个CTC, 也
可以细胞团存在, 或形成转移灶[5,6]. CTCs具有高度异

质性, 包括上皮型、上皮-间质转化型(epithelial-mesenc-
hymal transition, EMT)、生物表型(上皮/EMT+), 其中

发生EMT的CTCs具有更强流动性和侵袭性, 更容易形

成转移灶[7]. 

1.1 监测治疗反应 实时检测血中CTCs数目和基因表达

可有效评估治疗反应. Matsusaka等[8]实时监测以奥沙

利铂为化疗方案的CRC患者血中CTCs数目, 发现在基

线、2 wk及8-12 wk时CTC≥3个/7.5 mL患者无进展生

存期(progress-free survival, PFS)分别为8.5、7.3和1.9 mo, 
较同期CTC<3个/7.5 mL患者的PFS分别为9.7 mo(P  = 
0.047)、10.4 mo (P <0.001)和9.1 mo(P <0.001)缩短

明显, 2 wk及8-12 wk时CTC≥3个/7.5 mL患者总生

存期(overall survival, OS)分别为10.2和4.1 mo, 较同

期CTC<3个/7.5 mL患者OS分别为29.1 mo(P <0.001)和
29.1 mo(P  = 0.001)缩短显著. 此外, 化疗后2周CTC<3
个/7.5 mL的患者预示对化疗药物治疗反应好. 

通过检测C T C s的基因表达也可评估患者对

化疗药物的治疗反应. Insua等[9]分析了94例转移性

CRC(mCRC)患者血中CTCs基因表达谱(VIL1、CLU、

TIMP1、TLN1、LOXL3和ZEB2), 与治疗前基因低表

达相比, 治疗前基因高表达患者其PFS和OS明显缩短, 
治疗期间CTCs基因表达增加患者PFS和OS分别为8.95
和11.74 mo, 而低表达患者PFS和OS分别为14.41 mo(P  
= 0.003)和24.7 mo(P≤0.001). 
1.2 检测肿瘤复发和评估预后 CTCs数量的动态监测可

用于CRC的复发预测和预后评估. Wu等[10]对44例CRC
患者术后血样进行连续检测, 发现术后1 wk有10例可

检测到CTCs, 其中7例CTCs计数减少且均无复发, 3例
CTC计数增加且其中2例出现复发. 术后3月有34例检

测到CTCs, 且与CTC≥2相比, CTC<2患者PFS显著延

长(P  = 0.019). 另外随访中, 术后CTCs数目较术前减少

患者PFS更长. Garrigós等[11]通过对16例Ⅱ-Ⅲ期CRC术
后并化疗患者进行随访, 发现2例最终出现临床复发, 
其CTCs升高比临床证据提示复发分别早5和6 mo. 1例
临床证据未提示复发, 但CTCs升高. 其余13例未检测

到或少许CTC, 且无临床复发证据(P  = 0.029). 来自台

湾90例Ⅲ期CRC经过mFOLFOX辅助化疗的资料[12]显

示, 化疗后复发30例(33.3%), 平均随访时间是36 mo(范
围18-61 mo). 通过单因素分析和多因素Cox回归分析, 
神经浸润(HR = 2.752; 95%CI: 1.026-7.381), 化疗后血

清CEA水平高(HR = 2.895; 95%CI: 1.143-7.333)和化疗

后CTCs持续存在(HR = 6.273; 95%CI: 2.442-16.117)是
化疗后复发的独立预测因子. 此外, 化疗后CTCs持续

存在与PFS和OS降低密切相关. 通过检测化疗后CTCs
持续存在状况, CRCⅢ患者复发的准确性明显高于化

疗后CEA水平(优势比: 50.091 vs  5.211). 
另一项涉及12研究1329例包括可切除肝转移或

广泛转移CRC患者的荟萃分析[13]显示, CTCs阳性患

者OS(HR = 2.47; 95%CI: 1.74-3.51)和PFS(HR = 2.07; 
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95%CI: 1.44-2.98)更差. 与血中未检测到CTCs患者相比, 
血中CTCs阳性者死亡概率增加2.5倍, 疾病进展或复发

概率增加2倍. Cohen等[14]进一步验证了CTCs在评估预

后的临界值. 该项研究共纳入430例接受一线、二线和

三线治疗mCRC患者, 随后连续监测血中CTCs数量. 结
果显示, 根据CTC水平<3个或≥3个CTC/7.5 mL, 分为预

后良与预后差两组. 治疗前CTCs≥3个/7.5 mL患者PFS
和OS分别为4.5和9.4 mo, CTC<3个/7.5 mL PFS和OS分
别为7.9和18.5 mo, P<0.0001. 治疗前及治疗期间CTCs数
量是mCRC患者PFS和OS的独立预测因子. 研究[15]表明, 
非mCRC患者中, 术前CTC≥1个/7.5 mL患者OS显著低

于术前无CTC者(38.4 mo vs  49.8 mo, P<0.001), 多因素分

析进一步证实, 术前CTCs检测是非mCRC强力与独立的

预后指标(HR = 5.5; 95%CI: 2.3-13.6). 
CTCs中细胞角蛋白20(cytoker t in20, CK20)和

survivin表达作为预后生物标志物是目前研究的热点[16]. 
CK20作为细胞骨架组成部分之一, 具有更为严格的上

皮组织特异性. 正常组织中CK20多见于胃肠道黏膜细

胞、泌尿系伞状细胞及表皮Merkel细胞, 而其他组织均

为阴性. CK20在细胞化生、恶性转化、肿瘤转移等异

常时表达持续存在. 
Wong等[17]对CRC研究发现, 40例术前CK20表达

阳性CTC(CK20 pCTCs)>11的CRC患者中位生存期

比43例术前CK20 pCTCs≤11显著为短(HR = 5.417, 
95%CI: 1.063-4.759). 多因素分析研究[18]表明, CRC患
者CTCs中CK20或survivin高表达患者中位OS(9.4 mo), 
比两种均低表达者中位OS(33.2 mo)显著为短(HR = 
4.39; 95%CI: 1.56-12.35). CTC中CK20或survivin表达

升高对mCRC鉴别有较高的敏感性(79.6%)和特异性

(85%). 因此, CTCs中CK20和survivin表达可能是预测

接受全身治疗mCRC患者OS的有效生物标志物. 
1.3 转移与肿瘤分期 CTCs引起转移的机制研究为CRC
肝转移(CRC-LM)的辅助诊断提供了一种新策略. Fang
等[19]发现, 与CRC未转移患者相比, CRC-LM患者外周

血CD133+和CD133+CD54+CD44+细胞亚群的表达更

高. 多因素分析进一步证实CD133+CD44+CD54+细
胞亚群的表达与CRC-LM相关. CD133+CD44+CD54+
细胞亚群联合腹部CT/MRI及CEA显示可提高CRC-
LM检出率, 敏感性为88.2%和特异性92.4%, 并可准确

预测肝转移(OR = 2.898, 95%CI: 1.374-6.110). 因此, 
CTCs亚群检测可作为评估CRC-LM的预测指标, 可提

高该人群的生存期. 研究[19]还表明, CD133、CD44、
CD26、CD24、CD166等细胞表面标记物还可用于检

测与鉴别乳腺、前列腺、肺及其他实体肿瘤的肿瘤细

胞和CTCs等. 

肿瘤浸润和转移过程中存在EMT过程, 上皮肿瘤

细胞获得更强迁移能力并上调多种可降解细胞外基

质的蛋白酶, 更具侵袭性且侵入血循环中成为CTCs, 
CTCs EMT标记已在乳腺癌、前列腺癌、肝癌及肺癌

得到证实[20]. 一项纳入1203例CRC患者队列研究[21]通

过检测CTCs上皮型和EMT型标记物的表达显示, 生物

表型和EMT型CTCs与临床分期、淋巴结转移和远处

转移均呈正相关, 而且EMT型CTCs的侵袭和转移能力

更强. 这表明联合检测CTCs上皮型(如EpCAM、CKs)
和EMT型(如VIM、TWIST1、AKT2和SNAI1)标记物

可能为CRC患者的肿瘤分期和转移评估提供依据. 
根据种子-土壤学说, 上皮肿瘤细胞在适宜微环

境中可能经过EMT获得干细胞特征并迁移入血液循

环中形成CTCs. 目前, 主要集中在CRC围手术期检测

特定标记物捕获的CTCs数量来评估手术预后. 随着

CTCs检测技术向转录组学、蛋白组学研究等基础层

面转向, 利用CTCs分子标识特征研究肿瘤转移机制、

监测患者病情、建立基于CTCs库的药敏模型以及抗

肿瘤新药研发提供理论基础. 

2  ctDNA在CRC中的应用

1947年, Mandel和Metais首次证实健康人血浆中存在

循环游离DNA(circulating cell-free DNA, cfDNA). 1977
年, Leon等发现肿瘤患者cfDNA水平显著高于健康人

群[22]. 研究发现, cfDNA是一种以单链或双链DNA、

DNA蛋白质复合物等形式存在于血液、脑脊液等体

液中的胞外DNA, 大小在150-210000 bp之间, 其来自

正常细胞, 或异常细胞(如肿瘤细胞)或机体外部(如病

毒DNA)[23].
ctDNA是指肿瘤细胞产生的释放入外周血的DNA

片段. ctDNA半衰期短, 且携带有基因突变、拷贝数异

常、缺失、重排和甲基化等信息, 数小时内即可动态

监测肿瘤的临床变化[24,25]. ctDNA因片段短、含量极少

且易与血浆蛋白结合, 传统检测方法几乎检测不到, 仅
在极少数晚期肿瘤且负荷较大的患者中才会检测到. 
二代测序技术(the next generation sequencing, NGS)如
Safe-seq技术具有较高灵敏性和特异性, 能精确捕捉到

微量ctDNA变化, 是目前认为最有效的分析方法[24,25]. 
2.1 筛选和早期诊断 ALU实时定量PCR分析[26]表明, 
CRC患者与健康人群和腺瘤患者相比, 其cfDNA水平

分别为17.58(9.96–35.59), 7.30(4.25–15.28)和7.60(4.44–
14.48) ng/mL CRC血清中cfDNA水平升高明显, 且CRC
分期越晚, cfDNA升高越显著. cfDNA联合CEA可提高

灵敏度和特异性, 可用于CRC早期诊断. Flamini等[27]对

75例健康志愿者和75例CRC患者进行病例-对照研究, 
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发现两组人群中, CEA和ctDNA无显著相关性; 当两者

联合使用, 且至少一个阳性时, 其灵敏度88%, 而特异性

与单个检测相同(70.7%); 当两者均阳性, 其特异性达到

100%. 
另外 ,  随着基因表观遗传学的不断深入研究 , 

ctDNA的甲基化也用于CRC的筛选和早期诊断. Bedin
等[26]对25例CRC患者组织和血浆中OSMR和SFRP1
甲基化PMR(percentage of methylated reference, 甲基

化参考百分比)情况观察, OMSR-PMR中位数分别为

32.68%(11.39%-65.96%)和0.20%(0%–12.02%), SFRP1-
P M R中位数分别为127.40%(54.54%–157.60%)和
3.76%(0.67%–29.80%), cfDNA中低甲基化定量比组织

中更易观察到. 与腺瘤患者相比, CRC患者cfDNA甲基

化频率显著升高. 同时, 检测CRC患者cfDNA的OSMR
和SFRP1甲基化水平, 结果显示OSMR和SFRP1基因

发生甲基化频率随CRC分期逐渐增加. 另一组CRC
血浆与组织对照研究[28]发现, 早期CRC患者cfDNA
和肿瘤组织中PCDH10启动子甲基化之间显著相关

(P <0.0001). 早期肿瘤(Ⅰ和Ⅱ期)中cfDNA血浆/组织甲

基化率比值随cfDNA完整性而增加(r  = 0.353, P<0.029); 
晚期肿瘤(Ⅲ和Ⅳ期)中cfDNA血浆/组织甲基化率比值

随cfDNA完整性而降低(r  = -0.401, P<0.047), 随cfDNA
浓度绝对值而增加(r  = 0.452, P<0.0234).

Church等[29]以结肠镜作为参照标准, 评估了SEPT9
甲基化水平在筛选CRC人群中的准确性, 从53例CRC
和1457例非CRC患者产生SEPT9甲基化标准灵敏度

为48.2%(95%CI: 32.4% -63.6%, 粗率50.9%); CRC Ⅰ-
Ⅳ期分别为35.0%、63.0%、46.0%和77.4%. 特异性为

91.5%(95%CI: 89.7%-93.1%, 粗率91.4%). 进展期腺瘤

SEPT9灵敏度仅为11.2%. 
2.2 检测肿瘤复发、最小残留灶及评估预后 通过检测

ctDNA中基因突变、拷贝数变异等变化可作为CRC根
治术后复发的一个预测指标. Ryan等[30]通过对ctDNA
中KRAS2基因突变检测发现, CRC患者术后KRAS2
突变阳性持续阳性16例, 其中63%(10/16例)出现复发, 
而阴性中仅2%(1/44例)出现复发(OR = 71.7, 95%CI: 
7.7-663.9; P  = 0.0000), ctDNA预测复发灵敏度为91%, 
特异性为88%. 因此, ctDNA中KRAS2基因突变可作

为监测CRC复发的独立预测因子(HR = 6.37, 95%CI: 
2.26-18.0). 同样, Diehl等[31]通过连续检测18例CRC患
者术前和根治术后ctDNA的基因突变, 结果显示术后

13-56 d内80%患者血清中可检测到至少一种基因突变

(APC、KRAS、TP53和PIK3CA), 而这些患者中94%
出现复发, 另外20%未检测到突变基因的患者未出现

复发. Li等[2]对CRC Ⅰ-Ⅳ期研究发现, PGA-C评分显

示, CRC Ⅰ-Ⅳ期曲线下面积预测值为0.54-0.84. 位点

特异性拷贝数分析确定9个CNVs与Ⅲ-Ⅳ期CRC患者

生存有显著相关性的基因组区域. 多变量模型显示9
个基因组区域中的6个区域(chr1: 26220001-26280000;  
chr2: 159480001-159540000; chr3: 9660001-9720000, 
chr4: 49020001-49080000; chr6: 97920001-97980000
和chr22: 25740001-25800000)存在高风险分数与较

短存活率的显著关联(HR = 5.33, 95%CI: 6.76-94.44, 
P <0.0001).  

Ⅱ期CRC术后患者是否接受化疗尚需要根据组

织病理和影像学表现, 这样可能会导致部分未接受化

疗的患者出现复发. 最近一项研究[32]通过使用Safe-
SeqS系统检测了CRC Ⅱ期患者血清中ctDNA水平, 显
示术后ctDNA阳性患者79%(11/14)出现复发(平均随

访27 mo), 阴性中仅9.8%(16/164)出现复发(HR = 18;  
95%CI: 7.9-40, P <0.001). 检测术后ctDNA预测36 mo内
肿瘤复发的灵敏度和特异性分别为48%和100%. 因此

ctDNA可用于检测术后微小残留灶, 预测肿瘤复发, 从
而使这些患者从辅助治疗中获益更多. 

一些小样本研究认为c tDNA也可用于评估局部

CRC的预后, 术前ctDNA水平与局部晚期CRC(Ⅲ期)
相关, 这些患者复发率高且预后差. Lecomte等[33]分析

58例原发性CRC患者术前血清ctDNA, 发现67%(39/58
例)存在K R A S 基因外显子2突变或p16 基因甲基化. 
CRC Ⅰ-Ⅲ期患者中, 血清中ctDNA检测有无与2年无

复发生存率有关[66%(17/25) vs  100%(8/8), P  = 0.044]. 
此外, ctDNA阳性患者2年总生存率为48%, 阴性则为

100%, P <0.03.
2.3监测肿瘤负荷和治疗反应 ctDNA也可监测肿瘤负

荷. Zhou等[34]连续采集6例接受手术和辅助化疗的Ⅰ-
Ⅲ B期CRC患者血液, 通过检测ctDNA等位基因变异

频率(variant allele frequencies, VAFs)和绝对浓度检评

估肿瘤负荷. 结果发现, 在4例局部进展期CRC患者术

前血浆中发现平均VAF为0.88%的低频率突变(对应于

平均肿瘤负荷为0.20 ng/mL), 并与其原发肿瘤共享某

些突变. ctDNA在术后和辅助化疗后均明显降低, 且手

术前后平均浓度分别为0.163与0.038 ng/mL. 只有1例
出现复发且血液中ctDNA水平较复发前增加13倍, 而
CEA和CA199检测一直正常. 而该患者术前ctDNA中

检测到6个体细胞突变均在复发后ctDNA中监测到, 且
5个突变显示等位基因比例增加. 丹麦研究者[35]通过使

用NGS技术采用SSVs(somatic structure variants, 体细

胞结构变异)作为监测指标也证实ctDNA在监测CRC
术后肿瘤负荷中意义, 该研究对6例复发和5例未复发

共11个CRC患者进行为期3年的临床随访与监测. 监测
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中发现, 未复发患者中SSVs频率呈持续低水平存在, 
复发患者ctDNA中均存在SSV频率升高, 且ctDNA在

监测转移性复发方面, 比传统随访方法(CT和CEA检

测)平均提早10 mo; 在监测术后复发中, SSVs的敏感性

和特异性为100%. 另有研究[36]显示, 53例mCRC患者接

受标准化疗方案检测ctDNA变化, ctDNA下降≥10倍
患者中74%(14/19)可在8-10 wk检测到影像学变化, 而
ctDNA下降幅度<10倍仅有35%(8/23)患者有反应(OR 
= 5.25, 95%CI: 1.38-19.93, P  = 0.016). 2个治疗周期前

ctDNA降低幅度<10倍和降低幅度≥10倍比较, PFS有
增加趋势(中位数8.1 mo和14.7 mo; HR = 1.87; 95%CI: 
0.62-5.61, P  = 0.266).

ctDNA基因突变状态的检测也可用于监测化疗的

治疗效果. 新近有关CRC分子检测研究强烈推荐mCRC
患者需检测原发部位或转移肿瘤组织中的R A S或
BRAF突变状态. KRAS、BRAF和PI3KCA的突变可能

影响抗EGFR单克隆抗体或小分子抑制剂的疗效[37,38]. 
检测含有甲基化和KRAS突变的c tDNA能更好预测

mCRC患者接受化疗后的临床结局[39]. Spindler等[40,41]研

究共纳入108例接受西妥昔单抗和伊立替康治疗CRC
患者, 连续采集治疗前和治疗期间血样, 然后检测含

KRAS、BRAF突变的ctDNA, 发现KRAS、BRAF突变

的ctDNA低水平与病情控制相关. KRAS突变的ctDNA
水平>75%四分位数患者病情控制率为0%, 低于75%其

病情控制率为42%(P  = 0.048). 3个化疗周期后ctDNA水

平下降50%以上, 说明治疗效果好. 
2.4 耐药及个体化治疗 研究[42]表明, 与继发性抗EGFR
耐药相关的突变位点位于EGFR胞外结构域(s492r)、
KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA基因以及两个新的

EGFR的胞外结构域(R451C和k467t). 西妥昔单抗耐

药细胞突变分析观察到3个额外EGFR基因: S464L、

G465R和I491M . 在结构上除R451C突变外, 这些突变

均位于西妥昔单抗结合区域. 在功能上, EGFR胞外结

构域突变可防止结合西妥昔单抗, 但这些结构可与帕

尼单抗相互作用. 该研究提示ctDNA连续分析可早期

监测耐药并及时调整治疗方案, 从而阻止疾病进展. 
CRC中获得性RAS突变与抗EGFR治疗的继发性

耐药相关. 利用BEAMing 技术检测CRC患者ctDNA
中基因变化[43], 共发现KRAS突变为69%(349/503), 
PIK3CA突变为17%(84/503), 仅有3%(17/502)发生

BRAF突变例. 48%(41/86)抗EGFR药物治疗患者血液

中检测出KRAS突变型, 而这些患者原发部位肿瘤组

织中DNA是KRAS野生型. Spindler等[40]分析接受三线

治疗(西妥昔单抗和伊立替康)mCRC患者原发部位肿

瘤组织、治疗前血样和19%进展期血样的基因突变状

态. 其中12例肿瘤组织存在KRAS突变, 但在治疗前血

样中未检测到突变, 2例存在原发性突变且在随后血样

中检测出不同类型的突变(KRAS和BRAF同步突变), 5
例在进展期间获得了新的KRAS或BRAF突变. 实时监

测潜在耐药的突变基因为识别EGFR靶向药物的耐药

以及临床医师决定何时停药提供了分子理论依据.
ctDNA获取便利及可重复性, 随着其在CRC领域

广泛应用以及术后随访时间的延长, 更多更有利的临

床研究数据会使其在准确检测复发、判断术后残留病

灶及评估预后有良好的应用前景. 同时, ctDNA中基因

变化为监控靶向药物治疗及其阐明获得性耐药机制提

供了切实有效的方法, 对推动CRC靶向治疗进程有积

极意义.

3  外泌体在CRC中的应用

外泌体是由正常或病理性细胞分泌释放的微小囊泡, 
直径为30-100 nm, 主要携带DNA、mRNA、miRNA、

蛋白质和脂质等多种生物活性分子至受体细胞, 进而

促进细胞间的相互作用[44]. 外泌体不仅通过促进肿瘤

细胞黏附、触发信号通路、介导炎症反应和免疫逃

逸机制等促使肿瘤的发生发展或转移, 还在肿瘤的诊

断、疗效评估和预后发挥着重要作用[45]. 
最近, 外泌体作为一种新型的肿瘤生物标志物

逐渐得到研究者的青睐. 一项对原发性CRC患者、

健康对照组血清和结肠癌细胞株(HCT116、HT-29、
RKO、SW48和SW480)进行了外泌体miRNAs芯片分

析[46], 证实了CRC相关miRNAs. 在原发性CRC甚至早

期阶段患者(CRC Ⅰ期)血清中发现7个miRNAs的水

平(let-7a、mir-1229、mir-1246、miR-150、miR-21、
miR-223、miR-23a)明显高于健康组, 且术后水平显著

降低. 在体外, 与正常结肠细胞株相比, 癌细胞株分泌

miRNA水平显著升高. 因此, 特异性miRNA可应用于

CRC的无创性诊断. 另外, 外泌体中特异性miRNAs也
作为CRC复发的预测因子. Matsumura等[47]通过实时

定量RT-PCR技术和微阵列比较基因组杂交技术分析

209例CRC患者血样外泌体miRNA表达谱和拷贝数异

常. 结果发现, 血清中外泌体 mir-17-92a水平与CRC复
发相关. 与健康组相比, CRC患者中miR-19a基因扩增

显著增加, 且miR-19a高表达组比低表达组的预后更差

(P <0.001). 
最近一项研究[48]对CRC患者和健康人群血清纯化

外泌体(serum-purified exosomes, SPEs)中蛋白质表达

进行分析, 发现CRC患者有36个蛋白上调和22个蛋白

下调. 生物信息学分析显示, 上调蛋白质参与调控癌前

微环境转移的过程. 相反, 在肿瘤生长和细胞存活中发
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挥关键作用的差异表达蛋白(DEPs)主要是下调的. 该
研究表明, 这些表达不同的SPEs蛋白对CRC发生侵袭

和转移至关重要, 但对其增殖影响很小. 该项研究阐明

了外泌体在CRC病理生理的作用, 可作为未来CRC诊
断和治疗的研究方向. 

近期有一项p53基因在CRC中对外泌体产物控制

作用的研究[49]. 该研究利用结肠癌细胞株HCT116构
建TP53野生型(WT)细胞, TP53基因敲除(KO)细胞和

TP53突变(MT)细胞来评估其分泌外泌体的特点. 与
WT细胞相比, MT和KO细胞表现出外泌体大小明显

减少. 运用2D-LC-MS/MS结合iTRAQ技术对外泌体蛋

白进行蛋白质组学分析, 具有≥2相匹配多肽的3437
个蛋白质组进行鉴定. 来自MT和KO细胞的外泌体肝

细胞生长因子调节酪氨酸激酶底物(hepatocyte growth 
factor regulated tyrosine kinase substrate, HGS)呈持续

下调. 功能研究表明, 低水平HGS导致外泌体大小下

降. TP53调控HGS表达, 进而HGS依赖的外来体形成. 
此外, 伴随CRC发生发展, HGS表达逐渐增加, 且是一

个独立的不良预后因素. 该研究证实了CRC中一种新

的HGS依赖TP53外泌体形成机制, 也为CRC治疗提供

了一个新的靶点. Soldevilla等[50]利用结肠癌HCT116 
细胞株研究发现, 由外泌体分泌DNp73参与肿瘤增殖

及耐药, MTT实验发现, 与对照组相比, 结肠癌细胞显

示来源外泌体DNp73b摄取过表达, 这种肿瘤细胞暴露

奥沙利铂后, 其耐药性与细胞存活率提高, 提示外泌体

可通过释放一些活性物质在肿瘤细胞中起到耐药传递

的作用. 
外泌体内含蛋白质、miRNA、mRNA等多种生物

活性分子, 可传递至靶细胞激活细胞信号通路, 调控细

胞功能状态. 靶向含有特定活性成分的外泌体为CRC
治疗提供新靶点, 其在肿瘤耐药机制中研究可进一步

指导CRC耐药患者的治疗。

4  结论

与传统活体组织相比, 液态活检具有快速、简便、无

创、可重复等特点, 且不会造成医源性播散, 其优势十

分明显. 在CTCs、ctDNA和外泌体领域, 因其三者基

础研究、评价标准及生物学特征的差异, 其临床应用

侧重点也不同. ctDNA和外泌体主要通过基因突变、

甲基化及表达丰度等检测用于CRC肿瘤复发、最小

残留灶及肿瘤负荷、评估预后和耐药分析等, 而CTCs
主要通过细胞计数及其界值、表面标识等应用于临

床. 若三者联合检测可为患者提供更加丰富和精确的

临床信息. 实验室自建检测方法之间的质控差异, 使得

ctDNA和cTCs分析在样本采集与处理等环节标准化不

足, 加强规范化操作流程及质控体系建设尤为重要. 目
前液体活检在CRC中的研究, 尚需要大规模、多中心

的临床研究进一步完善其向临床应用的转化.
液体活检具有快速、简便、无创、可重复等特

点, 临床工作中不需要通过组织活检就能实时监测肿

瘤复发、耐药和疗效. 液体活检在肿瘤的早期诊断和

治疗决策方面具有很好的应用前景. 随着测序技术的

快速发展和对CTCs、ctDNA和外泌体生物学及其临

床潜力的研究深入, 液体活检终将会在临床实践中得

到广泛应用. 
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