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非编码RNA在肿瘤液体活检中的研究进展
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摘要      液体活检是一种基于分析体液样本中的生物标志物来诊断疾病、监测疾病进展和评

估疗效的非侵入性的新型微创诊断技术。液体活检主要包括探查和检测循环肿瘤细胞、ctDNA、

非编码RNAs和细胞外囊泡等。非编码RNA之前被认为是一类无功能的RNA, 但近年来研究表明

它们在肿瘤的发病机制中扮演着重要的角色。它们构成了基因调控的一个重要层面, 其表达水平

在多种癌种中呈现失调势态, 这提示了它们作为肿瘤生物学标志物的临床应用潜力。飞速发展的

高通量测序技术使得在泛癌领域建立非编码RNA表达谱的分子表征成为可能。该文系统阐述了非

编码RNA作为非侵入性肿瘤标志物的研究进展, 评估了其作为肿瘤生物标志物的适用性, 同时总结

了近期的检测技术突破对肿瘤分子标志物发展的影响。
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Research Progress of Non-Coding RNAs in Tumor Liquid Biopsy

DENG Yiran1, CHEN She2*
(1Department of Clinical Laboratory, Shanghai Chest Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, 
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Abstract       Liquid biopsy, a novel non-invasive minimally invasive diagnostic technique, is based on the 
analysis of biomarkers in body fluid samples, to diagnose disease, monitor disease progression and evaluate effi-
cacy. Liquid biopsy mainly involves the exploration and detection of CTCs (circulating tumor cells), ctDNA (circu-
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lating tumor DNA), ncRNAs (non-coding RNAs) and extracellular vesicles. ncRNAs have long been considered as 
useless RNAs, but recent studies have shown that they play an important role in the pathogenesis of tumors. They 
constitute an important aspect of gene regulation, and their expression levels are always dysregulated in multiple 
cancer species, suggesting their clinical potential as tumor biomarkers. The rapid development of high-throughput 
sequencing technology has made it possible to establish comprehensive molecular characterization of ncRNAs ex-
pression profiles in the field of pan-cancer. This paper systematically reviews the research progress of ncRNAs as 
non-invasive tumor markers, evaluates its applicability as tumor biomarkers, and summarizes the effect of recent 
breakthroughs in detection technology on the development of tumor molecular markers.
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液体活检是指对血液、唾液、尿液等标本进行

取样和分析, 从而达到疾病诊断和预后评估等目的。

与传统的组织活检不同 , 液体活检通常是非侵入性

或微创性的 , 可用于评估其他技术手段难以探测的

器官疾病和 /或健康状况 [1]。肿瘤细胞在凋亡、坏死

或转移等过程中将核酸等遗传信息或蛋白质等物质

释放到体液循环中, 通过检测这些标志性分子, 可以

对肿瘤实现早期发生 /复发监测、辅助诊断分型及

治疗方案调整 , 具有无创性、患者依从性良好及可

动态监测等优点。液体活检的检测指标主要包括

CTCs、循环肿瘤DNA(ctDNA)、ncRNAs和细胞外

囊泡等。

ctDNA作为循环游离DNA(circulating free DNA, 
cfDNA)的一类, 来源于肿瘤细胞, 主要由单链或者双

链DNA及它们的混合物构成 , 可以反映肿瘤的异质

性。ctDNA是高度碎片化的, 长度在180到200个碱基

对之间。作为一种生物标志物, ctDNA易于获取且可

靠。然而 , ctDNA在cfDNA中占比较低 , 早期或治疗

缓解后ctDNA含量低至0.01%~1.70%, 在中晚期肿瘤

患者中为8%~10%。同时其半衰期较短 (16分钟至13
小时 ), 经手术或全身治疗后可迅速被清除 [2-3]。虽然

ctDNA可以反映患者体内肿瘤的全景数据, 全面反映

与肿瘤组织相同的突变基因组信息 , 例如突变、缺

失、插入、拷贝数变异及甲基化等 , 但目前缺乏成

熟完善和可识别的衡量标准 , 以及缺乏其在肿瘤进

展过程中的突变定律, 并且ctDNA会被巨噬细胞实时

清除 , 导致循环中含量极低 , 由此ctDNA作为非侵入

性的早期肿瘤生物标志物存在较大的局限性。相较

于ctDNA的低含量、组织来源不明确、易被降解等

特点, ncRNAs因其高丰度和相对的稳定性, 近年来作

为液体活检的肿瘤标志物得到了广泛的关注。本文

我们总结了几种主要的ncRNAs作为液体活检肿瘤

标志物的最新进展。另外 , 我们还总结了ncRNAs量
化的最新技术进展 , 以及评估了这些技术进步将如

何影响液体活检肿瘤标志物的发展。

1   ncRNAs的分类及生物学功能
人类基因组计划表明基因组中只有不到2%的蛋

白质编码序列 , 其余98%的非编码核酸序列被普遍认

为是无用的“垃圾”和“噪音”, 因为它们绝大多数只是

转录成RNA, 并没有继续翻译成功能蛋白 [4-5]。DNA
元素百科全书项目 (Encyclopedia of DNA Elements 
Project, ENCODE)发布的最新报告显示至少 80%
的基因组 , 特别是之前被认为是剩余的 “垃圾 ”序列

具备转录成 ncRNAs的功能 [6]。利用高通量测序技

术和生物信息学方法探索到 ncRNAs具备重要的

生理和病理功能 , 参与一些重大疾病如肿瘤、心

血管和神经系统疾病的进展。ncRNAs可以分为

长链非编码RNA(long-chain non-coding RNA, ln-
cRNA)、环状RNA(circulating RNA, circRNA)和小

非编码RNA。其中小非编码RNA又可以分为微小

RNA(microRNA, miRNA)、小核仁RNA(small nu-
cleolar RNA, snoRNA)等 [7-10](图1)。ncRNAs根据组

成结构、表达丰度及稳定性等多方面的差异 , 它们

在临床具体的应用方面也各有不同 (表1)。ncRNAs
在表观遗传、转录以及转录后等多个水平参与调

控基因的表达 , 调节肿瘤的发生发展 , 在恶性肿瘤

发展的不同阶段表达不同 , 已成为肿瘤分子生物学

研究领域的新热点。

1.1   lncRNAs
lncRNAs是一类长度超过200 nt, 不编码蛋白质

的RNA分子。其可以作为具有编码功能的基因的全
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表1   ncRNAs在癌症液体活检标志物开发中的适用性

Table 1   Suitability of ncRNAs for developing liquid biopsy markers in cancer 
类型

Type
长度

Length
丰度

Abundance
稳定性

Stability
临床应用前景

Clinical application 

lncRNAs >200 nt Low Low Diagnostic

Prognostic

Predictive (treatment response)

miRNAs 18-25 nt High High Diagnostic

Prognostic

Predictive (treatment response)

circRNAs 200-2 000 nt Low High Diagnostic

SnoRNAs 60-300 nt High High Prognostic

Predictive (treatment response)

部或部分天然反义转录物 , 位于基因之间或者内含

子内 , 还有部分来自假基因。它们参与等位基因表

达的表观遗传调控 , 作为蛋白质复合物的支架或作

为特定靶分子的诱饵以限制靶分子的功能 , 作为小

非编码RNA的前体或参与转录后基因调控[11]。

1.2   miRNAs
miRNAs是一类长度为18~25 nt的内源性单链

核苷酸 , 与靶基因的3′-UTR结合 , 通过调节RNA翻

译来控制多种细胞生物学过程。目前miRNAs是肿

瘤中研究最多的 ncRNAs, 其在多种体液 (如血液、

尿液、唾液等 )中具备较高的丰度和稳定性 , 因此

miRNAs已被视为最有前途的肿瘤液体活检生物标

志物之一[12-13]。

1.3   circRNAs
circRNAs是一类不具有 5′帽结构和 3′末端

poly(A)尾结构的非编码RNA分子 , 通过外显子、内

含子或外显子 –内含子反向剪接机制形成的闭合环

状结构 [14]。尽管它们过去被认为是由异常剪接产生

的“垃圾”分子, 目前生物体中已经发现了数千种cir-
cRNAs, 具有重要的生物学功能。它们充当miRNA
和蛋白质海绵或支架 , 也可以作为利用内部核糖体

进入位点进行无帽翻译的模板。

1.4   snoRNAs 
snoRNAs是一类长度为 60~300 nt, 表达量丰

富的ncRNAs, 主要定位在细胞核中 , 负责RNA转录

后修饰和成熟。基于保守序列元件特点 , snoRNAs
分为C/D盒或H/ACA盒。C/D盒 snoRNAs主要是

C(RUGAUGA, R=嘌呤 )和D(CUGA)盒 , 还包含位

于 snoRNA分子中心部分的C和D基序 (简称为C´和
D´盒 )的额外保存较少的副本 [15]。在功能上 , C/D盒

图1   非编码RNA在肿瘤液体活检中的研究类型(根据参考文献[7]修改)
Fig.1   Types of non-coding RNAs in tumor liquid biospy (modified from reference [7])
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Circulating ncRNA types
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tRNApiRNA
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结构有助于 snoRNAs形成茎环结构 , 并介导其与核

糖核蛋白56/58(nucleolar protein56/58, NOP56/58)、
小核核糖核蛋白 13(small nuclear ribonucleprotein 
13,  SNU13)和 RNA甲基转移酶纤维蛋白 (RNA 
2′-O-methyl-transferrasefibrillarin, FBL)相互作用。

其中 , FBL可以甲基化修饰与 snoRNA碱基互补配

对的 rRNA、tRNA与mRNA等。H/ACA盒子结构使

SNORA分子能够与NOP10、NHP2、GAR1和DKC1
形成RNPs, 并利用与snoRNA的互补诱导rRNA的假

尿嘧啶化 [16-18]。许多 snoRNAs在肿瘤中失调 , 其表

达水平同肿瘤分期、肿瘤转移等具有相关性 , 影响

肿瘤进展。

1.5   其他ncRNAs
体液中也检测到其他几种类型的 ncRNAs。与

蛋白 piwi相互作用的RNA(piwi-interacting RNAs, 
piRNAs)是一类由哺乳动物生殖细胞分离得到的长

度为26~31 nt的ncRNA, 其大小与miRNA相当但缺

乏其序列保守性。在功能上 , piRNA与piwi蛋白相

互作用形成RNA-蛋白复合物, 诱导表观遗传转录和

转录后基因沉默。PiRNAs在多种肿瘤中表达失调。

转运RNA(transfer RNAs, tRNAs)是一种76~90 nt的
RNA, 其3′端可以在氨酰 -tRNA合成酶的催化下 , 连
接特定种类的氨基酸 , 作为遗传物质和氨基酸序列

之间的物理联系。在功能上 , tRNA已知可将氨基酸

转运到核糖体进行蛋白质合成。tRNAs在肿瘤中比

正常组织具有更高的周转率 , 其表达水平在应激下

的肿瘤组织中显著升高。

2   ncRNAs在肿瘤诊断及预后评估中的应用
肿瘤细胞可以通过名为循环ncRNAs的特殊机

制将ncRNAs递送到体液, 例如血浆、血清和肿瘤患

者的胞吐液等。肿瘤患者血液中循环的ncRNAs可
以被大量检测到并用作肿瘤的生物标志物[19-20]。

我们以非小细胞肺癌 (non-small cell lung can-
cer, NSCLC)为例 , 简述几种ncRNAs在肿瘤诊断和

预后评估中的实际应用。一项涉及108名NSCLC患
者和54名匹配健康对照的前瞻性队列研究表明 , 血
清miR-141在NSCLC患者中的表达水平显著升高且

其表达水平可以区分淋巴转移和远处转移。亚型

分析显示 , miR-141的表达与肺腺癌而非鳞状细胞

癌的总体生存率相关 [21-22]。XU等 [23]使用多因素Cox
回归分析发现了miR-18a、miR-20a和miR-92a水平

升高与患者不良预后显著相关 , 因而将其作为非小

细胞肺癌预后的生物标志物。痰液中的几种miR-
NAs, 包括miR-21、miR-143、miR-155、miR-210
和miR-372, 也被报道可以用于早期检测非小细胞

肺癌 [24]。lncRNAs的研究揭示了几种潜在的非小细

胞肺癌诊断和预后的生物标志物。lncRNAs XIST
和HIF1A-AS1在非小细胞肺癌患者血清样本中含量

显著升高 , 而其在术后的含量显著减少。利用ROC
曲线进行分析 , 发现NSCLC患者与对照组存在明

显的差异 lncRNAs XIST和HIF1A-AS1的曲线下面

积 (area under the curve, AUC)分别为0.834和0.876。
lncRNAs XIST联合HIF1A-AS1可作为NSCLC的预

测性生物标志物 [25]。有研究表明 , 在肺癌细胞中

过表达的 circRNAs有可能在体液循环中被释放出

来 , 在早期和晚期NSCLC患者的血浆中确实可观察

到circRNAs差异表达 : 两个过表达的circRNAs(hsa-
circ-0005963和 hsa-circ-0003958), 两个低表达的

circRNAs(hsa-0086414和hsa-circ-0001936)[26]。snoR-
NAs在基因表达的早期阶段起着至关重要的作用。

最近 , 在非小细胞肺癌患者的痰样本中发现了两组

snoRNAs: snoRD-66和 snoRD-78, 二者联合诊断对

NSCLC的检测灵敏度[27]。

3   ncRNAs相关的新兴检测技术
ncRNAs属于核酸物质, 常规的RT-qPCR、数字

PCR(digital PCR, dPCR)和微滴式数字PCR(droplet 
digital PCR, ddPCR)、Northern印迹杂交、基因芯

片和RNA测序是目前检测 ncRNAs常用的方法 [28]。

Northern blot特异性较高 , 但是对样本要求高、操作

繁琐、耗时长且存在放射污染等问题。RT-qPCR是
定量检测痕量 ncRNAs的金标准 , 具有较高的灵敏

度、重现性和准确性。dPCR和 ddPCR可在更加微

小体积或液滴中进行检测并直接精确定量样品中的

ncRNAs, 两种PCR检测技术通过数学的力量提高检

测的信噪比。但是, PCR技术对样品准备、检测设备、

人员等的要求较高 , 难以在有限资源下进行大规模

使用。芯片和RNA测序具有高通量、高自动化和平

行性等特点 , 但又受限于特异性较低、数据分析繁

杂、价格昂贵等问题。因此 , 需要开发出新的检测

技术, 用于实际的临床工作中。

3.1   高通量测序

二代测序 (next generation sequence, NGS)可以
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对全基因组或转录组进行量化 , 为非侵入性癌症生

物标志物开发提供了极大的便捷。基于肿瘤组织

的大规模公开测序数据库为研究人员提供了对每种

癌症的分子特征的见解。对于大多数癌症类型 , 有
多个公开可用的大规模数据集 , 如癌症基因组图谱

(The Cancer Genome Atlas, TCGA), 数据集可以准确

评估识别特定癌症中持续失调的基因 [29]。此外根据

肿瘤组织中目标基因的表达水平 , 可以估计其在循

环中的丰度值 , 进而评估其作为液体活检标志物的

可能性。近年来 , NGS技术在液体活检生物标志物

开发中的应用有了显著的发展。在过去的十年中 , 
NGS的成本已经显著降低 , 允许对更多的临床生物

标本进行测序 , 且可生成具有更高覆盖深度的数据

集的能力。NGS技术对于分子非侵入性癌症生物标

志物的发展尤为重要 , 因为大多数来自肿瘤的分子

信号强度通常在体循环中较低 [30-31]。NGS技术的产

生提高了低表达转录物生成高分辨率数据的机会 , 
同时增强了检测循环中罕见癌症衍生转录产物的能

力。此外 , 单细胞测序技术的出现显著提高了低输

入测序的分辨率。低输入测序的改进允许对有限起

始核酸模板的样本 (如血浆和血清 )进行准确的转录

组定量 [32]。总的来说 , 这些技术进步将能够对循环

中的分子表达谱进行更为全面的评估。

3.2   人工智能

开发肿瘤生物标志物的主要挑战之一是肿瘤存

在较大的异质性。各种类型肿瘤组织的分子表达谱

显示 , 目前还没有共识的单一基因生物标志物可以准

确区分肿瘤组织和正常组织。为了克服单个基因有

限的敏感性和特异性 , 多种生物标志物已被结合起来

开发 , 以用于肿瘤鉴定。然而 , 分析大量的测序数据

既复杂又具有挑战性。克服疾病异质性的主要策略

之一是利用生物信息学算法进行建模测算 [33]。机器

学习包含一组计算技术 , 这些技术被广泛用于将大

量测序信息简化为更易解释的低维输出。基于人工

智能的机器学习方法 , 与传统的单一生物标志物相

比 , 在开发肿瘤生物标志物方面具有显著优势。机器

学习算法已经越来越多地被应用于包括癌症在内的

多种疾病的液体活检生物标志物开发。例如 , 研究

人员综合Lasso回归、随机森林算法、加权基因共表

达分析等技术对TCGA中肺癌相关的所有 lncRNAs数
据进行分析 , 筛选到MIR3945HG等8个诊断价值高且

与预后密切相关的肿瘤标志物 [5]。研究人员使用多

种癌症类型的 79个血浆外泌体RNA-seq(exoRNA-
seq)数据集研究了不同长链外泌体物种 (如 lncRNAs
和 circRNAs)的不同变异 (即差异表达、选择性剪

接、选择性聚腺苷化和差异编辑 ), 并进一步整合

exoRNA-seq数据集和65个游离RNA(circulating free 
RNA, cfRNA-seq)数据集, 以确定肝癌患者的复发性

变异 [34]。机器学习模型被用于总结和识别肝癌的3
种ncRNAs的特征。虽然机器学习方法的使用无疑

将在未来变得更加普遍 , 但为了释放这种方法的全

部潜力, 需要克服几个基本障碍。特别是, 数据集的

质量决定了机器学习方法被用于开发生物标志物的

性能。考虑到循环中肿瘤衍生分子信号强度较低 , 
未来提高循环分子信号的整体分辨率至关重要。

3.3   单分子荧光成像

作为内源性非编码RNA的重要代表, miRNA 
在许多生物过程, 包括基因表达、细胞分化、增殖

和凋亡中发挥着重要的调控功能。一种癌症的进

展通常伴随着多个miRNA水平同时发生变化。因

此 , 同时且灵敏地检测多个miRNA对于临床诊断

和基础研究都很重要。研究人员提出单分子荧光

成像分析方法 , 该方法利用一种捕获抗DNA/RNA
抗体 (S9.6抗体 )即可同时超灵敏检测多种 miR-
NAs[35]。例如将miR-21和miR-122杂交的两个互补

DNA(complementary DNA, cDNA)在其5′末端分别

用Cy3(cDNA1)和Cy5 (cDNA2)染料标记 , 杂交后, 
miR-21/cDNA1和miR-122/cDNA2复合物均被S9.6
捕获在盖玻片表面预先修饰的抗体上。随后 , 盖玻

片表面的Cy3和Cy5染料通过单分子荧光设置成像。

miR-21和miR-122的含量分别通过计算来自绿色和

红色通道中Cy3和Cy5染料分子的图像点进行量化。

该方法仅使用一种捕获探针就实现了对双miRNA
物种的同步检测 , 另外该探针还可以通过添加更多

的荧光标记基团拓宽miRNA物种检测范围。该传感

器不仅具有较高的灵敏度也有很好的特异性 , 而且

有望在临床诊断中发挥重要作用。

3.4   纳米测序技术

纳米孔检测技术作为20世纪90年代中期发展

至今的一种分析手段, 因为其无标记、高灵敏等优

势, 已经逐渐成为化学、生物学领域内一种重要的

单分子级别的分析检测方法。而基于纳米孔的核酸

分析是纳米孔检测领域中最成功的方向, 尤其是基

于纳米孔测序方法开发的第三代测序技术已经被
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广泛地应用于生命科学领域的研究中。因此, 纳米

孔检测技术有望在ncRNAs的分析检测中作出独特

的贡献。纳米孔蛋白被包备在多聚物膜上并浸泡于

电解质溶液中。当赋予一恒定的电压时, 电解质离

子会通过纳米孔并在膜两侧产生电流。在马达蛋

白的作用下, 单链DNA或RNA会经纳米孔从负极一

侧(cis)向正极一侧(trans)通过。不同核苷酸的体积、

带电性质不同, 引起膜两侧电流产生变化, 由此可以

通过记录电流的变化及对电流图形的识别进行测

序。LINDEMANN等[36]基于纳米孔测序技术针对循

环血RNA、cDNA进行测序分析, 这可用于循环血

lncRNA的序列分析、鉴定和定量检测。该技术具

有高通量、实时、超长读值、操作简便等诸多优点。

3.5   表面增强拉曼光谱液体活检技术

拉曼光谱是一种基于光与物质间相互作用的无

损化分析技术, 属于非弹性散射效应。此技术通过

记录光与物质作用过程中物质内部分子或晶格振动

能级的改变, 获得表征分子结构及成分特征的光谱

信息。YAO等[37]将双工特异性核酸酶信号扩增策略

应用于非标记拉曼检测, 对miRNA进行高灵敏定量

分析, 线性范围从0.33 fmol/L到3.30 pmol/L, 成功应

用于监测不同癌细胞系和人体血清中miR-21的表达

水平。

4   总结与展望
液体活检是非侵入性的, 比传统的组织活检更

经济。它们有可能检测从多个转移部位脱落的物质, 
而不是分析活检的一小块组织, 因此液体活检有可

能更好地检测肿瘤各部位的异质性。液体活检可以

连续观察治疗后的变化。它们是一种比组织检测更

容易监测治疗反应的手段。然而, 目前液体活检尚

不能够作为诊断肿瘤等疾病的标准方法, 它们主要

用作组织活检的补充检测, 需要和组织样本的基因

检测联合判读。与组织活检相比, 液体活检的敏感

性和特异性通常较低, 假阳性和假阴性的概率较高, 
这可能会延误患者接受正确诊断和适当治疗。此外, 
目前的液体活检在预测阳性患者肿瘤起源方面缺

乏所需的准确性。ncRNAs在肿瘤诊断、预后评判、

疗效及耐药预测等方面具有重要的意义。ncRNAs
作为一种创伤性小、特异度和敏感度均较高的检测

方法, 在未来无创诊断、提供新的治疗靶点和预后

信息等中的价值将得到进一步的提高。
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