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［摘要］  胃癌是一种高度恶性的消化道肿瘤，早期胃癌若能及时接受手术治疗，治愈率可达90%，鉴于早期胃癌缺乏明

显症状与敏感的肿瘤标志物，近80%的胃癌患者首次确诊时即处于进展期。液体活检作为一种新兴的分子检测技术，其无

创、快速、经济、重复性好，具有比血清学肿瘤标志物更佳的敏感性与特异性，并能早于病理活检来诊断肿瘤，为胃癌的

早期检测与风险评估带来了曙光。然而液体活检受限于诸多因素，始终未能在临床上广泛应用。其中一个主要原因是传统

液体活检的绝大部分样本来自患者血液（包括血浆和血清），血液样本中低浓度的癌症衍生成分限制了液体活检在癌症发

生或复发早期发现并预警的能力。最近的研究进一步扩展了液体活检的概念，发现来自血液以外体液的活检，即非血液来

源液体活检，可以更好地筛查、诊断和监测肿瘤，有希望推进液体活检在胃癌早期诊断中的应用。我们通过检索近年来的

相关文献，分析了非血液来源液体活检相比传统液体活检的优势与挑战，并对唾液、胃液、胃洗液和尿液四种体液来源的

液体活检在胃癌早期诊断中的研究进展进行综述。 
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［Abstract］ The cure rate of gastric cancer, a highly aggressive digestive tract malignancy, can reach more than 90%, if it can be 

treated by surgery at the early stage. However, due to the lack of obvious symptoms and sensitive tumor markers in the early stage of 

gastric cancer, nearly 80% of gastric cancer patients in China are in advanced stage when first diagnosed. As an emerging molecular 

detection technology, liquid biopsy is noninvasive, quick, economic and reproducible, and has better sensitivity and specificity 

than serological tumor markers. It can also detect tumor in advance of pathological biopsy, which brings a bright light for early 

detection and risk assessment of gastric cancer. Yet, liquid biopsy has not been widely used in clinic due to many factors. One of the 

main reasons is that most samples of traditional liquid biopsies are from patient’s blood (including plasma and serum), and the low 

concentration of cancer-derived components in the blood samples limits the ability of liquid biopsy to detect and warn occurrence or 

recurrence of early cancer. Recent research has further expanded the concept of liquid biopsies, finding that biopsies derived from 

fluids other than blood, called non-blood derived liquid biopsy, can better screen, diagnose and monitor tumors, promising to advance 

the use of liquid biopsies for the early diagnosis of gastric cancer. Therefore, by searching the relevant literature in recent years, we 

analyzed the advantages and challenges of non-blood derived liquid biopsy compared with traditional liquid biopsy, and reviewed the 

research advances of liquid biopsy derived from saliva, gastric juice, gastric wash and urine in gastric cancer.
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癌症的液体活组织检查（liquid biopsy），即

液体活检，传统意义上是指利用高通量测序对外

周血中分离出的癌症衍生成分，如循环肿瘤细胞

（circulating tumor cell，CTC）、循环肿瘤DNA
（circulating cell-free tumor DNA，ctDNA）、细

胞游离RNA（cell-free RNA，cfRNA）、细胞外

囊泡（extracellular vesicle，EV）、受肿瘤影响

的血小板（tumour-educated platelet）等，进行基

因组学、转录组学、蛋白质组学的评估［1-2］。对

于早期治愈率高、难发现、进展期易诊断却预后

差的胃癌而言，液体活检的出现不仅可以替代准

确性不高的传统血清学肿瘤标志物检测，而且其

无创无痛、快速易得、全面反映肿瘤状况的特点

也可以很好地辅助并补充相对滞后的上消化道内

镜活检，从而达到早期发现、早期诊断、动态监

测胃癌的目的，指导个体化的精准治疗，进而改

善患者的预后与生存［3-4］。然而，随着技术不断

进步，液体活检在各类实体肿瘤（包括胃癌）临

床实践中的应用一直很缓慢［5-6］。液体活检的验

证与应用受限有很多原因，除去一些与技术发展

和临床工作相关的科学问题外，血液样本（包括

血清和血浆）中低浓度的癌症衍生成分限制了液

体活检在癌症发生或复发早期发现并预警的能

力，并且抽取大量血液在临床上并不总是可行 
的［7-8］。近年来，液体活检的概念被进一步扩

展，研究［9-10］发现，除血液外其他体液（如脑脊

液、唾液、痰、胸腔积液等）可能蕴藏着比血液

更加丰富的肿瘤信息，在胃癌、胰腺癌、前列腺

癌等各类恶性肿瘤中发现了许多可靠的标志物，

表明除血液外体液的液体活检，即非血液来源液

体活检，有能力革新癌症的诊断与管理。因此，

本文通过比较血液来源与非血液来源液体活检的

优劣，阐述胃癌中非血液来源液体活检研究的必

要性，介绍近年来非血液来源液体活检在胃癌早

期诊断中的研究进展。 
1  非血液来源液体活检的优势与挑战

过去一些研究通过改进检测技术以期解决血

液样本中标志物含量低的问题，如利用新一代测

序技术（next-generation sequencing，NGS）、

为CTC添加额外的标志物、使用含有结合ctDNA
材料的植入装置或同时检测同一反应中多个突变

的检测方法等［11-13］，然而这些方法受限于操作

与成本，难以真正推动液体活检的临床应用。

非血液来源液体活检的一大优势就是可以从与

肿瘤直接接触的体液中收集目标信息，凸显标

志物含量和与原发肿瘤的相关性，从而减少对

复杂技术的需求。Hirotsu等［14］的研究就很好地

反映了非血液来源液体活检这一优点。他们对

25例膀胱癌患者和5例膀胱炎及良性肿瘤患者的

150份原发肿瘤、尿上清液、尿沉淀、血浆和血

沉棕黄层进行了71个基因的靶向测序，并分析比

较了每个样本之间的突变谱，结果发现原发肿瘤

中的168个体细胞突变可以在尿液活检中被更多

地检测出来，尿上清液与尿沉淀分别发现了53%
和48%的肿瘤相同突变，而血液中却仅检测到

2%［14］。另外，尿液DNA对膀胱肿瘤诊断的敏

感性显著高于细胞学诊断（尿上清液vs细胞学，

P=0.018；尿沉淀vs细胞学，P=0.002）［14］。即

使不与肿瘤直接接触，除血液外的其他体液也有

着采集更加无痛、无创、易操作、样本量大等

优势，以及较好的肿瘤相关性。Zhang等［15］收

集了160例取自晚期非小细胞肺癌患者的外周血

和晨尿样本，检测了常见的表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）的基

因突变并进行纵向分析发现，在基线匹配的肿瘤

样本中，血浆和尿液DNA检出率分别为82.8%和

84.0%，阳性预测值均为100%。此外，还观察到

患者的DNA浓度越高，其预后越差，尤其是尿

液DNA，血浆和尿液DNA增高患者的HR分别为

1.23和2.55。因此，非血液来源液体活检由于其

非侵入性、接近肿瘤、易学性以及经济上可行

性，允许对肿瘤的发生、发展和预后进行纵向评

估与连续监测，若能将其应用于胃癌诊断，则很

有可能改善胃癌发现晚、预后差、死亡率高的 
现状。

然而，新兴的非血液来源液体活检，其相比

传统液体活检，缺乏分析前处理及分析方法共识

与临床验证。某些特定器官或部位采集的体液无
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法如同全身循环的血液那样反映癌症转移的具体

情况［16］。此外，相比于血液，其他体液有着更

加复杂的微生物环境，微生物自身及其代谢物会

对检测结果造成难以预测的影响，但这也可能是

癌症分子检测的新机遇。例如最近一项研究［17］

对内镜或手术患者的胃液进行了基于16S rDNA
的宏基因组分析，结果显示胃癌手术组的幽门螺

杆菌EV水平明显高于健康对照组（P<0.05），是

胃癌潜在的生物标志物。在机制上，胃癌患者胃

液中丰富的幽门螺杆菌EV可能通过诱导巨噬细

胞与胃上皮细胞释放各类炎症介质，被胃上皮细

胞选择性摄取，在胃内诱发炎症甚至癌变［17］。

通过检索PubMed数据库近10年的（2011年1
月1日—2021年1月1日）非血液来源液体活检在

胃癌中的相关研究，我们从较多体液样本类型中

选择了4种在早期检测和风险评估胃癌方面最具

可行性的体液，分别是唾液、胃液、胃洗液与尿

液，共检索到文献50篇。我们发现胃癌中的非血

液来源液体活检比传统液体活检在早期诊断上有

着许多优势，但必须承认距离它们实际投入临床

应用还有许多需要克服的挑战，表1列出了胃癌

中不同体液活检的比较。另外，通过图1可以明

显地看到近5年（2016—2020年）的文献发表数

量明显多于过去5年（2011—2015年），非血液

来源液体活检在胃癌诊治中的作用正在逐渐引起

学者们的关注，因此，本文将对唾液、胃液、胃

洗液与尿液共4种体液来源的液体活检在胃癌早

期诊断中的研究进展进行综述。

徐亦天，等  非血液来源液体活检在胃癌早期诊断中的研究进展

表 1  胃癌中不同样本类型液体活检的优势与挑战

Tab. 1  The advantages and challenges of liquid biopsy from different types of samples in gastric cancer

Body fluids Components Advantages Challenges

Blood CTCs, ctDNA, cfRNA, EVs,
  exosomes, tumor-educated 
  platelets

Much research evidence High false negative rate

High acceptability Lack of standardized technique

Real time monitoring of gastric cancer evolution Low quality and quantity of biomarkers

Early detection and molecular profile assessment Short half life of CTCs

More beneficial in metastatic setting More adverse effects, such as anemia and 
  fainting

Saliva Salivary mRNA, miRNA Noninvasive procedure Limited literature

Low risk of cross-contamination Low quantity of biomarkers

Real time monitoring of gastric cancer evolution Complex composition, including enzymes, 
  antibodies,  hormones, and so on

Gastric juice Gastric juice miRNA, lncRNA, 
  circRNA, EVs, exoDNA

Undiluted markers with high concentration Poor economic benefits

High sensitivity and accuracy Discomfort in the operation

High correlation with clinical characteristics Failure to real time monitor gastric cancer

Acidic environment, which could degrade 
  biomarkers

Gastric wash Gastric wash DNA methylation, 
  DNA mutations

Well preserved DNA Limited literature

Markers directly derived from tumor cells Discomfort in the operation

High sensitivity and specificity Failure to real time monitor gastric cancer

Intratumor heterogeneity

Urine Urinary miRNA, exosomes, 
  oxidative nucleic acid modification

Noninvasive procedure Collection process which was susceptible 
  to contamination

Large quantities available and centrifuged for 
  concentrates

The filtration of the kidney

Suitable for longitudinal follow up Lack of large multicenter studies

Response to tumor metastasis
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图 1  PubMed检索近10年胃癌非血液来源液体活检结果的柱状图

Fig. 1  Bar chart of non-blood derived liquid biopsy in gastric 
cancer from PubMed in the last 10 years

2  胃癌中的唾液活检

唾液细胞外RNA（extracel lu lar  RNA，

exRNA）已被开发用于检测各种局部和全身疾

病，如口腔癌、Sjogren综合征、胰腺癌、乳腺

癌、肺癌等［18］。在胃癌的发展过程中，唾液腺

受到来自远处肿瘤释放的神经生长因子等的刺

激，导致胃癌患者的唾液RNA谱出现显著变化，

差异表达的exRNA可用于胃癌检测［19］。一项样

本来自韩国的前瞻性研究收集了294例患者（163
例胃癌患者和131例非胃癌患者）的内镜检查前

全唾液样本，对63例胃癌患者和31例非胃癌患者

的唾液转录组进行了分析，并使用实时荧光定量

聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）对候选

信使RNA（messenger RNA，mRNA）生物标

志物进行了验证［18］。与此同时，对10例胃癌

患者和10例非胃癌患者的唾液样本进行了微小

RNA（microRNA, miRNA）生物标志物的分析

和验证。总共鉴定了30个候选mRNA和15个候

选miRNA，它们的表达模式与胃癌的发生相关

（P<0.05）［18］。其中12个候选mRNA和6个候选

miRNA通过RTFQ-PCR在100/100个来自胃癌和非

胃癌患者的唾液样本的独立队列中进行验证。最

终由在胃癌中显著下调的3个mRNA（SPINK7、

PPL和SEMA4B）和2个miRNA（MIR140-5p和

MIR301a）组成了一个生物标志物组合，其受

试者工作特征（receiver operating characteristic，

ROC）曲线下面积（area under curve，AUC）为

0.81（95% CI：0.72~0.89），灵敏度为75%，特

异度为83%。该研究首次证明了唾液exRNA生物

标志物在胃癌早期检测和风险评估中具有潜在的 
效用［18］。

另外，在唾液exRNA作为生物标志物的基础

上联合肿瘤标志物如癌胚抗原（carcinoembryonic 
antigen，CEA）、CA19-9、CA72-4等，可以

有效地提高胃癌检测的灵敏度和特异度。Xu 
等［21］探讨了CEA和唾液mRNA联合检测胃癌

的可能性，他们在探索阶段（140例胃癌患者和

140名健康对照者）所建立的CEA和唾液mRNA
（SPINK7、PPL、SEMA4B和SMAD4）生物

标志物组合具有高灵敏度（94%）和高特异度

（91%），在独立验证阶段新招募的患者队列

（60例胃癌患者和60名健康对照者）中也得到了

类似的结果（灵敏度为92%，特异度为87%），

证明了联合血液CEA和唾液mRNA早期诊断胃癌

的可行性。 
3  胃癌中的胃液活检

胃液是胃癌生物标志物的潜在来源，它直

接由细胞分泌进入胃，与肿瘤细胞直接接触。且

相比血液，标志物不会进入循环系统而被肝脏清

除，为早期诊断胃癌提供了新的方法［21］，然而

目前关于胃液特异性肿瘤分子的研究尚处于起步 
阶段。

许多血液miRNA标志物已被用于胃癌临床

诊治［22］，胃液中miRNA的改变也同样可以作

为一种胃癌活检的替代方法。Cui等［23］收集了

2010年9月—2011年12月接受上消化道内镜检查

的141例患者的胃液样本，发现与良性胃病患者

相比，胃癌患者的胃液miR-21和miR-106a水平

显著不同（P<0.001），用于鉴别良性疾病患者

时，胃液miR-21和miR-106a的AUC分别为0.969
和0.871。此外，胃液miR-21对早期胃癌的阳性

检出率高达71.4%，比血清CEA（14.3%）和胃液

CEA（42.8%）更加敏感，表明这些胃液miRNA
比常用的胃液生物标志物和血清生物标志物更适

合于胃癌的筛查。其他已被报道的胃液miRNA还

有miR-421［24］、miR-129［25］和miR-133a［26］，

它们均被证明能在胃液中稳定存在，且在胃癌早
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期具有比传统血清标志物更高的灵敏度。然而目

前潜在的胃液miRNA缺乏随机对照试验的验证。

长非编码RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）在癌症中发挥着基因调控的关键作

用，胃液中的lncRNA是诊断和监测胃癌的重要

标志物［27］。胃癌患者胃液AA174084水平显著

高于非胃癌患者，胃液AA174084水平用于鉴

别胃癌和非胃癌组时，AUC为0.848，灵敏度

为46%，特异度为93%，胃液AUC值比癌组织

AUC值（0.676）更高。另外，胃液AA174084
水 平 与 肿 瘤 大 小 （ P = 0 . 0 2 6 ） 、 肿 瘤 分 期

（P=0.034）、Lauren型（P=0.021）、胃液CEA
水平（P=0.039）呈正相关，提示胃液AA174084
水平越高，胃癌患者的预后越差，可用于预测

胃癌患者的临床预后［28］；LINC00152在胃癌

组织中的表达水平显著升高，胃液LINC00152
鉴别胃癌和非胃癌组的AUC为0.645，灵敏度为

90%，特异度为90%［29］；PVT1在胃癌组织和

细胞系中表达明显高于正常对照，胃液PVT1
水平在胃癌组和非胃癌组间差异有统计学意义 
（P=0.03）［30］；胃液ABHD11-AS水平在胃癌患

者中更高，与临床病理学特征相关，诊断早期胃

癌的阳性检出率为71.4%［31］。

环状RNA（circular RNA，circRNA）是一

类具有共价闭合环状结构的内源性RNA，最近

研究表明它是人类癌症发生、发展的关键调控

因子［32］。多种circRNA被报道在胃癌组织与正

常组织间存在显著的差异，我们之前的研究也

报道了circCCDC9和circNHSL1在胃癌中的差异

表达，并深入探索了它们各自的抑癌或促癌机 
制［33-34］。在胃液活检中，Shao等［35］通过RTFQ-
PCR对38名健康者、30例胃溃疡患者、15例慢

性萎缩性胃炎患者和39例胃癌患者的胃液进行

检测发现胃液中hsa_circ_0014717的存在，并且

冻融和温育实验结果证实了hsa_circ_0014717在

胃液中的稳定性，但是进一步分析发现胃液hsa_
circ_0014717水平在健康组与胃溃疡组、胃癌组

间差异无统计学意义。Shao等［36］又报道了hsa_
circ_0065149在胃癌中显著下调，且通过DNA序

列确认胃液中存在hsa_circ_0065149，但检测结

果表明其在健康志愿者、胃溃疡患者、慢性萎

缩性胃炎患者与胃癌患者之间的差异无统计学

意义（P=0.448）。以上的结果可能是因为研究

样本不充足所导致，但是Shao等［35］的研究证实

circRNA能稳定存在于胃液中，具有作为生物标

志物的潜力。

癌细胞分泌的EV在肿瘤微环境的形成中发

挥重要作用，包括纤维化、血管生成、逃避免疫

监视，甚至转移［37］。Kagota等［38］通过纳米粒

子跟踪系统和电子显微镜验证了胃癌患者的胃液

中存在EV，另外通过Western blot、生物分析仪

和RTFQ-PCR对EV的蛋白和miRNA进行检测，证

明了胃液EV具有促进正常成纤维细胞增殖的功

能。他们还发现胃液EV中的miR16-5p和miR191-
5p表达良好，可能是EV的内参基因，提示这些

miRNA具有作为胃癌生物标志物的潜力。

4  胃癌中的胃洗液活检

DNA异常甲基化在肿瘤发生的早期就会

频繁出现，可以用于检测胃癌，然而由于DNA
容易被胃酸降解，将胃液作为DNA生物标志物

的来源一直不可行［39］。胃洗液则能用于替代

胃液在胃癌分子检测中的部分作用，通过内镜

下使用生理盐水在胃黏膜周围进行清洗，可以

使大量的细胞脱落进入胃洗液中，从而获得未

受损的DNA用于灵敏和定量的分析。Watanabe 
等［40］最早开发了一种方法来检测胃洗液中胃癌

DNA甲基化，并发现胃洗液的甲基化水平与胃

癌活检样本的甲基化水平密切相关。候选基因中

的GDNF和MINT25被证明是早期胃癌最敏感的

分子标志物，特别是胃洗液中MINT25基因甲基

化可以很好地鉴别胃癌与非胃癌，其灵敏度与

特异度分别为90%和96%，AUC为0.961。Sox17
基因沉默在早期胃癌中经常发生，可能在疾病

的发生和进展中起关键作用，而胃洗液Sox17被

报道在早期胃癌内镜治疗的前后表现出显著的

甲基化差异（P<0.000 1），可用于内镜治疗后

复发的早期诊断［41］。BARHL2是另一种候选

的早期胃癌标志物，并且独立于幽门螺杆菌感

染，在内镜下切除前早期胃癌患者的胃洗液来源

DNA中观察到高水平的BARHL2基因的甲基化，
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但在治愈性内镜下切除后甲基化水平显著降低 
（P<0.000 1）［42］。令人感兴趣的是，使用胃液

提取的外泌体DNA（exoDNA）进行分析，发现

exoDNA中的BARHL2甲基化似乎并不受胃酸影

响，对区分胃癌患者和非胃癌对照的灵敏度为

90%，特异度为100%，胃洗液来源的DNA和胃

液来源的exoDNA均可用于早期检测胃癌［42］。

最近，Pizzi等［43］通过第二代深度测序技

术检测了肿瘤活检、血浆和胃洗液中胃癌常见

高突变基因TP53，发现在胃洗液中有11个不同

的TP53突变，其中4个在原发肿瘤活检中缺失，

提示可能存在肿瘤异质性。在判断胃癌TP53突

变时，38/46例（82.6%）患者的肿瘤活检结果

与胃洗液检测结果相一致，优于来自血浆样本

的结果。若仅考虑活检中观察到的TP53突变

（n=15），联合血浆和胃洗液来源的DNA测序

可以确定大多数突变患者（9/15，60%），高

于以往仅使用血浆样本的胃癌患者（34%［44］或 
30% ［45］） ， 对 于 追 踪 肿 瘤DNA的 改 变 很 有 
帮助。

5  胃癌中的尿液活检

在胃癌中，尿液活检的生物学基础是癌细胞

可以通过分泌外泌体颗粒将癌症衍生成分释放到

体液中，从而保护其在循环中不被降解，经过肾

脏对于血液的滤过作用进入尿液［46］。尿液收集

过程是真正无创的，安全简单，无需任何特殊的

技术和仪器，且样本体积量大。

Kao等 ［47］从胃癌患者尿液样本中提取总

RNA，验证了之前其他研究报道的胃癌血清生

物标志物miR-21-5p在尿液中的稳定性，发现胃

癌患者手术前后尿液中miR-21-5p的表达存在差

异。术前和术后胃癌尿液样本中miRNA表达水

平相比，去除癌组织后miR-21-5p表达水平有显

著下降趋势（P=0.000 22）。Iwasaki等［48］分析

了153对年龄和性别相匹配的胃癌患者和健康者

的尿液样本，发现有22种尿中显著异常表达的

miRNA，其中尿miR-6807-5p和尿miR-6856-5p是

诊断胃癌的显著独立的生物标志物。随后他们

联合这两种miRNA与幽门螺杆菌感染状态来鉴

别健康组和胃癌组，在验证队列中的AUC高达

0.885。此外，胃癌根治性切除后，尿miR-6807-
5p和尿miR-6856-5p表达水平显著降低至无法检

测，提示两者可能具有疗效监测的作用。

核酸氧化修饰与包括癌症在内的多种疾病

有关，近年来引起了越来越多的关注。Chen 
等［49］开发并验证了一种准确可靠的固相萃取结

合超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）

同时可定量分析人类尿液中这些氧化核酸修饰

的方法，并定量分析了60例胃癌患者和70名健

康对照者的尿8-羟基-2’-脱氧鸟苷（8-OHdG）

和8-羟基鸟苷（8-OHG），结果显示胃癌患者

尿液中8-OHdG和8-OHG含量均高于健康对照组

（P<0.000 1）。用于诊断胃癌时，尿8-OHdG和

8-OHG的AUC分别为0.777和0.841，提示这些氧

化核酸修饰可作为胃癌早期诊断的潜在无创标志

物。

6  总结与展望

近几年来非血液来源液体活检在胃癌中的

研究正在加速发展，在早期诊断胃癌方面卓有成

效，但目前该领域的研究仍然较少，且面临许多

挑战，如内镜采集胃液或胃洗液过程的侵入性、

检测结果易受体液复杂成分的影响、缺少大样本

多中心研究等，因此需要后期更加深入地开展研

究。未来对于胃癌非血液来源液体活检的研究可

能集中在：① 验证非血液样来源样本中癌症衍生

成分的稳定性；② 研发从成分复杂的非血液来源

样本中进行提纯的标准方法；③ 研究非血液来源

样本中的生物标志物与肿瘤发生、发展的相关机

制；④ 探索非血液来源液体活检与血清学肿瘤标

志物检测或传统液体活检的联合方案，用于诊断

或监测胃癌；⑤ 探索非血液来源液体活检在胃癌

疗效监测与预后评估中的应用，以及更多可能应

用于胃癌液体活检的体液类型等。伴随着相关研

究的推进，相信非血液来源液体活检将成为胃癌

及其他恶性肿瘤常规诊筛和临床管理的一个重要

组成部分。
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