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摘要：肺癌是一种发病率和死亡率较高的恶性肿瘤，亟需新型有效的液体活检标志物以补充现有血液学诊疗指标的不足，改
善肺癌患者的临床诊疗效果。 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 是液体活检的一个重要组成部分，在肿瘤的形成和病情进展过程中发挥关键作

用。 研究表明，循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 可作为肺癌诊断、疗效监测标志物及潜在的治疗靶点，是肿瘤液体活检领域的理想候选标志物。
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　 　 肺癌是严重威胁人类健康和生命的常见恶性肿瘤之

一。 据统计，在 ２０２０ 年全球肺癌新发病例约占所有新发癌

症病例的 １１．４％，相关死亡病例占癌症死亡病例的 １８％ ［１］ 。
目前，在肺癌诊疗过程中常用的癌胚抗原（ＣＥＡ）、鳞状细胞

癌相关抗原（ＳＣＣＡ）、神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）和细胞

角蛋白 １９ 片段抗原 ２１⁃１（ＣＹＦＲＡ２１⁃１）等经典的血清标志

物普遍存在敏感性和特异性不高等问题。 为更好地满足临

床需求，亟需寻找更具灵敏度和特异性的新型液体活检标

志物，以弥补现有诊疗指标的不足，改善肺癌患者的临床诊

疗效果。
液体活检主要通过分析各类体液中肿瘤来源的蛋白

质、核酸、细胞、外泌体和血小板等，客观、实时、无创地监测

肿瘤信息。 研究表明，环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃＲＮＡ）有望成为肿瘤液

体活检的有力工具，例如 ｃｉｒｃＲＮＡ 通过调节肿瘤细胞的增

殖、分化、凋亡和侵袭等生理病理过程，参与调节肿瘤的发

生和发展；ｃｉｒｃＲＮＡ 能稳定存在于外周循环、脑脊液、尿液等

体液（包含外泌体）中，且在不同的生理和病理状况下均可

检测到特定 ｃｉｒｃＲＮＡ 的表达水平发生改变，某种程度上可以

反映机体的生理病理状态［２］ 。 ｃｉｒｃＲＮＡ 不仅在外泌体中富

集并稳定存在，且有助于形成肿瘤微环境［３］ 。 循环ｃｉｒｃＲＮＡ
在作为肺癌诊断、病情进展、疗效监测标志物及潜在的治疗

靶点方面受到越来越多的关注，通过广泛且深入的研究有

望筛选出具临床转化潜能的循环 ｃｉｒｃＲＮＡ。

１　 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生物学作用

　 　 １９７６ 年，Ｓａｎｇｅｒ 等［４］ 首次发现 ｃｉｒｃＲＮＡ 时，认为其只是

错误剪接的副产物，没有任何有价值的生物学功能。 直至

２０１３ 年，有学者首次发现，ｃｉｒｃＲＮＡ 具有 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 海绵的作

用［５］ 。 目前研究［６⁃７］表明，ｃｉｒｃＲＮＡ 主要通过以下 ４ 种方式

在肿瘤的形成和病情进展中发挥作用：（１）ｍｉｃｒｏＲＮＡ 海绵：
许多 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 含有 １ 个或多个 ｍｉＲＮＡ 反应元件（ＭＲＥｓ），
充当 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 海绵阻止 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 与目标 ｍＲＮＡ 结合，从

而发挥内源竞争 ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）作用；（２）蛋白质海绵：部分

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 能够与 ＲＮＡ 结合蛋白（ＲＢＰ）结合形成 ＲＮＡ－蛋白

质复合物，从而阻止 ｃｉｒｃＲＮＡ 与目标 ｍＲＮＡ 的结合；或者，
通过 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ＲＢＰ 之间的相互调节作用，参与调控蛋白

质的表达和功能，如 ｃｉｒｃＭｂｌ 与肌肉盲蛋白（ＭＢＬ）等；（３）转
录调控作用：内含子 ｃｉｒｃＲＮＡ（ ｃｉＲＮＡ） 和外显子 －内含子

ＲＮＡ（ＥＩｃｉＲＮＡ）主要分布于细胞核内，在转录和转录后水平

调控基因表达；（４）翻译功能：少数 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 可通过内部核

糖体位点（ＩＲＥＳ）介导、Ｎ６－甲基腺苷（ｍ６Ａ）介导或丰富的

开放阅读框（ＯＲＦｓ）３ 种方式，参与或促进蛋白质翻译的有

效启动。

２　 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为液体活检标志物的优势

　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 是一类由前体 ＲＮＡ 反向剪接形成的具有独特

共价闭合结构的环状 ＲＮＡ 分子，在真核生物和病毒中广泛

表达［８］ 。 相比于线性 ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ 缺少 ５′帽结构和 ３′Ａ
尾，对外切核糖核酸酶（Ｒｎａｓｅ Ｒ）具有高度抗性，不仅能够

更稳定地存在于各种组织和细胞中，还能在外周循环、尿
液、唾液、脑脊液等体液中富集并稳定存在［９］ 。 ｃｉｒｃＲＮＡ表

达具有高稳定性、组织 ／细胞特异性和广泛表达等优势，是
肿瘤新型液体活检的理想候选标志物［１０］ 。 此外，由于循环

外周血的微创采集模式和易获性，现已成为液体活检的主

要体液之一［１１］ 。 越来越多的研究也表明，循环ｃｉｒｃＲＮＡ在肺

癌的早期诊断、病情监测等方面具有重要意义，其还可能成

为肺癌的潜在治疗靶标［１２⁃１４］ 。

３　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 的定量检测方法

　 　 目前，ＰＣＲ 是生物学研究领域中用于 ｃｉｒｃＲＮＡ 定量分

析的常规和经典的检测方法，包括实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）、数字 ＰＣＲ（ｄｄＰＣＲ）、滚环扩增（ＲＣＡ） ［１５⁃１６］ 、环
介导等温扩增（ＬＡＭＰ） ［１７］ 和基于 ＤＮＡ 探针连接的 ＰＣＲ［１８］

等。 其中，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 是对目标 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行相对定量分析
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的常用方法，也是验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 高通量结果的重要方法［１９］ 。
但 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析存在灵敏度较低的局限性。 ｄｄＰＣＲ 通过

“分而治之”的原理，结合泊松分布可实现对低丰度目标

ＲＮＡ 的绝对定量分析，这对于循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 的绝对定量检

测特别有价值。 Ｊｉａｏ 等［１６］ 基于 ＲＣＡ 方法开发了一种使用

双功能磁珠直接捕获目标 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 复合物（ＣＭＲＲＩ）
以及信号放大的生物传感系统，可直接检测生物样品中的

ＣＭＲＲＩ，但不适用于低表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 茎环引物诱导的

ＬＡＭＰ 可精准识别 ｃｉｒｃＲＮＡ 连接序列，并成功地应用于各种

均相溶液中，可灵敏且特异地检测目标 ｃｉｒｃＲＮＡ［１７］ 。 此外，
基于 ＤＮＡ 探针连接的 ＰＣＲ 法通过在 ｃｉｒｃＲＮＡ 的连接位点

使用 ｓｐｌｉｎｔＲ 连接酶准确连接 ２ 个 ＤＮＡ 探针，从而实现对

ｃｉｒｃＲＮＡ 的精准识别和定量检测［１８⁃１９］ 。

４　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为肺癌液体活检标志物的研究现状

　 　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 不仅可以用于疾病的早期诊断，还能够反

映疾病的动态发展情况和治疗效果，且有潜力成为有效的

治疗靶标。 表 １ 列出了近年来具有较大临床应用转化潜能

的循环 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，检测样本主要来自血浆和血清。
４．１　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 有潜力成为肺癌的诊断标志物　 已有研

究揭示了 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为肺癌液体活检诊断标志物的可能性。
Ｌｉｕ 等［２０］对 ６１ 例非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者血浆 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００４６２６４ 的表达水平进行检测分析，结果证实血浆 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００４６２６４ 对 ＮＳＣＬＣ 的诊断均具有潜在的临床价值（ＡＵＣＲＯＣ ＝
０．９１５，敏感性、特异性分别为 ０．９２７、０．９５７）；此外，其还可能

成为肺癌潜在的预后标志物和治疗靶点。 该研究结果还显

示，血浆 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的联合检测可在一定程度上提高诊断效

能。 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５９６２ 与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８６４１４ 的联合应用不仅

可用于诊断肺腺癌（ＬＵＡＤ）（ＡＵＣＲＯＣ ＝ ０．８１，敏感性、特异性

分别为 ７７．８０％、７２．２２％），还能区分 ＴＮＭ 早期阶段的 ＬＵＡＤ
患者和健康个体（ＡＵＣＲＯＣ ＝ ０．８３） ［２１］ 。 ｃｉｒｃＲＮＡ 除具有较高

的早期诊断价值之外，还有潜在的鉴别诊断价值。 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００４７９２１ 可将 ＮＳＣＬＣ 病例与慢阻肺疾病区分开（ＡＵＣＲＯＣ ＝
０．８９０），ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿００５６２８５ 联合 ｈｓａ ＿ ｃｉｒｃ ＿０００７７６１ 可区分

ＮＳＣＬＣ 病例与结核病例（ＡＵＣＲＯＣ ＝ ０．８２０）；此外，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
００４７９２１、ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５６２８５ 和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００７７６１ 三者联合检

测在诊断早期 ＮＳＣＬＣ 病例与健康对照时也具有重要的意义

（ＡＵＣＲＯＣ ＝ ０．９１９） ［２２］ 。 在一项 ６０ 例肺腺癌和 ５８ 例健康受

试者的队列研究中，单因素和多因素生存分析结果显示，血
浆 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１７１５ 除具有较高的诊断价值外（ＡＵＣＲＯＣ ＝
０．８７１），还可能是肺腺癌患者总生存期（ＯＳ）的独立预后因

子［２３］ 。
外泌体 ｃｉｒｃＲＮＡ 也是一种潜在的无创性肿瘤诊断工具。

Ｗａｎｇ 等［２４］使用高通量测序分析了 ６ 对肺鳞癌（ＬＵＳＣ）患者

和健康对照者的血浆外泌体 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱，共鉴定出 ２５２
个差异表达的外泌体 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，其中，上调的外泌体 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿００１４２３５ 和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２５８８０ 显示出潜在的诊断价值

（ＡＵＣＲＯＣ分别为 ０．８２５、０．８００）。 在 ＬＵＡＤ 中表达上调的血

浆外泌体 ｈｓａ＿ｃｉｒｃＲＮＡ＿００２１７８ 对 ＬＵＡＤ 的早期诊断具有显

著的有效性（ＡＵＣＲＯＣ ＝ ０．９９７） ［２５］ 。 未来有必要进行更多的

前瞻性研究及大队列研究，以探索循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为肺癌诊

断标志物的更多可能性。
４．２　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 有潜力成为肺癌的疗效监测标志物　 多

项研究通过比较放化疗敏感和耐药患者血浆或血清中差异

表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，证实循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 与肿瘤细胞耐药性关系

密切，这对于指导临床治疗具有重大意义。 ｃｉｒｃＲＮＡ 微阵列

分析显示，吉非替尼治疗有效组和无效组间共存在 １ ３７７ 个

差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，进一步通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 在独立的验证集

中证实 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０１０９３２０ 是 ＮＳＣＬＣ 患者表皮生长因子受体

酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ）疗效预测的潜在指标［２６］ 。
Ｌｉｕ 等［２１］通过比较肺癌患者术前和术后 ７ ｄ 血浆 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００５９６２ 和 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８６４１４ 的表达水平，发现血浆 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ
＿０００５９６２ 在 ＬＵＡＤ 术前及术后患者之间有明显差异，并进

一步通过生信分析和体外实验证实，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５９６２ 是评

估手术治疗效果的潜在标志物。 此外，病情进展的实时监

测对于改善肺癌患者治疗效果尤其重要。 Ｌｕｏ 等［２７］ 筛选了

２３１ 例肺癌患者和 ４１ 例健康人对照的 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱，并
对 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１９０ 的表达水平进行临床验证，结果表明

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１９０ 可提示晚期肺癌的肿瘤进展和对免疫治疗

的不良反应。
外泌体 ｃｉｒｃＲＮＡ 在疗效监测方面也显现出重要价值。

Ｆａｎｇ 等［２８］ 发现 ＮＳＣＬＣ 患者血清来源的外泌体 ＣｉｒｃＡＲＨ⁃
ＧＡＰ１０ 通过 ｍｉＲ⁃６３８ ／ ＦＡＭ８３Ｆ 轴抑制了 ＮＳＣＬＣ 的进展，表
明外泌体 ＣｉｒｃＡＲＨＧＡＰ１０ 是实现动态监测疾病进程的潜在

有效标志物。 一项关于 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５６６１６ 的研究表明，在肺

腺癌患者血浆中高表达的外泌体 ｈｓａ＿ｃｉｒｃＲＮＡ＿００５６６１６ 可

能是淋巴结转移预测的有效生物标志物［２９］ 。 通过全面理解

ｃｉｒｃＲＮＡ 并挖掘其作为肺癌疗效检测标志物的临床价值，可
有效筛选出具有临床应用潜能的循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 标志物。
４．３　 循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 有潜力成为肺癌的治疗靶标 　 研究表

明，循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 亦具备作为肿瘤新型治疗靶标的潜能。
Ｓｈｉ 等［３０］发现，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００８９２８ 敲减可提高 ＮＳＣＬＣ 细胞对

顺铂（ＣＤＤＰ）的敏感性，为 ＮＳＣＬＣ 的 ＣＤＤＰ 耐药疗法提供了

新的依据。 一项包含 ２８ 例奥西替尼耐药和 ３２ 例敏感的

ＮＳＣＬＣ 患者队列研究结果表明，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２１３０ 通过靶向

ｍｉＲ⁃４９８ 调节糖酵解进而逆转耐药的发生，在体内和体外均

抑制了 ＮＳＣＬＣ 患者对奥西替尼的耐药性，这可能是改善肺

癌患者临床治疗的理想措施［３１］ 。 多项研究表明，ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
１０２４８１、ＣｉｒｃＣＤＹＬ 和 ＣｉｒｃＰＩＰ５Ｋ１Ａ 也可能是肺癌靶向治疗

的新型靶点［１２⁃１４］ 。

５　 总结与展望

　 　 随着对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的独特分子结构和生物学功能研究的

深入，表明循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 有潜力成为肺癌液体活检中具有临

床应用价值的诊断、病情监测标志物和治疗靶点。 然而，目
前液体活检 ｃｉｒｃＲＮＡ 在生物医学领域研究和临床转化方面

依然面临巨大的挑战和困难：（１） ｃｉｒｃＲＮＡ 的命名规则尚未

统一，在很大程度上阻碍了整个研究领域的快速发展；（２）
循环 ＲＮＡ 抽提技术和富集方法的有效性均有待突破；（３）
目前的研究大多集中于基础研究，需广泛的临床研究证实

·５３２·临床检验杂志 ２０２２ 年 ３ 月第 ４０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｍａｒ． ２０２２，Ｖｏｌ．４０，Ｎｏ．３



ｃｉｒｃＲＮＡ 用于肿瘤诊疗标志物的可行性；（４）各研究之间缺

乏可比性和一致性，需建立相应的标准品、检测方法学标准

和质量控制体系；（５） ｃｉｒｃＲＮＡ 通过何种方式扩散入外泌体

中以及外泌体 ｃｉｒｃＲＮＡ 丰度的调节机制均有待研究。 未来

迫切需要加快循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 富集方法、标准品的研发和改

进，通过开展科学、创新的基础研究和系统、全面的真实世

界队列研究，争取早日实现肺癌循环 ｃｉｒｃＲＮＡ 检测体系的持

续改进和临床转化。

表 １　 肺癌相关的循环 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
ｃｉｒｃＲＮＡ 表达失调 检测方法 样本来源 研究队列 ＡＵＣＲＯＣ 潜在应用价值 参考文献

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４６２６４ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血清 ６１ 例 ＮＳＣＬＣ ０．９７１ ／ ０．９１５ 诊断 ／ 预后 ／ 治疗靶点 ［２０］
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００５９６２ ／
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８６４１４

上调 ／ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血浆 １５３ 例 ＬＵＡＤ ／ ５４ 例 ＨＣ；５４
对术前 ／ 术后

０．８１０ 诊断 ／ 疗效预测 ［２１］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４７９２１ ／
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５６２８５ ／
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００７７６１

下调 ／ 下调 ／
上调

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
６３ 例 ＮＳＣＬＣ ／ ５８ 例 ＣＯＰＤ ／
４６ 例 ＴＢ

０．８９０ ／
０．８２０ ／
０．９１９

诊断 ［２２］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００１７１５ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血浆 ６０ 例 ＬＡＵＤ ／ ５８ 例 ＨＣ ０．８７１ 诊断 ［２３］
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００１４２３５ ／
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２５８８０

上调 ／ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
３０ 例 ＬＵＳＣ ／ ３０ 例 ＨＣ ０．８２５ ／

０．８００
诊断 ／ 治疗靶点 ［２４］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００２１７８ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

浆）
１２０ 例 ＬＵＡＤ ／ ３０ 例 ＨＣ ０．９９７ 诊断 ［２５］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０１０９３２０ 下调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血浆 ２８ 例耐药 ＮＳＣＬＣ ／ １０ 例敏

感 ＮＳＣＬＣ
０．８１０ 疗效预测 ［２６］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００００１９０ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血浆 ２３１ 例 ＬＣ ／ ４１ 例 ＨＣ ０．９５０ 疗效预测 ／ 肿瘤进展 ［２７］
ＣｉｒｃＡＲＨＧＡＰ１０ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
４０ 例 ＮＳＣＬＣ ／ ４０ 例 ＨＣ ⁃ 肿瘤进展 ［２８］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００５６６１６ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

浆）
４２ 例 ＬＡＣ 伴 ＬＮＭ ／ ４８ 例

ＬＡＣ ＬＮＭ
０．８１２ 肿瘤进展 ／ 诊断 ［２９］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００８９２８ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
２８ 例耐药 ＮＳＣＬＣ ／ １９ 例敏

感 ＮＳＣＬＣ ／ ４７ 例 ＨＣ
⁃ 治疗靶点 ／ 疗效预测 ［３０］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００２１３０ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

浆）
２８ 例耐药 ＮＳＣＬＣ ／ ３２ 例敏

感 ＮＳＣＬＣ
０．７９２ 治疗靶点 ／ 疗效预测 ［３１］

ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿１０２４８１ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
６３ 对耐药前 ／ 后 ＮＳＣＬＣ ⁃ 治疗靶点 ［１２］

ＣｉｒｃＣＤＹＬ 下调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 血浆 ３０ 例 ＮＳＣＬＣ ／ ３０ 例 ＨＣ ⁃ 治疗靶点 ［１３］
ＣｉｒｃＰＩＰ５Ｋ１Ａ 上调 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 外泌体 （血

清）
２０ 例 ＮＳＣＬＣ ⁃ 治疗靶点 ［１４］

　 　 注：ＡＵＣＲＯＣ为 ＲＯＣ 曲线下面积；ＮＳＣＬＣ，非小细胞肺癌；ＨＣ，健康对照；ＬＡＣ，肺腺癌；ＬＮＭ，淋巴结转移；ＬＣ，肺癌；ＬＵＡＤ，肺腺癌；ＬＵＳＣ，肺
鳞癌；ＣＯＰＤ，慢性阻塞性肺疾病；ＴＢ，肺结核。
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