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摘要：结直肠癌和高危腺瘤的早期诊断及治疗，能够大大降低其死亡率。因而，在临床普及结直肠癌筛查有助于遏制该疾病的危

害。目前，结肠镜检查是结直肠癌诊断的金标准，但该方法需要肠道准备，且具有侵入性，易造成肠道穿孔等缺点，导致患者依从

性差，不利于其作为大规模筛查技术推广实施。近年来非侵入性的结直肠癌诊断方法发展迅速，这类方法主要通过检测粪便或血

液样本中与结直肠癌发生相关的生物标志物，为结直肠癌的无创筛查提供了可能。但由于粪便、血液样本的成分复杂，对其中生

物标志物的检测技术仍然在不断研究和完善中。本文分别从基于粪便样本和血液样本的检测技术两方面入手，探讨了近年来结

直肠癌无创筛查技术的研究进展。
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The Progress of Non-invasive Screening Methods for Colorectal Cancer*

Early detection and treatment of high-risk adenomas and colorectal cancer (CRC) can reduce mortality of this disease.

CRC screening is aimed at minimizing its harm and colonoscopy is presently the gold standard for it. However, colonoscopy needs bowel

preparation and is invasive with high risk of intestinal perforation, causing a bad compliance, which is unfavorable to its popularization

and application. Recently, non-invasive detection methods for CRC have gone through a rapid development. Tests based on CRC-related

biomarkers in fecal and blood samples provide new options for non-invasive CRC screening. However, detection methods for these

biomarkers still need further research and improvement because of the complex composition of feces and blood. In the two aspects of fe-

cal tests and blood tests, the progress of recent studies on non-invasive screening methods for CRC was reviewed in this article.
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前言

作为全球范围内第四大致命癌症，结直肠癌（colorectal

cancer, CRC）每年造成近 70万人丧生（2012）[1]。其发生率具有

区域差异，在西方发达国家尤其常见。随着国内经济的快速发

展，我国结直肠癌的发生率也呈现出上升趋势[2]。

结直肠癌筛查是遏制结直肠癌发生发展的有效途径，大部

分结直肠癌造成的死亡可以通过筛查而避免[3]。美国癌症协会

建议 50-75岁的一般风险人群要定期进行结直肠癌筛查。

一个好的结直肠癌筛查方法应当具有以下特征：（1）风险

小，既包括直接风险（检测方法本身可能造成的身体伤害），也

包括间接风险（如果需要进一步检测，则可能产生下游风险）；

（2）特异性高，高特异性和低假阳性率有助于减少非必需的检

测和过度诊断，同时降低筛查费用；（3）灵敏度高，检测方法应

当足够灵敏，并在结直肠癌无法治疗之前检测到病变发生；（4）

用于筛查的检测方法还应当具备便于获取，价格合理，检测方

式易于接受等特征。

早期的结直肠癌筛查方法有粪便潜血试验（fecal occult

blood test, FOBT），乙状结肠镜检查及结肠镜检查。1988年以

来，不同的研究机构和专家指出，相较于其他两种筛查方法，结

肠镜检查具有最高的灵敏度和特异性，而结肠镜检查逐渐成为

目前最普遍的筛查方法和金标准。然而，结肠镜检查是一种侵

入性检查，具有出血风险，且需要肠道准备，导致患者依从性

差，不利于其推广。非侵入性筛查技术，可以为病人提供符合其

个人偏好和满足其个性化要求的检测方式，从而增加患者的依

从性，更利于结直肠癌筛查的推广和实施。

近年来非侵入性的大肠癌筛查技术不断发展，一些较成熟

的检测方法已商业化并得到了临床应用，成为遏制结直肠癌的

有力武器。然而，多数非侵入性筛查手段仍处于研究初期阶段，

未得到大规模研究的验证，而一些较成熟方法成本过高或灵敏
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度不高，成为制约其发展的障碍。本文从粪便检测和血液检测

两大类别入手，展示了非侵入性结直肠癌筛查方法的研究成果

与不足，并对其发展方向进行了展望，以期更多专家学者对结

直肠癌非侵入性筛查的重视与研究。

1 基于粪便检测的结直肠癌筛查技术

结直肠癌的粪便检测是最常见的非侵入性检测方法。根据

靶标不同，粪便检测可分为基于生化指标、基于 RNA标志物和

基于 DNA标志物的检测。

1.1 粪便生化指标检测

粪便潜血试验（FOBT）已有超过 40年的应用历史。其主要

原理是，利用愈创木脂（guaiac）能够检测血红蛋白中血红素的

特性，判断粪便中是否存在潜血，而粪便中出现潜血是结直肠

癌可能显现的征兆之一。早期的 FOBT检测灵敏度较差且波动

大（15 %-30 %）[4]，而随着技术的不断改进，最新的高灵敏

FOBT商业化产品（如 Hemoccult SENSA）灵敏度可达 79.4 %
[5]。多个随机对照研究表明，FOBT筛查可以降低 15 %-33 %的

结直肠癌死亡率[6]。

FOBT是一种简单、方便、低成本的非侵入性结直肠癌筛

查方法[7]。其缺陷在于，仅有在肠道出血异常增多时，FOBT才

能检测到病变的发生，而不少结直肠癌或恶化前的息肉并不出

血，或只间歇性出血。这导致 FOBT灵敏度降低，也使得部分情

况下需要进行多次取样。

粪便免疫化学测试（fecal immunochemical test, FIT）[8,9]是粪

便潜血试验的一种变型。与检测血红素的 gFOBT（gua-

iac-based FOBT）不同，FIT通过特异性抗体直接检测未被消化

的血红蛋白。由于球蛋白极易在胃和小肠中被消化，因此 FIT

能够更具选择性地检测出结直肠来源的出血，特异性也更高。

除了血红蛋白，几种白细胞和血浆来源的蛋白也被用于结

直肠癌筛查。例如，基于粪便中钙网蛋白（特异存在于嗜中性粒

细胞中）的检测，对于结直肠癌和腺瘤息肉的灵敏度分别达约

80 %和 70 %[10]。其他几种白细胞来源的蛋白（乳铁蛋白、溶菌

酶）和血浆蛋白（α -抗胰蛋白酶、白蛋白和转铁蛋白）也被证明

有相似的灵敏度。然而这些蛋白检测与 FOBT相比，对一般风

险人群的特异性过低（FOBT特异性 90 %），不符合大规模筛查

项目的要求。

1.2 粪便 RNA检测

结直肠患者体内多个基因呈现过表达情况，这些基因的

mRNA是潜在的癌症特异性标志物[11,12]。从起初的单个 mRNA

表达分析，到后来的 mRNA表达谱（转录组）分析，粪便 mRNA

检测研究获得了较高的灵敏度和特异性。但 mRNA极易在粪

便环境中被降解的性质，是其作为标志物严重缺陷[13]。在过去

的几年当中，研究热点转向了在粪便中更加稳定的 microRNA

（miRNA）。

miRNA在癌症形成的多步过程中起着致癌基因或抑癌基

因的作用，被认为与细胞类型和疾病具有特殊关联[14]。miRNA

失调与诸多通路密切相关（如WNT通路激活，EGFR信号激

活，TGF茁激活及 APC、TP53、KRAS和BRAF基因激活突变）。

这些通路的异常是癌症发展的早期特征，因此基于 miRNA的

筛查技术相对 FOBT或 FIT等其他粪便筛查技术在早期诊断

方面表现更优。其主要缺陷在于，miRNA检测依赖于高质量的

RNA提取产物，片段化的RNA则会因扩增效率降低而定量失准。

临床上，使用定量实时 PCR，借助参比基因或非编码 RNA

转录子可以确定 miRNA的相对表达量。现已有相当数量针对

单个 miRNA或多 miRNA组合的研究被发表，如 Ahmed[15]等

利用 20种 miRNA表达量变化，不仅能高灵敏和高特异性地检

测出结直肠癌的发生，还能区分其不同 TNM分期。然而，该领

域研究仍处于初期阶段，多个假说性研究之间表现出较大的分

歧，需要进一步独立验证以及大规模基于人群的评估[16]。

1.3 粪便 DNA检测

粪便 DNA作为肿瘤标志物具有以下优势：（1）与间歇性出

血不同，DNA是持续性释放到粪便当中的，灵敏度因此更高，

不需要多次取样。（2）DNA直接来源于肿瘤本身，所以特异性

更高，且肿瘤来源的肠道脱落细胞远多于正常健康粘膜细胞，

肿瘤来源的 DNA完整性也高于正常细胞来源 DNA。（3）DNA

检测无需饮食等限制，在粪便运输和储存中也相对稳定。（4）原

癌基因和抑癌基因上的 DNA点突变是肿瘤细胞特异的标志物。

目前已被用于结直肠癌筛查的 DNA标志物主要分为以下

几种：DNA 点突变、微卫星不稳定性（microsatellite instability,

MSI）、DNA异常甲基化及长片段 DNA。

1.3.1 DNA点突变 用于结直肠癌 DNA突变检测的常见基

因有 APC、Kras、DCC和 TP53等等。1992年，Sidransky首次发

表了通过测定粪便中 Kras突变检测结直肠癌的研究结果[17]，其

灵敏度小于 35 %。其后发表的其他检测单个基因突变的研究

对结直肠癌的灵敏度通常都小于 40 %，未能达到符合大规模

筛查要求的灵敏度和特异性。

1.3.2 微卫星不稳定性 编码区域包含微卫星的基因易受到

MSI的影响，如果受影响的基因是原癌基因或抑癌基因，则有

可能导致结直肠癌的发生。例如微卫星 BAT-26突变，是用于结

直肠癌筛查的有效标志物（主要用于遗传性非息肉结直肠癌）。

1.3.3 DNA异常甲基化 启动子区域的 DNA甲基化比例增

高是肿瘤发生过程中常见的表观遗传学变化，通常与某些癌症

相关基因转录沉默现象相关，因此异常甲基化的 DNA可以作

为肿瘤标志物。例如，一项针对 SFRP2基因甲基化的小样本研

究中，对结直肠癌的检测灵敏度达 77 %-90 %，特异性 77 %[18]。

1.3.4 长片段 DNA 正常情况下，肠道内 DNA会在细胞凋亡

时被内切酶降解为小片段（<200碱基对），结直肠癌病人肠道

内不断脱落的非凋亡肿瘤细胞导致病人粪便中长片段 DNA

（>200碱基对）大量增多，因此对长片段 DNA具有选择性的检

测方法可被用于结直肠癌检测[19]。

1.3.5 联合多个标志物的粪便 DNA检测 由于结直肠癌遗传

学异质性的存在，尚未发现任何一种在结直肠癌病人当中普遍

表达的突变，而单一标志物的检测试验很有可能产生过多假阴

性结果，因此，为了获得最佳的灵敏度，需要同时以多个基因变

异为靶点进行检测。

2000年，Exact Sciences公司设计发表的多靶点检测 panel

（PreGen Plus），成为之后多标志物联合检测结直肠癌研究的基

础。早期多靶点 panel的靶点包括 Kras、APC和 TP53三个基因

的 21个点突变，BAT-26微卫星不稳定性，以及长片段 DNA

（DNA完整性试验）。一项基于 2507位受试者的大规模研究表
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明[20]，该 panel的结直肠癌和腺瘤的检出灵敏度分别为 52 %和

15.5 %，特异性 94 %。然而，另一项包含 4482位一般风险成年

受试者的研究[21]中，该 panel灵敏度仅为 25 %（特异性 96 %）。

在该研究的后期工作中，研究者将 Kras和 APC的突变与 Vi-

mentin基因甲基化检测结合，使结直肠癌检出率提高至 58 %，

>1 cm腺瘤检出率提高至 46 %，但特异性降低为 84 %。尽管第

一代粪便 DNA检测方法受到一些指导机构的推荐，但由于检

测费用高昂，难以在临床推广应用。

随后的研究工作，从优化粪便处理方法（使用粪便稳定缓

冲液，改进 DNA的探针捕获方法等），选择更优的标志物和开

发更灵敏的 DNA分析检测技术（例如 BEAMing[22]和 QuARTS
[23]技术）等方面对多靶点的粪便 DNA检测技术进行了改进。

在 2012 年 Ahlquist 等发表的研究 [23,24]中，研究人员利用

QuARTS技术测定了 Kras突变和 4个基因（NDRG4, BMP3,

VIM和 TFPI2）甲基化水平，结合血红蛋白的免疫分析试验，对

结直肠癌和 >1 cm腺瘤的检测灵敏度分别达到了 90 %和 89

%，特异性分别为 85 %和 54 %。在这次研究结果的基础上，研

究者针对其基因 panel 进行了改进和更大规模研究 [25]，约

10000名 50-84岁无症状受试者通过多靶点检测 panel（包括

NDRG4、BMP3的异常甲基化，Kras突变和参比基因茁-actin的
分子检测，以及血红蛋白的免疫化学分析）进行了结直肠癌检

测。每个标志物的定量分析结果都被放入一个经过验证的逻辑

回归方程中进行计算，所得值大于 /等于阈值则为结直肠癌阳

性。作为对照，每个受试者同时接受了商品化的 FIT检测。结

果，FIT 对结直肠癌和癌前息肉的检测灵敏度 73.8 %和 23.8

%，而该基因 panel灵敏度达到了 92.3 %和 42.4 %，并能检测出

更多的癌前病变，但特异性（86.6 %）略低于 FIT（94.9 %）。2014

年 8月，美国 FDA正式通过了该粪便检测 panel（Cologuard，

Exact Sciences Corporation），作为间隔为三年的结直肠癌筛查

项目，并享受医疗保险和医疗补助服务中心的医疗补偿。虽然

Cologuard并不能够完全替代结肠镜检查，其检测结果为阳性

的受试者仍需要结肠镜检查的进一步确认，但相对 FIT检测，

Cologuard的表现更优。

2 基于血液检测的结直肠癌筛查技术

虽然粪便检测具有其独特优势，但大部分人排斥粪便样本

收集过程，而基于血液的结直肠癌筛查技术则能弥补这一缺

陷。此外，相较于粪便样本，血液样本更易操作和储存，也没有

影响靶标分子检测的微生物群落背景。目前血液中用于结直肠

癌筛查的靶标同样包括生化指标、RNA标志物和 DNA标志物

三类。

2.1 血液生化指标检测

血液中的生化指标标志物一方面来源于从癌细胞分泌或

脱落的蛋白，另一方面来源于结直肠癌病人免疫应答产生的自

身抗体。

常见的结直肠癌单一蛋白标志物有：糖类抗原家族（carbo-

hydrate antigens, CAs)，主要有 CA 19-9，CA 50，CA 72-4等，癌

胚抗原（carcinoembryonic antigen, CEA），p53，sFasL和 VEGF

等[26]。CEA和 CAs是最早也是被研究最多的结直肠癌血浆蛋

白标志物。虽然其相关性已被多数研究验证，但由于 CEA、CAs

对结直肠癌的灵敏度低（18 %-69 %），可靠性差，不适合作为结

直肠癌早期筛查的标志物[27]。大多数其他单一蛋白标志物仅停

留在首次研究，一部分标志物的高灵敏表现需要进一步大规模

研究验证。

除了用常见的免疫分析方法对单一蛋白进行检测，利用

MALDI-TOF和 SELDI-TOF等质谱方法对血浆进行蛋白组学

分析也成为当前研究的热门。蛋白组学技术不但可以分析多肽

和蛋白总体表达谱，还可以检测出翻译后修饰。新的蛋白标志

物正依靠蛋白组学技术不断发现，例如，一项研究将筛选出的

6个自身抗体与 CEA结合进行检测，对结直肠癌的灵敏度和

特异性分别为 92 %和 96 %[28]。

总之，现有的血浆蛋白标志物就筛查目的而言检测灵敏度

不足，蛋白组学领域的研究显示出巨大潜力并发掘了新的标志

物，需要大规模研究验证。

2.2 血液 RNA检测

由于 RNA（尤其 mRNA）易被血浆中的 RNA酶降解，因此

RNA作为生物标志物的研究具有一定难度。血浆中的 mRNA

主要有两个来源：游离于细胞外的循环 mRNA和外周血细胞

中的 mRNA。目前已有多个研究团队致力于寻找循环 mRNA

作为潜在的结直肠癌检测标志物。常见的 mRNA标志物基因

包括 CEA、CK19、CK20、TERT和 EGFR等 [29-32]。不同的研究

中，基于这些基因编码的 mRNA的检测灵敏度波动较大，但表

现出了作为肿瘤诊断标志物的潜力。存在的问题是，一方面炎

性肠病及非结直肠癌类癌症检出的假阳性结果过多，另一方

面，这些研究仍需要大规模随机试验评价其用于结直肠癌筛查

的价值。

循环 miRNA在血液当中相对稳定，不易受 RNA酶降解

和高温、极端 pH的影响，因此作为具有潜力的血液标志物受

到了越来越多的关注。当前研究最受关注的 miRNA 包括

miR601、miR760、miR21、miR29a和 miR92a等。例如，一项基于

100名结直肠癌病人、37名晚期腺瘤病人和 59名对照的研究

中，结合血浆中 miR29a和 miR92a表达变化，对结直肠癌和晚

期腺瘤的检测灵敏度达到了 83 %和 73 %（特异性 80 %-85 %）
[33]。同样的，限于这些研究的样本规模过小，其作为结直肠癌筛

查试验的价值需要更多研究的评估。

2.3 血液 DNA检测

在粪便 DNA突变检测的报道之后，出现了最早的通过血

浆 DNA突变检测结直肠癌的小规模研究，研究主要集中于

Kras基因点突变检测，但结直肠癌的实际检出灵敏度只有 43

%以下（特异性 >93 %）。与粪便检测不同的是，随后的研究尝

试将多个 DNA 突变标志物或 DNA 突变与甲基化标志物结

合，但检测灵敏度均未得到提升。2005 年，Diehl 等利用

BEAMing技术对血浆 APC突变进行检测，对早期结直肠癌的

灵敏度达 63 %[34]。随后，该研究团队对同一批病人分别进行了

基于粪便样本和血液样本的突变检测，结果粪便样本的检测灵

敏度为 92 %，而血液样本的检测灵敏度仅有 50 %[22]。

大量针对血浆 DNA 异常甲基化检测的研究中，septin 9

（SEPT9）基因甲基化检测研究最引人注目。SEPT9基因编码一

种与细胞分裂和细胞周期控制相关的 GTP结合蛋白。2008年

发表的一篇初期研究表明，通过测定病人血浆当中 SEPT9甲
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基化水平，对结直肠癌的检测灵敏度和特异性分别为 72 %和

90 %[35]。随后的进一步验证中，该甲基化标志物的灵敏度和特

异性达到了 90 %和 88 %[36]。目前，已有三种基于检测血浆中甲

基化 SEPT9 基因的结直肠癌筛查试剂盒面市：Epi proColon

（Epigenomics），ColoVantageTM（Quest Diagnostic）和 RealTime

ms9（Abbott）。2014年发表的一项基于 7941名无症状、一般风

险受试者的研究表明，Epi proColon对结直肠癌的检测灵敏度

为 48.2 %，特异性 91.5 %，但对晚期腺瘤的检出率仅为 11.2 %
[37]。同年发表的另一项基于 8000人的研究表明，Epi proColon

对结直肠癌的检出率为 68 %，但假阳性率高达 20 %[38]。考虑到

成本效益问题，这样的结果使得 Epi proColon相对其他检测方

法并无优势可言。但 Epigenomics公司声称其产品面向的是尚

未接受结直肠癌筛查的人群，他们相信结直肠癌 "一滴血 "式

的检测能够减少筛查阻力。2014年 6月，美国 FDA拒绝通过

Epi proColon，并要求公司提供 Epi proColon能够提高受试者

依从性的证据。半年后，Epigenomics即开展了一项研究，研究

者将选择曾经受邀进行结直肠癌筛查但最终未参加的人，随机

提供给他们家用 FIT检测或 Epi proColon血液检测，并记录受

试者的选择情况，公司希望通过这项研究回答 FDA提出的问

题。目前，CFDA已批准 Epi proColon在国内的上市销售。

3 总结与展望

作为结直肠癌筛查的传统方法，结肠镜检查有着自身不可

克服的缺点，即使在应用广泛的美国，由于其侵入性和肠道准

备时的不适感，有超过半数人不愿接受肠镜检查。而近年来结

直肠癌无创筛查技术取得了令人瞩目的快速发展，多种基于粪

便和血液的非侵入性筛查技术表现出了很高的潜力。本文系统

地回顾了近年来结直肠癌无创筛查技术的研究进展，并对基于

不同标志物的筛查方法进行了总结和对比。

总的来讲，尽管非侵入性筛查技术发展迅速，一些问题仍

制约着其推广普及。例如，多数高灵敏度和特异性的筛查方法

涵盖的生物标志物数目过多，增加了标志物富集与检测的成

本，导致其费用昂贵（例如，Cologuard标价为 599美元，其中医

保承担 493美元）。受试者和医疗保障系统为了将筛查费用控

制在可承受的范围内，不得不将两次筛查之间的时间间隔延

长，不利于对疾病的及时监控。为减少不必要的检测成本，则需

要研究人员不断筛选更优的生物标志物，从而减少标志物数

目，建立最高效的标志物组合。另一方面，生物标志物（如粪便

DNA、RNA）的富集提取方法不稳定，直接影响着检测方法的

灵敏度 / 特异性。不同课题组为得到高质量的粪便或血液

DNA/RNA，采取了不同的提取策略：基于磁珠或基于电泳的特

异性探针捕获是有效的标志物富集手段[39]，但缺乏通用性；基

于离心柱纯化膜的商品化提取试剂盒通用性强[40]，但对标志物

的选择性差。如何简化标志物提取流程，提高提取特异性和稳

定性，是提升结直肠癌无创筛查技术性能所需克服的又一问题。

尽管如此，可以预见的是，随着检测技术不断进步，新的生

物标志物不断被发掘，非侵入性检测方法将向着高通量、低成

本、自动化的方向发展，粪便检测和血液检测的结合也成为新

的可能。届时，非侵入性的检测方法有可能依靠更高的灵敏度 /

特异性及更易被接受的检测方式，逐步取代结肠镜检查成为结

直肠癌筛查的主流检测方法。
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