
 
 
 

    2017 年  第 62 卷  第 9 期：859 ~ 870 

  
 

 
引用格式: 许爱君, 王子月, 张春阳. 肿瘤生物标志物的超灵敏检测研究进展. 科学通报, 2017, 62: 859–870 

Xu A J, Wang Z Y, Zhang C Y. Advance in development of methods for sensitive detection of tumor-related biomarkers (in Chinese). Chin Sci 
Bull, 2017, 62: 859–870, doi: 10.1360/N972016-01326 

© 2017《中国科学》杂志社  www.scichina.com   csb.scichina.com 

《中国科学》杂志社 
SCIENCE CHINA PRESS 

  

自然科学基金项目进展专栏 评 述 

肿瘤生物标志物的超灵敏检测研究进展 

许爱君†, 王子月†, 张春阳* 

山东师范大学化学化工与材料科学学院, 济南 250014 

† 同等贡献 

* 联系人, E-mail: cyzhang@sdnu.edu.cn 

2016-11-30 收稿, 2017-02-03 修回, 2017-02-10 接受, 2017-03-10 网络版发表 

国家杰出青年科学基金(21325523)和科技部重点领域创新团队计划(2015RA4024)资助 

  

摘要    肿瘤是严重威胁人类健康的高发病率和高死亡率疾病. 肿瘤生物标志物是反映肿瘤的发生和发展、监测

肿瘤对治疗反应的一类物质. 肿瘤生物标志物的超灵敏检测有助于肿瘤的早期诊断和临床治疗. 近年来, 肿瘤生

物标志物的检测方法研究迅猛发展, 成为国内外研究的热点. 本文对最新发展的肿瘤生物标志物检测方法进行了

全面综述, 着重介绍了比色法、质谱法、荧光分析法、化学发光、表面增强拉曼散射、电化学分析法和单分子检

测, 并对肿瘤生物标志物检测方法的发展方向做了展望. 
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肿瘤是生物体内组织细胞异常增生分裂失控后

而形成的新生物 [1]. 在多种因素(如来自于外部的离

子辐射、致癌化学试剂、病毒感染和来自内部的遗传

因素、肿瘤免疫、内分泌因素等)的长期作用下[2,3], 机

体局部组织的细胞在基因水平上失去对其生长的调

控, 导致单克隆性异常增生而形成局部肿块, 以至破

坏正常组织器官的结构并影响其功能 [4,5]. 肿瘤严重

危害人体健康, 是造成人类死亡的重要原因[6]. 大量

研究证实 , 早期诊断和早期治疗是防治肿瘤与降低

死亡率的最有效办法 . 因此肿瘤生物标志物的超灵

敏检测成为癌症临床诊断和治疗的迫切要求[7].   

肿瘤生物标志物是指在肿瘤发生和发展过程中, 

由肿瘤细胞本身合成、释放, 或因机体对肿瘤细胞反

应而产生或升高的一类物质[8]. 肿瘤生物标志物存在

于肿瘤患者的细胞、血液、体液和组织中, 可反映肿

瘤的存在和生长, 并应用于临床肿瘤的早期诊断、治

疗监测和预后判断 [9]. 自1963年Abelev发现甲胎蛋

白[10]、1965年Gold和Freeman发现癌胚抗原后[11], 肿

瘤生物标志物的检测开始应用于临床诊断 . 常用的

肿瘤生物标志物可分为两类: (1) 肿瘤细胞内生物标

志物 , 如miRNA[12]、端粒酶 [13]和转录因子 [14]等 . 

miRNA是一类非编码小分子单链RNA, 参与转录后

基因表达调控 [15]. miRNA的异常表达与癌症等疾病

的发生和发展密切相关 [16,17]; 端粒酶是一种核蛋白

逆转录酶 , 负责将重复序列TTAGGG添加在染色体

末端, 增强细胞的增殖能力[18]. 在肿瘤细胞内, 端粒

酶 活 性 被 激 活 , 导 致 细 胞 无 限 分 裂 , 引 发 癌

症 [19,20,21]; 转录因子是与特定序列专一性结合的蛋

白质, 可控制基因的转录. 转录因子的异常表达可导

致癌症等重大疾病的发生[22]. (2) 肿瘤细胞膜上的生

物 标 志 物 , 如 上 皮 膜 抗原 (EMA)[23] 和 癌 胚 抗 原

(CEA)[24]等. EMA是从人乳中脂肪球膜上提取的一种

糖蛋白, 可作为上皮源性肿瘤的标志物[25]; CEA[26]是

从结肠癌中分离出来的一种酸性糖蛋白 , 不受肿瘤

分化程度影响 , 作为上皮性肿瘤的重要标志物常用

于胃肠道癌的检测[27].  
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传统的肿瘤生物标志物检测方法主要基于免疫

组织化学技术 [28]和聚合酶链反应技术 [29,30]. 这些方

法存在成本高、检测灵敏度低、耗时长以及实验操作

繁琐等问题. 近年来研究者将质谱[31~33]、恒温扩增、

化学发光[34,35]、表面增强拉曼[36~38]、电化学[39~41]、单

分子检测技术[42~45]和新型纳米材料(如纳米金和量子

点)[46~48]及荧光染料[49~54]相结合, 发展了一系列新的

检测方法, 为重大疾病的早期诊断、治疗监测和预后

判断提供了新工具. 本文结合本课题组的工作, 对近

年来肿瘤标志物检测方法的研究进展进行较为全面

的评述.  

1  肿瘤生物标志物的检测方法 

1.1  比色法 

比色法通过可视化的颜色变化对生物标志物进

行定量分析, 具有简单、直观和成本低等优点. 常用 

的比色分析法利用纳米金凝聚可以变色的光学特

性[55]. Zhang等人[14]将恒温指数扩增(exponential am-

plification reaction, EXPAR)和纳米金介导的比色法

相结合, 用于检测宫颈癌细胞内的转录因子. 如图1

所示 , 在转录因子存在时 , 双链DNA底物在核酸外

切酶III(Exonuclease III, Exo III)的作用下变为单链

DNA. 该单链DNA可与DNA模板结合 , 作为引物启

动聚合酶扩增反应 , 产生具有切刻内切酶位点的双

链DNA. 随后在切刻内切酶作用下启动循环链置换

反应 , 产生大量新DNA引物 . 新DNA引物能与DNA

模板结合 , 启动新一轮聚合和酶切循环 , 产生大量

DNA引物 . 该DNA引物可作为报告探针 , 与相邻两

个纳米金颗粒(AuNP)上的DNA互补序列杂交, 导致

AuNP聚集, 溶液颜色由红色变为紫色. 该方法无需

荧光标记, 肉眼可视, 检测限可达3.8 pmol/L, 灵敏

度比基于AuNP的传统比色法提高4个数量级.  

适配体与纳米材料相结合 , 可用于肿瘤标志物 

 

图 1  基于EXPAR的比色法检测转录因子示意图[14] 
Figure 1  Schematic illustration of EXPAR-based colorimetric assay for the detection of transcription factors[14] 
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的超灵敏检测. Yu等人[46]利用信使DNA(mDNA)和磁

珠(MB)修饰的适配体(Apt)制备mDNAs-Apt-MBss复

合物 , 用于检测人子宫颈癌细胞(HeLa)和人乳腺癌

细胞 (MCF-7)等多种肿瘤标志物 . 当肿瘤细胞存在

时 , mDNAs-Apt-MBss复合物构型发生改变 , 释放5

种mDNA, 实现第1次信号扩增 . 释放的mDNA吸附

在AuNP表面 , 有效避免凝聚沉降 . 经磁性分离 , 

mDNA和磁珠修饰的连接DNA(Linker-DNA-MBs)及

限制性核酸内切酶混合, 启动循环扩增反应, 产生大

量单链 DNA. 单链 DNA吸附在 AuNP 表面 , 导致

AuNP无法聚集, 溶液呈红色. 该检测方法具有可视

化、操作简单和灵敏度高等优点, 检测限可达4个细

胞/mL. Hosseini课题组 [47]利用基于适配体的比色法

检测MCF-7细胞膜上的核仁蛋白 . 当MCF-7细胞存

在时 , 核仁蛋白与核仁蛋白适配体的结合能有效阻

止AuNP表面上的单链DNA探针杂交形成二聚体, 溶

液呈红色 . 当MCF-7细胞不存在时 , 适配体与AuNP

上的单链DNA探针杂交 , 导致溶液变为紫色 . 该方

法的检测限可达10个细胞/mL. Ray课题组 [48]利用抗

体和适配体修饰纳米金 , 用于特异性识别MCF-7细

胞. MCF-7细胞存在时, 溶液由红色变为紫色, 可实

现MCF-7细胞的定量检测.  

1.2  质谱法 

质谱分析是常用的定量检测方法之一 . 电感耦

合等离子体质谱 (inductively coupled plasma mass 

spectrometry, ICP-MS)因检测范围广、分辨率高和检

测限低等优点被广泛应用于肿瘤标志物的定量分

析 [56]. AuNP常作为元素标记物用于ICP-MS分析 [57]. 

Lv课题组 [31]将ICP-MS和AuNP相结合 , 用于检测抗

原CEA. 如图2所示, 他们将CEA第一抗体固定在聚

苯乙烯微量滴定板表面. AuNP修饰的CEA第二抗体

和CEA第一抗体共同特异性识别抗原CEA, 形成三

明治复合体. 随后加入Ag+和对苯二酚, AuNP能催化

还原Ag+为Ag, 产生大量Ag, 酸溶后可检测到增强

ICP-MS信号. 该方法操作简单、成本低、灵敏度高, 

检测限可达0.15 pmol/L.  

Hu课题组[32]将杂交链式反应(hybridization chain 

reaction, HCR)扩增和AuNP引发的双重信号放大与

ICP-MS相结合, 用于检测肿瘤细胞, 检测限可达15

个细胞. 另外, Hu课题组[33]将磁珠分离与ICP-MS相

结合, 将anti-CD2修饰的AuNP和anti-CD3修饰的磁 

 

图 2  (网络版彩色)基于AuNP辅助的免疫反应和银介导的信号放大

检测人类CEA原理图[31] 

Figure 2  (Color online) Schematic illustration of sandwich immuno-
assay and silver amplification for the detection of human CEA using 
AuNP tags[31] 

珠分别作为检测探针和捕获探针 , 用于检测人外周

血白血病T细胞标志物 . 该检测方法快速且操作简

单, 检测灵敏度可达86个细胞. 

1.3  荧光检测 

荧光法可实现对肿瘤标志物的定量分析 . 本课

题组[49]将滚环扩增(rolling circle amplification, RCA)

与SYBR Green II荧光染料相结合 , 用于检测肺癌

miRNA. 如图3所示, 靶miRNA可与发夹探针部分序

列互补结合, 展开发夹探针, 露出与环形模板互补的

序列 . 在DNA聚合酶作用下 , 露出的互补序列可作

为引物, 引发RCA反应, 产生大量单链DNA. SYBR 

Green II染料能与单链DNA结合, 产生增强荧光信号, 

实现对靶miRNA定量检测. 该方法操作简单、灵敏度

高 , 检测限可达10 fmol/L, 可用于临床非小细胞肺

癌样品分析.  

本课题组[50]还利用免淬灭荧光法检测肺癌组织

中的miRNA. 靶miRNA可作为引物与2-氨基嘌呤修

饰的分子探针结合 , 在DNA聚合酶协助下 , 启动聚 
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图 3  基于发夹探针的滚环扩增法检测miRNA示意图[49] 

Figure 3  Schematic illustration of the hairpin probe-based rolling circle amplification (HP-RCA) for miRNA assay[49] 

合延伸反应 , 置换掉靶miRNA, 生成带有两个切刻

内切酶识别位点的双链DNA. 在切刻内切酶和核酸

外切酶作用下, 2-氨基嘌呤修饰的分子探针被切割和

消化 , 释放2-氨基嘌呤分子 , 产生荧光信号 . 当靶

miRNA不存在时, 切刻内切酶和核酸外切酶不会对

2-氨基嘌呤修饰的分子探针进行切割和消化 , 无荧

光信号产生 . 该方法无需引入淬灭剂 , 检测灵敏度

高, 可达0.3 fmol/L, 可用于临床非小细胞肺癌样品

中let-7a miRNA的分析.  

荧光共振能量转移(fluorescence resonance ener-

gy transfer, FRET)是指激发供体荧光团, 诱导受体发

色团发光的非放射性过程 [58], 可用于肿瘤标志物的

检测 . 本课题组 [51]将恒温指数扩增和FRET相结合 , 

用于HeLa细胞内端粒酶活性分析. 如图4所示, 端粒

酶能识别 D N A引物序列 ,  将大量端粒重复序列

(TTAGGG)添加到引物序列的3′末端, 形成一条长单

链DNA. 随后加入的反向引物能与端粒酶的延伸产

物互补结合 , 在DNA聚合酶作用下 , 引发聚合延伸

反应 ,  形成带有两个切刻内切酶识别位点的双链

DNA, 在切刻内切酶作用下引发循环链置换反应, 释 

 

图 4  基于恒温指数扩增的DNA酶生物传感器检测端粒酶活性示意

图[51] 

Figure 4  Schematic illustration of a telomere-triggered isothermal 
exponential amplification-based DNAzyme biosensor for the detection 
of telomerase activity[51] 

放大量DNA 酶. DNA 酶可与游离的引物序列结合, 

引发新一轮聚合、酶切和释放, 触发指数扩增反应, 
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生成大量DNA酶. DNA酶与修饰有荧光分子和淬灭

分子的发夹探针结合, 在辅因子Pb2+催化下, 发夹探

针被切割 , 导致荧光分子和淬灭分子分离 . 释放的

DNA酶可结合新的发夹探针并被切割 , 产生放大的

荧光信号 . 当端粒酶不存在时 , 发夹探针不会被切

割 , 无荧光增强信号被检测 . 由于引入两步信号扩

增, 该方法检测限范围跨越11个数量级(0.1 amol/~10 

nmol/L), 可检测到单个细胞中端粒酶活性 . Xie等

人[52]将DNA酶探针和分子信标相结合, 利用FRET实

现了对肝癌细胞内mRNA的检测 . 该方法具有信噪

比高和特异性好等优点, 检测限达3.2 nmol/L. 

Cai等人[53]基于Tb3+结合单链DNA探针可增强荧

光信号的原理 , 利用DNA适配体识别细胞表面蛋白

MUC1, 分析MCF-7细胞中MUC1含量 . 该方法无需

固定、标记和修饰, 成本低, 检测灵敏度可达70细胞/ 

mL. Kuang课题组 [54]利用手性等离子纳米金字塔结

构探针分析HeLa细胞和MCF-7细胞中的miRNA, 检

测限可达0.12 fmol/10 µg RNA.  

1.4  化学发光检测 

化学发光分析法是根据化学反应产生的光辐射

来确定物质含量的痕量分析方法 , 具有灵敏度高和

无需激发等优点[59]. 本课题组[34]将EXPAR与化学发

光相结合 , 用于检测 HeLa细胞和人乳腺癌细胞

(MDA-MB-231)中端粒酶活性 . 如图5所示 , 端粒酶

催化端粒重复序列(TTAGGG)加到引物3′末端, 形成

恒温扩增模板 . 在反向引物、DNA聚合酶共同作用

下, 启动聚合延伸反应, 生成含有3个切刻内切酶识

别位点的双链DNA. 随后在切刻内切酶作用下 , 双

链DNA被切割 , 引发循环链置换反应 , 释放大量触

发物、DNA酶和富含G的端粒重复序列. 触发物可与

端粒酶引物结合, 引发新一轮聚合、酶切、释放, 触

发EXPAR, 生成大量DNA酶和富含G的端粒重复序

列. DNA酶和富含G的端粒重复序列与氯高铁血红素

(hemin)作用 , 形成氯高铁血红素-G-四联体复合物 . 

在鲁米诺(luminol)和过氧化氢(H2O2)共同作用下, 氯

高铁血红素-G-四联体复合物产生化学发光信号. 当

端粒酶不存在时, 两级恒温扩增反应无法启动, 无化

学发光信号产生. 该方法可超灵敏检测端粒酶活性, 

检测范围跨越10个数量级(0.1 amol/L~1 nmol/L), 检

测限达0.1 amol/L, 能在单细胞水平上检测端粒酶活

性, 且无需标记、热循环和分离等繁琐操作步骤.  

 

图 5  由端粒酶诱导的两级恒温扩增介导的化学发光法检测端粒酶

活性示意图[34] 

Figure 5  Schematic illustration of telomeres-induced two-stage iso-
thermal amplification-mediated chemiluminescence assay for sensitive 
detection of telomerase activity[34] 

Wu课题组 [35]将石墨烯半导体量子点 (graphene 

quantum dots, GQDs)与化学发光相结合 , 用于检测

口腔癌细胞的生物标志物CA-125. 当抗原CA-125不

存在时 , 辣根过氧化物酶(HRP)标记的抗体Ab-HRP

和GQDs上的捕获抗体(cAb)之间存在静电排斥 , 导

致Ab-HRP远离GQDs. HRP酶催化H2O2产生活性氧化

鲁米诺, 生成激发态电子, 当电子跃迁回基态时产生

化学发光信号 . 当CA-125抗原存在时 , 形成GQDs- 

cAb-CA-125-Ab-HRP三明治结构, HRP酶催化产生的

二价阴离子和GQDs之间发生能量共振转移, 化学发

光淬灭. 该方法灵敏高, 检测限可达0.05 U/mL.  

1.5  表面增强拉曼散射检测 

表面增强拉曼光谱 (surface enhanced Raman 

spectroscopy, SERS)具有光谱带窄、光褪色慢等优

点[60]. 本课题组[36]将EXPAR和SERS技术相结合, 用

于非小细胞肺癌中miRNA的定量分析 . 如图6所示 , 

靶m i R N A与E X P A R模板上X序列互补结合 ,  在

Vent(exo-)DNA聚合酶和切刻内切酶作用下进行聚合

延伸、酶切, 释放大量DNA触发物. DNA触发物可与

EXPAR模板T序列结合, 启动新一轮聚合、酶切, 引  
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图 6  基于EXPAR的SERS法检测miRNA示意图[36] 

Figure 6  Schematic illustration of EXPAR-based SERS for miRNA 
assay[36] 

发EXPAR反应, 最终产生大量DNA触发物. DNA触

发物与报告探针和AuNP修饰的捕获探针形成三明治

结构 , 产生增强SERS信号 . 该方法具有良好选择性

和较高灵敏度, 检测限可达0.5 fmol/L, 可进一步应

用于细胞内多种miRNA的同时检测. 

Kim课题组 [37]设计了一种新型纳米探针 , 用于

表面增强拉曼散射(surface-enhanced resonance Raman 

scattering, SERRS)分析MCF-7细胞膜上的生物标志

物. 该纳米探针由Ag纳米壳(Ag nanoshell, AgNS)和

氧化石墨烯构成. Ag纳米壳为拉曼活性纳米结构, 氧

化石墨烯可作为拉曼报告分子. 该探针无细胞毒性, 

能够在单个微粒水平上检测SERRS信号 . Yang课题

组 [38]将纳米银颗粒包裹的单层碳纳米管复合材料

(SWNT@AgNPs) 与 SERS 技 术 相 结 合 , 用 于 检 测

MCF-7细胞提取物中的miRNA, 检测限可达5 pmol/L.  

1.6  电化学检测 

电化学传感器可实现对肿瘤生物标志物的快速、

低成本、高灵敏检测[61]. Kelley课题组[39]利用DNA离

合器探针(DNA clutch probes, DCPs)对黑色素瘤和肺

癌患者的循环肿瘤DNA(ctDNA)进行超灵敏检测. 如

图7所示, 双链DNA高温退火形成两条单链DNA, 其

中一条单链DNA与DCPs杂交, 阻止重新聚合成双链

DNA. 随后肽核酸(PNA)与野生型单链DNA杂交, 导

致只有靶突变单链DNA呈单链状态 . 靶突变单链

DNA能与PNA探针杂交, 引发芯片产生电化学信号. 

该方法检测时间短、特异性强、灵敏度高, 能够分辨

100 pg/L野生型DNA中1 pg/L突变体.  

Qu课题组[40]设计了一种基于苝四羧酸(PTCA)功

能化的石墨烯电化学传感器 , 用于区分HeLa细胞、

MDA-MB-231细胞和正常细胞. PTCA的疏水性阻止

石墨烯聚合 [62], 表面带负电的羧基基团维持石墨烯

的共轭体系 [63]. 氨基修饰的AS1411适配体通过碳二

亚胺介导的湿化学法 [64]与PTCA联合 , 形成适配体- 

PTCA纳米复合物, 可特异性捕获肿瘤细胞. 该法操

作简单, 无需任何标记, 电极经简单水洗后可重复使

用, 检测灵敏度可达1000细胞. Chen课题组[41]发展了

一种基于适配体信号放大的电化学传感器 , 用于

MCF-7细胞膜上生物标志物的检测. 该方法利用DNA

步行者(DNA walker)进行检测, 操作简单, 无需标记、

无需蛋白酶和DNA酶, 检测灵敏度高, 可达47个细胞.  

 

图 7  离合器探针法检测ctDNA示意图[39] 

Figure 7  Schematic illustration of clutch probe strategy for ctDNA assay[39] 
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1.7  单分子检测  

单分子检测技术能够在单分子水平上对肿瘤标

志物进行超灵敏检测, 具有信噪比高、样本需求量少

等优点 [65]. 量子点(QD)荧光量子产率高, 稳定性好, 

抗漂白能力强, 广泛应用于单分子检测[66,67]. 本课题

组 [42]发展了基于单个量子点的生物传感器 , 用于检

测HeLa细胞内端粒酶活性. 如图8所示, 端粒酶将重

复序列(TTAGGG)添加到引物3′末端 , 同时将Cy5分

子组装到DNA链上形成一条Cy5标记的单链DNA. 

Cy5标记的单链DNA与生物素修饰的捕获探针形成

双链DNA, 自组装到链霉亲和素修饰的QD表面, 形

成Cy5-双链DNA-QD纳米复合体 , 导致Cy5和QD之

间发生FRET, 产生Cy5荧光信号 . 该方法检测灵敏

度高, 所需样品量少, 无需复杂的热循环, 检测限可

达7细胞/L.  

本课题组[43]进一步将基于单个QD的生物传感器

用于检测肺癌细胞中DNA点突变 . 点突变与癌症的

发生和发展密切相关 [68]. 该方法利用聚合延伸反应

和核酸内切酶的切刻特异性 , 准确区分靶突变体与

野生型序列, 检测限可达5.3 amol/L. 本课题组[44]还

将适配体与单分子检测相结合 , 用于同时检测不同

种类肺癌细胞 . 该方法具有灵敏度高、样品需求量

少、无需扩增等优点, 可应用于临床上肺癌的分型研

究[69]. 另外, Nie课题组[45]将特异性抗体标记的不同

颜色纳米探针与单分子检测相结合, 用于检测Raji-B

细胞. 该方法无需扩增, 无需洗涤和分离步骤, 可进

一步用于超灵敏检测病毒.  

2  结论和展望 

肿瘤生物标志物是由肿瘤细胞产生、与肿瘤性质

密切相关的物质 , 它的存在或含量的变化可反映肿

瘤的发生和发展状况 . 肿瘤生物标志物的超灵敏检

测有助于肿瘤的早期诊断、疗效监测和预后判断 [9]. 

目前 , 常用于临床早期诊断的肿瘤标志物包括

miRNA[12]、端粒酶[13]、CEA[24]等. 近年来, 肿瘤标志

物检测的方法研究取得了较大进展 , 各种方法各具

特点. 比色法操作简单, 结果直观[14]; 荧光分析法灵

敏度高, 应用范围广[49]; 电化学分析法简单快速, 成

本低 [39]; 单分子检测法信噪比高 , 样品需求量

少[42~45]. 表1对本文概述的肿瘤生物标志物检测方法

进行了比较.  

目前肿瘤生物标志物的检测正逐步向简单、快

速、超灵敏和活细胞原位实时检测方向发展, 并呈现

以下趋势: (1) 纳米材料的应用. 与传统的有机染料

相比 , 量子点等纳米颗粒在可调谐光发射、信号强

度、光稳定性以及生物相容性等方面存在优势[70,71]. 

由纳米颗粒与生物识别分子(如多肽、抗体和核酸等)

构建新型荧光分子探针 [72,73], 成为肿瘤生物标志物

检测研究的新方向. 另外, 纳米结构具有规则的几何

形状、稳定的结构和较好的旋光性[74], 在发展智能生

物传感器方面存在巨大潜能[75,76]. (2) 核酸适配体的

应用. 与抗体探针相比, 核酸适配体存在方便合成、特

异性强、稳定性好和毒性小等优点[77]. 基于核酸适配

体的生物传感器有望为肿瘤生物标志物检测提供便

携经济的设备[40,78,79]. (3) 扩增技术的应用. 滚环扩 

 

图 8  (网络版彩色)基于单个QD的生物传感器检测端粒酶活性示意图[42] 

Figure 8  (Color online) Schematic illustration of single QD-based biosensor for telomerase assay[42] 
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表 1  肿瘤生物标志物检测方法的比较 
Table 1  Comparison of the methods for the detection of tumor-related biomarkers 

方法 优势 检测物 检测限 文献 

比色法 通过可视化的颜色变化对生

物标志物进行定量分析 , 

简单、直观、成本低 

HeLa细胞内转录因子 3.8 pmol/L [14] 

 
HeLa和MCF-7细胞膜上的肿瘤生物标志物 4个细胞/mL [46] 

 
MCF-7细胞膜上的核仁蛋白 10个细胞/mL [47] 

质谱法 检测范围广、分辨率高、检

测限低 
CEA 0.15 pmol/L [31] 

 
肿瘤细胞膜上的肿瘤生物标志物 15个细胞 [32] 

 
人外周血白血病T细胞标志物 86个细胞 [33] 

荧光检测法 灵敏度高、应用范围广 肺癌miRNA 10 fmol/L [49] 

  
肺癌组织中的miRNA 0.3 fmol/L [50] 

  
HeLa 细胞内端粒酶 0.1 amol/L [51] 

  
肝癌细胞内mRNA 3.2 nmol/L [52] 

  
MCF-7细胞内MUC1 70细胞/mL [53] 

  
HeLa和MCF-7细胞内miRNA 0.12 fmol/10 g [54] 

化学发光检测法 灵敏度高、无需激发 HeLa和MDA-MB-231细胞内端粒酶 0.1 amol/L [34] 

  
口腔癌细胞CA-125 0.05 U/mL [35] 

表面增强拉曼散射检测法 光谱带窄、特异性好 非小细胞肺癌内miRNA 0.5 fmol/L [36] 

  
MCF-7细胞膜上的肿瘤生物标志物 单个微粒 [37] 

  
MCF-7细胞提取物中的miRNA 5 pmol/L [38] 

电化学检测法 快速、成本低、灵敏度高 黑色素瘤和肺癌患者的循环肿瘤DNA 1 pg/L [39] 

  
HeLa和MDA-MB-231细胞膜上的肿瘤生物标志物 1000个细胞 [40] 

  
MCF-7细胞膜上的肿瘤生物标志物 47个细胞 [41] 

单分子检测法  
信噪比高、样本需求量少、

灵敏度高 
HeLa细胞内端粒酶 7细胞/L [42] 

  
肺癌细胞内DNA点突变 5.3 amol/L [43] 

 

增(RCA)、杂交链反应(HCR)和EXPAR等核酸扩增技

术的引入 , 显著提高了检测灵敏度 . 尤其HCR技术

无需热循环 , 无需各种聚合酶或内切酶 , 稳定性

好 [80], 在肿瘤生物标志物检测研究中具有潜在应用

价值. (4) 光学传感和成像技术的应用. 光学传感和

成像技术具有无污染、灵敏度高的优点, 能够实现多

种生物标志物的同时检测 , 在肿瘤标志物的超灵敏

检测研究中具有广阔应用前景[81,82].  
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Advance in development of methods for sensitive detection of 
tumor-related biomarkers 
XU AiJun†, WANG ZiYue† & ZHANG ChunYang* 
College of Chemistry, Chemical Engineering and Materials Science, Shandong Normal University, Jinan 250014, China 
† Equally contributed to this work 
* Corresponding author, E-mail: cyzhang@sdnu.edu.cn 

Tumors are formed by the unlimited proliferation of normal cells in living body and pose a serious threat to human health 
with high morbidity and mortality. Tumor-related biomarkers are a class of substances resulting from the tumor cell 
formation, release, or the body’s response to tumor cells, which are generated and increase during tumor development 
and proliferation. Tumor-related biomarkers may be divided into two categories: one is inside cancer cells (e.g., 
microRNA (miRNA), telomerase and transcription factor) and the other is on the cancer cell membranes (e.g., epithelial 
membrane antigen (EMA) and carcino-embryonic antigen (CEA)). Tumor-related biomarkers may reflect tumorigenesis, 
progression, and the responses to drug treatment. Consequently, the sensitive detection of tumor-related biomarkers is 
essential to early clinical diagnosis and therapy. Polymerase chain reaction (PCR) and immunohistochemistry technique 
have frequently been used to detect tumor-related biomarkers, but they are usually laborious and time-consuming. In 
recent years, sensitive detection of tumor-related biomarkers has become a hot area, with great progress having been 
made. A variety of methods including colorimetric, mass spectrometry, fluorescent, chemiluminescent, surface enhanced 
Raman scattering (SERS), electrochemical and single-molecule detection approaches have been developed for sensitive 
detection of tumor-related biomarker. Colorimetric assay has significant advantages of visualization, simple operation, 
high sensitivity, and no need for delicate instruments. The advantages of inductively coupled plasma mass spectrometric 
(ICPMS) include low detection limits, low matrix effects, large dynamic ranges and high spectral resolution for elements 
and isotopes. Fluorescent method allows for the homogeneous assay of biomarkers in solution with significant 
advantages of simplicity, low cost, high sensitivity, and safety without the requirement of radioisotopes. Chemiluminescent 
assay does not require an excitation laser, and the signal interferences from the background can be efficiently avoided. 
SERS is characterized by its capability to identify target analytes with an information-rich vibrational spectrum, and its 
narrow well-resolved peaks allow for simultaneous detection of multiple targets. Electrochemical method has the 
advantage of simplicity, low cost, and high sensitivity. In comparison with conventional ensemble measurements, 
single-molecule detection possess distinct advantages of ultrahigh sensitivity, good selectivity, rapid analysis time, and 
low sample-consumption. These methods have been successfully applied for sensitive detection of DNA, miRNA and 
proteins with high sensitivity and good selectivity. 

In addition, we give a new insight into future direction of tumor-related biomarker assay including: (1) the 
construction of novel fluorescent molecular probes which consist of nanoparticles (e.g., quantum dots) and biological 
recognition molecules (e.g., peptides, antibodies, and nucleic acids) for the detection of tumor-related biomarkers by 
taking advantage of the unique optical properties of nanoparticles such as tunable light emission, high brightness and 
multicolor excitation; (2) development of aptamer-based portable biosensors for the detection of tumor-related 
biomarkers by taking advantage of unique characteristics of aptamers such as convenient synthesis and controllable 
modification, high binding affinity and specificity, good stability, low toxicity, rapid tissue penetration, and low 
variability between different batches; (3) improvement of detection sensitivity through the introduction of amplification 
approaches such as isothermal nucleic acid amplification and hybridization chain reaction; and (4) the use of optical 
sensing and imaging techniques for simultaneous detection of multiple biomarkers by taking advantage of their unique 
properties such as high sensitivity, non-use of radioactive isotopes and multiplex detection capability. 

tumor-related biomarkers, cancer, cancer cells, sensitive detection, analytical methods, future direction 
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