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摘要 结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是中国癌症相关死亡的第四大原因. 结直肠肿瘤的早期诊断可以显著降低

CRC发病率和死亡率. 结肠镜下病理活检是目前诊断结直肠肿瘤的金标准, 该方法具有侵入性、需进行麻烦的术

前肠道准备、费用较高, 导致患者依从性差. 因此, 亟需要开发结直肠肿瘤无创诊断方法来提高患者的依从性. 本

文对结直肠肿瘤无创诊断相关手段的研究进展进行了综述, 包括核酸标志物、循环肿瘤细胞和无细胞肿瘤DNA、
粪便蛋白标志物、微生物标志物、代谢组学标志物以及影像学检查等诊断方式, 介绍其原理和检测准确性, 并讨

论不同诊断方式的优势和局限性, 以及无创诊断标志物在结直肠肿瘤诊断中的未来发展趋势.
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根据最新的《中国癌症报告》, 结直肠癌(colorec-
tal cancer, CRC)是中国癌症相关死亡的第四大原因. 不
论男女, CRC发病率或病死率都位居前五, 并呈现逐年

增长的趋势, 造成了巨大的社会负担. 结直肠肿瘤主要

包括CRC和结直肠腺瘤. 结直肠腺瘤是CRC最主要的

癌前疾病. 大多数CRC起源于腺瘤性息肉, 以腺瘤——
肿瘤的发展顺序进行恶化, 其发病机制复杂多样, 由多

种遗传和环境因素协同作用. 由于CRC是一个长期、

缓慢的发展过程, 对CRC筛查可以及早发现癌前病变,
从而获得更多的治疗机会. 一项北美大型社区人口调

查发现: 2000~2015年, 筛查率的提高使得CRC年发病

率下降25.5%, 死亡率下降52.4%[1]. 在我国, CRC在全

部恶性肿瘤中的发病数量居第2位[2]. 截至2019年, 我国

通过标准化内镜筛查惠及200万人, 通过筛查发现了3.2
万例患者, 消化道肿瘤早期检出率和治愈率分别达到

72.6%和83.4%[3]. 国内外数据均证实了早期诊断的重

要性. 结肠镜下病理活检是结直肠肿瘤诊断的金标准,
但具有侵入性、麻烦的术前肠道准备及高昂的费用,
导致参与者对该检查方式的依从性远远低于无创诊断

方式. 利用粪便、血液及影像学检查等进行的无创诊

断方式受到越来越多的关注. 本文对于不同的非侵入

性结直肠肿瘤筛查诊断方法进行了综述, 还进一步比

较了它们的机制、准确性及局限性, 为它们在临床上

的应用提供理论依据.

1 核酸标志物

结直肠肿瘤细胞及其异常高表达的分子标志物可

以被分泌进入血液循环, 因此可以通过血液样本进行

检测. 在结直肠肿瘤进展过程中, 由于肠上皮细胞黏附

性降低、肿瘤生长损伤邻近细胞等因素, 粪便中脱落

细胞增加. 这些脱落的细胞携带大量的重要遗传信息,
包括水平异常的分子标志物, 因此也可以利用粪便样
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本对结直肠肿瘤进行无创检测. 核酸标志物异常情况

包括microRNA(miRNA)表达异常、DNA甲基化异常

以及基因突变. 这些异常调控或突变在CRC发展中起

重要作用, 是诊断CRC的重要分子标志物, 也可以用于

CRC的预后评估. 这里概述有望成为CRC筛查重要靶

标的来源于肿瘤细胞的RNA和DNA标志物.

1.1 miRNA

miRNA是一类由约22个核苷酸组成的非编码单链小

RNA, 参与基因表达调控及多种生理生化过程. miRNA
结构相对稳定, 不易被RNA酶降解, 很容易在体液中被

检测到, 因此是备受关注的一类生物标志物. CRC的发

生发展与一些miRNA异常高表达密切相关, 包括miR-
21、miR-29a、miR-92a等. miR-21通过抑制PTEN信号

通路促进CRC细胞增殖和侵袭[4]. miR-29a通过靶向调

节KLF4促进CRC细胞侵袭[5]. miR-92a通过调节RECK-
MMP信号通路促进CRC细胞侵袭和迁移[6]. miR-92a作
为血浆标志物, 以及miR-92a和miR-21作为粪便标志物

被第一次报道用于CRC无创诊断后, 越来越多具有

CRC诊断价值的miRNA被发现及验证. 已获得我国药

监局批准上市的“睿长太”粪便miRNA检测试剂盒, 原

理是基于粪便miR-92a水平对CRC进行诊断[7~9]. 目前

已有很多在CRC中异常表达的miRNA被报道, 然而一

些预测性miRNA对某一类型的癌症特异性不高, 而且

大多数尚未经过原理验证和试点阶段的评估. 表1总结

了CRC病人血液和粪便样本中表达水平异常升高或者

降低的miRNA相关信息, 至少有两篇相关文献进行了

交叉验证的miRNA才被归纳进来.

1.2 DNA甲基化标志物

表观遗传异常在恶性肿瘤中的病理生理作用引起

了相当多的关注. DNA甲基化是表观遗传学中重要的

调控机制, 由DNA甲基转移酶催化甲基共价结合到嘧

啶环的第5个碳原子上产生5-甲基-胞嘧啶, 从而变成甲

基化修饰的DNA. DNA异常甲基化始于CRC早期,包括

DNA低甲基化和DNA高甲基化, 共同参与CRC的发展.
近年研究证实, 抑癌基因的高甲基化具有CRC诊断潜

力. 不论是国外还是国内, 已有基于DNA甲基化检测

的商业化产品. 例如由美国食品药品监督管理局批准

上市的“Cologuard”是一种替代性粪便检测, 原理是对

粪便中NDRG4和BMP3超甲基化、KRAS突变、β-肌动

蛋白基因和免疫法粪便隐血检测(FIT)等进行多靶点检

测[27,28]. 与单项FIT相比, 该产品对CRC和进展期腺瘤

的特异性略低(96.4% vs 89.9%), 但敏感性更高(分别为

73.8% vs 92.3%; 23.8% vs 42.2%)[27]. 另一项美国食品

药品监督管理局批准的血液测试“Epi proColon”, 原理

是通过聚合酶链反应检测抑癌基因SEPT9启动子区域

甲基化水平, 对CRC的敏感性为68.2%, 特异性为

80%[29]. 在我国, 由国家药品监督管理局批准上市的粪

便DNA肠癌检测产品“长安心”, 原理是检测SDC2基因

甲基化情况 . 国内最近发表的一项小样本研究称 ,
SDC2基因甲基化检测CRC的敏感性和特异性均为

93.3%[30]. 国内另一CRC无创诊断产品“艾长康”是联合

检测SDC2和TFPI2基因甲基化情况, 敏感性为95.31%,
特异性为96.67%[31]. 在国内外相关研究以及在商业化

试剂盒的开发过程中, 相关工作者付出了诸多努力来

提高筛查的准确性. 但由于费用较高、成本效益较低

等缺陷, 推广应用于大规模CRC筛查仍然存在困难.

1.3 DNA突变

DNA突变引起的遗传性改变可导致原癌基因的突

变激活以及抑癌基因的突变失活. CRC中常见的突变

基因有APC、KRAS、PIK3CA、DCC、SMAD4和TP53
等. 抑癌基因APC功能丧失突变是CRC发生的早期事

件之一, 约85%的CRC存在APC突变. 而癌基因KRAS突
变广泛存在于CRC中, 在早期和晚期CRC其突变率相

似 (40% vs 41%)[32,33] . 大部分KRAS突变导致KRAS蛋
白结构性激活, 持续刺激下游促进细胞增殖和存活的

信号通路. 基因突变导致的APC功能丢失和KRAS激活

协同作用诱导CRC发生和耐药性[34], 增加治疗难度. 已
上市产品“Cologuard”就涉及对KRAS突变进行检测[27].
CRC患者中其他基因的突变率通常较低, 因此将基因

突变作为诊断标志物理论上特异性高, 敏感性低. 当前

大多数研究主要关注利用DNA 突变(如 BRAF、
KRAS、TP53和APC突变)预测肿瘤转移[35]

、预后[36]以

及抗癌药物的应答等风险[37].

2 循环肿瘤细胞和无细胞肿瘤DNA

循环肿瘤细胞(circulating tumor cell, CTC)是指脱

离实体瘤原发灶进入外周血循环的肿瘤细胞. 循环肿

瘤细胞可以借由血液循环扩散至其他器官, 是形成肿

瘤远端转移的重要机制. 循环肿瘤细胞与CRC临床分

期有关, 可用于CRC的诊断、预后以及个体化治疗方

案的制定[38]. CRC患者血液中循环肿瘤细胞显著高于
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健康受试者, 当临界值设置为每3.2毫升血液样本中有2
个循环肿瘤细胞时, 该检测对CRC的敏感性和特异性

分别为83.05%和100%[39]. 循环肿瘤细胞在外周血中分

布极其稀少. 虽然可以通过细胞表面的EpCAM为靶标

用相应抗原富集浓缩, 但由于循环肿瘤细胞自身的异

质性、肿瘤转移过程中的上皮-间质转化引起的表面

抗原丢失等原因, 均会导致富集效率低. 另一方面,
CRC 组织分化程度和个体化差异可能会影响循环肿

瘤细胞计数值[40]. 肿瘤低分化的患者循环肿瘤细胞计

数值一般更高[41]. 在CRC早期诊断中应用循环肿瘤细

胞技术, 还需要进一步开发CRC特异性循环肿瘤细胞

标志物和下游技术.
循环游离DNA(circulating free DNA, cfDNA), 也称

无细胞DNA, 是细胞凋亡坏死后释放到血管中的游离

DNA片段. 健康人血浆和血清中循环的无细胞DNA主

要来源于正常血细胞的死亡. 癌症患者有一部分无细胞

DNA是肿瘤衍生的, 称为无细胞肿瘤DNA. 无细胞肿瘤

DNA包括同个肿瘤病灶多个区域或不同肿瘤病灶释放

的DNA. 癌症病人随着肿瘤分期的进展, 血浆中无细胞

肿瘤DNA含量上升, 通过对样本进行实时荧光定量聚合

酶链式反应(qPCR)分析cfDNA含量可以评估肿瘤负荷

情况[42]. 在三项使用CellMax仿生平台的研究中, 循环肿

表 1 CRC病人血液及粪便中表达水平异常升高或者降低的miRNAa)

Table 1 The dysregulation of miRNA in blood and feces of CRC patients

miRNA标志物 样本类型
CRC中异
常情况

样本量(健康
对照/CRC患

者)
敏感性(%) 特异性(%) AUC 定量方法 国家/区域 参考文献

miR-21 血清 上调
60(20/40)
80(40/40)

88.9
86.0

83.3
73.0

0.863
0.783

qRT-PCR
qRT-PCR

中国
伊朗

[10]
[11]

miR-92a和
miR-92a-1

血浆
血清

上调
900(379/521)
216(68/148)

76.0
81.8

64.0
95.6

0.772
0.914

qRT-PCR
qRT-PCR

中国、西班
牙、德国

中国

[12]
[13]

miR-29a和miR-92a 血浆 上调 179(59/120) 83.0 84.7 0.883 qRT-PCR 中国 [14]

miR-92 血浆 上调 140(50/90) 89.0 70.0 ‒ qRT-PCR 中国 [15]

miR-1290 血清
血浆

上调
268(57/211)
110(30/80)

70.1
76.6

91.2
90.2

0.830
0.880

Microarray
和qRT-PCR
qRT-PCR

日本
中国

[16]
[17]

miR-20a 血清
血浆

上调
154 (24/130)
100 (50/50) ‒ ‒ 0.788

0.736

miScript
miRNA PCR

array
qRT-PCR

埃及
中国

[18]
[19]

miR-21和miR-92a 血清 上调 280 (80/200) 68.0 91.2 0.847 qRT-PCR 中国 [20]

miR-21、miR-29a、
miR-92a、miR-125b

和miR-223
血清 上调 178(78/100) 84.7 98.7 0.952 qRT-PCR 中国 [21]

miR-24、miR-320a
和miR-423–5p 血浆 下调 241(130/111) 90.7 70.8 0.941 qRT-PCR 中国 [22]

miR-223和miR- 92a 血浆 上调 398(183/215) 75.8 70.5 0.780 qRT-PCR 中国 [7]

miR-21 粪便 上调
189(101/88)
80(40/40)

55.7
86.0

73.3
81.1

0.640
0.829

qRT-PCR
qRT-PCR

中国
伊朗

[8]
[11]

miR-92a 粪便 上调
58(29/29)
189(101/88)

89.7
71.6

51.7
73.3

0.760
0.780

qRT-PCR
qRT-PCR

韩国
中国

[9]
[8]

miR-144* 粪便 上调
58(29/29)
105(40/65)

78.6
74.3

66.7
87.2

0.770
0.829

qRT-PCR
qRT-PCR

韩国
意大利

[9]
[23]

miR-135b和miR-
135b-5p 粪便 上调

213(109/104)
106(29/77)

78.0
96.5

68.0
74.1

0.790
0.870

qRT-PCR
qRT-PCR

中国
中国

[24]
[25]

miR-135b 粪便 上调 80(40/40) 92.2 87.7 0.919 qRT-PCR 伊朗 [26]

miR-223和miR-92a 粪便 上调 447(309/138) 71.7 79.9 0.810 qRT-PCR 中国 [7]

a) “‒”为没有数据
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瘤细胞和无细胞肿瘤DNA显示出良好的诊断性能[43~45],
该平台检测原理通过涂有模拟的细胞脂质双分子层生

物芯片, 从血液样本中侦测到极为稀少的异常肿瘤细胞.
前两项研究的外周血样本中循环肿瘤细胞在癌前病变

和CRC检测中的敏感性分别为76.6%~79%, 86.9%~95%,
特异性分别86%和97.3%[43,44]. 第三项研究是检测循环

胃肠道上皮细胞和无细胞肿瘤DNA. 该研究中期结果

显示对CRC和进展期腺瘤检测敏感性分别100%和

80%, 特异性为90%[45]. 最近也有研究利用受试者血浆

中无细胞肿瘤DNA甲基化水平对健康对照与CRC患者

进行区分[46]. 无细胞肿瘤DNA不受肿瘤定位的影响, 但
其结果可能存在个体差异[47~49], 技术操作等因素(比如

分离和纯化策略)也会影响诊断的准确性[50].

3 粪便蛋白标志物

粪便蛋白标志物来源于CRC病变部位的出血以及

脱落到粪便中的细胞尤其是肿瘤细胞, 包括血红蛋

白、转铁蛋白、钙网蛋白、肿瘤细胞代谢酶等. 这些

在CRC患者粪便中水平显著升高的蛋白标志物, 具有

一定早诊价值. 目前针对这些蛋白标志物已开发出了

粪便隐血测试、酶测试等诊断技术. 蛋白质组学也逐

渐被应用于粪便蛋白标志物的研究与检测.

3.1 血红蛋白、转铁蛋白、钙网蛋白和乳铁蛋白

粪便隐血试验(FOBT)是CRC无创筛查的重要手段

之一, 包括化学法愈创木酯检测(gFOBT)和免疫法粪便

隐血检测(FIT). gFOBT是通过过氧化物酶活性检测血

红蛋白的亚铁离子. 食物干扰(如摄取食物含有动物血

液)、口腔破裂出血、消化道出血均会导致gFOBT呈
假阳性. FIT利用血红蛋白中的球蛋白与抗体结合, 不

受饮食、药物和粪便中其他成分干扰. 由于检测所需

样本量更少, 患者对FIT的依从性更高. 另外, gFOBT的
敏感度及特异度均较低, 已逐渐被FIT取代. 总的来说,
FIT 能定量检测粪便中的血红蛋白, 其全自动操作模式

输出数值化结果, 客观反映消化道出血程度, 适用于大

样本量人群普查, 已作为非侵入性手段被最广泛地应

用在CRC筛查及诊断中.
除了血红蛋白外, 还有其他粪便蛋白也可用于

CRC筛查, 但相关研究成果不多. 转铁蛋白由嗜酸性颗

粒释放, 存在于血液中, 负责与铁结合并将铁输送到全

身. 健康状态下, 胃肠道中几乎不存在转铁蛋白, 当胃

肠道出血粪便中就会出现大量转铁蛋白. 临床上常联

合检测血红蛋白和转铁蛋白, 以提高CRC的诊断准确

性[51]. 但在炎症、创伤、感染等各种以炎性反应为主

的疾病中, 转铁蛋白含量下降, 可能会导致转铁蛋白试

验检测出现假阴性. 钙网蛋白是一种可溶性蛋白, 主要

定位于内质网, 参与免疫逃逸. 它由白细胞、中性粒细

胞所释放, 可作为胃肠道炎症的生物标志物. 尽管炎症

参与了与肿瘤进展, 对于CRC的诊断, 钙网蛋白的有效

性无论是单独测量还是联合其他标志物, 尚未获得定

论[52]. 乳铁蛋白是一种非血红素铁结合糖蛋白, 是哺乳

动物宿主防御第一线的重要组成部分, 也是重要的炎

症标志物. 大肠癌病变组织周围一般有大量的炎性细

胞浸润, 能引起乳铁蛋白高表达, 该蛋白又能够跟随炎

症细胞漏至肠腔, 进一步在粪便中检测到. 虽然一些研

究发现粪便乳铁蛋白有助于检测CRC[52], 也有其他研

究持相反结论[53].

3.2 粪便中肿瘤丙酮酸激酶同工酶M2 (M2-PK)

M2-PK是糖酵解酶, 有4种同工酶, 在肿瘤细胞糖

代谢及生长中发挥重要作用. M2-PK在肿瘤组织中以

与磷酸化丙酮酸低亲和力的二聚体形式优先表达, 能

促进肿瘤细胞侵袭和转移. 在CRC和腺瘤患者中, M2-
PK可以从肿瘤细胞释放到血液或者粪便中. 多项研究

表明粪便M2-PK对CRC有一定诊断潜力, 其敏感性为

73%~92.8%, 特异性为83.3%~95.2%[54~57]. 在腺瘤检测

方面, M2-PK对直径小于1 cm的腺瘤检出率为25%
±5%; 而对直径大于1 cm的腺瘤, M2-PK检出率为47%
±24%, 均高于gFOBT[57]. 但该测试的特异性比gFOBT
略低(86.7% vs 92.2%), 增加的假阳性结果会进一步增

加后续更多结肠镜检查需求. 最近发表的一项小样本

研究中, 血清M2-PK、血清癌胚抗原检测(CEA)和糖类

抗原19-9 (CA19-9)三者联合检测CRC的敏感度为

90%[58]. 由于息肉、腺瘤、CRC中均可检测到M2-PK,
它也可以应用在非出血性肿瘤和腺瘤中[57]. 然而这个

测试也存在缺陷, 譬如炎症性肠病患者的M2-PK水平

也异常升高[57], 因此特异性较差.

3.3 基于蛋白质组学鉴定的CRC粪便差异蛋白标
志物

一项基于蛋白质组学进行的多中心研究在CRC患
者粪便中筛选出了多个差异蛋白, 构建了用于CRC早
筛的组合[59]. 该组合包括67个差异蛋白可以用于CRC
诊断, 其中有16个免疫相关蛋白与致病菌丰度呈正相
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关. 另一项基于蛋白质组学的国内研究鉴定出CRC相
关粪便差异蛋白MMP-9、RBP4、CHI3L1和C3a, 并进

一步利用Luminex技术验证了它们在CRC和腺瘤组患

者粪便中的水平显著高于正常组, 该组合诊断CRC敏
感性为91.4%, 特异度为100.0%, 诊断腺瘤的敏感度为

81.0%, 特异度为89.5%, 联合诊断CRC和腺瘤的敏感度

为83.9%, 特异度为97.4%[60]. 然而, 该研究也提到CRC
患者粪便中蛋白的差异水平存在地域和种族差异. 当

前已有研究验证了粪便蛋白标志物在CRC筛查中的应

用, 但是所检测人群队列来自中国、美国、荷兰等国

家, 均存在地域、饮食习惯和种族的差异[60~62], 因此尚

需扩大样本数量及进行多中心验证.

4 微生物标志物

4.1 粪便宏基因组标志物

随着国内外研究的深入, 肠道微生物菌群通过多

种机制影响CRC的发生. 粪便菌群结构的改变与CRC
发病率的提升显著相关[63]. 然而, 超过三分之二的粪便

细菌不能通过实验室常规技术培养. 越来越多研究使

用基于DNA测序和统计学工具的宏基因组学分析方法

来确定各类微生物丰度与疾病之间的关系. 已有大量

临床研究报道了CRC患者肠道微生物群失衡, 为肠道

微生物作为非侵入性CRC诊断和预后工具奠定了基础.
一项中国队列研究发现健康受试者和CRC患者的粪便

宏基因组存在差异并鉴定出多个有望用于诊断CRC的
微生物标志物[64]. 通过使用不同的注释方法, 17个微生

物基因组(integrated microbial genome, IMG)物种、7个
种水平的分子操作分类单位(species-level molecular op-
erational taxonomic units, mOTUs)和27个宏基因组连锁

群(metagenomic linkage group, MLG)在CRC中具有较

好的诊断作用, 受试者工作特征曲线下面积(AUROC,
有时也简称AUC)分别为0.86、0.89和0.96. 该研究还进

一步发现了一组20个微生物基因标志物能将CRC与健

康对照区分开来. 通过丹麦, 法国和奥地利队列研究又

进一步筛选出了4个可以区分CRC患者和健康对照组

的微生物标志物组合, 在3个地区的AUC分别为0.71、
0.72和0.77[64]. 一项西班牙队列研究发现了16个细菌属

能够区分健康对照和CRC患者 , 中位数AUROC为

0.887. 但这些标志物在区分进展期腺瘤和健康对照方

面表现不佳[65]. 另一项研究报告了类似的结果, 使用

16 种细菌对 CRC交叉验证, 大多数数据集的AUC大

于0.8, 进一步使用64个基因家族丰度水平预测得到的

AUC高于0.8[66]. 一项Meta分析对CRC粪便宏基因组以

及同源基因丰度进行了鉴定分析, AUC最低为0.8[67],
表明微生物信号是普遍的, 可以克服技术和地理差异.
总的来说, 基于宏基因组学发现的标志物采用宏基因

组技术对CRC具有很高的预测价值. 然而, 这些标志物

区分腺瘤患者和健康受试者的能力有限.

4.2 粪便细菌标志物

基于宏基因组研究发现的CRC及腺瘤中丰度异常

的细菌可作为CRC早期诊断的潜在生物标志物, 针对

这些细菌标志物开发靶向定量的技术, 有望将这些新

标志物应用于CRC无创诊断. 我们在此对目前研究较

多的细菌进行了讨论.
4.2.1 具核梭杆菌

具核梭杆菌是起源于口腔内的厌氧共生菌, 通过

招募肿瘤浸润性免疫细胞产生促炎微环境促进CRC发
展[68], 还能利用分泌的FadA黏附素激活β-catenin信号

传导[69]. 2019年《肠道微生态与大肠癌相关性研究专

家共识意见》认同具核梭杆菌与CRC的发生发展存在

相关性[70]. 具核梭杆菌在CRC患者粪便样本和原发肿

瘤组织中高度富集[71,72]. 其在组织中的丰度与肿瘤的

总生存时间显著相关, 这种趋势在IV期CRC患者中更

明显[73]. 利用粪便中具核梭杆菌的水平区分CRC患者

与健康对照组, 敏感度为72.1%~77.7%, 特异度为

79.5%~91.0%[71,74]. 当具核梭杆菌与拟杆菌、梭状芽孢

杆菌、细菌标志物m7及FIT进行合并, 该组合检测敏感

度增加至92.8%, 特异性为81.5%[74]. 具核梭杆菌与双歧

杆菌属的比例可作为CRC筛查的生物标志物, 敏感性

为84.6%, 特异性为92.3%[75]. 该比值在敏感性、特异

性、阳性预测值和阴性预测值等方面均优于单独使用

具核梭杆菌[75].
4.2.2 一个新的细菌标志物m3

通过宏基因组测序, 本团队在粪便样本中鉴定了

一个新的细菌m3[76]. 经过大样本验证, 发现细菌m3在
结直肠腺瘤和CRC患者粪便中丰度显著高于健康对照,
且呈逐渐上升趋势[76]. 该细菌m3的特异DNA序列与

Lachnoclostridium sp. YL32的基因组某一区域序列相

似度为97%. 然而同一队列中m3和Lachnoclostridium
sp. YL32丰度存在明显差异. 因此携带m3基因的细菌

物种可能是与Lachnoclostridium sp. YL32 接近的新物

种[76], 其确切的物种及其在CRC发生中的作用有待进

评 述
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一步研究. 在腺瘤检测方面, 单独使用m3优于 FIT 和其

他细菌标志物, m3的敏感性为48.0%, 而FIT或“具核梭

杆菌、梭状芽胞杆菌和拟杆菌”组合的腺瘤敏感性仅

分别为9.3%或42.2%[76]. 当m3与具核梭杆菌、梭状芽

胞杆菌、拟杆菌及FIT联合使用时, 该组合检测CRC和
进展期腺瘤的敏感度分别提高为90.9%和48.5%[76]. m3
与具核梭杆菌、梭状芽胞杆菌、拟杆菌及FIT的组合

在检测无症状非进展期腺瘤方面也明显优于F IT
(41.9% vs 0%)[77]. 此外, m3还被进一步证实能用于诊断

腺瘤复发[78]. m3、具核梭杆菌和梭状芽胞杆菌的组合

在检测腺瘤复发的AUROC为0.74 (95%CI: 0.65~0.82),
敏感性为81.3%, 特异性为55.4%, 明显高于FIT检测复

发性腺瘤的敏感性(8.3%). m3作为细菌标志物, 其变化

趋势应该在不同生活方式和饮食习惯的人群中保持稳

定. 因此需要大规模的、前瞻性的、多种族研究来证

实m3在非侵入性CRC诊断中的普遍应用. m3连同具核

梭杆菌、梭状芽胞杆菌、拟杆菌及FIT的组合显示出

比单独使用FIT更好的诊断敏感性, 有较高的诊断准确

率. 该细菌标志物组合的靶向定量检测方法基于qPCR
技术, 具有检测难度低, 成本效益高等优势, 有望在临

床中推广.
4.2.3 pks+大肠杆菌

一类大肠杆菌的菌株基因组中含有产生遗传毒素

聚酮合酶“pks”的基因岛序列(被称为pks+大肠杆菌),
会合成大肠杆菌素(colibactin). 大肠杆菌素是一种能损

伤DNA的毒素, 诱导 DNA 双链在富含 AT 的六聚体序

列基序处断裂, 通过DNA突变损伤导致CRC发生. 研究

发现, pks+大肠杆菌在CRC患者的粪便中丰度显著升

高. 通过qPCR检测遗传毒素合成有关的基因clbA, 敏

感性为56.4%, 特异性为81.5%. 当与具核梭杆菌联合

使用时 , 这两个细菌标志物检测CRC的敏感性为

84.6%, 特异性为63.1%[79]. 当pks+大肠杆菌、具核梭

杆菌、血清癌胚抗原检测、糖类抗原、gFOBT联合检

测CRC时, AUC为0.887, 敏感性为75%, 特异性为

98.1%[80].
4.2.4 微小微单胞菌、消化链球菌及产肠毒素脆弱

拟杆菌

微小微单胞菌、消化链球菌及产肠毒素脆弱拟杆

菌均为来源于口腔的病原体, 在CRC患者粪便中丰度

升高, 表明CRC的发生可能与微生物群的口腔-肠道易

位途径有关. 来自具核梭杆菌的丁基辅酶A脱氢酶基因

和来自微小微单胞菌的rpoB基因在II期CRC患者中丰

度明显升高. 当对这两个基因进行合并检测, 可以准确

区分出CRC样本, AUC高达0.84[64]. 此外, 微小微单胞

菌、消化链球菌及脆弱拟杆菌可以诊断横向扩散的结

直肠癌肿瘤(一种大于等于10 mm的浅表病变, 沿结肠

壁横向延伸), 敏感性为88.7%, 特异性为81.4%[81]. 肠

道组织及粪便中产肠毒素脆弱拟杆菌的存在与CRC显
著相关. 产肠毒素脆弱拟杆菌及其分泌的脆弱拟杆菌

毒素(BFT)可以通过调节黏膜免疫应答和诱导上皮细

胞改变而参与CRC的发生发展. 脆弱拟杆菌毒素能导

致上皮细胞钙黏蛋白降解, 触发细胞核Wnt/β-catenin信
号传导, 增加原癌基因表达[82].
4.2.5 牙龈卟啉单胞菌

牙龈卟啉单胞菌是牙周病最主要的致病菌. 牙龈

卟啉单胞菌可以与具核梭杆菌协同感染并影响口腔鳞

状细胞癌KB细胞的细胞周期, 促进IL-6及IL-8等炎症

因子的分泌[83]. 其致病作用不仅在口腔, 也存在于消化

系统. 一组包括牙龈卟啉单胞菌和具核梭杆菌的34个
扩增子序列变体, 在合并患者年龄、性别和体重指数

(BMI)后, 可用于区分CRC患者和健康对照, 其AUC为
0.93[84]. 另一项研究也证实牙龈卟啉单胞菌是7种在

CRC粪便中水平显著升高的细菌之一, 其余细菌分别

是脆弱拟杆菌、具核梭杆菌、微小微单胞菌、中间普

氏菌、芬氏别样杆菌和嗜热微生物弧菌, 该组合区分

CRC与对照组AUC达到0.80[85].
4.2.6 共生梭菌

共生梭菌在腺瘤, 早期CRC、晚期CRC患者中相

对丰度都高于健康对照, 且逐渐上升[86]. 该细菌在CRC
检测中敏感性为73%, 进展期腺瘤检测的敏感性为37%
~58%, 早期CRC检测的敏感性为50%~56%. 该细菌结

合其他细菌和现有的CRC筛查测试可以提高诊断性能.
当合并共生梭菌、具核梭杆菌、血清癌胚抗原检测和

FIT, 该组合诊断CRC的AUC为0.886, 高于单项检测[86].
也有其他研究陆续证实共生梭菌在CRC 患者粪便样本

中丰富显著升高[66,67].
4.2.7 厌氧消化链球菌

厌氧消化链球菌可以改变肠道上皮细胞的多种信

号通路, 促进肠道上皮细胞癌变. 厌氧消化链球菌的一

种表面蛋白, 假定细胞壁结合重复2(PCWBR2), 能与受

体整合素α2/β1相互作用, 进一步增加细胞增殖并激活

PI3K-Akt和核因子kappa B (NF-κB)通路诱导炎症反

应[87]. 研究证实CRC患者厌氧消化链球菌高于与对照

组, CRC诊断模型AUC为0.72, 略低于具核梭杆菌的
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0.83和微小微单胞菌的0.73[71]. 它在进展期瘤患者和健

康对照组之间没有显著丰度差异, 在腺瘤进展期检测

方面的潜力有限[71]. 本文对CRC诊断相关微生物标志

物进行了总结(表2).

5 粪便代谢组学标志物

细菌代谢物可以通过细菌分泌直接作用于肠道上

皮. 这些代谢物可以改变肠道黏液层、上皮细胞层结

构与组成, 参与肠道稳态的建立. 肠道微生物群落及分

泌的代谢物引起的生态失调在进展期腺瘤和CRC的发

生和进展中起着重要作用. 有研究通过粪便代谢组学

分析揭示了CRC患者和健康对照的肠道代谢物显著不

同, 其中1,5-戊二胺和丁二胺能用于鉴定CRC, 其AUC
分别为0.77和0.67[88]. 另一项研究则证实了一组11种代

表 2 CRC 诊断相关的微生物标志物
Table 2 CRC diagnosis-related microbial markers

微生物标志物
样本量

(健康/CRC) 敏感性(%) 特异性(%) AUC 定量方法 国家/区域 参考文献

17个微生物基因组物种、7个种水
平的分子操作分类单位和27个宏

基因组连锁群
128 (54/74) ‒ ‒

0.860
0.890
0.960

宏基因组测序 中国 [64]

具核梭杆菌的丁基辅酶A脱氢酶
基因、微小单胞菌的rpoB基因

156 (109/47) ‒ ‒ 0.84 qPCR 中国香港 [64]

16个细菌属 166 (77/89) ‒ ‒ 0.887 16S rDNA 测序 西班牙 [65]

粪便宏基因组以及同源基因丰度 778 (392/386) ‒ ‒ >0.8 宏基因组测序
法国、奥地利、
中国、美国、德

国
[67]

16种细菌和64个基因家族 826 (413/413) ‒ ‒ >0.8 宏基因组测序
法国、中国、奥
地利、美国、加
拿大、意大利

[66]

消化链球菌 206 (102/104) ‒ ‒ 0.720 qRT-PCR 中国香港 [71]

具核梭杆菌

206 (102/104)
370 (200/170) 72.1 77.7 91

79.5
0.830
0.868 qRT- PCR qPCR 中国香港

[71,74]

核梭杆菌、梭状芽孢杆菌和拟杆
菌与未分类细菌m7 (联合 FIT) 669 (355/314) 92.8 81.5 ‒ qPCR 中国 [74]

具核梭杆菌与双歧杆菌的比例 625 (258/367) 84.6 92.3 0.911 qRT-PCR 中国 [75]

细菌标志物m3 659 (385/274) 62.1 78.5 0.741 qPCR 亚洲 [76]

细菌标志物组合(m3与具核梭杆
菌、梭状芽孢杆菌和拟杆菌) 659 (385/274) 85.2 80.2 0.907 qPCR 亚洲 [76]

pks+大肠杆菌、具核梭杆菌 104 (65/39) 84.6 63.1 ‒ qPCR 瑞士 [79]

pks+大肠杆菌、具核梭杆菌(联合
血清癌胚抗原、糖类抗原、

gFOBT检测)
102(42/60) 75.0 98.1 0.887 qPCR 中国 [80]

微小微单胞菌、消化链球菌及脆
弱拟杆菌

267 (113/154) 88.7 81.4 0.922 qPCR 中国 [81]

34个扩增子序列变异 (联合年
龄、性别、BMI) 558 (252/306) ‒ ‒ 0.930 16S rDNA 测序

中国、美国、法
国、加拿大

[84]

共生梭菌 569 (242/327) 73 ‒ ‒ qPCR 中国 [86]

卟啉单胞菌、脆弱拟杆菌、具核
梭杆菌、微小微单胞菌、中间普
氏菌、芬氏别样杆菌和嗜热微生

物弧菌

526 (271/255) ‒ ‒ 0.800 宏基因组测序
中国、澳大利
亚、美国、德

国、法国
[85]

共生梭菌、具核梭杆菌(联合FIT
和血清癌胚抗原检测) 569 (242/327) ‒ ‒ 0.876 qPCR 中国、美国、法

国、加拿大
[86]

a) “‒”为无数据
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谢物组合(三丁酰甘油、苯巴比妥、维生素 E 衍生

物、γ-生育酚等)能对CRC患者和健康对照进行区分,
AUC为0.77[89]. 另一项临床队列研究利用粪便代谢组

学和宏基因组学对CRC患者、腺瘤患者、健康对照这

三类人群的肠道代谢物组学进行分区, 证实它们存在

明显组间差异[90]. 其中从健康组到腺瘤组, 正缬氨酸和

肉豆蔻酸呈上升趋势. CRC相关代谢物富集于支链氨

基酸、芳香氨基酸和氨基酰基tRNA生物合成途径. 该

研究发现了一组20种代谢物标志物的组合(2-羟基丁

酸、3-氨基异丁酸、α-亚麻酸、丁酸等)能对健康人群

和CRC患者进行区分, 其AUC达0.8, 它们区分 CRC和
腺瘤的AUC为0.79.

合并细菌与代谢物能显著提高诊断性能. 前述来

自中国的临床队列研究[90]进一步合并肠道细菌标志物

(具核梭杆菌、厌氧消化链球菌、微小单胞菌、罗氏

菌、侵蚀艾肯菌和穿孔黄单胞菌)以后, 增加了对CRC
和腺瘤的诊断潜力(CRC vs 健康对照, AUC: 0.94;
CRC vs 腺瘤, AUC 0.92; 腺瘤 vs 健康对照, AUC:
0.86). 也有研究证实, 当拟杆菌属与醋酸、丁酸及两种

共轭亚油酸(t10和c12-CLA)合并以后, 区分腺瘤组和正

常对照的AUC为0.7~0.9[91]. 综上所述, 代谢组学和菌群

变化的联合分析揭示了CRC不同阶段代谢物和细菌之

间的关联变化, 可以单独或者联合使用作为CRC不同

发展阶段无创诊断标志物.

6 影像学检查

6.1 仿真结肠镜检查

仿真结肠镜检查一种侵入性较低的大肠癌筛查方

法. 该方法模拟传统结肠镜检查的成像技术, 通过使用

CT扫描的计算机程序产生人体结肠内部的二维或三维

图像. 其诊断性能与目前用于结直肠肿瘤检测的金标

准——肠镜下病理学活检相当. 仿真结肠镜检查对直

径大于10、8、6 mm的腺瘤性息肉的敏感性分别为

93.8%、93.9%及88.7%, 而光学结肠镜检查对这三类的

敏感性分别为 87.5%、91.5%和92.3%[92]. 另一研究结

果类似, 该研究证实仿真结肠镜检查对大小在6~9 mm
的息肉的敏感性为70%, 对大于9 mm的息肉的敏感性

为85%[93]. 由于仿真结肠镜检查是一种侵入性较低的

方式, 无须镇静, 潜在的严重不良事件的发生率很低,
容易被有其他并发症 (如有心血管疾病、糖尿病、中

风史等) 的中老年群体所接受. 与光学结肠镜检查相

比, 仿真结肠镜检查具有多方向检测的优点, 检查时盲

点较少降低了息肉的漏诊率[92].

6.2 结肠胶囊内窥镜检查

结肠胶囊内窥镜检查是一种可以记录胃肠道内部

图像的一种医学诊断的方式. 受试者吞下一个药丸大

小的摄像机, 就能进行胃肠镜检查, 比普通胃肠镜轻松

许多. 结肠胶囊内窥镜检查是一种准确性较高的CRC
无创筛查方法. 第二代结肠胶囊检测大于6 mm息肉的

敏感性为79%~86%, 特异性为88.1%~97%. 而对大于

10 mm的息肉, 敏感性为80%~88%, 特异性为95.3%
~99%[94~96], 结肠胶囊内窥镜检查程序相对安全, 无须

镇静. 患者可以在进行大肠评估的同时继续进行大多

数的日常活动. 它可以作为不能接受肠镜或做过不完

全肠镜人群的替代选择. 但该检查成本高、缺乏切除

病变组织的能力限制了其大范围推广. 人工智能技术

(artificial intelligence, AI)在消化内镜领域的研究也是

成年的热点. 由于胶囊内窥镜视频结果读取比较耗时,
存在一定出错率, 人工智能技术辅助胶囊内窥镜进行

检测可以提高诊断成效. 联合应用可以提高对多个病

灶同出现的检测敏感性[97], 这一领域相关数据不多, 仍
处于临床前研究阶段.

7 不同筛查方式的局限性

目前已广泛应用于临床的CRC诊断方式, 如结肠

镜检查和FIT, 仍有其局限性. 结肠镜下病理活检是结

直肠肿瘤筛查的金标准, 但它是入侵性检查, 需要繁复

的肠道准备, 对操作医师的技术水平要求较高, 有些地

区预约等候期较长(从数周到数月), 单次检查费用较

高. 由于恐惧和各种感性因素, 很大一部分筛查参与者

不愿接受肠镜检查. 在资源有限的情况下, FIT是CRC
筛查的主要替代选择. 然而, FIT对CRC敏感性并不能

令人满意, 不同国家的研究结果差异很大, 且对腺瘤不

敏感[98]. 研究表明缺铁性贫血患者的FIT结果可能为假

阴性, 而具有地中海贫血特征的患者由于FIT免疫分析

不能检测到其球蛋白变异 , 其结果也可能是假阴

性[99,100]. 患有这些疾病的高风险病人可能因此漏诊,
直到出现更严重的晚期症状才被发现. 此外, 急性腹泻

期也不推荐进行FIT[100].
新开发的CRC无创诊断方式虽已有大量文献支持

其临床转化潜力, 仍有一些不足尚需进一步解决. 对于

miRNA标志物, 一些预测性miRNA对某一类型的癌症
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特异性不高, 而且大多数还没有经过原理验证和试点阶

段的评估. 另外, 并非所有的miRNA标志物都在不同研

究中进行过交叉验证 . 传统的miRNA检测方法有

qPCR、微阵列和二代测序, 但没有一种方法是完全理

想的临床应用. 基于DNA甲基化标志物多靶点检测商品

的“Cologuard”, 对进展期腺瘤的敏感性较低, 不适合筛

查癌前病变[100]. 另一个基于表观遗传学检测的商品“Epi
proColon” (检测SEPT9甲基化水平)对进展期腺瘤的检测

率仅为11.2%[101]. 从成本角度, 目前已上市的基于粪便

检测的无创CRC诊断试剂盒, 费用总体偏高, 成本效益

低, 比较难在我国广泛推广用于CRC大样本量筛查.
CRC患者中特定基因的突变率通常较低, 基因突变的检

测结果表现为特异性高, 敏感性低. 循环肿瘤细胞的稀

有性、异质性以及富集技术的局限性限制了其作为一

种新的生物标志物被广泛接受和应用. 无细胞肿瘤DNA
不受肿瘤定位的影响, 但可能受年龄、性别、BMI、慢

性疾病、CRC分期等的影响[47~49]. 尽管无细胞肿瘤DNA
分离和纯化策略取得了进展, 但在纯化步骤中仍有大量

无细胞肿瘤DNA丢失从而影响结果准确性[50]. 粪便蛋白

标志物相关研究成果有限, 有研究持相反结论[53,102~104],
对早期病变检测敏感性和特异性较低[57,105], 蛋白的差异

水平存在地域和种族差异[60]. 目前缺乏足够的证据支持

粪便蛋白标志物用于CRC无创诊断.
基于肠道微生物菌群开发的无创诊断模型, 由于

其采样无创无痛而易于被接受. 粪便微生物宏基因组

分析主要通过DNA测序与统计学分析进行的. 该方法

涉及的实验流程比较复杂, 生信分析工作量大. 不同的

DNA提取方法和不同生信分析流程(bioinformatics pi-
peline)会导致结果差异. 例如不同品牌DNA提取试剂

盒的提取效率存在差异(主要为粪便DNA的提取质量

和产量). 宏基因组生信分析流程通常是用mOTU-v2进
行, 而对于低丰度种属(小于总丰度0.5%)是否需要联合

使用DADA2 pipeline产生更高质量的结果也是重点考

虑之一[106]. 人群种族、居住地理位置、饮食习惯的差

异、药物服用史等原因可能影响肠道微生物菌群组成,
从而影响下游分析. 使用粪便细菌标志物组合比使用

单一细菌标志物具有更高的区分性能, 并且对CRC和
腺瘤检测敏感度高[76]. 为了将来的推广普及, 细菌标志

物变化趋势应该在不同生活方式和饮食习惯的人群中

保持稳定. 因此需要大规模的、前瞻性的、多种族研

究来证实它们在非侵入性CRC诊断中的普遍应用. 粪

便差异代谢物在CRC临床诊断中具有重要的应用潜力,

但由于其研究的新颖性, 尚缺乏多中心验证. 受试者生

活史影响肠道微生物菌群及其代谢物组成, 从而影响

下游分析.
影像学检查方面, 仿真结肠镜检查需要大量的肠

道准备. 由于它只能对大肠进行非治疗性评估, 如检测

到不良结果仍需肠镜下检查进行息肉切除术. 因此选

择仿真结肠镜检查的病人仍然有可能需要再进行肠镜

检查. 该测试结果很大程度上取决于操作人员的技术

和经验. 主要由增生性息肉组成的扁平病变在仿真结

肠镜检查中比较难发现[107]. 另一方面, 仿真结肠镜检

查是一种涉及使用辐射的检查技术. 可能增加的癌症

风险限制了它作为定期筛查的长期使用. 结肠胶囊内

窥镜检查主要局限性在于它检测锯齿状病变的性能不

确定. 一项利用结肠胶囊内窥镜检查的大样本量研究

统计发现26%的息肉患者(大于6 mm的无梗锯齿状息

肉)没能被检测到[94]. 与结肠镜检查相比, 结肠胶囊内

窥镜检查成本高, 肠道准备更加严格, 且肠道准备不合

格无法通过冲洗来修复. 由于结肠胶囊内窥镜检查没

有治疗功能, 结肠胶囊内窥镜检查后仍可能需结肠镜

检查进行息肉切除术, 还需要泻药促进胶囊的排泄. 人
工智能辅助胶囊结肠镜检查由于其技术新颖性和特殊

性, 采集图形质量标准不统一等原因, 尚处于临床前研

发阶段, 缺乏前瞻性、多中心、大样本量的研究数据.

8 结直肠肿瘤无创诊断技术展望

从腺瘤到恶性肿瘤的发展大约10年时间. CRC筛
查可以发现癌前息肉或者腺瘤, 并通过息肉切除术来

预防向CRC的恶性发展. CRC的早期诊断能提高疾病

预后, 降低已有疾病症状出现后才诊断出CRC的死亡

率. 目前, 结肠镜下病理活检仍是结直肠肿瘤诊断的金

标准, 而其侵入性、麻烦的肠道准备等原因阻碍了患

者的参与. 使用非侵入性筛查方法可以辅助发现患

CRC或癌前病变风险高的患者, 进一步对结肠镜检查

的患者进行风险分层, 提高参与者依从性, 从而提高

CRC及癌前病变的检出率[76]. 利用粪便、血液等样本

进行无创CRC筛查和诊断的方法众多(图1), 有些已应

用于临床 , 如FIT、粪便细菌检测、多靶点测试、

SEPT9甲基化水平测试、仿真结肠镜检查和结肠胶囊

内窥镜检查. 目前应用最广泛的无创CRC筛查是FIT.
其他癌症不同, 粪便是一种CRC筛查的良好手段. 随着

恶性或癌前结肠细胞不断进入管腔, 来自宿主细胞的

生物标志物(如miRNA、甲基化DNA标志物、突变

评 述
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DNA和蛋白质)可以在粪便中检测到. 肠道微生物菌群

和某些粪便细菌标志物在结直肠肿瘤无创诊断中的价

值已被证实. 最新研究表明细菌生物标志物具有较高

的诊断准确率, 显示出比FIT更好的诊断敏感性. 粪便

细菌标志物的定量是基于qPCR技术对单个或多个菌

种或基因标志物进行靶向检测, 具有检测难度低, 成本

效益高等优势, 更适用于临床推广. 虽然市场上已经有

了基于血液进行检测的商业化试剂盒, 从取样的便利

性、检测技术难度、诊断的准确性、成本效益等方面

来看, 基于粪便细菌标志物的检查更有希望应用于

CRC筛查和早期诊断. 此外, 口腔中丰度异常的细菌可

以作为CRC检测的生物标志物. 口腔微生物菌群对

CRC和息肉的敏感性和特异性在多项研究中被证

实[108,109]. 口腔取样简单方便, 更有利于提高患者依从

性, 如未来有更多的多中心、大样本研究证实其有效

性, 是非常有前景的CRC早期无创诊断方法. 此外, 已

有研究验证了其他类型标志物, 如长链非编码RNA
(long non-coding RNA, lncRNA)以及免疫标志物, 在

CRC诊断和预后中的重要价值. 组织中的lncRNA(如
UICLM, MIR17HG, Lnc34a)的水平在CRC不同阶段存

在显著差异, 是一类有潜力的CRC诊断标志物[110].
CRC中免疫标志物的相关研究较多集中在预后预测等

方面[111]. 近期有一项研究证实泛素化基因DZIP3与免

疫系统的细胞组分改变相关, 可以作为CRC早期预测

的标志物[112]. 当前与CRC诊断相关的lncRNAs和免疫

标志物研究有限, 尚需要系统性的研究来验证lncRNAs
和免疫标志物在癌症中的分子机制, 以确定它们用于

CRC筛查和诊断的价值. 随着对结直肠肿瘤领域无创

诊断标志物相关研究的深入, 基于无创诊断标志物的

方法在临床实践中将具有广阔的转化前景.

图 1 (网络版彩色) CRC中无创诊断标志物的来源及类型. 标志物主要来源于血液和粪便样本. 核酸标志物来自脱落的肿瘤细胞, 通过体内循

环可以在血液或者粪便样本中进行检测. 血液标志物还包括无细胞肿瘤DNA和循环肿瘤细胞. 粪便蛋白标志物来源于宿主细胞或肠道出血, 包
括血红蛋白、铁转蛋白、钙网蛋白和丙酮酸激酶同工酶M2. 其他粪便标志物包括宏基因组标志物、细菌标志物以及代谢组学标志物
Figure 1 (Color online) The sources and types of non-invasive diagnostic markers for CRC. The sources of the markers mainly include blood and
fecal samples. Nucleic acid markers from exfoliative tumor cells could be detected in both blood and fecal samples. Blood markers also include cell-free
DNA and circulating tumor cells. Fecal protein markers originate from host cells or bleeding, such as hemoglobin, transferrin, calreticulin, and M2-PK.
Other fecal markers include metagenomic DNA markers, bacterial markers and bacterial metabolites
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Advances in non-invasive screening tests for colorectal cancer
and adenoma
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Colorectal cancer (CRC) ranks as the fourth leading cause of cancer-related deaths in China. Early detection of CRC and its
precursor, colorectal adenoma (CRA), is crucial to reduce morbidity and mortality rates. However, the current gold
standard for CRC diagnosis, colonoscopy, is invasive, requires cumbersome preoperative bowel preparation, and is
expensive, leading to poor patient compliance. Therefore, the development of noninvasive diagnostic methods is urgently
needed to improve patient adherence. This review provides a comprehensive overview of the advancements in noninvasive
diagnostic tests for CRC and CRA. Various modalities, including nucleic acid markers, circulating tumor cells (CTCs),
circulating free DNA (cfDNA), protein markers, gut microbiome analysis, gut metabolomics, and imaging techniques, are
discussed, along with their underlying principles and diagnostic accuracies. The advantages and limitations of each
diagnostic modality are also examined, and future trends in the development of noninvasive biomarkers for CRC and CRA
diagnosis are explored. Noninvasive diagnostic markers for CRC and CRA are predominantly sourced from blood and
fecal samples. Nucleic acid markers derived from exfoliated tumor cells can be detected in both blood and fecal samples.
Blood-based markers, such as cfDNA and CTCs, are also utilized. Fecal protein markers originate from host cells or
bleeding, including hemoglobin, transferrin, calreticulin, and M2-PK. Additional fecal markers encompass metagenomic
DNA markers, bacterial markers, and bacterial metabolites. Stool-based testing has proven to be a valuable CRC screening
approach, with the fecal immunochemical test (FIT) being the most widely used noninvasive method. However, FIT
sensitivity for CRC detection varies across different studies and is particularly inadequate for adenoma detection. Recent
investigations have demonstrated that fecal bacterial biomarkers exhibit superior diagnostic sensitivity and accuracy
compared to FIT. Quantification of fecal bacterial markers utilizes qPCR technology, targeting single or multiple bacterial
species or gene markers. Stool-based tests offer the advantages of easy detection and are more suitable for clinical
implementation. It is anticipated that in the near future, novel screening tests based on these fecal biomarkers will replace
FIT, providing higher cost-effectiveness. Moreover, dysbiosis of the oral microbiota holds promise as a noninvasive tool
for CRA and CRC detection. Further research is needed to elucidate the mechanisms underlying oral microbiota dysbiosis
in colorectal carcinogenesis and validate its application in the non-invasive diagnosis of CRC.
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