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Жидкостная биопсия – метод, который в последние годы, часто применяют как альтернативу традиционной тка-
невой биопсии. У жидкостной биопсии есть целый ряд преимуществ – неинвазивность, более короткое время, 
необходимое для исследования, высокая чувствительность, возможность мониторинга эволюции и гетерогенно-
сти злокачественной опухоли, мониторинга эффективности воздействия лекарственных препаратов в режиме 
реального времени. Применение жидкостной биопсии особенно актуально при таких злокачественных ново-
образованиях, как меланома, когда проведение традиционной биопсии может быть затруднено. Цель обзора – 
обобщить информацию о различных вариантах жидкостной биопсии, проанализировать преимущества и недо-
статки использования циркулирующих опухолевых клеток, циркулирующей опухолевой ДНК и внеклеточных 
везикул для данного метода. Материалами послужили результаты исследований по данной теме отечественных 
и зарубежных авторов и собственные опубликованные данные за последние 27 лет, с 1997 по 2024 г. В статье 
обобщены современные данные о различных видах жидкостной биопсии. Для жидкостной биопсии использу-
ются циркулирующие опухолевые клетки, циркулирующая опухолевая ДНК и внеклеточные везикулы. Рассма-
триваются современные методы выделения циркулирующих опухолевых клеток и дальнейшего анализа ДНК, 
РНК, протеома. В обзоре проведен анализ современных методов детекции циркулирующей опухолевой ДНК, 
проанализированы их преимущества и недостатки. Внеклеточные везикулы – это гетерогенная группа выде-
ляемых различными клетками пузырьков, защищенных от внешнего окружения двойной липидной мембраной. 
Для использования внеклеточных везикул при проведении жидкостной биопсии необходимо их выделить и про-
вести дальнейший анализ их содержимого, белков и нуклеиновых кислот. В обзоре проанализированы наибо-
лее эффективные современные методы их выделения и анализа, а также показаны преимущества использо-
вания внеклеточных везикул для жидкостной биопсии. Таким образом, применение жидкостной биопсии может 
помочь решить целый ряд задач при диагностике и лечении пациентов с меланомой.
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Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, 1 Partizana Zheleznyaka St., Krasnoyarsk 660022, Russian Federation

Liquid biopsy is a method that has been frequently used in recent years as an alternative to traditional tissue biopsy. 
Liquid biopsy has a number of advantages, including non-invasiveness, a shorter analysis time, high sensitivity, and the 
opportunity of monitoring of tumor evolution and heterogeneity and real-time drug effectiveness. The use of liquid biopsy 
is especially important in malignancies, including melanoma, where traditional biopsy may be difficult. The aim of the 
review is to summarize the information about various methods of liquid biopsy and to assess the advantages and dis-
advantages of using circulating tumor cells, circulating tumor DNA and extracellular vesicles in this method. The mate-
rials were the data reported by Russian and international studies as well as our data published during the past 27 years, 
from 1997 through 2024. The article summarizes modern data on different types of liquid biopsy. The method of liquid 
biopsy uses circulating tumor cells, circulating tumor DNA, and extracellular vesicles. The review addresses modern 
methods of circulating tumor cell isolation and further DNA, RNA and proteome analysis. Also, this review focuses on 
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modern methods of circulating DNA detection and their advantages and disadvantages. Extracellular vesicles are he tero-
geneous, as secreted by various cells and protected from the external environment by a double lipid membrane. The 
use of extracellular vesicles for liquid biopsy requires their isolation followed by analysis of their content, proteins and 
nucleic acids. The review discusses the most effective modern methods of extracellular vesicle isolation and analysis 
along with the advantages of their use for liquid biopsy. Thus, the use of liquid biopsy can help solving various tasks in 
diagnostics and treatment of patients with malignant tumors, including melanoma.
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Введение

В последние годы стало понятно, что традиционное 
использование для молекулярного профайлинга опухолей 
образцов ткани, полученных при резекции опухоли недо-
статочно удобно и информативно. Это связано не толь-
ко с техническими сложностями при получении тканей 
опухолей определенных локализаций, но прежде всего, 
с опухолевой гетерогенностью. Поэтому всё более широко 
стали применять жидкостную биопсию (ЖБ), имеющую, 
по сравнению с традиционным подходом, множество пре-
имуществ [1]. К числу таких преимуществ относится не-
инвазивность ЖБ, в то время как тканевая биопсия (ТБ) – 
инвазивное вмешательство. Время, необходимое для ЖБ, 
меньше, чем требуется для ТБ. ЖБ позволяет проводить 
мониторинг эволюции злокачественной опухоли, монито-
ринг эффективности воздействия лекарственных препа-
ратов в режиме реального времени, выявлять простран-
ственную и временную гетерогенность злокачественно-
го новообразования [2]. Для проведения ЖБ могут быть 
использованы кровь, моча, асцитическая жидкость, жид-
кость из плевральной полости и ликвор. Анализируют 
циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК), циркулиру-
ющую опухолевую ДНК (цоДНК) или внеклеточные ве-
зикулы (ВВ) (рис. 1). В отличие от ТБ, при которой ана-
лизируется ткань только определенного участка опухоли, 
возможность исследовать ЦОК, цоДНК и ВВ позволяет 
выявить не только все клоны опухолевых клеток и изме-
нения этих клонов по мере развития опухоли, но и инди-
видуальные характеристики клеток каждого клона.

Существуют такие виды злокачественных новообразо-
ваний, при которых использование ЖБ может приобрести 
особую значимость. К числу таких заболеваний относят-
ся злокачественные новообразования легких и меланома 
ряда локализаций. Количество случаев меланомы экспо-
ненциально увеличивается, что может быть связано с це-
лым рядом факторов, в том числе, метаболическими на-
рушениями [3]. Кроме того, показатели смертности при 
меланоме превышают таковые при других формах кож-
ных злокачественных новообразований, меланома быстро 
начинает метастазировать в другие ткани и органы [4].

В данном обзоре рассмотрены различные виды био-
логических материалов, исследуемых с помощью жид-
костной биопсии, проанализированы наиболее эффек-
тивные подходы применительно к диагностике, монито-
рингу и персонализированному лечению злокачественной 
меланомы.

Исследование ЦОК при проведении ЖБ

Источником ЦОК является первичная опухоль. От-
делившись от неё, клетки попадают в систему циркуля-
ции крови и образуют метастазы в отдаленных от первич-
ной опухоли органах и тканях [5]. Не вызывает сомнений, 
что исследование морфологических особенностей опухо-
левых клеток может помочь выявить важные механизмы 
воздействия целого ряда факторов на опухолевый рост 
и прогрессию [6]. Известно, что морфологические особен-
ности ЦОК могут варьировать в зависимости от стадии 
заболевания [7]. Для того, чтобы предотвратить воздей-
ствие окислительного стресса и клеток иммунной проти-
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воопухолевой защиты, ЦОК могут образовывать агрега-
ты с другими клетками крови, и, в виде опухолевого эм-
бола, более быстро достигать мест, где будут образованы 
метастазы. Важную роль в предотвращении гибели ЦОК 
путем аноикиса, являющегося вариантом апоптоза, игра-
ет взаимодействие их с тромбоцитами [8]. Важным пре-
имуществом анализа ЦОК является исследование состо-
яния опухоли в режиме реального времени, что помогает 
выбрать более эффективную терапию. Следует отметить, 
что количество ЦОК, как правило, крайне незначительно – 
одна ЦОК на один миллион лейкоцитов [9].

Первым этапом при проведении ЖК с использова-
нием ЦОК является их выделение. Существуют методы, 
основанные на иммуноаффинности опухолевых клеток, 
ассоциированные с положительным или отрицательным 
обогащением, а также опирающиеся на биологические 
особенности опухолевых клеток – их размер или плот-
ность [10].

При положительном обогащении захват ЦОК может 
быть ориентирован на специфические биомаркеры, распо-
ложенные на поверхности опухолевых клеток. Тем не ме-
нее, многообразие антигенов опухолевых клеток вносит 
определенные сложности в данный подход. При отрица-
тельном обогащении удаляются неопухолевые клетки, 
а оставшаяся популяция опухолевых клеток является ге-
терогенной. Методы, основанные на биологических осо-
бенностях опухолевых клеток, чаще всего ориентирова-

ны на то, что размер ЦОК, как правило, превышает размер 
неопухолевых клеток [11]. После выделения ЦОК прово-
дят анализ ДНК, РНК, протеома при помощи различных 
современных методов исследования, включающих разно-
образные модификации ПЦР, флуоресцентную гибриди-
зацию in situ (FISH), секвенирование и др.

В последнее время все чаще применяют сочетание 
различных методик. Так, использование комбинирован-
ного подхода, включающего секвенирование нового по-
коления Next Generation Sequencing (NGS), капельный 
метод цифровой ПЦР droplet digital PCR и FDA-cleared 
platform CellSearch позволило, при исследовании цирку-
лирующих клеток меланомы, проводить мониторинг ге-
терогенности опухоли. Это может стать критерием для 
изменения схем лечения и подключения иммунотерапии 
второй линии и комбоиммунотерапии при снижении эф-
фективности таргетных препаратов [12]. При проведении 
жидкостной биопсии с использованием сочетания имму-
номагнитного выделения клеток, экспрессионной пане-
ли и двух видов ПЦР – вложенной ПЦР и ПЦР в режи-
ме реального времени было установлено, что повышение 
экспрессии CD 146 в циркулирующих клетках мелано-
мы при проведении иммунотерапии было ассоциирова-
но с так называемой псевдопрогрессией заболевания, 
обусловленной развитием воспаления и усилением ин-
фильтрации опухоли активированными иммунокомпе-
тентными клетками [13].

Рис. 1. Преимущества ЖБ при сравнении с ТБ.
Fig. 1. Advantages of LB over TB.
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Исследование цоДНК при проведении ЖБ

Циркулирующая опухолевая ДНК составляет всего 
лишь от 0,1 до 10% от всей циркулирующей внеклеточ-
ной ДНК (цвДНК). В норме уровень цвДНК в плазме кро-
ви составляет 10−100 нг/мл [14]. Существует достаточ-
но много источников цвДНК, повышение ее происходит 
при некрозе либо апоптозе, при лизисе опухолевых кле-
ток, есть так называемая «метаболическая» ДНК, источ-
ником которой могут быть активированные лимфоциты, 
«экзогенная ДНК» инфекционных агентов и др. Извест-
но, что воспаление и физическая активность тоже могут 
способствовать повышению уровня цвДНК [15]. Уста-
новлено, что уровень цоДНК во многом обусловлен ло-
кализацией злокачественной опухоли, стадией заболева-
ния и ответом организма на противоопухолевую терапию 
– F. Diehl et al. 2008 [16].

Для определения содержания цоДНК/цвДНК исполь-
зуется ряд технологий, к которым относятся капельный 
метод цифровой ПЦР (ddPCR), метод гранул, эмульсии, 
амплификации, магнетизма (BEAMing), при котором ис-
пользуется сочетание эмульсионной ПЦР и проточной ци-
тометрии, глубокое секвенирование меченых ампликонов 
(TAm-Seq), персонализированный профайлинг опухоли 
методом глубокого секвенирования (CAPP-Seq), бисуль-
фитное секвенирование всего генома (WGBS-Seq), полно-
экзомное (WES) и полногеномное (WGS) секвенирование.

ddPCR можно использовать при выявлении заранее 
известных редких мутации и подсчета количества копий, 
содержащихся в 0,01−1% генетического материала. Так, 
для более эффективного использования BRAF/MEK ин-
гибиторов, было проведено исследование цоДНК/цвДНК 
методом ddPCR у пациентов с метастазирующей мелано-
мой. Выявили мутации BRAF, NRAS, TP53, GNAS и MET, 
что позволило персонифицировать терапевтический под-
ход [17]. Использование ddPCR для сравнения интермит-
тирующего и обычного дозирования дабрафениба и тра-
метиниба у пациентов с прогрессирующей меланомой 
позволило сделать вывод об отсутствии ожидаемых ре-
зультатов у исследуемых пациентов [18].

BEAMing тоже используется для выявления заранее 
известных мутаций. К преимуществам этого метода от-
носятся низкая стоимость и высокая чувствительность, 
позволяющая выявлять мутации в 0,01% генетического 
материала [19].

Чувствительность метода Tam-Seq составляет ~ 97%, 
он позволяет выявлять мутации, содержащиеся не ме-
нее, чем в 2% генетического материала, позволяет про-
водить одновременное секвенирование миллионов моле-
кул ДНК, но требует предварительного определения ана-
лизируемых мутаций.

CAPP-Seq позволяет определять мутации цоДНК/цвД-
НК, используя большие геномные библиотеки и генные сиг-
натуры отдельных пациентов. Выявляются специфические 
для каждого пациента генетические альтерации, идентифи-
цируются множественные разнообразные мутации у паци-
ентов с одним и тем же типом злокачественного образова-
ния, что позволяет оценить гетерогенность опухолей. Этот 
метод может быть использован для самой ранней диагно-
стики опухолей. Он позволяет выявлять инсерции, деле-
ции, однонуклеотидные варианты, вариации числа копий 
генов, генетические перестановки, но не фузии (слияния) 
генов. У пациентов с метастатической меланомой этот ме-
тод позволил определить мутации BRAF, NRAS, TP53, GNAS 
и MET как потенциальных маркеров заболевания, что под-
твердило значимость использования ЖБ в случаях, когда 
проведение ТБ затруднено [17]. Использование CAPP-Seq 
для персонализированного профайлинга у пациентов с IV 
стадией меланомы позволило установить, что высокий уро-
вень цоДНК коррелирует с низкой выживаемостью паци-
ентов, а снижение уровня цоДНК ассоциировано с более 
благоприятным прогнозом. Кроме того, благодаря этому 
методу были выявлены альтернативные мутации в генах 
рецептора фактора роста сосудистого эндотелия, рецептора 
эпидермального фактора роста, фосфатидилинозитол-3-ки-
назы/AKT, mTOR, ALK/MET, циклин-зависимой киназы 4/6 
у пациентов с BRAF-негативной меланомой, что позволило 
персонализировать таргетную терапию [20].

Полноэкзомное секвенирование позволяет проанали-
зировать все присутствующие в опухоли мутации, иден-
тифицировать потенциальные онкогены и онкосупрессо-
ры, но чувствительность этого метода ниже, чем у выше-
упомянутых. Полногеномное секвенирование способно 
помочь проанализировать весь геном, провести сравни-
тельную характеристику значимости как заранее извест-
ных мутаций, так и мутаций с неясной значимостью в кан-
церогенезе, но этот метод имеет ряд недостатков, к числу 
которых относятся высокая стоимость и сложность ин-
терпретации данных [21]. WGBS-Seq является золотым 
стандартом для анализа метилирования ДНК, но, так как 
существуют разные степени деградации ДНК, обуслов-
ленные метилированием, чувствительность этого метода 
имеет ограничения [22, 23].

Таким образом, каждый из вышеупомянутых методов 
имеет свои преимущества и ограничения. Поэтому, в по-
следние годы, исследователи стали использовать различ-
ные комбинации методических подходов. Так, использо-
вание комбинированного подхода, включающего секве-
нирование нового поколения Next Generation Sequencing 
(NGS), капельный метод цифровой ПЦР droplet digital PCR 
и FDA-cleared platform CellSearch позволило, при иссле-
довании циркулирующей опухолевой ДНК и циркулирую-
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щих клеток меланомы, проводить мониторинг гетероген-
ности опухоли, что может стать основанием для измене-
ния схем лечения и подключения иммунотерапии второй 
линии и комбоиммунотерапии при снижении эффектив-
ности таргетных препаратов [12].

При одновременном проведении жидкостной биопсии 
с анализом циркулирующей опухолевой ДНК, при исполь-
зовании секвенирования нового поколения и ПЦР-анали-
за ДНК выделенной из формалин-фиксированных пара-
финизированных образцов ткани меланомы, полученной 
от пациентов с прогрессирующей опухолью были уста-
новлены мутации генов CTNNB1 и TP53, играющие важ-
ную роль в резистентности как к таргетной терапии инги-
биторами BRAF и MEK, так и к иммунотерапии заболева-
ния, что, предположительно, связано с блокадой апоптоза 
опухолевых клеток [24].

Комбинированное использование детекции BRAFV600 
мутаций в трех вариантах – в ткани опухоли и при прове-
дении жидкостной биопсии с анализом циркулирующей 
опухолевой ДНК и внеклеточных везикул – было более 
эффективным для выявления мутационного статуса опу-
холи. Это связано с тем, что вследствие гетерогенности 
опухоли, результаты обычной биопсии были недостаточ-
но корректными. Сочетание вышеупомянутых методов по-
зволило применить персонифицировать терапию и более 
точно прогнозировать развитие болезни [25].

Исследование внеклеточных везикул  
при проведении ЖБ

Внеклеточные везикулы – это гетерогенная группа пу-
зырьков, выделяемых различными клетками и  защищен-
ных от внешнего окружения двойной липидной мембра-
ной. Размер ВВ, как правило, находится в диапазоне 30−60 
нм, они содержатся в различных жидкостях человеческо-
го организма, включая кровь, плазму, мочу, цереброспи-
нальную жидкость [26]. Уже не вызывает сомнений то, что 
ВВ играют важнейшую роль в различных межклеточных 
коммуникациях. Их взаимодействие с клеткой-реципиен-
том осуществляется путем эндоцитоза, фагоцитоза, пря-
мого слияния или связывания с рецептором и может быть 
одним из ключевых событий развития метастазов. ВВ со-
держат множество биомолекул, включающих ДНК, РНК, 
белки, ферменты. Содержащиеся во ВВ микроРНК могут 
иметь важное значение в патогенезе злокачественного но-
вообразования. Так, при проведении жидкостной биопсии 
плазмы крови пациентов с метастазирующей меланомой, 
с использованием высокопродуктивного, основанного на 
ПЦР метода профайлинга микроРНК, было установлено 
повышение экспрессии miR-412−3p, miR-507 и miR-1203, 
содержащихся в экзосомах. Данные микроРНК способны 
связываться с 3’UTR гена TNFSF4, что приводит к сниже-

нию синтеза иммунорегуляторного белка OX40L. Таким 
образом, данные полученные при проведении жидкост-
ной биопсии подтверждают иммуносупрессивную роль 
miR-412−3p, miR-507 и miR-1203 при прогрессировании 
меланомы [27].

В селекции содержимого ВВ важную роль играют 
окисление и другие редокс-зависимые процессы, а, значит 
и факторы про- и антиоксидантной системы, принимаю-
щие участие в регуляции окислительного стресса, воспа-
ления и канцерогенеза [28, 29].

Исследование ВВ при проведении ЖБ имеет целый 
ряд преимуществ. Прежде всего, количество ВВ в 1 мл со-
ставляет приблизительно 109, в то время как количество 
ЦОК исчисляется единицами. ВВ секретируются живы-
ми клетками и отражают многообразную информацию 
о клетках, от которых они произошли, источником же цоД-
НК являются апоптотические или погибшие опухолевые 
клетки. Кроме того, наличие у ВВ двуслойной липидной 
мембраны делает ВВ более стабильными к воздействию 
факторов опухолевого микроокружения и позволяет уве-
личить время хранения образцов, предшествующее изо-
ляции и детекции ВВ [30] (рис. 2).

Первым этапом жидкостной биопсии с использовани-
ем ВВ является их выделение. К традиционным методам 
выделения ВВ относят ультрацентрифугирование, вклю-
чающее дифференциальное и градиентное центрифуги-
рование. При проведении дифференциального центрифу-
гирования использование различных скоростей процесса 
позволяет провести разделение содержимого исследу-
емого образца и выделить ВВ. При градиентном ульта-
центрифугировании происходит разделение исследуемо-
го образца на слои, различной плотности, ВВ содержатся 
в слое 1,15−1,19 г/мл [31].

Ультрафильтрация – метод, ориентированный на раз-
мер выделяемых образований, при котором используют 
мембранные фильтры с порами [32]. Для проведения пре-
ципитации используют высокогидрофильный полимер, 
взаимодействующий с молекулами воды, окружающи-
ми мембрану ВВ [33]. К новым методам относят метод, 
основанный на иммуноаффинности/иммуномагнетизме, 
метод разделения на основе физических признаков, ме-
тод выделения с использованием липидов мембран ВВ, 
метод акустической изоляции, термофоретический ме-
тод и ряд других [30].

Согласно стандарту, для идентификации ВВ необходи-
мо использовать вестерн-блоттинг верификацию и не ме-
нее двух методов, позволяющих охарактеризовать еди-
ничные ВВ [34]. Осуществляется оценка как визуальных 
характеристик различными методами электронной микро-
скопии [35] так и количественных характеристик метода-
ми, включающими метод динамического рассеяния све-
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Обзоры

та, анализ отслеживания наночастиц, настраиваемое ре-
зистивное импульсное зондирование [36, 37].

Для анализа белков, содержащихся в мембранах 
и цитоплазме ВВ существуют как традиционные, так 
и новые методы. К традиционным методам относятся 
вестерн-блоттинг и ферментно-связанный иммуносор-
бентный анализ (ELISA). Новые методы включают коло-
риметрическую детекцию, флюоресцентную детекцию, 
электрохимическую детекцию, детекцию поверхностно-
го плазмонного резонанса и ряд других методов [38−40].

К традиционным методам исследования белков ВВ 
относятся ПЦР в режиме реального времени с обратной 
транскрипцией, ДНК-микрочипирование (микроэррей) 
и секвенирование нового поколения [41]. Тем не менее, 
каждый из этих методов имеет свои недостатки. При по-
мощи ПЦР можно анализировать только заранее извест-
ные последовательности, точность метода микроэррей 
не всегда соответствует необходимой для проводимого 
исследования, а секвенирование нового поколения имеет 
высокую стоимость и определенные сложности при ин-
терпретации полученных данных [41, 42]. Поэтому в по-
следнее время появляются новые методы, к числу которых 
относятся метод цифровой капельной ПЦР, упомянутый 
выше, молекулярные маячковые зонды, ДНК – тетраэдри-
ческие зонды и ряд других методов [30, 43].

В целом, следует отметить, что есть ряд ограничений 
метода ЖБ для использования в клинической практике. 
Они включают невозможность гистологической оценки 
опухоли и отсутствие, на сегодняшний день, клинической 

валидации, которая заключается в клинически подтверж-
денной аналитической эффективности метода.

Заключение

Таким образом, ЖБ может быть использована при 
проведении биопсии злокачественных новообразований, 
к числу которых относится и меланома, при которых за-
труднена традиционная тканевая биопсия. Важное зна-
чение ЖБ может иметь для ранней диагностики с детек-
цией потенциальных проонкогенных мутаций и прогноза 
дальнейшего развития заболеваний, ранней оценки отве-
та/резистентности при противоопухолевой терапии, в том 
числе, оценки ответа на иммунотерапию при использова-
нии ингибиторов контрольных точек, общей оценки эф-
фективности не только терапевтического, но и хирурги-
ческого лечения. При помощи ЖБ можно осуществлять 
постоянную оценку и мониторинг опухолевой гетероген-
ности, что может сыграть ключевую роль в успешности 
проводимого лечения.
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