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摘要：宫颈癌 （cervical cancer） 作为全球性女性健康威胁之一，其精准诊疗是临床的迫切需求。现行的“三阶

梯”宫颈癌筛查策略虽然已将宫颈癌的主要致病因素之一——高危型人乳头瘤病毒 （human papillomavirus， 
HPV） 感染纳入其中，但因 HPV 感染并非宫颈癌患病的充分必要条件，筛查的假阳性率较高，容易导致过度诊

疗，急需发展有效且功能明确的宫颈癌分子标志物 （molecular markers），辅助临床诊疗，提高诊断的精准度。目

前宫颈癌分子标志物的发现与转化过程中存在两个瓶颈问题：一是现有分子标志物研发技术手段对其功能解析的

分辨率不足，难以克服肿瘤异质性的干扰；二是现有分子标志物检测方法在灵敏度和定量可靠性等方面的不足，

导致了对其临床功能的验证和临床转化的限制。本文提出了一种联合单细胞转录组 （single cell RNA sequencing， 
scRNA-seq） 与生物传感 （biosensing） 技术的研究框架，以推动更高功能分辨率的宫颈癌分子标志物的发现，和

面向临床应用的分子诊断方法的技术转化。该框架引入了目前先进单细胞转录组以及基于合成生物学原理设计的

生物传感系统，如面向分子标志物的定量和组织分布研究的高灵敏的原位杂交技术和 CRISPR-Cas 介导的核酸检

测新技术，这些技术作为关键的“转化引擎”，可为宫颈癌的早期发现和精准诊疗赋能。该多技术联合策略有望

建立更具临床应用价值的宫颈癌分子诊断分层体系，推动宫颈癌诊疗从单纯的“病毒筛查”向“分子精准诊断”

跨越，最终改善患者的预后管理与生存质量。
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Abstract: Cervical cancer remains a significant global threat to women’s health, responsible for approximately 600 000 new 

cases and 310 000 deaths worldwide in 2020. This highlights the urgent clinical need for more precise diagnosis and treatment. 

The current “three-step” screening strategy incorporates testing for high-risk human papillomavirus (HPV), one of the primary 

causative agents for cervical cancer. However, this approach is hampered by a high false-positive rate, as HPV infection is not 

sufficient and necessary conditions for the onset and progression of cervical cancer; only a small proportion of infected women 

can develop cervical intraepithelial neoplasia (CIN) or cancer, which often leads to overdiagnosis and overtreatment. 

Consequently, there is a pressing need, emphasized by recent WHO guidelines, to develop effective and functionally well-

defined molecular biomarkers to improve the precision of clinical triage and diagnosis. This review addresses two critical 

bottlenecks impeding the discovery and translation of such biomarkers. The first is the lower effectiveness of existing 

technologies to overcome the challenge of tumor heterogeneity, where the molecular signals of critical malignant cell 

subpopulations are often obscured in bulk tissue analyses. The second bottleneck is the limitation of current detection methods 

used for validation, which often lack of the sensitivity, quantitative reliability, and throughput required for robust clinical 

verification. To overcome these obstacles, we propose a research framework that integrates single-cell omics with advanced 

biosensing technologies. This framework first leverages single-cell transcriptomics to decipher tumor heterogeneity at an 

unparalleled resolution, enabling the discovery of higher-quality biomarker candidates by identifying gene expression signatures 

unique to the specific subgroup of cells driving malignant progression. Subsequently, these candidates are validated using 

biosensing systems engineered through synthetic biology principles, such as high-sensitivity in situ hybridization for quantitative 

tissue analysis and novel CRISPR-Cas-mediated nucleic acid detection technologies. These advanced platforms may offer 

programmable, ultra-sensitive, and highly specific detection of biomarkers in clinical samples. By synergizing high-resolution 

discovery with high-fidelity validation, this framework may not only facilitate a more complete characterization of novel 

biomarkers, but also provides a direct pathway for translating these biosensing platforms into scalable clinical diagnostic kits. 

These technologies may serve as key drivers to enhance the early detection and precise management of cervical cancer.
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宫颈癌（cervical cancer）是全世界范围内常

见的妇科恶性肿瘤之一，2020年全球宫颈癌新发

病例数达 60万例，死亡人数达 31万例，是女性癌

症死亡的第四大原因［1］。据统计，1990—2019 年

间，中国女性宫颈癌年龄标化发病率由 9.21/10万

增加到 12.06/10 万，发病率最高年龄段从 70～

79岁下降至 50～59岁［2］，呈现出宫颈癌发病年轻

化和疾病负担上升的趋势。因此，定期对年轻女

性进行宫颈癌风险筛查，并采取有效的早期预防

和控制措施十分重要。

随着生物医学技术的发展和病因研究的不断

深入，宫颈癌已成为可预防、可治疗的恶性肿瘤。

持续的人乳头瘤病毒（human papilloma virus， 

HPV）感染是宫颈癌发病的主要原因之一，超过

90% 的宫颈癌病例是由 HPV感染引起的［3］，而其

中超过 85%的病例归因于高危型HPV感染［4］，如

高危型 HPV16 和 18 感染病例占据了 70% 以上［5］。

此外，绝大多数的浸润性宫颈鳞癌都是由宫颈上

皮内瘤变（cervical intraepithelial neoplasia， CIN）

转化而来，并且与高危型HPV感染相关。目前普

遍认可的宫颈癌的发病机制是高危型HPV病毒持

续感染造成癌基因E6和E7整合到细胞基因组，其

产生的蛋白质进一步抑制了抑癌基因 p53和 pRb的

表达，使得宿主细胞凋亡失控、细胞增殖加剧，

最终导致宫颈上皮细胞向癌前病变（如 CIN）转

变，甚至发生向癌细胞的恶性转化［6-7］。

根据上述机制，临床上主要采用“三阶梯”

式的宫颈癌筛查流程。第一阶梯为液基细胞学

（thinprep cytologic test，TCT）和 HPV 核酸分子

（DNA或mRNA）的联合筛查［8］；第二阶梯为阴道

镜检查，当细胞学和HPV联合筛查结果为意义不

明的非典型鳞状细胞（atypical squamous cells of 

undetermined significance， ASC-US）及以上级别

的病变和/或HPV阳性的患者，将进行阴道镜下活

检；获取可疑部位组织进行病理检查，即进入第

三阶梯，组织病理学检查。上述筛查方案可以提

高对高级别癌前病变筛查的灵敏度，但同时也降

低了特异性，从而导致不必要的阴道镜转诊［9］；

另外，由于仅有一小部分的HPV感染患者会发展

为CIN或宫颈癌［10］，说明HPV感染并非宫颈癌发

生的充分必要条件。因此，在 2020年世界卫生组

织（WHO）发布的最新的宫颈癌癌前病变筛查和

治疗指南中，不仅强调HPV的DNA检测及高危亚

型分析是宫颈癌癌前病变筛查的关键方法，，还指

出与辅助分诊手段相结合，发展不依赖于组织学

确诊的“筛查、分诊和治疗”策略是未来进一步

提高宫颈癌早筛灵敏性和特异性的重要研究方

向［11］。由此，宫颈癌与癌前病变的新型辅助诊断

方法，尤其是用于分诊的分子标志物研究成为宫

颈癌早筛技术研究的重要内容。

癌症分子标志物（cancer molecular markers）

从基础研究走向临床应用，需经历标志物的发现和

基于患者样本的临床验证等关键步骤。但是，由于

肿瘤异质性和种属差异性等问题，癌症分子标志物

由实验室研究向临床应用的转化的过程往往障碍重

重。随着组学技术的发展，基于单细胞技术的多组

学研究手段应运而生，并开始在多个领域助力精准

的细胞亚群和特征性标志物的识别，为克服肿瘤异

质性带来的癌症分子标志物研究的难题、发展具有

不同分诊功能的分子标志物创造了条件。而如何实

现对分子标志物的灵敏测定则是实现临床转化应用

的另一个关键步骤，合成生物学时代的生物传感

（biosensing）、基因编辑等前沿技术的快速发展使得

分子标志物的识别和检测能力的大幅提升成为可能，

为开发新型诊断工具、实现有效的临床转化提供了

技术支撑。可以想见，基于单细胞的先进组学技术

与合成生物学手段的结合，将有望在分子标志物的

技术创新方面展现出巨大潜力，以推动宫颈癌早期

诊断、预防和控制技术的发展。

1 宫颈癌分子诊断技术的发展现状

1.1 宫颈癌的分子标志物概述

癌症分子标志物（或称生物标志物）是指可
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测量的生物指标，如DNA、RNA、蛋白质或代谢

物等，它们能够为癌症的诊断、预后判断、治疗

反应预测等提供关键信息。其检测既可通过组织

活检进行，也可利用血液、尿液或唾液等体液样

本实现检测［12］。根据癌症分子标志物的临床指示

功能的不同，可分为诊断标志物、预后标志物和

对特定治疗手段反应的预测标志物等。

在宫颈癌的整个病程中，已发现诸多分子标

志物在多种癌细胞表型相关的生物进程中发挥作

用，可作为用于宫颈癌诊断、预后评估和药物疗

效评估的潜在分子标志物。这些潜在宫颈癌分子

标志物可按其在癌症进程中的功能归纳为七大类

（表 1），包括HPV感染及癌变、细胞周期与增殖、

细胞凋亡、上皮分化、侵袭和转移、癌干细胞和

血管生成相关的分子标志物，Volkova等发表的综

述对这七类潜在的宫颈癌分子标志物进行了系统

性的总结［13］。HPV 感染及癌变相关分子标志物，

主要包括宫颈上皮细胞中的HPV DNA、病毒致癌

基因表达产物E6/E7 mRNA和作为HPV E7介导的

下游效应指标 p16INK4a（以下简称为 p16）蛋白，

对这些标志物的检测可明确指示高危型HPV（16/

18/31/33等）的感染情况［13-15］。细胞周期与增殖调

控相关分子标志物主要以 p53 和 Ki-67 等为代表，

其中 p53在 DNA损伤后可介导细胞周期阻滞或细

胞凋亡，其突变的累积则可提示肿瘤进展［15-16］；

Ki-67 是经典的细胞增殖标志物，辅以 Ki-67 检测

的诊断方法可显著提高对高级别鳞状上皮内病变

及癌变的识别准确性［15， 17-21］。细胞凋亡相关分子

标志物主要以BCL-2/BAX等为代表，它们的表达

失衡反映了肿瘤细胞逃逸凋亡的能力［22-24］。上皮分

化相关分子标志物，如CK7、CK8、CK17和CK19

等，其表达模式的改变可提示宫颈鳞状或腺状上

皮的分化程度，可以反向指示肿瘤的恶性程

度［25-26］。侵袭与转移相关分子标志物有E-cadherin

基因和CD44及MMP家族（如MMP-2/9）基因等，

E-cadherin基因表达下调指示上皮-间质转化［16， 27］，

而 CD44 及 MMP 家族（如 MMP-2/9）基因表达上

调则指示基质降解增强与肿瘤细胞远端转移［28-29］。

癌症干细胞标志物，如ALDH1A1和OCT4与肿瘤

干性、耐药及复发相关，可用于早期检测和疗效

监测［30］。血管生成标志物，如 VEGF 可通过诱导

新生血管促进肿瘤进展，而内源性抑制剂TSP-1则

发挥拮抗作用，二者共同构成抗血管生成治疗评

估的潜在靶点［31-34］。

在宫颈癌的早期筛查和疾病诊治过程中，从

宫颈脱落细胞、宫颈病变组织及血清中检测上述

标志物的基因或蛋白的表达水平，将有助于宫颈

癌风险人群的分流、临床分期以及预后判断。目

前已有部分分子标志物已进入到临床应用阶段。

检测高危型 HPV DNA 或其致癌基因 E6/E7 的表

达，是识别宫颈病变风险的第一步。p16/Ki-67

是一种相对客观的肿瘤诊断辅助检测方法，p16/

表表1　　现有宫颈癌分子标志物分类

Table 1　　Current classification of molecular markers for cervical cancer

类别

HPV感染及癌变

细胞周期与增殖

细胞凋亡

上皮分化

侵袭和转移

癌干细胞

血管生成

代表分子标志物

HPV DNA；E6/E7 mRNA； p16

p53；Ki-67

BCL-2/BAX

CK7；CK8；CK17；CK19

E-cadherin； CD44； MMP家族

ALDH1A1； OCT4

VEGF； TSP-1

主要功能与意义

持续性人乳头瘤病毒感染

病毒致癌基因表达

通过E7-RB通路破坏导致p16过表达

p53：突变累积提示肿瘤进展

Ki-67：经典的细胞增殖标志物，高表达是细胞增殖活跃的标志

表达失衡反映肿瘤细胞逃逸凋亡的能力

表达模式的改变可反向指示肿瘤的恶性程度

部分细胞角蛋白（如CK7、 CK17）有鉴别病变类型及进展趋势的潜力

E-cadherin下调：指示上皮-间质转化

CD44/MMP上调：指示基质降解增强与远端转移

与肿瘤干性、耐药及复发相关，可用于早期检测和疗效监测

共同构成抗血管生成治疗的评估靶点

VEGF：诱导新生血管，促进肿瘤进展

TSP-1：内源性抑制剂
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Ki-67 双重免疫组化染色检测，已在多个国家获

批应用于宫颈癌的临床诊断，对于细胞学检查结

果异常的女性，p16/Ki-67 双染也是一个有效的

临床分流工具［35-36］。目前已知的 p16/Ki-67 检测

的原理是，p16 可以将编码 E6 和 E7 的病毒基因

整合到宿主基因组中，导致 p16 在向高级别宫颈

病变转化的上皮细胞中的表达量增加［37］；Ki-67

表达存在于增殖活跃的细胞周期阶段（包括

G1 期、S 期、G2M 期）而在静息阶段 G0 期不表

达，因此 Ki-67 高表达是细胞增殖活跃的标

志［38］。已有多项研究证实 p16/Ki-67 检测具有多

重临床意义。Ki-67和 p16的表达水平与宫颈病变

程度呈正相关，检测 p16 和 Ki-67 的蛋白表达水

平，可用于区分短期内转化风险高或转化风险低

的病灶［39］；相较于传统的液基细胞学方法，p16

和 Ki-67 的蛋白表达的联合检测可以提高 CIN2+

病变筛查的灵敏度［20］；对于CIN2+病变筛查的特

异性约为 68%，高于细胞学筛查（38%）和高危

HPV 检测（22%）的特异性［40］。p16/Ki-67 的实

例说明，发展针对潜在分子标志物的宫颈癌分子

诊断方法，开展宫颈癌的早期筛查、诊断、预后

评估与转移预测等临床功能研究是分子标志物实

现临床转化的必经阶段。而其他潜在宫颈癌分子

标志物虽在实验室研究和初步临床研究中展示出

一定的肿瘤指示功能，但由于临床研究尚不充

分，暂未纳入临床应用范围，如血清 SCC-Ag

（鳞状细胞癌抗原），其术前水平可预测淋巴结转

移的风险，术后水平的变化则可能与疾病复发和

患者生存率相关［41-42］；部分细胞角蛋白（如

CK7、CK17）的表达模式具有鉴别宫颈病变类

型及进展趋势的潜力等［25］。

综上所述，在 HPV DNA 检测成为 WHO 推荐

的筛查金标准后，如何对庞大的HPV阳性人群进

行精准分流，已成为宫颈癌防治的关键挑战。现

有单一标志物（如 p16/Ki-67）尚存局限，因此开

发能精准评估病变风险的分子标志物组合，是避

免过度诊疗、提升筛查特异性的根本出路。这正

是合成生物学发挥作用的契机，其工程化设计思

路有望为精准分诊这一世界性难题提供革命性的

解决方案。

1.2 宫颈癌分子标志物的新进展与挑战

尽管近年来高通量多组学技术的迅猛发展为宫

颈癌分子标志物的发现提供了前所未有的数据支

撑，且部分候选标志物已通过临床队列与体内外实

验获得了较高的循证等级，但其向临床应用的转化

进程仍显著滞后。核心瓶颈在于：其一，现有研究

多聚焦于标志物的表达差异与预后关联，但在特定

临床指示功能方面缺乏系统化、精细化的解析，未

能提供面向进一步临床转化所需的精准数据；其

二，验证阶段的样本规模与数据维度仍不足以支撑

临床级检测的稳健性要求，尤其缺乏足够规模的临

床队列的独立验证；其三，少数已完成功能验证的

标志物受制于检测方法的技术瓶颈，尚未实现从实

验室检测方法向可规模化生产的诊断试剂盒的跨

越，导致其临床应用价值难以兑现。

除了 1.1部分内容中提及的具有一定潜力和已

有应用的宫颈癌诊疗分子标志物，表 2 总结了近

15年来已通过较完善的体内外细胞实验、动物实

验和初步临床样品实验验证的宫颈癌相关的 16个

有待进一步临床验证的分子标志物，这些标志物

的生物学功能及其在肿瘤发生发展过程中的作用

机制已得到初步阐明，相关的临床意义也逐渐显

现，在宫颈癌的早期诊断、疗效监测和预后评估

等方面具有潜在应用价值。从参与的肿瘤调控机

制来看，这 16个基因呈现出明显的功能分化模式，

促癌相关基因占主导，共 14 个基因 （约占

87.5%）， 包 括 APOC1、 E2F8、 FABP5、 KLF5、

HSPA2、 ITGA3、 LPCAT1、 MYO1B、 NRP1、

PAK5、POU5F1B、SEPTIN9、SND1 和 STAT3；相

比之下，仅有 2个抑癌相关基因FSTL1和RHCG得

到了较充分的实验验证。在功能分布上，这些基

因展现出高度的功能域重叠性的特征。所有基因

均参与“细胞黏附、侵袭与转移”的调控。12个

基因（约占 75%）被证实参与细胞增殖、凋亡及

分化相关过程，仅 ITGA3、NRP1、PAK5 和 SND1

四个促癌相关基因目前缺乏直接证据。这一高度

一致性表明细胞侵袭转移能力的获得是宫颈癌恶

性进展的关键生物学特征。值得注意的是，ITGA3

表现出血管生成相关的独特功能，而 MYO1B、

SEPTIN9与HPV感染相关的促癌作用有关。
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此外，一批更新型的宫颈癌相关分子标志物

也已逐渐被识别，但这些标志物目前仅停留于公

共数据库的分析，只在实验室层面进行了一定验

证，临床验证较少，缺乏生物学功能和临床意义，

目前仅在探索阶段［59-76］。这些分子标志物中，同样

也是促癌相关分子标志物占大多数，包括UBE2S、

SQSTM1、 SFN、 S100A10、 ODC1、 JUN、

HSPB1、FOXQ1、ELF3、EGR1、CLDN4 等；而

抑癌相关标志物相对较少，主要包括 ACTG1、

RhoB、KLF4、KLF2、FOS、CDKN1C、ATF3等。

从功能角度分析，这些分子标志物主要集中在两

个核心生物学过程中：一是细胞增殖、凋亡及分

化调控；二是细胞黏附、侵袭与转移机制。值得

注意的是，部分标志物表现出独特的与肿瘤进展

相关的功能：ATF3和ODC1与HPV感染及癌变过

程有关，S100A10参与肿瘤微环境的代谢重编程，

ATF3涉及氧化应激反应和DNA损伤修复通路。这

些新型分子标志物研究的重要不足集中在临床功

能的验证层面。

随着数据驱动及机器学习等标志物功能预测

手段的引入，新型分子标志物的发现模式发生了

一定的转变，“公共数据库/组学数据集−体外模型”

的研究模式成为标志物发现早期的新技术路线，

其中的组学研究多源于传统的群体转录组测序

（bulk RNA sequencing）技术。但是，该技术显示

的是每个组织/细胞样品中，细胞群体的各基因表

达的平均信号，可能掩盖单细胞层面的基因表达

特征，尤其在具有高度异质性的肿瘤组织内，肿

瘤进展相关的特征细胞亚群的信息往往不易被发

现。此外，尽管一些新标志物的发现过程结合了

宫颈癌病人的公共数据库的信息挖掘，可以得到

特定人群的回顾性队列数据，但公共数据库缺乏

中国宫颈癌患者的系统性信息，往往需要辅助中

国人群的临床队列的系统性验证，而以免疫组化

为核心的传统技术在灵敏度和定量可靠性等方面

的局限性在一定程度上限制了新标志物临床验证

和临床功能的研究。这不仅是新型分子标志物进

一步转化的瓶颈问题，也是前述具备较完善实验

验证的新标志物未能进入临床应用阶段的主要原

因之一。

可见，为满足WHO对宫颈病变精准分诊的迫

切需求，克服分子标志物“实验室到临床”的转

化障碍至关重要。这要求我们：第一，建立更高

分辨率的标志物发现技术，以筛选出能克服肿瘤

表表2　潜在的宫颈癌及癌前病变相关分子标志物

Table 2　Potential molecular markers implicated in cervical cancer and precancerous lesions.

基因

APOC1

E2F8

FABP5

KLF5

HSPA2

ITGA3

LPCAT1

MYO1B

NRP1

PAK5

POU5F1B

SEPTIN9

SND1

STAT3

FSTL1

RHCG

Ensembl ID

ENSG00000130208

ENSG00000129173

ENSG00000164687

ENSG00000102554

ENSG00000126803

ENSG00000005884

ENSG00000153395

ENSG00000128641

ENSG00000099250

ENSG00000101349

ENSG00000212993

ENSG00000184640

ENSG00000197157

ENSG00000168610

ENSG00000163430

ENSG00000140519

调控

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

促进

抑制

抑制

功能

HPV感染

及癌变

✔

✔

细胞增殖、

凋亡及分化

✔
✔
✔
✔
✔

✔
✔

✔
✔

✔
✔
✔

细胞黏附、

侵袭与转移

✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔
✔

血管生成相关

✔
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异质性、精准进行风险分层的靶点；第二，发展

高灵敏、高可靠的临床定量检测方法，确保标志

物在分诊应用中的有效性。最终目的，是构建一

个从“发现”到“验证”再到“临床分诊应用”

的完整闭环，将前沿研究真正转化为临床效益。

2 单细胞测序技术为面向临床应用的宫
颈癌分子标志物的发现赋能

基于传统的组学和分子生物学技术的癌症分

子标志物发现通常始于对群体转录组数据的差异

表达基因（differentially expressed gene， DEG）的

分析，以鉴定出在肿瘤与正常组织间显著变化的

基因集。随后，研究人员通过不同的数据库挖掘

和生物分析流程对基因集中的备选分子标志物的

临床功能进行预测与分析，如：通过生存分析

（如Kaplan-Meier分析）检验这些关键基因与患者

临床预后（例如总生存期）的关联性［77］；或利用

这些基因构建预后特征模型，并依据模型评分对

患者进行风险分层［64］；或通过构建共表达网络来

揭示影响疾病进展的核心转录因子等［78］。由此筛

选获得潜在分子标志物，以便进入“体外模型-体

内模型-临床验证”系统实验验证模式。然而，以

上策略受限于群体转录组数据在分辨率方面的内

在缺陷，往往造成后续验证工作，尤其是临床验

证的较高的不一致性和不确定性。因此，对标志

物功能的分辨率不足成为当前分子标志物发现领

域，尤其是面向临床应用的标志物发现的主要瓶

颈之一，而借助能够拆解肿瘤内部异质性的“单

细胞级”分辨率的先进技术是解决这一问题的有

效途径。

2.1 面向肿瘤异质性难题的解决——原理与技术的

先进性

在精准医疗背景下，理想的癌症分子标志物

应能动态、精确地反映从癌前病变到浸润癌的演

进过程。然而，发现此类标志物的最大挑战在于

肿瘤的异质性。宫颈癌组织是多种细胞类型的复

杂混合体，其异质性不仅存在于不同患者或肿瘤

之间，更体现在同一病灶内部的细胞状态差异，

而高危HPV感染的型别、持续与整合状态等因素

进一步加剧了这一复杂性。驱动癌变的关键分子

信号往往仅限于特定的细胞亚群，在组织层面的

常规检测中，这些关键信号极易被大量背景细胞

“稀释”或掩盖，导致我们对癌变过程的分子机制

了解有限。因此，突破肿瘤异质性的限制，必须

依赖单细胞分析技术。它能在单个细胞的分辨率

上精确解析分子特征，从而锁定驱动疾病发展的

关键细胞亚群及其特有的高价值标志物。

单 细 胞 转 录 组 测 序 （single cell RNA 

sequencing， scRNA-seq）技术是在单个细胞分辨率

上解析基因表达和分子特征的高通量测序手段，可

以根据细胞的异质性将某一组织分成不同的细胞亚

群，进而对不同的细胞亚群进行独立分析并揭示细

胞亚群间的相互作用以及与癌症及癌前病变的关

系。它已成为研究细胞异质性的有力工具［78］，通过

获取相对少量的代表性样本，识别关键细胞群并挖

掘潜在的分子标志物，进而可利用机器学习算法及

数据库挖掘等手段对这些发现进行验证，为癌症发

病机制的深入研究开辟了新的途径。

2.2 面向宫颈癌分子标志物的发现——实践的可

行性

已有一系列研究利用 scRNA-seq技术尝试突破

宫颈癌异质性的难题。例如在腺癌和鳞癌这两种

组织学亚型鉴定方面，有学者通过单细胞测序解

析宫颈鳞癌发病和进展的细胞及分子特征，发现

KRT14 是一种在正常宫颈鳞状细胞中高表达的标

志物，而在早期和晚期鳞癌中表达较低；与之相

反，恶性鳞状细胞标志物（KRT17）和典型增殖标

志物（CDKN2A、MKI67 和 TOP2A）的表达贯穿

癌前病变（CIN）和宫颈癌进展的全过程，并呈现

逐渐上升的趋势［79］。在此基础上，有学者进一步

揭示了宫颈鳞癌、HPV和非HPV腺癌的肿瘤及免

疫微环境异质性，初步验证了KRT14和CLDN3可

以帮助准确鉴定鳞癌和腺癌［80］。在宫颈病变恶性

转化方面，有研究利用 scRNA-seq联合空间转录组

学，从分子角度描述了HPV诱导的从HPV感染的

正常宫颈向癌前病变以及宫颈癌的持续性恶性转

化的过程，并提出了期间免疫重塑的分子机制，

鉴 定 了 3 个 独 特 的 宫 颈 上 皮 细 胞 群 ， 包 括
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“SLC5A8+DERL3+HPV 正 常 群 ”、“VSIG1+

CASC9+HPV 高级别癌前病变群”和“CASP14+

CALML5+HPV 肿 瘤 群”。 其 中 的 “SLC5A8+

DERL3+HPV 正常群”特异性表达肿瘤抑制基因

SLC5A8，该基因可抑制细胞增殖并调节细胞凋

亡［81］。在宫颈癌预后方面，有研究通过 scRNA-

seq鉴定出 Epi_10_CYSTM1上皮亚群、FOXP3⁺调

节性 T 细胞及 CD66⁺促肿瘤中性粒细胞，并发现

SLC26A3 高表达、FOXP3 富集及 CD66 升高均与

宫颈腺癌患者更差的预后显著相关［82］。同样的，

也有研究通过鉴定上皮细胞（C1–C7）、炎症型癌

相 关 成 纤 维 细 胞 （iCAF）、 肌 成 纤 维 型 CAF

（myCAF）及 CD8 ⁺T 细胞（CXCR4 ⁺、PDCD1 ⁺、

MKI67⁺）四大细胞群，并发现 S-H 亚型标志基因

集（MMP1、IGFBP3等）预示最短总生存期，而

S-I亚型标志基因集（HLA-DMA、CXCL10 等）与

最长总生存期显著相关［82］。

综上所述，scRNA-seq技术在实践中已被证明

是发现宫颈癌关键分子标志物的高度可行且强大

的工具。其核心优势在于能够克服肿瘤异质性难

题，在单细胞分辨率下精确描绘宫颈癌发生、发

展及转移过程中不同细胞群体的分子动态变化。

通过对比分析健康组织、癌前病变及不同阶段、

不同亚型宫颈癌样本，该技术已成功鉴定出具有

诊断分型价值的标志物、指示恶性转化阶段的标

志细胞群与基因、预测患者预后的细胞亚群和基

因特征。这些发现不仅深入解析了宫颈癌的复杂

生物学机制，更重要的是，它们直接来源于对临

床样本的高精度解析，所鉴定的标志物在组织分

型、疾病进展监测、预后评估和潜在治疗靶点筛

选等方面展现出更明确的转化应用潜力。因此，

单细胞测序为系统性地、精准地挖掘宫颈癌多层

次分子标志物提供了可靠的技术路径。

3 生物传感技术为宫颈癌分子诊断方法
的创建赋能

3.1 基于分子标志物基因原位表达检测的现有技术

scRNA-seq技术以其高分辨率特征可以为我们

筛选出众多潜在的宫颈癌分子标志物，但要将这

些“发现”转化为可靠的临床诊断工具，则必须

依赖于精准、可重复的标志物表达检测技术。基

因表达定量在此环节扮演着承上启下的关键角色，

它旨在确认这些候选标志物在大量临床样本中的

实际表达水平及其作为诊断或预后指标的潜能。

当前的主流技术包括实时荧光定量 PCR（real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）、

免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）和荧

光 原 位 杂 交 （fluorescence in situ hybridization，

FISH）等［83-86］，每项技术都有各自的优势与局限。

在传统的基因定量技术中，RT-qPCR 因其灵

敏、特异、快速和定量能力而应用最广。该技术

以 RNA 为模板，先通过逆转录合成 cDNA，再以

cDNA为模板进行PCR扩增。扩增时，通过实时监

测荧光信号的强度变化［循环阈值（cycle threshold，

CT值），在扩增过程中，每一个反应管内的荧光信

号强度达到设定的阈值时，所经历的扩增循环次

数］，以 CT值作为基因表达定量水平的参数，即

可准确反推出目标基因的初始含量。例如，在新

冠病毒检测中，就是通过检测病毒RNA的CT值来

判断其浓度［87-88］。

IHC技术因其能在组织原位直观展示特定蛋白

的表达与分布而应用广泛。该技术基于抗原抗体

特异性结合的原理，先用一级抗体识别并结合组

织切片中的目标蛋白，再利用标记了酶（如辣根

过氧化物酶）的二级抗体与一级抗体结合。最后，

通过加入底物发生显色反应，使目标蛋白所在位

置呈现出清晰的颜色标记。例如，宫颈病变诊断

中，通过检测 p16蛋白弥漫性强阳性染色确认高危

型 HPV 感染，结合 Ki-67 双染检测评估 HSIL/

CIN2+恶性转化风险［89］。

荧光原位杂交（FISH）是一种在完整的细胞

或组织中，对特定核酸序列进行原位定位与分析

的技术［90］。其基本原理是利用荧光标记探针与目

标序列的特异性杂交。为了提高检测灵敏度，尤

其是在检测低丰度RNA时，研究者开发了多种信

号放大策略。图 1便展示了一种典型的信号放大技

术［91］，它通过设计多级探针的级联杂交来显著增

强荧光信号。然而，尽管这类先进技术提升了检

测的灵敏度，但 FISH方法在检测通量和精确定量

方面仍存在固有的局限性。一方面，其检测通量
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较低，一次实验能同时分析的靶标数量有限，难

以满足高通量筛选的需求；另一方面，该方法对

靶标的精确定量能力有限，其信号输出易受背景

噪声、信号猝灭以及复杂酶促或杂交放大过程中

潜在变异性的影响，因此通常被认为是一种半定

量而非精确的定量工具。

为给新一代标志物提供更可靠的临床证据，

需要突破传统技术的瓶颈。传统 RT-qPCR 因完全

丢失空间信息且依赖相对定量，难以反映复杂的

组织异质性；而免疫组化则因其流程和结果判读

标准化不足，使其在精确定量上存在缺陷，这两

种技术均难以满足高定量要求的临床验证需求。

FISH 技术提供了一个更优的方案。FISH 能够在

保留细胞与组织完整形态的前提下，对包括石蜡

包埋组织、穿刺活检样本、细胞涂片及冰冻切片

在内的多种临床样本进行检测，实现对特定基因

或 RNA 分子的精准原位定位与拷贝数分析。然

而，FISH技术本身也存在着明显的局限：其通量

极低，一次通常只能检测少数几个已知的目标分

子，无法满足对复杂疾病进行多靶标、高通量分

析的需求。此外，其操作流程相对复杂、耗时较

长，也限制了其在未来大规模临床筛查中的应用

潜力。

3.2 面向分子标志物基因原位表达检测的潜在生物

传感技术

传统分子标志物检测方法已难以满足精准诊

断的需求。合成生物学为此提供了新思路，不再

被动“检测”分子，而是主动“设计”分子机器

来执行诊断任务［92］。其中，经工程化改造的

CRISPR/Cas 系统是关键突破，它凭借高特异性、

高灵敏度且可编程的特点，被开发为强大的分子

诊断工具，有望克服传统方法的局限，为标志物

的快速、精准、低成本临床应用提供可能［93-94］。

CRISPR系统源于细菌和古菌的适应性免疫机

制［95-96］，用于抵御外源遗传物质的入侵。其作用过

程大致分为两步［97］：首先，在“适应与成熟”阶

段，系统会捕获入侵者的部分基因序列，并将其

转录、加工成一段向导RNA（crRNA）。随后，在

“干扰”阶段，crRNA会引导Cas蛋白（如Cas9或

Cas12a）在细胞内寻找并切割与向导序列互补的靶

A novel in situ RNA analysis platform 

Z ZDouble Z  target probe

Preamplifier

Lable probe

Amplifier

Transducer3

 Recognition element1

 2

Candidate  RNA (Cervical cancer biomarker) 

Converts binding events into a visual signal

Amplifes the signal for sensitive detection

Binds specifically to the target RNA

Signal amplification unit 

图图1　一种改装的新型探针组荧光原位杂交技术（根据RNAscope修改）［91］

Fig. 1　A novel probe set for the fluorescence in situ hybridization (FISH) technology［91］
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标核酸。正是基于这一精准的引导-切割机制，该系

统被改造为强大的基因编辑工具。其中，Class Ⅱ
的Cas9和Cas12a因其结构简单、操作便捷，已成

为应用最广的主力工具［98-100］；而Cas13a则实现了

对 RNA 的精确调控，进一步拓展了 CRISPR 的应

用边界。CRISPR/Cas系统已在病毒性疾病的检测

与治疗领域展现出巨大潜力［101］。在诊断方面，该

技术通过设计特异性引导RNA（gRNA）来靶向病

毒基因组，指导Cas蛋白进行切割以产生可识别的

信号，这一原理已成功应用于 HIV、寨卡病毒及

SARS-CoV-2 的检测［101］。更有先进的平台，如利

用金纳米粒子（AuNP）搭载 CRISPR/Cas12a系统

的纳米机器人，不仅实现了在活细胞内对RNA的

高灵敏度检测与成像，还能在血清等复杂样本中

稳定存在，有效抵抗核酸酶的降解［102-104］。在治疗

方面，为满足更精细的基因操作需求，科学家们

也开发出多种强大的CRISPR衍生工具，例如，碱

基编辑器（base editor， BE）能精准完成 12 种单

碱基替换（如C→T），且无需切断DNA双链，可

精准地修正单个碱基错误［105-108］；引导编辑（prime 

editing， PE）与基因打靶（gene targeting， GT），

能够在基因组特定位点精确地插入、删除或替换

致病的DNA片段［109-110］。还能够通过表观遗传编辑

器（epigenetic editors， EE/PEE）可编程地调控

DNA 甲 基 化 等 表 观 遗 传 修 饰 ， 以 治 疗 相 关

疾病［111］。

图 2 展 示 了 一 种 新 型 的 由 RNA 激 活 的

CRISPR/Cas12a 纳米机器装置［103-104］，该装置以金

纳米颗粒（AuNP）为支架，通过精确组装DNA底

物链和 crRNA-Cas12a 核糖核蛋白复合物（RNP）

来实现其功能。具体来说，首先，crRNA 通过摆

臂链（swing arm）和锚定链（anchor strand）与

AuNP 支架相连，crRNA-Cas12a RNP 作为感应元

件能够特异性地与目标 miRNA 结合，从而激活

Cas12a的非特异性切割活性。随后，作为信号放

大单元的AuNP，其表面布满了高密度的单链DNA

（ssDNA）底物，ssDNA的 3′端标记有作为信号输

出单元的荧光基团（FAM），该信号输出单元在连

接完整时，荧光处于猝灭状态。最后，当 Cas12a

被激活，通过非特异性切割AuNP表面连接荧光基

团的 ssDNA后，荧光基团被激活，产生显著的荧

光信号。从而实现对目标miRNA的高灵敏度和高

特异性原位检测，为研究基因表达模式和细胞内

RNA分布提供了强大的工具。

这项技术不仅可以在传统的体外检测中分析

纯化的DNA和RNA样本，更能直接在复杂的生物

环境如血清和活细胞内实时、高灵敏地对特定

RNA进行原位成像和定量，能够将宫颈癌标志物

Quenched FAM

Anchor strand
Swing arm

crRNA

FAM-labeled substrate
AuNP

Cas12a

Candidate RNA
(Cervical cancer 
biomarker)

Nano-robotic biosensor assembled through synthetic biology

Structure The principle of the sensor

F
F

F

Transducer3

 Recognition element1

 2

Recognizes target RNA to
 activate Cas12a

Activated enzyme cleaves substrates 
for signal amplification. 

Substrate  cleavage generates a measurable 
fluorescent signal 

 Signal amplification unit

图图2　金纳米颗粒包裹的CRISPR/Cas12a生物传感器（根据CRISPR nanorobot原理图修改）［103-104］

Fig. 2　A nano-robotic biosensor featuring a CRISPR/Cas12a system assembled on gold nanoparticles［103-104］

122



第 7 卷 www.synbioj.com

的研究从传统的“静态、群体、终点式”分析，

升级为“动态、单细胞、实时可视化”的验证。

它不仅能帮助发现新的、更可靠的 RNA 标志物，

更能在活细胞和接近生理的条件下，以前所未有

的分辨率和维度，验证这些标志物的生物学功能

和临床相关性，极大地推动宫颈癌的早期诊断、

疗效监测和个性化治疗研究。

4 基于单细胞转录组与合成生物学传感
的宫颈癌分子诊断新策略

合成生物学是一门交叉融合学科，通过工程

化的设计、改造乃至从头合成生物体系，为解决

传统单一技术难以应对的复杂健康问题提供了全

新的、高灵敏度和高特异性的解决方案。合成生

物学的策略和技术已应用在代谢疾病诊疗、癌症

的靶向治疗等临床医学领域［112-114］。在宫颈癌防治

领域，WHO 的最新指南确立了以 HPV DNA 检测

为核心的筛查策略。这一重大转变在提高筛查灵

敏度的同时，也带来了一个紧迫的临床挑战：如

何对庞大的HPV阳性人群进行精准的风险分层与

分流，以避免不必要的阴道镜检查和过度治疗。

传统的分子标志物体系难以完全满足这一全新的

“筛查与分诊”临床需求。因此，本文旨在探讨，

合成生物学与先进生物医学技术将如何为这一临

床瓶颈提供有效的技术支撑，从而贯穿宫颈癌

“筛查‒分诊‒治疗”的全周期管理。

为克服“实验室研究‒临床应用”之间的转化

障碍，并精准响应临床对高效分诊工具的需求，

可从以下两个层面提高宫颈癌分子标志物发现及

转化研究的精度和有效性：

一方面，单细胞转录组联合生物传感的新框架

通过整合两种前沿技术，可提升分子标志物发现的

精准度与验证的可靠性，从而更加精确地认识分子

标志物的临床功能。首先，在标志物的发现阶段，

单细胞转录组测序技术能够协助突破肿瘤异质性的

限制，在单个细胞的层面上精准锁定驱动宫颈癌发

生发展的关键细胞亚群，并从中鉴定出比传统方法

特异性更高、与疾病进程关联更紧密的标志物候选

分子。这从源头上保证了标志物发现的“高质量”。

其次，在关键的验证阶段，合成生物学设计的生物

传感系统（如CRISPR-Cas介导的核酸检测或高灵

敏度原位杂交技术）能对目标分子进行快速、原位

且高灵敏度的检测，能够直接在临床样本（如组织

切片）上对 scRNA-seq发现的标志物进行精准的原

位定量与定位分析。这种高保真度的验证方法，使

得研究人员可以获得更可靠的大规模临床队列验证

数据，以进一步确证这些标志物在早期筛查、诊断

分型或预后判断等特定临床场景下的功能和价值。

从而构建起功能完备、证据等级更高的宫颈癌分子

标志物研发体系。

另一方面，单细胞转录组与生物传感的结合

直接打通了从标志物验证到临床产品转化的路径，

为开发新型诊断试剂盒提供了核心技术。从实验

室研究到临床应用的转化瓶颈之一，在于缺乏能

够将新标志物转化为可规模化生产的体外诊断产

品的技术平台。在验证阶段所使用的CRISPR生物

传感器或新型原位杂交探针等，其本身就是诊断

试剂盒的核心技术原型。这些由合成生物学驱动

的检测技术具有高度可编程、可模块化和易于标

准化的特点。因此，一旦某个或某组标志物通过

了充分的临床验证，就可以迅速地将相应的生物

传感检测方案优化和固化，最终开发出可规模化

生产的诊断试剂盒，从而推动分子标志物研究从

实验室到临床应用的跨越。

总之，本文所提出的联合先进单细胞转录组

以及基于合成生物学原理设计的生物传感技术的

宫颈癌分子诊断方法研发新框架（图 3），旨在直

接回应 WHO 新指南下宫颈癌防治的临床核心需

求。它以单细胞分辨率的标志物发现技术和高灵

敏的生物传感技术作为关键的“转化引擎”，目标

是开发出能够精准分流HPV阳性人群的新一代分

子诊断工具，为实现“筛查、分诊和治疗”新策

略提供强大的技术支撑，最终提升宫颈癌精准防

控的水平。随着该框架与人工智能及微流控技术

的深度融合，有望催生出具备逻辑运算能力的智

能化即时检测产品。这不仅能为实现“筛查、分

诊和治疗”新策略提供强大的技术支撑，更将以

低成本、高精度的优势，加速全球消除宫颈癌目

标的实现，最终惠及广大女性群体。
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