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循环肿瘤DNA的研究进展与应用前景*

雷容，刘杨文易，张克，颜汝平

（昆明医科大学第二附属医院 泌尿外科，云南 昆明 650101）

摘要：随着医学的发展，对肿瘤的认识越来越深入，并在肿瘤诊疗中取得了不错的成绩。随着科技的

进步，肿瘤精准诊疗成为了未来的趋势。目前常用的组织穿刺活检存在穿刺偏倚、创伤等问题，因此寻找一

种高效的方法就成为研究的重点。循环肿瘤DNA （ctDNA） 来源于肿瘤，能很好的反映肿瘤的基因信息，

并且会随着肿瘤的进展发生相应的改变。近年来ctDNA其独特的能力备受人们关注并被广泛研究，该文就

其研究进展与应用前景做一综述。
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Research progress and application prospect of
circulating tumor DNA*
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Abstract: We have been getting a deeper and deeper understanding of tumor, and have made great progress

in cancer diagnosis and treatment. With the advancement of technology, precise diagnosis and treatment of cancer

will become a trend in the future. At present, tissue biopsy is widely used but there are still some problems such as

sampling bias and that it is an invasive procedure. Thus, developing an efficient approach to detecting tumors has

become the focus of relevant researches. It is found that circulating tumor DNA (ctDNA) is derived from tumors,

reflects the genetic information of tumors well, and changes dynamically with the progression of tumor. In recent

years, the distinctive role of ctDNA has attracted much attention and has been extensively studied. This article will

review the research progress and application prospect of ctDNA.
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2015 年肿瘤患者的病死率较 1991 年下降了

26%，这与对肿瘤的认识日益加深密不可分[1]。肿

瘤的精确诊疗能挑选出从治疗方案中获益的患者，

避免过度诊疗。目前组织穿刺活检是了解患者肿

瘤的金标准，但穿刺的损伤、偏倚、不连续性却

限制着其发展。循环肿瘤DNA （ctDNA） 来源于肿

瘤细胞携带信息，且ctDNA分析结果与组织穿刺结

果具有很高的一致率，因此ctDNA被作为了解肿瘤

的新方法而广为研究。

1 ctDNA

ctDNA是游离于细胞外的肿瘤DNA片段，最早
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在循环DNA （cfDNA） 中发现。cfDNA广泛存在于

各种体液中，包括血液、尿液、脑脊液、唾液等，

平均长度 120～160 bp，其来源与细胞的凋亡及坏

死紧密相关，细胞的活动性分泌也参与其中[2]。在

健康个体中，血清 cfDNA 常维持在较低水平，为

1～10 ng/ml[3]，但在急性损伤、脑梗死、器官移植、

感染等生理状况和疾病过程中cfDNA会出现明显升

高。有研究发现肿瘤患者体内 cfDNA 常常出现升

高，其中有部分cfDNA经证实其来源于肿瘤细胞，

故被称为 ctDNA[4]。进一步的研究还发现，ctDNA

的浓度与肿瘤的分期[5]、大小[6]密切相关，并且

ctDNA能很好的反映肿瘤的异质性以及肿瘤的动态

变化。在临床的诊断、治疗、预后都具有实际意

义，因此作为液体活检的热点被广泛研究。

2 ctDNA检测方法

ctDNA的检测是一个不断发展与探索的过程，

伴随着基础科学的发展ctDNA检测从定性发展到了

定量，从最早的凝胶电泳到现如今的全基因测序。

目前ctDNA检测按内容可分为特异性位点检测、靶

向序列测序、全基因检测；按原理则可分为靶向

检测和非靶向检测。各种检测方法各有优势与不

足，可用于不同的检测背景与要求。特异性位点

检测主要针对于热点突变，常采用等位特异性PCR

及微流体技术，可以实现特定基因位点的定量与

定性检测，现已应用于肿瘤的热点基因诊断和复

发监测[7-9]。特异性位点检测的范围有限，为了弥

补这一不足，靶向序列测序应运而生。靶向序列

测序的范围10～50 Mb，可以覆盖单个外显子到整

个外显子区域。通过PCR扩增子[10]及基因杂交[11]技

术实现对外显子基因的横断面分析、新的抗性基

因的发现、肿瘤放化疗后的基因改变及肿瘤负荷

的监测。全基因检测其范围更广，包含全部的基

因组，还可以发现结构上的变异和染色体异常[12]。

虽然ctDNA的检测已经取得不错的进展，但复杂的

操作步骤、较长的周转时间、高昂的价格任然阻

碍着其临床应用的脚步。令人欣慰的是材料科学、

电化学及高通量测序等的的发展又给ctDNA的检测

带来新的灵感，例如 CHU 等[13]利用水热法和超声

法将DNA探针与二硫化钼及石墨烯组合成电化学

传感器，该电化学传感器可以更加经济、快速、

灵敏的检测ctDNA。

3 ctDNA应用现状及前景

ctDNA来源于肿瘤细胞，其包含的遗传学信息

能充分反映肿瘤的异质性，甚至能发现一些组织

活检遗漏的基因突变[14]。此外ctDNA会随肿瘤的进

展发生相应的变化，能动态反映病情的变化，对

解释肿瘤的发生、发展、遗传进化及药物耐药具

有重要作用。而且ctDNA与传统的穿刺活检相比，

还具有微侵入、样本获取简单、可连续观察等诸

多优势，是肿瘤诊治中的新帮手。ctDNA 研究火

热，目前主要集中在肿瘤诊断、治疗方案挑选与

评估及预后评估与复发监测。

3.1 肿瘤诊断

肿瘤的诊断目前主要采用影像学联合组织活

检以及肿瘤标志物的方法，这些方法在肿瘤诊断

中的确取得不错的成就，但辐射暴露、穿刺并发

症以及低诊断效力仍是困扰医务人员与患者的难

题。此外随着人类对肿瘤的认识日益深刻，肿瘤

精确诊断成为未来的趋势，精确的肿瘤诊断能为

后续的肿瘤管理提供重要的依据。在这一趋势下，

ctDNA优秀的精确诊断能力、微侵入性、实时性、

连续性等特点展现出巨大的优势。

自 1994 年 SORENSON 等[15]从胰腺癌患者的血

液中检测到KRAS基因突变，并且血液中检测到的

突变与肿瘤组织中的突变相一致，证实血液中的

突变基因为肿瘤来源。自此之后ctDNA就被作为肿

瘤诊断指标广为研究，SACHER等[16]采用液滴数字

PCR 技术对 180 例高级别非小细胞肺癌的 EGFR、

KRAS基因进行检测，结果表明其检测时间明显短

于组织穿刺活检，且此方法对EGFR 19缺失检测的

敏感性为 82%（95% CI：0.69，0.91），对 T790M 的敏

感性为77%（95% CI：0.60，0.90）。除却对肿瘤热点

基因的检测，ctDNA甲基化状态以及微卫星状态的

分析也可以反映肿瘤的信息。XU等[17]构建了一个

包含10个甲基化标志物的诊断预测模型 （AUC为

0.969），该模型可以很好的区分肝癌和正常对照，

与传统的甲胎蛋白（AUC为 0.816）相比拥有更高的

检测效力。相似的NESVET等[18]结合甲基化特异性

PCR与熔点曲线分析对黑色素瘤细胞的甲基化进行

分析，能检测低至0.1%的甲基化DNA，但此研究

·· 55



中国现代医学杂志 第 31 卷

还需进一步的临床标本验证。肿瘤发生过程中由

于DNA错配修复的缺陷，可导致微卫星重复数的

异常增多或减少，因此肿瘤患者常常出现微卫星

不稳定性的发生。MONTAGUT 等[19]检测了 5 930个

肿瘤样本中的微卫星状态，14 种肿瘤中均发现微

卫星不稳定状态。结合ctDNA微卫星的分析，也能

了解肿瘤的情况。

其实ctDNA在肿瘤中的诊断已从临床研究走向

了临床应用，2016 年美国食品药物管理局就批准

了一项针对非小细胞肺癌 EGFR 突变的检测应

用[20]。此外还有更令人兴奋的发现，GORMALLY

等[21]的一项健康人群中的前瞻性研究，发现被诊断

出肿瘤的测试者在 2 年之前就从血液样本中发现

KRAS2 和 TP53 基因的突变，提示了 ctDNA 具有肿

瘤早期诊断的潜能。肿瘤的早期诊断在肿瘤管理

中极具现实意义，如果能够早期诊断进而实施早

期干预，将大大提高患者的生存率。但在一项针

对几种癌症的研究中，82% 的Ⅳ期患者检测到

ctDNA，而Ⅰ期患者检出率只有 47%[5]。其原因除

了与技术限制之外，还可能是由于早期的肿瘤体

积小，入血的 ctDNA 有限，所以检出率低。因此

ctDNA 运用于早期诊断还需要进一步的探索和论

证，不过最近有研究发现ctDNA用于肿瘤的筛查倒

是有不错的表现[22]。

3.2 治疗方案挑选与评估

虽然人类对肿瘤的认识越来越深入，甚至已

研制出针对宫颈癌的疫苗，但肿瘤的治疗仍是一

个棘手的难题。近年来免疫治疗、靶向治疗给肿

瘤的治疗带来了新的思路，但这些方法都需要基

于肿瘤基因信息的支持[23]。传统的组织穿刺活检对

患者损伤大，并且由于穿刺偏倚可能使穿刺出现

假阴性。ctDNA由肿瘤细胞释放，因此可以弥补由

穿刺不准导致的偏倚，同时ctDNA相比于传统的穿

刺活检拥有更短的周转时间[24]。通过ctDNA去了解

肿瘤，根据基因信息去制定精确有效的治疗方案

将使患者从中获益。

KIM 等[25]对 61 例转移性胃癌患者进行肿瘤组

织分子表征分析与ctDNA检测，分析了微卫星不稳

定高含量与EB病毒阳性的患者对派姆单抗的总缓

解率 （overall response rate, ORR），发现微卫星不稳

定高含量与EB病毒阳性患者对派姆单抗的ORR分

别为 85.7% 和 100%。KIM 等[25]还进一步证实使用

ctDNA检测可以有效的识别出对派姆单抗有效的患

者，因此认为ctDNA检测用于治疗方案挑选可行。

一项利用新一代测序技术（NGS）在多种肿瘤患者

进行的ctDNA分析，发现有71.4%的患者包含≥1个

药物靶点，更加证实了 ctDNA 的临床应用潜能[26]。

我国亦有通过ctDNA的检测指导临床治疗的报道，

张萍等[27]在 1例肺癌脑转移患者的脑脊液ctDNA检

测中发现 TPM3-ROS1 基因融合，患者据此使用色

瑞替尼治疗后获益。WANG等[28]的多中心临床研究

也表明ctDNA分析能有效识别出能从吉非替尼治疗

中获益的晚期肺腺癌患者，进一步的动态监测还

可以提前发现药物的耐药。

肿瘤的耐药是肿瘤治疗中的另一个棘手的问

题，及时的发现耐药可以尽早调整后续治疗。穿

刺活检可以了解肿瘤的耐药遗传信息，但反复的

穿刺在临床上是不可行的，而此时连续的ctDNA检

测则是一个不错的选择。ctDNA可以动态的反映患

者对药物的反应，便于及时的评估与调整治疗方

案。抗EGFR药物 （西妥昔单抗和帕尼单抗） 作为

转移性结直肠癌经典治疗方案，在用药后期大多

数都会进展成药物耐药，且大约50%的耐药与RAS

突变的出现相关[29]。VIDAL等[30]的一项转移性结直

肠癌抗EGFR药物应用研究，对患者进行ctDNA进

行纵向连续监测和组织基线突变水平检测，ctDNA

与组织分析结果一致率高达 93%，此外连续的

ctDNA检测能发现RAS突变的出现以及评估药物的

疗效。同样 CREMOLINI 等[31]的一项转移性结直肠

癌抗 EGFR 耐药后的二期单臂临床试验，通过

ctDNA去评估患者用药后的情况，表明ctDNA可以

在影像学发现之前预测对吉非替尼的耐药。

3.3 预后评估与复发监测

目前对肿瘤患者的预后评估与复发监测大多

采用影像学联合生化标志物的方法，ctDNA与传统

方法相比既避免了辐射暴露又有优秀的检测能力。

并且有研究证明ctDNA比传统的方法更具预见性，

能提前数月发现肿瘤的进展[32]。ctDNA在评估患者

预后展现出强大的能力，TIE 等[33]在 230 例结直肠

癌患者肿瘤切除术后第 1 次随访时进行 ctDNA 评

估，结果显示 ctDNA 阳性组 3 年无复发生存率为

0%，而 ctDNA 阴性组为 90%。相似的一项对膀胱
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癌和肺癌患者运用免疫疗法后的前瞻性研究发现，

早期出现ctDNA含量下降的患者较晚期出现ctDNA

下降的患者拥有更大的肿瘤体积缩小比例以及更

长的无进展生存和总生存[34]。同样CHEN等[35]的一

项纳入18项研究包含1 243例胰腺癌患者的Meta分

析，指出高cfDNA浓度预示着较差的预后。

手术后肿瘤微小残留病是引起肿瘤复发的主要

原因，多项研究表明术后即刻或连续ctDNA检测能

很好的预测肿瘤复发，对微小残留病具有提示作

用[36]。CHAUDHURI 等[37]通过深度测序技术对接受

过有效治疗的肺癌患者ctDNA进行分析，ctDNA与

影像学检查相比能提前5.2个月发现复发，同时还

在53%的患者中发现对酪氨酸激酶抑制剂或免疫检

查点抑制剂敏感的治疗靶点。CHRISTENSEN等[38]检

测了膀胱癌术后的FGFR3和 PIK3CA热点突变，结

果ctDNA阳性患者中89%出现复发而阴性患者仅有

33%出现复发。ctDNA同时还能提供肿瘤是否转移

的信息，IKEDA 等[39]对多种肿瘤患者的 ctDNA 分

析，发现 MET 基因突变与骨转移强烈相关并伴随

着较差的预后。同样的OLSSON等[40]对 20例原位乳

腺癌患者进行长期连续ctDNA检测，ctDNA的方法

能提前11个月发现肿瘤转移。

4 未来与挑战

ctDNA能很好的反映肿瘤的信息，虽然目前无

法取代组织活检这一金标准，但可作为了解肿瘤

的补充手段。尽管ctDNA与现有的肿瘤标志物相比

拥有更高的敏感性和特异性，然而ctDNA并不能提

供全部的肿瘤信息，一些研究发现ctDNA与组织活

检结果存在不一致，在一些健康个体中也有ctDNA

的检出[41-42]。联合多方法、多指标可以互相取长补

短，便于更全面的认识肿瘤，GIROTTI等[43]就结合

全基因测序、ctDNA分析、患者肿瘤来源的动物模

型以及循环肿瘤细胞移植的动物模型等多种方法，

构建了一个黑色素瘤临床管理平台用于肿瘤精确

治疗。此外 ctDNA 检测方法多样，尚缺乏统一标

准。再者ctDNA花费较高，靶向ctDNA分析单人累

计花费高达1 750美元，但新技术的研发必将大大

减少花费加速ctDNA走向临床运用[44-45]。在肿瘤早

期ctDNA含量有限，参考循环肿瘤细胞的富集方法

利用能和ctDNA结合的材料制成可植入设备，在不

需要抽血的基础上就能实现ctDNA的富集。ctDNA

检测流程繁复耗时，KIM等[46]构建一个快速检测系

统，30 min 就能从全血中提取 ctDNA。ctDNA 还可

以促进新药的研发，ctDNA能发新的药物靶点，对

新靶点的研究将促进新药的开发。近年来研究还

发现 cfDNA、ctRNA、外泌体相关 ctDNA 在了解肿

瘤中同样具有积极意义，这些研究将进一步推动

肿瘤精准医疗的发展。

近年来ctDNA被国内外广为研究，众多研究都

表明ctDNA具有临床运用的潜能。ctDNA来源于肿

瘤细胞，能详细反映肿瘤的基因信息，协助医生

做出精确诊断；较短的半衰期及随治疗措施动态

改变的特性，能指导医生更好的进行精准治疗和

个体化治疗；其与肿瘤预后相关的特性，能帮助

医生预测肿瘤患者预后以及进行复发、转移监测。

但相对高昂的花费、较长的检测时间、复杂的流

程等仍限制着ctDNA的运用，相信随着这些难题的

解决肿瘤患者必将从中获益，肿瘤的精准治疗时

代正迎面而来。
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