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摘  要 

循环游离DNA (cell-free DNA, cfDNA)容易采集和无创的优点使其在肿瘤早期诊断、良恶性鉴别、疗效检

测、预后评价等临床应用中受到广泛的关注。此外，cfDNA还可以反映肿瘤大小、肿瘤转移等。为此，

本文综述了cfDNA的临床应用，以期为临床疾病的诊断、疗效分析提供帮助。 
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Abstract 
The advantages of circulating cell-free DNA (cfDNA) are easy to collect and non-invasive, which 
has attracted extensive attention in clinical applications such as early tumor diagnosis, benign and 
malignant identification, efficacy detection, and prognosis evaluation. In addition, cfDNA can also 
reflect tumor size, tumor metastasis, etc. Therefore, this article reviews the clinical application of 
cfDNA, in order to provide help for the diagnosis and efficacy analysis of clinical diseases. 
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1. 引言 

液体活检利用外周循环血液代替组织标本进行检测，成为近年来的研究热点。1948 年，Mandel 首次

报告了人类血浆中存在循环游离 DNA (cell-free DNA, cfDNA)，由于缺乏高效的检测方法，使得相关研究

较少，直到 1989 年，研究者发现 cfDNA 是肿瘤本身产生的[1]，这对 cfDNA 的研究奠定了基础。cfDNA
是存在于体液中的小核酸片段。cfDNA 作为一种无创液体活检技术，其检测具有操作简单、实时性、易

于取样(可重复取样)、灵敏度高、创伤小等优点，广泛应用于恶性肿瘤、产前筛查、心血管疾病、移植医

学、自身免疫性疾病、寄生虫病等疾病的早期筛查和病情评估。 

2. cfDNA 的来源 

cfDNA 是一种血液或体液中游离于细胞之外的 DNA，这种 cfDNA 包含双链脱氧核苷酸片段，分子

量低，浓度低[1] [2]，存在于全血的无细胞成分中，如血浆、血清和尿液等[3]。 

3. cfDNA 的检测 

cfDNA 的检测分为以 DNA 浓度为主的定量检测和以肿瘤基因特异性改变为主的定性检测[4]。用于

血清中 cfDNA 定量检测的方法主要有放射免疫法、荧光染料法(SYBR、Greenl、PicoGreen、Hoechst 33258
等)、核酸凝胶染色法、荧光定量聚合酶链反应(PCR)等[5] [6]。其中，以定量 RT-PCR 为基础的一系列衍

生技术的应用，不仅能够对血液、尿液中的 cfDNA 浓度及完整性作出精准的检测，而且还可以对基因的

遗传学改变进行定性分析，目前临床主要开展的定性检测包括基因突变、甲基化异常、微卫星不稳定(MSI)
和杂合性缺失(LOH)及染色体重排等。除此以外，新一代高通量测序(next-generation sequence, NGS)已被

用于检测 cfDNA，包括全基因组测序、全外显子组测序等[7]。 

4. cfDNA 在肿瘤中的应用 

近几年，高通量测序技术在临床中的研究越来越多，它可以很快获得 cfDNA 的浓度、完整度及基因

突变等一系列信息，使得 cfDNA 在恶性肿瘤的早期诊断、疗效判定和药物治疗等方面的研究逐渐清晰，

为恶性肿瘤的诊断和治疗给与了新的途径[8] [9]。cfDNA 的初步探索主要用于分析 cfDNA 浓度水平与肿

瘤的相关性，肿瘤病人血清中的 cfDNA 含量约为正常人的 10 倍，引发了科研人员对 cfDNA 与恶性肿瘤

相关性的研究，成为了现在的热点。该研究陆续在结直肠癌、肺癌、乳腺癌的血液中得以证实，血清中

的 cfDNA 含量还可以反映出肿瘤的大小、分期、分级等信息，另外，cfDNA 与肿瘤细胞 DNA 具有高度

的一致性，能够客观地反映肿瘤细胞的遗传信息，肿瘤的特异性变化如微卫星灶改变、DNA 超甲基化特

别是原癌基因或抑癌基因突变能够直接反映肿瘤的发生、发展[10] [11] [12]。cfDNA 的含量升高、降低或

者特异性改变都可以为恶性肿瘤的早期诊断提供另一种新的途径。 
1) 肝癌 

Open Access

https://doi.org/10.12677/md.2024.141006
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


赵成俊，张灵强 
 

 

DOI: 10.12677/md.2024.141006 41 医学诊断 
 

全世界范围内原发性肝癌发病率位于恶性肿瘤第 6 位，死亡率位于第 2 位，约 55%新发病例发生在

我国[13]。原发性肝癌大部分是肝细胞癌，治疗方式有手术切除、介入治疗、分子靶向药物治疗、放射治

疗、免疫治疗等。随着医疗水平的不断发展，细胞分子水平的治疗在小肝癌、中晚期肝癌治疗中的地位

日趋重要，肝癌根治性治疗成为了可能。由于受放疗敏感性和耐受性的影响，少部分病人治疗效果不好。

另外，血清甲胎蛋白(AFP)在原发性肝癌的早期诊断、治疗效果分析中有很大的意义，但它诊断的灵敏度

和特异度还需要提高[14]。 
循环肿瘤 DNA (circulating tumor DNA, ctDNA)是目前科研人员在 cfDNA 研究领域中研究最多的部

分，ctDNA 主要来自坏死或凋亡的肿瘤细胞[15]。Xu [16]等构建出 BMPR1A 等 10 个甲基化标志物的诊

断预测模型，该模型在 715 例肝癌患者和 560 名健康对照者的训练集中对肝癌的敏感度和特异度高达

87.5%和 94.3%，在 383 例肝癌患者和 275 例健康对照的验证集中敏感度和特异度达 83.3%和 90.5%。另

外，Xu [16]等建立区分肝病和肝癌模型的综合诊断评分“CD-SCORE”，有效地将肝癌患者与病毒性肝

炎患者、脂肪肝患者以及健康对照者区分开来。由此可见，cfDNA 甲基化可能是液体活检中诊断早期肝

癌更为有效的诊断标志物。Cohen [17]等将 8 种血清学标志物与 16 种 cfDNA 肿瘤相关基因相结合，建立

的 Cancer Seek 诊断模型已证明在早期肝癌的诊断中具有 98%的敏感度和大于 99%的特异度。 
2) 胃癌 
进展期胃癌是胃癌的常见临床类型，单纯手术治疗效果差，容易复发转移，临床上仍以化疗或联合

分子靶向治疗为主[18]。而目前临床上常用的胃癌血清生物学指标 CA199、CA125、CEA 等对胃癌的诊

断及复发检测有一定帮助，但特异度不高。因此，寻求更为方便和高敏感的胃癌生物学标志物成为研究

的热点[19]。Fan [20]等研究结果显示术后辅助化疗和晚期胃癌患者血浆 cfDNA 浓度均显著高于健康人

群，cfDNA 浓度与胃癌患者的 CA199、CA125、CEA 等无关，但晚期胃癌患者 cfDNA 浓度 CEA 有关，

提示 cfDNA 浓度具有作为胃癌诊断标志物的潜在价值。Zhang [21]等也证实了 cfDNA 用于诊断胃癌时，

其灵敏度与特异度高于 CA199、CA125、CEA 等传统肿瘤标志物。胃癌患者血浆 cfDNA 浓度显著高于

健康人群，与化疗疗效密切相关，可作为胃癌诊断和化疗疗效预测的一个潜在指标，具有重要的临床应

用潜力。 
3) 结直肠癌 
结直肠癌是世界上第三大最常见的癌症类型，也是导致癌症死亡的第四大原因。在晚期癌症患者中，

肿瘤细胞和肿瘤邻近组织坏死或凋亡期间释放的 cfDNA 可导致血浆 cfDNA 水平显著增加。Frattini [22]
等监测结肠癌中的 cfDNA 水平，结果显示，术后 cfDNA 水平显著降低，而 cfDNA 水平的增加表明疾病

恶化进展。因此，cfDNA 可用作辅助诊断及监测、预测和评价肿瘤治疗效果。John H [23]等研究报道 1397
例结直肠癌患者 cfDNA 的 NGS 研究结果，总体而言，在 cfDNA 中检测到的基因变异频率与在三个基于

组织样本的研究中得到结果基本一致。cfDNA 反应肿瘤组织突变信息，有报道称在 CRC 早期阶段，一半

以上患者可在血液中检出突变体 DNA。Flamini [24]等对 18 例 Dukes 分期为 A、B 期的 CRC 患者进行

cfDNA 检测，其敏感性为 80%，且与疾病分期相关。将传统肿瘤标志物 CEA 和 cfDNA 联合检测，其敏

感性和特异性都升高，分别达 88%、90%。cfDNA 和结肠镜对大便隐血阳性的结直肠癌高危人群进行筛

查，证实 cfDNA 更适合作为结直肠癌的筛查方法，可以成为结直肠癌诊断重要方法。cfDNA 水平的预测

能力在预测腺癌方面是令人满意的(AUC 0.709, 95% CI: 0.508~0.909)，检测结直肠癌患者外周血中 cfDNA
为结直肠癌的早期诊断及病情监控提供了新的手段。 

4) 胆囊癌 
胆囊癌是一种相对罕见但侵袭性极强的恶性肿瘤，占胆道肿瘤的 80%~95%。2022 年我国胆囊癌发

病人数约为 3.1 万例，死亡人数约为 2.5 万例。但是，胆囊癌缺乏特异性标志物，即使结合影像、内镜以
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及肿瘤生物标志物如糖类抗原(CA199)和癌胚抗原(CEA)检测，也很难作出准确诊断，大多数患者确诊时

已错过手术治愈时机。因此，胆囊癌的研究目前主要集中在早期诊断生物标志物和治疗靶点的寻找上。

Kinugasa [25]等选取 30 例初次确诊为胆囊癌的患者进行细胞学检测，并使用 NGS 分析肿瘤组织和胆汁分

离的 DNA 的 49 个致癌基因的突变情况。结果表明 57.1%的肿瘤组织 DNA 发生突变，胆汁 ctDNA 突变

率为 87.5%，两者突变的符合率为 85.7%；细胞学检测与胆汁 ctDNA 的符合率为 87.5%，而细胞学检测

和胆汁 ctDNA 分析的敏感性分别为 45.8%和 58.3%。提示 NGS 可在胆汁中检测到肿瘤 DNA 突变，胆汁

液体活检的敏感性优于 ERCP 细胞学检查，有助于胆囊癌的诊断。 
5) 胰腺癌 
胰腺癌是一种常见的恶性实体肿瘤，其发病率和死亡率持续升高。由于症状不典型和缺乏有效的筛

查工具，许多患者在诊断时已发展到不可切除的状态，据统计只有 20%的病例可以切除病灶[26]。因此

探索胰腺癌诊断和预后相关标志物对于改善胰腺癌患者预后意义重大。Eissa [27]等抽取 39 例胰腺癌患者

外周 cfDNA 并行甲基化标记，结果表明 ADAMTS1 诊断胰腺癌的敏感性和特异性分别为 87.2%和 95.8%，

BNC1 为 64.1%和 93.7%，两者联合时分别为 97.3%和 91.6% (AUC = 0.95)，说明 cfDNA 在胰腺癌的诊断

中具有一定价值。Sikora [28]等分别研究了胰腺癌组、其他胰腺相关疾病组和健康对照组中 cfDNA 的含

量变化，其中 50 例 PDAC 患者 cfDNA 水平显著高于 23 例胰腺相关疾病患者(其中胰岛素瘤 5 例，非瘤

性胰腺疾病 18 例)和 23 名健康体检者对照人群，P < 0.05。其研究指出，cfDNA 的含量可作为一个肿瘤

标志物用于胰腺癌患者的早期诊断。与之相似，Singh [29]等的研究显示，经病理或 CT 确诊的 127 例 PDAC
患者血中的 cfDNA 含量显著高于 25 名健康体检者对照组，胰腺癌患者 cfDNA 的含量平均为 71.2 ng/ml，
较之于健康对照人群平均 34.6 ng/ml，差异有统计学意义，P = 0.034。胰腺癌 cfDNA 检测是一种微创、

较高特异度的“液体活检”技术，不仅能够了解肿瘤特异性的遗传信息的变化，还为疾病的辅助诊断、

病情疗效和预后评价等提供依据。 
6) 胆管癌 
胆管癌是一种恶性程度比较高的肿瘤，起源于胆管上皮组织，在所有胆道肿瘤中其占比达到

50%~60%。胆管癌的准确诊断困难，疾病发展迅速，易发生侵袭转移，癌症恶性程度高，患者预后差。

其五年生存率仅为 5%~15%。临床上，手术是治疗胆管癌的最主要的手段，但是胆管癌解剖位置比较特

殊，肿瘤大小较小，很难获取肿瘤组织而且肿瘤异质性特征明显，导致临床诊断准确率较低，手术效果

评估困难。目前临床上用于诊断和手术效果评估的肿瘤标志物主要是 CA199 和 CEA，但是敏感性和特异

性较低不能满足要求，因此开发非侵入性的诊断及手术效果评估方法尤为重要。有研究[30]对来自胆汁的

cfDNA 进行测序，结果显示 96.2%的配对组织中存在致病性肿瘤突变，其中仅 31.6%可在血浆中检测到，

约一半在胆汁 cfDNA 中检测到的突变在同一患者的血浆中亦可检测到。由此可见，虽然确诊仍需要组织

学诊断，但如组织取样不可行的情况下，胆汁来源的 cfDNA 可提供一种替代方法。Shen [31]等对 10 例

胆管肿瘤患者进行的一项前瞻性研究中，利用 150 个肿瘤相关基因对胆汁 cfDNA 和肿瘤 DNA 进行突变

变异的比较，发现靶向深度测序可检出胆管癌患者胆汁 cfDNA 中的突变，使胆汁 cfDNA 有望成为一种

有应用前景的液体活检。 
7) 小结 
总的来说，未来仍需要大样本量、前瞻性、多中心随机对照实验来验证 cfDNA 在肿瘤诊疗中的作用，

并结合多种 cfDNA 标记物，提高检测的敏感性和特异性。除此之外，我们还应该加强对 cfDNA 的基础

和技术研究，以及早日达到检测技术标准化。随着对 cfDNA 检测转化为临床应用的更多努力，相信肿瘤

的检测和治疗监测思路会日益丰富，进一步实现个体化医疗和患者利益的提高，为更多的肿瘤患者带来

福音。 
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