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摘  要 

肝癌多是在慢性肝病基础上产生的一种肿瘤。由于其早期诊断率低，多数患者初诊时已经处于中晚期。

随着基因组学技术的发展，液体活检在肝癌中的应用已被研究得较多。本文主要介绍了循环游离DNA 
(cfDNA)、循环肿瘤细胞(CTCs)、外泌体在肝癌的诊断、预后评价、疗效监测几个方面的应用。 
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Abstract 
Liver cancer typically arises as a tumor developed from chronic liver disease. The early diagnosis 
rate for liver cancer is notably low, resulting in the majority of patients being diagnosed at an al-
ready advanced stage. The advancements in genomic technology have led to significant research 
on the utility of liquid biopsy in liver cancer. This article primarily aims to explore and discuss the 
applications of circulating free DNA (cfDNA), circulating tumor cells (CTCs), and exosomes for di-
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agnostic purposes, prognosis evaluation, and treatment monitoring of liver cancer. 
 

Keywords 
Liver Cancer, Liquid Biopsy, Early Diagnostic, Prognosis 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

2020 年，世界卫生组织发布的《全球癌症报告》显示，肝癌是全球第六最常见的癌症，也是第三大

导致癌症相关死亡的原因。据统计，中国 60%至 80%的肝癌患者在被确诊时已处于中晚期。因此，对肝

癌的早期筛查、早期诊断和早期治疗显得尤为重要[1]。穿刺活检或手术切除活检被视为肝癌的金标准诊

断方法，而传统的肝癌筛查方法包括甲胎蛋白(AFP)和影像学检查。但穿刺活检和手术切除活检这两种诊

断方式创伤较大，患者难以接受；而 AFP 和影像学检查的敏感度不高[2]。例如，AFP 对早期肝癌的灵敏

度仅为 30%至 40%；约有 1/3 的肝癌患者血清 AFP 始终为阴性；超声对早期肝癌的灵敏度约为 47%；即

便是 AFP 联合超声，其对早期肝癌检测的灵敏度也仅达到 63% [3]。因此，现在迫切需要一种早期筛查

肝癌的方法，该方法具备较高的灵敏度和特异度。液体活检是在 1948 年首次提出的一种精准医疗方式，

其指通过从人体血液中获得游离的肿瘤信息来反映全身的肿瘤状态。液体活检技术在临床应用中主要分

为三个方面，即循环游离 DNA (cfDNA)、循环肿瘤细胞(CTCs)和外泌体(exosomes) [4]。 

2. 液体活检的内容 

2.1. 循环游离 DNA 

cfDNA 是一类长度约为 120~180 bp 的 DNA 片段，通常被认为是肿瘤细胞凋亡或细胞坏死后释放到

血液循环中的产物。研究表明，肿瘤患者的血清中 cfDNA 含量明显高于非肿瘤患者[5]，与肝细胞癌导致

的肝细胞损伤可能有关。此外，这些 cfDNA 片段上的甲基化状态、基因突变也与肿瘤组织相似[6]。因此，

通过对 HCC 患者的 cfDNA 进行深度测序，可以检测到肝癌中常见的突变，这为 cfDNA 作为肝癌诊断指

标打下了基础。目前，常见的 cfDNA 检测方法包括定性检测和定量检测。定量检测方法包括实时荧光

PCR，而定性检测方法包括高通量测序(NGS)、数字 PCR、微流控芯片以及基于流式技术的磁珠乳液扩

增方法(Beaming)等。定性检测和定量检测各有优势。例如，Marika [7]等人使用实时 PCR 扩增技术对 142
个血浆样本中的 hTERT 基因进行定量检测，发现高含量的 cfDNA 水平与患者肝癌的大小和较晚的 HCC
分期相关，并与较短的生存期和预后不良相关。因此，定量检测是一种重要的检测手段。然而，定量检

测无法确定 cfDNA 中存在的具体突变类型，而定性检测则可以明确变异类型，如拷贝数变异(CNV)、末

端序列(Motif)、片段大小(Fragment size)以及核小体印迹(nucleosome footprint)等多种变异信息。研究人员

通过综合分析 cfDNA 中的多种变异类型可以更好地提高检测的准确性。 

2.2. 循环肿瘤细胞 

循环肿瘤细胞(circulating tumor cell, CTC)是肿瘤细胞自发或通过各种医疗操作进入血液循环的现
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象。这个概念最早由 Ashworth 医生于 1869 年提出。CTC 通过改变表型从原发肿瘤扩散，并穿过血管，

其中包括上皮–间充质–间质转化[8]。CTC 在几乎所有实体转移性肿瘤中都能够检测到，并且在某些早

期和中期肿瘤中也存在。CTC 代表了局部病变和远处转移之间的中间阶段。通过检测和测序 CTC，可以

发现与转移行为相关的基因，并反映肿瘤在患者体内的动态变化[9]。目前，常见的肝癌 CTC 分子标记物

包括 MAGE-1、MAGE3、GPC-3、K19、CD44、hTERT mRNA 等[10]，其中 MAGE 基因已被认为是肝

癌的一种特异的转录标记物。除了与临床医生的提示相关的相关基因外，CTC 的数量也在临床中发挥着

重要作用，可以在一定程度上反映患者肿瘤复发的时间和无复发生存期[11]。由于 CTC 在外周血液中数

量非常稀少，因此分离、富集和检测的方法显得非常重要。目前常见的分离和富集方法包括密度梯度离

心、免疫磁珠富集和过滤等，检测方法包括基于 PCR 技术、流式细胞技术和荧光原位杂交等技术方式。 

2.3. 外泌体 

外泌体(exosome)是由各种细胞分泌的直径在 40~100 nm 的盘状囊泡。它存在于血液、唾液、尿液和

母乳中，内部含有 RNA 和蛋白质。其中包括 mRNA、miRNA、lncRNA 等不同类型的 RNA。细胞分泌

的外泌体在信号转导过程中发挥作用，影响靶细胞，可能导致细胞损伤和恶性转化。例如，来自 HCC 的

外泌体可以通过 MAPK/ERK 信号通路诱导 HCC 的上皮–间质转化、进展和复发[12]，因此外泌体的检

测在液体活检中非常重要。对外泌体的检测包括分离、鉴定和内容物分析。分离方法包括离心法和磁珠

分选法等，鉴定方法包括纳米颗粒跟踪、电子显微镜以及酶联免疫印迹和蛋白印记法等免疫学方法。对

外泌体内容物的分析主要使用 PCR 等传统方法，以及一些新的分析方法，例如电化学夹心免疫传感器法

[13]。 

3. 液体活检的应用 

3.1. 液体活检在肝癌诊断中的应用 

液体活检技术在肝癌中应用非常广泛，涵盖了早期诊断、治疗和预后评估等领域。首先，cfDNA 在

肝癌早期诊断中发挥重要作用。目前国内最大样本量的研究使用了 3234 例临床样本的 cfDNA 进行了研

究[14]。通过 NGS 分析 5-羟甲基胞嘧啶(5-hmc)、核小体足迹(NF)、5’末端基序和片段化的 cfDNA 图谱，

通过对以上多个基因变异指标进行分析，并经过三组独立的训练集、验证集和测试集充分验证，稳定可

靠的 HIFI 模型被用于肝癌和非肝癌人群的区分。该方法可以很好地用于肝癌患者的早期诊断。此外，

Cohen 等人[15]建立了一种肿瘤早筛模型“cancerSEEK”，通过基因改变和蛋白质双标记的联合分析，不

仅可以提示早期癌症的存在，甚至可以定位起源器官。该研究设计了一个由 61 个扩增子组成的小组，通

过 PCR 方法分析样本中的肿瘤高频基因突变，并通过免疫测定平台检测 8 种对区分肿瘤和非肿瘤有用的

蛋白标志物，该方法也被证明在肝癌和非肝癌患者之间具有稳定可靠性(灵敏度为 97%，特异度为 60%)，
特别是对于肝癌的早期诊断，5 例 I 期肝癌患者的灵敏度达到了 100%。Foda 等人[16]使用 cfDNA 片段分

析评估了来自美国、欧盟或香港的 724 名肝细胞癌患者或肝细胞癌平均风险、高风险患者，使用包含多

特征片段的机器学习模型，在平均风险人群中检测肝癌的敏感度为 88%，特异度 98%，高风险个体中分

别为 85%、80%，该方法为肝癌的诊断提供了一种成本较低、性能较高的方法。 
除了 cfDNA，在肝癌早期诊断中，外泌体也具有优秀的表现。Cho 等人[17]通过分析公共组学数据

发现，来自肿瘤细胞的外泌体 miR-10b-5p 可以作为早期肝癌的诊断标志物，其灵敏度高达 90.7%，特异

度为 75.0%，AUROC = 0.934，并且经过了对肝病独立队列血清样本的验证。Li 等人[18]检测了 HCC 患

者血清外泌体 miR-320d，发现了 HCC 患者血清及中的 mi-R320d 表达水平显著降低，血清外泌体中的

miR-320d 能够高准确度的区分 HCC 患者和健康对照者。 
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相对于 cfDNA 和外泌体，CTC 在肝癌早期诊断中的应用没有那么广泛，但仍然有一定作用。CTC
可以在肝癌约 1cm 大小时检测到，而传统的影像学方法通常只能检测到至少 2 cm 大小的肝癌。Cheng 等

人[19]检测了 176 例受试者的不同类型 CTC，发现了 HCC 组患者外周血中各种类型的 CTC 数量明显多

于非肝癌组，总的 CTC 具有最大诊断价值(AUC 0.77495，可信区间 0.704~0.834)，总 CTC、AFP 和二者

组合的 AUC 分别为 0.774、0.669、0.821。因此，总 CTC 是比 AFP 更好的肝癌诊断指标。总体来说，相

比于 cfDNA 和外泌体，CTC 在肝癌早期诊断中的应用范围较窄，可能是因为早期肝癌患者循环中 CTC
数量较少，使得现有的检测方法难以有效检测。 

3.2. 液体活检在肝癌的预后中的应用 

Park 等人[20]进行了一个 55 例 HCC 患者的前瞻性研究。所有患者在放疗前及放疗后进行了 cfDNA
的定量检测。研究结果显示，放疗前具有更高 cfDNA 的患者其分期比低 cfDNA 患者组晚，肿瘤也较大。

放疗后低 cfDNA 组的患者其肿瘤应答率、肝内无衰竭率和局部控制率明显优于高 cfDNA 组。该研究表

明，放疗后的 HCC 患者 cfDNA 与其治疗的结果呈负相关，且 cfDNA 的水平可以作为放疗后治疗的反映

和局部控制的早期预测指标。Takuya 等人[21]分析了未系统治疗的晚期 HCC 患者血浆 cfDNA，发现了基

线 cfDNA 水平低于中位数的患者总生存率更高，4 周时 cdDNA 与基线 cfDNA 比率可以预测放射学疾病

反应。在有肿瘤进展的患者中，4 周时 cfDNA 浓度显著增加。除了 cfDNA 的含量以外，其中某些基因也

与预后相关。例如在甲基化方面，Li 等人[22]检测了 155 名通过手术切除治疗的 HCC 患者，检测了 IGFBP7
甲基化状态，Kaplan-Meier 曲线分析显示 IGFBP7 启动子甲基化与总生存期显著相关(p < 0.001)，它也是

HCC 术后总生存期和早期肿瘤复发的独立预后指标。在预测 HCC 患者的预后上，对 CTC 的检测也具有

一定的能力。Wang 等人[23]为了解决常规检测方法在 CTC 检测中的限制，使用新型的 SE-iFISH 方法对

接收手术切除的肝癌患者进行了全面的 CTC 检测，并进行了表型和核型特征鉴定，该研究发现，术后每

6 ml 血液中大于等于五个细胞的三倍体小型 CTC 与肝细胞癌患者的预后差显著相关，这提示了对术后患

者中，对特定亚型的 CTC 的检测有助于预测患者肿瘤复发。外泌体的某些 miRNA 下调也与肝癌患者的

预后不佳相关。前文提及的 Li [18]等人检测了 HCC 患者血清外泌体 miR-320d，其表达减少与晚期肿瘤、

淋巴结转移和低分化肿瘤相关，血清外泌体 miR-320d 水平较低的患者总生存期和无病生存期较短，它是

HCC 的独立不良预后因素。 
Cai [24]等人对 34 例行肝切除术的 HCC 患者进行了长期随访，并对其进行了外周血 cfDNA 检测，

整合了全面的 cfDNA 突变谱，其评估的肿瘤负荷与影像学结果一致性高。研究者对这些受试者长期的监

测发现，cfDNA 能够在影像学发现肿瘤前平均 4.6 个月就发现肿瘤的复发，并且优于 AFP、DCP 等血清

学指标。cfDNA 作为肝癌患者疗效监测有着较高的价值，甚至能够在影像学发现肿瘤复发前提示肿瘤的

复发。Wang 等人[25]对 62 名术后的 HCC 患者外周血进行了 CTC 检测，发现了复发患者组中总 CTC 数、

间质 CTC 数和混合 CTC 数显著高于未复发的患者组，并且间质 CTC 阳性是复发的独立风险因素，间质

CTC 阳性患者术后无病生存时间明显缩短(P < 0.001)。上述试验揭示了 cfDNA、CTC 和外泌体在肝癌患

者的预后中都有着举足轻重的作用。 

4. 讨论 

肝癌是乙肝、丙肝病毒感染、酒精性肝病、自身免疫性肝病等疾病引起的一种常见癌症，2020 年世

界卫生组织发布的《全球癌症报告》显示，肝癌是全球第六最常见的癌症。由于肝癌的特点，该疾病常

在中晚期才能明确诊断，因此迫切需要一种简便、快速、准确的筛查方法，以便早期发现肝癌[26]。目前，

AFP 加超声或影像学筛查方式的灵敏度和特异度有限，而肝穿刺活检或手术切除活检作为“金标准”，
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操作上困难且风险较高，不常被使用。因此，我们需要一种简便易行、易被接受，且具有较高灵敏度和

特异度的肝癌筛查方式。 
液体活检是精准医疗中的一种方法，通过从人的血液中获取游离的肿瘤信息来反映全身肿瘤情况

[27]。液体活检在肝癌的早期诊断、治疗选择和预后预测方面具有独特的价值[28] [29]。液体活检主要包

括 cfDNA 检测、CTC 检测和外泌体检测，每种检测方式都有其优势。例如，cfDNA 和外泌体检测在肝

癌的早期诊断方面具有较高的灵敏度和特异度，而外泌体和CTC在预测肝癌患者预后方面有独特的应用，

CTC 在评估肝癌切除术后的复发风险方面具有极高的价值。这些生物标志物的动态评估提供了关于肿瘤

进展、治疗反应、癌症复发的有价值的信息[30]。 
然而，目前液体活检仍存在一些不足之处。首先，该技术尚未得到大规模推广，检测难度和价格较

高，一些基层医院可能无法进行相关检测。其次，在液体活检的评估方面还存在一些待解决的问题，由

于使用不同的检测方式，液体活检中的阳性和阴性截断点仍存在争议，并且在液体活检的检测中还尚未

完全清楚检测的影响因素，例如 cfDNA 可能会受到未定潜能的克隆造血(CHIP)的影响[31]。再者，液体

活检技术尚未在各地区和医院得到统一的检测技术标准化，其诊断标准化仍需进一步发展。综上所述，

液体活检技术是一种具有巨大潜力的新型肝癌诊断方法，尤其在无法使用影像学检查时具有重要意义。

在未来的研究中，我们需要进一步努力推广液体活检技术，并解决其所面临的技术和标准化问题。这将

有助于提高肝癌的早期诊断率，并为患者的治疗选择和预后预测提供更准确的依据。 
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