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一、定义

液体活检，也称液态活检或液相活检，是一个相对

于组织活检的概念，是指以体液为检材获得肿瘤生物信

息的体外诊断技术。可用于液体活检的体液包括血液、

尿液、粪便、脑脊液、唾液、胸腔或腹盆腔积液等。

二、历史沿革

1869年，Ashworth在转移性肿瘤患者血液中首次发

现并提出了循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）
的概念。1996年，在肿瘤病人血液中检测到循环肿瘤

DNA（circulating tumor DNA，ctDNA） 的微卫星序列，

与原发性肿瘤中的微卫星改变完全匹配。2004年，一种

名为 CellSearch循环肿瘤细胞检测系统的产品获得美国

FDA批准用于转移性结直肠癌、乳腺癌和前列腺癌的

CTC检测。2011年，基于CTC检测液体活检（liquid bi⁃
opsy）的概念被提出，此后将利用 ctDNA获取肿瘤生物

学信息的技术纳入到液体活检的范畴。2014年，欧盟批

准利用 ctDNA检测EGFR突变可用于肺癌靶向治疗（易

瑞沙）的伴随诊断。同年，可用于早期大肠癌血液检测

的 Septin9基因甲基化检测试剂盒通过中国国家药品监督

管理局审核，获得中国进口医疗器械产品注册证，将液 003
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体活检的应用拓展至肿瘤早筛领域。2015年，液体活检

被《麻省理工科技评论》评为年度十大突破技术。此

后，液体活检进入快速发展阶段，细胞外囊泡 （extra⁃
cellular vesicles，EVs） 和肿瘤教育血小板 （tumor-edu⁃
cated platelet，TEP） 等的检测也纳入液体活检范畴。

2016年，美国 FDA批准了基于荧光定量 PCR技术检测

肺癌 ctDNA突变的试剂盒。2018年，中国国家药品监督

管理局批准血浆EGFR基因突变检测用于非小细胞肺癌

患者的临床评估。2019年，一种用于前列腺癌筛查的外

泌体液体活检技术进入美国突破性医疗器械审批通道。

2020年，首个基于二代测序 （next generation sequenc⁃
ing，NGS）的液体活检产品获得美国FDA批准，用于实

体瘤综合基因组分析和肺癌的伴随诊断，进一步指导临

床治疗决策。2021年，ctDNA液体活检获得纽约州卫生

部临床实验室评估项目的许可，可用于实体瘤微小残留

病变（minimal residual disease，MRD）的检测，拓展了

液体活检的临床应用范围。与此同时，随着液体活检检

测对象和临床应用领域的不断扩展，实时荧光定量

PCR、数字 PCR、高通量测序、微流控芯片等多种检测

和分析手段也逐渐进入临床研究或临床应用。004
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三、液体活检的优缺点

相比于组织活检，液体活检具有独特的优势 （表

1）。但由于体液中来自肿瘤细胞的成分含量少、混合正

常细胞组分，对检测技术灵敏度和特异性要求高，质量

控制难度大，早期肿瘤患者的检测结果与组织活检结果

尚存在不一致。目前组织活检仍是肿瘤分子诊断的金标

准，在能获取组织样本的情况下，组织检测仍为首选，

液体活检还不能全面取代组织活检，二者相互补充可为

临床提供更加综合全面的肿瘤生物学信息。

表1 液体活检与组织检测对比

液体活检

侵入性很小或无、风险小

可多次重复取样，适用于动
态监测

可一定程度克服肿瘤异质
性影响

实验室标准化程度低，不同
实验室检测结果一致性有
待加强

样本操作要求高，准确度有
待提升

组织活检

侵入性、有产生并发症风险

部分无法取样；难以重复取
样，不适合定期检测和评估
疗效

获取的肿瘤信息受样本异质
性影响较大，只能反映取材
部位信息

实验室标准化程度较高，结
果一致性较好

样本相对稳定，结果准确度高

005
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体液是人体的重要组成部分，在成年男性和女性的

比重分别占 60%和 55%。人体各种组织和器官通过体液

不断进行物质和能量交换，维持机体功能正常运转，肿

瘤来源的相关物质可进入体液中，为液体活检的开展提

供了可能。

一、检材分类

（一）血液

血液是目前在液体活检中应用最广泛的样本类型，

不仅取用方便，对身体创伤小，更重要的是作为人体进

行物质和能量交换的枢纽，其中汇集了肿瘤细胞生长、

代谢及凋亡（死亡）所释放的能够反映肿瘤生物学特征

的物质。

液体活检可以采用全血、血浆或血清来完成，具体

采集部位和采集方式由待检测目的而决定。采用血浆

时，最常用的抗凝剂是EDTA，一般不用肝素抗凝，肝

素可能会降低DNA抽提率及 PCR效率，而且不能限制

导致游离DNA（cell free DNA，cfDNA）降解的核酸内切

酶活性。血液采集后应注意低温保存并尽快完成检测对

象的制备，用于CTC的全血样品需在室温保存，不可以

冷冻保存。 009
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最常用的采血部位是肘静脉，但也有研究发现采集

肿瘤部位的回流静脉采血可提高检测敏感性。

（二）尿液

尿液是除血液外可汇集全身代谢产物和各种组织相

关物质的样本类型，尿液来源的脱落肿瘤细胞还可作为

泌尿系统肿瘤检测对象。尿液收集不仅完全无创，而且

收集时已在膀胱中储存过一段时间，成分相对稳定，质

控相对容易。吸附干燥真空技术可用于在膜上保存尿液

中的大分子成分，做到长期保存，为肿瘤标志物探索和

鉴定提供重要的生物样本支持。

（三）脑脊液

脑脊液本身是可以在脑室和脊髓池中不断快速循环

流动的，其可以与脑转移瘤和中枢神经系统肿瘤细胞充分

接触并携带肿瘤所释放的细胞或者核酸，因而相对于传统

活检而言，脑脊液的液体活检更适合进行脑转移瘤和中枢

神经系统肿瘤的诊治。脑脊液液体活检不会对脑组织造成

损伤，取样可在疾病的多个阶段连续进行，可以进行疾病

动态监测并且根据监测结果实时调整治疗方案。

（四）肿瘤局部的渗出液

肿瘤的增殖和侵袭会导致一些体液的病理性渗010
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（漏）出，在肿瘤局部形成过量的体液残留，恶性胸水、

腹水均属此类。这类样本一般通过治疗性引流而获得，

虽然有一定的创伤性，但同时有助于缓解患者的压迫症

状，因此有较好的接受度。由于紧邻肿瘤组织，这类样

本中肿瘤来源的细胞或核酸都比血液样本更为富集，因

此在进行液体活检时，其优先级要高于血液样本。

（五）唾液

唾液由口腔周围的唾液腺分泌，正常人每日分泌量

为 1.0~1.5 L。唾液中的有机物主要为黏蛋白、淀粉酶

等，含有游离核酸，可用于检测基因变异。既往研究已

经证实采用唾液样本进行液体活检的可行性。

（六）粪便

对于消化系统肿瘤来说，粪便是一种非常有价值的

样本，其中含有来自肿瘤的脱落细胞和游离核酸，这为

液体活检的开展提供了便利。然而，粪便的成分极复

杂，各种食物残渣和代谢产物可能会对相关检测的开展

造成不利影响，因此提取和纯化工作尤为重要。

（七）其他体液

除了上述的体液类型之外，痰液、泪液、淋巴液、

汗液、痰液以外的黏液、乳汁及精液等也都是常见的体 011
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液标本，但是这些标本用于液体活检的报道少见。

二、检测对象

液体活检的检测对象主要有游离核酸、肿瘤细胞、

细胞外囊泡、血小板等。

（一）循环肿瘤DNA

人体细胞的凋亡和坏死会释放片段化 DNA到体液

中，称为 cfDNA，其中有来自正常细胞的DNA，也有来

自肿瘤细胞的DNA，后者被称为 ctDNA。ctDNA在肿瘤

领域的应用场景包括：早期筛查与早期诊断、预后判

断、检测微小残留病灶、伴随诊断、疗效预测及复发转

移监测等，这些应用的证据级别各不相同。

cfDNA长度主要分布在一个核小体，大小约为 166
bp，其次分布于 300 bp（双核小体）和 500 bp（三核小

体）区域。一般认为，ctDNA长度可能更小，因此在更

小的DNA片段中检测 ctDNA可能有助于提高信噪比。

cfDNA的半衰期很短，为 30 min~2 h，含量的变化

可以实时反映肿瘤负荷。ctDNA清除机制尚不明确，可

能与 cfDNA一样是通过肾脏清除和肝脏脾脏吸收的结合

清除。在尿液中的 ctDNA清除时间比血液中的 ctDNA更

短，提示了清除过程中更进一步地降解。患者肝肾功能012



液
体
活
检

第
二
章

检
材
对
象

状态可能影响 ctDNA的清除。

ctDNA携带的遗传 （点突变、插入和缺失、重排、

融合等）和表观遗传（甲基化等）变异及拷贝数变异信

息是液体活检的主要内容，血液细胞和其他体细胞释放

的游离DNA可能造成干扰，需要进行有效区分。进行以

上检测时，ctDNA在总 cfDNA中的含量是影响 ctDNA检

测的最重要因素之一。因为正常细胞来源 cfDNA的干

扰，ctDNA检测方法的敏感性和特异性均有较高要求。

肿瘤病理类型、整体负荷、体积大小、所处部位及肿瘤

细胞死亡的数量等都可能影响 ctDNA的含量。例如，中

枢神经系统肿瘤检测血浆 ctDNA敏感性不足归因于肿瘤

位置无法突破完整血脑屏障，采用脑脊液进行检测可能

提高灵敏度。基于细胞毒性的化疗时，在短时间窗口内

会出现 ctDNA的释放峰，此时采集标本可提高检测的敏

感性。

检测方法的优化及 ctDNA释放和清除机制认识的提

高有助于更好在临床使用 ctDNA，为患者管理提供更有

价值的指导信息。

（二）循环肿瘤RNA

体液中的游离长片段RNA（mRNA、rRNA、tRNA、 013
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lncRNA）在实验操作过程中容易降解，因此临床目前应

用较多的循环肿瘤 RNA主要是 microRNA（miRNA）。

microRNA是一类小分子非编码RNA（22~25个核苷酸长

度），参与调控转录后基因表达。在人类目前已发现超

过 2500种不同的miRNA。每一种可直接或间接调节多

种靶点基因，从而调节关键细胞进程，例如增殖、分

化，DNA修复和凋亡，发挥癌基因或抑癌基因的功能。

目前，在多种类型的人类体液中都检测到了循环

miRNA，包括血清、血浆、尿液、唾液、眼泪和脑脊液

等。体液中miRNA的运输至少有两种方式：一种是在细

胞外囊泡（含有miRNA，mRNA和蛋白）中进行包装和

运输；另一种是miRNA与蛋白复合物结合和分泌。研究

表明，90%血浆miRNA会采用第二种方式运输。循环

miRNA可用作肿瘤诊断和预后的生物标志物。

miRNA在体液中具有高稳定性，对 RNA酶降解具

有耐受性。血清miRNA置于煮沸、冻融及极端 pH水平

等苛刻环境下，仍可保持稳定，且能长期储存。这些是

miRNA作为生物标志物在临床使用中的巨大优势。但

miRNA标志物的肿瘤特异性较低，是临床转化需要解决

的问题。014
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多数 miRNA（比如 miR-141和 miR-21） 并不特异

针对某一种肿瘤类型，因此，以单个miRNA作为某种肿

瘤诊断或预后的生物标志物可行性不高，多个miRNA的

组合（miRNA表达谱）的定量检测可能更有应用潜力。

（三）循环肿瘤细胞

循环肿瘤细胞 （circulating tumor cells，CTC） 是指

从肿瘤病灶（原发灶或转移灶）脱落并进入外周血液循

环的肿瘤细胞。肿瘤细胞突破周围屏障入血形成CTC是

肿瘤进展的重要标志。这个细胞群体具有异质性，彼此

间在细胞大小和形态、分子表型、活性程度、转移潜

能、增殖潜能等各方面可能都有不同。CTC可以单个细

胞形式存在，也可彼此间聚集成细胞团/簇 （CTC clus⁃
ter） 或与血液来源的细胞聚集成微小瘤栓 （circulating
tumor microemboli，CTM），后两者形成转移瘤的能力是

前者的 20~50倍。目前针对CTC的研究和临床应用价值

主要集中在上皮来源的恶性肿瘤。

作为恶性肿瘤远处转移的“种子”，CTC在患者血

液中出现与否及其数量多少，一方面代表了原发肿瘤浸

润进入血管的能力，另一方面代表了在远端器官形成转

移灶的可能性。因此，检测CTC的数量可提示肿瘤的恶 015



中
国
肿
瘤
整
合
诊
治
技
术
指
南
（C

A
C
A

）

性程度及转移风险，作为肿瘤预后标志物。此外，CTC
携带有完整的肿瘤遗传和表观遗传信息，可以完成基因

组、转录组、蛋白质组等方面的检测，可为晚期肿瘤患

者提供动态实时的分子分型和功能分型，更精准地指导

患者的个体化治疗，这是其他液体活检对象所不具备的

优势。然而，因为肿瘤细胞在转移过程中会发生上皮间

质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）现象，

CTC会不同程度地失去上皮细胞的特点，这为其富集和

鉴定造成了一定影响。获得数量和质量都能满足下游分

析要求的CTC是开展相关检测和研究的先决条件。

除外周血的CTC外，其他诸如胸腹水、脑脊液等体

液中也会含有大量肿瘤脱落细胞，这些细胞在数量上比

CTC更多，收集相对方便，也是可行的液体活检材料。

（四）细胞外囊泡

细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs）是由细胞

主动释放的纳米级膜囊泡，在细胞通讯、细胞迁移、血

管新生和肿瘤细胞生长等过程中发挥重要作用。EVs可
进一步细分为微囊泡 （microvesicle） 和外泌体 （exo⁃
some）两大类。其中，前者主要以出芽的方式形成，直

径在 100~1000 nm之间，通过与受体细胞融合或受体的016
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结合实现对受体细胞的调节作用。外泌体主要是通过外

吐方式形成，直径在 30~150 nm之间，可通过与受体细

胞的融合、受体的结合及内吞方式实现对受体细胞的调

节作用。目前，在肿瘤领域中被研究最多的是外泌体。

外泌体起源于一部分被称为多囊泡体（multivesicu⁃
lar bodies，MVBs） 的多囊泡次级内含体。多囊泡体与

细胞膜融合后分泌外泌体，在形成过程中出现特定蛋白

和核酸等物质的富集。这些生物活性物质的募集均受到

密切的调控，从而导致不同细胞来源外泌体成分之间的

差异，成为外泌体的一种“指纹”或“标签”。在外泌

体膜的保护作用之下，这些生物活性物质不受细胞外蛋

白酶、剪切压力和其他外力的影响，是液体活检的重要

材料。

蛋白是其中被研究最充分的外泌体成分之一，目前

已经被检测到的有细胞膜蛋白、分子伴侣、细胞骨架成

分、生长因子及其受体和代谢酶等。外泌体的蛋白成分

包括两类：一类是膜蛋白成分，可作为分离和鉴定外泌

体的标志物，也可能影响外泌体与受体细胞的结合；另

一类是特异分选或主动转运到外泌体的一组胞内蛋白，

可反映供体细胞的生命进程或传递信息到受体细胞。 017
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外泌体的分离和纯化仍是一个技术挑战。由于体外

血细胞外泌体的释放，采血程序和采血管类型的选择对

EVs的数量有显著影响，采用枸橼酸葡萄糖采血管可减

少体外EVs释放。研发能在采血管中保存体外囊泡、抑

制蛋白酶和水解酶的活性专用保存液对提高EVs生物标

志物研究的重复性和可靠性有重要意义。外泌体的分离

和纯化技术相对复杂，后面章节将进一步详述。目前耗

时费力难以质控的分离纯化步骤仍然是外泌体液体活检

临床应用的主要限制因素。

（五）肿瘤教育血小板

循环血小板在其整个生命周期内一方面与肿瘤细胞

相互作用，获取肿瘤相关的生物分子；另一方面还可以

不断摄取并富集循环中游离的蛋白质、核酸，以及囊

泡、颗粒等。经此，血小板如同被教育一般，其蛋白质

组和RNA表达谱发生显著变化，因此被称为“肿瘤教育

血小板（tumor educated platelets，TEP）”。同时得益于

TEP封闭的膜结构，其获得肿瘤相关的生物学信息得以

完整的保存，成为肿瘤来源的生物活性分子浓缩的生物

储存库。基于以上这些原因，TEP成为肿瘤液体活检的

新型检测对象。018
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TEP中发生改变的主要是RNA。目前已鉴定出多个

RNA家族，包括前体和剪接成熟的mRNAs、microRNA、
小核RNA、核仁小RNA等，其中被研究最多的是mRNA。
TEP-mRNA表达谱在多种因素的共同作用下发生动态

改变。

TEP用于液体活检对象最大的弊端在于其易活化的

特性。样本经采集、离心、洗涤、低温保存等步骤，容

易人为地导致体外血小板活化，从而改变其理化特征。

另一个特别要注意的是白细胞污染。因此需要针对方法

的每一步骤建立完备的标准操作流程及质控体系。

（六）小结

CTC、ctDNA及外泌体是肿瘤液体活检最主要的3个
检测对象。三者提供的检测内容不同，在一定程度上有

很强的互补性。

ctDNA的优势是在体液中分布广泛且均一，检测技

术规范标准化相对较为容易。但是由于 ctDNA含量较

低，尤其在早期肿瘤患者和术后MRD检测时，存在漏

检可能（假阴性）。克隆性造血等原因也可能导致假阳

性结果。

CTC的优势是具有完整的细胞形态，胞内物质在细 019
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胞膜的包裹之下保存得较为完整。所以CTC的检测内容

会更为丰富。但CTC的异质性和稀有性为其检测技术提

出了较大的挑战，使其在临床的应用受到了一定的

制约。

细胞外囊泡的数量可能更多，且反映的是活细胞的

状态，虽其成分检测的方法较为统一，但分离纯化技术

亟待标准化。细胞外囊泡的临床应用研究目前还处于较

早阶段，临床转化尚需时日。

肿瘤发生发展是一个非常复杂的过程，其中的规律

并未被完全了解。不管是组织活检还是以 ctDNA、CTC
和细胞外囊泡为代表的液体活检，都是深入认识和了解

肿瘤的一种途径。如按整合医学理念将这些手段整合起

来，则可能为每一位肿瘤患者的整个病程提供全面认

识。因此，在组织活检和液体活检之间，液体活检的各

种对象之间并非相互排斥，应该根据临床实际情况选择

合适的方案，在条件允许情况之下应该尽可能全面检测

并整合分析，从而制订更具针对性的治疗方案，帮助患

者在生存时间和生存质量中获益。

020
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一、ctDNA
ctDNA可提供肿瘤特异性的遗传学变异及表观遗传

学信息，其在肿瘤病人全程管理中的应用价值已得到公

认，并被写入多项临床诊疗指南。但由于体液中的 ctDNA
分子数量稀少、片段化严重，对其进行检测犹如“大海

捞针”。尤其在早期肿瘤患者中，ctDNA含量相对更低，

显著增加检测难度。

ctDNA检测技术面临的主要挑战是检测技术敏感性

的提升及背景噪声信号的抑制。目前适用于 ctDNA的检

测技术主要分为 3类：实时荧光定量 PCR技术、数字

PCR技术和二代测序技术。这 3类技术在 ctDNA检测中

各具独特的优势和不足。荧光定量 PCR技术操作简单，

是目前应用最成熟的技术，游离DNA检测用于肿瘤伴随

诊断已获得国家药品监督管理局（national medical prod⁃
ucts administration，NMPA）批准；数字PCR技术，灵敏

度高，可绝对定量，特别适合在复杂背景下检测稀有突

变，目前也已被广泛认可。但此两种技术仅限于已知的

少数基因常见热点突变的检测，无法满足临床上多基因

多位点的检测需求。二代测序技术可以一次性对多个肿

瘤相关的基因进行平行检测，并且可以发现新的突变， 023
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已在临床实践中得到了一定程度的推广，但技术流程和

生信分析较为复杂，需要建立统一规范的技术标准。在

本章中将分别介绍各自的技术原理、检测流程和质量控

制及其在肿瘤液体活检领域的技术应用，各实验室在实

际应用时应结合具体情况选择合适的技术方法。

（一）ctDNA分析前处理方法

1. ctDNA提取及质量控制

来自正常细胞的 cfDNA在健康人血浆中含量较低

（约 10 ng/mL），肿瘤患者 cfDNA浓度普遍升高，但个体

差异较大。ctDNA仅占 cfDNA的一小部分，其浓度与肿

瘤负荷和分期正相关。大规模研究表明晚期非小细胞肺

癌患者 ctDNA占比中位值仅在 0.4%左右，早中期肿瘤

患者 ctDNA占比相应更低，因此 ctDNA检测样本前处理

包括样本收集、处理、储存、提取和质检的规范操作

流程。

（1）血浆样本收集、处理与储存。为保证 cfDNA分

离提取质量，如使用EDTA抗凝管采集静脉血，须在采

血后 4 h内离心并分离血浆；如采用含有细胞保护剂的

专用 cfDNA采血管，可使 cfDNA和完整细胞在室温下保

持稳定长达 7~14 d，以便运输、储存及集中处理。血浆024
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反复冻融可导致其中 cfDNA降解；如血浆分离后暂不进

行 cfDNA提取，须低温保存，长期存储应保存在-80 ℃
冰箱，并尽可能减少冻融次数。

（2） cfDNA提取。目前 cfDNA商品化提取试剂盒已

较成熟，包括硅胶柱法和磁珠法。此外，使用自动化提

取工作站可提升样本处理效率和规范性。

（3） cfDNA定量与质检。cfDNA高度碎片化且有特

定生物学片段分布特征，片段长度主要分布在 20~220 bp
之间，峰值约为 166 bp。来自肿瘤的 ctDNA长度通常短

于正常 cfDNA，片段大小与肿瘤组织类型相关。提取后

应使用荧光计定量检测 cfDNA浓度，使用毛细管电泳测

量片段长度分布保证抽提质量。

2. cfDNA亚硫酸氢盐处理及质量控制

与DNA序列检测不同，DNA甲基化检测是针对CpG
位点中胞嘧啶修饰（CpG是“胞嘧啶—磷酸—鸟嘌呤”

的缩写，其中胞嘧啶位于 5'端而鸟嘌呤位于 3'端；在

CpG位点中胞嘧啶可以被甲基化为 5-甲基胞嘧啶）来实

现的。因此，游离DNA甲基化检测前，常需要额外添加

碱基转化步骤。以亚硫酸氢盐 （bisulfite） 催化处理为

例，亚硫酸氢盐处理后，DNA胞嘧啶残基转变为尿嘧啶 025
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残基，5-甲基胞嘧啶 （5mC） 则保持不变，转变后的

DNA通过特定探针捕获或特定引物PCR，对目标区域进

行靶向检测。目前，基于亚硫酸氢盐转化处理的甲基化

检测方法可达单碱基精度，是当前主流手段。

碱基转化效率是 cfDNA亚硫酸氢盐处理的关键质控

点。cfDNA分子数量稀少、片段化严重，碱基转化过于

剧烈或转化时间过长，易导致分子断裂，降低后续检出

率；而反应过于温和则会使碱基转化不足，部分非甲基

化胞嘧啶不能被转化为尿嘧啶，造成假阳性，增加背景

噪声。碱基转化效率可使用NGS测序来检测，通过计算

所有C碱基（CpG中的C除外）中未被转化的比例来估

算未转化率（转化率=1-未转化率）。转化后 cfDNA片段

呈单链状态，用普通荧光PCR难以准确评估，建议使用

qPCR法或 dPCR法定量评估转化后 cfDNA单链片段的可

扩增性与拷贝数，也可测量不同长度扩增子比例评估片

段完整性。

在肿瘤早期患者的 cfDNA样本中肿瘤来源 ctDNA占

比极低，往往低于 0.1%，须考虑亚硫酸氢盐未能充分转

变为甲基化的胞嘧啶带来的背景噪声影响。目前市售商

用亚硫酸氢盐试剂转化效率在 99.5%左右，对单一CpG026
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位点，检测噪声背景可达到 0.5%，可能高于 ctDNA中真

实甲基化水平。因此，在检测设计上应同时靶向检测

DNA甲基化标志物的多个CpG位点，避免依赖单一CpG
信号分析来检测肿瘤患者 cfDNA甲基化水平。同时，亚

硫酸盐转化会导致DNA损伤和断裂，导致信号部分丢

失，可能会降低 ctDNA检出率。

（二）实时荧光定量PCR技术

实时荧光定量 PCR技术（real time quantitative PCR，
RT-qPCR）已经发展并成为目前国内PCR技术主流。基

于 RT-qPCR，衍生出了包括扩增阻滞突变系统 PCR
（amplification refractory mutation system PCR， ARMS -
PCR）、抑制探针置换扩增（blocker displacement amplifi⁃
cation，BDA） 等技术，目前基于 ARMS-PCR检测游离

DNA突变已获得NMPA批准用于肿瘤伴随诊断。针对特

异位点甲基化检测，甲基化特异性 PCR（methylation-
specific PCR，MS-PCR）技术逐步成熟并应用于临床。

1.实时荧光定量PCR技术的原理

实时荧光定量PCR技术，是指在PCR反应体系中加

入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个 PCR进

程，最后通过Ct值和标准曲线对未知模板进行定量分析 027
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的方法。在肿瘤液态活检的检测中，为了确保检测灵敏

度，常用 Taqman荧光探针、分子信标 （molecular bea⁃
con，MB）等作为荧光基团参与PCR反应。TaqMan寡核

苷酸探针的 5'端和 3'端分别标记荧光基团和淬灭基团，

在 PCR扩增过程中，TaqMan探针被 DNA聚合酶降解，

荧光基团与淬灭基团分离，荧光信号被检测到。荧光强

度可随DNA扩增数量等比增加，实现扩增产物的实时定

量监测。MB的结构一般包括环状区、信标茎干区和荧

光/淬灭基团 3个部分，其中荧光和淬灭基团分别位于信

标分子的 5'端和 3'端。在自由状态时，分子信标呈发夹

结构，此时由于两基团相邻，荧光被淬灭；与靶序列结

合后，分子信标空间构型发生变化，两基团距离增大，

荧光显现。实际临床应用中，荧光定量 PCR技术用于

ctDNA检测的最低检出限 （LoD） 通常为 100~1000 iu/
mL。结合低频突变检测技术如 BDA（blocker displace⁃
ment amplification） 等，荧光定量 PCR可满足 ctDNA检

测的LoD要求。

（1）ARMS、BDA和HRM技术原理。ARMS-PCR引

物设计为专一性扩增突变型DNA片段，以此用于检测

DNA 点 突 变 。 ARMS -PNA、 Super-ARMS 和 Perfect -028
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ARMS等是以ARMS原理为基础分别在靶向富集、引物

设计和聚合酶改良 3个方面加以优化的技术，并在临床

中广泛应用。PNA又叫肽核酸，是一种比DNA特异性更

强的探针，在退火时先和野生型DNA模板结合，能阻断

大部分野生型DNA片段的扩增，结合ARMS技术，即为

ARMS-PNA技术。两种方法结合可以在 10 ng基因组

DNA中检测到含量低至 1%的突变，已在 ctDNA EGFR
基因和KRAS基因突变检测中有广泛应用。Super-ARMS
技术是将引物设计为环化引物，并且在 3'端引入错配碱

基，从而提高突变检测的特异性。Perfect-ARMS不需要

设计环化引物，重点在于将传统Taq DNA聚合酶改良为

具有高特异性的DNA聚合酶，可以准确识别引物 3'端单

碱基错配。只需要在引物 3'端设计一个识别碱基，即可

以实现高度特异性的ARMS检测。

BDA技术是一种基于吉布斯自由能的竞争性PCR技

术，利用竞争性 blocker探针富集低频突变序列，突变型

序列相比于野生型序列富集程度可达 1000倍，可用于

qPCR、ddPCR、Sanger测序和NGS等平台上的多重 PCR
设计。

HRM（high-resolution melting curve）即高分辨率熔 029
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解曲线，根据不同核酸分子物理性质的差异，通过实时

跟踪、收集升温过程中饱和荧光染料与PCR产物结合的

信息，并进行软件分析形成熔解曲线。不同的DNA序列

可形成独特的熔解曲线形状，以此区分突变基因。HRM
通过对 qPCR设备和分析流程的优化，从而提高灵敏度。

该技术可检测 0.1%~1%的突变，并且可以发现未知突

变，但是无法确认具体的突变类型。

（2） qMSP技术原理定量甲基化。特异性PCR（quan⁃
titative methylation-specific PCR，qMSP） 是一种高灵敏

特异位点甲基化检测技术。其基本原理是用亚硫酸氢盐

处理DNA，未甲基化的胞嘧啶转化成尿嘧啶，而甲基化

的胞嘧啶不变，然后用特异性引物对所测基因的同一核

苷酸序列进行扩增。基因甲基化的异常变化与肿瘤发生

发展密切相关，通过 qMSP高灵敏度分析技术检测肿瘤

特异性游离DNA的甲基化水平，是肿瘤早期诊断、病程

监测和疗效评估的重要手段。

2.实时荧光定量PCR技术的流程及质量控制

RT-qPCR技术包括核酸提取、扩增和结果分析等步

骤。由于检测技术的高敏感性，在检测流程中，各个环

节都需要引入质控对照，以保证检测结果准确性和稳030
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定性。

①核酸提取：所有阴阳性对照等质控品，都需要从

核酸提取步骤开始，与待测临床标本等同处理。②扩

增：应同时设置外对照和内对照，外对照至少应设有阴

性和弱阳性对照，以确定扩增的有效性。内对照可验证

每份样品中是否含有核酸，例如人的β-微球蛋白基因等

保守序列，用以确定样品采集的有效性。

3. 实时荧光定量 PCR技术在肿瘤液体活检领域的

应用

（1）检测体细胞突变。基于 ctDNA体细胞突变检测

是目前应用于肿瘤伴随诊断最广泛的液体活检技术，

FDA、NMPA获批的检测试剂陆续上市，并在临床应

用中获得肯定。 2016年，基于 RT- qPCR 技术平台

的 EGFR mutation Test被 FDA批准用于无法获得组织样

本的非小细胞肺癌患者的用药指导。国内NMPA也批准

了基于ARMS的 ctDNA检测技术，可用于体外定性检测

晚期非小细胞肺癌患者EGFR基因突变，辅助肺癌患者

靶向治疗。

（2） 检测甲基化异常。qMSP检测肿瘤特异性游离

DNA的甲基化水平有重要的临床应用价值，用于结直肠 031
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癌早期诊断的 Septin9基因甲基化、用于胃癌早期诊断的

RS19 基因甲基化和用于肺癌早期诊断的 SHOX2 和

RASSF1A 基因甲基化等都已通过 NMPA审批在临床

应用。

（三）数字PCR技术

1.数字PCR技术的原理

数字 PCR（digital PCR，dPCR）被称为第三代 PCR
技术，通过对模板的有限稀释和PCR反应体系的分配实

现目标核酸分子拷贝数的高灵敏绝对定量分析。相比于

传统 PCR技术和实时荧光定量 PCR技术，具有以下优

势：①绝对定量，数字PCR以“阴性”和“阳性”反应

单元的数量来进行定量，不依赖标准品和参考曲线，因

此定量结果准确、可靠和直观；②高灵敏度，数字PCR
是反应单元内的单拷贝核酸分子扩增，理论上可实现单

分子级检测；③高分辨率，能检测微小变化；④高稳定

性，由于抑制剂也被分割和稀释，因此数字PCR对抑制

剂的耐受程度大大增强。

数字PCR的上述独特优势使其非常适合于复杂背景

中检测稀有变异，特别是游离DNA的检测。

数字PCR技术近几年飞速发展，国内外相继推出数032
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字PCR商业化平台。在模板分割和稀释方式上，主要有

液滴式、芯片式和微孔式 3种。还有“无芯片”微滴打

印技术，通过界面震荡产生液滴实现了无芯片数字PCR
技术路线，可降低耗材成本，提升数字 PCR的可及性。

具有代表性的国外数字 PCR系统包括QX200和QX One
数字 PCR系统、Naica数字 PCR系统、QuantStudio Abso⁃
lute Q数字 PCR系统、QIAcuity系列数字 PCR系统及

Digital LightCycler数字 PCR系统。国内的企业也积极开

发国产数字 PCR系统，如新羿生物开发的 TD系列和

D50数字 PCR系统，晶准医学的Cellomics-JD100、达微

生物的OS系列及迈克生物D600数字PCR系统。

2.数字PCR技术的流程及质量控制

（1） 数字 PCR检测流程。提取游离 DNA后，数字

PCR检测主要包括以下步骤。①样品的分散，数字PCR
的主要步骤是反应体系的稀释和分散。在这种情况下，

大多数目标检测分子可以随机分散在不同微反应单元，

每个反应单元含有“0”或“1”检测目标分子（即阴性

或阳性），成功提高检测的灵敏度及实现多靶标的高通

量检测。当然，含有两个或多个目标分子的极少异常情

况也会被其识别，并通过泊松分布获得准确的检测数 033
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目。②扩增，样品需要重复热循环实现PCR扩增，这通

常由变性、退火和延伸两个或三个不同的温度阶段组

成。数字PCR热循环仪通常采用半导体帕尔贴，对PCR
管进行温度控制，从而使管内的微滴完成PCR反应。③
检测，根据样品分散方式不同，数字PCR中的定量分析

过程主要包括两种方法：一种是基于液滴的荧光信号计

数，通过类似于流式细胞仪原理的光电倍增管 （PMT）
确定具有不同荧光强度的液滴数量；另一种是基于芯片

的荧光点图像处理，使用电荷耦合器件（CCD）或互补

金属氧化物半导体（CMOS）。

（2）数字PCR的质量控制。数字PCR的质控要求跟

实时荧光定量 PCR一致，此外由于技术原理上的特殊

性，在数字PCR操作过程中，需要考虑微滴生成的有效

反应单元数应有一定数目，比如 2万以上。同时，为了

满足泊松分布的统计计算，需要选择合适的上样量浓度

范围，不宜过饱和。

3.数字PCR在肿瘤液体活检领域的应用

数字PCR在基因突变、拷贝数变异及甲基化异常检

测等方面展示了优越的性能，广泛应用于肺癌、乳腺

癌、甲状腺癌、结直肠癌、胰腺癌等肿瘤基于游离DNA034
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的伴随诊断领域。

在基因突变方面，研究表明，数字 PCR基于游离

DNA检测 EGFR基因突变敏感性可达 0.04%，与组织学

检测有很好的吻合性，相比于传统的PCR检测方法，数

字PCR可以显著提高血浆中EGFR突变的检出率。

在拷贝数变化方面，基于游离DNA进行HER2基因

拷贝数检测，与组织样本检测阳性和阴性符合率分别为

64%和 94%，提示该技术可用于游离DNA拷贝数变异检

测，可在一定程度上避免组织异质性导致的检测结果

偏差。

在基因表观遗传检测方面，我国目前已批准多个甲

基化产品在结直肠癌筛查中的应用，包括粪便DNA样本

中 SDC2基因甲基化检测，血浆游离DNA样本中 Septin9

基因甲基化检测等。数字PCR由于技术优势，能够对传

统方法检测不到的罕见甲基化等位基因进行精准的检

测，进一步提高DNA甲基化检测的灵敏度和特异性。

4.数字PCR发展方向

数字PCR的发展方向包括：①提高检测通量，可对

多个靶标多个标本并行检测；②开发多靶点检测的多重

数字PCR检测，可以通过多种荧光染料或标记技术来实 035
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现；③提高检测自动化程度，实现一键式检测的自动化

检测流程；④提高检测速度，进一步降低检测时间；⑤
提高检测动态范围；⑥降低检测成本。

数字PCR仪的技术先进性已经有共识，作为一种全

新的思路和手段，临床一直对其抱有很大的期待，是未

来临床分子诊断的关键平台。要做到这一点，需要更好

地满足临床需求，比如多指标、通量高、自动化、稳定

性好、防污染、成本低。同时，我们看到数字PCR作为

高端科学仪器和医疗器械，国产技术研发、合作的进步

非常快，有望更快地推动数字PCR在临床中深入应用。

（四）二代测序技术

1.二代测序技术的原理

下一代测序 （next generation sequencing，NGS） 又

称为二代测序，通过将样本中DNA片段两端加上接头

DNA生成测序文库分子，同时对包含样本DNA编码信

息的上百万甚至数十亿个测序文库分子进行同步测序。

基于 cfDNA样本的NGS检测流程大致分成 3个步骤：文

库构建、上机测序、生信分析及报告解读。

目前在肿瘤诊治领域，国内外已发布了多个基于临

床肿瘤组织样本的NGS技术检测指南，但血液中来自肿036
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瘤的 ctDNA与肿瘤组织中的完整核酸分子存在较大差

异，所以 ctDNA高通量测序除了满足肿瘤组织高通量测

序的基本要求外，更要应对 ctDNA检测的特殊挑战。

ctDNA检测主要有 3个难点：①目标 ctDNA分子数量稀

少；②短片段分子居多；③正常 ctDNA背景噪声影响严

重。所以，以 ctDNA分子为标志物的 NGS测序技术性

能，需考量和质控与之对应的 3个重要方面。①建库效

率：天然核酸分子通过引物延伸扩增或接头连接反应加

上测序通用序列转化成可测序文库分子，称为文库构

建。天然核酸分子转化成可测序文库分子的效率称为建

库效率，或者文库转化率（library conversionrate）。当应

用场景中目标 ctDNA分子拷贝数为个位数时，常规连接

建库方法 10%~30%的建库效率将难以稳定检测稀有信

号分子，需要更加灵敏的建库技术。②靶向检测效率：

游离 DNA分子的片段化特征会严重影响靶向引物 PCR
扩增或靶向探针捕获模板分子的效率，应尽可能用更短

的PCR扩增子或优化靶向捕获探针设计，来提高对目标

短片段分子的检测效率。③噪声抑制能力：ctDNA检测

的噪声来源复杂，通过单分子标签 （unique molecular
identifiers，UMI）可以减少在文库 PCR扩增、测序芯片 037
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上簇生成及测序过程中的错误。此外，对游离DNA样本

在提取和后续处理过程中由于DNA碱基损伤而产生的噪

声信号 （约 0.1%） 应引起重视。特别当应用场景如

MRD检测和早期筛查时，目标分子的突变丰度在 0.1%，

甚至更低时，应对此类噪声进行降噪处理。

2. cfDNA进行二代测序的流程及质量控制

（1）文库构建。cfDNA与组织NGS测序流程有所不

同，提取后DNA样本无须打断步骤，可直接用于文库构

建。以文库构建方法分类，NGS测序技术可分为靶向测

序和非靶向测序两类。非靶向测序无靶向富集步骤，对

样本中所有游离DNA片段分子进行NGS测序。靶向测

序通过引物靶向扩增或探针特异性捕获富集目标基因区

域，对目标区域进行NGS靶向测序，这些目标区域通常

称为靶基因panel。靶向建库测序技术主要有以下几种。

①基于多重PCR的靶向测序技术。

基本原理：该技术使用多对特异性引物对 cfDNA中

不同区域的靶序列同时扩增，同一管中引物对数量可从

数对到数千对；特异性扩增后再使用引物扩增或连接方

式将接头序列加到扩增后的文库分子中，最终使用通用

引物扩增生成待测文库分子。由于PCR扩增中常存在引038
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物之间非特异相互作用，因此，一般需要在每次扩增后

使用分选磁珠利于片段大小不同去除非特异性扩增

产物。

技术优点：基于多重PCR的靶向测序技术使用先靶

向扩增再建库的文库构建策略，建库相对简单，建库时

间较短。

技术局限性：a.靶向检测效率较低。由于多重 PCR
引物对在设计上考虑因素较多，引物长度较长，导致

ctDNA靶向扩增效率低。b.噪声抑制能力较差。多重

PCR技术无法去除碱基损伤产生的噪声，同时在特异性

引物上添加UMI分子也会引入扩增时非特异性干扰，因

此 UMI降噪在多重 PCR建库技术中较少使用。c.多重

PCR中不同引物对的扩增均一性较差。由于PCR指数扩

增的偏好性，导致多重PCR建库的均一性几乎是现有方

法中最差的一种。较差的文库均一性会提升后续的测序

成本。

技术演变与应用场景：基于多重PCR的靶向测序是

最早实现临床血浆样本检测的高通量测序技术。2012
年，Forshew和Narayan先后发表了使用多重PCR建库技

术在 illumina Hiseq2000的测序平台针对晚期癌症患者血 039
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浆 cfDNA样本中多种基因突变的高通量测序结果。2014
年，Couraud使用多重 PCR技术在ABI的 PGM平台上也

实现了晚期肺癌患者血浆 cfDNA样本的 EGFR、KRAS、

BRAF、ERBB2和 PIK3CA等 5种基因的高通量测序。

2017年，TRACERx和 PEACE协作组发表了基于多重

PCR高通量测序技术应用于肺癌术后MRD监测评估的

研究数据。2018年，Cohen等通过缩短多重 PCR扩增子

的优化扩增方案 CancerSEEK率先发表了 ctDNA在肿瘤

筛查应用上的临床结果。在 99%特异性的前提下，该技

术在卵巢癌、肝癌、胃癌等 8种肿瘤中展现了 70%（中

位值）的灵敏度。2022年，Wu等利用QASeq技术，从

引物设计层面，较好解决了分子标签与引物之间、引物

与引物之间二聚体的问题，针对乳腺癌患者的 cfDNA进

行多重 PCR扩增子检测，可同时检出 SNV和CNV突变。

目前基于多重PCR的高通量测序技术主要应用于扩增基

因数较少的应用领域，如 TKI抑制剂的伴随诊断，基于

肿瘤组织先验策略的MRD检测等。

②基于杂交捕获的靶向测序技术。

基本原理：cfDNA分子先进行末端补齐，在 3'端加

上单碱基A的黏性末端，此黏性末端用于降低接头之间040
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的相互连接。包含UMI和测序通用序列的双链接头被T4
连接酶连接到 cfDNA分子的两端，经过磁珠纯化去除未

连接接头后，用通用引物对连接后的 cfDNA文库分子进

行 PCR扩增，以产生足够量的DNA用于探针捕获。扩

增后的文库分子在变性后与生物素标记的探针分子杂交

形成杂交分子，接着使用链霉亲和素偶联磁珠对杂交分

子进行捕获富集，未被探针捕获的文库分子将被后续的

洗涤缓冲液去除。最终使用通用引物对探针捕获后的文

库分子进行无偏好扩增，用于后续NGS测序。

技术优点：与前述多重PCR建库先靶向扩增后建库

策略不同，杂交捕获的建库策略是先连接建库，再靶向

捕获富集。因此，第一步建库效率对于检测稀有 ctDNA
分子极为关键。杂交捕获可在一管中同时添加几百到上

百万种不同捕获探针，检测靶点的数目弹性比多重PCR
有优势，可以同时对融合基因和拷贝数变异进行检测。

和多重PCR法相比，探针捕获法对不同靶区域检测的均

一性更好。

技术局限性：a.文库转化效率较低，cfDNA建库时

需通过一次或两次连接反应，才能形成可被检测的文库

分子，连接反应效率是此类技术的最大瓶颈。b.靶向检 041
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测效率仍存在一定差异性，捕获常规使用 120 nt探针，

探针杂交一般需探针与模板至少有约 60%连续结合区

域，导致对部分较短 cfDNA分子的捕获效率显著降低。

c.噪声抑制能力存在瓶颈，虽然杂交捕获技术配合双链

一致性序列分析 （duplex sequencing） 可通过在 cfDNA
两条链分别添加分子标签去除碱基损伤、靶向捕获及测

序过程中的背景噪声，但 duplex sequencing在极高深度

测序时，只有约 25%分子可用于双链降噪分析，限制了

检测灵敏度。在使用层面，杂交捕获类靶向测序技术在

探针数目较少时（比如少于 500），测序文库中的 on-tar⁃
get效率会有较明显降低，存在较多脱靶的非特异性

序列。

技术演变与应用场景：2013年，Murtaza等使用 illu⁃
mina Truseq全外显子探针杂交捕获文库分子的方法首次

在 6例晚期肿瘤患者中对 ctDNA进行了跟踪检测。 2014
年，斯坦福大学团队发布基于杂交捕获的 CAPP-Seq
（Cancer Personalized Profiling by deep Sequencing）方法对

血浆样本中 ctDNA进行高灵敏度检测，奠定了现有杂交

捕获技术应用于 ctDNA检测的方法基础。2015年，该团

队发表了使用背景降噪技术 iDES优化 CAPP-Seq方法，042
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并用该法检测了 13例NSCLC患者 139个基因约 125 kb区
域。该技术可对Ⅱ期到Ⅳ期患者有较高检出灵敏度。

2020年，他们继续改进 CAPP-Seq技术并结合 ctDNA片

段特征分析与机器学习，对早中期NSCLC患者进行较大

规模样本检测，在 96%特异性下，ⅠA、ⅠB、Ⅱ和Ⅲ
期的检测灵敏度分别为 19%、49%、30%和 60%。2022
年，斯坦福大学同一团队发表新型基于基因启动子区域

染色质开放性筛查癌症技术，此技术采用靶向捕获基因

启动子区域 cfDNA序列结合深度测序的方法，通过分析

靶点区域 cfDNA片段长度分布，判断肿瘤细胞基因表达

模式，从而区分肿瘤病人和健康人血液，并对肿瘤进行

精确溯源。329例临床样本显示血液 cfDNA染色质开放

性检测方法在肺癌和弥漫大B细胞淋巴瘤的分子分类中

有较高的准确率。应用此原理的技术主要包括 EPIC-
seq、CFOCCUS-seq等。总而言之，基于杂交捕获的靶

向测序技术更广泛用于靶点数目较多的临床应用场景，

比如泛癌种检测 panel，复杂分子标志物如转录特征位

点，肿瘤突变负荷，拷贝数变异与融合基因的检测等。

③基于单引物线性扩增的靶向测序技术。

基本原理：2019年，Murtaza团队发布了一种 ctDNA 043
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单引物线性扩增靶向建库测序（targeted digital sequenc⁃
ing，TARDIS）技术。该技术完全不同于现有多重 PCR
和杂交捕获技术，为提高对 ctDNA短片段的扩增效率，

首先用单个引物对目标基因进行线性扩增，将包含目的

基因区域的 cfDNA片段富集放大。线性扩增产物在使用

片段分选磁珠纯化后，将包含UMI和通用序列的接头与

线性扩增的纯化产物连接，生成单链文库分子。为去除

大量非特异性连接产物，还需巢式PCR的策略，在线性

扩增引物的 3'端相邻区域再设计一条特异性引物，该引

物与接头序列上的通用引物一起，再对目的文库分子进

行特异性扩增，经磁珠分选纯化后，获得特异性文库分

子。最后使用通用引物对纯化产物进行扩增，获得待测

序的文库分子。

技术优点：a.更高的靶向检测效率，使用 30 nt左右

的单引物扩增 ctDNA的靶向检测效率显著优于多重 PCR
技术；此外，线性扩增的特异性和多重检测的均一度也

应优于多重PCR技术；单引物线性扩增同时也改善了多

重 PCR技术对 ctDNA融合基因的检测能力。b.建库效率

显著提升，与杂交捕获技术相比，单引物线性扩增技术

在建库前就对目标分子数量进行了有效富集，不再受到044
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连接效率制约，大幅提升了 ctDNA建库效率及检测灵

敏度。

技术局限性：目前的 TARDIS技术仍存在不足，噪

声抑制能力并未明显改善，特别对碱基损伤导致的背景

噪声并未提出更好解决方案。此外自身技术流程优化也

有不足：a.引入的巢式 PCR步骤要求 ctDNA分子至少包

含两条引物的长度，这会导致靶向检测效率的降低；

b.单链扩增产物连接前的纯化步骤效率相对较低，会影

响建库效率，最终影响整体检出效率。

技术应用场景：该技术被用于乳腺癌术后MRD监

测，显示了较好的灵敏度。

④基于亚硫酸氢盐转化的甲基化靶向测序技术。

基本原理：为避免亚硫酸氢盐转化对文库分子的损

伤，靶向甲基化建库选择直接对亚硫酸氢盐处理后变性

的 cfDNA单链分子进行连接建库，来完成文库构建。亚

硫酸氢盐处理后的单链分子无法在两端同时连接上接

头，需先连接一侧接头，然后再连接第二接头，至少两

步连接才能完成单链分子的文库构建。而文库后续的靶

向捕获流程和前述杂交捕获流程类似。

技术优点：此类先碱基转变，后连接建库，再杂交 045
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捕获的甲基化 ctDNA检测策略，是目前 cfDNA甲基化靶

向建库的主流方案。

技术局限性：此类技术与前述杂交捕获技术类似，

但是由于亚硫酸氢盐转化后DNA片段化程度更高，加之

亚硫酸氢盐转化后DNA为单链，需要进行两次连接建

库，所以建库效率与靶向检测效率是此类技术的重要限

制瓶颈。

技术演变与应用场景：甲基化建库策略以 SWIFT提
供的Accel-NGS Methyl-Seq技术方案为代表，GRAIL的
CCGA研究使用的就是 SWIFT提供的方案，此外国内基

准基因的 PulmoSeek技术，在 cfDNA经过亚硫酸盐转化

后，采用了单链接头连接似方案，进一步对单链分子进

行了线性扩增，后续对扩增后的线性分子再通过单链连

接方式连接第二接头，最终完成文库分子构建。与

SWIFT的方案相比，ELSA通过线性扩增提升了第二接

头的连接效率，有可能提升了建库效率。使用这种建库

策略还包括 TELP、SPLAT、SALP技术。不同技术在针

对单链分子两次连接的建库技术细节略有不同。

⑤基于酶促转化的甲基化靶向测序技术。

基本原理：基于酶促转化的建库步骤与前述杂交捕046
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获类似，cfDNA分子先通过末端补平后在 3'端加上单碱

基A的黏性末端。然后包含测序通用序列的双链接头被

连接到 cfDNA分子的两端直接生成文库分子，随后使用

TET2酶处理及APOBEC3A胞苷脱氨酶对文库分子中非

甲基化胞嘧啶转化为尿嘧啶。酶法转化温和，可大幅降

低碱基转化过程对 cfDNA文库分子的损伤。转化后的文

库分子通过靶向探针进行杂交捕获进一步富集靶区域的

文库分子，最终扩增靶向文库分子后NGS上机测序，获

得文库分子靶向区域DNA甲基化信息。

技术优点：此类技术采用了先连接建库，后碱基转

变的甲基化建库策略，由于连接建库时DNA是双链分

子，所以连接建库步骤相对简单，可一步完成。此步骤

比前述亚硫酸盐转化的建库方法更简单、高效，建库效

率与亚硫酸氢盐处理相比有一定提高。

技术局限性：杂交捕获技术的固有缺陷，即较低的

建库效率与靶向检测效率依然存在；此外酶促转化作为

新技术，在使用中更需关注酶促转化中碱基转化效率

问题。

（2）上机测序。单样本文库分子通常需要经历文库

编码、扩增、定量和混合等步骤后进行上机测序。针对 047
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cfDNA样本的文库质控与常规方法相同，上机前需要对

测序文库进行定量和片段大小分析，保证文库质量能满

足上机要求。

NGS测序仪主要有检测氢离子释放和荧光信号两大

技术平台。由于 ctDNA占比极低，为保证 ctDNA检出效

率，通常靶向检测 ctDNA测序深度都在 10 000×以上，

有时为保证足够检测灵敏度（如MRD应用），测序深度

甚至在 100 000×以上。测序时根据检测样本量和质量要

求确定适当的芯片，以保证测序质量和靶区覆盖深度。

（3）生信分析。NGS数据生物信息分析分为两个主

要步骤：一是对测序数据进行质控分析及过滤，二是对

通过质控的序列与参考序列进行比对，对变异位点或甲

基化位点进行鉴定分析并注释。通常生信分析流程中所

用各种生物信息分析软件，都要通过适量标准品测序数

据进行验证，证明所用软件及参数可达到临床报告

要求。

与组织样本相比，ctDNA变异频率可能极低，比如

0.01%~0.1%，易受到背景噪声影响。这些噪声来源复

杂，除了文库扩增、杂交捕获与测序过程引入的错误，

还包括 cfDNA在提取和后续处理中引入的碱基损伤，对048
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于甲基化检测而言，还包括亚硫酸盐转化或酶促转化效

率不足引入的背景噪声。因此针对 ctDNA信号的生信分

析通常需要采用降噪技术抑制背景噪声，增强检测信号

的对比度，提升 ctDNA检出率。

①基于单分子标签降噪技术。基于单分子标签（unique
molecular identifier，UMI） 降噪技术在 ctDNA测序中运

用的十分普遍，可用于抑制NGS测序流程中从文库构建

到上机测序过程中产生的假阳性信号。在文库分子构建

时，通过使用带有单分子标签的接头连接原始 cfDNA分

子或使用带有 UMI的特异性引物预扩增原始 cfDNA分

子，生成含有UMI的文库分子，再使用通用引物扩增文

库分子。其中通用引物是不含UMI序列的，文库分子会

复制成带有相同单分子标签的分子，然后再进行高深度

NGS测序。最后通过单分子标签将文库分子测序数据进

行聚类分析，因为DNA聚合酶复制产生的错误和测序过

程碱基误判在测序数据中呈随机低概率分布，通过统计

一致性序列可去除此类随机错误，最后只还原出文库扩

增前的原始序列信息，达到去重降噪效果。

②针对碱基损伤的降噪技术。游离核酸保存提取过

程引起的DNA碱基化学损伤（如胞嘧啶脱氨，导致C到 049
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U的碱基转变）会造成一定的背景噪声，如正常人血浆

样本中的T790M变异的背景噪声。此时游离核酸的两条

互补链中有一条发生碱基化学损伤，而另一条链完好。

普通UMI单分子标签难以去除此类噪声，只有使用链特

异性分子标签将 cfDNA两条互补链分别添加不同分子标

记，后续合并分析一个 cfDNA分子中两条互补链的测序

结果，才可有效抑制此类错误。此外 PhasED-seq技术

同时分析单一分子内多个突变位点 （phased variants），

也能达到降低此类噪声的作用。

③单倍体共甲基化降噪技术。游离核酸甲基化测序

的背景噪声与 DNA序列检测不同。如果样本中正常

DNA中的非甲基化胞嘧啶不能被转化为尿嘧啶，就会成

为假阳性信号被识别。目前市售商用亚硫酸氢盐转化试

剂效率在 99.5%左右，只选用单个CpG位点难以用于早

期肿瘤患者 ctDNA信号的识别。

研究证明，肿瘤甲基化改变，是发生在基因组调控

转录的一个区域，这个区域的 CpG岛存在共甲基化特

性。在片段化的 cfDNA样本中，来自肿瘤的 ctDNA片段

上的甲基化CpG岛呈串联排列，在亚硫酸盐转化后形成

类似单倍体的分子状态，而正常的 cfDNA片段中CpG岛050
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含有亚硫酸盐未转化残留的胞嘧啶，由于转化错误率较

低 （≤0.5%） 不会形成串列排列的单倍体的分子状态。

因此，通过对 cfDNA分子中多个甲基化位点进行生信分

析，可区分来自肿瘤的甲基化 CpG串联排列的单倍体

ctDNA分子与正常含有未转化残留CpG假信号的 cfDNA
分子，达到降低甲基化检测噪声的效果。

3.二代测序技术在肿瘤液体活检领域的应用

（1） 获取基因变异信息 （突变、缺失或拷贝数变

异）。用于肿瘤晚期患者系统性治疗的伴随诊断标志物

常见有点突变、插入缺失、拷贝数变异、基因融合等。

通过检测单个预先确定的突变以达到识别预测性生物标

志物，实现指导用药目的。

目前美国FDA批准了两款基于杂交捕获建库技术的

NGS产品。2020年 8月 7日，FDA批准首款NGS-based
液体活检伴随诊断产品 Guardant360 CDx，通过血浆

ctDNA检测进而识别受益于奥希替尼治疗的 EGFR突变

（L858R/19Del/T790M）非小细胞肺癌患者。2020年 8月
26日，FDA批准第二款基于NGS的液体活检伴随诊断产

品 FoundationOne Liquid CDx，通过血浆 ctDNA检测进而

识别受益于厄洛替尼、吉非替尼和奥希替尼治疗的 051
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EGFR突变（L858R/19Del）非小细胞肺癌患者及识别受

益于卢卡帕利治疗的BRCA1/2突变前列腺癌患者。国内

目前尚无获批基于NGS的液体活检伴随诊断 IVD产品。

（2）获取表观遗传变异信息。1999年，卢煜明团队

验证了通过血浆中甲基化标志物检测肿瘤来源DNA的可

行性。研究表明在癌症模型中，cfDNA与其组织来源的

基因组DNA之间的甲基化特征高度一致。近年来大量

研究使用不同方法测试了 cfDNA甲基化标志物在癌症

早期诊断上的应用价值，在这些研究中GRAIL所开展的

CCGA（circulating cell-free genome atlas）研究是目前纳

入样本量最大的研究之一。研究受试者通过金标准被区

分为健康人群和癌症患者，通过确定两类人群 ctDNA特

征的差异，来建立检测模型和标准。研究对 3种不同的

ctDNA标志物进行评估，包括了靶向测序检测体细胞突

变、全基因组测序检测拷贝数变异，及全基因组亚硫酸

氢盐测序检测甲基化标志物。验证结果证明，相比于另

两种检测方案，ctDNA甲基化标志物更适合应用于癌症

早期诊断。

（3） 获取 TMB信息。针对免疫治疗的伴随诊断方

面，血浆 cfDNA全外显子测序或大 panel杂交捕获测序052
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可以检测更广泛的变化，包括血液肿瘤突变负荷（blood
tumor mutational burden，bTMB） 或大范围的突变特征。

基于数百个基因靶区的 ctDNA校准的 bTMB可预测接受

PD-1/PD-L1抑制剂治疗的NSCLC患者的OS获益。

（4） 进行MRD监测。为了提升MRD检出灵敏度，

目前技术上采用提高可检测患者特征变异标志物数量的

方式提升样本检测灵敏度。实体瘤MRD检测有两大主

流技术路线，分别是 tumor-agnostic和 tumor-informed路
线。前者期望在不借助肿瘤组织信息的情况下，采用较

大的固定panel、增加测序深度、优化降噪算法等措施获

得较高灵敏度；而 tumor-informed路线则是基于肿瘤组

织WES的结果，通过个体化定制选择足够数量的变异位

点（>10个）来增加MRD敏感性。实际上由于不同肿瘤

患者的个体差异，通常基于固定 panel的 tumor-agnostic
技术对不同个体患者覆盖的平均突变位点仅有 3个，相

比 tumor-informed方法较少，易造成漏检。但 tumor-in⁃
formed方法也存在着成本高，检测流程相对复杂，报告

周期长等缺点。

4.二代测序技术在肿瘤液体活检领域的技术展望

2013年，卢煜明团队发表了基于 cfDNA全基因组高 053
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通量测序的临床样本检测结果，通过全基因组测序技术

可检测到血浆样本中来自肿瘤的拷贝数变异和点突变信

号。2016年，Snyder和 P. Ulz等各自使用 cfDNA全基因

组检测技术甄别出了肿瘤患者核小体和转录起始区的特

征信息，表明 cfDNA全基因组检测具有肿瘤溯源能力。

2019年，Cristiano等进一步将 cfDNA全基因组测序和机

器学习结合，建立全基因组 cfDNA片段分析模型用于泛

癌种的早期发现和肿瘤溯源。2020年，卢煜明团队再次

发表了 cfDNA全基因组高通量测序研究，证实 cfDNA的

断点序列特征 （Endmotif） 可用于肿瘤 ctDNA分子的

识别。

由于 cfDNA全基因组区域极大，根据检测目的不

同，测序深度可有极大差异，从不足 1×到大于 100×，
检测成本也会因此带来极大差异。虽然 cfDNA全基因组

测序的建库流程简单，但后续生信分析较为复杂，特别

是一些 cfDNA新特征标志物需要通过机器学习建立数学

模型才能对样本的测序数据进行有效分析。cfDNA全基

因组测序技术通过检测 cfDNA片段特征、转录起始区和

断点序列特征等特殊标志物，赋予了 cfDNA检测更多临

床应用可能性。054
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二、ctRNA
ctRNA即循环肿瘤RNA，指来源于瘤细胞的循环游

离RNA。早在 20世纪 70年代，就有血液中存在细胞外

循环核酸分子的报道。但由于RNA极不稳定，且血浆中

含有大量的核酸水解酶，所以当时 ctRNA说法一度难以

令人相信。直到 20世纪 80年代末才首次证明 ctRNA存

在，并通过黑色素瘤、乳腺癌、肺癌、结直肠癌等相关

研究证实了肿瘤患者血清中含有与肿瘤相关的 RNA，
ctRNA概念才逐渐被接受。ctRNA主要包括肿瘤细胞

来源的信使 RNA（mRNA） 及其他非编码 RNA（例如

miRNA、 lncRNA） 等。与 ctDNA相比，ctRNA稳定性

弱，在血浆中的半衰期约为 15 s，因此，在外周血等体

液中，ctRNA与蛋白质、蛋白质复合物和细胞外囊泡结

合，以增强其稳定性，免于被体液中核酸水解酶快速

降解。

ctRNA携带有肿瘤病灶的分子特征，包含了肿瘤相

关蛋白的转录表达及相关表型的调控信息，为低 ctDNA
脱落率的患者提供了肿瘤筛查机会。研究证实，肿瘤患

者外周血 ctRNA具有与肿瘤相关的分子生物学特征，可

作为敏感高效的肿瘤分子标志物，有助于肿瘤的早期诊 055
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断、鉴别诊断、疗效观察和预后监测。

由于RNA分子本身的不稳定性、ctRNA在液态活检

样本中的丰度低，以及正常细胞凋亡产生的游离RNA的

“背景噪音”影响，使 ctRNA检测灵敏性与临床重复性

受到限制。

（一）样本采集

根据肿瘤类型及临床样本的可获得性，肿瘤或非瘤

来源的游离RNA从血液、脑脊液、尿液及胸腔积液等体

液样本中获取。

血液是 ctRNA最常见的样本来源，能够克服组织标

本取样的肿瘤异质性，且能够及早发现获得性耐药信

息。根据美国国立综合癌症网络 （NCCN） 指南要求，

样本取出后存储于临床常用外周血采集管中（临床普遍

使用的K3EDTA采血管）或 Streck Cell-Free RNA BCT管
中。其中，K3EDTA采血管立即离心分离上清，储存

于-20 ℃；Streck Cell-Free RNA BCT管通过添加RNA酶

抑制成分提高对血浆中游离RNA的保护效率，可置于常

温储存 7 d。然而血液来源的 ctRNA对某些解剖位置的

肿瘤（如早期NSCLC和肉瘤）的检出率较低，且对于中

枢神经系统肿瘤不适用。056
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脑脊液作为中枢系统肿瘤或肿瘤脑转移监测的重要

标本来源，能够有效地克服颅外病灶的异质性。根据

NCCN指南要求，通过腰椎穿刺获得肿瘤患者的脑脊液

标本于离心管中，收集后 4 h内，在 4 ℃下采用两步离心

（1900 g离心 10 min，16 000 g离心 10 min）去除其中的

细胞组分。

尿液作为完全非侵入即可获得的检测标本，对于泌

尿系统肿瘤（前列腺癌、膀胱癌、肾癌）具有潜在的高

敏感性，同时也能对非泌尿系统肿瘤（结直肠癌、淋巴

瘤、乳腺癌、肝癌）的诊断提供支持。然而经肾的游离

RNA的含量受到肾小球的滤过功能的限制，且其含量随

着时间的变化而变化。此外，目前暂时没有尿液分析标

准化的保存和分析方法。

（二）RNA提取

依据检测目的不同采用商业化试剂盒提取不同类型

的游离RNA，对获得的ctRNA样本进行定量（如荧光光度

计、Qubit等）；随后采用电泳方法对ctRNA片段分布进行

分析（如 agilent bioanalyzer等），确定提取 ctRNA的完整

性、长度分布及降解情况，为进一步分析提供必要信息。

目前，ctRNA的检测方法主要有：基于 PCR的检测 057
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技术包括实时荧光定量PCR、数字PCR等，以及二代测

序等。

1.基于PCR相关技术的检测方法

实时荧光定量 PCR技术 （qPCR） 是目前 ctRNA检

测应用最广的方法，有成本低的优点，但只能对单个或

少量已知目标RNA进行相对定量，灵敏度较低。数字

PCR则在上述技术基础上，将反应体系分割成上万个独

立的扩增循环，降低了背景信号和抑制物干扰，提高了

灵敏度和特异性，同时对低丰度RNA进行绝对定量；该

技术更适宜 ctRNA或其他低丰度样本低频突变检测。

2.基于测序相关技术的检测方法

测序技术作为一类能解析基因图谱全貌，以及同时

获得已知或未知突变位点的高通量检测技术，能及时有

效反映正常或疾病情况下表达的全基因时空分布。基于

NGS的 ctRNA检测大致可分为以下几个步骤：长链RNA
的片段化；逆转录制备 cDNA文库；文库富集与扩增；

文库测序；数据处理及生物信息学分析。然而二代测序

的测序时间较长，不适合单基因的检测，序列读长较

短。此外，由于建库中利用了PCR富集序列，因此有一

些含量较少的序列可能无法被大量扩增，造成一些信息058
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的丢失，且PCR过程中有一定概率会引入错配碱基。

虽然 ctRNA检测具有取样方便、创伤小等优点，但

将其应用于临床仍面临许多挑战。首先，样品的收集、

处理、储存和分析操作的标准化存在较大差异，有待进

一步统一；其次，缺少 ctRNA水平对于肿瘤诊断的判断

标准；再次，特定基因突变位点对于肿瘤的特异性判断

存在难点，ctRNA作为肿瘤标志物的敏感度和特异度还

需要进一步提高；最后，由于 ctRNA含量很低，提取所

用试剂也较为昂贵，且样本制备过程复杂，易流失有用

样本。由此可见，目前 ctRNA检测的临床应用仍处于初

步阶段，尚待进一步的发展。

三、CTC
1869年，Ashworth首次提出循环肿瘤细胞（CTC）。

1889年，Paget提出著名的“种子土壤学说”。1950年，

CTC簇（CTC cluster）或称肿瘤细胞微栓子（circulating
tumor microemboli，CTM） 被发现。2000年，Vona等首

次利用膜过滤分离技术成功将CTC分离。2003年，发现

肿瘤细胞在进入外周血循环的过程中会发生上皮-间质

转化。目前已发现 CTC在细胞大小和形态、分子表型、

活性程度、转移潜能、增殖潜能等各方面都具有差异。 059
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2021年，国内发布了《循环肿瘤细胞临床应用与实验室

检测专家共识》。CTC被认为是发生远处转移的“种

子”，是具有异质性的群体，是肿瘤液体活检的主要材

料之一，对肿瘤患者的预后判断、疗效预测、疗效评价

及复发转移和耐药机制的研究都具有重要意义。

随着CTC研究深入和临床需求扩大，CTC检测已从

先前的细胞计数逐渐朝着细胞计数结合分子分型的综合

分析发展。CTC的检测主要由两个技术环节构成：CTC
富集分离和CTC鉴定。CTC鉴定包括CTC数量的鉴定和

CTC分子分型的鉴定。

（一）CTC分析前处理和富集分离方法

1.样本采集及质量控制

CTC检测需要利用全血样本，一般在肘静脉采集。

在健康人血液中CTC的存在也有报道，但是大部分健康

人血液中应该检测不到CTC。肿瘤患者血液中CTC数量

也不多，相对于血液细胞，属于痕量的存在，但个体差

异较大。一般 1 mL血液中CTC的数量在几个到几十个，

早中期肿瘤患者CTC数量相应更低。CTC检测样本前处

理包括样本采集、处理和储存的规范操作流程。

（1）全血样本采集、处理与储存。为保证CTC分离060
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提取质量，一般使用加有细胞保护液的EDTA抗凝采血

管，可使 CTC在室温下保持稳定长达 4 d，以便运输、

储存及集中处理。采集好血液后，将采血管迅速颠倒 4~
5下混匀，放置试管架上静置 2~3 min待用。样本不可以

冻融，因为冷冻会破坏细胞的完整性。某些富集技术需

要进行样本前处理，包括裂解红细胞或密度梯度离心富

集有核细胞，但是这些前处理方法有可能导致 CTC的

丢失。

（2）质量控制。分离富集前应观察样本的质量，应

该排除有明显凝血和溶血的血液样本。

2.常用CTC富集分离技术

CTC与血细胞在物理特性、免疫学特性等方面存在

差异，从而构成富集分离CTC的理论基础。CTC富集分

离技术是指根据某种或多种CTC独有的特性将其从外周

血中的大量血液细胞中富集分离出来。目前CTC富集分

离技术主要包括生物特性富集（如阳性富集分离法，阴

性富集分离法）与物理特性富集（如细胞大小、密度、

介电性与变形性等）两大类。

（1）基于生物特性的CTC富集分离。生物富集分离

法主要利用了免疫亲和原理，通过特异性抗体与细胞表 061
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面抗原（如EpCAM、CD45等）进行特异性结合来富集

分离CTC。根据细胞表面抗原所属的细胞类型，生物富

集分离法又可分为阳性富集和阴性富集。

阳性富集主要利用特异性抗体与肿瘤细胞表面抗原

特异性结合，上皮细胞黏附分子 （epithelial cellular ad⁃
hesion molecule，EpCAM）、间充质标志物 （如 N-cad⁃
herin， Vimentin）、 细 胞 角 蛋 白 家 族 （cytokeratins，
CKs）、人表皮生长因子受体-2（human epidermal growth
factor receptor 2，HER2）、表皮生长因子受体 （epider⁃
mal growth factor receptor，EGFR） 等抗体来正向富集

CTC。实际应用中考虑多种标志物的免疫亲和检测同时

用于 CTC的捕获。采用阳性富集法的有 CellSearch、
MACS、MagSweeper、TumorFisher、IMS等，其中具代表

性的是 CellSearch系统——唯一在欧美及中国均获得药

监局批准的 CTC临床应用系统。该系统由 EpCAM抗体

标记的磁珠捕获可疑 CTC后，通过特异性抗体 CK、
CD45和DAPI免疫荧光染色鉴定出CTC。但CTC异质性

限制了其在临床上的应用。现在，国内外研发了多项改

进技术方法，显示出良好的临床应用潜能。

阴性富集则是利用白细胞抗原，如CD45和CD61去062
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除血液中的白细胞、巨噬细胞和血小板实现负向筛选。

应用该方法主要包括 CytoploRare、Cytelligen、EasySep、
RosetteSep等。此方法可高效地从患者血液中进行 CTC
富集分离。但缺陷是：①并非所有血液细胞都对CD45、
CD61等抗原呈阳性；②因血液中大量白细胞的存在，

去除白细胞的过程中，稀少的CTC流失风险相对较高。

（2）基于物理特性的CTC富集分离。物理分离法是

依据CTC的物理特性，如密度、大小、可变形性及表面

电荷等进行富集，不依赖细胞表面抗体的表达。代表性

方法有：利用细胞密度差异进行富集的梯度密度离心

法，利用细胞大小不同和机械性能差异行富集分离的细

胞过滤技术，利用流体力差异在特定条件下对不同细胞

进行捕获的微流控惯性聚焦法，以及利用电荷和导电性

等特征差异行富集分离的电学特征法等。

膜过滤法是最简单的基于大小的CTC分离技术，该

技术通过离心或调压器使血液通过有特定大小和形状小

孔的微滤膜达到分离 CTC的目的，一般采用具有 5~8
μm孔径的过滤膜（如聚碳酸酯膜）过滤截留体积较大

的肿瘤细胞，主要包括 CanPatrol、CellSieve、FMSA、
ScreenCell、 ISET、SBM、FAST、CTCBiopsy、CircuCel⁃ 063
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NA等。因血液中部分 CTC的大小与白细胞相近甚至小

于白细胞，膜过滤法可能漏掉这些直径较小的CTC，同

时滤膜的膜孔容易被血液其他杂质细胞堵塞，导致背景

复杂，CTC纯度低。

基于大小和生物电特性的介电泳分离技术，主要包

括DEPArray、ApoStream等，该方法特异性高，但是实

验耗时较长，检测通量较低，且过程较复杂。基于密度

的分离法也是一种较简单 CTC分离技术，随着技术发

展，由于其分离效率不高，现已很少使用。

（3）生物与物理特性结合的CTC富集分离。生物与

物理特性结合的CTC富集分离法将细胞的生物与物理特

性结合起来进行CTC富集分离，其中以微流控技术较为

常见。

微流控芯片技术基于流体力学原理利用细胞大小、

变形性及表面标志物进行CTC富集分离，该技术首先根

据细胞大小过滤掉较小的红细胞、血小板等，留下体积

较大的白细胞与肿瘤细胞，然后利用芯片内部微单元上

修饰的能与肿瘤细胞或白细胞表面抗原结合的特异性抗

体将目的细胞捕获吸附在芯片上，实现 CTC的富集分

离。微流控富集分离技术主要包括 CTC-Chip、HB-064
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chip、GEDI chip、NanoVelcro Chip、 Isoflux、 Parsortix、
MCA、ClearCell、Celsee、VTX-1、p-MOFF、CTC-100、
CTC-iChip、SDI-Chip、Fluxion等。微流控芯片技术具

有操作简便迅速、检测通量高等优势，但是也存在下列

不足：①芯片中的通道小，容易造成堵塞；②芯片上的

微单元容易造成细胞损伤，可能降低细胞活性。

（4）其他新型CTC富集分离技术。近年，一些新的

CTC富集分离技术不断涌现。新的CTC富集分离平台主

要从技术路径进行了改良，比如设计优化CTC芯片的空

间结构，抑或是增加免疫磁珠偶联的细胞表面蛋白抗体

类型。其中，TUMORFISHER技术采用多肽取代了磁珠

上的抗体，特殊的纳米表面提升了CTC捕获的灵敏性和

稳定性，并且可以用于全血的直接富集，避免红细胞裂

解和离心，操作简单快捷，获得中国抗癌协会《基于靶

标指导乳腺癌精准治疗标志物临床应用专家共识（2022
版）》推荐。CellCollector技术直接在活体外周血中富集

分离 CTC，该法将偶联 EpCAM抗体的留置针放置在外

周血管中 30 min，通过与大量的血液接触来提高捕获

CTC的数量。2021年 7月，中国NMPA批准了CytoSorter
循环上皮细胞分离仪获得三类医疗器械注册证，Cyto⁃ 065
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Sorter CTC检测基于微流控和生物素亲和素免疫捕获技

术，可以进行间质型、上皮间质混合型等CTC的分离富

集，同时可进行多种特异性抗体的免疫捕获和鉴定

分析。

此外，也有少数较新的CTC技术另辟蹊径，从CTC
捕获富集原理上进行了突破，利用同 PET-CT相似的瘤

细胞高效摄取葡萄糖进行糖酵解的技术原理，比如采用

肿瘤细胞在糖酵解通路中异常代谢分子来富集分离

CTC，或是通过肿瘤细胞糖代谢异常所形成细胞表面电

荷差异来富集分离 CTC（PET-CTC），这些新涌现的富

集分离技术为CTC技术发展提供了新方向。

（二）CTC鉴定和检测技术

在血液中富集分离CTC后，接下来还需结合有效的

方法进行分析鉴定。一方面，由于目前CTC捕获技术不

能保证百分之百纯度，需要对所捕获的细胞进行鉴定，

确定CTC细胞数目，减少CTC数目判定的假阳性率和假

阴性率。另一方面，在肿瘤发生发展中，不仅CTC数目

动态变化，CTC所携带的分子标志物也在变化，通过对

CTC携带的蛋白和核酸等标志物检测，能更好反映肿瘤

发生发展的动态变化，是研究肿瘤发生发展机制的有效066
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策略，并能很好地指导临床治疗。CTC鉴定方法主要包

括细胞形态学鉴定、免疫荧光染色、荧光原位杂交、聚

合酶链式反应等。随着CTC富集和检测分析技术的不断

进步，对CTC的检测已从计数走向分子分型、单细胞测

序和细胞功能分析时代。

1.CTC数量的鉴定和检测技术

（1） 免疫荧光。免疫荧光 （immunofluorescence，
IF）检测主要基于EpCAM、Pan-CK、N-cadherin、Cell-
Surface Vimentin等肿瘤细胞上皮型和间质型表面标志物

和白细胞共同抗原CD45对肿瘤细胞和白细胞进行染色，

通过染色信号对细胞进行鉴别，根据荧光参考值进行

CTC计数是目前鉴定的主流方法，其优点是针对特定的

细胞表面抗原表达具有高度识别，但由于缺乏广谱的肿

瘤细胞表面抗原标志物，该方法容易存在假阴性问题。

免疫荧光检测由美国强生公司率先应用，获美国FDA和

中国药监局的批准。

（2）流式细胞术。流式细胞术（flow cytometry，FCM）
借助流式细胞仪针对单个细胞进行定量分析，实现多个

通道同时工作，检测速度较快，保留CTC的形态学特征

和抗原性，能够快速分析数以万计个细胞的多种参数， 067
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提高了CTC鉴定结果的准确率。缺陷是样品必须为单细

胞悬液，流式细胞技术会破坏细胞团。并且由于CTC数

量稀少，不易实现流式鉴定。

（3）细胞病理形态。细胞病理形态检查是将细胞样

本固定染色，在显微镜下进行细胞形态学检查。CTC具

有非典型的细胞形态，如核质比例加大，细胞核呈多形

性，染色深，嗜碱性增加，核仁增多、增大且不规则，

分裂象较多见等特征。观察细胞形态可做出细胞类型诊

断，观察CTC是单个CTC或CTC团簇形，但细胞病理形

态的判断对鉴别人的要求较高。

（4） 拉曼检测。拉曼检测也被应用到 CTC检测领

域，利用特异性靶向磁珠及表面增强拉曼（SERS）探针

与 CTC孵育，后对样品的 SERS光谱进行分析。拉曼检

测具有信号稳定、检测限低、灵敏度高的优势。

2.分析细胞分子信息的CTC鉴定和检测技术

（1）聚合酶链反应。聚合酶链反应（polymerase chain
reaction，PCR）的CTC鉴定方法通常是基于CTC特异性

表达而白细胞非特异性表达的mRNA标志物，通过RT-
qPCR技术进行定量分析来对 CTC进行鉴定。该方法具

有自动化、灵敏度高、成本低及可定量质控等优点，可068
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实现CTC的标准化定量评估，无须人工经验判读，结果

客观准确，但 cDNA的非特异性扩增可能增加假阳性结

果的风险，同时该方法是间接对CTC进行定量，无法获

得具体的CTC数目等信息。

（2）荧光原位杂交。荧光原位杂交（fluorescence in
situ hybridization，FISH）是在体外直接观察细胞中特定

核酸的技术，其原理是根据碱基互补配对原则，将特定

的DNA序列与细胞内的目标序列互补结合，由于探针带

有荧光，在合适的激发光照射下，杂交探针与目标DNA
能够在荧光显微镜下被清楚地观察到。该技术在临床应

用中具有快速、准确的特点，并且操作相对简单。荧光

原位杂交采用荧光探针与细胞染色体进行杂交，通过染

色体异倍体信息来鉴定细胞。FISH技术可用于CTC的分

子分析，包括肿瘤基因重排、基因扩增、染色体变化检

测等。但是该方法耗时较长，而且探针会影响染色体的

结构，干扰下游基因分析。目前，CTC的FISH检测已用

到多种肿瘤，比如乳腺癌 CTC的HER2、PTEN扩增检

测，肺癌的 ALK重排、EGFR扩增检测，前列腺癌 AR
融合和ARV7检测等。

（3）基因测序法。由于CTC数量少，直接进行二代 069
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测序难度大，因此需要将细胞的DNA扩增后，再利用二

代测序检查基因序列。CTC测序方法具有代表性的是多

重退火和成环循环扩增技术（MALBAC）和多重置换扩

增（MDA）和简并寡核苷酸引物 PCR（DOP-PCR）。随

着测序技术发展，CTC单细胞全基因组测序和高通量单

细胞测序应运而生。在单个细胞水平上对基因组、转录

组、表观组等遗传信息进行高通量测序分析揭示细胞的

异质性。但是，目前单细胞测序的技术仅仅停留在实验

室阶段，由于肿瘤细胞的高度异质性，单细胞测序是否

有代表性还需要更多的科学研究来证明。

3.评价细胞功能特征的CTC鉴定和检测技术

肿瘤细胞与正常细胞具有不同的若干特征，包括增

殖信号的自我维持、逃避生长抑制、细胞死亡抑制、无

限复制潜能、诱导血管生成、激活浸润转移、避免免疫

损伤、促进肿瘤炎症、能量代谢异常及基因组不稳定

等。这些特征绝大部分为功能性特征，是各种肿瘤普遍

具有的，因此有可能用于区分肿瘤细胞与正常细胞。同

时，基于功能检测能有效检测到具有较高活性的 CTC，
为预测肿瘤转移、体外培养CTC提供技术手段。但上述

肿瘤细胞的一般性特征中大部分难以在单细胞尺度上进070
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行检测。目前正在开发的基于功能检测CTC的方法包括

基于肿瘤细胞糖酵解代谢强度的检测（如己糖激酶-2、
细胞表面电荷等）、基于肿瘤细胞免疫逃逸特异性蛋白

的检测（如 PD-L1、MUC-1等），以及基于端粒酶活性

检测等。

（三）CTC检测技术的临床应用要求

CTC作为一种接近无创的检测方法，可动态监测肿

瘤病情进展和变化，对肿瘤诊断、治疗和监控有重大价

值。目前，CTC富集分离平台较多，但尚未形成统一的

检测流程与质控标准。理想的CTC检测技术需考虑以下

几个要素：首先，富集分离技术需要较高的CTC捕获效

率，为下游鉴定分析提供足够细胞量，同时，需保证被

捕获细胞能无损释放，有活性的CTC有利于下游的鉴定

分析与肿瘤学研究；其次，富集分离技术要有稳定可靠

的检测流程，保证用于临床能实现规范化与标准化；最

后，富集分离操作要简便，便于临床检验人员掌握。与

此同时，富集分离技术还需要与成熟可靠的下游分析检

测方法整合，才能更好地把CTC检测与临床应用关联起

来，充分发挥CTC检测在临床肿瘤诊疗中的优势。

临床医生在诊疗中应用CTC检测时，应充分考虑到 071



中
国
肿
瘤
整
合
诊
治
技
术
指
南
（C

A
C
A

）

CTC不同检测平台的特点，并根据检测目的进行适宜的

选择。此外，还应根据患者治疗周期、治疗方案、研究

目的等实际情况选择相应的采血部位和采血时间点，因

为循环系统中不同部位CTC之间存在明显的细胞分布和

生物学特征的空间异质性，采血时间、采血时患者体

位、采血部位、采血量等都可能影响测定结果。研究发

现，从肝癌患者外周静脉、外周动脉、肝静脉、肝下下

腔静脉和门静脉采血检测的CTC数量、EMT表型和CTC
细胞团各有特点，且其在提示肝癌术后肺转移和肝内复

发方面的临床价值也不尽相同。建议治疗或研究的全过

程中样本采集条件相对固定，开展更多前瞻性的多中心

临床研究，为进一步阐明 CTC在肿瘤临床诊疗中的意

义，规范CTC结果解读，指导临床治疗和干预。

总的来说，CTC分析技术具有巨大潜力，随着技术

的发展进步，具有高灵敏度、高特异性、高度可重复的

CTC技术正在逐步进入临床诊疗服务。

四、细胞外囊泡

细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs）是细胞分

泌至胞外的一种含脂质双分子层的膜性囊泡，依据其形

成机制与直径差异，可分为外泌体、微囊泡与凋亡小体072
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三大亚群。EVs含有脂质、蛋白质、核酸等母细胞来源

的生物分子，这些物质在EVs的携带和保护下稳定传递

于循环系统，如血液、尿液、羊水、脑脊液和唾液等，

可以通过非侵入性的方式获得，是一类具有广阔应用前

景的新型生物标志物。近年来，随着EVs所携带生物分

子在肿瘤发生、发展过程中作用机制及相关性研究的不

断深入，EVs标志物在肿瘤早期诊断和疗效监测中的应

用价值已得到业内广泛认可，如人磷脂酰肌醇蛋白聚糖

1 （GPC1） 用于胰腺癌、CD24用于卵巢癌、ERBB2
mRNA用于乳腺癌诊断等。因此，建立高效富集鉴定技

术从临床离体标本中分离EVs组分，并构建灵敏、特异

的检测技术对EVs常见标志物进行精准检测，可为肿瘤

液体活检的临床应用提供强有力的技术支撑。

（一）细胞外囊泡富集鉴定技术

EVs是液体活检的重要研究方向，其中，EVs分离

和纯化是该领域的核心问题。EVs在大小和理化性质方

面与体液样本中常见的非EVs颗粒接近，后者包括血液

中的脂蛋白、蛋白质复合体和乳糜颗粒，以及尿液中的

尿 Tamm Horsfall蛋白（THP）等，这些混杂颗粒的丰度

可能远远高于EVs本身。现在还未发现EVs的特异性标 073
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志物，从而难以准确定量EVs纯度。

1.常用富集技术的原理及优缺点

目前常用的EVs富集方法包括差速超速离心法及密

度梯度超速离心、免疫分离法、聚合沉淀法、切向流超

滤法、尺寸排阻色谱法、微流控芯片分离法和脂质亲和

分离法。

作为能够保障EVs纯度公认的“金标准”方法，差

速超速离心法可利用低速到高速的离心组合，分步去除

完整细胞、死细胞、细胞碎片及大直径囊泡等“大型”

杂质，最后通过 100 000 g离心，把目标EVs进行沉淀富

集，与更小颗粒及可溶性物质实现分离。同时，利用

EVs与混杂物的密度差异，可通过预先铺设不同密度分

布的介质液，将EVs富集在某一密度区间，从而达到分

离目的。上述方法需要超速离心机等大型设备，限制了

其临床应用。

对携带特定表面生物标志物的EVs，可用免疫亲和

捕获法，常用免疫磁珠等技术捕获富集EVs。该法特异

性好，可富集特定的EVs亚群，但会损失不含该标志物

的EVs群体。

聚合沉淀法利用聚乙二醇在溶液中可形成网状结074
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构，从而诱导 EVs聚集，经低速离心将 EVs沉淀分离。

在下游应用不考虑化合物污染的前提下，该方法由于操

作简便，可满足常规临床机构使用。该方法也可作为样

品前处理步骤，结合超速离心法等分离手段进一步提高

EVs纯度。但该方法常需过夜处理，操作时间偏长。

作为简便的EVs分离方法，切向流超滤法可用孔径

大于EVs粒径的滤膜或离心法去除大颗粒，再以孔径较

小的超滤膜截留EVs，从而实现EVs的富集。该法拥有

快捷和无须大型仪器设备的特点，一定程度上解决了传

统超滤法中滤膜易堵塞、EVs易破碎的问题，有利于临

床应用。但该法无法区分EVs和脂蛋白、THP等混杂颗

粒，不适于EVs蛋白质靶标的检测，但可很好地兼容核

酸检测。

相对上述方法，尺寸排阻层析法在EVs分离纯度和

分离条件较为平衡，其利用层析柱填料的孔径效应，使

较小颗粒在层析柱中保留时间更长而 EVs保留时间较

短，无须大型仪器设备可实现EVs分离。常规 SEC法常

需收集多组分，再将富集EVs组分进行合并，Guo等分

析不同填料和分离条件综合因素，提出了二分式尺寸排

阻层析法，实现 EVs的一步洗脱，从而有利于临床应 075
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用。但该法不能有效去除包括脂蛋白等非EVs共分离污

染物。

微流控芯片分离法利用纳米材料或芯片捕获微流体

中的EVs。如Lee等用超声波分离不同密度和大小颗粒；

Chen等利用双耦合谐振振荡可以从尿液中直接提取高纯

度的 EVs用于后续RNA表达谱分析；Wang等用纤毛微

柱（ciliated micropillars）捕获 40~100 nm的颗粒；Liu等
用黏弹性微流控芯片直接从血液中分离 EVs；ExoChip
可特异性富集表面表达CD63的EVs。

此外，脂质亲和分离法利用脂质探针可插入EVs脂
质双分子层的特性高效捕获和释放 EVs。如 Pan等利用

脂质探针建立了 EV-FISHER技术平台，且证实其可从

临床微量血浆标本中快速分离高纯度EVs。
2.常用鉴定技术的原理及优缺点

对分离纯化获取的EVs进行准确鉴定和质控有助于

提高下游分析表征的准确性和可信度。EVs的鉴定通常

从EVs的形貌、粒径、颗粒浓度及蛋白质等生物分子的

表达入手。

显微成像技术被广泛用于EVs的形貌和粒径等生物

物理性质的表征鉴定中，其中代表性成像技术主要有透076
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射电子显微镜（transmission electron microscopy，TEM）、

扫描电子显微镜（scanning electron microscopy，SEM）及

原子力显微镜（atomic force microscopy，AFM）。为更好

保持EVs结构和形态完整性，冷冻透射电子显微镜技术

（cryogenic transmission electron microscopy， cryo - TEM）
更广泛地用于 EVs原始形貌的观测中。值得一提的是，

在 cryo-TEM成像中，EVs通常呈圆形而非 TEM和 SEM
中所观测到的茶托形结构。然而，这些显微成像技术分

析速度慢、缺乏统计代表性，难以满足对EVs粒径和颗

粒浓度的快速表征。

可调电阻脉冲传感技术（tunable resistive pulse sens⁃
ing， TRPS） 和纳米颗粒追踪分析技术 （nanoparticle
tracking analysis，NTA） 可对 EVs粒径分布和浓度在单

颗粒水平进行快速测定。相比于TRPS，NTA在小于 150
nm粒径范围内能检测到更多 EVs颗粒；而对大于 150
nm者，检测结果正好相反。然而，TRPS和NTA均难以

对粒径在 50~70 nm以下的EVs进行测定，分辨率距离电

子显微镜有很大差距，无法实现对EVs多种分子组成的

同时表征。

在蛋白质表征方面，蛋白质免疫印迹技术（western 077
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blotting，WB） 是学界普遍利用的金标准。其中，四跨

膜蛋白CD63、CD81、CD9及ALIX、TSG101、HSP70被
认为是 EVs 的标志性蛋白，而载脂蛋白 APOA1 / 2、
APOB和白蛋白则被认为来自于 EVs共分离的非囊泡组

分（co-isolated non-EVs components）。此外，部分研究

还进一步利用酶联免疫吸附测定法 （enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）来定量样品中特定标志蛋白

的含量。

近年来，单颗粒干涉反射成像传感技术（single par⁃
ticle interferometric reflectance imaging sensing， SP-
IRIS）、 纳 米 流 式 检 测 技 术 （nano-flow cytometry，
nFCM）和液滴微流控技术等单颗粒分析技术的革新推

动了其在 EVs表征鉴定中的应用。SP-IRIS不仅可实现

对EVs的粒径和浓度的表征分析，其在荧光模式下也可

实现对粒径低至 50 nm的单个EVs上多种蛋白的荧光共

定位分析。nFCM则能以每分钟高达上万个颗粒的速率

对粒径小至 40 nm的 EVs在单颗粒水平对 EVs粒径、颗

粒浓度和生化性状进行多参数表征，不仅粒径表征分辨

率和准确性媲美 cryo-TEM，结合荧光标记策略还可对携

带特定生物分子的EVs亚群浓度进行准确测定。液滴微078
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流控技术可将纳米级EVs包裹在微米级液滴中，通过荧

光标记策略和信号放大技术点亮液滴，可对携带不同蛋

白和核酸标志物的EVs亚群进行数字化定量检测，且不

受EVs粒径分布不均一的影响。

（二）细胞外囊泡标志物检测技术

细胞外囊泡是稳定存在于循环系统中的标志物集合

体，主要携带蛋白和核酸标志物。针对不同类型EVs标
志物应选用不同种类检测技术。针对 EVs蛋白标志物，

临床常用检测方法包括酶联免疫吸附测定、流式细胞术

及质谱等技术，可对EVs中蛋白类标志物进行定性或定

量检测。EVs核酸标志物包括RNA（mRNA、microRNA
与其他非编码RNA等）和DNA。临床常用的EVs核酸标

志物检测技术主要包括 PCR（实时荧光定量 PCR、液滴

式数字PCR），以及芯片技术、二代测序技术等。

1.常用EVs蛋白标志物检测技术的优缺点

（1）酶联免疫吸附试验。ELISA是一种常用于 EVs
蛋白定性或定量分析的免疫检测方法，具有操作简便、

经济实用、易于标准化、特异性强等优势。

此技术通用性强，通过更换靶标的检测抗体，可

实现对于不同 EV蛋白的分析。但 ELISA方法无法知道 079
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囊泡的大小、数量等信息。此技术涉及环节多，需严

格控制操作过程和试验条件以获得最佳重复性。由于

EVs的异质性，所用捕获抗体没有统一标准，使用不同

捕获抗体的ELISA方法检测相同EVs蛋白结果的可比性

较差。

（2）流式细胞术。流式细胞术广泛用于分析细胞表

面和细胞内分子的表达，鉴定并确定异质细胞群中的不

同细胞类型，评估分离亚群的纯度，以及分析细胞大小

和容积。这种技术可同时分析单个细胞的多个参数，主

要用于测定荧光标记的抗体检测蛋白产生的荧光强度。

通过微珠附着EVs是一种较常用的流式检测手段，同时

也有高分辨率流式细胞仪被开发专用于细胞外囊泡的检

测分析。

流式细胞仪可在单个EV级别检测膜蛋白表达水平、

数量和大小，可同时检测单个外囊泡的多个蛋白标志

物，实现对EVs快速、高通量、多参数分析。通过采用

组织或细胞特异的标志物还可追踪EVs的来源。但其缺

陷在于缺乏标准化操作规程，人为操作影响因素多，不

适用于EVs裂解蛋白产物的检测。

（3）质谱技术检测。质谱技术对蛋白质的鉴定不受080
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抗体限制，可鉴定未知种类的蛋白质。质谱技术由于灵

敏度高、特异性强、分析范围宽等特点已逐渐成为 EV
蛋白质组学的主要研究手段。基于EVs蛋白质组学分为

靶向蛋白质组学质谱技术和非靶向蛋白质组学质谱技

术。靶向蛋白质组技术主要用于EVs多个蛋白标志物同

时定量检测，其检测通量高于流式检测技术。非靶向蛋

白质组技术用于EVs蛋白质系统的全面分析，EVs蛋白

的分类和新型蛋白标志物的发现。

质谱分析可提供高通量、定量和EVs比较蛋白质组

分析，但存在样品处理复杂，耗时长的缺陷。

2.常用EVs核酸内容物检测技术的优缺点

（1）实时荧光定量PCR法。目前最常用的EVs RNA
检测方法是实时荧光定量 PCR法，可用于 EVs中包括

miRNA， lncRNA， circRNA， chimeric RNA， tsRNA，
mRNA，DNA在内的多种类型核酸的检测，是目前 EVs
科学研究和临床检测中应用最广泛的核酸检测技术。

实时荧光定量PCR在心脑血管、神经、泌尿、消化

系统疾病及恶性肿瘤的 EVs标志物中应用广泛，国内

多个单位也已经应用该技术在血液、尿液、唾液等各种

体液中开展了检测相关的临床试验 （NCT03108677， 081



中
国
肿
瘤
整
合
诊
治
技
术
指
南
（C

A
C
A

）

NCT03230019，ChiCTR2000031507）。目前 FDA认定的

突破性体外诊断产品前列腺癌外泌体液体活检产品

ExoDx®Prostate也是利用荧光定量 PCR的检测方法。荧

光定量PCR也存在待改进的地方，如染料法，当PCR反

应中有引物二聚体或者非特异性扩增时，该染料也可以

和这些非特异性扩增产物结合，发出荧光，从而干扰对

特异性产物的准确定量。在完全按照试剂盒要求的前提

下，均一、稳定的操作过程和试验条件是保持结果特异

性和重复性的必要条件。

（2）数字PCR。数字PCR是继普通PCR和荧光定量

PCR之后的第三代PCR技术，也是一种RNA绝对定量技

术。数字PCR的检出限更低，并且对于微小差异的鉴别

能力优于荧光定量PCR。
数字PCR在EVs核酸检测中逐步得到应用，尤其一

些表达量较低的标志物的检测，如 EVs所携带线粒体

DNA、融合转录本、基因突变等。但是数字PCR检测在

常规检测中的应用不如荧光定量PCR普遍。

（3）芯片技术。基因芯片（gene chip）是将许多特

定的寡聚核苷酸或DNA片段（称为探针）固定在芯片的

每个预先设置的区域内，将待测样本标记后同芯片进行082
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杂交，利用碱基互补配对原理进行杂交，通过检测杂交

信号并进行计算机分析，从而检测对应片段是否存在、

存在量的多少。

目前基因芯片在EVs领域的研究主要应用在EVs标
志物的开发方面，尚无针对临床应用开发的EVs疾病标

志物的检测芯片。相信随着EVs疾病标志物的临床应用推

广，基因芯片将有望成为临床应用的主流手段。与传统

检测方法相比，基因芯片可以在一张芯片上同时对多个

病人进行多种疾病的检测；能及早诊断，待测样品用量

小。但基因芯片检测仍存在一些关键问题亟待解决，如：

①基因芯片的特异性的提高；②样品制备和标记操作的

简化；③增加信号检测的灵敏度；④高度集成化样品制

备、基因扩增、核酸标记及检测仪器的研制和开发。

（4）二代测序技术。在EVs研究中，NGS主要用于

标志物的筛选，EVs中基因突变的检测等，国内多家单

位也已应用NGS直接从体液EVs中成功筛选出标志物并

开展了临床试验 （NCT03102268，ChiCTR2000031507，
NCT03830619）。二代测序技术也存在需改进的地方，

比如读长受限，对于结果的解读也需要专业人士进行，

目前成本也远远高于常规检测技术。 083
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一、肿瘤早筛与早诊

肿瘤早检包括肿瘤早期筛查和早期诊断。“早筛”

和“早诊”的区别，前者更强调遗传风险和环境风险的

评估和高危人群的识别，以及高灵敏度检出微小病灶和

对阴性人群的准确排除；后者更强调对具有肿瘤风险人

群的辅助诊断。从评价指标角度，“早筛”侧重检测方

法的灵敏度和阴性预测值 （negative predictive value，
NPV），即阴性人群中真阴性的比例；“早诊”侧重检测

方法的特异性和阳性预测值 （positive predictive value，
PPV），即阳性人群中真阳性的比例。因此，自然人群肿

瘤筛查需根据相关指南进行，CACA指南针对肺癌、食

管癌、胃癌、大肠癌、乳腺癌及前列腺癌等肿瘤的筛查

提出了对应的指导建议。

组织活检和影像学在肿瘤定位和定性上，作为早筛

早诊的金标准有较大优势，并能鉴别肿瘤临床分期，不

足之处在于对人体有伤害，特别是侵入性和放射性。同

时，肿瘤的异质性也是这两项技术目前不能克服的重要

问题。血清学检查（PSA除外）常不单独作为早筛和早

诊的技术手段，而作为辅助或补充手段，与影像学检查

联合用于肿瘤的早筛和早诊。液体活检具有高灵敏度和 087
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特异性特点，可多次取样、动态监测，且对人体微创或

无创，随着液体活检技术不断进步，有望弥补传统筛查

技术的不足，为肿瘤早筛早诊做出贡献。

目前基于液体活检的单癌种或多癌种早筛相关研究

大部分聚焦于外周血肿瘤相关生物标志物的检测，例如

CTC、 cfDNA、mRNA、miRNA、蛋白质或代谢物等。

《肺癌筛查与管理中国专家共识》（2019）推荐CTC作为

肺癌筛查的新型标志物。相关研究报道，外周血中检测

到CTC且胸部影像学检查阴性的研究对象，在随后的 1~
4年中，100%发现手术可切除的早期肺癌结节，CTC检

测和胸部影像学检查均阴性的研究对象在随访中则未发

现任何肺癌结节，该研究结果尚需进一步开展大规模临

床验证。一项纳入 620例受试者的前瞻性临床研究表明，

CTC检测平台检出结直肠癌的敏感性达到 86.9%。一部

分研究者利用免疫微球技术与 CTC多维度检测相结合，

以期进一步提高 CTC肿瘤早筛早诊的灵敏度和特异性。

这些研究提示 CTC检测有利于癌症的早期发现和诊断，

联合传统的筛查手段有望进一步提高癌症诊断的效能。

然而由于CTC本身的稀有性及异质性，利用CTC进行早

筛和早诊在技术上尚存在一定的挑战和难度，是否能实088
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现广泛的临床应用还有待更多临床数据支撑和探索。

肿瘤细胞中存在染色体数目异常的现象称为非整倍

体。循环异常细胞（circulating genetically abnormal cell，
CAC）是外周血中带有肿瘤特异性染色体异常的细胞。

相关临床研究结果显示，通过荧光原位杂交技术鉴定外

周血中 3号（3p22.1/3q29）、10号（10q22.3/CEP10）染

色体位点异常的CAC可实现肺结节良恶性判断和肺癌早

期诊断。

基于 cfDNA的肿瘤早检是目前的主流研究方向，包

括循环肿瘤 DNA（ctDNA） 突变、DNA片段化 （frag⁃
mentation）、DNA甲基化 （methylation） 及 DNA染色质

开放性。针对 ctDNA突变的检测所能覆盖的测序位点有

限，且无法实现肿瘤组织溯源，因此该方法仅在特定癌

种中有较高的应用价值。肺癌、肠癌、肝癌、肾癌是目

前液体活检肿瘤早检研究覆盖较多的癌种，针对 ctDNA
突变的检测方法在这些癌种中的应用价值表现不一，可

通过联合其他组学技术来提高敏感性。已有多项临床研

究用 cfDNA片段组学进行单癌种早检的探索，涉及肺

癌、肾癌、肠癌等。cfDNA片段组学的主流检测手段是

低深度全基因组测序，其测序深度低、检测成本高、信 089
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号强度低等因素，限制了检测的敏感性及在临床的应

用。cfDNA甲基化在癌症早检中的应用同样会受限于早

期癌症的 ctDNA含量，但在早期癌症中，相关的特异性

甲基化位点众多，其改变有数量级上的优势，可以降低

检测的下限。同时研究显示，DNA甲基化具有较高的组

织特异性，相比基因拷贝数变异和突变具有更为准确的

组织溯源能力，在多癌症早检中表现出较为理想的性

能，成了早检研究目前的热点。目前国内外基于液体活

检已经获批的检测，通常是基于PCR检测的单个或多个

甲基化位点，用于单癌种的辅助诊断和早筛。

（一）肺癌

SHOX2、RASSF1A、PTGER4均是肺癌相关基因，

研究表明肺癌患者血浆中 3种基因启动子区域高度甲基

化。基于 PCR-荧光探针法的血浆 SHOX2/RASSF1A/PT⁃

GER4基因甲基化检测已被NMPA批准用于疑似肺癌患

者的辅助诊断。美国一项评估 DELFI（DNA evaluation
of fragments for early interception）用于肺癌筛查的性能，

在特异性为 80%的情况下，I期肺癌的敏感性在 50%~
60%之间；当DELFI与低剂量螺旋 CT联合用于肺癌筛

查，检测敏感性可显著提高。090
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（二）胃癌

抑癌基因RNF180和 Septin9启动子区甲基化会导致

这两个基因低表达或不表达。在胃癌患者血浆样本中甲

基化的 RNF180和 Septin9基因含量特征性增高。基于

PCR荧光探针法的首款血浆RNF180/Septin9基因甲基化

检测试剂盒于 2020年被NMPA批准用于胃癌家族史者或

40岁以上胃癌高风险人群检测胃癌的辅助诊断。一项包

含 680例胃癌患者、702例非胃癌患者的临床试验显示

其灵敏度61.76%，特异性85.07%。

（三）结直肠癌

液体活检可用于结直肠癌的筛查，已有多项临床试

验验证其效能。血浆 Septin9甲基化位点检测已获得FDA
批准，用于结直肠癌早筛，其敏感性和特异性分别为

63.9%和 88.4%；但该技术在早期肠癌及癌前病变的敏

感性较低，仅为 11.2%。国内有共识推荐血液 Septin9甲

基化检测用于依从性差或其他医学原因无法做肠镜患者

肠癌的辅助诊断。另一项研究从回顾性队列中筛选出一

独立甲基化位点 （cg10673833），并在一个结直肠癌高

危人群的前瞻性队列中验证其效能，结果显示该方法的

灵敏性和特异性分别为 89.7%和 86.8%，其临床应用价 091
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值有待进一步验证。

（四）肝癌

早期肝癌 cfDNA释放入血信号最强，这使 cfDNA成

为早期肝癌筛查潜在的理想选择，在国外有基于 ctDNA
突变、甲基化、蛋白标志物等联合检测肝癌的试剂盒被

批准进入美国突破性医疗器械审批通道。中国人群肝癌筛

查包括HBV BCP区和 preS区突变、非编码RNA miRNA
和 circ RNA均在单一研究中体现较高准确性，通过联合

多种分子标志物进行检测可进一步提高准确性。一项纳

入3793例乙肝表面抗原阳性患者的前瞻性队列研究显示，

与腹部超声和AFP常规筛查相比，ctDNA突变、HBV整

合AFP和DCP联合检测可提高肝细胞癌（hepatocellular
carcinoma，HCC）检出率。一项包含 1204例肝癌患者、

392例慢性乙肝或肝硬化患者、958例健康对照的多中心

肝癌5hmC诊断标志物的临床研究，基于高通量基因组测

序，在训练队列中的灵敏度和特异度分别为89.6%和78.9%，

验证队列灵敏度和特异度分别为 82.7%和 76.4%。上述

研究的临床应用价值尚在进一步验证之中。

（五）其他肿瘤

液态活检在其他肿瘤早筛中的应用也在逐步进展092
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中。早前，利用实时荧光定量PCR检测人宫颈脱落细胞

中 ASTN1、DLX1、ITGA4、RXFP3、SOX17、ZNF671基

因甲基化状态获得 NMPA的批准应用于宫颈癌的辅

助诊断。研究发现，基于两个尿液 DNA甲基化位点

cg21472506和 cg11437784的膀胱癌早检模型，其敏感性

和特异性分别为 90.0%和 83.1%，其临床应用价值尚在

进一步验证之中。

（六）泛癌种早筛

泛癌种早筛可以一次检测同时筛查多种癌症，避免

了单癌种筛查累积假阳性的问题，并可提供准确的组织

溯源结果，被认为是下一代癌症早筛技术的突破口。

cfDNA甲基化应用于泛癌种早筛具有发生早、信号数量

多和可组织溯源等优势，已有相当数量的临床研究结

果，且实现了临床转化应用。美国循环游离基因组图谱

（CCGA）研究发现，当设定 cfDNA甲基化检测癌症信号

的特异性为 99.5%时，12种预先指定的肿瘤（约占美国

每年肿瘤死亡人数的 2/3） 中Ⅰ~Ⅲ期的检测敏感性为

67.6%，组织溯源准确性为88.7%。在后续的前瞻干预性

研究中，PPV为 38.0%，NPV为 98.6%，预测单个或两

个器官组织溯源的准确性为 97.1%。基于该项技术的临 093
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床检测服务已于 2021年在美国上市，并于 2022年被纳

入美国商业保险。一项在 2395例中国人群中进行的多癌

种早筛病例对照研究检测了国内 6种高发癌症 （肺癌、

食管癌、肝癌、胰腺癌、卵巢癌和结直肠癌），在最终

的盲法独立验证队列中体现出较好的特异性和敏感性。

除了 ctDNA甲基化检测技术，一些研究者将 cfDNA
突变情况与传统血清蛋白标志物或影像学检查联合进行

多癌种研究。利用 CancerSEEK检测，将 16个高频基因

突变与 8个血清蛋白标志物结合，检测 8种癌症（卵巢

癌、肝癌、胃癌、胰腺癌、食管癌、结直肠癌、肺癌和

乳腺癌） 的整体特异性超过 99%，Ⅰ~Ⅲ期敏感性为

70%，组织溯源准确性为 63%。在后续前瞻性、干预性

研究中（DETECT-A），研究评估了 16个高频基因突变

与 9个血清蛋白标志物联合 PET-CT成像检测用于癌症

早检的可行性，结果血液检测的特异性为 98.9%，PPV
为 19.4%，但敏感性仅为 27.1%，联合影像学检查后，

特异性和 PPV增加至 99.6%和 40.6%。基于全基因组测

序的 cfDNA片段化组学用于癌症早检，仍在临床探索阶

段，涉及的癌症种类包括肺癌、肾癌、肠癌等。DELFI
研究通过对 cfDNA全基因组检测发现了癌症与健康人之094
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间不同的DNA片段化模式，在 7种癌症类型（乳腺癌、

结直肠癌、肺癌、卵巢癌、胰腺癌、胃癌和胆道癌）

中，特异性为 98%，检测敏感性在 57%~100%不等，组

织溯源准确性为75%。

推荐意见：液体活检可以作为常规早筛项目的补充

手段用于肿瘤早检。基于 cfDNA甲基化的检测已有产品

获批用于肺癌、胃癌、结直肠癌和肝癌等肿瘤的早筛。

其他相关技术均处于研究阶段，其临床价值尚在进一步

验证之中。

二、肿瘤伴随诊断

伴随诊断 （companion diagnostics，CDx） 是一种体

外诊断技术，在用药前对患者进行测试以确定患者对药

物的反应（疗效、风险等），从而指导用药方案选择和

实施。伴随诊断试剂对采集自肿瘤患者的样本进行检

测，结果可为患者使用控肿瘤药物的安全性和有效性提

供重要信息，包括：确定最有可能从药物中受益的患

者；确定该药物相关严重不良反应风险较大患者；确定

已经过充分研究具备安全性和有效性的人群亚组等。伴

随诊断在提高靶向药物疗效、治疗安全性及降低医疗成

本方面发挥关键作用，是实现肿瘤精准医疗的基石。 095
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基于 ctDNA检测结果的临床治疗选择逐渐获得注册

临床试验与真实世界研究证据支持，基于 ctDNA的高通

量测序技术（ctDNA NGS）被用于肺癌、乳腺癌、前列

腺癌、卵巢癌等晚期实体肿瘤的伴随诊断被写入多个肿

瘤国内外专家共识或指南建议，但仍需高级别证据支持

其用于临床治疗决策的制定。

基于 ctDNA的高通量测序国外有两款伴随诊断试剂

上市，国内尚缺少类似伴随诊断产品获批上市，但国内

多部专家共识和指南均推荐肿瘤患者可进行液体活检

NGS检测。比如，《液体活检在临床肿瘤诊疗应用和医

学检验实践中的专家共识》指出，检测患者 ctDNA已知

的部分或全部临床药物治疗靶点或耐药靶点，或发现患

者基因未知突变、探索临床价值与相关机制时建议使用

NGS方法；在组织无法获取时，可考虑采用其他样本比

如肿瘤细胞学样本或血浆进行EGFR T790M检测；通过

NGS技术对肿瘤组织或血液进行检测，可一次性确定具

有临床意义的基因变异。

（一）基于ctDNA液体活检的肺癌靶向治疗伴随诊断

目前，基于实时荧光定量 PCR技术的EGFR单基因

液体活检伴随诊断试剂有Cobas EGFR Mutation Test v2和096
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人类EGFR突变基因检测试剂盒（多重荧光PCR法）等，

用于厄洛替尼、吉非替尼和奥希替尼等以EGFR为靶点

的酪氨酸激酶抑制剂的伴随诊断。

基于高通量测序技术的肺癌液体活检试剂获得FDA
批准有 Guardant360 CDx （55 基因） 和 FoundationOne
Liquid CDx（324基因）等，国内有多家生物技术公司在

开展相关伴随诊断产品的临床研究，但目前尚无产品获

得NMPA批准。Guardant360 CDx（55基因）是首个基于

高通量测序技术的 ctDNA液体活检产品，不仅可以用于

识别受益于奥希替尼治疗的 EGFR突变 （19Del/L858R/
T790M） 非小细胞肺癌患者，也可用于索托拉西布

（KRAS G12C） 或德喜曲妥珠单抗 （ERBB2激活突变）

的伴随诊断。Foundation One Liquid CDx（324基因）是

另一款基于NGS技术的 ctDNA液态活检产品，除被用于

厄洛替尼、吉非替尼、奥希替尼等以EGFR为靶点的酪

氨酸激酶抑制剂伴随诊断外，被批准用于阿来替尼

（ALK重排）、卡马替尼（MET14号外显子跳跃突变）的

伴随诊断。

除上述基因外，肺癌的其他常见驱动基因如ROS1、

RET、HER2、NTRK等，国内外均有基于组织的伴随诊 097
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断产品上市，但尚无基于液体活检伴随诊断试剂。其他

驱动基因虽已有相应靶向药物上市，但尚缺乏基于液体

活检的伴随诊断产品。对不宜开展有创活检的晚期患

者，或所获得的组织标本质量不佳，或标本量不足时需

要开展基因变异检测时，可采用基于液态活检的 ctDNA
NGS检测技术，但应标明检测技术的局限性。

（二）基于ctDNA液体活检的结肠癌靶向治疗伴随

诊断

结直肠癌患者应常规进行的分子检测为微卫星不稳

定 （MSI） /错配修复 （MMR） 检测及 KRAS、 NRAS、

BRAF的突变检测和HER2扩增检测。以往上述分子检测

都是基于肿瘤组织进行的，但在最新的 2022年NCCN v1
版结直肠癌诊疗指南中，分子检测的样本类型新增了血

液样本，KRAS/NRAS/BRAF的突变状态可以基于血液样

本进行NGS检测，且晚期结直肠癌患者可根据血液NGS
检测结果选择相应的治疗方案。这是NCCN指南首次推

荐结直肠癌的血液检测结果与组织检测结果具有同等效

力，可以作为后续治疗的选择依据。血液 KRAS/NRAS/

BRAF NGS检测方法检出突变阳性的结直肠癌患者，与

肿瘤组织检出KRAS/NRAS/BRAF突变阳性患者一样，不098
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建议使用西妥昔单抗治疗。

（三）基于ctDNA液体活检的乳腺癌靶向治疗伴随

诊断

BRCA突变 （包括 BRCA1、BRCA2） 在乳腺癌患者

中整体出现概率为 5%~10%，在遗传性乳腺癌患者中则

为 20%~25%。目前有多个 PARP抑制剂 （PARP inhibi⁃
tors，PARPi），如奥拉帕尼、他拉唑帕尼等用于治疗

携 带 BRCA 突 变 的 HER2 阴 性 转 移 性 乳 腺 癌 治 疗 。

BRACAnalysis CDx作为FDA批准的PARPi的伴随诊断试

剂，可通过检测乳腺癌患者血液样本中的 BRCA突变

预测 PARPi治疗效果。除了 PARPi外，PI3K抑制剂

Alpelisib也被FDA批准用于治疗存在PI3K突变乳腺癌患

者。FDA还批准了 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 作
为其伴随诊断产品，以检测组织和/或外周血 ctDNA（液

体活检）中的PIK3CA突变。

（四）基于ctDNA液体活检的卵巢癌靶向治疗伴随

诊断

大约 15%的卵巢上皮癌患者携带 BRCA基因突变，

近年来有如奥拉帕尼等多个 PARPi被批准用于卵巢癌

的治疗。在卵巢癌批准的液态活检伴随诊断产品中， 099
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BRACAnalysis CDx被FDA批准用于奥拉帕尼和卢卡帕尼

的伴随诊断，FoundationOne Liquid CDx被FDA批准作为

卢卡帕尼另外一个伴随诊断产品。

（五）基于ctDNA液体活检的前列腺癌靶向治疗伴

随诊断

前列腺癌是男性中第二常见实体瘤，也是肿瘤死亡

第五大原因。目前两款PARPi被批准用于转移性去势抵

抗前列腺癌（mCRPC）的治疗，分别是卢卡帕尼（适用

于BRCA突变的mCRPC患者）和奥拉帕利（适用于HRR

基因突变的mCRPC患者）。FoundationOne CDx作为奥拉

帕利治疗mCRPC的伴随诊断试剂。目前奥拉帕利在中

国尚未获批前列腺癌适应证，但此次FoundationOne CDx
获批用于mCRPC患者接受奥拉帕利的伴随诊断，对于

中国mCRPC患者的管理也具有重要的参考价值。

（六）基于ctDNA液体活检的肿瘤免疫检查点抑制

剂伴随诊断

免疫检查点抑制剂 （immune checkpoint inhibitors，
ICIs） 从根本上改变了驱动基因阴性肿瘤患者的治疗

前景。基于肿瘤组织检测的PD-L1表达水平、肿瘤突变

负荷 （tumor mutation burden， TMB）、微卫星不稳定100
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（microsatellite instability，MSI） 是肺癌及多种实体肿瘤

接受 PD-1/PD-L1免疫检查点抑制剂的主要疗效预测指

标，其伴随诊断产品均已上市并成熟应用在临床中。基

于 ctDNA 液 体 活 检 的 bTMB （blood TMB） 和 bMSI
（blood MSI）指标是新兴的生物标志物，已显示出对免

疫检查点抑制剂疗效的预测价值，以此为基础的伴随诊

断产品开发也将为肺癌及多种实体肿瘤患者增加免疫治

疗获益机会。此外，血液中的一些生物标志物已被证实

可用于预测 ICIs疗效，如衍生型中性粒细胞/（白细胞-
中性粒细胞）比率、循环外泌体 PD-L1（Exosomal PD-
L1，exoPD-L1）蛋白表达、PD-L1 mRNA、可溶性 PD-
L1（Soluble PD-L1，sPD-L1）等，但不同研究中心的结

果不一致。同时也应注意，bTMB和 bMSI目前存在样本

采集时间、基因覆盖范围、技术平台、测序深度和算法

等诸多因素影响，ctDNA收集、样本处理和自动化处理

应使用标准化和临床验证的程序进行，以减少操作者的

变异性和假阴性结果。

（七）基于ctDNA液体活检的肿瘤特异性建议

对于携带致癌基因的NSCLC患者，液体活检不仅可

作为组织分析的补充，也可作为诊断时生物标志物评估 101
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和监测靶向治疗疗效的首选策略（血浆优先），血浆优

先适用于在许多临床环境中识别靶向治疗的耐药机

制。ctDNA检测的临床有效性使经过验证和足够灵敏的

ctDNA检测可用于晚期肿瘤的基因分型，在肺癌、胃肠

道肿瘤、乳腺癌、胆管癌及其他肿瘤的诸多前瞻性临床

研究均证明使用液体活检指导治疗与组织活检具有相似

价值。证据基础已经足够强大，可以认为临床重要性强

的变异在指导治疗方面具有临床效用。

另外，除了 ctDNA，CTC在肿瘤伴随诊断、治疗和

监控等临床应用上也备受关注。例如：利用中国自主研

发的 TUMORFISHER纳米技术可以从血液中高灵敏度的

获得 CTC细胞，并可开展 CTC上 PD-L1 的蛋白检测并

定义 cTPS指标和阈值，不仅可预测消化道癌和乳腺癌

PD-1药物疗效，而且可以有效动态监测用药后的疗效。

同时有研究表示CTC上的PD-L1蛋白检测在晚期非小细

胞肺癌中的阳性率较组织检测更高，首次在临床上证明

CTC上 PD-L1可用于伴随诊断、疗效评估等方面。CTC
下游检测技术的发展会拓展到伴随诊断和肿瘤全流程诊

疗过程中，进行免疫治疗用药人群筛选以及疗效评估等

指导。通过 CTC细胞上的 PD-L1、HER2、AR-V7、102
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CLDN18.2等蛋白检测来进行伴随诊断，判断药物是否

适用于患者。

推荐意见 1：对拟接受靶向治疗且组织或细胞学样

本难获得的非小细胞肺癌、结直肠癌、乳腺癌、卵巢癌

和前列腺癌等实体瘤患者，可应用基于液体活检结果对

患者进行分层管理和指导药物选择。

推荐意见 2：对拟接受免疫治疗且组织样本难获得

的实体瘤患者，基于液体活检的免疫治疗生物标志物如

bTMB、bMSI、sPD-L1、exoPD-L1和 PD-L1 mRNA，或

CTC PD-L1表达还在研究阶段，仅供临床参考，须结合

其他临床指征选择合适治疗方案。

三、肿瘤预后判断

（一）ctDNA在肿瘤预后判断中的应用

采用肿瘤标志物和影像学等传统方法评估分子靶向

和免疫检查点抑制剂治疗疗效时无法动态反映肿瘤特征

性分子演化，由于 ctDNA的半衰期短及非侵入性重复采

样可能性，血液 ctDNA允许在治疗期间实时监测疾病。

大量研究表明，ctDNA动力学与治疗反应相关，并可能

比临床/影像学检测更早地识别出反应。在多种不同的肿

瘤类型和治疗类型（化疗、靶向治疗和免疫治疗）中， 103
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对治疗有反应者在开始治疗的几周内 ctDNA水平降低。

应注意的是，在开始细胞毒性治疗后几天，ctDNA水平

可能会短暂升高，可能反映了短暂的释放增加。除此之

外 ctDNA甲基化可在肿瘤发生的早期被检测到，而且具

有较好的稳定性。通过 ctDNA甲基化检测技术可对一些

体液，如唾液、尿液、痰液等不同生物样本进行不同类

型癌症基因甲基化状态的检测。ctDNA高甲基化在癌症

临床预后监测中也具有巨大潜力。

1.肺癌

在 EGFR阳性NSCLC的靶向治疗中，EGFR敏感突

变早期清除可用于预测EGFR-TKI疗效。一项动态监测

ctDNA预测NSCLC临床治疗疗效的真实世界研究发现，

基线 ctDNA含量越高或变异数量越多，预示OS越短（治

疗后 ctDNA清除的患者 PFS和OS更长），而且 ctDNA也

是与治疗类型和评估时间点无关的独立预后因素。接受

免疫检查点抑制剂治疗的晚期NSCLC患者，ctDNA响应

（降低>50%）与影像学评估的疗效吻合，且与PFS和OS
更好相关，其中治疗后 5~9周早期影像评估为病灶稳定

的患者，ctDNA评估为响应的患者中位OS显著延长。受

体型蛋白酪氨酸磷酸酶 D（protein tyrosine phosphatase104
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receptortype D，PTPRD）在多种肿瘤中表达失活，在非

鳞 NSCLC 中 PTPRD 磷酸酶结构域发生缺失性突变时，

二线治疗能更多从阿特珠单抗中获益，并且PTPRD是独

立的预后因素，且不依赖 TMB和 PD-L1表达或 （和）

TP53、EGFR、KRAS 基因突变状态。在晚期NSCLC中，

ctDNA动力学可对影像学稳定的疾病患者进行分层，区

分对免疫治疗有反应或无反应的患者。研究发现，肺癌

患者 APC、RASSF1A、MGMT、CDKN2A/p16基因甲基化

水平与化疗效果和耐药相关，APC、RASSF1A、SPF基

因的甲基化状态可以预测肺癌患者进行铂类药物化疗后

的预后情况。

2.结直肠癌

在转移性结直肠癌中，一项前瞻性试验表明，一线

化疗第 2周期后 ctDNA下降 10倍与 PFS相关；另一项研

究表明，1~2个周期化疗后 ctDNA浓度的变化预测了治

疗反应和 PFS。在胃肠道恶性肿瘤中，化疗 4周后 ctD⁃
NA降低比癌胚抗原 （CEA） 更有效地预测部分反应和

临床获益，敏感性分别为 60%和 24%。监测结直肠癌患

者的 ctDNA水平可以比传统的肿瘤标志物或放射诊断更

早地显示疾病复发和对治疗的反应，术后可检测到 ctD⁃ 105
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NA水平的患者与没有 ctDNA的患者在无复发生存率方

面存在显著差异。采用基于 ctDNA的液态活检策略检测

RAS、 BRAF、 HER2、 EGFR、 TP53、 PIK3CA、 APC、

MET、GNAS 等基因突变，以及评估微卫星不稳定性，

对结直肠癌的分子诊断、预后判断和个体化用药指导具

有重要意义。通过检测结直肠癌患者术后血浆 ctDNA中

APC、TP53和 KRAS等基因突变情况来判断肿瘤复发，

其灵敏度和特异性均可达 100%，TAC1、Septint9甲基化

的增量动态变化，以及BCAT1、IKZF1甲基化联合检测

在预测结直肠癌复发的灵敏度上明显优于CEA检测。

3.乳腺癌

在转移性乳腺癌中，ctDNA比标准血清标志物（如

癌症抗原15-3，CA15-3）提供了更高的准确性。ctDNA
动力学与化疗、内分泌和靶向联合治疗的无进展生存期

（PFS）相关。ctDNA水平与进展期乳腺癌生存结果密切相

关，除了 ctDNA水平，cfDNA拷贝数量改变（<2 vs ≥2）
也被发现对PFS和OS有关。术后 ctDNA监测同样能够准

确区分是否出现远处复发，并且比临床诊断疾病复发平

均早数月。发现新辅助化疗前基线 ctDNA能够预测患者

的复发风险，这提示基线 ctDNA可作为三阴性乳腺癌患106
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者升级或降级 （新） 辅助治疗策略的有效临床决定因

素。ctDNA可以作为各种药物反应的生物标志物，如帕

博昔布、氟维司群、贝伐单抗和曲妥珠单抗，ctDNA水

平及特定基因与治疗效果具有相关性。在化疗 3个月后

出现耐药的三阴性乳腺癌患者中，PIK3CA、 TP53、

NOTCH2、MLL3和 SETD2基因的突变频率显著增加，

ctDNA也被发现比标准成像更早地反映了由于这种耐药

性而导致的疾病进展。

4.前列腺癌

在转移性激素抵抗前列腺癌中，ctDNA水平降低与

PSA降低超过 30%相关。TOPARP-A研究也发现，接受

PARP抑制剂治疗的晚期前列腺癌患者 ctDNA降低与OS
相关。研究发现所有前列腺患者的治疗进展过程中，均

能通过 ctDNA检测到与原发性耐药相关的突变和拷贝数

相关变化，包括 AR扩增、RB1、MET、MYC、PI3K和

CTNNB1突变。NCCN指南（2022-v1版）建议评估转移

性前列腺癌患者中肿瘤同源重组DNA修复基因的改变，

并指出当活检无法进行组织学和分子评估时，ctDNA检

测是一种替代选择，以便指导后续的治疗。

107
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5.泛肿瘤

越来越多的证据表明，跟踪接受转移性癌症免疫检

查点抑制剂患者的连续血浆样本中 ctDNA水平的变化可

以评估预后和治疗获益。在对免疫检查点抑制的泛癌分

析中，评估了近 1000名接受免疫检查点阻断治疗的局

部晚期/转移性肿瘤患者，治疗时 ctDNA动力学似乎可

预测跨肿瘤类型的免疫治疗的长期获益。通过对连续

ctDNA的分析可以早期识别具有分子反应的患者，这与

RECIST反应相关，并改善了最初放射学稳定疾病患者的

生存率。监测 ctDNA水平的临床应用可能是区分 PD-1
和PD-L1治疗临床放射学是真进展或伪进展，这在 5%~
10%接受免疫治疗的患者中观察到。但在近期一项黑色

素瘤合并脑转移免疫检查点抑制剂治疗研究中发现，血

浆 ctDNA分析并不能很好地监测颅内病灶疗效，这提示

血脑屏障对 ctDNA检测的不利影响。

（二）CTC在肿瘤预后判断中的应用

CTC的预后价值已被广泛研究。CellSearch是唯一

经FDA批准用于临床CTC检测的系统。基于CellSearch，
CTC是独立的预后因素，其他CTC检测系统的研究也获

得了类似结果。CellSearch CTC计数阳性的临界值为≥5108



液
体
活
检

第
四
章

临
床
应
用

个/7.5 mL，通常表明预后较差。研究认为CTC计数增加

与转移和肿瘤侵袭可能性较高相关。此外，基线CTC水

平升高与生存率降低有关，CTM的存在通常预示预后较

差，CTC计数增加或在治疗期间未能清除CTC也是预后

不良因素。许多研究发现，CTC的分子表型具有很强预

后价值。上皮细胞-间充质转化（EMT）和细胞干性是

临床研究CTC的主要分子表型。具有间充质表达的 CTC
或干性 CTC与生存率较差相关。其他分子标志物表达，

如 EGFR、 KRAS、 BRAF、 PIK3CA 基 因 突 变 ， ALK、

ROS1基因重排，HER2、CD47表达，PD-L1分型检测也

具有预后及用药指导的意义。此外，一些研究发现CTC
的动态变化可能在肿瘤进展的漫长过程中作为替代的预

后生物标志物，连续CTC分析可进一步将预后不良患者

分层为不同预后亚组。鉴于单细胞水平测序技术的可及

性和快速发展，可以预期，在未来 CTC的基因组/转录

谱可能提供更全面的生物学信息，成为出色的预后标

记。外周静脉血是目前最常使用的 CTC检测样本类型。

由于循环系统中不同部位CTC之间存在明显的细胞分布

和生物学特征的空间异质性，其在提示转移和复发方面

的临床价值也不尽相同。临床医生应根据患者治疗周 109
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期、治疗方案、研究目的等实际情况选择相应的采血部

位和采血时间点，但建议治疗或研究的全过程中样本采

集条件相对固定，以便于后续结果的解释。

1.乳腺癌

CTC检测对乳腺癌预后判断及疗效评价具有重要价

值。一项针对 6825例乳腺癌患者的Meta分析表明，CTC
计数对早期乳腺癌 （PFS，HR =2.86；OS，HR=2.78）
和转移性乳腺癌（PFS，HR=1.78；OS，HR=2.33）均有

良好预后价值。转移性乳腺癌患者任何时间检测出CTC
≥5个/7.5 mL（Cellsearch平台） 均预示不良预后 （FDA
批准的应用），治疗期间 CTC数目的升高提示疾病再次

进展。此外，AJCC指南中提出早期乳腺癌患者 CTC≥1
个/7.5 mL提示预后不良。然而，早期乳腺癌患者CTC检

测阳性率较低，相关应用仍有待前瞻性、大规模临床试

验验证。内分泌治疗和生物靶向治疗是乳腺癌治疗的重

要手段，其选择依据为原发肿瘤组织中 ER、PR及

HER2的表达状态。研究发现，原发肿瘤细胞与CTC的

受体表达状态并非完全一致。对CTC检测HER2阳性的

患者进行曲妥珠单抗治疗后，部分患者CTC中HER2表
达消失；与未检出 CTC或 CTC中 HER2阴性的患者相110
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比，CTC中HER2阳性的患者 PFS更短。另一项研究表

明，原发肿瘤中激素受体表达阴性而 CTCs表达阳性的

患者可能也会从内分泌治疗中获益。因此，分析乳腺癌

CTC的分子特征有利于制定精准的个体化治疗方案，从

而提高乳腺癌患者的预后。中国临床肿瘤学会（CSCO）
推出的《乳腺癌诊疗指南》（2022年版）推荐了CTC在

肿瘤预后评估中的应用。

2.前列腺癌

CTC检测在进展和转移性前列腺癌的临床应用中得

到广泛认可，高 CTCs计数水平与不良预后、较短生存

期密切相关。基于 Cellsearch平台研究表明基线 CTC≥5
个/7.5 mL的mCRPC患者与CTC<5个/7.5 mL的患者相比

生存期显著缩短，且化疗后CTC由≥5个/7.5 mL下降至<
5个/7.5 mL的患者预计生存期从 6.8个月明显延长到 21.3
个月，反之生存期从 26个月缩短到 9.3个月。此外，多

中心临床研究表明CTC-雄激素受体变异体 7（androgen
receptor variant 7，ARV7）阳性与mCRPC新型内分泌治

疗 （阿比特龙/恩杂鲁胺） 耐药有关，基线 CTC-ARV7
阳性与mCRPC新型内分泌治疗后更短的 PFS及OS独立

相关。前列腺癌 NCCN指南 （2021-v2版） 推荐 CTC- 111
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ARV7检测用于辅助mCRPC阿比特龙/恩杂鲁胺治疗方

案的选择。

3.结直肠癌

CTC检测可作为选择结直肠癌治疗方案时的重要补

充，CTC数量的变化亦可作为评估诊疗效果的重要指

标。研究发现，基线CTC≥3个/7.5 mL提示结直肠癌 5年
生存率较低，治疗效果也较差；如治疗后CTC水平下降

（<3个/7.5mL），则预后较好。治疗后 CTC明显降低者，

无瘤生存期与总生存期都有所延长，提示CTC数量与结

直肠癌患者远处转移关系密切，可用于判断术后复发的

风险性。CTC对结直肠癌患者发生远处转移的警示比血

清肿瘤标志物（CEA）早约 1年，肿瘤进展与CTC阳性

率成正比。治疗过程中CTC动态变化与结直肠癌患者治

疗后 6个月的影像学检查结果高度相关，表明CTC可比

影像学更早评估疗效。CTC在结直肠癌中分离和富集

后，能检测到KRAS和 BRAF热点存在，可以用于预后

和用药指导；而 EpCAM、PD-L1、LGR5等可作为结直

肠癌预后的 CTC检测标志物。《循环肿瘤细胞检测在结

直肠癌中的应用专家共识》《液体活检在临床肿瘤诊疗

应用和医学检验实践中的专家共识》等均推荐了CTC在112



液
体
活
检

第
四
章

临
床
应
用

结直肠癌复发早期预警和预后的应用。

4.肝癌

CTC（包括 CTM） 检测对肝癌的预后有重要意义，

CTM有较高的风险栓塞周围血管，可增加肿瘤细胞向靶器

官外渗和增殖的机会。CTC阳性的HCC患者较阴性患者

OS和DFS明显缩短，虽然CTC阳性阈值的界定仍有争议，

但检测到的CTC越多，患者的预后就越差。CTC/Treg（调

节性T细胞，Treg）水平较高的患者术后发生HCC复发的

风险显著升高；cfDNA水平与DFS和OS呈负相关，并可

能作为HCC复发和肝外转移的一个独立的预后因素。监

测肝癌患者治疗前后 CTC数量的变化可辅助临床医师评

估疗效和调整治疗方案。有研究发现，超过米兰标准的患

者 CTC数量和阳性率均明显高于在米兰标准内患者，表

明CTC检测有助于肝移植病例的筛选和评估。并且CTC的
个体图谱可能有不同的临床特征，这可能有助于预测治疗

结果，并有可能辅助选择适当的治疗方法。

5.肺癌

叶酸受体阳性（folate receptor，FR）循环肿瘤细胞

（FR+CTC），作为一种非侵袭性手段，用于辅助肺腺癌

淋巴结转移风险和预后的早期判断，以选择合适的手术 113
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方式。通过与其他临床风险因素（如肿瘤大小、白细胞

绝对数、单核细胞绝对数、CA15-3和CEA水平）结合，

术前 FR+CTC计数可用于预测肺腺癌的淋巴结转移风险

进行个性化预测，更精准的选择术中淋巴结清扫方案。

一项入组了 86例临床分期Ⅰ-Ⅱ期肺癌患者的多中心临

床研究通过手术前后 FR+CTC检测证实胸部手术中采用

先断静脉相比先断动脉可减少肿瘤细胞扩散入血，术中

先断动脉是引起术后CTC水平上升的独立风险因素。同

时，对于所有临床分期NSCLC来说，基线CTC数量小于

5的患者的 PFS和 OS明显较好。通过 Cellsearh法检测

NSCLC的 CTCs计数的降低与放射性治疗的疗效具有相

关性。多个研究提示肺癌预后与 CTC阳性率呈负相

关性。

（三）外泌体在肿瘤预后判断中的应用

外泌体是细胞外囊泡一个重要的亚群，为直径 40~
100 nm的膜性囊泡状小体，除了脂质成分外，还含有与

细胞信息相关的蛋白质、各类核酸 （如 mRNA、miR⁃
NA、ncRNA、lncRNA等）。其在血液、体液广泛分布，

检测外泌体标志物，能够实时动态地反映肿瘤细胞的状

态。《外泌体研究、转化和临床应用专家共识》认为，114
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相对于 ctDNA和CTC，外泌体具有两方面优势：一是含

量丰富，几乎所有体液样本都含有外泌体；二是稳定性

较好，得益于磷脂双分子层的保护，外泌体内含物较为

稳定。通过外泌体检测，对包括乳腺癌、胃癌、胰腺

癌、直结肠癌、前列腺癌、肝癌、肺癌、口腔鳞癌、膀

胱癌等肿瘤的预后辅助判断、预测耐药和监测抗癌治疗

中发挥一定作用。外泌体目前被视为新兴有潜力的液体

活检策略，目前暂时没有公认的“金标准”，且可能有

其他来源的亚群干扰，仍需要大量实验进一步验证。

（四）非编码RNA在肿瘤预后判断中的应用

非编码RNA（non-coding RNA，ncRNA）长期以来

一直被认为是非功能性的“垃圾”，但在过去的十年中，

越来越多的证据发现它们的表达水平在多种癌症中经常

出现“失调”，因此有巨大潜力作为新兴的癌症生物标

志物。其中microRNAs（miRNAs）为一种表观遗传学调

控基因转录的小非编码RNA的亚类，已经成为开发癌症

患者液体活检生物标志物的研究最充分的底物之一，而

环状RNA（circRNA）被认为与介导化疗靶向耐药相关，

长链非编码RNA（lncRNAs）也被证实了其作为肿瘤筛

查和预后预测的无创生物标志物的临床价值。高通量测 115
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序技术的出现使多种癌症中各种非编码RNA表达谱的全

面分子表征成为可能，作为肿瘤预后及耐药评估具有巨

大的潜力，但是 ncRNA检测目前仍属于的实验室技术，

过渡到临床实际应用还有许多关键性问题。

推荐意见 1：液体活检适用于无法获取组织学标本

的、需要治疗的中晚期肿瘤患者。

推荐意见 2：ctDNA可以辅助用于肿瘤的预后早期

预警、治疗效果监测、耐药机制研究及用药参考；CTC
可以辅助用于临床肿瘤预后评估，在疗效监测及耐药评

估、用药指导方面有一定参考作用；但是考虑不同检测

技术对结果的影响，建议使用指南或规范推荐的检测技

术，结果需要更多的大型Ⅲ期临床研究来验证。

推荐意见 3：外泌体、非编码RNA等其他液体活检

方法，在临床上评估肿瘤预后及耐药机制上具有巨大的

潜力，但是目前仍处于科研探索阶段。

四、肿瘤MRD检测

（一）肿瘤MRD的概念

肿瘤微小残留病灶（minimal residual disease，MRD）
的概念源于血液肿瘤，是指经诱导化疗获完全缓解后或

是骨髓移植治疗后，体内仍残留有少量肿瘤细胞的状116



液
体
活
检

第
四
章

临
床
应
用

态。这一概念延伸到实体肿瘤，即肿瘤患者进行根治性

手术后或药物治疗达到完全缓解后，用影像学或常规实

验室方法未能检测到肿瘤病灶的存在，而可以用分子生

物学方法在血液等体液中检测到肿瘤细胞或肿瘤特异核

酸分子 （如游离肿瘤 DNA，ctDNA），从而提示残留病

灶的存在，因此在实体瘤中，MRD也称分子残留病灶

（molecular residual disease）。MRD被认为是肿瘤转移及

复发的高风险预测因素。本节仅论述实体瘤MRD检测

策略及临床应用场景，并指出目前MRD临床应用的局

限性。

推荐意见：本章节中微小残留病灶（MRD）是指实

体肿瘤患者进行根治性手术或综合治疗达到完全缓解

后，在体液样本（如血液）中检测到残留的肿瘤细胞或

肿瘤特异核酸分子，因此MRD也称分子残留病灶。

（二）实体瘤MRD检测策略

用于MRD检测的液体活检技术对检测灵敏度和特

异性要求高，常规基因检测技术的低灵敏度是制约液体

活检应用于MRD检测的主要限制因素。目前MRD检测

技术主要包括高灵敏PCR技术平台、NGS技术平台及一

些新兴检测技术，检测的靶点以基因突变为主，DNA甲 117
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基化等其他标志物也具有较好的应用潜力。

1.基于PCR技术平台的肿瘤MRD检测

基于PCR的检测技术利用基因突变序列进行检测设

计，分析灵敏度高（变异等位基因频率≥0.01%），但检

测位点通量低，所以主要应用于特定已知位点相关的疗

效跟踪和耐药监测等有限的临床场景。基于高灵敏PCR
技术平台的肿瘤MRD检测技术主要包括 Cobas-PCR和

数字PCR技术。

现有证据表明 Cobas-PCR技术可评估 EGFR突变阳

性肺癌患者靶向治疗后 ctDNA中残留的EGFR基因突变

状态，用以评估药物疗效。研究证据表明在预先通过

NGS检测肿瘤组织基因变异的基础上，可以利用 dPCR
技术检测 ctDNA中的MRD状态，指导Ⅱ~Ⅲ期结直肠癌

术后复发风险预测。

基于高灵敏度 PCR平台的MRD检测应以监测明确

的原发灶驱动基因变异位点为主。而对于非驱动基因突

变阳性，或者无热点驱动基因变异的肿瘤，不推荐使用

PCR技术进行MRD监测。建议高灵敏度 PCR技术应用

于临床MRD监测之前，开展大样本前瞻性临床研究，

以证实其在检测不同实体瘤 ctDNA样本中MRD状态的118
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临床敏感性、特异性和预测价值。

2.基于NGS技术平台的肿瘤MRD检测

NGS技术用于检测 ctDNA中的MRD，主要分为肿瘤

组织先验和肿瘤组织未知两种策略。

（1） 肿瘤组织先验分析 （tumor-informed assays）。

肿瘤组织先验 （tumor-informed） 策略首先需要对患者

的肿瘤组织进行高通量测序（以WES为主），确定每位

患者的肿瘤特异突变，并且选择一定数量的高丰度的躯

干突变 （truncal mutations），定制个性化 panel（通常只

包括16~50个肿瘤特异突变），最后在患者血浆 ctDNA中

检测这些突变。肿瘤组织先验策略因检测突变靶点少，大

幅降低了由于技术和生物背景（比如克隆性造血）导致的

假阳性风险。也因此可以进行极高深度（>100 000×）的

测序，提高检测的灵敏度。代表性的产品包括Signatera™
MRD检测产品。国内也有公司在研发个性化 panel结合

部分常见热点突变进行 ctDNA检测，在少量提升检测成

本情况下，可以获得更多的肿瘤突变信息。在肺癌等驱

动基因突变参与度高，且靶向药选择较多的癌症，此类

策略具有更好地指导临床治疗的优势。

肿瘤组织先验策略在结直肠癌、非小细胞肺癌、乳 119
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腺癌和膀胱尿路上皮癌的前瞻性、多中心队列研究中显

示了对肿瘤术后复发或转移风险预测的临床有效性，并

且对结直肠癌和非小细胞肺癌术后辅助治疗疗效也有明

确的预测效能。ctDNA检测进入 2021-v2版NCCN结肠

癌指南，用于辅助临床进行术后辅助治疗决策和复发/转
移风险评估。

（2）肿瘤组织未知分析（tumor agnostic assays）。肿

瘤组织未知分析又被称为“tumor-naïve assays”，采用固

定的突变 panel，无须预先获取患者肿瘤组织进行测序，

所以可以大幅简化流程、降低成本及缩短患者MRD状

态评估周期。在制定患者辅助治疗的决策过程中，辅助

治疗的延迟可能会降低治疗疗效，因此快速评估患者

MRD状态，从而尽早进行临床决策也十分重要。肿瘤组

织未知分析代表性的产品如Guardant Reveal™ MRD检测

产品。

Guardant Reveal™采用固定化的 panel检测 ctDNA甲

基化和基因组突变，同时过滤克隆性造血导致的非肿瘤

突变。

推荐意见：基于NGS平台的 ctDNA-MRD检测，建

议选择经过前瞻性临床研究验证的技术辅助结直肠癌和120
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非小细胞肺癌临床实践。建议基于上述技术开展更多前

瞻性临床研究（包括干预性研究）以验证其在其他实体

瘤中的临床检测效能和临床意义。

3.其他肿瘤MRD检测技术

近年来肿瘤液体活检技术发展迅猛，除上述较为成

熟的MRD检测方案外，还有包括甲基化检测、循环肿

瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）检测等。

（1）肿瘤组织和 ctDNA同检策略。该策略同时对肿

瘤组织样本进行全外显子测序及对患者血浆 ctDNA进行

固定 panel深度靶向测序，整合两种样本的数据，通过

生信算法判断MRD状态。这类技术的固定 panel一般采

用热点突变，在一定程度上简化了流程。但是由于肿瘤

患者个体差异，在一部分患者中可能不存在固定 panel
中的任何突变。增加固定 panel涵盖的热点突变数目则

会导致测序成本提升。目前如 Safe-SeqS及国内多个

MRD检测产品都基于这一策略。多个前瞻性临床研究数

据显示，该策略在非小细胞肺癌和结直肠癌术后复发或

转移风险预测和辅助治疗分层中具有明确的临床指导

效能。

（2） ctDNA甲基化检测。与其他的生物分子标志物 121
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相比，DNA甲基化修饰通常在肿瘤早期就开始出现，而

且肿瘤组织DNA甲基化在大量基因区域通常保持较好

的一致性，并具有组织和癌种间的特异性，可用于不

明位置原发性癌症的组织溯源。肿瘤特异性 ctDNA甲

基化检测在手术或其他根治性治疗后肿瘤MRD检测中

有潜在的应用价值。如血浆 Septin9基因的甲基化水平

检测在辅助结直肠癌和食管癌诊断中有较好的灵敏度

和特异性，并已有获批试剂盒用于结直肠癌的辅助诊

断。用于评估术后 ctDNA甲基化检测在指导辅助化疗

中的应用价值的前瞻性临床试验正在进行。通过多重

PCR或 NGS检测多个 ctDNA甲基化位点可以提高MRD
检测的灵敏度。

（3） CTC检测。CTC作为一种目前已被广泛研究的

液体活检技术，在肿瘤筛查、诊断、复发监控、药效评

估等领域已有较多探索。2010年，美国癌症联合委员会

AJCC制定的《AJCC肿瘤分期指南》（AJCC Cancer Stag⁃

ing Manual）中，已把CTC列入 TNM分期系统，作为一

个新的远端转移（M分期）标准，列为 cM0（i+）分期，

出现在M0和M1之间。2017年，NCCN指南 （乳腺癌）

2017-v3版也正式引入 cM0（i+） 分期。2018年更新的122
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AJCC第 8版乳腺癌分期系统中，除补充 cM0（i+）分期

外，更进一步明确了CTC检测在乳腺癌预后评估中的价

值（晚期患者 CTC≥5个/7.5 mL、早期患者 CTC≥1个/7.5
mL外周血提示预后不良，证据水平为Ⅱ级）。CTC检测

于 2018年被写入《循环肿瘤细胞检测在结直肠癌中的应

用专家共识》，推荐 CTCs检测可辅助预测术后复发风

险，结直肠癌术后前 2年，每 3~6个月复查 1次 CTCs；
3~5年，每 6个月复查 1次CTCs；5年后，根据情况决定

是否需要继续行 CTCs检测。但是，一般认为 CTC含量

远低于 ctDNA，CTC检测肿瘤MRD的灵敏度仍值得商

榷，其在肿瘤MRD检测中的应用价值也有待更多前瞻

性临床研究予以证实。

（4）其他技术。此外，也有一些新兴技术联合传统

经典技术进一步提高MRD检测准确性的研究报道，例

如基于杂交和标签纠错的 ctDNA突变检测、采用离子半

导体测序进行高灵敏 ctDNA突变检测、利用引力缩聚

金纳米颗粒和催化 walker DNA的 ctDNA检测，以及阻

断剂置换扩增（blocker displacement amplification，BDA）
Sanger方法检测 ctDNA中低频率变异等等。

123
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（三）肿瘤MRD检测的临床应用场景

1. MRD检测用于指导实体瘤术后复发或转移风险

评估

MRD阳性显示根治性手术后隐匿性微转移或微小残

留病灶的存在，这是术后复发或转移的潜在原因。在结

直肠癌和非小细胞肺癌中，大量国际和国内前瞻性临床

研究结果表明术后关键时间点检测 （如术后 1月内等）

ctDNA，有助于提前预警复发或转移风险：ctDNA阳性

患者复发或转移风险较阴性患者显著升高。基于 ctDNA
的MRD评估已被写入了 2021年结肠癌NCCN指南（v2）
和 2020年美国国家癌症研究所（NCI）结直肠工作组白

皮书中。《2022年CSCO结直肠癌诊疗指南》首次在非转

移性结直肠癌患者的随访中提到 ctDNA动态监测有助于

提前预警术后复发转移，但目前仍缺乏足够的证据支持

ctDNA动态监测常规用于术后随访并指导治疗。中国的

LUNGCA研究结果提示 ctDNA-MRD阳性的非小细胞肺

癌患者术后复发风险较阴性患者显著升高，《非小细胞

肺癌分子残留病灶专家共识》推荐可手术早期非小细胞

肺癌患者根治性切除术后每 3~6个月进行一次MRD检

测，MRD阳性提示复发风险高，需进行密切随访管理。124
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推荐意见：可手术Ⅰ~Ⅲ期结直肠癌和非小细胞肺

癌根治性切除术后，ctDNA-MRD阳性提示高复发或转

移风险，建议密切随访管理。

CtDNA-MRD检测在乳腺癌和膀胱尿路上皮癌术后

复发或转移风险评估中也有少量的前瞻性研究数据，提

示MRD阳性患者存在高复发风险。可以预见MRD作为

实体瘤术后复发或转移风险预测标志物的广阔应用前

景，但也需要更多大规模前瞻性临床研究结果的支撑。

推荐意见：建议基于 ctDNA-MRD开展可手术乳腺

癌、尿路上皮癌等实体瘤根治术后复发或转移风险预测

的前瞻性临床研究，提供更多高等级循证医学依据。

2.MRD检测用于指导术后个体化辅助治疗

MRD另一个重要的临床应用是帮助患者选择最精准

的辅助治疗策略。例如：MRD阳性，但是传统临床病理

分期为复发低风险的患者，是否需要辅助治疗甚至强化

辅助治疗方案；MRD阴性，但是传统临床病理分期为高

复发风险的患者，是否可以减少甚至不需要辅助治疗。

在节约大量医疗资源、降低非必要辅助治疗的同时，获

得非劣，甚至更佳的治疗效果。目前国内外已有前瞻性

临床研究证明了MRD在结直肠癌和非小细胞肺癌辅助 125
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治疗决策分层中的预测价值。CtDNA-MRD状态对Ⅰ~Ⅲ
期结直肠癌术后辅助治疗决策分层具有明确指导价值，

辅助治疗能够显著延长MRD阳性患者无复发生存期；

针对Ⅱ期结肠癌患者的前瞻性DYNAMIC研究显示：以

MRD为指导的Ⅱ期结肠癌治疗方案降低了接受辅助治疗

患者的比例约 50%，而无复发生存期则没有变差。对于

MRD阴性的Ⅱ~Ⅲ期患者，根据临床实际情况或许可以

考虑对辅助治疗“做减法”，但是此类应用存在一定的

风险，需谨慎使用。我国两项基于 ctDNA-MRD状态指

导Ⅰ~Ⅲ期非小细胞肺癌术后辅助治疗分层的研究结果

证实：MRD阴性的患者无法从辅助治疗中受益；而根治

术后辅助治疗前MRD阳性的患者，辅助治疗可以显著

改善其无病生存期。

推荐意见：Ⅰ~Ⅲ期结直肠癌和非小细胞肺癌患者

根治术后，ctDNA-MRD状态对辅助治疗疗效具有预测

价值，MRD阳性患者可能从辅助治疗中获益。

（四）肿瘤MRD活检的思考和展望

CtDNA-MRD检测是肿瘤精准医学的前沿之一，

也可能是继伴随诊断之后临床应用的下一个风口，将

ctDNA-MRD检测纳入到实体肿瘤诊疗，未来有可能显126
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著改善治疗疗效和患者生存率。因此，我们应进一步积

极推进基于中国患者的临床队列，开展前瞻性、干预性

研究来验证MRD检测的技术指标要求和临床价值。

1.前瞻性、干预性临床研究

MRD检测的阳性阈值、阳性预测值、阴性预测值和

实际的临床需求紧密相关，必须通过前瞻性观察性和干

预性研究进行确定。在术后化疗“做加法”的场景下，

即对MRD阳性的患者，包括常规临床病理低风险患者

（现有指南不推荐辅助治疗）进行辅助治疗。这时候阳

性阈值的划定优先考虑高阳性预测值。反之，在术后化

疗“做减法”的场景下，阳性阈值的划定优先考虑高阴

性预测值。目前基于单个时间点（如术后 1个月内）的

检测技术普遍不能达到很高的临床灵敏度，阴性预测值

不够高，所以“做减法”的临床应用更需要审慎。

2.灵敏度和特异性

我们需要对MRD检测的临床灵敏度和分析灵敏度、

临床特异性和分析特异性进行区分。显而易见，临床灵

敏度和临床特异性是真正决定临床应用价值的指标。如

上所述，需要在临床研究中进行验证。而分析灵敏度，

通常使用LoD等指标进行展示，则需要谨慎对待。很多 127



中
国
肿
瘤
整
合
诊
治
技
术
指
南
（C

A
C
A

）

产品宣传具有 0.01%，甚至 0.001%的 LoD，事实上，在

有限的游离DNA量情况下，比如常见的 3000~15 000拷
贝数的总游离 DNA，0.01% LoD已经达到了单个拷贝

DNA的灵敏度极限。在此类情况下，分析灵敏度可能使

用绝对拷贝数来进行表述，更为合适。

3.检测时间点和持续动态监测

MRD检测有两个重要时间窗口，手术后 1个月内及

辅助治疗结束后。对于第一个时间窗口，检测时间点的

前移可以尽早指导确定辅助治疗方案。目前主流技术主

要采用术后 1个月左右的时间点进行检测，客观上延迟

了辅助治疗时间。术后 3~7 d内，可能存在较多的背景

cfDNA干扰，影响检测的灵敏度和特异性。这些问题仍

需进行研究。基于肿瘤组织和 ctDNA同检策略的技术、

基于DNA甲基化的检测技术在检测时间点的提前方面值

得探索。

在持续动态监测方面，肿瘤的克隆进化可能导致不

同阶段不同部位的肿瘤细胞存在较明显的基因突变谱的

差异。肿瘤组织先验技术根据原发灶的基因变异信息定

制的MRD检测 panel可能无法实时监测肿瘤克隆进化过

程中分子特征的变化，可能会导致灵敏度的降低。128
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4.其他体液样本

从临床角度来看，基于血液的 ctDNA检测在患有腹

膜转移或脑转移的癌症患者中也可能因为各自的基于血

液的屏障而导致MRD检测的准确性下降。基于其他体

液（脑脊液、腹水、胸腔积液等）中使用 ctDNA检测的

创新策略有待进一步研究。

129
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