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摇 摇 揖摘要铱 摇 在乳腺癌发展过程中,肿瘤细胞内的 DNA 片段可进入血液循环,形成细胞游离 DNA
(cfDNA)。 随着肿瘤研究的发展以及诊断技术的进步,cfDNA 尤其是循环肿瘤 DNA(ctDNA)检测在肿

瘤的早期诊断、病情评估、药物反应监测、复发转移及预后的预测等方面均有着重要的应用价值,有望成

为新一代的乳腺癌诊断新方法。 笔者就 cfDNA 的生成机制以及乳腺癌中有关 cfDNA / ctDNA 的研究内

容作一综述。
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摇 摇 1948 年,Mandel 等[1] 报道了人类血液中存在细胞游离

核酸(cell鄄free nucleic acid, cfNA)物质。 1977 年,Leon 等[2]

检测出乳腺癌患者血浆中含有约 0 ~ 2 滋g / ml 的细胞游离

DNA(cell鄄free DNA,cfDNA),并且发现 cfDNA 浓度的改变与

疾病的状态相关。 1994 年,科学家在癌症患者血液中检测

到突变的 RAS 基因片段,推测这些突变基因可能来源于肿

瘤细胞[3] 。 cfDNA 包括 DNA、 信使 RNA ( message RNA,
mRNA)、微小 RNA(microRNA,miRNA)等。 其中 cfDNA 具

有相对稳定,容易提取等优点,因而受到较多关注。 cfDNA
的应用领域包括产前诊断、肿瘤的诊断及监测以及创伤、休
克的病情评估等。 在癌症研究中,cfDNA 检测被认为是具有

广阔应用前景的肿瘤分子诊断新方法[4] 。
一、cfDNA 的起源

研究发现,患者体内 cfDNA 的量与肿瘤负荷呈正相

关[5] 。 100 g 肿瘤组织约含 3伊1010个肿瘤细胞,其中每天约

有 3郾 3%的基因组 DNA 或线粒体 DNA 进入循环[6] 。 基因组

DNA 多为完全游离的形态,而线粒体 DNA 可以完全游离或

与其他颗粒相结合的形式存在。 进入外周血的 DNA 可被核

酸酶降解,最后经肝肾被清除,其半衰期约十几分钟至几个

小时[7] 。 cfDNA 可来源于原发灶肿瘤细胞、循环肿瘤细胞

(circulating tumor cell, CTC)、微转移灶以及正常的血细胞、
基质细胞等。 目前,有关 DNA 释放到细胞外并最终进入循

环的具体机制尚不清楚,可能的原因包括细胞的凋亡、坏死、
主动分泌等[8] 。

1. 细胞凋亡

细胞凋亡的一个重要标志是核固缩、破裂,破裂核释放

出的染色体 DNA 最终会被降解为 180 ~ 200 bp 的片段[9] 。
对肿瘤患者的研究发现,在肿瘤组织未出现明显坏死前,
cfDNA 的浓度已明显高于健康人[10] ;而体外诱导肿瘤细胞

凋亡后,细胞外 DNA 浓度明显升高[11] ,提示 cfDNA 可能来

源于凋亡细胞。 对 cfDNA 片段大小及序列的分析发现,癌症

患者 cfDNA 的长度主要集中于 160 ~ 180 bp 或者是其整数

倍,这与凋亡细胞核小体 DNA 的电泳结果相似[12] 。 此外,
对肝癌患者 cfDNA 的测序结果提示,携带肿瘤特异度突变基

因的 DNA 片段长度多集中于 160 bp 左右[13] ,进一步说明肿

瘤细胞来源的 cfDNA 并非随机生成,而是凋亡过程中核酸酶

剪切核小体间 DNA 序列后形成的具有一定长度特征的

片段。
2. 细胞坏死或被吞噬后释放

肿瘤在生长过程中,因供血、供氧不足或者是免疫细胞

的吞噬、破坏,可出现局部坏死。 细胞的非程序性死亡,导致

DNA 在被剪切、降解前即进入血液,因而释放出的 DNA 片段

变异度较大,并且以长片段(大于 1 000 bp)居多[14] 。
3. 细胞主动分泌

有研究发现,肿瘤细胞培养液上清液中游离 DNA 浓度

与癌细胞的增殖成正比,而与细胞死亡无明显相关性,提示

部分 cfDNA 可能来源于活细胞[4] 。 细胞分泌 DNA 的确切机

制尚 不 清 楚, 可 能 与 细 胞 主 动 分 泌 的 颗 粒 如 外 泌 体

(exosomes)有关[15] 。 如 Lehmann 等[16]通过凝胶电泳就证明

外泌体中包含的 DNA 量及片段大小与细胞凋亡、坏死无关。
二、cfDNA 在乳腺癌诊断中的应用

cfDNA 近年来被认为是除 CTC 之外又一种可用于癌症

无创分子诊断的物质。 在乳腺癌中,相关的研究集中于

cfDNA 浓度、完整性指数(DNA integrity index, DII)、甲基化

改变、基因改变及外泌体等[17] 。
1. cfDNA 浓度及完整性

研究发现,健康人 cfDNA 的平均浓度约为 30 ng / ml,而
肿瘤患者为 180 ng / ml[5] 。 cfDNA 浓度是否能够作为诊断指

标尚存在争议,主要原因在于 cfDNA 浓度在个体间的差异较

大,尤其是恶性肿瘤与良性肿瘤之间存在重叠。 此外,在创

伤、炎症性疾病中还发现 cfDNA 浓度要高于健康人,因而特

异度较差[18] 。 在乳腺癌中的研究发现 DII 的诊断效力优于

cfDNA 浓度及传统血清学指标,因而有望成为乳腺癌的一个

·571·中华乳腺病杂志(电子版) 2017 年 6 月 第 11 卷 第 3 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),June 2017,Vol郾 11,No郾 3



新的诊断及预后标志物。 DII 为一个相对值,反应的是

cfDNA 的 碎 片 化 程 度。 其 计 算 方 法 是 采 用 定 量 PCR
(quantitative PCR,Q鄄PCR)法检测基因组中广泛分布的重复

序列(如 ALU 和 LINE1)的长、短片段(短序列位于长序列内

部),并以长片段与短片段量的比值来表示。 目前有关 DII
的研究还存在争议。 有的研究者认为癌症患者的 DII 要高

于健康人,其理论根据在于健康人 cfDNA 主要来源于凋亡细

胞,而癌细胞可因坏死、自噬等病理过程释放更多长 DNA 片

段[19鄄20] 。 与之相反,Madhavan 等[21] 则发现乳腺癌患者血浆

DII 明显低于健康人并且在转移性乳腺癌中具有预后价值。
此外,作者还在体外实验上观察到乳腺癌细胞株(MCF鄄7、
BT474)的 DII 小于正常乳腺细胞株(MCF鄄10A),进一步证实

了临床发现。 对肝癌的研究同样发现,cfDNA 短片段(160 bp
左右)多携带肿瘤特异度的突变,而长链 DNA 分子不携带这

类特征,提示肿瘤来源的 cfDNA 片段长度多小于健康人[13] 。
Mouliere 等[22] 采用特异度 Q鄄PCR 法证实肿瘤来源的 DNA
碎片化程度更高,所要扩增的目标片段的长度会动态影响

cfDNA 的浓度,说明检测及计算方法的不同可能导致 DII 研
究结果的不一致。

2. 甲基化改变

癌症发生早期常伴有表观遗传学的改变。 正常细胞中

位于 DNA 重复序列内的大部分 CpG 位点为甲基化状态,而
位于启动子附近的 CpG 岛为低甲基化,在癌细胞中,这种正

常的甲基化模式会发生改变,如启动子附近的非甲基化 CpG
位点被甲基化,而位于 DNA 重复原件内的甲基化 CpG 位点

去甲基化。 启动子 CpG 岛的甲基化可抑制抑癌基因的功

能,而低甲基化状态可导致基因组的不稳定[23] 。 将癌组织

进行全基因组甲基化水平分析后发现,将乳腺癌患者按照

CpG 岛甲基化表型(CpG island methylator phenotype,CIMP)
进行分类后,可区分出不同转移风险的患者[24] 。 可见基因

甲基化模式的改变在肿瘤发生、发展中发挥重要作用并与癌

症的预后密切相关。 目前,在乳腺癌中有关 cfDNA 甲基化标

志物的研究还缺乏大规模前瞻性临床试验。 Legendre 等[25]

在 cfDNA 中检测到与转移性乳腺癌及 DFS 明显相关的 21 个

DNA 高甲基化热点。 此外,GSTP1、APC、RASSF1A、RAR茁、
SEPT9、ESR1、CDKN2A、CST6、BRCA1、PR 等基因或者 DNA
重复原件(LINE1、ALU)甲基化水平改变也被证明可用于乳

腺癌早期诊断并与预后存在明显的相关性[9] 。 然而,单个基

因甲基化水平检测往往敏感度较低 (小于 30% )。 Shan
等[26]在乳腺癌、乳腺良性疾病患者及健康人血清中同时检

测 SFN、P16、hMLH1、HOXD13、PCDHGB7 和 RASSF1a 基因

启动子甲基化状态,发现乳腺癌组与健康组、良性对照组相

比分别可达到 79郾 6% 、82郾 4% 的诊断敏感度和 72郾 4% 、
78郾 1%的特异度。

3. 基因改变

随着癌症基因组测序的发展,越来越多肿瘤相关的遗传

学改变被发现,如杂合性丢失( loss of heterozygosity,LOH)、
微卫星不稳定 (microsatellite instability)、基因突变等。 对

388 例原发性乳腺癌患者 cfDNA 的分析发现患者可出现

TIG1、PTEN、cyclin D、RB1、BRCA1 的杂合性缺失,尤其是

cyclin D2 可能是一个重要的预后标志物。 此外,作者还发现

短链 DNA 分子发生 LOH 的频率显著高于长链 DNA 分

子[27] 。 在卵巢癌中也有类似发现,而化疗可降低 LOH 的发

生频率[28] 。
肿瘤在进化过程中可伴随出现一些基因的突变即体细

胞突变( somatic mutation)。 由于体细胞突变在正常组织中

不发生或者发生率很低,因而可以作为肿瘤的特异度标志

物。 此外,一些突变在驱动肿瘤发展,诱导肿瘤耐药方面发

挥重要作用,有望成为肿瘤治疗的重要靶点。 cfDNA 中来源

于肿瘤细胞并携带肿瘤特异度突变的 DNA 被称为循环肿瘤

DNA ( circulating tumor DNA, ctDNA)。 Diehl 等[29] 认 为

ctDNA 可用于监测肿瘤的动态变化;对 640 例不同类型癌症

的研究发现,超过 75%的晚期癌症患者 ctDNA 阳性,并且在

早期乳腺癌中的阳性率可达 50% [30] ;对 30 例晚期乳腺癌患

者 cfDNA 中 TP53 和 PIK3CA 基因突变热点的检测发现,
ctDNA 的阳性率要明显高于 CTC 或糖类抗原 153,且 ctDNA
在监测体内肿瘤负荷中的意义更大[31] ;ctDNA 检测还可用

于预测接受新辅助化疗的乳腺癌患者的复发风险,并为制定

个体化治疗方案提供依据[32鄄33] ;对于接受内分泌治疗的晚期

乳腺癌患者,若血浆中检测到 ESR1 突变往往提示对芳香化

酶抑制剂耐药[34鄄36] 。 此外,ctDNA 检测还可用于分子靶向治

疗效果的评估[37鄄38] 。 对于无法多次获得组织样本的 HER鄄2
阳性乳腺癌患者,检测血浆 cfDNA 中 HER鄄2 的表达量是一

个有效的替代途径[39] 。 ctDNA 检测方法包括全基因组或全

外显子测序和对候选基因已知位点的靶向检测,如质谱、等
位基因特异度 PCR、数字 PCR、标记扩增深度测序( tagged鄄
amplication deep sequencing)、癌症个体化深度测序( cancer
personalized profiling by deep sequencing)等[40] 。 全基因或全

外显子测序覆盖面广,可检测到少见的突变,但其耗时长、花
费大、敏感度低。 靶向检测运用较多的是数字 PCR,其优点

是检测敏感度高、能绝对定量、费用低,但由于只能检测已知

基因的已知突变位点,因而检测通量较低[41] 。 为增加检测

的敏感度和特异度,可进行多基因、多位点联合检测。
Newman 等[42]利用定制化的突变位点库作为“筛选器冶,对样

本进行靶向捕获后再进行超深度测序(测序覆盖深度可达到

10 000伊),在早期肿瘤中 ctDNA 的检测率可达 50% ,晚期肿

瘤的检测率达 100% ,特异度达 96% 。
4. 凋亡小体(apoptotic body)及外泌体

循环中 cfDNA 还可能与组蛋白结合或包含在凋亡小体、
外泌体内。 生理情况下,凋亡细胞以凋亡小体的形式释放出

DNA 及核小体。 凋亡小体很快被吞噬细胞吞噬、降解。 当

肿瘤细胞凋亡率超过了降解率后,循环中核小体的浓度也随

之增加[43] 。 然而,在乳腺癌中,核小体浓度增加仅能提示细

胞凋亡率增加,并不能有效的区分良、恶性肿瘤[44] 。 Snyder
等[45]发现 cfDNA 片段包含了不同细胞来源的核小体的结构

特点,通过对 cfDNA 的分析来反映核小体在血液中留下的痕

迹可用于监测疾病状态,作者认为这是一种不依赖于基因分

析的新思路。

·671· 中华乳腺病杂志(电子版) 2017 年 6 月 第 11 卷 第 3 期 Chin J Breast Dis(Electronic Edition),June 2017,Vol郾 11,No郾 3



外泌体是细胞主动分泌的,直径约 30 ~ 100 nm,由脂质

双分子层构成的小囊泡其在细胞间信息传递中发挥重要作

用[46] 。 有关外泌体的研究多集中于其内的 mRNA、miRNA、
蛋白质、脂类等,并发现这些分子具有促进肿瘤细胞增殖、侵
袭、转移、耐药、抗凋亡等作用[47] 。 然而,外泌体内的 DNA
量及意义目前还知之甚少。

三、cfDNA 对肿瘤细胞功能的影响

1999 年,Garc侏a鄄Olmo 等[48]发现 ctDNA 有促肿瘤转移的

作用,并提出基因转移(genometastasis)假说。 研究者在随后

的研究中发现用结直肠癌患者的血浆培养小鼠胚胎成纤维

细胞后可得到与患者 cfDNA 中一致的突变型基因的细胞,将
含有该基因突变型的细胞植入小鼠体内后可形成肿瘤[49] 。
Tuomela 等[50]在乳腺癌中同样发现来源于凋亡细胞的 DNA
可增加癌细胞的侵袭力。 可见,cfDNA 尤其是 ctDNA 不仅可

用于诊断,对肿瘤细胞功能还具有直接影响,但具体的作用

机制还需进一步研究。
四、结语

越来越多的研究显示 cfDNA 尤其是 ctDNA 检测作为一

种无创、可重复且更加敏感、特异的检测方法在肿瘤诊断、治
疗反应监测及预后判断中均有重要的应用价值[51] 。 相较于

其他血液标志物,肿瘤异质性往往是制约诊断准确性及疗效

的重要因素,而 ctDNA 检测可有效的避免这种差异带来的诊

断敏感度的下降,能更早的提示患者出现微转移,并为制定

进一步的治疗方案提供依据。 然而,cfDNA 检测还存在一些

不足,如费用高、无规范的操作流程、不同平台间可比性较差

等。 在乳腺癌研究中,目前还缺乏针对不同人群的特异度检

测靶点;cfDNA 检测联合其他诊断方法的应用价值还需更多

随机临床试验去验证。 此外,cfDNA 是否与血液中游离的

miRNA、外泌体等类似可直接影响细胞的功能同样值得

关注。
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