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摘要    近年来, 精准医疗的液体活检技术已被广泛用于癌症早期筛查、辅助诊断、疗效监测以及药物疗效预测

等领域. 液态活检的非侵入性、实时性、可以反复取样以及可动态监测肿瘤进程等优势使其成为目前最具发展潜

力的诊疗手段之一. 与此同时, 作为肿瘤治疗新的革命性技术, 免疫治疗尤其是免疫检查点治疗模式发展迅猛,

多个PD-1/PD-L1抑制剂在肺癌、肝癌、黑色素瘤等十几个癌种中迅速得到临床批准. 如何提高PD-1/PD-L1抑制剂

的疗效 , 对疗效进行精准预测和动态监测成为临床界最关注的问题 . 本文围绕循环肿瘤细胞、循环肿瘤

DNA(ctDNA)和外泌体等几种液体活检主要技术在肿瘤免疫治疗中的应用前景进行综述.  
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当今社会, 由于人口老龄化、生活方式和生存环

境等多种因素的影响 , 癌症已成为全社会日益关注

的焦点问题. 据世界卫生组织的数据[1], 全球范围内

有1/6的人口死亡是由于罹患癌症, 同时有1/2的人群

会在整个生命周期中出现不同种类的肿瘤 . 癌细胞

是人体内基因发生异常突变的细胞 , 传统的临床诊

断方法是通过手术或侵入性穿刺来获取肿瘤的部分

组织 , 进而对病人的肿瘤类型和分子标记进行分析

和判断[2]. 然而, 这种方法不仅使患者承受巨大痛苦, 

而且肿瘤组织异质性容易造成取样结果的偏移, 特别

是重复组织活检和实时动态检测由于取样困难而几乎

不可能实现 [3]. 因此 , 无创的液态活检技术的出现 , 

能够通过多次体液的检测生物标记物揭示肿瘤的发

生、发展和分子靶标, 为临床治疗提供很好的指导.  

1  液态活检的发展 

作为传统组织活检的替代和补充技术以及多种

癌症早期筛查的新技术 , 液态活检通过非侵入性的

血液取样方式检测肿瘤来源的生物标志物 , 包括循

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

DNA(cell-free circulating tumor DNA, ctDNA)以及外

泌体(exosomes)[4], 从而获得肿瘤病变信息用于肿瘤

的早期筛查诊断、靶向用药预测、疗效动态监测、耐

药分析和预后评估等 , 是当代“精准医疗”体系中具

有代表性的诊断技术[5]. CTC是指存在于外周血中的

各类肿瘤细胞的统称[6], 其通过从原发或转移肿瘤组

织脱落至血管中进入血循环 , 其中少数细胞能够克

服自身及血液循环中各种因素的杀伤作用 , 存活并

且能够顺利完成侵袭转移, 导致疾病的进展. CTC技

术的发展历程和临床认可过程如图1所示. ctDNA是

由肿瘤细胞释放到血浆中的单链或者双链DNA[7] , 

携带有与原发肿瘤组织相一致的分子遗传学改变 . 

有研究结果表明: ctDNA检测作为一种无创的检测方

法, 能够反映实体瘤组织中的基因突变图谱与频率, 

是治疗效果的评估及治疗后临床随访的重要监测指

标 [ 8 ] .  外泌体是指存在于人类体内的小细胞外囊

泡[9], 并含有源自其肿瘤细胞的DNA, RNA和蛋白质. 

与前2种的液体活检方法相比, 富集相关肿瘤标志物  
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图 1  CTC技术的研究发展过程 
Figure 1  Development of CTC technology 

的肿瘤外泌体提供了更灵敏的诊断方法 . 由于液体

活检的非侵入性、实时性、可以反复取样以及可动态

监测肿瘤进程等优势 , 引起了临床工作者的广泛关

注 . 已经通过美国食品药品管理局(Food and Drug 

Administration, FDA)认证的液体活检技术有CTC和
ctDNA[10]. 

2  PD-1/PD-L1肿瘤免疫治疗的生物标记物 

肿瘤免疫治疗近年来备受关注 , 是肿瘤治疗领

域的最大进展 , 代表性的药物即为PD-1/PD-L1抑制

剂 [11]. 目前PD-1/PD-L1抑制剂已经在FDA获批多个

适应症, 分别是恶性黑色素瘤、非小细胞肺癌、肾细

胞癌、经典型霍奇金淋巴瘤、尿路上皮癌、结直肠癌、

胃癌和肝癌等[12]. 在正常机体中, PD-L1(programmed 

cell death-Ligand 1, 程序性死亡受体-配体1)是一种

表达于细胞表面的蛋白, 又称B7-H1蛋白. 它可以与

效应T细胞上的PD-1蛋白(programmed death 1, 程序

性死亡受体-1)相结合 , 传导免疫抑制信号 , 抑制免

疫效应T细胞的活性 [13]. PD-L1在肿瘤细胞表面的表

达是肿瘤逃脱免疫细胞攻击的物质基础和预后不良

的标记物.  

PD-1/PD-L1免疫疗法 (immunotherapy, IO)是当

前全世界备受瞩目、广为研究的新一类抗癌免疫疗

法, 旨在利用人体自身的免疫系统进攻抗击癌症, 通

过阻断PD-1/PD-L1信号通路激活被抑制的免疫细胞, 

使癌细胞受到免疫细胞打击 , 具有治疗多种类型肿

瘤的潜力 , 多项临床试验证明能够实质性改善患者

总生存期. 如此诱人的医疗价值和商业前景, 各大制

药巨头展开了激烈的竞赛, 包括国外的默沙东、百时

美施贵宝、阿斯利康、罗氏和国内的恒瑞、信达等. 百

时美施贵宝的PD-1抑制剂(Opdivo)[14]于2014年7月在

日本获得批准 , 成为全球批准的首个PD-1抑制剂 . 

默沙东的Keytruda于2014年9月初获美国FDA批准 , 

是美国批准的首个PD-1抑制剂 , 短短4年 , Keytruda

已在80多个国家获批使用, 覆盖了9个瘤种的12个以

上适应症, 包括黑色素瘤、非小细胞肺癌、头颈癌、

霍奇金淋巴瘤、膀胱癌、宫颈癌、胃癌、B细胞淋巴

瘤等 [15]. 同时 , Keytruda于 2018年 7月和Opdivo于

2018年6月正式获得中国国家药品监督管理局审批 , 

用于经一线治疗失败的不可切除或转移性黑色素瘤

和晚期肺癌的治疗 , 标志着中国也正式迈入免疫治

疗时代.  

人们正在把PD-1/PD-L1免疫疗法用于其他更大

范围的肿瘤 , 目前国际上几百个单药疗法和组合疗

法的临床试验正在紧锣密鼓地进行 , 以充分发掘该

类IO药物的最大临床潜力和价值 . 因为免疫疗法是

激活自身的免疫系统, 因此具有起效慢的特点, 往往

需要6个月甚至更长的时间才能真正看到药物的疗

效 . 但是一旦药物起效 , 作用时效往往也是很长的 . 

因此, 对患者进行精准分层, 寻找最佳获益人群显得

尤为重要. 目前的常用生物标记物包括如下几种:  

PD-L1伴随诊断 (companion diagnostics)是通过

对药物靶标PD-L1蛋白的表达高低鉴定来筛选对药

物的响应者 . 默沙东公司团队通过利用组织表达
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PD-L1>50%标准来鉴定对药物响应的非小细胞肺癌

患者, 细分患者群体, 确定可能获益患者, 这一精准

医学策略在临床试验和商业推广上大获成功 [16]. 但

是有研究表明, PD-L1的IHC组织表达在手术标本和

粗针穿刺标本中相关性较差 , 穿刺样品由于样本量

稀少和组织分布异质性导致穿刺样品假阴性升高[17].   

肿瘤突变负荷(tumor mutation burden, TMB)[18]

是全基因组中计入胚系DNA变体后体细胞突变数目. 

有研究发现, 如果肿瘤组织中突变的基因多, 激活患

者身体免疫系统的可能性就高 , 从免疫治疗中获益

的概率就越大. 所以, TMB高突变也是预测使用PD-1

抗体有效性的一个重要的生物标志物指标 . 高TMB

可以帮助预测肿瘤免疫治疗在膀胱癌、黑色素瘤病人

中的疗效. 微卫星不稳定性(MSI)是另外一个标记物. 

微卫星是我们人体基因中的一小段DNA片段, DNA

中的碱基对可能由于丢失或者位置错排导致微卫星

形态出现了问题, 也就形成了微卫星不稳定性[19].  

为了比较几种生物标记物的预测效果, 韩国Kim

等人[20]对61例接受PD-1抑制剂pembrolizumab的转移

性胃癌患者进行了疗效分析和基因检测 , 将患者按

照PD-L1表达、TMB、微卫星不稳定性(MSI-H)以及

Epstein-Barr病毒(EBV)这4个类型分类, 分析哪类胃

癌患者使用pembrolizumab可以获得最大的受益 , 结

果表明在所有客观缓解的13例患者都是PD-L1阳性

(灵敏度100%), MSI-H指标可以挑出7例患者, 其中6

例达到客观缓解(特异性85.7%), TMB的客观缓解率

也达到88.9%. 该临床试验说明PD-L1, TMB和微卫

星不稳定性都可以作为肿瘤免疫治疗的生物指标.  

3  液态活检CTC, ctDNA和外泌体在PD- 

1/PD-L1免疫治疗中的应用 

作为全球最大的癌种 , 肺癌的PD-1抑制剂的应

答预测一直以来都是大家最关注的 , 特别是临床上

约40%的患者得不到组织样品, 而液体活检CTC使患

者PD-L1的实时检测成为可能. 意大利罗马第一大学

某 研 究 组 [21] 近 期 在 Scientific Reports 发 表 文 章
“Monitoring PD-L1 positive circulating tumor cells in 
non-small cell lung cancer patients treated with the 
PD-1 inhibitor Nivolumab”. 该 研 究 组 纳 入 参 与

Nivolumab 治 疗 的 24 名 IV 期 NSCLC 患 者 , 采 用

CellSearch系统利用B7-H1/PD-L1 PE缀合抗体分析

CTC. 在基线和开始治疗后3和6个月分别对表达

PD-L1的CTC进行评估 . 在基线和治疗3个月时 , 发

现CTC及其PD-L1的表达与患者不良反应的结果相

关 . 有意思的是 , 治疗后6个月所有患者外周血中

CTC的PD-L1呈阴性患者都获得好的治疗效果 , 而

CTC的PD-L1呈阳性患者的疾病都进展了. 这表明持

久的PD-L1(阳性)CTC存在能够反映出免疫治疗的逃

逸机制.  

免疫治疗之所以能发挥良好的抗癌效果 , 主要

依赖于免疫细胞对癌细胞特异性抗原的识别. 因此, 

从理论上讲 , 那些携带基因突变越多的癌症患者

(TMB会比较高), 癌细胞产生的新抗原越多, 被免疫

细胞识别的可能性更高. 也就是说, TMB越高, 患者

或许从免疫治疗中获益越多 [22]. 有关非小细胞肺癌

一线治疗临床研究CheckMate-227表明, 在TMB≥10 

mut/Mb的晚期非小细胞肺癌患者中, 与铂类双联化

疗相比, Nivolumab(英文商品名: Opdivo)与低剂量细

胞毒性T淋巴细胞抗原 -4″(CTLA-4)的单克隆抗体

Yervoy(又名 ipilimumab)联合治疗明显延长了1年的

无进展生存率 (42.6%和13.2%); 无进展生存时间也

显著延长(7.2和5.4月)[23]. 这是全球范围内首次在临

床试验中证实 : 非小细胞肺癌患者的TMB高 , 联合

免疫治疗能够使他们的无进展生存期显著获益[24,25]. 

近期 , Shames与加州大学戴维斯分校综合癌症中心

Gandara研究团队 [26]开发了一套在血液中检测TMB

的技术方案bTMB, PD-L1抑制剂Tecentriq治疗非小

细胞肺癌的临床研究发现, 在OAK队列≥16 mut/Mb

的人群中 , 接受Tecentriq免疫治疗的患者的中位总

生存期是13.5个月, 接受多西他赛治疗的患者的中位

总生存期是 6.8个月 , 增加了 1倍 . 这个结果表明

bTMB确实能够作为Tecentriq免疫治疗的潜在非侵入

性生物标志, bTMB与PD-L1的高表达对PD-L1抗体疗

效的预测是相互独立的 . 这种通过血液检测TMB可

以很好地预测患者能否从PD-L1抗体治疗中获益, 为

后续的临床研究做好了铺垫 . 但是也应该注意到 , 

TMB的临床获益数据局限在无进展生存期 , 总生存

率的提高并不明显.  

现有的诸多免疫疗法是通过抑制PD-1/PD-L1通

路, 如果免疫T细胞能不被癌细胞蒙蔽双眼, 就能保

持活性, 对癌细胞进行攻击. 研究人员期待能够通过

简便的血检, 在患者的血液中找到“指示”, 告诉医生

免疫疗法是否起效果. 在血液里, 研究人员们将注意

力集中在了一类叫做“外泌体”的小泡 , 这类微小的
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结构, 直径只有红血球的百分之一, 从癌细胞上分泌

出的外泌体中具有丰富的信号分子 , 也许就隐藏着

关于免疫疗法效果的奥秘 . 研究人员从接受了抗

PD-1疗法治疗的黑色素瘤患者中收集了血液样本 , 

通过液态活检方法能够检测和肿瘤相关的免疫抑制, 

并了解它随着时间推移会发生怎样的变化 [27]. 这些

科学家意外发现 , 在黑色素瘤细胞分泌的外泌体表

面, 竟然有着大量免疫抑制分子PD-L1. 由于外泌体

会在血液中不断循环, 外泌体上的PD-L1能结合到免

疫T细胞上, 并抑制它们的功能[28]. 通过分析患者在

治疗前后的血液PD-L1水平, 肿瘤学家能够预测患者

的肿瘤负担, 以及治疗的潜在效果. 该发现使我们对

免疫检查点的作用机制有了全新的理解 [29], 今后医

生和患者也会不断检测循环外泌体的PD-L1或其他

生物标志物水平, 密切关注治疗疗效, 是精准医学和

个体化医疗的又一巨大进步.  

在当今精准医学飞速发展的时代 , 吴一龙研究

组 [30]指出过去临床试验的模式都是在研究细胞毒药

物的基础上所建立的方法 , 需要确立药物的有效剂

量和最大耐受剂量(MTD)[31], 因而进行3期研究药物, 

其仅针对特定小部分人群 . 现在的精准靶向药物的

特点和细胞毒药物有很大的不同 , 其中最大的不同

之处在于精准靶向. 靶向药物对这类患者有效率高、

毒性低. 基于这样的认识, 吴一龙研究组提出了很多

创新的试验设计, 如无缝设计、篮子试验等, 更符合

精准医疗时代的药物开发特性 . 液态活检的优势在

篮子试验中更为显著.  

4  液态活检PD-L1表达与疗效预测的相关

性的篮子试验 

据不完全统计 , 国内至少已经有10家药厂的

PD-1抑制剂(PD-1抗体、PD-L1抗体)进入临床试验或

者即将进入临床试验, 恒瑞、君实、百济和信达四家

是目前推进最快的 [32]. 近年来 , 作为液态活检的开

路先锋, 利用CTC的分子特征反映肿瘤的分子特征, 

这是大家一直以来关注的问题 , 也关系到CTC能否

在临床上具有越来越大的应用价值.  

“PD-L1高表达(PD-L1 +++)的CTC的比例可用于

预测PD-1单药治疗效果”是军事医学科学院徐建明和

中国科学院研究团队[12]针对我国自主研发的PD-1单

抗(IBI308)Ⅰ期临床试验的科研成果(图2). 该研究

中, 共招募了36名接受PD-1单抗IBI308(信达生物)治

疗的不同类型晚期消化道肿瘤患者 ,  使用“肿瘤捕

手”(北京中科纳泰生物科技有限公司)技术对患者用

药前、后分别进行CTC检测, 其中35名都可以检测到

中位数为8(1~70个)的CTC用于PD-L1蛋白表达水平

的评估 . 该研究团队构建了一套半定量免疫荧光方

法用于评估CTC上PD-L1的表达水平, 分为PD-L1阳

性CTC和PD-L1阴性CTC(图3); 同时根据PD-L1表达

水平将其分为4个等级 : PD-L1表达阴性(PD-L1-), 

PD-L1低表达(PD-L1 +), PD-L1中表达(PD-L1 ++), 

PD-L1高表达(PD-L1 +++). 研究结果表明: (1) CTC

数目动态变化可用于PD-1疗效评估. 研究人员对30

例评效合格的患者中, 有11例获益(DC), 19例发生进  

 

图 2  PD-L1 高表达可预测消化道(GI)肿瘤免疫治疗疗效 
Figure 2  PD-L1+++ CTC ratio predicts the efficacy of PD-1 drugs for GI cancers  
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图 3  基于CTC的PD-L1 荧光定量分析 

Figure 3  CTC-based PD-L1 immunofluorescent assay 

展(PD). 在11例获益患者中, 73%的患者CTC数目减

少, 而在19例进展患者中, 相应CTC数量升高的患者

比例高达为89%. (2) 用药前PD-L1 +++ CTC可预测

PD-1药物疗效. 用药前检出PD-L1 +++ CTC的21例

患者中 , 48%对治疗发生响应(disease control, DC), 

而在无PD-L1 high CTC的14例患者中, 响应比例只

有14%. 研究人员进一步统计了PD-L1高表达的比例

(PD-L1 +++比例, PD-L1 +++ CTC/总CTC), 结果发

现, 比例≥20%的患者响应率高达64%, 而比例<20%

的患者的响应率只有14%, 即外周血中有PD-L1高表

达CTC的患者更容易从PD-1药物中获益 , 而且这类

细胞比例越高, 响应率越高. (3) PD-L1 +++ CTC比例

高的患者治疗有着更好的预后. 对于PD-L1 +++比例

≥20%的患者, 其中位无进展生存期为4.27个月, 而

<20%的患者仅为2.07个月. (4) 与意大利罗马第一大

学的结果类似, 治疗后PD-L1 +++ CTC数目的升高

提示患者出现耐药机制, 而且进一步证明PD-L1 +++ 

CTC数目的下降可以提示肿瘤的假进展 . 该研究表

明 , 通过采用高度灵敏的多肽纳米磁珠Pep@MNPs

技术进行CTC的捕获 [33,34], 获得足够数量的高纯度

CTC用于PD-L1蛋白表达量的评估, PD-L1 +++ CTC

的比例对免疫治疗疗效的预测极具价值 , 这一预测

性标记物的前瞻性研究的结果令人期待.  

5  结语 

与常规化疗和放疗相比, 由于液态活检的非侵入

性、实时性、可以反复取样以及可动态监测肿瘤进程

等优势 , 引起了临床工作者的广泛关注 . 同时 , 

PD-1/PD-L1阻断治疗在一部分患者中产生了持久的

抗肿瘤疗效, 已成为肿瘤综合治疗的一个重要部分. 

随着精准医疗的不断发展, PD-L1在CTC上的表达检

测有可能成为伴随诊断或辅助诊断的标记物, 这将有

助于临床医生有效地筛选PD-1/PD-L1治疗的潜在获

益患者, 并使精准免疫治疗有了实施可能. 然而液态

活检的挑战还是比较大的, CTC富集技术的要求极高, 

精准富集一定数量的CTC是必不可少的条件, TMB和

bTMB等需要方法学上有更统一的标准, 费用高也阻

碍该技术的推广应用. 有关外泌体疗效预测的应用, 

目前还没有临床数据, 是未来精准医疗的发展方向, 

值得期待. 总而言之, 液态活检技术的飞速发展和新

的标志物的不断发现, 将使其在免疫治疗的预测和疗

效评价中发挥更大的作用, 必将造福更多的肿瘤患者.    
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Summary for “液态活检在 PD-1/PD-L1 抑制剂精准用药中的应用前景” 

Prospect of liquid biopsy application for precise medication of 
PD-1/PD-L1 inhibitor 
Yuehua Wang, Mengqi Sun & Zhiyuan Hu* 
National Center for Nanoscience and Technology of China, Beijing 100190, China 
* Corresponding author, E-mail: huzy@nanoctr.cn 

In recent years, liquid biopsy has been widely used in cancer early screening, companion diagnosis, drug efficacy predic-
tion and monitoring, etc. Liquid biopsy has the advantages of real time, noninvasive, sequential sampling etc., and is one 
of the most promising cancer diagnosis methods. Liquid biopsy includes circulating tumor cells (CTC), cell-free circu-
lating tumor DNA (ctDNA), and exosomes to obtain tumor lesion information. For early screening and diagnosis of tu-
mors, targeted drug prediction, dynamic monitoring of efficacy, drug resistance analysis and prognosis evaluation, it is a 
representative diagnostic technology in the contemporary “precise medical” system.  

At the same time, the revolutionary immunotherapy puts forward higher requirements for the precise diagnosis, espe-
cially for the precise medication of programmed death 1/programmed death ligand 1(PD-1/PD-L1) inhibitors. In normal 
organisms, PD-L1 (programmed cell death-Ligand 1) is a protein expressed on the cell surface, also known as B7-H1 
protein. It binds to PD-1 protein (programmed death receptor-1) on effector T cells, conducts immunosuppressive sig-
nals, and inhibits the activity of immune effector T cells. The expression of PD-L1 on the surface of tumor cells is the 
material basis for tumor escape from immune cell attack and a marker for poor prognosis. PD-1/PD-L1 immunotherapy is 
being used for other larger tumors. Currently, hundreds of clinical trials of monotherapy and combination therapy are 
being carried out intensively, to exploit the clinical potential and value of a largest number of such IO drugs. PD-L1 
companion diagnostics is a screening for responders to drugs by identifying the expression of the drug target PD-L1 pro-
tein. The Merck East team identified patients with non-small cell lung cancer who responded to drugs by using tis-
sue-expressed PD-L1>50% criteria, segmented patient populations, and identified potentially beneficial patients. This 
precise medical strategy was obtained in clinical trials and commercial promotion. Tumor mutation burden (TMB) is the 
number of somatic mutations in the whole genome after accounting for germline DNA variants. Studies have found that 
if there are many genes mutated in tumor tissues, the possibility of activating the body’s immune system is high, and the 
probability of benefiting from immunotherapy is greater. Therefore, TMB high mutations are also an important bi-
omarker for predicting the effectiveness of PD-1 antibodies. 

Many existing immunotherapies inhibit the PD-1/PD-L1 pathway, and if immune T cells can be blinded by cancer 
cells, they can remain active and attack cancer cells. Researchers expect to be able to find “indications” in the patient’s 
blood through a simple blood test to tell the doctor if the immunotherapy is effective. How to improve the efficacy of 
PD-1/PD-L1 inhibitors, accurate prediction and dynamic monitoring of therapeutic effects has become the most con-
cerned issue in the clinical community. In this paper, we compare several liquid biopsy technologies including CTC, 
ctDNA and exosomes for the prediction and surveillance of PD-1/PD-L1 inhibitor drugs in immunotherapy. 

liquid biopsy, check point, circulating tumor cells (CTC), immunotherapy 

doi: 10.1360/N972018-00859 
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