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摘要：肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)是其最

常见的类型。近年来，随着肺癌个体化诊疗的发展，循环肿瘤DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)检
测逐渐成为人们关注的焦点。ctDNA是血液中游离的肿瘤细胞DNA，是临床肿瘤诊治过程中一种很有

前景的生物标志物，为非小细胞肺癌的个体化诊疗开辟了新的途径。本文围绕ctDNA检测在NSCLC的
辅助诊断、术后微小残留病灶的追踪、个体化治疗及预后的预测等方面的研究进展进行综述，讨论

ctDNA检测的临床应用前景。
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Abstract: Lung cancer is one of the most common malignancies worldwide. Non-small cell lung cancer
(NSCLC) is the most common pathological type of lung cancer. With the development of individualized
diagnosis and treatment of lung cancer, the detection of circulating tumor DNA (ctDNA) has become the focus
of attention. As a part of cell-free DNA in blood, ctDNA has become a promising non-invasive biomarker for
clinical tumor diagnosis and treatment, opening up a new way for individualized diagnosis and treatment of
NSCLC. In this paper, we reviewed the progress of ctDNA detection in not only auxiliary diagnosis of
NSCLC, but also minimal residual disease tracking after surgery, individualized treatment and prognosis
prediction, and further discussed the clinical application prospects of ctDNA detection.
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肺癌是全世界最常见及死亡率最高的恶性肿

瘤之一，对人类健康构成严重的威胁[1]。非小细胞

肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)约占肺癌

总数的85%，肺腺癌和肺鳞癌是最常见的NSCLC
类型[2]。在肺癌的诊治过程中，胸部CT和组织活

检是目前肺癌早期筛查、监测病情进展、评估治

疗效果的主要临床方法。但是胸部CT和组织活检

不仅不能反映治疗期间肿瘤发生的动态变化，反

复性侵入性活检还可能导致程序性风险及诊治决

策的延迟[3,4]。相较于传统方法，循环肿瘤DNA检
测的标本采用的是外周血，具有无创、快速、可

重复性等优势。近年来，随着检测技术的迅速发
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展，为NSCLC患者提供了更加精准的诊疗依据。

本文分析探讨了循环肿瘤DNA检测在NSCLC的临

床应用进展。

1 循环肿瘤DNA

细胞游离DNA(cell- free DNA，cfDNA)是血液

的组成成分之一，起源于所有细胞，大部分起源

于正常的白细胞。循环肿瘤DNA(circulating tumor
DNA，ctDNA)是cfDNA的一部分，是指从原发肿

瘤或转移细胞释放到血液中的DNA片段，凋亡和

坏死是肿瘤细胞释放DNA的主要机制[5,6]。ctDNA
含有与其来源肿瘤同样的遗传信息，如特异性点

突变、DNA甲基化、染色体重排等；通常只占

cfDNA的一小部分，甚至小于0.01%，其数量还受

肿瘤类型、分期、位置以及癌细胞转移潜能等因

素的影响；在血液中的半衰期也非常短，从16min
到2.5 h不等[7,8]。因此，血液中ctDNA的检测要求

检测技术具备很高的灵敏性。除此之外，克隆造

血(clonal hematopoiesis，CH)即造血细胞的克隆性

增长，也会影响检测的灵敏性[9]。

2 ctDNA检测技术

过去的几年中，随着科学技术的快速发展，

ctDNA检测技术得到很大进展，主要包括基于聚合

酶链反应(polymerase chain reaction，PCR)的方法

和覆盖范围更广的下一代测序(next-generation
sequencing，NGS)方法。表1总结了各种ctDNA检
测的优缺点。

基于PCR的方法，如突变阻滞扩增技术、数

字微滴PCR(digital droplet PCR，ddPCR)等，通常

用来检测部分靶点的已知突变，有较高的敏感

性、较低的成本以及较短的周转时间。但是，其

只能检测已知的突变，临床应用受到一定的限

制。与基于PCR的方法相比，NGS是一种高通量测

序，采集静脉血后即对全身的肿瘤进行基因信息

进行测序，如癌症个体化深度测序、全基因组测

序、全外显子测序等，可以识别同一目标基因位

点内的多个不同的基因改变，在识别未知基因突

变上也更具优势，可以对未知序列进行测序[17-20]。

然而，由于ctDNA检测需要花费大量的费用，所以

这些检测方法的应用目前比较有限。目前，结合

PCR和NGS两种平台优势的分析方法已被开发

出来。

近年来，ctDNA甲基化测序逐渐成为第三种

检测方法。DNA甲基化是一种表观调控修饰，可

以在不改变碱基序列的情况下参与调控蛋白质的

合成。与正常的组织相比，肿瘤DNA在早期就可

以表现出异常的甲基化，异常的甲基化DNA具有

细胞类型特异性，并且能够在血液中检测到[21,22]。

所以ctDNA甲基化检测可以用于辨别肿瘤的组织起

源，早期识别肿瘤。

3 早期诊断与筛查

癌症的早诊、早治至关重要。早期肺癌患者

的5年平均生存率为91%，晚期5年平均生存率仅为

26%[23]。ctDNA检测已经被证明可以用于肺癌的早

期诊断，在NSCLC患者和健康个体中，ctDNA检
测的敏感性和特异性分别为90%和80.5%[24]。Chen
等[25]的研究结果也表明，ctDNA检测的结果比常规

诊断早了4年，可以安全地用于无症状癌症患者的

早期诊断。然而对于早期患者，ctDNA检测的敏感

性较低。Phallen等[26]研究显示，Ⅰ期和Ⅱ期肺癌

图1 ctDNA提取的主要步骤
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患者的敏感性仅为59%。为了提高敏感性，Cohen
等[27]开发了名为CancerSEEK的检测方法，通过测

定血液中的蛋白标志物和ctDNA突变来检测8种类

型的癌症，其中肺癌的检出率达75%。一项前瞻性

的研究将这种方法与PET-CT成像结合，发现特异

性由98.9%提高到99.6%，阳性预测值由19.4%提高

到40.6%，但对敏感性几乎没有影响[28]。ctDNA的
低敏感性，特别是对早期肺癌的检测，是该方法

作为一种筛查方法的局限性。因此，通过ctDNA
进行肿瘤的早期筛查依然很困难，需要不断改进

技术，来增加ctDNA检测对早期肿瘤检测的敏

感性。

4 ctDNA可用于指导治疗

4.1 ctDNA与靶向治疗

靶向药物的使用使NSCLC患者受益匪浅，降

低了NSCLC患者的死亡率，改善了晚期NSCLC患
者的生存结局[29]。ctDNA作为一种循环生物标志

物，可用于肺部肿瘤的初始基因分型，监测靶向

治疗的后续影响，识别耐药机制；增加靶向突变

的识别机会，如上皮生长因子受体 (ep idermal
growth factor receptor，EGFR)突变、间变性淋巴瘤

激酶(anaplastic lymphoma kinase，ALK)融合、原癌

基因鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体B1(BRAF)突
变及间质表皮转化因子(cellular-mesenchymal to
epithelial transition factor，MET)扩增[30,31]。

靶向致癌驱动约占肺腺癌的25%，其中EGFR
突变是最常见的类型。Guardant360 CDx是一种新

型的ctDNA测序方法，已被批准作为一种伴随诊

断，用于检测非小细胞肺癌中的EGFR突变[30]。两

项基于Guardant360 ctDNA检测技术的研究，报告

了ctDNA检测与基于组织的临床基因分型之间的高

度一致性[31,32]。除了检查EGFR突变外，ctDNA检
测可用于识别BRAF突变和ALK重排、ALK突变和

融合等[33]。此外，Pérez-Barrios等[34]研究表明，在

非小细胞肺癌的临床治疗过程中，还可以从患者

身上其他体液如胸膜液、心包液和腹水等样本中

检测出可行的突变。以上多种证据表明，ctDNA检
测突变可以作为组织活检检测突变的理想替代方

法。因此，当无法进行手术、活检或获得的组织

表1 不同ctDNA检测方法比较

检测方法 原理 优势 劣势 文献

ARMs 利用3′端碱基分别与突变和正常的模板碱基互补 高灵敏度，周转时间短，准

确率高，成本低

低通量，无法检测未知

突变

[10]

ddPCR 将样本“分割”为数万个微滴，每个微滴含有不

同目标分子，进行独立的PCR扩增，结束后对每

个单元进行采集

高灵敏度，周转时间短，成

本较低

低通量，无法检测未知

突变

[11,12]

BEAMing 结合dPCR与流式技术，通过磁珠克隆DNA，利用

特异性PCR引物扩增目标突变区，与磁珠混合进

行油包水单分子扩增反应。反乳化作用后，利用

荧光探针结合磁珠上的PCR产物，使用流式细胞

仪分析磁珠颜色来确定突变情况

高灵敏度和特异性 低通量，无法检测未知

突变操作复杂，成本较

高

[13]

TAM-Seq 首先，进行初始靶向预扩增，选择扩增感兴趣的

区域。然后，在进一步的PCR中将测序接头和样

本特异性条形码连接到扩增子上

高灵敏度，测序通量高，测

序时间和成本显著降低

低通量，无法检测未知

突变，存在一定的假阳

性

[14]

WES/WGS WES：是指利用序列捕获技术将捕获富集后进行

高通量测序，能够直接发现与蛋白质功能变异相

关的遗传变异。WGS：是指对基因组整体进行高

通量测序，分析不同个体间的差异，同时完成基

因组结构注释

检测整个基因组和外显子

组，发现未知序列

价格昂贵，周转时间长 [15]

CAPP-Seq 首先，查询癌症数据库以识别特定癌症类型的已

知复发突变。然后，设计寡核苷酸探针用于靶向

相关区域的大片段

高灵敏度和特异性，与WES/
WGS相比，经济可行

检测范围较WES/WGS窄 [16]

ARMS：突变扩增系统(amplification refractory mutation system)；ddPCR：数字微滴PCR(droplet digital PCR)；BEAMing：
小珠、乳浊液、扩增、磁性技术(bead，emulsion，amplification and magnetics)；TAm-Seq：标记扩增深度测序(tagged ampli-
con deep sequencing)；WGS：全基因组测序(whole-genome sequencing)；WES：全外显组测序(whole-exome sequencing)；
CAPP-Seq：癌症个体化深度测序(cancer personalized profiling by deep sequencing)
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不足时，使用ctDNA检测是一种很有吸引力的替代

方法。

靶向治疗的效果极佳，但很多患者在治疗过

程中不可避免地出现耐药性。在接受第一代和第

二代药物治疗的患者中，超过一半的患者通过继

发性T790M突变产生耐药性。Zhang等[35]和Nagano
等[36]利用多平台ctDNA检测显示了类似的结果，

EGFR T790M的总检出率为62.16%。然而接受第三

代靶向药物奥西替尼治疗的患者，复发后可能出

现新的基因改变。研究显示，携带EGFR T700M突

变的患者接受奥西替尼治疗后，通过ctDNA检测出

新的获得性C797S突变[37,38]。另一项研究发现，患

者在对EGFR抑制剂耐药后，通过ctDNA检测发现

了MET扩增，表明MET也是该药的耐药机制之

一[39]。此外，一部分患者的病理形态通过转化为

小细胞肺癌表型而产生耐药性[40]。目前还没有可

用的工具来检测小细胞表型转化。为了更好地理

解耐药机制，人们正在开发更多的工具来对多个

基因进行测序。

4.2 ctDNA与免疫治疗

以免疫检查点抑制剂(immune checkpoint
inhibitors，ICI)为主的免疫治疗在NSCLC患者中显

示出显著的优势，然而只有小部分人通过免疫治

疗获益。因此，必须正确识别哪些患者可以通过

ICI治疗获益。临床上，肿瘤组织程序性死亡受体

配体1(programmed cell death ligand 1，PD-L1)与肿

瘤突变负荷(tumor mutational burden，TMB)是预测

NSCLC患者接受免疫治疗临床效果的两种重要的

生物标记物[41]。TMB是指在肿瘤的基因组中发现

的体细胞编码突变的数量，较高的TMB预示着更

好的免疫治疗反应[42]。TMB除了通过组织检测进

行评估外，还可以通过血液样本进行评估[43]。研

究表明，外周血ctDNA的TMB(blood TMB，

bTMB)与组织TMB(tissue TMB，tTMB)具有一致

性[44]。Gandara等[45]发现，阿特珠单抗在转移性

NSCLC患者中的效益与bTMB呈正相关。这些研究

证实了通过外周血ctDNA评估TMB的可行性，为

ctDNA取代组织活检检测肿瘤TMB提供了有力的

证据。

通过监测免疫检查点抑制剂治疗期间ctDNA
水平的变化，可以观察免疫治疗的疗效。一项关

于ctDNA在晚期非小细胞肺癌免疫治疗的META表
明，ctDNA的早期减少与无进展生存期(progress
free survival，PFS)和总生存期(overall survival，
OS)等的改善有关，ctDNA动态减少的患者明显从

ICIs治疗中获得了更多的临床益处，反映了肿瘤对

有效治疗的早期反应[46]。并且从治疗开始到观察

到ctDNA应答的时间要明显早于观察到影像学变化

的时间，具有更好的预测能力，有利于指导临床

决策[47]。

但是，不同实验之间TMB的截断值不同，不

同的检测方法也有不同的测序标准；而且，不同

方法对ctDNA检测时的最低限值也不同。这些都限

制了ctDNA检测在NSCLC患者免疫治疗过程中的

应用，其在免疫治疗疗效预后的预测作用仍需要

进一步的证实，以确定ctDNA是否可以作为监测

ICIs临床治疗效果的标志物。

5 ctDNA与预后

目前，临床上仍以组织活检和影像学检查相

结合来评估患者预后。但Xia等[48]分析了330例Ⅰ-
Ⅲ期NSCLC患者围手术期的血浆样本，发现基于

ctDNA的微小残留病灶检测可在围手术期预测

NSCLC的复发，术后1个月微小残留病灶阳性是

NSCLC复发的一个强有力的预测因素。微小残留

病灶(minimal residual disease，MRD)是指癌症根治

性治疗后残留在体内的少量癌细胞或来源于癌细

胞的分子标志物，随着MRD的临床应用价值逐渐

受到关注，涌现出越来越多商业化平台，用于癌

症患者的预后评估、复发风险分层等[49]。

越来越多的证据表明，ctDNA可以作为手术

或者放化疗治疗后MRD的替代检测方法，能够帮

助制定治疗方案，正在逐渐成为癌症诊断和治疗

不可或缺的一部分[22,50]。对于不可切除的NSCLC
患者，Moding等[51]进行了一项回顾性研究，放化

疗或免疫治疗期间检测到MRD的患者，中位生存

期低于未检测到MRD的患者。对于可手术切除的

患者，前瞻性的DYNAMIC研究显示，手术切除肿

瘤后，通过围手术期对患者进行连续采样，分析

得出患者术后3 d的ctDNA状态可以预测复发风

险，R0切除术后第3天是合理进行术后MRD监测的

时间点[47]。这些研究结果综合表明，非小细胞肺
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癌个体化肿瘤的ctDNA监测具有良好的应用前景。

虽然使用ctDNA进行MRD检测看起来很有前

途，但是缺乏统一的MRD检测标准，ctDNA检测

的敏感性有待进一步提高，ctDNA的临床有效性也

有待进一步验证。最近开发出了一种新的方法，

阶段性富集和检测测序(phased variant enrichment
and detection sequencing，PhasED-Seq)，在接受放

化疗的Ⅲ期NSCLC患者中，使用阶段性富集和检

测测序，在3份使用标准单核苷酸变异(s ingle-
nucleotide variant，SNV)方法未检测到的样本中观

察到MRD[ 5 2 ]。与传统的基于单核苷酸变异的

ctDNA分析相比，PhasED-Seq提高了NSCLC患者

ctDNA检测的敏感性。

6 小结

ctDNA是非小细胞肺癌诊疗的一个非常有潜

力的生物标志物。作为一种无创的检测方法，具

有采样简单、创伤小、可重复等优点，能够真实

地反映肿瘤组织的基因突变图谱及肿瘤的动态变

化，是非小细胞肺癌筛查诊断、监测MRD、个体

化治疗和预后监测的重要指标。随着ctDNA检测技

术在通量、检测范围、灵敏度和特异性等方面的

不断提升，在实体肿瘤检测领域展现出广阔的应

用前景，越来越多的检测方法被批准应用于

临床。

然而，由于ctDNA在血液中的含量极少，对

突变的检测是一个巨大的挑战，降低了检测的准

确性。除此之外，对于早期肺癌诊断筛查的低灵

敏性、较高的检测成本以及如何确定肿瘤的组织

来源等问题亟待解决。迄今为止，已发表的大多

数报告都是使用先前诊断过该疾病的患者进行

的，ctDNA检测从研究到临床还需要更加充足的证

据，需要大量的前瞻性研究进行验证。ctDNA检测

要广泛应用于临床，还需要更先进的生物学检测

方法来提高其敏感度和特异性。提高检测的准确

性，还有很长的一段路要走。
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