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循环肿瘤DNA在结直肠癌临床诊疗中的应用及价值

Application and value of circulating tumor DNA in clinical diagnosis and treatment of colorectal cancer

王蕾综述，王梅审阅 (第二军医大学长海医院肿瘤科, 上海 200433)

[摘 要] 循环肿瘤DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)是由实体肿瘤细胞释放到循环系统中的基因组小片段，来源于机体内

所有肿瘤部位，其携带的基因组信息与肿瘤组织具有良好的一致性，能克服常规肿瘤组织活检所无法突破的肿瘤异质性问题。

通过外周血 ctDNA检测可以进行肿瘤相关基因的遗传学和表观遗传学研究，如基因突变、异常扩增、杂合性缺失等，还可以进行

定量，追踪机体内特异性基因的状态变化。ctDNA检测是一种新兴技术，相对于传统的肿瘤组织活检具有简单、易行、高重复性

等优点，更易被患者接受。目前主要的技术及平台包括PCR技术和二代测序法，两者各有所长，根据不同时期不同需求可以进行

调整。ctDNA检测在结直肠癌的早期诊断、疗效评估、动态监测、耐药评估以及个体化精准治疗中具有深远意义及临床价值。
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结直肠癌是我国常见的肿瘤之一，也是近二三

十年来发病率上升最快的肿瘤之一[1]。在我国，其发

病率居所有恶性肿瘤中第3位，居恶性肿瘤致死原因

第 5位[1]。而随着经济的发展、生活水平的提高和生

活方式的改变，其发病率还将呈不断上升的趋势。

近年来，随着多学科治疗引入，个体化治疗完善，靶

向药物广泛应用，晚期患者的生存期得到明显延长，

中位生存期可达 30个月[2]。目前发现的与结直肠癌

相关的特异性基因主要有：RAS、BRAF、PIK3CA

等[3-4]。这些肿瘤特异的生物信息主要是从手术或活

检组织标本中取得。但是，组织活检标本不能反映

其异质性，且由于获取标本时采用侵入性手段，会给

患者带来一定痛苦。因此，寻找可以替代肿瘤组织

活检标本并具有高度敏感性和特异性的肿瘤标志物

具有十分重要的意义。

目前的诊断方法难以发现肿瘤负荷的微小变

化，随着高通量技术的发展，循环肿瘤DNA（circulat-

ing tumor DNA，ctDNA）的基因状态可代表原发肿瘤

的表型和遗传学基因组成，为患者早期诊断提供了

可能。作为一种潜在的实时监测肿瘤的标志物，

ctDNA检测不仅可以在早期对结直肠癌患者进行无

创性诊断，还可以为个体化治疗提供新的治疗靶点

及思路，用来监测患者的治疗效果。本文就 ctDNA

在结直肠癌临床诊疗中的应用及价值作一综述。

1 ctDNA的生物学特性

ctDNA是实体肿瘤细胞凋亡或破裂而释放进入

外周血液循环系统的游离基因片段，大小在 0.18~21

kb，主要存在于血液、滑膜液和脑脊液等液体中，可

经尿液和粪便排出[5]。目前关于 ctDNA的来源及释

放机制尚无统一定论，但大部分学者认为来源于肿

瘤原发灶、转移灶和循环肿瘤细胞（circulating tumor

cell，CTC）等[6]，释放机制包括凋亡、坏死及分泌等方

式，其中以凋亡释放为主，但释放的速率和水平尚不

清楚。

同时，在生物体内，ctDNA还具有一些特有的生

物学特性[7-9]需要研究者关注。(1) 含量极低。在不同

类型癌症及个体间基线波动较大。ctDNA含量在不

同癌症间差异明显，即使同一癌症类型的不同个体

间ctDNA的含量差异也很大。在同一患者体内，ctD-

NA水平随“肿瘤负荷”及疾病严重程度而变化。因

此高浓度 ctDNA的存在往往预示着癌症晚期及不良

预后。(2)具有较短的半衰期。ctDNA在血液循环中

的半衰期不足 2 h，血中浓度能实时反映肿瘤状态。

(3)能全面地反映肿瘤的整体特征。ctDNA来源于机

体所有荷瘤部位，包括肿瘤原发灶、转移灶，甚至微

小残留病灶。（4）携带有肿瘤特异性的遗传学信息。

由于肿瘤细胞的克隆性质，ctDNA中的核酸序列与

肿瘤组织样本来源的肿瘤特异性核酸序列保持着高

度的一致性。因此，通过分析 ctDNA的遗传学基因

变异类型与数量，可以确定对该基因变异类型敏感

的治疗手段和靶向药物。
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2 ctDNA的检测

2.1 检测样本的制备

通过富集 1 ml血清或 3 ml血浆都可以检测 ctD-

NA。但有文献[10-12]指出，虽然血清中DNA含量较多、

质较纯，但是由于其易降解，导致异常基因检测的阳

性率降低。并且当血液凝固时，血细胞裂解可向血

清中释放正常 DNA，可能会对检测结果进行干扰。

因此，临床上使用血浆作为检测 ctDNA的最佳取样

标本。处理血浆时，血液需放于含有EDTA的抗凝血

剂中，细胞通过离心与上清液或血浆分离。血清在

血液凝结后被收集，离心去细胞后与血清分离。收

集的血浆或血清用专用试剂盒提取 ctDNA。同时，

为了更加准确地测量 ctDNA的含量、分析 ctDNA中

肿瘤特异性基因的改变，对其检测样本的采集与提

取也有严格要求：采新鲜外周血8~10 ml，放入专用的

含 EDTA-K3 抗凝血剂和细胞防腐剂的 ctDNA BCT

管中，轻轻倒转 8~10次，保证其充分混合，因为混合

不充分或不及时均可能影响检测结果的准确性。在

4~37 ℃常温保存和运输，禁止冷藏或冷冻保存[13]。

2.2 检测方法

目前针对结直肠癌患者外周血 ctDNA检测可分

为定性和定量两种，分别用以反映肿瘤的存在及其

恶性程度。常见的 ctDNA检测技术主要基于两大平

台，一种是以聚合酶链式反应（polymerase chain reac-

tion，PCR）为基础扩增，另一种以二代测序（next gen-

eration sequencing，NGS）为基础检测。前者主要用

于特定单个基因或数个基因的 ctDNA检测，保证特

异性的基础上有更高的敏感性；后者用于批量基因、

外显子和基因组的 ctDNA检测，效率更高。常见检

测方法优劣见表1。

表1 常见ctDNA检测技术的优劣对照

检测平台

PCR

NGS

检测方法

PCR/
Sanger Sequencing[10]

ARMS-PCR[14]

BEAMing[13]

Digital PCR[15]

NGS[16]

TAM-Seq[17]

CAPP-Seq[18]

灵敏度

>10%

0.10%

0.01%

0.01%

1%~5%

0.01%

0.01%

智能化

慢

较快

快

快

较慢

快

快

定性

可以

可以

可以

定量

可以

可以

可以

可以

可以

优点

直观且相对成本低，可

检测已知和未知突变

敏感度高且污染几率

小，只扩增并检测突变

的序列

灵敏度高，使拷贝数量

化，可检测特定组织或

人群中罕见的基因突变

可绝对定量，灵敏度可

达单个核酸分子

可实现大规模平行测

序，灵敏度高，特异性

强，可进行相对定量

测序通量高，敏感性和

特异度较高，相对成本

较低，利于临床应用

灵敏度及特异性高，与

全外显子测序等相比相

对经济可行

缺点

工作量大且灵敏

度低

只能检测已知突

变，相邻密码子

之间存在交叉反

应，成本较高

实验操作步骤较

多

只能检测已知突

变位点，通量低

耗时较长

基于新一代测序

技术，检测时间

相对较长

耗时较长

3 ctDNA在结直肠癌治疗中的应用

3.1 早期诊断

ctDNA水平的升高对肿瘤高危人群的早期筛查

和肿瘤早期诊断具有重要意义。Tie等[19]通过检测结

肠癌和健康人中的血清DNA水平和CEA水平，证实

结肠癌患者 ctDNA水平比健康人明显升高，并提示

可将血清游离DNA和CEA进行联合检测，并将其作

为早期结肠癌筛查指标。有研究者[20]将 229例化疗

抵抗的转移性结直肠癌患者和 100例健康人进行对

比研究，结果显示，结直肠癌患者中的 ctDNA水平明

显高于健康人组（P<0.01））。Garrigou等[21]进一步将

ctDNA甲基化指标应用于结直肠癌的早期筛查。然

而，对于早期患者，检测血液 ctDNA做诊断目前仍处

于科研探索阶段，可以作为一些热点突变的初筛和

肿瘤组织检测的补充。
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3.2 疗效的判断

近年来，伴随着结直肠癌治疗的进展，肿瘤药物

呈现多样化的趋势，如何选择安全可靠的疗效评价

方法并及时反馈治疗方法的有效性，是肿瘤治疗过

程中所面临的重要挑战。鉴于患者外周血中 ctDNA

浓度及其本身变异特征都能及时反映肿瘤的变化，

已有研究[22]证实，ctDNA在手术及治疗后疗效评估方

面作用显著。既可以通过检测 ctDNA水平评估手术

效果，判断肿瘤是否已经切除干净，又可以判断患者

针对某一药物治疗后的有效性。闫巍等[23]研究结直

肠癌患者手术前后 ctDNA水平的变化时发现，结直

肠癌患者通过手术切除肿瘤后 3 d ctDNA水平与术

前相比有一过性升高，术后 14~30 d ctDNA 水平下

降，明显低于术前水平。Frattini等[24]不仅研究了结直

肠癌患者手术前后的 ctDNA水平，还研究了 ctDNA

中KRAS和 p16的变化。研究发现术后 ctDNA水平

逐渐下降，肿瘤复发时快速升高，并且仅在肿瘤患者

的 ctDNA中能发现突变的KRAS和甲基化的 p16基

因。Cheng等[22]报道结直肠癌患者经过有效治疗后，

体内 ctDNA 水平明显下降，并且随着病情复发，

ctDNA水平随之升高。以上研究均表明 ctDNA的水

平及突变情况与肿瘤发展状况相关，肿瘤特异性ctD-

NA的变化能够反映肿瘤负荷大小。

3.3 动态监测

以 ctDNA作为肿瘤标志物，多次取样定性定量

检测肿瘤负荷，监控疾病复发；同时还可以追踪药物

对患者肿瘤的响应程度，通过药物疗效信息及时采

取调整或治疗措施。众所周知，肿瘤异质性包括空

间和时间上的，一方面局部穿刺标本难以准确反映

肿瘤的整体特征，而且随着治疗选择压力导致的肿

瘤演变以及耐药基因的出现，仅仅依靠治疗前组织

标本去指导后续临床决策可能会造成治疗的偏倚。

另一方面，对于无法进行或不耐受组织活检的患者，

ctDNA监测可以作为一个良好的补充检查手段。当

治疗药物有效时，ctDNA中药物敏感的肿瘤特异基

因突变减少，一旦产生耐药，ctDNA中耐药基因突变

增加。Misale 等 [25]研究发现野生型 KRAS 的 mCRC

患者在表皮生长因子受体（epidermal growth factor

receptor，EGFR）抑制剂治疗进展后检测血浆中能到

KRAS突变，KRAS水平呈进行性增加，中断后EGFR

抑制剂KRAS突变基因呈进行性下降。由于不同部

位的肿瘤都会持续释放 ctDNA进入循环系统，因此，

血液中匀质性的 ctDNA检测比局限性的组织活检具

有更好的代表性，对临床的指导意义更大。

3.4 用药指导

通过对 ctDNA中肿瘤特异的突变检测，能够有

效反映患者对治疗的响应。在结直肠癌领域，出现

KRAS和BRAF基因突变是三线治疗原发耐药的主要

原因。Diaz等[26]检测了28例接受帕尼单抗治疗的结

直肠癌患者的 ctDNA，发现只有40%的KRAS野生型

患者对EGFR阻断治疗敏感，在原发性及治疗过程中

获得性KRAS突变是出现EGFR阻断治疗不敏感的原

因，与其他靶向药物联合治疗可能是更长期缓解病

情的有效办法。因此，对于晚期结直肠癌依据血液

ctDNA基因检测结果可以有效指导临床用药。

3.5 追踪耐药产生

在晚期结直肠癌患者治疗过程中，ctDNA检测

分析不但能反映肿瘤生长状况及术后效果，还能指

导靶向药物治疗及寻找耐药机制，对产生耐药的患

者给予早期警告。ctDNA检测联合影像学检查能够

筛选对抗肿瘤治疗有反应的患者，并且，与CT扫描

相比能较早预测肿瘤进展。另外，可以通过可能出

现的耐药基因突变的监控，来检测到耐药的产生。

比如EGFR阻断剂，Diaz等[26]通过检测KRAS野生型

和突变型的情况来监控患者EGFR阻断剂耐药突变

的出现。对可能产生的耐药位点进行检测，可以追

踪耐药突变的产生，从而定性并定量。如Bettegowda

等[27]对KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA和EGFR所有的

外显子进行检测，发现 96%的样本的KRAS或NRAS

基因有至少一个突变。

3.6 预后评估

目前，结直肠癌患者经治疗后，虽然大部分肿瘤

细胞被免疫系统吞噬，但是在适当的条件下能进一

步发展成新的肿瘤灶。因此，可以通过对 ctDNA分

子水平的监测，判断复发及预后疗效。Barbazán等[28]

对37例结直肠癌患者进行观察，分析ctDNA中KRAS

基因突变及CDKN2A启动子超甲基化在结直肠癌患

者预后判断中的作用。结果显示，发生KRAS基因突

变或CDKN2A启动子超甲基化的患者2年整体生存

率低至48%，而以上两种基因没有发生改变的患者2

年整体生存率为 100%。通过这组数据可明显发现，

以上ctDNA中2种基因的变化直接影响患者生存率，

表明其在结直肠癌预后判断中具有非常重要的价

值，可能在今后的研发中成为结直肠癌预后的重要

标志物。

2012年，Spindler等 [29]对 108例接受西妥昔单抗

和伊立替康联合治疗的晚期结直肠癌患者进行 ctD-

NA中KRAS和BRAF基因突变的研究，研究通过 qP-

CR检测对患者 ctDNA中KRAS和BRAF基因突变进

行治疗前检测。发现KRAS基因突变率 75%以上患

者的疾病控制率低于突变率较低的患者。Cox回归

分析显示DNA中KRAS基因突变率与晚期结直肠癌

·· 920



王蕾,等 .循环肿瘤DNA在结直肠癌临床诊疗中的应用及价值

预后具有相关性，KRAS基因突变率与mCRC患者预

后呈负相关，由此可见，ctDNA中KRAS基因突变率

分析有可能成为组织活检后结直肠癌患者预后评估

新手段。

由上述内容可知，ctDNA在“量”与“质”两个方

面对CRC患者的治疗及预后评估均有非常巨大的作

用与价值，通过不断地研究和探索，将 ctDNA的监测

分析形成一套标准的临床评估方法，使其在临床

CRC治疗过程中指导治疗方案的调整及患者预后评

估，使得临床医务人员可通过 ctDNA的监测分析来

充分掌握结直肠癌患者的病情。

4 结 语

本文主要叙述了 ctDNA在结直肠癌临床治疗过

程中的实用性，近年来，众多科研人员对 ctDNA进行

了多方面的研究，初步形成了对 ctDNA的认识和了

解，发现其在结直肠癌患者的诊断、治疗、病情监测

及预后评估方面有其独特的优势，这些优势使得ctD-

NA的检测具有巨大的临床应用价值，例如取样简便

易行，可重复使用，在临床应用时可更加准确的判断

患者的病情，提高患者的依从性；早期诊断、高特异

性、高灵敏度使的及早并准确的发现病情，为患者赢

得宝贵的治疗时间；动态监测和预后判断更是为结

直肠癌患者的治疗提供了准确的指导信息，以便及

时调整治疗方案，减少不必要的毒副作用及降低治

疗费用。

但是，笔者意识到，在 ctDNA的研究过程中同样

存在困难，例如由于 ctDNA均为片段状，在外周血中

浓度较低、容易降解，这使其检测难度加大，检测方

法不稳定、不统一、没有固定的标准，其质量不能保

证等。但近年来，随着基因技术和生物学技术的快

速发展，基因测序技术迅速发展，新方法不断产生，

ctDNA检测的灵敏度不断提高，可靠性大大增强，并

在临床上得到了广泛的应用，使血液样本 ctDNA检

测替代组织活检成为现实，逐渐在肿瘤临床领域显

现出更高的应用价值，相信在不久的将来,血液样本

ctDNA检测将逐步发展成熟并形成标准，为结直肠

癌患者临床诊疗服务。
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