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［摘要］　近年来，胃癌的发病率和死亡率居高不下，早期发现、早期诊断、早期治疗是防治胃癌的关键。随

着现代医学发展，肿瘤标志物已应用于临床诊断，但由于肿瘤标志物灵敏度和特异度较低，临床应用局限，难以

满足＂精准医疗＂要求。研究表明，循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）检测技术是一种快速、高效、相对无创性的新型＂液体

活检＂技术，能够实时监测机体肿瘤状态、转移、复发及预后评估。本文阐述 ｃｔＤＮＡ与胃癌的关系，介绍目前常

用的ｃｔＤＮＡ检测技术，探讨ｃｔＤＮＡ在胃癌临床诊疗中的应用价值。
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　　胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一［１］，严重威

胁人们的生命健康。近年来，肿瘤的个体化诊疗已

经取得很好的效果，改善了患者的预后，但由于缺乏

早期诊断的特异性标志物和有效的治疗手段，胃癌

患者的复发和转移率仍居高不下。因此，胃癌的早

诊、早治是临床亟待解决的问题。研究显示，在肿瘤

形成的早期阶段，肿瘤组织可释放肿瘤细胞和 ＤＮＡ

至外周血，形成循环肿瘤细胞（ＣＴＣ）及循环肿瘤
ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）。ｃｔＤＮＡ的水平与肿瘤发生发展具有
相关性，检测肿瘤患者血液中 ｃｔＤＮＡ可以提供快
速、高效、相对无创性的“液体活检”［２］，这为肿瘤的

早期诊断和治疗提供新的研究方向。

１　循环肿瘤ＤＮＡ与胃癌发生发展的关系
ｃｔＤＮＡ与胃癌、乳腺癌、肺癌等多种肿瘤的发生

发展关系密切［３５］，其与胃癌的关系倍受关注，Ｓａｉ
等［６］采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＱＰＣＲ）对５３例胃
癌患者血浆 ｃｔＤＮＡ浓度检测发现胃癌组血浆 ＤＮＡ
浓度明显高于健康组，晚期胃癌患者的血浆ＤＮＡ浓
度高于早期胃癌患者，说明 ｃｔＤＮＡ浓度与胃癌的进
展有关，与临床病理类型无关。胃癌的发生与基因

改变有关，对胃癌患者的肿瘤组织和相应血浆中的
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ｃｔＤＮＡ进行基因启动子区的甲基化检测，发现多数
胃癌患者都存在一些基因启动子区高甲基化的现

象。有研究［７］检测７３例胃癌患者血浆中肿瘤细胞
ＴＦＰＩ２甲基化，采用实时荧光定量甲基化特异 ＰＣＲ
（ＲＴＱＭＳＰ）检出７例 ＴＦＰＩ２甲基化，提示 ＴＦＰＩ２甲
基化在胃癌患者中存在，在健康对照组中并未检出。

再对样本进行ＲＴＱＭＳＰ法分析，发现淋巴结转移和
远处转移的患者中 ＴＦＰＩ２甲基化程度更高，提示其
与胃癌的转移有关。ＲＵＮＸ３是一种肿瘤抑制因子，
ＲＵＮＸ３启动子异常甲基化与包括胃癌在内的很多
肿瘤的发生有关。Ｓａｋａｋｕｒａ等［８］采用 ＲＴＱＭＳＰ法
检测胃癌患者血浆 ｃｔＤＮＡ的 ＲＵＮＸ３甲基化，发现
２９％（１９／６５）的患者外周血中检测到 ＲＵＮＸ３高甲
基化，经手术治疗后患者血浆的 ＲＵＮＸ３甲基化水
平比术前降低１２倍。对所有的术前和术后胃癌患
者血浆ＲＵＮＸ３甲基化水平进行前瞻性研究发现，
术后的胃癌患者 ＲＵＮＸ３甲基化水平比术前下降
８３％，并且ＲＵＮＸ３甲基化程度与肿瘤的分期、淋巴
结转移、血管侵袭有关，敏感性高于ＣＥＡ。Ｋｏｌｅｓｎｉｋ
ｏｖａ［９］和Ｔａｎｉ［１０］采用甲基化特异性聚合酶链式反应
法（ＭＳＰ）检测 ＭＧＭＴ，ｐ１５，和ＨｍＬＨ１的甲基化程
度，发现２０例胃癌患者 ＭＧＭＴ，ｐ１５，和 ＨｍＬＨ１的
甲基化程度分别为５０％、７０％、２５％，而晚期胃癌患
者中 ＭＧＭＴ，ｐ１５，和 ＨｍＬＨ１甲基化程度分别为
９０％、９０％、６０％，在健康对照组中并未检测到异常
甲基化。核苷酸切除修复交叉互补基因１（ＥＲＣＣ１）
是一种ＤＮＡ损伤修复基因，王红兵等［１１］采用甲基

化特异性ＰＣＲ技术（ＭＳＰ法）检测３０例胃癌患者外
周血、胃癌组织中 ＥＲＣＣ１基因启动子 ＣｐＧ岛甲基
化状态。结果显示胃癌组织中 ＥＲＣＣ１基因启动子
ＣｐＧ岛甲基化率为７６．７％，外周血ｃｔＤＮＡ的ＥＲＣＣ１
基因启动子ＣｐＧ岛甲基化率为６３．３％，提示胃癌患
者外周血中的ＥＲＣＣ１基因启动子 ＣｐＧ岛甲基化率
与胃癌组织中相似，同时发现 ｃｔＤＮＡ与原发肿瘤基
因组ＤＮＡ具有相同的遗传变异。检测外周血 ｃｔＤ
ＮＡ可发现肿瘤相关基因的变异，从而反映肿瘤组
织的特征性改变。

１９９９年，ＧａｒｃíａＯｌｍｏ在结肠癌肿瘤小鼠模型中
发现肿瘤小鼠的血浆可改变人工培养的细胞，因此

提出：原发肿瘤病灶的致癌基因通过转染使易感细

胞经过血液循环转移到远处的靶器官，这个假设称

为“基因转移”［１２］。Ｈｏｌｍｇｒｅｎ用实验证明凋亡小体
基因中的 ＤＮＡ能够转移到吞噬细胞内，这种转移
ＤＮＡ可以一直在巨噬细胞内存在。由此推论，位于
血液循环中的肿瘤细胞的凋亡小体被吞噬细胞摄取

后，释放发生变异的 ｃｔＤＮＡ重新进入其他细胞转染
基因，并修改受体细胞的基因组成，即具有转化潜能

的肿瘤ＤＮＡ发生迁移，造成远处组织器官转移的机
制称为“基因转移”［１３］。这种机制与肿瘤的扩散有

关，机体内此类转化细胞应该具有干细胞潜能，因为

他们同癌细胞相类似，都具有自我更新能力、分化及

转移到不同组织内等特点。ｃｔＤＮＡ可能通过“基因
转移”机制参与了结肠癌、胃癌等的肿瘤复发与

转移［１４］。

２　循环肿瘤ＤＮＡ检测技术
血清中ｃｔＤＮＡ的量比血浆中高３～２４倍，但血

浆更适合用来分析 ｃｔＤＮＡ，可能是血清受溶解细胞
ＤＮＡ的污染而影响 ｃｔＤＮＡ的相对水平［１５］。目前常

用检测 ｃｔＤＮＡ方法有荧光染料法、实时荧光定量
ＰＣＲ（ＲＴＱＰＣＲ）、液滴式数字 ＰＣＲ（ｄｄＰＣＲ）和新一
代靶向测序（ＮＧＳ）等。由于所检测 ＤＮＡ靶标的不
同，造成检测结果亦存在一定的差异，每种方法都有

优缺点［１６］。荧光染料检测法敏感性高、重复性好，

适合于大规模人群筛查和临床诊断，但是特异性不

强［１７１８］。ＲＴＱＰＣＲ可以定量研究，应用范围广，但
是不同的 ＤＮＡ片段，检测条件也不相同，需要反复
实验，而且依赖于荧光信号和标准曲线，只能分析较

少且已经确定的突变点［１９］。ｄｄＰＣＲ是将样本通过
微滴发生器进行微滴化处理后进行ＰＣＲ反应，再用
微滴检测器对每个微滴逐个检测，最终经分析软件

计算出目标 ＤＮＡ分子的浓度，有以下优点：第一，
ｄｄＰＣＲ采用终点检测，直接计算目的序列的拷贝
数，无需依赖于Ｃｔ值和标准曲线就可以进行精确的
定量检测。第二，ｄｄＰＣＲ敏感度和特异度更高，可
以筛查０．００１％的突变频率，较ｑＰＣＲ的敏感性增加
了１０００倍，广泛地应用于稀有突变检测、拷贝数变
异分析和复杂样本基因表达检测等方面［２０２１］。ＮＧＳ
可在全基因组进行高通量的检测，速度快、检测范围

更广，并且提高了检测的准确性，但存在一定的假阳

性比率，需进一步验证。ＮＧＳ主要用于复发或病情
恶化前进行早期预测，以ｃｔＤＮＡＮＧＳ为基础的分析
方法可通过获取新兴突变片段或克隆选择从而制定
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一个新的治疗方案［２２］。

３　循环肿瘤ＤＮＡ在胃癌临床诊疗中的应用
３．１　早期诊断　肿瘤早期诊断是提高肿瘤治愈率，
降低肿瘤患者病死率的重要途径。有些恶性肿瘤没

有可靠的蛋白质生物标志物，有些缺乏特异性，而且

大多数的蛋白质生物标志物在循环中持续存在数

周，难以准确评估病情。ｃｔＤＮＡ的半衰期短（约
２ｈ），特异性强，可动态评估癌症情况［２３］。Ｋｉｍ
等［２４］研究３０例胃癌患者和３４例健康对照组血浆
ｃｔＤＮＡ的水平，观察胃癌患者术前和手术２４ｈ后的
ｃｔＤＮＡ，发现晚期胃癌患者 ｃｔＤＮＡ浓度高于早期胃
癌组，早期胃癌组高于健康对照组；相比于术前，胃

癌术后患者的 ｃｔＤＮＡ的含量明显下降。Ｐａｒｋ等［２５］

对５４例胃癌患者和５９例健康对照组研究发现，胃
癌组的 ｃｔＤＮＡ浓度是对照组的 ２．４倍，提示血浆
ｃｔＤＮＡ可作为胃癌早期诊断的肿瘤标志物。肿瘤形
成的早期，在外周血中检测到脱落的ｃｔＤＮＡ，有助于
肿瘤的早期发现、早期诊断，并针对性治疗。

３．２　疗效评估　随着治疗手段的多样化，选择安全
可靠的疗效评估手段以验证新疗法的有效性。目前

临床常用疗效监测方法有血清学指标（如肿瘤标志

物）和影像学检查（如Ｂ超、ＣＴ、ＭＲＩ）均存在很多不
足。Ｂａｉ等［２６］检测非小细胞肺癌患者化疗前ｃｔＤＮＡ
的ＥＧＦＲ突变比例为３４．５％。但经化疗治疗后，下
降为２３．１％。而这些由 ＥＧＦＲ突变阳性转变为阴
性的患者对化疗药物表现出较好的反应性和敏感

性。研究对比ｃｔＤＮＡ、ＣＴＣ、ＣＡ１５３和影像学检查监
测转移性乳腺癌疾病进展，发现 ｃｔＤＮＡ比其他指标
能更早的反映疾病进展和药物治疗反应［２７］。用血

浆标本追踪肿瘤特异性的突变基因的动力学变化，

ｃｔＤＮＡ能够反映疾病的临床进程［２８］。

３．３　预后判断　肿瘤的分期及细胞的分化程度是
胃癌生存期预测的主要依据，其中ＴＮＭ临床分期与
疾病诊断、治疗方案、患者预后息息相关。观察结直

肠癌患者术后２～５年 ｃｔＤＮＡ的水平，结果显示术
后检测到ｃｔＤＮＡ的患者病情复发，而阴性的患者没
有复发［２９］。将ｃｔＤＮＡ与 ＴＮＭ分期结合，在治疗前
后动态监测ｃｔＤＮＡ水平，便于临床医师评估疗效及
更改治疗方案。

３．４　靶向治疗　ｃｔＤＮＡ最重要的临床应用之一就
是根据肿瘤特定基因改变采用特定相应的分子靶向

治疗，靶向治疗不仅对患者身心的伤害小而且对肿

瘤的治疗效果将远比传统方法明显［３０］。甲基化的

基因治疗可以预防肿瘤的发生，Ｑｕ等［３１］研究发现

５氮２′脱氧胞苷可以逆转人乳腺癌细胞 ＰＤＬＩＭ２
启动子的甲基化状态，恢复ＰＤＬＩＭ２表达，并能抑制
乳腺癌细胞的致瘤作用。未来几年以基因治疗为基

础的分子靶向治疗将会是临床研究应用的热点［３２］。

４　总结
ｃｔＤＮＡ携带的肿瘤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。ｃｔＤＮＡ检测简单无创，被称
为“液体活检”。但是目前仍存在以下问题：在对同

一类ｃｔＤＮＡ定量研究发现各项研究数据之间有较
大差异，这可能与ｃｔＤＮＡ提取和定量方法不同或者
肿瘤患者纳入和排除标准不同有关［３３］。研发具有

特异性和敏感性的技术仍是应用于临床检测的关

键。简便、花费小的方法将有助于 ｃｔＤＮＡ的检测技
术尽快进入临床。ｃｔＤＮＡ在胃癌转移的早期诊断、
治疗、疗效评估和预后分析等方面具有重要意义，有

利于针对肿瘤患者实施个体化综合治疗。
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