
　　循环游离核酸(circulating cell-free nucleic 
acids)是指存在于人体循环系统中，游离于细

胞 外 的 微 量 内 源 性 或 外 源 性 核 酸 片 段 ， 包 括

核DNA、线粒体DNA(mitochondrial DNA，

mitDNA)、病毒DNA、信使RNA(messenger 
RNA，mRNA)及微小RNA(microRNA，miRNA)
等。1948年，Mandel等［1］首次发现了血液循环

中游离DNA的存在。随后，循环游离核酸在病理

状态下的特异性变化引起了广泛关注。1977年，

Leon等［2］发现肿瘤患者血清中的游离DNA水平

较健康人群明显升高，并与肿瘤的进展与预后相

关；1989年，Stroun等［3］发现肿瘤患者血液中
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的游离核酸含有与肿瘤细胞相同的基因突变。近

年来，随着研究的深入，循环游离核酸所包含的

与肿瘤的发生、发展相关的特征性改变逐渐被揭

示。越来越多的证据表明，游离核酸的检测在肿

瘤的诊断、个体化治疗方案的制定及预后评估中

有重要价值。本文针对这一领域近年来的研究进

展进行综述。

1　循环游离DNA 

1.1　生物学来源

　　血液循环中游离DNA产生的具体机制尚未明

确，但目前认为主要来源于细胞的凋亡和坏死。

肿瘤患者血液中游离DNA来自肿瘤细胞或非肿

瘤细胞。肿瘤细胞以被动和主动两种方式释放游

离DNA片段入血。循环游离DNA的肿瘤相关突
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变多发生在较短的片段中，长片段很少含有此

类突变，由于短片断游离DNA多为巨噬细胞吞

噬坏死细胞消化后的产物，因此血液中肿瘤来

源的游离DNA片断可能主要由坏死的肿瘤细胞

经吞噬后释放［4］。同时，增生活跃的肿瘤细胞

也可能向血液中主动释放DNA片断［5］。但非肿

瘤来源的游离DNA可能是肿瘤患者血液中游离

DNA的更主要来源［6］，皮下种植结肠癌细胞的

小鼠血浆中，非肿瘤来源的游离DNA浓度是肿

瘤来源的游离DNA浓度的10倍以上，且其浓度

变化与肿瘤的直径变化正相关，提示在肿瘤生

长的过程中，肿瘤细胞与正常组织细胞之间存

在着一定相互作用，促进了肿瘤周围组织细胞

或其他正常组织细胞的凋亡和坏死［6］。琼脂糖

凝胶电泳结果显示肝癌患者血液中的游离DNA
呈现出典型的“凋亡梯”，因此肿瘤患者血液

中游离DNA的来源可能以细胞凋亡为主［7］。通

常情况下，游离DNA会被存在于血液中的DNA
酶迅速降解，从而维持在较低水平。而肿瘤患

者血液中的DNA酶活性降低，减缓了DNA的降

解；此外，来源于肿瘤细胞的游离DNA多以脂

蛋白复合体形式存在，提高了对DNA酶的抵抗

性［8］，这可能是肿瘤患者循环游离DNA水平升

高的另一潜在原因。

1.2　循环游离DNA与肿瘤

1.2.1　循环游离DNA浓度

　　自1977年Leon等［2］首次发现肿瘤患者血液

中的游离DNA水平明显升高以来，在多种肿瘤

患者的血液中都相继检测到了游离DNA水平的

升高。因此许多学者提出，循环游离DNA的水

平可用于肿瘤的筛查［9-10］。此外，游离DNA的

定量在肿瘤预后的评估中也体现出一定价值，

Hashad等［9］发现乳腺癌患者血液中的游离DNA
水平与肿瘤的大小、分期、淋巴结转移情况相

关；在卵巢癌、肺癌等患者中，治疗后循环游

离DNA持续在较高水平，则提示更高的复发风

险［11-12］。虽然循环游离DNA定量检测在肿瘤的

诊断和疗效评估中体现出了一定价值，但由于

在炎性反应、外伤、败血症等病理状态下循环

游离DNA的水平也明显升高，导致这一指标在

肿瘤筛查中的特异性明显不足；在定量检测的

技术方面，不同的研究间也存在较大差异，使

得目前难以取得统一的临床诊断标准。

1.2.2　基因突变

　　血浆中与肿瘤相关的突变基因的检出与肿

瘤密切相关。Kras基因突变可见于结直肠癌、

胰腺癌、肺癌等多种肿瘤细胞中。Gall等［13］的

研究发现，血液中kras基因突变的检出率在胰腺

癌患者和正常对照组间存在显著差异。外周血

中检测突变的p53基因也具有较高的诊断价值，

Chen等［14］的研究显示，乳腺癌患者在治疗后

外周血中不能检出p53基因突变则提示病情缓

解，而持续可检出的p53基因突变可能与治疗后

的持续进展相关。

　　突变基因的检出还可评估患者对治疗的敏

感性。既往研究已揭示，在肺癌患者肿瘤细胞

中，存在表皮生长因子受体(epithelial growth 
factor receptor，EGFR)基因突变型的患者对表

皮生长因子受体络氨酸激酶抑制剂(epithelial 
growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor，
EGFR-TKI)的敏感性更高。而血浆中可检出

EGFR基因突变型的患者，其对EGFR-TKI
的应答率也同样高于检出结果为野生型的患 

者［15］，因此循环游离DNA中该基因的检测可

用于个体化治疗方案的选择。Murtaza等［16］在

多个晚期肿瘤患者的外周血游离DNA中找到了

与各自所使用的化疗药物相关的获得性药物抵

抗突变基因，如在使用紫杉醇的患者血浆中检

测到了PIK3CA基因突变，在使用他默昔芬的患

者血浆中检测到了MED1基因突变等，提示对于

以上突变的检测在化疗过程中可指导用药。

　　游离DNA突变的检测还可用于长期预后的

判断。Levy等［17］报道，结直肠癌患者血液中

肿瘤特异性的基因突变与疾病的进展存在明显

相关性。在非小细胞肺癌患者中，外周血可检

测到kras基因突变的患者总体生存率和无进展

生存率明显低于仅检测到野生型的患者，因此

kras突变型在游离DNA中的检出可能提示预后 

不良［18］。

　　但由于突变基因在血液中的浓度较低，增
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加了游离DNA中突变检出的难度。在血样送检

的过程中，血液细胞溶解会释放出大量正常细

胞来源的DNA，会造成血液中突变基因的稀

释；此外，肿瘤细胞的异质性导致并非所有肿

瘤细胞均含有肿瘤特异性的突变，即使来源于

肿瘤细胞的游离DNA也可能不含有这些突变，

以上因素均增加了游离DNA突变检出的难度。

有文献报道突变基因在肿瘤组织中的检出率高

于在外周血中的检出率［15］，或为了提高突变

检出率，对同一患者采集多个血样［16］。

1.2.3　微卫星不稳定性与杂合性丢失

　 　 微 卫 星 指 的 是 在 基 因 组 中 由 6个 碱 基 对

以内的短单元组成的DNA串联重复序列。微

卫星片段的突变率高，称为微卫星不稳定性

(microsatellite instability，MSI)。MSI的改变

可能造成等位基因中的一个基因丧失部分或

全部序列，这种现象称为杂合性丢失(loss of 
heterozygosity，LOH)。MSI和LOH可造成基因

组的不稳定性增高，使抑癌基因丢失，进而造

成肿瘤的发生和发展。将MSI与其他肿瘤标志

物检测结果相结合，可明显提高肿瘤检测的敏

感性［19］。对LOH的检测可以通过对微卫星不

稳定性的检测来实现。Schwarzenbach等［20］研

究发现，乳腺癌患者血浆游离DNA中，与抑癌

基因相关的多个LOH位点突变的检出，提示更

强的侵袭性、更高的淋巴结转移倾向以及更低

的生存率。

1.2.4　非编码序列的完整性

　　近年来的研究表明，非编码DNA序列可

能参与DNA修复、转录等生理过程。非编码

序列通常包含大量重复序列。ALU序列是一

种较短的重复序列，在整个人类基因组中占

10%左右；LINE1则属于长散在重复元件(long 
interspersed elements，LINE)中的一种。正常

细胞凋亡释放出的含有ALU和LINE1的片段较

短，通常在200 bp以下。而肿瘤细胞的坏死可释

放出较长的ALU片段［7］，同时肿瘤细胞也可以

通过主动分泌的方式释放此类片段，长度多在

200~400 bp之间［21］。许多研究通过游离DNA长

片段和短片段浓度比作为完整性指数，来表示

血液中游离DNA片段的完整性。Chen等［22］的

研究发现，乙肝病毒相关性肝细胞性肝癌患者

游离DNA片段的完整性较乙肝患者明显升高，

并与肿瘤大小、分期、淋巴结转移与远处转移

明显相关，而两类患者血液中总的游离DNA水

平差异无统计学意义。Chan等［23］发现，鼻咽

癌患者血浆游离DNA片段完整性指数在放疗后

有明显的下降，持续高水平的DNA完整性指数

则提示预后不良。

1.2.5　DNA甲基化

　　DNA异常甲基化是与恶性肿瘤的发生密

切相关的一种表观遗传学修饰，包括全基因组

的低甲基化与多个肿瘤相关基因启动子CpG岛

的高甲基化。启动子高甲基化在肿瘤形成中的

发生率较高，并稳定存在，因此是一种极具

优势的潜在的肿瘤标志物。在肿瘤的诊断方

面，在卵巢癌、乳腺癌和胃癌患者的血液游离

DNA中可检测到抑癌基因RASSF1A等的甲基 

化［24-26］；细胞周期相关基因p15、p16、修复

相关基因GSTP1等的甲基化可以在包括前列腺

癌、肺癌、结直肠癌等多种肿瘤患者的外周血

DNA中检出［27-29］。这些均有望作为肿瘤标志

物，用于肿瘤的早期诊断。此外，游离DNA甲

基化的检测在肿瘤患者预后的判断中也有潜在

的价值。乳腺癌、肝癌、结直肠癌、肺癌等肿

瘤患者，其循环游离DNA所包含的特定位点的

甲基化与不良预后有明显相关性［29-31］。Zhang
等［26］进一步研究发现，对于早期卵巢癌的患

者，血清游离DNA多个甲基化位点的检测相结

合，具有比CA125的检测更高的敏感性。

1.2.6　肿瘤相关病毒DNA

　　病毒与某些肿瘤的发生密切相关。如鼻咽

癌与Epstein-Barr病毒(EBV)感染、宫颈癌与人

乳头瘤状病毒感染、肝癌与肝炎病毒的感染等

均存在明显相关性。既往研究显示，EBV DNA
在鼻咽癌患者的血清中的阳性率达96%，而在

正常对照组中仅为7%［32］。在1项针对大样本人

群的筛查中发现，与现行的筛查指标EBV IgA-
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VCA相比，EBV DNA在鼻咽癌筛查中具有更高

的敏感性［33］。鼻咽癌患者血液中的EBV DNA
水平可以反映患者体内肿瘤负荷，在治疗结束

后鼻咽癌患者血液中EBV DNA水平的降低程度

则可反映疾病的缓解程度，与短期预后明显相

关［34］；此外，血浆EBV的水平降低与较高的

远期总体生存率也明显相关［34-35］。因此有望通

过循环游离EBV DNA的检测来辅助鼻咽癌的诊

断及预后评估。但非肿瘤患者在感染此类病毒

时，血浆中的病毒DNA水平也会明显升高，单

独将这一指标用于肿瘤诊断特异性不足，若将

该指标与其他指标相结合，则可明显提高诊断

的准确性。此外，在统一检测技术手段的基础

上，选取一个恰当的游离病毒DNA拷贝数的诊

断参考范围，有助于进一步提高这一诊断方式

的效力。

1.2.7　MitDNA

　　MitDNA长度较短，与核基因组相比结构较

为简单，循环中的拷贝数较多，用于临床检测

和筛查更加经济便捷，敏感性也更高，这些优

点使循环mitDNA的检测在临床应用中更具优 

势［36］。现已发现，在多种肿瘤患者血液中可

发现游离mitDNA水平的升高或降低，但导致这

一改变发生的机制尚不明确。Yu等［37］的研究

显示，在尤文氏肉瘤患者的血清中，mitDNA的

水平明显低于健康对照组，且与淋巴结转移情

况相关。Zachariah等［38］发现卵巢癌患者血浆

游离mitDNA的水平明显升高，对游离mitDNA
的定量检测可以有效区分出卵巢癌患者与子宫

内膜异位症患者，这一结论有望用于临床诊

断。近年来，在肝癌、乳腺癌、结直肠癌等肿

瘤细胞中都发现与肿瘤发生、发展存在相关性

的mitDNA突变［36］。此外，完整性改变也是肿

瘤患者游离mitDNA的特征性改变之一。Ellinger
等［39］将220 bp的mitDNA和79 bp的mitDNA片

段拷贝数比值作为泌尿系肿瘤的mitDNA完整

性指数，发现与前列腺癌患者和健康对照组相

比，在肾癌和膀胱癌患者中该指数明显升高，

这一指数也与肾癌的病理分期和膀胱癌的分级 

相关。

2　循环游离RNA与肿瘤

2.1　mRNA

　　mRNA本身的稳定性较低，同时肿瘤患者

血液中的RNA酶水平升高，因此既往认为循

环游离mRNA降解速度较快，临床应用价值有

限。1987年，Wieczorek等［40］的研究揭示了在

肿瘤患者的血清中，RNA以脂蛋白复合体的形

式存在。另有研究发现，游离mRNA多来源于

细胞凋亡，存在于凋亡小体中，因此肿瘤患者

血液中的游离mRNA稳定性较高［41］。这些特征

都使游离mRNA检测应用于临床成为了可能。

　　多种mRNA的定量检测均体现出了一定

的价值。人端粒酶反转录酶(human telomerase 
reverse transcriptase，hTERT)是维持端粒酶活

性的主要组分之一，端粒酶的激活在细胞的永

生化和恶性肿瘤的增殖中起到了至关重要的作

用。Terrin等［42］的研究显示，以血浆中hTERT
的水平来作为结直肠癌的检测方法，其敏感性

和特异性分别达到92%和100%；March-Villalba
等［43］的研究表明，以血浆hTERT mRNA的水

平来区分局限性和局部侵袭性的前列腺癌，敏

感性和特异性分别达到83%和73%，且特异性明

显高于PSA。Miura等［44］发现肺癌患者血清里

的hTERT mRNA的水平与肿瘤的大小、转移情

况与复发情况相关。Pucciarelli等［45］进一步研

究发现，结直肠癌患者接受术前辅助放化疗前

后的hTERT mRNA水平的差异可能与患者对放

化疗的应答存在相关性。

　　其他游离mRNA在肿瘤的临床评估中也体

现出了一定价值。Cyclin D1基因所编码的蛋白

可促进细胞周期从G1向S的转化，该基因的突变

可使这一蛋白过度表达，使细胞的增殖失调，

进而导致肿瘤的发生。Garcia等［46］研究发现，

在乳腺癌患者的血浆中可以检测到cyclin D1 
mRNA的患者的总体生存率明显低于血浆cyclin 
D1 mRNA阴性的患者；在临床病理特征提示预

后较好的患者中，血浆中检出cyclin D1 mRNA
的患者预后较差；在他默昔芬治疗的患者中，

血浆cyclin D1 mRNA阳性的患者的总体生存率

明显低于cyclin D1 mRNA阴性的患者。
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　　此外，Wong等［47］的研究发现鼻咽癌患

者血浆mRNA完整性降低，放疗后血浆游离

mRNA完整性明显上升，上升的游离mRNA水

平可作为病情缓解的指标。

2.2　miRNA

　　miRNA在基因表达、转录后调控中具有

重要作用，并可能发挥原癌基因或抑癌基因的

作用。它们在血浆或血清中有极高的稳定性，

与肿瘤的发生、发展密切相关，这些特质使得

miRNA成为一种潜在的肿瘤标志物。目前已在

多种肿瘤患者血液中发现了miRNA水平的异

常改变。miR-155、miR-202、miR-425、miR-
302b和miR-125b等是近年来报道的在健康人

群和乳腺癌患者血浆或血清中表达有明显差异

的miRNA，在乳腺癌的早期筛查中有潜在价

值［48-49］；此外，miR-115在激素敏感与激素不

敏感的乳腺癌患者血清中的水平有差异［50］，

miR-10b在雌激素受体阴性的患者血清中水平

升高［51］。对于结肠癌患者，miR-92a在早期

检测中体现出了较高的敏感性［52］；miR-21
的升高、miR34a的降低也具有较高的诊断效 

力［53-54］；miR-141和miR-221则被认为与不良预

后相关［55-56］。

3　小　　结

　　现有研究显示，通过对循环游离核酸的定

性定量检测，可以获取肿瘤特异性的生物信

息及患者个体化的遗传信息，在肿瘤的早期诊

断、病情评估、个体化治疗方案的确定以及预

后判断中有着重要价值。同时，循环游离核酸

的检测也具有取样方便、创伤小、可多次重复

操作等优势，在临床应用中易于开展。在部分

研究中，游离核酸的定性定量检测，已体现出

比现行肿瘤标志物如肿瘤抗体(cancer antigen，

CA)等指标更高的可靠性。由于循环游离核酸的

水平随疾病的进展和治疗处于动态变化中，在

肿瘤诊断与治疗中，对于循环游离核酸的持续

检测可能更有意义。

　　但将循环游离核酸的检测用于临床实践尚

存在一些待解决的问题。在血样的获取方式、

保存方式、血浆或血清的选择、定量与定性检

测技术的标准化等方面，各项研究间存在差

异，造成了结果和结论的不同。因此，根据现

有研究难以取得统一的参考标准，游离核酸检

测的临床应用仍处于探索阶段。有鉴于此，相

关研究机构应在研究设计和检测技术等方面取

得共识，并通过多中心、更大样本的临床试验

进一步证实其效用。
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