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  【摘要】 游离 ＤＮＡ 是指游离于细胞之外的一类 ＤＮＡ， 又称为循环核酸，１９４７ 年由 Mａｎｄｅｌ 和
Méｔａｉｓ 发现。肿瘤患者外周血 ＤＮＡ 水平高于正常人，且血液中游离 ＤＮＡ 具有肿瘤细胞 ＤＮＡ 的特征。随

着肿瘤分子生物学的深入研究，血液中游离 ＤＮＡ 定量分析已开始应用于肿瘤的早期诊断、个体化治疗

和预后判断等。 本文从游离 ＤＮＡ 的来源、特点、提取、检测及临床应用方面对游离 ＤＮＡ 及其在肿瘤中
的重要作用做一综述。
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  游离 ＤＮＡ 是一种游离于血液或体液中的 ＤＮＡ。 １９４７

年，Mａｎｄｅｌ 和 Méｔａｉｓ［１］首次报道了外周血中存在游离 ＤＮＡ，

但这一发现并没引起足够的重视。 在随后 ３０ 多年的时间中，

人们先后在自身免疫性疾病和肿瘤中发现了游离 ＤＮＡ 的存

在。 １９９４ 年，Vａｓｉｏｕkｈｉｎ［２］和 Sｏrｅｎｓｏｎ［３］等在急性髓性淋巴瘤、

骨髓增生异常综合征和胰腺癌患者外周血游离 ＤＮＡ 中发现

了 ＲＡS 基因的突变，这一发现才引起人们足够的重视。 １９９６

年，Ｎａwrｏｚ 等［４］又在肿瘤患者血浆游离 ＤＮＡ 中发现了微卫星

改变。 随着新的研究结果的不断出现，医学界对于肿瘤患者

游离 ＤＮＡ 的关注越来越多。

检测血浆或血清中游离 ＤＮＡ 可视为一种 “液体活检”，

有益于开展各种相关诊断， 并能避免对肿瘤组织活检的需

要。 以血液为检测标本，使重复采集检测样本成为了可能，从

而有利于对疾病的发展及肿瘤的治疗过程进行跟踪监测。 虽

然游离 ＤＮＡ 同时反映了生理和病理过程，并非肿瘤特异性，

但自从发现血液游离 ＤＮＡ 含有肿瘤细胞 ＤＮＡ 相同基因突

变后，其在肿瘤的早期诊断、预后评估、疗效监测等方面的潜

在价值越来越受到关注。 本文就游离 ＤＮＡ 的来源、生物学特

性、检测方法及其在肿瘤诊断中的临床应用做一综述。

１ 游离 ＤNＡ 的来源及其特点

在健康人体内，血浆中可以发现少量的游离 ＤＮＡ，片段

主要在 １８５～２００ ｂｐ 或其整数倍。 健康人血浆中的游离 ＤＮＡ

主要来源于凋亡细胞。 除此之外，所有的活细胞都自发性的

向血液中释放 ＤＮＡ 片段，这些 ＤＮＡ 片段又称为代谢性 ＤＮＡ

片段。 对于肿瘤患者外周血中游离 ＤＮＡ 的来源，人们提出了

几种假设。 肿瘤微环境中癌细胞凋亡和坏死后释放是其主要

来源。 肿瘤细胞主动分泌可能是其另一个潜在的来源。 坏死

和凋亡细胞主要被巨噬细胞或其他清道夫细胞吞噬。 巨噬细

胞吞噬坏死细胞后可以释放消化的 ＤＮＡ 到组织环境。 体外

的细胞培养实验［５］结果表明，巨噬细胞在释放 ＤＮＡ 的过程中

可被激活或死亡， 但细胞核酸的片段仍可以释放到外周血

中。 血液中循环的肿瘤细胞以及转移到骨髓或肝脏等处的肿

瘤细胞也可以释放出游离 ＤＮＡ， 其大小主要分布在 ７０～２００

ｂｐ，大的片段则可达到 １０ ０００ ｂｐ 以上。

血浆中肿瘤细胞释放出游离 ＤＮＡ 的多少， 取决于肿瘤

的性质、大小等。 此外，血液中游离 ＤＮＡ 的含量也受到血液

及淋巴循环对其清除、降解等的影响。 血液中的游离 ＤＮＡ 由

肝脏和肾脏清除，其半衰期从 １５ ｍｉｎ 到几个小时不等。 有研

究［６］显示，某些形式的 ＤＮＡ 较其他形式的半衰期更长。 把纯

化的 ＤＮＡ 注入小鼠血液中，结果显示双链 ＤＮＡ 较单链 ＤＮＡ

在血液中存在的时间更长，环状的病毒 ＤＮＡ 较线性 ＤＮＡ 存

活时间更长。 然而，不论片段大小及形态，游离 ＤＮＡ 都能被

快速有效的从血液中清除。

２ 游离 ＤNＡ 的提取及其检测方法

不同的实验室提取游离 ＤＮＡ 的方法各有不同， 也有许

多商品化的试剂盒可供使用，但目前并没有公认的标准提取

方法和纯化步骤。 许多试剂盒也没有对样本的分离、处理、分

析进行明确的说明。 目前，主要的提取方法有离子交换树脂

法、盐析法和磁珠分离法等。

目前， 对于采用血浆还是血清作为游离 ＤＮＡ 提取的最

佳样本仍然存在争议。 由于不同实验室采用不同的试剂和提

取方法，因而无法对各实验室间的提取结果进行比较。 从血
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浆中分离得到游离 ＤＮＡ 较血清中少， 这可能是因为凝血可

以促使白细胞释放游离 ＤＮＡ。 这种由白细胞释放的 ＤＮＡ 对

游离 ＮＤＡ 的定量或突变等的检测均有影响。

游离 ＤＮＡ 的定量检测目前尚无统一的操作标准， 不同

实验室间的检测方法也很难达到一致。 各种分析前因素，如

血液的处理延迟、凝固、冻融、储存温度、患者的基本情况等

均会对游离 ＤＮＡ 的含量及完整性有很大的影响。 长时间的

储存 ，也会影响游离 ＤＮＡ 的含量 ，Sｏｚｚｉ 等 ［７］的实验结果显

示，血浆或 ＤＮＡ 储存在－８０℃一年后，其 ＤＮＡ 含量可下降约

３０％。 但无论采用何种方法 ， 如荧光为基础的方法 （如

ＰｉｃｏGrｅｅｎ 染色和紫外光谱法 ） 或定量 ＰＣＲ 法 （如 SYBＲ

Grｅｅｎ 和 ＴａqMａｎ 探针），均可检测到肿瘤患者游离 ＤＮＡ 较正

常对照者升高［８］。

游离 ＤＮＡ 的定性检测按研究对象和目的不同可采用不

同的方法， 主要有单链构象多态性分析聚合酶链反应法、限

制性片段长度多态性聚合酶链反应法、测序分析和特异性引

物延伸法，上述方法主要用于游离 ＤＮＡ 未知突变的筛查、基

因的遗传多态性分析、分析有无对应的已知突变等。 如果采

用游离 ＤＮＡ 作为肿瘤诊断、 预后评估及疗效监测的生物标

志物，进行更多大样本、多中心的临床研究并建立标准化的

检测方法是很有必要的。

３ 游离 ＤNＡ 的临床应用

３．１ 游离 ＤＮＡ 突变检测 检测游离 ＤＮＡ 中肿瘤特异性的

基因突变具有较好的临床价值， 如 ＫＲＡS 和 ＴＰ５３ 等这些在

多种类型肿瘤中具有高突变频率的基因，其检测对肿瘤的早

期诊断具有重要的临床意义。 最近的一项研究［９］通过大规模

的芯片筛查显示，ＰＩＫ３ＣＡ、ＴＰ５３ 和 GＡＴＡ３ 三个基因突变占

到全部乳腺癌基因突变的 １０％以上， 其中 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型乳腺

癌最常见的突变为 ＰＩＫ３ＣＡ 基因 （４５％）， 其次是 MＡＰ３Ｋ１，

GＡＴＡ３、ＴＰ５３、ＣＤＨ１ 和 MＡＰ２Ｋ４。 Ｌｕｍｉｎａｌ B 型乳腺癌 中

ＴＰ５３ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 基因突变均占总突变的 ２９％；ＨEＲ２E 亚型

乳腺癌中 ＨEＲ２ 基因扩增达 ８０％， 此外 ＴＰ５３ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 的

突变分别为 ７２％和 ３９％；ｂａｓａｌ－ｌｉkｅ 型乳腺癌中 ＴＰ５３ 突变则

达到 ８０％以上。

针对游离 ＤＮＡ 突变的检测， 需要突变位点在肿瘤具有

以下特点：发生频率高并具有肿瘤特异性。 但是，突变往往发

生频率较低。 此外，还应考虑到正常细胞所释放的 ＤＮＡ 造成

的干扰。 通过血液游离 ＤＮＡ 相对高发的基因突变的检测，可

以对相应疾病进行预警，并有利于进一步对疾病进行分型。

３．２ 肿瘤特异性的微卫星改变 游离 ＤＮＡ 中发现的基因改

变包括以 ＰＣＲ 检测为基础的杂合性缺失（ｌｏｓｓ ｏｆ ｈｅｔｅrｏｚｙｇｏｓｉ-

ｔｙ， ＬOＨ）。 由于 ＬOＨ 只在肿瘤患者中出现，健康人体内不存

在，因此其检测对肿瘤的诊断具有重要的临床意义。 针对血

清或血浆的游离 ＤＮＡ 的 ＬOＨ 检测方法均有报道，但结果之

间存在很大的差异。 这种差异一部分来自于游离 ＤＮＡ 与肿

瘤组织间的差异，主要是游离 ＤＮＡ 中 ＬOＨ 发生率较低，另一

部分则是方法本身的原因，包括技术原因和背景 ＤＮＡ（由正

常细胞释放的 ＤＮＡ）对肿瘤 ＤＮＡ 的稀释作用。 此外，在炎症

或组织修复过程中， 良性细胞的异常增殖导致细胞凋亡增

加，血液中小片段的 ＤＮＡ 增加，也影响 ＬOＨ 的检测［１０］。

Sｃｈwａrｚｅｎｂａｃｈ 等 ［１１］报道在 ３８８ 例乳腺癌患者的术前血

浆标本中，检测了 ８ 个微卫星位点，其中对短片段游离 ＤＮＡ

的 ＬOＨ 检出率为 ３８％，而长片段检出率为 ２８％，二者与肿瘤

组织的一致性均为 ３２.８５％。 这些 ＬOＨ 改变与肿瘤分期、大

小、淋巴结转移、孕激素受体阳性及 ＨEＲ２ 受体具有相关性。

此外，携带有 Ｄ１２S１７２５ 位点（与细胞周期蛋白 Ｄ２ 相关）ＬOＨ

的患者总生存期较不携带患者更短。同样，Sｈａw 等［１２］也报道，

尽管 ＬOＨ 在血浆与配对组织中的检出率在不同患者差异很

大，但 ＬOＨ 与患者淋巴结转移及生存期间存在显著相关。

目前 ＬOＨ 检测存在的主要问题是检出率较低， 且与组

织标本的符合率差异性较大。 从技术上对其进行改进有利于

其在肿瘤诊断中的应用。 此外，多个 ＬOＨ 位点进行联合检测

也可提高肿瘤检出率及检测效率。

３．３ 表观遗传学改变 表观遗传学是指在不改变 ＤＮＡ 序列

的前提下，通过某些机制引起可遗传的基因表达或细胞表现

型的变化。 表观遗传学的改变在肿瘤的发生、发展过程中起

到了重要的作用。 通过评估游离 ＤＮＡ 甲基化的水平来预测

肿瘤的患病风险已成为一个重要的研究内容。

为了提高分析的效能，从众多已知的甲基化的基因中筛

选出肿瘤相关基因至关重要。 此外，表观遗传学改变与肿瘤

并不是一一对应的，有些特定的肿瘤抑制基因，经常在某些

肿瘤中甲基化并且表达下调。 Ｃｈｉｍｏｎｉｄｏｕ 等［１３］用甲基化特异

性 ＰＣＲ 法检测了 １２３ 例乳腺癌患者 ＣSＴ６ 基因启动子甲基

化情况，结果显示 ４９ 例（３９.８％）乳腺癌患者游离 ＤＮＡ 高甲

基化，而健康个体均低甲基化。 随后，该团队还检测了 SOX１７

基因启动子在原发性乳腺癌患者中的甲基化情况， 发现 ５５

例早期乳腺癌患者中有 １９ 例高甲基化，５９ 例转移性乳腺癌

患者中有 ２４ 例高甲基化，２３ 例健康人中有 １ 例甲基化［１４］。同

时，他们还检测了循环肿瘤细胞中甲基化的情况，结果表明

循环肿瘤细胞甲基化的情况与游离 ＤＮＡ 之间存在相关性，

从而也间接证明了游离 ＤＮＡ 的来源。

３．４ 游离 ＤＮＡ 完整性检测 近年来，游离 ＤＮＡ 的完整性检

测逐渐成为研究的热点。 研究最多的是 ＡＬＵ 和 ＬＩＮE１ 序列，

他们最初被称为 “jｕｎk ＤＮＡ”。 近来的研究 ［１５］表明 ，他们在

ＤＮＡ 修复、转录、表观遗传学和转座子等生理过程中可能起

到了重要的作用。 完整性检测主要是基于肿瘤坏死过程所释

放的 ＤＮＡ 片段一般较长，也就是 ＤＮＡ 完整性较好，片段主

要是 ２００～４００ ｂｐ 大小之间， 而正常人群游离 ＤＮＡ 以凋亡为
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效应分子）表达。 然而，ＩＬ－２７ 在肝癌中可能起到促
进肿瘤生长的作用。 有研究［６］发现，ＩＬ－２７ 在肝癌患
者血清中的水平显著高于对照组， 这也是国内首次
报道 ＩＬ－２７ 在肝癌早期诊断中的临床意义。

本文研究对 １００ 例原发性肝癌患者的 ６ 种常见
的细胞因子进行检测， 结果显示，５２ 例肝转移组患
者中只有 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２７ 水平均显著高于 ４８ 例无
转移组患者，差异均有统计学意义（Ｐ 均＜ ０.０５）。 说
明 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２７ 均参与了肝癌的发生发展及癌细
胞的转移，起到了促进肿瘤发展的作用。肝转移组患
者的 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－１０ 和 ＴＮＦ－α 水平也均高于无
转移组患者，但差异均无统计学意义（Ｐ 均＞ ０.０５）。
说明上述细胞因子虽然也对肝癌的发生发展起到促
进作用，但在肝癌转移后升高幅度不大，因此不能作
为肝癌早期转移的检测指标。

对肝转移患者中 ６种细胞因子的相关性分析结
果显示，只有 ＩＬ－１β 与 ＩＬ－１７ 呈正相关，其余细胞因
子间均无相关性。 ＩＬ－１β 为促炎型细胞因子，与 ＩＬ－
１７ 共同作用起到促进肝癌细胞生长的作用。 ＩＬ－２７
虽然也起到了促进肝癌细胞生长的作用， 但其与其
他细胞因子均无相关性， 说明 ＩＬ－２７ 在促进肝癌发
生发展的过程中独立发挥作用。

采用 ＲOＣ 曲线评价 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２７ 对肝癌转
移的诊断效能， 结果显示，ＩＬ－１７ 的 ＡＵＣＲOＣ＝ ０.６６４，
ＩＬ－２７ 的 ＡＵＣＲOＣ＝ ０.８１８， 最佳诊断 ｃｕｔｏｆｆ 值分别为
２.００５ ｐｇ ／ ｍＬ 和 ２３８.９５ ｐｇ ／ ｍＬ，敏感性分别为 ８３.３％
和 ９８.５％， 特异性分别为 ３５.７％和６４.３％，ＰＰV 分别
为 ５８.１％和 ６２.１％，ＮＰV 分别为 ４３.４％和 ４４.４％，约
登指数分别为 ３５.７ 和 ６２.８。 ＩＬ－２７ 的 ＡＵＣＲOＣ及其他
临床诊断性能评价指标水平均高于 ＩＬ－１７， 说明虽
然 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２７ 都可作为评价肝癌是否出现转移
的指标，但 ＩＬ－２７ 的预测效果应更好。

综上，ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２７ 均为促进肝癌细胞生长
的细胞因子， 可作为预测肝癌转移及预后的有效指
标。其中 ＩＬ－２７ 对检测肝癌细胞转移的灵敏度、特异
性均高于 ＩＬ－１７， 可作为肝癌转移早期诊断及治疗
的监测指标。
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