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摘  要 

循环游离DNA (cfDNA)作为一种非侵入性疾病生物标记物，已成为一个有吸引力的研究课题。cfDNA目
前可以在人体不同体液中(血液、尿液、唾液等)检测到。目前通过“下一代”测序(NGS)方法以及聚合酶

链式反应(PCR)和NGS的组合，靶向深度测序已被用于同时识别多个基因中的特定基因组区域或新的体细

胞变体。新分子技术的快速发展促进了cfDNA的研究和鉴定，为临床相关疾病的检测、临床决策和疾病

的预后提供新的方法。目前，cfDNA可以应用于恶性肿瘤、产前筛查、心血管疾病、移植医学、自身免

疫性疾病、寄生虫病等多种疾病领域的早期筛查和病情评估、监测等临床应用。本文就cfDNA的生物学

特性及其在临床疾病中的应用作一综述，以期为临床疾病的诊治提供新的视角。 
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Abstract 
Circulating free DNA (cfDNA), as a non-invasive disease biomarker, has become an attractive re-
search topic. cfDNA can be detected in different body fluids (blood, urine, saliva, etc.). Currently, 
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targeted deep sequencing has been used to simultaneously identify specific genomic regions or 
novel somatic variants in multiple genes through “next generation” sequencing (NGS) methods 
and a combination of polymerase chain reaction (PCR) and NGS. The rapid development of new 
molecular technologies has promoted the study and identification of cfDNA, providing new me-
thods for the detection, clinical decision-making and prognosis of clinically relevant diseases. At 
present, cfDNA can be applied to clinical applications such as early screening, disease evaluation 
and monitoring in the fields of malignant tumors, prenatal screening, cardiovascular diseases, 
transplantation medicine, autoimmune diseases, parasitic diseases and other diseases. This paper 
reviews the biological characteristics of cfDNA and its application in clinical diseases, in order to 
provide a new perspective for the diagnosis and treatment of clinical diseases. 
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1. 引言 

1948 年，自 Mandel 和 Metais [1]首次报告了人类血浆中 cfDNA 的存在以来，它作为一种非侵入性疾

病生物标记物，已成为一个有吸引力的研究课题。循环血中游离于细胞外的部分降解了的机体内源性

DNA 被称为 cfDNA，其可以存在于血清、血浆和其他体液(如尿液或唾液)中[2]，但其释放到血液中的机

制还不完全清楚，目前关于“液体活检”的研究内容包括以下几个方面：① 肿瘤标志物；② 外泌体；

③ 循环肿瘤细胞(CTC)；④ 循环肿瘤 DNA (ctDNA)/循环游离 DNA (circulating free DNA, cfDNA)；⑤ 循

环肿瘤 RNA；⑥ 肿瘤内皮细胞。目前蛋白组学、外泌体、非编码单链 RNA (miRNA)等手段尚处于研究

阶段，临床应用有限。cfDNA 是一种血液或体液中游离于细胞之外的 DNA，这种 cfDNA 包含双链脱氧

核苷酸片段，其特征是长度大约低于 200 bp，分子量低，浓度低[3] [4]。这种循环游离 DNA 存在于全血

的无细胞成分中，如血浆和血清，以及其他人体液体[5] [6] [7]；它与细胞无关[8]，但与蛋白质或膜结合

结构形成复合物[9]。比如血浆中循环 cfDNA 最常见的假说：可能来源于正常造血谱系细胞[10] [11]或其

他有核细胞[12]的凋亡，事实上，健康受试者的 cfDNA 水平相对较低[13] [14]。cfDNA 的几个特征支持

这一假设：其快速更新[15]及其在循环中的短半衰期[16]表明凋亡细胞持续释放的模型，随后快速降解或

过滤[14] [17] [18] [19] [20]，到目前为止，凋亡和坏死并不是循环 cfDNA 存在的唯一机制。在某些疾病

和特殊状态下，比如肿瘤[21] [22]、系统性红斑狼疮(SLE) [23]、寄生虫病等，其他细胞也会释放循环游

离 DNA 入血。1994 年，Vasioukhin 等和 Sorenson 等[24] [25]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 ctDNA 中发现了 RAS 基因的突变，表明可以利用 ctDNA 发现肿瘤的特异性基因突变。 
然而在不同的生理和病理条件下，cfDNA 的来源和功能可能不同。cfDNA 主要通过病理机制释放到

循环中：对 cfDNA 的研究仅在其发现几年后才开始，当时首先报道了 SLE [23]和癌症患者[21] [22]中高

水平的循环 cfDNA，肿瘤来源的循环 cfDNA (称为循环肿瘤 DNA (ctDNA))的检测启发了研究人员寻找其

他 DNA 分子，1997 年在母体血浆中发现了胎儿来源的 cfDNA [26]。据报道，患有多种疾病的患者血浆

或血清中 cfDNA 浓度升高，如中风[27]、创伤、心肌梗死[28]和各种类型的癌症，这表明 cfDNA 可能与

炎症存在反馈关系，其释放似乎激活了促炎性细胞因子反应[29]。 
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2. cfDNA 在临床疾病中的应用 

2.1. cfDNA 在肿瘤疾病中的应用 

2.1.1. cfDNA 在膀胱肿瘤诊断中的应用 
肿瘤患者血浆内循环肿瘤细胞释放或原位肿瘤细胞释放入循环的 cfDNA 也称 ctDNA，ctDNA 在肿

瘤诊断中的研究方向主要包括：ctDNA 突变的检测、肿瘤特异性微卫星改变、表观遗传学改变、ctDNA
完整性检测以及病毒 DNA 检测。尿液中同样也发现 ctDNA，因此可能对部分膀胱癌诊断有效。膀胱癌

患者尿液中主要的 ctDNA 主要来源于肿瘤细胞释放，并且比血浆中浓度高，因而更容易检测[30]。尿

ctDNA 也用于膀胱癌预后的评估，BIRKEN-KAMP-DEMTRODER [31]回顾性检测了 12 个非肌层浸润性

患者的血清和尿液(6 个复发，6 个进展)。通过 NGS 检测基因突变，将高肿瘤特异性的基因突变制成个体

化适用于数字 PCR (dPCR)的序列检测其余患者的血浆及尿液，12 个患者中有 10 个患者检测到 ctDNA 
(83%)，4/6 (67%) ctDNA 检查阳性的患者在几个月后检查临床进展。因而证实这个手段可以用于早期检

测及疾病预后预测。随后，该实验室针对膀胱癌患者体液活检进行 FG-FR3 和 PIK3CA 突变检测。这些

患者术前(膀胱切除术)术后的样本均被保留。8/9 (89%)可以检测到 ctDNA 的患者出现复发，证实患者血

浆中高水平 ctDNA 与高复发相关。同时，该研究组通过 dPCR 检测膀胱癌尿液样本肿瘤特异性热点

FG-FR3 和 PIK3CA 突变，发现非肌层浸润性尿液 ctDNA 水平很高，因而能早期检测疾病进展到非肌层

浸润性膀胱癌。尽管通过 CTC、ctDNA、外泌体和 miRNA 等“液体活检”技术进行膀胱癌分子诊断在

临床以及检测手段发展迅速，但仍需要多中心大样本临床随机试验(RCT)来验证其临床应用价值。随着新

技术的不断开发以及检测手段的不断规范化，分子诊断技术会广泛应用于临床实践中，并且成为膀胱癌

监测、预后评估、治疗效果评判的有力工具。 

2.1.2. cfDNA 在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤诊断中的应用 
弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤(DLBCL)是非霍奇金淋巴瘤(NHL)中最常见的亚型，占 NHL 的 30%~40%，是一

种具有高度异质性的侵袭性淋巴瘤[32]。既往采用 Qubit3.0 荧光定量对血浆循环游离 DNA 精确定量研究

发现[33] DLBCL 患者诊断时血浆循环游离 DNA 水平显著升高，动态监测其水平可反映患者的疗效，并

可提示病情复发。cfDNA 在 DLBCL 的检测中具有取样方便、相对无创的优点，便于连续检测和随访追

踪，具有广阔的临床应用前景，该研究为单中心研究，随访时间较短，可获得的随访样本量较少。另有

研究表明从 6 个治疗中心获得了 217 例诊断为 DLBCL 或原发性纵隔大 B 细胞淋巴瘤的患者的样本，98%
的患者在治疗前可检测到 ctDNA。初步调查表明，在开始治疗后的 1 周内，应答者的 ctDNA 水平显著降

低，因此在第一个治疗周期结束时，应答者和无应答者可以被完全区分，表明 ctDNA 水平的动态改变可

以提供临床结果的早期迹象，该研究为多中心回顾性研究，但样本量较小。目前 cfDNA 在 DLBCL 领域

相关文献资料报道较少，仍需进一步随访患者的长期疗效及扩大样本量以判断循环游离 DLBCL 的预后

价值。 

2.1.3. cfDNA 在肝细胞癌诊断中的应用 
肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，早期临床表现大多无

特异性，大多数患者被诊断为 HCC 时已经是晚期，错失手术治疗的最佳时机，且发病率及死亡率较高，

故肝癌的早期诊断是其治疗的关键。有研究表明 cfDNA 作为一种单独的诊断指标对 HCC 诊断敏感性不

足，但可作为补充指标，尤其当其和 AFP 联合后有较好诊断准确性，并且定量检测的诊断准确性更高，

将来有望成为新的肝癌鉴别诊断指标。随着对血液中 cfDNA 的检测技术的不断发展[34]，肝癌患者 cfDNA
水平较健康人群升高，并随肿瘤负荷动态变化[35]。Jiang 等[36]开展了大规模平行测序，结果显示，cfDNA
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对 HCC 的诊断敏感度为 80%，特异度为 94%，cfDNA 联合 AFP 检测在未来将作为一项常规早期诊断

HCC 的指标被应用于临床，进而提高 HCC 患者的早期诊断率。肝癌患者外周血 CTCs、cfDNA 明显升高，

与 AFP、γ-GT、CEA、ALT、AST、ALP 水平呈正相关，外周血 CTCs、cfDNA 水平检测对肝癌的早期

筛查具有一定的临床价值，但此二者联合检测时的价值更高，可推广应用于临床中[37]。与组织活检相比，

无细胞 DNA (cfDNA)测序具有一些明显的优势。首先，收集外周血以获得 cfDNA 与肿瘤活检相比是微

创的，无论部位如何。其次，可以在治疗期间的任何时候采血，允许实时和动态监测肿瘤的分子变化，

而不是依赖于侵入性活检甚至成像的挑战。此外，在癌症检测中，体细胞突变分析有几个优势，包括更

高的临床灵敏度和动态范围，目前上述针对 cfDNA 在肝细胞癌的研究主要为 Meta 分析以及单中心回顾

性研究，采用文献主要为英文及中文语种，相对受限，且样本量普遍较小，cfDNA 检测过程中质量控制(包
括标本选择，采血管，离心方案等都是不可忽略的因素)，故在今后的研究中有待进一步解决。 

2.1.4. cfDNA 肾细胞癌中的应用 
肾癌是一类来源于肾小管上皮系统的恶性肿瘤，其中肾细胞癌(RCC)占肾脏所有原发性恶性肿瘤的

80%~90%，目前还没有临床验证的非侵入性生物标记物用于 RCC 的检测。健康人群中含量为 1~10 ng/ml，
有研究表明[38] RCC 患者的外周血 cfDNA 表达量高于健康对照人群，并且随着 RCC 血管侵犯程度增加，

另外，cfDNA 表达量与 RCC 预后效果呈负相关，肾切除术后出现复发的 RCC 患者的血 cfDNA 水平高于

未复发者，这表明 cfDNA 在 RCC 血行转移方面具有潜在的预测价值。除了细胞核来源的 cfDNA 外，外

周血中线粒体来源的 cfDNA (mt-cfDNA)在健康人群和 RCC 患者中也存在显著差异。在肾细胞癌中，基

于基因和表观遗传学的 cfDNA 检测的表现可能反映了复发性改变特征的普遍性。鉴于常规临床采样的简

便性，尿 cfDNA 是非侵入性癌症检测的有吸引力的来源。目前尚无针对尿液 cfDNA 进行全基因组分析

以检测 RCC 的相关研究。虽然基于尿液的分类不如基于血浆的分类准确，但可以通过技术和计算优化来

提高性能，例如选择 cfDNA 的大小以富集肿瘤来源的 DNA，并利用肿瘤甲基化数据来告知 cfDNA 甲基

化分析。尽管如此，这些结果强调了尿液 cfDNA 对早期检测局部 RCC 的潜在价值。需进一步调查和优

化尿液 cfDNA 准确性。 

2.1.5. cfDNA 在头颈鳞状细胞癌(HNSCC)中的应用 
头颈鳞状细胞癌(HNSCC)指原发于口腔、咽喉等部位的鳞状上皮细胞恶性肿瘤的总称。在世界范围

内，HNSCC 占所有新诊断癌症的 4%，5 年生存率低于 50%。HNSCC 的 5 年生存率较低，原因包括早期

诊断不明、治疗效果欠佳及缺乏治疗后监测。近 50%的 HNSCC 患者在初次诊断时出现淋巴结受累，预

后不良[39] [40]。cfDNA 检测具有微创以及可重复性，可能成为辅助组织活检的一种早期检测手段。大

量研究表明，cfDNA 水平的增高可能提示肿瘤的发生[36]。Mazurek 等[41]通过实时荧光定量 PCR(qPCR)
分析了 200 例 HNSCC 患者的 cfDNA 水平，与对照组相比，HNSCC 患者的平均总 DNA 水平较高，但差

异无统计学意义。与其他 HNSCC 患者相比，口咽鳞状细胞癌患者的总 cfDNA 含量更高。研究人员还证

明了 cfDNA 浓度与 HNSCC 淋巴结转移、 分期和年龄之间存在显著相关性，有 14%的患者呈 HPV 阳性，

其中大多数为 HPV16 阳性(96.4%)，而未检测到 EGFR 和 KRAS 突变。然而这些结果表明，cfDNA 检测

可用于 HPV 阳性 HNSCC 的诊断[42]，是否对 HPV 阳性的 HNSCC 诊断有意义目前尚无大样本多中心的

相关文献报道，同时，cfDNA 还可用于 HNSCC 治疗后监测以及 HNSCC 耐药性检测。 

2.1.6. cfDNA 在胃肠道间质瘤中的应用 
胃肠道间质瘤(GIST)是胃肠道最常见的间质瘤，约占所有肉瘤的 20% [43] [44]。肉瘤是一种罕见的

癌症，可发生在骨骼、肌肉、神经、血管、结缔组织、脂肪和软骨中。肿瘤性 GIST 细胞似乎起源于一

个共同的前体细胞，该前体细胞产生到正常肌间神经丛的 Cajal 间质细胞[45]。GIST 的特征是与肥大细
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胞生长因子受体相关的受体酪氨酸蛋白或编码血小板衍生生长因子受体 a 的基因突变。这些遗传变异导

致这些生长因子受体的持续激活，并伴随异常细胞增殖，从而导致 GIST 的发生，早期检测这些基因改

变对于诊断和治疗以及监测 GIST 的进展非常重要。在 GIST 患者外周血循环中循环的无细胞肿瘤 DNA 
(cfDNA)中存在的突变肿瘤 DNA 衍生的“驱动”和“耐药”等位基因的情况下尤其如此。CfDNA 是一种

使用微创取样的治疗过程中动态监测患者的肿瘤状态的新方法，例如使用异种核酸的技术阻断野生型模

板 PCR 扩增的夹持探针，使组织活检样本和 cfDNA 中这些低频等位基因的分子检测得到改进。这些新

方法可广泛应用于 GIST 治疗管理中的微创分子检测。 

2.2. cfDNA 在心血管疾病检验中的应用 

cfDNA 主要来源于凋亡或坏死的细胞，在这种情况下会因 cfDNA 的释放入血而出现血浆内水平升

高。冠心病往往会出现心肌长时间严重缺血导致的心肌细胞的坏死和凋亡。比如在心肌梗死(myocardial 
infarction, MI)发生时，心肌缺血造成的心肌细胞坏死和凋亡引起 cfDNA 的升高[46]。冠心病患者血浆

cfDNA 升高可以用以补充心肌肌钙蛋白 I (cardiac troponin I, cTnI)和肌酸激酶同工酶(creatine kinase-MB, 
CK-MB)的诊断结果。研究显示[47]，MI 患者血浆 cfDNA 浓度较健康对照升高 10 倍以上，此外，cfDNA
的水平也是一个独立的检测指标，其浓度水平和 CK-MB、cTnI 以及 C 反应蛋白无相关性，cfDNA 浓度

在心肌损伤早期即可升高(远早于肌钙蛋白)，而达峰时间要晚于 CK-MB，可以用于早期检测判断心肌损

伤情况。另外，cfDNA 水平还是一个潜在的监测疾病进程和患者预后的指标[47]。随访结果显示，出现

心脏不利结果的 MI 患者血浆中 cfDNA 的水平升高达 3.5 倍以上[47]。由于心力衰竭也存在心肌细胞的凋

亡和坏死，故也会出现血浆 cfDNA 的升高。cfDNA 可以作为一种心肌功能提高的潜在诊断指标。 

2.3. cfDNA 在移植医学中的应用 

在移植医学中，监测器官健康，检测移植排斥反应，对于器官移植受者的长期生存至关重要。Snyder
等人[48]已经证明供体衍生的 cfDNA 作为遗传特征存在于接受者的血浆中，同种异体移植排斥事件可以

与异常高水平的自身相关。由于排斥反应与移植衍生的某些细胞的凋亡有关，测量受体血浆中 cfDNA 中

的遗传特征，因此可以随着时间的推移监测器官健康，目前由于我国移植医学开展的中心相对较少，相

关研究文献缺乏，且对于 cfDNA 检测及质控以及时机的把握尚无统一的标准，期待今后能进一步完善。 

2.4. cfDNA 在系统性红斑狼疮中的应用 

内源性 DNA 主要存在于细胞核和线粒体中。然而，在包括自身免疫性疾病在内的多种病理条件下，

已观察到细胞外的无细胞脱氧核糖核酸(cfDNA)，考虑到 cfDNA 对患者进行分层、监测治疗反应和预测

疾病进展，从而评估 cfDNA 对自身免疫性疾病的预后潜力的研究出现了高潮。在 20 世纪 70 年代 SLE
患者中发现高水平的 cfDNA 后，对系统性自身免疫性疾病的研究一直在进行，在认识到血浆是病理性

cfDNA 的更好来源后，在该领域取得了重大突破，健康志愿者中检测不到这种水平[49] [50] [51]，数据显

示，cfDNA 浓度增加似乎与抗体滴度和活动性狼疮肾炎相关，但与疾病活动性无关。无论如何，cfDNA
检测对 SLE 的诊断和预后仍有疑问[52]。cfDNA 在自身免疫性疾病中的临床相关性通过对自身免疫性和

炎性疾病中导致 DNA 释放增强的生物过程的机械认识而得到加强。在这些早期观察之后，cfDNA 在其

他自身免疫性疾病(包括类风湿性关节炎(RA))中得到证实[53]。然而，随着更敏感方法的出现，健康人血

浆中也检测到 cfDNA，尽管检测水平很低。这一观察结果，加上 SLE 和 RA 患者 cfDNA 水平升高与疾

病活动的时间相关性，导致 cfDNA 可能成为自身免疫性疾病的潜在生物标志物。cfDNA 允许一种快速、

简单、无创和重复的取样方法。结合这些生物学特征和取样的技术可行性，将 cfDNA 定位为自身免疫性

风湿性疾病的潜在生物标记物。然而，为了实现这一目标，有许多问题需要解决。应该承认的是，自身
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免疫疾病的潜在异质性本身可能导致 cfDNA 水平的大量变化，因此必须采取适当措施，尽量减少 cfDNA
取样水平的变化。值得注意的是，样本类型(血浆/血清/滑液)、样本采集/处理方法、游离或细胞表面结合

DNA、cfDNA 提取和 cfDNA 定量以及定量 cfDNA 结果的呈现和解释缺乏一致性。此外，cfDNA 定性研

究的出现带来了复杂性，这也需要标准化。鉴于缺乏同质性，健康个体的 cfDNA 水平尚未达成共识。此

外，大多数研究都是横断面的，并且受到样本量的限制。然而，为了充分了解 cfDNA 在自身免疫性风湿

病中的生物标志物潜力，今后需要一个系统的科学框架和协作效应来进行大规模、多中心的前瞻性分析

试验。 

2.6. cfDNA 在泡型棘球蚴疾病中的应用 

多房棘球病(alveolar echinococcosis, AE)又称泡型包虫病，属于感染棘球绦虫的幼虫所致的一类人兽

共患寄生虫病，以肝脏感染为最常见，具有恶性化程度高、预后较差等特点。全球约有超过 90%的肝泡

型包虫病集中在我国经济和医疗水平相对落后的西部地区，比如青海、四川、新疆和甘肃等省份(自治区)，
AE 在青海省的发病率为 0.63%，人均伤残损失寿命为 2.434 年，疾病负担为 32.24 万人/年。泡型包虫病

一旦感染后还会通过血液循环等途径转移到其他器官，类似癌症转移，治疗困难，病死率很高，因此泡

型包虫病也有“虫癌”之称。研究表明[54]，在 100%的术 AE 患者的血浆中可检测到不同的虫源性循环

游离 DNA (Em-cfDNA)。Em-cfDNA 对 AE 的诊断具有良好的敏感性和特异性。此外 Em-cfDNA 水平对

于评价手术干预治疗 AE 病变的疗效明显具有参考价值。最后，我们的分析显示，Em-cfDNA 水平可以

反映术前 AE 患者病变大小的有意义的信息。基于测序的 Em-cfDNA 监测可作为临床中 AE 的有力诊断

指标。我们还注意到，这种液体活检方法在监测干预后 AE 患者中的持续疾病状态方面有很强的潜力。

有报道称 cfDNA 可在许多种寄生虫病中被检测到，如疟原虫、锥虫和细粒棘球菌，并被认为是人类寄生

虫感染的诊断工具[55] [56] [57] [58]。在这里，我们确定了 AE 患者血浆中存在的棘球蚴病 cfDNA 
(Em-cfDNA)是否对诊断和/或治疗评估具有临床价值，并检测了 Em-cfDNA 水平与 AE 临床特征之间的潜

在关联。 

2.7. cfDNA 在其他临床疾病中的应用 

cfDNA 除了在肿瘤、自身免疫性疾病、寄生虫、移植医学等的应用外，尚有报道[59]认为 cfDNA 的

检测可以应用在感染性疾病、创伤、急性胰腺炎、卒中和急性肠系膜缺血等方面。特别是在移植排斥的

监测上有很好应用。通过检测尿液中游离 DNA 特异性可以很好地连续监测肾移植患者发生早期急性移植

排斥反应[60]。 
由于基因组领域的不断技术进步，cfDNA 应用的技术障碍已经逐渐被克服，现在 cfDNA 分析在一些

医学领域是一种可行的方法。人们对 cfDNA 分析越来越感兴趣，并且独立于不同的临床领域，但因为每

种疾病的发生发展及其演变、治疗、预后不尽相同，血液中的浓度也不尽相同，比如肿瘤及肿瘤的不同

分期、寄生虫病、心血管系统疾病、产前诊断等，能否早期诊断，早期发现才是关键所在，目前，就 cfDNA
的质量、数量和污染而言，它们的性能比较差异很大。迄今为止，无法获得一致且可重复的结果通常是

由于缺乏标准化程序，而不是由于分析变量。因此，任何用于诊断目的的 ctDNA 的未来应用都应基于定

义的协议，以确保结果的再现性。由于将 cfDNA 分析转化为临床实践的不同障碍，还没有预分析和分析

共识。cfDNA 样品操作和分析的各种方案之间的异质性是主要障碍之一，到目前为止，操作程序的标准

化还不存在，且不同中心患者实验室采用的检测手段不尽相同，易受实验技术、实验人员的操作影响，

未行成统一的规范操作，潜在影响 cfDNA 浓度和片段的分析前参数包括从采血管选择到血浆处理、提取

和纯化模式、发现解释和样品储存条件的步骤[61]。标准技术和方案的发展将为 cfDNA 在临床实践中的
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有效使用铺平道路，而不仅仅是在研究领域。毫无疑问，未来 cfDNA 将在心血管疾病、癌症、糖尿病和

其他疾病的筛查、诊断、预后、随访和治疗中发挥巨大作用。 
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