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摘  要 

肝细胞癌(Hepatocellular carcinoma, HCC)作为最常见的原发性肝癌，也是世界范围内最常见的癌症相

关死亡的原因之一。由于HCC潜伏期较长、诊断阶段较晚及对全身治疗不敏感，到目前为止，肝脏活检

和手术切除仍是临床决策的金标准。传统活检可提供肿瘤生物学信息，但其侵入性高，样本量少，无法

代表肿瘤异质性或监测动态肿瘤进展，因此迫切需要微创或无创的新诊断策略以便早期诊断HCC并监测

肿瘤进展。近年来，“液体活检(Liquid biopsy)”的概念引起了广泛关注，其无创、可重复分析的特性

可实时监测肿瘤复发、转移或治疗反应。随着高灵敏度液体活检技术的发展，HCC循环肿瘤细胞

(circulating tumor cells, CTCs)、循环肿瘤DNA (circulating tumor DNA, ctDNA)以及肿瘤来源的外泌体

等检测和分析的发展前景可观。本综述重点介绍ctDNA检测及其作为HCC诊断、预后和监测的无创生物

标志物的临床应用及展望。 
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Abstract 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary liver cancer and one of the leading 
causes of cancer-related deaths worldwide. Due to its long latency period, late-stage diagnosis, and 
insensitivity to systemic therapies, conventional tissue biopsy and surgical resection remain the gold 
standards for clinical decision-making to date. Although traditional biopsy can provide tumor biology, 
it is imperative to find non-invasive diagnostic strategy for early detection and monitoring of HCC due 
to its invasive nature, limited sample size, and inability to represent tumor heterogeneity or monitor 
dynamic tumor progression. In recent years, a new concept of “liquid biopsy” has emerged with sig-
nificant attention due to its non-invasive and repeatable analysis capabilities, enabling real-time 
monitoring of tumor recurrence, metastasis, or treatment response. With advancements in high-sen-
sitivity liquid biopsy technologies, the detection and analysis of circulating tumor cells (CTCs), circu-
lating tumor DNA (ctDNA), and tumor-derived exosomes in HCC have shown promising prospects. The 
ctDNA detection and its clinical applications and future potential as a non-invasive biomarker for the 
diagnosis, prognosis, and monitoring of HCC are highlighted in this review. 
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1. 引言 

在世界范围内，肝细胞癌(Hepatocellular carcinoma, HCC)是癌症相关死亡的最常见原因之一(每年约

80 万例)，也是肝硬化患者最常见的死亡原因[1]，据统计，HCC 作为世界上第六大最常见的癌症，在癌

症死亡率中排名第三，HCC 在男性中比在女性中更为常见[2]。HCC 的危险因素包括乙型肝炎病毒(HBV)、
丙型肝炎病毒(HCV)感染、酗酒、黄曲霉中毒和非酒精性脂肪性肝病等[3]。近年来，HCC 发病率有所增

加，这一趋势在撒哈拉以南的非洲、东亚和东南亚尤为明显，主要是由于 HBV 的患病率增高[4]。尽管现

代医疗发展迅速，现有的治疗方法包括手术切除、局部消融、肝移植、综合治疗等，但 HCC 患者的总生

存率并没有显著提高。HCC 对放化疗相对不敏感，手术干预仍然是 HCC 唯一现实的治疗选择。现有的

监测方法都是基于对 HCC 高风险患者(通常是晚期纤维化或肝硬化阶段的慢性肝病患者)进行血清甲胎蛋

白(AFP)和肝脏超声的早期筛查从而实现早期诊断[5]-[7]。然而，肝细胞癌监测的概念和实际临床应用方

式一直存在争议，根据现有研究证明，AFP 的灵敏度为 25%至 65%，肝脏超声的灵敏度为 60%，对于非

肝硬化患者<1 cm 的结节缺乏影像学特征[8]。有学者认为，在没有任何明确的对照试验显示 AFP 对早期

诊断 HCC 有益的情况下，不应在常规超声检查中添加 AFP 检测进行 HCC 监测[9]。此外，虽然 AFP 长

期以来被用作 HCC 筛查和监测，但它并不是 HCC 的敏感或特异性诊断标志物，在肝硬化和肝脏炎症等

非 HCC 慢性肝病，血清 AFP 水平也会升高[10] [11]。最新的美国肝病研究协会(AASLD)指南不再推荐血

清 AFP 检测作为 HCC 诊断评估的一部分，而更推荐使用肝结节直径、计算机断层扫描(CT)、磁共振成

像(MRI)或组织活检综合评估[12]。 
分期不同 HCC 患者预后差异较大，但是由于检测手段的局限性和公众对卫生保健知识的缺乏，大多
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数患者在首次诊断 HCC 时已进展到晚期，只有大约 20%~30%的患者符合手术条件。此外，尽管早期 HCC 
(BCLC A 期)的 5 年生存率很高(50%~75%)，但由于根治性手术切除或消融后的复发率为 50%~70%，HCC
的预后仍然有限[5] [13]。因此，寻找一种可靠的方法来检测早期 HCC 并监测肿瘤复发至关重要。 

HCC 的分子发病机制是极其复杂和具有异质性的，HCC 是正常细胞基因组突变积累导致原癌基因

和抑癌基因失调的结果。原癌基因诱导细胞分裂和增殖，而抑癌基因抑制细胞增殖并导致细胞凋亡。因

此，检测导致发病的遗传和表观遗传修饰可用于 HCC 的治疗、监测和预后管理。目前，HCC 的病理特

征是通过穿刺活检或术后标本获得的，传统的肝脏活检作为诊断的组织学“金标准”，可以直接观察到

肿瘤细胞的结构和分化程度，对于疾病的诊断和分期以及指导治疗决策具有不可替代的价值，但是其侵

入性高、样本量少、可能出现采样误差、具有操作限制和技术依赖，并且患者接受度低，由于其取样范

围和肿瘤本身的复杂性，在反应肿瘤异质性方面存在局限且无法监测动态肿瘤进展，并未被常规应用于

临床[12]。近年来，一种被称为液体活检(Liquid biopsy)的新型检测方法引起了广泛的关注。与传统组织

活检不同的是，液体活检属于非侵入性的无创检查，安全性高，尤其适合于凝血功能障碍、肿瘤位置深

在或晚期无法手术者无法耐受传统活检的患者，并且可以在病情不同的进展阶段反复取样，可动态监测

肿瘤演变，实时发现耐药突变，及时调整治疗方案，指导个体化治疗。由于 ctDNA 来源于全身不同病灶

的肿瘤细胞，可反映整体肿瘤负荷及空间异质性，减少取样偏差，在一定程度上克服肿瘤异质性，并且

有可能在影像学尚未发现病灶时(如早期肝癌)，ctDNA 可能已释放入血，具有早期筛查潜力。血浆中游离

细胞 DNA (cell-free DNA, cfDNA)的存在于 1948 年首次被报道，但直到 1989 年才被认为起源于癌症患者

的肿瘤细胞[3]，cfDNA 是通过肿瘤细胞凋亡、坏死或分泌释放到血液、尿液、脑脊液等理论上任何体液

中的循环核酸标记物，其中最常被靶向的分析物就是 ctDNA [14]。ctDNA 从原发肿瘤中被释放出来，进

入外周血液循环，携带了肿瘤特异性突变、甲基化或片段化特征，被认为是肿瘤转移的“种子和土壤”

[15]。随着高通量测序技术的突破，ctDNA 检测逐渐成为液体活检的核心方向。有研究证明，液体活检可

用于检测和鉴别肿瘤类型、评估治疗效果、监测肿瘤复发和明确靶向药物治疗的耐药性机制等方面[16]。
目前液体活检检测主要针对三类分析物：循环肿瘤 DNA (ctDNA)、循环肿瘤细胞(CTCs)和外泌体(也称为

细胞外囊泡) [17] [18]。本文重点关注液体活检中的 ctDNA 检测及其作为 HCC 诊断、治疗、预后评估的

生物标志物的临床应用、最新研究和未来前景。 

2. ctDNA 生物学基础 

cfDNA 由肿瘤细胞释放到外周血、尿液、脑脊液等体液中，有望可用于多种肿瘤诊断、预后和监测

[19] [20]。ctDNA 是体液中 cfDNA 的一部分，起源于肿瘤细胞或吞噬了肿瘤细胞的巨噬细胞，包含了与

肿瘤发生、进展和治疗耐药性相关的遗传和表观遗传突变的信息[21] [22]。这些遗传信息突变包括杂合子

的缺失、抑癌基因(如 TP53)和原癌基因(如 KRAS 和 BRAF)的突变、非编码基因组 DNA 重复序列(如 ALU
和 LINE1)的完整性等，理论上均可作为肿瘤的生物标志物。ctDNA 的表观遗传突变包括癌症特异性组蛋

白修饰、核小体定位、单核苷酸突变、拷贝数畸变、DNA 甲基化等[5] [23]。 
目前，DNA 甲基化是研究最多的表观遗传修饰，即甲基通过 DNA 甲基转移酶添加到胞嘧啶的 C-5

位置上，主要发生在 CpG 二核苷酸中[24]。由于 ctDNA 的甲基化改变发生在肿瘤发生的早期，并且有可

能是可逆的，为早期癌症检测提供了极大的希望。此外，甲基化模式对每种细胞类型都是独特的，并且

在生理或病理条件下都是高度稳定的。因此，识别不同的甲基化模式可作为 HCC 检测和诊断的潜在鉴别

工具，ctDNA 异常启动子甲基化可作为肝癌患者的筛查工具，尤其是早期高危人群中的小肝癌。 
在 HCC 患者中主要可检测到 ctDNA 定量改变和肿瘤特异性遗传突变的定性改变，液体样本的收集

比组织样本更为简便，可在肿瘤进展的过程中反复取样分析。然而，ctDNA 的临床应用仍具有很大的挑
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战性。首先，目前使用 ctDNA 进行肿瘤早期诊断尚不可行。肿瘤早期阶段无法释放足够的 ctDNA 至外

周体液中，基于现有的检测技术，很难在外周血中被检测到[25]，且健康个体 ctDNA 也存在突变，很难

与癌症相关的突变区分开来[26]。其次，由于缺乏 ctDNA 分离和检测的标准化，ctDNA 在临床中的应用

十分有限[26]。所有检测程序都可能会影响 ctDNA 最终测量的结果，比如基质选择、样品收集和处理程

序、样品储存条件、ctDNA 分离方法等[27]。第三，外周血循环 DNA 的数量受个体生物因素和生活方式

影响。ctDNA 可能只来源于某一部分肿瘤细胞的 DNA，因为与其他增殖和转移活跃的肿瘤细胞相比，这

类肿瘤细胞更容易死亡并且将其内容物释放到外周体液中[26]。另外，有研究表明，急性运动也会引起的

ctDNA 数量改变，在采集样本之前剧烈运动会导致血循环游离 DNA 检测结果不准确[28]。最后，在 ctDNA
应用于临床之前，需更加深入地理解 ctDNA 的生物特性及解决临床试验中标准化和检测技术相关的一些

问题，如规范采样量、进一步提高分析灵敏度、检测多种突变等[29]。 

3. ctDNA 检测方法 

液体活检需要两个 10 ml 的血液样本，需要其中含有 5 ng 的 DNA 进行 ctDNA 分析[23] [30] [31]。根

据检测 ctDNA 的目的，检测方法有所不同。大致可以分为靶向检测，即利用聚合酶链式反应技术(PCR)
检测一些已知的突变，如实时荧光定量 PCR (real-time PCR)、微滴式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)、
数字 PCR-流式技术(beads, emulsion, amplification and magnetics, BEAMing)、突变扩增系统 PCR (amplifi-
cation-refractory mutation system, ARMS-PCR)，或者对数百万个 DNA 片段进行分类的非靶向检测，如

Sanger 测序和二代测序(next-generation sequencing, NGS) [32]。 

3.1. 靶向检测技术 

1) 实时荧光定量 PCR (real-time PCR)利用已知的点突变，可检测 ctDNA 中的特定的单核苷酸变异。

该方法简易且成本不高，但其是灵敏度低，不适用于检测大量靶向位点的突变[33]。 
2) 微滴式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)基于水/油乳液滴技术进行 PCR，可在 PCR 扩增前对

样本进行微滴化处理，即将含有核酸分子的反应体系分成成千上万个纳升级的微滴，其中每个微滴或不

含待检核酸靶分子，或者含有一个至数个待检核酸靶分子，其灵敏度非常高，且只需要很少的模板量，

尤其适用于痕量、不易得到的待检样本，适合一些稀有样本中核酸的精确检测，可用于肿瘤的早期筛查、

肿瘤继发性耐药检测及肿瘤负荷实时监控等[34]。 
3) BEAMing 是一种高灵敏度的数字 PCR 技术，结合了数字 PCR 以及流式技术，基于小珠(Bead)、

乳浊液(Emulsion)、扩增(Amplification)、磁性(Magnetic)这四个主要组分来构建的，所以被称作为 BEAMing 
[35]。每一类 DNA 分子都会专一的与磁性珠相连接，然后 DNA 分子之间的差异可以通过流式细胞仪检

测荧光标记来做出评估，这种方法可用来区分和定量罕见的体细胞 DNA 突变。 

3.2. 非靶向检测技术 

二代测序(next-generation sequencing, NGS)也被称为高通量测序技术，基于高通量并行测序原理，通

过将样品 DNA 或 RNA 转化为文库，并在测序平台上进行大规模并行的测序反应，从而实现对基因组、

转录组、表观基因组等的全面分析[23]。NGS 技术通量高，选择性和特异性可达 96%，然而技术流程较

为复杂，检测费用昂贵，而且获得序列信息需要大约 2~3 周的时间[36]。 
目前，检测 ctDNA 甲基化最常用的方法是甲基化特异性 PCR(Methylation-Specific PCR, MS-PCR)。

该方法是基于亚硫酸氢盐处理 DNA，对非甲基化胞嘧啶进行化学修饰，并将其转化为尿嘧啶，ctDNA 的

甲基化谱可以通过 PCR 或 NGS 等进一步研究[37] [38]。 
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4. ctDNA 在肝细胞癌中的临床应用 

4.1. 早期诊断 

早期 HCC 患者由于各方面因素通常无法进行组织活检，因此 ctDNA 检测在诊断早期 HCC 患者中显

得尤其重要。DNA 甲基化途径可通过改变染色质结构、DNA 构象、DNA 稳定性以及 DNA 与蛋白质相互

作用从而控制基因的表达[30]。有研究已证实 ctDNA 作为 HCC 早期诊断生物标志物的可行性，甚至有研

究表明，在 HCC 的诊断中，外周血 ctDNA 在早期诊断方面的有效性已超过常规诊断方法。有研究人员在

81 例肝细胞癌患者行肝切除术前后取外周血标本进行研究，结果提示，术前 ctDNA 检出率为 70.4% (57/81)，
AFP 检出率仅为 56.8%，分析显示 ctDNA 的诊断能力优于 AFP，并且术前 ctDNA 阳性与肿瘤大小、多发

肿瘤病灶和微血管侵袭、晚期 BCLC(巴塞罗那临床肝癌)、无病生存期(DFS)和总生存期(OS)相关[39]。 
现已有研究报道了 p15 [40]、p16 [41] [42]、APC [43]、SPINT2 [44]、SFRP1 [43]、p16INK4a [45]、

TFPI2 [46]、GSTP1 [47]和 Ras 关联结构域家族蛋白 1A (RASSF1A) [48]等特定基因的 DNA 甲基化改变与

进展性 HCC 相关。例如，有研究在 92%的 HCC 受试者血浆中发现 p15/p16 甲基化，在 48% HCC 受试者

中发现 p15 和 p16 同时甲基化[40]。在 90%的 HCC 患者中可发现 RASSF1A 甲基化，进一步利用血清甲

基化水平可以从对照组中识别出 HCC 患者，总体预测准确率为 77.5% [49]。有研究使用由 10 个甲基化

基因组成的组合标记面板，结果表明训练队列的敏感性和特异性分别为 85.7%和 94.3%，验证队列的敏感

性和特异性分别为 83.3%和 90.5% [50]。在另一个使用由 32 个基因组成的基因组研究中，结果显示与 AFP
相比，其在鉴别早期或微小肿瘤(≤2 cm)与非 HCC 疾病方敏感性更高[51]。 

4.2. 指导个性化治疗 

ctDNA 可用于检测 HCC 患者对靶向药物敏感的基因位点及阐明其可能的耐药机制。有研究对 35 例

HCC 患者进行了 ctDNA 检测，结果表明 ctDNA 可以替代传统活检作为一种分析 HCC 患者基因组的检

测，其主要优势在于其能够携带 HCC 原发和转移病灶的全部生物信息[52]。肿瘤基因突变的特征可能会

随着时间的推移而改变，而 ctDNA 可在治疗过程中反复取样进行分析，有研究指出通过 ctDNA 分析可

在大约 90%的 HCC 患者中检测到至少有一种潜在药物敏感基因改变[30]。 
ctDNA 能够监测不同突变体的纵向变化和对治疗的反应[53]。对于晚期 HCC 患者，推荐使用检查点抑

制剂进行免疫治疗，索拉非尼是第一个被批准用于晚期 HCC 患者一线全身治疗的药物，也是第一个在 III 期
随机对照试验中被证明可以延长晚期 HCC 患者生存期的全身治疗药物[54]。在一项以 HNF1A 基因突变为中

心的研究中，50%的患者 HNF1A 基因在开始使用索拉非尼之前就已经表现出变异，但是治疗到 8 周时，只

有 1 例患者仍呈阳性，表明索拉非尼治疗效果良好，然而，在使用索拉非尼后的第一次随访中，该变异显示

出 82%的突变等位基因频率，这一发现表明癌细胞的克隆扩增不再对索拉非尼治疗有反应，研究揭示了

ctDNA 也可作为索拉非尼耐药的生物标志物。另外，在一项纳入了 85 例接受阿替利珠单抗联合贝伐珠单抗

治疗的不可切除 HCC 患者的研究中，ctDNA 分析检测到了 25 种 HCC 相关癌症基因的突变，其结果可证明

ctDNA 分析是预测抗 PD-L1 和抗 VEGF 联合免疫治疗的不可切除 HCC 患者预后良好的生物标志物[55]。 

4.3. 预后监测 

目前，HCC 早期复发主要通过血清 AFP 水平和肝脏超声检测，其敏感性较为有限[56] [57]，而 ctDNA
可提高 HCC 早期复发的检测率。在一项长期随访 HCC 患者的研究中，在多个随访时间点连续收集外周血

样本，在术后疑似复发并通过 CT/MRI 影像学已确认肿瘤存在的患者中，大多数样本(97.4%, 75/77) ctDNA
检测为阳性，而未复发患者的样本(100%, 42/42)均为阴性，此外，研究结果证明在少数病例中，在 MRI 检
查发现肿瘤复发之前，血浆样本中即可检测到 ctDNA 呈阳性，以提前 4.6 个月检测到肿瘤复发[52]。 
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端粒酶逆转录酶(Telomerase reverse transcriptase, TERT)突变是 HCC 中非常常见的遗传改变，有研究

在 44%的 HCC 患者血浆中可检测到 TERT 突变，并与其死亡率增加有关[58]。而在另一项相关研究中，

在 47.7% HCC 患者的血浆 cfDNA 中液检测到发生 TERT 突变与预后不良相关，此外，其结果还证明了

胰岛素样生长因子结合蛋白 7 (IGFBP7)的甲基化在 HCC 的发展中也很重要，在其纳入的 155 例肝切除术

后 HCC 患者中，IGFBP7 启动子甲基化与总生存率和早期肿瘤复发相关，提示其有望可作为 HCC 患者

肝切除术后预后标志物[59]。 
手术切除是早期 HCC 患者的主要治疗方法，然而，HCC 患者在接受手术干预后 5 年复发率为 60%，

ctDNA 的特异性突变可作为 HCC 患者术后复发的生物标志物[39] [52]。在相关研究中，63.4%的 HCC 患

者中术前可检测到 ctDNA，而在根治性肝脏切除术后，只有 46%的患者可检测到 ctDNA。连续 ctDNA 监

测可以很好地反映肿瘤载量的实时变化，术前 ctDNA 检测与肿瘤大小、分化程度、微血管侵袭和早期复

发有关，表明了 ctDNA 在监测肿瘤进展中的作用[16]。 

5. 讨论及展望 

目前，经 FDA 批准的用于非小细胞肺癌、结直肠癌和乳腺癌 ctDNA 检测包括以下五种：Foundation 
One Liquid CDx，Guardant360 CDx，cobas EGFR 突变检测 v2，Therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 和 Epi 
ProColon [9]。ctDNA 检测正在从科学研究过渡到临床应用[60] [61]。 

应用可靠的无创生物标志物从而实现 HCC 患者的管理个性化至关重要。治疗 HCC 患者的关键在于

早期发现疾病，并选择最佳的治疗方法及进行准确的监测。与其他恶性肿瘤相比，有关液体活检在 HCC
中的应用的数据非常有限，但来自 HCC 和其他恶性肿瘤的一些研究结果表明 ctDNA 在 HCC 的临床诊疗

应用非常有前景。 
尽管 ctDNA 检测理论上能克服当前 HCC 诊断、预后和监测中遇到的许多障碍，但其普遍的临床应用

尚未得到证实，在肝细胞癌的临床应用方面仍处于初期探索阶段。目前大多数相关研究都是小型、回顾性、

单中心病例对照研究，患者人口统计学差异很大，大多数研究使用 ctDNA 检测方法不同，导致灵敏度和特

异性也各不相同。在广泛应用于临床之前，还需进一步使用统一的检测平台进行多中心、更大样本量的前

瞻性研究，获得样本的程序以及 ctDNA 的分离、富集或检测应该标准化，为临床应用提供更有效的验证。

检测标志物应具有特异性以区分早期 HCC 与肝硬化或慢性肝炎等其他肝脏疾病。即使在肿瘤负荷较低的

早期阶段，也应该采用高灵敏度的检测方法来识别 HCC。ctDNA 虽然在诊断方面具有很高的特异性，但多

标记分析可能会对癌症特异性提供更全面的认识。此外，目前可用的 ctDNA 检测方法既耗时又昂贵，而且

大多数方法灵敏度不足，不能覆盖整个基因组位点。ctDNA 检测需开发更先进的技术，并将液体活检技术

整合到目前使用的临床检测方法中，才可为 HCC 患者提供更准确的诊断、预后和监测信息。 
与传统组织活检不同，液体活检以简单和非侵入性的方式可在肿瘤的不同进展过程中反复获得样本，

可用于肿瘤早期诊断和监测、治疗前后疗效评估、检测肿瘤进展复发以及确定对靶向治疗的耐药机制等

方面。尽管，ctDNA 有望可成为 HCC 患者常规生物标志物和组织活检的补充或替代的新型生物标志物，

在其广泛地应用于临床之前，仍具有很大的挑战性。 
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