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摘  要 

乳腺癌位居全球女性恶性肿瘤发病与死亡首位，传统筛查手段存在有创操作、致密乳腺漏诊、假阳性率

偏高等缺陷。循环肿瘤DNA (ctDNA)甲基化检测是液体活检领域的早筛热点技术。本文系统检索2013年
1月~2026年4月PubMed、Embase、中国知网、万方数据库收录的相关文献，纳入17项高质量病例对照

研究、队列研究及专家共识，从技术原理、标志物诊断效能、临床应用短板与未来发展方向开展定性系

统分析，并对比ctDNA甲基化检测与乳腺钼靶、超声、MRI及穿刺活检等传统筛查手段的优劣。纳入研究

包含单基因甲基化标志物、多基因检测Panel、前瞻性队列研究三类。结果显示，ctDNA甲基化检测具备

无创采样、特异性高、可溯源肿瘤原发灶等优势，多基因检测Panel诊断乳腺癌的受试者工作特征曲线下

面积(AUC)为0.80~0.89，特异性均超过90%；但该技术对I期乳腺癌的检测灵敏度仅为40%~60%。目前

该技术临床转化仍面临多项瓶颈：大样本前瞻性研究证据不足、全流程检测标准缺失、人群筛查阳性预

测值偏低。综上，ctDNA甲基化检测暂无法替代常规筛查方案，更适用于乳腺癌高危人群的分层筛查。

未来需建立全流程标准化体系，开展多中心前瞻性队列研究，推进多组学联合检测技术研发，助力该技

术落地临床。 
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Abstract 
Breast cancer ranks among the leading causes of morbidity and mortality in women worldwide. 
Conventional breast cancer screening methods are limited by invasiveness, missed diagnoses in 
dense breasts, and high false-positive rates. Circulating tumor DNA (ctDNA) methylation detection 
is a cutting-edge liquid biopsy technology for early cancer screening. Relevant literature published 
from January 2013 to April 2026 was retrieved from PubMed, Embase, CNKI and Wanfang databases. 
A total of 17 high-quality case-control studies, cohort studies and expert consensuses were included. 
A qualitative systematic analysis was conducted from four dimensions: technical principles, diag-
nostic performance of biomarkers, clinical challenges and future development directions. Meanwhile, 
we made a head-to-head comparison between ctDNA methylation detection and traditional screen-
ing methods including mammography, ultrasound, MRI and needle biopsy. The included studies 
were divided into three categories: single-gene methylation biomarkers, multi-gene detection pan-
els and prospective cohort studies. The results indicated that ctDNA methylation detection has the 
advantages of non-invasive sampling, high specificity and tumor origin tracing. The area under the 
receiver operating characteristic curve (AUC) of multi-gene panels for breast cancer diagnosis ranged 
from 0.80 to 0.89, with the specificity higher than 90%. However, its sensitivity for stage I breast 
cancer was only 40% to 60%. Multiple translational bottlenecks remain, such as insufficient evidence 
from large-sample prospective studies, lack of unified detection standards and low positive predic-
tive value in population screening. In conclusion, ctDNA methylation detection cannot replace con-
ventional screening methods at present, and it is recommended for risk-stratified screening of high-
risk breast cancer populations. Further studies should focus on establishing a full-process stand-
ardization system, conducting multicenter prospective cohort studies and developing multi-omics 
combined detection technologies to promote the clinical application of this technique. 
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1. 引言 

2024 年《CA: A Cancer Journal for Clinicians》发布的 2022 年全球癌症统计数据显示，乳腺癌全球发

病率居所有恶性肿瘤第 2 位(11.6%)，死亡率居第 4 位(6.9%)，全球女性 0~74 岁终身发病风险达 5.05%。

[1]。国家癌症中心 2022 年数据表明，乳腺癌已成为我国女性新发恶性肿瘤首位，占女性新发癌症的

16.72% [2]。早期筛查与诊断是降低乳腺癌死亡率、改善患者预后的核心手段。 
液态活检作为体外诊断的重要分支，通过检测血液中肿瘤释放的生物标志物(如血清肿瘤标志物、循
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环肿瘤细胞(circulating tumor cells, CTCs)、循环肿瘤 DNA (circulating tumor Deoxyribonucleic Acid, ctDNA)
等)实现无创诊断，具有快速便捷且侵入性小的优点，为癌症的早筛早诊提供了极具潜力的技术途径[3]。
ctDNA 是肿瘤细胞凋亡或坏死释放到外周血中的游离 DNA 片段，携带与原发肿瘤一致的分子遗传特征，

基于对肿瘤相关驱动基因变异的检测，利用 ctDNA 进行肿瘤筛查可能具有较好的特异性[4]。DNA 甲基

化是 DNA 化学修饰的一种形式，是真核细胞生物最普遍的修饰方式，也是最早发现的表观遗传学途径之

一。其中 ctDNA 甲基化因具有早期出现、肿瘤特异性高、可组织溯源等特点，被认为是最具潜力的癌症

早筛技术之一。 
本文通过系统梳理 ctDNA 甲基化检测的技术体系、在乳腺癌早期检测中的应用现状和局限性等，批

判性地评估现有证据的强度，讨论该技术从实验室研究走向大规模人群筛查所面临的关键挑战与未来发

展方向。 

2. 研究现状 

ctDNA 甲基化检测的技术基础 

DNA 甲基化是指在 DNA 甲基转移酶(DNA methyltransferase, DNMT)催化下，将甲基基团共价结合

到特定核苷酸残基的表观遗传修饰过程[5] (见图 1)，脊椎动物中主要发生于 CpG 二核苷酸的胞嘧啶 5 号

碳原子上。与可遗传的序列信息不同，甲基化模式是在一个程序化的过程中建立的，而且贯穿了整个发

育过程，建立起稳定的基因表达谱[6] [7]。 
 

 
Figure 1. Schematic of DNA methylation 
图 1. DNA 甲基化示意图 

 
CpG 基序中胞嘧啶残基发生甲基化可导致基因沉默。DNA 甲基转移酶(DNMT)催化甲基基团从 S-腺

苷甲硫氨酸(SAM)转移至胞嘧啶，生成 5'-甲基胞嘧啶与 S-腺苷同型半胱氨酸(SAH)。 
这种 DNA 甲基化范式在医学中扮演了关键的角色，使其位点有了在癌症中发挥作用的可能[8]。与

基因突变相比，DNA 甲基化具有三个核心优势：一、肿瘤特异性高，正常组织中几乎不出现；二、早期

出现，在癌前病变阶段即可检测到；三、具有组织特异性，可实现肿瘤溯源[9]。目前有大量研究结果表

明 DNA 甲基化模式的异常与多种疾病，尤其是癌症的发生发展密切相关。如王韫格等人发现 SRY-box 
transcription factor 1 (SOX1)、Junctional Adhesion Molecule 3 (JAM3)、Zinc Finger Protein 671 (ZNF671)和
Distal-Less Homeobox 1 (DLX1)的 DNA 甲基化水平与宫颈病变严重程度密切相关[10]，Peng，DF、Kanai，
Y 等人证实 DNA 甲基转移酶 1 (DNA methyltransferase1, DNMT1)蛋白表达的增加参与了胰腺癌从癌前阶

段到导管癌恶性进展的发生过程[11]。 
目前临床应用最广泛的 ctDNA 甲基化检测技术为亚硫酸盐测序法，包括全基因组亚硫酸盐测序

(WGBS)和靶向甲基化 Panel 测序。WGBS 可绘制全基因组甲基化图谱，适用于标志物筛选；靶向 Panel
测序仅检测特定的甲基化位点，具有深度高、成本低、灵敏度高等优势，是临床转化的首选技术。数字

PCR 技术因具有绝对定量、灵敏度高的特点，也被广泛用于单基因甲基化位点的验证。 
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样本前处理对检测性能的影响：血液样本处理是影响 ctDNA 甲基化检测结果准确性的关键环节。研

究表明，血液采集后超过 6 小时未处理会导致白细胞裂解，释放大量正常 DNA，显著降低 ctDNA 的检

出率；血浆体积不足(<5 mL)会导致 ctDNA 总量不足，增加假阴性风险；反复冻融超过 3 次会导致 DNA
片段化，破坏甲基化位点信息。因此，标准化的样本采集、运输和保存流程是保证检测结果可靠性的前

提。 

3. ctDNA 甲基化在乳腺癌早期筛查研究现状 

3.1. 传统早筛手段 

无创性肿瘤生物标志物的发现和血液检测技术的发展具有必然性。现今临床上乳腺癌应用较多的检

测大都局限于对于乳腺组织细胞的直接检测，目前常用的乳腺癌筛查手段包括临床乳腺检查、乳腺 X 线

摄影、超声检查和磁共振成像等。这些传统的癌症早筛手段具有不可替代性，但同时也具有筛查导致的

不适、疼痛和可能的假阳性及过度诊断[12]。研究表明，将乳腺 X 线摄影应用于早期诊断所带来的辐射

及其致癌风险仍不明确[13]且对于致密乳腺存在漏诊风险。乳腺超声检查对于钙化检出不佳，且检查效果

过于依赖操作者的技术和经验。基于以上，患者虽可以根据自身情况在医生的指导下选择多样的筛查方

案[14]，但传统手段的缺陷和不足降低了大众进行全身肿瘤筛查的意愿，因此实际中进行全身肿瘤筛查的

人群比例较低，这为推动癌症的早期诊断和筛查工作带来了困难，目前临床急需精准便捷的癌症早筛技

术，而通过血液检测进行乳腺癌早期筛查则是其中极具潜力的发展方向。 

3.2. ctDNA 甲基化检测的优越性 

随着人们对无创性非介入性癌症检测手段的追求，液体活检技术应运而生，在目前液体活检针对的

生物标志物中，ctDNA 识别早期癌症的能力最强[15]。研究表明，ctDNA 含有与其起源的肿瘤 DNA 相同

的分子特征[16]。相比较于基因突变发生于特定的位点，ctDNA 甲基化发生于海量的抑癌基因启动子 CpG
岛上，有研究显示 CpG 岛在正常细胞内未甲基化，而在肿瘤细胞内呈现甲基化[17]，并且其位置较为稳

定，便于检测。ctDNA 是基于对肿瘤相关驱动基因变异的检测，因而利用 ctDNA 进行肿瘤筛查可能具有

较好的特异性。更有相关研究显示，检测血液中 ctDNA 的甲基化情况，相较于检测 ctDNA 基因拷贝数

变异，检测基因甲基化对乳腺癌的预测性更高[18]。 
DNA 甲基化在肿瘤发生中起着极其重要的作用。DNA 甲基化为 DNA 化学修饰的一种形式，能够在

不改变 DNA 序列的前提下，改变遗传表现。相关研究表明，肿瘤细胞的 DNA 异常甲基化与抑癌基因和

DNA 修复基因的沉默有关[19]。许多研究表明，基因启动子区域的甲基化改变在癌症的发生的早期阶段

就会出现，甚至早于基因突变出现之前，且被认为是促进癌症发生的重要原因之一[20]。更重要的是，有

研究表明，DNA 甲基化具有组织特异性[21]，可以反映肿瘤所在的位置。由此，寻找合适的甲基化生物

标记物、探索更有效的 ctDNA 测序技术用于乳腺癌的早期筛查成为国内外学者的研究热点。 

3.3. ctDNA 甲基化血液检测与传统筛查方式对比 

本研究从灵敏度、特异度、成本效益、患者接受度、核心优势、核心局限性六大核心维度，系统对比

了基于外周血的 ctDN 甲基化检测方法，与乳腺癌传统筛查诊断手段(包括乳腺钼靶、乳腺超声、乳腺增

强 MRI，以及诊断金标准组织活检)的临床性能、应用场景、固有优势与局限性(见表 1)。 
通过头对头对比，本研究明确了各类检测手段在乳腺癌全病程诊疗管理中的专属临床定位，同时重

点阐明了 ctDNA 甲基化检测作为无创、无辐射检测工具，在乳腺癌高风险人群影像学检查前风险分层、

纵向动态监测中的独特优势，也客观指出了其目前在早期病变检测中存在的局限性。 
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Table 1. Performance comparison of blood-based ctDNA methylation assays and conventional breast cancer screening and 
diagnostic modalities 
表 1. 血液 ctDNA 甲基化检测与传统乳腺癌筛查及诊断手段的性能对比 

 ctDNA 甲基化血液

检测 乳腺 X 线(钼靶) 乳腺超声 乳腺增强 MRI 组织活检 

敏感性 
对早期较低，对转移

敏感，但能早于影像

学数月提示风险 

钙化敏感，致密

乳腺低 
致密乳腺好， 

钙化低 极高 金标准 

特异性 较好 较好 中等 中等 金标准 

成本效益 高危人群筛查和持续

监测效果好 
40 岁以上常规

筛查效果好 

年轻人群或致密

型乳腺初筛效果

好 

高危人群筛查效

果好，但成本高 
仅确诊，不适合

筛查 

接受度 极高(无创、无辐射) 中等(有压迫、

低辐射) 
高(无辐射、 
无痛苦) 

低(耗时、造影

剂、幽闭恐惧) 
低(有创、并发

症风险) 

核心优势 无创、对残留微小病

灶监测强 钙化检出强 致密乳腺显影

好、无辐射 软组织分辨率高 确诊金标准 

主要缺点 
早期灵敏度有限、成

本高，微小钙化无法

直接检出 

有辐射、致密乳

腺漏诊 
钙化检出差、 
依赖操作者 

费用高、假阳性

率高 
有创、并发症风

险 

4. 代表性研究 

4.1. 已确定乳腺癌相关基因 

已确定与乳腺癌相关的基因以 Breast Cancer Susceptibility Gene 1 (BRCA1)，Human Epidermal Growth 
Factor Receptor 2 (HER-2)等为代表，为遗传筛查与靶向治疗提供靶点[22] [23]。 

BRCA1 的甲基化在乳腺癌的发生与治疗中起重要作用。Turner 等人发现在其样本中有 63%的间变性

乳腺癌存在 BRCA1 甲基化，其数据远高于对照组[24]。Iwamoto 等人也发现外周血细胞中的 BRCA1 启

动子甲基化与 BRCA1 启动子甲基化的乳腺癌风险显著相关[25]。这些研究中发现的 BRCA1 功能异常的

高发性，可为开发针对基底样乳腺癌的靶向治疗新方法提供应用。同样的 Her-2 的表达也与乳腺癌的恶

性程度和转移密切相关，因此在乳腺癌的发生和发展中可能发挥协调作用，可用于乳腺癌治疗或预防复

发疾病[26] [27]。 
目前，这些相关基因数据如 HER-2、BRCA1、BRCA2 等已被广泛应用于临床乳腺癌早期筛查及治疗

中[28] [29]。 

4.2. 单基因甲基化标志物 

2013 年 Chimonidou 等人通过对 79 例原发性乳腺肿瘤、114 例配对的 CTCs 和游离 DNA (cell-free 
Deoxyribonucleic Acid, cfDNA)样本，以及 60 名健康个体中的 SOX17 甲基化情况的病例对照。研究发现，

SRY-box transcription factor 17 (SOX17)启动子在原发乳腺肿瘤患者及早期乳腺癌患者的 ctDNA 中均呈高

度甲基化状态，提示其可作为乳腺癌的甲基化生物标志物 [30]，这一发现打破了早期认为 ctDNA 仅能用

于晚期肿瘤监测的认知，提示其在乳腺癌早期筛查中具有潜在价值，为后续研究提供了重要靶点参考。

然而，该研究存在多项显著局限性。首先，研究未按照美国癌症联合委员会乳腺癌肿瘤–淋巴结–转移

分期系统(the American Joint Committee on Cancer Tumor Node Metastasis Staging System, AJCC TNM，I~IV
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期)对入组患者进行进一步分层；此外，也未收集肿瘤大小、淋巴结转移状态等临床病理特征与甲基化的

关联数据。其次，该研究为单中心小样本研究，入组例数少，无外部独立队列验证，研究结果的外推性

有限。最后，研究未通过前瞻性随访完成验证，也无法评估其预后价值，进一步限制了该生物标志物的

临床转化潜力。 
2015 年，Mishima 等人进一步提出 Tripartite Motif Containing 9 (TRIM9)可能是乳腺癌的特异甲基化

标志物，且健康人群中特异性 100%，其特异性显著高于传统血清标志物[31]。TRIM9 启动子区域的高甲

基化可在乳腺癌组织中富集，证实其作为晚期乳腺癌无创检测标志物的潜在价值，为晚期乳腺癌的病情

监测提供了新的研究思路，为特异性标志物提供了经典范式。但本研究为单中心内部验证研究，无独立

外部队列验证、无前瞻性随访验证，也无与传统检测手段的对比验证。且其仅纳入转移性晚期乳腺癌患

者，未探索 TRIM9 甲基化在早期乳腺癌外周血 ctDNA 中的可检测性，无法评估其作为乳腺癌早期筛查

标志物的价值。 
单基因标志物的主要局限性是灵敏度低，难以满足早期筛查需求。不同研究间结果差异较大，主要

与样本处理方法、检测技术及入组人群异质性有关。 

4.3. 多基因甲基化 Panel 

为提高检测灵敏度，研究者们开发了包含多个甲基化位点的检测 Panel。 
2016 年，Shan，M；Yin，HZ 团队检测了从血清中提取的循环游离 DNA 中六个基因(SFN、P16、

hMLH1、HOXD13、PCDHGB7 和 RASSF1a)的启动子甲基化，使用高通量 DNA 甲基化检测方法检测了

749 例血清样本[32]。该六基因甲基化检测方法在乳腺癌诊断中的灵敏度分别为 79.6%和 82.4%，特异性

则分别为 72.4%和 78.1%。本研究队列样本量较大，是同期乳腺癌领域统计效能最充足的早期多基因甲基

化研究之一。研究队列覆盖了 AJCC TNM I-IV 全分期乳腺癌，且首次探究了多基因甲基化检测 Panel 对
早期乳腺癌的检测价值。其研究设计与真实世界临床筛查场景高度契合，不仅为乳腺癌无创早期筛查提

供了全新的研究方向，也进一步丰富了乳腺癌早期诊断的生物标志物体系。与健康和良性疾病对照组相

比，这六个基因甲基化检测面板在乳腺癌诊断中的敏感性和特异性均显示良好，证明了血清中的表观遗

传标记具有诊断乳腺癌的潜力。但同时他也缺少前瞻性随访，临床应用场景受限。 
2022 年曹艳妮，李前忠等人的研究也取得了新进展，基于对癌症基因组图谱–浸润性乳腺癌数据集

(the Cancer Genome Atlas-Breast Invasive Carcinoma Dataset, TCGA-BRCA)分析，证实了 18 个与预后相关

的关键基因(17 个抑癌基因和 1 个癌基因)存在导致乳腺癌的一些重要 DNA 甲基化区域[33]。但其筛选出

的甲基化区域未进行临床检测可行性分析，无法直接支撑后续液体活检标志物的开发，与临床转化存在

较大差距。 
2025 年高丽杰团队利用血浆游离 DNA 鉴定乳腺癌特异性甲基化标志物，开发了多重数组微滴 PCR

检测方法，从 TCGA 数据库筛选 21 个特异性 CpG 位点，其中 8 个基因(如 C1orf230、CCND2)在血浆

cfDNA 中区分乳腺癌与健康对照的 AUC 达 0.856，特异性 95.2%，I 期和 II 期灵敏度分别为 55.4%、

66.7%；将这些甲基化标记与钼靶和超声结合使用后，在区分乳腺癌与良性肿瘤时，AUC 达到了 0.898，
减少了 23%的不必要活检[34]，显著提高了诊断性能。该研究为乳腺癌的无创液体活检提供了新的特异性

标志物和实用的检测技术，甲基化标志物与影像学的联合检测方案也为临床乳腺癌筛查和诊断提供了更

优选择，直接对接临床需求，具有重要的临床转化价值。但同时其对应于早期乳腺癌的敏感度仍偏低，

若想将其应用于乳腺癌早期筛查领域仍需进一步探究，其结论仍需在前瞻性、多中心临床试验中得到巩

固。 
同年，Alexander，GE 等人的研究完成了基于 cfDNA 靶向甲基化的泛癌早筛技术(含组织来源预测)
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的系统分析验证，证实其具有 0.07%~0.17%超低检测限、99.3%高特异性、优异重复性及 88%组织溯源准

确率[35]。 
多基因 Panel 显著提高了检测灵敏度，但仍存在两个核心问题：首先是不同 Panel 的基因组成差异较

大，缺乏统一标准；其次对 I 期乳腺癌的灵敏度仍低于预期，难以满足早期筛查的核心需求。 

4.4. 三阴性乳腺癌(TNBC)特异性甲基化标志物 

TNBC 是乳腺癌中恶性程度最高、预后最差的亚型，缺乏有效的筛查和治疗靶点。 
Glodzik 等人首次证实 BRCA1 高甲基化是 TNBC (尤其年轻患者)的关键致病因素，且可作为“无

BRCA1 突变但同源重组缺陷阳性”患者的筛查靶点，指导聚腺苷二磷酸核糖聚合酶(Poly (ADP-ribose) 
Polymerase, PARP)抑制剂等靶向治疗选择[36]。 

Yamashita 等人同样注意到 BRCA1 启动子甲基化仅在三阴性乳腺癌(triple-negative breast cancer, 
TNBC)病例中发现，BRCA1 启动子甲基化与 BRCA1 表达降低、侵袭性表型和不良预后显著相关，得出

了 BRCA1 启动子甲基化是导致 BRCA1 功能丧失的重要机制的结论[37]。 
2023 年 Mehdi Manoochehri 团队通过评估来自 TNBC 组织和正常乳腺组织、TNBC 外周血和对照的

外周血以及分选的血液和乳腺细胞的参考样品的全基因组 DNA 甲基化数据，证明了基于 cfDNA 的甲基

化标记作为诊断 TNBC 的非侵入性液体活检标记物的可行性[38]。这是 TNBC 液体活检领域首个系统筛

选并验证 cfDNA 甲基化特异性标志物的关键研究，证实了基于血浆 cfDNA 甲基化特征可实现早期 TNBC
的无创诊断。但由于没有与传统检测手段对比，没有前瞻性随访验证等，使其在临床应用中同样具有一

定的局限性。这些乳腺癌检测的甲基化标志物的发现，有望助力于乳腺癌的早期筛查和诊断工作。 
TNBC 特异性甲基化标志物的开发，为解决 TNBC 早筛难题提供了新方向，但目前研究仍处于单中

心小样本阶段，需多中心大样本验证。 

4.5. 国内外临床转化进展 

各项相关研究也在不断推动基于甲基化标志物的乳腺癌早期筛查产品的研发与上市，其中 GRAIL 公

司的 Galleri 检测进展最为成熟，核心用于无症状人群早期泛癌筛查，2026 年初已递交上市申请。该检测

整合了 ctDNA 甲基化和片段组学特征，其核心临床证据来自两项关键研究：PATHFINDER 1 纳入 6621
名 50 岁以上无症状高危人群，证实 Galleri 可一次性检测 50 余种癌症，对乳腺癌的灵敏度为 51.5%、特

异性达 99.5%，初步验证了其临床可行性[39]。随后开展的 PATHFINDER 2 为注册性、多中心、前瞻性

干预研究，纳入 35,878 名受试者，是目前全球规模最大的多癌早筛临床研究。2025 年 ESMO 年会公布

的结果显示：Galleri 总体灵敏度为 40.4%，对 12 种高致死癌种灵敏度达 73.7%，特异性高达 99.6%，假

阳性率仅 0.4%；其检出的癌症中 53.5%为 I~II 期早期病变，且 74%为当前缺乏标准筛查手段的癌种；当

与乳腺钼靶、肠镜等常规筛查联合使用时，可使癌症检出率提升 7 倍以上，显著弥补了传统单癌种筛查

的不足[40]。上述研究表明，基于甲基化的多癌早筛技术在无症状人群中具备良好的早期检出能力与安全

性，尤其对乳腺癌等常见癌种可形成有效补充，为泛癌早期筛查提供了新的循证医学证据。 
Downs，BM 等人通过开发 10 基因甲基化 Panel 及自动化检测系统，为乳腺癌早期筛查，尤其是资

源匮乏地区的筛查提供了创新解决方案[41]，2023 年王传新等人发明出乳腺癌早期筛查的多重基因甲基

化检测荧光定量 PCR 试剂盒，提供了可直接临床落地的 4-CpG 位点检测工具，解决了早期乳腺癌血液筛

查“特异性低、操作复杂”的痛点[42]。当前研究已从单基因验证迈入多标志物整合、亚型精准靶向、技

术多组学融合的新阶段，部分 Panel 在早期乳腺癌中的 AUC 已突破 0.8，展现出良好的临床转化潜力，

但其在真实世界筛查中的有效性、可及性和成本效益仍有待全面评估。 
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5. ctDNA 甲基化用于乳腺癌早期筛查的核心局限性 

虽然从技术层面讲，以 ctDNA 甲基化标志物为核心进行乳腺癌早期筛查工作完全可行，但我们依旧

不能忽视诊断试验与实际筛查工作之间的巨大鸿沟。 

5.1. 生物学挑战 

5.1.1. 早期病变灵敏度不足 
肿瘤异质性也是 ctDNA 甲基化临床应用核心生物学挑战之一[43]，乳腺癌存在显著瘤内、瘤间、原

发灶–转移灶甲基化异质性：同一患者不同肿瘤细胞、不同乳腺癌分子亚型(Luminal 型、三阴性 TNBC、
HER2 阳性型)甲基化图谱差异明显；不同患者间甲基化特征不统一，单一甲基化位点或固定 Panel 难以

覆盖全部乳腺癌亚型。同时良性乳腺增生、乳腺腺瘤等良性病变可出现类癌样异常甲基化模式，进一步

干扰信号判读，放大检测偏差。 

5.1.2. 人群异质性与外推性问题 
不同种族人群的 DNA 甲基化谱存在显著差异。例如，中国女性乳腺癌患者中 Luminal B 型和 TNBC

的比例高于欧美人群，其甲基化标志物谱也可能存在差异。因此，基于中国人群开发的甲基化 Panel 是否

适用于欧美人群，以及欧美人群的研究结果能否直接推广至中国人群，仍需进一步验证。 

5.2. 技术挑战 

5.2.1. 全流程检测标准化缺失 
ctDNA 甲基化检测全流程缺乏统一标准，包括样本采集、运输、保存、DNA 提取、亚硫酸盐转化、

测序技术、数据处理及结果判读等环节。不同实验室采用的检测方法和试剂差异较大，导致研究结果可

比性差，难以实现多中心交叉验证。2026 年发布的《血液游离 DNA 甲基化肿瘤标志物实验室检测与临

床应用专家共识(2025 版)》为标准化提供了初步指导，但仍需进一步细化和完善[44]。 

5.2.2. 肿瘤溯源困难 
在这类检测的实际应用中，最常见的问题是：检测结果仅能提示受检者存在肿瘤，却无法明确肿瘤

的原发组织起源[45]。而肿瘤原发灶的精准定位，正是这项早期筛查技术在研发推进与临床成熟化进程中，

面临的一大核心技术瓶颈。 

5.2.3. 微量 ctDNA 富集与信号分辨技术短板 
血液中微量肿瘤甲基化片段易被正常白细胞 DNA 干扰，现有 WGBS、靶向 Panel 测序、数字 PCR

均存在信号分辨上限；亚硫酸盐转化过程会造成 DNA 片段降解，丢失部分甲基化位点信息，进一步削弱

早期病灶检出能力。 

5.3. 临床应用挑战 

5.3.1. 证据等级不足 
通过系统性地回顾相关研究文献，我们认识到这些研究几乎全部采用的病例对照研究方法。而在这

种研究方法中，由于纳入研究的患者均已出现临床症状，且多数为晚期癌症患者，筛查检测的敏感性、

特异性以及阳性预测值往往会被高估。同时对照组的人群构成与实际筛查人群相比，追求数据纯度，常

选用年轻、无任何乳腺良性疾病史、无吸烟饮酒等混杂因素的志愿者作为对照，呈现出多样性不足的情

况，也导致了实验数据过于理想化。某些良性疾病患者血浆 ctDNA 甲基化谱与健康对照存在显著差异，

部分良性病变可呈现类似于“癌样”甲基化模式[46] [47]。这意味着，病例对照研究中被排除的良性病变
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人群，恰恰是真实筛查场景中假阳性的主要来源。前瞻性、基于大规模筛查队列的研究对于验证其临床

效用至关重要，而此类证据目前仍非常有限。 
同时这类回顾性研究、仅以诊断准确性为终点的研究，完全无法排除领先时间偏倚，无法证实 ctDNA

甲基化早筛能为患者带来真实的生存获益。且现有 ctDNA 甲基化检测乳腺癌早筛的相关研究，在入组人

群、检测技术、研究设计、结局指标上存在显著的临床与方法学异质性，研究间结果可比性差，无法通

过 Meta 分析合并得到高等级的循证医学证据。由此可知，现有证据等级远不足以支持其进入临床常规筛

查。 

5.3.2. 阳性预测值、阴性预测值和敏感性结果不理想 
筛查面向的是大量无症状、低患病率人群，在此场景下，检测方法的灵敏度与阴性预测值(Negative 

Predictive Value, NPV)是其核心性能评价指标，同时也要求检测的阳性预测值(Positive Predictive Value, 
PPV)达到合理水平。 

较高的阴性预测值能够可靠排除阴性受检者的乳腺癌患病风险，减少后续随访复查带来的医疗资源

消耗；而优异的特异度可有效压低假阳性率，防止健康人群遭受过度诊断与不必要的侵入性治疗。阳性

预测值是人群筛查难以突破的关键短板：普通群体乳腺癌发病基数低，即便检测灵敏度、特异度均突破

90%，PPV 仍会大幅下降。现有大量研究证实，以 ctDNA 甲基化标志物为核心的乳腺癌早筛体系，针对

各类肿瘤的 PPV 普遍不足 10%。偏低的阳性预测值与较高的早期漏检率，共同制约了该技术独立用于大

规模规范化筛查的可行性。 
依据 GRAIL 公司公布的研究数据显示，基于 ctDNA 甲基化分析而进行的多癌早筛检测所体现出的

早期癌症的检测敏感性表现堪忧：I 期癌症仅为 16.8%，II 期癌症为 40.4%，且这些数据均来源于病例对

照研究，其真实世界的检测性能大概率存在高估[48]。在 Pathfinder 研究中，仅 1.4%的受试者多癌早期检

测(multi-cancer detection, MCD)测试呈阳性，真阳性病例仅 35 例，假阳性病例却达 57 例。另有 121 例确

诊癌症的受试者为 MCD 测试假阴性，提示该检测方法的假阴性(漏检)率已达到不可忽视的水平。对于乳

腺癌这种有成熟的临床标准筛查方案的癌种，MCD 测试对 I 期癌症的敏感性远低于最优临床标准筛查手

段[49]，同时较高的假阳性率会导致过度诊疗，不仅造成有限医疗资源的大量浪费，还会触发一系列不必

要的诊断检查，给患者带来沉重的身体、心理与经济负担。 

5.4. 经济与伦理挑战 

目前 ctDNA 甲基化检测的成本较高(约 3000~5000 元/次)，远高于传统筛查手段，难以纳入医保和大

规模推广。此外，早筛阳性结果可能给受检者带来长期的心理焦虑，检测数据的隐私保护也是需要关注

的伦理问题。 

6. 总结与展望 

综上所述，ctDNA 甲基化检测在乳腺癌早期筛查中具有巨大的应用潜力，其无创、高特异性、可动

态监测的特点，弥补了传统筛查手段的不足。但目前该技术仍处于临床转化早期阶段，面临证据等级不

足、早期灵敏度低、标准化缺失等多重挑战。 

6.1. 现有技术临床定位 

现阶段 ctDNA 甲基化检测尚不适合作为普通人群的常规筛查手段，其最佳临床定位是乳腺癌高危人

群的初筛工具。对于 BRCA 突变携带者、有乳腺癌家族史、既往有乳腺不典型增生等高危人群，可先进

行 ctDNA 甲基化检测，阳性者再行影像学检查，以提高筛查效率，减少不必要的影像学检查和有创活检。
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利用其无创性提升该群体的筛查依从性，并凭借高特异性降低频繁影像学检查带来的假阳性率[50]。对于

普通人群，对于普通人群，应继续采用乳腺 X 线联合超声的传统筛查方案。同时尝试构建 ctDNA 甲基化

检测与传统影像学筛查的联合体系，实现表观遗传分子检测与形态学诊断的优势互补。 

6.2. 多组学联合检测协同发展 

单一 ctDNA 甲基化标志物仅依靠表观遗传修饰特征识别肿瘤，信号维度单一，对早期低负荷病灶检

出能力有限，多组学整合是突破早期灵敏度瓶颈的核心方向，其中 ctDNA 甲基化联合 cfDNA 片段组学

是现阶段转化价值最高的组合方案。 
cfDNA 片段组学包含片段长度分布、末端基序特征、核小体定位图谱三类核心指标：肿瘤来源 ctDNA

片段普遍短于正常白细胞游离 DNA，乳腺癌特异性 ctDNA 集中分布在 90~150 bp 区间；同时肿瘤细胞凋

亡释放的 DNA 末端碱基基序存在特征性偏移，可与甲基化位点形成双重肿瘤特异性信号。对于Ⅰ期乳腺

癌，单独甲基化检测灵敏度仅 40%~60%，叠加片段长度、末端基序特征后，可过滤大量正常白细胞背景

干扰，将整体检出灵敏度显著提升，同时维持高特异性，降低假阴性。 

6.3. 人工智能与机器学习赋能 ctDNA 甲基化全流程研发与临床决策 

人工智能(Artificial Intelligence, AI)、机器学习算法将贯穿标志物筛选、检测模型构建、临床风险分层

全链条，解决现有研究异质性大、判读标准模糊、筛查效能不足等痛点，是技术落地的关键支撑手段。 

6.3.1. AI 加速特异性甲基化标志物挖掘 
传统甲基化位点筛选依赖人工批量比对 TCGA、临床血浆数据集，效率低且易遗漏低丰度早期肿瘤

特异性位点。现可基于深度学习的卷积神经网络、自动编码器可批量解析全基因组亚硫酸盐测序海量甲

基化数据，自动识别癌前病变、Ⅰ期乳腺癌独有的低丰度异常 CpG 位点；同时自动剔除乳腺良性病变、衰

老带来的非肿瘤性甲基化干扰信号，快速筛选高特异性、高灵敏度多基因 Panel，大幅缩短标志物研发周

期。针对中国女性人群，机器学习可分层构建适配 Luminal、TNBC、HER2 阳性亚型的专属甲基化位点

组合，解决人群异质性带来的效能衰减问题。 

6.3.2. 机器学习优化多组学联合诊断模型 
整合甲基化、片段长度、末端基序、临床基线信息(年龄、乳腺病史、家族史)等数十维特征，动态平

衡灵敏度与特异度。相较于人工固定阈值判读，AI 模型可根据人群乳腺癌患病率动态调整临界值：普通

筛查人群提高特异度以降低假阳性，高危人群上调灵敏度减少漏诊；多组学 AI 模型可显著提升乳腺癌诊

断 AUC，减少不必要的乳腺穿刺活检。 

6.3.3. AI 辅助标准化质控与临床决策随访 
搭建全流程 AI 质控系统，自动识别样本溶血、存放超时、DNA 降解等不合格样本，统一不同测序

平台数据校正算法，消除实验室间检测偏差，建立跨中心通用标准化判读体系。临床端构建智能决策辅

助系统：输入患者 ctDNA 多组学检测结果、影像学报告、病理病史，AI 自动输出肿瘤患病风险分层、病

灶定位提示、复查周期、活检指征建议；针对甲基化阳性但无影像学病灶的人群，AI 可动态评估年度癌

变风险，制定个体化随访方案，缓解患者焦虑、优化医疗资源分配。 

6.4. 临床转化落地配套体系建设方向 

ctDNA 甲基化检测在乳腺癌早筛领域的发展，需跳出单纯提升技术指标的误区，构建适配乳腺癌防

控实际需求的技术体系与临床应用模式。建立全流程标准化体系，开展多中心前瞻性队列研究，开发多
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组学整合检测技术，明确临床应用路径。 
对于 ctDNA 甲基化早筛阳性的结果，首先应进行阳性结果复核与基线风险分层评估，避免因假阳性

启动不必要的诊疗，而后通过影像学定位与病因排查，实现病灶定位，明确阳性信号的病因，严格把控

有创检查的指征。若存在明确影像学可疑病灶则通过组织学确诊与病理评估，进行临床干预与随访管理。 
开发低成本国产化靶向甲基化检测试剂盒、微滴 PCR 自动化检测平台，降低单次检测成本，推动医

保纳入，提升基层医疗机构可及性。 
完善表观遗传检测数据隐私保护法规，配套筛查阳性人群心理疏导、规范化随访管理制度，平衡技

术收益与伦理风险。 
综上所述，ctDNA 甲基化检测是乳腺癌早期筛查领域的重要研究方向。随着技术的不断优化和证据

的不断积累，其有望成为传统筛查手段的有效补充，为乳腺癌防控做出重要贡献。 
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