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外周血循环肿瘤 ＤＮＡ基因突变检测在
非小细胞肺癌中的应用价值
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　　 【摘要】　目的　探讨高通量基因测序技术检测外周血循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）基因突变在非
小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ）中的应用价值。方法　用高通量测序技术同时检测３２例晚期ＮＳＣＬＣ患者的外
周血ｃｔＤＮＡ和组织石蜡切片ＤＮＡ（ｔＤＮＡ）的基因突变情况，并以ｔＤＮＡ为金标准，评价 ｃｔＤＮＡ诊断
ＮＳＣＬＣ基因突变的效能。结果　３２例ＮＳＣＬＣ患者中，ｃｔＤＮＡ检出基因突变９种４２例次，ｔＤＮＡ检出
基因突变１１种４０例次。以ｔＤＮＡ检出的基因突变结果为金标准，外周血ｃｔＤＮＡ诊断ＮＳＣＬＣ基因突变
的敏感度为７５％～１００％，特异度达９５％～１００％，与ｔＤＮＡ结果的总体符合率为９１％～１００％。结论　
高通量基因测序技术检测ＮＳＣＬＣ患者外周血ｃｔＤＮＡ，可代替肿瘤组织切片了解基因突变情况。
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　　全球肺癌的发病率和病死率高居各类恶性肿瘤
之首，严重威胁人类健康。肺癌患者中约 ８０％～
８５％为非小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ），约５０％的患者确
诊时已为晚期，预后差。准确获知肿瘤的生物学信

息，从而在基因分型指导下进行个体化治疗对于指

导临床用药至关重要。目前临床常规采用组织

ＤＮＡ（ｔＤＮＡ）检测基因分型，但此检测有创且对
标本获取有较高的要求。循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）

是特指肿瘤细胞体细胞 ＤＮＡ经脱落或者当细胞凋
亡后释放进入循环系统的小片段 ＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ来
自肿瘤细胞的体细胞突变，可以出现与原发肿瘤

ＤＮＡ相同的特征或基因改变［１］。外周血 ｃｔＤＮＡ可
以被定性、定量和追踪，将有可能为临床肿瘤的早

期诊断、预后判定及跟踪随访等提供一系列方便、

快捷、特异、无创或微创的分子生物学检测手

段［２５］。但外周血 ｃｔＤＮＡ是否可以替代 ｔＤＮＡ成为

０８３ 新医学２０１６年６月第４７卷第６期



常规基因检测手段应用于临床尚未可知。为此，笔

者通过高通量基因测序技术检测３２例晚期 ＮＳＣＬＣ
患者的外周血ｃｔＤＮＡ中的基因突变情况，并以组织
ｔＤＮＡ作金标准，评价其诊断效能，现报告如下。

对象与方法

一、研究对象

２０１４年１０月至２０１５年１２月我院收治的晚期
（ⅢＢ期以上）无法手术的 ＮＳＣＬＣ患者３２例，所
有患者均有原发组织的石蜡切片及血液样本。其中

男１８例、女１４例，年龄３７～７２岁、中位年龄５５
岁，腺癌２３例、鳞癌９例。血浆样本ＤＮＡ提取后
与组织切片送南京世和基因生物技术有限公司行基

因检测。

二、方　法
１标本采集、血浆分离
入院次日清晨采集患者肘静脉血５ｍｌ，立即在

室温下以２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分离血浆和血细
胞，小心收集上层血浆，避免触及白细胞或血小板

及红细胞下层。

２血浆样本ＤＮＡ提取
采用ＱｉａｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒，取血浆样本，

室温下３５００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上清，沉淀中加
入１ｍｌ试剂１裂解缓冲液；匀浆液３７℃水浴静置
６０ｍｉｎ后，加入１０μｌ试剂２，５０℃水浴消化３ｈ；
按步骤分次吸取水相，加入１ｍｌ试剂３～５，轻柔
颠倒混匀约５０次，室温５０００×ｇ离心１５ｍｉｎ；弃
上清，向沉淀中加入１ｍｌ７０％乙醇，重悬沉淀后，
室温５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；弃上清，吸干乙醇并
晾干，加入试剂６溶解ＤＮＡ，３７℃溶解１２～１４ｈ，
直至ＤＮＡ完全溶解；测量ＤＮＡ浓度后备用。
３ｃｔＤＮＡ分离
采用薄膜柱吸附试剂盒从血浆中分离 ｃｔＤＮＡ：

ＤＮＡ定量后按照试剂盒说明取 ２０ｎｇ以上进行
ＤＮＡ文库构建，具体步骤包括ｃｔＤＮＡ大片段分离、
ｃｔＤＮＡ小片段回收、ＤＮＡ末端修复和Ａ接头连接、
将ＤＮＡ两端加上Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序试剂盒的专用接头、
根据所需ＤＮＡ片段大小进行磁珠筛选、使用 ＰＣＲ
法扩增文库用于后续的探针杂交捕获和测序实验。

４生物素标记探针捕获基因
使用Ｇｅｎｅｓｅｅｑ杂交富集探针对已建好的 ＤＮＡ

文库进行目标基因靶标富集及扩增，包括：ＤＮＡ
捕获探针与文库杂交；捕获文库产物的清洗和回

收；捕获文库与链霉亲和素磁珠结合；磁珠捕获文

库清洗，去除非特异结合的文库。

５高通量测序
捕获后的文库按照Ｉｌｌｕｍｉｎａ试剂盒说明书的操

作步骤，在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００高通量测序平台上
样，ＤＮＡ在试剂盒Ｆｌｏｗｃｅｌｌ上形成ＤＮＡ簇，测序
平台通过单个碱基合成后暂停、荧光检测、合成恢

复的循环完成ＤＮＡ高通量测序。
６数据分析
将高通量测序结果与中国人种 ｈｇ１９基因组数

据对比，完成基因Ｍａｐｐｉｎｇ工作；同步分析多种基
因突变类型；分析生成肿瘤特有突变和种系突变。

７ｔＤＮＡ提取与检测
肿瘤组织采用 ＱｉａｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒提取后

应用超声破碎成３００～３５０ｂｐ，采用９６ｒｘｎｘＧｅｎ

ＥｘｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈＰａｎｅｌｖ１０试剂盒富集后建立高通
量测序文库，通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００高通量测序
平台进行６００倍深度测序，下机数据通过生物信息
学平台整理成样本突变信息。

三、统计学处理

以 ｔＤＮＡ结果为金标准，分析各病例外周血
ｃｔＤＮＡ对ＮＳＣＬＣ基因突变的诊断效能，计算外周
血ｃｔＤＮＡ诊断ＮＳＣＬＣ基因突变的敏感度、特异度
及总体符合率。

结　　果

一、总体结果

３２例ＮＳＣＬＣ患者中，ｃｔＤＮＡ检出基因突变９
种４２例次，ｔＤＮＡ检出基因突变１１种４０例次。

二、外周血ｃｔＤＮＡ基因对 ＮＳＣＬＣ基因突变的
诊断效能评价

以组织石蜡切片ｔＤＮＡ检出的基因突变结果为
金标准，外周血 ｃｔＤＮＡ对 ＮＳＣＬＣ基因突变的敏感
度为７５％～１００％，特异度达９５％～１００％，与 ｔＤ
ＮＡ结果的总体符合率为９１％～１００％，见表１。其
中，有２例患者ｔＤＮＡ中未检出突变，但相应外周
血 ｃｔＤＮＡ中分别检测出 ＥＧＦＲｅｘｏｎ１９缺失和
ＥＲＢＢ２突变。

讨　　论

目前临床上用于 ＮＳＣＬＣ患者基因突变检测的
主要是经纤维支气管镜或肺穿刺活组织检查获取的

ｔＤＮＡ，但是ＮＳＣＬＣ在确诊时超过７０％的患者已为
ⅢＢ期、Ⅳ期，大部分不能手术，难以获取肿瘤组
织，而且肿瘤的生物学特性在经过一系列治疗后可
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　　表１ 外周血ｃｔＤＮＡ对ＮＳＣＬＣ基因突变的诊断效能评价

突变基因
ｃｔＤＮＡ＋（例）

ｔＤＮＡ＋ ｔＤＮＡ－

ｃｔＤＮＡ－（例）

ｔＤＮＡ＋ ｔＤＮＡ－
敏感度（％） 特异度（％） 总体符合率（％）

ＥＧＦＲｅｘｏｎ１８ ２ ３０ １００ １００ １００

ＥＧＦＲｅｘｏｎ１９ ８ １ ２ ２１ ８０ ９５ ９１

ＥＧＦＲｅｘｏｎ２０ ２ ３０  １００ ９４

ＥＧＦＲｅｘｏｎ２１ ４ １ ２７ ８０ １００ ９７

ＴＰ５３ １０ ２２ １００ １００ １００

ＫＲＡＳ ４ １ ２７ ８０ １００ ９７

ＥＲＢＢ２ ３ １ ２８ １００ ９７ ９７

ＰＩＫ３ＣＡ ２ １ ２９ ７５ １００ ９７

ＦＧＦＲ４ ２ ３０ １００ １００ １００

ＤＰＹＤ ４ １ ２７ ８０ １００ ９７

ＢＲＡＦ ２ ３０  １００ ９４

　　注：ＥＧＦＲ为表皮生长因子受体，ｅｘｏｎ为外显子，ＴＰ５３为肿瘤抑制蛋白Ｐ５３，ＫＲＡＳ为鼠肉瘤病毒原癌同源体，ＥＲＢＢ２
为表皮生长因子受体２，ＰＩＫ３ＣＡ为磷脂酰肌醇３激酶，ＦＧＦＲ４为成纤维生长因子受体４，ＤＰＹＤ为二氢嘧啶脱氢酶编码基
因，ＢＲＡＦ为鼠肉瘤滤过性毒菌致癌同源体Ｂ１

能已经发生改变，故每次治疗前实时获得肿瘤信息

才能较准确地反映肿瘤细胞特性，疾病进展后再次

获取组织标本可谓难上加难。因此，仅仅通过 ｔＤ
ＮＡ进行ＮＳＣＬＣ基因检测为临床治疗、研究带来很
多不便，人们希望通过一些无创手段来获取患者的

基因信息。

血液ｃｔＤＮＡ的释放被认为与肿瘤细胞的自行
分泌或凋亡、坏死有关［６］。同时由于检测的无创

性，可以作为 “液体活检”，成为良好的预后和预

测分子指标。早在１９４８年，法国学者 Ｍａｎｄｅｌ等便
发现了人类血液中存在循环 ＤＮＡ。而直到 ３０年
后，Ｌｅｏｎ等首次报道肿瘤患者 ｃｔＤＮＡ水平高于正
常人，且与患者的预后及疗效有关。随后人们发现

血清ｃｔＤＮＡ水平升高与肿瘤转移、临床分期和患
者生存有关，根据血清 ｃｔＤＮＡ水平可判断患者的
预后［７８］。

２０１３年 Ｄａｗｓｏｎ等［９］研究了３０例接受了系统
治疗的转移性乳腺癌女性患者，连续采集血浆标

本，采用定向或全基因组测序分析识别体内基因改

变，对ｃｔＤＮＡ进行个体化定量分析。与同期检测
的ＣＡ１５３及ＣＴＣ相比，ｃｔＤＮＡ水平呈现更广的动
态范围及与肿瘤负荷变化更强的相关性。在检测

中，ｃｔＤＮＡ为１９例中的１０例女性提供较早的治疗
反应检测信息。他们认为 ｃｔＤＮＡ是一种具有提示
性、遗传特性和高敏感度的转移性乳腺癌生物标

记。

然而，由于循环中存在的 ｃｔＤＮＡ极其微量，
对其替代ｔＤＮＡ成为肿瘤分子检测的 “金标准”造

成障碍。２０１４年 Ｎｅｗｍａｎ等［１０］将高通量测序技术

应用于ＮＳＣＬＣ患者血浆 ｃｔＤＮＡ检测，发现对Ⅱ ～
Ⅳ期的 ＮＳＣＬＣ患者检测敏感度达１００％，Ⅰ期的
ＮＳＣＬＣ呈中敏感度 （５０％）；对各期肺癌的特异度
均为 ９６％。研究还表明，当 ｃｔＤＮＡ比例低至
００１９％的时候仍能够被检测到。有学者分别对１０
例样本进行活组织检查和癌症个体化深度测序

（ＣＡＰＰＳｅｑ）检测 ＥＧＦＲ和 ＫＲＡＳ，结果显示
ＣＡＰＰＳｅｑ并不比金标准肿瘤活组织检查的诊断效
能差，其也能准确测定肺癌的基因型。高通量测序

技术能一次对几十万至几百万条 ＤＮＡ分子进行序
列测定，可以检测到低于０５％的基因突变，是对
传统测序革命性的改变，且其所需的 ＤＮＡ样本量
较少，适用于ｃｔＤＮＡ这种微量ＤＮＡ的检测［１１］。

本研究通过高通量测序技术，分离外周血ｃｔＤ
ＮＡ并进行多基因联合检测。结果显示，以组织石
蜡切片检测出的ｔＤＮＡ作金标准，血浆ｃｔＤＮＡ的敏
感度为 ７５％～１００％，特异度为 ９５％～１００％，与
ｔＤＮＡ结果的总体符合率为９１％～１００％。其中，有
２例患者组织切片中未检出突变，但相应的血液中
却分别检测出 ＥＧＦＲｅｘｏｎ１９缺失和 ＥＲＢＢ２突变，
提示治疗过程中肿瘤的基因突变可能发生了变化，
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组织切片无法反映治疗前的实际基因突变情况。或

者由于肿瘤具有异质性，组织标本因为取材受限无

法反映真实的基因表达情况。

外周血ｃｔＤＮＡ是一种特征性的肿瘤生物标记
物，可实时反映肿瘤发生、发展或治疗过程中的信

息，且与传统的组织活检标本相比具有取材方便、

无创、患者依从性好等优点。通过本研究，我们发

现用高通量测序技术能够检出极微量的外周血ｃｔＤ
ＮＡ基因突变，且与 ｔＤＮＡ有较高的符合率。因而
通过外周血检测 ＮＳＣＬＣ基因突变代替肿瘤组织是
切实可行的，有望替代受到标本采集以及无法连续

监测和随访追踪等诸多限制的组织切片。希望将来

经过更多临床验证后，高通量测序技术能够得到临

床推广，并将肺癌分子诊断和个体化治疗提高到一

个新的水平。
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