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循环ＤＮＡ的研究进展


彭　亮 综述，娄晓丽，侯彦强△审校

（上海交通大学附属第一人民医院松江分院检验科，上海２０１６００）

　　关键词：循环ＤＮＡ；　分子标志物；　综述
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　　循环ＤＮＡ又称游离ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）是一种存在于动、植

物和人的体液中的无细胞状态的胞外 ＤＮＡ。１９７７年 Ｌｅｏｎ

等［１］首先发现肿瘤患者血浆ＤＮＡ含量明显增高，提出了监测

外周血游离ＤＮＡ水平在观察疗效、预测复发方面的作用。有

研究表明［２］健康人循环ＤＮＡ含量极微，约在５ｕｇ／Ｌ左右。当

机体处于肿瘤、自身免疫性疾病和炎性反应等情况下，体内循

环ＤＮＡ的含量会相应的增加，但其产生的机制至今仍不十分

明确。目前循环ＤＮＡ的血清学检测还不能直接用于疾病的

早期诊断和疗效判断，但它与一些疾病的产生与发展有着密切

的联系，因此，检测循环ＤＮＡ并对某些己知病种的特异性基

因进行确定具有重要的临床意义，循环ＤＮＡ将有可能成为颇

具前景的疾病早期诊断和疗效判断的新型分子标志物。本文

就循环ＤＮＡ最新研究进展作一综述。

１　新型分子标志物循环ＤＮＡ

１．１　循环ＤＮＡ检测在肿瘤诊断中的应用　研究显示肿瘤患

者血浆中游离ＤＮＡ具有与肿瘤组织中ＤＮＡ相一致的分子遗

传学改变（如基因突变、抑癌基因启动子高甲基化、微卫星不稳

定和杂合性丢失等）［２３］，因此对肿瘤患者血浆游离ＤＮＡ 的研

究一直是热点。通过一系列研究，研究人员认为肿瘤患者循环

ＤＮＡ主要来源于以下途径
［４５］：（１）循环血或微转移灶中肿瘤

细胞溶解；（２）肿瘤细胞的坏死或凋亡；（３）肿瘤细胞不断释放

ＤＮＡ进入血液循环；（４）肿瘤侵袭致周围细胞、组织变性而释

放ＤＮＡ入血；（５）淋巴细胞与肿瘤细胞的相互作用。（６）肿瘤

患者血中存在 ＤＮＡ酶抑制剂，抑制血浆 ＤＮＡ降解，从而使

ＤＮＡ在血中富集。由此可见，肿瘤患者循环ＤＮＡ的升高很

可能是多种途径共同作用的结果。

　　１９８９年Ｓｔｒｏｕｎ等
［６］首先对肿瘤患者体内的游离循环

ＤＮＡ的序列进行了检测，随后在肿瘤患者体内的游离循环

ＤＮＡ上相继检测到了Ｋｒａｓ、Ｎｒａｓ、Ｐ５３、ＡＰＣ等基因的突变。

Ｍｕｌｃａｈｙ等
［７］应用ＲＦＬＰＰＣＲ法检测了２１例胰腺癌患者的循

环ＤＮＡ，结果有１７例患者的循环ＤＮＡ中有Ｋｒａｓ基因突变，

其中有４例循环ＤＮＡ中有Ｋｒａｓ基因突变的患者最初诊断为

胰腺炎，在此后的５～１４个月中相继被诊断为胰腺癌。肿瘤抑

制基因ｐ５３是迄今为止在人类癌症中最常突变的基因，研究显

示在结直肠癌、肺癌、肝癌、乳腺癌和头颈部癌患者血浆／血清

ＤＮＡ中检测到ｐ５３的点突变
［８］。

循环ＤＮＡ的分子遗传学改变中基因高甲基化在肿瘤发

生、发展中属于普遍现象，提示癌基因的甲基化可作为诊断肿

瘤的特异性基因标志［９］。Ｇｂｅｌ等
［１０］研究乳腺癌患者血浆／血

清中总循环ＤＮＡ的量明显高于正常人，在４２８例乳腺癌患者

外周血ｃｆＤＮＡ存在ＰＩＴＸ２和 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因异常甲基化情

况。ＭｃＮａｌｌｙ等
［１１］选择４２例病理确诊且经介入治疗的肝细

胞癌患者，监测其血清ＤＮＡ中ＲＡＳＳＦｌＡ甲基化基线水平以

及在第１周期治疗后第８周的水平，结果显示ＲＡＳＳＦｌＡ甲基

化基线水平与病灶直径大小呈正相关（犘＜０．０１）。研究表明，

循环ＤＮＡ的甲基化现象与肿瘤细胞ＤＮＡ的甲基化现象呈现

高度的一致性，并且甲基化异常现象先于肿瘤蛋白标志物的出

现，对于恶性肿瘤的早期检测更有优势，有望成为评价肿瘤状

态的特异性标志物。

有报道显示大于５０％肿瘤患者存在循环ＤＮＡ的改变，这

使其成为一种普遍的、有意义的临床和流行病学研究的分子标

记物［１２］。由于循环ＤＮＡ可在疾病诊断之前就被检测出来，大

大增加了其作为诊断肿瘤并用来监测癌症复发工具的可能性。

１．２　循环ＤＮＡ检测在胚胎医学方面的应用　Ｌｏ等
［１３］在孕
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妇母体血浆中发现了胎儿ＤＮＡ的存在，这一发现被认为是循

环核酸领域中的一个重大突破。研究还发现使用母体血浆中

的游离循环胎儿ＤＮＡ可以对胎儿的血型进行鉴定，这种方法

应用在Ｒｈ型检测中准确率超过９９％。此外，母体血浆中游离

胎儿ＤＮＡ检测还可为产前性别连锁疾病的诊断提供了一种

非侵入性的评价途径，但这种检测策略的缺陷在于，胎儿基因

必须可与母亲ＤＮＡ序列显著区分，而母体血浆中胎儿母源性

等位基因很难被检测。利用ＤＮＡ甲基化差异检测母体血浆

中游离胎儿ＤＮＡ的策略推论，突破母体血浆中检测胎儿ＤＮＡ

的局限性，拓宽了通过母体血浆中胎儿ＤＮＡ进行胎儿疾病诊

断的应用范围，使更多的ＤＮＡ甲基化检测方法也可用于无创

性产前诊断，包括 ＭＳＰＣＲ和数字化ＰＣＲ。同时，寻找可提高

游离胎儿ＤＮＡ分离率的表观遗传学新标志物，可用于直接诊

断某些由甲基化异常直接导致的疾病［１４］。目前关于母体血浆

中胎儿ＤＮＡ应用到产前诊断等许多研究中都存在缺少统一

的实验标准，在样品收集和准备上的不同以及缺乏合适的保证

实验准确性的标准的一些问题。

１．３　循环ＤＮＡ检测在其他疾病中的应用　除了肿瘤学和胚

胎医学，循环ＤＮＡ的检测也被应用在对其他疾病的研究中。

对于外伤的患者的研究发现其体内的血浆游离循环ＤＮＡ的

浓度在受伤一小时内会上升，同时循环ＤＮＡ浓度与受伤的程

度有关［１５］。血浆中循环ＤＮＡ水平的高低还与创伤的程度和

感染性疾病的严重程度相关，高水平的循环ＤＮＡ预示着临床

的高病死率［１６］，对于治疗中的患者的循环ＤＮＡ的检测可以预

测其在器官衰竭、急性肺损伤、急性呼吸综合征以及死亡方面

的情况。Ｗａｇｎｅｒ
［１７］研究发现血浆中循环ＤＮＡ浓度的显著升

高还见于各种老年性疾病如心肌梗死、中风等。Ａｋｉｒａｖ等
［１８］

采用ＰＣＲ的方法扩增糖尿病患者体内β细胞甲基化基因和胰

岛素基因，发现与正常人相比，糖尿病患者血清中的循环ＤＮＡ

明显升高。对循环ＤＮＡ的检测也有效地应用在对器官移植

排斥的检测中，对捐献者特异循环ＤＮＡ的检测可以有效地预

测肾移植排斥情况［１９］。由此可见，许多疾病的发生可造成体

内循环ＤＮＡ浓度的升高，其产生机制及与肿瘤的发生是否有

一定相关性还有待进一步研究。另外如果将检测外周血ＤＮＡ

水平应用于诊断恶性肿瘤，也应该首先排除各类急慢性炎症和

自身免疫性疾病的可能。

２　循环ＤＮＡ的检测方法

Ｄｉｎｇ等
［２０２１］首先采用了单等位基因引物延伸反应（ＳＡ

ＢＥＲ）来检测单个碱基，研究人员将ＳＡＢＥＲ法和 ＭＡＬＤＩＴＯＦ

质谱法结合起来应用到对β地中海贫血的产前诊断中，极大地

提高了循环ＤＮＡ检测的灵敏度。目前，国内外应用较多的定

量检测方法可分为两大类：一是以聚合酶链反应（ＰＣＲ）为基础

的扩增方法，如甲基化特异性ＰＣＲ法（ＭＳＰ）和实时荧光定量

ＰＣＲ法（ＲＴＦＱＰＣＲ）；二是信号放大技术检测方法，如支链

ＤＮＡ（ｂＤＮＡ）检测技术。过去几年中研究循环ＤＮＡ 浓度的

研究者多采用基于定量ＰＣＲ的分析方法
［２２２３］，高灵敏性的实

时ＰＣＲ方法为仅测量可被特异性扩增的ＤＮＡ信号提供了条

件，可以检测皮克（ｐｇ）级的ＤＮＡ。当然也有一些改进技术或

联合应用技术可以更加精确地测定循环ＤＮＡ的含量，但尚无

统一的标准。

３　小结与展望

循环ＤＮＡ作为一种临床应用前景很好的分子标志物，目

前还存在一些问题有待解决：（１）循环ＤＮＡ的确切来源还有

待阐明。（２）循环ＤＮＡ水平是在一个宽量程、无序的范围内

波动，如何控制检测的时效性。（３）由于对血样标本的处理不

同、对照人群选择的差异和定量分析技术的差异，大量的同类

研究之间存在显著性差异。显然，循环ＤＮＡ的分子检测应用

于临床，还有待于认真评估循环ＤＮＡ标记物的结果与大量纵

向的临床资料之间的吻合程度。今后重要的任务是发现和选

择针对不同疾病以及不同群体的合适的循环ＤＮＡ标记物及

其精确的定量分析，以期达到建立清晰的临界值水平而验证这

些分子模式。展望未来，循环ＤＮＡ这一领域的基础实验及临

床研究必将成为人们倍受瞩目的研究热点，很可能成为诊断和

评估多种疾病的更为敏感和特异的标志物。
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·综　　述·

微阵列比较基因组杂交技术及其在肿瘤拷贝数变化研究中的应用进展

徐秋月 综述，张艳亮，段　勇△审校

（昆明医科大学第一附属医院检验科，云南昆明６５００００）

　　关键词：微阵列比较基因组杂交技术；　肿瘤；　拷贝数变化

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１８．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１８２４２６０３

　　肿瘤是一种严重威胁健康和生命的疾病，据统计约有

５０％的男性和３０％的女性可能患病
［１］，并且超过半数的肿瘤

患者分布在医疗条件欠缺的发展中国家［２］。肺癌的发生发展

是一个多基因参与、多阶段发展的病理过程，而基因组 ＤＮＡ

拷贝数变化（ＣＮＶｓ）是引起肿瘤基因异常的重要机制之一，识

别特征性ＣＮＶｓ及所含基因对认识肿瘤的将起到重要作用。

微阵列比较基因组杂交（ａＣＧＨ）技术作为一种新型细胞分子

遗传学技术，具有高分辨率、高通量和自动化的特点，使用少量

ＤＮＡ就能检测出不同类型肿瘤在发生发展的不同时期中

ＣＮＶｓ变化水平。因此ａＣＧＨ 技术特别适用于研究肿瘤及遗

传［３］等复杂基因组改变的疾病，对于判断患者预后，选择个体

化治疗方案具有重要的意义。本文就ａＣＧＨ 的原理、特点和

在肿瘤研究中的应用和进展阐述如下。

１　ａＣＧＨ的原理、分类、方法与技术进展

１．１　ａＣＧＨ的基本原理和分类　ａＣＧＨ与比较基因组杂交技

术（ＣＧＨ）的原理相似，使用不同颜色荧光染料如ｃｙ５（红色）和

ｃｙ３（绿色）标记的实验和对照样品的片段化ＤＮＡ在人类全基

因组ＤＮＡ微阵列芯片上进行竞争性杂交，通过比较两种荧光

信号的颜色和相对强弱，便可判断各染色体的ＣＮＶｓ：红绿色

均等的区域为肿瘤细胞与正常细胞均具有的正常部分，红色较

强的部分是肿瘤细胞染色体区域产生扩增的区域，以绿色为主

的部分则是肿瘤细胞染色体缺失的区域。根据微阵列上所固

化的核苷酸的性质，可将ａＣＧＨ 芯片分为ｃＤＮＡａＣＧＨ、大插

入ａＣＧＨ、寡核苷酸ａＣＧＨ 这３种类型：ｃＤＮＡａＣＧＨ 芯片广

泛分布着表达序列标签（ＥＳＴ）；大插入ａＣＧＨ敏感性和信噪比

较高；寡核苷酸ａＣＧＨ 易于标准化，重复性高，在实际操作中

可根据不同的研究标准或是肿瘤类型来选择合适的芯片。

１．２　分析方法　ａＣＧＨ的分析步骤为：（１）数据的预处理：用

阴性对照或综合全部非杂交点的平均信号来校正背景噪音，然

后使用归一化因子调整数据。目前常用于调整ａＣＧＨ数据的

方法有：看家基因法、总光密度法、回归技术和比率统计归一

化。（２）ＣＮＶｓ筛选：使用统计方法筛选肿瘤及对照组存在显

著差异的区域；ａＣＧＨ 能鉴定出相似病例的共同断裂点及大

小，一般认为共同变异大于１０％即有意义；最后结合相关研究

结果确定ＣＮＶｓ的最小关键区域，通过生物信息学找出其中包

含的基因，筛选出与本研究相关的候选基因。查阅ＣＮＶｓ常用

的数据库有：ｄａｔａｂａｓｅｏｆｇｅｎｏｍｉｃｖａｒｉａｎｔｓ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｊｅｃｔｓ．

ｔｃａｇ．ｃａ／ｖａｒｉａｔｉｏｎ／）与 ＨｕｍａｎＳｔｒｕｃｔｕｒａｌＶａｒｉａｔｉｏｎＤａｔａｂａｓｅ

（ｈｔｔｐ：／／ｈｕｍａｎｐａｒａｌｏｇｙ．ｇｓ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ／ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｖａｒｉａｎ

ｔｉｏｎ／）；（３）验证：ＣＮＶｓ对表型的调控作用是通过改变候选基

因的转录（及推测随后的翻译）水平，因此使用较精确的ＦＩＳＨ、

ＲＴＰＣＲ或对相关基因的 ｍＲＮＡ、蛋白做进一步检测，验证

ａＣＧＨ分析结果也是不可或缺的步骤。

１．３　ａＣＧＨ的技术进展　经典的ＣＧＨ技术，不能提供ＣＮＶｓ

的精确定量与定位，并且需人工校正核型分析软件的结果。为

突破传统ＣＧＨ 的局限性，１９９７年ＳｏｌｉｎａｓＴｏｌｄｏ等
［４］率先在

自己的研究中使用了 ＭａｔｒｉｘＣＧＨ，１９９８年这项技术又得到

Ｐｉｎｋｅｌ等
［５］研究组的进一步优化，ａＣＧＨ技术用探针代替中期

染色体做为微阵列杂交靶，避开复杂的染色体结构，从而提高

分辨率。为了适应不同研究的需要，科学家开发出许多不同种
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