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循环肿瘤DNA在肝细胞癌
早期诊断中的研究进展

李国印1, 李金莹2, 庄康敏2, 黄卫1,2（1.暨南大学附属第一医院 消化内科，广州 510630；2.暨南大学附属第

一医院 内镜中心，广州 510630）

摘要：监测肝细胞的恶性转化对肝细胞癌的早期诊断和及时干预至关重要。肿瘤细胞主动或被动释

放核酸片段进入血液循环中，成为循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA，ctDNA），其携带有与肿

瘤细胞一致的遗传信息。近几年，随着新一代基因检测技术的发展，基于“液体活检术”的ctDNA
检测以其独特的优势逐渐成为研究热点，被认为是新一代肿瘤分子标志物，现从循环细胞游离DNA
（circulating cell-free DNA，cfDNA）浓度、ctDNA基因突变和ctDNA的甲基化改变来阐述ctDNA检测

在肝细胞癌早期诊断中的作用。
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Abstract: Monitoring the malignant transformation of hepatocytes is very important for the early diagnosis 
and timely intervention of hepatocellular carcinoma. Tumor cells actively or passively release nucleic acid 
fragments into the blood circulation, becoming circulating tumor DNA (ctDNA), which carries genetic 
information consistent with tumor cells. In recent years, with the development of next-generation gene 
detection technology, ctDNA detection based on “liquid biopsy” has gradually become a research hotspot 
with its unique advantages, considered as a new generation of tumor molecular marker. In this review, the role 
of ctDNA detection in the early diagnosis of hepatocellular carcinoma is discussed from the concentration of 
circulating cell free DNA (cfDNA), mutation of ctDNA gene and methylation of ctDNA.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是世界范围内最常见的癌症之一，病死率极高。

2018年全球新发肝癌841080例，是全球第4大癌症

死亡原因[1]。肝癌起病隐匿，多数患者早期临床症

状不明显，确诊时大多已是中晚期。早期诊断率低

及术后复发率高是肝癌患者预后不佳的重要因素。

目前临床最常用的血清标志物为甲胎蛋白（alpha-
fetoprotein，AFP），其对HCC的诊断价值有限，

敏感性仅为50%。用于HCC诊断的肝癌监测试验、

肝脏超声检查及AFP联合使用时，其敏感性也仅为

63%[2]，无法满足临床需求。因此，寻找一种具备
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高灵敏度和高特异度的检测手段早期诊断肝癌并对

其进行实时监测迫在眉睫。在精准医疗的时代背

景下，基于液体活检的循环肿瘤DNA（circulating 
tumor DNA，ctDNA）检测凭借其可对肿瘤进行无

创、实时、全面的动态监测，同时还能够克服传统

肝组织活检的局限性等优势，迅速成为研究热点，

在肿瘤的诊治方面具有较高的临床价值。

早在20世纪50年代，研究人员已经发现了外

周血液循环中DNA的存在。循环细胞游离DNA
（circulating cell-free DNA，cfDNA）是一种胞

外短片段双链DNA（长度160～180 bp），存在于

所有人群的血液循环中。正常器官来源的cfDNA
中，淋巴样细胞和髓样细胞的脱落DNA所占比例

最大
[3]。cfDNA在健康人群中水平较低，而在发生
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癌症、外科手术、炎症和组织损伤等患者血液中水

平升高。ctDNA是cfDNA的一部分，来源于坏死或

凋亡的肿瘤细胞或吞噬坏死肿瘤细胞的巨噬细胞的

产物，仅占外周血cfDNA总量的一小部分（有时＜ 
0.01%）[4,5]。血浆中ctDNA的变化分为定量和定性

两种，定量指总ctDNA浓度的变化，定性指ctDNA
变异，如单核苷酸突变、拷贝数变异和甲基化变化

等[5]。ctDNA携带有肿瘤细胞的基因组片段，含有

肿瘤特异性突变，这提示通过对外周血ctDNA水平

和肿瘤相关突变的检测可能有助于肿瘤的临床诊

断和治疗[6]。然而，ctDNA占cfDNA的比例较小，

易被来自非癌变来源的大量DNA稀释。目前，尚

无从cfDNA中特异性分离ctDNA的方法，只有通过

检测cfDNA的肿瘤特异性突变方可证实ctDNA的

存在[7]。可从cfDNA的定量分析和ctDNA的定性分

析两方面来揭示ctDNA在HCC早期诊断中的临床价

值。目前研究也表明ctDNA在HCC的早期诊断、预

后评估、疗效评价及术后肿瘤复发监测等方面具有

较高的应用价值。最近，美国一项纳入206例HCC
患者的多中心前瞻性队列研究中，利用ctDNA的综

合基因组检测（guardant health，CA）分析患者的

血液样本，结果表明181例患者（87.8%）均存在

至少1种基因改变，进一步分析表明HCC患者基因

变异数高，其中前10位最常改变的可操作基因为：

EGFR、ERBB2、MET、CCNE1、MYC、BRAF、
CCND1、CDK6、FGFR2和ARID1A，最常见的改变

基因为TP53和CTNNB1，而扩增最常见的为MET和
CCND1。提示cfDNA的检测是一种发现HCC的有效

分子分析方法，其在HCC的诊断及分子靶向治疗方

面具有潜在的临床应用价值
[8]。本文现对cfDNA和

ctDNA这两种新型肿瘤分子标志物对HCC的早期诊

断价值进行综述。

1 血浆 cfDNA 浓度与 HCC 的诊断

多项研究表明，血浆cfDNA水平在HCC的筛

查、检测、治疗监测和预测中具有潜在的临床应用

价值。Huang等[9]对72例HCC患者、37例肝硬化或

慢性肝炎对照组和41例健康志愿者的研究表明，

HCC患者cfDNA水平显著高于健康人群，cfDNA
检测AFP鉴别HCC与健康对照的诊断价值较高，敏

感性为95.1%，特异度为94.4%，提示cfDNA联合

AFP检测可提高HCC的诊断水平。Yan等[10]对24例
HCC患者和62例乙型肝炎相关肝纤维化患者的研

究也表明，HCC患者血浆cfDNA浓度显著高于非

HCC患者，且cfDNA与年龄、AFP联合应用可显著

提高HCC的诊断效能。一项涉及22项研究的Meta

分析共纳入2424例研究对象，其中HCC患者1280
例，结果表明定量cfDNA对HCC的诊断具有潜在价

值，敏感性为82%，特异度为96%，受试者工作特

征（receiver operator characteristic，ROC）曲线的

曲线下面积（area under curve，AUC）为0.96[11]。

Wang等 [12]对乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）相关HCC患者血浆总cfDNA水平的研究表

明，HBV相关性HCC患者血浆cfDNA浓度与HBV感

染、肝功能、肿瘤因素（如肿瘤直径、肿瘤分期、

肿瘤数量）相关，其可预测HBV相关HCC患者的早

期复发。因此，判断cfDNA浓度在HCC的诊断效能

时，需同时考虑这些因素的影响。

cfDNA的定量分析对HCC的诊断具有潜在临床

价值，联合检测多个分子标志物可提高HCC的诊断

水平。但目前尚缺乏统一的cfDNA提取、储存和检

测方法以及受不同疾病状态的影响，循环cfDNA浓

度与HCC诊断的关系尚无定论。

2 ctDNA 相关基因突变与 HCC 诊断

HCC的分子发病机制复杂，其发生发展中的基

因水平具有高度异质性。目前，肝组织活检是HCC
诊断的金标准，但有创性限制了其常规应用，且单

次活检获得的肿瘤特征信息有限，不能完全反映其

异质性。然而，液体活检能够克服这一弱点，提供

所有癌变（原发和转移性肿瘤）的遗传特征，同时

为系统和动态跟踪肿瘤基因组的演变提供可能
[13]。

有研究比较了HCC原发肿瘤和血浆活检样本中DNA
的变异，该研究纳入的30例HCC患者中26例同时

存在肝硬化，这些患者肝组织活检和（或）cfDNA
中至少能够检测到1种体细胞突变；在多发性HCC
患者中的最大肿瘤直径＞ 5 cm或已发生转移的7
例患者中，cfDNA和肿瘤DNA突变检测率分别为

87%（80/92）和95%（87/92），提示cfDNA和肿瘤

DNA中存在相似比例的体细胞突变[14]。同样，一项

纳入29例HCC患者的研究利用扩增子测序技术对50个
肿瘤相关基因的热点突变进行了分析，并对等位基

因突变频率（mutant allele frequency，MAF）＞ 1%的

基因位点进行了进一步探讨，该研究采用深度测序

法，共检测到35个突变基因，其中突变频率最高的

基因为TP53、ATM和ALK；研究中共21例患者血浆

cfDNA和肿瘤组织DNA基因突变一致，17例患者癌

旁组织和肿瘤组织基因DNA突变一致。结果表明，

扩增子测序技术对检测HCC患者血浆cfDNA突变基

因具有较高的敏感性，血浆cfDNA可能是HCC诊断

的有效分子标志物
[15]。提示在某些情况下，cfDNA

可代替常规活检用于基因分析。
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HCC相关基因的改变（突变、缺失及表观遗传

改变等）可作为HCC的肿瘤标志物。多项研究已证

实，TP53[16]、ITH[17]、HCK[18]、CTNNB1和TERT[19]

中的肿瘤特异性突变在HCC患者外周血中较常见，

提示可通过检测患者ctDNA的肿瘤特异性突变来早

期诊断和靶向治疗HCC。Huang等[20]采用靶向测序

法对8对HBV相关HCC及其邻近非肿瘤组织中6个与

肿瘤相关的基因（PIK3CA、TP53、FAT4、IRF2、
HNF4α及ARID1A）进行分析，并采用Sanger测序、

定量聚合酶链式反应、免疫印迹实验和RNA干扰

介导的基因敲除等方法进一步验证。结果表明，

靶向测序中发现13个非同义突变，其中FAT4基因               
9个（69%），TP53基因4个（31%）。28对HCC组
织和非肿瘤组织中FAT4和TP53的表达谱进一步证

实，与非肿瘤组织相比，两种基因在肝癌组织中的

表达均显著下调（P ＜ 0.001、P ＜ 0.01）。RNA
干扰介导的FAT4基因敲除功能分析显示，FAT4基
因敲除可促进癌细胞的生长和增殖，提示FAT4在肝

癌中可能具有抑癌作用，FAT4和TP53基因变异的

检测可能对HCC的早期诊断具有一定价值。一项队

列研究
[21]利用血浆cfDNA中HCC特异性突变基因组

成基因突变模板来验证其在诊断价值，结果表明，

在不考虑AFP水平的情况下，其对HCC诊断的AUC
为0.92，敏感性为65%，特异度为100%，联合AFP
检测可提高诊断性能。Qu等[22]开发了一种基于血

清蛋白标记物和cfDNA突变，名为HCC筛检（HCC 
screen）的液体活检方法，用于从社区无症状乙型

肝炎病毒表面抗原（hepatitis B surface antigen，
HBsAg）阳性个体中鉴别HCC。对于有肝脏结节

和（或）AFP水平升高的患者，该方法可较好地区

分HCC与非HCC患者，敏感性为85%，特异度为

93%。进一步将此方法应用于331例HBsAg阳性，

同时肝脏超声和血清AFP水平均正常的无症状患

者，24例试验阳性的患者经过6～8个月的临床随访

后，4例被确诊为早期HCC（肿瘤直径＜ 3 cm），

而307例试验阴性个体均未诊断出HCC病例，该试

验在验证队列中的敏感性为100%，特异度为94%，

阳性预测值为17%。提示cfDNA突变联合蛋白标志

物检测可有效从社区无症状HBsAg阳性个体中识

别早期HCC，具有重要应用前景。ctDNA相关基因

突变检测的不足是未能确定基因突变来源的潜在组

织，原因是相同的基因突变会导致多种肿瘤类型，

基于基因组分析的液体活检术一般不能单独确定原

发肿瘤的解剖位置。一种被称为CancerSeek的新血

液检测技术，其通过基因改变和蛋白质生物标记物

的联合检测，不仅能够识别相对早期癌症的存在，

还能定位这些癌症的器官来源。最近在一项对多种

癌症的研究中，报告了名为CancerSeek的HCC早期

检测数据，其中包括44例HCC和812例健康对照，大

多数（54%）HCC患者均为Ⅰ～Ⅱ期，CancerSeek检
测HCC的敏感性＞ 95%，特异度＞ 99%[23]。Cai等[24]

通过对34例长期随访的HCC患者血浆进行靶向测序

和低覆盖全基因组测序，分别捕获肿瘤体细胞单碱

基变异体（single-nucleotide variants，snvs）和拷贝

数变异体（copy-number variants，cnvs），并与临

床应用的蛋白质生物标记物比较，用以评价ctDNA
对HCC诊断和预后的影响。结果表明，术前血浆

标本均显示与肿瘤组织相似的体细胞遗传变异，

整合的完整ctDNA突变谱可准确评估患者的肿瘤负

担，并与影像学结果相一致。该策略比影像学可提

前平均4.6个月发现肿瘤的发生，具有比血清生物

标志物AFP、甲胎蛋白-L3（alpha-fetoprotein-L3，
AFP-L3）和去甲丙种球蛋白样凝血酶原（des-
gamma carboxy prothrombin，DCP）更加优越的

性能，还可准确预先检测最小残留病灶，并预测

患者无复发生存期（P = 0.001）和总生存期（P = 
0.001）的预后；ctDNA与DCP联合检测可提高最小

残留病灶检测的敏感性。提示HCC患者血浆cnv和
snv水平与肿瘤负荷动态相关。综合突变谱整合策

略比传统策略能更准确地评估患者的预后风险，提

前发现肿瘤的发生，但在合理成本内获得相对完整

的突变谱是ctDNA临床应用的一个重要挑战。由此

可见，ctDNA中HCC相关突变基因的检测尤其是联

合多个蛋白质生物标记物有利于HCC的早期诊断。

3 ctDNA 甲基化与 HCC 诊断

DNA甲基化是目前研究较为深入的一种表观遗

传学机制。DNA甲基化不涉及DNA序列的改变，

且往往早于肿瘤发生的遗传学机制，在肿瘤的早期

诊断中具有特殊的应用价值。

DNA甲基化是基因表达的表观遗传调节因子，

通常可导致基因沉默
[25]。肿瘤抑制基因甲基化增加

是较多肿瘤的早期事件，表明改变的DNA甲基化

模式可能是与肿瘤发生相关的首先可检测到的改变

之一[26-28]。多项研究表明，包括p15、p16、APC、

SPINT2、SFRP1、p16INK4a、TFPI2、GSTP1、
RASSF1A、DBX2、TGR5、MT1M、MT1G和Ink4a
基因在内的DNA甲基化改变与HCC的发生发展有

关，提示检测这些基因的甲基化改变将有助于HCC
的早期诊断。SEPT9基因是细胞分裂和肿瘤抑制的

关键调控因子，其高甲基化与HCC的发生有关。
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Oussalah等[29]通过分析289例肝硬化患者（其中HCC
患者为98例）血浆cfDNA中SEPT9启动子甲基化

（mSEPT9）情况评估其对肝硬化患者HCC诊断的

准确性。结果表明，mSEPT9对HCC诊断的准确性

较高，其AUC为0.944（95%CI：0.900～0.970，P ＜ 
0.0001），对于巴塞罗那分期为A期的早期HCC患

者，mSEPT9检验的AUC为0.863（P ＜ 0.0001），

且敏感性和特异度均较高。尤其对于丙型肝炎病

毒（hepatitis C virus，HCV）相关肝硬化患者，

mSEPT9在HCC诊断中的准确性高于AFP。提示

mSEPT9是一个有希望在单个患者水平上进行HCC
诊断的循环表观遗传生物标志物。G蛋白偶联胆汁

酸受体Gpbar1（G-protein-coupled bile acid receptor 1，
TGR5）是一种新发现的重要抑癌基因，Han等[30]通

过甲基化特异性聚合酶链反应分别检测160例HCC
患者、88例慢性乙型肝炎患者和45例健康对照组

cfDNA中TGR5启动子的甲基化状态，发现TGR5基
因启动子区的甲基化现象在HCC中的发生率更高，

其联合AFP检测可提高HCC诊断的敏感性。Xu等[31]

通过分析485000个CpG标记比较了HCC组织和正常

个体血液白细胞中的差异甲基化谱，进而鉴定富集

在HCC中的甲基化标记板。其进一步比较了甲基化

标记模型和当前可用方法（如AFP和TNM分期）在

1098例HCC患者和835例正常个体中对HCC诊断和

预后的有效性，结果表明ctDNA甲基化分析可作为

HCC诊断、监测和预后的可靠生物标志物。Huang等[32]

采用甲基化敏感的限制性内切酶定量聚合酶链式反

应检测了72例HCC患者、37例良性肝病患者和41例正

常对照者的150份血浆中APC、GSTP1、RASSF1A和
SFRP1这4个基因的甲基化状态。结果表明HCC患者

血浆中上述基因的甲基化水平均显著高于正常对照组

和良性肝病组（P ＜ 0.05），这4个基因的联合分析

可提高HCC与正常对照的鉴别诊断价值，敏感性为

92.7%，特异度为81.9%。

为提高HCC早期诊断的敏感性和特异度，有

研究将与HCC密切相关的多个基因组合起来构建

诊断预测模型，将3个异常甲基化基因（APC、

COX2、RASSF1A）和1个微小RNA（microRNA，

miRNA）203组合在一起构建预测模型，该模型可

检测出近75%无法被AFP（＜ 20 μg/L）所诊断的

HCC患者[33]，提高了HCC早期诊断效能。Xu等[31]

确定了1个HCC特异性甲基化标记面板，包括10个
标记，并建立了诊断预测模型，该模型诊断的特

异度（90.5%）和敏感性（83.3%）均较高，优于

AFP（AUC：0.969 vs 0.816），且该诊断预测模

型在HCC组和肝病组及健康对照组中的评估有显

著性差异（P ＜ 0.05）。最近，一项涉及2554例
受试者的多中心临床试验 [34]利用5-羟甲基胞嘧啶

（5-hydroxymethylcytosines，5hmC）检测技术捕

获外周血cfDNA中的5hmC序列，测量并分析其水

平，通过比较早期HCC与健康对照组、早期HCC
与慢性乙型肝炎患者或肝硬化患者中5hmC序列水

平，筛选出5hmC的表达特征量用于建模。然后利

用建立的模型对验证组进行性能验证，结果表明，

5hmC模型不仅可准确区分早期HCC和健康对照

组，同时还可区分早期HCC和慢性乙型肝炎或肝硬

化，更重要的是5hmC模型可区分出AFP（截断值

为20 μg/L）误判为阴性的HCC患者，如验证组中

160例早期HCC患者血液中的AFP未达到诊断HCC
的水平，而5hmC模型的曲线下面积可达92.4%。此

外，5hmC结合AFP可进一步提高诊断早期HCC的

曲线下面积，该5hmC诊断模型具有HCC组织特异

性。但也有研究表明，每个甲基化标记均存在于癌

组织和cfDNA中，而癌组织中的突变仅有一部分能

在cfDNA中被检测到
[35]，在最少量cfDNA中获得可

靠和定量甲基化值的测量仍具有挑战性，需更灵敏

的分析方法。

以上研究表明，ctDNA甲基化分析对HCC的早

期诊断及预后评估具有极大的临床应用价值，多种

热甲基化基因的联合检测可提高HCC早期诊断的敏

感性和特异度，基因甲基化联合包括AFP在内的多

个分子标志物的检测可提高HCC的诊断性能，进而

早期诊断HCC，进行及时干预，提高患者的生存率

及生活质量。

4 总结和展望

采用无创方法早期发现肿瘤并对肿瘤的进展进

行实时监测仍是HCC生物标志物研究中突破性发现

的主要挑战。二代基因测序技术的发展极大地促进

了循环中ctDNA的研究，近几年对ctDNA的定量分

析及定性分析，尤其是对ctDNA中的HCC特异性基

因突变及基因甲基化改变的研究表明，ctDNA的检

测对HCC的早期诊断及预后评估具有极大的临床应

用前景，有望成为新一代分子标志物，同时联合多

个分子标志物（包括AFP、miRNA等）检测可提高

对HCC的诊断价值。但目前的研究大多为小样本回

顾性研究，尚缺乏高质量的大样本研究，同时存在

一些其他的问题，如检测方法的标准化、检测敏感

性和特异度的提高及成本等问题亟待解决。相信随

着研究的进一步深入，ctDNA在HCC中的临床转化

将会实现。
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