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循环肿瘤DNA检测在乳腺癌早期诊治中的应用进展
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  摘 要:乳腺癌作为全球女性第二大癌症致死原因,其高发病率与致死率给全球女性的健康带来了极大威

胁。循环肿瘤DNA(ctDNA)是肿瘤细胞所释放的DNA片段,可以反映肿瘤负荷及肿瘤基因组的突变情况。

ctDNA是肿瘤复发的灵敏且特异的生物标志物。ctDNA检测作为一种新兴的液体活检技术,在检测分子残留

病灶和治疗反应监测方面具有实用性,可帮助临床医生优化治疗和监测策略。ctDNA检测在临床应用中面临

一些挑战,包括检测灵敏度的限制、ctDNA水平的波动及其他因素的干扰。该文综述了近年来ctDNA检测技

术在乳腺癌早期筛查、肿瘤反应监测、微小残留病灶检测及治疗耐药性评估方面的最新发展动态,并剖析其在

临床实践中面临的挑战与未来潜力。
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Abstract:Breast

 

cancer
 

is
 

the
 

second
 

leading
 

cause
 

of
 

cancer
 

death
 

in
 

women
 

worldwide,and
 

its
 

high
 

mor-
bidity

 

and
 

mortality
 

pose
 

a
 

great
 

threat
 

to
 

women's
 

health
 

around
 

the
 

world.Circulating
 

tumor
 

DNA
 

(ctD-
NA)

 

is
 

DNA
 

fragment
 

released
 

by
 

tumor
 

cells,which
 

can
 

reflect
 

the
 

tumor
 

burden
 

and
 

the
 

mutation
 

of
 

the
 

tumor
 

genome.ctDNA
 

is
 

a
 

sensitive
 

and
 

specific
 

biomarker
 

for
 

tumor
 

recurrence.As
 

an
 

emerging
 

liquid
 

biopsy
 

technology,ctDNA
 

detection
 

has
 

practicability
 

in
 

detecting
 

molecular
 

residual
 

lesions
 

and
 

monitoring
 

treat-
ment

 

response,which
 

can
 

help
 

clinicians
 

optimize
 

treatment
 

and
 

monitoring
 

strategies.The
 

clinical
 

application
 

of
 

ctDNA
 

detection
 

still
 

faces
 

some
 

challenges,including
 

the
 

limitation
 

of
 

detection
 

sensitivity,the
 

fluctuation
 

of
 

ctDNA
 

level,and
 

the
 

interference
 

of
 

other
 

factors.This
 

article
 

reviews
 

the
 

recent
 

development
 

of
 

ctDNA
 

de-
tection

 

technology
 

in
 

early
 

breast
 

cancer
 

screening,tumor
 

response
 

monitoring,minimal
 

residual
 

disease
 

detec-
tion

 

and
 

treatment
 

resistance
 

evaluation,and
 

analyzes
 

its
 

challenges
 

and
 

future
 

potential
 

in
 

clinical
 

practice.
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  乳腺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一,也是导致

女性癌症相关死亡的第2大原因[1]。在过去的几十

年里,尽管乳腺癌诊疗技术取得了明显进展,然而其

高发病率和病死率的现状依旧不容乐观,特别是晚期

和转移性患者生存率明显下降[2-4]。乳腺癌是一种异

质性疾病,主要分为3种临床亚型,即激素受体阳性

(HR+)、人表皮生长因子受体2(HER2)扩增型和三

阴性乳腺癌(TNBC),其中 TNBC患者预后较差[5]。
目前,用于早期乳腺癌的检测技术已有二十多年无重

大改进,并且有些方法可能对患者健康造成危害。乳

腺癌晚期患者的低生存率、TNBC的不良预后及传统

检测方法的局限促使研究人员不断探索新型检测手

段,寻求更精准、安全的诊断方式。游离细胞 DNA
(cfDNA)是指从全身细胞释放到血液中的DNA小片

段[6]。在癌症患者中,cfDNA的一部分来自肿瘤细

胞,称为循环肿瘤DNA(ctDNA)。在晚期乳腺癌中,
由于癌细胞数量更多、分裂速度更快,ctDNA水平通

常更高,这些片段来自全身各处,包括原发部位和转

移部位,因此,可以全面捕捉肿瘤基因组的突变情况,
即使在转移灶之间存在异质性的情况下也是如此[7]。
此外,ctDNA的半衰期非常短,不到120

 

min,因此,
其存在可以实时反映肿瘤DNA水平[8]。ctDNA作

为液体活检中的关键生物标志物,以其检测的无创

性、实时性及全面反映肿瘤基因组特性的能力为乳腺

癌的早期诊断、预后评估、治疗监测提供了前所未有

的机遇。现将ctDNA 检测技术的最新进展综述如

下,并探讨其作为提升乳腺癌患者预后临床工具的潜

力和价值。
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1 ctDNA
ctDNA是肿瘤细胞在凋亡和坏死过程中释放的

DNA片段[9],是血浆中cfDNA的一部分。在精准医

学领域,ctDNA已被证实是一种基于患者遗传和表观

遗传特征的高效诊断方法[10]。尽管细胞释放cfDNA
的机制尚未完全明确,但电泳实验结果显示,大多数

片段的长度为180~200个碱基对,通常与核小体相

关,表明凋亡细胞可能是cfDNA的主要来源[11]。

2 ctDNA的检测方法

实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)和Sanger测

序曾经是非常有用的技术,但由于灵敏度低已被其他

方法取代。目前评估ctDNA的主要技术包括液滴数

字PCR(ddPCR)、小珠乳化扩增磁性(BEAMing)技
术、标记扩增子深度测序(TAM-Seq)、癌症个性化分

析深度测序(CAPP-Seq)、扩增子测序(AmpliSeq)、全
外显子组测序(WES)和全基因组测序(WGS)[12-13]。

ddPCR的过程包括BEAMing技术的第1个乳化步

骤,形成数千个液滴,使DNA片段个体化;第2步是

在每个液滴内对单个ctDNA分子进行PCR,通过使

用标记有不同荧光团的特异引物检测突变和未突变

拷贝[14]。ddPCR在转化癌症研究中具有重要作用,
因其在检测基因组DNA和RNA表达方面具有高灵

敏度和准确度,可用于检测 HER2扩增水平[15]。在

乳腺癌中,ddPCR检测结果与荧光原位杂交技术和免

疫组织化学定义的HER2状态高度一致,其灵敏度达

90.9%,特异度为100.0%[16]。BEAVER等[17]进行

的一项前瞻性研究采用ddPCR分析了来自30个乳

腺癌肿瘤和手术前后配对血浆标本的DNA,以检测

PIK3CA突变,在肿瘤中检测到的15个PIK3CA突

变中有14个在术前的ctDNA中也检测到,而在术后

的半数患者中也检测到了相应的突变。以上研究表

明通过ddPCR检测ctDNA可以提供有关微小残留

病灶(MRD)的精确信息。

BEAMing技术结合了PCR和流式细胞术,是一

种灵敏度较高的方法,能提供突变的分子信息,检测

频率可达1/10
 

000[12,18]。BEAMing技术的第一步是

对目标区域进行特异性预扩增,然后在涂有特异性引

物的磁性微粒上进行ddPCR,扩增子与脂滴中的特异

性引物结合并再次在液滴中扩增,之后液滴破碎,所
有附有扩增区域的磁性颗粒与标记有不同荧光团的

探针杂交,以区分突变和非突变序列,采用流式细胞

仪进行鉴别。与ddPCR相似,BEAMing技术具有高

灵敏度,能在10
 

000个正常分子中检测到1个突变

DNA分子,但只能筛查已知的突变和特定的甲基化

位点。由于工作流程复杂,BEAMing技术在常规临

床实践中的应用较为困难[19]。
其他有针对性的DNA测序技术包括TAM-Seq、

CAPP-Seq和AmpliSeq,这些技术适用于分析原发肿

瘤或活检标本中的有限突变[19-20]。如基于AmpliSeq
技术的 Oncomine

 

Breast
 

cfDNA检测在临床实践中

可用于检测乳腺癌患者标本中的基因突变。新技术

也在不断开发中,如靶向数字测序,其通过同步深度

测序检测患者体内特异性体细胞突变,可提高ctDNA
分析的精度和定量精度[21]。

WGS和 WES技术能够检测全基因组重排、体细

胞染色体畸变和拷贝数变异[22],为全面分析ctDNA
提供了新手段,随着这些技术变得更快、更灵敏且更

具成本效益,其临床应用也变得更加可行。WGS和

WES技术具备更高的测序深度,使其在临床环境中

检测ctDNA成为一种非常有前景的方法[23]。
目前,ctDNA 的 检 测 技 术 已 发 展 到 ddPCR、

BEAMing等高精度方法,为癌症的早期诊断、治疗监

测和预后评估提供了有力支持,但实际应用到临床实

践中仍存在一定的局限性。WGS和 WES技术能够

检测全基因组重排和体细胞染色体畸变,同时多组学

联合分析及新技术的开发将进一步拓展ctDNA检测

的应用范围,且随着技术的进步,临床应用变得更加

可行。

3 ctDNA在乳腺癌中的临床应用

3.1 乳腺癌的早期筛查及诊断 在癌症患者中,

ctDNA 在 cfDNA 中 的 比 例 可 变,但 通 常 很 低

(0.01%~1.00%),一般<1
 

ng/μL,并且受肿瘤分

期、位置或血管化程度等影响[20]。在乳腺癌中,ctD-
NA检测与分子亚型明显相关,其中基底样和Lumin-
al-A亚型的ctDNA检出率分别为最高(86.0%)和最

低(0.0%)[24]。有研究表明,ctDNA水平升高与较差

的预后相关[25]。与早期非转移性乳腺癌比较,大多数

转移性乳腺癌患者可检测到ctDNA。有研究表明,

Ⅳ/M1期患者中85.71%的血液标本携带肿瘤衍生

突变,而 在 Ⅰ ~ Ⅲ/M0 期 患 者 中 这 一 比 例 为

57.81%[26]。在另一项研究中,CATARINO等[27]研

究发现,与对照组比较,乳腺癌组ctDNA水平明显升

高,两组ctDNA水平分别为105.20、77.06
 

ng/mL,
差异有统计学意义(P<0.001),且乳腺癌组手术前后

ctDNA水平也存在明显差异,分别为105.20、59.00
 

ng/mL,差异有统计学意义(P=0.001)。表明ctD-
NA在癌症患者血浆游离DNA中所占比例虽低,但
能有效反映肿瘤遗传和表观遗传特征,与肿瘤负荷、
疾病进展及预后密切相关。

有研究表明,局部乳腺癌患者5年相对生存率高

达99%,然而,发生远处转移患者5年相对生存率仅

为27%[1],因此,乳腺癌早期检测对改善患者预后非

常重要。最新的ctDNA技术进展提高了检测的灵敏

度和特异度,使其能够在早期疾病(包括早期乳腺癌)
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中进行检测[28],如早期乳腺癌患者cfDNA水平相对

较高,术后会下降,而ctDNA水平则与肿瘤大小及结

节受累程度相关[29]。
尽管80%~85%的乳腺癌患者被诊断为早期乳

腺癌,但其中约30%在随访期间会发生转移并复发。
复发的主要风险因素包括肿瘤等级、分期、淋巴结状

况及免疫学特征,这些因素也被用于制订最佳的治疗

方案[30]。虽然乳腺癌诊断的金标准仍然是病理组织

活检,但乳腺癌是一种异质性疾病,疾病过程的分子

变化可能会影响治疗反应,因此,个性化治疗十分必

要。液体活检是提高肿瘤治疗精确性的潜在方法,因
其可以检测到驱动肿瘤的变异。然而,在早期乳腺癌

中,低水平ctDNA对于监测疾病变化可能具有挑战

性。有文献报道了一种解决方法,结合ctDNA和蛋

白质生物标志物的血液测试,其在Ⅱ期疾病检测中具

有73.0%的灵敏度,在Ⅲ期疾病检测中具有79.0%
的灵敏度,在Ⅰ期疾病检测中灵敏度不到43.0%,但
其特异度超过99.0%[31]。然而,在将这种测试纳入

常规临床实践前需要在更大规模的前瞻性研究中进

行验证。此外,一些基于检测cfDNA驱动突变的方

法可能会受到与潜在不确定的克隆性造血功能相关

突变的干扰,而这些突变存在于非癌症患者的血浆标

本中[32]。目前,这个问题可以通过检测肿瘤类型特异

性基因组改变来解决。一项针对乳腺癌患者的研究

表明,无论亚型如何,术前检测到1q21.3扩增的ctD-
NA均与复发有关[33]。

3.2 检测根治性治疗后分子残留疾病 尽管液体活

检通常用于ctDNA水平较高的晚期癌症患者,但随

着新型ctDNA检测灵敏度提高,可以检测到非常低

水平的ctDNA(突变等位基因分数<0.01%),这种现

象被称为 MRD。在早期乳腺癌中,ctDNA清除率与

新辅助治疗后更高的完全病理缓解率及根治性治疗

后较低的复发率相关[14]。

MRD检测具有很高的特异度,但灵敏度仍有待

进一步提高。虽然检测到 MRD阳性可有效预测复

发,但检测到 MRD阴性并不能可靠地表明患者不会

复发。有研究表明,MRD检测对乳腺癌复发具有较

好的预测作用,临床复发的中位时间为7.9~18.9个

月[34],其检测方法的灵敏度为19.0%~93.0%,当肿

瘤特异度变异数量及连续时间点数量增加时,灵敏度

也会增加,特异度均很高(96.0%~100.0%)。同样,
复发的风险比也很高(5.1%~35.8%),在连续采样

的情况下复发危险比也会增加,这也支持了这样的假

设:可检测到的ctDNA半衰期很短,因此,在肿瘤治

愈后不应持续存在,这是持续或复发性疾病的证据,
并且预测肿瘤复发的价值较高[8]。

3.3 评估早期疾病进展和治疗耐药性 乳腺癌治疗

后10年内复发率为36.8%[35]。准确识别癌症复发

的患者可以通过早期治疗和预防提高其生存率。通

常情况下,晚期乳腺癌患者的治疗方法只有在出现放

射学证据或当前治疗方案的不良反应无法忍受时才

会进行调整。ctDNA检测的便捷性使其能够连续评

估肿瘤的分子进展。已有证据表明,ctDNA的增加比

临床或放射学进展早得多[36]。连续监测转移性乳腺

癌患者血浆ctDNA水平可让临床医生迅速评估当前

的治疗反应并进行调整。针对转移性乳腺癌的研究

表明,肿瘤特异性ctDNA水平与治疗后的诊断影像

学变化直接相关,并且在持续治疗期间ctDNA突变

的持续存在与不良预后存在联系[37]。
尽管目前已有对早、晚期乳腺癌有效的治疗方

法,但大多数转移性乳腺癌患者往往会产生耐药性。
耐药性的发生机制多种多样,包括微环境和代谢因素

介导的机制,但基因突变是乳腺癌治疗耐药的一个已

知机制[38]。如内分泌治疗的耐药性可通过多种途径

发展,其中包括编码 ERα的 ESR1基因发生突变。

2013年,ROBINSON 等[39]研究证实,ESR1突变是

HR+转移性乳腺癌患者对内分泌治疗产生耐药性的

主要机制,30%~40%的患者可能会发生 ESR1突

变,特别是在使用芳香化酶抑制剂治疗后。ctDNA可

以在大多数全身血浆标本中获得,其中可能包含亚克

隆突变,使其成为揭示转移性环境中体细胞突变的理

想工具,这种方法可以实时监测进展和耐药性,为临

床医生调整治疗方案提供指导,并且可能改善患者的

预后。
然而,使用ctDNA 监测病情进展也面临挑战。

ctDNA水平可能会在癌症进展期间升高,并随着最佳

药物治疗而下降,但其他因素也可能影响ctDNA水

平,包括感染、炎症反应、采集时间,以及标本处理和

加工等[40]。有针对性的NGS图谱也依赖于可检测到

的变异,如果癌症没有释放足够的ctDNA或没有商

业NGS图谱所针对的变异,研究结果可能会受到限

制。对于休眠期较长的疾病(即ctDNA释放水平较

低/没有释放的癌症)和受保护部位(如中枢神经系

统)可检测性也存在类似的局限性。

4 小  结

ctDNA是肿瘤细胞在凋亡和坏死过程中释放到

血浆中的DNA片段,已成为精准医疗中高效的诊断

工具。乳腺癌患者ctDNA 水平升高与较差预后相

关,晚期患者ctDNA检测率较高,而早期乳腺癌患者

ctDNA水平较低。现代ctDNA检测技术提供了比传

统方法更高的灵敏度和特异度,能有效反映肿瘤遗传

和表观遗传特征,在乳腺癌的早期筛查及诊断、MRD
检测、疾病进展、疗效及耐药性评估方面表现出色。
尽管这些技术在临床应用中仍然面临挑战,如技术复
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杂性和低ctDNA水平检测难度,但其在癌症早期筛

查、治疗监测及预后评估中显示出了巨大潜力。未来

随着技术进步和多组学联合分析的进一步发展,ctD-
NA检测将为癌症管理提供更精确的工具。
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