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!!:+++年!XAB!=CF!ZY 创造了.数字\7@/一
词!文章正式报道于美国科学院院报!并表明该技术
可用于发现罕见的癌症突变):*"数字\7@&3\7@'是
一种核酸分子绝对定量技术!通过将一个样本分配到
几十至几十万个反应单元!在每个反应单元中分别对
目标分子进行\7@ 扩增!并收集荧光信号进行统计
学分析"相较于传统\7@!3\7@的优势主要在于#
&:'绝对定量!该技术结果判定不依赖于扩增曲线的
循环阈值&7?'!不受扩增效率的影响!具有很好的准
确度和重现性"&''样品需求量低!在检测珍贵样品
和样品核酸存在降解时具有明显的优势"&;'高灵敏
度!3\7@本质上是将一个传统的\7@反应分成了数
万个独立的\7@反应!在这些反应中可以精确地检
测到很小的目的片段的差异+单拷贝甚至是低浓度混
杂样品!且能避免非同源异质双链的形成"&<'高耐
受性!由于目的序列被分配到多个微滴中!显著降低
了体系间的影响及背景序列和抑制物对反应的干扰!
扩增基质效应大大减小"因此3\7@适用于不能依
靠7?值很好分辨的应用领域!如拷贝数变异+突变检
测+基因相对表达研究&如等位基因不平衡表达'+二
代测序结果验证+#%@Y2表达分析+单细胞基因表达
分析等"在丰度低+样本珍贵+背景复杂的肿瘤样本
检测中具有良好的应用前景"

尽管近年来肿瘤诊疗已取得了许多进展!但肿瘤
仍然是全世界死亡的主要原因之一"基因分子分型
检测促进肿瘤个体化治疗!显著改善了治疗效果"目
前分子分型主要依赖于手术或活检组织进行\7@+免
疫组织化学 &ZN7'和荧光原位杂交检测 &VZCN'等
方法"然而!对于早期或部分晚期肿瘤患者!难以获
得足够组织样本进行检测或因各种原因无法实施活

检!此时进行血液检测具有重要意义"在肿瘤晚期!
凋亡和坏死的肿瘤细胞进入血液时会释放产生外周

血游离bY2&0KbY2'!0KbY2在血浆中水平较低!片
段很短!因此!使用血浆样本进行突变基因检测时如
何提高检测方法灵敏度至关重要"当前灵敏度较高
的检测方法主要包括突变扩增系统 \7@&2@QC"

\7@'+3\7@和二代测序&YBC'等"

3\7@作为第三代\7@技术!与 2@QC"\7@和

YBC比较!具有灵敏度高+操作流程简单+受背景信号
干扰小等优点"近年来!3\7@技术在肿瘤无创诊疗
领域已开始展现出独特的优势"本文将通过分析

3\7@在常见肿瘤中的应用情况探索3\7@液体活检
技术在大多数肿瘤诊疗中的实际临床应用效果"

$!3\7@技术与非小细胞肺癌$YC7=7%的无创诊疗

YC7=7是最常见的肺癌类型!占所有肺癌的

,-D#,)D"目前可用于指导临床靶向药物选择的
驱动基因包括表皮生长因子&!BV@'+X"4$K鼠肉瘤病
毒癌基因同源物 :̀&̀@2V'+人表皮生长因子受体'
&N!@''+克氏大鼠肉瘤病毒癌基因同源物&a@2C'
和间质表皮转化因子!以及间变性淋巴瘤激酶
&2=a'+G"419E@'肉瘤病毒癌基因同源物:+原癌基
因酪氨酸蛋白激酶受体和神经营养受体酪氨酸激酶

:$'重排等"

$/$!3\7@技术在!BV@突变 YC7=7患者无创诊
疗中的应用!!BV@是 YC7=7中最常见的突变基
因!占 :-D #;)D"其突变类型以 ': 号外显子

=,),@和=,*:k及:+号外显子缺失最为常见!约占
所有!BV@突变的,)D"!BV@突变患者对酪氨酸
激酶抑制剂 &FaZ'敏感"多重3\7@进行血浆!B"
V@突变检测可显著提高其检出率!使更多患者有机
会使用FaZ!改善预后)'*"近期=!!等);*基于()例
早期和晚期YC7=7患者的,*份血浆样本进行血浆
与组织!BV@突变的检测!并将检出率进行比较!利
用3\7@检测血浆!BV@突变!其检出率接近组织

!BV@突变率&<;/'DQ2.)'/;D'"
除用于驱动基因检测外!3\7@在 YC7=7诊疗

中的另一个重要应用方向是耐药监测"通过 3\7@
检测F(+-Q突变已经成为!BV@突变YC7=7患者
使用 FaZ药物后耐药监测的重要手段"C\!Y7!
等)<*利用3\7@技术检测;<;例YC7=7患者血浆中
的 !BV@ 突变!发现 '<D 的患者中存在 !BV@
F(+-Q突变!血浆!BV@F(+-Q 突变可有效预测奥
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希替尼疗效!避免患者接受侵入性组织活检"=Z等))*

通过回顾性分析3\7@技术检测奥希替尼二线治疗
后部分反应+疾病稳定和疾病进展期的患者血浆0Kb"
Y2中的F(+-Q 突变频率!发现奥希替尼二线治疗
部分反应+疾病稳定患者血浆中F(+-Q 突变水平高
于疾病进展期的患者!且血浆中F(+-Q 突变水平与
患者无进展生存期&\VC'和总生存期&AC'相关!但

Èb!@等)**却提出 YC7=7患者血浆中 F(+-Q 水
平与患者预后未存在明显关系"因此!目前仍需更多
的研究和标准来评估3\7@技术用于血浆F(+-Q 突

变的定量是否可用于预测患者FaZ治疗反应"
除F(+-Q突变外!!BV@基因的7(+(C突变也

是 YC7=7 患 者 奥 希 替 尼 耐 药 的 主 要 原 因"有
'-D#<-D的奥希替尼耐药是由7(+(C突变引起的!
通过3\7@!纵向评估治疗前后血浆 !BV@F(+-Q
和7(+(C水平!显示血浆0KbY2不同!BV@突变类
型可作为评价奥希替尼治疗期间疾病进展的预后因

素!这可能有助于临床决策的制订)(*"目前!3\7@技
术还用于检测晚期 YC7=7患者中!BV@基因不太
常见的突变!例如 B(:+C和 =,):k),*"此外3\7@
检测!BV@突变已开始在支气管冲洗液+细针抽吸上
清液+痰液和尿液等其他体液样本中进行探索"有研
究表明!对于发生中枢神经系统转移的肺癌患者!也
可通过检测脑脊液中的!BV@突变来评估患者预后!
其预测效果优于血浆样本)+*"
$//!3\7@技术在 a@2C突变 YC7=7患者无创诊
疗中的应用!a@2C是一种致癌驱动基因!')D#
;-D的 YC7=7患者中存在 a@2C突变):-*"尽管针
对其突变的多种靶向药物对患者临床结果的影响已

得到证实!但目前只有索托拉西布获得美国食品和药
物管理局批准用于a@2CB:'7YC7=7患者)::*"目
前已有多重3\7@技术可用于检测 a@2C基因最常
见的 B:'$B:;突变的!实现对血浆0KbY2 进行灵

敏+快速+准确的基因分型!其检出限至少可达-/'D!
帮助临床医生快速判断患者是否适合使用索托拉西

布)::":'*"另外!3\7@技术也用于 YC7=7a@2C突
变患者预后判断!目前已观察到 YC7=7患者血浆

a@2C突变水平随着疾病进展而增加!$期,D!%期
;-D!" 期 (:D!- 期 (;D):'*"此 外!一 项 基 于
3\7@技术的研究已发现血浆0?bY2a@2C突变水
平与YC7=7患者的生存时间+化疗疗效等相关):-*"
$/'!3\7@技术在2=a基因重排YC7=7患者无创
诊疗中的应用!约)D的 YC7=7患者存在 2=a基
因重排!其中以与棘皮动物微 管 相 关 蛋 白 样 <
&!Q=2<'发生融合为多见!重排的2=a基因常导致
持续信号激活!从而诱导细胞增殖"出现 2=a"!Q"
=2<重排的患者对克唑替尼+色瑞替尼等 2=a"FaZ
敏感):;*!因此!高灵敏的检测技术可使更多患者获得
靶向治疗机会"目前!VZCN 或ZN7是 2=a基因重

排检测的.金标准/!但其灵敏度较低!检出限约为

:)D):<*"作为一种高灵敏度技术!3\7@检测已被设
计用于检测石蜡样品中的 2=a"!Q=2<基因易位!
其检出限达-/')D):<*"

在耐药监测方面!约有'-D 2=a基因重排患者
在接受第:代 2=a"FaZ克唑替尼治疗后!由于激酶
结构域的突变而产生耐药性"因此!如何快速+高通
量检测2=a突变并及时更改用药!对提高患者预后
具有重要作用"目前已报道超过:-个突变与第:代
2=a"FaZ 耐 药 相 关!包 括 B:'-'@+V::(<7$=+
=::+*Q+B:'*+2+7::)*c+::):F%69+=::)'@+
C:'-*c+Z::(:F+b:'-;Y 和 X::,-=等"已有多重

3\7@用于检测多种2=a突变!在一个由(例 2=a
阳性YC7=7患者组成的小型队列中!多重3\7@成
功地监测了疾病过程中不同的 2=a 耐药突变状
态):)*"由于该队列入组人数较少!仍需更多的数据和
研究来进一步评估3\7@检测2=a继发性突变的临
床意义及其对 YC7=7患者预后的影响"即便如此!
该队列利用3\7@方法快速而灵敏的技术特点!通过
微创的方法监测 2=a耐药性突变!为临床制订用药
决策提供新思路"
/!3\7@技术与乳腺癌$̀7%的无创诊疗

7̀是女性头号杀手!其发病率最近已超过肺癌!
位居癌症之首"临床实践中!̀7根据组织学和)种
分子特征分为;种亚型#激素受体 &N@'阳性 7̀!
N!@'阳性 7̀!不表达 N@和 N!@'的 7̀&三阴性
乳腺癌'"这些标志物可用于预测 7̀患者对内分泌
治疗药物和免疫治疗药物的反应"其他靶点包括
\Za;72+雄激素受体+G"$T?鼠科胸腺瘤病毒癌基因
同源物:+雌激素受体:&!C@:'和程序性死亡受体配
体:等也是目前新药研发关注的靶点"3\7@技术已
开始用于 7̀患者的无创诊疗过程"研究表明3\7@
等比C$6>H4测序更灵敏的技术证实了早期 7̀患者
手术前后可在患者血浆中检测到0?bY2!甚至比传统
方法提前::个月预测肿瘤复发!可作为指导临床诊
疗的高灵敏度的检测方法):**"
//$!3\7@技术在 @̀72基因突变 7̀患者无创诊
疗中的应用!:-D的 7̀患者具有遗传性!与家族病
史有关" @̀72家族基因是 7̀中最常发生突变的基
因!其畸变会使发生 7̀ 的风险增加(-D"携带
@̀72基因突变患者可能会受益于2b\"核糖聚合酶
抑制剂!从而改善预后" @̀72基因改变多样!包括
点突变+大基因组重排或拷贝数变异&7YX'"C$6>H4
测序和多重连接依赖探针扩增 &Q=\2'被认为是最
可靠的方法):(*"有研究表明!3\7@ 在检测 @̀72:
基因组重排方面与 Q=\2具有良好的一致性):,*!但
其成本约为Q\=2的:$*"另外!Q=\2检测每个基
因外显子至少需要一个单独的反应!操作烦琐!目前
已经开发出一种基于多通道的更具成本效益的多重
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3\7@!涵盖所有编码和非编码外显子!以及'个参考
基因&@\\;-和2=̀ '!可克服 Q=\2这个缺点):(*"

尽管3\7@可用于对液体活检中的 @̀72基因
分型!但目前仍处于起步阶段!仍需要更多的队列研
究数据!进一步优化和标准化!以阐明其临床应用和
意义"
///!3\7@技术在\Za;72突变 7̀患者无创诊疗
中的应用!激素疗法极大地改善了 N@阳性转移性
7̀&#̀ 7'患者预后"然而!\Za;72+ 号外显子

!)<)a 和 !)<'a!以及 '- 号外显子 N:-<(@ 和

N:-<(=突变常导致激素疗法耐药"采用3\7@技术
检测血浆0?bY2 中这些生物标志物可用于预测 7̀
疗效"已有大量的临床试验如\2=AQ2";+QZ@NA
和 À=!@A"'!采用3\7@技术用于分析 7̀患者血
浆\Za;72 突变与临床疗效的关系"尽管 \2=A"
Q2";和 QZ@NA 试验未发现\Za;72基线水平与
\VC之间存在关联!但该研究发现了血浆\Za;72突
变患者接受氟维司群联合治疗可延长其\VC):,*"相
比之下!̀ A=!@A"'试验发现!\Za;72突变对其不
能从哺乳动物雷帕霉素靶蛋白抑制剂依维莫司二线

治疗中获益!不能作为该药的疗效预测指标):+*"可
见!应 用 3\7@ 技 术 早 期 鉴 定 #̀ 7 患 者 血 浆

\Za;72突变状态!可用于更好地指导临床治疗!避
免患者重复接受组织活检的痛苦"
//'!3\7@技术在!C@:突变 7̀患者无创诊疗中的
应用!在雌激素受体阳性 #̀ 7患者中!有;-D#
<-D患者发生!C@:突变)'-*"研究表明!多数接受一
线芳香化酶抑制剂&2Z'治疗的 #̀ 7患者在内分泌治
疗期间会获得!C@:突变!导致耐药)':*"通过3\7@!
一些研究人员分析了外周血中的!C@:突变状态!结
果发现与仅接受辅助 2Z治疗的患者相比!已接受一
线2Z治疗患者的突变发生率显著增加"进一步的分
析表明 !C@:基因 c);(C和 b);,B突变与较短的
AC相关"通过3\7@技术连续监测 7̀患者治疗过
程中!C@:c);(C+c);(Y+c);(7和b);,B位点突
变水平!结果显示 2Z治疗可导致血浆!C@:突变水
平波动!治疗后!C@:突变水平的增加是导致预后不
良的原因)''*"目前采用 3\7@ 技术能在'/)D#
(/-D的原发性 7̀中检测到!C@:突变)';*"此外!
有研究显示!血浆!C@:突变检出率甚至高于组织检
出率)'<*"
//1!应用3\7@技术检测血浆 N!@'水平在 7̀患
者无创诊疗中的应用!在'-D#;-D的侵袭性 7̀
患者中存在 N!@'扩增"N!@'过表达导致肿瘤细
胞增殖+侵袭和随后的不良预后"目前!曲妥珠单抗
联合帕妥珠单抗可改善 N!@'&_'的早期 7̀ 和
#̀ 7患者的\VC和AC)')*"目前评估 N!@'扩增的
.金标准/是组织ZN7或VZCN"尽管对液体活检中
的 N!@'扩增检测知之甚少!但已有团队通过优化

3\7@检测技术!用于检测血浆中的 N!@'7YX"为
了确保检测结果的准确性!该团队使用!VFEb'基
因作为内参!设计了 N!@'3\7@检测方案!该技术
对(*例 7̀患者的检测过程中!发现以肿瘤活检结果
为标准!该方法的检测灵敏度达:--D!特异度达
+,D)'**"尽管该方法主要是为检测血浆衍生的0Kb"
Y2而开发的!但它也可以适用于甲醛固定石蜡包埋
&VV\!'或新鲜冷冻组织样本"这些研究提示 N!@'
扩增的微创测试将是一个临床转机"此外!可以进一
步优化这种方法用于检测其他扩增基因"
'!3\7@技术与结直肠癌$7@7%的无创诊疗

众所周知!7@7是由参与细胞复制+增殖和侵袭
性密切相关调节途径的关键基因!如腺瘤性大肠息
肉+a@2C+̀@2V+\Za;72和CQ2b<集中的几个突
变的积累引发的"研究发现 7@7组织可释放大量
bY2到血液中!3\7@技术检测血浆0KbY2在肿瘤
诊断+耐药监测和预后判断等患者全程管理方面有良
好的应用前景)'(*"
'/$!3\7@技术与血浆a@2C和 @̀2V检测及其临
床意义!研究表明!)D#,-D 7@7患者中可发现

!BV@信号过度激活)',*"过去十余年!大多数疗法主
要是针对 Q2\a 通路的激活或异常信号传导"然
而!a@2C或 @̀2V突变会导致抗!BV@单克隆抗
体治疗失败"一项基于 %̀1"@$33\7@+̀%17$4?%9
Z38&&$+@10IH7À 2CW<,- 和 C89#HU !̀2Q%6><
个检测平台用于检测血浆0?bY2a@2C突变的检测
效能的比对研究表明!在 < 个平台中!3\7@ 和

!̀2Q%6>灵敏度最高!此外!3\7@和7À 2C可以
在单个反应中分析多个样本)'+*"另一项回顾性研究
表明!无论在与组织检测结果的一致性还是检测通
量+重复性+检测速度方面!3\7@检测血浆a@2C突
变的能力优于 7A=b"\7@);-*"有研究表明0KbY2
水平与转移性结直肠癌&#7@7'中的肿瘤突变负荷
之间存在良好的相关性);-*!也可通过3\7@技术进行
7@7的早期筛查!实现精准防治"在预后判断方面!
#7@7患者血浆a@2C突变水平具有预测患者预后
和治疗监测的能力"在来自前瞻性多中心 2ZA
a@a-'-(试验结果显示!利用3\7@技术对患者血
浆中的a@2C突变进行量化!可通过检测基线和治疗
过程中的 a@2C突变情况!预测其 AC和 \VC);:*"
3\7@检测血浆a@2C突变影像学可提早:-个月预
测疾病进展);'*"可见!3\7@技术检测血浆a@2C突
变波动和最终消失可作为预测7@7患者抗!BV@疗
效的手段);;*"
'//!3\7@技术与微卫星不稳定性 &QCZ'及其临床
意义!bY2错配修复缺陷&3QQ@'导致bY2微卫
星中大量 bY2 复制错误的积累!这种现象被称为
QCZ"早期阶段7@7患者3QQ@$高度微卫星不稳
定性&QCZ"N'的频率为:)D!在 #7@7中占'D#
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<D);;*"3QQ@$QCZ"N 是免疫治疗疗效的预测性
泛肿瘤生物标志物"0?bY2微创检测 QCZ"N是一种
很有前途的诊断和治疗监测工具"目前已经开发了
一种3\7@测定方法来评估微卫星标志物 2̀F"'*+
27X@'2和b!V̀ :-)2$̀ "QCZ"3\7@测定在组织
和血液样本中得到验证!实现了#-/:D的检测灵敏
度!其检测结果与最常用的商业试剂盒 5H6?$5&HU"
\7@的测定结果:--D一致);<*"新的 QCZ"3\7@检
测有望成为一种经济+高效+简单+快速的诊断工具!
用于检测具有高临床敏感性的 QCZ"此外!该测定同
样适用于固体和液体活检!还包括具有低 QCZ频率
的肿瘤组织样本"
1!3\7@技术与胰腺癌$\7%的无创诊疗

虽然\7并不常见!但其预后极差!病死率极高!
已成为全球第(大癌症"已有研究通过多重3\7@
检测到的a@2C热点突变发现!\7晚期患者 a@2C
突变水平更高!且与远处器官转移的存在显著相关
性);)*!血浆 a@2C突变发生率与预后不良有关);**"
在一个局部晚期不可切除的\7队列中!治疗后血浆

a@2C突变水平显著降低);(*"在一项类似的研究中!
研究人员观察到在治疗后*个月内无法在血浆中检
测到a@2C突变的患者!其预后更好);,*"这些结果
与另一项使用多重3\7@ 测定法检测:*个 a@2C
突变的研究结果一致);)*"

2!其!!他
周围肿瘤区域中的液体&例如腹膜液'已被证明

是有用的 0KbY2 液体活检来源);+*"在腹膜转移
7@7患者中!在腹膜液中检测到的 a@2C或 @̀2V
0?bY2水平明显高于血浆中的水平)<-*"由于尿液收
集方便!且具有可重复多次采集等优点!尿液也被列
为肿瘤生物标志物液体活检样本!用于疾病进展和药
物反应监测"在 a@2C阳性 #7@7 队列验证研究
中!从尿液和匹配的血浆样本中筛选出 a@2C或
@̀2V突变"尽管二者的一致性很低!但它们表明了
使用尿液样本进行非泌尿生殖道肿瘤突变筛查的可

行性)<:*"
已有研究证明!肿瘤组织周围区域中的其他

bY2 来源&例如外泌体+循环肿瘤细胞和其他体液
等'可提供有关疾病演变的信息);+!<'*"3\7@技术除
了检测血浆中0?bY2外!还可用于血浆外泌体检测"
外泌体是细胞主动分泌的囊性结构!可提供有关疾病
演变的信息"有研究表明!3\7@用于评估来自外泌
体衍生bY2中的a@2C热点突变!灵敏度和特异度
分别为()/<D和+'/*D!外泌体中的 a@2C突变检
测在所有阶段都优于血浆0KbY2"此外!局部切除前
和切除后突变率分别从**D急剧下降至)D)<;*"
)!展!!望

液体活检被认为是癌症管理的良好替代和补充

工具"通过灵敏度检测技术对特定生物标志物的研

究可以指导临床医生在靶向治疗期间监测疾病进展"
尽管3\7@已被证明其在检测罕见的可操作突变方
面具有很高的灵敏度和特异度!但仍需要进一步的研
究以在所有临床实验室实施精准医学"另一方面!相
较于数字酶联免疫吸附试验能够提高将免疫检测的

灵敏度提高到K>$#=级别!实现了高敏蛋白的检测!

3\7@尽管发展更早!却在临床应用方面一直难以取
得突破!主要是由于3\7@过程有很多技术难点"因
此如何制作成本低廉的芯片!如何集成液滴生成和

\7@扩增!如何进行灵敏的信号检测和分析!如何提
高自动化程度是实现所谓的第;代\7@临床应用推
广的重要突破"
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NZX感染)2ZbC患者血小板减少和贫血发病机制及临床研究进展'

薛成军:!罗效梅'!杨!坤'!李小凤'综述!王!静'"审校

:/重庆市两江新区第二人民医院检验科!重庆<-::';"'/重庆市公共卫生
医疗救治中心医学检验科!重庆<---;*

!!关键词!艾滋病"!血小板减少"!贫血"!中性粒细胞减少
中图法分类号!@):'/+: 文献标志码!2 文章编号!:*('"+<))$'-';%-;"-<:)"-<

!!艾滋病&2ZbC'是由人类免疫缺陷病毒&NZX'引
起的一类免疫缺陷病"NZX属于病毒科慢病毒属中
的人类慢病毒组!是一种引起人体多系统疾病的反转
录病毒!主要通过攻击人体免疫系统中最重要的

7b<_辅助性F淋巴细胞!破坏人体免疫系统来发挥
其致病作用"'-:+年!世界卫生组织统计报告显示!
全世界约有;,--万 NZX感染者或2ZbC患者&简称

NZX感染$2ZbC'"国内 NZX感染$2ZbC患者的数
量也呈逐年上升的趋势!截至'-:,年(月;:日!全
国报告现存活NZX感染$2ZbC患者,;:'')例!死亡

'))++)例):*"2ZbC已成为全球最严峻的公共卫生
挑战!并且 NZX的高致病性和 NZX感染$2ZbC患者
多种并发症所导致的高病死率也给临床诊疗带来了

极大的挑战"
血液学的改变是 NZX感染$2ZbC患者最常见并

发症"目前已有研究证实!NZX 可以通过主要受体

7b<和辅助受体&77@)+7O7@<'直接进入辅助性F

淋巴细胞+单核巨噬细胞和树突状细胞!导致其被感
染并最终引发细胞的破坏"同时!骨髓作为人体的造
血器官!也是 NZX 感染和药物作用的靶器官!并且

NZX感染$2ZbC患者体内释放的炎症因子也会对骨
髓造血功能产生直接的影响"因此!NZX感染$2ZbC
患者常常会出现血小板减少+贫血和中性粒细胞减少
等血液系统并发症!并且成为患者死亡的风险之一"
本文就 NZX感染$2ZbC患者的血小板减少+贫血和
中性粒细胞减少的发病机制及相关临床研究进行综

述"

$!NZX对骨髓系统的影响
骨髓是人体的造血组织!位于身体的许多骨骼

内"造血组织主要由基质细胞和造血干细胞组成"
基质细胞又包括成纤维细胞+内皮细胞+脂肪细胞+巨
噬细胞+成骨细胞+破骨细胞+网状细胞和间充质干细
胞等"基质细胞及其分泌的多种细胞因子)干细胞因
子+粒细胞"巨噬细胞集落刺激因子+白细胞介素&Z='"
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