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数字 PCR 技术在体液中检测恶性肿瘤的研究进展①

高聪聪②,曾思恩③

(桂林医学院附属医院,广西 桂林　 541001)

摘要　 恶性肿瘤的诊断与治疗已经日渐趋向个体化医疗阶段,要求临床工作者对恶性肿瘤多变的生

长进化过程和复杂的内部分子结构以及耐药的产生要有综合全面的把握。 基于体液检测的数字

PCR 技术,因为其取材方便,可有效规避组织活检带来的有创损伤以及较高的检测灵敏度和特异

性,所以能够在体液样本中检测到恶性肿瘤的相关基因,有望成为恶性肿瘤分子检测的可靠工具之

一。 本文就数字 PCR 技术在体液中检测恶性肿瘤的研究进行综述。
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Research progress of digital PCR technology in the detection of
malignant tumors in body fluids①

GAO Congcong②, ZENG Si′en③
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Abstract 　 The diagnosis and treatment of malignant tumors have been moving towards the stage of

individualized medicine, which requires clinical workers to have a comprehensive grasp of the variable

growth and evolution process of malignant tumors, the complex internal molecular structure and the

generation of drug resistance. Digital PCR technology based on body fluids detection is expected to become

one of the reliable tools for molecular detection of malignant tumors because of its convenient sampling,

effective avoidance of invasive damage caused by tissue biopsy and high detection sensitivity and

specificity. Therefore, it can detect malignant tumor related genes in body fluid samples. This article

mainly reviews the researches on the detection of malignant tumors in body fluids by digital PCR

technology.
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　 　 恶性肿瘤目前仍是人类死亡的主要病因之一,

多种癌由于起病隐匿、病程发展较快,在诊疗过程中

存在诸多困难,给患者及社会带来了沉重负担,所以

对于恶性肿瘤患者,早期发现并选择有效的治疗方

法显得尤为重要。 靶向治疗是目前恶性肿瘤的主要

治疗手段之一,对于延长患者生命,减轻患者痛苦具

有重要作用。 但由于恶性肿瘤异质性的存在,所以

靶向药物的临床适用性有所差别,选择一种合适的

检测方式来识别恶性肿瘤特异性对于靶向用药具有

重要作用。 但恶性肿瘤的形成过程多变,随着时间

的推移,恶性肿瘤自身的基因状态也可能出现变化,

因此恶性肿瘤的诊断、治疗也需要相应做出调整。

恶性肿瘤克隆进化的纵向检测对于精准医疗具有重

要作用。 但目前临床普遍应用的组织活检方式属有

创取材,存在异质性等问题无法实现对恶性肿瘤的

动态监测,作为替代补充方法的体液检测,因其样本

无创(微创)、方便快捷,逐步在恶性肿瘤的诊断、疗

效监测等领域获得认可。 基于体液检测逐步兴起的

数字 PCR 技术因拥有高度的灵敏性和特异度,并且

区别于第一、第二代 PCR 技术,能够实现绝对定量,

在体液的基因检测中凸显优势,能准确检出外周血

及其他体液样本(尿液、脑脊液、肺泡灌洗液等)中微

量基因的突变及甲基化,为恶性肿瘤的筛查、病程监

测和确诊后的靶向用药指导提供了强有力的技术支

持。

1　 体液检测的数字 PCR 技术

目前,组织活检切片检查依旧是恶性肿瘤检测

的金标准,但由于组织取样存在较多局限性,例如恶

性肿瘤内的异质性、因解剖位置难以取样、取样过程

存在污染、患者自身状况不能承受取样等[1],因而选

取组织外的样本进行恶性肿瘤的动态监测显得尤为

重要。 利用血液中恶性肿瘤 DNA 片段作为恶性肿

瘤基因的替代来源,产生了一种称为 “液体活检

法” [2],研究表明[3],液体活组织检测在确定患者的

基因特征、监测治疗反应、量化最小残留疾病以及评

估耐药性等方面具有很大潜力,其中对细胞游离

DNA(cell-free DNA,cfDNA)的定量分析对恶性肿瘤

的诊断具有重要意义。 所有的恶性肿瘤细胞都释放

自身 DNA 到外周体液当中,由此可检测恶性肿瘤内

的异质性状态[4]。 恶性肿瘤患者中的 cfDNA 含量明

显高于正常人和良性病变患者,并且随恶性肿瘤分

期的增高而增加,其含量可能与恶性肿瘤体积有着

密切关联[5]。 进行胃癌患者术前术后 cfDNA 定量分

析,结果显示术后 24 h 的 cfDNA 含量显著降低,提

示 cfDNA 可作为胃癌术后评估的一项重要指标。

体液检测的标本来源丰富,并不局限于血液样

本,尿液、脑脊液、唾液、肺泡灌洗液等均可作为体液

检测的可靠标本。 不同的体液中检测出的 cfDNA 丰

度存在明显差别,这对不同恶性肿瘤的定位信息具

有一定的作用[6-7]。 所以对于早期恶性肿瘤的检测,

评估治疗效率与确定恶性肿瘤复发增加的风险,体

液检测具有重要意义。 然而,体液检测对 cfDNA 进

行定量分析过程却存在较多困难,因为 cfDNA 水平

也与怀孕、非恶性肿瘤病理过程(糖尿病、炎症、感染

等)或组织损伤(剧烈运动或损伤)有关[8-9],并且

cfDNA 在体内排出物中呈现高度碎片化,这致使它

在血液中的半衰期较短(约 114 min),或循环过程中

存在稀释,使浓度偏低,影响了其检测效果。 因此,

选择一种高灵敏度的检测方法,对体液中的微量

cfDNA 实现准确检测显得尤为重要。

目前,体液检测应用最为广泛的为定量 PCR

(quantitive PCR, qPCR) 技术和下一代测序 ( next-

generation sequencing,NGS)技术,但两种技术都存在

不足,qPCR 技术虽然具有相对简单的操作流程,但

是由于其结果的判读需要依赖标准曲线,易受环境

以及反应抑制剂的影响,且对于目的片段突变频率

普遍偏低的体液检测,无法实现准确检出。 NGS 技

术虽然其灵敏度达到 0.1%[10],基本满足应用的要

求,但是由于其成本高昂,操作复杂,对样本纯度以

及技术要求较高,难以实现推广普及。 在此两者基

础上优化发展起来的数字 PCR 技术作为一种新的

检测技术,同时具备高灵敏性和特异度,且相对经济

高效,成为临床基因检测的一项新选择。

数字 PCR 技术在 20 世纪 90 年代就通过限制稀

释 PCR 的方式被提及[11],由于经济和技术的限制,

阻碍了其发展,数字 PCR 概念直到 1999 年才被提

出[12]。 但其发展过程也遇到了众多瓶颈,最主要的
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是对样本进行分散的技术要求高。 近年随着微纳制

造技术及微流控技术的发展,使得数字 PCR 技术在

生物技术与医学领域得以快速发展与普及,多重数

字 PCR 不仅可检测多个靶点,而且还可降低检测成

本,满足经济高效检测的临床需求,因而获得广泛关

注[13]。

数字 PCR 技术是在传统 PCR 技术上的一次革

新,最大的突破在于数字 PCR 技术不再依赖标准曲

线,而是通过检测终点荧光信号实现绝对定量。 在

传统的 qPCR 反应体系中,DNA 分子混合物中若目

的片段浓度偏低,野生型信号太过于强大,会导致稀

有突变难以检出,结果不准确。 数字 PCR 技术的创

新就巧妙地规避了这一弊端,由于其内部存在数以

万计的独立单元格,在扩增之前把样本充分分散到

独立的单元格中,确保每个单元格中有一个或有限

数量的 DNA 分子进行独立反应[14]。 由于每个单元

格中的荧光信号有限,野生型与突变型信号的竞争

就会大幅下降,可以更加准确地收集到稀有突变信

号,最后再对所有单元格中的荧光信号进行富集,利

用单元格中阳性信号与总单元格信号之间的比例,

应用泊松校正来估计目标浓度,在不依赖标准曲线

的基础上实现对目标分子的绝对定量[15]。 数字

PCR 技术是检测稀有突变的一种强有力工具,也可

用于检测核酸绝对定量、拷贝数变异分析、DNA 甲基

化和不同类型临床样本中的基因重排[16],也广泛应

用于恶性肿瘤学、传染病、环境监测、产前诊断、器官

移植等领域。

2　 数字 PCR 技术在体液中检测恶性肿瘤

2.1　 数字 PCR 技术在体液中检测肺部恶性肿瘤

肺癌是我国发病率位居首位的恶性肿瘤[17],在

众多的肺癌病例中,半数以上为非小细胞型肺癌

(non-small-cell lung cancer,NSCLC) [18],多因其发病

隐匿,确诊时已为晚期,预后较差,早发现早治疗是

最有效的处理方式。 在精准化个体医疗的时代背景

下,对非小细胞型肺癌患者进行基因检测有助于更

准确地诊断和后期指导用药,数字 PCR 技术在其中

有重要作用,在早期肺癌的筛查过程中,数字 PCR

技术检测稀有突变的优势得以体现。 有研究[19] 发

现,微滴式数字 PCR(droplet digital PCR,ddPCR)和

扩增阻滞突变系统多聚链酶式扩增 ( amplification

refractory mutation system PCR,ARMS-PCR) 对晚期

肺癌患者 cfDNA 中 EGFR 突变的检测具有较高的特

异性和敏感性,但根据恶性肿瘤分期的分层分析,

ddPCR 的敏感性在早期可能比 ARMS-PCR 高 ,可能

是由于两种方法检测限不同的原因,在血浆中检测

到 ARMS-PCR 的敏感性为 0.1%,而 ddPCR 的敏感

性为0.01%[3,20-22]。 体现了数字 PCR 技术灵敏度高

的特点,优于其他技术手段在早期实施非侵入性动

态监测,判断恶性肿瘤的状况。

靶向用药是目前非小细胞型肺癌的有效治疗方

式之一,对于非小细胞型肺癌的主要靶向用药策略

是应用表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂

( epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase

inhibitor, EGFR-TKI),但研究表明 EGFR 突变严重

影响靶向用药的效果,因为当 EGFR 活性域发生 2

次点突变时,会使患者产生获得性耐药,其中 T790M

突变会引起对第一代和第二代 TKIs 的 50% ~ 60%
的耐药性[23-24]。 因此,有必要在晚期非小细胞型肺

癌患者的治疗和监测过程中关注 EGFR 突变。 为了

解 EGFR 突变的临床意义,分析了 122 例接受 EGFR

TKIs 治 疗 的 新 诊 断 的 无 进 展 患 者 的 生 存 率

(progression-free survival,PFS) [25],结果表明,应用数

字 PCR 技术检测组织和 cfDNA 中的 EGFR 突变状

态与 TKIs 的临床反应有关。 对于那些无法获得足

够恶性肿瘤组织样本的患者,通过 ddPCR 进行基于

血浆 cfDNA 的 EGFR 突变分析是一种潜在的替代方

法。 随着数字 PCR 技术对非小细胞型肺癌外周血

EGFR 研究的不断深入,对其灵敏度与特异性也逐渐

了解, Wei 等[26] 研究结果显示,T790M 的检测敏感

性达到了 0.005%,这与 Oxnard 等[22]研究基本吻合。

对于影响因素较多的临床样本,数字 PCR 技术也显

示出较好的一致性。 有研究[25] 发现,以组织 ARMS-

PCR 为对照标准运用 ddPCR 对 EGFR 突变位点进

行检测,结果显示 E746-A750del 的临床敏感性和特

异性分别为 62.5%和 100%,对 L858R 的临床敏感

性和特异性分别为75.0%和 94.2%。 说明 ddPCR 在

检测肺癌 EGFR 突变方面的优势,表明数字 PCR 技
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术在检测肺癌患者外周血 EGFR 突变中具有较大的

临床应用前景。

2.2　 数字 PCR 技术在体液中检测结直肠恶性肿瘤

结直肠癌由于其发病部位特殊,易与其他常见

病混淆,不易察觉,发现时多为晚期或已转移。 最新

研究显示,结直肠癌已成为继肺癌、乳腺癌后第 3 位

高死亡率癌[27],引起临床及社会高度关注。 运用数

字 PCR 技术进行基因检测是临床个体化医疗下的

精准检测手段,但由于结直肠癌是多种突变累积引

起的,这促使数字 PCR 技术检测位点越来越多元

化,可从同一样本中筛选出多个突变,是目前多种分

子检测难以实现的。 Taly 等[28] 利用多重数字 PCR

技术从转移性结直肠癌患者的血浆样本中筛选出鼠

类肉 瘤 病 毒 癌 基 因 ( kirsten rat sarcoma viral

oncogene,KRAS)致癌基因密码子 12 和 13 中的 7 个

最常见突变。 对 50 例已经进行恶性肿瘤组织活检

患者的血浆再进行检测,结果显示恶性肿瘤患者有

KRAS 突变。 从这些样本中提取血浆 DNA 进行多重

ddPCR 分析,发现 14 个样本与恶性肿瘤组织中发现

的突变相匹配,1 个样本包含不同的 KRAS 突变,4

个样本未检测到突变。 并且在组织中未检测到突变

的野生型基因,用于数字 PCR 技术检测的血浆样本

却意外发现了 2 个 KRAS 突变。 说明多重 dPCR 在

同时筛查多个突变方面的临床应用,其敏感性足以

检测通过无创外周血获得的循环 DNA 中的突变,使

结直肠癌患者能够早期接受精确的个体化诊疗。

Sato 等[29]应用多重数字 dPCR 技术检测结直肠癌的

KRAS 突变,发现具有良好的敏感性和特异性,并且

与档案标本常规临床突变检测结果也有较好的一致

性。 最近的一项研究展示了数字 PCR 技术在结直肠

癌中的另一项应用[30],进行甲基化的量化监测,采

用液滴数字 PCR 技术分析不同基因在结直肠癌患

者不同阶段的高甲基化情况,以确定后期对患者的

随访标记物,结果显示 80%的转移性结直肠癌和

45%局限性结直肠癌患者中均检测到 cfDNA 的甲基

化表象,表明可用数字 PCR 技术进行无创检测

cfDNA 中的甲基化替代结直肠癌患者的随访代替

物。

随着对结直肠癌检测技术的发展,临床对数字

PCR 技术的了解不断加深,不久的将来数字 PCR 技

术有望在结直肠癌的诊断中发挥重要作用。

2.3　 数字 PCR 技术在体液中检测乳腺恶性肿瘤

乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤,呈逐年

上升的趋势,死亡率已超过肺癌位居首位[27,31-32]。

近几年,随着医疗事业的发展,以及对乳腺癌的关

注,其预后有所改善,但依旧无法避免乳腺癌易发生

复发和转移造成的严重后果。 乳腺癌患者的自身存

在较大异质性,同一组织学类型的恶性肿瘤表现出

不同的形态学和生物学特征,因此会产生不同的临

床行为和治疗反应[33]。 但仅仅依赖病理诊断和标

记物的检测难以实现对乳腺癌的诊断。 目前新兴的

数字 PCR 技术有助于从基因层面检测乳腺癌的风

险,为患者提供新的诊疗策略。

雌激素受体 1 ( estrogen receptor 1,ESR1)基因

的突变激活在 70%的欧美国家乳腺癌患者中可检测

出阳性,并驱动常规内分泌治疗产生耐药性。 所以

ESR1 的突变水平与治疗效果和生存期长短密切相

关。 选择一种低侵入性、高灵敏性的检测方法,早期

筛选出乳腺癌的耐药突变意义重大。 在一项研究

中,进行两种检测方法的比较,结果显示 ddPCR 分

析比 NGS 分析更敏感,在同样一批样本中,NGS 在

基线 cfDNA 中检测到 ESR1 中 3 个激活突变,ddPCR

检测到 6 个 cfDNA 样本带有 ESR1 p.D538G 突变,频

率为 1%,且在持续治疗阴性患者的连续血浆样本中

发现了 ESR1 突变。 说明通过 ddPCR 体液检测早期

发现 ESR1 突变在无需活检的基础上可允许早期停

止无效的内分泌治疗,并切换到其他有效治疗[34]。

另外,通过 ddPCR 确定的磷脂酰肌醇(PIK3CA)突

变是三阴性乳腺癌患者的良好预后因素[35]。 在早

期乳腺癌患者术前血液样本中检测到 PIK3CA 突

变,与组织检测结果相比,其敏感性为93.3%,特异

性为 100%。 其中一些患者的恶性肿瘤直径小于

2 cm,组织活检可能存在误差与异质性,但数字 PCR

技术可避免组织活检的弊端,在早期可使用体液检

测突变,判定患者的预后诊疗效果[36]。 此外,利用

数字 PCR 技术进行突变跟踪,也有助于检测患者发

生复发的风险[37]。 可依据检测结果提前预知,判定

是否需要对乳腺癌中的微小残留病灶 ( minimal
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residual disease,MRD)的治疗进行调整。

3　 数字 PCR 技术在体液中检测其他恶性

肿瘤

数字 PCR 技术对液体样本的选择来源多样,除

血液样本外,对于尿液、脑脊液、痰液、肺泡灌洗液的

检测也同样适用,多样本选择,拓宽了数字 PCR 技

术在临床中的应用。 相比较血液样本可能具有更强

针对性,有研究显示,脑脊液比血浆更易检测到源于

脑恶性肿瘤中的突变[6],其差异可能由于血脑屏障

的存在[38]。 中枢神经系统( central nervous system,

CNS)患者脑脊液中恶性肿瘤源性 cfDNA 水平的变

化可作为恶性肿瘤负荷和治疗反应的指标,由此通

过数字 PCR 技术在脑脊液中进行恶性肿瘤来源的

cfDNA 定量,既可提高检查的敏感性,又可以避免组

织活检带来的有创伤害,实现病程长期动态监测。

尿液样本获取方便,也为数字 PCR 技术在恶性

肿瘤中的应用提供便利。 一项研究显示[39],用数字

PCR 技术与下一代测序相结合检测非肌肉浸润性膀

胱癌(non muscle-invasive bladder cancer,NMIBC)患

者特异性突变,值得注意的是,即使血浆还未检测到

恶性肿瘤 DNA 的疾病早期阶段,也可在尿液中检测

到恶性肿瘤 DNA 水平的升高。 此外,这些检测还能

够区分转移患者和浅表性膀胱恶性肿瘤患者,显示

出与恶性肿瘤侵袭性的密切关系。 同样利用数字

PCR 技术进行尿源性微小核糖核酸 (micro RNA,

miRNA)的检测,也可检测到血浆中无法检测到的变

化,用于膀胱癌的诊断治疗[40]。 不仅如此,数字

PCR 技术也可以在痰液中定量检测 miRNA,作为肺

癌的临床生物标志物,且具有一定潜在的应用价

值[41]。 对于多种体液样本进行检测的研究因为数

字 PCR 技术的引入,使其敏感性提高,意义增加。

4　 小结

随着体液检测技术的不断成熟,对数字 PCR 技

术的应用研究也越发深入,由于其样本来源广泛且

相对无创,灵敏度高,特异度好,使其成为恶性肿瘤

个体化诊断、监测、治疗的有力工具,但其在临床应

用方面尚未普及,可能是因为其自身某些方面仍不

够完善,例如对于检测对象的选择有一定的局限性,

不同于 NGS 可以检测多种恶性肿瘤特异性基因改

变的能力[22,42],可大规模同时对数百万个基因进行

平行测序。 数字 PCR 技术只能进行已知位点突变

的检测,在现实应用过程中,数字 PCR 技术灵敏度、

特异性还不能满足稳定性的要求,有一部分原因取

决于核酸的种类以及数量[43]。 一项研究结果显

示[44],在同一恶性肿瘤病理组织基因检测与利用数

字 PCR 技术监测非小细胞型肺癌患者外周血 EGFR

突变状态,随着 cfDNA 输入量的减少,其灵敏度从原

来的 82%下降至46.7%。并且由于恶性肿瘤异质性,

早期时 cfDNA 中恶性肿瘤 DNA 含量过少,使其检测

灵敏度受影响,所以若要稳定其灵敏度,样本数量及

质量也至关重要。 在检测过程中,当样本条件符合

要求的情况下,由于操作过程还未实现自动一体标

准化,试剂、探针的非特异性结合、引物二聚体形成

或样品之间的交叉污染等原因的存在,仍难以消除

假阳性假阴性结果的困扰,所以数字 PCR 技术仍需

大量临床数据验证和更大规模的前瞻性研究,使其

不断优化。 另外,为满足临床检测要求,避免有限的

样本多次检测,降低检测成本,数字 PCR 技术的发

展有望向多重检测方向发展,相比于多重 qPCR 技

术多重数字 PCR 技术是通过终点反应来进行信号

收集,使其在结果显示上具备荧光信号的颜色对比、

荧光信号强弱对比、信号定位等多方面的信号收集,

使结果更加全面。 但对于数字 PCR 技术在临床中

的应用,需要与其他检测技术互补应用,实现对恶性

肿瘤从早筛诊断至后期靶向用药指导提供最精准的

把握。
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