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摘要 游离DNA（cell free DNA，cfDNA）作为一种新型分子标志物在疾病预测、肿瘤防治等方面的作用日益突出 . 但在实

现其广泛的临床应用前仍存在诸多障碍，主要是 cfDNA相关的标准较少，导致目前的研究报道缺乏可比性，检测结果缺乏

稳定的可重复性，从而降低了临床应用的可靠性 . 本综述集中阐述了近年来 cfDNA的相关研究进展，包括 cfDNA的样本来

源、样本保存、样本提取、定性定量检测和应用，并分析比较了 cfDNA研究的各个环节采用的方法及其优缺点，对其中存

在的问题进行了剖析和总结，指明了cfDNA相关标准制定的迫切性 .
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游离DNA（cell free DNA，cfDNA）是由身体

的所有组织（包括正常功能组织和功能异常组织，

如肠道菌群或癌症等，以及细胞、细菌、病毒、核

酸-蛋白质复合物等［1-2］）释放到血清或血浆中的

DNA片段 . cfDNA通常被认为存在于血浆中，但也

被发现存在于其他体液中，如胆汁、粪便、尿

液［3］及脑脊液等 . 其类型主要分为循环肿瘤DNA

（ctDNA）和胎儿游离DNA（cffDNA） .

首次报道 cfDNA 浓度升高是在自身免疫性疾

病和白血病患者的研究中［4］ . 随后的几十年间，大

量研究陆续表明，癌症及一些炎症患者与健康受试

者相比通常具有较高水平的 cfDNA含量［5］ . 因此，

通过cfDNA检测进行人体健康监测［6-8］具有重要意

义，基于 cfDNA水平的胎儿染色体非整倍性、非

侵入性产前检测是 cfDNA技术在人体健康监测领

域的首次成功应用［9］ . 此外，cfDNA检测还可用于

肿瘤防治［10］ . 许多成人肿瘤患者要经历20~30年的

病变才会最终形成癌症［11-12］，癌症的高致死率很

大一部分原因在于不能及早发现肿瘤的形成而导致

较迟的医疗干预［13］ . 在癌细胞形成初期可以提前

数月检测到 cfDNA含量的改变，因而可以通过早

期 cfDNA检测达到肿瘤防治的目的 . 相比于肿瘤活

检，cfDNA 已被证明可以更好地代表肿瘤的完整

遗传特征，因此 cfDNA可以作为标志物用于筛选

健康和无症状群体、疾病的早期检测、诊断和治

疗、评价治疗效果及防控疾病复发［14-17］ . cfDNA作

为分子标志物在肿瘤临床应用中的作用已被

详述［18-20］ .

很多研究利用 cfDNA 碱基长度之间的差异进

行胎儿产前无创检测、肿瘤及移植治疗监控 .

cfDNA 通过核小体介导的保护循环核酸酶的潜在

机制，天然地断裂为平均长度为 167 bp 的小片

段［21-22］，与类似研究发现的 70% 以上的血浆

cfDNA片段长度小于300 bp，平均大小为170 bp结

果相符［23-25］ . 为了避免体内复杂因素的干扰，

Bronkhorst 等［26］建立体外模型，通过体外培养细

胞并提取 cfDNA 进行性质探索，与 Yu 等［27］的实

验结果共同表明，cfDNA 于 166 bp 处的条带占比

突出，同时发现释放到体内的 cfDNA片段大小不

一，通常这些片段大小与核小体DNA延伸的倍数

有关，范围从 150 bp 到 1 000 bp，原因可能在于

cfDNA 释放到循环系统的途径各不相同［26］ . 关于
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cfDNA 从体内释放到循环系统途径的猜想众多，

除去已被否定的部分猜想［28-29］，还有3种可疑的来

源：凋亡、坏死和细胞的主动释放［30］ . 而来自坏

死细胞的DNA片段通常大于10 000 bp［31］，这表明

大部分 cfDNA在疾病和健康个体中都来源于凋亡

细胞［32-34］，大多数血浆或血清DNA的电泳结果也

展示出了与凋亡细胞相似的梯形图谱 .

目前针对 cfDNA 的相关研究报道普遍具有信

息不全的现象，例如关于 cfDNA采集制备等细节

交代不充分，未详细提及样本的来源及其是否新

鲜，没有被立即处理的样本是如何保存的，定性定

量检测 cfDNA时样本是否存在细胞及DNA酶的污

染或者发生样本的降解［10］等，此外，报道中也很

少提及结果的可重复性，因而类似实验缺乏有效可

比性，结果质量不能被广泛评估 . 本文旨在综述

cfDNA 近期研究现状和存在问题，并提出 cfDNA

标准化的必要性，从而为推进 cfDNA研究和临床

应用提供参考 .

1 样本采集及处理

样本采集是 cfDNA 研究的关键步骤，其次才

涉及 cfDNA的提取及检测应用 . 表1列举了样本提

取制备过程中的一些影响因素及其影响方式 .

1.1 样本采集

cfDNA 的样本来源涉及体内和体外，体内提

取用的样本来源广泛，包括血浆、血清和全血，荧

光定量PCR （qPCR）测量发现，血清中的 cfDNA

水平比血浆高出10倍［35］，但血浆可以最大限度地

减少对肿瘤来源 cfDNA 的稀释［36］，血浆来源

cfDNA 的突变检测结果与活检结果更为接近［37］ .

保存的血浆样本或提取分离的 cfDNA中，每年有

30%的DNA发生降解［38］ . 样本采集过程中所使用

的血液采集管会对 cfDNA产生影响［39］，不宜使用

具有细胞裂解功能的试管，用于制备血浆的血液采

集管必须提前用抗凝血剂处理 . Wong等［40］对孕妇

血浆中cffDNA进行分子分析，系统研究包括时间、

温度、力度和试管 4 个方面的操作和加工条件对

cfDNA 提取的影响，发现 Streck BCT 管相比于

EDTA 管可以在较长时间内保存样本不发生降解 .

另外，样品的运输过程中会带来难以控制的变化，

过滤、离心时间、离心力，以及离心程序都会影响

cfDNA 的提取及定量［41］ . 对于不能被立即处理而

需要短期保存的样本应该置于BCT管并放置在低

温环境中［42］，同时要确保样品在运输过程中不会

暴露在极端温度下［43］ .

1.2 样本前处理

收集好的样本不能及时进行提取时，要控制样

Table 1 Factors affecting cfDNA quality during sample extraction and their influencing ways
表1 样本提取过程中影响cfDNA质量的因素及其影响方式

影响因素

物理因素

生物/化学因素

血浆/血清

离心管稳定时间

速冻

离心力

温度

去污剂：Triton X-100、Tween-20、SDS

苯酚/氯仿

异戊醇

单价阳离子：碘化钠

蛋白酶K

乙醇

影响方式

血清cfDNA含量相对较多，cfDNA片段偏长；血浆可以减少肿瘤来源DNA的

稀释；收集的血浆发生融血或DNA片段降解并产生基因组DNA污染

EDTA抗凝管：6 h，普遍接受时间为2 h；存在白细胞稳定剂时：2 d；Streck

BCT管：2周，普遍接受时间为1周

速冻处理样本不会增加cfDNA的得率

样本提取过程中要经过两次离心，首先1 000~3 000 r/min慢速离心10 min，接

下来13 000 r/min快速离心10 min

样本运输过程中要处于4℃低温环境下；提取得到的cfDNA可在4℃放置，长

期保存在置于−80℃下

裂解细胞，释放DNA

苯酚：有效变性蛋白质，抑制DNase的降解作用；氯仿：去除残余的酚

有助于分相，使离心后的上层含DNA的水相、中间的变性蛋白质相及下层有

机溶剂相维持稳定

减少DNA分子之间的同性电荷相斥力，而易于聚集沉淀

酶解与核酸结合的组蛋白，使DNA游离在溶液中，适用于短时消化

沉淀DNA，去除杂质
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本从采集到处理的时间间隔和保存温度，避免影响

cfDNA 的得率［44-45］ . Risberg 等［42］ 研究发现，用

K3EDTA管采集全血样本并于室温分别放置 0、6、

24、48、96 h及一周后提取cfDNA，突变分子的数

量以拷贝/毫升血浆表示时没有观察到统计学上的

显著差异 . 此外，一些前处理操作可以提高 cfDNA

得率 . 为了解决Qiagen柱分离无细胞血浆cfDNA产

率低的问题，薛等［45］用 Triton X-100 处理血浆并

加热，经过苯酚/氯仿（THP方案）纯化后得到更

高的产率 . Bronkhorst等［26］的研究结果表明，添加

蛋白酶K可以提高 cfDNA得率，但样本的速冻处

理并不能增加 cfDNA得率 . Fong等［46］比较从少量

样本中提取血浆cfDNA的7种不同方法，发现经过

碘化钠处理的手动方法获得的 cfDNA得率最高 . 提

取 cfDNA的过程中，应避免所采用的操作方法及

试剂耗材对于 cfDNA的收集具有偏向性，防止遗

漏小片段也避免降解基因组 DNA 造成 cfDNA 的

污染 .

2 cfDNA提取试剂盒

目前用于 cfDNA 提取的试剂盒种类繁多，多

集中于QIAGEN公司生产的一系列DNA提取试剂

盒（表 2） . 研究报道大多发现使用Qiagen柱分离

纯化无细胞血浆 cfDNA时产率较低且会损失部分

小于 150 bp 的 DNA 片段［47-48］ . 早期研究中 Sozzi

等［49］采用QIAamp DNA Mini kit在4℃下两次低速

离心分离血浆，经 Qiagen 柱纯化 5 次后提取

cfDNA，并结合 DNA Dipstick TM Kit 试剂盒构建

receiver operating characteristic curve （ROC） 曲线

实现 cfDNA 定量 . 之后 Xue 等［45］ 比较 QIAamp

Blood DNA Midi Kit 和 Triton heat phenol （THP）

方案，以bcl-2为参考质粒，Pico Green定量分析发

现，THP 方案提取的 cfDNA 得率高于试剂盒法，

而试剂盒操作过程中加入蛋白酶K会适当提高试剂

盒的 cfDNA 得率 . 同年 Fong 等［46］ 采用 QIAamp

DNA Blood kit提取并用Qubit定量，结合cfDNA片

段大小及定量检测结果得出结论，试剂盒法、苯

酚-氯仿法和碘化钠法都具有较高的得率，其中碘

化钠法的得率最高 .

Fleischhacker 等［50］分别在柏林和慕尼黑两个

实验室以人类内源性病毒ERV、GAPDH基因和 β

珠蛋白基因3种参考基因进行cfDNA定量分析，比

较 包 括 QIAamp DNA Hemal Midi Kit 试 剂 盒 、

Nucleo Spin血浆F试剂盒（MN）和罗氏自动化系

统 （Magna Puer LC DNA 分离试剂盒 -大体积，

MP）在内的 3种DNA提取试剂盒的提取效果 . 多

变量测试结果显示：DNA产量对分离程序和所使

用的目标基因有很强的依赖性，β珠蛋白定量结果

与其他两个靶基因之间存在极显著差异，而 ERV

与GAPDH的定量结果之间差异不显著；定量结果

与实验室位置关联较弱；使用自动 Magna Pure 系

统提取的血浆DNA产量最高，而经Qiagen柱提取

的血浆DNA浓度相对较低 . 3个变量之间没有观察

到交互作用 .

2016年有研究报道了QIAamp循环核酸试剂盒

（QIA）、PME循环游离DNA提取试剂盒（PME）、

Maxwell RSC ccfDNA 血 浆 试 剂 盒 （RSC）、

EpiQuick循环无细胞DNA分离试剂盒（EQ）和两

个连续版本的 NEXTprep -Mag cfDNA 分离试剂盒

（NpMV1 / 2）的 cfDNA 提取率，发现 QIA 试剂盒和

RSC 试剂盒对含 KRAS 突变的 ctDNA 和未突变的

cfDNA的分离效率相似，而 PME和NpMV2试剂盒

的提取率较低［51］ .

Devonshire 等［52］比较 4 种 cfDNA 提取试剂盒

（QIAamp®循环核酸（CNA）试剂盒、NucleoSpin®

血浆 XS （NS） 试剂盒、FitAmp™血浆/血清 DNA

分离 （FA） 试剂盒和常用的 QIAamp DNA 血液

（DBM）试剂盒）的提取效率，建立GeNorm法分

析7种参考基因定量结果并结合数字PCR（dPCR）

测定结果，发现各试剂盒的提取效率由高到低为

CNA试剂盒>DBM试剂盒>NS试剂盒>FA试剂盒，

其中CNA和NS试剂盒较DBM试剂盒更有利于提

取较小的DNA片段 .

报道中各个实验室采用的 cfDNA 定量分析方

法不同，因此不同试剂盒的提取效率缺乏可比性 .

此外，由于缺少 cfDNA片段大小的相关标准，不

同实验室提取所得的 cfDNA长度各不相同，以此

为基础的cfDNA的定量结果更加缺乏可靠性 .

QIAGEN公司生产的试剂盒提取纯化过程中会

造成 150 bp以下小片段DNA的损失，因而定量结

果通常偏低；多数试剂盒含有 PCR抑制剂，因而

通过qPCR定量分析会导致结果偏低；样品长时间

储存会产生细胞的溶解进而污染 cfDNA导致结果

偏高 . 笔者认为当提取所得的 cfDNA片段长度不统

一时，基于总 cfDNA得率进行定量分析的方式不

利于cfDNA的标准化研究 .
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3 cfDNA定量检测方法

3.1 cfDNA总含量定量检测

cfDNA 的定量检测方法主要包括两个层面，

一是对 cfDNA的总含量进行定量，评估提取效率

和得率，二是对 cfDNA中变异基因进行定量，用

于指导临床应用 . 针对 cfDNA总含量的定量方法众

多，包括紫外光谱、荧光染料、荧光磁性粒子［53］、

竞争结合放射免疫分析［5］ （灵敏度范围 25~

1 000 µg/ L）、放射性标记 DNA［54］（灵敏度高达

1.6 µg/ L）、DNA嵌入法［55］、微珠、乳胶、扩增和

磁学（光束）［56］等方法，但通常由于提取所得的

cfDNA浓度较低，导致此类定量方法缺乏准确性 .

此外，凝胶染色法可实现 cfDNA片段大小的定量

和半定量［57］，但无法准确检测到少量 cfDNA的存

在；芯片电泳法可以确定 cfDNA片段大小分布和

测量含量，但定量结果依赖于具有准确量值和一定

片段长度的DNA标准品 .

3.2 cfDNA基因变异定量检测

肿瘤细胞通过多种机制将DNA释放到血清或

血浆中，从而能够在血液中检测到与癌症相关的基

因改变，包括点突变［58］、拷贝数变化、染色体重

排和表观遗传畸变 . 早前的测试表明，使用全外显

子组测序，在标准深度（~150×覆盖率）下可以有

效地从包含5%~10%肿瘤细胞的样本中检测到体细

胞改变［59］ . 高通量测序技术可以进行 cfDNA中目

标变异基因的检测［60-61］，尤其是二代测序技术

（NGS）的出现在一定程度内提高了野生型DNA背

景中较低比例的突变信号［62］，使得突变基因检出

的准确性得以进一步提高［63］ . Yang等［64］开发了一

种基于 NGS 的 cfDNA 等位基因计数方法，称为

cfDNA 条形码，可以用于单基因疾病的无创性产

前诊断 . Adalsteinsson等［65］开发了 ichorCNA软件，

在事先未知肿瘤突变的情况下，可从 0.1倍覆盖的

全基因组测序数据中量化 cfDNA中的肿瘤突变基

因含量 . 然而测序技术对于 cfDNA基因融合及点突

变的检测结果仍然存在较大的变异［66］，NGS技术

尚无法满足低频突变（<1%）的检测需求 .

基于 PCR原理的 qPCR和 dPCR可实现 cfDNA

总含量和目标基因变异定量分析 . qPCR通过标准

品拟合标准曲线定量，首要问题是确定参考基因，

目前可用的参考基因种类繁多，包括 GAPDH、β

珠蛋白、ERV及TERT基因等［50，67］，而β珠蛋白定

量结果与GAPDH和ERV两个靶基因定量结果之间

存在极显著差异，选用多个参考基因联合系统的统

计分析方法或许可以平衡不同参考基因对于

cfDNA定量结果的影响 . 缺乏统一的参考基因和准

确含量的 cfDNA 标准物质，导致 qPCR 技术在

cfDNA的定量分析中受到限制 .

dPCR 相比 qPCR 或 NGS 具有更高的灵敏度，

Table 2 Comparison of cfDNA extraction kits and quantitative results
表2 cfDNA提取试剂盒及定量结果比较

试剂盒

QIAamp DNA Mini试剂盒

QIAamp DNA血液试剂盒

QIAamp循环核酸试剂盒（QIA），PME自由循环

DNA提取试剂盒（PME），Maxwell RSC ccfDNA

血浆试剂盒（RSC），EpiQuick循环无细胞DNA

分离试剂盒（EQ）以及两个连续版本的NEXT‐

prep -Mag cfDNA分离试剂盒（NpMV1 / 2）

QIAamp®循环核酸（CNA）试剂盒，

NucleoSpin®血浆XS（NS）试剂盒和FitAmp™
血浆/血清DNA分离（FA）试剂盒以及常用的

QIAamp DNA血液迷你（DBM）试剂盒

定量方法

结合DNA Dipstick TM Kit试剂盒

构建ROC曲线实现cfDNA定量

荧光定量双链DNA

使用微滴数字PCR （ddPCR）对

总cfDNA和KRAS突变ctDNA馏分

进行定量. qPCR分析片段完整性

通过GeNorm法分析7种参考基因：

ALUJ、TERT、NAGK、GAPDH、

RPPH1、ERV3、VP qPCR拷贝数

结果并通过dPCR验证

定量结果

血浆DNA浓度为6~25 µg/ L和26~125 µg/ L

时，可获得最佳结果，记录的灵敏度分别

为75%和54%，特异性为86%和100%

试剂盒法/苯酚-氯仿法和碘化钠法具有较

高的提取率，其中碘化钠法所得结果最好

QIA试剂盒和RSC试剂盒对KRAS突变的

ctDNA和未突变的cfDNA的分离效率相似，

而PME和NpMV2试剂盒的产量明显较低

提取效率高低顺序为CNA试剂盒>DBM试

剂盒>NS试剂盒>FA试剂盒，且CNA和NS

试剂盒较DBM试剂盒能更好地反映提取液

中较小的DNA片段

参考

文献

［48］

［45-46］

［51］

［52］
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可以实现突变丰度低至 0.1%甚至更低丰度的准确

检测［68-70］ . 而基于单个突变位点的检测，存在较大

的拷贝数变异时可能会产生假阳性现象［71］ .

Cerebro是用于分析下一代癌症序列的数据统计学

分析方法，它可以识别高可信度的体细胞突变，同

时能够最大程度地减少假阳性结果［72］ .

dPCR在晚期肿瘤检测中作用显著，但在早期

筛检中缺乏灵敏度和可靠性，为此 Diehl 等［73］建

立一种新型珠乳扩增磁学（BEAMing）技术，可

以确定PCR过程中的错误率 . Laken等［74］建立的短

寡核苷酸质谱分析（SOMA）方法同样有助于提高

cfDNA 基因突变检测的灵敏度 . 随着技术发展，

ddPCR 以其高度灵敏性越来越多地被用于研究

中［75］，但主要针对已知信息的变异基因检测 . 基因

变异信息未知时需要预筛选方法，如变性高效液相

色谱（DHPLC）、时间温度梯度电泳（TTGE）和

单链构象多态性（SSCP）［62］ . 以往许多筛查癌源性

cfDNA 的方法都集中在对重复突变癌症基因中的

体细胞单核苷酸变异 （SSNVs） 进行靶向检

测［76-77］，但研究发现绝大多数转移性癌症都含有

染 色 体 臂 长 水 平 的 体 细 胞 拷 贝 数 改 变

（SCNAs）［78］，SCNAs 可能适用于更广泛的应用 .

此外，旨在实现肿瘤定位的甲基化检测方法正在被

广泛开发中［79-83］，甲基化检测结合hmC-CATCH技

术 已 被 证 明 可 以 极 大 提 高 cfDNA 的 检 测 灵

敏度［84］ .

cfDNA 检测方法应用于真正的临床中必须考

虑测试参数的第三方验证，如灵敏度、可靠性、内

部和外部控制的使用，并需要食品药品监管部门和

卫生部门的监管指导［3］ .

4 cfDNA检测应用

当肿瘤活检不可行时，cfDNA、ctDNA的筛查

是唯一有价值的标志物，可用于选择适合接受激酶

阻断靶向治疗的患者［85］ . 最常见的突变基因包括

KRAS、 EGFR、 PIK3CA、 BRAF、 TP53、 HER2

等，表3列举了最近被广泛研究的癌症热点突变和

研究结果，其中多采用NGS和dPCR方法进行变异

基因检测 .

目前关于 cfDNA 检测应用的热点研究中，定

量检测方法多集中于具有高度灵敏性的 dPCR 技

术，可以系统地比较不同基因位点的突变丰度 . 但

各个研究报道中用于定量的参考基因有待统一，所

选用的 cfDNA 片段长度也不同，不利于探讨

cfDNA相较于基因组DNA的完整性，不能进一步

探索血液中 cfDNA的释放机制，影响 cfDNA作为

Table 3 Hot spot tumors and mutation sites
表3 热点肿瘤及突变位点

肿瘤类别

胰腺癌

结直肠癌

结直肠癌、胰腺癌

非霍奇金淋巴瘤和

前列腺癌

非小细胞肺癌

检测方法

磁纳米颗粒、ddPCR、

qPCR、NGS

NGS、

IntPlex qPCR

ddPCR

多重ddPCR

NGS、dPCR、ARMS

突变位点

KRAS G12D/V/R/C/A/S，

G13D，NRAS

KRAS c12/13、NRAS、

BRAF V600E

KRAS G12A/C/D/V/R/S和

G13D

EGFR E746_A750del、

L858R和T790M

分析

目的片段大小115 bp，突变等位基因分数取值范围

为0.01%~39.08%. ddPCCR精密度良好，灵敏度高

于NGS，单目标检测的变异等位基因分数介于

0.001 5%至0.069%之间，多目标检测的变异等位基

因分数介于0.022%至0.16%之间

平均片段大小100 bp，突变检测率高于组织活检

基因组DNA裂解，产生大于800 bp的长片段，稀释

肿瘤来源的cfDNA

针对嗅觉受体（OR）基因的3个片段，大小范围：

73~165 bp、166~253 bp、>253 bp，利用STAT6基

因座阳性的小滴数来估计绝对cfDNA浓度

三种测量方法具有良好的一致性. NGS和dPCR检测

耐药突变p.T790M的结果几乎完全一致，患者检测

的临界值为突变率≥0.1%（cfDNA DNA总拷贝数

1 000）或至少检测到一个拷贝的突变型

参考文献

［86-87］

［88］

［36］

［89］

［90-91］

ARMS（amplification refractory mutation system），扩增难治突变系统.
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检测标记物的临床应用 .

5 现存的问题

cfDNA标准首先涉及表述 cfDNA含量的单位，

目前被报道使用的单位包括质量体积浓度 µg/L、

拷贝数、cfDNA/总DNA （%）［31］等，不同的检测

方法导致了 cfDNA含量表述的不同 . 其次是片段大

小的统一， cfDNA 片段长度的区别可应用于临

床［92］，综合已有的研究结果可以初步推断，

145 bp处ctDNA片段大小的分布模式反映细胞增殖

过程中释放的 cfDNA，而 167 bp 处的片段可能反

映细胞凋亡或血细胞成熟、转变所释放的 cfDNA.

cfDNA片段长度不仅取决于从细胞内释放的途径，

还包括提取过程的影响，凝胶电泳、桑格测序、电

子显微镜和原子力显微镜等方法都会对 cfDNA的

平均大小产生不同的估计，片段长度从十几个碱基

对到几万个碱基不等 . 除了提取过程中的影响，还

存在不同来源样本的影响，血浆、血清、全血及肿

瘤原发部位的 cfDNA含量存在差异［93］，差异的根

源可能在于检测时期不同，而原发部位的高含量

cfDNA或许也能指引探究cfDNA的释放机制 .

样本的运输和存储条件也会影响 cfDNA 的得

率，不能及时处理的样本要避免样本被污染或者发

生降解，采用BCT管保存在低温环境下的方式已

获得广泛认可 . 在提取过程中，要依据实验样本的

来源，结合产品说明采用合适的试剂盒 .

cfDNA 的检测和定量有多种不同的方法，最

常见的 ctDNA 突变检测对象是 KRAS 基因［94］ . 随

着方法学的改进和更多肿瘤特异性基因改变的加

入 ， 基 于 EGFR［95］ 、 BRAF［96］ 、 ESR1［97］ 、

PIK3CA［98］等基因的突变检测率各不相同，因此很

难与其他研究进行直接比较 .

目前 cfDNA 提取、定量的最佳方法以及应用

范围还没有达成共识，发表的文献中普遍没有提及

提取所得的cfDNA纯度，例如紫外光谱测定的A260/

A280 值，原因可能在于提取所得的 cfDNA 含量过

低，测得的浓度与纯度缺乏准确性 . 因此需要开发

一种新的技术方法提高 cfDNA的提取效率或者提

出一种新的概念以描述cfDNA的纯度 .

6 小结与展望

现有的报道和实验数据表明，cfDNA 可以作

为一种有效的标志物用于临床诊断尤其是疾病的早

期筛查，为此非常有必要在 cfDNA检测的各个环

节建立统一的标准，包括样品的前处理、提取和定

性定量检测 . 不同的肿瘤细胞具有不同的突变，同

一种肿瘤细胞发展的不同阶段也具有不同的突

变［35，99］，不同位点的突变丰度是否存在检测过程

中的相互干扰还未可知 . 只有对各个环节进行统

一，结果的重复性才能得到保障，不同实验室不同

研究平台之间才可以进行比较 .

cfDNA 的精准检测既要实现准确定量，又要

实现原发肿瘤体内定位 . 肿瘤异质性的存在给未知

来源的早期肿瘤筛选带来巨大障碍，现存检测技术

依旧存在结果不稳定、准确性差、检测成本高等诸

多问题，适合临床应用的 cfDNA检测方法还需进

行更广泛的深入研究 .

目前中国和美国批准的具有临床实用价值的基

于 cfDNA 的检测方法均限于检测肺癌患者 cfDNA

中 EGFR 突变的 Cobas EGFR 突变测试 v2［100］和检

测大肠癌筛查患者 cfDNA 中 SEPT9 启动子甲基化

的 Epi proColon 分析［101］ . 制定完善的 cfDNA 相关

标准可以确保 cfDNA研究的进一步深入，有利于

设计具有更大内在价值的相关实验 . 同时可以确保

同一实验室结果稳定可重复，不同实验室方法和结

果具有可比性，唯有如此才能推动技术的逐步成

熟，最终实现cfDNA的临床应用价值 .
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Research Progress of Free DNA and The Necessity of Standardization*
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Abstract As a new molecular marker, free DNA (cell free DNA, cfDNA) plays an increasingly important role in

disease prediction, tumor prevention and treatment. However, there are still many obstacles before achieving a

wide range of clinical application, mainly due to the lack of cfDNA-related standards, resulting in the lack of

comparability of current research reports and the lack of stable repeatability of test results, thus reducing the

reliability of clinical application. This review focuses on the related research progress of cfDNA in recent years,

including sample source, sample preservation, sample extraction, qualitative and quantitative detection and

application of cfDNA. We analyze and compare the various methods used in each link of cfDNA research and

their advantages and disadvantages, analyze and summarize the problems existing in each link, and put forward

the urgency of the formulation of cfDNA related standards.
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