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循环肿瘤DNA在脑胶质瘤中的应用价值

陈静  综述   韦小白，田伟平  审校

(上海市静安区中心医院肿瘤科，上海 200040)

[摘　要]	 脑胶质瘤是颅内最常见的原发性恶性肿瘤之一，病理分型各异，临床预后也不同。由于其病变

部位特殊，起病隐匿，临床治疗方式极其有限。手术组织标本对于诊断脑胶质瘤患者及选择

后续治疗方案意义重大，故手术切除是脑胶质瘤患者目前的首选治疗方案。然而脑胶质瘤病变

位置特殊，手术过程中常因避免神经组织损伤而控制病损切除范围，造成样本量缺乏、组织

伪影或非肿瘤组织过度存在等问题，难以准确地描述肿瘤基因组异质性和分类肿瘤。循环肿瘤

DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)监测通过非侵入性的方式观察肿瘤基因组的变化，为脑胶质

瘤的诊断、治疗和生存预后分析提供有价值的生物标志物。

[关键词]	 循环肿瘤DNA；脑胶质瘤；早期诊断；疗效检测；肿瘤负荷

Application value of circulating tumor DNA in brain glioma

CHEN Jing, WEI Xiaobai, TIAN Weiping
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Abstract Glioma is one of the most common primary intracranial malignant tumors, with different pathological types 

and different clinical prognosis. Due to its special lesion site and hidden onset, clinical treatment methods are 

extremely limited. Surgical tissue specimens are of great significance for the diagnosis and subsequent treatment 

selection for patients with glioma, so surgical resection is currently the preferred treatment for patients with 

glioma. However, due to the special lesion location of glioma, the scope of lesion resection is often controlled 

to avoid nerve tissue damage during surgery, which may cause problems such as lack of sample size, excessive 

presence of tissue artifacts or non-tumor tissues, and etc., making it difficult to accurately describe tumor genomic 

heterogeneity and classify tumors. Circulating tumor DNA (ctDNA) monitoring provides valuable biomarkers 

for glioma diagnosis, treatment, and survival prognosis by observing changes in tumor genomes in a non-invasive 

manner.
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肿瘤是基因组疾病，基因组变化在肿瘤发生

和发展中起关键作用。随着对肿瘤基因组研究的

不断深入，研究者发现肿瘤基因组在基因表达、

遗传表观等不同水平的变化特征各异，这一概念

为肿瘤分子诊断和分型奠定了理论基础 [1-3]。由于

肿瘤临床标本的特殊性及局限性，传统的分子生

物学技术无法有效地分析肿瘤基因组动态变化[3]，

因此体外活检技术逐渐衍生。液体活检是一种体

外诊断，在脑胶质瘤的诊断和治疗方面得到广泛

应用。液体活检是指通过筛检血液、尿液和脑脊

液(cerebrospinal f luid，CSF)等体液中的循环肿瘤

细胞(c i rc u l at i ng  t u m o r  ce l l s，CTCs)、循环肿瘤

DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)、循环肿瘤

RNA(circulating tumor RNA，ctRNA)、蛋白质和微

囊(如外泌体)，来识别靶向突变的存在，用于癌症

筛查，对肿瘤进行诊断和病理分型 [4-5]。该方法通

过对患者体液中的肿瘤细胞或核苷酸实时取样，

为肿瘤监测提供一种侵袭性小、方便快捷的检测

方式。本文就脑胶质瘤分子标志物、ctDNA检测方

法和ctDNA在脑胶质瘤中的应用价值进行综述。

1  脑胶质瘤分子生物学标志物及其意义

胶质母细胞瘤(glioblastoma，GBM)是最常见

的原发性恶性脑肿瘤，占所有原发性脑肿瘤和中

枢神经系统肿瘤的 1 6 % 。常采用手术、放疗、化

疗等多学科综合治疗模式，由于其诊断方式的局

限性，病理程度恶性高，大部分患者预后较差。

2016年世界卫生组织(World Health Organization，

WHO)更新了胶质瘤传统形态学分型的诊断标准，

首次以病理学分子分型作为判定肿瘤分型的核心

依据，这种基因型结合表观型的新分型方法增加

了诊断准确性，能更加精准地指导和反映患者的

预后。分子生物学标志物对确定分子亚型和进行

个体化治疗及临床预后判断具有重要意义。

超 过 9 0 % 的 低 级 别 脑 胶 质 瘤 和 大 多 数 继

发 性 G B M 被 检 测 出 异 柠 檬 酸 脱 氢 酶 ( i s o c i t r a t e 
d e h y d r o g e n a s e ， I D H ) 野生型突变 [ 6 ]。 A l g h a m r i
等 [ 7 - 9 ]临 床 研 究 发 现 ： I D H 突 变 或 可 影 响 胶 质 瘤

术后患者对放化疗的敏感性，相较于 I D H野生型

患者， I D H经典型突变患者手术后进行放化疗可

明显延长无进展生存期( P < 0 . 0 0 1 )。O 6-甲基鸟嘌

呤-DNA甲基转移酶甲基化(O6 methylguanine DNA 
m e t h y l t r a n s f e r a s e ， M G M T ) 是一种 D N A 修复蛋

白，MGMT启动子区域包含高频率的重复CpG序

列，该区域CpG位点的高甲基化通常导致MGMT

转录本的表观遗传沉默。当错配修复(m i s - m atc h 
repair，MMR)功能完好时，MGMT介导的DNA修

复缺失会提高对替莫唑胺(temozolomide，TM Z)
的敏感性。未甲基化启动子通常会导致MGMT蛋

白 的 高 表 达 ， 从 而 允 许 修 复 O 6- 甲 基 鸟 嘌 呤 ， 促

进肿瘤细胞对TM Z的抵抗性，降低脑胶质瘤患者

对化疗药物的敏感性 [ 1 0 - 1 2 ]。人表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor，EGFR)基因突变

可促进肿瘤细胞增殖、存活、血管生成和侵袭。

在脑胶质瘤患者中，EGFR过度表达可导致一些对

肿瘤形成至关重要的信号通路的激活 [ 1 3 - 1 5 ]。在人

脑胶质瘤(I V级星形细胞瘤)和弥漫性人脑胶质瘤 
(II级少突胶质细胞瘤)中都可以看到端粒酶反转录

酶(telomerase reverse transcriptase，TERT)启动子

突变，该基因突变可导致肿瘤细胞端粒酶活性增强

和端粒变长。而肿瘤细胞分化则通过重新激活端

粒酶或端粒选择性延长来维持其端粒长度。这表

明端粒维持可能是脑癌形成的必要先决条件 [16]。

ATRX基因编码一种染色质重塑蛋白，其主要功能

是组蛋白变体H3.3的沉积。ATRX突变广泛分布于

胶质瘤中，与端粒延长(alternative leng thening of 
telomere，ALT)发育相关，同时也影响其他与表观

遗传调控相关的细胞功能[17]。Ki-67和p53是人类癌

症中两个被充分研究的分子。Ki-67是一种细胞分

裂的标志，与胶质瘤的组织学分级相关。研究 [18]

表明它能预测胶质瘤患者的预后不良。虽然p53基

因表达的改变不一定与生存相关，但相关研究 [19]

表明在GBM中，阳性表达的患者比p53阴性表达的

患者预后更差，故p53可能是胶质瘤患者的预后生

物标志物。

上述脑瘤分子标志物明显影响脑胶质瘤细胞

的增殖、转移和侵袭，在不同程度上促进脑胶质

瘤的发生过程。分子标志物的研究能促进GBM诊

断更加精确化，有助于了解脑胶质瘤的分子生物

学特征，对临床精准化治疗具有深远的意义。

2  ctDNA 概述及相关检测方法

细胞游离DNA(cell free DNA，cf DNA)是肿瘤

细胞坏死或凋亡所释放的短片段双链DNA，存在

于血液和其他体液中 [20]。它携带有关癌症特异性

遗传和表观遗传改变的动态信息。研究 [21]表明治

疗过程中cf DNA水平与预后相关。ctDNA是cf DNA
框架中的小部分，其所占比例可根据疾病负担、

部 位 和 肿 瘤 生 物 学 特 征 ( 包 括 组 织 学 、 血 管 化 、

增殖和凋亡率)而发生动态变化 [22-23]。早期研究表
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明：ctDNA具有许多与癌症相关的分子特征，如单

核苷酸突变[24-26]、甲基化突变[27-28]、含有癌症源性

病毒序列等，因此被认为来自于肿瘤组织。ctDNA
不仅可用于检测转移，监测治疗效果，确定最佳

的治疗方法，减少治疗成本和不良反应，而且能

实时反映肿瘤负荷和最新动态信息。

血浆c t D N A的检测虽然有利于肿瘤发病机制

的 研 究 与 临 床 管 理 ， 但 基 于 c t D N A 的 检 测 仍 面

临 着 一 些 挑 战 ， 尤 其 是 c t D N A 在 c f D N A 中 仅 占

很 小 的 比 例 ， 通 常 需 要 检 测 特 定 突 变 的 相 关 理

论 知 识 和 技 巧 ， 在 研 究 检 测 时 对 于 检 测 技 术 要

求 较 高 [ 2 9 ]。 最初，研究人员使用桑格(Sanger)法

测序来检测血浆ctDNA。但是Sanger的ctDNA检测

存在许多缺点，如通量低、操作繁琐、成本高、

P CR方法可能存在偏倚等。近1 0年来，二代测序

(next generation sequencing，NGS)技术的发展使研

究人员开发了许多有效、方便的方法来替代Sanger
测序。Diehl等 [30]开发了一种名为光束的技术来检

测血液中的c t D N A。在这种技术中，使用包含已

知标记序列的引物扩增目标DNA片段，然后与磁

珠共价结合。最后利用流式细胞术对含有突变的

珠粒进行分类。Ne w m a n等 [ 3 1 ]也开发了另一种名

为CA PP- seq(深度测序癌症个性化图谱)的新技术

来定量ctDNA。他们设计了一个由生物素化DNA
寡核苷酸组成的探针小组，以癌症中反复突变的

区域为靶点。使用这种技术，他们检测到100%的

I I ~ I V期和5 0 %的 I期非小细胞肺癌(n o n  sma l l - ce l l 
l u n g  c a n c e r ， N S C L C) 患者的 c t D N A 。与以往的

检测方法相比，这些新方法具有更高的检测灵敏

度，具有高吞吐量和低成本。这种N G S技术在充

分评估ctDNA分析的临床潜力方面是必不可少的。

然而，这些新技术也有局限性。首先，基于N G S
的方法仅对约50%的早期患者提供信息诊断，因此

敏感性有待进一步提高。此外，检测ctDNA消耗成

本相对较高，限制了它们在临床实践中的应用与

开展。

3  ctDNA 与脑胶质瘤

组织活检是肿瘤的标准诊断程序，也为基因

分 型 提 供 了 材 料 ， 有 助 于 癌 症 的 靶 向 治 疗 [ 3 2 ]。

然而，由于脑胶质瘤病灶位置特殊，活检术存在

风 险 ， 可 能 引 起 严 重 的 并 发 症 。 另 一 方 面 由 于

肿瘤细胞的异质性和进化，基于组织活检的癌症

诊断程序在评估癌症发展、预后和基因分型方面

存在局限性，进而不能精确监测病情进展及组织

分型。随着肿瘤特异性分子标志物的不断更新，

研 究 者 对 肿 瘤 分 子 诊 断 的 兴 趣 也 越 来 越 高 [ 3 3 ]。

ct D N A是肿瘤生物分子学标志物之一，由肿瘤细

胞释放到血液中，潜藏着原肿瘤基因的突变，因

此可动态监测肿瘤基因突变及疾病进展，且可通

过C S F、血液等液体活检获取，具有无创性和精

确性，因此c t D N A检测或可作为诊断脑胶质瘤诊

断策略。目前c t D N A检测已经应用于多项脑胶质

瘤研究。

3.1  ctDNA 在脑胶质瘤患者早期诊断中的应用

对 脑 G B M 患 者 来 说 早 期 诊 断 和 准 确 的 肿 瘤

分类是选择个性化治疗的关键。脑胶质瘤基因组

突 变 是 一 系 列 D N A 突 变 和 非 编 码 R N A 的 失 调 引

起的。通过循环肿瘤核酸基因分型评估胶质瘤细

胞中的基因突变，可以对特定肿瘤进行分类，并

确定预后和肿瘤负荷，故c t D N A检测对于脑胶质

瘤患者早期诊断具有重大意义 [34]。Nassir i等 [35]采

用基于血浆的液体活检方法来诊断中枢神经系统

肿瘤，并在不依赖肿瘤组织活检获得信息的情况

下，对原始胶质瘤和脑转移瘤进行鉴别诊断，通

过检测血浆中胶质瘤ctDNA的甲基组特异性。应用

无细胞甲基化DNA免疫沉淀和高通量测序能够在

ctDNA丰度低的情况下有效地检测ctDNA，而且还

能无创性地区分具有相似细胞起源谱系的常见颅

内肿瘤(脑膜瘤、血管外皮细胞瘤、低级别胶质神

经元瘤、IDH突变胶质瘤、IDH野生型胶质瘤)。

Mar tínez -R icar te等 [36]对20例不同亚型的弥漫性胶

质瘤病例进行基因测序，比较肿瘤和CSF ctDNA。

使用所描述的靶向测序和微滴式数字PCR(droplet 
digital PCR，ddPCR)探针对CSF ctDNA和肿瘤DNA
进行分析。除3例病例外，肿瘤样本中发现相应的

CSF  c t D N A基因突变。CSF  ctDNA突变分析与组

织学诊断一致。IDH野生型GBM发生TERT突变；

IDH突变的GBM和星形细胞瘤中发现IDH、TP53和

ATRX突变；少突胶质细胞瘤中发现IDH和TERT突

变，但不存在ATRX和/或TP53突变，并通过荧光

原位杂交(fluorescence in situ hybridization，FISH)
证实其1p/19q状态。以上研究[35-36]均表明ctDNA检

测在脑胶质瘤早期检测及分型中有重要意义。由

此可见c t D N A可作为一种传统组织活检的替代方

案，为早期病灶较小、病灶位置较为特殊不便于

行手术活检的胶质瘤患者提供了新的检测方法，

更有利于此类患者的后续治疗。其次高危人群也

可以从ctDNA的早期癌症检测中获益。例如，1例

患者有一个已知的生殖系突变导致癌症易感性(例
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如，BRCA1突变导致乳腺癌和卵巢癌易感性)，可

以使用靶向c t D N A分析来检测该基因的二次命中

率，便于该类人群的预防。

3.2  ctDNA 可作为脑胶质瘤临床疗效的评估指标

肿瘤细胞释放DNA片段在体液中循环，通过

分析ctDNA可以提供关于肿瘤分子特征和基因进化

的信息，有相关研究[37-38]表明通过对成人脑恶性肿

瘤CSF ctDNA进行检测。CSF中ctDNA的分析能反

映脑肿瘤基因组的改变，它可以作为分子诊断工

具，患者监测过程中的动态变化可以概括病程、

反映疗效。Panditharatna等[39]通过对14例弥漫性内

生型桥脑胶质瘤患者放疗前后进行血浆ctDNA含量

监测，结果发现与基线相比，放疗后c t D N A反应

[最小等位基因频率(minor allele frequency，MAF)
至少降低50%]和MRI肿瘤体积测量(至少降低10%)
的 一 致 性 为 7 5 % ， 弥 漫 中 线 神 经 胶 质 瘤 (d i f f u s e 
mid l ine  g l ioma，DMG)中ctDNA水平在放疗后出

现下降。Sta l l ard等 [ 4 0 ]应用d d P CR技术分析了4例

H 3 F 3 A  k 2 7 M 突变弥漫性脑胶质瘤和非脑干脑胶

质瘤的儿童患者的CSF ctDNA，研究显示：儿童

CSF中H 3 F 3 A  K 2 7 M  c t D N A拷贝系数与增强扫描

横断面肿瘤面积呈线性关系，有效治疗后不久，

ctDNA释放会暂时增强，证实肿瘤细胞增殖导致

c t D N A增加，而H 3 F 3 A  K 2 7 M拷贝系数可用于跟

踪治疗反应。随着生物分子技术的提升，c t D N A
检测技术联合影像学技术应用于临床，可更精确

评估及检测患者预后和疗效。同时脑胶质瘤患者

治疗过程中均会出现不同程度的耐药，而耐药性

的发生会在某种程度上影响临床疗效。与癌症耐

药 性 发 展 相 关 的 通 路 中 涉 及 的 基 因 经 常 发 生 突

变。c t D N A检测可用于监测肿瘤的演变，阐明肿

瘤耐药机制，评估临床疗效，指导临床医生的药

物选择。

3.3  ctDNA 可反映脑胶质瘤基因组突变

由于脑胶质患者的CSF中的ctDNA携带有原癌

基因信息，因此可以反映整个肿瘤基因组信息，

它不仅在检测点突变或结构变异，而且在检测拷

贝数畸变和甲基化状态方面具有潜在的临床应用

价值。Escudero等[41]采集了13例髓母细胞瘤患者的

肿瘤、血液和CSF样本，对肿瘤组织和CSF ctDNA
进行全外显子组基因测序，结果显示：98.9%原发

肿瘤样本中检测到变异等位基因频率(variant allele 
frequency，VAF)大于5%，而相匹配的CSF ctDNA
也 得 出 相 对 应 的 结 果 。 更 重 要 的 是 肿 瘤 VA F s 与

从CSF ctDNA中获得的VAFs之间存在显著相关性

(R 2=0.57，0.96，0.53和0.87)。这一观察表明CSF 
c t D N A再现了原发肿瘤中肿瘤内的异质性。因此

CSF ctDNA的分析可以提供关于肿瘤亚克隆基因

组结构的信息。D e  Matto s -A r r u d a等 [ 4 2 ]研究也发

现CSF ctDNA可推测出操作基因突变，并且可以

识别出(EGFR、P TEN、ESR1、IDH1、ERBB2、

FGFR2)等基因表型拷贝数改变。故可用于检测脑

肿瘤私密突变和监测脑肿瘤进展。

4  结语

通过c t D N A检测以更低的侵入性方式获取分

子信息，进而预测和评估脑胶质瘤患者的临床疗

效，同时可以更加敏感监测肿瘤基因实时变化，

为 脑 胶 质 瘤 诊 断 和 检 测 提 供 一 种 更 加 精 确 的 方

法。血浆ctDNA检测将能够比成像更灵敏地识别药

物反应或临床进展，也将增强对可疑影像学扫描

结果的解释，从而允许对单个患者进行更及时的

系统治疗改变。但由于其在血浆中的丰度有限，

而且可用于区分癌性ctDNA与正常ctDNA的体细胞

变数量较少，对检测方法的敏感度和特异度要求

高。包括检测最佳时间点、检测方法和VA F 阈值

等，以此来作出临床决策。随着医疗技术方法的

不断提升，ctDNA有望广泛应用于脑胶质瘤的临床

诊断、疗效评估、疾病进展等评估应用中。
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