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ctDNA 检测在非小细胞肺癌临床诊疗应用中的最新研究进展
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摘　要：非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）是一种高度致死性的恶性肿瘤，给人类健康带来严重威胁。

传统的肿瘤诊疗方法存在许多局限性，而液体活检技术中的循环肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）检测由于

其无创便捷、全面灵敏的特点，在 NSCLC 的个体化治疗和监测中引起了广泛关注。该文将综述近年来 ctDNA 检测在

NSCLC 临床诊疗应用中的最新研究进展，包括其在早期筛查、疾病诊断、肿瘤突变监测、治疗效果评估以及预后评估

等方面的应用。
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Abstract：Non-small cell lung cancer (NSCLC) is a highly lethal malignant tumor that poses a serious threat to human health. 
Traditional methods for tumor diagnosis and treatment have many limitations. However, circulating tumor DNA (ctDNA) 
detection, a kind of liquid biopsy technology, has gained widespread attention in the field of NSCLC personalized therapy and 
monitoring due to its non-invasive, convenient, and comprehensive sensitivity. This article will review the latest research progress 
of ctDNA detection in the clinical diagnosis and treatment of NSCLC in recent years, including its applications in early screening, 
disease diagnosis, tumor mutation monitoring, treatment efficacy evaluation, and prognosis assessment.
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近年来，中国的肺癌发病率和死亡率持续上升。

根 据 国 际 癌 症 研 究 机 构（International Agency for 
Research on Cancer， IARC）2020 年的全球癌症统

计数据报告，中国在 2020 年估计有 82 万例新诊断

的肺癌患者和71.5万例与肺癌相关的死亡病例 [1-2]。

肺癌的发病率和死亡率在性别、年龄和地区之间存

在明显差异 [3-4]。对于Ⅰ期和Ⅱ期的非小细胞肺癌

（non small cell lung cancer, NSCLC）患者，术后的

5 年生存率分别为 60% ～ 80% 和 40% ～ 50%[5]，

因此，早期发现、早期诊断和早期手术对于肺癌患

者来说至关重要 [6]。然而，经过多学科综合治疗后，

部分患者可能会出现远期复发或转移，这可能与微

小残余病灶（minimal residual disease, MRD）有关 [7]。

循 环 肿 瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）

检测是目前最常用的微小残余病灶检测方法。世界

卫生组织将肺癌分为小细胞肺癌（SCLC）和非小

细胞肺癌（NSCLC），其中 NSCLC 是最常见 的 类
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型，约占肺癌的 80%~85%。许多研究表明，ctDNA
检测在 NSCLC 的早期诊断、用药指导、疗效评估、

预后判定、早期复发监测、分子异质性评估、肿瘤

动力学监测以及遗传因素识别等方面具有重要的指

导意义。本文对 ctDNA 的来源、检测技术以及在

NSCLC临床诊疗中的研究进展进行了综述和分析，

为未来进一步研究 ctDNA 以及其在 NSCLC 诊疗中

的应用提供参考。

1　ctDNA 与 MRD 概述

MRD 指的是在影像学或实验室检测方法无法

检测到的肿瘤病灶。其与肿瘤复发和患者预后不良

密切相关，因此监测 NSCLC 中的 MRD 显得尤为

重要。根据 2021 年第 18 届中国肺癌高峰论坛上专

家的共识，肺癌 MRD 指的是经过治疗后，无法通

过传统影像学（如正电子发射体层显像 /CT，PET/
CT）或实验室方法检测到，但通过液体活检能够发

现的肿瘤来源分子异常，代表着肺癌的持续存在和
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临床进展可能。肺癌分子残留病灶指的是在外周血

中检测到丰度≥ 0.02% 的 ctDNA，包括肺癌驱动基

因或其他的 I 类 /II 类基因变异。经过治疗后仍能检

测到丰度≥ 0.02% 的 ctDNA，表示存在 MRD[8]。

目前，对于 MRD 的检测主要依靠液体活检方

法。液体活检是指从各种生物液体中获取肿瘤来源

的分析物，常见的包括循环肿瘤细胞（circulating 
tumor cell，CTC），ctDNA，外泌体、外周血循环

RNA 以及循环肿瘤血管内皮细胞（CTECs）。此外，

还可以利用尿液、唾液、腹腔积液和脑脊液等其他

临床样本进行液体活检 [9]。高灵敏度的无细胞游离

DNA（cfDNA）技术的发展推动了液体活检在肿瘤

学领域的应用。其中，CTC 和 ctDNA 等分子可以

用于分析评估患者的肿瘤情况。目前，以 ctDNA
作为 MRD 的标准已经非常普遍 [10]。基于 ctDNA
的 MRD 监测可以识别出根治性手术后存在高风险

疾病进展的患者，并且能够评估疾病的进展情况和

治疗的效果。在介绍了 ctDNA 技术之后，我们将

重点关注其在非 NSCLC 诊断、风险评估以及癌症

治疗监测中的应用。

2　ctDNA 的检测方法

目前，ctDNA 分析主要采用聚合酶链式反应

（PCR）和测序技术。基于 PCR 的分析方法包括：

①液滴数字聚合酶链式反应（droplet digital PCR，

ddPCR）法。该方法具有高灵敏度和结果量化能

力，是 ctDNA 分析中的标准参考方法之一；②高

分辨率检测方法，包括基于小珠（Bead）、乳浊液

（Emulsion）、扩增（Amplification）和磁性（Magnetic）

的 BEAMing。 此 方 法 能 够 检 测 到 罕 见 突 变 达 到

0.01% 的水平。另外，基于测序的技术包括：①标

记扩增深度测序（TAm-Seq）法和深度测序肿瘤个

体化建档法（CAPP-Seq），可以对多个靶点进行

测序；②全外显子组测序法（WES）、全基因组测

序法（WGS）和全基因组甲基化测序（WGBS-Seq）

等方法，可以测序非靶标变体。

ddPCR 是在传统的 PCR 扩增前对样品进行微

滴化处理的方法。它将含有核酸分子的反应体系分

为许多微滴，每个微滴中可能含有或不含有待检核

酸靶分子。经过 PCR 扩增后，逐个对每个微滴进

行检测，根据荧光信号的有无判读微滴的结果，从

而得出靶分子的起始拷贝数或浓度。ddPCR 可以检

测低至 0.01~1.0% 的基因组物质，有助于发现罕见

突变和目标序列拷贝数变异 [11-12]。

BEAMing 是一种敏感度较高且相对廉价的筛

选已知突变的方法。它结合了磁珠法乳浊液扩增和

流式技术，可以检测低至 0.01% 的基因组物质改变，

并且与组织检测结果一致 [12]。然而，BEAMing 技

术在 ctDNA 检测方面存在一些缺陷，如通量较低，

不能检测未知突变。

CAPP-Seq 利用群体基因组序列和个体患者样

本来识别 ctDNA 和 cfDNA 的改变。它使用 DNA
寡核苷酸对定义明确的肿瘤变化进行统计评估，以

检测患者特异性变化。同时，它可以识别同一类型

癌症患者的多个突变，并评估肿瘤的异质性。过去

的研究表明，CAPP-Seq 能够在医学影像学改变之

前检测到患者存在的肿瘤负担。它可以识别许多主

要的突变类型，但不能识别融合事件 [13]。

TAm-Seq 是一种新一代的高通量测序技术，

具有高通量、较低的测序时间和成本等特点。该方

法通过设计特异引物对目标区域进行预扩增，产生

覆盖整个区域的扩增子，然后通过选择性扩增带突

变的扩增子区，并使用单端测序得到最终结果。

TAm-Seq 可以检测低至 2% 的 DNA 水平，但需要

事先对所需序列进行表征 [14]。

全外显子组测序可以提供所有目前已知的肿瘤

突变信息，从而可以识别潜在的原癌基因和抑癌基

因。然而，由于它包括所有外显子组的改变，所以

其灵敏度可能低于其他方法 [15-16]。

全基因组测序评估整个肿瘤基因组，以确定其

中特征性和有害的改变，以及目前意义不明的变异。

它具有对所有肿瘤突变进行全面评估的巨大潜力，

但受到质量保证、伦理问题、时间和成本的限制。

WGBS-Seq 是 DNA 甲基化分析的金标准。它

可以提供单个胞嘧啶的测量，具有较高的准确性。

然而，由于 DNA 可能存在不同程度的降解，因此

这种方法的敏感度并不理想，虽然可以发现部分甲

基化的结构 [17-18]。

3　ctDNA 在肺癌诊疗中的应用 
3.1　NSCLC 的辅助诊断

3.1.1　早期诊断：低剂量螺旋 CT 检查被广泛应用

于早期肺癌的筛查。尽管存在较高的假阳性率，但

研究表明该检查仍然在促进早期肺癌的发现方面起

着重要作用，可将肺癌患者的死亡率降低 7%[19]。

相比影像学检查，ctDNA 技术能够检测到无法通过

影像学手段发现的微小病灶，但由于成本较高，推

广应用仍面临一定困难。此外，针对肺癌高危人群

的 ctDNA 检查在技术上也具有一定的难度，因为

NSCLC 患者所含的变异片段相对较少，从而导致

其敏感度较低。根据一项涵盖 410 例早期恶性肿瘤

病人（其中包括 5 例 NSCLC）的调查结果显示，

通过 ddPCR 技术在早期恶性肿瘤病人中的 ctDNA
检出率仅为 47%，尽管敏感度较低，但它仍代表

了 ctDNA 研究的重大突破 [20]。另外，一项针对 58
例早期 NSCLC 病人的 ctDNA 监测研究显示，在
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包含 50 组与癌症相关的基因突变的检测中，其敏

感度和特异度分别为 53.8% 和 47.3%。此研究还表

明，与血清肿瘤标志物 CA125，CEA，CA19-9，

CYFRA21-1，NSE 相比，对于常见的基因突变如

EGFR，TP53，KRAS 和 PIK 等的检测，在 NSCLC
早期进展的预测价值（PPV）上更具优势 [21]。综上

所述，ctDNA 在早期 NSCLC 鉴别方面具有较高的

敏感度和特异度，随着技术的不断进步，ctDNA 检

测技术对于早期肺癌筛查的作用将进一步增强。

3.1.2　降低诊断风险：在一项荷兰的前瞻性研究中，

DE KOCK 等 [22] 人对比分析了 5 例 NSCLC 患者的

胸腔积液和血浆样本。他们发现胸腔积液中可以检

测到 ctDNA，且相比血浆中的 ctDNA，胸腔积液中

的 DNA 产量更高。此外，在监测治疗期间，两种

不同来源样本的 ctDNA 表现出差异，甚至胸腔积

液中的差异更大，这可能是因为胸腔积液中受损细

胞的数量更高。目前，肺癌脑膜转移的诊断金标准

是脑脊液细胞学检查。然而，该检查的阳性率却低

于 60%[23]。LI 等 [24] 人通过监测 NSCLC 脑转移患

者脑脊液中的 ctDNA 发现，由于血脑屏障的存在，

脑脊液中富含来自脑肿瘤的 ctDNA，并且脑脊液中

的 ctDNA 水平随着脑肿瘤负荷的变化而波动。此

外，脑脊液中的 ctDNA 基因丰度升高或出现新的

耐药基因突变的时间比外周血更早。因此，利用脑

转移瘤的表型特征进行 ctDNA 检测可以降低晚期

NSCLC已发生远处转移患者的不必要的诊断风险。

然而，由于技术限制和高昂的成本，目前在肺癌诊

疗中应用血浆之外的液体活检的研究还很少见。因

此，只有通过推动技术创新和适当降低成本，才能

加快精准医疗在肺癌诊疗中的应用进程。

3.2　追踪早期肺癌的演变　Nature 上刊登的来自

TRACERx 联盟成员的一系列文章显示，ctDNA 可

用于检测和分析经过治疗后早期肺癌患者体内残留

的肿瘤细胞。该研究利用 ctDNA 动态监测了 197
例患者的 1 069 个血浆样本中的 200 个突变，以追

踪早期肺癌的转移和复发情况 [25]。研究强调了在解

读肿瘤转移和演化时间模式时，对原发灶和转移灶

的取样至关重要。研究发现，在原发肿瘤最后一次

克隆清除后，大约 75% 的转移瘤才会出现分化，

而大多数原发肿瘤的克隆突变和驱动突变一直存在

于转移瘤中 [26-28]。此外，由于肿瘤取样的不足或使

用基于区域而非基于克隆的系统发育重建，对于其

分化时间和传播模式的解释可能存在误差。模拟结

果显示，对于早期分化的病例，当原发肿瘤直径小

于 8mm 时，转移克隆很可能已经出现，这可能限

制计算机断层扫描在这些肿瘤早期复发监测中的应

用。研究还发现，早期分化与原发肿瘤手术切除时

的患者的吸烟状态有显著相关性，这表明吸烟可能

为转移分化后的持续克隆清除提供助力，使得癌细

胞不断适应体内环境。同时，铂类化疗也被发现是

一种强效诱变剂，对肿瘤的演化有促进作用。研究

观察到转移瘤主要呈单克隆传播，但这可能是由于

取样数量的限制。单克隆传播表明肿瘤转移能力可

能是一次性获得的，或者可能反映了转移瘤内持续

选择或基因漂移的存在。相反，多克隆扩散表明肿

瘤在进化的早期阶段已经获得了转移能力。因此，

多克隆扩散与非小细胞肺癌的远处转移存在一定的

相关性。这种扩散模式可能使转移瘤更快地适应胸

腔外环境，并导致对治疗产生不同的反应，这可能

是导致疾病预后差异的一个机制 [29]。综上所述，基

于 ctDNA 检测的 TRACERx 研究为我们理解早期

非 NSCLC 的时空演变提供了重要的数据支持。

3.3　预测靶向药物治疗反应　靶向治疗是当前

NSCLC 患者首选的非手术治疗方案。然而，随着

时间推移，从敏感突变的识别到疾病进展，靶向治

疗的持续时间越来越长。在这个过程中，定期复查

和药物副作用增加了医疗成本，也浪费了医疗资源，

同时降低了患者的生活质量。因此，对于这类患者

来说，选择适当的监测方法至关重要。与目前临床

上使用的影像学检查和血清肿瘤标志物检测相比，

ctDNA 检测具有更高的时效性和精确性，并且伴有

较小的创伤。通过及时调整治疗方案，ctDNA 检测

可以改善预后，延长患者的生存时间。因此，采用

ctDNA 检测作为监测方法，对于这类患者具有重要

意义。

在 KALLERGI 等 [30] 人进行的一项前瞻性研究

中涉及 47 例接受奥西替尼治疗的 NSCLC 患者。研

究结果显示，奥西替尼治疗早期 CTC 和 ctDNA 的

减少与更好的治疗效果相关，这意味着液体活检监

测可能成为评估治疗效果的有价值工具。此外，研

究还发现奥西替尼对 T790M 突变阳性肿瘤细胞具

有已知的作用。在首次检测到 ctDNA 时，有 10 例

患者检测到 T790M 突变，但只有 1 例患者在第一

个疗程后和治疗结束时仍然携带这种突变。入组的

4 例患者在接受奥西替尼治疗三年以上未出现疾病

进展，并且这 4 例患者在第一个疗程后再次检测不

到 ctDNA。这些发现进一步证实了 ctDNA 的临床

可行性。

另 外，ZHENG 等 [31] 人 对 51 例 接 受 表 皮 生

长因子受体 - 酪氨酸酶抑制剂（EGFR-TKI）治疗

的 NSCLC 患者进行定期随访，并发现 ctDNA 早

期动力学改变是进展生存期（PFS）的独立预后因

素。 与 未 检 测 到 ctDNA 的 患 者 相 比，EGFR-TKI
治疗后检测到 ctDNA 的患者的疾病进展或死亡风
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险增加了 4.6 倍或 2.4 倍。此外，EGFR-TKI 治疗

后，ctDNA 水平早期下降的患者的疾病进展风险是

ctDNA 水平早期增加的患者的 2.7 倍。最近的研究 [32]

表明，在患者接受靶向治疗后几个小时内，EGFR
突变 ctDNA 的浓度会发生变化。在入组的 24 例患

者中，有 50% 的患者（12 例）在治疗开始后的 48h
显示血浆 ctDNA 浓度显著降低（降低 25% 以上），

所有这些患者在治疗 4 周和 8 ～ 12 周后都呈现出

疾病控制。其余 12 例患者显示 EGFR 突变 ctDNA
含量稳定（n=5）或升高（n=7）。在 12 例 ctDNA
水平升高或稳定的患者中，有 10 例在 4 周时达到

了客观反应，但只有 5 例在 8 ～ 12 周时仍然呈现

疾 病 控 制（ 与 ctDNA 下 降 组 相 比，P=0.032）。

此外，48h 时循环 EGFR 突变拷贝数的下降与更

长的无进展生存期相关（14.7 个月 vs 8.5 个月，P 
=0.013）。因此，在 EGFR 靶向治疗开始后的 48h
血浆 ctDNA 浓度的变化可以用来预测 TKI 的临床

反应。

3.4　术后转移复发的早期监测　术后转移和复发

被认为是影响 NSCLC 患者长期生存预后的关键因

素。然而，目前基于影像学的诊断存在较大滞后，

这不利于早期检测。最近的研究表明，MRD 与

肿瘤的转移和复发密切相关 [33]，并且，ctDNA 阳

性通常意味着肿瘤复发和转移的风险更高 [34]。因

此，ctDNA 可能成为早期检测 NSCLC 术后转移的

潜在生物标志物，并可能为早期临床干预提供新

的机会。GUO 等 [35] 人的研究结果表明，在 174 例

EGFR 突变的 I ～ III 期 NSCLC 患者中，术前组织

和血浆中 EGFR 阳性的患者的远处转移概率高于组

织 EGFR 阳性和血浆 EGFR 阴性的患者（81.5% vs 
25.2%）。此外，ctDNA-EGFR 突变阳性患者的总体

5 年生存率为 18.5%，而 ctDNA-EGFR 突变阴性患

者的总体 5 年生存率为 76.9%。ctDNA-EGFR 突变

阳性患者的中位生存时间（OS）和无疾病生存时间

（DFS）分别为 29.00±2.55 个月和 19.00±2.50 个月，

显著低于 ctDNA-EGFR 突变阴性亚组（P<0.001）。

这些结果表明，术前血浆样本中发现的 EGFR 突变

可能意味着较高的 ctDNA 负荷，并且可能反映了

NSCLC 高危因素，包括肿瘤负荷高、分化差、病

理类型高和肿瘤倍增时间短。因此，这些患者发生

术后 ctDNA 阳性和 MRD 的可能性更高。另外一项

针对 248 例肺腺癌患者的研究显示，高级别实变型

和筛状生长型肺腺癌与术前 ctDNA 检测阳性和肿

瘤坏死存在相关性，这可能表示这些肿瘤具有染色

体不稳定性和近期亚克隆扩增，从而增加了血行转

移的风险 [36]。相反，高级别微乳头状瘤模式与肺泡

间隙扩散（STAS）阴性以及较高的亚克隆多样性

相关，这可能是肿瘤非血行转移的分子基础。结合

STAS 和术前 ctDNA 检测，可以更好地预测肿瘤复

发的可能性和转移部位。3p 和 3q 染色体的缺失主

要出现在中低分级的肿瘤中，可能与肿瘤进化限制

有关。相反，3q 区段的增益和 SMARCA4 区段的

改变与纯实体瘤相关，这可能与肺鳞癌的发生有关。

对未分化肿瘤进行分子图谱分析可能有助于改善肺

癌的分类 [37- 40]。基于以上研究结果可以推断，肿瘤

的生长模式可以从高级别向低级别转变，这可能与

表观遗传和肿瘤微环境因素有关 [41]。此外，淋巴

结转移样本可能受到空间限制的影响，导致与原发

肿瘤生长模式的差异。STAS 和术前 ctDNA 的阳性

检测与肺腺癌患者的不良预后相关 [33, 42]。STAS 阳

性可能反映了肿瘤非血行转移的风险增加，而术前

ctDNA 的阳性检测可能反映了肿瘤血行转移的风险

增加。同时具有 STAS 阳性和术前 ctDNA 阳性的患

者预后较差。综上所述，通过 ctDNA 检测可以显

示肺腺癌患者不同的分子亚型和预后特征，从而更

好地预测肺腺癌的复发和预后。未来的研究应深入

探究 ctDNA 与这些影响因素之间的关系，以进一

步支持 NSCLC 转移的早期检测、有针对性的术后

管理和个体化治疗。

表 1　　　　　　　　　　　　　　　　　ctDNA 在肺癌诊疗中的应用

作  者 检测方法 结论

SCHMIEGEL W，et al．[20] BEAMing 早期恶性肿瘤病人中的 ctDNA 检出率为 47%

HINDSON B J，et al．[21] ddPCR ctDNA 对于早期鉴别 NSCLC 有较高的敏感度和特异度

DE KOCK R，et al．[22] ddPCR NSCLC 患者的胸腔积液 ctDNA 产量比血浆中更高

LI M，et al．[24] NGS 脑脊液 ctDNA 基因丰度升高或出现新突变耐药基因更早于外周血

AL BAKIR M，et al．[25] WES 强调了在解释肿瘤转移分化的时间和模式时，对原发灶和转移灶取样的重要性

ABBOSH C，et al．[29] WES 多克隆扩散与非小细胞肺癌远处转移存在一定相关性

KALLERGI G，et al．[30] Q-PCR 奥西替尼治疗早期 CTC 和 ctDNA 的减少提示更好的预后

KARASAKI T，et al．[36] WES 肺腺癌高级别实变型和筛状生长型与术前 ctDNA 检测阳性和肿瘤坏死存在相关性
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4　未来与展望

目前，ctDNA 检测在临床应用中仍然面临许

多困难。一方面，虽然 ctDNA 检测技术在不断进

步和发展，但是不同方法的准确度、灵敏度和特异

度都需要进一步优化和完善，并且缺乏统一的操作

和量化标准。同时，这些技术的高昂成本也制约了

ctDNA 检测技术的推广和普及。另一方面，目前仍

缺乏大样本量的前瞻性试验数据支持 ctDNA 在多

个方面的应用，而且大多数肺癌 ctDNA 临床试验

侧重探讨其阳性意义和对预后评估的价值，对阴性

结果的研究却不多见。此外，MRD 本身也存在许

多有待解决的问题，例如 ctDNA 检测的采血时间、

结果的假阴性、假阳性、遗传胚系检测以及检测标

准判定等。总的来说，ctDNA 检测在肺癌诊疗中仍

有很大的潜力需要进一步挖掘。通过对 ctDNA 的

分析研究，NSCLC 患者的管理方式正在不断改变，

精准医疗为不同患者的个体化治疗方案制定提供了

更多选择，从而提高患者生存率。2023 年中华医学

会肺癌临床诊疗指南指出，若组织标本不可及时，

NSCLC 患者可考虑利用 ctDNA 进行分子病理学检

测（2B 类推荐证据）。同时，对于 EGFR-TKI 耐

药患者的继发耐药基因检测，如果无法获取足够的

组织样本，也可以用 ctDNA 检测 EGFR T790M（2A
类推荐证据）。我们相信，在技术进步和研究深入

的推动下，ctDNA 检测在精准医疗中将发挥越来越

重要的作用。
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