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数字 ＰＣＲ检测血浆游离 ＤＮＡ方法的建立及
在结直肠癌中的初步应用
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摘　要　目的　建立基于微滴式数字 ＰＣＲ（ｄｄＰＣＲ）技术定量检测血浆游离 ＤＮＡ（ｃｆ－ＤＮＡ）含量的方法，并探讨其在结直肠

癌诊疗中的应用价值。方法　设计 β－ａｃｔｉｎ特异性引物和探针，建立 ｄｄＰＣＲ检测 ｃｆ－ＤＮＡ绝对定量方法，根据不同浓度标准品

验证该检测方法的敏感度、线性以及重复性。该法检测 ６８例结直肠癌患者、３３例结直肠良性肿瘤患者及 ６０例健康对照者血浆

ｃｆ－ＤＮＡ水平，化学发光法检测其血清 ＣＥＡ、ＣＡ１９－９水平，分析血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与临床病理参数及血清 ＣＥＡ、ＣＡ１９－９水平

的关系，并用 ＲＯＣ曲线评估其诊断效能。结果　本实验所建立的 ｄｄＰＣＲ方法能够检测低至 １０ｐｇ／μｌ的微量 ＤＮＡ模板，检测敏

感度为 ０．２９ｃｏｐｉｅｓ／μｌ；且在模板浓度为 １０ｐｇ／μｌ～１０ｎｇ／μｌ的范围内线性良好（Ｙ＝－２．３４＋３３．１７Ｘ，Ｒ２ ＝０．９９９）；批内 ＣＶ为
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　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｎ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．６　　



９８５％，批间 ＣＶ为 １１．０４％。该法检测结直肠癌组、结直肠良性肿瘤组和健康对照组血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平分别为 ６７００（３８００～

９９２５）、３１００（２３００～４０００）、２５００（１７７５～４０００）ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ，结直肠癌组血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平显著高于结直肠良性肿瘤组（Ｐ＝０．０００）

和健康对照组（Ｐ＝０．０００），而结直肠良性肿瘤组与健康对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１６７）。结直肠癌患者血浆 ｃｆ－

ＤＮＡ水平在不同年龄、性别、肿瘤部位、分化程度、淋巴结转移以及肿瘤浸润程度间比较，差异均无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５），在

ＴＮＭ分期间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结直肠癌患者血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与 ＣＥＡ（ｒ＝０．２１０，Ｐ＝０．０９９）和 ＣＡ１９－９（ｒ＝

０．１２５，Ｐ ＝０．２３３）无相关性。ＲＯＣ曲线结果显示，以 ５３００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ为 ｃｕｔｏｆｆ值，ｃｆ－ＤＮＡ诊断结直肠癌 ＲＯＣ曲线下面积

（ＡＵＣ）、敏感度、特异性分别为０．９３１、７３．３％和９８．３％，高于 ＣＥＡ（０．７６２、５１．７％、９５．６％）和 ＣＡ１９－９（０．５４８、４５．０％、８２．０％）。

结论　建立了一种敏感、特异的 ｄｄＰＣＲ定量检测血浆 ｃｆ－ＤＮＡ的方法，有助于结直肠癌的辅助诊断及预后判断。
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ｃｏｎｃｅｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ（ＣＥＡ），ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｖｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ１９－９（ＣＡ１９－９）ｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄｂｙｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ｔｈｅ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｌａｓｍａｃｆ－ＤＮＡｌｅｖｅｌｓａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｓｅｒｕｍＣＥＡ，ＣＡ１９－９ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ，ａｎｄＲｅｃｅｉｖｅｒＯｐｅｒ

ｑｔｉｎｇＣｈａｒａｃｒｅｒｉｓｔｉｃ（ＲＯＣ）ｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｏｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｄｄＰＣＲｍｅｔｈｏｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎ

ｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｃａｎｄｅｔｅｃｔａｓｌｏｗａｓ１０ｐｇ／μｌＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ，ｗｈｉｃｈｉｓａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｔｏ０．２９ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，ａｎｄｄｄＰＣＲｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄａｓｌｉｎｅａｒ

ｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１０ｐｇ／μｌ－１０ｎｇ／μｌ（Ｙ＝－２．３４＋３３．１７Ｘ，Ｒ２＝０．９９９）；ＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆＶａｒｉａｎｃｅ（ＣＶ）ｏｆｉｎｔｒａ－ｓｓａｙｗａｓ９．８５％，ＣＶｏｆ

ｉｎｔｅｒ－ａｓｓａｙｗａｓ１１．０４％．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃｆ－ＤＮＡｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｄＰＣＲａｍｏｎｇｔｈｅｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ｃｏｌｏｒ

ｅｃｔａｌｂｅｎｉｇｎｔｕｍｏｒａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅ６７００（３８００－９９２５），３１００（２３００－４０００），２５００（１７７５－４０００）ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅ

ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｂｅｎｉｇｎｔｕｍｏｒｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｐ＝０．０００），ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ

ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ（Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｂｅｎｉｇｎｔｕｍｏｒｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

（Ｐ＝０．１６７）．Ｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｃｆ－ＤＮＡｉｎａｇｅ，ｇｅｎｄｅｒ，ｔｕｍｏｒｓｉｔｅｓ，ｔｕｍｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ａｎｄｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｔｕｍｏｒｉｎｖａｓｉｏｎｗａｓｆｏｕｎｄ．．ＢｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｓｔａｇｅＴＮＭ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｃｆ－ＤＮＡａｎｄＣＥＡ（ｒ＝０．２１０，Ｐ＝０．０９９）ａｎｄＣＡ１９－９（ｒ＝０．１２５，Ｐ＝０．２３３）．ＴｈｅＲＯＣｃｕｒｖｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｗｈｅｎｃｕｔｏｆｆｖａｌ

ｕｅｗａｓ５３００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ，ｔｈｅａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅＲＯＣｃｕｒｖｅ（ＡＵＣ），ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｐｌａｓｍａｃｆ－ＤＮＡｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｅｒｅ０．９３１，７３．３％ ａｎｄ９８．３％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆＣＥＡ（０．７６２，５１．７％，９５．６％）ａｎｄＣＡ１９－９

（０．５４８，４５．０％，８２．０％）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｄｄＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｐｌａｓｍａｃｆ－ＤＮＡｈａｓｂｅｅｎｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｉｓｈｅｌｐ

ｆｕｌｆｏｒｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｄｄＰＣＲ；ｃｆ－ＤＮＡ；Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ＣＥＡ；ＣＡ１９－９

　　结直肠癌是世界上严重威胁人类健康的恶性肿
瘤之一，据国家肿瘤登记中心（ＮＣＣＲ）调查报告显
示，在２０１５年我国结直肠癌的发生率和病死率均位
于国内恶性肿瘤发生率和病死率的第５位，且呈逐年
递增趋势

［１，２］
。目前，诊断结直肠癌的金标准为肠镜

下组织活检，但肠镜是一种有创的侵入性检查，使得

部分患者不易耐受，且无法实现肿瘤进程的实时监控

和随访监测。常见的诊断结直肠癌的血清学肿瘤标

志物如 ＣＥＡ、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５等，在结直肠癌的辅助
诊断和预后判断中具有一定的意义。但这些肿瘤标

志物的敏感度和特异性均不高
［３，４］
。因此，寻找敏

感、特异的肿瘤标志物对结直肠癌的辅助诊断和治疗

监测具有重要意义。

近年来，随着肿瘤标志物的深入研究，血浆游离

ＤＮＡ（ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆ－ＤＮＡ）被认为是与肿瘤进
展预后密切相关的新型标志物

［５］
。通过对 ｃｆ－ＤＮＡ

的检测，不仅可以实时反映肿瘤患者病情的动态变

化，而且可以为肿瘤的早期诊断、疗效评估、复发监测

提供重要的临床参考价值。但由于血浆 ｃｆ－ＤＮＡ含
量较低，目前临床常用的检测技术很难实现其定量检
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出，因此临床上迫切需要一种能高效富集靶标，且特

异性好、敏感度高的血浆 ｃｆ－ＤＮＡ定量检测方法。
微滴式数字 ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）技术是
近年来发展起来的一种全新的核酸分子检测技术。

本方法无需建立标准曲线，不受扩增效率的影响，即

可实现低至单拷贝的待检靶分子的检测
［６，７］
。因此，

基于 ｄｄＰＣＲ的上述优势，本研究拟采用该技术建立
血浆 ｃｆ－ＤＮＡ定量检测方法，并结合 ＣＥＡ、ＣＡ１９－９
及相关临床资料进行分析，探讨其在结直肠癌诊断中

的应用价值。

对象与方法

１．研究对象：收集 ２０１６年 ５月 ～２０１７年 ６月温
州医科大学附属第二医院肛肠外科就诊的结直肠癌

术前患者 ６８例，男性 ４５例，女性 ２３例，患者年龄
４１～８４岁，中位年龄 ６７岁，所有患者均有组织病理
学证据确诊。按２０１０年美国癌症联合委员会（Ａｍｅｒ
ｉｃａｎＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＣａｎｃｅｒ，ＡＪＣＣ）癌症分期手册
（第７版）进行肿瘤分期分级。收集 ２０１７年 ２～６月
温州医科大学附属第二医院住院的结直肠良性肿瘤

患者３３例，其中，结肠息肉１１例、直肠息肉 １７例、结
肠高级别上皮内瘤变 ２例、结肠绒毛状管状腺瘤 ３
例，男性２３例，女性１０例，患者年龄４２～７８岁，中位
年龄 ６０岁。另筛选同期体检健康者 ６０例作为对照
组，男性３９例，女性２１例，年龄３５～８１岁，中位年龄
６３岁。所有研究对象均排除炎症性疾病、组织损伤
及免疫系统损伤等疾病。本研究经医院医学伦理委

员会审核，所有患者均签署知情同意书。

２．试剂与仪器：基因组 ＤＮＡ标准品（本实验提
取）、血浆游离 ＤＮＡ提取试剂盒（杭州麦伯生物科技
有限公司），ＱＸ２００微滴式数字 ＰＣＲ系统及配套试剂
（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），高速冷冻离心机（德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司），罗氏 Ｃｏｂａｓ８０００全自动生化免疫分析
仪及配套试剂（美国罗氏公司）。

３．标本采集：分别抽取检测对象外周静脉血 ２ｍｌ
置于 ＥＤＴＡ抗凝采血管中，２ｈ内分离血浆：在 ４℃离
心机中以１６００ｒ／ｍｉｎ低速离心 １０ｍｉｎ取上清液；所得
上清再以 １６０００ｒ／ｍｉｎ高速离心 １０ｍｉｎ取上清液；获
完全无血细胞成分的血浆约 １ｍｌ，置于 －８０℃冰箱保
存备用。

４．ｃｆ－ＤＮＡ提取：采用血浆游离 ＤＮＡ提取试剂
盒（杭州麦伯生物科技有限公司）提取，严格按照说

明书操作步骤进行。所有血浆标本均采用同一批号

的试剂盒提取，以减少批间误差，提取的血浆游离

ＤＮＡ置于 －２０℃冰箱保存备用。
５．ｄｄＰＣＲ检测方法建立：（１）以人 β－肌动蛋白

基因（β－ａｃｔｉｎ）为检测靶基因，设计引物和探针序
列。上游引物序列：５′－ＣＡＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡ－３′，
下游引物序列：５′－ＣＧＣＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴ－３′，
探针序列：５′－ＦＡＭ－ＣＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡ－
ＢＨＱ１－３′。引物扩增片段长度为 ８１ｂｐ，引物探针均
由上海奕跃生物科技有限公司设计合成。（２）ｄｄＰＣＲ
检测在 Ｂｉｏ－ＲａｄＱＸ２００ＴＭ微滴式数字 ＰＣＲ仪上进
行。ＰＣＲ总反应体系为 ２０μｌ，包括 ２×ｄｄＰＣＲＴＭｓｕ
ｐｅｒｍｉｘｆｏｒｐｒｏｂｅ１０μｌ，正、反向引物各 １．８μｌ（终浓度
为９００ｎｍｏｌ／Ｌ），探针 ０．５μｌ（终浓度为 ２５０ｎｍｏｌ／Ｌ），
模板 ＤＮＡ４μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２０μｌ。随后将 ２０μｌ反
应体系混合物加入到微滴生成卡中，进行微滴生成。

将生成的微滴全部转移到 ９６孔板上进行 ＰＣＲ扩增。
ＰＣＲ反应条件：９５℃／１０ｍｉｎ；９４℃／３０ｓ，６０℃／１ｍｉｎ，
４０个循环；９８℃／１０ｍｉｎ。最后采用 ＱｕａｎｔａＳｏｆｔ１．６软
件（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）对结果进行分析。

６．ｄｄＰＣＲ检测方法评估：（１）敏感度和线性范
围：将１０ｎｇ／μｌ的基因组 ＤＮＡ连续梯度稀释制得浓
度为 １０ｎｇ／μｌ、１ｎｇ／μｌ、１００ｐｇ／μｌ、５０ｐｇ／μｌ、１０ｐｇ／μｌ、
１ｐｇ／μｌ的标准品，分别标记为 Ｓ６－Ｓ１，然后应用稀释
液 ＤＮＡ为模板，进行 ｄｄＰＣＲ反应，以检测 ｄｄＰＣＲ的
敏感度和线性范围。（２）重复性：由于本实验旨在评
估 ｄｄＰＣＲ方法在检测低拷贝时的检测性能，为确保
其重复性，选取５０ｐｇ／μｌ基因组 ＤＮＡ标准品，使用数
字 ＰＣＲ平行重复检测５次，测定批内 ＣＶ。然后将同
一份标准品 ＤＮＡ等分为５份，保存于 －２０℃冰箱，每
两天检测１次，连续检测５次，测定批间 ＣＶ。

７．临床样本检测：应用所建的 ｄｄＰＣＲ方法分别
对６８例结直肠癌患者、３３例结直肠癌良性肿瘤患者
和６０例健康体检者血浆 ｃｆ－ＤＮＡ拷贝数进行检测，
分析 ｃｆ－ＤＮＡ水平在结直肠癌中可能具有的诊断及
预后判断价值。

８．ＣＥＡ、ＣＡ１９－９的检测：采用罗氏 Ｃｏｂａｓ８０００
全自动生化免疫分析仪进行检测，配套试剂皆由罗氏

公司提供，检测均由医院检验科检验人员严格按照试

剂盒说明书进行测定。参考范围：ＣＥＡ＜５ｎｇ／ｍｌ，
ＣＡ１９－９＜３４Ｕ／ｍｌ。

９．统计学方法：应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进
行做图，应用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行统计分析。
血浆 ｃｆＤＮＡ经正态性检验，提示数据呈偏态分布，故
采用中位数（四分位数间距）［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］表示。两
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独立样本间比较采用 Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙＵ秩和检验，多
个独立样本间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－ＷａｌｌｉｓＨ非参数检
验，检验肿瘤标志物与 ｃｆ－ＤＮＡ水平相关性采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。采用 ＲＯＣ曲线确定 ｃｕｔ－
ｏｆｆ值并计算敏感度和特异性，以评价各指标对结直
肠癌的诊断价值，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ｄｄＰＣＲ检测方法评估：（１）敏感度和线性范

围：通过 ｄｄＰＣＲ体系检测系列稀释的标准品，从一维
散点图（图 １Ａ）上可以看出阳性微滴数目随着浓度
的升高而逐渐增多，此外，阴性对照中没有检测到阳

性微滴，可见该体系中没有污染或非特异性扩增，方

法的特异性较好。图 １Ｂ显示所建立的 ｄｄＰＣＲ方法
具有较高的检测敏感度，对低至 １０ｐｇ／μｌ的基因组
ＤＮＡ模板仍可检测，测得的拷贝数为 ０．２９ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，
并在１０ｐｇ／μｌ～１０ｎｇ／μｌ的浓度范围内呈现良好的线
性关系 Ｒ２＝０．９９９，（Ｙ＝－２．３４＋３３．１７Ｘ，ｎ＝５，Ｐ＝
０．０００）。（２）重复性分析：ｄｄＰＣＲ检测浓度为 ５０ｐｇ／
μｌ基因组 ＤＮＡ标准品的拷贝数批内和批间 ＣＶ结果
分别为 ９．８５％和１１．０４％，表明本实验具有很好的稳
定性。

图 １　ｄｄＰＣＲ检测敏感度图
Ａ．ｄｄＰＣＲ一维散点图；Ｂ．目标基因浓度图

　

　　２．ｄｄＰＣＲ检测临床样本：图２Ａ是 ｄｄＰＣＲ对临床
样本血浆中 ｃｆ－ＤＮＡ扩增的一维原始散点图和微滴
数图。所有反应生成的微滴数均达到 １００００以上，符
合泊松分布的统计学原理。表明所有反应微滴生成

正常，保证了后续定量分析的准确性。用 ｄｄＰＣＲ检
测结直肠癌组、结直肠良性肿瘤组和健康对照组血浆

ｃｆ－ＤＮＡ水平分别为 ６７００（３８００～９９２５）、３１００（２３００～
４０００）、２５００（１７７５～４０００）ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ，结直肠癌组血
浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平显著高于结直肠良性肿瘤组和健康
对照组，差异有统计学意义（Ｐ均 ＝０．０００），而结直肠
良性肿瘤组与健康对照组差异无统计学意义（Ｐ＝
０１６７），见图２Ｂ。

３．血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与结直肠癌患者临床病理
参数之间的关系：血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与结直肠癌患
者不同年龄、性别、肿瘤部位、分化程度、淋巴结转移

以及肿瘤浸润程度间的差异均无统计学意义（Ｐ均 ＞
０．０５），但与 ＴＮＭ分期间差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），结果见表１。

４．血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与 ＣＥＡ和 ＣＡ１９－９相关
性分析：采用化学发光法检测结直肠癌患者组血清

ＣＥＡ和 ＣＡ１９－９水平分别为 ４．１５（２．１７～１１．３４）
ｎｇ／ｍｌ、９．３６（５．３４～１９．６５）Ｕ／ｍｌ，健康对照组分别为
１．９４（１．４６～３．０４）ｎｇ／ｍｌ、７．１０（５．２９～９．０１）Ｕ／ｍｌ。
结直肠癌组ＣＥＡ和ＣＡ１９－９的测定值均高于健康对
照组，其中 ＣＥＡ的测定值明显高于健康对照组，差异
有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。经 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关
分析结果表明，结直肠癌患者血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平与
ＣＥＡ（ｒ＝０．２１０，Ｐ＝０．０９９）和 ＣＡ１９－９（ｒ＝０．１２５，
Ｐ＝０．２３３）水平间无相关性。

５．血浆 ｃｆ－ＤＮＡ、ＣＥＡ和 ＣＡ１９－９对结直肠癌
的诊断效能比较：经 ＲＯＣ曲线分析，选择最佳诊断结
直肠癌的 ｃｆ－ＤＮＡ、ＣＥＡ、ＣＡ１９－９临界值分别为
５３００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ、４．０２ｎｇ／ｍｌ、９．２４Ｕ／ｍｌ时，血浆 ｃｆ－
ＤＮＡ的 ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）、敏感度及特异性均
高于 ＣＥＡ和 ＣＡ１９－９。详见表２、图３。

讨　　论
循环游离 ＤＮＡ是一种无细胞状态的胞外 ＤＮＡ，

早在６０多年前就有研究报道人类血浆中存在着游离
形式的核酸。然而由于受到提取方法、定量技术

等诸多因素的限制，直到最近１０年ｃｆ－ＤＮＡ的研究
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图 ２　ｄｄＰＣＲ法对临床样本血浆 ｃｆＤＮＡ拷贝数的检测
Ａ．不同临床样本的原始微滴图片：ａ．结直肠癌样本；ｂ．结直肠良性肿瘤样本；ｃ．健康对照样本；ｄ．阴性对照；ｅ．各样

本及对照综合；ｆ．微滴柱状图；Ｂ．ｄｄＰＣＲ法对结直肠癌组、结直肠良性肿瘤组及健康对照组血浆 ｃｆＤＮＡ拷贝数检测

　

才受到广泛关注。越来越多的研究证实，在恶性肿

瘤、炎性疾病、组织损伤和自身免疫病等多种疾病中，

ｃｆ－ＤＮＡ水平均有不同程度的增高。游离核酸作为
新兴的液体活检分子标志物，也被越来越多地应用于

疾病诊断、治疗监测和预后判断等多个方面，本实验

主要对 ｃｆ－ＤＮＡ在肿瘤液体活检领域中的临床应用
及其意义进行研究。近年来研究发现，多种肿瘤患者

中的ｃｆ－ＤＮＡ含量均明显高于正常健康人［８，９］
。肿

瘤患者 ｃｆ－ＤＮＡ水平不仅可以发生量的变化，而且

还可以出现与原发肿瘤 ＤＮＡ相同的特异性基因改
变，包括点突变、ＤＮＡ甲基化、染色体微卫星不稳定
性、杂合性缺失（ＬＯＨ）等［１０～１２］

。这些事实进一步证

明 ｃｆ－ＤＮＡ的肿瘤源性。
目前常用于 ｃｆ－ＤＮＡ检测分析的是 ｑＰＣＲ，但该

技术的敏感度不高，当检测靶基因含量很低时，采用

ｑＰＣＲ检测技术往往无法获得准确的结果；因此，为了
确保得到较高质量的 ＤＮＡ定量，本研究采用特异性
和敏感度都较高的 ｄｄＰＣＲ检测技术。ｄｄＰＣＲ是近年
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表 １　结直肠癌患者血浆 ｃｆＤＮＡ水平与临床病理参数的相关性

临床病例参数 ｎ ｃｆ－ＤＮＡ水平（ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ） Ｚ／χ２ Ｐ
性别

　男性 ４５ ７０００（４１００～１１３００） －１．２９６ ０．１９５
　女性 ２３ ６１００（３５００～８３５０）
年龄（岁）

　≤６７ ３５ ６５５０（４６５０～１１０００） －０．４３３ ０．６６５
　 ＞６７ ３３ ７０００（３９５０～９５５０）
肿瘤部位

　结肠 ２１ ７１００（３５００～１０８００） －０．１８７ ０．８５１
　直肠 ４７ ６７００（４２７５～９８０７）
组织学病理类型

　高分化腺癌 ７ ６６００（５０００～９５１５） ０．４３９ ０．８０３
　中分化腺癌 ５１ ７０５０（４１５０～９７５０）
　低分化腺癌 １０ ７１５０（６１７５～１０２２２）
淋巴结转移

　Ｎ０（无淋巴结转移） ３９ ６９００（５４５０～１１１００） １．１０９ ０．５７４
　Ｎ１（１～３个淋巴结转移） １６ ６０００（３９００～９２００）
　Ｎ２（≥４个淋巴结转移） １３ ７５００（４８００～１０３００）
肿瘤浸润程度

　局限于肠壁 ３６ ６８００（４２７５～８４７５） －０．３１０ ０．７５７
　穿透肠壁 ３２ ７０００（４１００～１０３９７）
ＴＮＭ分期
　Ⅰ １２ ５５００（４２５０～７４５０） １４．２７１ ０．００３
　Ⅱ １８ ７１００（５７００～９６００）
　Ⅲ ２８ ６２００（３８５０～８７５０）
　Ⅳ １０ １１７８０（１０４３０～１８７００）

表 ２　血浆 ｃｆ－ＤＮＡ、ＣＥＡ、ＣＡ１９－９对结直肠癌的诊断效能比较

检测项目 ＡＵＣ ｃｕｔ－ｏｆｆ 敏感度 特异性 ９５％ＣＩ Ｐ
ｃｆ－ＤＮＡ ０．９３１ ５３００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ ７３．３％（５０／６８） ９８．３％（５９／６０） ０．８８７～０．９７４ ０．０００
ＣＥＡ ０．７６２ ４．０２ｎｇ／ｍｌ ５１．７％（３５／６８） ９５．６％（５７／６０） ０．６７２～０．８５１ ０．０００

ＣＡ１９－９ ０．５４８ ９．２４Ｕ／ｍｌ ４５．０％（３１／６８） ８２．０％（４９／６０） ０．４３６～０．６６０ ０．４００

图 ３　血浆 ｃｆ－ＤＮＡ、ＣＥＡ、ＣＡ１９－９诊断

结直肠癌的 ＲＯＣ曲线图
　

来新推出的一种检测手段，其原理是将反应体系进行

微滴化处理，使每个微滴独立地进行 ＰＣＲ反应，然后

在微滴分析仪上对每个微滴进行逐个分析，含有靶分

子的微滴荧光信号为阳性，不含靶分子的微滴荧光信

号为阴性，通过泊松分布原理和阳性微滴的比例计算

出核酸数量
［１３，１４］

。因此，与传统技术相比，ｄｄＰＣＲ技
术直接分析目标基因，能够实现精确定量分析。目

前，ｄｄＰＣＲ在痕量样本检测、低频突变检测等方面已
广泛应用，但对血浆 ｃｆ－ＤＮＡ的定量检测还未见报
道

［１５，１６］
。在本研究中，笔者首先建立了 ｄｄＰＣＲ检测

血浆 ｃｆ－ＤＮＡ的技术平台，评估了该方法的敏感度
和重复性，并初步应用于结直肠癌诊断中，验证了

ｄｄＰＣＲ检测 ｃｆ－ＤＮＡ的可行性。研究显示，所建立
的 ｄｄＰＣＲ方法扩增结果良好，对低至 １０ｐｇ／μｌ的基
因组 ＤＮＡ模板仍可检测，测得的拷贝数为 ０．２９ｃｏｐ
ｉｅｓ／μｌ，说明其具有很高的敏感度。采用 ｄｄＰＣＲ对低
浓度的标准品进行重复性检测，结果显示，批内 ＣＶ＝
９．８５％，批间 ＣＶ＝１１．０４％，表明本实验具有很好的
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稳定性。由此可见，ｄｄＰＣＲ有望成为肿瘤诊断的新方
法。

本研究用建立的 ｄｄＰＣＲ方法对结直肠癌患者血
浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平进行分析，发现结直肠癌患者血浆
ｃｆ－ＤＮＡ水平明显高于良性肿瘤组和健康对照组，差
异有统计学意义（Ｐ均 ＝０．０００），而结直肠良性肿瘤
组和健康对照组比较差异无统计学意义 （Ｐ＝
０１６７），此研究结果与 Ｑｉ等［１７］

的研究一致。笔者还

发现，各期结直肠癌患者血浆 ｃｆ－ＤＮＡ水平均明显
高于健康对照组，Ⅳ期出现肝脏、肺等远处转移的患
者，ｃｆ－ＤＮＡ水平又较其他各期 （Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期）明显
升高，这与闫巍等

［１８］
研究结果一致。表明血浆ｃｆ－

ＤＮＡ含量在结直肠癌患者中具有较高的区分度，而
且对于结直肠癌的早期诊断、预后判断和复发监测有

一定的指向性。以上结果提示，ｄｄＰＣＲ可对 ｃｆ－ＤＮＡ
进行准确定量，其结合 ｃｆ－ＤＮＡ的微创、取样方便，
可连续检测，可随访跟踪等优点，可以真正使分子标

志物的液体活检策略在临床诊疗中发挥巨大作用。

ＲＯＣ曲线分析发现，当以血浆 ｃｆ－ＤＮＡ表达量
５３００ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ作为临界值时，其对结直肠癌诊断的
敏感度为７３．３％，特异性为 ９８．３％ 。而临床作为诊
断结直肠癌的常规血清肿瘤标志物 ＣＥＡ和 ＣＡ１９－
９，本研究中其敏感度和特异性均低于 ｃｆ－ＤＮＡ，提示
与血清 ＣＥＡ（ＡＵＣ＝０．７６２）和 ＣＡ１９－９（ＡＵＣ＝
０５４８）相比，ｃｆ－ＤＮＡ（ＡＵＣ＝０．９３１）对结直肠癌的
诊断效能更好。且经 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析发现血浆
ｃｆ－ＤＮＡ与 ＣＥＡ和 ＣＡ１９－９无相关性，以上结果表
明血浆 ｃｆ－ＤＮＡ可作为结直肠癌辅助诊断的一个独
立的新型分子标志物。因此当组织标本不易获取或

者需要反复取材时，采用高敏感度的 ｄｄＰＣＲ技术对
血浆 ｃｆ－ＤＮＡ进行检测，可以作为诊断结直肠癌的
辅助方法。

综上所述，本研究建立的 ｄｄＰＣＲ检测血浆 ｃｆ－
ＤＮＡ的方法特异性强、敏感度高、重复性好，可为结
直肠癌患者的辅助诊断、病程监控提供一种无创的、

连续监测手段，并为其他疾病血浆 ｃｆ－ＤＮＡ的监测
提供一个通用的技术平台。
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