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Abstract: Objective  To explore  the diagnostic value of cfDNA in pancreatic cancer. Methods  A total 
of 467 patients with pancreatic cancer and 129 healthy controls were enrolled. cfDNA concentration was 
detected using the QuantiDNA Direct cfDNA Test (DiaCarta) kit. Mann-Whitney U test was used to compare 
cfDNA concentration between different groups, and Chi-square  test was used  to analyze  the relationship 
between cfDNA and pathological data of pancreatic cancer. Diagnostic efficacy was evaluated by ROC 
analysis. Results  The cfDNA level of patients with pancreatic cancer was significantly higher  than that 
of healthy controls (20.85 vs. 15.15 ng/ml, P=0.0027). The positive rate of cfDNA in pancreatic cancer was 
higher than that in healthy controls (77.73% vs. 59.68%). The sensitivity levels of cfDNA, CEA, and CA19-9 
as diagnostic markers were 62.65%, 64.04%, and 60.32%, and their specificity levels were 61.05%, 70.53%, 
and 87.37%, respectively. The sensitivity and specificity of the combined detection were 77.26% and 53.58% 
respectively. The areas under the curve of cfDNA, CEA, CA199, and combined detection were 0.62, 0.67, 0.74, 
and 0.67, respectively. Conclusion  cfDNA is elevated in patients with pancreatic cancer and may serve as  
an effective marker for its diagnosis.
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摘  要：目的  探讨cfDNA在胰腺癌中的诊断价值。方法  选取467例胰腺癌患者和129例健康对照受

试者，采用QuantiDNA Direct cfDNA Test（DiaCarta）试剂盒检测cfDNA浓度。采用Mann-Whitney U检

验比较不同组间cfDNA浓度差异，卡方检验分析cfDNA与胰腺癌病理资料的关系。ROC曲线评估诊断

效能。结果   胰腺癌患者cfDNA水平显著高于健康对照组（20.85 vs. 15.15 ng/ml, P=0.0027）。cfDNA
在胰腺癌中的阳性率高于健康对照组（77.73% vs. 59.68%）。 cfDNA、CEA和CA19-9作为诊断标志物

的敏感度分别为62.65%、64.04%和60.32%，特异性分别为61.05%、70.53%和87.37%。cfDNA联合检

测CEA和CA19-9敏感度为77.26%，特异性为53.58%。cfDNA、CEA、CA19-9和联合检测曲线下面积

分别为0.62、0.67、0.74和0.67。结论  cfDNA在胰腺癌患者中水平升高，可作为胰腺癌潜在的辅助诊

断标志物。
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0  引言
胰腺癌（pancreatic cancer, PC）是一种常见的恶

性实体肿瘤，其发病率和死亡率持续升高[1-3]。手术是

胰腺癌最重要的治疗手段。由于症状不典型和缺乏

有效的筛查工具，许多患者在诊断时已发展到不可切

除的状态，据统计只有20%的病例可以切除病灶[4]。

此外，即使在治愈性手术后，复发率也很高，且长期

生存率比其他癌症短[5-6]。因此探索胰腺癌诊断和预

后相关标志物对于改善胰腺癌患者预后意义重大。
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液体活检利用外周循环血液代替组织标本进

行检测，可提供肿瘤辅助诊断和治疗相关信息，成

为近年来的研究热点。作为液体活检之一的游离

DNA（cell-free DNA, cfDNA）是一类由坏死或者

凋亡细胞产生的存在于体液中的DNA，在肿瘤中

可由肿瘤细胞释放到血液中，因此cfDNA越来越多

地引起肿瘤研究者关注[7-11]。研究显示cfDNA Stat3
在乳腺癌中升高，并与肿瘤体积相关，cfDNA还可

作为非小细胞肺癌患者预后的生物标志物和疗效预

测指标[12-13]。此外，cfDNA检测在分析肿瘤衍生突

变、肿瘤突变负担、微卫星不稳定性、突变特征和

体细胞突变来源等方面提供许多信息[14]。目前有关

cfDNA在胰腺癌中的应用价值探讨较少，因此本课

题拟研究血浆cfDNA检测在胰腺癌中的临床价值。

1  资料与方法
1.1  资料

选取江苏省肿瘤医院2018年1月—2021年12
月收治的胰腺癌患者467例以及129例健康体检者

（健康对照组），其中男332例，女264例，年龄

17~86岁，中位年龄62岁（53~69岁）。纳入标

准：均经病理确诊为胰腺癌；均无除胰腺癌外其

他恶性肿瘤；均知情同意并自愿参与本次研究；

术前未行任何抗肿瘤药物治疗。排除标准：有既

往肿瘤病史；有严重心、肝、肾等功能不全。收

集的胰腺癌患者病理资料包括年龄、性别、肿瘤

TNM分期（参照美国癌症联合委员会胰腺癌第八

版分期标准）、血清CEA和CA19-9。本研究通过

江苏省肿瘤医院伦理委员会批准。

1.2  方法

抽取受试者2 ml静脉全血，EDTA-K2抗凝，    

1 900 g离心15 min后获得血浆。使用帝基（南京）

生物科技有限公司生产的QuantiDNA Direct cfDNA 
Test（DiaCarta）试剂盒检测cfDNA浓度，主要过

程如下：在90 μl PBS中加入10 μl血浆，95℃加热

10 min，然后放置冰上5 min，DNA标准品采用相

同处理。配置74 μl裂解液、1 μl封闭液、4 μl人类

Alu探针、捕获磁珠和0.1 μl蛋白酶K作为每孔的工

作液，然后进行杂交，采用Luminex MAGPIX®仪

器读取结果，操作步骤详见试剂说明书。cfDNA
的Cut off值为12 ng/ml。使用Roche e 601电化学发

光仪检测患者血清CEA和CA19-9水平。

1.3  统计学方法

采用Spass16.0统计软件进行数据处理。数据

经正态性分布检验，偏态分布的数据采用中位数

和25%~75%百分位形式显示，组间数据比较采用

Mann-Whitney U检验。cfDNA与胰腺癌病理资料的

关系采用卡方检验。绘制ROC曲线评估相关指标作

为标志位的效能。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  cfDNA在胰腺癌和健康对照组中的水平

采用cfDNA检测试剂盒，建立cfDNA浓度标准

曲线，见图1。统计分析467例胰腺癌患者和129例

健康对照组血浆cfDNA含量，两组均不呈正态分

布，健康对照组cfDNA中位数15.15（9.65~32.48）

ng/ml，胰腺癌cfDNA中位数20.85（12.9~35.96）

ng/ml，差异有统计学意义（P=0.0027,  Mann-
Whitney U=24932）。cfDNA在胰腺癌中的阳性率

为77.73%（363/467），高于健康对照组中的阳性

率59.68%（77/129）。

2.2  cfDNA与胰腺癌患者病理资料的关系

分析47例病理资料完整的胰腺癌手术患者

cfDNA水平和患者性别、年龄、TNM、CEA和

CA19-9等病理资料关系，发现cfDNA水平与这些

因素不同分组间无显著相关性，见表1。

2.3  cfDNA作为胰腺癌诊断标志物的临床价值

cfDNA、CEA和CA19-9作为诊断标志物的敏感

度分别为62.65%、64.04%和60.32%，特异性分别为

61.05%、70.53%和87.37%，见表2。cfDNA联合检测

CEA和CA19-9敏感度为77.26%，特异性为53.58%。

cfDNA、CEA、CA19-9和联合检测曲线下面积分别

为0.62、0.67、0.74和0.67。cfDNA作为肿瘤标志物的

敏感度高于CA19-9，但是特异性低于CA19-9，此三

项指标联合检测敏感度得到显著提高，见图2。

3  讨论
胰腺癌恶性程度高，目前缺乏可靠的早期筛

图1 cfDNA检测标准曲线
Figure 1 Standard curve of cfDNA test
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查方法，5年生存率仅为9%[15-16]。因此，在临床治

疗中，迫切需要找到影响胰腺癌预后的生物标志

物，便于对患者的预后进行评估，并通过对患者

的个体化治疗来改善预后。但目前对于胰腺癌临

床上缺乏特异性的生物标志物[17]，常用的主要血

清标志物是CEA和CA19-9，然而，它们的敏感度

不够理想[18]。

近年来血浆cfDNA检测作为一种新的液态活

检方法逐渐成为研究热点。肿瘤发生过程中更

高的坏死和凋亡率与cfDNA浓度增加有关[19]。癌

症患者cfDNA携带了肿瘤发生相关的遗传改变信

息，例如DNA含量、DNA完整性、杂合性缺失及

癌基因和抑癌基因的突变等，这些改变与癌症的

发展、进展和对治疗的抵抗有关，为临床诊断和

治疗提供了有用信息[19-22]。据报道，cfDNA片段

的大小对晚期胰腺癌患者具有预后价值，较短的

cfDNA片段与较差的预后有关[23]。既往研究证实

突变体K-RAS可作为胰腺癌的关键驱动基因，一

项对正在接受手术/化疗的晚期胰腺癌患者的研究

发现突变循环K-RAS水平降低，证实了该化疗方

案的有效性，循环K-RAS DNA状态的改变可以提

供预测治疗反应的关键信息[24]。何建新等采用实

时荧光定量PCR方法检测发现40例胰腺癌患者血

浆cfDNA水平高于健康对照组[25]，本研究采用Su-
perbDNA™技术检测596例样本，得出结果与何建

新等的相符，胰腺癌患者的血浆cfDNA水平高于

健康对照组。此外，结果显示cfDNA与胰腺癌病

理资料之间无显著相关性，虽然cfDNA在16例胰

腺癌远端转移组和31例非转移组之间差异无统计

学意义，但发现5例远端转移的患者cfDNA水平较

转移前显著升高。由于观察的例数过少，是否具

有统计学意义还有待验证，未来需要扩大病例数

进一步论证cfDNA与胰腺癌转移的关系。

CA19-9是一种低聚糖肿瘤相关抗原，在胰腺

癌患者血清中升高，大量研究表明其在胰腺癌筛

查、诊断、预后和疗效评估方面具有重要作用[26]。

虽然CA19-9被认为是胰腺癌的早期诊断标志物，

但也有报道其存在一些不足，包括诊断的敏感度

和特异性较差，不能满足临床需求[27]。CEA主要

用于结肠癌的诊断和疗效监测，并在约60%的胰腺

癌患者血清中升高，但关于CEA在胰腺癌中的临

床价值讨论较少。据报道其诊断胰腺癌的敏感度

仅为30%左右，并存在非特异性结肠炎和重度吸烟

等干扰因素。然而，对于诊断为胰腺癌的患者，

CEA可用于评估治疗的有效性和复发监测[28]。值

得注意的是，在转移性和局部进展性胰腺癌中，

CEA被认为是比CA19-9更好的预测生物标志物，

但在生存和早期复发方面，它的预测价值不是很

表1 cfDNA与胰腺癌病理资料的关系
Table 1 Relationship between cfDNA and clinicopathologic 
features of patients with pancreatic cancer
Clinicopathologic
 features N cfDNA

(≤12 ng/ml)
cfDNA

(>12 ng/ml) χ2 P

Gender 2.56 0.16
  Male 20 7 13   
  Female 27 4 23
Age (years) 1.24 0.27
  <60 23 7 16
  ≥60 24 4 20
T stage 0.096 1.00
  T1+T2 19 4 15
  T3+T4 28 7 21
N stage 0.32 0.70
  N0 21 4 17
  N1 26 7 19
M stage 2.63 0.15
  M0 31 5 26
  M1 16 6 10
CEA (ng/ml) 4.46 0.069
  ≤3.5  17   1  16
  >3.5  30 10 20
CA19-9 (U/ml) 0.21 0.64
  ≤39  11 2   9
  >39  36 9 27

表2 cfDNA、CEA和CA19-9作为胰腺癌诊断标志物的效能
Table 2 Performance of cfDNA, CEA, and CA19-9 as 
pancreatic cancer biomarkers

Markers Cut off 
value

Sensitivity
 (%)

Specificity
 (%)

Area under
 curve

cfDNA   15.76ng/ml 62.65 61.05 0.62
CEA     3.95ng/ml 64.04 70.53 0.67
CA19-9 58.59u/ml 60.32 87.37 0.74
Combination 0.91 77.26 53.68 0.67

图2 ROC曲线评估cfDNA、CEA和CA19-9作为胰腺癌诊
断标志物的效能
Figure 2 Performance of cfDNA, CEA and CA19-9 as 
pancreatic cancer diagnostic biomarkers evaluated by ROC 
curves
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理想[29]。这些肿瘤标志物单独应用时诊断效能不

高，一般推荐联合检测。本研究发现CA19-9在诊

断胰腺癌方面具有较高的特异性，但是敏感度不

高，联合应用CA19-9、CEA和cfDNA后，敏感度

显著提高。此外，到三个指标联合检测后特异性

相比单个指标的特异性有所降低，这可能与采用

不同的Cut off值有关。我们认为仅通过监测cfDNA
浓度得到的信息有限，需要深入挖掘这些DNA突

变或者DNA片段完整性等相关信息，才能充分发

挥cfDNA在胰腺癌诊断和治疗监测方面的价值。

综上，肿瘤患者的cfDNA以一种液态活检形式

在肿瘤诊断和治疗方面具有无创、采样方便可动态

监测等特点。本研究发现cfDNA在胰腺癌患者中水

平高于健康对照组，联合检测cfDNA和常规标志物

可一定程度地改善胰腺癌的诊断效能。cfDNA在胰

腺癌中的临床生物学价值需要更多的研究来挖掘，

为胰腺癌的诊断和治疗提供更好的标志物指标。
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