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Abstract: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors recorded worldwide. This 
condition has high morbidity and mortality and seriously endangers people’s health. Traditional diagnostic 
models fail to meet people’s current needs for real-time monitoring of tumors. Compared with traditional 
detection methods, ctDNA detection is not only noninvasive but can also attain real-time detection of 
comprehensive genomic information of tumors. The advancement of detection technology has gradually 
highlighted the potential of ctDNA detection in the clinical treatment of CRC. This article reviews the 
advancements on the clinical application of ctDNA in early screening, minimal residual disease detection, and 
guidance on individualized treatment of CRC patients.
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摘  要：结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是世界上最常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率居高
不下，严重危害着人们的身体健康。传统的诊断模式已不能满足现如今人们对于肿瘤进行实时监测的
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需求。对比传统的检测手段，ctDNA
检测不仅无创，而且能够实时检测肿
瘤全面的基因组信息。随着检测技术
的进步，逐渐凸显出其在CRC临床
治疗中的潜在价值。本文就ctDNA在
CRC患者中早期筛查、微小残留病变
检测、指导个体化治疗的临床应用进
展进行综述。
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0  引言
结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是世界上

发病率最高的恶性肿瘤之一，发病率与死亡率分

别位居第三位和第二位[1]，严重危害了人们的身体

健康。CRC的预后在精准诊疗模式下得到了明显

改善[2-3]，传统的筛查、诊断以及预测治疗反应和

预后的工具已经不能满足临床实践对精准诊疗的

需求。近些年的研究中循环肿瘤DNA（circulating 
tumor DNA, ctDNA）可能是符合CRC精准诊疗全

程管理中最有前途的工具。

ctDNA是由肿瘤组织释放到血液当中的DNA
片段，基因组图谱与其来源的肿瘤DNA相对应[4-5]， 

可以识别包括点突变、基因重排、基因扩增以及

基因拷贝数变化等分子特征，用于获取肿瘤的基

因组改变信息[6]， 此外，ctDNA较短[7]的半衰期

使得其可用于疾病的实时监测 [8-9]。目前ctDNA
检测主要应用于肿瘤的早期筛查、微小残留病变

（minimal residual disease, MRD）检测、肿瘤复发

监测、个体化治疗指导等[10-13]。本文就ctDNA近年

来在CRC的临床应用进展进行阐述。

1  ctDNA检测技术
ctDNA检测技术基于它们检测原理涉及的是

PCR还是NGS分为两类。基于PCR的检测方式依赖

于使用与突变序列互补的引物来检测特定的已知

突变[14]，主要技术手段包括数字PCR（digital PCR, 
DPCR）、微滴式数字PCR（droplet digital PCR, 
DDPCR）、扩增受阻突变系统PCR（allele-specific 
amplification refractory mutation system PCR, ARMS-
PCR）、等位基因特异性PCR (allele-specific PCR, 
AS-PCR）和磁珠乳液扩增技术（beads, emulsion, 
amplification, magnetics, BEAMing）[15-17]。基于NGS
的检测方式理论上可以对整个基因组同时进行测

序并提供更大的覆盖范围，主要的技术包括标记扩

增深度测序技术（tagged-amplicon deep sequencing, 
TAm-Seq）、安全测序系统（safe-sequencing system, 
Safe-SeqS）和癌症个体化深度测序分析（personal-
ized profiling by deep sequencing, CAPP-Seq）[18-20]。

2  ctDNA在结直肠癌早期筛查中的应用
CRC的预后和诊断与肿瘤的分期密切相关，早

诊早治在临床实践中变得尤为重要，因此近年来

大量的研究开始聚焦于CRC的早期筛查。CRC传

统的筛查方式是使用非侵入性的粪便隐血试验，

因特异性、敏感度较低[21-22]，科学家们开始挖掘

ctDNA在CRC筛查中的潜能。血浆ctDNA异常的甲

基化是研究者们关注的重点，因为它始于CRC早

期，参与发展的全程[23-24]。研究已表明单个基因异

常的甲基化在CRC早期筛查中展现出了不错的诊

断效能，但敏感度并不稳定；鉴于CRC发生发展过

程中受到多种基因的调控，更多的研究开始转向多

基因联合检测，多基因联合检测可在特异性不受

明显影响的前提下保持相对稳定的诊断敏感度。

但患者血液中的ctDNA浓度在早期阶段较低或不存

在，使得其在筛查目的下的检测具有一定的难度，

美国临床肿瘤学学会指出ctDNA检测在癌症筛查中

仍缺乏充分的有效性证据[25]，但与传统筛查方法结

合，可以提高早期CRC的诊断水平。

2.1  单基因检测

SEPT9是首个且唯一被FDA批准的基于单基因

甲基化的生物标志物，在健康组织中甲基化SEPT9
（mSEPT9）水平低，而在CRC等病变组织中显著

升高，因此可通过检测血浆中mSEPT9的水平识别

结直肠癌患者[26]。一项研究采用Epi ProColon® 2.0
方法前瞻性地评估了循环甲基化SEPT9 DNA在筛

查人群中检测CRC的准确性，SEPT9检测到的Ⅰ至

Ⅳ期CRC的敏感度分别为35.0%、63.0%、46.0%和

77.4%，特异性为91.5%，但对于晚期腺瘤的敏感

度仅为11.2%[27]。此外，多配体聚糖2（syndecan 2, 
SDC2）、分泌卷曲相关蛋白2（secreted frizzled re-
lated protein 2, SFRP2）等基因的异常甲基化也可用

于CRC的筛查，但其检测腺瘤的效能均较低[28-29]。

2.2  多基因联合检测

多基因联合检测因其稳定的诊断敏感度成为

研究热点，一项研究筛选出C9orf50、KCNQ5和

CLIP4三个CRC高度特异的甲基化标志物用于验

证基于ctDNA甲基化在临床早期筛查中的作用，

发现每种标记均可区分CRC患者和健康个体，

当三者联合检测时敏感度和特异性分别能够达到 
85%和99%[30]。另一项研究评估SFRP1、SFRP2、

SDC2和PRIMA1基因的联合检测效能，发现该组

组合在诊断CRC时敏感度和特异性分别为91.5%和

97.3%；在检测腺瘤时敏感度为89.2%，特异性为

86.5%；在检测腺癌及腺瘤中均表现出不错的诊断

效能，且特异性并没有因为基因靶点的增多而大

幅下降，在一定程度上打消了研究者对多基因联

合检测特异性的顾虑[31]。

3  ctDNA在结直肠癌MRD检测中的应用
MRD是在术后持续存在的隐匿性疾病，伴
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有此种隐匿性状态的患者均会复发[32]，此阶段进

行临床干预可以改善患者的预后。目前医学成像

无法检测到这种隐匿状态，指南虽没有指定有效

的检测手段，但研究表明ctDNA具有识别MRD
的能力，目前采用ctDNA检测MRD的方法主要

包括肿瘤非特异性实验和肿瘤相关性实验，两者

最根本的区别是前者仅通过血浆分析，后者依赖

于肿瘤组织，通过初步基因组分析患者的肿瘤组

织，以确定可在血浆中监测的患者特异性体细

胞突变 [33]。不同ctDNA检测方法也存在很大的差

异，不同的ctDNA检测方法的临床效用应通过临

床试验进行独立验证。

3.1  MRD用于复发监测

术后ctDNA的存在与复发风险高度相关[34-35]。

一项纳入103例Ⅰ~Ⅳ期接受根治性手术的CRC患

者的研究中，发现术后一月ctDNA阳性的患者全

部复发，随访时间内ctDNA阴性的患者中24.5%患

者出现复发[36]。GALAXY研究是目前最大型的早

期MRD检测临床研究之一，分析了Ⅱ~Ⅳ期可切除

CRC患者的术前和术后共计1 039例ctDNA样本，

发现术后4周ctDNA阳性患者与较高的复发风险相

关[37]。此外一项多中心、前瞻性纵向队列研究入

组了350例Ⅰ~Ⅳ期CRC用于评估MRD与复发的关

系，发现术后一个月ctDNA阳性患者复发的可能

性是ctDNA阴性患者的17.5倍[38]。

3.2  MRD用于筛选辅助治疗获益人群

外科手术切除是早期CRC主要的治疗手段，

术后辅助化疗可以降低高风险临床特征患者的复

发风险。辅助化疗目前主要针对于高危Ⅲ期CRC
患者，对Ⅱ期CRC是否有益存在争议，但目前无

法对辅助治疗的疗效准确评估，也无法利用当前

的检测手段筛选出辅助化疗真正获益人群，研究

指出治疗期间ctDNA可能会被清除，这与复发风

险降低高度相关，表明动态的ctDNA分析有望作

为实时反映辅助治疗获益情况的生物标志物[37]。

DYNAMIC研究评估了ctDNA在Ⅱ期CRC患

者中指导辅助治疗的能力，并比较了ctDNA较

标准临床病理特征指导辅助治疗的优势，发现

ctDNA指导组接受辅助化疗的患者比例低于标准

管理组，但两年无复发生存率（relapse-free sur-
vival, RFS）不劣于标准管理组，分别为93.5%和

92.4%，接受辅助化疗的ctDNA阳性患者的三年

RFS为86.4%，未接受辅助化疗的ctDNA阴性患

者的三年RFS为92.5%，证明通过ctDNA指导的

Ⅱ期肠癌不仅能避免过度治疗，还不影响生存结

果[39]。ctDNA的清除率也可以反映辅助治疗的效

果，Henriksen等[40]采用ctDNA检测对160例Ⅲ期

CRC患者进行了术后辅助化疗获益情况的研究，

发现辅助治疗期间ctDNA持久清除的患者在36个

月的随访中没有复发，临时清除或无清除的患者

均出现复发。GALAXY研究[37]分析了Ⅰ~Ⅲ期和

寡转移性Ⅳ期CRC患者的MRD与辅助化疗效果的

ctDNA动态关联，在182例MRD阳性的患者中92例

接受辅助化疗，24周时ctDNA清除率在接受辅助

化疗的患者中达到了68.48%，较未接受辅助化疗

亚组24周时ctDNA清除率12.2%显著提高。

4  ctDNA在转移性结直肠癌中的应用
ctDNA在转移性结直肠癌（metastatic colorectal 

cancer, mCRC）的临床实践中具有巨大的潜力[12]。

mCRC目前主要以全身化疗、免疫治疗以及靶向

治疗为主[2]，靶向和免疫治疗均需明确患者的分子

病理分型，实时监测患者体内肿瘤的克隆变化。

传统的病理组织活检因其创伤大、取材困难等原

因不能作为常规的监测手段来满足临床实践的需

求，并且单一部位的组织往往不能反映整个肿瘤

的异质性[4,41-42]。因此，血浆ctDNA作为一种安全

实时、能够反映癌症演变全面动态信息的检测手

段，可以作为补充或替代组织活检，满足临床精

准治疗的需求。

4.1  预测预后

随着检测技术的进步，ctDNA作为预测CRC
预后的标志物逐渐成为可能。在多个公共数据

库中对比CRC通过组织病理检测与血浆ctDNA检

测的结果，发现最常见发生突变的基因为APC、

TP53、KRAS、PIK3CA和BRAF等[42]，两种检测

的结果具有高度的一致性，并且血浆ctDNA中检

测出KRAS基因、BRAF-V600E基因突变预示着

这些患者预后也较差 [43-46]。一项研究对171例接

受一线治疗的不可切除mCRC患者进行了前瞻性

队列研究，来自63例患者的成对基线组织和血

浆样本的RAS/BRAF改变显示出了良好的一致性

（81%）。经过一线治疗，血浆RAS/BRAF清除

的患者与RAS/BRAF野生型患者表现出相似的PFS
和OS，而且优于RAS/BRAF突变型患者。获得新

的RAS/BRAF突变患者与维持RAS/BRAF突变患

者预后相似，而且PFS和OS比维持RAS/BRAF野

生型患者短[47]。一项Meta分析也指出ctDNA阳性

与CRC患者的RFS和OS差存在很强的相关性，与

分期、研究规模、检测方法和样本类型无关[48]。
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4.2  疗效评估及提示耐药

连续血浆ctDNA检测可以前瞻性地识别耐药

突变，对肿瘤患者的精准治疗具有一定的价值。

2012年两项具有里程碑意义的研究从基础和临

床两个层面揭示了KRAS的出现是抗EGFR耐药

的机制 [45,49]。自此基于血浆液体活检研究CRC
继发性耐药的机制研究层出不穷，目前CRC中

抗EGFR耐药的机制包括RAS、BRAF-V600E、

MAP2K1、PIK3CA突变、EGFR胞外域突变、

HER2-扩增等 [50-55]。一项对22例mCRC患者的动

态ctDNA分析研究了其在提示耐药及疗效评估中

的作用，显示ctDNA中基因的克隆进化会随着治

疗过程改变，在患者达到缓解或者疾病稳定状态

时，耐药克隆突变如RAS、APC、TP53、HER2
等基因的突变或变异丰度会明显下降，甚至出现

关键驱动基因的清除，但随着治疗的进展耐药克

隆重新出现，甚至达到更高的变异频率，此外

ctDNA可以早于传统影像学检查及CEA、CA199提

前至少4个月提示患者耐药[56]。ctDNA也可以检测

错配修复蛋白表达情况、微卫星稳定状态以及肿瘤

突变负荷等，并且ctDNA检测的结果可以早于影像

学观察到免疫治疗对于肿瘤的效果[57]。在一项微卫

星稳定的CRC患者中使用免疫治疗的研究中，血浆

ctDNA的下降与影像学显示疾病的稳定相关，而治

疗4周后ctDNA的上升预示着肿瘤的进展[58]。

4.3  指导个体化治疗

ctDNA在指导mCRC个体化治疗方面凸显出了

巨大的潜力[5,59]。TRIUMPH研究利用血浆ctDNA
检测结果用于临床入组标准来指导CRC的靶向治

疗，并对比了经组织病理筛选入组的患者，发现

无论是通过ctDNA基因分型还是传统的组织基因

分型确认HER2阳性的mCRC患者，治疗都表现

出相似的疗效，即ctDNA基因分型的准确性与组

织基因分型相似[60]。自此通过血浆ctDNA识别主

要耐药决定因素来指导个体化治疗的研究层出不

穷。抗EGFR抗体联合化疗是RAS和BRAF野生型

mCRC一线治疗选择，但是mCRC患者的后线治疗

仍然是个难题，对于二线治疗失败的mCRC，有效

的治疗选择非常有限。一项研究采用血浆ctDNA
检测前瞻性地评估了西妥昔单抗联合伊立替康对

于上述患者三线治疗的效果，在这项Ⅱ期单臂临

床试验中，21%的RAS和BRAF野生型mCRC在再

次使用西妥昔单抗联合伊立替康治疗时产生了积

极的结果，而且只有RAS和BRAF野生型ctDNA患

者会获益[61]。此外，借助ctDNA检测，探索如何准

确寻找药物再挑战的时机也是当前临床试验应该

关注的问题。目前也有临床研究直接采用ctDNA
检测结果作为临床研究入组标准，并利用ctDNA
基因分型指导mCRC患者的二线方案，探究经ctD-
NA决策下的个体化治疗效果（NCT04831528），

但该研究结果尚未公布。

5  总结与展望
血浆ctDNA检测有望成为一种临床上实施个性

化医疗的关键工具，有可能改变早期和晚期CRC
的治疗模式。虽然在CRC的诊断与治疗中尚未有

明确的应用批准，但ctDNA检测作为实时的检测

方式，在大量研究中已证实其在CRC的早期筛查

与诊断、复发风险监测、指导个体化治疗、评估

治疗效果、提示耐药以及预测预后方面的临床价

值，其成为临床实践的关键部分只是时间问题。

此外，ctDNA检测技术的进步也会为其在结直肠

癌的诊断与治疗方面提供助力，进一步推动精准

治疗的进展，为患者选择最合适的诊疗方案，

ctDNA引领下的精准诊疗模式将为肿瘤领域带来

崭新的格局。
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