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液体活检在中枢神经系统肿瘤中的应用

丁美娟，杨　宇

（哈尔滨医科大学附属第二医院肿瘤内科，黑龙江 哈尔滨 １５００００）

摘要：目前用于中枢神经系统肿瘤诊断和监测的标准临床手段具有一定的局限性。而液体活检的出现为监

测中枢神经系统恶性肿瘤提供一种具有前景且侵袭性较小的手段。脑脊液中循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，
ＣＴＣｓ）及循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）的检测可用于实体肿瘤脑膜转移的辅助诊断，敏感度和特异
度均高于标准临床手段。而且由于血脑屏障的存在，脑脊液循环于脑室和脊髓池，含有大量中枢神经系统代谢物

质，脑脊液中非肿瘤源性ＤＮＡ水平较低，所以脑脊液中ＣＴＣｓ与ｃｔＤＮＡ的含量较血浆丰富，且携带不同于组织与血
浆的基因突变，对脑脊液反复取样能够及早发现耐药基因突变，可以辅助诊断中枢系统原发肿瘤及脑实质的转移。

脑脊液ＣＴＣｓ及ｃｔＤＮＡ的动态监测可以反映治疗效果。
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　　目前用于中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，
ＣＮＳ）肿瘤的诊断和监测的标准临床手段具有一定
的局限性。虽然组织活检提供组织学和遗传学信

息，但获得中枢神经系统组织具有侵入性，风险极

大，而且不利于长期反复取样。最常见的非侵入性

手段是神经系统影像学检查，ＭＲＩ检查可以缓慢显
示肿瘤进展，但是治疗相关的ＭＲＩ变化还有可能为
假性进展［１］。液体活检作为体外诊断的一个分支，

是指通过检验血液或者其他体液如尿液、唾液、胸腔

积液和脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）等，对肿瘤
等疾病作出诊断。包括循环肿瘤细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣｓ）、循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒ
ＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）、微小 ＲＮＡ和微泡（外泌体）、甚至血
小板等多项技术［１２］，是对生物体液中的肿瘤细胞或

核苷酸的实时取样，为监测中枢神经系统恶性肿瘤

提供一种具有前景且侵袭性较小的手段。而且ＣＳＦ
循环于脑室和脊髓池，与中枢神经系统直接接触，含

有大量的中枢神经系统代谢物质，因此成为检测中

枢神经系统肿瘤的理想样本［３］。本文就液体活检

在原发性和继发性中枢神经系统恶性肿瘤中的作用

进行综述，并探讨其应用的主要限制因素。

１　ＣＴＣｓ和ｃｔＤＮＡ
１．１　ＣＴＣｓ概念

ＣＴＣｓ是从肿瘤原发部位或转移部位脱落的细
胞，随后迁移到血液循环或其他体液中。ＣＴＣｓ已经
被证实在肿瘤转移的发生和发展中起至关重要的作

用，但ＣＴＣｓ从肿瘤原发灶中脱落、进入血液循环和
侵入靶器官以用于转移的定植过程非常复杂［２］。

阐明这些机制对指导早期治疗、检测耐药甚至预防转

移有重要意义。虽然对ＣＴＣｓ侵袭性的倾向和表型了
解尚不完全，但目前已有大量研究证实ＣＴＣｓ在恶性
实体肿瘤诊断、治疗和预后中的临床重要性［２］。

１．２　细胞游离 ＤＮＡ（ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）及
ｃｔＤＮＡ概念

ｃｆＤＮＡ是细胞在溶解或凋亡过程中释放到血液
循环或其他体液（包括 ＣＳＦ）中的单链或双链 ＤＮＡ
片段。１９７７年，在肿瘤患者血清中首次发现ｃｆＤＮＡ，
但直到１９９４年才发现部分循环ＤＮＡ片段存在与肿
瘤相同的突变，这一发现证实部分ｃｆＤＮＡ是由肿瘤来
源的ＤＮＡ组成的［４］。这种完全来源于肿瘤细胞的

ｃｆＤＮＡ称为ｃｔＤＮＡ，是从原发或转移的坏死、凋亡或
快速增殖的细胞以及ＣＴＣｓ中脱落的ＤＮＡ片段［５］。

ｃｔＤＮＡ的发现提供一种发现肿瘤的非侵袭性手
段，并且能够识别可接受靶向治疗的肿瘤突变类型

以及明确耐药的特殊机制。ｃｔＤＮＡ检测的一个挑战
是血清中 ｃｔＤＮＡ的相对稀缺性，血清 ｃｔＤＮＡ在
ｃｆＤＮＡ中的比例为１％～１０％，取决于疾病分期和肿
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瘤负荷［６］。因此，现有的 ｃｔＤＮＡ检测方法在筛选出
非肿瘤源性循环ＤＮＡ的同时，必须具有足够的敏感
度和特异度，才能准确地提取肿瘤 ＤＮＡ。由于 ＣＦＳ
中非肿瘤源性ＤＮＡ水平较低，所以ｃｔＤＮＡ与ｃｆＤＮＡ
的比值远高于血清，更容易检测出低频突变，准确率

更高［７８］。随着 ｃｔＤＮＡ检测方法的发展，研究人员
能够确定ｃｔＤＮＡ在恶性肿瘤诊断、预后及明确靶向
治疗中的耐药突变有着重要的作用［９］。

２　ＣＳＦ中ＣＴＣｓ和ｃｔＤＮＡ在中枢系统肿瘤中的应用
２．１　ＣＳＦ中ＣＴＣｓ和ｃｔＤＮＡ用于中枢系统肿瘤的
诊断

２．１．１　ＣＳＦ中ＣＴＣｓ的诊断意义　ＣＴＣｓ在 ＣＳＦ中
对原发性和转移性ＣＮＳ疾病的治疗意义尚不清楚。
到目前为止，ＣＳＦ中ＣＴＣｓ的检测主要是对实体肿瘤
脑膜转移（ｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｅａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ＬＭ）的辅助诊
断［１０］。Ｎａｙａｋ等［１１］首次证明，与传统的影像学和

ＣＳＦ细胞学方法比较，ＣＳＦＣＴＣｓ诊断 ＬＭ的敏感度
和特异度有所提高。ＣＳＦＣＴＣｓ阳性诊断的敏感度
为１００％，特异度为９７．２％，优于传统 ＬＭ的诊断方
法。与之比较，腰椎穿刺细胞学诊断的敏感度为

６６．７％，ＭＲＩ表现的敏感度为７３．３％，影像学与细
胞学相结合的敏感度为８６．６％。研究也证实，ＣＳＦ
ＣＴＣｓ检测诊断的敏感度和特异度高于标准方法，而
假阳性的发生可能与脑室周围巨大肿瘤的解剖位置

相关，导致ＣＴＣｓ释放入ＣＳＦ［１２１３］。
２．１．２　ＣＳＦ中ｃｔＤＮＡ的诊断意义　如何确定最佳
标本的生物流体来评价 ｃｔＤＮＡ在中枢神经系统肿
瘤中作用是难点之一。一些中枢神经系统肿瘤检测

血液ｃｔＤＮＡ的研究取得成功［１４１５］。但是也有其他

研究发现，血液ｃｔＤＮＡ在中枢神经系统肿瘤患者中
相对不敏感［９］。其中一项研究评估６４０例不同类型
肿瘤患者血浆ｃｔＤＮＡ（包括４１例原发性脑肿瘤）发
现，多数非中枢神经系统恶性肿瘤患者中检测出血

浆ｃｔＤＮＡ，而中枢系统肿瘤患者血浆 ｃｔＤＮＡ检出则
较低［９］。原发性中枢神经系统肿瘤血浆 ｃｔＤＮＡ敏
感度低的原因可能是血脑脊液屏障的存在阻止
ｃｔＤＮＡ进入外周血液循环中，这意味着抽取 ＣＳＦ可
能是一个潜在检测ｃｔＤＮＡ的方式。

研究发现，胶质母细胞瘤、髓母细胞瘤以及脑转

移等中枢神经系统肿瘤患者的 ＣＳＦ中均可检测到
ｃｔＤＮＡ，但并非所有患者外周血中都携带 ｃｔＤＮＡ，
ＣＳＦｃｔＤＮＡ水平高于外周血［１５１６］。这说明中枢神经

系统恶性肿瘤患者 ＣＳＦｃｔＤＮＡ较血清丰富，也可作
为诊断脑膜转移的辅助工具。研究发现，原发高级

别脑胶质瘤 ＣＦＳ与血浆中 ｃｔＤＮＡ启动子甲基化水
平相当［１７］。对 ２８例中国表皮生长因子受体（ｅｐｉ
ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）敏感突变的非
小细胞肺癌同时伴有脑膜转移的患者进行 ＣＳＦ全
基因组ｃｔＤＮＡ检测，与血浆ｃｔＤＮＡ及ＣＳＦ沉渣比较，
ＥＧＦＲ突变率的一致性为１００％，但是ＣＳＦｃｔＤＮＡ携
带不同于血浆及ＣＳＦ沉渣的突变，丰度更高且基因
谱更广［１８］。研究表明，ｃｔＤＮＡ在中枢神经系统肿瘤
患者中的诊断率可能高于外周血。

ＣＳＦｃｔＤＮＡ的检测有望成为脑实质肿瘤及脑膜
转移的诊断工具，以避免高风险的活检。约８０％的
原发脑肿瘤可检测到 ＣＳＦｃｔＤＮＡ，而且其中约５０％
的肿瘤位置靠近脑干的患者 ＣＳＦ检测到 ｃｔＤＮＡ的
全部外显子信息［８］。所以 ＣＳＦｃｔＤＮＡ可以代替手
术高危患者的组织活检，其在脑室周围肿瘤患者中

的检出率最高。除多数原发脑肿瘤可以检出 ＣＦＳ
ｃｔＤＮＡ外，脑转移同样可以在 ＣＳＦ中检测到［７］。

ＣＦＳｃｔＤＮＡ可作为评价 ＬＭ的辅助工具，在一些小
样本的研究中，ｃｔＤＮＡ比ＣＦＳ细胞学更敏感［１５］。

２．２　ＣＳＦ中ＣＴＣｓ和ｃｔＤＮＡ用于中枢系统肿瘤的
治疗

２．２．１　ＣＳＦ中ＣＴＣｓ的治疗意义　目前中枢神经系
统肿瘤的治疗中 ＣＳＦＣＴＣｓ动态变化的研究还较为
罕见。但是早期数据显示，ＣＳＦ中ＣＴＣｓ负荷与血液
相似，与治疗反应及临床症状的严重程度相

关［１２，１９２０］。对５例有实质性或 ＣＮＳ软脑膜转移的
乳腺癌患者进行 ＣＳＦＣＴＣｓ检测的小样本研究发
现，ＣＳＦＣＴＣｓ＞１０４的患者伴有严重的中枢神经系统
不适反应，鞘内治疗后，受试者 ＣＳＦＣＴＣｓ计数明显
下降，同时体力状态评分（Ｋａｒｎｏｆｓｋｙｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｔａ
ｔｕｓ，ＫＰＳ）得到相应改善［２０］。对７例乳腺癌ＬＭ患者
进行连续ＣＳＦ分析的另一项研究发现，所有患者在
鞘内治疗或脊髓照射后ＣＳＦＣＴＣｓ均有减少［１２］。治

疗后ＣＳＦＣＴＣｓ完全清除的患者比检测到残留ＣＴＣｓ
的患者生存时间更长。部分人表皮生长因子受体２
（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）阳
性乳腺癌ＬＭ患者在临床进展前 ＣＳＦＣＴＣｓ数量可
持续增加１个月［２１］。此外，用于靶向治疗和耐药性

监测的 ＣＳＦＣＴＣｓ的基因谱和分子特征仍在研究
中。部分 ＣＴＣｓ具有循环肿瘤干细胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＴＳＣｓ）的特性，ＣＴＳＣｓ与肿瘤发
生、复发及转移直接相关。具有这种特性的 ＣＴＣｓ
可被认为是ＣＴＳＣｓ［２２］。这种特殊的ＣＴＣｓ被认为是
复发的干祖细胞，是转移发生的直接贡献者［２３］。由
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于 ＣＴＣｓ与肿瘤预后的相关性已经得到大量证实，
所以这些特殊类型的 ＣＴＣｓ与 ＣＴＳＣｓ的关系，尤其
对于肿瘤的早期诊断意义及对健康人的筛查更值得

持续关注。

２．２．２　ＣＳＦ中ｃｔＤＮＡ的治疗意义　近年来，ｃｔＤＮＡ
作为治疗反应的标志物也得到应用。有研究对原发

性或转移性脑肿瘤患者不同时间点 ＣＳＦｃｔＤＮＡ进
行检测，同时进行颅脑影像学的检查［１５］。ＣＳＦ
ｃｔＤＮＡ水平在术后和全身治疗有效影像学缓解时减
少，随着治疗进展 ｃｔＤＮＡ水平下降后上升。对接受
手术的ＥＧＦＲ突变型胶质母细胞瘤进行 ｃｔＤＮＡ检
测，全切除血清ｃｔＤＮＡＥＧＦＲ消失，而次全切除仍可
检测到ｃｔＤＮＡＥＧＦＲ［１４］。其他研究也报道中枢神经
系统肿瘤ＣＳＦｃｔＤＮＡ水平与治疗反应的一致性［２４］。

ＣＳＦｃｔＤＮＡ可用于评估中枢神经系统肿瘤临床相关
基因组改变，ｃｔＤＮＡ可显示临床上重要的突变，有助
于指导治疗决策，并显示早期耐药机制［７］。目前基

于ｃｔＤＮＡ都是一些小样本的研究，仍然需要对这部
分患者ｃｔＤＮＡ的检测作进一步的探索。

ｃｔＤＮＡ也被研究者作为调整治疗方案的工具。
在一项研究中，对２０例伴有脑转移的非小细胞肺癌
患者组织及 ＣＦＳ进行 ＥＧＦＲ的突变检测［１９］，其中２
例患者ＣＦＳ检测到 ＥＧＦＲ突变，而组织阴性，这表
明ＣＳＦ可携带不同于组织的突变，在 ＥＧＦＲ酪氨酸
激酶抑制剂的治疗后也取得临床缓解。在另一项评

估ＣＮＳ肿瘤的研究中，ＣＮＳ转移的患者基于既往组
织基因突变的结果，进行靶向治疗，部分患者接受治

疗的同时出现 ＣＮＳ疾病的进展［７］，在这部分患者

中，４例ＣＳＦ中发现治疗开始时未出现在组织中的
耐药突变。目前的证据表明，ｃｔＤＮＡ可用于实时识
别具有重要意义的靶向突变，在转移性疾病中，这种

突变可能是中枢神经系统特有的。

虽然人类基因组包含人体的全部遗传信息，但

蛋白质是完成生命活动的终极执行者，也是机体各

种细胞之间差异的决定因素。不同细胞活跃基因不

同，合成的蛋白质也不同，这也包括肿瘤细胞。蛋白

质组学作为生物过程的功能实体，表达水平直接和

疾病过程和病理学相关，成为生物标志物和治疗的

靶标。目前的蛋白质组学技术在单一反应中分析组

织或生物液体的整个蛋白质组的能力受到限制。目

前，已在多种肿瘤如肺癌、胃癌和胰腺癌中找到有差

异表达的蛋白质，有望成为有效的肿瘤标志物。

血清细胞骨架相关蛋白４（ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４，ＣＫＡＰ４）水平可区分肺癌患者和健康对

照者；Ⅰ期腺癌或鳞状细胞癌患者血清ＣＫＡＰ４水平
高于健康对照组（Ｐ＜０．０１），而在Ⅰ期非小细胞肺
癌中也检测到ＣＫＡＰ４水平的升高［２５］。胰岛素样生

长因子结合蛋白（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＧＦＢＰ）２和ＩＧＦＢＰ３蛋白在早期胰腺癌患者
体内存在变化［２６］。研究显示，血清蛋白质的不同表

达与胃癌的分子分型相关，而且这种分子分型与生

存预后和化疗敏感度密切相关，１３％（２５／１８３）的基
因虽然检测到突变，却未检测到对应的蛋白表达；其

中，患者有ＫＲＡＳ和ＮＲＡＳ激活突变，癌旁组织也发
现蛋白表达，但在癌组织中却检测不到 ＫＲＡＳ或
ＮＲＡＳ蛋白。如果基于 ＲＡＳ基因测序指导精准医
疗，对于不存在治疗蛋白靶点的肿瘤患者，很可能无

法受益［２７］。

然而，与血清不同的是，ＣＳＦ是一种代谢活性的
培养液，含有远少于血清的复杂的蛋白质补体［２８］。

这一特性可以使肿瘤特异度标志物更清楚地被测

量，更容易被发现，而成为潜在生物标志物的良好来

源。ＣＳＦ蛋白组学分析已应用于发现中枢神经系统
原发恶性肿瘤及转移瘤，如软脑膜转移、中枢神经系

统淋巴瘤和胶质瘤［２９］。在 ＣＮＳ淋巴瘤中，这些研
究首次揭示蛋白质组分析在生物标志物识别中的应

用价值，表明与标准的 ＣＳＦ细胞学方法比较，识别
特定的蛋白质对检测转移瘤有更大的敏感度［３０］。

对原发性神经恶性肿瘤 ＣＳＦ的蛋白质组学检测在
脑膜瘤和星形细胞脑肿瘤也取得一定的成功。ＣＳＦ
中蛋白质含量与疾病发展相关。ＣＳＦ中蛋白标志物
可用于监测治疗的疗效和疾病的复发。

３　结　语
ＣＳＦ存在于脑室及蛛网膜下腔，包围并支持着

整个脑及脊髓，由于其独特的解剖位置及血脑脊液
屏障，使得ＣＳＦ中 ＣＴＣｓ及 ｃｔＤＮＡ的存在对中枢神
经系统肿瘤的诊断具有更高的敏感度和特异度。与

血清比较，ＣＳＦｃｔＤＮＡ更能反映颅内的基因谱，不易
受背景ＤＮＡ的干扰，在颅内肿瘤的诊断和治疗中更
具优势。血浆ＣＴＣｓ单细胞全基因组测序与组织一
致性接近９０％，血浆ｃｔＤＮＡ可检测出不同来源的特
征性突变，可以确定不明原发部位肿瘤（ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｏｆｕｎｋｎｏｗｎｐｒｉｍａｒｙ，ＣＵＰ）［３１］。这提示 ＣＳＦＣＴＣｓ单
细胞测序及 ｃｔＤＮＡ的检测能够寻找肿瘤脑转移的
原发部位。ＣＳＦ中 ＣＴＣｓ与 ｃｔＤＮＡ的含量较血浆丰
富，且携带不同于组织与血浆的基因突变，所以对

ＣＳＦ反复取样能够及早发现耐药基因突变，调整治
疗方案。
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蛋白质具有行使功能，蛋白质组学的分析对肿

瘤治疗更具指导意义。ＣＳＦ中的特殊蛋白质可用于
中枢神经系统肿瘤的诊断，而且 ＣＳＦ中蛋白质含量
与疾病发展相关，可监测治疗的疗效和疾病的复发。

综上所述，ＣＳＦ与血清比较，受背景标志物干扰
更小，所以ＣＳＦ中 ＣＴＣｓ、ｃｔＤＮＡ及蛋白质的检测在
中枢系统肿瘤的诊断、治疗和预后更具优势。在颅

内肿瘤中，ＣＳＦＣＴＣｓ数量、ｃｔＤＮＡ全基因组的突变
基因种类与蛋白质的类型区别于血清，因此在中枢

神经系统肿瘤中，检测 ＣＳＦ中的特殊生物标志物应
在诊治的全程充分发挥作用。目前仍需要大样本的

前瞻性研究来证实 ＣＳＦ的检测是中枢神经系统肿
瘤诊治的必要手段。
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弥漫大 Ｂ细胞淋巴瘤预后影响
因素的研究进展
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摘要：弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）是非霍奇金淋巴瘤（ｎｏｎＨｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏ
ｍａ，ＮＨＬ）中最常见的亚型，在临床表现、组织形态学及预后方面具有很大异质性。利妥昔单抗的出现，使得ＤＬＢＣＬ
的治愈率达到６０％～８０％，但仍然有三分之一的患者，预后较差。早期发现预后较差的患者，临床医师及时调整治
疗方案以延长患者生存期具有十分重要的意义。随着精准医疗时代的到来，分子生物学及遗传因素对患者的预后

意义不断被发现，并进一步完善和改进现有的预后评分系统。本文就 ＤＬＢＣＬ临床预后系统的演进及分子和遗传
预后因素的研究进展进行综述。

关键词：淋巴瘤，大Ｂ细胞，弥漫性／病理学；淋巴瘤，大Ｂ细胞，弥漫性／代谢；原癌基因蛋白质ｃｂｃｌ２／代谢；
原癌基因蛋白质ｃｍｙｃ／代谢；基因；突变；预后；影响因素分析；综述
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　　弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍ
ｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）是非霍奇金淋巴瘤（ｎｏｎＨｏｄｇｋｉｎ
ｌｙｍｐｈｏｍａ，ＮＨＬ）中发病率最高的亚型，占所有 ＮＨＬ
病例数的３０％ ～３５％［１］。ＤＬＢＣＬ是一组异质性肿
瘤［２］，早期发现预后较差的患者，临床上及时调整

治疗策略延长生存期十分重要。分子病理及靶向治
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