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液体活检在肝细胞癌诊断及治疗中的应用
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摘要： 肝细胞癌早期无明显特异性症状，确诊往往已是疾病晚期，预后较差。如能在早期及时确诊并采取有效治疗可以显

著延长患者生存期。液体活检技术通过检测分析肿瘤相关生物标志物，包括循环肿瘤细胞、循环肿瘤DNA和细胞外囊泡

等，可无创获得肿瘤相关信息，用于疾病的早期诊断、分子病理学分型及预后预测等。本文概述液体活检技术在肝细胞癌

诊断及治疗中的临床应用研究进展。
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Abstract： Hepatocellular carcinoma is one of the most common cancers， and due to the lack of obvious specific symptoms in its 
early stage， patients are often in the advanced stage at the time of diagnosis and tend to have a poor prognosis. Timely diagnosis and 
effective treatment in the early stage can help to prolong the survival time of patients. Liquid biopsy is a noninvasive technique that 
can obtain the information of tumor by detecting and analyzing related biomarkers， including circulating tumor cells， circulating 
tumor DNA， and extracellular vesicles， thereby contributing to early diagnosis， molecular pathological typing， and prognosis 
prediction. This article reviews the research advances in the application of liquid biopsy in the diagnosis and treatment of 
hepatocellular carcinoma.
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原发性肝癌是癌症死亡的第二大常见原因［1］，其中

肝细胞癌（HCC）是原发性肝癌的主要类型［2］。HCC 存

在多种风险因素，主要包括 HBV、HCV、酒精、代谢紊乱

（糖尿病、血脂异常、过度肥胖等）、非酒精性脂肪性肝

病、黄曲霉素等［3］，通常的发展顺序是肝损伤、慢性炎

症、肝纤维化、肝硬化，继而演变为 HCC［4］。目前 HCC
早期检测的准确性并不理想，液体活检作为一种新的检

测方法，有助于帮助解决这一临床问题，同时对治疗效

果评估和预后判断有一定临床价值。液体活检是指对

体液中（通常是血液）循环肿瘤细胞（circulating tumor 
cell，CTC）、循环肿瘤DNA （circulating tumor DNA，ctDNA）、

循环 microRNA 和细胞外囊泡（extracellular vesicles，
EV）进行检测分析，从而获取患者肿瘤有关信息，用以

辅助诊断治疗［5］。与传统手术或穿刺活检相比，液体活

检有副作用小、操作简便、方便重复检测、成本低廉等

优点。

·综述· DOI： 10.12449/JCH250629

1194



李玉龙，等 . 液体活检在肝细胞癌诊断及治疗中的应用

1　CTC、ctDNA、EV的特性及其检测方法

1.1　CTC　CTC 是从原发性实体瘤转移到外周血或淋

巴系统，最终在血液、骨髓、淋巴结或其他健康器官中生

长的肿瘤细胞，是肿瘤转移的重要原因，可以被生动地

描述为“肿瘤的种子”。CTC至今有多种定义，CellSearch
系统的定义被认定为当前的标准：CTC是血液中表达上皮

细胞黏附分子（epithelial cell adhesion molecule，EpCAM）、表
达细胞角蛋白（cytokeratin， CK）8、18和/或 19、白细胞特

异性抗原 45阴性且直径大于 4 μm的细胞［6］。分析血液

中CTC的数量、蛋白表达、基因序列等可以获取肿瘤的病

变信息。CTC 检测主要包括从蛋白、染色体、DNA 和

RNA水平实现对肿瘤细胞的定性分析。

肿瘤细胞转移到外周血发生在肿瘤发展的每个阶

段。因此，CTC可以作为疾病早期诊断和监测复发的重

要标志物。由于CTC在血液中的含量非常低（每毫升几

百个）并且存在的半衰期较短（1～2.4 h），长期以来研究

一直受到阻碍。近年来，随着技术的提高，CTC 的分离

和浓缩技术取得了巨大进步。根据 CTC 的物理性质和

生物性质可将富集方法分为两种类型。基于物理性质

的方法包括设计特定尺寸的过滤器件、Ficoll离心法、双

向电泳技术等［7］。基于生物学特性的技术依赖于抗原-

抗体结合反应，可以分为免疫磁珠法和利用微流控芯片

的免疫吸附法，免疫磁珠法又可分为阳性富集法和阴性

富集法。EpCAM 是 CTC 纯化分离最常用、最重要的抗

原，它在血细胞中不存在，但在上皮来源的非血细胞中广

泛存在。基于 EpCAM 的 CellSearch系统（使用抗 EpCAM
涂层的磁珠，从血液中提取 CTC，固定、染色和手动计

数）是基于免疫磁珠法的 CTC 阳性富集系统，是第一个

通过美国食品药品监督管理局临床验证的 CTC 捕获方

法，但是这种方法会错过很多潜在肿瘤细胞，尤其在肝

癌中，只有一小部分患者（20%）EpCAM呈阳性［8］。对于

HCC，EpCAM 和波形蛋白联合 GPC3（磷脂酰肌醇蛋白

聚糖 3）蛋白的分离方案可用于更彻底的 CTC 分离，该

组合方案具有毒性低、特异性强（96.94%）、灵敏度高

（98.12%）、检出率高（98.64%）等优点，能够特异、准

确、高效地富集血液中的 CTC［9］。使用免疫磁珠的阴

性富集法通过去除背景血细胞来富集 CTC。通过上述

富集方法处理外周血可以降低血细胞水平，从而检测

和分析剩余细胞群。目前 CTC 的检测方法主要包括免

疫荧光标记、RNA 原位杂交、荧光定量 PCR、流式细胞

术等［10］。

1.2　ctDNA　血浆游离DNA（cellfree DNA，cfDNA）是血浆

中游离存在的DNA，有的来自正常细胞，有的来自异常细

胞（如肿瘤细胞），还有部分来自外部（如病毒DNA）［11］。
ctDNA 指的是由肿瘤细胞释放到血液循环系统中的

DNA。来自坏死肿瘤细胞、CTC和肿瘤细胞分泌的外泌

体，它包含着肿瘤细胞特异性突变的基因信息。

ctDNA 只占 cfDNA 的一小部分（0.01%～1%），并且

总是被大量非癌细胞来源的DNA稀释，目前无法通过捕

获技术特异性分离 ctDNA，因此检测肿瘤特异性突变是

检测 ctDNA的最有效方法。由于细胞损伤，癌症患者的

cfDNA水平远高于健康个体，这在化疗或放疗后尤为明

显；cfDNA 的半衰期很短，只有不到 2 h［12］，这些因素使

ctDNA 的检测更加困难。只有检测 cfDNA 上的肿瘤特

异性相关特征才能有效地证明 ctDNA的存在，例如单核

苷酸突变、甲基化变化和癌症相关的病毒序列。最近有

研究表明一种基于琥珀酰磷乙醇胺的脂质体可以在体外

抑制单核吞噬细胞系统，从而短暂地增加血液中 cfDNA
的回收率；或者使用单克隆抗体与 cfDNA 结合，从而减

慢其被核酸酶降解的速度。上述两种调节体内 cfDNA
清除效率的方法已在小鼠中得到证实，有希望在临床应

用中提高液体活检的灵敏度和实用性［13］。
血浆中ctDNA的变化分为定量和定性，前者指ctDNA

总浓度，或者指DNA突变。近年来已经开发了许多具有

高灵敏度和特异度的方法，包括数字 PCR 和二代测序

（NGS）用于检测 DNA 畸变的先进技术。BEAMing 技术

是一种相对灵敏且廉价的已知突变筛查方法，把PCR和

流式细胞术结合，可以检测低至 0.01% 频率水平的突

变［14］。虽然基于 PCR 的技术有着很高的灵敏度，但该

技术只能检测有限数量的突变。为了克服这一问题，

NGS测序技术用于获得更完整的基因组图谱，涉及深度

测序的方法包括 Safe-SeqS、Capp-Seq、Tam-Seq 和 Ampli-
Seq等。通过这些技术检测出的癌症基因图谱可为患者

提供个性化治疗［15］。
1.3　EV　EV是指正常细胞和肿瘤细胞释放的纳米颗粒

的总称。根据形成过程EV可以大致分为3类：外泌体、微

囊泡和凋亡小体［16］。EV的直径为40～160 nm，通常被脂

质双分子层包裹，内含有DNA、RNA、蛋白质、代谢产物和

脂质等生物分子。鉴于EV同样在早期就存在于血液中，

分析肿瘤来源的EV可以作为一种诊断早期癌症的方法。

与CTC和 ctDNA相比，EV在数量上有巨大优势，每

毫升血液中有 109数量级，更容易获得［17］。目前至少有

6 种不同类型的分离方法，包括：超速离心、过滤法、体
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积排阻色谱法、沉淀法、免疫亲和捕获法和微流控法，这

些方法各有特点和优劣，可以单独或组合使用，以达到临

床应用所需要的回收率和纯度［18］。通过分析EV所包含

的miRNA、lncRNA、mRNA、蛋白等分子标志物，可以获取

更有特异性的癌症信息，辅助诊断和治疗。例如研究人员

通过对EV中RNA测序的方法区分早期HCC与高危肝硬

化人群，受试者操作特征曲线下面积（AUC）达0.93［19］。
CTC、ctRNA、EV 源自癌细胞或癌细胞裂解后产物

（图 1）。CTC 携带一整套肿瘤细胞的遗传信息（包括

DNA、RNA、蛋白质等），并且与肿瘤的发生和传播有密

切联系，在临床中有许多潜在应用，包括疾病诊断、预后

评估、个体化治疗等。然而由于CTC在外周血浓度低且

离体培养困难，对 CTC 生物学信息理解尚处起步阶段。

ctDNA和 EV可以携带有关肿瘤的片段化信息，其中 EV
在体液中有明显的数量优势，不过异质性限制了其应

用。由于无法对人类药物进行高通量筛选，ctDNA和EV
作为药物疗效的标志物未得到充分利用［20］。

2　液体活检在HCC中的临床应用

2.1　CTC在HCC中的预后价值　研究表明EpCAM阳性

CTC 与高 AFP 水平相关，并且与血管浸润相关，表明

EpCAM阳性CTC有潜力成为评估HCC患者预后的生物

学指标。CTC的阳性临界值尚未形成统一定论，一些研

究者将 CTC 阳性定义为“每 7.5 mL外周血中 CTC≥1或≥
2”，一些研究者认为“每 7.5 mL外周血中CTC≥5”的癌细

胞活动性较强。毫无疑问的是，CTC阳性的HCC患者总

生存期和无病生存期显著缩短，并且检测到的 CTC 越

多，患者的预后越差［21］。
目前 EpCAM 阳性的 CTC 已经在 HCC 中深入研究，

但是与其他几乎普遍表达 EpCAM 的上皮细胞肿瘤不

同，EpCAM不在成熟肝细胞中表达，仅在少部分HCC肿

瘤中表达。因此，可能有 EpCAM 阴性的 HCC 细胞存在

于血液中，并且使用EpCAM富集方法无法检测到，这可

能是无法在某些 HCC 患者中检测出 CTC 的原因。非

EpCAM阳性富集方法，例如唾液酸糖蛋白或广谱角蛋白

表达，或根据细胞大小富集检测出的 CTC 阳性率高于

EpCAM检测法，但是相关研究数据较少，不具有可比性。

HCC 的最佳 CTC 富集方法可能需要几种生物标志物联

合使用［22］。在一项涉及 270 例 HCC 患者的研究中，把

DAPI+/CD45–/CK+细胞定义为 CTC 阳性，并在术前外周

血中计数。对比术前肿瘤大小（阳性定义为>5 cm）、AFP
水平（阳性定义为>20 ng/mL）和BCLC分期（阳性定义为>
A期），CTC数量与HCC肿瘤负荷密切相关并且可以更好

地预测HCC复发（AUC=0.95）［23］。
CTC除了用于评估患者预后之外，还为疾病的演变

提供动态指标，也可以为耐药性等提供线索。NGS技术

可以揭示单个肿瘤内或原发肿瘤与其转移肿瘤之间的

异质性。CTC 提供了一种新型的非侵入性肿瘤 DNA 获

得手段，可更方便地用于NGS测序和分子分析。

2.2　ctDNA 在 HCC 中的诊断价值　ctDNA 在 HCC 中表

现出重要的诊断价值。近年来，ctDNA的“甲基化修饰”

一直是研究热点。因为 ctDNA的甲基化表达发生在肿瘤

早期，所以检测甲基化表达可能为早期癌症诊断提供帮

助。每一种细胞的甲基化修饰都是独一无二的，并且在生

理或者病理条件下高度稳定。因此，识别不同的甲基化修

饰可能成为新的HCC诊断工具。例如RAS相关家族 1A
基因中启动子的高甲基化可在92.5%HCC患者中检测到，

并可以区分健康对照组和单纯慢性HCV感染群体，总体

预测率分别为 77.5%和 72.5%［24］。因此 ctDNA中异常启

动子甲基化可以作为HCC患者的筛查工具，尤其是早期

高危人群的筛查。此外，几个热点甲基化基因位点的组合

使用可以进一步提高灵敏度和特异度。总之，启动子区域

的高甲基化被公认为是癌症发生的早期表现，不同肿瘤相

关基因的甲基化在正常组织 DNA中存在非常低或不存

在，检测这些甲基化对HCC诊断具有特异性。

cfDNA的定量分析也有一定的临床价值。cfDNA水平

可以区分HCC和HCV携带者，最佳临界值为 73.0 ng/mL，
灵敏度为 69.2%，特异度为 93.3%［25］。如果 cfDNA和AFP
或α-L-岩藻糖苷酶（α-L-fucosidase，AFU）联合检测，可以进

一步提高灵敏度。cfDNA、AFP和AFU在HCC的检测中无

显著相关性。cfDNA 联合 AFP 或 AFU、cfDNA 与 AFP 和

CTC ctDNA EV

注：CTC从原始或转移性肿瘤自然脱落后在血液中循环，是肿瘤的“种
子”，可以导致新的致命转移；ctDNA 来源于凋亡和坏死的肿瘤细胞，
这些细胞将其片段化的DNA释放到循环中；EV由肿瘤细胞分泌释放，

内含有DNA、RNA、蛋白质等生物分子。

图1　外周血中的CTC、ctDNA和EV
Figure 1　CTC， ctDNA， and EV in the peripheral blood
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AFU三者联合的灵敏度分别为 71.8%、87.2%和 89.7%，而

单独使用 cfDNA、AFP 和 AFU 的灵敏度分别为 56.4%、

53.8%和66.7%［26］。
2.3　ctDNA在HCC中的预后价值　除了早期诊断外，ctDNA
在 HCC 预后中也发挥重要作用。非靶向 ctDNA、cfDNA
的水平始终与总生存期和无病生存期呈负相关，有望成

为评估HCC复发或转移风险的新指标［27］。在一项包括

41例HCC患者的研究中，根治性肝脏手术前 ctDNA阳性

率为 63.4%，手术后 ctDNA 阳性率下降至 46%，41 例患

者中有 9例观察到疾病进展伴早期复发，中位随访时间

为 17.7个月，非复发组术前 ctDNA阳性率显著低于复发

组，术后是否复发与 ctDNA 检测结果之间存在显著相

关性［28］。
靶向 ctDNA检测可以反映肿瘤的异质性，并且可以

评估预后。TP53、CTNNB1 和 TERT 等关注度较高的突

变位点是检测 ctDNA 突变的首选目标。一项研究使用

MiSeq 系统检测相关突变，发现在血管浸润的患者中更

容易检测到存在突变的 ctDNA，并且预期无病生存期更

短［29］。需要注意的是，并非所有检测到的突变均来自肿

瘤细胞，在 cfDNA中的突变也会被检测并且有可能干扰

结果，因此有必要筛选相应的样本以确定突变来源。

2.4　EV在 HCC中的诊断价值　研究表明，EV参与慢性

肝病进展、调节HCC增殖及HCC血管生成、促进肝癌转

换、免疫逃逸和复发等过程。Sun 等［30］报道一种基于

HCC EV表面蛋白测定的方法用于检测早期HCC，该方法

通过评估 3 个 HCC EV 亚群（EpCAM CD63、CD147 CD63
和GPC3 CD63）建立评分，区分早期HCC和肝硬化的AUC
为 0.95，敏感度为 91%，特异度为 90%，灵敏度和特异度

显著优于血清AFP，有望帮助识别可治愈阶段的HCC并

改善患者长期预后。尽管遵循《国际肝癌协会肝细胞癌

生物标志物开发白皮书》，但该研究队列样本量较少，很

难进行精细的亚组分析，在生物标志物对照研究中可能

存在潜在偏倚，需要后期更大规模更深入的研究验证其

在临床中的作用。

2.5　治疗评估　目前对实体肿瘤治疗反应的评估主要

取决于影像学测量的肿瘤直径的动态变化。但是影像学

监测效果不够敏感，限制了其在治疗早期阶段的应用。

液体活检可以用于评估手术切除效果，有望在肿瘤直径

明显变化前几周预测肿瘤反应［31］。ctDNA的甲基化水平

和CTC的数量在治疗后均有降低，可以用于评估手术切

除效果，尤其是在肿瘤血源性播散和癌细胞转移方面。

CTC亚型可能与治疗反应相关，或可作为肝癌细胞

分子亚型的补充。不同亚型的癌细胞对不同化疗药物

的敏感度不同，例如 pERK+/pAkt- CTC 对索拉非尼更敏

感［32］。CTC的个体分析可能具有不同的临床意义，这将

有助于选择更加个性化的治疗方法并预测治疗结果。

ctDNA中检测到的突变也可为治疗方案选择提供参考，

这种非侵入性检测方法获得的肿瘤 DNA可以提供癌细

胞基因组图谱，并在某些方面指导治疗。

CTC、ctDNA、EV的产生机制与肿瘤发生发展密切相

关，并且携带大量相关信息，液体活检可通过无创方式提

供大量基因组和转录组信息，提示肿瘤间的异质性。这和

传统活检方法相比操作难度低，患者接受度高，更有可能

普及并且实现对疾病的长期监测。现阶段研究尚未成熟，

与传统AFP、影像学等检查结果相结合，可以进一步提高

灵敏度和特异度。随着肿瘤基因组学和分子标志物进一

步发展，液体活检技术有望发挥更大的作用。

3　小结与展望

总之，液体活检是一种在癌症领域非常有应用前景

的技术，首先，它可以在肿瘤发生早期无创性地获取相

关细胞或生物分子，通过对生物标志物检测而对HCC高

危人群进行疾病筛查，结合影像学和传统生化指标，对

疾病进行早期鉴别诊断，进一步提高生存预期。其次，

对于接受靶向治疗的患者，对肿瘤有关分子标志物检测

可以进一步获得肿瘤细胞异质性信息，为患者差异化个

性化治疗方案的选择提供依据，从而提高治疗效果并减

少副作用。最后，在接受手术切除治疗的 HCC患者中，

术后CTC、ctDNA的检测可以在治疗效果、预后判断和监

测复发方面发挥关键作用。

值得注意的是，液体活检技术从实验研究到临床应

用仍面临巨大挑战。第一，由于CTC、ctDNA以及EV在外

周血中的含量较低且半衰期较短，相关的分离、富集、捕获

技术尚未成熟，相关技术有待进一步提高效率。第二，大

多数液体活检研究缺乏有效性和实用性的有力证据，对检

测的灵敏度和特异度存疑，未来各种多中心临床研究可能

会解决这一问题。第三，目前许多研究或是对单一分子标

志物进行对比，或是对几项参数进行综合评定，缺乏简单

的评分标准，通过人工智能进行数据统计分析，有望获取

多项指标中的内在联系，从而制订客观可应用的评分

标准。
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