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胞外DNA的研究进展
刘景辉　王　昊　徐立红*

(浙江大学医学院生物化学系, 杭州 310058)

摘要      胞外DNA(extracellular occurring DNA, eoDNA)是一种独立于细胞外的DNA, 广泛存

在于体液中。研究发现, eoDNA的浓度水平及其特异基因的改变能很好地反映疾病的发生和发

展。随着生物技术的发展, eoDNA易获得、微创伤、预测早等优点引起了许多学者的关注, 使得

eoDNA成为非入侵疾病检测生物标记中的一颗新星。相对于健康人, 肿瘤患者体内eoDNA浓度明

显升高, 这一特征已被研究者广泛验证, 同时, 研究还发现肿瘤患者eoDNA部分起源于肿瘤组织细

胞, 且这些DNA与肿瘤组织基因组有着相似的分子特征。这些研究成果为eoDNA取代肿瘤组织早

期微创诊断肿瘤发生提供了理论基础。此外, 在产检方面, 从母体血浆中获取胎儿eoDNA并用以观

察胎儿健康情况也日益得到学者关注。该文从eoDNA研究背景出发就其作为肿瘤诊断、预后以及

产检生物标记的可能性及应用作一简单综述, 并展望了eoDNA在临床疾病诊断的应用前景。
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Abstract        Extracellular occurring DNA (eoDNA) refers to the DNA presents in the extracellular environ-
ment and is found in various extracellular media widely. The studies so far have suggested that quantitative and 
qualitative changes of eoDNA might be used as markers for diagnosis and prognostic in clinical purpose. With the 
development of biotechnology, the advantages in easy access, minimally invasive and early diagnostic value have 
led to eoDNA becoming an attractive exploring area for developing a type of new less-invasive diagnostic and 
prognostic biomarkers. The higher concentration of eoDNA in patients with malignancy than that in healthy indi-
viduals has been proved widely. And it also seems that eoDNA in cancer patients has similar features with the DNA 
from their tumor tissues, which provides the theory basis for eoDNA as a new marker for early detection of malig-
nant tumors. Besides, scientists have been developing non-invasive prenatal diagnostic tests based on cell-free fetal 
DNA analysis from maternal plasma. In the present paper, the research obtained hitherto about eoDNA have been 
reviewed and the perspective of eoDNA in the diagnosis of diseases are also discussed.
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胞外DNA泛指一切存在于胞外环境中的DNA, 
即出现在胞外的DNA(extracellular occurring DNA, eoD-
NA), 也多被描述为cell free DNA、circulating DNA、

circulating-free DNA和extracellular DNA。Peters等[1]对

胞外DNA的定义做了详细论述, 他将cell free DNA
和free DNA定义为不与任何其他结构结合的游离态

DNA, 用Particle-derived DNA来描述与其他结构结

合的复合体态的DNA, circulating DNA指存在于循

环系统特别是血液中的DNA, 并且为区别circulating 
free DNA和cell free DNA的缩写cfDNA, 而建议将

circulating free DNA称为free circulating DNA。为叙

述方便, 本文中将概述的胞外DNA, 简称为eoDNA。

eoDNA以多种形式存在于人和其他脊椎动物的血

液、脑脊液、滑膜液、唾液等体液中, 甚至在尿液

和植物的胞外循环中也有发现[1]。血液循环中的

eoDNA是其中重要的一种, 且容易获取, 目前研究较

为广泛, 本文将作主要介绍。研究表明, eoDNA浓度

水平和基因的改变与疾病的发生、发展有很好的相

关性。

1   eoDNA的研究回顾
早在1948年, Mandel等[2]就发现了外周血中有

游离核酸, 但在当时因核酸是否是遗传物质还没有

被定论而没有引起人们的关注。1965年, Bendich等[3]

研究推测, eoDNA可能作为一种致癌基因的功能因

子发挥作用。随后的1966年, Tan等[4]在系统性红斑

狼疮患者体内发现高水平的eoDNA。此后几年, 科
学家陆续在风湿性关节炎、白血病以及系统性免疫

病中发现了类似现象[5], 推测eoDNA是病生理的一

种特征表现, 可作为病生理研究的一种指标[6]。直

到1972年Kamm等[7]提出, eoDNA的存在是机体的一

种正常表征, 并对健康人血浆中eoDNA浓度进行了

测定, 这一结论此后得到了学者的广泛认可。几年

后, Leon等[8]首先报道了肿瘤患者外周血中eoDNA
浓度水平高于正常人, 这一发现揭开了eoDNA与肿

瘤相关性研究的序幕。1989年, Stroun等[9]研究表明,  
eoDNA中部分基因具有肿瘤组织基因的类似特征; 
几年后, Vasioukhin等[10]于血浆DNA中发现了突变的

N-ras, 进一步为两者相关性提供了依据。至此, 学者

们意识到, eoDNA作为一种新型生物标记对肿瘤发

生预测具有重大意义。近几年, 除肿瘤外的其他疾病(如
心脑血管疾病等)也出现了eoDNA的报道, eoDNA

的研究也取得了巨大的进展[11]。2003年, Chiu等[12]

报道了循环系统中线粒体DNA的收集和检测; 2005
年, Mori等[13]描述了eoDNA的高甲基化对于肿瘤诊

断和预后的重要作用;  2006年, Leung等[14]报道了EBV 
DNA浓度水平可独立作为NPC(nasopharyngeal carci-
noma)预后检测因子; 2008年,  Lawrie等[15]报道了血

清中有miRNA的存在; 2009年, Schwarzenbach等[16]

描述了血液中循环肿瘤细胞的存在与游离肿瘤特异

DNA的关系; 特别是在2010年, Garcia-Olmo等[17]报

道了肿瘤患者的血样(不含癌细胞)可使培养的细胞

癌化, 证明eoDNA可能具有信使的功能。

另一方面, 随着肿瘤与eoDNA相关性研究的

深入, Lo等[18]认为, 在免疫学上胚胎对于母体类似

于肿瘤对于机体, 可能在母体血浆中存在游离的胎

儿DNA。1997年, 他们通过实时PCR从一孕男胎妇

女血液游离DNA扩增出胎儿Y染色体特异序列, 首
次证明孕妇外周血中存在胎儿游离DNA, 为非创

伤产前诊断开辟了一条新途径。随后在1998年, 他
们发现胎儿游离DNA在妊娠早期便存在于孕妇血

液中, 且胎儿游离DNA浓度随孕周的延长而增加[19]。

同年, 他们建立方法, 检测孕中期RhD阴性孕妇外周

血中是否存在RhD基因, 揭开了利用母体血浆中游

离胎儿DNA进行产前诊断研究的序幕[20]。

目前, eoDNA研究主要集中在临床应用方面, 
特别是肿瘤预测和产前诊断。此外, eoDNA的产生

机制、存在形式、提取和检测方法等也有涉及。

2   eoDNA的起源
要认识和研究eoDNA, 首先需清楚eoDNA的产

生机制或起源。人类基因组DNA含量大约为6.6 pg, 正
常人平均每毫升血液中约含5 000个游离基因组[21], 
而且还要时常更新, 如此多的eoDNA来自哪里, 又是

怎样产生的？还有, 胎儿的游离DNA又是怎样出现

在母体循环系统中的？

目前, eoDNA的来源机制尚不明确, 科学家们

普遍认为的可能机制有: 凋亡机制、坏死机制和自

分泌机制。

2.1  凋亡机制 
细胞在信号的诱发下程序性死亡, 在这一过程

中DNA发生片段化以凋亡小体的形式释放到胞外

或体液中。该机制最大的证据是多位研究者于实

验中发现eoDNA有类似“凋亡梯”的现象, 其次是每
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天都有大量DNA(1~10 g)通过凋亡被降解的事实[22]。

凋亡机制能很好地解释正常机体存在低浓度循环

DNA的现象, 多位学者已报道eoDNA的产生与凋亡

相关。Hara等[23]研究发现, 游离DNA以凋亡网泡的

形式运输, 这一过程受长春新碱的影响, 由此推测

游离DNA的运输与微管蛋白活性相关, 并受凋亡机

制调控。Jiang等[24]研究表明, eoDNA与蛋白或脂结

合形成的类核小体结构具有凋亡泡的特性, 且受细

胞周期和凋亡的调控。Choi等[25]向大鼠体内注射凋

亡细胞后观察到eoDNA以凋亡小体的形式增长, 并
且, 他们还证明, 体外培养的凋亡细胞在缺少巨噬细

胞的情况下可以检测到eoDNA的产生。Roth等[26]证

明, 血样中游离DNA的浓度与循环系统中的核小体

紧密相关, 而核小体的浓度与细胞凋亡相关, 他们的

观点也得到了其他学者的认可[27-28]。Roth等[29]研究

还发现, 肺癌患者血样中细胞凋亡蛋白酶活性明显

升高, 从而导致eoDNA浓度升高。另外, 研究还表明, 
肿瘤细胞使周围的正常细胞缺氧而凋亡[30], 从而导

致eoDNA浓度升高。

但是, 凋亡机制不能解释肿瘤患者体内大量突

变基因存在的原因, 因为正常凋亡的细胞不会存在

大量突变基因, 而肿瘤细胞又不存在凋亡。另外, 对
于肿瘤患者机体出现eoDNA水平在短时间内迅速升

高的现象也不能很好解释, 凋亡机制似乎不会在短

时间内造成DNA剧增。还有, 大片段eoDNA(1 Kb以
上)的出现也不能通过凋亡来解释, 因为凋亡产生的

DNA都是小片段的, 多集中在180 bp以下, 一般不超

过200 bp[31]。

2.2  坏死机制

eoDNA产生的另一种可能的机制是坏死细胞

经过巨噬细胞酶解消化后进入体液或循环系统中, 
该机制有两种假说: (1)吞噬细胞吞食死亡或凋亡

细胞, 并将消化的DNA碎片等释放到体液中。当吞

噬细胞损伤、死亡或坏死细胞超过吞噬能力时, 坏
死细胞会通过自溶缓慢地将DNA释放到胞外, 这时

eoDNA的浓度也会较低; (2)吞噬细胞吞食坏死细胞

后正常情况下不会有eoDNA的释放, 当坏死的细胞

超过吞噬细胞的消化限度时会出现以下三种情况: 
部分坏死细胞不被吞食就自动降解并释放DNA; 吞
噬细胞吞食坏死细胞后还来不及消化就溢出到胞

外; 吞噬细胞吞食大量坏死细胞后导致自身凋亡, 释
放自身及吞食的细胞DNA到胞外[24]。

Choi等[25]在体外实验中证实, 巨噬细胞缺失的

情况下坏死细胞不产生游离DNA, 只有巨噬细胞存

在时才能检测到eoDNA, 且可观察到类似“凋亡梯”
的现象, 在小白鼠体内实验中坏死细胞借助吞噬细

胞可产生eoDNA。Sozzi等[32]研究表明, 血浆DNA浓

度与血液中白细胞(中性粒细胞)数量紧密相关。坏

死机制认为肿瘤患者体内eoDNA剧增来自于肿瘤发

展或转移过程中对组织细胞的致死作用[33], 循环系

统中游离肿瘤细胞与eoDNA总浓度关系不大[21], 但
巨噬细胞消化肿瘤细胞并释放游离DNA到循环系

统中已被证实。

坏死机制可以很好地解释像肿瘤这样恶性疾

病带来eoDNA剧增的现象和突变DNA的出现, Choi
等[25]的研究也对eoDNA“凋亡梯”现象做出了解释。

另外, 大片段DNA的出现也得到了解释, 坏死细胞

对DNA的消化不完全也不规则, 恶性疾病使大量细

胞同时坏死, 超出了巨噬细胞的消化限度, 从而产生

一些未消化或半消化的DNA片段。但是, 对于正常

机体为什么会存在一定量的循环DNA无法很好解

释, 另外有报道称, 肿瘤患者放疗后血浆DNA不仅

没有增加, 反而有所减少[8], 这似乎与坏死机制相违

背。此外, 肿瘤的发展和转移导致细胞坏死, 通常

应该在肿瘤中后期eoDNA升高, 但有文献报道称初期

eoDNA高于中后期[32], 坏死机制也不能对此作出合

理解释。

2.3  主动释放机制

有研究者推测, eoDNA来自淋巴细胞的释放, 
Anker等[34]在体外实验中证明活化的淋巴细胞可

以主动释放DNA, 且这些DNA很可能是新合成的

DNA, 并推测肿瘤细胞也可以自主释放DNA, 从而

在eoDNA中有肿瘤特异基因。Stroun等[35]认为, 新
合成的核酸会被细胞自发释放到胞外。Madine等[36]

也认为, 细胞从快速增殖阶段向静止阶段转化过程

中会有多余DNA的释放。肿瘤诊断方面也有文献报

道一些常见的DNA可以由肿瘤细胞释放到循环系

统中, 片段集中在200-400 bp[11]。还有文献报道, 一
个100 g的肿瘤组织(大约包含3×1010肿瘤细胞), 每天

有超过3.3%的肿瘤DNA释放到血液中[37]。Gahan等[38]

认为, eoDNA片段要比一般的基因组基因片段小, 其
来源机制可能是机体为了快速获得大量mRNA而产

生的剩余基因拷贝(代谢DNA)被降解排出细胞造成

的。另外, Peters等[39]也认为, 代谢DNA是eoDNA的
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前体形式, 按类凋亡片段大小被切断, 而后细胞以脂

蛋白复合物的形式释放。

主动释放机制可以解释正常个体内低浓度的

eoDNA, 对于部分肿瘤患者体内异常低的eoDNA
浓度和放射治疗后浓度变低的情况也可做出解释。

然而, 主动释放同样不能解释恶性疾病患者体内的

eoDNA剧增现象。另外, Jahr等[40]的研究对淋巴细

胞可释放DNA到胞外提出了质疑。

此外, 还有观点认为eoDNA特别是血液中的

eoDNA, 源于造血过程中的造血器官和血细胞[41]。

综上所述, 各种机制都有其相关研究依据, 同
时又存在各自的问题, 每种机制都不能全面解释

eoDNA的来源。基于eoDNA具有类似凋亡梯的现象

和大量的DNA每天都要通过凋亡被降解这两点, 凋
亡可能是正常机体eoDNA的主要来源。当机体发生

轻微病变时会因清除机制紊乱而出现eoDNA水平略

微升高。坏死可能是机体发生急性或恶性病变(对
机体组织细胞带来高致死率)时, eoDNA的重要来源

机制。由此产生的eoDNA是随意打断的, 不像凋亡

那么规则有序, 这些DNA部分来自病变细胞本身, 多
数是由于病变组织的发展, 使得病变组织周围的微

环境内正常组织细胞坏死而产生的, 此时坏死取代

凋亡成为eoDNA的主要来源, 占主导地位。另外, 少
量经细胞主动释放的DNA可能是一种基因转移或信

号传递因子, 对于eoDNA浓度的变化不起主导作用。

2.4  母体血浆中胎儿游离DNA的产生机制

前面提到Lo等[18]根据猜想, 在母体血浆中发现

了胎儿游离DNA(cell-free fetal DNA, cffDNA)的存在, 
并广泛地应用在产前诊断的研究上。cffDNA的出现

与eoDNA产生是什么关系, 与母体又有什么关系？

由于cffDNA的研究起步比较晚, 目前的研究对这些

问题的答案尚不明确, 普遍认可cffDNA有四种机制

产生[42]: (1)主体源于胎盘滋养细胞, 小部分源于胎儿

造血细胞; (2)胎儿组织在发育过程中自然凋亡, 释放

出的DNA经母–胎界面进入母体血浆循环中; (3)胎儿

DNA直接从胎儿组织中释放, 经母–胎界面进入母体

血浆中; (4)母体血浆中胎儿细胞通过胎盘屏障渗透

到母体, 被母体的免疫系统识别为异物, 受到免疫攻

击, 致使细胞核膜溶解, DNA释放入母体血液中。

3   eoDNA的相关特性
eoDNA与胞内DNA一样, 也是由四种脱氧核苷

酸组成的, 有单链和双链形式。目前, 关于eoDNA的

研究主要集中在其与疾病相关的特性上: eoDNA存

在状态、eoDNA片段完整性以及eoDNA的浓度水平。

3.1  eoDNA的存在状态

eoDNA可以单链或双链形式存在, 多数是以微

囊泡、微粒体、凋亡小体、外来体、组蛋白复合物

以及病毒体形式存在的双链DNA[1], 具有双螺旋结

构, 可被DNA酶I消化, 不能被RNA酶和链霉蛋白酶

切割, 游离DNA在循环系统或体液中存在的时间从

15分钟到几个小时不等, 多经肾脏或肝脏被降解[43], 
单链相对双链更容易被降解, 链状分子比环状更易

降解[3], 其平均半衰期为16.3 min[44]。

3.2  eoDNA的片段完整性

大量研究表明, 正常个体游离DNA的分子大小

在200 bp以下, 一般会在180 bp以下, 而肿瘤等恶性

疾病患者体内eoDNA片段长度普遍偏大[31,45-46], 多数

在200 bp以上甚至达到1 Kb以上(系统性红斑狼疮体

内33 Kb左右的DNA含量相对丰富)。非常奇怪的是, 
肿瘤相关突变基因总是出现在小片段上, 研究表明

这部分片段多小于100 Kb[37,47]。另外, 母体血浆中胎

儿eoDNA多集中在200 bp以下[48], 推测其多来源于

发育中的细胞凋亡。

3.3  eoDNA的浓度水平

正常个体eoDNA含量通常较低, 且常常受体内

循环系统中酶降解速率和吞噬细胞的清除速率以及

生理排泄等活动的影响[49]。正常人血浆游离DNA平

均含量仅为30 ng/mL(0~100 ng/mL), 肿瘤、急性病、

机械损伤、毒素等都可使血浆中eoDNA的水平升高, 
平均为180 ng/mL(0~>1 000 ng/mL)[11]。研究表明恶

性肿瘤患者体内eoDNA的浓度水平与肿瘤大小无

关, 仅与肿瘤恶化程度相关[50], 并且序列中甲基化等

修饰不影响其在血浆中出现[51]。虽然血浆中eoDNA
的浓度因为研究者各自的样品获得方法和检测手

段的不同而有所差异, 但肿瘤等恶性疾病患者血样

中eoDNA的水平偏高的趋势是被多数学者所验证

和认可的[21,29,45-46,50,52-66]。研究表明, 恶性疾病血样中

DNase I和II减少, 并且DNase活性降低[67-69], 减少了

对DNA的消化, 从而相对保持了高浓度的DNA。另外, 
肿瘤患者体内血样中发现存在DNase抑制剂[70], 可
能也是血液中保持高浓度eoDNA的因素。

此外, 年龄也可能影响eoDNA浓度的变化。Jyl-
hava等[71]研究表明, 高龄人群(90岁以上)体内eoDNA
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的浓度较青年人(20岁左右)偏高, 而且完整性低, 也
有文献报道, 游离线粒体DNA浓度水平与年龄相

关[72], 表明eoDNA的浓度等特性似乎与年龄有一定

关系。

循环系统或体液中不仅可以检测到编码DNA, 
而且可以检测到非编码区(比如重复序列)和修饰后

的DNA(如甲基化修饰), 不仅有核DNA还有线粒体

DNA[63,72-73]及各种RNA[74], 甚至是miRNA[15,75-77], 这些

都为科学家们研究和临床应用提供了多样化的选择。

3.4  胎儿游离DNA的特性

与eoDNA一样, 母体血浆中的胎儿游离DNA
的一些特性能很好地反映胎儿的健康状况, 对这些

特性的研究不仅能更深入地了解cffDNA, 而且为

cffDNA在产前诊断方面的应用提供了理论依据。

3.4.1    cffDNA片段完整性　　母体血浆中胎儿DNA
的片段长度往往短于母源性DNA, 99%胎儿DNA的

片段长度在313 bp以下, Chan等[78]的研究表明, 胎儿

游离DNA的大小多集中在200 bp以下。Li等[79]也报

道和证实了胎儿DNA主要为小于300 bp的短片段分

子。这一特性可以作为分离母体血浆游离DNA与胎

儿游离DNA的依据。 
3.4.2    cffDNA浓度　　正常生理条件下的妊娠, 孕
妇血浆中胎儿游离DNA的含量相对丰富, 胎儿游离

DNA的浓度与孕周相关, 同时存在个体差异。Lo等[19]

证明, 孕中期和孕晚期的孕妇血浆DNA浓度高于孕

早期。妊娠期间, 孕妇血浆总DNA浓度较正常健康

个体(非孕妇)显著升高。另外, 研究表明女性生理周

期不会影响体内eoDNA的改变[58]。

病理性妊娠或妊娠相关性疾病可能改变胎盘

结构而使母体血浆中游离胎儿DNA浓度显著升高, 
这一异常情况对病理性妊娠的诊断、预后及治疗具

有重要意义。

4   eoDNA的提取
一个好的提取方法不仅是eoDNA研究的基础, 

高质量的eoDNA更是探究结果准确性的保证。目前, 
对于eoDNA的获取, 使用的方法主要有: 苯酚–氯仿

抽提法、微柱吸附法、磁珠吸附法。

Fleischhacker等[55]比较了三种试剂盒(QIAamp DNA 
Blood Midi Kit from Qiagen, NucleoSpin Kit from 
Macherey-Nagel, MagNA Pure isolation system from 
Roche Diagnostics)获取eoDNA的效率, 认为DNA富

集方法在定量检测中起到很重要的作用。Yuan等[80] 

用改良苯酚–氯仿法富集eoDNA, 高效地检测到eoDNA
中的EGFR(epidermal growth factor receptor), 且其检

出率要高于微柱吸附法试剂盒。Chen等[81]研究表明, 
传统苯酚–氯仿法虽收集的DNA纯度不是很高, 但
是DNA的含量相对高纯度PCR模板制备试剂盒和单

细胞PCR要高得多, 是相对最有效率的提纯方法。

严子禾等[82]比较了传统苯酚–氯仿法、微柱吸

附法试剂盒和磁珠吸附法试剂盒对血浆游离结核分

枝杆菌DNA和质粒DNA的提取效率, 得出磁珠吸附

法对血浆游离DNA的提取效率最高, 尤其适合于小

片段DNA的提取。宋小燕等[83]通过对国产试剂盒提

取血浆DNA的方法进行改良, 提取的血浆DNA的质

量不仅能达到相关分子生物学实验的要求, 而且操

作简单、耗时短、成本低。Yin等[84]将盐析与苯酚–
氯仿法相结合并进行改进提取血浆DNA, 得到的总

DNA是微柱吸附法试剂盒提取方法的两倍。通过此

法得到总DNA后, 又根据胎儿DNA分子片段长度小

于孕妇自身DNA的原理, 利用纯化PCR产物的过滤

膜装置过滤提取的血浆DNA, 得到的胎儿DNA是微

柱吸附法试剂盒提取方法的8倍。

从妊娠妇女外周血中得到胎儿DNA主要有两

种途径, 一种是从妊娠妇女外周血中富集纯化胎儿

细胞, 另一种是从孕妇血中直接获取cffDNA。目前, 
主要的提取方法是提取出母体血浆总DNA, 然后再

用特异的引物扩增来判断胎儿特异性DNA序列, 也
有依据分子大小分离得到cffDNA, 还有用肽核酸来

富集得到cffDNA序列。

综上所述, 传统苯酚–氯仿抽提法, 虽操作复

杂、特异性差, 但提纯效率较好, 改良后是一种高效、

廉价的富集方法; 微柱吸附法, 操作简便、DNA纯

度相对较高、重复性好, 但成本相对较高, 而且对小

片段DNA丢失较严重; 磁珠法采用磁珠吸附, 磁场

分离的原理, 操作简便、快速、DNA纯度高, 特别适

合小片段eoDNA的富集。

eoDNA被认为是检测肿瘤组织的一种替代标

记, 然而由于eoDNA含量低、片段小, 在提取过程中

极易丢失, 特别是肿瘤特异DNA片段, 因多出现在

小片段上而在提取过程中更易丢失, 一些肿瘤的特

异基因可以在组织中检测到却不能在eoDNA中检

测到[80,85]。此外, 在肿瘤患者体内, 肿瘤的恶化使肿

瘤微环境中正常细胞产生大量eoDNA, 而造成肿瘤
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相关DNA相对含量下降, 检测背景升高。还有一些

检测手段要求样品中DNA浓度必须达到一定的浓

度, 如甲基化特异性多连接依赖性探针扩增(meth-
ylation-specific multiplex ligation-dependent probe 
amplification, MS-MLPA)要求检测DNA必须达到 
50 ng/L[86]。而对于临床检测具有实用性的廉价分光

光度法, 现在所获取的eoDNA的浓度还远不能达到

其检测线[87]。

5   eoDNA分子学检测
循环系统或体液中游离核酸不仅有DNA, 还有

RNA甚至miRNA, 但目前研究多集中在DNA, 主要

由于DNA作为生物标记的优点在于: (1)结构稳定; 
(2)分布广泛, 获得方法相对简单; (3)检测方法成熟、

灵敏, 一般借助于PCR可快速检测; (4)作为遗传物

质, DNA是最早改变的位点和发源。

eoDNA的分子学检测分为定量和定性。前者

主要针对eoDNA的浓度, 后者包含突变基因、DNA
甲基化、微卫星不稳定、片段完整性、杂合性缺失等。

5.1  定量检测

目前, 广泛使用的eoDNA定量手段是实时荧光

定量PCR(Real-time quantitative PCR, QPCR), 其检测

限为微微克。QPCR法检测体液中总eoDNA采用较

普遍的扩增序列有β-actin[46,50,55]、β-globin[55,57,63,66,71]、

Alu序列[45,62]等普遍的持家基因。另外, 很多学者用

QPCR对eoDNA中许多疾病相关特异基因进行了定

量: 线粒体特异DNA[63,72-73]、特异甲基化基因[61,88]、

人类表皮生长因子受体(EGFR)[80,85,89-90]、端粒酶反

转录酶基因(hTERT)[53,60,65]、特异mRNA[27,91]、miR-
NA[29]。此外, 还有用QPCR定量核小体数量的报道[28]。

eoDNA可来源于所有的染色体, 但并不是对所有染

色体上DNA的均匀覆盖[1], 因此QPCR定量总eoDNA
时, 选取合适的基因是关键。

除了QPCR, 近些年还发展了许多DNA定量的手

段 : BEAMing(beads, emulsion, amplification and mag- 
netics)是一种灵敏度高、特异性好的突变基因定量

方法, 已被许多学者认可和采用[37,92-93], 是目前较精

确的基因定量的方法之一; MS-MLPA是一种高灵

敏, 迅速检测DNA浓度的新方法, 可一次分析多个

血浆或体液中eoDNA中基因的表达量和甲基化位

点, 具有很好的发展前景[86]; 分支DNA测定技术有

着独特的信号放大系统, 根据固相杂交原理, 采用一

种放大标记探针, 目的探针不被放大, 但检测信号被

放大, 是目前灵敏度较高的检测方法[94]。此外, 不少

研究者使用PicoGreen来定量eoDNA[26,29,56,61,69]; 也有

用ELISA检测eoDNA、核小体浓度的报道[27-28]; 还
有许多研究者使用试剂盒来进行eoDNA定量[29,80,95]。

eoDNA浓度的测定不仅受提取方法的影响, 副
反应、补体结合、血细胞凝集素抑制剂的存在等都

会影响定量的结果[21]。最近研究表明, 样本的保存

也会对终浓度有影响, 研究表明, 相对总eoDNA胎儿

游离DNA的浓度变化对保存温度更敏感[96]。

针对eoDNA片段小、含量低、在提取过程中

有各种丢失和损耗的特点, 我们迫切需要发展一种

不需要提取和纯化的检测手段[11]。

5.2  定性检测

目前, 定性检测主要集中在eoDNA中抑癌基因

启动子的甲基化、原癌基因、抑癌基因及相关蛋白

调节因子的基因突变、微卫星不稳定(microsatellite 
instability, MSI)、杂合性缺失(loss of hetero-zygosity, 
LOH)、DNA完整性(integrity)、RNA检测(包括miR-
NA)、线粒体DNA以及相关致病病毒核酸的检测。

5.2.1    甲基化的检测　　甲基化是核酸的一种重要

修饰方法, 调节基因的表达和关闭, 与癌症、衰老、

老年痴呆等许多疾病密切相关, 是表观遗传学的重

要研究内容之一。启动子甲基化使基因表达失活, 
在肿瘤检测中有重要作用, 在肿瘤组织中常能检测

到抑癌基因启动子高度甲基化, 而致癌基因往往失

去甲基化, 研究表明, eoDNA中基因甲基化的检测可

以预测多种肿瘤的发生[27,86,88,97-104]。

相对MSI、LOH和突变基因等定性检测, 甲基

化检测不仅具有稳定性高和等位基因宽泛化的特

性, 而且具有在大量正常DNA的背景下高灵敏度的

优点。因此, 甲基化检测是目前定性检测eoDNA的

研究热点之一。

5.2.2    突变基因的检测　　eoDNA中突变基因是对

组织病变最好的标记, 特别是组织癌变, 研究已表明

肿瘤的特异突变基因可以在肿瘤患者体内eoDNA中

检测到[105]。但因肿瘤相关的特异突变DNA含量本

来就很低(不到0.01%), 且这些DNA提取中易丢失[37],  
使突变基因的检测受到一定限制, 在实验中容易产

生假阴性。目前, 检测到较为普遍的有: KRAS[47,106-108]、

APC[37,92,101,108]、P53[108]、EGFR[80,85,89-90]、Bax、Bad、
Bcl-2[91]等。另外, 有文献报道器官移植中可以在受
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体eoDNA中检测到供体基因[109], 这类似于突变基因

的检测, 选取特异供体基因来观察移植器官的生存

情况, 为临床移植手术提供了一种新型的监视方法。

5.2.3    病毒基因的检测　　一些致病病毒的核酸往

往进入血液或体液而出现在循环系统中, 对这部分

核酸的检测, 可以预防病毒性疾病的传染。Hohaus
等[110]报道了在霍奇金淋巴瘤患者血样中可以检测

到高浓度EB病毒DNA, Odeh等[111]也报道GB Virus-C
的核酸可在病患血浆中检测到。

5.2.4    eoDNA多态性的检测　　MSI、LOH还有新

兴的SNP(single nucleotide polymorphisms)序列[105]等

多态性改变是肿瘤组织的重要特征, 由于上述突变

基因检测的一些限制, 目前大多数肿瘤患者eoDNA
中很难检测到高突变的DNA, 促使人们努力在肿瘤

患者eoDNA中寻找MSI等多态性改变。研究表明, 发
生在肿瘤组织细胞的MSI或LOH在eoDNA中同样可

以检测到[112], 选择适当的引物可以扩增出多态性DNA
片段, 然后通过这些标记的图谱分析得到结果。

5.2.5    eoDNA片段完整性检测　　当体内eoDNA
浓度剧增时, DNA由于消化不及时或随意切割而

表现出完整性高或片段较大。基于这一特征, 研究

eoDNA片段完整性对恶性疾病特别是肿瘤发生的诊断

和预测具有重要价值, 文献中已广泛报道[31,45-46,105]。

5.2.6    游离胎儿DNA的检测　　胎儿游离DNA相

对eoDNA含量更低, 片段也较小, 富集更困难, 而且

往往受母体血浆eoDNA高背景的影响, 检测需要更

高的灵敏度, 除了eoDNA的常规检测法外, 还有一

些特殊的方法: 多重PCR, 在同一反应管中加入多对

引物, 扩增同一模板的几个区域; 荧光PCR, 通过荧

光PCR扩增多个STR位点, 据此可区分不同的个体; 
质谱分析, 文献报道质谱可检测母体和胎儿单核苷

酸多态性(SNP)来检测血浆中特异胎儿DNA序列。

特别是, 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱技术

(matrix-assisted laser-desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)是近年来

发展起来的一种新型的软电离生物质谱, 灵敏、准

确的高分辨技术, 应用于检测cffDNA单碱基变异。

6   临床应用方面的研究进展
eoDNA简便、微创的样本取材方式及与疾病

的高度相关性使得其具有广泛的临床应用价值。

eoDNA的临床使用价值在肿瘤中研究最多, 主要分

三大类: 肿瘤的诊断和预后, 产前诊断和其他疾病方

面的应用。

6.1  肿瘤诊断

肿瘤组织是作为癌症诊断的首选可靠样本来

源, 然而一些组织获得困难(如非小细胞肺癌), 必须

依靠一些外在生物标记, eoDNA无疑是很好的选择。

eoDNA是对个体基因组的很好反映: 第一, eoDNA
的基因序列与基因组的基因长度相关; 第二, 来自

某一个特定染色体的核苷酸的数量与该染色体的大

小相关, 即染色体越大, eoDNA中该染色体DNA数

目就越多[1]; 第三, eoDNA与肿瘤组织DNA特异变化

有一定的一致性。Goto等[85]研究表明, 用eoDNA诊

断肿瘤发生, 虽阳性检出率低一些(23.7%, 组织中为

61.5%), 但没有假阴性结果出现。Hazelton等[113]也

认为, 肿瘤在其直径生长到0.85 cm以前不会释放任

何生物标记到循环系统中。

目前, eoDNA在肿瘤方面的研究已深入到肿瘤

发生的各个时期, 包括预防期、早期、晚期, 还有很

多在治疗阶段和治疗后观察阶段[63,99,103], 已涉及到

的肿瘤有: 肺癌[28,50,60,73,85,88,97,100,103-104,112]、乳腺癌[26,58,89- 

90,99,101,105]、肠癌[37,45,54,68,92]、前列腺癌[27,69,86]、肝癌[65-

66,92]、胃癌[68]、子宫内膜癌[62]、霍奇金淋巴瘤[28,110]、

黑素瘤[31]、白血病[46], 这些研究成果为eoDNA作为

临床诊断和愈后监视的指标提供了重要的理论依据。

6.2  产前诊断

6.2.1    RhD血型的产前诊断　　Lo等[20]研究表明, 
妊娠中晚期母体血浆中胎儿RhD基因PCR分析结果

与血清学结果完全一致。Akolekar等[114]用一种高通

量机器人技术在孕后11~13周可准确检测到胎儿的

RhD基因型, 为早期诊断胎儿RhD血型提供了依据。

6.2.2    21三体综合征的产前诊断　　21三体综合征

是一种最常见的染色体病, 产前对胎儿的筛检意义

重大。Lee等[115]发现妊娠21三体胎儿妇女血浆中胎

儿DNA的含量高于正常妊娠妇女血浆中胎儿DNA
含量, 这一现象被多位研究者证实[116-118]。另外, 从
母体血浆中分离出的胎儿有核细胞进行荧光原位杂

交(fluorescence in situ hybridization, FISH)分析也是

一种诊断21三体综合征的有效方法[119]。

6.2.3    地中海贫血症的产前诊断　　地中海贫血是

世界上最常见的单基因遗传病之一, 通过产前诊断

淘汰重型患儿是目前世界上公认的地中海贫血首选

预防措施。母体血浆胎儿游离核酸的发现为地中海
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贫血的无创性产前诊断提供了新的途径。近些年来, 
针对地中海贫血遗传缺陷的母体血浆中胎儿游离

DNA检测技术的发展使开展地中海贫血的无创性

产前诊断成为现实[120]。

6.2.4    性连锁遗传性疾病的产前诊断　　胎儿性别

的诊断对于一些性连锁遗传性疾病诊断具有重要意

义。目前, 采用PCR技术通过母体血浆中cffDNA对

胎儿性别进行鉴定, 已报道的符合率95%以上[121]。

Akolekar等[114]使用的高通量机器人技术也报道了Y
染色体特异性基因的检测。

6.2.5    早产的产前诊断　　研究表明, 在妊娠初期

即能检测得到胎儿的游离DNA。Leung等[122]通过实

验证实母体血浆中胎儿游离DNA随着妊娠周数的

增加而增加, 而且早产的妊娠妇女这种增加发生得

更早且更加明显, 采取保胎措施以后胎儿游离DNA
浓度有下降。最近, Illanes等[123]和Jakobsen等[124]也

分别证实了这一结论。

6.3  其他疾病

其他疾病一般是急性(心脑血管疾病)或恶性疾

病(系统性免疫疾病), 这类疾病往往伴随机体细胞

的大量损伤, 从而导致eoDNA浓度水平变化。报道

过的有: 需机械通气危重症[52,57]、中风[63]、脊髓小

脑性共济失调[61]、心肌梗塞[59,94]、急性登革热病[56]。

另外, 有研究者在体育保健方面开展eoDNA的研究, 
研究高强度体育锻炼对机体损伤带来eoDNA的影

响[91,125]。还有学者将eoDNA研究应用在环境与人的健

康方面, 以eoDNA为指标检测辐射对机体的影响[126]。

目前, 对于eoDNA的研究已不仅仅停留在它的

特征、检测等的探索上, 开始以一种常规手段和指

示标记出现在各个研究领域。有研究组通过观察

eoDNA来比较不同治疗方法对机体的影响[127]; 有研

究者通过分离eoDNA得到与特异基因结合的蛋白

质, 这保证了提纯过程中蛋白质结构的完整性和功

能, 为胞外检测蛋白提供了新的提纯方法[128]; 还有

研究者用eoDNA来研究机体对化学药物的抗性[129], 
开辟了一种快捷、方便、可靠的药物抗性研究新方法。

7   问题与展望
eoDNA自发现以来就不断引起学者的关注, 特

别是在认识到其与疾病的密切关系后更是给学者

们带来了巨大的兴趣, 进而推动了eoDNA研究的发

展。其获得简易、微创伤、预测早、结果准确等优

点, 使其在疾病防治方面得到了广泛的研究和应用, 
特别是在肿瘤和产检方面, 有望或已成为临床检测、

诊断和疗效监视的新型生物标记。

但是, 随着研究的深入, 学者们逐步揭开eoDNA
神秘面纱的同时, 也伴随出现了新的谜团——
eoDNA的生物学功能。正常人每毫升血浆中大约含

0~15 000个基因组, 而这些DNA每隔一段时间(半衰

期为16.3 min)要更新一次, 如此多的DNA每时每刻

投入到循环系统或体液中去, 对于一个发达的生命

体来说, 我们完全有理由相信这不是核酸分子简单

逃逸, 而是带着一定的生物学使命的。早在1965年, 
Bendich等[3]就推测肿瘤的传播可能通过血液中的

eoDNA作为媒介。最近, Garcia-Olmo等[17]的研究证明

了这一可能性, 他们在实验中发现肿瘤患者的血样

(不含癌细胞)可使培养的细胞癌化。另外, eoDNA
作为一种遗传信息传递的信使而实现基因转移已早

有学者报道[130-131]; 最近Peters等[39]研究表明, eoDNA
以不同于新达尔文主义规则的次基因组形式传递信

息。还有, Atamaniuk等[132]最近的研究表明, eoDNA
对人类单核细胞具有选择性免疫效应。此外, Gahan
等[38]则认为, 如果代谢DNA片段合适的话, 理应也能

够转录成RNA发挥功能。然而, eoDNA的生物学功

能的研究目前还刚刚起步, 现有的多数研究还处于

猜想和假设阶段, 除了上述的几种可能外是否还存

在其他功能尚需进一步探讨。

除了eoDNA产生的具体机制尚不明确和生物

学功能需要进一步探讨外, 在研究过程中还有一些

其他问题: (1)游离DNA提纯产率有待提高, 目前很

多提取方法获得的eoDNA达不到检测底线; (2)检测

方面尚缺乏统一的国际标准, 各研究者结果参照性

差, 学术交流、探讨困难, 使得正常人体内eoDNA
的浓度尚未达成共识, 此外监测灵敏度也有待提高; 
(3)对于eoDNA作为临床诊断生物标记的使用, 有学

者提出了质疑[90,113,133]。这些都是未来亟待解决的问

题, 而且其中有些不单需要生物学家(比如提取和检

测手段的改进), 还需要有其他专业的加入, 诸如检

测和富集标准的统一则需要全世界从事这一领域的

团队联合才能解决。

尽管eoDNA的探究和应用还有很长的路要走, 
但是作为一种微创、及时、可靠的疾病诊断方法在
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未来的疾病检测方面必会显出其巨大的价值。
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