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［摘要］　目的　分析循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）与原发性肝癌（ＰＬＣ）的临床相关性，评估 ｃｔＤＮＡ
对ＰＬＣ的诊断和病情监测价值。方法　检测ＰＬＣ组（８０例）、肝硬化组（３０例）、慢性肝炎组（３０例）
患者及正常人群（正常组，３０例）的外周血磷脂酰肌醇蛋白多糖３（ＧＰＣ３）ｃｔＤＮＡ水平，比较各组
ｃｔＤＮＡ水平；采用受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线评估ｃｔＤＮＡ对ＰＬＣ的诊断效能；分析 ｃｔＤＮＡ浓度与
ＰＬＣ临床特征的相关性。结果　ＰＬＣ组患者的ｃｔＤＮＡ水平明显高于其余３组（Ｐ＜０．０５）。ｃｔＤＮＡ
联合甲胎蛋白（ＡＦＰ）诊断ＰＬＣ的特异性（９４％）和敏感性（８０％）明显高于ｃｔＤＮＡ单独诊断ＰＬＣ的特
异性（８４％）和敏感性（６３％）或ＡＦＰ单独诊断ＰＬＣ的特异性（７３％）和敏感性（８２％）。肿瘤最大直
径＞３ｃｍ且伴门静脉癌栓者的ｃｔＤＮＡ水平明显高于肿瘤直径≤３ｃｍ且无门静脉癌栓者（Ｐ＜０．０５）。
ＰＬＣ巴塞罗那（ＢＣＬＣ）分期为进展期及终末期的患者 ｃｔＤＮＡ水平较早中期患者高（Ｐ＜０．０５）。
结论　ｃｔＤＮＡ水平与ＰＬＣ的发生发展具有临床相关性，联合ＡＦＰ能够提高对ＰＬＣ的诊断效能。
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　　原发性肝癌（ＰＬＣ）是目前我国第４位常见恶性肿
瘤及第２位肿瘤致死病因［１２］，早期不易诊断，大部分

患者发现时已处于中晚期，失去手术治疗机会。由于

ＰＬＣ存在较高的复发转移风险，患者５年生存率不到
１２％［３］。研究发现，磷脂酰肌醇蛋白多糖３（ＧＰＣ３）蛋

白、信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）与ＰＬＣ的诊断及预后具有相关
性，但收集更为方便、经济的 ＧＰＣ３循环肿瘤 ＤＮＡ
（ｃｔＤＮＡ）是否对 ＰＬＣ诊断及病情评价具有价值尚不
明确，本研究旨在探讨 ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ对 ＰＬＣ诊断及病
情评价的作用。

对象与方法

１．对象：选取２０１７年９月～２０１８年９月于我院感
染科住院治疗的 ＰＬＣ患者８０例（ＰＬＣ组），ＰＬＣ诊断

·７３·临床内科杂志２０２１年１月第３８卷第１期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０２１，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１



符合《原发性肝癌诊疗规范（２０１７年版）》中的诊断标
准，其中男５９例，女２１例，年龄２６～６８岁，平均年龄
（５６．６±１１．２）岁。６８例（８５％）患者有肝硬化病史。
选择同期就诊于我院的肝硬化患者 ３０例（肝硬化
组），肝硬化诊断符合２０１９年我国《肝硬化诊治指南》
中的诊断标准并排除合并肝癌者，其中男 １８例，女
１２例，年龄１８～６５岁，平均年龄（５１．３±１１．２）岁；慢
性肝炎患者３０例（慢性肝炎组），慢性肝炎诊断符合
《慢性乙型肝炎防治指南（２０１９年版）》诊断标准并排
除合并肝癌者，其中男１６例，女１４例；年龄２５～５８岁，
平均年龄（３１．５±６．８）岁。选取健康体检者（否认既往慢
性肝炎等其他疾病史）３０例作为正常组，其中男１７例，
女１３例，年龄２３～６７岁，平均年龄（５２．６±１２．０）岁。
４组患者在年龄、性别构成及３组肝脏疾病患者的病
因构成比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表１。
本研究经兰州大学第一医院伦理委员会审核批准

［ＬＤＹＹＬＬ２０２００４号］，受试者均知情同意。

表１　ＰＬＣ组、肝硬化组和慢性肝炎组患者病因分布［例，（％）］

组别 例数 ＨＢＶ ＨＣＶ 酒精 其他

ＰＬＣ组 ８０ ６６（８２．５） ５（６．３） ４（５．０） ５（６．３）
肝硬化组 ３０ ２３（７６．７） １（３．３） ３（１０．０） ３（１０．０）
慢性肝炎组 ３０ ２７（９０．０） ２（６．７） １（３．３） ０（０）

　　２．方法
（１）临床资料收集：观察 ＰＬＣ组患者入组时的体

力、神志情况。经上腹部ＣＴ或ＭＲＩ检查后，收集ＰＬＣ
患者的癌结节数目、肿瘤最大直径、门静脉癌栓情况及

腹腔积液状况。

（２）实验室检查：所有入组者采集空腹静脉血 ３ｍｌ
置于乙二胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）抗凝采血管中，
４℃下以２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液置于－８０℃
冰箱保存。所有 ＰＬＣ患者入组时均留取空腹静脉血
（留取血标本前均未行手术、介入及靶向治疗等抗肿

瘤治疗），检测ＡＬＴ、ＡＳＴ、总胆红素（ＴＢｉｌ）、白蛋白、凝
血酶原时间（ＰＴ）、甲胎蛋白（ＡＦＰ）等。

（３）循环游离 ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）分离和提纯：采用血
液微量基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技
有限公司）提取血浆 ｃｆＤＮＡ，为减少误差，所有标本用
同一批号试剂盒，操作按照说明书进行，将提取的溶液

储存于－２０℃备用。
（４）实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测ｃｔＤＮＡ

含量：通过生物合成人ＧＰＣ３ＤＮＡ序列作为标准品（上
海吉玛制药技术有限公司），然后将该序列片段克隆到

质粒ｐＵＣ５７中，经过验证后纯化并提取 ＤＮＡ作为本
研究标准品。血浆ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ含量通过实时荧光定

量ＰＣＲ检测（上海吉玛制药技术有限公司）。ＧＰＣ３基
因上游引物：５’ＧＧＡＧＣＡＡＧＡＣＧＴＧＡＣＣＴＧＡＡ３’；下
游引物：５’ＣＧＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＴＡＣＴＧＡＡ３’。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分

析。计量资料以珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析。计数资料以例和百分

比表示，组间比较采用 χ２检验。采用受试者工作特征
（ＲＯＣ）曲线分析ｃｔＤＮＡ单独或与ＡＦＰ联合诊断ＰＬＣ的
特异性和敏感性。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．ＰＬＣ组患者的临床特征：５５％的 ＰＬＣ患者 ＡＦＰ
＜４００μｇ／Ｌ，体力活动状态（ＥＣＯＧＰＳ评分）为０～２分；
肿瘤结节为多发（数目≥２个），肿瘤直径 ＞３ｃｍ，肝功
能ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级为 Ａ／Ｂ级。９例患者发生肝外转
移，其中８例腹腔淋巴结转移，１例骨骼转移。见表２。

表２　８０例ＰＬＣ组患者临床特征

例数 比例（％）

ＡＦＰ
　≥４００μｇ／Ｌ ３６ ４５．０
　＜４００μｇ／Ｌ ４４ ５５．０
ＥＣＯＧＰＳ评分
　０～２分 ６８ ８５．０
　３～４分 １２ １５．０
肿瘤结节数目

　≥２个 ４８ ６０．０
　＜２个 ３２ ４０．０
肿瘤最大直径

　＞３ｃｍ ４９ ６１．２
　≤３ｃｍ ３１ ３８．８
ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级
　Ａ级 ３５ ４３．８
　Ｂ级 ３０ ３７．５
　Ｃ级 １５ １８．８
门静脉癌栓 ２２ ２７．５
肝外转移 ９ １１．３
ＢＣＬＣ分期
　０Ａ（极早期早期） ３４ ４２．５
　Ｂ（中期） １６ ２０．０
　Ｃ（进展期） ２２ ２７．５
　Ｄ（终末期） ８ １０．０

　　２．ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ定量分析结果：ＰＬＣ组、肝硬化组、
慢性肝炎组、正常组ｃｔＤＮＡ含量分别为（１００．９５±８５．１６）
ｃｏｐｉｅｓ／μｌ、（３４．１２±１４．０１）ｃｏｐｉｅｓ／μｌ、（２８．６０±５．５５）
ｃｏｐｉｅｓ／μｌ、（２５．４０±８．５３）ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。ＰＬＣ组明显高于
肝硬化组、慢性肝炎组和正常组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；肝硬化组、慢性肝炎组与正常组两两比较
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
　　３．ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ用于 ＰＬＣ诊断的敏感性和特异性
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分析：ＲＯＣ曲线分析结果显示，ｃｔＤＮＡ单独诊断ＰＬＣ的
ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）为０．７３７（９５％ＣＩ０．５６１～０．９１３），
约登指数最大为０．６３，对应的特异性是８４％，敏感性
是６３％。ＡＦＰ单独诊断ＰＬＣ的ＡＵＣ为０．７２５（９５％ＣＩ
０．６１３～０．９５８），约登指数最大为０．５８，对应的特异性
是７３％，敏感性是 ８２％。ｃｔＤＮＡ联合 ＡＦＰ诊断 ＰＬＣ
的ＡＵＣ为０．８６１（９５％ＣＩ０．７１８～１．０００），约登指数最
大为０．６５，对应的特异性是９４％，敏感性８０％。
　　４．不同临床特征 ＰＬＣ患者 ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平比
较：ＰＬＣ组中肿瘤直径 ＞３ｃｍ且发生门静脉癌栓的
患者ｃｔＤＮＡ水平较肿瘤直径≤３ｃｍ且无门静脉癌栓
的患者高（Ｐ＜０．０５）。ＢＣＬＣ进展期及终末期患者
ｃｔＤＮＡ水平较早中期患者高（Ｐ＜０．０５）。不同年龄、
性别、Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ分级的 ＰＬＣ患者 ｃｔＤＮＡ水平比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表３。

表３　不同临床特征ＰＬＣ患者ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平比较

临床参数 例数
ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平
（ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）

Ｐ值

肿瘤状态

肿瘤直径＞３ｃｍ且发生门静脉癌栓 １８ １５６．３３±８９．８０
肿瘤直径≤３ｃｍ且无门静脉癌栓 ２６ ４５．２５±３６．０４

０．００３

性别

男 ５９ １１１．５１±８９．９４
女 ２１ ９０．０３±８９．２３

０．６５６

年龄

≥６０岁 ３２ １１０．１４±８８．４７
＜６０岁 ４８ ９１．３９±９１．０２

０．６１２

Ｃｈｉｌｄｐｕｇｈ评分
Ａ级 ３５ １０６．９１±９５．６３
Ｂ级 ３０ １０１．４７±７３．７２
Ｃ级 １５ １０６．８４±９３．９２

０．５２１

ＢＣＬＣ分期
０＋Ａ＋Ｂ（极早期＋早期＋中期） ５０ ８６．５４±５３．６５
Ｃ＋Ｄ（进展期＋终末期） ３０ １３５．２６±７６．３８

０．０３６

讨　　论

ＰＬＣ恶性程度高，预后差，早期诊断、早期治疗、密
切监测病情变化对改善预后具有重要价值。ＡＦＰ是目
前ＰＬＣ临床诊断及病情评价常用的血液标志物，但敏
感性和特异性仍较低［４５］。肝脏穿刺活组织检查由于

其有创性及受到基础肝病的限制，不易在临床常规、反

复应用［６］。目前，ＡＦＰ与其他指标联合检测被认为有
望提高ＰＬＣ的早期诊断率［７］。

ｃｔＤＮＡ是存在于肿瘤患者外周血液中的ＤＮＡ片段，
携带有肿瘤遗传信息。研究表明，多种肿瘤患者的血

浆中可检测到 ｃｔＤＮＡ［８９］。ＧＰＣ３表达与 ＰＬＣ的发生、
发展和预后密切相关，研究表明 ＰＬＣ癌组织中 ＧＰＣ３
蛋白高表达，而在正常肝组织中不表达或低表达［１０１１］，

因此，本研究以ＧＰＣ３基因作为检测ｃｔＤＮＡ的靶基因。
而ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ是否能够帮助诊断疾病尚不明确，本
研究分别对ＰＬＣ、肝硬化、慢性肝炎及正常人群外周血
中ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平进行检测发现，ＰＬＣ患者外周血中
ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平显著升高，提示 ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ具有成
为诊断ＰＬＣ生物标志物的潜力。本研究中ＲＯＣ曲线分
析结果显示，相较于单一ｃｔＤＮＡ定量或单一ＡＦＰ检测，
ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ联合ＡＦＰ可以提高对ＰＬＣ的诊断效能。

ＰＬＣ易发生门静脉侵犯、腹腔淋巴结转移及远处转
移，预后差。其中门静脉侵犯是临床中最多见的ＰＬＣ进
展形式。除了在诊断方面的价值外，ｃｔＤＮＡ在病情严重
程度和疾病进展方面也有重要意义。Ｒｅｎ等［１２］对７９例
ＰＬＣ患者、２０例肝硬化但无ＰＬＣ患者和２０例正常对照
者进行研究发现，ｃｔＤＮＡ水平与肿瘤大小及 ＴＮＭ分期
相关，且与３年无病生存率和总生存率呈负相关。本研
究得到了相似的结果，发现当肿瘤发生门静脉侵犯时，

ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平明显升高；且 ＢＣＬＣ分期为进展期和
终末期的患者ＧＰＣ３ｃｔＤＮＡ水平明显高于早中期患者。
因此ｃｔＤＮＡ有望用于ＰＬＣ病情及疾病进展的评估。

综上所述，ＰＬＣ患者外周血液中可检测到 ｃｔＤＮＡ，
联合ＡＦＰ在诊断ＰＬＣ中具有较高的敏感性及特异性，
且ｃｔＤＮＡ水平与肿瘤进展具有相关性，能够帮助优化
ＰＬＣ的临床管理。
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