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［摘要］ 食管癌是常见的恶性肿瘤之一，我国是食管癌的高发国家。由于食管癌预防难、发现晚，有效防控是研

究的热点和临床难点。以循环肿瘤 DNA（ctDNA）为代表的液态活检技术的发展为食管癌早期诊断、治疗评估及预

后监控提供了一种新的思路。ctDNA 检测方法具有高特异度及高灵敏度，可以应用于肿瘤的筛查及诊断，并且在判断

预后、指导治疗方面也具有很高的应用价值。本文就 ctDNA 检测技术及其在食管癌诊疗中的研究进展进行阐述。
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［ Abstract ］ Esophageal cancer is one of the common malignant tumors, and its incidence in China is high. Effective 
prevention and control is a focus and challenge due to difficult prevention and late diagnosis. The development of liquid biopsy 
technology represented by circulating tumor DNA (ctDNA) provides new insights for early diagnosis, treatment evaluation and 
prognosis monitoring of esophageal cancer. ctDNA detection method has high specificity and sensitivity, which can be used in 
tumor screening and diagnosis, and has high application value in judging prognosis and guiding treatment. This article reviews 
the detection technology of ctDNA and the research progress in the diagnosis and treatment of esophageal cancer.
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食管癌是世界上常见的恶性肿瘤之一，其发

病率和死亡率分别排第 7 和第 6 位，其病理类型

主要为腺癌和鳞状细胞癌［1-2］。食管癌不同的病

理类型流行病学分布区域有明显的差异，欧洲及

北美地区主要以腺癌为主；在东亚、非洲则以鳞

状细胞癌为主［2］。中国是食管癌的高发国家，随

着经济水平提升和饮食改善及公众健康意识的增

强，我国食管癌的发病率呈下降趋势，但病例数仍

占全球总病例数的近 50%，其中食管鳞状细胞癌 
（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）占比 

高达 90%，成为我国食管癌的主要病理类型［2］。 
研究表明，吸烟、热饮、食用腌制蔬菜是导致罹

患 ESCC 的危险因素，而肥胖、胃食管反流病及

幽门螺旋杆菌感染是导致食管腺癌发病的危险因 
素［2-3］。随着治疗方案的不断优化，食管癌患者生

存期得到有效延长［4-5］。由于食管癌患者早期无明

显症状，肿瘤早期筛查效果欠佳，多数患者在出现

进食梗噎症状后就诊，诊断时肿瘤已明显进展，高

达 40% 的患者在确诊时已是晚期，晚期患者 5 年

生存率仅为 5%；局部晚期患者在接受根治性手术
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以及辅助治疗后仍有 20% 的患者在 2 年内发生复

发或者转移，复发后中位生存期仅为 8 个月［6-7］。

目前食管癌筛查、诊断以及监测疾病进展的方法

具有明显的局限性。食管镜加活检技术是公认的食

管癌诊断的“金标准”，但该方法具有侵入性，且

无法实时监测患者病程变化，限制了其大规模的应 
用［8］；血清学标志物检测对食管癌诊断和监测治

疗的反应灵敏度均较差［9］；CT 等影像学监测手段

不仅存在辐射暴露的风险，且肿瘤进展与炎性坏死

区域区分困难［10］，因此，临床上迫切需要新的技

术来提高食管癌诊断效率和指导临床决策。

目前主流观点认为，癌症的发生、发展、转移

与肿瘤驱动基因的变异有直接关系［11］。由于传统

的肿瘤活检技术具有侵入性，并且无法实时监控，如

何即时高效地检测肿瘤相关基因，成为当代诊疗工

作中迫切需要解决的关键问题。随着医学研究的深

入，业内专家提出了“液态活检”概念［12］。1948 年 
Mandelh 和 Metais 首次发现人体血浆内存在细胞

游离 DNA（cell-free DNA，cfDNA），其中来自

肿瘤细胞及外泌体的 cfDNA 被称为循环肿瘤 DNA
（circulating tumor DNA，ctDNA）［13］。研究表明，

ctDNA 源自肿瘤细胞凋亡、坏死、溶解过程中细

胞核及线粒体 DNA 的释放及肿瘤细胞和外泌体的

活性分泌［14］，这些 ctDNA 携带同原发肿瘤一致的

基因突变、缺失、插入、重排、拷贝数异常及甲基

化等分子遗传学改变，可有效解决肿瘤异质性的难

题［15］。鉴于其半衰期短、可实时检测和检测技术

具有较高的灵敏度，ctDNA 检测在肿瘤早期筛查及

指导临床治疗策略方面具有很高的应用价值［16］。

目前 ctDNA 已广泛应用于大肠癌、胰腺癌、乳腺

癌、非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）等多种癌症的早期筛查、预后评价、指

导临床治疗等方面［17-18］。当前 ctDNA 应用于食管

癌的研究还处于发展阶段，本文按其在临床中的应

用场景进行了分类综述。

1　ctDNA在食管癌筛查和诊断中的应用

在临床肿瘤学领域，液态活检已应用于部分

肿瘤的早期检测，然而，ctDNA 在恶性肿瘤筛查中

的应用仍面临诸多挑战。无症状个体的 ctDNA 浓

度通常较低，因此检测 ctDNA 需要大量的血浆或

灵敏度较高的方法。研究显示，在早期肿瘤患者中

ctDNA 检出率为 47%～69%，而在晚期肿瘤患者中

其检出率为 85%～100%［19］。食管鳞状异型增生被

认为是 ESCC 的前体病变，患者通常无自觉症状，

由于内镜筛查的侵入性特点，在筛查方面的依从性

不佳。ctDNA 检测技术的进步提高了食管癌早期

筛查的依从性和准确性。对 70 例食管癌患者的非

肿瘤组织、上皮内瘤变和 ESCC 肿瘤样本的突变和

基因拷贝数进行分析发现，上皮内瘤变和肿瘤样本

具有相似的突变谱及基因组不稳定性特征，说明癌

前病变中观察到的基因组变化可能成为识别 ESCC
的潜在生物标志物［20］。ctDNA 检测应用于食管癌

筛查具有很好的应用前景，但目前仍然需要进行大

量相关研究来证明。

肿瘤患者中存在抑癌基因和修复基因启动子

区域的异常甲基化，从而导致机体丧失对肿瘤的抑

制作用。研究表明，同其他基因变异相比，早期肿

瘤患者血浆中 ctDNA 甲基化是可以被检测的基因

表观修饰，并且在不同肿瘤类型中甲基化表现具有

高度特异性［21］，ctDNA 甲基化检测可以用于食管

癌早期筛查［22］。一项研究提示食管癌肿瘤组织中

红细胞膜蛋白带 4.1 样 3、谷胱甘肽过氧化物酶 3
和ⅩⅣ 型胶原蛋白 α 1 链的甲基化频率高于正常周

围组织，并且这 3 个基因的甲基化仅在 ESCC 患者

的血浆中检出［23］。Qiao 等［24］比较分析了肿瘤组织

与癌旁组织中的异常甲基化区域，并开发了用于食

管癌早期筛查的预测模型。该模型在训练集和验证

集中区分肿瘤患者与健康对照的总体灵敏度（训练

集：76.2%，验证集：74.7%）和特异度（训练集：

94.1%，验证集：95.9%）均表现良好，且其在早期

食管癌患者（0～Ⅱ期）中的灵敏度为 58.8%［24］。 
我国的一项前瞻性研究证明，通过基于血浆中

ctDNA 甲基化检测可以较常规诊断提前 4 年检测

出包括食管癌在内的 5 种常见肿瘤，总体灵敏度为

88%，特异度为 96%［21］。

更多的液态活检尤其是 ctDNA 方法与技术

在食管癌中的研究进展见表 1。目前尚缺乏基于

ctDNA 专门针对食管癌的大样本量的筛查或早期

诊断研究［24-26］，含食管癌在内的多癌种研究已有

一定数量的报道［21,27-30］。基于 ctDNA 的方法具有

较好的特异度，但灵敏度在不同的研究、不同癌种

间存在较大的差异。其检测维度多元化发展，不同

维度指标相结合可以提高检测性能。目前大多数是
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基于回顾性研究的结果，需要前瞻性研究的进一步

验证。并且目前的研究队列主要在癌症患者和健

康人群对照之间展开，缺乏与良性肿瘤患者、有近

似临床症状患者的对比研究。同时，早期食管癌的

ctDNA 检出灵敏度仍然不足，容易被炎症和免疫性

疾病干扰；检测成本也较高，应用于临床筛查普及

率较低。随着肿瘤发生与发展机制研究的不断深

入，检测基因面板（panel）的进一步完善，以及检

测费用的降低，ctDNA 应用于健康体检及针对高危

人群的肿瘤筛查在将来有很好的应用前景。

表 1　以 ctDNA 为代表的液态活检技术在食管癌筛查和诊断中的应用

方法
样本量 n

肿瘤类型
肿瘤
分期

检测技术与
基因面板

检测指标 主要结果 文献
健康 癌症

单癌种

63 40 ESCC 0～Ⅰ CCND1 ctDNA拷贝数 特异度 80%，早期灵敏
度 69.8%

［25］

60 66 ESCC Ⅰ～Ⅳ RNA测序 miRNA异构体 特异度 93.8%，灵敏度
81%

［26］

125 85 食管癌 0～Ⅳ 161 984 个CpG
位点

ctDNA甲基化 特异度 95.9%，灵敏度
74.7% （总体）、58.8% 

（早期）

［24］

多癌种

　CancerSEEK 812 1 005 肺癌、肠癌、胃癌、肝癌、
食管癌、胰腺癌、卵巢
癌、乳腺癌

Ⅰ～Ⅲ 16 个基因＋
8 个蛋白

ctDNA突变＋
蛋白

特异度＞99%，不同癌种
的灵敏度 33%～98%，食
管癌灵敏度 68.9%

［27］

　PanSeer 605 223 胃癌、食道癌、肠癌、肺
癌、肝癌

Ⅰ～Ⅳ 11 787 个
CpG位点

ctDNA甲基化 特异度 96%，总体灵敏
度 88%，食管癌灵敏度
91%

［21］

　RealSeqS 812 883 肺癌、肠癌、胃癌、肝癌、
食管癌、胰腺癌、卵巢
癌、乳腺癌

Ⅰ～Ⅲ 16 个基因＋
8 个蛋白＋全
基因组浅测序

ctDNA突变＋
蛋白＋ctDNA
拷贝数

特异度 99%，不同癌种
的灵敏度 38%～97%，
食管癌灵敏度 80.5%

［28］

　Grail 1 254 2 823 肺癌、肠癌、胃癌、肝癌、
食管癌、胰腺癌、卵巢
癌、乳腺癌等（＞50 种）

Ⅰ～Ⅳ 1 166 720 个
CpG位点

ctDNA甲基化 特异度 99.5%，总体灵
敏度 51.5%，食管癌灵
敏度 85%

［29］

ctDNA：循环肿瘤DNA；ESCC：食管鳞状细胞癌；CCND1：细胞周期蛋白D1；miRNA：微RNA；RealSeqs：重复元素非整倍

体测序系统.

2　ctDNA 在预测食管癌患者预后及微小残留病中

的应用

食管癌是一种致命性癌症，当前主要通过肿

瘤 TNM 分期来预测患者生存率。ctDNA 作为肿瘤

遗传信息的载体，其检出率和变异等位基因频率

（variant allele frequency，VAF）与肿瘤负荷有关［31］。 
由于食管壁内富含淋巴管网络，随着肿瘤体积的

增大和浸润深度的加深，淋巴结转移（lymph node 
metastasis，LNM）的概率显著增加。肿瘤体积以

及浸润深度是影响食管癌患者生存率的重要因素。

ctDNA 可以预测肿瘤体积以及浸润深度，其 VAF
越高多提示肿瘤体积越大、浸润深度越深［32］。

LNM 数量是食管癌分期的重要标准之一，也是影

响患者生存率的独立因素。术前 ctDNA 检测有助

于预测肿瘤 LNM 情况，一项关于 NSCLC 的研究

表明，术前 ctDNA 的高VAF 与LNM 显著相关［33］。

晚期食管癌患者的 ctDNA 检出率和含量均显著高

于早期患者，发生肿瘤转移患者的 ctDNA 含量明

显高于局限性肿瘤患者［34］。另外，某些特定基因

突变可能是影响患者预后的独立因素，ctDNA 中某

些特定基因的检出可以帮助判断患者预后［35］。研

究表明，肿瘤蛋白 p53（tumor protein p53，TP53）
和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 2A 基因的改变

与食管癌的发展和预后有关，治疗后 TP53 基因突

变阳性的患者预后更差［36-37］，其可以作为辅助判

断食管癌预后的靶点。

食管癌 TNM 分期对患者进行了很好的分层，

但不能对患者进行个体化预测［38］。在临床事件

中，经常会出现某些早期肿瘤患者接受治疗后生

存时间较短，然而某些中晚期食管癌患者却可以

获得更长的生存时间。多项研究表明，在接受包

括手术以及放化疗等抗肿瘤治疗的患者，治疗后

ctDNA 检出率、VAF 均有大幅下降，而治疗后仍然

有 ctDNA 检出的患者其预后相对较差［12,31-32］。出

现此类现象可能与同肿瘤微小残留病相关。微小残
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留病是指癌症患者在进行根治性手术、化疗、放

疗、靶向或免疫治疗后用常规手段不能观察到残

留的肿瘤病灶。微小残留病的检出代表患者体内

肿瘤的持续存在，可能是肿瘤局部或远处转移的起

点［39］。当前微小残留病检测的分子标记物包括循

环肿瘤细胞、ctDNA、非编码 RNA（微小 RNA、

长链非编码 RNA、Piwi 互作 RNA）、外泌体和循

环蛋白（鳞状上皮细胞癌抗原、糖类抗原 125、癌

胚抗原、前列腺特异性抗原）等，多种证据表明通

过 ctDNA 可以检测食管癌患者微小残留病状态，

评估患者预后［40］。检出 ctDNA 微小残留病阳性

的食管癌患者，其复发率高，预后差［37］。并且，

由于 ctDNA 半衰期短，可以较影像学监测更早的

检测出肿瘤残余，预测患者复发［41-42］。基于这种

特点，应用 ctDNA 在手术后（或明确放疗后）和

辅助治疗期间，通过对肿瘤微小残留病的连续检测

可以确认治疗方案。ctDNA 能够判断微小残留病

清除的能力，并将其与临床检查相关联可以有效

地判断肿瘤进展。研究发现食管癌晚期患者化疗

后其 TP53 基因变异清除，证实可以通过 TP53 基

因 VAF 变化预测治疗效果［43］。另外，量化 ctDNA
变化可能提示肿瘤活性以及预后。一项针对肠癌

的研究首次将治疗后 ctDNA 倍增时间作为患者预

后影响因素，发现倍增时间较短提示肿瘤具有较

强的转移风险以及更差的预后［44］。量化 ctDNA
连续性监测可以为肿瘤患者个体化管理提供新的 
证据。

3　ctDNA指导临床决策

目前手术仍是食管癌治疗的核心，围手术期

辅助放化疗可以明确提高患者生存率［45］。单纯手

术对于局部晚期患者治疗效果并不理想，术后并发

症发生率以及死亡率偏高［46］。研究认为，对于可

切除中晚期食管癌患者，新辅助治疗（neoadjuvant 
therapy，NAT）可能实现肿瘤降期，提高手术 R0
切除率，减少局部复发率，提高患者生存率［4,45］。

但以上诸多优势仅存在于对 NAT 有效的患者，研

究表明，近 70% 的食管癌患者对目前的 NAT 反应

有限或无反应，30%～40% 的患者在接受新辅助放

化疗后仍未达到满意的效果，对于未达到病理缓解

的患者 NAT 效果并不理想［47］。另外，对于 NAT 后

获得病理完全反应的患者是否仍需手术治疗，目前

仍有争议［48］。有效监控患者病情变化、及时手术

可以提高患者生存率，因此及时、有效地判断患者

NAT 抵抗是食管癌患者管理的关键。文献表明，

内镜活检、超声内镜和 PET-CT 检查作为检测食管

癌 NAT 以及术后微小残留病的单一方法准确性不

足［49］。ctDNA 检测对于食管癌 NAT 以及术后微小

残留病的监测被证实是有效的，用于监测食管癌治

疗后存在的残余病变具有很大的潜力［37］。研究表

明，食管癌患者在接受 NAT 联合手术的标准治疗

后 ctDNA 检测呈阳性患者较阴性患者复发风险更

高，预后更差，通过 ctDNA 检测发现肿瘤复发较放

射学证据显示进展时间早 2.8 个月［50］。

肿瘤个体化的治疗方案需要对患者进行完整

的肿瘤学跟踪，当前肿瘤的治疗方案从传统基于病

理特征的经验性决策转向基因型生物标记物治疗策

略［51］。肿瘤的异质性表现为基因组特征克隆进化，

导致了某些肿瘤易于发生远处转移，转移部位基因

组特征同原发灶基因组信号不一致［52］。这种现象

解释了恶性肿瘤治疗中应用靶向药物不能完全缓

解以及耐药性的发生原因。而由于病理取材的“滞

后性”，无法反映肿瘤的异质性，需要通过随访跟

踪患者 ctDNA 相关突变才可以实现［53］。ctDNA 水

平可能会在疾病进展的极少数几个月内提供早期

诊断，甚至在得到影像学证据或血液蛋白标记物

水平变化之前提供早期诊断［36,50,54-55］（表 2）。及

时监测患者治疗反应，尽早判断肿瘤耐药性并且

更改治疗方案可以有效改善患者预后［56］。一项来

自日本的研究认为，食管癌患者在接受化疗后，早

期 ctDNA 变化可以辅助预测肿瘤消退程度和治疗

效果［43］。ctDNA 也是 ESCC 患者放疗的预后标志

物，放疗后 ctDNA 阳性患者的无疾病生存和总生

存均较阴性患者显著降低［57］。然而，利用 ctDNA
检测预测食管癌预后的灵敏度在不同研究中差异较

大［50,55,58］。关于 NSCLC 的临床研究发现，表皮生

长因子受体 -T790M 突变会导致患者对于吉非替尼

的继发性耐药［59］。肿瘤患者治疗过程中辅助应用

ctDNA 分析结合影像学监测，可以对肿瘤进展进行

更加全面的评估。另外，ctDNA 分析可以提示医师

何时使用成像诊断程序，减少患者的辐射暴露。当

前 ctDNA 应用于食管癌治疗报道较少，随着食管

癌治疗策略以及 ctDNA 检测技术的发展，ctDNA
将为食管癌的精准治疗带来新的灵感。
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表 2　近年来 ctDNA 在食管癌预后监测中的应用

肿瘤类型 监测策略 监测方法 样本量 n 肿瘤分期 基因检测面板 主要结果 文献

ESCC 基于肿瘤信息 NGS 13 Ⅰ～Ⅳ 53 个基因
（非特异性）

ctDNA预测复发比临床提前 6 个月 ［36］

食管癌 基于肿瘤信息 NGS 45 Ⅰ～Ⅲ 607 个基因 放化疗后ctDNA预测肿瘤进展比影像学证
据平均提前 2.8 个月

［50］

ESCC 基于肿瘤信息 数字PCR 36 Ⅰ～Ⅳ 31 个基因
（特异性）

ctDNA预测复发的中位提前期为 112 d，临
床有效性为 91%

［54］

ESCC 血浆 NGS 25 Ⅰ～Ⅲ 180 个基因 放疗后ctDNA 阳性的患者无进展生存期、
总生存期显著降低

［57］

食管腺癌 血浆 NGS 97 Ⅰ～Ⅲ 77 个基因
（非特异性）

术后ctDNA 预测复发的灵敏度为 50%、特
异度为 97%、阳性预测值为 90%、阴性预测
值为 68%

［58］

食管腺癌 基于肿瘤信息 NGS 20 Ⅰ～Ⅳ 全基因组测序 术前、术后ctDNA 预测复发的灵敏度分别
为 100%、80%，较临床或影像学预测复发
的中位提前期约 1 年

［55］

ESCC 基于肿瘤信息 数字PCR 42 Ⅰ～Ⅳ 31 个基因
（特异性）

初始化疗周期的早期ctDNA变化可预测化
疗疗效，AUC为 0.88

［43］

ctDNA：循环肿瘤DNA；ESCC：食管鳞状细胞癌；NGS：下一代测序；PCR：聚合酶链反应；AUC：曲线下面积.

4　挑战与展望

综上所述，应用 ctDNA 测序诊断和监测癌症

的能力有望给临床肿瘤学带来革命性的变化。然

而，可靠地检测微量的 ctDNA 片段仍然是一个主

要的技术挑战。当前 ctDNA 检测成本较高，关于

ctDNA 产生的代谢机制仍然不明确。ctDNA 来自

死亡的肿瘤细胞碎片，坏死和自噬是肿瘤细胞死亡

的常见原因，过程中会产生不均匀的 DNA 碎片。

因此 ctDNA 片段化程度高、片段大小差异大、分

离困难，影响了其定量的准确性。由于高度片段

化，携带某些遗传标记的 DNA 分子可能会丢失，

从而影响了 ctDNA 分析的准确性。ctDNA 的释放、

降解和清除涉及多种机制，目前还没有得到充分的

研究。ctDNA 以外泌体伴生、核小体 DNA 不同形

式存在，不同形式 ctDNA 表现出不同程度的稳定

性；另外核酸酶活性以及脾脏、肝脏等功能的变化

水平也会影响 ctDNA 检测结果的稳定性［60］。健康

人的 ctDNA 含量通常为 5～10 ng/mL，尽管肿瘤患

者 ctDNA 水平是正常水平的 50 倍，但早期肿瘤患

者血液中 ctDNA 含量仍然很低，一般仅占 cfDNA
的 0.01%，因此 ctDNA 检测需要通过基因组扩增

提高样本产量，在基因扩增的过程中可能会发生偏

倚误差。另外，ctDNA 多分布在低频区，如何高效

地从血液中分离出 ctDNA 用于临床评估具有挑战 
性［61］。当前 ctDNA 检测方法以及基因面板的选择

方面尚无统一的标准，再加上其较高的成本，都限

制了其在临床上的应用。理想情况下，ctDNA 检测

分析方法应该能够以高灵敏度和低成本覆盖整个基

因组，如何精确有效的检测并且控制检测成本是当

前研究的热点。

4.1　测序方法 目前应用于 ctDNA 检测的方法大

致分为靶向和非靶向两种。靶向测序是将感兴趣的

已知肿瘤致癌基因组合形成一个基因面板（可包含

数十至上千个基因），通过测序找到已知基因中的

致癌突变，该方法可以克服 ctDNA 片段长度短、

血液含量低、VAF 低等问题，因此受到越来越多的

关注［62］。非靶向方法不需要事先了解原发肿瘤的

遗传变化，通常是对人体全部基因采用全基因组或

全外显子组测序以及重排末端的个性化分析。非

靶向方法在破译肿瘤异质性以及发现新的药物靶

点方面发挥了重要作用，由于其对于罕见突变检出

率低、样本需要量大以及成本昂贵，临床应用进展

缓慢。同非靶向技术相比，靶向测序通常更适用于 
临床。

目前用于检测 ctDNA 的技术包括基于定量

PCR 技术的扩增阻滞突变系统 PCR、实时荧光定

量 PCR 等［63］，具有简单易用，成本低的优点，然

而，这些方法大多灵敏度低，只能分析有限数量的

基因组位点。以微流体阵列式芯片、BEAMing、
微滴数字 PCR［64］为代表的基于数字 PCR（digital 
PCR，dPCR）技术，是将稀释后的样品分配到大

量的微小反应单元进行单分子模板 PCR 扩增，直

接通过阳性反应物的数量代表检测目标序列的拷贝

数，不需要依赖于扩增曲线和扩增效率，也不需要

参考样本。可以实现绝对定量分析，突变检测相对
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更灵敏，但是，产生的液滴必须服从泊松分布，不

适合高浓度 DNA 样本的检测，而且一次只能检测

到一个已知突变，检测效率并不理想。下一代测序

（next-generation sequencing，NGS），也称为大规

模并行测序，允许在不具备先前序列信息的情况下

同时测序数百万个 DNA 片段［17］。在可靠性、测序

便捷性、数据解释和成本方面有了显著提高。标签

扩增序列测序和肿瘤个性化深度测序是基于 NGS
技术的一些重要测序方法。NGS 技术的出现对人

类基因组学研究产生了革命性的影响，但是其读

取长度较小、高 GC 区读取困难。一项研究通过对

比 5 种业界成熟 ctDNA 分析方法运用模拟、合成

DNA 掺入实验和标准化的细胞系衍生参考样本的

测试来评估 ctDNA 测序工作流程，研究证明当VAF
高于 0.5% 时 5 种 ctDNA 检测方法均具有较高的灵

敏度、特异度和重复性，而低于这一水平时检测的

准确度无法得到保证［53］。牛津纳米孔技术公司引

入了纳米孔测序，被称为第三代测序（TGS）［65］， 
可以对单分子进行测序，不需要 PCR 扩增，因此

产生的偏倚较少，基因组覆盖率较高。然而，第三

代测序技术错误率较高，在 ctDNA 检测方面应用 
较少［65］。

4.2　检测 panel 的选择 目前 ctDNA 检测技术策

略包括肿瘤先验分析（tumor-informed assays）［55］ 

和肿瘤未知分析（tumor-agnostic assays）［66］。肿

瘤先验分析运用较早也较广泛，其在使用 ctDNA
进行预测分析前，必须先进行配对肿瘤组织样本的

检测获得变异信息，通过对比分析获得 ctDNA 中

肿瘤特异性的变异分子，将其作为特定生物标志

物进行后续的追踪分析，这种方法可使用固定化 
panel，其检测成本和检测周期适中，但对于不同

癌种的灵敏度差异较大；也可以在组织样本全外

显子测序后筛选个性化分子标签，从而定制个性化

panel，后续使用多重 PCR 进行监测［66］，这种策略

前期需要较长的周期，成本较高，但具有灵敏度较

高的优点，后期跟踪的检测周期和检测成本大大降

低。肿瘤未知分析策略不需要预先进行肿瘤组织检

测，直接对 cfDNA 进行检测分析即可，因此这种策

略又被称为 tumor-naïve 或 plasma-only，这种方法

可适当缩短检测周期，降低检测成本，但需要注意

假阳性干扰。由于 2 种技术策略在食管癌中的应用

均在发展中，目前尚无统一的标准，孰优孰劣还需

要更多的临床应用证据来评判。

鉴于目前 ctDNA 检测的局限性，未来还需要

更多的临床和分子研究以及详细的功能实验。随着

测序技术的进展，ctDNA 潜在益处正不断被发掘，

将对改善食管癌患者预后提供重要参考。
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