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摘 要!三阴性乳腺癌!

,'-.

$是一种复发率高%总生存率低的高侵袭性疾病&

,'-.

具有
高度异质性"且雌激素受体!

/0

$%孕激素受体!

10

$及人类表皮生长因子受体
!

!

234!!

$均为
阴性"决定了其临床预后较差&循环肿瘤

&'(

!

56&'(

$作为新型生物标志物"不仅可以监测
,'-.

的新辅助疗效与微小残留病灶" 而且有助于早期发现转移性疾病" 进而指导
,'-.

的个体化治疗"改善其临床预后& 全文就
56&'(

检测技术作一介绍"并重点阐述
56&'(

在
,'-.

中的潜在应用价值&
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乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤" 其中三

阴性乳腺癌 !
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" 表现为雌激素受体 !
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$均为阴性 *

)

+

"其缺乏药物作用靶

点"主要行化疗治疗&

,'-.

具有较高的肿瘤侵袭性

及异质性" 容易发生内脏和脑部转移" 临床预后较

差& 此外"一些特殊类型的乳腺癌如髓样癌%分泌性

癌及腺样囊性癌均可呈现
,'-.

的表型*

!

+

&
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中

较常见的基因突变包括
-0.(

突变"约占
)"Y"!"Y

*

8

+

'

,1%8

突变"约占
+!Y

'

1NZ8.(

突变"约占
)"Y

*
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"但

目前并未发现频发性的热点突变& 因此"明确
,'-.

患者预测性生物标志物和靶向基因突变位点方面的

进展是很有必要的& 循环肿瘤
&'(

)

5?45GED6?CI 6G!

J>4 &'(

"

56&'(

$可以通过非侵袭性途径识别肿瘤

相关性分子变异"从而指导靶向治疗&本文将从定性

的液态活检技术及定量的动态生物标志物检测两方

面来阐述
56&'(

在
,'-.

中的潜在应用价值"进而

为
,'-.

的临床治疗提供新思路&

) 56&'(

生物学与检测技术

/0/ 56&'(

生物学

组织穿刺活检受瘤内和瘤间异质性的影响很

大" 并不能真正反映一个患者全部的肿瘤生物学信

息*

%

+

& 在患者随访期间"及时调整治疗方案需要实时

专
题
报
道
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的分子表达谱! 而在临床上连续的穿刺活检是不可

行的"相比之下!非侵袭性的液体活检能够检测所有

与肿瘤相关的基因突变! 还可以系统地追踪基因突

变!从而真正反映肿瘤的异质性#

<

$

!而且在监测可控

性肿瘤基因突变方面! 液体活检比组织活检有更好

的临床效益#

=

$

"

4>?;@

是由约
8="

个碱基对组成的小分子片

段!来源于坏死%凋亡的肿瘤细胞!或肿瘤细胞直接

分泌的
?;@

#

A

$

!随后进入血液中" 有研究表明!在乳

腺癌%前列腺癌%胃癌等多种恶性肿瘤患者血浆中均

能检测到
4>?;@

#

$B88

$

" 因此!通过
4>?;@

可以直接从

患者血浆中检测肿瘤相关的遗传性变异!如点突变%

拷贝数变异% 染色体重排及甲基化模式的改变 #

8!

$

"

4>?;@

半衰期较短!约
8%

分钟到
!

小时!因此可作为

动态生物标志物来实时精准检测肿瘤的变化 #

8C

$

" 但

是!

4>?;@

仅占总循环
?;@

的
":"8D

! 且不同患者

或同一患者的不同时间点!

4>?;@

的数量与质量相

差很大" 因此!

4>?;@

的检测技术是关键问题" 基于

E.F

和
;GH

技术的各种分子生物学方法已经被发

展应用于检测和量化不同肿瘤的
4>?;@

" 这些技术

能把肿瘤源性
?;@

从野生型
?;@

中鉴别出来!并

且能定量分析血浆中低含量
4>?;@

"

!"# 4>?;@

检测技术

E.F

技术广泛用于检测不同恶性肿瘤的
4>?!

;@

!检出率可达
":""8D

#

<

$

"

E.F

技术检测
4>?;@

的

局限性在于被检测基因是已知的! 而且检测多重性

基因突变时可涵盖的基因数量有限" 扩增阻碍突变

系统聚合酶链反应&

+IJ,0!

-04+>0'* )1-)+4>')6 I(>+>0'*

262>1I E.F

!

@FKH!E.F

'可

以从
A"D

的乳腺癌患者肿

瘤组织中检测到
ELMC.@

突变#

8N

$

"使用个体化液滴数

字
E.F

&

4(2>'I0O1P P)'J,1>

P050>+, E.F

!

PPE.F

'对
8$

例乳腺癌患者血浆的突变

基因
QE%C

和
ELMC.@

进

行检测! 并对多重随访时

间点进行分析#

8%

$

" 在
A!D

的患者血浆中可检测到灵

敏度高达
R:8D

的
4>?;@

!随访期间
4>?;@

含量变化

可能与肿瘤的治疗反应有关"

新一代测序技术 &

*1S>!51*1)+>0'* 21T(1*40*5

!

;GH

'能同时测序成千上万的
?;@

!从而快速检出

有基因突变的
4>?;@

" 在各种乳腺癌易感基因中!

UF.@8V!

%

QE%C

和
EQW;

属于非热点性突变!但外显

率高#

8<

$

" 因此!

;GH

技术检测大范围基因片段的遗

传变异时!这些非热点性突变的研究很有意义"当检

测已知的基因突变时!靶向测序比较合适(反之!当

检测未知的基因突变时! 全外显子组或全基因组测

序更合适" 标记扩增子深度测序&

>+551P!+IJ,04'*

P11J 21T(1*40*5

!

Q+I!H1T

'有较高灵敏度!能检出总

循环
?;@

中
8D

的
4>?;@

突变"但在非转移性乳腺

癌中
4>?;@

含量极低!

Q+I!H1T

技术的检测灵敏度

会受限" 安全测序系统&

2+-1!21T(1*40*5 262>1I

!

H+-1!

H1TH

' 能提高
4>?;@

检测的特异性和灵敏度 #

8=

$

"

K()>+O+

等 #

8A

$通过用外显子测序技术证实了基因突

变和治疗耐药性有关! 该技术对发现可导致耐药机

制的未知靶向突变有其独特之处"

;GH

技术还未被

应用于乳腺癌早期或微小残留病灶
4>?;@

拷贝数

极低的样品检测!因为这类患者血浆
4>?;@

含量极

低" 相反!在转移性乳腺癌患者血浆中
4>?;@

含量

很高!

;GH

技术的应用较常见" 借助
E.F

和
;GH

技

术对
4>?;@

进行检测与量化将为
Q;U.

的临床诊

断与治疗提供多种潜在应用价值&
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早期
&'()

的
*+,'-

检测

!"# *+,'-

的检测特征

早期
&'()

患者血浆中
*+,'-

含量较低!如果

检测技术灵敏度不高!则不能检测到低浓度
*+,'-

"

因此!研究早期
&'()

的分子变异时!固态穿刺活检

可能更占优势" 研究表明早期乳腺癌或许可以行

*+,'-

检测#

#$

$

" 实验者对
!$

例术前患者血浆中
./01)-

的基因突变进行了检测! 发现与肿瘤组织中筛查到

的突变有高度一致性" 在野生型
./01)-

的肿瘤标

本中未检测到
./01)-

突变" 该实验采用了
22.)3

技术!灵敏度高达
$1415

!特异性为
#665

!证实了早

期乳腺癌患者血浆
*+,'-

检测的可行性"

!"!

新辅助疗效应答

新辅助治疗%

789:2;<=:7+ +>8?:@A

!

'-&

&可使肿

块缩小" 然而!新辅助疗效应答的监测仍存在争议"

影像学分辨率有限!很难观察到细微影像学改变"此

外!

'-&

肿瘤缩小后!组织活检也较难实施" 不同于

影像学和固态活检!评估血浆中的
*+,'-

或许能解

决以上存在的问题" 由于
*+,'-

在血浆中半衰期较

短!在影像学发生改变之前!血浆中
*+,'-

含量已

经发生变化" 通过
*+,'-

还可以对肿瘤负荷进行实

时监测!及时发现新出现的耐药性肿瘤克隆!从而指

导临床及时调整治疗方案#

!6

!

!#

$

"

'-&

期间
*+,'-

的

含量可能很低!为了充分研究其临床应用价值!必须

有高灵敏度的技术来检测血浆
*+,'-

的含量变化"

一项
%6

例经
'-&

后
&'()

患者的研究 #

!!

$中!分析

其血浆
*+,'-

的频发突变基因
&.%1

" 对穿刺活检

组织行靶向
'BC

来识别突变基因! 明确突变基因

后!用
22.)3

来监测血浆中的这种突变基因!以便

动态监测肿瘤的发展变化 " 一项研究纳入
D6

例

&.%1

突变的早期非转移性
&'()

患者!通过
22.)3

检测发现新辅助化疗期间!

*+,'-

水平升高与肿瘤

进展有关! 提示预后不良 #

!1

$

" 因此!

'-&

期间对

&'()

患者血浆
*+,'-

的检测可及时了解肿瘤基因

突变情况! 动态监测肿瘤发展变化! 预测
'-&

后

&'()

患者的早期复发#

!D

$

"

!"$

微小残留病灶监测

早期乳腺癌细胞可能会播散到骨髓或其他靶器

官"因此!在无明显临床和影像学转移征象的乳腺癌

患者中或许会存在微小残留病灶 %

EF7FE:G ?8HF2<:G

2FH8:H8

!

I3,

&! 我们可以通过一些技术手段来监测

I3,

及其转移复发风险#

!%

$

"播散在骨髓的肿瘤细胞

可以通过细胞学技术来检测! 其临床效益已得到证

实"如果
&'()

患者经手术完整切除了整个肿瘤!理

论上我们希望在患者血浆中监测不到
*+,'-

"

3F=:

等 #

!1

$研究发现!

&'()

患者
')&

期间!血浆
*+,'-

快速降低的患者在术后监测不到
I3,

!提示较好生

存'而
*+,'-

缓慢降低的患者大多与较差生存期相

关"

(8:=8?

等#

J$

$对
K

例术后仍可检测到
*+,'-

的患

者进行研究! 其中有
J

例
&'()

患者经正规治疗
!

年后出现了脑肝肺的复发转移! 又经过
!

个周期的

辅助化疗后仍可在血浆中持续检测到
*+,'-

"因此!

*+,'-

可对术后
I3,

进行监测! 还可以预测原发

性乳腺癌术后早期复发!进而判断患者生存获益"

1

晚期
&'()

的
*+,'-

检测

转移性
&'()

患者血浆中
*+,'-

含量较高#

J1

!

J%

$

!

这促进了
*+,'-

在晚期
&'()

中的潜在应用"

$%&

早期发现转移性疾病

早期发现转移可以改善
!

期
&'()

患者的预

后"

LGHH97

等 #

!K

$研究证实!早期乳腺癌经治疗后监

测
*+,'-

有助于早期发现转移性肿瘤" 通过
22.)3

在患者血浆中检测到有基因突变的
*+,'-

比临床

影像学首次发现转移的时间要早!换句话说!当影像

学不能明确有无转移时!

*+,'-

有助于转移复发的

诊断!而且可以避免穿刺活检 #

!M

$

" 因此!

*+,'-

对

于早期发现转移复发有潜在应用价值"

目前! 转移性
&'()

主要通过重复的影像学检

查来诊断 " 血清动态标志物癌抗原
J%!1

%

*:7*8?

:7+FN87J%!1

!

)-J%!1

&或
)-!M!!$

是目前用于监测转

移性乳腺癌的蛋白标志物! 但灵敏度仅为
K65O

M65

! 其他血清标志物如
)P-

和
)AQ?:!J!J

在
!

期

乳腺癌中的灵敏度也不高 #

JR

$

" 一项关于转移性

&'()

患者
*+,'-

检出率和预后意义的研究 #

!R

$中!

以
&.%1

突变作研究! 在
RD5

组织样品中检测到了

&.%1

突变! 在患者血浆中
*+,'- &.%1

突变检出率

也 高达
RJ5

! 提示
&.%1

突 变 的
*+,'-

可 能 是

&'()

患者的生物标志物" 然而对于
*+,'-

的预后

意义! 研究认为
*+,'-

含量变化有很大的预后影

响!且不同分型的乳腺癌其
*+,'-

的预后意义可能

$
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不同!因此"

<;=.

中
4>?;@

的预后意义还需依赖于

高灵敏检测技术的检出率!

!"#

指导转移性疾病的个体化治疗

肿瘤发生发展过程中" 突变基因可以增加或丢

失#

!$

"

A"

$

! 非侵袭性的
4>?;@

分析不仅能够反映转移

性肿瘤的基因组情况 #

A8

"

A!

$

"还能检测影响疗效的分

子变异"并且可以在
<;=.

患者血浆中持续追踪!

近年来"纤维母细胞生长因子%

-0B)'B,+2> 5)'C>/

-+4>') )141D>')

"

EFEG

& 被认为是
<;=.

患者可能的

药物作用靶点#

AA

$

!

EFEG

参与调节细胞生长'增殖'

迁移和分化!

EFEG

基因的点突变很罕见"不到
8H

"

而
EFEG8

和
EFEG!

的扩增在
<;=.

患者中相对常

见"可分别达到
$H

和
IH

#

AI

$

!

J/+)D1

等#

A%

$发现
EFEG!

抑 制 剂 能 够 导 致 含
EFEG!

扩 增 的 基 底 细 胞 样

<;=.

细胞系的增长减少! 在使用
EFEG

抑制剂治

疗过程中"可以用
4>?;@

来检测
EFEG

的扩增趋势

和耐药性!

KGG=!

和
KGG=A

是致癌性突变"但对多

种
L1)!!

抗体具有易感性#

AM

$

! 一项研究将曲妥珠单

抗%

<)+2>(N(O+B

&与拉帕替尼%

P+D+>0*0B

&用于有
KG!

G=A

突变的
!

期乳腺癌患者"

!

周后可观察到药物

已彻底代谢"治疗
8Q

个月后患者一直保持无疾病征

兆状态! 基于
R.G

的
4>?;@

检测技术可以很容易

识别这些点突变" 而这些点突变很可能是
<;=.

的

关键靶点#

AS

$

! 检测血浆中各种遗传基因的变异有助

于
<;=.

患者治疗方案的制定!

<;=.

由于
=G.@8T!

突变而缺乏
?;@

损伤修

复机制"聚腺苷二磷酸核糖聚合酶%

D',6!@?R!)0B'21

D',6O1)+21

"

R@GR

&抑制剂的使用为
<;=.

提供了很

好的治疗前景!

R@GR

是一种在
?;@

修复机制中发

挥作用的酶"

R@GR

抑制剂能够阻止
?;@

修复"引

起双链断裂! 这种双链的断裂在正常情况下可以被

=G.@8T!

基因的同源重组修复"但在
=G.@8T!

基因

缺乏的
<;=.

中" 这种双链的断裂可以直接导致细

胞死亡!

R@GR

抑制剂还能够增强肿瘤细胞对细胞

毒性药物的敏感性!奥拉帕尼作为
R@GR

抑制剂"目

前正处于
"T#

期试验的研究阶段" 用于治疗
=G!

.@8T!

基因突变的
<;=.

"就其疗效性'安全性和耐

受性表现出了良好的效果!在
$

期试验中"

=G.@8T!

基因突变的转移性
<;=.

经治疗后" 奥拉帕尼用于

辅助治疗的获益将被评估#

AQ

$

! 然而"血浆中
=G.@8T

!

突变的检测具有很大挑战性"需要对超过
!"""

种

突变基因进行敏感性的
;FJ

测序分析#

A$

$

! 对于野生

型
=G.@8T!

基因的大多数
<;=.

患者" 其体细胞

=G.@

基因失活"导致同源重组缺陷%

/'O','5'(2 )1!

4'OB0*+>0'* U1-0401*46

"

LG?

&!

4>?;@

或许在识别预

测性
LG?

生物标志物上有潜在价值!

I

结 语

<;=.

是一种典型的异质性疾病"以高侵袭性'

多转移性和缺乏药物作用靶点为特征! 研究分子变

异有助于改善患者预后"但富有挑战性"液体活检特

别是
4>?;@

或许能够代替组织活检" 更好地检测

<;=.

患者的基因突变"从而及时调整治疗方案"使

<;=.

患者有更好的临床获益! 但随时间变化
4>?!

;@

含量变化很大" 这就需要精确的分子技术来检

测浓度可能很低的
4>?;@

! 数字
R.G

在乳腺癌各阶

段检测
4>?;@

的精确度和灵敏度是毋庸置疑的"但

需要明确已知的靶向遗传基因突变! 相反"

;FJ

技

术高通量分析血浆
?;@

来筛查未知的遗传性基因

突变"也是一种不错的选择! 在
4>?;@

检测应用于

临床之前"一些预分析因素如血液采集'样品储存环

境'提取工艺及质量监控等的准确性'再现性'稳健

性和对照性需要明确规范化! 对
<;=.

患者
;@<

期

间血浆
4>?;@

的监测可了解
;@<

后及术后
VG?

情况" 及时制定个性合理化的治疗方案!

4>?;@

对

<;=.

的治疗有极大潜在应用价值" 药物作用靶点

的增殖结合
4>?;@

的检测将使
<;=.

患者有更大

获益" 但仍需大量的前瞻性研究来证实其临床有效

性和实用性!
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