
· 指南与共识 ·

DOI：10.3760／cma.j.issn.1009-9158.2018.10.006
通信作者：潘柏申，电子信箱：pan.baishen＠zs-hospital.sh.cn

液体活检在临床肿瘤诊疗应用和

医学检验实践中的专家共识

中华医学会检验医学分会 国家卫生健康委员会临床检验中心

  液体活检（ liquid biopsy）在肿瘤临床诊断治疗
领域的应用日益广泛，是实现对肿瘤“个体化精准
医疗”的重要手段。 为科学规范液体活检技术在临
床检验中的应用，中华医学会检验医学分会、国家卫
生健康委员会临床检验中心共同制定了《液体活检
在临床肿瘤诊疗应用和医学检验实践中的专家共

识》，并广泛征求了临床肿瘤专家和医学检验专家
的意见。
本应用建议最后经中华医学会检验医学分会和

国家卫生健康委员会临床检验中心组织专家进行讨

论修改后，由中华医学会检验医学分会、国家卫生健
康委员会临床检验中心共同发布。 鉴于液体活检技
术发展迅速，本应用建议将适时修订，以适应医学发
展和满足临床应用的需求。
液体活检是指利用人体体液作为标本来源检测

获取肿瘤相关信息的技术
［1-2］ 。 相比于传统侵入式

组织活检，液体活检具有依从性佳、标本易获取、特
异性好等优势；更重要的是，其能有效克服肿瘤异质
性，可有效实现精准的肿瘤辅助诊断、实时监测、疗
效评价及预后判断

［2］ 。 因此，液体活检有望成为癌
症早期辅助诊断、伴随诊断、治疗监测及预后评估的
理想技术。 液体活检主要包括循环肿瘤 DNA
（circulating tumor DNA， ctDNA）、循环肿瘤细胞
（circulating tumor cell，CTC）和外泌体等检测，其中
ctDNA与 CTC 是目前最受关注的两类液体活检靶
标

［3-4］ 。 ctDNA是指人体血液循环中携带有肿瘤特
异性基因突变、缺失、插入、重排、拷贝数变异及甲基
化等信息的 DNA片段，其主要来源于坏死或凋亡的
肿瘤细胞、循环肿瘤细胞或者肿瘤细胞分泌的外泌
体

［5］ 。 CTC是指自发或被动地从实体肿瘤病灶脱
落进入到血液循环的肿瘤细胞。 作为肿瘤转移／复
发的“种子”，CTC携带有大量与肿瘤发生、发展、转

移以及耐药相关的信息
［6-7］ 。

在临床实践过程中应该谨慎评估液体活检的分

析有效性、临床有效性以及临床实用性［8］ 。 本专家
共识围绕 CTC和 ctDNA两种靶标，综合近年来发表
的液体活检领域重要研究成果、结合我国肿瘤液体
活检的临床实践需求，就相关的临床常用检测技术
的实施和质量管理提供常规指导原则。 本共识主要
分为两大部分：（1）液体活检的临床应用，（2）液体
活检的医学检验实践。

第一部分 液体活检的临床应用

一、液体活检技术的选择
（一）ctDNA检测技术的选择
目前，实验室常用的 ctDNA检测技术包括扩增

受阻突变体系 （ amplification refractory mutation
system， ARMS ）、 二 代 测 序 （ next-generation
sequencing，NGS）、数字 PCR（digital PCR，dPCR）和
核酸质谱检测等。 ARMS方法是目前获得中国食品
药 品 监 督 管 理 局 （ China Food and Drug
Administration，CFDA）批准可用于临床 ctDNA 检测
的方法，在临床实践中应用相对普及。 由于 NGS方
法在技术与成本方面存在瓶颈，使得 ARMS 在检测
诸如 EGFR等已知突变中具有明显优势。 针对未知
突变的发掘，NGS方法则具有其他方法无可比拟的
技 术 优 势。 包 括 Nature Medicine ［8］ 、 Lancet
Oncology［9］

及 New England Journal of Medicine ［10］
在

内诸多顶级期刊所报道的多项临床试验结果证实

NGS在耐药监测中具有重要的临床价值：通过 NGS
监测可有效发掘耐药新突变，及时调整干预措施，切
实提高靶向治疗疗效。 dPCR 和基于质谱的核酸检
测方法尽管可应用于已知突变 ctDNA 的检测，但仅
限于实验室自建，尚缺乏高等级循证医学证据的支
持，目前仍难以进入临床实践。 基于上述研究结果
与临床实际，专家组认为检测已知、单个靶向治疗敏
感或耐药型突变时，建议使用 ARMS 方法；检测已
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知、多个平行临床治疗靶点或发现未知基因、探索临
床价值与相关机制时建议使用 NGS 方法；dPCR 具
有验证 NGS检测结果的潜能，但在应用前应当严格
评估其检测性能与临床意义。

（二）CTC检测技术
CellSearch平台是目前唯一被 CFDA 批准用于

定性检测循环血中上皮来源肿瘤细胞的技术。 其在
判断转移性结直肠癌、乳腺癌及前列腺癌患者预后
的临床应用价值具有高等级循证医学证据支持。 但
此检测技术存在漏检率较高、富集后 CTC 活性差难
以进行后续基因组分析等缺点。 其他检测技术如免
疫磁珠法和微孔过滤法等，尽管在多方面展现出优
良的 CTC检测性能，但目前仍缺乏足够的循证医学
证据支持其临床应用。 故临床常规检测 CTC，建议
各实验室选择适合自身条件的检测技术，在充分评
估其检测性能后，应用于日常工作

临床实践中选择液体活检技术：
共识 1 检测患者 ctDNA 是否含有已知的、单个
靶向治疗敏感或耐药型突变时，建议使用 ARMS
方法。
共识 2 检测患者 ctDNA已知的部分或全部临床
药物治疗靶点谱或耐药指示靶点谱，或发现患者基
因未知突变、探索临床价值与相关机制时建议使用
NGS方法。
共识 3 临床常规检测 CTC，建议各实验室选择适
合自身条件的检测技术，在充分评估其检测性能
后，应用于日常工作。

二、液体活检的应用范围
（一）肿瘤早期辅助诊断
1.ctDNA早期辅助诊断价值：随着检测技术敏

感度提高，目前 ctDNA已可在早期肝癌、结直肠癌、
乳腺癌、胰腺癌以及肺癌患者循环中被检出［11-13］ ，
提示 ctDNA对于这几种恶性肿瘤具有早期辅助诊
断潜能。 必须注意的是，特定突变例如 P53 突变可
在健康人群中被检出

［14］ ；此外，可用于早期诊断辅
助 ctDNA分子谱在不同癌种变异度较大且都未经
过大样本临床验证，实际效能仍不明确［15］ 。 因此，
需要探索更加特异的 ctDNA 分子谱并设计大规模
前瞻性临床试验证实其价值，目前距离真正临床应
用还有较大距离。

2.CTC早期辅助诊断价值：既往 CTC 研究多集
中于其转移／复发的预测价值［16-18］ 。 近年来研究证
实 CTC的释放是一种肿瘤早期事件，提示 CTC对肿

瘤早期辅助诊断具有重要价值
［19-21］ 。 然而非肿瘤

患者例如炎症性肠炎或慢性肝炎患者体中可检出低

水平的假阳性结果
［21-22］ 。 由此可见，目前 CTC并非

一种完美的早期辅助诊断靶标。 此外，目前也缺乏
CTC展现出优于影像学诊断的临床证据。 综上，现
阶段 CTC仍不适合单独用于肿瘤早期辅助诊断，需
要更多的循证医学证据证明其价值。

（二） 指导临床用药
1.ctDNA的临床用药指导作用：肿瘤精准治疗

可通过检测肿瘤相应的基因信息，选择合适的靶向
药物用于后续治疗。 故 ctDNA 检测可提供十分重
要的参考信息。 截止 2018年 3月，主要肿瘤相关基
因改变的靶向药物选择如表 1所示。

表 1 肿瘤相关基因改变与靶向药物选择
基因变化 药物选择 参考文献

EGFR突变 厄洛替尼、吉非替尼、
奥斯替尼

Allegra［23］ ，Tan［24］

ALK 重排 克唑替尼 Shaw［25］ ， Hanna［26］ ，
Dagogo-Jack［27］

HER2 扩增 曲妥珠单抗 Baselga［28］ ，Loibl［29］
BRAFV600E突变 威罗非尼 Jang［30］
MET扩增 克唑替尼 Lennerz［31］
RAS突变 西妥昔单抗、帕尼单抗 Seymour［32］ ，De

 Roock［33］

  需要注意的是，目前 ctDNA检测仅在非小细胞
肺癌中被美国食品药品监督管理局（Food and Drug
Administration，FDA）批准用于指导 EGFR酪氨酸激
酶抑制剂选择并写入美国国立综合癌症网络

（National Comprehensive Cancer Network ，NCCN）指
南。 对于其他药物选择，目前仍处于探索阶段，尤其
在检测 T790M时，对阴性结果应尽可能通过后续的
组织检测进行确认。 因此，未来还需要更多前瞻性
循证医学证据来支撑 ctDNA的指导作用。

2.CTC的临床用药指导作用：CTC 作为完整细
胞，具有多种来源的肿瘤信息，包括蛋白、DNA 突
变、编码及非编码 RNA 信息等［18］ 。 针对 CTC 的体
外培养与药敏实验被证明可用于筛选靶向药物，具
有巨大的临床转化潜能

［4，34］ 。 但是，现有临床 CTC
检测体系在活性 CTC 分离问题上仍存在关键性的
技术瓶颈，尚不能满足提供多元化信息以指导靶向
用药的临床需求；其他 CTC分离检测技术或指导价
值不明确或短时间内难以转化。 故尽管 CTC 检测
对于指导临床实行精准治疗具有重要的潜在价值，
但在更先进的技术和更可靠的临床证据出现之前，
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不鼓励在实际临床工作中用其指导靶向化疗。
（三） 靶向药物伴随诊断
1.ctDNA在靶向药物伴随诊断中的应用：靶向

药物使用过程中实行伴随诊断有助于确保药物安全

性与有效性，是执行“精准医疗”理念的核心步骤之
一。 因此，伴随诊断在临床肿瘤综合管理中的价值
愈发显著。 截至 2018年 4月，已有多种靶向药物伴
随诊断系统被 FDA批准用于实际临床工作，常见适
用伴随诊断的药物及其靶点如表 2 所示。

表 2 常见适用伴随诊断的药物及其靶点
药物化学名称 适用肿瘤（检测基因） 检测对象

奥斯替尼 非小细胞肺癌（EGFR 基因相关
改变）

石 蜡 包 埋 组 织、ctDNA
厄洛替尼 非小细胞肺癌（EGFR 基因相关

改变）
石 蜡 包 埋 组 织、ctDNA

吉非替尼 非小细胞肺癌（EGFR 基因相关
改变）

石蜡包埋组织

阿法替尼 非小细胞肺癌（EGFR 基因相关
改变）

石蜡包埋组织

克唑替尼 非小细胞肺癌（ROS1 融合基因，ALK重排）
石蜡包埋组织

塞立替尼 非小细胞肺癌（ALK 重排） 石蜡包埋组织

西妥昔单抗 结直肠癌（KRAS基因相关改变） 石蜡包埋组织

帕尼单抗 结直肠癌 （ KRAS、NRAS 基因相
关改变）

石蜡包埋组织

达拉非尼 非 小 细 胞 肺 癌、 黑 色 素 瘤
（BRAFV600E突变）

石蜡包埋组织

威罗非尼 黑色素瘤（BRAFV600E突变） 石蜡包埋组织

曲妥珠单抗 乳腺癌（HER2 基因扩增） 石蜡包埋组织

  ctDNA检测相对于常规组织活检具有非侵入
性、患者依从性好、异质性低、可反复取材等优势，其
在靶向药物伴随诊断中具有很大的优势

［1］ 。 目前，
ctDNA检测应用于非小细胞肺癌 EGFR靶向治疗伴
随诊断已被 NCCN写入指南。 未来伴随着更先进技
术以及更多临床证据的出现，将会有越来越多
ctDNA检测用于靶向药物伴随诊断。

2.CTC在靶向药物伴随诊断中的应用：目前并
无循证医学证据提示 CTC可应用于伴随诊断，但小
规模研究显示 CTC 分子谱分析对于靶向药物伴随
诊断具有积极意义

［35］ 。 未来需要更多的高级别临
床证据充分探索 CTC在伴随诊断中的作用。

（四）实时疗效监测
1.ctDNA实时疗效监测价值：相比传统的影像

学与血清蛋白类肿瘤标志物，ctDNA 在反映疗效方
面具有更好的特异性与敏感度，理论上可准确反映

机体肿瘤负荷的细微变化
［1］ 。 已有小规模队列研

究证实连续监测肿瘤患者体内 ctDNA 突变丰度的
变化可反映治疗后个体肿瘤负荷变化，及时提示临
床更换有效的治疗策略

［6，18，36］ 。 但是，目前 ctDNA
检测存在重复性不佳、不同实验室间检测结果一致
性较差、检测结果在不同实验室间互换性低、缺乏量
化 DNA负荷的最佳单位等缺陷，严重制约了 ctDNA
在临床实践中的应用价值

［37］ 。 因此，检测 ctDNA反
映实时肿瘤疗效仍处于临床前阶段，亟待技术进步
与大规模 RCT研究来充分验证其价值。

2.CTC实时疗效监测价值：CTC 在反映疗效中
的优势在于其信息的多维性，除数量变化外还可提
供丰富的参数供临床分析，从而系统地描绘出肿瘤
演进分子图谱。 研究显示 CTC 动态变化与疗效显
著相关，且较影像学与蛋白类标志物展现出更好的
敏感度与特异性

［7，38］ 。 但是，在现有检测技术条件
下其疗效评估效能略逊于 ctDNA，且 CTC 检测存在
诸如重复性较差、循环空间异质性、缺乏理想分离方
案等缺陷，限制其大规模临床应用［17］ 。 因此，CTC
暂时不是一种可直接应用于临床疗效监测的理想靶

标，其转化有待更好的检测技术出现与更多的临床
证据证实。

（五） 肿瘤进展与不良预后早期预警
1.ctDNA早期预警作用：ctDNA 检测对于包括

肺癌、结直肠癌、乳腺癌在内的多种实体瘤进展具有
重要预警价值，其丰度改变可早于影像学发现复发／
转移灶

［1］ 。 这意味着可通过 ctDNA 检测筛选出复
发／进展高风险的患者，为其在临床进展前创造干预
治疗的机会。 此外， ctDNA丰度也与肿瘤患者无病
生存期（disease free survival，DFS）以及总体生存期
（overall survival，OS）密切相关，特定亚克隆 ctDNA
的检出对预测患者预后具有重要预测价值

［37］ 。 但
是，目前大部分报道为小样本研究，缺乏大样本、多
中心、前瞻性设计的临床试验；此外亦缺乏高级别循
证医学证据支持患者能够从 ctDNA 指导的临床决
策中获得比常规肿瘤管理更多的临床收益

［8，36-37］ 。
因此，临床转化 ctDNA用于肿瘤进展与不良预后早
期预警仍需要更多的高级别循证医学证据。

2.CTC早期预警作用：CTC检测被 FDA审批可
用于预警转移性结直肠癌、转移性乳腺癌、转移性前
列腺癌患者的疾病进展／不良预后［18］ 。 对其他实体
恶性肿瘤例如恶性黑色素瘤、肝癌、胃癌等，CTC 也
展现出良好的预测价值

［39］ 。 但是，目前仍缺乏足够
的循证医学证据支持 CTC 检测在其他恶性肿瘤中
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的早期预警价值。 未来需要更多设计良好的临床试
验来证实 CTC在肿瘤进展／不良预后早期预警中的
价值。

（六） 耐药机制探索
1.ctDNA在耐药机制探索中的应用：ctDNA 在

反映靶向治疗获得性耐药中具有天然优势，通过高
灵敏度方法追踪 ctDNA 变异情况，进而绘制肿瘤获
得性耐药基因变化演进图谱有助于揭示耐药新机

制，发现新的治疗靶点［40-41］ ；在发现特定亚克隆与
耐药关联性的基础上，深入分析耐药克隆亚群并探
究其分子机制，可为逆转获得性耐药提供充分的转
化依据

［42］ 。 因此，ctDNA是一种非常理想的耐药机
制探索切入点。 需要注意的是，目前此领域的研究
正处于起步阶段，还不足以引入临床实践。

2.CTC在耐药机制探索中的应用：CTC 本身作
为肿瘤转移／复发的“种子”，其展现出的干细胞样
特征、上皮-间充质转化特征、以及极强的耐受能力
都提示其是肿瘤演进过程中耐受治疗的生力军与基

石
［43］ 。 已有研究证实通过分析 CTC 基因谱可揭示

化疗耐受的具体机制，并藉此逆转耐药［44］ 。 但是目
前此领域研究仍局限于极小部分的患者，对肿瘤的
异质性与复杂性考虑并不充分，广泛性仍有待验证。

液体活检应用范围：
共识 4 推荐液体活检应用于无法获取组织标本
的患者。
共识 5 ctDNA检测可应用于指导肺癌 EGFR 靶
向药物选择与伴随诊断，ctDNA 可能用于疗效监
测、早期辅助诊断及肿瘤进展与不良预后早期预
警，但现阶段仅限于科研探索。
共识 6 CTC 检测可用于转移性结直肠癌、乳腺
癌与前列腺癌的进展／不良预后早期预警，但其指
导用药、疗效监测、靶向药物伴随诊断及早期辅助
诊断作用现阶段仅限于科研探索。

第二部分 液体活检的医学检验实践

一、实验室的总体要求
（一）实验室环境要求
液体活检实验室对于场地的空间、环境（温度、

湿度、电压、水质）和分区有严格要求。 建议根据开
展项目预留出仪器和辅助设备的装载空间，以及操
作和数据处理的工作空间。 仪器不可直接安装于空
调下方和阳光直射处，四周应留出适当空间便于日
常操作、定期维护保养和检修。 实验室温湿度等环
境因素应严格参照厂商建议的最适工作条件设定，

以保证仪器正常运行。 为保证仪器检测性能的稳定
和可靠，建议配备稳压的连续不间断电源。 实验室
应根据实际用途，制定适宜的水质标准，定期质检。
涉及核酸检测的实验室，各工作区空气及人员

流向需严格参照《医疗机构临床基因扩增检验实验
室工作导则》配置，工作中有严格避免污染的措施：
（1）前处理和建库时，建议避免低浓度标本与高浓
度标本分开，如胸腔积液、腹腔积液标本与血液、脑
脊液和尿液标本分开，避免标本间的交叉污染；（2）
扩增前后的操作步骤分开，避免扩增产物污染非扩
增区；（3）影响检测结果的特异处理步骤应独立分
区。 样品制备区及其他分区需要时应配备通风柜或
超净台，实验室应配置固定和移动紫外线灯，波长为
254 nm，照射时离实验台的高度一般为 60 ～90 cm。

涉及细胞培养时，操作人员必须更换、穿戴好工
作服、鞋、帽和口罩方能进行实验。 有关细胞培养的
操作均在超净台上完成，严格按无菌程序操作，所有
进入细胞培养室的人员都必须遵守实验室有关的规

章制度。
（二）实验室安全要求
依据《中华人民共和国卫生行业标准-临床实验

室安全准则》、《中华人民共和国国家标准实验室生
物安全通用要求》和《危险化学品安全管理条例》等
相关文件，实验室应制定适当的安全防护措施。 实
验室需安装安全冲淋设施和洗眼器。 实验过程中使
用的化学危险品应贴有成分标签，按说明要求分类
储存、双人双锁。 依据《医疗卫生机构医疗废弃物
管理办法》，结合实际情况，对实验过程中产生的固
体、液体危险废弃物的收集、存放和处理原则。 建议
实验室责任人定期组织实施安全评估。

（三）人员要求和资质
实验室管理者应监督液体活检项目的顺利实施

和开展，为临床提供精准的个体化医疗服务，并确保
实验室设备设施的完善、分区环境和生物安全符合
相关法规和条例，同时指导实验室人员的规范化流
程培训和教育。
建议开展液体活检项目的实验室根据需求配备

具有临床检验、临床肿瘤学、遗传学、分子生物学、及
生物信息分析学科背景的多类跨学科的人员。 实验
操作人员需熟练掌握分子生物学理论与技术、经技
术相关的理论和操作实践培训，通过技能考核，获得
上岗资质后才能正式上岗，在岗期间仍需定期培训
和考核。 特殊技术人员（如 CTC 形态学观察人员
等）在岗期间除定期个人培训和考核，还需完成人
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员间比对考核。 初学人员建议在有经验人员的指导
下完成操作。 生物信息分析人员应兼具生物信息
学、分子生物学和（或）临床医学专业背景。 报告签
发需由获得中级及以上职称，具备分子生物学、遗传
学和临床医学等多种专业背景，从事肿瘤液体活检
相关工作 2年及以上，经培训合格的本单位执业医
师或者授权签字人（高级职称或医学博士学位）
执行。

（四）规范化文件
1.实验室必须根据实验室的质量管理体系与

法规要求撰写规范化文件。 实验室规范化文件如表
3所示。

表 3 实验室规范文件列表
类别 文件名

实验室建立相
 关法规文件

中华人民共和国卫生部办公厅

 医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则
（卫办医政发［2010］194 号）

中华人民共和国卫生行业标准

 临床实验室安全准则（WS／T 442-2014）
中华人民共和国国家标准

 实验室生物安全通用要求（GB19489-2008）
中华人民共和国国务院

 危险化学品安全管理条例（国务院令第 344 号）
中华人民共和国卫生部

 医疗卫生机构医疗废弃物管理办法（卫生部令
第 36 号）

SOP 文件 仪器设备操作与维护保养 SOP
液体活检项目 SOP
标本采集及预处理 SOP
自配试剂 SOP
生物信息分析流程 SOP

其他文件 性能验证技术文件

工作日志

实验记录文件

  2.液体活检实验方法的执行：实验室主任需要
确保液体活检实验方法在开展前完成检测性能确立

与临床应用评估、建立完善的质量控制体系、编写从
标本采集到结果解释全过程的规范化操作规程并且

签字许可新的液体活检实验方法认证报告以及执

行。
二、体液标本选择、采集和预处理
（一）体液标本选择一般规律
在临床实践过程中，应综合考虑到患者病灶累

及部位、转移情况的复杂性、不同体液标本的特征，
优先选择液体活检靶标最易检出部位标本（例如广
泛腹腔／盆腔转移患者可优选腹水；中枢转移性肿瘤

可优选脑脊液）；针对难以判断的患者，建议联合多
种体液标本的检测结果，为临床勾勒肿瘤演化的全
貌，提供多维的肿瘤患者诊疗的图谱。 体液标本选
择一般规律如表 4 所示：

液体活检实验室建立要求：
共识 7 临床液体活检实验室必须遵循相关法规，
有严格避免污染的措施并且定期核查评估。
共识 8 建议开展液体活检项目的实验室根据需
求配备多类跨学科人员。
共识 9 报告的审核和发布须由从事液体活检相
关工作 2年及以上、经培训合格的本单位执业医师
或者授权签字人（高级职称或医学博士学位）执
行。

  表 4 体液标本选择一般规律
标本类型 检测对象 适用肿瘤类型

全血 CTC 上皮来源恶性肿瘤

血浆 ctDNA 机体各来源恶性肿瘤

胸、腹腔积液 ctDNA／CTC 胸腔、腹腔或盆腔来源的原
发／转移恶性肿瘤

尿液 ctDNA 泌尿生殖系统恶性肿瘤

脑脊液 ctDNA／CTC 中枢神经系统来源的原发／
转移恶性肿瘤

唾液 ctDNA 肺部来源恶性肿瘤

  （二）标本的采集和预处理
体液中存在较强的背景干扰，加之液体活检的

信息源极其微量，易在分析过程中出现偏差，因此液
体活检对分析全过程的要求相对较高，尤其在标本
预处理步骤需避免背景细胞或核酸对 ctDNA 和
CTC的稀释作用，同时进一步防止对 CTC 的破坏和
对 ctDNA片段化以及降解，导致最终假阴性结果。

1.体液 ctDNA：临床实验室能实现多种不同体
液标本内 ctDNA的检测，本应用建议仅概述常见体
液标本处理的基本原则，对于其他体液标本的处理
建议参考权威文献或抽提试剂盒的说明。

（1）血浆：目前研究表明最佳的标本类型为血
浆，且最好采用含细胞稳定剂的抗凝管或者 EDTA
抗凝管采集血液。 常规采集流程如下：肘部采集静
脉血 10 ml（采血量视具体情况而定，建议不少于
10 ml，避免因标本量不足导致假阴性结果），避免凝
血、溶血及空腹状态。 若选择 EDTA-K2 抗凝采血

管，采血后轻柔颠倒 8 ～10 次，采集完毕即刻送至检
测实验室，建议冰浴送检，防止白细胞裂解。 建议
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2 h内进行两步离心完成血浆分离，分离后的血浆可
直接进行抽提或保存于-80 ℃冰箱直至抽提；若选
择 Streck采血管（特殊抗凝剂和保护剂），采血后轻
柔颠倒 8 ～10次，采集完毕无需即刻送至检测实验
室（可室温保存 3 ～5 d），常温转运保存即可。 建议
在 7 d内进行两步离心完成血浆分离，分离后的血
浆可直接进行抽提或保存于-80 ℃冰箱直至抽提。
两步离心法：在低温（4 ℃）条件下，先以 1 900 ×g
转速将标本离心 10 min，吸取上清，再以 16 000 ×g
转速离心 10 min，最终获得无细胞的血浆标本。

（2）胸腔积液、腹腔积液：临床医师通过胸膜腔
或腹腔穿刺术，采集胸腔积液或腹腔积液 20 ml 置
于预添加 EDTA抗凝剂的无菌容器中（采集量视具
体情况而定），采集完毕应即刻送至检测实验室，常
温保存。 建议 2 h内完成两步离心分离上清（同血
浆分离步骤），分离后的上清可直接进行抽提或保
存于-80 ℃冰箱直至抽提。

（3）尿液：留取随机中段尿 20 ml置于无菌容器
（采集量视具体情况而定），采集完毕应即刻送至检
测实验室，常温保存。 建议 2 h 内完成两步离心分
离上清（同血浆分离步骤），分离后的上清可直接进
行抽提或保存于-80 ℃冰箱直至抽提。

（4）脑脊液：临床医生通过腰椎穿刺术，采集脑
脊液 2 ～5 ml 置于无菌容器（采集量视具体情况而
定），采集完毕应即刻送至检测实验室，常温保存。
建议 2 h内完成两步离心分离上清（同血浆分离步
骤），分离后的上清可直接进行抽提或保存于
-80 ℃冰箱直至抽提。

（5）唾液：患者在标本采集前 1 h 内应禁食、禁
饮、禁烟以及禁止口腔清理程序。 采集早晨 9 ～
10点的唾液标本置于无菌容器，采集完毕应即刻送
至检测实验室，常温保存。 建议 2 h 内完成低温
2 600 ×g离心 15 min并分离上清，分离后的上清可
直接进行抽提或保存于-80 ℃冰箱直至抽提。

2.外周血 CTC：肘部采集静脉血 10 ml（采血量
视具体情况而定，建议不少于 10 ml，避免因标本量
不足导致假阴性结果），避免凝血或溶血。 采血完
毕应即刻送至检测实验室，常温保存。 若选择
EDTA-K2 抗凝采血管，建议 24 h 内完成检测；若选
择专用细胞保存采血管，建议 72 h内完成检测。
三、液体活检技术的优化和验证
在正式应用于临床前，应对检测技术或实施流

程逐步优化，并完成相关性能验证或确认。 各实验
室在进行性能验证时，可结合自身特点与检测项目

需求，在本章节设定框架下制定合适的性能验证流
程。 若优化实施要素，建议对检测技术或实施流程
进行再验证或确认，以保证优化后的性能符合检验
和临床要求。 再验证或确认的程度和范围视优化的
要素和程度而定。 验证或确认必须贯穿整个实验流
程。

体液标本选择、采集和预处理：
共识 10 体液标本选择时应综合考虑肿瘤来源、
肿瘤部位、播散途径、以及不同体液标本的特征，综
合考虑以期提高检验效率。
共识 11 标本预处理应遵循快速、稳定的原则，针
对不同标本采用不同方案进行处理，尽可能保证待
测物质的稳定性和浓度，确保检测质量。

  （一） 基于 PCR 方法（包括 ARMS 和 dPCR）
ctDNA检测体系的性能验证
分析性能验证项目应包括特异性、敏感度、测定

下限、重复性、准确性、抗干扰能力六项。 验证具体
内容应遵循 CLSI相关文件指示，具体参考如表 5 所
示。

表 5 ARMS定性检测方法性能验证参考文件
验证项目 参考文件 备注

特异度与敏感度 EP12-A2 ⒗商品化试剂盒可使用其阴、阳性
质控；自配标本须有溯源性；
采集时间、保存时间等必须保
持一致

测定下限 EP12-A2 ⒗     -
重复性 EP12-A2 ⒗分析物浓度应接近临界值

准确性 EP12-A2 ⒗分析标本量足够大

EP-15A2 ⒗分析标本要求稳定性高

抗干扰性能 EP12-A2 ⒗     -
EP-7A      -

  注： -表示没有参考文件

  （二） 基于 NGS方法 ctDNA检测体系的性能确
认

NGS方法性能确认须包含阳性预期值（Positive
Predictive Value， PPV）、阳性百分比一致性、重复
性、可报告范围／参考范围、最低检出限、抗干扰性
能、临床有效性、及生信分析流程确认。 确认具体内
容应遵循 CAP相关共识文献指示，具体参考如表 6
所示。
对已完成性能确认的检测体系进行改进或改动

时，仅需依据体系改变部分作出相应验证即可，无需
重新进行完整系统验证。

（三） CTC检测体系的性能验证
CTC检测体系应依据相应EP文件对其精密
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表 6 NGS检测方法性能验证参考文献
验证项目 参考共识／文献

PPV Jennings［45］
阳性百分比一致性 Alonzo［46］
重复性 Jennings［45］
可报告范围／参考范围 Jennings［45］
最低检出限

Jennings［45］http：／／www.amp.org／committees／clinical _practice／ValidationResources.cfm
抗干扰性能 Jennings［45］

Mathias［47］
临床有效性 Jennings［45］
生信分析流程 Jennings［45］

http：／／www.amp.org／committees／clinical _practice／ValidationResources.cfm
https：／／wwwn. cdc. gov／clia／Resources／GETRM／default.aspx

度、正确度、可报告范围、参考范围进行性能验证，具
体参考如表 7所示。

表 7 CTC检测体系性能验证参考文件
验证项目 参考文件 备注

精密度 EP15-A3 z
WS／T 492-2016 f

正确度 EP9-A3 R
EP15-A3 z
WS／T 492-2016 f

可报告范围 EP-6A
参考范围 C28-A2 N应注重“参考人群”的选择

液体活检技术优化和验证：
共识 12 商品化 ARMS 方法的检测体系应当遵
循相关 EP文件验证其敏感度、特异性、测定下限、
重复性、准确性、以及抗干扰能力。
共识 13 基于 NGS 方法检测体系须行阳性预期
值、阳性百分比一致性、重复性、可报告范围／参考
范围、最低检出限、抗干扰性能、临床有效性、及生
信分析流程确认；如对已完成性能确认的检测体系
进行改进，仅需依据体系改变部分作出相应验证即
可，无需重新进行系统验证。
共识 14 CTC检测体系应当遵循相关 EP文件验
证其精密度、准确度、可报告范围、参考区间；如基
于其他方法的 CTC 检测体系则须在前述基础上
再行检出限、干扰及携带污染验证。

  四、质量管理
实验室质量管理体系分为质量保证和质量控

制，需贯穿液体活检的整个实施流程，即从分析前、
分析中到分析后。 完善的质量管理和控制用于确保

检测系统稳定性和结果可靠性，有效避免误差，为临
床肿瘤诊疗提供更为准确的证据。

（一）质控品的选择
质控品选择在质量管理中具有关键性作用。 应

按照定性或定量的实验目的选择合适的质控品，以
期达到理想的质量管理质量。 质控品选择标准如表
8 所示。

表 8 液体活检质控品选择标准

检验类型 质控品选择 制定依据

定量检测 阴性、弱阳性、阳性 CNAS-CL36：2012 一
定性检测 阴性、弱阳性、阳性 CNAS-CL36：2012 一

如为基因突变、多态性、或基因
型检测需选择最能反映检测
情况的突变或基因型标本

  （二）分析前质量管理
关注患者状态，标本采集时的患者状态将影响

检测结果，如基础状态、治疗方案、肿瘤转移情况，因
此选择适当的采集时间点极为重要。 确保患者在标
本采集前两周前未进行化疗或放疗，以避免假阴性
的结果；对存在严重炎症的肿瘤患者，建议在白细胞
恢复正常水平后再行检测，以避免假阴性结果；推荐
早晨空腹采取静脉血，以防止油脂影响 DNA提取和
检测。 标本采集、运输和预处理：严格按照液体活检
标准操作程序（ standard operating procedure， SOP）
实施，如有疑问请及时与临床联系和反馈。 避免标
本存在溶血、凝块和脂血等情况，以保证后续检测结
果的准确和可靠。

（三）分析中质量管理
抽提模板质控：凡下游涉及 PCR 或测序等方

法，建议采用多种方法对模板核酸的质量进行评估，
包括纯度、浓度和完整性，以确保满足检测平台的最
低要求。

1.室内质控：为监测分析过程中的每个步骤，
要求质控品与标本的操作步骤基本相一致。 建议优
选商品化的质控品，若缺乏商品化产品，实验室可尝
试自建。 质控品的选择和构建首先需注意与临床患
者标本的模拟度，同时保证组份稳定且均一，数量充
足，便于长时间分析：（1）质控品配制：建议由经验
丰富的专业人员在专门区域进行构建、配制和分装，
切勿在临床标本操作区域。 自建质控品要求采用高
灵敏的检测方法进行评价；（2）质控要求：对于定性
检测项目，建议运行弱阳性、阴性质控品以及空白对
照；对于定量检测项目，建议运行定值、阴性质控品

·037· 中华检验医学杂志 2018 年 10 月第 41 卷第 10 期 Chin J Lab Med， October 2018， Vol.41， No.10

万方数据

http://guide.medlive.cn/


以及空白对照。 考虑到每个检测平台的实际成本和
临床可操作性，实验室可自行规定质控频率和质控
覆盖位点；（3）质控规则：无论是商品化或自建质控
品，实验室需建立质控的可接受标准。 定量检测项
目建议使用质控图和设定的质控规则。

2.质间质评：（1）室间质量评价（extemal quality
assessment， EQA）：通过参加国内外相关的 EQA 评
价实验室检测能力，分析和总结能力比对的结果，关
注评价结果的趋势或改变；（2）其他评价方式：对于
无室间质量评价计划的检测项目，建议与外部实验
室相同或相近的方法比对。

3.NGS检测平台的重要参数：（1）文库质量：构
建的文库在上机测序前需进行质量分析，应设定每
个检测项目的文库质量要求，明确接受或拒绝的标
准；（2）测序芯片：测序时根据检测标本量和质量要
求选择合适的芯片， 以保证测序质量和靶区覆盖深
度；（3）生物信息分析质量指标：单碱基质量、碱基
质量中位数、重复 reads 百分比 、包含接头序列的
reads数量、回贴 reads 百分比、目标区域 reads 百分
比、目标区域的平均深度 、目标区域测序均一度。

（四）分析后质量管理
分析后质量管理涉及多方面因素，需联合生物

信息学、分子生物学、遗传学和临床医学专业背景的
多人合作完成报告签发和临床解释。

液体活检质量管理：
共识 15 质量管理体系构建应严格参照 CNAS-
CL36：2012文件的要求设定相应质量控制程序并
验证，以达到预期的结果质量。
共识 16 质控品应按实际需求综合考量，选择最
合适的质控品。
共识 17 质控管理实施应贯穿检测整个过程（分
析前、分析中、分析后）。

  五、数据分析与检测报告注释
（一）液体活检报告注释
依据检测靶标和技术的不同，液体活检的报告

内容也有所差异，但原则上检测报告一般应体现以
下内容：（1）检测名称，如 xx 肿瘤 xx 基因变异检测
报告；xx肿瘤 CTC检测报告等；（2）患者基本信息：
姓名、性别、年龄、住院号、送检科室及医生等；（3）
标本基本信息：标本类型（血浆、胸腹水、脑脊液、尿
液等）、标本性状（是否存在凝块、溶血、脂血等）、采
样时间、收样时间、送检日期和报告日期；（4）病理
诊断信息：肿瘤组织类型、TNM 分期等；（5）检测方

法和平台以及其重要的参数说明；（6）检测结果和
cut-off值（基于检测技术的性能或临床建议）；（7）
临床意义解读：临床意义解读应客观平实地描述，对
于疾病相关性只描述既往研究中的疗效或预测，不
能出现使用何种治疗手段或策略的语言，同时报告
中应附上相关的权威指南、参考文献、专业数据库和
分析工具网址；（8）备注：若检测项目、方法、平台和
结果等存在局限性，建议在报告中明确指出，避免不
必要的诊疗误差；（9）若检测失败，应阐述检测失败
的原因；（10）最终报告应由报告检测者、制定审核
者和报告签发人联合审定签发。

（二）检测报告解读
液体活检的报告解读建议实验室人员和临床医

生共同完成，报告解释应综合考虑：（1）患者基本状
态：标本采集前的治疗情况、标本采集与治疗时间间
隔、是否存在严重炎症等；（2）疾病基本状态：分子
病理结果、肿瘤组织类型和分期、进展情况等；（3）
检测方法和平台的特征，包括检测敏感度和特异性
以及检测过程中的影响因素等；（4）检测结果评判
标准，如非典型肿瘤细胞和循环肿瘤微栓的判断和
报告；数字 PCR检测过程中阳性液滴的设门和空白
限的设定；生物信息分析过程中对特殊标本测序数
据的过滤和软件参数的调整。

数据分析与检测报告注释：
共识 18 检测报告中除了患者与标本基本信息
外，还应纳入检测体系信息与临床意义。
共识 19 液体活检的报告解读建议实验室人员和
临床医生共同完成，报告解释应综合考虑多方面信
息。

展 望

液体活检技术正以前所未有的速度向前发展。
随着分子生物学技术的不断革新，液体活检检测的
灵敏度与特异性也不断提高，使其成为未来对抗肿
瘤的一大“利器”。 未来液体活检发展将集中于三
个方面：（1）新临床应用拓展，例如 CTC体外培养联
合药敏筛选个体化治疗药物、获得的 CTC 进一步用
于各种方法（如 ARMS、FISH、NGS 等）检测肿瘤基
因突变、ctDNA克隆进化分析揭示化疗获得性耐药
机制、以及液体活检技术指导生物免疫治疗；（2）新
的检测靶标发掘，外泌体、血小板以及循环非编码
RNA已经展现出巨大临床应用潜能，有待更加深入
系统的研究证实其价值；（3）新检测技术开发与转
化应用，包括单细胞测序、质谱技术、微流控芯片及
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多普勒光谱等尖端技术正逐步走出基础研究实验

室，进入临床实验室，依赖这些技术将切实提高液体
活检的质量。
我们应从检验医学的角度出发，立足于“准确

性”与“临床有效性”这两个关键点，对液体活检项
目的检验性能与临床意义进行系统评估，为指导临
床精准诊疗提供充分的理论基础与转化依据。 我们
需要不断总结经验，不断提高认识，进一步加强规
范，提高检测质量，积极推进液体活检的发展，助力
肿瘤精准诊疗。
执笔：潘世扬、郭玮、李金明、崔巍、潘柏申
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