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【摘要】　细胞游离 DNA（cfDNA）是存在于体液中、游离于细胞外的 DNA 片段，其主要来源于血细胞、

组织细胞、脂肪细胞等，在特定条件下还可能来源于肿瘤、移植物或胎儿等。随着精准医疗时代的到来，基于

cfDNA 检测的液体活组织检查技术在产前诊断、恶性肿瘤以及器官移植等领域中具有明显优势，其无创诊断、治

疗监测以及预后评估等方面受到广泛关注。本文就 cfDNA 的生物学基础、cfDNA 在器官移植中的应用做一综述。
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细胞游离DNA在器官移植中的应用
郎吉萍   苗芸

·综述·

细胞游离 DNA（cell-free DNA，cfDNA）是指存在于

血液等各种体液中、游离于细胞外的 DNA 片段。随着精准

医疗时代的到来，基于cfDNA检测的液体活组织检查（活检）

技术在产前诊断、恶性肿瘤、器官移植等领域中具有明显

优势，其无创诊断、治疗监测以及预后评估等方面受到广

泛关注。本文就 cfDNA 的生物学基础及其作为生物标志物

在器官移植中的应用进行综述。

1 细胞游离DNA的生物学基础

1.1 细胞游离 DNA的来源及产生机制
cfDNA 是游离于细胞外的微量内源性及异源性 DNA

片段，包括游离基因组 DNA 和游离线粒体 DNA 等。

cfDNA 以 DNA- 蛋白质复合物或者游离片段的形式存在于

血液、尿液、胸腔积液、腹腔积液等各种体液及支气管肺

泡灌洗液中 , 主要来源于血细胞、组织细胞、脂肪细胞等，

在特定条件下还可能来源于肿瘤、移植物或胎儿等 [1-2]。 
目前 cfDNA 产生的具体机制尚不明确，其通常由细胞

凋亡、坏死以及网捕死亡（NETosis）产生 [3]。NETosis 是

一种新发现的介于凋亡和坏死的细胞程序性死亡方式，即

中性粒细胞释放其 DNA- 组蛋白复合物，产生细胞外捕网，

杀死病原体。

1.2 细胞游离 DNA的含量及长度
人体内 cfDNA含量多在 100 μg/L之下，平均为 30 μg/L，

cfDNA 含量在感染、炎症、恶性肿瘤、血液透析、器官移

植等病理状态下会相应增加。普通人群血浆中 cfDNA 的长

度为 185～200 bp，而孕妇、肿瘤患者、器官移植受体血浆

内 cfDNA 的长度比普通人群更短 [4]。

1.3 细胞游离 DNA的半衰期及清除机制
cfDNA 的半衰期为 1～13 h，因此可以作为监测患者

快速变化的有效的生物标志物 [5]。cfDNA 的清除机制尚

不明确。实验显示肝脏在血浆 cfDNA 的清除中起重要作

用，而 DNA 酶对人体血浆 cfDNA 的降解、母体血浆中 
胎儿 cfDNA 的清除或注射到小鼠体内的 DNA 仅起一部分

作用 [6]。该理论在全基因组关联研究中得到了进一步支持，

其认为 cfDNA 的水平与 DNA 酶的基因多态性无关，但与

尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶 （UDP-glucuronosyltransferase，
UGT），特别是 UGT 1A1 的基因多态性相关。由 UGT 
1A1 基因座位编码的酶是异源性物质以及一些内源性物质

解毒的主要途径 [7]。由于尿液中含有血浆来源的 cfDNA，

所以肾脏代谢也是 cfDNA 清除的可能机制之一 [5]。

2 细胞游离DNA在器官移植中的应用

器官移植是治疗终末期器官衰竭患者的有效方法。移

植排斥反应是影响实体移植器官存活的主要因素。此外，

免疫抑制剂产生的不良反应也是导致移植物功能损伤的重

要原因之一 [8]。目前，移植排斥反应的监测指标灵敏度较

低。例如，在发现血清肌酐异常之前，约有 50% 的移植肾

功能可能已经受损 [9]；传统的肝功能检测对评估移植肝排
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斥反应价值有限；心肌酶谱对心脏移植后急性排斥反应的

诊断灵敏度并不是很理想。目前，病理学活检是排斥反应

诊断的“金标准”，但其具有侵入性和潜在并发症。因此，

建立更有效、无创的方法来监测移植物状态显得尤其重要。

1998 年，Lo 等 [10] 检测到肝、肾移植术后女性受体的

血浆中含有来自男性供体的 Y 染色体的 cfDNA，从而发现

受体内含有供体特异性 DNA。此后的研究进一步证实移植

受体体液中存在供体来源的细胞游离 DNA（donor-derived 
cell-free DNA，dd-cfDNA）[11]。随着分子诊断技术的不断 
发展，dd-cfDNA、受体内总 cfDNA 等不同 cfDNA 生物标

志物的临床意义逐渐成为器官移植领域关注的热点。目前，

器官移植中 cfDNA 的常用检测方法包括荧光定量聚合酶链

反应（PCR）、多重 PCR、数字 PCR、目标区域捕获测序

和全基因组测序等。近年的研究表明，器官移植后受体内

的 dd-cfDNA 水平与移植排斥反应相关 [12]，其作为移植物

损伤和排斥的无创生物标志物，有望补充或替代病理学活

检，从而更频繁、更安全地定量评估移植物损伤和排斥状态，

并且在免疫抑制治疗监测等方面也展现了可观的前景。

2.1 用于监测移植物损伤和排斥状态
dd-cfDNA 作为诊断移植排斥反应的无创标志物的理论

基础是：移植排斥反应是移植器官组织细胞死亡的重要原

因，产生并释放较多的 dd-cfDNA。研究表明，dd-cfDNA
水平（即 dd-cfDNA 占受体总 cfDNA 的百分比）可以反映

心脏移植、肺移植、肝移植或肾移植后的排斥反应 [11-13]。

dd-cfDNA 作为急性排斥反应生物标志物的研究多在心

脏移植领域中进行。De Vlaminck 等 [14] 研究发现，发生排

斥反应的心脏移植受体中 dd-cfDNA 水平显著高于功能稳

定的心脏移植受体的 dd-cfDNA 水平。

相比于功能稳定的心脏移植受体，功能稳定的肺移植

和肝移植受体中的 dd-cfDNA 水平更高，并且其在中度至重

度排斥反应中也会进一步增加，这可能与器官大小和细胞

再生率有关 [15]。Schütz 等 [16] 研究表明，肝移植受体术后

1 d 的 dd-cfDNA 水平可升高至 50% 以上，随后在功能稳定

的肝移植受体中 dd-cfDNA 水平迅速下降，术后 7～10 d 的

dd-cfDNA 水平为 10% 以下，并在之后 1 年的随访中维持

该水平。研究认为功能稳定的肝移植受体中 dd-cfDNA 水

平的阈值上限为 10%，并可在活检证实的排斥反应前 1～ 

2 周监测出排斥反应 [16]。Sun 等 [17] 研究发现 cfDNA 主要

来源于白细胞，约 10% 来源于肝脏，这与研究所确定的功

能稳定的肝移植受体内 dd-cfDNA 的正常阈值上限相符。

功能稳定的肾移植受体与心脏移植受体中 dd-cfDNA
水平相似。近期一项监测肾移植术后受体内 dd-cfDNA 的

多中心研究将排斥组与对照组受体血浆中的 dd-cfDNA 水

平进行比较，结果表明两组的 dd-cfDNA 水平具有显著性

差异，dd-cfDNA 水平高于 1% 时提示可能发生移植肾排斥

反应 [18]。Bromberg 等 [19] 进一步证实了该结论并首次明确

了在功能稳定的肾移植受体中 dd-cfDNA 的生物学变异和

临床参考区间，其指出 dd-cfDNA 的参考变化幅度为 61%。

如果肾移植受体第 1 次测量的 dd-cfDNA 水平为 0.7%，如

果下一次测量的 dd-cfDNA 水平高于第 1 次测量结果的

61%（即 dd-cfDNA 水平大约为 1.1%），则可认为连续 
两次测量结果之间的差异有统计学意义。

dd-cfDNA 可以作为一种通用标志物，用于监测实体

移植器官的状态，特异性地反映移植物发生的细胞损伤，

并且其增加的幅度与损伤的严重程度成正比 [11]。尽管确定

dd-cfDNA 水平后可能仍需通过病理学活检以确认组织病

理学变化，但dd-cfDNA水平可以更及时地反映移植物损伤，

实现移植物排斥反应的早期诊断，更有效地改善受体的 
预后 [20]。

2.2 用于指导个体化免疫抑制治疗
免疫抑制剂的治疗窗较窄，药物使用不当容易出现不

良反应或治疗效果不佳甚至导致排斥反应的发生。尽管临

床医师可以对免疫抑制剂进行治疗药物监测（therapeutic 
drug monitoring，TDM），但受体仍然会发生药物使用过量

或不足的情况。监测亚临床排斥反应的生物标志物对于早

期调整免疫抑制剂的剂量具有重要的指导作用。

目 前 认 为 dd-cfDNA 水 平 监 测 与 TDM 结 合 使 用

时，可提供更有效和更低毒性的个体化免疫抑制治疗。 
Oellerich 等 [21] 通过监测肝移植受体的 dd-cfDNA 水平，评

估术后 5～30 d 他克莫司（FK506）的治疗效果。当 FK506
的血药浓度未达到治疗剂量时，约 45% 的肝移植受体中 
dd-cfDNA 水平显著升高（>10%），提示移植物损伤，结

果表明监测 dd-cfDNA 水平可有助于确定单个肝移植受体

FK506 的最低有效浓度，这对调整免疫抑制剂的剂量有 
指导作用。

在一些停用免疫抑制剂的受体中会发生自发耐受现象，

称之为可操作性耐受（operational tolerance，OT）。肝移植

受体中 OT 的发生率≤ 20％，这些受体将受益于免疫抑制

剂最小化。非 OT 受体中的 dd-cfDNA 水平则会随着免疫排

斥反应的出现而升高，监测 dd-cfDNA 水平可有助于指导

钙神经蛋白抑制剂（CNI）的使用。因此，dd-cfDNA 可作

为生物标志物指导个体化免疫抑制治疗。

2.3 细胞游离 DNA临床转化的挑战
近年的研究使得人们对 cfDNA 在器官移植领域的潜在

价值有了更多的认识，然而将 cfDNA 应用于临床仍存在一

定的挑战性。

首先是标准化问题，包括分析前、分析中和分析后 
三方面因素。分析前因素如患者的基本情况、样本的收集

时间、收集过程、存储条件、处理方法等都可能对检测结

果产生影响。例如在采血、储存或离心过程中，cfDNA 的

总量可能受到溶血的影响。分析中因素如 cfDNA 的提取、

分析平台和技术的差异等也会产生不同的检测结果。分析

后因素如结果的处理、判定、解读等也在不同程度上影响

检测结果的准确性。目前，由于实验平台、分析平台和技

术等缺乏统一标准，且由于 cfDNA 的总量较低，仅以非常

小的片段存在，分离具有一定困难，不同实验室给出的检
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测结果通常存在差异，造成检测结果互认和比较具有一定

难度。

其次是影响因素问题。dd-cfDNA 水平可受到移植物

和受体 cfDNA 的双重影响，来自受体组织细胞的更新 / 
死亡的扰动可能导致 dd-cfDNA 水平的变化。在基于

cfDNA 的无创产前诊断的研究中发现，体质量指数（body 
mass index，BMI）也是影响 dd-cfDNA 水平的因素之一。

BMI 很低时，dd-cfDNA 水平升高。吸烟会使 cfDNA 水平

几乎升高3倍。高强度运动也可以暂时性升高cfDNA的水平，

至少持续几个小时。

目前 dd-cfDNA 是反映移植物病理状态的通用标志物，

数据表明 dd-cfDNA 水平在急性排斥反应和移植物感染过

程中都会明显升高，但仍需结合其他参数，如免疫抑制剂

监测、免疫监测和微生物筛查，以提高其诊断价值。同时

cfDNA 的来源尚未完全阐明，在体内的产生及清除机制也

未完全明确，这些均使其临床应用受到一定限制。

3 小 结

cfDNA 作为新兴的生物标志物已逐渐被人们所关注。

在器官移植领域，cfDNA 作为移植物损伤和排斥的无创生

物标志物可用于早期监测、评估移植物损伤和排斥状态，

并且在指导免疫抑制治疗方面也展现出优势。但由于检测

技术未标准化、受体 cfDNA 的干扰以及 cfDNA 的产生和

清除等机制仍未完全明确，其广泛应用于临床仍存在一定

的挑战性，需更多大规模的前瞻性多中心研究提供足够的

循证医学数据。相信在大量基础与临床研究支撑下、在检

测技术与设备的不断发展中，基于 cfDNA 的液体活检技术

会发挥越来越重要的作用。
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