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简介�
液体活检是一种非侵入性检测方法，该方法通过收集血液样本，分析
其中的细胞、蛋白质或 DNA 来检测疾病标记。血流中的 DNA 片段称
为循环游离 DNA（cfDNA），可在早期提供关于疾病存在和进展的重
要信息。

大部分 cfDNA 不是以单独的 DNA 形式存在于循环系统中，而是缠绕
在一个或多个核小体周围，形成不同大小的 cfDNA。电泳分离结果显
示 cfDNA 片段在 166 bp（单核小体）附近有一个主峰，在 300 bp（双
核小体）和 500 bp（三核小体）附近出现了较小的峰。单个 cfDNA
分子能在血流中循环 16 分钟至 2.5 小时。这种短暂的生命周期导致特
定时间内血流中存在的 cfDNA 量高度可变。

由于没有足够灵敏的方法来检测数量有限的 cfDNA，该领域的研究一
直很困难。随着新一代测序（NGS）等技术的发展，提高了检测灵敏
度并降低了起始量要求，这种情况正在发生变化。事实上，NGS 的灵
敏度已经足够高，可以用来监测 cfDNA 的存在，为疾病诊断和突变监
测提供有价值的信息。 

为 准 确 分 析 cfDNA，Illumina 提 供 了 TruSight Oncology 500 ctDNA
解决方案。这项用于液体活检的 NGS 检测能分析 cfDNA，检测微卫
星不稳定性（MSI）和肿瘤突变负荷（TMB）生物标记，分析 523 个
基因的单核苷酸位点变异（SNV）、插入缺失、拷贝数变异（CNV）和
基因重排。本技术说明提供了关于血浆量和正确测量 cfDNA 的指导，
以确保实现 TruSight Oncology 500 ctDNA 解决方案的高性能。

方法

cfDNA 收集�
获得 cfDNA 的第一步是采集血液样本。今天，市面上有各种各样的采
血管。临床环境中最常采用的是以 EDTA（乙二胺四乙酸）作为抗凝
剂来防止凝血的采血管。这些常规的 EDTA 管需要在采血后尽快处理，
以此来确保 cfDNA 的完整性，避免血细胞破裂，从而导致高分子量
的基因组 DNA（gDNA）释放。另一种常用的试管是 Streck 游离 DNA 
BCT（采血管）。除了防止血液凝集，Streck BCT 还使用了保护剂来
稳定有核血细胞，防止 gDNA 释放，能实现高质量的 cfDNA 分离。这
也延长了血液在进一步处理前可在试管中储存的时间。

在采集血液后，将试管离心，把含有 cfDNA 的血浆和血细胞分离开，
血细胞会沉积在试管底部。然后就可以轻松地从试管顶部取出血浆，
并使用基于磁珠或基于硅胶膜的提取试剂盒提取 cfDNA。

cfDNA 定量
为了实现 TruSight Oncology 500 ctDNA 检测的最佳性能，建议至少
使用 30 ng 的单核小体 cfDNA 作为起始材料。该起始量是基于 cfDNA
片段的量来计算的。 

为了比较各个 cfDNA 定量方法，我们使用 QIAGEN QIAamp Circulating 
Nucleic Acid Kit 按照制造商的说明提取了 15 份 cfDNA 样本（未使用
载体 RNA）。使用提取试剂盒提供的 50 µL 缓冲液洗脱 cfDNA。使用
多种方法对样本进行了定量，一式三份（表 1）。

此外，我们还评估了来自不同采血管的 cfDNA 与 TruSight Oncology 
500 ctDNA 检测的兼容性。所有使用 EDTA 管收集的样本（n = 660）
均在收集后 4 小时内进行血浆分离处理，血浆在 -80 °C 冷冻储存直至
cfDNA 提取。在 Streck 管中收集的样本（n = 288）在室温下连夜运输。
在收到样本的当天分离血浆。

表 1：�用于定量提取 cfDNA 的仪器和检测

制造商 仪器 检测

Agilent 4200 TapeStation System TapeStation Cell-free DNA 
ScreenTape Assay 

Agilent 5300 Fragment Analyzer 
System

Fragment Analyzer High 
Sensitivity Large Fragment 

Analysis Kit

Thermo Fisher Qubit Fluorometer Qubit dsDNA HS Assay Kit

结果与讨论

cfDNA 定量�
cfDNA 的准确定量需要一种根据其不同大小进行定量的方法。Qubit 
dsDNA HS Assay Kit 能进行总体的双链 DNA 定量，但不能进行不同大
小范围的定量。Fragment Analyzer High Sensitivity Large Fragment 
Analysis Kit 能完全分离 cfDNA 部分和任何潜在的高分子量 DNA，能
对 166 bp 附近的 cfDNA 和任何高分子量 DNA（10,544 bp）进行定量 

（图 1）。TapeStation Cell-free DNA ScreenTape Assay 也能分离样本

准确定量TruSight™�Oncology�500�ctDNA检测中
使用的 cfDNA
优化液体活检样本的 cfDNA 制备过程，实现最佳性能。
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中的 cfDNA 和高分子量 DNA。TapeStation Cell-free DNA ScreenTape 
Assay 的大小范围仅能达到 800 bp，不能对大于 800 bp 的 DNA 进行
定量，因此该检测不能报告总样本中的 cfDNA 百分比。

30
0

33
5

6594

6000

5750

5500

5250

5000

4750

4500

4250

4000

3750

3485

1 75 20
0

30
0

40
0

50
0

70
0

10
00

15
00

20
00

30
00

40
00

50
00

70
00

10
00

0

20
00

0

10
00

00

R
FU

大小（bp）

LM

UM

173

17
4

32
0 37

1

54
7

B.

73
76

86
88

10
54

4

5515

5400

5200

5000

4800

4600

4400

4200

4000

3800

3600

3476
1 75 20
0

40
0

50
0

70
0

10
00

15
00

20
00

30
00

40
00

50
00

70
00

10
00

0

20
00

0

10
00

00

R
FU

大小（bp）

LM

UM

165

17
1

cfDNA

gDNA

图1：�使用High�Sensitivity�Large�Fragment�Analysis�Kit 分离单核小体 cfDNA�-�
High Sensitivity Large Fragment Analysis Kit 的曲线图表明样本可能含有单核小
体 cfDNA 和某些高分子量 gDNA。虚线之间为 cfDNA 的定量范围。

Fragment Analyzer High Sensitivity Large Fragment Analysis Kit 和
TapeStation Cell-free DNA ScreenTape Assay 的大小范围略有不同。
使用 Fragment Analyzer High Sensitivity Large Fragment Analysis Kit 
时，cfDNA 的单核小体峰通常位于 75 bp 到 250 bp 之间（图 1），而 
使用 TapeStation Cell-free DNA ScreenTape Assay 时，这个峰会落在 
75 bp 到 300 bp 之间（图 2）。TapeStation Cell-free DNA ScreenTape 
Assay 测 量 报 告 的 单 核 小 体 峰（125-300 bp） 浓 度 低 于 Fragment 
Analyzer High Sensitivity Large Fragment Analysis Kit 测量（75-250 bp） 
的报告值，但这种差异是一致的，并且测量结果显示出很强的相关性

（图 3）。由于 Qubit 检测不能进行不同大小范围的定量，因此高分子
量 DNA 的存在也许会导致研究人员高估 cfDNA 的浓度（图 4）。

根据我们的经验，采血管类型对 cfDNA 产量没有显著的影响（图 5）。
但我们使用了非常严格的处理方案。
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图 2：�TapeStation�Cell-free�DNA�ScreenTape�Assay 检测的大小范围 - 电泳图
着重展示了推荐用于 TruSight Oncology 500 ctDNA（绿色）的定量范围。
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图 3：�使用 Fragment�Analyzer 和 TapeStation 系统测得的 cfDNA 浓度之间�
具有很强的相关性
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图 4：�不同的仪器和检测方法测得的 cfDNA 浓度
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图 5：�采血管类型对 cfDNA 的产量几乎没有影响

血浆体积和 cfDNA 产量
我们计算并比较了来自 794 个癌症供体和 516 个健康供体的血浆样本
的 cfDNA 产量。癌症供体样本的 cfDNA 平均总产量是 205.07 ng，健
康供体样本的 cfDNA 平均总产量是 67.79 ng。在癌症和健康供体中，
各个样本的 cfDNA 产量差异很大， 但癌症供体样本往往具有更高的
cfDNA 产量。使用更大体积的血浆进行提取时，可实现更高的总产量 

（图 6）。为了至少获得 30 ng 的 cfDNA 产量，建议最少使用 6 mL 的癌 
症供体血浆样本和 10 mL 的健康供体血浆样本来提取 cfDNA（图 7）。
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图 6：�不同体积的癌症供体血浆样本的 cfDNA 产量
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图 7：�不同体积的癌症供体血浆样本中，获得了 30�ng�cfDNA 的样本所占的比例

准确定量的影响
TruSight Oncology 500 ctDNA 起始量的准确定量， 对满足变异检出
性能和 TMB 计算的覆盖范围需求极为重要。较低的起始量将导致较
低的覆盖范围（图 8），可能还会影响性能。在每个起始量水平上都存
在一定的可变性，这在很大程度上可以归因于样本质量，而样本质量
会受到分析前参数（例如样本收集方法，样本存储和供体年龄）的影响。
在使用 30 ng 起始量进行测试的样本（n = 211）中，超过 90% 的中
位外显子覆盖范围为 2000X 或更高。
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图 8：�较低的起始量会导致较低的中位外显子覆盖范围 - LSL = 推荐的质量标准
下限，平均覆盖范围为 1300X
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总结

使用 TruSight Oncology 500 ctDNA 检测时， 建议至少使用 8 mL 的
癌症供体血浆样本和 10 mL 的健康供体血浆样本， 以达到能实现该
检 测 最 佳 性 能 所 需 的 30 ng cfDNA 的 最 小 起 始 量。 用 于 Fragment 
Analyzer System 的 Agilent High Sensitivity Large Fragment Kit 和用
于 TapeStation System 的 Agilent Cell-free DNA ScreenTape Assay 均 
可以分离 cfDNA 和高分子量 DNA，可用于定量 cfDNA 的单核小体峰。
推荐的定量方法是确定 TruSight Oncology 500 ctDNA 检测的起始量
所必需的。 
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