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　　[摘要]　目的:循环肿瘤 DNA(ctDNA)为检测和评估恶性肿瘤提供了一种微创方法,其在血液系统恶性肿

瘤中的应用价值主要是观察缓解深度,进而判断是否与预后相关,并监测早期复发。本研究探讨基于免疫球蛋白

重链基因(IgH)VDJ重排的ctDNA检测在弥漫大B细胞淋巴瘤(DLBCL)的辅助诊断、疗效预测及预后评估中的

潜在价值。方法:收集初诊未经治疗的 DLBCL患者38例,于标准方案化疗前采集外周血标本通过二代测序法

行IgH VDJ重排的ctDNA 检测,初始ctDNA 阳性的患者于2个疗程化疗后再次复检ctDNA,分析ctDNA 在

DLBCL患者中发病时的表达情况及2个疗程化疗后的表达改变,探讨其与患者临床特征的关系以及在化疗疗效

和预后判断中的价值。结果:初始化疗前31例ctDNA检测呈阳性,阳性率为81.6%。初始ctDNA 阳性组患者

Bcl-2/MYC双表达比例显著升高(P=0.038),其余临床特征差异无统计学意义。2组患者在4个疗程化疗后的

疗效评估及预后上差异亦无统计学意义。2个疗程化疗后17例ctDNA转阴,14例仍阳性。ctDNA仍阳性组具

有更晚的疾病分期(P=0.021),伴有B症状(P=0.031),升高的乳酸脱氢酶水平(P=0.012),高风险IPI评分

(P<0.0001)及骨髓累及(P=0.012)。4个疗程后完全缓解患者的ctDNA 转阴率明显高于部分缓解患者

(90.9%vs38.9%,P=0.005)。ctDNA 转阴组1年无进展生存率估计值为91.7%,1年总生存率估计值为

100.0%,均显著优于未转阴组(P=0.036,P=0.030)。结论:初诊DLBCL患者ctDNA检测具有较高的阳性率,
有助于 DLBCL的辅助诊断。2个疗程化疗后ctDNA能否转阴,有助于早期进行疗效预测及短期疗效评估。
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Abstract　Objective:CirculatingtumorDNA(ctDNA)hasofferedaminimallyinvasiveapproachforthede-
tectionandmeasurementofcancer.Itsapplicationvalueinhematologicalmalignanciesismainlytoobservethe
depthofremission,andthendeterminewhetheritisrelatedwithprognosisandmonitorearlyrecurrence.This
studywastoinvestigatethepotentialvalueofctDNAbasedonIgHVDJrearrangementindiagnosis,efficacypre-
dictionandprognosticevaluationofdiffuselargeB-celllymphoma(DLBCL).Methods:Theperipheralbloodsam-
plesfrom38newlydiagnosedDLBCLpatientswerecollectedbeforestandardchemotherapy.Next-generationse-
quencingwasusedtodetectthectDNA.PatientswithinitialctDNApositivewillbere-detectedafter2coursesof
chemotherapy.Then,theexpressionofctDNAatdiagnosisandafter2coursesofchemotherapywereanalyzed,so
astoexploretherelationshipbetweenctDNAandtheclinicalfeaturesanditsvalueinthejudgmentofefficacyand
prognosis.Results:Thirty-onepatientshadpositivectDNAbeforeinitialtreatment,while7patientswerenega-
tive.Thepositiveratewas81.6%.TheratioofBcl-2/MYCdualexpressionwassignificantlyhigherintheinitial
ctDNApositivegroup(P=0.038).Therewasnosignificantdifferenceinotherclinicalfeatures.Similarly,there
wasalsonosignificantdifferenceintheefficacyafter4coursesofchemotherapyandprognosisbetweenthetwo
groups.After2coursesofchemotherapy,17casesturnedctDNAnegative,while14caseswerepersistentlyposi-
tive.ThectDNApersistentlypositivegrouphadalaterstage(P=0.021),Bsymptoms(P=0.031),increased
LDHlevel(P=0.012),high-riskIPIscore(P<0.0001)andbonemarrowinvolvement(P=0.012).Therateof
thectDNAturningnegativeafter4coursesofchemotherapyinpatientswithcompleteremissionwassignificantly
higherthanthatinpatientswithpartialremission(90.9% vs38.9%,P=0.005).PatientswithctDNAturning
negativehadabetterpregression-freesurvivalandoverallsurvival(P=0.036,P=0.030)withtheestimated1-
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yearpregression-freesurvivalrate91.7%and1-yearoverallsurvivalrate100.0%.Conclusion:ThectDNAdetec-
tioninnewlydiagnosedDLBCLpatientshasahighpositiverateandmayassistthediagnosisofDLBCL.Whether
thectDNAturnednegativeafter2coursesofchemotherapyisconducivetoearlypredictionofefficacyandshort-
termefficacyassessment.
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　 　 循 环 肿 瘤 DNA(circulatingtumor DNA,
ctDNA)是指肿瘤细胞 DNA 经细胞凋亡、死亡或

分泌后释放到循环血液中,是一种特征性的肿瘤生

物标记物[1-2]。近年来随着二代测序(nextgenera-
tionsequencing,NGS)技术的飞速发展,ctDNA 检

测的灵敏度大幅提高,可同时检测各种类型的突

变[3-5]。研究表明[6],基于免疫球蛋白重链(immu-
noglobulinheavychain,IgH)基因 VDJ重排的血

浆ctDNA检测具有微创、敏感、可连续采样等优

势,对实现弥漫大 B 细胞淋巴瘤(diffuselargeB
celllymphoma,DLBCL)的动态分子监测、疗效评

估和复发预测等方面具有重要意义。复旦大学附

属金山医院肝胆外科监测原发性肝癌患者术后外

周血ctDNA的水平变化,发现ctDNA的表达水平

越高,患者的无进展生存期越短,有助于临床医生

对患者术后的预后状况进行判断[7]。而国内关于

ctDNA在DLBCL中的相关研究鲜见。因此,本研

究试图通过利用 NGS技术进行 DLBCL患者IgH
基因 VDJ重排的血浆ctDNA 检测,探讨ctDNA
在中国DLBCL患者中临床应用的潜在价值。

1　资料与方法

1.1　资料

选取2018年10月—2020年2月在宁波市第

一医 院 收 治 的 初 诊 未 经 治 疗 的 DLBCL 患 者

38例,其中男21例,女17例;年龄31~77岁,中位

61.5岁。所有患者均经组织病理和免疫组织化学

染色确诊,诊断标准参照2008年 WHO 淋巴造血

系统肿瘤分类标准[8]。记录入组患者的临床特征,
根据 AnnArbor系统评估DLBCL分期,根据有无

全身症状分组,依据 Hans模型将 DLBCL分为生

发中心(GCB)和非生发中心(non-GCB)分子亚型,
采用国际预后指数评估系统进行IPI评分。免疫

组织化学 Bcl-2表达超过50%且 MYC表达超过

30%定义为Bcl-2/MYC双表达。入组患者初始治

疗采用标准R-CHOP方案免疫化学治疗并至少接

受4个及以上疗程化疗,中位疗程数6(4~8)个,参
照Cheson2007疗效标准评估疾病治疗效果。
1.2　主要试剂和仪器

QIAampCirculatingNucleicAcidKit(德国

Qiagen公司),LymphoTrackIGHassaykit(美国

InvivoScribe 公 司),Invitrogen Qubitkit(美 国

Thermo 公 司),KAPA HyperPrep Kit(上 海

Roche公司),MiSeqReagentKitV2(美国Illumi-
na公司),外周血游离DNA保存真空采血管(上海

源奇生物医药科技有限公司),Illumina测序仪(美
国Illumina公司)。
1.3　血浆分离及ctDNA的检测

入组患者在首次化疗前采集外周血10mL于

外周血游离 DNA 保存真空采血管中,于6~35℃
存放,5d内离心将分离的血浆置于-80℃保存备

用。按QIAampCirculatingNucleicAcidKit说明

书进行血浆游离DNA 的提取并用InvitrogenQu-
bit试剂盒及荧光计进行质量评价。用 Lympho-
TrackIGHassaykit捕获IgH 目标基因组区域并

扩增。使用 KAPA HyperPrepKit构建 DNA 文

库。将文库加入 MiSeqReagentKitV2试剂盘中,
用IlluminaMiSeq测序仪进行二代测序。测序完

成后导出 FASTQ 文件,用 LymphoTrack软件进

行数据分析。当检测出的克隆序列频率>5%时,
则认为此克隆序列为单克隆性重排序列。初始

ctDNA检测阳性患者于2个疗程化疗后再次采集

外周血10mL按上述方法复检ctDNA。

1.4　统计学处理

采用SPSS22.0统计学软件进行数据分析。
计数资料以例(%)表示,组间比较采用 Fisher确

切概率法。应用 Kaplan-Meier法进行生存分析,
绘制生存曲线,各组生存曲线比较采用log-rank检

验。双侧P 值<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　诊断时ctDNA 检测结果与患者临床特征的

关系

入组化疗前38例 DLBCL患者中31例ctD-
NA检测呈阳性,7例呈阴性,阳性率为81.6%。
根据初诊时 ctDNA 检测结果将入 组 患 者 分 为

2组:ctDNA阳性组和阴性组,比较2组间临床特

征发现,ctDNA 阳性组患者呈Bcl-2/MYC双表达

19例(61.3%),而ctDNA 阴性组仅1例(14.3%)
呈Bcl-2/MYC双表达,差异有统计学意义(P=
0.038);2组患者间其他临床特征比较差异无统计

学意义(P>0.05),详见表1。

2.2　诊断时ctDNA 阳性和阴性患者免疫化疗的

疗效比较

ctDNA阳性及阴性患者经过标准 R-CHOP
方案化疗4个疗程后进行疗效评估,达完全缓解
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(CR)者分别为11例和3例,达部分缓解(PR)者分

别为18 例和 4 例,总缓解人数分别为 29 例和

7例,未缓解(NR)者分别为2例和0例。ctDNA

阴性组 CR 率和总有效率(ORR)均高于阳性组

(42.9%vs35.5%和100.0% vs93.5%),但差异

无统计学意义(P=1.000、P=1.000)(表2)。

表1　初诊时ctDNA阳性组和阴性组临床特征比较 例(%)

临床特征
初诊时ctDNA情况

阳性(31例) 阴性(7例) P 临床特征
初诊时ctDNA情况

阳性(31例) 阴性(7例) P

性别 0.427 IPI评分 0.656

　男 16(51.6) 5(71.4) 　0~2分 22(71.0) 4(57.1)

　女 15(48.4) 2(28.6) 　3~5分 9(29.0) 3(42.9)

年龄 0.410 骨髓累及情况 0.592

　≤60岁 16(51.6) 2(28.6) 　否 26(83.9) 5(71.4)

　>60岁 15(48.4) 5(71.4) 　是 5(16.1) 2(28.6)

疾病分期 0.656 Ki-67 1.000

　Ⅰ~Ⅱ期 9(29.0) 3(42.9) 　≥80% 18(58.1) 4(57.1)

　Ⅲ~Ⅳ期 22(71.0) 4(57.1) 　<80% 13(41.9) 3(42.9)

分组 1.000 CD5 0.307

　不伴有B症状 20(64.5) 5(71.4) 　阳性 8(25.8) 0

　伴有B症状 11(35.5) 2(28.6) 　阴性 23(74.2) 7(100.0)

乳酸脱氢酶 0.675 Bcl-2/MYC表达情况 0.038

　正常 17(54.8) 5(71.4) 　表达 19(61.3) 1(14.3)

　升高 14(45.2) 2(28.6) 　不表达 12(38.7) 6(85.7)

病理分型 0.569

　GCB 6(19.4) 0

　non-GCB 25(80.6) 7(100.0)

表2　诊断时ctDNA阳性组和阴性组免疫化疗的疗效比较 例(%)

　　　　组别 CR PR NR ORR
诊断时ctDNA阳性组(31例) 11(35.5) 18(58.1) 2(6.4) 29(93.5)

诊断时ctDNA阴性组(7例) 3(42.9) 4(57.1) 0 7(100.0)

2.3　诊断时ctDNA阳性和阴性患者预后比较

38例DLBCL患者最长随访时间17个月,中
位随访时间9个月。随访截止,出现疾病进展包括

复发、难治或死亡共 8 例,其中 ctDNA 阴 性 组

1例,1年无进展生存(PFS)率估计值为85.7%;

ctDNA阳性组7例,1年PFS率估计值为68.9%;

2组间PFS比较差异无统计学意义(P=0.454)
(图1)。

ctDNA阳性组死亡4例,1年总生存(OS)率
估计值为79.6%;ctDNA 阴性组死亡1例,1年

OS率估计值为85.7%;2组间 OS比较差异亦无

统计学意义(P=0.873)(图2)。

2.4　化疗后ctDNA 转阴和未转阴与患者临床特

征的关系

通过对初诊ctDNA的表达情况与患者临床特

征、化疗疗效及预后的关系进行分析,发现ctDNA

阳性和阴性患者在除Bcl-2/MYC双表达外的其他

临床特征以及对R-CHOP的治疗反应和预后上均

差异无统计学意义。而既往研究报道动态监测

ctDNA 可 以 反 映 治 疗 效 果,2 个 疗 程 化 疗 后

ctDNA的分子学改变可以评估疗效及预后。因

此,我们对初始ctDNA 检测阳性的患者于2个疗

程化疗后再次复检ctDNA,探索2个疗程化疗后

ctDNA表达的改变与患者临床特征、化疗疗效及

预后的关系。结果显示入组化疗前31例ctDNA
检测阳性患者于2个疗程化疗后复检ctDNA,转
阴者17例(54.8%),仍阳性者14例(45.2%)。比

较2个疗程化疗后ctDNA转阴组与未转阴组的临

床特征,结果显示ctDNA 仍阳性组具有更晚的疾

病分期(P=0.021),伴有 B症状(P=0.031),升
高的乳酸脱氢酶水平(P=0.012),高风险IPI评分

(P<0.0001)及骨髓累及(P=0.012)(表3)。
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2.5　化疗后患者疗效与ctDNA转阴情况比较

31例诊断时ctDNA阳性的 DLBCL患者于标

准R-CHOP方案化疗4个疗程后进行影像学疗效

评估,达 CR 者11例,其中10例(90.9%)ctDNA
转阴,1例未转阴;达 PR 者18例,7例(38.9%)
ctDNA转阴,11例未转阴;另外2例治疗无效的患

者ctDNA未转阴。CR患者的ctDNA转阴率明显

高于PR患者(90.9% vs38.9%),差异有统计学

意义(P=0.005)。

2.6　化疗后ctDNA转阴和未转阴患者预后比较

随访截止,2个疗程化疗后ctDNA 转阴的17
例患者中1例出现疾病进展,1年PFS率估计值为

91.7%,所有患 者 均 存 活,1 年 OS 率 估 计 值 为

100.0%;ctDNA 仍阳性的14例患者中6例出现

疾病进展,1年PFS率估计值为49.0%,死亡4例,
1年 OS 率 估 计 值 为 59.4%。2 个 疗 程 化 疗 后

ctDNA转阴组的PFS和 OS均显著优于未转阴组

(P=0.036和P=0.030)(图3和4)。

图1　诊断时ctDNA阳性和阴性患者PFS曲线 图2　诊断时ctDNA阳性和阴性患者OS曲线

表3　2个疗程化疗后ctDNA转阴组和未转阴组临床特征比较 例(%)

临床特征
2个疗程化疗后ctDNA情况

阴性(17例)阳性(14例) P 临床特征
2个疗程化疗后ctDNA情况

阴性(17例)阳性(14例) P

性别 0.479 IPI评分 <0.0001

　男 10(58.8) 6(42.9) 　0~2分 17(100.0) 5(35.7)

　女 7(41.2) 8(57.1) 　3~5分 0 9(64.3)

年龄 0.156 骨髓累及情况 0.012

　≤60岁 11(64.7) 5(35.7) 　否 17(100.0) 9(64.3)

　>60岁 6(35.3) 9(64.3) 　是 0 5(35.7)

疾病分期 0.021 Ki-67 0.717

　Ⅰ~Ⅱ期 8(47.1) 1(7.1) 　≥80% 9(52.9) 9(64.3)

　Ⅲ~Ⅳ期 9(52.9) 13(92.9) 　<80% 8(47.1) 5(35.7)

分组 0.031 CD5 0.412

　不伴有B症状 14(82.4) 6(42.9) 　阳性 3(17.6) 5(35.7)

　伴有B症状 3(17.6) 8(57.1) 　阴性 14(82.4) 9(64.3)

乳酸脱氢酶 0.012 Bcl-2/MYC表达情况 0.461

　正常 13(76.5) 4(28.6) 　表达 9(52.9) 10(71.4)

　升高 4(23.5) 10(71.4) 　不表达 8(47.1) 4(28.6)

病理类型 0.664

　GCB 4(23.5) 2(14.3)

　non-GCB 13(76.5) 12(85.7)
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图3　2个疗程化疗后ctDNA转阴和未转阴患者PFS曲线

图4　2个疗程化疗后ctDNA转阴和未转阴患者OS曲线

3　讨论

DLBCL是由个别B淋巴细胞受到抗原作用后

增殖分化至浆细胞的某一分化阶段发生突变致恶

性克隆性增生所致,呈单克隆性,而每个B淋巴细

胞从原始的胚系构型到分化成熟的过程中,其IgH
受体基因的3个片段包括可变性(V)、多样性(D)
和连接(J)基因通过基因重排形成特异的 VDJ序

列。基于此原理,IgH 受体基因 VDJ序列的检测

能够指导对 B淋巴细胞克隆性的判断,并可作为

DLBCL分子监测的标记物。现代平台利用IgH
受体 VDJ区域的通用引物将 VDJ基因片段扩增

与 NGS相结合,从而在各型B细胞淋巴瘤患者的

血浆中进行 ctDNA 的检测,灵敏度达到了 1×

10-6[9]。利用上述方法,Kurtz等[10]在82%的初诊

和100%的复发DLBCL患者的血浆中检测到与原

发肿瘤组织中克隆型相同的免疫球蛋白受体基因

序列。He等[11]研究结果也表明,即使不能进行肿

瘤活检,利用免疫球蛋白受体基因捕获测序法能直

接从一些B细胞非霍奇金淋巴瘤患者的血浆中检

测出单克隆重排的基因片段,而健康对照组均未检

出。本研究采用上述特异性的捕获测序法进行

IgH 受体基因 VDJ重排的ctDNA 检测,阳性率达

81.6%,与 Kurtz等[10]的研究结果相符。7例 DL-
BCL患者诊断时ctDNA 检测呈阴性,其中5例分

别原发于盆壁软组织,胃,扁桃体,小肠,肾脏和输

尿管,诊断前均行局部肿块全切术,术后经病理确

诊,推测原发肿瘤全切术后致肿瘤负荷降低,可能

影响ctDNA检测的阳性率;其余2例原发于淋巴

结,其中1例疾病分期Ⅱ期,乳酸脱氢酶水平正常,
另1例疾病分期Ⅳ期,乳酸脱氢酶水平297U/L。
比较诊断时ctDNA 阳性和阴性组临床特征发现,
ctDNA 阳性组患者 Bcl-2/MYC双表达比例显著

高于ctDNA阴性组(P=0.038),2组间其他临床

特征比较差异均无统计学意义。Bcl-2/MYC双表

达是DLBCL分子预后标志之一,伴Bcl-2/MYC双

表达的DLBCL侵袭性强,一线R-CHOP方案治疗

下往往仍预后不佳[12]。于是我们思考ctDNA 阳

性和阴性患者对于R-CHOP免疫化疗的早期治疗

反应及预后是否存在差异。本研究对38例 DL-
BCL患者于4个疗程R-CHOP方案化疗后进行疗

效评估,结果显示初诊时ctDNA 阴性组 CR 率和

ORR 率 均 高 于 阳 性 组 (42.9% vs35.5% 和

100.0%vs93.5%),但差异并无统计学意义(P=
1.000、P=1.000),可能与入组病例数偏少有关。
在随访时间内,2组PFS和 OS比较均差异无统计

学意义。上 述 研 究 结 果 提 示,IgH VDJ重 排 的

ctDNA检测具有较高的阳性率,并且其阳性率不

受疾病分期、累及部位等因素影响,有助于 DLBCL
的早期辅助诊断,尤其适用于临床高度怀疑而活检

困难者。
化疗中期疗效评估,从而早期筛选出对初始化

疗反应欠佳的患者,及时调整治疗方案,对进一步

改善DLBCL患者的预后具有重要意义。目前,化
疗中期PET/CT检查在 DLBCL中的预后价值基

本被认可,但就中期 PET/CT 检查的最佳时机及

判读标准仍存在较多争议。其次,PET/CT检查费

用昂贵,具有辐射暴露的风险和不可忽视的高假阳

性率[13]。ctDNA检测因微创,无辐射暴露,可以连

续多次采样且具有高度的肿瘤特异性等优势,与
PET/CT相比,中期ctDNA 的监测可能更具有潜

在的优势[14]。美国国家癌症研究所的研究组对

126例 DLBCL 患者于不 同 时 期 进 行IgH 基 因
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VDJ重排的ctDNA 检测,发现经过2个疗程化疗

后ctDNA被清除的患者更有可能获得5年疾病无

进展生存(80.2% vs41.7%,P<0.0001)[6]。本

研究中对于初始31例ctDNA阳性的患者,于2个

疗程化疗后再次复检ctDNA,结果显示54.8%的

患者ctDNA 转阴,45.2%的患者ctDNA 仍阳性,
比较2个疗程化疗后ctDNA转阴组和未转阴组临

床特征,发现疾病晚期者、伴有B症状者、乳酸脱氢

酶水平升高者,IPI评分高风险者,伴骨髓累及者

2个疗程化疗后ctDNA 更难被清除,提示2个疗

程化疗后ctDNA的表达改变在一定程度上能够反

映肿瘤负荷。2组患者于标准 R-CHOP方案化疗

4个疗程后进行疗效评估,CR患者的ctDNA 转阴

率明显高于 PR 患者(90.9% vs38.9%),差异有

统计学意义(P=0.005),提示初诊 DLBCL患者对

于一线R-CHOP方案免疫化疗 ORR较高,2个疗

程化疗后ctDNA 转阴的患者疗效更佳,治疗反应

更深,更有可能早期获得CR。与此一致的是,在随

访时间内转阴组PFS和 OS均显著优于未转阴组

(P=0.036和P=0.030)。中期ctDNA的监测对

于DLBCL患者的疗效及预后评估具有一定的预

测价值,但目前相关研究均处于早期探索阶段,迫
切需要更多大样本、前瞻性的研究来进一步论证。

综上所述,初诊 DLBCL 患者ctDNA 检测阳

性率高,早期ctDNA 的检测有助于 DLBCL的辅

助诊断,治疗过程中ctDNA 的监测有助于疗效评

估、监测早期复发。但基于 NGS的方法过程较复

杂,影响因素多,成本高,尚未建立统一的检测标准

及质控,目前不能替代影像学检查的价值,其在临

床上的广泛应用尚需时日[15]。随着测序技术的推

广改进以及对DLBCL基因组学的研究进展,将会

有越来越多的研究来进一步论证ctDNA 在 DL-
BCL中的临床效用,最终有助于实现 DLBCL的个

体化治疗,进一步改善DLBCL患者的预后。
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