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Жидкостная биопсия (ЖБ) подразумевает анализ фрагментов опухоли (цель-
ных клеток, нуклеиновых кислот, белков и т. д.) в физиологических и патоло-
гических жидкостях организма. Этот метод уже вошел в стандарты выявления 
мутаций, ассоциированных с приобретенной резистентностью к лекарственной 
терапии. Жидкостная биопсия имеет большие перспективы использования для 
ранней диагностики рака, контроля радикальности операции, мониторинга 
динамики злокачественного клона (минимальной остаточной болезни), оценки 
эффективности лечения и т.д.

Ключевые слова: жидкостная биопсия, циркулирующая опухолевая ДНК, 
циркулирующие опухолевые клетки.

Liquid biopsy is the analysis of tumor fragments (entire cells, nucleic acids, 
proteins) in physiological and pathological body liquids. This technology has already 
been included in standard procedures of detecting secondary mutations, which are 
associate with acquired drug resistance. Liquid biopsy is a promising tool for early 
cancer detection, evaluation of the success of radical cancer surgery, monitoring of 
residual tumor disease, assessment of treatment efficacy etc. 

Key words: liquid biopsy, circulating tumor DNA, circulating tumor cells.

Введение

Молекулярно-генетический анализ опухолей является основой для 
выбора персонализированных методов терапии, оценки эффек-
тивности лекарственных препаратов, выявления механизмов ле-

карственной устойчивости и прогнозирования рецидивов. Стандартный 

* Работа поддержана грантом РНФ 18-75-10070.



212 Т. 23, №4 – 2022

метод молекулярно-генетического анализа опухоли 
подразумевает получение фрагментов неопластиче-
ской ткани с помощью хирургических вмешательств. 
Применение таких инвазивных процедур не всегда 
допустимо, зачастую этому препятствуют локали-
зация и размеры очагов, а также общее состояние 
пациента. Для мониторинга ответа опухоли на тера-
певтическую схему необходим анализ нескольких 
последовательных биопсий – в этом случае частое 
применение инвазивных методов забора материала 
может оказаться травмирующим для больного [1, 
2]. С другой стороны, информативность локальных 
диагностических интервенций компрометируется 
внутриопухолевой гетерогенностью [3, 4]. В процессе 
метастазирования отдельные опухолевые клоны рас-
пространяются в разные ниши и эволюционируют 
независимо друг от друга [5]. Принимая во внимание 
перечисленные проблемы, связанные с «тканевыми» 
биопсиями, современные исследования в области 
онкологии уделяют большое внимание анализу раз-
личных биологических жидкостей, контактирующих 
со злокачественными очагами – эти технологии полу-
чили собирательное название «жидкостной биопсии» 
(ЖБ) (рисунок 1). Установлено, что в жидкостных сре-
дах онкологического пациента могут присутствовать 
разнообразные фрагменты опухолевого происхож-
дения – нуклеиновые кислоты, белковые комплексы, 
везикулы и даже «свободные» раковые клетки [6]. 
Поскольку кровь активно контактирует с опухолями 
различных локализаций, жидкостная биопсия, как 
правило, подразумевает анализ именно плазмы, хотя 
в ряде случаев рекомендуется использовать в качестве 
источника и другие аналиты – мочу, плевральный вы-
пот, спинномозговую жидкость и др.

Рис. 1. Особенности жидкостной биопсии по сравнению со стандартной биопсией опухолевого очага

Жидкостная биопсия обеспечивает достаточно 
высокую чувствительность в отношении детекции 
циркулирующих опухолевых маркеров, а простота 
процедуры забора материала делает этот подход неза-
менимым для неинвазивного мониторинга состояния 
опухоли и ранней диагностики прогрессирования 
заболевания [7, 8]. Более того, в последнее время 
удалось достичь большого прогресса в разработке 
сверхчувствительных методов жидкостной биопсии, 
нацеленных на раннее выявление онкологических 
заболеваний [9]. Препятствием для широкого распро-
странения ЖБ являются методические затруднения, 
вызванные крайне низкой концентрацией нуклеи-
новых кислот, которые неопластические клетки вы-
свобождают в кровь. В этой связи требуется не только 
создание новых сверхчувствительных модификаций 
методов детекции мутаций, но и оптимизация, а также 
стандартизация преаналитических этапов жидкост-
ной биопсии. Эти разработки будут способствовать 
удешевлению и упрощению процедуры, что поможет 
повсеместно внедрить в клиническую практику этот 
метод и позволит добиться межлабораторной вос-
производимости его результатов.

1. Циркулирующая опухолевая ДНК 
(цоДНК)

Циркулирующие  опухолевые  ДНК  (цоДНК , 
circulating tumor DNA, ctDNA) – это фрагменты генома 
клеток опухоли, которые наравне с фрагментами ДНК 
нормальных клеток свободно содержатся в плазме 
периферической крови. Они представляют собой 
фракцию бесклеточных нуклеиновых кислот, несут 
те же генетические и эпигенетические вариации, что 
и «материнская» опухоль. Поэтому цоДНК вполне мо-
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гут быть объектом для изучения опухолевого генома 
[10–13]. Таким образом, использование цоДНК для 
жидкостной биопсии является крайне перспектив-
ным подходом для молекулярной характеристики и 
динамического мониторинга опухолей.

Циркулирующие опухолевые ДНК имеют ряд 
преимуществ перед циркулирующими опухолевы-
ми клетками (ЦОК) в плане использования их для 
неинвазивной диагностики и мониторинга. Коли-
чество ЦОК в периферической крови ничтожно 
по сравнению с нормальными клетками, их трудно 
дифференцировать и практически невозможно де-
тектировать на ранних стадиях заболевания – даже в 
случаях метастатических опухолей ЦОК обнаружива-
ются только у 30–70% онкологических больных [14, 
15]. Напротив, свободные фрагменты опухолевых 
нуклеиновых кислот в изобилии циркулируют в 
биологических жидкостях у пациентов с опухолями 
самых разнообразных локализаций на разных ста-
диях болезни [16, 17].

В основе высвобождения ЦОК и цоДНК из опухо-
ли в кровоток лежат разные механизмы. В то время 
как ЦОК представлены, в основном, потенциально 
метастатическими опухолевыми клетками, мигриру-
ющими в кровеносные сосуды, цоДНК – это останки 
клеток, подвергшихся апоптозу или некрозу. Среди 
циркулирующей бесклеточной ДНК опухолеспе-
цифические мутации выявляются прежде всего на 
коротких фрагментах, прошедших фрагментацию 
каспазами [18]. Вероятно, такие фрагменты ДНК, по-
павшие в плазму, защищены от действия ферментов 
нуклеосомами и/или связанными с ними факторами 
транскрипции. Во многих случаях по характеру рас-
пределения длины фрагментов, их представленности 
и локализации в геноме удается даже предсказать 
тканевое происхождение клеток-источников цирку-
лирующих ДНК. Так, циркулирующая ДНК у здоровых 
людей, в основном, несет черты гемопоэтического 
происхождения [19]. И все же множество аспектов 
влияния биологии опухоли на выбросы в кровоток 
цоДНК еще не исследованы [20, 21].

Первые попытки использовать циркулирующие 
опухолевые ДНК в качестве биомаркеров для «жид-
кой биопсии» сводились к простой количественной 
оценке их концентрации в периферической крови 
[22]. Было показано, что пациенты со злокачествен-
ными опухолями имеют более высокое содержание 
циркулирующей ДНК, чем здоровые люди, – это  
обусловлено дополнительным поступлением в кровь 
фрагментов ДНК из опухолевых клеток. Позднее 
обнаружилось, что всевозможные аберрации, прису-
щие «материнской» опухоли, могут быть достоверно 
детектированы в циркулирующих фрагментах ДНК: 
мутации в онкогенах и опухолевых супрессорах [23]; 
микросателлитная нестабильность [24]; транслока-
ции, делеции и амплификации [25–28]; нарушения 
метилирования [29, 30]

Исследования последних лет подтверждают вы-
сокую репрезентативность цоДНК по отношению к 
злокачественному заболеванию в целом, что в соче-
тании с доступностью этого материала обеспечивает 
его исключительную ценность и перспективность для 
молекулярной диагностики. Принимая во внимание 
гетерогенность опухолевой ткани, можно ожидать, 
что жидкостная биопсия во многих случаях может 
оказаться даже предпочтительней, чем традиционная 
биопсия опухолевых очагов [31–34].

Анализ цоДНК может применяться для различных 
целей:

– ранней диагностики опухолей;
– оценки ответа опухоли на терапию;
– изучения эволюции резистентности к терапии 

в реальном времени;
– идентификации генетических детерминант для 

таргетной терапии;
– мониторинга динамики развития опухоли;
– оценки риска рецидива;
– мониторинга минимальной остаточной болезни.
Изначально наибольшие надежды, связанные 

с жидкостной биопсией и исследованием цоДНК, 
были связаны с ранним неинвазивным выявлением 
опухолей [35]. Действительно, современные методы 
высокопроизводительного секвенирования и био-
информатической обработки результатов (targeted 
error correction sequencing (TEC-Seq), integrated digital 
error suppression (iDES)-enchanced cancer personalized 
profiling by deep sequencing (CAPP-Seq) достигли  
исключительно высоких аналитических показателей – 
они позволяют обеспечить выявление единичных 
копий опухолевого генома на фоне присутствия 
больших количеств неопухолевой ДНК [36, 37]. Веро-
ятно, предел возможного методического прогресса 
в этом направлении уже достигнут [9]. В недавней 
работе, использующей метод TEC-Seq, удалось до-
биться выявления мутаций в цоДНК в 59–71% случаев 
опухолевых заболеваний I–II стадии [36]. Такие высо-
котехнологичные методы, однако, весьма дороги для 
внедрения в качестве рутинного скрининга. Кроме 
того, выявление единичных патогенных мутаций в 
«драйверных» генах может быть не связано с онко-
логическим заболеванием. Наконец, даже самые со-
вершенные методы ДНК-диагностики все же иногда 
дают ложноположительные результаты [23, 38]. Тем 
не менее, работы нескольких последних лет показы-
вают, что применение комплексных тестов позволяет 
эффективно осуществлять первые этапы скрининга, 
т.е. отбирать пациентов с подозрением на опухолевый 
процесс для дальнейшего обследования [39, 40]. Хотя 
подобные тесты и являются весьма дорогостоящими, 
предварительные расчеты показывают клиническую 
и экономическую целесообразность их применения 
у лиц среднего и старшего возраста, поэтому в на-
стоящее время уже идет апробация таких технологий 
в реальной практике [41, 42]. Особым направлением 
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работ в данной области является поиск отдельных 
разновидностей опухолей в группах высокого 
риска – больных с наследственными опухолевыми 
синдромами, хронических курильщиков с большим 
стажем употребления табака и т.д. [43, 44].

Другим направлением ЖБ, нашедшим широкое 
применение в практической онкологии, является 
анализ цоДНК для мониторинга ответа опухоли на 
терапию и оценки риска рецидивов. Накоплено 
значительное количество данных о том, что падение 
уровня цоДНК в крови больных раком легкого на 
фоне применения противоопухолевых препаратов 
может расцениваться как благоприятный прогно-
стический признак [45–47]. Аналогично длительный 
мониторинг концентрации и анализ мутаций цоДНК 
в плазме пациентов с раком прямой кишки на фоне 
лекарственной терапии позволяет выполнять эф-
фективный контроль течения заболевания [48–50]. 
Некоторые исследования демонстрируют, что клини-
ческий ответ на ингибиторы тирозинкиназ можно с 
определенной долей уверенности предсказать с по-
мощью анализа изменений концентрации цоДНК в 
плазме в первые сутки после начала терапии [51–53]. 
Так, в работе Moiseyenko et al. [51] показано, что 
пациенты, у которых происходит снижение уровня 
мутантных цоДНК в первые 48 часов после начала 
терапии, имеют более продолжительный период до 
прогрессирования и лучший клинический ответ, чем 
пациенты со стабильным или возрастающем уровнем 
цоДНК. Возможность рано оценить ответ опухоли на 
лечение может оказаться особенно значимой при 
оценке эффективности иммунотерапии, нередко со-
пряженной с феноменом «псевдопрогрессии» [54, 55].

Перспективным является и использование жид-
костной биопсии для обнаружения и мониторинга 
минимальной остаточной болезни (minimum residual 
disease – MRD). Наличие в организме даже очень не-
большого количества жизнеспособных неопласти-
ческих клеток, выдержавших лечебное воздействие, 
тесно связано с повышенной вероятностью рецидива 
заболевания. Щадящий характер процедуры ЖБ по-
зволяет выполнять мониторинг циркулирующих в 
крови опухолевых маркеров у больных, находящих-
ся в ремиссии, и оперативно регистрировать рост 
опухолевых очагов, а также метастазирование [56, 
57]. Ключевым ограничением таких тестов является 
низкая концентрация опухолевой ДНК в пуле цирку-
лирующих в плазме нуклеиновых кислот «нормаль-
ного» происхождения, поэтому, как и в случае ранней 
диагностики рака, это направление ЖБ подразумевает 
использование сверхчувствительных модификаций 
NGS и ddPCR. Чувствительность детекции MDR с помо-
щью ЖБ при раке легкого, молочной железы, прямой 
кишки варьирует от 36% до 99%; cпецифичность – от 
71% до 100% [58–60].

Возникновение вторичной резистентности к тар-
гетным препаратам зачастую связано с появлением 

новых мутаций в генах-мишенях. В этом случае жид-
костная биопсия также является информативным и 
безопасным методом для мониторинга молекулярной 
эволюции опухоли, а поскольку в пуле циркулиру-
ющей опухолевой ДНК представлены нуклеиновые 
кислоты из всех очагов опухолевого поражения, то и 
проблема гетерогенности неопластических клонов 
в этом случае нивелируется [61, 62]. Так, например, в 
клиническую практику повсеместно вошло генотипи-
рование цоДНК из периферической крови больных с 
немелкоклеточным раком легкого, прогрессирующих 
на фоне анти-EGFR терапии. В ряде масштабных 
клинических испытаний было показано, что у зна-
чительной доли пациентов (24–37%) формирование 
резистентности к таргетному препарату сопровожда-
ется появлением в плазме фрагментов опухолевой 
ДНК, несущих приобретенную мутацию EGFR T790M 
[63–64]. Для поиска активирующих мутаций в гене 
EGFR (exon 19del, L858R) и отслеживания момента 
появления мутации резистентности EGFR T790M в 
цоДНК у пациентов с раком легкого был адаптирован 
метод цифровой капельной ПЦР (droplet-digital PCR, 
ddPCR). Его высокая чувствительность позволяет 
следить за мутационным статусом, корректировать 
терапию, избегая, таким образом, повторных би-
опсий, – и даже выявлять мутации EGFR T790M в 
тех случаях, когда традиционное генотипирование 
биоптатов оказалось безрезультатным из-за внутри-
опухолевой гетерогенности резистентных клонов 
[65–67]. Эти разработки, в отличие от других областей 
применения жидкостной биопсии, уже внедрены в 
клиническую практику.

Diaz et al. [68] изучали цоДНК у пациентов, полу-
чавших лечение панитумумабом. Оказалось, что в 
процессе лечения у 38% пациентов наблюдается по-
явление мутаций в генах RAS, объясняющее приобре-
тение опухолью резистентности к данному виду тера-
пии. Интересно, что у ряда пациентов устойчивость к 
цетуксимабу или панитумумабу возникает вследствие 
появления вторичных мутаций в гене рецептора 
эпидермального фактора роста EGFR [61]. В другом 
исследовании с помощью аллель-специфической 
количественной ПЦР был исследован статус мутации 
BRAF V600E в крови у пациентов с метастатическим 
колоректальным раком на момент начала таргетной 
терапии. Продемонстрирована стопроцентная диа-
гностическая специфичность и чувствительность в 
отношении мутаций BRAF, а также специфичность в 
98% и чувствительность в 92% случаев использования 
этого молекулярного теста в отношении семи точко-
вых мутаций в гене KRAS [12]. Статус мутации BRAF 
V600E имеет первостепенное значение для назначе-
ния таргетной терапии у больных метастатической 
меланомой, поэтому значительные усилия были на-
правлены на разработку методов детекции этой мута-
ции в плазме. На сегодняшний день чувствительность 
аллель-специфической ПЦР в этом случае составляет 
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57–75%, специфичность – 100% [69]. Количество му-
тантных копий гена, циркулирующих в крови, падает 
сразу же после начала терапии; в 60% случаев мутант-
ная ДНК исчезает в течение 6-ти недель лечения [70]. 
На данный момент ЖБ уже достаточно хорошо адап-
тирована к использованию в клинической практике в 
отношении таких разновидностей опухолей, как рак 
легкого и рак толстой кишки [71–75].

2. Циркулирующие опухолевые микроРНК
МикроРНК – это обширный класс малых некоди-

рующих молекул РНК, выполняющих разнообраз-
ную транскрипционную и пост-транскипционную 
регуляцию экспрессии таргетных генов путем РНК-
интерференции. Предполагается, что под контролем 
микроРНК находятся практически все сигнальные 
каскады. Чрезвычайно важным для разработки 
методов неизвазивной молекулярной диагностики 
оказалось то обстоятельство, что эти специфические 
регуляторные молекулы выделяются в кровоток «ма-
теринской» опухолью и в изобилии циркулируют там 
в свободном виде, будучи связанными с защитными 
белками-транспортёрами или внутри экзосом [76, 77]. 
Благодаря малому размеру и «инкапсуляции» эти РНК, 
в отличие от информационных РНК, защищены от 
действия РНКаз, поэтому очень стабильны и удобны 
в работе. Это быстро привлекло к ним внимание как к 
потенциальным биомаркерам. К настоящему времени 
предприняты многочисленные попытки использовать 
предиктивную и диагностическую значимость цирку-
лирующих микроРНК для целей «жидкой биопсии» 
[78, 79].

Анализ профилей экспрессии микроРНК в кро-
ви у здоровых людей и онкологических пациентов 
показал, что существуют специфические паттерны 
циркулирующих микроРНК, характерные для разных 
видов рака: печени, желудка, прямой кишки, легких и 
др. [80–83]. Ведутся исследования с целью приспосо-
бить циркулирущие микроРНК для диагностики рака 
яичников [84], меланомы [85–87], рака легкого [88], 
рака молочной железы [89], карцином печени [90], ко-
лоректального рака [91]. Более того, предполагается, 
что в случае наличия в опухоли ключевой драйверной 
мутации (EGFR, KRAS, BRAF и т.д.), реализация каждого 
конкретного сценария молекулярного канцерогенеза 
будет сопровождаться специфическим координиро-
ванным изменением в профиле экспрессии регуля-
торных РНК, – в частности, микроРНК. Подобные 
наблюдения уже были сделаны при сравнении профи-
лей микроРНК в различных видах карцином [92–94]. 
Повышенная экспрессия miR-155 при острой миело-
идной лейкемии является предиктивным маркером 
присутствия в опухоли мутаций FLT3 [95]. В работах, 
выполненных с помощью техники профилирования 
микроРНК, было обнаружено более 20 miRs, гиперэк-
спрессия которых ассоциирована с соматическими 
мутациями EGFR в аденокарциномах легкого, в част-

ности, miR-148a, miR-452, miR-184, miR-30d, miR-224, 
miR-3607-5p [96], miR-21 [97], miR-25 [98]. Hatley et al. 
[99] предоставили доказательства того, что miR-21 
является вероятным драйвером патогенеза KRAS-
индуцированных аденокарцином легкого. МикроРНК 
miR-107 была предложена на роль циркулирующего 
в плазме маркера EGFR-ассоциированных опухолей 
[100, 101]. Эти открытия утвердили циркулирующие 
микроРНК в роли перспективных неинвазивных 
маркеров для диагностики и мониторинга злокаче-
ственных заболеваний.

3. Циркулирующие опухолевые клетки 
(ЦОК)

Первые свидетельства наличия опухолевых кле-
ток, циркулирующих в крови и диссеминируемых 
первичным очагом, относятся еще к середине XIX в. 
[102]. Как правило, даже при распространенных зло-
качественных опухолях число ЦОК в кровяном русле 
не превышает десятка клеток на миллилитр крови, 
поэтому необходимы методы, позволяющие селек-
тировать опухолевые клетки из взятого на анализ 
образца. На данный момент предложено множество 
методов обогащения и высокочувствительной детек-
ции ЦОК, которые можно разделить на три группы в 
соответствии с используемыми подходами:

а) те, что базируются на различии физико-меха-
нических свойств опухолевых клеток и форменных 
элементов крови,

б) те, что предполагают использование поверх-
ностных маркеров для иммуноопосредованной 
селекции ЦОК,

в) заключающиеся в косвенной идентификации 
ЦОК по содержащихся в них транскриптам.

Возможны также так называемые «композитные» 
методики, сочетающие в себе несколько подходов.

Простейший критерий селекции опухолевых 
клеток на основании физико-механических харак-
теристик – отбор по размеру. Для этого могут быть 
использованы даже обычные пористые фильтры, ибо 
размер большинства разновидностей раковых клеток 
превышает средний размер лейкоцита [103]. Так как 
для многих опухолей характерен большой разброс 
по размеру опухолевой клетки, а прохождение через 
пористый фильтр может повреждать клетку, чувстви-
тельность такой методики невелика, что ограничивает 
ее практическое применение. Особенно заметным это 
оказалось в рамках серии клинических испытаний, 
посвященных задаче неинвазивного дифференциаль-
ного диагноза доброкачественных и злокачественных 
новообразований, выявленных при скрининге у лиц 
в группе риска (хронические курильщики, страдаю-
щие хронической обструктивной болезнью легких) 
[104]. Существует ряд более современных методик, 
использующих магнитоэлектрические, деформаци-
онные, оптические или акустические воздействия для 
селекции опухолевых клеток [105–107].
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Наиболее популярные методики отбора ЦОК 
основаны на использовании частиц, конъюгирован-
ных с антителами к эпителиальным маркерам [108, 
109]. В случае применения иммунофенотипирования 
обычно задействуются как позитивная селекция ра-
ковых клеток по эпителиальным маркерам (EpCAM, 
MUC1, HER2), так и активное устранение лейкоцитов 
с использованием эпитопа CD45; иногда применяют 
большее число маркеров [110, 111]. Интересны раз-
личные модификации микрофлюидных устройств 
для клеточного сортинга, в которых клетки крови 
(а среди них – ЦОК), отбираются по физическим 
и/или иммунофенотипическим критериям, про-
ходя через узкие канальцы биочипа, заполненные 
буферной средой: в таких устройствах механическое 
повреждение клеток сводится к минимуму, что по-
зволяет получить жизнеспособные ЦОК, готовые для 
создания ex vivo клеточных культур, ксенографтов и 
т.д [106, 112–114].

Выявление ЦОК не считается оптимальным ме-
тодом для ранней детекции новообразований, хотя 
можно заметить, что некоторые разновидности 
неоплазм отличаются повышенной склонностью 
диссеминировать ЦОК (например, рак молочной 
железы, мелкоклеточный рак легкого и т.д.) [115]. 
Но анализ ЦОК может эффективно дополнять иные 
разновидности ЖБ [116]. Уникальность анализа ЦОК 
заключается в возможности создания ex vivo тестов 
на чувствительность к лекарственным препаратам 
[110, 111]. Однако на данный момент эта задача, 
хотя и необычайно многообещающая, все еще носит 
экспериментальный характер. Можно отметить, что 
в контексте более рутинной диагностики предвари-
тельный отбор ЦОК помогает улучшить детекцию 
предиктивных мутаций [45, 110, 117, 118]. Кроме того, 
важно, что выделение ЦОК помогает упростить ЖБ 
в отношении выявления химерных транскриптов, 
методики детекции которых в реальной практике 
обычно основаны на анализе мРНК [119–120]. Дока-
занным предиктивным значением обладает выявле-
ние в ЦОК при раке предстательной железы особой 
сплайсинговой изоформы андрогенового рецептора, 
AR v7: в таких случаях назначение химиотерапии на-
много превосходит по эффективности стандартную 
эндокринную терапию [121, 122].

Установлено, что эффективная терапия опухолей 
сопровождается исчезновением ЦОК [45, 113, 123]. 
Многочисленные исследования в самых разных 
клинических ситуациях неизменно показывают, что 
обнаружение ЦОК само по себе обладает негативным 
прогностическим значением [124–128].

Впрочем, приходится констатировать, что харак-
теристики ЦОК не всегда соответствуют свойствам 
первичной опухоли. В некоторых случаях при HER2-
негативном раке молочной железы наблюдаются 
HER2-позитивные по своему иммунофенотипу ЦОК: 
клинические испытания показывают ограниченную 

эффективность анти-HER2 терапии в подобных си-
туациях [129]. Оказалось, что для таких формально 
HER2-позитивных ЦОК нехарактерна амплификация 
HER2: их иммунофенотип пластичен и обычно от-
ражает обратимые транскриптомные, а не стойкие 
геномные изменения [130]. Интересно, что экспе-
рименты на первичных опухолях печени показали, 
что транскриптомный профиль и потенциал фор-
мирования метастатического очага у клеток, давно 
циркулирующих в крови, и только что покинувших 
первичный очаг, может быть различен: даже локали-
зация кровеносного сосуда, откуда происходит забор 
крови для анализа ЦОК, может повлиять на результат 
некоторых тестов [131].

4. Методические особенности 
молекулярно-генетического анализа 
циркулирующих нуклеиновых кислот

Вышеизложенные примеры убедительно свиде-
тельствуют о заманчивых перспективах использо-
вания цоДНК и микроРНК в качестве материала для 
«жидкой биопсии». Однако несмотря на всю при-
влекательность использования циркулирующих ДНК 
и РНК в онкологии, в течение длительного времени 
этому препятствовало отсутствие эффективных и 
надежных методов выделения цоДНК среди общего 
пула циркулирующей ДНК пациента, а также методик 
количественного подсчета и поиска мутаций.

 1.1. Преаналитические этапы: забор и процессинг 
материала, экстракция препаратов цоДНК

Для циркулирующих опухолевых ДНК характерна 
высокая степень фрагментации; при этом ее кон-
центрация в кровотоке ничтожна на фоне большого 
количества ДНК из нормальных клеток. Степень 
деградации нуклеиновых кислот и концентрация 
циркулирующих опухолевых ДНК в препаратах, полу-
ченных из плазмы или других сред организма, могут 
существенно искажать результаты количественного 
молекулярного анализа и снижать чувствительность 
скрининга мутаций [132, 133]. Таким образом, не-
обходимо сформулировать методические правила 
получения и процессинга биологического материала, 
а также стандартизации преаналитических этапов 
жидкостной биопсии.

В этом обзоре мы сосредоточены на перспективах 
использования крови в качестве источника цирку-
лирующих опухолевых маркеров, однако концепция 
жидкой биопсии может быть расширена на другие 
жидкости организма. При этом выбор оптимального 
материала напрямую зависит от локализации очагов. 
Так, в случаях новообразований мозга, перифери-
ческая кровь, как правило, малоинформативна, и 
предпочтительнее использовать для анализа спи-
номозговую жидкость; при раке мочевого пузыря 
или почки наиболее подходящим аналитом будет 
моча, а в случае карцином легкого, вероятно, следует 
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включить в исследование образцы слюны, мокроты 
или плеврального выпота [134–136]. Уже довольно 
долго существует и применяется одобренный FDA 
тест для ранней диагностики рака толстой кишки на 
основе генотипирования ДНК, выделенной из кала, 
который дополняет тест на скрытую кровь [137, 138]. 
Бесклеточную ДНК опухолевого происхождения мож-
но детектировать в желчи пациентов с раком желче-
выводящих путей. При этом чувствительность таких 
тестов в плане обнаружения драйверных мутаций 
многократно превосходит возможности стандартного 
анализа цоДНК в плазме крови и часто является един-
ственным способом мониторинга состояния опухоли 
[139, 140]. Локализованная в глазном яблоке ретино-
бластома (опухоль сетчатки, характерная для детского 
возраста), не должна подвергаться «солидной» биоп-
сии, если остается возможность органосохраняющего 
лечения, так как в противном случае велика опасность 
распространения опухоли за пределы глазницы. 
Поэтому целый ряд работ посвящен исследованиям 
ДНК-маркеров ретинобластомы, легко выявляемых 
в водянистой влаге передней камеры глаза, с целью 
уточнения диагноза, прогноза и т.д. [141, 142].

Полагают, что для выделения цоДНК плазма кро-
ви более пригодна, чем сыворотка, поскольку она 
в меньшей степени контаминирована ДНК «дикого 
типа» [143–145]. Препараты бесклеточной ДНК из 
сыворотки обогащены фрагментами большего раз-
мера >800 п.н.; по-видимому, они высвобождаются в 
кровоток в результате некроза, а не апоптоза раковых 
клеток [146].

Первостепенное внимание по традиции уделялось 
тщательному соблюдению правил сбора и хранения 
биологического материала на этапах, предшествую-
щих выделению свободных циркулирующих нуклеи-
новых кислот. Было показано, что многие преанали-
тические особенности процессинга материала могут 
существенно менять концентрацию искомого продукта 
и, вероятно, искажать результаты [146–148]. Проме-
жуток времени более 8 часов между забором крови и 
центрифугированием имеет критическое влияние на 
концентрацию цоДНК при использовании сыворотки 
и практически не влияет на выход продукта в случае 
процессинга плазмы, даже если хранить кровь при 
комнатной температуре [149]. Условия центрифугиро-
вания, как выяснилось, не имеют большого значения 
[150]. Chan et al. [147] изучал вопрос, каким образом об-
разование сгустков крови, повторное замораживание 
и размораживание, немедленная сепарация плазмы от 
клеток крови и т.д. влияют на степень фрагментации 
цоДНК и ее концентрацию. Оказалось, что критиче-
ским деструктивным моментом является повторное 
замораживание плазмы на этапах, предшествующих 
выделению нуклеиновых кислот. Не совсем понятно, 
оказывают ли влияние на уровень в крови цоДНК и 
на вероятность обнаружения в плазме опухоль-спец-
ифических мутаций физиологический статус боль-

ного, время суток забора материала, сопутствующие 
заболевания. Известно, например, что физическая 
нагрузка увеличивает общее количество циркулирую-
щей ДНК, причем в большей степени такое увеличение 
наблюдается в ситуации поражения сосудов [151, 152]. 
Работ, посвященных связи циркадианных ритмов 
и представленности циркулирующей ДНК в плазме, 
практически не существует [153]. Исследование Kuligina 
et al [154] продемонстрировало, что уровень цоДНК в 
плазме онкологических больных действительно может 
значительно варьировать у одного и того же паци-
ента в течение относительно коротких промежутков 
времени, однако авторам не удалось зафиксировать 
причину этих колебаний – концентрация мутант-
ных циркулирующих фрагментов не зависела ни от 
циркадных ритмов, ни от индивидуальных физио-
логических параметров пациентов на момент сбора 
материала (предшествующая физическая нагрузка, 
прием пищи). Поскольку, как выяснилось, «успех» 
жидкостной биопсии во многом зависит от ряда неиз-
вестных неконтролируемых факторов, рекомендуется 
выполнять серийный забор биологического материала 
и повторные испытания в тех случаях, когда результаты 
жидкостной биопсии имеют решающее значение для 
последующего принятия клинически важных решений.

1.2. Способы детекции опухоль-специфических 
мутаций в цоДНК.

Выбор метода для молекулярно-генетической 
характеристики опухолей с помощью жидкостной 
биопсии зависит от того, насколько велика фракция 
цоДНК по сравнению с прочими циркулирующими в 
крови «нормальными» ДНК. Для небогатых фракций 
(<1%) рекомендованы методы с использованием 
высокопроизводительного секвенирования нового 
поколения (NGS) – Plasma-Seq [155]; CAPP-seq (can-
cer personalized profiling by deep sequencing) [156]; 
TEC-Seq (targeted error correction sequencing) [36] и 
др. Большинство перечисленных методов, будучи до-
рогостоящими и технически сложными, непригодны 
для рутинных анализов. Наиболее перспективным 
методом для внедрения в клиническую практику, по-
видимому, является цифровая капельная ПЦР (ddPCR) 
[157]. Эта высокочувствительная методика в равной 
мере годится и для поиска низкокопийных аберра-
ций, и для количественной оценки экспрессии цирку-
лирующих маркеров, например микроРНК [158]. Так, с 
помощью ddPCR удалось с 66%-ой чувствительностью 
и 85%-ой специфичностью дифференцировать паци-
ентов с раком легкого от здоровых индивидуумов на 
основании количественной оценки экспрессии двух 
циркулирующих микроРНК – miR-31 и miR-210 [159].

Заключение 
Начав свое существование в качестве разнородной 

группы сугубо экспериментальных методик, совер-
шенно не пригодных к практическому использова-
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