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摘  要: 随着液体活检技术的发展，血浆游离 DNA 成为当前的研究热点之一。血浆游离 DNA 的全基因组甲基化

测序被认为在癌症检测等医学应用拥有巨大潜力，但目前尚缺乏针对该实验流程的实用稳定性评估。文中利用两

名志愿者在不同时间采样的血浆游离 DNA，在不同实验平台分别进行 DNA 甲基化的重亚硫酸盐转化前建库 

(Pre-BS)、转化后建库 (Post-BS) 和常规 DNA 建库，获取多因素影响下的测序数据样本。在此基础上，建立了

一套血浆游离 DNA 测序数据分析的质量控制参考流程，综合评估了血液采集提取、游离 DNA 建库测序过程的

实用稳定性，为血浆游离 DNA 全基因组甲基化测序应用于临床液体活检提供实用性的基础参考。 

关键词: 血浆游离 DNA，全基因组，DNA 甲基化，片段化模式，微量 DNA 建库 
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Practical stability of whole-genome bisulfite sequencing using 
plasma cell-free DNA 
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Abstract:  With the development of liquid biopsy technology, plasma cell-free DNA (cfDNA) becomes one of the research 

hotspots. Whole-genome bisulfite sequencing of plasma cell-free DNA has shown great potential medical applications such as 

cancer detection. However, the practical stability evaluation is still lacking. In this study, plasma cell-free DNA samples from 

two volunteers at different time were collected and prepared for sequencing in multiple laboratories. The library preparation 

strategies include pre-bisulfite, post-bisulfite and regular whole-genome sequencing. We established a set of quality control 

references for plasma cell-free DNA sequencing data and evaluated practical stability of blood collection, DNA extraction, and 

library preparation and sequencing depth. This work provided a technical practice guide for the application of plasma cfDNA 

methylation sequencing for clinical applications. 

Keywords:  plasma cell-free DNA, whole genome, DNA methylation, fragmentation pattern, low input library 

细胞游离 DNA (Cell-free DNA，cfDNA) 广

泛存在于人体的血液、唾液、尿液、粪便、脑脊

液及其他体液中[1]，是无创液体活检技术中的重

要标记物之一[2-3]。血浆游离 DNA 由全身各组织

细胞的基因组经过细胞凋亡、细胞坏死、主动分

泌等断裂释放到血液中[4]，携带了其来源细胞的

基因组变异、DNA 甲基化、核小体排布等多方面

信息[5]，可应用于孕妇的无创产前检测、器官移

植受体的术后排异评估和癌症的溯源检测等领   

域[6-8]，具有极高的研究价值和应用潜力。 

血浆游离 DNA 的检测方式多种多样，按照检

测位点数量来分，包括基于 PCR 的单位点检测[9-10]、

基于杂交捕获的基因芯片和靶向测序[11-13]、基于

高通量测序的全基因组检测 [6,14]等；按照检测的

信息来分，包括检测突变的有无[15]、染色体拷贝

数的多少[16]、DNA 甲基化的程度[17]、病原体的

感染[18]等。随着二代测序技术的发展，全基因组

测序、多维度信息整合是液体活检未来的发展趋

势[2]。血浆游离 DNA 的全基因组甲基化测序数据

除了用以获取 DNA 甲基化程度外，还蕴含着部

分点突变、拷贝数变异、片段化模式的信息，具

有极大的应用潜力。然而，目前尚缺乏对血浆游离

DNA 全基因组甲基化数据中非甲基化信息的详细

论证与研究。 

目前最常见的血浆游离 DNA 的全基因组甲基

化检测是基于全基因组重亚硫酸盐测序  (Whole 

genome bisulfite sequencing，WGBS)。其基本原理

为：在重亚硫酸盐的作用下，DNA 序列中非甲基

化的胞嘧啶 C 会转化为尿嘧啶 U，经过 PCR 扩增

后变成胸腺嘧啶 T，而甲基化的 C 则不变，将测序

片段与人的基因组比对后，即可定量 C 位点的甲

基化状态。这一过程主要分为建库测序实验和数据

分析两部分，其中，甲基化建库方式分为转化前建

库 (Pre-BS) 和转化后建库 (Post-BS) 两种[19]。在

重亚硫酸盐转化过程中 DNA 有可能被打断。

Pre-BS 建库在转化之前连接测序接头，部分 DNA

被打断丢失，但测序获得的序列均为真实的原始片

段；Post-BS 建库在转化之后连接测序接头，避免

了 DNA 因断裂失去接头而损失，但人工引入了被

打断的片段。因此，两种建库方式在检出甲基化和

片段化模式中各有利弊，Pre-BS 保留了片段长度

信息，Post-BS 所需 DNA 的起始量更低。目前，
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测序公司对于 Pre-BS 建库的送样要求为 1 μg，对

于 Post-BS 建库的送样要求则至少为 20 ng。而在

研究型实验室中，在使用更高成本的试剂的前提

下，Pre-BS 的起始量可低至 10 ng，Post-BS 的起

始量则仅需 0.5 ng。按照血浆游离 DNA 提取浓度

为 20 ng/mL计算，仅需抽取 5 mL血液，获取2–3 mL

血浆即可满足公司的 Post-BS 建库和实验室的

Pre-BS 建库需求。 

本研究从血浆游离 DNA 全基因组甲基化测

序的实用性和稳定性角度出发，探究血浆游离

DNA 的采集提取过程的稳定性、不同甲基化建库

方式的异同点与质量控制评价、甲基化测序中的

片段化模式信息，为血浆游离 DNA 全基因组甲

基化测序应用于癌症检测、无创产前检测等液体

活检领域提供实用性的基础参考。 

1  材料与方法 

1.1  血浆游离 DNA 测序数据的获取 

1.1.1  血液采集及血浆分离 

为了比较不同人、不同采血时间、是否为冻存

血样等因素对血浆游离 DNA 采集的影响，研究采

集了两名志愿者 (P1 为男性，P2 为女性) 在两个

时间点 (第一次采血时间记为 w0，6 周后第二次

采血时间记为 w6) 的血样。血液采集方式使用标

准采血流程，使用 10 mL EDTA 抗凝管低温运输，

并在采血后的 2 h 内分离血浆。血浆分离步骤为：

将混有 EDTA 的血液置于冷冻高速离心机中，

4 ℃、1 600×g 离心 10 min；在超净台中将上层血

浆转移至离心管中，再次 4 ℃、16 000×g 离心    

10 min；将上清分装至 1.5 mL EP 管中，用于后续

提取血浆游离 DNA，或−80 ℃冷冻保存。 

1.1.2  血浆游离 DNA 的提取 

不同于组织或细胞的基因组 DNA，血浆游离

DNA 在血液中的含量极低，不能使用基因组 DNA

的试剂盒提取血浆游离 DNA。通过文献调研与比

较，我们选择了 QIAamp Circulating Nucleic Acid

试剂盒提取血浆游离 DNA。同时，将相同的血浆

样品通过干冰运输分别送至市面上主流的两家测

序服务提供商 (公司 A、公司 B)，进行血浆游离

DNA 的提取服务，每家公司重复一次。通过 Qubit

荧光剂测量血浆游离 DNA 的浓度，并计算每毫升

血浆中的得率；通过安捷伦 2100 生物分析仪测量

血浆游离 DNA 的片段大小，合格的样品主峰应该

在 170 bp 左右，且无大片段的基因组污染；通过

重复试验间的浓度比较，确定提取的稳定性。 

1.1.3  血浆游离 DNA 的建库和测序 

对于血浆游离 DNA，市场上主流测序公司仅

提供微量全基因组甲基化建库服务 (Post-BS 建库

方式)，我们在实验室进行了全基因组甲基化的微

量 Pre-BS 建库，并将两种建库方式的结果进行比

较。同时，为比较 A 和 B 两家公司提取血浆游离

DNA 的得率和稳定性，选择公司 A 对两名志愿者

的 3 次血样进行提取建库和测序，公司 B 对一次

血样进行提取建库和测序，每个血样设置一次重

复。公司 A 与 B 一共构建完成 8 个甲基化文库。

此外，为了探究不同甲基化建库方式对 DNA 甲基

化、片段长度的影响，我们对同样的血浆样品进行

了非甲基化的常规全基因组建库测序作为参照。本

研究使用的测序平台包括 Illumina 的 NovaSeq 

6000 和 Hiseq X Ten，测序读长均为双端 150 bp。

本研究中关于血浆游离 DNA 样本的血液来源志愿

者、采血时间、建库方式、测序平台、建库实验室

等详细信息见表 1。 

1.2  血浆游离 DNA 数据的质量控制 

针对血浆游离 DNA 测序数据的特点，本研究

开发了一套血浆游离 DNA 预处理与质量控制的流

程，包括检验测序质量、去除接头序列、比对基因

组、去除 PCR 重复、计算转化效率、片段长度分

布、覆盖度和深度等。 
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表 1  研究涉及血浆游离 DNA 的样本信息 

Table 1  Information of plasma cfDNA samples in this study 
Sample 
name 

Blood source Blood drawing time 
Library preparation 

strategy 
Sequencing strategy 

Library preparation 
laboratory 

SP1 P1 w0 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP2 P1 w0 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP3 P2 w6 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP4 P2 w6 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP5 P1 w6 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP6 P1 w6 Post-BS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP7 P1 w6 WGS NovaSeq 6000, PE150 Company A 
SP8 P1 w6 Post-BS Hiseq X Ten, PE150 Company B 
SP9 P1 w6 Post-BS Hiseq X Ten, PE150 Company B 
SP10 P1 w6 Pre-BS NovaSeq 6000, PE150 Our lab 
SP11 P1 w6 Pre-BS NovaSeq 6000, PE150 Our lab 

 

1.2.1  cfDNA 全基因组甲基化数据的预处理 

对于 SP7 之外的全基因组甲基化数据，进行

如下预处理步骤：首先，使用 FastQC 软件对数据

的测序质量、碱基分布、序列重复次数、接头污染

情况等进行初步统计。由于基因组大部分 C 位点

无甲基化修饰，测序为 T 碱基，因此在甲基化文

库序列中，T 的比例最高，C 的比例最低，造成碱

基不均衡现象。然后，由于血浆游离 DNA 的片段

长度较短，当片段长度短于测序读长时，双端测序

读段的 3′端包含部分测序接头序列。我们通过

Cutadapt 软件截去接头序列。下一步，使用

BS-Seeker2 软件[20]将甲基化测序数据比对到人的

hg19 基因组上，匹配模式为局部比对。最后，使

用 Picard 软件去除比对到同一位置的重复片段，

计算全基因组每一 CpG 位点上比对的片段数目和

甲基化片段数目。 

1.2.2  cfDNA 全基因组测序数据的预处理 

由于本研究涉及的血浆游离 DNA 全基因组甲

基化测序受到多因素影响，而采集的样本有限，因

此，设置 cfDNA 全基因组测序数据  (Whole 

genome sequencing, WGS) 作为基础对照，并搜集

公共数据集中健康人的血浆游离 DNA 全基因组数

据，弥补样本数量的不足，增强结论的可信度。本

研究搜集的公共数据集包括 GEO 数据库中的

GSE71378 数据集 (样本编号 BH01，美国多个健

康人的血浆游离 DNA 混合测序数据)[21]以及 EGA

数据库中的 EGAS00001001024 数据集 (样本编号

C309–314，中国香港健康人血浆游离 DNA 测序数

据)[22]。与甲基化测序数据相比，血浆游离 DNA

的全基因组数据处理流程类似，使用 esATAC 包[23]

去除接头序列和比对基因组，使用 Picard 去除 PCR

重复扩增的片段。 

1.2.3  cfDNA 文库的质量控制标准 

在测序数据的预处理过程中，分别统计测序片

段数、成功比对片段数、去重后片段数，计算比对

率、PCR 重复率和测序有效率，其中 PCR 重复率

越低越好，比对率和测序有效率越高越好。对有效

片段统计其长度分布，观测主峰位置是否符合血浆

游离 DNA 的长度特点。再基于片段的实际长度，

用片段覆盖到的基因组区域除以基因组总长度计

算覆盖度，使用片段总碱基数除以覆盖基因组范围

得到平均测序深度。我们以上述参数为指标，比较

不同建库方式、不同实验室建库获得的血浆游离

DNA 甲基化测序数据的质量。 

PCR 重复率与测序深度息息相关，对同一文

库来说，测序较浅时，我们发现重复片段的概率较



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2288 

低，PCR 重复率低；随着测序加深，PCR 重复率

逐渐升高。对原始测序数据进行降采样，以 5 M

测序片段为步长设计采样点，每个采样点重复   

两次，分别计算重复率，取两次重复的平均值观测

PCR 重复率与测序深度的关系。此外，自建库的

SP10 和 SP11 测序过程分为两步，首先测序 5G 原

始数据，根据上述标准判断文库质量，然后根据文

库复杂度进行加测，由此得到的两次独立上机的数

据可用于探索同一文库在两次测序中的结果异同。

后续分析比较使用两次测序合并的数据。 

1.3  cfDNA 甲基化数据的片段化模式评估 

借鉴文献中的短片段比例作为片段化模式特

征[14]，分别计算 SP1–11 和美国人血浆游离 DNA

混合测序数据 BH01、中国香港人血浆游离 DNA

测序数据 C309–314 的全基因组片段化模式图谱。

具体步骤如下：首先，将基因组划分为不重叠的   

5 M 宽的窗口，计算每个窗口内长度为 100–150 bp

的短片段数量和长度为 150–220 bp的长片段数量，

短片段占比为短片段数量除以长短片段总数。为了

避免性别对片段化模式特征的影响，将 X 和 Y 性

染色体排除在外。为了使不同样本间可比，对短片

段占比进行标准化，通过减去均值使片段化模式特

征分布于 0 附近，再用于后续聚类分析。 

为了定量刻画不同血浆游离 DNA 文库的片段

化模式差异，以全基因组的短片段占比为特征向

量，计算两两样本间的皮尔森相关系数，再采用非

加权配对算术平均法进行聚类，得到血浆游离

DNA 甲基化数据的片段化模式关系。 

2  结果与分析 

2.1  血浆游离 DNA 的提取稳定性 

为了探究人群差异、采血时间、血浆冻存时间、

起始血浆体积等因素对血浆游离 DNA 提取的影

响，本研究采集了两名志愿者在两个时间点的血

样，将血浆冻存不同时间后使用同一流程进行多次

提取，血浆游离 DNA 的提取浓度见表 2。结果表

明，两名志愿者的血浆游离 DNA 浓度存在显著差

异；同一个人在不同时间采集的血浆游离 DNA 趋

于稳定，采血时间对血浆游离 DNA 浓度的影响不

及不同人的影响大；冻存时间与游离 DNA 浓度并

不是正比关系，而是呈现游离 DNA 浓度随着冻存

时间加长而先增大后减小的趋势。这可能是因为：

在新鲜血浆中，细胞的基因组 DNA 较为完整，容

易在提取过程中去除；当血浆冻存一段时间后，基

因组 DNA 逐渐降解，混入游离 DNA 中一起提取，

从而增加了血浆游离 DNA 的浓度；当血浆经过长

期冷冻后，DNA 降解消失现象增多，血浆游离

DNA 的浓度逐渐减少。通过使用安捷伦 2100 生物

分析仪对冻存血浆中游离 DNA 的长度分布进行检

测，证实了冻存血浆中大片段基因组污染增多的观 

 
表 2  多因素对血浆游离 DNA 提取浓度的影响 

Table 2  Impact of multiple factors to cfDNA extraction 
concentration 

Blood 
source

Blood 
drawing 

time 

Freezing 
time (d) 

Input plasma 
volume (mL) 

Plasma 
concentration 

(ng/mL) 

P1 w0 0 4 17.13 

P1 w0 42 3 38.00 

P1 w0 125 11 30.00 

P1 w6 0 3 22.93 

P1 w6 0 3 24.93 

P1 w6 0 3 25.20 

P1 w6 0 3 24.27 

P1 w6 90 2 22.25 

P2 w0 0 4 10.00 

P2 w0 42 3 30.67 

P2 w0 125 15 15.51 

P2 w6 0 3 14.93 

P2 w6 0 3 11.33 

P2 w6 0 3 14.47 

P2 w6 0 3 12.47 

P2 w6 90 3 16.89 

The lines in bold corresponding to SP10 and SP11 in table 3. 
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点。实际上，DNA 浓度不仅与血浆中片段的摩尔

量有关，而且与片段长度直接相关。因此，当存在

基因组污染时，使用质量浓度定量血浆游离 DNA

是不准确的，即使大片段的摩尔量很少，百倍的片

段长度也会使测得的游离 DNA 浓度虚高。可能更

精确定量血浆游离 DNA 的方案有：方案 1 是通过

片段选择去除长片段后检测游离 DNA 的质量浓

度，排除长片段的干扰；方案 2 是使用摩尔浓度替

代质量浓度，通过 qPCR 定量血浆中游离 DNA 的

摩尔数量，避免片段长度对定量准确性的影响。 

为了比较不同实验室提取血浆游离 DNA 的浓

度与稳定性差异，将两名志愿者的多个血浆样本分

别送至公司 A、B 进行血浆游离 DNA 提取，最终

提取浓度与本实验室的两样本提取结果汇总见  

表 3。从表中可以观察到不同实验室是影响血浆游

离 DNA 提取浓度的关键因素，公司 A 提取的 SP1–7

浓度较低，公司 B 提取的 SP8–9 浓度较高，但重

复实验间的一致性较差。此外，在公司 A 提取的

样本中，来自 P2 个体的样本 (SP3–4) 的 cfDNA

浓度低于来自 P1 个体的样本 (SP1–2、SP5–7)，与 

 
表 3  研究中血浆游离 DNA 的提取浓度 

Table 3  Extraction concentration of plasma cell-free 
DNA in this study 

Sample 
name 

Input plasma 
volume (mL) 

Total cfDNA 
mass (ng) 

Plasma 
concentration 

(ng/mL) 

SP1 1 19.12 19.12 

SP2 1 19.12 19.12 

SP3 2 13.35 6.68 

SP4 2 11.44 5.72 

SP5 2 16.78 8.39 

SP6 2 17.55 8.78 

SP7 2 15.64 7.82 

SP8 1 65.00 65.00 

SP9 1 25.00 25.00 

SP10 3 72.80 24.27 

SP11 2 44.50 22.25 

SP1 and SP2 are different libraries from the same extracted 
DNA. 

前面本实验室提取的结果一致。最后，使用安捷伦

2 100 生物分析仪检测血浆游离 DNA 的片段长度

分布，确认 SP1–11 无基因组污染，提取结果达到

了建库要求，可以进行后续建库和测序。 

2.2  血浆游离 DNA 的建库一致性 

2.2.1  血浆游离 DNA 数据的质量控制 

本研究涉及 Pre-BS 和 Post-BS 两种甲基化建

库方式。10 个血浆游离 DNA 甲基化文库的 Qubit

浓度和 2 100 片段分布都符合上机测序要求，血浆

游离 DNA 甲基化测序数据的预处理和质量控制结

果见表 4。公司 A 建库的 SP1–6 的局部比对率不

超过 40%，远低于公司 B 建库的 SP8–9。当使用

全局匹配模式进行比对时，SP1–6 的成功比对率只

有 25%左右。在排除了接头序列污染等流程不当

的因素后，我们在未成功比对的片段中观测到了部

分 PCR 异源双链核酸分子，确认造成比对率低的

原因发生于公司 A 的甲基化建库过程中。由于比

对率的不足，造成与 SP8–9 相似测序深度的

SP1–4、SP6 的总有效片段数量较少，基因组覆盖

度偏低，平均有效深度仅 (1–2)×；对于测序量是

SP8 或 SP9 三倍的 SP5，其获得的有效片段数、平

均深度与 SP8、SP9 持平。综合来看，公司 B 的血

浆游离 DNA 甲基化建库的数据有效率比公司 A更

高。考虑 Pre-BS 与 Post-BS 两种建库方式的特点，

可见 SP10–11 的 PCR 重复率略高于 SP8–9，这可

能是因为 Pre-BS 建库打断损失了部分血浆游离

DNA，文库复杂度降低导致 PCR 重复片段增多。 

2.2.2  血浆游离 DNA 数据的文库复杂度评价 

在表 4 中，可见 PCR 重复率与测序深度高度

相关，测序最深的 SP5 和 SP10 是重复率最高的两

个样本。为了更精确地定量比较血浆游离 DNA 甲

基化文库的复杂度差异，我们对有效片段数较多的

SP5、SP8–11 的原始甲基化测序数据作了降采样分

析，结果如图 1 所示。随着测序数据的采样下降， 
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表 4  血浆游离 DNA 甲基化数据的质量控制 

Table 4  Quality control of cfDNA methylation data 
Sample 
name 

Raw fragments 
(M) 

Local alignment rate 
(%) 

Duplication rate  
(%) 

Effective 
fragments (M) 

Genome coverage 
(%) 

Sequencing depth 
(×) 

SP1 84.85 38.67 28.84 23.35 49.18 2.33 

SP2 87.99 39.17 24.53 26.01 55.54 2.36 

SP3 72.30 34.30 25.91 18.37 46.07 1.96 

SP4 82.18 33.97 26.48 20.52 53.07 1.98 

SP5 230.78 38.46 40.90 52.46 70.01 3.70 

SP6 62.16 39.04 28.31 17.39 44.22 1.95 

SP8 77.81 77.10 17.05 49.77 85.62 3.63 

SP9 77.40 77.72 16.38 50.30 85.24 3.68 

SP10 218.31 74.55 42.92 91.27 83.26 6.52 

SP11 69.19 76.27 23.05 40.60 72.13 3.30 

 

PCR 重复率下降，符合正相关关系。对比同一降

采样深度下不同文库的重复率，发现公司 A 的 SP5

文库重复率最高；公司 B 的 SP8、SP9 文库重复率

最低；SP10、SP11 两个 Pre-BS 文库理论上应该重

复率较高，但实际上介于公司 A 和公司 B 的

Post-BS 文库之间。重复率的高低直接关系到测序

成本和文库的极限测序量，是建库水平的一个直观

反映。有趣的一点是，同一文库在两次独立测序中

得到的重复率曲线不完全相同。具体来说，图 1

中 test_SP10 与 test_SP11 的重复率高于 SP10 和

SP11，当预期测序深度较低时，所得数据的重复

率高于高深度数据的降采样重复率。这可能是因

为：血浆游离 DNA 甲基化文库的复杂度有限，不

同预期测序量下的上机文库量不同，造成文库的复

杂度、重复率差异。 

2.2.3  血浆游离 DNA 数据的片段长度分布 

除了成功比对率、重复率、覆盖度深度等质量

控制指标之外，血浆游离 DNA 甲基化文库的评价

标准还包括片段长度分布。根据成功比对的片段绘

制血浆游离 DNA 甲基化文库的长度分布曲线，同

时对比非甲基化建库的 SP7和多个健康人混合数据

BH01，所得结果如图 2 所示。图 2 中虚线为 170 bp，

BH01 和 SP7–11 文库的主峰均在 170 bp 附近，而 

 
 

图 1  测序深度与文库重复率的关系 

Fig. 1  Relationship between sequencing depth and library 
duplication rate. 

 

公司 A 建库的 SP1–6 主峰明显偏离 170 bp。此外，

更为严重的问题是公司 A 实验的 Post-BS 文库和

SP7 都存在长度分布截断的现象。事实上，实验中

的片段选择步骤难以做到完全截断，不会是垂直的

长度分布曲线。经过反复排查测序数据的预处理流

程，采取局部比对基因组的策略，问题依然存在。

考虑到片段长度截断发生在 150 bp 以内，有可能

是因为测序公司在生成原始数据时，默认过滤了含

有部分接头序列的片段。对于基因组 DNA 的常规

建库来说，文库大小 (200–400 bp) 远高于测序的 
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图 2  血浆游离 DNA 文库的长度分布 (A：WGS 文库的长度分布；B：公司 A 构建的 Post-BS 文库的长度分布；

C：公司 B 构建的 Post-BS 文库的长度分布；D：Pre-BS 甲基化文库的长度分布)  

Fig. 2  Length distribution of plasma cfDNA library. (A) Length distribution of WGS library. (B) Length distribution of 
Post-BS library accomplished by company A. (C) Length distribution of Post-BS library accomplished by company B. (D) 
Length distribution of Pre-BS library. 

 

读长 (150 bp)，因此舍弃短片段不会影响测序数据

的分析，但是对于血浆游离 DNA 来说，过滤短片

段会对后续分析的影响较大。例如，癌症病人血浆

游离 DNA比健康人更短[24]，使用长度为 90–150 bp

的血浆游离 DNA 可以更灵敏地区分癌症病人和健

康人[25]。换句话说，血浆游离 DNA 的短片段中，

癌症来源片段的比例更高，舍弃短片段将直接影响

血浆游离 DNA 的应用。 

对比 Pre-BS 和 Post-BS 建库的片段长度区

别，可见 SP10 与 SP11 这两个 Pre-BS 文库的片段

长度分布呈现 10 bp 左右的周期，与非甲基化建

库 (WGS) 的公共数据 BH01 中的周期一致，而

两家公司的 Post-BS 数据中，血浆游离 DNA 片段

长度分布比较平滑。由于 Pre-BS 与 Post-BS 两种

建库方式是分别在不同实验室完成的，所以不能

排除实验室差异的因素造成片段长度分布的差

异。但至少，这一现象证实了 Pre-BS 可以保留部

分片段长度信息，而公司 A、B 的 Post-BS 建库

对精细的片段长度信息损失较多。 

2.3  血浆游离 DNA 甲基化数据的长度信息 

为了进一步阐述血浆游离 DNA 甲基化文库中

的片段长度信息，研究参考了文献中的血浆游离

DNA 长度特征[14]，使用全基因组 5 M 窗口内的短

片段比例作为特征，绘制甲基化与常规文库的全基

因组片段化模式图谱，所得结果见图 3。 

由于在考察血浆游离 DNA 的长度特征时，全

基因组测序比全基因组甲基化测序更能反映真实

情况，因此，本研究将全基因组甲基化数据中的片

段长度特征与全基因组测序数据进行比较，以期评

估血浆游离 DNA 甲基化数据中的片段长度信息。
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此外，为了反映片段长度在人群中的差异，还搜集

了两个公共数据集中的健康人血浆游离 DNA 全基

因组测序数据 (美国多个健康人混合血浆测序数

据 BH01 、 中 国 香 港 健 康 人 血 浆 测 序 数 据

C309–314)。从图 3 可以看出，SP10–11 中 Pre-BS

甲基化数据得到的片段化模式特征在全基因组的

方差较大，信息量更大，其分布模式与 WGS 数据

BH01、SP7 相似，而与 SP1–6 与 SP8–9 中 Post-BS

数据存在显著差异。这一现象再次印证了 Pre-BS

保留片段长度信息的特点。 

我们根据血浆游离 DNA 的全基因组片段化模

式图谱，计算样本间的相关关系，聚类分析推断样

本间相似性，聚类结果如图 4 所示。SP10–11 中

Pre-BS 数据与 SP7、BH01 相关性高；公司 B 建库

的 Post-BS 数据和 C309–314 聚在一起；而公司 A

建库的 Post-BS 数据单独聚在一起。从聚类结果可

以观察到血浆游离 DNA 的 Pre-BS 数据可以保留

WGS 的片段化模式特征；公司 B 建库 Post-BS 数

据也捕获了部分片段化模式特征，对应到图 3 的基

因组图谱中，例如 1 号、10 号染色体的图谱模式

印证了 Post-BS B 与 C309–314 更相似。总体来说，

不管是 Pre-BS 还是 Post-BS 甲基化建库，都含有 

 

 
 

图 3  血浆游离 DNA 全基因组数据中的片段化模式 

Fig. 3  Fragmentation pattern in whole-genome plasma cfDNA data. 
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图 4  血浆游离 DNA 文库间的片段化模式相关性 

Fig. 4  Correlations of fragmentation pattern among different cfDNA libraries. 
 
 

血浆游离 DNA 的片段化模式信息，不同甲基化建

库方式的数据差异与不同实验室的 WGS数据差异

相当，说明甲基化与非甲基化建库方式对片段化模

式的影响甚至不及人群因素的影响大。但是，对于

公司 A产出的 Post-BS数据，其片段化模式与 WGS

数据相关性差，这一点有可能与公司 A 的短片段

截断有关。 

3  讨论 

血浆游离 DNA 在液体活检领域有着广泛的应

用，在癌症检测领域，血浆游离 DNA 中部分位点

的检测试剂盒已经得到国家食品药品监督管理总

局的批准，应用于人群的癌症筛查中。随着新一代

测序技术的不断发展，血浆游离 DNA 的全基因组

甲基化测序在早期癌症的检测与肿瘤溯源方面具

有良好的应用前景。 

本研究通过对不同人、不同采血时间、不同冻

存时间、不同建库方式、不同测序平台、不同公司

等变量的分析，探究了血浆游离 DNA 的采集、提

取、建库、测序、信息分析过程，综合评估实验的

稳定性和甲基化数据的实用性。研究结果表明：针

对血浆游离 DNA 的采集提取稳定性，两名健康异

性志愿者的血浆游离 DNA 浓度在 5–65 ng/mL 范

围内，两人的血浆游离 DNA 浓度有显著差异，而

不同采血时间的浓度较为稳定；针对血浆游离

DNA 的建库测序稳定性，我们发现不同测序公司

间的建库质量存在较大差异，并存在短序列读段的

长度截断等干扰因素；针对 Pre-BS 与 Post-BS 甲

基化建库的实用性，结果表明抽取 5 mL 血液即可

满足 Pre-BS 与 Post-BS 的建库需求，同时 Pre-BS

保留了更精细的片段长度信息；针对血浆游离

DNA 甲基化数据中的片段化模式，我们发现

Pre-BS甲基化测序数据中能提取到与WGS相似的

片段化模式特征。这些实用性与稳定性的评估结果

将为血浆游离 DNA 全基因组甲基化测序应用于液

体活检领域提供有力的参考和支撑。 
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