MRD在实体瘤中的应用进展
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摘要：恶性肿瘤逐年高发是国民健康的重大威胁，尽管肿瘤治疗方法和疗效都取得了较大的进步，但复发和耐药是大部分肿瘤患者要面临的困扰，实体恶性肿瘤早期诊断、抗肿瘤药物敏感性和术后复发成监测都是肿瘤患者预后的重要影响因素，当前常规监测手段在这些方面存在一定局限性，MRD通过液体活检针对肿瘤从基因层面进行监测，具有灵敏、可重复、微创伤低风险、经济等优点，可在术后监测、早诊早治、治疗疗效评估、新药开发、个性化治疗等多发面发挥重要作用。
Abstract: The annually increasing incidence of malignant tumors poses a significant threat to public health. Although substantial progress has been made in tumor treatment modalities and therapeutic efficacy, recurrence and drug resistance remain persistent challenges for the majority of cancer patients. The early diagnosis of solid malignant tumors, the assessment of anti-tumor drug sensitivity, and the post-operative monitoring of recurrence are critical factors influencing patient prognosis. Current conventional monitoring methods, however, face certain limitations in these areas. Minimal Residual Disease (MRD) monitoring—conducted at the genomic level via liquid biopsy—offers distinct advantages, including high sensitivity, reproducibility, minimal invasiveness, low risk, and cost-effectiveness. Consequently, it holds the potential to play a pivotal role across a wide spectrum of applications, including post-operative surveillance, early diagnosis and intervention, therapeutic efficacy assessment, new drug development, and personalized medicine.

1．背景
恶性肿瘤成为威胁人类健康的重要因素[1]，部分接受根治性治疗的患者短期内复发，且部分复发部位为淋巴结转移或远处转移，推测可能是手术治疗时已经存在的远处微小病灶导致的[2-4]。例如食管癌现有临床治疗后无复发中位生存时间只有11个月，而常规的组织病理学和影像学特征不足以预测复发，鉴于这些因素，需要敏感的生物标志物来更好地识别复发风险较高的患者[5]，肿瘤疾病状态评估的传统方法依赖于血液学检测和放射学监测[6]。最佳的肿瘤管理在很大程度上取决于准确判断疾病阶段，而判断疾病阶段又取决于检测手段的灵敏度[7]。 随着最近癌症基因组测序研究的深入，发现已知几乎所有类型的癌症都存在体细胞遗传改变，这些体细胞突变在正常细胞群中发生的频率可以忽略不计，因此从生物学角度来看提供了极其特异性的生物标志物。
MRD主要指癌症患者经过治愈性治疗后，体内持续存在的低于常规检测（如显微镜观察或血液异常蛋白等）极限，但通过液体活检可发现肿瘤来源的细胞或者异常分子。它有多种不同表述，美国NCCN指南同时使用了“Minimal Residual Disease”和“Measurable Residual Disease”，一些文献也会使用“Molecular Residual Disease”一词，即分子残留病灶。通过分析血液及其他体液中的循环肿瘤细胞(circulating tumor cell，CTC)、循环肿瘤 DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)、外泌体等来源于实体瘤的生物标志物监测肿瘤进展，可为治疗提供临床决策。上述对象在以血液为载体的基础上进行检测是目前最常用的方法，而某些特定体液中的肿瘤细胞及其衍生物因无法如同全身循环的血液那样反映癌症转移的具体情况，此外，相比于血液，其他体液有着更加复杂的微生物环境，微生物自身及其代谢物会对检测结果造成难以预测的影响，在临床实际应用中尚处于探索阶段。MRD检测率先在血液肿瘤领域落地，目前已有产品获批，2018年，AdaptiveBiotechnologies的ClonoSEQ获FDA批准，用于血液肿瘤检测。实体瘤MRD研究起步较晚，但适用空间更大，液体活检相比于组织活检，其优点是可以多次、连续进行识别肿瘤驱动突变、跟踪肿瘤演变和监测疾病复发，且更加便捷，能够动态反馈疾病的进展。我国高发病率、高死亡率癌种中，排在前列的肺癌、乳腺癌、结直肠癌、肝癌、食管癌等均为实体瘤。目前，在实体瘤中所说的MRD通常指的是分子残留病灶,也就是通过血液检测ctDNA。ctDNA定义为肿瘤细胞脱落到体循环中的短DNA序列,包括细胞凋亡、坏死以及细胞外囊泡和循环肿瘤细胞的主动分泌[8 9]，是cfDNA片段中的一小部分。早在1977年，研究发现癌症患者的血浆中cfDNA水平比健康人群高[10]。胰腺癌患者血浆中KRAS基因的靶向测序表明ctDNA可以与源自健康细胞凋亡的 cfDNA 区分开来[11]。MRD检测技术可在多个领域发挥作用。

2．MRD用于实体瘤术后监测
2.1MRD用于监测肿瘤复发
已有研究证明，MRD检测用于肺癌、结直肠癌、乳腺癌、胰腺癌等实体瘤的临床治疗方案评估、预后监测是可行的[12]。吴一龙教授的大型肺癌MRD前瞻性研究得出相似结论，通过动态监测发现术后MRD阴性人群无法从辅助治疗中获益，同时阐明了II/III期肺癌术后MRD转阳的高风险期为术后12-18个月[13]。2021年11月，刘伦旭教授团队发布了LUNGCA-1的研究成果，揭示了术后一月内MRD状态可作为预测复发的标志物，其阳性是患者无复发生存期缩短的独立危险因素，并且MRD状态与辅助治疗结果相关，MRD阳性患者，辅助治疗可提高患者无复发生存期[14]。2021 Nature Communications发表的一项研究结果显示非小细胞肺癌术后MRD监测不仅具有预测复发的功能，同时发现阳性患者可以从辅助治疗中获益，而阴性患者没有获益。说明此项技术可以用于筛选潜在治疗获益人群，MRD的检测可以帮助指导辅助化疗决策。
TRACERx研究发现[15]，术后ctDNA预测肺癌患者36个月复发的灵敏度为48%，特异度为100%；且ctDNA检测和影像学复发之间的中位时间为167天，而癌胚抗原（CEA）升高和影像学复发之间的中位时间为61 d，相比较液体活检缩短了临床诊断复发间隔时间，争取了复发前治疗优势。在 CROSS 试验中，30% 的患者在新辅助放化疗和手术后2年内出现远处转移[16]，推测这些患者的肿瘤细胞可能在治疗前就已经播散，但现有PET-CT可能无法检测到，通过联合ctDNA检测可能先于PET-CT检测转移[17]。同时在无法获得转移性癌症患者的肿瘤组织标本时，液体活检提供了一种替代方案，而无需承受转移性病变活检所带来的痛苦、风险和费用[12]。
一项包含212例食管和胃癌患者的回顾性研究指出，在术后监测中，任何时间点ctDNA阳性组复发率为 88.2%，而ctDNA阴性的复发率为 5.5%，在ctDNA阳性患者中，无复发生存期明显降低，在多变量分析中，ctDNA阳性和临床III期是较差的无复发生存期的独立影响因素。研究表明在术后任何时间点ctDNA 阳性可以高度预测不良结果，并以高灵敏度和特异性识别复发[18]。其他食管癌和转移性结直肠癌研究显示了相似结论，即接受放化疗治疗后ctDNA变化与肿瘤进展，远处转移的形成和较短的疾病特异性生存时间相关，并且其变化优先于影像学反应[17 19]。同样乳腺和结直肠[20] 肿瘤切除后血浆中ctDNA 检测已被证明可以在现有的临床检查手段之前识别出术后复发的患者。一位接受化疗后的食管癌伴肝转移的患者，其ctDNA在CEA升高前174天开始增加，在放射线检测到肝转移病灶前350天开始增加，切除肝脏肿块病理证实为转移性癌，转移瘤切除术后，监测影像显示没有复发证据，ctDNA水平变为阴性，并且在ctDNA转阴时，患者的CEA水平仍未恢复正常，可见传统肿瘤标志物可能存在一定的滞后现象，并且其水平可能会受到炎症、肝脏疾病等影响[21]。同时在临床工作中可以发现一些肿瘤晚期患者，肿瘤标志物并未升高。在其他研究中也发现了相似现象，ctDNA的增加与89%的转移性乳腺癌患者的疾病进展相关，平均较影像学进展提前 5 个月[22]。
2.2 MRD用于复发风险分层
JAMA Oncology在线发表了一项由中国学者牵头发起的临床研究[23]，该研究历时4年，是首个成功证实通过循环肿瘤DNA（ctDNA）甲基化分析可实现I-III期肠癌患者根治术后风险分层、化疗监测和早期复发监测的研究。研究人员另外对患者基线状态下的血液ctDNA状态进行检测，I、II和III期结直肠癌的检出率分别为65.1%（63例患者中41例）、82.7%（98例患者中81例）和81.5%（135 例患者中110例），显著优于癌胚抗原检出率。54例复发患者中51例（94.4%）为ctDNA阳性。值得关注的是，在术前ctDNA阴性的64例患者中，只有3例（4.7%）患者复发，61例（95.3%）未出现复发。这一技术可以帮助筛选具有更高复发事件率的患者群体，从而指导高风险的患者群体接受适当治疗并延长发生终点事件的时间。
2.3 MRD预测潜在治愈人群
一项纳入261例非小细胞肺癌患者的临床研究结论显示，MRD对于肿瘤复发的阴性预测值和阳性预测值分别为96.8％和89.1％，即96.8%未检出MRD的患者在末次随访时仍处于无病状态，并且在各个疾病分期中均保持高水平预测准确性，并且根据可检测到的 MRD 或疾病复发的发生率进行估计的风险率曲线在18个月时达到峰值，因此，当患者MRD阴性超过18个月时，发生可检测的MRD或复发的风险逐步降低，这一发现可能有助于定义潜在治愈人群[13]。另外在局部晚期食管癌患者中，相当一部分患者接受新辅助放化疗后行手术治疗[24]，根据文献，约三分之一的患者在切除标本中出现病理学完全缓解[24 25]，如果可以准确评估出这类病理完全缓解的患者，可能无需接受进一步治疗从而减轻患者的经济负担同时减少并发症[26-28]。尽管目前有多种方式检测新辅助治疗后的残留病灶，例如对原发肿瘤位置进行活检的内窥镜检查和对可疑淋巴结进行细针抽吸的内窥镜超声检查，以及PET-CT用于诊断局部肿瘤残余和远处转移病灶，然而这些方法的准确性仍不能完全满足临床需要[29]。一项研究对45名接受放化疗的食管癌患者进行治疗前后的ctDNA检测，发现在接受放化疗后未行手术治疗的患者中，结合ctDNA和代谢成像分析可100%预测肿瘤进展情况，相比之下，仅ctDNA 检测的预测率为71%，仅代谢成像分析的预测率为57%[17]。

3．MRD用于早诊早治
降低癌症发病率和死亡率的最佳方法是早期发现早期干预，此时癌症仍局限于原发部位，大多数实体瘤可以通过现有的手术方法治愈，即使发生隐匿性转移，辅助治疗或手术也可以使部分患者获益，这很可能代表了液体活检最具变革性的临床应用，以基于血液的ctDNA分析将提供在肿瘤早期诊断的机会，从而大大减少与癌症相关的死亡[30]。研究表明，含有约5000万恶性细胞的肿瘤会释放足够的DNA以便在循环中进行检测[31]，这种大小的癌症远低于目前明确成像所需的尺寸。据报道，胃癌中的血浆 cfDNA 平均水平显着高于健康个体，对于患者来说，它已被证明与较高的肿瘤负荷相关。EpiPanGI Dx专门针对胃肠道癌症，是一种基于差异甲基化区域的泛胃肠道诊断检测方法，在预测六种不同胃肠道肿瘤的起源组织时显示出强大的诊断准确性。该小组根据组织上的DNA甲基化数据开发并在血浆衍生的cfDNA中进行了验证，对大多数胃肠道癌症显示出0.85-0.95的预测准确性[32]。

4．MRD用于指导药物治疗
4.1 MRD用于评估药物疗效
Drug holiday是肿瘤治疗中会提到的一个概念，指长期使用某种药物以后，主动的把药物停止一段时间，使患者得到一段休息和观察的时间。其意义在于减少治疗的副作用，降低耐受性，使患者获得更久的药物使用时间，同时还能帮助患者减轻一定的经济负担。简单的一刀切策略和较长的治疗周期会给一部分患者带来不必要的毒副作用和心理负担，因此，准确预测患者疾病复发风险至关重要。程序性死亡受体 1 或其配体（PD-1/PD-L1）抑制剂已成为许多癌症的有效疗法。 然而，只有部分患者可以从这一治疗中获益。尽管已经提出了一些预测治疗反应的生物标志物，但仍然没有绝对可靠的标志物。同时及早确定免疫治疗的反应可以指导正在获益的患者继续治疗，同时使其他患者免受不必要的毒性和费用。放射学检查并不能实时准确地反应临床获益的动态[33]，此外，重复的肿瘤活检通常是不可行的，增加患者风险及治疗费用的同时，仍可能无法在治疗早期提供有意义的预测信息。因而迫切需要寻找非侵入性生物标志物。一项纳入了106例患者的前瞻性临床试验，使用ctDNA作为接受派姆单抗治疗的晚期实体瘤患者肿瘤负荷指标，ctDNA水平相对于基线的变化可以预测免疫制剂治疗各种癌症的获益[34 35]，ctDNA水平与临床结果的关联最强且最一致，尤其是在两个周期的派姆单抗治疗后发现 ctDNA的早期减少和治疗中 ctDNA清除是预后良好的标志，且与肿瘤类型、肿瘤突变负荷或程序性死亡受体状态无关。另外值得一提的是，在治疗早期影像学提示疾病进展的患者中，有部分患者ctDNA出现下降，而这部分患者尽管没有接受额外的免疫制剂的治疗，却显示出更好的生存；并且即使在影像学和ctDNA反应一致的组中，ctDNA的反应明显早于影像学反应[36 37]。这证明了ctDNA在监测免疫治疗疾病反应中的新兴作用。由于肿瘤异质性，ctDNA 分析在确定曲妥珠单抗的敏感性方面可能比使用初始活检更准确[4]。
ctDNA提供了一种简单高效的方法来评估肿瘤治疗的反应，传统的组织活检不仅高达25%的肺癌活检无法获得足够的组织来进行评估[38]，而且由于癌症固有的分子异质性，原发肿瘤和转移瘤的基因组谱并不总是一致[39 40]，组织活检中某些突变基因表达的肿瘤异质性可能是一个不容忽视的问题，而液体活检可以以更高的频率进行评估并降低并发症，同时，使用ctDNA检测方法可能克服肿瘤的遗传异质性并确定每个肿瘤更完整的分子谱[41]。
4.2 MRD用于监测抗肿瘤药物治疗过程中肿瘤演化
使用 ctDNA 评估肿瘤基因组改变是癌症研究的一个不断发展的领域，并且越来越多地被纳入临床试验和实践中[42 43]。ctDNA中识别的可靶向治疗的基因组改变可以指导晚期癌症靶向治疗的选择，也可能在局部癌症的分期和复发监测中发挥作用。2012年，两个独立小组通过ctDNA分析发现KRAS改变是结直肠癌抗EGFR治疗出现耐药性的机制[31 44]。值得注意的是，ctDNA早在放射学进展前10个月就预测了KRAS耐药亚克隆的出现，ctDNA分析显示，当撤回抗EGFR阻断药物时，进展时检测到的突变KRAS等位基因开始下降。一部分CRC患者获得EGFR胞外域(ECD)突变，从而对西妥昔单抗和帕尼单抗耐药，与获得KRAS突变的患者相比，具有EGFR ECD突变的患者对EGFR治疗的抗性更明显[45]。使用针对每位患者的肿瘤基因组改变进行个性化的ctDNA检测，已被证明可以在多种肿瘤类型中区分高复发风险的患者，并且可以较传统方法提前发现复发的迹象[46]。ctDNA 可以识别辅助治疗后需要进一步干预的患者，提供遗传信息以选择适当的治疗方法。ctDNA 能够检测任何可能作为药物敏感性标记的基因突变或扩增，例如 FGFR2 或 ERBB2，这表明其作为新兴生物标记物的重要性[4]。
另外，ctDNA 可用作研究肿瘤对治疗的反应演化的研究工具，可用于监测正在接受靶向药物治疗的患者，提供有关耐药性的遗传信息，例如在一项研究中在 24名对EGFR阻断产生反应而后病情进展的患者中，有38%的患者出现了KRAS突变[31]，KRAS基因突变并不存在于原发肿瘤中，但可能出现在转移性病灶内的一小群细胞中，并在EGFR阻断的影响下扩展，靶向治疗施加的选择性压力下KRAS和NRAS突变可以迅速出现。每个对EGFR阻断产生反应并随后进展的病变预计至少含有一种耐药突变，研究共观察到 70 种体细胞突变，这些突变在 EGFR 阻断之前在肿瘤或血浆中并未被检测到，仅在治疗开始后才出现[12]。有趣的是，KRAS 突变亚克隆可能会在停止抗EGFR 治疗后下降[46]。在接受内分泌治疗的乳腺癌患者中也观察到ER受体基因的选择性突变导致耐药[47]。这表明有可能实现以ctDNA分析为标志进而停止和重新使用靶向治疗药物，并且这一检测是可重复操作的。
4.3 MRD用于新药开发
2022年6月，FDA发布了关于ctDNA在早期实体瘤药物开发中应用的指南草案，鼓励通过ctDNA进行MRD的检测用于早期实体肿瘤治疗药物的开发。草案指出，ctDNA检测不但能够筛选含有靶向突变的患者，纳入临床研究，更可能用于富集高复发风险的患者，衡量治疗反应，甚至作为早期研究终点。MRD检测正在成为药物开发不可或缺的一部分，可显著提高药物开发效率。

5．MRD检测技术分类
目前行业内将基于二代基因测序的MRD检测分为两大类，其一为Tumor-informed assays，即需要先对原发肿瘤组织进行全面的基因组测序，形成每个患者的个性化基因变异图谱，定制化引物在cfDNA进行多突变平行检测，是目前最准确的实体瘤MRD检测路径，但个性化定制检测方案成本高，检测流程长，依赖肿瘤组织，同时转移瘤可能会形成独特的基因组特征，这些突变在原发肿瘤测序时可能无法检测到；特定突变是通过对原发肿瘤的评估来定义的，因而需要活检或手术获取原发肿瘤，因而会增加费用和风险，但这在未来可能不再是一个障碍，有报告指出在新鲜的肿瘤活检和使用福尔马林固定石蜡包埋（Formalin Fixed Paraffin Embedded，FFPE）肿瘤组织中，检测性能似乎相似，FFPE肿瘤组织也已成功用于此定制平台，其性能与新鲜冷冻组织相似[7 48 49]；其二为Tumor-uninformed assays或Tumor-agnostic assays，同样基于二代测序技术，不需要原发肿瘤信息，选择高频突变基因构成固定panel（一般为驱动基因和靶向药物基因）进行ctDNA检测，并可识别肿瘤治疗期间发生的新变化，但肿瘤存在异质性，可能难以全面覆盖所有肿瘤患者的基因突变，尤其对于少见突变可能会出现遗漏。二者各有优势，仍需根据患者需求和研究机构的技术擅长进行选择。

6．技术局限性
非肿瘤来源cfDNA背景复杂、基因片段太小、ctDNA 的生物半衰期约为2小时，比其他肿瘤标记物的生物半衰期更短[49-51]以及随着治疗效果显现，肿瘤 DNA 比例会大幅度下降等原因都可能影响检测结果。鉴于检测成本较高及缺乏分析方法共识，目前液体活检仍不能完全替代传统检查。靶向ctDNA分析的一个限制是成本，估计每位患者对单个肿瘤区域进行测序、合成患者特异性检测组合以及对五个血浆样本进行分析的成本为1750美元。另一个限制液体活检技术发展的重要因素是敏感性和特异性问题，众所周知肿瘤性疾病是一个异质性较大的疾病，不同患者不同肿瘤类型不同生长速度和位置肿瘤的ctDNA含量可能存在较大差异。由于标本采集和保存方法、送检流程、检测方法、试剂种类、数据处理方法、阳性阈值的界定等都会对结果产生影响[51 52]，因而必须对分析前和分析步骤进行标准化和验证，以确保程序和数据分析方法的可重复性和标准化[53]。制定这一技术的行业标准化指南是亟需的。使用任何生物标志物监测晚期疾病患者在临床症状出现之前进行干预是否有益于延长生存期，仍需前瞻性试验来进一步验证假设以提供有力的临床证据。

7.总结与展望
    随着基因检测技术的普及及精准度不断提高，MRD检测技术的发展迎来了重大机遇，在肿瘤的早诊早治、治疗疗效评估、耐药监测、术后复发监测、新型肿瘤药物开发方面都取得了较好的成果，随着精准治疗和个性化治疗的理念普及，MRD技术有望根据每一位患者的病情和检测结果制定灵活的个性化的治疗方案，从而提高治疗效果、减少并发症和经济负担。尽管MRD技术诸多优势明显，现阶段仍存在缺乏行业标准化指南、需要更多前瞻性试验提供更有力的临床应用正经等问题，相信随着技术不断更新迭代和更多的试验数据披露，MRD检测技术会对实体瘤的治疗和监测贡献更大助力。
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