
MRD在NSCLC患者术后对于预后及辅助
治疗的预测价值
华大智造DNBSEQ测序平台赋能肺癌实体肿瘤MRD的检测与研究

实现肺癌肿瘤MRD检测
DNBSEQ-T7能够为ctDNA的高灵敏性MRD检测提供支撑，助
力早中期可手术的非小细胞肺癌领域前瞻性研究。

第三方靶向富集方案可完美适配DNBSEQ测序
平台
华大智造通用文库转换方案可使该靶向捕获方案完美适配
DNBSEQ测序平台。

高效准确的测序
独有的DNBSEQ技术具有高准确性、低数据冗余、低标签跳跃
等特性。

提供全套产品组合
借助独有的自动化建库技术和生信分析软件可实现从样本输
入到报告输出的全套产品组合。

广东省人民医院、广东省肺癌研究所吴一龙教授团队基于华大智造DNBSEQ测序平台探索了MRD检测在NSCLC患者
手术后的预后和辅助治疗价值。

该研究成果于2022年以封面文章的形式发表于在国际顶级期刊Cancer Discovery（IF：39.397）上，题为“Longitu-
dinal Undetectable Molecular Residual Disease Defines Potentially Cured Population in Localized Non‒Small 
Cell Lung Cancer”1。

推荐应用：肿瘤组学（肺癌）
推荐机型：DNBSEQ-T7RS, MGISEQ-2000RS

Cancer Discovery



背景介绍

MRD（Minimal Residual Disease）即微小残留病灶又名分子残留病灶，相关的检测技术可用于肿瘤患者
的诊疗中。当肿瘤治疗后，许多患者体内仍存在残留肿瘤细胞或微小病灶，但此时残留的癌细胞数量或许
很少，不会引起任何体征或症状，此时仅仅通过影像学手段无法检出残留病灶。倘若不进行医疗手段的干
预，则极有可能会导致肿瘤进展或复发转移2。

最近开发出来的几种检测非小细胞肺癌（NSCLC）分子残留病灶（MRD）的技术主要是通过追踪游离DNA
（cfDNA）中的超低频体细胞肿瘤变异的方法 来实现的3-6。MRD 检测对非小细胞肺癌患者确定性手术后的
预后具有重要价值。越来越多的证据表明，实体瘤患者在根治性治疗后体内若残存有分子水平的肿瘤残留
病灶，即可能会导致肿瘤复发，从而产生不良预后7。图1全景展示了肿瘤负荷与疾病发展的全过程8。

这项研究证实了基于 ctDNA 的 MRD 检测对 非小细胞肺癌患者根治性切除术后的预后价值。强调了未检测
到MRD 的价值，它可用于定义局部 非小细胞肺癌中潜在治愈的人群。 此外，亚组分析表明，对于未检测
到 MRD 的患者，可能不需要辅助治疗。

图1. 基于癌症患者体内肿瘤负荷的动态变化开展治疗策略的制定8
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实验方法

样本收集和DNA提取

该前瞻性观察研究所涉及到的样本来源于2019年
3月至2021年1月期间在广东省人民医院和广东省
肺癌研究所共收集到的处在一期到三期间的非小
细胞肺癌（肿瘤直径≥2厘米）的261位病患。具
体实验设计流程可查阅原文。

对于未接受辅助治疗的患者、接受辅助化疗的患
者与接受长期EGFR抑制剂或ICI辅助治疗的患者
分别在术前和术后的预定时间点收集两管10毫升
的外周血于Streck管中并进行相应的样本处理。
之后，提取血浆循环cfDNA、用外周血淋巴细胞
提取种系基因组DNA；相应的肿瘤DNA则从新鲜
的肿瘤组织或FFPE肿瘤组织样本中提取。其中，
增设了11名I期非小细胞肺癌患者，收集切除的肺
叶的肺静脉残端血液5至10毫升以进一步确认手
术前肺部肿瘤未脱落。

文库制备与测序

a.cfDNA Panel设计

本研究基于与CAPP-seq3类似的设计理念设计了
一个338基因Panel。该Panel综合考虑了肺癌、
结直肠癌以及肝细胞癌，可覆盖550Kbp的基因组
区域。 在Panel设计过程中：1.首先选择了包括这
三种癌症类型中最常见的驱动突变；2. 增加可操
作的敏感和抗性突变、与免疫疗法效果有关的基
因改变；3.基于吉因加测序的48,353位癌症患
者、其他开放的数据库选择的高频突变区域。

声仪将400~800 ng DNA超声打断使DNA片段的峰
值为200 ~ 250 bp，并使用NEBNext Ultra DNA文
库制备试剂盒(NEB)将其制备成测序文库备用。而
cfDNA也用于文库构建，并在每个双链DNA上标记
唯一标识符(UID)以区分真实的体细胞突变和伪体
突变，提高了精确跟踪单个血浆分子的能力。

对于肿瘤基因组和相应的种系DNA文库，使用某
已报道的，可覆盖约1.5 Mbp基因组并靶向1021个
癌症相关基因的定制设计Panel用于杂交富集。对
于血浆DNA及其配对的基因组种系DNA文库则使
用本文设计的cfDNA Panel进行杂交富集。

构建好的DNA文库在华大智造产的DNBSEQ-T7RS
测序仪或吉因加产的Gene+ seq -2000测序仪上完
成双端100bp(PE100)的测序。针对外周血淋巴细
胞、血浆和新鲜/FFPE标本分别产生5、40和5Gb
的数据。

b.文库构建、目标区域捕获和测序

对于种系基因组DNA和配对的肿瘤DNA，使用超

数据分析

使用BWA 0.6.2版的默认参数，在去除适配体和低
质量读数后，将测序数据比对到人类参考基因组
(GRCh37)上。使用Picard中的MarkDuplicates工
具对肿瘤和种系基因组DNA的重复读数进行标记
和删除。对于cfDNA，通过UID和模板片段的位置
来识别重复Reads以消除PCR或使用realSeq测序
引入的错误。使用GATK对SNVs和indels周围的局
部进行重排，以及进行质量控制评估。

使用realDcaller和TNscope对肿瘤体细胞的SNVs
和小Indels进行分析；使用CNVKit检测拷贝数变
异；结构变异则使用算法NCsv进行分析。在这之
后进行ctDNA-MRD检测并进行统计分析。



图2. 术后MRD持续阴性定义潜在治愈人群

结果

阴性预测值在MRD检测中具有重要价值，持
续阴性可定义为潜在治愈

该研究对术后的患者进行单节点（Landmark）
MRD检测，发现在预后效果方面，检测结果为阴
性的患者明显优于阳性患者（图2）。为提高预测

准确性对患者进行动态MRD检测，在检测结果中
NPV（阴性预测值）达到96.8%，该数据表明
96.8%的持续阴性人群没有出现肿瘤复发，这一结
论可以将持续阴性人群定义为潜在治愈人群的指
标（图2）。
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图3. 术后MRD阴性患者不能从辅助治疗中获益

图4. 增加的11例I期患者两次外周血和静脉残端血的ctDNA检测结果比较

MRD检测能够为预测辅助治疗提供获益
价值     

相关结果表明，术后MRD检测阳性的患者，这部
分人群接受辅助治疗对于改善DFS具有明显作用；
反之，MRD结果为阴性的患者，不能从辅助治疗

中进行获益（图3）。这提示MRD阴性人群的肿瘤
负荷极低（接近治愈），辅助治疗有可能是非必
需的（图3）。MRD持续阴性的人群可以确定为潜
在治愈人群，这部分人群的肿瘤负荷极低，很可
能不需要辅助治疗（图3）。

肺癌MRD检测受Nonshedding肿瘤的影响

Nonshedding肿瘤指手术前ctDNA-MRD检测为阴
性的情况，术前并未发现微小残留病灶，研究选
取11例切除肺叶的1期患者，对其静脉残端血和外

周血的进行ctDNA检测，其中有6例患者样本，检
测不到其静脉残端血和外周血中的ctDNA，结果表
明Nonshedding肿瘤的必然存在性，存在多种因
素影响ctDNA释放（图4）。
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图5. 复发患者术后MRD监测与术前ctDNA检出的关系

除此之外，对14例术前ctDNA阴性、术后复发的患
者患者进行术后MRD检测，14例患者都能准确检
测到MRD，因此得出结论术前ctDNA能否检测到不

影响术后MRD监测结果（图5）。同时该研究发
现，影响MRD监测的重要原因是单纯脑转移的解
剖学因素。
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DNBSEQ-T7RS基因测序仪

总结

这项前瞻性研究基于华大智造DNBSEQ测序技术表
明了ctDNA-MRD检测与肺癌患者临床结果之间具
有显著的相关性。

华大智造的DNBSEQ测序平台持续助力癌症医学领
域前沿研究。该研究将MRD检测持续阴性的人群
定义为潜在治愈人群，探讨了MRD对辅助治疗的
预测价值，表明辅助治疗对MRD检测持续阴性的
患者是没有价值的，同时阐明术前Nonshedding
肿瘤的存在不影响术后MRD监测。
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