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B 细胞淋巴增生性疾病中微小残留病检测的新进展
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［摘要］　在许多恶性血液系统疾病中，癌细胞清除率均与疾病预后息息相关。临床研究表明，微小残留

病（MRD）可直接反映癌细胞清除率的高低，但目前用于 MRD 检测的工具仍有待完善。该综述介绍了数字聚

合酶链反应和二代测序技术在 B 细胞淋巴增生性疾病 MRD 检测中的应用进展。
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Abstract: The clearance of cancer cells is closely associated with the prognosis of various hematologic 
malignancies.	Clinical	studies	have	shown	that	minimal	residual	disease	(MRD)	can	directly	reflect	 the	clearance	of	
cancer cells, but the tools for MRD detection need to be improved. This article reviews the latest advances in the MRD 
detection by digital polymerase chain reaction and next-generation sequencing in B-cell lymphoproliferative disease.
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近几十年来，大量研究表明，在许多恶性血

液系统疾病中，癌细胞清除率均与疾病预后息息

相关。自 1991 年，第一项将 PCR 应用于淋巴瘤微

小残留病（minimal residual disease, MRD）检测的

临床研究发表后 [1]，依赖于 PCR 的多种分子技术

陆续应用于淋巴疾病的 MRD 检测中。

根据不同的原理和方法，可将 PCR 工具大致

分为定性和定量两类。定性策略包括巢式和半巢

式 PCR 分析，灵敏度可观，为 1.00×10-5。但由于

缺乏量化指标，定性 PCR 提供的信息有限 [2]。定

量策略目前以实时定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qPCR）为主，它

能够准确评估连续随访时间点的残留肿瘤细胞数

量 [3]。其中 qPCR 至今仍是公认最有效、最标准的

MRD 检测方法。但 qPCR 灵敏度阈值较低，在许

多患者体内无法找到可靠的 MRD 靶点 [4]。

综上，现存的两大类 PCR 工具均存在一定局

限性，因此 MRD 检测方法的改良、创新依旧十分

必要。本文就 B 细胞淋巴增生性疾病中 MRD 检测

方法的最新进展综述如下。

1　qPCR：原有 MRD 检测方式的局限性

PCR 方法自发现以来不断进化，但仍存在一

些局限性。

理想的分子标记物只存在于肿瘤细胞中，因

此，MRD 检测靶点的选择很大程度上取决于疾病

的亚型。在 B 细胞分化的早期过程中，免疫球蛋
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白基因的不同片段发生重排。每一个肿瘤淋巴细

胞都含有相同重排的免疫球蛋白重链（IgH）基因，

因此 IgH 可作为检测 MRD 的理想肿瘤特异性标记

物 [5]。然而，并非每一种 B 细胞淋巴疾病都有可

靠的特异性分子改变，所以肿瘤特异性标记物并

不适用于所有患者的 MRD 检测。例如，在霍奇金

淋巴瘤中，虽然某些畸变的确反复发生，但发生

同种畸变的恶性肿瘤细胞在大块组织中非常罕见

（<5%），因此难以确定检测的目的基因 [6]。同样，

弥漫性大 B 细胞淋巴瘤需要对个体进行标记筛选，

才能确定用于 MRD 检测的靶点 [7]。

目前，常规应用 qPCR 方法对 MRD 进行检测。

qPCR 方法的灵敏度取决于 DNA 重排类型、连接

区域的大小及每个反应可用的 DNA 数量。相对来

讲，病理细胞数越低，分析的准确性就越低。因

此，除了获得定量数据之外，达到足够的灵敏度

对于 qPCR 来说至关重要。由于试验灵敏度低、分

析样本中肿瘤浸润性低、克隆进化模式差异等原

因可能造成假阴性的 PCR 结果，这可能使患者面

临更高的复发风险。另外，对低水平 qPCR 结果的

解释尚不明确：qPCR 的短板在于无法在有限的灵

敏度和定量范围中为某些肿瘤样本提供可靠的量

化靶点 [8]，这些样本目前被定义为“阳性不可量化”

（positive non-quantifiable）。理论上，“阳性不可

量化”结果也可能表明一组特定的患者其预后介

于 MRD 阳性和阴性之间 [9]。

除此之外，为了相对准确的量化靶点，需要

人工建立一个标准的稀释曲线，并设计特定于个

体的引物，这对实验室人员的专业知识及时间成

本要求较高。

2　数字聚合酶链反应：改良 MRD 检测方式

作为 PCR 的最新进展之一，数字聚合酶链反

应（digital polymerase chain reaction, dPCR）的出现

为 qPCR 提升了实用价值。dPCR 通过水油乳浊液

滴系统将模板 DNA 分子分割成微滴，用端点 PCR

的方式实现模板扩增，最后通过荧光数据采集及

泊松统计分析得到结果。从而将核酸的定量由相

对定量提高到绝对定量。

相 较 于 传 统 PCR，dPCR 具 有 以 下 优 势：

（1） 绝 对 定 量：dPCR 不 依 赖 于 样 本 定 量 的 标

准曲线，能够规避与反应效率波动相关的陷阱，

因此可以重新覆盖那些由于肿瘤负荷较低而无法

生成可靠标准曲线的患者，同时能够节约检测组

织。（2）灵敏度高：能够实现单分子级检测。

（3）稳定性强：由于靶序列划分的体积更小，

dPCR 对不同类型抑制剂的耐受性要高于 qPCR，

因此可适用于复杂样本 [10-11]。

Cavalli 等 [12] 分别用 qPCR 与微滴式 dPCR 的

方法对滤泡性淋巴瘤患者进行了 MRD 检测。在

不同时间点进行测试，结果显示微滴式 dPCR 与

qPCR 一致性较高（82%），但微滴式 dPCR 具有

更高的敏感度，且能够在 44% 巢式 PCR 定为阴性

的样本中发现分子标记。通过微滴式 dPCR 测量的

肿瘤负荷可显著预测无进展生存（progression-free 

survival）时间，而 qPCR 则无法做到这一点。

另一方面，Guerini 等 [13] 将微滴式 dPCR 用于

毛细胞白血病患者的基因检测。将其与 qPCR 对比，

结果显示，微滴式 dPCR 的灵敏度比 qPCR 高出半

个对数。在华氏巨球蛋白血症患者中，上述结果

依然成立 [14]。但上述研究使用的是不同的阳性定

义标准，尚需通用标准对其进行规范。

在成熟的淋巴增生性疾病中，微滴式 dPCR 与

qPCR 有很好的一致性 [15]。在多发性骨髓瘤、套细

胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤中，将 qPCR 和 dPCR 比

较发现，dPCR 具有与 qPCR 相当的灵敏度、准确

性和可重复性 [16]。

目前，dPCR 技术主要用于各种液体样本中微

量 DNA 的检测。多个团队正在进行验证 dPCR 实

验装置及标准化实验指导方针的工作，dPCR 对

MRD 的检测在科学界的传播仍需要时间及标准化

的程序来检验。

3　二代测序在 MRD 分析中的应用

二 代 测 序（next-generation sequencing, NGS）

又称为高通量测序，它能够在一次测试中对数百至

数千基因进行测序。将 NGS 与金标准等位基因特

异性寡核苷酸 -PCR（ASO-PCR）检测方法在急性

淋巴细胞白血病中的样本检测的对比试验中发现，

NGS 具有高通量、高灵敏度等优势 [17]。在多发性

骨髓瘤、套细胞淋巴瘤中，二者检测出的 MRD 结

果也具有良好的相关性（r=0.791，P<0.001），但
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NGS 灵敏度更高，可行性更强 [18]。此外，NGS 能

够识别 qPCR 无法识别和检测的某些 MRD 分子标

记，为靶点检测、未知基因检测提供了更多可能性，

对于发病机制研究、预后判断具有重要意义。 

目前，多个团队正致力于设计 NGS-IgH 分析

程序，制订生物信息学分析的标准。现已开发出

一个可重复的方法，即从样本中提取循环肿瘤基

因（circulating tumor DNA, ctDNA），对其进行测

序及信息分析。根据检测项目类型、待测标本类型、

灵敏度要求等选择测序平台。在急性淋巴细胞白

血病样本上进行试点研究，数据表明，在平台符

合要求的情况下，各实验室内和实验室间的结果

一致 [19-20]。

有试验证实，在绝大多数患者中，NGS 检测

MRD 均为有效可行的早期复发预测工具 [21]。它能

够将那些在随访期间通过 qPCR 评分为阳性不可量

化但已完全缓解的患者分为不同的类别。其中部

分被 qPCR 定为 MRD 假阳性的患者，可被 NGS 重

新定义为 MRD 阴性。这表示 NGS 是一种可靠且

更准确的 MRD 检测方法 [9]。

NGS 能产生大量的生物信息，对这些信息的

诠释和解读尤为重要。现已开发出多种生物软件

工具，它们在灵活性、便捷性、交互性、特异性

等方面各有千秋 [22-24]。但由于计算程序较为复杂，

这些软件还没有得到系统的比较，因此，其分析

的可重复性仍然是一个有争议的问题。在血液疾

病中，采用 NGS 检测 MRD 仍处于起步阶段，一

些与标准化、数据解析、临床意义相关的问题仍

需进一步剖析 [18,25]。

4　ctDNA 检测

液体活检是 B 细胞淋巴瘤中 MRD 检测发展的

一个新领域，即在血浆或其他体液中检测 ctDNA。

实际上，几乎在所有可获得的体液中都能发现

ctDNA。临床最常检测的样本是血液和尿液 [26]。

目前临床上常采用外周血及骨髓样本进行

MRD 检测，以上两种样本均需对患者进行侵袭性

操作。液体活检克服了这一弊端，拓宽了非侵袭

性 MRD 检测的范围，可对非白血病疾病（如侵袭

性淋巴瘤、浆细胞疾病、实体瘤等）进行突变研

究。由于液体活检的样本灵活多样，采集过程更

加舒适，从而提高了患者的依从性，增加了随访

期间采样时间点的可能性 [26]。与传统的血清学肿

瘤标志物检测相比，液体活检的检测更具靶向性，

更加突显肿瘤组织的异质性，有利于促进肿瘤诊

治的精准化 [27]。

然而，现有的分子技术还无法达到足够的灵

敏度，尚不能检测小量的 ctDNA。近年来，各类

检测技术不断改进、更新，PCR 和测序技术的发

展使得液体活检也可以应用于血液学疾病。综上，

对淋巴增生性疾病进行 ctDNA 和 dPCR 分析可能

是一个很有前景的选择。

液体活检可通过 NGS 的方法同时识别和追

踪复发的体细胞突变。针对反复突变的基因，有

实验设计了新的 NGS 工具——癌症个性化分析

（cancer personalized profiling, CAPP）测序。它是

一种超灵敏的测序方法，提高了突变筛选度及与

结果的相关性 [28]。利用 CAPP 测序技术发现和追

踪淋巴瘤相关的突变，其灵敏度高于 90%，特异

度接近 100%，可很好地反映肿瘤的异质性。

然而，在临床实践中引入 ctDNA 分析仍需克

服一些问题。ctDNA 的提取受样本处理时间及离

心前血液样本温度的影响，因此，需将实验步骤

严格标准化。数据分析过程也尚欠缺权威标准。

目前，液体活检仍处于性能指标确认及临床

应用可行性的评估阶段，亟待大规模的临床研究

验证。

5　总结

本文对近年来在淋巴增生性疾病中应用于

MRD 检测的最新分子技术进行了综述，结论如

下：dPCR 是采用靶向分析的方法，其灵敏度高

达 5.00×10-5[29-30]，且分析时不需要标准曲线，可

在低浓度靶点下进行高精度测量，但不足之处是

无法发现未知突变，无法克服等位基因特异设计

的局限性；而 NGS 具有同样可观的灵敏度，约为

1.00×10-4[31]，优势在于应用过程中无需专人专用

的试剂，且可能发现新的突变，但相对而言价格

昂贵，对相关人员技术、知识水平要求较高，且

周转时间长，一些相关问题尚未完全规范。

现已证明 dPCR 是一种精确、敏感的方法，

它能够克服 qPCR 在敏感性、可行性及重现性方
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面的一些不足，因此这种方法在许多血液疾病的

MRD 分析中都是极具吸引力的选择。NGS 是一种

新的、强大的工具，它展现了淋巴瘤许多亚型的

突变景观，提高了大众对克隆异质性及相关疾病

动力学的认识。这两种技术都显示出了高灵敏度、

高准确性和可重复性的特点，且都可应用于易获

取的组织样本，从而减免了进行外科活检或放射

监测的需求。

无疑，引入 NGS 可以改变常规实验室诊断的

质量，但其成本和尚未标准化的程序仍然是有待

解决的问题。
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