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前言
分子诊断是医学诊断和疾病分类的重要手段，且
越来越多地应用在癌症的个体化医疗领域 (1)。
随着对肿瘤潜在的遗传改变的认知的扩展，最
新的研究揭示了一系列有治疗指导意义的基因
突变及其他可进行靶向治疗的遗传改变 (2)。这
类突变主要有胃肠道间质瘤中的 KIT 突变 (3)、 
肺癌中的 EGFR、KRAS 和 ALK 突变 (4) 以及黑色素
瘤中的 BRAF 突变 (5) 等。基因拷贝变异和结构变
异（如易位）对诊断和预后也十分重要 (6)。等
位基因特异性聚合酶链反应 (AS-PCR)、Sanger 双
脱氧测序、焦磷酸测序、多重连接依赖性探针
扩增 (MLPA) 或质谱 (MS) 等小规模方法是目前仅
有的几种识别此类基因突变的方法。个别细胞
遗传学实验室常采用荧光原位杂交 (FISH) 技术测
定基因拷贝数和结构变异。

什么是新一代测序？
近年来，随着需要伴随诊断的新分子靶向治疗
技术的发展以及用于辅助诊断和预后的实用分
子生物标记物不断增多，对检测的需求也在日
益增长。组织切片的尺寸在变小，因此需要对
越来越少的组织进行越来越多的检测。此时，
每次仅检测一个或少数几个生物标记物的技术
已经不再适用。新一代测序 (NGS) 可利用更小的
组织检测更多的癌症基因组合，从而满足上述
需求 (7)。

NGS 或大规模平行测序是可同时对数百万 DNA 
小片段进行测序的革新技术，与标准 Sanger 测
序法相比，这种方法将大幅增加被测序碱基
对的数量。这一新技术是建立在始于二十世纪
九十年代中后期测序技术的重大进展之上，并
于 2000 年后诞生了第一代新一代测序平台 (8)。

NGS 涵盖了一些不同的方法，相比 Sanger 测序，
这些方法都具有更高的通量，DNA 测序成本更
低。仪器每次运行将产生超过十亿的短读出序
列，从而提供快速、经济而准确的基因组信息 
(8)。目前最常见且广泛使用的 Illumina 平台通过
合成进行 DNA 测序，该方法采用改进的鸟枪测
序法，并对碱基加上荧光染料。使用 NGS 技术
可以进行靶标区域测序、全外显子组测序和全
基因组测序 (7)。

新一代测序 — 全基因组测序 (WGS)

全基因组测序 (WGS) 可对人基因组中的蛋白质编
码和非编码区域进行分析，是同时检测全基因
组中置换、重复、插入、缺失、基因和外显子
拷贝数变异以及染色体倒位和易位的最全面的
方法。然而，WGS 成本较高，对计算机的数据
存储和处理性能要求高，且方法通量较低。WGS 
得到的序列覆盖深度通常较低，因此限制了低
丰度突变检测的灵敏度 (9)。由 WGS 检测到的绝
大多数基因组变化的临床意义不明。

新一代测序 — 全外显子组测序 (WES)

外显子组仅占人基因组的  1.5%，但却包括了 
85% 的致病突变 (10)。全外显子组测序 (WES) 检
测人基因组中的所有蛋白质编码区域。使用该
方法进行测序时，先要将 DNA 片段在溶液中与
整个基因组中全部蛋白质编码外显子组对应的
序列特异性捕获探针进行杂交。WES 可在单次
实验中同时检测大量基因置换、重复、插入、
缺失以及基因和外显子拷贝数变异。与靶向基
因组合相比，该方法还可检测与疾病相关的非
肿瘤特异性种系变异。WES 得到的序列覆盖深
度通常较低，因此与靶向基因组合相比限制了
低丰度突变检测的灵敏度。然而，与  WGS 相
比，WES 具有明显的成本和速度优势 (10)。 



病理学新一代测序

新一代测序 — 基因组合，杂交捕获
使用杂交捕获方法时，将  DNA 片段在溶液中
与基因组中靶标区域对应的序列特异性捕获探
针进行杂交。典型的杂交捕获技术包括 Agilent 
SureSelect、NimbleGen SeqCap 和 Illumina TruSeq (11)。 
这些检测方法设计用于检测组织中特定基因的
目标突变，通常为 50 到数千个突变。杂交捕
获可在单次检测中同时测定大量基因的取代、
重复、插入、缺失及外显子和基因拷贝数变
异。探针也可设计用于捕获重复出现重排的基
因中的特定易位断点。当以高覆盖深度  (500-
1000x) 进行测序时，这种方法的灵敏度足以检
测低丰度突变。与扩增子捕获（下个章节）相
比，这种方法特异性更强，且没有 PCR 所导致
的假阳性结果。与 WES 或 WGS 方法相比，这
种基因组合范围更窄且主要针对更小的目标区
域，因此更便宜、更高效。然而，这种方法仅
能检测靶标区域中的突变。

新一代测序 — 基因组合，扩增子捕获
在扩增子测序中，在 NGS 前利用一组选定的外
显子引物通过 PCR 富集靶标基因 (12)。典型的扩
增子捕获技术包括 Ion Torrent AmpliSeq、RainDance 
ThunderBolts 或 Illumina TruSeq 这些纯粹基于 PCR 的
方法，以及像 Agilent HaloPlex 这类基于杂交和延
伸的扩增子捕获方法。这些检测方法设计用于
检测组织中特定基因的目标突变，通常为 1 到 
100 个突变。扩增子捕获需要的起始 DNA 较少，
一次分析可以同时检测单碱基置换以及多个基
因中的重复、插入、缺失等更为复杂的突变。
信息学分析相对简单，因为未能定位到引物间
基因座的任何读出序列均可被忽略。这种简便
性的缺点在于，由于 5' 或 3' 引物不能与易位 
DNA 结合，因此这种分析方法从本质上无法对
意料之外的融合进行检测。另外，这种方法容
易得到等位基因脱扣等假阳性结果，等位基因
脱扣这个问题与 PCR 相关，它导致了某特定基

因座上两个等位基因中的一个扩增失败。扩增
子捕获与杂交捕获类似，具备检测低丰度突变
所需的足够灵敏度，成本更低且速度更快。

癌症 NGS 的独有的挑战和机遇
样品质量 

样品质量和类型对 NGS 测序质量有较大影响。
许多因素会影响样品中提取出的 DNA 的质量和
数量，包括低温缺血、固定和处理等分析前因
素（如新鲜冷冻和  FFPE 样品、经过或未经过
脱钙处理）、玻片与组织块储存时间长短和条
件、肿瘤大小和细胞构成、浸润分数以及活性 
(13, 14)。提取前十分有必要由组织病理学家评估
切片并确认样本特征、样本质量及提到的其他
形态学特征（肿瘤大小、细胞构成、浸润分数
与活性）。
临床实验室中制备和储存新鲜或冷冻组织的流
程复杂，因此通常对福尔马林固定石蜡包埋 
(FFPE) 肿瘤组织样本中提取的 DNA 进行分子分
析。福尔马林固定会导致 DNA 的断裂或交联，
这种组织块的存储时间越长，其 DNA 损伤就越
严重 (13, 14, 15)。由于存在这种断裂和交联，
FFPE 组织的大多数 NGS 数据均来自于靶标扩增
子测序 (16)。研究表明，尽管存在这些问题，临
床实验室仍可以使用 FFPE 组织 (17)。

样品和肿瘤异质性
癌症 NGS 中需要重点考虑的一个问题是样本异
质性。几乎所有的离体肿瘤样品均含有间质或
相邻正常组织等基因正常的组织。测试前，病
理学家需要对组织样本进行检测，以确认肿瘤的
存在及其活性和细胞构成，并确定样本中的肿瘤
组分/浸润分数。因此，许多团体在对异质性癌
症样品进行测序时，读取深度中位数高于体质
性疾病 DNA 的读取深度。“读取深度”或“覆盖
率”反映了基因组特定区域的测序频率。
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含 50% 正常组织的肿瘤样品需要读取深度增大
一倍才能得到与 100% 纯肿瘤样品相同的检测可
靠性。如果肿瘤浸润分数过低，可通过手动剔
除非肿瘤组织对样本进行富集。还需要考虑的
另一个问题是肿瘤异质性，即仅有一部分肿瘤
细胞含有特定突变。在较高的读取深度下测序
时，NGS 可检测微小的克隆。存在的克隆越多，
测定每一种克隆所需的读取深度就越高。通过 
NGS 技术我们发现，癌症中通常不存在一种单一
的主导性克隆，而是包含多种复杂的亚克隆，
各自构成整个肿瘤的一部分 (1)。代表原发肿瘤
一部分的克隆在耐药性复发期间可能成为主要
克隆。例如，假定肿瘤中不含正常组织，1% 克
隆在 100× 覆盖下仅会出现一次。

液体活检
液体活检是评估在血液中循环的 DNA 中的肿瘤
突变的新兴方法。这些可通过循环血进行无创
评估的  DNA 主要有两种来源：胞外循环肿瘤 
DNA (ctDNA) 和循环肿瘤细胞 (CTC)。ctDNA 由与
细胞或细胞片段无关的核酸小片段组成 (18)。
ctDNA 和/或 CTC 可用于筛查早期癌症、监测治疗
反应以及解释某些癌症的耐药机理。与随机采
样活检或组织块活检相比，这种方法能更准确
地反映整个肿瘤基因组的情况。活检常因肿瘤
异质性而受到样品偏差的影响。除病人需要承
担高额费用与巨大风险外，某些癌症类型的肿
瘤采样仍然困难重重，从而造成可用于基因检
测的组织不足的情况。此外，活检仅能反应特
定时刻的基因型。因此，NGS 在液体活检应用
中的地位越来越重要。虽然液体活检可用于纵
向监测，但却还没有专业机构推荐使用此法。
这是因为这种方法仍存在很多问题，尤其是在
某些案例中发现其对特定突变的检测灵敏度较
低。在野生型序列背景下检测稀有突变时仍存
在挑战。此外，还需要对分析前的样本采集和

处理方法以及定量方法进行标准化。这项技术
虽有前景，但需要进行更多研究以便对其进行
全面验证 (19, 20)。

提供有用资源、培训资料和指南的
专业机构：
美国病理家学会（一般诊断和分子诊断）： 
www.cap.org

分子病理学家协会（分子诊断）： 
www.amp.org

美国医学遗传学会（遗传病）： 
www.acmg.net

美国临床肿瘤学会（癌症诊断和治疗）： 
www.nccn.org

美国临床肿瘤学会（癌症诊断和治疗）： 
www.asco.org
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