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　　二代 测 序（ｎｅｘｔ－ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）
技术的广泛应用，使得越来越多具有重要临床意义

的突变基因被发现，基因突变分析已经成为血液肿

瘤诊 疗 的 必 要 手 段。然 而 目 前 国 内 尚 缺 乏 一 个

ＮＧＳ技术在血 液 肿 瘤 应 用 的 统 一 认 可 的 标 准，导

致各实验室测序质量良莠不齐、数据解 读 差 异 大，
影响后续诊疗。为了规范ＮＧＳ在血液肿瘤诊疗中

的应用，提高血液肿瘤的诊疗水平，中国 抗 癌 协 会

血液肿瘤专业委员会、中华医学会血液 学 分 会、中

华医学会病 理 学 分 会，组 织 我 国６１家 医 院、８５位

相关专家进行了讨论，制定了《二代测序技术在 血

液肿瘤 中 的 应 用 中 国 专 家 共 识（２０１８年 版）》〔１〕。
本文对该共识进行简要解读，以便于读者更好地理

解，从而指导临床应用。

＊ 基金项目：国家科 技 重 大 专 项（Ｎｏ：２０１７ＺＸ０９３０４０２４）；中
国医 学 科 学 院 医 学 与 健 康 创 新 工 程（Ｎｏ：２０１７－Ｉ２Ｍ－１－
０１５）；天津市人才 发 展 特 殊 支 持 计 划 高 层 次 创 新 创 业 团
队项 目（Ｎｏ：ＴＪＴＺＪＨ－ＧＣＣＣＸＣＹＴＤ－２－１８）；天 津 市 科 技
服务业科技重大专项（Ｎｏ：１７ＺＸＦＷＧＸ００１１０）

１中国 医 学 科 学 院 血 液 病 医 院（血 液 学 研 究 所）（天 津，
３０００２０）
通信作者：汝昆，Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｕｎｒｕ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

１　ＮＧＳ在血液肿瘤诊疗中的应用价值

随着血液肿瘤发病机制的深入研究，基因突变

在疾病发生、发展过程中的作用逐步 被 证 实，目 前

已有部分具有明确诊断、预后及治疗意义的突变基

因被列入造血与淋巴组织肿瘤 ＷＨＯ分类或 ＮＣ－
ＣＮ指南（表１和２）〔２－３〕。

　　ＮＧＳ由于具有通量高、灵敏度高、可定量和成

本低的优势，在基因突变的检测及血液肿瘤的诊疗

中发挥着不 可 替 代 的 作 用。近 几 年，ＮＧＳ除 了 在

临床上广泛应用于血液肿瘤的诊断分型、预后判定

和个性化治 疗 外，在 微 小 残 留 病（ＭＲＤ）监 测 和 克

隆演变方面的研究逐渐增多，其应用价值也逐步显

现，成为临床应用的新方向。

　　 ＭＲＤ 的 监 测 目 前 主 要 利 用 流 式 细 胞 学

（ＦＣＭ）和实时定量ＰＣＲ两种技术手段，前者的应

用范围较广，但是灵敏度低（１０－４）；后 者 灵 敏 度 可

达１０－５，但 每 次 反 应 仅 能 检 测 一 个 基 因 片 段。

ＭＲＤ监测的分子指标包括融合基因、异常表达基

因、基因突变。融合基因是特异的 ＭＲＤ监测分子

指标，但不是所有的血液肿瘤患者都会存在融合基

因；对于异常表达基因如 ＷＴ１、ＥＶＩ１等，由于正常

·１４３·
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表１　列入 ＷＨＯ血液肿瘤诊断标准中的基因

血液肿瘤 诊断基因

急性髓系白血病伴重现性遗传学异常 ＮＰＭ１、ＣＥＢＰＡ、ＲＵＮＸ１
遗传易感性髓系肿瘤 ＣＥＢＰＡ、ＤＤＸ４１、ＲＵＮＸ１、ＡＮＫＲＤ２６、ＥＴＶ６、ＧＡＴＡ２
骨髓增殖性肿瘤 ＪＡＫ２、ＣＡＬＲ、ＭＰＬ、ＣＳＦ３Ｒ
骨髓增生异常／骨髓增殖性肿瘤 ＳＦ３Ｂ１、ＪＡＫ２、ＣＡＬＲ、ＭＰＬ、ＰＴＰＮ１１、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、ＮＦ１、ＣＢＬ
骨髓增生异常综合征伴环形铁粒幼红细胞 ＳＦ３Ｂ１
毛细胞白血病 ＢＲＡＦ
淋巴浆细胞淋巴瘤／华氏巨球蛋白血症 ＭＹＤ８８

表２　ＮＣＣＮ指南中血液肿瘤预后和治疗密切相关的基因

血液肿瘤 预后及治疗基因

急性髓系白血病 ＮＰＭ１、ＦＬＴ３、ＣＥＢＰＡ、ＲＵＮＸ１、ＡＳＸＬ１、ＴＰ５３、ＫＩＴ、ＩＤＨ１、ＩＤＨ２
骨髓增生异常综合征 ＡＳＸＬ１、ＥＺＨ２、ＳＦ３Ｂ１、ＳＲＳＦ２、Ｕ２ＡＦ１、ＺＲＳＲ２、ＲＵＮＸ１、ＴＰ５３、

ＳＴＡＧ２、ＮＲＡＳ、ＥＴＶ６、ＧＡＴＡ２、ＳＥＴＢＰ１、ＢＣＯＲ、ＦＬＴ３、ＷＴ１、ＮＰＭ１、

ＴＥＴ２
骨髓增殖性肿瘤 ＡＢＬ１、ＪＡＫ２、ＭＰＬ、ＣＡＬＲ、ＡＳＸＬ１、ＥＺＨ２、ＩＤＨ１、ＩＤＨ２、ＳＲＳＦ２、ＴＰ５３、

Ｕ２ＡＦ１、ＳＦ３Ｂ１、ＳＨ２Ｂ３
骨髓增生异常／骨髓增殖性肿瘤 ＡＳＸＬ１、ＥＺＨ２、ＳＲＳＦ２、Ｕ２ＡＦ１、ＺＲＳＲ２、ＴＰ５３、ＮＲＡＳ、ＥＴＶ６、ＳＥＴＢＰ１、

ＢＣＯＲ
急性淋巴细胞白血病 ＡＢＬ１、ＦＬＴ３、ＩＬ７Ｒ、ＳＨ２Ｂ３、ＪＡＫ１、ＪＡＫ３、ＪＡＫ２、ＩＫＺＦ１
慢性淋巴细胞白血病／小淋巴细胞淋巴瘤 ＴＰ５３、ＢＴＫ、ＰＬＣＧ２
淋巴浆细胞淋巴瘤／华氏巨球蛋白血症 ＣＸＣＲ４
Ｔ／ＮＫ大颗粒淋巴细胞白血病 ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ５Ｂ
血管免疫母细胞性Ｔ细胞性淋巴瘤 ＴＥＴ２、ＩＤＨ１、ＩＤＨ２、ＲＨＯＡ、ＤＮＭＴ３Ａ
套细胞淋巴瘤 ＴＰ５３

细胞也会表达，导 致 检 测 时 会 有 一 定 的 背 景 值，因

此这类基因 用 于 ＭＲＤ监 测 的 敏 感 性 和 特 异 性 并

不十分理想；几乎所有的血液肿瘤患者都会发生基

因突变，且往 往 会 有 多 种 基 因 同 时 突 变，不 同 患 者

突变位点和类型多样，但是单纯采用实时定量ＰＣＲ
无法实现多基因多位点的准确检测。ＮＧＳ通量高

的优势恰恰可 以 弥 补 实 时 定 量ＰＣＲ的 缺 陷，而 且

通过提高检测深度可进一步提高 ＮＧＳ的灵 敏 度。
因此在 ＭＲＤ的 监 测 方 面，ＮＧＳ具 有 不 可 替 代 的

优势。
血液肿瘤是一类异质性极强的疾病，这种异质

性不仅表现在不同个体之间的差异，更重要的是同

一个体不 同 肿 瘤 细 胞 之 间 的 差 异。１９７６年 Ｎｏｗ－
ｅｌｌ〔４〕首先提出 肿 瘤 异 质 性 起 源 于 克 隆 演 变。基 因

突变是肿瘤细胞克隆演变的基础和前提，血液肿瘤

在发生、发展的过程中，在各种外界因素的作用下，
肿瘤细胞发生一系列动态的基因突变及克隆演变。
已有的研究显示，血液肿瘤主要有以下３种克隆演

变模式：①稳定模式，基因组较为稳定，初诊和复发

时的克隆无差 异；②线 性 模 式，患 者 优 势 克 隆 始 终

保持不变，在此 基 础 上 又 获 得 新 的 基 因 突 变；③分

支模式，患者 病 程 初 期 有 多 种 亚 克 隆 存 在，复 发 是

由非优势亚克隆发展来〔５－８〕。由此可见，血液肿瘤

在克 隆 演 变 的 过 程 中，会 发 生 基 因 突 变 负 荷 的 改

变、新 的 突 变 基 因 的 出 现 或 者 原 有 突 变 基 因 的 丢

失，这种复杂的基因改变是传统 的ＰＣＲ或Ｓａｎｇｅｒ
测序无法检测的，而 ＮＧＳ可一次检测到所 有 的 基

因 变 异，有 效 识 别 亚 克 隆，且 灵 敏 度 更 高。通 过

ＮＧＳ分析克隆 演 变，有 助 于 了 解 血 液 肿 瘤 的 分 子

发病机制、耐药机制，预测疾病的发展，并为治疗提

供新的靶点〔９－１２〕。
２　基本流程

２．１　检测基因的设计

检测基因列 表 设 计 时 首 先 需 要 考 虑 的 是 临 床

适用性，实验 室 检 测 应 该 从 临 床 诊 疗 的 需 求 出 发，
而不是单纯地考虑技术的优势，因此需要有临床专

家参与制定。对 于 检 测 基 因 及 基 因 检 测 区 域 的 选

择，则主要考 虑 其 临 床 意 义 的 重 要 性，同 时 综 合 样

本数量、检测成本、检测平台等进一步优化。
对于 引 物／探 针 覆 盖 不 到 的 重 要 区 域，或 者 大

片段插入／缺失、碱 基 不 平 衡（连 续 碱 基、高 ＧＣ片

段）等ＮＧＳ效 果 差 的 基 因 片 段，例 如ＦＬＴ３－ＩＴＤ、
ＣＥＢＰＡ、ＮＰＭ１等 基 因，需 要 通 过ＰＣＲ、Ｓａｎｇｅｒ测

序等方法补充检测，避免出现假阴性。
２．２　分析前的样本采集

合格的样本 是 ＮＧＳ结 果 可 靠 的 前 提，无 论 是

骨髓、外周血 还 是 组 织 样 本，首 先 要 确 保 样 本 中 含

有足够数量的肿瘤细胞。假定分析灵敏度为５％～

·２４３·
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１０％，考虑 到 肿 瘤 细 胞 间 异 质 性 及 杂 合 突 变 的 情

况，组织 样 本 中 肿 瘤 细 胞 比 例 应 至 少 为１０％～
２０％〔１３〕。一般情况下，建议ＮＧＳ检测的组织样本

中肿瘤细胞含量达到２０％以上〔１４〕。对于肿瘤细胞

含量低的样本时，应富集肿瘤细胞或增加 ＮＧＳ测

序深度，才能降低假阴性结果。

２．３　分析中的ＮＧＳ检测

ＮＧＳ流程复杂，影响因 素 众 多：①ＤＮＡ质 量，
包括浓度、纯 度 和 完 整 性。ＤＮＡ的 浓 度 和 纯 度 可

通过荧光定量仪和分光光度计测定；完整性可通过

琼脂糖电泳或毛细管电泳评价。通常Ａ２６０／２８０应介

于１．６～２．２，Ａ２６０／２３０应介于１．６～３．０；ＤＮＡ浓度建

议不少于２０ｎｇ／μｌ；②文 库 浓 度，常 使 用 荧 光 定 量

仪及实时定量ＰＣＲ仪 进 行 定 量，各 实 验 室 应 依 据

测序平台及测序策略建立最低的合格文库量；③文

库片段大小，可通过琼脂糖凝胶电泳或毛细管电泳

检测，文库片 段 偏 小 或 引 物 二 聚 体 浓 度 比 例 偏 高，
均会导致有效测序数据量减少。文库片段偏大，会

导致测序质量下降及测序后片段拼接时错误率增

加；④实验用水应选择超纯水（１８．２ＭΩ·ｃｍ），单

纯的去离子水 并 不 适 用；⑤温 度，除 测 序 仪 器 运 行

需要 适 宜 的 温 度 外，室 温 过 低 会 造 成 油 包 水ＰＣＲ
中的矿物油 变 粘 稠，影 响 测 序 结 果。此 外，使 用 超

声波进行ＤＮＡ片 段 化 过 程 中，水 温 需 要 保 持２～
８℃，以防止温度升高导致的碱基偏好性断裂。
２．４　分析后的生物信息学分析

ＮＧＳ产生大 量 的 原 始 数 据，需 要 经 过 一 系 列

生物信息学 的 分 析。虽 然 不 同 的 测 序 平 台 产 生 的

数据类型及生物信息学分析过程用到的软件有所

不同，但分析 步 骤 大 致 相 同，主 要 包 括 原 始 数 据 质

控分析、数据比对、变异位点识别及注释、变异位点

筛选。在分析 过 程 中 会 使 用 到 较 多 的 软 件 以 及 数

据库，实验室 需 要 提 前 选 择 合 适 的 软 件，并 设 定 好

软件的相应分析参数及相应的质控指标，以保证数

据分析的准确性。
在变异位点筛选环节，实验室需要建立严格的

筛选标准，尽 可 能 去 掉 假 阳 性 位 点，同 时 避 免 出 现

假阴性位点。筛 选 时 主 要 考 虑 变 异 位 点 的 测 序 深

度、ｒｅａｄｓ数、变异 等 位 基 因 频 率、碱 基 比 对 质 量 值

等指标，同时参考变异位置、变异类型、功能预测数

据库、人群数据库及疾病数据库等。
理想状态下，肿瘤体细胞突变通过分析配对的

肿瘤和正常样本来识别。如果条件允许，应同时送

检配对的正常 组 织（口 腔 黏 膜 或 毛 囊 等）作 为 胚 系

突变对照。只是由于检测成本相对偏高，大部分情

况下仅有肿瘤 样 本，此 时，实 验 室 则 需 要 建 立 标 准

来尽可能区分体细胞突变和胚系突变，主要可参考

变异等位基因频率、ｄｂＳＮＰ、人群数据库、实验室自

建数据库等。

２．５　结果报告及解读

检测结果的 解 释 及 报 告 的 标 准 化，是 ＮＧＳ临

床应用面临 的 困 境 之 一。实 验 室 需 要 将 检 测 结 果

以全面、客观、简明、易懂的方式呈现给临床医生及

患者。这 个 环 节 需 要 注 意 以 下 几 点：①ＮＧＳ结 果

由具备临床医 学（尤 其 是 血 液 学）及 分 子 遗 传 学 专

业背景的人员共同解读，以满足临床应用的特殊要

求；②为了方便临床医生从报告中迅速获取关键信

息，建议对突 变 位 点 详 细 解 读 之 前，根 据 患 者 情 况

进行总结性的说明及建议。对于多次送检的患者，
尤其需要注 意 结 合 以 往 检 测 结 果 和 临 床 信 息 进 行

综合分析；③推荐实验室根据突变位点临床意义的

明确性进行分级报告，分为具有明确临床意义的突

变、具有潜在 临 床 意 义 的 突 变、临 床 意 义 未 明 的 突

变。新发现的 良 性 或 可 能 良 性 变 异 不 建 议 列 在 报

告 中。突 变 位 点 应 按 照 人 类 基 因 组 变 异 协 会

（ＨＧＶＳ）规则规范书写，突变位点的描述信息应尽

可能 全 面，如 物 理 坐 标、变 异 频 率、测 序 深 度 等；

④对于突变位 点 的 解 读，应 描 述 其 在 临 床 诊 断、预

后评估和治疗中的意义，并提供数据库或参考文献

等支持依据，同时应特别注意数据库及参考文献的

适用性，避免检 测 结 果 的 过 度 解 读；⑤阴 性 结 果 不

完全代表不存在突变，应注意排除由于灵敏度或检

测区域局限性等技术原因所导致的假阴性；⑥随着

研究的进展，某些基因的临床意义等信息可能会更

新，如有特殊需求时可考虑补充报告内容。
３　ＮＧＳ质量控制

ＮＧＳ方法的 复 杂 性，决 定 了 其 质 量 控 制 的 严

格性。总 体 来 讲，ＮＧＳ的 质 量 控 制 和 其 他 分 子 生

物学检测相似，需要对分析前、分析中、分析后的各

个环节设立严格的质控标准，并对有可能影响到检

测结果准确性的各个因素进行评估和规定，包括人

员、仪器、试剂、环境、检测方法等。
该共识的制定期望对ＮＧＳ在血液肿瘤中的临

床应用起到规范化的作用，从而提高我国血液肿瘤

的诊疗水平。未来随着ＮＧＳ在血液肿瘤临床应用

的不断 深 入，ＮＧＳ在 检 测 内 容、数 据 分 析、结 果 解

读和质量控制等方面也将会不断完善。
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