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近十年来，人类在医疗科技领域取得长足进

步，当今白血病等血液肿瘤治疗正迈入精准医疗时

代。白血病精准医疗的基础是实验室诊断，它包括

形态学、免疫学、遗传学及分子学四方面内容（即

MICM分型）。21世纪以来，分子学诊断发展迅速，

其在实验室诊断中地位愈发重要。WHO分类中白

血病已由形态学分型转变为分子分型并且定义更

加细化［1］；国际及国内指南已将越来越多的基因突

变列入预后指标［2-4］，并开始建议采用新一代测序

（NGS）技术筛查多基因突变来进行综合性预后评

估［3］；急性淋巴细胞白血病（ALL）中经典的分子及

细胞遗传学异常之外多种新的融合基因、基因突变

等重现性分子学异常被发现［5］。在第 60届美国血

液学年会（ASH）上，基因、基因学及基因组学等分

子学名词更成为热点词汇，高频出现于教育项目及

投稿摘要中。而分子诊断的迅猛发展得益于新一

代检测技术的进步。

一、分子学检测技术的发展及临床应用

白血病相关的分子学异常主要包括融合基因、

基因表达异常及基因突变，其检测基于PCR和测序

两大技术。PCR技术发明于1985年，1992年发明了

实时定量 PCR（RQ-PCR）技术，1999 年出现数字

PCR技术。20世纪 70年代末Sanger测序技术被发

明，21世纪初，NGS技术应运而生。PCR及Sanger

测序技术在发明之后很快获得诺贝尔奖，足以说明

它们在推动人类生命科学进步中的伟大意义。

基于NGS技术，大量分子学异常被发现，它们

在临床白血病诊治体系中的诊断、靶向药物的选

择、预后分层及微小残留病（MRD）监测中发挥重要

作用，成为精准医疗的基本组成。NGS技术对于精

准医疗的助力作用无需赘述，本文将重点讨论其在

当前临床应用中的挑战。

二、NGS的应用及挑战

NGS的基本原理是大规模平行测序，与Sanger

测序相比其优势在于：①高通量，由于检测时间及

人工工作量的大幅降低使得检测样本数及基因数

明显增加；②实现了准确定量；③敏感性明显提

高。NGS发展初期主要的技术平台包括罗氏454公

司的GSFLX和AB公司的SOLiD平台，由于存在准

确性及读长等方面的劣势当前不再是主流。目前

广泛应用的技术平台包括 Illumina公司的Solexa和

AB公司 Ion Torrent等，前者在兼容性、操作性和成

本方面具有较大优势，弱势在于读长；后者的优势

在于成本较低、体积较小、操作简单快速，弱势在于
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通量较低，因此主要适用于小型测序。

依据检测内容，NGS 主要分为全基因组测序、

全外显子组测序以及全转录组测序。这些测序均

是对肿瘤基因组作全面、综合性分析，因而数据量

很大并且信息分析十分复杂，目前主要用于科研探

索。相比之下，靶向测序是从样品文库中的总DNA

中富集指定数个目标DNA片段（即基因panel，基因

突变组合），再进行NGS，由于其专注于目标区域，

因而生成的数据量较少、更易管理，并且降低了测

序成本和数据分析负担，用时更短，尤其是有可能

实现高深度测序用于 MRD 检测，因此是当前临床

常规分子诊断中多基因突变筛查的主要方式。

尽管NGS技术已开始广泛应用于临床，尚存在

一些问题，其当前主要挑战包括：

1. 筛查多少个基因突变合适？

NGS 的高通量优势使其增加基因检测个数并

不困难，因而目前应用的白血病相关基因突变组合

既有包括二三十个又有上百甚至数百个基因，筛查

多少个基因突变是合适的？

在 ASH 上 Kaburagi 等［6］报道，对入组日本

JPLSG AML-05 研究的 77 例正常或复杂核型儿童

急性髓系白血病（AML）患者进行 NGS 突变筛查，

共包括 343个基因，均已有报道显示与血液或实体

肿瘤的发生有关。结果显示，72例（93％）患者可检

出突变，但仅有 61 个（17.8％）基因的突变被检测

到。之前美国 TCGA 数据库通过对 50 例 AML 的

全基因组及 150例AML的全外显子组数据分析显

示，AML 患者普遍存在基因编码区突变（98.5％），

但平均只有13（0～51）个突变，明显少于实体肿瘤，

有 260个基因在至少 2例患者中检出，其中仅 23个

基因突变率明显高于预期率［7］。当前比较明确的白

血病相关突变基因在二三十种以内，其他基因突变

由于发生率很低，临床意义尚不清楚。对于这些少

见病例，有必要通过多中心临床队列研究，明确临

床意义，以便在临床常规诊治中发挥真正作用。

2. 是突变还是单核苷酸多态性（SNP）?SNP 都

没有临床意义吗？

在维基百科中，SNV被定义为基因组中特定位

置的单核苷酸变异，当其在人群中达到一定的发生

率（一般为 1％）时则称为 SNP。因此 SNV 包括了

SNP 及发生于体细胞上的肿瘤相关突变。到目前

为止，人类基因组已发现多至840万的SNP位点，一

个典型的全基因组测序结果与参比人类基因组相

比往往存在（4～5）×106个位点的差异，其中＞99％

的差异是SNP或小的插入/缺失，与肿瘤发生无关。

正因如此，全基因组/全外显子组测序之后的数据分

析工作量巨大，靶向NGS是适用于临床常规分子诊

断的技术。

当前 SNP 的滤除主要通过公共数据库中的信

息，然而并不是人类所有的 SNP 均已被发现，SNP

数据库还在不断完善。所以，即使是靶向特定基因

的 NGS，也会遇到难以判断是 SNP 还是突变的问

题。以本届 ASH 上 Tallis 等［8］的报道为例，他们分

析了 2 634例 AML或骨髓增生异常综合征（MDS）

患者TET2基因测序结果，发现777例（29.5％）患者

的 228 种变异不属于已知的突变类型，其中的 174

种变异无法确认来源，错义突变有105种（60％），其

中 19 种（18％）为致病类型，另外 86 种（82％）意义

不明。该研究表明，TET2少见变异类型在AML/MDS

患者普遍存在、类型多样，大部分的临床意义尚不

明确因而无法归为突变。NGS 检出的变异是否是

肿瘤相关突变的问题在其他基因中同样存在，有待

更多临床队列研究数据的支持。在当前临床工作

中应谨慎对待意义不明的基因变异结果，以防预后

评估出错。

绝大多数的SNP都与疾病无关，不过个别SNP

的临床意义在白血病患者中得到证实，例如，WT1

基因 rs16754是最早被关注的与AML相关的SNP［9］，

其他还包括TP53、CTAL-4等基因［10-11］。这些SNP往

往由于各家报道结果不一致尚无明确结论，这种不

一致提示SNP对白血病疗效的影响可能较弱，是否

具有直接作用有待实验室研究。

3. NGS如何用于MRD监测？

RQ-PCR技术能够实现明确、有限的分子学异

常的高敏感性定量检测，因而是融合基因 mRNA、

常见类型NPM1突变以及WT1表达等指标有效的

MRD 监测手段。相比之下，NGS 能够检测突变基

因及突变位点分布多样的分子学异常，尤其适用于

多基因多突变同时监测以及易发生类型变化的突

变监测。2015 年，Klco 等［12］首次比较了 NGS 检测

AML患者初诊和诱导缓解时的突变谱，随后多项研

究分别评估了不同治疗方式下及不同治疗时间点

NGS检出的突变种类和突变水平［13-15］，这些研究从

多个角度证实了NGS突变检测用于MRD监测的临

床意义。然而当前 NGS 技术仍然存在一定的劣

势。NGS有固定的运行单位，对于设计好的基因突
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变组合，其包含的基因及覆盖区域已固定，因而个

性化地选择每例患者的检测基因和区域，或者随时

检测 1例或少数患者当前均难以实现。对于MRD

监测而言，高敏感度是基本要求，而提高敏感度直

接的方式是提高检测深度。不过，这样一方面导致

检测成本的明显增加，另一方面，NGS运行中会产

生大量的人工噪音背景即检测错误，一般为 1％的

错误率。因此，常规的靶向 NGS 可靠的检测下限

约为 1％，简单地提升用于突变筛查的靶向NGS检

测深度并不能明显提高检测敏感度，应用于 MRD

检测的NGS需要进行技术和生物信息分析方面的

改进。

FLT3-ITD 是 AML 患者明确的预后不良因素，

该突变具有种类多样并且易发生变化的特点。最

近 Levis 等［16］开发了新的 NGS 技术检测 AML 患者

FLT3-ITD突变，短片段（30 bp）和长片段（126 bp）的

插入分别达到5×10－5及1×10－4的敏感度，同时特异

性及准确性均满意。Thol等［17］采用错误-修正的靶

向NGS技术检测 116例AML患者接受异基因造血

干细胞移植前的多基因突变，发现以此代表的MRD

水平与移植后的复发和生存相关。因此，通过技术

革新，NGS有可能实现多基因高通量高敏感检测，

使得AML患者普遍进行MRD分子监测成为可能。

4. 初诊检出的突变对于监测 MRD 均有意

义吗？

这 个 问 题 上 最 常 涉 及 的 是 DTA 突 变 。

DNMT3A、TET2和ASXL1基因突变常与年龄相关

的克隆性造血相关，三者往往合并简称为 DTA 突

变。最近，Jongen-Lavrencic 等［15］采用靶向 NGS 技

术比较了 482例AML患者初诊及诱导后缓解时的

突变表现，结果显示 51.4％初诊检出突变的患者缓

解时突变仍可检出，其中DTA突变最常被检出并且

突变等位基因频率（VAF）往往很高，与白血病幼稚

细胞的比例不一致（＜5％），但是缓解时DTA的检

出与 4 年复发率无关，而 DTA 之外的突变检出是

AML患者复发和生存的独立预后不良因素。因此，

DTA突变不是AML患者合适的MRD监测指标。

在本届 ASH 上，Kim 等［18］以 31 例 t（8;21）AML

和 22 例 inv（16）AML［统称为核结合因子 AML

（CBF-AML）］患者为研究对象，采用84个基因的靶

向NGS检测并比较了初诊和诱导缓解时骨髓样本

的突变，作者以0.3％作为缓解时突变的界值进行分

组。结果显示，全部患者缓解时突变清除是否＞

0.3％或者完全清除均与总生存（OS）和累积复发率

（CIR）无关；缓解时MRD（RQ-PCR检测的RUNX1-

RUNX1T1融合基因mRNA）阳性的 t（8;21）AML患

者突变清除是否＞0.3％与 OS 及 CIR 均无关；缓解

时KIT-D816突变是否清除亦与OS及CIR均无关。

RQ-PCR检测融合基因mRNA水平是CBF-AML患

者敏感而准确的 MRD 监测指标，无论是特定时间

点的水平还是其动力学变化均已证实具有明确的

临床预后意义［19- 22］。该研究提示 NGS 检测 CBF-

AML患者缓解时的突变表现并不能提供额外的临

床预后相关信息。因此，判断 AML 患者初诊时筛

查出的突变是否适用于MRD监测时可能需考虑疾

病类型及突变的基因。

5. 提高突变检测敏感度是否总是有意义？

MRD监测对NGS检测突变有提高敏感度的需

求，然而高敏感度并不一定总是有意义。Short等［23］

在本届 ASH 上报道采用双重靶向 NGS 技术检测

64 例 Ph+ ALL 患者治疗前样本的 ABL 酪氨酸激酶

区突变，其中 47 例患者检出，7 例检出了 F317L、

E225K、T315I等已知的酪氨酸激酶抑制剂（TKI）耐

药突变类型，然而这 7例患者接受相应的不敏感或

中度敏感的TKI治疗均未复发，复发与未复发患者

治疗前的突变数量无明显差异。因此，Ph+ ALL患

者治疗前高敏感检测ABL突变可能不太影响治疗

决策。满足MRD要求的高敏感NGS检测是否有必

要应用于初诊筛查、检出的低水平突变是否具有临

床意义目前尚不可知。

三、数字PCR的应用和挑战

数字 PCR 的基本原理是将微量样品做大倍数

稀释和分液，至每个反应体系含有不超过 1个待测

分子，全部同时PCR扩增后，逐个计数发生了扩增

反应的样品。因此，数字PCR就是多个分隔（一般

为 20 000 个）并同时进行的 PCR，独立扩增减少了

抑制和相互影响，因而特异性更好。由于是通过直

接计数定量，因此不需要标准曲线，这是数字 PCR

的优势。不过对于需要做标准曲线的RQ-PCR技术

而言，大量数据已经证实其用于检测融合基因及过

表达基因 mRNA 水平的可用性以及明确的临床意

义［19-22，24-25］，因此从临床诊断结果的稳定性和连续性

角度考虑，这些方面的 RQ-PCR 检测尚无被数字

PCR取代的必要。

需要说明的问题是数字 PCR 的敏感度。由于

数字 PCR 就是一种 PCR 技术，所以敏感度二者无
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异。然而，由于是数字PCR通过计数来定量，每个

分隔的反应体系不能多于 1个模板分子，否则定量

不准确，模板总量因而受限（＜20 000），这一点限制

了数字 PCR的敏感度。其他需要注意的方面还包

括：①数字 PCR 得出的是定量而非定性的结果；

②类似于RQ-PCR，数字PCR同样需要进行结果的

归一化以实现可比，归一化既可以按照RQ-PCR的

选择标准采用ABL等内参基因，也可以用目的基因

的野生型来实现；③仅适用于已知基因型的检测。

数字PCR的特点决定了它更加适用于：①突变

型基因的定量检测，如 IDH1 基因 R132H 型突变、

DNMT3A的R882H型突变等［26］；②模板量小的定量

检测如循环肿瘤 DNA（ctDNA）。在本届 ASH 上，

Nakamura 等［27］报道了数字 PCR 检测 ctDNA 的结

果，他们首先通过 NGS 确认 53 例接受异基因造血

干细胞移植的 AML 或 MDS 患者初诊时的驱动突

变，再分别设计数字PCR。结果显示，移植后1个月

和 3 个月时的骨髓/外周血和血清 ctDNA 的驱动突

变水平均能强烈预测复发。尤其是移植后1个月时

血清 ctDNA的DTA突变水平同样具有明显预测复

发的作用。该结果提示，非侵入性的 ctDNA突变检

测也许将在移植后AML/MDS患者的临床决策和干

预中发挥作用。

四、展望

NGS 等新一代检测技术正在推动分子诊断的

快速发展。Roberts［28］在今年ASH的教育项目中提

出，测序将越来越多地用于综合分子诊断中并替代

当前应用的细胞遗传学和FISH等方法。这一目标

也许未来终会实现，然而就当前而言，形态学、免疫

学、遗传学及分子学对于白血病分型均十分重要，

因此在对初诊患者进行临床常规诊断时缺一不可。

实验室诊断临床有效应用的基础是标准化，

NGS等新一代检测技术亦是如此。2018年，国内已

发布《二代测序技术在肿瘤精准医学诊断中的应用

专家共识》和《二代测序技术在血液肿瘤中的应用

中国专家共识》［29-30］。未来随着不断完善和细化，必

将发布更多的指南来指导新一代检测技术在白血

病精准医疗中发挥最佳作用。

划时代分子检测技术的发明为临床应用提供

了广泛的可能性，然而尚有很多问题有待解决。当

今时代，精准医疗的实现有赖于工程技术、生物信

息、实验室和临床多方合作共同完成，多中心临床

队列研究是明确新的分子学异常指标临床意义的

必经之路。
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