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二代测序（Next Generation Sequencing，NGS）又称为高

通量测序或深度测序（Deep-sequencing），1次可对几十万到

几百万条 DNA 片段进行序列测定和分析。 2014 年度

Nature Methods杂志将NGS技术评选为近十年对生物学研

究影响最深的十大技术之首［1］。 2003 年美国 454 Life

Sciences公司首先建立了基于焦磷酸测序法的NGS技术，两

年后哈佛大学遗传学家George Church提出“个人基因组计

划”，从此掀起了NGS革命的热潮［2］。2008年，华盛顿大学

圣路易斯医学院报道的全球首例急性髓系白血病（AML）-

M1患者全基因组测序（Whole genome sequencing，WGS）结

果［3］，是NGS技术首次应用于临床医学。随后，NGS技术开

始在乳腺癌、肺癌、黑色素瘤等实体肿瘤中广泛应用。NGS

技术为血液系统疾病的临床研究带来了革命性的进步，尤其

是毛细胞白血病（HCL）中BRAF V600E基因突变［4］、华氏巨

球蛋白血症（WM）中 MYD88 L265P 基因突变［5］及 JAK2 和

MPL突变阴性骨髓增殖性肿瘤（MPN）中CALR基因突变［6］

的发现为血液系统疾病的诊治带来了突破性进展。本文我

们主要就NGS技术的在血液系统疾病中应用的必要性、主

要特点、基本原理及其在血液系统疾病中的具体应用、现有

成果、前景展望进行综述。

一、NGS在血液系统疾病中应用的必要性

早在 1902年，细胞中心体的发现者——德国细胞学家

Theodor Boveri即提出“肿瘤是由于染色体紊乱导致细胞分

裂失控所致”，用现在的术语描述即肿瘤发生是基于基因组

的异常［7］。然而，经过科技工作者与临床医师长达一个世纪

的努力，测定某一肿瘤的全套基因组序列仍然是不可能完成

的任务，阻碍了人类对肿瘤发病学的认识。 2012 年

de Martel等［8］的研究结果显示，2008年全球新诊断癌症患者

约1 200万人，全年因癌症死亡的人数约700万人，其中血液

肿瘤发病率逐年递增，美国非霍奇金淋巴瘤（NHL）发病率每

年增长 3%~4%。因此，深入解读肿瘤的发病机制已经迫在

眉睫。

由于血液系统疾病在诊治过程中的独特性，NGS的作

用显得更加重要。目前，细胞形态学（Morphology）、免疫学

（Immunology）、细胞遗传学（Cytogenetics）和分子遗传学

（Molecular genetics）检查的联合使用，仍然是诊断血液系统

疾病，尤其是白血病的“金标准”。但值得注意的是，细胞形

态学、免疫学检测结果的判读不可避免地受检验员主观影

响，且其结论仅可为临床医师提供参考；同时，现有遗传学技

术，如聚合酶链反应（PCR）、荧光原位杂交（FISH）、染色体核

型分析，仅能针对极少数现已明确致病基因的血液肿瘤。因

此，NGS技术是未来认识血液系统疾病发病根源的必然途

径，对于提示疾病发生、进展以及实现靶向治疗具有十分重

要的临床意义。

二、基于高通量、高时效、低成本的NGS技术迅速发展

1977年，英国生化学家 Sanger教授采用“加减法”测出

了φX174噬菌体基因组序列，这也是人类历史上第一次得到

的完整生物体基因组的序列。同年他又发表了改良的

“Sanger法”［9］，是一代测序中应用最广泛的方法。一代测序

过程类似单个PCR过程，需要专门设计引物，先合成DNA再

进行测序，且一次测序最多检测 800 bp长度。2001年发布

的第一个人类基因组草图就是利用经典的Sanger测序仪完

成的，耗时长达11年、费用共30亿美元［10］。较之一代测序技

术，NGS的发展体现在高通量、高时效、低成本三大特点，为

NGS进入临床应用奠定了基础。现在应用最广的NGS仪器

Illumina Hiseq2500，运行周期为 6 d，每天能自动化读出

1 670亿个碱基，足以覆盖 30亿个碱基的人类基因组；另一

方面，2014年4月美国国家人类基因组研究所（NHGRI）公布

全基因组测序费用从2001年的一亿美元下降到2008年的一

百万美元，到2014年仅需一千美元。自此，NGS正式迈向临

床医学。NGS与Sanger测序的最大区别为NGS是边合成、

边测序，而Sanger是先合成、再测序，这也是NGS速度快、成

本低的主要原因。但需要强调的是，一代测序仍然是目前基

因检测领域的“金标准”，也是NGS现今唯一的验证标准。

2013 年，美国 Illumina 公司的 MiSeqDx 测序仪及配套

试剂盒通过美国食品药品监督管理局（FDA）审批，成为全球

首个获得 FDA 临床认证的NGS平台，主要针对囊性纤维化

的检测［11］。2015年1月，我国卫生和计划生育委员会妇幼健

康服务司发布了第 1批可开展高通量基因测序（NIPT）产前

筛查与诊断的 108个试点单位名单，批准NIPT检测胎儿染
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色体非整倍体异常，即 21三体综合征、18三体综合征及 13

三体综合征［12］。

三、NGS的基本原理

NGS 现有的技术平台主要包括美国 Roche applied

science公司的 454基因组测序仪、美国 Illumina公司和英国

Solexa technology 公司合作开发的 Illumina 测序仪、美国

Applied biosystems公司的SOLiD测序仪。基本原理基于四

步：①准备 DNA 组学片段，即收集基因组 DNA 或将目的

RNA逆转录为 cDNA，将DNA随机片段化成几百个碱基或

更短的小片段；②接头及固定，即在 DNA 片段两端加上接

头，从而使其固定在同一介质中，比如芯片上（如 Illumina测

序仪）或者乳液球中（如 454基因组测序仪）；③通过PCR技

术进行扩增，即将4种不同的dNTP标记上不同的荧光，合成

互补链时，每添加一种 dNTP就释放出不同的荧光；④数据

分析，即将捕获的荧光信号转化为测序峰值，再经过特定的

计算机软件处理，获得待测片段的序列信息。而Sanger法核

心原理是：由于ddNTP的3′端不含羟基，在DNA的合成过程

中不能形成磷酸二酯键，使得DNA合成反应中断。在 4个

DNA合成反应体系中分别加入一定比例带有放射性同位素

标记的ddNTP，通过凝胶电泳和放射自显影后可以根据电泳

带的位置确定待测分子的DNA序列。

四、NGS在血液系统疾病的具体应用

2008年，Ley等［3］发表了世界上首例AML-M1患者白血

病细胞及其正常皮肤组织的WGS对比结果，标志着血液系

统肿瘤的研究正式迈向NGS时代。该研究发现了10个仅在

肿瘤中存在的突变，其中FLT3和NPM1基因突变是已被证

实的白血病重现性遗传学异常，另外首次公布 CDH24、

PCIKC、 GPR123、 EBI2、 PTPRT、 KNDC1、 SLC15A1、

GRINL1B共 8个基因可能与AML发病密切相关。次年，该

研究小组发表了第2例AML-M1的全基因组测序结果，首次

报道抑癌基因 IDH1出现R132突变［13］。自此，伴随WGS技

术对疾病全基因组信息认识的深入，全外显子组测序

（Whole Exome Sequencing，WES）技术和表观遗传学测序开

始起步，NGS技术开始全面推动以AML为代表的血液系统

疾病的诊治进展（表1）。

目前，NGS技术的具体应用分为如下4个方向：

1. 基因组测序：包括WGS、WES及目标区域测序。基因

组测序是对未知基因组序列的物种进行个体的基因组测序，

可发现基于DNA水平的点突变、微小片段的插入/缺失、拷

贝数的变异及基因组结构变异，进而探寻基因突变所致的功

能改变。除外已经明确致病基因的慢性髓性白血病

（CML）、急性早幼粒细胞白血病（APL）、真性红细胞增多症

（PV）、原发性血小板增多症（ET）、原发性骨髓纤维化（PMF）

等和发生在非DNA水平的原发免疫性血小板减少症（ITP）、

再生障碍性贫血（AA）等，几乎大多数血液系统疾病，无论是

肿瘤还是遗传性疾病，可能都将通过基因组测序来揭示其关

键的致病基因以及具有临床意义的遗传学多态性。WGS是

目前最为广泛的应用形式，近年开始发展的WES技术利用

探针杂交富集并确定外显子区域DNA序列，从而发现与蛋

白质功能变异相关的遗传突变。

2. RNA测序：包括转录测序、长链非编码RNA测序及小

RNA（Small RNA）测序。RNA测序可发现基于RNA水平的

基因表达差异，从而有利于重新梳理并整合既往片面化报道

的信号通路异常，还可以用于化疗药物治疗靶点的筛选。例

如有报道在急性淋巴细胞白血病（ALL）的治疗中筛选出尼

克酰胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）可能为有效的治疗靶

点［41］。

3. 表观遗传测序：包括甲基化测序及染色质免疫沉淀

（ChIP）测序。主要检测 DNA 甲基化、组蛋白共价修饰等。

2009年，Tefferi及Vardiman［42］首次提出表观遗传调节因子可

能参与了MDS的发生。有研究认为TET2基因突变阳性者

可通过阿扎胞苷治疗获益，被认为是预后比较好的一种基因

突变［32］；而ASXL1基因突变被认为是相对预后较差的独立

危险因子，且增加患者转化为AML的风险［23］。

4. 其他测序方法：单细胞测序将是基于NGS进一步改

良的主要方向。目前NGS样本都是所有细胞的混合DNA，

虽然能够得到全基因组序列信息，但是其结果只是一群细胞

中信号的平均值，或者只代表其中占优势数量的细胞信息，

单个细胞独有的特性被忽视。单细胞测序解决了细胞异质

性难题，通过将分离的单个细胞的微量全基因组 DNA/

mRNA进行扩增，获得高覆盖率的完整的基因组后进行高通

量测序，将有利于揭示细胞群体差异和细胞进化关系。

短短 4年内，NGS在血液学领域的应用持续稳步前进，

从首例AML WGS发现新的突变基因［3］，到发现伴随TP53突

变阳性者预后极差［25］，再到通过转录测序发现 CBFA2T3-

GLIS2、DHH-RHEBL1融合基因突变［34-35］。目前正在探讨表

观遗传组学改变在AML中的作用。2013年癌症基因组图谱

研究网（Cancer genome atlas research network）［29］报道了 200

例成人AML患者的基因组和表观遗传学全貌，确定了 260

个基因突变，并按照生物学功能将其分为DNA甲基化组、信

号激活组、染色体修饰等 9个组，这些发现可能会影响未来

AML分层诊治系统。以上各种测序方式并非独立存在，它

们相互交叉、相互补充，应该根据不同的测序目的、标本来源

来灵活应用。

五、NGS在血液系统疾病中现有的重要成果

1. HCL 特异性 BRAF V600E 基因突变：2011 年 Tiacci

等［4］通过大规模全外显子基因平行测序比对HCL患者肿瘤

细胞与其外周血正常细胞，试图寻找HCL相关的基因突变，

结果显示全部 HCL 患者存在 BRAF V600E基因突变；接下

来采集另外47例HCL患者和195例外周B细胞淋巴瘤/白血

病患者的样本，使用 Sanger 测序进行验证突变率分别是

100%和 0，得出该突变对于HCL具有特异性诊断意义。该

结论首次在第54届美国血液学年会（ASH）上以摘要形式报

道，并开启了对BRAF V600E抑制剂维罗非尼的研究。目前

BRAF V600E突变已作为NCCN诊断HCL的 2C级证据，一

项对维罗非尼的多中心、开放、单臂临床Ⅱ期试验正在进行
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中［43］。

2. WM/淋巴浆细胞淋巴瘤（LPL）特异性MYD88 L265P

基因突变：2012年来自美国波士顿市达纳-法伯癌症研究所

（Dana Farber Cancer Institute）的Treon等［5］分离 30例WM患

者骨髓的恶性淋巴浆细胞进行WGS，包含配对样本10例、非

配对样本20例，结果100%配对样本、85%非配对样本染色体

表1 第二代测序技术在血液系统疾病的临床应用现状

研究者

Ley等［3］

Mardis等［13］

Rossi等［14］

Asnafi等［15］

Ley等［16］

Smith等［17］

Sugimoto等［18］

Nikoloski等［19］

Fabbri等［20］

Jädersten等［21］

Walter等［22］

Tiacci等［4］

Thol等［23］

Quesada等［24］

Grossmann等［25］

Koskela等［26］

Treon等［5］

Wen等［27］

Lodé等［28］

Cancer Genome Atlas

Research Network［29］

Chan等［30］

Monti等［31］

Itzykson等［32］

Conte等［33］

Masetti等［34］

Masetti等［35］

Polprasert等［36］

Klampfl等［6］

Nakamoto-Matsubara

等［37］

Lohr等［38］

Li等［39］

Diouf等［40］

例数

1

1

309

141

281

355

6

102

120

55

150

48

193

279

1 000

76

30

45

38

200

91

180

8

7

237

55

94

717

163

203

381

321

发表

年份

2008

2009

2009

2009

2010

2010

2010

2010

2011

2011

2011

2011

2011

2011

2012

2012

2012

2012

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2014

2014

2014

2015

2015

国家

美国

美国

意大利

法国

美国

英国

日本

荷兰

美国

瑞典

美国

意大利

德国

西班牙

德国

芬兰

美国

美国

法国

美国

加拿大

美国

美国

英国

意大利

意大利

美国

意大利

日本

美国

中国

美国

检测

对象

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

RNA

DNA

RNA

DNA

DNA

ShRNA

DNA

RNA

RNA

RNA

DNA

DNA

DNA

DNA

SNP

技术

WGS

WGS

WGS

WGS

WES

WGS

WGS

WGS

WES

WGS

WES

WES

WGS

WES

WGS

WES

WGS

转录测序

WGS、WES

WES

WGS

WGS

WGS

WES

转录测序

转录测序

WES

WGS

WES

WGS、WES

WES

WGS-SNP

疾病类型

AML

AML

CLL

T-ALL

AML

CMML、MDS

伴7号染色体异

常的髓系肿瘤

MDS

CLL

MDS

MDS

HCL

MDS

CLL

AML

LGLL

WM

AML

MM

AML

DLBCL

DLBCL

ALL

AML

AML

AML

MDS

JAK2和MPL突

变阴性MPN

AITL/PTCL

MM

ALL

儿童ALL

主要发现

FLT3及NPM1基因突变者疾病进展快

R132 突变致抑癌基因 IDH1失活

TP53突变者疾病进展快，突变率为10%

NOTCH1及FBXW7突变者预后好，突变率分别为62%

和24%

DNMT3A突变率为22.1%，突变阳性者预后差

TET2突变无显著临床意义

疾病发病相关基因NRCAM1Q1040K、LMTK2A1147T

和EZH2（EZH2R690H）突变

EZH2突变率为26%，突变阳性者预后差

NOTCH1突变多见于CLL进展阶段

TP53突变者易进展为白血病

DNMT3A突变率为8%，突变阳性者预后差

BRAF V600E突变率为100%

ASXL1突变率为20.7%，突变阳性者预后差

SF3B1突变者预后差

TP53突变率为8%，突变阳性者预后差

STAT3突变率为40%

MYD88（L265P）突变率为90%

CIITA-DEXI等134个融合基因，CIITA-DEXI突变率为

48%

BRAF激酶突变率为4%

发现260个与表观遗传学相关突变基因

RCOR1缺失者无进展生存率低

P53通路异常者5年生存率低

NAMPT为STF-118804的靶点

发现NPM1、CEBPA、DNMT3A、TET2IDH1及 IDH2等

突变基因

CBFA2T3-GLIS2突变率为8.4%

DHH-RHEBL1突变率为40%

低危组伴DDX41基因突变者推荐来那度胺治疗

CALR突变率为24%

G17V RHOA突变率为60%~70%

个体基因异质性普遍存在

PRPS1基因突变是ALL耐药和复发的重要原因

CEP72启动子区域的Rs924607者与长春新碱起的神经

病变的风险度相关

注：WGS：全基因组测序；WES：全外显子组测序；AML：急性髓系白血病；CLL：慢性淋巴细胞白血病；ALL：急性淋巴细胞白血病；

CMML：慢性粒单核细胞白血病；MDS：骨髓增生异常综合征；HCL：毛细胞白血病；LGLL：大颗粒淋巴细胞白血病；WM：华氏巨球蛋白血症；

MM：多发性骨髓瘤；DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；MPN：骨髓增殖性肿瘤；AITL/PTCL：血管免疫母细胞性T细胞淋巴瘤/外周T细胞淋巴瘤
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3p22.2的 38182641位点存在T＞C体细胞突变；随后他们又

利用Sanger测序法证实54例WM患者中49例以及全部3例

非分泌 IgM的LPL患者中存在MYD88 L265P突变。由此得

出WM及LPL可能为同一疾病起源，是一类既具有先天遗

传倾向又有后天环境因素参与的复杂疾病。目前NCCN指

南已经将MYD88 L265P作为WM的诊断标准之一。关于抑

制MYD88信号通路的药物正在研究中。

3. JAK2/MPL突变阴性MPN的 CALR基因第 9外显子

突变：2013年奥地利科学院分子医学中心Klampfl等［6］应用

WES 技术，在 6 例 JAK2 和 MPL 基因突变阴性的 PMF 患者

中，发现编码钙网蛋白的CALR基因第9外显子伴有重现性

插入和缺失；随后研究者筛查了1 107例MPN患者CALR基

因第9外显子的插入和（或）缺失突变，发现CALR突变发生

于67%野生型 JAK2和MPL的ET和88% PMF患者中，PV患

者未检测到突变；同时，在 254 例 AML、45 例 CML、73 例

MDS和64例慢性粒单核细胞白血病患者中均未检测到该突

变。从而明确CALR基因突变主要见于 JAK2和MPL突变

阴性的MPN。CALR突变的发现对进一步解释 JAK2/MPL

基因突变阴性ET和PMF患者的分子发病机制具有重要意

义，为疾病的诊断提供了必要补充，CALR基因突变也可能

成为下一个靶向治疗的潜在靶点。

六、NGS在血液系统疾病中的应用前景和现存问题

通过对肿瘤标本进行全基因组、外显子基因组、转录基

因组、表观遗传学等测序，核苷酸置换、微小插入/缺失、拷贝

数量改变、染色体重排、DNA甲基化、组蛋白共价修饰、染色

质重塑等已可被准确测定，NGS既可用于探索致病基因，也

可用于指导疾病的诊断、监测病情以及筛选有利的化疗和靶

向药物。目前由美国国家癌症研究所 Childrens’Oncology

Group承担的两项关于NGS技术的研究正在积极进行中，分

别 为 以 WES 的 NCT01507441 和 以 转 录 测 序 的

NCT01141530［44］。

与此同时，NGS 的临床应用也面临着 4 个突出问题：

① NGS平台的建立仍然十分困难，同时测序仪器在使用过

程中的维护费用高昂，这也是目前NGS临床应用仍需依赖

基因检测公司的根本原因；②生物信息学人才匮乏，要求具

有高水平综合能力的专业人才，具体包括高通量大数据的解

读、相关数据库的持续更新与专业领域核心问题的把控等；

③目前NGS检测结果尚需一代测序进行验证；④临床样本

检测伦理审批的问题。

伴随生命科学、电子技术、计算机技术及信息科学等前

沿学科日新月异的发展，尤其是生物医学工程专业的不断完

善和创新，在不远的将来，NGS技术将在临床诊治方面得到

更为广泛的应用，直至彻底揭开血液系统疾病发生、进展的

神秘面纱。
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