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　　［摘要］　脑胶质瘤是一类高度致死性恶性肿瘤，目前有关其在基因组学的研究及临床治疗存在诸多挑战。二代测

序技术具有高通量优势，能通过对肿瘤全基因组、外显子组、转录组及表观遗传组全面分析加深对肿瘤基因组学的认

识，并已成功应用于部分肿瘤的临床研究中，为肿瘤个体化靶向治疗提供合适可行的指导。当前，运用二代测序研究胶

质瘤已成为热点，将全面阐明胶质瘤致病机制，并为制定个体化治疗方案提供策略，使患者获益。
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　　二代测序也称大规模并行测序，目前已成功地

应用于部分疾病的临床诊断、发病风险评估、针对性

治疗选择及产前检查等［１］。在肿瘤中进行二代测序

分析有助于提高对肿瘤生物学的认识，并可能为肿

瘤的基因诊断及治疗提供策略。与一代测序如

Ｓａｎｇｅｒ测序法相比，二代测序在文库构建、测序通

量、测序周期及测序成本等方面具有明显优势，同时

具有高覆盖率、高灵敏度等特征［２］，因此，基于多个

测序技术平台的二代测序技术将为肿瘤基因组的研

究带来革命性进展。

１　二代测序简介

二代测序根据原理可分为连接酶合成测序及聚

合酶合成测序，其过程主要包括基因组ＤＮＡ片段
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化处理、片段两端特定接头连接、接头与反应基质锚

定桥接、大规模并行ＰＣＲ信号放大、单碱基延伸测

序及数据分析等。目前商业化较成熟的二代测序平

台主要有以ＤＮＡ簇及可逆性末端终结为核心的

Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司Ｓｏｌｅｘａ测序技术、以寡核苷酸连接和

双碱基编码为核心的ＡＢＩ公司ＳＯＬｉＤ测序技术，以

及以微乳液ＰＣＲ（ｅｍＰＣＲ）和焦磷酸测序为核心的

Ｒｏｃｈｅ公司４５４测序技术，此３种测序技术的比较

见表１
［３］。

表１　二代测序技术平台比较
［３］

犜犪犫１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺狉犲犲狀犲狓狋犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狆犾犪狋犳狅狉犿狊
［３］

　Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｒｏｃｈｅ／４５４ Ｉｌｌｕｍｉｎａ／Ｓｏｌｅｘａ ＡＢＩ／ＳＯＬｉＤ

　Ｂａｓｉｃｔｅｃｈｎｉｑｕｅ Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｒｅｖｅｒｓｅｄｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｌｉｇａｔｉｏｎ

　Ｒｅａｄｌｅｎｇｔｈ ３３０ｂｐ ７５１００ｂｐ ５０ｂｐ

　Ｍａｘ．ｏｕｔｐｕｔ ０．４５ＧＢ １８３５ＧＢ ３０／５０ＧＢ

　Ｒｕｎｔｉｍｅ ０．３５ｄａｙ ４９ｄａｙｓ ７／１４ｄａｙｓ

　Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ｆａｓｔ；ｌｏｎｇｒｅａｄｓ Ｈｉｇｈａｃｃｕｒａｃｙ；

　ｕｌｔｒａｈｉｇｈｏｕｔｐｕｔ；ｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

Ｅｒｒｏｒｒｅｄｕｃｔｉｏｎ；

　ｕｌｔｒａｈｉｇｈｏｕｔｐｕｔ

　Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ Ｌｏｗｐａｒａｌｌｅｌｉｓｍ；

　ｅｒｒｏｒｓｉｎｈｏｍｏｐｏｌｙｍｅｒｒｕｎｓ

Ｌｏｗｍｕｌｔｉｐｌｅｘｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｓｌｏｗｓｐｅｅｄ；ｌｏｎｇｒｕｎｔｉｍｅｓ

　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；

　ＳＮＰｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　ＳＮＰ：Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

２　二代测序在胶质瘤基础研究中的应用

二代测序不仅能通过全基因组、全外显子组、全

转录组测序，准确发现单核苷酸变异、基因缺失或嵌

入、拷贝数异常、染色体重排及微生物感染等体细胞

变异［４］，还能用于研究ＤＮＡ与蛋白质的相互作用

及表观遗传学的改变，如基因组ＤＮＡ甲基化等
［５］。

基于该技术的多样性，近年来二代测序在肿瘤包括

胶质瘤中的应用也逐步展开。

２．１　全基因组测序　全基因组测序是为个人基因

组及肿瘤基因组提供终极全长基因的研究，可在一

次测序分析中描绘出基因组变异谱，包括单核苷酸

变异、插入或缺失、复杂的结构重排及复制数量异常

等［６］；同时还可发现许多经典方法检测不出的基因

组改变，如启动子、增强子、内含子、非编码ＲＮＡ及

非标注序列等非编码区的体细胞突变。此外，对于

特殊类型的变异包括重复序列的重排以及最新研究

发现的可能参与肿瘤发生的反转录子活化等，全基

因组测序也可能为该领域提供更多相关研究

信息［７８］。

２００８年第１例应用于肿瘤（急性髓性白血病）

基因组的全基因组测序结果发布，标志着肿瘤基因

组学研究进入了高速发展期［９］。随即肺癌、乳腺癌

等多种肿瘤获得完整全基因组测序结果，并且研究

的肿瘤种类及数量仍在不断扩大［１０１３］。弥漫性低级

别胶质瘤（ｌｏｗｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａ，ＬＧＧ）是一类治疗难度

高的脑肿瘤，在儿童脑肿瘤患者中最为常见［１４］。一

项基于３９例儿童ＬＧＧ及低级别胶质神经元肿瘤的

全基因组测序发现了多个新的基因突变，包括

犅犚犃犉、犚犃犉１、犉犌犉犚１、犕犢犅、犕犢犅犔１及与组蛋

白功能相关的犎３犉３犃、犃犜犚犡 等基因，并观察到

６２％的患者仅有１种非沉默体细胞基因突变，同时

还定义出ＷＨＯⅡ级弥漫性胶质瘤中最常见的变异

是编码犉犌犉犚１的部分序列在基因内的重复及

犕犢犅的重排，且这两种变异以相互排斥的方式存在

于肿瘤中［１４］。胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）

是脑胶质瘤中发生比例及恶性程度最高的肿瘤，其

发生和发展均存在极其复杂的基因改变［１５］。有研

究通过全基因组测序结合癌症基因组图谱（ｔｈｅ

ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）ＤＮＡ 复制数据对

ＧＢＭ基因结构重排的机制进行深入分析发现，基因

融合及重排等伴随在基因内断裂点富集的区域，而

改变的基因结构（如凋亡调节基因犉犃犉１）可干扰基

因表达并导致相应蛋白缺失从而促进胶质瘤细胞生

长［１６］，此研究揭示了之前未受重视的基因失调的基

因组机制。用ＴＣＧＡ对４２例ＧＢＭ样本的全基因组

分析同样发现了一些基因的特殊变异，如犈犌犉犚与周

围基因的重排及其基因座周围的结构变异，并观测到

·７４０１·
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犜犈犚犜启动子突变与犜犈犚犜ｍＲＮＡ表达升高相关，

推测其在端粒酶再激活过程中起重要作用，继而导致

ＧＢＭ发生
［１７］。

然而，全基因组测序产生的数据量极大，数据的

分析、解释及存储等需较昂贵的费用，对大部分临床

或科研中心而言均会存在资金压力［１８］。此外，在海

量的全基因组测序信息中，目前仅少数可被解释，相

当一部分可能包含新颖或未知的临床相关信息暂仍

不能被阐述。基于此，更具靶向性的基因组测序在

先行的临床技术应用方面更具可行性。

２．２　外显子组测序　外显子包括蛋白编码基因序

列及ＲＮＡ编码基因序列，其在基因组中所占比例

约为１．８％
［１９］，可见外显子捕获测序具有更高的兴

趣区域覆盖率、更低的价格及更简便的数据分析。

外显子组测序的高覆盖率使测序更易发现肿瘤的基

因突变，尤其是对肿瘤细胞中低比例突变的致癌基

因和抑癌基因的诊断分析更有意义。

目前全外显子组测序联合毛细管测序法等已在

多种肿瘤中发挥重要作用，如ＧＢＭ中犐犇犎１突变

的研究发现，该突变主要存在于部分年轻ＧＢＭ患

者及大部分继发性ＧＢＭ患者中，且突变状态预示

着相对更好的总生存时间［２０］。先前的研究还表明

犐犇犎１／２突变多存在于ＷＨＯⅡ、Ⅲ级胶质瘤中，并

可能是ＬＧＧ最初发生的一类致瘤基因事件
［２１］，然

而犐犇犎突变似乎动态改变着细胞的表观遗传学形

态，其下游变化机制尚未被证实。全外显子组测序

可帮助证明额外的基因突变可能共同参与ＩＤＨ突

变，从而引起ＬＧＧ的发生过程。对两组ＬＧＧ的全

外显子组测序及聚焦重测序结果发现，犃犜犚犡基因

具有高频突变，而犃犜犚犡编码蛋白具有端粒生物学

活性并构成染色质重组复合物的核心部分，其突变

可能引起端粒的选择性延长，是基因不稳定性的可

能诱因。同时犃犜犚犡突变完全发生在犐犇犎 突变的

肿瘤中，并与犜犘５３突变及星形细胞分化密切相关，

而与１ｐ／１９ｑ缺失相互排斥。由此推断，犃犜犚犡 突

变是犐犇犎 突变胶质瘤的一个决定性分子因素
［２２］。

１ｐ／１９ｑ同源性缺失同样与低级别少突胶质瘤

关系密切，但目前对这种染色体缺失所引起的基因

特性和功能的改变知之甚少。目前研究者正试图通

过对１ｐ／１９ｑ同源性缺失的少突胶质瘤行外显子组

测序，来寻找其中与肿瘤发生相关的关键变异基因。

基于二代测序，一实验组在１６例１ｐ／１９ｑ同源性缺

失的少突胶质瘤中发现１９ｑ１３．２存在较高频率

（１３／１６）的犆犐犆基因体细胞突变和嵌入或缺失变

异，而这１６例样本还具有犐犇犎１（１４／１６）或犐犇犎２

（２／１６）突变，随后在另外１３例１ｐ／１９ｑ同源性缺失

的少突胶质瘤和６０例１ｐ／１９ｑ未缺失的星形胶质

瘤、少突胶质瘤中行深度测序验证，结果显示犆犐犆

基因变异率分别为６９％（２０／２９）和２％（１／６０）
［２３］。

由此可见犆犐犆基因变异与少突胶质瘤病理、１ｐ／１９ｑ

同源性缺失和犐犇犎１／２突变高度相关，并可能参与

少突胶质瘤发生和发展。

外显子组测序还可以只对较少的感兴趣外显子

区域ＤＮＡ靶向捕捉并富集后进行高通量测序。一

项包含有１３２个ＧＢＭ相关基因的外显子区域测序

发现，靶向外显子测序检测有超过１３００个ＳＮＰ，其

中与乳腺癌相关的犛犃犚犜１等位基因狉狊６６０１１８ＳＮＰ

在ＧＢＭ中的频率约为乳腺癌的２倍，并在独立对

照组中行Ｓａｎｇｅｒ测序验证正确；而与抗原相关的

ＳＮＰ在２０／２１例ＧＢＭ中被检测到，提示基因变异

可能与抗原的免疫原性有关联［２４］。

然而由于测序基因占全基因组的比例较低，外

显子组测序也存在诸多限制。首先，探针设计的原

因使得只有９２％外显子组可以被捕获，在此基础上

仅有９０％外显子组的基因变异可在充足的测序深

度下被精确发现；其次，该测序技术普遍不具有对染

色体易位及其他结构变异和外显子之外的区域如启

动子、增强子及转录因子结合位点等的检测能力；其

在基因复制数量变异方面也存在劣势［１９］。

２．３　转录组测序　转录组包括了总 ＲＮＡ、从

ｍＲＮＡ反转录而来的ｃＤＮＡ、微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，

ｍｉＲＮＡ）及长链非编码ＲＮＡ等，基于转录组的复杂

性，仅根据基因组的测序结果并不能使我们完全认

识到肿瘤的生物学特性等。例如，某个基因尽管存

在突变，但其可能并不在肿瘤组织中表达或被甲基

化或组蛋白化的等位基因沉默；而对于ｍｉＲＮＡ等

可直接通过转录调节降解或控制基因表达水平，其

特异性基因表达水平的改变可加强肿瘤的生物活

性［２５］；此外还有肿瘤中ＲＮＡ编辑等
［１２］。转录组测

序可提供更丰富的数据，使我们能更全面更深入地

了解肿瘤。

促癌及抑癌ｍｉＲＮＡ表达异常已被证明与肿瘤
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发生密切相关［２６］，但其调节机制尚不明确，利用全

基因组测序研究ｍｉＲＮＡ的成熟过程，有助于在转

录水平阐明其失调的原因。研究发现ｍｉＲＮＡ成熟

形式与前体形式的比例由正常脑组织到ＬＧＧ再到

高级别胶质瘤（ｈｉｇｈｇｒｏｄｅｇｌｉｏｍａ，ＨＧＧ）逐渐增

加，并且 ｍｉＲＮＡ生物合成的３个主要步骤（核加

工、核质转运、胞质加工）所对应基因的表达水平在

胶质瘤组织中具有系统性改变［２７］，由此证明了

ｍｉＲＮＡ生物合成途径的失调是胶质瘤发生和发展

的标志事件。

转录组测序对基因融合包括促使致瘤基因激活

的框内融合等具有高度敏感性及有效性，使得新颖

的肿瘤融合基因更易被发现［４］。此前实验已证明胶

质瘤中野生型犉犌犉犚３并不具有致瘤性，而转录组

测序发现５％～８％ ＧＢＭ存在犉犌犉犚３犜犃犆犆３融

合基因，体外及动物模型均证实犉犌犉犚３犜犃犆犆３融

合基因可促进细胞增殖及肿瘤进展［２８］，从而开辟了

ＧＢＭ病理起源机制研究的新领域。

此外，转录组测序还可应用于基因表达谱的分

析、低水平或新式转录子的识别及非人类转录子的

寻找等方面［２９］。如Ｈｕａ等
［３０］研究发现８７５个代表

ＧＢＭ特征的ｍｉＲＮＡ及ｍｉＲＮＡ和８１１个正常脑

组织中的ｍｉＲＮＡ及ｍｉＲＮＡ，并用ＲＴＰＣＲ等技

术验证了转录组深度测序检测ｍｉＲＮＡ表达谱的能

力，这是目前ＧＢＭ 最大的 ｍｉＲＮＡ库，其中ＧＢＭ

和正常脑组织中新发现有１８个 ｍｉＲＮＡ和１６个

ｍｉＲＮＡ。

此外，由于正常细胞并不一定表达肿瘤相同基

因，转录组测序对体细胞突变的检测无相应对照，因

此不具有较高的检出率。另外，由于肿瘤细胞中复

杂的ＲＮＡ组成，测序将产生十分丰富的数据，并需

要多种不同类型的分析及关联研究，这也对生物信

息工作者提出了严峻考验。

２．４　表观遗传组学测序　表观遗传学主要包括

ＤＮＡ甲基化修饰、组蛋白修饰和转录调控等，其在

肿瘤发生、发展过程中的作用也逐渐被发现［３１］。如

ＤＮＡ甲基化具有潜在的诊断及预后判断作用
［３２］，

而在胶质瘤中单个基因犕犌犕犜甲基化可用于预测

患者对ＤＮＡ烷化剂的治疗反应，已被纳入胶质瘤

患者临床管理策略中［３３］。

ＣｈＩＰＳｅｑ是将染色体免疫共沉淀与二代测序

相结合的技术，可在整个基因组水平分析已知或未

知的ＣｈＩＰ富集ＤＮＡ包含的信息，全面了解蛋白与

ＤＮＡ的相互作用及探测组蛋白修饰改变等
［３４］。其

中 ＭｅＤＩＰＳｅｑ、ＭｅｔｈｙＩＣＳｅｑ、ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＳｅｑ等技术

也可在全基因组水平对 ＤＮＡ 甲基化进行检

测［３５３７］。值 得 关 注 的 是，近 期 ＣｈＩＰＳｅｑ 联 合

ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＳｅｑ已在表观遗传学水平阐述了一类小儿

高 级 别 胶 质 瘤 （ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｈｉｇｈｇｒｏｄｅ ｇｌｉｏｍａ，

ｐＨＧＧ）的 发 生 机 制，研 究 指 出 在 组 蛋 白

犎３．３犓２７犕突变类型的ｐＨＧＧ中，犓２７犕 突变可

使抑制性组蛋白调节Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３水平全面下降，且

使ＤＮＡ呈低甲基化状态，而这两种表观遗传学改

变可共同建立一个特异性转录调控机制，激活

犓２７犕突变的ｐＨＧＧ 中的基因表达，从而导致

ｐＨＧＧ的发生
［３８］。

目前表观遗传学已获得了较大发展，但二代测

序技术在全面描绘出表观遗传学图谱前，仍面临多

重技术挑战，如ＣｈＩＰＳｅｑ等需要的测序原料数量极

大，细胞数需达到５００万个；组织尤其是肿瘤组织的

细胞存在异型性，表观遗传测序结果的可解释归纳

性受到影响等［３９］。

３　二代测序在胶质瘤个体化治疗中的应用

二代测序不仅可以识别个体基因中普遍的及新

的变异，而且能寻找肿瘤信号通路中关键基因的改

变，确定潜在的治疗靶点，为肿瘤患者的个体化治疗

制定可行性方案，目前已被应用于大肠癌、恶性黑素

瘤、胃癌、多发骨髓瘤及非小细胞肺癌等肿瘤的治疗

中，并使患者获益［４０４３］。

然而，胶质瘤具有治疗抵抗、高度复发、恶性侵

袭等特性，以替莫唑胺联合放疗为标准方案的术后

辅助治疗对延长胶质瘤患者的生存时间具有较大局

限性［４４］，ＧＢＭ（ＷＨＯ Ⅳ级）和间变性胶质细胞瘤

（ＷＨＯⅢ级）患者的中位生存时间分别只有１２～１５

个月和２～５年
［１５，４５］。此外，由于胶质瘤在细胞及分

子水平的高度异质性［４６］，近年来新发展的靶向治疗

如分子靶向治疗等模式依然未能明显延长非选择性

胶质瘤患者的总生存期［４７］。二代测序正致力于寻

找对当前或将来的靶向治疗策略有效的胶质瘤基因

变异。一项对４４例ＧＢＭ样本进行的二代测序分

析发现，８０％ ＧＢＭ含有６６个突变，包括最常见的
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犜犘５３、犘犜犈犖、犈犌犉犚、犘犐犓３犆犃 等突变，而其中

６９％ＧＢＭ的体细胞突变具有临床治疗可行性，该

研究突出了靶向基因重测序在确定基因突变中的潜

能，为个体化治疗的选择及判断预后提供了充足的

信息［４８］。二代测序不仅能确定预期基因的突变状

态，同时还能明确未知的突变基因，寻找潜在有活性

的分子靶点。犉犌犉犚１编码酪氨酸激酶的序列在基

因内重复即通过全基因组测序在儿童ＬＧＧ中发现，

其可能是新生星形胶质细胞瘤进展为高级别星形胶

质细胞瘤的重要基因事件，进一步研究还发现具有

基因内扩增的犉犌犉犚１产物可诱导ＦＧＦＲ１蛋白磷

酸化激活，并上调 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ和ＰＩ３Ｋ信号通路

从而导致肿瘤的发生和发展，而此通路可被特异性

抑制剂阻断，表明其可作为潜在的治疗靶点对具有

犉犌犉犚１基因内扩增的弥漫性ＬＧＧ患者进行个体化

治疗［１４］。另有研究通过全外显子组测序在一类有

极大治疗难度的脑干胶质瘤中检测出肿瘤特异性突

变基因犘犘犕１犇，犘犘犕１犇突变与犜犘５３突变以相互

排斥的方式存在，并减弱ｐ５３激活，其在外显子６上

发生截短突变可增强犘犘犕１犇活性，抑制放射诱导

的ＤＮＡ损伤反应关卡蛋白ＣＨＫ２的激活，并消除

细胞周期关卡［４９］。因此，针对功能获得性突变

犘犘犕１犇的脑干胶质瘤患者，ＰＰＭ１Ｄ抑制剂有提供

个体化靶向治疗的潜能，其小分子抑制剂研究正在

展开［５０］。此外，未来研究还可将犘犘犕１犇的突变状

态纳入到患者对于放疗反应的疗效预测中。

总之，基于二代测序技术的胶质瘤基因谱分析

已获得潜在肿瘤治疗靶点和生物标志物，对于高度

异质性的胶质瘤，以此对患者进行分层管理

（图１）
［５１］，实行个体靶向治疗将有望使胶质瘤患者

获得临床最大化利益。

图１　二代测序技术在胶质瘤研究及临床应用中的工作模式
［５１］
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