
中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

二代测序在胰腺癌中的研究进展

收稿日期!

!&#%'(('&)

"修回日期!

!&($'&('&$

通讯作者!张艳桥"

*!+,-.

!

/,01-,234,056#!%782+

杨 秀#郑桐森#张艳桥
!哈尔滨医科大学附属肿瘤医院"黑龙江 哈尔滨

(9&&:%

#

摘 要!胰腺癌是高度恶性的消化系统肿瘤$ 由于极差的预后及有限的治疗方法"对胰腺癌分
子生物学更进一步的了解及研究"可能会明显提高诊断的精确性及治疗的有效性$ 二代测序
!
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"

ABC

%是对传统测序一次革命性的改变"具有高通量&高敏感性&高
自动化程度等优点$ 利用二代测序技术"筛选胰腺癌致病基因"研究胰腺癌的发病机制"进而
指导胰腺癌的诊断及治疗"有望改进胰腺癌的诊疗现状$ 近年来"二代测序在胰腺癌的应用中
取得巨大进展"该文就二代测序及其在胰腺癌中的研究进展作一综述$
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胰腺癌是恶性程度极高的肿瘤之一" 由于其起

病隐匿&早期诊断困难"具有高侵袭转移特性"缺乏

有效的化疗药物" 并且容易对现有药物产生耐药"

9

年生存率不足
9]

"预后极差)

(

*

$ 因此"我们需要寻找

更好的诊断及治疗方法$ 分子靶向治疗是利用肿瘤

组织或细胞所具有的特异性结构分子为靶点" 使用

能与这些靶分子特异性结合的药物" 特异性地杀伤

肿瘤细胞的治疗" 以其低毒副作用和高效率的治疗

效果正成为肿瘤治疗的新手段 )

!

*

$ 肿瘤基因组学的

研究"可了解导致肿瘤发生发展的基因突变位点"发

现具有意义的预测标志物及治疗靶点$然而"传统的

测序方法操作繁琐&耗时长&价格昂贵&依赖电泳分

离技术"难以进行大规模测序$ 近年来"通过不断的

技术创新以及操作程序优化" 二代测序技术+
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%诞生"并得到突破性进

展)

E

*

$

ABC

对推动胰腺癌的分子生物学的发展起到

了重要作用" 为胰腺癌分子生物学的研究提供了新

的手段$

( ABC

技术原理%方法及特征

目前" 主要的测序平台包括
D284;I)9)

&

\..@+-!

研究进展
99&



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

&'()'*+,*-

./012345

&'()'*+,*- .4,*+,./' 6780*10-' 9'/01,8' /,5,101,3*

93+:';<=< >?43 @'()'*+,*- A,-:'@1 4'07,*- /'*-1: ,* BC& D'0@)4' 1:' /'*-1: 32 1:' :353.3/?5' ,*0++)!

401'/?

E//)5,*0;&3/'F 9'8'4@,G/' 1'45,*0134 A,-: 1:43)-:.)1

!

/3H .4,+'

!

/04-' 7010 IF.'*@,8' ,*@14)5'*1

!

:,-: @'()'*+,*- '4434

401'

!

:,-: +3@1 32 7010 .43+'@@,*-

J,2';&KJ,L M3**'+1,3* 5'1:37 A,-: @'()'*+,*- 0++)40+? 401'

!

/3H +3@1 J3*- @'()'*+,*- 1,5'

!

:,-: +3@1

!

@:341 @'!

()'*+,*- /'*-1:

!

7,22,+)/1 7010 0*0/?@,@

MC ./012345 M35G,*0134,0/ .43G'!

0*+:34 /,-01,3*

J3H G0@' .0,4,*- 5,@10N' 401'

!

/3H .4,+' &:341 @'()'*+,*- /'*-1:

*0;&3/'F0

"

J,2';&KJ,L

"

E3* O344'*1

" 华大基因
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平

台!并具有各自的优缺点#
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' 不同的
BC&

平台!其原理上有所不同!但基本原理都是边合成边

测序!即在
LB6

进行
>M9

扩增时!借助一些化学标

志物在碱基插入
LB6

链时发出的信号来读取序列

信息!信号可以是光信号!也可以是
A

Q流信号(

A,3*

2/)F'@
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! BC&

在胰腺癌研究中的策略

!"#

基因组测序

!RRS

年 !
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首 次 对
!<

例 胰 腺 癌 标 本 的

!R %%P

个基因进行全基因组测序! 发现
P=%!

种体

细胞突变"

PUS

种杂合性缺失"

P<<

种扩增"

%U

种基

因群组改变! 其中
VP

种基因群组改变参与了
P!

种

关键细胞信号通路! 这为胰腺癌的分子生物学研究

奠定了基础%

=

&

' 在胰腺癌中!目标捕获基因检测的典

型的基因面板约有
VRR

个基因突变'

W96&

基因突

变是胰腺癌中最常见的!大约占
URX

!也是最早发

生突变的' 另外
O>=V

的失活"

MLWB!6

"

&D6L

基因

突变也是目前公认的常见基因突变' 其他的基因突

变的致病率低于
=X

!例如
>6MY!

"

Y9M6P;!

"

D&A!;
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"

6OD

"

CB6&
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等基因突变%
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&

' 另外!在一些

特殊类型的胰腺癌中!通过
BC&

!可检测具有潜在

意义的基因突变!并证明与肿瘤的恶性程度"复发"

转移及对化疗敏感性的预测有关!指导其治疗 %

U[P!

&

'

基因组测序可获得胰腺癌样本中的基因组的序列信

息!从而可以个体或群体化地进行差异性分析!获得

具有重要价值的基因信息'

!"!

转录组测序

转录组是某一物种特定细胞或组织在某一状态

下几乎所有的转录集合!

BC&

能够对整体转录活动

进行检测!在分析转录本的结构和表达水平的同时!

还能发现未知转录本和稀有转录本'

D"//'4

等%
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合分析了胰腺癌中长链非编码
9B6

(

/*+9B6

$!小分

子非编码
9B6

(

@*+9B6

$和
59B6

的新的差异性表

达!并揭示了
5,9!SR!

在
O

细胞因子
<

(

O +'// 20+!

134<

!

OMZ!<

$中的
V#\O9

中的潜在结合位点!编码转

录因子控制
]*1

信号基因'

&&9

标记即简单重复序

列 (

@,5./' @'()'*+' 4'.'01

!
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$! 通常成为微卫星

LB6

!

6/,@3/10*,

等 %
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次使用
9B6!@'( &&9@

和

@9B6!@'( &&9@

测序 ! 揭示了在肿瘤发展过程中

&&9

的显著变化!特别是
CMM;CCM

和
CMC;MCM

的

频率相对于正常胰腺组织是明显升高的' 通过
BC&

平台对胰腺癌进行转录组测序可以准确地分析基因

表达差异" 基因结构变异" 筛选分子标记等重要问

题!为胰腺癌的诊断和治疗提供重要依据'

!"$

表观遗传学测序

表观遗传是指基因组
LB6

序列未发生改变!而

基因表达及基因功能的诱导和维持却发生可遗传的

变化'表观遗传变化主要包括
LB6

甲基化修饰"组蛋

白修饰"非编码
9B6

调控
V

大方面'

O:35.@3*

等%
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研究发现!

LB6

甲基化水平与胰腺癌患者生存之间

有直接相关性!并提示可能将成为临床生物学标志'

BC&

的表观遗传学测序为发现胰腺癌新的肿瘤标

志物提供了一种更为直接的方法! 通过表观遗传学

测序会发现更多的生物学标志! 可能会提高胰腺癌

的早期诊断率'

V BC&

在胰腺癌中的应用

$%&

寻找突变基因

肿瘤基因组学的主要研究方向是寻找肿瘤相关

基因组及遗传序列" 筛选及检测肿瘤特异性或相关

性表达"寻找可操作的突变基因'

T3*'@

等已通过全

基因组测序! 对胰腺癌常见的基因突变进行详细解

'()*+ & ',+ -./01/-*+2
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# 一项美国的研究通过对
'"(

例胰腺癌患者进

行全外显子测序$描述了胰腺癌相关的基因多样性$

发现胰腺癌发生相关病因事件与肿瘤突变谱具有明

显的相关性% 基因拷贝数变异
)*+,- ./0123 45365!

76+.

&

89:;

会靶向多个肿瘤抑制和
)

或
;

致癌基因位

点& 但只有原癌基因的扩增与胰腺癌恶性程度和腺

体亚型相关& 与此同时还发现了一些崭新的与预后

和药物敏感性相关的基因突变% 同时&在超过
(<=

的病例中都可观察到
>?@A

突变但编码
B%'

密码

子的基因与患者存活率增加具有特异性关联% 癌基

因
C?@D

突变与
>?@A

互相排斥& 并且与维罗非尼

治疗胰腺癌模型的敏感性相关% 研究人员还观察到

E.7

信号通路&染色质重塑&

F2GH2I+H

通路&

J9@

修

复和细胞周期进程中的相关基因都会发生高频率突

变!

#%

"

%胰腺癌的发病机制存在个体差异&而这种差异

会反映在其突变谱上% 因此需要对大量的胰腺癌样

本进行测序以找到更多与胰腺癌发病及进展相关的

基因突变%

!"#

胰腺癌的早期诊断

KL!L'

基于
9MA

的基因组学诊断

肿瘤的基因突变' 基因组的结构和数量改变与

胰腺癌的发生发展密切相关# 有研究表明
>?@A

'

M9@A

'

?9DN

基因在胰腺癌癌前病变即胰腺导管内

乳头状腺瘤(

OPQ9R

)中检测出&并证明与其恶性生

长相关联&有助于胰腺癌的早期诊断!

(

&

#$

"

% 且有研究

发现
M9@A

与胰管扩张有显著相关& 表明其在黏液

分泌过程中可能有一定的作用!

#S

"

% 嗜酸细胞亚型是

OPQ9R

中的一种特殊类型& 通过基因测序未发现

>?@A

和
M9@A

突变& 但发现
@?FM@P!%

'

@ATU#

'

VPF@S

和
V?CCN

基因特殊基因突变&对其进一步的

分析&可能发现胰腺导管内肿瘤形成的新的机制!

'(

"

%

W/

等 !

!"

"开发了一种新的
9MA

即数字
9MA

&对胰腺

癌'

OPQ9R

及对照组个体的胰液进行
J9@

测序&发

现胰液
J9@

突变浓度& 特别是
XP&K

和
AQ@JN

的

突变具有明显差异& 对监测的
N

例胰腺癌患者随访

的
'S

个月内&有
!

例在尚未出现影像学变化时已在

胰液中发现
AQ@JN

或
XP&K

突变&表明胰液
9MA

的

J9@

测序可有助于胰腺癌筛查及早诊%

@057+

等!

!'

"

对
'"

例肠型
OPQ9R

中& 从胰腺切除标本中获取囊

肿液& 对比手术切除的
&'

例各级别导管内肿瘤&发

现
XP&K

基因突变仅于高级别瘤变& 可能成为提示

发育不良或高侵袭性的标志物%

KL!L!

基于
9MA

的转录组学诊断

06?9@

在细胞分化'生物发育及疾病发生发展

过程中发挥巨大作用& 利用
9MA

研究
06?9@

和疾

病之间的关系可能成为疾病诊断的新的生物学标

记%

:6Y5!954533+

等!

!!

"第
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个使用
9MA

探讨
06?9@

在胰腺导管腺癌及其癌前病变
OPQ9

中的表达分

析% 通过对比正常组织中
06?9@

表达的区别&在胰

腺癌及
OPQ9R

中有很大数量的
06?9@R

表达失控%

联合细针穿刺活检技术&使
06?9@

检测可成为胰腺

癌早期诊断方法% 另一项研究分别对胰腺黏液囊性

肿瘤'

OPQ9R

及胰腺癌的囊肿液进行
9MA

测序&发

现在胰腺腺癌中
'&

种高表达
06?9@

&预测
06?9@!

'&&

'

06?9@!'KS

'

06?9@!'(&

'

06?9@!!"N

'

06?!

9@!!'%5

'

06?9@!!'$

'

06?9@!!'S

可能成为胰腺癌

高敏感性'高特异性的生物标志物!

!K

"

%

E5.H

等!

!N

"应

用
9MA

筛选胰腺癌外周血单个核细胞差异表达的

06?9@

&继而通过
?XZP8?

进行大样本验证&结果

显示
06?!!$5!K,

有较高的胰腺癌诊断效能&有可能

成为潜在的胰腺癌诊断标志物% 将胰腺及胰周良性

疾病作为对照组& 与
8@#(!(

联合诊断模型可提高

胰腺癌诊断效能& 因此可能具有一定的临床应用价

值%但是&目前需要解决包括数据规范化和细胞污染

等技术问题&仍需进一步了解
06?9@

进入循环的机

制&阐明循环
06?9@

的生物学意义%由于
06?9@

参

与各种肿瘤的进展&血清'胰液'囊肿液中的
06?9@

谱可被认为是最好的潜在生物标志物%

KL!LK

基于
9MA

的表观遗传学诊断

J9@

甲基化修饰是表观遗传学变化的主要方

面%已有研究证实
J9@

甲基化水平与胰腺癌患者生

存之间有直接相关性& 并提示可能将成为临床生物

学标志!

#%

"

%

>6R62Y

等 !

!&

"发现多个新型的甲基化标志

物&尤其是
8J#J

&在胰腺癌病例与对照组中有明显

的差异&具有较高的敏感性及特异性 !

!&

"

%

J9@

甲

基化一般发生在肿瘤进展的早期& 导致关键基因的

功能缺失或增强%在不久的将来&表观遗传变化和表

观遗传筛查策略可能会成为具有潜力的诊断和预测

标志物%

!"!

对胰腺癌高危人群的筛查

胰腺癌筛查主要针对的是高风险人群& 其中最

主要的风险是基因遗传因素% 通过
9MA

对家族性胰

研究进展
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腺癌全基因组和外显子测序!发现
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"
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"

,-.!+%

"

'/,

是胰腺癌的遗传易感基因# 另外有研

究表明!

&'()!

"

)*('!

"

'/,

突变的肿瘤患者对多

聚
'0&

核糖多聚酶
1&'*&2

抑制剂或铂类药物敏感!

其可作为潜在的治疗靶点!遗传学失活的
'/,

或对

放射损伤敏感 $

!%

%

#

3)3

基因是
03'

双键断裂修复

中最重要的一个参与者!

)456789

等$

!$

%研究发现其
7:

%;$<6=;

突变是新型的胰腺癌易感基因!显著增加胰

腺癌患病风险# 然而! 考虑到高风险人群的遗传异

质性和尚未完善的胰腺癌基因谱! 临床上应用基因

组测序方法筛查高风险人群依然不可行也不切实

际#

>

胰腺癌的治疗选择

?@

等$

!A

%将潜在可操作基因分为
B

种类型&携带

获得性功能突变的癌基因"功能丢失的抑癌基因"胰

腺癌组织较癌旁组织过表达的某些调节基因! 并以

将
*3'

干扰技术"基因治疗和小分子抑制剂成功应

用于针对胰十二指肠同源框因子'

&0C!D

(的研究为

例!表示正在寻求一个可操作的基因组平台!将胰腺

癌可操作基因与有效的辅助靶向治疗相匹配! 实现

精准治疗)目前!大量关于胰腺癌的靶向治疗药物正

在临床试验中!如以血管内皮生长因子'

E9F7@=95 6G!

<4HI6=J9= K54LHI M97H45

!

NOPQ

(和表皮生长因子'

6RJ!

<65S9= K54LHI M97H45

!

OPQ

(为靶点的靶向抗癌药!以

及针对肿瘤环境下的免疫系统的肿瘤疫苗等 $

!T

%

)

3P-

可以发现胰腺癌中更多潜在可能的治疗靶点)

/9G

等 $

B"

%应用高通量测序方法!对应用过重组人内

皮抑素或者吉西他滨治疗的胰腺癌患者! 筛选发生

改变的
SJ*3'F

!这两种治疗方法均可减少
SJ*3'!

DT9

的表达水平! 表明
SJ*3'!DT9

是胰腺癌潜在的

治疗靶点) 另外!

3P-

可以鉴别新生肿物为原发或

复发性肿瘤!指导个体选择最佳治疗方案 $

BD

%

) 随着

3P-

的应用及更多靶向治疗药物的研发!可以发现

胰腺癌中更多的可操控靶点及针对某些靶点的有效

治疗药物)

总之!

3P-

目前可用于手术切除组织" 细针穿

刺活检组织及各种液体组织中 $

B!UB>

%

!可更大范围地

应用于胰腺癌诊断及治疗的临床实践中)

3P-

可高

通量大规模地检测胰腺癌在
03'

"

*3'

及表观遗传

水平的变化! 为胰腺癌发病机制的研究及有效诊疗

标志物的筛查提供了一种强大的新型平台)目前!胰

腺癌仍缺乏明确靶向治疗方法!

3P-

方法可为新型

药物的研发及个体化治疗奠定良好的基础! 推动和

加速基础研究向临床实践的转变! 以取得最大的临

床获益)
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