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[摘 要] 精准检测技术推动了精准医学时代个体化肿瘤诊治的发展，同时，临床精准诊治的需求进一步驱动精准检测技术的

改良与应用。近年来，精准医学检测实现了从基因低通量测序到高通量测序、组织活检到液体活检及多细胞混杂检测到单细胞

精准检测的变革，推动了肿瘤精准医学时代新技术、新靶点、新药物的产生与发展。未来，多维度联合检测有助于提高精准医学

的精准度，ctDNA甲基化检测分析则有助于拓宽精准医学研究领域，临床试验设计的变革也有助于推动精准医学深入发展。
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Development status and clinical applications of precision detection technology in
the times of precision oncology

BAI Rilan, GUO Hanfei, CUI Jiuwei (Cancer Center, the First Hospital of Jilin University, Changchun 130021, Jilin, China)

[Abstract] Precision detection techniques have promoted the development of individualized diagnosis and treatment of tumors in

the era of precision medicine. At the same time, clinical demands of precision treatments have further driven the development

and application of precision detection techniques. In recent years, precision medical detection techniques realized rapid transfor‐

mations from low-throughput to high-throughput genomic sequencing, from tissue biopsies to liquid biopsies, and from multi-

cell promiscuous detection to single cell precision sequencing. All these changes have promoted the emergence and develop‐

ment of new technologies, new targets, and new drugs in the era of precision oncology medicine. In the future, multi-dimen‐

sional combined detection could help to improve the accuracy of precision medicine; ctDNA methylation detection analysis

could broaden the research field of precision medicine; and the transformation of clinical trial design could also contribute to

promote the in-depth development of precision medicine.
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精准医学的发展应以精准检测为基础，综合考

虑包括基因、环境因素、生活习惯差异等多方面因

素，精确寻找疾病病因与治疗靶点，对不同疾病及其

发展过程进行精确分类，最终实现对疾病的最优化、

个性化精准治疗，提高疾病诊治与预防效益[1]。2015

年3月，我国科技部首次召开精准医学战略专家会

议，计划启动精准医学计划，并将其列为国家“十三

五”健康保障发展问题研究的重大专项之一。精准

医学时代的开启为肿瘤诊治带来巨大变革，肿瘤驱

动基因的发现和相应靶向治疗药物不断出现[2]，推动

了个体化精准治疗，也为精准医学检测带来挑战。

近年来，临床需求逐步驱动精准检测技术的发展及

应用，精准医学检测经历了基因低通量测序到高通

量测序、组织活检到液体活检、多细胞混杂检测到单

细胞精准检测的变革，推动了肿瘤精准医学时代新

技术、新靶点、新药物的研发与进步。

1 临床需求驱动精准检测技术的发展及应用

1.1 精准检测技术经历了基因低通量测序到高通量

测序的变革

鉴于同一病理类型肿瘤可有不同的驱动基因异

常，精准医学检测技术经历了从单一位点检测到多

位点同时检测的变革，基因测序从第一代低通量测

序（Sanger法）发展为第二代或第三代高通量测序阶

段，逐步实现了对基因的同步、多靶点检测。

第一代测序技术因费用昂贵、耗时长而难以普

及。随着技术的不断发展与改进，第二代测序

（next-generation sequencing，NGS）技术应运而生。

其主要用于检测DNA序列中的单碱基变异、插入缺

失、结构变异和拷贝数变化等[3]，通过结合聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction,PCR）扩增和

荧光标记成像技术获取基因全部遗传信息，提供肿

瘤遗传景观快照。应用于整个基因组的NGS技术称

为全基因组测序[3]（whole genome sequencing，WGS），

可对整个基因组进行测序，提供最全面的基因组特

征和最高水平的基因组测序。而全外显子组测序[3]

（whole exome sequencing，WES）仅对占基因组2%的

编码DNA进行测序，为发现活化的体细胞突变提供了

一种有效方法。WES可充分读取单个区域，以更经济

而快速的过程确保100倍的覆盖范围，因而更适合分

析肿瘤基因组。目前，许多基于NGS的肿瘤基因组合

（gene panel）已应用于临床实践，如美国食品药品

监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）批

准的可检测324种基因突变的Foundation One CDx

技术体系和可检测468基因突变的MSK-IMPACT癌症

基因检测分析平台。基因panel数影响肿瘤突变负

荷（tumor mutational burden，TMB）检测的精准度，

基因数目大者与WES的相关性及临床预测效果更

佳[4]。如研究[5]显示，通过对约1 Mb基因组panel测

序可准确评估TMB水平。与第一代相比，第二代测序

技术极大地降低了测序成本，节约了测序时间；但由

于其在建库过程中需扩增和分段环节，使得读取和

序列组装时可能会引入大量偏差和错误，且读长较

短，可能造成基因组高复杂度的区域组装错误、测序

间隙区增多及低丰度难以检出等分析缺点[6]。

针对以上问题，第三代单分子测序技术逐渐发

展。它弥补了第二代测序读取序列较短的劣势，且

无需PCR 扩增便可快速对全基因组序列进行测序拼

接，避免产生上述测序偏差，并在测序成本和时间上更

有优势[7]。该技术可从DNA上同时获得基因组序列信息

和单核苷酸水平的表观遗传信息，为深入解析生物

体不同代谢过程的表观遗传调控机制提供重要的技

术支撑。在肿瘤检测方面，单分子测序技术不仅可检

测基因遗传突变，还可通过检测表观遗传修饰位点

和长链非编码 RNA 丰度等对肿瘤进行分级和分

型[8-9]。

RNA测序（RNA-seq）是NGS的一种相对较新的应

用，逐渐取代微阵列作为转录物分析的最佳技术。

它可量化基因表达，检测新转录物、基因融合和插入

缺失等，并分析未翻译成蛋白质的小型非编码

RNA[10-11]。由于测序深度的优势，RNA-seq可更全面地

揭示生物个体在特定时刻和特定组织的全部基因表

达情况，在鉴别罕见病候选基因异常表达、剪接和选

择性剪接事件方面具有实用价值[12]。

综上，精准医学检测历经了单一位点检测到多

位点同时检测、低通量测序到高通量测序的变革。

目前各项检测方法虽仍有技术上的瓶颈，但预示着

未来测序的发展方向。

1.2 精准检测技术实现了组织活检到液体活检的变革

由于时空进化和动态演进的连续性，肿瘤细胞

和基因/基因组变异存在高度异质性，广义上可分为

肿瘤间异质性和肿瘤内异质性[13]，表现为不同肿瘤、

同一肿瘤不同个体、肿瘤瘤灶内、瘤灶间的异质性

等[14]，而肿瘤的高度异质性和快速演进是实现肿瘤

精准检测和诊治的最大障碍[15-16]。组织活检时可能

会出现取样区域偏差，且原发性和转移性病变的连

续广泛组织取样难以实现；另外，组织活检局限于其

侵入性和静态检测的特点。因此，亟待寻找更全面

反映肿瘤特征及肿瘤动态变化的检测手段。

近几年，液体活检技术的出现推动精准检测实

现了从静态检测到动态监测的变革。液体活检通过

简单的非侵入性血液采样及分析，可重复、动态监测
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肿瘤随时间的演变过程，并成为研究肿瘤内异质性

最有力的工具[17-18]。它可通过PCR或高通量测序技

术[19]，检测从原发肿瘤和转移部位释放到血流中的

循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA,ctDNA）、循环

肿瘤细胞（circulating tumor cell,CTC）、细胞外囊

泡（extracellular vesicle,EV）和ctRNA[20]。

1.2.1 ctDNA 定量分析ctDNA突变的等位基因可

反映肿瘤负荷，监测微小残留或隐匿性转移，是药物

疗效、肿瘤复发的高灵敏度和特异性预测因子；定性

分析ctDNA的突变、扩增、缺失等可识别与药物治疗

反应相关的遗传改变，从而有针对性地进行个体化

治疗[19]。近年来，已开发多种ctDNA中表皮生长因子

受体（epidermal growth factor receptor,EGFR）突

变检测方法，包括突变阻滞扩增系统（amplifica‐

tion refractory mutation system,ARMS）、微滴式数

字 PCR（droplet digital PCR, ddPCR）及 NGS 等[21]。

SuperARMS法[22]是最近提出的一种改良ARMS技术，在

保留原技术优势的同时进一步提高了检测灵敏度。

2018 年，中国国家食品药品监督管理总局（China

Food and Drug Administration，CFDA）已批准其用于

检测晚期非小细胞肺癌（non-small cell lung

cancer,NSCLC）血液EGFR突变状态，筛选适合靶向药

物的患者。除对单基因的检测外，基于ctDNA的多基

因分析技术，如血液TMB（blood TMB，bTMB）、微卫星不

稳定性（microsatellite instability,MSI）检测显

示出较组织学检测更为简便、快速、动态的特点[23]。

近期POPLAR及OAK临床研究[24-25]结果显示，bTMB水平

可预测免疫治疗疗效，且随着bTMB临界值的升高，患者

更倾向于从免疫治疗中获益。

1.2.2 CTC 临床实践中可利用CTC的物理特性如

大小、密度、电荷等，或基于抗原抗体反应识别CTC表

面特有分子等两类技术分离富集CTC，再通过细胞化

学染色、荧光原位杂交技术、PCR、测序等技术对其进

行鉴定及核酸分析。目前，唯一经FDA批准广泛应用

于临床的 CTC 检测技术是细胞搜索系统（Cell

Search System）[26]，它将CTC定义为血液中检测到上

皮细胞黏附分子+/细胞角蛋白+/4,6-二脒基-2-苯基

吲哚（DAPI）+/CD45+的细胞。CTC检测可通过细胞计

数为临床提供肿瘤定量信息，也可获取基于单细胞

基因组、转录组学和/或蛋白质组学分析的定性信

息。它能反映肿瘤组织情况，通过无创动态监测方

式对肿瘤进行病理诊断、分子测序、疾病监测，并为

临床提供治疗决策、预后信息等[27]。

1.2.3 EV EV是细胞分泌的携带各种蛋白质和核

酸的一种脂质囊泡，可通过其获取肿瘤相关信

息[28-29]。肿瘤细胞分泌的富含PD-L1的外泌体可进

入机体外周血并对肿瘤微环境以外的T细胞发挥抑

制作用[30]，对它的检测有助于深入探究肿瘤免疫逃

逸机制，并研发靶向解除免疫抑制的疗法。诊断前

列腺癌的外泌体液体活检技术 ExoDx Prostate

IntelliScore（EPI）已获美国FDA突破性医疗器械认

定，可用于前列腺癌的相关检测及预后评估。研

究[31-32]还显示，佛氏白血病病毒整合蛋白1（friend

leukemia virus integration 1，FLI1）外显子环状

RNA是一种新的致癌驱动因子，可通过miR584-ROCK1

途径促进肿瘤转移，而血清外泌体中FECR1（FLI1外

显子4-2-3组成的环状RNA）的含量与小细胞肺癌患

者的疗效及预后相关，可作为疗效监测及预后评估

的新型标志物。

1.2.4 液体活检技术临床应用与不足 临床上，液

体活检可实现对肿瘤标志物的全面、动态监测，在肿

瘤筛查、早期诊断、肿瘤治疗实时监测、治疗靶点和

耐药机制研究、转移复发的风险/预后的预测等方面

具有广阔的临床应用前景[33]。目前，其技术方面的

局限性主要有以下几点：首先，检测技术灵敏度低是

早期肿瘤筛查的重要问题；其次，临床实践中ctDNA

的分析缺乏用于分析前样品制备和纯化的标准化方

案，目前的分析检测程序较复杂，可能导致ctDNA降

解和血细胞溶解，将其从血液中快速纯化的分析平

台是未来需解决的难题；再者，CTC的异质性和脆性，

以及对CTC基因表达的认识不足等也是液体活检的

重要挑战；最后，早期检测中单个或组合基因突变的

预测价值有限，联合检测方法，如基因组学与转录组

学、蛋白质组学检测的联合，可能是提高肿瘤特异性

检测的新型技术。尽管目前一些研究已证实液体活

检在改变肿瘤治疗模式方面的潜力，但未来仍需大

量实践明确其在肿瘤诊断、监测和预后中的作用。

1.3 精准检测技术实现了多细胞混杂检测到单细

胞精准检测的变革

传统基因检测基于细胞混杂的DNA样本，检测结

果为组织内多数细胞的特征或整体样本的平均值，

因而无法表征细胞间差异性，亦无法解读生物的生

长发育机制和少量特殊细胞的特征。近几年发展的

单细胞测序（single cell sequencing,SCS）[34]技术

基于单个细胞的基因组、转录组、表观组进行高通量

测序分析，可分析肿瘤异质性及克隆演化，并揭示肿

瘤化疗耐药的分子机制[35]。SCS技术可检测微量基

因表达和罕见非编码型RNA，揭示细胞个体在特定时

间的演化情况，有助于在个体水平认识组织或机体

的发生和演化[34,36]。

SCS已逐步应用于基础和临床实践研究。首先，

SCS可构建免疫细胞图谱，促进了对肿瘤免疫微环境
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研究的发展。LI团队[37]使用单细胞转录组测序和T

细胞受体测序（T cell receptor repertoire se‐

quencing，TCR-Seq）分析并绘制了黑色素瘤详尽的

免疫细胞图谱，发现不同患者的免疫细胞相对丰度

差异大，揭示了微环境浸润T细胞转录组的异质性和

分化途径，为免疫治疗效果的差异提供理论支撑。

AZIZI团队[38]通过分析正常乳腺组织、乳腺癌、外周

血及淋巴结来源的共4万多免疫细胞的基因表达特

征，揭示了肿瘤免疫微环境内淋巴细胞和髓系细胞

的异质性和表型扩增，绘制了目前规模最大的免疫

细胞图谱。GUO等[39]利用SCS技术研究了肿瘤浸润淋

巴细胞的组成、谱系和功能状态的基线情况，设计了

NSCLC T淋巴细胞图谱，其内包含单细胞数据获取流

程、T细胞亚群分类、亚群间的状态转换关系及调节

性T细胞的异质性等免疫特征。其次，SCS还可揭示

细胞空间定位。KEREN等[40]使用核素标记36个蛋白，

获得了其单细胞水平信息，即多重离子束飞行时间

成像（multiplexed ion beam imaging by time of

flight，MIBI-TOF）技术。通过此技术可系统地了解

乳腺癌肿瘤细胞和不同种免疫细胞的空间分布特

征，精确地认识不同患者的细胞分布特征，进而评估

免疫治疗疗效及预后。

2 精准检测技术的未来趋势

2.1 多维度联合检测有助于提高精准医学的精准度

基因组学联合转录组学、蛋白组学检测可扩展

精准医学的应用，提供最佳和尽可能多的肿瘤治疗

方案。WINTHER试验[41]通过整合DNA和RNA基因表达

谱数据，为难治性肿瘤推荐精准治疗方案，转录组学

显著提高了患者接受匹配治疗的比例，且22.4%的患

者接受推荐治疗与先前治疗的PFS比值>1.5。有专

家团队[42]将8种血液生物标志物与16种肿瘤相关基

因ctDNA突变谱分析相结合，用于早期常见肿瘤筛

查，其特异性超过99%，中位敏感性在Ⅰ期肿瘤为

43%、Ⅱ期肿瘤为73%、Ⅲ期肿瘤为78%[42]。外泌体RNA

联合ctDNA也显示出潜在优势。KRUG等[43]人收集了

参加TIGER-X试验（NCT01526928）的 84名患者的肿

瘤组织和血液样本，分别使用exoNA法[基于NGS的

胞外囊泡外泌体 RNA（exoRNA）联合 ctDNA 检测]和

BEAMing（ddPCR）法检测ctDNA EGFR，结果显示，exoNA

法检测 EGFR 激活突变的灵敏度为 98%、检测 EGFR

T790M灵敏度为90%，而BEAMing法检测EGFR灵敏度

为82%、T790M为84%，显示出血液学生物标志物多维

度联合检测的优势。

2.2 ctDNA甲基化检测分析有助于拓宽精准医学研

究领域

DNA甲基化是肿瘤发生发展中最早发现的主要

表观遗传改变之一，其异常化模式在不同肿瘤组织

中具有高度特异性。先前对表观基因组学的研究基

本依靠微阵列技术，NGS的出现很大程度上促进了在

单核苷酸分辨率下以高通量数据输出检测全基因组

范围内表观遗传改变的研究。基因甲基化的检测技

术有PCR、全基因组甲基化测序、450K甲基化芯片等。

临床上，ctDNA甲基化可反映基因启动子区高甲基化

特征，利用肿瘤标志物和组织特异性甲基化模式的

双重信号可检测和定位肿瘤；另外，ctDNA甲基化可

反映肿瘤负荷变化，用于肿瘤诊断、评估预后等[44]。

一项基于大规模临床数据分析和深度学习的研究[45]

提出了用于肝癌早期筛查、风险评估和预后监测的

甲基化模型，包括综合诊断模型（cd-score）和综合

预后模型（cp-score），并验证了其在肿瘤监测方面

的潜在作用。

2.3 临床试验设计的变革有助于推动精准医学深入

发展

基于基因组学的临床研究的最佳试验设计对于

推动精准医学发展至关重要。近年来，针对精准肿

瘤医学的创新性临床试验可分成两大类，一类称为

篮式试验（basket trial），即将相同靶基因突变的

不同肿瘤纳入同一研究[46-47]；另一类称为伞式试验

（umbrella trial），即将不同驱动基因突变，如

KRAS、EGFR、ALK突变的同种肿瘤纳入同一研究，根据

不同靶基因应用不同精准靶药物进行治疗（MASTER

试验，NCT02154490），其最大优势在于将罕见突变事

件集中，对加速少见疾病的临床试验研究及实现个

体化精准治疗具有显著临床意义。MyPathway研究

（2015 ASCO摘要号：LBA11511）利用伞篮式相结合的

新型混合实验模式（hybrid trial）评估了4种靶向

治疗方案在无可用获益方案晚期肿瘤患者中的疗

效，展现出初步成果。优化的试验设计可帮助临床

前期工作的推进，对加速精准治疗药物的开发、批准

及临床肿瘤学的发展均是有意义的起步和探索，但

未来仍需进一步细化和设计。

3 总结与展望

精准检测技术推动了精准医学时代个体化肿瘤

诊治的发展，同时，临床精准诊治的需求可进一步驱

动精准检测技术的改良与应用。精准医学依赖于对

肿瘤生物学的了解，新技术使研究者能够绘制肿瘤

分子图谱、识别关键致癌驱动因素、并设计专门针对

细胞靶标的治疗方法，以获得临床效益。近年来，精

准医学检测的变革推动了肿瘤精准医学时代新技

术、新靶点、新药物的产生与发展，加快了科研进步，
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提升了对疾病风险机制的把握和对多种疾病最佳治

疗方案的预测。

目前，精准检测技术应用和平台建设仍存在诸

多挑战，如不同NGS平台间检出结果不一致问题，可

能与样本预处理、NGS平台和算法差异有关；液体活

检的敏感度和准确性仍需足够证据验证，且尚不能

广泛用于肿瘤的早期筛查与诊断等[48]；SCS技术的成

本较高、需新鲜分离的细胞、对实验室的等级要求较

高等，均限制了其在临床上的广泛应用。此外，研

究[49]显示针对同一基因突变的靶向治疗在不同肿瘤

类型中可产生不同效果，可能与信号转导的差异、肿

瘤间异质性等有关，而精准检测技术的发展有助于

充分探究其内在机制，更准确地预测单个患者对治

疗的反应，以实现个体化精准医学治疗。

未来，应广泛探究液体活检技术的联合检测及

精准检测在表观遗传学、罕见基因检测、个体化靶向

治疗和多基因靶向药物联合治疗方面[50]的作用；通

过大样本和大数据的积累，借助云计算和人工智能

技术的发展，有望加快科研进步、推动医学科技前沿

发展，并带动大健康产业的发展；通过精准医学检

测，可了解每一患者的分子谱与突变信息特征而制

定个性化精准诊疗方案，更早地判断疾病预后、更敏

感地监测疾病发展、更科学地评价治疗疗效，最终实

现精准医学时代的要求。
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