
论著!临床研究

基于分子条形码标记的超深度二代测序技术在

儿童急性白血病微小残留病检测中的应用!

王明敏#

!

"

!肖剑文#

!

4

!雷小英#

!

"

!杨
"

山@

!

C

#

"

#>

重庆医科大学附属儿童医院血液肿瘤中心!重庆
@$$$#@

&

">

重庆儿童医院儿科研究所!重庆
@$$$#@

&

4>

儿童发育疾病研究教育部重点实验室!重庆
@$$$#@

&

@>

儿科学重庆市重点实验室!重庆
@$$$#@

&

C>

重庆市万盛开发区人民医院儿科!重庆
@$$3$$

#

""

摘
"

要#目的
"

建立分子条形码"

=O)

#标记的超深度二代测序"

VbP

#技术检测儿童急性白血病微小残留

病"

O/Q

#的方法!并分析该方法的灵敏度和特异度%方法
"

采集
4C

例急性白血病患儿初诊及诱导治疗后骨髓

标本!初诊时采用
VbP

技术行全外显子组检测并寻找肿瘤基因突变作为
O/Q

检测标记!诱导治疗后采用

=O)

标记的超深度
VbP

技术检测肿瘤基因突变率作为
VbP'O/Q

指标%流式细胞术"

\!O

#及
/&'%!/

技术

分别寻找
O/Q

检测标记!诱导治疗后采用
\!O

及
%!/

技术检测患儿
O/Q

水平并进行对比验证%

结果
"

VbP

技术筛选检测标记的阳性率高于
\!O

及
/&'%!/

技术"

9

$

$>$C

#!

VbP

技术检测
O/Q

的灵敏度

也高于
\!O

及
/&'%!/

技术"

9

$

$>$C

#%

\!O

及
VbP

技术检测
O/Q

的平均值无显著差异"

9

%

$>$C

#%结

论
"

=O)

标记的超深度
VbP

技术可能成为儿童急性白血病
O/Q

检测的新方法%
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急性白血病#

<*

$是儿童时期最常见恶性肿瘤%

按照细胞来源
<*

可以分为急性淋巴细胞白血病

#

<**

$*急性髓细胞白血病#

<O*

$和急性混合细胞

白血病#

O%<*

$

'

#

(

&微小残留病#

O/Q

$是指白血病

经治疗后体内残留白血病细胞的状态%是
<*

独立的

预后因素'

"

(

&目前最为常用的
O/Q

检测方法是流式

细胞术#

\!O

$和逆转录
%!/

#

/&'%!/

$技术&但部

分患儿无法找到合适标记故无法使用
\!O

方法检测

O/Q

%且治疗后的残留白血病细胞免疫表型可发生改

变%检测结果可能出现假阳性和假阴性'

4

(

+

%!/

技术

准确可靠%但超过
C$?

的
<*

患儿初诊时白血病融合

基因筛查阴性%故无法使用
%!/

技术检测
O/Q

水

平'

@

(

&本研究采用二代测序技术#

VbP

$对初诊
<*

患儿进行全外显子组测序#

+WP

$并确定特异性的肿

瘤基因突变%治疗后采用基于分子条形码#

=O)

$标记

的超深度二代测序#

PQ'VbP

$技术监测其突变基因表

达情况%研究
PQ'VbP

技术在儿童
<* O/Q

监测中

的价值%寻找新的
O/Q

监测方法&

B

"

资料与方法

B>B

"

一般资料
"

选取
"$#0

年
1

月至
"$#3

年
##

月重

庆医科大学附属儿童医院血液科收治
<*

患儿
4C

例&

其中男性
"@

例%女性
##

例%平均年龄#

3">4#Y3>3(

$

个月&所有患儿诊断时年龄均
$

#3

岁%且按照

+c;'"$#(

造血与淋巴组织肿瘤分类标准'

C

(完善检

查确诊为
<*

&

,DKf899

白血病*继发性白血病*急性

早幼粒细胞白血病*既往接受过抗白血病治疗*合并

其它肿瘤性疾病及未能完成诱导缓解疗程患儿未纳

入本研究&本研究获得重庆医科大学附属儿童医院

伦理委员会批准%所有患儿家属均签署知情同意书&

B>C

"

方法

B>C>B

"

治疗方法
"

4C

例患儿中包括前体
,'<**

#

,%'<**

$

""

例*

&'<**@

例*

<O*(

例和
O%<*4

例%

O%<*

均为
,'<**

与
<O*

双系列型&患儿均

接受一个疗程诱导治疗并达到完全缓解#

!/

$!

<**

及
O%<*

按照改良的
P9>TDEG&69H5'XU'<**

方

案'

(

(化疗%

<O*

按照
!;b'<O*

方案'

0

(化疗&

!/

定义为'

('0

(

!

#

个疗程化疗结束%骨髓抑制解除%#

#

$临

床上无明显出血*感染及白血病浸润表现+#

"

$血常规

血红蛋白
%

1$

7

"

*

%血小板
%

#$$`#$

1

"

*

%白细胞正

常或减低%分类无幼稚细胞+#

4

$骨髓细胞学提示增生

活跃或明显活跃%且白血病细胞
$

C?

&采集患儿初

诊及诱导治疗结束后骨髓液进行检测%采集患儿父母

外周血作为
+WP

测序对照样本%若无法获取患儿父

母样本则选择诱导治疗结束后患儿口腔黏膜刮片细

胞作为对照样本&

B>C>C

"

\!O'O/Q

检测
"

诊断时采集患儿
WQ&<

抗凝骨髓液%利用
3

色流式细胞仪确定
<**

*

<O*

及

O%<*

患儿白血病相关免疫表型#

*<)%

$

'

3'1

(

&未能

发现
*<)%

标记则均应用以下简易抗体组合'

3'1

(

!

,'

<**

!

!Q#1

*

!Q#$

及
!Q4

+

&'<**

!

!

F

!Q4

及
&E&

+

<O*

!

!Q4@

*

!Q##0

*

!Q44

*

!Q43

*

!Q#1

*

!QC(

*

!Q(@

*

!Q#@

及
c*<'Q/

等&

诱导结束后%采集
WQ&<

抗凝骨髓液
"L*

并分

离单个核细胞#

OV!

$%根据初治时
*<)%

选择个体化

检测抗体组合或利用简易组合%使用流式细胞仪检测

\!O'O/Q

&出现下述情况则定义为
\!O'O/Q

阳

性'

3'1

(

!正常表达的抗原强度发生改变#增强或减弱$

和"或丢失*异常表达其他系别标志*早期和晚期抗原

同时表达*幼稚细胞明显增多且均质性表达等&以这

些残存细胞占骨髓
OV!

总数比例作为
O/Q

数值&

<**

和
<O*

分别以
\!O'O/Q

$

#$

2@和
\!O'

O/Q

$

#$

24为阴性'

4

%

1

(

%

O%<*

分别记录
<**

及

<O*

细胞群
\!O'O/Q

水平&

B>C>D

"

%!/'O/Q

检测
"

诊断时采集患儿
WQ&<

抗

凝骨髓液%采用多重巢式
/&'%!/

#

LD98

N

5GS/&'%!/

$

技术 行
"1

种 白 血 病 融 合 基 因 筛 查'

#$

(

&

W&U(

"

/=VX#

*

,!/

"

<,*

*

&!\4

"

%,X#

*

/=VX#

"

/=VX&#

及
!,\M

"

Oec##

等常见基因阳性者采用实时荧光定

量
%!/

#

i

/&'%!/

$技术检测标本基因拷贝数*已知

浓度标准品浓度%利用待测标本
<,*

浓度作为对照%

得出待测标本基因拷贝数*基因拷贝数与
<,*

浓度

比值'

##

(

+

O**

重排*

P)*

"

&<*

等少见基因阳性者则

采用
/&'%!/

技术复核'

##

(

&

融合基因阳性患儿诱导结束后%采集
WQ&<

抗凝

骨髓液分离
OV!

并提取细胞总
/V<

%逆转录为
:Q'

V<

&上述常见融合基因采用
i

/&'%!/

技术定量检

测%基因拷贝数
$

#$

2@为
%!/'O/Q

阴性'

4

(

+少见融

合基因阳性者采用
/&'%!/

技术定性检测%未见阳性

条带为
%!/'O/Q

阴性'

4

(

&

B>C>E

"

+WP

*标记选择及
VbP'O/Q

检测
"

采集患

儿诊断时
WQ&<

抗凝骨髓液并收集对照样本%使用

g)<HL

N

QV<,566EO8B8Z89

#

g8H

7

GB

$试剂盒提取基

因组
QV<

%操作按照试剂盒说明书进行&

#?

琼脂糖

凝胶电泳和
VHB6EK6

N

"$$$

分光光度计进行基因组

QV<

定量检测%

;Q

"($

"

;Q

"3$

值
#>(

!

#>3

为合格样

本%

2"$]

保存&

+WP

测序委托上海新培晶医学检验所完成%平

均测序深度
#C$

!

"$$`

&用
)55DL8BH%8

N

G58BG.6J9'

RHKG

#

IGK.86B#>4>@

$读出原始测序数据%采用本课题

组前期建立的方法进行数据信息处理及生物信息学

分析%明确致病基因突变位点并采用
PHB

7

GK

测序进

行突变位点鉴定'

#"

(

&检测结果与对照样本进行比较%

排除肿瘤遗传易感基因突变&选择突变率与初诊时

\!O

检测到的白血病细胞比例相当的体细胞基因突

变作为
O/Q

监测的标记物%若符合条件的肿瘤基因

突变
%

C

种时%选择突变频率最高的
C

种作为
VbP'

O/Q

检测的标记&

VbP'O/Q

检测委托北京全谱医学检验实验室

)
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完成%流程大致为'

#4'#@

(

!按照
i

%!/

引物要求设计引

物%引物设计完成后%分别在上下游引物
Ĉ

端添加
9H

7

序列 #示例引物!上游引物!

!b!&!&&!!b<&!'

&H:

77

::H

7

9VVVVVV

+下 游 引 物!

!b!&!&&!'

!b<&!&H:9H9H

777

VVVVVV

$%其中
VVVVVV

为

随机引物&诱导治疗结束后采集
WQ&<

抗凝骨髓液

并提取
4$$

%

*

基因组
QV<

%尽量减少洗脱体积增加

浓度 并 进 行
%!/

扩 增&

%!/

扩 增 产 物 使 用

-8.G

i

"C$$

测序仪器上机测序后%经
M:5"JH.9

i

'">"$

转

化得到原始
JH.9

i

序列文件%通过
JH.9

N

#版本!

I$>#3>

#

%参数!

'R('5C$'=''DL8

1

56:

N

GK

1

KGHE''DL8

1

5GB

#C

$识别
=O)

并过滤原始
JH.9

i

*得到带有
=O)

标记

的
:5GHBJH.9

i

并进行突变分析并记录基因突变率%测

序深度
&

"$$$$$`

&突变率
$

$>$$#?

为阴性+若
"

种及以上基因突变率
&

$>$$#?

时以中位值作为

VbP'O/Q

检测结果&

B>D

"

统计学处理
"

采用
P%PP#1>$

对三种
O/Q

检

测方法的灵敏度*特异度等进行分析&符合正态分布

的计量资料以
&Y@

表示%组间比较采用配对样本
6

检

验%计数资料以率表示%两组率的比较用
!

" 检验或

\8.-GK

精确概率法&

9

$

$>$C

为差异有统计学意义&

C

"

结
""

果

C>B

"

\!O'O/Q

结果
"

4C

例患儿
,%'<**

及
<O*

各有
#

例未找到
*<)%

%

\!O'O/Q

检测标记的检出

率
14>1@?

&诱导治疗后
4C

例均进行
\!O'O/Q

检

测%

4

例
,%'<**

和
"

例
O<%*

阳性%阳性检出率

#@>"1?

&

\!O'O/Q

阳性
,%'<**

定量结果分别为

$>4$?

*

$>$C?

和
$>$1?

+

\!O'O/Q

阳性
O<%*

均

<O*

标记阴性%

<**

标记分别为
$>#4?

和
C>$C?

&

C>C

"

%!/'O/Q

结果
"

4C

例患儿中
#$

例检出白血

病融 合 基 因%

%!/'O/Q

检 测 标 记 的 检 出 率 为

"3>C0?

%分别有
C

例
,%'<**

#

&!\4'%,X#"

例%

dO#d#'<,*

*

W&U('/=VX#

及
O**

"

<\1

各
#

例$*

#

例
&'<**

#

P)*

"

&<*

$*

4

例
<O*

#

/=VX#

"

/=VX&#"

例%

!,\M

"

Oec###

例$和
#

例
O<%*

#

,!/

"

<,*

$融合基因阳性&诱导治疗结束后对
#$

例初诊融合基因阳性患儿进行
%!/'O/Q

检测%

"

例

初诊
/=VX#

"

/=VX&#

阳性
<O*

患儿
%!/'O/Q

阳性%阳性率
"$?

%其融合基因相对表达值分别为

$>C1

和
$>$$@

&

C>D

"

VbP'O/Q

结果
"

4C

例初诊时筛选到
#

!

0

个

不同的体细胞肿瘤基因突变致病位点%包括
Z)&

*

Z/<P

*

V/<P

*

ZO&",

*

\*&4

*

<&O

*

\,X+0

*

V;&!c#

*

)Zd\4

等%平均检出致病突变#

4>$4Y

$>"0

$个&以上述突变作为
VbP'O/Q

检测标记%检

测标记的检出率为
#$$?

&诱导治疗后%

4C

例均行

VbP'O/Q

检测%

"$

例结果为阳性%阳性率
C0>#@?

%

阳性病例包括
,'<**1

例*

&'<**"

例*

<O*(

例及

O%<*4

例&

C>E

"

4

种
O/Q

检测方法比较
"

4

种不同方法进行

O/Q

标 记 筛 选%

VbP'O/Q

标 记 检 出 率 最 高

#

#$$?

$%其次为
\!O'O/Q

#

14>1@?

$%而
%!/'O/Q

标记检出率最低#

"3>C0?

$%其阳性率比较%差异有统

计学意义#

9

$

$>$C

$&同时对
\!O

*

%!/

及
VbP

标

记
#$

例诱导治疗后
O/Q

水平进行比较%其灵敏度仍

以
VbP'O/Q

方法最高#阳性率
($?

$%差异有统计

学意义#

9

$

$>$C

$%见表
#

&

C

例
\!O'O/Q

阳性及
"

例
%!/'O/Q

阳性患儿其
VbP'O/Q

检测结果均为

阳性%见表
"

&

表
#

""

4

种
O/Q

检测方法的标记筛选及
O/Q

检测结果

项目
\!O

阳性 阴性

%!/

阳性 阴性

VbP

阳性 阴性
EJ 9

标记
44 " #$ "C 4C $ " $>$$$

O/Q

!

# 1 " 3 ( @ " $>$4(

""

注!

!表示
%!/

筛选仅
#$

例有阳性标记

表
"

""

4

种
O/Q

检测方法比较阳性结果比较

检测方法
<** O%<* <O*

\!O $>4$? $>$C? $>$1? $>#4? C>$C?

$

$>#?

$

$>#?

%!/ 2 BG

7

H98IG BG

7

H98IG 2 2 $>$C1 $>$$@

VbP $>C0? $>$31? $>#"@? $>"3? C>13? ">C"? $>##0?

""

注!

2

表示无数据+

O%<*

的
\!O'O/Q

结果为
<**

细胞群+

BG

7

H98IG

表示阴性

""

4C

例
\!O'O/Q

检测结果平均值为#

$>$#(Y

$>$#@

$

?

%

VbP'O/Q

检测结果平均值为#

$>$(3Y

$>$44

$

?

%进行配对比较%差异无统计学意义#

9[

$>$3@

$+如果按照
<**

及
<O*

进行分组比较%差异

无统计学意义#

<**

!

9[$>$C$

+

<O*

!

9[$>#1$

$+

O%<*

组因样本量较小未作分析&以上结果提示

VbP'O/Q

方法的特异性可能不低于其它两种检测

方法%见图
#

&

图
#

""

\!O'O/Q

及
VbP'O/Q

检测结果

D

"

讨
""

论

)

""1

)
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""

<*

是儿童期最常见的恶性肿瘤%年发病率
@

"

#$

万
!

(

"

#$

万%严重威胁儿童生命'

#

(

&随着诊疗技术进

步%儿童
<*

疗效得到不断提高%但终究有部分患儿

疾病复发并导致死亡&目前认为%治疗达到
!/

后患

儿体内仍剩余微量白血病细胞是导致疾病复发的重

要因素'

#C

(

&因此%寻找可靠的指标用于检测
<*

患儿

治疗后
O/Q

水平对于指导
<*

治疗方案调整非常

重要&

目前最为常用的
O/Q

检测方法包括!#

#

$

\!O'

O/Q

!即利用
\!O

确定患儿初诊
*<)%

%治疗中定期

定量随访其表达水平'

3'1

(

&该方法方便快捷%灵敏度

达到
$>$$#?

%是临床最常用的
O/Q

检测方法&但

部分
<*

患儿无法找到合适检测标记%只能使用简易

标记检测
O/Q

%检查误差较大%本研究的
4C

例患儿

中有
"

例未找到合适标记+由于治疗后白血病细胞表

面的抗原漂移等原因%随着化疗时间延长%

\!O'O/Q

检测误差也不断增加+

<%*

等部分
<*

亚型无法使用

\!O

检测
O/Q

水平+对于接受异基因造血干细胞移

植*

!</'&

疗法等患儿细胞表面抗原发生改变'

#C'#(

(

%

难以应用
\!O

检测
O/Q

+

\!O'O/Q

灵敏度为

#$

24

!

#$

2@

%相对较低+

\!O'O/Q

方法受到检测单

位技术影响%且难以复核&#

"

$

%!/'O/Q

!初诊时利

用
%!/

技术检测患儿存在的白血病融合基因*治疗

后定期随访其基因表达情况'

4

(

&该方法灵敏度可达

#$

2C且特异性强%不受治疗影响+

%!/

技术检测到的

融合基因类别还可以用于指导诊疗方案调整&因此%

长期随访检测时
%!/'O/Q

技术可能好于
\!O'

O/Q

技术'

4

(

&但文献报道及本课题组前期研究均显

示%即使采用
LD98

N

5GS/&'%!/

技术进行白血病融合

基因检测%仍然有超过
C$?

的
<*

患儿初诊时白血病

融合基因检测阴性'

@'C

(

%不能用该方案检测
O/Q

+对

于常见的融合基因可以采用
i

/&'%!/

技术定量检测

并客观有效地指导治疗方案调整%而少见的融合基因

型则只能采用
/&'%!/

技术定性检测'

##

(

&因此%需

要寻找其它灵敏度高*特异性强的方法用于
<*

患儿

O/Q

检测&

各种原因诱发
QV<

损伤并导致的肿瘤基因突变

是白血病细胞特异性的标记%全外显子组是人类全部

外显子组区域的总称%是致病突变最为集中的区域%

如果使用
VbP

技术对初诊
<*

患儿进行
+WP

测序%

理论上所有的白血病患儿都能发现肿瘤细胞基因突

变'

#0

(

%本研究中
4C

例患儿均检测到
#

!

0

种体细胞肿

瘤基因突变&病初检测到的体细胞肿瘤基因突变系

白血病细胞突变所致%因此%我们设想将发现的基因

突变作为分子标记%治疗后定量随访其突变比例可能

是一种灵敏度和特异度均较高的
O/Q

检测方法&但

每个
<*

患儿基因突变类别存在较大差异%本组患儿

初诊时筛选到
#

!

0

个不同的基因突变位点%若对每

种突变都采用
/&'%!/

技术进行
%!/'O/Q

检测%则

需要设计大量不同的引物和多次反复检测%耗时费力

且成本高*质控也难以进行%并不适用于临床&治疗

后患儿的白血病细胞及其基因突变比例均非常低%如

果使用
VbP

测序检测突变比例则需要超高深度进行

检测%即
PQ'VbP

测序'

#(

(

&但
VbP

测序的文库构

建*目标区域捕获过程中都涉及到
QV<

聚合酶和扩

增%这样会引入一些原始样本基因组上并不存在的错

误以及扩增的偏好性'

#0

(

+测序环节则取决于不同的测

序读长*

MH.G:H558B

7

算法及检测的突变类型等%它的

测序错误率可达
#'$>$C?

'

#3

(

&这些系统错误%使得人

们利用
PQ'VbP

测序技术检测低频突变时%难以区分

到底是真实的样本突变还是由于这些系统错误所造

成的假阳性&因此%直接进行
PQ'VbP

测序检测

O/Q

的假阳性概率明显增加%使用显著受限&

=O)

又称分子条形码或分子标签'

#1

(

%是对原始

样本基因组打断后的每一个片段都加上一段特有的

标签序列%经文库构建及
%!/

扩增后一起进行测序&

=O)

通常由
#$B9

左右随机序列或简并碱基组成&

有别于样品标签&

=O)

是针对同一个样本中的不同

片段加上的标签序列%而样品标签是用于区分不同样

本而加上的标签序列%每一个样本只有一个相同的样

品标签%但可以有成千上万的分子条形码'

"$

(

&这样%

根据不同标签序列就可以区分同一样本中成千上万

不同的片段%在后续数据分析中可以通过这些标签序

列来排除系统错误%分辨哪些是
%!/

扩增及测序过

程中的随机错误造成的假阳性突变%哪些是患者真正

携带的突变%从而提高检测的灵敏度和特异度'

#3

(

&以

本研究示范的上游引物为例%整个引物序列分为以下

几个部分!#

#

$

!b!&!&&!!b<&!&

!为每个目的基

因都专门设计的一个标签序列%随着
%!/

扩增后可

以作为样品标签区分不同的目的基因+#

"

$

H:

77

::H

7

9

!

系目的基因的上游引物%

%!/

扩增的目的基因序列+

#

4

$

VVVVVV

!随机引物%评估扩增后是否发生随机

错误&

目前广泛应用的
VbP

测序技术的特点是广覆盖

和测序深度较低%可以较好地检出高频突变%但频率

较低尤其是突变率低于
#?

的时候误差较大&而

=O)

标记的
VbP

技术的优点在于可以同时兼顾测

序深度%检出极低频率的突变%但同时又不增加测序

的假阳性误差&既往
=O)

技术主要用于微量
QV<

检测%如!考古*物种鉴定及公安机关侦查鉴定等'

#1

(

&

<*

患儿化疗后残留的白血病细胞极少%如果采用传

统
VbP

测序技术则误差较大%因此本研究设计并建

立使用
=O)

技术标记后的
PQ'VbP

技术进行
O/Q

检测&

对于
<**

及
O%<*

的
<**

细胞群%

\!O

快捷

方便且可靠性较高%已经成为
O/Q

检测的常规方

法'

3

(

%而对于
<O*

和
O%<*

患儿的
<O*

细胞群%

\!O

检测的应用尚有争议'

"#'""

(

&本研究采用的

VbP'O/Q

技术灵敏度#

#$

2C

$稍高于
\!O'O/Q

技

术#

#$

2@

$+而对于
<O*

和
O%<*

患儿的
<O*

细胞

)

4"1

)
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群%

VbP'O/Q

技术的灵敏度则明显高于
\!O'O/Q

技术#

#$

24

$&

%!/'O/Q

灵敏度虽然较高%但超过

C$?

的
<*

患儿无法采用
%!/'O/Q

技术&

E

"

结
""

论

""

总之%随着科学技术的不断进步%

VbP

技术和

+WP

测序已经在白血病诊疗中得到广泛应用&本课

题组首先采用
+WP

测序技术给每个
<*

患儿都能够

找到合适的肿瘤基因突变位点作为
O/Q

分子标记%

再采用
=O)

标记的
PQ'VbP

技术对基因突变位点进

行检测%结果显示
VbP'O/Q

技术的灵敏度和特异度

都不低于
\!O'O/Q

和
%!/'O/Q

技术%且通过

+WP

测序还可以发现对治疗方案和预后有指导意义

的基因突变%可能是一种新的白血病
O/Q

检测方法&

但本研究的样本量较小%且对于不同亚型的
<*

患儿

本方法对于指导临床诊疗是否具有相同效果尚需进

一步研究&
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