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·指南与共识·

结直肠癌分子标志物临床检测中国专家共识
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通信作者：袁瑛，Email：yuanying1999@zju.edu.cn；张苏展，Email：zhangscy@tom.com

【摘要】 结直肠癌是目前我国发病率及死亡率最高的

恶性肿瘤之一。随着精准医疗理念及对肿瘤相关分子标志

物研究的逐年深入，合理的检测及应用结直肠癌相关分子标

志物已经成为目前临床实践的重要部分。为了提高临床医

师对结直肠癌分子标志物的了解及应用，中国临床肿瘤学会

（CSCO）结直肠癌专家委员会组织相关领域专家，根据近年

的国内外临床研究及实际诊疗经验，经专家组反复修改讨

论，撰写了结直肠癌分子标志物临床检测的专家共识，旨在

为临床医师提供参考及指导，为结直肠癌患者提供更加精

准、有效的治疗。
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【Abstract】 Colorectal cancer is one of the malignant
tumors with the highest morbidity and mortality in China. With
the research of precision medicine concept and tumor ⁃ related
molecular markers, appropriate detection and application of
colorectal cancer ⁃ related molecular markers has become an
important part of current clinical practice. In order to effectively
solve the current clinical problems and improve clinicians'
understanding and application of molecular markers on
colorectal cancer, the Chinese Society of Clinical Oncology
(CSCO) Colorectal Cancer Expert Committee organized experts
in related fields to write an expert consensus on molecular
markers of colorectal cancer based on recent domestic and
international clinical trial and clinical experience. The
consensus mainly provides guidance on testing specimens,
molecular markers and testing methods, and interpretation of
testing results. It aims to provide clinicians with standardized
clinical reference for diagnosis and treatment, and standard and
effective treatment for patients with colorectal cancer.
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结直肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，全球发病率居

恶性肿瘤第 3 位，死亡率居第 2 位。在我国，结直肠癌发

病率亦呈现逐年上升趋势。根据 2019年国家癌症中心数

据显示，2015年中国结直肠癌新发病例 38.8万，死亡病例

18.7万［1］。结直肠癌的早期筛查及预防可以降低发病率、提

高治愈率，相关分子标志物的检测是结直肠癌筛查的有效补

充，同时对个体化方案的判定、预后判断及疗效预测等方面

起到重要作用。本共识综合国内相关领域专家临床实践经

验及国内外相关领域的研究成果，旨在为结直肠癌分子标志

物的临床检测及临床实践提供规范及指导。

本共识对结直肠癌治疗中与方案选择和预后判断有关

的分子标志物的检测标本、检测方法以及检测结果的解读提

供了指导意见。其中每个分子标志物检测的适应证和时机

见图1。
一、检测标本

目前在临床中，用于结直肠癌分子标志物检测的标本来

源主要为患者的肿瘤组织标本以及外周血标本，其中外周血

标本又涵盖了外周血有核细胞、血液无细胞液体成分及循环

肿瘤细胞（circulating tumor cell，CTC）。肿瘤组织检测可反

映肿瘤的体细胞突变，而外周血标本中，血有核细胞的基因

检测代表患者的胚系突变，CTC基因检测代表的是肿瘤的体

细胞突变，而血液无细胞液体成分中的循环无细胞 DNA
（circulating free DNA，cfDNA）既可能源自肿瘤细胞，也可能

源自血有核细胞［2］。

1.肿瘤组织标本：肿瘤组织标本中具有较富集的肿瘤细

胞，可更真实地反映肿瘤中基因的变异情况，但由于无法区

分突变是体细胞突变还是胚系突变，因此不能用于遗传性疾

病如林奇综合征的诊断。肿瘤组织样本又可根据其来源分

为原发灶样本和转移灶样本。对于结直肠癌相关 KRAS、

NRAS和BRAF基因的突变，在原发灶样本和转移灶样本中的

一致性非常高。

2. 外周血标本：外周血有核细胞标本能明确反映胚系突

变情况，可用于遗传性患者的诊断。但外周血有核细胞不能

反映肿瘤组织的体细胞突变，无法帮助临床预测相关药物的

治疗效果。外周血有核细胞标本基因检测时要注意CTC可

能带来的干扰。

转移性结直肠癌（metastatic colorectal cancer，mCRC）既

往的基因检测标准方法是组织活检，但存在若干缺点，包括

人体侵入性、获得样本的技术难度较高等。近年来，微侵入

性的液体活检技术显示出良好的应用前景。对外周血进行

扫码阅读电子版

191



中华胃肠外科杂志 2021年 3月第 24卷第 3期 Chin J Gastrointest Surg，March 2021，Vol.24，No.3

分离纯化后可以检测CTC或者 cfDNA。cfDNA是指游离于

血液中的细胞外DNA，主要来源于衰老、凋亡的血细胞和肿

瘤细胞释放的片段化DNA，因此可以表达来自肿瘤的DNA。

循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）是肿瘤细胞凋

亡后进入血液的游离DNA，是 cfDNA的一种，其监测或能更

早地预测疾病复发［3⁃4］；为术前新辅助治疗及术后辅助治疗

的疗效评估提供参考［5⁃7］。但目前尚缺乏特异性验证和可靠

的重复试验。

目前，cfDNA的液体活检仍处于探索阶段，尚存在较多

问题和挑战。外周血中 ctDNA 的含量较低，分离和纯化

ctDNA具有一定难度，ctDNA在 cfDNA中的占比较小，正常

血细胞来源的DNA同样会对检测结果造成干扰。cfDNA在

血液中的半衰期仅 1.0~2.4 h，因此标本的取样、制备和存储

等环节均有较高难度，极易造成结果不准确。此外，样本较

易受到外部因素影响而不能正确反映患者肿瘤中的突变情

况。因此，目前cfDNA液体活检仅推荐作为临床研究探索性

应用。

此外，CTC也是外周血标本中的重要部分。CTC是从原

发或继发肿瘤脱落进入循环的肿瘤细胞。因循环中的肿瘤

细胞分布相对稀少，CTC的检测过程主要分为两步，即细胞

的分离富集和富集细胞的鉴定。目前，CTC及相关分子标志

物检测的临床应用仍在探索中，可能对于疾病的早期筛查、

预后判断和疗效评估有一定作用［4］。

二、检测方法

目前，分子标志物的检测方法包括免疫组织化学

（immunohistochemistry，IHC）、荧 光 原 位 杂 交 技 术

（fluorescence in situ hybridization，FISH）和基因测序等。不

同类型的标本和变异需要选择不同的检测方法。

IHC操作简单，费用低，目前已在临床广泛使用。它主

要用于检测蛋白的表达，但不能反映基因变异情况，目前只

用于筛查。FISH在临床中广泛用于基因扩增、缺失及倒位

异位的检测。基因测序方法中，Sanger测序法及荧光定量

PCR费用适中，是临床检测中用于检测基因变异的传统技

术，但只能检查一个基因特定范围内的突变，目前是在结直

肠癌分子标志物检测中使用最多的检测方法。第 2代测序

（next⁃generation sequencing，NGS）因其检测的高通量，一次

检测可以包含几十个、上百个甚至整个基因组的变异情况，

对于需要同时检测很多个基因、但样本量又有限的病例，具

有较大优势。

随着对结直肠癌发病机制的深入研究和基因检测能力

的提高，与结直肠癌发病和治疗相关的基因越来越多。目

前，国内外已有的相关指南及实践推荐检测的结直肠癌相关

基因包括APC、MMR、RAS和BRAF等。与此同时，对于其他

一些具有潜在临床意义的基因也得到越来越多的关注，包括

Her⁃2扩增/过表达、PIK3CA突变和NTRK融合等。

（一）常规分子标志物检测

1.RAS基因点突变：KRAS和NRAS是由RAS家族成员基

因编码的两种 GTP 酶蛋白，参与表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）的信号转导，调控细

胞生长、分化、增殖和存活。40%~50%的结直肠癌患者存在

KRAS点突变［8］；3.8%的结直肠癌存在NRAS基因点突变［9］。

需要检测的位点包括KRAS和NRAS基因的第 2、3、4号外显

子。RAS点突变可以采用的检测方法包括：Sanger测序法、

PCR和NGS。当可以得到肿瘤细胞较为丰富的结直肠癌组

织标本时，RAS点突变可以使用 Sanger测序法，其优点是对

设备要求低，价格便宜。此外，因为RAS突变是已知位点和

已知突变类型，因此，也可以通过设计引物和探针进行PCR
检测，是目前运用最普遍的检测方法。根据目前现有指南及

临床实践，推荐以 5%作为组织学的RAS基因检测的突变丰

度截断值［10］。目前已有多项临床研究表明，RAS野生型的晚

期结直肠癌患者能从抗EGFR单抗治疗中获益，患者的总生

存时间显著延长［11⁃13］。尤其对于原发灶位于左半结肠和直

肠的患者，接受化疗联合抗EGFR单抗治疗的患者中位总生

存期可达到 55个月以上［14］。因此，对于这部分患者推荐首

选化疗联合抗EGFR单抗的治疗方案［11⁃12］。而对于RAS基因

突变患者，应用抗EGFR单抗则无明确获益，一般采用化疗

注：FAP：家族性腺瘤性息肉病；P⁃J综合征：黑斑息肉病；MMR：错配修复基因；MSI：微卫星不稳定

图1 结直肠癌分子标志物检测的适应证与时机
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联合 VEGF 单抗治疗。因此，推荐在 mCRC 患者开始治疗

前，应进行RAS突变的检测，有助于帮助患者选择最佳的个

体化治疗方案。

2.BRAF基因点突变：BRAF基因作为RAF原癌基因家族

的成员，位于RAS基因下游，是RAS⁃RAF⁃MEK激酶通路上

的关键成员。在亚洲结直肠癌患者中，BRAF突变率为

5.4%~6.7%［15］。另有研究显示，BRAF基因突变的转移性结

直肠癌患者中，90%为BRAF V600E突变［16］。与RAS点突变

相似，BRAF突变可以采用的检测方法也包括：Sanger测序

法、PCR和NGS。目前运用最普遍的也是PCR检测。NCCN
指南和CSCO指南对BRAF V600E突变mCRC患者的二线治

疗均推荐西妥昔单抗+伊立替康+维莫非尼（BRAF抑制剂），

或者西妥昔单抗+BRAF 抑制剂±MEK 抑制剂的联合方

案［17⁃18］。BRAF基因状态对结直肠癌患者的预后评估也具有

指导意义［18⁃20］。BRAF V600E突变患者相比其他患者预后更

差，生存时间更短［21］。另外，对于林奇综合征的诊断，MLH1

突变患者必须加做MLH1甲基化或BRAF V600E突变检测，

如有BRAF V600E突变则不能确诊为林奇综合征。因此，推

荐在结直肠癌患者中进行BRAF V600E突变检测，可用于选

择个体化治疗方案、帮助林奇综合征的诊断以及患者的预后

判断。

3.微卫星不稳定（microsatellite instability，MSI）状态和错

配修复（mismatch repair，MMR）蛋白表达：MSI状态和MMR
蛋白表达是包括结直肠癌在内的泛瘤种免疫检查点抑制剂

效果的预测指标［22⁃24］。对于MSI检测，目前主要以多重荧光

PCR毛细管电泳技术为主。对相关细胞DNA微卫星的长度

改变来决定MSI状况。根据微卫星的不同状况可将患者分

为 3种，即：高度微卫星不稳定（MSI⁃H）、低度微卫星不稳定

（MSI⁃L）和微卫星稳定（micro⁃satellite stable，MSS）。通常采

用美国国家癌症研究所推荐的5个微卫星位点进行检测，当

≥2个微卫星位点显示MSI，即可诊断为MSI⁃H；1个显示MSI，
可诊断为MSI⁃L；没有任何位点显示MSI，即MSS［25］。

MMR蛋白的 IHC检测，需同时检测 4个常见MMR蛋白

（MLH1、MSH2、MSH6和PMS2）的表达。其中≥1 种表达缺失，

判定为错配修复基因缺陷（dMMR）；全部阳性，则判定为错

配修复基因完整（pMMR）。一般而言，dMMR相当于MSI⁃H，

pMMR相当于MSI⁃L或MSS。
MSI⁃H状态的Ⅱ期和Ⅲ期结直肠癌患者，其预后一般优

于MSS患者。MSI⁃H的Ⅱ期患者，一般预后较好，且不能从

氟尿嘧啶（5⁃FU）类单药化疗中获益，所以建议Ⅱ期患者术后

常规进行MSI检测。此外，转移性MSI⁃H/dMMR患者对于免

疫检查点抑制剂疗效较好。Checkmate142研究表明，纳武单

抗有效率为 31%［26］。而非MSI⁃H/dMMR患者有效率则显著

较低。KEYNOTE⁃177研究表明，MSI⁃H/dMMR患者姑息一

线应用帕博利珠单抗，客观缓解率为 43.8%，而标准化疗靶

向组显著较低，为33.1%［27］。MSI/MMR状态对于遗传性结直

肠癌的诊断也具有较大的意义，尤其是林奇综合征的诊断，

MMR基因的胚系突变是确诊的金标准。因此，对于临床考

虑遗传性结直肠癌的患者，应推荐常规进行MSI/MMR状态

以帮助诊断；而对于其他结直肠癌患者，完善MSI/MMR状态

的检测可为后续治疗选择提供参考依据。

专家意见 1：对于所有mCRC患者，均推荐在综合治疗

前行常规分子标志物检测（RAS基因突变、BRAF基因突变、

MSI状态/MMR蛋白表达），根据结果制定个体化治疗方案；

推荐对于所有临床怀疑林奇综合征的患者，检测MSI状态/
MMR蛋白表达进行遗传筛查。

（二）其他分子标志物检测

除上述常用分子标志物外，目前，其他潜在的分子标志

物在结直肠癌中的发生率低，临床意义及靶向治疗的反应性

尚在评价中，如Her⁃2扩增/过表达、PIK3CA突变、NTRK融合

和肿瘤突变负荷（tumor mutational burden，TMB）。
1. Her⁃2：Her⁃2是EGFR基因家族成员，其作为结直肠癌

的原癌基因之一，可通过激活RAS⁃RAF⁃MEK和PI3K⁃AKT⁃
mTOR通路，抑制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤新生血管形成。

结直肠癌中Her⁃2扩增/过表达的总体发生率约为 5%［28］，与

KRAS、NRAS和BRAF突变存在相互排斥，且在原发肿瘤与转

移瘤之间高度一致。推荐对于经标准治疗失败后的mCRC
患者可进行Her⁃2扩增/过表达的检测。目前，结直肠癌Her⁃2

的检测方法和判断标准均来自临床研究方案，尚未建立经过

权威机构认证的、作为伴随诊断的检测流程和判读标准。

NCCN指南和CSCO指南目前均推荐Her⁃2扩增/过表达患者

可接受抗Her⁃2靶向药物的治疗，两个指南的差别在于CSCO
指南推荐在姑息三线及三线治疗以后使用，而NCCN指南则

对姑息一线、不能耐受高强度治疗的患者也有抗Her⁃2治疗

的推荐［17⁃18］。

2.NTRK基因融合：NTRK基因融合在结直肠癌中比较罕

见，发生率为0.35%。NTRK抑制剂仅对携带NTRK融合的患

者有效，而对突变患者无效。IHC是一种有效，快速的初筛

方法，IHC阳性的肿瘤需使用FISH、PCR或NGS方法进一步

验证。由于NTRK基因融合发生率极低，目前仅推荐在标准

治疗失败后、或者筛选临床研究的患者中进行检测。

3.PIK3CA 突变：在中国人群中 PIK3CA 突变率仅为

3.5%，与RAS信号通路共同构成EGFR下游两条平行通路。

与 RAS和 BRAF基因突变的排他性不同，PIK3CA突变可与

RAS突变共同存在。根据部分已有的研究结果，PIK3CA突

变可能是对阿司匹林治疗有效的预测标志物，但各研究之间

尚缺乏较好的一致性［29］。此外，由于PIK3CA突变与抗EGFR

单抗疗效的相关性目前尚不能完全确定，因此，目前尚不推

荐对结直肠癌患者常规行PIK3CA突变检测。

4.TMB：TMB是肿瘤组织DNA中基因组突变数的指数，

它是测量肿瘤体细胞内编码蛋白的平均 1Mb范围内的碱基

突变数量，包括基因编码错误、碱基替换、基因插入或缺失等

各种形式的突变。FDA于 2020年 6月批准了免疫检查点抑

制剂用于治疗高肿瘤突变负荷（TMB⁃H≥10个突变/兆碱基）

的无法切除或转移性实体瘤的成年和儿童患者。目前在结

直肠癌中尚不推荐常规行TMB检测。
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专家意见 2：对于经标准治疗失败的mCRC患者，可进

行Her⁃2扩增/过表达和NTRK基因融合的检测；PIK3CA突
变检测和TMB检测仅限研究使用。

（三）遗传易感性基因检测

对结直肠癌的遗传易感性基因的检测需要在胚系细胞

中检测才能明确。严格意义的胚系细胞是指精子和卵子。

考虑到样本采集的便利性，临床上常用外周血淋巴细胞或

口腔黏膜细胞代替。在结直肠肿瘤中发现的突变如果在外

周血淋巴细胞或口腔黏膜细胞中得到证实，就可推定患者

所有细胞都携带有该突变，可以认为是胚系突变。与结直

肠癌遗传易感性相关的基因包括APC、MMR和STK⁃11等基因。

其中，APC基因的突变和家族性腺瘤性息肉病（familial
adenomatous polyps，FAP）有关，其基因型和临床表型存在

相关性，即碱基突变的位置和息肉发生的严重程度有关。

如怀疑 FAP 而 APC 基因无突变者，还需要进一步检测

MUTYH基因突变。遗传性非息肉病性结直肠癌（林奇综合

症）是一种常染色体显性遗传性疾病，其发病与 MMR 基

因的胚系突变有关。MLH1、MSH2、MSH6和 PMS2 是最常

见发生突变的 4 个 MMR。大约 70% 的林奇综合征患者是

由MSH2和MLH1突变所致，其余 30% 多由MSH6和 PMS2

突变所致。

专家意见 3：对于临床上怀疑诊断家族性息肉病、林奇

综合征和P⁃J综合征等家族遗传性疾病者，推荐行相关遗传

易感性基因的胚系突变检测。

（四）结直肠癌相关蛋白表达检测

IHC检测是指用标记的特异性抗体在组织细胞原位通

过抗原抗体反应和组织化学的呈色反应，对相应抗原进行定

性、定位、定量测定的一项免疫检测方法。IHC检测是肿瘤

诊疗中的重要工具，对判定肿瘤来源、类型、恶性程度、耐药

和预后都提供了重要价值。本文主要描述了与结直肠癌鉴

别诊断/辅助诊断有关的 IHC标志物，包含但不仅限于如下

标志物。

专家意见 4：对于结直肠癌患者，推荐对经手术切除或

活检的原发灶或转移灶组织标本行相关分子标志物的蛋白

表达水平检测，以帮助判定肿瘤来源和类型。

三、检测结果的解读

前已述及，目前主要的分子标志物检测方法包括 IHC、

FISH和基因测序等。在对结直肠癌基因检测报告进行解读

时，需对样本的来源、检测方法、检测覆盖的基因、变异类型、

检测结果等方面进行详细解读。

（一）标本类型

标本类型包括肿瘤组织样本和外周血样本，其中外周血

样本又可细分为外周血有核细胞、外周血无细胞液体成分和

CTC等。这些样本既有体细胞来源的，也有胚系细胞来源。

在使用肿瘤样本进行基因突变检测时，由于原发灶和转移灶

可能有异质性的存在，因此在基因检测报告中需要说明检测

样本来源。

（二）肿瘤细胞的比例

不同的检测方法对基因突变频率的敏感性不同。需要

在检测报告中说明，本次受检的肿瘤组织样本中肿瘤细胞的

比例是否符合检测方法的要求。如果不符合，需要在检测结

果为阴性的报告中说明，以提示存在假阴性的可能。一般要

求肿瘤细胞的比例至少要高于 30%。CTC检测应在获得外

周血样本2 h内进行，同时，在报告中还应注明富集的CTC数

量。对于结直肠癌患者而言，不建议用外周血样本的检测阴

性结果来指导抗EGFR单抗药物的治疗，以避免假阴性所造

成的靶向药物不获益。

（三）检测方法

不同类型的突变和不同类型的样本，需要选择不同的

检测方法。在报告中说明检测方法和该方法的局限性，对

于正确理解检测结果具有重要意义。第一代测序及荧光

定量 PCR，只能检测特定区域或特定位点的基因突变，对

于超过检测范围的突变位点、或罕见突变位点，则不能被检

出。FISH技术只能检测基因的扩增、缺失、异位倒位，而不

能检测基因的点突变。IHC技术只能用于蛋白表达水平的

检测。

在传统检测技术的基础上，NGS技术的发展和成熟，为

实现单瘤种的所有基因变异以及泛瘤种的热点基因变异进

行同时检测成为可能［30］。目前的NGS技术主要包括：NGS平
台目标区域测序（panel检测）、全外显子组测序（whole exome
sequencing，WES）和 全 基 因 组 测 序（whole genome
sequencing，WGS）。目前，用于结直肠癌分子标志物检测的

主要是NGS中的目标区域测序。NGS的出现，为同时满足上

述所有的检测需求提供了可能［31⁃33］。此外，NGS对于包括点

表1 与结直肠癌鉴别诊断/辅助诊断有关的免疫组织化学（IHC）标志物

IHC分子标志物

癌胚抗原（CEA）
细胞角蛋白20（CK20）
细胞角蛋白7（CK7）

D2⁃40
富含AT序列特异性结合

蛋白2（SATB2）
绒毛蛋白（Villin）

说明

上皮来源标记，用于内胚层来源肿瘤，少量成人上皮细胞和良性肿瘤亦可表达

胃肠上皮移行上皮Merkel细胞来源标记，神经内分泌肿瘤常阴性，用于鉴别诊断

上皮来源标记，通常在腺癌中表达，腺上皮和移行上皮细胞表达，非上皮来源细胞无表达，胃肠道来源的腺癌

多为阴性

淋巴管内皮细胞较为特异的标志物，是肿瘤淋巴管形成和淋巴管侵犯的重要标记，用于评估淋巴管密度

仅在大脑、消化道组织、骨髓及免疫系统中表达较高，在其他组织中基本不表达。SATB2联合CK7和CK20
检测，可提升结直肠癌诊断率

绒毛蛋白，刷状缘的上皮细胞表达，在胃肠道恶性肿瘤中阳性表达率高，可用于鉴别诊断
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突变、小片段插入缺失等具有更好的敏感性。对于有家族史

的结直肠癌患者，需要同时检测体细胞和胚系基因变异并比

对，建议可选择应用NGS技术同时进行肿瘤细胞及血液有核

细胞的检测。

目前，NGS检测涵盖的点突变从单瘤种的几十个基因到

泛瘤种的上千个基因。除此以外，还常常整合了不同数量的

PCR检测用于检测基因的扩增、融合和微卫星稳定。对于

NGS检测结果中的突变丰度值，需综合评估NGS实验平台性

能、测序深度和肿瘤细胞比例等因素综合考虑。

（四）基因变异类型

1.点突变：在RAS和BRAF基因突变检测时，至少要包含

KRAS和 NRAS基因的第 2、3、4 号外显子及 BRAF基因的

V600E位点。

2.插入突变：遗传易感基因BRCA1和BRCA2基因编码

区（包括BRCA1外显子2，3，5⁃24；BRCA2外显子2⁃27）及外显

子⁃内含子链接区、UTR区和启动子区的插入突变。

3.缺失突变：BRCA1部分内含子 20和外显子 20跳跃造

成的异常剪接。

4.基因融合：结直肠癌中新兴的生物标志物NTRK基因

融合。

5.基因扩增：Her⁃2基因扩增。

6.基因缺失：遗传易感基因TP53、RB1等基因缺失。

（五）检测结果

1. IHC报告的模板及重点参数：当以 IHC作为检测方法

时，应注明样本来源、抗体的克隆号以及蛋白表达的百分比。

2. PCR报告的模板及重点参数：PCR报告应包括样本来

源、肿瘤细胞比例、使用方法、检测位点及范围、突变丰度和

基因变异的解读。

3. NGS报告的重点参数：

（1）报告基本信息：

检测名称及编号：如“结直肠癌基因变异检测报告

CRC201900001”；

患者基本信息：姓名、年龄、性别和住院号等；

样本信息：病理号、取材部位、样本类型［经甲醛固定石

蜡包埋处理的样本（formalin ⁃ fixed and parrffin ⁃ embedded，
FFPE）、新鲜组织、血液等］、送检医院科室及医师、送检日期

和报告日期等；

病理信息：病理诊断、肿瘤细胞比例、特殊说明（出血、坏

死、脱钙处理等）；

临床病史：可提供疾病史、治疗史、家族史等；

检测项目：所检测的基因目录、覆盖范围和变异类型、检

测平台名称、分析软件版本号等（建议选择国家药品监督管

理局批准认可的产品。

（2）标本质控信息：

标本病理评估：FFPE样本经苏木精⁃伊红染色后，评估

样本所含肿瘤细胞比例，建议组织标本中肿瘤细胞比例达

到 30% 以上，肿瘤细胞比例与基因突变检测率和检出的丰

度值关系密切。

DNA质量评估：DNA的质量对检测结果的准确性有重

要影响。需要从DNA纯度、DNA浓度以及DNA片段化程度

进行充分评估。

文库制备及质量评估：测序前需要对DNA样本进行文

库制备。基于扩增子的方法和基于杂交捕获的方法是目前

常用的文库制备方法。选择合适的文库制备试剂盒，需考虑

所使用样本的类型、DNA起始量、基因板数据量等因素。为

使测序质量和产量达到最优，需要从DNA浓度及片段大小

等方面对文库制备过程进行质控。

NGS测序质量评估：构建好的文库将在高通量测序仪上

进行上机测序，测序完成后需要对原始数据进行质控，再进

行后续的生物信息分析。

（3）检测结果证据等级：在文献综述基础上，建议将肿瘤

体细胞基因变异根据证据等级分为4类：

Ⅰ类变异：明确临床意义的变异，A级证据是由 FDA、

国家药品监督管理局批准，或来自专业临床指南，B级证据

是由临床研究证实，且取得领域专家共识；

Ⅱ类变异：潜在临床意义的变异，C级证据是由 FDA、

国家药品监督管理局批准的不同肿瘤类型的疗法或试验性

疗法、多项小型已发表研究达成的共识，D级证据是临床前

研究或少数病例报告，还未达成共识；

Ⅲ类变异：临床意义未明的变异，在一般或特定亚组数

据库、泛癌种、肿瘤特异性变异数据库中未观察到显著的定

位基因发生频率，还没有已发表的可信的与癌症相关的证

据；

Ⅳ类变异：良性或可能良性变异，在一般或特定亚群数

据库中观察到显著等位基因发生频率。目前尚无已发表的

癌症相关性证据。

在NGS测序中，主要检测单核苷酸变异、插入缺失变异

和基因融合等，参数调整后可分析基因拷贝数变异，根据相

应变异结果，判读相应基因变异所表明的临床意义。

专家意见5：临床医师在开展结直肠癌分子标志物检测

时，应充分了解各检测方法的性能，推荐临床加强基因检测

报告中样本类型、检测方法、突变类型等部分的关注和解读。

推荐NGS在获得认证的平台和技术、严格的质控、规范的操

作流程的基础上进行运用。

四、总结

随着近年分子生物学在结直肠癌领域的研究不断深入，

分子标志物在疾病诊断、指导治疗、预后分析等临床实践中

起到了越来越重要的作用。加强对分子标志物机制、意义的

认识，合理应用分子标志物在结直肠癌治疗中的指导作用，

提高NGS等技术在结直肠癌分子标志物检测中的应用，是现

阶段临床医生在临床实践中的必备技能，也是未来临床科研

工作者的重要方向。

《结直肠癌分子标志物临床检测中国专家共识》专家组
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