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摘要 目的：探讨低误差第二代测序（next-generation sequencing，NGS）技术在肿瘤研究和药物致突

变性评价领域的进展。方法：通过查阅文献、收集资料等方法，汇总近年来低误差NGS技术进展、优缺

点以及在肿瘤研究和药物致突变性/致癌性评价的应用。结果：传统的NGS技术的背景误差率较高，限

制其在低频率突变检测方面的应用。近年开发的多种低误差NGS技术（即校正测序错误的NGS，error-

corrected next-generation sequencing，ecNGS）可将NGS的检测误差率降低至10-7~10-4或甚至更低，满足

肿瘤临床监测和指导用药的需求。此外，HiFi-Seq和PECC-Seq等技术的最低误差率可降低至10-8，可

检出药物短期暴露导致的细胞/组织的超低频突变，有助于在药物研发早期评估其致癌性风险。结论：

ecNGS技术目前处于开发阶段，尚未标准化，且未在临床、毒理学、风险评估领域推广应用。然而，该

方法可直接检出肿瘤早期病变组织中的突变和药物诱导的组织/细胞突变，有望取代或补充现有的致突变

性试验方法，纳入相关指导原则，成为药物早期遗传毒性、致癌性筛查的金标准。
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Abstract   Objective:   To explore the advances of low-error next-generation sequencing (NGS) technology 
in cancer research and drug mutagenicity evaluation. Methods: The technical progress, advantages and 
disadvantages of low-error NGS and its application in cancer research and drug mutagenicity/carcinogenicity 
evaluation were summarized by reviewing literatures and collecting data in recent years. Results: The background 
error rate of traditional NGS technique is high, which limits its application in low frequency mutation detection. 
Several low-error NGS technologies developed in recent years (i.e., error-corrected next generation sequencing, 
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 癌症的演变可分为启动、促癌和恶性进展3个

阶段[1]。其中，以基因突变、较大范围染色体损伤

或重组形式出现的DNA损伤是可遗传效应的分子基

础和导致恶性肿瘤发展演变的重要因素[2]。在药物

开展临床试验以前，申报人通常需要向药品监督管

理部门提交遗传毒性研究资料，对药物潜在的致癌

性风险加以评估，以保护临床研究受试人群的安

全。在诸多与致癌性作用相关的评价终点中，致突

变性作为肿瘤形成的重要分子基础，是重要的遗传

毒性评价检测终点[3]。

常规的体外致突变性试验包括细菌回复突变

试验（Ames试验）、小鼠淋巴瘤细胞TK基因突变

试验（mouse lymphoma assay，MLA）等。然而体

外试验系统存在一定局限。例如，Ames试验不适

于评价有细菌毒性的受试物和纳米材料，细菌所特

有的代谢活化体系也不适宜评价硝基咪唑类化合

物。此外，对于N-亚硝基化合物等则需要在特殊

代谢活化条件下才能得到阳性结果。而MLA假阳性

率较高[4]。使用正常动物开展的体内Pig-a基因突

变试验是近年来步入安全评价领域并广受重视的致

突变性评价方法[5]。然而，该方法仅可检测发生于

红细胞的基因突变[6]。转基因动物试验虽然具有可

检出暴露于受试物后肝、肾等不同靶组织的基因突

变情况及突变谱的优势，但该方法使用的动物模型

难以获取且后期检测所用试剂费用高昂，在我国罕

有相关应用报道[5]。以上所有常规的致突变性评价

方法均以表型的改变（菌落、克隆的增加或细胞表

面抗原改变等）作为突变发生的观察指标，并非直

接考察药物对基因序列引起的改变，结果可能存在

偏倚。

DNA测序技术（DNA sequencing technology）

是分子生物学发展历程中的重要里程碑。该方法可

较为真实、准确地反映基因组DNA上的遗传信息，

使我们获得微生物、植物、动物及人类的全基因组

序列[7]。然而第一代DNA测序技术（Sanger法）成

本较高且操作繁琐，通量低，无法满足大规模测序

的应用[8]。因此，在临床上仅适于检测少量的、致

病基因位点明确的单基因遗传病。

随着生物信息学的突飞猛进，第二代测序

技术（又称下一代测序技术，next-generat ion 

sequencing，NGS）应运而生，该方法以聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）和基因

芯片技术为基础，可在大规模并行测序的过程中

同时执行数百万到数十亿个单独的测序反应[7]。然

而，因常规的NGS错误率较高，难以有效测出基因

组上发生的早期超低频突变，需开发更为精准的测

序方法以识别药物引起的突变率改变。当前国内外

均已开发低误差NGS技术。Francesco等[9]指出，该

方法的应用前景广阔，有望作为监管方法纳入药物

安全性评价与监管相关技术指导原则。本文综述现

有可用于肿瘤研究和药物致突变性/致癌性风险评

估的NGS的技术原理，分析其优势、缺陷以及应用

进展，为低误差NGS技术在肿瘤监测、指导临床用

药、药物研发与杂质监管领域的应用提供参考。

1   常规NGS技术
第一代测序技术的建立以Sanger法为基础，电

泳过程是限制第一代测序技术检测通量的瓶颈[10]。

经过不断改进，以Roche公司的454焦磷酸测序技

ecNGS) can reduce the error rate of NGS to 10-7 to 10-4 or even lower, meeting the needs of clinical tumor 
monitoring and drug regulation. In addition, the minimum error rate of ecNGS technologies such as HiFi-Seq 
and PECC-Seq can be reduced to 10-8, which can detect ultra-low frequency mutations in cell/tissue caused by 
short-term exposure to drugs, helping to assess their carcinogenicity risk in the early stage of drug development. 
Conclusion: The ecNGS technology is currently in the development stage, it has not been standardized, and has 
not been popularized in clinical, toxicology and risk assessment fi elds. However, these can directly detect drug-
induced tissue/cell mutations and obtain the specific mutation spectrum of drugs, which can be an alternative 
or supplement method of the existing mutagenicity tests, incorporate relevant guidelines, and become the gold 
standard for early drug genetic toxicity and carcinogenicity screening. 
Keywords:   next-generation sequencing technology; mutagenicity; carcinogenicity; cancer research; ultra-low 
frequency sequencing; drug regulation
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术、Illumina公司的Solexa聚合酶合成测序技术及

Hiseq技术和ABI公司的Solid连接酶测序技术为标志

的NGS技术陆续诞生[11]。以Illumina平台为例，NGS

的原理可以概括为“边合成边测序”。在这一过程

中，DNA链被断裂成小片段，然后通过酶促合成反

应，将这些小片段重新组装成完整的DNA链。在这

一过程中，测序仪捕捉合成过程中产生的信号，并

据此推算出DNA序列（图1）。NGS与一代测序检

测结果高度一致，但在检测时间和检测通量方面优

势突出[11]，在全基因组测序、全外显子组测序、宏

基因组测序等领域应用广泛[12]。

尽管具有以上优点，常规NGS经PCR扩增后得

到的DNA片段的数目比例可能发生变异，且PCR扩

增会引入碱基错配和序列的偏好性，导致DNA片段

在扩增后的相对频率和丰度发生变化，NGS平台较

短的读长对生物信息学分析也十分不利[13]。基于上

述因素，常规NGS技术的误差率约为10-4~10-2。人

体的背景突变频率仅为10-9~10-7，因此，常规NGS

技术无法有效检出肿瘤导致的或由于药物短期暴露

诱发的超低频突变。

图 1   NGS 技术原理

2   超低频突变检测技术及在肿瘤研究中的
应用

鉴于常规NGS技术的缺陷，研究人员采用多种

策略来降低NGS的误差率，从而开发了低误差NGS

技术（即校正测序错误的 NGS，error-corrected 

next generation sequencing，ecNGS）。目前，分子

一致性测序策略是公认最有效的可降低 NGS 测序

误差率的方法。近年来，已报道的ecNGS包括纳米

孔测序（nanopore sequencing）、单分子实时测序

（single molecule real-time sequencing，SMRT）、

Duplex测序等，可将NGS的检测误差率降低至

10-7~10-4，甚至更低，从而满足肿瘤临床监测和指

导用药的需求[14]。与传统的NGS相比，ecNGS的数

据质量、测序深度和准确性均有显著提升，作为更

为精准的研究工具，在人类肿瘤风险评估领域中的

应用日益受到关注。

2.1   纳米孔测序技术

纳米孔测序技术是一项革命性创新。纳米孔

是由α-溶血素的膜穿透蛋白制成的，且只允许单

分子DNA通过的小孔。当不同DNA碱基通过纳米孔

时，可以不同方式影响通过纳米孔的离子流动，从

而在膜的两侧产生不断变化的电信号，后者可被传

感器检测到并转化为可读的测序数据[15-16]。该技术

最大的优势是可产生超长读长，序列中出现频率最
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高的序列的测序长度可达100 kb以上。此外，该技

术还具有直接测序、简单便携和费用低的优点。它

通过接头连接同一DNA分子的两条单链，一次测序

即可获得两次结果，将错误率降低至5%以下[16-17]。

当前纳米孔测序已用于识别多种癌症（包括白血

病、乳腺癌、结肠癌、胰腺癌、脑癌等）的复杂的

基因组变异。例如Minervini等[18]分别用Sanger测序

和纳米孔测序鉴定了12例慢性淋巴细胞白血病患者

的TP53突变类型，结果显示，Sanger测序检出其中

4人携带TP53突变基因，而纳米孔测序则发现了一

个以前未在Sanger测序发现的突变患者，被证明为

检测TP53基因突变的有效工具[18]。

2.2   SMRT

SMRT是由Pacific Biosciences（PacBio）平台推

出的可实时监测单个DNA分子的复制过程并直接

读取其序列信息的测序技术。该技术主要应用作

为测序载体的SMRT Cell芯片和制备好的SMRT-bell

文库进行单分子序列结构的测定。其中SMRT-bell

文库主要通过将待测DNA片段化，从而形成紧闭

的环状单链模板[19]。每张测序芯片上排列有15万个

直径为70纳米的测序微孔（zero model waveguides，

ZMWs），每个微孔底部含有DNA合成酶，测序时

每孔内至多含一条DNA分子，边合成边测序，平

均测序长度为15~20 kb。该技术通过滚环复制对同

一条DNA分子多次测序，从而将错误率降低至1%

以下。SMRT可检测多种类型的结构变异，在检测

长度为50~2000 bp的变异时优势明显[20]。但在单个

分子水平上进行测序的准确率仍有提升空间，且

检测通量低于基于罗氏454和Illumina平台的测序技

术[19]。SMRT已应用于癌症诊断。例如Choy等[21]选

取15名健康对照者、13名肝细胞癌（hepatocellular 

carcinoma，HCC）患者和13名慢性乙型肝炎病毒

感染患者，使用SMRT技术对血浆中的cfDNA（cell 

free DNA）分子进行测序，分析cfDNA分子的大小

分布，并鉴定出癌症患者血浆中长cfDNA分子的存

在。通过分析每个分子的直接甲基化情况，开发出

HCC甲基化评分用于区分癌症患者和非癌症患者。

在HCC患者、乙型肝炎病毒携带者和健康个体中，

血浆中很大一部分的DNA长度超过1 kb，其中最

长的分子为39.8 kb；肿瘤的cfDNA通常比非肿瘤的

cfDNA短，与非肿瘤cfDNA相比，肿瘤cfDNA的甲

基化水平较低；与单独使用短片段相比，使用长分

子极大地增强了癌症检测的鉴别能力。该研究为基

于长cfDNA分子的癌症诊断开启了新的可能性。

2.3   Duplex测序

为克服测序精度的限制，美国华盛顿大学医

学院研究了一种双工测序法——Duplex测序。该方

法对DNA双链中的每一条均独立标记和测序[22]，极

大地减少了测序误差。其原理为将单链随机核苷

酸序列引入一条接头链，然后用DNA聚合酶延伸

另一条链，产生互补的双链标签，随后对DNA分

子两条链的拷贝进行测序，以消除测序错误（存

在于单个读数中）和PCR错误（存在于两条链之一

的拷贝中）[23]。Duplex测序可将背景突变频率控制

在10-7以下，并可直接评估人细胞线粒体DNA随机

突变的频率和模式。然而，该方法仅适用于小型

基因组或靶向特定基因组，而且效率低，成本相

对较高[22,24]。

Duplex测序已用于检测临床样本的低频率突

变。例如，治疗前肿瘤患者的肿瘤组织中变异等

位基因频率（variant allele frequency，VAF）为

5×10-8且均与耐药性无关，但有一半的患者在肿

瘤复发前5个月可检出与酪氨酸激酶抑制剂耐药性

相关的突变。可见测序结果对治疗药物的选择有

重要的指导性意义，有助于评估患者对靶向治疗

的反应[25]。

2.4   瓶颈测序系统

瓶颈测序系统（bottleneck sequencing system，

BotSeqS）是一种同时量化线粒体和核基因组中罕

见体细胞点突变的NGS。BotSeqS对整个基因组的

覆盖率较低，在PCR扩增前对测序文库进行稀释。

通过降低单位体积内的DNA序列数量而产生测序瓶

颈，增加DNA双链被冗余测序（即，使每个原始

DNA分子被读取足够次数）的可能性，并增加随机

性、减少测序量。在传统文库中，罕见突变序列

通常会被大量野生型序列所掩盖。在BotSeqS的文

库中，这些罕见突变在相应的基因组位置上占据了

更多的信号[26]，有助于量化正常组织中罕见的体细

胞突变[27]。BotSeqS技术的背景突变频率可达10-7以

下，适用于大型基因组和全基因组测序[26]。Hoang

等[26]采用BotSeqS技术对正常人体组织中的基因组

进行高通量测序和数据分析，实现了对罕见体细胞

突变的定量分析。研究结果证明正常人体组织中的

体细胞突变负荷与生物和环境因素有关，变化范围
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可涵盖几个数量级。该研究也揭示了正常组织中线

粒体的突变模式和核基因组之间的主要差异。结果

也揭示了尽管正常组织的突变谱各不相同，但与癌

变组织的突变谱相似。这项技术有助于深入了解正

常组织中基因改变的数量和性质，并可用于解决有

关患病组织基因组的各种基本问题。

2.5   Nanorate测序

Nanorate测序（NanoSeq）也是一种双工测序

方案，该技术主要用限制性内切酶片段代替超声和

末端修复这些可能导致高误差的因素，并引入非A

双脱氧核苷酸（ddBTPs）[28]。NanoSeq可将在细胞

群体的单个DNA分子中每10亿碱基对的错误控制在

5个之内，比典型突变率低2个数量级[29]，足以评估

所有人体组织中DNA突变情况。双重测序的理论误

差率为每个碱基对的误差（即两条链上出现2个早

期和互补PCR错误的概率）不超过10-9个。该比率低

于人体组织的典型突变负荷，使得在任何组织中独

立克隆的体细胞突变研究成为可能。NanoSeq的背景

突变频率在10-8以下，灵敏的同时优化了重复率，

提高了效率[28]。Sanger研究团队使用该技术研究了

不同组织中非分裂细胞的体细胞突变，并对干细胞

和分化细胞进行比较。结果发现，在血液和结肠中

分裂较慢和分裂较快的干细胞的突变数量相似[28]。

很少分裂的肌肉细胞和非分裂的神经元细胞的测序

分析表明，它们具有与血细胞相同的突变速率和模

式。这提示导致体细胞基因突变的主要过程不是细

胞分裂，独立于细胞分裂的突变过程是体细胞诱变

的重要原因。此外，NanoSeq也可用于体外突变剂

的筛选。该方法无需分离单细胞即可进行检测，将

细胞模型暴露于不同的致突变剂后，可在整个基因

组和时间内定量检测细胞的突变情况，而不需要单

细胞检测[28]。

2.6   CarcSeq技术

CarcSeq技术通过独特的分子标识序列来构建

单链一致性序列，从而实现纠错和低误差测序[30]，

用于定量检测突变分数大于10-4的热点癌症驱动突

变（cancer driver mutations，CDMs）。Faske等[28]连

续12或24周经口给予雌性Sprague Dawley大鼠0、30

或100 mg·kg-1氯卡色林，并采用超高效液相色谱-

电喷雾串联质谱法测定氯卡色林和N-亚硝基氯卡

色林在受试物制剂、血浆和肝脏样品中的含量。

尽管大鼠的血液和肝脏中未检出N-亚硝基氯卡色

林，CarcSeq检测结果发现氯卡色林可导致大鼠乳

腺DNA中Pik3ca H1047R突变（该突变可以在正常

组织中检测到，是人类乳腺癌中最常见的突变类型

之一）增加，且变化具有剂量效应相关性。氯卡色

林本身为非遗传毒性致癌物，且正常大鼠和人乳腺

组织中也存在Pik3ca H1047R突变。因此，上述结

果提示氯卡色林可通过促进Pik3ca H1047R自发突

变克隆增殖诱导乳腺癌的发生。该研究首次证明，

CarcSeq可灵敏地识别非遗传毒性致癌物的致癌性

风险，且所需时间短于检测肿瘤效应所需时间。

可见，CarcSeq在人类癌症风险评估中具有一定优

势，可应用于遗传毒性杂质的监管中。将该技术与

短期传统啮齿动物试验整合，更可在减少动物使用

的同时提供致癌性风险评估数据[30]。

3   NGS在致突变性评价中的应用
近年来，已有将超低频测序技术应用于药物

致突变性风险评价中的应用实例。例如PacBio公

司在SMRT的基础上最新开发的HiFi-Seq（high-

fidelity sequencing）测序技术。与仅能识别改变

报告基因表型的突变分析方法的传统方法不同，

HiFi-Seq几乎可以检测来自任何DNA区域的所有替

代突变，灵敏度可达10-8。该技术通过对环状分子

的DNA链进行重复测序，可产生几乎准确无误的共

识读数，准确度高达99%。Miranda等[31]使用HiFi-

Seq评估莫诺拉韦 （molnupiravir，MOV）对大肠杆

菌的致突变性作用，及MOV和N4-羟基胞苷（N4-

hydroxycytidine，NHC）在小鼠淋巴瘤L5178Y细胞

和人淋巴母细胞TK6细胞中的致突变性作用。结果

提示，MOV和NHC具有相同的致突变性作用机制，

且该机制在不同的哺乳动物细胞类型中都存在。可

见，HiFi-Seq检测全基因组超低频率替代突变的技

术可以应用于药物致突变风险预测问题中。

此外，国内栾洋课题组[32]自主开发了一种分

子一致性测序技术（pair-end and complementary 

consensus sequencing，PECC-Seq）。为提高NGS在

超低频突变检测中的准确性和成本效益，PECC-

Seq采用了一种简单的不需要进行PCR的测序工作

流程，并利用双链DNA中缩短的成对末端的重叠

和互补链的信息来提高全基因组测序数据的共识

建立效率[32]。该技术通过调整超声条件、超声缓冲

液、对文库制备中由超声引起损伤的单链进行末

端修复等方法，将测序错误率低至10-8以下[33]。人
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淋巴母细胞TK6细胞分别经DMSO（溶剂对照）、

6 μg·mL-1甲磺酸甲酯（methyl methanesulfonate，

MMS）或12 μg·mL -1 N-亚硝基-N-乙基脲

（N-Nitroso-N-ethylurea，ENU）处理4 h后，提

取细胞基因组DNA并进行PECC-Seq分析。结果显

示，DMSO、MMS和ENU处理的TK6突变频率分别

为0.76×10-6、1.14×10-6和2.85×10-6，比单核苷

酸变异（single nucleotide variants，SNV）的频率

低2个数量级，提示PECC-Seq可以有效地将背景

误差频率由10-3降低至10-7~10-6，PECC-Seq在检

测全基因组超低频突变方面有很大的潜力[32]。栾

洋课题组进一步使用当前评价药物致突变性的金

标准——gpt delta转基因小鼠基因突变试验与之

进行比较，发现PECC-Seq在定量测定马兜铃酸I 

（aristolochic acids I，AAI）诱导的剂量依赖性突

变中具有较高的敏感性。此外，PECC-Seq可特异

地阐释AAI、苯并[a]芘（Benzo[a]pyrene）、ENU

和N-亚硝基二乙胺（N-Nitroso-N-ethylurea and 

N-nitrosodiethylamine）的不同全基因组突变特征，

并揭示了喹啉在普通小鼠模型中的突变特征。上述

结果证明了PECC-Seq在检测致突变剂诱导的全基

因组体细胞突变方面具有很高的敏感性和特异性，

展示了PECC-Seq可作为体细胞诱变定量和体内致

突变性检测的可靠的新工具[33]。

4   小结
NGS可实现单次完成几十万到几百万条DNA

分子的测序，性价比高[34]。近年来，已报道多种

ecNGS致突变性评价的方法，并在临床肿瘤监管、

指导用药、药物监管方面取得一定进展，有望成

为监管毒理学的新锐力量。本文综述了低误差二

代测序技术的进展，包括二代测序方法的技术原

理、优点和缺点及其在癌症风险评估和药物致突

变性风险评价中的应用（表1），为相关技术研发

提供参考。

表 1   不同 NGS应用于药物致突变性 / 致癌性检测的优、缺点

NGS类型 适用范围 优点 缺点 应用领域 误差率

Nanopore[15-16] 大型基因组

和全基因组

读 长 达 9 0 0 k b ; 直 接 测

序，节省时间和成本；

灵活便携；单分子测序

错误率较高 癌症诊断；药物研发；

微生物学

3%~5%

SMRT[19-20,35] 全基因组 平均读长达10～15kb；

测序速度快；直接测序

错误率较高 癌症诊断；药物研发 3%~15%

DupSeq[22-24] 小型基因组

或靶向特定

基因组

错误率低 拷贝数量大，测序效

率低；测序深度高，

成本高；不适用于大

型基因组

癌症风险评估；癌症诊

断；健康风险监测与疾

病预防

~10-7

BotSeqS[26-27] 大型基因组

和全基因组

错误率低 测 序 深 度 高 ， 成 本

高；拷贝数量大，成

本高

癌症风险评估；基因组

学

~5.2×10-7

NanoSeq[28-29] 大型基因组 测序效率高；错误率低 基因组位点在偏倚，

覆盖度小于30%

癌症风险评估；药物致

突变性评价；健康风险

监测与疾病预防

~5×10-9

HiFi-Seq[31] 全基因组 平均读长达17kb；高准

确性；基因组覆盖均一

测序较为复杂；对酶

试剂和建库过程的均

一性要求较高

检测基因组变异；癌症

风险评估；药物致突变

性评价；微生物学

~10-8

CarcSeq[30] 突变分数大

于10-4的热

点癌症驱动

突变

检测速度快 在短期重复剂量的啮

齿动物研究中的灵敏

性有待证明

癌症风险评估；遗传毒

理学

10-4~10-5
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NGS类型 适用范围 优点 缺点 应用领域 误差率

PECC-Seq[32-33] 大型基因组

和全基因组

错 误 率 低 ； 测 序 效 率

高，成本低

无法获得基因的突变

特征

替代经典体内致突变试

验；基因编辑工具的脱

靶效应；健康风险监测

与疾病预防；药物致突

变性评价

~3.7×10-8

续表 1

ecNGS技术目前处于开发阶段，尚未标准化，

且未在临床、毒理学、风险评估领域推广应用。然

而，该方法可直接检出肿瘤早期病变组织中的突变

和药物诱导的组织/细胞突变，有望取代或补充现

有的致突变性试验方法，纳入相关指导原则，成为

药物早期遗传毒性、致癌性筛查的金标准，纳入

ICHS1/S1B（R1）《药物致癌性试验指导原则》和

常规毒理学研究[14]。
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