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二代测序技术在消化系统肿瘤临床应用的中国专家
共识

中国抗癌协会肿瘤精准治疗专业委员会

【摘要】　消化系统肿瘤是发病率和致死率均较高的一类实体肿瘤。随着精准医疗在消化系统肿瘤领域的不断深入，以及相

关分子标志物研究的不断积累，临床对于消化系统肿瘤的基因检测和应用提出了更高的要求。二代测序（next-generation 
sequencing，NGS）技术大大提高了检测通量，降低了单个样本单个位点的测序成本，在消化系统肿瘤中的应用越来越广泛。

然而，NGS检测提供了大量的肿瘤基因组信息，如何在异常复杂的消化系统肿瘤中正确应用是巨大的挑战。为提高消化系

统肿瘤中NGS技术临床应用的规范性，中国抗癌协会肿瘤精准治疗专业委员会结合国内外研究成果，形成了《二代测序技

术在消化系统肿瘤临床应用的中国专家共识》。本共识旨在为NGS技术指导临床消化系统肿瘤精准诊疗提供理论基础与规范，

并对消化系统肿瘤的临床诊疗提供有效帮助。
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【Abstract】　Gastrointestinal cancers are a group of solid tumors with high incidence and mortality rates. With the growing 
understanding of precision medicine and the continuous generation of clinical evidence, molecular marker testing is required for 
the diagnosis and treatment of gastrointestinal cancers. Next-generation sequencing (NGS) technology has significantly evolved 
to provide increased data output and efficiencies, and has been more and more widely used in gastrointestinal cancers. In order to 
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消化系统肿瘤主要包含食管癌、胃癌、结直

肠癌、肝癌、胆道肿瘤、胰腺癌、胃肠道间质瘤

等，其中结直肠癌、胃癌和肝癌位列中国五大高发

瘤种[1]，多个瘤种在中国的发病率几乎超过了全球

总发病率的一半。近年来，得益于精准医疗的发

展，消化系统肿瘤的诊疗手段得到了极大丰富，患

者的预后大幅改善。精准医疗是以个体化医疗为基

础，随着基因组测序技术的快速发展应运而生。二

代测序（next-generation sequencing，NGS）技术

的发展进一步促进了肿瘤驱动基因变异研究和相关

药物的研发，将越来越多的靶向药物和免疫药物

引入了肿瘤治疗的临床实践，进而改变了大部分

肿瘤的诊疗格局，其中就包括消化系统肿瘤。以

结直肠癌为例，美国国家综合癌症网络（National 

Comprehensive Cancer Network，NCCN）和中国临

床肿瘤学会（Chinese Society of Clinical Oncology，

CSCO）等国内外指南均推荐了APC、MMR基因等

胚系基因的检测用于结直肠癌患者的遗传筛查，推

荐KRAS、NRAS、BRAF基因和微卫星高度不稳定

性（microsatellite instability-high，MSI-H）等标志

物用于指导晚期结直肠癌患者的靶向治疗和免疫治

疗。然而，当前临床应用较为广泛的传统基因检测

方法因覆盖的基因数量和位点有限，存在漏检的可

能性；此外多种标志物分别检测也会面临样本不
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足的困境，难以充分满足目前的临床需求。因此，

NGS技术在实体肿瘤中的临床应用越来越广泛，也

推出了诸多的专家共识，如《临床分子病理实验室

二代基因测序检测专家共识》[2]、《二代测序技术在肿

瘤精准医学诊断中的应用专家共识》[3]、《二代测序技

术在NSCLC中的临床应用中国专家共识（2020版）》[4]等。

消化系统肿瘤具有其自身特殊性及复杂性，如胃癌

的高度异质性，可能会涉及多个基因、多个信号通

路的变异，这对于NGS检测产品的基因选择和检测

结果的解读均提出了更大的挑战。因此，亟需推出

指导消化系统肿瘤NGS临床应用的共识，以规范使

用NGS和切实帮助消化系统肿瘤患者，解决目前面

临的种种困惑。基于此，本文综合了国内消化系统

肿瘤领域内临床实践经验和国内外研究成果，邀请

资深专家共同讨论并撰写共识，旨在为我国消化系

统肿瘤临床诊疗规范使用NGS技术提供指导。

1 消化系统肿瘤精准治疗相关标志物
1.1 消化系统肿瘤精准治疗国内外已获批标志物 

1.1.1 MSI-H MSI是指某个微卫星位点发生重复

单元的插入或缺失的现象，常常由于错配修复基因

功能失常所造成。目前，美国食品药品监督管理

局（Food and Drug Administration，FDA）已经批

准帕博利珠单抗用于错配修复蛋白缺失（deficient 

mismatch repair，dMMR）/MSI-H实体瘤患者。NCCN、

CSCO等发布的指南也均将免疫检查点抑制剂作为

dMMR/MSI-H实体瘤患者的标准治疗方案，同时也

推荐实体瘤患者进行MSI-H的检测。此外，MSI-H

与Ⅱ、Ⅲ期结直肠癌预后好相关，且是Ⅱ期结直肠

癌不能从氟尿嘧啶辅助治疗中获益的生物标志物，

也可以作为林奇综合征的初筛手段。

虽然免疫治疗在MSI-H实体瘤患者中的疗效获

益已被证实，但是仍有一半左右的患者对免疫治

疗无应答。这种现象可以归因于临床研究入组的

患者MSI-H状态判断存在偏差和存在潜在的耐药机

制[5]。多项研究对MSI-H胃肠肿瘤患者疗效相关分

子标志物进行了探索，结果显示，PTEN突变、低

肿瘤突变负荷（tumor mutation burden，TMB）等

是MSI-H胃肠肿瘤免疫治疗潜在的负向标志物[6-8]。

Wang等[9]研究显示，由AKT1、CDH1组成的免疫治

疗预测模型能够很好地提示MSI-H胃肠肿瘤免疫治

疗疗效，AKT1或CDH1突变的MSI-H患者对免疫治

疗原发耐药。 

越来越多的研究证明经验证的NGS panel可

以准确检测MSI状态。2022年2月，美国FDA批准

了一款NGS产品——F1CDx作为帕博利珠单抗在

MSI-H泛实体瘤中免疫治疗的伴随诊断方法。NGS

检测更适用于需要同时检测包括MSI状态在内的多

种生物标志物的消化道肿瘤。此外，NGS检测出的

基因变异能够进一步判断MSI-H状态，因为错配修

复机制缺陷会导致MSI-H患者的基因变异呈现更多

的移码突变，这一特征显著区别于主要变异形式为

单碱基变异的TMB高（TMB-high，TMB-H）的患者。

基于外周血循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA，

ctDNA）的MSI检测方法为肿瘤组织取样困难或不

足的晚期肿瘤患者提供了替代方案。一项基于外周

血ctDNA的NGS检测MSI方法检测了100个微卫星位

点，与组织聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）检测MSI方法相比，其敏感度和特异度分别

为82.5%和96.2%[10]。临床疗效验证队列显示，基于

该方法检测的bMSI-H胃肠肿瘤患者相较于微卫星

稳定患者有更高的客观缓解率（objective response

rate，ORR）（38.1% ∶ 6.9%，P ＝ 0.005），更优的

中位无进展生存（median progression-free survival，

mPFS）时间（HR ＝ 0.431，P ＝ 0.005）和中位总

生存（median overall survival，mOS）时间（HR ＝

0.489，P ＝ 0.034）。因此，针对肿瘤组织样本稀

缺或肿瘤组织不符合检测需求的晚期消化系统肿瘤

患者，可以进行基于外周血ctDNA的NGS检测。

共识一 ：MSI是包括消化系统肿瘤在内的泛瘤

种常规检测标志物，NGS技术可以同时检测MMR
基因变异、MSI状态和相关耐药机制，因而是优势

更明显的检测方法（推荐等级：Ⅰ级推荐）。

1.1.2 TMB TMB是衡量肿瘤基因组可编码区域

的体细胞编码突变总数的指标[11]。TMB是免疫治疗

响应的潜在生物标志物。基于KEYNOTE-158的Ⅱ

期临床数据[12]，TMB-H（TMB ≥ 10 个突变/MB）

泛实体瘤患者ORR（29%）显著高于非TMB-H泛

实体瘤患者（6%），美国FDA已批准帕博利珠单抗

用于治疗TMB-H（≥ 10个突变/MB）患者（既往

治疗后疾病进展且无令人满意替代治疗方案的不
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可手术或转移性的成人和儿童实体瘤）。NCCN和

CSCO指南均推荐晚期消化系统肿瘤患者进行TMB

检测，以寻求更精准治疗方式。

全外显子组测序（whole exome sequencing，WES）

是TMB检测的金标准，经过技术和临床验证的panel

也可以对TMB进行准确的评估[13-14]。目前TMB作

为肿瘤免疫治疗生物标志物还存在一些问题需要解

决，如TMB评估受样本质量（尤其是部分肿瘤组

织难以获取）和数量、检测基因组大小、生物信息

分析方法等多种因素影响。在组织不可及的情况下，

经过临床验证的血液TMB检测可以替代组织TMB

检测。

共识二：TMB是包括消化系统肿瘤在内的泛

瘤种常规检测标志物，需采用NGS检测（推荐等级：

Ⅱ级推荐）。

1.1.3 神经营养受体酪氨酸激酶（neurotrophic tropo-

myosin receptor kinase，NTRK）融合 NTRK基因

包含NTRK1、NTRK2和NTRK3，分别负责编码原肌

球蛋白受体激酶（tropomyosin receptor kinase，TRK）

家族受体蛋白TRKA、TRKB和TRKC的合成。TRK

在神经系统的发育中起着重要的作用。神经营养

因子与TRK结合后可诱导受体二聚体化、磷酸化

并激活下游PI3K、RAS/MAPK/ERK和磷脂酶Cγ

（phospholipase Cγ，PLC-γ）的信号级联通路[15]。

目前美国FDA已经批准了NTRK融合抑制剂拉

罗替尼和恩曲替尼用于治疗携带NTRK基因融合且

无已知获得性耐药突变的实体瘤患者。2018年2月，

New England Journal of Medicine报道了拉罗替尼在

NTRK融合的实体瘤的疗效，在55例NTRK融合的患

者中ORR高达75%[16]。在NTRK融合阳性实体瘤患者中，

恩曲替尼的ORR为57%，脑转移患者的ORR为50%[17]。

2022年4月13日，中国国家药品监督管理局（National 

Medical Products Administration，NMPA）批准了拉

罗替尼用于治疗NTRK融合的实体瘤患者。NCCN指

南和CSCO指南均推荐实体瘤患者要进行NTRK融合

的检测以指导治疗方式选择。

NTRK融合在实体瘤中发生率较低，为0.18% ～ 

0.30%[18-19]。18岁以下实体瘤患者中NTRK融合比

例较高，达到1.34% ；成人实体瘤患者中NTRK融

合比例在唾液腺癌（2.62%）、甲状腺癌（1.60%）、

软组织肉瘤（1.51%）、骨肉瘤（1.00%）中较高；

消化系统肿瘤中NTRK融合比例分别为结直肠癌

0.22%、胃癌0.16%、胃肠道间质瘤0.55%、肝癌0.06%、

胆道肿瘤0.20%、胰腺癌0.17%、食管癌0.24%、小

肠癌0.14%[18]。另外，在结直肠癌中，NTRK融合与

特定的分子特征相关。一项纳入2 314例结直肠癌

患者研究显示，NTRK融合仅发生在RAS/BRAF野生

型的患者，8例NTRK融合阳性结直肠癌患者中7例

是dMMR/MSI-H[20]。另有一项大规模研究报道显示

NTRK融合在结直肠癌中与驱动基因（包括KRAS、
NRAS、BRAF、HER2、MET等）变异互斥[优势比（odds 

ratio，OR）为0.207，P ＝ 1.39×10-7）[18]。国内一

项大型研究纳入了经NGS检测的67 883例中国泛实

体瘤患者数据，报道了中国实体瘤患者NTRK1/2/3

融合的分布与基因组特征，结果显示，中国实体

瘤患者中NTRK融合比例为0.18%，NTRK融合与其

他驱动存在互斥现象，而在MSI-H结直肠癌患者中

富集；同时，该研究也显示ctDNA能够准确地检测

NTRK融合，并且有效指导NTRK抑制剂的用药[21]。

有研究提示，NTRK阳性患者使用NTRK抑制剂

后可能产生继发性耐药位点。NTRK抑制剂耐药可

以分为两种机制：一是NTRK基因自身发生变异导

致耐药，此类耐药位点包括NTRK1 G595R、NTRK1 

G667S、NTRK1 F589L、NTRK1 A608D、NTRK3 

G623R、NTRK3 G696A、NTRK3 F617L等[16,22] ；二

是其他通路的激活导致NTRK抑制剂耐药，包括

MET扩增、KRAS突变、BRAF突变等[23-24]。

NTRK融合检测方法包括荧光原位杂交（fluor-

escence in situ hybridization，FISH）、免疫组织化学

（immunohistochemistry，IHC）、基于DNA或RNA的

NGS检测。IHC检测NTRK融合的敏感度为75% ～

100%，特异度为93% ～ 100%[25-27]，其中检测NTRK3

敏感度仅55%[25]。IHC因检测成本低、周期短，可

作为NTRK融合发生率高的瘤种首选的原肌球蛋白

受体激酶（tropomyosin receptor kinase，TRK）蛋

白表达阳性人群的筛选方法，如果TRK蛋白表达阳

性，则进一步利用NGS方法确定融合形式和断点[28]。

FISH是一种检测高发生率已知融合基因和确认潜

在融合基因的可靠技术，但由于FISH每次只能检

测1种基因的融合变异，考虑到经济和时间成本，
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一般不推荐对NTRK融合进行筛查。有研究表明，

DNA-based NGS检测敏感度和特异度分别为83.3%

和99.9% ；RNA-based NGS和IHC相比，敏感度和

特异度分别为87.9%和81.1%，且相比DNA-based 

NGS能够检出更多的融合变异[19]。另外，靶向多基

因的NGS panel可以同时检测NTRK的已知和未知融

合形式，以及其他耐药基因变异情况。对于样本量

有限或者需要同时检测整体基因变异情况，则推荐

DNA-based或RNA-based NGS方法进行NTRK融合

筛选，如NTRK基因融合阳性，则进一步利用IHC

验证TRK蛋白表达情况[28]。

共识三：NTRK融合需作为消化系统肿瘤常规

检测标志物（推荐等级：Ⅰ级推荐）。NTRK融合

发生率低，且NTRK抑制剂存在NTRK自身变异及

旁路激活等耐药机制，基于DNA和RNA的NGS检

测是临床常规筛查NTRK融合最可行的方法（推荐

等级：Ⅱ级推荐）。

1.1.4 人表皮生长因子受体2（human epidermal 

growth factor receptor-2，HER-2） HER-2又称ERBB2，

是表皮生长因子受体家族中的一员，编码一种具

有酪氨酸激酶活性的跨膜糖蛋白。HER-2与其他家

族成员组成二聚体，与配体发生结合，胞内的酪

氨酸激酶活性被激活，从而启动下游信号通路[29]。

HER-2主要参与细胞增殖相关的RAS/RAF/MEK/

ERK通路和PI3K/AKT/mTOR通路，这两条信号通

路与多种癌症的发生发展密切相关[29-30]。

国内外指南推荐经病理诊断证实为胃腺癌的

患者需要进行HER-2检测。HER-2阳性胃癌是一类

独特的疾病亚型，需采取不同于HER-2阴性胃癌的

诊疗策略。多中心随机对照Ⅲ期临床研究（ToGA

研究）表明HER-2阳性晚期胃癌患者可从曲妥珠单

抗治疗中获益，因此曲妥珠单抗可作为HER-2阳性

胃癌标准治疗方案[31]。近期一项随机Ⅱ期临床试验

（DESTINY-Gastric01）表明，HER-2阳性胃或胃食

管结合部腺癌患者后线接受德曲妥珠单抗（trastuz-

umab deruxtecan，T-DXd）或化疗，mOS时间分别为

12.5个月和8.9个月（HR ＝ 0.60），ORR分别为42.0%

和12.5%，mPFS时间分别为5.6个月和3.5个月（HR ＝

0.47）[32]。基于此研究，2021年1月16日T-DXd正式获

得美国FDA批准用于HER-2阳性胃癌患者治疗。维

迪西妥单抗（RC48）是中国自主研发的抗体偶联

药物，治疗既往经≥二线化疗的晚期HER-2阳性胃

或胃食管结合部腺癌患者，ORR达到24.8%，疾病

控制率（disease control rate，DCR）达到41.7%，

mPFS时间为4.1个月，mOS时间为7.9个月[33]。因此，

NMPA批准维迪西妥单抗用于至少接受过2种系统

化疗的HER-2过表达局部晚期或转移性胃癌（包括

胃食管结合部腺癌）患者的治疗。

2021年5月5日，美国FDA加速批准帕博利珠单

抗联合曲妥珠单抗和铂类＋氟尿嘧啶类化疗药物用

于HER-2阳性局部晚期不可切除或转移性胃或胃食

管结合部腺癌患者的一线治疗。同时，这也是美国

FDA批准的首个程序性细胞死亡蛋白1（program-

med cell death protein 1，PD-1）疗法联合抗HER-2

疗法和化学疗法用于HER-2阳性胃或胃食管结合部

腺癌患者的一线免疫疗法。

结直肠癌中HER-2扩增/过表达的发生率接

近5%，有研究提示HER-2扩增/过表达是结直肠

癌抗表皮生长因子受体（epidermal growth factor 

receptor，EGFR）治疗的耐药标志物[34-36]。在一

项纳入98例RAS/BRAF野生型转移性结直肠癌患

者研究中，接受抗EGFR抑制剂治疗，携带HER-2

扩增患者较未携带HER-2扩增患者mPFS时间显著

更短（2.8个月∶ 8.1个月，HR ＝ 7.05，95%CI为

3.4 ～ 14.9，P ＜ 0.001）[36]。基于MyPathway研究[37]、

HERACLES研究[38]和DESTINY-CRC01研究[39]，美

国NCCN指南推荐HER-2扩增/过表达且RAS/BRAF

野生型结直肠癌患者接受曲妥珠单抗或T-DXd联合

帕妥珠单抗或拉帕替尼治疗。此外，有多项研究提

示结直肠癌HER-2扩增或激活突变S310F、L755S、
V777L、V842I和L866与抗EGFR治疗耐药相关[40-44]。

研究表明约19%胆囊癌、17%肝外胆管癌和5%

的肝内胆管癌存在HER-2过表达[45]。一项胆道肿

瘤接受抗HER-2治疗的小型队列研究显示，HER-2

基因扩增或者过表达的胆囊癌患者能从抗HER-2

治疗中获益[46]。MyPathway研究共纳入39例HER-2

扩增或过表达的经治转移性胆管癌患者，接受曲

妥珠单抗联合帕妥珠单抗治疗后ORR为23%[47]。

SUMMIT研究中9例HER-2突变的胆管癌患者接受

奈拉替尼靶向治疗，结果显示ORR为22.2%，DCR
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为88.9%[48]。在2019年对胰腺癌患者进行的一项“了

解您的肿瘤”（Know Your Tumor，KYT）临床研究中，

1例接受过四线治疗的HER-2阳性患者接受FOLFOX

联合曲妥珠单抗，结果显示mPFS时间达到4个月以

上[49]。2023年美国临床肿瘤学会（American Society 

of Clinical Oncology，ASCO）公布了DESTINY-

PanTumor02（一项全球性、多中心、多队列、开放

标签Ⅱ期研究）的中期分析结果（包括主要终点），

其中胆道肿瘤和胰腺癌分别入组了41例和25例后线

治疗的患者，研究者评估的ORR分别为22%和4%[50]。

共识四：胃癌患者需检测HER-2扩增或表达（推

荐等级：Ⅰ级推荐），HER-2扩增或表达是结直肠

癌、胆道肿瘤、胰腺癌潜在的治疗靶点（推荐等级：

Ⅱ级推荐）。HER-2扩增或激活突变与结直肠癌抗

EGFR治疗耐药相关（推荐等级 ：III级推荐）。推

荐消化系统肿瘤常规检测HER-2，NGS可以作为

HER-2扩增的临床常规检测手段（推荐等级 ：Ⅱ级

推荐）。在组织样本不可及的情况下，NGS也可以

作为外周血ctDNA中HER-2扩增的检测手段（推荐

等级：Ⅲ级推荐）。

1.1.5 RAS KRAS和NRAS基因编码2种GTPase超

家族成员的蛋白质，RAS/RAF/MEK/ERK的MAPK

信号通路位于EGFR下游，参与EGFR信号转导。携

带任何已知的KRAS或NRAS基因2、3、4号外显子突

变的患者均不能从西妥昔单抗或panitumumab治疗

中获益[51-54]。PRIME研究预设的亚组分析结果显示，

相比于单独接受FOLFOX治疗，携带KRAS/NRAS

突变的结直肠癌患者接受帕尼单抗联合FOLFOX的

mPFS（HR ＝ 1.31，95%CI为1.07 ～ 1.60，P ＝ 0.008）

和mOS（HR ＝ 1.21，95%CI为1.01 ～ 1.45，P ＝ 0.04）

均更差[52]。FIRE-3研究结果显示，携带KRAS/NRAS

突变型结直肠癌患者FOLFIRI联合西妥昔单抗治疗

mPFS时间显著短于FOLFIRI联合贝伐珠单抗治疗

（6.1个月∶ 12.2个月，P ＝ 0.004）；而KRAS/NRAS

野生型结直肠癌患者接受两种治疗方式的mPFS时

间无明显差异（10.4个月∶ 10.2个月，P ＝ 0.54）[55]。

NCCN指南、CSCO指南均推荐RAS/BRAF野生型患

者接受西妥昔单抗治疗。

KRAS G12C突变（在第12个密码子处有甘氨

酸至半胱氨酸替代物的单点突变）在转移性结直

肠癌中发生率为3% ～ 4%，与高侵袭性和较差的

预后相关[56]。针对KRAS G12C的靶向治疗在肺癌中

已取得了成功，sotorasib被美国FDA批准用于携带

KRAS G12C的非小细胞肺癌患者的治疗。肠癌中靶

向KRAS G12C的治疗也取得了进展，sotorasib单药

治疗携带KRAS G12C的晚期结直肠癌患者ORR为

9.7%[57]，adagrasib单药治疗携带KRAS G12C的晚期

结直肠癌患者ORR为22%，而adagrasib联合西妥昔

单抗的ORR达到43%[58]。

抗EGFR再挑战治疗策略对初始RAS野生型晚期

结直肠癌患者个体化治疗具有重要价值。CRICKET

研究结果显示，28例RAS/BRAF野生型转移性结直

肠癌患者RAS野生型（接受西妥昔单抗联合伊立替

康再挑战治疗后再挑战基线ctDNA检测）的mPFS显

著长于RAS突变型患者（mPFS时间为4.0个月∶ 1.9

个月，HR ＝ 0.44，95%CI为0.18 ～ 0.98，P ＝ 0.03）[59]。

2021年ASCO公布了第1项基于ctDNA检测结果指导抗

EGFR再挑战治疗的干预性临床研究——CHRONOS

研究结果，接受ctDNA检测的52例患者中36例（69%）

ctDNA显示RAS/BRAF/EGFR野生型，给予panitumumab

再挑战治疗后研究达到主要终点，ORR为30%[60]。

该研究总结了ctDNA指导下的相比临床经验性的再

挑战治疗的3个优势：一是根据肿瘤的实际分子状

态选择患者，与时间间隔无关；二是避免约30%的

携带耐药突变的患者接受可能无效的治疗；三是提

高ORR。晚期结直肠癌患者可依靠NGS液体活检

进行全程管理，指导用药方案，监测耐药情况。

除了肠癌，在其他消化系统肿瘤中，RAS基因检

测也有着重要的临床意义。＞ 95%的胰腺癌患者都

携带KRAS突变，靶向KRAS的临床试验在胰腺癌个

例中有较积极的临床数据。在KRAS抑制剂sotorasib

治疗携带KRAS G12C突变的晚期胰腺癌的Ⅰ、Ⅱ期

试验中，纳入了38例经治的晚期胰腺癌患者，ORR

达到21%，mPFS时间为4个月，mOS时间为6.9个月[61]。

KRAS野生型胰腺癌患者中，靶向其他致癌突变

（ALK融合、BRAF突变、NTRK融合和NRG1融合等）

的药物疗效显著提高[62]。这些基因变异已有靶向抑

制剂上市，胰腺癌患者接受基因检测，根据检测结

果探索最佳治疗方案。在肝内胆管癌中，TP53突变、

KRAS突变和CDKN2A缺失与较差的预后相关[63-64] ；
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而且TP53和KRAS共突变患者，相较于携带单突变

的肝内胆管癌患者术后生存更差[64]。

在肝癌中，两项Ⅱ期研究评估了refametinib单

药和联合索拉非尼治疗对RAS突变的不可切除或转

移性肝癌患者的疗效。其中一项研究通过NGS进行

ctDNA检测筛选RAS突变患者，结果显示4.4%的患

者携带RAS突变；refametinib联合索拉非尼的ORR

为6.3%，DCR为43.8%，mPFS时间为1.5个月，mOS

时间达到12.7个月[65]。另一项研究显示RAS突变肝癌

患者接受refametinib联合索拉非尼治疗ORR为75%，

而RAS野生型肝癌患者的ORR仅为1.5%[66]。

共识五：结直肠癌患者应常规检测KRAS、
NRAS基因变异（推荐等级：Ⅰ级推荐）。RAS变异

属于KIT和PDGFRA野生型胃肠道间质瘤的潜在耐

药生物标志物。KRAS G12C突变是结直肠癌、胰

腺癌临床治疗的生物标志物。推荐消化系统肿瘤常

规检测RAS突变，NGS可以作为RAS突变的临床常

规检测手段（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

1.1.6 BRAF BRAF基因编码一种蛋白激酶，该

蛋白激酶是丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）通路中的调节蛋白。当缬

氨酸600位点（V600）发生突变时，该蛋白激酶具

有结构性活性，这将导致通过MAPK通路的持续信

号传递。携带BRAF V600E患者基本不可能单独从西

妥昔单抗或panitumumab治疗中获益，除非同时接

受BRAF抑制剂治疗[53,67-68]。另外，BRAF基因突变

是结直肠癌患者预后差的预测标志物。CRYSTAL

试验的更新分析结果显示，携带BRAF基因突变的

转移性结直肠癌相比于BRAF基因野生型患者预后

更差[69]。AGITG MAX试验结果显示，携带BRAF

基因突变的转移性结直肠癌相比于BRAF基因野生

型患者，mOS时间更差（HR ＝ 0.49，95%CI为0.33 ～

0.73，P ＝ 0.001）[70]。另有一项基于21项研究的

Meta分析结果显示，BRAF突变与特定的高风险临

床病理因素同时存在的可能性较高，如近端肿瘤部

位（OR ＝ 5.22，95%CI为3.80 ～ 7.17，P ＜ 0.001）、

T4期（OR ＝ 1.76，95%CI为1.16 ～ 2.66，P ＝

0.007）和低分化（OR ＝ 3.82，95%CI为2.71 ～ 5.36，
P ＜ 0.001）[71]。所有转移性结直肠癌患者均应进

行BRAF突变单独检测或作为NGS panel的一部分进

行检测。结直肠癌原发灶和转移灶BRAF基因突变检

出情况相近，因此原发灶和转移灶均可进行检测[72]。

BRAF基因突变率在胆道肿瘤为5% ～ 7%，在

肝内胆管癌中更高[73]。BRAF V600E突变的肝内胆管

癌患者在切除时肿瘤分期更高，mOS更差[74]。BRAF 
V600E在胆道肿瘤的靶向治疗推荐主要基于Ⅱ期少

见肿瘤研究（rare oncology agnostic research，ROAR）

篮式试验。达拉非尼和曲美替尼的联合治疗在BRAF

V600E突变的胆道肿瘤患者中ORR为51%，mPFS时

间为9个月，mOS时间为14个月[75]。

BRAF突变和融合仅存在于1% ～ 3%的胰腺癌

中，V600E突变是BRAF突变类型中最常见的一类突

变，约占90%[76-77]。有研究表明，BRAF突变/融合

的胰腺癌患者可以从相关联的抑制剂中获益。1例

一线联合化疗失败的胰腺癌患者，经检测携带

BRAF V600E突变，接受维莫非尼和cobimetinib靶

向治疗，影像学评估达到部分缓解并维持6个月以

上，原发肿瘤、肝转移灶和淋巴结的体积均缩小[77]。

在另一项临床研究中，1例胰腺癌BRAF缺失突变患

者对曲美替尼的治疗达到部分缓解[78]。

共识六 ：结直肠癌患者应常规检测BRAF基因

变异（推荐等级：Ⅰ级推荐）。BRAF变异属于KIT
和PDGFRA野生型胃肠道间质瘤的潜在耐药生物

标志物。BRAF突变是胆道肿瘤、胰腺癌临床治疗

潜在的生物标志物。推荐消化系统肿瘤常规检测

BRAF突变，NGS可以作为BRAF突变的临床常规

检测手段（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

1.1.7 成纤维生长因子受体2（recombinant fibroblast 

growth factor receptor-2，FGFR-2） FGFR2是一种

酪氨酸激酶受体，属于成纤维细胞生长因子受体家

族，其二聚化可激活细胞增殖、分化、迁徙和凋

亡。研究表明13% ～ 16%的肝内胆管癌患者会出

现FGER2融合[79]。2020年4月美国FDA加速批准佩

米替尼用于经治晚期或不可切除的FGER2易位胆

管癌治疗的患者。2022年4月佩米替尼也正式获批

在中国上市。FGER2融合的胆管癌患者在接受佩

米替尼治疗后ORR为37%，mOS时间为17.5个月[80]。

2021年5月美国FDA加速批准infigratinib用于既往接

受过治疗的、不可切除的局部晚期或转移性FGER2

融合成人胆管癌患者，其Ⅱ期临床研究结果显示
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108例携带FGER2融合的胆管癌患者接受infigratinib

治疗的ORR为23.1%，mPFS时间为7.3个月[81]。futiba-

tinib（TAS-120）在2021年4月已获得美国FDA突破

性药物资格，用于治疗携带FGER2基因重排/融

合、经治的局部晚期或转移性胆管癌患者。在Ⅱ期

FOENIX-CCA2研究中，103例伴有FGER2重排/融合

的胆管癌患者ORR为41.7%，mPFS时间为9.0个月，

mOS时间为21.7个月[82-83]。此外，酪氨酸激酶抑制

剂derazantinib和erdafitinib在其早期胆道肿瘤临床研

究中也显现出明显的抗肿瘤活性[84-85]。

虽然FGFR抑制剂已经在胆管癌治疗中展现出

了良好的疗效，但是治疗后耐药经常发生，NGS检

测可以为耐药后治疗选择提供更多参考。多个案例

报道显示infigratinib获得性耐药的原因是FGER2激

酶结构域在进展过程中出现多个复发性点突变[86]。

此外，2例infigratinib治疗后进展患者肿瘤测序显示

FGER2激酶结构域发生了E565A和L617M突变，导

致infigratinib的获得性耐药。这些变异对其他FGFR

抑制剂（AZD4547、erdafitinib、dovitinib、ponatinib

和TAS120）的耐药性在体外实验中均得到验证，

联合使用FGFR和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mamm-

alian target of rapamycin，mTOR）抑制剂可克服这

类获得性耐药[87]。另有报道表明携FGER2 H167_

N173缺失突变的肝内胆管癌患者接受FGFR抑制剂

Debio-1347治疗后持续性部分缓解11个月后耐药。

NGS检测发现FGER2 L617F激酶区突变后，患者接受

二次FGFR抑制剂治疗获得的总缓解时间＞ 28个月[88]。

同样，TAS-120在4例对BGJ398或Debio1347产生耐

药性的FGER2融合阳性肝内胆管癌患者中也显示出

疗效，这4例患者耐药后NGS检测出FGER2突变[89]。

有研究发现接近5% ～ 10%胃癌患者携带FGER2

扩增[90]。全球、随机、双盲安慰剂对照Ⅱ期临床试验

（FIGHT研究）显示，FGER2b抑制剂bemarituzumab

联合mFOLFOX6对比安慰剂联合mFOLFOX6一线

治疗FGER2b（FGER2亚型）过表达（FGER2b IHC

2+/3+或ctDNA FGER2扩增）的晚期胃或胃食管结

合部腺癌，mOS时间显著延长（19.2个月∶ 13.5个月，

HR ＝ 0.60，95%CI为0.38 ～ 0.94）[91]。

共识七：FGER2融合是胆道肿瘤临床治疗的

生物标志物（推荐等级：Ⅰ级推荐）。FGER2扩增

是胃癌潜在治疗靶点。推荐消化系统肿瘤常规检测

FGER2变异，NGS可以作为FGER2变异的临床常

规检测手段（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

1.1.8 异柠檬酸脱氢酶1（isocitrate dehydrogenase 1，

IDH1） IDH是细胞葡萄糖代谢中必不可少的酶，

其突变会影响细胞增殖和血管生成。IDH突变在胆

管癌中突变频率为16% ～ 36%，其中在肝内胆管

癌中更高，在肝门部和远端的胆管癌及胆囊癌中较

少见[92]。ClarIDHy研究结果显示艾伏尼布能显著改

善IDH1基因突变的胆管癌患者的PFS和OS[93]，因

此2021年8月美国FDA批准艾伏尼布用于既往接受

过治疗且携带IDH1基因突变的成人局部晚期或转

移性胆管癌患者。

共识八：IDH1突变是胆道肿瘤临床治疗的生

物标志物，NGS可以作为IDH1变异的临床常规检

测手段（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

1.1.9 KIT/PDGFRA KIT基因编码的蛋白是一种

跨膜的Ⅲ型酪氨酸激酶受体，其配体为干细胞因子

（stem cell factor，SCF）。正常状态下，SCF配体结

合KIT后诱导其二聚并激活下游信号通路，如JAK-

STAT3、PI3K-AKT-mTOR和RAS-MAPK等。2002年，

美国FDA批准伊马替尼成为第1个用于不可手术和

转移胃肠道间质瘤的一线治疗药物。伊马替尼是靶

向KIT/PDGFRA的酪氨酸激酶抑制剂，mPFS时间

为18 ～ 20个月[94-96]。KIT变异存在于70% ～ 85%胃

肠道间质瘤中，且突变发生在第11外显子（90%）

或第9外显子（8%），较少发生在第13外显子（1%）

或第17外显子（1%）。与其他基因突变类型相比，

KIT外显子11突变对伊马替尼治疗最敏感，预后较

好。对于复发转移/不可切除或拟行术前治疗的KIT

第11号外显子原发突变胃肠道间质瘤患者，推荐伊

马替尼400 mg/d ；对于复发转移/不可切除的KIT第

9号外显子原发突变胃肠道间质瘤患者，推荐伊马

替尼600 mg/d。大多数患者经伊马替尼治疗会因激

酶结构域的继发突变而导致耐药。继发突变集中

在KIT激酶结构域的两个区域，一种是ATP结合袋，

由13号和14号外显子编码，其突变直接干扰药物结

合；另一种是激活环，由17号和18号外显子编码，

其突变可以稳定KIT的活性构象[97-98]。

PDGFRA编码的蛋白为血小板衍生生长因子受
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体α。5% ～ 10%胃肠道间质瘤存在PDGFRA活化变

异，对伊马替尼原发耐药。2020年1月，阿伐替尼获

美国FDA批准用于不可切除或转移性PDGFRA外显

子18突变（包括D842V突变）胃肠道间质瘤患者。阿

伐替尼是一种口服的、强效选择性的KIT和PDGFRα

抑制剂。基于NAVIGATOR研究，在PDGFRA D842V

突变的亚组中88%获得ORR[99-100]。

除了KIT或PDGFRA基因外，SDHx（SDHA、SDHB、
SDHC、SDHD）、NF1、BRAF、RAS、PIK3CA和

FGFR1等基因，是KIT和PDGFRA野生型胃肠道间

质瘤的潜在驱动基因，且与伊马替尼潜在耐药机制

相关[101-107]。对于KIT和PDGFRA基因，常规Sanger

检测方法由于敏感度不高，存在一定的漏检风险。

有研究报道，在26例既往经Sanger测序和IHC鉴

定KIT/PDGFRA/SDH/RAS均为野生型胃肠道间质

瘤患者中，NGS再次检测发现约20%的患者携带

KIT致病突变，其中4例为“低频”突变（丰度为

12% ～ 16%），1例为KIT剪切点突变[108]。相比组织

基因检测，血液活检可以克服肿瘤的异质性并检测

出单个组织样本中未发现的其他突变基因[109]。因

此NGS可能更适合胃肠道间质瘤的临床常规检测，

液体基因检测是组织检测的有效补充。

共识九：KIT突变、PDGFRA突变是胃肠道

间质瘤的常规检测标志物，NF1、SDHx、BRAF、
RAS、PIK3CA、FGFR1等变异属于KIT和PDGFRA
野生型胃肠道间质瘤的潜在耐药生物标志物，一代

测序检测KIT和PDGFRA突变的敏感度不足，推荐

NGS作为胃肠道间质瘤临床常规检测手段（推荐等

级：Ⅱ级推荐）。

1.2 消化系统肿瘤精准治疗潜在标志物 

1.2.1 MET MET基因编码的蛋白属于肝细胞生

长因子受体家族。有研究表明2% ～ 3%胃癌患者

携带MET扩增[110-111]。2019年韩国VIKTORY研究中

的MET扩增亚组表明，赛沃替尼单药治疗MET扩

增胃癌患者的ORR为50%，MET拷贝数高者的疗效

更佳[112]。一项根据基因型进行精准治疗的中国真

实世界研究结果显示，11例MET扩增胃癌患者接

受克唑替尼或赛沃替尼治疗，ORR为27%，mOS时

间为3.7个月[113]。此外，一项开放标签、多中心、

Ⅰa/Ⅰb期研究评估了赛沃替尼在实体瘤患者中的

安全性和有效性，在胃癌中仅在MET扩增的患者

中观察到响应，ORR为35.7%，DCR为64.3%[114]。

2023年美国癌症研究协会（American Association 

for Cancer Research，AACR）上首次公布了赛沃替

尼单药治疗中国MET扩增的局部晚期或转移性胃癌

或胃食管结合部腺癌的Ⅱ期临床研究结果，共入组

20例患者的ORR为45%，其中16例高水平MET扩增

患者ORR达到50%，4例低水平MET扩增患者仅观

察到1例部分缓解[115]。

在胃癌患者中，MET基因扩增是HGF/MET通

路的异常激活的主要原因[116]。HGF/MET通路的异

常激活会抑制细胞凋亡，促进癌细胞增殖、血管形

成和转移。Meta分析表明细胞间质上皮转移因子

（cellular-mesenchymal epithelial transition factor，

c-Met）高表达患者的OS更差（HR ＝ 2.112，95%CI

为1.622 ～ 2.748）[117]。一项来自中国的回顾性研

究纳入232例晚期胃癌患者，8.3%的患者存在MET

基因扩增，9.6%的患者存在c-Met蛋白过表达[118]。

MET基因扩增与蛋白质过度表达之间存在显著的相

关性（r ＝ 0.378，P ＜ 0.001）。MET基因扩增也与

身体状况差（P ＜ 0.001）和肿瘤分化程度低相关

（P ＝ 0.001 5）。相比不携带MET基因扩增的患者，

携带MET基因扩增的患者mOS时间（5.7个月∶ 15.5

个月）和mPFS时间（3.6个月∶ 6.9个月）均更短。

共识十 ：MET扩增是胃癌潜在治疗靶点（推

荐等级：Ⅱ级推荐）。MET扩增是胃癌预后不良的

生物标志物（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

1.2.2 EGFR EGFR基因所编码的蛋白是表皮生

长因子受体，属于ErbB受体家族的一种。约5%的

胃食管腺癌患者携带EGFR扩增[110,119]。前期临床研

究表明，相比伊立替康单药，伊立替康联合EGFR抑

制剂尼妥珠单抗并不能延长患者二线治疗的mPFS

时间和mOS时间。然而，回顾性分析显示，EGFR

过表达（IHC2+、3+）胃癌亚组更可能从尼妥珠

单抗治疗中生存获益[120]。目前已有小样本的临床

队列表明EGFR扩增的胃食管癌腺癌患者能够从

EGFR抑制剂中获益，ORR为57%[119]。

另有研究报道，EGFR表达阳性的肝癌患者口

服仑伐替尼无效后，联合应用EGFR抑制剂吉非

替尼有潜力打破肿瘤耐药性，有效抑制肝癌进展，
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ORR高达33.3%[121]。有报道显示结直肠癌EGFR扩

增或胞外结构域突变、PDGFRA突变、FGFR1扩增

均与抗EGFR治疗耐药相关[122-124]。

EGFR扩增发生在约16%的食管鳞癌患者中，并

且与EGFR过表达显著相关，是食管鳞癌患者的潜

在治疗靶点[125]。一项Ⅱ期临床研究显示厄洛替尼

联合放化疗对食管鳞癌患者安全有效，ORR达到

85.6%[126]。在另外一项Ⅲ期临床研究中，与单独放化

疗组相比，厄洛替尼联合放化疗显著延长了局晚期

食管鳞癌患者的mOS时间（39.4个月∶ 27.4个月）[127]。

以上两项研究均表明EGFR过表达与厄洛替尼的疗

效显著相关。埃克替尼单药治疗EGFR过表达或扩增

的晚期食管鳞癌患者的ORR达到16.7%[128]。而埃克

替尼联合放疗在食管鳞癌患者中也展示出较好的疗

效，与放疗组相比，埃克替尼联合放疗显著改善了

食管鳞癌患者的mOS时间（24个月∶ 16.3个月）[129]。

共识十一：EGFR扩增或胞外结构域突变与结

直肠癌抗EGFR治疗耐药相关（推荐等级：Ⅲ级推

荐）。EGFR扩增是胃癌、食管鳞癌潜在治疗靶点（推

荐等级：Ⅲ级推荐）。

1.2.3 ALK/NRG1/ROS1等基因融合 NRG1融合存

在于0.5% ～ 1.5%的胰腺癌中。2020年7月美国FDA

授予zenocutuzumab罕见药地位，用于NRG1融合的

胰腺癌患者治疗。2021年ASCO发表的一项研究中，

10例NRG1阳性胰腺癌患者接受zenocutuzumab治

疗，ORR达到40%，且所有糖类抗原19-9（carbohy-

drate antigen，19-9）异常的患者经治疗CA19-9的

下降均＞ 50%[130]。2019年关于阿法替尼的一项实

体瘤研究中2例NRG1融合胰腺癌患者中1例接受治

疗后达到部分缓解[131]。一项晚期胰腺导管腺癌研

究中，经测序3例携带NRG1融合的患者中2例接受

了阿法替尼治疗均表现出应答[132]。NRG1融合还可

能是转移性胰腺癌年轻患者特异的分子特征，17例

50岁以下胰腺导管癌患者中4例KRAS野生型，其中

3例患者含NRG1融合，2例接受靶向治疗后获得临

床改善和肝转移缓解[133]。

ALK融合在胰腺癌中发生率较低，但多项研究

证明了其靶向治疗在胰腺癌中的有效性，如2017年

的一项研究通过对3 170例胰腺癌患者进行基因测序，

5例携带ALK融合基因患者中4例接受相应靶向治疗

并3例达到疾病稳定[134]。胰腺癌KYT项目中，1例携

带ALK融合经治患者，接受克唑替尼联合放化疗后

mPFS时间＞ 24个月[49]。案例报道也提示2例携带ALK

融合的胰腺癌患者能从ALK抑制剂治疗中获益[135]。

ROS1融合在胰腺癌中的临床证据来源于泛实

体瘤研究中的胰腺癌案例。在恩曲替尼获批NTRK

融合实体瘤适应证基于的STARTRK-2研究中，1例

携带SCL4-ROS1融合突变的胰腺癌患者接受恩曲替

尼后达到部分缓解[17]。胰腺癌KYT项目中，1例接

受过四线治疗的ROS1融合患者brigatinib治疗后PFS

时间＞ 4个月[49]。

RET融合阳性在胰腺癌中比例并不高，但一项

关于其靶向药LOXO-292的泛瘤种研究已初步证明

靶向RET融合的治疗在胰腺癌中具有潜在治疗价

值。有研究报道49例携带RET融合的患者中可评估

患者ORR达到77%，2例胰腺癌患者分别接受了不

足2个月和4个月的治疗但肿瘤均有不同程度的退

缩，初步显示LOXO-292对携带RET融合的胰腺癌

患者具有抗肿瘤活性[136]。

共识十二：NRG1融合、ALK融合、ROS1融合、

RET融合是胰腺癌临床治疗的潜在生物标志物（推

荐等级 ：Ⅲ级推荐）。基于DNA和RNA的NGS同步

检测可提高融合变异的检测效率和准确性（推荐等

级：Ⅲ级推荐）。

1.2.4 EB病毒（Epstein-Barr virus，EBV） EBV型

胃癌属于一种独特分子亚型，预后良好，该类疾病

患者也属于潜在从免疫治疗获益的一类人群。韩国

小样本研究表明，EBV阳性且程序性细胞死亡配体1

（programmed cell death 1 ligand 1，PD-L1）阳性的

胃或胃食管结合部腺癌患者在标准治疗失败后接受

帕博利珠单抗治疗，ORR达到100%[137]。一项小样

本研究显示，4例EBV阳性胃癌患者经特瑞普利单

抗治疗，ORR为25%[138]。另一项来自中国的回顾

性研究，通过NGS方法检测95例接受免疫治疗的晚

期胃癌患者的EBV状态，结果显示在错配修复正常

（mismatch repair proficient，pMMR）患者中EBV

阳性组的ORR显著高于EBV阴性组（P ＝ 0.008），

mPF时间、mOS时间也显著延长，多因素分析显示

EBV状态是接受免疫治疗胃癌患者PFS的独立预测

因素[139]。
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共识十三：EBV阳性是胃癌免疫治疗潜在的疗

效预测标志物（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

1.2.5 免疫负向基因 FGF3/4/19和CCND1位于染

色体11q13，在多种实体瘤中常发生共扩增，约50%

的食管鳞癌患者均携带11q13扩增[125]。11q13扩增

的食管鳞癌患者预后较差[140]，也有研究报道提示

11q13扩增与实体瘤免疫治疗疗效负相关，甚至与

免疫治疗超进展相关[141-143]。有案例报道发现食管

鳞癌接受免疫治疗后发生超进展[144-145]，其中1个案

例提示EGFR激酶区串联重复可能与食管鳞癌免疫

治疗超进展相关[144]。

免疫联合抗血管治疗已批准为晚期肝细胞癌的

一线疗法，但大部分患者仍不能获益。有研究表明

肝细胞癌患者携带MDM4扩增或FGF3/4/19扩增接受

免疫联合抗血管治疗进展的可能性更大[146] ；且有报

道证明包含CCND1、FGF3、FGF4和FGF19等基因的

11q.13区域的扩增与肝癌免疫治疗的超进展有关[147]。

除以上基因外，JAK1/2、B2M基因突变、MDM2基

因扩增等也可能与肿瘤免疫治疗疗效呈负相关。

共识十四：消化系统肿瘤需要关注免疫治疗负

向标志物（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

1.2.6 人类白细胞抗原（human leuko cyte antigen，

HLA）分型 HLA是存在于抗原呈递细胞表面负

责抗原呈递的蛋白分子。HLA位于基因组6号染色

体6p21上长度约3 M的区域内。因序列上高度可变，

导致HLA等位基因数量异常庞大。每种HLA等位基

因可表现出对同一新生抗原不同的亲和呈递能力。

一项研究对使用了免疫检查点抑制剂治疗的1 535

例晚期癌症患者的HLA-I基因进行分型，结果显示，

相对于至少1个HLA基因座纯合的患者，HLA-I基因

座全部杂合的患者接受免疫治疗后的总生存期显著

更长。另外，HLA杂合性缺失是免疫治疗逃逸和

耐药的重要机制[147]。

除以上标志物外，NGS在消化系统肿瘤个体化

药物治疗中的应用也取得了长足的进步。基于患者

自身的肿瘤基因组变异信息，建立以肿瘤突变蛋白

产生的新抗原为基础的个体化免疫治疗模式是未来

免疫治疗的重要发展方向。结合NGS技术，细胞免

疫治疗、个体化新抗原纳米疫苗等新型治疗技术有

望在消化系统肿瘤治疗中取得突破。

1.3 消化系统肿瘤精准治疗相关信号通路

1.3.1 DDR信号通路（BRCA、HRR、POLE/POLD1）

2021年美国FDA正式批准奥拉帕利用于携带BRCA1/2

胚系突变的胰腺癌患者一线含铂化疗后的维持治疗。

一项多中心、随机对照的开放性研究（POLO研究）

显示，奥拉帕利作为BRCA1/2胚系突变的转移性胰

腺癌一线含铂化疗后的维持治疗相比安慰剂能显著

改善mPFS时间（7.4个月∶ 3.8个月）[148]。rucaparib

的2项临床研究中将靶向治疗范围扩大到BRCA1/2体

细胞突变和PALB2胚系突变的胰腺癌患者，rucaparib

作为携带这些突变的铂敏感晚期胰腺癌患者的维

持治疗6个月的PFS率为59.5%，mPFS时间为13.1

个月，mOS时间达到23.5个月[149]。rucaparib用于局

部晚期/转移性胰腺癌患者后线治疗ORR为16%[150]。

一项Meta分析显示携带BRCA1/2胚系突变的胰腺癌

患者对铂类化疗更敏感，相对比非铂类化疗接受铂

类化疗患者的OS更长（23.7个月∶ 12.2个月）[151]。

除BRCA1/BRCA2/PALB2基因，其他同源重组修复

（homologous recombination repair，HRR）基因变异

与晚期胰腺癌的预后和治疗疗效也相关，HRR变异

的患者具有更长的mOS时间，接受含铂化疗受益

更大[152-154]。一项大型研究通过对1 080例中国胰腺

癌患者进行NGS并描绘了中国人群胰腺癌DDR的

突变特征图谱，结果发现31.4%的胰腺癌患者携带

了DDR信号通路突变[155]。

一项纳入了18例BRCA1/2突变的肝内胆管癌

回顾性病例研究中，13例接受铂类治疗，4例接受

了PARP抑制剂治疗，Ⅰ、Ⅱ期患者的mOS时间为

40.3个月，Ⅲ/Ⅳ期患者的mOS时间为25个月[156]。

BRCA1/2突变携带者与MSI-H/dMMR和更高的TMB

相关，PARP抑制剂与免疫检查点抑制剂联合治疗

也可考虑用于晚期胆管癌的临床试验[157]。

POLE/POLD1基因突变可作为泛瘤种免疫治疗

疗效预测标志物。接受免疫治疗的泛瘤种（包括

结直肠癌）患者中，携带POLE/POLD1非同义突变

的患者mOS时间显著优于POLE/POLD1野生型患者

（34个月∶ 18个月，P ＝ 0.004）[158]。另一项研究

纳入来自多中心的晚期POLE突变的实体瘤患者（结

直肠癌、子宫内膜癌为主），评估纳武利尤单抗的

临床疗效。该研究通过蛋白结构预测和分子实验分
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析将核酸外切酶结构域的变异划分为位于DNA结

合位点、催化位点和区分以上位点与核酸外切酶活

性无关的中性位点，分析发现DNA结合位点或催

化位点变异的患者对免疫治疗更敏感，ORR达到

50%，而中性位点变异的患者ORR仅有14%，同时

DNA结合位点或催化位点变异的患者也展现出更

优的PFS和OS[159]。

共识十五：BRCA1/2突变是胰腺癌临床治疗的

生物标志物，是胆道肿瘤临床治疗潜在的生物标志

物（推荐等级：Ⅱ级推荐）。结直肠癌患者应常规

检测POLE、POLD1等基因变异（推荐等级：Ⅱ级

推荐）。

1.3.2 PI3K-mTOR信号通路 PIK3CA基因是一种

原癌基因，其激活突变和扩增可能预示其对PI3K

或其下游信号通路抑制剂敏感。研究显示约7%胃

癌患者携带PIK3CA基因变异[160]。一项Ⅲ期临床试

验（GRANITE-1研究）探讨了依维莫司对比安慰

剂二线或三线治疗晚期胃癌的疗效，主要研究终点

mOS时间在两组中无显著差异（5.4个月∶ 4.3个月，

P ＝ 0.124 4），但依维莫司组mPFS时间明显延长

（1.7个月∶ 1.4个月，P ＜ 0.000 1）[161]。未对入组

患者进行分子标志物的筛选可能是主要研究终点未

达到的原因之一。目前已有PIK3CA突变的胃癌患

者从依维莫司治疗中获益的相关病例报道[162]。

有研究显示PIK3CA突变的结直肠癌患者服

用阿司匹林能提高OS率，其潜在机制可能是通

过PI3K/AKT/Raptor信号通路调节的[163-164]。PI3K/

PTEN/AKT信号通路、HER-2扩增或激活突变、MET

扩增、NF1突变等EGFR旁路激活变异均是结直肠

癌抗EGFR治疗耐药生物标志物[56,165-166]。在接受

西妥昔单抗治疗的KRAS野生型结直肠癌患者中，

PIK3CA外显子20突变与较差的预后相关[167]。

索拉非尼是肝细胞癌最常用的临床药物，携带

PI3K/mTOR信号通路突变的肝细胞癌患者可能对

索拉非尼产生原发性耐药，PI3K/mTOR突变对比

未突变患者接受索拉非尼治疗的mOS时间分别为

10.4、17.9个月[168]。

研究发现1例晚期食管鳞癌患者尼妥珠单抗耐

药后经NGS检测到PIK3CA突变和RICTOR扩增，提

示PI3K/AKT/mTOR通路激活可能与尼妥珠单抗耐

药相关[169]。TP53和PIK3CA是食管鳞癌高频变异基

因，研究提示与食管鳞癌预后较好具有相关性。一

项研究发现85.7%的食管鳞癌患者发生TP53突变，

携带TP53变异的患者mPFS和mOS时间显著延长，

提示TP53基因变异与食管鳞癌患者良好的预后相

关[170]。而另一项研究发现TP53热点突变p.R213*

是食管鳞癌患者的独立不良预后因子[171]。一项纳

入96例手术切除的食管鳞癌研究显示PIK3CA变异

频率为12.5%，在非淋巴结转移中变异频率高于淋

巴结转移。PIK3CA突变患者的OS时间明显延长，

提示PIK3CA基因变异可能是食管鳞癌患者的有利

预后因子[172]。另一项研究同样发现，与野生型相

比，PIK3CA突变的患者OS和无病生存（disease-free 

survival，DFS）时间均显著延长，提示PIK3CA基

因变异可能是食管鳞癌患者的有利预后因子[173]。

共识十六：PI3K-mTOR信号通路与结直肠癌

抗EGFR治疗耐药相关（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

PIK3CA变异是胃癌潜在治疗靶点（推荐等级：Ⅱ

级推荐）。PI3K-mTOR信号通路基因变异与胃癌的

酪氨酸激酶抑制剂耐药相关（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

1.3.3 WNT信号通路 WNT/CTNNB1突变是肝细

胞癌患者免疫治疗的负向标志物。一项研究显示，

10例携带WNT/CTNNB1突变的肝细胞癌患者经PD-1

抑制剂治疗均进展，且预后较野生型患者更差，其

mOS时间分别为9.1、15.2个月（P ＜ 0.000 1）[168]。

这可能与WNT/CTNNB1突变的肝细胞癌患者具有更

差的免疫浸润程度有关。研究证明，WNT/CTNNB1

突变的肝癌通常是“免疫排斥型”，肿瘤特征表现

为免疫细胞浸润程度低的“冷肿瘤”[174-175]。

1.3.4 其他信号通路 多项研究显示，在接受抗

HER-2治疗的胃癌患者中，肿瘤亚克隆缺乏HER-2

变异、HER-2 16号外显子缺失、RTK-RAS通路变异、

PI3K通路变异可能与曲妥珠单抗的原发或获得性耐

药相关[176-178]。在HER-2拷贝数的动态监测过程中

发现抗HER-2原发耐药的患者，治疗过程中ctDNA

HER-2拷贝数呈增加趋势，继发耐药患者ctDNA 

HER-2拷贝数呈下降趋势[178]。在免疫联合抗HER-2治

疗中，RTK-RAS通路基因变异与免疫联合抗HER-2

治疗生存时间缩短相关[179]。其他受体酪氨酸激酶抑

制剂在胃癌中的研究也报道了RTK-RAS通路基因变
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异与靶向耐药相关。RTK相关信号通路（包括MET

扩增）基因变异属于FGER2抑制剂的潜在原发或获

得性耐药机制[180-181]。KRAS、NRAS突变、PTEN缺失、

MYC扩增、HER-2扩增和GNAS突变属于抗EGFR治

疗潜在耐药机制[119]。MET突变或高拷贝数MET扩

增、FGER2扩增以及其他下游和旁路信号通路基因

的变异是MET抑制剂的潜在耐药标志物[182-183]。以

上结果表明RTK-RAS、PI3K等信号通路基因变异

与胃癌酪氨酸激酶抑制剂治疗耐药相关。

2014年来自癌症基因组图谱（The Cancer Genome

Atlas，TCGA）的研究人员在Nature上发表的胃癌

分型研究，295例来自全球的胃癌病例，最终将胃

腺癌分为EBV阳性、MSI、基因组稳定和染色体不

稳定型[184]。①EBV型：占比8.8%，主要见于胃底和

胃体；PIK3CA高频率突变（80%），CDKN2A高甲

基化（p16失活）致使CDKN2A抑癌功能下降，免

疫细胞信号较强PD-L1/2高表达。此类型患者属于

从PI3K抑制剂、细胞周期蛋白依赖性激酶4/6（cyclin-

dependent kinase 4 and 6，CDK4/6）抑制剂、免疫

治疗获益的潜在人群。②MSI型：占比为22%，好

发于胃窦或幽门，DNA超甲基化，包括PIK3CA、
ERBB3、HER-2等在内的高突变率，缺乏基因扩增，

治疗策略可以是免疫治疗、甲基化抑制剂、靶向基

因突变抑制剂如PI3K抑制剂等。③基因组稳定型：

约占20%，大多数属于弥漫性胃癌，携带CDH1突变

（37%）、RHOA突变或RHO家族GTP酶活化蛋白基因

融合（CLDN18-ARHGAP）（30%），CDH1和RHOA

是潜在靶点。④染色体不稳定型：约占50%，胃食

管交界处和贲门多发，多属肠型，携带TP53突变

或RTK-RAS通路的激活，可能从靶向RTK-RAS通

路的抑制剂治疗中获益。TCGA分型可以准确区分

出MSI-H和EBV感染型，为根据分子标志物进行精

准治疗提供了依据。随着NGS的应用，包含CDH1、
RHOA和RTK-RAS信号通路多基因的检测有助于辅助

胃癌TCGA分型，从而为胃癌的精准治疗提供依据。

2 液体活检在消化系统肿瘤精准治疗中的应用
2.1 液体活检伴随诊断

肿瘤组织样本的基因检测在临床实际应用中仍

存在诸多限制，包括取样操作的有创性、组织样本

有限或耗竭、组织样本质量不符合基因检测的要求、

肿瘤内部异质性、无法针对所有病灶取样、可能因肿

瘤位置特殊而无法取样、无法动态监测肿瘤变化等。

近年来，液体活检技术的发展为肿瘤患者提供

了一种非侵入性取材的检测路径，其中血液ctDNA

检测技术最为成熟，国外已有FoundationOne Liquid 

CDx、Guardant 360 CDx等产品被美国FDA批准用

于肿瘤的伴随诊断。相较于组织，ctDNA同样可以

检测基因的点突变、插入缺失、拷贝数变化、融合

等多种变异形式，也可以进行血液MSI、TMB的检

测。因此，经临床验证的ctDNA检测可以替代组织

作为消化系统肿瘤靶向、免疫治疗伴随诊断方式。

共识十七：在肿瘤组织不可及或检测失败的情

况下，可以采用经过严格的技术和临床验证的液体

活检NGS产品作为补充（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

2.2 液体活检动态监测 

2.2.1 早期肿瘤液体活检动态监测 早期肿瘤术

后血液ctDNA状态及动态监测对于术后预后风险预

测、辅助治疗方案选择的意义已经得到大量研究的

证实，尤其是对于Ⅰ～Ⅲ期结直肠癌。一项前瞻性

多中心研究纳入130例Ⅰ～Ⅲ期结直肠癌患者，术

后经NGS动态检测ctDNA状态。该研究结果显示，

术后ctDNA阳性患者相比术后ctDNA阴性患者、辅

助治疗后ctDNA阳性患者相比辅助治疗后ctDNA

阴性患者、术后动态ctDNA阳性患者相比术后动

态ctDNA阴性患者，均有显著更差的无复发生存

（HR ＝ 7.2，P ＜ 0.001 ；HR ＝ 17.5，P ＜ 0.001 ；

HR ＝ 43.5，P ＜ 0.001）[185]。另一项前瞻性研究纳

入150例局部晚期结肠癌患者，术后经NGS动态检

测ctDNA状态。该研究结果显示，术后ctDNA阳性

患者相比术后ctDNA阴性患者、术后动态ctDNA阳

性患者相比术后动态ctDNA阴性患者，均有显著更

差的DFS（HR ＝ 17.56，P ＝ 0.001 ；HR ＝ 11.33，
P ＜ 0.001）[186]。近期，国内一项临床研究报道

了针对中国结直肠癌突变特征设计的结直肠癌最

小残余性疾病技术预测早期结直肠癌术后复发风

险的性能，敏感度为49.6%，特异度为94.7%，结

合临床特征建模后敏感度提升至97.5%[187]。目前，

有多项大型前瞻性干预性研究正在探索术后血液

ctDNA对于早期结直肠癌辅助治疗方案的指导意

义。DYNAMIC研究结果显示术后ctDNA状态可以
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指导Ⅱ期结肠癌患者的辅助化疗选择[188]。

共识十八：早期结直肠癌可以通过术后液体活

检NGS产品来帮助判断预后以及辅助治疗决策（推

荐等级：Ⅱ级推荐）。

2.2.2 晚期肿瘤液体活检动态监测 晚期肿瘤系

统性治疗期间的ctDNA动态变化可能反映治疗的疗

效，可以辅助判断治疗应答。ctDNA的动态变化主

要体现在等位基因频率（variant allele frequency，

VAF）治疗前后的变化，用来预测晚期肿瘤治疗应

答以及患者生存。一项研究分析了来自3个Ⅰ、Ⅱ

期度伐利尤抗临床试验的16种晚期实体瘤治疗前

和治疗中的ctDNA VAF的变化与度伐利尤治疗疗效

的关系，结果提示治疗前ctDNA水平与患者预后相

关[189]。治疗前后ctDNA VAF水平变化与度伐利尤

治疗应答和长期预后均相关，尤其是对于初次评价

疗效为疾病稳定的患者，ctDNA动态变化可以提前

判断患者对治疗的应答情况。另一项研究发现，在

61例接受帕博利珠单抗治疗的转移性胃癌患者中，

治疗后第6周ctDNA水平能够预测患者疗效和PFS时

间，ctDNA水平降低提示患者预后较好[137]。国内

一项研究发现新辅助治疗第1个周期前后的ctDNA

动态变化与肠癌肝转移新辅助治疗疗效显著相关，

提示ctDNA动态变化可以及时反映新辅助治疗疗

效[190]。ctDNA动态监测在晚期消化系统肿瘤中的临

床应用仍有待于大型前瞻性研究进行验证。

共识十九：晚期肿瘤患者接受系统性治疗期间，

可通过液体活检NGS动态监测来判断临床治疗应

答以及辅助临床治疗决策（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

晚期结直肠癌患者可依靠NGS液体活检进行全程

管理（推荐等级：Ⅲ级推荐）。

3 消化系统肿瘤的遗传筛查
消化系统肿瘤中有一部分是遗传性消化系统肿

瘤，是指肿瘤患者携带致病性胚系变异，而且能够

遗传给后代。胚系突变是指个体先天带来的遗传信

息，也就是来自父亲或母亲，从个体一出生就携

带的突变信息，可以遗传给后代。区别于胚系变

异，体系突变是指后天由于各种原因造成的、非遗

传带来的突变，是肿瘤细胞样本独有的突变，不能

遗传给后代。消化系统肿瘤常见的相关遗传性肿瘤

综合征有林奇综合征、家族性腺瘤性息肉病、遗

传性弥漫性胃癌综合征、Peutz-Jeghers综合征、Li-

Fraumeni综合征、Cowden综合征、遗传性乳腺癌

卵巢癌综合征等。对于具有家族史、发病年轻等特

征的消化系统肿瘤患者，推荐进行遗传筛查，尤其

是结直肠癌、胃癌、胃肠道间质瘤、胰腺癌患者。

遗传性消化系统肿瘤相关的胚系变异基因较多（表1），

NGS是较为合适的筛查手段。

共识二十：推荐发病年龄较轻或有家族史的结

直肠癌、胰腺癌、胃癌、胃肠道间质瘤患者进行胚

系检测并接受遗传咨询（推荐等级：Ⅰ级推荐）。

表1 遗传性消化系统肿瘤相关的胚系变异基因
遗传综合征 相关风险消化系统肿瘤 基因 遗传模式

林奇综合征 结直肠癌、胃癌、胰腺癌 MLH1、MSH2、MSH6、PMS2、EPCAM 常染色体显性遗传

家族性腺瘤性息肉病 结直肠癌、胃癌 APC 常染色体显性遗传

幼年性息肉病综合征 结直肠癌、胃癌 SMAD4、BMPR1A 常染色体显性遗传

黑斑息肉综合征 结直肠癌、胃癌、胰腺癌 STK11 常染色体显性遗传

遗传性弥漫性胃癌 胃癌 CDH1 常染色体显性遗传

共济失调毛细血管扩张症 结直肠癌、胃癌、胰腺癌 ATM 常染色体隐性遗传

布卢姆综合征 结直肠癌、胃癌 BLM/RECQL3 常染色体隐性遗传

遗传性乳腺癌和卵巢癌综合征 胰腺癌、结直肠癌、胃癌 BRCA1、BRCA2、PALB2 常染色体显性遗传

Li-Fraumeni综合征 结直肠癌、胃癌、胰腺癌 TP53 常染色体显性遗传

干皮病综合征 结直肠癌、胃癌 XPA、ERCC3/XPB、XPC、ERCC2/XPD、
DDB2/XPE、ERCC4/XPF、ERCC5/XPG

常染色体隐性遗传

Cowden综合征 结直肠癌、胃癌 PTEN 常染色体显性遗传

MUTYH相关息肉症 结直肠癌 MUTYH 常染色体显性遗传

家族性胰腺炎 胰腺癌 PRSS1、SPINK1、CTRF 常染色体显性遗传

黑色素瘤-胰腺癌综合征 胰腺癌 CDKN2A 常染色体显性遗传

Ⅰ型神经纤维瘤病 胃肠道间质瘤 NF1 常染色体显性遗传

其他 结直肠癌 CHEK2 常染色体显性遗传
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NGS是进行遗传筛查、确定胚系变异的有效手段

（推荐等级：Ⅱ级推荐）。

4 二代测序检测技术要求
从事NGS检测的实验室需要经过严格的质量

体系认证，满足国家和当地的质量体系要求，包

括中国合格评定国家认可委员会（China National 

Accreditation Service for Conformity Assessment，

CNAS）和美国实验室认可协会的ISO15189认可

资质等。国外权威机构的资质认证，如美国临床

检验改进修正计划、美国病理学会（College of 

American Pathologists，CAP），也可作为实验室检

测能力和质量体系达到国际认可的标准。

实验室日常进行NGS检测应进行室内质量控

制，从样本接收到出具检测报告的整个流程需要建

立完善的质控体系并形成标准操作规程。NGS检测

包括多个质控环节，每个环节均有可能影响检测结

果的准确性，包括样本质控、核酸提取质量、文库

构建和数据质控等，质控结果需要体现在检测报告

中。除了实验室的室内质量控制以外，NGS临床检

测实验室还应该参加国内（国家卫生健康委临床检

测中心和各省市临床检测中心）和国际（CAP和欧

洲分子基因诊断质量联盟）的室间质评等。

为了保证NGS检测作为辅助诊断的准确性和可

重复性，产品上市前必须经过严谨的性能验证。在

性能验证之前，需要建立完整的验证计划，确定阳

性判断值、敏感度、特异度、检测下限、精密度和

可报告范围等性能指标。

产品性能验证需要纳入的样本包括标准DNA

或RNA样本、标准细胞系和临床样本等。DNA、

RNA标准品和标准细胞系可以用来评估不同变异类

型的检测准确性和可重复性，以及每种变异类型的

检测下限。临床样本的选择应根据具体的临床应用

而定，包括肿瘤组织、血浆、白细胞、骨髓、胸腹水、

脑脊液等。NGS基因检测覆盖几种主要的变异类型：

单核苷酸变异（single nucleotide variation，SNV）、

小片段插入/缺失（insertion/deletion，Indel）、基因

融合、大片段重排（large rearrangement，LGR）以

及拷贝数变异（copy number alteration，CNA）。常

用来验证SNV和Indel的方法包括Sanger测序、等位

基因特异度PCR等。基因融合一般与FISH或者IHC

检测进行头对头验证。LGR的验证方法一般采用多

重连接探针扩增技术和多重扩增定量技术。常用的

CNA验证方法包括定量PCR、FISH和基于阵列的

比较染色体基因杂交等。另外，CNA的检测需要

基于肿瘤细胞含量和测序深度，对检测到的序列

（reads）进行标准化，从而获得实际的CNA状态和

拷贝数量。通过对单核苷酸多态性位点等位基因频

率的分析，可以作为分析CNA的有用指标。

TMB和微卫星状态是肿瘤免疫治疗的重要预

测指标，也可以通过NGS靶向测序进行评估。目

前认为，计算TMB的金标准是WES，而覆盖编码

区域的有效数据量＞ 0.8 Mb的NGS靶向测序，也

可以用来计算TMB[184]。NGS靶向测序也已经被广

泛用于肿瘤免疫治疗中TMB的计算及疗效预测。

NGS靶向测序在应用于临床之前，需要与WES进

行头对头验证，评估NGS靶向测序跟WES评估肿

瘤TMB的一致性。通常要求NGS靶向测序跟WES

评估TMB的相关性达到0.9以上，才能准确反映肿

瘤的TMB水平，并有效预测免疫治疗的疗效。

MSI-H已经在多个瘤种中被证明是免疫治疗获

益的预测指标。为评估肿瘤的微卫星状态，NGS靶

向测序需要设计针对微卫星位点的探针，并通过标

准品进行算法开发、临界值和检测下限的确认。微

卫星位点的选择通常需要考虑以下几个因素 ：微卫

星位点的位置、长度、探针覆盖程度，以及每个位

点与样本总体的微卫星状态的相关性。微卫星位点

的数量通常从数十个到数百个不等。最后，覆盖足

够MSI位点的NGS靶向测序需要与PCR检测进行一

致性验证和性能评估。通常要求NGS靶向测序评估

肿瘤组织微卫星状态的敏感度＞ 90%，特异度＞

95%。有条件的实验室，在接受免疫治疗的临床队

列中，应对TMB和微卫星状态的疗效预测效力进

行进一步的临床验证。

共识二十一：NGS检测实验室应获得国内外

权威认证，其开展的检测项目应进行性能验证及临

床评价，并参加国内外权威机构发起的室间质评（推

荐等级：Ⅱ级推荐）。

5 NGS检测报告呈现
检测报告是医生和患者接受NGS检测结果的唯

一凭据，并为临床治疗决策提供信息，需要客观展
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示NGS检测结果及相关信息，具备严谨性和可读性。

报告需要展示患者基本信息（年龄、性别、病理诊断、

临床分期、既往治疗史等）、样本信息、检测范围、

检测结果、变异解读、根据检测结果推荐的治疗方

式和证据等级、质控项目和质控结果以及检测的局

限性等。如果有必要的话，针对不同的瘤种可以进

行个性化的报告展示，根据该瘤种的临床诊疗规范

和生物标志物的证据等级，有针对性组织报告内

容的呈现。以结直肠癌为例，RAS突变和微卫星特

征对临床治疗决策影响较大，即使是阴性结果也

应该展示在报告中，帮助医生和患者快速获取关键

信息。

对基因变异的解读和药物治疗推荐，应遵循一

定的规范。体细胞变异解读和药物推荐等级，可以

依据美国分子病理学协会（Association for Molecular

Pathology，AMP）、ASCO、CAP标准和指南[191]、欧

洲分子靶点临床可行性量表[192]和MSKCC-OncoKB

数据库（https://www.oncokb.org/），结合国内和国

外药物获批的情况进行综合判定。胚系变异的致病

性判定可以参考美国医学遗传学与基因组学学会

（American College of Medical Genetics and Geno-

mics，ACMG）、AMP指南和共识，将胚系变异分

为5个等级：致病性变异、可能致病变异、临床意

义不明、可能良性变异和良性变异[193-195]。

共识二十二：NGS检测报告应呈现基于AMP、
ASCO、CAP、ACMG等分级系统的变异等级、基

于循证医学证据等级的药物推荐以及质控信息（推

荐等级：Ⅱ级推荐）。

6 二代测序检测结果解读
NGS可以同时检测多个基因及其突变、扩增、

融合等多种变异形式，并能检测MSI、TMB等生物

标志物，适用于需检测多靶点的瘤种。NGS通常会

检测到多个基因变异和多种标志物，所以如何解读

NGS报告对准确制订治疗方案至关重要。

当医生拿到一份NGS检测报告时，首先，需

要核对送检信息，包括患者信息、样本信息和检测

内容。其次，需要审阅质控信息，以确定报告结果

是否可靠，质控信息包括整体质控结果、肿瘤细胞

含量、核酸总量以及测序质量评估等。测序质量评

估指标包括平均测序深度、文库多样性、插入片段

长度、序列回帖比率、碱基质量值≥ 30的碱基比

和配对样本单核苷酸多态性一致性等。对于有白细

胞或癌旁对照的检测报告需解读肿瘤遗传风险，通

过是否携带胚系致病性变异、结合家族史等信息判

断肿瘤遗传风险，并根据风险高低来确定是否需要

遗传咨询。最后，需要对NGS报告的用药信息进

行详细分析，以确定最佳的治疗方案。当检测到一

个可用药标志物时，根据瘤种获批适应证的情况以

及伴随变异，选择适应证内用药或者联合用药或者

其他治疗方案。例如：晚期结直肠癌患者检测到

MSI-H，同时无潜在的免疫治疗负相关标志物，则

推荐使用免疫检查点抑制剂治疗；当未检出可用药

标志物时，则考虑入组临床试验的可能性、分子分

型及预后相关的标志物。消化系统肿瘤NGS报告解

读详细流程参见图1。

对于该共识未提及的基因变异，以及临床意义

未明的突变基因或者变异位点，需结合最新的临床

证据进行临床解读，谨慎指导治疗决策。对于新发

现的具有潜在临床价值的基因或者位点，鼓励临床

专家开展相应的探索性研究以验证临床意义，为消

化系统肿瘤精准治疗提供更多的医学证据。

7 二代测序检测目前存在的问题
7.1 融合变异的形式

融合变异包括经典融合形式和非经典融合形

式。经典融合形式是指保留完整的激酶结构域，

融合方向为5'-3'，有明确生物学意义的融合，如

EML4-ALK、ETV6-NTRK3等。非经典融合包括倒

置融合、激酶结构域不完整、5'-5'或3'-3'融合形式等，

所产生的融合蛋白往往不具有明确的生物学意义。

只有经典的融合形式才能对相应的靶向治疗产生响

应。越来越多临床证据证明非经典突变虽然自身没

有功能，但通常预示着经典变异的存在。非经典融

合发生时，需要进行RNA或者蛋白层面的进一步

确认。

基于DNA的NGS检测融合有多种优势，包括

可以检测新发融合、明确融合断点、同时检测多种

融合形式、与融合伴随发生的其他耐药等多种变异

形式等。但由于融合断点位置通常发生在内含子

区域，且融合断点具有多样性，所以基于DNA的

NGS检测融合方法存在不可避免的局限性，包括：
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患者信息

样本信息

检测内容

整体质控结果

肿瘤细胞含量

测序质量评估

有明确胚系致病变异

无明确胚系致病变异

单个可用药标志物

两个及以上可用药标志物

无用药标志物

核对送检信息

审阅质控信息

遗传风险判断

用药方案选择

消化系统肿瘤NGS报告

推荐直系亲属遗传筛查

样本采集时间

样本类型

基因列表

基因覆盖区域

覆盖变异形式

组织

血液

手术标本

活检标本

携带胚系致病变异个体接受遗传咨询

肿瘤遗传可能性小

未携带耐药相关变异

携带耐药相关变异 耐药变异证据等级

适应证内用药

适应证内用药并加强随访

推荐药物联合其他治疗

其他治疗

超适应证用药
结合证据等级、伴随变异、变异丰度

其他治疗

适应证内

适应证外

证据等级优先级 优先考虑证据等级高的药物

优先考虑主克隆对应的药物

优先考虑未使用过的药物

相对丰度，适应证

主克隆/亚克隆

既往用药史

联合用药的可能性

入组临床试验的可能性

分子分型价值

预后价值

图1 NGS报告解读流程
注 ：NGS为二代测序。

基于DNA的NGS检测融合需要全面覆盖冗长且含

有大量重复序列的内含区域；内含子区域GC含量

变化较大，使得DNA探针难以均匀有效地捕获目

标区域片段；不同内含子具有相似的重复序列不利

于序列对比，降低融合检测准确性；转录及转录

后加工过程会降低融合基因的检出。基于RNA的

NGS检测融合可以避免内含子测序的挑战，在融合

检测方面更优越。但基于RNA的NGS检测融合不

能精确提供断点信息，且不能检测编码蛋白缺失的

蛋白。DNA ＋ RNA NGS联合检测可以提高融合检

测的准确性，精准指导靶向治疗方案的选择。

7.2 拷贝数变异的定义与阈值

拷贝数变异（copy number variation，CNV）是

基因组上部分区域的扩增或缺失。NGS可通过对区

域的覆盖度（测序深度）来估算CNV。一般情况下，

扩增变异的相对拷贝数＞ 2，缺失变异的相对拷贝

数＜ 2，但这一标准不适用于因基因组紊乱而产生

非整倍样本。局部CNV或大范围CNV的判断准确

性与NGS检测panel在目标染色体上设置的探针数

量、密度有关，也与基因的CNV信号强弱有关。

7.3 多个驱动基因同时存在的决策考虑

多个驱动基因同时存在的情况，需要综合患者

的具体肿瘤类型、既往治疗史、不同基因变异相对

丰度、既往分子检测结果等信息，准确判断不同驱

动基因变异之间的逻辑关系，如原发性或获得性、

主克隆或亚克隆、敏感克隆或耐药克隆、协同模
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式或互斥模式等，进而判断后续治疗决策。例如：

未经治疗的晚期结直肠癌患者同时检测到MSI-H和

NTRK1融合时，则优先考虑免疫检查点抑制剂，进

展后可考虑NTRK抑制剂的治疗；若晚期胃癌患

者同时检测到HER-2扩增和MSI-H，则优先推荐抗

HER-2治疗联合免疫治疗。

7.4 组织血液检测结果不一致的可能原因与决策

考虑

组织血液检测结果不一致的可能原因：肿瘤标

本异质性、样本采集时间差异性、治疗间隔差异、

不同技术平台操作流程的差异、胚系突变的污染、

ctDNA释放至血液及清除情况有差异。利用肿瘤组

织标本进行基因检测是“金标准”，但血液检测结

果可以作为重要的互补，特别在肿瘤标本不可及的

情况下。对于组织血液检测结果不一致的情况，需

要根据具体情况进行分析。在只有单发病灶且组织

和血液样本采集时间相近的情况下，由于血液检测

技术的局限性，治疗决策更倾向参考组织检测的结

果。当有多个病灶时，组织检测可能会受到肿瘤空

间异质性的影响导致检测结果不全面，而血液可以

较为全面地反映患者体内多个病灶总体的变异情

况，所以需要综合考虑组织和血液的检测结果。当

组织采样时间点与当前治疗阶段时间间隔较长，建

议根据最新的血液检测结果进行治疗决策的制定。

7.5 低频变异的定义和用药指导

基因突变丰度可能与肿瘤靶向治疗疗效相关。

在治疗过程中也会出现耐药亚克隆，即1% ～ 5%

或者更低的低频变异。低频（亚克隆）变异提示有

治疗耐药的潜在可能性，同时也与肿瘤遗传异质性

和肿瘤复发相关。应在用药过程中注意追踪这些低

频变异的变化，及时调整治疗方案。

8 总结
鉴于消化系统肿瘤的临床复杂性和时空异质

性，NGS在消化系统肿瘤的应用不应仅局限于已经

非常明确的靶向或者免疫治疗的生物标志物检测，

而应从诊断、预后、疗效预测、耐药机制探索等多

方面为临床决策提供参考信息和决策支持。此外，

临床需要高度重视NGS检测流程的质量控制和检测

产品的技术与临床验证，并应扩展传统的肿瘤多学

科讨论模式，强化肿瘤临床医生与分子生物学及生

物信息学专家的合作，以便整合临床信息和NGS结

果，实现对患者的精准诊疗和全程管理。

致谢： 感谢陈世清、赵晓忱、闫政清、谷雅君、陈

慧、童双、张大东、张宪、蔡尚立在数据和资料收

集过程中提供的帮助。
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