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摇 摇 揖摘要铱 摇 二代测序技术推动了乳腺癌精准医疗的发展。 在乳腺癌基因组学方面,二代测序技术可

以识别乳腺癌驱动基因,发现新的易感基因及突变类型,有助于乳腺癌发病风险评估和管理。 在乳腺癌

个体化治疗方面,二代测序技术可以检测和分析乳腺癌相关治疗靶点及信号通路,指导靶向药物和治疗

方案的选择,实现精准用药。 二代测序结合液体活组织检查技术,在乳腺癌动态监测方面也有着重要的

临床意义。 笔者总结了二代测序技术在乳腺癌精准治疗方面的研究进展,有助于更全面深入地探究乳

腺癌的本质,最终实现精准医疗。
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摇 摇 乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一,发病率居女性恶性

肿瘤首位[1] 。 全球乳腺癌发病率自 20 世纪 70 年代末开始

一直呈上升趋势,而中国乳腺癌发病率远远高于全球平均水

平,截止 2008 年,中国乳腺癌发病例数是 169 452 例,中国乳

腺癌新确诊人数占全球的 12郾 2% [2] 。 如何更加精准、有效

地对乳腺癌进行防治,是全球共同面临的问题。 然而,在全

球乳腺癌发病率持续上升的同时,病死率却呈现出下降的趋

势[3] ,主要原因在于一是乳腺癌早期筛查理念的普及和筛查

工作的开展;二是乳腺癌诊断和综合治疗技术的进步。 总体

而言,随着基础和临床研究的不断发展,乳腺癌的诊疗模式

正从临床病理因素指导下的传统治疗演变为分子分型指导

下的综合治疗。
精准医疗(precision medicine)是以个体化医疗为基础,

伴随着蛋白质组、转录组、基因组等测序技术的快速进步,将
生物信息与大数据进行充分的交叉应用,以期达到最佳的治

疗效果。 基因检测技术经历了低通量的第一代测序(Sanger
测序 法 ) 到 高 通 量 的 二 代 测 序 技 术 ( next鄄generation
sequencing),再到如今正在研究及完善的单分子第三代测

序。 Sanger 测序法尽管是基因检测的金标准,但因成本高、
耗时长、样本要求高等缺点,其应用具有一定的局限性,而二

代测序技术具备速度快、通量高及敏感度高等优势,很好的

弥补了一代测序的不足[4] 。 二代测序技术加深了对乳腺癌

发生、发展的认识,让科学研究从实验室延伸到临床,能够在

分子水平检测到肿瘤易感基因、驱动基因、耐药基因及信号

通路等,从而探索肿瘤的致病机制,区别个体遗传信息的差

异,指导肿瘤的早期预防,监测肿瘤进展及对治疗的反应,给

予患者更加精准的个体化治疗。 笔者将从二代测序及其在

驱动基因识别、易感基因筛查、治疗指导、进展监测等几方

面,综合阐述二代测序技术对乳腺癌精准治疗的指导意义。
一、识别乳腺癌驱动基因

乳腺癌的病因尚未完全清楚。 2012 年,随着二代测序

技术的推广和多项重磅研究的发布,乳腺癌基因组学研究取

得了重大进展。 至今,已有超过 90 个风险基因位点被证实

与乳腺癌有关, 但仍有大量的基因位点未被识别[5鄄8] 。
Stephens 等[5]发现了和乳腺癌相关的 9 个新的驱动基因:
AKT2、 ARID1B、 CASP8、 CDKN1B、 MAP3K1、 MAP3K13、
NCOR1、SMARCD1 和 TBX3。 这些基因在细胞增殖、DNA 损

伤修复和转录调节等方面都扮演着重要的角色。 来自 the
Cancer Genome Atlas(TCGA)数据库的研究结果显示,超过

10%的患者存在以下 3 个基因的突变: TP53、 PIK3CA 和

GATA3[6] 。 相对于其他亚型,基底细胞样和 HER鄄2 过表达

型乳腺癌具有最高的突变率,80%的基底细胞样乳腺癌存在

TP53 基因突变[6] 。 Banerji 等[7]的研究分析了来自墨西哥和

越南的多种不同亚型乳腺癌,不仅确认了已知 PIK3CA、TP5、
AKT1、GATA3 和 MAP3K1 常见基因突变,并且识别出 CBFB
基因中的复发性突变及其伙伴基因 RUNX1 的缺失,同时发

现三阴性乳腺癌中富含的一种复发性 MAGI3鄄AKT3 基因融

合。 2016 年,Nik鄄Zainal 等[8]通过全基因组测序,在 560 个乳

腺癌中鉴定出 93 个乳腺癌相关基因,除此之外还发现了其

他一些非编码区的突变。 Curtis 等[9]对 995 个原发性乳腺癌

基因组及转录组的测序结果验证了一些癌基因的驱动突变:
PPP2R2A、MTAP 和 MAP2K4 基因的碱基缺失。 二代测序技

术应用于识别乳腺癌驱动基因的意义在于通过测序获得患

者基因组和转录组信息,为患者选择适合的治疗手段提供一

定的理论基础。 随着二代测序技术的进一步发展和成本的

逐渐降低,在乳腺癌基础研究中的大规模应用正在逐渐成为

现实。
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二、乳腺癌遗传风险筛查

遗传因素被认为是乳腺癌发病的重要因子,这在家族

性 /遗传性乳腺癌患者中表现得更加突出。 BRCA 是早期发

现的乳腺癌相关基因,能够调节细胞周期、参与 DNA 损伤修

复及维持基因组稳定,BRCA 突变会显著增加乳腺癌发病风

险[10] 。 2017 年,中华医学会病理学分会发布《BRCA 数据解

读中国专家共识》,旨在指导与规范 BRCA 基因检测数据的

解读,推动 BRCA 检测在中国的临床应用[11] 。 D爷 Argenio
等[12]的研究结果显示,与传统的 Sanger 测序法相比,二代测

序技术在 BRCA1 / 2 突变基因检测的实时性和敏感性方面具

有一定优势。
研究发现导致遗传性乳腺癌发生的基因不仅包括

BRCA1 / 2,还包括已知的乳腺癌相关基因和大量未知基

因[13] 。 已知的乳腺癌相关基因如 TP53 基因胚系突变会导

致李鄄佛美尼综合征(Li鄄Fraumeni syndrome,LFS),而乳腺癌

则是女性家族性 LFS 患者最常罹患的恶性肿瘤;PTEN 基因

的胚系突变会引起 Cowden 综合征 (Cowden syndrome,CS)
或多发性错构瘤综合征,CS 女性患者的乳腺癌患病风险高

达 50% ,并且发病年龄明显年轻;SKT11 基因突变与 Peutz鄄
Jeghers 综合征或家族性黏膜皮肤色素沉着胃肠道息肉病有

关,同样表现为女性患者乳腺癌患病风险显著升高且发病年

龄较轻;CDH1 基因突变与遗传性弥漫性胃癌综合征有关,
患者家族中女性的乳腺小叶癌表型较多;CHEK2 基因的

110delC 突变类型使乳腺癌风险提高 2 ~ 3 倍;ATM 基因的

纯合突变会引起共济失调性毛细血管扩张综合征,导致包括

乳腺癌在内的多种恶性肿瘤患病风险增加;PALB2 和 BRIP1
基因与范科尼贫血症有关, 是乳腺癌易感基因, 在非

BRCA1 / 2 基因突变的家族性乳腺癌中显著增加患病风险;
同样,RAD51C 也可能是非 BRCA1 / 2 基因突变遗传性乳腺

癌 /卵巢癌易感基因[13] 。 2017 年,Sun 等[14]通过使用二代测

序技术对 8 085 例乳腺癌患者进行 62 个肿瘤遗传相关基因

全外显子深度测序,研究发现 9郾 2% 的患者检查到基因突

变,包括 BRCA鄄1 / 2、PALB2、TP53、RAD51D、ATM 基因等,其
中 BRCA鄄1 / 2 的突变频率为 5郾 3% 。

已知的易感基因并不能完全解释和评估癌症的遗传风

险,这意味着乳腺癌家族遗传还涉及到更多的易感基因,高
通量测序有助于发现新的易感基因,这将有助于在未来指导

高危乳腺癌患者的筛查及健康管理。 同时,也有助于在未来

开展降低乳腺癌风险的临床干预。
三、各分子亚型乳腺癌的治疗

乳腺癌曾被认为是一种单一性疾病,但随着研究的深

入,乳腺癌的异质性逐步得到认识。 2011 年的 St. Gallen 共

识[15]首先将乳腺癌分为不同的亚型,乳腺癌进入了分子分

型的时代,不管是 2013 年[16] 或 2015 年[17] ,还是最新的

2017 年 St. Gallen 共识[18] 都强调了基因检测技术的重要

性。 应用免疫组织化学方法检测 ER、PR 和 Ki67 表达情况,
用免疫组织化学或原位杂交方法检测 HER鄄2 蛋白表达或基

因扩增情况,将乳腺癌分为 luminal A 型、luminal B 型、HER鄄2
过表达型和三阴性乳腺癌 ( triple negative breast cancer,
TNBC)。 这些亚型不仅与不同的分子标志物有关,在治疗反

应和预后等方面也存在显著差异,也是现阶段乳腺癌个体化

精准治疗的基础。
1. 激素受体阳性乳腺癌

内分泌治疗是激素受体阳性乳腺癌的主要治疗方法,然
而,ER 阳性患者对内分泌治疗的反应却存在明显差异。 通

过对内分泌治疗无效的 ER 阳性乳腺癌患者进行基因检测

发现,导致治疗无效的原因可能是 ESR1 基因突变,该基因

主要编码 ER琢,其突变位点主要位于 ER 的配体结合区。
ESR1 基因突变可激活非配体依懒性 ER 活性,从而促进肿

瘤发生、发展和内分治疗耐药,尤其是获得性内分泌耐

药[19] 。 Toy 等[20]通过基因检测在 80 例 ER 阳性转移性乳腺

癌患者中发现 14 例 ESR1 基因突变,主要突变位点为

T537S、T537A 和 A538G,位于配体结合结构域,其引起的 ER
异常激活导致芳香化酶抑制剂(aromatase inhibitor,AI)疗效

降低,而选择性雌激素受体下调剂如氟维司群治疗可能有

效。 Robinson 等[21]对 11 例 ER 阳性的晚期乳腺癌患者进行

全外显子和转录组测序发现 6 例患者存在 ESR1 基因突变,
新发现的 6 个编码配体结合结构域突变位点为 L535G、
T537S、T537C、T537A 和 A538G。 另外,一项分析乳腺癌基因

突变与 AI 新辅助疗效之间关系的全基因测序研究发现了

8 个相关的突变基因(RUNX1、CBFB、 MYH9、MLL3、SF3B1、
MAP3K1、TP53 和 GATA3),这些突变与肿瘤的组织学分级、
增殖速度和对治疗的反应有特定关联性[22] 。 因此,通过二

代测序技术分析内分泌治疗相关基因突变情况,可以预测内

分泌治疗疗效,从而指导用药。
2. HER鄄2 过表达型乳腺癌

HER鄄2 过表达是影响乳腺癌预后的独立因素,也是目前

研究的热点,HER鄄2 基因与乳腺癌的发生、发展及转移有密

切关系。 约 25%的原发性乳腺浸润性癌中存在 HER鄄2 过表

达,虽然曲妥珠单克隆抗体的应用极大地改善了 HER鄄2 阳

性乳腺癌患者的生存,但仍有部分患者对曲妥珠单克隆抗体

产生原发性或继发性耐药[23] 。 曲妥珠单克隆抗体可能的耐

药机制包括 PTEN 基因表达缺失和 PIK3CA 基因突变参与的

上调细胞内信号传导、增加血管生成及免疫因素等。 Pogue鄄
Geile 等[24]通过二代测序技术、免疫组织化学和 Sanger 法对

来自 BOLERO鄄1 和 BOLERO鄄3 试验的部分病例进行检测,发
现 HER鄄2 阳性乳腺癌患者中 PIK3CA 基因激活和 PTEN 基

因失活较常见,其导致的 PI3K 通路激活占 40%~ 50% ,疾病

进展风险分析提示 PIK3CA 基因激活和 PTEN 基因失活的

HER鄄2 阳性乳腺癌患者可能从依维莫司治疗中获益。
3. TNBC
TNBC 约占全部乳腺癌的 15% ~ 20% [25] 。 尽管 TNBC

是一类乳腺癌的统称,但其仍具有高度的异质性。 Shah
等[26]通过基因组测序技术对 104 例原发性 TNBC 患者的基
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因表达谱进行分析发现最常见的抑癌 /癌基因拷贝数变化为

PARK2(6% )、 RB1 (5% )、 PTEN (3% ) 和 EGFR (5% ),
TP53 为最常见的体细胞基因突变,其他依次为 USH2A、
MYO3A、PTEN 和 RB1。 Lehmann 等[27] 根据 386 例 TNBC 患

者的基因表达谱将 TNBC 分为 7 个亚型:基底样 1 型、基底

样 2 型、免疫调节型、间充质型、间充质干细胞型、雄激素受

体型和不稳定亚型,不同亚型对治疗药物的敏感性不同。
BRCA1 / 2 突变与 TNBC 具有一定的相关性, 针对携带

BRCA1 / 2 突变的乳腺癌患者应用聚腺苷酸二磷酸核糖转移

酶 1 抑制剂和铂类药物的临床试验也取得了一定的进

展[28] 。 Jiang 等[29] 对紫杉醇耐药的 TNBC 患者进行外显子

测序结果显示 TEKT4 突变的富集与 TNBC 患者紫杉类药物

耐药有关。 另一项对 14 例转移性 TNBC 患者进行全外显子

和转录组测序发现,几乎所有患者都存在 RAS / RAF / MEK /
ERK 和 PI3K / AKT / mTOR 通路的异常突变,这提示以上通路

的特异性抑制剂可能有效[30] 。
四、循环肿瘤 DNA(circulating tumor DNA, ctDNA)辅助

诊断

ctDNA 是由肿瘤细胞释放到血浆中的携带肿瘤基因组

特征的 DNA 片段, ctDNA 含量在全部循环游离 DNA 中的比

例<1% [31] 。 二代测序技术的应用为 ctDNA 的检测和研究提

供了保障。 ctDNA 的敏感性、均质性、实时性等优点,使其在

肿瘤的复发预测、耐药监测及用药指导方面具有重要应用。
2013 年,Dawson 等[32] 利用二代测序技术检测 30 例转

移性乳腺癌治疗期间 PIK3CA 和 TP53 等相关基因的动态变

化,评估 ctDNA 对疗效的反应,同时比较血液中的 ctDNA、癌
抗原 15鄄3 及循环肿瘤细胞之间的敏感度,结果证明 ctDNA
敏感度均优于癌抗原 15鄄3 和循环肿瘤细胞,可以有效反映

乳腺癌治疗疗效。 另一项研究纳入 18 例 HER鄄2 阳性转移

性乳腺癌患者,利用二代测序技术分析他们在抗 HER鄄2 药

物治疗期间的 ctDNA 动态变化情况,结果耐药患者中 TP53 /
PIK3CA / mTOR / PTEN 通路相关耐药基因新发突变或者突变

频率增幅大于 20% ,提示 ctDNA 能有效反映治疗耐药情

况[33] 。 研究者通过数字 PCR 和原发性肿瘤体细胞突变标志

物监测 55 例早期乳腺癌患者手术前后及化疗过程中 ctDNA
的变化,结果发现治疗后 ctDNA 检测呈阳性的乳腺癌患者肿

瘤复发率显著高于阴性患者[34] 。 该研究还发现在临床确诊

复发前 7郾 9 个月就可以检测到患者血液中的 ctDNA。 Olsson
等[35]对 20 例乳腺癌的回顾性研究也证实 ctDNA 能提前预

测复发转移,早于传统影像学确认复发 11 个月。 因此,
ctDNA 可以作为手术切除后残留病灶的潜在标志物,在肿瘤

监测和用药指导方面具有重要的参考价值。
五、结语

二代测序技术开启了乳腺癌精准医疗研究的新篇章,有
助于更全面深入探索乳腺癌的本质。 2017 年,中华医学会

病理学分会和中国抗癌协会肿瘤病理专委会发布了《临床分

子病理实验室二代基因测序检测专家共识》 [36] ,旨在规范二

代测序技术的操作流程、数据处理、结果解读等,推动其临床

应用。
随着二代测序技术的快速发展,未来的研究可以着力于

以下几个方面:一是开展大样本多中心基因组学研究,运用

高通量技术平台绘制中国人群乳腺癌基因组学全景图,识别

更多的乳腺癌易感基因、驱动基因和预后分子标志物,进行

基因组学分析与功能验证,发掘出更有价值的乳腺癌遗传信

息;二是以大规模队列数据为前提,共享肿瘤遗传数据,多开

展有利于临床应用的科学研究,加快临床研究的转化过程,
让基因大数据真正服务于患者。 总而言之,寻找乳腺癌发

生、发展的关键基因,并在此基础上,加快临床应用产品的研

发,开发出更多针对性强的靶向药物应用于临床,指导个性

化精准医疗,让更多患者获益是二代测序技术的最终目标。
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