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淋巴瘤二代测序技术研究进展

李玲1  综述   李文生2  审校

(1. 西安医学院，西安 710068；2. 陕西省人民医院病理科，西安 710068)

[摘　要]	 下一代测序技术(nex t-generat ion sequencing，NGS)又称为高通量测序，能够在一次测试中对大

量基因(数百至数千)进行测序，具有高通量、灵敏度高等优势。近年来，NGS在肿瘤基因突变检

测、靶向治疗以及预后疗效判断等方面发挥重要作用，也逐渐被应用于探索淋巴造血肿瘤的分子

发病机制以及指导临床诊疗，为多种淋巴瘤(经典型霍奇金淋巴瘤、Burkitt淋巴瘤、弥漫大B细胞

淋巴瘤、NK/T细胞淋巴瘤等)的靶点检测、预后判断、发病机制研究、未知基因的检测等提供了

准确有效的线索，在淋巴造血肿瘤的分子机制研究以及临床个性化精准治疗方面发挥重要作用。
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DNA测序(DNA sequenc ing )作为一种重要的

实验技术，在生物学研究领域中被广泛应用。自

1977年Sanger发明了具有里程碑意义的末端终止测

序法以来，DNA测序技术至今广泛应用于基因病

的基因诊断，随着医学科学的不断进展，传统的

Sanger测序不能完全满足研究的需求，因此通量更

高、灵敏度更高、速度更快为优势的下一代测序

技术(nex t-generation sequencing，NGS)逐渐取代

了一代测序技术。近年来N G S也逐渐应用于淋巴

瘤的精准诊断、基因突变及发病机制研究、预后

监测等方面，比如在经典型霍奇金淋巴瘤(classical 
Ho d g k i n  l y m p h o ma，CH L)、Bu r k i tt淋巴瘤、弥

漫大B细胞淋巴瘤、NK/T细胞淋巴瘤等的精准诊

治以及分子机制研究方面都取得了一定进展，本

文对N G S应用于淋巴瘤诊断及研究中的进展作一 
综述。

1  非霍奇金淋巴瘤

1.1  Burkitt 淋巴瘤

WHO对Burkitt淋巴瘤(Burkitt lymphoma，BL)
进行分类：地方性(Endemic  Burk itt  ly mphoma，

EBL)、散发性(Sporadic Burkitt lymphoma，SBL)、

免 疫 缺 陷 型 ， 不 同 的 B L 亚 型 具 有 其 独 特 的 流 行

病学和临床特征 [ 1 ]。A m ato等 [ 1 ]通过R N A s e q技术

检测 TC F 3 / I D 3 的突变情况及结合对免疫球蛋白

(i m m u n o g l o b u l i n ， I G S) 基因进行 N G S 分析来评

估B细胞受体(B  c e l l  re c e p to r，B CR )状态，在约

30%EBL病例中检测到TCF3/ID3突变，这一比例明

显低于SBL(64%)，提示对EBL而言，TCF3/ID3突

变可能不是最主要的发病机制，结合IGS的NGS分

析显示EBL与SBL相比存在一个活跃的靶体细胞突

变过程，进一步提示驱动EBL与SBL发生、发展的

因素存在不同，即两者的B CR激活途径不一致，

且更多属于Wnt/β-catenin/TCF3/ID3通路的基因

可能也参与了 E B L的发病过程，进一步分析提示

EBL的SHM(体细胞高突变状态)过程与SBL相比更

具靶向性，其中在EBL中存在多个具有相同VDJ和

CD3的簇，这些簇携带的EBL存在独特的体细胞突

变，表明这些不同的亚克隆在抗原选择性压力下

进行扩增从而微调它们之间的BCR关系。EB病毒

(Epstein-Barr Virus，EBV)中的EBV颗粒首次在BL
培养的淋巴瘤细胞中被发现后，E BV及其编码分

子也在其他疾病及肿瘤中检测到 [ 2 ]。L e i等 [ 3 ]研究

发现：利用N G S技术和便捷的计算工具CLC基因

组工作平台，即可在普通生物学实验室于基因组

水平上对培养中受支原体感染的人自发性永生化

外周血B淋巴细胞进行快速识别、提取和鉴定其中

的EBV基因组，在一定程度加快诊断的速度和提高

诊断的正确率。Forero-Castro等[4]通过NGS结合比

较基因组杂交技术对接受剂量密集型化疗后的BL
患者进行TP53，TCF3(E2A)，ID3和GNA13突变

的评估，发现11q，13q，15q或17p的缺失与利妥

昔单抗(Burkimab)治疗的不良反应、无进展生存期

(progression-free survival，PFS)和总生存期(overall 
sur v ival，OS)较短有关，其中TP53突变与较短的

P F S 相 关 ， 而 TC F 3 突 变 与 较 短 的 O S 相 关 ， 提 示

NGS技术可用于对接受Burkimab方案治疗的BL患

者进行风险分层及预后评估。以往对Burkitt淋巴瘤

进行全基因组和全外显子测序的研究 [5]显示：ID3
突变和IG-MYC易位是Burkitt淋巴瘤发生的标志性

分子事件，但Momose等[6]通过结合NGS和Sanger验

证的方式进行实验，发现在一些携带MYC易位的

中心B细胞样弥漫大B细胞淋巴瘤病例中也可以检

测到ID3突变，甚至在BCL -U亚组(B细胞淋巴瘤，

无法分类，特征介于BL和DLBCL之间)中，ID3突

变频率高达 6 7 % ，与 B L 突变率 ( 6 5 % ) 相似，说明

ID3变异并非只发生在BL病例中。

1.2  弥漫大 B 细胞淋巴瘤

根据基因表达谱，弥漫大B细胞淋巴瘤(diffuse 
large B-cel l  lymphoma，DLBCL)亚型分2种亚型：

生发中心B细胞样(germinal centre B-like DLBCL，

GCB)、活化B细胞样(activated B-cell like，ABC)[7]。

A BC亚型的特点是BCR/NF-κB通路的激活突

变，其中MYD88，CD79A/B和CARD11的频繁突

变可由NGS测得 [8-10]。Dubois等 [8]结合NGS，拷贝

数变异分析和基因表达数据发现MYD88突变率为

4 3 % ，而 Ng o 等 [ 1 1 ]应用 R N A 测序等技术测得其突

变率为29%。Choi等 [12]发现MYD88的过度表达与

老龄和肿瘤复发有关，且 M Y D 8 8 表达与 D L B C L
和非生发中心 B 细胞 D L B C L 无病生存期 (d i s e a s e -
free sur v ival，DFS)缩短相关。Dubois等 [8]研究发

现：存在CD79B突变的ABC DLBCL患者生存率显

著提高，同时还发现CD79B合并MYD88 L265P突

变对于N F - κ B通路的激活有协同作用，这个观点

在Wi l son等 [13]的研究中也得到了证实，即A B C型

中存在MYD88/CD79B双突变患者对 i br ut ini b(针

对 B C R / N F - κ B 通路突变的抑制剂 ) 的应答明显较

好，而单是MYD88或CD79B突变并不影响患者对

i br ut ini b的敏感性，NGS技术为B CR/NF-κB通路

突变的抑制剂使用提供了依据，更好地实现了个
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性化的治疗。有研究者 [ 1 4 ]发现C A R D 1 1突变可增

强NF-κB通路的激活突变，且CARD11突变会降低

BTK抑制剂(针对BCR/NF-κB通路突变的抑制剂，

如 ibr ut inib)的抑制作用，从而使肿瘤细胞产生耐

药性，即NGS为开发治疗DLBCL的CARD11药物抑

制剂提供了线索[15]。

G C B 亚 型 的 特 点 是 B C L - 2 突 变 频 繁 ， 其 中

EZH2，KMT2D(又称Mll2，Mll4)的频繁突变可由

NGS测得 [10,16]。Mor in等 [16]实验显示：EZH2突变

发生在21.7%的GCB DLBCL和7.2%的滤泡性淋巴瘤

中，且不存在于ABC DLBCL中 [16]，但Pasqualucci
等 [ 1 0 ]却发现在A B C患者中确实存在E Z H  2突变，

但是非常罕见。L ee等 [17]统计发现：EZH2的表达

与生存具有很高的相关性，在 D L B C L中， E Z H 2
高水平表达与低水平表达相比，OS较高，且伴有

E Z H 2 高 表 达 的 A B C 亚 型 总 体 存 活 率 最 高 。 目 前

K M T 2 D 突 变 对 淋 巴 瘤 进 展 的 生 物 学 意 义 尚 不 清

楚，Ortega-Molina等 [18]实验发现：KMT2D是一种

肿瘤抑制因子，其基因消融术可促进小鼠淋巴瘤

的发展，且KMT2D的缺陷还延缓了生发中心的退

化，阻碍了B细胞的分化和种类转换重组，因此推

测KMT2D突变后通过干扰控制B细胞激活途径的

肿瘤抑制基因的表达来促进恶性肿瘤的生长。

1.3  血管免疫母细胞性 T 细胞淋巴瘤

血 管 免 疫 母 细 胞 性 T 细 胞 淋 巴 瘤

(angioimmunoblastic T-cell lymphoma，AITL)是一

种特殊类型的外周T细胞淋巴瘤( per ipheral  T-cel l 
l y m p h o m a，P TCL)。在2 0 % ~ 3 0 %的A I T L患者中

存在 I D H 2 R 1 7 2 残基的各种非同义突变，这些突

变具有潜在的靶向性，因此鉴定它们具有临床意

义，以往研究显示在日常实践中检测IDH2突变可

能具有一定的难度，但D u p u y等 [ 1 9 ]发现免疫组织

化学和 A s -P C R 或 N G S 相结合的方法是鉴定 A I T L
中IDH2突变的有效分子检测方法。体细胞RHOA
突变是A I T L的一个遗传标志，最常见c . 5 0 G > Tp.
Gly17Val(G17VRHOA突变)，即检测G17VRHOA
突 变 有 助 于 A I T L 诊 断 ， 联 合 应 用 N G S 、 微 滴 状

数字P CR和肽核酸锁定核酸钳夹法能起到较好辅

助诊断 A I T L 作用 [ 2 0 ]。有研究者 [ 2 1 ]通过 N G S 方法

于A I T L患者中测得存在R H OA，T ET 2， I D H 2，

PLCG1和DNMT3A突变，而其中的TET2，I DH2
和DNMT3A的突变通常同时存在。TET2基因突变

率最高，其次是R HOA；此外，在A ITL病例中，

T ET 2 和 D N M T 3 A 突变的变异等位基因频率高于

RHOA突变，实验还发现TET2和DNMT3A基因突

变之间没有关系。当然，因肿瘤细胞含量，序列

覆盖率的不同可能导致各个研究报道之间差异较

大，其中除 R H O A 和 I D H 基因外，其他基因，尤

其是 T ET 2 和 D N M T 3 A 的突变数量和功能都是可 
变的。 

1.4  结外 NK/T 细胞淋巴瘤

近 年 来 对 N K / T 细 胞 淋 巴 瘤 ( N K / T  c e l l 
l y m p h o m a ， N K / TC L) 的研究较多。在 N K / TC L
中，利用NGS对其进行检测，发现R NA解螺旋基

因D DX 3 X、肿瘤抑制因子( T P 5 3和M G A )、 J A K-
STAT-途径分子(STAT 3和STAT 5 B)和表观遗传修

饰剂(Ml l2，A R ID1A，EP300和A SX L3)反复突变

的频率最高，但使用不同的检测方法可发现不同

突变的频率差异很大，如TP53在中国人群中，传

统的Sanger测序技术显示很高的突变频率，为40%
突变(20例中有8例突变)[22]，而NGS检测突变中频

率为13.3%(105例中的14例发生突变) [23]。最近研

究 [ 2 4 ]提供了证据表明 D DX 3 X 是 T P 5 3 的靶点，两

者可以协同发挥抑制肿瘤作用，推测DDX3X可能

是NK/TCL增殖的负调节因子，对NF-κB和MAPK
通路进行精细调控。 J i a n g 等 [ 2 3 ]发现存在 D DX 3 X
和T P 5 3基因突变的个体比没有这2种基因突变的

个体预后差。最大二聚蛋白(MG A)是一种双特异

性转录因子，在最近的报道中，对N K / TCL进行

NGS检测发现了MGA突变，在日本报告 [25]的25例

病例中发现有2例(突变率8%)，而中国105例中有 
9例突变(突变率8.6%)[23]，然而关于MGA突变率在

N K / TCL中的潜在意义到目前为止还不清楚。由

于在NK/TCL中JAK- STAT通路的改变是可变的，

所 以 J A K - S TAT 通 路 抑 制 的 效 果 一 直 没 有 得 到 很

好的评价，但最近在JA K3A572V和JA K3A573V是

NK/TCL的热点突变的基础上又发现了2个新的激

活变异体( JAK3H583Y和JAK3G589D)，新的JAK3
突变( JAK3H583Y和JAK3G589D)介导的Ba/F3细胞

增殖不依赖于IL -3，且受JAK3抑制剂tofacitinib的

抑制，新的JA K3突变在NK/TCL中具有致肿瘤性

和药物依赖性，通路抑制可能是JA K3或STAT3突

变NKTCL患者的治疗选择 [26]。Mll2基因具有抑制

肿瘤生长作用。最近研究 [ 2 7 ]报道：K M T 2 D (又称

Ml l2，Ml l4)是NK/TCL的一种新的驱动基因，基

于对NK/TCL中NGS的Mll2改变，发现了其无意义

的突变和错义突变，但对它们的功能作用知之甚

少，推测Mll2可能在NK/TCL的发病或进展中起关

键作用，该突变可能在未来会成为NK/TCL的潜在

生物标志物。
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1.5  原发性中枢神经系统淋巴瘤

原发性中枢神经系统淋巴瘤( p r i mar y  cent ra l 
ner vous system lymphoma，PCNSL)是一种罕见且

特殊的非霍奇金淋巴瘤，通过采用手术、放疗、

化疗相结合综合治疗，其侵袭性高，复发率高，

预 后 差 [ 2 8 ]。 F o n t a n i l l e s 等 [ 2 9 ]研 究 表 明 ： 可 通 过

NGS对PCNSL释放的循环游离DNA(cf DNA)进行

靶向测序，可识别PCNSL患者的cf DNA中的体细

胞突变，进而为其无创检测提供更多可能。Zhou
等 [ 2 8 ]采 用 N G S 检 测 P C N S L 时 发 现 突 变 频 率 最 高

的是PI M1，其次是MYD88，CD79B，KMT2D。

而 Z o r o f c h i a n 等 [ 3 0 ]研 究 显 示 ： 突 变 率 最 高 的 是

MYD88，其次是CDKN2A/B和TP53，其中PIM1和

MYD88的表达与生存不良有关，MYD88的过表达

可能是一个独立的预后较差的OS时间预测因子，

CD79B基因突变与短的PFS有关，GNA13基因突变

与PCNSL患者的短的PFS和短的OS相关；同时该

研究还发现在PCNSL中NF-κB信号通路的突变占主

导地位，在其通路中，PIM1和MYD88是最常见的

突变，其次是BCR、表观相关和凋亡信号通路。与

全身性ABC-DLBCL相比，CD79B和MYD88的突变

率更高，提示针对BCR和MYD88信号的策略可能

是治疗PCNSL的有希望的方法 [28]。突变PIM1显示

稳定的蛋白表达和增强的NF-κB信号转导。对体外

ABC-DLBCL实验发现PIM1突变与内源性 ibrutinib 
(BT K抑制剂)耐药有关，且PA N -P I M抑制剂联合

ibrutinib治疗效果优于 ibrutinib单药治疗，加之对

于PCNSL的治疗很大程度上依赖于跨越血脑屏障

的药物以及全脑辐射，且其效果明显低于全身性

DLBCL的情况，提示对于PCNSL患者而言，筛选

合适的PIM抑制剂候选药物，避免耐药性，可能会

提高患者的治疗效果[31]。

2  经典型霍奇金淋巴瘤

CH L由一种克隆性增生的H R S细胞(Hodgk in 
a n d  R e e d - Ste r n b e r g，H R S)构成，虽然H R S细胞

来 源 于 成 熟 的 B 细 胞 ， 但 它 们 基 本 上 失 去 了 B 细

胞 表 型 ， 无 法 表 达 免 疫 球 蛋 白 / B C R 和 其 他 B 细

胞 表 面 标 志 。 在 最 近 的 关 于 H R S 细 胞 的 N G S 分 
析 [32]中，许多变异体被发现，包括ABL1，B2M，

CA R D11，CSF2R B，MYB，NFKB2，NFKBI A和

STAT6等。Mata等[33]通过NGS观察到许多影响BCR
通路的基因变体，如BTK，CARD11和BCL10，结

合之前研究报告，如在C H L患者中大约2 0 %存在

BTK的表达[34]。这些发现提示：即使BCR不被HRS

细胞表达，也可能需要通过激活B CR信号来确保

CHL肿瘤细胞的存活，如BTK抑制剂体外抑制培养

细胞的增殖导致细胞死亡为此提供了证据 [33]。当

然我们也必须认识到BCR信号与典型NF-κB通路之

间的潜在重叠。此外，在不同的细胞模型中，也

不能排除这些抑制剂的一些与BTK无关的效应，这

使得我们很难得出明确的结论。N G S可能会为新

的治疗方案提供可能思路，如ibrutinib作为一种不

可逆的BTK抑制剂在CHL治疗中的临床价值得到部

分证实[35]。

3  结语

在 精 准 医 学 时 代 ， 肿 瘤 的 精 准 治 疗 有 赖 于

精 准 诊 断 ， 精 准 诊 断 的 核 心 就 是 肿 瘤 细 胞 高 通

量N G S，从而促进个体化精准治疗。近年新出现

的N G S，建立于传统Sa n ge r法上，以其高通量和

较 高 的 敏 感 性 为 特 点 ， 能 够 检 测 到 未 知 新 的 突

变 ， 其 中 包 括 罕 见 突 变 。 N G S 技 术 为 淋 巴 瘤 的

致 病 机 制 和 新 的 诊 疗 方 式 带 来 了 新 的 突 破 ， 提

供 了 新 的 方 法 和 思 路 。 N G S 技 术 为 淋 巴 瘤 的 诊

断、分类、靶向治疗及预后检测提供强有力的支 
持 [28]。目前NGS临床检测费用较高，但其实现自

动化检测方面已经取得了较大进展，因此后续更

多N G S应用的迅速扩张将降低成本费用，也会更

加广泛应用于淋巴瘤的研究和临床治疗，为淋巴

瘤患者提供更加精准的个体化治疗方案[36]。
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