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二代测序技术在胆管恶性狭窄诊疗中的应用
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【提要】　胆管恶性狭窄的诊治是临床重大疑难问题，二代基因测序技术具有所需样本少、检测范

围广、准确性高等优点，现本文就该技术在胆管恶性狭窄中的应用作一总结。
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胆管狭窄病因包括良性和恶性两大类，良性狭窄有原

发性硬化性胆管炎、慢性胰腺炎、胆石症及胆管损伤等，恶

性狭窄包括肝、胆、胰系统恶性肿瘤及其他转移瘤，其中以

胆管癌、胰腺癌最为常见。胆胰恶性肿瘤起病隐匿，黄疸等

症状常常是患者就诊的直接原因，当出现临床症状时多数

已属肿瘤晚期，手术切除率低，常规放化疗效果不佳，总体

预后极差。

早期明确胆管狭窄的性质至关重要，血清肿瘤标志物

CA19‑9，虽然在诊断胆管恶性狭窄的敏感度达80%左右，但

假阳性率较高［1‑2］。内镜逆行胰胆管造影术（endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography，ERCP）常常是较早介入

的诊疗手段，除可以进行胆管造影外，还可获取脱落细胞或

组织活检样品，用于病理诊断。然而，传统病理学诊断阳性

率较低，仅 30%左右，致使多数临床患者不能及时确诊，延

误治疗时机。

随着基因检测技术的日新月异，二代测序技术以其高

通量、耗时短的特点，被广泛用于恶性肿瘤的精准诊断和治

疗。近年来，胆胰肿瘤中的突变基因逐渐被发现，对其中高

频突变基因的检测成为辅助诊断性质不明胆管狭窄的新手

段，该方法所需样品少，精度高，且检测结果能为后续靶向

治疗提供指导。本文拟对胆胰肿瘤常见的突变基因和重要

的治疗靶点进行回顾，并就二代测序技术在胆管狭窄诊疗

中的现状及应用前景作初步探讨。

一、胆胰系统肿瘤基因突变情况概览

胆管恶性狭窄的常见病因包括胆管癌、胰腺癌、胆囊癌

及壶腹癌。根据解剖部位，胆管癌可分为肝内胆管癌和肝

外胆管癌，二者间的发病机制、肿瘤微环境及分子分型等均

有很大差异。Nakamura等［3］对 260例胆管癌和胆囊癌样品

进行基因组检测，发现约 40%的病例存在可靶向的基因突

变，其中突变频率最高的 5 个基因为 TP53（26%）、KRAS
（18%）、ARID1A（11%）、SMAD4（9%）及BAP1（8%）。TP53、
BRCA1、BRCA2及 PI3KCA突变在肝内胆管癌、肝外胆管癌

及胆囊癌中均有发现，而FGFR2基因融合突变及 IDH1/2突

变主要发生在肝内胆管癌中，PRKACA 和 PRKACB基因融

合突变则特征性地出现在肝外胆管癌中。另有研究证实，

存在 TP53 和 KRAS 突变的胆管肿瘤患者预后较差，而

FGFR2的融合突变则一定程度上改善了预后；在该项研究

中，对 412例肝内胆管癌、57例肝外胆管癌及 85例胆囊癌样

品进行基因测序，在肝内胆管癌中，TP53（27%）、CDKN2A/B
（27%）、KRAS（22%）、ARID1A（18%）和 IDH1（16%）突变最

为常见；肝外胆管癌最高频率突变基因则分别为 KRAS 
（42%）、TP53（40%）、CDKN2A/B（17%）和 SMAD4（21%）；而
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胆 囊 癌 则 是 CDKN2A/B（19%）、ARID1A（13%）和

ERBB2（16%）［4］。

胰腺癌压迫或侵犯胆管是下段胆管狭窄的常见病因之

一，其具有很高的异质性，2008年 Jones等［5］首次对 24例胰

腺癌患者样品进行了全基因组的检测，发现每例患者平均

存在 63 个基因突变，其中大部分为点突变，高频突变基因

包括 KRAS、CDKN2A、TP53 和 SMAD4 等。2012 年 Biankin
等［6］将样品量扩大到 142 例，从中发现 16 个显著性改变的

基因，除前述 4 种基因外，还报道了诸如 ATM、MLL3、
TGFBR2等基因突变。

壶腹癌是生长在瓦特壶腹、十二指肠乳头、胆总管下

端、胰管开口处、十二指肠内侧壁癌的总称。从病理角度，

壶腹癌可分为胆胰型、胃肠型、混合型和特殊类型，前两类

较为多见，其分子分型有明显差别。2015年 Hechtman等［7］

对 18 例胆胰型和 14 例胃肠型壶腹癌样品进行检测，发现

KRAS突变在胆胰型中更为常见（61%比 29%），而APC突变

则更多见于胃肠型（43%比17%）；在这32例样品中，高频突

变基因为 TP53（53%）、CDKN2A（19%）和 ERBB4（16%），而

在后续检测的 100 例壶腹癌样品中，ERBB4 的突变率约为

13%。Harthimmer等［8］开展的包含 59例壶腹癌样品的研究

中 ，高 频 突 变 为 TP53 （59.3%）、KRAS（40.7%）、APC 
（27.8%）、SMAD4 （20.4%）、CDKN2A（16.7%） 、ARID2 
（11.1%）及 PIK3CA （11.1%）。表 1 归纳了各类胆管恶性狭

窄中存在的高频突变基因［3‑4，6‑13］。

二、二代测序技术在胆管狭窄鉴别诊断中的应用

临床应用的二代测序有不同的测序技术，包括单基因

测序、靶向测序、全外显子测序和全基因组测序。这些方法

各有特点，在覆盖范围、读取长度和突变检测限制方面存在

差异。全外显子和全基因组测序价格较为昂贵，且诸多未

知突变的临床意义目前尚不明确，更多应用于基础研究。

由于恶性肿瘤的异型性较高，且不同突变基因间可能存在

互斥效应，因此单基因检测容易导致假阴性结果。已发表

的多项胆管恶性狭窄研究选择针对特定突变基因集的靶向

测序，在尽可能保留测序深度和覆盖率的前提下，降低成

本，加快检测速度，更适合临床实际应用。

匹兹堡大学的 Singhi 等［10］对 ERCP 术中胆管细胞刷检

和活检样品进行基因检测，共选取胆管恶性狭窄中常见的

28个基因，如发现突变则定义为基因检测阳性。该研究共

纳入 220位胆管狭窄患者，其中 150例为手术病理或随访证

实的恶性肿瘤患者，包括肝内胆管癌、肝外胆管癌、胰腺癌、

壶腹癌、胆囊癌等。结果表明，传统病理检查和血清

CA19‑9 检测（≥44 U/mL）对诊断恶性狭窄的敏感度分别为

48% 和 76%，特异度分别为 99% 和 69%； 二代测序技术诊

断恶性狭窄的敏感度和特异度为 73%和 100%；二代测序技

术与病理检查相结合，可将诊断敏感度提高至 83%。该研

究还纳入 37 例有原发性硬化性胆管炎病史的患者，其中

12例患者在此基础上发生了恶变，在该类人群中，二代测序

技术和病理检查的诊断特异度均为 100%，但病理的敏感度

仅为 8%，而二代测序技术的敏感度则达到 83%。值得注意

的是，约 13%的恶性肿瘤患者通过二代测序技术发现了治

疗相关的基因改变，其中 2例 ERBB4拷贝数异常的患者在

后续治疗中采用常规化疗（吉西他滨和顺铂）联合曲妥珠单

抗的治疗方案，取得较好疗效。这一研究凸显了二代测序

技术在胆管良恶性狭窄诊疗方面的适用性和有效性。

荧光原位杂交技术同样被用于胆管良恶性狭窄的鉴

别，有良好的特异度，但敏感度较低，且费用和技术难度较

表1 各类胆管恶性狭窄常见突变基因的发生频率

基因

TP53
KRAS
SMAD4
CDKN2A/B
ARID1A
FGFR2
IDH1
APC
ERBB2
ATM
PI3KCA
BAP1

肝内胆管癌 a

17%~27%
7%~25%

2.2%~5%
2.6%~27%

16.5%~23%
4%~15%

18.2%~29%
0%~1.4%

1.1%~3%
0%~4.1%

4.2%~5%
8%~19%

肝外胆管癌 a

40%~52%
12%~42%

16.7%~30%
5.4%~17%
12%~20.9%

0%
0%~11.6%
0%~7.3%
0%~11%
6%~10%
0%~7%
0%~12%

胰腺癌 a

23%~62.4%
66%~91.8%
11%~20.9%

1%~14.8%
3%~6.4%
0%~0.4%
0%~0.7%
0%~1.6%

0.9%~1%
2.7%~4%

0%~2%
0%~1%

胆囊癌 a

35%~59%
0%~11%
5%~20.7%

7.2%~19%
12%~20.7%

0%~3%
0%~1.9%

3.9%~5%
4.4%~16%

5%~13.3%
9.6%~14%

0%~2%

壶腹癌 a

59%~65%
41%~53.8%

18.1%~30%
10%~17%

9%~10.6%
0%~1.9%
0%~0.6%

22.5%~28%
3.8%~9%

7%~10.6%
11%~13.1%

0%~15%

恶性狭窄 b

21%~63.3%
24%~85.7%

5%~9.5%
6%~23.%

NA
1%~1.8%
1%~5.3%

3.5%
2%~8.8%

1%
4%~8.8%

21%~63.3%
注：TP53指肿瘤蛋白 53；KRAS指Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物；SMAD4指 SMAD家族成员 4； CDKN2A/B指细胞周期依赖性激酶抑

制基因 2A/B；ARID1A 指 AT 丰富结合域 1A；FGFR2 指成纤维细胞生长因子受体 2；IDH1 指异柠檬酸脱氢酶；APC 指腺瘤样结肠息肉基因；

ERBB2指酪氨酸激酶受体 2；ATM指共济失调毛细血管扩张突变因子；PI3KCA指磷脂酰肌醇‑3‑激酶催化亚单位α；BAP1指BRCA1关联蛋白

1；NA指目前未见相关报道；a突变数据来源于相关已发表论文[3,4,6‑9]及 ICGC（International Cancer Genome Consortium )在线数据库、cBioPortal第
三方数据平台（http://www.cbioportal.org/），为传统手术样本及活检样本检测数据；b总结已发表的内镜逆行胰胆管造影术操作中获取胆汁或刷

检/活检样本进行二代测序技术检测的基因突变频率[10‑13]
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高。Dudley 等［14］利用 81 例胆管刷检样品将荧光原位杂交

技术和二代测序技术的诊断效能进行对比，在该研究中，细

胞形态学检测的敏感度、特异度和准确率分别为 67%、 98%
和 85%；荧光原位杂交技术检测的敏感度、特异度和准确率

分别为 55%、94% 和 78%；而二代测序技术检测的敏感度、

特异度、准确率分别为 74%、98%和 88%。研究者将二代测

序技术或荧光原位杂交技术检测与细胞学检测联用，发现

二代测序技术联合细胞学检测的敏感度提高至 85%，特异

度略微下降至 96%，准确率达到 91%；而荧光原位杂交技术

检测与细胞学检测联合并不能进一步提高诊断效能，其敏

感度为 76%，特异度为 92%，准确率为 85%。该研究表明相

比于荧光原位杂交技术，二代测序技术的诊断效能更好，并

可以与细胞形态学检测互为补充。

有趣的是，Harbhajanka等［11］在近期一项研究中采用胆

管细胞刷检样品离心后的上清液进行二代测序技术检测，这

些样品一般在病理检测中会被丢弃。该项研究共检测55个

基因，其中KRAS和TP53突变频率最高，分别为77%和49%。

在94例胆管狭窄患者中，二代测序技术诊断胆管恶性狭窄的

敏感度和特异度分别为 93%和 100%；而同时进行病理检测

的敏感度和特异度分别为49%和100%。在细胞形态学报告

为“异型”的18例患者中，有15例最终诊断为恶性，其中14例

二代测序技术检测阳性，体现出二代测序技术检测的优越

性。采用细胞刷检样品离心后的上清液用于二代测序技术

检测并不影响常规细胞学评估，也不需要额外取材，为后续

研究提供了良好思路，具有较佳的临床应用前景。

除对通过ERCP获得的细胞及组织样品进行检测外，尚

有部分研究将胆汁样品的液体活检用于鉴别胆管狭窄性

质。液体活检作为一项新兴的体外诊断技术，与传统组织

活检的一致性良好，而由于毗邻肿瘤组织，胆汁中相比于血

清含有更为丰富的游离 DNA，而胆汁在 ERCP 操作中是较

为容易获取的样本。Driescher 等［12］在 29 例有配对胆汁和

肿瘤组织样品的患者中，发现液体活检与组织活检的二代

测序技术检测一致性可达 96.2%，而血浆液体活检的一致

性仅为 31.6%，提示胆汁相比于血浆更适合于液体活检。

Arechederra 等［14］近期发表一项研究，证实胆汁中的游离

DNA含量约为血浆中的 20倍，且含有 DNA片段较长，利用

二代测序技术检测胆汁游离 DNA 中的 52 个基因，在 68 例

不明原因胆管狭窄患者中，其诊断恶性狭窄的敏感度和特

异度分别为 96.4% 和 69.2%。而同时进行病理检测的敏感

度和特异度分别为 60% 和 100%，病理诊断 35 例患者为良

性或不确定，其中 22 例最终诊断为恶性，这些患者胆汁游

离DNA的二代测序技术检测均为阳性，敏感度达100%。

从上述研究可以看出，相比于细胞刷检样本，液体活检

样本用于二代测序技术对胆管恶性狭窄的诊断敏感度较

高，但特异度相对较低。推测其原因，可能是由于胆汁中含

有来源于整个胆管不同部位的基因信息，突变基因检出率

较高；而细胞刷检往往仅局限于狭窄部位和样品含量，导致

检测敏感度不高。在特异度方面，液体活检存在约 30%的

假阳性率，一些炎症诱导的细胞损伤或癌前病变可能导致

假阳性结果。而令人惊奇的是，Arechederra 等［13］报道的

4例液体活检误报为假阳性的患者（临床最终诊断为良性狭

窄），其中 1例患者在 10个月后确诊胰腺癌。早期一项研究

评估原发性硬化性胆管炎患者胆汁中存在的游离细胞可能

存在 KRAS 突变，在随访中，只有那些存在 KRAS 突变的个

体发生了胆管癌或高级别上皮内瘤变［15］。这表明胆汁液体

活检除对现有病变有鉴别作用外，可能对未来肿瘤发生风

险有一定的预测作用。

三、展望

目前胆管恶性狭窄的早期定性诊断仍存在困难，二代

测序可以作为临床病理检查的重要补充，在保持较高诊断

特异度的情况下，提高诊断敏感度，对尽早确定患者病变性

质具有重要意义。近些年来，胆管恶性肿瘤的靶向治疗方

兴未艾，针对诸如 FGFR2 融合突变、IDH1/2 突变以及

ERBB2异常扩增等基因改变，均可以应用相应的靶向药物

进行有效治疗。因而二代测序不仅可以作为诊断工具，也

可以及时发掘潜在的治疗靶点，指导精准治疗。目前，国内

二代测序技术在诊断胆管肿瘤方面的应用较少，价格相对

昂贵，缺乏统一标准，急需开展大规模临床研究验证其应用

价值，并探寻合适的测序范围和测序深度，研究国人胆管肿

瘤的基因谱，提高此类患者的临床诊疗水平。
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•读者 • 作者 • 编者 •
《中华消化内镜杂志》对来稿中统计学处理的有关要求

1.统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究）；实验设

计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等）；临床试验设计（应交代属于第几期

临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 4个基本原则（随机、对照、重复、均衡）概要说明，尤其要交代如何控制

重要非试验因素的干扰和影响。

2.资料的表达与描述：用 x̄±s表达近似服从正态分布的定量资料，用M（Q1，Q3）或M（IQR）表达呈偏态分布的定量资料；用

统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上

刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于20，要注意区分百分率与百分比。

3.统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学

分析方法，不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的

条件以及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 χ2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适

的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计学分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全

面、合理的解释和评价。

4．统计结果的解释和表达：当P<0.05（或P<0.01）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计学分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方

差分析、多个均数之间两两比较的 q检验等），统计量的具体值（如 t值，χ2值，F值等）应尽可能给出具体的P值；当涉及到总体

参数（如总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，再给出95％可信区间。
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