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二代测序检测乳腺癌易感基因在乳腺癌发病风险预测及临床治疗中的

应用

吴楠① 于津浦② 赵晶① 赵洋① 穆坤① 张军① 金钊① 刘俊田①

摘要 目的：通过二代测序技术筛选乳腺癌易感基因突变位点，探讨其对乳腺癌风险预测、临床干预及预后指导的意义。方法：

采取2013年11月至2015年7月272例就诊天津医科大学肿瘤医院的乳腺癌患者146例、高危人群71例及健康者55例3组样本的

外周血，采用二代测序技术进行DNA检测。采用Amplicon方法筛选BRCA1、BRCA2、PTEN、STK11、TP53及BAP1全外显子区域

有价值的突变位点，分析3组的基因突变发生率及乳腺癌患者易感基因突变与临床病理特征之间的相关性。结果：经筛选获得

177个突变位点，去重后共得到67个突变位点，其中包括50个单核苷酸突变（single nucleotide variants，SNVs）、8个无义突变（non⁃
sense mutation）和9个插入缺失突变（insertion-deletions，InDels）。3组突变位点中31个突变位点收录于ExAC数据库，40个突变

位点收录于Clin Var数据库。本研究中 21个新发现的突变位点在ExAC、Clin Var或 db SNP数据库中均未提及。统计分析发现

85.1%（57/67）的突变发生于乳腺癌患者及高危人群中，且突变阳性乳腺癌患者有较高的淋巴结转移率（P=0.010）及病理分期（P=
0.002），致病性突变的乳腺癌患者的肿瘤家族史（P=0.005）及三阴性乳腺癌比例（P=0.009）均高于非致病性突变者。结论：乳腺癌

易感基因突变位点在乳腺癌风险预测、临床治疗及预后评价方面具有重要意义。
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Abstract Objective: To investigate the function of breast cancer susceptibility gene variants in predicting breast cancer risk and guid-

ing clinical treatment through DNA sequencing. Methods: This study involved 146 patients, 71 high-risk cases, and 55 healthy people,

totaling 272 cases. The subjects were treated in Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital from November 2013 to July

2015. Genomic DNA was sequenced by a second generation sequencing platform. All exon areas of six common breast cancer suscepti-

bility genes (BRCA1, BRCA2, PTEN, STK11, TP53, and RAP1) were sequenced through amplicon sequencing method. Meaningful vari-

ants including single nucleotide variants (SNVs), insertion- deletions (InDels) and nonsense mutations were selected and statistical

methods, such as t test and χ2 test, were used to analyze the statistical differences in incidence rates among three groups. Results: A

total of 177 meaningful variants were confirmed, including 50 SNVs, 8 nonsense mutations, and 9 InDels. Among the variants, 31 were

recorded in the Exome Aggregation Consortium (ExAC), 40 were noted in ClinVar database, and 21 were not encoded in the present da-

tabase, which were defined as new variants in this study. Conversely, 57 variants (85.1%) were found in breast cancer patients and

high-risk cases, and the incidence of axillary lymph node metastasis (P=0.010) and pathological stages (P=0.002) in mutation positive

patients were both higher than mutation negative patients. Moreover, the percentage of family history of cancer (P=0.005) and triple

negative breast cancer (P=0.009) were both higher in patients carrying pathogenic mutations than in nonpathogenic patients. Conclu-

sion: Breast cancer susceptibility gene variants may not only be a tool used to predict the risk of getting breast cancer but also a mean-

ingful guideline for the clinical treatment and prognosis evaluation.
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乳腺癌早期预防是其发病率降低的主要原

因［1］。流行病学调查显示，乳腺癌易感基因突变主要

表现在其家族的聚集性［2］，其中二代测序技术对检测

乳腺癌易感基因突变具有重要意义。本研究旨在对

BRCA1、BRCA2、PTEN、TP53、STK11和BAP1乳腺癌

易感基因进行测序，分析其在乳腺癌风险预测、临床

治疗及预后评价中的意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 病例资料 采取 2013年 11月至 2015年 7月

272例于天津医科大学肿瘤医院诊治的146例乳腺癌

患者、71例高危人群及 55例健康者的外周血。入选

标准：1）患者：同意入组的乳腺癌患者；2）高危人群：

既往有肿瘤病史（已排除皮肤基底细胞癌、宫颈原位

癌等早期癌）或家族中2位及以上一级亲属患恶性肿

瘤（年龄≤50岁）；3）健康人群：既往无肿瘤病史及肿

瘤家族史。本研究得到天津医科大学肿瘤医院伦理

委员会批准，且患者均签署知情同意书。

1.1.2 试剂 Control DNA ACD1、Control Oligo Pool
ACP1、CAT、OHS1、SW1、UB1、TDP1/PMM2 PCR扩增

预混液、LNA1/LNB1混合试剂、NW1均购自美国 Illu⁃
mina公司。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 采取患者外周静脉血5 mL，1 200 r/min
离心10 min后，取中间悬浮层白膜200 μL。
1.2.2 DNA提取 吸取20 μL蛋白酶K、200 μL全血样

本及200 μL缓冲液AL至1.5 mL离心管混匀，56℃孵育

10min，短暂离心后加入200μL无水乙醇混匀，8 000 r/min
离心1 min，弃滤液。分别加入500 μL缓冲液AW1、AW2

混匀，8 000 r/min及14 000 r/min短暂离心后，加入200 μL
缓冲液AE，室温孵育1 min，8 000 r/min离心1 min。
1.2.3 DNA 浓度及纯度测量 初始化仪器后，取

1.5 μL去离子水作为空白对照，依次加入 1.2 μL的

DNA提取样本检测其OD值，保留OD260/280为 1.8~2.0、
浓度为50 ng/μL及以上的样本。

1.2.4 DNA文库制备 实验方法参照美国 Illumina公
司的TruSeq Amplicon Cancer Panel说明书操作［3］。

1.2.5 突变位点致病性检测 通过SIFT、Polyphen2、
LRT、Mutation Taster、Mutation Assessor、FATHMM、

Meta SVM和Meta LR软件对筛选出的每一个突变位

点进行检测。当有 1个软件预测某个突变位点为功

能缺陷时记为1分，通过ROC曲线得出能够预测致病

性突变的 cut off值为 2.5分。本研究将 3组样本中突

变位点评分≥3分时定为致病性突变，对于插入缺失

突变（insertion- deletions，InDels）和无义突变（non⁃
sense mutation）采用Mutation Taster进行评价。

1.3 统计学分析

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析。计量资料

采用 t检验；计数资料采用χ2检验。P<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 样本测序数据的质量统计

3组样本测序深度为 200～1 000×（图 1A）；92%
样本的Q30超过 80%（图 1B）；读取至目标区域的数

据超过 85%（图 1C）；编码区的覆盖率达到 95%以上

（图 1D）；样本间测序深度保持一致（图 1E）；不同基

因所占数据量比例稳定（图1F）。
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2.2 样本突变位点的筛选流程

通过图 2所示筛选的方式共获得 177个突变位

点，其中包含 158个单核苷酸突变（single nucleotide
variants，SNVs）、8个无义突变和11个 InDels。去重后

为67个突变位点，包括50个SNVs、8个无义突变和9
个 InDels。突变位点与ExAC、ClinVar数据库收录相

同的为 31、40个，本研究新发现的 21个突变位点在

ExAC，Clin Var或dbSNP数据库中均未提及。

2.3 乳腺癌易感基因突变分布及风险预测

本研究最终发现的67个基因突变中50个（74.6%）
发生于BRCA1/2，46个分别收录于ExAC，ClinVar或
dbSNP数据库。46个突变中22个（47.8%）为致病性突

变，其中5个为 InDels、6个为无义突变、11个为错义突

变。本研究新发现的21个突变位点中14个（66.7%）为
致病性突变，其中3个为InDels、2个为无义突变、9个为

错义突变。

2.4 检测样本中乳腺癌易感基因的分布情况

本研究行外周血检测的272例患者中携带突变的

为164例，其中乳腺癌患者70例、高危人群49例、健康

者45例。乳腺癌患者的突变位点为42个，高危人群为

22个，健康者为10个，高达85.1%（57/67）突变发生于乳

腺癌患者及高危人群。146例乳腺癌患者中9例临床病

理资料缺失，137例乳腺癌患者中易感基因突变及易感

基因致病性突变与临床病理特征的关系见表1。

TruSeq custom panel 6 genes

Clinical samples number 272

Get a total of 12,287 raw variants

Remove 8,581 variants located in non-coding region

Get a total of 3,706 coding region variants

Remove 1,976 synonymous SNVs

Get a total of 1,730 missense/nonsense/
InDels variants

Remove 225 low allele frequency variants (<20%)

Remove 1,328 variants with allele frequency greater than 0.1% report-

ed by dbSNP or 1000 genome project

Get a total of 177 germline mutation and
unknown mutation

Get a total of 1,505 passed filtering variants

图2 突变位点的筛选流程

Figure 2 Flow chart of screening 177 variants

表1 6个乳腺癌易感基因突变及易感基因致病性突变与乳腺癌患者临床病理特征的关系

Table 1 Relationship of breast cancer susceptibility gene mutation and pathologic mutation with clinicopathologic feature of patients

Clinicopathologic feature

Family history of cancer

Yes

No

Axillary lymphatic metastasis

Yes

No

Mutation positive

(n=65)

25 (38.5)

40 (61.5)

33 (50.8)

32 (49.2)

Mutation negative

(n=72)

18 (25.0)

54 (75.0)

21 (29.2)

51 (70.8)

P

0.09

0.01

Pathologic mutation

(n=25)

15 (60.0)

10 (40.0)

11 (44.0)

14 (56.0)

Non-pathogenic mutation

(n=40)

10 (25.0)

30 (75.0)

22 (55.0)

18 (45.0)

P

<0.01

0.39
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3 讨论

研究表明乳腺癌易感基因突变是乳腺癌具有家族

聚集性的重要原因［4］，其中BRCA1/2是较为重要的两个

基因，携带BRCA1/2突变的70岁前健康女性罹患乳腺

癌的累计风险高达55%～85%［5］，TP53、PTEN、STK11、
CDH1、ATM、CHEK2乳腺癌易感基因也与乳腺癌发生

发展密切相关［6］。

本研究通过二代测序技术筛选乳腺癌易感基因

全外显子区域突变位点，与传统的一代测序相比二

代测序的优势是更加高效［7］。目前，乳腺癌易感基因

检测因缺乏热点区，所检测的基因片段较长，选择传

统的检测技术效果不佳，因此二代测序技术备受瞩

目。同时，二代测序技术也存在不足之处，如检测步

骤较繁琐，数据分析难度大，并且存在大量未知位点

的判读等。基于以上优缺点，二代测序技术仍得到

国内外学者的广泛应用［8-9］。本研究测序结果中得出

测序数据质量高、目标区域测序深度均匀、目标区域

覆盖度好、扩增效率稳定、样本间测序深度重复性

高、样本间碱基变化分布均匀、突变图谱符合Germ⁃
line Mutation特征的优势。

本研究通过筛选得到 67个突变位点，其中 46个
突变（68.7%）收录于ExAC、ClinVar或dbSNP数据库，

由此证实本研究结果的可信度，21 个突变位点

（31.3%）为本研究中新发现的突变位点，且均发生于

乳腺癌患者或高危人群，由此说明这些新发现的突

变位点可作为预测乳腺癌发病风险的新切入点，为

进一步的研究提供理论依据。统计分析发现，乳腺

癌易感基因突变在乳腺癌患者及高危人群中的发生

率为 85.1%（57/67），明显高于健康者的 1.5%（1/67），

提示检测乳腺癌易感基因突变位点可为预测乳腺癌

发生风险、提高早期乳腺癌的检出率提供帮助。但

需要指出的是，筛选出的突变位点需要更多的研究

来验证，从而建立安全有效的乳腺癌危险预测模型，

达到指导乳腺癌危险评估的目的。

本研究进一步分析发现，突变阳性患者的腋下

淋巴结转移比例较高（P=0.010），且病理分期中Ⅲ期

患者所占比例较大（P=0.002），由此提示发生易感基

因突变的乳腺癌患者预后可能更差，对携带乳腺癌

易感基因突变患者需要考虑是否适当强化临床治

疗。研究表明，BRCA1突变的乳腺癌中高达 70%患

者为三阴性乳腺癌，BRCA2突变的乳腺癌中 16%~
23%患者为三阴性乳腺癌［10］，本研究发现在6个乳腺

癌易感基因突变的患者中致病性突变患者的三阴性

乳腺癌所占比例高（P=0.009），与上述研究结果一致。

综上所述，本研究通过二代测序技术检测乳腺癌

易感基因突变情况，从而为乳腺癌早期预防，临床治疗

Clinicopathologic feature

ER

Positive

Negative

PR

Positive

Negative

HER-2

Positive

Negative

Triple negative breast cancer

Yes

No

Pathological stage

0+Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

Histological grade

Ⅰ+Ⅰ-Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ-Ⅲ+Ⅲ

Mutation positive

(n=65)

50 (76.9)

15 (23.1)

47 (72.3)

18 (27.7)

21 (32.3)

44 (67.7)

9 (13.8)

56 (86.2)

19 (29.2)

21 (32.3)

25 (38.5)

8 (12.3)

47 (72.3)

10 (15.4)

Mutation negative

(n=72)

50 (69.4)

22 (30.6)

48 (66.7)

24 (33.3)

35 (48.6)

37 (51.4)

6 (8.3)

66 (91.7)

32 (44.4)

31 (43.1)

9 (12.5)

15 (20.8)

42 (58.4)

15 (20.8)

P

0.33

0.48

0.05

0.31

<0.01

0.22

Pathologic mutation

(n=25)

16 (64.0)

9 (36.0)

15 (60.0)

10 (40.0)

8 (32.0)

17 (28.0)

7 (28.0)

18 (72.0)

6 (24.0)

9 (36.0)

10 (40.0)

1 (4.0)

18 (72.0)

6 (24.0)

Non-pathogenic mutation

(n=40)

34 (85.0)

6 (15.0)

32 (80.0)

8 (20.0)

13 (32.5)

27 (67.5)

2 (5.0)

38 (95.0)

13 (32.5)

12 (30.0)

15 (37.5)

7 (17.5)

29 (72.5)

4 (10.0)

P

0.05

0.08

0.97

<0.01

0.75

0.12

表1 6个乳腺癌易感基因突变及易感基因致病性突变与乳腺癌患者临床病理特征的关系（续表1）
Table 1 Relationship of breast cancer susceptibility gene mutation and pathologic mutation with clinicopathologic feature of patients
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及预后评价提供一定理论依据，但由于本研究样本例

数较少，且未进行相关生存分析，因此其对于乳腺癌患

者治疗及预后的指导意义有待进一步证实。
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