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　　微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）是 ＤＮＡ
复制过程中形成大量移码突变、引起的核苷酸重复单元数量

改变的现象，多种肿瘤中均可见ＭＳＩ，常见于结直肠癌、子宫
内膜癌和胃癌。ＭＳＩ检测对多种实体瘤患者有重要意义，包
括林奇综合征筛查、指导５ＦＵ类化疗药物的选择、预后分层
和筛选免疫检查点抑制剂获益人群等。目前，ＭＳＩ检测主要
包括ＰＣＲ＋毛细管电泳法、ＰＣＲ＋高分辨率熔解曲线法和
ＮＧＳ法，其中以ＰＣＲ＋毛细管电泳法为金标准。本文基于３
种常用的技术平台并结合临床工作经验，对 ＭＳＩ相关机制、
检测方法和质量控制等进行阐述，以进一步指导与规范我国

ＭＳＩ的检测工作。

１　ＭＳＩ的概念

　　微卫星是存在于原核生物和真核生物的基因组中，通常
由１～６个碱基对组成的ＤＮＡ串联重复序列，其又被称作简
单重复序列或短串联重复序列［１－２］，常见类型包括单核苷酸

重复、二核苷酸重复、三核苷酸重复或四核苷酸重复等。微

卫星的多态性主要由核心区重复序列的拷贝数差异引起，在

一类重复序列中１个特定序列重复的丰度可能有较大差异，
如在单核苷酸重复的情况下，ｐｏｌｙ（Ａ）或 ｐｏｌｙ（Ｔ）的密度比
ｐｏｌｙ（Ｇ）或ｐｏｌｙ（Ｃ）的密度大３００倍。在二核苷酸重复序列
中，ＡＣ和ＡＴ较多，ＣＧ最少。由于ＤＮＡ错配修复（ｍｉｓｍａｔｃｈ
ｒｅｐａｉｒ，ＭＭＲ）基因的突变或表观遗传发生变化，ＤＮＡＭＭＲ
系统的正常功能被破坏、微卫星碱基对数量发生改变称为

ＭＳＩ。微卫星作为重要的序列组成部分，在基因组调控中发
挥多种作用［３－４］。微卫星 ＤＮＡ多样性，是构成人类基因组
多样性的分子机制之一。

２　ＭＳＩ的发展史

　　１９８４年，英国莱斯特大学发现人类肌红蛋白基因中存
在多态ＧＧＡＴ重复序列。１９８９年，由 Ｌｉｔｔ和 Ｌｕｔｙ首次提出
“微卫星”的概念［５］（图１）。微卫星是短而重复的 ＤＮＡ序
列，具有分布广泛、非随机的特点，约占人类基因组的３％，
主要分布在基因的非编码区和染色体末端［３］。在真核生物

中，高保真的ＤＮＡ复制对维持细胞基因组稳定性和正常生
理功能至关重要，但基因复制过程中受环境因素等影响，易

发生核苷酸的错误掺入或缺失，引起基因组中重复序列次数

的增加或丢失。在ＤＮＡ聚合酶和多种修复机制的基础上，
一般情况下ＤＮＡ复制的错误会被修复。然而，当作为高保
真ＤＮＡ复制最后一道防线的 ＭＭＲ系统出现启动子超甲基
化或基因突变时，ＤＮＡ复制错误无法纠正并连续积累，微卫
星的序列长度或碱基组成发生变化称为 ＭＳＩ，使基因组表现
高突变表型［６］。

　　１９９３年，研究者发现在遗传性非息肉病结直肠癌（ｈｅ
ｒｅｄｉｔａｒｙｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＨＮＰＣＣ）中 ＭＳＩ的发
生率高达８６％，而在散发性结直肠癌中 ＭＳＩ的发生率也达
１６％［７］。与此同时，陆续有研究者在结直肠癌中发现类似分

子现象，与ＭＭＲ系统功能缺陷密切相关，影响结直肠癌患
者的生存时间［８］。１９９７年，美国国家癌症研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＮＣＩ）在结直肠癌的国际专题会议上，对ＭＳＩ
进行统一定义，即与正常组织相比，肿瘤组织中由微卫星重

复单元的插入或缺失导致的微卫星长度改变称为 ＭＳＩ。同
年，美国ＮＣＩ在ＭＳＩ研讨会对 ＭＳＩ检测位点的选择和诊断
标准进行规范和统一，推荐了简称为“２Ｂ３Ｄ”的 ＭＳＩ位点检
测Ｐａｎｅｌ，称之为ＢｅｔｈｅｓｄａＰａｎｅｌ或ＮＣＩＰａｎｅｌ，该Ｐａｎｅｌ包括２
个单核苷酸位点（ＢＡＴ２５和 ＢＡＴ２６）和３个双核苷酸位点
（Ｄ２Ｓ１２３、Ｄ５Ｓ３４６和 Ｄ１７Ｓ２５０）。同时，专家组也制定 Ｐａｎｅｌ
判读标准：若５个微卫星位点中有２个或２个以上的微卫星
位点不稳定，则为微卫星高度不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａ
ｂｉｌｉｔｙｈｉｇｈ，ＭＳＩＨ）；若有１个微卫星位点不稳定，则为微卫
星低度不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｌｏｗ，ＭＳＩＬ）；若 ５
个微卫星位点均稳定，则为微卫星稳定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｔａｂｉｌｉ
ｔｙ，ＭＳＳ）［９］。２００２年，美国 ＮＣＩ对 ＭＳＩ的检测进行修订和
补充，推荐含有５个单核苷酸位点（ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ２１、
ＮＲ２２和ＮＲ２４）构成的ＰｅｎｔａｐｌｅｘＰａｎｅｌ，检测灵敏度远高于
“２Ｂ３Ｄ”ＮＣＩＰａｎｅｌ［１０］。２００４年，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司发布全球
首个商品化ＭＳＩ检测试剂盒；２００６年，ＰｒｏｍｅｇａＰａｎｅｌＭＳＩ检
测体系出现，将ＰｅｎｔａｐｌｅｘＰａｎｅｌ中的ＮＲ２２替换为Ｍｏｎｏ２７，
包括５个单核苷酸位点（ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ２１、ＭＯＮＯ２７
和ＮＲ２４）和２个对照位点（ＰｅｎｔａＣ、ＰｅｎｔａＤ）［１１］。目前，国
内外权威指南和专家共识推荐 ＭＳＩ检测方法主要是２Ｂ３Ｄ
Ｐａｎｅｌ和ＰｒｏｍｅｇａＰａｎｅｌ。
２０１５～２０１７年，大量临床研究证实 ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂

对 ＭＳＩＨ／错配修复功能缺陷（ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ，
ｄＭＭＲ）实体瘤患者疗效显著［１２－１３］。２０１７年，美国食品药品监
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图１　ＭＳＩ发展历史中的代表性事件

督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）正式批准帕博
利珠单抗用于 ＭＳＩＨ型晚期或转移性实体瘤患者的治疗。
目前，ＭＳＩＨ发生率高的实体瘤包括子宫内膜癌（２０％ ～
３０％）、胃癌（１５％～２０％）和结直肠癌（１２％～１５％）［１４］。中
国每年新增ＭＳＩＨ患者人数近３０万，美国国立综合癌症网
络（ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅＣａｎｃｅｒＮｅｔｗｏｒｋ，ＮＣＣＮ）或中国临
床肿瘤学会（ＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＣＳＣＯ）的最
新指南，将ＭＳＩ检测作为结直肠癌、子宫内膜癌、小肠腺癌和
胃癌一线治疗方案的必要检测。此外，行林奇综合征筛查和

接受免疫治疗的实体瘤患者均推荐行ＭＳＩ检测［１５－１６］。

３　ＭＳＩ的致病机制（ＭＭＲ机制）

３．１　ＭＭＲ组成与功能　１９６４年，ＭＭＲ系统阐述了细菌和
酵母中的ＤＮＡ切除－再合成过程，主要纠正在 ＤＮＡ中产生
的错配核苷酸或插入－缺失环的复制错误。ＭＭＲ基因的产
物是ＭＭＲ蛋白，属于核酸水解酶。ＤＮＡ在复制过程中会不
可避免地发生错误，而ＭＭＲ系统起到负责监视和修正 ＤＮＡ
复制和重组过程中的错误，使ＤＮＡ能精确复制，保证遗传的
保守性和稳定性［１７］。

ＭＭＲ系统广泛存在于生物体内，在大肠埃希菌（ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｅ．ｃｏｌｉ）中发现 ＭＭＲ，即 ＭｕｔＳＬＨ依赖于 ＭｕｔＳ、
ＭｕｔＬ、ＭｕｔＨ等基因编码的产物。在Ｅ．ｃｏｌｉ的ＤＮＡ复制过程
中，新生链上约２５６个碱基对出现１次ＧＡＴＣ序列，在被合成
后的短时间内不会被甲基化，而此时模板链上的 ＧＡＴＣ序列
已被甲基化。该差异使模板链与新生链暂时得以区分，为

ＭｕｔＳＬＨＭＭＲ特异性识别提供前提和基础。ＭｕｔＳ识别错配
或未配对碱基并与之结合，ＭｕｔＬ参与形成复合体“ＭｕｔＬ
ＭｕｔＳＤＮＡ”，并激活ＭｕｔＨ的核酸内切酶活性，在错配位点附
近（ＧＡＴＣ）序列处将非甲基化的ＤＮＡ链切割，然后核酸外切
酶在解螺旋酶和单链 ＤＮＡ结合蛋白的协助下，将非甲基化
的ＤＮＡ序列从ＧＡＴＧ位点至错配位点整段去除。

目前，真菌和哺乳动物体内的 ＭＭＲ系统也开始得到进
一步探索。研究发现多个 ＭＭＲ相关分子，主要包括 ５个
ＭｕｔＳ同源体（ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＭＳＨ４、ＭＳＨ５、ＭＳＨ６）、４个 ＭｕｔＬ
同源体（ＭＬＨ１、ＭＬＨ２／ＰＭＳ１、ＭＬＨ３、ＭＬＨ４／ＰＭＳ２）、ＭｕｔＨ同
源体和ＵｖｒＤ同源体［１８］。人类ＭＭＲ系统中的主要蛋白包括

ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ３、ＭＳＨ６、ＰＭＳ１、ＰＭＳ２和 ＭＬＨ３，它们以异
源二聚体的形式相互作用。ＭＳＨ２与 ＭＳＨ６或 ＭＳＨ３偶联
（分别形成ＭｕｔＳα和ＭｕｔＳβ复合物），２个异源二聚体均可识
别新合成的ＤＮＡ核苷酸链上的碱基错配，并与错配位点结
合；ＭＬＨ１与 ＰＭＳ２、ＰＭＳ１或 ＭＬＨ３偶联（分别形成 ＭｕｔＬα、
ＭｕｔＬβ或 ＭｕｔＬγ复合物），与结合到 ＤＮＡ链上的 ＭｕｔＳα或
ＭｕｔＳβ形成暂时性的复合物启动 ＭＭＲ，与有关的酶相互配
合，切除含有错配碱基的１段ＤＮＡ链，以代替被切除的ＤＮＡ
链，完成含错配碱基ＤＮＡ核酸链的修复（图２）。

图２　ＭＭＲ相关基因蛋白的具体组成结构

及其形成复合物的作用机制

３．２　ＭＭＲ与ＭＳＩ的关系　微卫星序列是 ＤＮＡ复制过程
中最易发生错配的序列，需要ＭＭＲ相关蛋白修复。ＭＭＲ是
高度保守的细胞过程，在 ＤＮＡ复制过程中起重要作用。有
研究证实，ＭＭＲ使 ＤＮＡ复制的准确性提高１００～１０００倍。
若ＭＭＲ功能缺陷，微卫星出现的复制错误得不到纠正并不
断累积，使微卫星序列长度或碱基组成发生改变称为 ＭＳＩ。
同时，导致基因组呈高突变表型，即ＭＳＩ是ＭＭＲ缺陷导致的
结果，故可通过检测 ＭＭＲ蛋白缺失反映 ＭＳＩ状态。采用免
疫组化法检测肿瘤样本中 ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６和 ＰＭＳ２表
达，若４个ＭＭＲ蛋白均阳性，则为错配修复功能完整（ｍｉｓ
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ｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒｐｒｏｆｉｃｉｅｎｔ，ｐＭＭＲ）；任一 ＭＭＲ蛋白缺失即为
ｄＭＭＲ。通常ｄＭＭＲ相当于ＭＳＩＨ表型，ｐＭＭＲ相当于 ＭＳＩ
Ｌ／ＭＳＳ表型，根据免疫组化检测结果可提示是否进行特定
ＭＭＲ基因的突变检测。

４　ＭＳＩ的临床意义

　　ＭＳＩ最早在结直肠癌中发现，其在结直肠癌、胃癌和子
宫内膜癌等多种实体瘤中高发［１９］，在林奇综合征筛查、化疗

药物选择、预后预测和免疫检查点抑制剂获益人群筛选等方

面具有重要意义。２０２１年，美国 ＮＣＣＮ指南推荐结直肠癌、
子宫内膜癌、胃癌和小肠腺癌［２０－２２］的新确诊患者常规检测

ＭＳＩ，同时也推荐前列腺癌、胰腺癌等进行ＭＳＩ检测以指导免
疫治疗。ＣＳＣＯ结直肠癌诊疗指南推荐结直肠癌患者行
ＭＳＩ／ＭＭＲ检测，《结直肠癌分子检测高通量测序中国专家共
识》（２０２１）也将 ＭＳＩ／ＭＭＲ列为“必须检测的生物学标志
物”［２３］。《子宫内膜癌分子检测中国专家共识》（２０２１）推荐
对子宫内膜癌 ＭＭＲ／ＭＳＩ患者行林奇综合征筛查［２４］。ＭＳＩ
检测对结直肠癌和子宫内膜癌等多种实体瘤患者的治疗，均

有重要的临床意义。

４．１　ＭＳＩ检测与林奇综合征的关系　林奇综合征是由
ＭＭＲ基因（包括 ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６和 ＰＭＳ２基因）胚系致
病性突变，或 ＥＰＣＡＭ基因失活导致 ＭＳＨ２启动子高度甲基
化，引起ＭＳＨ２基因沉默所致的常染色体显性遗传性肿瘤综
合征。林奇综合征发病时间早，约占结直肠癌发生率的３％，
包括结直肠癌、子宫内膜癌、卵巢癌和胃癌等多种肿瘤［２５］。

由于ＭＭＲ基因的功能失活，微卫星出现的复制错误得不到
纠正并不断累积，９０％的林奇综合征患者表现为 ｄＭＭＲ和
（或）ＭＳＩＨ表型［２６－２７］。结直肠癌患者无论年龄和分期，行

林奇综合征筛查均有助于发现疾病。《遗传性结直肠癌临床

诊治和家系管理中国专家共识》推荐对 ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ的结
直肠癌患者行ＭＭＲ胚系检测，以明确诊断林奇综合征［２８］。

４．２　ＭＳＩ检测与５ＦＵ类化疗药物的选择　ＭＳＩ检测能够
预测结直肠癌辅助化疗的疗效，２００３年一项回顾性研究表
明，ＭＳＩＨ结直肠癌Ⅱ／Ⅲ期患者未从５ＦＵ的单药辅助治疗
中获益［２９］。２０１０年，Ｓａｒｇｅｎｔ等［３０］研究证实Ⅱ期 ＭＳＩＨ的结
肠癌患者术后预后较好，患者未从５ＦＵ单药化疗中获益，总
生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）缩短（ＨＲ＝２９５）。国内外权威
指南均指出，Ⅱ期 ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ的结直肠癌患者预后较好，
不建议使用氟尿嘧啶类药物治疗。因此，Ⅱ期患者术后应常
规行ＭＳＩ检测以制定个体化治疗方案，ＭＳＩＨ的结直肠癌患
者应尽可能避免氟尿嘧啶的单药辅助治疗。

４．３　ＭＳＩ检测与预后分层关系　ＭＳＩ检测对预测结直肠癌
患者预后具有重要价值，ＭＳＩＨ的结直肠癌患者有显著的病
理特征，包括近端结肠优势、分化程度差、丰富的黏液成分和

淋巴细胞浸润增加［３１］。ＭＳＩＨ在结直肠癌患者发生率为
１５％，现有数据表明，ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ是Ⅱ期结直肠癌患者的
独立预后指标，与ＭＳＩＬ／ｐＭＭＲ患者相比，其ＯＳ长和复发风
险低［３２－３３］。此外，ＭＳＩ还可作为胃癌和小肠腺癌的预后因

子。一项荟萃分析表明，ＭＳＩＨ胃癌患者预后较好（ＨＲ＝
０６３）［３４］，但 ＭＳＩＨ胃癌患者未从 ５ＦＵ单药辅助化疗获
益［３０］。在小肠腺癌中，与ＭＳＳ患者相比，ＭＳＩＨ患者预后更
佳［３５］。

４．４　ＭＳＩ检测与免疫检查点抑制剂获益人群的关系　２０１７
年，美国 ＦＤＡ批准 ＰＤ１抗体帕博利珠单抗，用于不能手术
或转移的ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ实体瘤患者的治疗，已成为首个不
限癌种、仅以生物学标志物进行治疗选择的抗肿瘤药

物［３６－３７］。随后，ＣｈｅｃｋＭａｔｅ１４２研究表明［１３］，纳武利尤单抗

治疗ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ转移性结直肠癌患者的有效率为３１％，
中位无进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）为１４３个
月。美国ＦＤＡ批准纳武利尤单抗治疗ＭＳＩＨ晚期结直肠癌
患者。ＫＥＹＮＯＴＥ１７７研究表明，ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ患者姑息一
线应用帕博利珠单抗、标准化疗靶向治疗的客观有效率（ｏｂ
ｊｅｃｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｒａｔｅ，ＯＲＲ）分别为 ４３８％和 ３３１％，中位
ＰＦＳ分别为１６５和８２个月，差异有统计学意义［３８］，晚期结

直肠癌一线用药———帕博利珠单抗也再次获批，ＭＳＩ跻身为
一线治疗标志物。２０２１年，我国首款自主研发的ＰＤＬ１抗体
恩沃利单抗经国家药品监督管理局（ＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄ
ｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＮＭＰＡ）获批上市，用于 ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ成
人晚期实体瘤患者治疗，结直肠癌、胃癌和其他实体瘤患者

的ＯＲＲ为４２７％，疾病控制率为６６０％，抗肿瘤疗效佳，为
患者增加新的治疗选择［３９］。总之，ＭＳＩＨ／ｄＭＭＲ晚期结直
肠癌患者可从ＰＤ１／ＰＤＬ１治疗中获益，通过检测 ＭＳＩ状态
可以预估免疫检查点抑制剂的使用价值。

５　ＭＳＩ的检测方法

５．１　ＰＣＲ＋毛细管电泳技术　采用多重荧光聚合酶链式反
应扩增（ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＱＦ
ＰＣＲ）结合毛细管电泳法，对微卫星位点和对照位点进行检
测。当微卫星位点用于判定样本ＭＳＩ状态，对照位点除作为
内部质控外，还可用于验证肿瘤组织和正常组织是否来自同

一个体。扩增体系中对每个检测位点设置２条引物，其中１
条标记特定荧光基团。引物与对应的基因组ＤＮＡ模板结合
进行扩增，产生特定长度和荧光标记的扩增产物，扩增产物

用毛细管电泳检测，通过特定长度的产物可以判定特定位点

重复单元的重复状态。

目前，ＰＣＲ＋毛细管电泳技术是 ＭＳＩ检测的公认“金标
准”。首先检测时分别提取肿瘤样本和对照样本的 ＤＮＡ，其
次使用试剂盒对正常组织和肿瘤组织的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩
增，采用基因分析仪进行ＤＮＡ片段分析，比较肿瘤组织和对
照组织中各微卫星位点的电泳图峰型和数目，判断肿瘤组织

相应位点的不稳定状态。

为避免ＰＣＲ实验室污染，建议选用含有尿嘧啶 ＤＮＡ糖
基化酶（ＵＤＧ）防污染ＭＳＩ检测体系［４０－４１］，在 ＰＣＲ扩增前消
化可能存在含有尿嘧啶的扩增产物，保证实验结果的准确

性。

５．１．１　位点选择　目前，本文推荐选用已通过 ＮＭＰＡ或
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ＦＤＡ注册审批要求的试剂盒位点组合，如：（１）ＢＡＴ２５、ＢＡＴ
２６、Ｄ２Ｓ１２３、Ｄ１７Ｓ２５０和 Ｄ５Ｓ３４６［９］；（２）ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ
２１、ＮＲ２４、ＭＯＮＯ２７和 ＮＲ２７［４２４４］；（３）ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ
２１、ＮＲ２４和ＭＯＮＯ２７［１１，４５］。同时为保证结果的准确性，可
增加对照位点作为内部质控，常见对照位点为 ＰｅｎｔａＣ、Ｐｅｎ
ｔａＤ和Ａｍｅｌ等。
５．１．２　检测流程　检测流程包括：ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、毛
细管电泳分离样品和结果分析。

５．２　ＰＣＲ＋高分辨率熔解曲线法　除多重荧光ＰＣＲ结合毛
细管电泳法外，也可使用 ＰＣＲ结合高分辨率熔解曲线法检
测相关ＭＳＩ标志物。高分辨率熔解曲线法通过在反应体系
中加入饱和ＤＮＡ双链荧光染料，ＰＣＲ结束后进行 ＤＮＡ双链
产物升温解链反应获取荧光信号。随着温度升高，ＤＮＡ双链
氢键不断被打开，荧光染料释放，荧光强度逐渐降低。不同

核酸片段有特异性温度，即荧光强度变化曲线（又称熔解曲

线）。总的ＤＮＡ双螺旋结构降解一半的温度称为熔解温度
（Ｔｍ），不同序列 ＤＮＡ的 Ｔｍ值不同。ＤＮＡ中 ＧＣ含量与
Ｔｍ值成正比，ＧＣ含量越高，Ｔｍ值越高。高分辨率熔解曲
线法通过比较不同样本之间熔解曲线的位置和形状上的差

异，区分基因的分型。

熔解曲线技术被认为是最适合分辨单碱基的差异，因为

饱和染料的使用，显著提高了高分辨率熔解曲线法在单碱基

突变、小片段插入／缺失方面检测的灵敏度和分辨率。ＰＣＲ
结合高分辨率熔解曲线法检测相关 ＭＳＩ单态性生物学标志
物，该标志物一般为８～１２个Ａ或Ｔ碱基的单碱基重复序列
（均聚物），分布在多个基因中。在正常细胞（即 ＭＭＲ功能
正常的细胞）中碱基数目保持稳定（如１１个）。在 ＭＭＲ功
能缺陷的细胞（如癌细胞）中，这些均聚物更易变，并且通常

观察到１或２个碱基对的删除，将长度为１１的均聚物与长
度为１０的均聚物用于鉴别ＭＭＲ的缺陷。
５．２．１　位点选择　Ｚｈａｏ等［４６］对ＭＭＲ缺陷的肿瘤行全基因
组测序 （ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）分析，发现５９个单
核苷酸微卫星位点对 ＭＳＩ检测具有代表意义，其中５０个位
点位于非翻译区，提示组织特异性好。５９个均聚物长度≤１２
ｂｐ，与ＰＣＲ技术和ＮＧＳ技术都能较好地兼容。

目前，有２组较为成熟的标志物组合：（１）ＡＣＶＲ２Ａ、ＢＴ
ＢＤ７、ＤＩＤＯ１、ＭＲＥ１１、ＲＹＲ３、ＳＥＣ３１Ａ和 ＳＵＬＦ２；（２）ＥＩＦ４Ｅ３、
ＩＦＴ１４０、ＰＰＰ１ＣＣ、ＵＢＡＣ２、ＰＲＲ５ＡＲＨＧＡＰ８、ＡＣＶＲ２Ａ、ＴＡＯＫ３
和ＲＢＭ１４ＲＢＭ４。
５．２．２　检测流程　检测流程包括：ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、高
分辨率熔解检测和结果分析。

５．３　ＮＧＳ检测　ＭＳＩ状态可应用 ＷＧＳ、全外显子组测序
（ｗｈｏｌｅｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）或靶向测序（ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＴＧＳ）等 ＮＧＳ技术进行检测［４７］。美国 ＮＣＣＮ结直
肠癌临床实践指南（２０２２）推荐可使用经验证的 ＮＧＳｐａｎｅｌ
进行ＭＳＩ检测，尤其适用于需ＲＡＳ和ＢＲＡＦ基因分型的转移
性结直肠癌患者［４８－４９］；美国 ＮＣＣＮ小肠腺癌临床实践指南
（２０２３）中ＭＳＩ检测仅推荐经验证的ＮＧＳｐａｎｅｌ［５０］。《结直肠

癌及其他相关实体瘤微卫星不稳定性检测中国专家共识》

（２０１９）、《结直肠癌靶向治疗中国专家共识》（２０２２）和《中国
结直肠癌肝转移诊断和综合治疗指南》（２０２３），亦推荐可通
过经验证的ＮＧＳ法进行ＭＳＩ检测［１６，５１－５２］。ＮＧＳ检测ＭＳＩ的
优势：可覆盖大量的微卫星位点，根据 ｐａｎｅｌ设计不同，可检
测五至数十万个的微卫星位点，可针对特异性肿瘤或泛肿瘤

选择不同的位点组合，对ＭＳＩ状态的评估更加全面［５３－５４］。

目前，ＮＧＳ开发的ｐａｎｅｌ主要根据两种检测原理，通过不
同的算法来检测ＭＳＩ。（１）通过比较肿瘤样本与正常对照样
本（或正常人的基线水平）之间的微卫星重复序列长度分布，

以不稳定位点比例是否超过既定阈值来判断微卫星状态。

如ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ使用成对的肿瘤和正常ＷＥＳ数据，比较单核苷
酸到五核苷酸重复微卫星的等位基因长度分布，并对每个分

析的基因座应用 χ２分析，给出对应于不稳定微卫星基因座
百分比的ＭＳＩ得分，阈值为３５％［５５］。ＭＳＩＣｏｌｏｎＣｏｒｅ中微卫
星状态由样本中不稳定基因座与正常基线水平的百分比来

确定，阈值为４０％［５６］。（２）基于序列中的突变负荷和（或）
微卫星中的突变负荷判断ＭＳＩ状态，如ＭＳＩｓｅｑＩｎｄｅｘ是基于
ＲＮＡ测序数据和两个测量值（ＰＩ微卫星中的插入占 ＲＮＡ转
录本中所有插入的比例；ＰＤ微卫星中的缺失占ＲＮＡ转录本
中所有缺失的比例）的比率检测 ＭＳＩ状态，ＭＳＩＨ的 ＰＩ／ＰＤ
比值＜０９。Ｎｏｗａｋ等［５７］使用２７５个与癌症相关的基因定向
测序数据，把总突变负担（＞４０Ｍｂ）和单核苷酸微卫星中的
ＩＮＤＥＬｓ（＞５Ｍｂ）定义为ＭＳＩＨ。ＮＧＳ平台的 ＭＳＩ算法包括
但不限于 ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ、ＭＳＩＣｏｌｏｎＣｏｒｅ、ＭＳＩｓｅｑＩｎｄｅｘ和 Ｎｏｗａｋ
等，随着 ＮＧＳ的不断发展，将陆续开发出更多新算法，不断
提高ＮＧＳ检测ＭＳＩ的准确度和敏感度。

临床和病理医师对无法获取肿瘤组织的患者，可使用外

周血循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）进行ＭＳＩ
ＮＧＳ检测［１６］。由于液体活检诊断的准确性和灵敏度有限，

目前不推荐常规行ｃｔＤＮＡ的ＭＳＩＮＧＳ检测，仅作为无法获取
肿瘤患者评价ＭＳＩ状态的替代检测。

６　检测的样本类型与要求

６．１　肿瘤活检或手术的新鲜标本　建议标本离体后３０ｍｉｎ
内，置于液氮或－８０℃保存，防止核酸降解。
６．２　福尔马林固定石蜡包埋标本　建议标本离体后３０ｍｉｎ
内，经１０％中性福尔马林充分固定，活检小标本固定６～１２
ｈ，手术大标本应切开固定６～４８ｈ。蜡块保存的环境应温湿
度恒定，尽量减缓核酸降解。

６．３　石蜡切片数量要求　福尔马林固定石蜡包埋组织切片
厚５～８μｍ，切片数量≥５张，组织大小≥１ｃｍ×１ｃｍ。ＰＣＲ
＋毛细管电泳技术检测 ＭＳＩ需选择癌旁组织或外周血作为
对照样本，ＰＣＲ＋高分辨率熔解曲线法和ＮＧＳ技术无需对照
样本。

６．４　血液标本　根据不同 ｐａｎｅｌ检测要求选择合适抗凝剂
的采血管或专用保存管，血液标本的采集、运输和保存应严

格按照相关操作流程进行，血液标本应在采集２ｈ内完成处
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理，避免反复冻融，防止核酸降解。

６．５　核酸样本用量　提取的基因组 ＤＮＡ可通过紫外分光
光度仪或Ｑｕｂｉｔ等检测浓度，必要时对ＤＮＡ样本进行浓度调
整和稀释，确保单个ＰＣＲ管中ＤＮＡ的上样量为１０～２５０ｎｇ。
提取ＤＮＡ样本于２～８℃保存７天内检测，于－２０℃保存６
个月内检测。

本文建议使用 Ｑｕｂｉｔ检测 ＤＮＡ浓度，由于提取的 ＤＮＡ
样本中混有不同比例 ＲＮＡ，紫外吸收法可能高估样本中
ＤＮＡ的浓度，Ｑｕｂｉｔ检测加入 ＤＮＡ染料可准确检测 ＤＮＡ浓
度。

７　质量控制

标本的质量控制在检测的前、中、后各过程中应注意以

下几点：（１）待测样本需病理医师进行可行性评估，一般肿瘤
细胞比例＞２０％，细胞学样本中肿瘤细胞数 ＞２００个。必要
时可宏观解剖或显微切割富集肿瘤细胞；（２）需有独立的切
片设备和场地，使用一次性刀片、棉签和漂片液，避免切片时

样本之间的交叉污染；（３）ＰＣＲ＋毛细管电泳法检测 ＭＳＩ分
子量内标需合格，采用经试剂盒配套验证的分子量内标，各

片段大小标注正确；如采用其他外配分子量内标则需进行验

证，保证无明显荧光渗透现象；（４）微卫星位点检测峰高，未
出现超阈值（３５００／３５００ｘｌ、３５００Ｄｘ／３５００ｘＬＤｘ、ＧｅｎＲｅａｄｅｒ
７０１０，峰高＜３００００；３１３０ｘｌ，峰高＜８０００）；反之，应调整产物
稀释比例重新检测，可取ＰＣＲ产物≥２μＬ用纯化水稀释２～
４０倍，将稀释后的产物进行毛细管电泳分离；（５）待检测位
点和内参位点引物荧光基团标记及其产物片段大小，符合预

期；（６）空白对照以无核酸酶纯水为模板进行扩增，无任何扩
增产物；（７）以质控品为模板进行扩增，所有质控内参位点有
效峰位置与预期相差＜２ｎｔ；（８）每个对照位点至少出现１个
不低于１００ＲＦＵ的产物峰，核实同一组肿瘤样本和对照样本
的对照位点是否一致；每个微卫星位点至少出现一组连续

峰，其最高峰≥１００ＲＦＵ；（９）采用ＮＧＳ检测ＭＳＩ的Ｐａｎｅｌ，应
做好实验操作和生物信息等信息确认；（１０）文库的质量是影
响ＮＧＳ数据的关键，建议使用荧光定量或其他准确性高的
方法鉴定，实验中需设置阴阳性监控整个实验流程；根据测

序深度、测序覆盖度、数据产出和运行时间等选择合适的

ＮＧＳ测序平台，并做相应指标的质控标准；（１１）实验操作、生
物信息分析和报告分析等人员应取得上岗资质，参加必要的

培训；（１２）进行月度或季度的数据统计，分析 ＭＳＩＨ的频率
与文献报道是否相符；（１３）实验室应定期参加相应的室间质
评或选择同级别或高级别的实验室，进行室间比对［４７］。

８　结果判读和报告模板

　　ＰＣＲ＋毛细管电泳技术和 ＰＣＲ＋高分辨率熔解曲线法
的结果判断：出现２个及以上不稳定的核苷酸重复位点时，
判定为ＭＳＩＨ；出现１个或未出现不稳定的核苷酸重复位点
时，判定为ＭＳＩＬ／ＭＳＳ。

目前，采用ＮＧＳ检测ＭＳＩ的结果判断尚缺乏统一标准。

各实验室需根据不同检测平台和Ｐａｎｅｌ的性能确认设定 ＭＳＩ
阳性阈值。

实验室出具的报告内容除患者基本信息外，还需体现组

织学病理诊断结果、肿瘤细胞含量、ＤＮＡ质控信息、检测方
法、检测位点、检测结果、检测结论、结果解释、注意事项（可

描述检测技术的局限性、相关注意事项）和参考文献等（表

１）。若采用ＮＧＳ检测 ＭＳＩ状态，则需另外注明测序质量评
估指标［５８］。

表１　微卫星不稳定性（ＭＳＩ）检测报告单

姓名 性别 年龄 住院号

科别 床号 送检医师 送检日期

样品类型

病理诊断 报告编号

检测项目
微卫星不稳定性（ＭＳＩ）

检测
病理号

（１）检测方法
（２）肿瘤细胞含量　　　　　　　ＤＮＡ质控
（３）检测结果

检测位点 ＧｅｎＢａｎｋＩＤ 片段大小（ｂｐ） 检测结果

（４）检测结论
（５）结果解释
（６）注意事项
（７）参考文献
报告日期： 检测者： 审核者： 报告医师：

参考文献：
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　　随着分子病理检测技术的不断发展，研究者们对各种子
宫间叶源性肿瘤的认识进一步深化。ＷＨＯ（２０２０）女性生殖
系统肿瘤（简称第五版ＷＨＯ）对子宫间叶源性肿瘤的分类、
分级进行更新和补充，本文根据第五版 ＷＨＯ分类并结合最
新研究进展，对原发于子宫和近年新发现的几种少见间叶源

性肿瘤的特点进行归纳和总结，旨在为临床、病理医师的诊

断和鉴别诊断提供新思路。

１　平滑肌源性肿瘤

　　平滑肌源性肿瘤的亚型繁多，本文重点介绍新近引起重
视的几种特殊类型的肿瘤。

１．１　延胡索酸水合酶（ｆｕｍａｒａｔｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，ＦＨ）缺陷型子
宫平滑肌瘤　ＦＨ缺陷型子宫平滑肌瘤临床罕见，约占子宫
平滑肌瘤的１％。第五版ＷＨＯ首次将其纳入子宫平滑肌瘤
亚型，并强调ＦＨ基因的胚系或体系变异均可导致 ＦＨ缺陷
型子宫平滑肌瘤。ＦＨ胚系变异会导致遗传性平滑肌瘤病和
肾细胞癌（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｌｅｉｏｍｙｏｍａｔｏｓｉｓａｎｄｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ，ＨＬ
ＲＣＣ），主要表现为多发性皮肤平滑肌瘤、多发性子宫平滑肌
瘤和肾细胞癌［１］。７０％～８０％的患者约在３０岁发生皮肤平
滑肌瘤和子宫平滑肌瘤，１５％ ～２０％的患者在４０岁以后出
现恶性度高、侵袭性强的Ⅱ型乳头状肾细胞癌。因此，皮肤
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和子宫的平滑肌瘤被认为是ＨＬＲＣＣ患者的前哨肿瘤。
　　ＦＨ缺陷型子宫平滑肌瘤往往多发，镜下主要特征包括：
间质内鹿角样血管（图１Ａ）；间质水肿，形成肺泡样水肿结
构；散在分布奇异核细胞和多核细胞（图１Ｂ）；卵圆形细胞核
有时出现链状排列；可见胞质内嗜伊红包涵体；嗜酸性大核

仁和核周空晕［２］，瘤体周围肌层可见平滑肌瘤病样的模糊结

节生长。免疫组化检测显示ＦＨ染色缺失（图１Ｃ）、２ＳＣ弥漫
性颗粒状着色（图１Ｄ），分子检测示１ｑ４３杂合性缺失。ＦＨ
表达缺失和２ＳＣ表达，有助于识别ＦＨ缺陷型平滑肌瘤。上
述形态不仅出现于平滑肌瘤中，也可在恶性潜能未定的平滑

肌肿瘤和平滑肌肉瘤中见到相似形态，并有 ＦＨ缺失表达。
因此，应对形态学具有提示特征的子宫平滑肌肿瘤进行免疫

组化筛查，如发现 ＦＨ缺失表达和（或）２ＳＣ的异常表达，建
议进一步行分子检查筛选ＨＬＲＣＣ的患者。
１．２　伴ＰＧＲ基因重排的上皮样平滑肌肉瘤　Ｃｈｉａｎｇ等［３］

发现在上皮样平滑肌肉瘤伴横纹肌样和梭形细胞特征时，可

伴ＰＧＲ基因重排，伴侣基因主要为 ＮＲ４Ａ３。患者中位年龄
４５岁，肿瘤呈棕色、红色或黄白色，质脆伴出血，偶可见囊性
变和坏死。肿瘤位于子宫体肌层或子宫颈间质，未累及内

膜。镜下呈双相性分化，上皮样或横纹肌样细胞与梭形细胞

混合存在；均匀一致的上皮样细胞含丰富的嗜酸性胞质，有

时胞质内可见致密的嗜酸性包涵体类似横纹肌样细胞，细胞

核不规则，位于中央或偏位，偶见核沟，染色质空泡状，核仁

明显，间质可见黏液样基质和微囊形态的水肿变性（图２）；
梭形细胞成分通常由小而温和的细胞组成，核仁不明显，细

胞质丰富嗜酸呈波浪状，有时梭形细胞可呈席纹状，细胞核

略拉长，核仁明显，细胞质丰富嗜酸。上皮样或横纹肌样细

胞区域核分裂象活跃（约１０个／１０ＨＰＦ），梭形细胞区域核
分裂象少见（＜１个／１０ＨＰＦ）。可见小动脉或大血管和脉管
侵犯，坏死少见。免疫表型：ｄｅｓｍｉｎ、ＥＲ、ＰＲ均阳性，ｈ
Ｃａｌｄｅｓｍｏｎ极少阳性，ＣＤ１０、ＨＭＢ４５和Ｍｙｏｇｅｎｉｎ均阴性。伴
ＰＧＲ基因重排的上皮样平滑肌肉瘤患者术后均未见复发，
预后较好，提示可能呈惰性生物学行为。由于文献报道的病

例数有限，需积累更多数据进一步分析。

·５３２·临床与实验病理学杂志　ＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ　２０２４Ｍａｒ；４０（３）


