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·专家共识·

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

中国临床肿瘤学会结直肠癌专家委员会，中国抗癌协会大肠癌专业委员会遗传学组，

中国医师协会结直肠肿瘤专业委员会遗传专委会

摘要：微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）由 ＤＮＡ错配修复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ，ＭＭＲ）蛋白功能缺
陷导致，这一分子特征在结直肠癌和子宫内膜癌等相关实体瘤中具有重要的临床意义。目前检测ＭＳＩ状态的手段
包括免疫组织化学检测ＭＭＲ蛋白、多重荧光聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测微卫星位点和基
于二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）平台的ＭＳＩ算法。本共识针对ＭＳＩ的定义、临床意义及其３类检测手
段各自的优势与不足展开阐述和推荐。希望专家共识的制订可大力推动恶性肿瘤ＭＳＩ状态普筛工作，提高临床医
师对各种检测方法的认识，从而更加准确地解读检测结果，为患者提供更优质的临床服务。
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１　微卫星不稳定性的定义
微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ，ＭＳ）是指细胞基因组中

以少数几个核苷酸（多为１～６个）为单位串联重复
的ＤＮＡ序列，又称短串联重复（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，
ＳＴＲ）。ＤＮＡ错配修复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ，ＭＭＲ）功能

出现异常时，微卫星出现的复制错误得不到纠正并

不断累积，使得微卫星序列长度或碱基组成发生改

变，称为微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，
ＭＳＩ），同时导致基因组呈现高突变表型。肿瘤中，
ＭＭＲ功能缺陷往往由于ＭＭＲ基因（ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、
ＭＳＨ６及ＰＭＳ２）及其相关基因 ＥＰＣＡＭ的致病性突
变导致，也可能由于 ＭＬＨ１启动子区高甲基化引起
的ＭＬＨ１表达缺失导致［１］。ＭＳＩ现象于１９９３年在
结直肠癌中被首次发现［２］。ＭＳＩ根据程度可以被分
成３类：微卫星高度不稳定性（ＭＳＩｈｉｇｈ，ＭＳＩＨ）、
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微卫星低度不稳定性（ＭＳＩｌｏｗ，ＭＳＩＬ）、微卫星稳
定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＳ）［３］。ＭＳＩＨ在不同
癌种中的发生率存在较大差异。目前已知 ＭＳＩＨ
发生率较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％，其中Ⅳ期结直肠癌４％～５％）等［４］。

２　ＭＳＩ的临床意义
ＭＳＩ是 ＭＭＲ蛋白功能缺陷导致的结果。ＭＭＲ

蛋白功能缺陷同时也会导致基因组呈现高突变表

型，进而导致肿瘤发生风险增加。目前，ＭＳＩ检测被
美国国立综合癌症网络（ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
ＣａｎｃｅｒＮｅｔｗｏｒｋ，ＮＣＣＮ）结直肠癌临床实践指南及
中国临床肿瘤学会（ＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＯｎ
ｃｏｌｏｇｙ，ＣＳＣＯ）结直肠癌诊疗指南推荐用于所有结
肠直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）患者［５７］。ＭＳＩ检
测对于包括ＣＲＣ和子宫内膜癌（ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｃａｎｃｅｒ，
ＥＣ）在内的多种实体瘤患者均具有重要临床意义。
２．１　ＭＳＩ检测作为林奇综合征初筛手段

在２０１０年之前，林奇综合征又被称为遗传性非
息肉病性结直肠癌（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｏｒｅｃ
ｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＨＮＰＣＣ）。这是一种常染色体显性遗传
性肿瘤综合征，患者结直肠及其他多部位（包括子

宫、卵巢、胃、小肠、胰腺、肝胆系统、上尿道、脑和皮

肤等）罹患恶性肿瘤的风险显著升高，是最常见的

遗传性结直肠癌综合征［８９］。林奇综合征主要由

ＭＭＲ基因（ＭＬＨ１、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６或ＰＭＳ２）之一发生
杂合性致病性胚系突变所致，或由 ＥＰＣＡＭ基因缺
失导致ＭＳＨ２不表达所致［１０］。由于ＭＭＲ基因的功
能失活性改变，林奇综合征患者往往表现错配修复

功能缺陷（ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ，ｄＭＭＲ）和（或）
ＭＳＩＨ表型。

以往依据阿姆斯特丹标准（Ａｍｓｔｅｒｄａｍｃｒｉｔｅ
ｒｉａ）、Ｂｅｔｈｅｓｄａ指南（Ｂｅｔｈｅｓｄａｃｒｉｔｅｒｉａｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ）等，
ＣＲＣ及其他相关肿瘤家族史是识别及诊断林奇综
合征的主要方法，但此类基于家族史的策略对于鉴

别林奇综合征患者的敏感度有限。认识到绝大部分

林奇综合征相关肿瘤具有ＭＳＩＨ表型后，分子检测
成为识别林奇综合征的另一种策略。部分专家建议

采取“选择性”策略来检测肿瘤，即根据个人史、家

族史或按好发年龄段确定高危患者进行检测。如中

国《子宫内膜癌诊断与治疗指南（第四版）》即指出，

对于遗传性子宫内膜癌如林奇综合征的筛查应在

５０岁以前进行，对＜５０岁或有家族史的 ＥＣ患者建

议进行基因检测和遗传咨询［１１］。而在 ＣＲＣ领域，
更多专家推荐对所有患者进行林奇综合征普筛即

ＭＭＲ蛋白／ＭＳＩ检测。这一策略可提高林奇综合征
的检测敏感度，且被证实符合成本效益原则［１２１４］。

《ＮＣＣＮ结直肠癌临床实践指南２０１９Ｖ１》和《ＣＳＣＯ
结直肠癌诊疗指南２０１８版》均推荐所有 ＣＲＣ患者
进行 ＭＭＲ蛋白和（或）ＭＳＩ检测［５７］。随着研究数

据不断积累［１５１６］，《ＮＣＣＮ子宫肿瘤临床实践指南
２０１９Ｖ３》亦推荐所有 ＥＣ患者进行林奇综合征普
筛［１７］。《遗传性结直肠癌临床诊治和家系管理中国

专家共识》（２０１８）推荐，有条件的医疗单位可对所
有ＣＲＣ患者进行肿瘤组织的４个ＭＭＲ蛋白免疫组
织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）或ＭＳＩ检测，以
进行林奇综合征的初筛。对于经初筛确定的

ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ患者，再考虑林奇综合征相关基因的
胚系突变检测，以明确诊断［１８］。

需要注意的是，以 ＭＭＲ蛋白／ＭＳＩ检测作为初
筛手段，有可能漏诊部分林奇综合征患者。ＭＭＲ蛋
白表达及ＭＳＩ（基于不同的微卫星位点选择的 ＤＮＡ
检测）对林奇综合征的检测敏感度分别为 ８３％和
７７％～８９％，提示即使对所有 ＣＲＣ患者进行 ＭＭＲ
或ＭＳＩ普筛，也可能存在高达 １０％的漏诊率［１９］。

近期一项泛癌种实体瘤研究显示，约 ２％的 ＭＳＩＬ
和０．３％的ＭＳＳ状态的实体瘤患者是林奇综合征患
者，提示基于ＤＮＡ检测的ＭＳＩ初筛可能在多种实体
瘤中漏诊林奇综合征［２０］。

同时，仅对ＣＲＣ／ＥＣ等林奇综合征经典肿瘤进
行ＭＭＲ／ＭＳＩ状态筛查同样可能导致漏诊。一项包
含１５０４５例实体瘤患者（包括ＣＲＣ和ＥＣ在内的５０
余种肿瘤类型）的研究显示，４９％（５０／１０３）的林奇
综合征患者表现为非 ＣＲＣ／ＥＣ肿瘤，包括尿路上皮
癌、胃癌、小肠癌、前列腺癌、胰腺癌、肾上腺皮质癌、

胶质瘤、软组织肉瘤、间皮瘤、黑色素瘤和原发灶不

明癌等，证实林奇综合征相关肿瘤谱远大于过去经

典研究提示的范围［２０］。因而，具有ＭＳＩＨ表型的任
何肿瘤，无论其肿瘤类型及家族史，均应进行林奇综

合征相关基因胚系突变检测［２０］。

随着测序成本的降低，可考虑在临床实践中采

用多基因ｐａｎｅｌ进行肿瘤易感基因的筛查。这些多
基因 ｐａｎｅｌ包含林奇综合征相关基因及其他肿瘤易
感基因。《ＮＣＣＮ结直肠癌遗传／家族高风险评估指
南２０１８Ｖ１》专家组对于 ＣＲＣ或 ＥＣ的患者及其家
属，推荐以下３种策略之一进行检测：（１）ＭＭＲ状
态或ＭＳＩ检测；（２）林奇综合征相关基因胚系突变
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检测；（３）包括 ＭＭＲ及 ＥＰＣＡＭ在内的多基因胚系
突变检测。其中，ＭＭＲ状态或ＭＳＩ检测作为普筛的
基本方法［２１］。

２．２　ＭＳＩ是Ⅱ期结直肠癌预后因子
目前，临床上推荐对高危Ⅱ期ＣＲＣ患者进行术

后辅助化疗，定义的高危因素包括 Ｔ４、组织学分化
差（３／４级，不包括 ＭＳＩＨ者）、淋巴结切除数目 ＜
１２枚、肿瘤合并肠梗阻或穿孔、手术切缘阳性或可
疑阳性、脉管侵犯和神经侵犯。而具有ｄＭＭＲ／ＭＳＩ
Ｈ表型的 ＣＲＣ虽然往往分化较差，但通常预后较
好，被归为低级别腺癌［２２］。一项纳入３２项研究、７
６４２例Ⅱ期ＣＲＣ患者的ｍｅｔａ分析结果显示，与ＭＳＳ
患者比较，ＭＳＩＨ患者（ｎ＝１２７７）死亡风险比（ｈａｚ
ａｒｄｒａｔｉｏ，ＨＲ）为０．６５（９５％ＣＩ：０．５９～０．７１），死亡
风险降低３５％［２２］。目前公认ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ是Ⅱ期
ＣＲＣ的独立良好预后因子，对于具有 ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ
表型的Ⅱ期ＣＲＣ患者，３／４级分化（低分化）不被认
为是高危因素。

２．３　ＭＳＩ是Ⅱ期结直肠癌辅助化疗疗效预测因子
一项基于多个Ⅲ期临床研究入组患者数据

（ｎ＝５７０）的回顾性分析表明，Ⅱ／Ⅲ期 ＣＲＣ患者存
在 ＭＳＩＨ可预测其接受 ５ＦＵ单药辅助化疗无
效［２３］。一项 ｍｅｔａ分析亦显示，具有 ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ
表型的Ⅱ／Ⅲ期 ＣＲＣ患者不能从５ＦＵ单药辅助化
疗获益，且Ⅱ期 ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ患者接受５ＦＵ单药
辅助化疗生存期反而缩短（ＨＲ＝２９５；９５％ＣＩ：１０２
～８５４）［２４］。这些数据表明，对于具有 ｄＭＭＲ／ＭＳＩ
Ｈ表型的Ⅱ期 ＣＲＣ患者，给予５ＦＵ单药辅助化疗
非但不能生存获益，反而对长期生存产生不利影响。

因此，Ⅱ期ＣＲＣ患者根治术后是否应接受辅助化疗
以及应接受何种药物或方案进行化疗，需要综合考

虑临床病理高危因素以及 ＭＳＩ状态。国内外权威
指南均明确提出，具有 ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ表型的Ⅱ期
ＣＲＣ患者预后较好，不建议使用氟尿嘧啶类单药辅
助治疗［５７］。

２．４　ＭＳＩ是晚期实体瘤免疫治疗疗效预测因子
ＭＳＩＨ表型的晚期实体瘤对于免疫检查点抑制

剂［如抗程序性死亡受体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ
１，ＰＤ１）／程序性死亡受体配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）抗体］治疗往往具有显著疗
效。早在２０１６年，欧洲临床肿瘤协会（ＥｕｒｏｐｅａｎＳｏ
ｃｉｅｔｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＥＳＭＯ）转移性结直肠癌
共识指南已提出，ＭＳＩ检测对转移性 ＣＲＣ患者免疫
检查点抑制剂治疗具有强烈的预测价值［２５］。进一

步研究提示，免疫检查点抑制剂是否受益的关键因

素是ＭＳＩＨ与否，与具体癌种无关［２６］。基于此，美

国食品药品监督管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａ
ｔｉｏｎ，ＦＤＡ）于２０１７年批准抗 ＰＤ１抗体帕博利珠单
抗（ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ）用于先前治疗后进展、无满意替
代治疗方案的 ｄＭＭＲ／ＭＳＩＨ晚期／转移性实体瘤患
者。另一抗ＰＤ１抗体纳武利尤单抗（ｎｉｖｏｌｕｍａｂ）也
分别于２０１７年和２０１８年获批单药及联合低剂量抗
细胞毒性 Ｔ淋巴细胞相关抗原（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏ
ｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ４，ＣＴＬＡ４）抗体伊匹木单抗
（ｉｐｉｌｉｍｕｍａｂ）治疗其他后线治疗无效的伴有ｄＭＭＲ／
ＭＳＩＨ的晚期／转移性ＣＲＣ患者。目前帕博利珠单
抗及纳武利尤单抗在国内均已获批，虽暂无 ＭＳＩＨ
肿瘤适应证，但随着国内肿瘤领域免疫治疗临床研

究的蓬勃开展、免疫检查点抑制剂的陆续上市及适

应证拓展，ＭＳＩ作为晚期／转移性实体瘤特别是ＣＲＣ
患者免疫治疗疗效的预测生物标志物，其检测将变

得越来越重要。

３　ＭＳＩ状态检测方法及其对比
３．１　ＩＨＣ检测ＭＭＲ蛋白

ＭＳＩ多由 ＭＭＲ蛋白表达缺失导致的 ＭＭＲ功
能缺陷所致，故可通过检测 ＭＭＲ蛋白缺失来反映
ＭＳＩ状态。通过 ＩＨＣ检测 ＭＭＲ蛋白表达与基于
ＤＮＡ分析检测 ＭＳＩ状态是评估相同生物学效应的
不同检测方法［５６］。ＩＨＣ方法采用分别针对 ＭＬＨ１、
ＭＳＨ２、ＭＳＨ６及ＰＭＳ２的特异性抗体，阳性表达定位
于细胞核。如肿瘤样本中４个 ＭＭＲ蛋白均阳性表
达，则为错配修复功能完整（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｔｍｉｓｍａｔｃｈｒｅ
ｐａｉｒ，ｐＭＭＲ）；任一 ＭＭＲ蛋白缺失即为 ｄＭＭＲ［２７］。
一般而言，ｄＭＭＲ相当于 ＭＳＩＨ表型，ｐＭＭＲ相当
于ＭＳＩＬ／ＭＳＳ表型，而ＩＨＣ检测结果还可指引特定
ＭＭＲ基因的突变检测。其中要注意 ＭＭＲ蛋白
ＰＭＳ２和ＭＳＨ６分别与ＭＬＨ１和ＭＳＨ２协同，其表达
与否非常依赖与伴侣蛋白的结合情况，即 ＭＬＨ１表
达缺失通常伴有 ＰＭＳ２表达缺失，而 ＭＳＨ２表达缺
失通常伴有 ＭＳＨ６表达缺失。由于 ＩＨＣ方法学的
简易性及可行性，《遗传性结直肠癌临床诊治和家

系管理中国专家共识》（２０１８）指出，基于肿瘤组织
样本的ＩＨＣ检测为目前我国临床ＭＭＲ／ＭＳＩ检测的
基本推荐［１８］。病理学 ＩＨＣ检测应强调标本处理的
规范，采用机器（自动化）方法与人工判读相结合，

并需有良好的质控和内参，其中主要是人工判读部

分容易存在问题。鉴于目前国内尚无统一权威标
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准，本共识建议病理医师采取美国病理学家协会

（ｔｈｅＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｍｅｒｉｃａｎＰａｔｈｏｌｏｇｉｓｔｓ，ＣＡＰ）标准判
断ＭＭＲ蛋白表达是否缺失：即存在任何确定的肿
瘤细胞核染色判定为 ＭＭＲ表达阳性，只有肿瘤细
胞核完全不表达才能判定阴性。《结直肠癌分子生

物标志物检测专家共识》（２０１８）对 ＭＭＲ蛋白的
ＩＨＣ检测报告规范进行了明确阐述［２８］。

３．２　多重荧光ＰＣＲ毛细管电泳法检测ＭＳＩ
直接检测 ＭＳＩ状态的常用方法是多重荧光

ＰＣＲ毛细管电泳法，这也是当前公认的 ＭＳＩ检测
“金标准”。当前市面上存在多个基于 ＰＣＲ平台的
ＭＳＩ检测商用试剂盒，但国内此类试剂盒尚未获得
国家药品监督管理局（ＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＮＭＰＡ）批准。此类试剂盒设计原理均
基于美国国立癌症研究所（ＮａｔｉｏｎａｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＮＣＩ）建议的ＭＳ位点［并进行微调和（或）扩展］，将
肿瘤细胞与正常细胞的ＰＣＲ法检测结果进行比较，
以确定肿瘤细胞的 ＭＳＩ状态（有关 ＰＣＲ法检测 ＭＳ
位点及其判读的介绍详见附录１）［２９３８］。

《ＣＳＣＯ结直肠癌诊疗指南２０１８版》建议采用
ＮＣＩ推 荐 的 ５个 ＭＳ位 点 （ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、
Ｄ２Ｓ１２３、Ｄ５Ｓ３４６和 Ｄ１７Ｓ２５０）进行 ＭＳＩ检测［７］。

《遗传性结直肠癌临床诊治和家系管理中国专家共

识》（２０１８）指出，基于肿瘤组织样本的 ＭＳＩ检测作
为可选推荐，建议在有条件的医疗单位开展［１８］。

３．３　二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）
检测ＭＳＩ

近年来，随着高通量测序平台的广泛应用，ＮＧＳ
平台目标区域测序（即 ＮＧＳｐａｎｅｌ）或全外显子组测
序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）／全基因组测序
（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）开始应用于 ＭＳＩ
检测，使用计算工具同时研究基因组上的大量微卫

星序列成为可能（当前主流 ＮＧＳＭＳＩ算法原理详见
附录２）。２０１８年ＥＳＭＯ年会上，ＥＳＭＯ精准医学工

作组（ＥＳＭＯＰｒｅｃｉｓｉｏｎＭｅｄｉｃｉｎｅＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ）推荐
将ＮＧＳ作为 ＭＳＩ的二线检测方法（ｓｅｃｏｎｄｌｉｎｅｔｅｓ
ｔｉｎｇ）［２７］。ＮＣＣＮ结直肠癌临床实践指南亦指出，
ＭＳＩ检测可通过经验证的 ＮＧＳｐａｎｅｌ进行，尤其是
对于那些需要同时检测 ＲＡＳ／ＢＲＡＦ突变状态的转
移性ＣＲＣ患者［５６］。

已报道的基于 ＮＧＳ平台的 ＭＳＩ算法包括但不
限于 ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ、ｍＳＩＮＧＳ、ＭＡＮＴＩＳ、ＭＳＩＣｏｌｏｎＣｏｒｅ和
ＭＳＩＦＯｎｅ等。其中，基于泛癌种甲醛固定石蜡包埋
（ｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘａｔｉｏｎａｎｄｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｉｎｇ，ＦＦＰＥ）样
本检测的 ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＯｎｅＣＤｘ及 ＭＳＫＩＭＰＡＣＴＮＧＳ
ｐａｎｅｌ检测分析产品已获美国 ＦＤＡ批准，两者均包
含ＭＳＩ检测算法（表１）。一项来自中国的研究显
示，基于ＮＧＳ的ＭＳＩ（ＭＳＩＣｏｌｏｎＣｏｒｅ）检测结果与传
统ＰＣＲ方法比较的吻合度高达９９％，与经双重确认
的ＩＨＣ检测结果吻合度为９２．４％［３３］。采用目标区

域ＮＧＳ对肿瘤组织进行 ＭＳＩ检测，可同时提供该
ｐａｎｅｌ包含的大量额外信息，如肿瘤突变负荷（ｔｕｍｏｒ
ｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）、ＭＭＲ基因胚系突变（林奇
综合征确诊）及肿瘤体细胞突变状态等。一项包含

泛癌种实体瘤的大样本研究提示，基于ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ算
法，ＭＳＫＩＭＰＡＣＴｐａｎｅｌ较传统 ＰＣＲ检测敏感度更
高，如在一些 ＩＨＣｄＭＭＲ的罕见癌种（包括原发灶
不明癌、鳞状细胞癌和前列腺癌）中，ＮＧＳ判读
ＭＳＩＨ，而ＰＣＲ判读 ＭＳＩＬ。推测与目标区域 ＮＧＳ
检测可同时扫描数以百计的微卫星位点、可进行更

加全面的微卫星不稳定性评估相关［３４］。

此外，基于外周血循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）的 ＭＳＩ（ＭＳＩｆｒｏｍｂｌｏｏｄｃｔＤＮＡ，
ｂＭＳＩ）ＮＧＳ算法亦已崭露头角，为肿瘤组织取样困
难或不足的晚期实体瘤患者 ＭＳＩ检测提供新选择。
多个血检ＮＧＳｐａｎｅｌ及其各自 ｂＭＳＩＮＧＳ算法数据
已经开始在国际学术会议上以摘要形式陆续披露

（表２）［３９４１］，但尚未在学术期刊上以全文形式发表。

表１　基于ＮＧＳ平台的ＭＳＩ算法
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅＮＧＳｂａｓｅｄＭＳＩａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ

算 法
采用该算法评估

ＭＳＩ的ＮＧＳｐａｎｅｌ
准确性（％） 敏感度（％） 特异度（％）

是否需要正

常组织对照
参考文献（ＰＭＩＤ）

ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ ＭＳＫＩＭＰＡＣＴ ９５．４ ９５．８ ９３．９ 是 ３０２１１３４４［３４］，２４３７１１５４［３５］

ｍＳＩＮＧＳ － ９８．２ ９７．８ ９８．４ 否 ２４９８７１１０［３６］

ＭＡＮＴＩＳ － ９８．９ ９７．２ ９９．７ 是 ２７９８０２１８［３７］

ＭＳＩＦＯｎｅ ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＯｎｅＣＤｘ ９９．０ ９５．０～９９．０ ９９．０ 否 ２８４２０４２１［３８］

ＭＳＩＣｏｌｏｎＣｏｒｅ 凯康 ９８．７ ９７．４ １００．０ 否 ２９２７７６３５［３３］

　　注　与ＰＣＲ金标准比较；ＭＳＩ：微卫星不稳定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ）；ＮＧＳ：二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）；ＰＭＩＤ：ＰｕｂＭｅｄ唯一标

识码（ＰｕｂＭｅｄｕｎｉｑｕｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ）
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因此，ｂＭＳＩＮＧＳ检测在当前不应常规推荐，仅作为
缺乏组织的患者为明确ＭＳＩ状态的一种替代手段。
３．４　不同检测方法的比较
３．４．１　ＩＨＣ法与 ＰＣＲ法比较　既往研究结果显
示，ＩＨＣＭＭＲ与 ＰＣＲＭＳＩ检测结果吻合率可高达
９０％以上［４２］。同时也应注意到，高度的吻合率需建

立在可靠、经认证的检测平台（尤其是ＩＨＣ判读）基
础上［４３］。ＩＨＣ检测的优势是可以直接鉴定出导致
ＭＳＩＨ发生的ＭＭＲ缺陷基因。但是，ＩＨＣ判读对病
理医师要求较高，临床实践中可能出现将蛋白表达

错判为缺失的情况。文献复习亦支持，ＰＣＲ法行
ＭＳＩ检测的假阳性低于 ＩＨＣ法，这可能源于 ＩＨＣ判
读为定性结果且不同实验室之间存在差异［４４］。此

外，某些ＭＭＲ基因错义突变导致ＭＭＲ蛋白功能缺
陷却保留其抗原性。约１０％ＭＭＲ功能缺陷的 ＣＲＣ
患者ＩＨＣ结果显示为阴性（蛋白表达正常），而多重
荧光ＰＣＲＭＳＩ检测正好可以弥补这一不足［４４４５］。

３．４．２　ＮＧＳ与 ＰＣＲ法比较　与传统的 ＰＣＲ毛细
管电泳方法比较，基于ＮＧＳ的ＭＳＩ检测具有明显的
临床应用优势：（１）由于 ＭＳＩＨ在实体瘤中普遍占
比较低，对于多数实体瘤患者，单独进行 ＭＳＩ检测
的成本效益比过低，而基于 ＮＧＳ的 ＭＳＩ检测可同
时捕获多段基因组序列，利用其中已有（或额外增

加）的微卫星位点，可在对肿瘤进行基因分型、检测

可靶向驱动变异（覆盖编码区域在 ＞１．０Ｍｂ的大
ｐａｎｅｌ还可同时进行 ＴＭＢ评估）的同时，同步完成
ＭＳＩ状态评估，极大提高分子诊断效率，有利于降低
样本用量［４６］；（２）ＮＧＳｐａｎｅｌ可覆盖的微卫星位点
高达数十至上千个，远多于传统 ＰＣＲ检测方法的

５～７个位点，有望增加非 ＣＲＣ样本检测敏感
度［３４，３６］；（３）多数ＮＧＳＭＳＩ算法采用正常人长度分
布模型，无需额外准备正常组织作为对照，这对于临

床基因检测实验室优势巨大［４６］。

但另一方面，ＮＧＳＭＳＩ检测也存在一定的挑战：
（１）识别有良好区分性的微卫星位点需要优良的算
法和大量样本验证；（２）重复序列捕获和测序的难
度要比一般序列更高，且极易受到实验环节各种因

素的影响，故在建库流程、测序参数调校和生物信息

学分析等方面都更加复杂精细。

４　ＭＳＩ检测专家共识
推荐意见１：所有结直肠癌患者均应进行 ＭＳＩ状态
筛查

越来越多的数据提示，不论家族史还是发病年

龄，对ＣＲＣ患者进行林奇综合征的普筛有助于发现
更多的林奇综合征患者，特别是在现代社会较小的

家庭规模和Ⅱ型林奇综合征家系（发生肠内及肠外
肿瘤）的背景下。其次，对于Ⅱ期患者，ＭＳＩ状态直
接决定其术后复发风险及辅助治疗的临床决策。而

对于Ⅲ期患者，虽然证据级别相对较低，但大量数据
亦提示，５ＦＵ单药辅助化疗并不能给患者带来额外
获益，故ＭＳＩ状态对于那些无法耐受含铂方案辅助
化疗的患者，亦具有重要的参考价值。此外，对于Ⅳ
期后线ＣＲＣ患者，ＭＳＩ状态有助于筛查免疫检查点
抑制剂治疗的适用人群。鉴于 ＭＭＲ／ＭＳＩ状态对于
不同分期的ＣＲＣ患者均具有较明确的临床意义，专
家组推荐，对所有明确诊断为 ＣＲＣ的患者，均应考
虑进行ＭＭＲ／ＭＳＩ状态的普筛。

表２　ＭＳＩ状态检测方法学比较
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＭＳＩｓｔａｔｕｓ

比较内容 ＭＭＲ ＭＳＩ ＭＳＩ ｂＭＳＩ［３９４０］

方法学 ＩＨＣ ＰＣＲ ＮＧＳ 液体活检＋ＮＧＳ

样本类型 组织（肿瘤） 组织（肿瘤＋癌旁） 组织（肿瘤） 外周血

取样难度 较低 高 较高 低

样本质量要求 较低 肿瘤占比≥２０％ 肿瘤占比≥１０％ ｃｔＤＮＡＡＦｍａｘ≥０．１％

准确性 对病理医师要求较高，

可能误判

金标准 高 敏感度较低（８８％ ～９４％；对 ＡＦｍａｘ
有不同要求）

检测覆盖内容 ＭＭＲ蛋白表达情况 ＭＳＩ状态 ＭＳＩ、ＴＭＢ（ｐａｎｅｌ足够大时）以

及多基因（包括 ＭＭＲ）胚系／

体细胞突变状态

ｂＭＳＩ、ｂＴＭＢ（ｐａｎｅｌ足够大时）以及

多基因（包括 ＭＭＲ）胚系／体细胞突

变状态

　　注　ＭＭＲ：错配修复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ）；ＭＳＩ：微卫星不稳定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ）；ｂＭＳＩ：基于外周血循环肿瘤 ＤＮＡ的 ＭＳＩ（ＭＳＩｆｒｏｍ

ｂｌｏｏｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ）；ＩＨＣ：免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）；ＮＧＳ：二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）；ｃｔＤＮＡ：外周血循环肿瘤

ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ）；ＡＦｍａｘ：最大等位基因频率（ｍａｘａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）；ＴＭＢ：肿瘤突变负荷（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎ）
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推荐意见２：晚期实体瘤患者（如胃癌、小肠癌、子宫
内膜癌、尿路上皮癌、胰腺癌和胆管癌等）如考虑免

疫治疗应行ＭＳＩ状态检测
除ＣＲＣ外，ＭＳＩＨ表型还存在于多种实体瘤，

包括胃癌、小肠癌、子宫内膜癌、尿路上皮癌、胰腺癌

和胆管癌等。随着国内抗肿瘤免疫治疗临床研究的

蓬勃开展及大量免疫检查点抑制剂的陆续上市，

ＭＳＩ作为晚期肿瘤免疫治疗疗效预测因子的作用日
益凸显。而且目前来看，晚期肿瘤患者ＴＭＢ检测并
不能替代 ＭＳＩ检测。基于此，专家组推荐，对胃癌、
小肠癌、子宫内膜癌、尿路上皮癌、胰腺癌和胆管癌

等晚期后线的实体瘤患者，经标准治疗失败后，如考

虑跨适应证采用免疫检查点抑制剂治疗，均应进行

ＭＭＲ／ＭＳＩ检测，且不应以ＴＭＢ替代ＭＳＩ检测结果。
推荐意见３：ＭＳＩ检测方法包括经认证的ＩＨＣ、ＰＣＲ
和ＮＧＳ方法（３种方法各有优势）

（１）ＩＨＣ的前处理务必遵循病理科相关规范，
结果判断应由有经验的病理医师完成或进行双人复

核，以尽可能避免个人主观造成偏倚。ＩＨＣＭＭＲ与
ＰＣＲＭＳＩ检测结果的高度吻合率建立在可靠、经认
证的检测平台（尤其是 ＩＨＣ判读）基础上。ＩＨＣ判
读识别ｄＭＭＲ对病理医师要求较高，临床实践中有
可能出现将阳性表达错判为缺失的情况，此类误判

将直接影响临床医师对患者的预后判断及治疗方案

选择。基于此，专家组推荐，ＩＨＣ的预处理务必遵循
病理科相关规范，判读标准务必统一，推荐借鉴美国

ＣＡＰ标准，由不同病理医师进行双盲复核，尽可能
避免因个人主观因素造成的判读偏倚。

（２）所有基于ＮＧＳ的ＭＳＩ检测应用于临床前必
须进行充分的可靠性认证及临床验证。ＮＣＣＮ指南
推荐，ＭＭＲ／ＭＳＩ检测仅可在临床实验室改进修正
案 （ＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔＡｍｅｎｄｍｅｎｔｓ，
ＣＬＩＡ）认证的临床实验室进行。由于国内尚无类似
的第三方实验室资质认证体系，评估第三方实验室

可参考ＣＬＩＡ或其他类似资质认证体系。基于这一
现状，专家组推荐所有基于ＮＧＳ（采用组织或ｃｔＤＮＡ
样本）的ＭＳＩ检测平台在应用于临床前，必须进行
充分的可靠性认证及临床验证。强烈建议所有ＭＳＩ
检测报告中应同步报告与 ＭＳＩ检测准确性最为相
关的质量控制信息，例如肿瘤细胞占比／血检中最大
等位基因频率（ｍａｘａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＡＦｍａｘ）和 ＮＧＳ
检测测序深度等，且相关质控信息均应有相应的实

验可靠性认证。对于样本不满足质控标准的情形，

应在报告中明确指出检测具有局限性。同时呼吁建

立国内统一的ＮＧＳ实验室资质认证体系。
（３）３种方法各自的优缺点。ＩＨＣ法可以直接

鉴定出导致ＭＳＩＨ发生的 ＭＭＲ缺陷基因。ＩＨＣ法
检测ＭＭＲ蛋白表达可在多数医院的病理科完成，
普及性强，且价格低廉。但该方法受判读人员的主

观影响较大，存在一定的假阳性与假阴性。

基于样本微切割的多重荧光 ＰＣＲ毛细管电泳
法，简便且便宜，敏感度和特异度均较好（特别是在

经广泛验证的 ＣＲＣ肿瘤样本中），但全国能开展该
项检测的病理科相对较少，且存在一定的假阴性。

对于需要同时检测肿瘤驱动基因和（或）治疗

相关基因变异的患者，目标区域ＮＧＳ是个不错的选
择。ＮＧＳ法可同时检测 ｐａｎｅｌ覆盖的驱动基因变
异，包括ＭＭＲ基因胚系和（或）体细胞突变，甚至
ＴＭＢ等分子标签。基于 ｃｔＤＮＡ样本的 ｂＭＳＩ检测
目前正处于验证阶段，有望为肿瘤组织取样困难或

不足的晚期肿瘤患者提供新的选择。但 ＮＧＳ单独
用于ＭＳＩ检测则不推荐，理由是增加经济负担和浪
费资源。

如果遇到患者同时进行 ＩＨＣＭＭＲ蛋白表达和
ＤＮＡ分析（ＰＣＲ或ＮＧＳ法）ＭＳＩ状态检测且检测结
果不一致的情况，可考虑采用第３种方法（ＮＧＳ或
ＰＣＲ法）进行验证（部分专家推荐）。

顾问　郑树（浙江大学医学院附属第二医院肿瘤外
科）、蔡三军（复旦大学附属肿瘤医院大肠外科）、张

苏展（浙江大学医学院附属第二医院肿瘤外科）

专家组组长　袁瑛（浙江大学医学院附属第二医院
肿瘤内科）

专家组成员（按姓名拼音排序）　陈功（中山大学附
属肿瘤医院结直肠外科）、陈志康（中南大学湘雅医

院普外胃肠外科）、丁克峰（浙江大学医学院附属第

二医院肿瘤外科）、董坚（云南省肿瘤医院结直肠外

科）、姜小清（第二军医大学东方肝胆外科医院胆道

一科）、鞠海星（浙江省肿瘤医院结直肠肿瘤外科）、

来茂德（中国药科大学基础医学）、李君（浙江大学

医学院附属第一医院病理科）、林洁（南方医科大学

南方医院病理科）、林天歆（中山大学孙逸仙纪念医

院泌尿外科）、刘方奇（复旦大学附属肿瘤医院大肠

外科）、刘涛（郑州大学第一附属医院胃肠外科）、刘

艳辉（广东省人民医院病理科）、楼文晖（复旦大学

附属中山医院普外科）、陆舜（上海市胸科医院肿瘤

科）、彭亦凡（北京大学肿瘤医院结直肠外科）、邱红

（华中科技大学同济医学院附属同济医院肿瘤内
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科）、任黎（复旦大学附属中山医院普外科）、盛剑秋

（解放军总医院第七医学中心消化内科）、孙亚红

（山东省医学科学院附属医院肿瘤内科）、王琳（南

京八一医院肿瘤内科）、王自强（四川大学华西医院

胃肠外科）、吴小华（复旦大学附属肿瘤医院肿瘤妇

科）、熊斌（武汉大学中南医院胃肠外科）、徐栋（浙

江大学医学院附属第二医院肿瘤外科）、徐烨（复旦

大学附属肿瘤医院大肠外科）、许晶虹（浙江大学医

学院附属第二医院病理科）、薛卫成（北京大学肿瘤

医院病理科）、杨春康（福建省肿瘤医院胃肠肿瘤外

科）、殷先利（湖南省肿瘤医院消化泌尿内科）、张俊

（上海交通大学医学院附属瑞金医院肿瘤科）、张卫

（上海长海医院肛肠外科）、曾珊（中南大学湘雅医

院肿瘤科）、宗红（郑州大学第一附属医院肿瘤

内科）

附录１：ＰＣＲ方法的微卫星位点选择
基于ＰＣＲ方法的微卫星位点选择曾经历数次

重大变迁。１９９８年 ＮＣＩ推荐用于检测微卫星状态
的５个微卫星位点，包括 ２个单核苷酸重复位点
（ＢＡＴ２５和 ＢＡＴ２６）以及 ３个双核苷酸重复位点
（Ｄ２Ｓ１２３、Ｄ５Ｓ３４６和Ｄ１７Ｓ２５０）；判读标准为：≥２个
微卫星位点不稳定为 ＭＳＩＨ，１个位点不稳定为
ＭＳＩＬ，所有位点均稳定即为ＭＳＳ［２９，４７］。至２００２年
修订为Ｐｅｎｔａｐｌｅｘｐａｎｅｌ，包含５个单核苷酸重复位点
ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ２１、ＮＲ２４和 ＮＲ２７，以提高检测
敏感度及特异度［４８］。２００６年，ＭＳＩ分析系统 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ以Ｍｏｎｏ２７取代ＮＲ２７，并增加ＰｅｎｔａＣ和Ｄ用
于样本识别，进一步提高ＭＳＩ检测敏感度［４９］。在此

基础上，一系列基于ＰＣＲ技术的ＭＳＩ检测商用试剂
盒问世，并进一步增加特异性位点以实现产品差异

化，其判读标准亦随位点数目变化而发生改变，如以

≥３０％或≥４０％的微卫星位点不稳定作为 ＭＳＩＨ
的判定标准。

附录２：当前主流ＮＧＳＭＳＩ算法原理
基于ＮＧＳ的ＭＳＩ检测原理分为以微卫星位点

重复序列长度变化为基础以及以突变负荷和突变类

型为基础。其中，基于 ＮＧＳ目标区域测序（ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＴＧＳ）的检测技术通常基于前者进
行ＭＳＩ检测。此类 ＭＳＩ检测的技术核心包括选取
最有效的微卫星标志位点组合以及构建合理的分类

模型用以最大程度区分 ＭＳＩＨ和 ＭＳＳ状态下微卫
星位点重复单元长度变化水平的差异，使得 ＭＳＩ检

测敏感度和特异度达到最优，并保证在低肿瘤占比

样本中检测的稳健性。

标志位点通常表现为在 ＭＳＳ状态下重复单元
长度高度稳定，而 ＭＳＩＨ状态下高频不稳定，以保
证ＭＳＩ检测的最优敏感度和特异度。基于 ＷＧＳ和
ＷＥＳ的研究证明，不同标志位点可能表现为癌种特
异性，也可具有跨癌种普遍性２种特征，而其余大量
微卫星位点高度稳定，无法为 ＭＳＩＨ提供有效信
息，故而针对 Ｐａｎｅｌ的不同用途（特异性癌种／泛癌
种）应选择不同的位点组合［３６］。前期 ＰＣＲＭＳＩ研
究表明，单核苷酸重复序列在 ＰＣＲＭＳＩ检测中敏感
度更高［３３］。而多核苷酸重复序列本身的多态性导

致检测方法对配对正常样本具有依赖性。基于

ＰＣＲ法中的Ｐｅｎｔａｐｌｅｘｐａｎｅｌ的５～７个标志位点组
合 ＢＡＴ２５、ＢＡＴ２６、ＮＲ２１、ＮＲ２２、ＮＲ２４、ＮＲ２７和
ＭＯＮＯ２７被认定为 ＰＣＲＭＳＩ检测的金标准。由此
该位点组合也通常在ＮＧＳｐａｎｅｌ中专门被设计和应
用于ＭＳＩ检测。

ＮＧＳｐａｎｅｌ的ＭＳＩ算法通常通过刻画选取的标
志位点不同重复序列长度对应的 ｒｅａｄｓ个数在 ＭＳＩ
Ｈ和ＭＳＳ中的差异来判断位点的不稳定状态，以不
稳定位点比例是否超过既定阈值来确定样本的ＭＳＩ
状态。位点在２种状态差异的评估方法包括：基于
癌组织样本和配对正常样本不同重复序列长度对应

的ｒｅａｄｓ个数进行χ２检验（ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ）或者距离评估
（ＭＡＮＴＩＳ），以及独立的基于癌组织样本评估重复
序列长度的类型个数与一组基线样本（非ＭＳＩＨ样
本）的差异（ｍＳＩＮＧＳ），或者ＭＳＳ状态下主要的重复
序列长度类型（ｐｅａｋ）对应的覆盖占位点覆盖的比
例在癌组织样本与一组基线样本（非 ＭＳＩＨ样本）
的差异（ＣｏｌｏｎＣｏｒｅＭＳＩ），从而评估位点的稳定状
态。选取的标志位点限制为１～５ｂｐ重复单元（如
ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ和 ＭＡＮＴＩＳ）或仅单碱基重复序列（如
ＣｏｌｏｎＣｏｒｅＭＳＩ）的ＭＳ位点。判断样本 ＭＳＩ状态的
不稳定位点比例的阈值包括 ３．５％（ＭＳＩｓｅｎｓｏｒ）、
２０％（ｍＳＩＮＧＳ）和４０％（ＣｏｌｏｎＣｏｒｅＭＳＩ）不等。
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