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基于第二代测序数据识别肿瘤基因突变的工具比较

李文杰， 孙之荣∗

（清华大学生命科学学院，教育部生物信息学重点实验室，北京 １０００８４ ）

摘　 要：使用第二代测序数据来发现癌细胞中的基因组突变，一直是很重要的科学应用问题。 此研究使用一个癌症病人的大

量数据，评估了甄别基因组突变的几个现有工具。 经过比较各工具的方法和正确率，本文发现各自都有自己的优点和缺点。
针对这些优缺点，本文提供一些建议，让工具使用者能更好地选择合适的工具。
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　 　 癌症（即恶性肿瘤）一直是导致人类死亡的重

要原因之一，也一直是世界范围内的科学家正在攻

克的焦点，科学家们一直在探寻其发病原因和有效

治疗方法。 虽然癌症的病因一般可归纳为原癌基因

和抑癌基因中的基因组突变，但具体的突变因病人

不同和发生组织不同而不同，所以发现某个病人的

致癌突变很有挑战性。
肿瘤发生过程中出现的几类基因组突变包括：

点突变（如单碱基替换、碱基插入、碱基删除），拷贝

数变化（Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎ， ＣＮＶ），染色体结构

变化 （ 如 基 因 融 合 ）。 第 二 代 测 序 技 术 （ Ｎｅｘｔ
Ｇｅｎｅｒａ⁃ｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）作为一种新的实验技

术，给癌症研究带来了很多重要的发现。 在比较肿

瘤和正常样品的测序数据过程中，最重要的是高正

确率和高特异性地找到点突变。
因其低成本性和高通量性，第二代测序技术正

被研究者使用，以期找到癌症的起因。 每次测序实

验产生数以百万计的短 ｒｅａｄ，每个位点的碱基都有

测序质量。 通过比较一个病人的正常和肿瘤组织样

品的基因组测序数据，我们可较容易地确定肿瘤组

织中发生了哪些点突变。 但是样品中细胞纯度、测
序错误、碱基测序质量、ｒｅａｄ 比对（与参考基因组比

对），都给这个任务带来一定的挑战，特别是对设计

插入和删除的点突变。
许多现有的工具先过滤掉一些 ｒｅａｄ 和碱基，然

后计算报导位点各 ａｌｌｅｌｅ 序列的 ｒｅａｄ 数目，之后比

较位点在正常和肿瘤样品中各 ａｌｌｅｌｅ 的 ｒｅａｄ 频率。
但是这些工具的验证正确率一般都只在 ５４％左

右［１］，不同工具间的一致性都比较低［２］。
最多被使用的工具有 ＶａｒＳｃａｎ［３］，ＳＡＭｔｏｏｌｓ［４］ 和

ＭｕＴｅｃｔ［５］。 此文将这些工具应用在一个肺癌病人的

血液和癌转移组织的基因组测序数据上，分析它们

结果的合理性。 同时，此文还获取了该病例的癌转

移组织的转录组测序数据，并据此通过它来验证各



个工具发现的各个突变位点，以获得工具的验证正

确率。

１　 数据和方法

此文选择一个肺癌病人的血液组织作为正常组

织，癌转移作为肿瘤组织（从肺转移至肝，肺部的原

癌组织数据质量很差） ［６］。 此文应用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 工具，
将测序产生的 ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ ｒｅａｄ 比对到人类参考基因

组上（ｈｇ１９），然后利用 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 工具的部分命令，
生成按比对位置排序的 ＢＡＭ 文件［７］。

对于各个工具，此文简要描述它使用的方法，然
后在分析上述样品测序数据时，使用默认的各阈值

和推荐的步骤。 各工具比较两个样品的全基因组测

序数据，以确定发生了点突变的基因组位点。
本文对各突变位点判断肿瘤特异的等位序列，

并用病人癌转移组织的转录组测序（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ）数据

判断这个序列的真实存在性。 此方法只验证了被转

录了的肿瘤特异等位序列，但也可以作为工具正确

率的一种衡量。

２　 结果

２．１　 ＶａｒＳｃａｎ２ 工具分析

ＶａｒＳｃａｎ２ 使用各种过滤方法，以得到各位点在

样品中的基因型，并计算各等位序列的 ｒｅａｄ 频率。
此工具只支持最多具有两种等位序列的基因型，一
个与参考基因组相同，一个为变异序列；同时这个变

异序列在两个样品中需要相同。 然后此工具比较两

个样品在该位点各等位序列的 ｒｅａｄ 频率，并通过

Ｆｉｓｈｅｒ’ ｓ Ｅｘａｃｔ 检验得到差异显著性水平 ｐ 值。
ＶａｒＳｃａｎ２ 工具将突变位点分为三种突变状态：
Ｓｏｍａｔｉｃ 突变、Ｇｅｒｍｌｉｎｅ 突变、ＬＯＨ 突变；并从三种状

态的位点，得到’Ｈｉｇｈ⁃Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ’位点，各种状态的

Ｈｉｇｈ⁃Ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ 位点数目见表 １。
表 １　 ＶａｒＳｃａｎ 发现的各状态突变位点数目

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＶａｒＳｃａｎ

Ｓｏｍａｔｉｃ ＬＯＨ Ｇｅｒｍｌｉｎｅ

单碱基替换突变 ２２ ２０７ ６７ ５０７ １２７ １４３

插入 ／ 删除突变 １ ７４０ １ １１９ ２ ８８８

　 　 但是此工具识别出过多的单碱基替换突变位

点，结果中存在比较高的假阳性率，也让工具使用者

比较难判断真正的突变位点。 对于 Ｓｏｍａｔｉｃ 状态的

突变位点，它在正常样品中的基因型需要是纯合的

跟参考基因组一样 （Ｒ ／ Ｒ，见表 ２ 和表 ３）。 对于

１４ ０８７个位点，在两个样品中有相同的杂合基因型，

但是 ａｌｌｅｌｅ 的 ｒｅａｄ 频率有差异，这些位点并认为是

‘ＬＯＨ’突变，而不是‘Ｓｏｍａｔｉｃ’突变状态（见表 ２）。
此工具发现的单碱基替换突变位点中，２２ ２０７

个位点有肿瘤特异的等位序列，４ １０８ 个被 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ
数据覆盖，１ ３５９ 个位点的肿瘤特异等位序列在

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据中存在（验证正确率 ３３％）；此工具发

现的涉及插入 ／删除突变位点中，２ ７１０ 个位点有肿

瘤特异的等位序列，４２２ 个被 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据覆盖，
１５９ 个位点的肿瘤特异等位序列在 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据中

存在，验证正确率 ３８％。
表 ２　 ＶａｒＳｃａｎ 发现的单碱基替换突变位点

在样品中的基因型统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ＳＮＶ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｒ ／ Ｒ（全为 Ｓｏｍａｔｉｃ 状态） Ｒ ／ Ｖ１（全为 ＬＯＨ 状态）

Ｒ ／ Ｒ ０ ５３ ４１４

Ｒ ／ Ｖ１ ２２ １４０ １４ ０８７

Ｖ１ ／ Ｖ１ ６７ ６

注：正常样品中的基因型在列头表示（上方 Ｒ ／ Ｒ 和 Ｒ ／ Ｖ１），肿瘤样品

中的基因型在行头表示（左侧 Ｒ ／ Ｒ、Ｒ ／ Ｖ１、Ｖ１ ／ Ｖ１）。 数字为有此基因

型的突变位点数目。 Ｒ 表示参考基因组序列，Ｖ１ 表示变异序列。
Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｃｏｌｕｍｎ ｈｅａｄｅｒ （Ｒ ／ Ｒ

ａｎｄ Ｒ ／ Ｖ１ ａｔ ｔｏｐ）， ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｔｉｍｏｒ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｒｏｗ ｈｅａｄｅｒ

（Ｒ ／ Ｒ， Ｒ ／ Ｖ１， Ｖ１ ／ Ｖ１ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ） ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｃｅｌｌ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｒ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｌｌｅｌｅ， Ｖ１

ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｔ ａｌｌｅｌｅ．

表 ３　 ＶａｒＳｃａｎ 发现的插入 ／删除突变位点

在样品中的基因型统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｉｎｄｅｌ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｒ ／ Ｒ（全为 Ｓｏｍａｔｉｃ 状态） Ｒ ／ Ｖ１（全为 ＬＯＨ 状态）

Ｒ ／ Ｒ ０ ８８２

Ｒ ／ Ｖ１ １ ７３４ ０

Ｖ１ ／ Ｖ１ ６ ２３７

注：正常样品中的基因型在列头表示（上方 Ｒ ／ Ｒ 和 Ｒ ／ Ｖ１），肿瘤样

品中的基因型在行头表示（左侧 Ｒ ／ Ｒ、Ｒ ／ Ｖ１、Ｖ１ ／ Ｖ１）。 数字为有此

基因型的突变位点数目。 Ｒ 表示参考基因组序列，Ｖ１ 表示变异序列

（涉及碱基插入 ／ 删除）。

Ｎｏｔｅｓ： Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｃｏｌｕｍｎ ｈｅａｄｅｒ （Ｒ ／ Ｒ

ａｎｄ Ｒ ／ Ｖ１ ａｔ ｔｏｐ）， ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｔｉｍｏｒ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｒｏｗ ｈｅａｄｅｒ （Ｒ ／
Ｒ， Ｒ ／ Ｖ１， Ｖ１ ／ Ｖ１ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔ） ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｃｅｌｌ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ． Ｒ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ａｌｌｅｌｅ， ｂｕｔ Ｖ１

ｉｓ ｉｎｓｅｒｔ ／ ｄｅｌｅｔｅ ｖａｒｉａｎｔ．

２．２　 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 工具分析

ＳＡＭｔｏｏｌｓ 能利用正常和肿瘤样品的 ＢＡＭ 文件，
来确定点突变位点。 此工具对每个突变位点计算一

个 ＣＬＲ 值（在输出的 ＶＣＦ 文件中），以表明位点在

两个样品间的差异显著性大小，值越大表明越显著，
范围在 ０～２５５（见图 １）。 此文使用 ７０ 为阈值，只保

留差异显著性大的突变位点，１ ０１２ 个单碱基替换突
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变位点，２ ５７８ 个涉及插入 ／删除的突变位点。 对于

涉及插入 ／删除的突变，此工具在相邻的位点输出相

似的序列，所以导致过多的荣誉突变位点。 虽然此

工具支持一个位点有多种等位序列，但位点的基因

型只支持两种等位序列。
此工具发现的位点中，６２７ 个单碱基替换突变

位点有肿瘤特异等位序列，９５ 个被 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据覆

盖，４３ 个位点的肿瘤特异等位序列在 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据

中存在，验证正确率 ４５％；１ ５７５ 个涉及插入 ／删除

的突变位点有肿瘤特异等位序列，１８６ 个被 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 数据覆盖，１０５ 个位点的特异等位序列在 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 数据中存在，验证正确率 ５６％。
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图 １　 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 计算的 ＣＬＲ 值在突变位点中的分布

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＬＲ ｖａｌｕｅ ａｍｏｎｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＳＡＭｔｏｏｌｓ

２．３　 ＭｕＴｅｃｔ 工具分析

ＭｕＴｅｃｔ 不支持涉及插入 ／删除的突变，它过滤

掉比对质量低的 ｒｅａｄ，过滤掉覆盖 ｒｅａｄ 数低的位

点，最后过滤掉有 ｒｅａｄ 比对时链偏好性的位点。 此

工具对每个位点推断发生了突变的可能性：肿瘤样

品在此位点与参考基因组序列不同，正常样品没有

变异等位序列。 对于每个突变位点，此工具还计算

其为真实突变的可能性：变异等位序列是真实的，而
不是测序错误，然后经过 ｌｏｇ１０ 转换得到的值。 大

多数的突变位点的这个可能性值不太高（见图 ２）。
本文以 １５ 为阈值，得到输出 ６ ６７９ 个单碱基替换突

变位点。
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图 ２　 ＭｕＴｅｃｔ 计算的突变真实可能性在突变位点中的分布

Ｆｉｇ．２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔ＿ｌｏｇ＿ｆｓｔａｒ ａｍｏｎｇ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＭｕＴｅｃｔ

　 　 此工具发现的单碱基替换突变位点中，５ ３９７ 个

位点有肿瘤特异等位序列，８５１ 个被 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据

覆盖，３０５ 个位点的肿瘤特异等位序列在 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ
数据中存在，验证正确率 ３６％。

３　 讨论及结论

现有的工具假定 ｒｅａｄ 中测序质量较低的碱基

是测序错误，然后将它们过滤掉。 这样的方法可能

使得结果对选择的阈值敏感。 同时，上述工具只在

一个位点只支持最多两种等位序列，这可能丢失了

肿瘤样品中出现的很多突变位点，原因在于肿瘤细

胞中，基因组一个片段可能会出现多个拷贝，每个拷

贝可能经过不同的突变过程，这样对应到参考基因

组上的某个位点后，可能存在多种等位序列。
各个工具的结果一致性很低，很少比例的位点
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同时被两个工具发现。 这个低一致性可能来自于：
（１）它们过滤 ｒｅａｄ 和碱基的方式；（２）它们比较两个

样品的方法。 建议用户尝试多个方法，并用更精确

的测序方法验证各自的结果，然后挑选一个有最高

验证正确率的工具来使用。
除了此文中讨论的点突变之外，肿瘤组织中还

发生了其它类型的基因组突变，如染色体重组。 这

些突变可能涉及大范围内的碱基，也更难发现和验

证。 完全研究这些基因组突变依然是比较困难的，
更何况确定各突变的功能影响。

当前，ＡＮＮＯＶＡＲ 是注释突变功能影响的重要

工具之一［８］，这个工具（及研究者使用的其它工具）
都会忽略不会引起蛋白质序列变化的突变。 但是改

变蛋白质序列并不是基因组突变产生功能影响的唯

一途径：改变序列对转录因子或 ｍｉＲＮＡ 的亲和性都

会显著得影响功能［９］。 因此，需要更多的研究来完

全注释基因组突变的功能影响。
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