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肺癌检测方法

(57)摘要

本发明提供了用于检测肺癌，尤其是3a期肺

腺癌和肺鳞状细胞癌中的单核苷酸变体的方法。

提供了另外的方法和组合物，例如包含核酸的克

隆群体的反应混合物和固体支持物。
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1.一种用于确定肺鳞状细胞癌中存在的单核苷酸变体的方法，其包括

通过对从来自怀疑患有肺鳞状细胞癌的个体的血液样品或其级分中分离的核酸执行

多重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增子的每个扩增子跨越已知与肺癌相关

的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变体基因座；和

确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单核苷

酸变体基因座，从而确定存在于鳞状细胞癌中的单核苷酸变体。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述鳞状细胞癌是1a、1b或2a期鳞状细胞癌。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述鳞状细胞癌是1a或1b期鳞状细胞癌。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述个体不经受手术。

5.根据权利要求1所述的方法，其中所述个体不经受活组织检查。

6.根据权利要求1所述的方法，其还包括向所述个体施用化合物，其中所述化合物已知

在治疗肺鳞状细胞癌中是特别有效的，所述肺鳞状细胞癌具有确定的单核苷酸变体中的一

种或多种。

7.根据权利要求1所述的方法，其中所述方法还包括根据所述序列测定，确定关于所述

单核苷酸变体中的每一个的变体等位基因频率。

8.根据权利要求7所述的方法，其中基于所述变体等位基因频率确定来鉴定肺癌治疗

计划。

9.根据权利要求7所述的方法，其还包括向所述个体施用化合物，其中所述化合物已知

在治疗肺鳞状细胞癌中是特别有效的，所述肺鳞状细胞癌具有可变等位基因频率大于确定

的其它单核苷酸变体的至少一半的单核苷酸变体之一。

10.根据权利要求1所述的方法，其中从所述个体的肿瘤中分离核酸，并且在确定关于

所述血液样品或其级分的所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列之前，在所

述肿瘤中鉴定关于所述单核苷酸变体基因座组的单核苷酸变体。

11.一种根据来自个体的血液样品或其级分，用于支持对于怀疑患有肺癌的个体的肺

癌诊断的方法，其包括

通过对从样品中分离的核酸执行多重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增

子的每个扩增子跨越已知与肺癌相关的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变

体基因座；和

确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单核苷

酸变体基因座，从而确定一个或多个单核苷酸变体是否存在于多个单核苷酸变体基因座

中，其中

a) 单核苷酸变体的不存在支持1a、2a或2b期腺癌的诊断，

b) 单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3a期腺癌的诊断，或

c)  十个或更多个单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3期腺癌的诊断。

12.根据权利要求11所述的方法，其中所述方法还包括通过非侵入性方法确定肺癌病

变的分期。

13.一种用于检测来自怀疑患有肺癌的个体的血液样品或其级分中的肺鳞状细胞癌的

方法，其包括

通过对从样品中分离的核酸执行多重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增
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子的每个扩增子跨越已知与肺癌相关的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变

体基因座；和

确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单核苷

酸变体基因座，从而确定一个或多个单核苷酸变体是否存在于多个单核苷酸变体基因座

中，其中对于多个单核苷酸基因座中的任一个，所述样品中单核苷酸变体的存在指示鳞状

细胞癌的存在。

14.一种检测个体中的肺鳞状细胞癌的方法，其包括通过对来自个体的血液样品或其

级分，执行所述多个单核苷酸变异基因座的高流通量DNA测序，确定单核苷酸变体是否存在

于已知与肺鳞状细胞癌相关的多个单核苷酸变体基因座中，其中对于所述多个单核苷酸基

因座中的任一个，所述样品中单核苷酸变体的存在指示肺鳞状细胞癌的存在。

15.一种用于检测个体的肺肿瘤中的克隆单核苷酸变体的方法，其包括

通过对从样品中分离的核酸执行多重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增

子的每个扩增子跨越已知与肺癌相关的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变

体基因座；

确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单核苷

酸变体基因座；和

基于一系列扩增子的多个拷贝的序列，对于所述SNV基因座中的每一个确定所述变体

等位基因频率，其中与所述多个单核苷酸变体基因座的其它单核苷酸变体相比，较高的相

对等位基因频率指示所述肿瘤中的克隆单核苷酸变体。

16.根据权利要求15所述的方法，其还包括向所述个体施用化合物，所述化合物靶向所

述一种或多种克隆单核苷酸变体，但不靶向所述其它单核苷酸变体。

17.根据权利要求15所述的方法，其中大于1.0%的变体等位基因频率指示克隆单核苷

酸变体。

18.一种用于确定核酸是否从来自患有肺癌的个体的循环游离核酸中分离的方法，其

包括

确定所述肺癌是腺癌还是鳞状细胞癌，其中如果所述肺癌是鳞状细胞癌，则从个体中

分离循环的游离核酸。

19.根据权利要求18所述的方法，其还包括确定所述肺癌的分期，其中如果所述肺癌是

鳞状细胞癌或3a期腺癌，则从所述个体中分离循环的游离核酸。

20.根据权利要求19所述的方法，其中如果所述肺癌是鳞状细胞癌或3a期腺癌，则从所

述个体中分离循环的游离核酸。

21.根据权利要求20所述的方法，其中如果所述肺癌是分期鳞状细胞癌或3a期腺癌，则

不从所述个体的肺肿瘤中分离核酸。

22.一种在来自怀疑患有鳞状细胞癌的个体的血液样品或其级分中，用于确定肺鳞状

细胞癌中存在的单核苷酸变体的方法，所述方法包括：

a.  通过组合聚合酶、三磷酸核苷酸、来自由样品生成的核酸文库的核酸片段、以及各

自在单核苷酸变体基因座的150个碱基对内结合的一组引物、或各自跨越包含单核苷酸变

体基因座的160个碱基对或更少的区域的一组引物对而形成扩增反应混合物，其中所述单

核苷酸变体基因座已知与鳞状细胞癌相关；
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b.  使所述扩增反应混合物经受扩增条件以生成一组扩增子，其包含已知与肺癌相关

的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变体基因座；和

  c.  确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单

核苷酸变体基因座，从而确定存在于鳞状细胞癌中的单核苷酸变体。

23.根据权利要求22所述的方法，其中所述鳞状细胞癌是1a、1b或2a期鳞状细胞癌。

24.根据权利要求22所述的方法，其中所述鳞状细胞癌是1a或1b期鳞状细胞癌。

25.根据权利要求22所述的方法，其中所述个体不经受手术。

26.根据权利要求22所述的方法，其中所述个体不经受活组织检查。

27.根据权利要求22所述的方法，其还包括向所述个体施用化合物，其中所述化合物已

知在治疗肺鳞状细胞癌中是特别有效的，所述肺鳞状细胞癌具有确定的单核苷酸变体中的

一种或多种。

28.根据权利要求22所述的方法，其中所述方法还包括根据所述序列测定，确定关于所

述单核苷酸变体中的每一个的变体等位基因频率。

29.根据权利要求22所述的方法，其还包括基于所述变体等位基因频率确定来开发肺

癌治疗计划。

30.根据权利要求22所述的方法，其还包括向所述个体施用化合物，其中所述化合物已

知在治疗肺鳞状细胞癌中是特别有效的，所述肺鳞状细胞癌具有可变等位基因频率大于确

定的其它单核苷酸变体的至少一半的单核苷酸变体之一。

31.根据权利要求22所述的方法，其中从所述个体的肿瘤中分离核酸，并且在确定关于

所述血液样品或其级分的所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列之前，在所

述肿瘤中鉴定关于所述单核苷酸变体基因座组的单核苷酸变体。

32.一种包含循环肿瘤核酸片段的组合物，所述循环肿瘤核酸片段包含通用衔接子，其

中所述循环肿瘤核酸源自肺鳞状细胞癌肿瘤。

33.一种包含循环肿瘤核酸片段的组合物，所述循环肿瘤核酸片段包含通用衔接子，其

中所述循环肿瘤核酸源自患有肺鳞状细胞癌的个体的血液样品或其级分。

34.一种包含核酸的多个克隆群体的固体支持物，其中所述克隆群体包含由循环游离

核酸的样品生成的扩增子，其中所述循环肿瘤核酸源自肺鳞状细胞癌肿瘤。

35.一种包含核酸的多个克隆群体的固体支持物，其中所述克隆群体包含由来自患有

肺鳞状细胞癌的个体的血液样品或其级分的循环游离核酸样品生成的核酸片段。

36.根据权利要求35所述的方法，其中不同克隆群体中的所述核酸片段包含相同的通

用衔接子。

37.根据权利要求36所述的方法，其中所述核酸的克隆群体源自来自两个或更多个个

体的一组样品的核酸片段。

38.根据权利要求37所述的方法，其中所述核酸片段包含对应于样品组中的样品的一

系列分子条形码中的一个。

39.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中检测到至少5个SNV，并且其中所述至

少5个SNV的存在指示鳞状细胞癌。

40.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中确定所述样品中是否存在单核苷酸

变体包括对于每个等位基因测定，至少部分地基于所述基因座的读取深度，在单核苷酸变

权　利　要　求　书 3/4 页

4

CN 109477138 A

4



异基因座组中的每一个处，鉴定置信值。

41.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中如果关于单核苷酸变体的存在的置

信值大于90%，则进行单核苷酸变体调用。

42.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中如果关于单核苷酸变体的存在的置

信值大于95%，则进行单核苷酸变体调用。

43.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中单核苷酸变异基因座组包含在关于

肺癌的TCGA和COSMIC数据集中鉴定的所有单核苷酸变异基因座。

44.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中单核苷酸变异位点组包含对于肺鳞

状细胞癌，在TCGA和COSMIC数据集中鉴定的所有单核苷酸变异位点。

45.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述方法以对于单核苷酸变异基因

座组至少1,000的读取深度来执行。

46.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中单核苷酸变体基因座组包含已知与

肺癌相关的25至1000个单核苷酸变异基因座。

47.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中对于单核苷酸变异基因座的多重扩

增反应的每个扩增反应，确定效率和误差率/循环，并且所述效率和误差率用于确定所述样

品中是否存在在单一变体基因座组处的单核苷酸变体。

48.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述扩增反应是PCR反应，并且退火

温度比引物组的至少50%引物的解链温度高1至15℃。

49.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述扩增反应是PCR反应，并且所述

PCR反应中所述退火步骤的长度为15至120分钟。

50.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述扩增反应是PCR反应，并且所述

PCR反应中所述退火步骤的长度为15至120分钟。

51.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述扩增反应中的引物浓度为1至10 

nM。

52.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中引物组中的引物设计为使引物二聚

体形成降到最低。

53.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述扩增反应是PCR反应，所述退火

温度比引物组的至少50%引物的解链温度高1至15℃，所述PCR反应中退火步骤的长度为15

至120分钟，所述扩增反应中的引物浓度为1至10  nM，并且引物组中的引物设计为使引物二

聚体形成降到最低。

54.根据权利要求1-31中任一项所述的方法，其中所述多重扩增反应在限制性引物条

件下执行。
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肺癌检测方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本专利申请要求于2016年4月15日提交的美国临时申请序列号62/323 ,589的权

益，所述美国临时申请以引用的方式在此全文并入。

技术领域

[0003] 本发明大体上涉及使用扩增方法如聚合酶链式反应(PCR)而用于检测核酸突变和

融合的方法。

背景技术

[0004] 无论是在诊断之前、在做出诊断时、用于疾病分期还是监测治疗功效，与癌症相关

的突变检测在传统上已依赖于实体肿瘤活组织检查样品。此类取样是高度侵入性的，并且

并非没有潜在地促成转移或手术并发症的风险。需要更好和更少侵入性的方法用于检测与

癌症相关的突变。

发明内容

[0005] 本文在一个实施例中提供了用于确定肺鳞状细胞癌中存在的单核苷酸变体的方

法。在该实施例中的方法包括通过对从来自怀疑患有肺鳞状细胞癌的个体的血液样品或其

级分中分离的核酸执行多重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增子的每个扩增

子跨越已知与肺癌相关的一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变体基因座；和

[0006] 确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单

核苷酸变体基因座，从而确定存在于鳞状细胞癌中的单核苷酸变体。

[0007] 在另一个实施例中，本文提供了根据来自个体的血液样品或其级分，用于支持对

于怀疑患有肺癌的个体的肺癌诊断的方法。该方法包括通过对从样品中分离的核酸执行多

重扩增反应来生成一组扩增子，其中所述一组扩增子的每个扩增子跨越已知与肺癌相关的

一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变体基因座；和

[0008] 确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单

核苷酸变体基因座，从而确定一个或多个单核苷酸变体是否存在于多个单核苷酸变体基因

座中。根据说明性实施例，

[0009] 单核苷酸变体的不存在支持1a、2a或2b期腺癌的诊断，

[0010] 单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3a期腺癌的诊断，和/或

[0011] 5、10、15个或更多个单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3期腺癌的诊

断。

[0012] 在某些实施例中，5、10或15个或更多个单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或3

期腺癌的诊断。

[0013] 在包括扩增步骤的本文提供的任何方法实施例的说明性实施例中，扩增反应是

PCR反应，退火温度比引物组的至少50、60、70、85、80、90、95或100％引物的解链温度高1至
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15℃，PCR反应中退火步骤的长度为15至60分钟，扩增反应中的引物浓度为1至10nM，并且引

物组中的引物设计为使引物二聚体形成降到最低。

[0014] 在包括使用扩增方法确定或检测SNV存在的本发明的任何方法实施例中，对于单

核苷酸变异基因座组的多重扩增反应的每个扩增反应，可确定效率和误差率/循环，并且所

述效率和误差率可用于确定样品中是否存在在单一变体基因座组处的单核苷酸变体。在这

些示例性实施例中的一些中，确定置信度，并且如果超过截止置信值，例如90％、95％或

98％置信度，则进行SNV调用。

[0015] 在其它实施例中，本文提供了本发明的组合物和固体支持物。

[0016] 根据下述详细描述和权利要求，本发明的其它实施例以及特征和优点将是显而易

见的。

附图说明

[0017] 该专利或申请文件包含至少一个彩色附图。具有彩色附图的本专利或专利申请公

开的副本将在请求和支付必要费用后由专利局提供。

[0018] 将参考附图进一步解释当前公开的实施例，其中在几个视图自始至终，相同的结

构由相同的数字提及。所示的附图不一定按比例绘制，而是一般将重点放在说明当前公开

的实施例的原理上。

[0019] 图1是工作流图解。

[0020] 图2上图：每个样品的SNV数目；下图：通过驱动程序类别分类的工作测定。

[0021] 图3.测量的cfDNA浓度。每个数据点指血浆样品。

[0022] 图4.样品显示先前(x轴)和此处使用mPCR-NGS(y轴)确定的组织VAF测量之间的良

好关联性。每个样品在分开的框中显示，并且VAF数据点由组织子区段着色。

[0023] 图5.样品显示先前(x轴)和此处使用mPCR-NGS(y轴)确定的组织VAF测量之间的弱

关联性。每个样品在分开的框中显示，并且VAF数据点由组织子区段着色。

[0024] 图6A.读数直方图的深度随着结果调用的变化。上：该测定未检测到预期的血浆

SNV。下：该测定检测到预期的血浆SNV。

[0025] 图7.通过组织学类型在血浆中检测到的SNV数目。

[0026] 图8.通过肿瘤分期在血浆中的SNV检测(左)和样品检测(右)。

[0027] 图9.血浆VAF随着肿瘤分期和SNV克隆性的变化。

[0028] 图10.来自每个样品的血浆中检测到的SNV数目随着cfDNA输入量的变化。

[0029] 图11.血浆VAF随着平均肿瘤VAF的变化。跨越从每个肿瘤分析的所有肿瘤子区段

计算平均肿瘤VAF。

[0030] 图12显示了每种检测到的SNV的克隆比率(红色：蓝色)和突变型变体等位基因频

率(MutVAF)。将从每个样品中检测到的总SNV置于单个柱中，并且通过肿瘤分期(pTNM分期)

分类样品。包括没有检测到SNV的样品。克隆比率定义为其中观察到SNV的肿瘤子区段的数

目与从该肿瘤分析的子区段的总数目之间的比率。

[0031] 图13显示了每种检测到的SNV的克隆状态(蓝色用于克隆和红色用于亚克隆)和突

变型变体等位基因频率(MutVAF)。将从每个样品中检测到的总SNV置于单个柱中，并且通过

肿瘤分期(pTNM分期)分类样品。包括没有检测到SNV的样品。克隆状态通过PyCloneCluster
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使用来自肿瘤组织的全外显子组测序数据来确定。

[0032] 图14显示了每种检测到的SNV的克隆状态(蓝色用于克隆和红色用于亚克隆)和突

变型变体等位基因频率(MutVAF)，其中上图仅显示克隆SNV，而下图仅显示亚克隆SNV。将从

每个样品中检测到的总SNV置于单个柱中，并且通过肿瘤分期(pTNM分期)分类样品。包括没

有检测到SNV的样品。克隆状态通过PyCloneCluster使用来自肿瘤组织的全外显子组测序

数据来确定。

[0033] 图15显示了在血浆中检测到的SNV数目随着组织学类型和肿瘤大小的变化。通过

病理学报告确定组织学类型和肿瘤分期。每个数据点按大小着色，其中红色指示最大的肿

瘤大小，并且蓝色指示最小的肿瘤大小。

[0034] 图16是cfDNA分析表，其显示所有样品中的DNA浓度、在文库制备内的基因组拷贝

等价物、血浆溶血等级和cDNA谱。

[0035] 图17是对于每个样品在血浆中检测到的SNV的表。

[0036] 图18是在血浆中检测到的另外SNV的表。

[0037] 图19是基于用于实例1中的实验的基因的测定计数表。

[0038] 图20是关于在实例1的研究中分析的样品的信息以及由实例1中提供的实验生成

的数据的表。

[0039] 图21是在复发时(LTX103)，用于血浆样品的检测测定及其背景等位基因级分的例

子。

[0040] 上文鉴定的附图以表示而非限制性方式提供。

具体实施方式

[0041] 本文提供的方法和组合物改善肺癌的检测、诊断、分期、筛选、治疗和管理。在说明

性实施例中，本文提供的方法分析循环流体，尤其是循环肿瘤DNA中的单核苷酸变体突变

(SNV)。该方法提供了在单次测试中鉴定在肿瘤和克隆中发现的更多突变以及亚克隆突变

的优点，而不是需要利用肿瘤样品的多次测试(如果有效的话)。这些方法和组合物本身可

以是有帮助的，或者当连同用于肺癌的检测、诊断、分期、筛选、治疗和管理等其它方法一起

使用时，它们可以是有帮助的，例如，以帮助支持这些其它方法的结果，以提供更多的信心

和/或确定的结果。

[0042] 相应地，本文在一个实施例中提供了使用本文提供的ctDNA  SNV扩增/测序工作

流，通过测定来自个体(例如患有或怀疑患有鳞状细胞癌的个体)的ctDNA样品中存在的单

核苷酸变体，用于确定肺鳞状细胞癌中存在的单核苷酸变体的方法。

[0043] 在另一个实施例中，本文提供了用于检测来自个体(例如怀疑患有癌症的个体)的

血液样品或其级分中的肺鳞状细胞癌的方法，其包括使用本文提供的ctDNA  SNV扩增/测序

工作流，通过确定ctDNA样品中存在的单核苷酸变体，来确定样品中存在的单核苷酸变体。

在多个单核苷酸基因座处在样品中，在范围的低端上1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14

或15个SNV的存在，以及在范围的高端上2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、30、40或50个SNV的存在，指示鳞状细胞癌的存在。

[0044] 在另一个实施例中，本文提供了用于检测个体的肺肿瘤中的克隆单核苷酸变体的

方法。该方法包括执行如本文提供的ctDNA  SNV扩增/测序工作流，并且基于该系列扩增子
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的多个拷贝的序列，对于SNV基因座中的每一个确定变体等位基因频率。与多个单核苷酸变

体基因座的其它单核苷酸变体相比，较高的相对等位基因频率指示肿瘤中的克隆单核苷酸

变体。变体等位基因频率是测序领域中众所周知的。对于该实施例的支持例如在图12-14中

提供。

[0045] 在某些实施例中，该方法还包括确定治疗计划、疗法和/或将化合物施用于个体，

所述化合物靶向一种或多种克隆单核苷酸变体。在某些实例中，亚克隆和/或其它克隆SNV

不被疗法靶向。特定疗法和相关突变在本说明书的其它节段中提供，并且是本领域已知的。

相应地，在某些例子中，该方法还包括向个体施用化合物，其中所述化合物已知在治疗肺鳞

状细胞癌中是特别有效的，所述肺鳞状细胞癌具有确定的单核苷酸变体中的一种或多种。

[0046] 在该实施例的某些方面，大于0.25％、0.5％、0.75％、1.0％、5％或10％的变体等

位基因频率指示克隆单核苷酸变体。这些截止由以表格形式的图20中的数据支持。

[0047] 在该实施例的某些例子中，鳞状细胞癌是1a、1b或2a期鳞状细胞癌。在该实施例的

某些例子中，鳞状细胞癌是1a或1b期鳞状细胞癌。在该实施例的某些例子中，个体不经受手

术。在该实施例的某些例子中，个体不经受活组织检查。

[0048] 在该实施例的一些例子中，如果其它测试例如直接肿瘤测试提示测试中SNV是克

隆SNV，则对于具有比测定的其它单核苷酸变体大至少四分之一、三分之一、一半或四分之

三的可变等位基因频率的测试中的任何SNV，鉴定或进一步鉴定克隆SNV。

[0049] 在一些实施例中，本文中用于检测ctDNA中的SNV的方法可用于代替直接分析来自

肿瘤的DNA。本文提供的结果证实更可能是克隆SNV的SNV具有更高的VAF(参见例如图12-

14)。

[0050] 在本文提供的任何方法实施例的某些例子中，在对来自个体的ctDNA执行靶向扩

增之前，提供关于来自个体的肿瘤中发现的SNV的数据。相应地，在这些实施例中，对来自个

体的一种或多种肿瘤样品执行SNV扩增/测序反应。在该方法中，本文提供的ctDNA  SNV扩

增/测序反应仍然是有利的，因为它提供了克隆和亚克隆突变的液体活组织检查。此外，如

本文提供的，如果对于SNV测定来自个体的ctDNA样品中的高VAF百分比，例如超过1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10％VAF，则在患有肺癌的个体中可更明确地鉴定克隆突变。

[0051] 在某些实施例中，本文提供的方法可用于确定是否从来自患有肺癌的个体的循环

游离核酸中分离且分析ctDNA。首先，确定肺癌是腺癌还是鳞状细胞癌。如果肺癌是鳞状细

胞癌，则从个体中分离循环的游离核酸。在一些例子中，该方法还包括确定肺癌的分期，其

中如果肺癌是鳞状细胞癌或3a期腺癌，则从个体中分离循环的游离核酸。在图15中以及在

图20中以表格形式提供的结果证实SNV在鳞状细胞癌或3a期腺癌中普遍存在，然而，SNV在

早期ADC中不太普遍。相应地，通过节省关于在1a、1b和/或2a期ADC患者中的SNV测试，可实

现重要的医疗保健节省。

[0052] 在例子中，如果肺癌是鳞状细胞癌或3a期腺癌，则从个体中分离循环的游离核酸。

此外，在一些例子中，如果

[0053] 肺癌是分期鳞状细胞癌或3a期腺癌，则不从个体的肺肿瘤中分离核酸。

[0054] 在一些方法中，本文提供了本发明的组合物和/或固体支持物。F1.一种包含循环

肿瘤核酸片段的组合物，所述循环肿瘤核酸片段包含通用衔接子，其中所述循环肿瘤核酸

源自肺鳞状细胞癌肿瘤。

说　明　书 4/23 页

9

CN 109477138 A

9



[0055] 在一些实施例中，本文提供了包括循环肿瘤核酸片段的本发明组合物，所述循环

肿瘤核酸片段包含通用衔接子，其中所述循环肿瘤核酸源自患有肺鳞状细胞癌的个体的血

液样品或其级分。实例1中呈现的结果证实了ctDNA  SNV扩增/测序测试方法的令人惊讶的

优点。这些方法通常包括形成包括通用衔接子的ctDNA片段。此外，此类方法通常包括形成

固体支持物，尤其是用于高流通量测序的固体支持物，其包括核酸的多个克隆群体，其中所

述克隆群体包含由循环游离核酸的样品生成的扩增子，其中ctDNA。在基于本文提供的令人

惊讶的结果的说明性实施例中，ctDNA源自肺鳞状细胞癌肿瘤。

[0056] 类似地，本文提供作为本发明的实施例的是包含核酸的多个克隆群体的固体支持

物，其中所述克隆群体包含由来自血液样品或其级分的循环游离核酸样品生成的核酸片

段，所述样品来自患有肺鳞状细胞癌的个体。

[0057] 在某些实施例中，不同克隆群体中的核酸片段包含相同的通用衔接子。如实例1中

执行的，此类组合物通常在本发明方法的高流通量测序反应期间形成。

[0058] 核酸的克隆群体可源自来自两个或更多个个体的一组样品的核酸片段。在这些实

施例中，核酸片段包含对应于该样品组中的样品的一系列分子条形码之一。

[0059] 本文提供了详细的分析方法，如本文分析节段中的SNV方法1和SNV方法2。本文提

供的任何方法还可包括本文提供的分析步骤。相应地，在某些例子中，用于确定样品中是否

存在单核苷酸变体的方法，包括对于每个等位基因测定，至少部分地基于所述基因座的读

取深度，在单核苷酸变异基因座组中的每一个处，鉴定置信值。置信限度可设定为至少

75％、80％、85％、90％、95％、96％、96％、98％或99％。对于不同类型的突变，可将置信限度

设定在不同水平。

[0060] 对于单核苷酸变异基因座组，该方法能以至少5、10、15、20、25、50、100、150、200、

250、500、1,000、10,000、25,000、50,000、100,000、250,000、500,000或1百万的读取深度执

行。图20提供了关于在实例1中成功分析的SNV基因座的读取数据的深度。

[0061] 在某些实施例中，本文任何实施例的方法包括对于单核苷酸变异基因座的多重扩

增反应的每个扩增反应，确定每个循环的效率和/或误差率。效率和误差率然后可用于确定

样品中是否存在在单一变体基因座组处的单核苷酸变体。在某些实施例中，也可包括在分

析方法中提供的SNV方法2中提供的更详细的分析步骤。

[0062] 在本文任何方法的说明性实施例中，该单核苷酸变异基因座组包括对于肺癌、或

肺腺癌和/或尤其是肺鳞状细胞癌，在TCGA和COSMIC数据集中鉴定的所有单核苷酸变异基

因座。

[0063] 在本文任何方法的某些实施例中，该单核苷酸变体基因座组包括已知与肺癌、肺

ADC和/或尤其是肺SCC相关的在范围的低端上2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、

75、100、250、500、1000、2500、5000或10,000个单核苷酸变异基因座，以及在范围的高端上

的5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、40、50、75、100、250、500、1000、2500、5000、10,000、20,000

和25,000个单核苷酸变异基因座。

[0064] 在包括ctDNA  SNV扩增/测序工作流的本文用于检测SNV的任何方法中，可采用用

于多重PCR的改善的扩增参数。例如，其中扩增反应是PCR反应，并且对于引物组的至少10、

20、25、30、40、50、06、70、75、80、90、95或100％引物，退火温度在范围的低端上比解链温度

高1、2、3、4、5、6、7、8、9或10℃，并且在范围的高端上比解链温度高2、3、4、5、6、7、8、9、10、
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11、12、13、14或15°。

[0065] 在某些实施例中，其中扩增反应是PCR反应，并且PCR反应中退火步骤的长度在范

围的低端上为10、15、20、30、45和60分钟，并且在范围的高端上为15、20、30、45、60、120、180

或240分钟。在某些实施例中，扩增例如PCR反应中的引物浓度为1至10nM。此外，在示例性实

施例中，引物组中的引物被设计为使引物二聚体形成降到最低。

[0066] 相应地，在包括扩增步骤的本文任何方法的例子中，扩增反应是PCR反应，退火温

度比引物组的至少90％引物的解链温度高1至10℃，并且PCR反应中退火步骤的长度为15至

60分钟，扩增反应中的引物浓度为1至10nM，并且引物组中的引物被设计为使引物二聚体形

成降到最低。在该实施例的一个进一步方面，多重扩增反应在限制性引物条件下执行。

[0067] 在另一个实施例中，本文提供了根据来自个体的血液样品或其级分，用于支持关

于个体(例如怀疑患有肺癌的个体)的肺癌诊断的方法，其包括执行如本文提供的ctDNA 

SNV扩增/测序工作流，以确定一个或多个单核苷酸变体是否存在于多个单核苷酸变体基因

座中。在该实施例中，下述元素、陈述、指南或规则适用：

[0068] 单核苷酸变体的不存在支持1a、1b或2a期腺癌的诊断，

[0069] 单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3a期腺癌的诊断，和/或

[0070] 十个或更多个单核苷酸变体的存在支持鳞状细胞癌或者2b或3期腺癌的诊断。

[0071] 通过实例1的结果支持上述元件、陈述、指南或规则(参见例如图20中的表格数

据)。这些结果使用来自个体的肺ADC和SCC样品的ctDNA  SNV扩增/测序工作流鉴定分析，作

为用于鉴定ADC肿瘤，尤其是2b和3a期ADC肿瘤，且尤其是处于任何分期的任何SCC肿瘤中发

现的SNV的有价值的方法(参见例如图15和图20)。

[0072] 在某些例子中，该实施例还包括通过非侵入性方法确定肺癌病变的分期。例如，肿

瘤的大小可通过非侵入性方法确定。

[0073] 在某些实施例中，本文用于检测SNV的方法可用于指导治疗方案。靶向与ADC和SCC

相关的特异性突变的疗法是可获得的且处于开发中(Nature  Review  Cancer.14:535-551

(2014)。例如，在L858R或T790M处的EGFR突变的检测可为选择疗法提供信息。厄洛替尼、吉

非替尼、阿法替尼、AZK9291、CO-1686和HM61713是目前在美国或临床试验中批准的疗法，其

靶向特异性EGFR突变。在另一个例子中，KRAS中的G12D、G12C或G12V突变可用于将个体导向

司美替尼加上多西他赛的组合疗法。作为另一个例子，BRAF中的V600E突变可用于将受试者

导向威罗菲尼、达拉非尼和曲美替尼的治疗。

[0074] 在某些说明性实施例中，在本发明的方法中分析的样品是血液样品或其级分。在

某些实施例中，本文提供的方法尤其适用于扩增DNA片段，尤其是在循环肿瘤DNA(ctDNA)中

发现的肿瘤DNA片段。此类片段通常为长度约160个核苷酸。

[0075] 本领域已知无细胞核酸(cfNA)，例如cfDNA，可经由各种形式的细胞死亡例如细胞

凋亡、坏死、自噬和坏死性凋亡而释放到循环内。cfDNA是片段化的，并且片段的大小分布从

150-350bp到>10000bp不等。(参见Kalnina等人World  J  Gastroenterol.2015  Nov  7；21

(41):11636–11653)。例如，肝细胞癌(HCC)患者中的血浆DNA片段的大小分布跨越长度100-

220bp的范围，其中计数频率中的峰值为约166bp，以及在长度150-180bp的片段中的最高肿

瘤DNA浓度(参见：Jiang等人Proc  Natl  Acad  Sci  USA  112:E1317–E1325)。

[0076] 在说明性实施例中，在通过离心去除细胞碎片和血小板后，使用EDTA-2Na管从血
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液中分离循环肿瘤DNA(ctDNA)。血浆样品可贮存于-80℃下，直至使用例如QIAamp  DNA 

Mini  Kit(Qiagen，Hilden，德国)(例如Hamakawa等人Br  J  Cancer.2015；112:352–356)提

取DNA。Hamakava等人报道了43.1ng/ml血浆(范围9.5–1338ng  ml/)的所有样品中提取的无

细胞DNA的中值浓度，以及0.001–77.8％的突变体级分范围，具有0.90％的中值。

[0077] 在某些说明性实施例中，样品是肿瘤。鉴于此处的教导，用于从肿瘤中分离核酸和

从此类DNA样品产生核酸文库的方法是本领域已知的。此外，鉴于本文的教导，本领域技术

人员将认识到如何从除ctDNA样品之外的其它样品(如其它液体样品，其中DNA是自由漂浮

的)产生对于本文方法适当的核酸文库。

[0078] 在某些实施例中，本发明的方法通常包括从样品生成且扩增核酸文库的步骤(即

文库制备)。在文库制备步骤期间来自样品的核酸可具有附加的连接衔接子，经常称为文库

标签或连接衔接子标签(LT)，其中所述连接衔接子含有通用引发序列，随后为通用扩增。在

一个实施例中，这可使用设计为在片段化后产生测序文库的标准方案来完成。在一个实施

例中，DNA样品可为平端的，然后可在3'末端处添加A。可添加并连接具有T突出端的Y衔接

子。在一些实施例中，除A或T突出端外，可使用其它粘性末端。在一些实施例中，可添加其它

衔接子，例如环状连接衔接子。在一些实施例中，衔接子可具有设计用于PCR扩增的标签。

[0079] 本文提供的许多实施例包括检测ctDNA样品中的SNV。说明性实施例中的此类方法

包括扩增步骤和测序步骤(本文有时称为“ctDNA  SNV扩增/测序工作流”)。在一个说明性例

子中，ctDNA扩增/测序工作流可包括通过对从血液样品或其级分中分离的核酸执行多重扩

增反应来生成一组扩增子，所述样品来自个体例如怀疑患有肺癌例如鳞状细胞癌的个体，

其中所述一组扩增子的每个扩增子跨越一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变

体基因座，例如已知与肺癌相关的SNV基因座；和

[0080] 确定在所述一组扩增子的每个扩增子处的至少一个区段的序列，其中所述区段包

含单核苷酸变体基因座。以这种方式，该示例性方法确定样品中存在的单核苷酸变体。

[0081] 更详细地示例性ctDNA  SNV扩增/测序工作流可包括通过组合以下形成扩增反应

混合物：聚合酶、三磷酸核苷酸、来自由样品生成的核酸文库的核酸片段、以及各自距离单

核苷酸变体基因座有效距离结合的一组引物、或各自跨越包括单核苷酸变体基因座的有效

区域的一组引物对。在示例性实施例中，单核苷酸变体基因座是已知与肺癌例如肺腺癌和/

或尤其是在说明性实施例中的鳞状细胞癌相关的基因座。然后，使扩增反应混合物经受扩

增条件以生成一组扩增子，其包含一组单核苷酸变体基因座的至少一个单核苷酸变体基因

座，优选已知与肺癌相关；和

[0082] 确定所述一组扩增子的每个扩增子的至少一个区段的序列，其中所述区段包含单

核苷酸变体基因座。

[0083] 引物结合的有效距离可在SNV基因座的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

20、25、30、35、40、45、50、75、100、125或150个碱基对内。一对引物跨越的有效范围通常包括

SNV，并且通常为160个碱基对或更少，并且可为150、140、130、125、100、75、50或25个碱基对

或更少。在其它实施例中，一对引物跨越的有效范围是在范围的低端上距离SNV基因座20、

25、30、40、50、60、70、75、100、110、120、125、130、140或150个核苷酸，以及在范围的高端上

距离SNV基因座25、30、40、50、60、70、75、100、110、120、125、130、140或150、160、170、175或

200个核苷酸。
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[0084] 在本说明书的其它节段中提供了关于可用于ctDNA  SNV扩增/测序工作流中，以检

测用于本发明方法中的SNV的扩增方法的进一步细节。

[0085] SNV调用分析

[0086] 在本文提供的方法执行期间，对于通过平铺多重PCR产生的扩增子生成核酸测序

数据。算法设计工具是可获得的，其可使用和/或适合分析该数据，以确定在某些置信限度

内，突变例如SNV是否存在于靶基因中，如本文实例1中所示。

[0087] 测序读数可使用内部工具进行解复用，并且使用Burrows-Wheeler比对软件，Bwa 

mem函数(BWA，Burrows-Wheeler  Alignment  Software(参见Li  H.和Durbin  R.(2010)Fast 

a n d  a c c u r a t e  l o n g - r e a d  a l i g n m e n t  w i t h  B u r r o w s - W h e e l e r 

Transform.Bioinformatics,Epub.[PMID:20080505])在单一末端模式上使用pear合并读

数对hg19基因组进行映射。扩增统计QC可通过分析总读数、映射读数数目、靶向的映射读数

数目和计数的读数数目来执行。

[0088] 在某些实施例中，用于检测来自核酸测序数据检测的SNV的任何分析方法都可与

本发明的方法一起使用，所述本发明的方法包括检测SNV或确定SNV是否存在的步骤。在某

些说明性实施例中，使用利用下文SNV方法1的本发明方法。在其它甚至更具说明性的实施

例中，本发明的方法包括利用下文SNV方法2，检测SNV或确定SNV是否存在于SNV基因座处的

步骤。

[0089] SNV方法1：对于该实施例，使用正常血浆样品构建背景误差模型，其在相同的测序

运行中测序以解释运行特定性假象。在某些实施例中，在相同的测序运行中分析5、10、15、

20、25、30、40、50、100、150、200、250或超过250个正常血浆样品。在某些说明性实施例中，在

相同的测序运行中分析20、25、40或50个正常血浆样品。去除具有正常中值变体等位基因频

率大于截止的噪声位置。例如，在某些实施例中，该截止为>0.1％、0.2％、0.25％、0.5％、

1％、2％、5％或10％。在某些说明性实施例中，去除具有大于0.5％的正常中值变体等位基

因频率的噪声位置。从模型中迭代地去除离群样品以解释噪声和污染。在某些实施例中，从

数据分析中去除Z得分大于5、6、7、8、9或10的样品。对于每个基因组基因座的每个碱基取

代，计算读数加权平均值的深度和误差的标准差。例如，具有至少5个变体读数和针对背景

误差模型的Z得分10的肿瘤或无细胞血浆样品的位置可作为候选突变调用。

[0090] SNV方法2：对于该实施例，使用血浆ctDNA数据确定单核苷酸变体(SNV)。PCR过程

被建模为随机过程，使用训练集估计参数，并且对于分开的测试集进行最终SNV调用。确定

误差跨越多重PCR循环的传播，并且计算背景误差的平均值和方差，并且在说明性实施例

中，背景误差与实际突变不同。

[0091] 对于每个碱基估计下述参数：

[0092] p＝效率(每个读数在每个循环中复制的概率)

[0093] pe＝关于突变类型e的每个循环的误差率(类型e的误差发生的概率)

[0094] X0＝分子的初始数目

[0095] 由于读数经过PCR方法的过程进行复制，所以发生更多误差。因此，读数的误差概

况由与原始读取的分开程度确定。如果读数已经过k次复制直到它已生成，则我们将它称为

第k代。

[0096] 对于每个碱基定义下述变量：
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[0097] Xij＝在PCR循环j中生成的第i代读数数目

[0098] Yij＝在循环j结束时第i代读数的总数目

[0099] Xije＝在PCR循环j中生成的具有突变e的第i代读数数目

[0100] 此外，除正常分子X0之外，如果在PCR过程开始时，存在具有突变e的另外feX0分子

(因此fe/(1+fe)将是初始混合物中突变分子的分数)。

[0101] 鉴于在循环j-1时第i-1代读数的总数目，在循环j时生成的第i代读数的数目具有

二项式分布，其样品大小为Yi-1,j-1且概率参数为p。因此，E(Xij,|Yi-1,j-1,p)＝p  Yi-1,j-1和Var

(Xij,|Yi-1,j-1,p)＝p(1-p)Yi-1,j-1。

[0102] 我们还具有 因此，通过递归、模拟或类似方法，我们可确定E

(Xij,) .。类似地，我们可使用分布p来确定Var(Xij)＝E(Var(Xij,|p))+Var(E(Xij,|p))。

[0103] 最后，E(Xije|Yi-1,j-1,pe)＝peYi-1,j-1和Var(Xije|Yi-1,j-1,p)＝pe(1-pe)Yi-1,j-1，并且

我们可用这些来计算E(Xije)和Var(Xije)。

[0104] 在某些实施例中，SNV方法2如下执行：

[0105] a)使用训练数据集估计PCR效率和每循环误差率；

[0106] b)使用步骤(a)中估计的效率分布，估计在每个碱基处关于测试数据集的起始分

子数目；

[0107] c)需要时，使用步骤(b)中估计的起始分子数目，更新关于测试数据集的效率估计

值；

[0108] d)使用测试集数据以及步骤(a)、(b)和(c)估计的参数，估计关于分子总数目、背

景误差分子和真实突变分子的平均值和方差(对于由初始百分比的真实突变分子组成的搜

索空间)；

[0109] e)使分布与总分子中的总误差分子数目(背景误差和实际突变)拟合，并且计算关

于搜索空间中的每个实际突变百分比的可能性；和

[0110] f)使用来自步骤(e)中的数据，确定最可能的真实突变百分比并计算置信度。

[0111] 置信截止可用于鉴定在SNV基因座处的SNV。例如，可使用90％、95％、96％、97％、

98％或99％置信截止来调用SNV。

[0112] 示例性SNV方法2算法

[0113] 该算法通过使用训练集估计效率和误差率/循环来起始。n指示PCR循环的总数目。

[0114] 在每个碱基b处的读数数目Rb可通过(1+pb)nX0约计，其中pb是在碱基b处的效率。然

后(Rb/X0)1/n可用于约计1+pb。然后，我们可确定跨越所有训练样品pb的平均值和标准变化，

以估计关于每个碱基的概率分布参数(例如正态分布、β分布或类似分布)。

[0115] 类似地，在每个碱基b处的误差e读数数目Rbe可用于估计pe。在确定跨越所有训练

样品的误差率的平均值和标准差之后，我们约计其概率分布(例如正态分布、β分布或类似

分布)，其参数使用该平均值和标准差值进行估计。

[0116] 接下来 ，对于测试数据，我们将在每个碱基处的初始起始拷贝估计为

其中f(.)是来自训练集的估计分布。

[0117] 其中f(.)是来自训练集的估计分布。
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[0118] 因此，我们已估计了将在随机过程中使用的参数。然后，通过使用这些估计值，我

们可估计在每个循环中产生的分子的平均值和方差(注意我们分别对于正常分子、误差分

子和突变分子这样做)。

[0119] 最后，通过使用概率方法(例如最大似然法或类似方法)，我们可确定最佳拟合误

差、突变和正常分子分布的最佳fe值。更具体地，我们估计最终读数中关于各种fe值的误差

分子/总分子的预期比率，并且确定我们的数据对于这些值中的每一个的似然性，然后选择

具有最高似然性的值。

[0120] 引物尾部可改善来自通用标记文库的片段化DNA的检测。如果文库标签和引物尾

部含有同源序列，可改善杂交(例如，降低解链温度(Tm))，并且如果仅一部分引物靶序列在

样品DNA片段中，则可延伸引物。在一些实施例中，可使用13个或更多个靶特异性碱基对。在

一些实施例中，可使用10至12个靶特异性碱基对。在一些实施例中，可使用8至9个靶特异性

碱基对。在一些实施例中，可使用6至7个靶特异性碱基对。

[0121] 在一个实施例中，通过将衔接子连接到样品中的DNA片段的末端，或从由样品分离

的DNA生成的DNA片段的末端，从上述样品生成文库。然后可使用PCR扩增片段，例如，根据下

述示例性方案：

[0122] 95℃，2分钟；15x[95℃，20秒，55℃，20秒，68℃，20秒]，68℃2分钟，4℃保持。

[0123] 本领域已知许多试剂盒和方法用于生成核酸文库，其包括用于后续扩增例如克隆

扩增和子序列测序的通用引物结合位点。为了帮助促进衔接子的连接，文库制备和扩增可

包括末端修复和腺苷酸化(即加A尾)。尤其适合于从小核酸片段，尤其是循环游离DNA制备

文库的试剂盒可用于实践本文提供的方法。例如，可从Bioo  Scientific( )获得的

NEXTflex  Cell  Free试剂盒或Natera  Library  Prep  Kit(可从Natera,Inc.San  Carlos,

CA获得)。然而，通常将此类试剂盒修改为包括对于本文提供的方法的扩增和测序步骤定制

的衔接子。可使用商购可得的试剂盒，例如AGILENT  SURESELECT试剂盒(Agilent,CA)中发

现的连接试剂盒，执行衔接子连接。

[0124] 然后扩增由从样品中分离的DNA生成的核酸文库的靶区域，尤其是用于本发明方

法的循环游离DNA样品。对于这种扩增，可包括在范围的低端上的5、10、15、20、25、50、100、

125、150、250、500、1000、2500、5000、10,000、20,000、25,000或50,000个引物，以及在范围

的高端上的15、20、25、50、100、125、150、250、500、1000、2500、5000、10,000、20,000、25,

000、50,000、60,000、75,000或100,000个引物的一系列引物或引物对，各自与一系列引物

结合位点之一结合。

[0125] 引物设计可用Primer3(Untergrasser  A ,Cutcutache  I ,Koressaar  T ,Ye  J ,

Faircloth  BC,Remm  M,Rozen  SG(2012)“Primer3-new  capabilities  and  interfaces.”

Nucleic  Acids  Research40(15):e115以及Koressaar  T,Remm  M(2007)“Enhancements 

and  modifications  of  primer  design  program  Primer3.”Bioinformatics  23(10):

1289-91)源代码可在primer3.sourceforge.net处获得)生成。可通过BLAST估计引物特异

性，并且将其加入现有引物设计流水线标准中：

[0126] 引物特异性可使用来自ncbi-blast-2.2.29+包的BLASTn程序加以确定。任务选项

“blastn-short”可用于针对hg19人基因组映射引物。如果引物具有对基因组的少于100次

命中，并且最高命中是基因组的靶互补引物结合区且比其它命中高至少两分(得分由
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BLASTn程序限定)，则引物设计可确定为“特异性的”。可以这样做是为了对基因组具有独特

的命中并且在整个基因组中没有许多其它命中。

[0127] 最终选择的引物可在IGV(James  T .Robinson ,Helga  Thorvaldsdóttir ,Wendy 

Winckler,Mitchell  Guttman,Eric  S.Lander,Gad  Getz,Jill  P.Mesirov.Integrative 

Genomics  Viewer .Nature  Biotechnology  29 ,24–26(2011))和UCSC浏览器(Kent  WJ ,

Sugnet  CW,Furey  TS,Roskin  KM,Pringle  TH,Zahler  AM,Haussler  D.The  human  genome 

browser  at  UCSC.Genome  Res.2002  Jun；12(6):996-1006)中显现，使用bed文件和覆盖图

用于验证。

[0128] 在某些实施例中，本发明的方法包括形成扩增反应混合物。通常通过组合聚合酶、

三磷酸核苷酸、来自由样品生成的核酸文库的核酸片段、对于含有SNV的靶区域特异性的一

组正向和反向引物而形成反应混合物。本文提供的反应混合物本身在说明性实施例中形成

本发明的分开方面。

[0129] 可用于本发明的扩增反应混合物包括本领域已知用于核酸扩增，尤其是用于PCR

扩增的组分。例如，反应混合物通常包括三磷酸核苷酸、聚合酶和镁。可用于本发明的聚合

酶可包括可用于扩增反应的任何聚合酶，尤其是可用于PCR反应中的聚合酶。在某些实施例

中，热启动Taq聚合酶是尤其有用的。可用于实践本文提供的方法的扩增反应混合物，例如

AmpliTaq  Gold  master  mix(Life  Technologies,Carlsbad,CA)，是商购可得的。

[0130] 用于PCR的扩增(例如温度循环)条件是本领域众所周知的。本文提供的方法可包

括导致靶核酸(例如来自文库的靶核酸)扩增的任何PCR循环条件。在本文的实例节段中提

供了非限制性示例性循环条件。

[0131] 当进行PCR时，存在可能的许多工作流；本文提供了本文公开的方法典型的一些工

作流。本文概述的步骤并不意味着排除其它可能的步骤，它也不暗示本文所述的任何步骤

都是该方法正常工作所必需的。大量参数变化或其它修改是文献中已知的，并且可在不影

响本发明的本质的情况下进行。

[0132] 在本文提供的方法的某些实施例、至少一部分和在说明性例子中，确定扩增子例

如外部引物靶扩增子的整个序列。用于确定扩增子序列的方法是本领域已知的。本领域已

知的任何测序方法，例如Sanger测序，可用于此类序列测定。在说明性实施例中，高流通量

下一代测序技术(在本文中也称为大规模平行测序技术)，例如但不限于MYSEQ(ILLUMINA)、

HISEQ(ILLUMINA)、ION  TORRENT(LIFE  TECHNOLOGIES)、GENOME  ANALYZER  ILX(ILLUMINA)、

GS  FLEX+(ROCHE  454)中采用的那些技术，可用于测序通过本文提供的方法产生的扩增子。

[0133] 高流通量基因测序仪顺应条形码(即，具有独特核酸序列的样品标签)的使用，以

便从个体中鉴定特异性样品，从而允许在DNA测序仪的单次运行中同时分析多重样品。测序

文库制剂(或其它目的核制剂)中基因组的给定区域的次数(读数数目)将与目的基因组中

该序列的拷贝数(或在含有cDNA的制剂的情况下，表达水平)成比例。在此类定量测定中可

考虑扩增效率中的偏差。

[0134] 靶基因

[0135] 在示例性实施例中，本发明的靶基因是癌症相关基因，并且在许多说明性实施例

中，是肺癌相关基因。癌症相关基因(例如，肺癌相关基因或肺SCC相关基因或肺ADC相关基

因)指与癌症(例如分别为肺癌或肺SCC或肺ADC)风险改变或癌症预后改变相关的基因。促
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进癌症的示例性癌症相关基因包括致癌基因；增强细胞增殖、侵袭或转移的基因；抑制细胞

凋亡的基因；以及促血管生成基因。抑制癌症的癌症相关基因包括但不限于肿瘤抑制基因；

抑制细胞增殖、侵袭或转移的基因；促进细胞凋亡的基因；以及抗血管生成基因。

[0136] 突变检测方法的一个实施例以选择成为靶的基因区域开始。具有已知突变的区域

用于开发用于mPCR-NGS的引物，以扩增和检测突变。

[0137] 本文提供的方法可用于检测几乎任何类型的突变，尤其是已知与癌症相关的突

变，并且最特别地，本文提供的方法涉及与肺癌，特别是腺癌和鳞状细胞癌相关的突变，尤

其是SNV。示例性SNV可在下述基因的一种或多种中：EGFR、FGFR1、FGFR2、ALK、MET、ROS1、

NTRK1、RET、HER2、DDR2、PDGFRA、KRAS、NF1、BRAF、PIK3CA、MEK1、NOTCH1、MLL2、EZH2、TET2、

DNMT3A、SOX2、MYC、KEAP1、CDKN2A、NRG1、TP53、LKB1和PTEN，其已在各种肺癌样品中鉴定为

突变的，具有增加的拷贝数，或与其它基因融合及其组合(Non-small-cell  lung  cancers:

a  heterogeneous  set  of  diseases .Chen等人，Nat.Rev.Cancer.2014Aug  14(8):535-

551)。在另一个例子中，基因列表是上文列出的那些，其中已报道了SNV，例如在引用的Chen

等人的参考文献中。在另一个实施例中，SNV可包括在本文表19中发现的基因之一中发现的

SNV。在实例1的实验中分析表19中列出的基因中的SNV。在与实例1的ctDNA样品匹配的肿瘤

样品中检测到这些基因中的SNV。在一些实施例中，在本文提供的方法中分析的SNV可包括

本段上文中列出的任何基因或上文未列出的表19中的任何基因。本文提供了使用特定基因

中特定SNV的特异性测定来指导靶向药物疗法的方法。

[0138] 扩增(例如PCR)反应混合物：

[0139] 在某些实施例中，本发明的方法包括形成扩增反应混合物。通常通过组合以下形

成反应混合物：聚合酶、三磷酸核苷酸、来自由样品生成的核酸文库的核酸片段、一系列正

向靶特异性外引物和第一链反向外部通用引物。另一个说明性实施例是反应混合物，其包

括正向靶特异性内部引物代替正向靶特异性外部引物，以及来自使用外部引物的第一PCR

反应的扩增子，代替来自核酸文库的核酸片段。本文提供的反应混合物本身在说明性实施

例中形成本发明的分开方面。在说明性实施例中，反应混合物是PCR反应混合物。PCR反应混

合物通常包括镁。

[0140] 在一些实施例中，反应混合物包括乙二胺四乙酸(EDTA)、镁、四甲基氯化铵(TMAC)

或其任何组合。在一些实施例中，TMAC的浓度为20至70mM，包括端值在内。尽管不意欲受任

何特定理论的束缚，但据信TMAC与DNA结合，稳定双链体，增加引物特异性，和/或均衡不同

引物的解链温度。在一些实施例中，TMAC增加了对于不同靶的扩增产物的量的均匀性。在一

些实施例中，镁(例如来自氯化镁的镁)的浓度为1至8mM。

[0141] 用于大量靶的多重PCR的大量引物可螯合许多镁(引物中的2个磷酸盐螯合1个

镁)。例如，如果使用足够的引物使得来自引物的磷酸盐浓度为约9mM，则引物可将有效镁浓

度降低约4.5mM。在一些实施例中，EDTA用于减少可用作聚合酶的辅因子的镁量，因为高浓

度的镁可导致PCR误差，例如非靶基因座的扩增。在一些实施例中，EDTA的浓度将可用的镁

量降低到1至5mM(例如3至5mM)。

[0142] 在一些实施例中，pH为7.5至8.5，例如7.5至8、8至8.3、或8.3至8.5，包括端值在

内。在一些实施例中，Tris以例如10至100mM，例如10至25mM、25至50mM、50至75mM、或25至

75mM，包括端值在内的浓度使用。在一些实施例中，Tris的这些浓度中的任一个在7.5至8.5
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的pH下使用。在一些实施例中，使用KCl和(NH4)2SO4的组合，例如50至150mM  KCl和10至90mM

(NH4)2SO4，包括端值在内。在一些实施例中，KCl的浓度为0至30mM、50至100mM、或100至

150mM，包括端值在内。在一些实施例中，(NH4)2SO4的浓度为10至50mM、50至90mM、10至20mM、

20至40mM、40至60mM、或60至80mM(NH4)2SO4，包括端值在内。在一些实施例中，铵[NH4+]浓度

为0至160mM，例如0至50、50至100或100至160mM，包括端值在内。在一些实施例中，钾和铵浓

度的总和([K+]+[NH4+])为0至160mM，例如0至25、25至50、50至150、50至75、75至100、100至

125、或125至160mM，包括端值在内。具有[K+]+[NH4+]＝120mM的示例性缓冲液是20mM  KCl和

50mM(NH4)2SO4。在一些实施例中，缓冲液包括25至75mM  Tris，pH  7.2至8，0至50mM  KCl，10

至80mM硫酸铵和3至6mM镁，包括端值在内。在一些实施例中，缓冲液包括25至75mM  Tris  pH 

7至8.5、3至6mM  MgCl2、10至50mM  KCl和20至80mM(NH4)2SO4，包括端值在内。在一些实施例

中，使用100至200单位/mL聚合酶。在一些实施例中，使用以pH  8 .1在20ul最终体积中的

100mM  KCl、50mM(NH4)2SO4、3mM  MgCl2、7.5nM文库中的每种引物、50mM  TMAC和7ul  DNA模

板。

[0143] 在一些实施例中，使用拥挤剂，例如聚乙二醇(PEG，例如PEG  8,000)或甘油。在一

些实施例中，PEG(例如PEG  8,000)的量为0.1至20％，例如0.5至15％、1至10％、2至8％、或4

至8％，包括端值在内。在一些实施例中，甘油的量为0.1至20％，例如0.5至15％、1至10％、2

至8％、或4至8％，包括端值在内。在一些实施例中，拥挤剂允许使用低聚合酶浓度和/或更

短的退火时间。在一些实施例中，拥挤剂改善DOR的均匀性和/或降低遗漏(dropout)(未检

测的等位基因)。聚合酶在一些实施例中，使用具有校对活性的聚合酶、没有(或具有可忽略

不计的)校对活性的聚合酶、或具有校对活性的聚合酶和没有(或具有可忽略不计的)校对

活性的聚合酶的混合物。在一些实施例中，使用热启动聚合酶、非热启动聚合酶、或热启动

聚合酶和非热启动聚合酶的混合物。在一些实施例中，使用HotStarTaq  DNA聚合酶(参见例

如，QIAGEN目录号203203)。在一些实施例中，使用AmpliTaq DNA聚合酶。在一些实施

例中，使用PrimeSTAR  GXL  DNA聚合酶，高保真聚合酶，当反应混合物中存在过量模板时，以

及当扩增长产物时，所述聚合物提供有效的PCR扩增Takara  Clontech ,Mountain  View ,

CA)。在一些实施例中，使用KAPA  Taq  DNA聚合酶或KAPA  Taq  HotStart  DNA聚合酶；它们基

于嗜热细菌水生栖热菌(Thermus  aquaticus)的单亚基、野生型Taq  DNA聚合酶。KAPA  Taq

和KAPA  Taq  HotStart  DNA聚合酶具有5'-3'聚合酶和5'-3'外切核酸酶活性，但没有3'至

5'外切核酸酶(校对)活性(参见例如，KAPA  BIOSYSTEMS目录号BK1000)。在一些实施例中，

使用Pfu  DNA聚合酶；它是来自极端嗜热古细菌焦酚火球菌(Pyrococcus  furiosus)的高度

热稳定的DNA聚合酶。该酶在5'→3'方向上将核苷酸的模板依赖性聚合催化成双链体DNA。

Pfu  DNA聚合酶还显示出3'→5'外切核酸酶(校对)活性，其使得聚合酶能够纠正核苷酸掺

入错误。它没有5'→3'外切核酸酶活性(参见例如，Thermo  Scientific目录号EP0501)。在

一些实施例中，使用Klentaq1；它是Taq  DNA聚合酶的Klenow片段类似物，它没有外切核酸

酶或内切核酸酶活性(参见例如，DNA  POLYMERASE  TECHNOLOGY,Inc,St.Louis,Missouri，

目录号100)。在一些实施例中，聚合酶是PHUSION  DNA聚合酶，例如PHUSION  High  Fidelity 

DNA聚合酶(M0530S,New  England  BioLabs,Inc.)或PHUSION  Hot  Start  Flex  DNA聚合酶

(M0535S,New  England  BioLabs,Inc.)。在一些实施例中，聚合酶是 DNA聚合酶，例如

High-Fidelity  DNA聚合酶(M0491S,New  England  BioLabs,Inc.)或 Hot  Start 
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High-Fidelity  DNA聚合酶(M0493S,New  England  BioLabs,Inc.)。在一些实施例中，聚合

酶是T4  DNA聚合酶(M0203S,New  England  BioLabs,Inc.)。

[0144] 在一些实施例中，使用5至600单位/mL(每1mL反应体积的单位)，例如5至100、100

至200、200至300、300至400、400至500、或500至600单位/mL，包括端值在内的聚合酶。

[0145] PCR方法

[0146] 在一些实施例中，热启动PCR用于在PCR热循环之前降低或防止聚合。示例性的热

启动PCR方法包括DNA聚合酶的初始抑制，或反应组分反应的物理分离，直到反应混合物达

到较高温度。在一些实施例中，使用镁的缓慢释放。DNA聚合酶需要镁离子用于活性，因此镁

通过与化学化合物结合而与反应分离，并且仅在高温下释放到溶液内。在一些实施例中，使

用抑制剂的非共价结合。在该方法中，肽、抗体或适体在低温下与酶非共价结合并且抑制其

活性。在升高的温度下温育后，释放抑制剂并且起始反应。在一些实施例中，使用冷敏感的

Taq聚合酶，例如在低温下几乎没有活性的经修饰的DNA聚合酶。在一些实施例中，使用化学

修饰。在该方法中，分子与DNA聚合酶的活性位点中的氨基酸侧链共价结合。通过在升高的

温度下温育反应混合物，该分子从酶中释放出。一旦分子释放，酶就被激活。

[0147] 在一些实施例中，模板核酸(例如RNA或DNA样品)的量为20至5,000ng，例如20至

200、200至400、400至600、600至1,000；1,000至1,500；或2,000至3,000ng，包括端值在内。

[0148] 在一些实施例中，使用QIAGEN  Multiplex  PCR试剂盒(QIAGEN目录号206143)。对

于100x  50μl多重PCR反应，该试剂盒包括2x  QIAGEN  Multiplex  PCR  Master  Mix(提供3mM 

MgCl2的最终浓度，3x  0 .85ml)、5x  Q溶液(1x  2 .0ml)和无RNA酶水(2x  1 .7ml)。QIAGEN 

Multiplex  PCR  Master  Mix(MM)含有KCl和(NH4)2SO4的组合以及PCR添加剂，因子MP，其增

加在模板处引物的局部浓度。因子MP稳定特异性结合的引物，允许通过HotStarTaq  DNA聚

合酶的有效引物延伸。HotStarTaq  DNA聚合酶是Taq  DNA聚合酶的修饰形式，并且在环境温

度下没有聚合酶活性。在一些实施例中，HotStarTaq  DNA聚合酶通过在95℃下的15分钟温

育来活化，其可掺入任何现有的热循环仪程序内。

[0149] 在一些实施例中，使用在20ul最终体积中的1x  QIAGEN  MM最终浓度(推荐浓度)、

7.5nM文库中的每种引物、50mM  TMAC和7ul  DNA模板。在一些实施例中，PCR热循环条件包括

95℃10分钟(热启动)；96℃30秒；65℃15分钟；和72℃30秒的20个循环；随后为72℃2分钟

(最终延伸)；然后是4℃保持。

[0150] 在一些实施例中，使用在20ul总体积中的2x  QIAGEN  MM最终浓度(推荐浓度的两

倍)、2nM文库中的每种引物、70mM  TMAC和7ul  DNA模板。在一些实施例中，还包括至多4mM 

EDTA。在一些实施例中，PCR热循环条件包括95℃10分钟(热启动)；96℃30秒；65℃，20、25、

30、45、60、120或180分钟；以及任选地72℃30秒的25个循环)；随后为72℃2分钟(最终延

伸)；然后是4℃保持。

[0151] 另一组示例性条件包括半嵌套PCR方法。第一PCR反应使用20ul反应体积，具有2x 

QIAGEN  MM最终浓度、1.875nM文库中的每种引物(外部正向和反向引物)和DNA模板。热循环

参数包括95℃10分钟；96℃30秒，65℃1分钟，58℃6分钟，60℃8分钟，65℃4分钟和72℃30秒

的25个循环；然后是72℃2分钟，然后是4℃保持。接下来，将1:200稀释的2ul所得到的产物

用作第二PCR反应中的输入。该反应使用10ul反应体积，具有1x  QIAGEN  MM最终浓度、20nM

每种内部正向引物和1uM反向引物标签。热循环参数包括95℃10分钟；95℃30秒，65℃1分
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钟，60℃5分钟，65℃5分钟和72℃30秒的15个循环；然后是72℃2分钟，然后是4℃保持。退火

温度可任选地高于一些或所有引物的解链温度，如本文所讨论的(参见于2015年10月20日

提交的美国专利申请号14/918,544，其以引用的方式全文并入本文)。

[0152] 解链温度(Tm)是在其下寡核苷酸(例如引物)的DNA双链体的一半(50％)及其完全

互补体解离且变成单链DNA的温度。退火温度(TA)是PCR方案在其下运行的温度。对于先前

方法，它通常比所用引物的最低Tm低5℃，因此接近所有可能的双链体形成(使得基本上所

有引物分子都与模板核酸结合)。虽然这是高效的，但在较低温度下发生结合的更多非特异

性反应。具有太低TA的一个后果是引物可与除真实靶外的序列退火，因为可耐受内部单碱

基错配或部分退火。在本发明的一些实施例中，TA高于Tm，其中在给定时刻仅一小部分靶具

有退火的引物(例如仅约1-5％)。如果这些获得延长，则将它们从退火且解离引物和靶的平

衡中去除(因为延伸将Tm快速增加至70℃以上)，并且新的约1-5％的靶具有引物。因此，通

过使反应长时间退火，可获得每个循环复制约100％的靶。

[0153] 在各种实施例中，退火温度在范围的高端上比至少25、50、60、70、75、80、90、95或

100％的非相同引物的解链温度(例如凭经验测量的或计算的Tm)高1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13℃至2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13或15℃。在各种实施例中，退火温度比至

少25；50；75；100；300；500；750；1,000；2,000；5,000；7,500；10,000；15,000；19,000；20,

000；25,000；27,000；28,000；30,000；40,000；50,000；75,000；100,000；或所有非相同的引

物的解链温度(例如凭经验测量的或计算的Tm)高1至15℃(例如1至10、1至5、1至3、3至5、5

至10、5至8、8至10、10至12、或12至15℃，包括端值在内)。在各种实施例中，退火温度比至少

25％、50％、60％、70％、75％、80％、90％、95％或所有非相同的引物的解链温度(例如凭经

验测量的或计算的Tm)高1至15℃(例如1至10、1至5、1至3、3至5、3至8、5至10、5至8、8至10、

10至12、或12至15℃，包括端值在内)，并且退火步骤的长度(每个PCR循环)为5至180分钟，

例如15至120分钟、15至60分钟、15至45分钟、或20至60分钟，包括端值在内。

[0154] 示例性多重PCR方法

[0155] 在各种实施例中，使用长退火时间(如本文所讨论的且在实例12中例示的)和/或

低引物浓度。事实上，在某些实施例中，使用限制引物浓度和/或条件。在各种实施例中，退

火步骤的长度在范围的低端上为15、20、25、30、35、40、45或60分钟，并且在范围的高端上为

20、25、30、35、40、45、60、120或180分钟。在各种实施例中，退火步骤的长度(每个PCR循环)

为30至180分钟。例如，退火步骤可为30至60分钟之间，并且每种引物的浓度可小于20、15、

10或5nM。在其它实施例中，引物浓度在范围的低端上为1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20或

25nM，并且在范围的高端上为2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25和50。

[0156] 在高水平的复用下，由于溶液中的大量引物，溶液可变得粘稠。如果溶液太粘稠，

则可将引物浓度降低到仍足以使引物结合模板DNA的量。在各种实施例中，使用1,000至

100,000种不同的引物，并且每种引物的浓度小于20nM，例如小于10nM或1至10nM，包括端值

在内。

[0157] 提出下述实例以便对本领域普通技术人员提供如何使用本文提供的实施例的完

整公开和描述，并且不预期限制本公开内容的范围，它们也不预期表示下文实例是执行的

所有或唯一实验。已努力确保关于所使用的数字(例如量、温度等)的准确性，但应该考虑一

些实验误差和偏差。除非另有说明，否则份是按体积计的份，并且温度是摄氏度。应当理解，
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可作出如所述方法中的变化，而不改变实例意欲说明的基本方面。

[0158] 实例

[0159] 实例1.来自肺癌患者的循环肿瘤DNA(ctDNA)中的单核苷酸变体(SNV)的分析

[0160] 先前的初步研究证实在癌症患者的血浆中与癌症相关的点突变的成功检测。在该

研究中，通过全外显子组测序(WES)或Ampliseq(Life  Technologies,Carlsbad ,CA)确定4

个肺癌肿瘤的突变谱，并且使用多重PCR-下一代测序(mPCR-NGS)方法，在相应的血浆样品

中成功检测到这些突变的子集。在称为TRACERx的这个实验中，mPCR-NGS方法用于检测且跟

踪随着时间过去癌症患者的血浆中的癌症特异性突变，并且估计该方法在监测通过治疗的

疾病进展中的效用。整体项目设计显示于图1中。该项目的第一阶段是确定50个未接受过治

疗的肺癌患者的血浆中的基线突变谱。获得来自几个肿瘤区域(每个肿瘤2-7个区域)的纯

化的基因组DNA样品，纯化的种系DNA样品和来自50个患者的完整血浆样品。先前通过WES和

AmpliSeq确定了所有肿瘤区域的突变谱，并且通过mPCR-NGS分析了每个患者的突变子集。

这些突变包括驱动突变和乘客突变以及克隆和亚克隆突变两者。基于这些数据，我们设计

了多重PCR测定，制备引物库(引物从IDT,Coralville,Iowa获得)，QC引物库，并且优化关于

每个库的mPCR方案。将血浆cfDNA纯化，定量且转化成文库。然后将文库用作mPCR的输入，并

且将产物测序且分析。将类似的方案应用于来自肿瘤和匹配的正常样品的基因组DNA。

[0161] 样品描述

[0162] 样品。对于前50个TRACERx患者中的每一个，分离出在肿瘤切除之前和任何治疗之

前获得的4-5ml血浆。将血浆样品等分到2ml管内，并且在干冰上冷冻运输。纯化来自至多7

个肿瘤子区段、受累淋巴结(如果可用的话)、以及白血细胞级分(称为匹配的正常)的纯化

的基因组DNA，并且分析以10ng/μl标准化的来自每个样品的500ng纯化的DNA。将纯化的DNA

样品冷冻并且在干冰上运输。

[0163] SNV信息。每个肿瘤子区段的突变谱，包括单核苷酸变体(SNV)和拷贝数变体(CNV)

通过TRACERx使用WES进行测定。每个肿瘤的完全突变谱用于检测克隆结构并且重建每个肿

瘤的系统发育树。PyClone(PyClone:statistical  inference  of  clonal  population 

structure  in  cancer.Roth等人，Nature  Methods  11 ,396–398(2014))用于检测克隆结

构。PyClone鉴定了SNV亚克隆的列表，并且计算其癌细胞分数。它还将SNV分类为克隆或亚

克隆的。确定每个SNV的驱动因素类别，并且作为驱动因素类别(1-4，其中1最可能是驱动突

变，而4最不可能)提供。对于每个患者，分析了至多108个SNV，跨越所有驱动因素类别，并且

包括克隆和亚克隆突变。比较每个肿瘤子区段、淋巴结和匹配的正常DNA样品中每个SNV检

测到的等位基因分数，连同PyClone克隆/亚克隆聚类信息。

[0164] 另外的信息。对于每个患者，可获得下述信息：肿瘤大小(mm)、肿瘤位置(肺叶)、肿

瘤分期、肿瘤病理类型、受累淋巴结数目、血管侵入状态、以及关于收集医院的去标识信息。

[0165] 测定设计和方案优化。

[0166] 测定设计。Natera的标准测定设计流水线用于设计关于所有给定SNV的右和左PCR

引物。靶向SNV的一对右和左PCR引物被定义为用于该特定SNV的测定。注意，如果它们紧密

接近，则一种测定覆盖超过1个靶SNV是可能的。对于每对测定，计算形成引物二聚体的概

率。使用Lichee (Fast  and  scalable  inference  of  multi-sample  cancer 

lineages.Popic等人Genome  Biol.2015May  6；16:91)，每个肿瘤中的SNV等位基因分数数
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据用于重建系统发育树。过滤每个样品的测定列表，以去除预测为形成引物二聚体的引物，

同时优先考虑覆盖驱动子1和2SNV的测定。剩余测定用于构建5个平衡库。合并在一起的所

有测定都是相容的，意味着不存在预测为在库中形成引物二聚体的引物。在每个步骤中，选

择测定使得覆盖驱动子1和2个SNV的测定具有最高优先级，并且对于每个患者，每个分支的

所选SNV数目与来自重建的系统发育树的该分支的SNV总数目成比例。更具体地，我们尝试

从重建的系统发育树中的分支具有SNV的均匀采样，确保选择的测定提供了重建树的良好

覆盖。最终设计由972个测定组成，同等地分布在5个库中，并且对于每个样品含有15-20个

测定。SNV的数目和按驱动因素类别的每个样品的测定数目显示于。2.在其中发现SNV的基

因和每个基因测定的SNV数目见于图19中。

[0167] 库QC和优化。在各个孔中获得972个引物对(IDT,Coralville,Iowa)，脱盐且标准

化至100μM。根据合并方案合并测定，并且将每个库用于组合的QC/优化实验中。对于优化实

验，改变了几个PCR参数，并且从序列数据估计了对测序性能的作用以及遗漏测定的数目。

确定产生靶读数的最佳百分比、读取均匀性深度和误差率的PCR条件。鉴定了负责大多数引

物二聚体的引物，并且从每个库中去除(对于去除的每个引物，其相应的配对物也被去除)。

在该步骤之后，保留同等地分布在5个库中的总共908个测定。

[0168] 样品制备

[0169] DNA提取和QC。在cfDNA提取之前合并来自每个患者的所有血浆等分试样，并且目

测估计每个合并的血浆样品的溶血等级(无溶血、轻度溶血或严重溶血)。使用Qiagen  NA试

剂盒(Valencia ,CA)，遵循对于5ml血浆优化的方案，提取cfDNA。所有cfDNA样品都在

Bioanalyzer  High  Sensitivity芯片(Agilent,Santa  Clara,CA)上进行QC。通过在由先前

定量的纯cfDNA样品制备的校准曲线上插入单核小体峰高，相同的生物分析仪高灵敏度运

行也用于定量cfDNA样品。这是必要的，因为cfDNA有时含有与芯片上的高尺寸标记物重叠

的完整DNA级分，这使得单核小体峰的定量不可靠。使用Nanodrops(Wilmington,DE)，定量

纯化的基因组DNA样品(来自肿瘤子区段、淋巴结和白血细胞)的代表性子集。定量的所有样

品都在预期范围内(约10ng/μl)。

[0170] cfDNA文库制备。使用Natera文库制备试剂盒，并且遵循试剂盒说明书，将来自每

种血浆样品的全部cfDNA量用作文库制备的输入。对于具有极高cfDNA量的两个样品，将文

库制备内的输入量限制为约50,000基因组当量(165ng)。将文库扩增至平台期，然后遵循制

造商的方案，使用Ampure珠(Beckman  Coulter,Brea ,CA)进行纯化。纯化的文库在LabChip

上进行QC。

[0171] cfDNA多重PCR和测序。来自每个血浆样品的文库材料用作使用相关测定库和优化

的血浆mPCR方案的多重PCR(mPCR)的输入。该方案利用在60℃或62.5℃的温度下15分钟的

退火时间，所述温度高于引物的Tm。使用理论计算的引物Tm为53至59℃。使用10nM引物浓

度。mPCR产物在分开的PCR步骤中加上条形码，并且根据测定合并信息(参见上文节段)，将

加上条形码的PCR产物合并到5个库内。遵循制造商的方案，使用Ampure珠来纯化库，在

Bioanalyzer  DNA1000芯片(Agilent,Santa  Clara ,CA)上进行QC，并且使用Qubit  dsDNA 

Broad  Range试剂盒(Thermo  Fisher  Scientific,Waltham,MA)进行定量。每个库含有如上

文公开的由10个癌症患者血浆样品和20个阴性对照(由从假定的健康志愿者提取的cfDNA

制备)制备的文库。根据必要的调节程序获得阴性对照样品。每个库在分开的HiSeq 
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2500Rapid运行(Illumina,San  Diego,CA)中进行测序，具有50个循环配对的末端单索引读

数。

[0172] gDNA多重PCR和测序。使用相关测定库和优化的基因组mPCR方案，将基因组DNA样

品用作相似mPCR的输入。mPCR产物在分开的PCR步骤中加上条形码，并且将所有加上条形码

的产物都组合到一个库内。遵循制造商的方案，使用Ampure珠来纯化库，在Bioanalyzer 

DNA1000芯片上进行QC，并且使用Qubit  dsDNA  Broad  Range试剂盒进行定量。该库在单个

HiSeq2500Rapid运行(具有50个循环单末端单索引读数)中进行测序。

[0173] 结果

[0174] 图20是显示分析的详细结果和关于在该研究中分析的样品的详细信息的表。

[0175] cfDNA提取和分析。50个血浆样品的cfDNA浓度分布(图3)遵循基于5ml血浆的预期

分布(中值为2,200基因组拷贝当量/ml血浆)。cfDNA浓度、溶血等级(目测估计的)和cfDNA

大小分布的定性估计(从生物分析仪痕迹目测估计的)以表格形式显示于图16中

[0176] cfDNA分析。纯化的cfDNA浓度、血浆溶血等级和cfDNA谱显示于图16中。cfDNA浓度

仅指单核小体峰，并且使用校准曲线从单核小体峰高确定。使用3.3pg/基因组转换因子计

算基因组拷贝当量；将40μl纯化的cfDNA用作文库制备的输入；绿色亮点：对于这些样品，文

库制备的输入限制为50,000个基因组当量。cfDNA大小分布：1：大多数cfDNA处于单核小体

峰中；2：大多数cfDNA处于单核小体峰中，但可见其它大小；图3：可见完整DNA(>1,000bp)的

大峰，连同单核小体峰和一些较高分子量峰。基于血浆颜色目测估计溶血。0：无溶血(黄色

血浆)；1：轻度溶血(淡粉红色血浆)；2：严重溶血(亮粉红色或红色血浆)。

[0177] 肿瘤子区段中的VAF分析。分析来自每个肿瘤子区段的序列数据，以确定每个肿瘤

子区段、淋巴结和匹配的正常样品中每个SNV的变体等位基因频率(VAF)。将该数据与使用

不同测试方法(例如全基因组测序和外显子组测序)，从不同测试位点分开提供的匹配数据

进行比较。对于大多数样品，来自每个肿瘤子区段的先前确定的组织VAF值紧密匹配新衍生

的组织VAF值(图4)。然而，存在其中可见显著差异的大量样品(图5)。观察到三种类型的差

异：(i)对于一个或两个子区段，所有VAF在先前分析中都是0或接近0，但在mPCR-NGS分析

(例如：LTX041、LTX111)中是非零(并且跨越同一样品的其它子区段中可见的VAF范围)；

(ii)对于几种测定，VAF在mPCR-NGS分析中为0，但在先前分析中是非零(并且跨越同一样品

的其它子区段中所见的VAF范围)，并且对于这种差异模式不可见按子区段的聚类(例如：

LTX093、LTX074)；(iii)对于几种测定或区域，没有一种测定失败，但在两种分析中获得的

VAF之间的一致性一般较差(例如：LTX063、LTX059)。

[0178] 我们还从组织样品中鉴定了16个体细胞SNV，所述SNV未在TRACERx  SNV调用中报

告。在这些新的体细胞SNV中，7个也在其相应的血浆cfDNA中调用。请参见图18中的列表。

[0179] 一个样品(U_LTX206，具有19个测定)测序失败，并且从分析中去除。分析了涵盖

911个SNV的889个测定。读取深度小于1,000的测定视为失败的，并且它们相应的SNV被标记

为“无调用”。从分析中去除总共21个“无调用”SNV；分析了890个总SNV。

[0180] 每次运行属于一个测定库，并且含有10个癌症样品以及20个对照样品。由库中的

测定所涵盖的SNV组视为关于相关运行的靶SNV。为了在癌症样品的特定位置处进行SNV调

用，首先构建关于该位置的背景误差模型。基于所提供的信息，基于20个阴性样品和剩余的

癌症样品(8或9个)构建误差模型，所述癌症样品预期不包含在该位置处的SNV。VAF>20％的
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位置从背景误差模型中排除。如果相应血浆样品中该突变的置信度超过我们95％至98％的

置信度阈值，则进行阳性血浆SNV调用。

[0181] 血浆中的总体SNV检测率为35.5％(890个中的310个)，类似于先前的初步研究。虽

然该算法进行了最确信的真实阳性调用，但假阳性调用的数目为可接受的数目(<0.25％)。

以高置信度检测的SNV的平均突变等位基因频率为0.875％，范围为0.011％至13.93％。如

果在血浆中可靠地检测到该样品中预期存在至少一个SNV，则样品视为‘在血浆中检测到’。

使用该定义，血浆中的总体样品检测率为69％(49个样品中的34个)，并且对于那些，并且在

血浆中检测到的SNV的平均数目为9.1(范围为1至19)。对于每个样品在血浆中检测到的SNV

数目以表格形式显示于图17中。

[0182] 在血浆中未检测到的SNV的分析。几个证据支持以下结论：未能检测到血浆中>

60％(911中的580个)的预期SNV是由于不存在cfDNA样品中存在这些突变的足够证据的事

实，与mPCR-NGS方法的某些失败相反：对于检测到预期血浆SNV的测定和未检测到预期SNV

的测定，读取深度(DOR)分布是相似的(图6a)(对于检测到预期SNV的测定的平均DOR45,551

相对于未检测到的测定的45,133)。这提示对应于假阴性SNV调用的测定与用于真阳性调用

的测定一样有效。此外，尽管在靶SNV位置处的高DOR，但突变体读数的数目几乎可忽略不

计。事实上，其中36％具有0个突变体读数，其中75％具有超过5个突变体读数，并且剩下

25％假阴性调用具有VAF<.1％。

[0183] 影响血浆中的SNV检测的因素。

[0184] 已估计了影响血浆SNV可检测性的几种因素。在分开的定位中确定肿瘤子区段中

的cfDNA量和肿瘤分期信息、肿瘤大小和SNV频率。

[0185] 组织学类型。在血浆中是否检测到特定肿瘤的最重要的预测因子看起来是组织学

类型：在血浆中检测到100％的鳞状细胞癌(SQCC)肿瘤，而在该研究中在血浆中仅检测到

50％(15/29)的腺癌(ADC)肿瘤(图7)。此外，每个样品检测到的SNV的平均数目对于SQCC为

12.7(中值＝13)，并且对于ADC为2.6(中值＝1)。在该群组中仅存在一个癌肉瘤肿瘤和一个

腺鳞癌肿瘤，因此目前关于这些肿瘤类型无法得出关于其在血浆中的一般可检测性的结

论。

[0186] 肿瘤分期和大小。肿瘤分期和大小是鉴定的最重要因素中的一些，所述因素影响

相应的血浆样品中检测到的SNV数目(图8)。1a期肿瘤具有检测至少一个SNV的最低机会，以

及检测血浆中的SNV的最低成功率。从1a期肿瘤中检测到的关于SNV的VAF分布也低于剩余

肿瘤(图9)。因为肿瘤大小和分期是相关联的，所以对于肿瘤大小可见类似的趋势。因为这

不是由于测定失败或灵敏度限制(参见下文)，所以最可能的解释是此类肿瘤倾向于不具有

血浆中存在的cfDNA，其数量在本研究中使用的血浆体积中是可检测的。肿瘤分期和大小对

ctDNA中检测到的SNV数目的作用在ADC和SQCC样品之间变化。ADC样品更依赖于这些因素，

其中一般趋势是在ctDNA中检测到的SNV远低于在SCC样品的ctDNA中检测到的SNV。实际上，

不论分期，在所有SQCC样品的ctDNA中都检测到SNV：在一个SCC样品的ctDNA中检测到三个

SNV，并且在SCC样品的剩余部分的ctDNA中检测到至少5个SNV(图15)。事实上，在SCC样品的

ctDNA中检测到3至19个SNV。在其为1a期的6个ADC样品中，仅在一个ctDNA样品中检测到

SNV，并且在该样品中仅检测到单个SNV。在1a期中没有一个ADC样品在ctDNA中检测到超过1

个SNV。在1b期ADC样品中，在除了两个样品之外的所有样品中鉴定了少于5个SNV，其中在1b
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期ADC样品之一中鉴定7个SNV，且在1b期样品之一中鉴定18个SNV。

[0187] 肿瘤VAF和克隆性。克隆性比率对于每个突变计算为(其中检测到突变的肿瘤子区

段的数目)/(分析的该肿瘤子区段的总数目)。在所有分析的肿瘤子区段中观察到的突变视

为‘克隆的’，所有其它突变视为‘亚克隆的’。在血浆中检测到的SNV的VAF与突变的‘克隆

性’相关，其中更多的克隆突变负责最高的血浆VAF值(图9和12)；类似地，存在于多重肿瘤

亚区中的SNV倾向于负责相应血浆样品中的更高血浆VAF。除克隆性比率之外，基于来自肿

瘤组织的WES数据，通过PyCloneCluster分类每个SNV的克隆状态。克隆SNV倾向于具有更高

的VAF(图13和14)。

[0188] cfDNA输入和肿瘤VAF。cfDNA的量与血浆样品中检测到的SNV数目和比例之间不存

在相关性。通过cfDNA输入量无法预测血浆中检测到的SNV数目；然而，具有高输入(>25,000

个拷贝)的所有样品都具有在血浆中检测到的至少一个SNV(图10)。血浆SNV  VAF也与肿瘤

SNV  VAF相关联(图11)。

[0189] 多变量分析。执行回归分析以确定可用于预测我们的突变检测的变量。更具体地，

0/1响应变量用于注释我们调用为存在或不存在的突变。在我们的模型中包含下述自变量：

[0190] 1.肿瘤VAF

[0191] 2.PyClone聚类(分类变量)

[0192] 3.癌症分期(分类变量)

[0193] 4.肿瘤的大小

[0194] 5.输入DNA量

[0195] 6.病理类型(分类变量)

[0196] 7.受累淋巴结的数目

[0197] 8.血管侵入(分类变量)

[0198] 9.受累肺叶

[0199] 逻辑回归分析显示，下述变量与突变检测具有统计学显著相关(其中p值<5％)：

[0200] 1.肿瘤VAF(p＝4.3e-6)

[0201] 2.PyClone聚类(p＝1.6e-4)

[0202] 3.肿瘤大小(p＝3.5e-4)

[0203] 4.病理类型(p＝8.3e-30)

[0204] 结论。我们在该实例中证实了来自肺癌患者的血浆样品中的肺癌相关SNV的成功

检测。使用对于该样品群组定制的定制多重PCR板，检测具有低至0.01％的变体等位基因分

数的SNV。在测试的SNV中，在血浆样品中检测到35％，并且分析的67％的样品具有检测到的

至少一个血浆SNV。我们还鉴定了促成血浆SNV的成功检测的一些因素。这些包括肿瘤类型、

肿瘤分期、肿瘤大小、肿瘤中的SNV等位基因频率、以及至较小程度的分析cfDNA的量。并非

所有SNV都在血浆中被检测到，并且并非所有样品都具有可在血浆中检测到的SNV的发现，

看起来不是由于测定或方案限制，因为这些测定是起作用的(如通过其读数的测序深度证

明的)，并且它们的检测限足以检测任何SNV，如果所述SNV存在于cfDNA样品中。相反，未能

检测到那些SNV可能是由于它们不存在于样品中的事实。来自低级别肿瘤和小肿瘤的样品

更可能具有有限量的循环肿瘤DNA。类似地，在肿瘤中以低等位基因频率存在的SNV不太可

能存在于血浆中。然而，即使具有高等级和相对大尺寸的肿瘤也可不具有在血浆中检测到
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的SNV。其它生物学原因负责这点是可能的(例如从肿瘤中脱落的ctDNA量)，并且分析每个

样品的更多SNV将增加检测某些SNV的机会。0.4mM  dNTP(参见图12-3C)。

[0205] 本领域技术人员可设计在本文公开的发明的范围和精神内的许多修改和其它实

施例。实际上，通过技术人员可作出所述材料、方法、附图、实验实例和实施例中的变化，而

不改变所公开的发明的基本方面。任何公开的实施例都可与任何其它公开的实施例组合使

用。

[0206] 所公开的实施例、实例和实验不预期限制本公开内容的范围，也不表示下文实验

是执行的所有或唯一实验。已努力确保关于所使用的数字(例如量、温度等)的准确性，但应

该考虑一些实验误差和偏差。应当理解，可作出如所述方法中的变化，而不改变实验意欲说

明的基本方面。

[0207] 实例2.跟踪血浆中的肿瘤突变的预定多重PCR方案

[0208] Natera的预定多重PCR(mPCR)方案设计为通过跟踪从肿瘤组织样品中鉴定的一组

患者特异性突变来估计血浆ctDNA水平。鉴于患者特异性突变谱，我们设计了定制mPCR板，

其可应用于相应患者的时间序列血浆样品。

[0209] SNV靶。基于肿瘤测序的分析，确定包括每个肿瘤子区段的单核苷酸变体(SNV)的

突变谱。每个肿瘤的完全突变谱用于重建每个肿瘤的系统发育树。PyClone(Roth，等人

(2014) .PyClone:Statistical  inference  of  clonal  population  structure  in 

cancer.Nature  Methods  11:396–398)用于鉴定SNV聚类，并且计算它们的癌细胞分数。这

用于将SNV分类为克隆或亚克隆的。确定每个SNV的驱动因素类别(1-4，其中1最可能是驱动

突变，而4最不可能)。

[0210] 测定设计。Natera的标准测定设计流水线用于设计所有给定SNV的PCR引物，具有

下述参数：

[0211] ●最佳解链温度[Tm]56℃，允许范围，53℃-59℃

[0212] ●扩增子长度，50-70bp

[0213] ●GC含量，30-70％

[0214] 我们将靶向SNV的一对右和左PCR引物称为用于该特定SNV的测定。如果它们紧密

接近，则一种测定覆盖超过1个靶SNV是可能的。对于每对测定，计算形成引物二聚体的概率

(SantaLucia  JR(1998)"A  unified  view  of  polymer,dumbbell  and  oligonucleotide 

DNA  nearest-neighbor  thermodynamics",Proc  Natl  Acad  Sci  95:1460-65)，以估计引

物对的连接杂交结构的稳定性。将测定合并在一起，以最小化在同一库中具有形成引物二

聚体的高概率的引物数目。对于每个患者，将测定区分优先次序，使得1)覆盖驱动SNV的测

定具有最高优先级，以及2)存在系统发育树的均匀采样。

[0215] 库QC和优化。引物在各个孔中从IDT订购，脱盐且标准化至100uM。根据合并方案在

Natera合并测定，以产生其中每种引物在水中为250nM的测定库。每个库用于组合的QC/优

化实验中。对于优化实验，改变PCR参数(引物浓度和退火温度)，并且从测序数据估计对靶

向读数百分比、读取深度均匀性(测量为第80百分位/第20百分位数的比率)、以及遗漏测定

的数目(定义为具有<1,000个读数的测定)的作用。确定产生靶向读数的最佳百分比、读取

深度均匀性和最低数目的遗漏的PCR条件。对于所有库，最佳条件是10nM引物和60℃或62.5

℃退火温度。
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[0216] 鉴定了负责大多数引物二聚体的引物，并且从每个库中去除(对于去除的每个引

物，其相应的配对物也被去除)。

[0217] DNA提取和QC。在cfDNA提取之前合并来自每个患者的血浆等分试样，并且目测估

计每个合并的血浆样品的溶血等级(无溶血、轻度溶血或严重溶血)。使用Qiagen  NA试剂

盒，遵循对于5ml血浆优化的方案，在Natera提取cfDNA。所有cfDNA样品都在Bioanalyzer 

High  Sensitivity芯片上进行QC。通过在由先前定量的纯cfDNA样品制备的校准曲线上插

入单核小体峰高，相同的生物分析仪高灵敏度运行也用于同样地定量cfDNA样品。这是必要

的，因为cfDNA有时含有与芯片上的高尺寸标记物重叠的完整DNA级分，使得单核小体峰的

定量不可靠。

[0218] 在Nanodrop上定量基因组DNA样品(来自肿瘤子区段、淋巴结和白血细胞)。

[0219] cfDNA文库制备。使用Natera文库制备试剂盒，并且遵循试剂盒说明书，将来自每

种血浆样品的全部cfDNA量用作文库制备的输入。对于具有极高cfDNA量的两个样品，将文

库制备内的输入量限制为约50,000基因组当量(165ng)。简言之，从血浆中提取的40ul  DNA

(其存在于单核小体和多核小体长度的片段中)进行末端修复并且加A尾，并且连接Natera

定制衔接子。将文库扩增15个循环至平台期，然后遵循制造商的方案，使用Ampure珠进行纯

化。纯化的文库在LabChip上进行QC。

[0220] cfDNA多重PCR和测序。来自每个血浆样品的文库材料用作使用相关测定库和优化

的血浆mPCR方案的多重PCR的输入。PCR组合物是：在10uL总反应体积中的1x内部PCR主混合

物，10nM引物，3uL  cfDNA文库(对应于约600ng  DNA)。热循环条件是：95℃，10分钟；(95℃，

30秒；60℃或62.5℃，15分钟；72℃，30秒)的10个循环；72℃，2分钟，4℃保持。

[0221] mPCR产物在分开的PCR步骤中加上条形码，并且根据测定合并信息，合并加上条形

码的PCR产物。

[0222] 遵循制造商的方案，使用Ampure珠来纯化库，在Bioanalyzer  DNA1000芯片上进行

QC，并且使用Qubit  dsDNA  Broad  Range试剂盒进行定量。每个库含有10个癌症血浆文库的

加上条形码的mPCR产物和20个阴性对照(由从健康志愿者提取的cfDNA制备)。根据必要的

调节程序获得阴性对照样品。每个库在分开的HiSeq2500  Rapid运行中进行测序，具有50个

循环配对的末端单索引读数。

[0223] 基因组DNA多重PCR和测序。使用相关测定库和优化的基因组mPCR方案，将基因组

DNA样品(gDNA)用作相似mPCR的输入；将50ng  gDNA用作输入。mPCR产物在分开的PCR步骤中

加上条形码，并且将所有加上条形码的产物都组合到一个库内。遵循制造商的方案，使用

Ampure珠来纯化库，在Bioanalyzer  DNA1000芯片上进行QC，并且使用Qubit  dsDNA  Broad 

Range试剂盒进行定量。该库在单个HiSeq2500  Rapid运行(具有50个循环单末端单索引读

数)中进行测序。

[0224] 生物信息学流水线。使用Novoalign  v2.08.02将配对末端读数对hg19参考基因组

映射，并且使用SAMtools(Li  H .* ,Handsaker  B.* ,Wysoker  A .,Fennell  T .,Ruan  J .,

Homer  N .,Marth  G .,Abecasis  G .,Durbin  R .and  1000  Genome  Project  Data 

Processing  Subgroup(2009)The  Sequence  alignment/map(SAM)format  and 

SAMtools.Bioinformatics,25,2078-9)进行分选且加索引。使用Pear(J.Zhang,K.Kobert,

T .Flouri ,A .Stamatakis .PEAR:A  fast  and  accurate  Illumina  Paired-End  reAd 
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mergeR.Bioinformatics  30(5):614-620,2014)(使用缺省参数)合并所有配对末端读数。

因为所有扩增子长度都小于70个碱基，具有由Illumina  HiSeq  2500生成的配对50bp读数，

所有靶向读数都以最小30bp重叠合并。未组装的读取是脱靶的，并且在此步骤中进行过滤。

设计扩增子使得靶SNV位置位于重叠区中。过滤掉在正向和反向读数中不匹配或Phred质量

得分小于20的碱基，以使后续步骤中的测序误差降到最低。具有高于30的映射质量和在引

物的序列下至多一个错配的合并读数被标记为靶向。具有少于1000个读数的靶视为失败

的，并且从进一步分析中过滤掉。质量控制(QC)使用内部Java程序执行，检查每个样品的广

泛统计学列表，其包括读取总数目、映射读数、靶向读数、脱靶数目和平均误差率。映射读数

低于90％和超过3个脱靶的样品未通过，并且需要重新测序。

[0225] 统计模型。PCR过程被建模为随机过程，使用一组29个对照血浆样品估计误差参

数，并且对靶癌症样品进行最终SNV调用。对于每个靶SNV，我们通过从对照样品估计下述参

数来构建靶特异性背景误差模型。

[0226] ●PCR效率(p)：每个分子在PCR循环中复制的概率。

[0227] ●误差率(pe)：关于突变类型e(例如，野生型等位基因A至突变等位基因G)的每个

循环的误差率。

[0228] ●分子的初始数目(X0)

[0229] 靶特异性误差传播模型用于表征误差分子的分布。因为分子经过PCR方法的过程

进行复制，所以发生更多误差。如果误差在循环i中发生并且系统中存在Xi个野生型分子，

则该误差分子在下一循环中以概率p重复，并且根据二项式过程B(Xi,pe)从野生型背景分子

产生新的误差分子。使用递归关系，我们计算了在n个PCR循环后的总分子数目Xn和误差分

子数目En的平均值和方差，如图21中所示。

[0230] 算法步骤：

[0231] a.使用正常对照样品估计PCR效率和每循环误差率。

[0232] b.使用效率估计值，计算测试集中分子的起始数目。

[0233] c.使用该起始拷贝数和来自训练集的先前效率分布，以估计测试样品中的PCR效

率。

[0234] d .对于0至1的一系列潜在的真实突变体分数值θ(我们使用0.15作为上限)，我们

使用在最后一段中描述的误差传播模型和步骤a-c中估计的参数，来估计分子总数目、背景

误差分子和真实突变分子的平均值和方差。

[0235] e.使用步骤d中估计的平均值和方差，以计算每个潜在真实突变体分数的似然性L

(θ)。选择使该似然性达到最大的θ值(由 指示)，并且计算置信度得分(作为

)。

[0236] f.如果关于转换的置信度得分≥≥95％且对于颠换≥98％，则调用突变。
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