
(19)国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201680071449.4

(22)申请日 2016.10.10

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 108368546 A

(43)申请公布日 2018.08.03

(30)优先权数据

62/239,879 2015.10.10 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2018.06.06

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2016/056314 2016.10.10

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2017/062970 EN 2017.04.13

(73)专利权人 夸登特健康公司

地址 美国加利福尼亚州

(72)发明人 穆罕默德·R·莫克塔里　

巴赫拉姆·加法尔扎德·克曼尼　

(74)专利代理机构 北京安信方达知识产权代理

有限公司 11262

专利代理师 刘晓杰

(51)Int.Cl.

C12Q 1/686(2018.01)

C12N 15/11(2006.01)

G16B 20/20(2019.01)

(56)对比文件

CN 101886119 A,2010.11.17

CN 104797936 A,2015.07.22

审查员 陈丹

 

(54)发明名称

无细胞DNA分析中基因融合检测的方法和应

用

(57)摘要

公开了用于通过以下来确定基因融合的系

统和方法：确定含有融合的染色体DNA分子的一

部分的测序数据的融合读段；确定基因组上的预

定点，其中融合读段的至少一个映射部分在所述

预定点(断点)处剪切；将来自两个断点(断点对)

的两个映射读段部分识别为潜在的融合候选；基

于断点对创建一个或更多个融合集并将融合集

聚类到一个或更多个融合簇中；和将符合预定标

准的每个融合簇识别为基因融合。
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1.一种通过处理来自样品的遗传序列读段数据进行无细胞DNA分析中基因融合检测的

方法，所述方法包括：

确定包含融合染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；

确定基因组上的预定点，其中所述融合读段的至少一个映射部分在所述预定点，即断

点处剪切；

将来自两个断点，即断点对的两个映射读段部分识别为潜在融合候选；

基于断点对创建多于一个融合集并将所述融合集聚类到多于一个融合簇中，其中具有

相距不超过25个核苷酸的断点的融合集被分组到一个融合簇中；和

将符合预定标准的每一个融合簇识别为基因融合，其中所述预定标准包括(i)在所述

簇中具有多于一个分子和/或(ii)具有至少一个具有沃森和克里克链两者的分子。

2.如权利要求1所述的方法，包括向所述融合读段分配独特的分子或读段标识符，即读

段ID。

3.如权利要求1所述的方法，包括从一侧或两侧剪切所述融合读段的所述映射部分。

4.如权利要求1所述的方法，其中所述断点的身份独立于所述融合读段并且由符号、染

色体和位置来标识。

5.如权利要求4所述的方法，其中所述断点记录统计数据，所述统计数据包括在所述断

点处被剪切或分裂的读段和分子的数目，以及跳过所述断点的野生型读段和分子的数目。

6.如权利要求2所述的方法，包括选择具有公共读段ID的每两个映射读段部分作为潜

在融合候选，所述公共读段ID属于具有适当符号的两个断点。

7.如权利要求6所述的方法，其中映射之前的原始读段中的潜在融合候选位置将所述

映射读段部分显示为原先彼此相邻地定位。

8.如权利要求6所述的方法，包括检查读段部分是否映射在一条链上以获得断点符号

的差异。

9.如权利要求1所述的方法，包括追踪融合集统计数据。

10.如权利要求9所述的方法，其中所述融合集统计数据是断点ID、包含在所述融合集

中的分子或读段的数目。

11.如权利要求1所述的方法，其中具有相距不超过10个核苷酸的断点的融合集被分组

到一个融合簇中。

12.如权利要求11所述的方法，其中具有相距不超过5个核苷酸的断点的融合集被分组

到一个融合簇中。

13.如权利要求1所述的方法，包括定义所述基因组中的两个区域之间的融合簇。

14.如权利要求1所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合分子的数目。

15.如权利要求1所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合读段的数目。

16.如权利要求1所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的野生型分子的数

目。

17.如权利要求1所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的野生型读段或分子

的数目。

18.如权利要求1所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合百分比为融合

分子与每个配偶体的总分子的比率。
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19.如权利要求18所述的方法，其中所述总分子包含野生型组分和剪切组分。

20.如权利要求18所述的方法，包括为所述融合簇确定每个配偶体的基因信息。

21.如权利要求1所述的方法，包括确定所述融合簇的下游基因。

22.如权利要求1所述的方法，其中所述预定标准包括在所述融合簇中具有多于一个分

子或者具有至少一个具有沃森和克里克链两者的分子。

23.一种分析遗传信息的系统，包括

DNA测序仪；

处理器，所述处理器偶联到所述DNA测序仪，所述处理器运行计算机代码以处理来自样

品的遗传序列读段数据，所述计算机代码包括用于执行根据权利要求1至22中任一项所述

的方法的指令。

24.一种方法，包括：

(a)用DNA测序仪对DNA分子进行测序以生成序列的集合；

(b)将所述序列的集合映射到参考基因组；

(c)从映射集合识别融合读段，其中融合读段包含子序列，其中第一子序列映射到第一

遗传基因座且第二子序列映射到第二、独特的遗传基因座；

(d)对于所述融合读段，识别所述第一遗传基因座处的第一断点和所述第二、独特的遗

传基因座处的第二断点，其中断点是所述参考基因组上融合读段的序列被剪切的点，并且

其中所述第一断点和所述第二断点形成断点对；

(e)生成融合读段集，其中所述融合读段集包括具有相同断点对的融合读段；

(f)聚类融合读段集，其中每一个簇由具有第一预定核苷酸距离内的第一断点和第二

预定核苷酸距离内的第二断点的融合读段集形成，其中所述第一预定核苷酸距离和所述第

二预定核苷酸距离各自不超过25个核苷酸；和

(g)确定一个或更多个簇的基因融合，其中所述簇的基因融合具有选自所述簇中的第

一断点的断点作为第一融合基因断点和选自所述簇中的第二断点的断点作为第二融合基

因断点，并且其中所述第一融合基因断点和所述第二融合基因断点基于选择标准选择，其

中所述选择标准包括所述断点在所述簇中具有最多融合读段。

25.如权利要求24所述的方法，其中所述第二、独特的遗传基因座位于不同染色体上或

位于同一染色体的不同基因上。

26.如权利要求24所述的方法，其中所述第一预定核苷酸距离和所述第二预定核苷酸

距离不超过10个核苷酸。

27.如权利要求26所述的方法，其中所述第一预定核苷酸距离和所述第二预定核苷酸

距离不超过5个核苷酸。

28.如权利要求24所述的方法，包括确定多个基因簇的基因融合。

29.一种方法，包括：

(a)用标识符对多个DNA分子加标签；

(b)用DNA测序仪对多个加标签的DNA分子进行测序；

(c)将多个序列读段映射到参考基因组；

(d)从所映射的序列读段识别剪切读段，其中所述剪切读段是包含映射部分和剪切部

分的序列读段，其中所述映射部分映射到遗传基因座且所述剪切部分不映射到所述遗传基
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因座；

(e)确定所述剪切读段的断点，其中所述断点是所述参考基因组上剪切读段的序列被

剪切的点；

(f)创建断点集，其中所述断点集包括具有相同断点的剪切读段的标识符；

(g)通过比较断点集的对创建断点对集，其中所述断点对集包括存在于被比较的断点

集的对的两个成员中的标识符；

(h)聚类断点对集，其中每一个簇包括具有第一预定遗传距离内的所述对的第一断点

和第二预定遗传距离内的所述对的第二断点的断点对集，其中所述第一预定遗传距离和所

述第二预定遗传距离各自不超过25个核苷酸；

(i)确定所述簇中的一个或更多个簇的基因融合，其中所述簇的基因融合具有选自所

述簇中的第一断点的断点作为第一融合基因断点和选自所述簇中的第二断点的断点作为

第二融合基因断点，并且其中所述第一融合基因断点和所述第二融合基因断点基于选择标

准选择，其中所述选择标准包括所述断点在所述簇中具有最多融合读段。

30.一种用于在无细胞DNA分析中识别融合基因断点的方法，所述方法包括：

(a)确定包含融合染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；

(b)确定基因组上的预定点，其中融合读段的至少一个映射部分在所述预定点，即断点

处剪切；

(c)将来自两个断点，即断点对的两个映射读段部分识别为潜在融合候选；

(d)基于断点对创建多于一个融合集并将所述融合集聚类到多于一个融合簇中，其中

具有相距不超过25个核苷酸的断点的融合集被分组到一个融合簇中；

(e)将符合预定标准的每一个融合簇识别为基因融合，其中所述预定标准包括(i)在所

述簇中具有多于一个分子和/或(ii)具有至少一个具有沃森和克里克链两者的分子，和

(f)将所述基因融合的断点识别为融合基因断点。

31.如权利要求30所述的方法，其中具有相距不超过10个核苷酸的断点的融合集被分

组到一个融合簇中。

32.如权利要求31所述的方法，其中具有相距不超过5个核苷酸的断点的融合集被分组

到一个融合簇中。

权　利　要　求　书 3/3 页

4

CN 108368546 B

4



无细胞DNA分析中基因融合检测的方法和应用

[0001] 交叉引用

[0002] 本申请要求于2015年10月10日提交的美国临时申请号62/239,879的权益，该申请

通过引用以其整体并入本文。

[0003] 发明背景

[0004] 癌性细胞可以具有融合到一起的染色体。如果对这样的染色体进行测序，它将生

成可以被映射到基因组的两个不同区域(在相同或不同染色体上)的读段。基因融合在基因

结构的进化中起作用。重复、序列趋异和重组是基因进化工作的主要参与者。当基因融合在

非编码序列区域中发生时，它可以导致目前在另一个基因的顺式调节序列的控制下的基因

的表达的错误调节。如果它在编码序列中发生，基因融合可以引起新基因的装配，允许通过

在多结构域蛋白中增加肽模块而出现新功能。

[0005] 染色体显带分析(chromosome  banding  analysis)、荧光原位杂交(FISH)和逆转

录聚合酶链式反应(RT‑PCR)是在诊断实验室使用的常见方法。由于癌症基因组的非常复杂

的性质，这些方法都具有其独特的缺点。近期开发诸如高通量测序和定制DNA微阵列具有引

进更高效的方法的希望，但仍然不足。高通量基因组测序技术已经被用作研究工具并且目

前正在被引入临床，而在个性化医学的未来，全基因组测序数据可能是指导治疗干预的重

要工具。

[0006] 发明概述

[0007] 在一个方面，公开了用于通过以下来确定基因融合的系统和方法：确定含有融合

的染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；确定基因组上的预定点，其中融合

读段的至少一个映射部分在预定点(断点)处剪切(clipped)；将来自两个断点(断点对)的

两个映射的读段部分识别为潜在的融合候选；基于断点对创建一个或更多个融合集并将融

合集聚类到一个或更多个融合簇中；和将符合预定标准的每个融合簇识别为基因融合。

[0008] 在一个方面，本公开内容提供了用于处理来自样品的遗传序列读段数据的方法，

所述方法包括：确定含有融合的染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；确定

基因组上的预定点，其中融合读段的至少一个映射部分在所述预定点(断点)处剪切；将来

自两个断点(断点对)的两个映射的读段部分识别为潜在的融合候选；基于断点对创建一个

或更多个融合集并将融合集聚类到一个或更多个融合簇中；和将符合预定标准的每个融合

簇识别为基因融合。

[0009] 在一些实施方案中，所述方法包括向每个读段分配独特的分子或读段标识符(读

段ID)。在一些实施方案中，所述方法包括从一侧或两侧剪切所述读段的每个映射部分。在

一些实施方案中，断点的身份独立于所述读段并且由符号、染色体和位置来标识。在一些实

施方案中，断点记录统计数据，所述统计数据包括在所述断点处被剪切或分裂的读段和分

子的数目，以及跳过所述断点的野生型读段和分子的数目。在一些实施方案中，所述方法包

括选择具有公共读段ID的每两个映射读段部分作为潜在融合候选，所述公共读段ID属于具

有适当符号的两个断点。在一些实施方案中，映射之前的原始读段中的潜在融合候选位置

将所述读段部分显示为原先彼此相邻地定位。在一些实施方案中，所述方法包括检查读段
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部分是否映射在一条链上以获得断点符号的差异。在一些实施方案中，所述方法包括追踪

融合集统计数据。

[0010] 在一些实施方案中，所述融合集统计数据是断点ID、包含在所述集中的分子或读

段的数目。在一些实施方案中，所述方法包括将具有相似断点的融合集分组为融合簇。在一

些实施方案中，所述相似断点是相距不超过5个核苷酸、不超过10个核苷酸或不超过25个核

苷酸的断点。在一些实施方案中，所述方法包括定义基因组中两个区域之间的融合簇。在一

些实施方案中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合分子的数目。在一些实

施方案中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合读段的数目。在一些实施方

案中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的野生型分子的数目。在一些实施方案

中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的野生型读段或分子的数目。在一些实施

方案中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的融合百分比为融合分子与每个配偶

体的总分子的比率。在一些实施方案中，总分子包括野生型和剪切组分。在一些实施方案

中，所述方法包括为所述融合簇确定每个配偶体的基因信息。在一些实施方案中，所述方法

包括确定所述融合簇的下游基因。在一些实施方案中，所述标准包括在所述簇中具有多于

一个分子或者具有至少一个具有沃森和克里克链两者的分子。

[0011] 在一个方面，本公开内容提供了分析遗传信息的系统，包括：DNA测序仪；处理器，

所述处理器偶联至所述DNA测序仪，所述处理器运行处理来自样品的遗传序列读段数据的

计算机代码，所述计算机代码包括用于以下的指令：确定含有融合的染色体DNA分子的一部

分的测序数据的融合读段；确定基因组上的至少一个预定点，其中融合读段的至少一个映

射部分在所述预定点(断点)处剪切；将来自两个断点(断点对)的两个映射的读段部分识别

为潜在的融合候选；基于断点对创建一个或更多个融合集并将融合集聚类到一个或更多个

融合簇中；和将符合预定标准的每个融合簇识别为基因融合。

[0012] 在一个方面，本公开内容提供了包括以下的方法：用DNA测序仪对DNA分子进行测

序以生成序列的集合；将序列的集合映射到参考基因组；从映射的集合识别融合读段，其中

融合读段包含子序列，其中第一子序列映射至第一遗传基因座且第二子序列映射到第二、

独特的遗传基因座；对于每个融合读段，识别第一遗传基因座处的第一断点和第二遗传基

因座处的第二断点，其中断点是融合读段的序列被剪切的参考基因组上的点，且其中第一

断点和第二断点形成断点对；生成融合读段集，每个集包含具有相同断点对的融合读段；聚

类融合读段集，其中每个簇由具有第一预定多核苷酸距离内的第一断点和第二预定核苷酸

距离内的第二断点的融合读段集形成；和确定一个或更多个簇的基因融合，其中簇的基因

融合具有选自簇中的第一断点的断点作为第一融合基因断点和选自簇中的第二断点的断

点作为第二融合基因断点，并且其中第一融合基因断点和第二融合基因断点各自基于选择

标准选择。

[0013] 在一些实施方案中，独特的遗传基因座位于不同染色体上或位于同一染色体的不

同基因上。在一些实施方案中，第一预定距离和第二预定距离各自不超过5个核苷酸、不超

过10个核苷酸或不超过25个核苷酸。在一些实施方案中，选择标准包括断点在簇中具有最

多融合读段。在一些实施方案中，所述方法包括确定多个基因簇的基因融合。

[0014] 在一个方面，本公开内容提供了包括以下的方法：用DNA测序仪对多个DNA分子进

行测序；用标识符为多个序列分子的每一个加标签；将每个加标签的序列映射到参考基因
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组；从映射的加标签的序列识别剪切读段，其中剪切读段是包含映射部分和剪切部分的加

标签的序列，其中映射部分映射到遗传基因座且剪切部分不映射到遗传基因座；确定每个

剪切读段的断点，其中断点是剪切读段的序列被剪切的参考基因组上的点；生成断点集，每

个断点集包括具有相同断点的剪切读段的标识符；通过比较断点集的对创建断点对的集，

断点对的每个集包括存在于比较的断点集的对的两个成员中的标识符；聚类断点对的集，

其中每个簇包括具有第一预定遗传距离内的对的第一断点和第二预定遗传距离内的对的

第二断点的断点对的集；和确定一个或更多个簇的基因融合，其中簇的基因融合具有选自

簇中的第一断点的断点作为第一融合基因断点和选自簇中的第二断点的断点作为第二融

合基因断点，并且其中第一融合基因断点和第二融合基因断点各自基于选择标准选择。在

一些实施方案中，选择标准包括断点在簇中具有最多融合读段。

[0015] 在一个方面，本公开内容提供了用于识别融合基因断点的方法，所述方法包括：确

定含有融合的染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；确定基因组上的预定

点，其中融合读段的至少一个映射部分在预定点(断点)处剪切；将来自两个断点(断点对)

的两个映射的读段部分识别为潜在的融合候选；基于断点对创建一个或更多个融合集并将

融合集聚类到一个或更多个融合簇中；将符合预定标准的每个融合簇识别为基因融合，并

将基因融合的断点识别为融合基因断点。

[0016] 在一个方面，本公开内容提供了用于诊断受试者中的状况的方法，所述方法包括：

确定含有融合的染色体DNA分子的至少一部分的测序数据的融合读段；确定基因组上的预

定点，其中融合读段的至少一个映射部分在预定点(断点)处剪切；将来自两个断点(断点

对)的两个映射的读段部分识别为潜在的融合候选；基于断点对创建一个或更多个融合集

并将融合集聚类到一个或更多个融合簇中；和将符合预定标准的每个融合簇识别为基因融

合，其中所述基因融合指示该状况。

[0017] 在一些实施方案中，状况是癌症。在一些实施方案中，癌症选自由血液学癌症、肉

瘤和前列腺癌组成的组。在一些实施方案中，所述方法还包括向受试者施用治疗。

[0018] 通过引用并入

[0019] 本说明书中提及的所有出版物、专利和专利申请通过引用并入本文，其程度如同

每一个单独的出版物、专利或专利申请被具体和单独地指明通过引用并入的相同程度。

[0020] 附图简述

[0021] 本发明的新颖特征在所附权利要求中具体地阐述。通过参考下文的详细描述和附

图将获得对本发明的特征和优点的更好理解，详细描述阐述了利用本发明的原理的说明性

实施例，在附图中：

[0022] 图1示意了用于检测基因融合的示例性过程。

[0023] 图2描绘了从两个其他染色体产生融合染色体的可能的不同情景。

[0024] 图3A示出了示例性+/‑断点和分别从左侧/右侧被剪切的读段部分。

[0025] 图3B示出了基因融合检测使用的示例性合并过程。

[0026] 图4示意了本发明的系统。

[0027] 图5示出了染色体A和染色体B之间的示例性基因融合，以及跨断点映射的DNA融合

读段。

[0028] 图6示出了DNA片段到参考基因组中的两个位置的示例性映射。
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[0029] 图7示出了其中映射的断点被不同地定位的示例性融合读段。

[0030] 图8示出了映射的融合读段示例性分组到集中并将集分组成簇，用于判定融合基

因断点。

[0031] 图9A‑9C示出了基因融合检测过程的示例性图解。

[0032] 发明的详细描述

[0033] 本发明涉及用于检测基因融合的系统和方法。

[0034] 融合基因的断点的准确映射是具有挑战性的。当试图映射断点时，测序中的错误

和比对融合基因的困难仅仅是遇到的两个困难。本文描述的系统和方法可以提供以下优势

中的一个或更多个。系统可以识别可能导致肿瘤形成的融合基因，因为融合基因可以比非

融合基因产生活跃得多的异常的蛋白。当融合基因是引起癌症的致癌基因时，系统准确地

确定癌症存在；这些包括BCR‑ABL、TEL‑AML1(具有t(12；21)的ALL)、AML1‑ETO(具有t(8；21)

的M2  AML)、和在染色体21上具有中间缺失的TMPRSS2‑ERG，通常发生于前列腺癌中。在

TMPRSS2‑ERG的情况下，通过用致癌基因ETS转录因子破坏雄激素受体(AR)信号通路和抑制

AR表达，融合产物调节前列腺癌。多数融合基因从血液学癌症、肉瘤和前列腺癌发现。致癌

融合基因可以导致具有新功能或不同于两个融合配偶体的功能的基因产物。可选地，将原

致癌基因融合至强启动子，并且从而致癌基因功能通过由上游融合配偶体的强启动子引起

的上调发挥功能。后者常见于淋巴瘤，其中致癌基因与免疫球蛋白基因的启动子并列。致癌

基因融合转录物还可以由反式剪接或连读事件引起。从基因组序列和结构的角度分析这些

基因融合可以提供引导开发改进的癌症诊断和靶向疗法的相关数据。

[0035] 图1示出了用于确定基因融合的示例性过程。一般来说，该过程捕获来自测序仪的

遗传数据并且应用比对和连接测序的对‑末端读段的融合技术，该对‑末端读段的插入尺寸

小于两个读段长度之和，并且在融合后为每个读段分配独特的读段标识符(读段ID)12。接

下来，该过程提取所有断点并定位融合候选16。随后，该过程基于断点对形成融合集并确定

融合簇的统计数据20。随后，通过匹配预定标准将融合簇识别为检测的融合24。

[0036] 下面讨论关于图1的过程的细节。癌性细胞可以具有融合到一起的染色体。如果对

这样的染色体进行测序，它将生成可以被映射到基因组的两个不同区域(在相同或不同染

色体上)的读段。利用此行为来检测融合。

[0037] 映射前，独特的读段标识符(读段ID)被分配给每个读段并将在一个或更多个

FASTQ文件中的读段标题(header)中编码，如以下详述的。可选地，独特分子，诸如包含独特

条形码的寡核苷酸，可以代替读段ID使用。一旦FASTQ文件被映射，此编码的读段ID将被检

索并且它可以容易地示出何种匹配来自相同原始读段。随后，该过程提取所有断点：融合读

段(含有来自融合染色体的部分DNA分子的测序数据的读段)不能以整体映射到基因组并且

映射器将其不同的部分映射到基因组上的不同位置。当使用传统技术来尝试断点映射时，

这呈现了挑战。此类读段的每个映射部分从一侧或两侧被剪切。断点是融合读段的至少一

个映射部分被剪切的基因组上的点。断点的身份独立于所述读段并且由其符号、染色体和

位置来标识。+/‑断点具有分别从左侧/右侧被剪切的读段部分。从一个位置的同一侧剪切

或分裂的全部读段列在相关的断点读段列表中。断点还可以记录其他统计数据，如在所述

断点处被剪切或分裂的读段和分子的数目；或者跳过断点的野生型读段和分子的数目。还

可以提供断点位置处的基因信息。通过分配断点，使用或不使用聚类，本文描述的方法和系
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统可被用于准确地确定发生基因融合的基因座。

[0038] 随后，此过程发现融合：具有公共读段ID的每两个映射读段部分是潜在的融合候

选，所述公共读段ID属于具有适当符号的两个断点。它们还需要具有表明读段部分最初彼

此相邻地定位的正确的片段顺序(它们在映射之前在原始读段中的位置)，以被认为是真正

的融合候选。此外，所得的融合必须在序列链方面是生物学上可能的。这仅意味着，如果读

段部分被映射到相同链上(都在5’链或都在3’链)，则断点的符号必须不一致，且反之亦然。

在图2中示出这个的实例。

[0039] 所有提取的融合候选基于断点对放置在融合集中。融合集还可以记录统计数据，

如断点ID和分子的数目以及包含在所述集中的读段。这些统计数据可以被追踪。

[0040] 随后进行聚类。具有足够靠近的断点的所有融合集将分组在一个融合簇中。结果

是，融合簇被定义为在基因组的两个区域之间。本公开内容还提供了对于融合簇，确定每个

配偶体的融合分子的数目、每个配偶体的融合读段的数目、每个配偶体的多个野生型分子、

每个配偶体的野生型读段或分子的数目、或者每个配偶体的融合百分比作为融合分子相对

于每个配偶体的总分子的比率。

[0041] 图5示出了染色体A和染色体B之间的假设性基因融合。作为交换的结果，基因融合

包含每个染色体的一部分。交换的点被称为断点。在无细胞DNA中，DNA片段可以跨断点映

射，诸如融合读段1、融合读段2和融合读段3。

[0042] 测序产生DNA片段的序列。软件用识别标签标记每个序列。软件还将这些产生的序

列映射到参考基因组上。图6示出了融合读段1向参考基因组的假设性映射。映射软件将融

合读段的序列映射到发现足够同源性的参考基因组中的任何位置。有歧义的序列可以被映

射到参考基因组中的多个位置。

[0043] 在融合读段跨融合基因的断点映射的情况中，软件通常将融合读段的序列映射两

次，向每个染色体映射一次。但是，在每个情况中，映射软件不能适当地将序列的部分(子序

列)映射到参考基因组。因此，映射序列将包括映射到参考基因组的子序列和由于同源性差

而未映射到同一基因座的子序列二者。此类子序列被称为“剪切”序列。读段被剪切处的参

考基因组上的点是断点。

[0044] 由于每个序列携带识别标签，映射到两个不同位置的序列可以由于相同标签被鉴

定为源自相同原始序列。所以，例如，具有足够同源性的序列的子序列被映射到染色体A，且

具有不足同源性的序列的子序列被剪切。类似地，映射软件将序列映射到染色体B，在存在

不足同源性处剪切序列。

[0045] 然而，作为几个因素，包括测序中的错误和映射算法的特征的结果，包括融合基因

的断点的DNA片段可能不会准确地映射到每个参考染色体上的断点基因座。例如，映射软件

可能识别实际断点稍微上游或者稍微下游的序列的断点。这些错误可以影响例如取决于准

确的基因融合信息的癌症诊断的准确性。

[0046] 几个假设的映射错误在图7中示出。融合读段1适当地映射，断点在参考染色体中

被指示为断点A1和断点B1(第一断点和第二断点)。此融合读段具有断点对A1‑B1。融合读段

2不适当地映射，染色体1的断点被确定为在上游，在断点A2(第一断点)处。然而，染色体B中

的断点被正确映射在断点B1(第二断点)处。此融合读段具有断点对A2‑B1。融合读段3也不

适当地映射，染色体A的断点在断点A1(第一断点)处正确地映射，但染色体B的断点被确定
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为在下游，在断点B2(第二断点)处。此融合读段具有断点对A1‑B2。在此情况下，软件已经识

别了融合基因的几个断点。

[0047] 根据本公开内容的方法，为了判定融合基因中的断点，映射序列基于共有断点对

被分组成集，并随后基于参考基因组中的预定碱基距离内的断点被分组成簇。

[0048] 这种方法在图8中描述。融合读段1、2、3、4、5和6的序列被映射到参考基因组的染

色体A和B。其中断点在融合的两侧的序列被分组成集。在此实例中，融合读段1和4共有断点

对A1和B1，并且被分组到集I。融合读段2和5共有断点对A2和B1，并且被分组到集II。融合读

段3和6共有断点对A1和B2，并且被分组到集III。

[0049] 在此实例中，断点A1和A2在预定遗传距离A(例如10个碱基)内，并且断点B1和B2在

预定遗传距离B内。因此，集I、II和III被分组到一个簇内。

[0050] 使用用户选择的选择标准判定融合基因断点。在一些实施方案中，标准包括在所

述簇中具有多于一个分子和/或者具有至少一个具有沃森和克里克链两者的分子。在一个

方法中，每个染色体中的断点由投票方法确定，其中所有断点中具有最多相关融合读段的

断点被判定为融合基因断点。在其他方法中，不同序列的断点可以使用质量算法来加权。在

图8的实例中，在染色体A中，断点A1与4个融合读段相关，而断点A2与2个融合读段相关。因

此，第一基因融合断点被判定为在A1处。在染色体B中，断点B1与4个融合读段相关，而断点

B2与2个融合读段相关。因此，第二基因融合断点被判定为在B1处。

[0051] 另一个示例性方法在图9A‑9C中示出。DNA分子使用DNA测序系统测序，诸如高通量

测序仪。序列可以被分析以生成集合中的原始分子的共有序列。生成的序列的集合用独特

的标识符加标签(在此情况下，1‑7)。序列被映射到参考基因组。在此实例中，序列各自映射

到参考基因组中的两个不同位置。映射部分被描绘为短棒，而剪切部分被描绘为虚线。所有

序列的断点被识别。在此实例中，染色体A上的断点是A1、A2和A3。染色体B上的断点是B1、B2

和B3。映射读段基于共有断点被组织成集。断点对被确定为具有相同标识符和每个染色体

上的相同断点的序列的对。确定染色体与簇断点上的预定距离。在此实例中，簇包括断点A1

和A2以及B1和B2。断点A3和B3在预定距离以外，并且因此不被包括在簇中。基于选择标准判

定原始分子中的断点对。在此实例中，标准是基于投票。因此，断点A1和B1基于具有在簇内

的多数分子而被判定为断点对。

[0052] 系统可以处理剪接中常见的短序列的多个比对。更长的序列可以在融合点周围获

得以确认其比对。为了降低假阳性率，可以使用一系列过滤器，包括读段数目、序列相似性、

序列位置分布过滤器以提供具有高特异性的结果。另外，可以使用表达估计工具RSEM(通过

期望最大化的RNA‑Seq，RNA‑Seq  by  Expectation  Maximization)来应用具有稀疏优化的

期望最大化(EM)算法来估计幻想的转录物丰度。此外，此丰度定量可以增加识别准确性。综

合考虑，这些特征允许系统提供基因融合事件的更完整的综述。

[0053] 系统可以包括以任何合适的文件格式从一个或更多个样品获得多个序列读段、识

别重复序列读段集和对于每个重复序列读段集仅存储一个读段。合适的文件格式包括

FASTA和FASTQ文件格式。FASTA和FASTQ是用于存储来自高通量测序的原始序列读段的常用

文件格式。FASTQ文件存储每个序列读段的标识符、序列和每个读段的质量评分串。FASTA文

件仅存储标识符和序列。这两种文件格式是许多常见测序比对和装配算法的输入。本发明

认识到，样品内和跨样品的FASTQ和FASTA文件的读段序列信息倾向于高度冗余或重复。这
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意味着，许多序列读段将由相同序列组成。本发明的方法利用此冗余性来实现文件大小的

多倍减小，并且在存储数据的检索方面没有损失。例如，本发明可以用于读取与样品相关的

FASTA/FASTQ文件并且在主读段序列文件中仅存储独特的读段序列。

[0054] 系统还包括为与识别的独特序列具有相同序列的每个读段收集元信息(meta 

information)，诸如读段标识符。然后可以将该元信息写入该样品的文件中，其中元信息与

原始FASTA/FASTQ文件中识别的独特序列读段相关联，并且现在存储在主读段序列文件中。

由于这个新文件不包含原始文件中发现的重复信息，它比原始文件更小并且更容易传输。

而且，压缩文件根本不需要包含任何实际的序列数据。在某些方面，压缩文件可以简单地包

含索引到存储在主文件中的独特序列的序列读段的标识符。

[0055] 序列数据可以通过获得——使用包括偶联到非瞬时性存储器的处理器的计算机

系统——多个序列读段来压缩。每个序列读段可以包括序列串以及元信息。序列读段可以

以一个或更多个FASTA或FASTQ文件的格式提供，例如，元信息包括描述行(前面带有“>”字

符)，并且任选地在FASTQ的情况下包括质量评分。序列串优选地表示核苷酸序列数据，例如

使用IUPAC核苷酸编码。识别仅包含独特条目的序列串的子集。然后可以使用本发明的系统

和方法来写入包括所识别的子集和——对于多个序列读段的每一个——用该子集中表示

该序列读段的独特条目的指示符的序列读段的元信息的输出。

[0056] 在一些实施方案中，子集(即仅包含独特序列读段)被写入主读段文件，其可以是

文本文件。优选地，使用IUPAC核苷酸编码在主读段文件中表示独特序列读段，使得文件是

人类可读的并且进一步处理可以容易地执行(例如使用脚本语言诸如Perl或Python)。元信

息可写入对应于输入FASTA或FASTQ文件的压缩输出文件。

[0057] 方法可以包括仅从输出重构原始输入，并且在某些实施方案中，检索是无损的，甚

至是完全无损的。也就是说，输出可以被处理以创建包含多个序列读段的新FASTA或FASTQ

文件。在检索是无损的情况下，新FASTA或FASTQ文件包含与FASTA或FASTQ文件相同的信息。

[0058] 本发明适用于任何合适类型的数据文件。除了前面提到的FASTA和FASTQ文件，序

列读段还可以在变体判别格式(Variant  Call  Format，VCF)文件中捕获。随着高通量测序

的进展，多个测序中心检测人类基因组中的变体并通过这些VCF文件报告它们是常见的。本

发明可以促进统一数据库的开发，以便在不同来源的VCF文件中存储变体信息，从而使研究

人员跨中心执行复杂的等位基因、样本和群体水平的查询。统一数据库可以通过在一个通

用等位基因表上存储每个独特等位基因(例如，独特序列读段)并通过将这些独特等位基因

的参考存储到关联样品和样品水平元数据来整合来自不同样品的VCF文件中的变体信息。

[0059] 系统的实现可以包括用于压缩序列数据的方法。该方法包括：使用包括偶联到非

瞬时性存储器的处理器的计算机系统获得多个序列读段，每个序列读段包括序列串和元信

息；识别仅包含独特条目的序列串的子集；写入包括所述子集和——对于所述多个序列读

段中的每一个——用该子集中代表该序列读段的独特条目的指示符的序列读段的元信息

的输出。优选地，输出包括使用IUPAC核苷酸编码存储子集的一个或更多个文本文件。优选

地，输出被存储为纯文本(例如，并且可以使用文本编辑器程序打开并由人在屏幕上阅读)。

在优选实施方案中，序列读段无损地存储。该方法可以包括处理输出以创建包含多个序列

读段的新FASTA或FASTQ文件。多个序列读段可以作为FASTA或FASTQ文件获得，且新FASTA或

FASTQ文件可以包含与FASTA或FASTQ文件相同的信息。在一些实施方案中，输出占用小于存
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储获得的多个序列读段所需的磁盘空间的％。

[0060] 现在将描述用于获得样品、生成测序读段和用于实施本发明的各种类型的测序的

一般方法。应该理解，这些示例性方法不是限制性的，并且可以根据需要由本领域技术人员

进行修改。

[0061] 获得多个序列读段可以包括对来自样品的核酸进行测序以产生序列读段。如下文

详细解释的，获得多个序列读段还可以包括接收来自测序仪的测序数据。样品中的核酸可

以是任何核酸，包括例如组织样品中的基因组DNA、从实验室样品中特定靶扩增的cDNA或来

自多个生物体的混合DNA。在一些实施方案中，样品包括来自单倍体或二倍体生物体的纯合

DNA。例如，样品可以包括来自罕见隐性等位基因纯合的患者的基因组DNA。在其他实施方案

中，样品包括来自具有体细胞突变使得两种相关核酸以除了50％或100％的等位基因频率，

即20％、5％、1％、0.1％或任何其他等位基因频率存在的二倍体或多倍体生物体的杂合遗

传物质。

[0062] 在一个实施方案中，从含有多种其他组分(诸如蛋白、脂质和非模板核酸)的生物

样品分离核酸模板分子(例如DNA或RNA)。核酸模板分子可以从获自动物、植物、细菌、真菌

或任何其他细胞生物体的任何细胞材料获得。用于在本发明中使用的生物样品还包括病毒

颗粒或制备物。核酸模板分子可直接从生物体或从生物体获得的生物样品获得，例如从血

液、血清、血浆、尿液、脑脊液、唾液、粪便、淋巴液、滑液、囊液、腹水、胸膜渗出物、羊水、绒毛

膜绒毛样品、来自植入前胚胎的液体、胎盘样品、灌洗液和宫颈阴道液、组织间隙液、颊拭子

样品、痰、支气管灌洗液、巴氏涂片样品(Pap  smear  sample)或眼液。任何组织或体液样本

(例如体液样本的人类组织)可以用作在本发明中使用的核酸的来源。核酸模板分子也可以

从培养的细胞诸如原代细胞培养物或细胞系分离。从其获得模板核酸的细胞或组织可以被

病毒或其他细胞内病原体感染。样品也可以是从生物样本中提取的总RNA、cDNA文库、病毒

或基因组DNA。样品也可以是来自非细胞来源的分离的DNA。

[0063] 从生物样品获得的核酸可以被片段化以产生合适的片段用于分析。模板核酸可以

使用各种机械、化学和/或酶学方法片段化或修剪(sheared)成期望的长度。DNA可以经由使

用例如由Covaris(Woburn，Mass)销售的超声波仪超声处理、短暂暴露于DNA酶、或使用一种

或更多种限制酶的混合物、或转座酶或切口酶随机修剪。RNA可以通过短暂暴露于RNA酶、加

热加上镁或通过修剪来片段化。RNA可以被转化成cDNA。如果使用片段化，则RNA可以在片段

化之前或之后转化成cDNA。在一个实施方案中，核酸通过超声片段化。在另一个实施方案

中，核酸通过液压剪床(hydroshear)仪器来片段化。通常，单个核酸模板分子可以是从约

2kb碱基至约40kb。在特定的实施方案中，核酸是约6kb‑10kb片段。核酸分子可以是单链、双

链或具有单链区的双链(例如，茎和环结构)。

[0064] 生物样品可以根据需要在洗涤剂或表面活性剂的存在下裂解、均质化或分级。合

适的洗涤剂可以包括离子型洗涤剂(例如十二烷基硫酸钠或N‑月桂酰肌氨酸)或非离子型

洗涤剂。一旦核酸从样品中提取或分离出来，就可以被扩增。

[0065] 扩增是指产生核酸序列的另外的拷贝，并且通常使用聚合酶链式反应(PCR)或本

领域已知的其他技术进行。扩增反应可以是扩增核酸分子的本领域已知的任何扩增反应诸

如PCR。其他扩增反应包括巢式PCR、PCR‑单链构象多态性、连接酶链式反应、链置换扩增和

限制性片段长度多态性、基于转录的扩增系统、滚环扩增、和超分枝滚环扩增、定量PCR、定
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量荧光PCR(QF‑PCR)、多重荧光PCR(MF‑PCR)、实时PCR(RTPCR)、限制性片段长度多态性PCR

(PCR‑RFLP)、原位滚环扩增(RCA)、桥式PCR、皮升PCR(picotiter  PCR)、乳液PCR、转录扩增、

自我维持序列复制、共有序列引物PCR、任意引物PCR、简并寡核苷酸引物PCR和基于核酸的

序列扩增(NABSA)。可以使用的扩增方法包括在美国专利第5,242,794号；第5,494,810号；

第4,988,617号；和第6,582,938号中描述的那些。在某些实施方案中，扩增反应为例如美国

专利第4,683,195号；以及美国专利第4,683,202号中描述的PCR，特此通过引用并入。用于

PCR、测序和其他方法的引物可以通过克隆、直接化学合成和本领域已知的其他方法来制

备。引物也可以从商业来源获得，诸如Eurofins  MWG  Operon(Huntsville，Ala .)或Life 

Technologies(Carlsbad，Calif.)。

[0066] 扩增衔接子可以附接到片段化的核酸上。衔接子可以是商购获得的，例如来自

Integrated  DNA  Technologies(Coralville，Iowa)。在某些实施方案中，衔接子序列用酶

附接到模板核酸分子。酶可以是连接酶或聚合酶。连接酶可以是能够将寡核苷酸(RNA或

DNA)连接至模板核酸分子的任何酶。合适的连接酶包括可从New  England  Biolabs

(Ipswich，Mass.)商购可得的T4  DNA连接酶和T4  RNA连接酶。使用连接酶的方法是本领域

熟知的。聚合酶可以是能够将核苷酸添加到模板核酸分子的3'和5'末端的任何酶。

[0067] 连接可以是平端的或利用互补的悬垂末端。在某些实施方案中，片段的末端可以

在片段化之后被修复、修剪(trimmed)(例如使用核酸外切酶)、或填充(例如使用聚合酶和

d N T P)以形成平端。在一些实施方案中，使用商业试剂盒 (诸如从E p i c e n t e r 

Biotechnologies(Madison，Wis.)可获得的试剂盒)进行末端修复以生成平端5'磷酸化核

酸末端。在生成平端时，末端可以用聚合酶和dATP处理以形成独立添加至片段的3'末端和

5'末端的模板，从而产生单个A悬垂。这个单个A用于指导被称为T‑A克隆的方法中从5'末端

的单个T悬垂的片段的连接。可选地，因为限制性消化后限制酶留下的悬垂的可能的组合是

已知的，末端可以保持原样，即不齐的末端。在某些实施方案中，使用具有互补悬垂末端的

双链寡核苷酸。

[0068] 本发明的实施方案涉及将条形码序列附接至模板核酸。在某些实施方案中，条形

码被附接到每个片段。在其他实施方案中，多个条形码(例如两个条形码)被附接到每个片

段。条形码序列通常包括使序列在测序反应中有用的某些特征。例如，条形码序列被设计为

在条形码序列内具有最小均聚物区域或者不具有均聚物区域，所述均聚物区域即在一行具

有2个或更多个相同碱基，诸如AA或CCC。条形码序列还被设计为使得它们在执行逐个碱基

测序时距离碱基添加顺序至少有一个编辑距离，确保第一个碱基和最后一个碱基与序列的

预期碱基不匹配。

[0069] 条形码序列被设计为使得每个序列与核酸的特定部分相关，允许序列读段与它们

来自于其的部分相关联。在某些实施方案中，条形码序列的范围从约5个核苷酸至约15个核

苷酸。在特定实施方案中，条形码序列的范围从约4个核苷酸至约7个核苷酸。由于条形码序

列与模板核酸一起测序，寡核苷酸长度应该是最小的长度，以便允许附接来自模板核酸的

最长读段。例如，多个DNA条形码可以包含各个数目的核苷酸序列。在某些实施方案中，条形

码序列包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、

27、28、29、30或更多个核苷酸。当仅附接到多核苷酸的一个末端时，多个DNA条形码可以产

生2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、
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29、30或更多个不同的标识符。可选地，当附接到多核苷酸的两个末端时，多个DNA条形码可

以产生4、9、16、25、36、49、64、81、100、121、144、169、196、225、256、289、324、361、400或更多

个不同的标识符(当DNA条形码仅附接到多核苷酸的一个末端时为^2)。

[0070] 通常，条形码序列与模板核酸分子间隔至少一个碱基(使均聚物组合最小化)。在

某些实施方案中，条形码序列用例如酶附接到模板核酸分子。如下所述，酶可以是连接酶或

聚合酶。

[0071] 扩增或测序衔接子或条形码或其组合可以附接到片段化的核酸上。这样的分子可

以商购获得，例如从Integrated  DNA  Technologies(Coralville，Iowa)。在某些实施方案

中，这样的序列用酶诸如连接酶附接至模板核酸分子。合适的连接酶包括可从New  England 

Biolabs(Ipswich，Mass.)商购可得的T4  DNA连接酶和T4  RNA连接酶。连接可以平端的或者

通过使用互补的悬垂末端。在某些实施方案中，在片段化之后，片段的末端可以被修复、修

整(例如使用核酸外切酶)或填充(例如使用聚合酶和dNTP)以形成平端。在一些实施方案

中，使用商业试剂盒(诸如从Epicenter  Biotechnologies(Madison，Wis.)可获得的试剂

盒)进行末端修复以生成平端5'磷酸化核酸末端。在生成平端时，末端可以用聚合酶和dATP

处理以形成独立添加至片段的3'末端和5'末端的模板，从而产生单个A悬垂。这个单个A可

以指导被称为T‑A克隆的方法中从5'末端的单个T悬垂的片段的连接。可选地，因为限制性

消化后限制酶留下的悬垂的可能的组合是已知的，末端可以保持原样，即不齐的末端。在某

些实施方案中，使用具有互补悬垂末端的双链寡核苷酸。

[0072] 在任何处理步骤(例如获得、分离、片段化、扩增或加条形码)后，可以对核酸进行

测序。

[0073] 测序可以是通过本领域已知的任何方法。DNA测序技术包括使用标记的终止子或

引物和在平板或毛细管中的凝胶分离的经典双脱氧测序反应(Sanger法)、使用可逆终止的

标记的核苷酸的合成测序、焦磷酸测序、454测序、Illumina/Solexa测序、与标记的寡核苷

酸探针的文库的等位基因特异性杂交、使用与标记的克隆的文库的等位基因特异性杂交然

后连接的合成测序、实时监测聚合步骤期间标记的核苷酸的掺入、群落测序(polony 

sequencing)、SOLiD测序靶向测序、单分子实时测序、外显子测序、基于电子显微术的测序、

小组测序(panel  sequencing)、晶体管介导的测序、直接测序、随机鸟枪测序、全基因组测

序、杂交测序、毛细管电泳、凝胶电泳、双链测序、循环测序、单碱基延伸测序、固相测序、高

通量测序、大规模平行签名测序(massively  parallel  signature  sequencing)、乳液PCR、

低变性温度共扩增‑PCR  (COLD‑PCR)、多重PCR、可逆染料终止子测序、配对的末端测序、近

末端测序(near‑term  sequencing)、核酸外切酶测序、连接测序、短读段测序、单分子测序、

实时测序、反向终止子测序、纳米孔测序、MS‑PET测序及其组合。在一些实施方案中，测序方

法可以是大规模平行测序，即，同时(或以快速相继)测序至少100、1000、10,000、100,000、1

百万、1千万、1亿、或10亿个多核苷酸分子的任一个。在一些实施方案中，测序可以通过基因

分析仪进行，诸如例如可以从Illumina或Applied  Biosystems商业获得的基因分析仪。最

近已经通过使用聚合酶或连接酶的连续或单一延伸反应以及通过与探针文库的单一或顺

序差异杂交证明了分离的分子的测序。测序可以通过DNA测序仪(例如设计用于执行测序反

应的机器)来执行。

[0074] 可以使用的测序技术包括例如使用合成测序系统。在第一步中，将DNA修剪成大约
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300‑800个碱基对的片段，并将片段平端化。然后将寡核苷酸衔接子连接到片段的末端。衔

接子充当用于片段的扩增和测序的引物。片段可以使用例如含有5'‑生物素标签的衔接子B

附接至DNA捕获珠，例如链霉亲和素包被的珠。附接于珠的片段在油‑水乳液的液滴内进行

PCR扩增。结果是每个珠上克隆扩增的DNA片段的多个拷贝。在第二步中，珠被捕获在孔中

(皮升大小)。焦磷酸测序在每个DNA片段上平行进行。添加一个或更多个核苷酸生成由测序

仪器中的CCD照相机记录的光信号。信号强度与掺入的核苷酸数目成正比。焦磷酸测序利用

了在添加核苷酸时释放的焦磷酸(PPi)。PPi在腺苷5’磷酰硫酸的存在下被ATP硫酸化酶转

化为ATP。萤光素酶使用ATP将萤光素转化为氧化萤光素，并且该反应生成被检测和分析的

光。

[0075] 可以使用的DNA测序技术的另一个实例是来自Life  Technologies  Corporation

(Carlsbad，Calif.)的Applied  Biosystems的SOLiD技术。在SOLiD测序中，将基因组DNA修

剪成片段，并将衔接子附接到片段的5'和3'末端以生成片段文库。可选地，内部衔接子可以

通过将衔接子连接到片段的5'和3'末端、使片段环化、消化环化的片段以生成内部衔接子

而被引入，并且将衔接子附接到所得片段的5'和3'末端来生成匹配配对文库。接下来，在含

有珠、引物、模板和PCR组分的微量反应器中制备克隆珠群体。PCR后，将模板变性并富集珠

以分离具有延伸模板的珠。所选的珠上的模板经受3'修饰，这允许键合到玻璃载玻片。该序

列可通过部分随机寡核苷酸与由特定荧光团识别的中心确定碱基(或碱基对)的连续杂交

和连接来确定。记录颜色后，去除连接的寡核苷酸，且然后重复该过程。

[0076] 可以使用的DNA测序技术的另一个实例是离子半导体测序，使用例如Life 

Technologies(South  San  Francisco,Calif.)的Ion  Torrent的以商标ION  TORRENT出售

的系统。离子半导体测序在例如Rothberg等人,An  integrated  semiconductor  device 

enabling  non‑optical  genome  sequencing,Nature  475:348‑352(2011)；美国公布2010/

0304982；美国公布2010/0301398；美国公布2010/0300895；美国公布2010/0300559；和美国

公布2009/0026082中描述，其每一个的内容通过引用整体并入。

[0077] 可以使用的测序技术的另一个实例是Illumina测序。Illumina测序是基于使用折

回PCR(fold‑back  PCR)和锚定引物在固体表面上扩增DNA。基因组DNA被片段化，且衔接子

被添加到片段的5'和3'末端。附着于流通池通道的表面的DNA片段被延伸并被桥式扩增。片

段变成双链的，且双链分子被变性。固相扩增随后变性的多个循环可在流通池的每个通道

中产生相同模板的约1,000个拷贝的单链DNA分子的几百万个簇。使用引物、DNA聚合酶和四

种荧光团标记的可逆终止核苷酸进行顺序测序。掺入核苷酸后，使用激光激发荧光团并捕

获图像并记录第一个碱基的身份。来自每个掺入的碱基的3'终止子和荧光团被去除并且重

复掺入、检测和鉴定步骤。根据此技术的测序在美国专利第7,960 ,120号；美国专利第7,

835,871号；美国专利第7,232,656号；美国专利第7,598,035号；美国专利第6,911,345号；

美国专利第6,833,246号；美国专利第6,828,100号；美国专利第6,306,597号；美国专利第

6,210,891号；美国公布2011/0009278；美国公布2007/0114362；美国公布2006/0292611；和

美国公布2006/0024681中描述，其每一个通过引用整体并入。

[0078] 可以使用的测序技术的另一个实例包括Pacific  Biosciences(Menlo  Park ,

Calif .)的单分子实时(SMRT)技术。在SMRT中，四种DNA碱基中的每一种都与四种不同荧光

染料中的一种附接。这些染料是磷酸连接的。单个DNA聚合酶与模板单链DNA的单个分子固
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定在零模波导(ZMW)的底部。将一个核苷酸掺入到增长链需要几毫秒。在此期间，荧光标签

被激发并产生荧光信号，且荧光标签被裂解。染料的相应荧光的检测指示掺入了哪个碱基。

该过程重复进行。

[0079] 可以使用的测序技术的另一个例子是纳米孔测序(Soni&Meller,2007,Progress 

toward  ultrafast  DNA  sequence  using  solid‑state  nanopores,Clin  Chem  53(11):

1996‑2001)。纳米孔是直径为1纳米的级别的小孔。由于离子通过纳米孔的传导，将纳米孔

浸没在导电流体中并在其上施加电势产生轻微的电流。流动的电流的量对纳米孔的尺寸敏

感。当DNA分子穿过纳米孔时，DNA分子上的每个核苷酸以不同程度阻碍纳米孔。因此，当DNA

分子穿过纳米孔时流经纳米孔的电流的变化代表DNA序列的读取。

[0080] 可以使用的测序技术的另一个实例包括使用化学敏感的场效应晶体管(chemFET)

阵列对DNA进行测序(例如，如美国公布2009/0026082中所述的)。在该技术的一个实例中，

DNA分子可以被置于反应室中，并可将模板分子与结合聚合酶的测序引物杂交。在测序引物

的3'末端将一个或更多个三磷酸掺入新核酸链可以通过chemFET的电流变化来检测。阵列

可以具有多个chemFET传感器。在另一个实例中，单核酸可以附接到珠上，并且核酸可以在

珠上扩增，并且单个珠可以被转移到chemFET阵列上的单个反应室中，每个室具有chemFET

传感器，并且核酸可以被测序。

[0081] 可以 使 用的 测序技术的 另一个实 例包括使 用电 子显微镜 ，如例如由

Moudrianakis,E.N.和Beer  M.在Base  sequence  determination  in  nucleic  acids  with 

the  electron  microscope,III.Chemistry  and  microscopy  of  guanine‑labeled  DNA,

PNAS  53:564‑71(1965)中描述的。在该技术的一个实例中，单个DNA分子使用可用电子显微

镜区分的金属标记物来标记。然后将这些分子在平坦表面上拉伸并使用电子显微镜成像以

测量序列。

[0082] 根据本发明的实施方案的测序生成多个读段。根据本发明的读段通常包括长度小

于约150个碱基或长度小于约90个碱基的核苷酸数据的序列。在某些实施方案中，读段在约

80和约90个碱基之间，例如约85个碱基长度。在一些实施方案中，本发明的方法应用于非常

短即长度小于约50或约30个碱基的读段。序列读段数据可以包括序列数据以及元信息。如

本领域技术人员已知的，序列读段数据可以以任何合适的文件格式存储，包括例如VCF文

件、FASTA文件或FASTQ文件。

[0083] FASTA最初是用于搜索序列数据库的计算机程序，并且名称FASTA也指标准文件格

式。参见Pearson&Lipman,1988,Improved  tools  for  biological  sequence  comparison,

PNAS  85:2444‑2448。FASTA格式的序列以单行描述开始，接着是序列数据行。描述行通过第

一列中的大于(“>”)符号与序列数据区分开。“>”符号后面的单词是序列的标识符，且该行

的其余部分是描述(都是任选的)。“>”和标识符的第一个字母之间不应有空格。建议文本的

所有行少于80个字符。如果出现以“>”开头的另一行，则序列结束；这表示另一个序列的开

始。

[0084] FASTQ格式是用于存储生物序列(通常是核苷酸序列)及其相应的质量评分的基于

文本的格式。它与FASTA格式相似，但是在序列数据之后具有质量评分。为简洁起见，序列字

母和质量评分都使用单个ASCII字符编码。FASTQ格式是用于存储高通量测序仪器(诸如

Illumina  Genome  Analyzer)的输出的实际标准。Cock等人,2009,The  Sanger  FASTQ  file 
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format  for  sequences  with  quality  scores ,and  the  Solexa/Illumina  FASTQ 

variants,Nucleic  Acids  Res  38(6):1767‑1771。

[0085] 对于FASTA和FASTQ文件，元信息包括描述行而不是序列数据行。在一些实施方案

中，对于FASTQ文件，元信息包括质量评分。对于FASTA和FASTQ文件，序列数据在描述行之后

开始，并且通常使用一些IUPAC模糊代码的子集(任选地带有“‑”)呈现。在优选实施方案中，

序列数据将使用A、T、C、G和N字符，任选地根据需要包括“‑”或者包括U(例如，以表示空位或

尿嘧啶)。

[0086] 在一些实施方案中，至少一个主序列读段文件和输出文件被存储为纯文本文件

(例如使用诸如ASCII；ISO/IEC  646；EBCDIC；UTF‑8或UTF‑16的编码)。本发明提供的计算机

系统可以包括能够打开纯文本文件的文本编辑器程序。文本编辑器程序可以指能够在计算

机屏幕上呈现文本文件(诸如纯文本文件)的内容、允许人员编辑文本(诸如使用监视器、键

盘和鼠标)的计算机程序。示例性文本编辑器包括但不限于Microsoft  Word、emacs、pico、

vi、BBEdit和TextWrangler。优选地，文本编辑器程序能够在计算机屏幕上显示纯文本文

件，以人类可读格式显示元信息和序列读段(例如，不是二进制编码而是使用字母数字字

符，因为它们将用于打印人类书写)。

[0087] 虽然已经参照FASTA或FASTQ文件讨论了方法，但是本发明的方法和系统可以用于

压缩任何合适的序列文件格式，包括例如Variant  Call  Format(VCF)格式的文件。典型的

VCF文件将包括标题部分和数据部分。标题包含任意数量的元信息行，每行都以字符‘##’开

始，以及以单个‘#’字符开始的TAB分隔字段定义行。字段定义行命名八个必填列，而主体部

分包含填充字段定义行定义的列的数据行。VCF格式在Danecek等人,2011 ,The  variant 

call  format  and  VCFtools,Bioinformatics  27(15):2156‑2158中描述。标题部分可被视

为要写入压缩文件的元信息，并且数据部分可被视为行，其中每一行只有在独特时才被存

储在主文件中。

[0088] 本发明的某些实施方案提供了序列读段的装配。例如，在通过比对进行装配时，读

段彼此比对或与参考比对。通过比对每个读段，继而与参考基因组比对，所有读段关于彼此

定位以创建装配体。另外，将序列读段与参考序列比对或映射到参考序列也可以用于识别

序列读段中的变体序列。识别变体序列可以与本文描述的方法和系统组合使用，以进一步

帮助疾病或状况的诊断或预后或用于指导治疗决定。

[0089] 在一些实施方案中，本发明的任何或全部步骤是自动化的。可选地，本发明的方法

可以全部或部分地在一个或更多个专用程序中实现，例如每一个任选地以编译语言诸如C+

+写入，然后以二进制编译和分发。本发明的方法可以全部或部分地作为现有序列分析平台

内的模块或通过调用现有序列分析平台内的功能而实现。在某些实施方案中，本发明的方

法包括响应于单个启动队列(例如，源自人类活动、另一个计算机程序或机器的触发事件中

的一个或组合)而自动调用的多个步骤。因此，本发明提供了其中任何步骤或步骤的任何组

合可以响应于队列而自动发生的方法。自动地通常意味着不介入人类输入、影响或交互(即

仅响应于原始或预先排队的人类活动)。

[0090] 该系统还包括各种形式的输出，其包括主题核酸的准确和灵敏的解释。检索的输

出可以以计算机文件的格式提供。在某些实施方案中，输出是FASTA文件、FASTQ文件或VCF

文件。输出可被处理以产生文本文件或含有序列数据诸如与参考基因组的序列比对的核酸
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的序列的XML文件。在其他实施方案中，处理产生包含坐标或描述主题核酸中相对于参考基

因组的一个或更多个突变的串的输出。本领域中已知的比对串包括简单无空位比对报告

(Simple  UnGapped  Alignment  Report，SUGAR)、详细的有用的标记空位比对报告(Verbose 

Useful  Labeled  Gapped  Alignment  Report，VULGAR)和简要比对信息表达式(Compact 

Idiosyncratic  Gapped  Alignment  Report，CIGAR)(Ning ,Z.等人,Genome  Research  11

(10):1725‑9(2001))。这些串例如在来自European  Bioinformatics  Institute(Hinxton，

UK)的Exonerate序列比对软件中实现。

[0091] 在一些实施方案中，产生包含CIGAR串的序列比对——诸如，例如序列比对图

(SAM)或二元比对图(BAM)文件(SAM格式在例如Li等人,The  Sequence  Alignment/Map 

format  and  SAMtools,Bioinformatics ,2009,25(16):2078‑9中描述)。在一些实施方案

中，CIGAR显示或包括每行一个空位比对。CIGAR是一种报告为CIGAR串的压缩的成对比对格

式。CIGAR串对于表示长(例如基因组)成对比对是有用的。在SAM格式中使用CIGAR串来表示

读段与参考基因组序列的比对。

[0092] CIGAR串遵循建立的基序。每个字符前面是数字，给出事件的碱基计数。使用的字

符可以包括M、I、D、N和S(M＝匹配；I＝插入；D＝缺失；N＝空位；S＝置换)。CIGAR串定义匹

配/不匹配和缺失(或空位)的序列。例如，CIGAR串2MD3M2D2M将意味着，比对包含2个匹配、1

个缺失(为了节省一些空间省略数字1)、3个匹配、2个缺失和2个匹配。

[0093] 如本发明所预期的，上文描述的功能可以使用包括软件、硬件、固件、硬接线或者

这些的任何组合的本发明的系统来实现。实现功能的特征还可以物理地位于各个位置，包

括被分布为使得功能的各部分在不同的物理位置处实现。

[0094] 如本领域技术人员将认识到必要或最适合于执行本发明的方法，本发明的计算机

系统或机器包括一个或更多个处理器(例如中央处理单元(CPU)、图形处理单元(GPU)或二

者)、主存储器和静态存储器，其经由总线彼此通信。

[0095] 图4图示了适于执行本发明的方法的系统701。如图4中示出的，系统701可以包括

服务器计算机705、终端715、测序仪725、测序仪计算机721、计算机749中的一个或更多个，

或其任何组合。每个这样的计算机设备可以经由网络709通信。测序仪725可以任选地包括

或可操作地偶联到其自己的、例如专用测序仪计算机721(包括任何输入/输出机构(I/O)、

处理器和存储器)。另外地或可选地，测序仪725可以经由网络709可操作地偶联到服务器

705或计算机749(例如，膝上型计算机、台式计算机或平板电脑)。计算机749包括一个或更

多个处理器、存储器和I/O。在本发明的方法采用客户机/服务器结构的情况下，本发明的方

法的任何步骤可以使用服务器705来执行，该服务器705包括能够获得数据、指令等的处理

器、存储器和I/O中的一个或更多个，或者通过接口模块提供结果或将结果作为文件提供。

服务器705可以通过计算机749或终端715接合网络709，或者服务器705可以直接连接到终

端715。终端715优选地是计算机设备。根据本发明的计算机优选地包括偶联到I/O机构和存

储器的一个或更多个处理器。

[0096] 处理器可以由一个或更多个处理器提供，包括例如单核或多核处理器中的一个或

更多个。I/O机构可以包括视频显示单元(例如，液晶显示器(LCD)或阴极射线管(CRT))、字

母数字输入设备(例如键盘)、光标控制设备(例如鼠标)、磁盘驱动单元、信号发生设备(例

如扬声器)、加速度计、麦克风、蜂窝射频天线以及网络接口设备(例如网络接口卡(NIC)、
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Wi‑Fi卡、蜂窝调制解调器、数据插孔、以太网端口、调制解调器插孔、HDMI端口、迷你HDMI端

口、USB端口)、触摸屏(例如CRT、LCD、LED、AMOLED、超级AMOLED)、指示设备、触控板、光(例如

LED)、光/图像投影设备或其组合。根据本发明的存储器指的是由一个或更多个有形设备提

供的非瞬时性存储器，所述有形设备优选地包括在其上存储一组或更多组指令的一个或更

多个机器可读介质(例如软件)，所述指令实现本文描述的方法或功能中的任何一个或更多

个。软件还可以在被系统701内的计算机执行期间完全或至少部分地驻留在主存储器、处理

器或二者中，主存储器和处理器也构成机器可读介质。软件还可以经由网络接口设备通过

网络发送或接收。

[0097] 尽管机器可读介质可以在示例性实施方案中被示为是单个介质，但是术语“机器

可读介质”应该被认为包括存储一组或多组指令的单个介质或多个介质(例如，集中式或分

布式数据库、和/或相关联的高速缓存和服务器)。术语“机器可读介质”还应当包括能够储

存、编码或携带指令集的任何介质，其中这些指令集由机器执行或使机器执行本发明的任

何一种或更多种方法。存储器可以是例如硬盘驱动器、固态驱动器(SSD)、光盘、闪存、压缩

盘、磁带驱动器、“云”存储位置中的一个或更多个，或其组合。在某些实施方案中，本发明的

设备包括用于存储器的有形的、非瞬时性计算机可读介质。用作存储器的示例性装置包括

半导体存储器装置(例如EPROM、EEPROM、固态驱动器(SSD)和闪存装置例如SD、微SD、SDXC、

SDIO、SDHC卡)；磁盘(例如内部硬盘或可移动磁盘)；和光盘(例如CD和DVD盘)。

[0098] 在一些实施方案中，本公开内容的方法和系统可以用于诊断疾病或状况，例如癌

症。如本文使用的，术语“诊断”是指技术人员能够估计和/或确定患者是否患有给定疾病或

状况的方法。在一些实施方案中，本发明的方法可以用于疾病或状况(例如癌症)的疾病的

预后。如本文使用的，术语“预后”是指疾病或状况进展的可能性，包括疾病或状况的复发。

在一些实施方案中，本发明的方法可用于评估发展疾病或状况(例如癌症)的风险。例如，本

文描述的方法和系统可用于鉴定与特定诊断、预后或者发展疾病或状况的风险相关的断点

或基因融合。此外，本文所述的方法和系统可用于鉴定与预测的治疗结果相关的断点或基

因融合。因此，所述方法和系统可以用于指导疾病或状况的治疗(例如通过向受试者施用化

合物或剂)或指导用于治疗疾病或状况的药物的制备。

[0099] 如本文使用的，“治疗”疾病或状况是指采取步骤以获得有益或期望的结果，包括

临床结果。有益或期望的临床结果包括但不限于缓解或改善与疾病或状况相关的一种或更

多种症状。如本文使用的，向受试者“施用(administering)”或“施用(administration 

of)”化合物或剂可以使用本领域技术人员已知的多种方法中的一种进行。例如，化合物或

剂可以静脉内、动脉内、皮内、肌肉内、腹膜内、静脉内、皮下、眼部、舌下、经口(通过摄入)、

鼻内(通过吸入)、脊椎内、脑内和透皮(通过吸收，例如通过皮肤导管)施用。化合物或剂也

可以通过可再充装或生物可降解的聚合物装置或其他装置(例如贴剂和泵)或制剂适当地

引入，所述装置或制剂提供化合物或剂的延长、缓慢或控制释放。施用还可以进行例如一

次、多次和/或在一个或更多个延长的时间段内进行。在某些方面，施用包括直接施用(包括

自我施用)和间接施用(包括给药物开处方的行为)。例如，如本文使用的，指导患者自我施

用药物或者由另一个人施用药物和/或向患者提供药物处方的医师正在向患者施用药物。

在一些实施方案中，化合物或剂通过口服例如通过摄入施用至受试者，或者经静脉地例如

通过注射施用至患者。在一些实施方案中，口服施用的化合物或剂处于延长释放或缓慢释

说　明　书 15/16 页

19

CN 108368546 B

19



放制剂中，或者使用用于这种缓慢或延长释放的装置施用。

[0100] 如本文使用的，术语“癌症”包括但不限于各种类型的恶性赘生物，其中大多数可

侵入周围组织，并可以转移至不同部位(参见例如PDR  Medical  Dictionary,第1版(1995)，

其出于所有目的通过引用整体并入本文)。术语“赘生物(neoplasm)”和“肿瘤(tumor)”是指

通过细胞增殖比正常组织更迅速地生长并且在去除引发增殖的刺激之后继续生长的异常

组织。这种异常组织显示部分或完全缺乏结构组织和与可以是良性(例如良性肿瘤)或恶性

(例如恶性肿瘤)的正常组织的功能协调。癌症的一般类别的实例包括但不限于上皮癌

(carcinoma)(源自上皮细胞的恶性肿瘤诸如例如乳腺癌、前列腺癌、肺癌和结肠癌的常见

形式)、肉瘤(源自结缔组织或间充质细胞的恶性肿瘤)、淋巴瘤(源自造血细胞的恶性肿

瘤)、白血病(源自造血细胞的恶性肿瘤)和生殖细胞肿瘤(源自全能性细胞的肿瘤，在成人

中最常见于睾丸或卵巢中；在胎儿、婴儿和年幼儿童中，最常见于身体中线，特别是在尾骨

尖处)、急变性肿瘤(类似未成熟组织或胚胎组织的典型恶性肿瘤)等。意图被本发明涵盖的

赘生物类型的实例包括但不限于与神经组织、血液形成组织、乳房、皮肤、骨骼、前列腺、卵

巢、子宫、子宫颈、肝、肺、脑、喉、胆囊、胰腺、直肠、甲状旁腺、甲状腺、肾上腺、免疫系统、头

和颈、结肠、胃、支气管和/或肾的癌症相关的那些赘生物。在特定实施方案中，可以被检测

的癌症的类型和数目包括但不限于血癌、脑癌、肺癌、皮肤癌、鼻癌、喉癌、肝癌、骨癌、淋巴

瘤、胰腺癌、皮肤癌、肠癌、直肠癌、甲状腺癌、膀胱癌、肾癌、口腔癌、胃癌、实体瘤(solid 

state  tumors)、异质肿瘤、均质肿瘤等。在特定实施方案中，癌症是血液学癌症、肉瘤或前

列腺癌。

[0101] 虽然本文已经显示和描述了本发明的优选实施方案，但对于本领域技术人员将明

显的是，此类实施方案仅通过示例的方式提供。在不偏离本发明的情况下，本领域技术人员

现在将想到许多变化、改变和替换。应当理解，在实践本发明时可以采用本文描述的本发明

的实施方案的各种替代选择。以下权利要求意图界定本发明的范围，并且从而涵盖在这些

权利要求范围内的方法和结构及其等同物。
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