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体系变异分类

根据专业调查，文献综述和工作组主题专家共识的结果，提出了一种基于体细胞序列变异的临
床意义进行分类的四类系统：

tier I
variants with strong 

clinical significance;

tier IV
variants deemed 

benign or likely 

benign.

tier II
variants with 

potential clinical 

significance

tier III
variants of 

unknown clinical 

significance;

强临床意义 潜在临床意义 临床意义未明 良性或疑似良性
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报告内容调研

图1 AMP对NGS技术及NGS结果解读的调研
A: MAF阈值. B: 变异分类数目 C:报告中是否包含治疗性建议 . D: 报告中是否包含潜在的生殖细胞突变. 

E: 报告是否包含变异等位频率Variant allele frequency (VAF) F: 报告是否包含基因组坐标
G: 报告是否包含转录本ID(Transcript accession) H: 报告是否包含不符合质控的基因/区间

通过对44个完成调研的机构情况进行梳理，发现不同实验室在检测组织类型、检测基因数量、
是否检测肿瘤组织全外显子组或全基因组、以及其他细节方面都存在较大差别，
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Databases

1. Genomic Databases

2. Reference Sequence Databases

3. Population Databases

4. Cancer-Specific Databases

5. Constitutional Variant Databases

6. Internal (Laboratory-Generated) Databases

Databases

http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Genomic-Databases
http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Reference-Sequence-Databases
http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Population-Databases
http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Cancer-Specific-Databases
http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Constitutional-Variant-Databases
http://www.ben-air.cn/2021/02/19/Standards-and-Guidelines-for-the-Interpretation-and-Reporting-of-Sequence-Variants-in-Cancer/#Internal-Laboratory-Generated-Databases


©2020 BGI All Rights Reserved.

Genomic Databases

1. 了解数据库的内容以及如何汇总数据。临床实验室应查看与给定数据库有关的文档或公开文献，以确定数据
库的来源，类型和意图

2. 特别注意每个数据库的限制，以避免对注释结果的过度解释。

3. 确认人类基因组装配的版本以及mRNA转录本参考，以确保适当的人类基因组变异学会（HGVS）注释。

4. 尽可能使用基因组坐标而不是HGVS命名法来明确查询基因组数据库。

5. 根据出版物或其他数据库的来源，单个或多个特定条目的数量，研究的深度，使用适当的对照，确认变异的

体细胞来源，评估提供的基因组数据的质量以及功能和潜在药物反应研究。
6. 验证所提供病理诊断的数据质量（例如，地点，诊断和子类型

The Cancer Genome Atlas, 

Therapeutically Applicable Research to Generate Effective Therapies, 

Cancer Genome Characterization Initiative (https://gdc.cancer.gov). 

Catalog of Somatic Mutations in Cancer (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

数据库增长非常快，原则上，使用应该遵循如下规则：

随着越来越多的针对各种肿瘤类型的大规模基因组测序项目的发布，全球正在产生大量的基因组信息并将其整
合到许多公共数据库中
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Reference Sequence Databases

一些常用资源包括：

•RefSeq（国家生物技术信息中心参考序列数据库，https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq）

•Ensembl（http://www.Ensembl.org）

•Locus Reference Genomic （https://www.lrg-sequence.org）

参考序列数据库提供有关人类基因组装配版本的信息以及相关信息，

例如基因组坐标，以明确表示序列变异。

例如mRNA转录本的登录和版本（例如，BRAF NM_004333.4）和外显子边界定义，对于产生变异的正确
HGVS命名法至关重要。

变异位置图谱（编码，非编码，非翻译区和剪接位点）和链信息（正链和负链）可以通过和这些数据库进
行比较获得。

http://www.ensembl.org/
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Population Databases

在解释体细胞变异时，必须谨慎使用这些数据库，因为在参与研究时，假定参与这些测序研究的

个体是健康的或没有亚临床疾病。确实，一些众所周知的经典癌症相关的和可靶向的体细胞变
异已作为种群数据库的胚系变异包括在内。

例如，变异NM_004972.3（JAK2）：c.1849G> T（c.V617F）通常被看作是叶绿体增生的体细
胞变异体肿瘤，可以用FDA批准的Janus激酶（JAK）抑制剂靶向。它也包含在多个人群数据库中。

在评估可能的血液系统恶性肿瘤时应格外小心，因为白血病和骨髓增生异常综合症中的许多常见
突变基因也可能在其他健康个体的血液中发生体细胞突变，因此可能被错误地注释为多态性。

这些数据库提供了有关大量特定人群中给定基因座上替代（次要）等位基因频率的全面信息。这些数
据库通常用于根据次要等位基因频率（MAF）的任意临界值筛选出被认为是多态/良性的变异。

目前尚无用于去除多态或良性变异的MAF的标准临界值。在没有正常组织配对的情况下，工作组建
议使用1％（0.01）作为主要阈值。尽管全球人的MAF最常用，但实验室May考虑特定的患者人群。
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Cancer-Specific Databases

这些数据库提供了有关不同癌症和亚型中基因变异的发生率和普遍性的信息，对其他基因组数据库的交叉
引用以及对已发表或未进行系统综述的文献的引用，细胞途径，靶向疗法，临床试验 以及结果数据。

从这些数据库中提取的不同癌症中的序列变异体的普遍性和分布，应谨慎解释，因为病理诊断标准的代表
性较差，缺乏临床级别的文献管理以及提交变异体的来源控制不严（例如，探索性或 发现研究）。

例如，这些数据库中包括一些常见的胚系良性变异，例如 the Catalog of Somatic Mutations in Cancer 

database 中的NM_000222.2（KIT）：c.1621A> C（p.M541L）。
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Constitutional Variant Databases

这些数据库也可用于评估在这些数据库中报道了经过充分研究的种系对应物的体细胞变异（例如，TP53和
PTEN基因中的某些变异）。

一个常用的数据库是ClinVar（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar）。

ClinVar处理所有种类的稀有种系变异，例如病原体和良性，并在可用时提供相关的临床和实验证据。专家小组
对ClinVar中的某些变异进行了有关其致病性的审查。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
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Internal (Laboratory-Generated) Databases

需要强调的是，临床实验室应该建立一个标注良好的内部数据库，以跟踪实验室中识别出的变异并提
供一致的变异注释。

这样的数据库可用于识别可能由测序比对等引起的潜在假阳性检出，以及确定实验室通常遇到的癌症
类型的突变频率。我们强烈鼓励体细胞变异数据共享，并敦促临床实验室将精心挑选的变异体贡献到
公共变异数据库中，以促进对体细胞变异体的准确解释。

但是，此类提交过程应标准化并符合联邦隐私法规，满足相关法规（the Health Insurance Portability 

and Accountability Act and the Health Information Technology for Economic and Clinical

Health Act.） 。
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In Silico (Computational) Prediction Algorithms

错义和剪接位点预测工具具有中等的特异性（大约60％至80％），并且倾向于过度预测有害影响。

错义变异对蛋白质
功能的影响的预测

序列变异对剪接的影响

预测软件整体可
以分为两大类
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Variant Identification and Annotation

变异检测是一切解读分析的起点。 有许多变异检测软件工具可以满足一种特定的检测，例如SNV，
插入缺失，结构变异和CNV 。

Variant caller Location (URL)

MuTect v1.1.555 https://www.broadinstitute.org/cancer/cga/mutect

Genome Analysis Toolkit (GATK) –

MuTect v2

https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/tooldocs/org_broadinstitute_gatk_tools_walkers_can

cer_m2_MuTect2.php

VarScan 256 http://dkoboldt.github.io/varscan/

VarDict57 https://github.com/AstraZeneca-NGS/VarDict

Sterlka58 https://sites.google.com/site/strelkasomaticvariantcaller/

FreeBayes59 https://github.com/ekg/freebayes

Scalpel60 http://scalpel.sourceforge.net/

Pindel61 http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/

SAMtools62 http://samtools.sourceforge.net/

Torrent Suite Variant Caller https://github.com/iontorrent/TS

SomaticSniper63 http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/

了解变异检测工具的局限性很重要。 一些重要指标如 supporting reads (depth of coverage) and variant allele 

frequency (VAF)，应纳入变异体评估中。 变异检测结果需要输出到标准的格式：vcf、gvcf、gff。

https://www.broadinstitute.org/cancer/cga/mutect
https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/tooldocs/org_broadinstitute_gatk_tools_walkers_cancer_m2_MuTect2.php
http://dkoboldt.github.io/varscan/
https://github.com/AstraZeneca-NGS/VarDict
https://sites.google.com/site/strelkasomaticvariantcaller/
https://github.com/ekg/freebayes
http://scalpel.sourceforge.net/
http://gmt.genome.wustl.edu/packages/pindel/
http://samtools.sourceforge.net/
https://github.com/iontorrent/TS
http://gmt.genome.wustl.edu/packages/somatic-sniper/
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Variant Identification and Annotation

GVCF和VCF的最大区别是在于GVCF文件
会记录所有的点，包括哪些没有突变的点。

在GVCF模式下，那些没有变异的点会形成
一个未变异块，non-var block record。

VCF VS  gVCF

我们需要确定vcf的Info列所包含的具体
信息内容：
DP，AD，DP4等等。
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Variant Identification and Annotation

Software Location (URL)

Annovar64 http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/

snpEff65 http://snpeff.sourceforge.net/

SeattleSeq http://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation138/

AnnTools66 http://anntools.sourceforge.net/

NGS-SNP67 https://www.ualberta.ca/~stothard/downloads/NGS-SNP/

VEP (Variant Effect Predictor)15 http://useast.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html

为了进一步的临床解释，需要对变异进行进一步的基因注释，为变异添加有意义且易于识别的注释信息，
( gene symbol, variant location, variant type, HGVS nomenclature for cDNA sequence changes, and 

predicted protein sequence alterations)。这些注释内容可以参考如下软件进行：

一个重要挑战就是将基因组坐标（即染色体和位置）转换为相应的cDNA /氨基酸坐标系统（分别为c.和p.syntax）
以进行解读。

HGVS系统建议使用右对齐表示法，但VCF规范要求使用左对齐表示法。
存在多个转录本时，必须使用正确的mRNA转录本编号和版本信息，以确保变异描述的准确和一致

http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/
http://snpeff.sourceforge.net/
http://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation138/
http://anntools.sourceforge.net/
https://www.ualberta.ca/~stothard/downloads/NGS-SNP/
http://useast.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
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Variant Identification and Annotation

肿瘤变异注释阶段常用
的一些数据库信息
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Proposed Guideline for Evidence-Based 
Categorization of Somatic Variants

临床影响应包括治疗，预后，诊断和预防措施。给定变异的临床影响应根据当前可获得的证据确定。

基于变异分类的证据在临床决策中的重要性，可以对其进行不同的权衡。

在文献综述和工作组共识的基础上，我们建议将临床和实验证据分为四个级别：
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Proposed Guideline for Evidence-Based 
Categorization of Somatic Variants

解读 分类 和 临床和实验证据 分级 之间的对应关系：



©2020 BGI All Rights Reserved.

Proposed Guideline for Evidence-Based 
Categorization of Somatic Variants 分类标准
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Proposed Guideline for Evidence-Based 
Categorization of Somatic Variants 分类标准

截图自前端培训PPT。
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Germline Variants Identified during Cancer Testing

大多数遗传变异，是传代下来的，并且通常在100％的细胞中具有该变异体，导致等位基因分数为0.5或1.0。
体细胞变异是在出生后获得的，通常是由于DNA复制或修复错误或环境污染引起的。体细胞变异的等位基
因分数通常<0.5，因为存在污染的正常组织，即使在表面纯净的肿瘤样品中也是如此。

实验室必须正确识别可能与诊断，预后，治疗干预和/或临床试验选择有关的体细胞突变，并且不得将高频
体细胞突变错误识别为种系（高频 ≠ 胚系变异），因为这可能具有重大的临床意义。

当分析中未包括匹配的对照时，实验室应具有可用于推断变异为体细胞生殖细胞的标准。指定胚系的主要
标准是VAF，对于杂合变种应为大约50％，对于纯合变种应为100％。由于变异等位基因的序列同源性缺失，

某些胚芽变体（例如大插入缺失）可能导致正常等位基因的偏好扩增（在基于扩增子的测试中）或捕获
（在基于捕获的测试中），导致胚系变异的VAF最终小于50%。

当在已知的癌症易感综合征基因（例如，TP53或BRCA1）中检测到表观生殖细胞变异时，有关疾病发作年龄的临床
信息（年轻人与致癌基因中遗传性生殖系突变的风险较高相关） ，肿瘤的侧面性（更可能遗传双侧肿瘤）以及癌症
的家族史或个人病史可以帮助确定癌症易感性的可能性。还可以参考相关数据库：人类在线孟德尔遗传， Human 

Gene Mutation Database ，ClinVar和locus-specific databases。

生殖系变种的解释应遵循ACMG / AMP标准和解释生殖系序列变体的指南。当仅在肿瘤试验中怀疑有致病性生殖系
变体时，应建议使用正常组织样本确认该变体，并进行适当的遗传咨询。
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Nomenclature

所有检测到的遗传变异均应按照HUGO基因命名委员会的指定进行注释和报告:

基因名参考 ：HGNC :http://www.genenames.org

变异写法参考：HGVS，http：//www.hgvs.org

SNV和插入缺失应使用p.和c. 符号进行报告（例如，BRAFp.V600E，c.1799T> A）。

SV，列出两个融合的基因伴侣之间用斜杠分隔（例如，EML4 / ALK fusion）。

CNV应以表格形式报告为拷贝数GAIN或LOSS。

如果适用，可以包括基因/基因组基因座的基因组坐标。
可以在适当的时候报告数字拷贝数的变化[例如，EGFR拷贝数GAIN（拷贝数比25）； CDKN2A拷贝数LOSS]。

使用标准术语不会超过与临床团队进行清晰明确沟通的需要。根据需要，除了标准术语外，还应包括口语命名法，
以便医生阅读报告并使用它们来确定治疗时向医生清晰地传达含义。例如，TERT启动子变体的报告可以为1-

124C> T（ HGVS命名法，然后是括号中的口语命名法（TERTC228T）。使用HGVS命名法报告基因组变体以明
确将变体重新映射到参考基因组，而口语命名法则向临床团队传达了明确的信息。
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Other Reporting Elements

除了检测到的变体之外，报告还应包含其他一些元素，这些元素可能与更深入的结果分析或与随时间推移从
该患者获得的其他结果进行比较有关，例如基因组座标，基因组构建和转录参考序列（ 例如NM_004333.4），
前提是此信息不会损害患者和临床提供者解释该报告中与之直接相关的基本要素的能力。

本节或对结果进行扩展说明的另一节中，远离顶部结果。应评估等位基因分数（VAF）和覆盖率，并在适当
时包括在报告中。该报告应包括所用NGS测定的测序覆盖率临界值。在报告中应声明所有未满足最低要求的
测序覆盖率标准的基因和/或热点均已失败。

报告不应仅限于肯定的发现。 I类药物/癌症组合应包括相关的阴性结果（例如，肺癌患者中明确缺乏EGFR突
变或黑色素瘤患者中明确缺乏BRAF突变）。如果存在不确定性， 必须在报告中进行沟通；这包括序列质量，
样品充分性，肿瘤含量和生物医学知识的问题。

目前质控都是整体芯片层面的，在指南中指出，应该声明为满足测序
要求的基因/热点信息。这部分可以添加上。来提高结果的可靠性。
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Reporting of Germline Variants

当不使用成对的种系样品时，NGS分析不能区分种系和体细胞变体，测序结果可能包含这两个发现。
在这种情况下，可以用免责声明报告使用的NGS测试不能明确区分胚系和体细胞变异。在某些情况下，
可能会怀疑胚系变异（例如MAF 40％至60％）。

然而，这种解释应谨慎进行，并与肿瘤细胞数量有关。如果怀疑胚系变异，如果在适当的患者同意后
临床上有指示，可以建议对患者胚系样本（例如，实体瘤患者的血液）进行测试。报告中应包含一份
声明，说明在体细胞和胚系变化之间进行区分的方式，并在适当情况下指示仍存在不确定性。

先单样本后补胚系的建议报告方案：

•将包含胚系样品发现的结果发布到癌症报告的附录中，

•在胚系报告中单独发表一份关于胚系变体的报告，并附上唯一的解释性声明，并在初始癌症报告中添
加一份附录。

•作为单独的胚系报告和另外的单独报告发布，该报告整合了癌症和胚系样品的结果。
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