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摘  要 

靶向测序技术在过去二十年得到迅猛发展，其在精准医疗领域已得到广泛的临床应用。本文详细讨论了

靶向测序方法的技术方面，包括PCR富集、杂交捕获和选择性环化等，并深入分析了其在临床肿瘤学、

产前筛查、遗传病、传染病和药物反应分析等方面的应用。此外，本文还着重指出了该领域面临的挑战

和新兴趋势，如数据分析、成本效益和新靶向技术的发展。这篇文章提供了靶向测序技术在现代医学中

的影响和潜力的详细概览。 
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Abstract 
Targeted sequencing technology has experienced rapid development over the past two decades and 
has been widely applied in the field of precision medicine. This article discusses in detail the tech-
nical aspects of targeted sequencing methods, including PCR enrichment, hybrid capture, and selec-
tive circularization, and deeply analyzes their applications in clinical oncology, prenatal screening, 
genetic diseases, infectious diseases, and drug response analysis. Additionally, this paper highlights 
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the challenges and emerging trends in this field, such as data analysis, cost-effectiveness, and the 
development of new targeted technologies, providing a comprehensive overview of the impact and 
potential of targeted sequencing in modern medicine. 

 
Keywords 
Targeted Sequencing, Next-Generation Sequencing, Precision Medicine, Gene Mutation 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

在过去二十年间，测序技术经历了显著的发展，为精准医学和个体化医疗的实现做出了不可忽视的

贡献[1]。这一进步体现在基于测序结果构建的大规模疾病组学数据库和测序解读方法上[2]。随着测序技

术的发展，我们能够更好地理解个体的基因信息，从而实现更精准、更有效的医疗干预。基于个体的基

因组信息，医生可以更准确地诊断疾病，包括传染性疾病、遗传性疾病、肿瘤等[3]。此外，不同个体对

同一药物的反应可能存在差异，这可能与遗传因素有关，通过测序，医生可以识别那些对特定药物有良

好反应的患者，或避免对某些患者使用可能引起严重副作用的药物[4]。通过基因检测，医生还可以了解

个体的代谢特点，从而为患者定制最适合的治疗方案，提高治疗效果，减少副作用，比如对人细胞色素

P450 (CYP)酶相关基因进行测序[5]。如此，精准诊断、药物反应个体化调整以及针对代谢个体差异的定

制治疗逐渐成为临床实践中的重要组成部分。然而，在临床实际应用中，面临的挑战是，医生需根据特

定疾病为病人提供个体化的治疗方案，这要求获取病人特定基因位点的详细信息。鉴于测序基因组覆盖

范围广、相关成本高、数据复杂性大，并且许多基因的临床应用尚不明确，全基因组或外显子组的筛选

在技术上具有挑战性，且并不适合临床场景的需求。相比之下，靶向测序因其高度特异性、高覆盖深度

和低成本等优势，成为更适合临床应用的测序方式[6]。靶向测序技术在诸如肿瘤基因突变检测、药物敏

感性和抗药性检测、遗传性疾病的诊断和筛查、肿瘤异质性评估、微生物组测序、临床试验筛选及液体

活检等方面已经得到了广泛应用[7]。 

2. 靶向测序方法 

2.1. 聚合酶链式反应(PCR)富集测序技术 

PCR 富集测序技术是一种结合了多重 PCR 和高通量测序技术的方法，专注于特定基因、外显子、或

其他基因组区域的测序。多重 PCR 可以在单个反应中使用低至 10 ng 的输入 DNA 扩增数百到数千个不

同的基因组区域以进行测序[8]。然而，单个反应中使用多个引物可能具有局限性，例如，由于引物之间

的干扰，非特异性扩增产物增加以及扩增失败。因此，为了最大限度减少 PCR 反应期间扩增竞争的问题，

发展了基于乳液化学制造包含单个引物对微滴的办法，将引物微滴与基因组 DNA 模板混合后进行热循环

[9]。现在通过微滴 PCR 和下一代测序技术进行靶标富集已成为常规技术，并且是 RainDance Technologies
等商用技术的基础[10]。 

2.2. 杂交捕获测序技术 

杂交捕获测序技术是一种结合杂交和高通量测序的方法。利用探针与目标序列结合，形成复合物进
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而实现目的区域的富集，它可以实现靶序列的均匀覆盖和良好的重复性。目前有两种常见的杂交捕获方

法：固相杂交和液相杂交。固相杂交是利用由与感兴趣区域或捕获探针互补的序列组成的寡核苷酸微阵

列。基于这种原理，Albert 等开发了高密度寡核苷酸微阵列捕获技术，实现了高通量测序技术识别序列

变异的目的[11]，能对 98%的全基因外显子进行测序。然而该方法捕获的最适长度是 500 bp 的 DNA 片段，

限制了某些外显子的富集(外显子中位大小约为 170 bp)。另一向研究中，Hodges 等开发了 NimbleGen 阵

列，这些阵列能富集 99%的目标外显子序列，潜在的偏差来源于大外显子和高 AT 含量外显子的代表性

不足[12]。与固相杂交捕获相比，液相杂交反应在液相中进行，杂交的引物与样本 DNA 结合形成引物–

目标 DNA 复合物，通过特定的分离步骤，实现对目标 DNA 的富集。相比固相杂交捕获技术，液相的优

势包括均匀覆盖、适用于复杂基因组区域和样本处理难度低。Illumina、NimbleGen 和 Sureselect 都发展

了全外显子组测序的液相杂交体系[13]。 

2.3. 选择性环化探针捕获测序技术 

选择性环化探针是单链 DNA 分子，其具有与靶区侧翼区域互补的两个序列，并通过接头序列分离

[14]。只有当探针与靶序列结合，产生可以通过 PCR 选择性扩增的环状分子时，侧翼序列之间的间隙才

会闭合。靶向不同区域的多个探针可以组合成多重反应，并且探针可以被生物素化以促进捕获[15]。然后

可以使用连接区中的通用引物序列扩增一组中的所有探针。平台特异性测序适配器可以添加到探针中，

或作为二次 PCR 步骤，以允许下游高通量测序。非环状 DNA 片段可以用核酸外切酶消除。环化探针的

优点是测序引物可以作为探针的一部分加入，从而消除了对额外制备步骤的需要。Hardenbol 等人[16]描
述了在单个多重反应中使用选择性环化探针对多达 12,000 个 SNPs 进行基因分型。Turner 等人[17]通过延

长杂交和间隙填充孵育时间以及增加探针和连接酶浓度，证明了捕获效率和杂合等位基因采样能力的提

高。这些改进捕获了 98%的靶标，但只有 75%的靶向碱基具有足够的基因分型覆盖率。这种性能比基于

PCR 或杂交捕获的方法差[18]。 

3. 应用场景 

3.1. 临床肿瘤学 

癌症中的特征性基因组畸变识别已成为精准医学的核心部分。导致癌症的基因组变异种类繁多，如

血液及实体恶性肿瘤中的单核苷酸变异(SNV)、小插入/缺失变异(InDel)、拷贝数变异(CNV)和融合基因。

临床上对肿瘤遗传特征的迫切需求导致了基因检测的激增，出于成本效益和操作可行性的考虑，以 FDA
批准的 FoundationOne [19]和 MSK-IMPACT [20]等为代表的靶向测序技术，仍然是肿瘤学实践中的主流

应用。近年来，临床领域见证了大量肿瘤定制 Panel的设计和开发，例如，Shi Zonggao等[21]开发的ActSeq，
主要针对实体瘤和白血病中 141 个癌症基因。Xie Chunbao 等[22]为多发性骨髓瘤设计了一个覆盖 400 个

基因的定制 Panel。目前，针对肺癌的 Oncomine CDx 在日本已被批准用于肺癌的常规分子检测，同时，

NCC OncoPanel和FoundationOne CDx也在日本获得了认可和使用[23]。靶向测序技术对肿瘤的早期诊断、

个体化治疗、预后评估等方面起到了重要的作用[24]。不仅促进了精准医学在临床实践中的应用，也为临

床肿瘤学开启了新的可能。 

3.2. 产前筛查与诊断 

基于靶向测序的无创产前筛查(Non-Invasive Prenatal Screening, NIPS)手段进行产前筛查和诊断，几乎

没有风险，准确性、信息量和时间效率都相比传统的方法更具优势[25]。母体的血浆或血清中可检测到胎

儿 DNA，NIPS 通过分析母体血浆或血清中的循环胎儿 DNA 来确定子宫内胎儿基因组状态。靶向测序技
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术在其中发挥了重要的作用。例如，Maryam Rafati 等[26]使用包含 316 个基因的靶向测序 Panel 检测遗

传性眼病变异，证明了其有效性。Zhang Jinglan 等[27]设计的由 30 个基因组成的靶向测序 Panel，旨在检

测多种孟德尔单基因疾病，在对 422 例妊娠进行 NIPS 检测后，该 Panel 展示了 20 例真阳性、127 例真阴

性、0 例假阳性和 0 例假阴性的结果，这表明使用靶向测序 Panel 进行 NIPS 能够精确识别胎儿的单基因

疾病。此外，还有其他如 Mohan 等[28]的研究，支持使用靶向测序技术作为单基因疾病安全且早期的产

前筛查工具。 
目前，一些主要生物技术公司，如 Sequenom、Aria Diagnostics、Illumina 等，已经推出了不同的 NIPS

靶向测序 Panel，用于筛查胎儿中可能存在的某些遗传病或先天性异常[29]。 

3.3. 遗传性疾病 

靶向测序技术已经在多种遗传性疾病的检测中显示出高效性，例如免疫缺陷、骨髓衰竭综合征、耳

聋、神经系统疾病、结缔组织疾病、心肌病等[30]，针对不同基因组合的靶向测序通常是遗传性疾病检测

的第一线。William Kermode 等[31]用一个由 120 个原发免疫缺陷病相关基因组成的 Panel 来检测常见变

异免疫缺陷病，确认了其是一种高效的检测工具。Huang Xinwen 等[32]设计了一种针对 74 种新生儿先天

性疾病的靶向测序 Panel，它在 287 个已知突变样本中的准确率高达 99.65%。家族性高胆固醇血症(FH)
是最常见的遗传性疾病之一，预计全球只有不到 1%的人口确诊，为此，Wang Hao 等[33]设计了一个专

门针对 20 个与 FH 相关基因的靶向测序 Panel，并已成功在 208 个可能或确定的 FH 先证者中进行了应用。

靶向测序方法不仅提高了对遗传性疾病的诊断能力，还有助于疾病的早期筛查和家族遗传风险评估。这

为患者提供了更全面的遗传咨询和医疗建议，同时也推动了疾病机制的深入研究，为未来的治疗方法和

预防提供了基础。 

3.4. 传染性疾病 

靶向测序技术被广泛应用于传染性疾病中的多个领域，包括病原学筛查、药物敏感性评估、临床研

究以及疫苗研发等。针对不同的传染病，研究者可定制出不同的 Panel，如 Leber [34]等开发的多重体外

诊断 Panel-FilmArray Respiratory Panel 2 (RP2)，可直接从鼻咽拭子样本中同时快速检测 22 种病原体。

Hernandez-Neuta 等[35]设计了一个针对 2 个细菌属、21 个细菌和 6 个真菌物种以及 7 个抗菌素耐药性标

记物(AMR)的靶向测序 Panel，结果表明，该 Panel 对宿主 DNA 中的病原体 DNA 目标具有高度特异性和

稳健的检测能力，并且能够准确识别血培养样本中的病原体和 AMR。 
食源性病原体可造成广泛的健康问题和经济损失，当前迫切需要一种有效的方法来检测食源性病原

体以预防食源性疫情，靶向测序 Panel 在微生物学中也展现出实际应用价值，尤其是在食品安全检查、

食源性疾病调查等方面。已有一些实验室开发并评估了针对特定病原体的定制 Panel，如 Dong-Geun Park
团队[36]开发的靶向测序 Panel，用于发酵食品中病原体多重检测和鉴定，其针对来自五种致病性大肠杆

菌、单核细胞增生李斯特菌和鼠伤寒沙门氏菌的 13 个特定毒力因子基因。此外，Dong-Geun Park 团队为

检测和鉴定农业废水中食源性病原体，也设计并开发了另一种靶向测序 Panel [37]，其针对六种目标病原

体(蜡样芽孢杆菌、小肠结肠炎耶尔森菌、金黄色葡萄球菌、霍乱弧菌、副溶血弧菌和创伤弧菌)的 18 个

特定毒力因子基因。这些定制 Panel 的设计和开发，在食源性疫情的溯源和防控中具有重大的应用潜力。 

3.5. 药物反应性 

靶向测序技术能够精确评估药物代谢酶的基因多态性、药物靶点变异和不良反应风险，甚至有助于

药物剂量优化和新药研发。PGRNseq [38]和 ClinPharmSeq [39]是两种定制 Panel，分别针对 84 个和 59 个
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与药物遗传学表型相关的基因，旨在研究药物反应与遗传变异的联系。这两个 Panel 在药物基因组学研

究和临床的多个领域均有应用，如药物遗传学研究、临床药物基因组学等，为那些希望深入了解药物基

因遗传变异及其对药物反应和个体化医疗的影响的研究者提供了重要的工具。药代动力学(PK)相关基因

的遗传变异是预测或解释个体对药物反应的实用药物遗传学生物标志物，Koya Fukunaga 等[40]开发的

Pkseq 基于多重 PCR 技术，能对 37 种药物转运蛋白、30 种细胞色素 P450 亚型、10 种 UDP-葡萄糖醛酸

基转移酶、5 种含黄素单加氧酶、4 种谷胱甘肽 S-转移酶、4 种磺基转移酶和 10 个其他基因进行靶向测

序，从而识别可能影响药物代谢、药物反应及其潜在的不良反应的遗传变异。为检测结核分枝杆菌对 14
种常用抗结核药物的敏感性，Wu Shenghan 等[41]开发了一个靶向测序 Panel 来预测耐药性。通过深入探

索基因与药物相互作用的关系，靶向测序技术已经在医学领域中展现出其不可或缺的价值。 

4. 技术挑战和发展趋势 

靶向测序的技术挑战和发展趋势可以归纳为三个主要方面：技术分析、成本与效率以及新兴技术的

探索。在技术分析方面，由于靶向测序产生的数据量庞大，对高效的数据分析算法和工具的需求日益增

长。这推动了人工智能和机器学习等先进技术在数据处理和解读方面的应用，从而提高诊断和治疗策略

的精准性[42] [43]。在成本与效率方面，尽管靶向测序的成本已相对于全基因组测序有所下降，但为了更

广泛的应用，仍需不断提高其技术效率和降低成本，使其更广泛应用于各个领域[44]。最后，新的靶向技

术和方法的不断涌现，如单细胞靶向测序、纳米孔测序等，为靶向技术的不断发展和应用提供了新的方

向[45] [46]。 
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