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摘 要：【目的】本研究通过第二代高通量测序（NGS）检测配对骨肉瘤转移灶和原发灶标本，分析骨肉瘤原发

灶与转移灶的基因图谱差异，以期发现促进骨肉瘤发生和转移的相关分子及可能机制。【方法】12例转移患者的原

发灶与转移病灶肿瘤组织样本，使用第二代高通量测序（NGS）进行检测，其中 9对 panel检测（678个基因）以及 3对
全外显子检测（WES），分析比较骨肉瘤原发灶与转移灶的基因图谱差异：基因拷贝数变异通过EXCAVATOR检测；

DNA层面的融合突变通过Lumpy检测；RNA层面的融合突变通过Defuse + STAR-Fusion，并通过Circos图显示突变

的分布；Metascape用于分析差异基因的 GO和 KEGG信号通路富集；使用Pyclone+Citup / LICHEE进行克隆进化分

析。【结果】骨肉瘤基因总体突变模式主要以基因扩增为主，主要包括FLCN（37.5%），GID4（37.5%），TP53（33.3%），

ATRX（25%），CALR（25%），CCND3（25%），CCNE1（25%），NOCR1（25%），TFEB（25%），VEGFA（25%）等基因。GO
聚类结果提示细胞周期通路突变频率最高。KT1、PLCG2、EGFR这 3个基因在转移灶显著富集的信号通路中多次

出现，可能与骨肉瘤的转移密切相关。转移灶肿瘤负荷突变（TMB）频率显著高于原发灶（P=0.013）。3例进行WES
检测的转移患者均呈现线性克隆进化，提示骨肉瘤转移基因的突变可能呈次序性累积。同时我们确定了可能在骨

肉瘤进展中发挥作用的新候选基因，包括PLCG2、MYO15A与PEX6。【结论】骨肉瘤发生与转移的基因突变模式主

要以基因扩增为主，骨肉瘤患者肿瘤负荷突变频率在转移灶中显著高于原发灶，转移患者存在相互关联的线性基

因克隆进化。本研究发现了可能在骨肉瘤进展中发挥作用的3个新基因PLCG2、MYO15A和PEX6。
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Abstract：【Objective】The purpose of this study was to explore the difference in expression of gene between the osteo⁃
sarcoma metastasis and primary specimens through NGS detection，in order to find the molecular mechanism of inducing
osteosarcoma occurrence and metastasis.【Methods】Next generation sequencing（NGS）was used to detect the tumor tissue
samples of paired primary and metastatic lesions in 12 patients with metastasis，including 9 pairs of Panel detection（678
genes）and 3 pairs of whole exon detection（WES）. Copy number variation was detected by Excavator. DNA mutations
were detected by Lumpy fusion，and RNA mutations were detected with Defuse + Star fusion. The distribution of mutations
was shown by Circos. Metascape was used to analyze the enrichment of Go and KEGG signal pathways of differential genes.

·临床研究·

收稿日期：2022-05-06
基金项目：国家自然科学基金（81001194）
作者简介：许明贤，硕士，研究方向：骨肿瘤，E-mail：hsumingxian@foxmail.com；邹昌业，通信作者，主任医师，研究方向：骨肿瘤，

E-mail：zouchy@mail.sysu.edu.cn



第43卷中山大学学报（医学科学版）

Pyclone+Citup/LICHEE was used for clonal evolution analysis.【Results】The most frequent gene mutation mode of osteo⁃
sarcoma was gene amplification，high-frequency mutation genes were FLCN（37.5%），GID4（37.5%），TP53（33.3%），

ATRX（25%），CALR（25%），CCND3（25%），CCNE1（25%），NOCR1（25%），TFEB（25%），VEGFA（25%），and the muta⁃
tion frequency of cell cycle pathway was the highest. KT1，PLCG2 and EGFR were closely related to the metastasis of os⁃
teosarcoma. The frequency of tumor mutation burden（TMB）in metastatic lesions was significantly higher than primary le⁃
sions（P = 0.013）. Three patients detected by WES showed linear clonal evolution，suggesting that the mutations of osteo⁃
sarcoma metastasis genes may be accumulated sequentially. We identified new candidate genes that may play an important
role in the progression of osteosarcoma，including PLCG2，MYO15A and PEX6.【Conclusions】The most frequent gene
mutation pattern of osteosarcoma occurrence and metastasis is gene amplification，and the frequency of tumor mutation bur⁃
den（TMB）in metastatic lesions is significantly higher than that in primary lesions. There is an interrelated linear gene
clonal evolution in patients with metastasis. This study suggests that PLCG2，MYO15A and PEX6 may play an important
role in the progression of osteosarcoma.

Key words：osteosarcoma；lung metastasis；NGS；gene map；gene mutation
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（6）：985-994］

骨肉瘤是儿童与青少年最常见的原发恶性骨

肿瘤，初诊未发生转移骨肉瘤患者，经过标准的多

药联合化疗以及手术整块切除，术后总体生存率约

70%；对于早期诊断时即发生转移的患者，常常提

示预后不良，总体生存率仅约 25%［1-2］。研究表明，

骨肉瘤原发灶肿瘤与转移灶肿瘤在一些关键基因

的突变具有显著性差异［3-5］。骨肉瘤基因组学的特

点是基因组的复杂性和不稳定性，富含重排和体细

胞拷贝数改变，因此难以确定用于开发靶向治疗的

预后标志物和遗传驱动因素。二代测序技术

（NGS）使包括癌症基因组图谱（TCGA）和国际癌

症基因组联盟（ICGC）在内的全球癌症基因组测

序联合项目能够对超过 50 000个癌症基因组进行

测序和分析，同样，癌症体细胞突变目录（COS⁃
MIC）总结了超过 100万个癌症样本中的编码突

变，并确定了许多促进癌症形成的复发性遗传事

件［6-8］。随着二代测序技术（NGS）的广泛应用，从

基因组层面对骨肉瘤发生和转移的基因变异的图

谱分析成为可能。肿瘤遗传图谱已被证明可用于

诊断、预后和个体化治疗选择，用于各种常见和罕

见的癌症［9-12］。在本研究中，我们收集 12例骨肉瘤

肺转移患者的原发灶与转移病灶肿瘤组织样本，通

过二代高通量测序（NGS）进行检测分析对比基因

图谱差异，以期寻找与骨肉瘤发生与转移相关的基

因，为进一步研究骨肉瘤的发生发展、预后评估和

基础研究提供新的思路方向。

1 材料与方法

1.1 样本选择与基因组提取

肿瘤组织及外周血标本取自中山大学附属第

一医院骨与软组织肿瘤外科。标本的获取及检测

均经患者知情同意，并签署同意书。相关研究符合

中山大学附属第一医院伦理规范。DNA使用

QIAamp DNA FFPE Tissus Kit柱法提取，RNA使用

miRNeasy FFPE 试剂盒（217504，Qiagen，Hilden，
Germany）提取用于第二代高通量测序（NGS）测

序［9］，其中 3对进行WES检测和 9对进行 panel检测

678个基因，678个肿瘤相关基因依据OncoKB（pre⁃
cision oncology knowledge base）数据库［13］发表的肿

瘤相关基因进行检测。

患者纳入标准：①确诊为骨肉瘤患者；②患者

存在转移；③双病灶标本经病理诊断确认骨肉瘤，

且肿瘤细胞含量超过 80%，送检第二代高通量测序

（NGS）。

1.2 数据处理

根据单核苷酸变异、小片段基因的插入或缺

失、基因的重排与融合以及基因拷贝数变异变化

对 12名骨肉瘤患者的变异进行计数（表 1）。使用

Pyclone+Citup/LICHEE进行克隆进化分析。Circos
图标注突变位点的分布。Metascape 软件进行 GO
分析和 KEGG 信号通路富集分析。使用Wilcoxon
秩和检验，P<0.05被认为具有统计学意义。
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2 结 果

2.1 骨肉瘤基因图谱分析

在本研究中，纳入 12对临床患者骨肉瘤样本

（其中 9对 Panel检测以及 3对进行WES检测）。纳

入 12例患者平均年龄 13.3岁（10~21）岁，均为初诊

Enneking Ⅱ 期患者，其中 2例发生骨转移，10例肺

转移。截至最后随访日期，12例患者平均无病生

存期 13.6个月（3~22）月，平均总体生存期 24.8个月

（7~52）月，11例患者存活，1例患者死亡（表2）。

通过检测患者对照血液样本中的白细胞并过

滤胚系突变，从而得到 12例患者的体细胞突变。

对匹配病灶的基因突变模式进行分析，骨肉瘤体细

胞突变主要以基因扩增为主，转移灶替代与截断突

变类型比例大于原发灶，基因突变不同类型及比例

（图 1）。进一步筛选出骨肉瘤原发灶以及转移灶

突变前 100的基因（图 2）。骨肉瘤原发灶和转移灶

中共有高频突变基因，主要包括：FLCN（37.5%），

GID4（37.5%），TP53（33.3%），ATRX（25%），CALR
（25%），CCND3（25%），CCNE1（25%），NOCR1
（25%），TFEB（25%），VEGFA（25%）。但转移灶以

FLCN（41.3%）、GID4（41.3%）、CCNE1（25%）、KDR
（25%）、KIT（25%）、PDGFRA（25%）、LYN（25%）、

PREX2（25%）等基因扩增频率更高（图3）。

2.2 骨肉瘤原发灶及转移灶信号通路富集分析

为探索突变基因的功能，通过GO和KEGG富

集分析骨肉瘤原发灶与转移灶的差异基因。GO结

果表明，原发灶与转移灶均在细胞周期信号通路突

变频率高，说明细胞周期信号通路突变是骨肉瘤发

生的主要原因。原发灶WNT、TP53等信号通路突

变频率更高，而转移灶MAPK、DDR等信号通路突

表1 软件及参数

Table 1 Software used and parameters

Sample type
DNA

RNA

Algorithm module
SNV/INDEL
CNV
FUSION/Rearrangement
LongIndel
HLA
MSI
NAB
FUSION/Rearrangement

Software version
Lianti（r116）
non WES：EXCAVATOR（v2.2）
Lumpy（0.2.13）
In-house（V2.6.4）
HLAI：OptiType（v1.3.1）HLAⅡ：xHLA（v1.2）
MANTIS（v1.0.5）
I：NetMHCpan-4.0Ⅱ：NetMHCⅡpan-3.2
Defuse（v0.7.0）+ STAR-fusion（v0.8）

Remarks

Default
parameters

图1 骨肉瘤原发灶与转移灶基因突变类型及比例

Fig. 1 Types and proportion of gene mutations in primary and metastatic osteosarcoma
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变频率更高（图 4A）。由于研究纳入样本有限，具

体主要差异信号通路有待进一步研究。

KEGG信号通路富集分析提示骨肉瘤原发灶

与转移灶主要是在PI3K-Akt、MAPK、RAS、Rap1信
号通路富集，说明这些信号通路突变是骨肉瘤发生

发展的主要原因。 同时，我们发现FoxO、Prolactin、
Phospholipase D、Oxytocin、NF-kappa B、mTOR、
HIF-1等信号通路只在转移灶发现，说明这些通路

突变可能是推动骨肉瘤发生转移的原因（图 4B-

C）。其中AKT1、PLCG2和 EGFR这三个基因在多

个转移灶显著富集的通路中重复出现（表3）。

2.3 骨肉瘤原发灶与转移灶的基因突变差异分析

进一步我们分析骨肉瘤原发灶与转移灶染色

体基因突变类型，在基因突变数量、基因扩增突变

及基因融合上两者无显著性差异。但是，我们发现

原发灶肿瘤负荷突变为 1.2 mut/Mb，而转移灶肿瘤

负荷突变为 3.6 mut/Mb，转移灶肿瘤负荷突变

（TMB）显著高于原发灶（P=0.013），差异有统计学

表2 纳入患者临床特征

Table 2 Clinical characteristics of patients included

Patient
HWK
LJS
HWT
HJH
CXJ
LKY
LZX
LJJ
CZY
FYL
ZYL
WCH

Age
14
10
13
14
21
13
12
8
15
14
13
13

Gender
Male
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Male
Female
Female
Female
Male

Enneking stage
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ

Location
Tibia
Femur
Femur
Femur
Tibia
Tibia
Tibia
Femur
Femur
Femur
Femur
Femur

Metastasis
Lung
Lung
Lung
Bone
Lung
Lung
Lung
Lung
Lung
Bone
Lung
Lung

State
Survival
Survival
Survival
Survival
Survival
Dead
Survival
Survival
Survival
Survival
Survival
Survival

DFS / months
21
14
3
15
16
7
18
12
18
5
22
12

OS / months
35
23
19
18
37
21
28
15
27
7
52
16

DFS：disease-free survival；OS：overall survival.

Top100 mutant gene in osteosarcoma. Fig. 2 A showed that the top100 mutant gene in primary of osteosarcoma. Fig. 2 B showed that the top100 mu⁃
tant gene in metastasis of osteosarcoma.

图2 骨肉瘤 top100突变基因

Fig. 2 Top100 mutant gene in osteosarcoma
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Gene mutation difference between primary and metastatic osteosarcoma.Fig. 3 A showed that the top20 mutant gene and mutation frequency of pri⁃
mary and metastatic osteosarcoma.Fig. 3 B showed that the different mutant gene and mutation frequency of primary and metastatic osteosarcoma.

图3 骨肉瘤原发灶与转移灶基因突变差异

Fig. 3 Gene mutation difference between primary and metastatic osteosarcoma

Enrichment of signal pathways in primary and metastatic osteosarcoma.Fig. 4A showed that the Go classification of primary and metastatic osteosar⁃
coma. Fig. 4B showed that the KEGG classification of primary osteosarcoma. Fig. 4B showed that the KEGG classification of metastatic osteosarcoma.

图4 骨肉瘤原发灶及转移灶信号通路富集

Fig. 4 Enrichment of signal pathways in primary and metastatic osteosarcoma

表3 转移灶特异性富集信号通路及基因

Table 3 Specific enrichment of signal pathways and genes in metastatic lesions

Pathway type
FoxO signaling pathway

HIF-1 signaling pathway

Phospholipase D signaling pathway

Prolactin signaling pathway
NF-kappa B signaling pathway
Oxytocin signaling pathway
mTOR signaling pathway

P

1.56934E-09

9.50812E-05

0.000768598

0.002324915
0.002561955
0.016654878
0.01714326

P

2.02053E-08

0.000455505

0.00336875

0.008257457
0.008796044
0.045143486
0.045480519

Q

1.17701E-08

0.000265343

0.001962379

0.004810169
0.005123909
0.026297176
0.026493506

Gene（n）

14

8

8

5
6
6
6

Gene name
AKT1/FOXO1/SKP2/ATM/RAF1/IGF1R/CD⁃
KN1B/CCNB3/STAT3/IL7R/MDM2/CDKN1A/
CDKN2B/EGFR
AKT1/VEGFA/PLCG2/IGF1R/CDKN1B/STAT3/
CDKN1A/EGFR
AKT1/PLCG2/RAF1/KIT/PDGFRA/GNAS/PDG⁃
FRB/EGFR
AKT1/TNFSF11/ESR1/RAF1/STAT3
TNFSF11/PLCG2/ATM/PARP1/LYN/TNFSF13B
RAF1/ACTB/ROCK1/GNAS/CDKN1A/EGFR
AKT1/FLCN/SKP2/RAF1/IGF1R/RICTOR
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意义（图 5）。基因融合分析发现在转移灶 1号染色

体上新出现 ESRRG-RAD21、DISP1-PLCG2融合

（图 6）。进一步分析骨肉瘤原发灶及转移灶拷贝

数变异情况，6p21.1、8q13.2、17p11.2、19q12扩增在

原发灶和转移灶中均显著，说明这 4个染色体部位

可能是骨肉瘤发生的常见染色体扩增突变区域。

同时，我们发现 17p11.2在转移灶中的拷贝数变异

数高于原发灶，我们推测 17p11.2在骨肉瘤转移过

程中起着重要推动作用（图7）。

2.4 骨肉瘤克隆进化分析

我们对3例WES检测骨肉瘤患者（FYL，CXJ和
CZY）的原发灶和转移灶进行了克隆进化分析，在

FYL患者中发现 Internal trunk突变，说明在骨肉瘤

早期已经存在推动转移的基因突变。进一步分析

骨肉瘤原发灶和转移灶异质性及克隆结构，发现

FYL与CXJ呈克隆平行进化模式，CZY呈克隆线性

进化模式。在FYL患者克隆进化呈平行进化模式，

共发现 7个克隆簇，Cluster6（A1CF）为主克隆簇，

Cluster4（MYO15A）主要存在于转移灶中，MYO15A
突变可能是 FYL早期推动骨肉瘤转移的主要因素

（图 8A）。在 CXJ克隆进化呈平行进化模式，总共

发现 4个克隆簇，Cluster3（SERPINB4、ASXL1）为主

克隆，Cluster1（MYB）主要存在于转移灶中，MYB突

变可能是CXJ早期推动骨肉瘤转移的主要因素（图

8B）。在CZY患者克隆进化呈线性进化模式，总共

发现 4个克隆簇，其中 Cluster2（SCRL1）为主克隆，

Cluster1（NRXN3、UACA、KDM5C、TENM1、TRRAP、

Gene mutation difference between primary and metastatic osteosarcoma.Fig. 5A showed that the different of total gene mutation frequency. Fig. 5B
showed that the different of gene amplification. Fig. 5B showed that the different of tumor mutation burden.

图5 骨肉瘤原发灶与转移灶的基因突变差异分析

Fig. 5 Gene mutation difference between primary and metastatic osteosarcoma

Differential analysis of gene fusion mutations between primary and metastatic osteosarcoma. Fig . 6A showed that the distribution of ESRRG-
RAD21 gene fusion mutation sites. Fig. 6B showed that the distribution of DISP1-PLCG2 fusion mutation site. Fig. 6B showed that the gene fusion muta⁃
tion in primary and metastatic foci of osteosarcoma.

图6 骨肉瘤原发灶与转移灶的基因融合突变差异分析

Fig. 6 Differential analysis of gene fusion mutations between primary and metastatic osteosarcoma
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SEMA3A、ZKSCAN3、NDST1、ANKRD33B、RGR、
PKHD1、WAC、C6orf141）在原发灶突变丰度更高，

而Cluster3（PEX6）在转移灶突变丰度更高，可能是

推动CZY患者骨肉瘤肺转移的原因（图8C）。

3 讨 论

第二代高通量测序（NGS）技术使癌症相关基

因的综合分析在临床上更容易获得，为恶性肿瘤的

治疗开辟了新途径［12，14］。肿瘤的异质性是复发、转

移和治疗失败的关键驱动因素。目前骨肉瘤治疗

通常采用新辅助化疗联合手术的综合治疗模式，新

辅助化疗促进肿瘤边界清晰化有利于外科手术进

行。然而，发生肺转移的患者预后极差。因此，我

们通过第二代测序（NGS）对配对的骨肉瘤原发灶

和转移灶进行基因检测，分析两者基因图谱，探讨

骨肉瘤发生和转移的分子机制，以期为骨肉瘤发生

发展机制研究和精准化治疗提供依据。

骨肉瘤基因谱图具有一些公认的驱动基因：

MCL1、MYC 和 PVT1、CCNE1、IGF1R、PDGFRA、
NCOR1、JAK1、TERT和 KDR和 KIT在骨肉瘤患者

中经常扩增，IGFR1、PDGFRA、JAK1、KDR 和 KIT
参与信号转导通路调节肿瘤进展［15］。在我们的研

究中同样发现了 CCNE1与 NOCR1基因在原发灶

和转移灶均出现高频扩增，CCNE1、KDR、KIT和

PDGFRA在转移灶基因扩增频率更高。众所周知，

各种潜在的调控机制通路已成为肿瘤恶性特征研

究的重要方向。基于MAPK、RAS及mTOR等通路

及其通路上重要的药物作用靶点对骨肉瘤发生发

展的影响，已开发众多有效的治疗药物［16］。研究表

明 Phospholipase D信号通路失调与在肿瘤信号传

导中起重要作用，参与调节乳腺癌侵袭与迁移等以

及多种细胞过程［17］。HIF-1 激活许多编码与血管

生成、葡萄糖代谢、细胞增殖/存活和侵袭/转移有关

的蛋白质的基因的转录，抑制 HIF-1 的活性对肿

瘤生长与转移有显着影响［18］。本研究中发现 Pro⁃
lactin、Phospholipase D、Oxytocin、NF-Kappa B、
mTOR、HIF-1等信号通路只在转移灶发现，说明这

些通路的突变可能是推动骨肉瘤发生转移的原因，

以 Phospholipase D与HIF-1信号通路差异最为显

著，其中AKT1、PLCG2与EGFR基因在这两个信号

通路中富集，说明其可能是调控骨肉瘤转移的重要

基因。AKT1是PI3K/AKT信号通路中的关键成员，

既往研究证实与骨肉瘤的发生、进展、侵袭和转移

密切相关［19］。PLCG2在一项骨肉瘤细胞系的基因

图谱研究中被认为可能与骨肉瘤的发生有关，但其

具体机制尚未有学者进一步探索［20］。EGFR 基因

拷贝数扩增和过度表达是骨肉瘤的常见事件，靶

向 EGFR信号传导是一个有希望的治疗目标［21-22］。

骨肉瘤细胞遗传学研究表明，骨肉瘤的染色体

Gene copy number variation in primary and metastatic lesions of osteosarcoma.Fig. 7A showed that gene copy number variation in primary lesions
of osteosarcoma. Fig. 7B showed that gene copy number variation in metastatic lesions of osteosarcoma.

图7 骨肉瘤原发灶及转移灶基因拷贝数变异分析

Fig. 7 Gene copy number variation in primary and metastatic lesions of osteosarcoma
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Heterogeneity and clonal structure of primary and metastatic lesions of osteosarcoma. Fig. 8 A showed that heterogeneity and clonal structure of pri⁃
mary and metastatic lesions of osteosarcoma (FYL). Fig. 8 B showed that heterogeneity and clonal structure of primary and metastatic lesions of osteosar⁃
coma (CXJ). Fig. 8 C showed that heterogeneity and clonal structure of primary and metastatic lesions of osteosarcoma (CZY).

图8 骨肉瘤原发灶和转移灶异质性及克隆结构分析

Fig. 8 Heterogeneity and clonal structure of primary and metastatic lesions of osteosarcoma
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第6期 许明贤，等 .基于高通量测序分析骨肉瘤发生和转移的分子特征

带 或 区 域 1p11-13、1q10-12、1q21-22、11p15、
12p13、17p12-13、19p13 和 22q11-13 最经常重新

排列，以及 6q部分或完全缺失［23］。研究已普遍发

现 2q、6q、8p 和 10p 的 DNA 序列丢失［24］。在这些

染色体异常中，8q、1q和 17p的拷贝数增加在骨肉

瘤中更具有特异性，在 8q（特别是 8q21.3-22 和

8cen-q13）拷贝数增加的患者表现出较差的无病生

存期和较短的总生存期，而在 1q21拷贝数增加的

患者显示出总生存期较短的趋势［25］。在本研究中

发现 1号染色体新出现 ESRRG-RAD21、DISP1-
PLCG2融合，6p21.1、8q13.2、17p11.2、19q12扩增

在原发灶和转移灶中均显著，17p11.2在转移灶中

的拷贝数变异数高于原发灶，尤其是位于 17p11.2
染色体中的FLCN与GID4这两个基因在 12位患者

中均存在基因扩增变异。转移灶染色体间的基因

融合突变，拷贝数变异数多于原发灶，说明可能是

促进骨肉瘤转移的原因之一，但由于我们纳入研究

的样本不足，有待进一步扩大样本验证。

肿瘤负荷突变（TMB）是一种对免疫检查点抑

制剂敏感性的生物标志物，并且已被证明与对 PD-
1 和 PD-L1 阻断免疫治疗的反应比 PD-1 或PD-
L1表达更显着相关［26］。全外显子组测序（WES）用

于测量 TMB 水平，已被证明与免疫治疗的反应有

关［27］。在我们的研究中发现，转移灶肿瘤负荷突变

（TMB）显著高于原发灶，高度的遗传不稳定性有可

能产生新表位，作为免疫介导的肿瘤细胞杀伤的底

物。因此，骨肉瘤的复杂基因组和染色体不稳定性

为检查点抑制剂的治疗提供了有利条件［28］。既往

研究提示通过抑制 PD-1可抑制小鼠模型中骨肉

瘤的转移，针对肿瘤表面分子的单克隆抗体来增强

对肿瘤的免疫反应的主动特异性免疫疗法（ASI）在

骨肉瘤患者中具有潜在治疗效果［29］。

细胞积累了由内源性和外部突变过程产生的

细胞变异。这些过程中的每一个都优先促成特定

序列环境中某些类型的核苷酸变化。化学疗法可

能会导致肿瘤和患者器官的健康组织发生突变，

这可能是这些治疗引起的一些长期继发效应的基

础。铂类药物，替莫唑胺和放射治疗已经与特定

的突变特征相关联，其中一些的突变足迹已通过

实验得到证实［30］。本研究纳入的 12患者样本均

接受术前新型辅助治疗，我们认为转移灶肿瘤负

荷突变增高可能是由于患者接受化疗所导致，结

果提示进一步实验验证骨肉瘤患者接受术前新型

辅助治疗导致的突变足迹对了解肿瘤对化疗的耐

药性以及解释和预测这些治疗对患者的长期影响

至关重要。

肿瘤的克隆进化决定着肿瘤的进程，在本研究

中我们发现 3例WES检测患者均呈线性进化，说明

患者的发生转移是呈次序形成。单个祖细胞随着

驱动基因突变的累积，会经过线性进化同时形成多

克隆，多克隆之间也存在突变、竞争和适应。通过

3位患者的克隆进化分析，我们发现MYO15A、MYB
和 PEX6在转移灶突变丰度更高。MYB已被学者

验证为骨肉瘤的新预后因子 ，但MYO15A与 PEX6
与在骨肉瘤领域尚未有报道［31］。

总之，在本研究中我们发现骨肉瘤转移灶和原

发灶基因突变模式主要以基因扩增为主。KT1、
PLCG2、EGFR这三个基因在转移灶显著富集的信

号通路中多次出现与骨肉瘤的转移密切相关。12
例患者转移灶肿瘤负荷突变（TMB）频率显著高于

原发灶，免疫治疗可能对已发生转移的患者具有良

好治疗效果。3例进行WES检测的转移患者均呈

现线性克隆进化，提示骨肉瘤转移基因的突变可能

呈次序性累积。研究中确定了可能在骨肉瘤进展

中发挥作用的新候选基因，包括 PLCG2、MYO15A
与PEX6。
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