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【摘要】 结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一，分子病理检测在结直肠癌的精准诊疗中发挥着至关

重要的作用。本指南工作组基于近年国内外研究证据，结合多学科专家意见，制定了20条临床实践

推荐意见，推荐意见涵盖结直肠癌分子标志物的检测原则、遗传性结直肠癌综合征的基因检测、分子

病理实验室质量控制及检测方法等内容。同时，本指南强调临床、病理等多学科沟通与协作。期望推

动我国结直肠癌分子病理检测临床应用的规范化，提升结直肠癌精准诊疗水平
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结直肠癌是威胁人类健康的主要恶性肿瘤之

一，全球癌症统计数据显示，2022年全球新发癌症
1996万例，结直肠癌仍是发病率居前三的恶性肿

瘤。国家癌症中心基于肿瘤登记及随访监测发
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cma.j.cn112151-20241206-00827.

布了2022年中国恶性肿瘤疾病负担情况，新发结
直肠癌病例数位居第二，达52万例（男性31万例，

女性21万例），死亡病例为24万例[2]。结直肠癌治
疗已迈人精准化、个体化时代，分子标志物检测作
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为精准治疗的基石,在结直肠癌临床诊疗中发挥着

日益重要的作用。2022年一项全国范围内多中心
临床流行病学研究显示，我国晚期结直肠癌患者的
RAS、BRAF和微卫星不稳定性（microsatellite
instability，MSI）检测率分别为41.4%、36.1%和
28.2%，提示我国结直肠癌分子标志物临床检测工

作仍存在很大的提升空间[3]。
继2018年《结直肠癌分子生物标志物检测专

家共识》4发布之后，国家病理质控中心、中华医学
会病理学分会、中国临床肿瘤学会(CSCO)结直肠

癌专家委员会联合成立了结直肠癌分子标志物检

测指南制定多学科工作组。工作组依据近年来的

循证医学证据及世界卫生组织推荐的指南制定原

则和方法，对分子标志物的临床应用、检测方法及

质量控制等方面进行了指南的编写工作。本指南

旨在为医疗专业人员提供关于结直肠癌分子标志

物检测的最新科学证据与临床实践建议，以提高诊

断准确性、辅助治疗决策并最终改善患者预后

一、指南的形成方法

由国家病理质控中心、中华医学会病理学分

会、CSCO结直肠癌专家委员会牵头成立了指南工

作组，涵盖病理科、消化内科、肝/肠外科、肿瘤内科
等多个学科的专家。根据职责分为指南指导委员

会、执笔人、专家共识组和证据评价组。
本工作组检索了Medline、Embase及Cochrane

数据库中发表日期自2012年1月至2024年8月的
所有相关文献。文献检索关键词依据医学主题词

(medical subject headings,MeSH)中的标准术语进
行检索，包含“colorectal cancer”“biomarkers”
“treatment"等，此外增加相关的生物标志物名词包

括“RAS”“BRAF"“mismatch repair"“microsatellite
instability”“HER2”“NTRK”“循环肿瘤DNA
（ctDNA）”“肿瘤突变负荷（TMB）”等。将文献的研

究对象限定为人类，语言限定为中文或英文，并筛

除其中的低质量研究、评论、社论、病例报告等。本
指南制定工作组专门设立证据评价组，并运用相应
评价工具/量表对纳入的临床研究、系统综述、Meta

分析等证据进行偏倚风险评价。评价工具/量表包

括Cochrane偏倚风险评价工具（riskofbias，ROB）、
诊断准确性研究的质量评价工具（quality
assessment ofdiagnostic accuracy studies,
QUADAS-2）、纽卡斯尔-渥太华量表
(Newcastle-Ottawa Scale,NOS)等。

对于所有纳人的证据，工作组进行了系统整理
并据此提出了推荐意见，多学科工作组的44位专

家依据表1所述决策标准对本指南中的20条推荐

意见进行了推荐强度评级，最终形成本指南的推荐

意见及推荐强度。所有参与人员均声明，未接受任

何与本指南利益相关的企业赞助，未持有任何涉及

本指南领域的专利。
本指南已在国际实践指南注册与透明化平台

完成注册，注册号：PREPARE-2024CN。注册网址：

http://www.guidelines-registry.cn/。
二、常规分子标志物的检测原则

（一)RAS和BRAF检测原则

RAS基因是一种原癌基因,其编码的RAS蛋白

参与了表皮生长因子受体（epidermalgrowthfactor
receptor,ECFR)的信号转导,RAS基因突变可导致
RAS蛋白发生结构异常、GTP酶活性下降，使细胞

增殖失控,进而造成细胞恶变。结构异常的RAS蛋

白激活下游的MAPK分子，使得EGFR/RAS/MAPK
信号通路的活化不再依赖于上游的ECFR，因此

RAS突变患者无法从抗EGFR治疗中获益。RAS
家族主要包含KRAS、NRAS、HRAS,结直肠癌中的

RAS基因突变主要发生在KRAS和NRAS;KRAS突

变率约为45%[5-7]，NRAS突变率为5%~10%[6]
BRAF是RAF激酶家族的成员，位于RAS基因的下

游，是RAS-RAF-MEK激酶通路的关键环节。

BRAF基因突变导致BRAF激酶功能异常,进而引

起下游MEK和ERK通路激活，使得细胞发生异常

增殖。转移性结直肠癌患者中BRAF基因的突变

率为5%~10%,其中90%以上见于V600E位点18-0。
RAS和BRAF突变状态可指导晚期结直肠癌

患者的临床治疗方案选择。前瞻性临床研究及回

顾性Meta分析均证实，KRAS和NRAS基因第2、3、

4号外显子突变的患者无法从抗ECFR治疗中获

表1本指南的推荐强度和决策标准

推荐强度 标准描述

强烈推荐 有力的临床研究（多项严谨的Meta分析或大型随机对照研究）证实，且结论不太可能被未来的研究结果推翻

推荐 研究结果明确，但证据主体存在一些不足（如多项小型研究），结论可能随着证据增多而改变

可考虑 循证医学证据相对不足（仅有临床前试验或少数病例报告），但专家组意见认为可以接受

不推荐 因缺乏证据不推荐
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研究还显示，携带BRAFV600E突变的转

移性结直肠癌患者难以从抗EGFR治疗中受益31，
而非V600E的BRAF突变患者仍可考虑使用抗

EGFR治疗[14]。基因检测时应覆盖上述位点以提
供全面的临床指导。此外，近年来针对RAS或

BRAF特定突变的靶向药物联合抗ECFR单抗治疗

在结直肠癌领域取得了显著进展。多项临床研究
表明，针对KRASG12C突变的靶向药物与抗ECFR

单抗联合使用可取得明显的治疗效果[15-17]。对于
携带BRAFV600E突变的转移性结直肠癌患者，采

用化疗联合双靶（如伊立替康+西妥昔单抗+维莫

非尼）或双靶/三靶方案（BRAF抑制剂+抗EGFR单

抗加或不加MEK抑制剂）显示出了良好的疗效，后

者相较于伊立替康方案联合西妥昔单抗具有显著

优势[18-20] 
KRAS和BRAF突变是II~Ⅲ期结直肠癌患者

的独立预后因子。多项多中心研究及Meta分析显

示,KRAS和BRAF突变均与IⅡI~Ⅲ期结直肠癌患者

较差的无病生存期和总生存期以及较高的术后复

发风险显著相关[21-2]®

动态监测转移性结直肠癌患者接受标准治疗
后的RAS基因状态，有助于对患者进行全程管理以

及探索后续治疗方案。研究显示，对于接受化疗
和/或靶向治疗的患者，治疗后ctDNA基因突变状

态的改变是重要的预后标志物[23-24]。此外，ctDNA
检测可发现获得性耐药机制，追踪肿瘤克隆演变，

为耐药后治疗提供指导[2-26]。Rechallenge研究显
示，在一线治疗耐药进展后，ctDNA检测显示

RAS/BRAF为野生型的转移性结直肠癌患者接受

抗ECFR单抗再挑战治疗依旧有效[27]。RAS突变
型患者接受标准治疗进展后部分患者RAS突变被

清除转变为RAS野生型（NeoRAS野生型），此类患

者或可从抗EGFR单抗治疗中获益[28-29]
推荐意见1:RAS/BRAF检测时机：应对所有

转移性结直肠癌患者进行RAS和BRAF基因突变

检测，以评估患者是否适合接受抗EGFR治疗

（强烈推荐）。应对Ⅱ~Ⅲ期结直肠癌患者进行
RAS和BRAF基因突变检测以评估患者预后
(推荐）。

推荐意见2:RAS/BRAF检测位点：RAS基因
突变检测位点应包含KRAS和NRAS基因第2号

外显子的第12、13位密码子，第3号外显子的第

59、61位密码子以及第4号外显子的第117和

146位密码子；BRAF基因突变检测应包含BRAF

V600E（强烈推荐）。基因检测报告中应明确

RAS/BRAF基因突变位点和具体突变形式，以评

估患者是否适合接受相应靶向药物治疗或参与相
应临床试验（强烈推荐）。

（二）DNA错配修复（mismatchrepair，MMR)/
MSI检测原则

DNAMMR是一种重要的DNA损伤修复机制，

能够纠正DNA复制和基因重组过程中产生的碱基

错配、插人及缺失，以及外源性损伤引起的错误。

微卫星是指由少数几个核苷酸（通常为1~6个)组
成的串联重复DNA序列，在人类基因组中广泛分

布。正常情况下，MMR系统能够识别并修复这些

微卫星区域中的错误，维持基因组的稳定性。当

MMR功能缺陷（deficient mismatch repair,dMMR)
时，即关键的MMR蛋白（如MLH1、PMS2、MSH2、

MSH6)功能丧失或不足，这些微卫星区域中的错误

无法被有效修复，长度发生变化，导致高度微卫星
不稳定性（microsatellite instability-high，MSI-H）。
dMMR/MSI-H表型约占结直肠癌总数的15%，是结

直肠癌发生发展的重要分子通路之一。MMR/MSI

检测不仅对林奇综合征（Lynch syndrome)的筛查和
诊断具有重要价值，也有助于患者预后评估及个体

化治疗策略制定

MMR/MSI是ⅡI~Ⅲ期结直肠癌患者的独立预

后因子，并可指导辅助化疗方案的选择。Ⅱ～Ⅲ期

结直肠癌患者中dMMR/MSI-H比例为15%~20%。

虽然具有dMMR/MSI-H表型的ⅡI期结直肠癌往往

分化较差，但通常预后较好[30]，分化差不应被视为
IⅡI期dMMR/MSI-H结直肠癌的高危因素。临床研

究显示，ⅡI~Ⅱ期dMMR/MSI-H结直肠癌患者不能

从5-氟尿嘧啶单药辅助化疗中获益；且5-氟尿嘧啶

单药辅助化疗可能对dMMR/MSI-H的ⅡI期患者生

存产生不利影响[31-2]。因而，不推荐对Ⅱ期
dMMR/MSI-H结直肠癌患者使用5-氟尿嘧啶单药

辅助化疗。
MMR/MSI是转移性结直肠癌患者的免疫治疗

疗效预测因子。转移性结直肠癌患者中

dMMR/MSI-H比例约为4%。众多临床研究均证

实，多种免疫检查点抑制剂PD-1单抗或PD-L1单
抗后线治疗能显著改善dMMR/MSI-H转移性结直

肠癌患者的预后，延长生存；在一线治疗中，
KEYNOTE-177研究证实，相较于标准治疗（化疗加

或不加靶向治疗），帕博利珠单抗可有效延长患

者的无进展生存期且提升客观缓解率[3]；
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CheckMate8HW研究则证实，PD-1单抗（纳武利尤

单抗）联合CTLA4单抗（伊匹木单抗）的双免疫治

疗对比标准治疗(化疗加或不加靶向治疗)带来的

无进展生存期延长，相较于KEYNOTE-177研究更

加显著，而且所有亚组均有获益[34]。
近年来，免疫检查点抑制剂在dMMR/MSI-H结

直肠癌的新辅助治疗领域展现显著临床优势。
NICHE系列研究以及国内PICC研究等均提示局部

进展期dMMR/MSI-H结直肠癌患者术前新辅助免

疫治疗可获得高病理完全缓解率和可接受的安全

性[3-36]。在多塔利单抗研究中，12例局部晚期直肠
癌患者经过6个月PD-1单抗单药治疗后全部获得

临床完全缓解，提示免疫治疗对dMMR局部晚期直

肠癌患者具有显著疗效和良好耐受性，有望为部分

局部进展期或中低位直肠癌患者提供非手术治疗

选择[37]。但目前已发表的研究样本量较小、随访时
间较短，尚需样本量更大、随访时间更长的临床研

究进一步证实新辅助免疫治疗的长期疗效和安

全性。
MMR蛋白免疫组织化学检测应包括4个MMR

蛋白：MLH1、MSH2、MSH6和PMS2。4个MMR蛋

白在肿瘤细胞核中表达完整/正常为错配修复功能

完整（proficient mismatch repair,pMMR)；一个或者
多个MMR蛋白在肿瘤细胞核表达缺失/异常为

dMMR。4种MMR蛋白形成2个异二聚体复合物，

即MLH1-PMS2和MSH2-MSH6。MLH1突变时

MLH1和PMS2同时表达缺失，而MSH2突变时

MSH2和MSH6同时表达缺失。然而，由于

MLH1和MSH2都可以与其他蛋白质形成异二聚

体，当PMS2或MSH6突变时，MLH1和MSH2仍然
可以稳定存在。因此MMR免疫组织化学染色通常

出现5种表达模式，但也存在一些罕见表达模式，
每种模式的MMR结果判读和临床解读如表2所

示。值得注意的是，少数结直肠癌病例还可出现
MMR蛋白异质性(亚克隆)表达[40)。

MSI检测可采用PCR-毛细管电泳法或二代测

序进行。使用PCR-毛细管电泳法检测MSI时可按

照美国国家癌症研究院（NationalCancerInstitute，

NCI)5个微卫星位点（2个单核苷酸重复序列：

BAT25、BAT26,3个双核苷酸重复序列D5S346、

D2S123和D17S250)[41]，也可全部采用单核苷酸序
列（包含BAT25、BAT26、NR-21、NR-24和NR-27/

MONO-27)4243]。在上述5个位点中，如果有2个或
2个以上位点发生序列长度变化，则判定为MSI-H；

如果只有1个位点发生序列长度变化，则判定为低

度微卫星不稳定性（microsatelliteinstability-low，
MSI-L)；如果5个位点均未发生序列长度变化，则

判定为微卫星稳定(microsatellite stability,MSS)4]
表2 结直肠癌患者错配修复（MMR）蛋白免疫组织化学染色结果分析

免疫组织化学结果
MMR表型 临床解读

MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

常见表达模式[38-39]
+ + + + MMR完整 （1）散发性结直肠癌

（2）非林奇综合征的其他遗传性结直肠癌

+ + MMR缺陷(dMMR) (1）散发dMMR结直肠癌

(2)MLHI甲基化
（3）MLHI或PMS2（罕见）胚系致病突变

+ + dMMR (1)散发dMMR结直肠癌
（2)MSH2/EPCAM或MSH6（罕见）胚系致病突变

+ + + dMMR (1）散发dMMR结直肠癌
(2)MLH1或PMS2胚系致病突变

+ + dMMR （1)散发dMMR结直肠癌（少数病例与化疗反应相关）
(2)MSH6或MSH2胚系致病突变

罕见表达模式（仅列举部分模式）[38-39)
+ + dMMR (1）散发dMMR结直肠癌

(2)MLH1甲基化
(3)MLH1胚系致病突变

+ + + dMMR (1）散发dMMR结直肠癌

(2)MSH2/EPCAM胚系致病突变

dMMR (1)散发dMMR结直肠癌
(2)任何MMR基因（MLH1、PMS2、MSH、MSH6、EPCAM)胚系致病突变
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使用二代测序进行MSI检测，可以分析几十个

到几百个微卫星位点。二代测序检测MSIpanel的
开发主要基于2种检测原理：一是通过比较肿瘤标

本与正常对照标本（或正常人的基线水平)之间的
微卫星重复序列长度分布，根据不稳定位点的比例
是否超过预设阈值来判断MSI状态；二是基于序列

中的突变负荷和/或微卫星中的突变负荷来判定

MSI状态。二代测序平台上的MSI算法包括但不限

于 MSI-sensor、MSI-ColonCore、MSI-seqlndex1s-61
不论采用哪种检测原理或算法，都需要与MMR免

疫组织化学和/或MSIPCR毛细管电泳法进行充分

的对比验证。
分子水平的MSI检测结果与蛋白质水平的

MMR检测结果高度一致，一般情况下，dMMR表现

为MSI-H表型，pMMR表现为MSI-L/MSS表型，一致
性可高达92%~99.74%47-48]。但在实际检测中，
MMR与MSI状态之间仍有可能出现不一致的情
况。MMR免疫组织化学检测受到新辅助治疗、标

本前处理及染色过程的影响。更为重要的是,病理
医师需要了解并掌握MMR蛋白的特定判读标准，

避免参照既往常规免疫组织化学判读方式或标准

进行MMR免疫组织化学结果判读。DNAMSI检测

对肿瘤细胞占比要求较高，检测前必须进行病理质
控。另外,DNAMSI检测难以反映肿瘤MMR/MSI
状态的异质性。DNAMSI检测时还需要留意微迁

移（minimal microsatellite shift）的准确解读。在排

除上述检测或判读不当导致的不一致后，

pMMR/MSI-H情况的发生可能归因于以下几种情
况：（1)MLH1、MSH2、MSH6或PMS2基因中的错义

突变，这些变异导致蛋白功能丧失但抗原保留，故
而不影响其免疫组织化学表达；（2)MSI-H也可能
由其他基因变异导致，如MLH3、MSH3、PMS1突变

以及POLE/POLD1基因突变[4-0]。dMMR/MSS情况
的发生可能归因于某些MMR蛋白的缺失被其他蛋
白的功能补偿所掩盖，如MSH6的缺失被MSH3的

功能补偿[51]；部分患者在新辅助治疗后MSH6表达

会出现不同程度的丢失，但MSI检测为MSS[52]。
推荐意见3：应对ⅡI~Ⅲ期结直肠癌患者行

MMR/MSI检测，以评估预后和指导化疗方案的选

择（强烈推荐）。应对转移性结直肠癌患者行
MMR/MSI检测，以判断是否可从免疫治疗中获益

（强烈推荐）。应对新诊断的、尚无远处转移（MO）

的结直肠癌患者进行MMR/MSI检测，结合器官功

能保护需求、手术根治机会，来确定围手术期的免

疫治疗方案（推荐）。
推荐意见4：MMR免疫组织化学检测包含

4 个 MMR 蛋白 ：MLH1、MSH2、MSH6 和

PMS2(强烈推荐）。MSIPCR检测可使用NCI工
作组推荐位点Bethesda panel(BAT25、BAT26、
D5S346、D2S123和D17S250），也可采用单核苷酸

重复序列（BAT25，BAT26，NR-21，NR-24,

MONO-27/NR-27）（强烈推荐）。

推荐意见5：MMR免疫组织化学染色注意事

项：接受新辅助治疗后的结直肠癌切除标本中可能

会出现免疫组织化学结果异常，建议优先选择新辅

助治疗前的结直肠癌标本进行MMR免疫组织化

学检测(推荐)。

推荐意见6:MMR免疫组织化学检测和MSI
PCR/二代测序检测各有优缺点，必要时可互相补

充和验证（强烈推荐）。对于MMR与MSI结果不

一致的情况，建议首先进行复核，排除检测或判读

不当导致的结果不一致（强烈推荐）。在确认结果

无误后，通过免疫组织化学检测显示为dMMR或

通过MSIPCR/二代测序检测表明为MSI-H的

患者均可考虑接受免疫检查点抑制剂治疗[53](可
考虑）。

三、扩展分子标志物的检测原则

NTRK抑制剂拉罗替尼及恩曲替尼已获国家

药品监督管理局（NationalMedicalProducts
Administration，NMPA）批准用于携带NTRK融合实
体瘤患者的临床治疗(https://www.nmpa.gov.cn/）。
RET基因突变或融合均可激活RAS/MAPK、

PI3K/AKT或JNK等下游信号通路，促进细胞存活

和肿瘤生长[54]。LIBRETTO-001研究显示塞普替尼
治疗RET融合阳性结肠癌患者的客观缓解率为

20.0%55]。近年HER2靶向药也得到了广泛的关
注，美国食品药品监督管理局（FDA）已批准

tucatinib联合曲妥珠单抗用于治疗接受氟尿嘧啶、
奥沙利铂和伊立替康为基础的化疗后病情进展的
RAS野生型、HER2阳性的不可切除或转移性结直

肠癌成人患者（Drugs@FDA：FDA-Approved

Drugs）；相应适应证尚未获得NMPA批准，CSCO结
直肠癌诊疗指南推荐接受标准治疗失败后的患者
接受抗HER2治疗[20]。POLE和POLD1突变会导致
超高突变负荷，新生抗原增加，引起肿瘤免疫原性

和T细胞活性增加[56]。近年研究显示

POLE/POLD1是一种潜在的预测免疫治疗疗效的

分子标志物,POLE/POLD1突变患者对免疫检查点
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抑制剂治疗反应良好。此外，具有POLE和

POLD1突变的IⅡI~Ⅲ期结直肠癌患者预后更好[14]。
推荐意见7：建议对经标准治疗后进展的转移

性结直肠癌患者行NTRK融合、RET融合、
HER2扩增、POLE/POLD1突变检测，以判断是否

适合接受相应的靶向治疗或免疫治疗(推荐）。
NTRK基因融合在转移性结直肠癌患者中的

发生率为0.5%~2.0%，常见的融合形式包括
TPM3-NTRK1、JETV6-NTRK3、EML4-NTRK3
LMNA-NTRK1等[57]。RET融合在转移性结直肠癌
患者中的发生率极低（<1%）[58],常见的融合伴侣包
括KIF5B、CCDC6和NCOA4。NTRK融合及RET融

合在MLH1启动子高甲基化且RAS/BRAF野生型

的dMMR/MSI-H结直肠癌患者中高度富集[57.59]。
因此，结合MLH1启动子甲基化和/或RAS/BRAF基

因突变检测结果，可以有效富集NTRK融合患者，

提升检测效率[57.59-60] 。)。此外，在结直肠癌患者中，
Pan-TRK免疫组织化学染色结果与NTRK融合状

态高度相关，可以用于NTRK融合的初筛，初筛阳

性的患者需要进一步使用FISH或二代测序方法进

行验证[61]。在dMMR/MSI-H结直肠癌患者中，可以
考虑参考图1中的路径进行更高效的NTRK融合

检测[61]

错配修复缺陷
高度微卫星不稳定性(MLH1免疫组织化学阴性）

MLH1甲基化检测
（可选）

(阳性）

KRAS/NRAS/BRAF基因突变检测

（可选）

(阴性）

Pan-TRK免疫组织化学

阴性 阳性

无NTRK融合 (1)RNA二代测序
（优先推荐）

(2)DNA二代测序
(3)荧光原位杂交

图1 结直肠癌患者NTRK融合检测路径

推荐意见8：可考虑对MLH1启动子高甲基化

且RAS/BRAF野生型的dMMR/MSI-H结直肠癌

患者进行进一步NTRK融合及RET融合检测（可

考虑）。
HER2过表达/扩增在结直肠癌患者中的总体

发生率为4.8%~7.0%，在RAS/BRAF野生型肿瘤中

比例升高至5%~14%[62] 目前，结直肠癌中
HER2扩增的检测方法和判断标准主要依据临床

研究的数据。在HERACLES研究[63]中，HER2扩增
阳性的定义为：50%以上的肿瘤细胞呈现3+（即细

胞环周、基底外侧或侧面细胞膜强着色）。如果染
色强度为2+，或者仅有10%~50%的细胞呈现3+染
色，则需进一步使用FISH方法进行验证。FISH方

法的阳性定义为：50%的肿瘤细胞中HER2/

CEP17比值≥2。在MyPathway研究[64-65]中,HER2扩
增的定义为：免疫组织化学检测HER23+（对肿瘤

细胞占比没有明确要求）;FISH或显色原位杂交检

测HER2/CEP17比值≥2.0或HER2基因拷贝数≥

6.0；或二代测序检测到HER2拷贝数增加。综合当

前临床研究，结直肠癌HER2扩增的判读可参

考图2。

HER2

免疫组织化学 荧光原位杂交

>50%的肿瘤细胞
HER2/CEP17>2

0 1+ 2+ 3+

<50%>50%<50%>50% HER2
扩增

HER2 HER2
阴性 过表达

图2结直肠癌HER2过表达/扩增判读标准（修改自

HERACLES研究患者人组标准）

推荐意见9：结直肠癌中HER2过表达/扩增判

读标准尚未达成共识，需根据临床场景采用相应临

床研究中的标准进行判读（可考虑）。
POLE/POLD1外切酶结构域致病性突变的发

生率分别为2.79%和1.37%，而在结直肠癌中比例
为2%~8%[56-6]。POLE/POLD1的外切酶结构域致
病性突变会损害校对功能,导致DNA复制过程中

的突变率增加10~100倍[67]。在大多数癌症类型
中,携带POLE/POLD1突变的肿瘤患者的肿瘤突变

负荷（tumormutationburden，TMB）显著高于无此类

突变的患者[68]。在实际临床应用中,POLE外切酶
结构域中常见的热点致病突变包括P286R/H/S、

V411L、S297F、A456P和 S459F 等[6769-.0。POLE/
POLD1突变检测可采用PCR或Sanger测序技术，但
在临床实践工作中通常采用二代测序技术。二代
测序技术可同时检测其他基因改变，另外，二代测
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序大panel检测还可计算TMB水平，与POLE突变

检测结果相互验证。

推荐意见10：建议在结直肠癌中采用二代测

序技术进行POLE突变检测，POLE/POLD1基因

检测应包含外切酶结构域(推荐）。
ctDNA分子残留病灶（molecularresidual

disease,MRD)监测有助于判断预后和制定进一步

的治疗策略[71]。大量研究表明，I～IV期结肠癌术

后ctDNAMRD阳性患者具有较高复发风险[72-75] 
已有研究证实，基于术后ctDNA的MRD阴性检测

结果能够减少对Ⅱ期结肠癌患者不必要的辅助化

疗，并且不影响患者2年无复发生存率[76],但仍需
更多前瞻性临床研究数据的支持。

目前，基于杂交捕获的二代测序方法是ctDNA
MRD的主流检测方法，主要采用2种检测策略。第

一种策略是肿瘤组织先验方法（tumor-informed），

即事先通过全外显子测序或大panel的肿瘤组织检
测，获取其基因突变信息，并依此制定个性化检测

方案（个性化定制）;或通过固定化panel检测其肿

瘤组织和血浆ctDNA的基因突变信息（群体定制）。

另一种策略是肿瘤未知方法

（tumor-agnostic/naive），即分析不依赖于特定患者
的肿瘤突变信息，通过群体定制探针进行MRD检

测。研究表明结直肠癌中基于肿瘤突变的

tumor-informed的MRD检测具有更高的准确率、灵

敏度及特异度[7]

推荐意见11：可考虑对I~Ⅲ期结直肠癌根治

术后患者行ctDNAMRD检测，以监测预后和提示

复发风险，并具有指导Ⅱ期结肠癌患者术后辅助化

疗的潜在价值（可考虑）。ctDNAMRD检测优先

使用tumor-informed分析策略（可考虑）。

四、遗传性结直肠癌综合征的基因检测原则

5%~10%的结直肠癌病例是由明确界定的遗

传性结直肠癌综合征引起的。因此在临床实践中，

精准识别遗传性结直肠癌综合征对于风险评估和

结直肠癌早期诊断至关重要。以下为结直肠癌相

关遗传肿瘤综合征的概览（表3）。

基因检测在遗传性结直肠癌确诊中具有至关

重要的作用。遗传性结直肠癌是一类因肿瘤遗传

易感基因胚系变异导致的恶性肿瘤，比散发性结直

肠癌发生更早，且家族成员患病风险较高。基因检

测可以帮助识别携带肿瘤遗传易感基因胚系致病

表3 结直肠癌相关遗传肿瘤综合征

综合征 遗传特征 遗传学病因 发生率 发病年龄 病理类型

林奇综合征 常染色体 MLH1、MSH2、MSH6、占所有结直肠癌患者的中位年龄约为低分化腺癌和黏液腺癌常见，

显性遗 PMS2,EPCAM 2%~4%|78] 43 岁[78] 常伴有Crohn样淋巴细胞反

传 应、淋巴细胞浸润或淋巴样
细胞聚集；肿瘤多呈膨胀性

生长，而非浸润性生长179]
家族性腺瘤性息 常染色体APC 约占所有结直肠癌的0.5%～息肉平均发病年龄：以管状腺瘤、绒毛状腺瘤和管

肉病 显性遗 1.0%[80-81] 经典型15岁，衰减 状绒毛状腺瘤多见，直径

传 型34岁；恶变平均 一般<1cm，多数是宽基

年龄：经典型39岁， 底，>2cm的腺瘤通常

衰减型57岁[79] 有蒂[79]
MUTYH相关性息 常染色体MUTYH 1%~2%的普通人携带一个中位发病年龄为45~肠道表型有典型的多发性腺

肉病 隐性遗 MUTYH基因的突变(82-83 59 岁[84-85] 瘤样息肉（其息肉类型也可
传 以是增生性或无蒂锯齿状

息肉）或无伴发肠道息肉的

结直肠癌[79]
黑斑息肉综合征 常染色体显STK11 在普通人群中的发病率为为首次诊断出瘤症的平Peutz-Jeghers息肉[79

性遗传 0.000 5%~0.002% 86] 均年龄为43岁187])
幼年息肉综合征 常染色体显BMPR1A、SMAD4 在普通人群中的发病率为平均发病年龄幼年性息肉79

性遗传 0.000 625%~0.001% 881 18.5岁[88]
锯齿状息肉病综 家族遗传石确切致病基因目前尚在筛查人群中的患病率为通常在50多岁时被玻锯齿状息肉[79]

合征 倾向 未明确 0~0.1% |89] 诊断出来[89] 锯齿状病变中存在KRAS
和/或BRAF基因体细胞

突变
Cowden综合征/常染色体PTEN 1/200.000 混合性息肉病：错构瘤、增生

PTEN错构瘤综 显性遗 性息肉、腺瘤、炎症性息肉、
合征 传 神经节细胞神经瘤[90]
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变异的人群，从而采取早期预防措施，减少相关肿

瘤的发生和发展。

1.林奇综合征：是一种MMR基因（MLH1、

MSH2、MSH6和PMS2)或EPCAM基因胚系致病性

变异引起的常染色体显性遗传肿瘤综合征(91。林
奇综合征约占所有结直肠癌患者的2%~4%，是最
常见的遗传性结直肠癌综合征[929]。应对所有确
诊为结直肠癌患者的肿瘤组织行MMR/MSI检测以

进行林奇综合征筛查，再通过相关基因胚系变异检

测，最终确诊林奇综合征。在MLH1蛋白表达缺失

时，可考虑进行MLH1启动子区甲基化或BRAF
V600E突变检测进一步筛查。MLH1启动子区高甲

基化或BRAFV600E突变阳性患者考虑为散发性

dMMR结直肠癌患者。其筛查路径如图3所示。

错配修复缺陷(dMMR) 高度微卫星dMMRMLH1免疫组织
MLH1免疫组织 不稳定性

化学表达完整
化学表达缺失 (PCR或二代测序)

(1)MLH1甲基化检测

(2)BRAFV600E突变检测
（可选）

(阳性） (阴性）

MLH1/PMS2/MSH2/MSH6/EPCAM胚系突变
(二代测序）

阴性 阳性

散发dMMR 林奇综合征

图3 林奇综合征筛查路径

2.家族性腺瘤性息肉病（familialadenomatous

polyposis，FAP）：主要由APC（adenomatous
polyposis coli)基因的胚系变异引起,是一种常染色
体显性遗传病，约占所有结直肠癌病例的1%81]。
FAP主要分为经典型FAP(classicalFAP,CFAP)和

衰减型FAP(attenuatedFAP,AFAP）。对于疑似腺

瘤性息肉病的患者(结直肠腺瘤性息肉>10个,有

腺瘤性息肉综合征家族史，结直肠腺瘤患者且有
FAP相关肠外表现）,应进行APC基因检测;APC检

测结果为阴性的患者，应进一步进行MUTYH基因

的全序列分析[79],也可通过胚系多基因panel检测
(multi-gene panel testing,MCPT)实现同步检测[90]。

3.MUTYH相关息肉病（MUTYH-associated
polyposis）：是目前已知唯一呈常染色体隐性遗传
方式的息肉病综合征,疾病的发生需要MUTYH的

2个等位基因都发生变异，但是需要注意的是，单

个MUTYH等位基因发生变异的携带者患结直肠

癌的风险也会升高(84)。对于无显性遗传家族史，但
息肉数目>10个，或具有一些相关肠外表现的患
者，应考虑MUTYH相关息肉病，并对患者进行

MUTYH基因全序列分析。

4.黑斑息肉综合征（Peutz-Jeghers syndrome，
PJS)：是一种罕见的常染色体显性遗传多发息肉病

综合征,大多数病例由STK11(LKB1)基因胚系变

异引起，66%~94%的PJS患者携带STK11基因变

异[79.94]。符合以下2个或2个以上特征时，可以临
床诊断为PJS,并应对患者进行胚系变异检测：
(1)有2个或2个以上的胃肠错构瘤性息肉；(2)黏

膜皮肤色素沉着，出现在口腔、嘴唇、鼻子、眼睛、生

殖器或手指；(3)家族中有PJS病史[90]。
5.幼年息肉综合征（juvenilepolypsyndrome，

JPS）：是由BMPR1A或SMAD4基因变异引起的一

种常染色体显性遗传疾病[79]。符合以下条件之一
时,可以临床诊断为JPS,并应对患者进行胚系变异

检测：（1)结直肠幼年性息肉数目≥5个；(2)全胃肠
道有幼年性息肉；(3)不论幼年性息肉数目，有JPS

家族史者[79.90]。O

6.锯齿状息肉病综合征（serratedpolyposis
syndrome,SPS)：确切致病基因目前尚未明确，少数
病例中确认,RNF43基因中的致病变异和MUTYH
基因中的双等位基因致病变异是导致SPS的原

因[95]。患者满足以下标准之一时，可临床诊断为
SPS：（1)乙状结肠相邻部位有≥5个锯齿型息肉，且

其中2个直径>10mm；（2)乙状结肠邻近部位出现

任何数量的锯齿状息肉，且其一级亲属罹患锯齿状
息肉病；（3)结肠任何部位分布>20个锯齿状

息肉[79. 0] 
7.Cowden综合征/PTEN错构瘤综合征（Cowden

syndrome/PTEN hamartoma tumor syndrome):是一种
由PTEN变异引起的常染色体显性遗传疾病。研

究显示13%的携带PTEN致病变异的Cowden综合
征/PTEN错构瘤综合征患者患有早发性（<50岁)结

直肠癌，这表明此类患者可能需要定期进行结肠镜

检查[90]
推荐意见12：应对所有确诊为结直肠癌患者

的肿瘤组织行MMR/MSI检测以进行林奇综合征

筛查，再通过相关基因胚系变异检测，最终确诊林

奇综合征（强烈推荐）。
推荐意见13：应对满足林奇综合征、家族性腺
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传性肿瘤综合征检测标准的人群进行相关肿瘤遗

传易感基因的胚系变异检测（强烈推荐）。
推荐意见14：对于既往单一综合征检测阴性

但其个人史或家族史仍高度提示有遗传易感性的

个体或同时满足多个遗传易感综合征检测标准的

受检者，可采用多基因检测（推荐）。胚系多基因检

测应至少包括以下与结直肠癌和/或息肉风险相关

的基 因：APC、BMPR1A、EPCAM、MUTYH、

MLH1、MSH2、MSH6、PMS2、PTEN、SMAD4、

STK11和TP53（推荐）。以下与息肉和/或结直肠

癌风险增加相关的基因也可考虑纳入胚系多基因

检测：AXIN2、GREM1、POLE和POLD1的单等位

基因致病变异，以及MSH3、MLH3、MBD4和

NTHL1的双等位基因致病变异（可考虑）。

五、检测标本类型和应用规范

结直肠癌分子病理检测首选标本类型为通过

手术或肠镜活检等方式取得的肿瘤组织所制成的

石蜡标本。检测前需对肿瘤细胞比例进行评估，推

荐选用肿瘤占比>20%的组织进行检测，小活检标

本最好含有200个以上的肿瘤细胞。若肿瘤细胞

比例较低，可先进行富集，以提高检测的准确性。

其次胸腔积液、腹腔积液等细胞学标本也可用于分

子检测，建议检测前制作成石蜡包埋标本，进行肿

瘤细胞比例评估，满足检测要求后可进行检测。
如若使用新鲜胸腹腔积液检测，至少需要50mL的

胸腹腔积液。对于少数客观上不能获得组织或细

胞学标本的晚期结直肠癌患者，可考虑ctDNA
检测。

推荐意见15：优先使用组织标本进行分子病
理检测（强烈建议）。组织标本不可及时可使用血

液标本（可考虑）。所有标本类型在检测前均需进

行充分的标本质控，确保标本中含有足够的肿瘤细

胞（强烈建议）。

结直肠癌患者原发灶和转移灶中的KRAS、

NRAS、BRAF的基因突变状态一致性高达91%~

98.8%[96-97],MMR/MSI的一致性同样高达96.6%[98]
推荐意见16：复发或转移性结直肠癌患者一

线治疗前行RAS和BRAF及MMR/MSI检测时可

使用原发灶标本、复发灶或转移灶标本（推荐）。

结直肠癌遗传易感基因胚系变异检测可采用

外周血、唾液、口腔拭子等标本。临床实践中多采
用外周血标本。

推荐意见17：结直肠癌遗传易感基因胚系变

烈推荐）。
六、检测方法

1.RAS和BRAF基因突变可采用Sanger测序、

实时荧光定量PCR或二代测序进行检测。用二代

测序等定量检测方法对组织学标本进行RAS基因

突变检测时，对于突变丰度低于5%的标本,应复核

肿瘤细胞比例，结合肿瘤细胞比例解读结果，必要

时使用其他检测方法或富集肿瘤细胞后重复检测。
2.MMR缺陷可使用免疫组织化学检测MMR蛋

白表达。MMR蛋白表达完整/正常的判读标准为：

内对照阳性，同时肿瘤细胞中出现明确的核染色。
MMR蛋白表达缺失判读标准：内对照阳性，肿瘤细

胞核染色明确丢失或核染色相对于紧邻的内对照

细胞明显减弱。内对照可选择间质细胞、炎症（淋
巴)细胞或非肿瘤性上皮细胞。

3.MSI检测的金标准是多重荧光PCR-毛细管

电泳法[43]。已经过MMR免疫组织化学或者
MSI-PCR验证的具有等效性的二代测序检测方法

可用于MSI检测。MSI检测应保证肿瘤细胞比例>

20%。
4.NTRK、RET融合的检测方法包括FISH、

RT-PCR以及基于DNA和RNA的二代测序。RNA

二代测序技术是融合检测的优选方法，实际工作中

可根据临床应用场景、检测技术可及性、检测材料

等因素综合考虑选择合适的检测技术或技术组合。

Pan-TRK免疫组织化学仅适用于NTRK融合的初

步筛查。
5.HER2扩增的检测方法包括免疫组织化学、

FISH，以及经过HER2免疫组织化学或FISH验证

并与之等效的二代测序试剂盒。
6.POLE/POLD1突变的检测方法包括单基因测

序方法（PCR或Sanger法），也可以作为二代测序的

一部分进行检测[14]。
7.MRD检测可通过PCR（多重PCR或数字

PCR）和二代测序实现，当前主流方法为二代测序，

可参照《实体瘤分子残留病灶检测共识》（2024)[7]。
结直肠癌分子标志物检测方法推荐如

表4所示。
推荐意见18：基于当前结直肠癌靶向或免疫

治疗获批药物有限，临床实践中可优先使用成本较

低的PCR和免疫组织化学进行常规检测；如临床

组织标本量有限或患方有二代测序检测的强烈意

愿，可采用二代测序同时检测RAS/BRAF等基因
突变、MSI状态以及其他基因突变（推荐）。
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表4结直肠癌分子标志物检测方法推荐

免疫组织 荧光原 Sanger测分类 分子标志物 PCR 二代测序
化学 位杂交 序

临床常规检测 RAS突变 强烈推荐 可考虑 推荐
BRAFV600E突变 强烈推荐 可考虑 推荐
错配修复蛋白（MMR） 强烈推荐 一

微卫星不稳定性（MSI） 强烈推荐（PCR-毛细管电泳法） 可考虑（需验证后使用）

扩展检测 NTRK融合 初筛 推荐 可考虑 推荐
RET融合 推荐 推荐 推荐
HER2扩增 推荐 推荐 一 一 可考虑（需验证后使用）

POLE/POLD1突变 可考虑 可考虑 推荐一

分子残留病灶 可考虑（多重PCR或数字PCR） 推荐
注：一代表不适合用

七、分子标志物检测质量控制

1.实验室与人员管理：分子病理实验室的建设

和管理应严格依据《医疗机构临床基因扩增管理办

法》[99]和《分子病理诊断实验室建设指南》[100]来进
行。分子病理诊断医师以及实验室的所有工作人

员均须经专业机构培训，能力评估考核合格后方能

正式开展工作。此外，所有上岗人员还应定期参加

继续教育培训，以确保其专业技能和知识水平能够

与时俱进。
2.仪器与试剂耗材管理：临床检测中所选用的

仪器与试剂应优先考虑已获NMPA认证的产品。
操作人员必须熟练掌握仪器的操作方法，并且每台

仪器都应指定专人负责定期的维护和校准工作，同

时需要详细记录仪器的使用和维护情况。在试剂

耗材管理方面，应建立一套完整的采购与质量检验

的标准操作规程，并严格执行和记录相关流程。当

更换试剂批次或品牌时，必须先进行全面的性能验

证，确认无误后才能应用于临床检测

3.标本规范化处理：标本的规范化处理是确保

分子标志物检测准确性的关键。新鲜组织标本应

在离体30min内提取核酸或将组织保存于液氮或
-80℃冰箱中。需石蜡包埋的组织应在离体后

30min内处理，沿最大径剖开，并使用3.7%中性缓

冲甲醛液固定，固定液量至少为组织体积的4~
10倍，固定时间为6~48h，温度保持在室温，石蜡包

埋标本保存在32℃以下[4]。血液标本应遵循标准
流程处理，防止白细胞裂解及游离DNA降解。使

用ctDNA保存管采血后应轻柔颠倒8~10次，并在

常温下保存，到实验室后分离血浆提取ctDNA；也

可使用EDTA抗凝管采集8~10mL全血，冷藏运输

并在2h内分离血浆。血液标本可在-80℃保存，

避免反复冻融[101]。胸腹腔积液标本可通过离心取

细胞沉淀直接提取DNA(4]
4.标准操作流程：实验室所有的实验操作流程

均应建立标准操作规程（standardoperating
procedure,SOP)。SOP应具有可操作性，根据指南、
文献、仪器和试剂说明书等制定SOP，实验室工作

人员严格按照SOP进行日常实验操作，且应根据指

南的更新，仪器和试剂的迭代实时更新实验室

SOP。

5.报告规范化：临床基因检测报告分为4部分

内容：（1)基本信息，包含患者信息（如姓名、性别、

年龄、住院号门诊号等）、标本信息（如标本采集时
间、送检时间、病理号/标本编号、送检标本部位、肿

瘤细胞含量、标本类型等）、临床/病理诊断等；
(2)检测项目信息，包括检测项目名称、所用检测平

台和技术方法、检测基因列表及检测范围（明确检

测的分子标志物及其位点信息），标本质控结果以

及检测局限性；(3)基因检测结果，报告需清晰明了
地呈现所检测基因的突变状态，包括突变类型及具

体突变位点信息，对于二代测序检测，应提供变异
的基因名称、cDNA的GenBank号（NM_）、变异类

型、丰度/拷贝数，变异解读；（4)临床解读，二代测

序报告中体细胞的变异解读参考2017年美国病理
学会（AMP)/美国临床肿瘤学会（ASCO)/美国病理

学家学会（CAP)联合制定的体细胞变异解读指

南102],药物敏感性证据应参考NMPA、FDA批准的
药物靶点以及CSCO及美国国家综合癌症网络

(NCCN)推荐的用药指导；胚系变异解读,应参照美

国医学遗传学和基因组学学会（ACMG)推荐的胚

系变异解读流程进行注释及解读[103]。
6.质控常规化：实验室质量控制应涵盖室内质

控与室间质评两大部分。室内质控是由实验室内

部工作人员采用特定的方法和程序，持续评估其工
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作结果的可靠性，并监控及保证实验室工作的精密

度，以此提升常规检测中批次内及批次间标本检测

结果的一致性，确保检测数据的可信度。为达到此

目的，实验室应每月汇总并分析室内质控的合格

率，审查的重点包括但不限于：分子标志物变异频

率是否符合流行病学预期；不同操作员间的实验结

果一致性；以及使用不同试剂、仪器或平台时的实

验结果比较。室间质评是为了客观评估参评实验
室在分子标志物检测方面的准确性，通过外部独立

机构实施的一系列系统化方法，对实验室的检测结

果进行连续且客观的评价。这一过程旨在识别并

纠正检测中的偏差，从而确保不同实验室之间检测

结果的可比性。为了保持高标准的质量控制，实验
室应当定期参与由国家及省级临床检验中心、中国

病理质量控制中心、欧洲分子基因学质量网络以及

美国病理学家学院等组织提供的室间质评计划。

推荐意见19：分子标志物检测质量控制关键
环节包括实验室与人员管理规范化、仪器与试剂耗

材管理规范化、标本处理规范化、操作规程标准化、

报告规范化以及质控常规化（强烈推荐）。

八、多学科沟通

多学科会诊或多学科综合治疗

（multi-disciplinaryteam）讨论可提升结直肠癌精准
诊断与治疗水平。建议各级医院常规开展多学科

沟通，组织、分子病理医师应积极参加，交流内容应

包括但不限于：（1)常规病理和分子病理报告解读；

(2)疑难或异议沟通；（3)送检流程管理；（4)科室检
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