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摘要 嵌合RNA（chimeric RNA）是由来自不同基因的外显子片段组成的融合转录本。传统的嵌合RNA检测方法有染色体

核型分析、荧光原位杂交（FISH）等，但这些技术的特异性、灵敏性和准确性较差。随着测序技术的发展，二代测序技术

展现出强大的数据处理能力，可以通过高通量序列分析来检测嵌合RNA，目前基于高通量测序的检测方法有FusionCatcher、

SOAPfuse、EricScript等。目前较为常用的对检测到的嵌合RNA的验证方法有聚合酶链反应（PCR）、核糖核酸酶保护实验

（RPA）、琼脂糖凝胶电泳、Sanger测序等。多种检测技术的开发使得越来越多的嵌合RNA被发现，但现有的检测技术各有

优劣，主要体现于检测成本、假阳性率、检测时间等方面的差异。本文对嵌合RNA的检测方法、验证方法及各方法的优劣

性进行阐述。
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20世纪 60年代，费城染色体（Ph）首次在慢

性骨髓性白血病 （chronic myelocytic leukemia，

CML）中被发现［1］，根据其融合基因BCR-ABL而

设计的药物格列卫（imatinib），是第一个用于治疗

融合基因所引起癌症的靶向药物，同时也开创了融

合基因靶向治疗癌症的先河［2-3］。基因组的不稳定

性和重排是癌症的重要标志之一［4］。缺失、插入、

倒置或易位均可产生染色体内或染色体间的重

排［5］，其中由两个基因连接在一起形成的新基因

被称之为融合基因（fusion gene）［6］。融合基因可

产生新的蛋白质产物，进而导致癌基因的激活、抑

癌基因的失活等，影响癌症的进展［7-9］。

长期以来，嵌合 RNA 通常被认为是由于在

DNA水平上染色体发生易位、缺失或染色体倒置

所形成的产物［10］。但随着新一代测序技术以及生

物信息技术的发展，新的研究发现，嵌合RNA的

产生既可以来源于DNA水平的改变也可以来源于

仅 RNA 转录水平的改变，即单独转录的基因

mRNA转录本的反式剪接［11-12］与相邻基因间忽略

的基因边界的顺式剪接［13-14］（图 1）。那么嵌合

RNA如何检测，检测后如何验证，又如何保证检

测的嵌合RNA不是假阳性结果，是一个值得深思

的问题。本文主要从嵌合RNA的检测、验证技术

进行论述。

∗ 国家自然科学基金（81972421），国家自然科学基金（NSFC） -

河南联合项目 （U2004135），郑州大学高层次人才启动项目

（32340177）， 河 南 省 高 等 学 校 大 学 生 创 新 创 业 训 练 计 划

（202210459126，202210459161）和郑州大学教育教学改革研究与

实验项目（2022ZZUJGXMLXS-017）资助。

∗∗ 通讯联系人。

唐悦  Tel： 0371-67781950， E-mail： tangyue@zzu.edu.cn

秦付军  Tel： 0371-66658776， E-mail： fujun_qin@zzu.edu.cn

收稿日期： 2023‑06‑15， 接受日期： 2023‑07‑20



·798· 2024；51（4）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

1　染色体核型分析

核型分析是一种广泛的分析，提供了关于染色

体数量和结构的额外信息。以分裂中期染色体为研

究对象，根据染色体的长度、着丝点位置、长短臂

比例、随体的有无等特征，并借助显带技术对染色

体进行分析、比较、排序和编号，根据染色体结构

和数目的变异情况来进行嵌合RNA的验证和疾病

的诊断，如嵌合 RNA ETV6-NTRK3，此方法适用

于染色体异常形成的嵌合RNA［15］（表1）。

恶性血液病经常携带获得性染色体变化，产生

具有致病和诊断意义的融合基因，如 NRIP1-

MIR99AHG 嵌合 RNA （表 1）。但此方法需从新鲜

组织样本中成功培养细胞，时间周期长，分辨率仅

限于染色体臂/带的微观水平，且需要借助荧光原

位杂交 （fluorescence in situ hybridization，FISH）

或者反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）等方法进一

步验证［16-17］（图2）。

2　荧光原位杂交（FISH）

FISH 技术是探针利用碱基配对互补的原理，

将荧光染料标记的DNA与特定靶DNA序列进行互

补杂交，通过荧光显微镜观测荧光信号的位置、大

小及数量来判断 DNA 序列的缺失、扩增、融合、

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2

3 41 2

3 4

3 41 2

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

3 41 2

1 2 3 4 1 2 3 4

1 2 3 4 1 2 3 4

�8�X

�8�Y

DNA

E�

�
RNA

�8�G� 	��� N���

�8�X

�8�Y

E�

X

Y

Fig. 1　Chimeric RNA formation mechanism
图1　嵌合RNA形成机制
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Fig. 2　Chromosome karyotype analysis and FISH
图2　染色体核型分析与FISH
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断裂及易位等，此方法适用于发生 DNA 重组或

RNA反式剪接形成的嵌合RNA。

目前，FISH检测用的探针大部分为双色标记，

主要分为染色体计数探针（缺失和扩增）和位点特

异性识别探针（融合、重排、断裂等）。融合基因

的检测是用含有两种不同颜色荧光素标记的探针，

分别对应各自独立的靶基因位点，针对其是否发生

融合而产生不同的颜色进行区分。如 Ruffle 等［18］

利用橙色或绿色探针去验证 PAN3-NONE 融合基

因（表1）。

FISH检测嵌合RNA只是通过宏观观察颜色的

变化判断［19］，且只能显示RNA层面发生的改变，

只能作为嵌合RNA的验证手段，而不具备作为发

现和筛选嵌合RNA的优势。但对于临床实验室来

说，其是目前检测最快速的方法之一，可在 24~ 

48 h内得出结果，但检测范围有限。Jeck等［16］针

对此缺陷设计了一种利用Oxford Nanopore Minion

测序系统的方法，可以提供长读数的快速测序，缩

短检测融合癌基因的周转时间，对需要快速结果的

临床检验可能是一种有效的方法。此外，Pacbio测

序技术也使得直接分离和筛选嵌合RNA成为可能。

3　高通量嵌合RNA检测技术

3.1　基于RNA-Seq的单端数据和双末端数据

新一代测序技术（next-generation sequencing，

NGS） 以 Roche 公司的 454 技术、Illumina 公司的

Solexa、Hiseq 技术和 ABI 公司的 Solid 技术为代

表，相比 FISH 和 RT-PCR 等方法［20-21］，NGS 大大

降低了测序成本，它可以分析更多的目标，在可接

受的周转时间内节省时间和材料，而且拥有高度敏

感性和高准确性。同时，它不会受限于无法鉴定距

离很近或者序列未知的基因，也没有实验过程中杂

交和荧光信号使用产生的严重杂音信号。虽然

NGS允许在临床实践中不断合并新发现的生物标

志物，但是缺乏标准化仍然是一个比较致命的

问题［22］。

与传统的方法相比，RNA-Seq 可以准确量化

转录本的表达，发现新的转录本，识别可变剪切事

件，检测基因融合，从而揭示不同条件下转录组的

动态变化。多年来，已经开发了一些软件工具来从

RNA 测序 （RNA-seq） 数据中检测基因融合［23］。

在嵌合RNA的研究中，RNA-seq可以检测发生在

RNA水平的基因间剪接融合，检测多种可选的剪

接变异体造成的融合。低成本和快速周转时间是其

最大优点。

RNA-seq实验提供了一组短读数，可以有两种

形式：单端序列或双端序列。单端测序就是将

DNA样本随机打断后，在DNA片段的一端连接上

引物序列，然后在末端加上接头，对每个片段进行

测序。双端测序是在DNA片段两端的接头都加上

测序引物结合位点，引导互补链在原位置再生和扩

增，然后合成互补链并测序。以 Illumina测序平台

的序列结果为例，其测序结果输出格式是 fastq［24］，

如果是双端数据，数据存储到*_1.fastq，*_2.fastq

文件，代表来自两个不同末端的测序数据。

嵌 合 RNA 可 以 从 不 同 长 度 的 单 端 测 序

（single-end reads）［25］或双端测序（paired-end/mate-

paired reads）［26］中检测到。由于分析软件的限制，

利用双端测序数据分析嵌合RNA更为方便和快捷，

原因是双端测序方法不仅能提供更大的动态范围，

而且可以更准确地预测基因融合位置及两侧序列信

息，便于进行下一步的实验验证。

根据 RNA-seq 数据，一系列利用短读长检测

融合的技术已经开发出来［27］，如 FusionPlex、

AmpliSeq、 QIAseq、 RNAscan、 Oncomine Focus 

Assay、 TruSight Tumor 170、 SureSelect XT

等［28-31］。常用的检测效率较高的 FusionCatcher

（https://github.com/ndaniel/fusioncatcher）检测技术

可以用于检测来自脊椎动物疾病样本的双端RNA

测序数据中新的和已知的体细胞融合基因［32］。

FusionCatcher的主要目标是：良好的精确度和灵敏

度。首先对测序数据预处理和过滤，再利用

FusionCatcher 在 RNA 水平进行 Ensembl 基因组注

释和Bowtie aligner对测序 read比对，使用4种不同

的方法和4种不同的比对装置组成的集成方法来识

别融合连接（图3）。

基于双端测序所形成的嵌合RNA中包括跨链

嵌合RNA （cscRNA），即两条相反DNA链编码的

转录本融合产生的RNA嵌合体，Wang等［33］构建

生物信息学比对方法cscMap检测cscRNA。cscMap

的设计专门用于从头鉴定带注释或未注释的RNA

转录本之间的非规范跨链连接事件。简单原理是将

配对末端 RNA-seq 读数与参考基因组和转录组比

对，然后未比对的读数进行第二轮比对，该比对将

配对末端 RNA-seq 读数的一端分解为两个片段，

分别寻求这些片段与两条相反DNA链的比对。

使用 RNA-seq 检测融合要求检测的灵敏度和

特异性，其取决于测序深度、长度和质量，以及所
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使用的生物信息学方法和参数。RNA-seq数据利用

短读数即可进行表达谱和基因表达的定量，然而短

读数在识别复杂的基因组重排、重复区域或全长转

录本方面效率较低，利用生物学算法进行融合识别

时重要的变异容易遗漏［34］。目前针对短读数出现

的问题常用以下两种方法来进行规避。一为优先比

对：首先识别基因组重排后不一致的读数；二为优

先组合：将读数组装成更长的转录本序列以识别融

合转录本［35］。因此，克服短读读长限制的一种方

法是合成长读长，将短读长编译在一起，构建更长

的读长。此方法已成功识别良性结肠黏膜、原发性

结肠癌和转移性结肠癌中此前未识别的融合转

录本［36］。

3.2　基于RNA-Seq的嵌合RNA检测技术

目前最流行的嵌合RNA检测算法都是将DNA

或 cDNA序列比对到参考转录组数据库。通过序列

比对的方法找出形成嵌合RNA的两个来源母基因

序列及信息，以便对其产生机制和功能与母基因的

异同进行更为深入的研究。Winters 等［37］ 利用

RNA-Seq 检测出包括 LPP-FOXP1、KIF5B-RET 在

内的多个癌症中嵌合RNA，并使用RT-PCR等方法

进行了验证。鉴于目前嵌合RNA发现工具在特异

性、敏感性、效率以及计算机内存使用方面表现不

尽相同，目前常用的嵌合RNA检测分析软件包有：

deFuse、 EricScript、 JAFFAL、 FusionCatcher、

FusionMap、 PRADA、 SOAPfuse、 STAR-

FUSION、Arriba和Chimeraviz等。以上所述软件，

其工作原理和机制基本类同，但各自算法进行了独

立的优化，现在以常用的软件分析包 SOAPfuse、

EricScript 及近年文献提到的方法来发现和挖掘新

的嵌合RNA。

3.2.1　SOAPfuse

SOAPfuse (http://soap.genomics.org.cn/soapfuse.

html) 是华大基因公司基于 perl 语言开发的 RNA-

Seq数据全基因组范围内检测嵌合RNA的开放性工

具。SOAPfuse通过将RNA-Seq双端序列比对结果

与人类基因组参考序列和注释基因做比对，根据

RNA序列是否比对到两个不同的基因，进而发现

可能的嵌合RNA （图 4）。它通过两种序列形式来

支持一个融合事件，一组不一致的连接候选嵌合

RNA 的双端序列（span-read）以及一组来确认准

确连接位置的连接序列（junc-read）。SOAPfuse采

用一种改进的算法来有效地构建一个融合位置文

库，并采用一系列参数条件和数据质量控制措施来

从序列和假阳性结果中判别出可能的阳性结果。该

软件可以生成融合转录本的高可信度结果列表，其

中包含连接位点在单核苷酸分辨率上的精确位置。

此外，SOAPfuse还可以预测并提供融合转录本交

接处侧翼各200 bp的序列，该序列可用于设计嵌合

RNA 特异引物来为 RT-PCR 验证做准备。此外，

SOAPfuse还可以创建示意图，可以显示连接序列

上所匹配的序列（span-reads和 junc-reads）的排列

情况，以及每个基因对的外显子的表达水平。

SOAPfuse可以区分RNA-Seq数据的具体参数，如

插入大小和读取长度。因此，即使单个样本包含不

同类型的双端 RNA-Seq 数据，它仍然可以很好地

工作［38］。此种方法适用于大多数嵌合RNA类型的

检测，但主要用于研究顺式剪接形成的嵌合RNA，

如嵌合RNA D2HGDH-GAL3ST2［39］（表1）。

3.2.2　EricScript

Benelli 等［40］ 提出了一种新的嵌合转录检       

测算法——EricScript (https://sites. google. com/site/

bioericscript/home)，该算法检测嵌合 RNA 是基于

双端 RNA-Seq 数据。其新颖之处在于对外显子结

合位点有一个有效的重新校准过程，能够增加灵敏

度和特异性，并减少运行时间。EricScript 分析主

要流程：a. 根据转录组对序列进行映射；b. 不一致

地排列识别和生成外显子结合位点参考序列；c. 外

显子结合位点参考序列的重新校准；d. 对候选的嵌

合RNA进行评分和筛选（图5）。EricScript引入了

3 个新的参数，分别是真正的结合位点参数

（genuine junction score，GJS）、边缘参数 （edge 

score，ES）、一致性评价（uniformity score，US）。
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图3　FusionCatcher分析流程
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它能够高精度地区分真正的嵌合RNA和假阳性事

件，并减少数据分析产生的大量调用。

由于EricScript测序和分析过程中会产生出大

量的假阳性事件，因此加入了一系列筛选条件： 

a. 丢弃所有完全比对到相同位置的双端序列；b. 仅

保留评分良好的候选嵌合 RNA 并对其进行分类；

c. 使用BLAT对Ensembl转录组比对到野生型结合

位点周围的100 bp序列的区域，若比对结果同源性

和相似度比例均很高，则排除该候选嵌合RNA。

EricScript 生成了模拟不同覆盖水平的不同读

取长度的合成数据集，合成数据集可用于训练自适

应 boosting （AdaBoost） 从而对分析结果进行排

序。同时，在EricScript包中还有用于模拟基因融

合的程序。研究表明，EricScript能够实现对嵌合

RNA检测分析的高灵敏度和特异性，且运行效率

高时间短，此种方法适用于大多数嵌合RNA类型

的检测，如嵌合 RNA FOXP1–RYBP［40］（表1）。

3.3　优化的嵌合RNA检测技术

近年来也有其他学者提到一些更有优势的检测

方法。Heyer 等［41］ 提出了靶向 RNA-seq 的方法。

此方法使用生物素化的寡核苷酸探针来富集目标

RNA转录本。首先设计探针靶向融合基因的外显
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Fig. 4　SOAPfuse analysis process
图4　SOAPfuse分析流程
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图5　EricScript分析流程
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子，同时制备基因特异性文库，接下来将探针与基

因杂交，进行 RNA 测序，从而鉴定新型嵌合

RNA。此方法相比于 STARFusion 和 FusionCatcher

方法，拥有更高的准确度、灵敏度且能够检测罕见

的融合基因。但其假阳性风险增大，且需对结果信

息进行多次验证，并解释说明。随着统计学方法的

进步，增大的假阳性率可以使用，如Depest［42］的

算法降低。另外，Engvall等［43］同样也提出了靶向

RNA-seq的方法，并在白血病患者中进行了应用诊

断。该方法使用一种锚定多重PCR，将基因特异的

引物与包含通用引物结合位点的接头结合，在事先

不知道配对序列或特定断裂点的情况下扩增目的序

列，再使用嵌套的基因特异性引物进行第二次

PCR。该方法流程简单、时间短、特异性高。但该

方法容易产生第一次链式反应的产物污染。Iyer

等［44］ 建 立 了 ChimeraScan 方 法 ， 该 方 法 使 用

Bowtie将双端读段比对至参考基因组，其中无法比

对的序列重新筛选，通过一定的筛选标准得到推测

的嵌合体，再过滤掉读取较低的嵌合体从而得到嵌

合基因。该方法拥有处理长（>75 bp）双端读段、

处理模糊映射读段、检测跨越融合连接的读段、支

持标准化的 SAM 格式和 HTML 报告等优点。Li

等［45］建立了ChimeRScope方法，是一种新的基于

双端 RNA-Seq 数据的无比对融合转录预测算法，

它是根据 RNA-Seq 双端序列的基因指纹 （如          

k-mers）图谱从而准确地预测融合转录本。此方法

比较适合于大规模的融合转录本数据分析。可在精

准医学中用于有效诊断和预后的生物标志物。 

Friedrich 等［46］提出了 STfusion 方法，在顺式剪接

机制或染色体重排引起的融合转录本的情况下，  

5'基因中没有 Poly（A）尾，可以定位到 3'基因的

Poly（A）尾数量，以及 5'基因上没有 Poly（A）尾巴

的数量，被用来指示融合转录本，并使用前列腺癌

中的 SLC45A3-ELK4 （表 1） 嵌合 RNA 进行验证。

Liu等［47］开发了LongGF来高效地从长RNA-seq数

据中检测基因融合，运用C++实现，运行速度快，

只需几分钟和<3 GB 的内存便可从转录组中读取

50 000个长片段进行基因融合检测，但此方法只能

检测已知的基因融合，且容易造成假阳性。Chiu

等［48］提出了利用RNA-Bloom和PAVFinder融合基

因检测方法Fusion-Bloom，该方法自动化运行 3个

分析阶段：组装、比对和分析，并以BEDPE格式

报告结果，具有良好的敏感性和特异性，但此方法

运行需求时间较长。其他的也有如：基于 Read-

mapping和从头融合转录本组装方法［35］；长链转录

组测序检测融合基因的 JAFFAL 方法［49］；基于功

能基因组学方法［50］；基于筛选条件的方法：

TSscan筛除由于RT期间的错误导致的假阳性结果，

但也会忽略一些真正的嵌合 RNA［51］；Map Splice

不依赖于连接位点的特征或内含子的长度，不局限

于经典的拼接位点来鉴定候选嵌合RNA序列，但

可能产生假阳性结果［52］；Segemehl算法考虑错配

和插入/缺失等因素［53］。NCLscan软件有助于区分

反式剪接，环形或基因重排衍生融合［54］。Jin等［55］

提出的 scFusion方法支持序列和深度学习模型筛除

单细胞测序中的假阳性结果。因此，选择合适的软

件来分析特定的RNA-Seq数据是至关重要的。

3.4　RNA-Seq数据的局限性

RNA-Seq 仅对转录组中的一小部分 （约 2%）

进行测序［56］。除传统的基因融合外，RNA-seq 还

检测仅发生在RNA水平的基因间剪接融合。更低

的时间成本和经济成本使得 RNA-Seq 在融合转录

本研究中非常受欢迎。然而，RNA-Seq 还存在许

多局限性：a. 不能检测到涉及非转录事件中的融合

基因［57］；b. 只能检测未发生在DNA水平的融合事

件，不能排除DNA本身发生了融合导致转录组的

序列基因结构变化；c. 在人类转录组研究中，组织

的特异性和表达的广阔动态范围使 RNA-Seq 数据

分析复杂化［58］。有研究报道，有几个重要的基因

融 合 是 利 用 全 基 因 组 测 序 （whole genome 

sequencing，WGS）被检测到的［59-60］。因此，利用

生物信息学分析软件将RNA-seq和WGS数据结合

起来是嵌合RNA检测的最佳数据来源。

4　嵌合RNA验证方法

4.1　聚合酶链反应（PCR）
PCR是一种高效评估转录水平的方法，由于其

敏感性和特异性，特别适合检测验证嵌合 RNA。

Ruffle 等［18］使用 PCR 方法检测 TM 值，与其阴性

对照结果不同的样品认为是潜在的阳性嵌合RNA，

并对其进行测序，如嵌合RNA ESRRA-C11orf20［61］

（表1）。PCR方法具有高效直观的优点，但利用逆

转录构建 cDNA文库的方法都容易由于模板转换而

产生假阳性，且只对与特定一对相关基因的融合敏

感，甚至可能对某些不常见的变种不敏感［16］。
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4.2　核糖核酸酶保护实验（RPA）
RPA的基本原理是探针和样品液杂交，而后进

行酶切消化，聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定。基于这一

原理， RPA用作评估RNA水平以及定位基因的转

录起始位点［62］。同时也作为一种敏感的方法来识

别选择性拼接的转录本和不同的转录起始位点［63］。

然而，在cDNA文库构建中使用逆转录的方法容易

产生因模板转换而出现的假阳性，因为逆转录酶会

产生在原始生物体中不存在的嵌合RNA［64-65］。但

本方法不采用逆转录程序，从而避免了在逆转录过

程中可能出现的假阳性结果。

4.3　琼脂糖凝胶电泳和Sanger法测序

琼脂糖凝胶电泳以琼脂凝胶作为支持物，利用

DNA分子在泳动时的电荷效应和分子筛效应，达

到分离混合物的目的。通过生信分析工具获得嵌合

RNA，进行RT-PCR，验证嵌合RNA的转录表达水

平，筛选出表达差异明显的嵌合RNA将其扩增后

的 cDNA 进行琼脂糖凝胶电泳，分离纯化 cDNA，

以便后续对其进行Sanger法测序［66］。

Sanger测序是DNA测序技术的金标准，曾在

人类基因组计划中发挥了关键推动作用，并且现在

仍被用来获得高度准确且可信赖的测序数据。其基

本原理是碱基互补配对原则及缺乏3'-OH基团的随

机 终 止 。 Sanger 法 测 序 的 主 要 目 的 是 验 证

SOAPfuse/EricScript等方法中提供的连接位点参考

序列，从而保证筛选出来的嵌合RNA的真实性。

4.4　NanoString nCounter
NanoString nCounter分析系统是最新的多重基

因定量检测技术，该技术是基于核酸分子与探针杂

交后，对探针上的颜色分子条形码标记直接探测、

计数而实现多重定量的检测技术。其核心技术原理

包括分子条形码技术和单分子成像数字计数技术。

此技术可直接检测条形码探针标记的单个 mRNA

转录子，并通过数字计数进行定量。

NanoString nCounter 检 测 技 术 能 够 检 测 

mRNA、miRNA 及 DNA 拷贝数变异，敏感性高，

且因无需逆转录扩增，避免了假阳性。但其不能检

测未知 mRNA。Lira 等［67］应用 NanoString 技术对

肺非小细胞癌标本多种断裂点的ALK融合基因进

行检测，可确定各种断裂点亚型的融合基因及其表

达水平，可用于肺非小细胞癌的分子诊断。临床中

也 使 用 此 技 术 对 患 者 的 活 检 组 织 进 行 融 合

检测［68］。

5　总结与展望

随着新一代测序技术的研发，嵌合RNA的发

现与研究成为新兴的研究热点，其检测及验证方法

更是关键性技术。现如今科研人员从利用染色体核

型分析、FISH到SOAPfuse等高通量测序方法在非

小细胞肺癌、前列腺癌、宫颈癌等疾病中发现众多

新的嵌合RNA［69-71］，并利用PCR等方法成功验证

其真实性，利用各种功能实验发现了其抑癌功能。

高通量测序技术的快速发展使得嵌合RNA能

够以低成本、快速、高准确的方式被发现，但检测

方法本身仍然存在假阳性、特异性不好、灵敏度不

足等问题。染色体核型分析的周期长，分辨率低；

FISH 方法只能用于 RNA 层面；高通量测序方法

SOAPfuse 假阳性率较高。另外，其验证方法如

PCR、琼脂糖凝胶电泳和Sanger法测序由于存在序

列大量扩增，有一定概率会引入错配碱基致使假阳

性率升高，错误地验证嵌合RNA。即使通过DNA-

seq数据的补充验证如NanoFG［72］，嵌合RNA的检

测仍然存在许多问题。另外，环状融合 RNA

（circular fusion RNAs） 的发现对合适的检测工具

需求更加迫切［73］。因此，二代测序技术带来的问

题如读取序列的长度已不能满足当今科学的发展。

三代及四代测序技术的出现一定程度上改善了

这些问题，PacBio公司的SMRT作为三代测序技术

的代表和Oxford Nanopore Technologies纳米孔单分

子测序技术作为四代测序技术的代表［74］。与前两

代测序技术相比，其最大的特点就是单分子测序，

测序过程无需进行 PCR扩增，并且理论上可以测

定无限长度的核酸序列，即可以获得长读长。长读

可以解析复杂的多外显子并识别长转录本和更多的

剪 接 变 体［75］， 识 别 天 然 的 RNA 修 饰［76］。

Mitsuhashi等［77］利用此方法获得 LTR-RBM26融合

转录本的全长及其不同的剪接形式。长读长转录组

Table1　Chimeric RNA illustration
表1　嵌合RNA例证

检测验证工具

染色体核型分析

FISH

SOAPfuse

EricScript

STfusion

PCR

嵌合RNA

ETV6-NTRK3

NRIP1-MIR99AHG

PAN3-NONE

D2HGDH-GAL3ST2

FOXP1–RYBP

SLC45A3-ELK4

ESRRA-C11orf20

参考文献

［15］

［17］

［18］

［39］

［40］

［46］

［61］
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测序的另一个优点是能够识别双跳和桥接融合［78］。

但长读也存在读长数量少、读长深度低、碱基准确

性 低 的 问 题［79-80］ 。 这 种 问 题 可 以 通 过 如

isONcorrect计算工具和PacBio公司的High Fidelity

方法获得更高的读数准确性［81-82］。另一种解决方法

是，可以通过混合短读和长读进行融合检测［83］。

目前Rautiainen等［84］开发了AERON，即长读比对

融合检测工具，称为GraphAligner；Zhang等［85］开

发的CIRI-long和Xin等［86］开发的 isoCirc利用长读

检测 circRNA。未来基于三、四代测序结果的分

析，将有更多嵌合RNA被挖掘发现，阳性率也将

提高。

本文揭示了嵌合RNA的检测方法，从传统的

检测技术到高通量测序方法，从染色体核型分析到

RNA-Seq 数据的处理，以及生物信息学筛选，实

验验证其真实性等。虽然目前嵌合RNA研究领域

尚处于初级阶段，但是其检测技术已经初具规模。

随着新一代测序技术和生物信息学分析软件的进

步，对嵌合RNA的研究将会不断地深入，形成更

全面的认识。
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Abstract　Chimeric RNA is a fusion transcript comprising of exon fragments from different genes. There are 

three splicing types: chromosome rearrangements, trans-splicing, cis-splicing, and the recently mentioned circular 

chimeric RNA. The traditional methods for the detection of chimeric RNA includes chromosome karyotype 
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analysis, FISH, DNA microarray, etc., but their specificity, sensitivity and accuracy for the detection of chimeric 

RNA are poorly understood. With the development of sequencing technology, second-generation sequencing 

technology has shown strong data processing capabilities and can detect chimeric RNA through high-throughput 

sequence analysis. Currently, detection methods making use of high-throughput sequencing datasets includes 

FusionCatcher, SOAPfuse, EricScript, etc. For validation of the detected chimeric RNA, the commonly used 

methods include PCR, RPA, agarose gel electrophoresis, sanger sequencing, etc. The development of newly 

introduced techniques has led to the discovery of different novel chimeric RNA, the third and fourth generation 

sequencing has also been developed and nearly mature, and the sequencing technology taking PacBio as an 

example has also brought a new dawn to the discovery of chimeric RNA, but each of them has its advantages and 

disadvantages, mainly focusing on its cost, false positive rate, detection time, etc. This paper basically describes 

various different techniques that can be utilized for the detection and validation of chimeric RNA.   

Key words　chimeric RNA, detection techniques, validation techniques, RNA-Seq, bioinformatics

DOI：10.16476/j.pibb.2023.0234


