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摘要  高通量测序（NGS）技术在临床分子遗传学检验领域应用日益广泛，已成为支撑临床分子诊断的核心工

具，但其检测结果有效性验证的标准化问题仍亟待解决。尽管美国分子病理学协会（AMP）与全国遗传咨询师协会

（NSGC）于 2023 年联合成立 NGS 变异验证工作组，推动验证流程标准化建设，然而业内对变异验证的必要性、验

证范围界定及效益成本评估仍存争议，且国内相关规范体系尚未完善。本研究系统整合国内外指南、专家共识、文

献综述及实验室实践经验，针对 NGS 变异正交实验验证（简称“正交验证”）提出 12 项实践建议，覆盖技术标准、医

学决策、生物信息学流程及质量管理等关键环节。这些建议不仅为实验室制定兼顾检测效能与临床需求的个性化

验证策略提供框架，更旨在精准平衡检测效能与临床价值的基础上，构建符合中国临床实践特点的 NGS 验证体系，

为精准医学的规范化发展提供支撑。
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Abstract

Next⁃generation sequencing (NGS) technology has been increasingly applied in clinical molecular 
genetic testing and has become a core tool supporting clinical molecular diagnosis.  However, the 
standardization of test result validation remains an urgent issue.  Although the Association for 
Molecular Pathology (AMP) and the National Society of Genetic Counselors (NSGC) jointly 
established the NGS Variant Validation Working Group in 2023 to promote the standardization of 
validation processes, controversies remain in the field regarding the necessity of variant validation, the 
scope of validation, and cost ⁃ benefit assessments.  Furthermore, relevant standardization systems in 
China remain to be improved.  By integrating domestic and international guidelines, expert consensus, 
literature reviews, and laboratory practical experience, this study proposes 12 practical 
recommendations for orthogonal experimental validation (hereafter "orthogonal validation") of NGS ⁃
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identified genetic variants.  These recommendations encompass critical aspects including technical 
standards, clinical decision ⁃ making, bioinformatics workflows, and quality management.  These 
recommendations not only provide a framework for clinical laboratories to develop personalized 
validation strategies that balance testing performance with clinical utility, but also aim to establish an 
NGS validation system aligned with Chinese clinical practice by precisely balancing testing 
performance and clinical value, thereby supporting the standardized development of precision 
medicine.

Key Words Next ⁃ Generation Sequencing； Genetic Variation； Orthogonal Experimental 
Validation； Technical Standards； Clinical Value Standards

高通量测序（next⁃generation sequencing，NGS）
技术凭借卓越的灵活性、可扩展性、高效性及经济

性，已成为支撑临床分子诊断的核心工具。但其存

在读长短、原始数据错误率较高等局限。与金标准

Sanger 测 序 相 比 ，NGS 在 插 入 和 缺 失（insertions 
and deletions，Indels）检测中假阳性率增加 15%~
30%，在基因组复杂区域（如高 AT/GC 区、串联重

复区、基因组同源区）的系统误差率可达常规区域

的 3~5 倍［1⁃2］。

测序技术的假阳性（False Positive，FP）错误可

分为系统错误与随机错误。系统错误多见于基因组

复杂区域，随机错误则可能均匀分布于不同质量区

域。尽管系统误差根源已被量化分析，可助力识别

高风险系统性 FP 并采取验证措施，但其仍为当前

NGS 应用中 FP 的主要原因［3］。无论是真阳性（True 
Positive，TP）还是 FP 结果，均会直接影响临床决策，

导致误诊、不当治疗，甚至过早终止对患者疾病真正

病因的探寻。因此，对 NGS 变异实施正交实验验证

（下文简称“正交验证”）至关重要。正交验证是指引

入与主流 NGS 技术具有不同系统误差特性的独立

技术平台或实验方法，对变异结果进行交叉验证。

由于正交技术间的误差曲线重叠度最低，相互验证

可有效排除各自系统误差引入的 FP，为检测结果准

确性提供关键保障。我国《定性测定性能评价指南》

（WS/T 505—2017）也明确，临床医生可依据经验证

的筛查或诊断试验结果直接诊断［4］。

然而，正交验证会增加时间成本、操作复杂度

与经济负担，其必要性和综合效益常受质疑（尤其

当 NGS 变异检出质量较高时），因此，NGS 实验室

在明确哪些变异应纳入正交验证流程时往往面临

巨大挑战，盲目扩大验证范围会加剧资源消耗，过

度缩减则可能遗漏关键变异导致诊疗风险。因此，

决策时需兼顾技术质量指标与临床实际需求。

NGS 质量标准是判断变异是否需要正交验证

的前提与基础，只有符合质量标准的变异才具备正

交验证价值。建议实验室采用两级或多级变异过

滤规则筛选变异：一级过滤为相对宽松的初级质量

过 滤 规 则 ，以 测 序 深 度（如 体 细 胞 变 异 ≥30× 、

germline 变 异 ≥100×）、变 异 质 量 值（QS≥20 或

Phred 值≥30）、比对准确性（无重复序列/高 GC 区

干扰、比对率≥90%）等核心指标为过滤标准，通过

自动化生物信息学流程快速筛除 70%~80% 的低

质量或明显 FP 变异（如碱基偏好、接头污染导致的

变异），初步锁定符合技术质量标准的候选变异；二

级过滤为严苛的技术标准，整合多个稳健的质量指

标区分高置信度 TP 与低置信度 FP（图 1），重点审

查通过一级过滤但位于基因组复杂区域的变异，或

触发警告的变异［如新发变异、平台首次检出变异、

等位基因比率偏离理想孟德尔比率的变异、Indels、
移码、拷贝数变异（copy number variations，CNVs）、

外显子边界±5 bp 区域等］［4］，旨在进一步缩小正交

验证范围或标记可疑变异（需人工复审）。

两级或多级技术标准过滤规则结合正交验证

方法可提高特异性和整体敏感性。实验室还可根

据自身经验及已有数据建立假阳性热点图谱，规避

重复验证。需要注意的是，宽松过滤规则往往伴随

较高假阳性率与灵敏性，严格过滤规则虽牺牲一定

灵敏性，却能有效降低 FP 率。因此，实验室在实际

图 1　不同技术标准在甄别高质量 NGS 变异与分析潜在

假阳性中的关键作用
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操作中，需结合研究目标对敏感性或特异性的优先

需求，通过优化过滤规则的严格程度，并搭配正交

验证与假阳性热点图谱的应用，实现测序结果准确

性与验证效率的平衡。

除技术层面外，还需参照变异的“临床价值标

准”确定验证优先级，优先筛选对患者诊疗决策（如

疾病确诊、治疗方案选择）、健康管理（如生育风险

评估）、预后判断有直接影响的关键变异，具体包

括：1）与患者检测指征紧密关联的高或中等外显率

的 致 病 性（pathogenic，P）和 可 能 致 病 性（likely 
pathogenic，LP）变异，此类变异直接支撑疾病确诊、

病因定位或治疗方案选择，结果准确性对临床判断

至关重要；2）与患者检测指征高度相关且高度怀疑

有 害 的 意 义 未 明 变 异（variant of uncertain signifi⁃
cance，VUS），尽管其致病性尚未完全明确，但结合

临床表型、家系信息等线索显示潜在临床影响，需

通过验证进一步确认结果可靠性以辅助后续诊疗

评估；3）对患者长期健康（如肿瘤易感风险）或生育

规划（如隐性遗传病携带者风险）有重大影响的次

要发现（secondary findings，SFs），此类变异虽非检

测主要目标，但关乎健康预警与生育决策，需验证

以确保信息可信；4）阳性的非侵入性产前检测（non⁃
invasive prenatal testing，NIPT）结果，因 NIPT 本质

为筛查技术，阳性结果需通过更精准的诊断性检测

（如羊水穿刺等）进行正交验证，方可作为产前干预

决策的依据［5］。上述变异的筛选均应基于循证医学

证据、临床经验或专业共识。

总而言之，正交验证的候选变异筛选作为正交

验证流程的核心前置环节，需遵循“质量优先，临床

导向”的逐级递进流程，既避免对无意义变异过度

验证造成的资源浪费，也防止遗漏核心变异引发的

诊疗风险，最终实现正交验证流程与临床实际需求

的精准适配，为高通量测序临床报告的准确性与可

靠性提供针对性保障（图 2）。

NGS 检测结果的正交验证流程涵盖样本选择、

变异筛选、正交技术选择、实验执行、结果比对、判断

与记录，以及特殊情况处理和持续优化等关键环节。

规划科学合理的流程及严格的质量控制，既能高效

验证 NGS 检测结果的精准度，支撑实验室建立经验

证的本地化阴性/阳性变异数据库，准确甄别变异属

性；也能规范验证结果不一致时的处理策略（如排查

肿瘤组织异质性或产前标本多点采样），同时为持续

质量监控与本地数据库建设提供支撑（图 3）。

为规范 NGS 临床报告中变异正交验证流程，本

文整合国内外专业组织出版物、指南、专家共识及

实验室实际工作经验［6⁃12］，结合国内临床实验室的

实践情况，提出 12 条适用于国内临床实验室的最佳

实践建议，详见补充表 S1（手机扫描本文 OSID 二维

码可见）。

建议 1：制定并落地 NGS变异正交验证标准化书面

文件

NGS 实验室需针对性地制定变异正交验证标

准化书面文件，将其正式纳入实验室质量管理手册

或 标 准 作 业 程 序（standard operating procedure，
SOP），经实验室主任签署确认后，实施规范化管理

与定期更新，确保文件的权威性与时效性。

文件编制需综合覆盖检测内容、NGS 平台特

性、变异类型与分类、质量指标及临床影响等维度，

由具备专业资质的分子生物学人员建立统一适用

的正交验证标准，明确验证启动条件、范围及全程

记录机制，在保障验证质量达标的基础上，兼顾结

果精确性与流程效率［13］。

建议 2：由资深认证医学分子专家主导验证策略的

制定与监督

实验室正交验证策略需由具备深厚 NGS 技术

功底、丰富临床实践经验及正规资质认证的医学分

子专家牵头制定，并全程监督落地。专家需以遗传

学理论为核心支撑，通过持续参与专业培训、学术

交流等方式，深化对行业规范、指南及共识的理解，

动态跟踪领域前沿进展，为验证策略的科学性、清

晰性及可操作性提供权威指导。

策略制定过程中，可邀请分子病理学家、实验

图 2　临床价值标准与技术标准在正交验证决策中的关键作用
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室遗传学家、技术人员、管理层及生物信息学专家

等利益相关方参与讨论，但核心环节执行需依托兼

具实验操作能力与信息学分析技能的专家团队，医

学分子专家对策略的严谨性与临床适用性承担最

终责任。

建议 3：规范验证方法、平台及生物信息学工具的验

证、维护与监管流程

实验室需将验证方法、技术平台及相关生物信

息学工具纳入统一规范的监管框架，实施持续验证

与维护，其重视程度需与其他检测关键环节保持一

致。所有验证方法的分析验证需独立开展，或纳入

NGS 检测整体验证流程，严格遵循相关监管要求与

认证指南。

针对 NGS 平台、软件、数据库及生物信息学流

程的快速迭代特性，实验室可根据变更内容的影响

范围，针对性地为特定步骤或后续环节重新建立性

能标准，如当仅生物信息学流程变更时，无需对湿

实验环节进行重新验证，详见建议 6，以维持验证体

系的稳定性。

建议 4：确保所选验证方法具备正交性

实验室需根据标本类型、变异类型及特征，遵

循“误差特性无关联”原则，结合不同方法的灵敏度

差异综合权衡，自主选择适配的正交技术，详见补

充表 S2（手机扫描本文 OSID 二维码可见）。对于

需反复通过替代方法验证的变异（如同源区域内的

重复扩增、复发性变异等），建议采用首选替代技术

验证，以保障结果的准确性［14］。若缺乏合适正交技

术，可在不同 CNAS 认可实验室中，利用相似或不

同 NGS 技术开展独立重复检测，但需避免采用相同

核心测序技术或文库制备方法，且简单重复初级

图 3　NGS 检测中正交验证流程
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NGS 检测或将原始数据经不同生物信息学流程重

新分析，均不满足正交技术要求。

当验证结果与 NGS 结果不一致时，需展开深入

调查并妥善处理，不预设原始或验证结果必然无

误，因为肿瘤标本或多点采样的产前诊断样本中，

部分 SNVs 差异可能源于组织异质性和/或瘤内异

质性，而非检测错误［15］。目前指南多侧重阳性结果

验证，易忽略阴性结果（野生型结果）验证，此做法

可能引入偏倚，从而影响测试性能评估。实验室临

床分子遗传学专家需审慎判断是否报告结果不一

致的变异，若选择报告，需在报告中详尽阐述验证

性检测结果并给出合理解释。

若因客观原因需外包变异验证工作，主实验室需

负责外包方的选择与评估，审核外包方资质并明确监

管链条，保留相关记录证明合规性。同时需明确双方

责任归属，制定规程维护监管链完整性，保障流程顺

畅与结果可靠，实验室主任或其指定人员需审查并批

准外包实验室开展的所有与方法相关的验证工作。

建议 5：对报告中报道的具有重大临床意义且符合

技术标准的变异实施正交验证

实验室筛选需正交验证的变异时，需以“技术

达标为前提，临床需求为核心”构建双重筛选框架。

一方面，设定严格的 NGS 技术质量阈值，综合测序

深度、变异质量值、比对准确性等多维度指标，识别

高置信度变异［16］，从技术层面排除低质量、高假阳

性风险的变异，确保仅对具备验证价值的变异启动

流程。另一方面，锚定临床实际需求，优先验证可

能影响患者诊疗决策（如肿瘤 EGFR 19del、遗传病

CFTR ΔF508 等致病/可能致病性变异）、健康管理

（如隐性遗传病携带者风险、肿瘤易感风险的次要

发现）及预后判断的变异，同时剔除美国医学遗传

学 与 基 因 组 学 学 会（American College of Medical 
Genetics and Genomics，ACMG）评级为良性变异、

可能良性变异或临床价值较低的意义未明变异

（VUS），避免资源浪费。

需特别注意，无论基于技术标准判定“具备验

证价值”，还是基于临床标准判定“需优先验证”，实

验室均需在最终临床报告中清晰标注变异的验证

状态（如“已正交验证”、“建议进一步验证”或“无需

验证”），为临床医生解读结果、制定后续方案提供

明确依据。

建议 6：建立标准化生物信息学流程并完善数据存

储管理体系

NGS 生物信息学流程涉及工具繁多、操作环节

复杂，实验室需构建标准化生物信息学流程，并配

套完善的数据存储管理体系，通过规范分析流程保

障结果一致性，为临床决策提供可靠支撑［17］。

开展临床样本检测前，需采用包含多种变异类

型的已知序列样本或参考材料，对生物信息学流程

进行性能验证，重点优化算法参数，确保流程在敏

感度、特异性、阳性预测值等核心指标上达到临床

诊断要求。流程标准确立后，需详细记录所有生物

信息学流程组件，如比对软件、变异检测（Variant 
Calling）工具及操作步骤，实施授权管理与全程追

踪。任何参数调整或流程变更（如软件版本更新），

均需重新开展验证并完整记录，确保 NGS 数据的准

确性与可重复性。

若使用网络软件工具或公共数据库，需实时跟

踪资源更新情况（如数据库版本迭代、工具算法优

化）并做好记录。条件允许时，对无在线存档或版

本控制的工具进行本地化部署，便于实现版本固

定、操作记录与结果追溯，保障分析结果的特异性、

准确度及精密度［18］。此外，须按照法律法规及实验

室管理要求，制定数据灾难恢复计划，应对硬件故

障、软件崩溃等突发情况，确保数据安全与可访问

性［19］；建议共享正常人群变异数据，建立包含变异

频率、致病性证据的本地化变异数据库，辅助变异

解读工作［20］，同时设定合理的数据保存期限（如至

少 15 年），满足临床追溯与合规管理需求。

建议 7：遵循实验室认可规范及国际相关规范建立

并执行全面质量管理计划

NGS 实验室日常运作中易受不确定性因素、偏

差及错误影响，需严格遵循实验室认可机构最新规

范［如美国《临床实验室改进法案修正案》CLIA、美

国病理学家协会 CAP 标准及国际通用规范（如

ISO15189：2022）］，制定并严格执行覆盖全流程的

质量管理计划，核心需包含内部质量控制（internal 
quality control，IQC）、能力验证（proficiency testing，
PT）和室间质量评价（external quality assessment，
EQA）三大关键模块［21］。

其中，IQC 程序需确保每次检测至少设置 1 个

阳性质控、1 个阴性质控或空白对照，聚焦测试方法

性能与临床应用适配性，同时需与变异验证环节明

确区分，避免流程混淆。PT/EQA 需通过实验室间

结果比对，持续监测实验室在特定检测领域的表

现，若缺乏正式 PT 计划，需采用样本交换等替代评

估方式，且所有质控活动需与常规样本同步开展，

贯穿样本接收、处理、检测至报告的全环节。
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按 CLIA 要求，实验室需对每种临床检测项目

每年开展 2 次 PT 或替代评估；若特定分析物没有

EQA 方案时，需通过样本拆分重复测试、实验室间

比对等方式补充质控，建议积极参与符合资质的

PT/EQA 计划，保障检测质量稳定性。

建议 8：对所有拟报告变异严格执行细致目视检查

鉴于 NGS 技术生成的变异数据量大、遗传分析

流程高度依赖专业判断，实验室需以 ACMG 指南为

核心依据，制定详尽的数据解读 SOP，仅授权经系

统培训与考核合格的专业人员负责数据解读与报

告编制。

通过 NGS 技术指标初筛、结合临床价值复筛，

锁定核心候选变异后，需进一步通过人工复审与数

据库校验甄别真阳性。利用 IGV 可视化工具重点审

查二级筛选后仍存疑的变异（如同源假基因区变异、

低嵌合率变异），并结合家系遗传模式、人群数据库

频率（如实验室本地化阴性/阳性变异数据库）及患

者临床表型关联性展开综合验证，排除假阳性干扰。

对首次检出的临床相关变异或已知假阳性热点变异

（如 CAG 重复序列变异），为确认真实性，需参考经

CAP/ISO15189认证的本地化变异数据库［22⁃23］，最终

明确需正交验证的真阳性候选变异，避免过度验证

浪费资源或遗漏关键变异引发诊疗风险。

建议 9：在书面材料中明确阐述正交验证策略、标准

与方法

实验室需在正式书面材料（如 SOP、质量管理

手册）中，详尽说明正交验证的具体策略、判定标准

与操作方法，明确需纳入正交验证的变异类型、因

技术限制（如无适配验证方法）排除的变异范围，以

及验证结果与 NGS 结果不一致时的调查流程（如重

复实验、换用其他验证技术）。需特别注意，阴性正

交验证结果不可直接判定为 NGS 假阳性，需结合变

异临床相关性综合评估，必要时开展第二次正交验

证进一步确认［24］。

书面材料需动态更新，及时反映策略修订内容

（如技术升级导致验证标准调整），同时需完整说明

验证技术清单、性能指标及参考依据，标注标准策

略的例外情形（如紧急救治场景下的简化验证流

程），并在测试干扰因素（如样本污染影响验证结

果）发生变化时，及时向临床客户同步更新信息。

建议 10：临床测试报告中总结正交验证策略并标注

例外情形

实验室出具所有 NGS 临床报告时，需以精炼概

述或直接引用实验室正交验证标准的形式，全面总

结正交验证策略，清晰界定需经历验证流程的变异

范围（如“致病性变异均经 Sanger 测序验证”）；若未

制定明确验证策略或未开展验证，需在报告中如实

声明，避免临床误解。

若因技术限制（如变异位于复杂基因组区域无

法设计验证引物）或资源不足未能完成验证，需在

报告中明确标注“该变异未完成正交验证”，并提示

后续验证建议（示例：“该变异未达到实验室 NGS 置

信度阈值，建议送具备长读长测序技术的实验室进

一 步 验 证 ，本 报 告 变 异 准 确 性 参 考 范 围 为

x%~y%”）；若判定变异无需验证（如 ACMG 良性

变异和可能良性变异），需记录判定理由及支持数

据（如人群数据库中频率>5%）。此外，若正交验

证需求随技术进步或时间推移变化（如新增高灵敏

度验证方法），需在报告中说明调整依据，保障结果

透明度。

建议 11：充分考量特殊样本类型及结果解析复杂性

实验室制定正交验证策略时，需针对特殊样本

特性与结果解析难点专项设计方案，重点覆盖样本

身份确认、Indels 解析、嵌合体变异、线粒体变异、肿

瘤样本检测、家族样本分析及单倍体分型/基因定

相等场景，确保验证结果准确可靠。

在样本管理环节，需构建完善样本追踪体系，

通过性别一致性鉴定、SNP 指纹图谱比对、监控低

频变异异常升高情况等方式，排查样本污染或错配

风险，保障样本与数据精准匹配。在变异解析环

节，针对长片段 Indels、het⁃alt变异、同源假基因区变

异、复杂基因组结构变异、低等位基因频率嵌合体、

线粒体异质性变异、肿瘤组织异质性变异等复杂情

况，可采用长程 PCR 或长读长测序技术排除基因组

结构或 NGS 技术局限影响，或通过多部位取材（如

肿瘤原发灶与转移灶）和选用高灵敏度验证方法

（如 ddPCR）提升正交验证准确性［25⁃26］。

解读罕见常染色体隐性（autosomal recessive in⁃
heritance，AR）疾病变异时，需对先证者及家系成员

同步检测，通过孟德尔遗传规律分析、统计推理或

特定确认实验辅助单倍体分型/基因定相（明确变

异顺式/反式关系）；需特别注意的是，不可将多样

本中观察到的相同变异直接作为 NGS 验证依据，三

人家系 ⁃全外显子测序（Trio whole⁃exome sequenc⁃
ing，Trio ⁃ WES）或三人家系 ⁃全基因组测序（Trio 
whole genome sequencing，Trio ⁃WGS）中发现的新

发变异需排除收养、非生父、配子捐献等非生物学

关系，避免误判［27］。
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建议 12：制定意外发现的处理规范与正交验证策略

WES 或 WGS 中可能会检出与患者本次检测

指征无直接关联但具有潜在医疗价值的“次要发现

（secondary findings，SFs）”，实验室需制定专项规

范，明确 SFs 的筛选、验证与报告流程，确保临床价

值最大化［28］。

实验室可遵循 ACMG 指南框架，结合测试准确

性、变异致病证据强度、疾病严重程度（如是否为致死

性疾病）、临床可操作性（如是否有干预措施）、伦理风

险（如隐私保护）及风险⁃获益比等，制定个性化验证策

略，如确定 SFs验证优先级（如优先验证致病性/可能

致病性 SFs）［29⁃30］。在检测前需通过知情同意书明确

告知患者 SFs的报告范围、验证方式及报告政策，并

提供遗传咨询服务，保障患者自主选择权。

此外，需参考 ACMG 发布的 SFs“最低报告清

单”，涵盖 48 种疾病的 81 个基因，详见补充表 S3（手

机扫描本文 OSID 二维码可见），对清单内基因的致

病 性/可 能 致 病 性 变 异 强 制 开 展 正 交 验 证（如

BRCA1/2 变异需经 Sanger 测序确认），助力遗传性

疾病风险早识别、早管理，降低发病风险。

NGS 技术虽显著提升遗传变异筛查效率、支撑

精准医疗发展，但仍面临双重挑战。一是测序体系

固有的技术复杂性（核酸打断偏好、PCR 扩增偏倚

等）导致系统性误差；二是海量数据使生物信息学

分析中的假阳性问题突出，尤其是检测大片段 In⁃
dels、CNVs 及复杂结构变异时，常规流程的灵敏度

与特异性往往难以达到临床质控要求。

正交验证体系在此背景下展现独特价值，不仅

能显著降低 NGS 假阳性率、保障报告可信度，更可

通过比较不同测序平台、生信算法及建库方法的性

能差异，构建多维度技术评估框架与“质量闭环”，

动态优化 NGS 检测流程，为临床诊断路径优化提供

依据。在精准医疗时代，基于正交验证的质量控制

范式，已成为 NGS 技术临床转化的核心支撑。

开放科学（资源服务）标识码（OSID）： 
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