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非小细胞肺癌表皮生长因子受体基因突变的结果分析

王!璇!时姗姗!马恒辉!周晓军!王建东

!!!摘要"!目的!回顾性分析 "#$ 例非小细胞肺癌"%&'('#组织表皮生长因子受体")*+,#基因突

变检测结果$比较三种实验方法检查 )*+,突变的差异% 探讨肺癌临床靶向个体化治疗进行 )*+,分

子病理检查的最佳方法% 方法!应用聚合酶链反应"-',#结合直接测序法检测 $.$ 例肺癌/%0样本&

123425探针荧光定量-',法检测 66 例肺癌 /%0样本&扩增阻碍突变系统"0,4&#法检测 78 例肺癌

/%0样本% 结果!-',直接测序法'123425 探针荧光定量 -',法'0,4& 法的阳性总检出率分别是

"$9:6;'8.<8.;'7896=;% 结论!-',直接测序法和123425探针荧光定量-',法阳性总检出率差异

无统计学意义"!>#9#:#$0,4&法阳性总检出率高于-',直接测序法和123425探针荧光定量-',法

"!均?#9#$#% 对于不同来源的肺癌组织标本$不同方法检测)*+,突变具有各自的优点和不足%

!关键词"!肺癌&表皮生长因子受体&突变
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(78#&6)%&)!98:"%&'("!1BCDCEFGHEIJCKLMCDN2GODIPHB J2QHIDDCQCKHID")*+,# NFH2HLI5EL5 "#$ HLE@

EFCEPLHB 5I5@EN2GGQCGGGF5OQ25QCD"%&'('# MCHCQHCM RSHBDCCMLJJCDC5HNCHBIMEPCDCDCEKCQHLTCGS252GSUCM<

1BCMLJJCDC5QCE2NI5OHBDCCNCHBIMEPCDCQINK2DCM<1BCIRVCQHLTCIJHBLEEHFMSP2EHICWKGIDCHBCKDIKCDNI@

GCQFG2DNCHBIM JIDKCDEI52GLUCM H2DOCHHBCD2KSL5 GF5OQ25QCD<;"&<-=#!-IGSNCD2ECQB2L5 DC2QHLI5 QINRL5C

PLHB MLDCQHLI5 EC3FC5QL5OP2EFECM HIMCHCQH)*+,NFH2HLI5EL5 $.$ K2HLC5HE<,C2G@HLNC-',PLHB 123425 JGFI@

DCQC5HKDIRCP2EFECM HIMCHCQH)*+,NFH2HLI5EL5 66 K2HLC5HE25M 2NKGLJLQ2HLI5 DCJD2QHIDSNFH2HLI5 ESEHCN-',

"0,4&@-',# P2EFECM HIMCHCQH)*+,NFH2HLI5EL5 78 K2HLC5HE<!"#3+&#!1BCHIH2GKIELHLTCD2HCEJIDEC3FC5@

QL5O$123425 DC2G@HLNC-',$25M 0,4&@-',NCHBIMEPCDC"$<:6;$8.<8.;$25M 78<6=; DCEKCQHLTCGS<

>-*%+3#'-*!%IELO5LJLQ25HMLJJCDC5QCL5 HIH2GKIELHLTCD2HCRCHPCC5 MLDCQHEC3FC5QL5O25M 123425 DC2G@HLNC

-',"!>#<#:#<1BCHIH2GKIELHLTCD2HCP2EBLOBCDL5 0,4&@-',HB25 HB2HL5 MLDCQHEC3FC5QL5O25M 123425

DC2G@HLNC-',"!?#<#$#<1IMLJJCDC5HHLEEFCE$MLJJCDC5HNCHBIMEB2TCHBCLDEFKCDLIDLHSPBC5 FECM JIDMCHCQHLI5

IJ)*+,NFH2HLI5EL5 GF5OQ25QCD<

!!(?", @-6=#)! GF5OQ25QCD& )*+,& NFH2HLI5

!!肺癌是最常见的恶性肿瘤之一$国内肺癌的死

亡率占城市恶性肿瘤之首($)

$其中非小细胞肺癌

"%&'('#占 .:; X6#;% 近年来$针对受体酪氨酸

激酶家族中表皮生长因子受体")*+,#的靶向药物

的研发$给%&'('治疗带来了希望% )*+,是一种

细胞膜表面的糖蛋白受体$具有酪氨酸激酶活性并

参与细胞增殖分化'肿瘤生长'转移'血管生成及凋

亡抑制等(8)

% 大量研究("@:)显示$靶向治疗只对)*@

+,基因突变的患者有效$因此)*+,基因突变检测
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成为%&'('靶向治疗前的重要分子病理学检测(=)

%

目前$国内外用于)*+,突变检测的方法'种类非常

多(.)

$相关机构亦未予以统一% 本文就常见的 " 种

)*+,检测方法$回顾分析 "#$ 例 %&'('基因突变

检测结果$客观评估不同检测方法的优缺点$为

%&'('靶向治疗前 )*+,检测方法的选择提供参

考意见%

AB材料与方法

A<AB材料B总结 8#$# 年 $ 月至 8#$$ 年 $8 月在本

实验室进行)*+,突变检测的 "#$ 例 %&'('$所有

标本经病理学检查确认% 其中 $.$ 例标本为 -',

直接测序法检测$66 例为 123425 探针荧光定量

-',法检测$78 例为扩增阻碍突变系统"2NKGLJLQ2@

!.6"!东南国防医药 8#$8 年 Y 月第 $7 卷第 : 期!4LGLH2DS4CMLQ2G[IFD52GIJ&IFHBC2EH'BL52$\IG<$7$%I<:$&CK<8#$8



HLI5 DCJD2QHIDSNFH2HLI5 ESEHCN$0,4&#法检测%

A<CB/%0提取及不同方法)*+,突变检测B

A<C<A!石蜡组织标本 /%0提取!取 7 X$# 片 6

!

N厚的石蜡切片$应用石蜡组织基因 /%0提取纯

化试剂盒"]4)*0公司#提取基因组 /%0$具体操

作步骤按照试剂盒说明书进行%

A<C<C!-',直接测序法!针对 )*+,基因酪氨酸

激酶编码区第 $6'$Y'8#'8$ 号外显子和相邻内含子

的/%0序列$设计并合成-',扩增引物"上海英骏

生物技术有限公司#$分别为第 $6 号外显子上游引

物"+#*:+@1''0001*0*'1**'00*1*@"+$下游引

物",#*:+@1'''000'0'1'0*1*000'000@"+&第

$Y 号外显子上游引物"+#*:+@*1*'01'*'1**10@

0'01''@"+$下游引物 ",#*:+@1*1**0*01*0*@

'0***1'1@"+&第 8# 号外显子上游引物"+#*:+@

01'*'011'01*'*1'11'0@"+$下游引物",#*:+@

01''''01**'000'1'11*@"+&第 8$ 号外显子上

游引物"+#*:+@*'1'0*0*''1**'01*00@"+$下

游引物",#*:+@'01''1''''1*'01*1*1@"+$扩增

产物分别为 "Y.'8Y.'".6 和 "76 RK% 采用双脱氧链

末端终止法"&25OCD法#测序$按试剂说明书"美国

应用生物系统公司#进行$测序结果用'BDIN2E比对

软件进行/%0序列分析%

A<C<D!123425 探针荧光定量 -',法!采用荧光

定量-',仪"0̂ _.:###$)*+,基因突变检测试剂

盒"北京金菩嘉医疗科技有限公司#$检测第 $Y 号

外显子 MCG).7= X0.:#'MCG(.7. X-.:"L5E& 及第

8$ 号外显子(6:6,'(6=$`共 7 个位点% -',反应

条件分别为*:#a 8 NL5&Y:a $# NL5&Y:a $:E$

=8a $ NL5$共 7# 个循环% 按试剂盒标准判断结果%

A<C<E!0,4&法!采用荧光定量-',仪"0̂_.:###$

0/W@0,4&14人类)*+,基因 8$ 种突变检测试剂盒

"厦门艾德生物医药科技有限公司#$检测 )*+,基

因第 $6'$Y'8#'8$ 号外显子共 8$ 种已知常见突变%

-',反应条件分别为*Y:a : NL5&Y:a 8: E$=7a

8# E$.8a 8# E$$: 个循环&然后 Y"a 8: E$=#a ":

E$.8a 8# E$"$ 个循环% 按试剂盒标准判断结果%

A<DB统计学处理B采用 &-&& $$<# 统计学分析软

件处理检测数据$组间率的比较行
"

8 检验$!?#9#:

为差异有统计学意义%

CB结B果

C<AB-',直接测序法检测结果B表 $ 列出了应用

-',直接测序法检测 $.$ 例 %&'('的 )*+,基因

第 $6'$Y'8#'8$ 号外显子突变的结果%

表 $!应用-',直接测序法检测肺癌)*+,突变!)#;$"

指标 ) $6外显子 $Y外显子 8#外显子 8$外显子 突变率";#

性别

!男 $#" $"#<Y.# $Y"$6<7:# # $""$8<=8# "8<#7

!女 =6 # $#"$7<.$# $"$<7.# $#"$7<.$# "#<66

年龄

! ?.# 岁 $8: # $Y"$:<8## $"#<6## $="$8<6## 86<6#

!

!

.# 岁 7= $"8<$6# $#"8$<.7# # ."$:<88# "Y<$"

病理分型

!肺腺癌 $7# $"#<.$# 86"8#<### $"#<.$# 8$"$:<### "=<7"

!肺鳞癌 8= # $""<6:# # 8".<=Y# $$<:7

!其他 : # # # # #<##

总计 $.$ $"#<:6# 8Y"$=<Y=# $"#<:6# 8""$"<7:# "$<:6

C<CB123425探针荧光定量-',法检测结果B表 8

列出了应用123425探针荧光定量-',法检测 66 例

%&'('的)*+,基因第 $Y'8$号外显子突变的结果%

表 8!应用123425探针荧光定量-',法

检测肺癌)*+,突变!)#;$"

指标 ) $Y 外显子 8$ 外显子 突变率";#

性别

!男 :7 :"Y<8=# :"Y<8=# $6<:8

!女 "7 7"$$<.=# $#"8Y<7$# 7$<$6

年龄

! ?.# 岁 =8 ="Y<=6# $""8#<Y.# "#<=:

!

!

.# 岁 8= ""$$<:7# 8".<=Y# $Y<8"

病理分型

!肺腺癌 == Y"$"<=7# $""$Y<=Y# ""<""

!肺鳞癌 $$ # $"Y<#Y# Y<#Y

!其他 $$ # $"Y<#Y# Y<#Y

总计 66 Y"$#<8"# $:"$.<#:# 8.<8.

C<DB0,4& 法检测结果B表 " 列出了应用 0,4&

法检测 78 例 %&'('的 )*+,基因第 $6'$Y'8#'8$

号外显子突变的结果%

C<EB三种检测方法阳性检出率比较B见表 7%

表 "!应用0,4&法检测肺癌)*+,突变!)#;$"

指标 ) $6外显子 $Y外显子 8#外显子 8$外显子 突变率";#

性别

!男 $Y # 8"$#<:"# # 7"8$<#:# "$<:6

!女 8" # ="8=<#Y# # ="8=<#Y# :8<$.

年龄

! ?.# 岁 "# # ."8"<""# # :"$=<=.# 7#<##

!

!

.# 岁 $8 # $"6<""# # :"7$<=.# :#<##

病理分型

!肺腺癌 "7 # 6"8"<:"# # 6"8"<:"# 7.<#=

!肺鳞癌 7 # # # # #

!其他 7 # # # 8":#<### :#<##

总计 78 # 6"$Y<#:# # $#"8"<6$# 78<6=

!66"! 东南国防医药 8#$8 年 Y 月第 $7 卷第 : 期!4LGLH2DS4CMLQ2G[IFD52GIJ&IFHBC2EH'BL52$\IG<$7$%I<:$&CK<8#$8



表 7!三种检测方法阳性检出率之间的比较

检测方法 ) 阳性 阳性检出率";#

-',直接测序法 $.$ :7

"$<:6

"

123425探针荧光定量-',法 66 87

8.<8.

"

0,4&法 78 $6 78<6=

!注*与0,4&法比较$

"

!?#<#$

DB讨B论

!!随着肿瘤个体化靶向治疗在我国的逐步开展$

分子病理检测在病理检查中的作用亦越来越受到重

视% 许多相关教研室'研究所和生物技术公司也参

与到分子病理检测中$在一定程度上共同推动了我

国分子病理检测的开展$缓解了医院病理科的压力$

起到积极作用% 另一方面$检测方法的多样'敏感性

的差异$也给临床医师和患者带来了很大的困惑%

就)*+,突变检测来说$目前使用较多的有 -',直

接测序法'123425 探针荧光定量 -',法和 0,4&

法% 由于国际上关于使用何种方法检测)*+,突变

用于靶向治疗尚没有具体规定$在一定时间内这三

种方法会在我国分子病理检测中长期存在% 分析比

较这三种方法的优缺点和适用性$对于指导临床和

病理医师开展)*+,突变检测具有重要意义%

!!本文对 "#$ 例病理诊断明确的 %&'('进行

)*+,三种方法检查结果的回顾性分析发现$-',

直接测序法'123425 探针荧光定量 -',法'0,4&

法检出突变总阳性率分别为 "$9:6;'8.<8.;'

7896=;% 前两者检测 )*+,基因突变的总阳性率

为 "#;左右$两种方法没有很大区别"!>#<#:#&而

0,4&法检测的总阳性率明显高于 -',直接测序

法和123425探针荧光定量-',法"!均?#<#$#%

!!-',直接测序法是最经典的基因突变检测方

法$技术成熟$检测成本低$可对已知及未知突变进

行检测$但其敏感性低$操作繁琐$易产生污染$且需

要大量纯度较高的组织 /%0$较适合于检测手术标

本(6)

% 123425探针荧光定量 -',法的检测敏感性

和-',直接测序法接近$具有简单'快速等特点$但

价格高于-',直接测序法(Y)

% 0,4& 法检测的阳性

率明显高于以上两种方法$其敏感性最高$检测周期

短$尤其适合于肿瘤细胞少的肺穿刺标本和胸水脱落

细胞标本($#@$$)

$但检测成本高$患者一般不易接受%

!!本文的每组标本分别应用一种方法进行 )*+,

检测$并没有对同一组标本进行三种方法的比较$但

患者检测是随机的$患者总突变率在各组之间不存在

很大差异$其检测的总阳性率基本反映了不同方法的

敏感性% 另 -',直接测序法和 0,4& 法检测的是

)*+,基因第 $6'$Y'8#'8$ 四个外显子的突变$而

123425探针荧光定量-',法检测的是第 $Y和 8$两

个外显子的突变% 由于第 $6 和 8# 两个外显子突变

率非常低$实际比较仍以第 $Y 和 8$ 两个外显子的突

变率为主$并不影响这三种方法之间总突变阳性率的

比较% 随着%&'('靶向治疗的开展$有患者在进行

了针对酪氨酸激酶小分子拮抗剂"1b_#易瑞沙等的

治疗后会出现耐药$此时检测)*+,第 8# 号外显子

的耐药突变1.Y#4就显得非常重要($8)

%

!!总之$三种)*+,突变检测方法各有特点$应该

根据患者的经济状况'标本的类型等综合考虑$选择

最适合患者的检测方法%
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