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非小细胞肺癌胸腔积液 ＥＧＦＲ 突变检测方法的研究进展
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　 　 ［摘要］ 　 非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）是肺癌中最常见的组织学类型。 目前以吉非替尼为代表的 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂

（ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ）是治疗 ＮＳＣＬＣ 最重要的基因靶向治疗药物。 用于检测 ＥＧＦＲ 基因突变的标本来源主要是肿瘤手术切除组织，
但是对于心肺功能较差无法耐受手术或已经失去手术机会的 ＮＳＣＬＣ 晚期患者，肿瘤标本的获得往往比较困难。 恶性胸腔积

液是晚期 ＮＳＣＬＣ 患者常见的症状，获取比较容易。 因此利用胸腔积液进行 ＥＧＦＲ 基因突变检测是目前研究的一个热点，文章

现就 ＥＧＦＲ 与 ＮＳＣＬＣ 关系、ＥＧＦＲ 基因突变检测方法、肺癌患者胸腔积液中 ＥＧＦＲ 基因突变情况等进行综述。
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　 　 肺癌不仅是欧美等发达国家发病与死亡率最

高的恶性肿瘤，也已成为我国城市居民死亡率第一

的恶性肿瘤，且有逐年上升的趋势［１⁃２］，非小细胞肺

癌（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ）是最常见的

组织学类型（约占 ７０％ ～ ８０％） ［３］。 近年来，随着分

子生物学技术的发展，对肿瘤发病机制从细胞、分
子水平的进一步认识，表皮生长因子受体酪氨酸激

酶抑制剂 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ， ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩｓ） 在发生 ＥＧＦＲ 敏感

突变的 ＮＳＣＬＣ 患者的治疗中取得了显著效果［４］。
用于检测 ＥＧＲＦ 基因突变的最佳标本为肿瘤手术切

除组织，其次是肿瘤穿刺组织、纤支镜活检组织，但
是肺癌缺乏有效的早期诊断手段，７０％以上的患者

在确诊时已属晚期，失去了手术机会，从而难以获

得用于检测 ＥＧＦＲ 基因突变的组织学标本，而胸腔

积液是晚期肺癌患者常见的并发症之一［５⁃６］，胸水

标本获取比较简单、安全，因此利用胸腔积液标本

进行 ＥＧＦＲ 基因突变检测是目前研究的一个热点，
本文对此作一综述。

１　 ＥＧＦＲ 与 ＮＳＣＬＣ 关系

１􀆰 １　 ＥＧＦＲ 的生物学特征概况　 ＥＧＦＲ 基因位于人

类第七号染色体短臂上（７ｐ１２⁃７ｐ１４），含 ２８ 个外显

子，长约 １１８ ｋｂ，其转录形成的 ｍＲＮＡ 长约 ５􀆰 ６ ｋｂ，
其编码的表皮生长因子受体属于酪氨酸激酶受体

家族，是分子量为 １７０ ｋＤ 的跨膜糖蛋白，编码蛋白

由 １１８６ 个氨基酸残基组成，在结构上分为 ３ 个功能

区：细胞外配体结合区、跨膜区和细胞内酪氨酸激

酶活性区。 ＥＧＦＲ 是传递胞外信号到胞内的重要途

经蛋白，其主要信号转导途径有：ＲＡＳ⁃ＲＡＦ⁃ＭＥＫ⁃
ＥＲＫ⁃ＭＡＰＫ 通路，ＰＩ３Ｋ⁃ＰＤＫ 通路，ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ 通路

和 ＰＬＣ⁃γ 通路［７⁃８］，通过这些途径，胞外信号将转化

为胞内信号，从而有效应对外界的信号刺激，以达

到调节细胞的增殖生长、分化，抑制细胞凋亡的作

用。 ＥＧＦＲ 基因的突变活化、扩增及产物蛋白过表

达均可促进肿瘤细胞的增殖、分化、迁移、血管新

生，并且抑制肿瘤细胞的凋亡，其中以 ＥＧＦＲ 基因的

突变活化为主要机制［９⁃１０］。
１􀆰 ２　 ＥＧＦＲ 在 ＮＳＣＬＣ 中基因突变情况 　 ＥＧＦＲ 基

因突变或扩增的情况在多种肿瘤中存在着家族聚

集性，如肾癌、肺癌、前列腺癌、胰腺癌、乳腺癌等，
其中在肺癌中发生突变的现象较为常见［１１⁃１３］。
ＥＧＦＲ 基因突变类型已达到 ３０ 余种，突变部位主要

集中于编码酪氨酸激酶的第 １８⁃２１ 外显子区域，约
９０％的 ＥＧＦＲ 基因突变集中在外显子 １９（ｄｅｌＥ７４６⁃
Ａ７５０， ｄｅｌＬ７４７⁃Ｐ７５３ｉｎｓＳ ） 及 外 显 子 ２１ （ Ｌ８５８Ｒ，
Ｌ８６１Ｑ），全球范围内，ｅｘｏｎ１９ ／ ２１ 突变分别占 ＥＧＦＲ
总突变率的 ４７􀆰 ６％和 ３４％，中国 ｅｘｏｎ１９ ／ ２１ 分别占

ＥＧＦＲ 总突变率的 ５２％和 ４５􀆰 ３％，且突变多发生于
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腺癌、非吸烟者和女性肺癌患者［１４⁃１９］。
１􀆰 ３　 ＥＧＦＲ 突变与 ＮＳＣＬＣ 的治疗　 ２００４ 年美国哈

佛医学院的研究人员 Ｌｙｎｃｈ 等［２０］及 Ｐａｅｚ 等［２１］分别

提出 ＥＧＦＲ 发生基因突变的 ＮＳＣＬＣ 患者对 ＥＧＦＲ⁃
ＴＫＩｓ 有高度敏感性，且女性、非吸烟者、腺癌患者、
亚洲人群更易发生 ＥＧＦＲ 激活突变。 目前以 ＥＧＦＲ
为治疗靶标的分子靶向治疗受到了国内外肿瘤界

的普遍关注，其中 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶抑制剂 Ｉｒｅｓｓａ
（Ｇｅｎｆｉｔｉｎｉｂ）已被美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准

用于治疗晚期 ＮＳＣＬＣ 患者，我国也于 ２００５ 年 ２ 月

批准 了 Ｉｒｅｓｓａ 进 入 临 床。 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂

Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ 是一种苯胺喹唑啉化合物，可阻断 ＥＧＦＲ
诱导的体外肿瘤细胞的生长［２２］。 现有的资料表明，
存在 ＥＧＦＲ 外显子 １９、２１ 突变的患者对酪氨酸激酶

抑制剂的反应较好，Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ 等小分子靶向药物可

通过抑制 ＡＴＰ 与酪氨酸激酶的结合，达到抑制酪氨

酸激酶的活化及自动磷酸化进而抑制 ＥＧＦＲ 介导的

信号转导，从而达到 ＮＳＣＬＣ 患者病灶缩小，生活质

量提高，生存期延长的效果［２０⁃２４］。

２　 检测胸腔积液 ＥＧＦＲ 基因突变的方法概述

２􀆰 １　 Ｓａｎｇｅ 测序法 　 ７０ 年代末在 Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ Ｓａｎｇｅｒ
发明双脱氧终止法手动测序之后，８０ 年代中期出现

应用双脱氧终止法原理、使用荧光代替同位素及计

算机图像识别的自动测序仪。 目前，Ｓａｎｇｅ 测序法

是检测 ＥＧＦＲ 基因突变最直观和最准确的方法之

一，但该技术对标本与技术条件有着严格标准，且
灵敏度不高，只能检测突变基因含量大于 ２５％ ～
３０％的样本［２５⁃２６］。 胸腔积液中的大部分肿瘤突变均

为体细胞突变，突变细胞往往与野生型细胞混杂，
所以对体细胞的突变检测需要较高的特异性和灵

敏度。 而目前广泛使用的直接测序法由于灵敏度

不高、耗时较长、费用较高，且检测多处突变位点的

能力有限，在临床筛选基因靶向治疗患者上难以大

范围推广应用。
２􀆰 ２　 突变体富集 ＰＣＲ（ｍｕｔａｎｔ⁃ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＰＣＲ， ＭＥ⁃
ＰＣＲ） 　 ＭＥ⁃ＰＣＲ 最早是由 Ａｓａｎｏ 等［２５］ 建立用于检

测 ＥＧＦＲ 基因突变的技术，其基本原理是利用 ｒａｓ 基
因家族某个密码子部位存在已知的限制性内切酶

位点，用连续两次的巢式 ＰＣＲ 来扩增 ＤＮＡ 片段，在
两次扩增反应之间用相应的内切酶消化扩增的

ＤＮＡ 片段，野生型因被酶切而不能进入第 ２ 次 ＰＣＲ
扩增，而突变型则能完整的进入第 ２ 次 ＰＣＲ 扩增，
并得到突变型产物的富集。 因经过两次 ＰＣＲ 扩增，
可从 １ × １０３ ～ １ × １０４ 个野生型拷贝中检测到 １ 个

ＥＧＦＲ 突变基因［２２］，其灵敏度和特异性均较高，且
成本不高。 其不足之处在于只能对已知突变位点

设计对应的特异性引物，进而检测一些常见的突变

类型，且检测过程需要两次 ＰＣＲ，操作步骤繁杂易

因污染而造成假阳性，耗时较长、通量较小，因此有

一定的局限性。
２􀆰 ３　 高频率熔解曲线技术（ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＲＭ） 　 ＨＲＭ 技术是近年来备受关注的创

新技术，理论上是通过研究 ＰＣＲ 产物依赖于序列的

熔解温度而对 ＰＣＲ 产物进行鉴定，进而用于检测样

品中存在的双链 ＤＮＡ 的单核苷酸多态性基因变异，
可用于体细胞突变的检测和测序前突变的筛选［２７］。
但该方法只能分析纯度单一的小片段 ＤＮＡ，且要求

有足够的 ＰＣＲ 模板，模板含量不少于 １ ｎｇ 时能得到

比较稳定可靠的结果。 现阶段该技术尚缺少大量

实验数据验证，很多检测项目仍处于开发研究论证

阶段，在国内尚未大范围推广应用。
２􀆰 ４　 高效液相色谱法（ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ，ＤＨＰＬＣ） 　 ＤＨＰＬＣ 又称为温度

调控高效液相色谱，该技术最早建立于 １９９５ 年，近
年来迅速发展。 该技术是由变性梯度凝胶电泳和

单链构象多态性基础上发展起来的新型杂合双链

突变检测技术，可自动检测单碱基替代及小片段核

苷酸的缺失或插入。 ＤＨＰＬＣ 与直接测序法相比具

有快速、简单等特点，不仅可用于已知突变的检测，
还可用于未知突变的扫描，但无法检测出同源性突

变，只能检测突变是否存在，无法检测出其突变类

型；当有多个片段需要检测时，需要多个解链温度，
增加了检测步骤，增加了工作量，且在结果判读时

易出错。
２􀆰 ５　 突变扩增阻滞系统（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕ⁃
ｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ＡＲＭＳ） 　 ＡＲＭＳ 又称等位基因特异

ＰＣＲ，或称等位基因特异性扩增法。 该技术是 １９８９
年 Ｎｅｗｔｏｎ 等［２８］ 在 ＰＣＲ 的基础上建立的，是利用

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶缺少 ３＇→５＇外切酶活性，ＰＣＲ 引物

的 ３＇端末位碱基必须与其模板 ＤＮＡ 互补才能有效

扩增的基本原理，针对不同的已知突变，设计适当

的引物以检测出突变基因。 设计探针时，在引物的

３＇端设计一个错配碱基，一个与突变 ＤＮＡ 互补，另
一个与野生 ＤＮＡ 互补，使其只能与突变型或野生型

互补而进行扩增。 扩增后所得到的 ＰＣＲ 产物可通

过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ＰＣＲ）或凝

胶电泳进行分析。 由于其高敏感度、高特异性、技
术成熟、易推广的特点，现已广泛应用于各种已知

基因突变的检测。
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楔形探针扩增阻滞突变系统（ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ ａｍｐｌｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ，Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ ＡＲＭＳ）是
将 ＡＲＭＳ 和 Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ 实时 ＰＣＲ 技术相结合的一种

新技术，该技术所用的探针为 Ｓｃｏｒｐｉｏｎ 探针是一种

新型的探针，由一条引物和一条发夹结构的探针构

成，探针的 ５＇端和 ３＇端分别标记有报告荧光基团和

淬灭基团。 在自由状态时，报告荧光基团和淬灭基

团很接近，不产生荧光；变性时茎环结构被打开，退
火时引物与模板结合并延伸，环区与新合成的目的

基因的互补区域结合，此时 Ｓｃｏｒｐｉｏｎ 探针与 ＰＣＲ 产

物在同一条 ＤＮＡ 链上，是分子内的结合。 由于发夹

结构被打开，报告荧光基团和淬灭基团分离，因此

可检测到报告荧光发出的荧光信号。 该技术自动

化程度更高，操作简单，特异性和灵敏性高，重复性

好，为临床基因靶向治疗提供及时、可靠的分子病

理实验室依据［２９］。

３　 肺癌患者胸腔积液标本常用处理方法

胸腔积液的标本经过常规细胞学诊断可分为：
ＮＳＣＬＣ 阴性、ＮＳＣＬＣ 可疑阳性、确诊为 ＮＳＣＬＣ 三大

类。 不同类型的标本应具有最适合的标本处理方

法，但现有相关资料只有少数对其研究对象的标本

性质有所描述，大部分研究的侧重点在于胸腔积液

和肿瘤组织的 ＥＦＧＲ 基因突变检测结果的比较，以
及 ＥＧＦＲ 基因突变检测的意义，鲜有对不同类型的

胸腔积液进行系统的分类及其相应的最适方法的

相关研究。
现对少数提及标本类型的研究结果总结如下：

常规细胞学就能确诊为 ＮＳＣＬＣ 的胸腔积液标本可

直接使用细胞沉淀提取 ＤＮＡ，再进行 ＥＧＦＲ 基因突

变的检测，该方法步骤简单、速度快捷、ＤＮＡ 获得率

高、重复性好、结果可靠；对于肿瘤含量＞４０％的标

本还可选择直接提取上清液中的 ＤＮＡ 进行检

测［３０⁃３２］，仅通过细胞学涂片就能明确诊断，且肿瘤

细胞含量＞４０％的标本较少，所以应用胸腔积液上

清液检测 ＥＧＦＲ 的方法虽然可行，但实际应用中局

限性也较大。
细胞学诊断为可疑或确诊为 ＮＳＣＬＣ 的胸腔积

液标本，均可将细胞沉淀制作成细胞块，该技术不

仅可通过 ＨＥ 切片对可疑肿瘤阳性的标本进行定

性，还可通过免疫组化染色进行鉴别诊断，且细胞

沉淀蜡块可长久保存，解决了脱落细胞无法保存和

连续切片的问题。 细胞块中肿瘤含量＞５％时，可应

用细胞块切片进行 ＤＮＡ 提取，并用于 ＥＧＦＲ 基因突

变检测［３３］。 虽然细胞块提取法的过程相较于细胞

沉淀直接提取法繁琐，肿瘤细胞 ＤＮＡ 的质量和获得

率等不足，但因其检测结与肿瘤组织检测结果具有

较高的一致性，且检测结果稳定、重复性好，并兼备

诊断功能等优点，使其已成为目前临床病理处理胸

腔积液标本的最主要技术方法。 现阶段对于如何

较好的处理肿瘤含量＜５％胸腔积液标本的方法尚

需要进一步研究。

４　 肺癌患者胸腔积液中 ＥＧＦＲ 基因突变情况

４􀆰 １　 胸腔积液上清液检测 ＥＧＦＲ 基因突变 　 临床

送检的胸腔积液经过常规细胞学诊断，选择诊断为

胸水中见到肿瘤细胞的标本，离心后取上清液用于

ＥＧＦＲ 基因突变检测。 早期 Ｋｉｍｕｒａ 等［３４］ 检测了 ４３
例 ＮＳＣＬＣ 患者的胸腔积液的上清液的 ＥＧＦＲ 基因

突变情况，研究结果显示突变率为 ２５􀆰 ６％（１１ ／ ４３）。
Ｓｏｈ 等［３５］检测 ６１ 例 ＮＳＣＬＣ 患者的胸腔积液上清液

的 ＥＧＦＲ 基因突变率为 ２６􀆰 ２％（１６ ／ ６１），两者较为

接近。 潘羡心等［３０］分别用直接测序法和 ＨＭＲ 法检

测了 ４３ 例肺腺癌患者癌性胸水上清液标本，结果显

示 ＨＲＭ 法检测 ＥＧＦＲ 基因突变共 １７ 例，总突变率

为 ３９􀆰 ５３％，其中第 １９ 外显子突变 １４ 例，第 ２１ 外显

子突变 ３ 例；直接基因测序结果显示，ＥＧＦＲ 突变 １４
例，总突变率为 ３２􀆰 ５６％，均为第 １９ 外显子突变。
Ｚｈａｎｇ 等［３６］比较了 ２６ 例 ＮＳＣＬＣ 患者胸腔积液中上

清液和细胞沉淀的突变情况，直接测序法结果显示

突变率为 ２６􀆰 ９２％（７ ／ ２６），有四对样本存在差异，两
者检测结果符合率为 ５３􀆰 ８５％；突变富集 ＰＣＲ 检测

结果显示两者的突变率均为 ５０％（１３ ／ ２６），两者检

测结果符合率为 １００％。 上述为数不多的研究结果

显示，胸腔积液的上清液可作为检测 ＥＧＲＦ 基因突

变的标本来源，但由于尚缺少大量实验数据验证和

方法学的统一，胸腔积液上清液检测 ＥＧＦＲ 基因突

变有待进一步研究论证。
４􀆰 ２　 胸腔积液细胞沉淀检测 ＥＧＦＲ 基因突变 　 临

床送检的胸腔积液经过常规细胞学诊断，选择肿瘤

细胞阳性的标本，经离心后获取的细胞沉淀可直接

用于 ＤＮＡ 提取，还可进行石蜡包埋制作细胞块后进

行 ＤＮＡ 提取，最后行 ＥＧＦＲ 基因突变检测。 丁丽

等［３７］采用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法检测 ＮＳＣＬＣ 患者的恶性胸

腔积液 ２３ 例，ＥＧＦＲ 突变率为 ３４􀆰 ８％（８ ／ ２３）， １９ 外

显子突变占 ５０％， ２１ 外显子突变占 ２０％。 谢强

等［３８］采用 ＡＲＡＭＳ 法同时检测 ＮＳＣＬＣ 患者内科胸

腔镜活检标本和与其相对应患者的胸腔积液 ６３ 例，
活检标本和胸腔积液标本中 ＥＧＦＲ 突变率分别为

５４􀆰 ０％、５０􀆰 ８％，胸腔积液细胞沉淀的 ＥＧＦＲ 基因
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突变率略低于活检组织标本。 赵瑾等［３３］ 采用焦磷

酸测序法检测 ＮＳＣＬＣ 患者胸腔镜下活检标本 ４６ 例

和与其相对应患者的胸腔积液 ４３ 例 ＥＧＦＲ 基因突

变，活检标本和胸腔积液标本中 ＥＧＦＲ 基因突变检

出率分别 ２７􀆰 ９％ （１２ ／ ４３） 和 ２５􀆰 ６％ （１１ ／ ４３）。 魏

冰等［３９］采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法同时检测恶性胸腔积液中

的细胞沉淀及其每例患者所对应的纤维支气管镜

或经肺穿刺活检晚期标本各 １０９ 例，ＥＧＦＲ 基因突

变率为 ５６􀆰 ８８％（６２ ／ １０９），其中 １９ 外显子突变占到

５３􀆰 ２３％（３３ ／ ６２）， ２１ 外显子突变占 ４６􀆰 ７７％ （２９ ／
６２），胸腔积液内的细胞标本检出率略高于活检组

织标本，但无明显差异。 尹迎春等［４０］ 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测 ７６ 例 ＮＳＣＬＣ 的胸水细胞块及对应的肺肿瘤穿

刺标本的 ＥＧＦＲ 突变，结果两者的 ＥＧＦＲ 突变率均

为 ３４􀆰 ２１％（２６ ／ ７６），一致率 １００％。 现有研究资料

显示，胸腔积液离心后获取沉淀，提取 ＤＮＡ 后进行

ＥＧＦＲ 突变检测，使用不同的方法所获得的 ＥＧＦＲ
基因突变率在 ２５􀆰 ６％ ～ ６８􀆰 ４％之间，突变主要发生

在 ２１ 号外显子和 １９ 号外显子上，其中 ２１ 号外显子

的点突变（Ｌ８５８Ｒ）约占总突变率的 １８％ ～ ５２％，１９
号外显子上缺失（１９Ｄｅｌ）约占到总突变率的 ４８％ ～
８１％［３３，３７⁃４２］；突变率与肺癌的病理类型有关，其中腺

癌患者胸腔积液沉淀的 ＥＧＦＲ 突变率普遍高于其他

类型的肺癌，这与肿瘤组织标本检测 ＥＧＦＲ 突变率、
突变热点部位及临床特点较一致［４３］，但在 ＥＧＦＲ 基

因突变率与性别、吸烟史、年龄的相关性上各研究

结果略有不同，尚未形成较为一致的结论。

５　 结　 语

目前我国 ＮＳＣＬＣ 患者的 ＥＧＦＲ 基因突变检测

率不高，难以取得满意的检测标本是主要原因之

一。 临床中推荐应用肿瘤组织标本进行 ＥＧＦＲ 基因

突变检测，但是对于心肺功能较差无法耐受手术或

已经失去手术机会的 ＮＳＣＬＣ 晚期患者，组织标本的

获得比较困难。 因此寻找替代肿瘤组织用于基因

诊断是当前迫切需要解决的问题。 恶性胸腔积液

是晚期 ＮＳＣＬＣ 患者常见的症状，获得较为容易。 应

用胸腔积液不仅可进行常规的病理诊断，还为实施

ＥＧＦＲ 基因突变检测提供了可能。 随着分子病理技

术的不断进步和胸腔积液处理方法的不断完善，应
用胸腔积液检测 ＥＧＦＲ 基因突变将会成为了解

ＮＳＣＬＣ 患者 ＥＧＦＲ 基因突变状况的又一可靠途径，
以期为临床筛选适合应用 ＥＧＦＲ 酪氨酸激酶受体抑

制剂治疗的患者提供参考价值。
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