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)
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(
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$收稿日期!

2+*)#+,#*:

!!

修回日期!

2+*)#+:#2*

%

!临床探讨!

晚期非小细胞肺癌患者
0[/a

基因突变及其与血清肿瘤标志物的相关性"

牛艳柳*

!

2

'

!邹明瑾*

'

!阿尔孜古丽,

!李
!

晋*

!赵晓文2

!任
!

浩*

!苏小红2

!张
!

义*

#

"

*7

山东大学齐鲁医院检验医学中心!济南
23++*2

'

27

山东省聊城市人民医院东区检验科
!

232+++

'

,7

新疆维吾尔自治区人民医院检验科!乌鲁木齐
-,+++*

$

!!

摘
!

要"目的
!

利用扩增阻滞突变系统"

8aTO

$检测晚期非小细胞肺癌"

!OPSP

$患者表皮生长因子受体"

0[/a

$基因突变

情况!探讨其与患者临床特征和血清肿瘤标志物的相关性%方法
!

收集
2+*3

年
*

月至
2+*4

年
:

月山东大学齐鲁医院收治的
92

例晚期
!OPSP

患者血浆标本!采用
8b\#8aTO

方法检测
0[/a

基因突变情况!采用化学发光法检测癌胚抗原"

P08

$&鳞状上皮

细胞癌抗原"

OPP#8

A

$&糖类抗原"

P8

$

*23

&细胞角蛋白
*9

片段"

Pd/a82*#*

$&神经元特异性烯醇化酶"

!O0

$&唾液酸"

O8

$水平%

结果
!

晚期
!OPSP

患者
0[/a

基因总突变率为
,274N

"

,+

#

92

$%其中!

0[/a*9#I>D

突变率为
*372N

"

*:

#

92

$!

0[/a2*#S-3-a

突变率为
*27+N

"

**

#

92

$!

0[/a2+#")9+T

突变率为
272N

"

2

#

92

$%晚期
!OPSP

患者
0[/a

基因突变与患者性别&吸烟史&病理

类型具有明显相关性%与
0[/a

基因野生型患者比较!

0[/a

基因突变患者
P08

水平明显升高"

"

$

+7+3

$!

P8*23

&

Pd/a82*#

*

&

OPP#8

A

水平明显降低"

"

$

+7+3

$%结论
!

晚期
!OPSP

患者
0[/a

基因突变者血清肿瘤标志物
P08

&

P8*23

&

Pd/a82*#*

&

OPP#8

A

水平与未突变患者存在明显差异!为发现
0[/a

基因突变与血清肿瘤标志物的相关性乃至筛选表皮生长因子受体酪氨

酸激酶抑制剂治疗的优势人群提供参考%

关键词"非小细胞肺癌'

!

表皮生长因子受体'

!

扩增阻滞突变系统'

!

癌胚抗原'

!

鳞状上皮细胞癌抗原

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&$.&%''

文献标志码"

8

文章编号"

*4)2#9:33

"

2+*)

$

*)#23-,#+:

!!

研究证实#表皮生长因子受体$

0[/a

%基因突变状态是决

定表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂$

0[/a#"WY?

%疗效的

关键因素#

0[/a

敏感突变者#有效率大于
-+7+N

#突变阴性

者#有效率仅为
*7*N

(

*

)

'但是对于晚期非小细胞肺癌

$

!OPSP

%患者来说#其往往失去了手术的机会#组织标本常难

以获取#给
0[/a

基因突变检测带来挑战'

2+*3

年
*2

月发表

的+非小细胞肺癌血液
0[/a

基因突变检测中国专家共识,提

出#当肿瘤组织难以获取时#血液是
0[/a

基因突变检测合适

的替代生物材料(

2

)

'扩增阻滞突变系统$

8aTO

%是目前成熟

且最常用的血液
0[/a

基因突变检测方法'本研究采用

8b\#8aTO

方法对经治后复发或转移的
!OPSP

患者血浆

0[/a

基因$

*9#I>D

*

2*#S-3-a

和
2+#")9+T

%突变情况进行检

测#并分析
0[/a

基因突变与患者临床特征及其他血清肿瘤

标志物的关系#现报道如下'

$

!

资料与方法

$7$

!

一般资料
!

收集
2+*3

年
*

月至
2+*4

年
:

月在山东大学

齐鲁医院接受治疗的晚期
!OPSP

患者
92

例'其中男
3+

例#

女
:2

例&

4+

岁以下者
:9

例#

4+

岁及以上者
:,

例#年龄
2)

!

-:

岁#中位年龄
4*73

岁&吸烟者
,,

例#非吸烟者
39

例&世界卫生

组织病理组织学分型!腺癌
)9

例#鳞癌
*2

例#腺鳞癌
*

例&临

床分期!

)

'

期
2:

例#

.

期
4-

例'所有患者均同时经
2

名经

验丰富的病理医师证实为
!OPSP

'

$7/

!

仪器与试剂
!

仪器为美国
"C>%F&/;?C>%

公司
!B<&#

b%&

$

2+++

分光光度计*罗氏
P&1B?>4+*

全自动电化学发光免

-

,-32

-

检验医学与临床
2+*)

年
9

月第
*:

卷第
*)

期
!

SB1T>IPD;<

!

O>

$

@>F1>%2+*)

!

U&D7*:

!

!&7*)

"

基金项目!山东大学齐鲁医院科研基金资助项目$

2+*3̀ STO:)

%'

'

!

同为第一作者*

!

#

!

通信作者#

0#FB;D

!

ZCB<

AM

;#,*::

"

*4,7H&F

'



疫分析仪*

8'Y)3++

实时荧光定量聚合酶链反应$

(Pa

%仪'试

剂为厦门艾德公司的血清"血浆游离
b!8

分离试剂盒$离心

柱型%*厦门艾德公司的人类
0[/a

基因突变检测试剂盒$荧

光
(Pa

法%*罗氏
P&1B?>4+*

全自动电化学发光免疫分析仪配

套试剂'

$7'

!

方法

$7'7$

!

血浆
b!8

提取
!

采用厦门艾德公司的血清"血浆游

离
b!8

分离试剂盒$离心柱型%#按试剂盒说明书提取基因组

b!8

后使用美国
"C>%F&/;?C>%

公司的
!B<&b%&

$

2+++

分光

光度计检测所提取
b!8

#要求
b

24+

"

b

2-+

在
*7-

!

27+

#并且

b

24+

"

b

2,+

%

27+

#

b!8

水平调整至
37+<

A

"

*

S

#置于
62+g

冰

箱备用'

$7'7/

!

8b\#8aTO

法检测
0[/a

突变
!

采用厦门艾德公司

的人类
0[/a

基因突变检测试剂盒$荧光
(Pa

法%#试剂盒采

用八联
(Pa

管设计#管内装有相应的
0[/a

突变检测试剂和

质控试剂'检测时将
:27,

*

S

模板
b!8

和
27)

*

S"B

X

酶混

匀#向相应管内加入
37+

*

S

以上混合物#构成
(Pa

反应体系'

(Pa

反应条件!

93g3F;<

#

*

个循环&

93g23?

#

4:g2+?

#

)2g2+?

#

*3

个循环&

9,g23?

#

4+g,3?

#

)2g2+?

#

,*

个

循环'在延伸过程中
4+g

时收集信号'所用仪器为
8'Y)3++

实时荧光定量
(Pa

仪'如果收集到的信号满足以下
:

点则认

为检测成功*结果可信!$

*

%阴性对照无
/8T

信号升起&$

2

%阳

性对照
P@

值
$

2+

&$

,

%外控
/8T

信号升起且
P@

值在
*,

!

*9

&

$

:

%内控
.0e

信号或
UYP

信号升起'

$7'7'

!

血清肿瘤标志物检测
!

采用电化学发光法#使用罗氏

P&1B?>4+*

全自动电化学发光免疫分析仪及配套试剂检测'

$71

!

统计学处理
!

采用
O(OO*97+

软件进行统计学分析#非

正态分布计量资料以
+

$

"

23

#

"

)3

%表示#采用非参数检验分析

0[/a

基因突变型和
0[/a

基因野生型
!OPSP

患者肿瘤标

志物水平的差异&计数资料以率表示#采用
!

2 检验分析具有不

同临床病理特征$性别*年龄*吸烟史*临床分期*病理类型%的

!OPSP

患者
0[/a

基因突变率的差异'以
"

$

+7+3

为差异

有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/7$

!

!OPSP

患者
0[/a

基因突变情况
!

92

例
!OPSP

患者

共检测出
0[/a

基因突变
,+

例#

0[/a

基因总突变率为

,274N

$

,+

"

92

%'其中#

0[/a*9#I>D

突变
*:

例#突变率为

*372N

$

*:

"

92

%#占总突变阳性的
:47)N

$

*:

"

,+

%&

0[/a2*#

S-3-a

突变
**

例#突变率为
*27+N

$

**

"

92

%#占总突变阳性的

,47)N

$

**

"

,+

%&

0[/a2+#")9+T

突变
2

例#突变率为
272N

$

2

"

92

%#占总突变阳性的
47)N

$

2

"

,+

%'此外#发现了
,

例罕

见的双位点突变病例#突变率为
,7,N

$

,

"

92

%#占总突变病例

的
*+7+N

$

,

"

,+

%#分别是
0[/a2*#S-3-a

和
0[/a2+#")9+T

双突变
2

例#突变率为
272N

$

2

"

92

%&

0[/a*9#I>D

和
0[/a2+#

")9+T

双突变
*

例#突变率为
*7*N

$

*

"

92

%'

/7/

!

0[/a

基因突变与患者临床特征的关系
!

在本研究中#

男性患者
0[/a

基因总突变率为
2+7+N

$

*+

"

3+

%#女性患者

0[/a

基因总突变率为
:)74N

$

2+

"

:2

%#差异有统计学意义

$

"

$

+7+3

%'腺癌患者
0[/a

基因突变率为
,47)N

$

29

"

)9

%#

非腺癌患者
0[/a

基因突变率为
)7)N

$

*

"

*,

%#差异有统计学

意义$

"

$

+7+3

%'非吸烟患者
0[/a

基因突变率为
:37-N

$

2)

"

39

%#吸烟患者
0[/a

基因突变率为
97*N

$

,

"

,,

%#差异有

统计学意义$

"

$

+7+*

%'不同年龄*分期患者的突变率差异无

统计学意义$

"

%

+7+3

%'见表
*

'

/7'

!

0[/a

基因突变与血清肿瘤标志物的相关性
!

以
0[/a

基因突变与否将
92

例
!OPSP

患者分为基因突变型组和基因

野生型组#分别检测
4

种血清肿瘤标志物的水平'基因突变型

组癌胚抗原$

P08

%水平明显高于基因野生型组#差异有统计学

意义$

"5+7+*9

%'基因突变型组鳞状上皮细胞癌抗原$

OPP#

8

A

%*糖类抗原$

P8

%

*23

*细胞角蛋白
*9

片段$

Pd/a82*#*

%水

平均明显低于基因野生型组#差异有统计学意义$

"

分别为

+7+**

*

+7+,,

*

+7+*3

%'基因突变型组的神经元特异性烯醇化

酶$

!O0

%*唾液酸$

O8

%水平与基因野生型组相比#差异无统计

学意义$

"

分别为
+74:)

*

+7,9,

%#见表
2

'

表
*

!!

血浆
0[/a

基因突变率与临床特征的关系(

'

#

N

%)

项目
'

基因突变型 基因野生型
!

2

"

性别 男
3+ *+

$

2+7+

%

:+

$

-+7+

%

)792, +7++3

女
:2 2+

$

:)74

%

22

$

327:

%

年龄
$

4+

岁
:9 *-

$

,47)

%

,*

$

4,7,

%

+7-*2 +7,4)

&

4+

岁
:, *2

$

2)79

%

,*

$

)27*

%

分期
)

'

期
2: )

$

2972

%

*)

$

)+7-

%

+7*)3 +74)4

.

期
4- 2,

$

,,7-

%

:3

$

4472

%

吸烟史 非吸烟
39 2)

$

:37-

%

,2

$

3:72

%

*2793*

$

+7+*

吸烟
,, ,

$

97*

%

,+

$

9+79

%

病理类型 腺癌
)9 29

$

,47)

%

3+

$

4,7,

%

:72)) +7+,9

非腺癌
*, *

$

)7)

%

*2

$

9273

%

表
2

!!

0[/a

基因突变与血清肿瘤标志物水平的关系(

+

#

"

23

$

"

)3

%)

组别
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$

c

"

FS
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$
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"

FS

%

OPP#8

A

$
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$

<

A

"

FS
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$

F

A

"
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%

P08
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A

"

FS

%

基因突变型组
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$

*97-:

#
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%
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$

27+9

#

473)

%
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$

+73+

#
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%

*)7--

$

*,7)-722739

%

447)+

$

4+7:3

#

)374,

%

237-4

$

*+73:

#

*+27-+

%

基因野生型组
42 4-7,:

$

2)7:3

#

*2-7*4

%

47+:

$

,7*-

#

*)7*+

%

*72+

$

+7)+

#

2723

%

*)73-

$

*:79*

#

2:7,4

%

)*7:3

$

397*-

#

-37-,

%

*+7:+

$

,7:3

#

:*7+2

%

8 627*,2 627:,4 6273,) 6+7:3- 6+7-3: 627,:9

" +7+,, +7+*3 +7+** +74:) +7,9, +7+*9
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!

讨
!!

论

!!

治疗
!OPSP

的靶向药物
0[/a#"WY?

#如易瑞沙*特罗凯*

拉帕替尼已投入临床'这些靶向药物的敏感性和耐药性与肿

瘤细胞
0[/a

的突变情况密切相关#美国国立综合癌症网络

建议在使用
0[/a#"WY?

前先检测
0[/a

基因突变情况#以预

测可能的受益人群'

外周血循环肿瘤
b!8

$

H@b!8

%是一种主要来自肿瘤组

织#因肿瘤细胞坏死脱落#在外周血中凋亡坏死时释放的

b!8

#与肿瘤
b!8

具有相同的遗传变异#其特征可以良好地

体现肿瘤遗传基因的特征(

,

)

'多项回顾性和前瞻性研究表明#

当肿瘤组织难以获取时#血液
H@b!8

是突变分析合适的替代

选择(

2

)

'许耀灿(

:

)通过一项基于
*9

篇文献#

2234

例患者的

T>@B

分析发现#

!OPSP

患者血浆
0[/a

基因突变率较配对的

肿瘤组织略低$

,,72*NHF7,)7,4N

%#差异无统计学意义$

"5

+729

%'

大多数
!OPSP

患者初次就诊时即为晚期#无法获得足够

-
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年
9

月第
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期
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的肿瘤组织进行
0[/a

基因突变检测#通过外周血血浆检测

0[/a

基因突变具有创伤小#患者易接受#可重复取材等优势#

尤其适用于晚期
!OPSP

患者'本研究用
8b\#8aTO

方法检

测
92

例晚期
!OPSP

患者血浆
0[/a

基因$

*9#I>D

*

2*#S-3-a

和
2+#")9+T

%突变#发现晚期
!OPSP

患者
0[/a

基因总突变

率为
,274N

$

,+

"

92

%#略高于文献(

3#4

)报道的
,*7:N

和

2)7-N

'这可能和所选病例性别比例不同有关'以往报道显

示#

!OPSP

患者
0[/a

基因突变以女性多发(

)#-

)

'本研究所选

病例男女比例为
*7*9i*

#而文献(

3#4

)研究的病例中男女比例

分别为
*7-)i*

*

*7)-i*

'在本研究中亦发现
!OPSP

患者

0[/a

基因突变女性多发#女性患者
0[/a

基因总突变率为

:)74N

$

2+

"

:2

%#男性为
2+7+N

$

*+

"

3+

%#二者比较差异有统计

学意义$

"

$

+7+3

%#这和以往的报道一致(

)#-

)

'既往文献(

9

)报

道#亚洲人群*女性*非吸烟者和肺腺癌患者是
0[/a

基因突

变的优势人群'本研究亦发现此结果#而与患者的年龄和肿瘤

分期无关$

"

%

+7+3

%'

0[/a

基因共
2-

个外显子#编码酪氨酸激酶区的是
*-6

2*

外显子'研究表明#

0[/a*9#I>D

和
0[/a2*#S-3-a

突变是

最常见的突变类型#被称作经典突变或热点突变#而且这两种

突变类型对治疗
!OPSP

的靶向药物
0[/a#"WY?

有较好的反

应(

*+#**

)

'本研究结果显示#这两个外显子突变率累计
,+7:N

$

2-

"

92

%#占总突变病例的
9,7,N

$

2-

"

,+

%#提示
*9

和
2*

外显

子容易受到环境中致癌物质的影响#突变后可能进一步激活

0[/a

基因信号转导通路#在
!OPSP

的发生*发展中起重要

作用'此外#本研究发现了
,

例罕见的双位点突变病例#突变

率为
,7,N

$

,

"

92

%#占总突变病例的
*+7+N

$

,

"

,+

%#分别是

0[/a2*#S-3-a

和
0[/a2+#")9+T

双突变
2

例#

0[/a*9#I>D

和
0[/a2+#")9+T

双突变
*

例#这一现象提示
!OPSP

患者

中也存在
0[/a

基因联合突变'同时发现了罕见的
0[/a2+#

")9+T

突变
2

例'既往研究已证实#血浆
0[/a2+#")9+T

突

变表明患者预后差#与未突变的患者相比#在发生活化突变的

患者中更为常见(

*2#*,

)

'在患者接受
0[/a#"WY?

治疗前#血浆

0[/a2+#")9+T

突变可能与
0[/a

敏感突变同时出现#但这

种概率较低(

*2

)

'血浆循环游离
b!8

的
0[/a2+#")9+T

突变

频率可能低于现在研究中
8aTO

的最低检测限'为了加以证

实#需要用灵敏度更高的方法如数字
(Pa

检测血浆和肿瘤组

织的
0[/a2+#")9+T

突变'

血清肿瘤标志物#如
P08

*

Pd/a82*#*

*

OPP#8

A

等在

!OPSP

的诊断和预后判断中具有较高的敏感度和特异度'但

血清肿瘤标志物能否作为预测
0[/a

基因突变的指标仍需大

量研究'以往的研究大多以血清肿瘤标志物的水平分组#比较

组间
0[/a

基因突变率#探讨血清肿瘤标志物与
0[/a

基因

突变的相关性(

)#-

#

*:

)

#而直接分析
0[/a

基因突变型和野生型

血清肿瘤标志物水平的报道鲜见'本研究通过分析晚期

!OPSP

患者血清肿瘤标志物
P08

*

P8*23

*

OPP#8

A

*

Pd#

/a82*#*

*

!O0

*

O8

水平#探讨血清肿瘤标志物水平与
0[/a

基因突变的相关性'研究显示#肺腺癌患者血清
P08

水平与

0[/a

基因突变相关(

**#*2

)

'

WB@B&]B

等(

*3

)报道#治疗前
P08

高表达者比
P08

正常者对
0[/a#"WY?

治疗疗效更好'文献

(

*4

)报道#随着
P08

水平增加#

0[/a

基因突变阳性率升高'

张连民等(

*)

)研究发现#

P08

水平升高更易出现在
0[/a

基因

突变阳性的患者中'本研究发现#基因突变型组
P08

水平明

显高于基因野生型组#差异有统计学意义$

"5+7+*9

%#这从另

一角度证实了
P08

水平与
0[/a

基因突变的相关性'

(B%]

等(

*-

)研究发现#

OPP#8

A

*

Pd/a82*#*

对于诊断鳞癌

具有较高的特异性'既往研究已证实#

0[/a

基因突变多发生

于腺癌(

)#9

)

'张连民等(

*)

)研究发现#术前
OPP#8

A

和
Pd2*#*

水平升高在
0[/a

基因野生型组中更常见'本研究发现#

0[#

/a

基因突变型组
OPP#8

A

和
Pd2*#*

水平明显低于
0[/a

基

因野生型组#差异有统计学意义$

(

分别为
+7+**

*

+7+*3

%#这可

能和
OPP#8

A

*

Pd2*#*

与鳞癌关系密切有关'

P8*23

为卵巢癌的一项敏感度及特异度相对较高的肿瘤

标志物#其在进展期
!OPSP

中的研究甚少'

dG

等(

*9

)研究显

示#血清
P8*23

为进展期
!OPSP

预后差的标志物'有研究显

示#

P8*23

正常与否与
0[/a

基因敏感突变无相关性(

*:

#

2+

)

'

本研究发现#基因突变型组
P8*23

水平明显低于基因野生型

组#差异有统计学意义$

"5+7+,,

%'本研究所选病例均为进

展期
!OPSP

患者#都经过了一线或二线化疗'有研究报道#

化疗可降低血清
P8*23

水平(

2*

)

'这可能导致晚期
!OPSP

患

者基因突变型组和基因野生型组
P8*23

水平降低的程度不

同#导致基因突变型组
P8*23

水平明显低于基因野生型组#具

体机制值得进一步研究'

!O0

存在于神经元和神经内分泌细胞中#也会在神经内

分泌组织肿瘤中表达'有研究报道#

!O0

对于诊断小细胞肺

癌有较高的特异性(

*-

)

'

O8

是神经氨酸衍生物#是细胞表面糖

蛋白的重要成分#是一种广谱肿瘤标志物'

!O0

和
O8

在进展

期
!OPSP

中与
0[/a

基因突变的相关性鲜见报道#本研究发

现#基因突变型组
!O0

和
O8

水平与基因野生型组相比#差异

无统计学意义$

"

分别为
+74:)

*

+7,9,

%'

本研究证实#女性*腺癌*非吸烟者是
0[/a

基因突变的

优势人群#

0[/a

基因突变患者的血清肿瘤标志物水平与未突

变患者存在明显差异#为发现
0[/a

基因突变与血清肿瘤标

志物的相关性乃至进一步筛选
0[/a#"WY?

治疗的优势人群
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与传统的开腹手术相比#腹腔镜胆囊切除术作为一种快
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