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　　【摘要】　目的　检测非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因外显子的突变情况并
探讨其与 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７表达之间的联系。 方法　用测序法检测 ８０ 例 ＮＳＣＬＣ 患者标本的基因突变情况，并
用免疫组织化学法检测 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７的表达。 结果　８０ 例 ＮＳＣＬＣ 患者中有 １６ 例存在 ＥＧＦＲ 基因突变，其
中 ５例为第 １９外显子缺失突变，１１例为第 ２１ 外显子替代突变。 女性患者突变率高于男性患者；腺癌患者突
变率高于非腺癌患者。 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７ 的表达与 ＥＧＦＲ基因突变无关。 结论　ＥＧＦＲ 基因突变率以女性和腺
癌患者较高，且与 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７表达无关。
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　　肺癌是最常见的肺原发恶性肿瘤，也是最具致死性的恶性
肿瘤之一。 目前肺癌是全世界癌症死因的第 １位，５年生存率只
有 １５％［１］ 。 ２００８ 年全世界有 １４０ 万人死于肺癌［２］ ，而且每年人
数都在上升。 非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）占肺癌的 ７５％ ～８０％，但
是只有约 ２０％的患者能够根治性切除或者放射治疗，５ 年生存
率＜１０％［３］ 。 由于超过 ６０％的患者在诊断时已经处于中晚
期［４］ ，所以常规治疗只能改善症状而不能获得长期疗效。 而表
皮生长因子受体阻滞剂的出现给这些患者的治疗带来了新的希

望。 表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）是原癌基因 ＣｅｒｂＢ唱１ 的表达产
物，ＥＧＦＲ家族包括 ＥＧＦＲ、ＣｅｒｂＢ唱２、ＣｅｒｂＢ唱３、ＣｅｒｂＢ唱４ 四个成员，
均位于细胞膜上。 ＥＧＦＲ的高表达可以促进肿瘤血管生成以及
肿瘤细胞的增殖、黏附、侵袭、转移［５］ 。 正常肺组织中 ＥＧＦＲ 不
表达或低表达，而在 ＮＳＣＬＣ患者中常表现为活性增高。 多项研
究显示 ４０％ ～８０％的 ＮＳＣＬＣ 患者存在 ＥＧＦＲ 的高表达［６］ 。 在
美国人群中 ＥＧＦＲ 突变率为 １３％，而在亚洲人群中 ＥＧＦＲ 突变
率接近 ３０％［７］ 。 因此 ＥＧＦＲ成为最有前途的特异性治疗靶点之
一。 而目前大多数回顾性研究已经发现 ＥＧＦＲ 突变的 ＮＳＣＬＣ
中，７０％～８０％对表皮生长因子受体阻滞剂有反应，而 ＥＧＦＲ 无
突变者只有１０％有反应［８］ 。 由此 ＥＧＦＲ的突变检测会对 ＮＳＣＬＣ
患者的个体化治疗有很大帮助。 而对于 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７ 表达与基
因突变之间的关系尚不明朗。 本研究旨在探讨 ＮＳＣＬＣ 患者中
ＥＧＦＲ的突变情况以及与 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７ 之间的关系。

一、材料与方法
１．材料：收集我院病理科 ２０１０ ～２０１１ 年存档标本或新鲜标

本共 ８０ 例，均来自未接受表皮生长因子受体阻滞剂治疗的
ＮＳＣＬＣ患者。 其中手术切除标本 ４８例，纤维支气管镜活检或穿
刺标本 ３２例。

２．ＥＧＦＲ基因突变检测：所有蜡块切 ４ μｍ 厚切片 ５ ～１０
张，显微镜下进行微切割，富集肿瘤细胞，石蜡组织充分消化后
用 Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ 试剂盒（ＭＮ 公司）提取
ＤＮＡ。 将提取的基因组 ＤＮＡ应用 ＰＣＲ 扩增法，分别扩增 ＥＧＦＲ
第 １８ ～２１ 外显子，其引物序列分别是第 １８ 号外显子上游引物

（Ｆ）： ５′唱ＣＴＧＡＧＧＴＧＡＣＣＣＴＴＧＴＣＴＣＴＧ唱３′，下游引物 （ Ｒ）： ５′唱
ＣＣＡＡＡＣＡＣＴＣＡＧＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＡＧ唱３′；第 １９号外显子上游引物
（ Ｆ ）： ５′唱ＴＧＣＣＡＧＴＴＡＡＣＧＴＣＴＴＣＣＴＴ唱３′， 下游 引物 （ Ｒ ）： ５′唱
ＣＡＧＧＧＴＣＴＡＧＡＧＣＡＧＡＧＣＡＧ唱３′；第 ２０ 号外显子上游引物（Ｆ）：
５′唱ＣＡＴＴＣＡＴＧＣＧＴＣＴＴＣＡＣＣＴＧ唱３′，下游引物 （Ｒ）：５′唱ＴＴＡＴＣＴＣ唱
ＣＣＣＴＣＣＣＣＧＴＡＴＣ唱３′；第 ２１ 号外显子上游引物（ Ｆ）：５′唱ＣＴＴＣ唱
ＣＣＡＴＧＡＴＧＡＴＣＴＧＴＣＣ唱３′，下游引物 （Ｒ）： ５′唱ＴＴＡＴＣＴＣＣＣＣＴＣ唱
ＣＣＣＧＴＡＴＣ唱３′。 ＰＣＲ扩增产物纯化后用 ＡＢＩ ３７３０测序仪进行双
向测序，测序结果采用 Ｃｈｒｏｍａｓ软件进行分析。

３．免疫组织化学检测：所有标本均经 １０％甲醛溶液固定，
石蜡包埋，按 ４ μｍ连续切片，烘干。 采用 ＳＰ法行 ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７
蛋白表达检测并设立阴性对照。 ＥＧＦＲ蛋白着色定位于细胞质
和细胞膜上，ｋｉ６７蛋白着色定位于细胞核上，评分根据着色细胞
所占百分比和染色强度综合评价， ＜１０％记为阴性，≥１０％记为
阳性。

４．统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １７畅０ 软件，应用卡方检验分析
ＥＧＦＲ突变与临床参数之间的关系，Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关分析评价
ＥＧＦＲ基因突变率与 ＥＧＦＲ 蛋白表达和 ｋｉ６７ 表达的关系，P ＜
０畅０５ 为差异具有统计学意义。

二、结果
１．临床资料：８０ 例 ＮＳＣＬＣ 标本均成功检测。 男 ４９ 例，女

３１例；年龄 ３５ ～８６ 岁，中位年龄 ５９ 岁；无吸烟史患者 ３７ 例，有
吸烟史患者 ４３例；组织病理学证实腺癌患者 ５２ 例，非腺癌患者
２８例。

２．ＥＧＦＲ基因突变状况：８０ 例 ＮＳＣＬＣ 标本中 １６ 例检测出
ＥＧＦＲ突变，总检出率 ２０％，其中第 １９ 号外显子 ５ 例突变，突变
检出率为 ６畅２５％，均为杂合缺失突变；第 ２１ 号外显子 １１ 例突
变，突变率为 １３畅７５％，均为杂合替代突变。

３．ＥＧＦＲ基因突变与临床病理特征之间的关系（表 １）：８０
例 ＥＧＦＲ基因突变检测患者中，女性突变率高于男性，差异有统
计学意义［突变率分别为 ３２畅３％（１０／３１）、１２畅２％（６／４９），P ＝
０畅０２９］；腺癌显著高于非腺癌，二者差异有统计学意义［突变率
分别为 ２８畅８％（１５／５２）、３畅６％（１／２８），P ＝０畅００７］。 不吸烟患者
高于吸烟患者，二者差异没有统计学意义［突变率分别为 ２７％
（１０／３７）、１３畅９％（６／４３），P＝０畅１４５］；ＥＧＦＲ基因突变与年龄、分
化程度、肿瘤大小、淋巴结转移及标本类型无关（P ＞０畅０５）。

４．ＥＧＦＲ蛋白表达情况及与临床病理特征之间的关系 ：８０例
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表 1　ＮＳＣＬＣ组织 ＥＧＦＲ基因突变检测及 ＥＧＦＲ与 ｋｉ６７表达与临床参数的关系［例，（％）］

临床特征 例数
ＥＧＦＲ 基因

突变［例，（％）］ χ２ 值 P值

ＥＧＦＲ 表达
阳性［例，（％）］ χ２ 值 P 值

ｋｉ６７ 表达
阳性［例，（％）］ χ２ 值 P 值

性别 ４ 後後畅７５３ ０ {{畅０２９ ０ 挝挝畅９０５ ０ hh畅３４１ ９ 换换畅２４３ ０ 11畅００２

　男 ４９ m６（１２   畅２） ４２（８５   畅７） ４３（８７   畅８）

　女 ３１ m１０（３２ 00畅３） ２４（７７   畅４） １８（５８   畅１）

年龄 １ 後後畅２７０ ０ {{畅２６０ ０ 挝挝畅２６９ ０ hh畅６０４ ３ 换换畅０７８ ０ 11畅０７９

　 ＞６０ 岁 ３５ m９（２５   畅７） ２８（８０   畅０） ３０（８５   畅７）

　≤６０ 岁 ４５ m７（１５   畅６） ３８（８４   畅４） ３１（６８   畅９）

组织学类型 ７ 後後畅２６６ ０ {{畅００７ ０ 挝挝畅３０８ ０ hh畅５７９ ４ 换换畅０４２ ０ 11畅０４４

　腺癌 ５２ m１５（２８ 00畅８） ４２（８０   畅８） ３６（６９   畅２）

　非腺癌 ２８ m１（３   畅６） ２４（８５   畅７） ２５（８９   畅３）

吸烟史 ２ 後後畅１２４ ０ {{畅１４５ ０ 挝挝畅７５８ ０ hh畅３８４ ４ 换换畅９２７ ０ 11畅０２６

　有 ４３ m６（１３   畅９） ３４（７９   畅１） ３７（８６   畅１）

　无 ３７ m１０（２７ 00畅０） ３２（８６   畅５） ２４（６４   畅９）

分化程度 ２ 後後畅０８８ ０ {{畅１４８ ０ 挝挝畅２１８ ０ hh畅６４１ ４ 换换畅６３６ ０ 11畅０３１

　高分化 １９ m６（３１   畅６） １５（７８   畅９） １１（５７   畅９）

　中低分化 ６１ m１０（１６ 00畅４） ５１（８３   畅６） ５０（８１   畅９）

肿瘤大小 ０ 後後畅６１６ ０ {{畅４３３ ０ 挝挝畅８１０ ０ hh畅３６８ ０ 换换畅０１３ ０ 11畅９１１

　≥３ ｃｍ ４３ m１０（２３ 00畅３） ３７（８６   畅０） ３３（７６   畅７）

　 ＜３ ｃｍ ３７ m６（１６   畅２） ２９（７８   畅４） ２８（７５   畅７）

淋巴结转移 ０ 後後畅７４８ ０ {{畅３８７ ０ 挝挝畅４４４ ０ hh畅５０５ ０ 换换畅７９７ ０ 11畅３７２

　有 ２３ m６（２６   畅１） ２０（８６   畅９） １６（６９   畅６）

　无 ５７ m１０（１７ 00畅５） ４６（８０   畅７） ４５（７８   畅９）

标本类型 ０ 後後畅１１７ ０ {{畅７３２ ０ 挝挝畅０５８ ０ hh畅８１０ ０ 换换畅０４６ ０ 11畅８３０

　手术 ４８ m９（１８   畅８） ４０（８３   畅３） ３７（７７   畅１）

　穿刺或气管镜 ３２ m７（２１   畅８） ２６（８１   畅３） ２４（７５   畅０）

标本中 ＥＧＦＲ阳性 ６６例，阳性率为 ８２畅５％。 ＥＧＦＲ表达与性别、
年龄、组织学类型、吸烟史、分化程度、肿瘤大小、淋巴结转移和
标本类型均无关系（P ＞０畅０５）。

５．ｋｉ６７蛋白表达情况及与临床病理特征之间的关系：８０ 例
标本中 ｋｉ６７ 阳性 ６１例，阳性率为 ７６畅２５％。 其中男性高于女性
（P ＝０畅００２）；非腺癌高于腺癌（P ＝０畅０４４），进一步分析鳞癌高
于腺癌（P＝０畅０２３）；有吸烟史高于无吸烟史者（P ＝０畅０２６）；中
低分化高于高分化（P ＝０畅０３１）。 与年龄、肿瘤大小、淋巴结转移
和标本类型无关（P ＞０畅０５）。

６．ＥＧＦＲ和 ｋｉ６７蛋白表达与 ＥＧＦＲ基因突变的关系（表 ２，
３）：ＥＧＦＲ 蛋白表达与基因突变之间无关（ r ＝－０畅０１６，P ＝
０畅８８５）；ｋｉ６７蛋白表达与 ＥＧＦＲ 基因突变之间也无相关性（ r ＝
－０畅０８８，P＝０畅４３７）。

表 2　ＥＧＦＲ表达与 ＥＧＦＲ基因突变的关系（例）

ＥＧＦＲ 表达 ＥＧＦＲ 基因突变
－ ＋

合计

－ １１ 寣３  １４ �
＋ ５３ 寣１３  ６６ �
合计 ６４ 寣１６  ８０ �

　　注：r ＝－０畅０１６，P ＝０畅８８５

表 3　ｋｉ６７表达与 ＥＧＦＲ基因突变的关系（例）

ｋｉ６７ 表达 ＥＧＦＲ 基因突变
－ ＋

合计

－ １４ .５ *１９ "
＋ ５０ .１１ 揪６１ "
合计 ６４ .１６ 揪８０ "

　　注：r ＝－０畅０８８，P ＝０畅４３７

　　三、讨论
随着肿瘤个体化治疗观念深入及针对 ＥＧＦＲ为分子靶点的

靶向药物的出现使得 ＥＧＦＲ基因突变的检测越来越有必要。 大
量临床试验表明，ＥＧＦＲ 的突变状态是决定酪氨酸激酶抑制剂
（ＴＫＩｓ）药物，如吉非替尼和厄罗替尼一线治疗的关键因素。 腺
癌、不吸烟、女性和亚裔等群体具有更高的 ＥＧＦＲ 突变率，是
ＴＫＩｓ一线治疗的优势人群，这两种药物治疗有效率高。 相反，对
ＥＧＦＲ基因不存在突变的患者，这两种药物的治疗有效率低，甚
至无效。 有研究显示在亚洲、美国和欧洲，ＥＧＦＲ 突变患者对
ＴＫＩｓ药物的有效率为 ５５％～９１％，而未经过筛选的患者有效率
仅为 ８畅０％～８畅９％［９］ 。

目前 ＥＧＦＲ突变检测的方法很多，包括直接测序法、ＰＣＲ酶
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切法、探针扩增阻滞突变系统（ＡＲＭＳ）等，但目前对最佳方法尚
没有共识。 测序法作为判断 ＥＧＦＲ突变的金标准是使用最多的
方法。 我们采用直接测序法分析了 ８０ 例 ＮＳＣＬＣ 患者的 ＥＧＦＲ
基因突变情况，结果显示总突变率 ２０％，稍低于以往文献报道，
这可能与直接测序法不敏感和影响因素较多有关，有文献指出
肿瘤细胞小于 ２５％的病例中很难检测出突变［１０］ ，直接测序法的
影响因素包括：等位基因的拷贝数，ＰＣＲ 扩增的不平衡，非肿瘤
细胞中混杂有野生型的等位基因以及从石蜡包埋组织中提取

ＤＮＡ时可能人为地产生序列误差［１１］ 。 ＥＧＦＲ基因位于 ７号染色
体短臂 ７ｐ１２ ～１４区，由 ２８个外显子组成，大于 ９０％的基因突变
位于１９ ～２１［１２］ 。 其中更以第 １９和 ２１ 外显子为主；第 １９外显子
以 ７４３ ～７５５ 位点的杂合缺失突变为主，而第 ２１外显子以 ８５８ 密
码子杂合点突变为主。 本次检测 １６ 例突变中 ５ 例 １９ 外显子突
变，１１例 ２１外显子突变，符合文献报道。

大量的研究表明 ＥＧＦＲ 基因突变与女性、不吸烟和腺癌密
切相关［１３］ 。 我们检测的 ８０例患者中不吸烟患者相比较于吸烟
患者突变率较高，但研究表明吸烟并不对 ＥＧＦＲ 的突变起到保
护作用［１４］ ，这与以往的研究结果相似，但差异没有统计学意义，
分析原因可能与病例较少和测序法不敏感有关；而检测的 ＥＧＦＲ
突变除 １例为鳞癌外均发生在腺癌患者，说明腺癌患者相比较
鳞癌患者更易突变，由于不同组织类型 ＥＧＦＲ 突变率差别较大
的原因尚不明确，所以目前对于非腺癌患者是否需要进行 ＥＧＦＲ
检测存在较大争议。

所检测样本中手术标本相比较支气管镜、穿刺标本突变率
无差异，表明支气管镜及穿刺小组织中也能检测出 ＥＧＦＲ突变，
且能较好反映肿瘤组织中基因突变情况。

本次检测中 ＥＧＦＲ蛋白阳性率为 ８２畅５％，与文献报道 ＥＧＦＲ
蛋白在 ＮＳＣＬＣ中表达率多在 ５０％以上符合。 关于 ＥＧＦＲ 蛋白
表达与临床病理特征之间的关系，相关文献报道意见不一。 分
析可能原因有：抗体选择不同和评分的主观性等。 本次检测中
发现 ＥＧＦＲ与性别、年龄、组织学类型、肿瘤大小、分化程度和淋
巴结转移等临床病理特征均无关。 ＥＧＦＲ蛋白表达是否能作为
基因突变的筛选和作为临床应用 ＥＧＦＲ唱ＴＫＩｓ的标准目前意见也
不统一。 本次检测中，ＥＧＦＲ 蛋白表达与基因突变之间无关（P
＝０畅８８３），因此不支持将 ＥＧＦＲ 蛋白表达作为基因突变的筛选
和临床应用 ＥＧＦＲ唱ＴＫＩｓ药物的标准。

ｋｉ６７是检测肿瘤细胞增殖活性最可靠的指标之一，与肿瘤
恶性程度、浸润性、转移和复发等有关。 但是关于 ｋｉ６７与 ＮＳＣＬＣ
的研究比较少。 本次检测中，发现 ｋｉ６７ 多见于男性、鳞癌、吸烟
和分化较低者，与秦玉东等［１５］报道 ｋｉ６７ 多见于 ＮＳＣＬＣ 中的鳞
癌和低分化病例相符合。 宋作庆等［１６］报道 ｋｉ６７ 的表达随癌细
胞分化程度的降低而逐渐升高，可能是因为低分化癌组织增殖
能力强于高分化癌组织。 关于 ｋｉ６７与 ＥＧＦＲ基因突变之间有没
有关系还不清楚。 本次检测中没有发现 ｋｉ６７与 ＥＧＦＲ基因突变
相关，不过 ｋｉ６７反映肿瘤组织的增殖能力，过高的增殖会不会对
ＥＧＦＲ基因突变有影响还需要进一步研究。

由上可知，直接测序法是检测 ＮＳＣＬＣ 中 ＥＧＦＲ 突变的有效
方法。 ＮＳＣＬＣ患者中，以女性和腺癌患者突变多见，以第 １９ 号

外显子缺失突变和第 ２１ 号外显子替代突变为主。 ＥＧＦＲ蛋白表
达与临床病理特征无关，与 ＥＧＦＲ基因突变也无关，因此不能作
为临床应用 ＥＧＦＲ唱ＴＫＩｓ药物依据。 ｋｉ６７ 表达多见于男性、鳞癌、
吸烟和分化较低的患者，但与 ＥＧＦＲ基因突变无关。
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