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比较基因组杂交技术分析晚期非小细胞

肺癌一线化疗耐药及疗效
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　　摘要：目的　分析非小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ）组织染色体片段的扩增与缺失，揭示这些异常改变与ＮＳＣＬＣ化疗疗效
的关系。方法　从ＮＳＣＬＣ患者石蜡包埋肿瘤组织中提取基因组ＤＮＡ，以简并寡核苷酸引物ＰＣＲ扩增并标记探针，采用
比较基因组杂交方法，检测染色体片段的扩增和缺失，分析其与 ＮＳＣＬＣ化疗疗效及其他临床资料的关系。结果　样品
扩增占９６１２％，缺失占３８８％。扩增频率最高区段是１９ｐ１３１１３３（１５／３４，４４１２％），其次为 ９ｑ１２ｑ２２（１０／３４，
２９４１％）、２２ｑ１２ｑ１３（１０／３４，２９４１％）和Ｘｑ（１１／３４，３２３５％）；化疗敏感者染色体区段变异总数为１８８，化疗抗
拒者染色体区带变异总数为４５２；化疗敏感与化疗抗拒染色体变异数目差异具有统计学意义 （Ｐ＝０００５）。１４ｐ１２ｐ１３
和１９ｐ扩增与化疗敏感相关 （Ｐ＜００１）；１ｑ１２ｑ２２（Ｐ＝０００５）、１０ｑ２５ｑ２６（Ｐ＝００２９）、５ｐ１５１ｐ１５３（Ｐ＝
００３９）、１９ｑ１３２１３４（Ｐ＝００２９）、２０ｐ１１２ｐ１２（Ｐ＝００３９）、２１ｑ２２（Ｐ＝００１６）和Ｘｐ２１ｐ２２１（Ｐ＝０００６）扩增
与化疗抗拒密切相关。染色体异常改变与其他临床资料，包括术后较早复发转移和初诊晚期、病理分型、年龄、性别、

临床分期 （ⅢＢ和Ⅳ期）无相关性。结论　采用比较基因组杂交的方法检测特异性染色体区段的扩增与缺失与以铂类
为主的一线化疗疗效关系密切，有助于进一步确立与化疗敏感性相关的具体的功能基因，预测临床化疗疗效，实现个

体化治疗。
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　　肺癌已成为威胁人类健康和导致肿瘤特异性死
亡的最主要原因之一，非小细胞肺癌 （ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）大约占所有肺癌确诊患者的
８０％［１］，而其中约２３％的患者可以仅依靠手术获得
最大的生存受益，近８０％的患者为局部晚期 （ⅢＡ或
ⅢＢ期）或已有远处播散 （Ⅳ期）［１］，目前化疗依然
在晚期ＮＳＣＬＣ患者的治疗中占据主要地位。大多数对
化疗敏感的患者可以获得生存的益处。晚期ＮＳＣＬＣ一
线标准用药是以铂类为主的联合三代化疗药物的两药

联合方案，总有效率一般不超过 ４０％［２］，一半以上

的患者不能从一线的化疗中获益。研究提示 ＮＳＣＬＣ
对化疗的敏感性绝非是单基因或某个蛋白组决定的，

并且可能是由肿瘤患者本身内在的、固有的遗传学

因素决定［３］。比较基因组杂交 （ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＧＨ）技术通过观察 ＮＳＣＬＣ病理组织
的染色体基因组的不平衡性，探索化疗敏感或抗拒

相关的分子遗传学规律，以求能够对化疗抗拒做到

临床预测，并进一步通过染色体变异的定位研究肿

瘤耐药的机制，寻找更新的提高化疗疗效、克服耐

药的分子靶点。

资料和方法

资料　收集中国医学科学院肿瘤医院及解放军
总医院确诊为 ＮＳＣＬＣ患者的肿瘤石蜡包埋组织。标
本采集要求：（１）病理确诊为 ＮＳＣＬＣ患者；（２）病
期已晚 （ⅢＢ或Ⅳ期），以化疗为初治手段或手术后
３个月内即复发转移而行化疗； （３）采用的化疗方
案为以铂类为主联合新药的两药联合方案，包括健

择 ＋顺铂，紫杉醇 ＋卡铂及多烯紫杉醇 ＋顺铂方案；
（４）根据实体瘤疗效评价标准１０及患者最终治疗
结果，将治疗获得完全缓解、部分缓解者，定义为

化疗敏感；将治疗无变化或肿瘤进展定义为化疗抗

拒；（５）所获病理标本应保证足够的病理组织利于
ＤＮＡ提取；（６）病理切片厚度要求１０μｍ以上，保
证可提取足量的 ＤＮＡ；（７）所有组织标本取自一线
化疗前。

病例资料：入选患者８８例，均经病理确诊。男
性６１例、女性２７例；年龄４２～７５岁，中位年龄５７
岁；其中４６例腺癌、２１例鳞癌、１３例腺鳞癌、５例
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大细胞癌、２例细支气管肺泡癌、１例分化差的
ＮＳＣＬＣ；所选方案均为目前经典的一线含铂的联合
三代化疗药物两药方案。临床ⅢＢ期３８例、Ⅳ期２１
例、复发转移２９例。

健康成人外周全血：选取我院健康成年男女志

愿者各１０例，抽取全血 ５０ｍｌ，分离淋巴细胞制备
中期染色体片及提取 ＤＮＡ作为 ＣＧＨ实验正常对照。

正常人外周血淋巴细胞中期染色体的制备　无菌
条件下抽取各组受试者外周血４ｍｌ。立即置于 ＲＰＭＩ
１６４０培养液中３７℃恒温培养箱中培养６～９ｈ，加入秋
水仙素液 （１０μｇ／ｍｌ）０２ｍｌ，继续培养２～３ｈ后将
培养物吸入离心管内，１０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，用吸管
小心吸掉上清液。将预温３７℃的低渗液 （００７５ｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ溶液）５ｍｌ加入离心管中，混匀后放入３７℃水浴
锅中低渗处理２５ｍｉｎ。取出离心管，加入１ｍｌ新鲜固
定液 （甲醇∶冰醋酸按３∶１配制），缓慢混匀，常规法
置备染色体片。将标本片在１％Ｇｉｅｍｓａ染液中染色１０
ｍｉｎ，自来水轻轻冲洗，空气干燥。显微镜下观察、
照相、分析核型。将制备好的染色体切片浸于１００％
的乙醇中，按４５℃→７５℃→９４℃→７５℃→４５℃顺序
各 １２ｓ，完成染色体片老化。

肺癌组织块 ＣＧＨ分析
石蜡包埋肺癌组织块基因组 ＤＮＡ的提取与鉴

定：根据肺癌化疗敏感组和化疗抗拒组选择石蜡组

织包埋块进行检测，提取基因组 ＤＮＡ。病理科专家
复阅切片明确肿瘤并在显微镜下标记肿瘤组织切割

范围。毛细玻璃管置于酒精灯火焰上小心抽拉，制

作细针刀用于显微切割。显微镜下切割刮取标记的

肿瘤组织。将刮取的带蜡屑的组织小心移入盛有５０
μｌ二甲苯溶液的 Ｅｐｐａｎｄｏｒｆｆ小管中，室温过夜。离
心３ｍｉｎ，弃去上清，加入二甲苯混匀离心３ｍｉｎ×２
次；弃上清，然后加入 １００％的乙醇离心 ２ｍｉｎ，弃
上清；加入 ９５％的乙醇离心 ２ｍｉｎ，弃上清；加入
７０％的乙醇离心２ｍｉｎ，弃上清；加入５０％的乙醇离
心２ｍｉｎ，弃上清；加入双蒸水离心２ｍｉｎ，弃上清。
沉淀物室温下干燥 ３０ｍｉｎ。加入相当于沉淀物体积
５～１０倍 ＤＮＡ提取液 （蛋白酶 Ｋ２０ｍｇ／ｍｌ，１０×
ＰＣＲ缓冲液加入使其终浓度为１×ＰＣＲ），６５℃水浴
３ｈ。９５℃水浴５ｍｉｎ，缓慢冷却，使蛋白酶 Ｋ失活。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，吸取上清。沉淀物溶于１００
μｌ双蒸水中装入另一清洁的 １５ｍｌＥｐｐａｎｄｏｆｆ小管
中， －２０℃贮存。依照 ＱＩＡＧＥＮ试剂盒的操作程序，
对ＤＮＡ进行纯化。基因组ＤＮＡ含量及纯度测定采用

紫外分光光度计检测吸光度值及琼脂糖凝胶电泳观

察。

石蜡包埋肺癌组织块基因组 ＣＧＨ分析：参照
ＤｅＶｒｉｅｓ法［４］，中期染色体载片已经过标准的细胞遗

传学载玻片准备方法处理，染色体长度为４００～５５０
横纹，是使用核型正常的男性或女性志愿者的外周

血淋巴细胞采用同步拦截法培养制备而成。

图象的获取：ＣＧＨ图象经荧光显微镜获取，使
用６３倍物镜观察，运用Ｃｙｔｏｖｉｓｉｏｎ２７软件分析ＣＧＨ
图像。

ＣＧＨ实验结果的判断标准和分析：图像的分析
应用 ＬｅｉｃａＤｉｇｉｔａｌＩｍａｇｅＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ的 ＣＧＨｃｙｔｏｖｉ
ｓｉｏｎ２７分析软件 （ＱＦＩＳＨ／ＱＣＧＨＳｏｆｔｗａｒｅＰａｃｋａｇｅ，
ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓＩｍａｇｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎｓ，ＬｔｄＣａｍｂｒｉｄｇｅ，
ＵＫ）。ＤＮＡ拷贝数扩增或缺失的荧光强度阈值 （肿

瘤荧光强度／正常荧光强度）分别为大于１２０和小
于０８０，确定两组 （化疗敏感与抗拒）资料的差异

表达。分析 ＮＳＣＬＣ化疗敏感与抗拒情况与特异性染
色体 ＤＮＡ扩增、缺失的关系。

统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１００统计学软件处理，
Ｆｉｓｈｅｒ确切概率及 ｔ检验。Ｐ＜００５为差异具有统计
学意义。

结　　果

ＮＳＣＬＣ患者病理组织染色体变异情况　８８例
ＮＳＣＬＣ病理组织进行 ＣＧＨ检测，其中７例未检测到
明显的染色体变异，其他８１例均有不同程度的扩增
和缺失，共６４０处，其中扩增 ６１５处，占 ９６１２％；
缺失２６处，占３８８％。扩增涉及全部 ２４条染色体
（包括 ＸＹ染色体），缺失主要表现在８条染色体上，
分 别 为 １１ｑ２３、１３ｐ１３、１３ｑ３３ｑ３４、１４ｑ３１ｑ３２、
１５ｑ１５ｑ２１、１８ｑ２２ｑ２３、２０ｑ１１２ｑ１３１和 Ｙｑ。总体
上看，拷贝数增加的频率明显高于拷贝数减少的频

率。在所检测的肿瘤组织中，扩增频率最高的是

１９ｐ１３１１３３（３９／８８，４４１２％），其次为９ｑ１２ｑ２２
（２６／８８，２９４１％）、２２ｑ１２ｑ１３（２６／８８，２９４１％）、
Ｘｑ（２９／８８，３２３５％）；另外较常见的扩增有１ｑ１２
ｑ２５ （２３／８８， ２６４７％）、 ４ｑ３２ｑ３５、 １０ｑ２５ｑ２６、
１４ｐ１２ｐ１３、１９ｑ１３２ｑ１３４、２０ｐ、２１ｐ１１２ｐ１３，扩
增率为 ２０５９％ （１８／８８）；７ｑ３１ｑ３６、１１ｑ２４ｑ２５、
１３ｑ３３ｑ３４、 １６ｐ１３２ｐ１３３、 １６ｑ２３ｑ２４、 ２０ｑ１３２
ｑ１３３、２２ｐ１２ｐ１３、Ｘｐ扩增率为１７６５％ （１５／８８）。
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染色体表达差异与临床特征相关性　８８例ＮＳＣＬＣ
检测标本中病理分型分布不平衡，病理分型及年龄、

性别、临床分期染色体表达差异均无统计学意义

（Ｐ＞００５）。
初治化疗敏感性与染色体变异的关系　化疗敏

感者病例数５２例，抗拒者病例数 ３６例，两组病例
年龄、性别、病理类型、临床分期等一般资料分布

平衡或一致 （Ｐ＝０４３７）。化疗敏感者变异总数为
１８８个拷贝数 （扩增 １８２、缺失 ６），化疗抗拒者变
异总数为４５２个拷贝数 （扩增４３１、缺失２１），化疗
敏感与化疗抗拒两者染色体变异数目差异具有统计

学意义 （Ｐ＝０００５）。
染色体多条区带的扩增与缺失差异与化疗疗效

密切相关，其中１４ｐ１２ｐ１３、１９ｐ高表达与化疗敏感
相关 （Ｐ＜００１）；１ｑ１２ｑ２２、１０ｑ２５ｑ２６、５ｐ１５１
ｐ１５３、１９ｑ１３２１３４、２０ｐ１１２ｐ１２、２１ｑ２２、Ｘｐ２１
ｐ２２１扩增与化疗抗拒密切相关 （Ｐ＜００５）。其中
１９号染色体为扩增频率最高的区域，短臂区及长臂
区均有高频率的扩增区域。

讨　　论

本研究８８例 ＮＳＣＬＣ患者中仅７例未出现染色体
变异，其他病理标本均可见到不同程度的染色体变

异，而且变异涉及到所有２４条染色体，绝大多数表
现为染色体的扩增，缺失情况极少见。研究显示

ＤＮＡ扩增带来的基因剂量增加是基因表达上调的常
见遗传机制，而且与肿瘤的侵袭性相关［５６］。

文献显示总体拷贝数扩增明显多于拷贝数缺

失［７８］。本研究结果与文献报道相仿。孙崇秀等［９］研

究显示更多的缺失区域，本研究未得出同样的结果，

可能与本研究入选病例均为晚期、复发转移的患者，

肿瘤增殖活跃，癌基因呈现高表达状态有关［１０］。

本研究未发现与病理类型相关的特征性染色体

变异。研究提示年龄、性别、临床分期与染色体变

异无显著相关性，对于特异的染色体改变与上述临

床一般资料的关系，各家报道不一，多数结果显示

差异无统计学意义，提示染色体变异是患者内在的

遗传学因素。

研究显示化疗敏感者与化疗抗拒者在染色体变

异程度上 （染色体扩增与缺失数目）差异具有统计

学意义。Ｓｔｒｕｓｋｉ等［１１］在耐药的人卵巢癌细胞株中发

现染色体扩增数目明显多于药物敏感的细胞株。本

研究提示化疗耐药者染色体变异数目明显增多的原

因可能是耐药基因位点具有多重性和多样性特点，

而且耐药者癌基因拷贝数明显扩增，肿瘤增殖活跃，

最终引起化疗失败，肿瘤进展。

本研究提示１９ｐ、１４ｐ１２ｐ１３的扩增与化疗敏感
密切相关。其中位于１９ｐ区域的与化疗敏感性相关
基因为目前研究的热点，包括表皮生长因子受体酪
氨酸激酶抑制剂的作用位点表皮生长因子受体的细

胞膜内酪氨酸激酶的功能基因位点。

本研究 １９ｑ１３２１３４、１ｑ１２ｑ２２等区段扩增与
化疗抗拒密切相关。染色体１９ｑ１３２１３４是本研究
与化疗抗拒有关的最高频率扩增的区段，该区域是

目前研究中与铂类耐药关系最为密切的染色体区带。

铂类药物杀伤肿瘤的细胞毒作用机制是与 ＤＮＡ形成
加合物从而抑制ＤＮＡ的复制合成，而ＤＮＡ可通过损
伤修复机制移除加合物最终造成对铂类耐药。这种

损伤修复机制中最关键的途径是核苷酸剪切修

复［１２１３］。近年研究表明切除修复交叉互补基因、

ＤＮＡ修复蛋白 Ｏ６甲基鸟嘌呤 ＤＮＡ甲基转移酶、脱
嘌呤／嘧啶核酸内切酶、人类 Ｘ射线损伤修复交叉互
补基因１等是 ＮＥＲ作用的关键基因，这些基因多数
定位在１９ｑ１３２１３４区域，该区域的这些功能基因
扩增与化疗药物铂类的疗效及放射治疗的疗效高度

相关，同时与肺癌发生的高风险密切相关［１４１８］。

ＤＮＡ修复蛋白 Ｏ６甲基鸟嘌呤 ＤＮＡ甲基转移酶
基因位于染色体 １０ｑ２６区域，是 Ｏ６烷基鸟嘌呤甲
基转移酶的编码基因。多数耐药肿瘤细胞都有该基

因的过度表达［１６］。编码增殖细胞核抗原的基因定位

于染色体２０ｐｔｅｒｐ１２区域，与铂类耐药关系密切［１８］。

综上，本研究提示特异性染色体区段的扩增与

缺失与化疗疗效关系密切，这些区域的判定对进一

步明确功能基因的定位发挥了重要作用，使全基因

组芯片的筛选更有方向性，并最终确立与化疗敏感

性相关的具体的功能基因，为临床预测疗效，寻找

治疗靶点，改变治疗现状提供更多的参考信息。
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