
组织样本保存状态及时间对 ＥＧＦＲ 基因突变检测结果的影响
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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨不同组织保存状态（原始样本或基因组 ＤＮＡ）及保存时间对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中表皮生长

因子受体（ＥＧＦＲ）基因突变检测结果的影响。 方法 　 收集 ＥＧＦＲ 基因突变阳性 ＮＳＣＬＣ 患者的新鲜冰冻组织和石蜡包埋

（ＦＦＰＥ）组织各 １０ 例，每保存 １ 个月提取 １ 次 ＤＮＡ（共 １２ 次），设为冰冻新提取组和 ＦＦＰＥ 新提取组；同时分别选取初检后剩

余基因组 ＤＮＡ 作对照，设为冰冻预留组和 ＦＦＰＥ 预留组。 分别采用检测试剂盒定性和定量检测上述 ４ 组 ＥＧＦＲ 基因的突变情

况，同时采用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测内参基因的 Ｃｔ 值。 比较 ４ 组不同保存时间的内参基因 Ｃｔ 值和 ＥＧＦＲ 基因突变频度情

况。 结果　 ２０ 例原始组织样本均可以检出 ＥＧＦＲ 基因突变，与临床信息相符。 新鲜冰冻组织、ＦＦＰＥ 组织的 ＤＮＡ 浓度均＞
５０ｎｇ ／ μｌ，且 Ａ２６０ ／ Ａ２８０为 １􀆰 ８±０􀆰 ２。 新鲜冰冻组织保存 １０ 个月后，冰冻预留组的内参基因 Ｃｔ 值高于冰冻新提取组，差异有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＦＦＰＥ 保存 １２ 个月内，ＦＦＰＥ 新提取组和 ＦＦＰＥ 预留组内参基因 Ｃｔ 值的差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 冰

冻新提取组保存 ６ 个月后和 ＦＦＰＥ 新提取组保存 ４ 个月后的 ＥＧＦＲ 基因突变频度高于对应预留组，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 原始样本相对于预留基因组 ＤＮＡ 更适合用于回顾性研究的材料。

　 　 【关键词】 　 组织样本；　 保存状态；　 保存时间；　 ＥＧＦＲ 突变检测
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　 　 肿瘤 ＤＮＡ 样本、新鲜冰冻组织和石蜡包埋

（ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ⁃ｆｉｘｅｄ ｐａｒａｆｆｉｎ⁃ｅｍｂｅｄｄｅｄ， ＦＦＰＥ） 组织

能够保存多年，近年来已广泛用于肿瘤相关突变基

因筛选、基因诊疗、恶性肿瘤流行特征及动态分析
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等工作，因而逐渐成为分子生物学研究的重要材料

来源［１］。 肿瘤相关基因突变的检测需要 ＤＮＡ 样本，
虽然目前可长期保持组织和基因组 ＤＮＡ 样本，且
ＤＮＡ 质量在一定时间内不受影响，但对于将其用于

基因突变检测是否影响结果鲜有报道。 本研究通

过提取不同保存时间的原始样本（新鲜冰冻组织和

ＦＦＰＥ 组织） ＤＮＡ，与不同保存时间的预留基因组

ＤＮＡ 比较表皮生长因子受体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ） 基因突变定量检测情况，为今

后回顾性研究优选研究样本提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 组织样本的收集、混匀及分装　 收集首都医科

大学肺癌诊疗中心 １ 年内的新鲜冰冻组织及石蜡包

埋样本各 １０ 例，均经病理学诊断为非小细胞肺癌

（ＮＳＣＬＣ），且携带 ＥＧＦＲ 基因突变。 取新鲜冰冻组

织，在液氮下于研钵中磨碎、混匀后按 ３０ｍｇ ／管分装

于 １２ 个冻存管中，于－８０℃保存。 取石蜡包埋样本

连续切片，于研钵中磨碎、混匀后按 １００ｍｇ ／管分装

于 １２ 个 ＥＰ 管中，室温保存。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　 ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ、
ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ ＦＦＰＥ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 均购自 ＱＩＡＧＥＮ 公

司，人 ＥＧＦＲ 基因突变检测试剂盒（荧光 ＰＣＲ 法）、
人 ＥＧＦＲ 基因突变定量检测试剂盒（荧光 ＰＣＲ 法）
均购自北京雅康博生物科技有限公司，ＮａｎｏＤｒｏｐ
ＮＤ⁃２０００ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，Ｍｘ３０００Ｐ 型荧光定量

ＰＣＲ 仪购自 Ａｌｉｇｅｎｔ 公司。
１􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取　 分别使用 ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ
Ｋｉｔ、ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ ＦＦＰＥ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 提取不同保存时

间的新鲜冰冻组织、ＦＦＰＥ 组织的基因组 ＤＮＡ，具体

操作参照按试剂盒说明书。 每保存 １ 个月提取 １ 次

新鲜冰冻组织及 ＦＦＰＥ 组织的基因组 ＤＮＡ（共 １２
次），设为冰冻新提取组和 ＦＦＰＥ 新提取组；同时分

别选取初检后预留基因组 ＤＮＡ 作对照，设为冰冻预

留组和 ＦＦＰＥ 预留组。
１􀆰 ４　 ＤＮＡ 浓度和质量检测 　 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃
２０００ 检测上述 ４ 组 ＤＮＡ 浓度及 Ａ２６０ ／ Ａ２８０比值。 将

４ 组所有待检测基因组 ＤＮＡ 稀释至 ２０ｎｇ ／ μｌ。 冰冻

预留组和 ＦＦＰＥ 预留组的 ＤＮＡ 按照 ２０ｎｇ ／ μｌ 分装保

存于－２０℃。
１􀆰 ５　 ＥＧＦＲ 基因突变定性检测 　 使用人 ＥＧＦＲ 基

因突变检测试剂盒 ［国食药监械 （准） 字 ２０１２ 第

３４０１３００ 号］对上述 ４ 组的 ＥＧＦＲ 基因突变进行筛

选。 由于此试剂盒已获国家药监局批准且其在说

明书中标示的灵敏度（１％）相对于 Ｓａｎｇｅｒ 测序法

（１０％～２０％）高，因此未对阳性结果进行测序验证。
１􀆰 ６　 ＥＧＦＲ 基因突变定量检测 　 内参基因含量可

反映基因组 ＤＮＡ 含量，故利用荧光定量 ＰＣＲ 技术

检测内参基因，其 Ｃｔ 值可以表示内参基因含量［１⁃２］。
采用人 ＥＧＦＲ 基因突变定量检测试剂盒定量检测 ４
组 ＤＮＡ 中 ＥＧＦＲ 基因 １８～２１ 号外显子共 ４５ 种突变

情况，具体操作参照试剂盒说明书。 利用标准曲线

计算突变型、野生型基因拷贝数，并计算突变频度，
突变频度＝突变型 ／ （突变型＋野生型）×１００％。
１􀆰 ７　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 版软件处理。
数据以均数±标准差表示，采用 ｔ 检验比较。 以 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＥＧＦＲ 基因突变的初检结果 　 ２０ 例原始组织

样本均可检出 ＥＧＦＲ 基因突变，与临床信息相符。
新鲜冰冻组织、ＦＦＰＥ 组织的 ＤＮＡ 浓度均＞５０ｎｇ ／ μｌ，
且 Ａ２６０ ／ Ａ２８０为 １􀆰 ８±０􀆰 ２，可满足后续实验要求。 见

表 １。

表 １　 ２０ 例原始组织样本的 ＥＧＦＲ 基因突变情况

编号 基因突变 突变频度（％）
新鲜冰冻组织

１ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ４６􀆰 ３
２ １９ 号外显子缺失 １１􀆰 ７
３ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ８３􀆰 ８
４ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ６３􀆰 ８
５ １８ 号外显子 Ｇ７１９Ｘ １６􀆰 １
６ １９ 号外显子缺失 ２１􀆰 ６
７ １９ 号外显子缺失 １３􀆰 ７
８ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ２􀆰 ６
９ １９ 号外显子缺失 １１􀆰 ６

１０ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ３６􀆰 ５
石蜡包埋样本

１１ １９ 号外显子缺失 ３７􀆰 ０
１２ １９ 号外显子缺失 ２２􀆰 １
１３ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ２４􀆰 ４
１４ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ６􀆰 ２
１５ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ３􀆰 ６
１６ １９ 号外显子缺失 ８􀆰 ５
１７ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ ９２􀆰 ５
１８ １９ 号外显子缺失 ２４􀆰 ０
１９ １９ 号外显子缺失 ８３􀆰 １
２０ ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ １８􀆰 ３
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２􀆰 ２　 内参基因的检测结果　 冰冻新提取组与 ＦＦＰＥ
新提取组的内参基因 Ｃｔ 值随保存时间延长，无明显

变化趋势；冰冻预留组和 ＦＦＰＥ 预留组的内参基因

Ｃｔ 值随保存时间延长，略有增加趋势。 新鲜冰冻组

织保存 １０ 个月后，冰冻预留组的内参基因 Ｃｔ 值高

于冰冻新提取组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
ＦＦＰＥ 保存 １２ 个月内，ＦＦＰＥ 新提取组和 ＦＦＰＥ 预留

组内参基因 Ｃｔ 值的差异均无统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 见图 １。

●：冰冻新提取组；○：冰冻预留组；■：ＦＦＰＥ 新提取组；□：ＦＦＰＥ
预留组

图 １　 内参基因检测 Ｃｔ 值随保存时间的变化情况

２􀆰 ３　 ＥＧＦＲ 基因突变定量的检测结果 　 冰冻新提

取组保存 １２ 个月均为阳性结果，但冰冻预留组，４
号、８ 号自第 ５ 个月起、７ 号自第 ８ 个月起为阴性结

果；ＦＦＰＥ 新提取组，１４ 号、１５ 号第 １２ 个月检测为阴

性结果，其余均为阳性结果，而 ＦＦＰＥ 预留组中，１５
号自第 ４ 个月起、１４ 号自第 ７ 个月起、１６ 号自第 ９
个月起、２０ 号第 １２ 个月均为阴性。 冰冻预留组和

ＦＦＰＥ 预留组随保存时间延长，ＥＧＦＲ 基因突变频度

呈明显下降趋势。 冰冻新提取组保存 ６ 个月后的

ＥＧＦＲ 基因突变频度均高于冰冻预留组，ＦＦＰＥ 新提

取组保存 ４ 个月后的均高于 ＦＦＰＥ 预留组，差异均

有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２。

３　 讨　 论

医院建立的生物样本库，保存有大量的新鲜冰

冻组织、ＦＦＰＥ 组织等原始样本。 若原始样本有限，
也会将此前提取的基因组 ＤＮＡ 留存。 这些样本将

在回顾性研究中发挥重要作用，如 ＥＧＦＲ 基因突变

与酪氨酸激酶抑制剂疗效关系的回顾性分析等。
通过类似的回顾性分析，越来越多的基因突变检测

●：冰冻新提取组；○：冰冻预留组；■：ＦＦＰＥ 新提取组；□：ＦＦＰＥ
预留组

图 ２　 ＥＧＦＲ 基因突变频度随保存时间的变化情况

可用于药物疗效的预测，以指导临床治疗，并最终

实现“个体化”治疗，使更多患者获益。 然而这些样

本的长时间保存，是否会影响癌症相关基因突变的

检测结果，进而影响回顾性研究结果，国内外对此

鲜有报道。
本研究首先将新鲜冰冻组织用液氮快速冷冻

后，均匀研磨成粉状，分装后再进行 ＤＮＡ 提取，这可

尽可能保证后续每次提取 ＤＮＡ 的用量保持稳定。
ＦＦＰＥ 因在制作过程中经梯度酒精脱水等操作，组
织体积有一定程度缩小，５μｍ 厚的切片所包含的细

胞数量可能较冰冻样本稍多，但数值无法估算，且
在样本保存、提取等过程中有较多影响因素，因而

未分析两者的 ＤＮＡ 产量。 对提取 ＤＮＡ 的质量检测

显示 ＤＮＡ 质量较好，Ａ２６０ ／ Ａ２８０为 １􀆰 ８±０􀆰 ２，均能够满

足后续实验的要求。
本研究选取 ＥＧＦＲ 基因突变检测来考察样本保

存时间长短是否能真实反映突变情况。 ＥＧＦＲ 是与

ＮＳＣＬＣ 发生发展有密切相关的基因。 研究表明，东
亚地区 ＮＳＣＬＣ 患者的 ＥＧＦＲ 基因突变率为 １８􀆰 ４％
～３６􀆰 ８％，远高于欧美地区，而吉非替尼治疗有效者

的 ＥＧＦＲ 基因突变发生率明显高于无效者［３⁃５］。 对

ＥＧＦＲ 基因突变的数据分析表明，８９％的突变集中

在 １９ 号外显子缺失和 ２１ 号外显子 Ｌ８５８Ｒ 点突

变［３］，因此通过检测 ＮＳＣＬＣ 患者的 ＥＧＦＲ 基因常见

突变，旨在了解 ＥＧＦＲ 基因突变状况及其与酪氨酸

激酶抑制剂疗效及预后的相关性，因此对肺癌个体

化治疗中有很大的临床应用价值。
本研究中对已知 ＥＧＦＲ 基因突变的 ２０ 例

ＮＳＣＬＣ 组织原始样本（冰冻组织和石蜡包埋组织）
和初检后剩余 ＤＮＡ 样本同时进行 １ ～ １２ 个月保存，
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每个月对原始样本进行 ＤＮＡ 提取，并与剩余 ＤＮＡ
一同进行内参基因和 ＥＧＦＲ 基因突变的定量检测。
对内参基因的检测结果表明无论是原始样本还是

剩余 ＤＮＡ 样本（除个别时间点外），随保存时间的

延长对检测结果并未造成明显影响，表明原始样本

或剩余 ＤＮＡ 样本在长期保存后，并不影响一般基因

的检测，与一些文献报道相符［６］。
在检测 ＥＧＦＲ 基因突变频度时发现，剩余 ＤＮＡ

样本中，个别预留 ＦＦＰＥ 样本在保存 ４ 个月后出现

了无法检出基因突变情况，并且检出的突变频度较

初检时明显降低；而冰冻预留组织则保存于 ６ 个月

后出现上述情况。 原始样本的整体检出结果良好，
突变频度虽有所降低但并不明显。 原始样本的突

变频度保持效果优于预留 ＤＮＡ，如冰冻新提取组保

存 ６ 个月后和 ＦＦＰＥ 新提取组保存 ４ 个月后的

ＥＧＦＲ 基因突变频度均高于对应预留组。 与初检时

的突变频度相比，未检出 ＥＧＦＲ 突变或检出突变频

度明显降低的样本的突变频度均较低（ ＜２０％），这
就可能造成了随着保存时间的延长，突变型基因降

解，导致了“假阴性”的结果。
综上所述，建议在今后使用生物样本库进行肿

瘤相关基因突变的回顾性研究或对比不同检测技

术时，优选原始样本作为研究样本，以尽可能减少

“假阴性”的检测结果。
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