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PCR-SSCP检测非小细胞肺癌EGFR基因突变的

筛检试验评价*

奉水东① 谭红专② 凌宏艳③

摘要 目的：评价PCR-SSCP筛检非小细胞肺癌（NSCLC）EGFR基因突变的临床应用潜力。方法：分别采用DNA测序法和

PCR-SSCP分析对一定数量的NSCLC标本进行EGFR基因突变检测，以DNA测序结果为金标准，计算PCR-SSCP法的灵敏度、假

阴性率、特异度、假阳性率、约登指数、粗符合率、预测值和似然比等指标；同时随机抽取20%的样本，重新进行PCR-SSCP分析，计

算两次结果的Kappa指数值。结果：PCR-SSCP分析的灵敏度为97.2%，假阴性率为2.8%，特异度为94.3%，假阳性率为5.7%，约登

指数为 0.915，粗符合率为 94.8%，阳性预测值为 77.8%，阴性预测值为 99.4%，阳性似然比为 17.1，阴性似然比为 0.5，前后两次

PCR-SSCP分析的Kappa指数值为 0.81（P<0.05）。结论：PCR-SSCP检测NSCLC EGFR基因突变具有较高的真实性、可靠性和实

用性。
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Abstract Objective: To evaluate the clinical application potentiality of PCR-single strand conformation polymorphism

(PCR-SSCP)used to screen EGFR mutations in non-small cell lung cancer( NSCLC ). Methods: Certain NSCLC specimens were tested

with PCR-SSCP analysis and DNA sequencing respectively, and then some related indices were calculated, such as sensitivity, false

negative rate, specificity, false positive rate, Youden index, crude agreement rate, likelihood ratio, and predictive value, taking the

results of DNA sequencing as the "gold standard". At the same time, 20% of the tested specimens were randomly sampled for a second

PCR-SSCP analysis, and the value of Kappa index was calculated by comparing the results from two PCR-SSCP analyses. Results: Of

PCR-SSCP analysis, sensitivity was 97.2%, false negative rate was 2.8%, specificity was 94.3%, false positive rate was 5.7%, Youden

index was 0.915, crude agreement rate was 94.8% , positive likelihood ratio was 17.1, negative likelihood ratio was 0.5, positive

predictive value was 77.8%, negative predictive value was 99.4%, and Kappa index was 0.81( P < 0.05 ). Conclusion: PCR-SSCP

analysis has high validity, reliability and practicability in screening EGFR mutations in NSCLC.
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目前肿瘤化疗主要依赖细胞毒性药物，但其对

大多数实体瘤的疗效迄今仍然十分有限并还存在明

显的毒副反应［1］，在肺癌患者中表现得尤为明显。肺

癌患者的 5年生存率未及 15%［2］，其原因在于肺癌的

早期发现不易，一旦发现往往进入中晚期，此时已错

过手术治疗的最佳时机［3］，而采用常规药物进行化疗

效果有限。吉非替尼对局部晚期或转移性非小细胞

肺癌患者有较好的疗效和安全性，而EGFR基因突变

是肺癌对吉非替尼敏感性的一个预测因子［4-5］，因此

早期检测和了解肺肿瘤组织中EGFR基因的突变，对

于指导临床用药和更好地实施肺癌的个体化治疗具

有重要的参考价值。聚合酶链式反应-单链构象多

态性（PCR-single strand conformation polymorphism，

PCR-SSCP）分析是一种定性检测基因突变的方法，
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因具有快速、简便、灵敏和经济的特点而广泛受到研

究者的青睐［6-7］。尽管国外已有研究报道PCR-SSCP
分析可应用于检测肺癌EGFR基因突变［8］，但未涉及

对该方法临床应用潜力的全面评价。因此本研究拟

对此进行尝试，为其后续临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 研究人群的选择 选择2006年6月至2007年
6月在湖南省肿瘤医院、中南大学湘雅医院和中南大

学湘雅二医院三所大型医院收治住院并通过病理组

织学诊断为NSCLC的 212例患者作为研究对象。由

于目前国内外鲜见对PCR-SSCP分析进行临床应用

评价的相关资料可供借鉴，所以假设PCR-SSCP技术

预期的灵敏度和特异度分别为 90%和 80%，α=0.05，
δ=0.1，分别按照公式 n=［57.3uα/sin-1（δ/ ）］2和

公式n=uαp（1-p）/δ2（前后两个公式中的 p分别代表灵

敏度和特异度）来估计所需的样本量［9］。通过计算可

知，收集的样本满足筛检评价的要求。

1.1.2 仪器和试剂 仪器主要包括：SDS-PAGE微型

电泳仪及电泳槽（BioRad 公司）、普通梯度 PCR 仪

（BioRad公司）、低温高速离心机（Eppendorf公司）、紫

外分光光度计（Beckman公司）、凝胶成像分析系统

（Alpha公司）。试剂主要包括：聚丙烯酰胺、亚甲基

双丙烯酰胺、过硫酸胺、TEMED均购自 Amresco公
司；DNA提取试剂盒、Tris碱、蛋白酶K均购自北京天

根生化科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 盲法测试 以DNA测序法作为PCR-SSCP技

术评价的金标准。所有组织标本通过DNA测序确定

有无 EGFR基因突变。首先提取组织 DNA和进行

PCR，再配制 2％的琼脂糖凝胶，对 EGFR 基因 ex⁃
on19、exon21的PCR产物进行电泳，判断PCR产物的

大小和预期是否相符（图1），然后进行PCR产物的直

接测序。同时在未知DNA测序结果的情况下，采用

PCR-SSCP分析对所有组织标本进行EGFR基因突变

的检测和判断。为了检验PCR-SSCP分析的可靠性，

随机抽取 20%的组织标本，重新进行 PCR-SSCP分

析，与第1次PCR-SSCP分析结果进行比较。

1.2.2 资料整理 分别将 PCR-SSCP分析测定的结

果与DNA测序判定的结果以及前后两次PCR-SSCP
分析测定的结果进行比较，计算PCR-SSCP分析作为

筛检试验的各项评价指标值。相关的指标为灵敏

度、假阴性率、特异度、假阳性率、约登指数（Youden⁃
index）、粗符合率、预测值、似然比和Kappa指数。

M：DNA分子量标准；1：外显子19；2：外显子21

图1 EGFR基因exon19、exon21 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

Figure 1 Electrophotogram of the target PCR product of EGFR exon19

and exon21

1.3 统计学分析

Kappa指数采用SPSS 16.0软件进行计算。

2 结果

计数资料采用例数（n）表示。P<0.05为差异具

有统计学意义。

2.1 DNA测序分析

所有组织标本经处理（包括 PCR和纯化）之后，

由上海生物工程服务有限公司进行DNA测序。在

212例肺癌标本中，有36例存在EGFR基因突变（表1）。
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表1 NSCLC EGFR基因外显子19和21的突变类型分布

Table 1 The distribution of mutation types in EGFR exon 19 and exon 21 in NSCLC
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2.2 PCR-SSCP分析的真实性评价指标

将DNA测序结果作为EGFR基因突变判断的金

标准，PCR-SSCP分析的结果见表 2并计算评价指

标。灵敏度为 97.2%，特异度为 94.3%，Youden index
为0.915，假阴性率为2.8%，假阳性率为5.7%，粗符合

率为94.8%，阳性似然比为17.1，阴性似然比为0.5。
表2 PCR-SSCP检测NSCLC EGFR基因突变与DNA测序结果的

比较 例

Table 2 The comparison of PCR-SSCP detecting EGFR mutation with

DNA sequencing

2.3 PCR-SSCP分析的可靠性评价指标

在研究样本中随机抽取了约 20%的标本（43

例），按照完全相同的条件进行第 2次 PCR-SSCP分

析，比较前后两次结果的一致性。两次检测均为阳

性（EGFR基因突变）的标本 9例，两次检测均为阴性

（无 EGFR基因突变）的标本 31例，Kappa指数值为

0.81（P<0.05）。
2.4 PCR-SSCP分析的实用性评价指标

在筛检试验中，预测值是衡量筛检试验收益（实

用性）大小的一项重要指标，其能够预测筛检结果真

正发生可能性的大小。本组阳性预测值为77.8%，阴

性预测值为99.4%。

3 讨论

3.1 人群代表性、方法学、质量控制

本研究样本来自中南大学湘雅医院、中南大学

湘雅二医院和湖南省肿瘤医院在指定时期住院的所

有非小细胞肺癌患者。这三所医院为省内大型医

院，住院患者来自全省各地，因此研究样本对总体非

小细胞肺癌人群有一定的代表性。检测严格按照操

作规程，所有的标本在同一实验室，由相同的实验人

（续表1）
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2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC

2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA

2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA
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2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA
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亻刡

员操作完成。所有肺癌病例的诊断均基于病理组织

学或细胞学的检查。上述分析表明研究结果具有较

高的可信程度。

3.2 真实性指标分析

理想的筛检试验应该同时具有真实性、可靠性

和实用性，即应同时符合简便、经济、安全和真实可

靠的标准。真实性也称准确性，指检测结果与真实

情况相符合的程度，评价的指标主要有灵敏度、特异

度，以及一些相关的指标，如 Youden index、粗符合

率、假阳性率和假阴性率等。本研究结果显示

PCR-SSCP 分析筛检 EGFR 基因突变的灵敏度为

97.2%，特异度为 94.3%，Youden index为 0.915，三者

均>90%，表明PCR-SSCP分析检测非小细胞肺癌EG⁃
FR基因突变具有很高的真实性。通过其余派生的指

标同样可以得到印证。

3.3 可靠性指标分析

可靠性，即重复性或精确性，是科学性的另一个

方面。是指在相同条件下，用同样一种检测方法重

复检测同一批受试对象或标本，各次结果之间的一

致程度。评价的指标较多，其中较常用的有组内相

关系数（计量资料）和Kappa指数（计数资料）。本研

究的结果为计数资料，所以选择Kappa指数来评价

PCR-SSCP分析的可靠性。Kappa指数因考虑了机遇

因素对一致性的影响并加以校正，从而提高了判断

的有效性。本研究随机抽取了约20％的研究样本重

复一次进行PCR-SSCP分析，得到的Kappa指数值为

0.81（P<0.05），表明前后两次结果有极高一致性，提

示该检测手段具有较高的可靠性。

3.4 实用性指标分析

实用性，即方法是否简单，患者与医护人员是否

容易接受，取得社会效益、经济效益、成本效益的比

值如何等［10］。尽管本研究因未收集效益相关的数据

而未能对PCR-SSCP分析的社会经济学效果得出具

体的评价，但是从试剂和仪器需求来说，PCR-SSCP
分析所需成本相对于DNA测序要低得多（前者不到

后者的1/3），因此能有效地减少采用标准方法大量盲

目测序时带来的人力、物力和时间上的浪费，具有明

显的经济效益。预测值，即预告值或诊断价值，是评

价在人群中开展筛检试验收益的重要指标。结果显

示，PCR-SSCP分析的阳性预测值为77.8%，阴性预测

值为 99.4%，表明筛检结果的意义较大，具有较高的

参考价值，特别是阴性结果。此外，PCR-SSCP分析

原理清楚，操作简单，无需特殊仪器，技术容易常握，

分析周期短，整个过程可在 1～2d内完成（DNA测序

的分析周期至少 1周以上），提示 PCR-SSCP分析符

合临床筛检应用的原则，即简单实用的特点。

3.5 应用前景

PCR-SSCP分析是一种以PCR为基础，基于单链

DNA构象差别检测基因突变的方法。与其他检测突

变的方法相比，PCR-SSCP分析能够检测所有已知和

未知的突变类型，具有高通量的特点；此外，PCR-SS⁃
CP分析特别适用于混合细胞群体中DNA变异的检

测［11］。因为肺肿瘤的异质性较高，当进行测序检测

时，首先要保证所选肿瘤组织有较多的肿瘤细胞，而

PCR-SSCP分析对DNA原始材料纯度要求不高，且所

需量较少，为该技术在基础研究和临床应用提供了

极大方便。
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