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  【摘要】 目的 探讨非小细胞肺癌(NSCLC)患者表皮生长因子受体(EGFR)、Runx3和间质上皮转化因子(Met)突变

与其病理分型、TNM分期及生存期的相关性。方法 收集2014年2月~2016年8月我院经手术途径留取新鲜肿瘤标本

96例。对新鲜肿瘤样本采用免疫组化法检测EGFR、Runx3和Met表达,并通过二代测序技术(NGS)检测组织样本中EG-
FR、Runx3和 Met基因突变情况。生存期随访时间从病例确诊至2019年12月31日。研究NSCLC患者EGFR、Runx3和

Met表达、突变情况与其病理分型、TNM分期及生存期的相关性。结果 Runx3表达与分期、复发转移有关(P<0.05);

Met表达与分期、组织学分型有关(P<0.05)。EGFR突变与组织学分型、生存时间有关(P<0.05);Runx3突变与患者组

织学分型、分期、复发转移、生存时间有关(P<0.05);EGFR、Runx3突变均与患者生存时间呈正相关(P<0.05);Runx3的

表达及突变与患者复发转移呈正相关(P<0.05);Met突变情况与患者组织学分型、分期、复发转移、生存时间、病理分化

均无相关性(P>0.05)。结论 EGFR突变可与Runx3、Met突变共存,Met突变率较低。EGFR与Runx3的突变有望成

为NSCLC患者组织学分型、判断预后的潜在指标,为实施精准治疗提供理论支撑。
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  【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

mutations
 

of
 

EGFR,
 

Runx3,
 

Met
 

in
 

non-small-cell
 

lung
 

carcinoma
 

patients
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

pathological
 

classification,
 

TNM
 

stage
 

and
 

survival
 

period.Methods A
 

total
 

of
 

96
 

fresh
 

tumor
 

specimens
 

were
 

collected
 

from
 

June
 

2014
 

to
 

February
 

2016
 

through
 

surgical
 

procedures.
 

The
 

expressions
 

of
 

EGFR,
 

Runx3
 

and
 

Met
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry,
 

and
 

the
 

mutations
 

of
 

EGFR,
 

Runx3
 

and
 

Met
 

genes
 

in
 

tissue
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

next
 

generation
 

sequencing
 

(NGS)
 

to
 

study
 

the
 

correlation
 

of
 

EGFR,
 

Runx3
 

and
 

Met
 

expres-
sion,

 

mutation
 

status
 

with
 

pathological
 

classification,
 

TNM
 

stage
 

and
 

survival
 

period
 

in
 

NSCLC
 

patients.
 

The
 

patients
 

were
 

follow-up
 

by
 

telephone
 

or
 

outpatient
 

service.
 

The
 

follow-up
 

time
 

will
 

be
 

from
 

the
 

diagnosis
 

of
 

the
 

case
 

to
 

December
 

31,
 

2019.Results Runx3
 

expression
 

was
 

related
 

to
 

TNM
 

stage,
 

recurrence
 

and
 

Metastasis
 

(P<0.05).
 

Met
 

expression
 

was
 

related
 

to
 

stage
 

and
 

histological
 

typing
 

(P<0.05).EGFR
 

mutation
 

is
 

related
 

to
 

patient’s
 

gender,
 

smoking
 

history,
 

histological
 

classification
 

and
 

survival
 

time
 

(P<0.05).
 

Runx3
 

mutation
 

was
 

related
 

to
 

patient
 

age,
 

histological
 

classifi-
cation,

 

stage,
 

recurrence
 

and
 

metastasis,
 

survival
 

time
 

(P<0.05).
 

The
 

EGFR
 

and
 

Runx3
 

mutation
 

have
 

the
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

survival
 

time.
 

The
 

expression
 

and
 

mutation
 

of
 

Runx3
 

have
 

the
 

positive
 

correlation
 

with
 

the
 

recur-
rence

 

and
 

metastasis.
 

In
 

contrast,
 

the
 

patient’s
 

age,
 

gender,
 

smoking
 

history,
 

histological
 

classification,
 

stage,
 

recur-
rence

 

and
 

metastasis,
 

survival
 

time,
 

and
 

pathological
 

differentiation
 

were
 

not
 

related
 

to
 

the
 

Met
 

mutation
 

(P>0.05).
Conclusion EGFR

 

mutations
 

can
 

coexist
 

with
 

Runx3
 

and
 

Met
 

mutations,
 

and
 

the
 

Met
 

mutation
 

rate
 

is
 

low.
 

The
 

muta-
tions

 

of
 

EGFR
 

and
 

Runx3
 

are
 

expected
 

to
 

become
 

potential
 

indicators
 

for
 

histological
 

typing
 

and
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

pa-

·394·西部医学
 

2022年4月
 

第34卷第4期 Med
 

J
 

West
 

China,April
 

2022,Vol.
 

34,No.
 

4



tients,
 

and
 

provide
 

theoretical
 

support
 

for
 

the
 

implementation
 

of
 

precise
 

treatment.
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  在我国恶性肿瘤发病及致死率中,肺癌居首

位[1]。非小细胞肺癌(Non-small-cell
 

lung
 

carcino-
ma,NSCLC

 

)
 

则是肺癌中主要类型。虽手术、放化疗

等治疗方式已应用多年,但整体疗效不尽理想,且多

数患者在初诊之时已错过治疗最佳时机[2-5]。随着人

们对癌基因依赖研究不断深入,EGFR基因靶向疗法

以其良好的药物响应率及低副作用等特点逐渐成为

NSCLC主要治疗手段之一
 [6]。因此,对致癌基因的

研究,尤其对致癌基因与病理分型及预后关系的探

讨,有助于在治疗过程中筛选优势人群[7-9]。Runx3
是TGF-β信号通路中重要的调节因子之一,其表达

缺失将限制Smad蛋白功能,干扰TGF-β信号通路的

生物活性,导致肿瘤发生[10]。间质上皮转化因子

(Met)及下游信号通路的异常激活介导肺癌等多种肿

瘤的演进,且 Met基因扩增与EGFR敏感性突变患

者耐药性产生密切相关[11]。研究[12]显示,TGF-β与

HGF/c-Met信号通路在癌症发展过程中存在负相关

性。基于EGFR、Runx3、Met三者在NSCLC发病过

程中的作用及联系,本研究探讨NSCLC患者EGFR、

Runx3和 Met突变情况与其病理分型、TNM 分期及

生存期的相关性,旨在为NSCLC的个体化靶向治疗

提供更多临床依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2014年2月~2016年8月我

院经手术途径留取新鲜肿瘤标本96例。入选标准:

①经术后病理确诊为NSCLC。②亚裔患者。③未接

受过分子靶向药物、放疗及化疗药物治疗。④既往无

身体其他部位恶性肿瘤病史。其中男性63例,女性

33例;60岁以下41例,60岁及以上55例;吸烟32
例,不吸烟64例。按照国际抗癌联盟(UICC)(2016)
分期标准[13],Ⅰ期23例,Ⅱ期22例,Ⅲ期29例,Ⅳ期

22
 

例。以2012年 WHO制定的肺、胸膜、胸腺和心脏

肿瘤病理学和遗传学中对肺癌的组织学分型标准[14],
其中腺鳞癌3例,腺癌26例,鳞癌67例。本研究所

有程 序 均 经 医 院 的 医 学 伦 理 委 员 审 核 批 准

(BFFY20140027)。本研究入选患者对研究过程知

情,且自愿签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 仪器:LightCycler􀳏96全自动荧光

定量PCR系统(Roche公司,
 

96
 

通量),切片机(德国

莱卡公司,2135),台式高速度冷冻离心机(德国ELR-
CRON公司),37℃恒温培养箱(上海天呈科技有限公

司)。试剂:
 

免疫组化S-P试剂盒、胃蛋白酶、DAB显

色试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司),鼠抗人

EGFR单克隆抗体、兔抗人Runx3单克隆抗体、鼠抗

人 Met单克隆抗体(上海基尔顿生物科技有限公司),

Trizol试剂(invitrogen公司),多聚赖氨酸(Sigma公

司)。

1.3 DNA
 

提取及基因突变检测 将经10%中性福

尔马林固定的样本进行常规 HE染色,筛选出>50%
肿瘤成分的瘤组织蜡块切片。肿瘤组织切片后置于

离心管保存,一抗孵育前经柠檬酸缓冲液(0.01
 

mol/

L)进 行 抗 原 修 复,采 用 免 疫 组 化 法 测 定 EGFR、

Runx3和 Met表达。同时,对制备好的组织切片进行

DNA提取,采用Nanodrop
 

one测定DNA浓度,并以

A260/A280值在1.8~2.0为有效值判断纯度。采用

人多基因突变检测通用试剂盒进行扩增,应用二代测

序仪进行高通量测序。所有检测依据试剂说明书及

实验室规范进行操作。

1.4 随访 以电话或门诊形式进行随访,随访时间

从病例确诊至2019年12月31日。随访期间记录患

者后续治疗、肿瘤转移和复发等资料,并对患者的无

进展生存时间进行统计。

1.5 统计学分析 采用SPSS
 

19.0软件包进行统计

学分析,其中计量资料以(􀭺x±s)表示,两组间的比较

采用t检验,多组间比较采用单因素方差分析。计数

资料以百分数(%)表示,组间比较采用χ2 检验。等

级资料采用秩和检验。EGFR、Runx3和 Met突变情

况与临床病理特征的相关性采用Pearson相关性分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EGFR、Runx3和 Met表达与临床病理特征关

系 EGFR表达与患者年龄、性别、吸烟史、分期、组
织学分型、复发转移、生存时间、病理分化均无关(P>
0.05);Runx3表达与分期、复发转移有关(P<0.05),
与年龄、性别、吸烟史、组织学分型、生存时间、病理分化

均无关(P>0.05);Met表达与分期、组织学分型有关

(P<0.05),与患者年龄、性别、吸烟史、复发转移、生存

时间、病理分化均无关(P>0.05),见表1。

2.2 EGFR、Runx3和 Met突变情况与临床病理特

征的相关性 EGFR突变与患者组织学分型、生存时

间有关(P<0.05),与分期、复发转移、病理分化无关

(P>0.05);Runx3突变与患者组织学分型、分期、复
发转移、生存时间有关(P<0.05),与病理分化无关

(P>0.05);Met突变情况与患者组织学分型、分期、
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复发转移、生存时间、病理分化均无关(P>0.05)。 见表2。

表1 EGFR、Runx3和 Met表达与临床病理特征关系

Table
 

1 Relationship
 

between
 

the
 

expressions
 

of
 

EGFR,
 

Runx3,
 

Met
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

disease

临床病理参数 n
EGFR
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

Runx3
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

Met
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

年龄(岁) 0.603 0.437 0.341 0.559 1.634 0.201
 <60 41 26 15 63.41 15 26 36.59 29 12 70.73
 ≥60 55 39 16 70.91 17 38 30.91 45 10 81.82
性别 2.361 0.124 0.831 0.362 1.553 0.213
 男 63 45 18 73.02 19 44 30.16 51 12 80.95
 女 33 20 13 57.58 13 20 39.39 23 10 69.70
吸烟 1.167 0.280 0.506 0.444 1.445 0.229
 是 32 24 8 75.00 9 23 28.13 27 5 84.38
 否 64 41 23 64.06 23 41 35.94 47 17 73.44
分期 0.413 0.521 9.224 0.002 27.048 <0.001
 Ⅰ+Ⅱ期 45 29 16 64.40 22 23 48.90 24 21 53.30
 Ⅲ+Ⅳ期 51 36 15 70.60 10 41 19.60 50 1 98.00
组织学分型 0.013 0.993 0.195 0.907 11.749 0.003
 腺鳞癌 3 2 1 66.70 1 2 33.30 1 2 33.30
 腺癌 26 15 11 57.69 6 20 23.10 25 1 96.20
 鳞癌 67 38 29 56.72 15 52 22.40 43 24 64.20
3年复发、转移 0.000 0.996 10.234 0.001 2.989 0.084
 是 67 37 30 55.20 13 54 19.40 41 26 61.20
 否 29 16 13 55.20 15 14 51.70 23 6 79.30
生存时间(年) 0.278 0.598 0.237 0.626 0.127 0.722
 <3 60 30 30 50.00 14 46 23.30 43 17 71.70
 ≥3 36 20 16 55.60 10 26 27.80 27 9 75.00
病理分化 0.011 0.916 0.454 0.500 3.597 0.058
 低分化 41 28 13 68.30 13 28 31.70 23 18 56.10
 高中分化 55 37 18 67.30 14 41 25.50 41 14 74.50

注:+:阳性;-:阴性

表2 EGFR、Runx3和 Met突变情况与临床病理特征的相关性

Table
 

2 Relationship
 

between
 

the
 

mutations
 

of
 

EGFR,
 

Runx3,
 

Met
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

disease

临床病理参数 n
EGFR
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

Runx3
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

Met
+ -

阳性率

(×10-2)
χ2 P

分期 0.178 0.673 6.776 0.009 0.008 0.929

 Ⅰ+Ⅱ期 45 21 24 46.70 9 36 20.00 1 44 2.20

 Ⅲ+Ⅳ期 51 26 25 51.00 23 28 45.10 1 50 2.00

组织学分型 7.947 0.019 10.754 0.005 2.721 0.257

 腺鳞癌 3 0 3 0.00 0 3 0.00 0 3 0.00

 腺癌 26 6 20 23.10 10 16 38.50 1 25 3.80

 鳞癌 67 3 64 4.50 7 60 10.40 0 67 0.00

3年复发、转移 0.005 0.942 6.037 0.014 0.014 0.905

 是 67 18 49 26.90 20 47 29.90 2 65 3.00

 否 29 8 21 27.60 2 27 6.9 1 28 3.40

生存时间(年) 15.120 <0.001 4.417 0.036 0.023 0.880

 <3 60 1 59 1.70 20 40 33.30 2 58 3.30

 ≥3 36 10 26 27.80 5 31 13.90 1 35 2.80

病理分化 0.494 0.482 2.398 0.122 0.111 0.739

 低分化 41 10 31 24.40 7 34 17.10 1 40 2.40

 高中分化 55 17 38 30.90 17 38 30.90 2 53 3.60

注:+:突变;-:未突变
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2.3 EGFR、Runx3和 Met表达和突变情况与患者

生存时间的相关性 EGFR突变与Runx3突变与患

者生存时间呈正相关(P<0.05);Runx3的表达及突

变与患者复发转移呈正相关(P<0.05),见表3。

表3 EGFR、Runx3和 Met表达和突变情况与患者生存时间的相关性

Table
 

3 Correlation
 

between
 

EGFR,
 

Runx3
 

and
 

Met
 

expression
 

and
 

mu-

tation
 

status
 

and
 

patient
 

survival
 

time

项目   
生存时间

r P
复发转移

r P
EGFR表达 0.142 0.335 1.000 —

Runx3表达 0.023 0.714 0.640 0.001
Met表达 1.000 — 1.000 —

EGFR突变 0.398 0.005 0.068 0.644
Runx3突变 0.433 0.002 0.292 0.044
Met突变 0.194 0.188 0.142 0.335

3 讨论

近年来,我国肺癌发病率、致死率逐年攀升[15]。
自1991年起,我国的肺癌死亡率跃居各类癌症之首,

NSCLC占肺癌病理类型的80.85%。尽管 NSCLC
治疗方法取得了不少进展,但NSCLC总的5年生存

率仍低于15%[16]。高特异性、高疗效、低毒性的分子

靶向药物能够对肿瘤细胞特定靶点起效,成为肿瘤精

准医疗的一大利器。以 EGFR为分子靶标开发的

EGFR酪氨酸激酶抑制剂是目前NSCLC治疗中应用

最广泛、最典型的分子靶标药物[17]。因此,深入研究

致癌基因与病理分型及预后关系,对在NSCLC治疗

过程中筛选优势人群颇有益处。
鉴于EGFR在 NSCLC发生、发展中的作用,本

研究探讨了EGFR表达、突变与 NSCLC病理分化、

TNM分期、生存期等临床病理特征的关系。结果显

示,EGFR表达在不同病理分化、TNM 分期、生存期

等临床病理特征间无差异,但EGFR突变与组织学分

型有关(P<0.05),该结果与汪园园等[18]的研究一

致。有学者[19]认为EGFR酪氨酸激酶编码区基因突

变是EGFR分子靶向药物奏效的必要条件之一,推测

亚裔女性、无吸烟史、腺癌患对EGFR酪氨酸激酶抑

制剂可能有较高的药物敏感反应,该推测在Seow
等

 [20]研究中得以证实。

Runx3为重要的新进抑癌基因,以往研究[21]显

示,Runx3表达程度与肺癌患者生存率呈正相关,且

Runx3低表达的患者肺癌复发转移率高、癌细胞多为

低分化。本研究结果显示,Runx3表达与分期、复发

转移有关(P<0.05),提示Runx3的表达在 NSCLC
的发生、发展中可能起重要作用。此外,本研究结果

表明,Runx3突变与患者组织学分型、分期、复发转

移、生存时间有关(P<0.05),60岁以下、腺癌患者

Runx3突变率较高,与以往报道[22]相符。Tang等
 [23]

研究则指出NSCLC的Ⅲ期患者比Ⅰ、Ⅱ期患者更容

易发生Runx3突变,与本研究结果相一致。同时,本
文结果表明,Runx3突变率在出现复发转移、生存期

低于三年患者中更高,证实了Runx3突变是预后不良

的重要原因。

Met基因扩增是EGFR酪氨酸激酶抑制剂获得

性耐药产生机制之一,此外,Met所介导的 HGF/c-
Met信号通路与Runx3参与的TGF-β通路在肿瘤发

展 过 程 中 存 在 负 相 关 性[24]。因 此,Met 基 因 在

NSCLC发生发展及预后中更为关键。本研究发现,

Met表达与分期、组织学分型有关(P<0.05)。Li
等[25]研究表明,Met基因 mRNA表达水平在腺癌患

者中更高,且阳性率与患者TNM 分期有关,与本研

究研究结果相一致。目前对于 Met基因突变与临床

病理特征之间是否拥有联系尚无定论。本研究中

Met基因突变率为2.6%~6.5%,与以往研究在

NSCLC中的总发生率为3%~6%相符[26]。本文结

果显示,Met突变与病理分型、生存期等无关,可能由

于 Met总突变发生率较低,本文病例较少所致。因

此,有关 Met基因突变与临床病理特征的影响有待后

续进一步研究。

4 结论

NSCLC患者中EGFR突变可与Runx3、Met
 

突

变共存,Met
 

突变率较低。EGFR突变与患者组织学

分型、生存时间有关;
 

Runx3突变与患者组织学分

型、分期、复发转移、生存时间有关。因此EGFR与

Runx3的突变有望成为NSCLC患者组织学分型、判
断预后的潜在指标,为实施精准治疗提供理论支撑。
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