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  【摘要】 目的 研究分析不同标本类型在非小细胞肺癌(NSCLC)患者的驱动基因检出率,并分析表皮生长因子受

体(EGFR)、间变性淋巴瘤激酶(ALK)、C-ros原癌基因1-受体酪氨酸激酶(ROS1)、Kristen鼠肉瘤病毒原癌基因同源体

(KRAS)、鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌基因同源体B(BRAF)等驱动基因异常情况及与临床病理特征关系。方法 收集

2021年1月—2021年12月我院病理科明确诊断为NSCLC样本180例,包括手术切除标本25例,肺活检标本80例,恶
性胸腔积液细胞蜡块标本29例,转移病灶标本46例,采用扩增阻滞突变系统(ARMS)法检测驱动基因突变状态。结果 5种

驱动基因的总突变率为53.33
 

%(96/180),驱动基因突变可在不同标本类型中检出,不同标本间突变率比较差异无统计

学意义(P>0.05)。EGFR基因突变率40.56%(73/180),性别及组织类型突变率比较差异有统计学意义(P<0.05),
年龄类型突变率比较差异无统计学意义(P>0.05);KRAS基因突变率6.11%(11/180),其中性别类型突变率比较差异

有统计学意义(P<0.05),年龄与组织类型突变率比较差异无统计学意义(P>0.05);ALK融合基因突变率4.44/%
(8/180),年龄、性别及组织类型突变率比较差异无统计学意义(P>0.05);BRAF基因突变率1.11%(2/180),ROS1融

合基因突变率1.11%(2/180)。结论 不同标本类型均可检出驱动基因,增加了临床基因检测的取样途径。NSCLC患

者EGFR基因突变率明显高于其他驱动基因,EGFR基因突变与患者性别及组织类型有差异,KRAS基因突变与患者性

别有差异;ALK、ROS1、BRAF基因突变率较低,但指导 NSCLC治疗有重要意义。多基因联合检测可一次获取更多驱

动基因突变信息,能够更快、更全面地指导临床治疗。
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  【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

driver
 

gene
 

detection
 

rate
 

of
 

different
 

sample
 

types
 

in
 

patients
 

with
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC),
 

the
 

abnormal
 

driver
 

genes
 

of
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

(EGFR),
 

anergic
 

lymphoma
 

kinase
 

(ALK),
 

C-ros
 

prooncogene1-receptor
 

tyrosine
 

kinase
 

(ROS1),
 

Kristen
 

mouse
 

sarcoma
 

virus
 

prooncogene
 

homol-
ogy

 

(KRAS),
 

murine
 

sarcoma
 

viral
 

toxotoxin
 

oncogene
 

homology
 

B
 

(BRAF),
 

and
 

their
 

clinicopathology
 

characteristic
 

relationship.
 

Methods A
 

total
 

of
 

180
 

NSCLCs
 

from
 

909th
 

hospital
 

from
 

January
 

2021
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

collected
 

for
 

driver
 

genes
 

testing
 

including
 

25
 

surgical
 

resection
 

specimens,
 

80
 

lung
 

biopsy
 

specimens,
 

29
 

malignant
 

pleural
 

effu-
sion

 

cell
 

wax
 

block
 

specimens
 

and
 

46
 

metastatic
 

lesion
 

specimens.
 

The
 

specimens
 

were
 

tested
 

for
 

driver
 

gene
 

mutations
 

using
 

the
 

amplification
 

refractory
 

mutation
 

system
 

(ARMS)
 

method.
 

Results The
 

total
 

mutation
 

rate
 

of
 

the
 

five
 

driver
 

genes
 

was
 

53.33%
 

(96/180),
 

and
 

the
 

mutations
 

of
 

the
 

driver
 

genes
 

could
 

be
 

detected
 

in
 

different
 

specimen
 

types,
 

and
 

the
 

difference
 

in
 

mutation
 

rate
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).
 

The
 

mutation
 

rate
 

of
 

EGFR
 

gene
 

was
 

40.56%
 

(73/180),
 

and
 

the
 

difference
 

in
 

gender
 

and
 

tissue
 

type
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),
 

and
 

the
 

difference
 

in
 

age
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mutation
 

rate
 

was
 

not
 

statistically
 

significant(P>0.05).
 

KRAS
 

gene
 

mutation
 

rate
 

was
 

6.11%
 

(11/180),
 

of
 

which
 

the
 

difference
 

between
 

gender
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),
 

and
 

the
 

difference
 

between
 

age
 

and
 

tissue
 

type
 

muta-
tion

 

rate
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).
 

ALK
 

fusion
 

gene
 

mutation
 

rate
 

was
 

4.44/%
 

(8/180),
 

and
 

the
 

difference
 

between
 

age,
 

gender
 

and
 

tissue
 

type
 

mutation
 

rate
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>
 

0.05).ROS1
 

fusion
 

gene
 

mutation
 

rate
 

was
 

1.11%
 

(2/180),
 

and
 

BRAF
 

gene
 

mutation
 

was
 

rate
 

1.11%
 

(2/180).
 

Conclusion Driver
 

genes
 

can
 

be
 

detected
 

in
 

different
 

specimen
 

types,
 

increasing
 

the
 

sampling
 

pathway
 

for
 

clinical
 

genetic
 

testing.
 

The
 

EGFR
 

gene
 

mutation
 

rate
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

than
 

in
 

other
 

driver
 

genes,
 

EGFR
 

gene
 

mutations
 

are
 

different
 

from
 

patients'
 

gender
 

and
 

pattern
 

of
 

organization.
 

KRAS
 

gene
 

mutations
 

are
 

different
 

from
 

patients’
 

gender.
 

The
 

muta-
tion

 

rate
 

of
 

ALK,
 

ROS1
 

and
 

BRAF
 

genes
 

is
 

low,
 

but
 

it
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

guide
 

the
 

treatment
 

of
 

NSCLC.
 

Multi-

gene
 

combined
 

testing
 

can
 

obtain
 

more
 

information
 

about
 

driver
 

gene
 

mutations
 

at
 

a
 

time,
 

which
 

can
 

guide
 

clinical
 

treat-
ment

 

faster
 

and
 

more
 

comprehensively.
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mutations

  肺癌是最常见的恶性肿瘤之一,全世界每年因肺

癌死亡人数约160万人[1-2]。非小细胞肺癌(Non-
small

 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)占 肺 癌 的 75% ~
85%,初诊并发现转移的患者5年生存期约为5%,生
存率较低[3-4]。随着基因检测技术及分子病理学的发

展,NSCLC驱动基因异常被相继发现,肺癌的诊断从

组织学分型转向分子分型,促使肺癌的诊疗进入到个

体化分子靶向药物治疗时代[5]。明确驱动基因状态

是分子靶向药物治疗的基础,中国 NSCLC诊疗指

南[6]推荐,在NSCLC患者治疗前需检测表皮生长因

子受体(Epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)基
因,条件允许时可同时进行EGFR、间变性淋巴瘤激酶

(Anaplastic
 

lymphoma
 

kinase,ALK)、C-ros原癌基

因1-受 体 酪 氨 酸 激 酶 (C-ros
 

oncogene
 

1-receptor
 

tyrosine
 

kinase,ROS1)等多基因联合检测,以协助临

床诊疗。因我国肺癌一经发现大多处于晚期或伴有

转移而无法手术切除,且标本的来源及质量常影响到

基因检测结果。本研究采用扩增阻滞突变系统(Am-
plification

 

refractory
 

mutation
 

system,ARMS)法对

180例不同标本类型NSCLC患者行驱动基因联合检

测,分析不同标本类型基因突变的检出率及驱动基因

状态与临床病理参数的关系,分析驱动基因联合检测

的意义,进而为NSCLC患者个体化靶向药物治疗提

供取样途径参考及分子病理学依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源 收集2021年1月—2021年12月联

勤保障部队第九〇九医院病理科明确诊断为NSCLC
患者,并有足够的肿瘤细胞进行后续驱动基因联合检

测的样本180例。其中女性56例,男性124例;年龄

33~87岁,中位年龄(57±5)岁;腺癌154例,非腺癌

26例(包括鳞癌、腺鳞癌及未分化癌);手术切除标本

25例,肺活检标本80例(包括肺细针穿刺和支气管镜

活检),胸腔积液细胞蜡块标本29例,转移病灶标本

46例(包括骨、淋巴结、肝、脑等转移)。本研究通过医

院伦理委员会审核通过。

1.2 试剂与仪器 德国LEICA
 

RM2245切片机,厦
门恺硕HF24全自动核酸纯化仪,石蜡包埋组织切片

组织样品基因组DNA/RNA一步式提取试剂盒均购

于厦门凯硕生物科技有限公司,人类5种突变基因检

测试剂盒购于厦门艾德生物医药科技股份有限公司,

UPT-100超微量核酸蛋白测定仪,美国ABI7500实时

荧光定量PCR仪。

1.3 FFPE
 

DNA和RNA的提取 石蜡包埋组织按

5~10
 

μm的厚度进行切片,取5~10片于1.5
 

mL离

心管中(视标本组织量增减切片数量),每个组织样本

取2管,分别用于DNA和RNA提取。样本DNA和

RNA提取操作方法及步骤严格按FFPE组织样品基

因组DNA和RNA一步式提取试剂盒说明书进行。
所提DNA和RNA需立即检测,或-20

 

℃保存。

1.4 FFPE
 

DNA和RNA浓度测定 使用微型紫外

分光光度计测定样本RNA和DNA浓度,所提RNA
浓度应介于10~500

 

ng/μL,DNA浓度应大于2
 

ng/

μL,DNA和 RNA的 OD260/280应在1.8~2.1之

间。样本DNA上机浓度稀释至1.5~3
 

ng/μL。

1.5 ARMS
 

PCR检测驱动基因突变 向体积均为

45
 

μL的待检样品RNA、LMG阳性质控品、纯化水中

各加入5
 

μL
 

LMG混合酶A;向体积均为42.3
 

μL的

待检样品DNA、LMG阳性质控品、纯化水中各加入

2.7
 

μL
 

LMG混合酶B;混匀后短暂离心,将混好的

RNA样品依次取10
 

μL加入LMG
 

12联PCR反应条

的①-④号管中,将混好的同一份DNA样品依次取

5
 

μL加入LMG
 

12联PCR反应条的⑤-􀃊􀁉􀁔号管中,
盖上LMG

 

12联PCR反应条管盖,短暂离心,放入

ABI7500实时PCR仪中。反应程序严格按照试剂盒

说明书进行设置。

1.6 结果判断 5种突变基因检测试剂盒常见基因
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异常包括ALK基因融合、ROS1基因融合、BRAF
 

15
号外显子基因突变、KRAS

 

2号外显子基因突变及

EGFR
 

18、19、20及21号外显子基因突变。基因突变

结果的判读严格按照试剂盒说明书阳性判断值及检

验结果的解释进行。

1.7 统计学分析 采用SPSS
 

22.0统计软件分析,
基因突变率以(%)表示,临床病理参数组间比较用χ2

检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 5种驱动基因突变在NSCLC中的分布 5种驱

动基因的总突变率为53.33
 

%(96/180),未发现不同

驱动基因之间的共存突变。EGFR基因突变率40.
56%(73/180),包括19Del突变29例、L858R突变36
例、L861Q 突 变 2 例、20-Ins突 变 1 例、19Del和

T790M双突变2例、L858R和 T790M 双突变2例、

G719X和L861Q双突变1例,在5种驱动基因中突变

频率最高。KRAS基因突变率6.11%(11/180),ALK
融合基因突变率4.44%(8/180),ROS1融合基因突

变率1.11%(2/180),BRAF基因突变率1.11%(2/

180),见图1、表1。
  

图1 NSCLC
 

标本驱动基因扩增曲线

Figure
 

1 Amplification
 

curves
 

of
 

driving
 

gene
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
注:

 

A.EGFR
 

21号外显子L858R突变;
 

B.EGFR
 

19号外显子19Del和20号外显子T790M 双突变;
 

C.KRAS基因突变;
 

D.ALK基因融合;
 

E.

BRAF基因突变;
 

F.ROS1基因融合。

2.2 NSCLC中EGFR、KRAS和BRAF基因突变与

临床病理特征关系 EGFR基因突变率在女性患者

53.57%(30/56)及腺癌患者44.81%(69/154)中较

高,性别及组织类型差异有统计学意义(P<0.05);与
年龄差异无统计学意义(P>0.05)。KRAS基因突变

更容易发生于男性患者8.87%(11/124),性别差异有

统计学意义(P<0.05);与年龄、组织类型差异无统计

学意义(P>0.05)。BRAF基因突变率1.11%(2/

180),与临床病理特征无明显相关(P>0.05)。见

表1。

2.3 NSCLC中ALK和ROS1融合基因与临床病理

特征关系 融合基因阳性率为5.56%(10/180),其中
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ALK阳性率在年龄小于60岁患者6.58%(5/76),男
性患者4.84%(6/124),腺癌患者5.19%(8/154)中较

高,但与年龄、性别、组织类型差异均无统计学意义

(P>0.05)。ROS1融合基因突变率1.11%(2/180),
与临床病理特征无明显相关。见表2。

2.4 5种驱动基因在不同标本类型中的检测情况 
EGFR 基因在手术标本突变率为36.00%(9/25),活
检标本突变率为41.25%(33/80),转移病灶标本突变

率为43.48%(20/46),细胞块标本突变率为37.93%
(11/29),转移病灶标本突变率较高,但不同标本类型

突变率比较差异无统计学意义(P>0.05)。KRAS

基因在手术标本突变率为8.00%(2/25),活检标本突

变率为6.25%(5/80),转移病灶标本突变率为6.52%
(3/46),细胞块标本突变率为3.45%(1/29),不同标

本类型突变率比较差异无统计学意义(P>0.05)。

ALK 基因在手术标本突变率为8.00%(2/25),活检

标本突变率为5.00%(4/80),转移病灶标本突变率为

4.35%(2/46),细胞块标本突变率为0.00%(0/29),
不同标本类型突变率比较差异无统计学意义(P>
0.05)。BRAF 基因突变手术标本及转移病灶标本各

1例。ROS1基因活检标本及转移病灶标本各1例。
见表1、2。

表1 EGFR、KRAS、BRAF 基因突变与临床病理特征的关系

Table
 

1 The
 

relationship
 

between
 

EGFR,
 

KRAS
 

and
 

BRAF
 

gene
 

mutation
 

rate
 

and
 

clinicopathological
 

parameters

病理特征

EGFR 基因

突变型
(n=73)

野生型
(n=107)

χ2 P
KRAS 基因

突变型
(n=11)

野生型
(n=169)

χ2 P
BRAF 基因

突变型
(n=2)

野生型
(n=178)

χ2 P

年龄(岁) 0.009
 

80.921
 

1 0.519
 

90.470
 

9 0.050 0.832
 ≥60 42 62 8 96 1 103
 <60 31 45 3 73 1 75
性别 5.712

 

50.016
 

8 3.857
 

90.049
 

5 0.337 0.562
 女 30 26 0 56 1 55
 男 43 81 11 113 1 123
组织类型 6.812

 

90.009
 

1 0.006
 

20.937
 

3 0.341 0.559
 腺癌 69 85 10 144 2 152
 非腺癌 4 22 1 25 0 26

 

标本类型 0.477
 

10.923
 

9 0.530
 

10.912
 

2 3.596 0.308
 手术标本 9 16 2 23 1 24

 

 活检标本 33 47 5 75 0 80
 转移病灶标本 20 26 3 43 1 45

 

 细胞蜡块标本 11 18 1 28 0 29

表2 ALK、ROS1基因突变与临床病理特征的关系

Table
 

2 The
 

relationship
 

between
 

ALK,
 

ROS1
 

gene
 

mutation
 

rate
 

and
 

clinicopathological
 

parameters

病理特征
ALK 基因

融合(n=8) 野生型(n=172)
χ2 P

ROS1基因

融合(n=2) 野生型(n=178)
χ2 P

年龄(岁) 0.675
 

3 0.411
 

2 0.050 0.832
 ≥60 3 101 1 103
 <60 5 71 1 75
性别 0.000

 

1 0.993
 

1 0.931 0.339
 女 2 54 0 56
 男 6 118 2 122
组织类型 0.454

 

9 0.500
 

0 0.341 0.559
 腺癌 8 146 2 152
 非腺癌 0 26 0 26
标本类型 2.152

 

2 0.541
 

4 1.094 0.779
 手术标本 2 23 0 25
 活检标本 4 76 1 79
 转移病灶标本 2 44 1 45
 细胞蜡块标本 0 29 0 29

3 讨论

根据国家癌症中心2019年公布的癌症统计数据

显示,我国肺癌的发病率和死亡率居所有恶性肿瘤之

首[7]。近年来,随着新的检测技术和针对 NSCLC不

同驱动基因的发现,以及靶向治疗药物的不断研发上

市,靶向药物治疗在肿瘤治疗中愈发重要,更加促进

·515·西部医学
 

2024年4月
 

第36卷第4期 Med
 

J
 

West
 

China,April
 

2024,Vol.
 

36,No.
 

4



了NSCLC驱动基因的检测。标本来源及肿瘤细胞

DNA的质量是检测的前提,DNA质量及低肿瘤细胞

比例会影响驱动基因的检出率,李玉勤[8]报道标本质

量不佳会引起假阴性。本研究采用的ARMS法是针

对驱动基因突变设计特异的突变引物,确保了高度特

异性,是一种高灵敏度的检测方法,灵敏度可低至

1%,适合于活检及细胞蜡块等各种不同样本类型的

检测。该检测方法还有操作简易,结果易于判读,报
告周期短等优势,目前在各级医院驱动基因检测中广

泛使用。

EGFR 基因其酪氨酸激酶区域的激活即磷酸化

对肿瘤细胞生长、肿瘤侵袭及细胞凋亡等相关信号传

递具有重要意义[9-11],突变患者可从酪氨酸激酶抑制

剂靶向治疗中获益。既往研究表明亚洲NSCLC人群

EGFR突变率为30%~50%[12],主要以19DEL和

L858R突变为主,约占EGFR突变的90%[13]。本实

验中EGFR 突变率为40.56%,其中19Del突变及

L858R突变占89.04%,稀有突变占10.96%,与上述

文献报道相近。本研究发现女性、腺癌患者的EGFR
突变率明显高于男性、非腺癌患者,两者比较差异有

统计学意义(P<0.05),而与患者年龄和标本类型无

关(P>0.05),与既往报道一致[9,14]。KRAS 基因是

EGFR信号通路的下游调控基因,在EGFR信号传导

通路中起着分子开关作用,KRAS 基因突变是EG-
FR-TKIs耐药的重要原因之一[15]。本研究中KRAS
基因突变率为6.11%,以2号外显子的12密码子为

主;男性患者KRAS突变率高于女性,差异有统计学

意义(P<0.05),研究发现老年、肺腺癌患者阳性率较

高,但突变与患者年龄、组织类型无关,与李洁等[16]报

道基本一致。BRAF 基因突变导致信号通路的改变

和激酶活性的增加,从而促使肿瘤的产生及转移[17],

BRAF 基因突变患者可在RAF抑制剂威罗菲尼和达

拉菲尼治疗中获益。有研究表明BRAF在NSCLC患

者中突变率为1%~8%,与患者性别、年龄及组织学

类 型 等 无 关[18]。本 研 究 中 BRAF 基 因 突 变 率

1.11%,与上述文献报道相近。

ALK 基因常与棘皮动物微管蛋白4(Echinoderm
 

microtubuleassociated
 

protein
 

like
 

4,EML4)形 成

EML4-ALK融合基因,从而激活 ALK 酪氨酸激酶

区、下游PIK3/AKT及 MAPK等信号通路导致肿瘤

的发生[19]。ROS1基因与 ALK在氨基酸序列上有

49%的相似,在酪氨酸激酶催化区的 ATP结合位点

同源性也高达77%[20]。ALK及ROS1基因融合患者

在 ALK/ROS 抑 制 剂 中 明 显 受 益。有 研 究 表 明

EML4-ALK融合基因在 NSCLC患者中的阳性率为

3%~7%[21],ROS1融合基因在 NSCLC患者中的阳

性率为1.0%~3.4%[22]。本研究中 ALK融合基因

突变率4.44%,ROS1融合基因突变率1.11%,与上

述文献报道相近。研究发现ALK基因融合更好发于

年龄小于60,男性,腺癌患者,但与年龄、性别、组织类

型及标 本 类 型 突 变 率 差 均 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。ROS1融合基因突变患者因例数过少无法进

行统计分析,后续将继续积累数据进行探讨。
本研究组前期报道活检小标本、转移病灶标本及

细胞 蜡 块 等 不 同 标 本 类 型 可 用 于 EGFR 基 因 检

测[9,23],结果发现其他驱动基因突变也可在此类不同

标本类型中检出,且突变率与标本类型之间差异无统

计学意义,从而为临床根据患者实际情况选择合适的

标本类型提供了依据,增加了基因检测的取材途径。
本研究4种不同标本类型,虽均可检出驱动基因突

变,但实验发现血性胸水细胞蜡块标本因含大量红细

胞及炎细胞,肿瘤细胞比例往往较低,在制作细胞蜡

块前可用免疫磁珠阴性富集法富集肿瘤细胞能有效

提高肿瘤细胞比例[24];对于活检标本因肿瘤大小、活
检部位及肿瘤异质性存在取样误差,导致肿瘤细胞数

量往往有限,故对基因检测切片前及切片后的 HE切

片进行细胞分析,可大致评估出样本中的肿瘤细胞数

和比例,对于肿瘤细胞数及比例过低的样本,可采取

显微切割的方法对切片中的肿瘤细胞进行富集,以提

高肿瘤细胞的比例,从而达到ARMS法检测阈值[25];
转移病灶标本,特别是骨转移标本切片时常因骨组织

而难以切片,取材前需置于酸性条件下进行脱钙处

理,引起DNA的降解及片段化,从而导致PCR的扩

增效率下降,对于骨转移组织样本可采用表面脱钙

法,脱钙后流水冲洗,可有效降低浸泡法对细胞DNA
的降解,并在上机时适当增加上样浓度,可增加此类

样本实验的检出率。综上可知,手术标本为首选样

本,在患者无法手术的情况下活检标本、转移病灶标

本及细胞蜡块标本也可作为有效检测样本,对于少数

无法获得组织学或细胞学标本的晚期患者,可用血液

替代检测[6]。
早期研究认为 NSCLC的基因突变是相互独立、

相互排斥的,近年来有文献报道双驱动基因共突变在

NSCLC中可以共存[26]。本研究未发现不同驱动基因

之间的共存突变,可能与肿瘤异质性、样本量不够大

有关,在后续的检测中继续积累数据探讨。本实验

EGFR 基因手术标本突变率低于其他标本类型,可能

与手术标本量较少有关,也证实我国NSCLC患者一

经发现大多失去最佳的手术机会,后续的检测中将继

续积累数据探讨;转移病灶样本EGFR突变率最高,
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可能与突变导致肿瘤高负荷,更易导致肿瘤生长、侵
袭及转移有关[27]。实验中活检标本及细胞蜡块标本

经过 HE及免疫组化的连续切片,导致样本的损耗,
以往单基因多次检测造成样本的不足,且提供的基因

信息有限,多基因联合检测相比单基因检测能一次测

出多种基因状态,为临床治疗提供更多指导信息,同
时解决样本量不足的问题,也可缩短报告周期。

4 结论

不同类型标本均可用于驱动基因检测,增加了患

者基因检测取样途径,并分析与临床病理特征的关

系,从而筛选出适合基因检测的NSCLC患者,为患者

靶向药物治疗提供更多基因信息参考和依据。
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