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要"目的
!

检测非小细胞肺癌患者外周血游离
Z$"

中表皮生长因子受体"

Q[!%

#基因
(2

和
+(

外显子的突变情况!并

与相应的肿瘤组织检测结果进行比较!探讨非小细胞肺癌患者应用外周血游离
Z$"

检测
Q[!%

突变的临床意义$方法
!

应用

实时荧光聚合酶链反应"

bU%

#技术检测
)+

例非小细胞肺癌患者术后肿瘤组织和术前外周血游离
Z$"

中
Q[!%

基因
(2

和
+(

外

显子的突变!所有扩增标本均经基因测序法验证$结果
!

)+

份外周血标本中!共检测到
()

份
Q[!%

基因突变!突变率达
;*-,4

!

肿瘤组织中有
(,

份
Q[!%

基因突变!突变率达
.*-*4

!外周血和肿瘤组织
Q[!%

基因同时突变的有
()

份!两者突变一致性达到

5(-+4

!两者间差异无统计学意义"

"

$

*-*.

#$结论
!

外周血游离
Z$"

代替肿瘤组织进行
Q[!%

基因突变检测具有可行性!为

无法取得肿瘤组织的非小细胞肺癌患者提供一种更快捷(简便的
Q[!%

基因突变检测方法!其检测结果可为临床选择靶向药物

治疗提供依据$

关键词"肺肿瘤&
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表皮生长因子受体&
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游离脱氧核糖核酸&
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分子靶向药物治疗在肺癌综合治疗中的作用日益受到人

们的关注#大规模的随机双盲对照临床试验证实#对表皮生长

因子受体$

Q[!%

%突变型的进展期肺癌来说#分子靶向药物疗

效优于含铂类二联化疗方案(

(:;

)

#

Q[!%

基因突变的检测能为

肺癌患者靶向药物治疗提供依据#而大部分肺癌患者确诊时已

处于肿瘤晚期#已失去手术切除机会#无法获得足够肿瘤标本

进行
Q[!%

基因突变的检测'因此#寻找替代肿瘤组织的

Q[!%

基因突变检测标本#对于晚期患者来说具有重大的意

义'本研究旨在通过探讨肺癌患者肿瘤组织及外周血游离

Z$"

中
Q[!%

基因突变的相关性#为晚期肺癌患者通过外周

血游离
Z$"

检测
Q[!%

突变指导靶向药物治疗提供依据'

D

!

资料与方法

D-D

!

一般资料
!

选取
+*()

年
,

月至
+*(;

年
5

月在徐州医学

院第二附属医院行手术切除的非小细胞肺癌患者
)+

例为研究

对象#所有患者术前未行放*化疗治疗#术后病理证实为非小细

胞肺癌#其中男
(5

例#女
(;

例&年龄
)5

$

,.

岁#中位数
.3-+

岁'组织学类型为腺癌患者
+(

例#鳞癌患者
((

例'所有患者

均在知情同意后术前采集血样及术后留取肿瘤组织标本'

D-E

!

标本的收集及
Z$"

的提取
!

病例组采集术后新鲜肿瘤

组织#手术标本石蜡包埋#从石蜡标本中切取
.

$

(*

#

0

厚度

的蜡块组织
)

片置于
(-.01

离心管中#使用
c7?

L

A9

公司

!!QbZ$"

提取试剂盒抽提
Z$"

#操作步骤按照试剂盒说明

书'采集手术前
,C

外周静脉血
;01

#室温放置
+C

后用低温

高速离心机将静脉血离心$

+*^

#

)***@

"

079

#

(*079

%#取上

清液血清
(01

放置入
+01

冻存试管#血清
Z$"

以磁珠法全

血基因组
Z$"

抽提试剂盒$美国
P0A

L

?

公司生产%抽提#按说

明书所述的方法抽提血清
Z$"

'
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!

试剂与引物设计
!

聚合酶链反应$

bU%

%试剂包括
bU%

+
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缓冲液*

bU%

产物纯化试剂盒*

bU%

试剂盒'采用
b@70A@

b@A07A@.

软件设计引物#

Q[!%

外显子
(2

上游引物!

.j:""U

['U''U'UUU''U'U'U'U'['U":)j

#下游引物!

.j:

UU"U"U"[U""" [U" ["" "U':)j

#产物大小为
(.*

H

>

&

Q[!%

外显子
+(

上游引物!

.j:'U''U'U[''''U"[

[[U"'[:)j

#下游引物!

.j:[[U'["UU'"""[UU"UU

'U:)j

#产物大小为
(2,H

>

#由大连宝生生物工程技术服务有

限公司合成'

D-G

!

Q[!%

基因在肿瘤组织和外周血游离
Z$"

中表达的检

测
!

Z$"

抽提完成后进行
bU%

扩增目的片段
Q[!%

#

bU%

扩

增体系设计为
+*

#

1

#模板
(

#

1

'扩增外显子为
(2

*

+(

外显

子'$

(

%

2.^

#

.079

变性'$

+

%

2.^)*O

#

.3^)*O

#

3+^

;.O

#

;*

个循环'$

)

%

3+^

延伸
3079

'扩增产物经
(-,4

琼脂

糖凝胶电泳
(**#

#

)*079

后
QV

染色摄片'对观察到阳性扩

增条带的标本分离纯化后进行基因测序#测序引物采用各外显

子的上游引物'

D-T

!

统计学处理
!

应用
ObOO(2-*

软件进行统计分析#计数

资料以例数成百分率表示#采用确切概率法对计数资料进行检

验'检验水准
*

_*-*.

$双侧%#以
"

%

*-*.

为差异有统计学意

义'

E

!

结
!!

果

E-D

!

非小细胞肺癌患者外周血
Q[!%

突变及其与临床特征

的关系
!

在
)+

份外周血标本中#共检测到
()

份
Q[!%

突变#

总体突变率达
;*-,4

'在
()

例
Q[!%

突变的患者中#其中男

性发生
Q[!%

突变
;

例#突变率为
++-+4

&女性
2

例#突变率

为
,;-)4

#女性
Q[!%

突变发生率明显高于男性$

"

%

*-*.

%'

此外#

Q[!%

突变患者中腺癌
(*

例#突变率为
.5-54

&鳞癌
)

例#突变率为
+*-*4

#肺腺癌的
Q[!%

突变发生率明显高于肺

鳞癌$

"

%

*-*.

%'但是#在年龄大于
,*

岁患者和不高于
,*

岁

患者#

Q[!%

突变分别为
;*-*4

和
;(-34

$

"

$

*-*.

%#见表
(

'

表
(

!!

非小细胞肺癌患者外周血
Q[!%

突变与

!!!

临床特征的关系

临床特征
& Q[!%

突变$

&

% 突变比例(

4

$

&

"

&

%)

"

年龄$岁%

*-+53+

!$

,* +* 5 ;*-*

$

5

"

+*

%

!&

,* (+ . ;(-3

$

.

"

(+

%

性别
*-*(3,

!

男
(5 ; ++-+

$

;

"

(5

%

!

女
(; 2 ,;-)

$

2

"

(;

%

病理类型
*-*+.;

!

腺癌
(3 (* .5-5

$

(*

"

(3

%

!

鳞癌
(. ) +*-*

$

)

"

(.

%

E-E

!

非小细胞肺癌患者外周血游离
Z$"

与肿瘤组织中
Q[:

!%

突变的一致性
!

本研究中共有配对外周血游离
Z$"

和肿

瘤组织标本
)+

份#其中外周血有
()

份存在
Q[!%

突变#肿瘤

组织中有
(,

份
Q[!%

突变#外周血和肿瘤组织
Q[!%

同时突

变的有
()

份#且
()

份血和组织中的突变位点一致'

Q[!%

同

时为野生型有
(,

份#

)

份组织中检测到
Q[!%

突变但血中未

检测到#两配对资料使用配对
(

+ 检验#两者差异无统计学意义

$

"_*-*5))

%'以组织中检测到的
Q[!%

状态为标准#两者突

变一致性达到
5(-+4

$

()

"

(,

%'见表
+

'

表
+

!!

)+

例非小细胞肺癌患者外周血游离
Z$"

和肿瘤

!!!!

组织
Q[!%

突变一致性

外周血游离
Z$" &

肿瘤组织

Q[!%

$

k

%

Q[!%

$

a

%

Q[!%

$

k

%

() () *

Q[!%

$

a

%

(2 ) (,

合计
)+ (, (,

!!

k

!阳性&

a

!阴性'

)

!

讨
!!

论

!!

近年来#肺癌在中国的发病率和死亡率逐年升高#虽然肺

癌的诊断方法和治疗手段不断进步#但肺癌的死亡率仍无明显

下降'肺癌的治疗手段仍以手术及放化疗为主'随着医学技

术的发展#靶向药物是目前治疗肺癌最有希望的方法之一#靶

向治疗已经在肺癌的临床应用中取得了明显疗效#而且不良反

应较轻(

.:,

)

'国内外大量研究证实#肺癌患者
Q[!%

基因突变

状态与吉非替尼*盐酸厄洛替尼等靶向药物的疗效密切相关#

Q[!%

突变者的患者使用此类靶向药物治疗疗效显著#能够延

长患者的生存期#改善患者生活质量(

3:2

)

'但是#由于大部分非

小细胞肺癌患者确诊时已处于晚期#失去了手术治疗的机会#

临床难以获得足够组织标本用于
Q[!%

基因突变状态的检

测'

Q[!%

基因突变是肿瘤特异性的体细胞遗传改变#这类突

变基因仅存在于癌细胞中#体内所有正常细胞均属于野生

型(

(*

)

'研究证实#血清游离
Z$"

是一种存在于体液中的游离

状态的
Z$"

#正常人的外周血游离
Z$"

来源于淋巴细胞或其

他有核细胞#肿瘤患者的外周血游离
Z$"

主要来源于肿瘤细

胞的坏死或凋亡*循环肿瘤细胞裂解所释放#血清游离
Z$"

与恶性肿瘤组织
Z$"

具有相同的遗传变异特性(

((:(+

)

'因此#

理论上通过检测血清游离
Z$"

的
Q[!%

基因突变#可以间接

反映肺癌患者肿瘤组织的
Q[!%

基因突变状态#从而为临床

应用靶向药物治疗提供依据#同时以血浆为标本具有非创伤性

和可重复性的特点#可以动态监测
Q[!%

基因突变状态'

本研究发现#在
)+

例肺癌患者的外周血标本中#共检测到

()

份
Q[!%

突变#总体突变率达
;*-,4

#进一步分析发现#外

周血
Q[!%

基因的突变状态与性别*病理类型具有密切的相

关性#与既往以肿瘤组织为检测标本的研究结果一致(

()

)

'另

外#在本研究中发现外周血
Q[!%

基因突变与肿瘤组织一致

性达
5(-+4

#本试验结果显示外周血
Q[!%

基因突变为阳性

结果#其对应的肿瘤组织检测
Q[!%

基因突变也为阳性#提示

外周血检测
Q[!%

基因突变结果可以间接反映患者肿瘤组织

的
Q[!%

突变状态'此结果与许多报道的结果一致#如
W70G:

@?

等(

(;

)国外学者报道肿瘤组织及外周血
Q[!%

检测的一致性

为
2)4

#而国内黄进肃等(

(.

)学者也报道了极好的一致性

$

(**4

%#虽然本研究结果稍低于已有的报道#考虑与选择的样

本量较少及检测方法不同有关'因此#对于晚期
$OU1U

患者

不能获得肿瘤组织标本时#使用血浆中的游离
Z$"

替代组织

+
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标本进行
Q[!%

突变检测是可行的#可以作为临床应用靶向

药物治疗肺癌的依据'但由于外周血肿瘤细胞的数量较肿瘤

组织少#可能存在假阴性的可能#在本研究中就发现了
)

份肿

瘤组织中检测到
Q[!%

突变但外周血游离
Z$"

中未检测到'

对于晚期
$OU1U

患者无法获得肿瘤组织时#可以使用外

周血替代肿瘤组织进行突变检测#采用外周血标本进行
Q[!%

突变检测#具有无创性*实时性和动态性的特点#患者易于接

受'可作为临床分子靶向治疗个体化预测的有效选择之一'

参考文献

(

(

)

Y<\'O

#

RGe1

#

'C<9

L>

@?8A@BO

#

AB?F-[AE7B797H<@=?@H<

>

F?:

B79:

>

?=F7B?fAF79

>

GF0<9?@

I

?DA9<=?@=79<0?

(

X

)

-$Q9

L

FXYAD

#

+**2

#

),(

$

(*

%!

2;3:2.3-

(

+

)

%<8AFF%

#

Y<@?9'

#

cGA@?FBU

#

AB?F-O=@AA979

L

E<@A

>

7DA@0?F

L

@<MBCE?=B<@@A=A

>

B<@0GB?B7<9879FG9

L

U?9=A@

(

X

)

-$ Q9

L

FX

YAD

#

+**2

#

),(

$

(*

%!

/)5:2.5-

(

)

)

[?BKA0A7A@/

#

bFGK?98\?"

#

OK=KA89?"

#

AB?F-bC?8A&&&8BGD

I

<EA@F<B797H79=<0H79?B7<9M7BC=78

>

F?B79?9D

L

A0=7B?H79A79?D:

J?9=AD9<9:80?FF:=AFFFG9

L

U?9=A@

!

BCA'?@=AJ?1G9

L

U?9=A@&9:

JA8B7

L

?B7<9'@7?F

(

X

)

-XUF79P9=<F

#

+**3

#

+.

$

(+

%!

(.;.:(..+-

(

;

)

Y<@7B?O

#

P\?0<B<&

#

W<H?

I

?8C7W

#

AB?F-U<0H79AD8G@J7J?F?:

9?F

I

878<E

>

@<8

>

A=B7JA=F797=?FB@7?F8<E

L

AE7B797HE<@9<9:80?FF=AFF

FG9

L

U?9=A@M7BCQ[!% 0GB?B7<98

(

X

)

-UF79U?9=A@%A8

#

+**2

#

(.

$

()

%!

;;2):;;25-

(

.

) 乔建兵#陈文萍
-

比较吉非替尼与化疗一线治疗晚期非小细胞肺

癌的
YAB?

分析(

X

)

-

临床肿瘤学杂志#

+*()

#

(5

$

.

%!

;+,:;)*-

(

,

)

W70ZR

#

1AAOS

#

1AAXO

#

AB?F-"0GFB7=A9BA@

>

C?8A&&8BGD

I

B<

AJ?FG?BABCAAEE7=?=

I

?9D8?EAB

I

<E

L

AE7B797H?8E7@8B:F79AB@A?B0A9B

E<@ W<@A?9

>

?B7A9B8 M7BC?DJ?9=AD

>

GF0<9?@

I

?DA9<=?@=79<0?

C?@H<@79

L

Q[!%0GB?B7<98

(

X

)

-1G9

L

U?9=A@

#

+*((

#

3(

$

(

%!

,.:

,2-

(

3

)

Y?A0<9D<Y

#

&9<GA"

#

W<H?

I

?8C7W

#

AB?F-[AE7B797H<@=CA0<:

BCA@?

>I

E<@9<9:80?FF:=AFFFG9

L

U?9=A@M7BC0GB?BADQ[!%

(

X

)

-$

Q9

L

FXYAD

#

+*(*

#

),+

$

+.

%!

+)5*:+)55-

(

5

)

Y7B8GD<07'

#

Y<@7B?O

#

e?B?HAe

#

AB?F-[AE7B797HJA@8G8=78

>

F?:

B79

>

FG8D<=AB?fAF79

>

?B7A9B8M7BC9<9:80?FF:=AFFFG9

L

U?9=A@C?@:

H<G@79

L

0GB?B7<98<EBCAA

>

7DA@0?F

L

@<MBCE?=B<@@A=A

>

B<@

$

RX:

'P[);*.

%!

?9<

>

A9F?HAF

#

@?9D<078AD

>

C?8A)B@7?F

(

X

)

-1?9=AB

P9=<F

#

+*(*

#

((

$

+

%!

(+(:(+5-

(

2

)

!G\G<\?Y

#

RGe1

#

'C<9

L>

@?8A@BO

#

AB?F-V7<0?@\A@?9?F

I

8A8

?9DE79?F<JA@?FF8G@J7J?F@A8GFB8E@<0?

>

C?8A&&&

#

@?9D<07KAD

#

<

>

A9:F?HAF

#

E7@8B:F79A8BGD

I

<E

L

AE7B797HJA@8G8=?@H<

>

F?B79

"

>

?=F7B?:

fAF79=F797=?FF

I

8AFA=BAD

>

?B7A9B8M7BC?DJ?9=AD9<9:80?FF:=AFFFG9

L

U?9=A@79"87?

$

&b"OO

%(

X

)

-XUF79P9=<F

#

+*((

#

+2

$

+(

%!

+5,,:

+53;-

(

(*

)

UC79B?F?1

#

WG@K@<=\%-Q

>

7DA@0?F

L

@<MBCE?=B<@@A=A

>

B<@0GB?:

B7<9?9DD7JA@8ABG0<@8

!

=?8A@A

>

<@B?9D=<9=78AF7BA@?BG@A@AJ7AM

(

X

)

-Y<FP9=<F

#

+*(*

#

;

$

;

%!

)*,:)*5-

(

((

)

6

?C@O

#

SA9BKAS

#

Q9

L

F8=CO

#

AB?F-Z$"E@?

L

0A9B879BCAHF<<D

>

F?80?<EU?9=A@

>

?B7A9B8

!

N

G?9B7B?B7<98?9DAJ7DA9=AE<@BCA7@<@7:

L

79E@<0?

>

<

>

B<B7=?9D9A=@<B7==AFF8

(

X

)

-U?9=A@%A8

#

+**(

#

,(

$

;

%!

(,.2:(,,.-

(

(+

)

#F?88<J ##

#

1?\B7<9<Jbb

#

%

I

\<J?Qe-U7@=GF?B79

L

9G=FA7=

?=7D8?8?

>

<BA9B7?F8<G@=AE<@U?9=A@H7<0?@\A@8

(

X

)

-UG@@Y<F

YAD

#

+*(*

#

(*

$

+

%!

(;+:(,.-

(

()

)

b?AKX[

#

X?99Ab"

#

1AAXU

#

AB?F-Q[!% 0GB?B7<9879FG9

L

U?9=A@

!

=<@@AF?B7<9M7BC=F797=?F@A8

>

<98AB<

L

AE7B797HBCA@?

>I

(

X

)

-

O=7A9=A

#

+**;

#

)*;

$

.,3,

%!

(;23:(.**-

(

(;

)

W70G@?S

#

OG079<AY

#

W?8?C?@?W

#

AB?F-QJ?FG?B7<9<EA

>

7DA@:

0?F

L

@<MBCE?=B<@@A=A

>

B<@0GB?B7<98B?BG8798A@G0 Z$"?8?

>

@AD7=B<@<E@A8

>

<98AB<

L

AE7B797H

$

&%QOO"

%(

X

)

-V@XU?9=A@

#

+**3

#

23

$

,

%!

335:35;-

(

(.

)黄进肃#董强刚#许凯黎#等
-

血清循环
Z$"

的
Q[!%

基因突变

与肺癌选择性靶向治疗研究(

X

)

-

肿瘤#

+**3

#

+3

$

(+

%!

2,5:23+-

$收稿日期!

+*(.:*(:*+

%

$上接第
((5;

页%

!!

79=C7FD@A9M7BC=C@<97=@A9?FD78A?8A8

(

X

)

-bAD7?B@&9B

#

+*(*

#

.+

$

;

%!

.,):.,5-

(

.

)

%?9DA@8Q

#

Q@F?9D8A9QX-OA@G0=

I

8B?B79U?8?9A9D<

L

A9<G8

0?@\A@<EBCA@A9?FEG9=B7<9::?@AJ7AM

(

X

)

-UF79UCA01?HYAD

#

(222

#

)3

$

;

%!

)52:)2.-

(

,

)

W70OO

#

O<9

L

OS

#

W70&X

#

AB?F-UF797=?F70

>

F7=?B7<9<EG@79?@

I

BG:

HGF?@0?@\A@879BCAA?@F

I

8B?

L

A<E9A

>

C@<

>

?BC

I

M7BCB

I>

A+D7?:

HAB7=

>

?B7A9B8

(

X

)

-Z7?HABA8%A8UF79b@?=B

#

+*(+

#

23

$

+

%!

+.(:+.3-

(

3

)

"FHA@B7W[

#

d700ABbd-ZAE797B7<9

#

D7?

L

9<878?9D=F?887E7=?B7<9<E

D7?HABA80AFF7BG8?9D7B8=<0

>

F7=?B7<98-b?@B(

!

D7?

L

9<878?9D=F?8:

87E7=?B7<9<ED7?HABA80AFF7BG8

>

@<J787<9?F@A

>

<@B<E?RSP=<98GF:

B?B7<9

(

X

)

-Z7?HABYAD

#

(225

#

(.

$

3

%!

.)2:..)-

(

5

)

XAEEA@8<9X"

#

OC?9\F?9DOX

#

b7=CFA@%S-b@<BA79G@7?79D7?HAB7=

\7D9A

I

D78A?8A

!

?0A=C?978B7=J7AM

>

<79B

(

X

)

-W7D9A

I

&9B

#

+**5

#

3;

$

(

%!

++:),-

(

2

)

W?9?G=C7Y

#

$78C7<\?S

#

S?8C70<B<'

#

AB?F-Z7?

L

9<8B7=87

L

97E7:

=?9=A<EG@79?@

I

B@?98EA@@7979D7?HAB7=9A

>

C@<

>

?BC

I

(

X

)

-$7C<9

X79K<[?\\?7OC7

#

(22.

#

)3

$

((

%!

,;2:,.;-

(

(*

)

1AH\<M8\?/

#

Y?F

I

8K\<X

#

1AH\<M8\?"

#

AB?F-$AGB@<

>

C7F

L

AF?B7:

9?8A:?88<=7?BADF7

>

<=?F79?9D=

I

8B?B79U=<GFD

>

@AD7=B@A9?F<GB:

=<0A79

>

?B7A9B8G9DA@

L

<79

L

\7D9A

I

?FF<

L

@?EBB@?98

>

F?9B?B7<9

!

?

>

@<8

>

A=B7JA8BGD

I

(

X

)

-'@?98

>

F?9Bb@<=

#

+**2

#

;(

$

(

%!

(.;:(.3-

(

((

)

"H?887d

#

O?

L

7P

#

"@0?F

I

d

#

AB?F-$AGB@<

>

C7F

L

AF?B79?8A:?88<=7?BAD

F7

>

<=?F79

$

$"[1

%!

?9<JAFH7<0?@\A@E<@?=GBA\7D9A

I

79

6

G@

I

(

X

)

-

S?@AEG?C

#

+*((

#

(.*

$

+

%!

(((:((,-

(

(+

)

!?88ABB%[

#

%<HA@B8<9&W

#

V?FFYX

#

AB?F-QEEA=B8<E?B<@J?8B?B79

<9$["1?9D=

I

8B?B79U79=C@<97=\7D9A

I

D78A?8A

!

?

>

<8BC<=?:

9?F

I

878<EBCA1<@DB@7?F

(

X

)

-$A

>

C@<FZ7?F'@?98

>

F?9B

#

+*(+

#

+3

$

(

%!

(5+:(52-

(

()

)李培敏#陶庆枢
-

血清胱抑素
U

与超敏
U

反应蛋白联检诊断早期

糖尿病肾损伤的价值(

X

)

-

现代医院#

+**3

#

3

$

;

%!

(2-

$收稿日期!

+*(.:*(:((

%

+

35((

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
2

期
!

&9BX1?HYAD

!

Y?

I

+*(.

!

#<F-),

!

$<-2


