
确的得出
",V

结果#便于临床诊断*
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!临床研究!

非小细胞肺癌患者胸水与外周血检测
T/IV

基因突变的比较

刘根贤&

!慕进勇'

!张守翠1

"

&(

山东省日照市妇幼保健院检验科!山东日照
'6*.'*

#

'(

山东省荣成市石岛人民医院检验科!

山东荣成
'*$1)%

#

1(

山东省日照市中医院骨科!山东日照
'6*.))

$

!!

摘
!

要"目的
!

比较外周血和胸水两种样本检测
T/IV

基因突变的情况!为临床选取合适的送检标本提供参考%方法
!

选

取非小细胞肺癌"

JK,L,

$合并恶性胸腔积液病例
*#

例!收集血液和胸水标本!分别抽取
NJ"

!使用巢式
W,V

扩增检测%采用

KWKK&%()

软件进行数据处理%结果
!

*#

例
JK,L,

患者中有吸烟史的患者占
$$(*M

%病理类型为腺癌的有
#1

例!占
.&(#M

#

非腺癌
&'

例!占
&.(#M

%

JK,L,

分期为
4

F

者有
1$

例!占
#'(1M

#

0

1&

例!占
$6(6M

%胸水总检出率"

1*(%M

$高于血清总检出

率"

&.(#M

$!两种样本中
&%

号外显子突变检出率均高于
'&

号外显子的%

&%

号外显子的突变类型为删除突变!即
N:@T6$*!"6#)

'

N:@T6$*!76#&

!胸水中多出一种
N:@L6$6!W6#1354K

%

'&

号外显子的突变类型为点突变!即
L.#.V

和
L.*&h

%结论
!

虽然外周血

中的
T/IV

基因突变的检出率低于胸水中的!但是
&%

和
'&

外显子的突变情况在外周血和胸水标本中基本一致!循环
NJ"

可以

反映组织中
NJ"

的变化%

关键词"非小细胞肺癌#

!

胸水#

!

外周血#

!

T/IV

基因突变

!"#

!

&)(1%*%

"

2

(3445(&*61!$&1)(')&*()6()#&

文献标识码"

"

文章编号"

&*61!$&1)

"

')&*

$

)6!)%.#!)1

!!

非小细胞肺癌$

JK,L,

%约占肺癌的
.)M

#恶性程度高#发

现时多数已经处于晚期*传统的治疗办法#如化疗)放疗和手

术的疗效不尽如人意*随着对肺癌生物标志物的深入研究和

致病机理的逐步阐明#分子靶向治疗已经成为肺癌综合治疗中

的最新模式#受到广泛关注*目前
JK,L,

治疗的重要方向之

一即以肿瘤细胞分化增殖相关的酶为靶点#其中以表皮生长因

子受体$

T/IV

%为靶点的分子靶向治疗取得了较广泛的临床

应用*

T/IV

基因突变主要发生在
&.

"

'&

外显子#其中
&%

和

'&

外显子突变占据约
%)M

*大量临床研究显示检测
T/IV

基

因突变可以筛查对靶向药敏感的患者#从而实现靶向个体化治

疗'

&!1

(

*但是
T/IV

基因突变样本往往由组织取样获得#创伤

大#操作繁琐*近年来#

JK,L,

患者的外周血循环
NJ"

分析

可一定程度反映肿瘤情况#其检测得到了广泛关注'

$

(

*胸水中

可直接收集肿瘤脱落细胞#也是
T/IV

基因突变检测的常见

样本来源'

#

(

*本文比较了外周血和胸水两种样本检测
T/IV

基因突变的情况#为临床选取合适的送检标本提供参考*

@

!

资料与方法

@(@

!

一般资料
!

选取
JK,L,

合并恶性胸腔积液病例
*#

例#

其中男
1#

例#女
1)

例#年龄
16

"

6%

岁#平均年龄
*'

岁*所有

血液样本均使用
TN7"!-

'

真空采血管收集*采血后及时离

心$

1#))?

"

G35

#

&)G35

%分离血浆#取上清#获得无血细胞成分

的血浆#用
&(#GL

离心管分装*每例抽取胸水
'#)

"

#))GL

*

@(A

!

NJ"

抽提及巢式
W,V

扩增检测

@(A(@

!

外周血样本使用
hP"=G

A

NJ"U@88C0353-3;

$

h3=!

<

:5

%试剂盒抽提*胸水脱落细胞经石蜡包埋后#使用
hP"=G

A

NJ"IIWT7344D:-3;

$

h3=

<

:5

%试剂盒抽提*抽提步骤按照

试剂盒说明书进行*

@(A(A

!

巢式
W,V

扩增目的片段为
T/IV

基因
&%

和
'&

号外

显子*引物参照文献设计'

*

(

#引物合成及测序由上海生工生物

工程公司完成*反应条件为!

%$Y

#

#G35

&

%$Y

#

$)4

)

#.Y

#

$#4

)

6'Y

#

&G35

&

1#

个循环&

6'Y

延伸
6G35

*琼脂糖凝胶纯

化回收试剂盒
NV)&

$北京艾德莱生物科技有限公司%*

@(B

!

统计学处理
!

采用
KWKK&%()

软件进行数据处理#计量

资料采用
9

检验#计数资料采用
.

' 检验#以
;

$

)()#

为差异有

统计学意义*

A

!

结
!!

果

A(@

!

入选患者临床资料
!

选取
JK,L,

合并恶性胸腔积液病

例
*#

例#男
1#

例$阳性率
6&($M

%#女
1)

例$阳性率
'.(*M

%&

年龄
16

"

6%

岁#平均年龄
*'

岁*有吸烟史的患者占
$$(*M

*

病理类型为腺癌的有
#1

例#占
.&(#M

&非腺癌
&'

例#占

&.(#M

*

JK,L,

分期为
4

F

期有
1$

例#占
#'(1M

&

0

期
1&

例#占
$6(6M

*

A(A

!

&%

和
'&

外显子突变检出情况
!

*#

例
JK,L,

患者同时

检测血清样本和胸水样本中的
T/IV

基因突变情况#胸水总

+

#.%

+

国际检验医学杂志
')&*

年
$

月第
16

卷第
6

期
!

P5;RL=F0:C

!

"

A

?3@')&*

!

[8@(16

!

J8(6



检出率$

1*(%M

%高于血清总检出率$

&.(#M

%#两者相比差异有

统计学意义$

;

$

)()#

%*两种样本中
&%

号外显子突变检出率

均高于
'&

号外显子的*

&%

号外显子的突变类型为删除突变#

即
N:@T6$*!"6#)

)

N:@T6$*!76#&

#胸 水 中 多 出 一 种#即

N:@L6$6!W6#1354K

*

&%

号 外 显 子 的 突 变 类 型 为 点 突 变#

L.#.V

)

L.*&h

*

表
&

!!

目的基因及引物序列

目的基因 引物序列
扩增长度

$

F

A

%

&%

外显子

!

外侧
#j!"""7""7,"/7/7/"77,/7//"/!1j

$上游%

$%1

!

#j!/"//,,"/7/,7/7,7,7""//!1j

$下游%

!

内侧
#j!/7/,"7,/,7//7"","7,,!1j

$上游%

'%*

!

#j!/"//,,"/7/,7/7,7,7""//!1j

$下游%

'&

外显子

!

外侧
#j!/,"/,///77","7,77,777,!1j

$上游%

1$'

!

#j!,"/,7,7//,7,",",7",,"/!1j

$下游%

!

内侧
#j!/,7,"/"/,,7//,"7/""!1j

$上游%

1&)

!

#j!,"7,,7,,,,7/,"7/7/7!1j

$下游%

表
'

!!

血清和胸水标本
T/IV

突变检出情况比较

样本 突变检出率$

M

% 突变类型

血清
&.(#

!

&%

外显子
&)(. N:@T6$*!"6#)

&

N:@T6$*!76#&

!

'&

外显子
6(6 L.#.V

&

L.*&h

胸水
1*(%

!

&%

外显子
'1(&

N:@T6$*!"6#)

&

N:@T6$*!76#&

&

N:@L6$6!W6#1354K

!

'&

外显子
&1(. L.#.V

&

L.*&h

B

!

讨
!!

论

!!

T/IV

属于受体酪氨酸激酶#存在于大部分正常上皮和部

分间叶细胞#多种肿瘤组织中有过度表达#是肿瘤细胞增殖)浸

润转移)血管生成等生物行为的重要调节因素*

T/IV

在正常

肺组织中不表达或低表达#而在非小细胞肺癌中高表达#主要

原因为过表达和基因扩增等#其表达与高分期)生存期缩短)淋

巴结转移等相关*病理状态下#

T/IV

通路异常激活#

T/IV

酪氨酸激酶活性增强#下游信号通路随之激活#细胞生长无法

抑制#造成肿瘤细胞增殖)侵袭)转移等生物学特性得以强化*

由于
T/IV

酪氨酸激酶是信号传递的必要条件之一#因而成

为
JK,L,

治疗的重要靶分子#阻断
T/IV

信号传递通路可以

抑制肿瘤生长#使细胞停留在
/&

期#诱导肿瘤细胞凋亡*

T/!

IV

基因突变导致细胞内酪氨酸激酶区改变#使得治疗用药$小

分子酪氨酸激酶抑制剂%更容易结合#从而增加药物的敏感

性'

6

(

*大量研究表明#酪氨酸激酶编码区的基因突变主要是

&%

外显子的缺失和
'&

外显子的
L.#.V

点突变'

.!&)

(

*因此#检

测
T/IV

基因的
&%

和
'&

外显子的突变情况可以从
JK,L,

患者中筛选出合适的治疗对象进行有针对性的治疗#有助于提

高药物疗效*

本研究发现#外周血中
&%

号外显子的删除突变是由于第

''1*

"

''#)

核苷酸缺失或者第
''1*

"

''#1

核苷酸缺失#分

别导致
6$*

位谷氨酸至
6#)

位丙氨酸缺失$

N:@T6$*!"6#)

%或

者
6$*

位谷氨酸至
6#&

位苏氨酸缺失$

N:@T6$*!76#&

%*胸水

中
&%

号外显子还发现另外一种#即第
''$)

"

''#6

核苷酸缺

失#导致
6$6

位亮氨酸至
6#1

位苯丙氨酸缺失#并插入丝氨酸

$

N:@L6$6!W6#1354K

%*外周血和胸水中的
'&

号外显子突变情

况相同#即第
.#.

位密码子出现
7

"

/

转换#导致编码产物由亮

氨酸变为精氨酸$

L.#.V

%和第
.*&

位密码子出现
7

"

"

转换#

导致编码产物由亮氨酸变为谷氨酰胺$

L.*&h

%*

循环
NJ"

来源于细胞凋亡$正常人群#长度
&.#

"

'))

F

A

%和细胞坏死$肿瘤患者#以长链
NJ"

片段为主%*肺癌在

演化的不同阶段会伴随特定基因的改变#这些改变了的
NJ"

片段会进入循环中*因此循环
NJ"

检测对于肿瘤的早期诊

断和预防有重要意义*大量研究表明#循环
NJ"

与肿瘤组织

NJ"

的基因变化一致性较好#因此#国内外学者尝试对

JK,L,

外周血循环
NJ"

分析发现肿瘤特异性标志物*为了

寻找易获得的标本进行
T/IV

基因突变检测#近年来国内外

研究者将注意力集中在了胸水和外周血上*恶性胸腔积液是

晚期
JK,L,

患者的常见并发症#采用胸水标本有操作风险

小)检出率高)与组织标本高度一致等优点*但是对于
JK,L,

早期
T/IV

基因突变检测#仍有待于进一步研究*外周血循

环
NJ"

是存在于血浆等体液中的游离
NJ"

#

JK,L,

患者的

肿瘤组织可通过细胞坏死)凋亡等方式释放出#其含量与肿瘤

的进展)治疗及预后相关'

'!1

#

&&

(

*本研究对
*#

例
JK,L,

患者

的
T/IV

基因突变情况作一比较#发现外周血中的
T/IV

基

因突变的检出率低于胸水中的#差异有统计学意义*但是
&%

和
'&

外显子的突变情况在外周血和胸水标本中基本一致#循

环
NJ"

可以反映组织中
NJ"

的变化*随着外周血循环

NJ"

检测技术的不断进步#检出率的不断提升#将更加便于临

床的开展和实施#这将对肺癌患者的诊断)筛查)治疗和随访有

重要的意义#为临床检测提供方便有效的诊断方法#便于临床

的开展和实施#具有广阔的应用前景*
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!临床研究!

'))6

例乙肝标志物'

OU[!NJ"

及
"L7

检测结果分析及临床价值

成克铭&

!闵
!

瑶'

#

"

&(

四川省泸州市人民医院检验科!四川泸州
*$*)))

#

'(

重庆市东华医院检验科!重庆
$)))1'

$

!!

摘
!

要"目的
!

通过联合检测乙肝患者血清学标志物"

OU[!0

$'乙型肝炎病毒核酸"

OU[!NJ"

$和丙氨酸氨基转移酶

"

"L7

$!探讨
1

项检测指标在乙肝诊治中的临床意义%方法
!

对
'))6

例标本采用连续监测速率法检测血清中的
"L7

#实时荧光

定量聚合酶链反应"

Ih!W,V

$检测
OU[!NJ"

#时间分辨免疫荧光分析法"

PI0"

$检测
OU[!0

%结果
!

OU[!NJ"

(

&))PX

&

GL

的患者为
&)%.

例"

#$(6&M

$!其中!

OU[!0

检测
3

组)

OU4"

<

阳性"

i

$!

OU:"

<

阳性"

i

$!

OUE"F

阳性"

i

$*和
/

组)

OU4"

<

阳

性"

i

$!

OU:"

<

阳性"

i

$*的
OU[!NJ"

阳性率'

"L7

阳性率明显高于
4

组)

OU4"

<

阳性"

i

$!

OU:"F

阳性"

i

$!

OUE"F

阳性

"

i

$*'

0

组)

OU4"

<

阳性"

i

$!

OUE"F

阳性"

i

$*和
5

组)

OU4"

<

阳性"

i

$!

OU:"F

阳性"

i

$*!差异有统计学意义"

;

$

)()#

$#

OU[!NJ"

为阳性的患者中!

OU[!NJ"

含量与
"L7

水平成正相关!差异有统计学意义"

;

$

)()&

$%结论
!

联合检测
OU[!0

'

OU[!NJ"

载量和
"L7

水平!能全面了解
OU[

感染'复制以及传染性状态%在判断病情转归'肝功能损害情况和疗效观察方面

具有重要意义%

关键词"

OU[

#

!

"L7

#

!

OU[!NJ"

#

!

OU[!0

!"#

!

&)(1%*%

"

2

(3445(&*61!$&1)(')&*()6()#'

文献标识码"

"

文章编号"

&*61!$&1)

"

')&*

$

)6!)%.6!)1

!!

乙型肝炎$下称乙肝%病毒$

OU[

%是引起病毒性肝炎的最

常见病原体#可通过血液)性接触)母婴垂直传播感染他人*虽

然乙肝疫苗的应用有效地减少了
OU[

的传播#但它仍是一种

严重危害人类健康的世界性传染病#感染呈全世界流行#全球

大约
')

亿人已经感染
OU[

#其中的
1(#

亿转变成慢性感染#

慢性乙肝患者有发展成为肝硬化)肝功能失代偿和肝细胞癌的

风险*我国是高流行区#一般人群乙型肝炎表面抗原$

OU!

4"

<

%阳性率为
%()%M

'

&

(

#成为严重影响整个民族的健康素质

的传染性疾病#也给社会带来沉重的经济负担#是我国目前最

突出的公共卫生问题之一*因此#乙型肝炎的诊断)治疗和预

后判断是广大医务人员和患者普遍关注的问题*目前临床上

主要通过血清学标志物$

OU[!0

%)肝功能指标以及近年兴起

的实时荧光定量
W,V

技术等方法进行检查#采取上述
1

种方

法对乙肝感染患者进行监测以及评定其病情)疗效均具有重要

临床价值*尤其是实时荧光定量
W,V

技术的发展和应用#对

患者进行
OU[!NJ"

定量测定更能准确反映其体内病毒复制

以及活跃状态*本文通过
1

种方法检测
'))6

例乙肝样本#以

探讨不同检验指标在乙肝患者诊断和治疗中的临床意义#现将

检测结果报道如下*

@

!

资料与方法

@(@

!

一般资料
!

选择
')&1

年
&

月至
')&$

年
&'

月在本院门

诊或住院的乙肝患者
'))6

例#其中男
%1*

例#女
&)6&

例#年

龄
&$

"

*#

岁#平均
1*(*

岁*排除合并肝癌)

OP[

)

O"[

)

O,[

)

OT[

感染及伴有其他严重肝脏疾病#所有样本均于空

腹静脉采血分离血清进行检测*其中
3

组'

OU4"

<

阳性$

i

%#

OU:"

<

阳性$

i

%#

OUE"F

阳性$

i

%(

*1*

例$

1&(*%M

%&

/

组

'

OU4"

<

阳性$

i

%#

OU:"

<

阳性$

i

%(

'6%

例$

&1(%)M

%&

4

组

'

OU4"

<

阳性$

i

%#

OU:"F

阳性$

i

%#

OUE"F

阳性$

i

%(

.#.

例$

$'(6#M

%&

0

组'

OU4"

<

阳性$

i

%#

OUE"F

阳性$

i

%(

&6$

例$

.(*6M

%&

5

组'

OU4"

<

阳性$

i

%#

OU:"F

阳性$

i

%(

*)

例

$

'(%%M

%*

@(A

!

主要仪器
!

新波
Kf0!UPS

时间分辨免疫荧光分析仪

$苏州新波生物技术有限公司%)

N"6*))

荧光定量
W,V

分析仪

$广州达安公司%)日立
6&.)

全自动生化分析仪$日本日立

公司%*

@(B

!

检测指标及方法
!

$

&

%乙肝血清标志物定量检测!采用时

间分辨免疫荧光分析法$

PI0"

%#阳性标准!

OU4"

<(

)('5

<

"

GL

&

OU4"F

(

&)GPX

"

GL

&

OU:"

<(

)(#WTPX

"

GL

&

OU:"F

(

)('WTPX

"

GL

&

OUE"F

(

)(%WTPX

"

GL

*$

'

%

OU[!NJ"

含

量!采用实时荧光定量分析法$

Ih!W,V

%#严格按试剂说明书

操作*

OU[!NJ"

$

&()Z&)

'

PX

"

GL

者为阴性#

OU[!NJ"

(

&()Z&)

'

PX

"

GL

者为阳性*$

1

%

"L7

采用全自动生化分析仪

测定#

"L7

(

$)X

"

L

为阳性*

@(C

!

统计学处理
!

数据采用
KWKK&6()

软件进行统计分析#

将
OU[!NJ"

$

E8

AH

"

GL

%转化为对数#计数资料以率表示#组

间比较采用
.

' 检验&当
;

$

)()#

时#表示差异具有统计学

意义*

A

!

结
!!

果

A(@

!

不同
OU[!NJ"

载量乙型肝炎患者
"L7

测定结果#见

表
&

*患者
"L7

在
OU[!NJ"

阴性组与阳性各组间比较#差

+

6.%

+
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