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  摘 要:目的 探讨超级扩增阻滞突变系统PCR(Super-ARMS
 

PCR)和微滴式数字PCR(ddPCR)检测晚

期肺腺癌患者经表皮生长因子受体抑制剂(EGFR-TKI)治疗后血浆循环肿瘤DNA(ctDNA)表皮生长因子受体

(EGFR)基因T790M突变情况和应用价值。方法 经EGFR-TKI治疗后耐药的124例患者分别应用Super-
ARMS

 

PCR法和ddPCR法检测T790M突变情况,比较2种方法检出率,用药时间及突变丰度的相关性。结

果 2种 方 法 共 检 出51例 T790M 突 变,诊 断 结 果 一 致 性 较 好,Kappa=0.756;2种 方 法 阳 性 符 合 率 为

74.00%,阴性符合率98.65%,总符合率88.71%。用药超过12个月的患者采用Super-ARMS
 

PCR法检测

T790M突变的检出率高于用药小于12个月的患者(P<0.05)。ddPCR法检测突变丰度为0.01%~68.10%。
结论 2种方法在晚期肺腺癌患者经EGFR-TKI治疗后T790M 突变检测中具有较高的一致性,ddPCR法灵

敏度更高且可以提供突变丰度的信息。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

super-amplification
 

refractory
 

mutation
 

sys-
tem

 

(super-ARMS
 

PCR)
 

and
 

droplet
 

digital
 

PCR
 

(ddPCR)
 

in
 

detecting
 

T790M
 

mutation
 

of
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

(EGFR)
 

gene
 

in
 

circulating
 

tumor
 

DNA
 

(ctDNA)
 

of
 

patients
 

with
 

advanced
 

lung
 

adenocarci-
noma

 

after
 

treatment
 

with
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

inhibitor
 

(EGFR-TKI).Methods A
 

total
 

of
 

124
 

patients
 

with
 

drug
 

resistance
 

after
 

EGFR-TKI
 

treatment
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

T790M
 

mutation
 

by
 

Super-
ARMS

 

PCR
 

and
 

ddPCR
 

respectively.The
 

detection
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

methods,the
 

duration
 

of
 

medication
 

and
 

the
 

correlation
 

of
 

mutation
 

abundance
 

were
 

compared.Results A
 

total
 

of
 

51
 

cases
 

of
 

T790M
 

mutation
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

methods.The
 

diagnosis
 

results
 

were
 

consistent,Kappa=0.756;the
 

positive
 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

74.00%,the
 

negative
 

coincidence
 

rate
 

was
 

98.65%,and
 

the
 

total
 

coincidence
 

rate
 

was
 

88.71%.The
 

T790M
 

mutation
 

rate
 

detected
 

by
 

the
 

Super-ARMS
 

PCR
 

method
 

in
 

patients
 

with
 

medica-
tion

 

for
 

more
 

than
 

one
 

year
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

medication
 

for
 

less
 

than
 

one
 

year
 

(P<
0.05).The

 

range
 

of
 

mutation
 

abundance
 

detected
 

by
 

ddPCR
 

method
 

was
 

0.01%-68.10%.Conclusion The
 

two
 

methods
 

have
 

high
 

consistency
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

T790M
 

mutation
 

in
 

patients
 

with
 

advanced
 

lung
 

adeno-
carcinoma

 

after
 

EGFR-TKI
 

treatment.The
 

ddPCR
 

method
 

is
 

more
 

sensitive
 

and
 

can
 

provide
 

information
 

on
 

mutation
 

abundance.
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  有研究表明,表皮生长因子受体抑制剂(EGFR-
TKI)在晚期非小细胞肺癌的治疗中取得突破性进展,
对表皮生长因子受体(EGFR)基因药物敏感性的突变

患者,EGFR-TKI的疗效明显高于标准化疗方案[1-2]。
但是约50%耐药患者经EGFR-TKI治疗后可检测到

T790M突变[3]。第三代靶向药物对经过第一、二代

EGFR-TKI治疗后耐药患者有良好的效果[4]。研究

证实肺癌患者外周血中循环肿瘤DNA(ctDNA)可用

于检测EGFR突变和EGFR-TKI疗效监测[5-7]。目

前,临床实验室检测ctDNA基因突变常用的方法包

括超级扩增阻滞突变系统PCR(Super-ARMS
 

PCR)、
微滴式数字PCR(ddPCR)等。Super-ARMS

 

PCR检

测特异度高,但灵敏度相对较低[8]。ddPCR检测灵敏

度高且绝对定量。本研究以经过EGFR-TKI治疗后

耐药的晚期肺腺癌患者为研究对象,分别采用Super-
ARMS

 

PCR和ddPCR检测ctDNA中T790M 突变,
比较2种方法的一致性和检出率,同时讨论检出率与

用药时间的相关性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年6月至2019年12月本

院确诊的肺癌患者124例。纳入标准:(1)经病理组

织和分子分型确认为EGFR敏感突变型腺癌;(2)接
受EGFR-TKI治疗,根据实体瘤的临床疗效评估标

准出现一个或多个新病灶和(或)存在非目标病灶进

展;(2)临床资料完整,包括性别、年龄、吸烟史、肿瘤

分期、病理组织类型、用药时间和随访等。(3)有充足

的血液标本。排除标准:(1)合并有严重心血管系统

疾病;(2)近期内使用过免疫抑制剂。本研究经本院

医学伦理委员会批准,患者均签署知情同意书。患者

一般资料见表1。
表1  患者一般资料

项目 n 占比(%)
性别

 男 52 41.94
 女 72 58.06
年龄(岁)

 <65 68 54.84
 ≥65 56 45.16
是否吸烟

 是 26 20.97
 否 98 79.03
肿瘤分期

 Ⅲ期 11 8.87
 Ⅳ期 113 91.13
EGFR-TKI用药时间

 ≤6个月 9 7.26
 >6个月~12个月 35 28.23
 >12个月~24个月 50 40.32
 >24个月 30 24.19

1.2 仪器与试剂 ABI
 

7500实时荧光定量PCR仪、
QubitTM 荧光定量仪均购自美国Thermo

 

Fisher
 

Sci-

entific公司;QX200TM
 

Droplet
 

DigitalTM
 

PCR
 

System
 

ddPCR仪、QX200
 

Droplet微滴生成仪、微滴阅读仪、
ddPCRTM

 

Supermix
 

for
 

Probes(No
 

dUTP)、ddPCRTM
 

probe
 

assay
 

Kit均购自美国Bio-Rad公司;DK-S12型

电热恒温水浴锅购自上海森信实验仪器有限公司;
OSE-100C恒温金属浴购自北京天根生化科技有限公

司;YB-DX23D电动吸引器购自上海斯曼峰有限公

司;QIAamp游离核酸纯化试剂盒购自德国 Qiagen
公司;人类 EGFR基因突变检测试剂盒(多重荧光

PCR法)购自厦门艾德生物医药公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 使用一次性乙二胺四乙酸真空抗

凝采血管,采集患者静脉血8~10
 

mL,以1
 

600×g在

4
 

℃下离心10
 

min分离上层血浆,以16
 

000×g在

4
 

℃下离心10
 

min,再次分离上层血浆,-80
 

℃保存

备用。血浆需在采集后2
 

h内完成分离。
1.3.2 血浆ctDNA提取 取上述血浆4~5

 

mL,按
照QIAamp游离核酸纯化试剂盒说明书的操作步骤

进行血浆ctDNA提取。采用QubitTM 荧光定量仪测

定提取的核酸浓度,取吸光度(A260/A280)在1.8~2.0
的合格标本用于后续EGFR基因检测。
1.3.3 EGFR基因检测 EGFR基因分别使用Su-
per-ARMS

 

PCR 法和ddPCR 法进行检 测。Super-
ARMS

 

PCR法采用人类EGFR基因突变检测试剂

盒。按照操作流程检测 T790M 的突变情况。使用

ABI
 

7500实时荧光定量PCR仪,探针模式设为Re-
porter

 

Dye:FAM、VIC、ROX、CY5;Quencher
 

Dye:
TAMRA;Passive

 

Reference:NONE。总反应体系72
 

μL:2.5
 

μL
 

P-EGFR反应液,67.5
 

μL待测样品;2
 

μL
 

P-EGFR混合酶。PCR反应程序:95
 

℃
 

10
 

min,1个

循环;95
 

℃
 

40
 

s,64
 

℃
 

40
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,15个循环;
93

 

℃
 

40
 

s,60
 

℃
 

45
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,28个循环;第三阶

段60
 

℃收集FAM/VIC/ROX/CY5信号。
ddPCR法应用ddPCRTM 探针检测试剂盒。反应

体系22
 

μL:EGFR
 

ddPCR
 

Supermix
 

10
 

μL,ddPCR
 

T790M探针引物2
 

μL,待测DNA
 

10
 

μL。将反应体

系放 入 8 通 道 微 滴 生 成 器 中。将 生 成 微 滴 于

QX200TM
 

Droplet
 

DigitalTM
 

PCR
 

System
 

ddPCR仪上

进行扩增。PCR反应程序:95
 

℃
 

10
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,
70

 

℃
 

60
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,40个循环;98
 

℃温浴10
 

min,
最后置于4

 

℃。PCR反应后,将96孔板置于微滴阅

读仪中,检测微滴荧光信号。采用 QuantaSofrt软件

分析,2个及以上微滴出现FAM 信号阳性时,判断此

标本为阳性,否则为阴性。根据泊松分布原理及阳性

微滴的个数与比例,即可得出靶分子的起始拷贝数或

浓度。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理分析,计量资料以例数和百分率表示,组间比

较采用χ2 检验,一致性分析采用Kappa检验,以P<
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0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Super-ARMS
 

PCR法与ddPCR法检测结果比

较 124例患者分别进行ddPCR法与Super-ARMS
 

PCR法检测EGFR基因 T790M 突变。其中Super-
ARMS

 

PCR法检出T790M突变38例(占30.65%),
ddPCR法检出T790M突变50例(占40.32%)。2种

方法检 测 结 果 一 致 性 较 好(Kappa=0.756,P <
0.001)。ddPCR与Super-ARMS

 

PCR法的阳性符合

率为74.00%(37/50),阴性符合率为98.65%(73/
74),总符合率为88.71%(110/124)。14例标本在2
种检测方法中结果出现差异,其中13例在Super-
ARMS

 

PCR法中检测为阴性标本,在ddPCR法中检

测为阳性标本,1例在Super-ARMS
 

PCR法中检测为

阳性 标 本,在 ddPCR 法 中 检 测 为 阴 性 标 本。见

表2、3。
表2  Super-ARMS

 

PCR法与ddPCR法检测结果比较(n)

Super-ARMS
 

PCR
ddPCR

阳性 阴性
合计

阳性 37 1 38

阴性 13 73 86

合计 50 74 124

表3  14例检测结果不一致标本的信息

编号 Super-ARMS
 

PCR ddPCR 丰度(%)

xk-028 T790M WT 0.01

xk-005 WT T790M 0.80

xk-014 WT T790M 0.27

xk-018 WT T790M 2.80

xk-035 WT T790M 0.60

xk-037 WT T790M 0.21

xk-052 WT T790M 1.70

xk-058 WT T790M 0.60

xk-064 WT T790M 0.24

xk-073 WT T790M 0.22

xk-079 WT T790M 0.10

xk-087 WT T790M 0.16

xk-104 WT T790M 0.50

xk-118 WT T790M 0.10

注:WT为未检出T790M突变,即阴性标本。

2.2 T790M 检出率与用药时间相关性 所有患者

经EGFR-TKI治疗后,出现疾病进展的用药时间中

位数为14个月。在所有入组患者中,随着用药时间

的增加,Super-ARMS
 

PCR 法检出率升高,用药时

间≥12个 月 患 者 采 用 Super-ARMS
 

PCR 法 检 测

T790M突变的检出率高于用药时间<12个月的患者

(P<0.05),而ddPCR法在不同用药时间人群中检出

率比较,差异无统计学意义(P=0.729)。见表4。
表4  T790M检出率与用药时间的关系(%)

检测方法 <12个月 ≥12个月 P

ddPCR 35.71 41.67 0.729

Super-ARMS
 

PCR 28.60 31.30 <0.05

总检出率 35.71 42.71 0.894

2.3 T790M突变丰度分析 应用ddPCR法检测出

50例 T790M 突 变 患 者 中,突 变 丰 度 在 0.01%~
68.10%。突变丰度≥5%的患者占28.00%(14/50);
突变丰度为1%~<5%的患者占比较高,占38.00%
(19/50);突变丰度<1%的患者占34.00%(17/50),
其中突变丰度≤0.1%的患者占4.00%(2/50)。
3 讨  论

随着肿瘤精准治疗时代的到来,分子靶向和免疫

治疗已经成为热点。由于大部分肿瘤患者在诊断时

已经处于晚期,且预后较差,失去了手术根治的机会,
因此化疗成为临床上主要的治疗手段。但是一线含

铂两药联合化疗的有效率也只有35%左右,同时伴随

十分明显的药物不良反应。因此,包含 EGFR-TKI
在内的分子靶向药物为晚期非小细胞肺癌患者的治

疗提供了新的方向。尽管EGFR-TKI治疗在EGFR
突变的肿瘤患者中取得了比较优异的成效,但是经过

一段时间治疗后,患者均会出现耐药情况。第三代

EGFR-TKI对出现T790M突变伴疾病进展的耐药患

者有较好的效果。因此在进行第三代EGFR-TKI治

疗前,对EGFR基因 T790M 突变的检测尤为重要。
随着《非小细胞肺癌血液EGFR基因突变检测中国专

家共识》的颁布[9],临床上对灵敏度较高的检测方法

的需求更加迫切。目前各实验室常用的EGFR基因

突变检测方法包括ARMS
 

PCR、Super-ARMS
 

PCR、
ddPCR、新一代测序(NGS)等[10-11]。由于ctDNA具

有片段小、浓度低、易降解的特点,目前针对ctDNA
中EGFR基因突变检测并没有公认的“金标准”技术。
本实验室前期建立了ctDNA

 

ddPCR和NGS检测平

台,经过验证,ddPCR和NGS的灵敏度基本一致,均
可达0.1%[12]。ddPCR不依赖循环阈值或内参基因,
可确定低至单拷贝的待检靶分子的绝对数目,具有绝

对定量、灵敏度高、标本需求量低、耐受性高等特点,
包括PCR和NGS在内的较多分子生物学检测技术

会利用ddPCR进行比较和验证。本研究将Super-
ARMS

 

PCR法与ddPCR法在ctDNA
 

T790M突变检

出率和一致性方面进行了比较和分析。
本研究中ddPCR法和Super-ARMS

 

PCR法检

测耐药患者 T790M 突变检出率分别为40.32%和

30.65%,与研究报道的数据较为一致[13-14]。此外,
Super-ARMS

 

PCR法和ddPCR法对晚期肺腺癌患者

经EGFR-TKI治疗后ctDNA
 

EGFR基因T790M 突

·038· 国际检验医学杂志2021年4月第42卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2021,Vol.42,No.7



变检测 具 有 较 高 的 一 致 性(Kappa=0.756,P <
0.001),总符合 率 为88.71%。其 中,13例 Super-
ARMS

 

PCR法检测 T790M 突变阴性的患者,利用

ddPCR法检测阳性,通过突变丰度分析,这13例患者

的突变丰度较低,在0.01%~2.80%,可能由于Su-
per-ARMS

 

PCR检测低突变丰度标本时,其检测性能

不稳定。1例Super-ARMS
 

PCR法检测T790M突变

阳性的 患 者,利 用 ddPCR 法 检 测 阴 性,可 能 由 于

ddPCR法操作过程较为复杂,操作不当等因素造成实

验失败。
耐药分为原发性和获得性,原发性耐药临床定义

为接受EGFR-TKI后第一时间对治疗无反应,临床

症状、疾病控制或总生存率无明显改善。获得性耐药

是指开始 EGFR-TKI靶向治疗后取得明显治疗效

果,但服药6个月之后,肿瘤病灶不能得到有效抑制,
进一步增大,根据相关标准判定为疾病进展。本研究

中患者经EGFR-TKI治疗后,出现疾病进展的用药

时间中位数为14个月。在124例患者中,随着患者

用药时间的增加,检出率也有升高,用药超过12个月

的患者采用Super-ARMS
 

PCR法检测 T790M 突变

的检出率高于用药小于12个月的患者(P<0.01)。
说明用药时间超过12个月,产生耐药性的患者占比

较高,提示临床可以在这段时间加强随访。
本研究应用ddPCR法检测出50例 T790M 突

变,T790M突变丰度在0.01%~68.10%,其中突变

丰度≤0.1%的患者占4.00%。突变丰度在1%~<
5%的患者占比最高,占38.00%。当患者血浆中的

DNA无法达到Super-ARMS
 

PCR法所能检测的最

低限度时,常被其判为阴性;本研究中,ddPCR法的突

变丰度最低可以达到0.01%,可以检出Super-ARMS
 

PCR法检测为阴性的标本。
综上所述,Super-ARMS

 

PCR法和ddPCR法在

经EGFR-TKI治疗后的晚期肺腺癌患者外周血标本

进行EGFR基因T790M突变的检测中具有较高的一

致性,可以为临床肺腺癌患者靶向治疗提供重要参

考。但ddPCR法灵敏度更高并且可以通过绝对定量

提供突变丰度的信息,后续可针对突变丰度与患者的

用药疗效和预后开展研究,从而为临床治疗提供更全

面的信息。
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