
书书书

·３７８　　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年４月第３５卷第４期　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００３７８ ·论　著·

ｐ６３与表皮生长因子受体突变肺鳞癌患者生存的关系

王碧波１，韩一平１，万善志１，黄　玲２，马大烈２，郑建明２，李　强１

１．第二军医大学长海医院呼吸内科，上海２００４３３

２．第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　检测表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）在肺鳞癌患者中的突变率，并分析ｐ６３与ＥＧＦＲ突变肺鳞癌患者生存的

关系。方法　收集２０１０年２月至２０１３年３月在我院初治的肺鳞癌患者的组织样本，用直接测序法检测ＥＧＦＲ突变情况，免

疫组织化学法检测ｐ６３的表达。随访患者，记录患者的总生存时间（ＯＳ），评价ＥＧＦＲ突变和ｐ６３表达对患者生存的影响。结

果　所有病理组织确诊为肺鳞癌的２６２例患者中，１６例（６．１％）有ＥＧＦＲ突变，其中外显子１９位点缺失７例，外显子２１Ｌ８５８Ｒ
点突变９例，未见外显子１８和２０突变。与传统意义上的肺鳞癌患者相比，ＥＧＦＲ突变的肺鳞癌患者女性和非吸烟者所占比例较

高。ｐ６３部分阳性的ＥＧＦＲ突变患者（ｎ＝４）的ＯＳ为１１．２８（９５％ＣＩ：９．３３～１５．２３）个月，ｐ６３阳性的ＥＧＦＲ突变患者（ｎ＝１１）的

ＯＳ为５．９３（９５％ＣＩ：１．７５～８．３９）个月，两者差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３９）。结论　肺鳞癌患者ＥＧＦＲ突变率为６．１％，均为外
显子１９和２１敏感突变。ｐ６３部分阳性的ＥＧＦＲ突变患者比ｐ６３阳性ＥＧＦＲ突变患者生存期更长。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是肿瘤靶向治疗的重要靶标，其酪

氨酸激酶抑制剂如吉非替尼、厄洛替尼等治疗非小

细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）尤其

是 ＥＧＦＲ 敏感突变的肺腺癌 （ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，

ＡＤＣ）具有显著疗效［１２］。ＥＧＦＲ基因突变率在东亚



第４期．王碧波，等．ｐ６３与表皮生长因子受体突变肺鳞癌患者生存的关系 ·３７９　　 ·

裔ＡＤＣ人群中为３０％～４０％，但在同地区其他组

织类型的ＮＳＣＬＣ中则较低［３４］，因此目前临床上对

肺鳞癌（ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＳＱＣ）患者检测ＥＧ

ＦＲ突变的意义尚存争议［５］。

　　ｐ６３是抑癌基因ｐ５３家族成员之一，由于启动

子不同和３′端剪切方式不同，ｐ６３基因可编码多种

具有不同活性的异构体。这些异构体主要分为具有

反式激活区的ＴＡ异构体和Ｎ末端截短的ΔＮｐ６３α
异构体，前者具有ｐ５３样活性，可诱导细胞周期停滞

和凋亡，后者则抑制ｐ５３的功能，促进转化细胞的生

长［６８］。我们先前的研究表明，肺 ＳＱＣ中高表达

ｐ６３，且其表达水平与组织学或细胞学的采样方法以

及分化程度无关［９］。本研究检测了 ＥＧＦＲ 在肺

ＳＱＣ患者中的突变率并分析了ｐ６３对ＥＧＦＲ 突变

肺ＳＱＣ患者生存的影响。

１　材料和方法

１．１　样本采集　收集２０１０年２月至２０１３年３月

经病理组织学确诊的初治肺ＳＱＣ样本。样本来自

于经ＣＴ引导的细针活检、支气管镜下经支气管的

活检或者手术切除样本。

１．２　ＥＧＦＲ 基因突变检测　采用直接测序法对

ＥＧＦＲ的４个位点（１８～２１位点）进行检测［１０］。应

用ＰＣＲ直接扩增ＥＧＦＲ１８～２１位点的基因片段。

２％琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增片段，通过凝胶成像系

统观察ＰＣＲ产物电泳结果。ＰＣＲ产物进行正反两

个方向测序。分析测序图谱，判断ＥＧＦＲ基因１８～

２１位点外显子区域是否存在突变。

１．３　ｐ６３表达检测　主要试剂抗人ｐ６３单克隆抗

体及ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法试剂盒均为丹麦ＤＡＫＯ公司

产品。组织均经４％中性甲醛溶液固定，常规脱水

后石蜡包埋，切成３～４μｍ厚的薄片，在乙二胺四乙

酸溶液（ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）中进行热诱导抗原修复。

然后用３％过氧化氢阻断内源性过氧化氢酶活性，

加入抗人ｐ６３单克隆抗体（ｃｌｏｎｅ４Ａ４）作为标记，

ＥｎＶｉｓｉｏｎ两步法染色，显微镜下观察。结果判断：

细胞表现出一种弥漫染色或者平均阳性染色面积≥

１０％定义为免疫反应阳性（＋）；细胞染色面积介于

１％和９％之间定义为免疫反应部分阳性（部分＋）；

细胞完全没有被染色定义为免疫反应阴性（－）［１１］。

１．４　生存评价　以无疾病进展时间（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）和总生存时间（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，

ＯＳ）作为生存评价指标。ＰＦＳ：从确诊疾病到影像学

上第１次发生疾病进展或其他任何原因导致死亡的

时间；ＯＳ：从确诊开始到死亡或末次随访的时间。

１．５　统计学处理　用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法估计生存时

间，ｌｏｇｒａｎｋ 法 分 析 生 存 差 异。检 验 水 准 （α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　肺ＳＱＣ患者ＥＧＦＲ突变率　共收取２６７例经

病理组织学确诊的肺ＳＱＣ样本，经２位富有经验的

病理学专家复检，排除５例鳞腺混合样本，最终２６２
例样本纳入研究。２６２例样本中，１６例检测到ＥＧ

ＦＲ基因突变，突变率为６．１％。其中外显子１９缺

失７例（４３．８％），外显子２１点突变（Ｌ８５８Ｒ）９例

（５６．２％），未检测到外显子１８和２０突变。

２．２　ＥＧＦＲ突变肺ＳＱＣ患者的临床病理特征　由

表１可见，１６例ＥＧＦＲ突变肺ＳＱＣ患者女性比例

和非吸烟者比例较非突变患者高（Ｐ＜０．０５）。由表

２ 可 见，所 有 １６ 例 ＥＧＦＲ 突 变 患 者 中，１３ 例

（８１．３％）为ⅢＢ或 Ⅳ期肺ＳＱＣ，其中３例（２３．１％）

是女性，７例（５３．８％）是非吸烟者。

表１　ＥＧＦＲ突变与非突变肺ＳＱＣ患者的临床特征比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｂｅｔｗｅｅｎＥＧＦＲｍｕｔａｔｉｏｎ

ａｎｄｎｏｎＥＧＦＲｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇＳＱＣｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ＥＧＦＲ
ｍｕｔａｔｉｏｎ
（Ｎ＝１６）

ＮｏｎＥＧＦＲ
ｍｕｔａｔｉｏｎ
（Ｎ＝２４６）

Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）ａ ５８（４０７２） ６２（３３８５） ＞０．０５

Ｆｅｍａｌｅｎ（％） ６（３７．５） ９（３．７） ＜０．０５

Ｓｍｏｋｉｎｇｈｉｓｔｏｒｙｎ（％） ＜０．０５

　０ｐａｃｋｙｅａｒ １０（６２．５） ６４（２６．０）

　１５０ｐａｃｋｙｅａｒ ５（３１．３） １１９（４８．４）

　５１１００ｐａｃｋｙｅａｒ １（６．２） ５９（２４．０）

　≥１０１ｐａｃｋｙｅａｒ ０（０） ４（１．６）

　ＳＱＣ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ．ａ：Ｍｅｄｉａｎ（Ｑ１Ｑ３）

２．３　肺ＳＱＣ患者ｐ６３的表达　２６２例样本中，ｐ６３
阳性（图１Ａ）２４７例，ｐ６３部分阳性（图１Ｂ）１０例，ｐ６３
阴性５例。ｐ６３部分阳性和阴性的１５例均由病理

学专家再次复核证实为肺ＳＱＣ。１６例ＥＧＦＲ突变

样本的ｐ６３表达情况见表２。
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表２　ＥＧＦＲ突变肺ＳＱＣ患者一般资料、突变类型、临床病理特征以及生存时间汇总

Ｔａｂ２　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａ，ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｓ，ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｉｎｄｉｎｇｓ，ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆＥＧＦＲｍｕｔａｔｅｄｌｕｎｇＳＱＣｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｎｏ． Ａｇｅ
（ｙｅａｒ） Ｓｅｘ Ｓｍｏｋｉｎｇ

（ｐａｃｋｙｅａｒ）
ＥＧＦＲ
ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐ６３ ＴＮＭｓｔａｇｅ ＰＦＳ

ｔ／ｍｏｎｔｈ
ＯＳ

ｔ／ｍｏｎｔｈ

１ ７０ Ｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｐｏｏｒ － ⅢＢ １．３７ ２．２３

２ ６１ Ｍａｌｅ ０ Ｄｅｌ１９ Ｐｏｏｒ Ｐａｒｔｌｙ＋ Ⅳ ７．３７ ９．５６

３ ５８ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｄｅｌ１９ Ｗｅｌｌ Ｐａｒｔｌｙ＋ ⅡＡ １０．１７ １０．２０

４ ４５ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｄｅｌ１９ Ｐｏｏｒ Ｐａｒｔｌｙ＋ Ⅳ ０．２７ ５．９７

５ ４７ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｗｅｌｌ Ｐａｒｔｌｙ＋ ⅡＢ １１．７０ １２．５３

６ ７０ Ｍａｌｅ ５０ Ｌ８５８Ｒ Ｐｏｏｒ ＋ Ⅳ ２．２０ ２．２０

７ ６６ Ｍａｌｅ ４ Ｄｅｌ１９ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＋ ⅢＢ ５．６７ ８．３７

８ ４０ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｐｏｏｒ ＋ Ⅳ ０．９０ ６．８７

９ ５８ Ｍａｌｅ ３０ Ｄｅｌ１９ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＋ Ⅳ ３．２３ ４．９７

１０ ５８ Ｍａｌｅ ４０ Ｄｅｌ１９ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＋ ⅢＢ ２．８０ ５．５３

１１ ７２ Ｍａｌｅ ５０ Ｌ８５８Ｒ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＋ ⅢＢ １．４３ ２．９０

１２ ５３ Ｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｗｅｌｌ ＋ ⅢＢ １．９７ ２．７０

１３ ４９ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｗｅｌｌ ＋ ⅢＢ ６．７０ ９．７７

１４ ５６ Ｆｅｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｗｅｌｌ ＋ ⅡＢ １０．７０ １２．９０

１５ ６３ Ｍａｌｅ ０ Ｌ８５８Ｒ Ｗｅｌｌ ＋ Ⅳ ４．２０ ５．９３

１６ ６０ Ｍａｌｅ ６０ Ｄｅｌ１９ Ｍｏｄｅｒａｔｅ ＋ ⅢＢ ６．７３ ９．７３

　ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＳＱＣ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＴＮＭ：Ｔｕｍｏｒｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；ＰＦＳ：Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ；ＯＳ：Ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ；Ｄｅｌ１９：Ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆｅｘｏｎ１９；Ｌ８５８Ｒ：Ｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｅｘｏｎ２１

图１　ｐ６３在肺ＳＱＣ中不同免疫活性的表达

Ｆｉｇ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｐ６３ｉｎｌｕｎｇＳＱＣｐａｔｉｅｎｔｓ

ＳＱＣ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ａ：ｐ６３ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ；Ｂ：ｐ６３

ｐａｒｔｉａｌｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　生存分析　截至２０１３年５月２０日，１６例

ＥＧＦＲ突变患者无一例失访。随访时间５．２３～

３５．９３个月，中位随访时间１３．９０（９５％ ＣＩ：８．７６～

１９．０４）个 月。１６ 例 ＥＧＦＲ 突 变 患 者 中 １５ 例

（９３．８％）疾病进展，进展患者中１１例（６８．８％）已死

亡。１６例ＥＧＦＲ突变患者的ＰＦＳ和ＯＳ见表２。

　　根据ｐ６３免疫反应活性，把１６例ＥＧＦＲ突变患

者分成３组：ｐ６３阴性组１例，ｐ６３部分阳性组４
例，ｐ６３阳性组１１例。ｐ６３阴性组因只有１例而未

进行统计学分析。４例ｐ６３部分阳性患者中位ＰＦＳ
为７．７６（９５％ ＣＩ：３．１２～１２．３４）个月，中位 ＯＳ为

１１．２８（９５％ＣＩ：９．３３～１５．２３）个月。１１例ｐ６３阳性

患者中位ＰＦＳ为４．４３（９５％ ＣＩ：２．６５～６．２２）个月，

与ｐ６３部分阳性患者相比差异无统计学意义（Ｐ＝

０．２５６）；中位ＯＳ为５．９３（９５％ＣＩ：１．７５～８．３９）个

月，与ｐ６３部分阳性患者相比差异有统计学意义

（Ｐ＝０．０３９，图２）。

图２　ｐ６３免疫活性与肺ＳＱＣＥＧＦＲ突变患者生存的关系

Ｆｉｇ２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐ６３ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ

ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＳＱＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＥＧＦＲｍｕｔａｔｉｏｎ

ＳＱＣ：Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＯＳ：Ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

３　讨　论

　　ＥＧＦＲ在ＳＱＣ中的突变率文献报道各不相同。
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Ｍｕ等［１２］报道肺ＳＱＣ的ＥＧＦＲ突变率为５．９％（６／

１０２），而 Ｌａｉ等［１３］报道２８２例肺 ＳＱＣ中有４１例

ＥＧＦＲ突变，突变率为１４．５％。然而 Ｈａｔａ等［１４］研

究认为，纯ＳＱＣ无ＥＦＧＲ突变。他们对原有测得的

３３例ＥＧＦＲ突变的肺ＳＱＣ（３３／２４９）进行复检并结

合ｐ６３、ＴＴＦ１等免疫组化指标检测，结果显示这３３
例ＥＧＦＲ突变肺ＳＱＣ都混有不同程度ＡＤＣ成分，

因此认为ＥＧＦＲ在肺ＳＱＣ中的突变是由于肺ＳＱＣ
中混有 ＡＤＣ成分所致。但大多数学者都认为肺

ＳＱＣ确实存在ＥＧＦＲ 突变，本研究结果也与此一

致。本研究发现，在２６２例初治肺ＳＱＣ样本中有１６
例ＥＧＦＲ 基因敏感突变，突变率为６．１％。根据现

有结果，我们认为ＥＧＦＲ突变确实发生在肺ＳＱＣ患

者中，ＥＧＦＲ是肺ＳＱＣ的驱动基因之一。

　　与传统意义上的肺ＳＱＣ患者相比，ＥＧＦＲ突变

患者的临床特征显示有更多的女性（３７．５％ ｖｓ

３．７％）和非吸烟者（６２．５％ｖｓ２６．０％），提示ＥＧＦＲ
突变的肺ＳＱＣ患者可能与传统的肺ＳＱＣ患者有着

不同的遗传背景。本研究中ＥＧＦＲ突变类型以及各

类型百分比 （外显子 １９ 缺失，４３．８％；Ｌ８５８Ｒ，

５６．２％），与其他作者［３，１２１３］研究结果大致相同。有

文献报道ＥＧＦＲ基因在ＳＱＣ中存在非敏感位点突

变，包括外显子２１Ｎ８２６Ｓ、Ａ８５９Ｔ、Ｌ８６１Ｑ、Ｖ８４３Ｉ、

Ｋ８６０Ｅ等［１５１９］，但报道呈现单个、非重复性。因此，

对于检测敏感位点Ｌ８５８Ｒ和外显子１９缺失以外的

非敏感位点，是不必要和不经济的。

　　ｐ６３是免疫组化诊断肺ＳＱＣ的常用指标，本研

究发现ｐ６３与ＥＧＦＲ之间似乎对肺ＳＱＣ患者生存

有影响：ｐ６３部分阳性 ＥＧＦＲ 突变患者的 ＯＳ为

１１．２８（９５％ＣＩ：９．３３～１５．２３）个月，比ｐ６３阳性

ＥＧＦＲ突变患者的ＯＳ（５．９３个月，９５％ＣＩ：１．７５～

８．３９个月）更长（Ｐ＝０．０３９）。ｐ６３和ＥＧＦＲ两者的

关系可能与胰岛素样生长因子结合蛋白３（ＩＧＦＢＰ

３）相关。ＩＧＦＢＰ３是ＥＧＦＲ和ｐ６３下游信号转导的

共同产物。ＥＧＦＲ能够活化下游信号转导通路，其

中包括磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）

通路，它能够刺激细胞增殖以及阻止肿瘤细胞凋

亡［２０］。ＩＧＦＢＰ３作为ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的转录产物，主要

起到阻止肿瘤细胞凋亡的作用，从而促进肿瘤的生

长繁殖［２１］。而ｐ６３亚基之一的ΔＮｐ６３α同样能激活

下游信号转导通路ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，ΔＮｐ６３α介导的转录

产物ＩＧＦＢＰ３可使过度表达ｐ６３的肿瘤细胞免于凋

亡［６］。由此推测，检测ＳＱＣ细胞中ＩＧＦＢＰ３的含量

可以评估ＥＧＦＲ和ｐ６３的表达活性，进而更好地评

价患者的生存状况。

　　ｐ６３免疫活性与肺ＳＱＣ患者生存关系的报道较

少，结论不一。Ｐｅｌｏｓｉ等［２２］报道ｐ６３的免疫活性与

患者ＯＳ和ＰＦＳ无关，而 Ｍａｓｓｉｏｎ等［２３］指出肺ＳＱＣ
患者中ｐ６３的免疫强度与患者生存时间呈正相关，

免疫染色强度越高越有利于患者的生存。我们对

ＥＧＦＲ突变肺ＳＱＣ患者进行生存分析，结果发现

ｐ６３部分阳性的ＥＧＦＲ突变患者比ｐ６３阳性ＥＧＦＲ
突变患者生存期更长，提示ｐ６３免疫强度与ＥＧＦＲ突

变肺ＳＱＣ患者生存时间呈负相关。由于ＥＧＦＲ突变

样本例数较少，且生存分析结果受其他多重因素综合

影响，本研究结果还需要更大样本来进行验证。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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