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经支气管镜活检小量标本检测犈犌犉犚突变基因在晚期肺腺癌患者中的

应用
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　　［摘要］　目的　经支气管镜活检小量标本检测表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）基因突变，

指导临床靶向治疗。方法　ⅢＢ～Ⅳ期女性肺腺癌患者５６例，行内镜下气管腔内瘤组织活检或经支气管针吸活检术活检纵

隔、肺门淋巴结，共收集标本６４例，其中内镜下支气管内单纯组织活检标本２０例，单纯淋巴结穿刺活检标本（ＴＢＮＡ）２８例，支

气管腔内组织及纵隔、肺门淋巴结均活检的标本８例。明确诊断肺腺癌后行犈犌犉犚基因检测，分别检测１９、２１外显子突变，将

标本分为支气管腔内转移组和淋巴结转移组，统计分析两组外显子突变情况及患者靶向治疗临床疗效。结果　１９外显子突

变在支气管腔内转移组阳性率较高（χ
２＝４．３０４，犘＝０．０３８），２１外显子突变在在淋巴结转移组阳性率较高（χ

２＝１８．７２７，犘＝

０．０００）。共２４例纳入临床疗效评估，其中支气管腔内转移患者１０例（１９外显子突变８例，２１外显子突变２例），疾病控制率

９０％（９／１０），中位无进展生存期１４．８个月；淋巴结转移患者１４例（１９外显子突变３例，２１外显子突变１１例），疾病控制率

７８．５７％（１１／１４），中位无进展生存期９．２个月，两组疾病控制率差异无统计学意义（犘＞０．０５），中位无进展生存期差异有统计

学意义（χ
２＝４．１３４，犘＝０．０４２）。结论　女性晚期肺腺癌犈犌犉犚外显子突变与不同转移形式有一定的关系，１９外显子突变

易出现于支气管内转移，２１外显子突变易出现于淋巴结转移；支气管内转移的患者靶向治疗效果好于淋巴结转移的患者。

　　［关键词］　肺肿瘤；腺癌；表皮生长因子受体；突变；酪氨酸激酶抑制剂；活组织检查；支气管镜检查
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ｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｅｘｏｎ１９ｈａｄｈｉｇｈｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｉｎｔｈｅｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓｇｒｏｕｐ（χ
２＝４．３０４，

犘＝０．０３８），ａｎｄｅｘｏｎ２１ｈａｄｈｉｇｈｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｉｎｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｇｒｏｕｐ（χ
２＝１８．７２７，犘＝０．０００）．Ａｔｏｔａｌｏｆ２４ｃａｓｅｓ

ｗｅｒｅｉｎｃｌｕｄｅｄｆｏｒｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｉｃａｃｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ：１０ｈａｄｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（ｅｘｏｎ１９ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎ８ｃａｓｅｓ，２１ｅｘｏｎｉｎ２
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ｃａｓｅｓ），ｗｉｔｈｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｒａｔｅｂｅｉｎｇ９０％ （９／１０）ａｎｄｍｅｄｉａｎｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｂｅｉｎｇ１４．８ｍｏｎｔｈｓ；１４

ｐａｔｉｅｎｔｓｈａｄｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（１９ｅｘｏｎ３ｃａｓｅｓ，２１ｅｘｏｎ１１ｃａｓｅｓ），ｗｉｔｈｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｒａｔｅｂｅｉｎｇ７８．５７％ （１１／１４）

ａｎｄｔｈｅｍｅｄｉａｎｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｂｅｉｎｇ９．２ｍｏｎｔｈｓ；ｔｈｅｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｔｒｏｌｒａｔｅｓｗｅｒｅｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）ａｎｄｔｈｅｍｅｄｉａｎｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（χ
２＝４．１３４，犘＝０．０４２）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ犈犌犉犚ｅｘｏｎｓｍｉｇｈｔｒｅｌａｔｅｔｏｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｆｏｒｍｓｏｆ

ｆｅｍａｌｅａｄｖａｎｃｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｗｉｔｈｅｘｏｎ１９ｐｒｏｎｅｔｏｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｅｘｏｎ２１ｔｏｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．

Ｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓｈａｓａｂｅｔｔｅｒｏｕｔｃｏｍｅｔｈａｎｔｈａｔｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｍｕｔａｔｉｏｎ；ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；ｂｉｏｐｓｙ；

ｂｒｏｎｃｈｏｓｃｏｐｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１５，３６（１）：４９５３］

　　 近 年来，以表皮生长 因 子 受 体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）为靶点的酪氨酸激

酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＴＫＩｓ）分子靶

向治疗成为晚期非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）治疗的一种

新选择，然而不同患者对靶向药物的治疗反应差别

很大，临床研究证明犈犌犉犚基因１９、２１外显子突变阳

性的患者有效率在７５％左右，可推荐一线靶向治

疗［１］。但晚期ＮＳＣＬＣ患者很难获得手术后标本，难

以用基因测序法检测基因突变。同时肺癌原发灶与

转移灶的异质性也是影响靶向治疗效果的又一因素，

目前研究异质性多为转移灶与原发灶的对比研究［２］，

对于支气管肺内转移灶与淋巴结转移灶外显子分布

规律的研究未见报道。鉴于犈犌犉犚突变多出现于非

吸烟者、女性、亚洲人和腺癌患者［３］，本研究以这类晚

期肺癌患者为研究对象，采用内镜下活检获取标本，

以扩增阻滞突变系统（ＡＲＭＳ）法检测获得犈犌犉犚突

变情况以指导临床靶向治疗，并进一步研究犈犌犉犚基

因突变外显子在转移灶间的分布规律。

１　资料和方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１月１日至２０１３年

１２月３１日临沂市人民医院经支气管镜检查并经病

理确诊的女性原发肺腺癌患者５６例，年龄（６１．５７±

９．７７）岁，均为非吸烟患者。入选标准：ＴＮＭ 分期

ⅢＢ～Ⅳ期，预期寿命大于３个月，功能状态（ＰＳ）评

分０～１分；此前未接受过放疗、化疗、手术治疗及

ＥＧＦＲ靶向小分子或抗体的治疗；收集的检测标本

均为石蜡包埋标本。临床表现为咳嗽、咯血、胸闷、

消瘦，胸部ＣＴ检查发现肺内占位，支气管狭窄或可

见管腔阻塞，胸腔积液或肺门、纵隔淋巴结肿大（直

径大于１０ｍｍ），所有患者均行支气管镜检查术，术

前完善相关检查，检测血压、心电图（ＥＣＧ）、血常规、

凝血酶原时间（ＰＴ），术前禁饮食６ｈ。排除标准：

（１）严重心脏病患者；（２）呼吸衰竭患者；（３）严重潜

在出血患者；（４）拒绝内镜检查患者。

１．２　标本获取　术前行６４排螺旋ＣＴ检查并用

１００ｍＬ碘普罗胺３００增强扫描，对淋巴结直径大于

１０ｍｍ 者进行淋巴结穿刺。支气管镜检查发现管腔

内支气管壁受侵犯时行内镜下活检，活检钳为一次

性活检钳（ＭＴＮＢＦ１８／１０Ａ，南京微创医学科技有

限公司），活检取标本３～５块以上；肺门及纵隔淋巴

结肿大患者经支气管针吸活检（ｔｒａｎｓｂｒｏｎｃｈｉａｌｎｅｅ

ｄｌｅａｓｐｉｒａｔｉｏｎ，ＴＢＮＡ），针 吸 活 检 针 为 一 次 性

ＷＡＮＧ氏针（ＭＷ３１９，上海诺帮生物科技有限公

司），针吸活检取约１ｃｍ组织条３条以上。均送病

理科检测，经甲醛溶液固定后石蜡包埋行病理切片

检测，确诊后患者再检测犈犌犉犚１９、２１外显子突变

情况。

１．３　ＡＲＭＳＰＣＲ法检测犈犌犉犚基因突变　每例活

检组织石蜡包埋标本常规切片１０μｍ 厚，取５～６

片，置于１．５ｍＬ离心管，分别用二甲苯、无水乙醇进

行常规处理后沉淀、烘干。加入２００μＬ缓冲液和２５

μＬ蛋白酶Ｋ震荡混匀，５５℃水浴消化过夜，直到样

品完全裂解。溶解提出的ＤＮＡ，振荡混匀，－２０℃

冰箱保存备用。依照犈犌犉犚基因突变检测试剂盒说

明书（购自厦门艾德生物医药科技有限公司），向１５

μＬ待测 ＤＮＡ、阳性质控品、超纯水中分别加入

１．５μＬ犜犪狇酶，在涡旋器上混匀，然后离心，将混匀

的ＤＮＡ、阳性质控品、超纯水依次取５μＬ加入ＰＣＲ

八联管反应条，离心后使用ＳｔａｔａｇｅｎｅＭＸ３０００Ｐ实

时荧光定量ＰＣＲ仪进行扩增及ＤＮＡ突变检测（引

物购自厦门艾德生物医药科技有限公司）。反应条

·０５·
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件：第１阶段，９５℃５ｍｉｎ；第２阶段，９５℃２５ｓ、

６４℃２０ｓ、７２℃２０ｓ，１５个循环；第３阶段，９３℃２５

ｓ、６０℃３５ｓ、７２℃２０ｓ，２６个循环。信号收集：第３

阶段６０℃时收集 ＦＡＭ 和 ＨＥＸ 信号，执行实时

ＰＣＲ，保存文件。结果判定：待检测管的ＦＡＭ 信号

扩增曲线的 Ｃｔ值＜２６，则样品为阳性，若样品的

ＦＡＭ信号扩增曲线的Ｃｔ值≥２６，则样品为阴性。

１．４　临床疗效评估　根据实体瘤治疗疗效评价标

准（ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｃｒｉｔｅｒｉａｉｎｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓ，

ＲＥＣＩＳＴ）进行疗效评价，分为完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＣＲ）、部分缓解（ｐａｒｔｉａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＲ）、疾

病稳定（ｓｔａｂｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＳＤ）和疾病进展（ｐｒｏｇｒｅｓ

ｓｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）。无进展生存期：疾病进展与否参

照ＲＥＣＩＳＴ，定义为患者开始治疗至出现疾病进展

或末次随访的时间。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件包进行数

据分析，组间比较采用χ
２检验。采用ＫａＰｌａｎＭｅｉｅｒ

法进行生存分析，利用Ｌｏｇｒａｎｋ检验比较组间的无

进展生存期差异。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　临床特征及转移特点　肺腺癌患者５６例，均

为女性，均行支气管镜检查，术前均行胸部ＣＴ平扫

加强化检查，内镜下支气管内单纯组织活检确诊患

者２０例，其中合并有胸腔积液的患者９例；单纯淋

巴结穿刺活检（ＴＢＮＡ）２８例，其中１例合并胸腔积

液；支气管腔内浸润组织及纵隔、肺门淋巴结均活检

者８例，无合并胸腔积液者。转移特点（胸部ＣＴ特

征、支气管镜下表现）和取检方式见表１。共收集确

诊肺腺癌患者病理切片标本６４例，其中支气管腔内

活检组织病理切片标本２８例，淋巴结病理切片标本

３６例。

表１　转移特点与内镜下取检方式

犜犪犫１　犕犲狋犪狊狋犪狋犻犮犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱犫犻狅狆狊狔

犿犲狋犺狅犱狊狌狀犱犲狉犲狀犱狅狊犮狅狆犲

Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ 狀 Ｂｉｏｐｓｙ

Ｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ２０ ＢＦ

Ｅｎｌａｒｇｅｄｍｅｄｉａｓｔｉｎａｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅ ２８ ＴＢＮＡ

Ｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｅｎｌａｒｇｅｄ

　ｍｅｄｉａｓｔｉｎａｌｌｙｍｐｈｎｏｄｅ

８ ＢＦ，ＴＢＮＡ

ＢＦ：Ｂｉｏｐｓｙｆｏｒｃｅｐｓ；ＴＢＮＡ：Ｔｒａｎｓｂｒｏｎｃｈｉａｌｎｅｅｄｌｅａｓｐｉｒａｔｉｏｎ

２．２　犈犌犉犚基因１９、２１外显子突变情况　分别检

测支气管腔内转移标本、淋巴结转移标本犈犌犉犚基

因１９、２１外显子突变，发现支气管腔内转移组１９外

显子突变９例（３２．１４％，９／２８），２１外显子突变３例

（１０．７１％，３／２８）；淋巴结转移组１９外显子突变４例

（１１．１１％，４／３６），２１外显子突变１２例（３３．３３％，１２／

３６）。两组外显子突变阳性率比较见表２。

表２　两组犈犌犉犚基因外显子突变情况

犜犪犫２　犈狓狅狀狊犿狌狋犪狋犻狅狀狅犳犈犌犉犚犵犲狀犲犻狀狋犺犲狋狑狅犵狉狅狌狆狊

狀（％）

Ｇｒｏｕｐ 犖
１９ｅｘｏｎ

Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｎｏｒｍａｌ

２１ｅｘｏｎ

Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｎｏｒｍａｌ

Ｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ２８ ９（３２．１４） １９（６７．８６） ３（１０．７１） ２５（８９．２９）

Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ３６ ４（１１．１１） ３２（８８．８９） １２（３３．３３） ２４（６６．６７）

犘ｖａｌｕｅ ０．０３８ ０．０００

ＥＧＦＲ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

２．３　靶向治疗结果　２８例支气管腔内转移标本、

淋巴结转移标本１９、２１外显子突变阳性患者中，１

例患者因年龄偏大、体质差拒绝靶向治疗或化疗，２

例患者优先选择化疗，２５例患者一线给予口服吉非

替尼２５０ｍｇ／ｄ长期服用（其中１例因明显的胃肠道

反应退出）。共２４例纳入临床疗效评估，其中支气

管腔内转移患者１０例（１９外显子突变８例，２１外显

子突变２例），临床疗效 ＣＲ１例（１０％），ＰＲ３例

（３０％），ＳＤ５例（５０％），ＰＤ１例（１０％），疾病控制率

９０％（９／１０），中位无进展生存期１４．８个月；淋巴结

转移患者１４例（１９外显子突变３例，２１外显子突变

１１例），临床疗效ＣＲ０例，ＰＲ４例（２８．５７％），ＳＤ７

例（５０％），ＰＤ３例（２１．４３％），疾病控制率７８．５７％

（１１／１４），中位无进展生存期９．２个月。两组疾病控

制率差异无统计学意义（犘＞０．０５），中位生存期差

异有统计学意义（χ
２＝４．１３４，犘＝０．０４２）。
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３　讨　论

晚期ＮＳＣＬＣ患者的传统治疗方法是使用含铂

二联化疗，但治疗效果已进入平台期，患者受益的维

持时间较短，总生存期仅延长２～４个月
［４］，因此针

对ＥＧＦＲ的分子靶向治疗成为ＮＳＣＬＣ治疗的新途

径。临床常用的靶向药物为ＴＫＩｓ，如吉非替尼和厄

洛替尼等，但对未经犈犌犉犚基因检测的患者靶向治

疗有效率仅为１０％左右
［５］，犈犌犉犚基因突变检测是

提高ＴＫＩｓ治疗有效率的重要途径之一。

由于ＮＳＣＬＣ患者首次临床诊断时约７０％已不

可手术切除治疗，在诊断之初约有一半的患者已出

现转移［６］，所以晚期患者很难获取手术后原发灶及

转移灶的标本。但晚期肺腺癌易出现淋巴管或支气

管肺内转移，常见肺门及纵隔淋巴结肿大；在管腔局

部可见沿黏膜转移侵犯管壁或进入管腔，因此晚期

腺癌患者内镜检查容易取得支气管内活检组织或淋

巴结标本。本研究标本为内镜下活检标本，在明确

病理诊断后采取敏感的 ＡＲＭＳＰＣＲ 法
［７］检测

犈犌犉犚基因突变情况，最低要求肿瘤细胞含量在１％

甚至更低，以初步筛选适合ＴＫＩ治疗的患者。检测

结果提示支气管内转移标本以１９外显子突变为主

（３２．１４％），淋巴结转移标本以２１外显子突变为主

（３３．３３％）。此两种外显子突变患者对 ＴＫＩｓ治疗

反应也有一定的差异，１９外显子突变的患者治疗效

果好于２１外显子突变的患者
［８］，有相同的突变基因

但临床特征不同的患者治疗效果也有一定的差

异［９］，另外还有一部分１９、２１外显子突变患者服用

ＴＫＩｓ治疗后仍会进展，考虑与肿瘤的异质性有

关［２］，是导致ＴＫＩ治疗失败的原因之一。

在亚洲人群中，肺腺癌有一定的异质性，但明显

低于欧美患者［１０］。肺腺癌的异质性与易转移有明

显的相关性，肺腺癌多以外周病灶分布为主，有多种

不同形式的转移，常见转移途径有血源性、淋巴管、

支气管内转移等。血源性转移可表现为肺内多发结

节，靠近胸膜下；淋巴管途径可表现为癌性淋巴管

炎，淋巴结肿大；支气管内转移主要表现为自外膜侧

浸润，管壁明显受压呈锥状狭窄。支气管镜下对管

腔内转移灶或肿大淋巴结采用不同的活检方式有较

高的阳性率［１１］，容易进行犈犌犉犚基因检测，从而有

利于分析不同转移灶与外显子突变的关系。犈犌犉犚

基因突变与肿瘤的发生及进展关系密切［１２］，肺腺癌

分化越差侵袭力和转移性就越强，ＴＮＭ 分期越晚，

出现淋巴结转移灶的可能性越高［１３］；Ⅲ～Ⅳ期肺腺

癌患者不同病理亚型检测犈犌犉犚 突变外显子也不

相同［１４１５］，并有不同的转移倾向，病理分化越差犈犌

犉犚基因突变可能性越小
［１６］。肺腺癌患者亦可出现

原发灶与转移灶基因突变不一致性，若在靶向治疗

前不能被评估，患者可能不会在靶向治疗中受益，尤

其晚期肺腺癌伴有淋巴结转移的患者更容易出现

犈犌犉犚基因突变缺失
［１７］，导致靶向治疗失败。因此

检测转移灶犈犌犉犚 突变有助于提高 ＴＫＩｓ治疗效

果［１８］，在不同转移灶中检测到突变基因并明确其分

布规律具有重要的临床意义。但肺内不同转移途径

导致的转移灶突变基因表达机制仍未明确，不同的

转移途径是否与基因突变类型有关，哪类突变基因

易于出现转移灶内缺失仍需进一步研究。

早期有关犈犌犉犚 基因突变的研究集中于原发

病灶与转移淋巴结的关系及淋巴结存在突变缺失或

与原发灶不一致性［１４］，未能重视不同转移方式转移

灶间的犈犌犉犚 突变基因的外显子情况。本研究证

实ⅢＢ～Ⅳ期女性肺腺癌患者同为转移病灶的支气

管内活检物与淋巴结穿刺物外显子突变表达情况存

在差异性，１９外显子突变较易出现于支气管内转移

灶，２１外显子突变较易出现于淋巴结转移灶。同时

收集的患者的临床特点提示支气管镜发现支气管内

转移的患者 ＴＫＩｓ治疗效果好于淋巴结转移的患

者。但本研究例数较少，尚需大样本研究以进一步

明确临床特征与转移灶突变外显子的关系，犈犌犉犚

突变基因多角度检测将更有利于指导临床靶向

治疗。

本研究未能包括男性患者犈犌犉犚 基因突变在

转移灶中的分布情况，因此有一定的局限性，同时研

究中没有涉及合并症或并发症对治疗的影响，也是

不足之处，有待今后收集大样本进一步研究。
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