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［摘要］　目的：通过高通量测序技术检测非小细胞肺癌患者外周血循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）的
突变特征，并分析其与肿瘤等效退缩率之间的相关性，探讨 ｃｔＤＮＡ对放射治疗敏感性的评估价值。方法：纳入四川
省肿瘤医院初治的非小细胞肺癌患者３５例，采集静脉血分离血浆ｃｔＤＮＡ，进行ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＰＥ１５０测序，获取突变
特征谱；按肿瘤等效退缩率将入组患者分为敏感组和抵抗组。采用ｔ检验或秩和检验进行统计学分析。结果：非小
细胞肺癌ｃｔＤＮＡ突变特征主要表现为单核苷酸突变，其中以外显子编码区域错义突变为主，另有部分同义突变，非
编码ＲＮＡ突变及非翻译区突变等，但它们的发生率在敏感组和抵抗组之间差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；基因拷
贝数变异是非小细胞肺癌ｃｔＤＮＡ突变的另一主要表现，它包括有变异类型的重复和缺失，变异数目的多少及区域的
大小，其中变异类型及数目在敏感组和抵抗组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但基因拷贝数变异区域的大小，在
敏感组和抵抗组之间差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０１４），秩相关分析显示相关系数 ｒｓ＝０．５５４，进一步分析其变异重
复类型区域的大小，在敏感组和抵抗组之间差异也具有统计学意义（Ｐ＝０．００８），秩相关系数ｒｓ＝０．５９１。结论：非小
细胞肺癌ｃｔＤＮＡ突变中非同义突变、非翻译区突变、非编码ＲＮＡ突变均与放射敏感无相关性，基因拷贝数变异类型
及数目均与放射敏感性无关，但变异区域的大小，尤其是重复区域的大小与肿瘤放射敏感呈现出负相关性。
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　　探索一种能准确及时反映肺癌放疗敏感性的特
异性标志物，将会对肺癌个体化治疗策略的制定及

修正具有重要的临床意义［１］。肿瘤基因变异及多态

性差异与放射敏感性密切相关。基因不仅可以预测

肿瘤放射敏感性，还可成为改善肿瘤放射敏感性的靶

点，为肿瘤放射增敏提供新思路［２］，对肿瘤基因突变

及差异表达的研究是放射敏感性研究的重要方向。

外周血循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）
是液体活检的重要手段，它包含肿瘤细胞的全部基

因突变信息，在肺癌的早期诊断、疗效评估、用药指

导、预后预测及复发监控方面具有独特的优势［３］。

ｃｔＤＮＡ突变特征类型包括单核苷酸突变（ｓｉｎｇｌｅｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅｖａｒｉａｎｔ，ＳＮＶ），小片段插入／缺失（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ
ａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎ，Ｉａｄ），拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａ
ｔｉｏｎ，ＣＮＶ）３种［４６］。目前国内尚未报道过非小细胞

肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）ｃｔＤＮＡ突变
特征与放射敏感性之间的关联性。因此，本研究通

过高通量测序技术检测 ＮＳＣＬＣ患者外周血 ｃｔＤＮＡ
的基因突变特征，并与肿瘤等效退缩率（ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ
ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅ，ＥＴＲＲ）进行相关性分析，初步
研究外周血ｃｔＤＮＡ在 ＮＳＣＬＣ中的突变特征谱及其
与放射敏感的相关性。

１　资料与方法

１．１　临床资料
前瞻性纳入２０１７～２０１９年在四川省肿瘤医院

初治的 ＮＳＣＬＣ患者，入组标准：１）病理提示为
ＮＳＣＬＣ；２）有影像学可评估的肺部病灶；３）卡氏评
分≥７０分，预计生存期 ＞６月；４）全程采用调强放
疗技术；５）完成全部放疗计划。排除标准：１）合并
严重肺部疾病，一氧化碳弥散功能占预计值的百分

比＜６０％；２）合并严重心、脑血管及肝肾疾病；３）严
重贫血，血红蛋白 ＜８０ｇ／Ｌ；４）年龄 ＜１８岁或 ＞８０
岁；５）有放射治疗其他禁忌症。

所有患者统一使用医科达或瓦里安系统医用直

线加速器，采用 ６ＭＶＸ线能量，剂量率 ４００～６００
ｃＧｙ／ｍｉｎ，全程采用调强放疗技术，处方剂量：（４５～
７５）Ｇｙ／（１５～３３）ｆ，单次分割剂量２．０～３．５５Ｇｙ／ｆ，５
ｆ／ｗ。所有入组患者根据 ＩＣＲＵ６２指南在胸部定位
增强ＣＴ肺窗上勾画肿瘤原发病灶体积（ｇｒｏｓｓｔｕｍｏｒ
ｖｏｌｕｍｅｔｕｍｏｕｒ，ＧＴＶＴ），预先设定窗宽、窗位分别为
１６００Ｈｕ和－６００Ｈｕ，有毛刺时仅勾画毛刺根部，胸
膜凹陷处包入靶区内，粘液栓不包入靶区内。纵隔

病变在纵隔窗勾画，设定窗宽、窗位分别为４００Ｈｕ
和２０Ｈｕ，阳性淋巴结定义短径 ＞１ｃｍ／短径≤
１ｃｍ，但有＞５个的小淋巴结成团或成簇出现。临
床靶区为根据病理类型由 ＧＴＶ外扩０．６（鳞癌）～
０．８ｃｍ（腺癌）区域。同时勾画正常肺组织、食管、
脊髓及心脏等危及器官，并根据ＲＴＯＧ０２２５实验协
议要求设定危及器官限制剂量。

１．２　ＥＴＲＲ计算及分组
在肺窗上勾画ＧＴＶＴ后，由 ＭＩＭＯ计算机系统
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计算肿瘤体积值，作为放疗前肿瘤基线体积，并定义

为Ｖ０，放疗结束后１月复查定位增强 ＣＴ，再次按上

述靶区勾画原则，勾画放疗后的原发肿瘤残留体积，

并定义为 Ｖ１。按照肿瘤退缩率（ｔｕｍｏｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｒａｔｅ，ＴＲＲ）公式［ＴＲＲ＝（Ｖ０－Ｖ１）／Ｖ０×１００％］［７］，

计算样本的ＴＲＲ，其数值可以间接反映肿瘤对放射

治疗的敏感性（胸部增强 ＣＴ显示 ＮＳＣＬＣ样本放射

治疗前后肿瘤体积变化情况如图１所示）。考虑到

临床中患者接受放疗剂量的差异，我们将ＴＲＲ与生

物效应剂量（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅ，ＢＥＤ）的比值，

其中 ＢＥＤ＝ｎ×ｄ×［１＋ｄ／（α／β）］，ｎ为分次数，ｄ

为分次剂量，α／β值取１０［８］，来对放疗剂量进行标

化处理，我们定义这个值为 ＥＴＲＲ，即 ＥＴＲＲ＝ＴＲＲ／

ＢＥＤ，得到２０例肿瘤样本的等效退缩率分布图，这

样避免了放疗剂量差异对疗效观察的影响，使结果

更加准确可靠（图２）。

图１　３例代表性ＮＳＣＬＣ患者放疗前后胸部ＣＴ图像

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＣＴＩｍａｇｅｓｏｆＴｈｒｅｅＴｙｐｉｃａｌＮＳＣＬＣＰａｔｉｅｎｔｓｂｅ

ｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＲａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ

Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗ．

ＮＳＣＬＣ：Ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

肿瘤临床评效标准参照 ＲＥＣＩＳＴ１．１的标准进

行，治疗后肿瘤体积退缩 ３０％及以上定义为敏感

组，退缩不足３０％定义为抵抗组。

图２　等效退缩率直条图

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｑｕｉｖａｌｅｎｔＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎＲａｔｅｏｆｔｈｅＴｕｍｏｒ

Ｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｏｆｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｉｎ２０ｓａｍｐｌｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ．ＴｈｅＸａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｒａｔｅｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒ（％），ａｎｄｔｈｅＹａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌ

ｕｍｅ（ｃｍ３）．ＰｒｅｔＶ：Ｖｏｌｕｍｅｂｅｆｏｒｅｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ；ＰｏｓｔｔＶ：

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅａｆｔｅｒｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ．

１．３　ｃｔＤＮＡ样本提取及检测方法
统一采用ＥＤＴＡ抗凝管采集空腹外周肘静脉血

液，时间节点分别选择患者放射治疗前１周内及治
疗结束后４周。将采集的血液于２ｈ内进行处理，
在４℃环境下静置，进行血浆及白细胞分离，采用循
环核酸提取试剂盒提取血浆 ｃｔＤＮＡ，将样本中 ＤＮＡ
浓度≥２０ｎｇ／μＬ，总量０．６μｇ以上的 ＤＮＡ样品用
来建库，将基因组 ＤＮＡ经 Ｃｏｖａｒｉｓ破碎仪随机打断
成长度为１８０～２８０ｂｐ的片段，捕获实验采用 Ａｇｉ
ｌｅｎｔＳｕｒｅＳｅｌｅｃｔＨｕｍａｎＡｌｌＥｘｏｎＶ６试剂盒，末端修
复、磷酸化以及加 Ａ尾后，片段两端分别连接上接
头制备ＤＮＡ文库。带有特异标签序列 ｉｎｄｅｘ的文
库与生物素标记的探针进行液相杂交，再使用带链

霉素的磁珠将２０９６５个基因的３３４３７８个外显子捕
获下来，经ＰＣＲ线性扩增后进行文库质检［链霉素磁
珠杂交捕获原理（北京诺禾致源公司）见图３］，合格
后进行ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＰＥ１５０高通量双端测序。具体
建库测序流程见图４。同时通过基因测序技术准确
获得肿瘤突变负荷（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ），即
外显子编码区每兆碱基中发生基因突变的总数。

１．４　统计学分析
相关数据处理采用 ＳＰＳＳ１７．０软件，两组间计

量资料符合正态分布者采用 ｔ检验，不符合正态分
布者采用秩和检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学
意义，进一步对有统计学意义的数据行Ｓｐｅａｒｍａｎ秩
相关分析。
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图３　杂交捕获原理
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＨｙｂｒｉｄＣａｐｔｕｒｅ

图４　建库测序流程
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＰｒｏｃｅｓｓｏｆＬｉｂｒａｒｙＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

２　结　果

２．１　患者临床特点及分组
总入组３５例患者，７例于放疗前放弃治疗，５例

在治疗中放弃治疗，最后完成全部放疗计划的患者

总计２３例。年龄最大的７７岁，最小的４８岁；男性
１８例，女性５例；腺癌８例，鳞癌１５例；ＩＩ期１例，ＩＩＩ
期１１例，ＩＶ期１１例。其中１例在治疗过程中出现
肺部严重感染，胸腔积液，放疗被迫中断，待感染控

制后断续完成放射治疗，总放疗持续时间 ＞８周；２
例在放疗开始前１周内完成了铂类为基础的双药联
合化疗。

为了避免铂类化疗药物对 ＴＭＢ、基因编码和潜
在驱动突变的影响［９］，以及放疗中断时间过长，肿

瘤增殖对肿瘤退缩的影响，我们在进行疗效分析时，

排除２例接受化疗的样本和１例放疗中断时间过长
的样本，对剩下的２０例样本进行分析。

将整体受照物理剂量按公式换算成 ＢＥＤ，所得
数据服从正态分布。利用统计学分析得到平均

ＢＥＤ为７０．４７±１１．３５，按照３０％比上平均 ＢＥＤ转
换成ＥＴＲＲ的敏感临界值为０．４３％，小于０．４３％为
抵抗组，大于或等于０．４３％为敏感组。最后，２０例
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样本分成敏感组１３例，抵抗组７例。
２．２　ＳＮＶ与ＥＴＲＲ的相关性分析

ＳＮＶ主要包括外显子编码区域突变，内含子区
域突变，３’ＵＴＲ和５’ＵＴＲ区域突变，剪切位点４ｂｐ
区域突变，非编码 ＲＮＡ区域突变，基因间隔区突变
等，其中以外显子编码区域错义突变为主，约占

７０％，另有部分同义突变，约占２５％，而由于插入、
删除或连续碱基替换导致变异位点产生一个新的终

止密码子或终止密码子丢失的非同义突变类型和未

知突变仅占约５％，本文中我们将此类型与错义突

变一起统称为非同义突变。分别将 ＳＮＶ总数（ＳＮＶ
ｔｏｔａｌ，ＳＮＶＴ）、ＳＮＶ中非同义突变总数（ＳＮＶｎｏｎｓｙｎ
ｏｎｙｍｏｕｓｔｏｔａｌ，ＳＮＶＮＴ）、ＳＮＶ中非编码 ＲＮＡ突变总
数（ＳＮＶｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｔｏｔａｌ，ＳＮＶＮＲＴ）、３’ＵＴＲ和
５’ＵＴＲ区域突变数（ＵＴＲｔｏｔａｌ，ＵＴＲＴ）、剪切位点
４ｂｐ区域突变数（ｓｐｌｉｃｉｎｇｔｏｔａｌ，ＳＴ）进行 ｔ检验，结
果显示两组样本之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．
０５），可以认为 ＳＮＶ中的上述观察指标在放射治疗
敏感组和抵抗组之间无差异（表１）。

表１　ＳＮＶｔ检验结果
Ｔａｂｌｅ１．ＴｙｐｅｓｏｆＳＮＶｉｎｃｔＤＮＡｆｒｏｍＳｅｎｓｉｔｉｖｅＧｒｏｕｐａｎｄＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＧｒｏｕｐ

ＴｙｐｅｏｆＳＮＶ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒｏｕｐ ｔ Ｐ

ＳＮＶＴ ２６５９．４６±１００２．２０ ２２８３．１４±５９１．４６ ０．９０５ ０．３７７

ＳＮＶＮＴ １０３５．００±４４５．０１ ９６９．００±２６７．４６ ０．３５７ ０．７２６

ＳＮＶＮＲＴ １２３．５４±６９．４２ ９８．００±１６．５５ ０．９４８ ０．３５６

ＵＴＲＴ ９１．９２±５０．０８ ７４．７１±２０．６４ ０．８６２ ０．４００

ＳＴ ３４．１５±１０．９６ ３０．８６±８．１７ ０．６９５ ０．４９６

ＳＮＶ：Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｖａｒｉａｎｔ；ｃｔＤＮＡ：ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ；ＳＮＶＴ：ＳＮＶｔｏｔａｌ；ＳＮＶＮＴ：ＳＮＶｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｔｏｔａｌ；ＳＮＶＮＲＴ：ＳＮＶｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ

ＲＮＡｔｏｔａｌ；ＵＴＲＴ：ＵＴＲｔｏｔａｌ；ＳＴ：Ｓｐｌｉｃｉｎｇｔｏｔａｌ．

２．３　基因Ｉａｄ突变与ＥＴＲＲ的相关性分析
２０例样本测序结果显示基因小片段的插入／缺

失突变非常少，这可能与 ＤＮＡ经破碎仪处理后５０
ｂｐ以内的小片段太短，采用二代测序方法时，能检
测出的数量太少有关。本文不再进一步对此类突变

进行分析。

２．４　基因ＣＮＶ与ＥＴＲＲ的相关性分析
ＣＮＶ可分为缺失和重复两种类型，每种类型又

有变异数目的多少和区域的大小之分。测序结果显

示基因ＣＮＶ两种类型均存在，并且重复和缺失可以
在同一样本的不同位点上发生。在ＣＮＶ数目方面，
主要表现为拷贝数重复的数目多于缺失的数目，但

变异数目的多少与区域的大小无绝对正相关性。分

析拷贝数变异类型、总数目、总区域大小、重复数和

缺失数及其区域大小，进行正态性检验后服从正态

分布者采用ｔ检验，不服从正态分布数据采用秩和
检验，结果显示，敏感组和抵抗组基因拷贝数变异的

总数（ＣＮＶｔｏｔａｌｃｏｕｎｔ）、类型、变异重复数（ＣＮＶｄｕ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｏｕｎｔ）、变异缺失数（ＣＮＶｄｅｌｅｔｉｏｎｃｏｕｎｔ）及
变异缺失区域大小（ＣＮＶｄｅｌｅｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ）无统计
学差异（Ｐ＞０．０５），但两组样本拷贝数变异总区域
大小（ＣＮＶｔｏｔａｌｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ）及重复区域大小（ＣＮＶ
ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ）有统计学差异（Ｐ＝０．０１４，Ｐ
＝０．００８）。进一步进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析显示
秩相关系数ｒｓ＞０（ｒｓ＝０．５５４，０．５９１），为正相关，即
变异重复区域越大，对放射治疗敏感性越低（表２～
４）。

表２　ＣＮＶ和ＴＭＢｔ检验结果
Ｔａｂｌｅ２．ＣＮＶａｎｄＴＭＢｉｎｃｔＤＮＡｆｒｏｍＳｅｎｓｉｔｉｖｅＧｒｏｕｐａｎｄＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＧｒｏｕｐｂｙｔＴｅｓｔ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒｏｕｐ ｔ Ｐ

ＣＮＶｔｏｔａｌｃｏｕｎｔ ２６．０８±１５．７２ ２４．５７±１１．６６ ０．２２２ ０．８２７

ＣＮＶｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｔａｌ １９．５４±１６．８２ １７．８６±９．１４ ０．２４４ ０．８１０

ＣＮＶｄｅｌｅｔｉｏｎｔｏｔａｌ ６．５４±６．２５ ６．７１±８．２０ －０．０５４ ０．９５８

ＴＭＢ ３６．６３±１４．４２ ３３．９２±９．７８ ０．４４２ ０．６６４

ＣＮＶ：Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ；ＴＭＢ：Ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒｄｅｎ．
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表３　ＣＮＶ秩和检验结果
Ｔａｂｌｅ３．ＣＮＶｉｎｃｔＤＮＡｆｒｏｍＳｅｎｓｉｔｉｖｅＧｒｏｕｐａｎｄＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＧｒｏｕｐｂｙＷｉｌｃｏｘｏｎＳｉｇｎｅｄＲａｎｋＴｅｓｔ

ＴｙｐｅｏｆＣＮＶ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒｏｕｐ Ｚ Ｐ

ＣＮＶｔｏｔａｌｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ ２，１９０，０１６（１，１５１，０２３－３，５９９，７９３） ２７，１５０，０２５（１１，５５０，０１９－４３，３０３，５８０） －２．４１７ ０．０１４

ＣＮＶｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ １，７４０，０１３（２６５，００９－２，５１５，０３９．５） ２６，８２０，０２１（１１，３１０，０３５－３６，２４０，０１９） －２．５７５ ０．００８

ＣＮＶｄｅｌｅｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ ４００，００７（４０，００１．５－１，０００，１６６） ２５，５６７（１８０，００３－３４０，００６） －０．５５５ ０．５８８

表４　ＣＮＶ秩相关分析结果
Ｔａｂｌｅ４．ＣＮＶｂｙＳｐｅａｒｍａｎＲａｎｋＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ

ＴｙｐｅｏｆＣＮＶ ｒｓ Ｐ

ＣＮＶｔｏｔａｌｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ ０．５５４ ０．０１１

ＣＮＶｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎｓｉｚｅ ０．５９１ ０．００６

２．５　ＴＭＢ与ＥＴＲＲ的相关性分析
ＴＭＢ在敏感组为（３６．６３±１４．４２）ｍｕｔａｔｉｏｎｓ／

ｍｂ，抵抗组为（３３．９２±９．７８）ｍｕｔａｔｉｏｎｓ／ｍｂ，将敏感
组和抵抗组ＴＭＢ行ｔ检验，结果显示两组样本的均
数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），认为 ＴＭＢ与放射
治疗敏感无相关性（表２）。

３　讨　论

本研究测序结果显示，ＮＳＣＬＣ患者的 ｃｔＤＮＡ突
变特征主要表现为以下几方面：体细胞突变几乎均

存在ＳＮＶ、Ｉａｄ及ＣＮＶ三种类型，其中 Ｉａｄ类型较少
见，这可能与 ＤＮＡ经破碎仪处理后的片段中低于
５０ｂｐ的小片段较少有关，而 ＳＮＶ及 ＣＮＶ相对常
见，ＳＮＶ是基因组中种类最丰富的变异，其中以外
显子编码区域错义突变为主，另外还有部分内含子

区域，非翻译区域，剪切位点４ｂｐ区域，非编码ＲＮＡ
区域及间隔区域突变。

本研究重点观察 ＳＮＶ总数、非同义突变数、非
编码ＲＮＡ突变数、非翻译区突变数、剪切位点４ｂｐ
区突变数在放射敏感组与抵抗组的差异表达情况，

结果显示其在两组中的表达差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。李健强等［１０］采用病例对照方法分析

ＮＳＣＬＣ患者ｐ５３基因ＢｓｔＵⅠ位点的多态性与放疗
疗效的相关性，发现ｐ５３基因ＢｓｔＵⅠ单核苷酸多态
性可能与放射敏感性有关。而本研究重点研究体细

胞突变，未对单核苷酸多态性进行深层次基因分析，

但这给今后的研究提供了思路。Ｌｉｎ等［１１］的研究已

经证实了３’ＵＴＲ区域的突变影响ｍｉＲＮＡ与基因的
结合，导致基因的调控产生异常，影响 ＮＳＣＬＣ患者
的总体生存。非编码ＲＮＡ尽管也不编码蛋白质，但
它们不仅参与了肿瘤细胞的增殖、凋亡、调控细胞周

期、黏附、诱导血管生成等多种生物学行为，而且在

染色质重塑、转录调控和转录后加工等多层面调控

基因表达，在肿瘤的诊断及治疗方面有着重要的作

用［１２］。Ｗｏｌｆｏｒｔ等［１３］发现，真核细胞翻译起始因子

４Ｅ在乳腺癌中高表达可能与放疗抵抗有关。孙献
涛等［１４］发现非编码ＲＮＡ的强制表达通过促进细胞
凋亡提高结直肠癌对放射治疗的敏感性。剪切位点

４ｂｐ突变也可以通过影响 ＲＮＡ的剪接，从而影响蛋
白的表达［１５］。但关于 ＳＮＶ中非同义突变、非编码
区ＲＮＡ突变及剪切位点４ｂｐ区域突变与肺癌放射
敏感性的研究目前尚未有相关报道，本研究也只是

初步从整体突变数量方面进行探讨，仍有待后续深

入研究。另外，尽管 Ｌｉｎ等［１１］的研究证实 ３’ＵＴＲ
区突变与ＮＳＣＬＣ的总体生存相关，但影响总体生存
的因素较多，非翻译区突变与放射敏感性的关系仍

需进一步证实。

本研究对ＣＮＶ的分析发现，拷贝数多以重复为
主，但大多同时伴有拷贝数的缺失，且变异数目的多

少与区域的大小并无绝对相关性，进一步分析变异

总数目、重复或缺失的数目与放射治疗敏感无相关

性（Ｐ＞０．０５），但变异总区域的大小，尤其是重复区
域的大小与肿瘤对放射治疗的敏感具有相关性（Ｐ
＜０．０５），且肿瘤变异区域越大，越容易对放射治疗
产生抵抗。根据肿瘤分子生物学特点，癌基因多位

于拷贝数重复的区域中，抑癌基因可能更多位于缺

失的区域中。拷贝数重复区域癌基因的激活，使得

ＤＮＡ的修复能力增强，使机体对治疗的耐受性增
加；反之，拷贝数减少，ＤＮＡ修复能力下降，更有利
于对预后产生好的影响［１６］。而汪弋汀等［１７］通过大

数据分析后发现放疗抵抗与ＣＮＶ缺失有关，放疗敏
感与ＣＮＶ扩增具有一定相关性。这与本研究的结
论差异可能与数据分析时样本的选择偏倚有关。汪

弋汀等是从ＴＣＧＡ数据库中提取的标本，最后纳入
３８例进行研究，其中３６例为术后患者，２３例进行瘤
床照射，１３例行区域淋巴结照射，而本研究全部进
行的肺部可见病灶的照射。

理论上，ＴＭＢ表达水平高者可以通过 Ｔ细胞介
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导的抗肿瘤效应增强肿瘤对放射治疗的敏感性，但

我们的结果与这一结论不一致，本研究发现敏感组

和非敏感组之间 ＴＭＢ并无明显差别。这可能与两
方面原因有关：１）ＴＭＢ表达水平受年龄影响较大，
使结果产生偏差；２）实际上只有能够产生激发免疫
反应的免疫性抗原的基因突变的数量越多，即非同

义突变越多，才能产生更多的新抗原，以被 Ｔ细胞
识别，激发更强抗肿瘤效应［１８］。所以尽管部分ＴＭＢ
表达水平很高，但能激发免疫性抗原的基因突变的

数量较少，表现对放射治疗仍然是不敏感。

本研究采集外周血进行二代高通量测序检测

ｃｔＤＮＡ突变频率及图谱，筛选疗效评估及预后监测
的重要指标。同时，也引入了一个ＥＴＲＲ的概念，用
来间接评估肿瘤对放射治疗的敏感性，这种处理使

研究结果更加准确可靠。但本研究也有如下缺陷：

１）血液采集的时间节点及ＣＴ评估肿瘤基线体积和
残留体积的时间节点有待进一步精准和细化；２）样
本接受放射治疗的剂量有待更标准化；３）纳入研究
的样本仅２０例，可能缺乏足够的统计学效力。下一
步我们将筛查出ＣＮＶ重复的区域，寻找重复区域的
具体位点和基因；从 ｃｔＤＮＡ突变特征中寻找肿瘤驱
动基因及高频突变基因，进一步分析与放疗敏感性

相关的突变基因及其代谢通路。
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