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［摘要］　目的：探讨运用扩增阻滞突变系统（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＡＲＭＳ）法检测 ＥＧＦＲ、ＡＬＫ、
ＲＯＳ１、ＲＥＴ、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＢＲＡＦ、ＨＥＲ２和ＭＥＴ十基因在非小细胞肺癌的突变情况，分析其与临床病理的关
系，探索十基因突变联合检测的临床应用价值。方法：收集２０１９年５月至２０１９年１０月在四川省肿瘤医院病理确诊
为非小细胞肺癌患者４０６例，其中石蜡包埋样本４００例，细胞涂片６例，采取柱提法提取ＤＮＡ和ＲＮＡ，突变检测采用
ＡＲＭＳ法。结果：非小细胞肺癌十基因联合检测的总突变频率为７３．２％（２９７／４０６），各驱动基因突变分布为：ＥＧＦＲ：
５１．０％（２０７／４０６）、ＫＲＡＳ：９．６％（３９／４０６）、ＡＬＫ融合：６．２％（２５／４０６）、ＲＯＳ１融合：２．５％（１０／４０６）、ＲＥＴ融合 ：２．２％
（９／４０６）、ＮＲＡＳ：０．２％（１／４０６）、ＰＩＫ３ＣＡ：２．２％ （９／４０６）、ＢＲＡＦ：１．０％ （４／４０６）、ＨＥＲ２：２．２％ （９／４０６）、ＭＥＴ１４号外
显子跳跃：０．７％ （３／４０６）。肺腺癌ＥＧＦＲ突变频率高于肺鳞癌；女性患者ＥＧＦＲ与ＨＥＲ２２０ｉｎｓ突变频率高于男性，
男性患者ＫＲＡＳ突变频率高于女性；年龄低于６０岁的患者ＲＯＳ１突变频率高于６０岁以上的患者。十基因突变率在
原发灶和转移灶之间无差异，冰冻后样本突变检出率高于其他类型样本。另外在３０例样本中检出双突变，突变类型
为１８种，突变率达到７．４％；５７％的双突变样本来源于初诊患者，没有观察到独特的组织病理特征。双突变患者在
年龄和病理组织学分型上与单突变患者无差异，但易发生于女性患者。结论：ＡＲＭＳ法非小细胞肺癌十基因联合检
测可一次获得更多基因突变信息，为分子靶向用药提供更加全面的指导信息，对于临床取材量少标本意义重大，多

基因联合检测提供的共突变信息能够更全面地指导临床治疗。
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　　肺癌是全世界发病率和死亡率均为最高的肿
瘤［１］。非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）是我国肺癌的主要病理类型，占肺癌患者总
数的８０％～８５％，５年生存率低于１５％［２］。５０％肺
癌患者确诊时已是晚期，传统的治疗方法总体预后

较差［３］。随着肿瘤分子生物学的发展，针对 ＮＳＣＬＣ
常见驱动基因（如 ＥＧＦＲ、ＡＬＫ、ＲＯＳ１、ＲＥＴ、ＢＲＡＦ、
ＨＥＲ２和ＭＥＴ等）靶向治疗药物奥希替尼、克唑替
尼、卡博替尼、曲美替尼、达拉非尼、阿法替尼等上

市，肺癌患者中位生存期明显延长，疗效得到显著改

善［４５］。因此，传统的单基因检测已经不能满足肺

癌患者的需求，需要一次性对ＮＳＣＬＣ多个驱动基因
进行同时检测，以指导个性化的肺癌靶向治疗。有

鉴于此，本研究收集４０６例 ＮＳＣＬＣ患者样本，采用
ＡＲＭＳ法进行 ＥＧＦＲ、ＡＬＫ、ＲＯＳ１、ＲＥＴ、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、
ＰＩＫ３ＣＡ、ＢＲＡＦ、ＨＥＲ２和 ＭＥＴ十基因联合检测，评
估各基因的突变频率，分析其与临床病理特征间的

关系，以期为临床医生合理选择治疗方案、实施个体

化治疗提供有力的证据。

１　材料与方法

１．１　临床资料
收集２０１９年５月至２０１９年１０月四川省肿瘤

医院病理确诊为 ＮＳＣＬＣ、同时有足够的肿瘤细胞进
行后续分子病理检测的样本４０６例，其中福尔马林
固定石蜡包埋组织４００例，细胞涂片６例；男性２１６
例，女性１９０例；患者年龄 ３５～８９岁，中位年龄为
６２岁；肺腺癌３５７例，鳞癌３７例，腺鳞癌８例，未分
类４例；原发灶３１７例，转移灶８６例，未明确３例。
样本类型包含细胞学样本、冰冻后组织、穿刺样本和

手术切除样本，其中细胞学３１例（细胞块２５例、细
胞涂片６例）、冰冻后组织１４８例、穿刺样本１４５例、

手术切除样本 ４７例和未明确（外院会诊组织）３５
例。

１．２　肿瘤组织ＤＮＡ、ＲＮＡ的提取及ＡＲＭＳ法荧光
定量ＰＣＲ检测
　　肿瘤组织石蜡样本进行连续切片，切片厚度
８μｍ，根据肿瘤大小取３～５片置于１．５ｍＬＥＰ管
内，细胞涂片直接刮片，每个肿瘤样本总共收集 ２
管，分别用于ＤＮＡ和ＲＮＡ的提取。组织ＤＮＡ、ＲＮＡ
提取试剂盒、ＥＧＦＲ、ＡＬＫ、ＲＯＳ１、ＲＥＴ、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、
ＰＩＫ３ＣＡ、ＢＲＡＦ、ＨＥＲ２联合检测试剂盒和 ＭＥＴ突变
检测试剂盒均为厦门艾德公司生产，具体操作步骤

严格参照试剂盒说明书进行，本实验室荧光定量

ＰＣＲ仪为ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００Ｐ，ＤＮＡ和 ＲＮＡ浓度由
ＭｅｒｉｎｔｏｎＳＭＡ４０００分光光度计测定。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析基因突变
与患者年龄、性别、组织学类型、是否转移、标本类型

等临床病理的相关性，卡方检验、Ｐｅａｒｓｏｎ卡方检验
及Ｆｉｓｈｅｒ精确检验分析是否具有统计学意义，以 Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＮＳＣＬＣ中驱动基因突变的分布
４０６例标本中，十种驱动基因的总突变率为

７３．２％（２９７／４０６）。ＥＧＦＲ总突变率为 ５１．０％
（２０７／４０６），在十种基因中突变频率最高，ＫＲＡＳ基
因突变率为９．６％（３９／４０６），位居第二，ＡＬＫ融合频
率为６．２％（２５／４０６），居第三位，ＲＯＳ１融合、ＲＥＴ融
合、ＮＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＢＲＡＦ、ＨＥＲ２和ＭＥＴ１４号外显子
跳跃突变率分别为２．５％（１０／４０６）、２．２％（９／４０６）、
０．２％（１／４０６）、２．２％（９／４０６）、１．０％（４／４０６）、
２．２％（９／４０６）、０．７％（３／４０６）（图１Ａ）。
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图１　突变分布
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＭｕｔａｔｉｏｎＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ＰａｎｅｌＡｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ４０６ｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄｅａｃｈｃｏｌｕｍｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｐａｔｉｅｎｔ；
ｐａｎｅｌＢｓｈｏｗｅｄｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ３０ｄｏｕｂｌｅｍｕｔａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｓ．

　　在检出突变的２９７例样本中，有３０例样本为双
位点共突变（图 １Ｂ），突变类型丰富多样，多达 １８
种，其中包括 Ｌ８５８Ｒ／Ｔ７９０Ｍ２例、Ｌ８５８Ｒ／２０ＩＮＳ２
例、Ｌ８５８Ｒ／ＡＬＫ１例、Ｌ８５８Ｒ／ＰＩＫ３ＣＡ２例、Ｌ８６１Ｑ／
Ｇ７１９Ｘ２例、１９Ｄｅｌ／Ｌ８５８Ｒ３例、１９Ｄｅｌ／Ｔ７９０Ｍ２例、
１９Ｄｅｌ／ＡＬＫ３例、１９Ｄｅｌ／ＫＲＡＳ１例、１９Ｄｅｌ／ＰＩＫ３ＣＡ２
例、１９Ｄｅｌ／ＲＥＴ１例、１９Ｄｅｌ／ＲＯＳ１１例、ＡＬＫ／ＫＲＡＳ２
例、ＡＬＫ／ＢＲＡＦ １例、ＫＲＡＳ／ＨＥＲ２１例、ＫＲＡＳ／
ＰＩＫ３ＣＡ２例、ＲＥＴ／ＫＲＡＳ１例和 ＲＯＳ１／ＨＥＲ２１例
（表１）。与单基因突变的患者相比，双突变患者中
女性占比更高（７３．０％ ｖｓ５３．０％，Ｐ＝０．０３４，表２），
病理亚型及年龄与共突变发生率无关。

２．２　ＥＧＦＲ基因各位点突变情况
本次检测发现 ＥＧＦＲ基因突变的例数为 ２０７

例，占总检出率的 ５１．０％（２０７／４０６），突变频率最
高，其中包括单点突变１９６例，双突变１１例。单突
变中 Ｌ８５８Ｒ的突变例数最多，为 ９９例，其次为
１９Ｄｅｌ（７５例）、２０ＩＮＳ（１４例），还检测到稀有突变
Ｇ７１９Ｘ３例和 Ｌ８６１Ｑ５例。而在 ＥＧＦＲ双突变中，
１９Ｄｅｌ＋Ｌ８５８Ｒ为 ３例，１９Ｄｅｌ＋Ｔ７９０Ｍ、Ｌ８５８Ｒ＋
Ｔ７９０Ｍ、Ｌ８５８Ｒ＋２０ｉｎｓ及 Ｇ７１９Ｘ＋Ｌ８６１Ｑ共突变均
各为２例（图２）。

表１　ＮＳＣＬＣ患者十联检双点突变类型及比例
Ｔａｂｌｅ１．ＴｙｐｅａｎｄＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＣｏｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＴｅｎ
ＧｅｎｅｓＣｏｍｂｉｎｅｄＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｏｆＮＳＣＬＣＰａｔｉｅｎｔｓ

Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅ Ｎ Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

ｙＬ８５８Ｒ／Ｔ７９０Ｍ ２ ６．７

Ｌ８５８Ｒ／２０ＩＮＳ ２ ６．７

Ｌ８５８Ｒ／ＡＬＫ １ ３．３

Ｌ８５８Ｒ／ＰＩＫ３ＣＡ ２ ６．７

Ｌ８６１Ｑ／Ｇ７１９Ｘ ２ ６．７

１９Ｄｅｌ／Ｌ８５８Ｒ ３ １０．０

１９Ｄｅｌ／Ｔ７９０Ｍ ２ ６．７

１９Ｄｅｌ／ＡＬＫ ３ １０．０

１９Ｄｅｌ／ＫＲＡＳ １ ３．３

１９Ｄｅｌ／ＰＩＫ３ＣＡ ２ ６．７

１９Ｄｅｌ／ＲＥＴ １ ３．３

１９Ｄｅｌ／ＲＯＳ１ １ ３．３

ＡＬＫ／ＫＲＡＳ ２ ６．７

ＡＬＫ／ＢＲＡＦ １ ３．３

ＫＲＡＳ／ＨＥＲ２ １ ３．３

ＫＲＡＳ／ＰＩＫ３ＣＡ ２ ６．７

ＲＥＴ／ＫＲＡＳ １ ３．３

ＲＯＳ１／ＨＥＲ２ １ ３．３
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图２　ＥＧＦＲ突变分布饼图
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥＧＦＲＭｕｔａｔｉｏｎＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

２．３　ＮＳＣＬＣ驱动基因突变与临床病理特征的相
关性

　　驱动基因突变与临床病理特征的相关性分析如
表３所示：在性别分布方面，ＥＧＦＲ在女性患者中的
突变频率高于男性，差异有统计学意义（６７．４％ ｖｓ
３６．６％，Ｐ＜０．００１），ＨＥＲ２２０ｉｎｓ同样好发于女性，
差异有统计学意义（４．２％ ｖｓ０．５％，Ｐ＜０．０１）。
ＫＲＡＳ则相反，男性患者中的ＫＲＡＳ突变频率高于女
性（１４．４％ ｖｓ４．２％，Ｐ＜０．００１）。在年龄分布方
面，ＲＯＳ１融合突变在年龄低于６０岁患者中发生率
显著高于 ６０岁以上的人群，差异有统计学意义
（０．５％ ｖｓ０．４％，Ｐ＜０．０１）。在 ＮＳＣＬＣ患者病理
组织学分型方面，ＥＧＦＲ突变在腺癌中的发生率为
５６．５％，显著高于鳞癌（２．７％，Ｐ＜０．００１）。

表２　双突变患者与单突变患者的特征比较
Ｔａｂｌｅ２．ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＤｏｕｂｌｅＭｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄＳｉｎｇｌｅＭｕｔａｔｉｏｎ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｄｏｕｂｌｅｍｕｔａｉｏｎｓ Ｓｉｎｇｌｅｍｕｔａｔｉｏｎ χ２ Ｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．５０１ ０．４７９

　≥６０ １５ １５１

　＜６０ １５ １１５

Ｓｅｘ ４．５１４ ０．０３４

　Ｍａｌｅ ８ １２６

　Ｆｅｍａｌｅ ２２ １４２

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ ０．９８１ ０．５４７

　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ２８ ２５３

　Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ １ ５

　Ａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ ０ ７

　Ｕｎｋｎｏｗｎ １ ２

Ｆｉｓｈｅｒ’ｓｅｘａｃｔｔｅｓｔ．

表３　驱动基因突变与临床病理特征的相关性
Ｔａｂｌｅ３．ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＤｒｉｖｅｒＧｅｎｅＭｕｔａｔｉｏｎａｎｄＣｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｔｏｔａｌ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｕｔａｎｔｓａｍｐｌｅｓ

ＥＧＦＲ ＡＬＫ ＫＲＡＳ ＲＯＳ１ ＲＥＴ ＮＲＡＳ ＢＲＡＦ ＨＥＲ２ ＭＥＴΔ１４ ＰＩＫ３ＣＡ

Ｓｅｘ

　Ｆｅｍａｌｅ ２１６ ７９ １２ ３１ ４ ３ １ ２ １ ２ ５

　Ｍａｌｅ １９０ １２８ １３ ８ ６ ６ ０ ２ ８ １ ４

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　≥６０ ２３２ １１８ １４ ２５ １ ２ ０ ２ ５ １ ５

　＜６０ １７３ ８９ １１ １４ ９ ７ １ ２ ４ ２ ４

Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ

　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ３５６ ２０１ ２５ ３６ １０ ９ １ ２ ８ ３ ５

　Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ ３７ １ ０ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４

　Ａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａ ８ ３ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ５ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０

Ｏｎｅｃａｓｅｌｏｓｔｉｎａｇｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ．
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　　不同来源样本驱动基因突变检出率如表４所
示：原发灶的突变检出率为７２．２％，转移灶中的突
变检出率为 ７５．６％，二者差异无统计学意义（Ｐ＝
０．５３６）。总体而言，不同取材方法之间驱动基因的
检出率存在差异，其中冰冻后样本检出率最高

（８１．８％，１２１／１４８），其次是细胞学样本（７７．４％，
２４／３１），第三为手术样本（７０．２％，３３／４７），穿刺样
本检出率最低（６４．８％，９４／１４５）。两两相比发现，
冰冻样本驱动基因检出率显著高于穿刺样本

（８１．８％ ｖｓ６４．８％，Ｐ＝０．００１）。
２．４　双突变样本的组织病理特征及既往治疗史

我们对所有双突变样本的 ＨＥ切片和免疫组化
染色进行了复核，发现双突变样本的组织病理学主

要为腺泡型腺癌、贴壁型腺癌、粘液腺癌、实性腺癌

和微乳头状腺癌（图３）。双突变病例组织学形态与
单突变相似，未发现特有的组织病理特征，不能从组

织形态学推断是否有驱动基因共突变及共突变类

型。

表４　不同样本中的突变检出率
Ｔａｂｌｅ４．ＭｕｔａｔｉｏｎＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＳａｍｐｌｅｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｎ
（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）

Ｎ
（ｎｅｇａｔｉｖｅ）

χ２ Ｐ

Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．３８３ ０．５３６

　Ｐｒｉｍａｒｙｆｏｃｕｓ ２２９ ８８

　Ｍｅｔａｓｔａｓｅｓｆｏｃｕｓ６５ ２１

　Ｕｎｋｎｏｗｎ ３ ０

Ｓａｍｐｌｅｔｙｐｅ １１．２２８ ０．０１０

　Ｆｒｏｚｅｎ １２１ ２７

　Ｐｕｎｃｔｕｒｅ ９４ ５１

　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ３３ １４

　Ｃｙｔｏｌｏｇｙ ２４ ７

　Ｕｎｋｎｏｗｎ ２５ １０

Ｃｈｉｓｑｕａｒｅｔｅｓｔ；Ｐｅａｒｓｏｎｃｈｉｓｑｕａｒｅｔｅｓｔ．

图３　双突变样本的病理ＨＥ图片（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＨＥＳｔａｉｎｉｎｇｏｆＤｏｕｂｌｅＭｕｔａｔｉｏｎＳａｍｐｌｅｓ（×２００）
Ａ．Ｌ８５８Ｒ＋２０ｉｎｓ，ａｃｉｎａｒａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｂ．Ｌ８５８Ｒ＋ＰＩＫ３ＣＡ，ａｄｈｅｒｅｎｔａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ．ＡＬＫ＋ＢＲＡＦ，ｍｕｃｕｓａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ；Ｄ．ＲＥＴ＋ＫＲＡＳ，ｓｏｌｉｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｅ）ＲＥＴ＋ＫＲＡＳ，ｍｉｃｒｏｐａｐｉｌｌａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｆ．ＡＬＫ＋ＫＲＡＳ，ｓｏｌｉｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ（ｓｏｍｅｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｍｕｃｕｓ）．
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　　双突变样本中，共２０例样本可明确既往治疗史
（图４）。１７例（５７％）样本来源于初诊初治患者，既

往未经受过治疗；３例（１０％）患者既往接受过靶向
治疗（１例）、放化疗（１例）或手术（１例）。

图４　双突变患者既往治疗史分布及共突变类型
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＰｒｅｖｉｏｕｓＴｒｅａｔｍｅｎｔＨｉｓｔｏｒｙａｎｄＴｙｐｅｏｆＣｏｍｕｔａｔｉｏｎｉｎＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＤｏｕｂｌｅＭｕｔａｔｉｏｎｓ

３　讨　论

既往研究数据表明，ＥＧＦＲ基因的突变率在亚
洲为 ３０％ ～５１％［６］，本检测 ＥＧＦＲ总突变率为
５１．０％（２０７／４０６），在此范围内。ＥＧＦＲ突变率是十
种基因最高的，种类多样，最常见的类型为２１号外
显子Ｌ８５８Ｒ突变和１９号外显子缺失，符合既往报
道［７８］。ＥＧＦＲ突变与治疗的反应性有明确的关系，
除了常见的 ＥＧＦＲ突变外，也观察到了 ＥＧＦＲ少见
突变，ＥＧＦＲＴＫＩ对携带少见突变的 ＮＳＣＬＣ患者的
有效率低于常见突变，存在异质性［９１０］，但靶向治疗

仍优于化疗［１１］。我们在研究中发现了稀有突变

Ｇ７１９Ｘ３例和Ｌ８６１Ｑ５例。由于例数较少，ＥＧＦＲ
ＴＫＩ对携带这类突变患者的有效性还需加大样本量
继续进行研究。本研究突变发生率第二位的是

ＫＲＡＳ（９．６％，３９／４０６），第三位则为 ＡＬＫ基因融合
（６．２％，２５／４０６），与既往研究 ＫＲＡＳ基因突变率
６％～２５％，ＡＬＫ融合发生率 ２％ ～７％相符［１２］。

ＲＯＳ１属于胰岛素受体家族中的一种受体酪氨酸激
酶，位于６号染色体上，约有２％的ＮＳＣＬＣ病例发生
ＲＯＳ１基因重排［１３］，与本项目的研究结果（２．５％，
１０／４０６）基本一致。ＲＥＴ基因融合、ＮＲＡＳ突变、
ＰＩＫ３ＣＡ突变、ＢＲＡＦ突变、ＨＥＲ２突变和 ＭＥＴ１４号
外显子跳跃突变的发生率分别为 ２．２％（９／４０６）、
０．２％（１／４０６）、２．２％ （９／４０６）、１．０％ （４／４０６）、
２．２％ （９／４０６）、０．７％ （３／４０６），也符合以往的研
究［１４］。尽管后面这几种基因的突变率较低，但是临

床上已经存在这些位点的靶向治疗药物，因此有必

要对其进行检测分析［１５］。临床医生可以根据我们

的十基因联合检测报告、美国食品药品管理局（Ｆｏｏｄ
ａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）获批、ＮＣＣＮＧｕｉｄｅ
ｌｉｎｅｓｆｏｒＮｏｎＳｍａｌｌＣｅｌｌＬｕｎｇＣａｎｃｅｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ３．２０２０）
和临床试验药物［１６２０］等合理选择用药（表５）。

本实验数据发现，ＮＳＣＬＣ患者的突变类型已经
不局限于一种基因的突变，单基因双点突变和双基

因联合突变的发生例数已达到３０例，突变类型达到
１８种，多于以往报道［２１２２］。研究显示 ＥＧＦＲ双突变
类型、ＥＧＦＲ／ＡＬＫ双突变类型可以从 ＥＧＦＲＴＫＩｓ药
物中获益，ＫＲＡＳ／ＡＬＫ双突变类型可以从 ＡＬＫ抑制
剂治疗中受益［２３２５］。ＯＰＴＩＭＡＬ试验表明，对于携带
ＥＧＦＲ１９Ｄｅｌ和２１突变的中国 ＮＳＣＬＣ患者，厄洛替
尼作为一线治疗与吉西他滨联合卡铂相比生存期明

显延长［２６］。由于本研究的患者双突变例数较少，每

种类型均只有１～３例，大多为首次发现肿瘤，采取
的治疗方式多为手术或手术＋术后化疗。其中一例
８６岁的女性右肺下叶非小细胞腺癌伴双肺、骨、纵
隔淋巴结、脑转移（Ⅳ期，１９Ｄｅｌ／ＡＬＫＥＭＬ４／ＫＩＦ５Ｂ
融合双突变），予以盐酸埃克替尼分子靶向治疗，无

进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）为９个月
，与盐酸埃克替尼一线治疗 ＰＦＳ为２９６天接近［２７］，

说明盐酸埃克替尼针对１９Ｄｅｌ／ＡＬＫ双突变的治疗
是有效的。另一例５４岁女性肺腺癌患者检测到罕
见双突变（Ｌ８６１Ｑ／Ｇ７１９Ｘ），在服用 ２８天马来酸阿
法替尼后放弃靶向治疗，使我们无法判定疗效。我

们后期将对更多患者的靶向用药情况进行跟踪、收

集和统计。
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本次研究的４０６例样本数据显示，部分驱动基
因的分布具有性别、年龄或病理组织亚型偏好。

ＥＧＦＲ突变（６７．４％ ｖｓ３６．６％，Ｐ＜０．００１）和 ＨＥＲ２
２０ｉｎｓ突变（４．２％ ｖｓ０．５％，Ｐ＜０．０１）在女性患者
中的发生率高于男性，ＲＯＳ１融合在小于６０岁患者

中的发生率更高（０．５％ ｖｓ０．４％，Ｐ＜０．０１），与既
往的报道一致［２８］。我们的数据也显示，ＥＧＦＲ突变
在肺腺癌中的突变频率高于肺鳞癌（５６．５ｖｓ２．７％，
Ｐ＜０．００１），提示不同病理亚型 ＮＳＣＬＣ的驱动模式
和靶向治疗策略有一定的差异。

表５　非小细胞肺癌基因突变类型和用药指导
Ｔａｂｌｅ５．ＧｅｎｅＭｕｔａｔｉｏｎＴｙｐｅｓａｎｄａＭｅｄｉｃａｔｉｏｎＧｕｉｄａｎｃｅｏｆＮＳＣＬＣ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｕｔａ
ｔｉｏｎ

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｕｔａｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｇｕｉｄａｎｃｅ（ＦＤＡａｐ
ｐｒｏｖｅｄｏｒｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄｂｙＮＣ
ＣＮｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ）

Ｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｄｒｕｇｓ Ｏｔｈｅｒｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

ＥＧＦＲ Ｌ８５８Ｒ，１９ＤＥＬ Ｔ９０Ｍ，２０ｉｎｓ Ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ， Ｔａｒｃｅｖａ， Ｃｏｎｍａｎａ，
Ａｆａｔｉｎｉｂ，Ｄａｃｏｍｉｔｉｎｉｂ

Ｔ７９０Ｍ Ｃ７９７Ｓ Ｏｓｉｍｅｒｔｉｎｉｂ

２０ｉｎｓ ＪＮＪ３７２，ＴＡＫ７８８

ＡＬＫ ＥＭＬ４ＡＬＫ Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ，Ａｌｅｃｔｉｎｉｂ，Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ，
Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ，Ｌｏｒａｔｉｎｉｂ

ＲＯＳＩ Ｒｅａｒｒａｎｇｅ Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ，Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ，Ｅｎｔｒｅｃｔｉｎｉｂ Ｌｏｒｌａｔｉｎｉｂ，ＴＰＸ０００５

ＲＥＴ Ｒｅａｒｒａｎｇｅ Ｃａｂｏｚａｎｉｘ， ＢＬＵ６６７，ＬＯＸＯ２９２

ＫＲＡＳ Ｍｕｔａｎｔ ｏｆ ｅｘｏｎ１２，
ｅｘｏｎ１３ａｎｄｅｘｏｎ６１

ＴｉｐｓｆｏｒＥＧＦＲＴＫＩｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ

Ｇ１２Ｃ ＡＭＧ５１０，ＭＲＴＸ８４９

ＮＲＡＳ Ｅ６３Ｋ ＴｉｐｓｆｏｒＥＧＦＲＴＫＩｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ

ＰＩＫ３ＣＡ ｐ．Ｅ５４２Ｋ，
ｐ．Ｅ５４５Ｋ，
ｐ．Ｅ５４５Ｑ，
ｐ．Ｈ１０４７Ｌ，
ｐ．Ｈ１０４７Ｒ

Ｔｉｐｓｆｏｒｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ＢＲＡＦ Ｖ６００Ｅ Ｄａｂｒａｆｅｎｉｂ，Ｔｒａｍｅｔｉｎｉｂ

ＨＥＲ２ Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆｅｘｏｎ
２０

Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ Ｐｏｚｉｏｔｉｎｉｂ，ＴＡＫ７８８

ＭＥＴ Ｓｋｉｐｐｉｎｇ ａｎｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＥＴｅｘｏｎ１４

Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ，Ｃａｐｍａｔｉｎｉｂ Ｔｅｐｏｔｉｎｉｂ，ＪＮＪ３７２

　　同时，我们针对ＮＳＣＬＣ原发灶和转移灶的突变
频率进行了数据分析，两组阳性检出率分别为

７２．２％（２２９／３１７）和７５．６％（６５／８６），比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），因此原发灶和转移灶的组织
标本均可用于肺癌驱动基因突变的检测［２９］。由于

标本来源的方式不同，此次研究也对比了细胞学、冰

冻后、穿刺和手术切除样本的突变率，除冰冻后样本

与穿刺样本之间的差异有统计学意义（６４．８％ ｖｓ
８１．８％，Ｐ＝０．００１）以外，其他样本类型之间的差异
均无统计学意义。穿刺样本的阳性率最低，样本质

量、肿瘤细胞含量及肿瘤异质性是出现该现象可能

的原因。尽管如此，不论ＮＳＣＬＣ患者标本的病理组
织学类型［３０］、标本来源［３１］、是否为转移灶，都能够

用于肿瘤驱动基因突变检测，指导晚期ＮＳＣＬＣ的治
疗，但可以优先选择冰冻后组织。本研究收集的

４０６例样本，冰冻后样本为术后立即送检固定，肿瘤
成分多，其突变检出率显著高于整体样本的十基因

突变检出率（８１．８％ ｖｓ７３．２％，Ｐ＝０．０３７），也提示
我们在平时的临床工作中标本及时固定的重要性，

更有利于ＤＮＡ和ＲＮＡ的完整保存。而对于穿刺样
本，在我院常规进行加快制片流程，属于加快标本，

大多在收到样本的第３天就能得到基因报告，大大
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缩短检测时间的同时确保阳性突变的检出率，有利

于患者的及时治疗。但穿刺组织样本量较少，经过

ＨＥ及免疫组化切片后，留给基因检测的组织量已
很少，单基因检测无法有效覆盖所有靶点，不仅提供

的基因信息有限，而且多次检测会造成样本的浪费

或不够。而采用多基因联合检测，能在一次检测中

提供足够的靶向用药信息，同时节省宝贵的临床样

本，又缩短了报告周期。多基因联合检测是未来

ＮＳＣＬＣ乃至其他癌症基因检测的发展趋势。
双驱动基因共突变在 ＮＳＣＬＣ中相对罕见［３２］，

既往研究报道ＥＧＦＲ突变合并ＡＬＫ融合的患者ＴＫＩ
疗效与单基因突变患者相比更差，但仍优于化

疗［３３］。双突变的产生可能源于肿瘤异质性［３４］，或

者为同一肿瘤细胞携带两种驱动突变［３５］。无论如

何，我们的研究显示双驱动突变不具备独特的组织

病理特征，基因检测是鉴定双突变的主要方法。我

们的研究同时证实：双驱动基因共突变常发生于既

往未经治疗的ＮＳＣＬＣ中，由此产生的多信号通路激
活可能导致ＴＫＩ治疗的原发耐药。因此，在初诊的
肺癌患者中进行多基因联合检测能够提供更加全面

的临床指导信息。

目前除了ＥＧＦＲ、ＡＬＫ、ＲＯＳ１、ＲＥＴ、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、
ＰＩＫ３ＣＡ、ＢＲＡＦ、ＨＥＲ２和 ＭＥＴ十种驱动基因与
ＮＳＣＬＣ发生发展密切相关外，ＮＴＲＫ１３基因是罕见
的驱动基因，已经明确ＮＴＲＫ融合在ＮＳＣＬＣ中具有
重要意义［３６］。ＮＴＲＫ１３融合突变的患者 ＴＭＢ（肿
瘤突变负荷）更高、ＰＤＬ１表达水平更高，提示这类
患者可能更适合免疫治疗，有望从 ＮＴＲＫ抑制剂或
免疫治疗中获益。神经调节蛋白 １（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ１，
ＮＲＧ１）能够结合 ＨＥＲ３和 ＨＥＲ４并激活 ＥｒｂＢ信号
通路［３７］，在ＮＲＧ１融合的消化系统肿瘤中已有阿法
替尼成功控制肿瘤的案例报道［３８］，而在肺癌中，

ＮＲＧ１融合的发生率约０．３％［３９］，随着更多低频驱

动突变的发现和相关药物的问世，单基因检测在时

效性、样本消耗量等方面将出现更多的局限性。未

来多基因联合检测试剂盒将不仅仅局限于这十种驱

动基因，会加入越来越多的基因检测位点，随着高通

量测序技术的推广和普及，也将极大的推动肺癌的

精准治疗，使更多的肺癌患者获益。
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