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非小细胞肺癌患者胸腔积液与外周血 ｃｔＤＮＡ
中 ＥＧＦＲ基因突变检测的对比研究
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　　 【摘要】　目的　比较晚期非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者胸腔积液与外周血循环肿瘤 ＤＮＡ（ｃｔＤ
ＮＡ）中ＥＧＦＲ基因突变间的差异。方法　用高通量测序技术同时检测２２例晚期ＮＳＣＬＣ患者的胸腔积
液ｃｔＤＮＡ与外周血ｃｔＤＮＡ的ＥＧＦＲ基因突变情况，以外周血 ｃｔＤＮＡ为金标准，分析胸腔积液 ｃｔＤＮＡ
对ＥＧＦＲ基因突变的检测效果。结果　以外周血ｃｔＤＮＡ检出的ＥＧＦＲ基因突变结果为金标准，胸腔积
液ｃｔＤＮＡ中检出ＮＳＣＬＣ基因突变的灵敏度为８６％～１００％，特异度达９４％～１００％，与外周血 ｃｔＤＮＡ
结果的总体符合率为 ９５％～１００％，且胸腔积液 ｃｔＤＮＡ检测出的突变丰度高于外周血 ｃｔＤＮＡ（Ｐ＝
０００２）。结论　晚期ＮＳＣＬＣ患者胸腔积液和外周血 ｃｔＤＮＡ中 ＥＧＦＲ基因突变检测结果一致，胸腔积
液检测丰度较高，具有良好的临床应用价值。
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　　非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）占全部肺癌患者发病
率的８０％～８５％，其中约 ５０％的患者确诊时已为
晚期，５年生存率低于５％。随着分子病理学的发
展，越来越多肺癌驱动基因被发现，给患者带来了

全新的治疗策略。表皮生长因子受体基因（ＥＧＦＲ）

作为最受关注的肺癌靶标基因，其突变状态是决定

ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂（ＥＧＦＲＴＫＩ）疗效的关键。
然而目前临床上大部分 ＮＳＣＬＣ患者在确诊时已为
ⅢＢ～Ⅳ期，无法手术，无法获取肿瘤组织或组织
不足造成难以进行分子检测。近年有研究表明，外
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周血循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｔＤＮＡ）所检测的ＥＧＦＲ突变与
组织 ＤＮＡ检测的特异度相似，灵敏度尚待提
高［１３］。而 ｃｔＤＮＡ中检出 ＥＧＦＲ突变阳性者接受
ＥＧＦＲＴＫＩ治疗生存期获得延长［１２］。基于此，通

过外周血 ｃｔＤＮＡ检测 ＥＧＦＲ基因突变已获得专家
认可，达成共识［４］。晚期 ＮＳＣＬＣ患者常伴有恶性
胸腔积液（ＭＲＥ），胸腔积液的采集较为简便、易
行，对于无法获取肿瘤组织的患者而言也是一个良

好的基因检测替代标本。然而，胸腔积液 ｃｔＤＮＡ
与外周血 ｃｔＤＮＡ用于 ＥＧＦＲ基因检测时何种更精
确尚未知。为此，近期笔者通过高通量基因测序亦

称下一代测序（ＮＧＳ）技术检测２２例晚期ＮＳＣＬＣ患
者胸腔积液 ｃｔＤＮＡ中的 ＥＧＦＲ基因突变情况，并
以外周血ｃｔＤＮＡ作对照，现报告如下。

对象与方法

一、研究对象

选取２０１４年１１月至２０１５年１２月我院收治的
ⅢＢ～Ⅳ期ＮＳＣＬＣ合并 ＭＲＥ（经细胞病理学证实）
患者２２例，所有患者均抽取外周血及胸腔积液标
本。其中男１３例、女９例，年龄３５～７０岁、中位
年龄５０岁，腺癌２０例、鳞癌２例。本研究经医院
医学伦理委员会批准，所有患者均已经签署知情同

意书。

二、方　法
１采集血样及抽取胸腔积液
清晨在患者空腹状态下抽取肘静脉血５ｍｌ，立

即在室温下以２０００转／分离心１０ｍｉｎ，分离血浆
和血细胞，小心采集上层血浆，注意避免触及血细

胞。临床抽取新鲜胸腔积液样本约１５ｍｌ，同样以
２０００转／分离心１０ｍｉｎ，弃上清。如细胞量过少，
可重复加入胸腔积液后再离心。

２血浆和胸腔积液样本ＤＮＡ提取
用ＱｉａｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒提取血浆和胸腔积

液样本中的 ＤＮＡ，具体操作参照试剂盒说明书进
行。

３ｃｔＤＮＡ分离
应用薄膜柱吸附试剂盒分别从血浆和胸腔积液

中分离 ｃｔＤＮＡ：将 ＤＮＡ定量后按试剂盒说明书取
２０ｎｇ以上进行 ＤＮＡ文库构建，步骤包括：ｃｔＤＮＡ
大片段分离、小片段回收、ＤＮＡ末端修复和 Ａ接
头连接、在 ＤＮＡ的两端加上 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序试剂盒
的专用接头、依据所需 ＤＮＡ片段大小进行磁珠筛
选、应用ＰＣＲ法扩增文库用于探针杂交捕获及测

序实验。

４生物素标记探针捕获基因
应用杂交富集探针（Ｇｅｎｅｓｅｅｑ）对已建好的

ＤＮＡ文库进行目标基因靶标富集及扩增，包括：
ＤＮＡ捕获探针与文库杂交；清洗和回收捕获的文
库产物；捕获文库与链霉亲和素磁珠结合；磁珠捕

获文库清洗，去除非特异性结合的文库。

５高通量基因测序
血浆样本和胸腔积液提取 ｃｔＤＮＡ后送南京世

和基因生物技术有限公司进行全基因检测。将捕获

后的文库在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００高通量测序平台上
样，ＤＮＡ在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ试剂盒 Ｆｌｅｗｃｅｌｌ上形成 ＤＮＡ
簇，测序平台相继通过单碱基合成后暂停、荧光检

测、合成恢复的循环完成ＤＮＡ高通量测序。
６数据分析
将高通量基因测序结果与中国人种 ｈｇ１９基因

组数据对比，完成基因Ｍａｐｐｉｎｇ工作。同步分析各种
基因突变类型，分析生成肿瘤特有突变和种系突变。

三、统计学处理

应用ＳＰＳＳ２００分析数据。以外周血ｃｔＤＮＡ结
果为对照，分析各病例胸腔积液 ｃｔＤＮＡ对 ＮＳＣＬＣ
基因突变的诊断效能，计算胸腔积液 ｃｔＤＮＡ诊断
ＮＳＣＬＣ基因突变的灵敏度、特异度及总体符合率。
用符号秩和检验对比胸腔积液和血浆ＥＧＦＲ基因突
变检测丰度。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、胸腔积液的ＥＧＦＲ基因突变情况分析
２２例合并 ＭＲＥ的 ＮＳＣＬＣ患者的胸腔积液标

本中，１２例检测到 ＥＧＦＲ基因突变，突变率为
５５％（１２／２２）。１２例 ＥＧＦＲ基因突变标本包括：５
例（４２％）１９号外显子缺失突变，该５例中有１例
同时合并２０号外显子 Ｔ７９０Ｍ原发耐药突变；６例
（５０％）２１号外显子 Ｌ８５８Ｒ点突变；１例不常见的
Ａ２８９Ｆ突变。１９外显子缺失突变和 ２１外显子
Ｌ８５８Ｒ点突变共占总体突变类型的９２％（１１／１２）。

二、外周血的ＥＧＦＲ基因突变情况分析
２２例合并 ＭＲＥ的 ＮＳＣＬＣ患者的外周血标本

中，１１例检测到 ＥＧＦＲ基因突变，突变率为５０％
（１１／２２）。１１例ＥＧＦＲ基因突变的标本包括：５例
（４２％）１９号外显子缺失突变，该５例中有１例同
时合并 ２０号外显子 Ｔ７９０Ｍ原发耐药突变；５例
（４２％）２１号外显子 Ｌ８５８Ｒ点突变；１例不常见的
Ａ２８９Ｆ突变。１９外显子缺失突变和 ２１外显子
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Ｌ８５８Ｒ点突变共占总体突变类型的９１％（１０／１１）。
三、配对样本中胸腔积液和外周血ＥＧＦＲ基因

突变的一致性及检测丰度的比较

以外周血 ｃｔＤＮＡ检出的基因突变结果为金标
准，胸腔积液ｃｔＤＮＡ对 ＮＳＣＬＣ基因突变的灵敏度
为８６％～１００％，特异度达９４％～１００％，与外周血

ｃｔＤＮＡ结果的总体符合率为９５％～１００％，见表１。
其中，有１例患者外周血 ｃｔＤＮＡ中未检出突变，
但相应胸腔积液 ｃｔＤＮＡ中则检测出 ＥＧＦＲ２１号外
显子Ｌ８５８Ｒ点突变。而在检测丰度方面，胸腔积
液ｃｔＤＮＡ检测出的突变丰度高于外周血 ｃｔＤＮＡ（Ｚ
＝－３５０９，Ｐ＝０００２）。

　　表１ ＮＳＣＬＣ患者外周血和胸腔积液ｃｔＤＮＡ中检测出突变基因的比较

　突变基因
胸腔积液＋（例）

外周血＋ 外周血－

胸腔积液－（例）

外周血－ 外周血＋

灵敏度

（％）
特异度

（％）
总体符合率

（％）

ＥＧＦＲ１９号外显子 ５ ０ １７ ０ １００ １００ １００

ＥＧＦＲ２０号外显子 １ ０ ２１ ０ １００ １００ １００

ＥＧＦＲ２１号外显子 ５ １ １６ ０ １００ ９４ ９５

ＫＲＡＳ ４ ０ １８ ０ １００ １００ １００

ＴＰ５３ ６ ０ １５ １ ８６ １００ ９５

ＥＲＢＢ２ ２ ０ ２０ ０ １００ １００ １００

ＰＩＫ３ＣＡ ２ ０ １９ ０ １００ １００ １００

ＡＬＫ基因融合 ２ ０ ２０ ０ １００ １００ １００

ＢＲＡＦ １ ０ ２１ ０ １００ １００ １００

　　注：ＫＲＡＳ为鼠肉瘤病毒原癌同源体；ＴＰ５３为肿瘤抑制蛋白Ｐ５３；ＥＲＢＢ２为表皮生长因子受体２；ＰＩＫ３ＣＡ为磷脂酰肌
醇３激酶；ＢＲＡＦ为鼠肉瘤滤过性毒菌致癌同源体Ｂ１

　　四、其他少见基因的检测结果
在２２例 ＮＳＣＬＣ患者中，检测出 ２例 ＥＭＬ４

ＡＬＫ基因融合，２例ＫＲＡＳ基因突变；每例胸腔积
液的检测丰度略高于相应外周血ｃｔＤＮＡ，但两者比
较差异无统计学意义（Ｚ＝－１８２６，Ｐ＝００６８）。

讨　　论

在目前ＮＳＣＬＣ的诊治中，基因分型指导下的
个体化治疗对于指导用药至关重要。其中，针对

ＥＧＦＲ基因突变的ＥＧＦＲＴＫＩ的应用给ＮＳＣＬＣ患者
带来了巨大的生存获益。但是，大部分 ＮＳＣＬＣ患
者在诊断时均为晚期，难以获取肿瘤组织。而且，

由于肿瘤的异质性，根据初诊时的组织标本指导后

续的治疗可能存在偏倚。鉴于此，液体活组织检查

（活检）技术在肿瘤分子检测中崭露头角，体液（主

要为外周血，还有胸腹腔积液、尿液、唾液）中的

循环肿瘤细胞（ＣＴＣ）、ｃｔＤＮＡ、外泌体等肿瘤来源
的生物标志物，为肺癌的精准诊断和个体化治疗提

供了很大的助力［５］。

ｃｔＤＮＡ指恶性肿瘤体细胞 ＤＮＡ经脱落或者当
细胞凋亡后释放进入循环系统的小片段 ＤＮＡ，可
以出现与原发肿瘤 ＤＮＡ相同特征或基因改变：如

点突变、超甲基化、微卫星不稳定性（ＭＩ）、杂合
性缺失（ＬＯＨ）等多种类型的基因修饰变异［６］。前

瞻性研究表明，外周血 ｃｔＤＮＡ与肿瘤组织相比，
其ＥＧＦＲ基因突变的检测同样具有较高特异度，灵
敏度有待提高。外周血 ｃｔＤＮＡ检测出 ＥＧＦＲ突变
阳性的患者接受吉非替尼治疗后，较标准化学治疗

的患者客观缓解率明显提高，无进展生存期明显延

长［１２］。因此，中国ＮＳＣＬＣ患者ＥＧＦＲ基因突变检
测专家组认为，当肿瘤组织难以获取时，外周血

ｃｔＤＮＡ可作为 ＥＧＦＲ基因突变检测的合理替代选
择，并写入了２０１６年专家共识［４］。

ＭＲＥ是晚期ＮＳＣＬＣ患者常见合并症之一。在
肿瘤组织难以获取时，胸腔积液可以作为细胞学检

测的替代。但由于胸腔积液标本易受采集分离等种

种因素干扰，其在ＥＧＦＲ基因突变检测效能报道不
一。国内禹乐等［７］应用实时荧光定量 ＰＣＲ的方法
检测发现，同一患者的胸腔积液细胞中提取的

ＤＮＡ质量与组织标本相近，浓度却普遍略低，但
检测的总体 ＥＧＦＲ突变率相近。赵士伟等［８］用

ＡＤｘＡＲＭＳ方法检测了胸腔积液和肺癌组织标本的
ＥＧＦＲ基因突变率，也发现两者比较差异无统计学
意义。
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胸腔积液与外周血 ｃｔＤＮＡ在 ＮＳＣＬＣ患者 ＥＧ
ＦＲ基因突变检测方面孰优孰劣还没有定论。由于
循环中存在的 ｃｔＤＮＡ极其微量，对检测技术提出
了很高的要求。ＮＧＳ一次可以针对几十万至几百
万条ＤＮＡ分子进行序列测定，所需的ＤＮＡ样本量
极少，适用于ｃｔＤＮＡ这种微量 ＤＮＡ的检测，在肿
瘤诊断方面表现出较高的灵敏度和特异度。

Ｃｏｕｒａｕｄ等［９］用ＮＧＳ技术检测了６８例晚期 ＮＳＣＬＣ
患者配对肿瘤组织的外周血ｃｔＤＮＡ，结果显示外周
血ｃｔＤＮＡ含量与分期和转移灶数目相关，其相比
组织检测的灵敏度为５８％，特异度为８７％。Ｎｅｗ
ｍａｎ等［１０］应用ＮＧＳ技术检测ＮＳＣＬＣ患者血浆ｃｔＤ
ＮＡ，发现在Ⅱ ～Ⅳ期的患者中，检测灵敏度达
１００％，Ⅰ期患者的灵敏度为５０％，而各期肺癌患
者的特异度均为９６％。ＮＧＳ技术从而也被公认为
是检测ｃｔＤＮＡ的 “金标准”［１１］。

本研究通过ＮＧＳ技术检测晚期 ＮＳＣＬＣ患者胸
腔积液及配对外周血中的ｃｔＤＮＡ，并进行多基因联
合检测以及对比分析，比较两者间的差异。结果发

现，以外周血 ｃｔＤＮＡ检出的基因突变结果为金标
准，胸腔积液ｃｔＤＮＡ对 ＮＳＣＬＣ基因突变的灵敏度
为８６％～１００％，特异度达９４％～１００％，与外周血
ｃｔＤＮＡ结果的总体符合率为 ９５％～１００％。其中，
有１例患者外周血 ｃｔＤＮＡ中未检出突变，但相应
胸腔积液ｃｔＤＮＡ中则检测出 ＥＧＦＲｅｘｏｎ２１号外显
子Ｌ８５８Ｒ点突变，为应用ＥＧＦＲＴＫＩ提供了良好的
依据。在检测耐药突变基因 Ｔ７９０Ｍ方面，两者也
达到了一致。而在检测丰度方面，胸腔积液ｃｔＤＮＡ
检测出的突变丰度高于其对应的外周血ｃｔＤＮＡ。究
其原因，可能系胸腔积液中脱落出的肿瘤细胞片段

ＤＮＡ较释放入血的更多，更易被检测到。
外周血 ｃｔＤＮＡ作为液体活检的重要组成，可

以说是一种新型的肿瘤标记物，可实时反映出恶性

肿瘤发生、发展过程中基因异常的动态变化，且与

组织活检标本相比，具有操作简便、损伤小、患者

易接受、可反复取材等优势。本研究显示，用

ＮＧＳ技术亦能检测出微量的胸腔积液ｃｔＤＮＡ，与外
周血相比，具有相同的检测效能，甚至检测丰度更

高，从而为ＮＳＣＬＣ患者的 ＥＧＦＲ基因突变检测开
辟了新途径。胸腔积液和外周血 ｃｔＤＮＡ的检测及
其生物学指标的研究，将有可能为晚期 ＮＳＣＬＣ患
者的诊断、预后判定及跟踪随访等提供一系列方

便、快捷、特异、无创或微创的分子生物学检测手

段。
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