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　　［摘要］　目的　探讨非小细胞肺癌表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因突变与核苷酸切除修复交叉互补基因１（ＥＲＣＣ１）、胸苷酸

合成酶（ＴＹＭＳ）ｍＲＮＡ表达的相关性。方法　收集该科２０１３年２～１２月符合入组条件的ＮＳＣＬＣ患者９７例，肿瘤组织标本由

术中切取或穿刺获得。使用ｘＴＡＧ液相芯片法检测ＥＧＦＲ（Ｅ１８、Ｅ１９、Ｅ２０、Ｅ２１）基因突变，使用分支ＤＮＡ液相芯片法检测ＥＲ

ＣＣ１、ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达水平，并分析ＥＧＦＲ基因突变与ＥＲＣＣ１、ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达水平的相关性。结果　９７例检测样本中，

ＥＧＦＲ基因突变２９例，突变率为３０％（２９／９７），女性、无吸烟史、腺癌患者ＥＧＦＲ基因突变检出率较高（犘＜０．０５）。ＥＧＦＲ突变与

ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达有相关性（χ
２＝４．０８８，犘＜０．０５），与 ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达无相关性（χ

２＝０．２６５，犘＞０．０５）。结论　ＮＳＣＬＣ

ＥＧＦＲ基因突变与ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达存在相关性，与ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达无相关性。

［关键词］　非小细胞肺癌；核苷酸切除修复交叉互补基因１；胸苷酸合成酶；表皮生长因子受体
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤，肺癌病理类型中非小细胞肺癌

（ＮＳＣＬＣ）占７５％～８０％
［１］。ⅠＢ～ⅢＡ期的 ＮＳＣＬＣ以手术

治疗为主，并在术后根据肿瘤分期进行辅助化疗［２］。但部分

ＮＳＣＬＣ根治性切除后的辅助化疗效果欠佳。近年来，临床上

开展的分子靶标检查能够判别患者个体差异，为 ＮＳＣＬＣ的化

疗和靶向治疗的药物选择提供科学指导，在 ＮＳＣＬＣ治疗中的

作用越来越受到重视。

ＩＰＡＳＳ研究发现表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）突变患者使

用铂类化疗效果比野生型患者好［３］。台湾大学 Ｗｕ等
［４］发现

ＥＧＦＲ突变患者使用培美曲塞化疗相对于野生型患者有更高

的有效率。目前认为，核苷酸切除修复交叉互补基因 １

（ＥＲＣＣ１）和胸苷酸合成酶（ＴＹＭＳ）分别是铂类和培美曲塞化

疗的作用靶点，那么，ＥＧＦＲ 突变是否与 ＥＲＣＣ１和 ＴＹＭＳ

ｍＲＮＡ具有相关性呢？本研究将对此进行探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１３年２～１２月本科室收治的ⅠＢ～Ⅲ

Ａ期的ＮＳＣＬＣ患者９７例。其中，腺癌６０例（６１．８％），鳞癌

２９例（２９．８％），其他８例，包括腺鳞癌６例、大细胞癌２例；男

６７例，女３０例；年龄３３～８２岁；有吸烟史５５例（５６．７％），无吸

烟史４２例（４３．３％）。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　组织标本来自手术中切取或经皮肺穿刺获

得的肿瘤组织，并经病理检查确诊。标本用１０％甲醛固定后，

由广州益善生物公司检测中心检测分析。

１．２．２　基因突变检测　使用ＳｕｒＰｌｅＲｘｘＴＡＧ７０ｐｌｅｘ液相芯

片技术进行ＥＧＦＲ（Ｅ１８、Ｅ１９、Ｅ２０、Ｅ２１）基因突变检测。主要

步骤：从固定样本中提取 ＤＮＡ；进行多重 ＰＣＲ 扩增；使用

ＥＸＯＳＡＰ对ＰＣＲ反应产物进行消化处理；进行等位基因特异

引物延伸反应；将扩增产物与交联特异探针微球进行杂交反

应；再将杂交后产物放入Ｌｕｍｉｎｅｘ仪，读取数据
［５］。

１．２．３　ｍＲＮＡ表达水平检测　ＥＲＣＣ１、ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达

使用分支ＤＮＡ液相芯片方法定量检测。分支ＤＮＡ液相芯片

技术是省略ＲＮＡ抽取、逆转录和纯化等步骤，完成对 ｍＲＮＡ

表达水平的检测。在对样本裂解后，经过微球捕获，探针的多
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位点配对、级联增大的方法完成信号的放大，使用液相芯片对

结果进行读数。

１．３　结果判定标准

１．３．１　ＥＧＦＲ基因突变结果判定　首先，对液相芯片各突变

型位点ＣｕｔＯｆｆ值进行确定，然后对样本检测每一突变型磁珠

荧光值与ＣｕｔＯｆｆ值进行比较，进而判定检测样本的阴（阳）

性。当检测样本的所有突变型磁珠荧光值均大于ＣｕｔＯｆｆ值，

判断该样本为突变阳性；相反，则判断为阴性［６］。

１．３．２　ＥＲＣＣ１、ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达结果判定　检测结果以

高、中、低表示，表达水平大于或等于７５％为高表达，７０％～＜

７５％为中偏高表达，４０％～＜７０％为中表达，２５％～＜４０％为

中偏低表达，小于２５％为低表达。各 ｍＲＮＡ基因表达水平的

高低，反映化疗耐药的高低，表达水平越低，化疗的药物敏感性

越高。因此，根据基因检测结果，把 ｍＲＮＡ表达水平的高表

达、中偏高表达及中表达记为ＥＲＣＣ１（＋）、ＴＹＭＳ（＋），低或

中偏低表达记为ＥＲＣＣ１（－）、ＴＹＭＳ（－）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析处理，ＥＧ

ＦＲ突变情况采用描述性统计分析方法，ＥＧＦＲ突变与 ＥＲ

ＣＣ１、ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达相关性分析采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＧＦＲ基因突变情况　在９７例检测样本中，发现ＥＧＦＲ

基因突变２９例，突变率为３０％。其中，大部分集中在２１号外

显子的点突变（４８．３％，１４／２９）和１９号外显子的缺失突变

（３７．９％，１１／２９）；其余为１８号外显子突变２例（６．８％，２／２９），

２０号外显子突变２例（６．８％，２／２９），１８号外显子与２０号外显

子共同突变１例（３．４％，１／２９）。ＥＧＦＲ基因突变检出率方面，

女性（７０．０％，２１／３０）显著高于男性（１１．９％，８／６７），犘＜０．０５；

腺癌（４８．３％，２９／６０）显著高于非腺癌（０．０％，０／３７），犘＜

０．０５；无吸烟史患者（５２．３％，２２／４２）突变率显著高于有吸烟史

患者（１２．７％，７／５５），犘＜０．０５。在肿瘤分期和年龄方面比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＥＧＦＲ基因突变与临床特征之间的关系

指标 狀 基因突变（狀） 突变率（％） χ
２ 犘

年龄（岁） ３．０７０ ０．０８０

　≤６０ ５０ １１ ２２．０

　＞６０ ４７ １８ ３８．２

性别 ３３．３２８ ０．０００

　男 ６７ ８ １１．９

　女 ３０ ２１ ７０．０

组织类型 ２５．５１０ ０．０００

　腺癌 ６０ ２９ ４８．３

　非腺癌 ３７ ０ ０

肿瘤分期 ２．０８０ ０．１４９

　Ⅰ～Ⅱ ４６ １７ ３６．９

　Ⅲ～Ⅳ ５１ １２ ２３．５

吸烟史 １７．８６７ ０．００２

　是 ５５ ７ １２．７

　否 ４２ ２２ ５２．３

２．２　ＥＧＦＲ突变与ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达的关系　２９例ＥＧＦＲ

突变病例中，ＥＲＣＣ１阴性表达率６２．１％（１８／２９），阳性表达率

３７．９％（１１／２９）；６８例ＥＧＦＲ野生型病例中，ＥＲＣＣ１阴性表达

率３９．７％（２７／６８），阳性表达率６０．２％（４１／６８）。ＥＧＦＲ突变

与ＥＲＣＣ１表达有相关性（χ
２＝４．０８８，犘＜０．０５），见表２。ＥＲ

ＣＣ１基因表达与患者各临床特征间无显著相关性，见表３。

表２　　ＥＧＦＲ基因突变与ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达

　　　水平的关系（狀）

ＥＧＦＲ基因突变
ＥＲＣＣ１表达

（－） （＋）
合计 χ

２ 犘

野生型 ２７ ４１ ６８ ４．０８８ ０．０４３

突变型 １８ １１ ２９

合计 ４５ ５２ ９７

表３　　ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达情况与临床特征间的关系（狀）

指标 狀 （－） （＋） χ
２ 犘

年龄（岁） １．６９５ ０．１９３

　≤６０ ５０ ２０ ３０

　＞６０ ４７ ２５ ２２

性别 １．８４４ ０．１７５

　男 ６７ ２８ ３９

　女 ３０ １７ １３

组织类型 １．４１２ ０．２３５

　腺癌 ６０ ２５ ３５

　非腺癌 ３７ ２０ １７

肿瘤分期 １．１７６ ０．２７８

　Ⅰ～Ⅱ ４６ ２４ ２２

　Ⅲ～Ⅳ ５１ ２１ ３０

吸烟史 ０．３７２ ０．５４２

　是 ５５ ２７ ２８

　否 ４２ １８ ２４

表４　　ＥＧＦＲ基因突变与ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达

　　　水平的关系（狀）

ＥＧＦＲ基因突变
ＴＹＭＳ表达

（－） （＋）
合计 χ

２ 犘

野生型 ３６ ３２ ６８ ０．２６５ ０．６０７

突变型 １７ １２ ２９

合计 ５３ ４４ ９７

表５　　ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达情况与临床特征间的关系（狀）

指标 狀 （－） （＋） χ
２ 犘

年龄（岁） ０．４７０ ０．４９３

　≤６０ ５０ ２９ ２１

　＞６０ ４７ ２４ ２３

性别 １．３２５ ０．２５０

　男 ６７ ３４ ３３

　女 ３０ １９ １１
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续表５　　ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达情况与临床特征间的关系（狀）

指标 狀 （－） （＋） χ
２ 犘

组织类型 ０．８６６ ０．３５２

　腺癌 ６０ ３５ ２５

　非腺癌 ３７ １８ １９

肿瘤分期 ０．００３ ０．９５６

　Ⅰ～Ⅱ ４６ ２５ ２１

　Ⅲ～Ⅳ ５１ ２８ ２３

吸烟史 １．５７８ ０．２０９

　是 ５５ ２７ ２８

　否 ４２ ２６ １６

２．３　ＥＧＦＲ突变与ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达的关系　２９例ＥＧＦＲ

突变病例中，ＴＹＭＳ阴性表达率５８．６％（１７／２９），阳性表达率

４１．３％（１２／２９），６８例ＥＧＦＲ突变阴性病例中，ＴＹＭＳ阴性表

达率５２．９％（３６／６８），阳性表达率４７．１％（３２／６８）。ＥＧＦＲ突

变与ＴＹＭＳ表达无明显相关性（χ
２＝０．２６５，犘＞０．０５），见表

４。ＴＹＭＳｍＲＮＡ表达与患者各临床特征间无显著相关性

（犘＞０．０５），见表５。

３　讨　　论

近年来，随着肿瘤分子生物学和分子遗传学的不断发展，

分子靶标基因检测在 ＮＳＣＬＣ个体化治疗中的作用越来越受

到重视。依托靶标检查进行的肺癌个体化治疗，是通过检查肺

癌患者携带的药物疗效相关的靶标基因，按照患者个体的基因

检测结果，为肺癌患者制订最佳的治疗方案，从而避免传统治

疗的盲目性。本研究通过检查 ＥＧＦＲ 突变与 ＥＲＣＣ１ 和

ＴＹＭＳ在 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中的 ｍＲＮＡ表达水平，并分

析其间的相关性，为ＮＳＣＬＣ的个体化治疗提供新的思路。

研究显示，靶向治疗只对ＥＧＦＲ基因突变的患者有效，而

对ＥＧＦＲ基因野生型基本无效，因此，ＮＳＣＬＣ靶向治疗前检

测ＥＧＦＲ基因突变就显得尤为重要
［７］。本研究结果显示，ＥＧ

ＦＲ基因突变率为３０％，主要为２１号外显子的点突变和１９号

外显子的缺失，在女性、无吸烟史、腺癌患者ＥＧＦＲ突变检出

率远高于男性、有吸烟史、鳞癌的患者，与ＩＰＡＳＳ研究报道相

符［３］。

ＥＲＣＣ１与铂类化疗药物耐药的发生有关，ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ

表达高低与铂类药物化疗效果呈负相关，在使用铂类药物化疗

前检测ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达可预测铂类药物化疗的耐药性或

敏感性［８９］。Ｋａｌｏｇｅｒａｋｉ等
［１０］分析了４５例 ＮＳＣＬＣ的 ＥＧＦＲ

突变及ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达情况，发现ＥＲＣＣ１低表达者具有

更高的总生存率（ＯＳ），ＥＲＣＣ１阳性表达中 ＥＧＦＲ突变率为

１４．８％，ＥＲＣＣ１阴性表达中ＥＧＦＲ突变率为３３．３％。研究发

现，受损的核苷酸切除修复酶可引起细胞ＤＮＡ的损害，致使

ＥＧＦＲ突变率升高，ＥＲＣＣ１低表达肺肿瘤细胞ＤＮＡ受损修复

能力较差，导致ＥＧＦＲ基因更易出现突变，最终产生的结果是

ＥＧＦＲ基因突变对铂类为基础的化疗药物敏感性更高
［１１］。本

研究显示，ＥＧＦＲ基因突变与ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达具有显著的

相关性，与文献报道一致［１０，１２１３］。

研究显示，ＴＹＭＳ与培美曲塞的耐药发生相关，低表达的

ＴＹＭＳｍＲＮＡ患者使用培美曲塞化疗效果较好，而高表达患

者疗效较差；对晚期肺腺癌患者采用培美曲塞单药治疗，ＥＧ

ＦＲ突变组ＲＲ和中位ＰＦＳ均优于野生组
［４，１４］。为什么ＥＧＦＲ

突变组的生存率要优于野生组呢？Ｇｉｏｖａｎｎｅｔｔｉ等
［１５］研究发

现，ＥＧＦＲ突变的 Ｈ１６５０细胞株表达低水平的ＴＹＭＳ酶可能

是导致ＥＧＦＲ突变组生存率较好的原因。但本研究显示，ＥＧ

ＦＲ基因突变与ＴＹＭＳ基因表达无明显相关性。分析其原因，

可能是本研究样本量较小，尚有待今后大样本的研究进一步

证实。

本研究发现了非小细胞肺癌ＥＧＦＲ突变患者中 ＥＲＣＣ１

阴性表达率较高，由此推断ＥＧＦＲ突变的ＮＳＣＬＣ使用铂类的

化疗效果可能较好。但临床上是否能得出这一结论，还需要对

这些患者进行长期随访。
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达的检测结果分析，作者发现 ＨＩＦ１α蛋白的大量表达与胃癌

浸润程度大、ＴＮＭ 分期高、发生淋巴结转移之间存在正相关

性。ＭＡＣＣ１最早发现于结肠癌组织中，其与结肠癌的转移密

切相关［１４］。ＭＡＣＣ１可以调控ｃＭｅｔ的表达，调节 ＨＧＦ／ｃ

Ｍｅｔ途径，增强肿瘤细胞迁移侵袭的能力，促进胃癌细胞的淋

巴结转移和浸润。研究发现 ＭＡＣＣ１的表达程度将直接影响

胃癌患者生存率［１５］。本研究结果得出相同结论，胃癌浸润程

度越大、ＴＮＭ分期越高、伴随转移淋巴结的标本中，ＭＡＣＣ１

表达阳性率越大。ＦＯＸＯ４属于ＦＯＸＯ转录因子家族，因其具

有下调 ＨＩＦ１α蛋白表达、抑制肿瘤血管生成、抑制肿瘤细胞

增殖的作用而成为近年来的研究热点［１６］。本研究发现

ＦＯＸＯ４在胃癌组织中表达明显低于癌旁组织，而且其表达水

平与胃癌浸润程度、ＴＮＭ分期、淋巴结转移有显著负相关性。

大量的临床研究发现，ＨＩＦ１α、ＭＡＣＣ１和ＦＯＸＯ４的表达水平

会严重影响胃癌患者的预后，他们与胃癌复发、远端淋巴结转

移密切相关［１３，１５１６］。本研究随访发现 ＨＩＦ１α、ＭＡＣＣ１和

ＦＯＸＯ４的表达情况直接影响胃癌患者的５年生存率，而且

ＨＩＦ１α、ＭＡＣＣ１和ＦＯＸＯ４因子之间存在显著相关性，共同影

响胃癌患者的预后生存水平。
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