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#摘要$
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目的
!

探讨
&

E5Y"

期非小细胞肺癌"

YDJ2J

#组织胸苷酸合成酶"

KRFD

#基因
AGYE

表达与表皮生长因子受体

"

0NZG

#基因突变的相关性$方法
!

分别用分支
-YE5

液相芯片法及突变富集
5

液相芯片法检测
,3

例病理分期为
&

E5Y"

期的

YDJ2J

组织
KRFDAGYE

表达及
0NZG

基因
$@

号及
"$

号外显子突变状况!并对检测结果进行整理分析$结果
!

,3

例患者

中!

KRFDAGYE

低表达
$!

例"

!4#6̂

#!中偏低表达
6

例"

",#,̂

#!中表达
6

例"

",#,̂

#!中偏高表达
3

例!高表达
"

例"

4#6̂

#%

$"

例检出
0NZG

基因突变!突变率为
!3#3̂

!其中
4

例为
$@

外显子缺失突变!

4

例为
"$

外显子置换突变$

KRFDAGYE

表达水

平与
0NZG

突变相关!

0NZG

突变多发生在
KRFDAGYE

较低表达水平的患者肿瘤组织中"

"b]"#43!

!

!b3#33@

#$结论
!

YDJ2J

组织中
KRFDAGYE

表达与
0NZG

基因突变相关!可为今后临床中针对不同条件的患者相关药物的选用提供参考$
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肺癌目前已成为恶性肿瘤相关死亡的首要原因!其中非小

细胞肺癌'

>;>5IA&++5=*+++H>

:
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!

YDJ2J

(约占总发病

率的
73̂

%

$5,

&

"即使采取积极的治疗!

YDJ2J

患者的
8

年生

存率仍然很低"随着全球范围内肿瘤学研究者的不断努力!目

前对
YDJ2J

的治疗逐渐从传统治疗向个体化)精准医疗转

变!在基因层面找出药物作用靶点!提高药物疗效"胸苷酸合

成酶'

KRFD

(是催化体内胸苷酸合成所必需的酶!是肿瘤生长

的重要因子!为叶酸类似物氨甲蝶呤和培美曲塞的治疗靶点"

培美曲塞目前已成为
YDJ2J

中非鳞癌患者的一线用药!其疗

效与
KRFD

基因
AGYE

表达水平呈负相关%

!54

&

"以表皮生长

因子受体'

0NZG

(基因突变为靶点的络氨酸激酶受体抑制剂

'

K[\I

(目前也被纳入一线治疗方案以治疗存在
0NZG

基因突

变的
YDJ2J

患者"培美曲塞和
0NZG5K[\I

均以
YDJ2J

患

者为治疗对象!虽然前者不推荐鳞癌患者使用!但二者在患者

选择上存在很大的交集"本研究旨在分析培美曲塞与
0NZG5

K[\I

所针对的基因靶点是否存在一定的相关性"

"

!

资料与方法

"#"

!

一般资料
!

收集中山大学肿瘤防治中心及延安大学附属

医院
"3$8

年
4

月至
"3$4

年
4

月收治的手术切除并经病理证

实且分期为
&

E5Y"

期的
,3

例患者
YDJ2J

组织标本及完整

的病例资料"所有患者均行肺癌根治术'原发瘤体肺叶完整切

除
e

纵隔淋巴结清扫(!术前均未行任何抗肿瘤治疗'包括化

疗)靶向治疗及放疗("

,3

例患者中男
$7

例!女
$"

例+年龄

!!

#

4@

岁!平均'

88#76_$#,@

(岁+

$4

例'

8,#,̂

(患者有吸烟史!

66@!

重庆医学
"3$6

年
$"

月第
!4

卷第
,8

期



图
$

!!

KRFDAGYE

表达区分图

$!

例'

!4#6̂

(患者无吸烟史+按照世界卫生组织的标准进行

病理分型*鳞癌
7

例'

"4#6̂

(!腺癌
$6

例'

84#6̂

(!其他病理

类型
8

例'

$4#6̂

(+病理分期*高度分化'

N$

期(

"

例'

4#6̂

(!

中度分 化 '

N"

期(

6

例 '

",#,̂

(!低 分 化 '

N,

期(

$6

例

'

84#6̂

(!未分化'

N!

期(

!

例'

$,#,̂

("

"##

!

方法
!

分别用分支
-YE5

液相芯片法及突变富集
5

液相

芯片法检测
YDJ2J

组织
KRFDAGYE

表达及
0NZG

基因
$@

号及
"$

号外显子突变状况!由广州益善生物技术有限公司

完成"

"###"

!

KRFDAGYE

表达的检测
!

甲醛固定石蜡包埋'

ZZ5

O0

(组织标本按照以下步骤处理"将样品于均质溶液中
48g

处理
")

!反应后的混合物离心!去除残留的石蜡和碎片!将上

清液转移到新的离心管!

@4

孔板每孔加入
!3

$

2

样品混合液!

再加入
$7#8

$

2

无
GYE

酶的去离子水)

,,#,

$

2

裂解液)

"

$

2

阻断剂)

$

$

2

磁珠和
8

$

2

特异结合目标基因的探针"将
@4

孔板密封后
8!g683'

.

A/>

摇床孵育
$7)

!再用
@4

孔过滤板

过滤混合物"真空状态下!用
"83

$

2

洗涤缓冲液'

3#$cDDJ

和
3#3,̂

锂十二烷基硫酸钠(洗涤
,

次!去除未结合的
GYE

和其他杂质!再通过相关步骤检测结合的目标
AGYE

"用
2H5

A/>*?"33

系统分析样品的荧光值!代入建立的特定人群检测

数据库转换为百分比!特定人群数据库中
AGYE

表达水平在

人群中
"8̂

)

68̂

的位置为两条主要分界线!以此区分低和

中)中和高表达!其中中表达又以
!3̂

)

43̂

细分为中偏低)中

及中偏高表达!最后分为低表达)中偏低表达)中表达)中偏高

表达和高表达"

"####

!

0NZG

基因突变的检测
!

首先用
-YE

提取试剂盒提

取组织标本
-YE

!通过多重
OJG

获得各基因外显子上含有常

见等位基因型的基因片段+再将
OJG

产物经核酸外切酶酶切

及碱性磷酸酶水解!去除多余的引物和
CYKO

+产物再以等位

基因特异性引物延伸'

EDO0

(特异地识别各等位基因!并形成

延伸产物+

EDO0

引物上的
K&

:

序列与聚苯乙烯微球上的
E>5

(/5K&

:

序列特异结合'杂交反应(!

,6g

杂交
,3A/>

后加入
"8

$

2

链霉素亲和素
5

藻红蛋白'

DE5O0

(工作液!继续
,6g

反应

$3A/>

!用
2HA/>*?"33

系统分析样品的荧光值"

"#!

!

统计学处理
!

采用
DODD$4#3

统计软件进行统计分析!

二分类变量资料的分析采用
!

" 检验或
Z/I)*'

确切概率法+有

序多分类资料比较采用
['HIV&+U&++/I/

检验+采用
F&>>5

U)/(>*

T

@

检验对有序多分类资料与二分类变量间的关系进

行分析"检验水准
%

b3#38

!以
!

#

3#38

为差异有统计学

意义"

#

!

结
!!

果

##"

!

KRFDAGYE

表达与
0NZG

基因突变情况
!

KRFD

AGYE

表达区分图见图
$

!图中每个圆圈代表一个数据点"

,3

例患者
YDJ2J

组织
KRFDAGYE

低表达者
$!

例'

!4#6̂

(!

中偏低表达者
6

例'

",#,̂

(!中表达者
6

例'

",#,̂

(!中偏高

表达者
3

例!高表达者
"

例'

4#6̂

("

,3

例患者
YDJ2J

组织

0NZG

突变率为
!3#3̂

'

$"

.

,3

(!其中
4

例'

"3#3̂

(为
$@

外显

子缺失突变!

4

例'

"3#3̂

(为
"$

外显子置换突变"

###

!

KRFDAGYE

表达)

0NZG

基因突变与患者临床病理特

征的关系
!

,3

例患者
YDJ2J

组织标本
KRFDAGYE

表达及

0NZG

基因突变与各临床病理特征无明显相关性'

!

$

3#38

(!

见表
$

"

表
$

!!

KRFDAGYE

表达(

0NZG

基因突变与患者

!!!

临床病理特征的关系

临床病理特征
构成比

%

-

'

^

(&

!

KRFDAGYE

表达
0NZG

基因突变

性别
3#3@7 3#$,4

!

男
$7

'

43#3

(

!

女
$"

'

!3#3

(

年龄
3#!$" 3#6""

!&

84

岁
$8

'

83#3

(

!#

84

岁
$8

'

83#3

(

吸烟史
3#84, 3#36,

!

有
$4

'

8,#,

(

!

无
$!

'

!4#6

(

病理类型
3#666 3#864

!

腺癌
$6

'

84#6

(

!

鳞状细胞癌
7

'

"4#6

(

!

其他
8

'

$4#6

(

病理分化程度
3#,," 3#!3$

!

N$ "

'

4#6

(

!

N" 6

'

",#,

(

!

N, $6

'

84#6

(

!

N! !

'

$,#,

(

76@!
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年
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月第
!4

卷第
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期



##!

!

KRFDAGYE

表达与
0NZG

基因突变的相关性
!

$"

例

0NZG

基因突变者
KRFDAGYE

表达水平中位数及范围为
$

'

$

#

,

(!

$7

例野生型
0NZG

基因患者
KRFDAGYE

表达水平

中位数及范围为
"

'

$

#

8

(!

KRFDAGYE

表达水平与
0NZG

基因突变明显相关!

0NZG

突变多发生在
KRFDAGYE

较低

表达水平者肿瘤组织中'

"b]"#43!

!

!b3#33@

("

!

!

讨
!!

论

!!

基于患者的临床)病理特征选择
YDJ2J

化疗方案只有少

数患者获益!其有效率仅
"3̂

#

!3̂

!平均生存时间为
7

#

$3

个月!

8

年生存率低于
$8̂

!此外部分患者有严重的不良反应"

因此!个体化)精准医疗逐渐被广大学者提倡!从基因层面寻求

更多药物作用靶点!选择精确)不良反应小的药物!使更多的患

者受益!增加患者生存率"

目前
YDJ2J

患者以腺癌最为常见!而
0NZG

基因突变通

常发生在亚裔)女性)不吸烟及腺癌患者中%

$

!

6

&

!这些患者往往

能从
0NZG5K[\I

治疗中获益"培美曲塞目前作为非鳞癌患

者化疗的一线用药!主要针对腺癌患者!部分研究发现其靶点

基因
KRFDAGYE

在男性)吸烟及非腺癌患者中高表达%

75$3

&

"

培美曲塞与
0NZG5K[\I

针对的患者存在很大的交集!其作用

的靶点基因是否存在一定的相关性尚不明确"本研究结果显

示!培美曲塞所作用的靶点基因
KRFDAGYE

表达水平与

0NZG

基因突变存在明显的相关性!

0NZG

基因突变多发生在

KRFDAGYE

较低表达水平的患者肿瘤组织中'

!b3#33@

("

著名的国际
&

期注册临床研究
2P̀ 52H>

:

,

比较了
0N5

ZG5K[\I

药物阿法替尼与化疗药物培美曲塞联合顺铂治疗伴

0NZG

突变的
&

W

期或
'

期肺腺癌患者的疗效!主要终点为无

进展生存期'

OZD

(!结果显示*阿法替尼组患者较培美曲塞联

合顺铂组的
OZD

显著延长'

$$#$

个月
A=Q4#@

个月!

/7b

3#87

!

!b3#333!

("值得重视的是!在伴有
0NZG

突变型'

$@

位点缺失和
2787G

突变占所有
0NZG

突变的
@3̂

(的患者

中!接受阿法替尼治疗后中位
OZD

超过
$

年'

$,#4

个月(!而对

照组仅
4#@

个月'

!

#

3#3$

(

%

$$

&

"虽然该项临床研究显示
0N5

ZG

基因突变的肺腺癌患者用阿法替尼较化疗延长了中位

OZD

!但后续的试验及荟萃分析显示与化疗药物比较!一线应

用
0NZG5K[\I

药物并不能延长
0NZG

基因突变的
YDJ2J

患

者的总生存期%

$"

&

"上述临床试验仅筛选了
0NZG

基因突变阳

性的患者!并未检测及筛选针对铂类药物的
0GJJ$AGYE

及

针对培美曲塞的
KRFDAGYE

表达"肺癌化疗疗效受许多

耐药机制的影响!为多基因)多步骤综合作用的结果"临床数

据及本研究结果显示!

KRFD

基因
AGYE

低表达及
0NZG

基

因突变在
YDJ2J

患者中存在很大的交集!所以在今后的临床

试验及临床用药中是否应该予以考虑值得思考"

本研究
KRFDAGYE

表达及
0NZG

基因突变与临床病

理特征之间未发现明显相关性!可能与样本量较小有关"但研

究发现
KRFDAGYE

表达水平与
0NZG

基因突变存在明显

的相关性!

0NZG

基因突变多发生在
KRFDAGYE

较低表达

水平的患者肿瘤组织中"这种肿瘤多基因间的相关性!提示今

后在临床试验设计)临床药物选择中应该全方面考虑!探讨出

更合理的方案!达到个体化)精确化用药"
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