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EGFR突变和扩增与Ⅰ/Ⅱ期非小细胞肺癌根治术预后的相关性研究

丁光贵,万 军,任康奇,王 正

(暨南大学第二临床医学院深圳市人民医院胸外科,广东深圳
 

518020)

  [摘要] 目的 探讨Ⅰ/Ⅱ期非小细胞肺癌(NSCLC)患者表皮生长因子受体(EGFR)基因突变、扩增情况

与根治术预后的相关性。方法 采用突变扩增系统(ARMS)PCR方法和荧光原位杂交法(FISH)检测208例

手术根治的Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者组织标本,回顾性分析EGFR基因突变、扩增与NSCLC患者临床特性和手术

预后的相关性。结果 纳入本研究的患者共208例,EGFR基因突变型患者87例,野生型患者121例,突变率

为41.8%。与EGFR基因野生型比较,EGFR基因突变型患者中女性和不吸烟患者的比例显著升高(P<
0.05)。EGFR基因突变型NSCLC患者的无进展生存期(PFS)较EGFR基因野生型明显延长(P<0.05)。98
例患者的组织中存在EGFR基因扩增(FISH阳性),占比47.1%。EGFR基因扩增与年龄、性别、吸烟状况、疾

病分期无关(P>0.05),EGFR基因突变与扩增之间有一定关联(P<0.05)。EGFR基因扩增患者的PFS期较

不扩增患者更短(P<0.05)。结论 EGFR基因突变或不扩增的Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者在根治术后PFS较野生

型或扩增的更长。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

mutation
 

and
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of
 

epidermal
 

growth
 

factor
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(EGFR)
 

gene
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

pathological
 

stage
 

Ⅰ/Ⅱ
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

with
 

radical
 

operation
 

(NSCLC).Methods Tissue
 

specimens
 

from
 

208
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ/Ⅱ
 

NSCLC
 

who
 

underwent
 

radical
 

surgery
 

were
 

collected,ARMS
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

EGFR
 

gene
 

mutation
 

and
 

the
 

gene
 

copy
 

number
 

status
 

were
 

determined
 

by
 

FISH.Clinical
 

characteristics
 

and
 

surgery
 

prognosis
 

of
 

patients
 

were
 

statistically
 

compared.Results Among
 

208
 

NSCLC
 

patients,87
 

patients
 

with
 

EGFR
 

mutations
 

and
 

121
 

patients
 

with
 

wild-type
 

patients,the
 

mutation
 

rate
 

was
 

41.8%.The
 

proportion
 

of
 

female
 

and
 

non-
smokers

 

in
 

patients
 

with
 

EGFR
 

mutations
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

EGFR
 

wild
 

type
 

patients
 

(P<0.05).The
 

progression-free
 

survival
 

(PFS)
 

of
 

patients
 

with
 

EGFR
 

mutation
 

was
 

longer
 

than
 

that
 

of
 

wild-type
 

patients
 

(P<0.05).There
 

were
 

EGFR
 

gene
 

amplification
 

in
 

98
 

patients,accounting
 

for
 

47.1%.EG-
FR

 

gene
 

amplification
 

was
 

not
 

associated
 

with
 

age,gender,smoking
 

status,disease
 

stage
 

(P>0.05),but
 

asso-
ciated

 

with
 

EGFR
 

gene
 

mutation
 

(P<0.05).Futhermore,the
 

PFS
 

phase
 

of
 

patients
 

with
 

EGFR
 

gene
 

amplifi-
cation

 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

without
 

amplification
 

(P<0.05).Conclusion Pathological
 

stage
 

Ⅰ/
Ⅱ

 

NSCLC
 

patients
 

with
 

EGFR
 

mutations
 

or
 

without
 

amplification
 

have
 

longer
 

PFS
 

after
 

radical
 

surgery
 

than
 

wild-type
 

or
 

with
 

amplification
 

patients.
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  非 小 细 胞 肺 癌 (non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,

NSCLC)是世界上最常见的恶性肿瘤之一,其发病率、
病死率位居世界恶性肿瘤第1位[1-2]。目前,对于Ⅰ/

Ⅱ期NSCLC的临床治疗方式仍是以手术根治为主,

但在进行根治术后仍存在一定比例复发风险。目前

临床上缺乏Ⅰ/Ⅱ期NSCLC根治术后预后预测的指

标,现今肿瘤大小、TNM 分期、分化程度等指标虽然

可作为Ⅰ/Ⅱ期NSCLC术后预测的指标,但都存在灵
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敏度差、特异度不高等缺点。
NSCLC的发生、发展与表皮生长因子受体(epi-

dermal
 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)相关信号通路

的激活存在密切关系[3]。EGFR基因突变已经被作

为EGFR-酪氨酸激酶抑制剂(TKIs)的作用靶点,广
泛用 于 晚 期 NSCLC 的 检 测 中[4],但 其 对 于 早 期

NSCLC的临床意义和价值尚缺乏研究支持。同时,
EGFR基因扩增也与 NSCLC的发生、发展有着重要

的关联。Ⅱ/Ⅲ期临床研究中发现,EGFR-TKIs类药

物对于EGFR扩增患者治疗效果更好[5]。但目前对

于EGFR突变和扩增与Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者根治术

后预后的相关性研究报道较少。本研究将无进展生

存期(progress
 

free
 

survival,PFS)作为重点研究对

象,研究EGFR基因突变、扩增与Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患

者的临床特性及术后预测价值相关性,为制订合理有

效的临床治疗方案和预后的评价提供科学依据,现报

道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究对象为2013年8月至2017
年5月在本院接受根治术的208例Ⅰ/Ⅱ期 NSCLC
患者。根据 WHO(2015年)肺肿瘤组织学分型[6-7]进

行病理分型,根据第8版TNM 肿瘤学分类[8]标准进

行临床分期。纳入标准:(1)男女不限;(2)临床检验

判定为NSCLC;(3)TNM 分期为Ⅰ、Ⅱ期,并进行手

术根治;(4)既往无肿瘤病史;(5)入院前未接受抗肿

瘤的相关治疗;(6)记录有详细的治疗信息,且信息可

靠。排除标准:(1)临床检验判定为小细胞肺癌;(2)
合并其他肿瘤患者;(3)失访患者;(4)TNM 分期非

Ⅰ、Ⅱ期患者;(5)未进行根治术治疗。患者的临床资

料记录包括性别、年龄、病理类型、吸烟情况、TNM 分

期、EGFR突变情况、治疗情况等。PFS定义为治疗

第1天起至疾病发生进展的时间,以月为单位,进行

24个月随访。本研究已经过本院医学伦理委员会批

准,患者对研究知情并签署知情同意书。
1.2 主要试剂与仪器 DNA引物、DNA提取试剂

盒(货号97030196)、探针购自广州英韦创津生物科技

有限公司;EGFR基因突变检测试剂盒(货号TB002)
购自北京雅康博生物科技有限公司;EGFR抑制剂蛋

白酶K(货号P6556)购自美国Sigma-Aldrich公司;
PCR仪(型号 T100)购自美国Bio-Rad公司;Nano-
Drop1000分光光度计(型号722)购自美国 Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司;荧光原位杂交法(fluoresce
 

in
 

situ
 

hybridization,FISH)检测试剂盒(货号F01014)
购自北京金菩嘉医疗科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 突变扩增系统(amplification
 

refractory
 

mu-
tation

 

system,ARMS)PCR使用DNA提取试剂盒提

取患者组织切片中的DNA,按照说明书进行操作:往
组织切片样品加入适量细胞裂解液进行裂解,用酚氯

仿法提取DNA,再用75%乙醇对提取的DNA进行纯

化,测定所提取DNA的浓度和纯度后用ARMS在荧

光定量PCR仪中检测EGFR基因第18~21号外显

子的突变情况,根据扩增曲线判断样品的基因突变

情况。
1.3.2 FISH 检测 将患者的组织切片进行FISH
检测。按照说明书进行操作:将组织切片进行脱蜡预

处理,加入适量蛋白酶K消化后进行变性杂交,洗涤

干净后进行复染色,显微镜下判断检测结果,对细胞

(100个以上)的红绿信号进行计数,红色信号与绿色

信号比值大于2∶1时提示EGFR基因扩增。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计分

析。计数资料采用χ2 检验,Kaplan-Meier法 计 算

PFS,组间比较采用Log-rank检验,多变量Cox模型

计算风险比(HR)及其95%置信区间(95%CI),用
Graphpad

 

Prism7.05软件分析并制作生存曲线。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 纳入患者临床信息 本研究共纳入208例Ⅰ/
Ⅱ期 NSCLC 患 者 的 相 关 信 息,其 中 男 126 例

(60.6%),女82例(39.4%)。患者的中位年龄为

59.4(27.0,89.0)岁,Ⅰ期患者134例(64.4%),Ⅱ期

患者74例(35.6%);曾经或现在吸烟的患者73例

(35.1%),不吸烟患者135例(64.9%)。
2.2 EGFR基因突变与 NSCLC临床特征的关系 
共检出EGFR基因突变87例,突变率为41.8%(87/
208)。87 例 EGFR 基 因 突 变 型 患 者 中 36 例

(41.3%)为19号外显子缺失,43例(49.4%)为21号

外显子的L585存在突变,此外20号外显子G719X、
L861Q和20号外显子短片段插入各2例,20号外显

子的S768I存在1例突变,还有1例存在20号外显子

的T790M和21号外显子的L858R联合突变。EG-
FR基因突变型患者与野生型患者在年龄、临床分期

(Ⅰ/Ⅱ期)和病理类型方面比较差异均无统计学意义

(P>0.05)。与EGFR基因野生型患者相比,EGFR
基因突变型患者中女性和不吸烟患者比例显著升高

(P<0.05),见表1。
表1  EGFR基因突变型和野生型患者的临床特征

   比较分析[n(%)]

项目 n
EGFR基因

突变型(n=87) 野生型(n=121)
χ2 P

性别 17.883<0.01

 男 126 38(30.2) 88(69.8)

 女 82 49(59.8) 33(40.2)

年龄 0.314 0.575

 <60岁 97 42(43.3) 55(56.7)

 ≥60岁 111 45(40.5) 66(59.5)

吸烟 23.712<0.01

 否 135 73(54.1) 62(45.9)
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续表1  EGFR基因突变型和野生型患者的临床特征

   比较分析[n(%)]

项目 n
EGFR基因

突变型(n=87) 野生型(n=121)
χ2 P

 曾经/现在 73 14(19.2) 59(80.8)

临床分期 0.751 0.386

 Ⅰ期 134 59(44.0) 75(56.0)

 Ⅱ期 74 28(37.8) 46(62.2)

病理类型 1.054 0.305

 腺癌 160 70(43.8) 90(56.3)

 非腺癌 8 17(35.4) 31(64.6)

2.3 EGFR突变情况与预后相关性分析 TNM
 

Ⅰ/
Ⅱ期NSCLC患者根治术后,对患者随访并进行生存

统计。87例EGFR基因突变型患者中有9例复发,

其中Ⅰ期患者7例,Ⅱ期患者2例;78例EGFR基因

突变型患者在术后24个月无疾病进展,其中Ⅰ期患

者52例,Ⅱ期患者26例。121例EGFR基因野生型

患者中有32例复发,其中Ⅰ期患者20例,Ⅱ期患者

12例;89例EGFR基因野生型患者在术后24个月无

疾病进展,其中Ⅰ期患者55例,Ⅱ期患者34例。EG-
FR基因突变型患者的PFS长于野生型患者(P=
0.002

 

7),见图1A。Ⅰ期、Ⅱ期EGFR基因突变型患

者的PFS均长于野生型患者,见图1B、C。
2.4 影响PFS的因素分析 通过Cox模型分析了

年龄、性别、吸烟情况、EGFR基因是否突变等多个因

素对PFS的影响。分析结果显示,上述多个因素均对

PFS无影响,只有EGFR基因突变是影响PFS的独

立因素(P=0.024),见表2。

  A:TNM
 

Ⅰ/Ⅱ期EGFR基因突变型患者与野生型患者的PFS比较(P=0.002
 

7);B:TNM
 

Ⅰ期EGFR基因突变型患者与野生型患者的PFS
比较(P=0.026

 

5);C:TNM
 

Ⅱ期EGFR基因突变型患者与野生型患者的PFS比较(P=0.039
 

5)

图1  EGFR基因突变型和野生型NSCLC患者生存分析

表2  TNM
 

Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者的PFS因素影响分析

项目 HR 95%CI P

性别 1.453 0.456~2.321 0.611

年龄 1.621 0.776~2.433 0.726

吸烟情况 0.785 0.324~1.767 0.124

EGFR
 

突变(否/是) 0.328 0.114~0.987 0.024

临床分期 0.776 0.376~1.997 0.092

2.5 EGFR基因
 

FISH检测结果与 NSCLC临床特

征的关系 208例Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者中,EGFR基

因FISH检测阳性为98例,占比47.1%。其中,男性

EGFR基 因 FISH 检 测 阳 性 率 为46.8%,女 性 为

47.6%,二者比较差异无统计学意义(P>0.05);不同

年龄组中,<60岁的患者EGFR基因FISH检测阳性

率为43.3%,≥60岁的患者为50.5%,二者比较差异

无统计学意义(P>0.05);不同吸烟状况比较,无吸烟

史患者EGFR基因FISH检测阳性率为45.9%,曾经

或现在吸烟患者为49.3%,二者比较差异无统计学意

义(P>0.05);Ⅰ期患者EGFR基因FISH检测阳性

率为44.8%,Ⅱ期为51.4%,二者比较差异无统计学

意义(P>0.05),见表3。

表3  EGFR基因FISH检测结果与临床特征比较分析

项目 n FISH阳性(n) 阳性率(%) χ2 P

性别 0.004 0.949

 男 126 59 46.80

 女 82 39 47.60

年龄 0.383 0.536

 <60岁 97 42 43.30

 ≥60岁 111 56 50.50

吸烟史 0.078 0.78

 否 135 62 45.90

 曾经/现在 73 36 49.30

临床分期 0.294 0.588

 Ⅰ期 134 60 44.80

 Ⅱ期 74 38 51.40

2.6 EGFR基因FISH检测结果与预后的相关性分

析 对采取根治术后Ⅰ/Ⅱ期 NSCLC患者进行随访

和生存统计。98例FISH 检测阳性患者中有26例

(26.5%)患者发生复发,72例(73.5%)患者在术后无

疾病进展。110例 FISH 检测阴性患者中有15例
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(13.6%)患者发生复发,95例(86.4%)患者在术后无

疾病进展。结果发现,与FISH 检测阳性患者比较,
FISH检测阴性患者的PFS显著延长(P=0.011

 

2)。
见图2。

图2  EGFR基因FISH检测阳性与阴性患者PFS比较

2.7 EGFR基因突变与FISH检测结果之间的关系 
208例Ⅰ/Ⅱ期 NSCLC患 者 组 织 中,EGFR突 变 患 者

FISH检测阳性率更高(P<0.05),见表4。
表4  EGFR基因突变与FISH检测结果之间关系(n)

EGFR基因突变情况
FISH

阴性 阳性
总计

突变 23 64 87

未突变 87 34 121

总计 110 98 208

3 讨  论

  EGFR基因位于第7号染色体,共有28个外显

子。突变主要发生在18~21号外显子,其中19和21
号外显子突变更为重要[9]。研究表明,亚洲患者的

EGFR突变率显著高于西方患者[10],女性患者EGFR
突变率显著高于男性患者,不吸烟患者的EGFR突变

率显著高于吸烟患者[11-12]。本研究发现EGFR在Ⅰ/
Ⅱ期NSCLC患者中的突变率为41.8%,男性患者

(30.2%)的EGFR突变率显著低于女性患者(59.8
 

%),吸烟史患者的EGFR突变率(19.2%)显著低于

不吸烟患者(54.1%),这与以前研究报道的结果基本

一致[13]。
目前已有部分临床特性被发现与NSCLC的预后

有关,例如:TNM分期、淋巴结转移情况、贫血、年龄、
吸烟等[14-15]。但这些预后因素的特异性不高、敏感性

差,同组患者个体差异大。除上述临床指标外,一些

肿瘤分子标记物也被发现与预后相关。例如白细胞

介素-17(interleukin-17,IL-17)[16]、IL-2[17]、C反应蛋

白(C-reactive
 

protein,CRP)[18]和肿瘤标记物癌胚抗

原(CEA)[19]等,但仍存在特异性和敏感性不足的缺

点。随 着 分 子 生 物 学 的 发 展,EGFR 基 因 作 为

NSCLC的主要驱动基因成为研究的热点[20]。研究表

明,NSCLC患者的总生存期(OS)延长与EGFR基因

第19号外显子缺失突变存在相关性[21],提示EGFR
敏感型突变与NSCLC患者的预后存在相关性。

目前EGFR基因敏感型突变与 NSCLC预后相

关研究主要集中在中晚期 NSCLC患者,但在 TNM
 

Ⅰ/Ⅱ期NSCLC患者预后中研究较少。既往对Ⅰ期

NSCLC患者研究发现,与EGFR基因野生型患者比

较,EGFR突变型患者的复发率更低,5年无病生存期

(DFS)和 OS更长,这表明 EGFR突变可作为Ⅰ期

NSCLC患者的预后预测指标[22]。还有研究对TNM
 

Ⅰ期根治术后的NSCLC患者随访发现,EGFR基因

突变型 患 者 的 OS和 DFS要 显 著 高 于 野 生 型 患

者[23]。本研究 通 过 对208例 根 治 术 后 的Ⅰ/Ⅱ期

NSCLC患者EGFR突变情况及PFS的分析来研究

EGFR突变在Ⅰ/Ⅱ期 NSCLC根治术后预后的预测

价值和临床意义。研究发现,EGFR基因突变型患者

的PFS高于野生型患者,这与既往研究结果基本一

致,不同之处在于本研究的研究对象包含了74例Ⅱ
期NSCLC,而在Ⅱ期患者中也发现EGFR基因突变

的患者具有更长的PFS。同时,Cox模型分析显示,
EGFR突变是影响PFS的独立因素,这与以往的研究

结果也是相一致的[23]。
有研究发现,EGFR扩增情况能够用于预测EG-

FR-TKIs药物吉非替尼的疗效,Ⅱ/Ⅲ期患者应用

EGFR-TKIs类药物可显著延长生存期[5]。由此可

见,EGFR基因扩增也是影响NSCLC患者预后的重

要指标,但目前缺乏EGFR扩增与Ⅰ/Ⅱ期 NSCLC
患者预后的相关性研究。在本研究中,EGFR基因

FISH检测结果与患者的年龄、性别、吸烟情况、临床

分期不 相 关(P >0.05)。在 EGFR 突 变 患 者 中

73.6%(64/87)FISH检测阳性,在FISH检测阳性患

者中65.3%(64/98)EGFR突变,二者存在相关性。
本研究还发现 EGFR基因 FISH 检测阴性患者比

EGFR基因FISH检测阳性患者PFS更长。
本研究属于回顾性分析,存在纳入研究的病例数

较少,随访时间较短等局限,需更多研究关注到EG-
FR基因突变、扩增与 NSCLC根治术预后方面,为
NSCLC中EGFR基因突变、基因扩增应用于临床指

导提供更多可靠的依据。
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