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NSCLC罕见EGFR双突变继发KRAS突变
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房爱菊1,万玉刚2,戴宗燕1,程凤凤1,杨香山1△

(1.山东省立第三医院病理科,济南
 

250031;2.中国重汽医院外科,济南
 

250031)

  [摘要] 目的 探讨非小细胞肺癌(NSCLC)中表皮生长因子受体(EGFR)基因罕见双突变病例的临床病

理学特征及治疗意义。方法 对1例EGFR基因罕见双突变,并在使用酪氨酸激酶抑制剂(TKI)后继发

KRAS基因突变的肺腺癌病例进行回顾,同时进行相关文献复习,基因检测分别应用 ARMS-PCR、二代测序

(NGS)及Sanger测序法。结果 患者因头部、右肩部、右季肋部、左臀部包块3个月就诊,穿刺活检示转移腺

癌,考虑来自肺,1年后左前臂发现新转移灶,活检NGS检测示EGFR
 

L858R及KRAS
 

G12D突变;对3次活

检组织行Sanger测序发现EGFR基因均为L858R合并R776H双突变。结论 EGFR
 

L858R合并R776H突

变为罕见双突变,靶向治疗后获得性KRAS基因突变相关报道亦少见。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

therapeutic
 

significance
 

of
 

rare
 

double
 

mutations
 

of
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

(EGFR)
 

gene
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).
Methods A

 

rare
 

case
 

of
 

double
 

mutation
 

of
 

EGFR
 

in
 

lung
 

adenocarcinoma
 

was
 

retrospectively
 

analyzed
 

whose
 

KRAS
 

gene
 

mutation
 

was
 

acquired
 

after
 

using
 

tyrosine
 

kinase
 

inhibitor
 

(TKI).The
 

related
 

literatures
 

were
 

reviewed.The
 

gene
 

mutations
 

were
 

detected
 

using
 

ARMS-PCR,next
 

generation
 

sequencing
 

(NGS)
 

and
 

Sanger
 

sequencing
 

respectively.Results A
 

68-year-old
 

female
 

presented
 

with
 

multiple
 

masses
 

of
  

head,right
 

shoul-
der,right

 

quarte
 

rib
 

and
 

left
 

hip
 

for
 

3
 

months.Puncture
 

biopsy
 

showed
 

metastatic
 

adenocarcinoma
 

from
 

the
 

lung.One
 

year
 

later,new
 

metastases
 

were
 

found
 

in
 

the
 

left
 

forearm,EGFR
 

L858R
 

and
 

KRAS
 

G12D
 

mutations
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

NGS
 

from
 

biopsy
 

samples.At
 

last,all
 

the
 

three
 

biopsies
 

were
 

tested
 

by
 

Sanger
 

sequen-
cing,it

 

was
 

confirmed
 

that
 

L858R
 

and
 

R776H
 

double
 

mutations
 

of
 

EGFR
 

gene
 

were
 

found
 

in
 

all
 

of
 

three
 

sam-
ples.Conclusion EGFR

 

L858R
 

combined
 

with
 

R776H
 

mutation
 

is
 

a
 

rare
 

double
 

mutation
 

in
 

lung
 

adenocarci-
noma,also

 

acquired
 

mutation
 

of
 

KRAS
 

gene
 

after
 

targeted
 

therapy
 

is
 

rarely
 

reported.
[Key

 

words] carcinoma,non-small-cell
 

lung;receptor,epidermal
 

growth
 

factor;double
 

mutation;R776H
 

mutation;K-ras
 

acquired
 

mutation

  国家癌症中心最新一期的统计数据显示我国恶

性肿瘤发病首位是肺癌[1],其在全球报告中同样显示

位居男性恶性肿瘤第1位,女性第2位[2]。非小细胞

肺癌(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)占肺癌的
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80%以上,亚洲NSCLC患者表皮生长因子受体(epi-
dermal

 

growth
 

factor
 

receptor,EGFR)突变发生率达

50%~60%[3],主要集中在18~21外显子中,其中19
外显子缺失和21单一外显子突变最常见,约占EG-
FR总突变的90%。对于EGFR敏感突变的Ⅲa期及

以上的患者,常规推荐酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine
 

kinase
 

inhibitor,TKI)治疗[4]。但随着研究的深入,
 

EGFR双基因突变也有相应文献报道,但由于双突变

的发生率极低,样本量小,EGFR双突变患者的临床

特征及对EGFR-TKIs治疗的敏感性仍未完全明确。
本研究对1例罕见EGFR双突变病例的临床病理特

征进行总结并进行相应的文献复习,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  患者女,68岁,因3个月前发现头顶部、右肩部、
右季肋区、左臀部包块于2016年12月14日入院。
专科检查头顶部、右肩部、右季肋区、左臀部包块,1~
3

 

cm不等,无压痛及破溃,周围皮肤无红肿。CT示:
双肺多发结节灶,右下肺结节最大截面约50

 

mm×47
 

mm,右侧胸腔积液。血液肿瘤标志物检测显示:癌胚

抗原(CEA)
 

147.13
 

ng/mL、CA199
 

956.00
 

U/mL、

CA125
 

67.43
 

U/mL、CA153
 

46.55
 

U/mL,头部包块

活检病理诊断为“转移的腺癌,考虑来自肺”。第1天

给予培美曲赛二钠0.8
 

g、第2~4天顺铂40
 

mg,4个

周期。2017年2月3日复查血液肿瘤标志物显示
 

CEA
 

122.85
 

ng/mL、CA199
 

781.22
 

U/mL、CA125
 

73.49
 

U/mL、CA153
 

35.49
 

U/mL,较化疗前有所降

低,但CT检查示右下肺病灶最大截面约70
 

mm×50
 

mm,较之前相比病灶增大,病情进展。2017年3月

24日患者开始服用EGFR-TKI易瑞沙每日1片,2个

月后行 CT检查示右肺病灶最大截面32
 

mm×39
 

mm,较前明显缩小。2018年6月21日再次复查时血

液肿瘤标志物
 

CEA
 

40.33
 

ng/mL,但患者左前臂出

现包块,包块约3
 

cm×2
 

cm,其他部位未见明显异常。
遂行手术将包块部分切除,病理示转移性腺癌,考虑

来自肺。同时右侧胸腔积液较前明显增多,给予多次

胸腔穿刺引流,给予注射用重组人肿瘤坏死因子胸腔

灌注治疗3次,胸腔积液逐渐减少并稳定。2018年8
月27日、2018年12月16日、2019年2月26日多次

行CT检查示右肺病灶无明显变化。2019年2月25
日 血 液 肿 瘤 标 志 物

 

CEA
 

46.84
 

ng/mL、CA199
 

241.60
 

U/mL、CA125
 

5.96
 

U/mL、CA153
 

116.74
 

U/mL,患者病情稳定,行相关检查未见明显转移及其

他部位结节形成,无明显癌性疼痛。患者总体评价:
目标病灶评价为部分缓解(partial

 

response,PR),非

目标病灶评价为疾病稳定(stable
 

disease,SD)。

1.2 方法

1.2.1 一般病理检查

  标本经10%中性缓冲福尔马林固定24
 

h,常规取

材脱水石蜡包埋,3
 

μm切片,行苏木素-伊红(HE)染
色后显微镜下观察;免疫组织化学染色使用全自动免

疫组织化学染色机(Roche
 

Benchmark
 

XT,瑞士罗氏公

司),抗体TTF-1、NapsinA、ER、CK20、CDX2和免疫组

织化学试剂盒Ultra
 

View
 

Universal
 

DAB
 

Detection
 

Kit
(Ventana)均购自罗氏诊断产品(上海)有限公司。

1.2.2 分子病理学检测

  DNA提取使用德国凯杰公司的 QIAamp
 

DNA
 

FFPE
 

Tissue试剂盒,按试剂盒说明操作。EGFR基

因检测试剂盒ARMS-PCR法购自厦门艾德生物有限

公司,操 作 过 程 按 试 剂 盒 说 明,使 用 仪 器 为 罗 氏
 

LightCycler480
 

Ⅱ实时荧光定量PCR仪;Sanger测

序使用美国ABI公司3500Dx测序仪,引物由北京奥

科鼎盛生物科技有限公司合成,测序反应试剂购自

Thermo
 

Fisher
 

Scientific
 

Batica
 

UAB,部分试剂为本

实验室自制试剂;二代测序(next
 

generation
 

sequen-
cing,NGS)由安龙基因科技有限公司完成。

2 结  果

2.1 病理诊断结果

  2016年12月7日完整切除头部包块,HE染色

显微镜下可见纤维结缔组织中成片不规则腺管状结

构,呈蟹爪样浸润性生长,细胞异型明显,细胞核体积

增大,核质比明显增大,细胞核呈多形性并可见双核,
考虑腺癌;免疫组织化学显示TTF-1和 NapsinA均

弥漫阳性,符合肺腺癌转移。左臀部、右肩部及右季

肋部包块切除病理图像与头部包块相似,结果示转移

的腺癌,结合免疫组织化学结果 TTF-1和 NapsinA
均阳性,符合肺腺癌转移;2018年7月患者服用易瑞

沙16个月后发现左前臂质韧包块,约3
 

cm×2
 

cm×2
 

cm,切除后行病理检查示转移性腺癌,结合病史及免

疫组织化学结果TTF-1和NapsinA均阳性考虑为肺

腺癌转移,见图1。

2.2 基因检测结果

  2016年12月22日取头部包块石蜡包埋组织进

行EGFR基因突变检测,结果显示EGFR基因第21
外显子L858R突变。2018年7月6日取左前臂包块

石蜡包埋组织采用同种方法进行EGFR基因突变检

测,结果显示EGFR基因第21外显子L858R突变。

2018年9月18日取左前臂包块石蜡包埋组织采用

NGS行肺癌13个基因(包含EGFR、KRAS、NRAS、

ALK、ROS1、AKT1、BRAF、DDR2、FGFR1、HER2、

98重庆医学2020年1月第49卷第1期



  A:头部(HE,×20);B:右肩部(HE,×20);C:左前臂(HE,×20);D:头部(TTF-1,×20);E:右肩部(TTF-1,×20);F:左前臂(TTF-1,×20)。

图1  患者头部、右肩部、左前臂包块病理图像

  A:头部包块EGFR第20外显子测序结果;B:头部包块EGFR第21外显子测序结果;C:头部包块KRAS第2外显子测序结果;D:左前臂包块

EGFR第20外显子测序结果;E:左前臂包块EGFR第21外显子测序结果;F:左前臂包块KRAS第2外显子测序结果。

图2  活检组织测序结果

MAP2K1、MET、RET)检测,发现EGFR基因L858R
突变及KRAS基因G12突变。2018年10月8日对

患者头部、右肩部、左前臂行3次活检,并对石蜡包埋

组织行EGFR基因18、19、20、21外显子及KRAS基

因2、3、4外显子Sanger测序检测,发现头部、右肩部

及左 前 臂 包 块 均 存 在 EGFR 基 因 第 20 外 显 子

R776H和21外显子L858R双突变,并在左前臂包块

中新检测出KRAS基因2外显子G12D突变,见图2。

3 讨  论

  目前NSCLC的治疗已进入精准医学时代,层出

不穷的临床研究不断为其精准治疗增加循证医学证

据,使得NSCLC治疗的获益人群更加精准,治疗方式

更加 合 理。EGFR 基 因 是 目 前 为 止 在 东 亚 人 群

NSCLC患者中最常见的驱动基因,其突变位点集中
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在18、19、20、21外显子,其中19外显子缺失突变和

21外显子L858R突变为最常见突变位点,约占突变

的90%以上,针对EGFR基因突变的TKI已经发展

到第3代,针对常见突变位点的耐药机制也有了深入

的研究[4-5]。

20外显子插入突变在 EGFR基因突变中约占

1%~4%,临床病理学特征与经典 EGFR 突变相

似[6]。根据20外显子氨基酸插入位置的不同分为两

组:插入位于aC-螺旋酪氨酸激酶结构域后(A767-
C775)和插入aC-螺旋中(E762-M766),前者为 EG-
FR-TKI耐药突变,后者为EGFR-TKI敏感突变[7]。
有研究提出R776H突变通过改变aC-螺旋构象增强

EGFR活性,且R776H突变增加对二聚体的亲和力,
从而 维 持 aC-螺 旋 构 象[8]。发 生 R776H 突 变 的

NSCLC患者对于EGFR-TKI的应用是敏感或是耐

药,目前因病例太少缺乏数据。笔者通过搜索COS-
MIC数据库2018.3版本共查阅到相关文献7篇,并
检索PubMed数据库共检索出相关病例12例[9-17]。

VAN 等[9]在 体 外 实 验 发 现,R776H+G719A 和

R776H+G719S双突变体对吉非替尼和厄洛替尼敏

感。临床研究中,1例 R776H+L861Q 突变患者,

TKI治疗后病情评估为病情稳定,无瘤生存期为1.8
个月[10],2例R776H+L858R突变患者经TKI治疗

后,病情评估为部分缓解,无瘤生存期为16.0个

月[11-12]。综上所述,结合本研究推断R776H 突变可

能为敏感突变。

EGFR敏感的肺癌患者多数在接受第1代EG-
FR-TKI治疗9~13个月后产生获得性耐药,其分子

机制包括继发EGFR基因20号外显子T790M突变、
替代增殖信号通路的激活、c-Met基因的扩增及病理

类型的转化等[18]。而 KRAS基因是 NSCLC中除

EGFR基因之外的最常见的驱动基因,且普遍认为其

与EGFR基因突变是互斥的,突变患者对EGFR-TKI
原发耐药[19]。已经完成的大样本量再活检组织队列

研究 中 都 未 在 继 发 耐 药 中 检 测 到 KRAS基 因 突

变[20-22]。通过文献检索的第1例 KRAS获得性突变

EGFR突变报道于2016年[23],1例L858R突变的患

者在使用EGFR-TKI治疗进展后获取的组织中检测

到了 KRAS基因G12S突变。最近的一项研究也证

实了KRAS基因突变为获得性EGFR-TKI耐药机制

之一[24],该研究发现在EGFR-TKI获得性耐药患者

外周血循环DNA中检测出 KRAS突变。笔者通过

对患者进行EGFR-TKI治疗前、治疗中、进展后3次

活检肿瘤组织进行检测,也证实了患者在EGFR-TKI
治疗中出现KRAS基因获得性突变,新获得的KRAS
基因突变使患者病情进展,出现新发病灶。

本研究报道的病例不仅存在EGFR基因L858R

敏感突变,还合并罕见的R776H突变,且患者在应用

EGFR-TKI
 

15个 月 后 出 现 获 得 性 KRAS基 因 的

G12D突变,为临床罕见双突变的治疗及耐药机制的

研究提供了完整临床资料。
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