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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨结合酶切及片段分析技术建立稳定的高灵敏度 ＥＧＦＲ１９ 外显子缺失突变检测技术检测血浆 ＥＧ⁃
ＦＲ１９ 外显子缺失突变的价值。 方法　 设计针对野生型片段的限制性内切酶予以降低野生型 ＤＮＡ 背景。 通过野生型和突变

型序列的分析，以野生型序列为酶切底物，选择工具内切酶 Ｔｒｕ１ Ⅰ，设计内外两个 ＰＣＲ 反应引物，且内侧引物一端予以标记

绿色荧光。 采用 ＰＣＲ⁃酶切⁃ＰＣＲ⁃片段分析步骤，优化各反应条件，得到稳定的技术。 以野生型 ＤＮＡ 稀释突变型 ＤＮＡ 检测该

方法的灵敏度。 采用上述方法检测 ４２ 例肺癌患者外周血浆中 ＥＧＦＲ１９ 外显子突变情况。 结果　 采用野生型 ＤＮＡ 稀释突变

型 ＤＮＡ 模拟检测本方法的灵敏度，能够检测出 １ ∶１０００（Ｍｔ ∶Ｗｔ） 突变型 ＤＮＡ。 ４２ 例肺癌患者中 ５ 例血浆 ＥＧＦＲ１９ 外显子存在

缺失，其中 ４ 例为 １５ｂｐ 的缺失，１ 例为 ２４ｂｐ 的缺失。 结论　 本研究建立了一种联合酶切与片段分析的高灵敏度血浆 ＥＧＦＲ １９
外显子缺失突变检测技术，能够有效从外周血中检测出 ＥＧＦＲ１９ 外显子缺失突变。
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　 　 表皮生长因子受体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）突变对于非小细胞肺癌小分子酪氨酸

激酶抑制剂（ＴＫＩ）的使用具有重要的指导意义。 在

ＥＧＦＲ 活化突变中，其 １９ 外显子缺失突变和 ２１ 外

显子 Ｌ８５８Ｒ 点突变占 ９０％以上，其中 ＥＧＦＲ１９ 外显

子的缺失突变率在亚洲人群中与 Ｌ８５８Ｒ 突变比率

类似，在白种人中其突变率约为 Ｌ８５８Ｒ 的 ２ 倍。 体

液标本中蕴含的信息远比原来预想的多，除了通常

用于肿瘤诊断以及病情判断的蛋白 ／多肽类肿瘤标

志物，血浆等体液标本存在着非细胞性游离核酸

（ｃｅｌｌ⁃ｆｒｅｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ）。 肿瘤患者的血清游离

ＤＮＡ 高于健康个体，ＤＮＡ 片段约 ２００ ～ ３００ｂｐ，主要

来源于肿瘤细胞坏死［１］。 目前，国内外研究者开展

了血浆 ＥＧＦＲ 突变检测技术的建立及应用探索。 部
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分研究证实，外周血标本 ＥＧＦＲ 突变检测同样能够

指导临床 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 的使用［２⁃４］，且血液标本是临床

检验常用标本，获取方便，且可反复获取。 目前，针
对点突变的检测技术较为成熟，如扩增阻滞突变系

统（ＡＲＭＳ）⁃ＰＣＲ 等。 相对而言，由于 ＥＧＦＲ １９ 外显

子存在多种缺失突变，因而该外显子缺失突变检测

较为困难。 采用基于定量 ＰＣＲ 的方法检测往往需

要多个反应同步进行，增加了检测成本，同时也容

易遗漏不常见的缺失突变。 本研究结合酶切及片

段分析技术，建立了稳定的高灵敏度 ＥＧＦＲ１９ 外显

子缺失突变检测技术，现将结果报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 标本来源　 收集 ２０１１ 年 ７ 月至 ２０１１ 年 １２ 月

南京大学附属鼓楼医院肿瘤科晚期非小细胞肺癌

患者外周静脉血 ４２ 例。 入选标准：病理确诊为非小

细胞肺癌；未对性别、年龄、病理类型及吸烟史等方

面筛选。 标本采用 ＥＤＴＡ 抗凝，２０００ｒ ／ ｍ １０ｍｉｎ 离心

取上清，１２ ０００ｒ ／ ｍ １０ｍｉｎ 离心，取上清，－２０℃保存

备用。
１􀆰 ２　 细胞系　 非小细胞肺癌 ＰＣ９ 细胞系经测序证

实为 ＥＧＦＲ １９ 外显子 １５ｂｐ 缺失；非小细胞肺癌

Ｈ１９７５ 细胞系经测序证实为 １９ 外显子野生型，２１
外显子 Ｌ８５８Ｒ 突变型。 采用 ＰＣ９ 细胞 ＤＮＡ 作为 １９
外显子阳性对照，Ｈ１９７５ 细胞作为 １９ 外显子检测阴

性对照。
１􀆰 ３　 试剂与仪器　 ＤＮＡ 提取分离试剂盒购自德国

Ｑｉａｇｅｎ 公司，ＨＳ Ｔａｑ ＰＣＲ 试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ
公司，限制性内切酶 Ｔｒｕ１ Ⅰ购自加拿大 Ｆｅｒｍａｎｔａｓ
公司，５００⁃ＬＩＺ 购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，
ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 生物分光光度计购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ
公司，ＡＢｌ３１３０ 型基因分析仪购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ 公司。

１􀆰 ４　 引物序列　 １９Ｆ１： ５’⁃ＧＡＡＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＴ⁃
ＡＡＡＡＴＴＣ⁃３’；１９Ｒ１： ５’⁃ＣＴＧＡＧＧＴＴＣＡＧＡＧＣＣＡＴ⁃
ＧＧＡ⁃３’；１９Ｆ２： ５’⁃ＧＡＴＡＡＡＡＴＴＣＣＣＧＴＣＧＣＴＡＴＣ⁃
３’；１９Ｒ２： ５’⁃ＣＡＣＡＣＡＧＣＡＡＡＧＣＡＧＡＡＣ⁃３’。
１􀆰 ５　 ＤＮＡ 提取 　 用 ＤＮＡ 提取分离试剂盒分别提

取肺癌细胞系 ＰＣ９、Ｈ１９７５ 细胞 ＤＮＡ 及血浆 ＤＮＡ，
采用 ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 生物分光光度计检测 ＤＮＡ 的质

量及数量，计算所有 ＤＮＡ 的吸光值（Ａ）比值：Ａ２６０ ∶
Ａ２８０值均介于 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 之间。 所提取的 ＤＮＡ 置于

－２０℃保存。
１􀆰 ６　 ＰＣＲ 及酶切反应体系　 ＰＣＲ 反应体系均为 １０
×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２μｌ，ｄＮＴＰ ０􀆰 ５μｌ，上下游引物为 １μｌ，
Ｔａｑ 酶 ０􀆰 １μｌ，ＤＮＡ ２μｌ，用水补足 ２０μｌ。 ＰＣＲ 扩增

反应：９５℃预变性 ３０ｓ；９５℃变性 １５ｓ，６０℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸 ３０ｓ，３０ 个循环。 酶切反应：Ｂｕｆｆｅｒ Ｒ ２μｌ，
Ｔｒｕ１ Ⅰ １μｌ，水 １８μｌ，ＰＣＲ 产物 １０μｌ，６５℃孵育 ２ｈ，
直接取酶切反应产物进行 ＰＣＲ，条件同前，引物为

１９Ｆ２ 和 １９Ｒ２。
１􀆰 ７　 片段分析　 将第 ２ 次 ＰＣＲ 产物稀释 １００ 倍，
加入适量 ５００⁃ＬＩＺ，热变性，采用 ＡＢＩ ３１３０ 基因分析

仪进行片段分析。
１􀆰 ８　 灵敏度测定　 采用梯度稀释法将 ＥＧＦＲ １９ 外

显子突变（ＰＣ９）的 ＤＮＡ 按一定比例（１ ∶１０、１ ∶１００、
１ ∶１０００）混合到 ＥＧＦＲ １９ 外显子野生型（Ｈ１９７５）的
ＤＮＡ 中。 按上述 １􀆰 ５ 至 １􀆰 ７ 方法进行 ＥＧＦＲ １９ 外

显子检测。

２　 结　 果

２􀆰 １　 灵敏度　 通过序列分析，ＥＧＦＲ１９ 外显子缺失

突变区为限制性内切酶 Ｔｒｕ１Ⅰ酶切位点。 酶切富集

联合片段分析法检测 ＥＧＦＲ １９ 外显子突变，野生型

ＰＣＲ 产物片段位于 ９４ｂｐ 左右（图 １）。 本方法能检测

的最低突变 ∶野生型 ＤＮＡ 比例为１ ∶１０００（图 ２）。

图 １　 采用酶切富集联合片段分析法检测 ＥＧＦＲ １９ 外显子突变结果
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图 ２　 体外模拟实验检测 ＥＧＦＲ １９ 外显子突变灵敏度

２􀆰 ２　 非小细胞肺癌患者血浆 ＥＧＦＲ １９ 外显子缺失

突变检测 　 ４２ 例非小细胞肺癌患者的外周血中共

测得缺失突变阳性病例 ５ 例，突变检出率为 １１􀆰 ９％，
其中 ４ 例为 １５ｂｐ 缺失，１ 例为 ２４ ｂｐ 缺失。

３　 讨　 论

ＥＧＦＲ 在细胞信号传导通路中起重要作用，一
旦被激活，可导致肿瘤细胞内酪氨酸蛋白激酶活化

和受体自身磷酸化，从而促使细胞增生、分化、转
移、血管生成及凋亡抑制［５］。 ＥＧＦＲ 受体抑制剂包

括小分子酪氨酸激酶抑制剂和单克隆抗体。 ＥＧＦＲ⁃
ＴＫＩ 能够通过阻断细胞受体的三磷酸腺苷结合位

点，阻止下游信号传递而产生抑制肿瘤作用。 大量

临床试验亦发现，不同的患者应用 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 的疗

效差异很大。 对未经 ＥＧＦＲ 检测的患者， 使用

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 的总有效率为 ８％ ～ １２％；但 ２０１２ 年 ＥＵ⁃
ＲＴＡＣ 临床试验结果显示 ＥＧＦＲ 突变患者应用

ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 有效率约为 ７３􀆰 ７％，中位无进展生存时

间（ＰＦＳ）达 １０􀆰 ８ 个月，高于标准化疗组的 ５􀆰 ４ 个

月［６］。 因此，对于 ＥＧＦＲ 突变阳性的非小细胞肺癌

患者采用 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 治疗已经成为标准治疗。 然

而，ＥＧＦＲ 突变检测则受标本取材困难的限制。 临

床实践中有相当一部分非小细胞肺癌患者受病灶

位置及病理分期因素影响，难以进行手术治疗而获

得病理组织学标本，而部分病例采用活检虽然能够

解决诊断，但是活检组织量往往难以满足突变检测

需求。 因此，本研究外周血检测 ＥＧＦＲ 突变的方法

具有较广的临床实用价值。
２００９ 年，西班牙加泰罗尼亚大学肿瘤研究所

Ｒｏｓｅｌｌ 等［２］在新英格兰杂志首次报道了血浆 ／血清

ＥＧＦＲ ＰＮＡ⁃ＰＣＲ 突变检测技术应用于肺癌患者，并
且发现血浆 ／血清 ＥＧＦＲ 同样也能够用于预测厄洛

替尼的疗效。 ２００９ 年，国内王洁教授所在团队采用

变性高效液相色谱（ｄＨＰＬＣ）技术检测 ２３０ 例进展

期非小细胞肺癌患者血浆 ＥＧＦＲ 突变情况，其突变

检测的敏感性为 ３ ∶１００（突变型 ∶野生型），并且在临

床标本与组织对比中能够获得较好的突变检出率，
与肺癌 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 治疗患者预后有关［３］。 然而，本
研究建立的 ＥＧＦＲ １９ 外显子突变检测方法能够检

出 １ ∶１０００ 的突变型 ＤＮＡ，且检测了 ４２ 例未经选择

的晚期非小细胞肺癌患者血浆，其 ＥＧＦＲ 突变检出

率为 １１􀆰 ９％，但是对这部分患者 ＥＧＦＲ⁃ＴＫＩ 使用情

况及临床随访尚在进行中，有待进一步分析。
血浆 ＤＮＡ 检测面临如下问题：（１）肿瘤来源的

ＤＮＡ 与正常组织来源的 ＤＮＡ 混杂，突变 ＤＮＡ 面临

大量野生型 ＤＮＡ 混杂，因此需要稳定、有效的血浆

ＤＮＡ 突变技术；（２）由于血浆游离 ＤＮＡ 较大部分来

自于肿瘤细胞的凋亡坏死，因此血浆 ＤＮＡ 完整性较

差，片段长度集中在 ３００ｂｐ 以下。 本方法采用酶切

富集的方法，设计针对野生型片段的限制性内切

酶，选择性富集突变 ＤＮＡ，并采用片段分析的方法

进行片段长度判断，有效进行了 ＥＧＦＲ １９ 外显子是

否存在缺失突变的评估。 检测过程中，所有 ＰＣＲ 反

应均将产物控制在 ３００ｂｐ 以下旨在提高检出效率。
本方法较传统的直接测序法具有较高的灵敏度，适
合血浆等体液标本的检测。 较 Ｓｃｏｒｐｏｉｎｓ 与 ＡＲＭＳ
技术联合应用（ＳＡＲＭＳ）⁃ＰＣＲ 等基于探针的技术，
本技术只需进行单次检测，便可覆盖多种不同的缺

失突变，并且片段分析技术能够准确得到缺失片段

长度，相对而言，检测成本得到控制，结果可信。 因

此，本技术灵敏度高，检测成本相对低廉，具有临床

进一步应用的潜能。
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《恶性肿瘤多药耐药的逆转》全书分为两个部分，总论部分主要概述了目前肿瘤多药耐药研究的最新方
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