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  【摘要】 目的 通 过 检 测 肺 腺 癌 患 者 肿 瘤 组 织 标 本、胸 水 标 本 表 皮 生 长 因 子 受 体

(EGFR)基因突变状态,明确胸水标本能否成为组织标本的替代选择。方法 2013年9月至

2015年1月中南大学湘雅医院呼吸与危重症医学科符合入选标准的肺腺癌患者46例,收集患者

的胸水游离DNA (cfDNA)、胸水癌细胞、肿瘤组织标本。采用液相芯片法检测3种标本EGFR
基因突变状态。结果 46例患者胸水cfDNA的EGFR基因突变率为43 5% (20/46),胸水癌细

胞EGFR基因突变率为36 1% (13/36),肿瘤组织样本的EGFR基因突变率为45 7% (21/46)。

胸水cfDNA与组织标本EGFR基因突变一致率为93 5% (43/46),κ=0 868。胸水细胞与组织

标本EGFR基因突变一致率为91 7% (33/36),κ=0 822。结论 胸水cfDNA标本、胸水细胞

标本EGFR基因突变状态与配对组织标本一致性好,当无法获取组织标本时,胸水标本可作为

良好替代。
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【Abstract】 Objective Todeterminewhetherpleuraleffusionsamples includingcell-free
DNA cfDNA samplesandpleuraleffusioncancercells couldbeanalternativeoftumortissue
samplestotestepidermalgrowthfactorreceptor EGFR genemutationstatus Methods Atotal
of46patientswithlungadenocarcinomadiagnosedintheDepartmentofRespiratoryandCritical
CareMedicine XiangyaHospitalfromSeptember2013toJanuary2015wereincludedinthisstudy 
ThematchedpleuraleffusioncfDNAsamples cancercells tumortissuessampleswerecollected
fromthesepatients EGFRmutationstatusindifferentkindsofsampleswasdeterminedbyliquid-
chipplatform Results EGFRmutationwasidentifiedin20outof46 43 5% pleuraleffusion
cfDNAsamples 13outof36 36 1% pleuraleffusioncancercellsamples and21outof46

 45 7% matchedtumortissues TheoverallconcordanceoftheEGFRgenemutationdetectedin

pleuraleffusioncfDNAsamplesandtumortissuesampleswas93 5%  43 46 κ=0 868  The
overallconcordanceoftheEGFRgenemutationdetectedincancercellsamplesandtumortissue
sampleswas91 7% 33 36 κ=0 822  Conclusions PleuraleffusioncfDNAsamplesandcancer
cellsampleshavehighconcordancewithmatchedtumortissuesamples suggestingthatpleuralfluid
isanalternativefordetectingEGFRmutationwhenthebiopsyoftumortissueisinfeasible 
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2017年美国癌症学会统计数据显示肺癌仍是

全世界发病率和病死率排名第一的癌症[1]。近年

来,分子靶向治疗是肺癌治疗的热点,大量多中心

临床 试 验 研 究 结 果 显 示:表 皮 生 长 因 子 受 体

(epidermalgrowthfactorreceptor,EGFR)基因

突变阳性的非 小 细 胞 肺 癌 (non-smallcelllung
cancer,NSCLC)患者接受EGFR-酪氨酸激酶抑

制剂 (tyrosinekinaseinhibitor,TKI)治疗,可

明显改善患者预后[2-3]。NCCN 指南推荐 NSCLC
患者检测EGFR基因突变状态,EGFR基因突变

阳性患者可选择EGFR-TKI作为一线治疗方案[4]。
然而,由于多种原因,约有20%患者无法获

取肺癌组织标本。因此,寻找非组织标本替代组织

标本,检测EGFR基因突变状态,具有重要的临

床意义。目前研究的非组织标本主要有:血浆、胸

水、心包积液、腹水、痰液、支气管灌洗液等。恶

性胸水是肺癌的晚期并发症,8%~15%的肺癌患

者可并发恶性胸水,肺腺癌中恶性胸水发生率更

高[5]。恶性胸水肿瘤负荷大,胸水中含较多肿瘤细

胞及肿瘤细胞的DNA片段,更能反映肿瘤的异质

性。目前,胸水与配对组织样本EGFR基因突变

状态比较的研究较少,胸水是否可以作为肿瘤组织

的可靠替代样本尚不明确。本研究旨在比较肺腺癌

患者中胸水样本与肿瘤组织标本EGFR基因突变

情况的一致性,判断胸水是否可以作为组织标本的

可靠替代。

1 对象与方法

1 1 研究对象及标本收集 研究对象为2013年9
月至2015年1月中南大学湘雅医院呼吸与危重症

医学科经病理确诊的肺腺癌患者,一共46例,收

集患者配对的胸水、胸水细胞沉渣、肿瘤组织标

本。本研究通过中南大学湘雅医院医学伦理委员会

批准 (CTXY-1100083),患者签署知情同意书。
入组标准:(1)年龄>18岁; (2)患者经组

织学或者细胞学病理确诊为原发性肺腺癌;(3)患

者经中南大学湘雅医院病理科2名以上医师根据细

胞学及免疫组织化学结果确诊为原发性肺腺癌;
(4)合 并 恶 性 胸 腔 积 液 的 Ⅳ 期 (TNM 分 期,

UICC2009版)肺腺癌患者;(5)未接受过放疗、
化疗或者EGFR-TKI治疗。

恶性胸水的判断标准[6]:(1)患者临床表现,
如呼吸困难等; (2)影像学检查,一般中-大量胸

水,可见纵隔淋巴结肿大;(3)胸水性状、生化、
常规指标;(4)胸水肿瘤标志物,如癌胚抗原等;
(5)胸水细胞学病理检查 (确诊);(6)胸腔镜胸

膜活检病理结果 (确诊)。
共收集胸水标本46例,其中胸水细胞沉渣制

备成蜡块36例,提取胸水游离 DNA (cell-free
DNA,cfDNA)46例,组织标本46例 (原发灶

11例,转移灶35例)。46例胸水cfDNA标本分别

与胸水细胞蜡块或组织标本配对。36例患者同时

配对胸水cfDNA、胸水细胞蜡块及组织标本3种

类型标本。25例患者胸膜标本与胸水cfDNA标本

配对。组织标本主要为活检组织,来源于以下几种

方式:支气管镜活检6例,CT引导下肺穿刺活检

5例,淋巴结切除活检8例,彩色超声引导下胸膜

活检2例,胸腔镜下胸膜活检25例。

1 2 检测方法 采用敏感度高的液相芯片法检测

胸水cfDNA、胸水癌细胞及肿瘤组织标本EGFR
基因突变状态。液相芯片技术又称流式荧光技术、
悬浮阵列。检测EGFR基因突变主要经过PCR、
纯化、ASPE延伸、杂交及luminex检测读数等过

程。所需标本量少,敏感度高,特异性强,检测速

度快,高通量,操作简单。Zhang等[7]采用该技术

检测了86例晚期 NSCLC患者血浆标本及对应的

肿 瘤 组 织 标 本 的 EGFR、KRAS、BRAF 和

PI3KCA基因突变情况,结果表明液相芯片技术检

测血浆标本和肿瘤组织标本突变情况一致性较高,
是预测晚期 NSCLC患者接受EGFR-TKI药物治

疗疗效的快速、无创伤检测方法。分别计算胸水

cfDNA标本、胸水细胞蜡块及组织标本EGFR基

因突变率。并计算各类样本的敏感度、特异度、假

阳性率、假阴性率,敏感度=真阳性例数/ (真阳

性例数+假阴性例数),特异度=真阴性例数/ (真
阴性例数+假阳性例数),假阳性率=假阳性例数/
(真阴性例数+假阳性例数),假阴性率=假阴性例

数/ (真阳性例数+假阴性例数)。

1 3 统计学分析 采用SPSS22 0软件进行统计

学分析。采用χ2 检验分析胸水cfDNA与组织标

本、细胞蜡块与组织标本、胸水cfDNA标本与细
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胞蜡块标本两两样本间EGFR突变的一致性。通

过计算κ值来评价一致性水平,κ>0 75表示一致

性水平非常好。P <0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 胸水cfDNA、胸水细胞蜡块及肿瘤组织标本

的EGFR基因突变情况 如表1所示,肿瘤组织

标本EGFR基因突变率为45 7% (21/46),胸水

cfDNA标本EGFR基因突变率为43 5% (20/46),
胸 水 癌 细 胞 的 EGFR 基 因 突 变 率 为36 1%
(13/36)。

表1 肿瘤组织标本、胸水癌细胞以及胸水cfDNA
标本的EGFR基因突变状态

标本类型 例数
EGFR基因突变 [例 (%)]

19-del L858R
EGFR突变

率 (%)

肿瘤组织 46 8 17 4 13 28 3 45 7
胸水cfDNA 46 8 17 4 12 26 1 43 5
胸水细胞蜡块 36 6 16 7 7 19 4 36 1

  注:cfDNA为游离DNA;EGFR为表皮生长因子受体

2 2 肿瘤组织标本的EGFR基因突变检测结果 
46例患者组织标本中EGFR基因突变21例,其中

19-del突变8例 (17 4%),21外显子L858R点突

变13例 (28 3%)。11例原发灶标本中有6例

(54 5%)EGFR基因突变阳性,35例转移灶标本

中15例 (42 9%)EGFR 基 因 突 变 阳 性。原 发

灶与转移灶的 EGFR 突变率差异无统计学意义

(χ2=0 461,P =0 497)。见表2。

表2 肺腺癌原发灶与转移灶组织标本的

EGFR突变状态

标本
EGFR基因突变 [例 (%)]

阳性 阴性
χ2 值 P 值

原发灶
转移灶

6 54 5 
15 42 9 

5 45 5 
35 57 1 

0 461 0 497

  注:EGFR为表皮生长因子受体

2 3 胸水cfDNA标本EGFR基因检测结果 46
例胸水cfDNA标本中EGFR基因突变20例,其

中19-del突变8例 (17 4%),21外显子 L858R
点突变12例 (21 6%)。43例胸水cfDNA标本与

组织标本 EGFR 基因突变检测结果相同,包括

EGFR突变阳性19例,EGFR阴性24例。这2类

标本间有3例患者的配对标本检测结果不一致。其

中,2 例 组 织 标 本 为 阳 性 (19-del突 变 1 例,

L858R突变1例),而胸水样本为阴性;1例组织

标本检测阴性,而胸水样本检测为19-del阳性

(表3)。此外,1例患者的胸水cfDNA标本检测结

果为同时存在19-del和L858R点突变,而组织样

本检测仅为L858R突变。胸水cfDNA标本与组织

标本 EGFR基因突变状态一致率为93 5% (43/

46),κ=0 868,提 示 两 者 一 致 性 较 好 (χ2=
34 73,P =0 223)。以组织标本检测作为金标准,
胸水cfDNA 的 EGFR 基 因 突 变 检 测 敏 感 度 为

90 5%,特异度为96 0%,假阳性率为4 0%,假

阴性率为9 5%。
如表4所示,配对的胸水cfDNA与胸膜组织

标本25例,其中胸水cfDNA标本EGFR基因突

变阳性率为44 0% (11/25),胸膜EGFR基因突

变率为48 0% (12/25)。24例患者的胸水cfDNA
标本与胸膜标本EGFR基因突变检测结果一致。1
例患者的配对标本检测结果有差异,其胸膜标本检

测为19-del突变阳性,而胸水cfDNA样本为阴性,
胸水cfDNA标本与胸膜标本EGFR基因突变状态

一致 率 为96 0% (24/25),κ=0 920 (χ2 =
21 28,P =1 000)。以胸膜标本作为金标准,胸

水 cfDNA 的 EGFR 基 因 突 变 检 测 敏 感 度 为

91 7%,特异度为100 0%,假阳性率为0 0%,假

阴性率为8 3%。

表3 胸水cfDNA与配对肿瘤组织标本的

EGFR突变状态 [例 (%)]

胸水cfDNA

EGFR突变

肿瘤组织EGFR突变

阳性 阴性
合计

阳性 19 90 5 1 4 0 20 43 5 
阴性 2 9 5 24 96 0 26 56 5 
合计 21 45 7 25 54 3 46 100 0 

  注:cfDNA为游离DNA;EGFR为表皮生长因子受体;χ2=

34 730,P =0 233

表4 胸水cfDNA与配对胸膜组织标本的

EGFR突变状态 [例 (%)]

胸水cfDNA

EGFR突变

胸膜标本EGFR突变

阳性 阴性
合计

阳性 11 91 7 0 0 0 11 44 0 
阴性 1 8 3 13 100 0 14 56 0 
合计 12 48 0 13 52 0 25 100 0 

  注:cfDNA为游离DNA;EGFR为表皮生长因子受体;χ2=

21 28,P =1 000

2 4 胸水细胞蜡块标本EGFR基因检测结果 42
例胸水标本离心后包埋制成细胞蜡块,其中36例

标本发现腺癌细胞,6例蜡块未见癌细胞,胸水中

肿瘤细胞检出率为85 7% (36/42)。36例蜡块标

本行EGFR基因突变检测,突变阳性率为36 1%
(13/36)。其中19-del突变6例,21外显子L858R
点突变7例。33例胸水细胞蜡块标本与组织标本

EGFR基因突变检测结果相同,包括EGFR突变

阳性12例,EGFR突变阴性21例。2类标本间有

3例患者的配对标本检测结果不一致,其中2例患
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者的组织标本为突变阳性 (2例均为L858R),而

胸水细胞蜡块标本为突变阴性;1例患者的组织标

本检测阴性,而胸水细胞蜡块标本检测19-del阳

性 (表5)。且胸水细胞蜡块标本与组织标本EGFR
基因突变状态一致率为91 7% (33/36),κ=0 822,
说明两者一致性较好 (χ2=24 432,P =1 000)。
以组织标本作为对照,胸水细胞蜡块的EGFR基

因突变检测敏感度为85 7%,特异度为95 5%,假

阳性率为4 5%,假阴性率为14 3%。

表5 胸水细胞蜡块与配对肿瘤组织样本的

EGFR突变状态 [例 (%)]

胸水细胞蜡块

EGFR突变

肿瘤组织EGFR突变

阳性 阴性
合计

阳性 12 85 7 1 4 5 13 36 1 
阴性 2 14 3 21 95 5 23 63 9 
合计 14 38 9 22 61 1 36 100 0 

  注:EGFR为表皮生长因子受体;χ2=24 432,P =1 000

34例胸水细胞蜡块标本与胸水cfDNA 标本

EGFR基因突变检测结果相符,包括EGFR突变

阳性13例,EGFR阴性21例。2类标本间有2例

配对标本检测结果有差异,2例胸水细胞蜡块标本

检测阴性,而胸水cfDNA 标本检测阳性,均为

L858R突变 (表6)。胸水cfDNA标本与胸水细胞

蜡块标本 EGFR 基因突变状态一致率为94 4%
(34/36),κ=0 883,提示两者一致性较好 (χ2=
28 487,P =0 500)。

表6 胸水cfDNA样本与配对胸水细胞蜡块样本的

EGFR突变状态 [例 (%)]

胸水cfDNA

EGFR突变

胸水细胞蜡块EGFR突变

阳性 阴性
合计

阳性 13 100 0 2 8 7 15 41 7 
阴性 0 0 0 21 91 3 21 58 3 
合计 13 36 1 23 63 9 36 100 0 

  注:cfDNA为游离DNA;EGFR为表皮生长因子受体;χ2=

28 487,P =0 500

3 讨论

随着众多肿瘤驱动基因的发现及大量临床多中

心分子靶向药物临床研究结果的公布,靶向药物的

治疗优势已经凸显,其中尤以EGFR-TKI的研究

较多,临床疗效显著。EGFR基因突变状态可预测

EGFR-TKI的临床疗效。NCCN及CSCO指南推

荐:NSCLC患者推荐检测EGFR基因突变状态,
若EGFR基因突变阳性,可选择EGFR-TKI作为

一线治疗方案;若在化疗过程中发现EGFR基因

突变阳性可以换用TKI治疗,或完成化疗疗程后

口服靶向药物维持治疗,或化疗后随访至病变进展

二线用靶向药物。因此,建议NSCLC患者常规行

EGFR基因突变检测,尤其肺腺癌患者。既往研究

表明[8-9],EGFR基因突变的优势人群为亚裔、不

吸烟、女 性、腺 癌 患 者,优 势 人 群 突 变 率 约 为

60%[10]。EGFR基因突变主要集中在腺癌患者,
肺鳞癌EGFR基因突变阳性率不到10%。因此,
本试验为提高各类标本EGFR基因突变检测的阳

性率,均选择肺腺癌患者入组。本研究结果显示患

者组织标本EGFR基因突变阳性率为45 7%,突变

类型 主 要 是19-del及 L858R 点 突 变,与 既 往 研

究[1,11]以及本课题组的研究结果[12-13]基本一致。
研究显示,肺腺癌患者组织标本EGFR基因

突变率为50%左右[14-16],胸水癌细胞突变率约为

30%左右[17-18],胸水cfDNA标本突变率差异较大,
介于30%~70%之间[17-20]。本研究中肿瘤组织、
胸水癌细胞及胸水cfDNA样本的EGFR突变阳性

率分别为45 7%、36 1%与43 5%。血标本是近年

非组织标本的研究热点,血标本与组织标本EGFR
基因突变率一致性较好,在无法获取组织标本时,
可作为组织标本替代。然而血标本中肿瘤细胞及肿

瘤细胞DNA片段浓度低,血浆样本的EGFR基因

突变检出率与研究人群的临床特征以及检测方法的

敏感度密切相关,其敏感度波动在33%~100%之

间,晚期、分化程度低的患者采用敏感度高的检测

方法时血浆EGFR基因突变检出率相对较高[21-23]。
相对于血标本,恶性胸水标本具有含较多肿瘤细胞

及较高浓度的肿瘤细胞 DNA 片段的优点。临床

上,大约30%~40%胸水标本中不能找到或者无

足够数量的肿瘤细胞用于分子检测,而恶性胸水中

则含有较多cfDNA片段。因此,本研究直接检测

胸水cfDNA标本EGFR突变状态具有重要的参考

价值。
胸水cfDNA标本与组织标本EGFR基因突变

一致率为93 5%,一致性较好。表明胸水cfDNA
标本可以反映患者肿瘤组织的EGFR基因突变状

态。在合并恶性胸腔积液且不能获取肿瘤组织标本

的肺腺癌患者,可以检测胸水标本的EGFR基因

突变状态作为替代。但本研究胸水标本与组织标本

EGFR基因突变情况还存在一定差异,分析可能有

以下两点原因:(1)由于检测方法的敏感度不可能

达到100%,当标本中突变DNA含量低至检测范

围以外时,可出现假阴性结果;(2)由于肿瘤组织

的异质性,肿瘤组织中同时存在突变阳性及突变阴

性肿瘤细胞[24],而活检获取的组织标本量少,受

肿瘤异质性影响较大,对检测结果产生影响。
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本研究中将胸水cfDNA标本与组织标本进行

比较,结果显示1例组织标本阴性,胸水cfDNA
标本阳性。分析原因:考虑与肿瘤异质性相关,本

研究组织标本均为小活检标本,受肿瘤异质性影响

可能性大。而恶性胸水是肺癌晚期并发症,胸水标

本中含较多肿瘤细胞及cfDNA片段,该结果提示:
在采用敏感度较高的检测方法时,胸水标本是可靠

的EGFR基因突变检测标本。

36例胸水细胞蜡块标本EGFR基因突变率为

36 1%,这与既往文献报道基本一致[17]。胸水细

胞蜡块 与 组 织 标 本 EGFR 基 因 突 变 一 致 率 为

91 7%,一致性较好,表明在无法获取组织样本行

EGFR基因突变检测时,胸水细胞蜡块是组织标本

的良好替代。本研究显示胸水cfDNA标本EGFR
基因突变率为43 5%,高于胸水细胞蜡块,与Yeo
等[18]研究结果一致。提示在采用敏感度高的检测

方法时,胸水cfDNA标本EGFR基因突变检测阳

性率可能比胸水细胞蜡块更高。
关于原发灶与转移灶突变情况比较,本研究中

转移灶 (42 9%)与原发灶 (54 5%)肿瘤组织

EGFR基因突变率不一致,但差异无统计学意义。
与Han等[25]研究结果一致,原发灶EGFR基因突

变率为48 6%,转移灶为43 2%。但也与某些报

道[26-27]不同。分析原因可能是:(1)2种标本不是

同一患者配对标本;(2)由于肿瘤的异质性,原发

灶与转移灶突变不一致;(3)本研究中组织样本为

原发灶的患者仅11例,而转移灶的患者35例,两

样本例数差异较大,且例数相对较少,对研究结果

造成影响;(4)本研究转移灶多为胸膜转移灶和淋

巴结转移灶,而既往研究转移灶包括骨转移灶、脑

转移灶等。
本研究中1例患者胸水cfDNA标本检测结果

同时存在19-del和L858R点突变,而该患者的组

织及细胞蜡块标本仅存在L858R突变。既往研究

报道[24],同一患者同一病灶不同部位检测出不同

的EGFR突变类型。对于同一标本检出EGFR双

突变,且均为敏感突变的情况很少 (不到1%),
相关研究也较少。目前已有2项研究[19,28]表明,

19-del和L858R双敏感突变TKI疗效较好,与单

一敏感突变比较,对TKI的敏感度增强,但以上2
项研究的双突变例数较少,并不能证明双敏感突变

TKI疗 效 好 于 单 一 敏 感 突 变。本 研 究 中 胸 水

cfDNA双突变而组织及蜡块仅单一突变,这可能

主要与肿瘤的异质性关系较大,且该例患者组织为

胸膜转移灶的小活检标本,受肿瘤异质性影响较

大,最终导致胸水cfDNA标本与组织标本EGFR
基因突变类型不一致。本研究结果提示:与组织标

本比较,胸水cfDNA标本可能受肿瘤异质性影响

相对较小,结果可能更准确,更能反映肿瘤组织的

实际突变情况。
本研究中,肺腺癌患者的EGFR突变类型主

要为19-del及 L858R 点突变,其中组织标本中

19-del突 变 类 型 占17 4%,L858R 突 变 类 型 占

28 3%。与既往研究结果[9]不一致:19-del突变约

占总突变的55%;21号外显子多为点突变 (主要

是L858R),约占所有突变40%。本研究中21号

外显子突变类型所占比例大于19-del突变类型,
可能存在以下原因:(1)标本例数较少,影响研究

结果; (2)入组患者为筛选的肺腺癌合并胸水患

者,而非随机入组的NSCLC患者,可能导致该结

果与既往研究不同。

4 结论

胸水cfDNA标本、胸水细胞蜡块与肿瘤组织

标本EGFR基因突变一致性较好。当肿瘤组织样

本获取困难时,胸水标本 (包括cfDNA与胸水细

胞)可作为组织样本的替代,行EGFR基因突变

检测,且胸水cfDNA标本更为可靠。
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