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表皮生长因子受体基因突变和切除修复交叉互补蛋白 １蛋白表达
与肺腺癌患者临床病理特征及预后的关系

张建东１，贺利民２，马　磊２，张　振２，姚传山２，尤　朵３，闻朋浩４

（１．新乡医学院，河南　新乡　４５３００３；２．南阳市第一人民医院肿瘤科，河南　南阳　４７３０１２；３．新乡医学院第一附属
医院肿瘤科，河南　卫辉　４５３１００；４．河南大学附属南石医院肿瘤科，河南　南阳　４７３０６５）

摘要：　目的　探讨表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因突变和切除修复交叉互补蛋白１（ＥＲＣＣ１）蛋白表达与肺腺癌
患者临床病理特征及预后的关系。方法　收集２０１０年３月至２０１１年６月在南阳市第一人民医院及新乡医学院第一
附属医院手术治疗的１６０例肺腺癌患者的肺腺癌组织标本，应用扩增阻滞突变系统在荧光定量聚合酶链反应仪上检
测ＥＧＦＲ基因１９及２１外显子突变情况，同时采用免疫组织化学法检测组织中 ＥＲＣＣ１蛋白表达，分析 ＥＧＦＲ基因突
变、ＥＲＣＣ１蛋白表达与肺腺癌患者临床病理特征及预后的关系。结果　ＥＧＦＲ基因突变在女性、无吸烟史、肿瘤直
径＜５ｃｍ患者中较高（Ｐ＜０．０５），而与肺腺癌患者的年龄、病理分期及淋巴结转移情况无关（Ｐ＞０．０５）；ＥＲＣＣ１蛋白
表达与病理分期有关（Ｐ＜０．０５），与患者的性别、年龄、是否吸烟、肿瘤直径及淋巴结转移无关（Ｐ＞００５）。ＥＧＦＲ基
因发生突变的肺腺癌病理组织中ＥＲＣＣ１蛋白低表达者多，ＥＧＦＲ基因未发生突变的肺腺癌病理组织中ＥＲＣＣ１低表达
较少，二者比较差异有统计学意义（χ２＝７．２５３，Ｐ＜０．０１）。ＥＧＦＲ突变阳性患者的无进展生存期（ＰＦＳ）长于 ＥＧＦＲ突
变阴性患者（χ２＝９．５６７，Ｐ＜０．０１）；ＥＲＣＣ１蛋白低表达患者的 ＰＦＳ长于 ＥＲＣＣ１蛋白高表达患者（χ２＝１０．０２５，Ｐ＜
００１）。结论　肺腺癌ＥＧＦＲ突变者ＥＲＣＣ１蛋白倾向于低表达，存在ＥＧＦＲ基因突变或者ＥＲＣＣ１蛋白低表达的患者
ＰＦＳ更长。
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　　在全球范围内，肺癌已成为导致癌症死亡的首
要原因［１］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ
ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）治疗的重要分子靶标。ＥＧ
ＦＲ基因突变主要发生于 １９至 ２１外显子，约占
８５％，在ＮＳＣＬＣ患者中，ＥＧＦＲ基因突变是临床疗
效的主要决定因素［２３］。酪氨酸激酶抑制剂治疗

ＮＳＣＬＣ患者的临床试验显示，ＥＧＦＲ基因突变患者
治疗有效率约８０％［４］。在易瑞沙泛亚洲研究的实

验中比较了吉非替尼与卡铂和紫杉醇作为一线治疗

的疗效，结果 ＥＧＦＲ突变阳性患者比 ＥＧＦＲ突变阴
性患者有更高反应率［５］。ＰＡＲＫ等［６］报道，ＥＧＦＲ
基因突变患者对常规化学治疗反应率高。以上研究

结果表明，ＥＧＦＲ基因突变可预测 ＮＳＣＬＣ对以铂类
为基础的化学治疗效果。切除修复交叉互补基因１
（ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒｃｒｏｓｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １，
ＥＲＣＣ１）是核苷酸切除修复途径的主要组成部分，
可预测以铂类为基础的化学治疗的疗效［７８］。ＡＺＵ
ＭＡ等［９］、ＧＡＮＤＡＲＡ等［１０］报告 ＮＳＣＬＣ组织中 ＥＧ
ＦＲ突变和 ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ表达相关。这些研究提
示，ＥＧＦＲ基因突变的 ＮＳＣＬＣ患者 ＥＲＣＣ１低表达，
并且接受以铂类为基础化学治疗的患者可能有较长

的生存期。本研究对肺腺癌组织中ＥＧＦＲ基因突变
及ＥＲＣＣ１蛋白表达情况进行分析，旨在了解 ＥＧＦＲ
基因突变与ＥＲＣＣ１蛋白表达的关系，评估二者表达
水平与肺腺癌患者的预后关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本来源于２０１０年３月至２０１１
年６月在河南省南阳市第一人民医院及新乡医学院
第一附属医院行手术治疗的１６０例肺腺癌患者的手
术切除组织，其中男 ８５例，女 ７５例；年龄 ３８～７８
岁，中位年龄６０岁，≥６０岁８２例，＜６０岁７８例；无
吸烟史者９９例，有吸烟史者６１例；肿瘤直径≥５ｃｍ
者７２例，＜５ｃｍ者８８例；存在区域淋巴结转移者
６６例，未发现淋巴结转移者９４例；国际抗癌联盟分
期：Ⅰ期６４例，Ⅱ期４０例，Ⅲ期４８例，Ⅳ期 ８例。

入选病例均有完整的临床资料，均为首次手术，且术

前未经过化学治疗、放射治疗及生物细胞免疫治疗，

术后标本检查有确切的病理组织学诊断报告。术后

开始随访，截止日期为２０１４年６月３０日；生存时间
以月为单位，计算自手术之日至肿瘤进展的时间为

无进展生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）。
１．２　主要试剂与仪器　ＤＮＡ试剂盒、聚合酶链反
应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒（厦门艾
德生物医药科技有限公司），鼠抗人 ＥＲＣＣ１单克隆
抗体、即用型经辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠或者

兔二抗（美国 ＮｅｏＭａｒｋｅｒ公司），二氨基联苯胺（武
汉博士德生物工程有限公司）；普通光学显微镜（上

海中恒仪器有限公司），Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量 ＰＣＲ仪
（美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）。
１．３　荧光定量 ＰＣＲ仪检测肺腺癌组织中 ＥＧＦＲ
基因１９和２１外显子突变　所有标本组织经石蜡包
埋固定后取 ４μｍ厚的病理组织切片 ４～８片，脱
蜡；根据ＤＮＡ试剂盒使用说明提供的办法提取部分
病理组织 ＤＮＡ，使用分光光度计测量所提取 ＤＮＡ
的浓度和纯度。再以该ＤＮＡ为复制模板，根据ＰＣＲ
试剂盒使用说明提供的办法，在 Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量
ＰＣＲ仪中进行扩增，该试剂盒包含扩增 ＥＧＦＲ基因
１９和２１外显子的引物及探针，检测ＥＧＦＲ基因突变
的位点为１９外显子缺失突变１９ｅｘｏｎ２２３５２２４９ｄｅｌ、
２２３６２２５０ｄｅｌ、ｄｅｌＥ７４６Ａ７５０及 ２１外显子点突变
２１ｅｘｏｎ２５７３Ｔ＞Ｇ；相应氨基酸变化为 Ｌ８５８Ｒ；ＰＣＲ
反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ２５ｓ、６４℃ ２０ｓ、７２℃
２０ｓ，共 １５个循环；９３℃ ２５ｓ、６０℃ ３５ｓ、７２℃
２０ｓ，共２６个循环；在延伸过程中（６０℃时）收集信
号，经ＰＣＲ仪携带的计算机软件处理后回放为扩增
反应曲线。ＥＧＦＲ基因突变结果按参考文献［１１］的
方法进行判定。若收集到的信号满足以下 ４个方
面，则认为检测成功，结果可信：（１）阴性对照（未加
ＤＮＡ样品的ＰＣＲ反应液）无 ＦＡＭ信号（ＦＡＭ为荧
光基团）升起；（２）阳性对照（试剂盒提供的阳性对
照品）Ｃｔ值＜２０；（３）外控 ＦＡＭ信号升起且标本 Ｃｔ
值为１５～２１；（４）内控 ＨＥＸ信号（ＨＥＸ为荧光基
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团）升起。Ｃｔ值由 ＰＣＲ携带的计算机软件计算所
得。若样品突变检测管的任一 ＦＡＭ信号扩增曲线
的Ｃｔ值 ＜２６，则样品存在 ＥＧＦＲ基因突变，根据所
加探针确定该患者是ＥＧＦＲ基因１９或２１外显子突
变；若样本突变检测管 ＦＡＭ信号扩增曲线的 Ｃｔ
值≥２６，则样品不存在ＥＧＦＲ基因突变。
１．４　免疫组织化学法检测肺腺癌组织中 ＥＲＣＣ１
蛋白的表达　标本组织进行４μｍ连续切片，常规
脱蜡、水化后经微波修复抗原，滴加１１００稀释的
鼠抗人ＥＲＣＣ１单克隆抗体，４℃过夜，待切片恢复
至室温后，滴入即用型经辣根过氧化物酶标记过的

羊抗鼠或者兔二抗，二氨基联苯胺着色，苏木精伊
红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）对比染色；经过磷
酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗后先
脱水，再透明，最后封固，经普通光学显微镜观察。

将已经明确的阳性表达切片列为 ＥＲＣＣ１阳性对照
组，ＰＢＳ替代一抗作为实验阴性的对照组。ＥＲＣＣ１
蛋白主要在肿瘤细胞核内表达，阳性细胞核呈棕黄

色或棕褐色。实验结果以阳性表达强度和阳性细胞

数进行综合判断。其中表达强度以半定量评分标准

评估，根据ＥＲＣＣ１蛋白着色强度，阴性为０分，弱阳

性为１分，阳性为２分，强阳性为３分。阳性细胞比
例≤１０％为１分，１１％～５０％为２分，５１％～７５％为
３分；＞７５％为４分。二者的评分相加，染色指数＜
３分评判为ＥＲＣＣ１蛋白低表达，≥３分为高表达。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，计数资料进行χ２检验，采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法计
算生存率及描绘生存曲线，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＥＧＦＲ基因突变、ＥＲＣＣ１蛋白表达与肺腺癌
患者临床特征的关系　结果见表１。１６０例肺腺癌
组织中ＥＧＦＲ基因突变７５例（４６．８％），其中 ＥＧＦＲ
基因突变在女性、无吸烟史、肿瘤直径 ＜５ｃｍ患者
中较高（Ｐ＜０．０５），而与肺腺癌患者的年龄、病理分
期以及淋巴结转移情况无关（Ｐ＞０．０５）。１６０例肺
腺癌组织中ＥＲＣＣ１蛋白高表达者８０例（５０．０％），
低表达者８０例（５０．０％），ＥＲＣＣ１蛋白的表达情况
与病理分期有关（Ｐ＜０．０５），与患者的性别、年龄、
是否吸烟、肿瘤直径以及淋巴结转移无关（Ｐ＞
００５）。

表１　ＥＧＦＲ基因突变、ＥＲＣＣ１蛋白表达与肺腺癌患者临床特征的关系
Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＥＧＦＲｇｅｎｉｃｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄＥＲＣＣ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ

临床特征
ＥＧＦＲ

突变／例 野生／例
χ２ Ｐ

ＥＲＣＣ１
高表达／例 低表达／例

χ２ Ｐ

性别

　　男 ３２ ５３
６．２０１ ０．０１０

４０ ４５
０．４２８ ０．６２７　　女 ４３ ３２ ４０ ３５

年龄

　　≥６０岁 ４２ ４０
１．２７５ ０．２５９

３９ ４３
０．４００ ０．５２７　　＜６０岁 ３３ ４５ ４１ ３７

吸烟史

　　有 ２１ ４０
６．１３５ ０．０１３

３２ ２９
０．２３８ ０．６２５　　无 ５４ ４５ ４８ ５１

肿瘤直径

　　≥５ｃｍ ２７ ４５
４．６２０ ０．０３２

３７ ３５
０．１５１ ０．７５１　　＜５ｃｍ ４８ ４０ ４３ ４５

淋巴结转移

　　有 ３２ ３４
０．１１７ ０．７３２

２９ ３７
１．６５１ ０．１９９　　无 ４３ ５１ ５１ ４３

病理分期

　　Ⅰ＋Ⅱ期 ４５ ５９
１．５５１ ０．２１３

５８ ４６
３．９５６ ０．０４７　　Ⅱ＋Ⅳ期 ３０ ２６ ２２ ３４

２．２　肺腺癌组织中 ＥＧＦＲ基因突变和 ＥＲＣＣ１蛋
白表达的关系　７５例 ＥＧＦＲ基因突变的肺腺癌病
例中，ＥＲＣＣ１蛋白高表达２９例（３８．７％），低表达４６
例（６１．３％）；８５例未检测到ＥＧＦＲ基因突变的肺腺
癌患者中，ＥＲＣＣ１蛋白高表达５１例（６０．０％），低表
达３４例（４０．０％）；ＥＧＦＲ基因发生突变的肺腺癌病
理组织中ＥＲＣＣ１蛋白低表达者多，未发生突变的肺
腺癌病理组织中ＥＲＣＣ１低表达较少，２组比较差异

有统计学意义（χ２＝７．２５３，Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＥＧＦＲ基因突变、ＥＲＣＣ１蛋白表达水平对肺
腺癌患者生存的影响　所有患者ＰＦＳ为４．３～３１．１
个月，中位ＰＦＳ为１９．６个月。ＥＧＦＲ突变阳性组中
位ＰＦＳ为２３．０个月，ＥＧＦＲ突变阴性组中位ＰＦＳ为
１７．８个月，ＥＧＦＲ突变阳性患者的 ＰＦＳ长于 ＥＧＦＲ
突变阴性患者（χ２ ＝９．５６７，Ｐ＜０．０１）（图 １）。
ＥＲＣＣ１蛋白低表达组中位 ＰＦＳ为 ２１．２个月，
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ＥＲＣＣ１蛋白高表达组中位 ＰＦＳ为 １７．９个月，
ＥＲＣＣ１蛋白低表达患者的ＰＦＳ长于 ＥＲＣＣ１蛋白高
表达患者（χ２＝１０．０２５，Ｐ＜０．０１）（图２）。
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图１　ＥＧＦＲ基因突变与肺腺癌患者ＰＦＳ的关系
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＥＧＦＲｇｅｎｉｃｍｕｔａｔｉｏｎａｎｄ
ＰＦＳｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
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图２　ＥＲＣＣ１蛋白表达水平与肺腺癌患者ＰＦＳ的关系
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＥＲＣＣ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＰＦＳｉｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｕｌｍｏｎａｒｙａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

３　讨论

ＧＡＮＤＡＲＡ等［１０］研究发现，ＥＧＦＲ基因突变的
ＮＳＣＬＣ组织中 ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ低表达多，ＲＥＮ等［１２］

报道有ＥＧＦＲ基因突变的标本中 ＥＲＣＣ１很可能低
表达，而 ＬＥＥ等［１３］研究发现，ＮＳＣＬＣ组织中 ＥＧＦＲ
基因突变和 ＥＲＣＣ１蛋白低表达之间显著相关。本
研究发现，ＥＧＦＲ基因突变肺腺癌组织中 ＥＲＣＣ１低
表达多。目前，ＥＧＦＲ基因突变与 ＥＲＣＣ１表达之间
的相关性机制还不清楚，推测ＤＮＡ合成和损伤修复
能力降低可能增加相关联基因组不稳定和肿瘤的基

因突变风险［１４］，且 ＤＮＡ氧化损伤后导致各种人类
疾病，包括肿瘤［１５］。研究显示，ＮＳＣＬＣ患者 ＥＧＦＲ
活化突变与８羟基２脱氧鸟苷导致 ＤＮＡ修复能力

降低有关，一个可能的机制是消除氧化ＤＮＡ的碱基
切除修复过程失败，从而导致 ＥＧＦＲ突变增强和促
进肺致癌作用［１０］。然而，ＥＲＣＣ１如何影响ＥＧＦＲ基
因在肺癌中的突变还有待进一步研究。

研究证实，ＥＲＣＣ１高表达趋向于对以铂类为基
础的化学治疗耐药，相对于 ＥＲＣＣ１高表达的患者，
ＥＲＣＣ１低表达的ＮＳＣＬＣ患者接受铂类为基础的化
学治疗生存期延长［１６］。且有研究表明，ＥＲＣＣ１低
表达ＮＳＣＬＣ患者有更长的 ＰＦＳ［９］。本研究证实了
ＥＲＣＣ１低表达肺腺癌患者有较长的 ＰＦＳ，进一步分
析显示，ＥＲＣＣ１低表达且 ＥＧＦＲ基因突变的肺腺癌
患者比其他人有较长的 ＰＦＳ，而 ＥＲＣＣ１高表达且
ＥＧＦＲ突变阴性的肺腺癌患者比其他人的 ＰＦＳ短。
推测铂类为基础的化学治疗方案对 ＥＲＣＣ１低表达
和ＥＧＦＲ基因突变的肺腺癌患者更有效。本研究
ＥＧＦＲ基因发生突变的肺腺癌病理组织中ＥＲＣＣ１蛋
白低表达者多，而ＥＧＦＲ基因未发生突变的肺腺癌病
理组织中ＥＲＣＣ１低表达较少；再通过分析其ＰＦＳ，可
以发现ＥＧＦＲ基因突变患者、ＥＲＣＣ１蛋白低表达患者
ＰＦＳ显著延长，或者说二者相互依存，即多数 ＥＧＦＲ
突变者ＥＲＣＣ１低表达，而多数 ＥＧＦＲ未突变者 ＥＲ
ＣＣ１高表达；ＥＧＦＲ基因突变、ＥＲＣＣ１蛋白低表达满
足二者任意一个条件，则提示ＰＦＳ更长。
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可靠的客观依据，从而有助于选择和制定有效的治

疗方法，改善患者预后。

淋巴结转移是预测宫颈癌患者生存率和术后肿

瘤复发的重要因素。在宫颈癌根治术中对发生转移

的腹腔和盆腔淋巴结进行清扫能有效提高患者的生

存率，但清扫无转移的淋巴结可能会产生不良影

响［１１］。ＭＲＩ能多序列、多方位成像，在盆腔和腹腔
内各个组织、器官之间由于信号差异而表现出良好

的层次。ＭＲＩ组织分辨率高，可以清晰显示宫颈癌
腹腔和盆腔淋巴结转移情况。本研究结果显示，

ＭＲＩ检查发现２３例患者出现腹腔和盆腔淋巴结转
移，经手术病理证实出现腹腔和盆腔淋巴结转移者

共２６例，５例漏诊，２例误诊；分析其原因可能是医
师阅片经验不足而引起漏诊，将高信号的静脉管腔

误认为是转移的淋巴结而引起误诊。ＭＲＩ预测淋巴
结转移的特异度为９６．３０％，敏感度度为８０．７７％，
准确度为９１．２５％；提示 ＭＲＩ对宫颈癌腹腔和盆腔
淋巴结转移具有较高的诊断价值。周凯等［１２］报道，

ＭＲＩ诊断盆腔淋巴转移的特异度为 ９３．０％，敏感度
为６１．５％，准确度为 ８５．７％。与本研究结果相近。

综上所述，ＭＲＩ能对宫颈癌分期做出较为准确
的判定，且对宫颈癌腹腔和盆腔淋巴结转移具有较

高的诊断价值。
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