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【临床研究】

非小细胞肺癌患者经支气管内超声引导支气管针穿刺获取的转移

淋巴结标本与原发病灶标本中表皮生长因子受体基因突变比较

李　晓，马利军，张晓菊，马　芸，张茜茜，潘金兵
（郑州大学人民医院呼吸与危重症医学科，河南　郑州　４５０００３）

摘要：　目的　比较晚期非鳞状非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者经支气管内超声引导支气管针穿刺（ＥＢＵＳＴＢＮＡ）获
取的转移淋巴结（ＬＮ）标本与原发病灶（ＰＴ）标本的表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）突变状态，评价 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取标本
用于检测ＥＧＦＲ基因突变的价值。方法　对２０１４年１月至２０１６年１月郑州大学人民医院收治的７２例初治、非鳞状
ＮＳＣＬＣ患者（Ⅲ期和Ⅳ期）的ＰＴ标本与ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取的转移ＬＮ标本进行ＥＧＦＲ基因突变检测。通过扩增阻滞突
变系统（ＡＲＭＳ）法检测 ＥＧＦＲ基因突变情况，比较ＥＧＦＲ基因突变的一致率，并评估不同ＥＧＦＲ基因突变患者靶向治
疗的疾病控制率。结果　７２例标本中，３４例（４７．２％）显示至少１个ＥＧＦＲ基因突变，其中ＰＴ标本３３例，转移ＬＮ标
本３０例；主要是外显子１９缺失和外显子２１Ｌ８５８Ｒ突变。ＰＴ和转移ＬＮ标本ＥＧＦＲ基因突变的一致率为８８．９％（６４／
７２）。１例患者的ＰＴ和转移ＬＮ标本中均有外显子２１Ｌ８５８Ｒ突变，而仅在转移ＬＮ标本中检测到Ｔ７９０Ｍ突变。ＥＧＦＲ
基因突变的病例中有２８例患者接受ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ）治疗，其疾病控制率为７１４％（２０／２８，部分缓解
１６例，疾病稳定 ４例）。ＰＴ和转移ＬＮ标本中ＥＧＦＲ基因突变一致患者和突变不一致患者的 ＴＫＩ治疗疾病控制率比
较差异无统计学意义（χ２＝０．０７，Ｐ＞０．０５）。结论　通过 ＥＢＵＳＴＢＮＡ取得的转移 ＬＮ标本的 ＥＧＦＲ基因突变结果与
同一患者的ＰＴ标本具有较高的一致性，晚期非鳞状ＮＳＣＬＣ患者通过ＥＢＵＳＴＢＮＡ获得的转移ＬＮ标本可以用于ＥＧ
ＦＲ突变的检测。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）敏感突变的检测在晚期非小细胞肺癌
（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）的治疗中有重
要的指导作用。临床研究证明，ＥＧＦＲＴＫＩ对 ＥＧＦＲ
基因突变阳性患者的治疗有效率约为７５％［１］。肺

癌诊断及ＥＧＦＲ基因突变检测的重要环节是获取足
够量的组织。在肺癌早期，原发病灶（ｐｒｉｍａｒｙ
ｔｕｍｏｒ，ＰＴ）的组织标本不容易获得，而中晚期失去手
术机会的肺癌患者，就更难以获得 ＰＴ的肿瘤组织
学标本；另外，患者支气管镜检查也经常难以获取肿

瘤标本。对于这些患者，支气管内超声引导下经支

气管针穿刺（ｅｎｄｏｂｒｏｎｃｈｉａｌｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｕｉｄｅｄｔｒａｎｓ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌｎｅｅｄｌｅａｓｐｉｒａｔｉｏｎ，ＥＢＵＳＴＢＮＡ）获取组织标
本就成为 ＥＧＦＲ基因检测的必然选择。ＮＡＶＡＮＩ
等［２］报道了成功使用 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取标本用于
ＥＧＦＲ基因突变的分析，发现其中约９０％的患者存
在突变。然而，由于取样技术和肿瘤分子状态的差

异，肿瘤ＰＴ与转移淋巴结（ｌｙｍｐｈｎｏｄｅ，ＬＮ）之间的
基因突变结果存在差异。Ｍｅｔａ分析显示，ＮＳＣＬＣ原
发灶和转移灶 ＥＧＦＲ基因型一致率达８４％［３］。目

前，大多数研究使用手术切除的ＰＴ和转移ＬＮ标本
来检测肺癌ＥＧＦＲ基因突变状态［４］。对于晚期不能

手术的肺癌患者是否能应用 ＥＢＵＳＴＢＮＡ技术对转
移ＬＮ进行有效的 ＥＧＦＲ基因突变检测还不可知。
一项小样本研究比较了经 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获得的转移
ＬＮ标本和手术切除的ＰＴ标本的ＥＧＦＲ基因突变状
态，发现ＰＴ和转移ＬＮ标本的 ＥＧＦＲ突变率分别为
２８．６％和２１．４％，主要 ＥＧＦＲ基因突变的不一致率
为 ７．１％［５］。因此，本研究比较了晚期非鳞状

ＮＳＣＬＣ患者ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取的转移 ＬＮ标本与 ＰＴ
标本 ＥＧＦＲ基因突变状态，评估应用 ＥＢＵＳＴＢＮＡ
获取的转移ＬＮ标本检测ＥＧＦＲ基因突变的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１４年１月至２０１６年１月
郑州大学人民医院收治的 ７２例初治、非鳞状
ＮＳＣＬＣ患者（Ⅲ期和Ⅳ期）的 ＰＴ标本与 ＥＢＵＳＴＢ
ＮＡ获取的转移ＬＮ标本进行 ＥＧＦＲ基因突变检测，
其中男４１例，女３１例；有吸烟史者３０例；组织学类

型：腺癌７０例，大细胞肺癌２例；肿瘤分期：ⅢＡ期
１７例，ⅢＢ期１５例，Ⅳ期４０例；在 ＰＴ标本中通过
支气 管 内 支 气 管 镜 活 组 织 检 查 获 得 ２４例
（３３３％），经胸腔穿刺活组织检查获得 １５例
（２０１％），通过手术获得３３例（４５．８％）。ＰＴ标本
和转移ＬＮ标本行ＥＧＦＲ基因检测的间隔时间小于
２个月。所有患者诊断最终以活组织病理检查
证实。

１．２　方法
１．２．１　经 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取标本　使用 ＢＦ
ＵＣ２６０ＦＯＬ８超声支气管镜、ＥＵＣ２０００超声处理器
及２１Ｇ针（日本奥林巴斯公司）行 ＥＢＵＳＴＢＮＡ。将
所有抽吸样品置于体积分数１０％甲醛溶液中固定，
石蜡包埋。

１．２．２　ＥＧＦＲ基因突变检测　采用扩增阻滞突变
系统（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＡＲＭＳ）
法检测 ＥＧＦＲ基因突变情况，每例组织石蜡包埋标
本常规切片提取ＤＮＡ，－２０℃冰箱保存备用。按照
ＥＧＦＲ基因突变检测试剂盒说明书（厦门艾德生物
医药科技有限公司）进行操作，向１５μＬ待测 ＤＮＡ、
阳性质控品、超纯水中分别加入１．５μＬＴｑ酶，在涡
旋器上混匀离心，将混匀的 ＤＮＡ、阳性质控品、超纯
水依次取５μＬ加入聚合酶链式反应８联管反应板，
离心后使用实时荧光定量聚合酶链式反应仪（德国

Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）进行扩增及ＤＮＡ突变检测。。
１．２．３　ＥＧＦＲＴＫＩ治疗　接受 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的
患者每日口服吉非替尼２５０ｍｇ或厄洛替尼１５０ｍｇ。
评估患者ＴＫＩ治疗３个月后的疾病控制率。
１．２．４　临床疗效评估　根据实体瘤的疗效评价标
准进行评估，完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＣＲ）：所
有靶病灶消失，无新病灶出现，且 ＣＥＡ、ＣＡ１２５等肿
瘤标志物水平正常，至少维持４周；部分缓解（ｐａｒ
ｔｉａｌｒｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＰＲ）：靶病灶最大径之和减少≥３０％，
至少维持４周；疾病稳定（ｓｔａｂｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＳＤ）：靶病
灶最大直径之和缩小＜３０％，或增大未达＜２０％；疾
病进展（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）：靶病灶最大直径之
和增加≥２０％，或出现新病灶。疾病控制率 ＝
（ＣＲ＋ＰＲ＋ＳＤ）／总例数×１００％。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据
分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ
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检验，计数资料采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＧＦＲ基因突变情况　７２例标本中，３４例
（４７．２％）显示至少１个ＥＧＦＲ基因突变，包括３３例
ＰＴ和３０例转移ＬＮ标本。其中主要是外显子１９缺
失和外显子２１Ｌ８５８Ｒ突变。转移 ＬＮ标本中存在
１９ＤＥＬ突变 １４例，Ｌ８５８Ｒ突变 １１例，１９ＤＥＬ、
Ｌ８５８Ｒ同时突变 ３例，野生型 １８例，Ｌ８５８Ｒ合并
Ｔ７９０Ｍ突变１例，Ｋ７１４Ｎ突变１例。
２．２　ＰＴ与转移 ＬＮ标本中 ＥＧＦＲ基因突变差异
　８例患者ＰＴ标本与匹配的转移ＬＮ标本中的ＥＧ
ＦＲ基因突变不一致，见表１。其中，４例患者 ＰＴ标
本发现ＥＧＦＲ突变，转移 ＬＮ显示野生型；１例患者
转移ＬＮ标本中发现 ＥＧＦＲ突变，ＰＴ标本显示野生
型；１例患者 ＰＴ和转移 ＬＮ标本中 ＥＧＦＲ检测均显
示外显子 １９缺失，同时仅在 ＰＴ标本中检测到
Ｇ７１９Ｓ突变；１例患者 ＰＴ和转移 ＬＮ标本中均有
Ｌ８５８Ｒ突变，而仅在转移 ＬＮ标本中检测到 Ｔ７９０Ｍ
突变，ＰＴ和转移 ＬＮ标本 ＥＧＦＲ基因突变的一致率
为８８．９％（６４／７２）。另外，２９例ＰＴ和转移ＬＮ标本
存在一种相同ＥＧＦＲ基因突变的患者中，２例 ＰＴ中
存在其他 ＥＧＦＲ基因突变（１９ＤＥＬ突变，Ｇ７１９Ｓ突
变），而转移ＬＮ标本中不存在；１例转移 ＬＮ标本中
发现存在另外的ＥＧＦＲ基因突变（Ｔ７９０Ｍ），ＰＴ中却
未发现。

表１　非鳞状ＮＳＣＬＣ患者 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取的转移ＬＮ标
本与ＰＴ标本中 ＥＧＦＲ基因突变差异
Ｔａｂ．１　ＤｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲｇｅｎｅｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＰＴ
ｓａｍｐｌｅｓａｎｄＬＮｓａｍｐｌｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＥＢＵＳＴＢＮＡｉｎｎｏｎ
ｓｑｕａｍｏｕｓＮＳＣＬＣｐａｔｉｅｎｔｓ

患者

序号

ＥＧＦＲ基因突变
ＰＴ标本 转移ＬＮ标本

１ １９ＤＥＬ突变 野生型

２ Ｌ８５８Ｒ突变 野生型

３ 野生型 １９ＤＥＬ突变
４ １９ＤＥＬ突变；Ｌ８５８Ｒ突变 Ｌ８５８Ｒ突变
５ Ｌ８５８Ｒ突变 Ｌ８５８Ｒ突变；Ｔ７９０Ｍ
６ １９ＤＥＬ突变；Ｇ７１９Ｓ突变 １９ＤＥＬ突变
７ １９ＤＥＬ突变 野生型

８ Ｌ８５８Ｒ突变 野生型

２．３　ＰＴ和转移 ＬＮ标本中不同 ＥＧＦＲ基因突变
者ＴＫＩ治疗疾病控制率比较　７２例患者中，３４例
存在ＥＧＦＲ突变，２８例接受ＥＧＦＲＴＫＩ治疗，疾病控
制率为７１．４％（２０／２８，ＰＲ１６例，ＳＤ４例）。ＰＴ和转
移ＬＮ标本中 ＥＧＦＲ基因突变一致者、不一致者疾
病控制率分别为７０．０％（１４／２０，ＰＲ１２例，ＳＤ２例）

和７５．０％（６／８，ＰＲ４例，ＳＤ２例）。ＰＴ与转移 ＬＮ
标本 ＥＧＦＲ突变不完全一致者疾病控制率为
６６７％ （２／３，ＰＲ１例，ＳＤ１例）。ＰＴ标本中 ＥＧＦＲ
基因突变而转移ＬＮ标本为野生型的患者疾病控制
率为７５．０％（３／４，ＰＲ２例，ＳＤ１例）。另外，有８例
ＰＴ、转移ＬＮ均为野生型患者拒绝手术及化学治疗，
给予ＥＧＦＲＴＫＩ治疗，疾病控制率为 １２．５％（１／８，
ＰＲ１例）。ＰＴ和转移ＬＮ标本中ＥＧＦＲ基因突变一
致者ＴＫＩ治疗疾病控制率与突变不一致者比较差异
无统计学意义（χ２＝０．０７，Ｐ＞０．０５）。

在ＰＴ和转移 ＬＮ标本 ＥＧＦＲ基因突变不完全
一致的３例患者中，ＰＴ标本１９ＤＥＬ突变、Ｌ８５８Ｒ突
变而转移ＬＮ标本Ｌ８５８Ｒ突变的患者对ＴＫＩ的反应
为ＰＲ；ＰＴ标本１９ＤＥＬ突变、Ｇ７１９Ｓ突变而转移 ＬＮ
标本１９ＤＥＬ突变的患者对ＴＫＩ的反应为ＰＲ；ＰＴ标
本Ｌ８５８Ｒ突变而转移 ＬＮ标本 Ｌ８５８Ｒ突变、Ｔ７９０Ｍ
突变的患者对ＴＫＩ的反应为ＰＤ。

３　讨论

本研究通过ＥＢＵＳＴＮＢＡ技术获取晚期非鳞状
ＮＳＣＬＣ患者的转移 ＬＮ标本，发现晚期非鳞状
ＮＳＣＬＣ患者通过 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取的转移 ＬＮ标本
和ＰＴ标本ＥＧＦＲ基因突变的一致率为８８．９％（６４／
７２）。这种ＥＧＦＲ基因突变的高一致率表明对于晚
期、非鳞状ＮＳＣＬＣ患者通过 ＥＢＵＳＴＢＮＡ获取的转
移ＬＮ标本可以用于检测 ＥＧＦＲ基因突变，从而进
一步选择治疗方案。

通过ＥＢＵＳＴＢＮＡ获得的转移ＬＮ标本在ＥＧＦＲ
检测中的关键因素是获取标本的体积。本研究行

ＥＢＵＳＴＢＮＡ时使用的２１Ｇ针，而２１Ｇ针已被证实
可以用来获取组织条［６］。有研究显示，ＥＢＵＳＴＢＮＡ
获得的标本也适用于 ＥＧＦＲ基因突变检测［２，７］。同

时，ＥＢＵＳＴＢＮＡ穿刺次数也会影响肿瘤体积，作者
根据文献［８］的方法使用 ＥＢＵＳＴＢＮＡ对每个转移
ＬＮ进行３次穿刺。结果显示，ＰＴ和转移 ＬＮ标本
ＥＧＦＲ基因突变存在高一致率，表明使用 ＥＢＵＳＴＢ
ＮＡ技术是获取转移 ＬＮ标本行 ＥＧＦＲ基因突变检
测的有效途径。

ＥＧＦＲ基因突变的差异可能与 ＥＧＦＲ检测方法
有关。ＡＲＭＳ法具有很高的灵敏度，并已逐渐替代
直接测序［９］。但是，该方法作为评估 ＥＢＵＳＴＢＮＡ
获取的标本在ＥＧＦＲ突变检测中的有效性仍需与其
他检测方法进行对比研究。

ＰＴ和转移ＬＮ标本ＥＧＦＲ基因突变检测存在差
异的另一个潜在原因是肿瘤异质性，即肿瘤的癌细

胞群中存在广泛的细胞遗传学和表观遗传变异［１０］。
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一些研究已经证明，在同一肿瘤不同部位的 ＥＧＦＲ
基因突变状态存在异质性。ＢＡＩ等［１１］分析了７９例
ＮＳＣＬＣ患者手术肿块不同部位的 ＥＧＦＲ基因突变，
发现３８％的患者在ＥＧＦＲ基因突变中存在异质性。
ＷＥＩ等［１２］研究发现，在 ＰＴ的不同部位检测到的
ＥＧＦＲ基因突变高度一致，而转移ＬＮ中ＥＧＦＲ基因
突变率低于 ＰＴ，这表明转移部位不一定存在与 ＰＴ
相同的 ＥＧＦＲ基因突变。与 ＰＡＲＫ等［１３］的研究结

果相似，本研究的结果也显示在 ＰＴ标本中可能会
检测到更多的突变。目前，没有研究显示 ＰＴ和转
移ＬＮ标本之间ＥＧＦＲ基因突变的不一致性有多大
程度与肿瘤内异质性和特异性克隆的转移有关，这

仍需要进一步的研究。

ＳＨＩＭＩＺＵ等［４］比较了７０例患者手术标本的ＰＴ
和转移ＬＮ中 ＥＧＦＲ基因的突变状态，发现１１例患
者ＰＴ和转移ＬＮ标本中的突变一致，１０例患者只有
ＰＴ标本存在突变，而且突变一致组的疾病控制率比
仅ＰＴ突变组更高（Ｐ＝０．０６）。说明 ＰＴ和转移 ＬＮ
的ＥＧＦＲ基因突变状态的一致性与患者对 ＥＧＦＲ
ＴＫＩ反应率相关。本研究发现，ＥＧＦＲ基因突变患者
采用 ＥＧＦＲＴＫＩ治疗的疾病控制率（７１．４％），且
ＥＧＦＲ基因突变一致者与不一致者对 ＥＧＦＲＴＫＩ治
疗的疾病控制率比较差异无统计学意义。本研究还

观察到ＰＤ期的１例患者存在Ｔ７９０Ｍ突变，这可能与
ＥＧＦＲＴＫＩ耐药相关。有研究者认为，在靶向治疗前
ＥＧＦＲ即有低拷贝Ｔ７９０Ｍ突变，而在靶向治疗后因克
隆选择而占优势［１４］。本研究结果显示，ＰＴ和转移ＬＮ
标本中 ＥＧＦＲ基因突变的差异与患者对 ＥＧＦＲＴＫＩ
的治疗反应率无显著关联，但是ＰＴ和转移 ＬＮ标本
中ＥＧＦＲ基因突变检测可以为患者后续治疗提供帮
助。

本研究是一项小样本的回顾性研究，有一定局

限性。另外，本研究未同一时间进行原发病灶和转

移淋巴结的基因检测，可能也会影响结果。因此，需

要更大样本多中心的前瞻性研究来进一步探索。
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