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[摘 要] 目的：探讨使用超级扩增阻滞突变系统（Super-ARMS）法检测云南地区非小细胞肺癌（NSCLC）患者外周血中表皮生

长因子受体（EGFR）基因突变与临床病理特征之间的关系。方法: 收集2017年1月到2018年12月云南省肿瘤医院分子诊断分

中心共检测的222例NSCLC患者外周血，以Super-ARMS法检测外周血浆中EGFR基因突变并分析其与临床病理特征的关系，同

时分析影响EGFR突变的独立危险因素。结果: 222例NSCLC患者的外周血浆中，EGFR基因突变阳性81例、突变率为36.5%，

其中19号外显子缺失和L858R基因点突变最常见（占总突变的75.3%）。女性突变较男性高（45.9% vs 27.0%）；<60岁患者突变率

高于≥60岁患者（43.2% vs 28.8%）（均P<0.05或P<0.01）；无吸烟史、无根治性手术史、腺癌、晚期和无化疗史患者EGFR基因突变

率较高(43.9% vs 21.6%，39.2% vs 21.2%，43.9% vs 4.8%，39.7% vs 23.3%、44.0% vs 23.5%)（P<0.05或P<0.01）。多因素分析显示，

年轻、无吸烟史、腺癌、无手术史是EGFR基因突变的独立危险因素（均P<0.01）。结论: 在云南地区NSCLC患者外周血浆中，年

龄<60岁、腺癌、不吸烟患者EGFR基因突变率更高，Super-ARMS法对肺癌患者外周血EGFR突变检测更灵敏。
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[Abstract] Objective: To detect the mutation of epidermal growth factor receptor (EGFR) gene in peripheral blood of non-small cell

lung cancer (NSCLC) patients in Yunnan area with Super-ARMS, and to explore its correlation with clinicopathological characteristics.

Methods: A total of 222 blood samples from patients with NSCLC were collected between January 2017 to December 2018 in the Mo‐

lecular Diagnostic Center of Yunnan Cancer Hospital. The EGFR gene mutation in peripheral blood samples was detected by Super-

ARMS, and the relationship between EGFR gene mutation and clinicopathological features was analyzed. Meanwhile, the independent

risk factors influencing EFGR mutation were also analyzed. Results: In the peripheral blood of 222 NSCLC patients, there were 81 cas‐

es (36.5%) with EGFR gene mutation. Among them, exon 19 deletion and L858R gene point mutation were the most common (75.3%

of total mutation); female patients had a higher mutation rate than male patients (45.9% vs 27.0%); patients <60 years old had a higher

incidence of mutation than patients ≥60 years old (43.2% vs 28.8%) (P<0.05 or P<0.01); moreover, patients with no history of smoking,

no history of radical surgery, adenocarcinoma, advanced stage and no history of chemotherapy had higher incidence of EGFR mutation

(43.9% vs 21.6%, 39.2% vs 21.2%, 43.9% vs 4.8%, 39.7% vs 23.3% and 44.0% vs 23.5%) (P<0.05 or P<0.01). Multivariate logistic

analysis showed that young, no smoking history, adenocarcinoma and no surgical history were independent risk factors for EGFR gene
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mutation (all P<0.01). Conclusion: In the peripheral blood of patients with NSCLC in Yunnan, the mutation rate of EGFR gene is high‐

er in patients with age<60 years old, adenocarcinoma and non-smoking. Super-ARMS method is more sensitive in the detection of EG‐

FR mutation in peripheral blood of lung cancer patients.

[Key words] super amplification refractory mutation system(Super-ARMS); non-small cell lung cancer(NSCLC); epidermal growth

factor receptor (EGFR); DNA mutation

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(12): 1350-1355. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.12.009]

肺癌是世界高发恶性肿瘤，其发生率、病死率均

居于所有恶性肿瘤的首位[1]，其中非小细胞肺癌（non-

small cell lung cancer，NSCLC）是肺癌中最常见的亚

型，约占 85%[2]。到目前为止，NSCLC的发病及发生

机制仍不完全清楚，表皮生长因子受体（epidermal

growth factor receptor,EGFR）是已知的与肺癌发生发

展关系最为密切的驱动基因之一，其突变状态是酪

氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitors，TKI）靶向

药物应用与否及其敏感性的有效指标[3-4]。不同亚型

肺癌患者突变率迥然不同，因此，EGFR基因检测对

NSCLC患者尤为重要。肿瘤组织标本依然是目前突

变检测的金标准，但标本组织在获取、保存及其异质

性等方面存在着一定局限和不足[5]。近年来，有报

道[6-7]指出，对于无法或难以获取足够肿瘤组织标本

的晚期肺癌患者，血浆游离肿瘤DNA检测是良好的

替代标本。本研究采用超级扩增阻滞突变系统（super

amplification block mutation system，Super-ARMS）法

检测222例肺癌患者的EGFR突变情况，并对其与临

床病理特征的相关性进行分析。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集 2017年 1月至 2018年 12月在云南省肿瘤

医院分子诊断分中心进行EGFR基因突变检测的222

例 NSCLC 患者临床资料，所有患者均使用 Super-

ARMS法检测外周血EGFR基因突变的情况。其中

男性 111例，女性 111例；年龄 26~86岁，中位年龄 60

岁，其中≥60岁的患者共104例，<60岁的患者118例；

既往吸烟（>400支/年）或正在吸烟者74例，无吸烟者

148例；既往饮酒或正在饮酒者 54例，无饮酒者 168

例；云南肺癌高发地区 56 例，来自非高发地区 166

例；汉族 198例，少数民族 24 例；检测前已进行过化

疗者81例，无化疗者141例；检测前肺部肿瘤病灶手

术切除者33例，无手术者189例；有肿瘤家族史者18

例，无家族史者 204 例；腺癌 180 例，非腺癌 42 例；

IA~IIIA期 43例，IIIB~IV其 179例（肿瘤临床分期按

照国际抗癌联盟肺癌TNM分期第八版[8]）；有远处转

移灶者173例，无远处转移灶者48例。

1.2 血液采集、处理及核酸提取

使用EDTA抗凝采血管，采集10 ml外周血，并立

即温和地上下颠倒混匀血标本，置于离心机中离心

获取血浆（4 ℃，2 000×g离心10 min，取上清，在将上

述血清 8 000×g 离心 10 min，取上清，即为所需血

浆）。随后根据Circulating DNA Kit（Spin Colunm公

司）说明书提取DNA进行检测。

1.3 Super-ARMS 法检测 NSCLC 患者外周血浆中

EGFR突变基因

根据人类EGFR基因突变多重荧光PCR检测说

明书进行操作，取待测样品DNA、P-EGFR阳性对照、

纯化水（NTC）阴性对照各 67.5 μl，分别加入 247.5 μl

的P-EGFR反应液及 2.16 μl的P-EGFR混合酶，充分

混匀，依此取70 μl加入P-EGFR 8联反应条中。PCR

反应过程第一阶段：95 ℃ 10 min，1个循环；第二阶

段：95 ℃ 40 s，64 ℃ 40 s，72 ℃ 30 s，15个循环；第三

阶段：93 ℃ 40 s，60 ℃ 45 s，72 ℃ 30 s，28个循环；在

第三阶段60 ℃时收集FAM和HEX信号。具体的结

果判读根据试剂盒说明书进行。

1.4 统计学处理

应用SPSS 24.0软件进行统计学分析，采用卡方

检验或确切概率法评估EGFR基因突变与临床病理

特征的相关性，再采用Logistic回归对EGFR基因突

变与影响因素的关系进行验证。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计意义。

2 结 果

2.1 外周血浆EGFR基因突变情况

222例NSCLC患者外周血标本中，共检测出 81

例EGFR基因突变，总突变率为 36.5%，其中敏感突

变 61例（19del：32例；L858R：29例），罕见突变 15例

（S768I：3 例；20ins：1 例；G719X：3 例；L861Q：1 例；

G719X+S768I：5例；G719X+L861Q：2例），另外 5例

双突变包括 19del+T790M、L858R+T790M：各 2 例；

19del+L858R：1例。各类型突变所占比例见图1。

2.2 外周血浆EGFR基因突变与临床病理特征的关系

统计学分析结果（表1）显示，111例女性患者，突

变率为 45.9%（51./111）；111 例男性患者，突变率是

27%（30/111），两者比较有统计学意义（P<0.01）。年

龄≥60岁者突变率为 28.8%，年龄<60岁的患者突变

率为 43.2%（P<0.01）。在 148例未吸烟患者中，65例

（43.9%）有突变，明显高于既往或正在吸烟的患者
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（21.6%、16/74，P<0.01）。33例行手术切除肺部肿瘤

病灶的患者有7例突变，突变率（21.2%），明显低于无

手术史的患者突变率（39.2%）（P<0.01）。腺癌患者

EGFR基因突变率（43.9%）显著高于非腺癌患者基因

突变率（4.8%）（P<0.01）。ⅢB~Ⅳ期EGFR基因突变

率患者较Ⅰ~ⅢA期患者明显增多（39.7% vs 23.3%，

P<0.01）。无化疗史患者EGFR突变率明显高于较有

化疗史的患者（44.0% vs 23.5%，P<0.01）。而民族、地

区、慢性病史、饮酒史、远处转移及家族史与EGFR基

因突变无相关性（均P>0.05）。

图1 NSCLC患者外周血浆中EGFR突变分析

Fig.1 Analysis of EGFR mutations in peripheral plasma of

NSCLC patients

表1 NSCLC患者外周血浆中EGFR基因突变与临床病理特征的关系

Tab.1 Relationship between EGFR gene mutation in peripheral blood and clinicopathological features of NSCLC patients

Characteristic

Gender

Female

Male

Age(t/a)

>60

≤60

Region

High

No-high

Nationality

Han

Minority groups

Smoking status

Yes

No

Drinking status

Yes

No

Surgical resection

Yes

No

Chemotherapy

Yes

No

Chronic history

Yes

No

Family history

Yse

No

Histology

Adenocarcinoma

Non-adenocarcinoma

Distant metastasis

One

More

Clinical stages

I～IIIA

IIIB～IV

N

111

111

104

118

56

166

198

24

74

148

54

168

33

189

80

142

66

156

18

204

180

42

79

95

43

179

EGFR mutation

n

51

30

30

51

23

58

13

68

16

65

16

65

7

74

18

63

24

57

9

72

79

2

40

32

10

71

%

45.9

27

28.8

43.1

41.1

34.9

54.2

34.3

21.6

36.5

29.6

38.7

21.2

39.2

22.5

44.4

36.4

36.5

50.0

35.3

43.9

4.8

50.6

33.7

23.3

39.7

Log-rank

χ2

8.572

4.929

0.679

3.63

10.584

1.448

3.902

10.558

0.001

1.544

22.497

5.108

4.028

P

0.003

0.026

0.41

0.057

0.001

0.229

0.048

0.001

0.980

0.214

<0.001

0.024

0.045
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2.3 外周血浆EGFR基因突变与临床病理特征的多

因素分析

对性别、年龄、吸烟史、根治性手术史、病理类

型、分期、化疗史等因素进行Logistic回归分析，发现

EGFR基因突变与年龄、吸烟史、病理类型及手术史

的关系有统计学意义（P<0.01），而与其他临床病理特

征的关系无统计学意义（P>0.05）。总之，年轻、无吸

烟及腺癌患者的EGFR基因突变率更高。见表2。

表2 外周血EGFR基因突变与临床病理特征的多因素分析

Tab.2 Multivariate analysis of EGFR mutation in peripheral blood and clinicopathological characteristics

Characteristic

Age

Smoking status

Histology

Surgery

Exp (β)

0.396

2.628

17.392

3.766

OR(95%CI)

Low

0.21

1.302

3.964

1.461

Upper

0.746

5.301

76.316

9.707

P

0.004

0.007

<0.001

0.006

3 讨 论

本研究回顾性分析了 2017~2018年云南省肿瘤

医院分子诊断分中心检测的222例NSCLC患者外周

血EGFR基因突变情况，其总突变率为 36.5%，高于

之前相关文献[9]报道的突变率，也明显高于杨长绍

等[10]的研究结果（25.5%），表明 Super-ARMS法对肺

癌患者外周血EGFR基因突变检出率更高，其突变率

更接近肿瘤组织样本，是一种用于血液循环游离或

肿瘤 DNA（cf/ctDNA）检测更优的方式，但 Super-

ARMS的费用较ARMS法稍高，对经济条件更充裕

的患者不失为一种更好的外周血检测方法。另外，

突变组中仍以第19号外显子缺失和L858R点突变最

为常见（75.3%），与国内外报道一致[11]。

根据现有文献[12-13]报道，EGFR基因罕见突变包

括外显子 18 G719X、外显子 20 S768I、外显子 21

L861Q、外显子 20插入和外显子 20 T790M突变，根

据对已知的第一代和第二代口服TKI治疗的敏感性，

可将上述罕见突变进一步分为TKI敏感突变（外显子

18 G719X、外显子 20 768I 和外显子 21 L861Q）和

TKI不敏感或耐药突变（外显子 20插入和外显子 20

T790M）。研究[14]显示，EGFR基因罕见突变发生率

为5.9%~20.4%。本研究结果发现云南地区肺癌患者

的罕见突变率（24.7%）较世界其他地区高，且表现为

以复杂的双突变（13.7%）为主。另外，本研究观察到

在双突变亚型中 G719X+S768I 突变（6.2%）最为常

见，提示似乎云南地区EGFR罕见突变的靶向治疗有

效性更佳，对指导云南地区肺癌患者个体化治疗更

有益。

本研究结果经卡方检验和多因素 Logistic分析

均显示，腺癌患者中EGFR基因突变率明显高于非腺

癌患者，这与GOTO 等[15]报道的病理类型是EGFR基

因突变的独立影响因素相一致。但非腺癌患者中也

检测出突变[16]，而且非腺癌患者使用TKI治疗也有一

定的疗效[17]，因此，对晚期非腺癌患者进行EGFR基

因检测也是一种可行的治疗手段。不吸烟患者突变

率较吸烟患者突变率更高，这也与之前的报道[18-20]结

果相符。导致不吸烟患者突变率更高的一个因素在

于云南部分地区（宣威、个旧等）的燃煤等燃烧污染

严重，其排放出大量含苯并芘为主的致癌性多环芳

烃类物质，这也是导致云南省宣威地区女性肺癌发

病率常年居高不下的原因。云南地区低于60岁的患

者表现出更高的突变率，与既往研究不完全一

致[21-23]，但至少提示应更加重视对年轻患者EGFR基

因突变的检测。但考虑到本研究中年轻患者样本数

所占比例较高，因此，其结论有待从更多的研究中得

到支持。虽然本次研究显示根治性手术对突变有影

响，但由于手术组数据少，可能不具有代表性，所以

需要后期扩大样本量进一步验证。

卡方检验显示，女性比男性突变率高，但Logistic

回归分析未发现性别是EGFR基因突变的独立影响

因素，这与既往的一些研究报道相悖[24]，造成此结果

的原因，一方面可能是本研究的样本例数不够大，其

次在于纳入Logistic分析的因素较多，虽然多因素分

析可以排除混杂因素的干扰，但本研究中各多因素

之间样本量差距很大（例如手术组数据少，而病理类

型中腺癌患者多）。因此，对于性别是否是影响EG‐

FR基因突变的独立因素还有待进一步确认，但从突

变率可明显看出女性患者更高，这与之前的报道[25]是

一致的。另外，本研究在比较高发地区和非高发地

区及汉族和少数民族（尤其是彝族等）之间的关系

时，未发现各组间突变率存在统计学差异，其原因可

能是比较的两组间样本量存在极大的数量差别，对

统计结果造成了影响，因此，这些方面的突变差异也

有待平衡样本量后加以证实。

综上所述，NSCLC患者年龄、吸烟史、病理类型
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及根治性手术史可能是EGFR基因突变的独立影响

因素，但云南地区NSCLC患者EGFR突变的情况仍

需进行更大样本量的研究，以便对云南特殊分布（点

状区域分布）的肺癌患者进行有针对性的基因检测，

从而制定个体化的临床治疗方案，提高肺癌患者的

生存预后。另外，本研究还指出对于需要使用外周

血进行基因突变检测的患者，Super-ARMS 法较

ARMS法是一种更值得推荐的检测方法，其在检测

EGFR基因突变上表现出更高的敏感性，突变率也更

接近组织标本，可能更适于临床检测。
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