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非小细胞肺癌EGFR突变检测技术的研究进展

郭婷，王磊  综述   李小飞  审校

(第四军医大学唐都医院胸腔外科，西安 710038)

[摘　要]	 针对表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor，EGFR)突变基因的检测是肺癌靶向治疗的

重要基石。目前临床中主要针对肺癌组织、脱落细胞以及液态活检标本开展检测工作，此外尿液

标本近期也展现出良好的检测效率。针对上述标本，临床中开展多种检测技术，如以特定靶点为

目的的技术，包括数字PCR、楔形探针扩增阻滞突变系统等；以筛查为目的的检测技术，包括二

代测序(next generation sequencing，NGS)、Sanger测序等，这些技术在特定的标本类型和检测目的

中具有独特的优势。一些新兴的技术，如拉曼光谱，也在临床检测中展现出良好的应用前景。
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肺 癌 是 全 球 发 病 率 和 病 死 率 最 高 的 肿 瘤 之

一，大多数肺癌患者就诊时病程已进入晚期(IIIB
或IV期)，其5年生存率仅为15.6% [1]。肺癌主要病

理学分型包括鳞癌、腺癌、小细胞癌、大细胞癌

等。亚裔人群中约 4 5 % 的腺癌存在表皮生长因子

受体(epidermal grow th factor receptor，EGFR)突

变，尤其E19del和L858R为最常见突变类型，约占

85%~90%[2]。2008年IPASS试验正式确立针对EGFR
突变基因的靶向治疗策略，一系列研究证实酪氨

酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitors，TKIs；吉

非替尼或厄洛替尼)能够显著延长患者的无进展生

存期[1]。但是在EGFR-TKIs治疗过程中，一些突变

耐药基因(如T790M)的出现可能对治疗效果产生重

大影响 [3]。因此，在治疗前准确了解EGFR突变状

态，在治疗中持续监测耐药基因突变情况，对肺

癌的个体化靶向治疗有着重要的意义。现将肺癌

EGFR突变基因的检测现状总结如下。 

1  肺癌 EGFR 突变基因的检测现状

1.1  肺癌组织学标本

肺 癌 的 组 织 学 标 本 是 最 早 应 用 于 驱 动 基 因

检测的标本类型，其检测敏感度和特异度也比其

他标本类型高，常作为其他标本对比结果的金标

准。目前肺癌组织学标本主要依靠手术切除、支

气管镜下活检或者肺穿刺活检等有创方式获得。

然而，实际临床中只有不到 3 0 % 的患者能够通过

手术获得足够的组织标本，即使前瞻性临床研究

中组织标本的有效利用率也仅为30%~40% [1-4]。约

70%的患者主要依靠小块组织或细胞学标本进行基

因检测。目前临床利用的肺癌组织标本主要包括

新鲜组织和石蜡包埋标本。从现有的检测结果来

看，新鲜标本的检测敏感度和特异度要显著高于

石蜡包埋标本[5]，因此在临床上更推荐开展新鲜标

本的检测。同时，组织学标本的离体时间对目的

基因的检出率影响较大，尤其是石蜡包埋标本，

通常在离体30 min内提取DNA或使用4%多聚甲醛

进行固定，>30 min后，很多标志物或DNA会出现

不同程度溶解、断裂等，从而影响检出率 [ 6 ]。另

外，肿瘤异质性也是必须要充分考虑的因素，第

四军医大学唐都医院胸腔外科截至2017年6月前，

共开展肺癌组织学标本EG F R突变检测4  5 1 7例，

其中存在大批混合型肿瘤，常见的如腺鳞癌、腺

癌大细胞混合癌等 [ 7 ]。大块手术切除标本容易准

确诊断上述病理和基因类型，但是小块组织学标

本常常难以准确诊断，因此在有条件的情况下，

尽量在手术后进行大块标本组织学标本的基因检

测，减少肿瘤异质性造成的影响，从而更加准确

地获悉肺癌基因突变情况，为后续的治疗奠定基

础。在一些开展肺癌组织基因检测的研究中，甚

至要求标本诊断的光镜视野下至少包括50%的肿瘤

细胞[8]。

1.2  细胞学标本

由于肺癌的高度隐匿性，约10%~50%的患者

确诊肺癌需要依赖恶性胸腔积液或支气管镜下灌

洗液 [ 4 ]。 E l l i s o n 等 [ 5 ]总结近 3 3 项开展肺癌细胞学

E G F R 突变检测研究，标本类型包括细针抽吸标

本、胸腔积液或心包积液脱落细胞等，检测技术

包括基于P CR和测序的多种方法，总体检测敏感

度20%~70%。Billah等[9]收集209例肺癌患者的细胞

学样本，样本类型包括超声引导下经气管镜细针

抽吸、胸水或心包积液以及肺泡、气管灌洗液，

总体而言6 . 2 %的标本量不足，其中灌洗液的标本

不足率明显高于其他的取材方式。影响胸腔积液

标本检出率的因素较多，包括标本类型、离体时

间、标本量、检测技术等。而且在实际的临床操

作 中 ， 获 得 足 够 量 的 胸 腔 积 液 常 常 与 肿 瘤 的 位

置、胸腔粘连情况以及穿刺医生的操作水准等相

关。针对恶性胸腔积液，目前尚未建立统一的样

品用量标准。

1.3  液态活检标本

肿 瘤 患 者 的 外 周 血 中 含 有 循 环 肿 瘤 细 胞

(circulating tumor cells，CTCs)及游离的循环肿瘤

DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)、RNA、蛋

白、外泌体等，在一定程度上能够反映肿瘤生物学

特征，同时取材方便、易获得，因而成为具有前景

的肿瘤组织替代品，被称为“液态活检”标本[10]。

其中外周血ctDNA主要来源于肿瘤细胞，包括原发

肿瘤细胞、血液中的游离肿瘤细胞坏死溶解及癌细

胞增殖活跃时自身合成释放的DNA[10]。

M a h e s w a r a n 等 [ 1 1 ]2 0 0 8 年首先使用探针扩增

阻滞突变系统 ( A R M S 法 ) 检测 C TC s 的 E G F R 突变

状 态 ， 其 检 出 率 ( 9 2 % ) 明 显 高 于 c t D N A ( 3 3 % ) 。

Marchetti等[12]近期结合Cell Search系统和二代测序

(nex t generation sequencing，NGS)技术检测CTC
的EGFR突变，与肿瘤组织检测结果相比，该方法

相对敏感度达84%。近期Proceedings of the National 
Academy of  Sciences中研究 [13]报道肺癌患者行外周

血CTCs单细胞全基因组学研究，结果显示CTCs
全基因组序列测定具有良好的可重复性，不同患
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者 C TC s 内 D N A 拷贝变异值仅与肺癌的病理类型

相关，与其他影响因素无关，提示CTC中的完整

DNA比ctDNA具有更加全面的遗传学信息。但是

较低的捕获率和较大的肿瘤异质性一直是CTCs面

临的技术难题。一方面，目前常用的Ce l l  S ea rc h
捕获法基于癌细胞上皮细胞黏附因子 (e p i t h e l i a l 
cell adhesion molecule，EpCAM)的表达，但CTCs
在外周血中可能发生上皮–间充质转化(epithel ial-
mesenchymal transition，EMT)，从而导致一部分

癌细胞漏检。另外，在样品处理和分离过程中也

存在一部分CTCs的破坏和丢失。另一方面，由于

CTCs在循环血流中存在时间约24 h，并不是每个

时间段或时间点都可以有效采集CTCs，因而标定

采集时间是高效收集面临的一个问题。另外，由

于肿瘤存在较大的异质性，有限个数的CTCs能否

代表整个肿瘤的遗传学特征是其面临的主要争议

点。因此，目前临床中针对外周血CTCs进行EGFR
突变检测的研究还比较少，尚缺乏大量的临床数

据支持。

相 对 C TC s ， c t D N A 的 匀 质 性 更 好 ， 受 肿 瘤

异质性影响较小。同时获取操作简单、无创，且

价格低，因而更受到临床医生青睐。近期一项荟

萃分析 [ 1 4 ]总结迄今 2 7 项研究中 3  1 1 0 例肺癌患者

外周血 E G F R 突 变的检测数据，检测方法包括直

接测序法， P N A -P C R ， q P C R ，高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography，HPLC)、

探针扩增阻滞突变系统(a m p l i f i c a t i o n  r e f r a c to r y 
m u t at i o n  s y s te m，A R M S)、M E -P CR等，结果显

示 外 周 血 c t D N A 的 检 测 敏 感 度 和 特 异 度 分 别 为

62.0%(51.3%~71.6%)和95.9%(92.9%~97.7%)。同

时，ctDNA还是良好的随访样品，方便实时监测耐

药基因表达等情况。但ctDNA也存在自身的缺点。

由于外周血中ctDNA含量很低，且存在大量的正常

细胞游离DNA，极易造成污染和稀释，因此血浆

比血清更适合用于ctDNA的检测。检测敏感度低是

ctDNA目前面临的主要问题。另外，由于ctDNA大

多是一些片段DNA分子，其所能提供的遗传学信

息有限。

1.4  其他体液标本

除 上 述 常 见 的 检 测 标 本 外 ， 现 在 一 些 研 
究 [15-16]试图利用尿液等标本进行肺癌EGFR突变检

测。相比其他标本，尿液标本能最大程度地实现

无创化。由于小片段的外周血c t D N A能够通过肾

小球滤过膜进入尿液，因此理论上尿液中也含有

c t D N A。R ec k am p等 [ 1 7 ]近期首次使用N G S技术检

测60例肺癌患者血浆和尿液标本中的EGFR突变基

因，尿液标本的检测敏感度达到 7 0 % ，血浆标本

的检测敏感度则达到约90%。Chen等 [18]近期也利

用微滴式数字PCR(droplet digital polymerase chain 
reaction，ddPCR)开展尿液标本的EGFR突变检测

工作，在150例患者的组织学和尿液标本检测中，

E G F R 突 变 检 测 的 一 致 率 达 到 8 8 % 。 这 些 研 究 结

果显示出尿液标本非常好的应用前景，有必要对

尿液标本开展深入研究。但是由于尿液标本中的

DNA片段多为碎片状DNA，其检测的灵敏度和特

异度还需要更多研究进行验证。

2  常用技术研究现状及对比 

目 前 临 床 上 有 多 种 E G F R 突 变 基 因 的 检 测

技 术 ， 主 要 包 括 ： 1 ) 以 特 定 靶 点 为 目 的 的 检 测

技 术 ， 如 d d P C R ， 数 字 P C R 流 式 技 术 ( B e a m i n g 
d P C R ) ，楔形探针扩增阻滞突变系统 (s c o r p i o n s 
ARMS，sARMS)及RT-qPCR等；2)以筛查为目的的

检测技术，如NGS，Sanger测序等；3)其他种类，

如免疫组织化学(i m m u n o c h e m i h i s to r y， I H C)、

变性高效液相色谱法(DHPLC)等。以PCR为基础

的靶点检测技术能够达到比较高的检测灵敏度，

在临床中的应用更加广泛；以测序为基础的技术

在检测多种突变类型和发现未知突变方面优势明

显 ， 但 是 其 检 测 灵 敏 度 较 低 。 s A R M S 法 目 前 临

床中应用最广的检测技术，尤其在组织学标本的

检测中敏感度和特异度均达到比较理想的水准。

ddPCR和NGS是目前新兴的检测技术，尤其ddPCR
达到单拷贝检测的水准，非常适用于血液、尿液

标本的检测；N G S更适用于多种突变的检测。随

着技术水准的不断提高，上述的很多方法已经不

常用，现将最常用的检测技术总结如下。

2.1  sARMS 法

ARMS名为探针扩增阻滞突变系统，又名等位

基因特异PCR，其检测原理为：由于Taq DNA聚合

酶缺少3'-5'外切酶活性，PCR引物的3'端末位碱基

必须与其模板DNA互补才能实现扩增，因而便可

以针对不同的已知突变设计不同的引物，从而检

测出突变基因。该方法在引物的3'端加入1个错配

碱基，使之仅能与目的基因互补，从而实现特定

靶基因的扩增。随后对扩增产物进行凝胶电泳或

者RT-PCR测定分析。目前临床中应用RT-PCR更多

一些，其检测灵敏度和特异度更高，信号可重复

性好，自动化程度更高，避免凝胶电泳中的有毒
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操作。

在ARMS检测的基础上，Thelwell等 [19]进一步

改进了检测技术，加入1个Scorpion探针。Scorpion
探针是在分子信标探针的基础上进行改进，由1条

茎环状探针、1个荧光基团和淬灭基团以及1条突

变特异性引物构成。茎环内的序列能够与模板链

中的一段序列互补配对，发生核酸杂交反应。在

Scorpion探针的5'端和3'端分别链接1个荧光分子和

淬灭基团，由于荧光能量共振转移的原理，此时的

探针处于荧光淬灭状态。当3'端的突变引物与模板

DNA发生退火和延伸过程后，茎环内的序列再与模

板DNA发生核酸杂交，从而使荧光基团远离淬灭基

团，产生荧光信号。由于引入Scorpion探针，所以

该方法命名为sARMS。该方法目前已成为临床中应

用最为广泛的EGFR突变基因检测技术。

Liu等 [4]在肺癌组织、胸腔积液及血浆标本中

比较A R M S，Sa nge r测序和 I H C等3种检测技术，

结果显示 A R M S 法的检测灵敏度显著高于其他两

种检测方法。Kimura等 [20]用sAR MS和测序技术检

测血清EGFR突变基因，显示sARMS法检出率显著

高于测序法(48% v s  38%)。而后，Kimura等 [21]进

一步完成4 2例肿瘤组织和血清配对的标本检测，

sA R MS法检测血清样本EGFR突变率为16.7%，一

致率92.9%。IPA SS研究 [22]中使用sARMS法检测血

清ctDNA的检出率达到23.7%，一致率43%。唐都

医院胸腔外科[23]前期使用sARMS法检测198例组织

和血浆配对样本的EGFR突变情况，检测敏感度达

到17.2%。相比其他的检测技术，sARMS法检测敏

感度高，可检测少至1%的突变DNA，在已知突变

的检测中具有很大的优势，因此是目前临床中应

用最广的检测技术。

2.2  ddPCR 法

ddPCR是近些年发展起来的一种高敏的核酸

定量检测方法，最低可确定单拷贝待检靶分子的

绝对数目，通常包括P CR扩增和荧光信号分析两

部分，D NA模板被稀释后进行PCR扩增，而后通

过分子信标直接测得样品中等位基因的数目和比

值。Diehl等[24]发展Beaming dPCR技术，进一步提

高了系统的检测灵敏度。该技术通过将引物连接

在磁珠表面，再将磁珠与目标分子包裹在微乳液

滴中进行PCR扩增，之后使用流式细胞技术进行荧

光计数。

Yung等 [25]使用ddPCR检测肺癌血液ctDNA的

E G F R 突 变 情 况 ， 敏 感 度 和 特 异 度 分 别 达 到 9 2 %

和 1 0 0 % 。 T h r e s s 等 [ 2 6 ]近 期 对 比 研 究 了 几 种 检 测

方法(d d  P C R，B E A M i n g  d P C R和A R M S)在肺癌 
c t D N A 的 E G F R 突变检测中的敏感性和特异性，

结果显示ddPCR和Beaming dPCR具有更高的敏感

度，但是特异性(83%和67%)却明显低于A R MS等

方法(100%)。尤其对于敏感和耐药基因相对明确

的肺癌而言，通过更加灵敏的方法实现基因突变

的动态定量检测对临床治疗更有意义。例如，最

近Oxnard等[27]使用ddPCR动态定量监测血液ctDNA
的 E G F R 敏 感 和 耐 药 基 因 ， 检 测 敏 感 度 达 到 了

80%~90%，特异度100%，同时发现敏感基因含量

与肿瘤负荷及药物疗效相关，耐药基因的出现可

能早于影像学改变。

ddPCR和Beaming dPCR在液态活检标本检测

中具有明显的优势，很好地解决了组织样本不足

和肿瘤异质性的问题，并且能够动态检测肺癌驱

动基因。其在针对已知突变类型的检测中逐渐超

越sA R MS技术的普及程度。但是目前上述ddPCR
对操作平台要求较高，尚未能在国内普遍推广，

且其检测费用高昂，是限制其临床应用的重要因

素。因此在目前的临床治疗中，ddPCR更多用于液

态活检标本的检测。

2.3  NGS 法

高 通 量 的 N G S 技 术 给 生 命 科 学 领 域 带 来 巨

大的变化，能够对肺癌驱动基因进行全基因组范

围 内 的 基 因 突 变 分 析 ， 包 括 基 因 突 变 、 重 排 及

拷 贝 数 变 异 ， 并 可 以 发 现 未 知 的 突 变 类 型 [ 2 8 ]。

N G S技术的基本流程为将待测基因打断成3 0 0  b p
的 D N A 片 段 ， 而 后 通 过 核 酸 杂 交 与 接 头 引 物 序

列发生链接，P CR扩增后再对其进行测序，从而

实现高通量检测。目前有多种N G S平台，主要包

括Roche/454，Il lumina和ABI/Solid三家公司开发

的测序系统，不同的平台会采用桥式P CR或乳滴

P CR进行后续测序工作。罗氏公司2 0 0 5年首先发

布第一款焦磷酸测序方法，随后 I l l u m i n a和S o l i d
公司也先后推出自己的N G S平台 [ 2 9 - 3 1 ]。N G S平台

能够对多种基因标本，如D N A，R N A，m R N A，

转录子，染色体以及甲基化的DNA等进行检测，

检 测 范 围 包 括 点 突 变 、 单 核 苷 酸 多 肽 性 ( s i n g l e 
nucleotide polymorphisms，SNP)，蓝藻抗病毒蛋

白N(Cyanov ir in-N，CVN)及融合基因等，且只需

0.1~0.3 μg即能完成工作。NGS最大的优势在覆盖

度广，当测序深度达到100层时，平均每个碱基就

可以被检测100次以上，从而可以达到0.2%~1%的
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低频基因检测 [ 3 2 - 3 3 ]。因此在肿瘤的基因检测中，

NGS技术正在发挥越来越大的作用。

Couraud等 [28]使用NGS法检测107例血浆标本

的基因突变情况，目的基因包括EG FR，H ER2，

KR A S，BR AF和PIK3CA等，相比组织学标本，检

测敏感度达到了58%，特异度87%。Malapelle等 [34]

最近利用N GS法检测7 9例肺癌患者的血浆基因突

变情况，与组织学标本相比，其检测敏感度达到了

79%，特异度100%。Pécuchet等[35]近期使用NGS技术

定量检测肺癌患者的外周血ctDNA，并且发现ctDNA
含量与预后情况显著相关，动态监测ctDNA的含量

能够有效反映疾病的进展情况。类似的研究 [36]近

期大量出现，利用N G S技术检测液态活检标本的

EGFR突变情况，检测敏感度在70%~80%。

近 年 来 N G S 技 术 被 用 来 筛 查 肿 瘤 的 突 变 基

因，但该技术仍然存在一些亟待解决的问题。首

先，对高通量目的基因的解读以及数据分析是目

前较为突出的问题。对于大多数临床医生而言，

N G S给出的大量基因信息犹如一本“天书”，如

何解释这些基因发生的改变并给出详尽的诊疗策

略是目前需要解决的关键问题。同时，对于肺癌

而言，目前存在的靶向基因相对有限，能够在临

床使用的靶向药物种类也很有限。虽然已知大量

的基因改变情况，但临床上却面临无药可用的窘

境。尤其一些低频基因，其临床意义很难界定。

同时，相比ddPCR，sA R MS等检测技术，检测敏

感性低和费用高昂也是制约N G S技术临床推广应

用的重要因素。

2.4 其他检测技术 (Sanger 测序法，IHC，HPLC

和 SERS)

S a n g e r 测 序 和 直 接 测 序 技 术 是 早 期 的 E G F R
突 变 基 因 检 测 手 段 ， 但 目 前 仍 被 视 为 D N A 序 列

分 析 的 金 标 准 。 但 是 该 方 法 检 测 敏 感 度 较 低 ，

只 有 突 变 量 > 2 0 % 才 能 被 检 测 到 。 因 而 ， 该 方 法

主 要 用 于 肺 癌 组 织 标 本 的 基 因 检 测 ， 对 于 小 块

组 织 标 本 、 细 胞 学 标 本 以 及 液 态 活 检 标 本 的 检

出率较低。

2009年，Cel l  Signal ing  Technolog ies公司开

发出针对E 7 4 6 - A 7 5 0 d e l和 L 8 5 8 R两种突变的单克

隆抗体，这为 I H C 法和 F I S H 法检测 EG F R 突变提

供了基础。Yu等 [37]首次使用I HC法检测了肺癌组

织标本的 E G F R 突变，与直接测序法相比，检测

敏感度 9 2 % ，特异度 9 9 % 。K a t o 等 [ 3 8 ]随后重复该

组实验，其检测敏感度达到7 5 % ~ 8 1 . 8 %，特异度

96.6%~100%。唐都医院胸腔外科课题组 [39]也应用

IHC法检测胸腔积液脱落细胞的EGFR突变状态，

以sARMS检测为标准，IHC法检测组织学标本的敏

感度89.5%~93.3%，特异度100%，检测胸腔积液脱

落细胞的敏感度66.7%~83.3%，特异度100%。IHC
法检测能够获得很好的检测特异度，但是其检测

敏感度较低，同时受到抗体种类的限制，能够检

测的突变类型也比较有限。

HPLC技术也是早期用于EGFR突变检测的技

术，其检测方法简单、快速、敏感性较高。该技

术最小可以检测到1%~6.25%突变量的DNA，比直

接测序法便宜、快捷[40]。但是HPLC只能检测出是

否存在突变，而无法区分突变类型。因而，在众

多检测技术快速发展的今天，HPLC检测技术已经

很少在临床中应用。

唐 都 医 院 胸 腔 外 科 课 题 组 [ 4 1 ]首 次 在 国 际 上

使 用 表 面 增 强 拉 曼 光 谱 检 测 肺 癌 组 织 和 胸 腔 积

液的 E G F R 突变情况。我们首先使用拉曼 光谱阐

明肺癌发生L 8 5 8 R和E 1 9 d e l突变前后的生物大分

子 变 化 特 点 ， 研 究 发 现 野 生 型 肺 腺 癌 组 织 中 细

胞色素 C 的拉曼峰位显著强于突变组织， L 8 5 8 R
突 变 的 肺 腺 癌 组 织 中 亮 氨 酸 特 异 的 光 谱 峰 位

明 显 减 弱 ， 精 氨 酸 特 异 的 光 谱 峰 位 明 显 增 强 ，

E 1 9 d e l 突 变 的 肺 癌 组 织 平 均 光 谱 强 度 下 降 ， 上

述 变 化 均 与 腺 癌 特 殊 的 突 变 状 态 相 关 。 另 外 ，

我 们 再 次 构 建 P C A / S V M 的 E G F R 基 因 突 变 状 态

诊 断 系 统 ， 对 3 0 例 肺 癌 患 者 组 织 学 标 本 进 行 检

测 ， 该 系 统 诊 断 E G F R 突 变 状 态 的 准 确 率 达 到

了 8 7 . 8 % ， 与 传 统 的 I H C 和 P C R 方 式 比 较 ， 该 法

具 有 高 效 、 快 速 、 廉 价 诊 断 的 优 点 [ 4 1 ]。 随 后 ，

我们利用金纳米颗粒、 E G F R 突变特异性抗体构

建 金 纳 米 探 针 ， 该 探 针 检 测 3 5 例 肺 癌 患 者 胸 腔

积 液 脱 落 细 胞 的 E G F R 突 变 状 态 ， 检 测 敏 感 度

8 8 . 3 %，特异度9 4 . 6 % [ 8 ]。

3  结语

不论组织学标本、细胞学检测标本还是液态

活检标本是目前临床常用的检测标本。而尿液、

痰液则被认为是目前非常有前景的检测方式，但

是大多数还仅限于研究层面，其检出率和检测结

果波动较大，有待进一步提高检测技术。近些年

sA R MS，ddPCR及NGS技术在临床中的应用不断

增加，针对不同类型标本的检测技术也朝着高通

量、高灵敏度、快速、廉价等方向发展。随着拉
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曼光谱等新的临床检测技术不断发展，肺癌的治

疗向个性化、精准化发展，从而最大程度提高患

者的治疗效果和生存期。
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