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396 例非小细胞肺癌 EGFR，KRAS，ALK 和 BRAF 基因突变状态

及其临床病理特征
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[摘　要]	 目的：探讨非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)患者表皮生长因子受体(EGFR)基因、

Kirsten鼠肉瘤基因(KRAS)、间变性淋巴瘤激酶(ALK)基因和鼠类肉瘤病毒癌基因同源物B1(BRAF)

基因的表达及其临床病理特征。方法：收集郑州大学第一附属医院病理确诊NSCLC患者396例临床

病理资料，采用高通量二代测序(next-generation sequencing，NGS)检测肿瘤组织中EGFR，KRAS，

ALK和BR AF基因的突变状态，分析基因的突变率及其与临床病理特征的关系。结果：EGFR基因

突变阳性率为49.24%(195/396例)，女性、腺癌、非吸烟患者中突变率较高(P<0.05)；KRAS基因突

变阳性率为8.59%(34/396例)，男性、腺癌、大于60岁老年吸烟患者中突变率较高(P<0.05)；ALK

基因突变阳性率为6.06%(24/396例)，60岁以下年轻患者中突变率较高；BRAF基因突变阳性率为

3.28%(13/396例)。其中EGFR合并ALK突变共存1例，EGFR合并BRAF突变共存2例，KRAS合并ALK

突变共存1例，ALK合并BRAF突变共存1例，KRAS合并BRAF突变共存1例，EGFR，KRAS合并BRAF

三基因突变共存1例。结论：NSCLC患者EGFR，KRAS，ALK和BRAF基因突变阳性率与国内外报道

相仿，与患者临床病理特征存在相关性，存在2个及以上基因突变共存，共存突变患者的临床治疗

方案仍有待进一步研究提供循证依据。

[关键词]	 非小细胞肺癌；EGFR基因；KRAS基因；BRAF基因；ALK基因；二代测序
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Abstract Objective: To investigate the expression of epidermal growth factor receptor (EGFR) gene, Kirsten mouse 



396 例非小细胞肺癌 EGFR，KRAS，ALK 和 BRAF 基因突变状态及其临床病理特征    贺佳子，等 2253

肺 癌 是 全 球 癌 症 相 关 死 亡 的 最 常 见 原 因 ，

每 年 有 1 8 0 万 人 被 诊 断 出 患 有 肺 癌 [ 1 ]。 非 小 细 胞

肺癌(non- smal l  cel l  lung cancer，NSCLC)占肺癌

的 8 0 % ，其常见的突变基因有表皮生长因子受体

(EGFR)基因、Kirsten鼠肉瘤(KRAS)基因、间变性

淋巴瘤激酶( A L K )基因和鼠类肉瘤病毒癌基因同

源物B1(BRAF)基因等 [2]。2005年以来，有学者 [3-4]

发现了多种 N S C L C 的关键激活途径，并对 E G F R

突变和A LK重组的NSCLC进行了非常有效的靶向

药物治疗，从而改善了NSCLC患者的预后情况。

基因突变检测能够指导相应靶向药物的研发和应

用，常用的基因突变或蛋白检测方法有免疫组织

化学(immunohistochemistr y，IHC)、荧光原位杂

交(f luorescence in situ hybridizat ion，FISH)和实

时荧光PCR(RT-PCR)。二代测序(nex t-generat ion 
sequencing，NGS)能同时检测多基因突变状态和新

发基因突变类型，具有较高的敏感性和特异性[5]。

早 期 研 究 认 为 N S C L C 的 基 因 突 变 是 相 互 独 立 、

相互排斥的，如EG F R，K R A S，H E R 2，B R A F，
A LK，R ET，ROS1和M ET，近年来，越来越多的

报道表明这些基因可以共存[6]。因此，本研究通过

NGS技术检测396例河南地区NSCLC患者EGFR，
KRAS，ALK及BRAF基因突变率及突变位点，并探

讨这几种基因突变状态与临床病理特征的关系，

旨在为分子靶向治疗、改善NSCLC患者的预后提

供基础。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2017至2018年郑州大学第一附属医院收

治且明确病理学诊断的3 9 6例N S C L C患者的病历

资 料 ， 且 所 有 病 例 的 组 织 蜡 块 保 存 完 整 ( 活 检 标

本 3 2 8 例 、 手术标本 6 1 例、细胞块 7 例 ) 。其中男

2 0 9例，女1 8 7例；肺腺癌3 1 8例，非腺癌7 8例；

年龄< 6 0岁的1 6 5例，≥6 0岁的2 3 1例；有吸烟史 
1 4 4 例 ， 不 吸 烟 患 者 2 5 2 例 ； 临 床 分 期 为 I ~ I I 期 
141例，III~IV期255例。本研究已获得郑州大学第

一附属医院医学伦理委员会批准。

1.2  方法

收集NSCLC患者甲醛固定、石蜡包埋(FFPE)
组织，从甲醛固定的石蜡切片中提取肿瘤DNA，

并 将 其 打 断 、 扩 增 ， 从 而 建 立 含 目 标 基 因 的 全

基 因 组 文 库 。 超 深 度 测 序 的 靶 基 因 谱 包 括 8 8 个

NSCLC相关基因，然后采用Il lumina Hiseq X10测

序平台进行测序，将得到的原始数据过滤，并进

行生物信息学分析。

sarcoma (KRAS) gene, anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene and mouse sarcoma virus oncogene homolog 

B1 (BRAF) gene and their clinicopathological characteristics in non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. 

Methods: The clinicopathological data of 396 patients with pathologically confirmed NSCLC in the First 

Affiliated Hospital of Zhengzhou University were collected. The mutation status of EGFR, KRAS, ALK and BRAF 

genes in tumor tissues were detected by high-throughput next-generation sequencing (NGS), and the gene 

mutation rate and its relationship with clinicopathological characteristics were analyzed. Results: The positive 

rate of EGFR gene mutation was 49.24% (195/396), and the mutation rate was higher in female, adenocarcinoma 

and non-smoking patients (P<0.05). The positive rate of KRAS gene mutation was 8.59% (34/396), and the 

mutation rate was higher in male, adenocarcinoma and smoking patients over 60 years old (P<0.05). The positive 

rate of ALK gene mutation was 6.06% (24/396), and the mutation rate was higher in young patients under 60 

years old. The positive mutation rate of BRAF gene was 3.28% (13/396). Among them, there were 1 case of EGFR 

combined with ALK mutation coexistence, 2 cases of EGFR combined with BRAF mutation coexistence, 1 case 

of KRAS combined with ALK mutation coexistence, 1 case of ALK combined with BRAF mutation coexistence, 

1 case of KRAS combined with BRAF mutation coexistence, and 1 case of EGFR and KRAS combined with BRAF 

mutation coexistence. Conclusion: The positive rate of EGFR, KRAS, ALK and BRAF gene mutations in NSCLC 

patients is similar to that reported at home and abroad, and is related to the clinical and pathological characteristics 

of patients. In some cases, two or more gene mutations can coexist, and the clinical treatment of patients with 

coexisting mutations still needs to be further studied to provide evidence-based evidence.

Keywords non-small cell lung cancer; EGFR gene; KRAS gene; BRAF gene; ALK gene; next-generation sequencing
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1.3  统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，组间

率的比较采用χ 2检验，计数资料采用例数或率(%)
表示，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  EGFR基因突变状态与临床病理特征的关系

在 3 9 6 例 N S C L C 患 者 中 ， E G F R 基 因 突 变

阳 性 率 为 4 9 . 2 4 % ( 1 9 5 例 ) ， 其 中 单 位 点 突 变 率

86.15%(168例)，包括3号外显子突变1例，7号外

显子突变1例，18号外显子突变2例，19号外显子

突变73例，20号外显子突变10例，21号外显子突

变81例；双位点突变率13.85%(27例)，包括3例为

1 8 与 2 0 号外显子突变， 3 例为 1 8 与 2 1 号外显子突

变，1 0例为1 9与 2 0 号外显子突变，6 例为2 1与2 0

号外显子突变，4例21号外显子双突变，1例为21
号外显子L858R与LINCO1446-EGFR(E5:E25)基因

融合同时突变。EGFR基因突变患者的临床病理特

征为女性高于男性、腺癌高于非腺癌、非吸烟者

高于吸烟者，差异有统计学意义(P<0.05)。EGFR

基因突变与患者年龄和T N M分期无关( P > 0 . 0 5，  
表1)。

2.2  KRAS基因突变状态与临床病理特征的关系

在396例NSCLC患者中，K R AS基因突变阳性

率为8.59%(34例)，第2外显子突变31例(其中包含

1例第2外显子双位点突变)，第3外显子突变3例。

男性的KR AS基因突变率高于女性，腺癌高于非腺

癌，吸烟者高于不吸烟者，≥60岁高于<60岁，差

异有统计学意义(P<0.05)。而KR A S突变率与患者

TNM分期无关(P>0.05，表1)。

表1 EGFR，KRAS阳性与阴性患者的临床病理特征的对比

Table 1 Comparison of clinicopathological features between EGFR and KRAS positive and negative patients

病理特征
EGFR基因/[例(%)] KRAS基因/[例(%)]

+ – χ2 P + – χ2 P

n 195 201 34 362

性别 33.897 <0.001 13.053 <0.001

男 74 (35.4) 135 (64.6) 28 (13.4) 181 (86.6)

女 121 (64.7) 66 (35.3) 6 (3.2) 181 (96.8)

年龄/岁 1.374 0.241 6.799 0.009

<60 87 (52.7) 78 (47.3) 7 (4.2) 158 (95.8)

≥60 108 (46.8) 123 (53.2) 27 (11.7) 204 (88.3)

吸烟 31.615 <0.001 6.123 0.013

是 44 (30.6) 100 (69.4) 19 (13.2) 125 (86.8)

否 151 (59.9) 101 (40.1) 15 (6.0) 237 (94.0)

组织类型 51.552 <0.001 6.602 0.010

腺癌 185 (58.2) 133 (41.8) 33 (10.4) 285 (89.6)

非腺癌 10 (12.8) 68 (87.2) 1 (1.3) 77 (98.7) 2.128 0.145

TNM分期 0.261 0.610

I~II 67 (47.5) 74 (52.5) 16 (11.3) 125 (88.7)

III~IV 128 (50.2) 127 (49.8) 18 (7.1) 237 (92.9)
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2.3  ALK基因突变状态与临床病理特征的关系

在396例NSCLC患者中，ALK基因突变阳性率

为6.06%(24例)。ALK基因单位点突变率70.83%(17
例)，其中有1 3例为E M L 4 - A L K基因融合，1例为

LCA5-A LK基因融合，1例为LO C101927577-A LK

基因融合，1例为第3外显子Arg311His错义突变，

1例为第3外显子Trp288Arg错义突变；双位点突变

率29.17%(7例)，分别是EML4-A LK基因融合合并
ADAM28-ALK，LINC01250-ALK，FTH1P3-ALK，
N R X N 1 - A L K ， S L C 8 A 1 - A S 1 - A L K ， X D H - A L K ，
LOC100288911-ALK基因融合。年龄<60岁的ALK
基因突变率高于≥60岁患者(P<0.05)，突变率与患

者性别、肿瘤组织类型、吸烟状态和TNM分期无

明显相关性(P>0.05，表2)。

2.4  BRAF基因突变状态与临床病理特征的关系

在 3 9 6 例 N S C L C 患 者 中 ， B R A F 基 因 突 变

阳 性 率 为 3 . 2 8 % ( 1 3 例 ) ， 其 中 单 位 点 突 变 率

9 2 . 3 1 % ( 1 2 例 ) ， 包 括 第 6 外 显 子 和 第 8 外 显 子 突

变 各 1 例 ， 第 1 1 外 显 子 突 变 2 例 ， 第 1 3 外 显 子

突 变 1 例 ， 第 1 5 外 显 子 突 变 7 例 ； 双 位 点 突 变 率

7 . 6 9 % ( 1 例 ) ， 即 第 1 5 外 显 子 V 6 0 0 E 合 并 第 1 1 外

显 子 R 4 6 2 T 突 变 。 B R A F 基 因 突 变 率 与 患 者 性

别 、 年 龄 、 肿 瘤 组 织 类 型 、 吸 烟 状 态 和 T N M 分

期 这 些 临 床 病 理 特 征 均 无 明 显 相 关 性 ( P > 0 . 0 5 ，

表 2 ) 。

2.5  2个及以上基因突变患者的临床病理特征

在7例多基因突变患者中，男6例，女1例；4
例年龄<60岁，3例年龄≥60岁；右肺来源的患者

5例，左肺来源的患者2例；有吸烟史的患者5例，

无吸烟史的患者 2 例； I ~ I I 期的患者 1 例， I I I ~ I V
期的患者6例；7例多基因突变共存患者均为腺癌  
(表3)。

表2 ALK，BRAF阳性与阴性患者的临床病理特征的对比

Table 2 Comparison of clinicopathological features between ALK and BRAF positive and negative patients

病理特征
ALK基因/[例(%)] BRAF基因/[例(%)]

+ – χ2 P + – χ2 P

n 24 372 13 383

性别 2.393 0.122 3.144 0.076

男 9 (4.3) 200 (95.7) 10 (4.8) 199 (95.2)

女 15 (8.0) 172 (92.0) 3 (1.6) 184 (98.4)

年龄/岁 14.782 <0.001 0.657 0.418

<60 19 (11.5) 146 (88.5) 4 (2.4) 161 (97.6)

≥60 5 (2.2) 226 (97.8) 9 (3.9) 222 (96.1)

吸烟 0.572 0.450 3.681 0.055

是 7 (4.9) 137 (95.1) 8 (5.6) 136 (94.4)

否 17 (6.7) 235 (93.3) 5 (2.0) 247 (98.0)

组织类型 2.086 0.149 3.297 0.069

腺癌 22 (6.9) 296 (93.1) 13 (4.1) 305 (95.9)

非腺癌 2 (2.6) 76 (97.4) 0 (0.0) 78 (100.0)

TNM分期 1.253 0.263 0.048 0.827

I~II 6 (4.3) 135 (95.7) 5 (3.5) 136 (96.5)

III~IV 18 (7.1) 237 (92.9) 8 (3.1) 247 (96.9)
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3  讨论

EGFR最常见的突变是第19外显子缺失和第21
外显子L858R点突变。这两个突变约占所有EGFR

突变的90% [7]。Shi等 [8]认为EGFR突变与某些临床

和组织学因素有关，在腺癌、女性、亚洲人和从

不吸烟的人群中更为常见。吴菡等 [ 9 ]研究发现：
E G F R 基因突变率为 2 5 . 3 5 % ，其中以 1 9 号外显子

E 1 9 d e l ( 4 8 . 1 5 % )和2 1号外显子L 8 5 8 R ( 3 7 . 0 3 % )突

变为主，在女性、非吸烟和腺癌患者发生风险更

高。本研究中19号外显子和21号外显子单位点突

变分别为73例(43.45%)、81例(48.21%)，总突变率

(91.66%)，且多见于女性、非吸烟和腺癌患者，与

以往研究一致。

K R A S 突 变 是 最 常 见 的 致 癌 驱 动 突 变 ，

2 0 % ~ 3 0 %的NSCLC患者发生K R A S突变 [ 1 0 ]。突变

在男性、老年患者、吸烟者、腺癌、黏液性肿瘤

类型、肿瘤体积较大、低分化肿瘤和实体型肿瘤

中较为常见 [ 7 ]。刘静等 [ 1 1 ]发现 K R A S 的突变率为

11.40%，多见于老年、男性、组织学类型为腺癌

的患者。 Yu 等 [ 1 2 ]研究发现： 6 2 4 例 ( 9 2 % ) 患者的

12密码子突变，53例(8%)患者的13密码子突变，

且13密码子突变患者比12密码子突变患者生存期

短。本研究中KR AS突变率为8.59%，第2外显子突

变31例(91.17%)，第3外显子突变3例(8.83%)，男

性、腺癌、大于6 0岁老年吸烟患者突变率较高，

同以往研究结果相似。
A L K 基 因 融 合 是 N S C L C 中 最 常 见 的 活 化 和

过 表 达 机 制 ， 约 占 5 % [ 1 3 ]。 最 常 见 的 A L K 融 合 是
E M L 4 - A L K，它具有多种变体，可以被酪氨酸激

酶抑制剂克唑替尼靶向抑制。A L K重排常见于男

性、年轻、从不吸烟的晚期腺癌患者 [14]。王惠宇

等[15]研究表明：ALK融合基因阳性比例为9.0%，阳

性率仅与性别相关。本研究中ALK阳性率6.06%， 
6 0 岁 以 下 年 轻 患 者 中 突 变 率 较 高 ， 临 床 病 理 特

征 与 以 往 研 究 有 差 异 ， 原 因 可 能 跟 纳 入 研 究 的

样 本 量 少 ， 地 区 环 境 因 素 或 者 人 种 差 异 有 关 。

已 报 道 [ 1 6 - 1 7 ]的 与 A L K 发 生 融 合 的 基 因 有 E M L 4 ，
T F G，K I F 5 B，K L C 1，H I P 1，S P T B N 1，T P R，
CLTCL1，NPM1，VCL，ATIC，TPM3，TSPYL2，
R A N B P 2 ， R N F 2 1 3 等 。 本 研 究 通 过 N G S 检 测 首

次 发 现 与 A L K 融 合 的 基 因 型 有 ： L C A 5 - A L K ，
LOC101927577-ALK，ADAM28-ALK，LINC01250-
ALK，FTH1P3-ALK，NRXN1-ALK，SLC8A1-AS1-
ALK，XDH-ALK，LOC100288911-ALK，这些融合

基因在NSCLC中形成及下调机制尚不明确，需要

更多样本数据来研究新型A L K融合基因形成的原

因，进而研制更高效、多靶点的药物来抑制其形

表3 多基因突变共存患者的临床病理特征

Table 3 Clinicopathologic features of patients with multiple gene mutations

编号 性别 年龄/岁 部位
病理 

诊断
吸烟史

TNM 

分期
EGFR基因 KRAS基因 ALK基因 BRAF基因

1 男 56 右肺 腺癌 是 Ia Exon-20  

D770-N77linsG

Exon-2 G12V — Exon-13 T521A

2 男 68 右肺 腺癌 否 IV Exon-20 

Va1769Met

— — Exon-8 

Arg347Gln

3 男 53 右肺 腺癌 是 IV Exon-21 

Leu858Arg 

— — 15外V600E

4 男 56 左上肺 腺癌 是 IV Exon-3 

Gln83Leu

— LOC101927577-

ALK

—

5 男 53 右肺 腺癌 是 IIIb — — Exon-3 Trp288Arg Exon-11 

Gly469Val

6 女 65 左肺 腺癌 否 IV — Exon-2 G12D — Exon-15 V600E

7 男 63 右顶 

镰旁

腺癌 是 IV — Exon-2 G12V EML4-

ALK(E6:E20), 

LINC01250-ALK 

(Lintergenic:A20)

—
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成和表达。
B R A F 基 因 突 变 发 生 在 3 % ~ 8 % 的 肺 腺 癌 中 ，

约50%为BR AF V600E突变。其他常见的BR AF突变

包括B R A F G 4 6 9 A / V和B R A F D 5 9 4 G突变，分别发

生在3 5 %和6 %的B R A F突变的N S CL C患者中 [ 1 0 ]。

D i n g 等 [ 1 8 ]共纳入 1  6 8 0 例患者，研究结果显示：
BR AF突变率1.7%(28例)，常见于不吸烟、腺癌患

者，BR AF突变率与年龄、性别分布、转移、诊断

时分期等无显著相关性。韩义明等 [19]发现BR AF基

因突变率为7.5%(1 1 /1 4 6 )，与患者吸烟史有关，

而 与 患 者 性 别 、 年 龄 、 组 织 学 类 型 及 分 化 程 度

等 无 关 。 在 本 研 究 中 ， B R A F 基 因 突 变 阳 性 率 为

3.28%(13例)，且突变阳性率与临床病理特征无相

关性。突变率与国内外报道符合，临床病理特征

与国内外结论不一致的原因可能是国内外基因的

检测方法不同导致阳性率有偏差，而且阳性样本

量普遍偏少致使结论不一。

本研究中EGFR，K R A S，A LK和BR A F基因双

位点突变率分别为13.85%(27/195)、2.9%(1/34)、

29.17%(7/24)、7.69%(1/13)，与以往报道 [7,10,13]略

有 不 同 ， 可 能 跟 以 往 的 检 测 针 对 位 点 单 一 ， 双

位 点 突 变 漏 检 有 关 。 双 位 点 突 变 的 治 疗 及 预 后

尚 不 明 确 ， 这 有 可 能 是 靶 向 治 疗 耐 药 的 原 因 之

一 ， 需 要 更 深 入 的 研 究 来 探 讨 其 机 制 及 靶 向 治

疗的预后。

Alr i fai等 [20]报道了1例长期吸烟、治疗前合并
B R A F 突 变 和 A L K 融 合 的 6 9 岁 鳞 状 细 胞 癌 患 者 。

患者接受了 1 个疗程放化疗后死亡。 S h i n 等 [ 2 1 ]报

道 了 3 例 非 吸 烟 的 晚 期 N S C L C 患 者 ， 患 者 均 合

并EG F R和A L K融合突变，且EG F R -T K I对EG F R /
A L K 突 变 共 存 的 N S C L C 患 者 的 疗 效 优 于 A L K -
T K I。有研究 [ 2 2 ]认为EGFR合并ALK突变的患者对

克唑替尼比吉非替尼有更好的反应率。Uliv i等 [23]

研究报道：使用EGFR-TKI治疗EGFR和ALK共存突

变患者达到67%的临床获益率，而单突变患者的疾

病控制率为81.7%。本研究共检测到7例2个及以上

基因共同突变的腺癌患者，男性(6例，85.71%)、

吸烟(5例，71.43%)、TNM晚期(6例，85.71%)易发

生多基因突变，临床病理特征与以往研究有部分

差异，多数发生于吸烟、晚期NSCLC患者。多基

因突变常在晚期NSCLC患者中检测出来，可能是

因为多基因合并突变导致肿瘤高负荷，从而使肿

瘤的增长及扩散更易发生。

综上所述，EGFR，K R A S，A LK和BR A F的突

变 率 与 N S C L C 患 者 的 临 床 病 理 特 征 有 一 定 相 关

性，且都存在双位点突变，基因单位点和双位点

突变的机制及靶向治疗疗效尚待深入分析，N G S
能够高效检测多基因突变及具体位点，在NSCLC
的 基 因 检 测 中 具 有 重 要 意 义 ， 且 2 个 及 以 上 的
EGFR，K R AS，A LK和BR A F突变可同时发生于同 
1例患者，鉴于目前多基因突变靶向药治疗效果不

确定，有待更多的样本来验证。
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