
中国非小细胞肺癌患者 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变
与临床病理特征的关系*

* 基金项目: 广东省科技计划资助项目( 2011B031800288)

1 通讯作者，E-mail: ouyang1135@ 126． com

510120 广州 呼吸疾病国家临床医学研究中心 广州呼吸疾病研究所

张洁霞，李时悦，占扬清，欧阳铭1

【摘 要】 目的 探讨中国非小细胞肺癌( NSCLC) 患者中 K-Ｒas 和表皮生长因子受体( EGFＲ) 基因突变情况及其与临

床病理特征的关系。方法 回顾性分析 2011 年 7 月至 2013 年 8 月广州医科大学附属第一医院收治的 381 例 NSCLC 患者的

临床病理特征，并应用扩增突变阻滞系统( AＲMS) 检测其癌组织中 EGFＲ 基因 18、19、20、21 外显子共 21 个点突变和 K-Ｒas 基

因 12、13 密码子共 6 个点突变，分析其突变情况及与临床病理特征的相关性。结果 21 例( 5. 5% ) 存在 K-Ｒas 基因突变，其

中 20 例 12 密码子，1 例 13 密码子 Asp 突变; 146 例( 38. 3% ) 存在 EGFＲ 突变，其中 4 例 18 外显子突变( G719S) ，52 例 19 号外

显子序列缺失突变，3 例 20 外显子序列缺失突变，85 例 21 外显子突变( 81 例 L858Ｒ，4 例 L861Q) ，2 例双突变。男性患者 K-
Ｒas 基因突变率高于女性患者，差异有统计学意义( 6. 8% vs． 2. 5%，P = 0. 018) 。EGFＲ 基因突变与性别、吸烟史、临床分期、
全身转移、病理类型均有关( P ＜ 0. 05) 。二分类 Logistic 回归分析显示，病理类型和性别与 EGFＲ 基因突变密切相关。结论

中国 NSCLC 患者中 EGFＲ 突变常见，该突变与腺癌有关; K-Ｒas 基因突变率较低，多见于男性，其他相关因素尚需进一步研究。
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【Abstract】 Objective To investigate the relationship between the mutations of K-Ｒas and epidermal growth factor receptor

( EGFＲ) gene and K-Ｒas gene and clinicopathological features in Chinese patients with non-small cell lung cancer( NSCLC) ． Meth-
ods From July 2011 to August 2013，381 cases of NSCLC patients with both EGFＲ and K-Ｒas mutations tested in the First Affiliated
Hospital of Guangzhou Medical University were retrospectively enrolled in the study． All pathological specimens were tested for twenty-
one mutations in EGFＲ 18-21 exon and six mutations in K-Ｒas 12，13 codon by amplification refractory mutation system( AＲMS) ． The
clinicopathological features of patients were analyzed according to the mutation status of EGFＲ and K-Ｒas． Ｒesults Gene mutation of
K-Ｒas was tested in 21 cases，including 20 cases 12 codon mutation and 1 case 13 codon mutation． Gene mutation of EGFＲ was tested
in 146 cases，including 4 cases of 18 exon G719S mutation，52 cases of 19 exon delection mutation，3 cases of 20 exon delection muta-
tion，85 cases of 21 exon mutation ( 81 cases of L858Ｒ and 4 case of L861Q) and two dual gene mutation． K-Ｒas mutation was more fre-
quently happened in male patients than in female patients ( 6. 8% vs． 2. 5%，P = 0. 018) ． EGFＲ mutations were related with gender，
smoking history，TNM stage，systemic metastases and pathological type( P ＜ 0. 05) ． Binary Logistic regression shown that pathological
type and gender were closely related to EGFＲ mutation( P ＜0. 05) ． Conclusion EGFＲ mutation was common in Chinese patients with
NSCLC，and was related to adenocarcinoma． However，K-Ｒas mutation was rare and more commonly happened in male patients with
NSCLC． More studies should be conducted to investigate the relationship between clinical features and EGFＲ and K-Ｒas mutation．
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肺癌是世界上常见恶性肿瘤之一，其中非小细

胞肺癌( non-small cell lung cancer，NSCLC) 约占肺

癌的 80% ～ 85%［1］，晚期 NSCLC 患者的 5 年生存

率仅约 15%。随着对肿瘤发病机制及其生物学行

为研究的不断深入，近几年以表皮生长因子受体酪

氨酸 激 酶 抑 制 剂 ( epidermal growth factor receptor-
tyrosine kinase inhibitor，EGFＲ-TKIs) 为代表的分子

靶向治疗研究日益增多，疗效及不良反应均较传统

的放化疗明显改善，因此人们越来越多将治疗的焦

点集中于特异性高、不良反应轻的分子靶向药物。
EGFＲ 突变已被临床确立为评估 TKIs 治疗敏感性

的有效预测指标［2］。亚裔、女性、腺癌及不吸烟患

者的 EGFＲ 突变率明显高于其他亚组患者，其对

TKIs 的反应率也相应较高。不同于 EGFＲ，K-Ｒas
基因突变的 NSCLC 患者对 EGFＲ-TKIs 的应答效果

较差［2-3］。此外，K-Ｒas 基因突变可作为 NSCLC 无

进展生存期重要的不良预后因子［4］。但是，到目前

为止，关于 EGFＲ 和 K-Ｒas 的关系，二者的突变率及

其与临床病理特征的相关性等，尚缺乏临床数据。
本研究同时检测了 381 例 NSCLC 患者的 EGFＲ 和

K-Ｒas 突变情况，并对 EGFＲ 和 K-Ｒas 突变情况与

临床病理特征的相关性进行分析。

1 资料与方法

1. 1 一般资料 收集 2011 年 7 月至 2013 年 8 月

广州医科大学附属第一医院进行手术的 NSCLC 患

者 381 例，中位年龄 63 岁 ( 54 ～ 70 岁) 。男性 264
例，女性 117 例; 有吸烟史者 128 例; 淋巴结转移者

34 例; 全身转移的患者 131 例。肺切除标本 201
例、肺外手术切除标本 17 例、淋巴结活检标本 16
例、经皮肺穿刺活检标本 77 例、支气管镜肺活检标

本 46 例、经支气管镜超声淋巴结活检标本 8 例、胸
水沉渣标本 16 例，备行 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变检

测。所有标本均经病理科医师复习阅片后制备石

蜡组织切片。按照 2011 年国际肺癌研究学会、美国

胸科学会和欧洲呼吸学会公布的肺腺癌国际多学

科分类方案，对行肺切除手术的腺癌患者，进一步

分析腺癌的主要病理亚型，并判断是否伴有脏层胸

膜浸润及淋巴管内癌栓形成。
1. 2 方法 切片常规脱蜡，再水化、收集。使用厦

门艾德生物医药科技有限公司生产的 ADx-AＲMSTM

EGFＲ 和 K-Ｒas 基因突变试剂盒( Adx) ，根据试剂盒

说明书检测 EGFＲ 基因第 18、19、20 和 21 外显子共

21 个位点的突变及 K-Ｒas 基因第 12、13 位密码子

共 6 个点突变。DNA 提取按说明书进行，提取的

DNA 样品于 NanoDrop ND2000 微量紫外分光光度

计检测 DNA 浓度和吸光值( A) ，确保 A260 /280 在 1. 8
～ 2. 0 之间，不符合标准的 DNA 样品进行重新提

取。PCＲ 反应条件: 95℃5min，1 个循环; 第 2 阶段:

95℃25s，64℃ 20s，72℃ 20s，15 个循环; 第 3 阶段:

93℃25s，60℃35s，72℃20s，15 个循环。信号收集:

第 3 阶段 60℃ 收集 FAM 和 HEx 信号，执行实时

PCＲ，约 90min 完成检测。突变结果确定: 首先确定

样品管各自的突变 Ct 值( FAM 信号) ，然后确定样

品的外控 Ct 值( FAM 信号) ，△Ct 值 = 突变 Ct 值 －
外控 Ct 值。根据不同突变 Ct 值和△Ct，把样品检

测结果分为阴性、弱阳性及强阳性。弱阳性及强阳

性均判读为有突变，阴性为无突变。
1. 3 统计学分析 应用 SPSS 13. 0 统计学软件进

行处理。用 χ2 检验或 Fisher 精确概率法比较不同

性别、吸烟史、临床 TNM 分期、组织学类型、淋巴结

和全身转移等亚组患者中 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变

率的差异; 用二分类 Logistic 回归分析与 K-Ｒas 或

EGFＲ 基因突变相关的因素。以 P ＜ 0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结 果

2. 1 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变状况 21 例患者存

在 K-Ｒas 基因突变，突变率为 5. 5%。其中 13 例 12
密码子 Cys 突变，3 例为 12 密码子 Ala 突变，2 例 12
密码子 Asp 突变，2 例 12 密码子 Val 突变，1 例 13
密码子 Asp 突变。146 例患者存在 EGFＲ 基因突

变，突 变 率 为 38. 3%。其 中 4 例 18 外 显 子 突 变

( G719S) ，52 例 19 号外显子序列缺失突变，3 例 20
外显子序列缺失突变，85 例 21 外显子突变 ( 81 例

L858Ｒ、4 例 L861Q) ，2 例双突变( 1 例 19 号外显子

序列缺失突变和 20 号外显子序列插入突变，1 例 19
号外显子序列缺失突变和 20 号外显子 T790M 突

变) 。无 1 例患者同时发生 EGFＲ 和 K-Ｒas 突变。
2. 2 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变与临床分期、转移部

位的关系 21 例 K-Ｒas 基因突变患者中，Ⅳ期患者

最多，其次为ⅠB 期和ⅢA 期，不同分期之间的差异

无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。146 例 EGFＲ 基因突变

患者中，Ⅳ期患者最多，其次为ⅠB 期和ⅠA 期，不

同分期之间的差异有统计学意义( P = 0. 038 ) 。在

131 例发生全身转移的患者中，7 例 K-Ｒas 基因突
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变，其中以肺转移最常见; 59 例 EGFＲ 基因突变，转

移部位以肺、骨、胸膜最常见。见表 1。

表 1 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变与临床分期和全身

转移的关系［例( %) ］

因素 n K-Ｒas 突变 EGFＲ 突变

临床分期

ⅠA 46 2( 9. 5) 18( 12. 3)

ⅠB 67 5( 23. 8) 31( 21. 2)

ⅡA 18 1( 4. 8) 8( 5. 5)

ⅡB 29 1( 4. 8) 7( 4. 8)

ⅢA 57 4( 19. 0) 14( 9. 6)

ⅢB 33 1( 4. 8) 9( 6. 2)

Ⅳ 131 7( 33. 3) 59( 40. 4)

转移部位

脑 21 1( 14. 3) 10( 16. 9)

骨 52 3( 42. 9) 24( 40. 7)

肝 19 1( 14. 3) 8( 13. 6)

肾上腺 9 1( 14. 3) 2( 3. 4)

肺 44 5( 71. 4) 24( 40. 7)

胸膜 51 1( 14. 3) 22( 37. 3)

其他 17 0( 0) 5( 8. 5)

2. 3 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变与病理类型的关系

腺癌患者 K-Ｒas 基因突变率高于非腺癌，但差异

无统计学意义( P = 0. 073 ) 。浸润性腺癌中以腺泡

为主型的 EGFＲ 突变率高于其他类型，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 2。
2. 4 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变与年龄、性别和吸烟

的关系 21 例 K-Ｒas 基因突变患者中男性 18 例，

女性 3 例; 年龄为( 64. 8 ± 9. 6) 岁; 有长期吸烟史者

11 例。其中男性 K-Ｒas 基因突变率明显高于女性，

差异有统计学意义( 6. 8% vs． 2. 5%，P = 0. 018) ; 吸

烟者 K-Ｒas 基因突变率高于无吸烟者，但差异无统

计学 意 义 ( 8. 6% vs． 4. 0%，P = 0. 061 ) 。146 例

EGFＲ 基因突变患者中男性 83 例，女性 63 例; 年龄

表 2 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变与病理类型的关系

变量 n K-Ｒas 突变 EGFＲ 突变

病理类型

腺癌 281 19( 90. 5) 137( 93. 8) *

鳞癌 54 0( 0) 2( 1. 4)

大细胞癌 13 0( 0) 1( 0. 7)

腺鳞癌 11 1( 4. 8) 5( 3. 4)

其他类型癌 22 1( 4. 8) 1( 0. 7)

肺腺癌手术标本病理

浸润脏层胸膜 59 6( 50. 0) 28( 38. 9)

淋巴管浸润 36 1( 8. 3) 21( 29. 2)

原位腺癌 4 0( 0) 2( 2. 8)

微浸润腺癌 1 0( 0) 0( 0)

浸润性腺癌

贴壁为主型 15 2( 16. 7) 9( 12. 5)

腺泡为主型 63 4( 32. 3) 41( 56. 9) *

乳头为主型 14 2( 16. 7) 5( 6. 9)

微乳头为主型 4 0( 0) 2( 2. 8)

实体为主型
伴黏液产生

15 2( 16. 7) 4( 5. 6)

浸润性腺癌变异型

浸润性黏液腺癌 5 0( 0) 1( 1. 4)

未定型 23 2( 16. 7) 8( 11. 1)

注: * P ＜ 0. 05

为( 61. 3 ± 10. 8 ) 岁; 有长期吸烟史者 30 例。其中

女性、无吸烟者 EGFＲ 基因突变率分别为 53. 8%、
45. 8%，均 分 别 高 于 男 性 和 吸 烟 者 的 31. 4%、
23. 4%，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。
2. 5 K-Ｒas 和 EGFＲ 基因突变的多因素分析 将

性别( 男、女) 、年龄( ≤65 岁、＞ 65 岁) 、吸烟与否、
病理类型( 腺癌、非腺癌) 等因素纳入二分类 Logistic
回归分析模型中，结果显示腺癌、性别与 EGFＲ 基因

突变密切相关( 表 3) 。而 K-Ｒas 基因突变则与任何

变量均无关。

表 3 影响 EGFＲ 基因突变的二分类 Logistic 回归分析

变量 B ＲＲ( 95%CI) P
病理类型( 腺癌 vs． 非腺癌) 0. 369 9. 620( 4. 665 ～ 19. 836) ＜ 0. 001
性别( 女性 vs． 男性) 0. 242 2. 037( 1. 269 ～ 3. 270) 0. 003
年龄( ≤65 岁 vs． ＞ 65 岁) 0. 240 1. 219( 0. 761 ～ 1. 953) 0. 409
吸烟( 否 vs． 是) 0. 287 0. 617( 0. 352 ～ 1. 084) 0. 617
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3 讨 论

NSCLC 确诊时约 85% 以上的患者失去了行根

治性手术治疗的机会，因此化疗在中晚期 NSCLC 治

疗中占据主要地位，但一线含铂的两药化疗方案仅

使患者获得 8 ～ 11 个月的中位生存期，疗效非常有

限。临床试验结果表明 EGFＲ-TKIs 具有生物利用

度高、选择性强、耐受性好、不良反应轻微等优点，

且具有显著的抗肿瘤活性［2］，因此 EGFＲ-TKIs 已作

为一线药物用于治疗 EGFＲ 突变阳性的 NSCLC。
K-Ｒas 基因是 EGFＲ 下游的关键调节分子，但 K-Ｒas
基因突变与 NSCLC 患者对 EGFＲ-TKIs 治疗的原发

耐药有关［3］。Ｒaponi 等［5］报道 NSCLC 中 K-Ｒas 基

因突变 对 EGFＲ-TKIs 治 疗 有 效 的 阴 性 预 测 值 为

97%，因此 K-Ｒas 基因突变可用于排除 NSCLC 患者

的 EGFＲ-TKIs 治疗，在高 K-Ｒas 突变的人群中，K-
Ｒas 基因突变可作为行 EGFＲ-TKIs 治疗前的常规检

测指标。
本研究中，EGFＲ 突变率为 38. 3%，共检测到 6

种突变，其中以 21 外显子 L858Ｒ 突变最常见，比例

超过 50%，其次为 19 外显子缺失突变，其他的突变

类型比例不足 10%，且发现 2 例双突变。本研究中

EGFＲ 突变率要明显高于欧洲 ( 24% ) ［6］的相关研

究，稍 高 于 Kim 等［7］ 报 道 的 韩 国 EGFＲ 突 变 率

( 35% ) ，与国内其他机构的研究结果类似［8］。据国

内文献报道，EGFＲ 基因突变存在显著的地域差异，

如台湾地区的 EGFＲ 基因突变以外显子 21 为主，广

东地区以外显子 19 为主，而北京地区二者之间无明

显差异［9-11］。我们的研究结果则不同，可能原因为

本研究中的病例部分来源于外省所致。但各地区

EGFＲ 突变类型是否与种族特征及致癌因素如吸

烟、雾霾、油烟等有关，值得深入研究。本研究中

EGFＲ 突变位点基本均为敏感性突变位点，仅 1 例

含有耐药突变( 20 号外显子 T790M 突变) ，且该病

例为双突变患者，与 EGFＲ-TKIs 在亚裔人群中有较

高有效率是一致的。而本研究中 K-Ｒas 突变集中于

12 密码子，仅 1 例位于 13 密码子，与国内研究［8］及

韩国的研究( 8% ) ［12］类似，明显低于欧洲和美国的

K-Ｒas 突变率［16］。在本研究中，未发现同 1 例患者

出现 EGFＲ 与 K-Ｒas 两种突变，与它们的分子生物

学特征一致。EGFＲ 与 K-Ｒas 突变的总阳性率接近

45%，与国外的报道类似，提示在肺癌的发病机制

中，除 EGFＲ 通路外，尚存在其他的突变机制有待深

入研究，如 HEＲ-2、ALK 和 ＲOSl 突变等。
本研究分析了 NSCLC 及行肺切除手术且病理

为腺癌患者的 EGFＲ 突变与临床病理特征之间的关

系后发现，腺癌，尤其腺泡状为主型腺癌较其他类

型 NSCLC 患者的突变率更高，这与刘标等［13］的报

道不同，后者研究显示 EGFＲ 突变最常见于贴壁为

主型、乳头为主型和微乳头为主型腺癌。而在综合

年龄、性别、吸烟史、腺癌等危险因素进行二分类多

因素 Logistic 回归分析后发现，除腺癌外，仅发现性

别是影响 EGFＲ 突变的临床因素，女性患者的 EG-
FＲ 突变率更高，差异有显著统计学意义，这与既往

的研究结果相符［14］，但未发现吸烟是危险因素。进

一步使用 Logistic 回归分析行肺癌肺切除手术且病

理为腺癌患者 EGFＲ 与性别、年龄、吸烟史、腺癌类

型、胸膜浸润、淋巴管内癌栓形成的关系，发现仅腺

泡癌与 EGFＲ 突变有关，但女性、吸烟未能发现与

EGFＲ 突变相关。综合以上考虑未能明确的原因可

能为进行回归分析的临床因素的数量太少，或者因

为女性虽未主动吸烟，但普遍存在被动吸烟，因此

吸烟不是主要的危险因素。据此，我们推测女性、
非吸烟的 NSCLC 患者 EGFＲ 高突变率，可能与女性

的生活方式如接触油烟等有关，性别本身可能尚不

是最主要的影响因素。而女性虽然吸烟率低，但均

不同程度存在被动吸烟，因此吸烟亦不是最主要的

影响因素，尚需要纳入更多的临床危险因素进行

分析。
另外，本研究发现女性 K-Ｒas 突变高发未能被

多因素 Logistic 回归分析证实，其他临床危险因素及

病理特征与 K-Ｒas 的相关性均无统计学意义。分析

原因可能为本研究中 K-Ｒas 突变患者仅 21 例，病例

数太少。在其他的研究中［15］，同样未能发现 K-Ｒas
突变与临床危险因素及病理特征的相关性。综合

考虑是由于中国整体人群 K-Ｒas 突变率较低，尚需

要扩大病例数、增加危险因素等进行深入研究。
综上所述，EGFＲ 突变在国内 NSCLC 人群中远

较欧美常见，与腺癌、尤其腺泡为主型腺癌相关; 而

K-Ｒas 突变少见，二者不同时出现于 1 例患者，但 K-
Ｒas 突变的相关因素不明，尚需要积累大样本数据

进一步分析国人肺癌群体中 EGFＲ 和 K-Ｒas 突变与

临床病理特征之间的相关性，以合理应用 EGFＲ-
TKIs。
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