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外周血游离肿瘤DNA测定在非小细胞肺癌患者中的应用价值
洪英财，陈怀生，林少霖，王 正，杨 林，王光锁，李富荣，黄同海

（暨南大学第二临床医学院 深圳市人民医院胸外科，广东 深圳 518000）

【摘要】 目的 探讨 Ion Torrent测定外周血DNA在非小细胞肺癌中的临床价值。方法 选择患者 80例，

通过 Ion Torrent测序测定其EGFR浓度，观察EGFR浓度与EGFR基因型及与吉非替尼治疗敏感情况的关系，并

分析EGFR 突变与否者的1年生存率。结果 突变型EGFR 32例，野生型EGFR 48例，吉非替尼敏感者30例，吉

非替尼不敏感者50例，突变型EGFR浓度明显高于野生型EGFR (P<0.05)，对吉非替尼治疗敏感者的血清EGFR

浓度显著高于吉非替尼治疗不敏感者(P<0.05)。 结论 采用 Ion Torrent测定外周血DNA技术了解患者基因型，

有针对性的使用靶向治疗药物，其准确性更高，且能有效延长患者生存时间。
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Value of peripheral blood DNA determination by Ion Torrent in patients with non-small cell lung cancer.
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【Abstract】 Objective To evaluate the clinical value of peripheral blood DNA determination by Ion Torrent

in patients with non-small cell lung cancer. Methods Eighty patients of non-small cell lung cancer were enrolled, in

which the epidermal growth factor receptor (EGFR) concentration was measured with Ion Torrent, Then the relation-

ships between EGFR levels, EGFR genotype, and sensitive situation of gefitinib therapy were investigated, and

one-year survival rate of the patients with or without EGFR mutation were analyzed. Results Among the 80 pa-

tients, 32 had mutant EGFR and 48 had wild-type EGFR. Thirty patients were sensitive to gefitinib and 50 were not

sensitive to gefitinib. Levels of EGFR in mutant EGFR was significantly higher than those in wild-type EGFR (P<

0.05). And the levels were significantly higher in gefitinib-sensitive patients than patients not sensitive to gefitinib (P<

0.05). Conclusion Peripheral blood DNA measured with Ion Torrent can ientify the patients’genotype and target

therapies, which results in higher accuracy and prolonged survival time.
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·论 著·

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一。由于其不易被

早期诊断，且至今仍未有有效的治疗方案，导致肺癌

的5年生存率低于15%，而基因治疗更有助于肺癌患

者提高临床疗效，延长其生存时间[1]。循环DNA作为

游离DNA主要出现在人体外周血或者体液中，而肿

瘤患者循环DNA的来源尚不明确。有报道称，肿瘤

细胞的凋亡是其主要的生成方式。研究还发现，非小

细胞肺癌患者的血浆循环DNA会表现出极为异常的

变化，提示循环DNA基因也可作为肿瘤标志物[2]。

Ion Torrent 测序是第三代测序技术，其不但使

DNA聚合酶自身反应速度得到实现，能够在一秒钟

即可测 10个碱基，相对于化学法测序其效率显著提

高甚至超过 2万倍，同时实现了 DNA聚合酶内反应

的自身延续，对于蛋白质片段的合成具有积极意义，

显著提高了基因组的重复序列的拼接效率[3]。其能

能够直接测RNA的序列，降低体外逆转录产生的系

统误差[4]，并对甲基化的DNA序列进行直接的测定，

更好的提高了基因测序效率，从而实现了基因层面对

患者的外周血DNA进行检测，对非小细胞肺癌患者

进行基因诊断和治疗的可行性[5]。本研究主要通过

Ion Torrent测序了解患者EGFR基因型，并结合PCR

测定EGFR浓度，评价 Ion Torrent测定外周血DNA的

价值，现报道如下：

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2012年8月至2014年2月

我院收治的非小细胞肺癌患者 80例，所有患者均经
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临床表现、影像学检查以及病理组织活检确诊，其中

Ion Torrent 测序确定突变型 EGFR 32 例，野生型

EGFR 48例，对吉非替尼治疗敏感者30例，对吉非替

尼治疗不敏感者50例。

1.2 入选及排除标准 入组标准：(1)经病理组

织学/细胞学检查诊断为非小细胞肺癌；(2) 年龄 18~

75 岁；(3) ECOG 评分 0~2 分；(4) 预计生存期≥2 个

月；(5) 主要器官功能正常；(6) 自愿入组，签署知情同

意书，依从性好，配合随访；(7)距离大手术 4周以上。

排除标准：(1) 合并未能控制的中枢神经系统转移，具

有颅高压表现；(2) 具有出血倾向，特别是1个月内出

现过明显的消化道出血；或正在接受溶栓或抗凝治

疗；(3) 30 d内使用过其他研究药物，或同时参加其他

临床研究；(4) 6个月内出现过心肌梗塞，或目前存在

不稳定性心绞痛、心功能不全；(5) 合并严重慢性阻塞

性肺病和/或呼吸衰竭；(6) 双侧胸腔大量积液或包裹

性胸腔积液；(7) 患者依从性差，或患有精神疾病；(8)

已知对本试验用药及其辅料过敏；(9) 目前存在未控

制的严重感染；(10)妊娠期或哺乳期女性患者，不愿

采取避孕措施的育龄患者(包括男性)。

1.3 Ion Torrent测序的工作原理 以基因组学

技术为基础，结合无创检测技术，通过采用新一代快

速测序平台—第三代测序技术 Ion Torrent，来对非小

细胞肺癌患者外周血循环 DNA进行检测，探索其在

个体化用药指导上的价值。先将含测序的DNA样本

置入微孔，然后使用数量巨大的且未经处理的核苷酸

(DNTP)，依次穿过微孔；根据碱基互补配对原则

DNA聚合酶会将相应核苷酸置入延伸链，通过延伸

反映获得的氢离子直接改变反映体系的 pH值，测序

仪就可以这种变化为基础进行测序。

1.4 EGFR浓度测定 所有非小细胞肺癌患者

在均留取血样 3 ml，并对癌组织中定量坏死组织，置

入冰箱保存备用，在石蜡切片发现肿瘤细胞含量均高

于70%。按照不同病理类型进行分组，置入枸盐酸钠

抗凝剂(ACD)，保存在冰箱中，有效使用期为 1 周。

DNA提取：所有标本的 DNA抽提均用常规蛋白酶 K

消化、酚-氯仿抽提，经紫外分光光度计定量，将浓度稀

释到350~450 ng/ml，-20℃保存备用。在50 µl PCR反

应体系中加入基因组 DNA 1 μl，5 μl PCR 缓冲液，

dNTP 200 µmol/L，每对引物各 20 pmol/L，Taq DNA

聚合酶0.5 U，在反应液表面加30 µl高压消毒甘油；采

用热启动法，97℃变性10 min，随后降至88℃，循环条件

为 94℃ 60 s，54℃~57℃ 60 s，72℃ 60 s，38 个循环后

72℃，延伸10 min。

1.5 研究方法 所有患者均应用 Ion Torrent测

序技术测定其EGFR突变情况，了解其突变型与野生

型比率，并通过临床验证得到对吉非替尼治疗敏感与

否的比率。通过 PCR 技术测定 EGFR 浓度，观察

EGFR浓度与EGFR基因型及与吉非替尼治疗敏感情

况的关系，并分析EGFR 突变与否者的1年生存率。

1.6 统计学方法 应用SPSS13.0软件进行数据

分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，两组间均数

的比较使用 t检验，生存情况使用Kaplan-Meier法进

行生存分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 EGFR突变与否者的EGFR浓度比较 突变

型(32例)的EGFR浓度为(1643.7±123.7) copy×105/ml，

明显高于野生型(48 例)的(648.9±81.5) copy×105/ml，

差异有统计学意义(t=42.473，P<0.05)。

2.2 吉非替尼敏感与否者的血清EGFR浓度比

较 对吉非替尼治疗敏感者 30 例，其血清 EGFR 浓

度为(893.3±132.3) copy×105/ml，对吉非替尼治疗不

敏感者50例，其血清EGFR浓度为(532.8±98.9) copy×

105/ml，两者的血清EGFR浓度比较差异有统计学意

义(t=13.803，P<0.05)。

2.3 EGFR 突变与否的 1 年生存曲线比较 突

变型 EGFR 1 年生存 26 例，死亡 6 例，生存率为

81.25%，野生型 EGFR 1 年生存 36 例，死亡 12 例，生

存率为 75.0%，两组患者的 1年生存率比较差异无统

计学意义(P>0.05)。EGFR 突变与否的 1 年生存曲

线，见图1。

3 讨 论

肿瘤循环 DNA 主要是由少数衰亡细胞的 DNA

释放出来的。在健康状态下，循环游离DNA的释放

图1 EGFR突变与否1年生存曲线
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与消除则会保持一种相对平衡的状态[6]。循环游离

DNA可作为人体健康的评判标准[7]。其改变与多种

疾病存在着密切联系。主要来源为[8]：①肿瘤细胞或

微转移灶；②肿瘤细胞坏死或凋亡；③肿瘤细胞自行

释放 DNA。肿瘤组织释放出的 DNA 会逐渐进入血

液，导致血浆DNA浓度升高。循环DNA与肿瘤组织

细胞保持着相同的特异性。肿瘤患者在经过各种有

效治疗后其外周血循环DNA的数量减少，而治疗后

患者外周血循环DNA的浓度不降反升时，即提示患

者生存率有所降低[9]。Ion Torrent测序技术借助了半

导体芯片技术，和激光测序不同的是，它是建立在化

学和数字信息基础之上的一种新型技术[10]。

EGFR 突变为外显子 E19 del 和外显 21 L858 R

突变，能够在接近 50%的患者身上监测到，其诱发的

酪氨酸激酶活化，是靶向治疗药物厄洛替尼、吉非替

尼治疗活性的指标之一[11]。EGFR基因突变检测是以

肿瘤组织样本为基础的。但是中晚期肺癌患都不耐

受手术，导致较难获得肿瘤组织样本，虽然可以采用

纤维支气管镜活检组织，但其会造成较大创伤，不适

用于大部分患者。所以在需要进行多人筛查或病情

进展检查时，通过组织标本检测EGFR基因突变能更

好的为临床治疗提供依据。其中外周血样本获取较

为容易、且会创伤微小，可用于病情监测优质标本。

但在血行转移前外周血中循环癌细胞非常少，常规方

法很难在外周血中检测出癌细胞 EGFR 基因突变。

Ion Torrent测定外周血DNA基因突变的灵敏度和特

异性越来越高，使EGFR基因突变检测方法得到了巨

大的发展。

采用 Ion Torrent测定外周血DNA技术对血浆总

游离DNA定量分析在提取血浆游离DNA时目前尚

无统一标准 [12]，导致不同实验室最终测量的血浆

DNA 水平不一样，实验结果无法进行比较[13]。但随

着技术的不断进步，随着 Ion Torrent测定外周血DNA

技术逐渐成为被广泛应用于分子生物学研究，通过与

其他分子生物学技术的联合使用提高了极微量基因

测试水平[14]，能够准确检测微量游离DNA，了解患者

基因型，有助于肿瘤的早期诊断和疗效评估等。患者

状态会对血浆游离DNA产生较大影响，因此联合多

个靶基因有助于游离DNA的测定[15]。本研究结合常

规使用的PCR技术进行检测后发现，突变型EGFR其

EGFR浓度显著高于野生型EGFR者，对吉非替尼治疗

敏感者其血清EGFR浓度显著高于吉非替尼治疗不敏

感者。且通过 Ion Torrent测定外周血DNA基因检测

针对性的使用吉非替尼靶向治疗后，对于EGFR 突变

与否患者，其1年生存率差异无统计学意义。

综上所述，采用 Ion Torrent 测定外周血 DNA 技

术了解患者基因型，有针对性的使用靶向治疗药物，

其准确性更高，且能有效延长患者生存时间。
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