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晚期 NSCLC患者血液 EGFR基因检测研究进展 *
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摘要 目的：随着表皮生长因子受体酪氨酸酶抑制剂(epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKI)在非小细

胞肺癌（Non-Small Cell Lung Cancer，NSCLC）治疗中的应用，患者的生活质量及生存期均有很大程度的提高，但是，组织表皮生长

因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）检测结果为能否接受 EGFR-TKI治疗的先决条件，而晚期肺癌患者却因组织量

少、质量不佳、组织异质性无法进行检测，血液 EGFR检测便应运而生，本研究将综述晚期非小细胞肺癌（Non-Small Cell Lung

Cancer，NSCLC）患者血液 EGFR基因检测研究。方法：检索 Pub-med、SCI、Medline及中国生物文献数据库中晚期非小细胞肺癌患

者血液 EGFR基因检测的相关研究。结果：对于晚期 NSCLC患者，血液 EGFR基因检测有较高的敏感度与特异度，并且能够较好

的预测患者对 EGFR-TKI的疗效以及进行耐药监测。结论：当组织获取困难及质量不佳时，血液可替代组织行 EGFR基因检测。
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The Detection of EGFR Mutation Status in Blood in Advanced Non-small
Cell Lung Cancer*

With the application of EGFR-TKI in treatment for NSCLC patients, Survival time and quality of patients

improved greatly. But the results of EGFR testing is the necessary condition for treatment of EGFR-TKI. But tumor tissues may often be

of insufficient quality or quantity for EGFR mutation testing in NSCLC patients. Meanwhile the results may be bias owing to heterogeneity.

Therefore liquid biopsies will be imperative. This study aims to review the researches of EGFR testing in blood for the different results.

We searched Pubmed, SCI and CBM for the literatures about EGFR mutation testing in blood. Risk ratio (RR) and hazard ratio

(HR) were used as measures for clinical response to EGFR-TKIs and PFS for the mutant and wild patients. The testing of EGFR

seems to have higher sensitivity and specificity, meanwhile it can predict the efficacy of EGFR-TKI and monitor the drug resistance.

Blood can became an effective substitution for EGFR mutation testing for advanced NSCLC when it often be of insufficient

quality or quantity of tumor tissue.
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前言

肺癌是全球癌症死亡率最高的疾病，肺癌中约 85%为非小

细胞肺癌[1]。多数患者诊断时已为晚期，治疗主要以化疗为主，

严重影响患者的治疗效果及生存期。然而，随着 EGFR-TKI在

NSCLC特别是肺腺癌治疗中的应用，患者的生活质量及生存

期均有很大程度的提高 [2]。大量研究显示，能否受益于

EGFR-TKI，取决于组织 EGFR基因突变状态，然而，由于多数

肺癌患者确诊时已为晚期，不能进行手术，穿刺活检成为进行

EGFR基因检测主要标本来源。但是，在临床工作中，有 10%

-50%的肺癌患者面临组织量少、组织不合格，即使在控制良好

的大型临床试验中，仍有 50%的患者无法获取组织，另外，对于

EGFR-TKI 耐药，需要二次活检明确是否有耐药突变（如

T790M）的患者，组织获取更是难上加难[3]。基于上述困境，探索

一种能够替代组织的检测标本刻不容缓。理论而言，负载肿瘤

细胞、基因或蛋白的标本均有可能成为组织的替代，如外周血、

浆膜腔积液、分泌物以及体液等，其中外周血检测因其创伤小、

操作方便而唾手可得，成为近年研究的热点。我们将对所有通

过晚期肺癌患者血液行 EGFR基因检测的研究进行综述，内容

包括血液 EGFR基因检测的理论基础、检测方法、血液 EGFR

基因检测效能以及血液 EGFR检测结果对 EGFR-TKI疗效预

测。
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1 循环肿瘤 DNA（ct-DNA）

早在 1948 年 Mandel等学者首次发现 ct-DNA存在于罹

患疾病患者与健康者的外周血中，随后较多的研究集中于肿瘤

患者与健康者外周血中 ct-DNA的数量变化，以及 ct-DNA能

否作为早期诊断疾病的标记物。直到 1977年，Leon SA等学者

首次发现肿瘤患者血液中 ct-DNA较健康者数量高。随后较多

研究亦给予证实，Massimiliano Paci等[4]学者测定 151例肺癌患

者与 79名健康者外周血中 ct-DNA的数量，发现肺癌患者外

周血中平均 ct-DNA的浓度为 12.8 ng/mL，而健康者外周血的

平均浓度仅为 2.9 ng/mL，两者具有明显的统计学意义。虽然关

于 ct-DNA已经有较多研究，但其来源还不明确，研究认为[5]，

其可能来源于肿瘤细胞的坏死、正常细胞的坏死与凋亡、循环

肿瘤细胞（CTCs）裂解释放，并且血液中 ct-DNA 与肿瘤组织

DNA有相同的遗传变异特性，基于上述基础理论，表明可使用

肺癌患者血液行 EGFR基因检测，指导肺癌的靶向治疗。

但是，血液中 ct-DNA多呈片段化，平均 DNA大小仅为

100-200 bp左右，且突变的 DNA混杂在大量的野生型 DNA

中，同时，ct-DNA拷贝数低，肿瘤患者中每毫升血中血浆游离

DNA（cell-free DNA, cfDNA）中突变的拷贝数仅在 100个左

右，有 25%的肿瘤患者的突变拷贝数甚至低于 10个每毫升，基

于上述血液中 ct-DNA片段化、数量少、突变比例低的特点[6,7]，

提示血液 EGFR基因检测需要较高的 DNA富集技术以及较高

灵敏度检测方法。

2 血液 EGFR基因检测方法

2.1 cf-DNA富集技术

由于血液中 cf--DNA数量较少，cf--DNA的富集水平将成

为后续检测的关键。目前 cf--DNA的富集技术主要有酚 -氯仿

法, DNA吸附柱法和硅胶磁珠法。其中酚 -氯仿法回收产物浓

度较高，回收效率大约为 30%左右，有助于提高后续检测。但是

由于其处理后的样品中有残余的血浆蛋白，将会对后续的 PCR

产生抑制，将会影响检测效率。DNA吸附柱法和硅胶磁珠法都

是通过 DNA和二氧化硅结合，来达到分离 DNA的目的。相比

较酚 -氯仿法，这两种方法能够有效的消除血浆中各种成分对

PCR反应的抑制作用。DNA吸附柱法和硅胶磁珠法的回收效

率大约在 50%左右，但是这两种方法得到的回收产物浓度较

低。cf--DNA的富集为血液 EGFR检测的关键步骤，所以需要

在提高富集效率的同时，也提高富集浓度，从而提高血液

EGFR基因检测的敏感度。

2.2 血液 EGFR基因检测技术

直接测序法依然是组织基因检测的金标准，但是，因其操

作复杂，敏感度低[8]，无法应用于血液 EGFR基因检测中。目前，

可用于血液 EGFR 基因检测方法包括高效变相液相色谱法

(High Performance Liquid Chromatography, DHPLC)[9]、突变扩增

阻滞系统法（Amplificationrefractorymutationsystem,ARMS）[10,11]、

微滴式数字 PCR（droplet digital PCR，ddPCR）[12]、BEAMing[13]及

下一代测序技术（Next-Generation Sequencing, NGS）[14]。其中，

DHPLC检测速度快，方法简单，可用于已知突变检测，但其却

不能区分突变类型且其敏感性较低。ARMS是目前我国法规明

确批准的血液检测方法，在 EGFR已知突变的检测上优势明

显，但检测范围也局限于已知突变。ddPCR, BEAMing均是近

年发展起来的高灵敏度新技术，其检测敏感度达 0.01%，甚至

更低,适用于已知突变的检测，可用于特定突变的绝对定量检

测，但其也和 ARMS方法一样，仅能够测定已知突变。而 NGS

能够弥补这一缺陷，其在多靶点检测的药物临床研究和发现未

知突变上独具优势,能够提供更加全面的基因信息，但存在技

术和成本的瓶颈，使其临床应用受阻[15]。

3 血液 EGFR敏感突变检测研究

目前，已有较多的研究使用晚期 NSCLC患者外周血行进

行 EGFR检测，外周血检测敏感度达 46%-82%，特异度达 90%

-99%[16-18]。Kimura等[19]学者 2006年首次报道了外周血行 EGFR

基因检测研究，其对 43例非小细胞肺癌患者外周血进行基因

检测，结果显示外周血 EGFR检测的敏感性为 50%，特异性为

86%，血液与组织的一致率达 73%，同时发现接受 EGFR-TKI

治疗的患者，7例疾病缓解者外周血中均有 EGFR基因检测，7

例疾病稳定的患者外周血中仅有 1例突变，病情进展患者的外

周血无 1例突变，证实血液 EGFR突变可作为预测临床疗效的

标记物。Bai等[9]学者进行了目前样本量最大的血液 EGFR检

测研究，其使用 DHPLC法检测了 230例晚期 NSCLC患者外

周血和组织中 EGFR基因突变，结果显示外周血与组织的一致

率达 74%。研究还进一步研分析了 EGFR 突变情况对

EGFR-TKIs的治疗效果，结果显示，与野生型相比，突变型各组

PFS均显著延长，OS无显著差异，血液中检测到 EGFR突变者

与 EGFR野生型患者相比，PFS较长，证实血液 EGFR检测较

高的准确度。随后，外周血 EGFR检测研究突飞猛进，检测方法

也层出不穷，Liu等[10]在 2013年使用 ARMS-PCR法对 86例晚

期 NSCLC患者行外周血的检测结果显示，与组织标本相比，外

周血行 EGFR 突变检测的敏感性和特异性分别为 67.5%

(27/40)和 100% (46/46)，两者的一致率达 84%。同年 ASCO报

道[20]的一项研究（25）中，同样使用 ARMS-PCR法对 224份配

对的组织和血浆标本行 EGFR基因检测，显示外周检测的敏感

性为 77% (69/90)，特异性为 96% (129/134)，EGFR突变阳性和

阴性预测价值分别为 93% (69/74)和 86% (129/150)，总一致性

为 88%(198/224)，进一步分析发现,接受 EGFR-TKIs治疗的患

者中，血液 EGFR突变者较血液 EGFR野生型患者的 PFS长。

上述两项研究使用同一种检测方法,检测结果一致，充分验证

ARMS-PCR 检测方法较高的临床使用价值及方法的稳定性。

同时，研究者也在不断探索敏感度更高及更能全面反映肺癌基

因谱的检测方法，以期降低血液检测的假阴性率及提高对肺癌

基因谱的认识，这些方法包括 ddPCR、BEAMing 及 NGS。

Yung等[21]在 2009年使用 ddPCR对 35例晚期 NSCLC患者行

血浆 EGFR基因检测，与组织检测结果比较，ddPCR的敏感度

与特异度分别为 92%与 100%，同时对 EGFR-TKI治疗前后均

有血浆样本的 5 例患者中发现，4 例患者血浆中突变浓度下

降，其中 3例患者影像学评估部分缓解，1例达到完全缓解，突

变浓度未下降的患者疾病进展，表明 ddPCR不仅仅能够定性
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检测突变，更能够定量对疾病进行监测。Oxnard等学者[22]的研

究也发现使用 ddPCR测定晚期肺癌患者血液 EGFR基因突变

的敏感度为 67%，特异度为 100%。同时，Zhu等学者[12]对比了

组织与血浆基因检测结果，与组织比较，ddPCR的敏感度和特

异度分别为 81.82%与 91.44%。上述研究均为 ddPCR的临床应

立下更为坚实的询证医学证据。对于 NGS检测技术，为目前最

热门的检测方法，虽其敏感性低于数字检测平台，但其不仅仅

能测定已知突变，更重要的是进行全基因组测序，更加全面反

映肺癌基因谱。王洁等学者[14]使用 NGS对 12例有 EGFR基因

突变的晚期肺癌患者外周血进行测定，结果显示敏感性与特异

性分别为 89%及 100%，同时检测出多种未知突变，为肺癌的靶

向治疗进展提供依据。

4 血液 EGFR耐药监测研究

虽然 EGFR-TKI提高了 NSCLC 患者的生存期及生活质

量，但均会在治疗 8-10个月时出现耐药使治疗失败，这些耐药

基因包括 T790M突变[23]、C-Met基因扩增[24]、BIM多态性缺失[25]、

K-ras基因突变[26]、BRAF基因突变 [27]、EML4-ALK 融合基因[28]

及转化为小细胞肺癌[29]等。其中 T790M突变所占比例最大，大

约为 50%-60%[14]。伴着针对 T790M突变的三代 EGFR-TKI经

FDA批准的进程，越来越多的研究者关注耐药后突变检测。然

而确定有无耐药突变，需要对患者进行二次活检，再次进行基

因检测，这便成为靶向治疗进程中的困境。而组织的替代品，血

液将在此进程发挥巨大作用。Oxnard等学者[22]对有 EGFR突变

且接受 EGFR-TKI治疗的 9例患者行动态血液 T790M突变检

测，首次发现血液检测结果较影像学评估结果能够更早的发现

疾病进展，有 6例患者血液中测到 T790M耐药突变，且 3例患

者组织检测结果也给予证实，表明血液可动态监测耐药。

Thompson等学者[30]对接受一代 EGFR-TKI治疗耐药患者的活

检组织进行检测，未发现 T790M突变，而血液监测过程中，却

发现 T790M突变浓度逐渐上升，根据血液检测结果换用三代

靶向药物后，影像学提示病情部分缓解，证实血液耐药监测的

临床价值。

5 展望

目前，组织行 EGFR基因检测依然是指导肺癌患者接受

EGFR-TKIs的金标准，但对于晚期 NSCLC患者，组织获取困

难、组织不合格，特别是对于接受 EGFR-TKIs治疗耐药的患

者，血液将会补充组织基因检测的不足。此外，血液 EGFR基因

检测结果不仅能够指导患者能否接受 EGFR-TKI治疗，同时其

方便、无侵袭性的特点使其能够用于 EGFR-TKI治疗过程中的

动态监测，包括突变拷贝数的定量监测及耐药监测，更加精准

地指导肺癌患者的靶向治疗。随着非小细胞肺癌血液 EGFR基

因突变检测中国专家共识成功发表[15]，血液检测正从临床研究

走向临床实践，但是，我们还需要研发敏感度更高、更稳定的检

测技术，更好地推进肺癌靶向治疗。
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