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【摘要】 目的 表皮 生长 因子受体酪氨 酸激酶抑 制剂(epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor， 

EGFR-TKI)，该类药物对于有 EGFR突变的非小细胞肺癌患者具有非常好的治疗效果。然而，约 5O 的患者经过 EG— 

FR—TKI治疗后会出现耐药突变，即 T790M 突变。故本研 究主要探讨晚期肺腺癌患者外周血 EGFR基 因外显子 2O 

T790M 基因突变与 EGFR-TKI继发耐药及预后之间的关系。方法 收集 2013—12—08—2014—12—30石河子大学医学院 

第一附属医院对 EGFR—TKI耐药的晚期肺腺癌患者 49例。按 QIAamp Blood Mini Kit试剂盒提取血清游离DNA后， 

采用探针扩增阻滞突变系统(amplification refractory mutation system，ARMS)法对外周血游离DNA 中EGFR外显子 2O 

T790M 突变进行检测，并分析其与临床特征、疗效及预后的关系。结果 在 49例接受 EGFR—TKI药物治疗的晚期 

NSCLC继发耐 药患者 中，T790M 突变率为 30．6 (15／49)，T790M 阳性 突变与晚期 NSCLC 患者年龄 、性 别、是否吸烟 、 

临床分期、ECOG评分、最初 EGFR突变类型及 EGFR-TKI药物种类均无关，但与 EGFR-TKI耐药后进展类型有关，差 

异有统计学意义， =6．759，P=0．009。T790M 阳性突变患者无进展生存期(progression—free survival，PFS)为 9．6个 

月，总生存时间(overall survival，OS)为 17．6个月，均较 T790M 阴性突变患者的 6．8和 12．7个月延长， 值分别为 

2．057和2．851，P值分别为0．018和 0．027。Cox多因素分析显示，T790M基因突变是影响 PFS(RR=0．653，95 CI为 

0．069～0．886，P一0．032)及 OS(RR=0．847，95 CI为 0．208～2．696，P=0．008)的独立因素。结论 T790M 基因阳 

性突变与 EGFR—TKI耐药后进展类型有关，同时是影响 PFS及 0S的独立因素。 
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~ABSTRACT] OBJECTIVE Epidermal growth factor receptor(EGFR)tyrosine kinase inhibitors(EGFR—TKI)have 

good therapeutic effects for EGFR mutations in non-small cell lung cancer，but approximately 50 of patients treated 

with EGFR—TKI occurred resistance mutations，that means T790M mutation．The present study was to investigate the re— 

lationShip between EGFR gene in peripheral blood of advanced lung adenocarcinoma patients with exon 20 T790M muta— 

tion and acquired resistance to EGFR—TKI as wel1 as the prognosis．METHODS Totally 49 cases of EGFR—TKI resist— 

ance patients of advanced lung cancer were collected from 2013-12-08—2014-12-30 in Shihezi University School of Medi— 

cine，the First Affiliated Hospita1．QIAamp Blood Mini Kit was used for serum free DNA test，Amplification Refractory 

Mutation System (ARMS)was used to detect peripheral blood plasma DNA in EGFR exon 20 T790M mutation and the 
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clinical characteristics，efficacy and prognosis were analyzed．RESULTS In 49 cases of patients with secondary resist— 

ance，T790M mutation was 30．6 (15／49)．T790M mutation positive advanced NSCLC patients’age，sex，smoking， 

clinical stage，ECOG score，initial EGFR mutation type and EGFR—TKI types of drugs were unrelated，but EGFR—TKI 

resistance was related to disease progression，the difference was statistically significant( 一 6．759，P一0．009)．T79OM 

mutation positive patients had prolonged PFS and 0S compared with T790M mutation—negative patients (PFS，9．6 

months vs 6．8 months， 。一 2．057，P一0．018；OS，17．6 months s 12．7 months， 一2．851，P一0．027)．Cox multi— 

variate analysis showed that T79OM mutations affected the PFS and OS independently (PFS，RR一 0．653，95 CI： 

O．O69—0．886，P一 0．032；OS，RR= 0．847，95 CI：0．208— 2．696，P一 0．008)．CONCLUSIONS T790M gene muta— 

tion is related to the type of disease progression in EGFR—‘TKI positive resistance patients and it is an independent factor 

for PFS and OS． 

[KEYwoRDs] non small cell lung cancer；EGFR-TKI；T790M；free DNA；prognosis 

Chin J Cancer Prey 7 at．20l6．23(6)：364—368 

多项研究表明，表皮生长因子受体 (epidermal 

growth factor receptor，EGFR)突变的非小细胞肺癌 

(non—small cell lung cancer，NSCLC)患者使用 EGFR 

酪氨酸激酶抑制剂 (EGFR tyrosine kinase inhibitor， 

EGFR—TKI)治疗，临床收益率高达 70 ，无进展生存 

期 (progression—free survival，PFS)为 6～12个月 ，总 

生存时间(overall survival，OS)为 2～24个月E1 2]。尽 

管如此，但是在 EGFR—TKI的治疗中，耐药几乎不可 

避免l_3 ]。耐药的产生可能存在多种机制，其中最常见 

的是 T790M 基因突变 ]。此突变是下一代 EGFR— 

TKI的一个有价值的靶点。在血循环游离 DNA(cir— 

culating free DNA，cfDNA)的 EGFR—T790M 无创检 

测已被证明是可行的，因为肿瘤组织的再次活检是具 

有挑战性的l_6。]。多项研究均发现，晚期肺癌患者血清 

和肿瘤组织 EGFR基 因突变状态检测的一致性为 

8O ～ 9O E8-1o]
。 这些研究提示，血清 DNA可替代肿 

瘤组织 DNA进行肿瘤 EGFR基因突变检测。因此本 

研究以对 EGFR—TKI耐药的晚期肺腺癌患者为研究 

对象，收集耐药后 NSCLC患者的外周血游离 DNA， 

使用 ARMS法检测 T790M 基因突变，并分析其与临 

床特征、疗效及预后的关系，从而为解释耐药原因和选 

择后续治疗方案提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 标本来 源 

收集 2013—12—08—2014-12—30石河子大学医学院 

第一附属 医院接 受 EGFR—TKI药物 治疗 的晚期 

NSCLC患者 114例，筛选出对 EGFR—TKI耐药的晚 

期 NSCLC患者 6O例。 

入组标准：1)组织学或细胞学确诊为 ⅢB／IV期肺 

腺癌患者；2)患者 自愿接受 EGFR—TKI靶 向治疗 ，且 

在治疗前已行 EGFR基因检测，明确有 EGFR基因突 

变，能够依从研究和随访；3)所有患者均在靶向治疗开 

始后每隔 2个月进行 CT影像学检查，直至病情进展 

后收集血液标本。所有患者均在签署知情同意后采集 

血样。本研究已通过石河子大学医学院第一附属医院 

伦理委员会审核(AF／SC—o8／o1．0)。 

符合上述入组标准的患者共 49例，其中男 28例， 

女 21例。年龄39～78岁，中位年龄 64岁。有吸烟史 

18例，不吸烟 31例。ECOG评分为 0～1分 38例， 

2～3分 11例。根据 2015年(第 8版)TNM分期标准， 

ⅢB期 9例，Ⅳ期 40例。49例患者在 EGFR-TKIs治疗 

前均明确有 EGFR基因突变，其中 19一Del突变29例， 

21一L858R突变 20例，均无 T790M 突变。EGFR-TKIs 

作为 二 线 及 以上 治 疗 占 65．3 (32／49)。初 始 

EGFR-TKI治疗中位无进展生存期(median progression 

free survival，mPFS)为 11．3个月。 

1．2 样本采集和分离及实验方法 

所有患者在影像学检查提示病情进展后，采集清 

晨空腹静脉血 5 mL，置于带有血清分离凝胶的离心管 

内，然后 3 000 r／rain离心 1O min(r：8 cm)，取上层血 

清，于抽血后 4～5 h按 QIAamp Blood Mini Kit试剂 

盒说明书，提取外周血游离 DNA，一8O℃保存。利用 

紫外分光光度计检测样本 DNA的浓度和纯度，A 。。／ 

A28。值为 1．8～2．0。 

采用探针扩增阻滞突变系统(amplification re— 

fractory mutation system，ARMs)法。将患者的外周 

血游离 DNA按照人类 ADx—EGFR基因突变检测试 

剂盒(购自厦门艾德生物医药科技有限公司)说明书对 

所有标本进行 21种已知突变的检测。待测样本 DNA 

质量浓度调整为 1～3 ng／／zL。用 ABI7500实时荧光 

PCR仪(美国应用生物系统公司)进行检测。PCR循 

环参数为 95℃预变性 5 rain，1个循环；95℃变性 

25 s，64℃退火 20 s，72℃延伸 20 s，共 15个循环； 

93℃变性 25 s，60 C退火 35 s，72。C延伸 20 s，共 

31个循环。 



1．3 结果判断标准 

1．3．1 EGFR基因突变状态判断 按说明书提供的 

判读原则，用 ACt值(Ct突变一C 外控)确定标本 EGFR基 

因突变：当 C 突变<28，T790M △C 突变≤7，判断为突 

变 。反之则为阴性或低于本试剂盒的检测下限。 

1．3．2 疗效评价 靶向治疗开始后，每隔 2个月进行 

CT影像学检查。近期疗效参照实体瘤疗效评价标准 

RECIST 1．1制定，分为完全缓解(complete response， 

CR)、部分 缓解 (partial response，PR)、稳 定 (stable 

disease，SD)和进 展 (progressive disease，PD)，CR+ 

PR为有效。PFS定义为从 EGFR—TKI治疗的第 1天 

开始到疾病进展、死亡和最后一次随访。OS定义为 

从 EGFR—TKI治疗的第 1天开始至死亡或最后一次 

随访的时间。 

1．4 随访 

49例患者全部采用电话随访，无失访。随访至 

2015—06—20。 

1．5 统计学方法 

采用 SPSS 17．0对数据进行统计学处理。T790M 

基因状态、临床特征与化疗疗效之间的关系采用 。或 

Fisher’S检验。PFS及 OS采用 Kaplan-Meier生存曲 

线进行分析，Log-rank检验组间差异。Cox回归进行 

多因素分析。检验水准 a：0．05。 

2 结果 

魏媛 ，等 T790M与晚期 NSCLC患者 EGFR-TKI继发耐药及预后的相关性 

2．1 EGFR．TKI耐药后 T790M基因突变状态分析 

在 49例继发耐药患者 中，T790M 突变 15例 

(30．6 )。表 1所 示 ，T79OM 阳 性 突 变 与 晚 期 

NSCLC患者年龄、性别、吸烟情况、临床分期、ECOG 

评分、最初 EGFR突变类型及 EGFR-TKI药物种类均 

无关，但与 EGFR—TKI耐药后进展类型有关，差异有 

统计学意义， 一6．759，P一0．009。 

2．2 T790M基 因突变与 EGFR．TKl疗效的关 系 

EGFR—TKI继发耐药的 49例患者中，有效27例 ， 

SD 22例。EGFR—TKIs治疗有效者，进展期外周血标 

本 T790M 突变率为 33．3 (9／27)，高于EGFR—TKIs 

治疗 SD的27．3 9／6(6／22)，但差异无统计学意义，y 一 

0．21O，P— o．647。 

2．3 T790M基因突变与 PFS的关系 

49例 EGFR—TKI继发 耐药 患者 的 mPFS为 

8．2个月，中位 Os为 15．4个月。T790M 阳性突变患 

者 PFS为 9．6个月，OS为 17．6个月，均较 T79OM 阴 

性突变患者的 6．8和 12．7个月延长， 值分别为 

2．057和 2．851，P值分别为 0．018和 0．027(图 1和 

图 2)。而性别、年龄、吸烟情况、临床分期、ECOG评 

分对 PFS及 OS的影 响均差 异无 统计学 意义 。Cox多 

因素分析表 2显示，T790M基因突变是影响 PFS及 

OS的独立因素，P值分别为0．032和0．008。 

表 1 49例晚期非小细胞肺癌 T790M突变状态患者的 

基本临床特征 

临床特征 T
(

7

+

90

)

M T

(

7
—

90

)

M  
x 值 P值 

性别 

男 28 6 

女 21 9 

年龄(岁) 

< 60 26 5 

≥60 23 10 

吸烟情况 

从不吸烟 31 8 

正在或曾经吸烟 18 7 

临床分期(期) 

ⅢB 9 2 

lV 40 13 

EcOG评分 

0～ 1 38 11 

2～ 3 11 4 

最初 EGFR突变类型 

19一Del 29 9 

21一L858R 2O 6 

EGFR—TKI药物种类 

吉非替尼 3O 1O 

厄洛替尼 19 5 

EGFR-TKI耐药后进展类型 

苎 兰 29 13 16 6．759 o．oo9 远处转移 20 2 18 

注：ECOG．体能状态；EGFR．表皮生长因子受体；EGFR—TKI．表皮 

生长因子受体抑制剂；19-De1．19外显子缺失突变；21L858R．21外显子 

点突变 

3 讨论 

本研究对 EGFR-TKI耐药的晚期肺腺癌患者，采 

用 ARMS法检测耐药后血清游离 DNA中 EGFR基 

因外显子 20 T790M 基因突变状态 ，并探讨 T790M 基 

因突变状态与靶 向治疗疗效和预后的相关性。结果显 

示，在 49例继 发耐 药患者 中，T790M 突变率 为 

30．6 (15／49)，低于 Kuang等口 检测的 T790M 突 

变率 45．2 (19／42)，其原因可能与检测方法有关。 

蝎形 ARMS(Scorpions ARMS)较 ARMs法信号产生 

更迅速的特点，但由于该方法耗费高，因此目前在国内 

实际临床工作中暂未普遍推广。其次，临床中血液标 

本检测的cfDNA中可能混有肿瘤细胞中的突变 DNA 

与野生型 DNA 以及正常组织的野生型 DNAn引。另 

外，肿瘤细胞之间存在着遗传异质性，这些因素都会影 

响血液标本中 T790M 突变检测率，因此，在对血液标 

本 DNA 的T790M基因突变检测之前，如何获得可靠 

的cfDNA有待于后续进一步的研究。 
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表 2 49例晚期非小细胞肺癌 EGFR．TKI继发耐药患者无进展生存期及总生存期的多变量 Cox模型分析 

临床特征 
无进展生存期 总生存期 

RR 95 CI P值 RR 95 CI P值 

性别 

年龄 

吸烟情况 

临床分期 

ECOG评分 

T790M 突变状态 

0．783 

2．334 

0．943 

1．088 

0．067 

0．008 

随着 T790M 突变检测方法的不断推陈出新，使 

得检测的敏感性和特异性大大提高 。ARMS法具 

有操作方便、重复性好的特点，并且已应用于临床 。 

因此 ，本 实验采用 ARMS法 检测 EGFR—TKI耐药后 

的 T790M 突变状态，一定程度上可代替二次活检，这 

对于预测耐药及耐药后选择后续治疗方案尤为重要 。 

本研 究 结 果 表 明，T790M 阳性 突变 与 晚 期 

NSCLC患者年龄、性别、吸烟情况、临床分期、ECOG 

评分、最初EGFR突变类型及EGFR-TKI药物种类均 

无关，但与 EGFR—TKI耐药后进展类型有关，差异有 

统计学意义，y 一6．759，P===0．009。说明 T790M 突 

变状态 与远处 转移密 切相 关。然 而也 有研 究表 明 ， 

T790M 突变 与 EGFR敏感 突变类 型及骨转 移有 

关_】 。本研究由于样本量较少，尚未得出此结论，有 

待后续进一步扩大样本进行研究。 

Oxnard等[】 ]报道了在 EGFR敏感突变患者中血 

浆连续检测 T790M 突变与影像学肿瘤变化的关系， 

发现血浆 T790M 在影像学疾病进展的 16周前 已经 

出现，提示 EGFR-TKI治疗过程中动态监测 T790M 

基因状态有可能预测耐药，相比RECIST评价能提前 

反映患者病情的微观变化和肿瘤转移的特征，具有前 

瞻性、简便性和可重复性等优点，有利于 NSCLC患者 

的个体化治疗，从而探讨 T790M 突变诱导的耐药机 

制及其异质性_1 。本实验的不足之处也在于此，需在 

后续实验 中进一步扩大样本，动态、连续性的检测 

T790M突变，从而通过血液监测耐药突变(T790M)来 

指导后续临床治疗。 

本研究发现 ，T790M 阳性突变患者 PFS、OS均较 

T790M阴性突变患者延长。Cox多因素分析显示， 

T790M基因突变是影响 PFS及 OS的独立因素。这 

与 Kuiper等 和 等 ̈ 研究结果一致。韩国的一 

回顾性研究共观察了26例经 EGFR-TKI治疗获益后 

出现耐药的非小细胞肺癌患者，发现耐药后的 mPFS 

为 11个月，中位生存期为 32．3个月E2o3。然而出现 

T790M 突变的 11例 患者 的 PFS为 15．8个月 ，明显 

长于无 T79OM 突变患者的 6．6个月，但二者的 Os 

(37．8和 38．9个月)差异无统计学意义，P===0．617。 

Uramoto等口 发现，存在 T790M基因突变者的 5年 

生存率 为 86．7 ，高 于无 T790M 基 因突变者 的 

13．3 ，P< O．05。 

在 EGFR—TKI的耐药患者 中，携带 T790M 突变 

者相对预后好的原因可能与多种因素相关：1)检测 

T790M 阳性的患者可能代表了肿瘤惰性生长；2)还存 

在其他耐药机制 (K—ras基因突变、C—met基因扩增、 

BRAF基因突变及 BIM多态性缺失等)及不同临床因 

素的影响；3)T790M基因突变患者的异质性状态可能 
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会影响 EGFR-TKI耐药的 NSCLC化疗的结果，而该 

化疗药物可能倾向于对耐药肿瘤疗效更好口 。 

最新的研究表明，T790M 突变患者的有效率为 

53 ，疾 病 控 制 率 为 82 ，T790M 突 变 与 三 代 

EGFR—TKIs治疗之间具有明确的相关性_2 。然而， 

本研究由于样本量较少，可能存在一定的限制，想要阐 

明存在于该现象背后的可能分子机制还有待进一步的 

研究 。 

总之，检测 T790M 突变在肺癌患者中具有巨大 

的潜在临床应用价值；随着这一研究领域的不断发展， 

动态检测患者 T790M 突变，有利于及早发现复发转 

移、及时评估患者疗效、预后，为患者合理化及个体化 

治疗方案提供依据。 
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