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晚期非小细胞肺癌患者肿瘤突变负荷与靶向治疗疗效相关性
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　　［摘要］　目的：探讨晚期非小细胞肺癌肿瘤突变负荷（ＴＭＢ）与肿瘤靶向治疗疗效的相关性。方法：纳入２０１６年１月至

２０１８年１月在复旦大学附属中山医院行靶向治疗的５１例晚期非小细胞肺癌患者，采用靶向二代测序技术检测其肿瘤组织标

本的ＴＭＢ水平，并分析ＴＭＢ与靶向治疗疗效的相关性。结果：５１例非小细胞肺癌患者的中位ＴＭＢ水平为６．２个突变／Ｍｂ，

其中吸烟患者的ＴＭＢ水平较不吸烟患者升高（犘＝０．０４６）。将所有入组患者分为高ＴＭＢ组和中低ＴＭＢ组，生存分析显示：

与高ＴＭＢ组相比，中低ＴＭＢ组患者的无进展生存期（ＰＦＳ）更长（４１０ｄ狏狊２１７ｄ，ＨＲ＝０．３３１，９５％ＣＩ０．１６５～０．６６５，犘＝

０．００１２）。亚组分析显示：在男女性、有无吸烟史、合并ＴＰ５３基因突变与否患者中，中低ＴＭＢ组者的中位ＰＦＳ均长于高ＴＭＢ

组患者（犘＜０．０５）；在腺癌、表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）突变、ＥＧＦＲ１９外显子缺失、ＥＧＦＲＬ８５８Ｒ患者中，中低ＴＭＢ组患者的

中位ＰＦＳ也长于高ＴＭＢ组患者（犘＜０．０５）。结论：对于具有驱动突变的晚期非小细胞肺癌患者，肿瘤组织ＴＭＢ水平对靶向

治疗疗效具有预测作用，高ＴＭＢ水平提示靶向治疗患者的ＰＦＳ更短。

　　［关键词］　肿瘤突变负荷；晚期非小细胞肺癌；靶向治疗；无进展生存期
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　　肿瘤突变负荷（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎ，

ＴＭＢ）是免疫检查点（如ＰＤ１／ＰＤＬ１）抑制剂治疗

晚期肺癌疗效的预测生物标志物之一［１４］。多项临

床研究［５８］采用二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）检测肿瘤组织的ＴＭＢ，发现实体

瘤患者免疫治疗的生存获益与高ＴＭＢ相关。有研

究［９］发现，在表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）突变患者中，ＥＧＦＲ酪氨酸

激酶抑制剂（ＴＫＩｓ）治疗的疗效和预后与ＴＭＢ密切

相关，但与免疫治疗的情况相反，即高ＴＭＢ患者经

ＥＧＦＲＴＫＩ治疗后的总生存期和至治疗停止时间

（ＴＴＤ）均较中低ＴＭＢ患者缩短。

约２０％的非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者具有

ＥＧＦＲ敏感突变，包括常见的１９外显子缺失、

Ｌ８５８Ｒ，以及罕见的 Ｌ８６１Ｑ、Ｇ７１９Ｓ等。ＥＧＦＲ

ＴＫＩｓ靶向治疗能改善晚期肺癌患者的预后，提高

中位无进展生存期（ＰＦＳ）至１２个月，客观缓解率达

７０％
［１０］。在具有间变性淋巴瘤激酶（ＡＬＫ）融合基

因（约５％ＮＳＣＬＣ患者）、活性氧簇１（ＲＯＳ１）融合

基因（约１％ＮＳＣＬＣ患者）、Ｍｅｔ１４外显子跳跃式突

变（约４％ＮＳＣＬＣ患者）等驱动突变的晚期肺癌患

者中，克唑替尼治疗的客观缓解率可达６０％，中位

无进展生存期（ＰＦＳ）为７～１９个月
［１１１５］。然而，不

同患者间ＴＫＩｓ治疗的缓解持续时间存在较大差

异，目前尚缺乏提示其疗效的预测标志物。因此，

本研究采用靶向富集目标基因ＮＧＳ技术，对晚期

肺癌患者的肿瘤组织标本进行包含４１６个肿瘤相关

基因的检测，分析肿瘤组织ＴＭＢ水平与ＴＫＩｓ靶向

治疗疗效的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　纳入２０１６年１月～２０１８年１月

在复旦大学附属中山医院接受一线ＴＫＩｓ靶向治

疗，存在敏感驱动突变的５１例亚裔晚期ＮＳＣＬＣ患

者。主要入选标准：（１）年龄＞１８岁；（２）经支气管

镜或经皮肺穿刺原发灶活检，确诊为原发性非小细

胞肺癌；（３）经全身影像学检查，根据国际肺癌研究

协会（ＩＡＳＬＣ）第８版肺癌ＴＮＭ分期评估为ⅢＢ～

Ⅳ期肺癌；（４）予一线 ＴＫＩｓ靶向治疗，包括一代或

二代ＥＧＦＲＴＫＩｓ和克唑替尼；（５）能够提供足够的

肿瘤组织标本进行ＮＧＳ。主要排除标准：（１）患有

除原发性肺癌外的其他恶性肿瘤；（２）怀孕。本研

究经复旦大学附属中山医院伦理委员会审核批准

（Ｂ２０１６１５４Ｒ），所有患者均签署知情同意书。

最终本研究共纳入５１例晚期肺癌患者，中位年

龄为６１岁（２８～７１岁），其中２７例（５３％）为女性，

４１例（８０％）无吸烟史。病理诊断：腺癌４４例

（８６％），腺鳞癌３例（６％），鳞癌３例（６％），病理类

型不确定的非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣＮＯＳ）１例

（２％）。中位随访时间为１８个月。患者一般情况见

表１。

表１　患者一般情况

指　标
总体
（犖＝５１）

高ＴＭＢ组
（犖＝１６）

中低ＴＭＢ组
（犖＝３５）

年龄／岁

　中位数 ６１ ６４ ５９

　范围 ２８～７１ ５０～７５ ２８～８５

性别狀（％）

　女性 ２７（５３） ８（５０） １９（５４）

　男性 ２４（４７） ８（５０） １６（４６）

病理诊断狀（％）

　腺癌 ４４（８６） １３（８１） ３１（８９）

　鳞癌 ３（６） ２（１３） １（３）

　腺鳞癌 ３（６） １（６） ２（６）

　ＮＳＣＬＣＮＯＳ １（２） ０（０） １（３）

治疗药物狀（％）

　ＥＧＦＲＴＫＩｓ ４３（８４） １５（９４） ２８（８０）

　克唑替尼 ８（１６） １（６） ７（２０）

临床分期狀（％）

　ⅢＢ ３（６） １（６） ２（６）

　Ⅳ ４８（９４） １５（９４） ３３（９４）

吸烟史狀（％）

　不吸烟 ４１（８０） １０（６３） ３１（８９）

　正在吸烟 ６（１２） ４（２５） ２（６）

　曾吸烟 ４（８） ２（１３） ２（６）

ＥＣＯＧＰＳ评分狀（％）

　０分 ３３（６５） １１（６９） ２２（６３）

　１分 １４（２７） ５（３１） ９（２６）

　２分 ２（４） ０ ２（６）

　３分 ２（４） ０ ２（６）

　　ＮＳＣＬＣＮＯＳ：病理类型不确定的非小细胞肺癌；ＥＧＦＲＴＫＩｓ：
表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂；ＥＣＯＧＰＳ：美国东岸癌症临
床研究合作组织体力状况评分

１．２　基因检测　收集５１例患者的支气管镜或经皮

肺穿刺活检肿瘤组织标本，送南京世和基因生物技

术有限公司进行ＮＧＳ检测。同时采集静脉血用于

阴性对照，以判断种系突变。
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１．２．１　样本处理　肿瘤标本：取经甲醛固定和石

蜡包埋（ＦＦＰＥ）的肿瘤组织６～１０μｍ（狀≥５），用苏

木精伊红（ＨＥ）染色后，由病理专家判断其中肿瘤

细胞含量；采用肿瘤细胞含量大于１０％的组织。血

浆样本：用ＥＤＴＡ抗凝管收集８～１０ｍＬ外周血，于

２ｈ内分离血浆（１８００×犵，离心１０ｍｉｎ），白细胞沉

淀用于阴性对照。

１．２．２　ＤＮＡ提取和文库准备　采用Ｑｉａｇｅｎ公司

试剂盒提取组织和白细胞ＤＮＡ。测序文库使用

ＫＡＰＡＨｙｐｅｒＰｒｅｐ试剂盒（ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进

行制备。ＰＣＲ扩增和文库纯化后进行目标基因

富集。

１．２．３　目标基因富集和测序　ＤＮＡ文库加标签

后，将多个样本混合，得到总量为２μｇ的ＤＮＡ混合

文 库。 用 定 制 的 生 物 素 型 ＤＮＡ 探 针

（ＧｅｎｅｓｅｅｑＯｎｅＴＭ），对文库中４１６个癌症相关基因

的编码区域和１６个基因的内含子进行杂交、捕获。

用Ｉｌｌｕｍｉｎａｐ５、ｐ７引物和 ＫＡＰＡ ＨｉＦｉＨｏｔＳｔａｒｔ

ＲｅａｄｙＭｉｘ（ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）对文库ＤＮＡ进行

扩增，富集得到的文库在ＨｉＳｅｑ４０００（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）平台

上用２×１５０ｂｐ测序试剂盒（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）进行测序。

１．３　测序数据处理　用Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ２５软件对

测序数据进行过滤，去除低质量碱基或Ｎ碱基，并

通过ＢＷＡ（ＢｕｒｒｏｗｓＷｈｅｅｌｅｒＡｌｉｇｎｅｒ）将过滤后的

数据与参考序列ｈｇ１９基因组（ＨｕｍａｎＧｅｎｏｍｅ

ｖｅｒｓｉｏｎ１９）对比。采用ＧＡＴＫ（ＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｓｉｓ

Ｔｏｏｌｋｉｔ）分析单核苷酸变异（ＳＮＶ）和插入缺失突变

（ｉｎｄｅｌ）；经单核苷酸多态性数据库（ｄｂＳＮＰ）和国际

千人基因组计划分析后去除常见变异。

１．４　ＴＭＢ计算及分组　ＴＭＢ定义为编码区１Ｍｂ

碱基中所含有的肿瘤特有突变的个数。将肿瘤样

本与白细胞数据进行比对，分析体细胞突变，去除

种系突变。ＴＭＢ包括编码区域ＳＮＶ（含错义突变

和同义突变）和插入缺失突变，而去除原发性肺癌

中驱动基因突变和常见抑癌基因的截短突变和移

码突变。根据Ｏｆｆｉｎ等
［９］研究，采用三分法将５１例

患者分为高ＴＭＢ组（ＴＭＢ≥８）和中低 ＴＭＢ组

（ＴＭＢ＜８）。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件，计量资

料以珔狓±狊表示，两组间比较采用狋检验。生存分析

以ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法，组间差异比较采用 Ｍａｎｔｅｌ

ＣｏｘＬｏｇｒａｎｋ检验；风险比采用 ＭａｎｔｅｌＨａｅｎｓｚｅｌ

方法计算。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　两组患者的基本资料及基因突变情况比较　

５１例患者的中位ＴＭＢ水平为６．２个突变／Ｍｂ。高

ＴＭＢ组患者的中位ＴＭＢ为１０．６个突变／Ｍｂ，中

低ＴＭＢ组患者的中位ＴＭＢ为３．７个突变／Ｍｂ。

两组患者的一般情况差异无统计学意义（表１）。两

组患者的基因突变情况见表２。

表２　患者的基因突变信息

突　变
全部患者
（犖＝５１）

高ＴＭＢ组
（犖＝１６）

中低ＴＭＢ组
（犖＝３５）

驱动突变狀（％）

　ＥＧＦＲ突变 ４２（８２） １５（９４） ２７（７７）

　ＡＬＫ融合 ６（１２） １（６） ５（１４）

　ＨＥＲ２突变 １（２） ０ １（３）

　ＲＯＳ１融合 １（２） ０ １（３）

　Ｍｅｔ１４外显子跳跃式突变 １（２） ０ １（３）

ＴＰ５３狀（％）

　突变型 ２２（４３） ８（５０） １４（４０）

　野生型 ２９（５７） ８（５０） ２１（６０）

ＴＭＢ

　中位 ６．２ ３．７ １０．６

　范围 ０～２７．４ ０～７．５ ８．７～２７．４

　　ＥＧＦＲ：表皮生长因子受体；ＡＬＫ：间变性淋巴瘤激酶；ＨＥＲ２：
人表皮生长因子受体２；ＴＭＢ：肿瘤突变负荷

２．２　ＴＰ５３基因突变对ＴＭＢ的影响　高ＴＭＢ组

患者合并ＴＰ５３突变的频率（５０％）较中低ＴＭＢ组

（４０％）高（表２）。ＴＰ５３突变患者的ＴＭＢ与野生型

差异无统计学意义（图１）。

图１　犜犘５３突变对肿瘤组织犜犕犅的影响

ＴＭＢ：肿瘤突变负荷

２．３　吸烟对ＴＭＢ的影响　高ＴＭＢ组患者中有吸

烟史的患者占比高于（３７％）中低ＴＭＢ组（１１％，表

１）。有吸烟史患者的ＴＭＢ高于无吸烟史患者（犘＝

０．０４６，图２）。
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图２　吸烟对组织犜犕犅的影响

ＴＭＢ：肿瘤突变负荷

２．４　ＴＭＢ与ＴＫＩｓ靶向治疗疗效的关系　Ｌｏｇ

ｒａｎｋ分析（图３Ａ）显示：中低ＴＭＢ组患者的中位

ＰＦＳ显著长于高ＴＭＢ组患者（４１０ｄ狏狊２１７ｄ，ＨＲ＝

０．３３１，９５％ＣＩ０．１６５～０．６６５，犘＝０．００１２）。亚组

分析（图３Ｂ）显示：在男女性、有无吸烟史、合并

ＴＰ５３基因突变与否患者中，中低ＴＭＢ组患者的中

位ＰＦＳ均长于高ＴＭＢ组患者（犘＜０．０５）；在腺癌、

ＥＧＦＲ突变、ＥＧＦＲ１９外显子缺失、ＥＧＦＲＬ８５８Ｒ

患者中，中低ＴＭＢ组患者的中位ＰＦＳ均长于高

ＴＭＢ组患者（犘＜０．０５）；在非腺癌患者中，中低

ＴＭＢ组患者的中位ＰＦＳ有长于高ＴＭＢ组患者的

趋势（ＨＲ＝０．２８６，９５％ＣＩ０．０５～１．７７，犘＝０．１５）。

Ｌｏｇｒａｎｋ分析（图３Ｃ）显示：在ＥＧＦＲ突变患者中，

经ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗后，中低ＴＭＢ组患者的中位

ＰＦＳ长于高ＴＭＢ组患者（４１０ｄ狏狊１８９ｄ，ＨＲ＝

０．２５６，９５％ＣＩ０．１０８～０．６０８，犘＝０．００２）。

图３　犜犕犅与患者犘犉犛的相关性

Ａ：总体患者；Ｂ：亚组分析结果；Ｃ：ＥＧＦＲ突变患者．ＴＭＢ：肿瘤突变负荷；ＰＦＳ：无进展生存期；ＥＧＦＲ：表皮生长因子受体

３　讨　论

目前认为在免疫治疗中，高ＴＭＢ与治疗反应

的关系是基于增加的肿瘤特异性新生抗原负荷。

而在靶向治疗中，高ＴＭＢ水平可能与耐药通路增

加或肿瘤亚克隆导致临床耐药相关。Ｏｆｆｉｎ等研

究［９］发现，ＥＧＦＲ突变患者中，ＥＧＦＲＴＫＩｓ的疗

效、患者预后与ＴＭＢ密切相关，与免疫治疗情况相

反。然而，这项研究中仅纳入了ＥＧＦＲ１９外显子缺

失和Ｌ８５８Ｒ突变的Ⅳ期肺癌患者，且其中９２％的患

者接受了厄洛替尼治疗，因此该结论可外推的范围

有限。此外，该研究的疗效衡量指标采用ＴＴＤ，而

由于多数采用靶向治疗的患者在疾病缓慢进展时

仍继续使用ＴＫＩｓ，因此ＴＴＤ与ＰＦＳ在靶向治疗的

疗效评估中存在一定差异。本研究采用ＰＦＳ作为

靶向治疗疗效的评估指标，且包括ⅢＢ～Ⅳ期患者，

同时纳入了ＥＧＦＲ突变（包括非常见ＥＧＦＲ突变）

及ＡＬＫ融合、ＲＯＳ１融合等相对少见突变类型的

患者，治疗药物包括一代及二代ＥＧＦＲＴＫＩｓ（吉非

替尼、厄洛替尼、埃克替尼、阿法替尼）和克唑替尼。

因此本研究更贴近真实世界情况，结论的可外推范

围更广。

Ｏｆｆｉｎ等
［９］发现，ＴＰ５３突变与疾病至进展时间

短有关，高ＴＭＢ组患者中ＴＰ５３突变者的比例高于

中低ＴＭＢ组，但多因素分析中校正ＴＰ５３突变状态

后仍显示高ＴＭＢ水平与患者预后差相关。本研究

结果与该研究相一致，提示合并ＴＰ５３突变对ＴＭＢ

预测ＴＫＩｓ在晚期肺癌患者中的疗效无明显影响。

本研究结果提示，在具有敏感驱动突变的晚期

肺癌患者中，中低ＴＭＢ组患者靶向治疗ＰＦＳ较高

ＴＭＢ组患者明显延长，且在亚组分析中得出了相

似结论，提示ＴＫＩｓ靶向治疗对中低ＴＭＢ组患者的

疗效优于高ＴＭＢ组患者。然而，本研究尚存在一

定缺陷，包括：缺乏总生存期数据，无法分析ＴＭＢ

与预后的关系；非前瞻性研究；样本量较少等。今

后需进一步设计前瞻性临床研究，并扩大研究队列

的样本量，以进一步验证本研究结论。
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