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!!摘!要!目的!以基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$Q2=bZ"FAV"QC%为分析平台!建立表皮生长因
子受体$!BV@%基因多位点突变的高灵敏度同步检测方法!用于辅助临床伴随诊断&方法!使用 Q2=bZ"
FAV"QC推荐的网站设计引物和单碱基延伸引物$E!\%!设计添加针对野生型基因组的M&10TH4!以减少野生
型模板对突变位点检测的干扰&用数字\7@定量标准品!使用定量后的标准品验证检测体系的灵敏度&收集

'',例非小细胞肺癌$YC7=7%患者的血液标本!比较 Q2=bZ"FAV"QC平台与微滴式数字\7@$33\7@%平台
检测结果的特异度#灵敏度&结果!Q2=bZ"FAV"QC检测!(<*+2()-3H&位点#F(+-Q 位点突变灵敏度达

-/:D!最小突变检出拷贝数达'/,"=,),@位点突变灵敏度达-/)D!最小突变检出拷贝数达:'&与33\7@检
测相比!Q2=bZ"FAV"QC检测 !(<*+2()-3H&#=,),@和 F(+-Q 位点的灵敏度#特异度#a$55$值分别为

+</<D$;<';*%#++/)D$:+:':+'%#-/+)!+</*D$;)';(%#:--/-D$:+:':+:%#-/+(!,;/;D$:)':,%#++/)D
$'-+'':-%#-/,(&结论!Q2=bZ"FAV"QC建立的检测方法具有很高的灵敏度!与33\7@检测具有非常高的
一致性!有广阔的临床应用前景&
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I$9I%>I0169%9?H608L%?I33\7@!$63I$9M41$30&%6%0$&$55&%0$?%1654195H0?9/
J5CF=46,#Q2=bZ"FAV"QC%!33\7@%!!BV@>H6H%!&%.J%3M%1598

!!'-:,年全球新增肺癌病例达':-万!占癌症总发
病率的::/*D%新增肺癌死亡病例:,-万!占癌症病
死率的:,/<D!其中,-D#,)D为非小细胞肺癌
&YC7=7'):*"表皮生长因子受体&!BV@'基因突变
是YC7=7中最常见的突变基因!亚洲人群 YC7=7
中的突变频率高达<-D#)-D)'*"早期发现YC7=7
患者 &$2期'的)年生存率为(;/-D!转移晚期的
生存率仅为;/(D);*!由于发病的隐蔽性!()D的
YC7=7患者就诊时已处于晚期或已发生转移!丧失
了早期手术治疗时机!整体YC7=7患者的)年生存
率为:)D#'-D);*"随着分子生物学理论+检测技术
的发展和临床数据的不断积累!多个基因突变位点成
为YC7=7患者个体化靶向治疗和预后评价的标志
物!对促使YC7=7患者及时+个体化治疗!提高患者
生存质量和生存率具有重要意义)<*"

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱&Q2=bZ"
FAV"QC'是'-世纪发展起来的重要分析技术!其原
理是激光照射分析物与基质形成的结晶后!生物大分
子离子化!带电生物大分子在电场作用下!在真空飞
行管的飞行时间与分子量呈正比!以此来区分单个碱
基的不同"鉴于其在已知突变基因分型方面的高特
异性+高通量等特点!美国食品药品监督管理局批准

Q2=bZ"FAV"QC用于临床核酸检测))*"近期有研
究显示!)个肺癌相关基因的(*种突变型检测中!可
检测到的最高突变灵敏度达:D&)#:-6>'!使用国
际通用标准品!能检测到-/)D以上的突变标本&)
6>'))*"低频突变的多重检测成为临床诊断的必要工
具!能够有效支持针对血液循环肿瘤bY2&0KbY2'
的伴随诊断和对肿瘤的早期干预"本研究利用

Q2=bZ"FAV"QC建立 !BV@基因 !(<*12()-3H&+
=,),@+F(+-Q位点突变的超高灵敏度检测方法!并
使用微滴式数字\7@&33\7@'做验证!比较'种检测
方法的一致性!探索 Q2=bZ"FAV"QC在临床应用中
的价值"

$!材料与方法
$/$!材料!收集'-:+年:月至'-':年:'月来源于
上海健康医学院附属嘉定区中心医院检验科的'',
例YC7=7患者血液标本"病理诊断均为YC7=7!且
研究过程中不对临床实践进行干预"标本收集已获
得患者知情同意"
$//!试剂!Z\=!O\41基因分型试剂购自美国

2>H6$ %̀190%H60H公司&货号:-:*-'%33\7@CJ5H4"
#%UK14\41MH9&Y13EF\'购自美国 %̀1"4$3公司
&货号:,*;-')'%b415&H?BH6H4$?%16A%&K14\41MH9
购自美国 %̀1"4$3公司&货号:,*;--)'%bB,FQ 7$4"
?4%3>H9$63B$9TH?9购自美国 %̀1"4$3公司&货号

:,*<--('%3\7@ 平台 !BV@ 基因 F(+-Q+=,),@+

!(<*12()-3H&突变位点分析试剂购自美国 %̀1"4$3
公司&货号:--;:'<*+:--;:'<+'%人血液标本!BV@
基因检测试剂盒&上海源奇生物医药科技有限公司'%
N%\J4H7%40J&$?%6>bY2 Q%3%a%?柱法游离bY2提
取试剂盒购自上海迈跟生物科技有限公司&ZXb;:,'"
)-7'%参 考 品 !BV@ QJ&?%5&HU0KbY2 @HKH4H60H
C?$63$43CH?购自英国 N14%W16公司&Nb,')'%引物
和单碱基延伸引物及M&10TH4探针由上海朗晶生物科
技有限公司合成"

$/'!方法
$/'/$!标本收集及核酸提取!诊断为 YC7=7的患
者!在应用靶向治疗药物治疗前抽取:-#=静脉血标
本!采集后'I内进行离心分离血浆!:*--l>!<m
离心:-#%6!分离上层血浆后!:*---l>!< m离心
:-#%6!分离上层血浆)#=并置于新的:)#=离心
管中"血浆游离 bY2&0KbY2'的提取使用 N%\J4H
7%40J&$?%6>bY2 Q%3%a%?柱法游离bY2提取试剂
盒抽提"

$/'//!33\7@检测!33\7@的试剂配置#33\7@
CJ5H4#%UK14\41MH9&Y13EF\':-&=!!BV@基因

F(+-Q&=,),@$!(<*12()-3H&位点'位点的野生型
和突变型检测试剂各:&=!标准品定量实验使用的模
板总量(6>!用无核酸酶水补充总反应体系为'-&="
将上述反应液加入bB,0$4?4%3>H微滴制备卡的第'
排孔!最下排孔加入(-&=b415&H?BH6H4$?%16A%&K14
\41MH9并盖上胶垫!放入微滴制备仪中生成微滴!转
移至+*孔板中进行 \7@ 反应"\7@ 反应条件#

+)m!:-#%6%+<m+;-9!*-m+:#%6!<-个循环%+,
m!:-#%6%<m!保存"反应结束后!将+*孔板放入

kO'--b415&H?4H$3H4FQ &̀ZA"@2b'中读取微滴中
的荧光信号!软件kJ$6?$91K?XH49%16:/(/</自动分
析拷贝数结果"在临床标本的检测中!提取的患者
0KbY2的上样总量为,&=!实验过程与标准品定量
的过程一致!将%'个阳性微滴数量设定为阳性标本
判读阈值)::*"

$/'/'!Q2=bZ"FAV"QC检测!根据癌症体细胞突
变目录号查询;个突变位点的序列信息!分别为
!(<*12()-3H&&7ACQ*'';'+F(+-Q&7ACQ*'<-'+

=,),@&7ACQ*''<'"根据网站 I??59#$$9J5514?/
$>H6$M%1/01#$设计检测体系的引物!同时加入单碱
基延伸引物和针对野生型模板的M&10TH4&专利申请
号#'-':::-'-*+(/)'"用上述突变型特异性扩增混
合物扩增标本!\7@反应的组分见表:"\7@扩增条
件为#+)m预变性'#%6!&+)m;-9!)*m;-9!('
m;-9'<)个循环!继续('m延伸)#%6!最后<m!
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保存"上述\7@产物'-&=!加虾碱性磷酸酶&C2\!

:/(E$&=':/'&=+C2\缓冲液-/*,&=+无核酸酶水

*/:'&="合计',&=混合液放入\7@仪中!反应条
件#;(m!<-#%6%,)m!)#%6!去除体系中的3YF\"
下机后进行单碱基延伸反应!即在体系',&=中!加
入延伸酶FIH4#19H.JH6$9H&;;E$&='-/:(&=+延伸
缓冲液-/,&=+延伸 FH4#%6$?%16#%U混合液-/,

&=!延伸引物混合液;/(*&=!加水补充到,&="单
碱基延伸的反应条件#+<m;-9%)+<m)9!&)'m
)9!,-m)9')个循环*<-个循环%('m!;#%6%<
m!保存"下机产物加水:<&=!将:)#>的洁净树脂
平铺在+*孔3%#5&H板上!风干:-#%6!标本与树脂
混合后!封口!在旋转仪上颠倒混匀'-#%6!;'--l>
离心)#%6"将上述产物上清用 Q$992@@2cFQ @C
:---点样仪点样到配套芯片!Q$992@@2c分析仪
进行芯片扫描!并用F85H4</:进行分析"根据产物
分子质量峰的位置判断标本突变情况"

表:!!Q2=bZ"FAV"QC\7@反应的组分及浓度

组分 终浓度 上样量

:-l\7@ J̀KKH4'-##1&$= :l '/-&=

')##1&$=Q>7&' '/)##1&$= '/-&=

')##1&$=3YF\Q%U '##1&$= :/*&=

突变型特异性扩增混合物 )--6#1&$= -/*&=

)E$&=\7@酶 :E$4U6 </-&=

模板 (6>

无核酸酶水 '-/-&=

$/1!统计学处理!采用C\CC:(/-统计软件进行数

据分析"用33\7@检测结果评估 Q2=bZ"FAV"QC
检测的灵敏度和特异度"采用 a$55$一致性检验分
析'种方法检测结果的一致性"a$55$值##-/<-表
示一致性较差!-/<-##-/()表示中度一致!$-/()
表示一致性较高"计数资料以例数或百分比表示!比
较采用!' 检验!以!#-/-)为差异有统计学意义"

/!结!!果

//$!本组研究对象的年龄和性别特征!本研究共纳
入研究对象'',例!其中男:;,例&*-/)D'!女+-例
&;+/)D'%平均年龄&*;/'[:-/<'岁!中位年龄*)
岁!#*)岁:-'例!$*)岁:'*例"观察 YC7=7患
者性别在不同年龄段的影响!#*)岁患者中男<,例!
女性)<例!女性患者数量高于男性&!#-/-)'%$*)
岁患者中男+-例!女;*!男性患者数量高于女性
&!#-/-)'"

///!33\7@定量标准品线性!使用标准品 Nb,')
系列标准品做定量参考品!分别制作 !BV@ 基因

!(<*12()-3H&+=,),@ 和 F(+-Q 位 点 )D+:D+

-/)D+-/:D和-D&野生型参考品'突变频率的系列
参考品!每个反应模板总量(6>!用33\7@&̀%1"4$3!

kO'--'检测各梯度参考品的突变型和野生型拷贝
数!各梯度参考品检测野生型及突变型统计结果见表

'!结果与预期一致"

//'!各位点理论频率与实际检测频率的线性回归曲
线图!以理论突变频率为横坐标!以实际检测突变频
率为纵坐标作图!发现理论值与实际检测值一致率很
高&G'$-/++'"见图:"

表'!!各位点不同突变比例的检测结果统计

理论频率
!(<*12()-3H&&拷贝$反应'

突变型 野生型

=,),@&拷贝$反应'

突变型 野生型

F(+-Q&拷贝$反应'

突变型 野生型

)D ::* ';*- ::- '-*- :)- '*,-

:D '- '-<- '- '<-- '' '''-

-/)D :-/* ':-- :' '''- :'/* ';,-

-/:D '/, '',- '/, ':'- '/, ':*)

- - '''- - '-'- - '-*-

!!注#2为!(<*12()-3H&位点的线性回归曲线%̀ 为=,),@位点的线性回归曲线%7为F(+-Q位点的线性回归曲线"

图:!!各位点理论频率与实际检测频率的线性回归曲线图
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//1!Q2=bZ"FAV"QC检测各位点参考品灵敏度结
果!使用 Q2=bZ"FAV"QC检测不同位点参考品灵
敏度!!(<*12()-3H&和F(+-Q 位点可检测突变灵敏
度达-/:D!可检出最低突变拷贝数低至'/,拷贝$反
应!=,),@位点可检测突变灵敏度达-/)D!可检出最
低突变拷贝$反应数为:'拷贝$反应"见图'"

//2!'种方法检测 YC7=7患者血浆标本!BV@突
变基因位点结果!分别用33\7@平台和 Q2=bZ"
FAV"QC平台检测'',例临床标本的不同位点突变
情况!与33\7@检测各位点突变相比!Q2=bZ"FAV"
QC检测!(<*12()-3H&+=,),@和F(+-Q 突变的一
致率分别为+,/(D+++/:D和+,/'D"见表;"

表;!!'种方法检测YC7=7患者血浆标本!BV@突变基因位点结果&*$D%'

检测方式 !(<*12()-3H& =,),@ F(+-Q
!(<*12()-3H&

s=,),@

!(<*12()-3H&

s F(+-Q

=,),@

s F(+-Q

33\7@ ;*&;+/*' ;(&<-/(' :,&:+/,' :&:/:' *&*/*' *&*/*'

Q2=bZ"FAV"QC ;)&<-/(' ;)&<-/(' :*&:,/*' -&-/-' )&)/,' <&</('

!!注#2为!(<*12()-3H&位点突变'/,峰图%̀ 为=,),@位点突变

:'峰图%7为F(+-Q位点突变'/,峰图"

图'!!Q2=bZ"FAV"QC检测各位点参考品灵敏度峰图

//)!'种方法检测突变情况比较!以33\7@方法为
金标准!Q2=bZ"FAV"QC方法检测突变与金标准的
检测突变情况结果见表<"

//.!'种检测;个突变位点的一致性比较!以

33\7@方法为金标准!Q2=bZ"FAV"QC方法检测突
变的最低灵敏度为,;/;D&F(+-Q 位点'!最低特异
性为++/)D&!(<(12()-位点和F(+-Q 位点'!最低
一致性 a$55$值为-/,(!与金标准的一致性较高

&a$55$$-/()'!见表)"
表<!!'种方法检测突变情况比较$*%

基因
33\7@
检测

Q2=bZ"FAV"QC检测

阳性 阴性
合计

!(<*12()-3H& 阳性 ;< ' ;*
阴性 : :+: :+'
合计 ;) :+; '',

=,),@ 阳性 ;) ' ;(
阴性 - :+: :+:
合计 ;) :+; '',

F(+-Q 阳性 :) ; :,
阴性 : '-+ ':-
合计 :* ':' '',

表)!!'种检测;个突变位点的一致性比较

突变位点
灵敏度

)D&+)D@#'*

特异度

)D&+)D@#'*
a$55$值 !

!(<*12()-3H& +</<&,/-#++/-'++/)&+*/(#++/+' -/+) #-/--:

=,),@ +</*&,-/)#++/:':/-&+(/)#:--/-' -/+( #-/--:

F(+-Q ,;/;&)(/(#+)/*'++/)&+*/+#++/+' -/,( #-/--:

'!讨!!论

!!肺癌早期患者能通过手术获得组织标本进行病
理和分子诊断!晚期患者难以通过穿刺+活检等反复
取样来满足辅助诊断和治疗的需要!根据专家共识推
荐!可使用外周血替代肿瘤组织作为检测标本)**"作
为我国上市的第一款肿瘤靶向治疗药物!多项临床试
验证实!!BV@"酪氨酸激酶抑制剂&FaZ9'能使患者显
著获益)(*"在YC7=7中!最常见的!BV@基因突变
是第:+外显子的缺失突变和第':外显子的=,),@
突变!约占!BV@基因突变的,-D"有研究表明!与

=,),@突变患者相比!:+外显子缺失突变患者对!B"
V@"FaZ更为敏感)(*"在!BV@"FaZ治疗后疾病进
展期患者中!半数以上的患者出现对第一代+第二代

!BV@"FaZ耐药的F(+-Q 位点突变!需进行第三代

!BV@"FaZ药物治疗),*"鉴于对 YC7=7患者治疗
和改善预后的重要性!'-''年新版美国综合癌症网络
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指南再次明确了基因检测在伴随诊断和辅助治疗中

的意义)+*"
目前!CJ5H4"2@QCk\7@+@10IH71M$9!BV@

X'检测系统+高通量测序+高分辨率溶解曲线\7@+
33\7@等诸多平台用于分析 !BV@基因的突变检
测!2@QC方法可以检测:-6>野生型背景下:D的
突变频率!是目前应用较为广泛的方法!但由于0?b"
Y2在血浆中含量低):-*!故本研究使用33\7@作为
标准品定量和临床标本检测的标准方法"在曹?
等)**的研究中发现!33\7@检测血浆!BV@基因突
变!无论在灵敏度还是在与组织标本一致性上!都优
于CJ5H4"2@QCk\7@的方法!最高检测灵敏度可达

-/-:D"Q2=bZ"FAV"QC通过分析经激光解吸的
不同短核酸链质量区分不同的基因型!具有分型结果
准确+设计灵活和多个位点单孔检测的特点!是研究
!BV@基因突变的理想平台))*"

Q2=bZ"FAV"QC平台开发 !BV@等多个基因
突变检测产品!其分析突变频率灵敏度为:D&)#:-
6>'))*"@ZX!@A 等)::*使用 E&?4$C!!aFQ 方法在

Q2=bZ"FAV"QC平台分析 @̀2VX*--!突变!分析
突变灵敏度可达-/:D!但在突变频率低于-/'D时
分析准确的降低"=2Qc 等):'*使用 E&?4$C!!aFQ

和71M$93 5$6H&9分析::)例!BV@组织突变标本!
发现 E&?4$C!!aFQ 在检测:+外显子缺失和=,),@
时会漏检更多!提示需要更高灵敏度的分析方法!以
尽可能避免发生漏检"本研究建立的 Q2=bZ"FAV"
QC检测 !BV@ 基因 ; 个位点突变方法!!(<*1
2()-3H&和F(+-Q可检测低至'/,拷贝的突变核酸
分子!=,),@位点可检测低至:'拷贝的突变核酸分
子!突变频率分别低至-/:D和-/)D!尽可能地减少
了漏检"

本研究中 Q2=bZ"FAV"QC检测!(<*12()-3H&
和=,),@的突变患者比例为,:/<D&(-$,*'!与其他
研究基本吻合):;*"33\7@检测一个标本同时含有

!(<*12()-3H&和=,),@突变!而 Q2=bZ"FAV"QC
只检测到=,),@突变!回溯33\7@数据发现!该标本
!(<*12()-3H&的突变频率仅为-/-)D"33\7@检
测=,),@和F(+-Q双突变标本*例!Q2=bZ"FAV"
QC检测到其中<例!剩余'例因F(+-Q频率过低未
检测 到 质 谱 峰"33\7@ 检 测 !(<*1 2()-3H&和
F(+-Q双突变标本*例!Q2=bZ"FAV"QC检测到其
中)例!同样因为F(+-Q 突变频率过低而产生漏检"

33\7@仍然在灵敏度方面存在优势!但本研究中
Q2=bZ"FAV"QC的方法能够实现多位点单孔检测!
使仅使用少量标本而完成多位点的高灵敏度分析成

为现实!且不需要像 E&?4$C!!aFQ 过程中用磁珠进

行纯化!简化操作过程!节省检测成本"
综上所述!本研究建立了一种 Q2=bZ"FAV"QC

平台!BV@基因高灵敏度检测方法!可仅用(6>标

本!一次性对!BV@基因的!(<*12()-3H&+=,),@和

F(+-Q位点进行突变检测!且与33\7@检测具有非
常高的一致性!有助于高效筛选 YC7=7的靶向治疗
方案!具有广阔的临床应用前景"
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