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靶向测序技术对铂类耐药卵巢癌多基因检测分析
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［摘　要］目的：了解铂类耐药晚期卵巢上皮癌患者癌症相关的５０个基因突变状态。方法：使用高通量测序
技术，选择美国国立综合癌症网络（ＮＣＣＮ）提出的与肿瘤用药、致癌基因通路及肿瘤检测相关的５０个基因、２５６
个热点突变位点进行检测，分析铂类耐药卵巢上皮癌患者５０个基因的突变状态，包括基因突变类型、突变率、错
义突变数和错义突变发生率。结果：１５例标本的５０个基因的检测中，１７个基因发生突变，突变率３２％，每个标
本平均有７．４７个突变，其中ＰＤＧＦＲＡ、ＲＥＴ是最常见基因突变类型；在１７个基因１１２个突变中，共检出错义突变
１６个，缺失突变４个，错义突变中ＴＰ５３发生率为６８．７５％（１２／１６），ＰＩＫ３ＣＡ、ＫＲＡＳ、ＳＭＡＤ４、ＥＧＦＲ各检出１个错
义突变，缺失突变中均为ＴＰ５３基因突变；７例标本中检出ＥＧＦＲ９个突变，８例同义突变，１例错义突变，其中ＥＧ
ＦＲ基因错义突变为外显子２１Ｌ８５８Ｒ。结论：铂类耐药卵巢上皮癌中ＴＰ５３基因突变可能是最常见的错义和缺失
突变，ＥＧＦＲ外显子２１Ｌ８５８Ｒ突变使用埃克替尼有效，提示对于晚期卵巢癌 ＥＧＦＲ敏感基因突变，可尝试行 ＥＧ
ＦＲＴＫＩｓ治疗。
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　　卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤之一，
发病率及死亡率分别位居女性恶性肿瘤的第８位
及第７位［１］。我国每年约有５２１万卵巢癌新发病
例，死亡病例为２２５万，是威胁女性健康的重要疾
病之一［２］。卵巢癌中约８５％ ～９０％是上皮性癌，
而约２／３患者初诊时已处于晚期，预后极差。晚期
卵巢癌的标准治疗包括分期／减瘤手术和以铂类为
基础的个体化化疗。一线紫衫类和铂类联合化疗

的有效率高达８０％以上，但多数在治疗后出现进
展，其中铂类耐药复发卵巢癌治疗有效率低、生存

期短，是治疗的难点。肿瘤实质上是一种基因病，

肿瘤的发生、发展、转移、恶化都与基因突变有着密

切联系，根据肿瘤的基因状态选择和研发相应靶向

药物是当前肿瘤研究的热点。卵巢上皮癌是一组

具有高度异质性肿瘤［３］，但对于继发铂类耐药卵

巢癌的基因状态，目前尚无相关研究。高通量测序

技术的兴起以及测序成本的大幅降低为个体化医

疗的实现提供了极大的便利，相较于传统的Ｓａｎｇｅｒ
测序或者聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）方法，高通量测序可以实现同时多基因、多样
本、精细化检测［４］，本研究使用高通量测序技术，

选择美国国立综合癌症网络（ｎａｔｉｏｎａｌｃｏｍｐｒｅｈｅｎ
ｓｉｖｅｃａｎｃｅｒｎｅｔｗｏｒｋ，ＮＣＣＮ）提出的与肿瘤用药、致
癌基因通路及肿瘤检测相关的５０个基因、２５６个
热点突变位点进行检测，了解铂类耐药卵巢上皮癌

患者的相关癌症５０个基因突变状态，为基因用药
选择及研发新药物提供方向。

１　材料与方法

１１　标本
２０１３年１月 ～２０１５年１２月晚期卵巢上皮癌

１５份。入组标本：（１）诊断卵巢上皮癌明确；（２）
使用铂类过程中出现疾病进展或铂类治疗结束６
月内出现疾病进展；（３）判定铂类耐药后新鲜穿刺
组织，病理证实为癌组织，肿瘤新鲜组织要求 ＞
２５ｍｇ，约黄豆大小，未坏死肿瘤组织比例大于５０％。
１２　方法

（１）采用ＱＩＡａｍｐＤＳＰＶｉｒｕｓＳｐｉｎＫｉｔ试剂盒对
组织和白细胞进行 ＤＮＡ提取；（２）ＤＮＡ定量（Ｑｕ

ｂｉｔ２０），样本中 ＤＮＡ的 ｑｕｂｉｔ定量浓度 ＞
５０ｍｇ／Ｌ；（３）使用ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ方法建库；（４）
ＣＡ５０ｐａｎｅｌ：ＡＬＫ、ＢＲＡＦ、ＥＧＦＲ、ＫＩＴ、ＫＲＡＳ、ＰＤＧ
ＦＲＡ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＢＬ１、ＡＫＴ１、ＡＰＣ、ＡＴＭ、ＣＤＨ１、ＣＤ
ＫＮ２Ａ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＴＮＮＢ１、ＥＲＢＢ２、ＥＲＢＢ４、ＦＢＸＷ７、
ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＬＴ３、ＧＮＡＳ、ＨＮＦ１Ａ、
ＨＲＡＳ、ＩＤＨ１、ＪＡＫ３、ＫＤＲ、ＭＥＴ、ＭＬＨ１、ＭＰＬ、
ＮＯＴＣＨ１、ＮＰＭ１、ＮＲＡＳ、ＰＴＥＮ、ＰＴＰＮ１１、ＲＢ１、ＲＥＴ、
ＳＭＡＤ４、ＳＭＡＲＣＢ１、ＳＭＯ、ＳＲＣ、ＳＴＫ１１、ＴＰ５３、ＶＨＬ、
ＥＺＨ２、ＧＮＡ１１、ＧＮＡＱ、ＩＤＨ２、ＪＡＫ２；（５）样品上机深
度测序（测序仪：ＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｎ）；（６）使用北京
圣谷同创科技发展有限公司的ＳＶｃｔＤＮＡｆｉｌｔｅｒ进行
背景突变过滤；（７）对突变点进行汇总。

２　结果

２１　组织ＤＮＡ标本的突变状态
在对１５例标本的５０个基因检测中，１７个基

因发生突变，突变率 ３２％，每个标本平均有 ７４７
个突变（表１），其中 ＰＤＧＦＲＡ、ＲＥＴ是最常见基因
突变类型。１５例标本中均检出上述 ２个基因突
变，其他常见基因突变分别是 ＴＰ５３（１２／１５）、ＦＧ
ＦＲ３（１１／１５）、ＡＰＣ（８／１５）、ＥＧＦＲ（７／１５），ＨＲＡＳ（５／
１５），而ＳＭＯ、ＡＬＫ、ＫＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＡＴＭ、ＫＤＲ、ＭＥＴ、
ＳＭＡＤ４、ＳＴＫ１１、ＫＩＴ则发生率较低（图１）。１５例标
本中，最常见的突变类型是单核苷酸变异（ｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＳＮＶ），其 标 本 突 变 率 是
９４６％，而插入缺失（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｎｄｄｅｌｅｔｉｏｎ，Ｉｎｄｅｌ）
突变率为３６％，多核苷酸变异（ｍｕｌｔｉｐｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）ＭＮＰｓ突变率为１８％。
２２　错义突变情况

在１７个基因１１２个突变中，共检出错义突变
１６个。ＴＰ５３发生率为 ６８７５（１２／１６），ＰＩＫ３ＣＡ、
ＫＲＡＳ、ＳＭＡＤ４、ＥＧＦＲ、ＫＤＲ各检出 １个错义突变。
在ＴＰ５３错义突变中，８个突变位于外显子４，２个
突变位于外显子５，１个位于外显子７。ＴＰ５３外显
子４错义突变均为ｃ２１５Ｃ＞Ｇ（ｐＰ７２Ｒ），外显子５
错义突变分别为 ｃ５２７Ｇ＞Ｔ（ｐＣ１７６Ｆ）和 ｃ５２４Ｇ
＞Ａ（ｐＲ１７５Ｈ），外显子７错义突变为 ｃ７１３Ｇ＞Ｔ
（ｐＣ２３８Ｆ）。ＰＩＫ３ＣＡ错 义 突 变 为 外 显 子 ９
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ｃ１６３３Ｇ＞Ａ（ｐＥ５４５Ｋ），ＫＲＡＳ错义突变为外显子
２ｃ３５Ｇ＞Ａ（ｐＧ１２Ｄ），ＳＭＡＤ４错义突变为外显子
８ｃ１０８２Ｇ＞Ａ（ｐＲ３６１Ｈ），ＥＧＦＲ错义突变为外显
子２１ｃ２５７３Ｔ＞Ｇ（ｐＬ８５８Ｒ），ＫＤＲ错义突变为外
显子１１ｃ１４１６Ａ＞Ｔ（ｐＱ４７２Ｈ）。
２３　缺失突变情况

在１７个基因１１２个突变中，共检出缺失突变
４个，均为ＴＰ５３基因，分别发生于外显子４、５、７、８，
具体为：外显子 ４ｃ３１４ｄｅｌＧｐ１０５ｆｓ，外显子 ５
ｃ４７２＿４８０ｄｅｌ９ｐ１５８＿１６０，外显子 ７ｃ７２３ｄｅｌＣ

ｐＣ２４２ｆｓ，外显子８ｃ８７５８８７ｄｅｌ１３ｐ２９２ｆｓ。
２４　ＥＧＦＲ突变情况

在１５例标本中检出 ＥＧＦＲ９个突变，８例同义
突变，１例错义突变。同义突变７个位于２０外显
子，１个位于１５外显子。１个错义突变位于２１外
显子。具体突变类型为：外显子 ２０ｃ２３６１Ｇ＞Ａ
（ｐＱ７８７Ｑ），外显子１５ｃ１８３９Ｃ＞Ａ（ｐＡ６１３Ａ）。
１例 错 义 突 变 为 外 显 子 ２１ ｃ２５７３Ｔ ＞Ｇ
（ｐＬ８５８Ｒ）。

表１　１５例晚期卵巢上皮癌患者突变基因和突变状态
Ｔａｂ．１　Ｍｕｔａｔｉｏｎｇｅｎｅａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆ１５ｃｒｉｔｉｃａｌｓｔａｇｅｏｖａｒｉａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒ

基因名称
样本号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５
ＰＤＧＦＲＡ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １
ＲＥＴ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

ＴＰ５３ １
１
２

３ ２ １
１
２

１ １ １ １ ２ １

ＦＧＦＲ３ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １
ＡＰＣ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １ １
ＥＧＦＲ １ １ １ １ １ １ １
ＨＲＡＳ １ １ １ １ １
ＳＭＯ １ １ １
ＡＬＫ １ １
ＫＲＡＳ １ １
ＰＩＫ３ＣＡ １
ＡＴＭ １
ＫＤＲ １
ＭＥＴ １
ＳＭＡＤ４ ３ １
ＳＴＫ１１ １
ＫＩＴ １

注：１为ＳＮＶ，２为Ｉｎｄｅｌ，３为ＭＮＰ

３　讨论

本研究使用高通量测序技术，对１５例铂类耐
药卵巢上皮癌患者标本的５０个基因进行检测，共
发现１７个基因共１１２个突变，上述突变中，多数为
同义突变，同义突变率为８２１４％，错义及缺失突
变率为１７８６％。ＴＰ５３基因突变占到所有病例的
８０％，并且为最常见的错义及缺失突变基因。我们
知道ＴＰ５３基因是重要的抑癌基因，其代表产物通
过保护细胞内的 ＤＮＡ来维持基因组的遗传稳定

性，突变的ＴＰ５３基因在较晚期和进展型的肿瘤组
织中常见，因此 ＴＰ５３被称为细胞的“关卡”基
因［５－６］。动物模型中引入突变 ＴＰ５３，肿瘤的生长
和转移更迅速，提示 ＴＰ５３突变具有促进上皮性、
间质性肿瘤细胞浸润和转移的获得性功能［７－８］。

ＴＰ５３基因突变在卵巢上皮癌不同类型中差异明
显，在高级别浆液性卵巢癌中显著升高［３］，是划分

卵巢癌预后分组的重要指标［９－１０］。本研究中，

ＴＰ５３基因错义及缺失突变显著高于其他突变类
型，该突变是化疗前即存在还是在治疗中由于基因

不稳定选择性获得，值得进一步明确。
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图１　１５例晚期卵巢上皮癌患者基因突变率
Ｆｉｇ．１　Ｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１５ｃｒｉｔｉｃａｌｓｔａｇｅｏｖａｒｉａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃａｎｃｅｒ

　　目前市场上还没有针对 ＴＰ５３基因突变的药
物，但已有对相关药物的临床研究，并取得了一些

成果，如在针对该突变信号通路方面，因为 ＴＰ５３
缺陷肿瘤细胞 ＤＮＡ损伤修复依赖 Ｇ２阻滞，Ｗｅｅ１
蛋白激酶作为Ｇ２／Ｍ期检查点关键激酶，通过特异
性阻断该分子从而协同增强 ＤＮＡ损伤药物作用，
ＡＺＤ１７７５作为Ｗｅｅ１激酶抑制剂在 ＩＩ期临床中显
示在ＴＰ５３突变的卵巢癌中其和化疗联合相较单
纯化疗的优势［１１］，同时 ｇａｎｅｔｅｓｐｉｂ［１２］和小分子制
剂ＡＰＲ２４６［１３］在前期研究中显示其具有影响突变
Ｐ５３蛋白功能并增强化疗药物杀伤作用。

在本研究中出现１例 ＥＧＦＲ外显子２１Ｌ８５８Ｒ
的错义突变，该突变在非小细胞肺癌中属于敏感基

因突变（如Ｇ７１９Ｘ、１９ｄｅｌ、Ｌ８５８Ｒ、Ｌ５６１Ｑ）具有使用
ＥＧＦＲＴＫＩｓ药物指证，但对于卵巢癌上皮癌是否可
以使用没有文献报道。１例 ＥＧＦＲ外显子 ２１
Ｌ８５８Ｒ的错义突变的患者年龄６４岁，病理类型高
级别浆液性卵巢癌，基因突变状况见表１标本１３，
在ＥＧＦＲ突变中同时含有外显子１５、２０、２１外显子
突变，其中外显子 １５、２０为同义突变，该患者于
２０１４年５月使用埃克替尼进行治疗，１月后疗效评
价为ＰＲ，ＰＦＳ１１月。当疾病进展后重新穿刺行５０
基因检测，ＥＧＦＲ外显子１５、２１突变未再检出，仅
检出外显子２０同义突变；而ＴＰ５３由外显子５的缺
失突变，变为外显子４的错义突变，余基因突变状
态同前。１例 ＥＧＦＲ外显子２１Ｌ８５８Ｒ的错义突变
的病例提示对于晚期卵巢癌ＥＧＦＲ敏感基因突变，
可尝试行 ＥＧＦＲＴＫＩｓ治疗，该结果同“篮子”试验

的结果一致。同时动态观察基因状态变化，显示晚

期卵巢癌基因状态的不稳定，提示肿瘤治疗过程中

需要通过组织活检或“液体活检”（采取循环肿瘤

ＤＮＡ）［１４］的方式实时监测肿瘤的基因状态，及时调
整治疗。

高通量测序技术为进一步识别驱动基因，选择

及开发特异性靶向药物，从而提供个体化治疗提供

了可能。本研究采用高通量基因测序手段对１５例
晚期铂类耐药患者的组织学进行检测，初步了解了

上述患者的基因状态，为进一步了解上述群体驱动

基因状态，为选择后续靶向治疗的选择及药物研究

提供了依据。
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