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　　［摘要］　背景与目的：近年来以吉非替尼和厄洛替尼为代表的表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂

(epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors，EGFR-TKI)，因其在晚期非小细胞肺癌

(advanced non-small cell lung cancer，NSCLC)治疗中独特的临床疗效和较低的不良反应而备受关注。尽

管EGFR基因突变是目前认为最确切的预测EGFR-TKI疗效的指标，但与临床疗效间并非“全或无”的关系，提

示仍有其他机制参与其中。本研究旨在探讨晚期NSCLC组织标本中EGFR磷酸化酪氨酸1068(EGFR-pTyr1068)、

1173(EGFR-pTyr1173)表达与EGFR基因突变的关系，及其在EGFR-TKI治疗中的疗效预测价值。方法：采用

变性高效液相色谱法(denaturing high performance liquid chromatography，DHPLC)检测205例晚期NSCLC

患者组织中EGFR基因突变(19、21外显子突变)情况；并采用免疫组化方法检测其EGFR-pTyr1068、EGFR-

pTyr1173表达。结果：晚期NSCLC患者组织中EGFR-pTyr1068和1173表达阳性率分别为80.0%(164/205)、

57.6%(95/165)；其表达与临床病理特征(年龄、性别、病理类型、吸烟状态、疾病分期)无相关性。全组

EGFR基因突变率为44.9%(92/205)，与吸烟状态有关(P=0.024)，而与其他临床病理特征(性别、年龄、病理

类型、疾病分期)无关。EGFR基因突变与EGFR-pTyr1068表达呈弱相关性(P<0.001)，与EGFR-pTyr1173无相关

性(P=0.297)。EGFR基因突变型患者EGFR-TKI治疗的客观缓解率(objective response rate，ORR)、疾病控制

率(disease control rate，DCR)和中位无进展生存期(progress free survival，PFS)分别为48.3%(43/89)、

80.9%(72/89)和8.8个月(95%CI：6.11~11.42)，均明显高于EGFR基因野生型患者［16.2%(17/105)、

56.2%(59/105)和2.1个月，95%CI：0.89~3.24］，差异有统计学意义(P<0.001，P<0.001，P=0.024)；
EGFR-pTyr1068表达阳性患者ORR和DCR分别为37.7%(58/154)和74.7%(115/154)，均明显高于表达阴性患者

［5.0%(2/40)和40.0%(16/40)］，差异有统计学意义(P<0.001)。EGFR-pTyr1068表达阳性患者中位PFS为7.0

个月，较表达阴性患者(1.2个月)明显延长，差异有统计学意义(P<0.001)。而EGFR-pTyr1173表达与EGFR-TKI

疗效呈负相关性，EGFR-pTyr1173阳性者ORR、DCR和PFS分别为27.8%(25/90)、64.4%(58/90)和4.8个月，显

著低于阴性患者［37.9%(25/66)、83.3%(55/66)和7.7个月，P=0.123，P=0.007，P=0.016］。以EGFR基因

突变状态分层进行亚组分析显示，在EGFR基因野生型患者中，EGFR-pTyr1068表达阳性率为69.0%(69/100)，

EGFR-pTyr1068表达阳性和阴性患者ORR分别为23.2%(16/69)和3.2%(1/31)，DCR分别为69.6%(48/69)和

35.5%(11/31)，差异均有统计学意义(P=0.010，P=0.001)；EGFR-pTyr1068表达阳性患者中位PFS为3.6个月，

较表达阴性患者(1.2个月)明显延长，差异有统计学意义(P<0.001)。16例EGFR-pTyr1068阳性表达且对EGFR-

TKI有效患者，中位PFS为15.6个月(95%CI：7.28~23.9)。多因素分析显示，EGFR-pTyr1068是EGFR基因野生

型患者EGFR-TKI治疗的独立疗效预测因子(OR=0.24，95%CI：0.16~0.37，P<0.001)。结论：EGFR-pTyr1068

可作为晚期NSCLC患者接受EGFR-TKI治疗的有效预测因子，尤其对从EGFR基因野生型患者中筛选EGFR-TKI治疗

有效者具有重要作用。
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　　肺癌是目前世界上发病率和死亡率最高

的恶性肿瘤之一，严重威胁人类健康。以吉

非替尼和厄洛替尼为代表的表皮生长因子受

体酪氨酸激酶抑制剂(epidermal growth factor 
receptor tyrosine kinase inhibitor，EGFR-TKI)靶
向治疗在取得明显疗效的同时又避免伤害正常

细胞［1-2］，越来越被肿瘤医师和广大患者所认

同。2004年Lynch等［3］和Paez等［4］分别报道了

EGFR基因突变与EGFR-TKI疗效的关系，之后

的多组前瞻性临床研究均证实EGFR基因突变

是EGFR-TKI疗效的有效预测因子［5-6］，并由

此奠定了晚期非小细胞肺癌(non-small cell lung 
cancer，NSCLC)一线治疗选择的新策略-基于

EGFR基因突变状态与组织学类型的策略选择。

　　EGFR是一种相对分子质量为170×103的

穿膜糖蛋白，在细胞信号传导通路中起重要
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　　［Abstract］ Background and purpose: EGFR-TKI (EGFR-tyrosine kinase inhibitors), represented by 
gefitinib and erlotinib, have exhibited significant antiproliferative effects against non-small cell lung cancer (NSCLC) 
with low toxicity. EGFR gene mutation was discovered to be a predictive biomarker for EGFR–TKI treatment. 
Although the efficacy of EGFR-TKI is limited to EGFR wild-type patients, it is still noticeable suggesting that some 
other mechanisms are responsible for it. The current study is aimed at evaluating the expression of phosphorylated 
EGFR in advanced NSCLC, investigating its relationship with EGFR mutations and EGFR-TKI efficacy. Methods: 
EGFR gene mutations were detected by denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) in 205 stage 
ⅢB-ⅣNSCLC patients. The expressions of phosphorylated tyrosine 1068 (pTyr1068) and 1173 (pTyr1173) were 
detected by immunohistochemistry. Results: The positive expressions of pTyr1068 and pTyr1173 were 80.0% (164/205) 
and 57.6% (95/165) respectively. None of them were related to clinical pathological characteristics (age, gender, 
pathological type, smoking status, disease stage). EGFR gene mutation rate was 44.9% (92/205), which was only 
related to smoking status (P=0.024) compared to other clinical pathological characteristics. EGFR gene mutations were 
poorly related to pTyr1068 expression (P<0.001) and not related to pTyr1173 expression (P=0.297). The objective 
response rate (ORR), disease control rate (DCR), and progressive free survival (PFS) of EGFR-TKI treatment in 
patients with EGFR mutations were 48.3% (43/89), 80.9% (72/89) and 8 months (95%CI: 6.11-11.42) respectively, 
which were significantly higher than that of EGFR wild-type patients [ORR=16.2% (17/105, P<0.001); DCR=56.2% 
(59/105, P<0.001); Median PFS: 2.1 months, (95%CI: 0.89-3.24; P=0.001)]. Superior ORR: DCR and PFS appeared 
in patients with pTyr1068 positive expression compared to negative [ORR: 37.7% (58/154) vs 5.0% (2/40, P<0.001); 
DCR: 74.7% (115/154) vs 40.0% (16/40, P<0.001); Median PFS: 7.0 months vs 1.2 months, P<0.001)]. Inversely, the 
patients with pTyr1173 positive expression had lower ORR, DCR and shorter PFS [ORR: 27.8% (25/90) vs 37.9% 
(25/66, P=0.123); DCR: 64.4% (58/90) vs 83.3% (55/66, P=0.007); Median PFS: 4.8 months vs 7.7 months (P=0.016)]. 
In subgroup of EGFR wild-type patients, positive expression of pTyr1068 was 69.0% (69/100). EGFR wild-type 
patients with pTyr1068 positive expression had a prolonged PFS and elevated ORR and DCR compared to negative 
[median PFS: 3.6 months vs 1.2 months (P<0.001); ORR: 23.2% vs 3.2% (P=0.010); DCR: 69.6% vs 35.5% (P=0.001)]. 
Sixteen patients with pTyr1068 positive expression who responded to EGFR-TKI treatment in this subgroup had a 
remarkable PFS [median PFS: 15.6 months (95%CI: 7.28-23.9)]. Multiple factor analysis showed that the expression 
of pTyr1068 was an independence predictor factor for EGFR-TKI treatment (OR=0.24, 95%CI: 0.16~0.37, P<0.001). 
Conclusion: Phosphorylation at Tyr1068 of EGFR might be a potential predictive factor for clinical response and 
survival of EGFR-TKI treatment in patients with advanced NSCLC, especially in EGFR wild-type patients.
  　［Key words］ Advanced non-small-cell lung cancer; Epidermal growth factor receptor phosphorylation; 
Epidermal growth factor receptor mutation; Epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors; Predictive 
factor.
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作用。EGFR一旦被激活，可导致肿瘤细胞

内酪氨酸激酶活化和受体自身磷酸化，后者

通过Ras-Raf-MAPK、JAK-STAT和PI3K-Akt
等信号传导途径将信号传递到核内，从而促

使细胞增殖、血管生成、转移和抑制细胞凋 

亡［7-12］。EGFR-TKI通过与ATP竞争性结合

EGFR的胞内部分直接抑制EGFR酪氨酸激酶并

减少EGFR自身磷酸化，导致细胞生长停滞和

促进凋亡［13］。研究表明，EGFR基因突变可

持续活化EGFR酪氨酸激酶，并使受体自身磷

酸化［3,14-15］，提示EGFR酪氨酸磷酸化对活化

后EGFR在细胞内信号调控至关重要。目前国

内外对肺癌EGFR磷酸化发生率报道不一致，

其与EGFR基因突变的关系各个报道亦相差甚

远，且尚无大样本的研究探讨磷酸化EGFR与

EGFR-TKI临床疗效的关系。本研究回顾性分

析晚期NSCLC患者组织标本中EGFR磷酸化

酪氨酸1068(EGFR-pTyr1068)和1173(EGFR-
pTyr1173)表达与EGFR基因突变、拷贝数的关

系，并探讨其对晚期NSCLC患者，尤其EGFR
野生型患者接受EGFR-TKI治疗的疗效预测 

价值。

1　资料和方法

1.1　患者资料

　　收集2003年1月—2010年6月北京肿瘤医院

胸部肿瘤内科收治的205例ⅢB和Ⅳ期NSCLC患

者的临床资料。所有患者均进行组织EGFR基因

突变和EGFR-pTyr1068检测，165例患者同时进

行EGFR-pTyr1173检测。194例患者接受EGFR-
TKI治疗(148例接受吉非替尼250 mg/d治疗；57
例接受厄洛替尼150 mg/d治疗)，直至疾病进展

或出现难以耐受的不良反应或患者拒绝用药，

其中54例为一线治疗。中位随访时间为9.4个月

(0.4~77.2个月)。
1.2　方法

1 . 2 . 1 　 D N A 提 取 与 变 性 高 效 液 相 色 谱

法 ( d e n a t u r i n g  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d 

chromatography，DHPLC)检测EGFR突变

　　按照E.Z.N.A FFPE DNA试剂盒(购自美国

OMEGA公司)说明书提取DNA后，PCR扩增

EGFR第19、21外显子，引物设计见表1。PCR
反应体系为25 μL，其中模板cDNA 1.5 μL，

10×PCR缓冲液1.5 μL，dNTP 0.375 μL，上、

下游引物各0.15 μL，Taq酶0.15 μL，dH2O  
11.2 μL。PCR反应条件：95 ℃预变性5 min，

94 ℃变性30 s，56 ℃退火50 s，72 ℃延伸 

30 s；循环45次后，72 ℃延伸10 min。扩增产物

经2.5%琼脂糖凝胶100 V电泳30 min后，溴化乙

锭染色摄片进行扩增产物鉴定。用WAVE核苷

酸片段分析系统(购自美国Transgenomic公司)进
行DHPLC分析，色谱柱为DNA Sep分析柱，流

动相为0.1 mol/L N-三乙基乙酰胺(TEAA，色谱

纯)和不同浓度的乙腈梯度洗脱液，由控制软件

WAVE Maker根据待测DNA序列自动生成乙腈

梯度和柱温，以0.9 mL/min流速测定，检测器为

紫外分光光度计(260 nm)。阳性结果判断：外显

子19的突变类型为15~18 bp碱基删除突变，利

用DHPLC在50 ℃非变性条件下对片段长度进行

测定，野生型产物为151 bp，删除突变产物由

于片段较短(136~133 bp)会先于野生型产物出现

而与野生型峰明显分离。外显子21的突变类型

为L858R置换突变，采用部分变性温度进行测

定，先将PCR产物变性复性处理，若存在突变

会形成杂合双链，其退火温度低于纯合双链，

61 ℃部分变性条件下可将2种产物分离。将测

序验证为外显子19删除突变阳性以及外显子21
置换突变阳性的冰冻标本作为阳性对照，以注

射用水作为空白对照进行DHPLC检测。前期我

们实验室工作已经提示DHPLC法与测序法相

比，灵敏度、特异度高［22］，故本研究结果仅

用DHPLC法检测EGFP突变。

表 1　EGFR基因引物序列

Tab. 1    EGFR gene primer sequence

Primer sequence
EGFR19F 5’-CAGATCACTGGGCAGCATGTGGCACC-3’
EGFR19R 5’-AGCAGGGTCTAGAGCAGCAGCTGCC-3’
EGFR19NF 5’-AACGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCA-3’
EGFR19NR 5’-CCACACAGCAAAGCAGAAACT-3’
EGFR21F 5’-TCAGAGCCTGGCATGAACATGACCCTG-3’
EGFR21R	 5’-GGTCCCTGGTGTCAGGAAAATGCTGG-3’
EGFR21NF 5’-CAGGAACGTACTGGTGAAAACA-3’
EGFR21NR 5’-GAAAATGCTGGCTGACCTAAAG-3’
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1.2.2　免疫组化学法检测组织EGFR磷酸化酪氨

酸表达

　　本研究采用Cell  Signaling Technology 
(Danvers，MA)公司的EGFR磷酸化酪氨酸抗

体：EGFR-pTyr1068(Cad no.2236)和EGFR-
pTyr1173(Cad no.4407)。采用链菌素亲生物素-
过氧化物酶法(SP法)进行免疫组化染色。切片

脱蜡至水，置于1 mmol/L EDTA(pH=8.0)抗原修

复液中，用高压锅加热至喷气后改为400 W 10 
min，缓慢冷却至室温。用PBS洗涤后，按试剂

盒说明进行EGFR磷酸化酪氨酸的免疫组化染

色。实验以PBS代替一抗作为阴性对照，以该

公司提供的EGFR磷酸化酪氨酸阳性切片(Cad 
no.8102)为阳性对照。切片经显色和苏木精复

染后，采用双盲法对每张切片在高倍镜(×400)
下计数10个视野。染色结果根据细胞质和细胞

膜着色的阳性细胞百分率和阳性染色程度评

价。着色细胞占计数细胞百分率≤5%为0分；

>5%~<20%为1分；≥20%~<50%为2分；≥50%

为3分。再结合染色强度，无色为0分；浅黄色

为1分；棕黄色为2分；棕褐色为3分。染色强度

和着色细胞百分率的乘积即为其最后评分：总

分<2为阴性，≥2为阳性。

1.2.3　疗效评价

　　依据RECIST标准进行疗效评价，分为

完全缓解(complete response，CR)；部分缓解

(partial response，PR)；疾病进展(progressive 
disease，PD)和疾病稳定(stable disease，SD)。
以CR+PR计算客观缓解率(objective response 
rate，ORR)，以CR+PR+SD计算疾病控制率

(disease control rate，DCR)。无疾病进展时间

(progress free survival，PFS)定义为从第一次

EGFR-TKI给药至疾病进展或死亡。总生存期

(overall survival，OS)定义为开始口服EGFR-TKI
治疗至患者死亡或末次随访时间。数据截止日

尚生存的患者或在研究中失访的患者，将以最

后一次随访日期结尾数值进行分析。末次随访

时间截止至2010年6月，有7例(3.4%)失访，85

例(42.9%)死亡。

1.3　统计学处理

　　采用统计学软件SPSS 16.0进行统计学处

理。EGFR基因突变和EGFR磷酸化检测结果

与临床特征、EGFR-TKI疗效采用χ2检验；多

因素分析用logistic回归方法分析。生存分析

采用Kaplan-Meier法，P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　临床病理特征

　　入组205例患者中99例为男性，74例为吸烟

或有吸烟史者，中位年龄61岁(28~84岁)。169例

腺癌患者，168例为Ⅳ期患者。临床病理特征见

表2。

2.2　生物标志物与EGFR-TKI疗效关系分析

2.2.1　EGFR基因突变

　　EGFR基因突变阳性率为44.9%(92/205)，其

中19外显子突变阳性率为24.4%(50/205)，21外

显子突变阳性率为17.1%(35/205)，7例患者同时

具有19和21外显子突变(3.4%，图1)。EGFR基

因突变与吸烟状态有关，非吸烟者具有更高的

EGFR基因突变率(P=0.024)，而与其他临床病理

特征(性别、年龄、病理类型、疾病分期)无关

(P>0.05，表3)。
　　在194例接受EGFR-TKI治疗的患者中，

51例为一线治疗，其余为二线或多线治疗。63
例患者PD，71例SD，60例PR，无CR患者。

EGFR基因突变型患者ORR和DCR均明显高于野

生型［ORR：48.3%(43/89) vs 16.2%(17/105)；
DCR：80.9%(72/89) vs 56.2%(59/105)］，差

异均有统计学意义(P均<0.001)。将EGFR基因

突变与临床病理特征进行多因素分析发现，

EGFR基因突变是EGFR-TKI疗效的独立预测因

子(OR=0.18，95%CI：0.09~0.38，P<0.001)。
以EGFR-TKI治疗线数分层进行亚组分析显示，

无论EGFR-TKI作为一线还是二线及多线治疗，
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图 1　EGFR 19、21外显子突变DHPLC峰图

Fig. 1    EGFR 19 exon, 21 exon mutation by DHPLC

表 2　205例患者临床病理特征

Tab. 2    Clinicopathologic characteristics of 205 patients

Clinicopathologic characteristics Number Percentage/%
Gender

Male 99 52.9
Female 106 47.1

Age
Median age 61
Age range 28-84

58.5≥62 120
Smoking history

Never 116 56.6
Ever 74 36.1
Unknown 15 7.3

Pathology
ADC 169 82.4
Non-ADC 35 17.1
Unknown 1 0.5

Stage
Ⅲ 35 17.1
Ⅳ 168 82.0
Unknown 2 1.0

ADC: Adenocarcinoma.

EGFR基因突变型ORR均高于野生型［一线

ORR：59.1%(13/22) vs 24.1%(7/29)；二线及多

线ORR：46.9%(30/65) vs 14.1%(10/73)］，差异

均有统计学意义(P=0.012，P<0.001，表4)。同

样，EGFR基因突变型患者PFS显著长于野生型(
中位PFS：8.8个月vs 2.1个月，P=0.024，图2)。

2.2.2　EGFR磷酸化酪氨酸1068表达

　 　 E G F R - p T y r 1 0 6 8 表 达 阳 性 率 为

80.0%(164/205)，其表达与临床病理特征(年

龄、性别、病理类型、吸烟状态、疾病分期)均
无明显相关性(图3，表3)。
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图 2　不同生物标志物与PFS生存曲线图

Fig. 2    Progress free survival curves according to each biomarker

 A: Progression-free survival curves according to EGFR mutation; B: Progression-free survival curves according to phosphorylated tyrosine 1068; C: 
Progression-free survival curves according to phosphorylated tyrosine 1173.

表 4　EGFR基因突变与EGFR-TKI疗效关系

Tab. 4    Relationship between EGFR mutation and EGFR-TKI efficacy

[n(%)]
Parameter EGFR-TKI 

First Second
EGFR mutation + - P value + - P value
Total 22(43.1) 29(56.9) 65(47.1) 73(52.9)
ORR 13(59.1) 7(24.1) 0.012 30(46.9) 10(14.1) <0.001
DCR 19(86.4) 19(65.5) 0.084 53(82.8) 40(56.3) 0.001
PFS 
    Median/month 9.1  2.0 0.019 8.2 2.1 0.013
95%CI 4.86-13.34 0.00-4.18 4.41-11.92 0.86-3.34
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表 5　以EGFR基因突变状态分层分析EGFR-pTyr1068与EGFR-TKI疗效关系

Tab. 5    Relationship between EGFR-pTyr1068 and EGFR-TKI efficacy stratified by EGFR mutational status

[n(%)]

Parameter 
EGFR mutational status

Wild type Mutational type
pTyr1068 + - P value + - P value
Total 69(69.0) 31(31.0) 78(90.7) 8(9.3) 
ORR 16(23.2) 1(3.2) 0.010 42(53.8) 1(12.5) 0.029 
DCR 48(69.6) 11(35.5)  0.001 67(85.9) 5(62.5) 0.118
PFS 
    Median/month 3.6 1.2 <0.001 9.1 4.6 0.224
95%CI 1.03-6.30  1.00-1.46 6.25-11.94 0.00-11.53
 EGFR: Epidermal growth factor receptor; pTyr: Phosphorylated tyrosine; CR: Complete response; PR: Partial response; SD: Stable disease; ORR: 
Objective response rate; DCR: Disease control rate; PFS: Progression-free survival.

王芬，等.　晚期非小细胞肺癌EGFR蛋白磷酸化、基因突变与EGFR-TKI疗效相关性的研究

图 3　免疫组化学检测EGFR磷酸化酪氨酸表达

Fig. 3    EGFR phosphorylation at tyrosine 1068 (pTyr1068) and 1173 (pTyr1173) by IHC 

(SP, ×200)
 A: pTyr1068 positive; B: pTyr1068 negative; C: pTyr1173 positive; D: pTyr1173 negative.

　　对EGFR-pTyr1068表达与EGFR-TKI疗效

关系分析显示，两者呈显著正相关。在接受

EGFR-TKI治疗的患者中，EGFR-pTyr1068表

达阳性患者ORR和DCR分别为37.7%(58/154)
和74.7%(115/154)，均明显高于表达阴性患者

［5.0%(2/40)和40.0%(16/40)］，差异均有统

计学意义(P均<0.001，表2)。EGFR-pTyr1068
表达阳性患者中位PFS为7.0个月，较表达阴

性患者(1.2个月)明显延长，差异有统计学意

义(P<0.001，图2)。多因素分析显示，EGFR-
pTyr1068表达是EGFR-TKI的ORR(OR=0.24，

95%CI：0.16~0.37，P<0.001)和PFS(HR=0.21，

95%CI：0.13~0.34，P<0.001)的独立影响因素。

　　以EGFR基因突变状态分层进行亚组分析

显示(表5，图4)，在EGFR基因野生型患者中，

EGFR-pTyr1068表达阳性率为69%(69/100)。

EGFR-pTyr1068表达阳性和表达阴性患者ORR
分别为23.2%(16/69)和3.2%(1/31)，DCR分别

为69.6%(48/69)和35.5%(11/31)，差异均有统计

学意义(P=0.010，P=0.001)；EGFR-pTyr1068
表达阳性患者中位PFS为3.6个月，较表达阴

性患者(1.2个月)明显延长，差异有统计学意义

(P<0.001)。在EGFR基因野生型患者中，EGFR-

TKI治疗17例达到PR，其中16例EGFR-pTyr1068

表达阳性；SD患者53例，48例EGFR-pTyr1068
表 达 阳 性 ， 进 一 步 分 析 显 示 ， 1 6 例 E G F R -
pTyr1068表达阳性，且对EGFR-TKI治疗有效患

者的中位PFS为15.6个月(95%CI：7.28~23.9，图

5)。多因素分析显示，EGFR-pTyr1068是EGFR
基因野生型患者EGFR-TKI治疗的独立疗效预测

因子(HR=0.17，95%CI：0.08~0.34，P<0.001)。
2.2.3　EGFR磷酸化酪氨酸1173表达

　 　 E G F R - p T y r 1 1 7 3 表 达 阳 性 率 为

57.6%(95/165)，其表达与临床病理特征(年龄、

性别、病理类型、吸烟状态、疾病分期)均无明

显相关性(图3，表2)。
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图 5　16例EGFR基因野生型且pTyr-1068表达阳性对EGFR-

TKI有效者PFS生存曲线图

Fig. 5    Progress free survival curves of 16 patients’ response to 

EGFR-TKI with EGFR wild status and pTyr1068 positive

图 4　以EGFR基因突变状态分层不同亚组PFS生存曲线图

Fig. 4    Progression-free survival curves stratified by EGFR mutational status

 A: EGFR mutational status; B: EGFR wild status.

　　对EGFR-pTyr1173表达与EGFR-TKI疗效关

系分析显示，两者呈负相关，即EGFR-pTyr1173
表达阴性者具有更好的疗效和更长的PFS。尽

管在ORR方面EGFR-pTyr1173表达阳性患者与

表达阴性者差异无统计学意义［27.8%(25/90) 
vs  37.9%(25/66)，P=0.123］，但与EGFR-

pTyr1173表达阳性和表达阴性患者DCR分别为

64.4%(58/90)和88.3%(58/66)，差异有统计学意

义(P=0.007)。EGFR-pTyr1173表达阳性患者中

位PFS为4.8个月，较EGFR-pTyr1173表达阴性患

者(7.7个月)明显缩短(P=0.009，图2)。
2.3　生物标志物间相互关系分析

　　EGFR-pTyr1068表达与EGFR基因突变

呈弱相关，在EGFR基因突变型和野生型患

者 中 ， E G F R - p Ty r 1 0 6 8 表 达 阳 性 率 分 别 为

92.3%(84/91)和70.8%(80/113)，差异有统计学意

义(P<0.001)；EGFR-pTyr1173表达与EGFR基因

突变和EGFR-pTyr1068表达均无明显相关性(表
6)。将3组生物标志物进行组合分析显示，同时

具有EGFR突变阳性、EGFR-pTyr1068表达阳性

和EGFR-pTyr1173表达阴性者对EGFR-TKI具有

最好的疗效和生存获益［ORR为66.7%(20/30)，
DCR为96.7%(29/30)，中位PFS为12.8个月，

P<0.001，表7］。但这一结果因例数少缺乏说

服力。
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表 6　EGFR基因突变与磷酸化EGFR表达间关系

Tab. 6    Relationship between EGFR mutation and EGFR phosphorylations

[n(%)]

Parameter 
EGFR mutation pTyr1068 pTyr1173

+ - P value + - P value + - P value
Total 92(44.9) 113(55.1) 194(80.5) 47(19.5) 95(57.6) 70(42.4)

EGFR mutaiton
+ 84(91.3)     8(8.7) <0.001 41(54.7) 34(45.3) 0.297
- 80(70.8) 33(29.2) 54(60.0) 36(40.0)

pTyr1068
+ 84(51.2) 80(48.8) <0.001 82(61.2) 52(38.8) 0.069
- 8(19.5) 33(80.5) 13(41.9) 18(58.1)

pTyr1173
+ 41(43.2) 54(56.1) 0.297 82(86.3) 13(13.7) 0.069
- 34(48.6) 36(51.4) 52(74.3) 18(25.7)

 EGFR: Epidermal growth factor receptor; pTyr: Phosphorylated tyrosine.

表 7　生物标志物组合分析

Tab. 7    Combinatory analysis of biomarkers

[n(%)]

Parameter

Combinatorial mode
Mutation+ Mutation- Mutation+ Mutation- Mutation+ Mutation- Mutation+ Mutation- P value
pTyr1068+ pTyr1068+ pTyr1068- pTyr1068- pTyr1068+ pTyr1068+ pTyr1068- pTyr1068-
pTyr1173+ pTyr1173+ pTyr1173+ pTyr1173+ pTyr1173- pTyr1173- pTyr1173- pTyr1173-

Total 35(22.4) 42(26.9) 5(3.2) 8(5.1) 30(19.2) 19(12.2) 2(1.3) 15(9.6)
ORR 16(45.7) 7(16.7) 1(20.0) 1(12.5) 20(66.7) 5(26.3) 0 0 <0.001
DCR 28(80.0) 26(61.9) 3(60.0) 1(12.5) 29(96.7) 17(89.5) 1(50.0) 8(53.3) <0.001
PFS
    Median/month 6.3 3.1 4.6 1.0 12.8 6.6 0.4 1.4 <0.001
 pTyr: Phosphorylated tyrosine; ORR: Objective response rate; DCR: Disease control rate; PFS: Progression-free survival.

3　讨　　论

　　蛋白质磷酸化是信号传导过程中的重要

事件，在细胞生长、增殖、分化特别是细胞

转化和肿瘤的发生、发展起重要作用，是细

胞癌变的重要表现之一，可能是细胞增殖、

分化的关键。目前研究已经确认EGFR的5个

自身磷酸化位点，均位于EGFR细胞内区羧基

端亚区的194个氨基酸残基上。其中，酪氨酸

(Tyr)1068、1148和1173被称为主要位点；而

Tyr992和1086被称为次要位点［16］。其他磷酸

化位点还包括Tyr845、1045等。研究证明许

多癌基因的编码产物是酪氨酸蛋白，它被酪

氨酸激酶磷酸化后被激活形成磷酸化酪氨酸

蛋白。酪氨酸磷酸化是蛋白质翻译修饰的一

种形式，虽然磷酸化的酪氨酸在整个蛋白中

浓度较低，但在信号传导过程中起了关键作 

用［17］。酪氨酸磷酸化所介导的信号传导途径

具有多向性，包括细胞增殖、迁移、分化和

内环境的稳定，下游信号的级联反应取决于

不同位点磷酸化。干扰EGFR磷酸化能抑制下

游事件的发生，如导致细胞周期阻滞和延缓肿

瘤生长［8］。体外细胞系研究显示，当EGFR
基因突变时，表皮生长因子(epidermal growth 
factor，EGF)配体诱导的EGFR磷酸化表达水

平具有显著差异，而总EGFR表达无明显差 

异［18-19］。在EGFR-TKI敏感型细胞系中磷酸化

EGFR蛋白表达明显增加，总EGFR蛋白却无此

变化。基于磷酸化EGFR是EGFR的活性形式，

本研究回顾性分析晚期NSCLC患者组织标本中

活化EGFR即磷酸化EGFR表达与EGFR基因突

变的关系，并探讨其表达对晚期NSCLC患者，

尤其EGFR基因野生型患者接受EGFR-TKI治疗

的疗效预测价值。结果显示EGFR基因突变与

EGFR-pTyr1068磷酸化表达呈弱相关性，而与

EGFR-pTyr1173表达无关，与国外研究报道一 

致［20-22］，提示EGFR基因突变最初可能通过改

变EGFR-pTyr1068磷酸化水平继而影响细胞内

信号传导。

　 　 本 研 究 发 现 肿 瘤 组 织 标 本 中 E G F R -
pTyr1068表达能有效预测EGFR-TKI疗效，在

所有接受EGFR-TKI治疗的患者中，EGFR-
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pTyr1068表达阳性者ORR和PFS均优于表达阴

性者。并且EGFR-pTyr1068对EGFR-TKI的预测

作用并非隶属于或伴随于EGFR基因突变，而是

独立存在。以EGFR基因突变状态分层进行亚组

分析显示，在EGFR基因野生型患者中，EGFR-
TKI治疗17例达到PR，其中16例EGFR-pTyr1068
表达阳性；在53例获得SD的患者中，48例

EGFR-pTyr1068表达阳性。这组EGFR-pTyr1068
表达阳性的患者PFS较阴性者差异有统计学意

义(中位PFS：3.6个月 vs 1.2个月，P<0.001)。
即EGFR-pTyr1068表达可以从EGFR基因野生型

的患者中再筛选出94.1%(16/17)对EGFR-TKI敏
感、81.4%(48/59)可从EGFR-TKI治疗中获得疾

病稳定的患者。提示EGFR-pTyr1068表达可能

成为EGFR基因突变的补充筛选遗漏。

　　正如体外细胞系研究证实，EGFR胞内段磷

酸化位点常作为一系列蛋白分子的停泊位点并

激活下游级联信号反应［11,20］，pTyr1068位点与

激活Akt信号有关［11,23-24］，因而成为EGFR活化

的标志。Helfrich等［25］研究显示不单在EGFR突

变型细胞系株(H3255)，而且在吉非替尼敏感的

野生型细胞株(H322和Calu3)中均发现pTyr1068
高表达，同时高表达者对吉非替尼亦更敏感。

Amann等［26］研究发现在吉非替尼敏感细胞株中

存在EGFR持续磷酸化，突变型细胞株的磷酸化

水平明显高于野生型细胞株。这些实验结果说

明EGFR磷酸化可以不依赖于EGFR基因突变而

被激发并激活下游信号传导。本研究发现EGFR
基因野生型患者亦可EGFR磷酸化高表达，也许

可解释为何10%~20%无EGFR基因突变的患者

仍对吉非替尼或厄洛替尼有效。

　　Hijiya等［27］对另一个磷酸化位点Tyr1173
进 行 研 究 显 示 ， 其 表 达 与 吉 非 替 尼 疗 效 无

关。Emery等［28］研究却发现EGFR-TKI治疗中

pTyr1173高表达者具有更长的TTP。本研究与

此相反，pTyr1173表达与靶向治疗疗效呈负相

关，pTyr1173表达阳性者PFS更短，预后更差。

pTyr1173主要为Shc提供停泊位点而与MAPK信

号通路活化有关，提示MAPK信号通路异常调

节可能使晚期NSCLC患者对EGFR-TKI治疗抵

抗。已有临床研究发现MAPK信号活化可能对

肿瘤细胞具有抗凋亡和导致吉非替尼耐药的作

用［29］，但需要更多研究加以证实。

　　本研究结果证实，EGFR基因突变是EGFR-
T K I 疗 效 和 生 存 的 强 烈 预 测 因 子 ； E G F R -
pTyr1068表达对从EGFR野生型患者中筛选

EGFR-TKI治疗有效者具有潜在的意义。此

外，本组EGFR野生型患者的ORR高于文献报 

道［19,30-31］。可能原因为：①本研究为国内单中

心研究，入组者均为中国大陆患者；②本研究

入组的大部分患者均以一线治疗前或手术时所

获取的组织学标本检测EGFR基因突变状态，而

非利用EGFR-TKI治疗前的即时标本进行检测。

前期的化疗可能改变EGFR基因突变状态，使之

难以正确反映EGFR-TKI二、三线治疗前EGFR
基因突变的真实状态；③肿瘤组织内及原发肿

瘤和转移灶之间的异质性影响EGFR基因检测及

其临床预测作用。

　　综上所述，EGFR-pTyr1068可能作为晚期

NSCLC患者接受FR-TKI治疗的有效预测因子，

尤其对从EGFR野生型患者中筛选EGFR-TKI
治疗有效者具有重要作用，但尚需前瞻性、多

中心的研究验证，使晚期NSCLC患者个体化

EGFR-TKI治疗的预测更为精准。
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