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　　［摘要］　背景与目的：表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor，EGFR)基因的突变状态是非

小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)患者使用EGFR酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitors，

TKIs)的重要疗效预测指标。该研究旨在探讨突变特异性免疫组织化学(immunohistochemistry，IHC)法检测

NSCLC标本EGFR基因突变的临床实用价值。方法：同时采用突变特异性IHC法和扩增阻滞突变系统(amplifi-
cation refractory mutation system，ARMS)法检测290例NSCLC患者的EGFR基因突变状态，计算突变特异性IHC
法检测EGFR基因突变的灵敏度、特异度、阳性预测值(positive predictive value，PPV)和阴性预测值(negative 
predictive value，NPV)；比较ARMS法和突变特异性IHC法检测EGFR突变的一致性。结果：以ARMS法检测结

果为金标准，当染色评分≥1+为阳性时，突变特异性IHC法诊断EGFR基因突变的灵敏度为72.92%，特异度为

95.20%，PPV为93.75%，NPV为78.08%。突变特异性IHC法诊断不同类型EGFR基因突变的准确性相差明显：

诊断19外显子缺失突变的灵敏度只有55.55%，但其特异度在99%以上；当染色评分为1+时，诊断L858R突变的

灵敏度为90.27%，特异度为95.86%，当染色评分为2+或3+时，其特异度则为98.63%~100%。突变特异性IHC法

与ARMS法检测结果有较好的一致性(P<0.001，Kappa值：0.612~0.864)。突变特异性IHC法能直观判断EGFR基

因突变细胞丰度。结论：突变特异性IHC法是EGFR突变分子检测的有效补充。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Epidermal growth factor receptor (EGFR) gene mutation is the most 
important predictive factor for determining the effectiveness of EGFR tyrosine kinase inhibitors (TKIs) for non-small 
cell lung cancer (NSCLC). This study aimed to determine the clinical application value of mutation-specific immu-
nohistochemistry for EGFR mutation detection in NSCLC. Methods: Mutation-specific immunohistochemistry and 
amplification refractory mutation system (ARMS) were used simultaneously to detect EGFR gene mutation status in 
290 lung cancer specimens. The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value 
(NPV) of mutation-specific immunohistochemistry for detecting EGFR gene mutations were evaluated. The consistency 
was analyzed between mutation-specific immunohistochemistry results and ARMS results. Results: With ARMS testing 
as the gold standard, when a cutoff value of score 1+ was used as positive by immunohistochemistry, the sensitivity of 
mutation-specific immunohistochemistry for EGFR gene mutation was 72.92%, specificity 95.20%, positive predictive 
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value 93.75% and negative predictive value 78.08%. The accuracy of immunohistochemistry was obviously different 
when various EGFR gene mutations were detected. The sensitivity of immunohistochemistry for exon 19 deletion was 
only 55.55%, but specificity was above 99%. When immunohistochemistry score was 1+, the sensitivity for L858R mu-
tation was 90.27%, whereas specificity was 95.86%. When immunohistochemistry score was 2+ or 3+, the specificity 
for L858R mutation was 98.63%-100%. The results of mutation-specific immunohistochemistry were finely correlated 
with mutation status determined by ARMS assay (P<0.001, Kappa value: 0.612-0.864). Mutation-specific immunohis-
tochemistry can directly determine EGFR gene mutation abundance at the cellular level. Conclusion: Mutation-specific 
immunohistochemistry could be an effective supplemental method to EGFR molecular tests.
  　［Key words］ Non-small cell lung cancer; Epidermal growth factor receptor; Mutations; Immunohistochemistry

　　肺癌是全球范围内发病率和死亡率最高的

恶性肿瘤，且发病率和死亡率仍在上升［1］。

临床上约70%的非小细胞肺癌(non-small cell 
lung cancer，NSCLC)患者首诊时已处于中期或

晚期，失去了根治的机会，多采用化疗、靶向

治疗为主的综合治疗［2］。表皮生长因子受体

(epidermal growth factor receptor，EGFR)酪氨酸

激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitors，TKIs)是
现阶段治疗晚期NSCLC最重要的靶向药物，代

表药物有吉非替尼、厄洛替尼和埃克替尼等。

有研究表明，EGFR基因突变状态是决定EGFR-
TKIs疗效最重要的预测因子［3-4］，EGFR基因突

变主要位于18~21外显子，其中发生在19外显子

上的E746_A750缺失突变和21外显子上的L858R
点突变所占比例最多，可达85%~90%［5-7］。目

前检测EGFR基因突变的方法很多，如直接测序

法、扩增阻滞突变系统(amplification refractory 
mutation system，ARMS)法、数字PCR法和液相

芯片法等，其中直接测序法和ARMS法应用较

广，但这些方法各有优缺点。直接测序法可检

测所有的突变分析的区域，但对样本要求高，

灵敏度低，只能检测突变丰度即突变拷贝数百

分比大于20%的基因，限制了其在临床中的应

用［8］。ARMS法灵敏度可达1%，但仅能检测已

知的EGFR基因突变，且试剂费用昂贵，设备和

技术要求高。这限制了ARMS法的应用，尤其

是在基层医院的推广。2009年，Yu等［9］首次合

成抗EGFR 19外显子E746_A750缺失突变抗体和

抗L858R点突变抗体，用其对NSCLC标本进行

免疫组织化学(immunohistochemistry，IHC)法检

测，所得结果与直接测序法有较好的一致性。

但现阶段，EGFR基因突变特异性IHC法尚未得

到广泛应用，作为经济、快速的EGFR基因突变

检测手段，其诊断价值有待进一步验证。本研

究旨在探讨突变特异性IHC法检测NSCLC标本

EGFR基因突变的准确性及其临床应用价值。

1　材料和方法

1.1　临床资料

　 　 收 集 复 旦 大 学 附 属 中 山 医 院 2 0 1 4 年 6
月—2014年12月确诊的NSCLC患者290例，同

时用突变特异性IHC法和ARMS法检测EGFR基

因突变。在290例患者中，手术切除肿瘤标本

72例，纤维支气管镜、经皮肺穿刺和淋巴结穿

刺等取得的小活检标本218例。病例构成特征

见表1。

表 1　入组患者临床资料

Tab. 1    The clinical characteristics of patients

Characteristic n(%)

Age/year

Median 61

Range 25-91

Gender

Male 150(51.7)

Female 140(48.3)

Histology

Adenocarcinoma 262(90.4)

Squamous cell carcinoma 14(4.8)

Low differentiated carcinoma 14(4.8)

TNM Stage 

Ⅰ/Ⅱ 83(28.6)

Ⅲ 52(17.9)

Ⅳ 155(53.5)
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1.2　DNA抽提

　　所有标本均为4%甲醛溶液固定、石蜡包

埋组织；手术标本的石蜡组织切取4 μm厚切片

3~5张，活检标本的石蜡组织切取切片10张，每

个病例同时行常规H-E染色，并由病理科医师

鉴定肿瘤细胞的存在。DNA抽提采用QIAamp 
DNA FFPE组织试剂盒(购自德国Agen公司)，实

验步骤依据说明书。从标本中提取并重悬后的

DNA经NanoDrop 2000检测其总量及纯度。

1.3　ARMS法检测

　　采用厦门艾德公司的EGFR基因突变检测试

剂盒(ADx-EGFR基因突变检测试剂盒)，该试剂

盒覆盖了最常见的29种EGFR基因突变。参与反

应的DNA总量及反应条件均根据该试剂盒说明

书要求，最终检测结果以ADx-EGFR基因突变检

测试剂盒提供的判读原则确定标本EGFR基因突

变状态。

1.4　突变特异性抗体IHC法及其结果判定

　　切片以二甲苯脱蜡，经各级浓度乙醇水

化。加入EDTA(pH=9.0)加热至95 ℃左右，放

入切片加热30 min抗原修复。放至室温，滴加

5%的正常山羊血清(PBS稀释)封闭，室温温育

15 min，甩去多余液体。根据组织大小，滴加

50~150 μL稀释倍数为1∶50的第一抗体［抗

E746_A750缺失突变单克隆兔抗体和抗L858R
突变单克隆兔抗体，购自美国Cell Signaling 
Technology公司］，4 ℃冰箱过夜。而后加生

物素标记的第二抗体，室温下放置1 h，PBS
冲洗后滴加辣根酶标记链霉素卵白素液室温

温育1 h。每张切片加1滴新鲜配制的DAB液显

色10~20 min，用淡苏木精复染细胞核30 s，脱

水并待切片晾干后采用中性树脂封片，镜下 

观察。

　　以肿瘤细胞的细胞膜和(或)细胞质着色为基

准，根据切片中阳性细胞染色强度及百分比将

表达结果分为0、1+、2+和3+四个等级。0：无

染色或≤10%肿瘤细胞浅染色；1+：>10%肿瘤

细胞浅染色；2+：>10%肿瘤细胞中度强染色；

3+：>10%肿瘤细胞强染色 ［9］。本结果由3位病

理科医师各自单独评分，结果经汇总，对有差

异的评分经复核商讨后得到最终一致结果。

1.5　统计学处理

　　采用SPSS 19.0统计软件进行数据分析。以

ARMS法为金标准，计算突变特异性IHC法的灵

敏度、特异度、阳性预测值(positive predictive 
value，PPV)和阴性预测值(negative predictive 
value, NPV)。EGFR基因突变率的比较采用χ2检

验，突变特异性IHC法和ARMS法检测EGFR基

因突变一致性的比较采用Kappa检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　突变特异性IHC法检测结果

　　在本组290例NSCLC标本中，EGFR特异性

IHC法的阳性率为38.62%(112/290)，其中染色评

分1+为48例(16.55%，48/290)，19外显子E746_
A750缺失突变17例，L858R突变31例；2+为34
例(11.72%，34/290)，其中19外显子E746_A750
缺失突变10例，L858R突变24例；3+为30例

(10.34%，30/290)，其中19外显子E746_A750缺

失突变14例，L858R突变16例。不同染色强度

对应评分见图1。阳性病例主要表现为肿瘤细胞

的细胞膜和细胞质染色，间质细胞极少染色，

提示这两种抗体较特异性地与肿瘤细胞相关抗

原结合。

2.2　两种方法检测EGFR基因突变的阳性率比

较

　　ARMS法检测EGFR基因突变阳性率为

49.65%，优于突变特异性IHC法检测的阳性率

(38.62%)，差异有统计学意义(P=0.012)。而这

一差异主要由19外显子缺失突变阳性率差异所

致。ARMS法与突变特异性IHC法检测19外显子

缺失突变的阳性率分别为24.82%和14.13%，前

者显著高于后者(P=0.002)。而ARMS法和突变

特异性IHC法检测L858R突变的阳性率差异无统

计学意义(24.82% vs 24.48%，P=1，图2)。
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图 2　两种检测方法检出EGFR基因突变率的比较

Fig. 2    The comparison of EGFR gene mutation rates by ARMS 

and IHC

A: E19 deletion+L858R, P=0.012; B: E19 deletion, P=0.002; C: 
L858R, P=1

2.3　突变特异性IHC法与ARMS法一致性分析

　　突变特异性IHC法和ARMS法的一致性分

析提示，两者一致性较好(Kappa值=0.682，

P<0.001，表2)。其中：对19外显子缺失突变检

测的Kappa值为0.612(P<0.001，表3)；对L858R
突变检测的Kappa值为0.864(P<0.001，表4)。

表 2　ARMS法与突变特异性IHC法检测结果的一致性分析

Tab. 2    Consistency analysis in detecting results between ARMS 

and mutation specific IHC

Item 
ARMS

Total P value
+ -

IHC

+ 105 7 112
<0.001

- 39 139 178

Total 144 146 290

Kappa value: 0.682

表 3　ARMS法与突变特异性IHC法检测19外显子缺失突变的一

致性分析

Tab. 3    Consistency analysis in detecting exon 19 deletion 

between ARMS and mutation specific IHC

Exon 19 deletion
ARMS

Total P value
+ -

IHC

+ 40 1 41
<0.001

- 32 139 171

Total 72 140 212

Kappa value: 0.612

表 4　ARMS法与突变特异性IHC法检测L858R突变的一致性分

析

Tab. 4    Consistency analysis in detecting L858R mutation 

between ARMS and mutation specific IHC

L858R
ARMS

Total P value
+ -

IHC

+ 65 6 71
<0.001

- 7 139 146

Total 72 145 217

Kappa value: 0.864

2.4　染色强度对突变特异性IHC法诊断准确性

的影响

　　本文以ARMS法检测结果为金标准，当以

IHC染色评分≥1为阳性时，IHC法诊断EGFR基

因突变的灵敏度为72.92%，特异度为95.20%，

PPV为93.75%，NPV为78.08%。

　　突变特异性IHC法对两种突变类型检测的

准确性相差明显：诊断19外显子缺失突变的灵

敏度只有55.55%，但其特异度在99%以上；当

染色评分为1+时，诊断L858R突变的灵敏度为

(×400)

图 1　IHC染色结果

Fig. 1    The staining results of IHC

A: 0; B: 1+; C: 2+; D: 3+
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90.27%，特异度为95.86%，当染色评分为2+或

3+时，其特异度则高达98.63%~100%(表5)。
2.5　突变特异性IHC法对EGFR突变细胞丰度

的判断

　　由于IHC法可以直观地显示EGFR突变型的

肿瘤细胞，并进行计数，依据H-E染色也能判

断和计数选定区域的所有肿瘤细胞，从而可以

计算出EGFR某种突变型肿瘤细胞占总肿瘤细

胞的比例，即细胞丰度。在本研究的290例标

本中，包括EGFR 19外显子E746_A750缺失突

变和L858R突变，EGFR基因突变细胞丰度都在

15%~100%，均值约为84%，中位值为100%，

只有10.71%(12/112)的病例EGFR基因突变细胞

丰度低于50%。

表 5　ARMS法与突变特异性IHC法诊断价值的比较

Tab. 5    Comparison of diagnostic value between mutation specific IHC and ARMS

Mutation specific IHC Sensitivity/%  Specificity/% PPV/% NPV/%

Anti-EGFR E746_A750 del 

Score≥1 as positive 55.55 99.28 97.56 81.28 

Score≥2 as positive 33.33 100 100 75.00

Score≥3 as positive 19.44 100 100 71.56 

Anti-EGFR L858R

Score≥1 as positive 90.27 95.86 91.55 95.21 

Score≥2 as positive 52.77 98.63 95.00 80.89 

Score≥3 as positive 22.22 100 100 72.27 

3　讨　　论

　　EGFR-TKIs在我国上市时间较长，包括

IPASS、OPTIMAL和First-Signal等多项大型

多中心临床实验证实，EGFR基因敏感突变的

NSCLC患者使用EGFR-TKIs治疗的中位无进展

生存期显著优于化疗，可达8~13个月，因此国

内外多项指南推荐EGFR-TKIs作为EGFR基因

敏感突变的晚期NSCLC的一线治疗，且推荐选

用EGFR-TKIs作为一线治疗前，均应检测肿瘤

EGFR基因突变状态 ［10-13］。然而，国内NSCLC
病例EGFR基因突变的送检率只有20%，使很多

患者丧失靶向治疗的机会［14］，而不检测EGFR
基因突变就盲目使用靶向药物，又会造成极大

的浪费、贻误化疗时机。现阶段EGFR基因突变

检测多采用直接测序法和ARMS法等分子水平

检测，这类方法检测费用高，仪器设备及场地

要求高，难以在基层医院开展，甚至不少三级

医院也未开展EGFR基因突变检测，这是我国

EGFR基因突变检测比例很低的重要原因。目前

在各级医院病理科普遍开展总EGFR基因的IHC
检测，野生型和突变型EGFR基因表达都为阳

性，其表达水平不能预测EGFR-TKIs的疗效；

而用突变特异性抗体，就能用IHC法识别EGFR
基因突变的细胞。EGFR基因突变特异性IHC法

较分子水平检测方法价格低廉，操作简便、迅

速，可在几乎所有病理实验室开展。

　　近年来，国内外有数篇IHC法检测E746_
A750缺失突变和L858R突变的报道，但他们所

报告的检测灵敏度波动范围(24%~100%)大，而

且有些研究病例数偏少，有些研究作为金标准

的方法欠妥［15-21］。本研究是国内外比较ARMS
法和突变特异性IHC法检测EGFR基因突变病例

数较多的一项研究，旨在探讨突变特异性IHC
法检测EGFR基因突变在我国常规开展的价值，

并指导临床医师合理解读IHC法检测结果，包括

张龙富，等.　突变特异性免疫组织化学法检测非小细胞肺癌EGFR基因突变
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IHC法的灵敏度、特异度、可靠性及不同突变类

型、不同染色强度的解读差异。

　　Yu等［9］于2009年最早报道了制备EGFR
基因突变特异性抗体，并验证这两种抗体诊断

EGFR基因突变的的灵敏度为92%，特异度为

99%。实际上以后的类似研究基本上都是用此

两种抗体。但其研究所依据的“金标准”是第

一代直接测序法，现在已经明确，第一代测序

法本身灵敏度不够高，特别是对活检小标本存

在较多的假阴性，把该文的结论推广到以活检

小标本为主的晚期肺癌检测显然欠妥。另外，

该研究所使用的E746_A750缺失抗体也存在缺

陷，它并不能涵盖所有的EGFR 19外显子缺失

突变。根据癌症体细胞突变目录(catalogue of 
somatic mutations in cancer，COSMIC)的统计，

EGFR 19外显子缺失突变包含如E746-A750、

E 7 4 6 - T 7 5 1 、 L 7 4 7 - T 7 5 1 、 L 7 4 7 - A 7 5 0 和

L747-S752缺失突变等19种，E746_A750缺失突

变约占其中的68%［22］。从原理上就决定了用该

抗体检测所有19外显子缺失突变的灵敏度不会

太高。比较可信的是Brevet等［22］的报道，如果

只对E746_A750缺失的病例，IHC法的灵敏度是

100%；而对所有19外显子缺失突变的病例，灵

敏度就下降到74.2%，特异度都为98.8%。Jiang
等［20］报告按不同染色积分判断突变特异性IHC
法检测结果，分值为1+、2+和3+时的阳性率分

别为23.08% (24/104)、67.96% (70/103)和100% 
(48/48)，特异度偏低。而王杰等［21］在2015年报

道，在40例EGFR突变标本中，IHC法检出突变

的灵敏度仅为40%，这两项国内的研究需考虑

其实验条件和参数是否还需优化。

　　本研究以ARMS法为金标准，结果提示以

染色评分≥1为阳性时，IHC法检测L858R突变

的灵敏度为90.27%，特异度为95.86%；检测19
外显子缺失突变的灵敏度为55.55%，特异度为

99.28%。本研究比较IHC法和ARMS法，反映

EGFR两种常见敏感突变检测一致性的Kappa值

为0.682(P<0.01)，这个数值主要是被19外显子

缺失突变所拉低(Kappa值=0.612，P<0.001)，对

L858R突变而言，Kappa值高达0.864(P<0.001)。

由上述结果可见，突变特异IHC法有较高的特

异度，但对19外显子缺失突变的灵敏度则有不

足，这与Brevet等［22］的报道比较吻合，而我们

的病例数较多。本研究所使用E746_A750缺失

抗体并不能涵盖所有的19外显子缺失突变，所

以结果显示对19外显子缺失的灵敏度不足。针

对这一问题，有研究表明，同时检测总EGFR表

达水平可减少特异性突变假阴性结果的产生，

提高19外显子缺失突变的灵敏度至82.56%以 

上［17,20］。随着研究的深入，相信会开发出更完

善的抗体，从而提高IHC法的灵敏度。

　　IHC的染色强度也对突变检测结果的解读

有重要影响。判断阳性的标准随IHC评分的升

高，诊断的灵敏度就相应下降，特异度相应升

高。对19外显子缺失突变而言，评分1+时诊断

突变的特异度高达98.5%，这说明IHC的阳性

结果基本上就是真阳性，临床可以使用EGFR-
TKIs；但如果是阴性，假阴性的机会较高，有

条件时应该做核酸检测。对L858R而言，评分

1+时诊断突变的灵敏度和特异度分别为90.27%
和95.86%，准确性较高，只有约10%的病例为

假阴性；评分为2+和3+的标本，特异度分别高

达98.63%和100%。由此可见，突变特异性IHC
法检测EGFR基因突变具有较好的准确性，尤其

当染色评分为强阳性时结果更加可靠。

　　另外，EGFR基因突变丰度是影响EGFR-
TKIs疗效的因素之一，Zhou等［23］和Zhao等［24］

的研究显示，EGFR突变丰度的高低与EGFR-
TKIs疗效正相关。由于采用核酸检测方法，上

述研究检测的突变丰度实际为肿瘤组织中突变

型EGFR拷贝数占总EGFR拷贝数的比例，即

EGFR基因突变分子丰度。然而，EGFR突变的

细胞丰度，即突变型肿瘤细胞占所有肿瘤细胞

的比例，暂不能通过简便的分子检测得到。突

变特异性IHC法可直观地显示EGFR突变型的肿

瘤细胞并进行计数，较简便地计算出EGFR突变

细胞丰度，利于临床医生制定个体化的治疗方

案，研究EGFR基因突变的变化规律。

　　综上所述，突变特异性IHC法具有快速、

简便、经济和易于推广等优势，与ARMS法有
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较高的一致性，是ARMS法等核酸水平检测的

有效补充，针对我国核酸检测广泛开展存在困

难的现状，值得在基层医院推广；对突变特异

性IHC检测结果，临床上要合理解读；突变特异

IHC法对EGFR基因突变细胞丰度的观察有独特

价值，值得进一步研究。
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