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近年来，癌症的发病率和死亡率居高不下，主要原因是

其难以预防. 癌症早期多无明显全身症状，发现时大多已经

到了中晚期，治愈的可能性很小. 在所有的癌症种类中，由于

空气污染和吸烟等，肺癌发病率持续增长，是目前对人类危

害最大的一类. 据统计，对全球范围内的男性而言，肺癌是癌

症死亡的主要原因；对女性而言，在发展中国家，因肺癌致
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摘  要  Ion Torrent高通量测序平台可通过测序癌症病人的基因组，找出致病突变位点进而选择对应的靶向药物以更加

有效地治疗并减少毒副作用. 利用Ion Torrent平台共检测了55例非小细胞肺癌组织的甲醛固定石蜡包埋样本（FFPE样

本），对测序结果进行分析并找出致病突变位点. 其中，30（54.5%）例样本有抑癌基因TP53的突变，突变类型一共包

括36种，是突变频率最高的一个基因. 突变频率次高的基因是EGFR，检测到17（30.9%）例病人共8种突变类型. 突变

频率第三高的是ERBB4（HER4，与EGFR同属HER家族），检测到14（25.5%）例病人共两类突变. 此外，还有其他突变

频率较高的基因，如MLH1（8例，14.5%）、KRAS（6例，10.9%）、PIK3CA（5例，9.1%）等. 本研究表明通过提取肺癌病

人FFPE样本中的DNA并使用Ion Torrent平台测序可以找到致病突变，可用于指导医生进行更好的靶向药物治疗. （图1 
表2 参29）
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Using high throughput sequencing technology to detect lung cancer pathogenic 
and drug target mutations
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Abstract    Cancer is one of the three major killers of human health in the Twenty-first Century, and lung cancer has the highest 
incidence and mortality. Along with the development of personalized medicine, the treatment of lung cancer is no longer 
confined to the traditional radiotherapy and chemotherapy. According to the patient’s individual differences, targeted drugs 
can effectively treat cancer and reduce side effects. Ion torrent high-throughput sequencing platform can sequence the genome 
of cancer patients, and then find the causative mutation to select the corresponding targeted therapeutic drugs. We examined 
the formalin-fixed and paraffin-embedded tissues of 55 cases of non-small cell lung cancer using ion torrent platform, and 
analyzed the sequencing results to find the pathogenic mutations. Among them, 30 (54.5%) samples showed a total of 36 types 
of mutations in TP53 gene, which had the highest mutation frequency. TP53 is an important tumor suppressor gene that is found 
to mutate and lose function in a variety of tumors. The second high mutation frequency gene was EGFR, which was detected 
in 17 (30.9%) samples with a total of 8 mutation types. EGFR is a common mutation gene in non-small cell lung cancer, and 
Gefitinib is an effective targeted therapeutic drug. The third high mutation frequency gene was ERBB4 detected in 14 (25.5%) 
samples with a total of 2 kinds of mutations. ERBB4, also known as HER4, belongs to the same family HER with EGFR. It is 
also closely related with the occurrence of cancer. Other genes also showed a certain frequency of mutation, including MLH1 
(8 cases, 14.5%), KRAS (6 cases, 10.9%), PIK3CA (5 cases, 9.1%), in which KRAS mutation has targeted therapeutic drugs, 
Selumetinib. The results showed that DNA extraction from lung cancer patients FFPE samples and sequencing by ion torrent 
platform can sort out the mutations to guide doctors in accurate use of targeted therapeutic drugs.
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死的女性仅次于乳腺癌，而在发达国家，肺癌已经超越乳腺

癌成为女性的癌症死亡的主要原因[1-3]. 一般来讲肺癌可以分

为非小细胞肺癌和小细胞肺癌两大类，非小细胞肺癌又包

括大细胞癌、腺癌、鳞状细胞癌等类型，与小细胞癌相比其

癌细胞生长分裂较慢，扩散转移相对较晚. 非小细胞肺癌约

占所有肺癌的80%，大多数患者在发现时已处于中晚期，5年

生存率很低 [4-5]. 在人类研究癌症的过程中发现，原癌基因和

抑癌基因与癌症的发生发展密切相关，这些基因的突变很

可能引起细胞癌变. 其实癌症在形成实性肿块以前，与癌症

相关的基因突变的过程已经发生，而且这一过程可能已长达

十余年甚至更长时间. 传统的治疗方法，包括放疗化疗等，

疗效差异很大且对病人的身心都会有伤害. 近年来，靶向药

物的出现为肺癌的治疗开辟了一条新的道路 [6-8]. 靶向治疗疗

效确切、针对性强，并且副作用小，是相关临床和基础的研

究热点. 目前对肺癌靶向治疗的药物主要是酪氨酸激酶的

小分子抑制剂，包括EGFR突变的三大药物，易瑞沙（吉非替

尼）、特罗凯（厄洛替尼）、凯美纳（盐酸埃克替尼），还有针

对EML4-ALK融合基因表达阳性的克唑替尼[9-12]. 

在分析不同肺癌病人的发病原因时，DNA测序技术能

够从基因组层面上寻找致病突变. 自从1970年代双脱氧链终

止测序法发明后，DNA测序技术发展迅速，但是由于测序通

量不够大，测序费用也较昂贵等原因限制了其应用范围[13-16]. 
2005年，高通量测序技术出现以来，逐步解决了测序通量不

够大等 一系列问题，并且测序成 本 不断下降，使得 其应 用

越来越广泛 [17].  如今，以数据为导向的工业化高通量测序模

式，极大地加速了人们对于疾病的认识，为疾病的预防、诊

断及治疗提供了新的思路.  赛默飞公司（Thermofisher）的Ion 
torrent测序平台，推出了一种肺癌测序检测试剂盒，一次可以

检测50个基因，包括致病基因和靶向用药的基因[3, 18-20]. 利用

这一高通量测序平台，我们检测了55例肺癌的FFPE样本，通

过对这些测序结果进行分析后找到不同的突变位点，结合肺

癌靶向药物的相关信息，可以指导医生对肺癌病人的治疗，

从而提高药物的疗效并减轻病人的痛苦. 

1  材料与方法

1.1  实验材料
肺癌病人甲醛固定石蜡包埋（FFPE）组织，共55例样本

（表1），都是非小细胞肺癌（NSCLC），主要为腺癌和鳞癌. 

其中腺癌有35例，占比63.6%，鳞癌有20例，占比36.4%. 女性
14人（25.5%），男性41人（74.5%）. 来自城市的52例（94.5%），

来自农村的3例（5.5%）. 有吸烟历史的33例（60.0%），无吸

烟历史的22例（40.0%）. 年龄分段为：50岁（含）以下为4人

（7.3%），51-60岁（含）为16人（29.1%），61-70岁（含）为24
人（43.6%），71-80岁（含）为10人（18.2%），80岁以上为1人

（1.8%）. 

1.2  实验流程
样本DNA的提取：样本总 DNA的提取 采用AxyPrepTM 

Multisource Genomic DNA Miniprep Kit试剂盒（AXYGEN公

司，美国）. 

扩增文库的制备：扩增文库目标区域扩增子是采用 Ion 

AmpliseqTM Cancer Hotspot Panel V2（Thermo Fisher公司，美

国）准备，通过Ion AmpliseqTM Library Kit 2.0（Thermo Fisher
公司，美国）和Ion XpressTM Barcode Adapter 1-16 Kit（Thermo 
Fisher公司，美国）制备. 

乳液 PCR和测序：将制备好的扩增文库通 过Ion One-
TouchTM 2 System（Thermo Fisher公司，美国）和Ion PGMTM 
Hi-QTM OT2 200 Template Kit（Thermo Fisher公司，美国）进

行乳液PCR模板的制备，并将乳液PCR制备的ISP模板通过

Dynabeads MyOneTM Streptavidin C1 Beads（Thermo Fisher公
司，美国）和Ion OneTouch ES system（Thermo Fisher公司，美

国）进行富集. 

ISP模板制备完成后，采用Ion PGMTM Hi-QTM Sequencing 
Kit（Thermo Fisher公司，美国）和 Ion 318TM Chip（Thermo 
Fisher公司，美国）通过Ion Torrent Personal Genome Machine
（PGM）（Thermo Fisher公司，美国）进行测序. 

1.3  数据处理流程
数 据 处 理 流 程 如 图1所 示，测 序 仪 得 到 的 原 始 读 长

（Reads）经 过 第一步质 控，如去掉低质量的，去掉长度较

短的，得到高质量的读长；第二步是将得到的这些读长与人

类基因组按照某种算法比对，去掉比对质量不高的读长；第

三步则是用变异位点识别软件或者脚本找出单核苷酸变异

（SNV）、多核苷酸变异（MNV）、插入缺失（INDEL）等变

异位点，再根据覆盖度、等位基因频率、质量值等方面进行

过滤，最终得到可能致病的这些突变位点. 

图1  测序数据处理流程. QC：质量控制. 
Fig. 1   Workflow of data processing. QC: quality control.

在 第三 步质 控 过 程中，主 要 使 用了Ion tor rent平台

的Torrent Variant Caller插件，其 参数设 置如下，每 个样本

的最小等 位基因频率控制在0.02（SNP）、0.1（INDEL）、

0.01（Hotspot）；最 小质 量 值 为6（SNP）、6（I NDEL）、

6（Hot sp ot）；最 小 覆 盖 度 为 6（SN P）、15（I N DEL）、

6（H o t s p o t）；链 偏 好 性 的 最 大 值 为 0 . 9 5（S N P）、0 . 9
（INDEL）、0.95（Hotspot）. 其他的参数都是插件推荐的默

认值. 

变异位点注释阶段是将Torrent Variant Caller插件得到的

包含所有突变位点的VCF文件上传到Ion Reporter服务器进行

注释，得到突变位点的详细注释信息. 再将千人基因组中中

国汉人的SNP位点的频率高于0.05的位点（被认为是非致病

位点）去掉，得到每个样本的致病突变位点，最后统计55例

样本的突变位点及突变基因频率. 
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表1  病理样本信息
Table 1  Information of pathological samples

序号
No.

性别
Sex

地区
District

吸烟史 
Smoking

诊断年龄
Age

肿瘤部位 
Tumor location

001 女 Female 城市 City 无 No 57 右肺中叶腺癌，淋巴结颈根部异物巨细胞肉芽肿
Lung adenocarcinoma of right middle lobe and giant cell granuloma at neck lymph node

002 女 Female 城市 City 无 No 62 肺浸润性腺癌伴纵膈淋巴结转移
Invasive lung adenocarcinoma with mediastinal lymph node metastasis

003 男 Male 城市 City 有 Yes 64 非角化型中分化鳞状细胞癌
Non-keratinized intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma

004 女 Female 城市 City 无 No 35 浸润性肺腺癌
Invasive lung adenocarcinoma

005 女 Female 城市 City 无 No 58 左肺上叶肺腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

006 男 Male 城市 City 有 Yes 56 右上肺鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of right upper lobe

007 男 Male 城市 City 有 Yes 68 右下肺中分化鳞癌
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of right lower lobe

008 男 Male 城市 City 有 Yes 76 左下肺鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of left lower lobe

009 女 Female 城市 City 有 Yes 73 左肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

010 男 Male 城市 City 有 Yes 70 左下肺鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of left lower lobe

011 男 Male 城市 City 有 Yes 66 右肺上叶肺腺癌，纵膈淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of right upper lobe with mediastinal lymph node metastasis

012 男 Male 城市 City 有 Yes 61 右肺上叶鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of right upper lobe

013 男 Male 城市 City 有 Yes 57
左肺上叶肺中分化腺癌，4、10号淋巴结转移
Intermediately differentiated lung adenocarcinoma of left upper lobe with 4# and 10# lymph nodes 
metastasis

014 男 Male 城市 City 有 Yes 38 右肺上叶低分化腺癌，10号淋巴结转移
Poorly differentiated lung adenocarcinoma of right upper lobe with 10# lymph node metastasis

015 男 Male 城市 City 有 Yes 68 右肺腺癌，淋巴结转移癌, 乳头为主
Lung adenocarcinoma of right lobe with lymph node(nipple mainly) metastasis

016 女 Female 城市 City 无 No 46 右肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right upper lobe

017 男 Male 城市 City 有 Yes 64 右肺下叶腺癌，7、10、11号淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of right lower lobe with 7#, 10# and 11# lymph nodes metastasis

018 男 Male 城市 City 有 Yes 68 右肺中叶腺癌，纵膈淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of right middle lobe with mediastinal lymph node metastasis

019 男 Male 城市 City 无 No 71 左肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

020 女 Female 城市 City 无 No 68 右肺中叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right middle lobe

021 男 Male 城市 City 有 Yes 60 右肺上叶中分化腺癌
Intermediately differentiated lung adenocarcinoma of right upper lobe

022 女 Female 城市 City 无 No 67 左肺下叶腺癌，4号淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of left lower lobe with 4# lymph nodes metastasis

023 男 Male 城市 City 有 Yes 56 左下肺中分化腺癌
Intermediately differentiated lung adenocarcinoma of left lower lobe

024 男 Male 城市 City 无 No 53 右肺下叶肺腺癌，肺门淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of right lower lobe with hilus pulmonis lymph nodes metastasis

025 女 Female 城市 City 无 No 72
右肺中叶非角化中-低分化鳞癌，9号淋巴结转移
Intermediately-poorly differentiated non-keratinized lung squamous cell carcinoma of right middle 
lobe with 9# lymph node metastasis

026 男 Male 城市 City 有 Yes 66 左肺上叶腺癌，4、5、6、10号淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of left upper lobe with 4#, 5#, 6# and 10# lymph nodes metastasis

027 男 Male 城市 City 有 Yes 64
右肺下叶中分化鳞癌，4、7、10号淋巴结转移
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of right lower lobe with 4#, 7# and 10# 
lymph nodes metastasis

028 男 Male 城市 City 有 Yes 75 左肺上叶中分化鳞癌
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of left upper lobe

029 女 Female 城市 City 无 No 61 右肺上叶中分化腺癌
Intermediately differentiated lung adenocarcinoma of right upper lobe

030 男 Male 城市 City 有 Yes 54
左肺上叶中分化鳞癌，左肺下叶浸润性腺癌
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of left upper lobe and invasive lung 
adenocarcinoma of left lower lobe
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2  结 果

55例样本共检 测到93个突变位 点，包括外显子和内含

子区域. 其中80（86%）个突变位点位于外显子区域，剩余13
（14%）个突变位点位于内含子区域，可能会参与到mRNA
的剪切过程，进而影响基因的功能. 为保证突变位点是可靠

的，我们检查了这些突变位点覆盖度，发现这93个突变位点

的平均覆盖度是1 984，覆盖度最小的一个位点是38号样本

的CTNNB1 c.101G > A位点，为398，覆盖度最大的一个位点

是128号样本的MLH1 c.1151T > A位点，为3 994. 

这93个突变位点属于30个基因，其中，突变频率最高的

基因是TP53，一共有30（54.5%）例样本有TP53基因的突变，

包括36种突变类型. TP53基因编码的蛋白为肿瘤抑制蛋白，

也称为p53蛋白或p53肿瘤蛋白，属于最早发现的抑癌基因之

一 [21-22]. 任何导致TP53失活的突变都会引起其抑癌功能的丧

失而导致癌症发生，这也是其突变类型很多的原因. 

序号
No.

性别
Sex

地区
District

吸烟史 
Smoking

诊断年龄
Age

肿瘤部位 
Tumor location

031 男 Male 城市 City 有 Yes 63 左肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

032 男 Male 城市 City 有 Yes 71 右肺中叶中分化鳞癌
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of right middle lobe

033 男 Male 城市 City 有 Yes 69 右肺上叶中分化浸润性腺癌
Intermediately differentiated invasive lung adenocarcinoma of right upper lobe

034 男 Male 城市 City 有 Yes 51 左上肺腺癌，5#淋巴结转移
Lung adenocarcinoma of left upper lobe with 5# lymph node metastasis

035 男 Male 城市 City 有 Yes 61
右下肺中-低分化鳞癌，7、10号淋巴结转移
Intermediately-poorly differentiated lung squamous cell carcinoma of right lower lobe with 7# and 
10# lymph nodes metastasis

036 女 Female 城市 City 无 No 73 右肺低分化鳞癌
Poorly differentiated lung squamous cell carcinoma of right lobe

037 男 Male 城市 City 无 No 82 左上肺腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

038 男 Male 城市 City 无 No 65 右肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right upper lobe

039 男 Male 城市 City 无 No 52 左肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

040 男 Male 城市 City 无 No 55 右肺下叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right lower lobe

041 男 Male 城市 City 有 Yes 71 右肺下叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right lower lobe

042 男 Male 城市 City 无 No 56 左上肺中-低分化腺癌
Intermediately-poorly differentiated lung adenocarcinoma of left upper lobe

043 男 Male 城市 City 无 No 63 左肺上叶腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

044 女 Female 城市 City 无 No 66 右肺下叶腺癌
Lung adenocarcinoma of right lower lobe

045 女 Female 农村 
Country 无 No 51 右上肺高分化鳞癌

Well differentiated lung squamous cell carcinoma of right upper lobe

046 男 Male 城市 City 有 Yes 63 右肺下叶中分化鳞癌
Intermediately differentiated lung squamous cell carcinoma of right lower lobe

047 男 Male 城市 City 无 No 63 左上肺腺癌
Lung adenocarcinoma of left upper lobe

048 男 Male 城市 City 有 Yes 53 右下肺腺癌
Lung adenocarcinoma of right lower lobe

049 男 Male 农村 
Country 有 Yes 59 右肺中叶腺癌

Lung adenocarcinoma of right middle lobe

050 女 Female 农村 
Country 有 Yes 66 左上肺鳞癌

Lung squamous cell carcinoma of left upper lobe

051 男 Male 城市 City 有 Yes 73 左下肺腺癌
Lung adenocarcinoma of left lower lobe

052 男 Male 城市 City 无 No 72 左肺下叶鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of left lower lobe

053 男 Male 城市 City 有 Yes 60 右肺下叶鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of right lower lobe

054 男 Male 城市 City 有 Yes 70 左肺上叶鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of left upper lobe

055 男 Male 城市 City 有 Yes 49 左肺上叶鳞癌
Lung squamous cell carcinoma of left upper lobe

续表1  Continued 
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表2  55例肺癌样本突变位点及突变基因
Table 2  Variant sites and variant genes of 55 lung cancer samples 

突变位点 
Mutation

外显子/内含子
 Location

样本数
Sample No.

位点频率
VSF

基因
Gene

样本数
Sample No.

基因频率
VGF SFCLC SFKLC SFALC

AKT1 c.122G > T EX3 1 1.8% AKT1 2 3.6% - - -
AKT1 c.47-12G > A IN2 1 1.8% - - -
ALK c.3600G > C EX23 3 5.5% ALK 3 5.5% - - -
APC c.4393A > T EX16 1 1.8% APC 1 1.8% - - -
ATM c.*29C > G EX63 1 1.8% ATM 1 1.8% - - -
ATM c.5793T > C EX39 1 1.8% - - -
BRAF c.1398A > G EX11 1 1.8% BRAF 1 1.8% - - -
CDKN2A c.182_200delAGCTGCTGCTGCTCCACGG EX2 1 1.8%

CDKN2A 4 7.3%

- - -
CDKN2A c.197A > G EX2 1 1.8% - - -
CDKN2A c.343G > T EX2 1 1.8% - - -
CDKN2A c.374_374delA EX2 1 1.8% - - -
CDKN2A c.405G > A EX2 1 1.8% - - -
CTNNB1 c.101G > A EX3 1 1.8% CTNNB1 2 3.6% - - -
CTNNB1 c.98C > A EX3 1 1.8% - - -
EGFR c.2155G > T EX18 1 1.8%

EGFR 17 30.9%

- - -
EGFR c.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC EX19 8 14.5% - - -
EGFR c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA EX19 1 1.8% - - -
EGFR c.2238_2252delATTAAGAGAAGCAAC EX19 1 1.8% - - -
EGFR c.2240_2257delTAAGAGAAGCAACATCTC EX19 1 1.8% - - -
EGFR c.2248G > C EX19 1 1.8% - - -
EGFR c.2260A > G EX19 1 1.8% - - -
EGFR c.2573T > G EX21 4 7.3% 0.4 0.0278 -
ERBB2 c.2263_2264delTTinsCC EX19 1 1.8% ERBB2 1 1.8% - - -
ERBB2 c.2264T > C EX19 1 1.8% - - -
ERBB4 c.718G > A EX6 1 1.8% ERBB4 14 25.5% - - -
ERBB4 c.884-22C > T IN7 13 23.6% - - -
FGFR1 c.474G > A EX5 1 1.8% FGFR1 1 1.8% - - -
FGFR3 c.1965+22G > A IN14 1 1.8% FGFR3 1 1.8% - - -
IDH1 c.315C > T EX4 1 1.8% IDH1 1 1.8% - - -
JAK2 c.1864+14C > T IN14 1 1.8% JAK2 2 3.6% - - -
JAK2 c.1864+57A > G IN14 1 1.8% - - -
JAK3 c.1702-24T > C IN12 1 1.8% JAK3 1 1.8% - - -
KDR c.1413-8T > C IN10 1 1.8% KDR 1 1.8% - - -

突变频率第二高的基因是EGFR（Epidermal growth factor 
receptor），一共检测到17（30.9%）例样本发生突变，包括8
种突变类型. EGFR是表皮生长因子受体（HER）家族 成员

之一，在细胞生理过程中发挥重要的调节作用. EGFR的突

变有几十种亚型，但最主要是两种，第一种是 L858R，也就

是EGFR蛋白的第858个氨基酸从L突变成了R，我们在55例

样本中检测到了4例（7.3%），第二种是“19号外显子缺失”，

也就是EGFR蛋白中负责抑制它活性一部分被切掉了，这种

突变在55例样本中检测到了11例（20%）. 一般来说，这两种

突变占到所有肺癌EGFR突变的90%，因此如果病人被诊断

为EGFR突变肺癌，那多半就是这两种突变之一. 此 外，还

有一种突变是EGFR蛋白的第719位的甘氨酸突变为丝氨酸

（G719S），在我们的55例样本中检测到了一例. EGFR突变是

非小细胞 肺 癌常见的一类突变，吉非替尼和厄罗替尼是其

有效的靶向药物，已被FDA批准用于治疗晚期非小细胞肺

癌[11-12].

突变频率第三高的基因是 ERBB4，有14（25.5%）例样

本发生了突变，包括两类突变分别是 ERBB4 c.718G > A和

ERBB4 c.884-22C > T. ERBB4又叫HER4，是一种受体酪氨酸

激酶，与EGFR同属HER家族. ERBB4通过释放可溶性胞内结

构域来调节目的基因表达，能诱导多种细胞反应，包括有丝

分裂和分化. 

此 外，其他突 变频率 较高的基因还包括MLH1（8例，

14.5%）、KRAS（6例，10.9%）、PIK3CA（5例，9.1%）、PTEN
（4例，7.3%）等. 其中，MLH1基因编码的蛋白是由7个蛋白

组成的DNA错配修复系统的一个组成部分蛋白，在人类启

动DNA错配修复过程中起作用. KRAS基因突变与人类癌症

发生直接相关  [23].  PIK3CA基因编码I类磷脂酰肌醇 -3-激酶

（Phosphatidylino-sitol 3-kinases，PI3Ks）的p110催化亚单位，

即PI3Kp110a. PI3K是EGFR下游信号分子，可被生长因子受体

酪氨酸激酶（如EGFR）激活，使丝/苏氨酸激酶(AKT)磷酸化

而上调该通路的活性并产生多种生物学效应，包括调节细胞

增殖、存活和细胞周期调控等 [24]. PTEN基因是继TP53基因后

另一个较为广泛地与肿瘤发生关系密切的抑癌基因，它在细

胞周期调控及细胞快速生长抑制中起着重要的作用 [25]. 

国际癌症基因组联 盟（International Cancer Genome 
Consortium，ICGC）目前已公布了超过一万个人的癌症基因

组数据，是癌症研究的一个重要的数据库，其中包括了中国

人（10例）、韩国人（36例）和美国人（178例）的肺癌的数据. 

将我们从55例样本中找到的突变位点与ICGC肺癌数据库进

行比较发现，我们找到的大部分都是新位点. 考虑人种因素

分析，首先与中国人的ICGC数据相比，只有EGFR c.2573T > 
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突变位点 
Mutation

外显子/内含子
 Location

样本数
Sample No.

位点频率
VSF

基因
Gene

样本数
Sample No.

基因频率
VGF SFCLC SFKLC SFALC

KIT c.1638A > G EX10 3 5.5% KIT 4 7.3% - - -
KIT c.1674G > A EX11 1 1.8% - - -
KRAS c.34G > T EX2 1 1.8%

KRAS 6 10.9%

- 0.0278 -
KRAS c.35G > A EX2 1 1.8% - - -
KRAS c.35G > C EX2 1 1.8% - - -
KRAS c.35G > T EX2 3 5.5% 0.1 - -
MLH1 c.1151T > A EX12 8 14.5% MLH1 8 14.5% - - -
NRAS c.159G > A EX3 1 1.8% NRAS 1 1.8% - - -
PDGFRA c.2123T > C EX15 1 1.8% PDGFRA 1 1.8% - - -
PIK3CA c.*37C > G EX21 1 1.8%

PIK3CA 5 9.1%

- - -
PIK3CA c.1618C > G EX10 1 1.8% - - -
PIK3CA c.1633G > A EX10 3 5.5% - - 0.0562
PIK3CA c.3075C > T EX21 1 1.8% - - -
PTEN c.-9C > G EX1 1 1.8%

PTEN 4 7.3%
- - -

PTEN c.-10delC EX1 2 3.6% - - -
PTEN c.493-34TC > CA IN5 1 1.8% - - -
RB1 c.473T > A EX4 1 1.8% RB1 1 1.8% - - -
RET c.1879+27A > G IN10 1 1.8% RET 1 1.8% - - -
SMAD4 c.955+58C > T IN8 3 5.5% SMAD4 4 7.3% - - -
SMAD4 c.955+64A > C IN8 1 1.8% - - -
SMARCB1 c.215C > A EX2 1 1.8% SMARCB1 2 3.6% - - -
SMARCB1 c.500+41G > A IN4 1 1.8% - - -
STK11 c.593_593delC EX4 1 1.8% STK11 1 1.8% - - -
TP53 c.1027G > T EX10 1 1.8%

TP53 30 54.5%

- - -
TP53 c.214C > G EX4 2 3.6% - - -
TP53 c.215C > G|c.216_216delC EX4 1 1.8% - - -
TP53 c.219G > T EX4 1 1.8% - - -
TP53 c.298C > T EX4 1 1.8% - - -
TP53 c.313G > T EX4 1 1.8% - - -
TP53 c.329G > C EX4 1 1.8% - - -
TP53 c.394A > G EX5 1 1.8% - - -
TP53 c.408A > G EX5 2 3.6% - - -
TP53 c.455C > T EX5 1 1.8% - - -
TP53 c.469G > T EX5 1 1.8% - - 0.0169
TP53 c.488A > G EX5 1 1.8% - - 0.0169
TP53 c.523C > T EX5 1 1.8% - - -
TP53 c.524G > A EX5 1 1.8% - - -
TP53 c.524G > T EX5 1 1.8% - - -
TP53 c.527G > T EX5 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.535C > T EX5 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.536A > T EX5 1 1.8% - - 0.0112
TP53 c.560-1G > T IN5 1 1.8% - - -
TP53 c.578A > G EX6 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.592G > T EX6 1 1.8% - - -
TP53 c.614A > G EX6 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.673-1G > T IN6 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.729_730delGGinsTT EX7 1 1.8% - - -
TP53 c.742C > T EX7 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.742_744delCGGinsTGT EX7 1 1.8% - - -
TP53 c.743G > A EX7 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.746G > T EX7 1 1.8% - - -
TP53 c.747G > T EX7 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.757_758delAC EX7 1 1.8% - - -
TP53 c.832C > T EX8 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.833C > T EX8 1 1.8% - - 0.0056
TP53 c.845G > C EX8 1 1.8% - - -
TP53 c.856G > A EX8 1 1.8% - - -
TP53 c.914_915insA EX8 1 1.8% - - -
VHL c.409G > C EX2 1 1.8% VHL 1 1.8% - - -

ICGC：国际癌症基因组联盟；VSF：突变位点频率；VGF：突变基因频率；SFCLC：ICGC数据库中国人肺癌频率；SFKLC：ICGC数据库韩国人肺癌频
率；SFALC：ICGC数据库美国人肺癌频率. 
ICGC: International Cancer Genome Consortium; VSF: Variant sites frequency; VGF: Variant gene frequency; SFCLC: Site frequency of Chinese lung cancer 
in ICGC; SFKLC: Site frequency of Korean lung cancer in ICGC; SFALC: Site frequency of American lung cancer in ICGC.

续表2  Continued
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胡才智 等

G和KRAS c.35G > T这两个位点在ICGC中有对应的频率，分

别为0.4和0.1，其余位点均未在ICGC中出现，这很可能是因

为ICGC中国人的肺癌样本数太少（10人），得到的突变位点

数据不全面造成的. 再看ICGC韩国人的数据，共有36人，我

们找到的位点有EGFR c.2573T > G和KRAS c.34G > T这两个

位点在ICGC中有对应的频率，和中国人的情况类似. 最后看

美国人的数据发现，TP53基因的多个突变位点在美国人的
ICGC肺癌数据库中出现，这可能是由于在肺癌中，作为重要

的肿瘤抑制基因TP53基因突变发生频率较高，并且突变类型

多样，而其他突变位点则几乎没有在ICGC美国人的数据库

中出现，这很可能是人种差异造成的. 

3  讨 论

目前，从 肺 癌 病 人 的 FFPE 样 本 提 取 DNA并 使 用 Ion 
Torrent平台测序已经是一项比较成熟的技术. 相较于经典的
Sanger测序技术检测基因突变的方法，二代测序技术只需要

更少的DNA量，一般在10 ng左右，并且在灵敏性和特异性上

面都有极大的提升. 通过二代测序找到病人的致病突变位

点，主要的难点还在于对测序数据的分析处理，特别是对测

序数据多次进行的质量控制，包括读长的长度，单个碱基的

质量值，比对的质量等等，这些都是通过多次试验并不断优

化得到的. 由于Ion Torrent测序仪测序原理的局限性，在对基

因组的较长的同聚物区域（如AAAAAAA）测序时，其准确

度会下降，可能会有假阳性的情况出现. 一般这种情况需要

通过其他方式如Sanger测序法来进行验证，从而排除假阳性

位点. 另外，为了避免测序过程中的其他错误产生假阳性，一

般需要控制覆盖度在100x以上. 

在 找 到 致 病 突 变 位 点 之 后，如 何 根 据 突 变 位 点 综 合

选 择 靶向药物是 另外 一 个难点. 目前针对EGFR开发的分

子靶向药物主 要 分为两类 ,一是小分 子酪氨酸 激酶 抑制剂

（TKIs），如吉非替尼和厄罗替尼，它们可以抑制EGFR胞内

区酪氨 酸 激酶活性；另一类是单克隆抗体，如西妥昔单抗

和帕尼单抗，可以与EGFR胞外区结合，阻断依 赖于配体的
EGFR活化. 这两类药物通过不同途径阻断EGFR介导的细

胞内信号转导通路，从而抑制肿瘤生长、转移和血管生成，

并促进肿瘤细胞凋亡，提高放化疗敏感性. 然而，大部分对
EGFR-TKIs治疗有效的患者最终都会对EGFR-TKIs产生耐药

性. 进一步临床研究还表明，EGFR基因外显子20的体细胞

突变是EGFR-TKIs继发耐药的主要机制之一，该突变主要是

第790位密码子出现C > T的转换，引起EGFR蛋白编码的相

应氨基酸由苏氨酸转变为甲硫氨酸（T790M）. 这一突变仅见

于药物治疗后复发者，突变使得非小细胞肺癌患者对吉非替

尼和厄洛替尼产生耐药性. 当然，除了这些，还有一些新的靶

向药物开发出来，例如阿法替尼和盐酸埃克替尼等. KRAS突

变是在使用EGFR-TKIs前需要考虑的因素，它主要引起原发

耐受 [26].  肺腺癌中大部分KRAS突变与吸烟有关，携带KRAS
突变的患者不能采用EGFR-TKIs治疗. 除了EGFR突变以外，
ALK重排也常出现在非小细胞肺癌中. ALK是位于2号染色体

上胰岛素受体家族的一员，编码跨膜受体酪氨酸激酶. ALK
的激活首先通过融合基因的形成. ALK胞内激酶区与EML4的

N末端融合，然后编码具有激酶活性的胞质嵌合蛋白，随后

驱动肿瘤生长 [27-29]. 目前，克唑替尼是针对ALK重排的非小细

胞肺癌患者的十分有效的靶向药物. 美国国立综合癌症网络

（National Comprehensive Cancer Network）每年都会发布各

种恶性肿瘤临床实践指南，其中包括非小细胞肺癌的治疗. 

除了靶向药物，该指南对其它致病位点如何用药也给予了详

细的指导. 将突变位点检测结果与该指南结合，可以优化治

疗方案，减轻病人的痛苦. 

我们此次收集并测序的样本中男性占了大约3/4，包括了

腺癌和鳞癌，其中腺癌的样本数稍多，由于样本量比较小，

所以并未分开统计. 在各年龄段中，50-70岁的肺癌病人最多，

占72.7%，这与中国肺癌人群的年龄段分布相当. 当然，目前

中国年轻人肺癌的发病率也有所上升，其原因还需要进一步

的研究. 此前的研究已经证实，吸烟与肺癌发生存在正相关

性，在这批样本中，吸烟的共33人，无吸烟史的共22人，吸烟

的病人占比较高. 另外，这批样本主要来自城市居民，农村居

民的情况可能会有不同. 总共55例样本找到的这些位点，可

以部分地展示中国人非小细胞肺癌发病原因，但是还不能完

全代表整体情况. 随着更多的中国人的肺癌测序数据公布，

建立中国人自己的肺癌数据库，将更有利于我们国家对肺癌

的防治. 

此 外，在 癌症 发 生早 期，癌细胞 还没有形成明显的肿

块，难以从形态学上直接观察到，但已有微量肿瘤 DNA 释
放到循环血液中. 目前已经有研究机构通过高通量基因测序

技术检测循环血液中这些基因的突变，可以筛查早期或超早

期癌症，评估放化疗的疗效，预测靶向药物的疗效，监测术

后早期复发等. 这项无创肿瘤基因检测技术将极大地提升癌

症的治疗效果和减少病人的痛苦，也是癌症检测未来的发展

方向. 
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