
中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

非小细胞肺癌患者外周血表皮生长因子受体
!"#$% 检测与奥希替尼疗效的相关性研究

收稿日期!

!"'%()$(!*

"修回日期!

!)#%+''(!,

基金项目!浙江省医药卫生科技面上项目课题资助"

!"'%-.&#&

#

通信作者!卢红阳$

/!0123

!

3456789::;<=>;:?

龚 磊 '

#

!

#潘志文 '

#覃 晶 '

#

!

#谢发君 '

#

!

#韩 娜 '

#

!

#卢红阳 '

#

!

!

';

浙江省肿瘤医院"浙江 杭州
&'""!!

#

!;

浙江省胸部肿瘤
@

食管$肺
A

诊治技术研究重点实验室"

浙江 杭州
&'""!!

%

摘 要!&目的' 评估非小细胞肺癌患者第一代表皮生长因子受体
+

酪氨酸激酶抑制剂!

BC2DB=013

>=<EF5 G1:F<= =B:BCF<=!F6=<H2?B I2?1HB 2?52J2F<=

"

/KLM!N-O

%获得性耐药后外周血
/KLM NP$QR

突变
的阳性率和用外周血

NP$"R

检测结果预测奥希替尼疗效的可靠性( &方法' 回顾性分析
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年
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月经第一代
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治疗后获得性耐药且使用超级扩增阻滞突变系统
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进行外周血
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细胞肺癌患者)评估血
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例) 疾病控制
率
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) 奥希替尼治
疗的中位无进展生存时间!
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阴性患者后续进行了组织检测"
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例在组织中检测到
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突变) 有
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例血
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阴性
的患者虽未再行组织检测"但要求试用奥希替尼靶向治疗"
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例
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获得性耐药后未能再次行组织活检的非小细胞肺癌患者"
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方法检测血
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阳性可预测奥希替尼疗效) 血
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检测阴性的患者建议再次取组
织进行
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检测以排除假阴性) 组织检测是
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检测的金标准"血
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检测可作为补充)
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%基因敏感突变的晚期肺癌患者一线

治疗方案 '

PQR

(

) 虽然对
=>?@!ABC

的最初反应率很

高& 中位无进展生存期 *

-.)<./44()* 2.// 4K.G(G,F
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%为
P"QPR

个月&但几乎所有患者最终会发生耐

药+
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获得性耐药的最常见机制是
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AH$"J

点突变&

S"TQUIT

的获得性耐药患者
AH$IJ

检测阳性)
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突变导致
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子第
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耐药'
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年
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日国家食品药品监督管理

总局批准上市肺癌新药奥希替尼片
VWXY$!$#Z

) 奥

希替尼是第三代不可逆的选择性
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突变抑制

剂&适用于第一代
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耐药后
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阳性的

局部晚期或转移性非小细胞肺癌 #
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,患者'
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突变检测目前仍以组织标本检测为金标

准&但是在临床工作中&由于再活检依从性较差&缺

乏可再活检部位等原因& 使得可供基因检测的肿瘤

组织标本往往难以获取'

%

(

) 外周血中存在来自肿瘤

细胞坏死- 凋亡释放的循环游离
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#
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2.// Y7W

&

+2Y7W

,& 这些
+2Y7W

承载了肿瘤的生物

学信息'

$
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+ 外周血基因检测在
789:9

患者
=>?@

基

因突变检测中有很大潜力+ 目前血
=>?@ AH$LJ

突

变检测方法有多种&如
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-
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变 系 统
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-
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等&其中
W@J8

法是最常用-最

成熟的外周血
=>?@

基因突变检测的方法+ 这些检

测方法的敏感性和特异性有所差异& 用于预测奥希

替尼疗效孰优孰劣目前还没有定论'

PLQP&

(

+

\F'.,!W@J8

方法基于实时荧光定量
E9@

平台&

利用突变特异扩增
E9@

和熔解曲线分析结合检测

基因特定突变+ 该技术以
W@J8

为主&融合了熔解

曲线
V5/F'(*< +K.G/Z

和野生型
Y7W

阻滞序列野生型

阻滞探针两种技术&荧光
E9@

检测体系中所用指示

剂为
=G,<.//*

荧光染料+

W@J8

引物与野生型阻滞

探针保证
E9@

反应特异扩增突变
Y7W

& 而野生型

背景
Y7W

不被扩增"

=G,<.//*

染料收集突变扩增信

号和熔解信号"熔解曲线区分非特异性扩增片段&进

一步提高荧光
E9@

检测的敏感性和特异性+ 因此&

\F'.,!W@J8

法是传统
W@J8

法的改进+

由于奥希替尼在国内上市时间较短& 中国患者

真实世界中外周血
=>?@ AH$LJ

检测与奥希替尼

疗效的相关性尚未见报道+ 我们回顾性分析了浙江

省 肿 瘤 医 院 使 用
\F'.,!W@J8

方 法 检 测 第 一 代

=>?@!ABC

获得性耐药患者外周血
=>?@ AH$LJ

突

变的阳性率& 以及基于该方法的检测结果使用奥希

替尼治疗
789:9

的可靠性+

P

资料与方法

)*)

研究资料收集

回顾性分析浙江省肿瘤医院
!LPH

年
&

月至

!LP%

年
H

月经第一代
=>?@!ABC

治疗后获得性耐

药且行外周血
=>?@ AH$LJ

检测的原发性
789:9

患者+ 纳入标准!

!

存在
=>?@

敏感突变的原发性

789:9

患者"

"

根据
@=9C8A P]P

版标准有可评价病

灶"

#

既往临床受益于第一代
=>?@!ABC

单药治疗

#吉非替尼-埃克替尼-厄洛替尼,&包括完全缓解-部

分缓解或超过
U

个月的疾病稳定"

$

第一代
=>?@!

ABC

药物维持治疗后最终疾病进展"

%

耐药后行血

=>?@!AH$LJ

检测"

&

血
=>?@ AH$LJ

检测前未接

受其他全身治疗+排除标准!

!

任何因素造成的样本

污染"

"

在开始奥希替尼治疗之后进行血
=>?@

AH$LJ

检测+ 符合入组标准&不符合排除标准的患

者共
PL&

例+ 研究流程见图
P

#

?(<K./ P

,+

)*+

血浆标本采集与血浆循环
Y7W

提取

经静脉采集外周血液
S5F

& 置入
=YAW

抗凝离
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! 吸取上清血浆转移至
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离心管中!
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离心
,")*+

! 取上清置

于
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离心管!离心管保存于
0&1 !

冰箱" 解冻后

按
2345)6 784 9/::; <*+* =*> ?2*5@A+

公司
B

操作

说明提取游离
784

!

784

溶于
C1!/

双蒸水中" 提

取的血浆
784

样本可直接上机进行
DEF

扩增"

!"#

检验方法

采用苏州为真公司
GHIF

基因突变检测试剂盒

#国械注准
!1#.&J","&!

$% 每次
DEF

反应中!每份

样品和阳性质控&无模板对照同时分析"

"

纯化水用途'作为反应体系的缓冲液'无模板

对照的模板'作为
784

样本稀释液"

#

血浆样本游离
784

可直接检测" 将
!"

检测

反应混合液&阳性质控&纯化水以及稀释成同一浓度

的待测组织样本基因组
784

或外周血游离
784

插

入冰盒中!恢复全室温!快速离心!将
784

聚合酶快

速离心后置于冰上!不需要混匀"

$

在反应体系加入各种成分!每个反应体系总体

积为
!"!/

'
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检测反应混合液
,"!/

!样品
784(

阳性质

控
(

纯化水
.!/

!

784

聚合酶
!!/

!纯化水补足至
!"!/

"

%

加样完成后!充分混匀后离心!放入
DEF

仪中"

&

打开仪器窗口!按照说明书指定扩增&熔解&

冷却&荧光检测反应程序进行设置"
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阳性质控!阳性质控
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值
MJ.

且峰型正常%

阳性标本!在某个位点有典型
N

型扩增曲线!且

这位点的熔解峰型
K)

值与阳性质控该位点熔解峰

型的
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值的差值绝对值小于或等于
,

%
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临床疗效评估方法

奥希替尼用法为
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次
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! 持续服用直至

病情进展或毒性不可耐受%疗效评估'近期疗效采用

实体瘤疗效评价标准
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EF
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的患者
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后再确认疗效% 疾病控制率 #
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$
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病例数
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#
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#

EFXDF

$ 病例数
%

总

病例数%远期疗效为
DIN

%

DIN

定义为从奥希替尼治

疗开始至疾病进展或任何原因导致死亡的时间%
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统计学处理

采用
NDNN,L-"

软件进行数据分析%

GHIF

突变

状态与
DIN

的关系采用
=56/5+0<A*A'

法分析!
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检测差异有无统计学意义% 率的比较采用卡方

检测%

DM"-".

为差异有统计学意义%

!

结 果
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入组病例一般情况
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例患者!按国际肺癌研究协会#
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版
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期%男性
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例!女性
L%

例(

年龄范围
J!&L,

岁!中位年龄
.$

岁(腺癌
$!

例!腺

鳞癌
!

例! 低分化非小细胞癌
$

例( 行为状态评分

#

DN

$

"&,

分
$C

例!

DN !

分
L

例(吸烟
!!

例!不吸烟

%,

例% 一线接受第一代
GHIF#K=3

治疗
LC

例!二线

或二线以上接受第一代
GHIF#K3=

治疗
!L

例 %

GHIF !,

外显子
[%.%F

突变
.C

例 #

.J-J]

$!

#$

外

显子
7G[

突变
JL

例#

J.-C]

$

OK5U/A #B

%

'"'

外周血
KL$1<

检测结果

在
#1&

例患者中!共检测到
!%

例
KL$1<

阳性!

L.

例
KL$1<

阴性%

KL$1<

阳性率
!L-!]

#

!%(#1&

$%

()*+,- ! ./+01 234-5-

4T^R*'A; V*'P> @A+A'5>*:+ GHIF#K=3

'AP*P>5+TA _*>`:R> 5Q5*/5U/A >*PPRAP V:'

):/ATR/5' 5PPAPP)A+> ?8W,"&S

D/5P)5 T>784 KL$"< >AP>

?8W,"&S

GHIF!KL$"< +A@5>*QA

?8WL.S

GHIF KL$"< 6:P*>*QA

?8W!%S

ZP*)A'>*+*U >'A5>)A+>

?8W!&S

GVV*T5Ta AQ5/R5>*:+ 5+;

PR'Q*Q5/ 5+5/aP*P?8W!&S

论 著 !&C
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0*121*,.13

456

78-49-)*/6

!:" ;< :%=$

>:" &! &<=<

?-3@-*

A)B- !C !D=&

E-F)B- ;% ;C=;

GHI 2-*J1*F)3+- /,),K/

LM< $: $&=!

! ; :=%

H./,1B189

7@-31+)*+.31F) $! %$=D

7@-31/NK)F1K/ +)*+.31F) ! #=$

I,(-* $ %=;

O?EP!FK,),.13/ Q-J1*- J.*/, 8-3-*),.13 RST ,(-*)29

U%C%P C: CD=D

#$VOU D; DC=:

0*.1* ,*-),F-3,

E.*/, 8-3-*),.13 O?EP!RST )/ J.*/, B.3- ;: ;&=%

E.*/, 8-3-*),.13 O?EP!RST )/ /-+13@ B.3- 1* ,(.*@ B.3- !; !:=!

其中
<$

外显子
VOU

突变的患者检测到
<!

例患者
R;$"A

阳性!

&C

例
R;$"A

阴性"

!<

外显子
U%C%P

突变的患者检测到
<:

例患者

R;$"A

阳性!

D"

例患者
R;$"A

阴性#

R;$"A

阳性率分布在
<$

外显子
VOU

突变和
!<

外

显子
U%C%P

突变患者中差异没有统计学意

义$

0W"=<C;

%&

有
$

例外周血
R;$"A

阴性患者后续进

行了再次活检和组织检测!

&

例在组织中检

测到
R;$"A

突变&

!"#

奥希替尼靶向治疗疗效评估

外周血
R;$"A

阳性患者中有
!&

例接受

了 奥 希 替 尼 靶 向 治 疗 & 其 中
0P <C

例

$

:C=!5

%!

XV :

例 $

!:=<5

%!

0V !

例
4%=;56

&

V'P

为
$<=&5

$

!<Y!&

%!

IPP :C=!5

$

#CY!&

%&

每个患者的病灶变化情况见图
!

$

E.8K*- !

%&

无
&YD

级不良反应发生& 截至
!L#%

年
%

月!

#L

例患者出现疾病进展!

#&

例患者仍在口

服奥希替尼治疗&奥希替尼治疗的中位
0EX

为
#!=C

个月$

$C5'T

'

##=!M#&=%

%&

0EX

曲线

见图
&

$

E.8K*- &

%&

值得注意的是!有
:

例血
R;$LA

阴性的

患者虽未再行二次活检和组织检测!但要求

试用奥希替尼靶向治疗 !

#

例患者获得了

0P

!

#

例
XV

$

0EX

时间超过
C

个月%!其余
D

例无效&

&

讨 论

O?EP!RST

靶向治疗进展后患者常常缺

乏可用的组织进行
O?EP R;$LA

分子评估(

%

)

&

比如骨转移在高达
CL5

的
O?EP

突变的

ZX'U'

中存在! 对于只有骨转移的患者!由

于活检标本脱钙会损害
VZ7

质量! 因此缺

乏可用的组织标本& 其他具有挑战性的情况

包括在疾病进展时肿瘤位置或大小不佳!不

适合活检 (

#D

)

& 据报道至少
!&5

的肺癌患者

在获得性耐药时只得到了有限的* 低质量

的组织供肿瘤基因分析(

:

!

#D

!

#C

)

&

外周血+液体活检,进行
+,VZ7

分析具

有一些潜在的用途!例如'

!

用于肿瘤分子分

$%&'( ) *%+'(,-' ./%0%.1'0,+1,.+ 23 +1456 7%1,'-1+

!

89):#

"

;,<40' ! *'+1 7'0.'-1%<' ./%-<' 302= &%+'(,-' ,- 1%0<'1 ('+,2-

+,>' 320 7%1,'-1+ ?,1/ 7(%+=% $@A:B 72+,1,C' 8DEFE 0'.',C,-<

2+,='01,-,& 1/'0%76G89!#H

;,<40' # I02<0'++,2- 30'' +40C,C%( GI;DJ 320 2+,='01,-,&

1/'0%76G89!#J

:L

DL

!L

L

[!L

[DL

[:L

[%L

[<LL

\
-
/
,
+
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)
3
8
-
J
*
1
F
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/
-
B
.
3
-
.
3
,
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*
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,
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.
1
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/
.
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-
4
5
6

0EX
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析的替代样品!

$

"

#

!

用于监测靶向治疗疗效的潜在动

态标记!

'(

"

#

"

早期检测耐药突变等!

')

$

'%

"

% 在
#

期和
$

期
*+,*

试验的回顾性分析中$ 使用
-.*/012

方

法在中心血试验室分析血
3)$"/

状态$发现奥希替

尼 对 血 浆 中
3)$"/

阳 性 的 患 者 有 等 同 于 组 织

3)$"/

阳性患者的疗效 !

''

"

% 前瞻性的研究提示$根

据
43*5!647

检测血
89:;* 3)$</

结果可以指导奥

希替尼二线治疗
.=>,

突变型
;6?@?

患者的疗效#

在可评估的患者中$血
3)$</

阳性患者奥希替尼的

A,

为
(!BCD

$

(

个月和
#!

个月的
A>6

分别为
((B)D

和
C!D

!

#$

"

% 本研究发现外周血
3)$</

阳性患者接

受奥希替尼治疗的
E,, (CB!D

$

:?, $#B&D

% 作为

比 较 $

*+,*

研 究 的
$

期 扩 展 研 究 提 示 第 一 代

.=>,!3FG

耐药后再活检组织
3)$"/

阳性患者$接

受奥希替尼的
E,, (!D

$

:?, $"D

!

!"

"

% 因此$ 本研

究提示基于
+H9IJ!*,/6

检测方法的血
3)$"/

阳性

患者使用奥希替尼$其疗效与组织标本研究相近%

尽管如此$

3)$"/

检测的金标准仍然是组织标

本% 本研究中$有
$

例血
3)$"/

阴性患者后续进行

了再 次活检和组 织检 测 $

&

例 在 组 织 中 检 测 到

3)$"/

突变%有
(

例血
3)$"/

阴性的患者虽未再行

组织检测$但要求试用奥希替尼靶向治疗$

'

例患者

获得了
A,

$

'

例
6:

&

A>6

时间超过
C

个月'$

!

例患

者均临床获益% 既往研究证明$血
3)$"/

阳性率低

于组织标本检测的阳性率$血检测存在假阴性$因此

对于血检测
3)$"/

阴性的患者$应设法再次行组织

活检!

'"

"

%血
3)$"/

阳性率显著低于组织标本检测的

阳性率的原因可能有(

%

组织标本中肿瘤细胞
:;*

含量比血浆多#

!

血液中
8K:;*

来源于部分肿瘤细

胞坏死释放$ 并非与肿瘤组织的生物学信息完全一

致#

"

组织标本和血标本采用了同一检测方法#如果

血液标本采用敏感性更高的方法$ 可能使血标本阳

性率得到提升%

本研究表明采用
+H9IJ!*,/6

方法 $ 第一代

.=>,!3FG

获得性耐药的患者血浆
3)$"/

阳性率为

!)B!D

% 本研究血检测
3)$"/

阳性率与其他一些方

法的血检测结果相近$ 比如日本西部肿瘤学小组

LME= %"'N@3,

研究采用
OOA?,

检测方法发现第

一代
.=>,!3FG

耐药患者血
.=>, 3)$</

阳性率为

!%B%D

!

'&

"

%另一项研究用
68PIQ0P1 *,/6

方法检测提

示吉非替尼或厄洛替尼耐药患者血
3)$</

阳性率

为
NCB!DR'$SN!T

$高于本研究的阳性率 !

'!

"

% 因此$我

们认为需要进一步的研究将
+H9IJ!*,/6

方法与其

他血液
3)$</

检测方法同时比较$才能更好阐明它

们之间的阳性率差异%

综上所述$ 对第一代
.=>,!3FG

耐药后未能再

次 行 组 织 活 检 的 患 者 $

+H9IJ!*,/6

方 法 检 测 血

3)$</

阳性可预测奥希替尼疗效%血
3)$</

检测阴

性的患者建议再次取组织进行
3)$</

检测以排除

假阴性 % 组织检测是
3)$</

检测的金标准 $血

3)$</

检测可作为补充%
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