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Abstract:Objective暋c灢METgeneamplificationwasregardedasoneofthemainresistancemecha灢
nismsinnon灢small灢celllungcancer(NSCLC)treatedwithtyrosinekinaseinhibitors(TKIs,gefitinib
anderlotinib).Thestudywastoevaluatethedifferenceofc灢METgeneamplificationbetweenTKI灢
na昮veNSCLCcohortandpatientsresistanttoEGFRTKIs.Methods暋Thebaselinegroupincluded55
TKI灢na昮veNSCLCpatientsandtheirtumorspecimenswereobtainedviathelungresection.There灢
sistantgroupincluded23TKIsresistantpatientsafterfirst灢lineTKIsmonotherapy.Fivetumorsam灢
pleswerecollectedfromtheprimarycancerviatheresection,andninesampleswerefrom metastatic
sitesviatheresection,andtherestwereobtainedbycoreneedlebiopsyoftheprimarytumors.Allthe
tumortissueswerestoredat-80曟foruse.GenomicDNAwasextractedfromtumortissuesafterse灢
lectionbylasermicrodissection.Copynumbersofc灢METgenewereassessedbyquantitativereal灢time
PCR.Results暋c灢METgeneamplificationwasnotrelatedtoclinicopathologiccharacteristicsbothin
thebaselinegroupandtheresistantgroup.Theprevalenceofc灢METamplificationinbaselinegroup
was5.5% (3/55),whichwaslowerthantherateinTKIsresistantgroup(P=0.045,Fisher狆sexact
test).InsevenpairsofthetumorsamplesbeforeandafterTKIstreatment,c灢METgenewasnotam灢
plifiedinpre灢treatmentsamples,whereasthec灢METgeneamplificationwasfoundintwocasesafter
TKIstreatment.Conclusion暋Clinicopathologiccharacteristicsmaynotpredictc灢METamplification.
IntheTKI灢na昮veNSCLCpatients,c灢METamplificationisaccidental.Butthegeneisamplifiedinpart
ofNSCLCpatientswhentreatedwithEGFRTKIs.
Keywords:NSCLC;c灢MET;Geneamplification;Resistance
摘暋要:目的暋c灢MET基因扩增是非小细胞肺癌对 EGFRTKIs(吉非替尼或厄罗替尼)产生耐药的

主要机制之一。本研究探讨没有接受 TKIs治疗与 TKIs治疗后耐药的 NSCLC中c灢MET基因的扩

增是否存在差异。方法暋获得55例术后非小细胞肺癌(NSCLC)的肿瘤组织(基线组)以及23例对

TKIs耐药的肿瘤组织(耐药组)后,通过激光显微切割筛选癌细胞后提取基因组 DNA,实时荧光定

量PCRTaqMan探针法检测所有标本的c灢MET基因的拷贝数。结果暋1.基线组和耐药组的临床病

理特征均与c灢MET基因的扩增无关。2.基线组中c灢MET基因扩增阳性率为5.5% (3/55);耐药组

的c灢MET基因扩 增 阳 性 率 为 21.7% (5/23)。两 组 之 间 有 统 计 学 差 异(Fisher精 确 概 率 法,P=
0.045)。3.在7例获得TKI治疗前后肿瘤组织的 NSCLC中,TKI治疗前没有出现c灢MET的基因扩

增,TKI治疗后有2例患者出现了c灢MET 的基因扩增(2/7)。TKI治疗前后的c灢MET 基因扩增差

异无统计学意义。结论暋NSCLC的临床病理特征不能预测c灢MET 基因扩增;在没有接受 EGFR
TKIs治疗的 NSCLC中,c灢MET 基因扩

增仅为少见事件。但经过吉非替尼或厄

罗替尼治疗后出现耐药情况 NSCLC中,

部分患者的c灢MET基因出现扩增。
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0暋引言

人类c灢MET基因位于第7号染色体7q31区,
其编码的c灢MET受体是肝细胞生长因子(Hepato灢
cytegrowthfactor,HGF)的特异性受体,属于酪氨

酸激酶型受体,在肝、肾和肺等几种上皮来源的肿瘤

均有表达[1]。HGF与c灢MET受体结合后激活受体

发生自身磷酸化,引起多种底物蛋白磷酸化和细胞

内一系列信号转导,激活PI3K/Akt及 Mek/erk等

信号通路,促进肿瘤细胞的生长、侵袭和转移[2灢4]。

c灢MET基因是非小细胞肺癌(Non灢smallcelllung
cancer,NSCLC)的预后因素之一;c灢MET基因高表

达则预后不佳[5灢6]。c灢MET 基因在 NSCLC中的扩

增研究是新近的热点。
为探讨 NSCLC人群中c灢MET 基因的扩增情

况,我们拟用实时定量PCR(Quantitativereal灢time
PCR)方法对使用 TKIs治疗前及治疗后产生耐药

的 NSCLC的肿瘤组织进行检测,为探讨 TKI耐药

机制提供依据。

1暋材料与方法

1.1暋临床资料

组织标本均来自广东省肺癌研究所组织库,包
括2005年1月—2007年12月55例术后肺癌原发

灶与相应的正常肺组织,以及使用吉非替尼或厄罗

替尼治疗后产生耐药的患者肿瘤组织23例。耐药

组的肿瘤组织标本来源:5例来自原发灶切除术,9
例来自转移灶切除术,9例来源于经皮肺穿刺术。
获得组织后立即置入液氮速冻,然后于灢80曟组织库

保存备用。所有患者均知情同意并签署知情同意

书。

1.2暋方法

1.2.1暋激光显微切割暋参考文献的方法[7灢8],组织

标本用 OCT(sakuratissue灢tekOCTcompound)包
埋,5毺m 连续冷冻切片,贴于激光显微切割专用薄

膜载片上,快速苏木精染色,打开切割系统(Laser
microdissection,LeicaASLMDSystem,UK),在
病理科医生的协助下确定病灶位置,每个组织标本

获取癌细胞或正常细胞200~400个,细胞汇集到

0.2ml离心管内。

1.2.2暋基因组DNA的抽提暋采用微量DNA提取

试剂盒 (Qiagen,CatalogNo.56304,France),按说

明书进行。

1.2.3暋RealtimePCR Taqman 探针法检测 c灢
MET基因拷贝数

(1)引物和探针:根据 GeneBank 的序列,采用

PrimerExpress2.0软件对目标基因c灢MET (NC灢

000007)和内参基因Line灢1进行引物及 TaqMan探

针设计。c灢MET 基因上游引物序列:5曚灢CCCCA灢
CAATCATACTGCTGACA灢3曚,下游引物序列:5曚灢
GTTGATGAACCGGTCCTTTACAG灢3曚,探针序

列:5曚灢FAM灢 CACAGATAGAAGAGCCCAGC灢
CAGTGTCCT灢TAMARA灢3曚;内参基因Line灢1上

游引物序列:5曚灢TGCTTTGAATGCGTCC灢3曚,下
游引物序列:5曚灢AAAGCCGCTCAACTACAT灢3曚,
探针序列:5曚灢FAM灢AGATTCTGGTATGTTGT灢
GTCTTTGTTCTCGTTG灢TAMARA灢3曚。

(2)标准品的制备:取 A549细胞株提取 DNA,
按pGEM灢TEasy(Promega)的说明书方法构建质

粒标准品,测序验证标准品连接序列的正确性。通

过D260nm 值,计算标准品的拷贝数,按照所需浓度

稀释成工作液。
(3)荧光定量检测:栙将质粒标准品倍比稀释成

6个浓度:c灢MET:107~102,内参基因Line灢1:109~
104,制作标准曲线。通过标准曲线,计算待测样品

的拷贝数。待测样品重复检测三次。栚Realtime
PCR 反 应 体 系:TaqMan Universal MasterMix
(2x)12.5毺l,10毺Msenseprimer0.8毺l,10毺Man灢
tisenseprimer0.8毺l,5毺M TaqManProbe0.8毺l,
模板DNA1毺l,无菌水6.6毺l。栛反应条件:去除

UNG酶2mins50曟;聚合酶的活化10min95曟 ;

PCR扩增(40个循环);15s95曟,60s60曟。反应在

ABIPRISM7000SequenceDetector中进行。栜每

次反应分别设置阳性对照(HCC827 GR 细胞系

DNA),阴性对照(HCC827细胞系 DNA)和 NTC
(无模板对照)。

(4)结果判读:取三次独立实验(c灢MET/Line灢
1)比值的均值作为分析数据,按照Beau灢Faller等的

统计方法[9],55例术后正常肺组织的煀x暲s作为判

定的临界值。在临界值以上的肿瘤标本判定为c灢
MET基因扩增阳性;等于或小于临界值则判定为

阴性。

1.3暋统计学方法

SPSS11.0统计软件分析数据,采用氈
2 检验或

Fisher精确概率法或配对资料t检验进行分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋微切割DNA的提取

通过测定 DNA 的OD260/OD280值和琼脂糖电

泳的方法确定DNA的质量,电泳图显示DNA必须

完整,没有降解,见图1;OD260/OD280的比值必须在

1.8~1.9之间。不合格的 DNA 弃掉重提,合格的
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DNA才进行下游的检测。

暋暋Lane1~7:thelasermicrodssectionDNAofthe
sample8~14

图1暋微切割DNA琼脂糖(1.0%)电泳图

Figure1暋Theagarosegelelectrophoresis(1.0%)pattern
ofthelasermicrodissectionDNA

2.2暋c灢MET基因扩增与临床病理特征的关系

统计结果显示,无论是基线组(55例非 TKIs治

疗的 NSCLC 肿瘤组织)还是耐药组 (23 例使用

TKIs治疗后出现耐药的 NSCLC 肿瘤组织),c灢
MET基因扩增与性别、年龄、抽烟情况、组织分型、
分化程度和 TNM 分期等的临床病理特征均无显著

关系(P>0.05),见表1、2。

表1暋基线组c灢MET扩增与临床病理特征

Table1暋Correlationbetweenc灢METgeneamplificationand

clinicopathologicfeaturesinBaseLineGroup

Characteristic n
c灢MET
(+)

c灢MET
(-)

Positive
rate(%)P*

Age(years)
暋曑60 23 2 21 8.7
暋>60 32 1 31 3.1 0.565
Gender
暋Male 33 2 31 6.1
暋Female 22 1 21 4.5 1
Smokingstatus
暋Smoker 31 2 29 6.5
暋Non灢smoker 24 1 23 4.2 1
Histology
暋Adenocarcinoma 39 2 37 5.1
暋Non灢adenocarcinoma16 1 15 6.3 1
TNMstaging
暋栺+栻 46 2 44 6.5
暋栿A+栿B 9 1 8 11.1 0.421

暋Note:*P:c灢Met(+)compared withc灢Met(-)within

subgroup(Fisherexacttest)

2.3暋基线组与继发耐药组的c灢MET基因扩增

本研究用同样的方法分别检测了两组 NSCLC
肿瘤组织中c灢MET的基因扩增:基线组(代表非继

发耐药组的c灢MET基因扩增的原始状况)和继发耐

药组。来自肺腺癌亲代细胞株 HCC827及吉非替

尼诱导的耐药克隆 HCC827GR的基因组 DNA 分

别用作阴性对照及阳性对照[10]。结果显示:基线组

中c灢MET基因扩增阳性率为5.5% (3/55);耐药组

的c灢MET基因扩增阳性率为21.7% (5/23)。两组

之间有统计学差异(Fisher精确概率法,P=0.045)。
表2暋耐药组c灢MET扩增与临床病理特征

Table2暋Correlationbetweenc灢METgeneamplificationand
clinicopathologicfeaturesinTKI灢ResistantGroup

Characteristic n
c灢MET
(+)

c灢MET
(-)

Positive
rate(%)P*

Age(years)
暋曑60 18 4 14 22.2
暋>60 5 1 4 20.0 1
Gender
暋Male 14 4 10 28.6
暋Female 9 1 8 11.1 0.611
Smokingstatus
暋Smoker 4 2 2 50.0
暋Non灢smoker 19 3 16 15.8 0.194
Histology
暋Adenocarcinoma 21 4 17 19.0

暋Squamouscell
暋carcinoma

2 1 1 50.0 0.395

Firstlinetherapy
暋Chemotherapy 17 2 15 11.8
暋EGFR灢TKI 6 3 3 50.0 0.089
SiteofbiopsyofTKI
暋Primarylesion 9 2 7 22.2
暋Metastaticlesion 14 3 11 21.4 1

暋Note:*P:c灢Met(+)compared withc灢Met(-)within
subgroup(Fisherexacttest)

2.4暋继发耐药组中7对成对组织的c灢MET基因扩增

本研究分别检测了7 例 NSCLC 患者在进行

TKI治疗前的肿瘤组织和经 TKI治疗后出现耐药

的肿瘤组织的c灢MET 基因扩增。结果显示:TKI
治疗前没有出现c灢MET 的基因扩增,TKI治疗后

有2例患者出现了c灢MET 的基因扩增,阳性率为

28.6%(2/7)。TKI治疗前后的c灢MET 基因扩增

差异没有统计学意义(配对资料t检验:P=0.383)

3暋讨论

目前对使用 TKI治疗的 NSCLC观察发现,产
生继发性耐药的患者仅有部分是因为出现 T790M
突变,部分患者耐药的分子机制尚不清楚。国外

Engelman等[10]发现,对吉非替尼(Gefitinib,Ires灢
sa)敏感的细胞株 HCC827(EGFR19外显子缺失突

变的肺腺癌)在长时间吉非替尼诱导后,产生的耐药

株 HCC827GR中c灢MET基因扩增5~10倍。研究

证明c灢MET 基因扩增后激活 MET/ERBB3/PI3K
信号通路,导致肺癌对吉非替尼耐药。通过 RNA
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干扰抑制c灢MET的信号通路后,可恢复耐药细胞株

对吉非替尼的敏感性。Beau灢Faller等[9]研究耐药

后的肿瘤标本中发现22%(4/18)有c灢MET基因扩

增,但在吉非替尼或厄罗替尼(Erlotinib,Tarceva)
治疗前的 NSCLC中未能检测到c灢MET基因扩增。

c灢MET与肺癌的关系非常密切。研究[11灢13]表

明,40.9%~60%的 NSCLC组织中表达c灢MET蛋

白;52%~75.5%的肺癌组织中c灢MET mRNA 的

表达增高。c灢MET介导的信号通路与 EGFR的信

号通路存在交叉,对肺癌发生发展过程有重要意

义[14]。新近 的 研 究 更 显 示,c灢MET 基 因 扩 增 是

NSCLC对 TKIs产生继发耐药的重要机制之一。
本研究结果显示,c灢MET 基因扩增与性别、吸

烟史、组织分型等临床特点 无 关,与 Beau灢Faller
等[9]的研究结果一致。本研究的基线组即没有接受

TKIs治疗的 NSCLC中,c灢MET 基因扩增仅是一

少见事件(5.5%);但耐药组即 TKIs治疗一段时间

并产 生 继 发 耐 药 的 NSCLC 中,约 有 五 分 之 一

(21.7%)的病例会出现c灢MET的基因扩增,这一结

果与Engelman或 Bean等的报道亦相同[10,15]。因

此可提示c灢MET基因扩增可能是维持肿瘤细胞继

续生长的因素之一;在 NSCLC中,c灢MET 基因主

要在EGFR通路被阻断后才出现扩增,从而起到信

号代偿作用。
比较 TKI治疗前后的c灢MET基因扩增结果显

示,在治疗前没有c灢MET基因扩增的7例 NSCLC
中,经 TKI治疗一段时间后出现耐药,有2例患者

出现了c灢MET基因扩增。这与Beau灢Faller等[9]的

研究结果也一致。但 TKI治疗前后的c灢MET基因

扩增差异没有统计学意义,这可能是由于本研究所

收到的配对的病例数太少,尚不能形成主要趋势。
综上所述,NSCLC临床病理特征与c灢MET 基

因扩增 无 关。在 没 有 接 受 EGFR TKIs 治 疗 的

NSCLC中,c灢MET 基因扩增比较少见。但经过吉

非替尼或厄罗替尼治疗后,部分患者的c灢MET基因

出现扩增,代偿生长信号及维持肿瘤细胞存活。
(致谢:感谢 PasiA.Janne教授(DanaFarber

CancerInstitute,Boston,MA,USA)提供的细胞

株 DNA 样品及宝贵意见。)
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