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· 临 床 研 究 ·

AMSS-PCR在肺癌突变基因检测中的
价值研究

金柯  谢绚  潘越江  王科喜  陈柏深 吴多光  沈卓坚  王铭辉  张惠忠

【摘要】 背景与目的  肺癌驱动基因检测具有重要意义，目前检测方法多样，临床适用性有差异。本研究

旨在比较基于扩增阻碍突变系统-聚合酶链反应（Amplification Refractory Mutation System-polymerase chain reaction, 

ARMS-PCR）技术的试剂盒与一代测序及ARMS-qPCR检测肺癌突变基因的敏感性和特异性，探究突变位点特异扩

增法（Amplification Mutation Specific System, AMSS）-PCR技术在肺癌突变基因检测中的应用价值。方法  对前期已行

ARMS-PCR检测的肿瘤标本进行一代测序及试剂盒检测，比较各种方法的检测结果，并对检测结果进行统计学分

析。结果  本研究共收集了309例肺癌标本。试剂盒与一代测序符合率97.41%，ARMS-PCR的符合率97.73%。试剂盒

与一代测序、试剂盒与实时定量聚合酶链反应（quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR）、qPCR与一代

测序一致性检验的Kappa值分别为0.946、0.953、0.913。试剂盒以一代测序为参照的受试者工作特征曲线（receiver 

operating characteristic curve, ROC）曲线下面积为0.976，以qPCR为参照的ROC曲线下面积为0.975。结论  AMSS-

qPCR技术能够有效检测肺癌突变基因，具有较好的临床应用价值。
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【Abstract】 Background and objective  The detection of driver oncogenes of lung cancer is of great importance. 
There are various gene detection techniques nowadays which are different from each other. We carried out this study to inves-
tigate the specificity and sensitivity of assay panels based on an Amplification Refractory Mutation System-polymerase chain 
reaction (ARMS-PCR) technique of Amplification Mutation Specific System (AMSS) in detection of lung cancer gene muta-
tion. To estimate the applicable value of assay panels in clinical settings. Methods  We collected cancer tissue specimens or fluid 
specimens from 309 patients. Mutation results were presented for those samples previously detected by ARMS-PCR. In com-
parison, we carried out AMSS-PCR using (epidermal growth factor receptor, EGFR) assay panel and Six-Alliance assay panel as 
well as Sanger sequencing. Software SPSS 22.0 (SPSS IBM) was used for statistical analysis. Results  The rates of consistency 
between the results by assay panels and Sanger sequencing or ARMS-PCR were 97.41% and 97.73%, respectively. Besides, 
EGFR assay panel had higher consistency rates with other detection methods than Six-Alliance assay panel. As for consistency 
test, the Kappa values of assay panels with Sanger sequencing, assay panels with ARMS-PCR, and ARMS-PCR with Sanger se-
quencing were 0.946, 0.953, and 0.913, respectively. The receiver operating characteristic curve (ROC) area under curve (AUC) 
of assay panels was 0.976 referring to Sanger sequencing, and 0.975 as ARMS-PCR was referred to. Conclusion  AMSS-PCR 
can make an optimal cancer gene mutation detection method for clinical settings.
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我国肺癌发病率高，国家癌症中心2017年的统计报

告显示，全国恶性肿瘤发病第1位的是肺癌，每年新发病

例约78.1万，肺癌致死率高，我国每年约59.1万人死于肺

癌[1]。

近几十年来，随着对肺癌基因学及分子生物学研究的

深入，出现了多种类型效果良好的靶向药物[2]。这些靶向

药物主要针对EGFR、BRAF、HER2等点突变基因，FGFR、

MET扩增以及A LK、ROS1、R ET等重排基因变异[3,4]。靶

向药物对携带敏感突变基因的患者具有良好的抗肿瘤效

果，因此，基因检测在肺癌诊断与治疗中的应用越来越

广泛。

基因检测方法多样[5]，包括：一代测序（也称为Sanger

测序）、二代测序、实时定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qPCR）等，qPCR又可

分为普通探针、小沟结合（minor groove binder, MGB）探

针、扩增阻碍突变系统（Amplification Refractory Mutation 

System, A R MS）-PCR等多种类型。突变位点特异扩增法

（Amplification Mutation Specific System, AMSS）-PCR利用

突变碱基及特殊修饰的TaqMan探针，使得突变型有荧光

信号，而野生型没有荧光信号。该方法仅用待检样本形

成的检测曲线，即可直观判读定性结果，最大限度地减

少了误判风险。AMSS-PCR是一种新型的高敏感、高特

异性的突变基因检测方法。目前尚无研究报道该检测方

法在实际检测中的效用。本研究通过对比Sanger测序、

传统ARMS-PCR以及AMSS-PCR在肿瘤突变基因检测中的

敏感性、特异性等指标，明确AMSS-PCR在肺癌突变基

因检测中的实用价值。

1    材料与方法

2017年1月-2018年5月间收集309例肺癌患者组织或

体液标本，分别用试剂盒及一代测序进行突变基因检

测，并与患者前期所测Ct（cycle threshold）值的ARMS-

PCR结果进行比较。利用SPSS 22.0分析数据，对不同检

测方法进行一致性Kappa检验，绘制分别以一代测序及

ARMS-PCR为参照的试剂盒ROC，进一步明确试剂盒检

测的敏感性和特异性。

试 剂 盒 ： E G F R 试 剂 盒 （ 可 检 测 包 括 1 9 D E L 、

L858R、T790M、20ins、C797S等在内的大部分已知EGFR

突变）；六联试剂盒（可检测KRAS、BRAF、ALK融合、

ROS1融合、MET、HER2基因的主要突变）。 

试剂盒采用AMSS-PCR，利用突变碱基及特殊修饰

的Taqman探针，使得突变型有荧光信号，而野生型无荧

光信号。

两种试剂盒均来自上海桐树生物科技有限公司。

2    结果

2.1  患者基本情况、标本类型、病理诊断  详见表1。结

果显示，309例患者中男性196例，占63.43%；女性113

例，占36.57%。患者年龄范围为23岁-84岁，中位年龄

为63岁。所测基因突变306例来源于组织标本，液体标

本共3例，其中2例为胸腔积液，1例为静脉血。病理类

型信息显示，以非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 

NSCLC）为主，占所有病理诊断的94.82%，其中肺鳞状

细胞癌占所有病理类型的23.30%，肺腺癌占70.23%。

2.2  测序结果  根据患者前期ARMS-PCR检测结果，分别

用EGFR试剂盒或六联试剂盒验证突变基因，同时进行一

代测序，以便分析比较检测结果。试剂盒与一代测序、

ARMS-PCR检测结果之间的符合率及详细符合情况分别

见表2、表3。结果显示：试剂盒与一代测序及ARMS-

PCR有极高的符合率。两种试剂盒比较，EGFR试剂盒与

其他三种测序方法的符合情况优于六联试剂盒。试剂盒

与一代测序符合情况优于ARMS-PCR与一代测序。

2 .3  三组检测方法的一致性  对三组方法的检测结果进

行了一致性Kappa检验，结果显示：两种试剂盒与一代测

序Kappa值为0.946，两种试剂盒与AR MS-PCRKappa值为

0.953，ARMS-PCR与一代测序Kappa值为0.913。Kappa值≥

0.75显示一致性良好，本研究中，三类检验方法一致性均良

好。其中，试剂盒与一代测序及AR MS-PCR的一致性均优

于ARMS-PCR与一代测序的一致性。

2.4  试剂盒检测的敏感性及特异性  分别以一代测序及

ARMS-PCR为参照，绘制试剂盒受试者工作特征曲线

（receiver operating characteristic curve, ROC）并计算曲线

下面积（area under curve, AUC），结果见图1。ROC曲线

结果显示：无论以作为金标准的一代测序，还是以敏感

性较高ARMS-PCR为参照，试剂盒检测均有极高的敏感

性与特异性。ROC AUC≥0.9时，说明准确性高。本研究

中，试剂盒与一代测序ROC的AUC为0.976，试剂盒与

ARMS-PCR ROC的AUC为0.975，准确性良好。

3    讨论

一代测序，又称Sanger测序，1977年由Frederick 
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表 1 患者基本信息

Tab 1  The baseline information of cases involved

Number (n=309) Proportion

Gender

      Male 196 63.43%

      Female 113 36.57%

Age (range, yr) 23-84

Types of samples

     Fresh tissue 273 88.35%

     Paraffin-embedded tissue 22 7.12%

     Aspiration biopy 11 3.56%

     Pleural effusion 2 0.65%

     Venous blood 1 0.32%

Histological type

      Non-small cell lung cancer 293 94.82%

Squamous cell cancer 72 23.30%

Adenocarcinoma 217 70.23%

Large cell carcinoma 3 0.97%

Adenosquamous carcinoma 1 0.32%

      Small cell lung carcinoma 4 1.29%

      Carcinoid tumor 1 0.32%

      Undefined 11 3.56%

表 2  试剂盒与一代测序以及ARMS-PCR测序结果符合情况

Tab 2  The comparison of detection results between assay panels and Sanger sequencing or ARMS-PCR

Sanger sequencing ARMS-PCR

Positive Negative Consistency rate (%) Positive Negative Consistency rate (%)

EGFR assay panel Positive 77 2 98.33 79 0 98.89

Negative 1 100 2 99

Six-alliance assay panel Positive 43 4 96.12 45 2 96.12

Negative 1 81 3 79

Total Positive 120 6 97.41 124 2 97.73

Negative 2 181 5 178

ARMS-PCR: Amplification Refractory Mutation System-polymerase chain reaction; EGFR: epidermal growth factor receptor.

表 3  ARMS-PCR与一代测序基因检测结果符合情况

Tab 3  The comparison of detection results between Sanger sequencing and ARMS-PCR

Sanger sequencing

Positive Negative Consistency rate (%)

ARMS-PCR Positive 119 10 95.79

Negative 3 177
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Sanger研发而成，是基于链终止的DNA测序方法。该方

法以目标DNA单链为模板，在DNA多聚酶的催化下，合

成新链，当荧光标记的双脱氧核苷酸被选择性地合成到

新链上时，新链合成终止，从而得到一系列长度不等的

DNA片段，再进行电泳，从而完成DNA测序[6]。迄今为

止，Sanger测序仍然是基因测序的金标准，所有其他测

序方法都以Sanger测序做参照。Sanger测序虽然是基因测

序的金标准，但也有其局限性，包括：测序效率低，成

本高，不能实现短时间内完成大量测序。

qPCR是利用PCR反应检测靶基因的一种检测方法。

该检测需要加入靶基因特异性引物，检测过程或掺入

一种双链DNA特异性染料，或利用5’-3’核酸外切酶释放

Taqman FRET（荧光共振能量转移）探针。20世纪90年

代初，qPCR技术迅速发展，利用该项技术可以进行基因

分型、基因表达分析、拷贝数变异检测以及病原体检测

等多方面检测，因此，在临床与研究机构应用广泛[7-10]。

qPCR因其高敏感性及特异性，被美国食品药品管理监督

总局（Food and Drug Administration, FDA）批准为多种临

床基因检测的金标准。李永文等[11]研究也证明，与一代

测序相比，qPCR更适用于临床检测。

A MSS -PCR基于AR MS、MGB探针以及荧光PCR

技术，实现样本DNA和RNA中EGFR、KRAS、BRAF、

HER2、MET、ALK、ROS1基因突变检测。

ARMS又称等位基因特异性扩增（al leles specif ic 

amplification, ASA）。利用PCR引物的3’端末位碱基必须

与其模板DNA互补才能有效扩增的原理，设计等位基

因特异性 PCR扩增引物，在严格的条件下，只有在引物

3’碱基与模板配对时才能出现PCR扩增带，从而检测出

突变。ARMS-PCR是一种高敏感性、高特异性、低成本

的突变检测方法[12]。ARMS-PCR还有一个比较显著的优

势，就是该项检测设计扩增的DNA片段比普通DNA片段

长，不管突变状态如何，突变位点两侧的共同区域都可

以被扩增成独立的片段。这些扩增出来的独立片段是相

同的，可用做DNA模板质量内参，对PCR反应也有潜在

的抑制作用[13]。

ARMS-PCR比直接测序有更高的敏感性。一般来

说，直接测序需要标本中突变的肿瘤细胞数目占可检测

的所有肿瘤细胞数目的20%以上[14,15]，而ARMS-PCR因为

使用特异性探针扩增相应的突变序列，标本中突变的肿

瘤细胞数目达可检测的所有肿瘤细胞数目的1%即可检测

出突变[16]。ARMS-PCR的局限性在于，这种检测方法只

能用于已知突变的检测，而如果已知突变占所检测位点

的绝大部分（如EGFR，已知常见突变占所有突变的95%

以上）[17]，这一局限性就无足轻重了。
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图 1  试剂盒检测与一代测序及ARMS-PCR的ROC。A：以一代测序为参照的试剂盒ROC；B：以ARMS-PCR为参照的试剂盒ROC。

Fig 1  ROC for detection results of assay panels referring to Sanger sequencing and ARMS-PCR. A: ROC of assay panels refer to Sanger sequencing 

(AUC: 0.976); B: ROC of assay panels refer to ARMS-PCR (AUC: 0.975). ROC: receiver operating characteristic curve. AUC: area under curve.
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qPCR所用探针不同，检测结果也有差异。Taqman

探针两端分别带有荧光基团和荧光淬灭基团，在正常状

态下，探针上的荧光被淬灭，不发出荧光。开始进行

PCR扩增后，探针被PCR酶水解，淬灭基团与荧光基团

分离，荧光信号释放出来，然后根据荧光信号强度确认

PCR扩增合成的DNA的量。而MGB探针的淬灭基团采用

非荧光淬灭基团（non-fluorescent quencher），本身不产

生荧光，可以大大降低本底信号的强度[18]。同时，探针

上还连接有MGB修饰基团，可以将探针的Tm值提高10 °C

左右。因此，为了获得同样的Tm值，MGB探针可以比普

通TaqMan探针设计得更短，既降低了合成成本，也使得

探针设计的成功率大幅提高，在模板的DNA碱基组成不

理想的情况下，短的探针比长的更容易设计。

本研究中的试剂盒基于ARMS-PCR以及高效一步法

逆转录PCR技术，依据引物和探针与突变位点的完全配

对，抑制野生型模板的扩增，FAM荧光从而实现EGFR、

KRAS、BRAF、HER2、MET、ALK、ROS1基因突变的实

时检测；另外每一突变检测反应管中还含有检测人类基

因保守区域的引物和HEX标记的荧光探针，作为内控用

于监控样本DNA和RNA有无正确加入和PCR扩增过程有

无异常。本研究采用试剂盒检测，突变型有荧光信号，

野生型无荧光信号，与常规ARMS-PCR不同，无须通过

Ct值大小确定检测结果，只要扩增曲线有抬高，即认定

为检测结果阳性，降低了误判风险。

研 究 结 果 显 示 ， 试 剂 盒 与 一 代 测 序 及 测 C t 值 的

ARMS-PCR的符合率高于ARMS-PCR与一代测序的符合

率。两种试剂盒比较，EGFR试剂盒与其他三种测序方法

的符合情况优于六联试剂盒，考虑与六联试剂盒所检测

的基因种类多，只能覆盖各基因的主要突变类型有关。

Kappa一致性检验及ROC结果显示，试剂盒检测的敏感性

及特异性与一代测序及ARMS-PCR测序相当。

基于AMSS-PCR的试剂盒检测方便、快捷，检测结

果可靠，与一代测序特异性相当，敏感性高于一代测

序；与通过Ct值判定检测结果的ARMS-PCR的敏感性相

当，特异性优于高敏感性检测，是适合于临床推广的基

因检测方法。
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新书预告：介入呼吸内镜并发症及处理（预计2018年底正式出版！）

新书预告-内容简介

由煤炭总医院王洪武教授联合国内外多位介入肺脏医学领域的

专家撰写的《介入呼吸内镜并发症及处理》一书，近期将由人民卫

生出版社出版发行。该书由中华医学会呼吸病学分会主任委员陈荣

昌教授亲自做序，并给予高度评价。这是国内外首部关注呼吸介入

并发症的书，特别值得期待。

全书共分五篇，前两篇重点介绍支气管镜诊治过程中发生的并

发症及防治措施；第三篇重点介绍呼吸内镜介入过程中对内镜设备

的损伤情况及如何维护；第四篇重点介绍因呼吸内镜清洗消毒不规

范造成交叉感染的预防及处理；第五篇则重点介绍介入呼吸内镜医

护人员发生职业损伤的情况及防治。

本书认真总结了各种呼吸内镜介入操作可能发生的并发症及其

防治策略，同时涵盖了呼吸内镜介入操作过程中对内镜的损伤以及对医护人员的职业危害等临床实践中需要关注的问题，无论是对临床

一线工作的医务人员还是专注于呼吸介入治疗研究探索的专家学者，都是非常有益的参考书。

新书抢先看

王洪武，主任医师，现任煤炭总医院副院长，学术委员会主任委员，首席专家，兼呼吸内科主任、肿瘤内科主任及职业病科主任。

硕士研究生导师，2002年享受国务院政府特贴。北京健康促进会呼吸及肿瘤介入诊疗联盟主席、中国抗癌协会光动力治疗分会主任委

员、国家卫健委呼吸内镜专家委员会委员、中国研究型医院学会常务理事、中华医学会呼吸分会介入治疗学组常委等。

从事呼吸系统疾病及肿瘤研究30余年，特别擅长肺结节病、肺癌、肝癌、食管癌、前列腺癌等方面的诊治；在国内率先开展了多项

肿瘤微创靶向治疗技术，特别是在呼吸内镜的应用和影像引导下的介入治疗方面有很深的造诣。

在国内外发表论文200余篇，参编专著近20部，主编专著15部，其中《肿瘤微创治疗技术》、《电子支气管的临床应用》、《肿瘤

超低温冷冻治疗》、《癌性疼痛的综合治疗》、《支气管镜介入治疗》等已成为相关领域的重要参考工具书。

· 消 息 ·
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