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结直肠癌患者Ｋｒａｓ基因突变的表达及临床意义研究
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　　摘　要：目的　检测结直肠癌患者外周血血浆游离ＤＮＡＫｒａｓ基因突变并探讨其临床意义。方法　提取２１２例结直肠癌患

者血浆游离ＤＮＡ并以Ｇｌｏｂｉｎ基因确定其存在，通过ＲＥＰＣＲ检测Ｋｒａｓ基因突变，并与病理组织学检查结果进行比对分析。结

果　２１２例患者血浆游离 ＤＮＡ均提取成功，１０６例健康对照组均为阴性。２１２例患者中３４例患者血浆游离 Ｋｒａｓ突变阳性

（１６．００％），３３例患者病理活检标本阳性（１５．５７％），二者比较差异无统计学意义（χ
２＝２．３１，犘＝０．３１）。共发现１２密码子的两种

突变方式，即ＧＧＴ突变为ＧＡＴ和ＧＧＴ突变为ＧＴＴ。Ｋｒａｓ基因突变与肿瘤的部位（结肠、直肠、弥散分布）无明显关系（χ
２＝

３．３４，犘＝０．６１）；与结直肠癌分化程度（高、中、低）无明显关系（χ
２＝２．３８，犘＝０．２９）；与结直肠癌病理分期（Ｄｕｋｅｓ分期）无明显关

系（χ
２＝２．８４，犘＝０．３８）；与结直肠癌有无淋巴结转移无明显关系（χ

２＝０．９８，犘＝０．３７）；与结直肠癌患者年龄无明显关系（χ
２＝

１．８６，犘＝０．３９）。结论　结直肠癌患者血浆中可以检测出肿瘤源性的血浆游离ＤＮＡ；结直肠癌患者血浆游离ＤＮＡＫｒａｓ基因突

变的检测简单、方便、相对无创，与病理活检标本的检测具有相同的临床意义。
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ｓｅｓ，３４ｃａｓｅｓｓｈｏｗｅｄＫｒａｓｍｕｔａｔｉｏｎ（１６．００％）ｉｎｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ａｎｄ３３ｃａｓｅｓｓｈｏｗｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｂｉｏｐｓｙｓａｍｐｌｅｓＤＮＡ
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ｔｕｍｏｒｓ′ｐｏｓｉｔｉｏｎ（χ
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２＝２．３８，犘＝０．２９）；ｔｏＤｕｋｅｓｓｔａｇｉｎｇ（χ
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ｌｙｍｐｈｏｉｄｎｏｄｅｓ′ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（χ
２＝０．９８，犘＝０．３７）；ｔｏａｇｅ（χ

２＝１．８６，犘＝０．３９）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｕｍｏｒｄｅｒｉｖｅｄＤＮＡｃａｎｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｔｕｍｏｒ；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｌａｓｍａ，ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ；Ｋｒａｓ；ｍｕｔａｔｉｏｎ

　　随着人们的行为方式、饮食结构及自然环境的改变，结直

肠癌发病率呈明显上升趋势。尽管作用机制仍未完全清楚，但

多数研究认为Ｋｒａｓ基因突变是结直肠癌发生的早期事件，在

结肠腺瘤癌变过程中发挥重要作用。西方人种结、直肠癌原发

灶组织的Ｋｒａｓ基因突变率为３０％～６０％
［１］，而东方人种则为

１７％～２８％
［２］。西妥昔单抗竞争性阻断表皮生长因子受体

（ＥＧＦＲ）和其他配体，从而抑制癌细胞的增殖，诱导癌细胞的

凋亡，疗效比较明确。但研究表明Ｋｒａｓ基因突变可以导致对

西妥昔单抗原发性耐药，检测Ｋｒａｓ基因点突变是保证分子靶

向治疗有效的关键。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年１～１１月，随机选择本院初诊的２１２

例结直肠癌患者。其中，男１４４例，女６８例。按年龄分组：１９

～４４岁，７０例；４５～５９岁，５２例；大于６０岁，９０例。按肿瘤部

位分组：大肠弥散分布４例，直肠肿瘤１０８例，结肠肿瘤１００

例；按肿瘤分化程度分组：低分化肿瘤６０例，中分化肿瘤１４４

例，高分化肿瘤８例；按Ｄｕｋｅｓ病理诊断分期分组：Ａ期４８例，

Ｂ期７２例，Ｃ期７２例，Ｄ期２０例。其中淋巴结转移８４例。所

有患者的临床诊断均由病理组织活检、临床表现、实验室检查

确诊。按照２∶１的比例设对照，健康对照组由１０６名健康体

检人员组成。

１．２　方法

１．２．１　标本处理　取受试者外周血３～５ｍＬ乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ）抗凝，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ分离血浆，－８０℃冷冻

保存。用 ＨｅｐＧ２细胞作为阳性对照（ＨｅｐＧ２细胞ＤＮＡ稳定

地含有Ｋｒａｓ１２密码子突变的ＳＷ４８０ＤＮＡ）。

１．２．２　ＤＮＡ提取　采用 Ｑｉａｇｅｎ试剂提取血浆游离 ＤＮＡ。

紫外分光光度仪测定ＤＮＡ含量，应用３～５ｍＬ外周血可获得

约１０μｇ游离ＤＮＡ。

１．２．３　扩增　（１）检测基因组 ＤＮＡ看家基因ｇｌｏｂｉｎ：引物

３３１３重庆医学２０１４年８月第４３卷第２４期

 基金项目：国家自然科学基金青年基金项目（８１３００００６）。　作者简介：周政（１９７９－），主管检验师，本科，主要从事临床分子诊断和临床

微生物学临床研究工作。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１８５２３０５８２５５；Ｅｍａｉｌ：４７６５３８５７７＠ｑｑ．ｃｏｍ。



ＧｌｏｂｉｎＲ：ＡＴＣＡＡＧＣＧＴＣＣＣＡＴＡＧＡＣＴＣＡＣ，ＧｌｏｂｉｎＦ：

ＧＡＴＣＴＧＴＣＣＡＣＴＣＣＴＧＡＴＧＣＴＧ，ＰＣＲ产物１９６ｂｐ。

扩增条件：９４℃３ｍｉｎ，然后依次９４℃３０ｓ、５９℃３０ｓ、７２℃

３０ｓ，共３５次循环，最后７２℃１０ｍｉｎ。反应结束后，取１０μＬ

产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，利用凝胶成像仪观察结果。

（２）ＲＥＰＣＲ
［３４］：第１轮 ＰＣＲ体系：１．５μｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，１×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，０．５Ｕ ＨｏｔＳｔａｒｔＴａｑ，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，０．１

μｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒｓ［ＬＥｘｔ（５′ＧＣＴＣＴＴＣＧＴ ＧＧＴ ＧＴＧ ＧＴＧ

ＴＣＣＡＴＡＴＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＴＴＧＧＡＣＣＴ３′），Ｒ

Ｅｘｔ（５′ＧＣＴＣＴＴＣＧＴＧＧＴＧＴＧＧＴＧＴＣＣＣＧＴＣＣＡＣＡＡ

ＡＡＴＧＡＴＴＣＴＧＡ３′）］。扩增条件：９５℃１５ｍｉｎ，９４℃３０

ｓ、５２℃３０ｓ，２０次循环，７２℃５ｍｉｎ１次循环。扩增产物用

ＢｓｔＮＩ消化。１／２０的消化产物进行第２轮 ＨｏｔＳｔａｒｔＰＣＲ：１

μｍｏｌ／Ｌ引物ＬＢｓｔ（５′ＡＣＴＧＡＡＴＡＴＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＴＡ

ＧＴＴＧＧＡ ＣＣＴ３′），ＲＢｓｔ（５′ＧＴＣＣＡＣ ＡＡＡ ＡＴＧ ＡＴＣ

ＣＴＧＧＡＴＴＡＧＣ３′）。扩增条件：９５℃１５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、

５６℃３０ｓ，４０次循环，７２℃５ｍｉｎ１次循环。８７ｂｐ的扩增产

物用ＢｓｔＮＩ消化后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。Ｋｒａｓ阳性认定

标准：终产物出现７１ｂｐ大小的片段。Ｋｒａｓ突变最终经ＤＮＡ

测序确定。

１．２．４　主要试剂及仪器　ＤＮＡ提取试剂盒（组织ＤＮＡ和血

浆游离 ＤＮＡ）购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；ＰｒｅｍｉｘＴａｑ、ＨｏｔＳｔａｒｔ

Ｔａｑ、ＢｓｔＮＩ购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；引物由上海英骏生物技术

有限公司合成。紫外分光光度仪、ＰＣＲ扩增仪、电泳仪及凝胶

成像仪为美国ＢＩＯＲＡＤ公司产品。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析处理，分类

资料统计分析采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血浆游离ＤＮＡ提取结果　以看家基因ｇｌｏｂｉｎ扩增产物

电泳作为血浆游离ＤＮＡ提取物的鉴定结果。２１２例初诊患者

标本中，血浆游离ＤＮＡ均提取成功。１０６例健康对照组中均

无血浆游离ＤＮＡ提出（图１）。肿瘤中心组织均提取出ＤＮＡ。

　　以１９６ｂｐ处出现特异性条带作为游离ＤＮＡ存在的标准。Ｍ：标

准条带；１～４：结肠癌患者血浆游离ＤＮＡ扩增产物。

图１　　血浆游离ＤＮＡＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图

　　Ｋｒａｓ野生型标准检测图谱（１２密码子ＧＧＴ），结果显示检测位点

为Ｇ／Ｇ，表明Ｋｒａｓ基因为野生型；显示为其他的碱基（Ａ、Ｃ或Ｔ），则

表明Ｋｒａｓ基因发生突变。

图２　　Ｋｒａｓ野生型检测图谱

２．２　肿瘤中心病理组织 Ｋｒａｓ突变检测结果　２１２例患者中

发生Ｋｒａｓ突变（１２密码子）的有３３例（１５．５７％，３３／２１２）。本

研究共发现２个突变类型，１２位密码子由 ＧＧＴ突变为 ＧＡＴ

（图２、３）；１２位密码子由ＧＧＴ突变为ＧＴＴ（图２、３）。

　　Ａ：１２密码子检测位点显示为碱基Ａ（ＧＧＴ→ＧＡＴ）；Ｂ：１２密码子

检测位点显示碱基由Ｇ突变为Ｔ（ＧＧＴ→ＧＴＴ）。

图３　　Ｋｒａｓ突变型检测图谱

表１　　血浆游离ＤＮＡＫｒａｓ突变检测结果及与

　　　病理组织、临床特征的关系

临床特征 狀
Ｋｒａｓ突变（１２密码子）［狀（％）］

活检组织 血浆游离ＤＮＡ

年龄（岁）

　青年（１９～４４） ７０ ２０（２８．５７） ２１（３０．００）

　中年（４５～５９） ５２ ３（５．７７） ３（５．７７）

　老年（６０） ９０ １０（１１．１１） １０（１１．１１）

肿瘤部位

　结肠 １００ ２１（２１．００） ２１（２１．００）

　直肠 １０８ ９（８．３３） ９（８．３３）

　大肠弥散分布 ４ ３（７５．００） ４（１００．００）

分化程度

　高 ８ ０（０．００） ０（０．００）

　中 １４４ １６（１１．１１） １６（１１．１１）

　低 ６０ １７（２８．３３） １８（３０．００）

Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ ４８ ６（１２．５０） ７（１４．５８）

　Ｂ ７２ １４（１９．４４） １５（２０．８３）

　Ｃ ７２ ９（１２．５０） ８（１１．１１）

　Ｄ ２０ ４（２０．００） ４（２０．００）

淋巴结转移

　有 ８４ １３（１５．４８） １４（１６．６７）

　无 １２８ ２０（１５．６３） ２０（１５．６３）

合计 ２１２ ３３（１５．５７） ３４（１６．００）

　　：犘＞０．０５。

２．３　血浆游离ＤＮＡＫｒａｓ突变检测结果及与病理组织、临床

特征的关系　２１２例患者同时进行活检标本和血浆游离ＤＮＡ

Ｋｒａｓ。检 测 结 果 ３４ 例 患 者 血 浆 游 离 Ｋｒａｓ 突 变 阳 性

（１６．０４％），３３例患者病理活检标本阳性（１５．５７％），二者比较

差异无统计学意义（χ
２＝２．３１，犘＝０．３１）。其中，１例患者肿瘤

呈大肠弥散分布，２次病理组织活检结果均为阴性，而其血浆

游离ＤＮＡ分析结果为阳性，经多次活检后确定为黏液腺癌。

Ｋｒａｓ基因突变与肿瘤的部位（结肠、直肠、弥散分布）无

明显关系（χ
２＝３．３４，犘＝０．６１）；与结直肠癌分化程度（高、中、
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低）无明显关系（χ
２＝２．３８，犘＝０．２９）；与结直肠癌病理分期

（Ｄｕｋｅｓ分期）无明显关系（χ
２＝２．８４，犘＝０．３８）；与结直肠癌有

无淋巴结转移无明显关系（χ
２＝０．９８，犘＝０．３７）；与结直肠癌

患者年龄无明显关系（χ
２＝１．８６，犘＝０．３９）。见表１。

３　讨　　论

肿瘤细胞持续释放ＤＮＡ入血，导致外周血ＤＮＡ增高且

存在与原发肿瘤组织一致的分子生物学改变［５］。本研究结果

显示肿瘤患者血液中确实存在健康人群不存在或是不能被检

出的游离ＤＮＡ。血浆游离ＤＮＡ的检出量也与疾病进程相关。

本研究在初诊患者中均检测到血浆游离ＤＮＡ，而在疾病缓解

期的患者中则未检出。在病情逐渐好转的情况下，患者血浆中

的游离ＤＮＡ浓度逐渐减低。因此，检测血浆游离ＤＮＡ有助

于肿瘤患者疾病进展情况的评估以及预后判断。

ｒａｓ基因产物参与控制基因转录的激酶信号传导路径，因

而能调节细胞的生长与分化。ｒａｓ蛋白随ｒａｓ基因的改变而发

生变化，其结果是发生改变的ｒａｓ蛋白不再具有裂解和释放

ＧＴＰ分子的能力，这种改变导致该信号传导路径始终处于“开

通”的状态，从而导致细胞的生长和增生。ｒａｓ过度表达导致持

续的细胞增殖，这是肿瘤发生的关键一步，同时涉及多种肿瘤

的发生，其中最常见的是结直肠肿瘤。结直肠肿瘤的治疗，外

科手术是长期已确定的治疗方案，而新兴的肿瘤分子靶向治疗

是一种全新的生物治疗模式［６７］。Ｋｒａｓ基因是公认的癌基

因，参与ＥＧＦＲ信号传导过程。基因突变患者抗ＥＧＦＲ治疗

预后较差，导致不良反应，增加治疗费用；野生型患者就很可能

从抗ＥＧＦＲ药物治疗中获益。因此，《美国国立癌症综合网络

（ＮＣＣＮ）结直肠癌临床实践指南》（２００８年第３版）明确提出检

测Ｋｒａｓ基因。西妥昔单抗阻断 Ｋｒａｓ蛋白的表达，将凋亡信

号传递到胞核内，抑制细胞增殖，促进细胞凋亡。患者对西妥

昔单抗原耐药可能与Ｋｒａｓ基因突变有关
［８］，指导分子靶向治

疗的关键即是检测Ｋｒａｓ基因点突变的存在与否。针对Ｋｒａｓ

基因点突变的检测，该研究发现血浆游离ＤＮＡ与病理活检标本

具有相同的阳性率、一致性和临床意义。其中１例患者初次病

理活检未查出Ｋｒａｓ基因突变阳性，而其相应的血浆游离ＤＮＡ

查出Ｋｒａｓ基因突变阳性，患者经再次活检后检测出Ｋｒａｓ基因

突变阳性。分析其原因：该例患者病变呈大肠弥散分布，造成了

取材的困难。因此，在未获得病理证据时，血浆游离ＤＮＡ的检

测能够提供重要参考价值，为临床的早期诊断、辅助诊断提供帮

助，同时也为患者的个体化治疗提供指导性的依据。全身各器

官均可释放ＤＮＡ入血，检测血浆游离ＤＮＡ能够反映与体内肿

瘤相关的异常基因，是肿瘤基因诊断的一种新方法。

本研究结果显示 Ｋｒａｓ基因突变（１２密码子）突变率为

１５．５７％，１２密码子突变有２种突变方式（１２密码子由ＧＧＴ突

变为ＧＡＴ；１２密码子由 ＧＧＴ突变为 ＧＴＴ），与文献报道一

致［９］。Ｋｒａｓ基因突变与患者年龄、Ｄｕｋｅｓ分期、分化程度、肿

瘤部位、有无淋巴结转移无明显相关性［１０１３］。但也有文献［１４］

报道ＤｕｋｅｓＣ期发生Ｋｒａｓ突变频率最高，结肠肿瘤发生突变

频率比直肠高。

肿瘤组织与血浆 Ｋｒａｓ基因突变率比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５），血浆克服了组织标本取材困难的弊端。通过血

浆游离ＤＮＡ检测Ｋｒａｓ基因突变，方便、无创、快捷，能更好地

应用于分子靶向药物的选择和临床综合治疗。
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