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ＫＲＡＳ 基因突变与结直肠癌患者
临床病理特征及预后的关系
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ＫＲＡＳ 基因突变与结直肠癌患者临床病理特征及预后的关系。 方法　 采用回顾

性病例对照研究方法。 收集 ２００７ 年 １ 月至 ２０１１ 年 ７ 月同济大学附属杨浦医院收治的 ３１５ 例行结直肠癌

手术患者的临床病理资料。 采用高通量测序技术检测结直肠癌手术切除标本石蜡切片 ＫＲＡＳ 基因突变情

况。 分析指标：（１）ＫＲＡＳ 基因检测情况。 （２）ＫＲＡＳ 基因突变状态与结直肠癌患者临床病理因素的关系。
（３）随访和生存情况。 （４）结直肠癌患者预后的 ＫＲＡＳ 基因突变情况多因素分析。 采用门诊和电话方式进

行随访，了解患者术后总体生存情况。 随访时间截至 ２０１６ 年 ８ 月。 计数资料比较采用 χ２ 检验。 偏态分布

的计量资料采用 Ｍ（四分位距）表示，两者比较采用非参数检验。 采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法计算患者生存率，采
用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验比较患者生存情况。 多因素分析采用 ＣＯＸ 比例风险回归模型。 结果　 （１）ＫＲＡＳ 基因检

测情况：３１５ 例患者手术切除标本均成功完成检测，其中 ＫＲＡＳ 基因野生型 １７２ 例，ＫＲＡＳ 基因突变型 １４３ 例

（第 ２ 号外显子 １２ 号密码子突变患者 ８０ 例、第 ２ 号外显子 １３ 号密码子突变患者 ２４ 例、其余位点突变患者

４０ 例，其中第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子同时突变患者 １ 例；错义突变 １４１ 例、无义突变 ２ 例）。 ＫＲＡＳ
基因突变位点中，点突变以 ｐ．Ｇ１２Ｄ 和 ｐ．Ｇ１３Ｄ 为主。 （２）ＫＲＡＳ 基因突变状态与结直肠癌患者临床病理因

素的关系：ＫＲＡＳ 基因野生型结直肠癌患者肿瘤部位分别为：近端结肠 ３４ 例、远端结肠 ４８ 例、直肠 ９０ 例，
ＫＲＡＳ 基因突变型结直肠癌患者肿瘤部位分别为：近端结肠 ４４ 例、远端结肠 ２７ 例、直肠 ７２ 例，两者上述指

标比较，差异有统计学意义（χ２ ＝ ０ ０３８，Ｐ＜０ ０５）。 （３）随访和生存情况：３１５ 例结直肠癌患者均获得术后随

访，随访时间为 ３～１１５ 个月，中位随访时间为 ７８ 个月。 １７２ 例 ＫＲＡＳ 基因野生型、８０ 例 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号

外显子 １２ 号密码子突变、２４ 例 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １３ 号密码子突变、４０ 例 ＫＲＡＳ 基因其余位点突变

患者术后总体生存率分别为 ４１．０％、２７．４％、２６．３％、４８．２％，４ 者总体生存情况比较，差异有统计学意义（ χ２ ＝
０．０４０，Ｐ＜０ ０５）。 （４）结直肠癌患者预后的 ＫＲＡＳ 基因突变情况多因素分析结果显示：ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外

显子 １２ 号密码子突变是结直肠癌患者预后不良的独立影响因素（风险比 ＝ １ ５４３，９５％可信区间：１ ０５０ ～
２ ２６５，Ｐ＜０ ０５）。 结论　 我国结直肠癌患者 ＫＲＡＳ 基因突变位点主要在第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码

子，其中点突变以 ｐ．Ｇ１２Ｄ 和 ｐ．Ｇ１３Ｄ 为主；ＫＲＡＳ 基因突变情况可能与肿瘤部位有关；ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外

显子 １２ 号密码子突变是结直肠癌患者预后不良的独立影响因素。

　 　 【关键词】 　 结肠肿瘤；　 直肠肿瘤；　 ＫＲＡＳ 基因；　 基因突变；　 外科手术；　 预后

　 　 基金项目：国家自然科学基金（８１２７２４８０）；上海市自然科学基金（１５４１１９６９００、１６ＤＺ３４２２００）

Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ　 Ｐｅｎｇ Ｊｉａｎ， Ｃｈｅｎ Ｙｉｎｇ， Ｄｏｎｇ Ｘｉａｎｌｏｎｇ， Ｔａｎｇ Ｅｒｊｉａｎｇ， Ｌｉ Ｈｕａｇｕａｎｇ， Ｌｉｎ Ｍｏｕｂｉｎ， Ｌｉ Ａｊｉａｎ．
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｙａｎｇｐｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｔｏｎｇｊｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０００９０， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： Ｌｉ Ａｊｉａｎ， Ｅｍａｉｌ： ａｊｉａｎｌｉ１９８９＠ １２６．ｃｏｍ
　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏ⁃
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ （ＣＲＣ） ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃａｓｅ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐｈａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａ ｏｆ ３１５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｒａｄｉｃａｌ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＣ
ｉｎ ｔｈｅ Ｙａｎｇｐｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｔｏｎｇｊｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｊａｎｕａｒｙ ２００７ ａｎｄ Ｊｕｌｙ ２０１１ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ． Ｎｅｘｔ⁃
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ． Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ： （１） ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ； （２） ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ； （３） ｆｏｌｌｏｗ⁃ｕｐ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎｓ； （４） ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ

　 　 ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３⁃９７５２．２０１８．０２．００５
　 　 作者单位：２０００９０ 上海，同济大学附属杨浦医院普通外科（彭健、林谋斌、李阿建），转化医学中心（陈颖、董先龙、
汤二将、李华光）
　 　 通信作者：李阿建，Ｅｍａｉｌ：ａｊｉａｎｌｉ１９８９＠ １２６．ｃｏｍ

·３４１·中华消化外科杂志 ２０１８ 年 ２ 月第 １７ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ Ｓｕｒｇ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．２



ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｆｏｌｌｏｗ⁃ｕｐ ｕｓｉｎｇ ｏｕｔｐａｔｉｅｎｔ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｌｅｐｈｏｎｅ ｉｎｔｅｒｖｉｅｗ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｕｐ ｔｏ Ａｕｇｕｓｔ ２０１６． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｃｏｕｎｔ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈｉ⁃ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ． Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｓｋｅｗｅｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ａｓ Ｍ （ ｉｎｔｅｒｑｕａｒｔｉｌｅ ｒａｎｇｅ），
ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｄｏｎｅ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＯＸ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 （ １） Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ： ａｌｌ ｔｈｅ ３１５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｇｅｎｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １７２ ｉｎ ｗｉｄｅ⁃ｔｙｐｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ １４３ ｉｎ ｍｕｔａｎｔ⁃ｔｙｐｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
（ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ ｃｏｄｏｎ １２ ａｎｄ １３ ｏｆ ＫＲＡＳ ｅｘｏｎ ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｕｔａｎｔ ｐｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ８０， ２４ ａｎｄ
４０ ｐａｔｉｅｎｔｓ， ａｎｄ １ ｐａｔｉｅｎｔ ｈａｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ ｃｏｄｏｎ １２ ａｎｄ １３ ｏｆ ＫＲＡＳ ｅｘｏｎ ２； ｍｉｓｓｅｎｓｅ ａｎｄ ｎｏｎｓｅｎｓｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ １４１ ａｎｄ ２ ｐａｔｉｅｎｔｓ） ． Ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｔ ｐ Ｇ１２Ｄ ａｎｄ
ｐ Ｇ１３Ｄ． （２） Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐｈａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ：
ｔｕｍｏｒｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｃｏｌｏｎ， ｄｉｓｔａｌ ｃｏｌｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｔｕｍ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ３４， ４８， ９０ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ４４， ２７， ７２ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｍｕｔａｎｔ⁃ｔｙｐｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （χ２ ＝ ０ ０３８， Ｐ＜０ ０５）． （３） Ｆｏｌｌｏｗ⁃ｕｐ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ： ３１５ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｕｐ ｆｏｒ ３－
１１５ ｍｏｎｔｈｓ， ｗｉｔｈ ａ ｍｅｄｉａｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ７８ ｍｏｎｔｈｓ． Ｔｈｅ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ４１ ０％ ｉｎ １７２ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ＫＲＡＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ２７ ４％ ｉｎ ８０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＫＲＡＳ ｃｏｄｏｎ １２ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ２６ ３％ ｉｎ ２４ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ＫＲＡＳ ｃｏｄｏｎ １３ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ４８ ２％ ｉｎ ４０ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＫＲＡＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （χ２ ＝ ０ ０４０， Ｐ＜０ ０５）． （４） Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＲＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ： ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ ｃｏｄｏｎ １２ ｏｆ ＫＲＡＳ ｅｘｏｎ ２ ｗａｓ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｆａｃｔｏｒ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ （Ｈａｚａｒｄ ｒａｔｉｏ＝ １ ５４３， ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ： １ ０５０－２ ２６５， Ｐ＜
０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｍｏｓｔ ＫＲＡＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｒｅ ａｔ ｃｏｄｏｎ １２ ａｎｄ １３ ｏｆ ＫＲＡＳ ｅｘｏｎ ２， ａｎｄ ｔｈｅ
ｍａｊｏｒ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ａｔ ｐ Ｇ１２Ｄ ａｎｄ ｐ Ｇ１３Ｄ． ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｕｍｏｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ．
Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ ｃｏｄｏｎ １２ ｏｆ ＫＲＡＳ ｅｘｏｎ ２ ｉｓ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆａｃｔｏｒ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ．
　 　 【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｃｏｌｏｎｉｃ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　 Ｒｅｃｔａｌ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　 ＫＲＡＳ ｇｅｎｅ；　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ；　 Ｓｕｒｇｉｃａｌ

ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ， ｏｐｅｒａｔｉｖｅ；　 Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
　 　 Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１２７２４８０）； Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ （１５４１１９６９００， １６ＤＺ３４２２００）

　 　 随着外科手术技术的发展及化疗药物的应用，
结直肠癌疗效显著提高，但其发病率仍居恶性肿瘤

第 ３ 位，仅次于肺癌和乳腺癌，是肿瘤导致相关死亡

的第四大病因［１－２］。 以表皮生长因子受体抑制剂西

妥昔单克隆抗体为代表的靶向治疗药物问世，完善

了结直肠癌的综合治疗。 多项临床研究结果证实：
ＫＲＡＳ 突变型患者不能从抗表皮生长因子受体单克

隆抗体药物治疗中获益［３－５］。 尽管 ＫＲＡＳ 基因突变

状态对结直肠癌临床用药指导具有重要意义，但
ＫＲＡＳ 基因突变与结直肠癌患者预后的关系尚无统

一定论。 ＫＲＡＳ 基因突变能否作为结直肠癌患者预

后预测指标仍需进一步研究。 本研究回顾性分析

２００７ 年 １ 月至 ２０１１ 年 ７ 月我院收治的 ３１５ 例行结

直肠癌手术患者的临床病理资料，检测手术切除标

本中 ＫＲＡＳ 基因突变状态，探讨 ＫＲＡＳ 基因突变与

结直肠癌患者临床病理特征及预后的关系。

１　 资料与方法

１．１　 标本来源

　 　 采用回顾性病例对照研究方法。 收集 ３１５ 例行

结直肠癌手术患者的临床病理资料，男 １８０ 例，女
１３５ 例；年龄 ３２～９６ 岁，平均年龄 ６８ 岁。 ３１５ 例患者

中，结肠癌 １５３ 例，直肠癌 １６２ 例。 本研究通过同济

大学附属杨浦医院伦理委员会审批，批号为 ＬＬ⁃２０１６⁃
００１。 患者及家属术前均签署手术知情同意书。
１．２　 纳入标准和排除标准

　 　 纳入标准：（１）经术后病理学检查确诊结直肠

癌。 （２）术前未行新辅助治疗。 （３）临床病理资料

完整。
　 　 排除标准：（１）除结直肠癌以外，同时合并其他

器官肿瘤病史。 （２）１ ～ ２ 级亲属结直肠癌家族史。
（３）存在严重心血管疾病。 （４）临床病理资料缺失。
１．３　 主要试剂

　 　 ｂｌａｃｋ ＰＲＥＰ ＦＦＰＥ ＤＮＡ 试剂盒（德国耶拿公司

产品），Ｑｕｂｉｔ ｄｓＤＮＡ ＨＳ 试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司产品），Ａｇｉｌｅｎｔ ＤＮＡ １０００ 试剂盒（美国安捷伦公

司产品），Ｉｏｎ ＡｍｐｌｉＳｅｑ Ｌｉｂｒａｒｙ 试剂盒（美国赛默飞

公司产品）。
１．４　 方法

　 　 将 ４％甲醛溶液固定、石蜡包埋的结直肠癌手

术切除标本肿瘤组织，以 ５ μｍ 厚度连续切片。 每

例患者取 １０ 张，保证肿瘤细胞含量 ＞ ７０％。 根据

ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ 提取试剂盒说明书，提取切片 ＤＮＡ。
采用 Ｑｕｂｉｔ ３．０ 荧光剂和生物分析仪 ２１００ 测定样本
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ＤＮＡ 纯度和浓度。 ＤＮＡ 吸光度值 Ａ２６０ ／ Ａ２８０为 １ ７ ～
２ ０ 的样本为佳。 采用 Ｉｏｎ ＡｍｐｌｉＳｅｑ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｋｉｔ 构
建测序文库。 采用 Ｉｏｎ Ｓ５ＴＭ ＸＬ 仪器测序［６］。 采用

ＩＲｅｐｏｔｅｒ 软件分析测序结果［７］。
１．５　 分析指标

　 　 （１）ＫＲＡＳ 基因检测情况：突变状态、突变碱基、
氨基酸改变、突变类型。 （２）ＫＲＡＳ 基因突变状态与

结直肠癌患者临床病理因素的关系：纳入的患者临

床病理因素包括性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤 ＴＮＭ 分

期、肿瘤浸润深度、肿瘤淋巴结转移。 肿瘤 ＴＮＭ 分

期依据美国癌症联合会（ＡＪＣＣ）第 ７ 版肿瘤分期系

统。 （３）随访和生存情况：患者术后总体生存率。
（４）结直肠癌患者预后的 ＫＲＡＳ 基因突变情况多因

素分析。
１．６　 随访

　 　 采用门诊和电话方式进行随访，了解患者术后

总体生存情况。 随访时间截至 ２０１６ 年 ８ 月。 总体

生存时间定义为从手术日期至末次随访日期或患者

死亡。
１．７　 统计学分析

　 　 应用 Ｓｔａｔａ １４．２ 统计软件进行分析。 计数资料

比较采用 χ２ 检验。 偏态分布的计量资料采用

Ｍ（四分位距）表示，两者比较采用非参数检验。 采

用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法计算患者生存率，采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ
检验比较患者生存情况。 多因素分析采用 ＣＯＸ 比

例风险回归模型。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ＫＲＡＳ 基因检测情况

　 　 ３１５ 例患者手术切除标本均成功完成检测，其中

ＫＲＡＳ 基因野生型 １７２ 例，ＫＲＡＳ 基因突变型 １４３ 例

（第 ２ 号外显子 １２ 号密码子突变患者 ８０ 例、第 ２ 号

外显子 １３ 号密码子突变患者 ２４ 例、其余位点突变

患者 ４０ 例，其中第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码

子同时突变患者 １ 例；错义突变 １４１ 例、无义突变

２ 例）。 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码

子突变结直肠癌患者基因突变情况见表 １。
２．２　 ＫＲＡＳ 基因突变状态与结直肠癌患者临床病理

因素的关系

　 　 ＫＲＡＳ 基因野生型和 ＫＲＡＳ 基因突变型结直肠

癌患者的肿瘤部位比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０ ０５）；而性别、年龄、肿瘤 ＴＮＭ 分期、肿瘤浸润深

度、肿瘤淋巴结转移两者比较，差异均无统计学意义

（Ｐ＞０ ０５）。 见表 ２。
２．３　 随访和生存情况

　 　 ３１５ 例结直肠癌患者均获得术后随访，随访

时间为 ３ ～ １１５ 个月，中位随访时间为 ７８ 个月。
１７２ 例 ＫＲＡＳ 基因野生型、８０ 例 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号

外显子 １２ 号密码子突变、２４ 例 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外

显子 １３ 号密码子突变、４０ 例 ＫＲＡＳ 基因其余位点

突变患者术后总体生存率分别为 ４１ ０％、２７ ４％、
２６ ３％、４８ ２％，４ 者总体生存情况比较，差异有统计

学意义（χ２ ＝ ０．０４０，Ｐ＜０ ０５）。

表 １　 １０３ 例 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子突变结直肠癌患者基因突变情况

突变位点 例数 突变碱基 氨基酸改变 突变类型

ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号密码子 ４１ ｃ．３５Ｇ＞Ａ ｐ．Ｇｌｙ１２Ａｓｐ ＧＧＴ＞ＧＡＴ（ｐ．Ｇ１２Ｄ）
２２ ｃ．３５Ｇ＞Ｔ ｐ．Ｇｌｙ１２Ｖａｌ ＧＧＴ＞ＧＴＴ（ｐ．Ｇ１２Ｖ）
６ ｃ．３５Ｇ＞Ｃ ｐ．Ｇｌｙ１２Ａｌａ ＧＧＴ＞ＧＣＴ（ｐ．Ｇ１２Ａ）
６ ｃ．３４Ｇ＞Ｔ ｐ．Ｇｌｙ１２Ｃｙｓ ＧＧＴ＞ＴＧＴ（ｐ．Ｇ１２Ｃ）
５ ｃ．３４Ｇ＞Ａ ｐ．Ｇｌｙ１２Ｓｅｒ ＧＧＴ＞ＡＧＴ（ｐ．Ｇ１２Ｓ）

ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １３ 号密码子 ２３ ｃ．３８Ｇ＞Ａ ｐ．Ｇｌｙ１３Ａｓｐ ＧＧＣ＞ＧＡＣ（ｐ．Ｇ１３Ｄ）
１ ｃ．３７Ｇ＞Ａ ｐ．Ｇｌｙ１３Ｓｅｒ ＧＧＣ＞ＡＧＣ（ｐ．Ｇ１３Ｓ）

　 　 注：１ 例患者同时存在 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子突变

表 ２　 ＫＲＡＳ 基因突变状态与 ３１５ 例结直肠癌患者临床病理因素的关系（例）

性别 肿瘤部位 肿瘤 ＴＮＭ 分期 肿瘤浸润深度 肿瘤淋巴结转移

ＫＲＡＳ 基因突变状态
　

例数
　

男
　

女
　

年龄［Ｍ
（四分位距），岁］

近端
结肠

远端
结肠

直肠
　

Ⅰ
期

Ⅱ
期

Ⅲ
期

Ⅳ
期

Ｔ１～２
期

Ｔ３
期

Ｔ４
期

Ｎ０
期

Ｎ１
期

Ｎ２
期

ＫＲＡＳ 基因野生型 １７２ １０３ ６９ ６８（１８） ３４ ４８ ９０ ２２ ７２ ６６ １２ ３１ ３１ １１０ １００ ５０ ２２
ＫＲＡＳ 基因突变型 １４３ ７７ ６６ ７０（１７） ４４ ２７ ７２ ２４ ５６ ４７ １６ ２９ ２６ ８８ ８８ ４０ １５
统计值 χ２ ＝ ０．２８１ Ｚ＝ ０．１０５ χ２ ＝ ０．０３８ χ２ ＝ ０．３６０ χ２ ＝ ０．８６８ χ２ ＝ ０．７６５
Ｐ 值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

　 　 注：肿瘤 ＴＮＭ 分期依据美国癌症联合会（ＡＪＣＣ）第 ７ 版肿瘤分期系统
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２．４　 结直肠癌患者预后的 ＫＲＡＳ 基因突变情况多

因素分析

　 　 多因素分析结果显示：ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显

子 １２ 号密码子突变是结直肠癌患者预后不良的独

立影响因素（Ｐ＜０ ０５）。 见表 ３。

３　 讨论

　 　 ＫＲＡＳ 基因是较常见的突变基因。 国外研究结

果显示：ＫＲＡＳ 基因在结直肠癌中的突变率为 ３５％ ～
４５％［４－５，８－９］。 国内研究结果显示：中国结直肠癌患

者 ＫＲＡＳ 基因突变率为 ３０％ ～ ４５％［１０－１３］。 本研究

３１５ 例结直肠癌患者中，１４３ 例为 ＫＲＡＳ 基因突变

型，与国内外研究结果一致。 本研究中 ＫＲＡＳ 基因

突变类型 １４１ 例为错义突变，与肿瘤体细胞突变数

据库（ＣＯＳＭＩＣ 数据库）中错义突变率为 ９８ ７％一

致。 已有的研究结果显示：中国与欧美国家结直肠

癌患者 ＫＲＡＳ 基因突变位点均主要在第 ２ 号外显子

１２ 号和 １３ 号密码子［１０，１４］。 本研究结果与上述研究

一致，其中点突变以 ｐ．Ｇ１２Ｄ（４１ 例）和 ｐ．Ｇ１３Ｄ（２３ 例）
为主。 目前关于 ＫＲＡＳ 基因 ｐ．Ｇ１２Ｄ 突变与结直肠

癌化疗效果及预后的相关研究较少；关于 ＫＲＡＳ 基

因 ｐ．Ｇ１３Ｄ 突变与表皮生长因子受体单克隆抗体疗

效相关性的结论不一。 Ｄｅ Ｒｏｏｃｋ 等［１５］ 的研究结果

显示：难治性结直肠癌患者接受西妥昔单克隆抗体

治疗，与 ＫＲＡＳ 基因其他突变类型比较，ｐ．Ｇ１３Ｄ 突

变患者总体生存时间和无进展生存时间更长，差异

均有统计学意义。 Ｔｅｊｐａｒ 等［１６］ 的研究结果亦表明：
ＫＲＡＳ 基因 ｐ．Ｇ１３Ｄ 突变的结直肠癌患者能从西妥

昔单克隆抗体治疗中获益。 一项Ⅱ期临床试验结果

显示：ＫＲＡＳ 基因 ｐ．Ｇ１３Ｄ 突变的结直肠癌患者接受

西妥昔单克隆抗体单药治疗与联合伊立替康治疗比

较，无进展生存时间差异无统计学意义［１７］。
　 　 ＫＲＡＳ 基因突变情况与结直肠癌患者预后的相

关性目前仍存在争议。 一项大样本量（２ ７２１ 例）、
多中心临床试验（ＲＡＳＣＡＬ 试验）结果显示：与 ＫＲＡＳ
基因野生型结直肠癌患者比较，ＫＲＡＳ 基因突变型

患者术后肿瘤复发和死亡风险明显增加，差异均有

统计学意义［１８］。 一项Ⅱ期临床试验（４ ２６８ 例）研

究结果显示：Ｄｕｋｅｓ Ｃ 期结直肠癌患者中，ＫＲＡＳ 基

因第 ２ 号外显子 １２ 号密码子突变与无突变患者比

较，前者总体生存时间和无进展生存时间更短，差异

均有统计学意义［１９］。 多项研究结果亦显示：与

ＫＲＡＳ 基因野生型结直肠癌患者比较，ＫＲＡＳ 基因突

变型患者预后更差，差异有统计学意义［２０－２２］。 但也

有研究结果显示：ＫＲＡＳ 基因突变情况与结直肠癌

患者预后无明显相关性［２３－２４］。 本研究结果显示：
ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号密码子突变是结直

肠癌患者预后不良的独立影响因素。 Ｊｏｎｅｓ 等［２５］ 对

３９２ 例进展期或复发性结直肠癌患者的研究结果与

本研究一致。 已有的细胞实验结果表明：与 ＫＲＡＳ 基

因第 ２ 号外显子 １３ 号密码子突变比较，１２ 号密码子

突变具有更强的抗凋亡、不贴壁生长、接触抑制消失

等生物学特性，提示 ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号

密码子突变可能具有更强的致癌活性［２６］。 一项 Ｍｅｔａ
分析结果显示：ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号和

１３ 号密码子突变与结直肠癌患者预后无相关性［２７］。
　 　 尽管目前临床上已有多种结直肠癌手术切除标

本石蜡切片 ＫＲＡＳ 基因突变情况检测技术，但其检

测灵敏度、耗时、成本等均存在差异［２８］。 一代测序

方法（Ｓａｎｇｅｒ 法）具有准确度高、读长较长等优势，适
合检测已知突变位点，但因灵敏度低、操作复杂、耗时

长、通量低等弊端局限了其应用。 研究中采用的高

通量测序技术突破了一代测序方法的局限性，在保

证高准确度的同时，具有操作简单、耗时更短、通量

高等优势，更适合肿瘤基因检测［２９－３０］。
　 　 综上，我国结直肠癌患者 ＫＲＡＳ 基因突变位点

主要在第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子，其中点

突变以 ｐ．Ｇ１２Ｄ 和 ｐ．Ｇ１３Ｄ 为主；ＫＲＡＳ 基因突变情

况可能与肿瘤部位有关；ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子

１２ 号密码子突变是结直肠癌患者预后不良的独立

影响因素。 本研究可能为结直肠癌患者术后治疗方

案的选择及随访策略提供理论依据。

表 ３　 ３１５ 例结直肠癌患者预后的 ＫＲＡＳ 基因突变情况多因素分析

ＫＲＡＳ 基因突变情况 ｂ 值 标准误 Ｗａｌｄ 值 风险比 ９５％可信区间 Ｐ 值

ＫＲＡＳ 基因野生型ａ

ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １２ 号密码子突变 ０．４３３ ０．１９６ ２．２１１ １．５４３ １．０５０～２．２６５ ＜０．０５

ＫＲＡＳ 基因第 ２ 号外显子 １３ 号密码子突变 ０．３６３ ０．２９９ １．２１２ １．４３８ ０．７９９～２．５８５ ＞０．０５

ＫＲＡＳ 基因其余位点突变ｂ －０．０８６ ０．２９８ －０．２８５ ０．９１８ ０．５１２～１．６４７ ＞０．０５

注：ａ以 ＫＲＡＳ 基因野生型为哑变量；ｂＫＲＡＳ 基因除第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子以外的位点突变；１ 例患者同时存在 ＫＲＡＳ 基因

第 ２ 号外显子 １２ 号和 １３ 号密码子突变
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