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  摘 要:目的 检测早期结直肠癌患者的静脉血鼠类肉瘤病毒癌基因(KRAS)突变情况。方法 将肠镜留

取的患者结直肠癌组织标本进行病理学诊断,将病理学诊断为腺瘤伴高级别癌变的24例患者作为试验组,诊

断为正常的12例患者纳入对照组。采用艾德-扩增阻滞突变系统(ARMS)检测标本的19种KRAS基因突变。
结果 试验组24例腺瘤伴高级别癌变患者肿瘤发生部位和组织学类型比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
试验组24例静脉血和对照组12例静脉血标本中KRAS基因均未检出突变。结论 早期结直肠癌(和癌前)患

者的血液中KRAS基因突变量较低,需要提高检测方法的灵敏度。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

venous
 

blood
 

murine
 

sarcoma
 

virus
 

oncogene
 

(KRAS)
 

mutations
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

early
 

colorectal
 

cancer.Methods The
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

specimens
 

from
 

patients
 

with
 

colonoscopy
 

were
 

pathologically
 

diagnosed.A
 

total
 

of
 

24
 

patients
 

whose
 

pathological
 

diagnosis
 

was
 

adenoma
 

with
 

high-grade
 

cancer
 

were
 

included
 

in
 

the
 

experimental
 

group,and
 

12
 

patients
 

who
 

were
 

diagnosed
 

as
 

nor-
mal

 

were
 

included
 

in
 

the
 

control
 

group.The
 

Aide-Amplification
 

Block
 

Mutation
 

System
 

(ARMS)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

19
 

KRAS
 

gene
 

mutations
 

in
 

the
 

specimens.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

tumor
 

loca-
tion

 

and
 

histological
 

type
 

of
 

24
 

patients
 

with
 

adenoma
 

with
 

high-grade
 

cancer
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

(P>
0.05).No

 

mutations
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

KRAS
 

gene
 

in
 

24
 

venous
 

blood
 

samples
 

in
 

the
 

test
 

group
 

and
 

12
 

ve-
nous

 

blood
 

samples
 

in
 

the
 

control
 

group.Conclusion The
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

early
 

colorectal
 

cancer
 

(and
 

precancerous)
 

have
 

a
 

low
 

amount
 

of
 

KRAS
 

gene
 

mutations,and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

detection
 

methods
 

needs
 

to
 

be
 

improved.
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  根据2018年全球癌症统计、2015年中国癌症统

计和2018年全球癌症在线数据库的资料,2018年中

国新增癌症病例430万,死亡病例290万,36.4%死

于消化道癌症[1];致癌危险因素中,环境和生活方式

占40%,吸烟占24.5%,慢性感染占17%[2]。中国结

直肠癌的发病率和病死率均保持上升趋势,2015年中

国癌症统计数据显示:我国结直肠癌发病率、死亡率

在全部恶性肿瘤中均位居第5位,其中新发病例37.6
万,死亡病例19.1万。城市地区远高于农村,结肠癌

的发病率明显上升[2]。
直肠癌患者的鼠类肉瘤病毒癌基因(KRAS)是否

突变与肿瘤发病机制间具有较大的相关性,临床研究

表明结直肠癌患者的 KRAS基因突变率为30%~
40%;KRAS基因突变出现在结直肠癌的早期,患者

的原发灶与转移灶的 KRAS基因突变情况基本一

致[3]。将KRAS基因是否突变作为分子标志物对结

直肠癌进行早期筛查,检测结果对结直肠癌的防治具

有重要意义。
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PCR技术使基因突变检测得到了较大的进展。
本文采用基于扩增阻滞突变系统(ARMS)的荧光定

量PCR技术检测KRAS基因突变,该方法具有简单、
方便、快速和灵敏度较高等优点,易于临床开展。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取陆军军医大学第二附属医院

2018年6月至2019年3月进行肠镜检查的患者为研

究对象,诊断标准为结直肠镜检查+病理学诊断。将

病理学诊断为腺瘤伴灶性高级别癌变的24例患者纳

入试验组,将病理学诊断未见异常的12例患者纳入

对照组。试验组男14例,女10例;年龄38~72岁;
乙状结肠腺瘤伴灶性高级别癌变10例,升结肠腺瘤

伴灶性高级别癌变6例,直肠腺瘤伴灶性高级别癌变

8例;管状结肠腺瘤14例,绒毛状结肠腺瘤10例。对

照组男6例,女6例;年龄42~68岁。试验组纳入标

准为病理学诊断为腺瘤伴高级别癌变;排除标准为诊

断为非结直肠癌的其他癌症或诊断为肠炎或肠息肉

等良性病变。试验组与对照组患者性别、年龄比较,
差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  两组一般资料比较[n(%)]

组别
性别

男 女

年龄(岁)

<60 ≥60

试验组 14(58.33) 10(41.67) 14(58.33) 10(41.67)

对照组 6(50.00) 6(50.00) 5(41.67) 7(58.33)

χ2 0.64 0.35

P 0.73 0.48

1.2 仪器与试剂

1.2.1 试剂 核酸(循环DNA)提取试剂购自厦门

艾德生物医药科技有限公司。Buffer
 

CDL、Digest
 

Solution、DNA
 

Tracer、Buffer
 

CDB、Buffer
 

CDD、
Buffer

 

CW1(浓缩液)、Buffer
 

CW2(浓缩液)、Buffer
 

CDE、KRAS基因突变检测试剂盒(荧光PCR法)均
购自厦 门 艾 德 生 物 医 药 科 技 有 限 公 司。KRAS19

 

PCR反应条(引物、探针、镁离子、dNTPs),KRAS19混

合酶(Taq
 

DNA酶、UNG酶),KRAS19阳性对照(质粒

DNA),阴性对照(纯化水)。KRAS19
 

PCR反应条组

成:KRAS19反应液1-11,KRAS19外控反应液。
1.2.2 仪器 Strata

 

gene
 

Mx3000P实时荧光定量

PCR仪购自美国安捷伦公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集和保存 患者做肠镜前,采集肘静

脉约15.0
 

mL(4支商品化的乙二胺四乙酸二钾抗凝

采血管),缓慢轻柔颠倒采血管6~8次(防止静脉血

凝集或溶血),3
 

000
 

r/min离心10
 

min,在生物安全

柜内收集上层血浆(约8.0
 

mL),血浆未上机检测前

于-80
 

℃冰箱保存。
1.3.2 标本DNA提取 按核酸提取试剂(型号:循
环

 

DNA)说明书进行操作,DNA分离完毕后,使用

Nanodrop
 

2000测定 DNA 水平,DNA 水平大于2
 

ng/μL,吸光度A260/A280 为1.8~2.0。DNA提取后

6
 

h内未上机检测应保存于-20
 

℃以下。
1.3.3 PCR检测流程 PCR反应体系:DNA样品

65.8
 

μL,KRAS19混合酶4.2
 

μL,每反应管加入混和

好的 PCR反应物5
 

μL。KRAS19阳性对照(质粒

DNA)和阴性对照(纯化水)按样品DNA的检测步骤

操作,对PCR检测流程进行质量控制。后统一上机

检测,第1阶段:95
 

℃、5
 

min;第2阶段:95
 

℃
 

25
 

s,
64

 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,循环15次;第3阶段:93
 

℃
 

25
 

s,60
 

℃
 

35
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,循环31次。第3阶段60
 

℃
时收集FAM和HEX(或VIC)信号。
1.3.4 结果判断 确定扩增曲线的拐点位置,得到

Ct值,根据Ct值把检测结果分为阴性(Ct值≥28)、
弱阳性(26≤Ct值<28)和强阳性(Ct值<26)。
1.4 统计学处理 应用SPSS19.0统计软件进行数

据分析,计数资料以例数或百分比表示,组间比较采

用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

KRAS基因19种突变检测结果,试验组(24例)
和对照组(12例)的血浆 KRAS基因的突变率都为

0.00%。试验组患者的血浆KRAS基因19种突变检

测结果见表2。

表2  试验组患者血浆标本的KRAS基因19种突变检测结果

检测区段 突变类型 检测例数(n) 突变例数(n) 突变率(%)

KRAS
 

Exon-2 G12D 24 0 0.00

G12A 24 0 0.00

G12V 24 0 0.00

G12S 24 0 0.00

G12R 24 0 0.00

G12C 24 0 0.00

G13D 24 0 0.00

G13C 24 0 0.00
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续表2  试验组患者血浆标本的KRAS基因19种突变检测结果

检测区段 突变类型 检测例数(n) 突变例数(n) 突变率(%)

KRAS
 

Exon-3 A59T、Q61K 24 0 0.00

Q61R、Q61H(183A>C)、Q61L、Q61H(183A>T) 24 0 0.00

KRAS
 

Exon-4 K117N(351A>C)、K117N(351A>T)、A146T、A146V、A146P 24 0 0.00

3 讨  论

  KRAS基因突变检测的常用方法包括Sanger法

测序、实时荧光定量PCR技术、ARMS技术、高分辨

率熔解曲线(HRM)技术等,检测对象主要为癌变组

织。Sanger法测序是检测基因突变的金标准,丁莉

等[4]对378例结直肠癌标本进行了检测,KRAS基因

突变率为34.7%;代云等[5]对265例结直肠癌患者肿

瘤组 织 标 本 进 行 了 检 测,KRAS 基 因 突 变 率 为

32.1%;孙新超等[6]对210例结直肠癌患者肿瘤组织

标本进行了检测,KRAS基因突变率为43.8%。实时

荧光定量PCR技术应用最为广泛,凌云等[7]检测了

304例结直肠癌石蜡包埋标本,KRAS基因突变率为

38.82%;梁跃等[8]检测了58例结直肠癌组织标本,
KRAS基因突变率为29.31%;贠田等[9]检测了389
例结直肠癌组织,KRAS突变率为42.4%。毛旭华

等[10]采用HRM技术检测了60例结直肠癌患者石蜡

包埋组织标本,KRAS基因突变率为36.67%(Sanger
法的突变率结果为33.33%);MIRANDA等[11]采用

HRM-定量 PCR 方法检 测 了47例 结 直 肠 癌 组 织

KRAS基因的2号外显子突变情况,灵敏度和特异度

分别为83.30%
 

和
 

96.6%,与第二代测序(NGS)法结

果高度一致。
本文采用的方法基于 ARMS,其原理为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。这一方法需先设计等位基因的特异性PCR扩

增引物,只有引物3'碱基与模板严格配对才能出现

PCR扩增带,从而检测出突变。罗妙玲等[12]检测了

177例结直肠癌手术切除或穿刺活检标本,KRAS基

因突变率为37.9%;祝继原等[13]检测了144例结直

肠癌患者的手术石蜡标 本,KRAS基 因 突 变 率 为

43.06%;张莹等[14]检测了60例结直肠癌患者手术切

除组织,KRAS基因突变率为38.3%。
本文检测了血液标本中KRAS基因的突变情况,

相关文献较少。李学琴[15]采用酶切富集-PCR联合焦

磷酸测序技术检测43例晚期非小细胞肺癌患者癌组

织和外周血,癌组织KRAS突变率为9.30%,静脉血

KRAS突变率为6.95%。崔发强等[16]采用PCR法

检测96例原发性肝癌患者外周血,KRAS突变率为

9.9%。伍洁[17]采用PCR-DNA直接测序法检测129
例原发结直肠癌组织标本和静脉血标本,癌组织

KRAS突变率为39.53%,静脉血 KRAS突变率为

32.56%。BOTEZATU等[18]采用富集突变PCR-定

量DNA熔解曲线分析(mePCR-qDMA)技术检测20
例结直肠癌患者的肿瘤组织和血浆KRAS基因2号

外显子12和13位密码子突变情况,KRAS基因突变

率不一致(组织为60%、血浆为25%)。
ARMS技术尚未大规模应用于血浆标本的检测,

本研究尝试检测血浆中KRAS基因突变的情况,但结

果未检测出KRAS基因突变,可能原因有:(1)检测标

本例数较少;(2)结直肠癌早期(包括癌前)血液中的

KRAS突变基因含量较少;(3)检测方法的灵敏度不

足以检测到微量KRAS基因突变。
4 结  论

  静脉血是结直肠癌早期筛查的理想标本,但需要

提升检测方法的灵敏度;采取不同方法的联合达到扬

长避短的目的,极大提高检测的灵敏度。
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降低提示线粒体途径凋亡可能参与 NAFLD的发生

及发展。
本研究发现在 NAFLD中内质网应激和凋亡率

均升高。为探讨内质网对细胞的影响,4-PBA抑制内

质网应激后细胞膜电位下降,Caspse-3、细胞质CytC
蛋白表达降低,而Bcl-2蛋白表达增加,提示内质网应

激对NAFLD细胞凋亡具有促进作用。既往有学者

针对内质网应激与凋亡在 NAFLD中的关系进行了

研究,认为改善内质网应激可以抑制细胞凋亡[14]。内

质网应激可诱导细胞内钙离子稳态失衡,细胞内异常

的钙离子水平促使线粒体钙离子超载的发生,线粒体

内钙离子的大量增加会打开膜渗透转换孔,膜渗透转

换孔开放后引起线粒体膜变化,诱发CytC释放启动

线粒体途径凋亡[15-16]。
4 结  论

  本研究发现在 NAFLD细胞凋亡和内质网应激

增加,减轻内质网应激后可降低线粒体途径凋亡率,
结果提示内质网应激对 NAFLD的发病有影响。但

细胞内质网应激通过何种分子机制诱导细胞线粒体

途径凋亡仍有待进一步探讨。
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