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晚期结直肠癌患者血浆ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ突变
及与西妥昔单抗耐药的关系研究

林 琳，庞雄昊，梁文丽，李美香
牗广东省深圳市第二人民医院肿瘤科，广东深圳５１８０３７ 牘

摘要：目的探讨晚期结直肠癌患者ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ的含量变化，以及Ｋ － ＲＡＳ与结直肠癌患者用药的关系及其预后价值。方法选
取晚期结直肠癌患者１００例，从ＥＤＴＡ血液样品获得血浆，使用ＡＲＭＳ － ＰＣＲ评估Ｋ － ＲＡＳ突变等位基因，收集病例，并统计Ｋ － ＲＡＳ
突变状态与表皮生长因子受体牗ＥＧＦＲ牘单抗的药物疗效关系，分析Ｋ － ＲＡＳ基因突变对总生存期（ＯＳ）和无疾病生存期（ＰＦＳ）的影响。
结果ｃｆＤＮＡ和组织中均检测出的Ｋ － ＲＡＳ突变的一致性为６２． ５０％，治疗前Ｋ － ＲＡＳ在ｃｆＤＮＡ中的突变丰度为（１７． ００ ± １２． ０５）％，
经过标准治疗后为（８． １０ ± ７． ９８）％；同样，在组织中检测出，治疗前Ｋ － ＲＡＳ在组织中的突变丰度为（２６． ４０ ± ９． ８０）％，经过标准治疗
后为牗 １２． ６０ ± ２． ５５ 牘％；Ｋ － ＲＡＳ野生型患者在使用ＥＧＦＲ单抗中会随着疾病的进展而出现Ｋ － ＲＡＳ突变丰度增多的现象，且Ｋ － ＲＡＳ
的表达情况与临床ＰＦＳ和ＯＳ正相关。结论血浆中Ｋ － ＲＡＳ检测可指导临床用药，具有一定预后判断价值。
关键词：结直肠癌；基因突变；Ｋ － ＲＡＳ；西妥昔单抗；预后
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晚期结直肠癌是种异质性很大的疾病，肿瘤细胞遗
传的多样性和肿瘤细胞抗原表达的易变性犤 １ 犦为临床诊
治带来很多挑战。临床Ｋ － ＲＡＳ基因检测的开展，为患
者个体化治疗迈出重要一步。多项临床研究证实，对于
Ｋ － ＲＡＳ野生型晚期结直肠癌患者，化学治疗联合西妥
昔单抗治疗有效率、无疾病进展时间和总生存时间均得
到明显改善，但西妥昔单抗治疗最终会出现进展犤 ２ 犦。目
前预测西妥昔单抗治疗耐药的指标不多，Ｍｕｓｅｌｌａ等犤 ３ 犦

研究发现，循环肿瘤细胞的数目可以作为ＲＡＳ － ＢＲＡＦ
野生型晚期结直肠癌的预后指标，并可预测西妥昔单抗
治疗的失败。ｃｆＤＮＡ来源于肿瘤细胞的坏死或凋亡，半
衰期数小时，能实时反映体内肿瘤状态，并携带肿瘤特

异性基因改变，检测手段相对成熟。Ｍｏｒｇａｎ等犤 ４ 犦研究发
现，相对于病理组织检测Ｋ － ＲＡＳ突变，通过ＰＣＲ ｋｉｔ
技术检测晚期结直肠癌患者血浆中携带Ｋ － ＲＡＳ突变
的ｃｆＤＮＡ水平，发现敏感性和特异性为３１％和９７％，
可作为组织活检的补充。Ｔｈｉｅｒｒｙ等犤 ５ 犦通过定量ＰＣＲ技
术检测晚期结直肠癌患者外周血中携带Ｋ － ＲＡＳ突变
的ｃｆＤＮＡ水平与组织学中Ｋ － ＲＡＳ突变情况，发现
ｃｆＤＮＡ的敏感性和特异性为９２％和９８％。因此，通过检
测晚期结直肠癌患者外周血血浆携带Ｋ － ＲＡＳ突变的
ｃｆＤＮＡ水平在临床是可行的。为揭示检测结直肠癌患者
血浆ｃｆＤＮＡ的Ｋ － ＲＡＳ突变情况和活组织检测的差
异，确定结直肠癌患者血浆ｃｆＤＮＡ中的Ｋ － ＲＡＳ突变
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情况与西妥昔单抗治疗效果的关系，解决临床以影像学
为主导的药物治疗疗效和耐药判定问题，本研究中探讨
了动态检测患者外周血血浆中携带Ｋ － ＲＡＳ突变的
ｃｆＤＮＡ与患者预后的关系。现报道如下。
１ 资料与方法
１． １ 一般资料

纳入标准：经ＣＴ检查证实可测量的病灶；经病理
组织学确诊，组织病理学检测结果为第Ⅳ期ｍＣＲＣ；氟
尿嘧啶、奥沙利铂和伊立替康治疗失败；体能状态评
分（ＥＣＯＧ）为０ ～ ２分；各器官功能不存在明显缺陷；
本研究经我院医学伦理委员会批准牞所有患者签署知情
同意书。

病例选择：选择医院２０１５年６月至２０１７年６月收
治的经组织病理学确诊的晚期结直肠癌患者１００例，男
６７例，女３３例；年龄６２ ～ ７８岁，平均（６９． ４８ ± ７． ７６）岁；
结肠癌４４例，直肠癌５６例；肝脏转移２６例，肺转移
２２例，盆腔转移１９例，纵隔淋巴结转移１８例，骨转移
１５例。
１． ２ 方法

给药方案：西妥昔单抗注射液（Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡ，进口
药品注册证号Ｓ２０１３０００４，规格每瓶为２０ ｍＬ∶ １００ ｍｇ）
静脉滴注１２０ ｍｉｎ，随后每周２５０ ｍｇ ／ ｍ２持续静脉滴注
６０ ｍｉｎ，２个月后改为５００ ｍｇ ／ ｍ２，每２周１次，与化学治
疗同时进行。给药前３０ ｍｉｎ常规给予组胺受体拮抗剂盐
酸异丙嗪注射液（广东南国药业有限公司，国药准字
Ｈ４４０２２５０４，规格为每支２ ｍＬ ∶ ５０ ｍｇ）２５ ｍｇ肌肉注射，地
塞米松磷酸钠注射液（国药集团容生制药有限公司，国药
准字号Ｈ４１０２００３６，规格为每支５ ｍｇ ∶ １ ｍＬ）５ ｍｇ静脉
注射，使用西妥昔单抗时行心电监测。西妥昔单抗使用
６０ ｍｉｎ后联合细胞毒药物。

ＦＯＬＦＩＲＩ方案：盐酸伊立替康注射液（江苏恒瑞医药股份
有限公司，国药准字Ｈ２００６１２７６，规格为每支５ ｍＬ ∶ １００ ｍｇ）
１８０ ｍｇ ／ ｍ２，静脉滴注３０ ～ ９０ ｍｉｎ；亚叶酸钙注射液（江苏
恒瑞医药股份有限公司，国药准字Ｈ２００２０１７７，规格为每
支５ ｍＬ ∶ ５０ ｍｇ）２００ ｍｇ ／ ｍ２，静脉滴注２ ｈ，第１ ～ ２天；
５ －氟尿嘧啶（５ － ＦＵ，西南药业股份有限公司，国药准
字Ｈ５００２０１２８，规格为每支１０ ｍＬ ∶ ０． ２５ ｇ）４００ ｍｇ ／ ｍ２，
静脉注射，第１天，联合５ － ＦＵ ２ ４００ ｍｇ ／ ｍ２，持续静脉泵
入４６ ｈ，１４ ｄ为１个周期。所有患者使用化疗方案＋表
皮生长因子受体牗ＥＧＦＲ牘单抗治疗。治疗前后，检测患者
血液和穿刺组织中样本的Ｋ － ＲＡＳ突变状态，Ｋ － ＲＡＳ
突变型患者使用标准化方案，野生型患者使用西妥昔单抗
首次４００ ｍｇ ／ ｍ２持续。ＲＥＣＩＳＴ版本１． １和ＮＣＩ －ＣＴＣＡＥ
版本４． ０用于检查研究中的终点。

血液收集：通过外周血液抽吸牞将７． ５ ｍＬ全静脉血
收集在ＥＤＴＡ管（美国ＢＤ生物公司）中牞保持于４ ℃冰

箱直到分离，在收集后１ ｈ内进行。将全血离心１０ ｍｉｎ
（４ ℃，８２０ ｇ），并将血浆级分转移至２ ｍＬ冷试管（德国艾
本得生物有限公司）中，再次离心１０ ｍｉｎ（４ ℃，２０ ０００ ｇ），
并在新鲜的２ ｍＬ管中回收纯血浆，于－ ８０ ℃下立即储
存，直到ｃｆＤＮＡ提取。

ＤＮＡ提取：根据说明书，使用ＱＩＡａｍｐ Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｋｉｔ（德国凯杰生物有限公司）从血浆中提
取循环的无细胞ＤＮＡ。取２ ｍＬ血浆进行ｃｆＤＮＡ提取，
并在５０ μＬ洗脱缓冲液中回收ｃｆＤＮＡ，４ ℃保存。

ｃｆＤＮＡ定量：通过使用Ｑｕｂｉｔ ２． ０荧光计（美国赛默
飞世尔有限公司）的荧光测量法确定ｃｆＤＮＡ的总量。通
过ＱＩＡａｍｐ循环核酸试剂盒获得的２ μＬ ＤＮＡ洗脱液，
并根据说明书使用Ｑｕｂｉｔ ｄｓＤＮＡ ＨＳ测定试剂盒（美国
赛默飞世尔有限公司）测定浓度。

Ｋ － ＲＡＳ突变检测和定量牶为了鉴定Ｋ － ＲＡＳ突变，
回顾了ＦＦＰＥ肿瘤样品的ＨＥ染色载玻片，选择肿瘤组织
进行分析。通过微观解剖去除来自２个未染色、５ μｍ
厚组织切片的相应组织，并通过在ＴＥＮ缓冲液（１ ｍｍｏＬ
ＥＤＴＡ，１０ ｍｍｏＬ ＴＲＩＳ － ＨＣｌ，０． １ ｍｏＬ ＮａＣｌ，ｐＨ ８． ０）中
孵育将组织裂解，包括蛋白酶Ｋ（２０ ｇ ／ Ｌ）过夜，６２ ℃。
将所得裂解物用于ＰＣＲ反应，以扩增编码Ｋ － ＲＡＳ外
显子２ 牗密码子１２ ／ １３ 牘，外显子３ 牗密码子５９和６１ 牘，以
及Ｋ － ＲＡＳ的外显子４（密码子１１７和１４６）的区域基
因。将３ μＬ裂解液加入４７ μＬ ＰＣＲ反应中，包括２５ μＬ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｓ（美国赛默飞世尔有限公司），０． ５ μＬ
特异性ＰＣＲ引物混合物（每个引物２５ ｐｍｏｌ）和２１． ５ μＬ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｈ２Ｏ。循环条件为，９５ ℃ ５ ｍｉｎ；２ × 犤９５ ℃ ３０ ｓ，
６２ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ犦；２ × 犤９５ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
３０ ｓ犦；２ × 犤９５ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ犦；３５ × 犤９５ ℃
３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ犦；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。在１％琼脂糖
凝胶上分离ＰＣＲ反应的一部分，以确保Ｋ － ＲＡＳ区域的
成功扩增。不同Ｋ － ＲＡＳ的突变状态通过使用ＰｙｒｏＭａｒｋ
Ｑ２４型测序仪（德国凯杰生物有限公司）的热测序确定
密码子。根据ＱＩＡＧＥＮ的ｐｙｒｏ － ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ试剂的使用
说明进行热解测序。所有引物的序列可根据要求提供。
１． ３ 统计学处理

应用Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７版本分析。除非另有说明，
连续变量的结果以平均值±中值绝对偏差或平均值±
标准误差表示，行Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ检验或Ｍａｎｎ － Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ
检验；分类变量的比较行Ｆｉｓｈｅｒ精确检验生存曲线行
Ｍａｎｔｅｌ －Ｃｏｘ对数秩检验；相关分析由Ｐｅａｒｓｏｎ或Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关分析进行。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果
２． １ 治疗前后 Ｋ － ＲＡＳ突变丰度对比

首先，在转移性ＣＲＣ的初步诊断中，应用了Ｋ － ＲＡＳ
基因热点区域的ＡＲＭＳ － ＰＣＲ检测ｃｆＤＮＡ和肿瘤组织

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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ＰＦＳ ／月

Ａ． 肿瘤体积和肿瘤中ｃｆＤＮＡ含量的变化（Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒ ＝ ０． ５６３ ０，
Ｐ ＝ ０． ０３１ ２）

Ｂ． Ｋ － ＲＡＳ状态在总生存率中的变化（Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒ ＝ － ０． ０５０ ７，
Ｐ ＝ ０． ０４７ ０）

Ｃ． Ｋ － ＲＡＳ状态在无疾病生存率中的变化
图２ Ｋ － ＲＡＳ状态与预后的关系
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ＯＳ ／月

中Ｋ － ＲＡＳ突变情况。评估了外显子２（密码子１２ ／ １３）、
外显子３（密码子５９和６１）和外显子４（密码子１１７和
１４６）的Ｋ － ＲＡＳ状态，并鉴定了８２． ５０％（３３ ／ ４０），其中
ｃｆＤＮＡ和组织中均检测出的Ｋ － ＲＡＳ突变的一致性为
６２． ５０％。使用来自相应患者的ｃｆＤＮＡ的ＡＲＭＳ － ＰＣＲ
技术对数据进行补充，结果见表１。可见，ｃｆＤＮＡ可作为
无法取到组织样本时的一种可行的检测方法。

２． ２ Ｋ － ＲＡＳ状态与西妥昔单抗耐药间的关系分析
１例患者中，原发肿瘤组织是Ｋ － ＲＡＳ外显子２ － ４

的野生型，同时ｃｆＤＮＡ分析也证实了Ｋ － ＲＡＳ表达为
野生型，给予患者ＦＯＬＦＩＲＩ ＋西妥昔单抗进行治疗，见
图１ Ａ。在疾病进展后，检测到Ｋ － ＲＡＳ呈现突变状态，
且相较于传统的血清学和影像学检测，ｃｆＤＮＡ的检测更
方便、准确，可实时动态监控患者的疾病状态。另１例患
者，肿瘤组织也被确定为Ｋ － ＲＡＳ外显子２ － ４的野生
型，但ｃｆＤＮＡ检测到的Ｋ － ＲＡＳ ３号外显子突变，即是
Ｑ６１Ｈ，由于组织分析是当时Ｋ － ＲＡＳ评估的标准，患者
接受了ＦＯＬＦＩＲＩ ＋帕尼单抗（患者自行购买）治疗。结果
显示，Ｋ － ＲＡＳ突变在治疗开始后１个月，ｃｆＤＮＡ中并
没有Ｋ － ＲＡＳ突变，可能是由于采用细胞毒剂（伊立
替康）治疗。约５个月后（即放射学确认的疾病进展前
超过２个月），ｃｆＤＮＡ中再次检测到相同的突变，详见
图１ Ｂ。结果表明，与单次ｃｆＤＮＡ定量相比，基于ｃｆＤＮＡ
的Ｋ － ＲＡＳ筛查在治疗期间早期检测疾病进展有潜在
价值，ＥＧＦＲ单抗治疗中Ｋ － ＲＡＳ的突变状态是导致耐
药的重要因素。
２． ３ Ｋ － ＲＡＳ状态与预后的关系

根据ｃｆＤＮＡ中基因表达水平进行患者的生存分析已
被用于多类型的癌症，汇总分析证实，ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ水
平升高的总生存期牗ＯＳ牘缩短。在肿瘤中肿瘤体积和肿瘤中
ｃｆＤＮＡ的含量存在正相关关系。详见图２ Ａ。Ｋ － ＲＡＳ的突
变丰度在无疾病生存期（ＰＦＳ）中有着显著差异（Ｐ ＝０． ０４７），
见图２Ｂ。Ｋ － ＲＡＳ野生型患者和Ｋ － ＲＡＳ突变型患者
ＯＳ也存在显著差异，野生型患者中位ＯＳ为１０． ２个月
（８． ３ ～ １１． ７）个月，突变型患者的中位ＯＳ为５． ２个月
（４． ６ ～ ５． ９）个月（ＨＲ ＝ １． ７８，Ｐ ＝ ０． ０００ ６），详见图２ Ｃ。故
ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ的状态和患者预后存在明显的相关性。
３ 讨论

随着手术治疗、化学治疗、放射治疗等综合治疗手段

表１ 治疗前后ｃｆＤＮＡ的突变丰度比较牗 Ｘ ± ｓ，％ 牘
时间
治疗前
治疗后
ｔ值
Ｐ

ｃｆＤＮＡ
１７． ００ ± １２． ０５
８． １０ ± ７． ９８
９． ２８７
＜ ０． ０００ １

肿瘤组织
２６． ４０ ± ９． ８０
１２． ６０ ± ２． ５５
１１． ４８６
＜ ０． ０００ １

ｃｆＤＮＡ ／ ｎｇ·ｍＬ － １
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的进步，早期结直肠癌患者的预后得到明显改善，但
仍有５０％ ～ ６０％的结直肠癌患者确诊时已伴远处转
移。化疗药物及生物靶向药物的临床应用，晚期结直
肠癌患者ＯＳ延长至３０多个月以上，且提高了生活
质量犤 ６ 犦。

研究表明，患者待检测样品中可分离并分析特定的
基因和肿瘤的关系犤７犦。ｃｆＤＮＡ于１９４８年首次被描述，已作
为潜在的癌症患者体征的说明犤８ － １０犦。对于动态ｃｆＤＮＡ分
析，集中在临床相关的２个时间点，即治疗前和治疗后，可
通过成像确定。本研究中，治疗前ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ的突
变丰度呈明显变化，治疗前后组织中Ｋ － ＲＡＳ突变丰度
明显高于ｃｆＤＮＡ中Ｋ － ＲＡＳ，组织中肿瘤细胞的含量更
高，外周血中肿瘤细胞的含量相对低于肿瘤组织，故检测
结果中存在细微差异。一致性方面，ｃｆＤＮＡ和肿瘤组织中
同时检测的Ｋ － ＲＡＳ突变比例达６２． ５０％，这与以往研究
数据犤 １１ － １２ 犦 一致。因此，结直肠癌患者治疗过程中行
Ｋ － ＲＡＳ定量对肿瘤采取无创治疗方法具有指导意义。

Ｋ － ＲＡＳ基因的突变对于结直肠癌患者后续治疗
方案的选择有重要意义。有研究显示，Ｋ － ＲＡＳ位于
ＥＧＦＲ基因下游，对于Ｋ － ＲＡＳ基因突变的患者，ＥＧＦＲ
单抗类药物获益程度不大犤 １３ 犦。本研究中，在ＥＧＦＲ野生
型患者，Ｋ － ＲＡＳ治疗前突变为０，但随着治疗的深入，
Ｋ － ＲＡＳ基因的突变丰度增加，特别是在再次发生疾病
进展时突变丰度明显升高；同时，ｃｆＤＮＡ的检测方法相
较于传统的影像学和血清学的检测更方便，且可检出突
变的时间略微提前。目前，许多研究集中在Ｋ － ＲＡＳ
的发生和突变的复发Ｋ － ＲＡＳ抗下等位基因ＥＧＦＲ
治疗犤 １４ － １６ 犦。但目前临床仍不清楚该如何处理这些结果。
关于组织ｃｆＤＮＡ之间发生Ｋ － ＲＡＳ突变时如何选择，
本研究结果显示，Ｋ － ＲＡＳ突变确实可在化疗加抗
ＥＧＦＲ抗体的组合下消失，且在疾病进展时被再次检测
出。因此，在某些情况下，明显的联合化疗也能抑制结直
肠癌中的Ｋ － ＲＡＳ突变。

基因突变与患者的无疾病生存率及总生存率存在
一定的关系。本研究结果显示，Ｋ － ＲＡＳ突变的患者总
生存率明显低于Ｋ － ＲＡＳ野生型患者，且无疾病生存
率也展现出类似结果，故对于肿瘤患者热点基因的检测
就显得至关重要。晚期结直肠癌患者Ｋ － ＲＡＳ的状态
和临床用药及预后存在明显的相关性。
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