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Abstract
Numerous studies have shown that anti-epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) mono-
clonal antibodies are effective in the treatment 
of colorectal cancer patients with the wild-type 
k-ras gene. The k-ras gene encodes a G-protein 
that functions downstream of EGFR signal-
ing. Since k-ras mutations result in abnormal 
activation of the EGFR signaling pathway, 
anti-EGFR monoclonal antibody treatment is 
ineffective for patients with k-ras mutations. 
Therefore, k-ras mutation analysis is very im-
portant for targeted therapy of patients with 
colorectal cancer. This paper gives an over-
view of the recent advances in detection of 
k-ras gene mutations and targeted therapy of 
colorectal cancer.
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摘要
越来越多的研究表明, EGFR单抗对k-ras�因
野生型结直肠癌患者治疗有效. k-ras�因�码
的K-ras蛋白为EGFR信号通路下游区的一种
小分子G蛋白, k-ras �因发生突变后, 导致该
信号通路异常活化, 从而对EGFR单抗治疗无
效. 因此, 检测k-ras �因状态对指导结直肠癌
患者靶向治疗十分重要. 本文就k-ras�因检测
方法及与结直肠癌靶向治疗的研究现状进行
综述.
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0  ��引言

结直肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一. 在
美国, 结直肠癌的发病率和死亡率均居所有肿

瘤的第3位, 其中男性发病率和死亡率分别为

59.2/10万和22.7/10万, 女性发病率和死亡率分

别为43.8/10万和15.9/10万[1]. 在我国结直肠癌的

发病率和死亡率也日益上升, 目前居第4位[2], 在
大城市中每年以4%的增长速度上升[3], 随着人

们生活方式、饮食结构的改变, 平均寿命的提

高, 结直肠癌的发病率可能还将进一步上升. 有
数据显示, 结直肠癌全世界每年新发120万例, 
患者确诊后5年存活率仅为55%[4], 且约有20%
的患者在初诊时即发现有远处脏器的转移[5]. 近
年来, 随着新的分子靶向药物的研发和个体化

治疗的应用, 使转移性结直肠癌患者的存活率

有了显著改善. 人们逐渐认识到靶向药物治疗

与相关基因检测之间的密切联系, 因此, 对结直

肠癌的分子生物学及分子靶向治疗的研究已成

为目前肿瘤治疗及预后判断的热点之一. 越来

越多的学者将目光投向了k-ras基因检测与结直

肠癌关系方面并取得了一定进展. 本文重点就

k-ras基因与结直肠癌及其靶向治疗的关系以及

k-ras基因检测方法学的研究现状进行综述. 

®

■背景资料
在 结 直 肠 癌 的
靶 向 治 疗 中 ,  抗
EGFR单抗类药物
能特异性地抑制
具有野生型k-ras
�因的结直肠癌
细胞的生长, 使患
者预后得到改善, 
但对突变型k-ras
�因的结直肠癌
患者无效.
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1  k-ras 基因概述

r a s 癌基因参与人类肿瘤的发生发展, 最初是

在急性转化性逆转录病毒实验中从Harvey、
Kirsten两株大鼠肉瘤病毒中克隆出来的转化基

因, 自1982年有学者发现人膀胱癌细胞中有活

化的h-ras基因后, 引起了人们对ras癌基因在人

类肿瘤发生发展过程中作用的极大关注[6]. ras
基因家族与人类肿瘤相关的基因有3种: h-ras、
k-ras和n-ras , 分别定位于11、12和1号染色体上. 
其中, k-ras突变率最高, 为17%-25%[7]. k-ras基因

亦是所有肿瘤中突变频率最高的致癌基因, 约
有10%-20%的肿瘤与k-ras的异常激活有关, k-ras
的突变激活是人类多种肿瘤细胞恶性转化的主

要原因之一[8], 有如分子开关, 正常时能控制调

控细胞生长的路径; 发生异常时则导致细胞持

续生长. 当k-ras基因突变时, 该基因永久活化, 
不能产生正常的K-ras蛋白, 使细胞内信号传导

紊乱, 细胞增殖失控而导致癌变的发生. 
k-ras基因位于12号染色体上, 含有4个编码

的外显子和一个5'末端不表达的外显子, 编码

由189个氨基酸组成的结构相似, 具有GTP酶活

性, 相对分子质量为21 000 Da的K-ras蛋白, 又称

为P21蛋白[9]. P21蛋白以有活性的P21-GTP与无

活性的P21-GDP两种形式存在于细胞膜内表面, 
k-ras基因突变后其编码的P21蛋白GTP酶活性降

低, 当细胞外配体与跨膜细胞受体结合后激活

下游信号传导通路级联反应, P21蛋白与GTP结
合, P21蛋白水解有活性的P21-GTP为无活性的

P21-GDP能力下降, P21与GTP牢固结合, 结果使

得信号传导一直处于激活状态, 持续刺激细胞

生长、发育、增殖, 并引起细胞恶变[10].

2  结直肠癌靶向治疗的理论基础

近几年靶向药物的出现为肿瘤的治疗带来了

更多的希望, 而表皮生长因子受体(epidermal 
growth factor receptor, EGFR)是经临床验证的多

种类型肿瘤的治疗靶点, 例如结直肠癌、非小

细胞肺癌、头颈部鳞癌以及胰腺癌等[11]. 免疫组组

织化学检测显示, 30%-45%的结直肠癌患者有检测显示, 30%-45%的结直肠癌患者有

EGFR的过表达[12]. EGFR是ErbB受体家族成员, 
其配体(EGF、TGF-α等)与EGFR胞外段结合使

之二聚化, 由此导致胞内段酪氨酸激酶活化以

及一系列信号转导的级联反应, 促进细胞增殖, 
血管生成, 转移并抑制细胞凋亡[13], 从而导致肿

瘤的发生. 靶向药物与EGFR结合可抑制EGFR
的活性及其介导的信号传导途径, 进而减少肿

瘤细胞增殖扩散, 而且还可抑制肿瘤细胞对化疗

和放疗损害的自我修复能力以及肿瘤新生血管

的生成, 从而产生对肿瘤生长的整体抑制效应. 
K-ras蛋白是EGFR信号通路下游区的一种小分子

G蛋白, 是该信号通路的一个重要组成部分[14]. 在
信号转导过程中, K-ras蛋白在GEFs的催化下磷酸

化, 进入活化状态, 从而进行信号转导[15]. 而K-ras
蛋白内在的GTP酶活性又能使GTP去磷酸化为

GDP, 使其回复到静息状态[16], GAPs催化这个过

程[17]. k-ras基因发生突变后, 抑制了自身的GTP
酶活性, 使其不易被GAPs激活, 使得K-ras蛋白

总是处于活化状态[18], 最终导致信号转导通路

异常活化, 不受EGFR上游信号指令的影响. 这
种状态下如果使用靶向药物EGFR单抗, EGFR
单抗虽能与细胞膜表面EGFR结合, 阻滞了信号

通路的下传, 但k-ras基因突变后可发生自身磷

酸化, 抗拒EGFR单抗的作用, 从而对EGFR单抗

治疗无效. 由此可见, 靶向药物治疗并非对所有

EGFR过表达的结直肠癌患者都有效, 事实上, 
相当一部分患者不能从靶向治疗中获益[11,19,20].

3  k-ras 基因突变与结直肠癌靶向治疗

有研究表明, 结直肠癌患者中k-ras基因的突变

率约为35-40%[21,22], 而且90%的突变发生在12、
13位密码子[23]. 其中约70%发生于第12位密码

子, 30%发生于13位密码子[24], 极少部分发生

于第61、63位密码子[10]. 较常见的突变类型为

G>A, 其次是G>T和G>C[25,26]. 发生在12、13位
密码子的突变提示预后不良[27]. 此外, 发生在12
位密码子上的突变被认为会降低患者的无进展

生存期和总体生存期[21]. 最新的一项研究报道报道

了95例结直肠癌患者k-ras基因突变检测情况, 
41例患者检出突变, 其中33例发生在12、13、
15、18位密码子, 被归类为激活型k-ras突变[28]. 
8例发生于20、30、31位密码子, 被归类为非激

活型k-ras突变, 其中5例西妥昔单抗治疗有效. 
学者认为, 激活型k-ras突变可以作为预测西妥

昔单抗疗效的有效指标, 对于非激活型k-ras突
变的患者, EGFR可以作为无进展生存期和总体

生存期的预测指标, EGFR表达上调的k-ras野生

型及非激活型k-ras突变的患者, 其无进展生存

期和总体生存期明显优于激活型k-ras突变患者

或EGFR阴性的患者[29]. 许多研究表明, k-ras基
因突变发生在结直肠肿瘤发生的早期阶段 [30], 
多项研究显示, 原发灶和转移灶的k-ras基因保

持高度一致[31-33], 提示在转移过程中k-ras基因突

■研发前沿
对结直肠癌的分
子生物学及分子
靶向治疗的研究
已成为目前肿瘤
治疗及预后判断
的热点之一. 越来
越多的学者将目
光投向了k-ras �
因检测与结直肠
癌关系方面并取
得了一定进展.
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变维持稳定. 一般认为, k-ras基因状态也不会因

治疗而发生变化. 
有研究显示, k-ras基因突变使结肠癌患者对

放疗的敏感性下降 , 而通过抑制结肠癌细胞k-ras
基因突变表达可提高放疗的敏感性[10]. 体外研究

显示存在k-ras基因突变的结肠癌细胞对5-FU的

敏感性结论不一, 临床研究结果也各异[10]. 美国

东部肿瘤协助组的EST2292试验显示,试验显示,显示, k-ras基因

突变与结直肠癌患者接受5-FU及干扰素治疗是

否获益无相关性[34]. 美国西南肿瘤协作组的一

项研究显示, 在Ⅲ期的结肠癌患者中, k-ras基因

为野生型患者可以从5-FU联合左旋咪唑化疗中

获益, 而k-ras基因突变者则否[35]. 有学者分析了

k-ras基因突变的类型与化疗敏感相关性, 结果

显示, k-ras基因第12、13位密码子为非天冬氨

酸突变患者较天冬氨酸突变患者可以从5-FU为

基础的化疗中获得更长生存期[36]. 而Markowitz
等[37]研究认为k-ras基因状态与化疗敏感性无关. 

2004-02, FDA批准了西妥昔单抗用于晚期

转移性结直肠癌患者的治疗. 西妥昔单抗是第

一个被批准用于此类适应证的单克隆抗体, 经
过了多个国际大规模Ⅱ期和Ⅲ期临床研究[38]. 三
线治疗的临床研究有: NCIC CO.17[20], BOND[12]; 
二线治疗的临床研究有: EPIC[39], BOND[12]; 一线

治疗的临床研究有: CRYSTAL[40], OPUS[41]. 目前

西妥昔单抗已从晚期转移性结直肠癌患者三线

治疗药物跃升成为一线治疗药物. 随着研究的

深入, 逐渐发现k-ras基因突变状态可能与西妥

昔单抗疗效有关. 如果k-ras基因12和13位密码

子发生突变, 则西妥昔单抗治疗无效. 因此, 运
用EGFR靶向药物治疗之前必须进行靶向治疗

疗效预测指标检测. 到目前为止, 多项临床研究

均认为k-ras基因突变可作为靶向治疗的疗效预

测指标[29,42]. 
对于k-ras基因为野生型患者, 《美国国立

综合癌症网络(NCCN)结直肠癌临床实践指南》

推荐在FOLFOX、CapeOX或FOLFIRI方案基础

上联合西妥昔单抗作为一线治疗. 对一般状况

差、不能接受化疗的患者, 也可考虑单药西妥

昔单抗治疗[43]. 值得注意的是, 西妥昔单抗等靶

向治疗也存在一些缺点, 除了费用昂贵外, 使用

后有一些潜在的不良反应, 特别是皮肤毒性反

应等.

4  k-ras 基因检测

4.1 k-ras �因检测的意义 2008-10, k-ras基因检

测被写入最新版《NCCN结直肠癌临床实践指

南》. 新指南传递给广大医师和患者两条重要

信息: 一是所有转移性结直肠癌患者都应检测

k-ras基因状态; 二是只有k-ras野生型患者才建

议接受EGFR抑制剂如西妥昔单抗或帕尼单抗

(包括单药或与化疗联合)治疗[44]. 
k-r a s 基因突变检测对判断肿瘤的发生发

展、预后以及了解肿瘤的治疗效果具有一定意

义: (1)正常人血中检出k-ras基因异常, 提示存

在肿瘤易感性; (2)良性肿瘤患者若检出k-ras基
因突变, 提示有恶变的可能; (3)大量研究表明, 
k-ras基因突变阳性, 即使病理组织学上淋巴结

转移阴性, 癌症复发的可能性也很高; (4)k-ras基
因为野生型的结直肠癌患者, 经抗EGFR靶向药

物治疗疗效明显. 因此, 通过检测k-ras基因突变

状态可以筛选用药人群, 实现肿瘤患者的个体

化治疗, 延长患者生存期. 
4.2 k-ras �因检测方法学 k-ras基因突变检测最

好在肿瘤组织中进行, 需要提供石蜡包埋组织

块或已切好的蜡屑或几张挂胶白片或新鲜的手

术、活检标本, 外周血多不能反映真实情况. 结反映真实情况. 结真实情况. 结
直肠癌原发灶及转移灶k-ras基因状态基本相同, 
所以可以选择原发灶也可以选择转移灶的标本

进行测定[45].           
ASCO/CAP[46]对于结直肠癌k-ras基因突变

的检测提出了意见, 建议检测前所有的标本需

经有经验的病理医师筛选, 确认有足够的肿瘤

细胞, 并且没有坏死及尽可能少的炎性细胞浸

润. 可视情采用显微切割的方法提取DNA. 
k-r a s 基因检测的方法很多 ,  如直接测序

法、实时荧光定量PCR、聚合酶链反应-单链

构象多态性分析、聚合酶链反应-限制性片段

长度多态性方法(PCR-restriction fragment length 
polymorphism, PCR-RFLP)、等位基因特异性扩

增法(allele specific amplification, ASA)、高分辨

率熔解曲线分析法(high resolution melting curve 
analysis, HRM)、焦磷酸测序方法、变性高效液

相色谱法等, 每种方法各有优缺点. 
直接测序法是检测基因突变的经典方法, 

能检测k-r a s 基因第2、3外显子所有可能发生

突变的位点, 但与其他检测方法相比, 灵敏度

较低[47], 突变的k-ras基因占总k-ras基因比例需

达到20%-25%[48], 此外, 还有成本高, 操作步骤

多、易交叉污染等缺点. 
HRM是最新兴起的低成本和操作简便的高

通量突变扫描和基因分型技术. 该技术在PCR

■相关报道
结直肠癌组织中
存在一定比例的
k-ras �因突变. 最
新报道应用微流
控温度梯度毛细
管�泳法 (Chip-
based TGCE)能够
检测最少 2 . 5 1 %
的突变型k-ras �
因, 是一种较为简
便、灵敏的检测
方法.
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结束后直接运行高分辨率熔解, 通过饱和染料

监控核酸的熔解过程, 得到特征的熔解曲线, 再
根据熔解曲线的变化来判断核酸性质的差异[49], 
这种检测办法不受突变碱基位点与类型的限制, 
灵敏度高达5%[50], 需设计探针, 成本低, 操作简

单, 较传统的突变分析法和定量探针法, 缩短了

操作时间, 简化了操作步骤, 大大降低了使用成

本, 并且实现了真正的闭管操作, 最大限度地避

免了交叉污染, 在临床基因扩增实验室尤为重

要. 基于这些优势, HRM分析法未来可能会替代

直接测序法成为一种常用的实验室检测手段[50]. 
实时荧光定量PCR以其特异性强、灵敏度

高、重复性好、定量准确、速度快、全封闭反

应等优点已成为分子生物学研究中的重要工具. 
常用于检测最常见的k-ras第12、13位密码子的

突变. 但目前荧光探针价格较昂贵, 且一对探针

只能对应检测一种突变类型, 通用性不强, 导致

使用成本较高. 有文献报道, 将荧光定量PCR与
ASA相结合, 即采用实时荧光ASA法对k-ras基
因进行点突变分析, 可以检测出样品中含量极

低的点突变, 其进一步发展有可能用于直接从

粪便样品中检测结肠上皮组织所脱落的微量癌

细胞, 从而实现结肠癌的早期无损伤检测. 此外, 
该方法快速、简便、灵敏、安全、高通量、低

成本, 可望用于对大量临床样本进行点突变筛

查[51]. 
英国DxS公司还生产了一种基于荧光实时

定量PCR的k-ras检测方法(蝎形探针扩增阻滞突

变系统(amplification refractory mutation system, 
ARMS), 该方法具有较高的特异性和敏感性, 灵
敏度高达1%[52], 在欧洲已被广泛应用于临床检

测. ASCO/CAP[46]亦主要推荐该种方法检测k-ras
基因突变. 几种常用的k-ras基因突变检测方法

灵敏度的比较见表1.
4.3 免疫组织化学法检测K-ras蛋白 采用免疫组

织化学法亦可检测结直肠病变组织中的K-ras蛋
白的表达, K-ras阳性产物定位于胞质中. 有研究

发现, 其表达率在结直肠癌、结直肠腺瘤及正

常黏膜组织中分别为51.2%、33.3%和0.0%[54]. 
该研究结果提示K-ras蛋白在结直肠癌和结直

肠腺瘤中的表达均显著高于正常组织, 但在结

直肠癌和结直肠腺瘤之间无明显差异. 因此可

以认为, 如果从结直肠病变组织中检测到K-ras
蛋白则有利于临床的早期诊断. 多项研究表明, 
K-ras蛋白在结直肠癌组织中的高表达与组织类

型、浸润深度、Dukes分期、淋巴结转移及远

处转移均无相关性[55,56]. 至于K-ras蛋白的检测在

结直肠癌预后研究中的意义, 各报道结论仍有

争议[57-59]. 这可能与所用抗体克隆不同、检测分

析及组织处理方法不同、随访时间不同及随访

对象出现选择性偏倚等因素有关. 因此K-ras蛋
白的检测对结直肠癌患者预后判断仍有待研究.

5  ��结论

k-ras基因突变是结直肠癌发生、发展及预后的

不良因素, 同时与靶向治疗疗效密切相关. 在结

直肠癌患者内科治疗前应常规检测k-ras基因状

态. 在k-ras基因检测的整个过程中, 包括肿瘤检

测标本的选择, 标本固定及取材规范, 建立规范

的实验操作程序和标准化的分子诊断实验室, 
统一判读标准以及对检测结果进行正确分析, 
病理学家将发挥十分重要的作用[60]. 
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