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Abstract
AIM: To investigate k-ras gene mutations and to 

analyze their clinical significance in Chinese pa-
tients with colorectal cancer.

METHODS: A total of 280 surgical specimens 
taken from patients with colorectal cancer who 
were treated at Fuzhou General Hospital of 
Nanjing Military Command between January 
2008 and December 2009 and had complete clini-
cal data were used in the study. Six k-ras gene 
mutations at codon 12 (35G>A, 35G>T, 35G>C, 
34G>A, 34G>T, 34G>C) and one at codon 13 
(38G>A) were detected by real-time fluorescence 
quantitative PCR (qPCR) and direct sequencing. 
A comparison of results obtained by the two 
methods was then performed.

RESULTS: The overall positive rate of k-ras gene 
mutations obtained by direct sequencing was 
33.57% (94/280), and the positive rate of muta-
tions at codon 12 [4.29% (12/280) for 35G>A, 
0.36% (1/280) for 35G>T, 0.36% (1/280) for 
35G>C, 2.86% (8/280) for 34G>A, 3.57% (10/280) 
for 34G>T, and 0.36% (1/280) for 34G>C] was 
14.64% (41/280) and 7.5% (21/280) at codon 13. 
Of 94 patients who were demonstrated to have 
k-ras gene mutations by direct sequencing, 91 
were confirmed by qPCR [sensitivity, 96.8% 
(91/94)]. Meanwhile, of 186 patients who were 
demonstrated to have no k-ras gene mutation by 
direct sequencing, 184 were confirmed by qPCR 
[specificity, 98.9% (184/186)]. The matching rate 
between the two methods was 98.2%. K-ras gene 
mutations were significantly associated with sex 
and age (both P < 0.05), but not with tumor site, 
differentiation, depth of invasion, TNM stage, 
lymph node metastasis, or distant metastasis (all 
P > 0.05).

CONCLUSION: A high proportion of k-ras gene 
mutations (33.57%) were detected in Chinese 
patients with colorectal cancer. qPCR may be an 
accurate, rapid and simple method for detection 
of k-ras gene mutations in patients with colorec-
tal cancer. There was no significant correlation 
between k-ras gene mutations and biological 
behavior of colorectal cancer, though a higher 
rate of gene mutations were detected in female 
patients older than 60 years.
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■背景资料
在应用抗EGFR单
抗治疗结直肠癌
的靶向治疗中, 部
分患者的预后能
够改善, 而部分患
者并未能从中获
益, 寻求能够有效
预测靶向治疗疗
效的指标是临床
的迫切需要. 

■同行评议者
李淑德, 主任医师, 
中国人民解放军
第二军医大学长
海医院消化内科



Key Words: Colorectal cancer; k-ras  gene; Gene 
mutation; Direct sequencing; Real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction; Targeted 
therapy; Clinicopathological parameters

Liu W, Wang L, Yu YH, Wang XZ, Wu YM, Wu ZZ, 
Ouyang XN, Wang L. Detection of k-ras gene mutations 
in Chinese patients with colorectal cancer. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi  2011; 19(13): 1367-1374

摘要
目的: 评价中国结直肠癌患者中k-ras 基因突
变状态及其与临床病理参数的关系. 

方法: 收集2008-01/2009-12在中国人民解放
军南京军区福州总医院手术切除的临床资
料完整的结直肠癌石蜡包埋组织280例, 分
别应用实时荧光定量P C R和直接测序法检
测结直肠癌中k-ras 基因外显子2中第12、13
编码子上最常见的7种突变类型, 即第12编
码子的35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、

34G>T、34G>C及第13编码子的38G>A, 同时
将两种检测结果进行比对分析. 

结果: (1)经直接基因测序, 确认在280例结直
肠癌中, k-ras基因测序阳性(基因突变型)94例, 
阳性率33.57%(94/280), 其中第12编码子的
35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为14.64%(41/280)、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86% 
(8/280)、3.57%(10/280)、0.36%(1/280), 第
13编码子的38G>A的突变率为7.5%(21/280); 
(2)94例k-r a s 基因测序阳性(基因突变型)病
例中, 实时荧光定量P C R阳性91例[灵敏度
96.8%(91/94)], 阴性3例; 186例基因测序阴
性(野生型)中, 实时荧光定量PCR阴性184例
[特异性98.9%(184/186)], 阳性2例; 实时荧
光定量P C R法与直接基因测序法符合率为
98.2%[(91+184)/280]; (3)k-ras基因突变与患者
性别、年龄相关(均P <0.05), 而与肿瘤部位、

分化程度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转
移及远处转移无相关性(均P >0.05).

结论: (1)中国结直肠癌患者中存在较大比例
的k-ras 基因突变(33.57%), 在临床选取表皮
生长因子受体(EGFR)酪氨酸激酶抑制剂和抗
EGFR单抗靶向药物治疗结直肠癌患者之前
均应常规检测k-ras基因突变状态, 从而为靶向
治疗提供可靠的参考依据; (2)实时荧光定量
PCR检测结果与基因测序检测结果高度一致, 
实时荧光定量PCR能够准确、快速、简便的
检测出结直肠癌k-ras基因突变位点, 可用于结
直肠癌k-ras 基因突变的检测; (3)k-ras 基因突
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变与结直肠癌的生物学行为无明显相关性, 但
在≥60岁的女性人群中k-ras基因突变率较高.

关键词: 结直肠癌; k-ras 基因; 基因突变; 直接基

因测序法; 实时荧光定量PCR; 靶向治疗; 临床病
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是严重危害人

类生命健康的临床最常见的恶性肿瘤之一, 其
发病率在全球约排第3位, 在中国居第4位. 目
前, 其治疗仍以手术为主, 放化疗为辅, 但大部

分患者在诊断时已属晚期, 化疗效果不明显, 寻
找有效的化疗药物以提高疗效一直是肿瘤学

界的研究方向. 近年来出现的靶向治疗, 促进

了个体化治疗的发展, 明显提高了肿瘤治疗的

疗效. 在结直肠癌靶向治疗中, 表皮生长因子

受体(epidermal growth factor receptor, EGFR)酪
氨酸激酶抑制剂和抗E G F R单抗[西妥昔单抗

(cetuximab, C225, 商品名Erbitux)、帕尼单抗

(panitumumab, 商品名Vectibix)]能特异性地抑

制具有野生型k-ras基因的CRC细胞的生长, 使
患者的预后得到改善,  而具有k-ra s 基因突变

型的CRC患者并未能获益, 因而, CRC中k-ras
基因的突变状态是决定靶向治疗是否有效

的关键性指标 [1-14]. 本研究采用大宗病例研究, 
应用实时荧光定量PCR(real-time fluorescence 
quantitative PCR, FQ-PCR)和直接基因测序法

(direct sequencing)检测k-ras基因外显子2中第

12、13编码子上最常见的7种突变类型, 并将两

种检测结果进行对比分析, 评价k-ras基因突变与

CRC患者的临床病理参数的关系, 以期了解中国

CRC人群中k-ras基因突变状态, 同时为CRC的靶

向治疗及预后判断提供可靠的参考依据.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-01/2009-12在中国人民解放

军南京军区福州总医院手术切除的临床资料完

整的CRC组织标本280例, 手术标本经40 g/L中
性甲醛固定, 石蜡包埋, 3 μm厚切片, 进行HE染
色确认均为结直肠腺癌; 所有病例术前均未行

放化疗. 患者中男170例, 女110例, 年龄21-92(平
均56.5)岁. 采用2000年WHO结直肠肿瘤TNM

www.wjgnet.com

■研发前沿
结直肠癌的治疗
仍以手术为主, 放
化疗为辅, 但大部
分患者在诊断时
已属晚期, 化疗效
果不明显, 寻找有
效的化疗药物以
提高疗效一直是
肿瘤学界的研究
方向.
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分期标准进行分类. k-ras基因突变检测试剂盒

(FQ-PCR法), 购自北京金菩嘉医疗科技有限公

司; FQ-PCR仪(ABI Step One Real-time PCR Sys-
tem), ABI 3730测序仪(Applied Biosystems), 石蜡

切片机(LEICA RM2245), 电热恒温干燥箱(上海

-恒科技有限公司).
1.2 方法 
1.2.1 FQ-PCR法检测k-ras 基因突变: (1)石蜡样

本DNA提取[使用TaKaRa公司的石蜡样本处理

试剂(DEXPAT)]: 选取全部为CRC组织的石蜡包

埋标本, 连续切3张10 μm厚切片, 用灭菌小镊子

将组织薄片放入1.5 mL EP管中, 包埋组织至少

需要6 mm×6 mm大小; 颠倒混合DEXPATTM试

剂, 向装有实验材料的EP管中加入0.5 mL; 盖上

EP管盖, 100 ℃加热处理10 min; 加热后立即进

行12 000 r/min, 4 ℃离心10 min; 用移液枪吸取

水层, 避免吸取石蜡膜、树脂以及组织残渣; 吸
取的水层直接作为PCR反应的模板, 进行PCR反
应; (2)PCR扩增: 从试剂盒中取出各反应成分, 
在冰上融化并颠倒混匀后短暂离心. 设定所需

的PCR反应数量为n (n  = 样本数+NTC+对照品), 
每个PCR反应体系均为27 μL. 将27 μL/反应分

装至0.2 mL PCR反应管中, 将PCR反应管转移至

样本处理区. 在各设定的PCR反应管中分别加入

3 μL相应DNA模板, 盖紧管盖, 充分混匀后转移

到检测区. 将反应管放入荧光PCR检测仪内, 记
录样本摆放顺序. 循环条件设置: 50 ℃ 2 min(保
温)→95 ℃ 10 min(变性)→ (95 ℃ 15 s→69 ℃ 
10 s→62 ℃ 1 min), 40次循环; (3)仪器检测通道

选择: 本试剂盒中所提供探针均为K-ras突变探

针与内参基因探针两种荧光探针的混合物, 每
个反应中检测通道设置按说明书进行. 参比荧

光选择ROX, 荧光信号采集设为62 ℃, 反应体系

为30 μL. 
1.2.2 FQ-PCR检测k-ras 基因突变状态的结果判

断标准: Ct值≤34.0判断为突变阳性; 34.0<Ct
值≤38 .0判断为突变可疑 ;  C t值>38.0或为

“Undet”判断为突变阴性或者低于试剂盒的检

测下限. 
1.2.3 直接测序法检测K-ras突变: 将PCR产物在

ABI 3730测序仪(Applied Biosystems)上完成测

序, 采用DNAStar(Lasergene) 软件进行序列分析.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2检验

分析.

2  结果

2.1 直接测序法检测CRC k-ras基因突变 经直接

基因测序, 确认在280例CRC中, k-ras基因测序

阳性(基因突变型)94例, 阳性率33.57%(94/280), 
其中第 1 2 编码子的 3 5 G > A 、 3 5 G > T 、

35G>C、34G>A、34G>T及34G>C的突变

率分别为14.64%(41/280)、4.29%(12/280)、
0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、3.57%(10/280)、
0.36%(1/280), 第13编码子的38G>A的突变率为

7.5%(21/280)(图1).
2.2 FQ-PCR法检测CRC k-ras 基因突变 在280
例C R C中 ,  F Q-P C R阳性93例(基因突变型), 
阳性率33.21%(93/280);其中第12编码子的

35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为13.93%(39/280)、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、
3.93%(11/280)、0.36%(1/280), 第13编码子的

38G>A的突变率为7.5%(21/280)(图2).
2.3 FQ-PCR法与基因测序法结果比较 基因测

序阳性(突变型)94例, 其中FQ-PCR阳性91例[灵
敏度96.8%(91/94)], 阴性3例; 基因测序阴性(野
生型)186例, 其中FQ-PCR阴性184例[特异性

98.9%(184/186)], 阳性2例; FQ-PCR法与基因测

序法符合率为(91+184)/280 = 98.2%(表1). 在两

种检测方法中, 各突变位点的阳性一致率和阴

性一致率符合性均在90%以上, 其中四个位点的

符合率达到100%(表2), 两种方法的检测结果高

度一致.
2.4 k-ras 基因检测与CRC患者临床病理参数之

间的关系 在280例CRC中, k-ras基因测序阳性

(基因突变型)94例, 阳性率33.57%; k-ras基因突

变率在≥60岁的人群中较高(42.4% vs  25.7%, 
P <0.05), 而且女性高于男性(41.8% vs    28.2%, 
P <0.05). 而与肿瘤部位、分化程度、浸润深

度、TNM分期、淋巴结转移及远处转移无相关

性(均P >0.05).

3  讨论

k-ras基因定位于人类染色体12p12.1, 编码一种具

有GTP酶活性的鸟嘌呤核苷酸结合蛋白, 定位于

细胞膜内侧, 是EGFR功能信号的下游分子, 在膜

■相关报道
Yunxia等研究认
为k-ras 基因突变
与肿瘤的分化程
度有一定的相关
性, 而与患者的总
生存期无关, 不是
患者预后的指标.

表  1  FQ-PCR与基因测序结果的比较 (n )

     
FQ-PCR

          基因测序
合计

阳性 阴性

阳性 91     2   93

阴性   3 184 187

合计 94 186 280
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受体到腺苷环化酶信号传导中起重要作用[15-20], 
相关研究证实, k-ras基因状态与EGFR酪氨酸

激酶抑制剂和抗EGFR单抗治疗CRC的疗效密

切相关. CRYSTAL研究[21]显示, 在K-ras野生型

患者中, C225+FOLFIRI联合组有效率显著优于

FOLFIRI治疗组(59.3% vs  43.2%, P  = 0.0025), 而

野生型患者中联合化疗组较单用FOLFIRI治疗

组未见明显获益; Christos研究发现[1], K-ras野生

型患者一线西妥昔单抗联合化疗较单纯化疗能

获得显著延长患者的生存期, 而K-ras突变型患

者未见疗效获益. 在帕尼单抗运用于CRC三线

治疗的Ⅲ期随机对照试验研究中[2], K-ras野生型

■创新盘点
本文采用FQ-PCR
和直接测序法联
合检测k-ras 基因
突变, 综合分析了
中国结直肠癌患
者中k-ras 基因突
变状态.

图  1  直接测序法检测k-ras 基因突变. A: 第12, 13密码子分别为GGT GGC, 未突变(k-ras 基因野生型); B: 第12密码子突

变(35G>A); C: 第12密码子突变(35G>T); D: 第12密码子突变(35G>C); E: 第12密码子突变(34G>A); F: 第12密码子突变

(34G>T); G: 第12密码子突变(34G>C); H: 第13密码子突变(38G>A).
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患者的无进展生存期(progression-free survival, 
PFS)风险比突变型者低, 且中位PFS和有效率明

显较突变型患者高. 以上临床试验证实, 在CRC
治疗过程中, K-ras野生型患者靶向治疗的获益

显著优于突变型患者, k-ras基因突变状态是靶向

治疗疗效的独立预测指标[22,23].
目前, 检测CRC中k-ras基因突变状态的方法

主要有: 限制性片段长度多态性分析、DNA 单
链构象多态性分析、直接基因测序法等. 限制

性片段长度多态性分析和DNA单链构象多态性

分析具有简便、价廉、设备条件要求低, 以及

一次处理样品数量多等优点, 但以上两种方法

检出率均较低、对被检片段要求苛刻, 故应用

范围受到局限. 直接基因测序技术是目前临床

上k-ras基因突变检测的常用方法, 因该技术检

测结果虽具有客观性和特异性好的优点, 从而

使直接测序法成为基因突变检测的金标准.
本研究中 ,  经直接基因测序 ,  确认在280

例CRC中, k-ras基因测序阳性(基因突变型)94
例, 阳性率33.57%(94/280), 其中第12编码子的

35G>A、35G>T、35G>C、34G>A、34G>T
及34G>C的突变率分别为14.64%(41/280、
4.29%(12/280)、0.36%(1/280)、2.86%(8/280)、
3.57%(10/280)、0.36%(1/280), 第13编码子的

38G>A的突变率为7.5%(21/280), 其中突变率最

高的位点为35G>A, 这与相关报道基本一致[2,24-30]. 
表明中国CRC患者中亦存在较大比例的k-ras基
因突变, 发生k-ras基因突变的患者将不能从针

对EGFR的靶向治疗中获益, 因此中国CRC患者

在应用靶向药物治疗之前亦应常规检测k-ras基
因突变, 从而为靶向治疗提供可靠的参考依据.

虽然直接测序法能够准确、客观、特异

地检测出k-ras基因突变状态, 但其对技术要求

高、操作过程复杂、易造成污染以及结果判读

耗时费力等缺点也非常明显, 并且各级医院中

往往无测序设备, 需将标本送往相应的公司进

表  2  FQ-PCR与基因测序各突变位点结果统计

     
FQ-PCR

                基因测序检测
合计 一致率(%)

34G>A阳性 34G>A阴性

34G>A阳性   8     0     8 100.0

34G>A阴性   0 272 272 100.0

合计   8 272 280 100.0

34G>C阳性 34G>C阴性

34G>C阳性   1     0      1 100.0

34G>C阴性   0 279 279 100.0

合计   1 279 280 100.0

34G>T阳性 34G>T阴性

34G>T阳性 10     1   11 100.0

34G>T阴性   0 269 269   99.6

合计 10 270 280   99.6

35G>A阳性 35G>A阴性

35G>A阳性 39     0   39   95.1

35G>A阴性   2 239 241 100.0

合计 41 239 280   99.3

35G>C阳性 35G>C阴性

35G>C阳性   1     0     1 100.0

35G>C阴性   0 279 279 100.0

合计   1 279 280 100.0

35G>T阳性 35G>T阴性

35G>T阳性 11     1   12   91.7

35G>T阴性   1 267 268   99.6

合计 12 268 280   99.3

38G>A阳性 38G>A阴性

38G>A阳性 21     0   21 100.0

38G>A阴性   0 259 259 100.0

合计 21 259 280 100.0

■应用要点
k-ras 基因突变状
态检测可为临床
选取在应用针对
EGFR的结直肠癌
靶向治疗中治疗
结直肠癌患者提
供参考依据.
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行检测, 导致其既耗费时间长而且成本较高, 故
有很大局限性, 因此, 寻求准确、快速、简便的

检测CRC中k-ras基因的突变状态的方法, 以供

临床应用西妥昔单抗等靶向药物是临床的迫切

需求.
FQ-PCR技术能够从基因水平进行检测, 其

操作简单、检测周期短、灵敏性高、特异性

强、重复性好, 显示出很多临床应用的优点. 本

研究中, 在基因测序阳性(突变型)的94例患者

中, FQ-PCR阳性91例, 灵敏度96.8%(91/94), 阴
性3例; 在基因测序阴性(野生型)的186例患者中, 
FQ-PCR阴性184例, 特异性98.9%(184/186), 阳
性2例. 在两种检测方法中, 各突变位点的阳性

一致率和阴性一致率符合性均在90%以上, 其中

4个位点的符合率达到100%, 两种方法的检测结

果高度一致, 总符合率达98.2%. 这表明FQ-PCR

图  2  FQ-PCR法检测k-ras 基因突变. A: 第12, 13密码子未突变(k-ras基因野生型); B: 第12密码子突变(35G>A); C: 第12密码

子突变(35G>T); D: 第12密码子突变(35G>C); E: 第12密码子突变(34G>A); F: 第12密码子突变(34G>T); G: 第12密码子突变

(34G>C); H: 第13密码子突变(38G>A). FAM: 被测标本曲线; ROX: 背景校正曲线; VIC: 内参对照曲线.
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■同行评价
本文设计合理, 研
究手段较先进, 对
于结直肠癌的分
子靶向治疗有重
要的指导意义.
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能够准确、快速、简便的检测CRC中k-ras基因

的突变状态, 可以作为临床CRC中k-ras基因的

突变状态的方法, 从而为临床靶向治疗提供参

考依据. 
在280例CRC标本中, 有5例实时荧光定量

PCR检测结果与基因测序检测结果不相符, 包括

两种情形: 一种为测序检测结果为野生型, FQ-
PCR检测结果为突变型, 这可能是由于石蜡包埋

样本制备过程中核酸DNA损伤严重, 断裂为短

小的核酸片断或者是由于样本保存不当, 核酸

DNA降解为短小片断, 这两种情况均可导致可

扩增的核酸片断减少, 降低了测序的灵敏性, 由
此可产生阴性测序结果, 导致与本试剂盒检测

结果的不一致性; 其次为测序检测结果为突变

型, 而FQ-PCR检测结果为野生型, 这可由于石

蜡包埋样本制备过程中, 核酸碱基受到固定剂

的影响发生转换或颠换, 导致产生新的突变位

点或者核酸DNA提取质量不高, 存在影响检测

探针杂交的因素, 这两种情况都可导致荧光探

针杂交不稳定, 从而使引物延伸过程中探针被

替换而非被剪切, 最终无荧光信号发出导致假

阴性的产生.
在280例CRC中, k-ras基因测序阳性(基因

突变型)94例, 阳性率33.57%(94/280); k-ras基
因突变与患者性别、年龄相关(均P <0.05), 在
≥60岁的女性人群中k-r a s 基因具有更高的突

变率, 而与肿瘤部位、分化程度、浸润深度、

TNM分期、淋巴结转移及远处转移无相关性

(均P >0.05). Yuan等[31]应用限制性片段长度多态

性方法对153例CRC标本k-ras基因外显子2中第

12、13编码子的突变情况, k-ras基因突变率为

37.9%(58/153), 其中35G>A的突变率最高, 为
16.33%(25/153), k-ras基因突变与性别、分化程

度、浸润深度、TNM分期、淋巴结转移及远

处转移无相关性, 而与年龄和肿瘤部位相关, 且
在年轻人和直肠癌中突变率较高. Yunxia等[32]

研究认为k-ras基因突变与肿瘤的分化程度有一

定的相关性, 而与患者的总生存期无关, 不是患

者预后的指标; 而在Chang等[33]的研究中发现, 
k-ras基因突变率为36%(83/228), 且k-ras基因突

变与肿瘤大小、分化程度、淋巴结转移相关, 
且与患者的预后密切相关, 是患者预后的参考

指标. Poehlmann等[34]研究中, k-ras基因突变率

为27.7%(18/65), 其中35G>A的突变率最高, 为
18.5%(12/65), 且在具有k-ras基因突变型患者预

后较野生型差. 关于k-ras基因突变与临床病理

参数及预后的关系的报道不一, 这可能与检测

方法不同、样本量大小等原因造成的, k-ras基因

突变与患者的预后的关系仍需多中心的临床随

访研究来进一步证实. 
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