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同时性结直肠癌原发灶和肝转移灶中犓犚犃犛基因突变的一致性分析
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　　［摘要］　目的：比较ＫＲＡＳ基因突变率在结直肠癌原发灶和肝转移灶之间的差异，并探索ＫＲＡＳ突变对初始可切除同时

性结直肠癌肝转移患者同期切除术后预后的影响。方法：回顾性分析同期切除的１３９例同时性结直肠癌肝转移患者的临床病

理资料。运用Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ焦磷酸测序法检测原发灶和转移灶中ＫＲＡＳ基因的突变情况，比较两者之间ＫＲＡＳ突变率的差

异；同时采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析和Ｃｏｘ回归模型分析ＫＲＡＳ突变对预后的影响。结果：１３９例患者的围手术期死亡率为

０％，并发症发生率为２８．１％。２８．８％（４０／１３９）的患者原发灶中ＫＲＡＳ发生了突变；ＫＲＡＳ突变和临床病理因素无明显相关

性。ＫＲＡＳ突变率在原发灶中为２９．５％（２８／９５），在转移灶中为３１．６％（３０／９５），两者间差异无显著统计学意义（犘＝０．１５７）。

ＫＲＡＳ突变与总生存时间无相关性，与较短的无疾病生存时间相关（犘＝０．０４１），且是短的无疾病生存时间的独立预后因素

（犘＝０．０１２）。结论：ＫＲＡＳ突变率在原发灶和转移灶中存在高度一致性，且与短的无疾病生存时间相关，在决定同期手术决策

时需要考虑ＫＲＡＳ状态。
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　　约２５％的结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）

患者在首诊时即发现有同时性肝转移，１５％～２５％

的患者会发生异时性肝转移［１２］。无法手术切除的

结直 肠 癌 肝 转 移 （ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｌｉｖｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，

ＣＲＬＭ）患者的中位生存时间仅为２．３～２１．３个

月［３］，而手术切除是患者获得治愈的唯一途径，约

２５％～５０％的患者获得手术切除后能存活超过５

年［２，４５］。但是，即使获得Ｒ０ 切除的患者也有超过

９４５　中国临床医学　２０１９年８月　第２６卷　第４期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．４



２／３会在２年内再次复发，从而无法获得长期

生存［１，６７］。

转移性结直肠癌（ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，

ｍＣＲＣ）在临床表现和生物学方面均存在高度异质

性［８］，因此需要对患者进行分层治疗。目前，包括肝

转移灶大小和数目、原发灶术后发生肝转移的间隔

时间、糖类抗原（ＣＥＡ）水平和原发灶分期在内的临

床风险评分（ｃｌｉｎｉｃａｌｒｉｓｋｓｃｏｒｅ，ＣＲＳ）已无法精确

判断术后ｍＣＲＣ复发率和决定手术选择
［９１１］。因

此，有必要纳入更多的分子标志物，以提高疗效预

测的准确性。

ＫＲＡＳ基因作为ＲＡＳ基因家族（包括ＫＲＡＳ、

ＮＲＡＳ和 ＨＲＡＳ）的成员，在上皮生长因子受体

（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）信号通

路的下游发挥作用，促进 ｍＣＲＣ 的发生和进

展［１２１３］。３２％～４０％的 ｍＣＲＣ肿瘤组织中存在

ＫＲＡＳ突变，其中８５％～９０％的突变位于密码子１２

和１３，密码子６１和１４６各占５％
［１２］。目前ＫＲＡＳ

突变已成为不能获得抗 ＥＧＦＲ 治疗疗效的标

志［１２１５］。同时，已有研究［９，１６１７］表明ＫＲＡＳ的突变

还可以作为ＣＲＬＭ切除术后的预后因素。但是目

前缺乏对于初始可切除同时性结直肠癌肝

（ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｅｓ，ＳＣＲＬＭ）

转移同期切除术后的预后研究。本研究比较了

ＳＣＲＬＭ患者原发灶和转移灶中ＫＲＡＳ基因突变的

差异，同时分析了 ＫＲＡＳ突变对于初始可切除

ＳＣＲＬＭ患者同期切除术后预后的影响。

１　资料与方法

１．１　入组标准　收集２００３年７月至２０１３年７月

在复旦大学附属中山医院行同期切除的１３９例同时

性结直肠癌肝转移患者的临床资料。入组标准［１８］：

（１）原发灶和肝转移灶初始可以切除，肝外转移灶

可获得Ｒ０切除；（２）术后肝容量≥５０％；（３）保留肝

脏解剖功能。术前接受过肝切除或者射频消融治

疗的患者排除出组。所有患者术前均经结直肠多

学科团队根据患者的一般情况和检查结果进行评

估，决定具体治疗方案。具体手术由固定的结直肠

外科和肝外科手术小组共同完成。

１．２　数据收集及随访　患者的基本情况、临床病

理数据、手术过程、手术死亡率以及术后短期疗效

（术后并发症）和长期疗效（术后生存情况）的数据

和资料均录入结直肠癌肝转移数据库。由专职人

员负责随访，每半年随访１次，随访截止时间为

２０１４年１２月３１日。随访采用门诊、电话、书信形

式。随访内容包括肿瘤指标、胸Ｘ线片、彩超、ＣＴ

和ＭＲＩ等，必要时行ＰＥＴＣＴ检查。无瘤生存时

间（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）是自手术切除至发

现复 发 或 转 移 的 时 间；总 生 存 时 间 （ｏｖｅｒａｌｌ

ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）是自手术切除至最后１次随访或因该

疾病死亡的时间。

１．３　基因突变检测　选取结直肠癌原发灶和转移

灶石蜡标本，采用基因科技（上海）有限公司

“ＧＴｐｕｒｅＦＦＰＥ组织ＤＮＡ提取试剂盒”，从石蜡切

片中抽提基因组，制备ＤＮＡ模板，ＰＣＲ扩增后行

Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ焦磷酸测序。检测ＫＲＡＳ基因１２、

１３、６１和１４６密码子突变情况
［１３］。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行

分析，计数资料的比较采用χ
２ 检验（或校正χ

２ 检

验），计量资料的比较采用狋检验，原发灶和转移灶

突变率的差异采用配对样本的非参数检验

（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ）。存活率采用寿命表法进行推算，用

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，并采用ｌｏｇｒａｎｋ法

进行比较。多因素分析用Ｃｏｘ比例风险回归模型。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　患者的临床病理特征　１３９例行结直肠癌原

发灶和肝转移灶同期切除患者中５８．３％（８１／１３９）

的患者为男性，６０．０％（８９／１３９）的患者年龄小于

６０岁，６９．８％（９７／１３９）的患者肿瘤原发部位在结

肠，肝转移灶数目为１．０～７．０（１．８５±１．１４）个，最

大转移灶的直径为（３．７９±２．３２）ｃｍ（０．５～１５ｃｍ，

表１）。

２．２　手术方式及术后并发症　１３９例患者均获得

了原发灶和肝转移灶Ｒ０ 切除，２８．１％（３９／１３９）的

患者出现并发症，发生率较高的是少量腹腔积液

（７．２％，１０／１３９），膈下积液（５．８％，８／１３９），胸腔积

液（５．０％，７／１３９），并发症较重的为胆漏（１．４％，

２／１３９），以及吻合口漏（１．４％，２／１３９），这些并发症

均经胸腹腔引流、抗炎支持治疗等非手术治疗措施

获得治愈或明显缓解。
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表１　犓犚犃犛基因状态和临床病理特征的相关性

变　量
患者

狀 ％

ＫＲＡＳ状态狀（％）

野生型 突变型
狋／χ

２ 犘值

年龄 ０．８６９ ０．３５１

　≤６０岁 ８９ ６４．０ ６１（６８．５４） ２８（３１．４６）

　＞６０岁 ５０ ３６．０ ３８（７６．００） １２（２４．００）

性别 ０．０１４ ０．９０６

　男性 ８１ ５８．３ ５８（７１．６０） ２３（２８．４０）

　女性 ５８ ４１．７ ４１（７０．６９） １７（２９．３１）

原发灶位置 １．５８６ ０．２０８

　结肠 ９７ ６９．８ ６６（６８．０４） ３１（３１．９６）

　直肠 ４２ ３０．２ ３３（７８．５７） ９（２１．４３）

组织学类型 ０．７３４ ０．３９２

　腺癌 １１７ ８４．２ ８５（７２．６５） ３２（２７．３５）

　黏液腺癌 ２２ １５．８ １４（６３．６４） ８（３６．３６）

肿瘤分化 １．０３２ ０．３１０

　高、中 ７４ ５３．２ ５０（６７．５７） ２４（３２．４３）

　差 ６５ ４６．８ ４９（７５．３８） １６（２４．６２）

Ｔ分期 ０．５０８ ０．３５４

　Ｔ１～２ ６ ４．３ ３（５０．００） ３（５０．００）

　Ｔ３～４ １３３ ９５．７ ９６（７２．１８） ３７（２７．８２）

淋巴结分期 ０．７５４ ０．３８５

　阴性 ５３ ３８．１ ４０（７５．４７） １３（２４．５３）

　阳性 ８６ ６１．９ ５９（６８．６） ２７（３１．４０）

血管浸润 ０．００９ ０．９２５

　阴性 １１４ ８２．０ ８１（７１．０５） ３３（２８．９５）

　阳性 ２５ １８．０ １８（７２．００） ７（２８．００）

神经浸润 ０．８４５ ０．３５８

　阴性 １２２ ８７．８ ８９（７２．９５） ３３（２７．０５）

　阳性 １７ １２．２ １０（５８．８２） ７（４１．１８）

肝转移灶数目 ０．３４１ ０．９０６

　≤３ １２５ ８９．９ ８７（６９．６０） ３８（３０．４０）

　≥４ １４ １０．１ １２（８５．７１） ２（１４．２９）

肝转移灶最大直径 ０．００９ ０．９２６

　＜５ｃｍ １００ ７１．２ ７１（７１．００） ２９（２９．００）

　≥５ｃｍ ３９ ２８．８ ２８（７１．７９） １１（２８．２１）

ＣＥＡａ １．３１２ ０．２５２

　≤５ｎｇ／ｍＬ ４４ ３１．７ ３４（７７．２７） １０（２２．７３）

　＞５ｎｇ／ｍＬ ９３ ６８．３ ６３（６７．７４） ３０（３２．２６）

　　ａ因２例ＫＲＡＳ野生型患者未查ＣＥＡ，仅纳入１３７例分析

２．３　ＫＲＡＳ突变在原发灶和转移灶中的一致性分

析及其与临床病理因素的关系　１３９例患者的原发

灶中，ＫＲＡＳ突变占２８．８％（４０／１３９），其中２２．３％

（３１／１３９）为密码子１２突变，６．５％（９／１３９）为密码子

１３突变。原发灶和转移灶均完成ＫＲＡＳ突变检测

者有９５例（４４例患者因资料不全未完成相应配对

检测），２８例患者原发灶和转移灶中均有突变，其突

变位完全一致；均无突变者６５例；仅有２例患者原

发灶中无突变，而在转移灶中检测到了ＫＲＡＳ突

变。采用配对样本的非参数检验发现，原发灶

［２９．５％（２８／９５）］和转移灶［３１．６％（３０／９５）］的突

变率，差异无显著统计学意义（犘＝０．１５７）。

经过χ
２检验，ＫＲＡＳ的突变和年龄、性别、原发

灶位置、组织学类型、肿瘤分化、Ｔ分期、Ｎ分期、血

管浸润、神经浸润、肝转移灶数目、肝转移灶最大直

径以及ＣＥＡ水平等临床病理因素之间均无显著相

关性（表１）。

２．４　生存分析　截至随访日期，１３９例患者的５年
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ＯＳ为５０．０％，５年ＤＦＳ为３６．０％。其中２８．８％

（４０／１３９）的患者已经死亡，４９．６％（６９／１３９）的患者

出现肿瘤复发，３５．３％（４９／１３９）的患者仅有肝内复

发，６．５％（９／１３９）的患者仅有肺内转移。Ｋａｐｌａｎ

Ｍｅｉｅｒ曲线生存分析（图１）发现，ＫＲＡＳ突变野生型

患者ＯＳ没有显著差异（犘＝０．２１３），ＫＲＡＳ突变患

者的ＤＦＳ明显短于野生型患者（犘＝０．０４１）。多因

素分析发现，转移灶数≥４（犘＝０．００５）和ＫＲＡＳ突

变（犘＝０．０１２）是短ＤＦＳ的独立预后因素（表２）。

表２　犇犉犛相关因素分析

预后因素
单因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘值

多因素分析

ＨＲ ９５％ＣＩ 犘值

年龄 （＞６０∶≤６０） ０．７１１ ０．４２９～１．１７８ ０．１８６

性别（女性∶男性） １．５７３ ０．９８３～２．５１９ ０．０５９

肿瘤位置（直肠∶结肠） １．３６９ ０．８３９～２．２３２ ０．２０８

组织学类型（黏液腺癌∶腺癌） ０．６５０ ０．３１１～１．３５８ ０．２５２

肿瘤分化（好∶中等∶差） １．５２５ ０．９４７～２．４５６ ０．０８３

Ｔ分期（Ｔ３～４∶Ｔ１～２） １．４７６ ０．４６３～４．７００ ０．５１０

Ｎ分期（Ｎ１～２∶Ｎ０） １．５９６ ０．９６２～２．６４７ ０．０７０

血管浸润（阳性∶阴性） １．５７２ ０．８７４～２．８２６ ０．１３１

神经浸润（阳性∶阴性） １．５３５ ０．７５９～３．１０３ ０．２３３

转移灶数（≥４∶≤３） ２．１０９ １．０７５～４．１３９ ０．０３０ ２．７５８ １．３５７～５．６０７ ０．００５

肝转移大小（≥５ｃｍ∶＜５ｃｍ） １．３６１ ０．８２０～２．２６０ ０．２３３

ＣＥＡ（＞５ｎｇ／ｍＬ∶＞５ｎｇ／ｍＬ） １．３８０ ０．８２７～２．３０４ ０．２１８

化疗（术后化疗∶新辅助） １．１２８ ０．６５６～１．９３７ ０．６６４

ＫＲＡＳ状态 （突变型∶野生型） １．６２８ １．００５～２．６３６ ０．０４８ １．９１４ １．１５６～３．１７０ ０．０１２

图１　犓犚犃犛突变和犗犛及犇犉犛的相关性

３　讨　论

同期切除结直肠原发灶和肝转移灶曾被认为

会增加手术并发症和围手术期死亡率［１９２０］，但是随

着手术、麻醉和重症监护等技术的进步，近年来肝

切除（包括半肝切除）的并发症发生率和死亡率逐

渐下降，同期切除原发灶和肝转移灶逐渐得到了开

展［４，２１２３］。和分期切除相比，同期切除后５年ＯＳ和

ＤＦＳ也无明显差异
［３４，２４］。同期切除不仅能减少住

院费用和减轻患者二次手术的精神负担，重要的是

避免肿瘤进展或化疗导致的肝损伤贻误手术时

机［３］。本研究结果显示：围手术期死亡率为０％，虽
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然２８．１％的患者出现了术后并发症，但均经非手术

治疗后获得治愈或明显缓解，充分说明同期切除结

直肠癌肝转移是安全可行的。同时，这些患者的５

年ＯＳ达到了５０．０％，５年ＤＦＳ为３６．０％，这些生

存数据也从肿瘤学角度说明同期切除的可行性。

但是肝转移灶术后的高复发率（本研究复发率为

４９．６％）仍然是外科医生面临的难题。既往的临床

病理因素评估体系已经不能精确判断预后，需要从

分子水平寻找更多的疗效预测标志物，用于筛选病

例，避免不必要的手术。

目前ＫＲＡＳ突变已成为不能获得抗ＥＧＦＲ治

疗疗效的标志［１２１５］，临床意义重大。但是因为肿瘤

的高异质性，还不能确定原发灶和转移灶之间

ＫＲＡＳ突变率是否存在差异。本研究结果显示：原

发灶和转移灶之间ＫＲＡＳ突变差异无统计学意义，

对原发灶中基因突变的检测可以代表转移灶中基

因突变情况，这和既往的一些研究［２５２８］结果一致。

本研究发现，２例患者原发灶中无突变，转移灶中检

测到了ＫＲＡＳ突变。Ｖａｋｉａｎｉ等
［２７］研究表明仅有

２．４％（２／８４）的患者在原发灶中ＫＲＡＳ无突变，而

在转移灶中发现突变，且研究者怀疑可能由多原发

肿瘤导致；也有研究中多达６％（５／８３）的患者原发

灶中存在 ＫＲＡＳ突变，而在转移灶中未发现突

变［２５］。而研究［２８］发现，１１．３％的ｍＣＲＣ患者原发

灶肿瘤为ＫＲＡＳ突变型，而转移灶为野生型。这些

研究充分说明了原发灶和转移灶之间的异质性。

另外靶向治疗可导致ＫＲＡＳ基因型的改变
［２８］，这提

醒临床治疗效果不佳时，需要考虑行病灶的重新穿

刺活检或液态活检进一步明确基因状态，适时调整

治疗方案。本研究的缺陷为：对于存在多个转移灶

的患者，没有检测所有转移灶的突变情况。

目前已有一些研究得出ＫＲＡＳ突变和肝脏转

移灶切除术后短ＯＳ
［１６，２９３１］和ＤＦＳ

［１６１７，２９，３１３４］相关，

同时ＫＲＡＳ突变是短ＯＳ
［１６，３０，３５３６］和ＤＦＳ

［３１，３３３５］的

独立预后因素。本研究仅发现 ＫＲＡＳ突变和短

ＤＦＳ相关，且是ＤＦＳ的独立预后因素，表明ＫＲＡＳ

突变的患者术后容易复发，在决定同期手术决策时

需要考虑ＫＲＡＳ状态。
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