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　　［摘要］　目的：探讨结直肠腺癌ＢＲＡＦ基因突变的检测及临床意义。方法：采用ＰＣＲ直接测序法检测结直肠腺癌患者石

蜡包埋肿瘤组织中ＢＲＡＦ基因突变情况，分析ＢＲＡＦ基因突变与患者性别、年龄、组织学分级及临床分期的相关性。结果：１７

例ＢＲＡＦ基因突变结直肠腺癌病例中，１６例为１５外显子突变，１例为１１外显子突变。１６例中，突变位于１５外显子第６００位

密码子１４例，包括第１７９９位碱基Ｔ突变为Ａ（Ｖａｌ６００Ｇｌｕ，Ｖ６００Ｅ）１３例（９２．９％），第１７９９、１８００位碱基Ｔ、Ｇ突变为Ａ、Ａ

（Ｖａｌ６００Ｇｌｕ，Ｖ６００Ｅ）１例；突变位于１５外显子第５９４位密码子２例，均为第１７８０位碱基Ｇ突变为Ａ（Ａｓｐ５９４Ａｓｎ，Ｄ５９４Ｎ）。１

例１１外显子突变位于第４６８位密码子，第１４０３位碱基Ｇ突变为Ｃ（Ｇｌｙ４６８Ｖａ，Ｇ４６８Ｖ）。ＢＲＡＦ基因突变与患者性别、年龄无

相关性；组织学分级为Ⅲ级的ＢＲＡＦ基因突变患者数多于Ⅱ级（犘＝０．０２９）；临床分期为Ⅳ期的ＢＲＡＦ基因突变患者数多于Ⅱ

期、Ⅲ期（犘＝０．０１１）。结论：ＢＲＡＦ基因突变与结直肠腺癌组织学分级和临床分期相关，随着组织学分级和临床分期的增加，

ＢＲＡＦ基因突变率升高。
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　　结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，最常

见的病理类型为腺癌。以手术切除、化学药物治疗

和放射治疗为主的综合治疗能有效提高结直肠癌

患者的５年生存率
［１３］。近年来，结直肠癌的分子靶

向治疗迅速发展，分子靶向药物的联合应用明显延

长了晚期结直肠癌患者的生存时间［４６］。目前应用

于结直肠癌的分子靶向药主要为以表皮生长因子

受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）为

靶点的单克隆抗体，如西妥昔单抗和帕尼单抗。研

究［４８］发现，发生鼠类肉瘤滤过性病毒致癌基因同源
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体Ｂ１（ＢＲＡＦ）基因突变的患者均对ＥＧＦＲ单克隆

抗体耐药。而ＢＲＡＦ基因是结直肠癌治疗的重要

靶点。本研究回顾性分析了近年来本院收治的结

直肠癌ＢＲＡＦ基因突变患者的ＢＲＡＦ基因检测及

突变情况，并探讨了ＢＲＡＦ基因突变与临床病理的

关系，进而探讨其临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择复旦大学附属中山医院病理

科２００８年１月至２０１３年１２月接受ＢＲＡＦ基因检

测且检测结果为阳性的结直肠癌患者１７例。其中，

男性７例，女性１０例；年龄２８～７４岁，中位年龄４７

岁，平均年龄４８岁。所有标本均为石蜡包埋标本，

其中手术切除标本１５例，活检标本２例；所有标本

均经病理证实为结直肠腺癌。肿瘤组织学分级２级

４例，３级１３例；临床分期为Ⅱ期１例，Ⅲ期５例，Ⅳ

期１１例。本研究经医院伦理委员会审核批准。

１．２　ＢＲＡＦ基因测序及分析　结直肠癌组织石蜡

包埋，按５μｍ厚切片，贴在干净载玻片上，烤片，苏

木精伊红（ＨＥ）染色，刮除非肿瘤组织和出血坏死

较明显的区域，收集肿瘤组织，提取肿瘤组织基因

组ＤＮＡ。

将提取的基因组 ＤＮＡ 用ＰＣＲ扩增法扩增

ＢＲＡＦ基因１１、１５外显子。１１外显子引物序列为：

５′ＴＴＴＴＣＴ ＧＴＴ ＴＧＧＣＴＴ ＧＡＣＴＴＧ Ａ３′

（Ｆ），５′ＴＧＴＣＡＣＡＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＴＴＡ

ＣＡ３′（Ｒ）；扩增片段为１９２ｂｐ。１５外显子引物序

列为：５′ＴＧＣＴＴＧＣＴＣＴＧＡＴＡＧＧＡＡＡＡＴ

Ｇ３′（Ｆ），５′ＡＧＣＡＴＣＴＣＡＧＧＧＣＣＡＡＡＡ

ＡＴ３′（Ｒ）；扩增片段为２２８ｂｐ。引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。反应体系为５０

μＬ：２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上游引物２μＬ

（５０ｐｍｏｌ），下游引物２μＬ（５０ｐｍｏｌ），模板３～５μＬ

（１ｍｇ／Ｌ），去离子水补足５０μＬ。反应条件：９４℃

４５ｓ，６２℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３６个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。

取５μＬＰＣＲ反应产物用２％的琼脂糖凝胶电

泳鉴定扩增结果，ＰＣＲ产物经纯化（纯化试剂盒，

Ａｘｙｇｅｎ）及测序反应（ＢｉｇＤｙｅｖ３．０试剂盒，ＡＢＩ）

后，用３７３０ＸＬ型测序仪（ＡＢＩ）测序。所有标本均

经正向及反向测序。用Ｃｈｒｏｍａｓ软件分析测序图

谱，与基因库ＢＲＡＦ基因序列对比。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据

分析。计数资料以狀（％）表示，计量资料组间比较

采用χ
２检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＢＲＡＦ基因突变　结果（图１、表１）显示：１７

例ＢＲＡＦ基因突变结直肠癌病例中，１６例为１５外

显子突变，１例为１１外显子突变。突变主要位于１５

外显子第６００位密码子，共１４例（８２．４％，１４／１７），

占１５外显子突变的８７．５％，包括第１７９９位碱基Ｔ

突变为Ａ（Ｖａｌ６００Ｇｌｕ，Ｖ６００Ｅ）１３例（９２．９％，１３／

１５），第１７９９、１８００位碱基 Ｔ、Ｇ 突变为 Ａ、Ａ

（Ｖａｌ６００Ｇｌｕ，Ｖ６００Ｅ）１例。２例突变位于１５外显子

第５９４位密码子（１１．８％，２／１７），第１７８０位碱基Ｇ

突变为Ａ（Ａｓｐ５９４Ａｓｎ，Ｄ５９４Ｎ）。１例１１外显子突

变位于第４６８位密码子（５．９％，１／１７），第１４０３位

碱基Ｇ突变为Ｃ（Ｇｌｙ４６８Ｖａｌ，Ｇ４６８Ｖ）。

图１　犅犚犃犉基因１５外显子突变

　　Ａ：第１７９９位碱基Ｔ突变为Ａ；Ｂ：第１７８０位碱基Ｇ突变为Ａ

表１　患者临床病理特征及犅犚犃犉基因突变类型

Ｎｏ．性别 年龄／岁 组织学分级 临床分期 ＢＲＡＦ基因突变类型

１ 女 ４１ ２ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＡ（Ｖ６００Ｅ）

２ 男 ４７ ３ Ⅳ ＧＡＴ＞ＡＡＴ（Ｄ５９４Ｎ）

３ 女 ２８ ２ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

４ 男 ４１ ３ Ⅲ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

５ 男 ３０ ３ Ⅲ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

６ 男 ６１ ３ Ⅳ ＧＧＡ＞ＧＣＡ（Ｇ４６８Ｖ）

７ 女 ７４ ３ Ⅲ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

８ 男 ４１ ２ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

９ 女 ５１ ３ Ⅲ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１０ 女 ４２ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１１ 女 ４７ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１２ 女 ５５ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１３ 女 ５５ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１４ 女 ６０ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１５ 男 ４３ ３ Ⅳ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）

１６ 女 ５１ ２ Ⅱ ＧＡＴ＞ＡＡＴ（Ｄ５９４Ｎ）

１７ 男 ６７ ３ Ⅲ ＧＴＧ＞ＧＡＧ（Ｖ６００Ｅ）
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２．２　ＢＲＡＦ基因突变与临床病理指标的相关

性　结果（表２）显示：ＢＲＡＦ基因突变与患者性别、

年龄无相关性。组织学分级为３级的ＢＲＡＦ基因

突变患者数多于２级，差异有统计学意义（犘＝

０．０２９）；临床分期为Ⅳ期的ＢＲＡＦ基因突变患者数

多于Ⅱ期、Ⅲ期，差异有统计学意义（犘＝０．０１１）。

表２　犅犚犃犉基因突变与患者临床病理特征的相关性

犖＝１７

指　标 狀 χ
２值 犘值

性别 ０．５２９ ０．４６７

　男 ７

　女 １０

年龄 ０．０５９ ０．８０８

　＜５０岁 ９

　≥５０岁 ８

组织学分级 ４．７６５ ０．０２９

　２ ４

　３ １３

临床分期 ８．９４１ ０．０１１

　Ⅱ １

　Ⅲ ５

　Ⅳ １１

３　讨　论

ＢＲＡＦ基因位于人类染色体７ｑ３４，长度约为

１９０ｋｂ，其编码区可编码相对分子量为６７０００～

９９０００的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶。该酶是Ｒａｓ／

Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路中重要的转导因子，通过

与细胞表面受体结合，将信号传递至细胞核内后，

激活细胞周期蛋白Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）、血管内皮生长因

子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、禽

类髓细胞病毒 ＭＣ２９的 Ｖｍｙｃ细胞同源序列

（ｃｍｙｃ）等因子，参与调控细胞内的多种生物学事

件；而当Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路被异常激活时，

可导致肿瘤的发生［９１１］。

研究［９，１２１３］表明，ＢＲＡＦ基因与ＫＲＡＳ基因虽

然同参与Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＡＰＫ通路，但两者突变具有

相互排他性，ＢＲＡＦ基因能不依赖于ＫＲＡＳ基因

而独立参与肿瘤的发生发展过程。研究［１４］显示，黑

素瘤和结肠癌患者中ＢＲＡＦ基因突变率分别为

６６％、１５％。该研究显示，主要有２种突变类型，约

８９％的突变位于１５位外显子，其中约９２％发生于

第１７９９位碱基（Ｔ突变为Ａ），导致其所在的第

６００位密码子编码 的 谷 氨 酸 被 缬 氨 酸 取 代

（Ｖ６００Ｅ）；约１０％的突变位于１１位外显子，发生如

Ｇ４６３、Ｇ４６５、Ｇ４６８等位点突变。本研究１７例

ＢＲＡＦ基因突变的结直肠癌患者中，ＢＲＡＦ基因突

变主要位于１５外显子第６００位密码子（Ｖ６００Ｅ，

８２．４％），其中第１７９９位碱基突变（Ｔ突变为Ａ）占

９２．９％；此外，还有２例１５外显子第５９４位密码子

突变（Ｄ５９４Ｎ）和１例１１外显子第４６８密码子突变

（Ｇ４６８Ｖ），与文献
［１４］报道相符。

本研究未发现结直肠癌中ＢＲＡＦ基因突变与

患者性别、年龄的相关性，与其他研究结论［１５１６］一

致。本研究中，随着组织学分级的增加，ＢＲＡＦ基因

突变患者人数增加，且差异有统计学意义（犘＜

０．０５），与Ｙｕｅｎ等
［１６］的研究结论相符。结果提示

ＢＲＡＦ基因可作为结直肠癌诊断、治疗的指标。本

研究还发现，临床分期中Ⅳ期ＢＲＡＦ基因突变患者

人数比Ⅱ期、Ⅲ期多（犘＜０．０５），可能与ＢＲＡＦ基因

突变激活丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，导致下游信号

通路ＭＥＫ／ＥＲＫ激活有关。动物实验
［１７］表明，采

用特异性ＭＥＫ激酶抑制剂阻断该通路，可抑制黑

素瘤的肺转移，甚至能使已经产生的肺转移灶缩

小、消失。ＥＲＫ活性增加除影响多种恶性肿瘤相关

基因表达外，还影响肌球蛋白轻链激酶（ＭＬＣＫ）的

活性，降低Ｅ钙黏素表达和增加基质金属蛋白酶（

ＭＭＰ）分泌
［１８］，导致肿瘤细胞增殖和侵袭能力

升高。

越来越多的研究［１９２２］发现，ＢＲＡＦ突变预示转

移性结直肠癌（ｍＣＲＣ）的患者预后较差。Ｓａｍｏｗｉｔｚ

等［２２］认为，ＢＲＡＦ基因Ｖ６００Ｅ突变是结肠癌患者

总生存时间（ＯＳ）强有力的预后因子，在微卫星不

稳定性（ＭＳＩ）低或稳定的肿瘤患者中更是如此。研

究［２２］也表明，ＢＲＡＦ基因Ｖ６００Ｅ突变提示结肠癌

患者预后不良，而且其预测作用与临床分期和治疗

方式无关。该研究对１００余例接受手术治疗的Ⅱ期

结肠癌患者和２００余例接受５氟尿嘧啶辅助化学治

疗的Ⅲ期结肠癌患者进行的生存分析结果表明，

ＢＲＡＦ基因Ｖ６００Ｅ突变是结肠癌患者总生存时间

和癌症特异性生存时间的独立预测因素。因此，

ＢＲＡＦ基因可能为结肠癌的不良预后预测因子。

近年来，使用靶向药物治疗结直肠癌已改善了

患者的预后和生存质量。然而，Ｒｏｏｃｋ等
［２３］的研究

表明，西妥昔单抗联合化疗对ＢＲＡＦ突变患者的有

效率明显低于野生型者（８．３％狏狊３８．０％，犘＝

０４７ ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１８，Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．５　　中国临床医学　２０１８年１０月　第２５卷　第５期　



０．００１２）；而ＰＲＩＭＥ研究显示，ＢＲＡＦ基因突变患

者不能从帕尼单抗治疗中获益［２４］。因此，在对结直

肠癌患者进行ＥＧＦＲ单克隆抗体治疗前，应进行

ＢＲＡＦ基因检测。

目前，以ＢＲＡＦ信号通路上的关键分子为靶点

的抑制剂在黑素瘤患者中取得了良好的疗效。

２０１１年，首个针对ＢＲＡＦ基因Ｖ６００Ｅ突变的抑制

剂威罗菲尼（ｖｅｍｕｒａｆｅｎｉｂ，ＰＬＸ４０３２）获美国食品

药品监督管理局（ＦＤＡ）批准上市，用于治疗ＢＲＡＦ

基因Ｖ６００Ｅ突变的黑素瘤患者。２０１５年，小分子

ＭＥＫ抑制剂考比替尼（ｃｏｂｉｍｅｔｉｎｉｂ）获ＦＤＡ批准，

该药可联合威罗菲尼用于ＢＲＡＦＶ６００Ｅ或Ｖ６００Ｋ

突变阳性、不可切除性或转移性黑素瘤患者的治

疗。与威罗菲尼＋安慰剂组相比，考比替尼与威罗

菲尼联合治疗组疾病恶化或死亡风险显著降低，中

位无进展生存期（９．９个月狏狊６．２个月，犘＜０．００１）

显著延长［２５］。然而，在结直肠癌领域，目前有关

ＢＲＡＦ基因的研究还没有临床获益
［２６］，说明肿瘤信

号转导通路还有待深入研究。

综上所述，ＢＲＡＦ基因突变与结直肠腺癌患者

临床病理特征相关，可能是一项潜在的预后指标。

结直肠癌患者ＢＲＡＦ基因突变情况及ＥＧＦＲ靶向

治疗仍须进一步的研究，以进一步阐述结直肠癌发

生发展的分子机制，并为寻找新的治疗靶点和药物

提供理论依据。
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