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微卫星不稳定和 RAS 基因突变与 III~IV 期大肠癌预后的相关性

孙屏，郭兴美，吕慧，徐蓉蓉

(南京医科大学附属无锡第二医院病理科，江苏 无锡 214002)

[摘　要]	 目的：探讨III~IV期大肠癌患者微卫星不稳定性(microsatel l ite  instabi l it y，MSI)状态和R AS基因

突变与临床病理特征及预后的关系。方法：检测 2 0 2 例 I I I ~ I V 期大肠癌组织中K R A S， N R A S和

BR A F基因突变情况以及MSI状态，分析不同临床病理参数组别的基因突变情况与预后的关系。

结果：202例III~IV期结直肠癌(colorectal  cancer，CRC)中K R AS基因突变，BR A F突变和高度微

卫星不稳定性(microsatel lite instability-high，MSI-H)肿瘤主要发生在右半结肠，伴有黏液腺癌的

肿瘤中，而p53突变更多发生在直肠，不伴有黏液腺癌的肿瘤中。单因素分析显示III期CRC中，

R AS突变型与野生型相比，无进展生存时间(progression-free sur v ival  t ime，PFS)显著缩短(HR：

1.804，95%CI：1.159~2.808；P=0.009)，在I I I期CRC中，双野生型组(K R A S，N R A S，B R A F3

个 基 因 中 有 1 个 突 变 的 ) 与 3 个 基 因 均 是 野 生 型 的 比 较 ， P F S 显 著 缩 短 ( H R ： 1 . 9 6 2 ， 9 5 % C I ：

1.254~3.071；P=0.003)。同样，在多因素分析时，III期CRC中R AS和BR AF均为野生型的患者，

PFS与带有任一突变型的相比显著延长(H R：1.962，95%CI：1.253~3.071；P=0.003)。而单因

素、多因素分析，均未发现R AS突变、BR AF突变各亚组间总生存时间(overal l  sur v ival t ime，OS)

有统计学差异。结论：R AS，BR AF突变以及MSI状态对III~IV期大肠癌预后有一定的预测作用，

有待于大样本以及精细分组后的验证。

[关键词]	 大肠癌；III~IV期；MSI；RAS基因；预后

Relationship between microsatellite instability, RAS gene 
mutation and prognosis of stage III–IV colorectal cancer 
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Abstract Objective: To investigate the relationship between RAS gene mutation, microsatellite instability (MSI) status 

and clinicopathological features and prognosis in patients with colorectal cancer. Methods: KRAS, NRAS and 

BRAF gene mutations and MSI status were examined in 202 patients with colorectal cancer. Statistical methods 

were used to analyze the relationship between gene mutations with clinicopathological features and prognosis in 

different groups, such as age, sex, tumor size, degree of differentiation, and so on. Results: KRAS gene mutation, 
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随着结直肠癌(colorecta l  cancer，CRC)发病

率的增高，识别与CRC易感和进展相关的因素尤

为重要。在局部晚期以及晚期 C R C 中， K R A S ，
BR AF基因状态以及微卫星不稳定性(microsatel l ite 
instability，MSI)状态与CRC预后的关系还不明确。

文献[1]报道：II期CRC伴有KR AS基因突变的

患者，肿瘤复发的概率更高。而在这类患者中，化

疗可以降低转移及复发的风险。一项中国人群的研

究[2]结果显示：II期和III期CRC患者，KRAS突变型

人群和野生型人群术后接受辅助化疗的生存并无区

别。而那些没有接受化疗的患者中，KRAS突变型

总生存时间(overall survival time，OS)更短。RAS基

因与MSI状态组合与CRC的预后相关性，在西方人

群中有报道[3-4]，但在中国人群中，RAS与MSI组合

预测CRC预后的临床价值还不明确。

本研究回顾性分析 I I I ~ I V 期 C R C 患者 R A S ，
BR AF，MSI与临床病理参数以及预后的相关性，

整合分析三者与CRC不同分期，不同临床病理参

数亚组预后以及治疗的相关性，为明确CRC患者

的预后相关的分子指标提供循证医学依据。

1  材料与方法

1.1  标本

202例CRC组织标本来自2015年1月至2018年

4 月 南 京 医 科 大 学 附 属 无 锡 第 二 医 院 普 外 科 行 手

术切除的患者，本研究得到南京医科大学附属无

锡第二医院医学伦理委员会的同意。患者分期依

据为A JCC第七版(the  7th  ed it ion A mer ican Jo int 
Committee on Cancer staging)[2]，所有患者均接受

外科手术，术后接受辅助化疗及靶向治疗。纳入

标准：南京医科大学附属无锡第二医院行根治性

或姑息性手术的CRC患者；无术前放化疗；经病

理确诊；可通过电子病历系统获得详细的临床信

息(肿瘤大体类型、分化程度、TNM分期、有无淋

巴结转移、浸润深度、有无肿瘤远处转移、是否

伴随腺瘤及分化程度)。排除标准：阑尾或肛管来

源的腺癌；结肠外有第二原发肿瘤；病理为鳞状

细胞癌、恶性黑色素瘤、胃肠道间质瘤、高级别

上皮内瘤变(黏膜内癌)。

随访要求： O S 指手术日至死亡日期 / 随访结

束日期。无进展生存期(progression-free sur vival，
P F S) 指手术日至肿瘤进展 ( 包括肿瘤复发、出现

新转移灶、死亡、肿瘤增长超过30%)。随访时间

从手术日开始至死亡或最后1次随访日期。术后2
年内每 6 个月随访 1 次，术后第 3 年起，每年随访

1次。至本研究结束(末次随访日期为2019年3月9
日)，所有患者的平均随访时间为12~51(平均23)个

月。随访数据来源于住院电子病历系统或电话随

访患者及患者家属。随访内容为肠镜检查、盆腹

腔和胸部CT检查。

1.2  KRAS/NRAS/BRAF突变检测

基因组DNA抽提：所有标本均经4%甲醛固定

石蜡包埋。采用厦门艾德公司(中国)的DNA提取

试剂盒抽提组织DNA，常规切片4 μm厚5~10张，

脱蜡、水化。1张H E染色观察形态，其余用于下

一步提取DNA。显微镜下观察HE切片，选取富于

肿瘤细胞的区域，保证肿瘤成分在80%以上。对应

HE切片将肿瘤组织刮入EP管中，常规脱蜡处理，

BRAF gene mutation and microsatellite instability-high (MSI-H) tumor mainly occurred in the right colon with 

mucinous adenocarcinoma, while p53 mutation occurred more frequently in rectal tumors without mucinous 

adenocarcinoma. Univariate analysis showed that the progression-free survival time (PFS) of the RAS mutant in 

stage III CRC was significantly shorter than that of the wild type (HR: 1.804, 95%CI: 1.159 to 2.808; P=0.009). 

In the stage III CRC, the PFS of the double wild type group (one of the three genes KRAS, NRAS, BRAF) was 

significantly shorter than that of all three wild types (HR: 1.962, 95%CI: 1.254 to 3.071; P=0.003). Similarly, in 

multivariate analysis, both RAS and BRAF in stage III CRC were wild type, PFS was significantly longer than 

that in patients with any mutant type (HR: 1.962, 95%CI: 1.253 to 3.071; P=0.003). However, univariate and 

multivariate analysis showed that there was no significant difference in overall survival (OS) time among RAS 

mutation and BRAF mutation subgroups. Conclusion: RAS, BRAF mutation and MSI status can predict the 

prognosis of stage III and IV colorectal cancer, which need to be verified by large sample size and fine grouping.

Keywords colorectal cancer; stage III to IV; MSI; RAS gene; prognosis
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加适量的裂解液和蛋白酶，55 ℃水浴过夜消化、

沉淀、洗盐、收集提取的DNA。

突变分析：运用厦门艾德生物医药科技股份

有限公司生产的人KR AS，NR AS和BR AF基因突变

检测试剂盒，根据试剂盒说明书检测KR AS基因第

2，3，4外显子上12种体细胞突变(G12D，G12A，

G12C，G12V，G12S，G13D，Q61H，K117N，

K 1 1 7 N ， A 1 4 6 T ， A 1 4 6 V ， A 1 4 6 P) ， N R A S 基因

第2和3外显子上3种体细胞突变(G 1 2 D，Q 6 1 R，

Q61K)和BRAF 15号外显子密码子600(V600E)基因

突变。总反应体系均为35 μL，其中包括模板DNA 
5 μL，反应混合液30 μL (KRAS/BRAF或NRAS PCR

反应液，KR A S/BR A F或NR A S引物探针混合液，

Taq酶液)；每次反应均设置阳性、阴性对照及外

控。所有的反应试剂均由此试剂盒提供。荧光定

量PCR仪为SL AN-96 S Real-Time PCR仪。KR AS/
B R A F 或 N R A S 基 因 突 变 检 测 的 P C R 反 应 条 件 为 
95 ℃，5 min；95 ℃，25 s；64 ℃，20 s；72 ℃，

20 s，共15个循环；93 ℃，25 s；60 ℃，35 s； 
72 ℃，20 s，共31个循环。反应结束后根据PCR仪

说明书及荧光曲线的实际状况进行手动或自动调

整基线和阈值，P CR仪即可得到各样本的突变Ct
值，对照说明书判读KRAS/BRAF或NRAS基因突变

情况。试剂盒中所用引物及探针序列见表1。

表1 KRAS，NRAS，BRAF PCR检测引物序列

Table 1 Primer sequences of KRAS, NRAS and BRAF

引物名称 序列(5'–3')

K-ras-R12 TCCTGCACCAGTAATATGCATATTAAAACAAG

K-M1-F18 ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA

K-M4-F19 GACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTA

K-block4 TGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGG-NH2

K-M3-F25 GGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAACC

K-M16-R11 ATCGTCAAGGCACTCTTGCCTACGCCACA

K-M15-R10 TATCGTCAAGGCACTCTTGCCTACGCCACG

K-M3-R10 TATCGTCAAGGCACTCTTGCCTACGCCAA

K-M12-R10 ATCGTCAAGGCACTCTTGCCTACGCCAG

K-M14-R3 GCTGTATCGTCAAGGCACTCTTGCCTACGCA

K-M7-F19 CTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGA

K-M15-F1 TCAGGATTCCTACAGGAAGCAAGTAGT

K-M15-R2 GTACTGGTCCCTCATTGCACTGTACTCCTCTA

K-M16-R4 TACTGGTCCCTCATTGCACTGTACTCCTCTC

K-M16-R5 TGTACTGGTCCCTCATTGCACTGTACTCCTCG

K-M18-R1 ACTGGTCCCTCATTGCACTGTACTCCTCA

K-M21-F2 ACTCTGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGAAATAAT

K-M22-F2 GGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTGAAACATCAA

K-M23-F4 GGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTGAAACATCAGT

K-M22-R2 TGACATAACAGTTATGATTTTGCAGAAAACAGATC

NRAS-M3-R2 TGGGATCATATTCATCTACAAAGTGGT

NRAS-M3-F5   TACAAACTGGTGGTGGTTGGAGCAGA

NRAS-M10-F2 CAAACTGGTGGTGGTTGGAGCAA

NRAS-M3-R1 GGCTACCACTGGGCCTCACCTCTATGGTG
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1.3  肿瘤组织错配修复蛋白表达及微卫星不稳定性

检测

免 疫 组 织 化 学 方 法 检 测 错 配 修 复 蛋 白

( m i s m a t c h  r e p a i r  p r o t e i n ， M M R ) M L H 1 ，

P M S 2 ， M S H 2 ， M S H 6 表 达 鼠 单 克 隆 抗 体 购 自

福 州 迈 新 公 司 。 肿 瘤 旁 正 常 组 织 为 正 常 内 阳 性

对 照 。 M M R 蛋 白 缺 失 表 现 为 肿 瘤 组 织 核 表 达 阴

性 ， 而 肿 瘤 旁 正 常 结 肠 黏 膜 上 皮 及 淋 巴 细 胞 核

阳 性 。 当 任 何 1 个 蛋 白 表 达 缺 失 即 定 义 为 错 配

修 复 蛋 白 功 能 缺 陷 ( M M R  d e f i c i e n t ， d M M R ) 。

均 阳 性 则 为 错 配 修 复 蛋 白 功 能 正 常 ( M M R 
prof ic ient，pM MR)。

Sanger测序法检测MSI，从石蜡组织中提取基

因组DNA，Sanger测序检测MSI的5个单核甘酸重

复标志物BAT-25，MONO-27，CAT-25，BAT-26，

NR-24的改变，有2个及以上改变为高度微卫星不

稳定性(microsatel l i te  instabi l i t y-high，MSI-H)，

1 个 改 变 为 低 度 微 卫 星 不 稳 定 性 ( m i c r o s a t e l l i t e 
i n s t a b i l i t y - l o w ， M S I - L) ，无改变为微卫星稳定 
(microsatellite stable，MSS)。

1.4  肿瘤组织p53蛋白表达

免疫组织化学方法检测p53蛋白表达，肿瘤组

织75%以上核弥漫强阳性或<5%染色或全阴性，则

为p53突变型，5%~75%强弱不等阳性表达为p53蛋

白野生型(图1)。

续表1

引物名称 序列(5'–3')

NRAS-M4-F5 TGGTGGTGGTTGGAGCAGGTGA

NRAS-M6-F2 CCTGATTACTGGTTTCCAACAGGT

NRAS-M6-R1 ATTGTCAGTGCGCTTTTCCCAACACG

NRAS-M7-R2 TCAGTGCGCTTTTCCCAACACCACA

NRAS-M9-R3 ATTGTCAGTGCGCTTTTCCCAACACCAA

NRAS-M11-R3 TTGTCAGTGCGCTTTTCCCAACACCAG

NRAS-M14-R4 GATTGTCAGTGCGCTTTTCCCAACAA

NRAS-M1-F2 CCAGGATTCTTACAGAAAACAAGTGGT

NRAS-M1-R1 GTCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTC

NRAS-M2-R3 GTCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTTT

NRAS-M5-R4 TTGGTCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTA

NRAS-M8-R5 TGGTCTCTCATGGCACTGTACTCTTCG

NRAS-M12-R2 CACATCTCTACCAGAGTTAATCAACTGATGC

NRAS-M12-F1 GAGTTACGGGATTCCATTCATTGAAACCTCAA

NRAS-M12-block1 GTTACGGGATTCCATTCATTGAAACCTCAGC-NH2

B-raf-F5 GTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA

B-raf-R3 AATTTAATCAGTGGAAAAATAGCCTCAATTCTTACC

PI-EX8-F2 GAGTTGGAGTTTGACTGGTTCAGCA

PI-EX8-R2 CCTGCGTGGGAATAGCTAAATCCT

K-EX23-F1 GCTGAGGTAGGAGAATCGCTTGAA

K-EX23-R1 TGGAGTCTTGCTCTGTTGCCTA

E-EX9-F1 TGTGTAACGGAATAGGTATTGGTGAATT

E-EX9-R1 GCCACCGGCAGGATGTGGAGAT
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1.5  统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件，以χ2检验分析基因突

变与性别、年龄、肿瘤原发部位等临床病理特征

之间的相关性。不满足卡方检验条件的用Fisher精

确概率法统计，以Kaplan-Meier法分析基因突变与

转移、术后复发及病死率、患者生存情况，L o g-
R ank检验生存率，并对预后因素行单因素及cox多

因素回归分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  临床病理学特征

在202例CRC病例中，男129例，女73例，男女

比例为1.8:1，平均年龄67.64岁，中位年龄69岁。

其中104例患者≥69岁，98例患者<69岁。结肠癌 
159例，其中85例为左半结肠癌，74例为右半结肠

癌，直肠癌43例。肿瘤长径<3 cm者22例，3~<5 cm
者94例，≥5 cm者86例。无黏液腺癌分化165例，

伴有黏液腺癌分化37例。分化程度好的(高分化、

中分化腺癌)184例，分化程度差的(包含低分化腺

癌、印戒细胞癌、黏液腺癌)18例。有淋巴结转移

1 7 9 例、无转移 2 3 例。浸润深度：黏膜层或肌层

(T1~2)者12例，浆膜层或结直肠周围组织及器官

(T3~4)190例。有远处转移者51例、无远处转移者

151例。大体隆起型59例、溃疡型135例、浸润型

8例。31例同时伴有结直肠腺瘤，其中7例腺瘤伴

有高级别上皮内瘤变或灶性癌变、171例无伴有腺

瘤；41例无术后治疗(20.29%)、142例术后辅助化

疗(FOLFOX方案)、19例术后辅助化疗和靶向治疗

(FOLFOX方案+西妥昔单抗/贝伐单抗；表2)。

2.2 III期和IV期CRC中基因突变状态与临床病理参

数相关性分析

本组数据显示：K R A S和N R A S基因突变互相

排斥，R AS基因突变和BR A F基因突变相互排斥。

MSI肿瘤主要发生在BRAF突变型和RAS野生型患者

中。p53蛋白突变型主要发生在RAS野生型和BRAF

野生型中。MSI肿瘤与p53蛋白突变型无明显统计

学相关性。在散发性CRC中，MSI肿瘤与BRAF突

变明显相关(表3)。

2.3  KRAS，NRAS基因突变特征及其与临床病理的相

关性

检测CRC中KRAS基因第2，3，4外显子共12种

热点突变类型，总突变率为40.6%(82/202)。202例

III期和IV期CRC中，伴有黏液腺癌肿瘤中KRAS基

因突变率高于不伴有黏液腺癌KR AS基因突变率。

右 半 结 肠 K R A S 基 因 突 变 率 高 于 左 半 结 肠 及 直 肠
KRAS基因突变率。KRAS基因突变性别、年龄、肿

瘤大体类型、肿瘤大小、分化程度、TNM分期、

有无淋巴结转移、浸润深度、治疗情况、增殖指

数、伴发腺瘤等均无相关性(均P>0.05)。NR AS基

因突变率为3.95%(8/202)，联合RAS检测，与各指

标的差异均无统计学意义(表3)。

图1 免疫组织化学方法检测p53蛋白表达情况(SP，×100)

Figure 1 Detection of p53 protein expression by immunohistochemistry (SP, ×100)

(A，B)肿瘤组织75%以上核弥漫强阳性或<5%染色或全阴性，为p53突变型；(C)5%~75%强弱不等阳性表达，为p53蛋白野

生型。

If more than 75% of the nuclei in tumor tissues of (A) and (B) are diffusely strongly positive or less than 5% stained or all negative, it is p53 

mutant type, and the unequal strength expression between 5% and 75% of (C) is p53 wild type.

A CB
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2.4  BRAF基因突变特征与临床病理相关性

检 测 C R C 中 B R A F 基 因 第 6 0 0 位 密 码 子 突 变

GTG>G AG(V600 E)，突变率为4 . 9 5 %(1 0 /202)。

2 0 2例 I I I期和 I V期C R C中，伴有黏液腺癌肿瘤中

BRAF基因突变率高于不伴有黏液腺癌BRAF基因突

变率。女性中BRAF突变率显著高于男性中BRAF突

变率。右半结肠KR AS基因突变率高于左半结肠及

直肠KRAS基因突变率。BRAF基因突变与年龄、肿

瘤大体类型、肿瘤大小、分化程度、TNM分期、

有无淋巴结转移、浸润深度、治疗情况、增殖指

数、伴发腺瘤等均无相关性(均P>0.05，表3)。

2.5  MSI状态及其与临床病理相关性

检 测 C R C 中 M S I - H 肿 瘤 百 分 比 为

7.92%(16/202)。本组202例III期和IV期CRC中，

MSI-H肿瘤在女性患者的发生率显著高于男性患者

的发生率。右半结肠肿瘤的M S I -H比例高于左半

结肠及直肠肿瘤的比例。伴有黏液腺癌的肿瘤中

M S I -H发生率显著高于不伴有黏液腺癌的肿瘤。

M S I -H肿瘤与患者年龄、肿瘤大体类型、肿瘤大

小、分化程度、TNM分期、有无淋巴结转移、有

无远处转移、浸润深度、治疗情况、增殖指数、

伴发腺瘤等均无相关性(均P>0.05，表3)。

表2 III期及IV期CRC患者临床病理学特征(n=202)
Table 2 Clinicopathological features of patients with CRC in stage III and stage IV (n=202)

临床参数 n 占比/% 临床参数 n 占比/%

性别 淋巴结转移

男 129 63.86 无N0 23 11.39

女 73 36.14 有N1+N2 179 88.61

年龄/岁 浸润深度

<69 98 48.51 T1~2 12 5.94

≥69 104 51.49 T3~4 190 94.06

伴有黏液腺癌 远处转移

否 165 81.68 无M0 151 74.75

是 37 18.32 有M1 51 25.25

肿瘤长径/cm 治疗

<3 22 10.89 无化疗 41 20.29

3～<5 94 46.53 化疗 142 70.30

≥5 86 42.57 化疗+单抗 19 9.41

大体 Ki-67增殖

隆起型 59 29.21 1+ 6 2.97

溃疡型 135 66.83 2+ 23 11.39

浸润型 8 3.96 3+ 173 85.64

部位 腺瘤

左半结肠 85 42.08 无 171 84.65

右半结肠 74 36.63 腺瘤 24 11.88

直肠 43 21.29 腺瘤+高级别/癌变 7 3.47

分化程度

低 18 8.91

高/中 184 91.09
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2.6  p53蛋白表达特征及其临床病理相关性

检测202例CRC中p53蛋白表达情况，突变型

表达为64.36%(130/202)。伴有黏液腺癌的肿瘤中

p53突变率显著低于不伴有黏液腺癌的肿瘤。右半

结肠肿瘤中p53突变型肿瘤发生率显著低于左半结

肠及直肠。 p 5 3 突变型与患者年龄、性别、肿瘤

大体类型、分化程度、有无淋巴结转移、浸润深

度、有无远处转移、治疗情况、伴发腺瘤等均无

相关性(均P>0.05，表3)。

2.7  不同TNM分期中RAS，BRAF突变组PFS和OS分析

单因素分析显示：在 I I I期C R C中，RAS突变

型 与 野 生 型 相 比 ， P F S 显 著 缩 短 ( P = 0 . 0 0 9 ) ， 而

OS差异无统计学意义(P=0.415)；BR A F突变型与

野生型相比，P FS和O S均差异无统计学意义；同

样，双野生型组(KR AS，NR AS，BR AF3个基因其

中 有 1 个 突 变 的 ) 与 3 个 基 因 均 是 野 生 型 的 比 较 ，

PFS显著缩短(P=0.00319)，而OS差异无统计学意

义(P=0.331)，复发风险增高，HR大于1，即只要

带有1个突变，复发风险就增高。

在IV期CRC中，R AS突变型与野生型、BR A F

突 变 型 与 野 生 型 相 比 ， 双 野 生 型 组 与 3 个 基 因 均

是野生型组比较，P FS和O S均差异无统计学意义  
(表4)。同样，在多因素分析时，III期CRC中RAS

和BRAF均为野生型的患者，P FS与带有任一突变

型的相比，PFS显著延长(P=0.003，表5)。

表4 基因突变及临床分期生存分析(单因素分析)

Table 4 Gene mutation and clinical staging survival analysis of PFS and OS (univariate analysis)

TNM分期
PFS OS

HR (95%CI) P HR (95%CI) P

III期

KRAS + NRAS突变型 1.804 (1.159~2.808) 0.009 1.363 (0.6476~2.869) 0.415

BRAF突变型 1.588 (0.6388~3.945) 0.320 1.319 (0.3126~5.566) 0.706

双野生型 1.962 (1.254~3.071) 0.003 1.446 (0.6872~3.041) 0.331

IV期

KRAS + NRAS突变型 1.532 (0.7657~3.065) 0.228 1.742 (0.69~4.399) 0.240

BRAF突变型 0.4111 (0.05571~3.035) 0.383 0.8477 (0.1126~6.383) 0.873

双野生型 1.312 (0.6498~2.648) 0.449 1.737 (0.6602~4.569) 0.263

表5 基因突变及临床分期生存分析 (多因素分析)

Table 5 Gene mutation and clinical staging survival analysis of PFS and OS (multivariate analysis)

TNM分期
PFS OS

HR (95%CI) P HR (95%CI) P

III期

双野生型 1.962 (1.253~3.071) 0.003 无显著意义变量 —

IV期 无显著意义变量 — 无显著意义变量 —

3  讨论

CRC的发生、发展是一个受多基因、多步骤

调控的复杂过程，选择合适的生物标志物对CRC

的诊断、治疗和预后有深远意义。近年来，CRC
的 治 疗 领 域 中 最 大 亮 点 是 确 定 K R A S 基 因 状 态 与

抗EGFR单抗疗效的相关性，针对治疗靶点R A S，

B R A F ， M S I 的 检 测 是 临 床 进 行 个 体 化 治 疗 的 前 
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提 [5]。以往的研究 [2,6-10]都是关注KR A S，MSI与临

床 病 理 参 数 的 相 关 性 ， 很 少 有 研 究 关 注 两 者 与

CRC预后的相关性。之前的研究 [1-2]一致认为：I I
期CRC dM MR患者的预后好于pM MR患者，并不

能从单药5 -氟尿嘧啶( 5 -F U )化疗中获益。但在晚

期CRC中与预后的相关性并不明确。有研究 [ 1 1 - 1 2 ]

显示：III期CRC接受FOLFOX或者FOLFOX+西妥

昔单抗治疗，d M M R组的预后好于p M M R组，但

仅在FOLFOX治疗组(dM MR组对FOLFOX治疗获

益更多)。因此，M MR/MSI检测也有预后价值。

dMMR/MSI-H肿瘤超突变，产生大量移码肽段，

作为新抗原引发活跃的免疫反应，表现为肿瘤内

大量淋巴细胞浸润，对免疫治疗反应好。但晚期

CRC中dMMR/MSI-H肿瘤仅4%。因此，如何预测

晚期CRC预后作用不明确。R A S，BR AF和MMR/
MSI组合后的预后价值仍有争议。

本 研 究 2 0 2 例 I I I ~ I V 期 C R C 中 R A S 突 变 率 为

44.55%，其中K R A S突变率40.59%，N R A S突变率

3.96%，BRAF突变率4.95%，MSI肿瘤占比7.92%。

与之前中国人群的突变率比相对较低[13-17]，可能与

检测方法、单中心以及样本量有关。本研究中，
KR AS突变更多见于右半结肠以及伴有黏液腺癌分

化的肿瘤中。BRAF突变，MSI-H更多见于女性、右

半结肠以及伴有黏液腺癌的肿瘤中。而NR AS突变

在各种临床病理参数的肿瘤分组中无显著性差异。

本研究目的是分析RAS基因、BRAF基因突变以

及MSI状态作为CRC预后的独立或联合预测作用。
KRAS，BRAF突变在非转移性CRC中的预后预测作

用一直以来都是不一致的。一项研究[18]认为在MSI
早期肿瘤中，KRAS及BRAF突变是预后差的相关因

子，但该研究的例数少，且没有排除化疗因素，

因此结果的有效性值得推敲。现有文献对KR AS，
BR AF预后预测作用的不一致性可能与人群的异质

性、原发肿瘤部位、接受的辅助治疗等有关。

本研究在晚期肿瘤III期和IV期CRC中分析了
KRAS，BRAF突变以及MSI状态与预后的关系，结

果显示：仅在KRAS，NRAS，BRAF任一突变与短

的PFS相关，而与OS无明显统计学相关，这与之前

的研究[19-20]结果相符。

本组 I V期病例数较少，共5 1例，入组患者中

肝转移者29例；肝脏伴有肺转移3例；伴有肾上腺

转移1例；伴有盆腔脏器转移(输尿管/膀胱/前列

腺/卵巢等) 4例；伴有腹腔及网膜及腹壁转移4例

共12例；肺转移5例(肺伴有腹腔网膜转移3例；肺

伴有骨转移2例)。51例IV期患者行肠原发灶+肝脏

转移灶根治手术5例；仅原发灶切除39例；姑息性

手术7例。19例联合抗EGFR或VEGFR靶向治疗，

其中4例为姑息性手术，15例为仅原发灶切除手术

患者。联合抗VEGFR靶向治疗(贝伐单抗)15例，

联合抗EGFR靶向治疗(西妥昔单抗)4例，总结本组

纳入研究的晚期样本中进行靶向治疗的病例不足

50%的原因是：1)入组病例是2015—2017年病例，

当时西妥昔单抗还未进入医保，经济原因导致患者

未能选择靶向治疗；2)入组的51例晚期样本中左半

结肠及直肠癌34例，其中KR AS阳性者15例，也不

能首选西妥昔单抗治疗；3 )当时CRC的多学科诊

疗(multi-disciplinary Treatment，MDT)治疗模式还

不是很完善，靶向治疗的理念还没有对患者很好

宣教，以上几个方面导致整体晚期样本中进行靶

向治疗的病例较少。相信随着各项指南的不断推

陈出新，MDT治疗模式的成熟以及医保对靶向药

物的纳入，可以使更多的晚期大肠癌患者受益精

准检测，靶向治疗。而对于MSI-H mCRC人群，近

年免疫治疗已写入NCCN及CSCO治疗指南，可显

著改善部分人群预后。

另 外 ， 在 C R C 发 展 的 过 程 中 ， 除 了 R A S ，
BR AF，MSI，还有其他驱动基因在发挥作用，如
PI3KCA，HER2，MET等 [21-23]也在CRC的预后中发

挥作用。

目前CRC的预后主要是依据T分期和N分期，

本研究发现，R A S，BR AF在MSS肿瘤中是预后的

分子标志物，而在 M S I 肿瘤中无相关，因此，在

CRC肿瘤中检测R A S、BR A F和MSI状态，不仅可

以指导临床靶向用药，可以筛选出MSI-H的肿瘤，

对免疫治疗有明显效应，还可以作为预后指标。

本临床研究以III期和IV期CRC患者为研究对

象，探讨分析了KR AS，NR AS，BR AF基因表型及

MSI状态与此类人群生存预后的相关性，作为单中

心回顾性分析，III期例数占比较高，相关预后分

层分析结论与真实世界临床实践更贴切；但I V期

病例数较少，经过临床基因表型及微卫星状态、

肿瘤部位、临床分期、病理类型等分层分析后，

样本量进一步缩小，可能对统计结果造成偏倚；

且mCRC具体转移情况及全程管理治疗策略的执行

都将直接影响PFS和OS等预后指标，这些变量也可

能会对该部分人群研究结果造成偏倚；后续将扩

大样本量、开展前瞻性多指标分层分析，以提供

高质量高级别循证医学证据。
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