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·临床研究与应用·

江苏地区肺癌和胃癌患者KRAS基因突变状态分析*
谢玲 郑燕影 孙怡 陈劼 申龙树

摘要 目的：检测江苏地区肺癌和胃癌患者KRAS基因突变状态及其与临床病理特征的关系，并比较其在两种癌症间的异

同。方法：收集肺癌128例，胃癌115例。采用直接测序法检测KRAS基因第2号外显子突变，分析基因突变状态及其与临床病理

特征的相关性。结果：KRAS基因突变率在肺癌和胃癌中无显著性差异（6.3% vs. 4.3%，P>0.05）。两种癌症中，KRAS 基因突变都

以第 12密码子为主。KRAS 突变与年龄，性别无明显相关。肺腺癌患者KRAS基因突变高于非腺癌包括鳞癌等（10.7% vs. 0，
P<0.05）。结论：江苏地区肺癌和胃癌患者中，KRAS第 2外显子突变率均较低，男性和女性的突变率无明显差异。肺腺癌患者

KRAS基因突变率相对较高，因此个体化治疗前应同时检测 KRAS 基因，以筛选出对靶向治疗耐药的肺癌患者，从而更好地指导

患者的个体化分子靶向治疗。
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根据 GLOBOCAN 公布的全球癌症发病数据，

2012年全球约有 1 410万新发癌症病例，820万患者

死于癌症。世界范围内发病最常见癌症依次为肺

癌、乳腺癌和结直肠癌；死亡率最高为肺癌、肝癌和

胃癌［1］。在我国肺癌和胃癌极为常见，是发病率很

高的恶性肿瘤。肺癌是目前全世界发病率与死亡

率最高的恶性肿瘤，其中非小细胞肺癌（NSCLC）占

80%～85%［2］。胃癌在我国癌症发病率和死亡率中

均位列第 3位［3］。

RAS 基因是第一个被鉴定的人类原癌基因，RAS
基因突变是最常见的癌基因异常，大约可见于 30%
的人体肿瘤。其家族的 3 个主要成员是 HRAS、
KRAS 和 NRAS，其中 KRAS 基因突变最常见［4］。

KRAS基因是EGFR信号通路下游的重要癌基因，在

细胞生长及血管生成等相关的信号转导通路中起着

关键作用。野生型KRAS基因在上游EGFR信号刺

激下通过信号转导发挥作用，当KRAS基因发生突

变时，可不依赖其上游的 EGFR发生自身磷酸化而
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持续处于激活状态，这种激活是不可控的，并导致肿

瘤的增殖和播散。因此突变型KRAS基因患者使用

抗 EGFR药物治疗无效［5-8］。KRAS基因最常见突变

发生在第 2号外显子的第 12和 13位密码子（85％～

95％），其他突变位点包括第 3号外显子的第 61和

146位密码子（约 5％），检测这些突变有重要的诊断

及治疗意义。美国NCCN临床实践指南明确指出：

RAS基因发生突变的癌症患者不建议使用分子靶向

药物如西妥昔单抗、吉非替尼治疗等。本研究用测

序法检测肺癌和胃癌中KRAS基因第 2外显子的突

变发生率、突变特征及其与临床病理特征的关系，并

比较基因突变在两种癌症间的异同。

1 材料与方法

1.1 标本

收集 2006年 12月至 2014年 12月南京中医药大

学附属医院病理科及外院会诊肺癌病例128例，胃癌

115例。128例肺癌病例中，男性76例、女性52例，男

女比例为 1.5∶1；年龄为 29～86岁，平均年龄为 60.2
岁。其中 19例患者 25～44岁，45例患者 45～59岁，

64例患者60～90岁。组织学证实腺癌75 例，鳞癌30
例，其他类型肺癌 23例。115例胃癌病例中男性 76
例、女性39例，男女比例为1.9∶1。年龄为24～89岁，

平均年龄61.1岁。其中13例患者25～44岁，43例患

者45～59岁，59例患者60～90岁。组织学证实肠型

胃癌90 例，弥漫型胃癌25例。所有标本均为甲醛固

定、石蜡包埋组织，所有病例均行KRAS基因第 2号

外显子突变检测。本项研究经医院伦理委员会

批准。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA抽提 所有蜡块常规切片 4 μm
厚5～10张，显微镜下观察HE切片，选取富于肿瘤细

胞的区域，对应H&E切片将肿瘤组织刮入裂解液，保

证肿瘤成分 50％以上。按照组织DNA提取试剂盒

（美国OMEGA）说明书操作提取组织DNA。

1.2.2 PCR法扩增KRAS基因第 2号外显子 根据

NCBI提供的KRAS基因DNA序列设计PCR引物，并

由上海生工公司合成。序列如下：上游引物为AGG
CCTGCTGAAAATGACTG；下游引物为：CATGAAAA
TGGTCAGAGAAACC。PCR反应体系20 μL：10×PCR
Buffer 2 μL，HotStar Taq DNA Polymerase（德国QIAGE
公司）0.2 μL，Mg2+-Solution 0.75 μL，dNTP 2 μL，Primer
各 1 μL，模板DNA 1 μL，去离子水 12 μL。PCR反应

条件：置ABI-9700型扩增仪中，95℃预变性 15 min，

94℃变性 50 s，57℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，共循

环 35 次，最后于 72℃延伸 10 min。以双蒸水代替

DNA模板作为阴性对照，以已知阳性病例作为阳性

对照。

1.2.3 DNA测序 将 PCR产物进行过柱纯化（美国

Axygen公司），然后用PCR纯化产物进行测序PCR反

应及纯化后，上样至ABI 3100-Avant遗传分析仪进

行测序。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0统计软件，对不同组别的突变率

行χ2检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肺癌患者KRAS基因突变与临床病理特征的相

关性

肺癌患者KRAS基因突变率为 6.3％（8/128），其

中 6例为第12密码子突变，占75%（6/8）；2例为第13
密码子突变，占 25%（2/8）。第 12 密码子中 G12D
（GGT>GAT）4例，G12V（GGT>GTT）1例，G12C（GGT>
TGT）1 例；第 13 密码子中 G13D（GGC>GAC）2 例。

KRAS 基因突变类型及其与病理类型、性别、年龄

的关系见表 1。128例肺癌中，肺腺癌患者KRAS基

因突变为 10.7%（8/75），高于非腺癌患者包括鳞癌

等（P<0.05）。肺癌男性患者 KRAS 突变率为6.6%（5/
76），略高于女性患者5.7%（3/52），但差异无统计学意

义（P>0.05）。KRAS基因在 25～44岁患者中突变率

为10.5%（2/19），高于45～59岁患者的6.7%（3/45）及

60～90岁患者的 4.7%（3/64），但差异无统计学意义

（P>0.05）。
2.2 胃癌患者KRAS基因突变特征及其与临床病理

的相关性

胃癌患者KRAS基因突变率为 4.3％（5/115），其

中 4例为第 12 密码子突变，占 80%（4/5）；1例为第

13 密码子突变，占 20%（1/5）。第 12 密码子中

G12D（GGT>GAT）3例，G12V（GGT>GTT）1例；第 13
密码子中 G13D（GGC>GAC）1 例。KRAS 基因突变

类型及其与病理类型、性别、年龄的关系见表 2。
115 例胃癌中，弥漫型胃癌 KRAS 基因突变率为

8.0%（2/25），高于肠型胃癌的 3.3%（3/90），但差异无

统计学意义（P>0.05）。胃癌患者男性和女性KRAS
突变率差异无统计学意义（P>0.05）。KRAS基因在

25～44岁患者中突变率为 7.7%（1/13），高于 45～59
岁的 4.6%（2/43）及 60～90岁患者的 3.4%（2/59），但

差异无统计学意义（P>0.05）。
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表1 128例肺癌中KRAS基因突变类型分布及其与性别、年龄、病理类型的关系

Table 1 Mutation frequencies of KRAS gene and their relationship with pathological types, gender, and age of lung cancer patients
Mutation frequency

K-ras mutation

G12D
G12V
G12C
G12S
G12R
G12A
G13D
G13C
G13A
G13V
Total（%）

Amino acid change

GGT>GAT
GGT>GTT
GGT>TGT
GGT>AGT
GGT>CGT
GGT>GCT
GGC>GAC
GGC>TGC
GGC>GCC
GGC>GTC

Pathological types
Adenocarcinoma

n=75
4（5.3）
1（1.3）
1（1.3）
-
-
-

2（2.7）
-
-
-

10.7

Squamous carcinoma
n=30
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
0

Others
n=23
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
0

Gender
Male
n=76
2（2.6）
-

1（1.3）
-
-
-

2（2.6）
-
-
-

6.6

Female
n=52

2（3.8）
1（1.9）

-
-
-
-
-
-
-
-

5.7

Age（years）
25-44
n=19

1（5.3）
-

1（5.3）
-
-
-
-
-
-
-

10.5

45-59
n=45

2（4.4）
-
-
-
-
-

1（2.2）
-
-
-

6.7

60-90
n=64

1（1.6）
1（1.6）

-
-
-
-

1（1.6）
-
-
-

4.7

表2 115例胃癌中KRAS基因突变类型分布及其与性别、年龄、病理类型的关系

Table 2 Mutation frequencies of KRAS gene and their relationship with pathological types, gender, and age of gastric cancer patients
Mutation frequency

K-ras mutation

G12D
G12V
G12C
G12S
G12R
G12A
G13D
G13C
G13A
G13V
Total（%）

Amino acid change

GGT>GAT
GGT>GTT
GGT>TGT
GGT>AGT
GGT>CGT
GGT>GCT
GGC>GAC
GGC>TGC
GGC>GCC
GGC>GTC

Pathological types
Intestinal type

n=90
1（1.1）
1（1.1）
-
-
-
-

1（1.1）
-
-
-

3.3

Diffuse type
n=25

2（8.0）
-
-
-
-
-
-
-
-
-

8

Others
n=0
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
0

Gender
Male
n=76

2（2.6）
1（1.3）

-
-
-
-
-
-
-
-

3.9

Female
n=39

1（2.6）
-
-
-
-
-

1（2.6）
-
-
-

5.1

Age（years）
25-44
n=13

1（7.7）
-
-
-
-
-
-
-
-
-

7.7

45-59
n=43

1（2.3）
-
-
-
-
-

1（2.3）
-
-
-

4.6

60-90
n=59

2（3.4）
-
-
-
-
-
-
-
-
-

3.4

3 讨论

分子靶向药物的研发和个体化医学的发展使

肿瘤治疗进入了分子靶向治疗的新时期。目前，靶

向EGFR的酪氨酸激酶 抑制剂（EGFR-TKIs）已广泛

应用于临床治疗NSCLC。研究表明，EGFR基因突变

与TKIs敏感性相关，编码EGFR下游 GTP 酶的KRAS
基因突变则是 NSCLC 患者耐药的主要原因［5- 7］。

KRAS基因的突变可以引起 EGFR信号通路的配体

非依赖性持续性激活，进而导致EGFR-TKI原发性耐

药。因此检测 KRAS基因突变可能有助于选择最适

宜患者接受 TKI治疗，也是判断NSCLC患者预后的

一项重要指标。抗EGFR单克隆抗体（西妥昔单抗、

帕尼单抗等）用于靶向治疗转移性结直肠癌者。

RAS基因突变的结直肠癌患者不能从抗EGFR治疗

中获益，反而徒增不良反应危险和治疗费用，而

KRAS基因野生型患者就很有可能从这类药物治疗

中获益［8-9］。遗憾的是，应用EGFR分子靶向药物治

疗胃癌的情形可能有别于结肠癌和肺癌，相关的临

床研究不多，针对胃癌 KRAS 基因突变与 EGFR分

子靶向药物疗效的研究也较少。有研究表明，西妥

昔单抗联合化疗治疗晚期胃癌有良好的疗效［10］。

一项联合应用西妥昔单抗与FOLFIRI方案的近期研

究发现，KRAS野生型，EGFR阳性表达的胃癌细胞

株对西妥昔单抗治疗敏感［11］。
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西方国家NSCLC患者人群中KRAS基因突变率

较高，非小细胞肺癌突变率为 20%～30%，其中腺癌

的突变率为22%～34%，鳞癌为 0～25%，大细胞肺癌

为8%～33%，腺鳞癌为 8%～11%，但EGFR基因的突

变率低，仅为 3%～8%；亚洲国家 NSCLC 患者则相

反，EGFR 基因的突变率为 30%～60%，KRAS基因的

突变率为 4%～24%［12-15］。KRAS基因突变在非亚洲

人群、吸烟者以及黏液性腺癌中最为常见。NSCLC
患者 KRAS基因突变主要发生于第 2外显子的 12和
13 号密码子，其中第12密码子的突变为80%～96%，

第13 密码子的突变为5%～12%［15］。本研究中，检测

了 128例肺癌病例中KRAS基因第 2号外显子突变，

突变率为6.3%（8/128）。这与先前报道的白种人腺癌

患者KRAS基因较高突变率明显不相符合，但却与亚

裔患者KRAS基因突变率相近。造成这种差异的原

因很可能与种族相关，对此尚需要进一步研究证

实。本研究结果显示，KRAS基因突变类型主要为

G12D（GGT>GAT），突变率均为 3.1%（4/128）；在 8例

KRAS基因突变病例中，主要为12 密码子突变，共有

6 例（75%），另外 2例为 13 密码子突变（25%），与相

关文献报道结果一致。据报道，男性患者KRAS基因

突变率比女性明显高，腺癌患者比鳞癌患者显著增

高［16］。本研究中，同样发现肺腺癌患者的突变率明

显高于非腺癌患者包括鳞癌等（P<0.05），男性患者的

KRAS基因突变率略高于女性，25～44岁患者突变率

高于 45～59岁及 60～90岁患者，但差异无统计学

意义。

RAS基因突变与胃癌发生发展相关，在胃腺癌中

KRAS基因突变率为 0～28%，并且不同地区有着不

同的发生率，日本为0～13%，韩国为2.8～9.0%，意大

利为8～21%，美国、荷兰等地区的发生率均不足4%［17］。

我国胃癌KRAS基因突变率为 0～10.3%［18］。本研究

结果为 4.3%（5/115），在 5例KRAS基因突变病例中，

主要为第 12 密码子突变，共有 4 例（80%），另外 1例
为第 13 密码子突变（20%），与亚洲地区结果类似。

根据文献报道，KRAS基因突变与HP感染，胃癌肝转

移相关，肠型胃癌中 KRAS 基因突变发生率高于弥

漫型胃癌。但本结果显示弥漫型胃癌KRAS基因突

变率为 8.0%（2/25），高于肠型胃癌的 3.3%（3/90），但

差异无统计学意义（P>0.05）。由于弥漫型胃癌有较

高的KRAS基因突变率，该基因突变对其个体化治疗

有无价值，值得做更进一步的研究。鉴于本研究病

例数量较少，未来尚需要扩大病例数进行研究。有

关胃癌组织中 KRAS 基因状态研究较少，但已有的

研究表明，总体突变率不高，其对EGFR靶向治疗胃

癌的影响仍有待阐明，需要进一步的研究以寻找更

有效的生物标记物。

本研究中，KRAS基因突变率在肺癌和胃癌中均

较低，二者差异无统计学意义。文献报道肠癌患者

KRAS基因突变率为30％～40％，明显高于肺癌和胃

癌患者［19］。目前，肿瘤组织RAS基因突变作为西妥

昔单抗在转移性结直肠癌患者中疗效的预测指标已

经成为共识。虽然亚洲人群肺癌患者KRAS基因突

变率较低，但是肺腺癌患者突变率明显高于非腺癌

患者，因此临床肺腺癌患者在应用靶向药物之前也

应重视KRAS基因突变的检测，从而更好地指导患者

的个体化分子靶向治疗。肺癌和胃癌二种肿瘤中，

KRAS 基因突变都以第 12 密码子为主，并未见

KRAS 突变与年龄、性别相关，KRAS 基因突变与临

床病理特征之间的关系尚需更多的研究来确定。
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