
69

临床探索

Kras、Braf 基因突变联合检测在结直肠癌
中的意义与价值研究 *

劳景茂，韦小波，刘广，邓伟 # （广西钦州市第一人民医院，广东广州 535000）

摘要：目的：对结直肠癌中联合检测 Kras、Braf 基因突变的意义和价值进行研究分析。方法：收集在我院行结直肠癌手
术患者切除标本 80 例，对 DNA 进行提取后采用突变扩增阻滞技术检测 Kras、Braf 基因突变的状态，并对基因突变和临床

特征的相关性加以分析。结果：KRAS 基因突变率为 50.00%(40/80)， BRAF 基 因 突 变 率 为 5.00%(4/80)，BRAF 基因突变

共 4例，与 KRAS 存在共同突变情况；突变最多的是 2号外显子，占比为 80.00%（32/40），12 密码子 G12S/G12D 在 KRAS

基因 2号外显子中的突变最为常见，共 17 例，占比为 53.13%（17/32）；KRAS 基因突变合并 BRAF 的突变类型中，2号外显

子上 G12S、G12D 的合并 BRAF 例数是最多的；与 KRAS 基因突变率存在显著正相关的是肿瘤部位、肿瘤浸润深度；近端结肠

患者 KRAS 突变率明显高于远端结肠癌和直肠患者 (P＜ 0.05)；浸润深度为 T4 的患者 KRAS 基因突变率显著高于浸润深度为
T1～3 患者 (P＜ 0.05)；BRAF 基因突变与肿瘤浸程度、分化程度有显著相关性；浸润深度为 T4 的患者 BRAF 基因突变率显著
高于浸润深度为 T1～3 的患者 (P＜ 0.05)；低分化肿瘤患者 BRAF 基因突变率显著高于中、高分化组 (P＜ 0.05)。结论：结
直肠癌患者的 Kras 基因突变率高，其 Braf 基因突变均与结直肠癌的发生发展之间存在相关性。

关键词：结直肠癌；Kras 基因；Braf 基因；突变；价值

结直肠癌 （Colorectal Cancer, CRC） 发生于结

肠和直肠中，是一种常见的消化道恶性肿瘤。作

为结直肠癌常规治疗方法之一的化疗已经遇到了

一定的困境和瓶颈，且越晚治疗预后越差，但是

结直肠癌目前还没有确切的肿瘤标志物来进行早

筛，肠镜筛查又因为耐受性问题而无法普及，因

此找到结直肠癌的肿瘤标直肠已经成为了医学界

广泛关注的研究热点之一。近年来，有研究发现 ,

某些基因突变是导致结直肠癌发生、发展的根本

原因，认为 KRAS 和 BRAF 基因突变与抗 EGFR

靶向治疗之间的效果存在紧密相关性，抗 EGFR

靶向治疗得到较好效果的患者大部分是 KRAS 和

BRAF 基因野生型 [1～3]。基于此，本研究对结直

肠癌中联合检测 Kras、Braf 基因突变的意义和价

值进行研究分析。

1 一般资料和方法

1.1 一般资料

收集 2018 年 9 月 ～2021 年 9 月在我院行结

直肠癌手术患者切除标本 80 例，其中男 56 例、

女24例，年龄34～78岁，平均（63.24±10.34）岁。

所收集的标本均经病理学检验确诊，且资料完整。

1.2 试剂与仪器

采购自厦门艾德的试剂盒，包含了石蜡包

埋组织 DNA 提取试剂盒及人类 KRAS/ BRAF 基

因突变检测试剂盒；采购自美国 Thermo fisher 

scientific 公司的 Thermo Nano Drop 2000c 超微量

紫外分光光度计；采购自德国安捷伦的Mx3 000P

荧光定量 PCR仪。

1.3 方法

1.3.1 石蜡切片样品病理评估

对组织样本进行连续切片。选择一块较为清

晰的组织切面进行观察，利用苏木精和伊红试剂

进行染色和评估，将切片放在显微镜下，用不同

倍数进行观察。

以低倍镜视野下对该切片的观察情况作为标

准进行分析，标记还没有肿瘤侵犯部分出现的部

分；细胞计数可以在高倍镜视野下完成，原则上

要对每个标本中的五个视野左、右、中、上、下

加以保证。然后在每个视野中对 30 个完整细胞

加以连续计数，取其中的总和和平均数，如果平

均肿瘤细胞达到超 10% 百分之十，则表示病理

学承认该样本可用。

1.3.2 石蜡切片组织基因 DNA提取

对样品进行苏木精 -伊红的染色。从其余切
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片中刮取肿瘤组织，放入 1.5 ml 的 EP 试管中，
进行常规的脱蜡处理后，再采用手工 -柱提取法
严格按照提取盒的说明进行操作。用紫光分光光
度计对所提取的 DNA 进行纯度和浓度的检测，
所需达到的要求为 1.8～2.0 之间的纯度 A280/A260
比值，使浓度达到 3.0 ng/µl。
1.3.3 突变扩增阻滞系统技术 （Amplification 
Refractory Mutation System, ARMS）-PCR 反应

操 作 过 程 严 格 按 照 KRAS/NRAS/BRAF/
PIK3CA 基因突变检测试剂盒说明书中的内容进
行。

PCR 反应参数如下：95℃ 5 min，1 个循环；
95℃ 25 s，64℃ 20 s，72 ℃ 20 s，15 个循环；
93℃ 25 s，60 ℃ 35 s，72 ℃ 20 s，31 个循环。

在第三阶段操作进行到 60℃时对羟基荧光
素 （FAM） 和 5- 六氯荧光素氨基磷酸酯 （HEX） 通
道信号加以收集，判读和分析遵循试剂盒说明书
的判读原则，并分析结果。每次反应都对阳性和
阴性对照加以设置以确保结构准确度。

1.4 统计学处理方法

数据处理采用 SPSS23.0 统计学软件，计量
资料以（x ±s）表示，采用t检验，计数资料用
比率表示，采用χ2 检验，P＜ 0.05 为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 KRAS、BRAF 基因突变情况

KRAS 基因突变率为 50.00%（40/80）， BRAF
基 因 突 变 率 为 5.00%（4/80），BRAF 基因突变共
4例，与 KRAS 存在共同突变情况。见表 1。

表 1 KRAS、BRAF 基因突变情况

基因
名称 检测区段 突变例数

（例）
突变率
（%） 合计

KRAS

2 号外显子 32 40.00%
50.00%
（40/80）3 号外显子 3 3.75%

4 号外显子 5 6.25%

BRAF 15 号外显
子 4 5.00% 5.00%

（4/80）

2.2 KRAS 基因突变类型和频率

突变最多的是 2号外显子，占突变的 80.00%
（32/40），12 密 码 子 G12S/G12D 在 KRAS 基
因 2 号外显子中的突变最为常见，有 17 例，占

53.13%（17/32）。KRAS 基因突变合并 BRAF 的

突变类型中，2号外显子上的 G12S,G12D 的合并

BRAF 的的例数是最多的。见表 2。

表 2 KRAS 基因突变类型和频率

检测区段 突变类型 例数
（例）

合并 BRAF
（例）

2号外显子 G12S,G12D 17 4

2 号外显子 G12C,G12R,G12V,
G12A,G13C 10 1

2 号外显子 G13D 5 1

3 号外显子 Q61L Q61R,Q61H 3 0

4 号外显子 K117N,A146T,A146V,
A146P 5 0

2.3 KRAS、BRAF 基因突变情况与临床病理特

征的关系

与 KRAS 基因突变率存在正相关是肿瘤部

位、肿瘤浸润深度，近端结肠患者的 KRAS 突变

率明显高于远端结肠癌和直肠患者 （P＜ 0.05）。
在浸润深度为 T4 的患者中，KRAS 基因突变率

显著高于浸润深度为 T1～3 的患者 （P＜ 0.05）；
BRAF 基因突变与肿瘤浸程度、分化程度有显著

相关性；在浸润深度为 T4 的患者中，BRAF 基

因突变率显著高于浸润深度为 T1～3 的患者 （P
＜ 0.05）。在低分化肿瘤患者中，BRAF 基因突变

率显著高于中、高分化组 （P＜ 0.05）。见表 3。

表 3 KRAS、BRAF 基因突变情况与临床病理特征的关
系（例）

项目 n=80
KRAS BRAF

突变 P 突变 P

年龄
＞ 60 岁 46 21 2

≤ 60 岁 34 19 0.054 2 0.078

性别
男 50 25 3

女 30 15 0.067 1 0.088

神经束
侵犯

有 15 7 1

无 65 33 0.054 3 0.06

脉管癌
栓

有 25 15 1

无 55 35 0.076 3 0.065

肿瘤大
小

≥ 5 cm 30 15 1

＜ 5 cm 50 25 0.08 2 0.056

临床分
期

I 期 8 4 1

II 期 30 15 1

III 期 16 7 1

IV 期 26 14 0.067 1 0.1
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表 3 KRAS、BRAF 基因突变情况与临床病理特征的关
系（例）

肿瘤浸
润深度

T1～2 14 2 0

T3 42 19 1

T4 24 20 0.032 3 0.023

淋巴结
转移

N0 34 16 2

N1 24 12 1

N2 22 12 0.787 1 0.768

分化程
度

高分化 4 2 0

中分化 64 30 1

低分化 12 8 0.878 3 0.023

根治程
度

根治 60 28 3

姑息 20 12 0.687 1 0.576

肿瘤部
位

近端结
肠 20 17 2

远端结
肠 34 17 1

直肠 24 6 0.023 1 0.078

3 讨论

Kras 是一种鼠类肉瘤病毒癌基因，ras 基因
家族与人类肿瘤相关的基因有 3种，即 H-ras、
K-ras 和 N-ras，分别定位在 11、12 和 1 号染色
体上。K-ras 因编码 21kD 的 ras 蛋白又名 p21 基
因。在 ras基因中，K-Ras对人类癌症影响最大，
它好像分子开关，当正常时能控制调控细胞生长
的路径；发生异常时，则导致细胞持续生长，并
阻止细胞自我毁灭；它参与细胞内的信号传递，
当 K-ras 基因突变时，该基因永久活化，不能产
生正常的 ras 蛋白，使细胞内信号传导紊乱，细
胞增殖失控而癌变 [4]。

本 研 究 发 现，KRAS 基 因 突 变 率 为
50.00%（40/80），BRAF基因突变率为5.00%（4/80），
BRAF 基因突变共 4 例，与 KRAS 存在共同突

变情况；与 KRAS 基因突变率存在正相关的是

肿瘤部位、肿瘤浸润深度呈现；近端结肠患者

KRAS 突变率明显高于远端结肠癌和直肠患者 （P
＜ 0.05）；浸润深度为 T4 的患者 KRAS 基因突变

率显著高于浸润深度为 T1～3 的患者 （P＜ 0.05）。
NRAS 基因是 RAS 基因家族的一员，其编码

的 N-ras 蛋白在 RAS-RAF-MEK-ERK 通路中扮

演着非常重要的角色，主要是负责整个细胞循环

周期和基因转录活动，和细胞增殖有着密切的关

系，该基因一旦发生致病性突变就会引起细胞增

殖失控，从而形成肿瘤 [5]。本研究发现，BRAF

基因突变与肿瘤浸程度、分化程度显著相关性；

浸润深度为 T4 的患者 BRAF 基因突变率显著高

于浸润深度为 T1～3 的患者 （P＜ 0.05）；低分化肿
瘤患者 BRAF 基因突变率显著高于中、高分化组

（P＜ 0.05）。
综上，结直肠癌患者 Kras 基因突变率高，

其 Braf 基因突变均与结直肠癌的发生发展之间存

在相关性。 
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