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  摘 要:目的 探讨结直肠癌患者的Kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因同源物(KRAS)、神经母细胞瘤病毒癌

基因RAS同源物(NRAS)、鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体B(BRAF)、人表皮生长因子受体2(HER2)基因突

变及微卫星不稳定性(MSI)状态与临床病理特征之间的关系。方法 收集2019年10月至2022年3月在该院

接受治疗的226例结直肠癌患者的临床资料,采用二代测序技术检测KRAS、NRAS、BRAF、HER2基因突变

情况和 MSI状态,应用免疫组化法评估错配修复系统(MMR)状态,采用多因素Logistic回归分析 KRAS、
NRAS、BRAF、HER2与临床病理特征的关系。结果 在226例结直肠癌患者中,KRAS基因突变频率为

54.9%,NRAS基因突变频率为5.3%,BRAF基因突变频率为8.4%,HER2基因扩增突变频率为1.8%。黏

液腺癌KRAS基因的突变频率高于普通腺癌(P<0.05),右半结肠癌 KRAS基因突变的风险增加(OR=
2.145,P=0.012)。而NRAS基因突变在左半结肠和直肠癌频率较高(P<0.05)。BRAF基因突变在低分化

类型及微卫星高度不稳定(MSI-H)的结直肠癌中突变频率均较高(P<0.05),右半结肠BRAF基因突变的风

险增加(OR=2.844,P=0.042)。HER2基因扩增突变表现肝肺等远处转移(P<0.05)。KRAS基因突变与

NRAS、BRAF、HER2扩增突变是相互排斥的,差异有统计学意义(P<0.05)。MSI-H在右半结肠中的发生频

率更高(P<0.05)。226例标本检出10例标本错配修复缺陷(dMMR)/MSI-H,8例标本dMMR/微卫生稳定,
5例标本错配修复正常/MSI-H,dMMR和 MSI-H之间存在中等程度的一致性(Kappa=0.575)。结论 结直

肠癌患者中,KRAS、NRAS、BRAF、HER2基因及 MSI状态与临床病理特征有关,联合检测能够提供更准确、
有效的数据,以指导患者的治疗临床用药和预后判断。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

Kirsten
 

rat
 

sarcoma
 

viral
 

oncogene
 

homolog
 

(KRAS),neuroblastoma
 

viral
 

oncogene
 

RAS
 

homolog
 

(NRAS),V-raf
 

murine
 

sarcoma
 

viral
 

oncogene
 

homo-
log

 

B(BRAF),human
 

epidermal
 

growth
 

factor
 

receptor
 

2(HER2)
 

gene
 

mutations
 

and
 

microsatellite
 

instabili-
ty

 

(MSI)
 

status
 

and
 

clinicopathological
 

features
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer.Methods The
 

clinical
 

data
 

of
 

226
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

October
 

2019
 

to
 

March
 

2022
 

were
 

collected.
Next-generation

 

sequencing
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

KRAS,NRAS,BRAF,HER2
 

gene
 

mutations
 

and
 

MSI
 

status.Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

mismatch
 

repair
 

system
 

(MMR)
 

status.Multiva-
riate

 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

KRAS,NRAS,BRAF,HER2
 

gene
 

mutations
 

and
 

clinicopathological
 

features.Results Among
 

226
 

colorectal
 

cancer
 

patients,the
 

mutation
 

frequencies
 

of
 

KRAS,NRAS,BRAF
 

and
 

HER2
 

were
 

54.89%,5.3%,8.4%
 

and
 

1.8%,respectively.The
 

fre-
quency

 

of
 

KRAS
 

mutation
 

in
 

mucinous
 

adenocarcinoma
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

common
 

adenocarcinoma
 

(P<0.05).The
 

risk
 

of
 

KRAS
 

mutation
 

in
 

right
 

colon
 

cancer
 

was
 

increased
 

(OR=2.145,P=0.012).NRAS
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gene
 

mutation
 

was
 

more
 

frequent
 

in
 

left
 

colon
 

and
 

rectal
 

cancer
 

(P<0.05).The
 

frequency
 

of
 

BRAF
 

gene
 

mu-
tation

 

was
 

higher
 

in
 

poorly
 

differentiated
 

and
 

microsatellite
 

instability-high
 

(MSI-H)
 

colorectal
 

cancer
 

(P<
0.05),and

 

the
 

risk
 

of
 

BRAF
 

gene
 

mutation
 

in
 

the
 

right
 

colon
 

was
 

increased
 

(OR=2.844,P=0.042).HER2
 

gene
 

amplification
 

mutation
 

showed
 

distant
 

metastasis
 

(P<0.05).KRAS
 

mutations
 

were
 

mutually
 

exclusive
 

with
 

NRAS,BRAF
 

and
 

HER2
 

amplification
 

mutations
 

(P<0.05).MSI-H
 

was
 

more
 

frequent
 

in
 

the
 

right
 

co-
lon

 

(P<0.05).Of
 

the
 

226
 

cases,10
 

cases
 

were
 

defective
 

mismatch
 

repair
 

(dMMR)/MSI-H,8
 

cases
 

were
 

dM-
MR/microsatellite

 

stable,and
 

5
 

cases
 

were
 

proficient
 

mismatch
 

repair/MSI-H.There
 

was
 

a
 

moderate
 

agree-
ment

 

between
 

dMMR
 

and
 

MSI-H
 

(Kappa=0.575).Conclusion KRAS,NRAS,BRAF,HER2
 

and
 

MSI
 

sta-
tus

 

are
 

associated
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer.Combined
 

detection
 

of
 

KRAS,NRAS,BRAF,HER2
 

and
 

MSI
 

can
 

provide
 

more
 

accurate
 

and
 

effective
 

data
 

to
 

guide
 

the
 

treatment
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients.
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  据国家癌症中心2022年发布的最新数据显示,
2016年我国结直肠癌新发病例40.8万例,死亡病例

19.6万例,发病率和死亡率均位于恶性肿瘤前列[1]
 

。
手术切除和放化疗是目前临床常用的治疗方法,然而

仍有部分患者不能获益于常规放化疗而出现耐药进

展或复发转移。近年来的研究表明,Kirsten大鼠肉

瘤病毒癌基因同源物(KRAS)、神经母细胞瘤病毒癌

基因RAS同源物(NRAS)或鼠类肉瘤滤过性毒菌致

癌同源体B(BRAF)基因野生型且人表皮生长因子受

体 2(HER2)基 因 表 达 扩 增 的 转 移 性 结 直 肠 癌

(mCRC)患者,抗HER2靶向治疗显示出较好的抗肿

瘤活性,为晚期肿瘤患者的治疗提供了新的选择方

案[2]。此外,KRAS、NRAS或BRAF突变及 HER2
基因扩增的状态与mCRC患者抗 HER2靶向治疗药

物的耐药性相关[3]。KRAS、NRAS和BRAF基因突

变与结直肠癌患者术后辅助化疗的预后不良相关[4]。
因此,明确结直肠癌患者分子分型特征,不仅可以提

供预 测 预 后 的 信 息,更 为 靶 向 用 药 提 供 了 指 导

方向[5]。
同时,免疫治疗也已获批适用于晚期结直肠癌患

者,微卫星不稳定性(MSI)和错配修复系统(MMR)
蛋白可作为分子标志物指导免疫抑制剂的使用。MSI
和 MMR状态常规采用PCR评估7个高度保守位

点[6]和免疫组化染色检测 MMR蛋白。近年来,随着

高通量测序(NGS)技术的发展,一次性检测可以全面

分析一系列靶向基因的突变情况和 MSI状态。这样

不仅可以节约标本,节省检测时间,还能使临床和患

者有更多的治疗选择。
本研究旨在分析结直肠癌患者 KRAS、NRAS、

BRAF、HER2基因的突变情况和 MMR、MSI状态,
探讨其与结直肠癌患者临床病理特征的关系,以指导

患者的治疗用药和预后判断。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性收集2019年10月至2022
年3月在本院接受手术治疗,并进行了肿瘤基因二代

测序检测的226例结肠癌患者的临床资料,包括年

龄、性别、吸烟史、饮酒史、家族史、伴随息肉、肿瘤位

置、分化程度、组织学类型、远处转移及临床分期等。
其中男131例,女95例,年龄24~90岁,中位年龄62
岁。排除标准:(1)不符合结直肠原发性腺癌诊断标

准;(2)临床病理资料不完整。肿瘤组织由病理科制

作成厚度为4~5
 

μm 的石蜡切片,组织肿瘤占比≥
20%,肿瘤细胞占比由病理专家进行评估。抽取外周

血2
 

mL用作对照。本研究方案经本院伦理委员会批

准,所有进入本研究患者检查前均先签署知情同意

书。本临床研究遵循《赫尔辛基宣言》的原则进行。
1.2 NGS检测基因突变

1.2.1 基因组DNA提取 使用FFPE-DNA样品核

酸提取试剂盒(燃石医学检验所有限公司,广州)提取

石蜡切片及外周血基因组DNA。提取后的DNA样

品使用Qubit􀆿
 

3.0荧光定量仪(Thermo
 

Life,美国)
确定浓度。使用 NanoDroTM

 

One微量 UV-Vis分光

光度计(Thermo
 

ScientificTM,美国)检测浓度和纯度。
为了评估DNA的完整性,采用琼脂糖凝胶电泳进行

DNA条带的测量。只有符合以下标准的样品才会继

续下一 步 的 分 析:DNA 总 量 大 于250
 

ng,纯 度 在

1.8~2.0,电泳结果显示DNA条带主要集中在1
 

000
 

bp以上。
1.2.2 文库制备和靶向二代测序 采用超声破碎仪

(Covaris,美国)将200
 

ng的基因组DNA随机剪切成

200~220个碱基对的片段。随后,采用 OncoScreen
 

Plus
 

520组织白细胞版多基因突变检测试剂盒(燃石

医学检验所有限公司,广州)和437个肿瘤相关基因

检测试剂盒(世和基因生物技术股份有限公司,南京)
构建文库。对打断后的文库进行末端修复、连接接头

和扩增,并测量文库的水平。随后,杂交捕获靶序列,
通过PCR扩增捕获的文库,采用Illumina

 

Nextseq
 

550(Illumina,美国)测序平台对目标文库进行上机测

序。组织标本的平均测序深度为500倍。
1.2.3 结果判定 体细胞变异检测使用Burrows-
Wheeler

 

Aligner软件将测序数据映射到人类参考基

因组(GRCh37/hg19)以进行肿瘤特异性体细胞突变
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检测。由
 

GATK
 

中的
 

VarScan2
 

和
 

HaplotypeCall-
er/UnifiedGenotyper

 

进行识别标本的突变,并与匹配

的正常组织或白细胞相比鉴定肿瘤组织中的体细胞

突变。(1)突变型:
 

NGS
 

检测出任一基因突变为突变

型;(2)野生型:未检测出任何基因突变为野生型。
HER2基因扩增检测与判读,437个肿瘤相关基

因检测试剂盒基于生物信息学算法将基因和对照标

本做比较,当覆盖高于对照标本即判断扩增(阈值:
CN>3.6);OncoScreen

 

Plus
 

520组织白细胞版多基

因突变检测试剂基于测序深度分布情况的生物信息

学算法计算扩增比例,当CN>2.25且要有60%的区

域显著扩增满足条件判断为扩增。
MSI

 

状态测定方法及结果判断突变特征:437个

肿瘤相关基因检测试剂盒NGS方法测定MSI状态的

分析流程主要参考
 

Msisensor
 

流程,流程共覆盖
 

61
 

个微卫星位点,当微卫星评分≥10分时,判断为微卫

星高度不稳定(MSI-H)。OncoScreen
 

Plus
 

520组织

白细胞版多基因突变检测试剂测定 MSI状态是基于

读数分布的方法[7],使用一组特定重复长度的覆盖率

比作为每个微卫星位点的主要特征,并且如果覆盖率

比低于给定阈值,则将该位点归类为不稳定。标本的

MSI状态由给定标本中不稳定位点的百分比确定,组
织中 MSI比例≥30%判断为 MSI-H。
1.3 免疫组化检测 MMR蛋白 4

 

μm厚石蜡切片

进行脱蜡、抗原修复、染色和脱水封片等常规免疫组

化检测。MLH1、MSH2、MSH6和PMS2蛋白均位

于细胞核中。这4种 MMR蛋白的其中一个缺乏都

表示为错配修复缺陷(dMMR)。
1.4 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据处

理和分析,计数资料以例数和百分率表示,组间比较

采用χ2 检验;采用多因素Logistic回归模型分析结

直肠癌患者的基因突变的风险因素。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 临床和标本信息 统计分析了226例患者的临

床和标本信息,主要包括年龄、性别、吸烟史、饮酒史、

家族史、伴随息肉、肿瘤位置、分化程度、组织学类型、
远处转移及临床分期等。病理结果显示,27.9%的患

者发现肝、肺等远处转移,分化较差(低分化)的患者

有32例,占比14.2%,黏液腺癌患者占19.9%,左半

结肠+直肠归的患者共有158例,占69.9%。此外,
还有26例患者伴有多发性结直肠息肉。dMMR有

18例,MSI-H 有15 例。KRAS 基 因 突 变 频 率 为

54.9%(124/226),NRAS基因突变频率为5.3%(12/
226),BRAF基因突变频率为8.4%(19/226),HER2
基因扩增突变频率为1.8%(4/226),见表1。
2.2 结直肠癌组织中 KRAS、NRAS、BRAF、HER2
基因突变与患者临床病理特征的关系 KRAS基因

在黏液腺癌中的突变频率高于普通腺癌(P=0.035),
右半结肠的突变频率 高 于 左 半 结 肠+直 肠(P=
0.011)。NRAS基因在左半结肠+直肠的突变频率

高于右半结肠(P=0.020)。BRAF基因突变在低分

化、右半结肠及 MSI-H 的结直肠癌中突变频率均较

高(P=0.035、0.006、0.027)。HER2基因扩增突变

的患者均发生了肝肺等远处转移(P=0.006)。见表1。
2.3 KRAS、BRAF突变患者的多因素Logistic回归

分析 多因素Logistic回归分析结果显示,发生部位

是影响 KRAS和BRAF基因突变的独立危险因素

(OR=2.145,95%CI
 

1.181~3.893,P=0.012;
OR=2.844,95%CI

 

1.039~7.783,P=0.042)。发

生部位在右半结肠的患者KRAS基因突变风险是发

生在左半结肠癌或直肠癌患者的2.145倍,发生部位

在右半结肠的患者BRAF基因突变风险是发生在左

半结 肠 癌 或 直 肠 癌 患 者 的2.844倍。而 NRAS、
HER2基因突变及其他相关的因素纳入多因素Lo-
gistic回归分析后并未发现相关的独立风险因素。见

表2。
2.4 结直肠癌组织中 KRAS、NRAS、BRAF、HER2
基因之间的关系 KRAS基因突变与NRAS、BRAF、
HER2扩增突变是相互排斥的,差异有统计学意义

(P=0.001、0.033、0.040),NRAS、BRAF、HER2这

3个基因突变没有关系(P>0.05)。

表1  226例结直肠癌患者KRAS、NRAS、BRAF及 HER2基因突变与结直肠癌患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床特征 n
KRAS突变(n=124)

占比 P

NRAS突变(n=12)

占比 P

BRAF突变(n=19)

占比 P

HER2扩增(n=4)

占比 P

年龄(岁) 0.092 0.686 0.338 0.624

 ≤62 119 59(49.6) 7(5.9) 12(10.1) 3(2.5)

 >62 107 65(60.7) 5(4.7) 7(6.5) 1(0.9)

性别 0.187 0.240 0.328 0.641

 女 95 57(60.0) 7(7.4) 10(10.5) 1(1.1)

 男 131 67(51.1) 5(3.8) 9(6.9) 3(2.3)

家族史 0.076 1.000 0.510 1.000

 无 218 117(53.7) 12(5.5) 18(8.3) 4(1.8)

 有 8 7(87.5) 0(0.0) 1(12.5) 0(0.0)
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续表1  226例结直肠癌患者KRAS、NRAS、BRAF及 HER2基因突变与结直肠癌患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床特征 n
KRAS突变(n=124)

占比 P

NRAS突变(n=12)

占比 P

BRAF突变(n=19)

占比 P

HER2扩增(n=4)

占比 P

饮酒史 0.457 0.302 0.782 1.000

 无 172 92(53.5) 11(6.4) 14(8.1) 3(1.7)

 有 54 32(59.3) 1(1.9) 5(9.3) 1(1.9)

吸烟史 0.196 0.756 0.291 0.594

 无 154 89(57.8) 9(5.8) 15(9.7) 2(1.3)

 有 72 35(48.6) 3(4.2) 4(5.6) 2(2.8)

TNM分期 0.877 0.369 0.251 0.150

 Ⅰ~Ⅱ期 91 51(56.0) 3(3.3) 10(11.0) 0(0.0)

 Ⅲ~Ⅳ期 135 73(54.1) 9(6.7) 96.7) 4(3.0)

远处转移 0.897 0.742 0.220 0.006

 无 163 89(54.6) 8(4.9) 16(9.8) 0(0.0)

 有 63 35(55.6) 4(6.3) 3(4.8) 4(6.3)

分化程度 0.550 1.000 0.035 1.000

 中高分化 194 108(55.7) 11(5.7) 13(6.7) 4(2.1)

 低分化 32 16(50.0) 1(3.1) 6(18.8) 0(0.0)

病理类型 0.035 1.000 1.000 0.587

 普通腺癌 181 93(51.4) 10(5.5) 15(8.3) 4(2.2)

 黏液腺癌 45 31(68.9) 2(4.4) 4(8.9) 0(0.0)

发生部位 0.011 0.020 0.006 1.000

 左半结肠+直肠 158 78(49.4) 12(7.6) 8(5.1) 3(1.9)

 右半结肠 68 46(67.6) 0(0.0) 11(16.2) 1(1.5)

伴随息肉 0.252 1.000 0.248 0.389

 无 200 107(53.5) 11(5.5) 15(7.5) 3(1.5)

 有 26 17(65.4) 1(3.8) 4(15.4) 1(3.8)

淋巴结转移 0.979 0.235 0.472 0.122

 无 113 63(55.8) 4(3.5) 11(9.7) 0(0.0)

 有 113 61(54.0) 8(7.1) 8(7.1) 4(3.5)

MSI状态 0.083 1.000 0.027 1.000

 MSS 211 119(56.4) 12(5.7) 15(7.1) 4(1.9)

 MSI-H 15 5(33.3) 0(0.0) 4(26.7) 0(0.0)

  注:MSS为微卫星稳定。

表2  KRAS、BRAF突变患者的多因素Logistic回归分析

临床病例特征
KRAS突变型

 

vs.
 

KRAS野生型

OR 95%CI P

BRAF突变型
 

vs.
 

BRAF野生型

OR 95%CI P

病理类型(黏液腺癌
 

vs.
 

普通腺癌) 1.921 0.948~3.892 0.070 - - -

发生部位(右半结肠
 

vs.
 

左半结肠+直肠) 2.145 1.181~3.893 0.012 2.844 1.039~7.783 0.042

组织分化(低分化
 

vs.
 

中高分化) - - - 2.471 0.812~7.522 1.111

MSI状态(MSI-H
 

vs.
 

MSS) - - - 3.063 0.787~11.911 0.106

转移(转移
 

vs.
 

无转移) - - - - - -

  注:-为此项无数据。
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2.5 结直肠癌组织中 MSI与患者临床病理特征的关

系 MSI-H 在右半结肠中的发生频率高于左半结

肠+直肠(P<0.05),与其他特征无关,见表3。226
例标本检出10例标本dMMR/MSI-H,8例标本dM-
MR/MSS,5例标本错配修复正常(pMMR)/MSI-H,

203例标本pMMR/MSS,差异有统计学意义(χ2=
75.527,P<0.001),Kappa 值为0.575,dMMR和

MSI-H之间存在中等程度的一致性,见表4。
 

表3  结直肠癌组织中 MSI状态与临床病理特征的

   关系[n(%)]

临床病理特征 MSI-H P

年龄(岁) 0.121

 ≤62 5(33.3)

 >62 10(66.7)

性别 0.869

 男 9(60.0)

 女 6(40.0)

家族史 0.428

 有 1(6.7)

 无 14(93.3)

饮酒史 1.000

 有 3(20.0)

 无 12(80.0)

吸烟史 0.780

 有 4(26.7)

 无 11(73.3)

TNM分期 0.107

 Ⅰ~Ⅱ期 9(60.0)

 Ⅲ~Ⅳ期 6(40.0)

远处转移 0.073

 有 1(6.7)

 无 14(93.3)

组织分化 0.239

 低分化 4(26.7)

 中高分化 11(73.3)

病理类型 0.741

 黏液腺癌 2(13.3)

 普通腺癌 13(86.7)

发生部位 0.016

 右半结肠 9(60.0)

 左半结肠+直肠 6(40.0)

伴随息肉 0.391

 有 3(20.0)

 无 12(80.0)

续表3  结直肠癌组织中 MSI状态与临床病理特征的

   关系[n(%)]

临床病理特征 MSI-H P

淋巴结转移 0.182

 无 10(66.7)

 有 5(33.3)

MMR状态 <0.001

 dMMR 10(66.7)

 pMMR 5(33.3)

表4  结直肠癌组织中 MSI与 MMR的关系[n(%)]

项目 MSI-H MSS

dMMR 10(66.7)  8(3.8)

pMMR 5(33.3) 203(96.2)

3 讨  论

结直肠癌是世界范围内常见的恶性肿瘤,发病率

和死亡率一直位于恶性肿瘤前列,我国结直肠癌的发

病率和死亡率也是逐年增加。目前其发病机制并不

十分清楚。除了手术和常规治疗外,分子靶向药物的

应用对结直肠癌的预后有明显提高。
RAS原癌基因编码了一组可调控GDP/GTP的

“开关”,用于传递细胞外信号,控制细胞增殖、分化、
迁移等过程,其中包含 KRAS基因和 NRAS基因。
NRAS基因和KRAS基因突变的结直肠癌患者预后

不佳,中位生存期较短[8-12]。
 

KRAS基因是抗表皮生

长因子受体(EGFR)单克隆抗体耐药的预测基因,
NRAS基因突变的结直肠癌患者对抗EGFR治疗反

应不佳,由于 NRAS基因在结直肠癌中突变频率较

低,与KRAS基因相比,NRAS基因缺乏完整的功能

研究[8,12]。本 研 究 中,KRAS 基 因 突 变 频 率 为

54.9%,NRAS基因突变频率为5.3%,与以往研究结

果一致[10,12]。KRAS基因突变常见于右侧结直肠癌

与黏液腺癌,与其他研究报道一致[8-14]。研究发现

33%的NRAS突变发生在近端结肠,36%在远端结

肠,31%在直肠[12]。IRAHARA等[13]在225例结直

肠癌标本中发现具有NRAS基因突变的肿瘤均位于

远端(左侧)结肠。本研究中NRAS基因突变均发生

在左半结肠+直肠中,而NRAS基因与其他临床病特

征之间并无关系。
BRAF是RAF基因家族的成员。BRAF突变频

率在不同研究中差异较大,1.1%~25.0%
 

不等[14]
 

,
本研究中BRAF突变频率为

 

8.4%。BRAF基因突

变可以通过“畸形隐窝灶-增生性息肉-锯齿状腺瘤-
癌”途径促进肿瘤发展,该途径与CpG岛甲基化和

MSI密切相关[15],与本研究中BRAF基因突变频率

在 MSI-H 中 明 显 高 于 MSS 的 结 果 一 致。此 外,
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BRAF突变在右半结肠比在左半结肠和直肠更常见,
其突变频率在低分化癌中明显高于中高分化。有研

究也曾报道发生BRAF突变的结直肠癌病理类型
 

60%为低分化型,只有36%为中高分化型[14,16-17]。
HER2基因是酪氨酸激酶家族的成员,激活后促

进肿瘤细胞的增殖和转移。本研究中 HER2基因扩

增突变率为1.8%,均伴有肝肺等远处转移,HER2的

过表达与肿瘤侵袭性相关,包括浸润深度、淋巴转移

和远处转移,且肺转移中HER2过表达的发生频率更

高[18-20]。在携带野生型RAS基因的 mCRC患者中,
HER2基因扩增是抗EGFR单抗疗效的负向预测因

素,针对此类患者,抗 HER2靶向治疗显示出较好的

抗肿瘤活性,为mCRC患者提供了新的治疗选择[21]。
本研究进一步分析发现 KRAS基因突变与 NRAS、
BRAF、HER2基因扩增突变是相互排斥的,与其他研

究结果相一致[14]。
帕博利珠单抗可用于指导 MSI-H/dMMR晚期

患者免疫抑制剂的使用,本研究结果显示右半结肠癌

更易发生 MSI-H,与既往研究结果一致[22]。本研究

MMR蛋白与 MSI状态之间呈中等一致性,在不相符

的案例中,有8例dMMR/MSS,有5例pMMR/MSI-
H[22-23]。研究表明,出现 MMR缺失但 MSS可能由

于 MMR系统功能补偿机制,也有报道 MLH1启动

子的甲基化或 MLH1基因的致病性突变可以解释多

数 MLH1蛋白缺失且 MSS的现象[24-26]。对于pM-
MR/MSI-H标本,当编码 MMR蛋白的基因发生错

义突变时,MMR蛋白功能出现异常但可能并不影响

其抗原结构,在这种情况下,免疫组化能够检测到

MMR蛋白的表达,但其错配修复功能异常,MSI的

检测结果为 MSI-H或者当编码 MMR蛋白的基因发

生错义突变时,MMR蛋白功能出现异常但可能并不

影响其抗原结构也会出现类似的结果[26]。有报道显

示,对于dMMR标本,NGS方法比PCR方法可能更

敏感,并且可以在不进行筛查的各种癌症中识别

MSI-H[24],因此,临床实践中均应常规检测 MMR和

MSI状态,以便为临床治疗决策提供更完善的参考。
结直肠癌患者的生物标志物检测在临床实践中

变得 常 见。其 中 KRAS、NRAS、BRAF、HER2 和

MSI等分子标志物已被广泛用于指导治疗方案的选

择。本研究发现结直肠癌患者KRAS和NRAS突变

与肿瘤的部位有关,KRAS突变更易见于黏液腺癌,
BRAF基因突变提示肿瘤分化较差,并且与 MSI-H
有关系,HER2过表达与转移密切相关。所有这些信

息都有助于制订患者的个体化治疗方案,采用 NGS
技术,通过一次性检测进而全面分析一系列靶向基因

的突变情况和 MSI状态,这样不仅可以节约标本,节
省检测时间,更精准、有效地为临床治疗决策提供可

靠的依据。
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·论  著·

支气管肺发育不良早产儿血清Periostin、IL-18水平及临床意义*

李伟娜,郭秀亚,何 仙,李 研,马欢欢,付琳琳,郄学敏△

保定市妇幼保健院新生儿一科,河北保定
 

071000

  摘 要:目的 研究血清骨膜蛋白(Periostin)、白细胞介素(IL)-18在支气管肺发育不良(BPD)早产儿中的

水平,分析二者与病情严重程度的关系及对BPD的预测价值。方法 回顾性选取2019年1月至2022年1月

于该院诊治的62例BPD早产儿为BPD组,以同期80例非BPD早产儿为非BPD组。根据病情严重程度,将

BPD组患儿分为轻度亚组22例,中度亚组24例和重度亚组16例。采用酶联免疫吸附试验检测血清Perios-
tin、IL-18水平。各临床参数间的相关性采用Pearson相关分析。采用多因素Logistic回归分析BPD发生的影

响因素,受试者工作特征(ROC)曲线分析各指标对BPD的预测价值。结果 BPD组使用肺泡表面活性物质

(PS)、新生儿呼吸窘迫综合征、呼吸暂停、动脉导管未闭占比及血清Periostin、IL-18水平高于非BPD组,机械

通气时间、无创呼吸支持时间、住院时间长于非BPD组,而肺功能指标[千克体重潮气量(VT/kg)、达峰时间比

(TPTEF/TE)、达峰容积比(VPEF/VE)、50%潮气量时呼气流速(50%TEF)、75%潮气量时呼气流速(75%
TEF)]及1、5

 

min
 

Apgar评分低于非BPD组,差异均有统计学意义(P<0.05)。
 

轻度亚组、中度亚组及重度亚

组患儿血清Periostin、IL-18水平依次升高(P<0.05)。血清Periostin、IL-18水平与肺功能指标(VT/kg、50%
TEF、75%TEF、TPTEF/TE、VPEF/VE)均呈负相关(P<0.05)。早产儿血清Periostin、IL-18、新生儿呼吸窘

迫综合征是影响BPD发生的独立危险因素(P<0.05),使用PS是保护因素(P<0.05)。早产儿血清Perios-
tin、IL-18、新生儿呼吸窘迫综合征是影响BPD病情严重程度的独立危险因素(P<0.05)。血清Periostin、IL-
18单独及联合对BPD预测的曲线下面积(95%CI)分别为0.841(0.814~0.899)、0.863(0.820~0.897)、
0.922(0.878~0.949),联合预测的灵敏度和特异度分别为0.902、0.825;二者联合对BPD预测的曲线下面积

大于各指标单独预测,差异有统计学意义(Z=5.357、4.894,均P<0.001)。结论 BPD患儿血清Periostin、IL-
18水平升高,二者与BPD病情严重程度及肺功能有关,血清Periostin、IL-18联合对BPD具有较高的预测价值。

关键词:支气管肺发育不良; 骨膜蛋白; 白细胞介素-18; 早产儿
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and
 

IL-18
 

in
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infants
 

with
 

bronchopulmonary
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

Periostin
 

and
 

interleukin
 

(IL)-18
 

in
 

preterm
 

infants
 

with
 

bronchopulmonary
 

dysplasia
 

(BPD),and
 

to
 

analyze
 

their
 

correlation
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease
 

and
 

their
 

predictive
 

value
 

for
 

BPD.Methods A
 

total
 

of
 

62
 

preterm
 

infants
 

with
 

BPD
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2022
 

were
 

retrospectively
 

selected
 

as
 

the
 

BPD
 

group,and
 

80
 

preterm
 

in-
fants

 

without
 

BPD
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

non-BPD
 

group.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

BPD,the
 

infants
 

with
 

BPD
 

were
 

divided
 

into
 

mild
 

subgroup
 

(22
 

cases),moderate
 

subgroup
 

(24
 

cases)
 

and
 

se-
vere

 

subgroup
 

(16
 

cases).The
 

serum
 

levels
 

of
 

Periostin
 

and
 

IL-18
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immu-
nosorbent

 

assay.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

clinical
 

parameters.
Multivariate

 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

BPD,and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

each
 

indicator
 

for
 

BPD.Results Compared
 

with
 

the
 

non-
BPD

 

group,the
 

BPD
 

group
 

had
 

a
 

significantly
 

higher
 

proportion
 

of
 

infants
 

with
 

pulmonary
 

surfactant
 

(PS)
 

use,neonatal
 

respiratory
 

distress
 

syndrome,apnea,patent
 

ductus
 

arteriosus,and
 

serum
 

levels
 

of
 

Periostin
 

and
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