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　　［摘要］　目的　确定本实验室建立的肽核酸钳制（ＰＮＡ）ＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测方法的阳性判断标准，并评价其对结直肠

癌组织的诊断价值。方法　将含Ｋｒａｓ基因１２密码子突变的质粒和野生质粒以不同比例（突变／总体：０，１／３２００，１／１６００，

１／８００，１／４００，１／２００，１／１００）混合作为标准样品，独立配制６个批次并分别进行ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测，收集Ｋｒａｓ突变

ＣＴ值及Ｋｒａｓ总体ＣＴ值，计算ΔＣＴ值（突变ＣＴ值－总体ＣＴ值），采用ＲＯＣ曲线分析突变ＣＴ值和ΔＣＴ值诊断Ｋｒａｓ突

变的最适Ｃｕｔｏｆｆ值，联合两者最适Ｃｕｔｏｆｆ值，设定该方法的最终阳性判断标准。分别采用该方法和直接测序法对３５例结直

肠癌组织及对应癌旁组织进行Ｋｒａｓ突变检测并比较分析。结果　突变模板浓度为１／８００及以上的标准样品突变ＣＴ值和

ΔＣＴ值与阴性标准品之间差异存在统计学意义（Ｐ＜０．０５）；突变ＣＴ值和ΔＣＴ值的最适Ｃｕｔｏｆｆ值分别为４１．７和１５．４。最终

阳性判断标准为突变ＣＴ值≤４１．７或ΔＣＴ值≤１５．４，对应的ＲＯＣ曲线下面积为０．９５５（Ｐ＝０．００１），以此判断标准，各标准样

品 （０，１／３２００，１／１６００，１／８００，１／４００，１／２００，１／１００）的阳性检测率分别为０％、６６．７％、８３．３％、１００％、１００％、１００％、１００％，检

测下限为１／８００。在结直肠癌及癌旁组织标本中，该方法阳性检测率为４５．７％（３２／７０），与直接测序法（１８．６％，１３／７０）比较差

异具有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。结论　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测方法具有较高的检测灵敏度，在结直肠癌组织样本中具
有较直接测序法更高的阳性检出率。
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　　Ｋｒａｓ基因的突变与癌症发生密切相关，其在胰

腺癌中突变率高达９０％以上［１］，在结直肠癌、肺癌和

膀胱癌中为３０％～４０％［２４］。Ｋｒａｓ突变表现为热

点突变，尤其是２号外显子的１２、１３密码子（二者突

变率占９０％）和３号外显子的６１密码子［５８］。目前，

Ｋｒａｓ基因突变检测已成为肿瘤患者实施表皮生长

因子受体（ＥＧＦＲ）单抗个体治疗的必检项目［９１１］，诊

断技术对患者生存与生活质量有重要的影响［１２］。肿

瘤组织中Ｋｒａｓ基因突变属于体细胞突变，从临床

相关标本中提取获得的ＤＮＡ样品中往往含有大量

的野生型Ｋｒａｓ基因，理想的检测方法应该避免野

生模板对突变模板检测的干扰作用，同时具有高灵

敏的检测下限及临床可接受的准确率。本实验室前

期研发了一种肽核酸钳制（ＰＮＡ）ＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变

检测方法，在抑制野生型Ｋｒａｓ模板扩增的情况下，

可同时检测Ｋｒａｓ基因２号外显子１２、１３密码子突

变，并可用于检测相关癌症组织Ｋｒａｓ基因的突变

情况［１３１４］。本研究在前期工作的基础上，进一步明

确该检测方法的检测下限及阳性判断标准，并在结

直肠癌组织中与直接测序法进行比较，评价其诊断

价值。

１　材料和方法

１．１　标本来源及患者资料　与患者签署知情同意

书后，收集第二军医大学长海医院普通外科２０１２年

６月至２０１２年１０月结直肠癌手术切除标本３５例，

相应癌旁组织取自距肿瘤边缘２ｃｍ以上的结直肠

组织，所有肿瘤标本均经病理检查证实为结直肠腺

癌。其中，男性２０例，女性１５例，年龄３９～９４岁，

平均（６４．９±１３．３）岁，中位年龄６５岁。肿瘤分期参

照国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）的 ＴＮＭ 分期标准。手术

切除后立即切取标本，快速液氮冷冻，－８０℃保存。

１．２　ＤＮＡ提取　取约５０ｍｇ组织，清洗后剪碎，液

氮中研碎，按常规细胞裂解、酚氯仿抽提及乙醇沉淀

获得ＤＮＡ样品。核酸微量测量仪（ＮａｒｏＤｒｏｐ１０００型）

测定ＤＮＡ浓度，以Ｄ２６０／Ｄ２８０比值判定其纯度。每个

ＤＮＡ样品的浓度调整为５０ｎｇ／μＬ，－８０℃保存。

１．３　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测下限及阳性判断标

准确定　将含Ｋｒａｓ１２密码子突变型质粒ｐＭＤ１８

ＴＰａｎｃ（１０５拷贝）和含野生型质粒ｐＭＤ１８ＴＢｘ（１０５

拷贝）按照一定比例（０，１／３２００，１／１６００，１／８００，

１／４００，１／２００，１／１００）混匀后作为标准样品。ＰＣＲ总

反应体系１５μＬ，包括模板２．５μＬ、ＭａｓｔｅｒＭｉｘ７．５

μＬ、引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）１．５μＬ、ＰＮＡ（３ｐｍｏｌ／μＬ）

２．５μＬ、ＭＧＢ探针（１０ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ。在 ＡＢＩ

７５００型实时定量ＰＣＲ仪上进行反应检测。反应条

件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，７６℃ ＰＮＡ
结合１０ｓ，６０℃退火及延伸３０ｓ，扩增５０个循环，在

每个循环的６０℃步骤末收集荧光信号。引物序列和

ＰＮＡ序列未列出（拟申请专利保护）。上述梯度稀

释及检测实验独立重复６个批次。

１．４　样本ＤＮＡ中Ｋｒａｓ突变肽核酸定量ＰＣＲ检

测　取组织样本ＤＮＡ２．５μＬ（５０ｎｇ／μＬ）作为检测

模板，按照上述ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测方法在

１５μＬ反应体系中，进行实时定量ＰＣＲ反应检测。

１．５　样本ＤＮＡ中Ｋｒａｓ突变的测序检测　测序分

析委托Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行，反应体系为２５μＬ，内

含１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合

液０．５μＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２０．８μＬ，ＤＮＡ模板１

μＬ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ
○ＲＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，加去离子

水至２５μＬ。Ｋｒａｓ上游引物：５′ＣＴＧＧＴＧＧＡＧ

ＴＡＴＴＴＧＡＴＡＧＴＧＴＡ３′，下游引物：５′ＴＧＡ

ＡＡＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧＡＡＡＣＣＴＴＴＡ３′，引物各

１μＬ。反应条件：９４℃１５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

３５个循环；延伸７２℃３０ｓ，终末延伸７２℃５ｍｉｎ。

测序产物上３７３０ＸＬ型ＤＮＡ测序仪进行测序 （美国

ＡＢＩ公司），测序文件用Ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ软件分析并结合

人工校对记录后整理出结果。

１．６　统计学处理　各标准样品梯度模板下的突变

ＣＴ值、总体 ＣＴ值及 ΔＣＴ值（突变 ＣＴ值－总体

ＣＴ值）与阴性模板的比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ方法；Ｃｕｔ

ｏｆｆ值的选定采用ＲＯＣ曲线分析法；在进行两种方
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法及两组织样本之间的比较中，由于ｂ＋ｃ≤２０，参考

文献［１５］方法进行配对四格表资料差别检验的精确

概率计算及一致性检验 Ｋａｐｐａ值计算。采用ＳＰＳＳ

１５．０软件进行统计分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　检测下限及阳性判断标准的确定　将１２密码

子突变型Ｋｒａｓ质粒与野生型Ｋｒａｓ质粒混合制成

的含有不同突变拷贝数的标准样品，独立配制６批

次，并独立ＰＣＲ检测６次，分别获得各梯度模板下

的突变ＣＴ值、总体ＣＴ值及ΔＣＴ值（突变ＣＴ值－
总体ＣＴ值）。如图１所示，突变模板为１／８００及以

上浓度梯度的ＣＴ值与阴性标准样品之间差异有统

计学意义（Ｐ≤０．０１１）；同时，突变模板为１／１６００及

以上浓度梯度的ΔＣＴ值与阴性标准样品之间差异

有统计学意义Ｐ≤０．０２４）；而总体ＣＴ值在各浓度梯

度之间差异均无统计学意义。应用ＲＯＣ曲线下面

积分别评估突变ＣＴ值和ΔＣＴ值对Ｋｒａｓ突变的诊

断价值（图２），发现突变ＣＴ值和ΔＣＴ值的曲线下

面积分别为 ０．９０３（Ｐ＝０．００４）和 ０．９５２（Ｐ＝

０．００１）；突变ＣＴ值诊断Ｋｒａｓ突变的Ｃｕｔｏｆｆ值为

４１．７，相应的敏感性和特异性分别为８３．３％（３０／３６）

和１００％（６／６），在各浓度梯度标准样品（０、１／３２００、

１／１６００、１／８００、１／４００、１／２００、１／１００）的６批次检测

中，阳性检测率分别为 ０％、５０％、５０％、１００％、

１００％、１００％、１００％，检测下限即为１／４００；ΔＣＴ值

最适诊断的Ｃｕｔｏｆｆ值为１５．４，相应的敏感性和特异

性分别为８６．１％（３１／３６）和１００％（６／６），在各浓度

梯度标准样品（０、１／３２００、１／１６００、１／８００、１／４００、

１／２００、１／１００）的６批次检测中，阳性检测率分别为

０％、５０％、８３．３％、８３．３％、１００％、１００％、１００％，检

测下限即为１／４００。为提高检测下限，我们设定诊断

Ｋｒａｓ突变阳性的判断标准为突变ＣＴ值≤４１．７或

ΔＣＴ值≤１５．４，计算ＲＯＣ曲线下面积为０．９５５（Ｐ＝

０．００１，图２），相应的敏感性和特异性分别为９１．７％
（３３／３６）和１００％（６／６）。据此判断标准，在各浓度梯

度标准样品的６批次检测中，阳性检测率分别为

０％、６６．７％、８３．３％、１００％、１００％、１００％、１００％，检

测下限即为１／８００。上述结果表明，我们同时取突变

ＣＴ值和ΔＣＴ值可提高检测Ｋｒａｓ突变的检测下限

由１／４００到１／８００。

２．２　ＰＮＡＰＣＲ与直接测序法在结直肠癌及其癌旁

组织中Ｋｒａｓ突变检出率比较　在结直肠癌和相应

癌旁组织同时分别采用ＰＮＡＰＣＲ与直接测序法进

行Ｋｒａｓ１２密码子和１３密码子突变检测。结果如

表１所示。

图１　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法对不同配比浓度梯度模板

（突变模板／野生模板）检测的ＣＴ值、

总体ＣＴ值及ΔＣＴ值的差异比较

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣＴ，ｔｏｔａｌＣＴａｎｄΔＣＴｖａｌｕｅｓｉｎｓｅｒｉｅｓ

ｄｉｌｕｔｉｏｎｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｂｙＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ

ＰＮＡ：Ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ．ΔＣＴ＝ｍｕｔａｔｉｏｎＣＴ－ｔｏｔａｌＣＴ．
Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ．ｎ＝４２，珚ｘ±ｓ

图２　在不同配比浓度梯度模板（突变模板／野生模板）

中ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法测定的突变ＣＴ值

和ΔＣＴ值诊断突变的ＲＯＣ曲线分析

Ｆｉｇ２　ＲＯＣｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｔａｔｉｏｎＣＴａｎｄΔＣＴ

ｖａｌｕｅｓｆｏｒＫｒａｓｍｕｔａｔｉｏｎｄｉａｇｎｏｓｉｓｉｎｓｅｒｉｅｓｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｓｂｙＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ

ＰＮＡ：Ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ；ΔＣＴ＝ｍｕｔａｔｉｏｎＣＴ－ｔｏｔａｌＣＴ

　　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法在癌组织中Ｋｒａｓ１２、１３
密码子突变和总突变（１２密码子＋１３密码子）的检

出率分别为５７．１％（２０／３５）、１４．３％（５／３５）和６５．７％
（２３／３５），直接测序法的突变检出率分别为３４．３％
（１２／３５）、０（０／３５）和３４．３％（１２／３５），两种方法在癌

组织中的总突变检出率差异有统计学意义（Ｐ＝

０．００１），Ｋａｐｐａ值为０．４２８（Ｐ＝０．００２）。在癌旁组

织中，ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法的Ｋｒａｓ１２、１３密码子

突变和总突变检出率分别为２０．０％（７／３５）、５．７％
（２／３５）和２５．７％（９／３５），直接测序法的突变检出率

分别为０（０／３５）、２．９％（１／３５）和２．９％（１／３５），两种
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方法在癌旁组织中的总突变检出率差异有统计学意

义（Ｐ＝０．００４）。汇总所有癌与癌旁组织中突变检测

情况，ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法的Ｋｒａｓ１２、１３密码子

突变和总突变检出率分别为３８．６％（２７／７０）、１０．０％

（７／７０）和４５．７％（３２／７０），直接测序法的突变检出率

分别为１７．１％（１２／７０）、１．４％（１／７０）和１８．６％（１３／

７０），两种方法的总突变检出率差异存在统计学意义

（Ｐ＝０．０００），Ｋａｐｐａ值为０．４２６（Ｐ＝０．０００）。

表１　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测方法与直接测序法在结直肠癌及癌旁组织中阳性检出结果的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＫｒａｓｍｕｔａｔｉｏｎｓｂｙＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ

ａｎｄｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｆｏｒｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

Ｔｉｓｓｕｅ Ｎ
ＭｕｔａｔｉｏｎｆｏｒＰＮＡＰＣＲｎ（％）

Ｃｏｄｏｎ１２ Ｃｏｄｏｎ１３ Ｔｏｔａｌ

Ｍｕｔａｔｉｏｎｆｏｒｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｎ（％）

Ｃｏｄｏｎ１２ Ｃｏｄｏｎ１３ Ｔｏｔａｌ
Ｐｖａｌｕｅｂ Ｋａｐｐａｖａｌｕｅ

Ｃａｎｃｅｒ ３５ ２０（５７．１） ５（１４．３） ２３ｃ（６５．７） １２（３４．３） ０（０） １２（３４．３） ０．００１ ０．４２８（Ｐ＝０．００２）

Ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌ ３５ ７（２０．０） ２（５．７） ９（２５．７） ０（０） １（２．９） １（２．９） ０．００４ 
Ｃａｎｃｅｒ＋ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌ ７０ ２７（３８．６） ７（１０．０） ３２ｄ（４５．７） １２（１７．１） １（１．４） １３（１８．６） ０．０００ ０．４２６（Ｐ＝０．０００）

Ｐｖａｌｕｅａ ０．００２ ０．１２５ ０．００１ ０．０００  ０．００２

　ＰＮＡ：Ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ．ａ：Ｃａｎｃｅｒｖｓａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌ；ｂ：ＰＮＡＰＣＲｍｅｔｈｏｄｖｓｄｉｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；ｃａｎｄｄ：Ｉｎｃｌｕｄ

ｅｄ２ｃａｓｅｓｗｉｔｈｂｏｔｈＫｒａｓｃｏｄｏｎ１２ａｎｄ１３ｍｕｔａｔｉｏｎ

　　ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方法可检出癌组织和相应癌旁

组织中Ｋｒａｓ１２密码子突变率分别为５７．１％（２０／３５）

和２０．０％（７／３５），总突变率分别为６５．７％（２３／３５）和

２５．７％（９／３５），差异均有统计学意义（Ｐ分别为０．００２、

０．００１）。１３密码子分别为１４．３％（５／３５）和５．７％（２／

３５），差异无统计学意义（Ｐ＝０．１２５）。直接测序法可

检出癌组织和相应癌旁组织中Ｋｒａｓ１２密码子突变

率分别为３４．３％（１２／３５）和０（０／３５），１３密码子分别

为０（０／３５）和２．９％（１／３５），但两组无法进行统计学比

较，总突变率分别为３４．３％（１２／３５）和２．９％（１／３５），

１２密码子突变和总突变检出率差异有统计学意义（Ｐ
分别为０．０００、０．００２）。结果表明，ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ方

法与直接测序法具有一定程度的一致性，但前者较后

者阳性检出率更高。

３　讨　论

　　近年来，Ｋｒａｓ突变检测广泛应用于肿瘤辅助

诊断和指导用药。《美国国立综合癌症网络（ＮＣ

ＣＮ）结直肠癌临床实践指南》２０１３年第３版指

出［１６］，所有转移性结直肠癌患者都应检测Ｋｒａｓ基

因状态，只有野生型Ｋｒａｓ患者才建议接受ＥＧＦＲ
抑制剂（如西妥昔单抗和帕尼单抗）治疗。另外，

《ＮＣＣＮ非小细胞肺癌临床实践指南》２０１３年第２
版指出［１７］，当患者Ｋｒａｓ基因发生了突变，则不建

议使用厄洛替尼进行分子靶向治疗。目前在欧、美

等国家和地区，在进行结直肠癌的抗ＥＧＦＲ靶向治

疗前，必须常规进行Ｋｒａｓ基因突变检测，并且成为

能否报销相关抗ＥＧＦＲ治疗费用的凭据。

　　既往报道的Ｋｒａｓ基因突变检测方法较多，主

要有ＰＣＲ产物直接测序法、焦磷酸测序方法、突变

特异性扩增系统（ＡＲＭＳ）、高分辨率熔解曲线分析

法（ＨＲＭ）和ＳｔｒｉｐＡｓｓａｙ方法。这些方法的灵敏度

各有差异，而且许多方法存在或繁琐、或灵敏度不

够、或需要大型设备等不足，难以在临床实践中便

捷、可靠应用。Ｊａｎｃｉｋ等［１８］、Ｔｓｉａｔｉｓ等［１９］和 Ｏｇｉｎｏ
等［２０］等应用含突变型和野生型Ｋｒａｓ的肿瘤细胞

株ＤＮＡ制备含有不同突变拷贝数的梯度模板，测

定了上述５种Ｋｒａｓ突变检测方法的检测下限，直

接测序法为２５％～３０％，焦磷酸测序方法为５％～

１０％，ＡＲＭＳ为１％，ＨＲＭ 为５％～１０％，ＳｔｒｉｐＡｓ

ｓａｙ方法小于１％。Ｔｓｉａｔｉｓ等［１９］分析了上述各方法

的下限判断方法，认为直接测序法、ＨＲＭ法及Ｓｔｒｉ

ｐＡｓｓａｙ方法在样品检测值接近下限时有判读者主

观因素干扰，较大的灰色检测区，焦磷酸测序方法和

ＡＲＭＳ方法虽然判读者主观因素干扰较小，但灵敏

度有待提高。目前我国获得国家食品药品监督管理

总局（ＣＦＤＡ）批准的Ｋｒａｓ突变检测试剂盒主要有

厦门艾德、北京金菩嘉和上海源奇，其主要基于荧光

ＰＣＲ方法，灵敏度在１％左右。本研究建立的ＰＮＡ

ＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检测方法灵敏度可高达０．１２５％，

但此灵敏度是在采用梯度稀释的质粒混合模板测定

获得，下一步有待用细胞株ＤＮＡ进一步验证。

　　本研究对前期建立的ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突变检

测方法的检测下限和Ｃｕｔｏｆｆ值进行了确定研究，并
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在临床结肠癌标本与直接测序方法进行了比对分

析，表明本实验室前期建立的ＰＮＡＰＣＲ／Ｋｒａｓ突

变检测方法具有较好的敏感性和特异性，在临床标

本中具有较直接测序法更高的阳性检出率，具有临

床实际应用前景。
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