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［摘要］　目的　分析神经母细胞瘤大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（NRAS）基因突变结直肠癌（CRC）患者的临

床病理特征与其肿瘤组织中 Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（KRAS）、磷脂酰肌醇 4,5- 二磷酸 3- 激酶催化亚基 α 
（PIK3CA）、v-raf 鼠科肉瘤病毒癌基因同源物 B1（BRAF）基因突变状态及错配修复（MMR）蛋白、人表皮生长

因子受体 2（HER-2）蛋白表达的关系。方法　回顾性分析 546 例 NRAS 基因突变 CRC 患者的临床病理资料。采用

基因突变联合检测试剂盒（荧光 PCR 法）检测 NRAS、KRAS、PIK3CA、BRAF 基因的突变状态，采用免疫组织化学

染色 EnVision 法检测 MMR、HER-2 蛋白的表达情况，并分析它们与患者临床病理特征的关系。结果　NRAS 基因

突变 CRC 患者中，NRAS 基因单一位点突变者占 98.35%（537/546），NRAS 基因双位点突变者占 1.65%（9/546），

NRAS 和 KRAS 基因同时突变者占 1.47%（8/546），未检出 PIK3CA、BRAF 基因突变的患者。NRAS 基因突变类型

包括 Q61R（或 Q61K、Q61L、Q61H）突变（266/546，48.72%）、G12D（或 G12S）突变（154/546，28.21%）、

G13R（或 G12C、G12V、G12A、G13V）突变（134/546，24.54%）和 A146T 突变（1/546，0.18%）。其中，G13R（或

G12C、G12V、G12A、G13V）突变更容易发生在原发于直肠的 CRC 患者（P＝0.035）；与该位点未突变患者相比，

突变患者虽然肿瘤最大径更大（P＝0.029），但患者术后无进展生存期更长（P＝0.028）。在NRAS 基因突变的患者中，

HER-2 阳性与神经周围浸润相关（P＝0.003），MMR 蛋白表达缺陷的患者平均年龄更小（P＝0.041）且与 NRAS 双

位点突变相关（P＝0.018）。结论　NRAS 基因突变 CRC 可能具有独特的临床病理表现与分子表型，为后续 CRC 的

个体化治疗和预后评估提供了潜在依据。
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［ Abstract ］　Objective　To analyze the mutation status of Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA), v-raf murine sarcoma viral oncogene 
homolog B1 (BRAF) genes, and the expression of mismatch repair (MMR ) and human epidermal growth factor receptor 2 
(HER-2) proteins in tumor tissues of patients with colorectal cancer (CRC) harboring neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene 
homolog (NRAS) gene mutations, and explore their relationships with the clinicopathological characteristics of CRC patients. 
Methods The clinicopathological data of 546 patients with NRAS mutation CRC were retrospectively analyzed. The mutation 
status of NRAS, KRAS, PIK3CA, and BRAF genes was detected by AmoyDx amplification refractory mutation system (ARMS)-
polymerase chain reaction (PCR) kit (fluorescent PCR method), the expression levels of MMR and HER-2 proteins were 
detected by immunohistochemical staining EnVision method, and the relationship between them and the clinicopathological 
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characteristics of patients were analyzed. Results The mutation rate of single-point mutations in the NRAS gene was 98.35% 
(537/546), double-point mutations in the NRAS gene were 1.65% (9/546), and double mutations in the NRAS and KRAS genes 
were 1.47% (8/546). No patients were found to harbor mutations in the PIK3CA or BRAF genes. The types of NRAS mutations 
included Q61R (or Q61K, Q61L, Q61H) mutations (266/546, 48.72%), G12D (or G12S) mutations (154/546, 28.21%), G13R 
(or G12C, G12V, G12A, G13V) mutations (134/546, 24.54%), and A146T mutation (1/546, 0.18%). G13R (or G12C, G12V, 
G12A, G13V) mutations in the NRAS gene were more likely to occur in the rectum cancer patients (P＝0.035); although the 
tumors had a larger diameter (P＝0.029), the patients had a longer progression-free survival after surgery (P＝0.028). Among 
patients with NRAS gene mutations, HER-2 positive expression was associated with perineural invasion (P＝0.003), and the 
patients with deficient MMR were younger on average (P＝0.041) and were associated with double-point mutations in the 
NRAS gene (P＝0.018). Conclusion CRC harboring NRAS mutations may have unique clinicopathological characteristics and 
molecular phenotypes, providing possibilities for individualized treatment and prognosis evaluation of CRC.

［ Key words ］　colorectal neoplasms; NRAS mutations; clinicopathological characteristics; mismatch repair protein; 
human epidermal growth factor receptor 2
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全球最

常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率在全部恶

性肿瘤中分别位列第 3 位和第 2 位［1-2］。国家癌症

中心发布的 2022 年中国恶性肿瘤流行病学数据显

示，中国 CRC 发病率逐年上升，其发病率和死亡率

在全部恶性肿瘤中分别位列第 2 位和第 4 位［3］。

尽管手术治疗、放化疗和靶向治疗等手段可以延长

CRC 患者的生存期并提高其生活质量，但晚期患者

的预后仍不乐观［4］。

大鼠肉瘤病毒癌基因同源物（rat sarcoma viral 
oncogene homolog，RAS）基因编码的蛋白质具有

鸟苷三磷酸（guanosine triphosphate，GTP）水解

酶活性，调控细胞的生长和增殖［5］。在癌细胞中，

RAS 的单个点突变使 RAS 蛋白无法正常响应细胞

内的调控信号，导致下游信号通路持续激活，促进

癌细胞的生长和转移［6］。在 CRC 中，Kirsten 大鼠

肉瘤病毒癌基因同源物（Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog，KRAS）和神经母细胞瘤大鼠

肉瘤病毒癌基因同源物（neuroblastoma rat sarcoma 
viral oncogene homolog，NRAS）基因的突变率分

别为 44.7% 和 7.5%［7-8］。美国肿瘤联合会结直肠

癌分期系统（第 8 版）中明确指出，RAS 基因既

是预测表皮生长因子受体（epidermal growth factor 
receptor，EGFR）单抗类药物疗效的重要标志物，

又是 CRC 的预后因子［9］。中国临床肿瘤学会结直

肠癌专家委员会也提出，CRC 患者检测 KRAS 和

NRAS 基因突变具有重要临床意义［10］。

研究发现，KRAS 突变的 CRC 患者可能有其

特殊的临床病理特征谱，包括男性多见、组织学类

型主要为经典型腺癌、呈中或高分化及微卫星稳

定型状态等［11］。KRAS 不同密码子的突变或相同

密码子的不同突变对 CRC 患者预后的影响不同，

如 12 和 61 位密码子突变的患者通常比其他位点突

变的患者预后差［12］。但目前关于 CRC 中 NRAS 基

因突变的研究较少，这可能与 NRAS 突变率较低有

关，要获得更可靠的研究结果，仍需通过更大样本

量的研究来进一步验证。本研究通过回顾性分析

546 例 NRAS 突变的 CRC 患者肿瘤组织标本的临

床病理数据，同时检测了 KRAS、磷脂酰肌醇 4,5-
二磷酸 3- 激酶催化亚基 α（phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha，
PIK3CA）、v-raf 鼠科肉瘤病毒癌基因同源物 B1
（v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1，
BRAF） 基 因 突 变 状 态 及 错 配 修 复（mismatch 
repair，MMR）蛋白、人表皮生长因子受体2（human 
epidermal growth factor receptor 2，HER-2）蛋白表

达情况，分析其可能具有的独特临床病理特征及分

子遗传学特征。

1　资料和方法

1.1　生物信息学分析　采用基因表达谱交互分

析 数 据 库 2（Gene Expression Profiling Interactive 
Analysis 2，GEPIA2；http://gepia2.cancer-pku.cn）
分析多种肿瘤样本与正常组织样本中 NRAS 的
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mRNA 表达情况。在癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas，TCGA）数据库（https://portal.gdc.
cancer.gov）中共检索到 275 例 CRC 肿瘤样本和

349 例正常结直肠组织样本的 NRAS 基因表达数据

及其相应的临床信息，分析 CRC 肿瘤样本与正常

结直肠组织中 NRAS 基因表达的差异；按基因表达

水平的标准化指标——每百万转录本中的转录本数

（transcripts per million，TPM）从高到低排序，前

50% 的样本归为高表达组（n＝135），后 30% 的

样本归为低表达组（n＝80），绘制生存曲线分析

NRAS 基因与 CRC 患者预后的关系。

1.2　临床资料　收集海军军医大学第一附属医院

2015 年 3 月至 2024 年 11 月 17 800 余例通过病理

检查明确诊断为原发性结直肠腺癌的患者，筛选

出 546 例有 NRAS 突变的 CRC 患者，分析其临床

病理资料和分子遗传学特征，包括 KRAS、NRAS、
PIK3CA、BRAF 基因突变状态和 MMR、HER-2 蛋

白表达情况。以 2024 年 11 月 30 日为截止随访日

期，通过电话随访结合病历系统检索收集患者术后

复发或转移情况以确定无进展生存期（progression 
free survival，PFS）。纳入标准：CRC 患者行根治

性或姑息性手术切除治疗，肿瘤组织标本病理诊断

明确，术前无放化疗及免疫治疗等治疗史，基因检

测显示 NRAS 突变。排除标准：同时伴发其他类型

恶性肿瘤或为转移性恶性肿瘤，患者失访，临床病

理资料不完整。共 607 例患者符合纳入标准，按照

排除标准将 61 例患者排除后，最终 546 例患者纳

入分析。男 343 例，女 203 例；年龄 26～94 岁，

平均年龄为（62.46±11.12）岁，其中＜40 岁 16 例、

40～＜60 岁 185 例，≥60 岁 345 例。

基于前期研究［13］，将 CRC 的发病部位依

据解剖学位置分为 3 类：（1）原发于右半结肠

（right-sided primary tumor location，RPTL），

包括原发于盲肠、升结肠、结肠肝曲和横结肠的

CRC；（2）原发于左半结肠（left-sided primary 
tumor location，LPTL），包括原发于结肠脾曲、

降结肠和乙状结肠的 CRC；（3）原发于直肠：

原发于直肠的 CRC。由于 Solar Vasconcelos 等［14］

研究结果显示原发自横结肠与左侧结肠的 CRC 患

者 PFS 存在差异，故本研究在分析不同原发部位

CRC 患者的 PFS 时，将原发自横结肠的 CRC 单

独分组。根据 Liebig 等［15］的观点规范了神经周围

浸润（perineural invasion，PNI）的定义，即肿瘤

细胞接近神经结构（至少占神经周长的 33%）或

位于神经鞘三层结构中的任意一层。本研究通过

海军军医大学第一附属医院伦理委员会审核批准

（CHEC2022-109）。

1.3　基因突变的检测方法　采用基因突变联合检

测 试 剂 盒（荧 光 PCR 法） 检 测 NRAS、KRAS、
PIK3CA、BRAF 基因的突变状态，目标突变见表 1。 
该试剂盒只能定性检测甲醛溶液固定石蜡包埋

（formalin-fixed paraffin-embedded，FFPE）CRC
样本 DNA 中 KRAS（外显子 2、3 和 4）、NRAS（外

显子 2、3 和 4）、PIK3CA（外显子 20）和BRAF（外

显子 15）基因的突变，未能具体到某一个体细胞

突变而无法获取精准的基因分型结果［7］。因此，本

研究统一将试剂盒同时检测的 NRAS 突变位点进行

合并表述：外显子 2 上发生G12D（或G12S）突变，

外显子 2 上发生 G13R（或 G12C、G12V、G12A、

G13V）突变，外显子 3 上发生 Q61R（或 Q61K、

Q61L、Q61H）突变，外显子 4 上发生A146T 突变。

1.4　MMR 与 HER-2 蛋白表达的检测方法　采用

免疫组织化学染色 EnVision 法检测 HER-2（抗体

克隆号：UMAB36）及 4 个 MMR 相关蛋白［mutL
同源物（mutL homolog，MLH）1（抗体克隆号：

OTI4H4）、mutS 同源物（mutS homolog，MSH）2 
（抗体克隆号：RED2）、MSH6（抗体克隆号：

EP49）、减数分裂后分离增强蛋白 2（postmeiotic 
segregation increased 2，PMS2）（抗 体 克 隆 号：

EP51）］的表达。以 PBS 代替一抗作为阴性对照，

已知抗体阳性的切片作为阳性对照。所有一抗均

为即用型抗体，购于北京中杉金桥生物技术有限

公司；二抗为即用型 HRP 鼠 / 兔通用二抗试剂

盒，购于上海杰浩生物技术有限公司。操作步骤

严格按照试剂说明书进行。其中 HER-2 以细胞膜

呈棕色为阳性染色，0（未染色）或 1＋（阳性细

胞占比＜10%）定义为阴性，2＋（阳性细胞占比

11%～50%）或 3＋（阳性细胞占比≥10% 且细胞

膜呈完整、均匀、强着色）定义为阳性。MLH1、
MSH2、MSH6、PMS2 以细胞核呈棕色为阳性染

色，4 项指标全部为阳性染色判读为 MMR 蛋白表

达完整（proficient mismatch repair，pMMR），任

意一项呈完全阴性染色则判读为 MMR 蛋白表达缺

陷（deficient mismatch repair，dMMR）［10］。
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1.5　统计学处理　采用 SPSS 27.0 软件进行统计

学分析。计量资料以 x±s 表示，用 Levene 检验评

估方差齐性，两组间比较采用独立样本 t 检验。计

数资料用频次和百分数表示，组间比较采用 χ2 检

验、连续校正的 χ2 检验或 Fisher 确切概率法。采

用 Kaplan-Meier 法进行生存分析，多重比较使用

Bonferroni 法进行校正。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　NRAS 基因在 CRC 患者中的突变状态　利用 

GEPIA2 数据库中的数据比对肿瘤样本和正常样

本中 NRAS 基因的表达情况，结果显示在结肠腺

癌、弥漫性大 B 细胞淋巴瘤、食管癌等肿瘤中

NRAS 基因突变更为多见（图 1A）。分析 TCGA
数据库中 624 例 NRAS 基因的 RNA 测序结果、免

疫组织化学染色结果及随访预后等统计数据，结

果显示 NRAS 在 CRC 组织中的表达水平高于正常

结直肠组织（P＜0.05，图 1B），NRAS 基因的高

水平表达与 CRC 患者较长的总生存期相关（P＝ 

0.024，图 1C）。因此，进一步探究 NRAS 基因

表 1　人类 KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF 基因突变联合检测试剂盒（AmoyDx ARMS-PCR kit）的目标突变

Tab 1　Targeted mutations in human KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF genes of AmoyDx ARMS-PCR kit
Gene Wella Exon Amino acid change Base change Cosmic ID

KRAS 1 2 G12S 34G＞A 517
G12D 35G＞A 521

2 2 G12C 34G＞T 516
G12R 34G＞C 518
G12V 35G＞T 520
G12A 35G＞C 522
G13C 37G＞T 527

3 2 G13D 38G＞A 532
4 3 Q61L 182A＞T 553

Q61R 182A＞G 552
Q61H 183A＞C 554
Q61H 183A＞T 555

5 4 K117N 351A＞C 19940
K117N 351A＞T 28519
A146T 436G＞A 19404
A146V 437C＞T 19900
A146P 436G＞C 19905

NRAS 6 2 G12D 35G＞A 564
G12S 34G＞A 563

7 2 G13R 37G＞C 569
G12C 34G＞T 562
G12V 35G＞T 566
G12A 35G＞C 565
G13V 38G＞T 574

8 3 Q61R 182A＞G 584
Q61K 181C＞A 580
Q61L 182A＞T 583
Q61H 183A＞C 586

9 4 A146T 436G＞A 27174
PIK3CA 10 20 H1047R 3140A＞G 775

H1047L 3140A＞T 775
BRAF 11 15 V600E1 1799T＞A 476

V600K 1798_1799GT＞AA (complex) 473
V600E2 1799_1800TG＞AA (complex) 475
V600R 1798_1799GT＞AG (complex) 474
V600D1 1799_1800TG＞AC (complex)
V600D2 1799_1800TG＞AT (complex) 477

a: An amplification curve in a well represents 1 of the mutations listed behind the well number. The AmoyDx ARMS-PCR kit is 
incapable of distinguishing specific mutations in 1 well. KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; NRAS: Neuroblastoma 
rat sarcoma viral oncogene homolog; PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha; BRAF: V-raf 
murine sarcoma viral oncogene homolog B1; ARMS: Amplification refractory mutation system; PCR: Polymerase chain reaction.
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的特定突变位点在 CRC 中的意义及其与 KRAS、
PIK3CA、BRAF 基因突变状态和 MMR、HER-2 蛋

白表达水平的相关性，对于确定 NRAS 相关的免疫

治疗靶点具有重要意义。

图 1　数据库中 CRC 患者 NRAS 基因突变情况及其与预后的关系

Fig 1 Relationship between NRAS mutation status and prognosis in CRC patients from database
A: The expression of NRAS gene in different types of tumors (T) and normal tissue (N) in the GEPIA2 database; B: The expression 

levels of NRAS in colon tumor and normal tissue in the TCGA database; C: The overall survival of patients with different NRAS 

gene expression levels in the TCGA database. *P＜0.05. CRC: Colorectal cancer; NRAS: Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene 

homolog; ACC: Adrenocortical carcinoma; BLCA: Bladder urothelial carcinoma; BRCA: Breast invasive carcinoma; CESC: Cervical 

squamous cell carcinoma; CHOL: Cholangiocarcinoma; COAD: Colon adenocarcinoma; DLBC: Lymphoid neoplasm diffuse large 

B-cell lymphoma; ESCA: Esophageal carcinoma; GBM: Glioblastoma multiforme; HNSC: Head and neck squamous cell carcinoma; 

KICH: Kidney chromophobe; KIRC: Kidney renal clear cell carcinoma; KIRP: Kidney renal papillary cell carcinoma; LAML: Acute 

myeloid leukemia-like; LGG: Brain lower grade glioma; LIHC: Liver hepatocellular carcinoma; LUAD: Lung adenocarcinoma; 

LUSC: Lung squamous cell carcinoma; MESO: Mesothelioma; OV: Ovarian serous cystadenocarcinoma; PAAD: Pancreatic 

adenocarcinoma; PCPG: Pheochromocytoma and paraganglioma; PRAD: Prostate adenocarcinoma; READ: Rectum adenocarcinoma; 

SARC: Sarcoma; SKCM: Skin cutaneous melanoma; STAD: Stomach adenocarcinoma; TGCT: Testicular germ cell tumor; THCA: 

Thyroid carcinoma; THYM: Thymoma; UCEC: Uterine corpus endometrioid carcinoma; UCS: Uterine carcinosarcoma; UVM: Uveal 

melanoma; TPM: Transcripts per million; GEPIA2: Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2; TCGA: The Cancer Genome 

Atlas; HR: Hazard ratio.
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在本研究纳入的 546 例 NRAS 基因突变的
CRC 患者队列中，位居首位的外显子突变类型是
Q61R（或 Q61K、Q61L、Q61H）突变，占 48.72%

（266/546）；其次是G12D（或G12S）突变 (28.21%，
154/546）、G13R（或 G12C、G12V、G12A、
G13V）突变（24.54%，134/546）；A146T 突变较
为罕见，仅占 0.18%（1/546）。
2.2　NRAS基因突变CRC患者的临床病理特征　在纳
入的 546 例 NRAS 基因突变 CRC 患者中，均未检测
到 PIK3CA、BRAF 突变。

有 8 例患者发生罕见的 NRAS 与 KRAS 基因
同时突变，占 1.47%。其中，男 5 例、女 3 例，年 
龄＜60 岁 3 例、≥60 岁 5 例，肿瘤分化程度均为
中分化，1 例发生淋巴结转移，均无 PNI 及癌栓形
成， 病 理 TNM（pathologic TNM，pTNM） 分 期 
Ⅰ期 5 例、Ⅱ期 2 例、Ⅲ期 1 例。至随访结束，
术后均未发生复发、转移。8 例患者均为 pMMR。
KRAS 基因突变发生在第 12 号密码子者 4 例，发生
在第 13 号和第 117 号密码子者各 2 例。

有 9 例患者发生罕见的NRAS基因双位点突
变，占 1.65%。其中，男 5 例、女 4 例，年龄＜60 岁 

3 例、≥60 岁 6 例，肿瘤分化程度均为中分化，4 例发
生淋巴结转移，3 例有癌栓形成，1 例有PNI，pTNM
分期Ⅰ期 3 例、Ⅱ期 2 例、Ⅲ期 4 例。截至随访结束，
1 例术后发生复发、转移。NRAS基因主要突变类型为
G12D（或 G12S）/G13R（或 G12C、G12V、G12A、
G13V），占 66.67%（6/9），2 例为G12D（或G12S）/ 
Q61R（或Q61K、Q61L、Q61H）突变，1例为G13R（或
G12C、G12V、G12A、G13V） /Q61R（或 Q61K、
Q61L、Q61H）突变。

进一步分析 NRAS 基因外显子 2 和外显子 3
突变与 CRC 患者临床病理特征间的关系，结果
显示 NRAS 基因突变与性别、年龄、肿瘤分化
程度、pTNM 分期、淋巴结转移、PNI、癌栓、
肿瘤性坏死、MMR 蛋白表达状态均无明显关系
（均 P＞0.05）， 但 发 生 NRAS 基 因 G13R（或
G12C、G12V、G12A、G13V）突变的患者肿瘤最
大径大于未发生该突变的患者（P＝0.029）。此
外，LPTL 患者 NRAS 基因更容易发生 Q61R（或
Q61K、Q61L、Q61H）突变（P＝0.042），而原发
于直肠的患者更容易发生G13R（或G12C、G12V、
G12A、G13V）突变（P＝0.035）。见表 2。

表 2　CRC 患者 NRAS 基因突变与临床病理特征的关系

Tab 2　Relationship between NRAS mutations and clinicopathological parameters in CRC pateints

Parameter Q61R/Q61K/Q61L/Q61H G13R/G12C/G12V/G12A/G13V G12D/G12S
Yes N＝266 No N＝280 P value Yes N＝134 No N＝412 P value Yes N＝154 No N＝392 P value

Gender, n 0.366 0.321 0.884 
 Male 162 181   89 254   96 247
 Female 104   99   45 158   58 145
Age/year, x±s 62.80±11.23 62.14±11.02 0.485 61.40±10.81 62.81±11.21 0.204 62.76±11.11 62.35±11.14 0.697
Maximal diameter/cma, x±s 3.80±1.57 4.02±1.71 0.137 4.18±1.90 3.82±1.55 0.029 3.89±1.59 3.92±1.68 0.815
Differentiation, n 0.052 0.465c 0.181 
 Moderate or well 252 274 131 395 151 375
 Poor   14     6     3   17     3   17
pTNM stageb, n 0.241 0.303 0.769
 Ⅰ-Ⅱ 119 144   72 191   76 187
 Ⅲ-Ⅳ 129 127   60 196   71 185
Lymph node metastasis, n 0.518 0.752 0.714
 No 138 153   73 218   84 207
 Yes 128 127   61 194   70 185
PNIb, n 0.143 0.247 0.390 
 No 156 187   92 251 102 241
 Yes   92   84   39 137   46 130
Tumor thrombusb, n 0.383 0.642 0.246
 No 185 211   98 298 118 278
 Yes   63   60   33   90   30   93
Tumor necrosisb, n 0.969 0.320 0.457 
 No   13   14     9   18     6   21
 Yes 235 257 122 370 142 350
MMRb, n 0.701 0.842c 1.000c

 pMMR 252 268 127 393 147 373
 dMMR     7     6     4     9     4     9
Tumor site, n 0.042 0.035 0.538
 RPTL   42   42   24   60   20   64
 LPTL   58   39   14   83   26   71
 Rectum 166 199   96 269 108 257

a: The maximal diameter is the length of the tumor measured directly with a ruler after standard fixation with formalin and 
confirmed under the microscope; b: The dataset contains missing values; c: Continuity correction χ2 test. CRC: Colorectal cancer; 
NRAS: Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog; pTNM: Pathological TNM; PNI: Perineural invasion; MMR: Mismatch 
repair; pMMR: Proficient mismatch repair; dMMR: Deficient mismatch repair; RPTL: Right-sided primary tumor location; LPTL: 
Left-sided primary tumor location.
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2.3　NRAS 基因突变 CRC 患者的生存分析　546 例 
患者中，术后复发者 51 例，未复发者 495 例。比

较不同 NRAS 基因突变位点患者的 PFS，结果显

示 Q61R（或 Q61K、Q61L、Q61H）、G12D（或 
G12S）位点突变者与相应位点未突变者之间

PFS 差 异 无 统 计 学 意 义（P＞0.05），而 G13R
（或 G12C、G12V、G12A、G13V）位点突变者 
PFS 较 该 位 点 未 突 变 者 更 长（P＝0.028）（图

2A～2C）。 年 龄≥60 岁 与＜60 岁、pTNM 分 期

Ⅰ～Ⅱ期与Ⅲ～Ⅳ的 NRAS 突变 CRC 患者之间比

较，PFS 差异无统计学意义（均 P＞0.05，图 2D、

2E）。相比于 LPTL 和原发于直肠的患者，RPTL
患者（除外 9 例原发部位为横结肠的患者）的 PFS
较 短（P＝0.027、0.033，图 2F）； 此 外，肿 瘤

原发部位为横结肠的患者术后均未出现复发转移 
（n＝9）。

图 2　546 例 CRC 患者无进展生存期的 Kaplan-Meier 分析

Fig 2　Kaplan-Meier analysis of progression free survival of 546 CRC patients
A-C: Progression free survival analysis among patients with or without NRAS gene mutations at specific sites; D: Progression free 

survival analysis stratified by age; E: Progression free survival analysis according to pTNM stage; F: Progression free survival 

analysis based on tumor site. CRC: Colorectal cancer; NRAS: Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog; pTNM: 

Pathological TNM; RPTL: Right-sided primary tumor location (excluding 9 cases of primary tumors of transverse colon); LPTL: 

Left-sided primary tumor location.
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2.4　NRAS 突变 CRC 患者中 MMR 蛋白表达与临

床病理特征的关系　546 例 NRAS 基因突变的 CRC
患者中，有 533 例进行了有效的 MMR 蛋白免疫

组织化学检测，其中 dMMR 共 13 例（2.44%），

pMMR 共 520 例（97.56%）。dMMR 组 患 者 年

龄低于 pMMR 组患者，差异有统计学意义（P＝
0.041）。dMMR 组与 pMMR 组患者的性别、肿瘤

最大径、肿瘤分化程度、pTNM分期、淋巴结转移、

PNI、癌栓、肿瘤性坏死及肿瘤原发部位比较，差

异均无统计学意义（均 P＞0.05）。NRAS 单一位

点突变和双位点突变患者发生 dMMR 和 pMMR 的

频率分布存在差异，dMMR 更多发生于 NRAS 双位

点突变的患者（P＝0.018）。见表 3。

表 3　NRAS 突变 CRC 患者 MMR 和 HER-2 蛋白表达情况与肿瘤病理特征之间的关系

Tab 3　Relationship between MMR and HER-2 protein expression status and clinicopathological parameters in  

NRAS mutated CRC patients

Parameter
MMR HER-2

pMMR N＝520 dMMR N＝13 P value Negative N＝204 Positive N＝36 P value
Gender, n 0.837c 0.586
 Male 325   9 138 26
 Female 195   4   66 10
Age/year, x±s 62.56±11.23 56.15±6.43 0.041 63.97±11.67 62.61±9.82 0.511
Maximal diameter/cma, x±s 3.91±1.65   4.36±1.69 0.328 3.94±1.74 3.49±1.64 0.461
Differentiation, n 1.000d 0.514c

 Moderate or well 502 13 189 35
 Poor   18   0   15   1
pTNM stageb, n 0.747 0.218
 Ⅰ-Ⅱ 256   6   99 22
 Ⅲ-Ⅳ 249   7   93 13
Lymph node metastasis, n 0.661 0.291
 No 272   6 111 23
 Yes 248   7   93 13
PNIb, n 0.257c 0.003
 No 332 11   96 27
 Yes 174   2   95   8
Tumor thrombusb, n 0.782c 0.123
 No 387   9 134 29
 Yes 119   4   57   6
Tumor necrosisb, n 0.505d 1.000d

 No   26   1     4   0
 Yes 480 12 187 35
Tumor site, n 0.538 0.390
 RPTL   80   3   33   8
 LPTL   93   1   47   5
 Rectum 347   9 124 23
NRAS mutation, n 0.018d 1.000d

 Double mutations     7   2     4   0
 Single mutation 513 11 200 36

a: The maximum diameter is the length of the tumor measured directly with a ruler after standard fixation with formalin and 
confirmed under the microscope; b:The dataset contains missing values; c: Continuity correction χ2 test; d: Fisher exact test. NRAS: 
Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog; CRC: Colorectal cancer; MMR: Mismatch repair; HER-2: Human epidermal 

growth factor receptor 2; pMMR: Proficient mismatch repair; dMMR: Deficient mismatch repair; pTNM: Pathological TNM; PNI: 
Perineural invasion; RPTL: Right-sided primary tumor location; LPTL: Left-sided primary tumor location.
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2.5　NRAS 基 因 突 变 CRC 患 者 中 HER-2 蛋 白 表

达与临床病理特征的关系　546 例 NRAS 基因突

变 CRC 患者中，240 例患者进行了 HER-2 蛋白免

疫组织化学检测，其中 15.00%（36/240）的患者

HER-2 表达阳性（免疫组织化学染色显示 2＋或 
3＋）。统计分析发现，NRAS 基因突变 CRC 患者

中，HER-2 蛋白阳性表达与肿瘤 PNI 相关（P＝
0.003）；但 HER-2 蛋白阳性和阴性表达患者的性

别、年龄、肿瘤最大径、肿瘤分化程度、pTNM 分

期、淋巴结转移、癌栓、肿瘤性坏死及肿瘤原发部

位比较，差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。见

表 3。

3　讨　论

RAS 基 因 家 族 成 员（包 括 KRAS、NRAS 和

HRAS）均可通过 EGFR 酪氨酸激酶受体下游的

PIK3CA/Akt 和 RAS/RAF/MAPK 信 号 通 路 参 与

促进细胞的代谢、增殖、存活、生长及血管的生 
成［16］。这些基因的突变会导致下游信号通路持续

激活，从而引起细胞异常增殖分化，与 CRC 的发

生和发展密切相关［17］。目前的研究表明，KRAS/
NRAS 和 BRAF 突变是相互排斥的，PIK3CA 突变可

以与上述突变在同一肿瘤中并存［18-21］。本研究统

计分析的 546 例 NRAS 基因突变 CRC 患者队列中，

仅 1.46%（8/546）的患者存在 NRAS 与 KRAS 基因

的同时突变，而 BRAF 和 PIK3CA 均未发生突变，

这与上述文献报道一致。这种基因突变互斥性的原

因可能在于致癌 RAS 信号转导引起肿瘤形成有一

个狭窄的窗口或称“平衡点”（sweet spot）［22］：

信号过多时导致生长停滞，而信号过少时导致细胞

无法增殖。同时，在某些肿瘤中，RAF 下游的信号

通路可在没有任何 RAS 直接参与的情况下强烈活

化，表明 KRAS 与 NRAS 基因在肿瘤的发生过程中

发挥重要作用，并且其突变在功能上相对冗余［23-24］。

尽管有研究表明 NRAS 突变与 CRC 临床病理

特征之间无明显关系（n＝37）［17］，但在 RAS 野生

型或 KRAS 突变的转移性 CRC 患者中，NRAS 突变

的患者预后相对较差［25-26］。由于 NRAS 突变的低检

出率，目前缺乏大样本量研究来支持 NRAS 基因突

变与 CRC 患者临床病理特征之间的相关性。本研

究通过对 546 例 NRAS 突变 CRC 患者中 3 种主要

的 NRAS 基因突变位点与临床病理特征的关系进行

统计分析，发现 NRAS 基因位点 G13R（或 G12C、

G12V、G12A、G13V）突变的患者较该位点未突

变的患者肿瘤最大径更大、PFS 更长，且肿瘤更易

发生于直肠。这种特性使针对具有这类基因位点突

变的 CRC 研究更具价值，有望挖掘更多治疗策略。

然而，由于所采用基因检测试剂盒的局限性，本研

究未能进行更精确的基因位点分析，有待进一步 
探索。

NRAS 突变 CRC 患者已被证明不能从 EGFR
单抗治疗中获益［27-28］。研发针对 RAS 突变的肿瘤

治疗药物是 CRC 治疗的重点研究方向之一［29-30］。 
现已经开发出多种针对 KRAS 突变的抑制剂，其

中包括索托拉西布（sotorasib）和阿达格拉西布

（adagrasib）［31-33］；针对 NRAS 上游的活性调节

因子丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 19（serine/threonine 
kinase 19，STK19）抑制剂和天然产物白屈菜碱

（chelidonine）可能有望成为 NRAS 突变 CRC 的

潜在候选药物［34-35］；NRAS 下游 MAPK 通路的丝

裂原活化蛋白激酶激酶（mitogen-activated protein 
kinase kinase，MEK）抑制剂，如 MEK1/2 抑制剂

妥拉美替尼（tunlametinib），在 NRAS 突变恶性

肿瘤患者中显示出较高的客观缓解率［36］；而针对

其他靶点的药物，如 EGFR 抑制剂、SOS（son of 
sevenless）抑制剂及含 Src 同源结构域 2 的蛋白酪

氨 酸 磷 酸 酶 2（Src homology 2-containing protein 
tyrosine phosphatase 2，SHP2）抑制剂等，被发现

可以通过阻断 RAS 活化来抑制肿瘤生长［37］。将这

些靶点的分子病理检测从基础研究转化为临床应

用，离不开对 NRAS 基因突变 CRC 的准确病理诊断

及其分子遗传特征的深入理解。

有 研 究 表 明，RAS/BRAF 野 生 型 同 时 伴 有

HER-2 扩增突变的转移性 CRC 患者是抗 HER-2 治

疗的主要获益人群［38］。CRC 中 HER-2 扩增突变

的总体发生率为 1%～6%［39-40］，并且在 RAS/BRAF

野生型患者中 HER-2 扩增突变 / 过表达比例更高

（4%～14%）［41］。但本研究统计结果表明，NRAS

突变 CRC 患者中 HER-2 蛋白表达的阳性率达 15%
（36/240），且 HER-2 蛋白阳性表达与肿瘤 PNI 相
关（P＝0.003），这表明 NRAS 突变的 CRC 患者

可能从抗 HER-2 的靶向治疗中获益。本研究未对

HER-2 蛋白免疫组织化学检测呈阳性的患者进行

荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，
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FISH）检测，无法确定是否有 HER-2 基因扩增，

可能导致假阳性结果的出现。因此，NRAS 突变的

CRC 患者能否通过配合 HER-2 的单抗靶向治疗以

获得更好的预后，仍需要更大队列的研究证实。

发生 dMMR 的 CRC 属于对免疫治疗敏感的

“热 肿 瘤”［42-43］。dMMR 在 CRC 中 占 7.6%～ 

15.0%，在 转 移 性 CRC 中 占 4%～5%［44-47］，且

dMMR 与 CRC 患者的肿瘤大小、分化程度及肿瘤

分期等临床病理特征有关［48］。本研究中 NRAS 突

变的 CRC 患者中 dMMR 占 2.44%，比转移性 CRC
中 dMMR 的发生率低；发生 dMMR 的 NRAS 突变

CRC 患者平均年龄较小，且与 NRAS 基因双位点突

变相关（P＝0.018），其临床意义有待进一步探讨。

综上所述，KRAS/NRAS 突变与 BRAF 突变之

间存在互斥，NRAS 基因突变的 CRC 患者肿瘤发

生部位与 PFS 相关，RPTL 患者相比于 LPTL 和原

发于直肠的患者 PFS 较短，而 G13R（或 G12C、

G12V、G12A、G12V） 突 变 的 患 者 PFS 更 长；

NRAS 突变 CRC 患者中 HER-2 蛋白阳性表达的比

例较高，且与 PNI 相关；dMMR 与 NRAS 基因双位

点突变相关。这些研究结果为 NRAS 基因突变 CRC
患者靶向治疗策略的优化提供了分子病理学依据。

为优化 CRC 治疗方案，可依据 NRAS 突变特征采用

相应靶向治疗措施，如使用 RAF-MAPK 通路抑制

剂、抗 HER-2 治疗等，并考虑联合治疗方案以提

高疗效。未来研究可以聚焦于深入探索 NRAS 突变

与 CRC 临床病理特征和治疗反应的关系，开发针

对 NRAS 突变的新型治疗策略和药物，以及制定基

于分子特征的个体化治疗方案。
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