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Ⅰ期结直肠癌转移基因突变特征 
及临床特征研究

陈荣 徐胜通讯作者 黄顺荣 庞黎明
广西壮族自治区人民医院 广西 南宁 530021

【摘要】目的：探讨Ⅰ期结直肠癌转移基因突变特征及临床特征。方法：本研究选取 2017 年 1 月—2020 年 12 月我院

收治的 60 例Ⅰ期结直肠癌转移患者，另抽取同期住院治疗的 37 例Ⅰ期结直肠癌未转移患者作为对照，两组患者均提取其

肿瘤组织中的 DNA，行全外显子二代测序，分析转移患者基因突变特征；并调查患者一般资料，分析其临床特征。结果：

Ⅰ期结直肠癌转移组患者结肠腺瘤样息肉病蛋白（APC）与 TP53 基因突变人数占比均高于未转移组，差异有统计学意义

（P<0.05）；本组Ⅰ期结直肠癌发生转移患者与未转移患者在民族、年龄、原发部位、病理类型及化疗暴露等方面比较，

差异无统计学意义（P>0.05）；转移患者中女性占比高于男性，分子亚型显示为微卫星稳定型患者占比高于微卫星不稳定

型，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：Ⅰ期结直肠癌患者发生转移与 APC、TP53 等基因突变存在一定联系，且女性

患者与微卫星稳定型患者发生癌细胞转移的风险更高。
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）属于人体消化系统
常见的恶性肿瘤，主要指腹部结肠及直肠部位组织发生癌变 ；
该疾病以黏液血便、大便次数增多为主要临床表现 [1]，随着肿
瘤体积增大，肠道逐渐形成狭窄，进而可引发肠梗阻症状（如腹
痛、腹胀、排气困难等）。近年来，随着临床对结直肠癌研究的
深入及癌症筛查的发展，T1/T2 期结直肠癌病患发现比例显
著提高，但有学者提出，临床有超过半数的确诊病例可发生癌
细胞转移。还有研究认为，早期结直肠癌发生转移可能与基因
突变存在密切联系 [2]，故及早明确基因突变的特征具有重要意
义。本研究对我院Ⅰ期结直肠癌转移患者基因突变情况及临
床资料进行分析，总结其特征，具体内容报告如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料
选取 2017 年 1 月—2020 年 12 月我院收治的 60 例Ⅰ期

结直肠癌转移患者与同期 37 例Ⅰ期结直肠癌未转移患者为
观察对象，此项研究经医院伦理委员会批准。

纳入标准 [3] ：（1）患者均符合Ⅰ期结直肠癌临床诊断标
准 ；（2）未接受放疗、化疗等干预 ；（3）患者均知晓认可此次
试验并签署《知情同意书》。

排除标准 [4] ：（1）合并重要脏器功能障碍者 ；（2）临床资
料不完整者 ；（3）精神异常无法配合研究者 ；（4）存在免疫系
统疾病者。

1.2 方法
1.2.1 标本处理 所有患者经活检获取标本后立即借助

中性福尔马林溶液进行固定，由专业病理检验人员按规范流程

取材，获得规格为 1cm×1cm×1cm 的组织块 ；再使用全自
动脱水机（型号 ：LEICA ASP300S）对标本中梯度乙醇脱水、
二甲苯透明，石蜡包埋后获得厚切片（4μm），HE 染色。由两
名病理医师负责阅片，对肿瘤丰富区域（区域内肿瘤细胞比例
超过 40%，确保肿瘤细胞数量可达 200~400 个）进行标识 ；基
因检测选取的组织尽可能以肿瘤细胞为主，无明显坏死、黏液
及炎性改变，以确保检测的准确性。

1.2.2 DNA 提取与 PCR 扩增 （1）DNA 提取 ：对临床
病理医师标识的蜡块（10μm）进行连续切片，获得 5 张切片
后黏附于载玻片，烤片后行梯度乙醇脱蜡至水，再小心转移至
离心管内（1.5mL）；选用 APC、NRAS、TP53 及 BRAF 基因
组 DNA 提取试剂盒，严格按照相关说明书开展 DNA 提取操
作，并借助紫外分光光度计（型号 ：SMA4000，美林恒通）对
所提取 DNA 的质量及纯度进行测量。（2）PCR 反应体系 ：
10×PCR 缓冲液 2.5μL，dNTP（2.5mmol/L）3μL，上下游
引 物（10mmol/L）各 0.8μL，LA Taq 酶 0.1μL，DNA 模 板
2μL，无菌水 13μL，总反应体系为 20μL。PCR 反应条件∶ 95℃
变性 5min ；95℃ 25s，56℃退火 40s，72℃ 15s，共进行 46 个
循环 ；72℃延伸 7min。

1.2.3 基因突变检测 肿瘤组织 DNA 成功采集并获
取后，仪器选用 Illumina X10 测序仪，运用 NGS 方法开展
全外显子二代测序 ；组织测序深度设置为 1000，ctDNA 测
序深度设置为 3000。具体操作 ：（1）构建 DNA 待测文库 ：
而记住超声波打断大片段的 DNA，选出合适的 DNA 片段

（500~800bp），在小片段两端添加不同接头，构建单链 DNA
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文库。（2）Flowcell ：文库构建完成后，文库内 DNA 在通过
flowcell 时可随机附着于 flowcell 表面的 channel 上。每
个 channel 表面均有多个接头，这些接头可与 DNA 片段两
端的接头相互配对，以支持 DNA 在其表面开展 PCR 的扩增。

（3）桥式 PCR 扩增与变性 ：选择 Flowcell 表面所固定的接头
作为模板，开展桥形扩增。（4）测序 ：依次加入四种不同碱基，
每当有一个或数个碱基掺入新和成的序列时，就会释放出一个
氢离子，发出一次光信号，借助信号采集系统获得 DNA 序列。
最后，由专业医师将测序所得结果与结直肠癌基因库序列进行
对比分析，判定 APC、NRAS、TP53 及 BRAF 等基因是否存在

突变。
1.3 统计学处理
本研究采用 SPSS 20.0 统计软件对本文数据进行分析，计

量资料以 (x±s) 表示、行t 检验，计数资料以百分率（%）表示，
行 χ2 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 两组患者基因突变情况
Ⅰ期结直肠癌转移组患者 APC、TP53 基因突变人数占比

均高于未转移组（P<0.05），如表 1 所示。

表 1 两组患者基因突变情况比较 [n(%)]

组别 n APC 基因突变 NRAS 基因突变 TP53 基因突变 BRAF 基因突变
转移组 60 6（10.00） 1（1.67） 10（16.67） 2（3.33）

未转移组 37 0（0.00） 0（0.00） 1（2.70） 0（0.00）
t — 3.944 0.623 4.439 1.259
P — P<0.05 P>0.05 P<0.05 P>0.05

2.2 两组患者一般资料临床特征分析
60 例Ⅰ期结直肠癌发生转移患者在民族、年龄、原发部

位、病理类型及化疗暴露等方面与未转移患者比较，差异无统

计学意义（P>0.05）；转移患者中女性占比高于男性 ；分子亚
型显示，微卫星稳定型患者占比高于微卫星不稳定型，差异有
统计学意义（P<0.05），如表 2 所示。

表 2 两组患者一般资料临床特征分析

特征 例数 转移（n=60） 未转移（n=37） χ2 P

年龄 ≥ 45 岁 63 39 20 1.151 P>0.05≤ 45 岁 34 21 17

性别 男 55 25 30 14.482 P<0.05女 42 35 7

原发部位 左半结肠及直肠 54 36 18 1.195 P>0.05右半直肠 43 24 19

病理类型 腺癌 35 18 17 2.523 P>0.05非腺癌 62 42 20

分子亚型 微卫星不稳定型 9 0 9 16.087 P<0.05微卫星稳定型 88 60 28

化疗暴露 是 36 21 15 0.301 P>0.05否 61 39 22

民族 汉族 78 42 36 0.009 P>0.05回族 19 10 9

3 讨论
结直肠癌目前已居于高发癌症病变的第二位，仅次于肺

癌 ；其主要临床特点为低龄化、低位病变占比高、早期确诊率
低等，严重威胁人们的生命健康 [5]。临床大部分患者确诊时已
进展至中晚期，多采取手术切除病灶治疗方式。但癌症早期发
现仍有助于患者及早接受治疗、以改善其预后。但结直肠癌属
于多基因参与的复杂疾病，患者个体较大的差异性导致早期靶
点药物治疗缺乏精准性，从而影响治疗成效。因此，临床分析
Ⅰ期结直肠癌转移患者的基因突变特征显得尤为重要。

有报道指出，结直肠癌的发生及发展与多个癌基因的激活
或抑癌基因的失活密切相关 [6]。APC 基因属于 Wnt/β-catenin
信号通路负向调节的关键因子，APC 失活是临床早期结直肠
癌常见的分子事件。有相关数据显示，在散发性结直肠癌中，

约有 75% 存在 APC 基因缺失或突变，从而生成截短型 APC
蛋白，导致 Wnt/β-catenin 信号通路被激活，对细胞迁移、染
色体分离及转录调节等方面发挥作用 [7-8]。APC 可与 DNA
产生直接相互作用，其通过对 DNA 复制产生抑制作用，以达
到调控细胞周期的目的。APC 基因还对长链非编码 RNA 的
表达具有良好调节作用，以降低外泌体的含量，有效抑制癌细
胞的增殖、侵袭及血管生成，从而阻碍结直肠癌的发病及病
情进展。Ⅰ期结直肠癌转移组患者 APC 基因突变人数占比
为 10.00% 高于未转移组（0.00%），差异有统计学意义 ；提示
APC 基因突变的 CRC 患者肿瘤恶性程度可能更高。P53 属
于肿瘤抑制基因，有半数以上的恶性肿瘤疾病能观察到该基
因发生突变，故 TP53 是临床恶性肿瘤中最常见的突变基因。
有研究结果指出，血清 P53 抗体在结直肠癌中阳性率高达
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40.2%，而非结直肠癌中仅为 2.9%，这一结果表明血清 P53
抗体与结直肠癌密切相关，可作为辅助性诊断指标 [9]。还有学
者发现，不同大小的肿瘤中 TP53 阳性表达率存在显著差异，
说明 TP53 高表达与肿瘤高侵袭性密切相关 ；不同淋巴转移分
组 TP53 阳性表达率也存在明显差异，提示 TP53 高表达与肿
瘤的转移能力也具有相关性 [10] ；这与本研究中Ⅰ期结直肠癌
转移组患者 TP53 基因突变人数占比均高于未转移组（差异有
统计学意义）的结果相一致，充分说明该基因可作为预测结直
肠癌是否发生转移的重要指标。CRC 的发生发展受多因素、
多基因、多个信号通路影响，其中表皮生长因子（EGFR）信号
通路与 CRC 的发生发展密切相关 [11]。近年来，靶向治疗不断
发展，临床针对 CRC 患者所研制的西妥昔单抗、帕尼单抗等
抗 EGFR 单克隆抗体药物，使患者总体生存率得到明显提高。
而 RAS 家 族 或 BRAF 基 因 的 突 变 可 将 下 游 RAS—RAF—
MAPK 通路持续性激活，导致抗 EGFR 单克隆抗体用于 CRC
患者治疗中疗效欠佳。刘威、王菲、杜洪 [12] 等学者研究中也
指出，KRAS 基因与 BRAF 基因作为 EGFR 信号通路下游关
键分子，与临床抗 EGFR 治疗的耐药性存在一定相关性 ；提示
CRC 患者治疗前常规开展 KRAS 基因与 BRAF 基因突变的
检测，对于 EGFR 靶向药物的使用及患者预后具有重要意义。
NRAS 基因属于 RAS 基因家族中的一员，当 KRAS 基因发生
突变时，人体细胞内信号传导处于紊乱状态，导致患者结直肠
部位细胞不断生长、无限增殖，最终引发癌变。但 KRAS 突变
在早期结直肠癌患者中并不显著，其主要作为临床结直肠癌
肝转移患者接受肝切除术的预后因素。相关研究指出，KRAS
突变状态对于结直肠癌靶向药物的治疗效果具有重要指导意 
义 [13-14]。BRAF 基因编码是一种丝 / 苏氨酸特异性激酶，其对
细胞的多种生物学过程（包括生长、增殖、分化及凋亡等）均参
与调控，BRAF 基因突变状态与肿瘤的发生、发展及临床预后
密切相关。其中 V600E 突变属于 BRAF 基因最常见的突变
类型。BRAF V600E 基因突变可对结直肠癌细胞的增殖、分
化及凋亡均产生影响，从而达到促进 CRC 患者病情进展的目
的。还有报道显示，BRAF 基因突变型患者的无病生存期和
总生存期明显缩短，该基因突变状态是结直肠癌的独立预后因 
素 [15]。本研究结果显示，转移患者中女性占比高于男性，分子
亚型显示为微卫星稳定型患者占比高于微卫星不稳定型，差异
有统计学意义 ；提示女性结直肠癌患者发生转移的风险较高，
微卫星稳定型患者癌细胞更容易发生转移。不过，本研究也
存在一定局限性（例如研究样本数量过少、缺乏临床特征的分
类），故今后临床可进一步扩大研究样本数量、纳入更多临床特
征的分类等，更加深入分析Ⅰ期结直肠癌转移患者的基因突变
情况及临床特征。

综上所述，Ⅰ期结直肠癌患者发生转移与 APC、TP53 等
基因突变存在一定联系，且女性患者与微卫星稳定型患者出现
癌细胞转移的可能性更大，更多基本突变与临床特征的相关性

仍有待临床进一步深入分析。
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3 讨论
盆腔器官脱垂是临床上一种常见妇科病症，多发于中老年

群体 [8]。近年来随着老龄化进程加剧，导致中老年群体该病症
人数不断增多 [9]，严重影响患者生活质量。该疾病患者患病后
症状较为明显 [10]，如患者可见阴道前壁膨出、排尿困难、阴道
组织物脱出等症状，患者容易产生明显焦虑抑郁情绪 [11]，需要
及时接受治疗。临床传统治疗主要选择手术治疗，但手术对患
者产生的负面影响较为明显 [12]，如阴道前壁黏膜瓣悬吊术，患
者术后疼痛感较为明显，且并发症发生率较高 [13] ；近年来，临
床提出了经阴道子宫切除联合双侧宫骶韧带悬吊术治疗，该治
疗方式效果较为显著 [14]，患者术后恢复速度较快，可有效改善
患者临床症状，降低患者并发症发生率，促使患者及早恢复健
康，应用价值较高。

本次研究结果中，观察组各项指标（手术时间、导尿管留
置时间、术中出血量、住院时间）均优于对照组（P<0.05），说
明该手术治疗效果显著，可有效改善患者临床症状，促使患者
及早康复。两组患者 VAS 评分治疗前无显著差异（P>0.05），
治疗后观察组评分优于对照组（P<0.05）；说明该治疗方式可
有效改善患者疼痛情况，降低患者身体应激反应，效果较为
显著。两组患者治疗前 PFIQ-7、PFD1-20 评分无显著差异

（P>0.05），治疗后（治疗半年、治疗一年）观察组各项评分均优
于对照组（P<0.05）；说明该治疗方式可有效改善患者盆底功
能，进而提升患者生活质量，加速各项功能的恢复。观察组显
效率优于对照组（P<0.05），说明该治疗方式效果显著，可及时
控制患者病症，促使患者症状得到及时控制，早日恢复健康。
观察组并发症发生率低于对照组（P<0.05），说明该治疗方式
安全性更高，可有效降低并发症发生率，促使患者早恢复。

综上所述，中老年妇女中重度盆腔器官脱垂开展经阴道子
宫切除联合双侧宫骶韧带悬吊术治疗效果较为显著，可有效改
善患者病症，优化盆底功能，以降低患者术后并发症发生率，促
使患者及早恢复健康，值得推广。
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