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摘要：　 目的 　 探讨转移性结直肠癌 （ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ｍＣＲＣ） 耐药相关的点突变，明确循环肿瘤 ＤＮＡ
（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｕｒ ＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）能否作为 ｍＣＲＣ 检测和耐药相关的突变分子标志物以及 ｍＣＲＣ 可能的耐药机制。 　 方法

通过对连续抗表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）单抗药物治疗的 ｍＣＲＣ 患者多阶段 ｃｔＤＮＡ 进行

ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 基因点突变动态监测，构建药物作用下的肿瘤基因突变谱变化，筛选耐药相关点突变；培养相应

点突变细胞系后，通过体外细胞增殖试验（ＭＴＳ 法）分析细胞系的耐药程度，实时荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测药物作用对突变丰度的影响。 　 结果　 通过临床数据分析，筛选出可能与 ｍＣＲＣ 耐药相关的点突变

ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ），并纳入后续研究。 选择 ＮＣＩ－Ｈ７４７、ＳＷ９４８ 和 ＳＷ１４１７ 细胞系分别作

为 ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）点突变的细胞系，并选用 Ｃ２ＢＢｅ１ 野生型细胞系作为本底细胞。
ＭＴＳ 半数抑制浓度即 ＩＣ５０测定发现，野生型细胞系对西妥昔单抗和帕尼单抗敏感性均较突变细胞高；经与本底细胞稀释

后，西妥昔单抗组和帕尼单抗组在培养 ３ ｄ 后突变基因相对水平均比不加药组高，不加药组均比基线组高。 　 结论 　
ｃｔＤＮＡ检测能够发现与耐药相关的点突变；ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）点突变可提高转移性结直

肠癌细胞生长速度，并与西妥昔单抗和帕尼单抗耐药相关。
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ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｏｆ Ｃ２ＢＢｅ１ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ． ＩＣ５０ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ
ＭＴＳ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ
ａｎｄ ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｙ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ ３－ｄａｙ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ
ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｎ－ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｎ－ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｂａｓｅｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｔＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ
ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ＫＲＡＳ （Ｇ１２Ｄ）， ＰＩＫ３ＣＡ （Ｈ１０４７Ｒ） ａｎｄ ＢＲＡＦ （Ｖ６００Ｅ） ｍｕｔａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ
ｔｈｅｙ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ａｎｄ ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　 ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ＤＮＡ； ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是人类最常见

的恶性肿瘤之一，尽管诊疗方式不断更新，但预后情况

仍不 乐 观， 尤 其 是 转 移 性 结 直 肠 癌 （ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ｍＣＲＣ）其 ５ 年生存率仅为 １３％［１］。
近年来抗表皮生长因子受体（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）单克隆抗体分子靶向治疗 ｍＣＲＣ 取得

了较好疗效。 然而，研究发现 ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ 和 ＰＩＫ３ＣＡ
等基因突变的 ｍＣＲＣ 患者对靶向治疗有效率仅约

１０％［２－３］。 因此，早期靶向突变基因检测是判断 ｍＣＲＣ
疗效的关键。 研究显示，循环肿瘤 ＤＮＡ（ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｕｒ ＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）是肿瘤细胞主动释放或被动脱落

进入血液循环的 ＤＮＡ 片段，携带有完整的肿瘤特异性

遗传学改变基因组信息，通过检测 ｃｔＤＮＡ 可以明确相

关肿瘤的遗传学改变［４］。 为寻求 ｍＣＲＣ 有效的靶向

治疗分子标记物，本研究通过对 ｍＣＲＣ 患者多阶段

ｃｔＤＮＡ 进行 ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 基因点突变检测

和生物信息学分析，构建药物压力下的肿瘤基因突变

谱变化，筛选耐药相关点突变，并在体外验证这些突变

是否与耐药相关，从而明确 ｃｔＤＮＡ 能否作为 ｍＣＲＣ 耐

药相关的突变分子标志物，探讨 ｍＣＲＣ 患者可能存在

的耐药机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 试剂 　 人类 ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 基因突

变检测试剂盒：购自厦门艾德有限公司；ＭＴＳ 试剂：购
自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；基因提取试剂盒：购自天根生化

科技有限公司。
１􀆰 １􀆰 ２ 　 细胞株 　 ＮＣＩ － Ｈ７４７： 结直肠癌细胞株，
ＲＰＭＩ－１６４０培养基；ＳＷ９４８：结直肠癌细胞株，Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ＇ｓ
Ｌ－１５培养基； ＳＷ１４１７：结直肠癌细胞株， Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ ＇ ｓ
Ｌ－１５培养基；Ｃ２ＢＢｅ１：结直肠癌细胞株，ＤＭＥＭ 高糖培

养基；培养液：１０％胎牛血清，加入青霉素和链霉素各

１００ Ｕ ／ ｍｌ；培养条件：置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱

培养。
１􀆰 １􀆰 ３　 药品　 西妥昔单抗：购自 ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司；帕
尼单抗：购自 ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 临床样本 ｃｔＤＮＡ 数据收集 　 选取经抗 ＥＧＦＲ
单抗连续治疗的 ｍＣＲＣ 患者 ３０ 例，在连续给药期间的

第 ０ ｄ、第（５６±２） ｄ、第（１１２±２） ｄ、第（１６８±２） ｄ……
（以 ２８ ｄ 为 １ 周期，每 ２ 个周期采血一次）抽取静脉血

５ ｍｌ，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清，冷冻保存。
提取患者多个阶段的外周血 ｃｔＤＮＡ，ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

ｃｔＤＮＡ 中 ＫＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 基因突变，明确药

物压力下肿瘤基因突变谱变化，筛选耐药相关点突变。
１􀆰 ２􀆰 ２　 选定相关细胞系　 在 ＣＣＬＥ 数据库选取对应

点突变的肿瘤细胞系。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 药物 ＩＣ５０浓度的测定　 将选取的细胞系在 ９６
孔板内培养 ２４ ｈ，帕尼单抗和西妥昔单抗分别等比稀

释成 ８ 个不同浓度，每孔加入已配制好含有不同浓度

药物的培养基，培养 ７２ ｈ 弃去含药物培养基后加入含

有 ＭＴＳ 溶液的培养基，进行吸光度值的检测，计算药

物 ＩＣ５０的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 药物处理选定的细胞系　 分别将点突变细胞

与本底细胞混合成一定浓度后分为 ４ 份，１ 份在未加

药物时提取 ＤＮＡ，其余 ３ 份分别加帕尼单抗、西妥昔

单抗以及不加药培养基，培养 ７２ ｈ 后提取 ＤＮＡ，其中

加入药物的浓度为 ＩＣ５０值的浓度。
１􀆰 ２􀆰 ５　 细胞经药物处理前后突变基因相对变化 　
ＲＴ－ｑＰＣＲ检测 ４ 份 ＤＮＡ 中 ＫＲＡＳ （Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ
（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）基因突变丰度，验证该突

变基因与肿瘤细胞对帕尼单抗和西妥昔单抗耐药的相

关性。
１􀆰 ３　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行数据分

析，首先进行数据的正态性检验，若为正态分布，数据

统计量用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，并采用 ｔ 检验分析

组间差异；若为非正态分布，数据统计量用中位数和范

围来表示，并用 Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验分析组间差异，检
验水准 α＝ ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 可能与耐药相关的点突变　 ３０ 例连续抗 ＥＧＦＲ
药物治疗的 ｍＣＲＣ 患者不同阶段外周血 ｃｔＤＮＡ 突变

频率变化如图 １ 所示。 其中有 １０ 例出现了 ＫＲＡＳ 基

因 １２ 密码子突变，共检出 ３ 种突变类型：６ 例突变类

型为 Ｇ１２Ｄ（ Ｇｌｙ１２Ａｓｐ） ，碱基变化为 ＧＧＴ＞ＧＡＴ；２ 例

突变类型为 Ｇ１２Ｖ （ Ｇｌｙ１２Ｖａｌ），碱基变化为 ＧＧＴ ＞
ＧＴＴ；１ 例 Ｇ１２Ｄ 合并 Ｇ１２Ａ （ Ｇｌｙ１２Ａｌａ ） 突变，１ 例

Ｇ１２Ｄ 合并 Ｇ１２Ｖ（ Ｇｌｙ１２Ｖａｌ）突变。 其中 ５ 例出现了

ＰＩＫ３ＣＡ 基因 ９ 号和 ２０ 号外显子突变，共检出 ３ 种突

变类型：３ 例突变类型为 Ｈ１０４７Ｒ （３１４０Ａ ＞Ｇ），１ 例

Ｅ５４２Ｋ （ １６２４Ｇ ＞ Ａ ）， １ 例 Ｈ１０４７Ｒ 合 并 Ｅ５４５Ｄ
（１６３３Ｇ＞Ｔ）；其中 ３ 例出现了 ＢＲＡＦ 突变，突变类型均

为 Ｖ６００Ｅ；３ 例出现 ＫＲＡＳ 合并 ＰＩＫ３ＣＡ 基因突变。 检

测的三种基因点突变频率最高的是 ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、
ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）类型，故将该点

纳入下一步研究。

注：ａ 和 ｂ 表示 ＫＲＡＳ 突变患者突变频率变化；ｃ 和 ｄ 分别表示 ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 突变患者突变频率变化。

图 １　 患者 ｃｔＤＮＡ 中点突变频率变化趋势图

２􀆰 ２　 细胞系的选定及基本信息采集　 根据筛选出的

结直肠癌耐药频率最高的点突变类型及细胞系的状态

采集，ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）突变类型选用 ＮＣＩ－Ｈ７４７ 细胞系，
ＰＩＫ３ＣＡ （ Ｈ１０４７Ｒ ） 选 用 ＳＷ９４８ 细 胞 系， ＢＲＡＦ
（Ｖ６００Ｅ）选用 ＳＷ１４１７ 细胞系。 同时选用 Ｃ２ＢＢｅ１ 野

生型细胞系作为本底细胞和对照。 突变细胞和野生型

细胞均为结直肠癌细胞，并经测序验证突变类型的正

确性。
表 １　 不同细胞系对不同药物的 ＩＣ５０值（ｕｍｏｌ ／ Ｌ）

细胞系 西妥昔单抗 帕尼单抗

Ｃ２ＢＢｅ１ ３􀆰 ４５±１􀆰 ０２ ３􀆰 ９８±１􀆰 １３
ＮＣＩ－Ｈ７４７ １０􀆰 ２４±１􀆰 ６３ ９􀆰 ４６±１􀆰 ６１
ＳＷ９４８ ７􀆰 ７８±１􀆰 ２７ ８􀆰 ３５±０􀆰 ８９
ＳＷ１４１７ ６􀆰 ６５±０􀆰 ９６ ６􀆰 ４２±１􀆰 ４４

２􀆰 ３　 野生型和点突变型细胞系对药物的 ＩＣ５０值测定

表 １ 显示，４ 种细胞系对西妥昔单抗和帕尼单抗的 ＩＣ５０

值。 如图 ２ 所示， ３ 种点突变的细胞对两种药物的

ＩＣ５０值均比野生型细胞高（Ｐ＜０􀆰 ０５），表明经点突变后

的细胞对两种抗 ＥＧＦＲ 单抗药物的敏感性降低。

图 ２　 不同细胞系对不同药物的 ＩＣ５０值（ｕｍｏｌ ／ Ｌ）
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２􀆰 ４　 各细胞系经药物处理前后突变基因水平相对变

化　 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 分析了各点突变细胞系经药物处

理前后 ＫＲＡＳ （Ｇ１２Ｄ）、 ＰＩＫ３ＣＡ （Ｈ１０４７Ｒ） 和 ＢＲＡＦ
（Ｖ６００Ｅ）变化情况。 从表 ２ 可知，不管加或不加药，
３ ｄ之后基因突变相对水平均高于基线水平，而加药后

三种基因突变相对水平均高于不加药组，见图 ３。
表 ２　 突变基因的相对表达量

细胞系 Ｃｔ 突变 Ｃｔ 内参 αＣｔ βＣｔ γＣｔ

ＮＣＩ－Ｈ７４７ Ｄ０ ３６􀆰 ６５４ ２２􀆰 ３２７ １４􀆰 ３２７ ０􀆰 ０００ １􀆰 ０００

西妥昔单抗 ３３􀆰 ４５６ ２２􀆰 ５３６ １０􀆰 ９２０ －３􀆰 ４０７ １０􀆰 ６０７

帕尼单抗 ３３􀆰 ４８９ ２２􀆰 ３９５ １１􀆰 ０９４ －３􀆰 ２３３ ９􀆰 ４０２

不加药处理 ３４􀆰 １４２ ２２􀆰 ２７８ １１􀆰 ８６４ －２􀆰 ４６３ ５􀆰 ５１４

ＳＷ９４８ Ｄ０ ３３􀆰 ４２１ ２２􀆰 ４３１ １０􀆰 ９９０ ０􀆰 ０００ １􀆰 ０００

西妥昔单抗 ３１􀆰 １５３ ２２􀆰 ５１７ ８􀆰 ６３６ －２􀆰 ３５４ ５􀆰 １１２

帕尼单抗 ３１􀆰 ８６９ ２２􀆰 ６８６ ９􀆰 ２８３ －１􀆰 ７０７ ３􀆰 ２６５

不加药处理 ３２􀆰 ４７６ ２２􀆰 ６３２ ９􀆰 ８４４ －１􀆰 １４６ ２􀆰 ２１３

ＳＷ１４１７ Ｄ０ ３５􀆰 ９７８ ２２􀆰 ７３１ １３􀆰 ２４７ ０􀆰 ０００ １􀆰 ０００

西妥昔单抗 ３４􀆰 ２７５ ２２􀆰 ３５４ １１􀆰 ９２１ －１􀆰 ３２６ ２􀆰 ５０７

帕尼单抗 ３４􀆰 １８９ ２２􀆰 ４６２ １１􀆰 ７２７ －１􀆰 ５２０ ２􀆰 ８６８

不加药处理 ３５􀆰 ０１４ ２２􀆰 １７９ １２􀆰 ８３５ －０􀆰 ４１２ １􀆰 ３３１

　 　 注：Ｄ０ 指用药前；Ｃｔ 突变和 Ｃｔ 内参分别指突变和内参基因扩增

数；αＣｔ 指突变基因减内参基因的循环差异数；βＣｔ 指突变基因相对

Ｄ０ ｄ的相对循环差异数，γＣｔ 指突变基因相对 Ｄ０ ｄ 的相对倍数差异。

注：细胞经不同处理 ３ ｄ 后，突变细胞系突变基因相对 Ｄ０ ｄ 的表达量。

图 ３　 突变基因相对表达量

３　 讨　 论

表 皮 生 长 因 子 受 体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是 ＨＥＲ ／ ＥｒｂＢ 家族的一员，可于结直

肠癌在内的多种恶性肿瘤中过度表达［５］。 西妥昔单

抗和帕尼单抗是两种常见的抗 ＥＧＦＲ 单克隆抗体

（ＭｏＡｂｓ），两者联合化疗药物作用于 ｍＣＲＣ 患者，可使

其中位总生存期从 ６ 个月提高至近 ３０ 个月，显著改善

ｍＣＲＣ 患者的生存质量及预后［６－７］。
然而大型临床研究证实 ４８％的 ｍＣＲＣ 癌患者至

少携带一种耐药基因突变，对此类药物治疗无效。 同

时，临床研究表明大多数癌症患者并非死于原发性癌

症而是癌症的转移，导致癌症转移的信号众多，其关键

作用靶点及具体作用机制尚不完全清楚，因此癌症转

移是癌症治疗中的难题［８－９］。 抗 ＥＧＦＲ 治疗的原发、
继发性耐药机制极大地限制了抗 ＥＧＦＲ 单抗药物的应

用，耐药肿瘤细胞的早发现是克服 ＥＧＦＲ 耐药的关键

之一。 已有研究发现 ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ 和 ＰＩＫ３ＣＡ 等基因

突变可导致肿瘤对抗 ＥＧＦＲ 单抗耐药［１０－１１］。 因此，抗
ＥＧＦＲ 治疗耐药后，可通过耐药基因突变检测，对突变

激活通路行靶向干预，为制定个体化的逆转耐药方案

争取时间［１２］。 随着人们对肿瘤发展机制及其分子特

征的不断探索，“液态活检”ｃｔＤＮＡ 已成为有效检测抗

ＥＧＦＲ 治疗继发性耐药突变的重要检测手段［１３－１４］。
ｃｔＤＮＡ 是由机体细胞释放入外周血循环后发生部分降

解的内源性 ＤＮＡ，与肿瘤细胞基因组信息相一致，并
能克服组织活检有创性、组织异质性等特点。

另外，有文献报道与耐药相关的肿瘤突变细胞会

随着药物压力作用逐渐富集［１５］。 因此，本文通过对患

者 ｃｔＤＮＡ 的动态监测，可以观察到耐药细胞亚群会占

据优势，并且可从中筛选与耐药相关的点突变，进行耐

药机制的探索。 本试验研究得到 ｍＣＲＣ 患者中突变

频率最高的基因是 ＫＲＡＳ（１０ ／ ３０，３３􀆰 ３％），突变频率

最高的点突变是 Ｇ１２Ｄ。 这与我国学者潘洋滔等［１６］研

究 １１４ 例 ｍＣＲＣ 患者 ＫＲＡＳ 和 ＢＲＡＦ 基因突变，其中

以 Ｇ１２Ｄ 突变最多，占 ４９􀆰 ０６％，结果较一致。 ＫＲＡＳ
是 ＲＡＳ 基因家族的一员，当 ＫＲＡＳ 基因突变后，表达

的 ＲＡＳ 蛋白为 ＧＡＰ 敏感型即抑制 ＲＡＳ 与 ＧＡＰ 反应，
引起 ＲＡＳ 的持续活化不断地与 ＧＴＰ 结合，使下游的

ＲＡＦ－ＭＥＫ－ＥＲＫ 通路持续激活，引发肿瘤［１７］。 此外

本研究对 ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 突变基因也进行了检测，
突变频率分别为 １６􀆰 ７％和 １０􀆰 ０％。 其中 ＰＩＫ３ＣＡ 突变

主要是 Ｈ１０４７Ｒ 突变，表明 ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）在转移

性结直肠癌细胞耐药中可能起着重要的作用；而

ＢＲＡＦ 基因突变类型仅为 Ｖ６００Ｅ，与文献［１６］ 报道的

ＢＲＡＦ 基因突变类型相符。 提示在临床实践中 ＢＲＡＦ
突变型 ｍＣＲＣ 患者在治疗前也需谨慎。

筛选出 ＫＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 基因最高突变类

型后，本试验培养出相应点突变细胞系和野生型细胞

系，并行测序验证。 同时，利用 ＣＲＣ 治疗疗效较好的

西妥昔单抗和帕尼单抗两种药物处理野生型细胞系和

各点突变细胞系，并进行药物 ＩＣ５０测定，考察各细胞对

药物敏感性的变化。 研究发现，野生型细胞的西妥昔

单抗和帕尼单抗 ＩＣ５０值均比各点突变细胞要低，也就

是说，细胞经 ＫＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 点突变后，对两

种抗 ＥＧＦＲ 单抗药物的敏感性都显著降低。
虽然上述药物 ＩＣ５０值结果显示各点突变细胞系对

３５４１实用预防医学 ２０２１ 年 １２ 月 第 ２８ 卷 第 １２ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｄｅｃ． ２０２１， Ｖｏｌ． ２８， Ｎｏ．１２



药物的敏感性降低，但是也无法说明这是由该试验研

究的三个目标点突变造成的影响。 因此，为进一步探

索目标点突变是否与耐药相关，本试验将野生型细胞

和各目标点突变细胞混合，其中均使野生型细胞占主

体。 同时将每份混合细胞群体分为 ４ 份，第 １ 份作为

基线组，在第 ０ ｄ 提取 ＤＮＡ，其余 ３ 份分别为西妥昔单

抗组、帕尼单抗组和不加药组，即用西妥昔单抗、帕尼

单抗和不加药培养基培养 ３ ｄ 后提取 ＤＮＡ，观察各点

突变基因相对水平的变化。 本试验得出，即使不加药，
３ ｄ 后突变 ＫＲＡＳ、ＰＩＫ３ＣＡ 和 ＢＲＡＦ 的水平也是升高

的，考虑是 ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ
（Ｖ６００Ｅ） 引起细胞生长速度加快所导致，其中以

ＫＲＡＳ 突变引起细胞生长加速最为显著。 既往文

献［１８－２０］ 报 道， 携 带 有 ＫＲＡＳ （ Ｇ１２Ｄ ） 和 ＰＩＫ３ＣＡ
（Ｈ１０４７Ｒ）点突变细胞的生长速度、迁移能力、转移能

力均升高，和本文得出到的结果一致。 研究还发现，加
用西妥昔单抗、帕尼单抗之后，三种点突变细胞水平比

不加药明显升高，也就是说，加用这两种抗 ＥＧＦＲ 单抗

药物后，携带有 ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和

ＢＲＡＦ（Ｖ６００Ｅ）点突变的细胞比例变得更高，说明这三

个点突变与西妥昔单抗和帕尼单抗耐药相关。
本试验通过对临床 ｃｔＤＮＡ 数据动态研究，发现可

能与抗 ＥＧＦＲ 药物耐药相关的点突变，经选定相应点

突变细胞系、野生型细胞稀释、药物处理，最后通过

ＲＴ－ｑＰＣＲ检测，发现用药前后突变基因相对水平的变

化，明确了 ｃｔＤＮＡ 检测能够发现与耐药相关的点突

变，验证了 ＫＲＡＳ（Ｇ１２Ｄ）、ＰＩＫ３ＣＡ（Ｈ１０４７Ｒ）和 ＢＲＡＦ
（Ｖ６００Ｅ）点突变确实与结直肠癌细胞对西妥昔单抗和

帕尼单抗的耐药相关。 这些发现使得在含有此突变患

者身上使用靶向治疗成为可能，为受益患者的精准诊

疗提供依据。
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ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］􀆰 Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ Ｔｈｅｒ， ２０１５， １９（６）：３９７－４０８􀆰

［１２］ 　 Ｍｕｒｔａｚａ Ｍ， Ｄａｗｓｏｎ ＳＪ， Ｔｓｕｉ ＤＷ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｎｏｎ－ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ａｃｑｕｉｒｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ＤＮＡ
［Ｊ］􀆰 Ｎａｔｕｒｅ， ２０１３， ４９７（７４４７）：１０８－１１２􀆰

［１３］ 　 Ｃｈｅ Ｌ， Ｂｏｄｅ ＡＭ， Ｄｏｎｇ Ｚ􀆰 Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ： ｍｏｖｉｎｇ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［ Ｊ］ 􀆰 Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ， ２０１７， ７（１０）：
２６０６－２６１９􀆰

［１４］ 　 Ｔａｋａｉ Ｅ， Ｔｏｔｏｋｉ Ｙ， Ｎａｋａｍｕｒａ Ｈ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｕｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｔｕｍｏｒ ＤＮＡ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，２０１６， ９２４：１３－１７􀆰

［１５］ 　 Ｔｈｉｅｒｒｙ ＡＲ， Ｐａｓｔｏｒ Ｂ， Ｊｉａｎｇ ＺＱ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ＤＮＡ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ
ｃｏｎｖｅｒｇｅｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｄｕｒｉｎｇ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１７， ２３（１６）：
４５７８－４５９１􀆰

［１６］ 　 潘洋滔， 黄学锋 􀆰 转移性结直肠癌中发生 ＫＲＡＳ 与 ＢＲＡＦ 基因

同时突变的病例探究［Ｊ］􀆰 全科医学临床与教育， ２０２０， １８（８）：
６７８－６８１􀆰

［１７］ 　 Ｈｏｌｍ Ｍ， Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ Ｅ， Ｏｓｔｅｒｌｕｎｄ Ｅ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＫＲＡＳ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌｉｑｕｉｄ ｂｉｏｐｓｉｅｓ ｆｒｏｍ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｕｓｉｎｇ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ， Ｉｄｙｌｌａ， ａｎｄ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
［Ｊ］􀆰 ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０２０， １５（ １１）：ｅ０２３９８１９􀆰

［１８］ 　 Ｄｉａｚ ＬＡ Ｊｒ， Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＲＴ， Ｗｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ
ａｃｑｕｉｒｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｔａｒｇｅｔｅｄ ＥＧＦＲ ｂｌｏｃｋａｄｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒｓ
［Ｊ］􀆰 Ｎａｔｕｒｅ， ２０１２， ４８６（７４０４）：５３７－５４０􀆰

［１９］ 　 Ｈｅｃｈｔ ＪＲ， Ｄｏｕｉｌｌａｒｄ ＪＹ， Ｓｃｈｗａｒｔｚｂｅｒｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ＲＡＳ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ａｎｔｉ － ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｔｒｅａｔ Ｒｅｖ， ２０１５， ７３７２（１５）：
１０３－１０６􀆰

［２０］ 　 陈馨宁， 黄斐， 沈敏娜， 等 􀆰 转移性结直肠癌患者 ｃｔＤＮＡ 基因

突变检测方法的比较及影响因素分析［ Ｊ］ 􀆰 中国癌症杂志，
２０２１， ３１（３）：１９２－１９７􀆰

收稿日期：２０２１－０３－１２

４５４１ 实用预防医学 ２０２１ 年 １２ 月 第 ２８ 卷 第 １２ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｄｅｃ． ２０２１， Ｖｏｌ． ２８， Ｎｏ．１２




