
kines after percutaneous coronary intervention ( PCI) treatment in acute myocardial infarction ( AMI ) patients．
Methods 118 incipient AMI patients with successful underwent PCI ( Defined as treatment group，blood samples
were collected from pre-operation，12 h after operation，24 h after operation，48 h after operation and 90 d postop-
erative follow-up period) and 52 AMI patients with diagnostic coronary angiography ( CAG) ( Defined as control
group，blood samples were collected prior to CAG，12 h after CAG，24 h after CAG，48 h after CAG and 90 d fol-
low-up period) were enrolled in this study． Serum levels of IL-6，IL-18，hs-CＲP，TNF-α and MMP-9 were detec-
ted in all the subjects by enzyme-linked immune sorbent assay( ELISA) and major adverse cardiac events( MACE)

occurrence rate was analyzed in 90 days followed-up cases． Ｒesults No significant differences in baseline levels of
IL-6，IL-18，hs-CＲP，TNF-α and MMP-9 were found in the two study groups( P ＞ 0. 05) ． No significant differences
of levels of IL-6，IL-18，hs-CＲP，TNF-α and MMP-9 were found after CAG in control group ( P ＞ 0. 05) ． The serum
levels of IL-6，IL-18，hs-CＲP and TNF-α after PCI were significantly increased ( P ＜ 0. 01 ) while no significant
differences were found in level of MMP-9 ( P ＞ 0. 05) in PCI group． There were significant differences of levels of
IL-6，IL-18，hs-CＲP and TNF-α between MACE group and without MACE group after PCI． The multivariable lo-
gistic analysis showed that IL-6，IL-18，hs-CＲP and TNF-α were risk factors of MACE after 90 days follow-up．
Conclusion The concentrations of serum IL-6，IL-18，hs-CＲP and TNF-α are significantly increased in AMI pa-
tients treated with PCI． PCI operation may induce inflammatory reaction． High serum levels of peripheral inflamma-
tory cytokines IL-6，IL-18，hs-CＲP and TNF-α have an important role in major adverse cardiac events( MACE) and
short-term prognosis in the first AMI patients treated with successful primary PCI．
Key words acute myocardial infarction; interleukin-6; interleukin-18; high-sensitivity C-reactive protein; tumor
necrosis factor-alpha; percutaneous coronary intervention

sAＲMS-PCＲ 检测非小细胞肺癌肿瘤组织中
KＲAS、BＲAF 基因突变研究

邵 璐1，侯丹阳1，冷再君1，徐修才2，伍 权2，操乐杰1

摘要 目的 针对非小细胞肺癌( NSCLC) 患者组织标本鼠

类肉瘤病毒癌基因同源基因( KＲAS) 和鼠类肉瘤滤过性毒

菌致癌同源体 B1( BＲAF) 驱动基因突变使用特异引物双扩

增实时蝎形探针扩增阻滞突变系统( sAＲMS-PCＲ) 检测的可

行性; 了解 KＲAS 和 BＲAF 基因突变患者临床病理特征，为

NSCLC 患者个体化治疗提供理论依据。方法 收集 89 例

NSCLC 患者肿瘤组织甲醛固定石蜡包埋标本( FFPE) ，采用

FFPE 样品 DNA 分离试剂盒 ( 离 心 柱 型) 提 取 DNA，使 用

sAＲMS-PCＲ 同时进行 KＲAS 及 BＲAF 基因突变检测。结果
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① KＲAS 基因突变 21 例( 21 /89) ; 其中 KＲAS 基因 7 种热点

突变中，检出 6 种热点突变，均位于第 12、13 位密码子，1 例

同时检出存在 G12D 及 G12V 位点突变，1 例同时检出存在

G12C 及 G12V 位点突变; 未发现 G12S 突变型; ② BＲAF 基

因突变 1 例( 1 /89) ，突变位点为 V600E，为女性，黏液腺癌;

③ 未见 KＲAS 和 BＲAF 基因同时突变现象。结论 临床使

用 sAＲMS-PCＲ 技术检测 NSCLC 患者 KＲAS 和 BＲAF 基因

突变有较强敏感性，且石蜡组织标本取材方便，可以作为两

种基因的临床检测方法; KＲAS 和 BＲAF 基因突变与年龄、

吸烟史、病理分型等均无明显相关性，KＲAS 基因突变与性

别相关，男性高于女性; KＲAS 与 BＲAF 基因是独立存在的。

关键词 非小细胞肺癌; 鼠类肉瘤病毒癌基因同源基因; 鼠

类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B1; 特异引物双扩增即时

PCＲ 技术
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针对驱动基因的靶向治疗药物逐渐成为目前肺

癌个体化治疗研究的热点，主要集中在包括表皮生

长因子受体( epidermal growth factor receptor，EGFＲ)

在内的数个信号转导途径，尤其是表皮生长因子受

体络氨酸激酶抑制剂( epidermal growth factor recep-
tor-tyrosine kinase Inhibitors，EGFＲ-TKI) 药物的研发

及临床应用，延长了非小细胞肺癌 ( non-small cell
lung cancer，NSCLC) 患者的生存期，EGFＲ 基因突变

与 EGFＲ-TKI 的 相 关 性 已 经 得 到 了 很 好 的 验

证［1 － 4］。但临床观察 显 示，虽 然 有 部 分 患 者 存 在

EGFＲ 基因突变，但对 EGFＲ-TKI 的治疗效果变异很

大，可能与 ＲAS-ＲAF-丝裂原激活蛋白激酶的激酶

( mitogen-activated protein kinase kinase，MEK) -细胞

外 信 号 调 节 激 酶 ( extracellular-signal-regulated ki-
nase，EＲK) 信号传导系统的下游信号因子鼠类肉瘤

病毒癌基因同源基因( kirsten rat sarcoma viral onco-
gene homolog，KＲAS) 或鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同

源 体 B1 ( V-rafmurine sarcoma viral oncogene ho-
mologB1，BＲAF) 基因突变部分相关［5］，因此给患者

行 TKI 治疗前仅仅检测 EGFＲ 是否突变可能不够全

面，在行 EGFＲ 基因突变检测同 时 需 行 KＲAS 和

BＲAF 突变检测有利于做出更全面的治疗决策。目

前 KＲAS、BＲAF 基因检测主要有直接测序法、焦磷

酸测序法、高分辨率熔解曲线分析法( high resolution
melting，HＲM) 等，但大多存在敏感性低、易污染等

问题，而特异引物双扩增实时蝎形探针扩增阻滞突

变 系 统 ( amplitieafion refractory mutation system，

AＲMS) 因其高敏感性、高特异性等优势受到临床广

泛欢迎。该研究旨在对 KＲAS、BＲAF 基因突变的检

测确立临床检验方法及两种基因与临床病理特征关

系进行探讨，为肺癌个体化治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 标本来源 选取安徽医科大学附属省立医院

2013 年 1 月 ～ 12 月 NSCLC 组织学石蜡包埋组织标

本 89 例，其中经胸外科手术切除标本 83 例，锁骨上

转移性淋巴结活检 3 例，肺穿刺活检 1 例，恶性胸腔

积液 2 例。标本经病理学确诊为 NSCLC，均为甲醛

固定石蜡包埋标本。标本采集前均未接受任何抗肿

瘤治疗，无其他原发肿瘤病史。患者临床资料主要

包括性别、年龄、吸烟史、肿瘤类型、TNM 分期等; 分

期依据 2011 年由国际肺癌研究学会( IASLC) 、美国

胸科学会( ATS) 及欧洲呼吸学会( EＲS) 制定的肺癌

的国际多学科分类标准。

1． 2 主要试剂 甲醛固定石蜡包埋标本( formalin-
fixed paraffin-embedded，FFPE) 样品 DNA 分离试剂

盒( 离心柱型) 、人类 KＲAS 基因 7 种突变检测试剂

盒( 荧光实时 PCＲ) 、人类 BＲAF 基因 V600E 突变检

测试剂盒( 荧光实时 PCＲ) 均购自厦门艾德生物科

技有限公司。
1． 3 FFPE 标本处理及 DNA 提取 所有石蜡组织

标本均经病理学确诊，且肿瘤细胞含量≥10%，佩戴

一次性手套，使用徕卡手动切片机连续切取每份

FFPE 标本，切片厚度为 5 μm，共 8 ～ 10 张，放置离

心管中备用，更换 FFPE 标本时需用 75% 乙醇溶液

擦拭切片机，避免切片机上残余的蜡块交叉污染。
所有标本应用 FFPE 样品 DNA 分类试剂盒( 离心柱

型) 提取 DNA，具体操作步骤按说明书进行。提取

的 DNA 均 使 用 SMA4000 超 微 量 紫 外 分 光 度 计

( AmoyDx 北京仪器有限公司) 行浓度测定，DNA 的

260 nm 和 280 nm 处光密度( optical delnsity，OD) 比

值 OD260 /OD280均在 1. 8 ～ 2． 0，并放置 － 20 ℃ 环境

保存。
1． 4 KＲAS、BＲAF 基因检测 所提取的 DNA 分

别根据人类 KＲAS 基因 7 种突变检测试剂盒( 荧光

实时 PCＲ) ，人类 BＲAF 基因 V600E 突变检测试剂

盒( 荧光实时 PCＲ) 所附说明书的步骤操作并运用

Applied Biosystems 7500 实时 PCＲ 及操作系统( 美

国应用生物系统公司) 行 KＲAS、BＲAF 联合检测。
见图 1。
1． 5 统计学处理 运用 SPSS 16． 0 软件分析数据，

基因突变状态与临床病理学特征采用 χ2 检验。

2 结果

2． 1 临床病理学资料特点 本研究 89 例 NSCLC
患者，其中男 54 例，女 35 例，男女比例约为 1. 5 ∶ 1;

年龄 37 ～ 82 岁，中位年龄 60 岁，平均水平和变异程

度指标 61 岁，＜ 61 岁 49 例，≥61 岁 40 例; 吸烟组

39 例，非吸烟组 50 例; 腺癌 88 例，非腺癌 1 例; I ～
II 期 73 例，III ～ IV 期 16 例。
2． 2 KＲAS 及 BＲAF 基因状态与临床病理特征的

相关性 89 例 NSCLC 患者中，KＲAS 基因突变率

23. 6% ( 21 /40) ，男 17 例，女 4 例，男性和女性突变

率分别为 31. 5% ( 17 /54) 和 11. 4% ( 4 /35 ) ，两者之

间差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。吸烟者 39 例，检

出 KＲAS 基 因 突 变 12 例; 非 吸 烟 者 50 例，检 出

KＲAS 基 因 突 变 9 例，突 变 率 分 别 为 30. 8% 和

18. 0%，吸烟者高于非吸烟者，但两者之间差异无统
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图 1 KＲAS、BＲAF 基因 sAＲMS-PCＲ 检测结果

A、B、C: KＲAS 突变型; D: 复合突变 p． G12V 和 p． G12D; E: 复合突变 p． G12V 和 p． G12C; F: BＲAF 基因突变型

计学意义。Ⅰ ～Ⅱ期与Ⅲ ～Ⅳ期患者之间突变率差

异无 统 计 学 意 义。见 表 1。BＲAF 基 因 突 变 率

2. 5% ( 1 /40) ，与年龄、性别、吸烟史、病理类型、分

期差异均无统计学差异。

表 1 KＲAS 基因状态与临床病理特征的相关性( n)

项目 总数
KＲAS

野生型 突变型 P 值 χ2 值

年龄( 岁)

≥61 40 29 11 0． 433 0． 614
＜ 61 49 39 10

性别

男 54 37 17 0． 030 4． 737
女 35 31 4

吸烟史

吸烟 39 27 12 0． 159 1． 982
非吸烟 50 41 9

病理类型

腺癌 88 67 21 0． 113 －
非腺癌 1 1 0

分期

Ⅰ ～Ⅱ 73 58 15 0． 273 1． 199
Ⅲ ～Ⅳ 16 10 6

2． 3 KＲAS 基因突变类型分析 89 例 NSCLC 患

者标本行 7 种 KＲAS 基因突变类型检测，分别为

G13D、G12A、G12D、G12C、G12Ｒ、G12V、G12S，其中

检出 KＲAS 基因突变 21 例，均发生在第 12 或 13 号

密 码 子，其 中 1 例 p． G13D，6 例 p． G12A，6 例

p． G12D，5 例 p． G12C，1 例 p． G12Ｒ，1 例复合突变

为 p． G12V 和 p． G12D，1 例复合突变为 p． G12V 和

p． G12C，未检出 p． G12S。见表 2。

表 2 KＲAS 基因突变类型分析

突变名称 碱基变化 数目( 例)

G12D GGT ＞ GAT 6
G12A GGT ＞ GCT 6
G12V GGT ＞ GTT 0
G12S GGT ＞ AGT 0
G12Ｒ GGT ＞ CGT 1
G12C GGT ＞ TGT 5
G13D GGC ＞ GAC 1
G12C 和 G12V GGT ＞ TGT 和 GGT ＞ GTT 1
G12D 和 G12V GGT ＞ GAT 和 GGT ＞ GTT 1

2． 4 KＲAS 基因与 BＲAF 基因共存情况 89 例

NSCLC 肿瘤标本同步行 KＲAS 和 BＲAF 基因检测，

同一患者未检出 KＲAS、BＲAF 双突变。

3 讨论

ＲAS 蛋白又称 P21 蛋白，普遍存在于哺乳动物

基因组中，突变的 ＲAS 蛋白持续与 GTP 结合处于活

化状态，引起下游信号分子持续活化，促进肿瘤细胞

的增殖、存活和转移。ＲAF 蛋白是 EGFＲ 信号通路

中 KＲAS 下游重要的信号分子，是 ＲAS-ＲAF-MEK-
EＲK 信号转导通路重要的转导因子，其将信号从

KＲAS 传导至 MEK1 /2，参与调控细胞的生物学事

件，如细胞生长、分化和凋亡。在人类癌症中突变的
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ＲAS 基因编 码 的 蛋 白 质 突 变 发 生 在 G12、G13 或

Q61。1984 年人类首次在肺癌中发现 KＲAS 基因突

变，主要发生在密码子 12 或 13。
在西方国家中，肺癌的 KＲAS 突变率达 15% ～

30%，低于亚裔患者［6 ～ 9］的 20% ～ 30%，更频发于

来自吸烟者的腺癌［10 － 11］，KＲAS 突变在非吸烟肺癌

患者中并不罕见，约占 15%，本研究中的 89 例实验

标本，运用 AＲMS-PCＲ 测出 KＲAS 基因突变率为

23． 6%，与 文 献［6 ～ 9］ 报 道 一 致，吸 烟 者 突 变 率 为

30. 8% ( 12 /39 ) ，非吸烟者突变率为 18% ( 9 /50 ) ，

LCINS 突变率虽略高于文献报道，但吸烟者和未吸

烟者突变率之间差异无统计学意义，与国外研究［18］

的 KＲAS 基因突变更常见于吸烟者的报道不一致，

是否存在相关性可以扩大样本量进一步研究。
本实验中，KＲAS 基因突变与年龄、病理类型、

吸烟、肿瘤分化程度等临床病理特点无相关性，与相

关报道［12 － 13］一致，与性别是否相关，在国内外报道

中未 能 统 一，本 实 验 中 男 性 KＲAS 突 变 率 为

31. 5%，女性为 11. 4%，差异有统计学意义，提示

KＲAS 基因突变在男性中更常见。
KＲAS 点突变好发在第 12 或 13 号密码子，本

实验中第 12 号密码子突变率为 22. 5% ( 20 /89 ) ，1
例发生在第 13 号密码子，突变率为 1. 1% ( 1 /89 ) ，

发生在第 12 号密码子的突变数目远高于第 13 号密

码子的突变数目，其中检测出 2 例复合突变，均发生

于第 12 号密码子，1 例为 p. G12V 和 p. G12D，1 例

为 p. G12V 和 p. G12C，均为男性，有吸烟史，腺癌患

者，同时行 EGFＲ 基因检测，结果均为野生型。
BＲAF 基因突变见于多种肿瘤，以直肠癌突变

率最高，约 15%，在黑色素瘤、肺癌、甲状腺癌、肝癌

及胰腺癌中均存在不同比例的突变。在 NSCLC 中，

突变率为 1% ～2%，其中大部分是腺癌。目前识别

超过 40 种突变，在各种不同类型的突变中，约 90%
的 BＲAF 突变发生于谷氨酸残基 600 单个替换为缬

氨酸( V600E ) 。本研究中，只有 1 例患者检测出

BＲAF 基因突变，发生在女性，非吸烟，KＲAS 基因野

生型患者，突变率为 1. 1% ( 1 /89 ) ，研究标本量较

少，可通过扩大样本量来进一步证实突变率。在目

前的研究［14］中，BＲAF 突变与 KＲAS 突变是排斥存

在的，本实验中未发现 KＲAS 和 BＲAF 基因同时存

在的病例。
原发灶和转移灶中相关基因突变位点可能不完

全相同，在使用靶向治疗时，不应忽略原发灶和转移

灶可能存在基因突变位点不一致的现象。本研究

中，标本选择有 3 例来自于转移性淋巴结，2 例来自

恶性胸腔积液，由于标本来源少，故未行原发灶及转

移灶基因突变状态对比研究。
对于 EGFＲ 突变型的 NSCLC 患者，EGFＲ-TKIs

治疗有效率为 70% ～80%，有 20% ～30% 的患者存

在原发性耐药，还有些患者初始治疗有效，后出现继

发性耐药，这可能与 KＲAS 或 BＲAF 基因突变部分

相关，因此给患者行 TKI 治疗前仅仅检测 EGFＲ 是

否突变可能是不够的，在行 EGFＲ 基因突变检测同

时需行 KＲAS 和 BＲAF 突变检测。
目前基因检测方法有很多种，直接测序法仍为

金标准，但存在操作复杂、易污染、特异性低等，张海

萍 等［15］通过对 827 例肿瘤病理石蜡切片样品提取

DNA，同时运用 ADX-AＲMs 技术和测序法进行检

测，两种检测方法总体一致率为 94. 4%，突变一致

率为 100. 0%，野生型一致率为 92. 5%，提示 ADX-
AＲMs 技术检测突变率较高，支持了 ADX-AＲMs 技

术的优势，指出了 ADX-AＲMs 技术具有较高的检测

灵敏度 和 可 靠 性。本 实 验 运 用 sAＲMS-PCＲ 法 对

NSCLC 患者石蜡包埋组织同时检测 KＲAS、BＲAF
基因的突变状态，检测出基因突变率与国内外研究

报道一致，临床使用 sAＲM-PCＲ 技术检测 NSCLC 患

者 KＲAS 基因和 BＲAF 基因突变有较强敏感性，且

石蜡组织标本取材方便，可作为这两种基因的临床

检测方法。
带有 KＲAS 第 12 号密码子突变的患者和野生

型相比，化疗反应率相似，但带有 KＲAS 基因第 13
号密码子突变的患者比 KＲAS 野生型患者化疗后总

体反应率更差，BＲAF 基因是多种肿瘤的驱动基因，

可能成为 NSCLC 患者治疗的新靶点，因此 NSCLC
患者多基因检测对肺癌个体化治疗有重要意义。
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sAＲMS-PCＲ detection in non-small cell lung cancer
tumor tissue KＲAS，BＲAF gene mutation

Shao Lu，Hou Danyang，Leng Zaijun，et al
( Dept of Ｒespiratory，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the feasibility of use scorpion probe amplification refractory mutation system
( sAＲMS-PCＲ) to detect Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog( KＲAS) and V-rafmurine sarcoma viral onco-
gene homologB1( BＲAF) gene mutations in non-small cell lung cancer( NSCLC) patients． To realize the clinical
and pathological feature of KＲAS，BＲAF gene mutations in NSCLC patients，and to provide a theoretical basis for
individualized treatment of NSCLC patients． Methods We collected 89 cases of tumor formalin-fixed paraffin-em-
bedded tissue specimens ( FFPE) in NSCLC patients，then used DNA isolation kit to extract DNA，and used sAＲMS
to test KＲAS and BＲAF gene mutation． Ｒesults ① We found KＲAS mutations in 21 patients( 21 /89) ，the muta-
tion rate was 23． 6% ; the KＲAS gene mutations included seven kinds of hot spots mutations，in which 6 were loca-
ted at codon 12 and 13; the G12D and G12V site mutation and the G12C and G12C were detected from the 6 hot
spots respectively; G12S mutant was not found;② We only found BＲAF gene mutation in one patient( 1 /89) ，the
mutation rate was 1． 1% ． The mutation site was located at V600E，was a women，mucinous adenocarcinoma pa-
tient;③ KＲAS and BＲAF gene never co-existed in the same patient． Conclusion Using sAＲMS-PCＲ technology
to detect KＲAS and BＲAF gene mutations is feasible in NSCLC patients． There is no significant correlation with
age，smoking history，pathological type in KＲAS and BＲAF gene mutations in NSCLC patients． KＲAS gene muta-
tion is related to gender，more common in women than in men( P ＜ 0. 05) ; KＲAS and BＲAF gene never coexist in
the same patient．
Key words NSCLC; KＲAS; BＲAF; sAＲMS
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