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摘要:[目的]探讨外周血 K-ras和p53基因突变对胃癌根治术患者术后复发转移的预测价值。[方法]纳入

2010年1月~2013年12月于我院接受胃癌根治术的107例患者为对象,对其持续随访,并分别于化疗前后取外周

血标本。另于2017年3月~5月募集健康志愿者38例,取外周血标本。采用聚合酶链反应-单链构象多态性分析

(PCR-SSCP)技术检测标本 K-ras和p53基因突变情况。观察上述基因突变与胃癌患者临床病理特征及复发转移

的关系。[结果]107例患者中,共54例复发转移,发生率50.47%;化疗前p53基因突变30例,占28.04%,K-ras
基因突变35例,占32.71%。健康志愿者均未能检出p53与 K-ras基因突变。K-ras与p53基因突变受化疗影响

较轻,且与性别、年龄、手术方案等临床资料无明显关系(P>0.05)。化疗前外周血中检出p53和 K-ras基因突变

的患者术后无病生存时间明显更短(P<0.05),两基因突变均是患者术后复发转移的独立危险因素(OR=3.785,

2.983;P<0.05)。化疗前 K-ras基因突变对预测复发转移的敏感度0.556、特异度0.906;化疗前p53基因突变对

预测复发转移的敏感度0.481、特异度0.924。[结论]胃癌根治术患者术后化疗前外周血中 K-ras和p53基因突变

检出率较高,且存在上述基因突变患者更易出现复发转移。
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Abstract:[Objective]ToinvestigatetheprognosticvalueofperipheralbloodK-rasandp53genemuta-
tionsforcancerrecurrenceandmetastasisinpatientswithgastriccancerafterradicalresection.[Methods]

107patientswithgastriccancertreatedwithradicalresectionfromJanuary2010toDecember2013were
involvedandfollowedup.Theirperipheralbloodweresampledbeforeandafterchemotherapyrespective-
ly.Inaddition,38healthyvolunteerswerecollectedfrom MarchtoMayin2017,whoseperipheralblood
samplesweretakenduringmedicallyexamination.TheK-rasandp53genemutationsinspecimenswere
detectedbyPolymerasechainreaction-singlestrandconformationpolymorphism(PCR-SSCP).Therela-
tionshipbetweenthegenemutationandclinicopathologicalfeatures,recurrenceandmetastasisinpatients
withgastriccancerwereobserved.[Results]54outoftheinvolved107caseswereobservedrecurrenceand
metastasis,theincidenceratewas50.47%.Beforechemotherapy,p53genemutationwasfoundin30cases
(28.04%).K-rasgenemutationwasfoundin35cases(32.71%).Nop53andK-rasgenemutationwas
foundinhealthyvolunteers.K-rasandp53genemutationswererarelyaffectedbychemotherapy,andwere
notsignificantlyrelatedtogender,age,surgicalprotocolandotherclinicaldata(P>0.05).Diseasefreesur-



vivaltimewassignificantlyshorterinpatientswithp53orK-rasgenemutationbeforechemotherapy(P<
0.05).Thesetwomutationswereindependentriskfactorsforrecurrenceandmetastasisaftersurgery(OR
=3.785,2.983;P<0.05).ThesensitivityandspecificityforpredictingrecurrenceandmetastasisbyK-ras
genemutationwas0.556and0.906,byp53genemutationwas0.481and0.924.[Conclusion]Patientswith
radicalgastrectomyhasahighdetectionrateofK-rasandp53genemutationinperipheralblood.K-rasand
p53genemutationsarepredictorsfortheinclinationofrecurrenceandmetastasis.
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　　胃癌为消化道常见恶性肿瘤,发病率及死亡率

较高[1],根治性手术是治疗该疾病的重要措施,但术

后复发转移率较高,国内报道显示其术后复发转移

率约为44.55%~48.44%[2-3],这会严重影响患者

术后生存。针对消化系统恶性肿瘤的报道[4]显示

K-ras等基因突变与肿瘤的发生及发展有关,而胃

癌根治术后复发转移又可能与肿瘤细胞释放入血有

关。这提示术后检测患者 K-ras、p53等基因突变,
可能有助于早期发现肿瘤复发转移风险,以指导制

定治疗计划,但仍需临床研究论证。本研究纳入胃

癌根治术患者107例,开展持续随访研究,旨在探讨

上述推论,报告如下。

1　资料与方法

1.1　一般资料

纳入2010年1月~2013年12月于我院接受

根治术治疗的107例胃癌患者为对象,开展前瞻性

随访研究,本研究已获得院伦理委员会批准。107
例患者中:男76例,女31例;年龄34~75岁,平均

(48.7±12.1)岁;贲门部肿瘤28例,胃体部肿瘤33
例,胃窦部肿瘤38例,全胃肿瘤8例;根治性全胃切

除术32例,胃大部切除术75例;淋巴清除采用 D1
式手术36例,D2式手术71例;病理类型单纯腺癌

58例,印戒细胞癌8例,粘液腺癌4例,混合型37
例;参考第八版国际抗癌联盟胃癌分期手册[5],

TNM 分期ⅠB期7例、Ⅱ期12例、ⅢA期24例、Ⅲ
B期28例、ⅢC期36例;中高分化38例,低分化69
例。为对比需要,另于2017年3月~5月募集健康

志愿者38例,其中男24例,女14例;年龄35~75
岁,平均(48.1±13.1)岁。2组性别、年龄差异无统

计学意义(P>0.05)。

1.2　纳入标准

患者纳入标准:于我院接受胃癌根治术,术中病

理确诊为胃癌;病历及随访资料完整;TNM 分期Ⅰ
~Ⅲ期;术后接受EXLOX方案辅助化疗;对本研究

知情且签署同意书。健康志愿者纳入标准:年龄及

性别与患者相匹配;表观正常,常规体检内容未检出

任何异常;对本研究知情且签署同意书。

1.3　排除标准

患者排除标准:术前接受新辅助化疗或放疗;手
术切缘为R2切除,病理诊断为肉瘤、间质瘤或淋巴

瘤;术后辅助化疗前死亡;合并经血液传播的传染性

疾病。健康志愿者未另设排除标准。

1.4　随访方法

所有患者术后修养28d,随后参考 XELOX方

案接受化疗,标准流程6周,其中88例完成全程辅

助化疗;19例患者未完成。术后对患者持续随访,
每月CT复查1次,如提示复发转移,则进一步行

MRI、PET/CT、淋巴结穿刺活检等方案明确诊断,
对确诊复发转移患者,以 CT 复查提示转移时间为

转移发生时间,记录患者无病生存时间。研究截止

时间2017年5月31日,患者随访时间8~71个月,
平均(44.06±18.18)个月,分别于随访第32个月、

41个月、41个月失访3例,占28.04%。

1.5　检测方案

分别于所有患者辅助化疗前、88例完成辅助化

疗患者化疗后,对照组入组时,取外周血5ml,所有

患者胃癌根治术中取门静脉血5ml,以乙二胺四乙

酸抗凝,-20℃冻存。采用聚合酶链反应-单链构象

多 态 性 分 析 (polymerase chain reaction-single
strandconformationpolymorphism,PCR-SSCP)检
查外周血 K-ras和p53基因突变:①采用 Chelex-
100方法提取有核细胞 DNA。②PCR扩增。反应

体系:15mmol/L氯化镁5μl,10×dNTP5μl,上游

及下游引物各25pmol,基因组DNA1μl,以去离子水

配置为50μl进行反应。其中引物见表1。反应条

件:96℃预变性7min,94℃下加入 TaqDNA聚合酶

5U,94℃变性40s,55℃退火60s,72℃延伸60s,循
环35次,72℃延伸7min。③扩增产物电泳,鉴定产

物质量。④扩增产物浓度调整至相同,取8μl,加入

等量甲酰胺,热变性、冰浴后,银染并观察结果。

1.6　统计学处理

采用SPSS19.0处理数据,计数资料计算构成

比,外周血中 K-ras与p53基因突变在化疗前后的

变化情况采用McNemar检验;K-ras与p53基因突

变与其它临床指标的关系采用χ2 检验评价;2者与
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患者复发转移的关系采用 Kaplan-Meier 分析评

价;患者复发转移的独立危险因素采用Cox 回归分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

表1　PCR扩增引物序列

基因 引物序列 长度/bp
p53
　外显子5-6 f:5′-GCAGTTCCTCTTCCTGCAGTACTC-3′;r:5′-AACCAGACCTCAGGCGGCTCATAG-3′ 410
　外显子7-8 f:5′-TGTTGTCTCCTAGGTTGGCTCTGACTA-3′;r:5′-GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGTGC-3′ 580
　外显子9 f:5′-CCTATCCTGAGTAGTGGT-3′;r:5′-GTCCTGCTTGCTTACCTC-3′ 165
K-ras
　外显子1 f:5′-GTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG-3′;r:5′-AAGAATGGTCCTGCACCAGTAATA-3′ 250
　外显子2 f:5′-AGGTGCACTGTAATAATCCAGACTGTG-3′;r:5′-GCACTATAATTACTCCTTAATGTCAGC-3′ 260
　外显子3 f:5′-GACTGAATATAAACTTGTGG-3′;r:5′-CTCTATTGTTGGATCATATT-3′ 108

2　结果

2.1　患者预后描述性统计

截至随访末期,107例患者中,共54例复发转

移,发生率50.47%,其累积无病生存期见图1。复

发转移患者中22例确诊为局部复发,32例确诊为

远处转移。54例复发转移患者中,53例死亡,1例

截至随访末期仍存活;53例未发现复发转移患者

中,2例因疑似自杀死亡,此2例患者不归入复发转

移患者。

2.2　患者化疗前外周血 K-ras和p53基因突变发

生情况

凝胶电泳条带中p53条带位于410bp、165bp
提示正常,其余提示突变,见图2A,本研究107例患

者化疗前检出p53基因突变30例,占28.04%;健
康志愿者均未能检出p53基因突变。K-ras条带位

于260bp、108bp提示正常,其余提示突变,见图

2B,本研究患者化疗前检出 K-ras基因突变35例,
占32.71%;健康志愿者均未能检出基因突变。另:

K-ras与p53基因均突变患者28例,占26.17%;K-
ras与P53基因任一蜕变患者37例,占34.58%。

2.3　化疗对外周血 K-ras和p53基因突变的影响

对88例完成整个化疗周期的患者进行 Mc-
Nemar配对检验,结果显示化疗对外周血 K-ras和

p53基因突变无明显影响(P>0.05),见表2。由

于

化疗前检测数据更完整,故后续分析均以化疗前

K-ras和p53基因突变情况为准。经 McNemar 检

验,化疗前后 K-ras和p53基因突变发生情况均无

明显变化(P>0.05)。

图1　所有患者累积无病生存函数曲线

A:p53基因;B:K-ras基因

图2　p53与 K-ras基因突变示意图

表2　88例患者化疗前后外周血 K-ras和p53基因突变变化情况

例(%)

化疗前
化疗后 K-ras基因突变

突变 未突变 总计

化疗后p53基因突变

突变 未突变 总计

突变 28(31.82) 0(0.00) 28(31.82) 24(27.27) 0(0.00) 24(27.27)

未突变 2(22.73) 58(65.91) 60(68.18) 1(1.14) 63(71.59) 64(72.73)
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总计 30(34.09) 58(65.81) 88(100.00) 25(28.41) 63(71.59) 88(100.00)

2.4　化疗前 K-ras和p53基因突变与其它临床指

标关系

经χ2 检验,K-ras和p53基因突变均与性别、
年龄、肿瘤部位、手术方案、淋巴清除方案、分化情

况、TNM 分期无关(P>0.05),见表3。

2.5　化疗前外周血 K-ras和p53基因突变对术后

无病生存率的影响

外周血p53基因突变患者平均无病生存时间估

计值(34.77±3.40)个月,明显短于无突变患者

(56.17±2.39)个月,差异有统计学意义(Logrank

χ2=24.172,P<0.01);外周血 K-ras基因突变患

者平均无病生存时间估计值(39.29±3.43)个月,明
显短于无突变患者(56.27±2.56)个月,差异有统计

学意义(Logrankχ2=18.724,P<0.01)。累积无

病生存时间函数曲线见图3。

2.6　患者术后复发转移的独立危险因素分析

纳入性别、年龄、手术类型、淋巴结清除方式、

TNM 分期、肿瘤分化程度为协变量,以术后复发转

移为因变量,经Cox回归分析显示p53基因突变和

Kras基因突变均是复发转移的独立危险因素,见
表4。

2.7　外周血p53与 K-ras基因突变对术后复发转

移的预测效能

30例p53基因突变患者中,26例复发;35例

K-ras基因突变患者中,30例复发,见表5。经χ2 检

验,复发转移患者中 K-ras与p53基因突变患者均

明显高于无复发转移患者,差异有统计学意义(χ2

=25.850,21.853;均P<0.01)。化疗前 K-ras基

因突变对预测复发转移的敏感度0.556、特异度

0.906;化疗前p53基因突变对预测复发转移的敏感

度0.481、特异度0.924。

表3　化疗前 K-ras和p53基因突变与

其它临床指标关系 例(%)

指标 例数 K-ras突变 P53突变

性别

　男 76 21(27.63) 18(26.68)

　女 31 14(45.16) 12(38.71)

年龄/岁

　>60 58 20(34.48) 17(29.31)

　≤60 49 15(30.61) 13(26.53)

肿瘤部位

　贲门部 28 9(32.14) 7(25.00)

　胃体部 33 10(30.30) 10(30.30)

　胃窦部 38 13(34.21) 11(28.95)

　全胃 8 3(37.50) 2(25.00)

手术类型

　全胃切除 32 14(43.75) 11(34.38)

　胃大部切除 75 21(28.00) 19(25.33)

淋巴结清除

　D1 36 14(38.89) 12(33.33)

　D2 71 21(29.58) 18(25.35)

TNM 分期

　ⅠB~Ⅱ 19 4(21.05) 4(21.05)

　ⅢA~ⅢC 88 31(35.23) 26(29.55)

分化情况

　中高分化 38 10(26.32) 8(21.05)

　低分化 69 25(36.23) 22(31.88)

A:p53基因;B:K-ras基因

图3　化疗前外周血 K-ras和p53基因突变对术后无病生存率的影响
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表4　患者术后复发转移的独立危险因素分析

指标 β 标准误 Wald P OR(95%CI)

p53基因突变 1.331 0.276 23.198 0.000 3.785(2.202~6.506)

K-ras基因突变 1.093 0.367 8.873 0.003 2.983(1.882~5.711)

表5　外周血p53与 K-ras基因突变与术后复发转移的关系 例(%)

复发转移
化疗前 K-ras基因突变

突变 未突变 总计

化疗前p53基因突变

突变 未突变 总计

是 30(28.04) 24(22.43) 54(50.47) 26(24.30) 28(26.17) 54(50.47)

否 5(4.67) 48(44.86) 53(49.53) 4(3.74) 49(45.79) 53(49.53)

总计 35(32.71) 72(67.29) 107(100.00) 30(28.04) 77(71.96) 107(100.00)

3　讨论

胃癌患者术后高复发转移率使得患者生存率较

低,本研究患者5年累积无病生存率51.50%。龚

巍巍等[6]报道浙江省2005~2010年胃癌患者的5
年累积观察生存率为39.03%;一项日本的全国范

围报道[7]则提示随胃癌 TNM 分期的升高,患者5
年累积存活率从92.2%下降至14.9%。可见,术后

早期探明患者肿瘤复发转移风险,从而指导调整治

疗方案,可能有助于提升患者预后。
近年研究认为肿瘤形成过程中存在基因形态的

改变,这对指导开展更具靶向性的治疗方案有重要

价值[8]。且报道显示p53和ras基因在胃癌中存在

高频率突变现象,其中 K-ras基因突变与肿瘤早期

恶性 变 有 关,p53 突 变 则 主 要 发 生 于 胃 癌 中 晚

期[9-10]。这提示如果癌细胞释放入血,可能能够于

外周血中检出p53和 K-ras基因突变,而癌细胞释

放入血又与癌症术后复发转移有关,因此可进一步

推测术后外周血中检出 K-ras基因或p53基因突变

者,更容易发生胃癌复发转移。本研究术后化疗前

检出p53基因突变30例,占28.04%,检出K-ras基

因突变35例,占32.71%,而健康志愿者均未能检

出上述基因突变,说明胃癌的发生及发展可能确与

p53或 K-ras基因突变,这与既往报道[11-12]结论相

符。既往病理学研究[13]主要于肿瘤组织中观察上

述基因突变的情况,本研究结果则提示外周血中也

能够检出上述基因突变情况,推测这与手术操作有

关,也表明开展更为精准的术式,避免癌细胞及相关

DNA碎片释放入血,可能有助于减少肿瘤术后复发

转移发生率。
本研究发现术后外周血中检出 K-ras、p53基因

突变的比例不因化疗而变化,表明癌细胞在术后释

放入血,在短时间内难以通过机体免疫功能自我清

除,这为其转移奠定了基础。同时,K-ras、p53基因

突变与 TNM 分期、肿瘤分化程度等指标无明显相

关性,且本研究证实2因素是患者术后肿瘤复发转

移的独立危险因素,而赵丹等[14]报道则提示 TNM
分期也与患者术后肿瘤复发有关,Kang等[15]报道

也指出多种临床病理因素与患者术后肿瘤复发转移

有关,造成差异的机制可能是 K-ras和p53对复发

转移的影响机制掩盖了其它因素的作用有关,另外

也可能与研究样本量有关,需要后续研究深入探讨。
本研究发现外周血中检出 K-ras、p53基因突变

者,其术后无病生存时间明显短于未检出上述基因

突变者,且上述基因突变对预测患者术后复发转移

的特异度极高,K-ras基因突变预测复发转移的特

异度0.906,p53基因突变为0.924,这说明对胃癌

根治术患者,术后检测外周血上述基因突变有重要

意义,能够检出上述基因患者的复发转移率明显提

升,需要重点关注。
综上,外周血中 K-ras和p53基因突变对预测

胃癌术后复发转移有极高的特异性,这对制定更具

针对性的胃癌术后治疗方案有一定意义。
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