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结直肠癌患者血清外泌体与组织中 KRAS，BRAF，NRAS
和 PIK3CA 基因突变检测及临床意义的比较

靳　杨 1，姜利琼 2，房　烨 1，曾燕兰 1，何　毅 1，边革元 1( 1. 中国人民解放军联勤保障部队第九二〇医院重症医学科 , 
昆明 650032；2. 云南省阜外心血管病医院健康管理中心，昆明 650102 )

摘　要：目的　检测结直肠癌 (colorectal cancer, CRC) 患者血清外泌体 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 相关基因位

点的突变，分析其与癌组织基因突变的一致性及其可能的影响因素。方法　2019 年 2 月～ 2021 年 1 月中国人民解放

军联勤保障部队第九二〇医院 100 例结直肠癌患者作为研究对象。提取患者血清外泌体，并用蛋白免疫印迹（Western 
blot，WB）法检测外泌体标志物 CD63 和 TSG101 的蛋白表达；聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）检

测血清外泌体及手术切除的癌组织中 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基因突变情况，Kappa 一致性检验分析血清外

泌体突变与组织突变的一致性，Logistic 单因素回归分析影响一致性的因素。结果　癌症基因组图谱（the cancer genome 
atlas，TCGA）数据显示，KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的结直肠癌突变率分别为 35% ～ 96%，5% ～ 15%，5% ～ 30%
和 18% ～ 36%，且 KRAS 和 BRAF 的突变与结直肠癌患者的低存活率有关。血清外泌体中 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 的突变率分别为 94.00%，11.00%，17.00% 和 35.00%；结直肠癌组织 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的突

变率分别为 34.00%，5.00%，6.00% 和 16.00%；血清外泌体中 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的突变率均高于组织，

差异有统计学意义（χ2=101.027 ～ 256.250，均 P ＜ 0.05）。血清外泌体与组织中 KRAS 突变的一致率为 40.00%（Kappa
值 =0.064，P>0.05），BRAF 突变的一致率为 99.00%（Kappa 值 =0.599，P<0.05），NRAS 突变的一致率为 89.00%
（Kappa 值 =0.475，P<0.05），KRAS 突变的一致率为 81.00%（Kappa 值 =0.523，P<0.05）。ECOG 评分、转移、临床

分期是影响外泌体和组织 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的突变检测一致性的因素。结论　结直肠癌患者血清外泌

体 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的突变率高于组织，二者 BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的一致性中等，为外泌体的

基因检测指导临床靶向治疗提供参考。
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Abstract: Objective　To detect the mutations loci in exosomes related gene of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA in patients 
with colorectal cancer(CRC), and analyze the consistency with cancer tissue gene mutations and its possible influencing factors. 
Methods　From February 2019 to January 2021, 100 patients with colorectal cancer in the No. 920 Hospital of the Joint 
Logistics Support Force of the Chinese People’s Liberation Army were selected as the research object. The serum exosomes of 
patients were extracted, and the protein expressions of exosomes markers CD63 and TSG101 were detected by Western blot 
(WB).Detection of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA gene mutations in serum exosomes and surgically resected cancer tissues 
by polymerase chain reaction (PCR). Kappa consistency test was used to analyze the consistency between serum exosome 
mutations and tissue mutations. Logistic univariate regression was used to analyze the factors affecting the consistency. Results　
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The cancer genome atlas (TCGA) data showed that the mutation rates of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA were 35% ～ 96%，

5% ～ 15%，5% ～ 30% and 18% ～ 36%， respectively, and the mutations of KRAS and BRAF were related to the low survival 
rate of colorectal cancer patients. The mutation rates of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA in serum exosomes were 94.00%, 
11.00%, 17.00% and 35.00% respectively. The mutation rates of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA in tissues were 34.00%, 
5.00%, 6.00% and 16.00% respectively. The results of tissue gene testing were provided by the clinical pathology laboratory，the 
mutation rates of KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA in serum exosomes were higher than those in tissues, and the differences 
were statistically significant(χ2=101.027 ～ 256.250，all P < 0.05). The consistency rate of KRAS mutation in serum exosomes 
and tissues was 40.00% (Kappa value =0.064, P>0.05), BRAF mutation was 99.00% (Kappa value =0.599, P<0.05), NRAS 
mutation was 89.00% (Kappa value =0.475, P<0.05), and KRAS mutation was 81.00% (Kappa value =0.523, P<0.05). The 
consistency of ECOG score, metastasis and staging of patients is high. Conclusion　The mutation rates of serum exosomes 
KRAS, BRAF, NRAS and PIK3CA in colorectal cancer patients were higher than those in tissues, and the consistency of BRAF, 
NRAS and PIK3CA was moderate, which may provide a reference for exosomes gene detection to guide clinical targeted therapy. 
Keywords: colorectal cancer；serum exosomes；gene mutation

结直肠癌 (colorectal cancer, CRC) 是消化系统

最常见的恶性肿瘤，占所有癌症死亡患者的 10%，

约 25% 的患者在临床确诊时已至晚期，失去了手

术的最佳时机 [1-2]。如何针对个体制定靶向药的用

药方案，成为延长患者存活时间的关键问题。目

前，组织病理学检测是癌症诊断、治疗的金标准，

也是患者个体化治疗的前提。由于组织学检测的

局限性，临床上迫切需要新的替代检测方法 [3-4]。

KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基因的突变预示

着表皮生长因子靶向药的脱靶，失去治疗效果 [5-8]。

血清外泌体具有取材方便、丰富、稳定、不受时间

限制、易保存等优点，已被研究证实结直肠癌组织

KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基因突变具有临

床诊断、预后价值 [9]。但结直肠癌患者血清外泌体

KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基因突变是否可

替代组织学检测及影响血清外泌体基因突变的因素

均需深入探究。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集 2019 年 2 月～ 2021 年 1 月

中国人民解放军联勤保障部队第九二〇医院接收

的 100 例结直肠癌患者作为研究对象。纳入本次实

验的 100 例患者情况：男性 55 例，女性 45 例，

平 均 年 龄 56 岁。 美 国 东 部 肿 瘤 协 作 组 (Eastern 
Cooperative Oncology Group，ECOG) 评分显示，其

中 0 分患者 17 例，1 分患者 77 例，2 分患者 4 例，

3 分以上患者 2 例。未发生转移患者 30 例，发生转

移患者 70 例；其中 I ～ IIA 患者 13 例，IIB~C 期

患者 19 例，IIIA~C 期患者 47 例，IV 期患者 21 例。

患者均签署知情同意书，且该研究得到医院伦理委

员会批准。纳入标准：①符合中国结直肠癌筛查与

早诊早治指南（2020，北京）[10]，且内镜诊断、病

理诊断均阳性；②自愿加入，积极配合实验开展。

排除标准：①并发 2 种及以上的肿瘤；②存活时间

不足 3 个月者；③使用过化学药物治疗者；④精神

状态不良者。

1.2　仪器与试剂　血清血浆外泌体提取试剂盒（上

海宇劲生物技术有限公司）；外泌体 DNA/RNA 提

取试剂盒（北京百奥莱博科技有限公司）；快速

DNA 提取检测试剂盒（北京天根科技有限公司）；

兔抗人 CD63 多抗（美国 System Biosciences 公司）；

兔抗人 TSG101 单抗（美国 Abcam 公司）；辣根

过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔二抗（北京中

杉金桥公司）；2K15C 台式离心机（美国 Sigma 公
司）；-80℃超低温保存箱（青岛海尔公司）；电泳

仪（美国 Bio-Rad 公司）；凝胶成像仪（北京宾达

英创科技有限公司）；PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）。

1.3　方法

1.3.1　标本采集：结直肠癌患者在接受手术治疗前

采集清晨空腹静脉血，3 000 r/min 离心 15 min，去

除细胞及细胞碎片，保留血清，存放于 -20℃；手

术切除结直肠癌组织标本，存放于液氮。

1.3.2　癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，TCGA） 
数据分析：通过 Cbioportal（http://www.cbioportal.org） 
中 TCGA 数据分别检索结直肠癌 KRAS，BRAF，

NRAS 和 PIK3CA 的突变。

1.3.3　血清外泌体提取、鉴定 [11]：按照血清血浆外

泌体提取试剂盒说明书要求操作，血清 500 μl 加

入 120 μl ExoQuick 试剂混匀，4℃冰箱中静置 30 
min；1 500×g 离心 30 min，弃去上清，将沉淀再

次离心，弃去上清，所得沉淀即为外泌体。

使 用 蛋 白 免 疫 印 迹（Western blot ，WB） 法

检测外泌体中标志蛋白 CD63 和 TSG101 的表达。

将上述沉淀中的外泌体制成悬液，二奎啉甲酸法

（bicinchoninic acid, BCA） 试 剂 盒 定 量、 变 性，

作为十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE）蛋白电泳的上样模板。严格按照 WB 常规

实验操作流程操作。

1.3.4　 血 清 外 泌 体、 组 织 样 本 DNA 提 取： 使 用
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外 泌 体 DNA/RNA 提 取 试 剂 盒 收 集 血 清 外 泌 体

DNA，快速 DNA 提取检测试剂盒提取组织样本中

的 DNA。具体操作按照各自试剂盒的操作说明书

进行。

以 DNA 为模板，取引物各 2 µl，模板 2 µl，
无 菌 去 离 子 水 补 至 12.50 µl。PCR 扩 增 程 序 为：

94℃预变性５min；94℃变性 30s，55℃退火 30s，

72℃延伸 1 min，72℃保存 10 min，循环 30 次，扩

增后的 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定。配制 3 
g/dl 的琼脂糖凝胶。按照预先设计好的加样顺序在

各孔依次加样：每孔 8 μl；在每行最右边点样孔加

入 5 μl 100 bp DNA Ladder；盖好电泳槽盖子，电

压调至 120 V，开始电泳；当蓝色素跑到凝胶的 2/3
左右，约 40 min 时断掉电源，将凝胶取出，放在

紫外灯下观察，在凝胶成像仪中成像并拍照。所用

引物见表 1。
表 1           　　　　　　　　　　　　                         引物信息

基因位点 引物序列 产物长度（bp）

KRAS G12 G13 5’  CCTGCTGAAAATGACTGAATATA
3’  TCTATTGTTGGATCATATTCGTC

120

KRAS Q61 5’  AATTGATGGAGAAACCTGTCTCTT
3’  TTATGGCAAATACACAAAGAAAGC

119

BRAF V600 5’  TGCTTGCTCTGATAGGAAAATGA
3’  TCCAGACAACTGTTCAAACTGATG

161

NRAS Q61 5’  ACAAGTGGTTATAGATGGTGAAAC
3’  ATTATTGATGGCAAATACACAGAG

133

PIK3CA E542 E545 5’  AGCTAGAGACAATGAATTAAGGGA
3’  TAGCACTTACCTGTGACTCCATAG

124

PIK3CA H1047 5’  ATTCGAAAGACCCTAGCCTTAGAT
3’  CCATTTTTGTTGTCCAGCCAC

103

1.3.5　外泌体、组织基因检测：进行测序分析的是

PCR 扩增产物。测序样品要求：样品总量在 1 μg
以上，A260nm/A280nm 波长吸光度比值在 1.8 ～ 2.2 之间，

浓度大于 10 ng/μl，将 PCR 扩增产物打包，送检。

使用 Illumina HiSeq 2500 平台进行二代测序，测序

长度 2×125 bp。检测 KRAS 第 2 号 外 显 子（G12，

G13），KRAS 第 3 号外显子（Q16），BRAF 第

15 号外显子（V600E），PIK3CA 第 21 号外显子

（E545，E542，H1047）的突变。

1.4　统计学分析　SPSS 26.0 软件分析数据。血清

外泌体、组织中 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA
基因突变的比较采用 Kappa 一致性检验。计数资料

采用例（百分率）[n(%)] 表示，卡方检验进行比较

分析。采用 logistic 单因素回归分析，一致性的影

响因素。检验水准 a =0.05。

2　结果

2.1　TCGA 数据库 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA
基因突变　 通 过 Cbioportal（http://www.cbioportal.
org）TCGA 数据分析显示：KRAS 在结肠癌中的

突变率在 35% ～ 96% 之间，BRAF 在结肠癌中的

突变率在 5% ～ 15% 之间，NRAS 在结肠癌中的突

变率在 5% ～ 30% 之间，PIK3CA 在结肠癌中的突

变率在 18% ～ 36% 之间。KRAS，BRAF 突变患者

的存活率显著低于野生型患者，差异有统计学意义

（t=13.392, 26.931, P<0.05），NRAS，PIK3CA 突

变患者的存活率略低于野生型患者，差异无统计学

意义（t=2.018, 0.472, P>0.05）。

2.2　血清外泌体的鉴定　见图 1。WB 电泳检测外

泌体标志物 CD63 和 TSG101 的表达，而提取外泌

体的血清中不存在 CD63 和 TSG101 的表达。

图 1　血清外泌体电镜图（100nm，×100）及外泌体标
志 CD63，TSG101 蛋白图

2.3　血清外泌体、组织的 DNA 一致性控制　见

图 2。血清外泌体、组织 DNA 中 KRAS，BRAF，

NRAS 和 PIK3CA 突变位点的含量。 

注：M：marker；1：KRAS G12 G13；2：KRAS Q61；3：BRAF V600；4：NRAS Q61；5：PIK3CA E542 E545；6：PIK3CA H1047

图 2　血清外泌体、组织 DNA 的 PCR 电泳图
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2.4　血清外泌体、组织中基因突变位点的检测　见

表 2。 血 清 外 泌 体 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 突变率均高于组织，差异有统计学意义

（P<0.05）。
表 2　血清外泌体、组织中 KRAS，BRAF，NRAS 和 

PIK3CA 的突变率 [n(%)]

基因 血清外泌体 组织 χ2 值 P 值

KRAS 94(94.00) 34(34.00) 256.250 0.000

BRAF 11(11.00) 5(5.00) 101.027 0.000

NRAS 17(17.00) 6(6.00) 111.889 0.000

PIK3CA 35(35.00) 16(16.00) 119.003 0.000

2.5　血清外泌体、组织基因突变的一致性　见表 3。

血清外泌体、组织中 BRAF，NRAS 和 PIK3CA 的

一致率均较好，仅 KRAS 的一致率较差。
表 3    血清外泌体、组织中基因检测一致性比较

外泌体
组织 一致率

（%）
Kappa 值 P

突变型 野生型

KRAS 突变型 34 60
40.00 0.064 0.070

野生型 0 6

BRAF 突变型 5 1
99.00 0.599 0.000

野生型 0 94

NRAS 突变型 6 11
89.00 0.475 0.000

野生型 0 83

PIK3CA 突变型 16 19
81.00 0.523 0.000

野生型 0 65

2.6　血清外泌体、组织基因突变一致性单因素分析　

见表 4。血清外泌体、组织基因突变检测的总体一

致率为 40%，检测结果中二者保持一致的有 40 例，

不一致的有 60 例。logistic 单因素回归分析影响二

者一致性的影响因素，结果所示：患者性别、年龄

与血清外泌体、组织基因突变检测一致性关系不显

著，差异无统计学意义（P>0.05），而 ECOG 评分、

转移、分期与血清外泌体、组织基因突变一致性的

因素，差异有统计学意义（P<0.05）。

3　讨论

临床上的肿瘤个体化精准治疗的方案制定离不

开基因组学数据，而进行基因检测需获取肿瘤组织，

否则就不能进行个体化精准治疗 [12-13]。近 40% 的转

移性结直肠癌患者无法获取肿瘤组织，不能进行基

因检测而无法接受个体化治疗，因此，临床上迫切

需要一种替代组织的基因检测样本，而替代肿瘤组

织的液态活检成为最具潜力的检测方法。KRAS，

BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基因是与结直肠癌最为

紧密的 4 个基因 [14-15]，他们在结直肠癌患者血浆循

环肿瘤 DNA，血浆、组织中的一致性在中等以上，

并且与患者临床分期相关 [16-17]。本研究通过分离

100 例结直肠癌患者血清外泌体、高通量测序法检

测血清外泌体和组织中 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 基因突变的情况，为血清外泌体替代组织

作为结直肠癌基因突变的检测样本研究奠定基础。

不足之处，纳入的样本仅局限在本市，也许不同地

区 患 者 的 KRAS，BRAF，NRAS 和 PIK3CA 基 因

突变可能存在差异，样本量、样本来源的范围仍需

扩大。
表 4　血清外泌体、组织检测一致性单因素分析 [n(%)]

组 　别
一致

（n=40）
不一致

（n=60）
χ2 P

性别 男 16(40.00) 29(48.33)
2.684 0.101

女 24(60.00) 31(51.67)

年龄（岁） <65 20(50.00) 27(45.00)
0.600 0.439

≥ 65 20(50.00) 33(55.00)

ECOG 评分 0 ～ 2 分 39(97.50) 48(80.00)
57.700 0.000

3 分以上 1(2.50) 12(20.00)

转移 无 4(10.00) 32(53.33)
25.867 0.000

有 36(90.00) 28(46.67)

分期 I ～ II 14(35.00) 47(78.33)
22.867 0.000

Ⅲ～ IV 26(65.00) 13(21.67)

为了更全面地掌握 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 基因突变在结直肠癌中的情况，本研究基

于 TCGA 数 据 库 发 现：KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 基因在结直肠癌中均有突变。除此之外，

还发现 KRAS，BRAF 基因突变患者的总体存活率

显著降低，NRAS，PIK3CA 基因的突变也在一定

程度上降低患者的存活率，这也说明了基因突变的

检测对结直肠癌患者具有一定的预后价值。本研究

结果显示：血清外泌体 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 基因突变率均高于组织基因，暗示血清外

泌体作为结直肠癌基因突变检测样本的敏感度远

高于组织，有望替代组织作为检测样本。BRAF，

NRAS 和 PIK3CA 基因在血清外泌体突变与组织突

变的一致性中等，KRAS 基因突变的一致率最低，

一致性较差。进一步通过 Logistic 单因素回归分

析发现：患者的 ECOG 评分、转移及临床分期是

影响血清外泌体与组织 KRAS，BRAF，NRAS 和

PIK3CA 基因突变一致性的因素。KRAS 基因在血

清外泌体突变率较高，与其在 Cbioportal 网站中的

结直肠癌突变相符合，而组织中的突变率不及网站

检索突变率的下限，可能这也是 KRAS 基因在血清

外泌体和组织的一致率较差的原因。可能因为本研
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究纳入研究的样本量有限，该结果仍需更多样本量

的支持。

本研究中外泌体 DNA 的基因突变检出率明显

高于组织，同时外泌体的取材方便并无时间空间限

制，因此，血清外泌体有可能成为指导患者个体化

治疗的新型检测样本。不足之处：患者仅通过手术

前的一次抽血进行了基因突变的分析，未进行多次

重复检测及治疗中、治疗后的动态监测。另外，患

者在治疗过程中外泌体基因突变、各基因突变的比

例与治疗效果的关系均未展开深入分析，本课题组

将继续致力于此研究，为结肠癌患者的临床诊治提

供更充分的理论支持。
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