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ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白在肾癌骨转移患者的表达
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［摘　要］目的：探讨ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白在肾癌骨转移患者原发灶及转移灶表达的差异及其意义，并探索这种差
异的发生机制。方法：选择北京大学人民医院２００９年１月至２０１０年１月 ７例肾癌骨转移患者的原发灶及转移灶
组织标本，应用免疫组织化学法分析 ＶＥＧＦＲ２、ＭＥＫ、ＥＲＫ蛋白在原发灶与转移灶表达的差异，ＶＥＧＦＲ２、ＭＥＫ、
ＥＲＫ的Ⅰ抗工作浓度（体积比）分别为１∶２００、１∶２５、１∶２５０，应用ＰＣＲ技术检测ＰＤＧＦＲＡ基因２０号外显子，Ｋｒａｓ
基因２号外显子，Ｂｒａｆ基因１５号外显子和ＭＥＫ１基因２号外显子的相关突变。结果：免疫组织化学结果判读：细胞
阳性率≤５％ 为１分，６％ ～５０％ 为２分，５１％ ～１００％ 为３分；染色强度：不着色为１分，淡黄色细颗粒状为２
分，黄色颗粒状为３分，棕黄色粗颗粒状为４分，将两个得分数相乘得到其表达强度。本组７例肾癌骨转移患者
ＶＥＧＦＲ２在原发灶（２．８６±２．２７）和骨转移灶（２．６７±１．８５）表达差异无统计学意义（Ｐ＝０．９０１），而 ＭＥＫ（１．３３±
０．５１ｖｓ．６．１０±４．１０，Ｐ＝０．０１５）和ＥＲＫ（４．４３±２．８４ｖｓ．９．１０±２．２４，Ｐ＝０．０２１）表达差异有统计学意义；在原发灶
及转移灶标本中并未检测到相关的基因突变。结论：ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白在肾癌骨转移患者原发灶和转移灶表达
的差异可能与其转移过程有关，也可能是影响靶向治疗效果的原因之一。
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　　肾癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）占成人恶性肿
瘤的２％ ～３％，高发年龄是６０～７０岁，男、女发病
比例约为２∶１，且发病率约以每年２％的速度递增，
肾癌患者转移的发生是肿瘤相关死亡的主要原因，

约有１／３患者在确诊时已发生转移，此外，还有１／３
患者在根治术后发生转移［１］，转移患者的平均生存

期为７～１１个月，５年死亡率大于９０％［２］，加之肾癌

对放疗和化疗不敏感，使得转移性肾癌患者的治疗

显得尤为棘手和迫切，也正因为如此，靶向治疗成为

转移性肾癌重要的治疗手段。目前肾癌的靶向治疗

主要集中于多激酶抑制剂和 ｍＴＯＲ抑制剂，距索拉
菲尼、舒尼替尼以及替西罗莫司被批准应用于转移

性肾癌的治疗已将近１０年，虽然此后同类药物如帕
唑帕尼、阿西替尼和依维莫司被研发并批准应用于

转移性肾癌的治疗，但疗效并无明显提升，因此，至

今舒尼替尼仍是治疗转移性肾癌的一线药物。多激

酶抑制剂不仅至少抑制一种 ＶＥＧＦＲ（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ）受体，同时抑制数十种
其他位点，近期研究结果显示，抑制 ＶＥＧＦＲ以外的
位点并不能提高转移性肾癌的治疗效果。目前，

ｍＴＯＲ通路新抑制剂的尝试尚未取得突破，一个小
样本Ⅱ期临床试验结果显示，一种非选择性ＰＩ３Ｋ和
ＴＯＲＣ１／２双重抑制剂 ａｐｉｔｏｌｉｓｉｂ（ＧＤＣ０９８０）针对抗
ＶＥＧＦ治疗耐药的患者治疗效果同依维莫司相比，
患者的无进展生存期反而缩短。ＧＯＬＤⅢ期临床试
验显示 ＶＥＧＦＲ和 ＦＧＦＲ（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ）抑制剂多韦替尼在治疗一、二线靶向治疗失
败的患者中效果并不优于索拉菲尼，此临床试验并

没有获得其预期的治疗效果。一个尚无依据的假设

提出多韦替尼的治疗效果可能仅来自对 ＶＥＧＦＲ的
抑制，对ＦＧＦＲ的抑制并不能提高疗效，另外一种提
高转移性肾癌疗效的思路，即靶向药物联合应用并

未见取得成功的报道，药物的联合应用使得不良反

应增加且并未取得更多的临床获益。一项包含１６８
例转移性肾癌患者的研究报道，靶向治疗罕能使原

发灶体积缩小，进一步提示转移灶同原发灶药物靶

点可能存在差异［３］。Ｋａｒａｓｈｉｍａ等［４］的研究表明血

管生成相关基因在转移灶中表达增高，而且体外细

胞试验进一步证实转移癌细胞针对靶向治疗的耐药

性增加，这种转移灶同原发灶对药物反应的差异性

提示二者之间不同的生物学行为，遗憾的是目前肾

癌的靶向治疗尚未充分考虑以上因素，这可能是影

响肾癌靶向治疗效果的一个因素。

本研究旨在探究在转移性肾癌中原发灶和转移

灶之间药物的靶点蛋白表达是否存在差异，并初步

寻找造成这种差异的可能原因，为提高转移性肾癌

的治疗效果做初步探索。

１　资料与方法

１．１　病例资料
２００９年１月至２０１０年１月共７例肾癌骨转移

患者原发灶及转移灶标本纳入本实验，由北京大学

人民医院病理科提供，本研究开始前获得北京大学

人民医院伦理委员会的审查批准，标本的使用获得

患者的知情同意，患者的临床病理特征见表１。
１．２　试剂

多克隆抗体 ＶＥＧＦＲ、ＭＥＫ、ＥＲＫ购于美国 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司，即用型二抗试剂盒及酶底物显色剂
ＤＡＢ等试剂购于中杉金桥生物有限公司。ＶＥＧＦＲ
２、ＭＥＫ、ＥＲＫ的工作浓度（体积比）分别为１∶２００、
１∶２５、１∶２５０，用ＰＢＳ缓冲液代替一抗作为阴性对
照。

１．３　免疫组织化学分析及结果判定
免疫组织化学ＡＢＣ法参照试剂盒说明书进行，

组织芯片脱蜡、水化后，置入３％（质量分数）Ｈ２Ｏ２
中室温１０ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
柠檬酸盐缓冲液中用微波法进行抗原修复。５％
（体积分数）正常山羊血清室温封闭３０ｍｉｎ，滴加一
抗，湿盒中４℃孵育过夜，室温３０ｍｉｎ滴加即用型
二抗。ＤＡＢ显色 ３ｍｉｎ，苏木精复染，封片。用
ＤＭ２５００图像分析系统（Ｌｅｉｃａ公司，德国）镜下观
察，细胞质或细胞核中出现棕黄色为阳性细胞。由

２名经验丰富的病理科医师采用双盲法判断结果。
结果均采用双评分半定量法进行评分：细胞阳性

率＜５％为１分，５％～５０％为２分，５１％ ～１００％为
３分；染色强度：不着色为１分，淡黄色细颗粒状
为２分，黄色颗粒状为３分，棕黄色粗颗粒状为４
分，将两个得分相乘得到其表达强度。

１．４　ＰＣＲ检测突变
用巢式ＰＣＲ分别扩增ＰＤＧＦＲＡ基因２０号外显

子、Ｋｒａｓ基因２号外显子、Ｂｒａｆ基因１５号外显子和
ＭＥＫ１基因２号外显子，引物由北京三博远志公司

·１９５·秦彩朋，等　ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白在肾癌骨转移患者的表达



合成。首轮 ＰＣＲ总反应体系为 ２５μＬ，包括模板
ＤＮＡ２μＬ，２×ＰＣＲｍｉｘｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ，终浓度为
５μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５
μＬ。循环参数：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５１℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
取ＰＣＲ产物２μＬ进行第２轮ＰＣＲ扩增，步骤同上。
ＰＣＲ产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳初步鉴定，用

ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪测序分析，由北京三博远志公司
完成，经ＢＬＡＳＴ软件比较测序结果和基因库中序列
的差异。

１．５　统计学分析
应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，计量资料

以均数±标准差表示，两组间均值的差异应用配对ｔ
检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

表１　 患者的一般特征

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｇｅｎｄｅｒ Ａｇｅ／ｙｅａｒｓ Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓ Ｓｉｄｅ Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃｓｉｔｅｓ Ｆｕｈｒｍａｎｇｒａｄｅ Ｓｔａｇｅ

Ｆｅｍａｌｅ ５６ ｃｃＲＣＣ Ｌｅｆｔ Ｌｅｆｔｓｉｄｅｏｆｐｅｌｖｉｓ Ⅰ－Ⅱ Ｔ１ｂＮ０Ｍ１

Ｆｅｍａｌｅ ４３ ｃｃＲＣＣ Ｌｅｆｔ Ｌｅｆｔｓｉｄｅｏｆｐｅｌｖｉｓ Ⅲ Ｔ１ｂＮ０Ｍ１

Ｆｅｍａｌｅ ５９ ｃｃＲＣＣ Ｒｉｇｈｔ Ｒｉｇｈｔｈｅｅｌｂｏｎｅ Ⅲ Ｔ２ａＮ０Ｍ１

Ｍａｌｅ ７２ ｃｃＲＣＣ Ｌｅｆｔ Ｌｅｆｔｓｉｄｅｏｆｐｅｌｖｉｓ Ⅳ Ｔ１ａＮ０Ｍ１

Ｍａｌｅ ４１ ｃｃＲＣＣ Ｌｅｆｔ ｔｈｅ４ｔｈｌｕｍｂｅｒｂｏｄｙ Ⅰ－Ⅱ Ｔ２ａＮ０Ｍ１

Ｍａｌｅ ６８ ｃｃＲＣＣ Ｒｉｇｈｔ Ｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆｐｅｌｖｉｓ Ⅱ－Ⅲ Ｔ１ｂＮ０Ｍ１

Ｍａｌｅ ５７ ｃｃＲＣＣ Ｒｉｇｈｔ Ｌｅｆｔｓｉｄｅｏｆｐｅｌｖｉｓ Ⅱ Ｔ１ｂＮ０Ｍ１

２　结果

２．１　ＭＥＫ、ＥＲＫ蛋白在骨转移灶较肾癌原发灶表
达上调

ＶＥＧＦＲ２主要表达于细胞膜，而 ＭＥＫ、ＥＲＫ主

要表达于细胞质，表现为出现淡黄色、黄色或棕黄色

反应物。７例肾癌骨转移患者标本转移灶相比于原
发灶，ＶＥＧＦＲ２的表达差异无统计学意义（Ｐ＝
０．９０１），而ＭＥＫ（Ｐ＝０．０１５）和 ＥＲＫ（Ｐ＝０．０２１）表
达存在差异（图 １）。

图１　免疫组织化学染色分析ＶＥＧＦＲ２、ＭＥＫ、ＥＲＫ在肾癌原发灶（Ｔ）及对应转移灶组织（Ｍ）中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＶＥＧＦＲ２，ＭＥＫ，ＥＲＫｉｎｐｒｉｍａｒｙｔｕｍｏｒ（Ｔ）ａｎｄｔｈｅｍａｔｃｈｅｄｍｅｔａｓｔａｔｉｃｔｉｓｓｕｅ（Ｍ）
　

·２９５·
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２．２　ＰＣＲ检测 ＰＤＧＦＲＡ、Ｋｒａｓ、Ｂｒａｆ和 ＭＥＫ基因
突变

７例肾癌骨转移患者的原发灶及转移灶组织中
均未检测到阳性突变。

３　讨论

研究表明特定基因表达的改变可使肾癌侵袭性

及转移倾向增加，且国内有学者筛选出一株特异发生

骨转移的细胞系 ＡＣＨＮＢｏ，提示肾癌骨转移患者原
发灶同转移灶之间可能存在不同的基因表达［５］。

Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等［６］的研究证实肾癌患者转移灶Ｂ７Ｈ１高
于原发灶，且高表达Ｂ７Ｈ１的患者预后变差，分别为
４４．４％和５４．３％。突变型ｐ５３基因的表达在转移灶
比原发灶表达更高，分别为５１．８％和２２．８％，ｐ５３过
表达是影响无转移生存期的独立风险因素。一项包

含１３５例肾癌原发灶组织和４１例不配对转移灶组织
的研究表明［７］，ｍＴＯＲＨＩＦ通路成员中ｐＡＫＴ、ｐＳ６、
４ＥＢＰ１和ｃｍｙｃ蛋白在转移灶中表达升高。

此外，在一项包含１６８例转移性肾癌患者的研究
发现，靶向治疗罕能使原发灶体积缩小，进一步提示

转移灶同原发灶药物靶点可能存在差异［３］。Ｋａｒａｓｈｉ
ｍａ等［４］的研究表明血管生成相关基因在转移灶中表

达增高，且体外细胞试验进一步证实转移癌细胞针对

靶向治疗的耐药性增加，这种转移灶同原发灶对药物

反应的差异性提示二者之间不同的生物学行为，遗憾

的是目前肾癌的靶向治疗尚未见充分考虑以上因素，

这可能是影响肾癌靶向治疗效果的一个因素。

恶性肿瘤的个体化治疗已成为肿瘤治疗中一个

新的方向，泛亚太临床研究结果表明，在肺癌患者

中，吉非替尼（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）对ＥＧＦＲ突变患者的受益率
达７１．２％，效果明显优于化疗，而对无突变患者受
益率仅为１．１％。美国国家癌症综合治疗联盟《非
小细胞肺癌临床实践指南》明确指出：当 Ｋｒａｓ基因
发生突变时，不建议使用 ＥＧＦＲＴＫＩｓ靶向治疗药
物。《结直肠癌临床实践指南》明确指出：（１）所有
转移性结直肠癌患者都应检测Ｋｒａｓ基因状态；（２）
只有Ｋｒａｓ野生型患者才建议接受 ＥＧＦＲ抑制剂治
疗。如果Ｋｒａｓ无突变，应考虑检测Ｂｒａｆ基因状态，
Ｂｒａｆ基因突变率为１５％。针对 Ｂｒａｆ基因突变所研
发的新型靶向药物 ｖｅｍｕｒａｆｅｎｉｂ对于 Ｂｒａｆ基因突变
阳性患者疗效显著。在血液系统，９５％以上的慢性
粒细胞白血病患者携带有染色体重排而导致的

ＢＣＲＡＢＬ融合基因。慢性粒细胞白血病患者主要
接受酪氨酸激酶抑制剂甲磺酸伊马替尼的治疗，并

且疗效显著，然而慢性粒细胞白血病患者接受酪氨

酸激酶抑制剂治疗时也会导致耐药性的产生，主要

是由 ＢＣＲＡＢＬ基因 Ｔ３１５Ｉ的突变所引起，因此，
ＢＣＲＡＢＬ基因突变检测结果是指导慢性粒细胞白

血病患者用药的一个重要指标。Ｂｒａｆ基因在原发性
黑素瘤中突变率为８０％，在转移性黑色素瘤中突变
率为 ６８％，在良性痣中的突变率高达 ８２％。针对
Ｂｒａｆ基因突变所研发的新型靶向药物 ｖｅｍｕｒａｆｅｎｉｂ
对于Ｂｒａｆ基因突变阳性患者疗效显著，而Ｂｒａｆ基因
Ｖ６００Ｅ突变是舒尼替尼治疗甲状腺癌耐药的主要机
制之一［８］，ＢＲＡＦ位于 ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用位点的下游，发
生Ｖ６００Ｅ突变后使得下游的 ＭＥＫ／ＥＲＫ通路激活
过表达，产生耐药。

要提高肾癌患者的预后，获得更高的生存率和

改善生活质量，需要明确转移性肾癌患者原发灶与

转移灶靶点表达的差异以及肾癌患者是否存在靶点

相关突变，以便对肾癌患者实施个体化靶向治疗，但

目前国内外尚未见针对转移性肾癌的个体化靶向治

疗的研究报道，本研究对肾癌患者的 ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ主要
作用通路ＭＥＫ／ＥＲＫ通路靶点表达差异进行研究，
发现肾癌骨转移患者转移灶 ＭＥＫ、ＥＲＫ出现高表
达，而ＶＥＧＦＲ未见高表达，提示肾癌骨转移患者转移
灶ＭＥＫ／ＥＲＫ通路过度激活，为进一步明确此类激活
是否由ＶＥＧＦＲ下游ＭＥＫ／ＥＲＫ相关基因突变导致，
本课题组对已知的ＰＤＧＦＲＡＤ８４２Ｖ突变，Ｋｒａｓ的１２
和１３密码子上的 Ｇ１２Ｓ、Ｇ１２Ｃ、Ｇ１２Ｒ、Ｇ１２Ｄ、Ｇ１２Ａ、
Ｇ１２Ｖ、Ｇ１３Ｄ突变，ＢｒａｆＶ６００Ｅ突变，ＭＥＫ基因突变
进行检测，并未发现突变。

本研究病例数有限，但均为配对标本，因此可排

除基因表达的本底差异，虽然发现肾癌骨转移患者

转移灶存在ＭＥＫ／ＥＲＫ通路过度激活，但尚待扩大
样本进行进一步研究以发现其机制。
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（本文编辑：王　蕾）

·３９５·秦彩朋，等　ＭＥＫ／ＥＲＫ通路蛋白在肾癌骨转移患者的表达


