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结直肠癌(colorectal cancer)是世界上第 3大常见的
恶性肿瘤，也是导致癌症死亡的第 4大原因[1]。K-RAS基
因是目前结直肠癌研究领域中最受关注的基因之一，它

对调控肿瘤细胞生长起着枢纽作用。K-RAS基因突变能
够导致细胞生长失去调控，引起肿瘤细胞快速生长[2]。因
此 K-RAS基因是否有突变是影响肿瘤预后的一个重要
指标。肿瘤浸润 T细胞（tumor infiltrating lymphocytes，

TIL）是直接从肿瘤组织中分离出来的淋巴细胞，它们能
够识别肿瘤抗原，直接诱导肿瘤细胞溶解，或释放特定的

趋化和促炎细胞因子[3]。TIL是否大量存在与结直肠癌患
者的临床预后密切相关[4]。这两项指标与肿瘤的发生、发
展和预后关系密切，近年已引起国内外学者的广泛关注。

由于左半与右半结肠癌有不同的临床特征，其 K-RAS基
因和 TIL表达情况如何，笔者作了进一步研究，现将结果
报道如下。

1 对象和方法

1.1 对象 收集本院 2017年 1月至 2019年 1月手术
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【摘要】 目的 对左半与右半结肠癌 K-RAS基因及肿瘤浸润 T细胞（TIL）表达进行对比分析。 方法 收集 2017年 1月至
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分期的比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）；左半结肠癌 K-RAS基因野生型的比例高于右半结肠癌，差异有统计学意义（字2=6.27，

P＜0.05）；左半结肠癌中 TIL的比例高于右半结肠癌，差异有统计学意义（P＜0.05）；右半结肠癌患者肝转移和肺转移比例均高于左半结

肠癌，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。结论 左半与右半结肠癌 K-RAS基因及肿瘤浸润 T细胞的表达存在差异。
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治疗的结直肠癌患者 315例。根据病变部位分为两组，其
中左半结肠癌 175例，右半结癌（包括直肠癌）140例，两
组患者在性别、年龄、淋巴转移状态、肿瘤分化程度、病理

分期等方面的比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05）,见
表 1。入选标准：（1）经病理检查确诊为结直肠癌；（2）未行

化疗、放疗等其他抗肿瘤治疗；（3）本人或其家属签署知
情同意书。排除标准：（1）合并有其他恶性肿瘤；（2）合并
有严重心肺疾病；（3）合并有克罗恩病、溃疡性结肠炎等
其他肠道疾病。本研究经本院伦理委员会批准。

表 1 两组结肠癌患者一般资料比较[例（%）]

组别

左半结肠癌组

右半结肠癌组

字2/Z值
P值

n

175

140

男

94（53.7）

80（57.1）

女

81（46.3）

60（42.9）

＜50岁

86（49.1）

68（48.6）

≥50岁

89（50.9）

72（51.4）

有

68（38.9）

52（37.1）

无

107（61.1）

88（62.9）

低

58（33.1）

43（30.7）

中

62（35.4）

45（32.1）

高

55（31.4）

52（37.1）

Ⅰ

14（80.0）

7（50.0）

Ⅱ

41（23.4）

36（25.7）

Ⅲ

42（24.0）

38（27.1）

Ⅳ

78（44.57）

59（42.1）

性别 年龄 淋巴转移 分化程度 病理分期

0.37

0.54

0.01

0.92

0.1

0.8

1.14

0.57

1.62

0.65

1.2 方法

1.2.1 K-RAS 基因突变情况检测 采用二代测序技术，

按照说明书步骤在组织标本中提取各组 DNA，应用高通
量基因测序仪检测结直肠癌 K-RAS基因突变状态，依次
构建文库、基因测序和数据分析。具体步骤如下：根据测

序需要，将提取的 DNA构建文库；根据扩增片段，加用测
序接头，进行文库的扩增。然后应用测量仪检测 DNA浓
度。根据样本的测序需求混合样本，继续检测取得的混合

样本中 DNA的浓度，稀释制备模板。在测序完成后进行
拼接、过滤，舍弃低质量序列及杂合序列，获得用于分析

的优质序列，最后在基因测序仪上进行测序。

1.2.2 TIL（CD3垣、CD4垣 T淋巴细胞）表达水平检测 （1）先
通过固定、浸泡、脱蜡方式处理组织切片；（2）用 PBS液
冲洗 3次以上，然后将切片置于加热后的柠檬酸缓冲
液中；（3）约 15min后取出切片，待冷却后再次用缓冲液
冲洗；（4）切片加一抗处理，置于冰箱内以 4益保存约
24h，取出后再次进行冲洗；（5）切片加二抗处理，室温下
孵育约 10min，再用缓冲液冲洗；（6）PBS液洗膜，DAB
显色处理，显微镜观察染色结果。染色强度计分：无色为

0分，浅黄色为 1分,黄色为 2分，深黄色为 3分。阳性细
胞百分比计分：臆5%为 0分，5%~25%为 1分，26%~50%
为 2分,51%~75%为 3分，＞75%为 4分。最终的结果为
染色强度与阳性细胞百分比计分的乘积：＜3分为阴性
（-），3~4分为弱阳性（+），4~5分为中等阳性（++），＞6分
为强阳性（+++）。
1.3 统计学处理 采用 SPSS 22.0统计软件。计数资料
组间比较采用 字2检验，等级资料组间比较采用非参数

秩和检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 两组 K-RAS基因突变情况比较 对左半结肠癌与

右半结肠癌 K-RAS基因突变情况检测结果进行分析，发
现左半结肠癌 K-RAS基因野生型比例高于右半结肠癌，
差异有统计学意义（字2=6.27，P＜0.05），见表 2。

2.2 两组 TIL表达情况的比较 免疫组化染色法检测

CD3+、CD4+ T淋巴细胞阴性及阳性表达情况见图 1。对
左、右半结肠癌 TIL表达情况进行分析，发现左半结肠癌
CD3+、CD4+比例均高于右半结肠癌，差异均有统计学意义
（均 P＜0.01），见表 3。

2.3 两组肝、肺转移发生率的比较 对左半结肠癌与右

半结肠癌肝、肺转移发生率进行比较，发现右半结肠癌

肝、肺转移比例均高于左半结肠癌，差异均有统计学意义

（均 P＜0.01），见表 4。

表 2 两组 K-RAS基因突变情况的比较[例（%）]

组别

左半结肠癌组

右半结肠癌组

n
175

140

K-RAS基因野生型

106（60.6）

65（46.4）

K-RAS基因突变型

69（39.4）

75（53.6）

a b c

d e f

g h i

图 1 免疫组化染色结果 [a~c：阴性对照；d~i：阳性对照；d：

CD3（+）；e：CD3（++）；f:CD3（+++）；g：CD4（+）；h：CD4（++）；i：CD4

（+++）；免疫组化染色，×400]

窑1306窑



浙江医学 2019年第 41卷第 12期

3 讨论

结直肠癌早期诊断困难，许多患者就诊时已发生了

远处转移，缘年生存率低，是全球范围内发病率和病死率
都极高的恶性肿瘤[5-7]。随着人们对结直肠癌信号通路与
分子分型研究的深入，发现 K-RAS通路对结直肠癌的发
生、发展起重要作用[8]。国内外多项研究表明，K-RAS基
因野生型控制着细胞生长路径的调控，K-RAS基因突变
可能与结直肠癌病变部位有关，且通常右半结肠癌发病

率高于左半结肠癌，但与其他临床病理特征无关[9-10]，本研
究结果与此一致。K-RAS作为 RAS基因中的一员，突变
频繁，检出率可达 40%，K-RAS基因突变会直接影响抗
肿瘤药物的疗效，从而影响肿瘤患者的预后[11]。

在结直肠癌中，免疫反应和 TIL分析已被作为肿瘤
分类的手段和预后的生物学标志物。结直肠癌患者肿瘤

组织中存在 TIL，大多数研究表明，CD3+、CD8+、PTPRC+或
FOXP3+ T淋巴细胞密度越高，临床疗效越好（能表现出
较强的免疫应答）[12]。在 Kwak等[13]的研究中，证实肿瘤组
织中 TIL不仅存在数量上的差异，而且与肿瘤部位关系
密切，本研究结果也与此一致，即 CD3+、CD4+ T淋巴细胞
比例左半结肠癌高于右半结肠癌。CD4+作为辅助 T淋巴
细胞的主要表面标志物，是免疫肿瘤细胞死亡的主要介

质，介导肿瘤细胞的表达，对肿瘤进展起保护作用[14]。在一
些强调 CD4+细胞可能通过 Th1机制介导抗肿瘤反应的
研究中发现，在结直肠癌抗肿瘤免疫中 CD4+ T淋巴细胞
发挥不可或缺的作用。近年来多项研究表明，CD4+ T淋巴
细胞不仅可以提高 CD8+ T淋巴细胞的疗效，而且还具有
单独消除肿瘤细胞的作用。

左、右半结肠癌具有不同的生物学和临床特征，在

Salem等[15]的研究中发现，与左半结肠癌相比，右半结肠

癌具有频繁的 EGFR通路异常活动和突变风险。一项关
于结肠癌生存周期的研究表明，右半结肠癌的预后比左

半结肠癌差[16]。Baldus等[17]研究表明，Kras基因突变的结
直肠癌患者，出现远处器官转移的发生概率更高。Testa
等[18]研究证实，结直肠癌转移与 K-RAS基因突变和 Tp53
基因突变相关。

探讨左、右半结肠癌 K-RAS基因及 TIL表达情况，
可以为结直肠癌患者疗效监测和预后评估提供临床检测

指标，同时充分考虑左、右半结肠癌临床表现特征，为患

者提供个体化诊疗方案，减少不必要的医疗费用。本研究

从 K-RAS基因突变类型和 TIL表达水平层面探讨了左、
右半结肠癌的差异，由于存在样本量相对较小、未进行多

中心研究的不足，其最终结论有待于进一步扩大样本量，

从多个医院采集病例，进行多中心研究来加以验证。
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综上所述，METTL3 mRNA和蛋白在结直肠癌中高
表达，与结直肠癌的淋巴结转移存在密切关系。故而，

METTL3可作为预测结肠癌分化水平和转移的重要指
标，为以后治疗及药物研发提供了重要依据。关于

METTL3在结直肠癌的发生与发展中的调控作用及其分
子机制有待进一步研究。
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