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外泌体检测 KRAS 突变在结直肠癌中的研究进展

耿　 婷,张晓红,南　 琼∗

(昆明医科大学第一附属医院消化内科和消化疾病研究所,昆明　 650000)

　 　 【摘要】 　 虽然内镜能早期诊断结直肠癌,但因其存在有创、侵入等局限性,世界范围内仍有大部分患者确诊

时已经是晚期甚至伴有转移。 西妥昔单抗等抗表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor,EGFR)单克隆抗

体丰富了转移性结直肠癌的治疗,然而其治疗效果与 KRAS 基因是否突变相关,因此使用前检测 KRAS 基因是否突

变十分有必要。 对外泌体的大量研究使得我们思考能否通过外泌体检测来确定患者是否存在 KRAS 突变。 本文重

点对依靠外泌体检测 KRAS 突变指导结直肠癌患者使用 EGFR 单抗治疗的潜在可能性进行综述。
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Research progress on the detection of KRAS mutation in colorectal
cancer by exosomes
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(Department of Gastroenterology and Institute of Digestive Diseases,First Affiliated Hospital of Kunming
Medical University, Kunming 650000, China)

　 　 【Abstract】　 Although endoscopy can be used to diagnose colorectal cancer early, however, due to its invasiveness
and other limitations, most patients have advanced or even metastatic status at the time of diagnosis. The anti-epidermal
growth factor receptor (EGFR) monoclonal antibody cetuximab enriches the treatment of metastatic colorectal cancer, and
its therapeutic effect is related to mutation in the KRAS gene. Therefore, it is necessary to detect the KRAS gene before use
of an anti-EGFR monoclonal antibody. Extensive research on exosomes has led us to consider whether exosomes can be used
to determine KRAS mutation status. This review focuses on the feasibility of using exosomes to detect KRAS mutations to
guide the use of anti-EGFR monoclonal antibodies in patients with colorectal cancer.
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　 　 结直肠癌是世界范围内发病仅次于肺癌、和乳

腺癌的最常见的癌症,是第四常见的癌症死亡原

因,每年约有 70 万人死亡[1]。 自 1988 年 Vogelstein
对正常组织-腺瘤-癌组织的发展过程进行详细解

析[2],我们认识到大多数结直肠癌的发展是从腺瘤

到腺癌的过程,通常需要 7~10 年,早期诊断并进行

干预的患者往往预后较好。 但结直肠癌是一种“沉
默”性疾病,许多人直到癌症转移后才会出现下消

化道出血或腹痛等临床表现[3],因此早期诊断较困

难。 目前筛查早期结直肠癌的常用方法有粪便潜



血试验、粪便免疫组化检测、全结肠镜检查等。 前

两者特异性较差,自发肠道出血可导致结果假阳

性,另外癌早期出血较少,容易漏诊。 而全结肠镜

检查虽然在发现早期癌和癌前病变有高度敏感性,
检查同时就可以切除早期病灶,但侵入性较高,易
引起患者不适,还需要复杂的肠道准备,仅有少数

国家直接采用结肠镜检查作为筛查手段[4]。 而在

未接受筛查的人群中,约有 60% ~ 70%的结直肠癌

病例是在晚期确诊的[5]。 晚期或转移性结直肠癌

患者尚缺乏有效可靠的治疗手段。 表皮生长因子

受体(epidermal growth factor receptor,EGFR)靶向药

物(如西妥昔单抗、帕尼单抗等)的出现丰富和发展

了结直肠癌的治疗。 但是 RAS 基因是否突变以及

突变的类型对 EGFR 靶向药物的治疗效果有很大的

影响,因此,使用 EGFR 靶向药物之前应该对 RAS
基因(主要是 KRAS 基因)进行突变检测[6]。 目前

KRAS 突变试验已被亚洲临床指南认可[7]。 近年来

对外泌体的大量研究使得我们思考是否能通过其

进行无创简便的方法来确定患者是否存在 KRAS 突

变,从而更好的指导 EGFR 靶向治疗药物的临床

使用。

1　 EGFR 在结直肠癌中的作用

EGFR 也称为 ErbB-1 或 HER1,为大小为 170×
103 的单体糖蛋白,表达于大多数组织中,是一种属

于细胞膜受体 ErbB 家族的跨膜酪氨酸激酶受体。
EGFR 级联启动具有促进二聚化的配体结合受体,
导致酪氨酸激酶残基自磷酸化,从而诱导许多细胞

内信号转导途径 (主要是通过 Ras / Raf / MEK /
ERK / MAPK 和 PI3K / AKT / mTOR 这两条通路将信

号从胞质传导到细胞核)的激活(图 1),导致多种转

录因子的激活,在包括转移性结直肠癌在内的几种

不同的人类癌症中发挥着调节增殖、分化、迁移、凋
亡、血管生成和转移扩散的作用[8]。 研究表明大约

60%~80%的结直肠癌患者存在 EGFR 过表达[9-10]。

2　 抗 EGFR 单抗

目前最常用来治疗晚期转移性结直肠癌的

EGFR 靶向药物主要是抗 EGFR 单克隆抗体[11]。 以

第一个于 2004 年被美国食品和药品监督管理局

(FDA)批准用于治疗临床上对化疗耐受的晚期转

移性结直肠癌的抗 EGFR 单克隆抗体-西妥昔单抗

为例:西妥昔单抗经历了广泛的临床前期和临床评

估,在许多细胞系的体外实验中证实了其抗肿瘤、

抗增殖和细胞毒性作用[12]。 Cunningham 等[13] 于

2004 年在新英格兰医学杂志上发表了著名的 BOND
临床试验的研究结果确立了西妥昔单抗在治疗化

疗耐药的晚期结直肠癌二线的地位。 西妥昔单抗

通过与 EGFR 的结合(图 1)阻止细胞内配体介导的

酪氨酸激酶磷酸化,导致下游信号通路的抑制,从
而发挥其药理作用[14]。 然而,抗 EGFR 单克隆抗体

价格昂贵,且临床用药后发现在一些患者身上疗效

并不十分理想,或是开始治疗有效,而在治疗过程

中逐渐表现出耐药性。 所以探索其耐药机制,寻求

有效方法指导靶向药物的使用显得尤为重要。

3　 KRAS 突变

虽然导致西妥昔单抗耐药性的原因有多种,但
对耐药结直肠癌患者的肿瘤标本大规模分析结果

显示,40%存在 KRAS 突变,且相较于其他的突变如

PIK3CA 突变(占 14. 5%),BRAF 突变(占 4. 7%),
NRAS 突变(占 2. 6%)等明显占有比例优势,更值得

关注[15]。 KRAS 作为 RAS 基因家族中的一员,是
Ras / Raf / MEK / ERK / MAPK 这条信号通路中主要的

信号转导分子之一。 所以 KRAS 突变可绕过 EGFR
直接激活下游信号,介导 Ras / Raf / MAPK 信号转导

活化转录因子,使肿瘤细胞逃避西妥昔单抗的作

用, 从而形成对西妥昔单抗的原发性耐药。 越来越

多的研究也表明比起突变型的患者,KRAS 野生型

的患者对西妥昔单抗的敏感性较高,疗效更显

著[16-18]。 同时西妥昔单抗治疗过程中 KRAS 的后续

突变也会使患者对其反应性下降,影响治疗效

果[19]。 所以在使用西妥昔单抗前以及治疗过程中

进行 KRAS 突变检测十分有必要。 目前检测结直肠

癌 KRAS 突变的方法主要是利用患者组织进行 DNA
提取,而组织标本主要来源于手术、结肠镜或穿刺

活检,这些检查因其侵入性带来的伤害,并不是每

个患者都能接受。

4　 外泌体

4. 1　 外泌体概述

虽然目前来说组织活检仍是诊断肿瘤的金标

准,但其对患者的创伤性大,在需要动态观察病情

的患者身上无法重复进行。 为了弥补这一不足,液
体活检已发展成为一个非常活跃的研究领域。 液

体活检是指收集患者的外周血来检测患者血液的

循环肿瘤细胞(circulating tumour cells,CTCs)、含有

循环肿瘤 DNA(circulating tumour DNA,ctDNA)的癌

症患者血液中的循环无细胞 DNA(circulating cell-
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图 1　 EGFR 信号通路及抗 EGFR 单抗作用机制

Figure 1　 EGFR signaling pathway and the mechanism of anti-EGFR monoclonal antibody

free DNA,cfDNA)、循环无细胞 RNA(circulating cell-
free RNA,cfRNA)以及循环细胞外囊泡(extracellular
vesicles,EVs),如外泌体和肿瘤 “教育” 的血小板

(tumour-educated platelets,TEPs)、蛋白质、代谢物等

方法的总称[20]。 最近,一项 meta 分析明确指出

cfDNA 十分有潜力作为判断 CRC 患者 KRAS 突变的

生物标志物[21]。 而外泌体可以反映原始细胞的状

态、具有脂质双层结构保护,内容物不易降解、能稳

定存在于在各种血液、尿液和细胞培养基等液体

中[22],更有可能将液体活检运用于临床实践中去。
外泌体是一种大小约 30 ~ 100 nm 的膜性小囊

泡,由肥大细胞、树突状细胞等多种类型的细胞释

放,存在于包括血液、尿液等多种体液中[23]。 最早

于上世纪 80 年代由 Johnstome 等人在培养羊的网织

红细胞时发现[24]。 随着研究的不断深入,学者们发

现外泌体因其内部包裹的蛋白质、脂质、 DNA、
mRNA、microRNAs 等内容物,可作为细胞间信号传

递的关键分子[25-30]。
4. 2　 外泌体检测的发展

有研究报道,与正常细胞相比,肿瘤细胞分泌

更多的外泌体[31]。 目前的研究着力于验证血清外

泌体是否可作为一种新颖的,有潜力的生物标志物

来早期诊断癌症和明确癌症相关突变是否可以从

患者血清外泌体中的 mRNA 扩增出来。 2010 年有

研究指出,胃癌患者分泌的外泌体明显高于正常对

照组,且在对照组和胃癌患者的外泌体中都能检测

到如 HER-2 等标志物,但胃癌患者外泌体内这些标

志物明显高表达[32]。 2014 年有研究指出,鼻咽癌

患者血浆中可连续检测到癌外泌体且血清外泌体

浓度的升高与患者终末期淋巴结转移及预后不良

密切相关[33]。 2015 年有研究指出,外泌体可作为

早期肺癌的潜在有效的生物标志物[34]。 2016 年有

研究指出,帕金森病患者尿液外泌体内的富含亮氨

酸的重复激酶 2(LRRK2)可作为一种标志物,与疾

病严重程度密切相关[35]。 尤其是 2016 年 1 月 21
日,世界上第一个基于外泌体的癌症诊断产品在美

国上市,外泌体作为诊断标志物的研究前进了一大

步[36]。 总之,对于外泌体作为诊断标志物的研究层

出不穷,研究者们也正在不断努力地寻求更好的方

法将其运用到临床实践中去。
4. 3　 外泌体检测与 KRAS 突变

结直肠癌细胞 KRAS 突变后会释放更多的外泌

体,且包含的蛋白质组成改变,这些外泌体携带的

蛋白转移到周围的 KRAS 野生型细胞会明显刺激其

生长[37],这表明外泌体内容物中存在能提示结直肠

癌细胞 KRAS 突变的成分。 有研究显示 KRAS 突变

率在结直肠癌患者肿瘤组织和相匹配的血清外泌

体中分别为 57. 6%和 42. 4%,没有显著统计学差异
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(P = 0. 063),血清外泌体可用于结直肠癌患者的快

速非侵入性基因分型检测。 该研究还指出与 cfDNA
相比,外泌体携带的基因片断更加丰富且稳定性更

好[38]。 国内也有研究指出外泌体 DNA 突变检测较
组织学检测灵敏度为 90. 6%,一致性为 81. 1%。 且

外泌体检测反映的是患者的整体状况,并不局限于

原发灶的突变,有效避免了肿瘤异质性对检查结果

的影响[39]。 通过对结直肠患者外泌体 DNA 突变频
率的连续监测也发现突变频率与西妥昔单抗的疗

效具有相关性,即当西妥昔单抗治疗效果好时,患
者 KRAS 突变频率较低,而当患者对西妥昔单抗逐

渐出现耐药时,基因突变的频率则出现明显的升高

趋势[19]。 这进一步说明了外泌体中 KRAS 突变情
况与西妥昔单抗耐药性有很好的一致性。
4. 4　 外泌体的分离纯化

目前外泌体的提取分离方法主要有超速离心

法、顺序滤过法、尺寸排阻色谱法、磁珠特异性捕获

法、聚合物沉淀法等。
超速离心一般和蔗糖密度梯度离心或蔗糖衬

垫组合起来分离低丰度外泌体,操作简便,可以获

得高纯度的外泌体,是分离外泌体的金标准。 但重

复离心可能对外泌体的囊泡造成损害从而降低其

质量,可溶性蛋白与外泌体形成团块也会导致外泌

体污染[40]。 顺序过滤法是利用不同空隙的超滤膜
对样品中不同大小的分子进行分离,此方法简单高

效,但外泌体可能会堵塞滤孔,导致膜的寿命缩短,
分离效率较低[41]。 尺寸排阻色谱法也是利用大小
来分离外泌体,可以极大保留外泌体的完整性和生

物活性,与差速离心法结合可获得高度纯化的外泌

体[42]。 外泌体表面有特异性标记物,磁珠特异性捕
获的方法是利用抗体与标记物的特异性结合,将抗

体固定在磁珠表面可以实现对外泌体的特异性富

集,此法特异性强,但价格昂贵[43]。 聚合物沉淀法
是使用不同体积的含有沉淀物的溶液和生物体液

混合,对来自样品的外泌体进行沉淀,目前这类方

法市场上已经有比较成熟的试剂盒如 ExoQuickTM,
但使用聚合物沉淀溶液会产生非外泌体组分的共

沉淀,难以洗脱的沉淀剂会影响实验的进行[44]。 这
些方法各有利弊,研究者多根据自己需求和经济水

平加以选择,也可以多种方法联合运用。 最近,
Zhang 等[45]还提出了他们研究的微流体装置能检
测出微升存在的外泌体并证实了外泌体是卵巢癌

的潜在生物标志物。

5　 结语

综上所述,为了使晚期结直肠癌患者能得到更

为精准的治疗,在使用抗 EGFR 单抗治疗时检测

KRAS 突变十分有必要。 而外泌体在肿瘤检测中表

现出了强大的发展潜力,且在结直肠癌中检测 KRAS
突变时外泌体检测除了与组织检测体现出较好的

一致性外,还具有非侵入、可重复、能在治疗过程中

检测 KRAS 的变化情况等优点。 外泌体的分离纯化

方法也在不断完善中。 因此外泌体有望成为临床

上检测结直肠癌 KRAS 突变的新手段。
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