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[摘　要]	 目的：研究胰腺导管腺癌(pancreatic ductal adenocarcinoma，PDAC)患者KRAS与SMAD4(也称DPC4)

基因的突变情况，并探讨两者与PDAC患者临床病理特征的相关性。方法：收集50例未经放化疗

的PDAC患者的肿瘤石蜡标本，通过Sanger测序法检测KRAS基因2号外显子与SMAD4基因全外显子

的突变情况，并分析突变与临床病理特征之间的关系。结果：KR AS基因2号外显子突变率为72% 

(36/50)，其中35例患者发生第12密码子错义突变(p.Gly12Asp 23例，p.Gly12Arg 2例，p.Gly12Val 8

例，p.Gly12Cys 2例)，1例患者同时发生第6密码子错义突变c.16C>T[p.(Leu6Phe)]和第23密码子同

义突变(c.67C>T)。KRAS基因突变与肿瘤分期(P<0.01)、分化程度低(P<0.05)及淋巴结转移(P<0.01)

相关。未检测出SMAD4外显子有突变。结论：KRAS基因与山东地区PDAC患者恶性程度高、预后

差相关。SMAD4突变在本地区PDAC患者中较为罕见，提示SMAD4突变存在地区差异性。
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Abstract Objective: To investigate the mutations of KRAS and SMAD4 (DPC4) genes and to determine the relationship 

between the gene mutations and clinicopathological characteristics in patients with pancreatic ductal adenocarcinoma 

(PDAC) in Shandong Province. Methods: Fifty paraffin-embedded tissues from patients with PDAC without 

radiotherapy and chemotherapy were enrolled in this study. The KRAS gene exon 2 and the whole exons of SMAD4 

gene were sequenced by Sanger sequencing. The relationship between mutations and clinicopathological features 

was analyzed. Results: The mutation rate of KRAS gene exon 2 was 72% (36/50), including 35 cases with mutations 

at codon 12 (p.Gly12Asp 23 cases, p.Gly12Arg 2 cases, p.Gly12Val 8 cases, p.Gly12Cys 2 cases), and 1 case with 

mutations at codon 6 c.16C>T [p.(Leu6Phe)] and codon 23 (c.67C>T). The KRAS mutations were associated with 

tumor stage (P<0.01), poor differentiation (P<0.05) and lymph node metastasis (P<0.01). No mutation in the whole 
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胰 腺 癌 是 消 化 系 统 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤
之 一， 其 中 胰 腺 导 管 腺 癌 (pancreatic ductal 
adenocarcinoma，PDAC) 占 90%， 在 我 国 发 病
率 呈 逐 年 上 升 趋 势， 近 20 年 来 发 病 率 升 高 近 
6 倍 [1]，占因癌症死亡的前 10 位 [2]。在胰腺癌
中 KRAS 原癌基因和 SMAD4 抑癌基因存在高频
率突变 [3-6]。KRAS 原癌基因激活是胰腺癌发生
与 发 展 的 主 要 驱 动 力 [7]。SMAD4 也 称 DPC4，
其表达缺失能够加速 KRAS 突变体 KRAS G12D
所引发的癌前病变的恶性进程，加速胰腺恶性
肿 瘤 的 形 成 [8-9]。 本 研 究 通 过 对 50 例 PDAC 患
者 KRAS 基因 2 号外显子和 SMAD4 基因全外显
子进行 Sanger 测序，分析山东地区 PDAC 患者
KRAS 与 SMAD4 基因突变情况及与临床病理特
征间的联系。

1  对象与方法

1.1  对象

收集中国山东地区 50 例原发性 PDAC 汉族
患者的肿瘤石蜡标本，其中女 22 例，男 28 例。
年 龄 40~75(59.6±8.5) 岁。 标 本 来 自 青 岛 大 学
附属医院病理科和山东省立医院病理科。入选
标准：1) 病理学确诊为胰腺导管癌的患者；2)
术前未接受过放化疗；3) 肿瘤组织占组织总面

积的 60% 以上。病理分期采用美国肿瘤联合会
(AJCC) 第八版 TNM 标准。IA 期、IB 期各 15 例，
IIA 期 3 例，IIB 期 9 例，III 期 2 例，IV 期 6 例。
该研究获得青岛大学附属医院、山东省立医院
伦理委员会批准。

1.2  方法

1.2.1  基因组 DNA 提取

切取厚度为5~10 μm石蜡切片5~8张，使用
天根石蜡包埋组织DNA提取试剂盒(天根生化科
技有限公司)提取全基因组DNA，−20 ℃保存。
1.2.2  PCR 扩增与扩增产物测序

PCR 反 应 体 系 (20 μL)：2×PowerTaq PCR 
Master Mi x [1×reaction buf fer (10 mmol/L Tris 
H C l ， p H  8 . 3 ， 5 0  m m o l / L  KC l ， 2 . 5  m m o l / L 
Mg Cl 2)，200 nmol/L dNTPs，1.25 U TaqDNA
聚 合 酶 ] 10 μL， 上 下 游 引 物 (10 pmol/μL) 各 
0.5 μL，DNA 模 板 (20~80 ng/μL) 2 μL， 灭 菌
双 蒸 水 7 μL。PCR 反 应 条 件：94 ℃ 预 变 性 
5 min；94 ℃ 变 性 30 s，54~60 ℃ 1 min，72 ℃ 
45 s 共 35 个循环；72 ℃ 10 min ( 表 1)。PCR 产
物经 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测，条带单一清晰，
由青岛擎科梓熙生物技术有限公司进行 Sanger
测 序。 测 序 结 果 通 过 BioEdit 软 件 与 DNAMAN
软件进行分析。

exons of SMAD4 gene was detected in this study. Conclusion: The mutation of KRAS gene is significantly associated 

with malignancy and poor prognosis in patients with PDAC in Shandong Province. SMAD4 mutation is rarely 

detected in these patients, which indicates possible geographic discrepancy of SMAD4 gene mutation.

Keywords pancreatic ductal adenocarcinoma; SMAD4/DPC4; KRAS; mutation

表1 SMAD4基因全外显子与KRAS基因2号外显子引物

Table 1 Whole exons of SMAD4 gene and exon 2 of KRAS gene primers 

外显子 上游引物 (5' → 3') 下游引物 (5' → 3') 片段长度 /bp 退火温度 /℃

SMAD4-1 CCTGATAGGCCATGGGTGAGT GCTTGAAAGGAAACGTAGCAAGTT 558 56

SMAD4-2 TGGTAGGATTGTGAGGATTAAATCAG CGCGGGCTATCTTCCAAAT 368 56

SMAD4-3 TTGATATTTTGCCCCTTTAGAACAT TGCCGCTCACACAAACTAATTC 350 60

SMAD4-4 GTTTATCAAGAAACTGAGGAGTACCTTTT TGCCGCTCACACAAACTAATTC 600 58

SMAD4-5 CCTGATAGGCCATGGGTGAGT TAAGGCCCACATGGGTTAATTT 350 58

SMAD4-6 AAGGACTGTTGCAGATAGCATCAG ACAGAAAACAAAGCCCTACCAAAA 361 54

SMAD4-7 CTTGGCAGATAGCACTGAAATGTTAG AAAGCCTGTGTTTGTGCGTTT 350 56

SMAD4-8 TCCCCTCCCTTTACCCTTTCT GATGGAGTGCTTACAAATGTT 450 59

SMAD4-9 ACATGCTCCTGACACATAGTAAGTGTT CCCAGATTTCAATTCTTTTGACAA 462 58

SMAD4-10 TGAGTTTTAAATAAGTCAGGCATTGG TTCAAAAATGTCATCATCCCAGTAA 358 58

SMAD4-11 CCTTAACCAAAAGTGTGCAGCTT TTGTAGTCCACCATCCTGATAAGGT 450 56

KRAS-2 AAAGGTACTGGTGGAGTATTTGATAGTG TTCAAAAATGTCATCATCCCAGTAA 405 59
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1.3  统计学处理

采用 SPSS 20.0 软件对基因突变与临床病理
特征的关系进行 χ2 检验。P<0.05 为差异具有统
计学意义。

2  结果

2.1  PCR 结果

SMAD4基因全外显子与KRAS基因2号外显子
PCR产物均为单一清晰的条带，随后进行Sanger
测序(图1)。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10   11 KRAS-2Markerbp

700
600
500
400
300
200
100

图 1 SMAD4 基因 1~11 号外显子与 KRAS 基因 2 号外显子

PCR 产物电泳结果

Figure 1 Electrophoresis results of SMAD4 gene 1–11 exons 

and 2 exon of KRAS gene PCR products 

从左至右依次为 Marker，SMAD4 基因第 1~11 号外显子及

KRAS 基因 2 号外显子。

From left to right: Marker, SMAD4 gene exons 1–11 and exon 2 of 

KRAS gene.

2.2  KRAS 基因 2 号外显子突变情况及其与 PDAC
临床病理特征的联系

5 0 例 P D A C 标 本 中 ， K R A S基 因 第 2 外 显 子
突变率为 7 2 %  ( 3 6 / 5 0 ) ，其中 3 5 例发生第 1 2 密
码 子 的 错 义 突 变 ， 1 例 同 时 发 生 第 6 密 码 子 错
义突变 c . 1 6 C > T  [ p. ( L e u 6 P h e) ] 与第 2 3 密码子
的同义突变c . 6 7 C > T ( p. L e u 2 3 = )。第1 2密码子
的突变类型包括 2 3 例 c . 3 5 G > A ( p.G l y 1 2 A s p) ，
2 例 c . 3 4 G > C ( p . G l y 1 2 A r g ) ， 8 例 c . 3 5 G > T 
(p.Gly12Val8)，2例c.34G>T(p.Gly12Cys)，未见
第13密码子突变(表2，图2)。IIB期与III~IV期患
者KRAS突变率高于II A期患者，I期患者突变率
最低(P<0.01)。分化程度越低KRAS突变率越高
(P<0.05)，有淋巴结转移患者KRAS基因突变率

表2 KRAS基因的突变情况

Table 2 Mutations in KRAS gene

密码子 氨基酸改变 碱基突变位点 百分比 /%

6 p.Leu6Phe c.16C>T 2.70

12 p.Gly12Asp c.35G>A 62.20

12 p.Gly12Arg c.34G>C 5.40

12 p.Gly12Val c.35G>T 21.60

12 p.Gly12Cys c.34G>T 5.40

23 p.Leu23= c.67C>T 2.70

图 2 KRAS 基因 2 号外显子测序图

Figure 2 KRAS gene exon 2 sequence map

(A) 野生型；(B~E) 箭头所示为第 12 密码子错义突变；(F，G)

箭头所示分别第 6 密码子错义突变、第 23 密码子同义突变。

(A) Wild type; (B–E) Arrows show the 12 codon missense muta-

tion; (F, G) Arrows show the 6 codon missense mutation and 23 

codon synonymous mutation.

A

B

C

D

E

F
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高于无淋巴结转移患者(P<0.01)。性别、年龄、
肿瘤发生部位与KRAS基因突变差异均无统计学
意义(均P<0.05，表3)。

2.3  SMAD4 基因突变情况

对 SMAD4 全外显子进行 Sanger 测序，未检
测出突变。
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表3 KRAS基因2号外显子突变与PDAC临床病理特征

Table 3 Exon 2 of KRAS gene mutations and the clinicopathologic features with PDAC

临床病理类型 总数/[例(%)] 突变型/[例(%)] 野生型/[例(%)] P

年龄/岁 0.42

≤60 24 (48) 16 (32) 8 (16)

>60 26 (52) 20 (40) 6 (12)

性别 0.594

男 28 (56) 21 (42) 7 (14)

女 22 (44) 15 (30) 7 (14)

部位 0.066

胰头 20 (40) 15 (30) 5 (10)

胰体 22 (44) 18 (36) 4 (8)

胰尾 8 (16) 3 (6) 5 (10)

肿瘤直径/cm 0.384*

<3 7 (14) 4 (8) 3 (6)

≥3 43 (86) 32 (64) 11 (22)

分期 0.006*

I 8 (16) 4 (8) 4 (8)

IIA 11 (22) 6 (12) 5 (10)

IIB 16 (32) 16 (32) 0 (0)

III~IV 15 (40) 10 (32) 5 (10)

分化程度 0.047*

高 2 (4) 0 (0) 2 (4)

中 23 (46) 19 (38) 4 (8)

低 25 (50) 17 (34) 8 (16)

淋巴结转移 <0.001

有 21 (42) 21 (42) 0 (0)

无 29 (58) 15 (30) 14 (28)

*确切概率法。

*Fisher’s exact test.

3  讨论

胰腺癌5年生存率小于6%，在我国占因癌症
死亡的前10位[2]，临床上仅15%~20%的胰腺癌患
者在确诊后可接受手术治疗[10]。研究[11-12]表明：
胰腺癌的发生进展涉及原癌基因激活与抑癌基因
失活，如KR AS原癌基因的激活，S M AD4和P53
等抑癌基因失活。原癌基因KR AS在胰腺癌患者
中的突变率为70%~95%[3,5-6]，主要发生在第12，
13，61密码子，其中第12密码子突变约占80%，
主要突变类型为 p.G l y 1 2 A s p 与 p.G l y 1 2 Va l [ 1 3 ]。
KRAS基因突变导致RAF-MEK-ERK-MAPK信号转
导通路持续性激活，使细胞发生恶性突变，对

肿瘤形成与发展起促进作用 [7]。本研究中KR AS
基因第 1 2 密码子突变率为 7 2 % ， p.G l y 1 2 A s p 与
p.Gly12Val占总突变的86%，与文献[14]报道胰
腺癌 K R A S 突变率与突变类型相似。本实验从 
1例 I I B期患者中检测出2个新突变位点(人类基
因突变数据库http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.
php与ClinVar数据库htt ps://w w w.ncbi .nlm.ni h.
gov/clinvar/)，分别是c.16C>T与c.67C>T，其临
床意义需进一步的实验验证。本研究中，IIB期
与I I I ~ I V期患者K R A S突变率高于I I A期与I期患
者，分化程度越低、有淋巴结转移者更容易发
生K R A S突变。研究 [ 1 5 ]证明：K R A S基因的突变
与肿瘤分化程度及肝转移的发生率有关，并且
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KR AS基因突变型患者比野生型患者预后更差，
这与本研究结果相似。另外还有研究 [16]发现：
接受EGFR抑制剂尼妥珠单抗联合吉西他滨治疗
的KRAS野生型胰腺癌患者总体生存期高于KRAS
突变型患者(分别是11.6个月与5.6个月)。简而
言之，KR AS突变的患者肿瘤恶性程度高，预后
差，不适合EGFR靶向药物治疗。

SMAD4是TGF-β家族各类信号转导过程中共
同需要的介质，对调节TG F - β家族的信号转导
起重要作用，其失活会使整个TG F - β信号转导
途径中断，从而失去对肿瘤细胞增殖的抑制作
用。研究 [ 3 , 1 7 - 2 0 ]表明：不同国家和民族P DAC患
者S M AD4基因突变率存在一定差异，突变率为
7%~50%。SMAD4的失活与表达降低通常发生在
胰腺癌的晚期[21-23]，并可作为预测胰腺癌患者预
后的生物学标志物 [24-28]，在KR AS发生突变的基
础上S M AD4表达缺失会促使胰腺肿瘤往更恶性
的方向发展 [8-9]。然而与以往研究 [3,17,19-20]不同，
本研究对5 0例P DAC患者的S M A D 4基因进行全
外显子测序，未发现突变。分析主要的原因可
能为：1)山东地区PDAC患者SMAD4基因突变率
低于西方国家，这种差异可能由地理环境、饮
食、遗传等综合因素造成；2)S M A D4基因突变
多发生于晚期的PDAC患者，本研究中III，IV期
病例较少，也可能是未检测到S M AD4外显子突
变的原因之一；3 )肿瘤标本中的间质细胞和炎
细胞可能导致假阴性结果；4)Sanger测序法检测
灵敏度低；5 )本研究检测样本量小。尽管在本
研究中未检测出S M AD4突变，但不能说明该基
因与本地区PDAC的发生发展无关。我们将扩大
样本量并优化研究方案，进一步探讨PDAC患者
SMAD4基因改变情况及其临床意义。

本研究中山东地区PDAC患者KRAS基因突变
率与突变类型与目前国际报道的数据相符，其
突变与本地区PDAC恶性程度高、预后差相关。
S M A D 4基因突变在本地区P DAC患者中较为罕
见，提示S M AD4突变可能存在地区差异。对于
新发现的KR AS的突变类型，待进一步研究该突
变是否与PDAC的发生发展相关。
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