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胰腺黏液性囊腺癌基因突变的检测及其临床意义

郭承涛，彭小波，湛先保（海军军医大学附属长海医院 肿瘤科，上海 200433）

[摘 要] 目的:利用高通量测序平台研究胰腺黏液性囊腺癌（PMCC）组织中基因突变的分布特点及其临床意义。方法: 收集

2012年1月至2016年12月经外科手术切除的4例PMCC患者癌及癌旁组织石蜡标本,通过 Illumina Hiseq 2500平台进行二代基

因测序（NGS），结合患者临床病理资料分析PMCC患者癌组织的基因突变特征。结果: 在4个PMCC样本中，均检测到7个高频

突变基因（SMG），分别是KRAS、AHNAK2、MUC16、MUC17、MUC19、MUC3A和MUC4。3个样本中检测到24个SMG，分别为

ADAMTS9、ALDH3B1、CARD14、CSMD3、MKI67、OR1N2、PKHD1、PLCE1、RTL1、SIGLEC12、CCDC168、CEP295、CUBN、DST、

HRNR、LAMA5、OR10G4、OR2T4、PLEKHG4B、RP1L1、SLC15A5、SVEP1、TAS1R1和TNRC18。所有样本中均检测到KRAS驱

动基因突变，其中 3例检测到KRAS的K12热点突变，另 1例检测到KRAS的D33E非热点突变。结论: PMCC患者的高突变

KRAS和MUC家族，可能成为PMCC精准治疗的潜在靶点和生物标志物。
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Detection of gene mutation in pancreatic mucinous cystadenocarcinoma and its
clinical significance
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University, Shanghai 200433, China）

[Abstract] Objective：：To detect the distribution of gene mutations in pancreatic mucinous cystadenocarcinoma (PMCC) by high-

throughput sequencing and to explore its clinical significance. Methods: Four cases of paraffin-embedded cancer tissues and para-

cancerous tissues from PMCC patients, who underwent surgical resection from January 2012 to December 2016, received NGS (next

generation sequencing) examination using Illumina Hiseq 2500 platform. The characteristics of gene mutation in PMCC patients were

analyzed with sequencing results and clinicopathological data. Results: Seven significantly mutated genes (SMGs) were detected in all

four PMCC samples, namely KRAS, AHNAK2, MUC16, MUC17, MUC19, MUC3A and MUC4. Twenty-four SMGs were detected in

3 of the 4 samples, namely ADAMTS9, ALDH3B1, CARD14, CSMD3, MKI67, OR1N2, PKHD1, PLCE1, RTL1, SIGLEC12,

CCDC168, CEP295, CUBN, DST, HRNR, LAMA5, OR10G4, OR2T4, PLEKHG4B, RP1L1, SLC15A5, SVEP1, TAS1R1 and TN-

RC18. KRAS-driven gene mutations were detected in all 4 samples, including K12 hot spot mutation in 3 cases and D33E non-hot spot

mutation in 1 case. Conclusion: The high mutation of KRAS and MUC family in PMCC may be a potential target and biomarker for

precise treatment of PMCC.
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胰腺黏液性囊性肿瘤（mucinous cystic neo-

plasm，MCN）是一种较为罕见的肿瘤，起源于胰腺导

管上皮细胞[1-2]。胰腺MCN主要发生在围绝经期妇

女的胰体或胰尾[3]，因其具有潜在恶性、癌变概率高，

尤其是病程较长、肿瘤较大者。长期随访证实，MCN

可恶变为癌，即胰腺黏液性囊腺癌（pacreatic muci-

nous cystadenocarcinoma，PMCC）。 研 究[4] 表 明 ，

PMCN 的发生率占胰腺外分泌肿瘤的 2%~5%。

PMCC的症状与体征多无特异性，许多患者在就诊时

症状已存在数月或数年[5]。PMCC典型影像学表现

主要是内有固体物和钙化外圈的厚壁大囊，主胰管

扩张提示囊肿与胰管相通。COMPAGNO等[6]认为，

内镜下逆行胰胆管造影（endoscopic retrograde chol-
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angiopancreatography，ERCP）若显示胰管梗阻、闭塞

或胰管、胆管与囊肿腔相通则提示为恶性病变。目

前，PMCC一经诊断均推荐难度高、创伤极大的根治

性手术，亟需早期诊疗新方法。近几十年来，随着二

代测序技术（next generation sequencing，NGS）的快速

发展以及其成本不断降低，提供全面遗传风险评估

的全基因组测序（whole genome sequencing，WGS）技

术已成为肿瘤研究的重要手段。本研究运用NGS平

台对4例PMCC患者癌组织标本进行全基因组测序，

并结合临床病理资料分析PMCC患者癌组织的基因

突变特征。

1 资料与方法

1.1 研究对象

收集 2012年 1月至 2016年 12月海军军医大学

附属长海医院病理科保存的、经病理确诊的4例女性

PMCC患者手术切除的癌组织及对应的癌旁组织石

蜡标本，切成8张5~10 μm厚的切片进行WGS。4例

患者的一般临床资料见表1。

表1 4例PMCC患者的临床病理特征

Tab.1 Clinicopathological features of 4 patients with PMCC

Clinicopathologic feature

Gender

Age（t/a）

Tumor site

Histological morphology

Tumor size（l/cm）

Lymph node metastasis

Tumor stage

C-1

Female

47

Body of pancreas

Papillary

6.0

0/1

Ⅱ

C-2

Female

47

Body of pancreas

Sieve pore

3.5

-

Ⅱ

C-3

Female

62

Body of pancreas

Papillary

4.0

0/7

Ⅱ

C-4

Female

76

Tail of pancreas

Papillary

5.0

0/1

Ⅱ

C: Cancer tissue；1-4: Sample number

1.2 主要试剂及仪器

组织样品提取 DNA 所需 QIAgen_FFPE_DNA

Mini Kit试剂盒（QIAGEN，USA），质控标准的样本使

用KAPA Library Prep Kit试剂盒（Illumina，USA），样

本扩增使用荧光定量PCR 仪（Stepone plus，Life tech-

nology），样本浓度测定使用Qubit 2.0（Life technolo-

gy）；测序平台使用HiSeq PE150（Illumina，USA）。

1.3 DNA纯化、提取、检测与质控

为保证 4%甲醛溶液固定和石蜡包埋切片组织

中有足够比例的肿瘤细胞，事先请病理科对该切面

的肿瘤组织进行H-E染色，确保所切层面中肿瘤组织

占 70%以上，且坏死组织比例少于 10%。将切片置

于二甲苯中脱蜡，在变性条件下，将切片与蛋白酶K

共孵育以分离与蛋白质结合的DNA。90 ℃继续孵

育1 h，使DNA与蛋白充分解离，经过上柱、洗涤和洗

脱等纯化浓缩DNA。按照QIAgen_FFPE_DNAMini

Kit石蜡组织提取DNA说明书对切片组织进行DNA

提取。琼脂糖凝胶电泳（agarose gel electrophoresis,

AGE）分析DNA降解程度、完整性和纯度。用量子位

荧光计（qubit fluorometer）精确定量DNA 浓度，其中

DNA浓度≥20 ng/μl，总量 0.5 μg以上的DNA样品被

用来建库。

1.4 全基因组DNA文库构建和测序

基因组DNA利用Covaris破碎仪随机打断成长

度为350 bp的片段，经末端修复、磷酸化以及加A尾

后，片段两端分别连接接头，制备成基因组DNA文

库。通过 Illumina HiSeq PE150对癌组织及对应的癌

旁组织样品基因组DNA文库进行测序。PE150（pair

and 150 bp）指高通量双端测序，每端各测150 bp。在

构建的小片段文库中，插入片段 Insert DNA（高通量

测序直接测序单位）。双端测序是将每条插入片段

的两端进行测序的方法，由于插入片段的分布已知，

双端测序时不仅可以知道片段两端的序列，也可知

这两段序列之间的长度，从而便于后续数据比对。

1.5 测序数据质量评估

测序得到的原始图像数据文件经碱基识别（base

calling）分析转化为原始测序序列（sequenced reads），

原始数据以 fastq文件格式存储。然后去除原始数据

中低质量的碱基与序列，校正测序错误。采用BWA

软件将测序序列与人参考基因组 hg19做比对，初始

比对结果为 sam格式，再利用 samtools软件将结果转

为bam格式并排序。对测序重复率、错误率、比对率、

覆盖度以及测序深度进行分析，评估建库测序是否

达到标准，符合标注则进行后续分析，否则须重新建

库或加测。通常人类样本的测序序列能达到 95%以

上的比对率；平均测序深度[测序得到的碱基总量

（bp）与基因组大小（genome）的比值]，当测序深度

10X以上时覆盖度达到95%以上，可作为评价测序质
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量的指标之一。

1.6 体细胞突变分析

通过与其配对的非肿瘤样品作为参考，比较分

析肿瘤样品的体细胞突变。对于肿瘤样品，通过mu-

Tect 软 件 分 析 点 突 变（single nucleotide variant，

SNV），并通过Strelka软件检测体细胞插入缺失突变

（insertion-deletion，InDel）信息。

1.7 高频突变基因分析

高频突变基因（significantly mutated gene, SMG）

是指突变频率显著高于背景突变频率（background

mutation rate，BMR）的基因。结合以上SNV和 InDel

的分析结果，以所有肿瘤样本的体细胞突变为背景，

通过MuSic软件对基因上的各个突变类型进行统计

检验（SMG test），检测出显著高于背景突变率的基

因。MuSic通过 3种方法进行SMG test，包括卷积检

验（convolution test, CT）、Fisher 检验（fisher’s com-

bined P-value test, FCPT）和似然比检验（likelihood

ratio test, LRT）。

2 结 果

2.1 PMCC及癌旁组织中基因组DNA含量符合建

库标准

量子荧光仪检测结果（表 2）显示，PMCC与癌旁

组织基因组DNA浓度>20 ng/μl，且总量>0.5 μg，符合

建库标准。

2.2 PMCC及癌旁组织中基因组DNA测序数据符

合质量要求

对PMCC及癌旁组织基因组DNA文库测序数据

分析结果（表3）显示，PMCC组织样本平均测序深度

在60 X左右，癌旁组织平均为30 X左右；癌与癌旁组

织测序覆盖度和比对率均在 99%以上；重复率均在

10%左右，且Q30>80。表明本次测序项目数据质量

符合要求，可以进行后续分析。

表2 PMCC患者癌和癌旁组织基因组DNA含量

Tab. 2 Genomic DNA content in cancer and para-cancer

tissues of patients with PMCC

Sample

C-1

C-2

C-3

C-4

P-1

P-2

P-3

P-4

Concentration

[ρB(ng·μl-1)]
70.4

77.6

21.6

52.2

116.0

143.0

134.0

82.8

Volume

(v/μl)
55.0

55.0

55.0

55.0

55.0

55.0

55.0

55.0

Total

(m/μg)
3.9

4.3

1.2

2.9

6.4

7.9

7.4

4.6

C: Cancer tissue；P: Para-cancer tissue; 1-4: Sample number

2.4 PMCC患者癌组织中SMG分析

WGS测序结果显示，在 4个样本中均检测到突

变的基因有 7个，分别是KRAS、AHNAK2、MUC16、

MUC17、MUC19、MUC3A、MUC4。在 3个样本中检

测到突变的基因有 24 个，分别为 ADAMTS9、AL-

DH3B1、 CARD14、 CSMD3、 MKI67、 OR1N2、

PKHD1、 PLCE1、RTL1、 SIGLEC12、CCDC168、

CEP295、CUBN、DST、HRNR、LAMA5、OR10G4、

OR2T4、PLEKHG4B、RP1L1、SLC15A5、SVEP1、

TAS1R1、TNRC18。所有样本中均检测到 KRAS 驱

动基因突变，其中 3 例检测到 KRAS 的 K12 热点突

变，另1例KRAS的D33E非热点突变（图1）。

表3 PMCC及癌旁组织基因组DNA测序评估

Tab. 3 Assessment of genomic DNA sequencing results in cancer and para-cancer tissues of PMCC

Sample

C-1

C-2

C-3

C-4

P-1

P-2

P-3

P-4

Original data (G)

179.66

211.58

218.54

216.15

103.20

91.19

104.43

90.39

Q30

91.92

95.22

92.46

95.60

87.89

91.49

87.82

91.81

Sequencing depth

56.83

67.86

62.84

70.05

28.32

27.74

30.76

28.13

Coverage (%)

99.32

99.38

99.38

99.34

99.28

99.24

99.26

99.24

Mapping (%)

99.76

99.79

99.73

99.82

99.84

99.78

99.79

99.84

Repetition (%)

9.31

10.76

13.25

11.08

10.18

10.20

10.68

10.15

C: Cancer tissue; P: Para-cancer tissue；1-4: Sample number

2.3 PMCC组织体细胞突变增高

对 PMCC 患者癌组织 WGS 测序结果（表 4）显

示，点突变频率大约是1/Mb（兆字节）；全外显子测序

（whole-exome sequencing, WES）结果显示，点突变频

率为 18~84/Mb。表明在这 4例 PMCC患者组织中，

编码区体细胞突变负荷显著高于全基因组区域，其

中全外显子区域点突变频率显著高于先前文献报道

的1/Mb频率[7]。
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表4 WGS和WES体细胞突变

Tab. 4 Somatic mutation in WGS and WES

Sample

C-1

C-2

C-3

C-4

SNV

31 936

31 726

201 422

24 745

WGS

Mutation rate (1/MB)
1.06

1.06

6.71

0.82

InDel

4 118

4 553

4 325

5 622

Coding SNV

548

1 094

2 511

1 676

WES

Mutation rate (1/MB)
18.27

36.47

83.70

55.87

Coding InDel

9

18

14

17

C: Cancer tissue；1-4: Sample number

图1 KRAS突变位点示意图

Fig.1 Schematic diagram of KRAS mutation site

3 讨 论

肿瘤是机体在各种致瘤因素作用下，局部组织

的某一个细胞在基因水平上失去对其生长的正常调

控，导致其克隆性异常增生而形成的异常病变。肿

瘤绝大多数是发生在体细胞内的突变[8]，因此体细胞

突变是肿瘤检测的主要方法。肿瘤体细胞突变主要

有 2类：一是包括 SNV和 InDel基因突变，二是拷贝

数变异（copy number variations，CNV）和结构变异

（structural variation，SV）代 表 的 染 色 体 异 常[9]。

RUSCH等[10]对 78例儿童肿瘤患者组织进行基因组

测序，包含WGS、WES以及全转录组测序（transcrip-

tome sequencing，RNA-Seq）的方法可检测到 99%的

已知或疑似致癌突变，而仅用WES和RNA-Seq的方

法则检测到78%的突变，这显示了WGS在儿童肿瘤

中的独特价值。2014年前，由于WGS价格高昂，不

得不舍弃部分遗传信息（如基因融合、染色体重排

等），而选择全外显子组测序。随着全基因组测序技

术的普及及技术不断成熟，全基因组测序成本随之

降低，基于WGS的肿瘤基因组研究目前已成为肿瘤

研究的主流方法。来自澳大利亚的科学家通过对胰

腺癌组织进行WGS以及CNV分析重新定义了胰腺

癌基因突变图谱，发现的基因突变当作生物标志物

可用以表征胰腺癌化疗的治疗效果[11]。进一步运用

基因组技术整合分析并鉴定了胰腺癌10条信号通路

中的32个SMG[12]，并通过RNA序列数据分析对胰腺

癌进行了分子分型，这些结果有助于发现潜在的胰

腺癌治疗靶点，加深对胰腺肿瘤遗传基础的理解。

已证实部分肿瘤的发生与某些特定基因突变有

关。安吉丽娜•朱莉（Anngelina-Jolie）事件中，就是由

于发现了BRCA突变与乳腺癌、卵巢癌存在某种必然

的联系。这一检测方式被称为生殖突变（germline

mutation）检测，以确定患者是否携带遗传性肿瘤发

病相关基因突变，从而做出遗传性肿瘤基因诊断。

此外，还可对遗传性肿癌患者的家人进行基因检测，

找出突变基因携带者，在未发病前就提供癌症防治

咨询和有效针对措施，这种检测的取样人群为肿瘤

患者和正常家庭成员。当然，携带致病基因并非一

定患病，并且通过改变生活习惯、健康锻炼和注重日

常体检，可以做到延缓甚至避免肿瘤的发生。目前

用基因检测预警遗传性肿瘤（如乳腺癌），准确率已

经达到 50%~80%。在精准医疗概念的背景下，肿瘤

基因检测的确能对某些肿瘤诊疗及预后起到重要提

示作用[13-14]。

PMCC 是一种少见的恶性肿瘤。DOULAMIS

等[15]通过美国国家癌症研究所（NCI）SEER数据库回

顾性分析了 1988年至 2012年确诊的 PMCC患者数

据，共发现 507例PMCC患者，诊断年龄中位数为 67

岁，女性患者占68.4%。肿瘤主要以低级别（82.9%，Ⅰ

~Ⅱ级）、胰腺体部/尾部（42.8%）为主。根据 Kaplan-

Meier曲线，局限性、区域转移和远处转移患者的生

存率分别为 111个月（95%CI：82.5~139.5）和 14个月

（95%CI：10.9~17.1）和 4 个月（95%CI：2.9~5.1）。病

灶局限患者 1 年生存率为 90.1%，区域转移患者为

56.7%，而远处转移患者为18.7%。因此，PMCC倾向

于低级别肿瘤，局限于胰腺体尾部，肿瘤分期是疾病

特异性独立生存预测因子。

本研究在 4个 PMCC患者样本中，观察到MUC

家族MUC3A、MUC4、MUC16、MUC17和MUC19发

生突变。MUC家族蛋白能够在肿瘤细胞周围形成保

护层从而在胰腺肿瘤发病机制中起关键作用，并且

与肿瘤细胞毒性药物的抗性、增殖、侵袭和转移有

关[16]。近年来，已有研究把胰腺肿瘤中MUC家族蛋

白异常作为潜在的药物靶点或预后生物标志物[17]。

尽管MUC家族蛋白在胰腺癌中起重要作用，需谨慎
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使用基因组检测数据，因为黏蛋白是具有长序列的

大蛋白质，假阳性的可能性高。KRAS作为胰腺癌早

期发生的主要驱动基因，其体细胞突变发生在近90%

胰腺肿瘤中[18-20]。4 例 PMCC 样本中有 3 例检测到

KRAS基因K12热点突变率较高且特异性强，其联合

肿瘤生物标志物检查有助于提高 PMCC 的诊断水

平。在未来的研究中，将进一步扩大 PMCC患者的

样本量来进一步验证，以期能发现 PMCC患者潜在

的治疗靶点和生物标志物。
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