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·食管癌与结直肠癌·

食管鳞癌、贲门腺癌和 
结肠腺癌高频突变基因谱比较
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摘要 ：目的   通过对比分析食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌高频突变基因，确定 3 种肿瘤间主要变异基因。

方法   采用全基因组外显子测序方法对 98 例结肠腺癌检测分析，将结肠腺癌中的高频突变基因在 109 例食管鳞癌

和 112 例贲门腺癌中进行靶向测序，确定食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌三者共同存在或者特异的基因改变。结

果   黏蛋白 16（mucin16，MUC16）、丝聚蛋白（filaggrin，FLG）、SMAD 家族 4（SMAD family member 4，Smad4)

和Ⅵ型胶原蛋白 α3（collagen type Ⅵ alpha 3 chain，COL6A3）在食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌组织中均存在不

同程度的突变，突变类型均以错义突变为主。其中，MUC16 和 COL6A3 基因在 3 种肿瘤组织中的突变频率非常相

似，MUC16 基因突变率分别为 21.1%、27.7% 和 18.4%，COL6A3 基因突变率分别为 4.6%、10.7% 和 10.2%。而

SMAD4 基因在食管鳞癌和贲门腺癌的突变频率低于结肠腺癌（0.9% vs 4.5% vs 14.3%，P<0.05），FLG 基因在食管

鳞癌中的突变频率高于贲门腺癌和结肠腺癌（22.9% vs 9.8% vs 6.1%，P<0.05）。结论   MUC16 和 COL6A3 基因突

变可能是食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌 3 种不同组织来源肿瘤共同存在的分子改变，而 FLG 和 SMAD4 基因突

变则分别与食管鳞癌和结肠腺癌的发生密切相关。
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本团队师徒三代在过去 60 年的食管癌研究

过程中已建立 50 万例跨度 47 年（1973 年至 2019

年）食管癌和贲门癌患者随访的临床诊疗、病理

信息大数据库和大样本库，发现 73 例患者在确诊

为食管癌的同时或继发结直肠肿瘤 [1]。近年，越

来越多的研究报道食管癌和结直肠癌存在共同的

高危因素。过度饮酒、蔬菜和水果摄入不足以及

人 类 乳 头 瘤 病 毒 16（human papilloma virus 16，

HPV16）感染等既是食管癌的高风险因素，也与

结直肠癌的发生密切相关 [2-5]。食管癌高危因素吸

烟也可通过引起肠黏膜中异常启动子甲基化，进

而导致结直肠癌的发生 [6]。对 60 例食管鳞癌患

者的研究发现，食管鳞癌可能会增加这些患者继

发结直肠癌的风险 [7]。一项 meta 分析结果发现，

Barrett’s 食管可使结直肠息肉和结直肠癌的风险提

高 1 倍 [8]。本研究旨在采用全基因组外显子测序
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Abstract:Objective   To compare the high-frequency mutation gene profiles of esophageal squamous cell carcino-

ma, gastric cardia adenocarcinoma and colon adenocarcinoma, and to identify the major variant genes among the three tu-

mors. Methods   The whole genome exon sequencing method was applied on 98 cases of colon adenocarcinoma to detect the 

mutation profile. The high-frequency mutation genes in colon adenocarcinoma were sequenced in 109 cases of esophageal 

squamous cancer and 112 cases of gastric cardia adenocarcinoma, and the genetic changes that existed or were specific to 

esophageal squamous cancer, gastric cardia adenocarcinoma and colon adenocarcinoma were determined. Results   Mucin 16 

(MUC16), filaggrin (FLG), SMAD family member 4 (SMAD4) and collagen type Ⅵ alpha 3 chain (COL6A3) were mutated in 

esophageal squamous cell carcinoma, gastric cardia adenocarcinoma and colon adenocarcinoma, and the main mutation types 

were missense mutations. Among them, the mutation frequencies of MUC16 (21.1% vs 27.7% vs 18.4%) and COL6A3 (4.6% 
vs 10.7% vs 10.2%) were similar in the three kinds of tumor tissues, while the mutation frequencies of SMAD4 in esophageal 

squamous cell carcinoma and gastric cardia adenocarcinoma were lower than that in colon adenocarcinoma (0.9% vs 4.5% vs 

14.3%, P<0.05). The mutation frequency of FLG in esophageal squamous cell carcinoma was significantly higher than those 

in gastric cardia adenocarcinoma and colon adenocarcinoma (22.9% vs 9.8% vs 6.1%, P<0.05). Conclusions   It is suggest-

ed that MUC16 and COL6A3 gene mutations may be the common molecular changes of esophageal squamous cell carcinoma, 

gastric cardia adenocarcinoma and colon adenocarcinoma, while SMAD4 and FLG gene mutations are closely related to the 

occurrence of esophageal squamous cell carcinoma and colon adenocarcinoma.
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和靶向测序的方法对结直肠癌、食管鳞癌和贲门

腺癌的高频基因进行对比分析，揭示这 3 种不同

组织来源肿瘤的分子分型，进一步阐明其发生的

分子机制。

1　资料与方法

1.1　一般资料

98 例结肠腺癌患者来自浙江大学第二附属医

院恶性肿瘤预警与干预教育部重点实验室。109 例

食管鳞癌和 112 例贲门腺癌患者来自郑州大学第

一附属医院省部共建食管癌防治国家重点实验室

已建立的 50 万例跨度 47 年（1973 年至 2019 年）

食管癌和贲门癌临床诊疗、病理和随访大资料库。

98 例结肠腺癌中男性 59 例，年龄 32~89 岁，中

位年龄 62 岁 ；女性 39 例，年龄 33~85 岁，中位

年龄 66 岁。109 例食管鳞癌患者中男性 85 例，年
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龄 36~77 岁，中位年龄 58 岁 ；女性 24 例，年龄

41~75 岁，中位年龄 60 岁。112 例贲门腺癌患者

中 男 性 90 例， 年 龄 37~84 岁， 中 位 年 龄 62 岁 ；

女性 22 例，年龄 53~75 岁，中位年龄 64 岁。

纳入标准：（1）患者均行根治性手术治疗；（2）

术后病理确诊为食管鳞癌、贲门腺癌或结肠腺癌 ；

（3）未接受任何术前放、化疗或其他治疗 ；（4）

所有样品均为手术切除标本。

1.2　诊断标准

食管鳞癌和贲门腺癌诊断标准符合第 6 版美

国 癌 症 联 合 委 员 会（American Joint Committee on 

Cancer，AJCC）指南 [9]。结肠腺癌诊断标准符合

第 7 版 AJCC 指南 [10]。

1.3　方　法

1.3.1　DNA 提取及质控　采用 QIAGEN 试剂盒（QIAGEN，

德国）进行石蜡包埋组织基因组 DNA 提取，通过

琼脂糖凝胶电泳分析 DNA 降解程度以及 RNA 污

染 情 况， 用 Nanodrop2000（Thermo， 美 国 ） 检

测 DNA 的 纯 度， 用 Qubit（Qubit 2.0 Flurometer，

Invitrogen，美国）对 DNA 浓度进行精确定量，其

中吸光度（absorbance，A）值在 1.8~2.0 之间和含

量 >1.5 μg 的 DNA 样品被用来建库。

1.3.2　全基因组外显子测序　采用 Agilent 的液相

芯片捕获系统（Agilent Technologies，美国），对

人的全外显子区域 DNA 进行富集，将基因组 DNA

经 Covaris 破碎仪（Massachusetts，美国）随机打

断成长度为 180~280 bp 的片段，经末端修复和加

A 尾后在片段两端分别连接上接头制备 DNA 文库。

带有特异 index 的文库与多达 543 872 个生物素标

记的探针进行液相杂交，再使用带链霉素的磁珠将

20 965 个基因的 334 378 个外显子捕获下来，经

PCR 线性扩增后进行文库质检，合格后在 Illumina 

Hiseq 平台（Illumina，美国）上进行高通量和高

深度测序。建库和捕获实验采用 Agilent SureSelect 

Human All ExonV5 试 剂 盒（Agilent Technologies，

美国）。

1.3.3　 靶 向 测 序　 采 用 Agilent 的 液 相 芯 片 捕 获

系统，对患者的特定目标区域 DNA 进行高效富

集，将基因组 DNA 经 Covaris 破碎仪随机打断成

长 度 为 180~280 bp 的 片 段， 末 端 修 复 和 加 A 尾

后在片段两端分别连接上接头制备 DNA 文库。带

有特异 index 的文库与多达 500 000 个生物素标记

的探针进行液相杂交，再使用带链霉素的磁珠将

目标基因的目的片段捕获下来，经 PCR 线性扩增

后 进 行 文 库 质 检， 合 格 后 在 Illumina Hiseq 平 台

上进行高通量和高深度测序。建库和捕获实验采

用 Agilent Sure Select XT Custom 试 剂 盒（Agilent 

Technologies，美国）。

1.3.4　数据处理和生物信息学分析　对测序获得

的原始序列进行质量评估和过滤，将有效测序数据

通过 BWA 和 Samblaster 与参考基因组（B37）进

行比对，并用 Samblaster 进行标记重复等处理，从

而得到 BAM 格式的最终比对结果。用 MuSiC 软件

进行高频突变基因分析。

1.4　统计学分析

采用 SPSS 21.0 统计学软件进行数据分析。计

数资料采用频数（百分比）表示，组间比较采用

χ2 检验。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结　果

2.1　全基因组外显子测序结果

98 例结肠腺癌中黏蛋白 16（mucin16，MUC16）、 

丝 聚 蛋 白（filaggrin，FLG）、SMAD 家 族 4（SMAD 

family member 4，Smad4）和Ⅵ型胶原蛋白 α3（col-

lagen type Ⅵ alpha 3 chain，COL6A3）的基因突变

频 率 分 别 为 18.4%（18/98）、6.1%（6/98）、14.3%

（14/98） 和 10.2%（10/98）， 均 以 错 义 突 变 为 主，

错义突变在这 4 个基因突变中占比分别为 83.3%、

66.7%、50.0% 和 90.0%（图 1）。

2.2　靶向测序结果

MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3 基 因 在

109 例 食 管 鳞 癌 和 112 例 贲 门 腺 癌 中 均 发 生 突

变。在食管鳞癌中这 4 个基因的突变频率分别为

21.1%（23/109）、22.9%（25/109）、0.9%（1/109）

和 4.6%（5/109），突变类型以错义突变为主（图

2）。在贲门腺癌中这 4 个基因的突变频率分别为

27.7%（31/112）、9.8%（11/112）、4.5%（5/112）

和 10.7%（12/112），错义突变为主要突变类型（图 3）。

2.3　食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌中 MUC16、

FLG、SMAD4 和 COL6A3 基因突变频率比较

MUC16 基 因 在 食 管 鳞 癌 和 贲 门 腺 癌 中 的 突

变频率均有高于结肠腺癌的趋势，分别为 21.1%、

27.7% 和 18.4%，但差异无统计学意义（P>0.05）。

COL6A3 基因在结肠腺癌中的突变频率有低于贲

门 腺 癌 和 高 于 食 管 鳞 癌 的 趋 势， 分 别 为 10.2%、

10.7% 和 4.6%，但差异无统计学意义（P>0.05）。

SMAD4 基因在结肠腺癌中的突变频率高于食

管鳞癌和贲门腺癌，分别为 14.3%、0.9% 和 4.5%，
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图 1　98 例结肠腺癌中 MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3

基因突变图谱

Fig.1　The landscape of MUC16, FLG, SMAD4, and COL6A3 

gene mutations in 98 cases of colon adenocarcinoma
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图 2　109 例食管鳞癌中 MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3

基因突变图谱

Fig.2　The landscape of MUC16, FLG, SMAD4, and COL6A3 

gene mutations in 109 cases of esophageal squamous cell car-

cinoma

贲门腺癌（n=112）
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图 3　112 例贲门腺癌中 MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3

基因突变图谱

Fig.3　The landscape of MUC16, FLG, SMAD4, and COL6A3 

gene mutations in 112 cases of gastric cardia adenocarcinoma

差异具有统计学意义（P<0.05）。FLG 基因在食管鳞

癌中的突变频率高于贲门腺癌和结肠腺癌，分别为

22.9%、9.8% 和 6.1%，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.4　 食 管 鳞 癌 和 贲 门 腺 癌 患 者 MUC16、FLG、

SMAD4 和 COL6A3 基因突变与不同临床表型对比

分析

MUC16、 FLG 和 COL6A3 基 因 突 变 频 率 在 食

管鳞癌患者性别、年龄、高低发区、吸烟、饮酒、

浸润程度和淋巴结转移等各临床表型方面比较，差

异均无统计学意义（均 P>0.05，表 1）。SMAD4 基

因突变在 T1 期食管鳞癌患者中频率高于其他期别，

差异具有统计学意义（P<0.05）。而贲门腺癌患者

中，这 4 个基因突变频率在各临床表型方面比较，

差异均无统计学意义（均 P>0.05，表 2）。

3　讨　论

本研究发现，MUC16 基因在食管鳞癌、贲门

腺癌和结肠腺癌中均存在高频突变。该基因又称

糖类抗原 125（carbohydrate antigen 125，CA125）。

其编码的黏蛋白 16 属于黏蛋白家族成员。黏蛋白

是上皮的重要保护因子。CA125 目前已被公认为

卵巢癌的标志物 [11]。MUC16 基因突变已被广泛报

道与胃癌、胰腺癌和子宫颈癌等密切相关 [12-14]。

本 研 究 中 COL6A3 基 因 在 结 肠 腺 癌 和 贲 门

腺癌中的突变频率稍高于食管鳞癌，该基因编码

的 α-3 链是多数结缔组织中发现的珠状细丝胶原

蛋 白 Ⅵ 型 胶 原 蛋 白 的 3 个 α 链 之 一。COL6A3 基

因 3 号外显子与结肠腺癌发生有关 [15]。其编码的

COL6A3 蛋白在结肠癌患者血清中表达升高，表达

量与结肠癌的分化程度密切相关 [16]。研究发现，

COL6A3 基因通过参与 PI3K-Akt 信号通路而影响

胃腺癌细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡 [17]。对该基

因进行的目标区域测序结果提示，COL6A3 基因上

的 rs6720283 可能是食管癌的易感位点 [18]。

SMAD4 基因，又被称为 JNK 相互作用蛋白（JNK 

interacting protein，JIP）或胰腺癌抑癌基因（deleted 

in pancreatic cancer locus 4，DPC4），是一种抑癌基因。

该 基 因 存 在 于 转 化 生 长 因 子（transforming growth 

factor-β，TGF-β）信号传导通路。当 SMAD4 基因



实用肿瘤杂志 2020 年  第 35 卷  第 5 期  www.syzlzz.com ·405·

表 1　109 例食管鳞癌患者 MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3 基因突变频率与不同临床表型特征分析

Table 1　The frequency of MUC16, FLG, SMAD4 and COL6A3 gene mutations and different clinical type characteristics in 109 patients 

with esophageal squamous cell carcinoma

临床特征 例 数
MUC16 基因 FLG 基因 SMAD4 基因 COL6A3 基因

突变例数（%） P 值 突变例数（%） P 值 突变例数（%） P 值 突变例数（%） P 值

性别 0.785 0.271 1.000 0.202 

　男性 85 19（22.4） 19（22.4） 1（1.2） 5（5.9）

　女性 24 6（25.0） 8（33.3） 0（0.0） 4（16.7）

年龄 0.475 0.051 1.000 0.683 

　<55 岁 37 7（18.9） 5（13.5） 0（0.0） 2（5.4）

　≥55 岁 72 18（25.0） 22（30.6） 1（1.4） 7（9.7）

高低发区 0.258 0.859 1.000 1.000 

　低发区 46 13（28.3） 11（23.9） 0（0.0） 4（8.7）

　高发区 63 12（19.0） 16（25.4） 1（1.6） 5（7.9）

吸烟史 0.643 0.066 1.000 0.075 

　有 61 15（24.6） 11（18.0） 1（1.6） 2（3.3）

　无 48 10（20.8） 16（33.3） 0（0.0） 7（14.6）

饮酒史 0.182 0.085 0.477 0.580

　有 52 9（17.3） 9（17.3） 1（1.9） 3（5.8）

　无 57 16（28.1） 18（31.6） 0（0.0） 6（10.5）

T 分期 0.913 0.323 0.043 0.667 

　T1 12 2（16.7） 5（41.7） 1（8.3） 0（0.0）

　T2 32 7（21.9） 6（18.8） 0（0.0） 3（9.4）

　T3 62 15（24.2） 16（25.8） 0（0.0） 6（9.7）

　T4 3 1（33.3） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0）

淋巴结转移 0.528 0.292 1.000 0.173 

　N0 54 11（20.4） 11（20.4） 0（0.0） 2（3.7）

　N1 55 14（25.5） 16（29.1） 1（1.8） 7（12.7）

注　MUC16 ：黏蛋白 16 基因（mucin16）；FLG ：丝聚蛋白（filaggrin）；SMAD4 ：SMAD 家庭成员 4（SMAD family member 4）；COL6A3 ：

Ⅵ型胶原蛋白 α3 （collagen type Ⅵ alpha 3 chain）

发生突变时，TGF-β 信号通路受到抑制，并促使

血管生成，从而促进肿瘤生长和转移 [19]。不仅结

肠癌和胰腺癌中会出现 SMAD4 的缺失，在食管腺

癌、胃腺癌、甲状腺癌和乳腺癌中也发现存在这

一现象 [20-25]。本研究发现，SMAD4 基因突变对结

肠腺癌的影响远高于食管鳞癌和贲门腺癌。并且，

本研究小组前期与郑树教授课题组合作研究发现，

SMAD4 基因与Ⅲ期结肠腺癌的复发及结肠癌肝转

移密切相关 [26]。本研究结果中，SMAD4 基因在

T1 期的食管鳞癌患者中突变频率较高，提示该基

因突变可能出现在早期食管鳞癌中，但由于样本

较少，尚需进一步扩大样品量以明确 SMAD4 基因

突变对食管鳞癌的影响。

FLG 基因能够编码一种聚集在哺乳动物表皮

角蛋白中间丝的相关蛋白。该基因的突变与寻常性

鱼鳞病和特异性皮炎相关 [27-28]。研究表明，FLG

基因可以通过不依赖血管生成的途径参与黑色素

瘤细胞增殖 [29]。本研究发现，食管鳞癌、贲门腺

癌和结肠腺癌中都有 FLG 基因突变，提示 FLG 基

因突变与消化道肿瘤的发生可能有一定关系，并

且对鳞癌的影响更大。有研究发现，FLG 基因是

参与细胞外基质受体相互作用和细胞色素 P450 代

谢途径的重要基因 [30]。

本研究小组与郑树教授团队前期合作研究结

果 提 示，MUC16、FLG、SMAD4 和 COL6A3 基 因

与Ⅲ期结肠癌的复发和转移有关。然而，在本研

究中并未发现这 4 个基因与食管鳞癌和贲门腺癌

的不同临床表型间的关系。这一结果提示，这 3 种

肿瘤患者预后影响因素不尽相同，食管鳞癌和贲

门腺癌可能具有特异的分子机制，尚需深入研究，

进一步确定食管鳞癌和贲门腺癌复发和转移相关

的候选分子，为临床个体化治疗提供理论基础。
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综 上 所 述， 本 研 究 通 过 全 基 因 组 外 显 子 测

序 和 靶 向 测 序 发 现 MUC16 和 COL6A3 基 因 错 义

突变与食管鳞癌、贲门腺癌和结肠腺癌均有关，

SMAD4 基因突变与消化道腺癌的发生密切相关，

FLG 基因突变对食管鳞癌的影响更大。
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