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不同来源黑色素瘤BRAF V600E基因突变分析
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[摘要]目的：探讨BRAF V600E基因突变与黑色素瘤源于非色素痣或色素痣的相关性。方法：应用PCR和DNA测序法对62例非

色素痣来源和22例色素痣来源的黑色素瘤标本中BRAF V600E位点是否突变进行检测。结果：非色素痣来源黑色素瘤突变

率为45.2%；先天性小痣来源黑色素瘤突变率为11.1%；后天痣来源黑色素瘤突变率为15.4%，组间比较差异有统计学意义

（χ2=6.972，P＜0.05）。不同来源的黑色素瘤患者的不同性别及发病部位（肢端、非肢端、黏膜）基因突变率比较，差

异无统计学意义（P＞0.05）。结论：BRAF V600E基因突变与黑色素瘤来源于非色素痣或先天痣或后天痣关系密切，而与性

别、发病部位无明显相关性。
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Abstract: Objective  To investigate the relationship between BRAF V600E gene mutation and melanoma derived from non 
pigmented nevus or pigmented nevus.  Methods  The melanoma tissue specimens in 62 Patients from non pigmented nevus 
and 22 patients from melanocytic nevus were collected,PCR and DNA sequencing were used to detect the mutation of V600E 
locus in BRAF gene.  Results  The BRAF gene mutation rates respectively was 45.2% in the melanoma derived from non 
pigmented nevus,11.1% in the melanoma derived from congenital small nevi and 15.4% in the melanoma derived from 
acquired melanocytic nevus, there was a significant difference(χ2=6.972,P＜0.05). There is no significant difference in the 
gene mutation rate of the different sex and locations (acromelic, non acromegaly, mucous membrane) in melanoma derived from 
different sources(P＞0.05).  Conclusion  BRAF V600E gene mutation appear to be closely related with the origins of melanoma 
derived from non pigmented nevus or congenital nevus or acquired nevus, but uncorrelated with gender and lesion sites.
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黑色素瘤（Melanoma，M）是起源于神经嵴的黑素细胞

恶性肿瘤，恶性度极高。若早期发现可能通过手术治愈，

但进展期和发生远处转移者5年生存率不足5%，平均生存

期仅2～8个月[1]。美国国立卫生研究院（简称NIH）研究表

明，黑色素瘤在世界各地的发病率迅速上升。据统计，黑

色素瘤中，只有约13%～30%为色素痣来源，其余均为非色

素痣来源[2]，而对黑色素瘤相关基因研究发现，BRAF基因

是黑色素瘤中突变率最高的基因，是黑色素瘤特异性靶向

治疗的热点基因，90%以上是BRAF V600E位点突变[3]，国

内目前关于色素痣来源和非色素痣来源的黑色素瘤中BRAF 

V600E基因突变率的研究尚属空白。本研究通过对不同来源

黑色素瘤中BRAF V600E基因突变进行检测，以探讨BRAF基

因突变与不同来源黑色素瘤的临床表型关系。

1  材料和方法

1.1 材料：选取2010年1月1日-2016年12月31日于本院皮肤

科和整形外科收治的84例黑色素瘤患者为研究对象，采集

新鲜标本或病灶石蜡组织，所有标本均经病理HE染色和免

疫组化诊断证实，见图1。所有患者均自愿参与本研究，并

签署知情同意书。
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注：A.苏木精-伊红（HE）染色结果；B.HMB45阳性免疫组化结果；

C.Melan-A阳性免疫组化结果

图1  黑色素瘤标本病理检测结果

1.2 临床特征

1.2.1 非色素痣来源：共62例标本，男35例，女27例；汉

族57例，回族3例，藏族2例；发病年龄26～90岁，平均

57.2岁；发病部位：肢端33例，非肢端24例，黏膜5例；淋

巴结转移（-）36例，淋巴结转移（+）26例，其中远处转

移6例。

1.2.2 色素痣来源：共22例标本，男12例，女10例；汉族

21例，回族1例，藏族0例；发病年龄29～88岁，平均57.5

岁；先天性小痣9例，后天痣13例；发病部位：肢端12例，

非肢端7例，黏膜3例；淋巴结转移（-）13例，淋巴结转移

（+）9例，其中远处转移1例。

1.3 BRAF V600基因突变检测方法

1.3.1 肿瘤基因组DNA提取方法：新鲜样本使用Qiagen公

司QIAamP DNA Mini试剂盒提取DNA，石蜡组织使用Qiagen

公司的QIAamP DNA FFPE Tissue试剂盒提取DNA，提取后置

于-20℃保存备用。

1.3.2 PCR扩增目标片段：特异引物PCR扩增BRAF V600E

基因外显子15，引物参照相关文献[3]报道。引物序

列：15F：5’-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-3’，15R: 

5’-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3’扩增后目标片段长度

362bP。PCR反应体系：总体积为40μl，其中BRAF PCR反应

液37μl，BRF酶系3μl。往上述PCR反应管中分别加入提

取后的待测样本核酸、BRAF阴性质控品、BRAF野生型阳性

质控品、BRAF突变型阳性质控品10µl，按下列条件扩增：

50℃ 2min，95℃ 15min预变性，然后按（94℃ 30s→55℃ 

30s→72℃ 45s）×40个循环扩增，最后72℃延伸7min。

1.3.3 PCR产物检测并纯化：为证实PCR产物中有无目标DNA

片段，取5μl PCR产物做1%～2%琼脂糖凝胶电泳，观察是

否有目的条带扩增（目的条带大小为362bP），如观察到明

显的单一目的条带，则将上述PCR产物及时进行纯化，具体

操作详见PCR产物纯化试剂盒说明书。

1.3.4 基因分析仪测序分析：变性后的测序产物按加样顺

序编辑样品列表。使用ABI基因分析仪，应用ABI公司Data 

Collection与Sequencing Analysis软件进行数据收集和

分析。运行SeqScanner程序，导入测序结果。找出序列

“TAGGTGATTT”。突变分析：序列“TAGGTGATTT”后的第

14～16位碱基为600位点，观察突变位点为单峰或双峰。

1.4 统计学分析：所有数据应用SPSS 13.0软件进行统计分析，

四格表资料行χ2检验，或行×列表资料的χ2检验，P＜0.05

为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 BRAF V600E基因突变检测结果：V600E未发生突变时，

序列为GTG野生型，突变位点为单峰（见图2A）；发生

V600E突变时，为GWG，W表示T/A碱基杂合，突变位点为双

峰（见图2B）。

   

注：位于序列“TAGGTGATTT”（蓝色标记线）之后的第14～16位碱基

即为突变所在位点，V600位点（红色标记线）。A.碱基无突变时，

V600E位点为单峰；B.碱基突变时，V600E位点为双峰

图2  BRAF基因突变检测结果

2.2 BRAF V600E基因突变与临床表型的关系：由表1可知，非

色素痣来源黑色素瘤突变率为45.2%；先天性小痣来源黑色

素瘤突变率为11.1%；后天痣来源黑色素瘤突变率为15.4%，

组间比较差异有统计学意义（χ2=6.972，P＜0.05）。非

色素痣来源黑色素瘤男性、女性突变率分别为28.6%、

18.5%，色素痣来源黑色素瘤男性、女性突变率分别为

41.7%、30.0%，组间比较差异无统计学意义（χ2=2.358，

P＞0.05）。非色素痣来源不同发病部位，肢端、非肢端及

黏膜部位，突变率分别为27.3%、29.2%、40.0%，色素痣来

源突变率分别为33.3%、28.6%、33.3%，组间比较差异无统

计学意义（χ2=0.449，P＞0.05）。

  

          表1  BRAF V600E基因突变率与临床表型关系       （例）

组别	         例数  突变例数  突变率（%）  χ2值       P值

非色素痣来源        62     28	      45.2	      

6.972     ＜0.05先天性小痣来源       9      1	      11.1		

后天痣来源          13      2	      15.4		

非色素痣来源   男   35     10	      28.6	      

2.358	     ＞0.05
	      女   27     5	      18.5		

色素痣来源     男   12     5	      41.7		

	      女   10     3	      30.0		

非色素痣来源  肢端	 33     9	      27.3		

	    非肢端	24     7	      29.2		

	     黏膜	 5      2	      40.0	      0.449	     ＞0.05

色素痣来源    肢端	 12     4       33.3	      

	    非肢端	7      2	      28.6		

	     黏膜	 3      1	      33.3		

A B C

A B
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3  讨论

BRAF基因是位于染色体7q34的一种原癌基因。编码一种

丝/苏氨酸特异性激酶，在丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-

activated Protein Kinase，MAPK）途径中起着关键作用，

通过参与活化细胞表面黑素皮质激素受体，从而参与黑素细

胞的增殖分化过程。许多恶性肿瘤中均存在不同比例的BRAF

基因突变，黑色素瘤中已知的V600突变有V600E，V600K，

V600R,其中V600E位点突变较多[3]。据报道，BRAF基因突变

在30%～60%的黑色素瘤中及50%的交界痣中可被观察到[4]，

与国外报道相比，我国黑色素瘤BRAF基因突变率偏低，约为

24.3%[5]。中国黑色素瘤的发病和遗传学特点跟欧美完全不

同，欧美黑色素瘤多发生于面部和体表皮肤，诱因主要是阳

光暴晒，紫外线接触过多[6-7]，而亚洲的黑色素瘤多发生于

不接触阳光的部位，发病与基因突变关系更加密切[5]。

BRAF基因突变导致恶性黑色素瘤发生机制尚不清楚，

研究发现，突变BRAF基因产物的过表达可增加下游ERK（细

胞外调节蛋白激酶，Extracellular Regulated Protein 

Kinases，ERK）的活性，减少T细胞识别的黑素瘤抗原

（Melan-A/MART-1）、糖蛋白100（gp100）等的表达，

造成免疫治疗障碍。另有文献报道[8-10]，MAPK通路联同

STAT3(信号传导与转录激活因子通路,Signal Transducer 

and Activator of Transcription,STAT)可以使黑色素瘤

细胞产生多种免疫抑制因子，从而导致免疫逃逸。

在黑色素瘤药物治疗方面，大剂量α-2b干扰素作为

黑色素瘤辅助治疗用药已经近半个世纪[11]，分子靶向治

疗近年来发展迅速，BRAF抑制剂（如vemurafenib维罗非

尼、dabrafenib 达拉非尼）首先取得突破，随后BRAF抑制

剂联合MEK(丝裂原活化的细胞外信号调节激酶,Mitogen-

activated Extracellular Signal-regulated Kinase,MEK) 

抑制剂、PD-1单抗（程序性细胞死亡蛋白-1，Programmed 

Death-1，PD-1）使得有效率再次提高[12-14]。最近，除BRAF

抑制剂外，免疫靶向治疗[15-16]、溶瘤病毒瘤体内注射等[17]，

也成为治疗黑色素瘤的新方向。

色素痣在黑色素瘤的发生中占有重要地位，色素痣

恶变为黑色素瘤的百分比各家报道差异甚大，可能与病史

回顾不清或如何正确判断是否源于色素痣有关。有资料显

示，先天性巨痣的恶变率约6%，由于先天性巨痣发生率

低，在黑色素瘤中所占比例不大，本研究也无此类病例。

有文章报道BRAF基因突变率与发病部位有相关性，本次

研究中将色素痣来源或非色素痣来源的黑色素瘤根据不同来

源及发病部位分成了6组，BRAF基因突变率为27.3%～40.0%，

但经统计学处理后，差异无统计学意义。而非色素痣来源、

先天性小痣来源、后天痣来源的黑色素瘤中BRAF基因突变率

分别为45.2%、11.1%、15.4%，组间比较差异有统计学意义，

且非色素痣来源黑色素瘤BRAF基因突变率近50%，说明BRAF基

因突变在非色素痣来源黑色素瘤中多见，应引起重视。但本

次研究中样本量较少，仍需进一步充实样本量，以明确不同

来源黑色素瘤BRAF基因突变率是否存在差异。
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