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摘 要!%目的&利用二代测序技术研究胃癌中医证型的基因突变特征"从肿瘤基因组层面初步
探索胃癌中医证候的客观化指标"指导临床精准治疗' %方法&收集临床病理分期为

!@"

期且
未经任何治疗的胃癌患者"根据

!%##

年(胃癌中医诊疗方案)进行辨证分型"采用二代测序技
术!含

?/%

个肿瘤相关突变基因*检测肿瘤细胞的基因突变情况"结合临床资料和中医证型进
行生物信息学分析"从而探究胃癌中医证型的基因突变特点+ %结果&共有

#$%

例
!""

期胃癌
患者纳入本研究"辨证分型为脾气虚证,血虚证,热毒证等共

*

个单证+ 对中医单证和测序获
得的

$($

个突变基因进行分析 " 得到与各单证相关的高频和驱动基因 " 脾气虚证多见
ABCD#A

,

ECF$.A

,

AE.

基因突变 # 血虚证多见
FGH!.

基因突变 # 热毒证多见
HI-JB!

,

KL-&A

,

0BJJ$

,

FGH!D

基因突变+

&$"

例患者中共有
)!

例携带与单证证型相关的突变基因"

采用无监督层次聚类分析得到脾虚热毒证这一特征证型"该复合证型多有
K3MM:

,

HI-!#

等信
号通路的激活"表现为微卫星高度不稳定!

GNC!K

*和高肿瘤突变负荷!

HGJ

*的特点+ %结论&不
同单证的胃癌患者具有不同的基因突变特征" 脾气虚证多有

ECF$.A

,

ABCD&A

,

AE.

基因突
变#新发胃癌患者多为虚实夹杂的复合证型"辨证为脾虚热毒证的胃癌患者可能是免疫治疗
的适宜人群+
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由于胃癌的高度异质性# 传统的组织病理学分

型难以反映肿瘤的内在特性和指导后续的个体化治

疗$

&

%

#随着基因测序(生物分析技术以及大数据分析

工具的出现#胃癌治疗进入精准医学时代)二代测序

技术 *

(+=4 E+(+,14.7( )+<'+(2.(E

#

SCH

+作为基因组

学的重要研究手段和工具#具有较高的灵敏度 $

!TU

%

#

越来越广泛地应用于临床)

辨证是中医学对病变本质的认识#!证" 是中医

治疗的前提和基础) 但长期以来# 研究手段的匮乏

影响了中医证候的客观化进程# 进而制约了中医学

诊疗的发展和推广) 基因组学从整体水平上反映基

因在疾病发生发展的不同阶段随时空动态演变的过

程# 与中医学以证候概括发病过程有显著的相似之

处) 现代医学生物学指导下的理论思维认为每一个

证候群都有其特定的生物学基础#基于!有诸内必形

之于外#有诸外必根诸内"的思考#本文对
&$"

例新

发胃癌患者进行
UV%

个肿瘤相关突变基因测序#得

到高频和驱动基因# 同时结合临床信息和中医辨证

分型进行分析# 从而探索胃癌中医证型的基因突变

特征#或可找到中医证候的客观化指标#为胃癌的个

体化精准治疗策略提供新的思路)

&

资料与方法

)*)

临床资料

!%&W

年
X

月至
!%&Y

年
&!

月在上海中医药大

学附属龙华医院和上海交通大学医学院附属仁济医

院就诊的初治胃癌病例# 按照中华人民共和国卫生

部,中国常见恶性肿瘤诊治规范-和,胃癌诊疗常规

*

!%&&

年版+-#手术或胃镜病理学诊断明确为腺癌#

依据
!%&X

年
OZMM[\IMM

胃癌
BS@

分期第
W

版进行

临床病理分期) 收集患者临床信息#包括出生年月.

性别.烟酒史.肿瘤家族史等人口学指标'肿瘤部位.

病理类型.

]1',+(

分型.侵犯层次*

B

+.区域淋巴结

*

S

+.远处转移*

@

+等病理信息)

)*+

伦理学原则

本研究在
M3.(.213B,.13)?E7-

注册登记#并通过伦

理委员会批准# 龙华医院伦理批件号为
!%&W]M!

H^%&U

# 上海交通大学医学院附属仁济医院伦理批

件号为
!%&W!&!%

) 本研究符合伦理学原则#所有患

者均签署知情同意书#同意样本采集及进行该研究#

使用
&% 9]

的
)4+2Q

采血管收集全血# 分离并入库

保存'手术患者收集新鲜组织或病理切片#未手术患

者收集胃镜活检组织或病理切片)

)*,

中医辨证分型

新发胃癌病例入院后填写中医症状调查表#详

细记录与辨证相关的症状.体征.舌苔.脉象等)依据

国家中医药管理局医政司发布的
!%&&

版,胃癌中医

诊疗方案*试行+-进行中医辨证分型#分为
U

个虚证

*脾气虚证.胃阴虚证.血虚证.脾肾阳虚证+和
U

个

实证*热毒证.痰湿证.血瘀证.肝胃不和证+)所有单

证均判定为是或否# 每例病例的单证组合即为该患

者的中医辨证分型) 由
!

名副高职称以上的中医师

独立辨证分型#如中医分型的结果不一致#则经过讨

论共同确定)

)*- ./0

提取和靶标捕获测序

&?U?&

测序步骤

将福尔马林固定石蜡包埋*

DD;_

+的肿瘤组织

和匹配的血液样本移送至上海至本科技
`,.E.@+/

有限公司进行基因检测 *含有
UV%

个肿瘤相关基因

论 著aYV
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肿瘤体细胞变异!" 对苏木精和伊红#

'()*+,-./01!

2,301

"

'2

!染色的载玻片进行复查以确认每个病例

的病理诊断"所有进行
456

提取的样品都至少含有

!""

的肿瘤细胞$

!

组织
456

提取% 使用
786*)9

456 ::;2

组织试剂盒和
786*)9 456 </,,= >0=0

试剂盒从
::;2

和血液样品中提取匹配血中的肿瘤

样品和白细胞的基因组
456

$ 通过
7?@0+

测量
456

浓度并将其标准化为
!%AB% 1CD"E

" 从全血中分离

出的白细胞用作匹配的正常对照$

#5FG

文库制备

和基于
H*9+?I(

的靶向
456

测序% 对
456

进行末

端修复"磷酸化和衔接子连接$ 通过
6>;?I(

磁珠选

择大小为
!%%AJ%% @9

的片段"然后与捕获探针诱饵

杂交"与磁珠杂交选择和
;HK

扩增$ 随后进行生物

分析仪高灵敏度
456

分析以评估片段的质量和大

小$ 索引的样品在
5,L*3(M N%%%

测序仪上对末端读

数" 使用
8//?)01*

仪器捕获基因并以
O%%

倍的平均

覆盖率对其进行测序$

#PJP!

肿瘤突变负荷!

Q><

"及肿瘤微卫星不稳定性

!

>G8

"估算

对每个样本的
HGRG

#

S*1S(I 3(M?(1S01C RG 9*1(/

!

测序数据计算获取每兆碱基中体细胞突变数目"该

数目为
Q><

值& 微卫星正常肿瘤不稳定性分析

#

>65Q8G

! 算法量化
>G8

"

>65Q8G

评分
!%PJ

的样

品被认为是微卫星高度不稳定型 #

)0SI,3*+(//0+( 01!

3+*@0/0+.!T0CT

"

>G8!'U

'

B

(

$

!"#

数据处理方法

&PBP&

数据管理

建立
2904*+*

数据库进行双人双机录入" 录入

后审核和校对$ 录入的数据资料形成一览表导入

2-S(/

表格"根据赋值表对信息进行编码赋值$

&PBP!

统计学处理

统计分析使用
K

语言#

F(1V03K

!)

G;GG

#

LP!!P%

!

和
FI*9T;*= ;I03)

#

LPOP%

!软件进行"

,1S,=I0L(HEWGQ

算法识别驱动基因"*

#*I=P4!

+ 算法进行无监督层

次聚类"基因集变异分析#

C(1( 3(+ L*I0*+0,1 *1*/.303

"

FGV6

!计算通路激活情况"计数资料采用频数#构成

比!进行统计描述"计量资料将采用均数
$

标准差进

行统计描述" 对计量资料进行比较时先作正态分布

与方差齐性检验"符合正态分布时采用
+

检验"不符

合正态分布时采用
X0/S,-,1

秩和检验$ 参数的置信

区间估计采用
YBZ

置信区间"定性变量采用卡方检

验" 所有统计检验均为双侧检验"

;["P"B

为差异有

统计学意义$

!

结 果

$"!

中医证型分布情况

共有
&$"

例胃癌病例纳入本研究" 男性
YB

例"

女性
$B

例" 男女比例为
!P\&%&

$ 年龄范围在
!YAOB

岁之间"中位年龄
NB

岁$

$

期病例
&"

例"

%

期
&B

例"

&

期
O\

例"

'

期
&O

例$

Y\P\Z

#

&!\D&$"

!的
::;2

样品为手术标本"

!P$Z

#

$D&$"

!为胃镜活检标本$

中医证型的单证分布情况显示" 出现频率由高

到低依次为脾气虚证
NNP!Z

#

OND&$"

!" 肝胃不和证

J\P\Z

#

N!D&$"

!" 痰湿证
$BPJZ

#

JND&$"

!" 热毒证

!$POZ

#

$&D&$"

!" 血虚证
!"P"Z

#

!ND&$"

!" 血瘀证

&NPYZ

#

!!D&$"

!"脾肾阳虚证
&$P&Z

#

&\D&$"

!"胃阴虚

证
NPYZ

#

YD&$"

!$

对
&$"

例患者进行单证的分别辨证后" 单证的

组合即为每例患者的中医证型$ 结果显示"

&$"

例患

者中"

&&PBZ

的患者辨证为单证证型#

&BD&$"

!&

B"POZ

的患者辨证为
!

个单证的复合证型#

NND&$"

!&

$$PYZ

的患者辨证为
$

个单证的复合证型#

JJD&$"

!&

$POZ

的患者辨证为
J

个单证的复合证型#

BD&$"

!$ 其中"

ONP!Z

#

&&!D&$"

! 为虚实夹杂的复合证型"

\P\Z

#

&"D

&$"

!为单纯虚证"

NP&Z

#

OD&$"

!为单纯实证$

$"$

胃癌中医单证的肿瘤相关基因突变特点

!P!P&

中医单证与临床病理特征的相关性

通过中医单证与临床病理特征的相关性分析发

现"女性及无吸烟史患者的中医证型多为血虚证)血瘀

证"

'

期患者的中医证型多为脾肾阳虚证#

Q*@/( &

!$

!P!P!

胃癌中医单证的基因突变特点

我们利用
5FG

技术对
&$"

例患者的
JB"

个肿

瘤相关基因进行测序后得到相应的突变信息" 结果

共鉴定出
$N$

个突变基因"根据基因突变的频率"前

!"

个高频突变基因为
Q;B$

)

EK;&<

)

6K84&6

)

:6Q$

)

:6QJ

)

K5:J$

)

]>Q!4

)

FE8$

)

2K<<$

)

;8]$H6

)

G;Q6&

)

6HVK!6

)

6;H

)

6K84&<

)

H4'&

)

]>Q!H

)

HH54&

)

5:&

)

;K2^!

)

QF:<K!

$ 基于
,1S,=I0L(HEWGQ

算法得到

K5:J$

)

;8]$H6

)

6HVK!6

)

QF:<K!

)

]K6G

)

;Q25

)

Q:2$

)

2K<<!

)

QF:<K&

)

'5:&6

)

K64B%

)

:F:K!

共
&!

个驱

动基因$ 将中医证型与高频和驱动基因进行相关性
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'()*+, -+.!/012

!

.344

"

/012

!

.3$#

"

5

67'8/!

96 4: !:

";%%<

=>6 ? @

A-'&B

96 4< !@

";"&&

=>6 & :

C/88$

96 4" !$

";"!4

=>6 4 <

D=6!E

96 <@ !!

";":F

=>6 &! 4

'()*+, -+.!G20H2

!

.3!F

"

G20H2

!

.3&%:

"

5

D=6!I

96 !% 4@

%;%%:

=>6 F @

'()*+, -+.!5JKJH2L.3::M 5JKJH2L.3<FN 5

B5I

96 :: @$

%;%%:

=>6 % #$

B/OE#B

96 :% ?4

%;%%?

=>6 : !@

5OD$IB

96 :$ @%

%;%##

=>6 # #F

分析发现#脾气虚证多见
B5I

$

B/OE#B

$

5OD$IB

基

因突变 !

6(PQ0 !

"% 血虚证多见
D=6!I

基因突变

!

6(PQ0 $

"% 热毒证多见
67'8/!

$

A-'#B

$

C/88$

$

D=6!E

基因突变!

6(PQ0 :

"&

中医单证与非高频
R

驱动突变基因的相关性分

析发现#脾气虚证多见
B5I

!

53%;%%:

"基因突变#而

少见
8SD

!

53%;%%F

"$

=TI

!

53%;%$@

"$

6B'&

!

53%;%::

"

基因突变 %血虚证多见
I6--8&

!

53%;%&:

"基因突

变%胃阴虚证多见
=TI

!

53%;%%%

"$

I6I'

!

53%;%$<

"$

-8-

!

53%;%$<

"$

U6D&&

!

53%;%$<

"基因突变%脾肾阳

虚证多见
8SD

!

53%;%:@

"基因突变%肝胃不和证多见

5/CG!

!

53%;%%!

"$

EE/&

!

53%;%:4

"基因突变#而少

见
'8G9@

!

53%;%&<

"$

I/C885

!

53%;%!4

"基因突变%

热毒证多见
I6I'

!

53%;%%%

"$

U=B/I8&

!

53%;%%$

"$

6-'BO5$

!

53%;%&$

"$

6-D!

!

53%;%&4

"$

6'C$

!

53%;%!4

"$

IOI

!

53%;%$F

"$

AEBI4

!

53%;%:!

"$

5OD$IE

!

53%;%:!

"

基因突变#痰湿证多见
IT5!EF

!

53%;%:!

"$

-DG!!&

!

53%;%:!

"基因突变#而少见
6-D!

!

53%;%:4

"基因突

变%未发现血瘀证相关的肿瘤突变基因&

!;!;$

脾气虚证相关突变基因的
7V

和
DC77

富集

分析

脾气虚证是出现频率最高的证型# 对脾气虚证

相关突变基因进行
7V

和
DC77

富集分析& 结果显

示#与脾气虚证相关突变基因显著关联的
7V

术语有

$ #:?

个#功能类别多与激酶活性有关!

5W %;%?

"%显

著关联的信号通路有
#:@

条#包括
5O$DRBX*

$

C,P8

$

/(Y#

$

'+HV

$

=B5D

$

5E!S#

和
5E!#

检查点$

ZBD!U6B6

$

细胞周期$凋亡等多条信号通路!

'J[2,0 #

"&

!;!;:

中医单证与
=UO

和
6=8

的相关性

#$%

例病例中 #

##@

例 为 微 卫 星 稳 定 型 !

\J!

),+](*0QQJ*0 ]*(PJQJ*^

#

=UU

"#

&$

例患者为
=UO!A

#中医

单证与
=UO

状态的相关性分析显示#热毒证患者多

为
=UO!A

!

53";""@

"!

6(PQ0 ?

"&

&$"

例患者的
6=8

值在
";"_@<;? \2*R=P

之间#

::

例患者为高
6=8

!

!&";" \2*R=P

"& 中医单证与

6=8

的相关性分析显示# 高
6=8

多见于脾气虚证

!

53 ";"&"

"#而脾肾阳虚证!

53";"&<

"则相反!

'J[2,0 !

"&

!"#

胃癌中医复合证型的肿瘤相关基因突变特点

!;$;&

复合证型的基因突变特点

&$"

例患者中有
4!

例携带与单证证型相关的

突变基因#通过无监督层次聚类将其聚为两类患者#

结果显示# 队列
&

有
@<

个病例# 队列
!

有
&:

个病

例# 将两队列病例数与中医单证进行卡方检验显示#

两队列在脾气虚证!

53";":<

"和热毒证!

53 ";"&<

"的

构成比比较差异有统计学意义#而其他
F

个证型则未

见明显统计学意义#显示脾气虚证和热毒证的复合证

型是队列
!

的特征证型#即脾虚热毒证!

'J[2,0 $

"&

对两队列进行
7U`B

分析# 比较两组患者间通

路激活情况的差异# 结果显示# 队列
&

多见
-'!!8

信号通路$

5?$

信号通路$凋亡$

5O$D

等信号通路的

激活% 队列
!

!脾虚热毒证" 多见
C,P8

信号通路$

/BU

信号通路$趋化因子信号通路$肌动蛋白细胞

骨架的调控 $

AJYY+

及
67'!"

等信号通路的激活

!

'J[2,0 :

"&

-+*0]

'

96

'

aJQ1 *^Y0

%

=>6

'

\2*(*J+. *^Y0

$%&'( ! )*+, -.(/0(12345.*6(. +(1( 708%8*91

2,%.%28(.*:8*2: 9- ;*/*<0 :315.97(

$%&'( # )*+, -.(/0(12345.*6(. +(1( 708%8*91
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2,%.%28(.*:8*2: 9- @(50 :315.97(

-+*0]

'

96

'

aJQ1 *^Y0

%

=>6

'

\2*(*J+. *^Y0

论 著 @4<



中国肿瘤
!"!#

年第
$%

卷第
&%

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-,

'()*+,

-./ 0*(*10

2

-.. -./!3

245461

7+ 8$ &

"9%:$

;<0 :8 #!

=1<61

7+ >8 &"

"9:!$

;<0 !$ $

?<4@4A61
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7+ I% B

%98B!

;<0 C: C

J<K1

7+ >$ I

%9%%:

;<0 !8 :
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7+ :8 &%

%9C%&

;<0 8$ $

=1<@1

7+ >I &!

%9CBC

;<0 !& &

!9$9!

两队列与
-./

状态和
L-M

的相关性

两队列与
-./

状态和
L-M

关系分析显示!

-./!

3

和高
L-M

均多见于队列
!

"脾虚热毒证#!组间有

统计学意义"

2N%9%%%

$%

L(HO< I

!

'4E1,< C

$&

$

讨 论

胃癌是难治的常见消化系统恶性肿瘤之一!是

由多种基因突变和表观遗传异常所驱动的高度异质

性疾病!涉及多基因改变'多通路'多阶段的过程& 利

用多组学技术分析总结出的分子分型可为胃癌的临

床治疗和预后提供更精准的依据!弥补了传统组织学

分型'

L7-

分期的不足!但是多组学价格昂贵'操作

难度大决定了现阶段胃癌的分子分型无法普遍推广&

本文利用
7F.

方法分析了
#$%

例胃癌患者的

基因突变信息!并结合生物信息学方法!挖掘中医证

型的基因突变特征!将中医证候客观化'具体化!对

于从新的角度指导临床实践具有重要意义& 本文对

#$%

例新发胃癌病例进行规范化中医辨证分型后发

现出现频率最高的单证证型为脾气虚证 %

II9!P

#!与

文献报道结果一致 (

IQ:

)

!也显示大多数胃癌患者在发

病初始就存在着不同程度的脾虚! 也再一次证实了

!"#$%& ' () *+, -./( *+*012"2 34 5$67+6 8&+&2 %&076&9 21+,%35: 34 ;"<"=$

>7?0: @ A3%%:0*6"3+ B:6C::+ >AD 21+,%35:2 7+,

DEF 26*6$2
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!脾虚为胃癌发生与发展的一个基本因素" 的学术思

想#
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$

%通过分析脾气虚证相关突变基因发现脾气虚

证患者易携带
)*+$,-

&

-.*/&-

基因突变' 本研究

中'

&01!2

患者出现
)*+$,-

基因突变 (

!#3&$%

)'突

变形式均为错义突变'与
4567)789:;

数据库
)*+$,-

在 胃 癌 中
!<%2 =#><!2

的 基 因 突 变 频 率 一 致 '
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突变导致
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活性增加 #

&&

$

' 通过
-?93

@AB.

依赖或非依赖性的方式促进肿瘤发生#
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% 本

文 中
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患 者 携 带 有
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基 因 突 变 (
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&$%

)'

-.*/&-

以移码缺失突变为主' 与
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数据库
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的突变频率
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基因缺失会增加
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磷酸化水平'导
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中国肿瘤
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年第
$%

卷第
&%

期 !"#$%&!%$'()*+,+-*./012,34/1-,

'() *+,+-* ./-*+01 &

!

2345

"

./-*+01 !

!

23#6

"

7

'(( 44 &!

8"9%%#

'()!: # !

!"#$%& ' ()%%*+,-"). /*-0&&. -0) 1+$2-&%2 ,.3 456

致
7)$;<=>+

通路激活#

#$

$

% 脾气虚证的基因突变特点提

示
7);$.=

&

=?)@#=

及
7)$;<=>+<ABC?

信号通路可

能是中医健脾法治疗胃癌的潜在靶点及信号通路%

然而胃癌致病因素复杂多样' 多种病理因素相

互交结'多候相兼'症状各异'单一病机往往难以解

释诸多证候' 复合证型可能更能准确概括和把握疾

病最本质的特征 #

#6

$

'本文的研究结果中单一证型仅

占
##9DE

'

559DE

的胃癌患者表现为两证或多证组合

的复合证型% 免疫治疗是目前抗肿瘤治疗的热点'

免疫检查点抑制剂的效果明显 #

&DF&G

$

'但由于其应用

有效的患者范围较小' 评估免疫治疗的生物标志物

比较局限' 仍有大部分患者尚未被证实能从免疫检

查点抑制剂治疗中获益'因此'胃癌免疫治疗获益人

群的筛选是目前亟待解决的问题%

'()

和
B'H

是已

被证实的评估免疫治疗的生物标志物'

;IJKCBI!

%G!

研究 #

&4

$的亚组分析显示'

'()!:<L''?

晚期胃

癌患者的总缓解率!

C??

"为
D4E

'帕博利珠单抗可

使
'()!:

患者生存获益(与
;IJKCBI!&D5

#

&5M&N

$中的

非高
B'H

实体瘤相比'使用帕博利珠单抗的高
B'H

实

体瘤!

!&% A-+<'O

"具有更高的
C??

!

$%9$P!Q* G94E

"和

更高的无进展生存!

7R(

"率% 本文发现
'()!:

和高

B'H

多见于脾虚热毒型的患者'提示辨证为脾虚热

毒证的胃癌患者是免疫治疗的适宜人群' 可能从免

疫治疗中生存获益%热毒证与炎症关系密切'热毒证

中胃脘灼痛&消谷善饥&舌红苔黄&脉滑数的实火症

状似乎也符合)热*肿瘤的征象'与现代学者认为的

出现淋巴细胞浸润和炎症的)热*肿瘤对免疫检查点抑

制剂更有效的观点相吻合' 未来可开展更深入的临床

与基础研究来验证脾虚热毒证与免疫治疗的相关性%

本文将中医证型和
KS(

检测的基因组数据相

结合' 从证候+基因组学层面深入探讨胃癌虚实夹

杂的证候本质' 挖掘基因突变图谱与中医证型分布

之间的潜在关系%本研究不足处在于'由于肿瘤的复

杂性&中医证型的易变性等特点'加之样本量较小'

所得结论有待更大样本量的临床与基础研究进一步

证明%未来我们将在此研究的基础上'继续深入研究

各个证型与其相关的肿瘤突变基因之间的内在联系

及其在胃癌发生&发展各个阶段的不同价值及意义%
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