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摘要

表皮生長因子接受器（epidermal growth factor receptor; EGFR）的基因突變出現在多種的癌症，因此EGFR

成為腫瘤標靶治療（targeted therapy）的選項之一。EGFR酪氨酸激酶（tyrosine kinase）小分子抑制劑或單

株抗體都是目前針對這類癌症研發的藥物，其作用皆是阻斷EGFR的訊息傳遞路徑。KRAS是EGFR的下游分

子，當KRAS突變時，就不會受到EGFR的調控，造成EGFR標靶治療無效，因此KRAS突變為負向生物指標

（negative biomarker）。偵測KRAS的突變方法有許多種，從最基本的桑格定序（Sanger sequencing）到焦磷

酸測序（pyrosequencing），甚至是最新發表的SMAP-2（Modified smart amplification process version 2），

各有千秋。因此如何挑選KRAS突變檢測方法視各實驗室之目地而定。（生醫 2010;3(1):283-290）

關鍵字：表皮生長因子接受器（epidermal growth factor receptor; EGFR）、標靶治療（targeted therapy）、負

向生物指標（negative biomarker）
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前言

表皮生長因子接受器（epidermal growth 

factor receptor; EGFR）是一個調控細胞生長的穿

膜蛋白，屬於人類EGFR蛋白質家族的四個成員之

一（圖一）。概觀其訊息傳遞路徑，表皮生長因

子（epidermal growth factor; EGF）結合到細胞膜

上的EGFR，KRAS將細胞膜上EGFR所接受的訊息

傳遞到細胞核內，來調控細胞的正常生長。但是

當EGFR或KRAS發生突變而持續活化時，就會造成

細胞不斷生長形成腫瘤。

目前己有針對EGFR為標靶的小分子藥物，

如得舒緩（Tarceva; erlotinib）和艾瑞莎（Iressa; 

ge f i t in ib）。兩者皆能阻斷EGFR酪氨酸激酶

（tyrosine kinase）區域的活性，目前已被廣泛應

用在肺腺癌（lung adenocarcinoma）的治療。其

中erlotinib已被美國食品與藥品管理局（Food and 

Drug Administration; FDA）列為轉移性非小細胞

肺癌（metastatic non-small cell lung cancer）的二

線和三線治療藥物。其病患治療反應約9％，並且

能延長其整體存活率（overall survival; OS）約兩

個月1。另外還有爾必得舒（Erbitux; cetuximab）

和帕尼單抗（Vectibix; panitumumab）兩種EGFR

抑制劑，此兩者都是阻斷EGFR細胞外區域的單

株抗體，主要用於頭頸部的癌症和結腸直腸癌



圖一、表皮生長因子接受器（epidermal growth 

factor receptor; EGFR）之訊息路徑。

EGFR受到配體的刺激後，會與EGFR家族的其他

成員（如HER2或HER3）形成雙聚體（dimer），

進而磷酸化酪胺酸激酶區域，啟動下游訊息傳遞

因子。包括PI3K/AKT、RAS/RAF/MAPK等訊息路

徑，造成細胞增生並且抑制細胞凋亡。（彩圖詳

見本刊網頁）
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（colorectal cancer; CRC）。研究顯示，末期CRC

使用cetuximab搭配irinotecan治療後，能改善其

OS2-3。Panitumumab大多單獨使用在CRC的治療，

能提高此疾病的無病存活率（progression-free 

survival; PFS）4。

由於標靶療法中所針對的標靶，絕大多數為

致癌蛋白（oncoprotein），抑制了此致癌蛋白的

活性後即可抑制癌細胞的生長。因此，標靶療法

中具有預測特性的生物指標（biomarker）常常都

是作為正向的（positive），亦即此生物指標的

出現意味著有功效的標靶治療。例如肺腺癌僅約

10%的病患對erlotinib和gefitinib的治療有效。若

以EGFR的突變當作指標，那麼約80％的病患對於

erlotinib和gefitinib的治療有療效。因此，EGFR的

突變則被視為EGFR小分子抑制劑（如gefitinib）

治療的正向生物指標；而EGFR蛋白的表現量則是

EGFR抗體（如cetuximab）標靶療法的正向生物指

標。

然而，有些病患即使出現正向生物指標，標

靶藥物卻仍然對癌細胞無效。顯然僅利用正向生

物指標作為治療的依據仍是不足的。吾人應再尋

找負向的（negative）生物指標以排除對此藥無效

之病患。由於細胞生長的訊息傳遞途徑中有許多

致癌蛋白的參與。因此對某一標靶藥物而言，這

些位於同一訊息傳遞途徑上的致癌蛋白就可分為

兩大群。位於此標靶（生物指標）和細胞核之間

的致癌蛋白即是下游（downstream）分子；相反

地，從這標靶的另一方向遠離細胞核的致癌蛋白

即是上游（upstream）分子。由這個模型來看，

下游分子可能就是標靶藥物的負向生物指標。亦

即，當病患對EGFR抑制劑的治療無效果時，有可

能是因為下游分子的調控出現了問題。

EGFR下游分子之突變對EGFR標
靶療法的影響

    

EGFR有多個下游原致癌蛋白質（圖一）。

其中KRAS指的是Kirsten RNA Associated Rat 

Sarcoma 2 Virus基因在人體內的同源基因。文獻

指出當KRAS發生突變時，不管使用EGFR抑制劑或

是EGFR單株抗體治療都無效5。在肺癌方面，有研

究發現對於erlotinib或gefitinib治療有功效的病患

（n=21）都沒有KRAS突變的現象。相反的，24%

（9/38）的病患對此藥物有抗性（resistance），

這些病人的腫瘤都有KRAS的突變。不僅如此，

還有許多的研究也出現類似的結果6-12。此外，

以erlotinib治療的病患中，KRAS無突變之患者較

KRAS有突變之患者，有較佳的存活率9。

在大腸癌方面，FDA批准將cetuximab用於

有表現EGFR之轉移性結腸直腸癌（metastatic 

colorectal cancer; mCRC）。但是卻有研究指出， 

EGFR的表現與cetuximab的療效並無相關性2,13。



圖二、桑格定序（Sanger sequencing）。

將PCR反應分為四個反應槽，每個反應槽都加

入DNA模板（template）、DNA聚合酶（DNA 

polymerase）、三種去氧核苷酸（deoxynucleotide; 

dNTP）。剩下的一種去氧核苷酸以其類似物—雙

去氧核苷酸（dideoxynucleotide; ddNTP）代替。

當DNA合成新股時，去氧核苷酸會嵌至DNA模板

上，而雙去氧核苷酸亦有相同的功能。不同的

是，雙去氧核苷酸其3’端缺乏氫氧基（hydroxyl 

g r o u p），無法與下一個核苷酸形成磷脂鍵

（phosphoester bond）。所以一但ddNTP與DNA模

板形成配對後，就會終止PCR的反應，因此又稱

為鏈終止法（chain termination method）。如此一

來反應後會產生各種大小片段的DNA產物，此時

利用電泳將這些片段進行分離，即可判讀出DNA

的序列。（彩圖詳見本刊網頁）

www.idealversion.com

285

張寧琄

倒是KRAS的突變情形可用來評估患者對於EGFR

單株抗體的治療反應。綜合許多臨床研究結果

顯示，大約僅有40％的mCRC病患含有KRAS的突

變，並且在研究中僅有一位KRAS發生突變的病

患對於藥物治療有反應；而腫瘤為KRAS野生型

（wild-type）的病患約16-17％對panitumumab治

療有反應，約27-44％對cetuximab治療有反應14-

17。類似的研究數據也出現在2008年的一項重要

的cetuximab搭配化療的臨床試驗，此項試驗發現

約有12.8％ KRAS野生型的病患對cetuximab的治

療有反應，但是僅有1.2％（一個病人）的KRAS

突變患者對cetuximab的治療有反應18。在一項第

三期的臨床試驗中，以irinotecan、fluorouracil、

folinic acid加上cetuximab做為mCRC的第一線治療

藥物試驗中，結果發現cetuximab對KRAS野生型

的病患有效，且能增加PFS；但是對KRAS突變的

病患無效19。所以我們可確定的是，KRAS的突變

是EGFR抑制劑療效的負向指標。這表示有KRAS

發生突變時，腫瘤對EGFR抑制劑的治療有抗性。

因此目前許多腫瘤科醫師已將KRAS突變檢測視

為erlotinib、gefitinib、和cetuximab用藥治療的

基本檢測。相反地，Pool等人的實驗數據顯示正

常表現KRAS及大量表現EGFR配體（ligand）—

epiregulin及amphiregulin—的患者，最可能對

cetuximab有反應20。

EGFR位於細胞表面，需要下游分子才能正

常運作。假若這系統當中有任何一個分子被永久

啟動，那麼EGFR抑制劑將無法發揮作用。由這

個角度來看，如果KRAS的下游基因（如BRAF和

PIK3CA）發生突變也會是EGFR抑制劑療效的負

向指標。因此有研究指出，79名KRAS正常表現

的mCRC患者當中有11名患者具有BRAF V600E突

變，而這些患者對於cetuximab或panitumumab治

療皆無反應21。另有研究證明在110名mCRC患者

中，有15位患者的PIK3CA基因有突變，且這些患

者對於EGFR單株抗體均有抗性22。這些研究人員

表示，對EGFR單株抗體療法沒有反應的患者，有

七成以上都可以PIK3CA/PTEN及KRAS的角色加以

解釋。

由於KRAS突變所扮演的負向指標角色重大，

現在美國臨床腫瘤學會（American Society of 

Clinical Oncology; ASCO）以及美國國家癌症整

合網路（National Comprehensive Cancer Network; 

NCCN）共同制定的綱領己指出，只要是被診斷為

mCRC的病患，均應檢測KRAS的突變情形以評估

EGFR單株抗體—cetuximab和panitumumab—的治

療。

KRAS突變的檢測



圖三、焦磷酸測序法（pyrosequencing）。

焦磷酸測序法於反應中加入四種酵素：DNA聚

合酶（DNA polymerase）、ATP硫酸化酶（ATP 

sulfurylase）、發光酶（luciferase）和腺酸水解

酶（apyrase），以及發光素受質（luciferin）。

當去氧核苷酸與DNA模板發生配對時，可經由一

連串反應最後產生光訊號。此光訊號經過偵測、

紀錄後即可再加入另一種去氧核苷酸繼續進行反

應。如果加入的去氧核苷酸無法與DNA模板形成

配對，即無法產生光訊號。其反應步驟簡述如

下：（1）於反應槽內同時加入PCR引子、DNA模

板、DNA聚合酶、ATP硫酸化酶、發光酶、腺酸

水解酶、發光素受質和腺苷磷酸硫酸（adenosine 

phosphosulfate; APS）。（2）第一輪反應中先加

入一種去氧核苷酸，倘若此種去氧核苷酸與DNA

模板互補時，DNA聚合酶會將此去氧核苷酸嵌至

DNA模板上。而每一次配對成功時，就會同時釋

放出與嵌至DNA模板上之去氧核苷酸等莫爾當量

的焦磷酸基團（PPi）。（3）ATP硫酸化酶在APS

存在時，可將焦磷酸基團轉換至ATP。（4）產生

之ATP可經由發光酶的作用，將發光素轉換成氧

化發光素，並且產生與ATP同等比例之可見光。

（5）反應產生之可見光經由CCD相機偵測，由

Pyrogram轉換成波峰狀訊號。而此波峰的高度會

與嵌插至DNA模板上的去氧核苷酸數目等比例，

如出現一個兩倍波峰的情形，即代表此處的核苷

酸序列為兩個相同的核苷酸。（6）反應槽中的

腺酸水解酶可將反應產生之ATP以及未反應之去

氧核苷酸進行分解，因此可消除此一輪反應中所

產生的光訊號，並再生反應系統。接著就可加入

另一種類的去氧核苷酸進行下一輪反應。（7）

如此周而復使的反應過程，便可產生一連串的波

形訊號，而DNA序列也可從中得知。（彩圖詳見

本刊網頁）
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KRAS 突變檢測的方法有很多種，但是臨

床上真正要採行哪幾種卻仍有爭議。不管是

桑格定序（Sanger sequencing）、焦磷酸測序

（pyrosequencing）、對偶基因聚合酶連鎖反

應（allele-specific PCR）或是modified smart 

amplification process version 2（SMAP-2）的檢測

方法，都有其愛好者，也都各有優缺點。目前缺

乏KRAS突變檢測方法的共識。

直 接 定 序 的 好 處 在 於 能 夠 偵 測 出 所 有

的 突 變 。 但 是 直 接 定 序 （ 圖 二 ） 的 敏 感 度

（sensibility）並不高，若癌組織佔檢體的1/4以

下就會偵測不到（偽陰性）。因此每位分子醫學

科醫師都應小心選出檢體內的腫瘤部分，然後萃

取此部分檢體的DNA。若腫瘤組織的含量不高，

可用顯微解剖法（microdissection）克服檢體不足

的困難。

焦磷酸測序法是新世代的DNA序列分析技

術，主要針對短或中等長度的DNA序列，是個

精確度高且再現性佳的分析技術。其DNA序

列分析反應之原理是利用幾種生化反應之組

合，測定DNA在合成時，會產生焦磷酸基團

（pyrophosphate, PPi），進而將PPi轉換成腺

苷三磷酸（adenosine-5'-triphosphate; ATP），

ATP再促使發光酶（lu c i f e r a s e）放出冷光

（bioluminescenc）。此放出的冷光強度經冷光

儀（luminometer）偵測後，轉讀出DNA序列（圖

三）。該技術特點包括：對DNA的序列分析無須

進行電泳、DNA片段無須螢光標記（因此無須螢

光分子的激發和檢測裝置）、可在96孔盤上進行

反應，因此可同時進行多檢體序列分析。但也因

反應特性的限制，精準讀序目前只在20-30個核

苷酸（nucleotide）序列左右。有研究者改良此方

法，使該技術的讀序長度增加一倍以上。因此有

些專家偏好將焦磷酸測序法用於小片段的DNA序

列，此法的花費較為經濟，並且敏感性高，因此

較一般傳統桑格定序法還好。



圖四、對偶基因聚合酶連鎖反應（allele-specific 

polymerase chain reaction; AS-PCR）。

AS-PCR的原理是利用不同的引子來分辨DNA有無

發生突變。設計一組引子，其中ㄧ個引子會結合

上DNA的保留區（conserved domain），另一個

引子分為兩種，其中引子的最後一個核苷酸就是

我們要觀察的突變位置，一種會與野生型的DNA

序列結合，另ㄧ種則會與突變型DNA序列結合。

分別將這兩種引子和與保留區互補的引子進行

PCR反應，倘若只有加入野生型序列的引子會有

PCR產物，代表檢體內的DNA序列為野生型；若

只有加入突變型序列的引子會進行PCR反應，代

表此基因序列的突變為同合突變型（homozygous 

mutant）；如果野生型序列的引子和突變型序列

的引子都有PCR產物，代表此基因序列的突變為

異合突變型（heterozygous mutant）。（彩圖詳見

本刊網頁）

圖五、胜肽核酸（peptide nuclei acid; PNA）作

用機制。

PNA可準確結合到野生型DNA序列上，結合力比

DNA-DNA的結合力還要強，因此當PCR反應進行

到PNA-DNA此區域時，DNA聚合酶無法解開此

鍵結，PCR反應就會中斷。若是DNA發生突變，

PNA-DNA的結合力會降低，DNA聚合酶就可以解

開這個雙股結構，PCR反應仍可持續進行。（彩

圖詳見本刊網頁）
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對偶基因聚合酶連鎖反應（allele-specific 

polymerase chain reaction; AS-PCR）是根據已知基

因序列設計引子（primer）。其結果的再現性高，

但是對於未知的DNA序列就不適用了。此方法利

用PCR原理，設計一組引子，一個與DNA模板的保

留區（conserved domain）互補，確保PCR過程的

進行。另一個引子分為兩種，一種含有野生型的

核苷酸序列，另一種則是包含突變型的核苷酸序

列。此兩種引子分別和與DNA模板的保留區互補

的引子進行PCR反應。因此只要觀察不同引子的

PCR產物即可得知特定DNA序列有無突變。此方法

可快速並準確篩選大量的檢體（圖四）。

2008年Tatsumi23等人發表了一項能快速檢

測KRAS突變的一套方法，命名為modified smart 
amplification process version 2（SMAP-2）。此

方法利用胜肽核酸（peptide nuclei acid; PNA）搭

配先前Hayashizaki24團隊所研發的SMAP-2的原理

而成的。PNA為DNA的類似物，不同的是醯胺鍵

（amide bond）取代了DNA特有的去氧核糖磷酸

（deoxyribose-phosphate）的骨架（backbone）。

因為有此結構上之差異，使得PNA可準確地結

合至DNA模板（template）上所對應的核苷酸序

列，但是DNA聚合酶（DNA polymerase）無法辨

識PNA，因而PCR反應無法進行。此外，PNA-

DNA的結合力較DNA-DNA的結合力來的強，如

果PNA所辨識的DNA序列發生點突變時，PNA

與DNA的結合力就會降低（圖五）。SMAP-2

主要應用的兩個技術是採用Thermus aquaticus 

Muts（Taq  MutS）搭配恆溫擴張法（isothermal 

amplification）的方式，另一個就是使用兩個不

對稱（asymmetric）的引子—folding primer（FP）

和turn-back primer（TP），利用其self-priming

的特性，專一性地放大所要觀察之DNA特定片

段。修改（modified）後的SMAP-2即是將PNA 

取代Taq  MutS（圖六），當基因型態為野生型

時，PNA-DNA的鍵結力會阻斷PCR進行延長反應

（elongation）而沒有PCR產物生成。一但DNA發

生點突變，PCR延長反應的高溫可打斷PNA-DNA



圖六、Modified smart amplification process 

version 2（SMAP-2）。

利用PCR方法，於反應中加入所需之DNA模板、

DNA聚合酶、去氧核苷酸，此外再加入PNA。

PNA為一特殊設計的類DNA片段，與其序列須與

野生型DNA序列互補，並且此互補的片段須包含

欲檢測之突變位置。當DNA為野生型時，PNA-

DNA的鍵結力強，因此DNA聚合酶無法打斷此鍵

結力，PCR反應進而終止。倘若DNA有突變，則

PNA-DNA的鍵結力會降低，所以在PCR延長反

應時，高溫會打斷此鍵結，PCR得以持續進行。

SMAP-2在此反應中添加兩種不對稱的引子—FP和

TP。FP如同名字所示，具有摺疊（folding）的構

造，此構造是由於末端的序列本身互補，因此可

向內摺疊。TP具有折轉（turn back）的功能，其

PCR產物的序列上有相對應的序列，TP會與此序

列結合，形成環狀（loop）結構。由於添加TP和

FP可使PCR專一性放大自己的PCR產物，減少其

背景產物的汙染，有效提高檢測的準確性。（彩

圖詳見本刊網頁）
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之間的鍵結，PCR得以繼續進行。此法的優點在

於能快速的檢測基因是否發生突變，因為一般

PCR反應都應具有高純度的DNA，以確保DNA聚

合酶的作用。但是利用修改後的SMAP-2不僅能

應用在粗產物（crude lysate）和冷凍組織（frozen 

tissue）上，也適用於蠟塊檢體。

結語

致癌蛋白已成為目前癌症治療的新目標，設

計標靶藥物可專一性的殺死帶有此標靶的癌細

胞。標靶治療的副作用較傳統化學治療低，是癌

症治療的革命性突破。依據此原則，當我們使用

標靶藥物時，一定要先以正向指標篩選才不會

漫無目標的治療。然而，細胞訊息卻可能失調而

讓癌細胞不受控制的生長，使得標靶藥物也無法

作用。因此，在使用標靶藥物前也應檢驗負向指

標。最近的資料顯示，KRAS突變可作為EGFR療法

的負向生物指標，而EGFR抗體在有KRAS突變的結

腸直腸癌病患中幾乎無療效，因此負向指標能減

少不必要的治療。因此如何增加KRAS突變檢測的

準確性以及快速檢測的方法已成為臨床上重要的

議題。目前最常用的為桑格定序法，但是其他方

法也有擁護者。然而各種檢測方法都有利弊，目

前並無共識。
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