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晚期胆管细胞癌患者相关信号通路及其变异与预后的关系

陶晨洁，杨光△，袁振刚，曾添美 (上海东方肝胆外科医院 肿瘤科，上海 200433）

[摘 要] 目的：以二代测序技术检测胆管细胞癌患者基因变异状态，并分析与患者预后的相关性；方法：收集了自2016年6

月至2018年6月3年收治的40例确诊胆管细胞癌的患者，进行全外显子二代基因测序（NGS），从中筛选出可能的突变（单碱基突

变、结构变异、拷贝数变化、基因融合等），回顾性分析患者一线治疗的疾病控制率（DCR），无进展生存期（PFS）及总生存期（OS），

分析患者信号通路及其基因变异与预后的关系。结果：40例晚期单管细胞癌患者中TP53基因突变的患者和未发生突变患者的

中位PFS和OS分别为11.0 vs 8.3个月（P=0.332）和14.3 vs 32.9个月（P=0.041）；而PI3K基因突变的患者和未发生突变患者的中位

PFS和OS分别为8.3 vs 11.0个月（P=0.285）和14.3 vs 37.0个月（P=0.020）；mTOR通路突变的患者和未发生突变患者的中位PFS

和OS分别为6.3 vs 10.3个月（P=0.020）和15.6 vs 19.6个月（P=0.892），通路相关基因发生突变，对生存均没有显著影响。结论：
TP53及PI3K通路激活的胆管细胞癌患者整体预后显著差于未激活的患者，mTOR通路激活及 IDH突变对预后及疗效没有显著

影响的靶点。
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The correlation of the related signaling pathways and prognosis in patients with
advanced cholangiocarcinoma
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[Abstract] Objective：：To detect the gene mutation in cholangiocarcinoma patients using the next generation sequencing (NGS) tech-

nology, and to analyze its correlation to the prognosis of the patients. Methods: From June 2016 to June 2018, 40 patients diagnosed

with cholangiocarcinoma received NGS examination to screen the possible mutations (single base mutation, structural variation, copy

number variation and gene fusion, etc.). The disease control rates (DCR), progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) of

the patients, who received the first line therapy, were retrospectively reviewed to analyze the relationship between signaling pathway as

well as its genetic variation and the prognosis of cholangiocarcinoma patients. Results: The median PFS of patients with and without

TP53 mutation was 11.0 and 8.3 months, respectively (P=0.332), while OS was 14.3 and 32.9 months, respectively (P=0.041). The me-

dian PFS of patients with and without PI3K mutations was 8.3 and 11.0 months, respectively (P=0.285), while OS was 14.3 and 37.0

months, respectively (P=0.020). The median PFS of patients with and without mTOR pathway mutations was 6.3 and 10.3 months, re-

spectively (P=0.020), while OS was 15.6 and 19.6 months, respectively (P=0.892). There was no significant effect of pathway-related

gene mutations on patients’survival. Conclusion: The prognosis of cholangiocarcinoma patients with TP53 and PI3K pathway activa-

tion had obviously poor prognosis than those without. No significant difference was observed between the patients with and without

mTOR pathway activation and IDH mutation.
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胆管细胞癌（cholangiocarcinoma）是指一类起源

于胆道上皮细胞的恶性肿瘤，根据解剖位置分为肝

内 胆 管 细 胞 癌（intrahepatic cholangiocarcinoma，

ICC）、肝门部胆管细胞癌（hilar cholangiocarcinoma，

H-CC）及肝外胆管细胞癌（Extrahepatic bile duct car-

cinoma，EBDC）。胆管细胞癌占所有胃肠道恶性肿

瘤的 3%，亚洲人发病率最高（3.3/10万）[1]。目前，R0
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手术切除病灶仍然是最有效的治疗手段，但由于该

病大多起病隐匿，诊断时多为晚期，且缺乏有效的抗

肿瘤药物，因此晚期胆管细胞癌的预后很差，5年生

存率不足 5%[2]。近几十年来，随着基因检测技术的

发展，越来越多的肿瘤细胞遗传学改变受到关注，在

肺癌、乳腺癌、胃癌及肠癌等肿瘤中，基于驱动基因

的靶向治疗更是取得了重大突破，将患者的生存期

大大延长。然而，对于胆管细胞癌的分子遗传学特

点，虽然国内外许多中心都有总结报道，也发现了一

些比例较高的通路改变，如TP53通路、PI3K-AKT通

路以及ERBB2通路等[3]，但仍没有证实任何一个基因

靶点对于胆管细胞癌具有驱动作用，也没有发现对

疗效有预测价值的基因改变，时至今日，没有任何一

种靶向药获批用于治疗胆管细胞癌。课题组对东方

肝胆外科医院自 2015年 7月至 2018年 6月 3年间收

治的 40例确诊为胆管细胞癌的患者，进行了全外显

子二代基因测序（NGS），对相关基因改变进行了分

析，初步分析了不同信号通路激活与疾病疗效及预

后的关系。

1 资料与方法

1.1 研究对象

40例患者为经手术或穿刺病理活检明确诊断的

晚期胆管细胞癌，患者的具体临床资料见表1。

1.2 主要实验试剂和仪器

组织样品提取DNA所需QIAamp DSP DNA FF-

PE组织试剂盒（QIAGEN，USA）；血液样本提取所需

ctDNA 及基因组 DNA 使用 QIAamp Circulating Nu-

cleic Acid Kit试剂盒（QIAGEN）；质控标准的样本使

用KAPA Library Prep Kit（Illumina，USA）；样本扩增

使用荧光定量 PCR 仪（Stepone plus，Life technolo-

gy）；浓度测定使用Qubit 3.0(Life technology)；测序平

台使用HiSeqX Ten（Illumina）。

1.3 全外显子二代基因测序技术检测患者的基因变

异状况

将肿瘤组织石蜡切片上的组织转移到微量离心

管中，从样品中提取DNA，进行脱蜡、蛋白酶消化、过

柱纯化等步骤操作。对于外周血样本，在离心分离

出血浆和血细胞后，从血浆中分别提取 ctDNA及基

因组DNA，并进行DNA浓度、质量及片段大小等的

质控，对符合质控标准的样本进行文库制备，并用

LM PCR对样本文库进行扩增。扩增后的文库与Se-

qCap EZ Library进行混合杂交捕获、洗脱、回收，并对

以上步骤后纯化的捕获DNA再次用LM-PCR进行扩

增，并测定浓度，使用DNA分子片段检测仪 2100对

文库大小进行质检，最后进行测序。

表1 40例晚期胆管细胞癌患者的临床特征

Tab.1 Clinical characteristics of 40 patients with advanced

cholangiocarcinoma

Clinical characteristics

Case

Male/female

Median age(t/a)

Type of tumor

Intrahepatic cholangiocarcinoma

Hilar cholangiocarcinoma

Extrahepatic cholangiocarcinoma

Tumor metastasis

Wihout metastasis

Only lymph node metastasis

Only distal organ metastasis

Simultaneous metastasis

Differentiation

Low

Median

High

Undefined

The first-line chemotherapy

Gemcitabine combined with platinum

Gemcitabine combined with fluorouracil

Fluorouracil combined with platinum

The median course of chemotherapy treatment

n

40

15/25

56.5

29

3

8

9

9

10

12

12

25

0

3

21

11

8

5

得到测序结果后，对原始数据进行处理，去除低

质量的碱基与序列，校正测序错误。将处理后的序

列比对参考基因组，得到匹配位置，评估序列的比对

质量，并进行局部拼接以校正可能的比对错误。从

比对后的数据中筛选出可能的突变（包含单碱基突

变、结构变异、拷贝数变化、基因融合等），计算突变

频率和/或拷贝数变化倍数；对比各大数据库进行注

释，得到各突变对基因功能、蛋白功能的可能影响及

与胆管细胞癌的可能关系。

1.4 患者的一线化疗方案

40例患者确诊后均给予晚期一线治疗，根据患

者年龄、体能状态评分，21例患者接受了吉西他滨联

合奥沙利铂或顺铂（Gemox/GP）治疗，其中吉西他滨

按 1 g/m2，第 1天及第 8天静滴，奥沙利铂按 130 mg/

m2，第1天静滴，或顺铂25 mg/m2第1天及第8天配置

静滴，21 d为一个治疗周期。11例患者给予吉西他滨

联合氟尿嘧啶的GS方案，其中吉西他滨按1 g/m2，第

1 天及第 8 天静滴，氟尿嘧啶采用口服替吉奥胶囊

40~60 mg/m2，第 1天至第 14天。8例因初始血象不

适合吉西他滨治疗的患者接受了氟尿嘧啶联合奥沙
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利铂（Sox）的治疗，其中氟尿嘧啶采用口服替吉奥胶

囊 40~60 mg/m2，第 1 天至第 14 天，奥沙利铂按 130

mg/m2，第1天静滴，21 d为1个治疗周期。40例患者

的中位治疗疗程数为5个（3~8个）。

1.5 疗效判定

疗效判定依据RECIST1.1标准( Response Evalu-

ation Criteria in Solid Tumors RECIST Version 1.1)。

本研究为回顾性，主要分析患者一线治疗的疾病控

制率（disease control rate, DCR），无进展生存期（pro-

gression-free survival, PFS）及总生存期（overall sur-

vival, OS）。

1.6 统计学处理

使用 SPSS17.0 统计软件。当样本呈正态分布

时，均值取平均数±标准差；当样本呈非正态分布时，

均数取中位数。均值比较采用两个独立样本 t检验，

率的比较采用卡方检验，生存分析采用Kaplan-Meier

法。P<0.05为差异均有显著性。

2 结 果

2.1 晚期胆管细胞癌患者的基因变异及其信号通路

活化情况

二代测序结果显示，40例晚期胆管细胞癌患者

中，TP53基因的突变比例在所有基因突变中的比例

最高，为 57.5%（23/40）；其次为 RAS 突变，为 22.5%

（9/40）；MET以及ERBB2的扩增和突变率位居第三，

均为 17.5%（7/40）。胆道肿瘤中常见的活化通路，如

TP53通路及 PI3K通路在本组患者中活化比例同样

较高，分别为 57.5%（23 / 30）和 57.5%（23 / 40）；而

mTOR 通路活化比例较文献报道的低，为 15%（6/

40）。由于本组患者中胆管细胞癌类型以肝内胆管

细胞癌（高达72.5%）为主，故在肝内胆管细胞癌中常

见的 IDH通路活化比例也较高，为22.5%（9/40）。

2.2 疗效

40例患者随访至2018年10月30日，中位随访时

间为 11.5 个月。40 例患者治疗后仅有 9 名患者

（22.5%）对一线治疗没有响应，疾病持续进展（PD）；

26名患者（65%）为疾病稳定（SD）；5名患者（12.5%）

为部分缓解（PR）。本组患者的DCR高达77.5%。患

者中位PFS为10.1个月，中位OS为19.6个月（图1）。

图1 晚期胆管细胞癌患者治疗后PFS（（A））和OS（（B））分析

Fig.1 Analysis of PFS (A) and OS (B) in patients with advanced cholangiocarcinoma after treatment

2.3 不同基因及其信号通路激活对患者生存的影响

40例患者中二代基因测序显示，TP53、PI3K及

mTOR信号通路相关基因突变对患者的PFS均没有

显著影响，三条通路相关基因突变与未突变的患者

的 PFS 分别为 11.0 vs 8.3 个月（TP53，P=0.332）（图

2A），8.3 vs 11.0个月（PI3K，P=0.285）（图 2B），6.3 vs

10.3个月（mTOR，P=0.124）（图 2C）。TP53突变的患

者和未发生突变患者的中位OS分别为 14.3 vs 32.9

个月（P=0.041）（如图 3A）；而 PI3K通路突变的患者

和未发生突变患者的中位OS分别为 14.3 vs 37.0个

月（P=0.020）（如图 3B）。提示伴有 TP53 或 PI3K 通

路活化的胆管细胞癌患者，预后较差。mTOR通路突

变的患者和未发生突变患者的中位OS分别为 15.6

vs 19.6个月（P=0.892）（如图3C），而mTOR通路相关

基因发生突变对生存没有显著影响。

3 讨 论

本课题通过二代测序技术获得晚期胆管细胞癌

患者基因信息中，TP53突变率最高，为 53%，略高于

其他文献报道的 3%~45%[4-6]。检测提示，TP53基因

发生突变的主要位点是外显子5~8的失活突变，最终

导致抑癌基因TP53的表达缺失。由于本组患者中

72.5%为肝内胆管细胞癌患者，因此常见于肝内胆管

细胞癌的 IDH突变在本研究中比例较高，且9例突变
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确实均见于肝内胆管细胞癌患者中，突变比例为31% （9/29），与文献报道基本一致。

图2 TP53（（A）、）、PI3K（（B）、）、mTOR（（C））信号通路激活后PFS分析

Fig.2 Analysis of PFS in patients with TP53(A), PI3K(B) and mTOR(C) pathway activation

图3 TP53（（A）、）、PI3K（（B）、）、mTOR（（C））信号通路激活后OS分析

Fig.3 Analysis of OS in patients with TP53(A), PI3K(B) and mTOR(C) pathway activation

40例患者一线均接受两药联合治疗方案，80%

（32/40）一线接受了吉西他滨为基础的联合化疗，仅8

例患者因存在吉西他滨相对禁忌征而采用了氟尿嘧

啶联合铂类的联合化疗，总的DCR与英国的ABC02

研究相仿[7]，为77.5% vs 81.4%，本组患者的中位生存

时间为 19.6个月，高于文献报道的 11.7个月，提示中

国的晚期胆管细胞癌患者对以吉西他滨或氟尿嘧啶

为基础的晚期一线联合化疗有效率较高，耐受性也

良好。

与RAS状态作为结肠癌的预后及疗效预测因子

不同，目前，胆管细胞癌在基因水平尚没有广泛认可

的预后及疗效预测指标。国内学者[8]曾对103例肝内

胆管细胞癌患者进行基因测序，发现突变率最高的8

个基因分别为 TP53、KRAS、IDH1、PTEN、ARID1A、

EPPK1、ECE2和 FYN。在对患者的生存分析中，发

现TP53突变的患者预后要差于TP53未突变的患者。

考虑到单基因状态可能对胆管细胞癌的预后没有预

测意义，因此，本研究中，将患者常见的基因突变按

活化的信号通路分类，分为TP53通路、PI3K通路及

mTOR通路，并将通路是否激活作为分层因子对生存

影响进行分析，结果显示，TP53通路未激活的患者总

生存时间较激活的患者显著延长 18.6个月，而PI3K

通路未激活的患者总生存时间较激活的患者显著延

长8个月，而mTOR及 IDH通路激活的患者生存时间

却没有显示差异，这极有可能与本组病例数较少有

关，因此还需要进一步扩大患者样本量后再进行分

析。

尽管探索各类靶向药物治疗胆管细胞癌的临床

研究层出不穷，然而至今仍然没有任何一种靶向药

物在临床研究中显示能显著延长胆管细胞癌患者的

生存而获批。Her-2的扩增可在5%~20%的晚期胆管

细胞癌患者中出现，然而，靶向Her2的药物——拉帕

替尼，仅仅使晚期胆管细胞癌患者获得了1.9个月的

PFS，这个单臂 II期临床研究最终惨淡收场[9]。同一

时期，舒尼替尼治疗晚期胆管细胞癌的 II期临床研究

也因不足2个月的疾病进展时间（time to progression,

TTP）而失败告终[10]。靶向EGFR的治疗在肠癌，肺癌

中都获得了极好的疗效，然而无论是使用EGFR-TKI

单药还是EGFR-TKI联合索拉菲尼，均不能使晚期胆

管细胞癌患者生存获益，中位 PFS 仅 2~4 个月[11-12]。

即使是抗EGFR的单抗——西妥昔单抗，也没能在胆

管细胞癌中重现其在肠癌中的良好疗效。BINGO[13]

研究结果显示：一线方案中加入西妥昔单抗，并不能

增加GP/GEMOX的疗效，也不能改善患者的生存。

哺乳动物雷帕霉素靶点（mammalian target of rapamy-

cin,mTOR）抑制剂依维莫司单药用于晚期胆管细胞
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癌，虽然DCR达到 41.7%，但中位PFS仍然没有显著

突破，仅为 3.2个月[14]。结果显示，TP53突变及PI3K

通路激活的患者对一线治疗的疗效没有显著影响，

但总体预后较差，总生存期显著短于TP53及PI3K通

路相关基因未突变的患者。而mTOR通路无论是否

有相关基因突变，一线治疗的疗效及总体预后均无

显著差异，这对开发治疗晚期胆管细胞癌的靶向药

物有一定的指导作用。今后的研究将进一步扩大胆

道肿瘤患者的样本量来进一步验证，以期能发现胆

道肿瘤患者潜在的治疗靶点，带来胆道肿瘤靶向治

疗的突破。
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