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Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌中 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的临床意义
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［摘　要］　目的　探讨Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的临床意义。方法　选取Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患者
（Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组）、皮肤瘢痕患者（皮肤瘢痕组）和非Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡皮瓣移植患者（正常皮肤组）各６０例，采用免疫组化法和荧光定
量ＰＣＲ法检测ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的蛋白表达和ＤＮＡ突变，并分析其与相关临床特征的关系。结果　 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的阳
性表达率（５６．７％）高于皮肤瘢痕组（６．７％）和正常对照组（０），差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组肿瘤低分化和中分
化患者的ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率分别为８７．５％和７３．７％，均高于肿瘤高分化患者（３９．４％），差异有统计学意义（Ｐ＝０．０１７、０．０１５）；
有淋巴结转移的患者阳性表达率（８８．９％）高于无淋巴结转移的患者（５１．０％），差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３４）。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变率（５１．７％）高于皮肤瘢痕组和正常皮肤组，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组肿瘤低分化和中分
化的患者ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变率（８７．５％、７３．７％）高于高分化患者（３０．３％），差异有统计学意义（Ｐ＝０．００３、０．００４）；有淋巴结转移的
患者ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变率（８８．９％）高于无淋巴结转移的患者（４５．１％），差异有统计学意义（Ｐ＝０．０１５）。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变与患者性别、年龄、发病部位无关（Ｐ＞０．０５）。结论　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变率为
５１．７％，且其与肿瘤低分化和淋巴结转移有关，与性别、年龄和发病部位无关。
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　　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡是烧伤等因素引起的皮肤慢性溃疡
恶变，发病率较高，其预后较非Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡皮肤肿瘤
者差［１］。鳞状细胞癌是Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡最常见的病理类
型。ＢＲＡＦ是位于７号染色体上的致癌基因［２］，ＢＲＡＦ
突变９０％发生在 Ｖ６００Ｅ密码子上，突变后会引起细胞
分裂和增殖能力增强，其在许多实体性肿瘤中发生突

变后可调节肿瘤细胞的增殖、分化和生存，促进肿瘤细

胞的侵袭和转移。ＢＲＡＦ基因突变在结肠癌、恶性黑
色素瘤、甲状腺癌等肿瘤中均有研究［３］。但 Ｍａｒｊｏｌｉｎ
溃疡中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的临床意义研究尚未见报
道。本研究通过观察 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡和皮肤瘢痕中
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变情况，了解 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡中 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ的突变及其临床意义，以期为进一步研究
ＢＲＡＦ对皮肤瘢痕和 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌发生发
展的作用机制提供一定的依据。

１　资料与方法

１．１　临床资料
纳入我院病理科２０１９年１月至２０２０年１２月收治

的６０例 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患者（Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃
疡组），其中男 ３１例，女 ２９例；年龄 ２９～７０岁，平均
（５６．９３±６．６７）岁。同时纳入６０例皮肤瘢痕患者（皮肤
瘢痕组），其中男３２例，女２８例；年龄２８～７１岁，平均
（５２．７３±９．１２）岁。选取进行非Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡皮瓣移植
的６０例患者（正常皮肤组）作为对照，其中男３０例，女
３０例；年龄３０～６４岁，平均（５２．４７±８．４７）岁。各组患
者性别、年龄比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组患者均为长期皮肤溃疡恶变为鳞
状细胞癌；皮肤瘢痕组患者仅有皮肤瘢痕，无恶性病

变；正常皮肤组患者为非 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡的正常皮肤。
排除使用针对ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的靶向药物患者。
１．２　试剂与仪器

鼠抗人的 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ单克隆一抗、辣根过氧化
物酶标记羊抗鼠的多聚体二抗以及 ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＰｌｕｓ／
ＨＲＰ免疫组化检测试剂盒均购自罗氏公司，人类
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变检测试剂盒购自厦门艾德生物医药
科技股份有限公司，ＢＸ５１生物光学显微镜购自日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＲＭ２２３５手动式轮转式石蜡切片机、
ＡＳＰ３００Ｓ全自动组织脱水机购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．３　免疫组化法

将各组标本用１０％中性福尔马林浸泡固定，制成
石蜡切片，进行苏木素—伊红（ＨＥ）染色并用ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ
Ｐｌｕｓ／ＨＲＰ（辣根过氧化物酶）免疫组化法检测各组中
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ蛋白表达量。将各组的标本用４％中性

甲醛浸泡固定２４ｈ后进行常规脱水、石蜡包埋，制成
４μｍ石蜡切片，然后进行脱蜡、水化、抗原高压修复，
用３％过氧化氢去除内源性过氧化物酶，滴加 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ一抗（即用型），３７℃孵育１ｈ。ＰＢＳ冲洗３次，
滴加二抗（即用型），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，
滴加 ＤＡＢ显色 １０ｍｉｎ，复染、脱水、透明、封片。
１００倍光学显微镜下观察 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ蛋白表达情
况。用已知蛋白表达阳性的组织切片（购自罗氏

公司）免疫组化染色结果作为阳性对照，用 ＰＢＳ代替
一抗的免疫组化染色结果作为阴性对照。每张切片的

不同区域选取 １０个高倍镜视野计算阳性细胞率。
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变蛋白表达为细胞质内呈现棕黄色，
阳性细胞率高于５％且细胞着色为阳性［３］，阳性细胞

率低于５％或细胞不着色为阴性。
１．４　荧光定量ＰＣＲ

使用 ＱＩＡＧＥＮ公司的 ＱＩＡａｍｐＤＮＡＦＦＰＥＴｉｓｓｕｅ
Ｋｉｔ（批号５６４０４）试剂盒并严格按照该试剂盒说明书要
求提取石蜡包埋病理组织或切片的人类基因组ＤＮＡ；取
出ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变检测试剂盒中的反应混合液和阳
性质控品，室温下解冻，上样，反应体系见表１。

表１　ＰＣＲ反应体系
阶段 反应条件 循环数／个
第一阶段 ９５℃，５ｍｉｎ ０１
第二阶段 ９５℃，２５ｓ；６４℃，２０ｓ；７２℃，２０ｓ １５
第三阶段 ９３℃，２５ｓ；６０℃，３５ｓ；７２℃，２０ｓ ３１

１．５　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与临床特征的关系
分析Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组患者ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变情况

与临床特征的关系，包括性别（男、女）、年龄（＜４０岁、
４０～６０岁、＞６０岁）、发病部位（头颈部、上肢、躯干部
和下肢）、肿瘤分化程度（高分化、中分化和低分化）、

淋巴结转移等。

１．６　统计学分析
用ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析数据，组间和组内

ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率比较采用 Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的阳性表达率比较
Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组中 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达 ３４例

（５６．７％），阴性表达 ２６例；皮肤瘢痕组中 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ阳性表达４例（６．７％），阴性表达５６例；正常
皮肤组中 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ均为阴性表达。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡
组 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率明显高于皮肤瘢痕组
（χ２＝３４．６６０，Ｐ＝０．０００）和正常皮肤组（χ２＝４７．４４２，
Ｐ＝０．０００），见图１。
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ａ：正常皮肤组 ＨＥ染色；ｂ：皮肤瘢痕组 ＨＥ染色；ｃ：Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组 ＨＥ染色；ｄ：正常皮肤组免疫组化染色（ＢＲＡＦＶ６００Ｅ呈阴性
表达）；ｅ：皮肤瘢痕组免疫组化染色（ＢＲＡＦＶ６００Ｅ呈微弱阳性表达）；ｆ：Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组免疫组化染色（ＢＲＡＦＶ６００Ｅ呈强阳性表达）

图１　各组ＨＥ染色和免疫组化染色（×１００）

２．２　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的表达及其与临床
特征的关系

　　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组肿瘤低分化和中分化患者的
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率分别为８７．５％和７３．７％，均
高于肿瘤高分化患者（３９．４％），差异具有统计学意义
（χ２＝５．６７９，５．９６４，Ｐ＝０．０１７、０．０１５）。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡
组有淋巴结转移的患者 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率为
８８．９％，明显高于无淋巴结转移的患者（５１．０％），差
异有统计学意义（χ２＝４．４７７，Ｐ＝０．０３４）。不同性别、
年龄和发病部位的 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患者中
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性表达率比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见表２。
２．３　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变

情况

　　荧光定量 ＰＣＲ法检测结果显示，Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组
有３１例（５１．７％）患者发生 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变，皮肤
瘢痕组和正常皮肤组患者均未检测出 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ
突变，见图 ２。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组突变率高于皮肤瘢
痕组和正常皮肤组，差异有统计学意义（χ２＝０．５５９，
Ｐ＝０．０００）。

表２　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ表达与临床特
征的关系［例（％）］

临床特征 ｎ 阳性 阴性 χ２ Ｐ
性别 男 ３１ １９（６１．３） １２（３８．７） ０．５５８０．４５５

女 ２９ １５（５１．７） １４（４８．３）
年龄 ＜４０岁 ２ ０（０） ２（１００） ２．８４５０．２４１

４０～６０岁 ４７ ２７（５７．４） ２０（４２．６）
＞６０岁 １１ ７（６３．６） ４（３６．４）

发病部位 下肢 ２５ １６（６４．０） ９（３６．０） ５．１０１０．１６５
上肢 １０ ７（７０．０） ３（３０．０）
头颈部 １９ １１（５７．９） ８（４２．１）
躯干部 ６ ０（０） ３（１００）

肿瘤分化程度 高分化 ３３ １３（３９．４） ２０（６０．６） ９．３４８０．００９
中分化 １９ １４（７３．７） ５（２６．３）
低分化 ８ ７（８７．５） １（１２．５）

淋巴结转移 有 ９ ８（８８．９） １（１１．１） ４．４７７０．０３４
无 ５１ ２６（５１．０） ２５（４９．０）

２．４　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患
者临床特征的关系

　　Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌低分化和中分化患者的
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变率高于高分化患者（χ２＝８．６７９、
９．１３１，Ｐ＝０．００３、０．００４），有淋巴结转移的患者 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变率高于无淋巴结转移的患者（χ２＝５．８７５，
Ｐ＝０．０１５）。不同性别、年龄及发病部位的 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见表３。
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ａ：阳性样本检测图；ｂ：阴性样本检测图；ｃ：阴阳性质控图
图２　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ基因突变的曲线图

表３　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患者临
床特征的关系

临床特征 ｎ 突变／例（％） χ２ Ｐ
性别 男 ３１ １６（５１．６） ０．００１ ０．９９３

女 ２９ １５（５１．７）
年龄 ＜４０岁 ２ ０（０） ２．７７６ ０．２５０

４０～６０岁 ４７ ２４（５１．１）
＞６０岁 １１ ７（６３．６）

发病部位 下肢 ２５ １４（５６．０） ４．６１ ０．２０３
上肢 １０ ７（７０．０）
头颈部 １９ １０（５２．６）
躯干部 ６ ０（０）

肿瘤分化程度 高分化 ３３ １０（３０．３） １３．８３３ ０．００１
中分化 １９ １４（７３．７）
低分化 ８ ７（８７．５）

淋巴结转移 有 ９ ８（８８．９） ５．８７５ ０．０１５
无 ５１ ２３（４５．１）

３　讨论

烧伤及各类创伤后容易形成皮肤瘢痕和溃疡，部

分患者伤口长期不愈合易恶变成瘢痕癌，即 Ｍａｒｊｏｌｉｎ
溃疡［４］。鳞状细胞癌是Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡最常见的病理类
型，占７５％～９５％［５］，易发生在下肢或血运较差的区

域，病程较长，比非Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡引起的鳞状细胞癌更
易复发和转移［６］。目前Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡的发病机制尚不

完全清楚，本课题组前期研究发现，Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡中
表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＧＦＲ）和 ＣＤ３４表达增高，尤其二者在癌变区组织的
表达较周围组织明显增高，且 ＥＧＦＲ表达与 ＣＤ３４表
达呈正相关［７］。ＥＧＦＲ是一种酪氨酸激酶受体，可与
表皮生长因子和转化生长因子 α结合，使细胞内的激
酶磷酸化，激活下游的信号通路 ＲＡＳＲＡＦＭＡＰＫ，诱
导肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移及血管生成［８］。ＲＡＳ是
ＲＡＦ的上游激活蛋白，通过与三磷酸鸟苷结合而呈活
化状态，进而激活 ＲＡＦ蛋白，使 ＭＥＫ磷酸化并激活
ＥＲＫ［９］；而ＢＲＡＦ是ＲＡＳＲＡＦＭＡＰＫ信号通路中的重
要调节位点［１０］，目前 ＲＡＦ和 ＲＡＳ基因突变在结直肠
癌、甲状腺癌和肺非小细胞癌中均有发现，患者使用抗

ＥＧＦＲ和ＢＲＡＦ抑制剂治疗可从中获益［１１］。ＢＲＡＦ基
因突变主要有两种类型，一种在第１１号外显子的甘氨
酸环突变；另一种是第１５号外显子 Ｖ６００Ｅ密码子上
的缬氨酸被谷氨酸取代［１２］。使用 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ抗体
进行免疫组化检测该位点的突变是比较简便、可靠的

初筛方法［１３］。ＢＲＡＦＶ６００Ｅ在许多恶性肿瘤中有突
变，且其突变率和各种肿瘤的临床特征相关。文献报

道，头颈部、食管和肺等鳞状细胞癌中均有 ＢＲＡＦ突
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变［２］。本研究推测，Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡中可能存在 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变，故通过观察 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌患
者不同临床特征的 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ表达情况，以期明确
Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌中 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的临床
意义。

ＢＲＡＦＶ６００Ｅ在甲状腺乳头状癌中的突变率为
３２％ ～６５％［１４］，在恶性黑色素瘤中的突变率为

４１％［１５］，在肠癌中的突变率为４％ ～２０％［１６］；在非小

细胞肺癌中的突变率为 １％ ～２％［１７］。本研究中

Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡组患者ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变率为５１．７％，
明显高于皮肤瘢痕组和正常皮肤组，提示 Ｍａｒｊｏｌｉｎ
溃疡鳞状细胞癌中存在ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变，并且
ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变可能是 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌的
发病机制之一。

本研究中，不同分化程度的 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细
胞癌ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变率有显著差异，低分化和中
分化鳞状细胞癌阳性表达率高于高分化鳞状细胞癌，

表明 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞状细胞癌分化程度低则 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ的突变率高；有淋巴结转移的 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡鳞
状细胞癌患者ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变率高于无淋巴结转移
者，表明 Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变可能与其
侵袭有关。在许多恶性肿瘤中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与临
床特征的相关性各有不同，恶性黑色素瘤中 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变与肿瘤的发生部位有关［１８］；结肠癌左半结

肠及右半结肠ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变率有差异，但与性
别、年龄、分化程度、淋巴结转移无关［１９］；甲状腺乳头

状癌中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与年龄、病灶数量、病灶部位
以及淋巴结转移有关［２０］。本研究结果显示，Ｍａｒｊｏｌｉｎ
溃疡鳞状细胞癌患者 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与性别、年龄
和发病部位无关。Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变
与其恶性程度有关，推测ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变是Ｍａｒｊｏｌｉｎ
溃疡预后不良的影响因素，尚待进一步研究。

综上，Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡中ＢＲＡＦＶ６００Ｅ的突变率高于
皮肤瘢痕及正常皮肤，并且其突变与肿瘤分化程度和

淋巴结转移有关，ＢＲＡＦＶ６００Ｅ可作为评估Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃
疡鳞状细胞癌恶性程度的指标，可为Ｍａｒｊｏｌｉｎ溃疡的靶
向治疗提供一定的理论依据。
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