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目的
!

研究一种简便%灵敏的
Z%B'*

基因突变检测方法!使其适合于进行常规突变检测$方法
!

设计对应检测位点

寡核苷酸探针!经探针的连接%扩增%标记及
$UV>H

反应!通过
$UV>H

反应检测值确定突变位点基因型$以
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基因
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位密码
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W!.N0

个点突变为检测对象!对
8.

例肺癌血浆循环
<YH

标本进行检测!并与直接测序结

果进行比较$结果
!

利用建立方法共检出
1

例标本分别存在
W!.>

%

W!.F

%

W!.H

突变$而通过直接测序未能从标本中检出
Z%B'*

突变!表明直接测序方法灵敏度较低!不适合于对循环
<YH

等不均一标本进行突变检测$结论
!

建立了一种简便%灵敏的
Z%B'*

基因突变检测方法!能够对不均一标本进行常规突变检测$
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Z%B'*

基因是常见的致癌基因#其突变会造成表皮生长因

子受体!

$WcF

"酪氨酸激酶抑制剂类和
$WcF

抗体类药物的

耐药#

Z%B'*

基因突变检测能够帮助肿瘤患者制定个体化治疗

方案#提高临床治疗的针对性和有效性'

!%.

(

$目前#多种方法可

进行
Z%B'*

基因突变检测'

1%9

(

$由于
<YH

测序灵敏度较低#而

高分辨率熔解曲线法'

0

(

*焦磷酸测序'

9

(等方法虽具有较高的灵

敏度#但其对实验仪器*实验条件具有很高的要求#在只具备简

单实验条件的常规临床检测中很少能够应用$基于此#本研究

建立了一种简便*快速*灵敏的
Z%B'*

突变检测方法#并以肺癌

血浆标本为检测对象#对
Z%B'*

基因
!.

位密码子的
0

个点突

变进行了检测$

?

!

材料与方法
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材料
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标本来源
!

非小细胞肺癌血浆标本
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例收集于湖北

文理学院附属医院和枣阳临床学院#抽提血浆循环
<YH

#
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保存$
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寡核苷酸检测探针
!

检测探针设计方法见图
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#用
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条特异性检测探针
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"检测
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基因
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位密码子的
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W!.=1

种突变$
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探针的
Dl

端为通用扩增序列

A'

C

!

#中间序列为与模板同源互补序列
X!

#

1l

端为与突变位点

碱基对应的互补碱基
Y

$

?%!.

!

>F=

"探针的
Dl

端为与模板同

源互补序列
X.
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$同理#用
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位密码子的
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种突变#所用检测探针和检测位点的对应见表
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检测探针序列
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方法
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基因扩增
!

对
Z%B'*

基因
IS47.

进行
?=F

扩

增#引物为#正向引物%
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)反向引物%
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扩增体系%标本循环
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$扩增产物进行
!2De

琼脂糖凝胶电泳#同时

用直接测序法测定序列$
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连接反应
!

用
:

支反应管对
W!.>

*

W!.F
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种

突变位点进行检测#分别标记为
?%!.
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%A

#
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?%!.
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%H

管$另
:

支反应管对
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*

W!.H

*

W!.N 1

种 突 变 位 点 进 行 检 测#分 别 标 记 为
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!
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"
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!

<HN

"

%A

#
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#

?%!.
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"
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管$

各管中分别加入
!/j

连接反应缓冲液
.

+

U

#模板
.
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#
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A'
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连接酶$将
:

组检测探针
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管#同理#
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组检测探针
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A

&

W

&

H

管#去离子水补足
./

+

U

$另

设定一空白对照管
T

#不加入检测探针#其他成分与检测管相

同$各管
"Dm

变性
:D*
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个循环#

"Dm
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$

?2@2A

!

通用扩增
!

取
1

+

U

连接反应产物#加入
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$扩增反应为%
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#

0/m:D*

#

8.m./*

#

./

个循环)
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产物检测
!

用链亲和素磁性微粒提取纯化各管通用扩

增产物#将各管磁性微粒提取物对应置于
"0

孔板中#分别加入

D/

+

U

辣根过氧化物酶!

XF?

"标记抗地高辛抗体溶液#恒温摇

床中
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&(7

#室温
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!j

"清洗
1

次后加入
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A[T

"底物缓冲液#室温显色
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硫酸!

X

.
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"终止显色#酶标仪测定各反应管
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处光

密度值!
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"$根据两组反应管!
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#
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时#设
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"$对
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#则此检测位点为

野生型)若
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#则此检 测 位 点 为
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#则此检测位
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"突变$对
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W!.N1

种突

变位点的判定方法同理$
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基因外显子扩增
!

各标本扩增产物经
!2De

琼脂

糖凝胶电泳#所在泳道均有长度为
D!!M

-

的目标条带出现#图

.

显示了对
9

个标本的
Z%B'*

基因外显子
.?=F

扩增产物电

泳检测结果$

图
.
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基因
.

外显子
?=F

扩增产物凝胶电泳检测
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循环
<YH

标本
Z%B'*

基因
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位密码子
$UV>H

!!!

基因突变检测结果
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!29.E/2!D /2!:E/2/0 /2!8E/2/1 /2!9E/2/1 /2/:E/2/.

::

,

!28!E/2/8 /2!DE/2/: /2!0E/2/: /2!!E/2/. /2/DE/2/1

8.

,

!28:E/2/1 /2!!E/2/1 /2!DE/2/: /2!!E/2/D /2/DE/2/1

@2@

!

标本检测
!

利用建立的方法共检测出
1

例标本存在突

变$结果显示#突变类型分别为
!8

,

标本的
W!.>

!

WWA

&

HWA

"突变#

D!

,

标本的
W!.F

!

WWA

&

=WA

"突变#

19

,

标本的

W!.H

!

WWA

&

W=A

"突变$

1

例突变标本!

!8

*

D!

*

19

,

"和
8

例

野生型标本对应各检测管的检测值见表
.

*

1

$

!8

*

D!

*

19

,

标

本的野生型等位基因对应检测管
<6%=

分别为
!2:0E/2!8

*

!20.E/2!1

*

!2D"E/2/"

#突变等位基因对应检测管
<6

!

Q<%

>F=%A

*

<6%>F=%W

*

<6%<HN%W

"分别为
!2/.E/2/"

*

!2!0E

/2!D

*

!2!:E/2/.

$并且#对每个突变标本检测的
D

个检测管

中#突变等位基因检测管
<6

与非突变等位基因检测管
<6

的

比值!如
!8

,

标本中
<6%>F=%A

&

<6%>F=%W

和
<6%>F=%A

&

<6%>F=%H

"明显大于
D

)突变等位基因检测管
<6

与对照管

<6%T

的比值!如
!8

,

标本中#

<6%>F=%A

&

<6%T

"明显大于
!/

$

9!.
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对于非突变标本的检测#野生型等位基因对应检测管
<6%=

与

其余各检测管对应的
<6

值比值均明显大于
!/

$而通过对所

有标本
Z%B'*

外显子扩增测序后发现#在
!.

密码子对应测序

位点均未见有明显的提示突变的杂合套峰出现$仅在
!8

*

D!

*

19

,

标本相应突变碱基处有不明显的测序峰出现#且与背景分

离不明显#见图
1

$说明直接测序方法检测灵敏度较低#对不

均一标本的突变检测具有局限性#而新建立方法有着简便*灵

敏的特点#适合于从不均一的标本中进行突变等位基因的

检测$

图
1

!!

血浆循环
<YH

标本
Z%B'*

基因
!.

位

密码子位点测序图

A

!

讨
!!

论

!!

Z%B'*

基因突变是
$WcF%AZV*

靶向药物治疗产生耐药性

的原因之一#研究提示非小细胞肺癌中
Z%B'*

基因突变与较短

的生存期及预后不良有密切联系'

"%!/

(

$开展
Z%B'*

基因突变

检测对于肺癌*结直肠癌等肿瘤患者的个体化用药具有重要意

义$

<YH

测序是目前核酸突变检测的金标准#但是灵敏度低#

只有
./e

"

D/e

'

!!%!.

(

#不能够有效地从肿瘤组织等不均一标

本中检测到基因突变$虽然焦磷酸测序*实时定量
?=F

及质

谱等检测方法具有高达
!e

的灵敏度'

!.%!1

(

#但这些检测方法却

要求昂贵的检测平台和试剂#不能够在常规简便实验条件下应

用$因此不适合于在基层医疗或研究机构应用$

本课题组在之前研究中建立了一种单核苷酸多态性

!

>Y?

"突变检测方法#具有较高的检测灵敏度#可达
De

'

!:

(

$

在此方法基础上#本研究根据
Z%B'*

基因突变特点#通过巧妙

设计特定检测探针#建立了一种对
Z%B'*

基因突变检测的新方

法$进行突变检测时#同时利用特异性检测探针
1l

端碱基与

突变碱基的配对识别能力和
A'

b

<YH

连接酶对错配碱基的

识别作用保证反应的高特异性$而方法的灵敏度则通过引物

二次扩增及
$UV>H

反应保证$

通过对
Z%B'*

基因
!.

位密码子
0

种突变的检测#在
8.

例

肺癌循环
<YH

标本中共检测到
1

例突变#分别是
!8

,

标本的

W!.>

!

WWA

&

HWA

"突变#

D!

,

标本的
W!.F

!

WWA

&

=WA

"突变#

19

,

标本的
W!.H

!

WWA

&

W=A

"突变$然而与直接测序方法比

较时#测序方法中所得测序图谱在突变位点不能分离出明显的

突变碱基对应峰#说明直接测序法由于检测灵敏度低#不适合

于不均一的标本的突变检测$研究表明#

Z%B'*

基因突变率在

不同肿瘤类型及人群中差异较大#如白种人群结直肠癌标本中

可达
!De

"

1/e

#而在亚裔人群肺癌标本中突变率只有
:e

"

!/e

'

.

#

:

#

!D%!8

(

#与本研究中得出的突变检测率相近$

总之#本研究建立了一种基于连接酶
%$UV>H

反应的对
Z%

B'*

基因突变检测的方法$本方法操作简便#无需昂贵的实验

仪器设备*试剂#在普通
?=F

仪*酶标仪等简单实验条件下即

能完成$适合于在简单实验条件下对不均一标本进行常规突

变检测$但是#本方法不能对未知突变位点进行检测#且有一

定检测通量的限制#不适合于进行高通量检测$
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