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检测表皮生长因子受体"
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%基因结果判读的

影响&方法
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N

组"二甲苯脱蜡%

和
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组"松节油脱蜡%进行石蜡块
$b̀ "

基因突变检测&结果
!

同一份石蜡切片检测
$b̀ "

的
4

个靶点两组

结果均相同&两组同一份标本的内质控"内参%扩增曲线
(:

值之差均小于
/5..

$同一份标本!两组检测相同靶

点时有效的扩增曲线
(:

值之差均小于
/5..

!且结合内质控"内参%

(:

值分析最终判定两组靶点检测的阳性'

阴性结果完全相符&结论
!

采用松节油与二甲苯脱蜡后检测
$b̀ "

基因突变的实时荧光定量
'("

结果一致!

对检测的靶点无影响!松节油可用作分子实验室的脱蜡剂&
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表皮生长因子受体基因&

$b̀ "

基因'是非小细

胞肺癌&&

)&(#&

'高频驱动基因"先检测#后治疗的

)&(#&

靶向个体化治疗模式已成为临床诊疗规范!

所有接受
$b̀ "

靶向酪氨酸激酶抑制剂&

$b̀ "-

:R*

'治疗的患者都需要接受
$b̀ "

分子检测!病理

科所开展的石蜡块
$b̀ "

基因突变检测法是利用活

检组织脱水后制成的石蜡块进行的
=)N

提取"然后

实时荧光定量
'("

分析结果"极大地方便了患者"但

需确保敏感性和特异性!质量保证和质量控制是关

键环节"其中重要的环节包括石蜡块的
=)N

提取(

*

)

"

检测中的设备#试剂及实验室的检测环境!目前所有

试剂公司在
=)N

提取的操作规范说明书中均要求对

石蜡块切片脱蜡处理时使用二甲苯"但二甲苯具有极

强的挥发性"对人体健康有影响!美国劳工部的职业

安全与卫生管理处规定二甲苯的安全空气浓度在
*//

MM

0

以下"而目前分子实验室的工作环境超出了此安

全范围!弥散在空气中的二甲苯可以通过呼吸道吸

入或皮肤黏膜接触进入人体"损伤神经系统和血液系

统"导致慢性中毒症状!对于空气要求极其严格的分

子实验室环境污染大"我国已将二甲苯中毒定为职业

病!有研究报道"松节油在病理苏木素
-

伊红&

<$

'制

片的各个环节均能替代二甲苯"起到很好的效果(

+-3

)

"
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而石蜡块
$b̀ "

基因突变检测中石蜡切片
=)N

提

取过程中的脱蜡与
<$

制片中原理一致!本研究旨

在寻找一种既能不影响实时荧光定量
'("

结果分

析"又能不污染实验室工作环境的方法(

,-4

)

"以确保各

个环节的质控"现报道如下!

<

!

材料与方法

<5<

!

材料
!

从
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年
**

月起"连续
4

个月收集本

院病理科石蜡标本切片
48

份"均分成
N

组&二甲苯脱

蜡'和
O

组&松节油脱蜡'进行石蜡块
$b̀ "

基因突变

检测!

=)N

提取试剂盒由
>?Nb$)

生物工程有限

公司提供"

$b̀ "

突变检测试剂盒由上海源奇生物公

司提供"

(KTDJ\38/

型
'("

扩增仪器由罗氏公司

提供!

<5=

!

方法

<5=5<

!

石蜡切片制作及脱蜡
!

标本均经
3U

中性甲

醛固定"常规取材"脱水"石蜡包埋"

4

-

0

厚切片
*/

"

*,

片!将石蜡切片放入
*5,0#

离心管中"

N

组加入

*5/0#

二甲苯"

O

组加入
*5/0#

松节油"盖紧并剧

烈震荡混匀
*/J

"然后将标本置于
,4 p

水浴中
*/

012

脱蜡"室温&

*,

"

+,p

'下
*9+//q

C

离心
,012

"

吸取上清液丢弃!

N

组再加入
*5/0#

二甲苯"

O

组

再加入
*5/0#

松节油"重复上述步骤
+

"

9

次"最后
*

次脱蜡离心
*/012

&大标本脱蜡
+

"

9

次"小标本脱蜡

+

次'!之后操作步骤严格按
>?Nb$)

试剂盒及上海

源奇试剂盒说明书进行!

<5=5=

!

荧光定量
'("

检测
!

扩增条件$

3+ p

,012

%

.3p9012

"

.3p3,J

%

4/p8/J

"共
3/

个循

环"反应体系共
+,

-

#

!在
'("

循环第
+

步
4/p

时

收集荧光信号!检测通道为$

Ǹ;

"参比荧光设定为

2H2G

!&

*

'基线的确定$软件默认为
9

"

*,

个循环的

平均荧光信号为基线!在实验中"一般选择曲线波动

较小"较稳定的片段作为基线"可根据实际情况自行

酌情调整!终点避免覆盖信号已经开始有明显增长

的地方"且以起点与终点间间隔
8

个循环以上为原

则!&

+

'阈值的确定$在阴性对照无扩增的情况下"以

阈值设定在无典型扩增曲线样本的最高点"且阴性对

照未检出为原则"确定起始阈值!&

9

'不同的反应液

应分别单独确定各自的基线和阈值后"再进行各自

分析!

<5=5>

!

实验初期为了确保每次实验的客观性及准确

性"每份标本都送上海源奇生物公司总部实验室进行

印证实验"结果均相符合!本实验室也在
+/*4

年参

加了病理质控评价中心&

'>((

'分子病理室间质控石

蜡块
$b̀ "

的检测"顺利通过质评并获得
'>((

室间

质评证书!

=

!

结
!!

果

!!

本研究实验中检测时均设立了外部质控和内质

控&内参'!外部质控包含阳性及阴性对照"检测结果

外部质控的阳性及阴性对照均符合要求%内质控&内

参'均在有效范围内"显示检测过程规范#合理#有效!

接收的同一标本检测相同的靶点时
N

#

O

对照组选取

规则的扩增曲线为有效的&疑似阳性标本'读取其
(:

值"作为对照比较%不规则的扩增曲线为无效的作为

阴性处理"不作为对照分析!

48

份标本中"每份标本

N

#

O

两组内质控&内参'

(:

值均有效"差值均小于

/5..

"见表
*

#图
*

!

表
*

!!

检测结果有效性判定%

/V48

&

项目
N

#

O

两组内质控&内参'

(:

数值之差
阳性质控 阴性质控

标本数

&

/

'

有效
$

/5..

阳性 阴性
48

无效
%

/5..

阴性 阳性
/

图
*

!!

N

'

O

组内质控%内参&扩增曲线比较

!!

N

$

*8

号检测靶点%

O

$

*.

号检测靶点%

(

$

+*

号检测靶点

图
+

!!

N

'

O

组各检测靶点扩增曲线比较

!!

在相同切片标本的
*8

号检测靶点中"

N

#

O

两组

均有
9

份疑似阳性标本"两组扩增曲线
(:

值之差均

小于
/5..

%结合内质控&内参'

(:

值分析"最终结果判

定
*

份切片标本
N

#

O

两组均为阳性"

+

份切片标本

N

#

O

两组均为阴性!在相同切片标本的
*.

号检测靶

点中"

N

#

O

两组均有
6

份疑似阳性标本"两组扩增曲

线
(:

值之差均小于
/5..

%结合内质控&内参'

(:

值

分析"最终结果判定
9

份切片标本
N

#

O

两组均为阳
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性"

3

份切片标本
N

#

O

两组均为阴性!在相同切片标

本的
+*

号检测靶点中"

N

#

O

两组均有
**

份疑似阳性

标本"两组扩增曲线
(:

值之差均小于
/5..

%结合内

质控&内参'

(:

值分析"最终结果判定
4

份切片标本

N

#

O

两组均为阳性"

,

份切片标本
N

#

O

两组均为阴

性!本研究中只检测到
*8

#

*.

#

+*

这
9

个靶点的阳性

结果进行比对"其他的
9

个靶点未检测到阳性结果!

最终结果分析表明同一份切片标本分为
N

#

O

两组经

不同的脱蜡剂处理后同时实时荧光定量
'("

分析"

结果无差异"阳性及阴性结果判定相符!

N

#

O

组各检

测靶点扩增曲线比较"见图
+

!

>

!

讨
!!

论

!!

$b̀ "

基因共
+8

个外显子"其中编码酪氨酸激

酶的是第
*8

"

+*

号外显子!关于
$b̀ "

基因突变的

研究表明"尽管突变部位分散整个酪氨酸激酶编码

区"但绝大多数突变集中在第
*.

外显子的缺失和第

+*

外显子的
#8,8"

点突变!本实验使用的
$b̀ "

突

变检测试剂盒由上海源奇生物公司提供"检测
*8

#

*.

#

+/

#

+*

#

&648?

#

:6./;

"共
4

个靶点"方法简便#快速#

准确!进行
$b̀ "

基因突变检测时"本研究将每份石

蜡切片分入
N

#

O

两组"分别用二甲苯和松节油脱蜡

处理后(

6

)

"同时进行实时荧光定量
'("

扩增"探讨两

组扩增曲线的差异性"保证
$b̀ "

基因突变检测结果

判读的客观性和准确性(

8-.

)

"同时又为实验室塑造一

个良好的工作环境"确保实验操作每一个过程有效合

理(

*/

)

!分析
N

#

O

两组同一份石蜡切片检测相同靶点

时有效扩增曲线
(:

值"以及内质控&内参'

(:

值之

差均小于
/5..

"最终判定两组阳性#阴性结果均相符"

确定采用二甲苯和松节油两种脱蜡剂后实时荧光定

量
'("

扩增实验结果判读一致"完全相符!本报道

旨在研究石蜡块
$b̀ "

基因突变检测时使用不同的

脱蜡剂后"实时荧光定量
'("

扩增曲线形态的相似

性"

(:

值结果比对的差异性"以及最终对实时荧光定

量
'("

扩增结果相符度的比较!至于在基因突变检

测诸多方法中"如荧光原位杂交技术&

?̀&<

'和
=)N

测序"不同的脱蜡剂对结果有无影响则需要进一步的

研究!

综上所述"采用二甲苯和松节油对石蜡切片行脱

蜡处理后"其实时荧光定量
'("

分析结果判读无差

异!对于靶点的检测无影响(

**-*+

)

!由于二甲苯具有

极强的挥发性"对人体健康有一定的影响"而松节油

对人体无害"采用松节油脱蜡既保证了分子实验室的

空气环境"保护了工作人员的身体"同时又不影响实

时荧光定量
'("

结果分析的准确性及可靠性(

*9

)

"可

使实验室的操作更加规范#科学#合理!
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