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例中国结直肠癌患者
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基因突变研究"

姚
!

晖#汪杰华#李
!
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摘
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要"目的
!

探讨结直肠癌患者
c5FA1

基因突变状态并为个体化治疗提供指导$方法
!

采用嵌套和
R]-35QRS

的方法分

析
!9$

例结直肠癌患者
c5FA1

基因突变状态$结果
!

!9$

例患者
c5FA1

基因总体突变率
6<7$̂ g

#

"6̂

例血浆标本突变率为
$

#

+86

例组织标本突变率为
6<7$̂ g

$突变类型包括
a"6/

%

a"6R

%

a"63

%

a"60

%

a"6'

%

a"8S

%

a"8R

%

a"83

%

U9"c

%

U9"-

#

6

种不同
c5FA1

基因突变率比较#差异有统计学意义!
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例男性患者的突变率为
6$7++g

#包括
a"6/

%

a"6R

%

a"63

%

a"6'

%

a"8S

%

a"8R

%

a"83

%

U9"c

%

U9"-

&
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例女性患者的突变率为
6"7<6g

#包括
a"6/

%

a"6R

%

a"63

%

a"60

%

a"6'

%

a"8S

%

a"83

#不同性别间

c5FA1

基因突变率比较#差异无统计学意义!
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例年轻患者的突变率为
6$g

#包括
a"6/

%

a"6R

%

a"63

%

a"6'

%

a"83

&
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例中年患者的突变率为
887$<g

#包括
a"6/

%

a"63

%

a"60

%

a"6'

%

a"8S

%

a"8R

%

a"83

%

U9"c

%

U9"-

&
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例老年患者的

突变率为
"97<"g

#包括
a"6R

%

a"63

%

a"6'

%

a"8S

%

a"83

#不同年龄间
c5FA1

基因突变率比较#差异有统计学意义!
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例结直肠癌患者
c5FA1

基因突变类型主要为
a"63

%

a"6'

%

a"83

#

c5FA1

基因突变在不同标本类型%不同年龄间存在差

异#不同性别间无差异$
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基因&
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基因突变
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癌症是全球性疾病$具有高发病率$高病死率的特点'

"56

(

)

6$"6

年结直肠癌的病死率高达
9#

万人'

8

(

)科学家很早就发

现结直肠癌患者存在表皮生长因子受体#

,aTS

%信号通路的

突变$针对
,aTS

信号通路的靶向药物#西妥昔单抗等%得到

开发$其疗效也在实践中被证实'

+

(

)

,aTS

下游信号激活通路

中的
S0/

和
S0T

基因$而这些基因常包含致癌突变$其中
c5

FA1

突变率为
8$g

"

9$g

$

&5FAC

为
!g

"

6$g

$

45FA1

为
"g

"

8g

'

!5<

(

)本研究采用嵌套和
R]-35QRS

方法研究
!9$

例中国

人结直肠癌患者
c5FA1

基因突变状态$并比较不同标本*性别

和年龄间
c5FA1

基因突变频率的差异$为西妥昔单抗药物的使

用提供参考依据)

?

!

资料与方法

?7?

!

一般资料
!

本研究使用的临床标本来自全国上百家三级

医院的患者$包括
"6̂

例血浆标本和
+86

例组织标本)所有参

与本研究的患者或其家属均签署授权上海赛安生物医药科技

有限公司进行
c5FA1

基因检测的知情许可同意书)

?7@

!

仪器与试剂
!

QRS

仪购自杭州博日科技有限公司$离心

机购自湘仪离心机仪器有限公司)

QCD

酶和
G4=Q

均购自上

海申能博彩生物科技有限公司$

340

提取试剂盒购自
0V

N*

2;

/E)2;@)C)E.;E

)

QRS

产物序列测定由上海鼎安生物科技有限公

司完成)

?7A

!

基因组
340

提取
!

按照试剂盒说明书进行操作)

-

!"<6

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!

.;@\-AL(2G

!

]E@>L2F6$"9

!

'>M78<

!

4>7"#

"

基金项目"上海市卫计委重点项目#

6$"!+$$86

%)

!!

作者简介"姚晖$男$主任医师$主要从事临床肿瘤放射治疗研究)

!

%
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通讯作者$
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!

"8<9"6+9!9̂

#
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R]-35QRS

测序法检测
c5FA1

基因突变
!

采用
QF)H2F!

进行引物设计$由英潍捷基#上海%贸易有限公司合成$嵌套和

R]-35QRS

测序法用于检测
c5FA1

基因突变)#

"

%

QRS

扩增!

常规
QRS

方法扩增
+9!L

J

大片段)所用引物!正向
!h5a=R

a0=aa0aa0a===a=000=a00a=58h

$反向
!h5==R

0a0=00R==00R===R0aR0=00==0=R==a58h

)

"$

%

-QRS

反应体系$包括
$76!H(

的
G4=Q

*

$7!

%

(

的引

物*

$7!

单位的
=A

P

340

聚合酶和
"$;

*

的模板
340

)

#![

预变性
8H);

$

86

个扩增循环!

#+[8$1

$

!<[8$1

$

<6[8$

1

$然后
<6[

$保持
!H);

)#

6

%

R]-35QRS

!

R]-35QRS

方法用

于扩增
"!!L

J

的小片段)所用引物!正向
!h5a=R0R0===

=R0==0=====0==0=00 aa58h

$反向
!h5=== 0RR

=R=0==a==aa0=R0=0==R58h

)

!$

%

-

的
QRS

反应

体系$包括
$76!H(

的
G4=Q

*

$7!

%

(

的引物*

$7!

单位的
=A

P

340

聚合酶和
"

%

-

的大片段
QRS

产物)

#![

预变性
8H);

$

+$

个扩增循环!

$̂[8$1

$

!̂ [8$1

$

<6[8$1

&

"!

个扩增循

环!

#+[8$1

$

!̂ [8$1

$

<6[8$1

$然后
<6[

$保持
!H);

)

#

8

%

QRS

产物纯化测序!由上海鼎安生物科技有限公司完成)

?7C

!

统计学处理
!

采用
/Q//"87$

统计软件进行数据分析$

计数资料组间比较使用
!

6 检验$

!

#

$7$!

为差异有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@7?

!

QRS

产物测序结果
!

采用
R]-35QRS

测序方法$检测

c5FA1

基因突变状态)见图
"

)

@7@

!

不同类型结直肠癌患者
c5FA1

基因突变
!

!9$

例患者
c5

FA1

基因总体突变率为
6<7$̂ g

$包括
"6̂

例血浆标本和
+86

例

组织标本$血浆标本突变率为
$

$组织标本突变率为
6<7$̂ g

$

突变类型包括
a"6/

*

a"6R

*

a"63

*

a"60

*

a"6'

*

a"8S

*

a"8R

*

a"83

*

U9"c

*

U9"-

$

6

种不同标本
c5FA1

基因突变率比较$差

异有统计学意义#

!

#

$7$$$"

%)见表
"

)

!!

注!

R]-35QRS

产物测序的代表性图谱$表示
c5FA1

基因第
"8

位

密码子由
aaR

突变为
a0R

)

图
"

!!

c5FA1

基因突变状态

@7A

!

不同性别结直肠癌患者
c5FA1

基因突变
!

896

例男性患

者的突变率为
6$7++g

$突变类型包括
a"6/

*

a"6R

*

a"63

*

a"6'

*

a"8S

*

a"8R

*

a"83

*

U9"c

*

U9"-

&

"#̂

例女性患者的突

变率 为
6"7<6g

$包 括
a"6/

*

a"6R

*

a"63

*

a"60

*

a"6'

*

a"8S

*

a"83

$不同性别
c5FA1

基因突变率比较$差异无统计学

意义#
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不同年龄结直肠癌患者
c5FA1

基因突变
!

$̂

例年轻患者

的突变率为
6$g

$突变类型包括
a"6/

*

a"6R

*

a"63

*

a"6'

*

a"83

&

"6<

例中年患者的突变率为
887$<g

$包括
a"6/

*

a"63

*

a"60

*

a"6'

*

a"8S

*

a"8R

*

a"83

*

U9"c

*

U9"-

&

8!8

例

老年患者的突变率为
"97<"g

$包括
a"6R

*

a"63

*

a"6'

*

a"8S

*

a"83

$不同年龄患者
c5FA1

基因突变率比较$差异有统

计学意义#

!_$7$$$!

%)见表
"

)

表
"

!!

R]-35QRS

测序法检测患者不同标本类型(性别(年龄的
c5FA1

基因突变频率%

1

#

g

$&

基因类型
c5FA1

基因突变

标本类别

血浆

#

1_"6̂

%

组织

#

1_+86

%

其他

#

1_$

%

性别

男性

#

1_896

%

女性

#

1_"#̂

%

年龄#岁%

年轻#

68

"
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%

#

1_̂$

%

中年#
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%

#
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%

老年#
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#
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家族包括
%5FA1
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45FA1

*

c5FA1

$这些基因是人类癌症中

变化最频繁的群组之一'

^

(

)

c5FA1

癌基因参与
Q.8c

"

Q=,4

"

0c=

和
S0T

"

(,c

"

,Sc

的信号通路'

#5"$

(

)因此
c5FA1

突变

占人类癌症中
FA1

突变的
!̂g

$

45FA1

占
"!g

$

%5FA1

仅占

$7"6g

"

"g

'

""

(

)

目前检测
,aTS

信号通路下游的癌基因#如
c5FA1

%突变

状态是必需的$目的是区分患者$并让一部分患者从抗
5,aTS

-
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的疗法中获益'

"65"+

(

)此外$一些具有预后价值的基因#如
&5

FAC

%也会一起被检测$除了测序法$

(0-3.(/

方法因高灵敏

度*高特异性*检测时间短和样品处理容易而受到关注'

"!

(

)由

于免疫组织化学方法对标本的要求低*费用低$也受到部分学

者的应用$但由于无法区分突变型和野生型
c5FA1

肿瘤患者而

受到一定的限制$设计针对突变型
c5FA1

的单克隆抗体也就成

为将来发展的一个方向'

"9

(
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