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摘
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要"目的
!

分析胃癌患者
[=FE)

基因突变状态!以期为胃癌患者的个体化治疗提供指导&方法
!

采用嵌套和
!\3Z=5!-

的方法分析
%"*

例胃癌患者
[=FE)

基因突变状态&结果
!

在
%"*

例胃癌患者中!

[=FE)

基因总体突变率是
'$%#U

&

"8

例血浆标

本的突变率为
&U

&

#8,

例组织标本的突变率为
'$+&U

&突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

'

2"#W

!两种不同标本之间
[=FE)

基因的突

变率并无显著差异"

!d&$#&9"

%$

##"

例男性患者的突变率为
9$'8U

!突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

!

8%

例女性患者的突变率为

+$9&U

!突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

'

2"#W

!不同性别之间
[=FE)

基因的突变率之间无显著差异"

!d&$,'%"
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*,

例青年人患者的

突变率为
9$9'U

!突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

!

"#'

例中年人患者的突变率为
'$+'U

!突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

'

2"#W

!

"*#

例老

年人患者的突变率为
'$&*U

!突变类型包括
2"#Z

'

2"%Z

!不同年龄患者
[=FE)

基因的突变率之间无显著差异"
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例胃癌患者
[=FE)

基因突变率是
'$%#U

!突变类型主要为
2"#Z

'

2"%Z

!

[=FE)

基因在不同标本类型'不同性别'不同年龄

之间的突变率并无显著差异&

关键词"胃癌$
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癌症是一种高发病率*高病死率的全球性疾病#仅在
#&&+

年就造成
'9&

万人死亡)过去的
"&

年中#癌症的病死率呈现

降低的趋势#大约
""+

万癌症患者得到了有效的救治'

"=#

(

)胃

癌是最常见的消化道肿瘤之一#其发病率和病死率一直居高不

下#虽然手术可以根治#但术后的复发转移严重影响患者的生

存#由于缺乏对晚期胃癌及复发型胃癌的有效治疗方案#目前

胃癌的病死率居全世界恶性肿瘤的第
#

位'

%

(

#对胃癌的早发

现*早治疗是提高临床疗效和降低病死率的有效方法'

*

(

)

[=

FE)

基因编码的
D

#"=FE)

蛋白位于质膜上转导细胞生长与分化

的信号)

[=FE)

突变主要发生在
"#

*

"%

和
9"

编码子上#这些突

变造成
[=FE)

激活'

,

(

)

[=FE)

突变与患者缺乏对
X2M-

单抗的

反应有关#突变者不适用西妥昔单抗治疗'

9

(

)

V!!V#&"&

年

临床指南中推荐!在接受西妥昔单抗治疗前#进行
[=FE)

基因

突变检测#确定是否接受该靶向治疗)

本研究采用嵌套和
!\3Z=5!-

方法研究了
%"*

例中国人

胃癌肿瘤血液标本中
[=FE)

基因的突变状态#同时比较了不同

标本*性别和年龄群体中
[=FE)

基因突变频率的差异#以期能

为西妥昔单抗药物的使用提供参考依据)

?

!

材料与方法

?$?

!

标本来源
!

本研究使用的临床标本来自全国上百家三级

医院#包括
"8

例血浆标本和
#8,

例组织标本)所有参与本研

究的胃癌患者或其家属均签署过授权给上海赛安生物医药科

技有限公司进行
[=FE)

基因检测的知情许可同意书)

?$@

!

仪器与试剂
!

试验使用的
5K@

酶购自上海申能博彩生物

科技有限公司#

AV15

购自上海申能博彩生物科技有限公司#

ZV6

提取试剂盒购自
6O

(L

C<PG;C<?;K;GR<G

#所使用的
5!-

仪

则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#

5!-

产物序列测定由上海鼎安生物科技有限公司

+

*",%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*
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基金项目!上海市科委课题$
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作者简介!彭南求#男#主管检验技师#主要从事肿瘤个体化医疗工作)

!

'

!

通讯作者#
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完成)

?$A

!

方法

?$A$?

!

基因组
ZV6

的提取
!

按照试剂盒说明书进行)

?$A$@

!

!\3Z=5!-=

测序法检测
[=FE)

基因突变状态
!

用

D

F;ICF,

进行引物设计#由英潍捷基$上海&贸易有限公司合

成#嵌套和
!\3Z=5!-=

测序法被用于检测
[=FE)

基因的突变)

第
"

步
5!-

扩增#常规
5!-

方法被用于扩增
*9,0

D

的大

片段)所用引物为!正向#

,e=21! 261 226 226 211

121666 126 621=%e

和反向
,e=11! 626 166 !11

66!111!62!61661161!112=%e

)

"&

"

35!-

反

应体系#包括!

&$#,II>3

的
AV15

*

&$,II>3

的引物*

&$,

单

位的
1E

`

ZV6

聚合酶和
"&<

L

的模板
ZV6

)

5!-

程序如下!

8,f

预变性
%I;<

#接着进行
%#

个扩增循环!

8*f%&)

#

,'f

%&)

#

'#f%&)

#

'#f,I;<

)

第
#

步
!\3Z=5!-!\3Z=5!-

方法用于扩增
",,0

D

的

小片段)所用引物为!正向#

,e=21! 6!6 111 1!6 116

11111611616622=%e

和反向
,e=1116!!1!1611

2112261!61611!=%e

)用
,&

"

3

的
5!-

反应体系#包

括!

&$#,II>3

的
AV15

*

&$,

"

I>3

的引物*

&$,

单位的
1E

`

ZV6

聚合酶和
"

"

3

的大片段
5!-

产物)

5!-

程序如下!

8,

f

预变性
%I;<

#先进行
*&

个扩增循环!

+&f%&)

#

,+f%&)

#

'#f%&)

#随后进行
",

个扩增循环!

8*f%&)

#

,+f%&)

#

'#

f%&)

#

'#f

#

,I;<

)

第
%

步
5!-

产物纯化测序#由上海鼎安生物科技有限公

司完成)

?$B

!

统计学处理
!

采用
P5PP#&$&

软件进行数据处理及统计

学分析#计数资料以例数或百分率表示#结果比较采用
%

# 检

验)

!

#

&$&,

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@$?

!

5!-

产物测序结果
!

采用
!\3Z=5!-=

测序的方法#检

测
[=FE)

基因突变状态#其代表性结果如图
"

所示)对
!\3Z=

5!-

产物测序的代表性图谱#指示胃癌患者
[=FE)

基因第
"#

位密码子由
221

突变为
261

)

图
"

!!

!\3Z=5!-

产物测序的代表性图谱
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不同标本类型胃癌患者
[=FE)

基因的突变情况
!

本研究

检测了
%"*

例胃癌患者#

[=FE)

基因总体突变率是
'$%#U

)包

括
"8

例血浆标本和
#8,

例组织标本#血浆标本的突变率为

&U

#组织标本的突变率为
'$+&U

#突变类型包括
2"#Z

*

2"%Z

*

2"#W

#两种不同标本之间
[=FE)

基因的突变率并无显

著差异$

!d&$#&9"

&#详见表
"

)

@$A

!

不同性别胃癌患者
[=FE)

基因的突变情况
!

[=FE)

基因

在
##"

例男性患者的突变率为
9$'8U

#突变类型包括
2"#Z

*

2"%Z

#在
8%

例女性患者的突变率为
+$9&U

#突变类型包括

2"#Z

*

2"%Z

*

2"#W

#不同性别之间
[=FE)

基因的突变率之间无

显著差异$

!d&$,'%"

&#详见表
"

)

@$B

!

不同年龄群体胃癌患者
[=FE)

基因的突变情况
!

[=FE)

基因在
*,

例青年人患者的突变率为
9$9'U

#突变类型包括

2"#Z

*

2"%Z

#

"#'

例中年人患者的突变率为
'$+'U

#突变类型

包括
2"#Z

*

2"%Z

*

2"#W

#

"*#

例老年人患者的突变率为

'$&*U

#突变类型包括
2"#Z

*

2"%Z

#不同年龄患者
[=FE)

基因

的突变率之间无显著差异$

!d&$88,%

&#详见表
"

)

表
"
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胃癌患者不同标本类型'性别'年龄群体中
[=FE)

基因的突变频率

氨基酸

变化

[=FE)

突变

突变频率

标本类型

血浆

$

$d"8

&

肿瘤组织

$

$d#8,

&

胸*腹腔积液

$

$d&

&

性别

男性

$

$d##"

&

女性

$

$d8%

&

年龄$岁&

青年人$

#%

!#

*,

&

$

$d*,

&

中年人$

*,

!#

9&

&

$

$d"#'

&

老年人$

9&

!

8&

&

$

$d"*#

&

2"#P 221

(

621 b b b b b b b b

2"#- 221

(

!21 b b b b b b b b

2"#! 221

(

121 b b b b b b b b

2"#Z 221

(

261 b "#

$

*$&'

&

b '

$

%$"'

&

,

$

,$%+

&

#

$

*$**

&

9

$

*$'#

&

*

$

#$+#

&

2"#6 221

(

2!1 b b b b b b b b

2"#W 221

(

211 b "

$

&$%*

&

b b "

$

"$&+

&

"

$

&$'8

&

b

2"%P 22!

(

62! b b b b b b b b

2"%- 22!

(

!2! b b b b b b b b

2"%! 22!

(

12! b b b b b b b b

2"%Z 22!

(

26! b "&

$

%$%8

&

b +

$

%$9#

&

#

$

#$",

&

"

$

#$##

&

%

$

#$%9

&

9

$

*$#%

&

2"%6 22!

(

2!! b b b b b b b b

2"%W 22!

(

21! b b b b b b b b

g9"[ !66

(

666 b b b b b b b b

g9"3 !66

(

!16 b b b b b b b b

g9"/ !66

(

!61 b b b b b b b b

合计
b '$+& b 9$'8 +$9& 9$9' '$+' '$&*

!!

b

!无数据)

A

!

讨
!!

论

哺乳动物
FE)

基因家族包括
/=FE)

*

[=FE)

*

V=FE)

基因#分

别编码
/=FE)

*

[=FE)

*

V=FE)

蛋白#它们具有相似的结构和功

能)

-E)

蛋白位于细胞膜内侧#将
X2M-

的信号转导给促分裂

原活化蛋白激酶$

Q65[)

&#从而控制细胞的生长*增殖*运动#

以及转移和血管生成'

'

(

)

[=FE)

基因通常在第
"#

*

"%

和
9"

位

+

,",%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!

V>$#*



密码子上发生点突变#这些突变常常激活
[=FE)

癌基因'

+

(

)

[=

FE)

基因的突变状态和靶向
X2M-

单克隆抗体的治疗效果相

关#

[=FE)

基因突变的患者#不适合爱必妥治疗'

8

(

)

多种方法被用于改进检测的灵敏度#如变性高效液相色谱

$

Z/53!

&

'

"&

(

*嵌套等位基因特异性阻滞剂$

6P.=

&

5!-

'

""

(

*

5!-

单链构象多态性$

PP!5

&

'

"#

(

*限制性片段长度多态性

$

-M35

&

'

"%

(

*以及扩增阻滞突变系统$

6-QP

&等'

"*

(

)由于对设

备的要求简单#且灵敏度高#

!\3Z=5!-

$在较低的变性温度
=

5!-

&是当前最广泛使用的方法#它能富集不同的
ZV6

片段#

改进检测的灵敏度'

",="9

(

)

虽然手术是根治胃癌患者的最好方法#但由于很多患者发

现时已经是胃癌晚期#因此#化疗药物的使用就显得很重要#其

中多西他赛就是典型#它通过阻断细胞分裂#达到抑制细胞增

殖的目的'

"'

(

#从而提高患者的无进展期和生存期#改善生活质

量)术后复发转移是导致治疗失败的重要原因#现在已经有很

多标志物可以预测复发情况的发生#比如
P\h=#

*

.C?E=GE?C<;<

等#通过检测它们的表达#可以较好地预测胃癌患者术后的复

发转移'

"+="8

(

)

[=FE)

基因突变虽然不能作为胃癌患者的个体化治疗指

标#但是个体化医疗是新兴的治疗癌症方法#它结合了分子生

物学的手段#能更好地针对每个人的情况采取量体裁衣的治

疗#从而缩短治疗的时间*提高生存期*改善患者的生活质量)
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