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基因突变%二者具有排他性&
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(部分直肠癌患者接

受爱必妥或帕尼单抗治疗无疗效的内在原因就是在

部分
V"#W

基因检测结果为阴性的患者中实质上存

在着
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基因的突变%两种基因的排他性特征决定

二者都是独立预测指标%因此
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基因的突变检测

很有必要&
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(对众多的野生型基因而言%在肿瘤发

生的早期出现突变的基因十分微量%为了进一步提高
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基因痕量突变的检出率%野生抑制型探

针在同一个 聚合酶链反应#

U["

$的反应体系中会相

互竞争结合模板互补区域(阻断野生型
U["

产物的

形成%在野生抑制型
U["

#

/0!=U["

$的基础上增加

了内部竞争性扩增片段%引物与目标基因扩增同时%

可以用来降低高循环数出现的碱基错配现象%提高检

出率实验结果符合基因痕量突变检测条件%能够运用

于临床标本
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基因痕量突变的检测&
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材料与方法
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细胞株是纯合野生型(
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来源于第三军医

大学西南医院门诊及住院患者血液或者组织%患者均

为汉族%本研究得到西南医院伦理委员会批准%并与

患者或其监护人签订了知情同意书(疑似结直肠癌

患者直肠镜活检组织经磷酸盐缓冲液洗涤后严格按

试剂盒#中国上海基因科技有限公司$说明书进行操

作 %提取好的
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用微量分光光度仪测量浓度%每

个标本测
-

次取平均值(
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仪器与试剂
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3''4I>L

"

6

#

W/=-*8

"

--'

$荧光探针终浓度为
)''4I>L

"

6

#

W/=

)*8,

$%

!"#$%&''(
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%模
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方法
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同时加入锁核酸和作为内部竞争性扩增

片段的内参基因引物对%与发生痕量突变的
!"#$

%&''(

基因同时扩增%通过屏蔽
!"#$%&''(

野生

型基因%富集发生痕量突变的
!"#$%&''(

基因%定

量检测
!"#$%&''(

基因特异性探针的荧光强度%

通过目标基因与内参基因之间的
[0

差值计算出突

变等位基因的比例%达到对
!"#$

基因痕量突变定性

或定量检测的目的(提高检测基因痕量突变效率的

同时%衡量反应体系中加入
12#

的总量(

F+I
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统计学处理
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采用
T:EF>;>G?(̂EDL*''<
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WUWW)8+'

软件进行数据分析%计量资料以
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表

示%组间比较采用方差分析%
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反应体系对不同浓度野生型模版的屏蔽效果
"

实验中采用前期提取的本科室人员志愿者健康全血

12#

作为模板%浓度分别为
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基因引物终

浓度为
3''4I>L
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锁核酸探针终浓度为
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%从表
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随着模板浓度增加%不论加入
/0!

与否%
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基

因组
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值无显著变化(而
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在
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构建的反应体系对不同浓度野生型模版的屏蔽效果$

I D̀

#循环数%

基因 模板
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6

6(U0R2
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注!

P

表示无数据
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内部竞争性片段参与的反应体系灵敏度)特异

度及重复性评价
"

为了解本研究构建的检测体系灵

敏度)特异度和重复性%将
Z0=*8

突变型
12#

与

W/,.'

野生型
12#

按照不同的比例进行混匀%配制

成
!"#$ %&''(

突变率分别为
3'7

)

*37

)

)'7

)

)7
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的不同
12#

标本%对应的突变模板量分别

为
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*3'''

)
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变率的降低而增加+图
)

曲线
3

表示对
'+)7

的突变

仍能够有效检出符合检测基因痕量突变的水平(此

外%重复实验表明重复管的两个反应之间的
[0

值差

异小%说明本检测体系的重复性较好+加入的内参基

因扩增稳定%曲线
&

所示(依靠已知突变比例的

12#

模板及其对应的
[0

值%可以计算出扩增效能为

8-+&7

#

;

*

b'+8&'&

$%见图
*

(
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注!

)

为加入含有
3'7!"#$

突变型基因后的扩增曲线+

*

为加入

含有
*37!"#$

突变型基因后的扩增曲线+

-

为加入含有
)'7!"#$

突变型基因后的扩增曲线+

,

为加入含有
)7!"#$

突变型基因后的扩

增曲线+

3

为加入含有
'+)7!"#$

突变型基因后的扩增曲线+

&

为内

参基因
6(U0R2

扩增曲线+

<

为空白对照没有扩增

图
)
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反应体系的灵敏度及特异度检测

图
*

""

突变型基因扩增标准曲线

G+H

"

检测临床标本中
!"#$ %&''(

基因痕量突

变
"

对
3'

例临床结直肠疑似肿瘤患者活检标本

!"#$%&''(

基因痕量突变情况分析%结果显示
.

例

标本为阳性%提示
3'

例患者标本
!"#$%&''(

基因

痕量突变标本约占总数的
)&7

(图
-H

显示的是利用

前期构建好的体系检测出来的
!"#$%&''(

基因突

变标本%图
-H

中曲线
*

表示加入锁核酸后%标本中的

!"#$%&''(

突变基因仍有扩增%说明该标本发生了

!"#$%&''(

基因突变(图
-N

显示的是加入锁核酸

后%没有特异性基因扩增产出%该标本没有发生

!"#$%&''(

基因突变(同时加入锁核酸前后%内部

竞争性扩增片段的扩增并不受影响%且显示实验结果

有较好的重复性(为进一步确认
.

例标本的突变情

况%将阳性标本扩增产物和阴性标本扩增产物送交上

海生物工程公司进行测序%结果发现抽检标本含有

!"#$%&''(

基因
0

到
#

的突变%如图
,H

中长箭头

所指的波峰%与病理科小标本肠镜活检组织切片染色

*''

倍镜下免疫组化分析结果相符%见图
3H

(图
,N

)

3N

显示的是临床健康肠镜组织标本
!"#$%&''(

基

因扩增产物测序图和肠镜活检组织切片染色图(
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注!

H

中
)

为
6(U0R2

基因扩增曲线+

*

为
!"#$%&''(

突变基因

扩增曲线(

N

中
)

为
!"#$%&''(

突变基因+

*

为
6(U0R2

基因扩增

曲线

图
-
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临床肠镜组织标本
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基因扩增曲线
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注!

H

发生
!"#$%&''(

基因突变扩增产物测序图+

N

未发生

!"#$%&''(

基因突变扩增产物测序图

图
,
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临床肠镜组织标本
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肠镜组织标本中分化切片+
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正常肠镜组织标本切片#
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临床肠镜组织标本免疫组化切片
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研究发现%大约有
.7

的肿瘤患者携带有
!"#$

基因突变%不同肿瘤
!"#$

基因突变率是不一致的%

黑色素瘤)甲状腺瘤及结直肠肿瘤是突变率较高的类

型&

8

'

(
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是
!"#$

基因突变的最多的一

种%位于
))

号外显子或者
)3

号外显子%占
!"#$

基

因突变的
&'7

!

)''7

&

)'

'

(临床用药中发现%利用

(S$"

抗体治疗的肿瘤患者中部分出现治疗失败或

者效果不明显的情况%这除了与之前发现的
V"#W

基因突变有着主要的关系外%

!"#$%&''(

可能扮演

着非常重要的角色%临床抗肿瘤药物治疗之前要进行

!"#$%&''(

基因突变的检测%以避免无效治疗的情

况出现就显得尤为重要&

))

'

(常见的检测基因痕量突

变的方法也多种多样%如需要特异性的聚合酶或者对

模板
12#

要求特殊处理还需要采用凝胶电泳鉴别%

费时费力(直接测序法是检测突变的金标准%但需要

突变比例达到
*'7

以上才能对突变的基因进行有效

检测%而且检测成本较高%综合其检出效率考虑也是

没有广泛用于临床标本检测的原因&

)*

'

(

为此%研究者初步构建了基于内部竞争性扩增片

段提高野生型抑制性
U["

扩增特异性的基因痕量突

变实时荧光定量检测方法%该方法首先设计了针对

!"#$%&''(

基因有意义链互补的寡核苷酸%该寡核

苷酸有较强的抑制性%在反应中称为野生抑制型探针

即
/0!

探针%

/0!

探针碱基序列与野生型模板有部

分重叠%在同一个反应体系中%竞争性地结合野生型

模板%

/0!

探针中的锁核酸与模板结合效率更高%占

据了引物与模板的碱基互补结合区域%引物与野生型

模板无法结合%达到抑制野生型基因扩增的目的(为

了避免
/0!

探针与模板结合区域产生部分非目标突

变基因的扩增%导致假阳性结果%特别加入内参
6(U=

0R2

基因
ZY=-*8

"

--'

作为内部竞争性扩增片段%期

望消耗反应体系中多余的
12#

聚合酶和游离碱基片

段%从而增强
/0!

探针对野生型
!"#$%&''(

基因

模板的屏蔽能力%提高基因痕量突变的检测效率(同

时由于加入的内部竞争性扩增片段并没有与
/0!

探

针相对应的结合位点%

/0!

探针只会特异性地与之

配对互补的模板区域结合%而不会与内部竞争性扩增

片段结合%不影响其在反应体系里的扩增(

在临床标本的
12#

中%浓度大多在
3'

!

)3'

4

5

"

"

6

%检测前期实验构建反应体系中的
/0!

浓度

能对不同浓度的
12#

模板有效屏蔽就显得很有必

要%本研究构建的方法可以对
3'

!

*''4

5

"

"

6

的野生

型模板能有效屏蔽%符合临床标本的
12#

浓度检测

范围(在灵敏度)特异度和重复性检测中%本方法能

在
)'''

倍的野生基因型中检测到单拷贝的
!"#$

%&''(

突变基因%且扩增有较好的重复性%见图
)

所

示(依靠已知突变比例的模板
12#

模板及其对应的

[0

值%可以计算出扩增效能(利用加入
/0!

探针

前后
[0

差值及
!"#$%&''(

突变率的数据分析%计

算出两者之间的线性关系%计算出标本中
!"#$

%&''(

基因痕量突变的量(

!"#$%&''(

在对临床

3'

例疑似结直肠肿瘤患者的活检标本检测中%对

!"#$%&''(

基因突变检出率为
)&+'7

(对发生突

变的标本分别进行组织切片染色分析和突变的标本

的扩增产物测序%进一步验证了该方法的准确性(利

用野生抑制探针提升
!"#$%&''(

基因痕量突变检

测比测序法更经济实用%比传统免疫组化镜下检测更

简便快速%

*C

内可以完成临床基因痕量突变
12#

检

测%有较强的临床实用价值(
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与人体免疫系统调节%对人体健康发挥重要作用(本

研究发现长远航后脐周微生物中病原菌比例升高%微

生物感染性基因比例升高+与岸基作业人员相比%长

远航作业人员的免疫系统平衡发生改变(提示长远

航离港前应针对由于某些致病菌或条件致病菌大量

增殖%可能导致皮肤感染比例增加%需采取一定的预

防措施+在作业期间%作业人员应调整膳食结构%合理

安排作息时间%适当参加体育锻炼%及时调整心理状

态%提高机体免疫力(远海作业%机体共生微生物种

类与比例信息或许可以作为反映作业者健康状况的

窗口(
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