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【摘要】 目的 建立一种准确、方便、价廉、适合临床的 APC基因突变检测方法。方法 采用

SYBR GreenⅠ为实时聚合酶链反应 ( PCR )指示剂, 首先从基因组 DNA中扩增包含突变位点的靶基因

( 270 bp),并通过熔解曲线分析确定产物;再以上述片段为模板扩增特定长度的小片段 ( 40 /35 bp) ,

以 0 5 /step的速率,获得从 65 到 99 的熔解曲线以检测 APC_1309位 5 bp缺失突变。结果 临

床标本检测结果表明: 18例结直肠肿瘤患者石蜡组织标本中检出 APC _1309位 5 bp缺失突变 7例, 20

例正常人外周血标本检测结果均为阴性。结论 实时 PCR熔解曲线法设计简单, 操作简便,结果可

靠, 可望应用于临床 APC基因突变检测,并可推荐用于其他基因突变的检测。
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【Abstract】 Objective To estab lish a sim ple, re liab le and low cost approach fo r c lin ical detection of

APC m utation M ethods Using SYBR GreenⅠ as the rea l tim e po lym erase cha in reaction ( PCR ) product

ind icator, a DNA fragm ent of 270 bp targe ting APC _1309 m utation ( 5 bp de letion) w as amp lified from the

sam ple DNA A short fragm ent ( 40/35 bp) was then am plified from the 270 bp PCR product, fo llowed by

m elting curve analysis from 65 to 99 at 0 5 / step R esults A tota l o f 18 pa ra ffin em bedded tum or

sam ples w ere analyzed, o fw hich 7 w ere tested positive for them utation and 11 we re negative Nom utation

w as detected in any of the 20 norm al pe riphe ra l blood samp les Conclusions Rea l tim e PCR m e lting curve

analysis can be used for routine APC m utation detection The sim ple design, low cost and h igh reliability

should allow sim ilar applications to the ana ly sis of a var iety of o ther gene muta tions
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腺瘤性结肠息肉病 ( adenomatous polyposis col,i

APC )易感基因突变是结直肠腺瘤癌变的早期分子

事件
[ 1, 2]

, 在正常黏膜组织向癌组织转化过程中起

关键作用。它不仅参与家族性结肠腺瘤息肉病的形

成,还与散发性结直肠肿瘤的发生密切相关。APC

基因最常见的突变是位于第 15外显子的 1309位密

码子的突变
[ 3]
。目前检测该突变的方法较多, 主要

有聚合酶链反应 单链构象多态性分析
[ 4]
、蛋白截断

测试
[ 5]
、变性梯度凝胶电泳

[ 5]
以及直接测序分析

[ 3]

等。但这些方法步骤繁琐, 不适用于大量临床样本

检测。基质辅助激光解析飞行时间质谱 (MALDI

TOF M S)分析法
[ 6]
,虽然可以实现高通量检测, 但仪

器昂贵,限制了临床应用。基于荧光嵌入剂的熔解

曲线分析
[ 7]
检测基因突变的原理是根据不同长度

或不同 GC含量的 DNA片段熔点 ( Tm )的差异, 在

聚合酶链反应 ( PCR )扩增产物的熔解曲线上呈现出

不同的峰型,基因突变同样可能导致 PCR扩增产物

熔点变化,也就是熔解曲线的差异。我们采用 DNA

嵌入荧光染料 SYBR G reenⅠ为实时 PCR荧光指示

剂, 在 PCR完成后进行熔解曲线分析, 以建立一种

简便、可靠、价格低廉的 APC基因突变的检测方法。

材料和方法

1. DNA模板: 建立方法所用人工模板, 系采用
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PCR引物重叠延伸法构建的 APC_1309野生型和突

变型 DNA模板,模板序列经测序验证。临床标本包

括 18例经病理证实为结直肠癌的石蜡组织标本和

20例正常人外周血标本, 均由厦门市中山医院提

供。石蜡组织标本 DNA 的提取采用 DNA easy

T issue K it (Q iagen公司 ) ,外周血标本 DNA的提取

采用 Q IA amp B lood K it ( Q iagen公司 ) ,按说明书操

作。

2. 包含突变位点的靶基因的扩增: PCR体系总

体积 25 ,l含 2 l 10 buffer, 50 mmo l/L M gC l2,

0 2mmo l/L dNTPs, 1 U Taq酶, 0 2 l SYBR G reen

Ⅰ ( 1 10 000稀释, 厦门百维信公司 ), 上游引物:

5 AGTTCATTATCATCTTTGTCATCAGC 3、下游引

物: 5 ACTTTTGGAGGGAGATTTCGC 3 (上海生工

生物技术公司合成 ) 各 0 4 mo l /L, DNA模板 5 l

(约 100 ng / l)。将上述组分混匀后, 于 Rotorgene

3000实时 PCR仪 ( Corbett R esearch公司 )进行 PCR

扩增与结果分析。反应条件为 94 预变性 10 m in;

94 30 s, 60 30 s, 72 45 s, 扩增 35个循环。在每

一循环的退火温度时收集荧光信号。PCR反应后,

按 1 0 /step的温度上升速率从 65 递增至 99

进行熔解曲线分析, 确定靶基因扩增成功后再进行

下一步实验。

3 实时 PCR熔解曲线分析检测 APC基因突

变: PCR体系总体积为 22 ,l含 2 l 10 buffer, 50

mmo l /L M gC l2, 0 2 mmol /L dNTPs, 1 U Taq酶, 0 2

l SYBR G reenⅠ ( 1 10 000稀释 ),熔解曲线分析上

游引物 5 CCTGCAAATAGC 3 和 下游引 物 5

CTAGTTCCAATC 3各 0 4 mo l/L, 上轮 PCR产物

的稀释液 2 l( 1 1000), 将上述成分混匀。于实时

PCR仪上进行扩增并收集荧光信号。反应条件为

94 预变性 2 m in; 94 15 s, 52 15 s, 72 20 s,扩

增 35个循环。PCR反应后,按 0 5 /step的温度上

升速率从 65 递增至 99 进行熔解曲线分析, 进行

突变检测。

结 果

1. 实时 PCR熔解曲线分析检测 APC基因突变

方法建立:首先以本实验室自行构建的野生型和突

变型 DNA模板, 两者等量混合视为杂合型模板,建

立实时 PCR熔解曲线, 分析检测 APC基因突变检

测方法。结果如图 1所示, 3种类型的模板均呈现

良好的峰型,且峰值差异明显, 通过峰值位置可辨别

模板类型,实现 APC基因突变的检测。

图 1 实时 PCR熔解曲线法检测 APC基因突变

2 临床标本 APC基因突变检测: 共检测 18份

结直肠肿瘤石蜡组织标本, 结果检测出 APC_1309

位 5 bp缺失突变 7份,其余 11份未检出 (图 2)。此

外, 检测 20份正常人外周血标本, 结果全部呈阴性。

阳性标本结果经测序验证,无假阳性。

A G: APC_1309位 5 bp缺失突变阳性标本; H:阴性标本

图 2 实时 PCR熔解曲线法检测 18份结直肠肿瘤患者石蜡组织标本

APC基因突变

讨 论

APC基因位于染色体 5q21, 是一个重要的抑癌

基因,它的突变发生在结直肠癌的早期, 因此检测

APC基因突变对结直肠癌的早期诊断意义重大。

我们建立的熔解曲线分析法系采用 SYBR GreenⅠ

作为荧光指示剂,无需探针, 具有简便、快速、价廉且

可靠的特点,比电泳操作具有明显优势。

采用 SYBR G reenⅠ的熔解曲线分析可以确证

特异产物。SYBR GreenⅠ是一种 DNA嵌入型染料,

可以和包括引物二聚体在内的所有双链 DNA结合,

因此不具备特异性。然而每种扩增产物的熔解曲线

都依赖于它的 GC含量和链的长度,特异的扩增产

物的熔解温度是特定的, 因此可以根据产物的熔解

曲线将特异产物和引物二聚体区分开来。当 DNA
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模板浓度很低时, 其循环阈值 (即 C t值, 表示 PCR

循环过程中,每个反应管内的荧光信号达到设定的

阈值时所经历的循环数 )和引物二聚体的 C t值非常

接近, 在这种情况下, 不能直接判断是否扩增成功,

但通过熔解曲线分析, 我们可以区分目的产物和引

物二聚体。为保证检测的特异性, 本实验设计采用

两轮 PCR。第一轮扩增产物是一个较长的 PCR片

段,第二轮扩增则以第一轮 PCR产物为模板并进行

熔解曲线分析。这样做的好处是, 所有标本无论提

取 DNA量的多少、质量如何,经过首轮扩增,产物量

趋于一致,使下一轮实时 PCR熔解曲线分析的重现

性得到保证。

在实时 PCR熔解曲线分析中,扩增产物的 GC

含量和链的长度对熔解曲线有决定性影响。APC_

1309缺失突变扩增产物差异为 5 bp, 为获得清晰的

分辨, 引物的设计必须尽量使野生型和突变型的

PCR产物之间的 Tm值相差 2 以上
[ 7]
。虽然难以

准确预测扩增产物的实际熔点,但很显然,产物过长

必将掩盖由突变引起的熔点差异; 产物过短则可能

与引物二聚体无法区分。我们对不同长度产物的考

察结果也证实了上述猜测。

阳性标本的熔解曲线峰型不尽一致, 但均为双

峰,与野生型的单峰区分明显。我们认为,双峰实际

上代表了野生型和突变型两种扩增产物, 二者相对

高低反映了二者量的差异。以图 2中 ( B )和 ( C)为

例, ( B)中的低熔点峰 (野生产物峰 )高出高熔点峰

(突变产物峰 )许多, ( C )则相反。这是因为肿瘤标

本中不可避免地混杂有正常细胞, 肯定存在野生产

物峰; 另一方面, 仅仅检出只有野生产物峰, 也可能

是突变产物峰太低所致, 并无法排除突变的存在。

至于本法检出突变的灵敏度如何, 尚有待进一步研

究。不过需要指出的是,实时 PCR熔解曲线分析目

前也确实停留在基因分型水平
[ 8, 9 ]
。

总之,我们成功建立了实时 PCR熔解曲线分析

检测 APC_1309位 5 bp的缺失突变的方法。该方法

总需时约 8 h(不包括标本提取 ) ,由于可对 96个标

本同时进行操作, 平均每个标本检测仅需 5m in。采

用 SYBR G reenⅠ荧光染料实现了实时监测, 缩短了

检测时间,简化了实验步骤, 且不需要设计合成探

针, 在费用上相当于在两个普通 PCR费用的基础增

加 SYBR G reenⅠ荧光染料的费用, 而荧光染料在本

实验中稀释 10 000倍应用, 耗费低。实时 PCR熔解

曲线分析方法可望用于临床 APC基因突变的快速

检测,且可扩展应用于其他基因突变的检测。
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该院始建于 1930年 ,是一所历史悠久的大型综合性三

级甲等医院, 设置病床 880张, 拥有核磁共振、血管造影、16

排螺旋 CT、ECT、数字胃肠、直线加速器、彩超、全自动生化

仪等大型医疗设备。
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级甲等医院病理诊断工作经验; ( 4)身体健康, 45岁以下。
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业医师资格证、身份证的复印件以及近期大一寸免冠彩色照

片一张寄至天津市河北区中山路 1号天津市第四中心医院

人力资源部, 邮编: 300140; 联系人: 何宝珠; 联系电话: 022

26181627。
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