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　　近几十年来，机械通气（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ，ＭＶ）作为

维护生命的呼吸支持技术在临床治疗中运用日趋广泛。但

ＭＶ所致的肺损伤（ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＶＩＬＩ）也受

到了国内外专家学者们的关注。研究 ＶＩＬＩ及其发病机制以

用于临床中如何防止和减轻其在治疗过程中带来的危害已成

为当前的热点之一。

１　ＶＩＬＩ的类型及概念

１．１　气压伤（ｂａｒｏｔｒａｕｍａ）　早期有学者认识到，当机械通气

压力过高时，可由于高气道压力导致肺泡破裂、气体溢出，形成

气胸、纵膈气肿、气体栓塞、弥漫性肺水肿等严重并发症，并称

之为气压伤。肺泡上皮在机械力的作用下其连续性受到破坏，

肺泡内气体溢出进入肺间质，脏层胸膜破裂可形成气胸；同时，

肺泡毛细血管屏障过度牵拉，细胞间隙增大，毛细血管通透性

增加，小分子物质漏出，形成肺水肿。７０年代初，Ｗｅｂｂ等
［１］通

过动物实验发现当通气压力ＰＩＰ达４５ｃｍ Ｈ２Ｏ时，大鼠发生

气胸、肺水肿的程度较ＰＩＰ为３０ｃｍＨ２Ｏ是严重，且发生的速

度较快，约１３～３５ｍｉｎ即可发生。９０年代初，Ｐａｒｋｅｒ等
［２］通过

对狗开胸后行ＰＩＰ分别为６４ｃｍＨ２Ｏ水平和１９ｃｍＨ２Ｏ水平

通气，发现通气３０ｍｉｎ后前者的肺泡毛细血管静水压比后者

高出１２．５ｃｍＨ２Ｏ，导致了肺水肿。这些研究表明机械通气时

当ＰＩＰ水平升高到一定程度发生肺损伤。近年中国学者李乃

娥等［３］通过将６８例无气胸发生和９例发生气压伤的急性呼吸

窘迫综合征（ＡＲＤＳ）患者就通气模式、潮气量、吸气峰压、平台

压、呼吸末正压等指标进行回顾性分析，发现９例气压伤患者

中有６例机械通气的平台压大于３５ｃｍＨ２Ｏ，另外３例有胸部

外伤，因此认为平台压过高是机械通气致气压伤的关键因素。

呼吸道峰压（ｐｅａｋｉｎｆｌａｔｉｏｎｐｒｅｓｓｕｒｅｌ，ＰＩＰ）是克服气道阻力和

胸肺弹性阻力之和，而平台压（Ｐｐｌａｔ）则单纯表示在吸气末肺

泡所承受的夸肺压力，更直接的反映了机械通气时肺泡所承受

的压力，所以认为平台压是 ＭＶ过程中的一项重要监测指标。

１．２　容量伤（ｖｏｌｕｔｒａｕｍａ）　所谓容量伤是指在吸气末肺容积

过大，肺泡过度扩张引起的肺泡损伤。在８０年代末期，Ｄｒｅｙ

ｆｕｓｓ等
［４］通过对大鼠进行不同的通气方式试验，发现高压大潮

气量组和低压大潮气量组均发生肺水肿，而通过包裹大鼠胸肺

部实现高压小潮气量组并无肺水肿发生。由此说明了 ＭＶ过

程中单纯高气道压不是导致肺损伤的惟一决定性因素，ＶＩＬＩ

的发病与潮气量过大吸气末肺泡容积过大有密切关系。姜威

等［５］通过对大鼠进行不同容量的机械通气，发现常规潮气量通

气（１０ｍＬ／ｋｇ）组和自然呼吸组的大鼠肺组织在光镜下的病理

学检查无明显差异，而潮气量为２０ｍＬ／ｋｇ通气组的大鼠肺组

织在光镜下可见肺间质水肿及炎症细胞浸润，潮气量为４０

ｍＬ／ｋｇ通气组的大鼠肺组织损伤不仅肉眼可见，光镜下改变

有肺泡破裂、融合、小血管断裂、肺泡出血等。李克忠等［６］通过

对大鼠进行小潮气量通气、大潮气量通气、自然呼吸相比较，结

果发现大潮气量组肺组织的病理评分、肺泡灌洗液中白细胞

（ＷＢＣ）升高，ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及ＴＬＲ４蛋白表达均较自然呼吸

组和小潮气量组高。Ｋｅｓｚｌｅｒ等
［７］也通过实验阐述了致肺损伤

的主要因素包括肺泡容积过大而并非仅是高气道压力。事实

上，在肺的机械通气过程中，潮气量与气道压之间就存在着相

互影响、相互联系的关系，要使两者的作用截然分开几乎是不

可能的。因此多数学者常把气压伤、容积伤相提并论。

１．３　不张伤（ａｔｅｌｅｃｔｒａｕｍａ）　因肺不张或萎陷的肺泡随机械

通气吸气和呼气周期性开放、闭合，与周围正常的肺泡或肺间

质产生的高剪切力的作用而致肺损伤，又称切变力损伤。该损

伤尤其在ＡＲＤＳ的患者机械通气时表现突出。ＡＲＤＳ患者肺

泡表面活性物质减少，存在广泛的肺泡萎陷与不张，其肺部病

变特点为具有重力依赖性，大体分为高位正常肺区、低位实变

肺区、中间陷闭肺区，不但导致肺的容量大大减小，而且还可致

肺泡在机械通气时不均匀地膨胀极易增加剪切力对肺的损害

作用。Ｌｏｒｅｎｚｏ等
［８］认为，肺泡的不稳定性是呼吸机相关性肺

损伤的主要发病机制之一。有大量的动物实验和 ＡＲＤＳ的临

床治疗研究证明，在 ＭＶ过程中，若使用适当的呼气末正压

（ｐｏｓｉｔｖｅｅｎｄｅｘｐｉｒａｔｏｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＰＥＥＰ）技术，保证肺泡在呼

吸周期中为开放状态，可减轻机械力对肺泡的牵拉，减轻肺损

伤。ＰＥＥＰ即呼气末呼吸道压力大于大气压，其可增加肺的功

能残气量ＦＲＣ，改善通气／血流比值，增加肺的顺应性，适度的

ＰＥＥＰ可打开肺泡，避免肺泡的周期性开放与闭合时反复牵拉

产生剪切力对肺的损害作用，但是若ＰＥＥＰ水平过高，可增加

ＰＩＰ、肺容积，从而加重肺损伤。由于 ＡＲＤＳ患者肺部病变的

特殊性，如何在机械通气时实现其肺部各区肺泡压力变化的均

匀与肺泡的稳定是减少该类患者 ＶＩＬＩ的关键所在，也是目前

重症医学面临的棘手问题。

１．４　生物伤（ｂｉｏｔｒａｕｍａ）　因气道压过高、肺泡容积过大、萎

陷肺泡周期性的开放和闭合导致的肺泡破裂、漏气，肺泡毛细

血管屏障受损、通透性增加等均是损伤性通气所致的一种机械

的、直观的物理性肺损害，明确了这些机械因素在ＶＩＬＩ发病中

的重要作用后，许多专家学者进行了更深入的研究发现：气压

伤、容积伤、不张伤最终均并发了肺的生物性损害，即肺组织内

有细胞因子和炎症介质的参与及炎症细胞的募集，可诱发或加

重肺部的炎症反应。国内外均已有试验证明损伤性机械通气

后肺泡灌洗液中的促炎介质主要包括肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ

α）、白细胞介素１（ＩＬ１）、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ２２以及巨噬细胞炎性

蛋白２（ＭＩＰ２）等
［９］。吴华等［１０］通过对兔进行机械通气性肺

损伤试验发现ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＮＦκＢｐ６５在 ＶＩＬＩ发病中有重
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要作用，不但在损伤早期就有表达，且在时间上还有一定的变

化规律，并可以为损伤时间的推断提供参考。王月兰等［１１］通

过对大鼠进行试验，将大鼠分为自然呼吸组、正常通气组、过度

通气组，并用丝裂原蛋白激酶（ＭＡＰＫ）抑制剂对３组大鼠进行

预处理，再测定通气４ｈ后大鼠肺组织、肺泡灌洗液中及血浆

中ＴＮＦα、ＭＩＰ２的浓度，结果正常通气组和过度机械通气组

ＴＮＦα、ＭＩＰ２的浓度均比自然呼吸组高，但以过度通气组为

甚，两组均又激活 ＭＡＰＫ信号传导通路，该传导通路为细胞反

应的重要信号系统，存在于多种生物细胞内，可被放射线、渗透

压、机械力、病毒等因素激活，调控细胞的生长代谢、分化、迁移

和炎症反应。

２　ＶＩＬＩ发生的相关因素

虽已明确机械因素致肺组织的物理性损害作用，但 ＶＩＬＩ

发生的确切病理及机制目前还不十分清楚，通过收集现有的文

献及实验资料整理分析主要有如下几方面因素：

２．１　机械牵张机制　肺组织细胞在感受到外来异常机械力刺

激后，可通过细胞膜及受体激活细胞内信号系统产生系列的生

化反应［１２］。Ｆｅａｔｈｅｒｓｔｏｎｅ等
［１３］通过机械牵张胎鼠的肺细胞，

发现张力敏感性阳离子通道激活并诱导了快速的Ｃａ２＋内流致

细胞内发生信号传导。Ｃｏｐｌａｎｄ等
［１４］采用体外系统研究胎儿

肺上皮细胞，发现早期ｐ４４／４２丝裂原活化蛋白激酶可短暂促

进早期生长反应基因和ＩＬ６的表达，而 ＮＦκＢ导致热休克蛋

白７０和 ＭＩＰ２的表达呈持续递增，若抑制钙内流或使用Ｒａｓ

蛋白可消除上述现象，因此认为肺上皮细胞机械传导的关键是

钙内流。大量实验研究还表明肺泡上皮细胞、血管内皮细胞、

肺泡巨噬细胞在受到机械牵张后，产生了ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ８等

细胞因子和炎症介质。Ｏｋａｄａ等
［１５］进行牵拉血管内皮实验，

发现可明显增加ＩＬ８和单核细胞趋化激活因子（ＭＣＡＦ）、

ＭＩＰ１的生成水平。丁宁等
［１６］发现机械牵张可诱导肺泡巨噬

细胞释放许多细胞因子，且牵张诱导 ＭＩＰ２的上调呈强度和

时间依赖性。近年，研究证明机体产生大量炎症细胞因子与

Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）信号通路激活密切相

关［１２１３］。ＴＬＲ是模式识别受体，除了主要表达于各类免疫细

胞以外，还表达于肾脏、心肌细胞、微血管内皮细胞等，其与内

源性配体（细胞释放或产生的蛋白质、核苷酸、透明质酸、细胞

外基质分解产物）、外源性配体（病原微生物）结合后，通过ＮＦ

κＢ和 ＭＡＰ激酶相关信号途径，促进炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、

ＩＬ８等的基因的转录。机械通气引起的肺损伤，受损组织通

过释放内源性激活物激活了ＴＬＲ受体家族而启动了炎症的级

联反应［１７１８］。

２．２　氧化与抗氧化能力失衡　机械通气过程中，还伴随着机

体的氧化抗氧化能力的失衡。Ｃｈｅｓｓ等
［１９］研究报道，长时间

的机械通气会加重肺上皮细胞、内皮细胞、血管平滑肌细胞的

氧化应激反应，导致氧化抗氧化能力失衡，使肺组织受到氧自

由基的损害，而且大潮气量机械通气时肺组织的氧化应激反应

更加严重。刘庆辉等［２０］通过对大鼠进行试验，发现高氧合并

常规机械通气与空气合并常规机械通气４ｈ相比仅有丙二醛

（ＭＤＡ）水平的增高和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的下降，其

余指标无明显差异，而高氧合并大潮气量通气与空气合并大潮

气量通气相比，通气２ｈ后氧和指数开始下降，但以前者为甚，

肺泡灌洗液中中性粒细胞计数、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＭＩＰ２浓度升高

更显著，由此提示高浓度氧能明显增加大潮气量通气时所致的

肺损伤。胡乃浩等［２１］通过实验发现机械通气致大鼠肺组织损

伤后与自然呼吸组相比，不但肺泡灌洗液中白细胞计数、ＴＮＦ

α和蛋白总量明显增加，而且大鼠的肺组织和血液中的 ＭＤＡ

浓度上升而ＳＯＤ浓度下降，ＭＤＡ是反应脂质过氧化程度的客

观指标，而ＳＯＤ间接反映机体清除氧自由基的能力，由此说明

机械通气致肺损伤时，肺组织有强烈的氧化应激反应且同时伴

随机体抗氧化能力下降。

２．３　肺泡表面活性物质受损　另外，不适当的通气还可直接

或间接的影响肺泡表面活性物质（ＰＳ）的功能从而来加重肺损

害。大潮气量或高剪切力可使肺泡表面伸缩幅度过大，导致磷

脂膜断裂，从而使ＰＳ由有活性的大聚体转化为无活性的小聚

体；同时机械通气还可将肺泡表面活性物质挤压出肺泡腔；且

在损伤性通气以后，肺泡毛细血管若通透性增加，渗入肺泡腔

的红细胞（ＲＢＣ）碎片、血浆蛋白、ＡＭ 活化后释放的磷脂酶等

产物均可破坏ＰＳ并使之失活。ＰＳ具有许多生理功能和生物

活性，如降低肺泡表面张力、防止肺泡萎陷、舒张平滑肌减除小

气道痉挛、清除氧自由基等。所以若ＰＳ受到破坏，必加重对

肺功能的损害。因而认为机械通气时导致的肺损伤，ＰＳ遭到

破坏也是其发病机制之一。

３　肺功能保护

３．１　合理进行机械通气　为避免大潮气量通气所致的肺损

伤，近年来强调小潮气量通气，此通气方式对其适宜的患者有

保护治疗作用，但运用不当同样也会增加机械通气肺损伤的发

病。专家提出接近正常自然呼吸的负压通气可能会因为减少

异常机械牵张对肺组织细胞的刺激而优于正压通气，但目前该

通气方式尚未成熟，现就临床上如何正确选取正压控制通气模

式进行机械通气进行介绍。

机械通气是否合理应该根据不同肺的容积状态来确定，并

且通气要符合呼吸力学特点，反应该力学特点的就是压力容

积曲线即ＰＶ环。ＰＶ环上的基点表示呼气末肺的功能残气

量（ＦＲＣ），正常情况下肺随着吸气的开始肺泡容积随着压力呈

线形陡直上升，ＰＶ环上从基点开始形成陡直段，该段反映了

潮气量大小，在陡直段的顶点，又称为高位拐点，反应吸气末跨

肺泡的平均压力即平台压（Ｐｌａｔ），在吸气末若肺容积达肺总量

时该压力在３５～４０ｃｍＨ２Ｏ，因此机械通气时Ｐｌａｔ不宜超过

此压力。若患者因某些疾病如肺纤维化、重症肺炎、ＡＲＤＳ等

致部分肺泡萎陷，肺容积减小，在吸气的开始随着压力增加到

一定水平肺泡逐渐打开后才出现纵坐标上肺容积的增加，此时

ＰＶ环上形成了由基点开始的低位平坦段和低位拐点，该点是

低容量肺控制通气时选择适宜ＰＥＥＰ压力设定的参照点。低

容量肺的ＰＶ环的陡直段缩短，则提示适宜潮气量减小，在机

械通气过程中若忽视该段的变化容易导致 ＶＩＬＩ，因此机械通

气应根据呼吸力学特点进行动态调节管理。若患者合并有慢

阻肺或支气管哮喘等疾患时，其肺ＦＲＣ增大，呼气末肺组织过

度充气肺容积增加，出现内源性ＰＥＥＰ，其ＰＶ环上表现为基

点上移，陡直段也缩短，肺组织可耐受的潮气量减小，机械通气

时应警惕患者是否有内源性ＰＥＥＰ形成。

近年研究认为，采取小潮气量联合适当呼气末正压通气可

改善ＡＬＩ／ＡＲＤＳ的预后
［２２］，此法减少了小潮气量通气时肺泡

反复开关闭合导致肺的切变力伤，但可导致体内ＰａＣＯ２ 的升

高，由于机体对ＰａＣＯ２ 升高有一定的容许性，因此提出了允许

性高碳酸血症（ＰＨＣ）通气。实施ＰＨＣ通气要求潮气量６～８

ｍＬ／ｋｇ，呼吸频率１０～１５ｂｐｍ，吸呼比１：２，吸入氧浓度小于

６０％，Ｐｐｌａｔ＜２５ｃｍ Ｈ２Ｏ，ＰＩＰ＜３５ｃｍ Ｈ２Ｏ，ＰＨ＞７．２，最适

ＰＥＥＰ通气。ＰＨＣ可扩张脑血管，对短暂脑缺血／再灌注有保

护作用，但可升高颅内压，轻到中度的ＰＨＣ（ＰａＣＯ２６０～１００
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ｍｍＨｇ）可导致冠脉扩张而有心肌保护的作用，但ＣＯ２ 具有负

性肌力作用，因此凡是有颅内压升高倾向或心血管功能不全的

患者应禁用该通气方式［２３］。而 Ｏｎｕｍａ等通过临床观察比较

证明小潮气量通气并未减少重症患者的ＩＣＵ观察时间和总住

院日［２４］。

关于使用含全氟碳的液体通气、气管内吹气、俯卧位通气、

高频通气等辅助通气方式，这些措施对于改善肺的氧合有一定

的作用，但缺乏前瞻性的研究。

３．２　其他肺功能保护措施　为预防和减轻ＶＩＬＩ，在机械通气

过程中除了注意合理的机械通气以外，还可针对 ＶＩＬＩ的其他

发病相关因素作相应的处理。如增加限制机械通气时的氧浓

度以减少氧自由基的产生；积极的抗休克治疗；使用抗炎药物

调控机体的免疫反应；在机械通气前吸入ＩＬ２２
［２５］或早期使用

外源性ＰＳ可预防 ＶＩＬＩ，国外学者Ｓｔａｔｏ等
［２６］有报道，最近国

内学者刘翠青等［２７］观察ＰＳ在机械通气治疗新生儿 ＡＲＤＳ中

的作用发现其能较快地改善患儿的肺的氧合；术后积极采用硬

膜外镇痛，尤其是在上腹部手术和胸部手术可减轻疼痛而促进

患者咳嗽排痰，有效的预防术后肺部并发症。

综上所述，机械通气致肺损伤除了有物理因素致肺组织损

伤外还包含了肺部促炎因子的释放、炎症细胞的参与导致肺的

生物性损害，增加了临床治疗过程中的难度。目前虽对 ＶＩＬＩ

进行了大量的研究，但其发病机制及预防性处理措施仍在不断

的探索研究中，临床上至今未能完全解决通气治疗与肺损伤之

间的矛盾。如何改善通气技术，提高危重患者的治愈率仍然是

现阶段的重要任务。
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·综　　述·

慢性粒细胞白血病ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因Ｔ３１５Ｉ点突变的检测及靶向治疗

石　淙 综述，万腊根△审校

（南昌大学第一附属医院检验科　３３０００６）

　　关键词：慢性粒细胞白血病；ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因；Ｔ３１５Ｉ点突变；靶向治疗
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　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）

占所有白血病的１５％～２０％，９０％以上患者存在特征性的Ｐｈ

染色体（费城染色体）及ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因。Ｐｈ染色体由位于

９ｑ３４的ａｂｌ原癌基因断裂并易位到２２ｑ１１的断裂点集簇区

（ｂｃｒ）形成，并融合形成ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因
［１］。ＣＭＬ治疗重点

在于慢性期获得分子水平的缓解。伊马替尼（ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙ

ｌａｔｅ，ＩＭ）是治疗ＣＭＬ的一线药物。随病程进展，部分患者对

ＩＭ发生耐药，而耐药的发生与ｂｃｒ／ａｂｌ基因突变密切相关，其

中Ｔ３１５Ｉ点突变患者对现有靶向药物几乎均耐药。因此，针对

ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变的研究，已成为ＣＭＬ的研究热点。

１　ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变与耐药

ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因编码的蛋白质具有较强的酪氨酸蛋白激

酶（ＴＰＫ）活性，通过作用于一系列复杂的细胞信号传导途径，

导致细胞恶性增生、凋亡减少和骨髓基质细胞粘附性下降，使

大量不成熟的髓细胞释放到外周血，产生ＣＭＬ的临床表现。

作为第一代酪氨酸激酶抑制剂，ＩＭ 主要用于ＣＭＬ慢性

期和加速期治疗。ＩＭ竞争性结合ａｂｌ酪氨酸激酶催化部位的

ＡＴＰ与胸苷激酶（ＴＰＫ）受体的结合位点，阻滞ＴＫ磷酸化，从

而抑制信号传导，使酪氨酸激酶不能与ＡＴＰ结合，从而失去催

化活性。随病程进展，ａｂｌ酪氨酸激酶区发生突变，产生对ＩＭ

的耐药［２］。几乎所有的ＣＭＬ急变期和１５％～２０％的ＣＭＬ经

ＩＭ治疗后复发的患者对ＩＭ 发生耐药。增加ＩＭ 的剂量或者

更换第二代信号转导抑制剂如尼洛替尼（Ｎｉｌｏｔｉｎｉｂ）和达沙替

尼（Ｄａｓａｔｉｎｉｂ））等，对大多数突变型ＣＭＬ有效。但具有ｂｃｒ／

ａｂｌＴ３１５Ｉ突变的ＣＭＬ对上述药物均无效，因而患者病情迅速

恶化，最终死亡。

在ＩＭ耐药或复发的ＣＭＬ患者中发现１００多种ｂｃｒ／ａｂｌ

基因的突变，这些突变不仅干扰了激酶抑制剂的亲合力，而且

改变了 ｂｃｒ／ａｂｌ的生物功能
［３４］。其中，Ｔ３１５Ｉ突变率约占

１５％
［５］，该突变所致耐药最难克服。Ｔｈｒ３１５位于ａｂｌ核苷酸结

合部位，是与ＩＭ 结合形成氢键的关键部位，被作为门控分子

的残基［６］。Ｔ３１５Ｉ突变是由位于ａｂｌ基因第６号外显子的第

３１５位苏氨酸（Ｔｈｒ）被异亮氨酸（Ｉｌｅ）替代，碱基由 ＡＣＴ变为

ＡＴＴ。突变发生后Ｉｌｅ３１５不能与ＩＭ 形成氢键，且替代后的

Ｉｌｅ侧链上的额外碳氢键会产生空间上的干扰，不利于ＩＭ 结

合，由此产生耐药。

２　ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变的常用检测方法

２．１　直接测序法　作为最常用的直接测序法，双脱氧核糖核

酸链末端终止法（Ｓａｎｇｅｒ法）根据核苷酸在某一固定的点开

始，随机在某一个特定的碱基处终止，并且在每个碱基后面进

行荧光标记，产生以Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ结束的４组不同长度的一系列

核苷酸，然后在尿素变性的聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）上电泳进

行检测，从而获得可见的ＤＮＡ碱基序列。利用一种ＤＮＡ聚

合酶来延伸结合在待定序列模板上的引物，直到掺入一种链终

止核苷酸为止。每一次序列测定由一套４个单独的反应构成，

每个反应含所有４种脱氧核苷酸三磷酸（ｄＮＴＰ），并混入限量

的一种不同的双脱氧核苷酸三磷酸（ｄｄＮＴＰ）。由于ｄｄＮＴＰ

缺乏延伸所需要的３ＯＨ基团，使延长的寡核苷酸选择性地在

Ｇ、Ａ、Ｔ或Ｃ处终止。终止点由反应中相应的双脱氧而定。每

一种ｄＮＴＰｓ和ｄｄＮＴＰｓ的相对浓度可以调整，使反应得到一

组长几百至几千碱基的链终止产物，它们具有共同的起始点，

但终止在不同的核苷酸上，可通过高分辨率变性凝胶电泳分离

大小不同的片段，凝胶处理后可用Ｘ光胶片放射自显影或非

同位素标记进行检测。然而，直接测序法对技术要求比较严

格，而且灵敏度较低，仅能检测浓度大于６．２５％的突变率
［７］，

难以广泛应用于临床。

２．２　高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙ，ＨＰＬＣ）　ＨＰＬＣ分析是以经典的液相色谱为基础，采用

高压输液系统，将具有不同极性的单一溶剂或不同比例混合溶

剂、缓冲液等流动相泵入装有固定相的色谱柱，在柱内各成分

被分离后，进入检测器进行检测，检测信号由数据处理设备采

集与处理，并记录色谱图，从而实现对试样的分析。由于该法

对样品要求高、仪器昂贵、且操作繁琐，其所能检测到最低浓度

为１．５％～３．０％
［７］，尚难普及应用。

２．３　扩增阻碍突变系统（ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＲｅｆｒａｃｔｏｒｙＭｕｔａｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ，ＡＲＭＳ）　ＡＲＭＳ也称等位基因特异性聚合酶链反应（

ＡＳＰＣＲ），是基于ＰＣＲ用于检测ＤＮＡ中各种定点突变的新

方法，其依据的基本原理是：ＴａｑＤＮＡ聚合酶缺少３′到５′外切

酶活性，因此对于３′末端错配的引物，以低于正常末端配对引

物的速度延伸，当错配碱基数目达到一定程度或者条件达到一
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