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·技术与方法·

一种ＥＧＦＲ基因突变检测方法的建立及初步应用

王　倩
１，罗　凯

２△

（１．广州市中医医院病理科，广东广州５１０１３０；２．广州医科大学附属肿瘤医院，广东广州５１００９５）

　　摘　要：目的　建立一种表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测方法，并初步探讨其临床

应用价值。方法　以ＥＧＦＲ基因热点突变区域１９、２１外显子为研究位点设计特异性扩增、测序引物，利用已知野生型、突变型样

品，以ＴＡ克隆技术构建相应质粒作为标准品，建立ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测方法，并进行方法学和应

用评估。结果　成功构建了ＥＧＦＲ基因１９、２１外显子野生型、突变型质粒。建立了ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序

突变检测方法，该方法灵敏度高（１０１ｃｏｐｙ／μＬ），重复性好（１９、２１外显子实时荧光定量ＰＣＲ部分批内、批间变异系数分别为

１．４２％、３．５２％和０．９７％、２．４４％）。该法与传统Ｓａｎｇｅｒ测序法同时检测２０份临床样品，结果完全相符。结论　成功建立了可用

于临床样品检测的ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测方法。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧ

ＦＲ）基因位于人类７号染色体短臂７Ｐ１２１４区，含２８个外显

子，编码相对分子质量为１７０×１０３ 的跨膜糖蛋白受体。当

ＥＧＦＲ与相应配体结合后可引起自身细胞内酪氨酸激酶区的

磷酸化，然后通过多条下游信号通路将信号传递到细胞核内，

介导细胞生长、增殖、分化等一系列过程。在人类许多上皮性

肿瘤中ＥＧＦＲ常常表现为异常激活，这种激活与肿瘤细胞的

增殖、转移、侵袭和新生血管生成等过程相关，因此，ＥＧＦＲ已

成为肿瘤靶向治疗的重要靶点之一。目前，晚期非小细胞肺癌

（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者预后较差，采用常规

化疗药物治疗平均生存期小于１年
［１］。近来，以ＥＧＦＲ细胞

内酪氨酸激酶区为靶点的小分子靶向药物酪氨酸激酶抑制剂

（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）已应用于晚期ＮＳＣＬＣ的治疗。

相关研究表明，ＮＳＣＬＣ患者体细胞ＥＧＦＲ基因酪氨酸激酶区

突变与ＴＫＩ治疗的敏感性相关，突变患者有效率达７０％，非突

变患者仅１０％
［２３］。因此，ＮＳＣＬＣ患者ＴＫＩ治疗前检测ＥＧ

ＦＲ基因酪氨酸激酶区突变具有重要意义。ＥＧＦＲ基因酪氨酸

激酶区突变主要发生在１８～２１号外显子上，其中１９、２１号外

显子突变约占９０％，是ＥＧＦＲ基因酪氨酸激酶区突变的主要

检测位点［４５］。传统Ｓａｎｇｅｒ测序法是基因突变检测的经典方

法，可检测已知与未知突变，具有结果准确、重复性好等优点，

但同时也存在灵敏度低、步骤多、耗时长、易污染的缺点［６］。因

此，对传统 Ｓａｎｇｅｒ测序突变检测方法进行优化十分必要。

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ法是一种简便、快速、灵敏、

成本低的基因扩增检测方法［７］。本研究以ＥＧＦＲ基因１９、２１

外显子为检测靶点，将ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ法与

Ｓａｎｇｅｒ测序法相结合，拟建立ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲ

Ｓａｎｇｅｒ测序突变检测方法并探讨其临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集已确诊的 ＮＳＣＬＣ患者２０例，男１３例，

女７例；年龄３８～８２岁，中位５４岁。２０份肿瘤组织样品中石

蜡切片样品１５份，新鲜组织样品５份。
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１．２　方法

１．２．１　试剂和仪器　ＤＮＡ提取试剂盒为北京天根的口腔拭

子基因组ＤＮＡ提取试剂盒；实时荧光定量ＰＣＲ试剂为大连宝

生物的ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒；测序试剂为美国ＡＢＩ的

ＢｉｇＤｙｅ３．１试剂盒；实时荧光ＰＣＲ仪为美国ＡＢＩ的７５００Ｆａｓｔ；

测序仪为美国ＡＢＩ的３１３０ｘｌ。

１．２．２　实验引物　依据ＧＥＮＥＢＡＮＫ中ＥＧＦＲ基因的参考

序列（ＮＧ＿００７７２６．２），利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计ＥＧＦＲ基因１９、２１

外显子扩增引物，并以上游引物作为测序引物，由上海Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司合成。１９外显子上游引物：５′ＴＡＴＣＡＧＣＣＴＴＡＧ

ＧＴＧＣＧ３′，下游引物：５′ＣＴＧＣＣＡＧＡＣＡＴＧＡＧＡＡＡＡ

３′，产物长度３１４ｂｐ；２１外显子上游引物：５′ＣＧＴＴＣＧＣＣＡ

ＧＣＣＡＴＡ Ａ３′，下游引物：５′ＴＧＡ ＣＣＴ ＡＡＡ ＧＣＣ ＡＣＣ

ＴＣＣ３′，产物长度３０５ｂｐ。

１．２．３　标准品制备　取已经测序鉴定为ＥＧＦＲ基因１９外显

子（ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０，Ｄｅｌ２２３６Ｇ→２２５０Ａ）、２１外显子（Ｌ８５８Ｒ，

Ｓｕｂ２５７３Ｔ→Ｇ）突变的 ＮＳＣＬＣ样品各１份，ＰＣＲ扩增相应突

变样品的１９、２１外显子，产物割胶纯化后克隆于大连宝生物

ＰＭＤ１９质粒，测序鉴定克隆成功与否并分离野生型与突变型

质粒分别作为野生型标准品和突变型标准品。

１．２．４　性能评价实验　分别取１９、２１外显子野生型标准品按

１０倍比例稀释为标准品梯度，各梯度做批间重复性实验３次，

每次批间实验设置３个复管，ＰＣＲ产物测序鉴定，以此评估实

验的灵敏度、批间和批内重复性。取同浓度（１０５ｃｏｐｙ／μＬ）１９

外显子突变型标准品和野生型标准品按一定比例混合制备含

不同突变比例的模板系列（突变比例：１００％、５０％、３０％、２０％、

１０％、５％、１％、０％），进行实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序法检

测，以评价其检测突变杂合比例的范围。取２１外显子突变型

标准品和野生型标准品做相同实验。

１．２．５　样品ＤＮＡ提取　按试剂盒说明书提取样品ＤＮＡ，微

量分光光度计测定样品ＤＮＡ含量与纯度。

１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ反应及产物纯化　反应体系：

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ４μＬ、上游引物（５ｐｍｏｌ／

μＬ）２μＬ、下游引物（５ｐｍｏｌ／μＬ）２μＬ、样品ＤＮＡ２μＬ。反应

条件：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性５ｓ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延

伸４５ｓ（采集荧光），４５个循环；融解曲线。产物纯化：取ＰＣＲ

产物５μＬ加入２μＬ北京鑫诺ＳＡＰ酶混合物混匀，３７℃１ｈ，

８０℃１５ｍｉｎ。

１．２．７　ＰＣＲ产物测序　测序反应体系：纯化ＰＣＲ产物３μＬ、

Ｂｉｇｄｙｅ３．１１μＬ、上游引物（５ｐｍｏｌ／μＬ）２μＬ。反应条件：９６℃

预变性１ｍｉｎ；９６℃变性１０ｓ、５０℃退火５ｓ、６０℃延伸４ｍｉｎ，

２５个循环；１２℃恒温，醋酸钠乙醇纯化测序反应产物。

１．２．８　测序结果分析　所得序列图采用Ｃｈｒｏｍａｓ２．２３软件

通过与 ＮＣＢＩ基因库 ＥＧＦＲ 基因标准序列比对，分析测序

结果。与传统Ｓａｎｇｅｒ测序法进行比对：以北京鑫诺ＥＧＦＲ基

因突变测序检测试剂盒平行检测２０份临床样品，对比分析

结果。

２　结　　果

２．１　ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测法

的建立　以经测序鉴定为１９外显子ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０突变、２１

外显子Ｌ８５８Ｒ突变的ＮＳＣＬＣ样品各１份为模板分别进行相

应指标的实时荧光定量ＰＣＲ扩增，可见１９、２１外显子的阳性

扩增曲线和对应的单一溶解曲线峰（１９、２１外显子扩增产物解

链温度分别为：８６．２５、８７．９４℃）；２％琼脂糖电泳鉴定ＰＣＲ产

物可见３１４ｂｐ和３０５ｂｐ的单一电泳条带；ＰＣＲ产物继续上机

测序可见所测序列与ＥＧＦＲ基因目标扩增序列完全相符，同

时可见相应样品１９外显子ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０突变、２１外显子

Ｌ８５８Ｒ突变。以上结果表明，ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲ

Ｓａｎｇｅｒ测序突变检测法已初步建立，见图１～４。

图１　　实时荧光定量ＰＣＲ扩增曲线图

图２　　融解曲线图

　　１：１９外显子阴性对照；２：２１外显子阴性对照；３：１９外显子样品；

４：２１外显子样品；Ｍ：标记物。

图３　　ＰＣＲ产物电泳鉴定图（北京天根 ＭａｒｋｅｒⅠ）

２．２　标准品的鉴定　测序鉴定１９、２１外显子野生型重组质粒

标准品插入片段序列与ＥＧＦＲ基因参考序列（ＮＧ＿００７７２６．２）

完全一致，换算浓度为３．０９×１０１０ｃｏｐｙ／μＬ、７．３４×１０
１０ｃｏｐｙ／

μＬ。测序鉴定１９、２１外显子突变型重组质粒标准品插入片段

分别为ＥＧＦＲ基因１９外显子ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０突变片段和２１

外显子 Ｌ８５８Ｒ突变片段，换算浓度为４．７８×１０１０ｃｏｐｙ／μＬ、

１．７９×１０１０ｃｏｐｙ／μＬ。

２．３　检测范围与灵敏度分析　将１９、２１外显子野生型标准品

分别按１０倍倍比稀释为３．０９×１０７～３．０９×１０
１ｃｏｐｙ／μＬ和

７．３４×１０７～７．３４×１０
１ｃｏｐｙ／μＬ浓度梯度，做实时荧光定量
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ＰＣＲ反应并拟合定量标准曲线，１９、２１外显子标准曲线的Ｒ２

值分别为０．９９６和０．９９５，可见该荧光定量ＰＣＲ体系为１０７～

１０１ｃｏｐｙ／μＬ线性良好，灵敏度达１０
１ｃｏｐｙ／μＬ。同时各野生型

标准品梯度ＰＣＲ产物均成功完成后续测序检测。以上结果显

示本ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测方

法的灵敏度达１０１ｃｏｐｙ／μＬ。

图４　　ＰＣＲ产物测序鉴定图

２．４　重复性分析　在荧光定量ＰＣＲ体系为１０
７
～１０

２ｃｏｐｙ／

μＬ梯度时，１９外显子野生型标准品各反应曲线ＣＴ值的批内、

批间平均变异系数分别为１．４２％、３．５２％；２１外显子野生型标

准品各反应曲线 ＣＴ值的批内、批间平均变异系数分别为

０．９７％、２．４４％。１９、２１外显子重复性实验中各随机抽取一组

标准品梯度的ＰＣＲ产物均成功完成后续测序检测。结果表明

该法具有良好的重复性。

２．５　突变杂合比例的检出能力分析　当突变杂合比例在

２０％以上时，测序图谱中的突变信号清晰可辨，而低于２０％

时，则仅见野生型序列信号。可见，本荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测

序法可检出低至２０％的突变存在。

２．６　比对实验结果　实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序法、常规

Ｓａｎｇｅｒ测序法平行检测 ＮＳＣＬＣ样品２０份，两种方法检测结

果完全相符。其中１９外显子 ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０（Ｄｅｌ２２３５Ｇ→

２２４９Ｃ）突变２例、ＤｅｌＥ７４６→Ａ７５０（Ｄｅｌ２２３６Ｇ→２２５０Ａ）突变

１例，２１外显子Ｌ８５８Ｒ（Ｓｕｂ２５７３Ｔ→Ｇ）突变５例，总体突变率

为４０％。

３　讨　　论

在很多恶性肿瘤中存在突变型ＥＧＦＲ，ＥＧＦＲ突变后往往

呈现配体非依赖性的异常持续活化，导致下游信号传导通路的

异常激活。异常激活的信号传导通路一方面促进细胞不断增

殖、凋亡受阻，另一方面促进大量新生血管的生成，从而在肿瘤

细胞的形成、增殖、转移和侵袭中发挥重要作用。近年来ＥＧ

ＦＲ已成为抗肿瘤靶向治疗的主要靶点之一。目前，ＥＧＦＲ基

因突变检测对于ＴＫＩ治疗晚期 ＮＳＣＬＣ的疗效预测具有重要

意义。ＮＣＣＮ肿瘤学临床实践指南中国版（２０１１版）指出复发

和转移的晚期ＮＳＣＬＣ患者均推荐检测ＥＧＦＲ基因突变状态。

当前，检测基因突变的主要方法有Ｓａｎｇｅｒ直接测序法、实

时荧光ＰＣＲ法（Ｔａｑｍａｎ实时荧光定量ＰＣＲ、探针扩增阻滞突

变系统等）、高分辨率溶解曲线分析法等，这些方法各有优缺

点，对于哪种方法更有优势尚未达成共识［８］。其中Ｓａｎｇｅｒ直

接测序法是已进入临床并被广泛应用的方法。在Ｓａｎｇｅｒ直接

测序法检测肿瘤组织基因突变时，由于肿瘤组织具有异质性且

常有正常细胞掺杂，当野生型ＤＮＡ比例过高时可能会导致突

变型ＤＮＡ无法检出。相关文献报道，直接测序法可检出样品

中１０％～２５％的突变基因
［８９］。本研究建立的ＥＧＦＲ基因实

时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测法可检出样品中２０％

的突变基因，与传统直接测序法一致。

传统的Ｓａｎｇｅｒ直接测序法检测突变首先利用定性ＰＣＲ

将目的片段扩增，然后电泳鉴定扩增效果，如见单一目的片段

扩增产物条带，则对产物进行测序分析，如未见相应条带则无

法进行后续测序实验。以上模式存在一些弊端影响临床应用：

（１）电泳鉴定 ＰＣＲ产物灵敏度低、易污染、步骤多。ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ是一种灵敏、简便、快速的基因扩

增检测方法，其利用在ＰＣＲ反应体系中加入的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

荧光染料只与双链ＤＮＡ结合发出荧光从而实时显示反应体

系中产物数量的原理实现了对ＰＣＲ扩增效果的灵敏、实时的

检测，同时溶解曲线分析步骤还可监测反应的特异性。本研究

利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ替代传统的定性ＰＣＲ

加电泳步骤建立了实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测

法。该法重复性好、过程简化、时间缩短、避免了电泳时可能产

生的大量产物气溶胶污染，其灵敏度达到了１０１ｃｏｐｙ／μＬ，较传

统Ｓａｎｇｅｒ直接测序法高，可更好的检测低浓度样品。（２）定性

ＰＣＲ加电泳模式无法定量检测样品模板量，而测序反应中加

入过多的ＰＣＲ产物会导致测序峰图异常影响突变结果的分

析。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ可定量检测样品模板

浓度从而指导测序反应步骤的产物加入量以获得理想的测序

峰图。

相关研究报告显示，亚裔人ＮＳＣＬＣ患者的ＥＧＦＲ基因突

变率约３０％左右，在中国人中可达５０％
［１０１２］。本研究利用

ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测法检测

２０例ＮＳＣＬＣ患者样品，突变率为４０％，与相关报道相符。本

研究还利用基于传统Ｓａｎｇｅｒ测序法的商品化突变检测试剂盒

平行检测同批样品的ＥＧＦＲ基因突变情况，两种方法结果完

全相符。表明ＥＧＦＲ基因实时荧光定量ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突

变检测法可用于临床样品的检测。

与传统Ｓａｎｇｅｒ测序突变检测方法相比，实时荧光定量

ＰＣＲＳａｎｇｅｒ测序突变检测法具有步骤简、时间短、污染少、灵

敏度高和可定量检测样品浓度等优点，具有更好的临床应用

价值。
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３　讨　　论

肺纤维化是成纤维细胞受到化学性或物理性伤害时分泌

胶原蛋白进行的组织修复，肺间质组织由胶原蛋白、弹性素及

蛋白糖类构成［８１２］。目前还少有有关直接反应肺纤维化检测

程度的血清指标的报道。ＨＹＰ作为胶原蛋白中的主要成分之

一，测定其在肺组织中的水平能反映胶原的代谢情况，进而能

客观反应肺组织纤维化程度。寻找一种准确可靠的测定肺组

织中 ＨＹＰ水平的方法，对于筛选预防与治疗肺纤维化的药物

具有重要意义［１３１７］。

目前关于肺组织 ＨＹＰ水平测定的报道较少，本文在参考

了文献［５６］建立的 ＨＹＰ水平测定方法的基础上，对酸水解时

间、氧化时间、显色时间等条件进行优化，研究发现，在１１０℃

条件下用７．５０ｍｏｌＨＣｌ水解肺组织１６ｈ，ＨＹＰ测定水平即达

到最高，与李文才等［５］报道中１２０℃条件下６ｍｏｌＨＣｌ水解２８

ｈ条件相比，提高了酸的浓度，缩短了水解时间。针对酸水解

后溶液ｐＨ值对结果的影响，本研究采取了过夜烘干的方法，

避免了调节溶液ｐＨ值的繁琐，操作更为简便，更适合大批量

样本测定。关于氧化与显色时间，经过优化得出最佳条件为氯

胺Ｔ常温氧化１０ｍｉｎ，６０℃ 显色２５ｍｉｎ，与刑玉梅等
［６］关于

尿 ＨＹＰ测定方法报道中相比，氧化时间缩短了１０ｍｉｎ，显色

时间相近。酶标板冰上冷却与室温冷却１０ｍｉｎ结果无差异，

因此，本研究认为可以省去冰浴冷却的繁琐，室温冷却更为方

便快捷。本研究方法灵敏度为 ０．０６７μｇ／ｍＬ，回收率为

８８．８５％～１１０．８８％，批内与批间实验均显示重现性较好。本

方法在博莱霉素诱导大鼠肺纤维化的研究中得到了很好的应

用，经测定模型组 ＨＹＰ水平明显高于对照组，验证了博莱霉

素的肺纤维化诱导作用。
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