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胶质瘤表皮生长因子受体基因突变检测方法的对比研究

王　敏，李兴涛（山东省莱芜市人民医院检验科　２７１１００）

　　【摘要】　目的　分析普通聚合酶链式反应（ＰＣＲ）联合直接测序法与实时聚合酶链式反应高分辨率融解

（ｑＰＣＲＨＲＭ）曲线分析技术对胶质瘤表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）基因突变的检测效果。方法　用普通ＰＣＲ联合

直接测序法与ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技术检测胶质瘤患者ＥＧＦＲ基因突变类型，检测结果比较采用χ
２ 检验。结果

　普通ＰＣＲ联合直接测序法与ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技术对胶质瘤患者肿瘤组织ＥＧＦＲ突变的检测结果一致性

较高，达９０．９１％，两者间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ｑＰＣＲＨＲＭ 曲线分析技术操作较普通ＰＣＲ联合

直接测序法简便，实验时间较短，降低了交叉污染的风险，通过 ＨＲＭ曲线分析检测结果可以实现对样品基因型的

判定。
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　　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）在肿瘤细胞内的过度表达往

往与肿瘤患者预后差、转移速度快、生存期短密切相关［１３］。目

前，临床上研发出多种抑制 ＥＧＦＲ的靶分子药物，通过阻断

ＥＧＦＲ信号转导通路来抑制肿瘤细胞的生长
［４］。在对肿瘤患

者进行靶向药物治疗方案实施前必须明确肿瘤组织内ＥＧＦＲ

的基因型以优化肿瘤患者的个体治疗方案，同时避免不必要的

化疗对患者造成的不良反应［５］。对ＥＧＦＲ基因突变进行直接

测序是临床常用的经典检测方法，但存在耗时、成本高等缺点。

本文采用普通聚合酶链式反应（ＰＣＲ）联合直接测序法与实时

聚合酶链式反应高分辨率融解（ｑＰＣＲＨＲＭ）曲线分析技术分

别对４５例胶质瘤患者的肿瘤组织样本进行ＥＧＦＲ基因突变

检测，对比分析其检测准确性，评价其临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院神经外科２０１０年１月至２０１２年６

月收治的４５例胶质瘤患者的肿瘤组织样本，其中男２５例，女

２０例；年龄１４～７９岁，平均年龄为４９．３岁。患者病程为１周

至９年，平均病程为３８．５周。所有患者均符合胶质瘤的临床

诊断标准；根据世界卫生组织神经系统肿瘤分类及分级标准对

胶质瘤患者进行分级，Ⅱ级肿瘤患者１３例（２８．８９％）、Ⅲ级肿

瘤患者１８例（４０．０％）、Ⅳ级肿瘤患者１４例（３１．１１％）。４５例

胶质瘤患者均为首诊病例，在手术前均未实施放疗与化疗等治

疗措施。

１．２　方法　标本处理：手术后３０ｍｉｎ内将切除的肿瘤组织冻

存于液氮中，置于－８０℃ 深低温冰箱保存。采用德国 ＱＩＡ

ＧＥＮ公司的基因组ＤＮＡ抽提试剂盒对肿瘤组织标本中的基

因组ＤＮＡ进行抽提，操作步骤严格按照产品操作说明书进

行。提取的基因组ＤＮＡ在ＳｍａｒｔＳｐｅｃ３０００分光光度计上对

ＤＮＡ纯度与浓度进行测定，将ＤＮＡ浓度调整至３０ｍｇ／Ｌ后

置于－８０℃深低温冰箱保存备用。试剂与仪器：血液、组织样

本基因组ＤＮＡ提取试剂盒（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）、脱氧核糖核

苷三磷酸１０ｍｍｏｌ／Ｌ（大连 ＴａＫａＲａ公司）、ＨｏｔＳｔａｒ耐热

ＤＮＡ聚合酶（大连ＴａＫａＲａ公司）、西班牙琼脂糖、异丙醇、无

水乙醇（广州化学试剂厂）、ＳｍａｒｔＳｐｅｃ３０００分光光度计（美国

ＢｉｏＲａｄ公司）、ＰＴＣ２００ＰＣＲ基因扩增仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公

司）、低温高速离心机（德国ＳＯＲＶＡＬＬ公司）、凝胶成像系统

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、７０００型实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ

公司）。

１．２．１　普通ＰＣＲ联合直接测序法　引物设计：应用Ｐｒｉｍｅｒ５

软件对ＥＧＦＲ基因１９号外显子区进行ＰＣＲ引物设计，并由上

海英骏公司合成。上游引物序列为：５′ＴＣＣＡＴＡＧＣＣＧＧＧ

ＡＡＣＧＴＣＧＡ３′；下游引物序列为：５′ＡＣＡＡＧＣＴＧＴＧＣＣ

ＡＧＡＣＧＴＴＧ３′。普通ＰＣＲ扩增：采用５０μＬＰＣＲ反应体

系，具体配置比例为５×ＰＣＲ缓冲液１０μＬ、脱氧核糖核苷三磷

酸（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、Ｔａｑ酶１μＬ、上游引物１μＬ、下游引物１
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μＬ、双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）３μＬ、模板ＤＮＡ５μＬ，共５０μＬ。ＰＣＲ反

应条件：９３℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２

℃延伸９０ｓ，共进行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ后４℃保存。

分析ＰＣＲ反应扩增曲线图，并将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电

泳分析。基因测序：对所有ＤＮＡ标本ＥＧＦＲ基因扩增产物进

行直接基因测序，确定 ＥＧＦＲ 基因类型，由上海英骏公司

完成。

１．２．２　ｑＰＣＲＨＲＭ 曲线分析技术　基因突变模型构建：将上

海英骏公司合成的已知突变类型的胶质瘤标本进行实时荧光

定量ＰＣＲ扩增，采用２０μＬＰＣＲ反应体系，具体配置比例为２

×ＥＧＦＲ反应混和液１０μＬ、阳性ＤＮＡ或阴性对照ＤＮＡ （３０

ｍｇ／Ｌ）１μＬ、ＨｏｔＳｔａｒ耐热ＤＮＡ聚合酶０．２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ８．８

μＬ。ｑＰＣＲＨＲＭ反应条件为：９５℃酶激活５ｍｉｎ；９５℃变性

１０ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸２５ｓ，共进行５０个循环ＰＣＲ扩

增；９５℃１ｍｉｎ、４０℃１ｍｉｎ、６５℃１ｓ、９５℃进行熔解；最后再

４０℃进行冷却。分析数据：分析ｑＰＣＲ运行的熔解曲线是否

为单峰，扩增单峰则满足扩增要求，同时运用配置的分析软件

对结果进行分析，对比阴性对照，确定ＤＮＡ标本中是否存在

ＥＧＦＲ基因位点突变。标本 ＤＮＡ突变类型分析：所有标本

ＤＮＡ均按上述反应体系进行，并应用分析软件对ＥＧＦＲ基因

突变类型进行分析。

１．３　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行处

理，计量资料采用狋检验，计数资料采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　普通ＰＣＲ扩增产物２％琼脂糖凝胶电泳结果见图１。

图１　２％琼脂糖凝胶电泳结果

２．２　分析普通ＰＣＲ联合直接测序法对ＥＧＦＲ突变的检测情

况，４５例胶质瘤患者肿瘤组织ＤＮＡ标本中共检出ＥＧＦＲ突变

１０例，突变率为２２．２２％，其中Ⅱ级肿瘤患者中，ＥＧＦＲ突变２

例（１５．３８％）；Ⅲ级患者ＥＧＦＲ突变５例（２７．７８％）；Ⅳ级患者

ＥＧＦＲ突变３例（２１．４３％）。

２．３　ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技术检测ＥＧＦＲ突变结果显示，４５

例胶质瘤患者肿瘤组织 ＤＮＡ标本中共检出 ＥＧＦＲ突变１１

例，突变率为２４．４４％，其中Ⅱ级肿瘤患者中，ＥＧＦＲ突变２例

（１５．３８％）；Ⅲ级患者 ＥＧＦＲ突变６例（３３．３３％）；Ⅳ级患者

ＥＧＦＲ突变３例（２１．４３％）。普通 ＰＣＲ联合直接测序法与

ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技术对胶质瘤患者肿瘤组织ＥＧＦＲ基

因突变的检测结果一致性较高，达９０．９１％，两者间差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＥＧＦＲ在肿瘤细胞中的特殊信号转导能导致肿瘤细胞对

放疗出现耐受现象，而ＥＧＦＲ基因失活能使肿瘤细胞对放疗

敏感［６８］。临床研究结果表明，ＥＧＦＲ１９号外显子发生突变的

肿瘤患者对酪氨酸激酶抑制剂具有良好的反应性［９］。因此，检

测并筛选肿瘤患者ＥＧＦＲ基因突变类型对选择分子靶向治疗

药物具有重要意义。

检测ＥＧＦＲ基因突变的方法有酶切法、测序法、荧光定量

ＰＣＲ法、富集ＰＣＲ法和ｑＰＣＲＨＲＭ 曲线分析技术等
［１０］。本

文运用普通ＰＣＲ联合直接测序法与ｑＰＣＲＨＲＭ 曲线分析技

术对胶质瘤患者ＥＧＦＲ１９号外显子突变情况进行检测，比较２

种方法检测结果的一致性。普通ＰＣＲ联合直接测序法对ＥＧ

ＦＲ突变的检测结果显示，４５例胶质瘤患者肿瘤组织ＤＮＡ标

本中共检出 ＥＧＦＲ 突变１０例，突变率为２２．２２％；而采用

ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技术对ＥＧＦＲ突变进行检测，４５例胶质

瘤患者肿瘤组织ＤＮＡ标本中共检出ＥＧＦＲ突变１１例，突变

率为２４．４４％。２种检测方法对胶质瘤患者肿瘤组织ＥＧＦＲ突

变的检测结果一致性较高，达９０．９１％，差异无统计学意义（犘

＞０．０５）。

直接测序法是基因突变检测的金标准，但需要特殊而昂贵

的仪器，存在检测耗时较长、操作繁琐、结果判定过程复杂、对

操作者与环境存在一定危害等缺点。ｑＰＣＲＨＲＭ曲线分析技

术主要根据ＤＮＡ序列的长度、鸟嘌呤与胞嘧啶含量以及碱基

互补差异，采用ＨＲＭ曲线对ＤＮＡ样品进行分析，精确分辨单

个碱基的差异。

本文研究结果表明，普通ＰＣＲ联合直接测序法与ｑＰＣＲ

ＨＲＭ 曲线分析技术对胶质瘤患者ＤＮＡ标本ＥＧＦＲ基因突变

的检测结果较为一致。ｑＰＣＲＨＲＭ 曲线分析技术操作较普通

ＰＣＲ联合直接测序法简便，实验时间较短，降低了交叉污染的

风险，通过 ＨＲＭ曲线分析检测结果可以实现对样品基因型的

判定。
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