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恶性肿瘤已跃居中国农村与城市居民死因第一位)从分

子水平上看#肿瘤是由于细胞在致癌因素的影响下发生基因突

变#失去对生长的正常调控而导致的单克隆性异常增生所致)

随着分子生物学技术的迅猛发展#不仅肿瘤组织#其他临床标

本如血浆'

&

(

*穿刺液'

%

(

*尿液'

,

(

*粪便'

1

(等均能检测出肿瘤源性

Xc;

$常为突变的癌基因或抑癌基因&)突变基因的检测不仅

能为肿瘤早期诊断*预后提供重要依据#同时也渐渐成为病情

监测*肿瘤个体化治疗的风向标'

0$6

(

)但与肿瘤相关的突变基

因却常混杂于大量野生型基因中#即使肿瘤组织本身也是如

此)因此#如何在临床标本中有效富集并检测出微量的肿瘤源

性突变基因是目前实验室肿瘤分子诊断的关键问题)现阶段#

针对肿瘤源性微量已知突变基因的检测手段数量众多*发展迅

速#但低水平未知突变的筛查方法发展却相对缓慢)作为确定

突变的金标准#测序虽然直接可靠#但灵敏度却不高#因此需结

合其他上游技术提高检出率)本文就目前临床实验室常用的

筛查少量未知突变的方法及进展作一综述)

B

!

电泳方法

B-B

!

单链构象多态性$

98:

J

GB$9CA@:E=<:H<A>@C8<:

?

<G

K

><A$

?

D89>

#

''R_

&及异源双链核酸构象分析$

DBCBA<EF

?

GBa@:@G

K

$

989

#

"Y+

&

!

''R_

是一种检测未知突变的常用方法)其基本

原理是单链
Xc;

片段呈复杂的空间构象#

Xc;

序列差异甚

至点突变都能导致这种空间构象的改变#表现在聚丙烯酰胺凝

胶电泳时电泳迁移率不同#达到分离正常链与突变链的目的)

''R_

分析的灵敏度依赖于突变是否影响到
Xc;

的折叠及折

叠后单链
Xc;

$

99Xc;

&分子在电泳中的移动速度)

bF

J

B99FA

等'

3

(和
)A<9C

等'

4

(结合限制性内切酶的
''R_

技术$

AB9CA8=C8<:

B:E<:F=GB@9BH8:

J

BA

?

A8:C8:

J

$''R_

#

(Y)$''R_

&检测家族性乳

腺癌"卵巢癌
FK0;&

基因的突变情况#解决了灵敏度随
Xc;

片段长度的增加而降低的问题#一定程度上提高了突变检出

率)在
''R_

原理基础上发展起来的低离子强度
_R($''R_

$

_R($V*'$''R_

&*

(c;$''R_

*

XX)

#以及与毛细管电泳*非同

位素标记等技术的结合#使
''R_

的速度*敏感性得到一定的

提高)

"Y+

的基本原理与
''R_

相似)突变和野生型
Xc;

形

成的异源双链
Xc;

错配时在非变性凝胶电泳时呈现与同源

双链
Xc;

不同的电泳速度#因而可将野生型和突变型双链

Xc;

分开)一般认为#

"Y+

对
%..

"

,..I

?

大小的片段突变

检测效果较好#且对
''R_

法不敏感的
Xc;

片段检出率很高#

因此两者常联合应用以提高突变的检出率'

&.

(

)

''R_

和
"Y+

方法开展较早#被广泛用于未知突变分析#

虽技术上已有所发展#但通量低*检出率不高*假阳性率高等问

题有待进一步解决)

B-C

!

梯度变性凝胶电泳$

EB:@CFA8:

JJ

A@E8B:C

J

BGBGB=CA<

?

D<AB$

989

#

XZZY

&

!

XZZY

又称温度梯度凝胶电泳 $

CB>

?

BA@CFAB

J

A@E8B:C

J

BGBGB=CA<

?

D<AB989

#

+ZZY

&#最早于上世纪八十年代

出现#历经多次改进)其基本原理是当双链
Xc;

在变性剂浓

度或温度梯度增加的聚丙酰胺凝胶中电泳#电泳至与
Xc;

变

性温度$熔解温度&一致的凝胶变性位置时#

Xc;

发生解旋变

+
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国际检验医学杂志
%.&&

年
/

月第
,%

卷第
3

期
!

*:CbV@IWBE

!

bF:B%.&&

!

S<G-,%

!

c<-3



性)当变性的
Xc;

链中含有碱基突变#而高熔点区仍为双链

时#

Xc;

分子迁移率发生改变#从而达到分离的效果)为了提

高
XZZY

的突变检出率#可人为地在一侧引物的
0g

端加上一

个
,.

"

1.I

?

的
ZR

夹#以提高非目的片段的
+W

值#使相应

的目的序列处于低熔点区而更便于分析)在
XZZY

基础上发

展起来的恒变性毛细管电泳 $

=<:9C@:CEB:@CFA8:

J

=@

?

8GG@A

K

B$

GB=CA<

?

D<AB989

#

RXRY

&可在一定程度上提高通量及灵敏度'

&&

(

)

尽管
XZZY

重复性好*突变检出率较高#但同样存在通量低*

实验周期长与配胶繁琐等问题#且需要特殊的仪器#合成带

ZR

夹的引物也比较昂贵#对突变筛查需要较高数量的模板#

因此在低水平突变筛查未能普及应用)

C

!

裂解方法

基本原理是利用各种特殊工具酶识别并切割错配的双链

Xc;

位点#最后标记的酶切片段通过电泳分离并测序来鉴别

未知突变)如常用的利用核酸内切酶
B:E<$S

切割某错配碱基

的
,g

端#以形成一个缺口#随后加入连接酶#连接正常配对序

列的
,g

末端碱基#然后利用电泳分析荧光标记片段筛查未知

突变)类似的方法还包括利用糖基化酶如
WFCf

特异性切割

;Z

错配#胸腺嘧啶
Xc;

糖基化酶$

+XZ

&特异性切割
+Z

错

配'

&%

(

)

V8

等'

&,

(采用高选择性
RYV*

核酸酶结合测序可以检

测带有
5$0,

与表皮生长因子受体$

YZ)(

&突变细胞系的所有

突变错配#敏感性达$

&

"

0

&

^&.

`%

)化学裂解法$

=DB>8=@G

=GB@M@

J

B<H>89>@C=D

&与酶裂解法的原理基本相似#不同点是

杂合双链
Xc;

中#错配位点是由某些化学物质加以修饰后从

该处将其裂解#最后由变性聚丙酰胺凝胶电泳后放射自显影检

测出突变及其粗略位置)裂解方法发展迅速#但需要高品质的

特定工具酶或者特殊化学物质#因此普及应用受限)

D

!

熔解动力学方法

D-B

!

变性高效液相色谱分析$

EB:@CFA8:

J

D8

J

D

?

BAH<A>@:=B

G8

e

F8E=DA<>@C<

J

A@

?

D

K

#

E"_VR

&

!

E"_VR

是近年来应用最广

泛的突变检测技术之一)将扩增的
Xc;

与野生型
Xc;

共同

变性*复性#形成各种纯合双链和杂合双链后#将
Xc;

片段吸

附到分离柱上)有错配的杂合双链
Xc;

熔解温度低#解链早

于完全配对的纯合双链#在不同分离柱温度条件下实现对

Xc;

的分析#最后通过由紫外或荧光检测被分离的
Xc;

样

品色谱峰的峰形和数目确定突变情况)与传统的方法相比#如

''R_

的结果易受样本质量*抽提方法等因素的影响#且步骤

繁琐%

XZZY

则需要标记引物#存在放射性污染#较费时*费力)

而
E"_VR

则具备自动化*高通量*检测速度快等优点#且能够

纯化
Xc;

片断#无需进行聚合酶链反应$

_R(

&引物修饰*特

殊试剂或其他的样品处理)缺点是需要特殊的仪器#一般临床

实验室难以配备#且只能检测杂合突变#但可以利用纯合突变

和野生型样品混合来解决)

E"_VR

结合测序可检测出约

/-0\

"

&6\

的突变序列'

&1

(

#灵敏度较高#但仍难以满足追踪

微量突变的临床要求)

D-C

!

高分辨率熔解曲线$

D8

J

DAB9<GFC8<:>BGC8:

J

#

"(W

&

!

"(W

是近年来迅猛发展起来的一种新型突变分析技术'

&0

(

#可

用于突变扫描'

&/

(

*基因分型'

&6$&3

(

*甲基化研究'

&4

(

*序列匹配'

%.

(

等方面)其检测原理离不开新型饱和染料的发明$如
VR

ZABB:

&)与传统的染料$如
'

K

IAZABB:

&相比#新型饱和染料在

_R(

反应时可以饱和的浓度加入#不会抑制
_R(

反应)在进

行
"(W

分析时#由于新型饱和染料占据了
Xc;

双链上每一

对碱基上的空位#故在双链解链时#染料与双链脱离#使荧光信

号发生敏感且较大的变化#而非饱和染料多发生位置上的迁

移#对荧光信号没有敏感的影响)表现在
_R(

过程中加入与

Xc;

结合能力更强的新型饱和染料后#

Xc;

在解链过程中所

形成的熔解曲线具有更高的分辨率)突变基因熔解曲线的荧

光强度与时间曲线跟野生型基因峰形有所差异#从而具备筛查

未知突变的能力)

RDBAI@G

等'

%&

(利用高分辨率熔解曲线技术

对
3/

例有乳腺癌"卵巢癌家族史或病史者进行筛查#在

FK0;&

基因中检测出
,

例致病突变*

%

例片段缺失及
/

例新

发现
'c_

位点#在
FK0;%

基因中筛查出
%

例致病突变及
&1

例新
'c_

位点)由于高分辨熔解率曲线技术具有高通量*简

便*闭管*快捷*低廉等优点#在突变检测上具有可观的应用前

景#大有取代
E"_VR

的趋势)通过优化条件检测微量突变模

板的下限可达
&-0\

"

%-0\

'

%%

(

#适合一般临床实验室配备)

但
"(W

实验对样品间温度均一性提出较高要求#需要在特定

仪器或在一些温度精控实时定量
_R(

仪器$如
VR13.

&中使

用#且对
Xc;

的质量以及反应体系要求较高)

J

!

低温变性共扩增
_R(

#

=<@>

?

G8H8=@C8<:@CG<LBAEB:@CFA@C8<:

CB>

?

BA@CFAB$_R(

(

RQVX$_R(

$

RQVX$_R(

是近年来对
_R(

的一项革新技术'

%,

(

)在

_R(

反应中#由于完全匹配的同源双链熔解温度较高#当变性

温度处于临界的变性温度$

+=

&时#可减少完全匹配的同源双

链模板的扩增#富集扩增序列上任意位点的未知突变)

)FGG

RQVX$_R(

与
)@9CRQVX$_R(

是
RQVX$_R(

的两种主要形

式!

)FGGRQVX$_R(

在数轮常规
_R(

循环后#增加了形成杂交

双链的一步)由于野生型基因占了大部分比例#因此突变序列

多与野生型基因形成杂合双链)再于
+=

温度点上进行变性#

因杂合双链较同源双链具有较低的熔解温度#因此杂合链得到

解链扩增#而完全匹配的双链则因解链受抑制而扩增受阻#最

终达到富集未知突变模板的目的)

)@9CRQVX$_R(

与
)FGG

RQVX$_R(

相比步骤更简便#变性时直接用
+=

温度代替常规

的
41T

进行即可#但要求突变同源双链序列比野生型同源双

链具有较低的
+>

值$如
Z]R

)

;]+

&)

)@9CRQVX$_R(

不

需要形成杂合双链#因此富集效率更高#但不能富集未知突变

或突变双链
+>

值较同源双链高的序列)两种检测方法各有

优*劣势#但都可以提高下游分析步骤$如测序&的突变模板数

量#提高检测灵敏度)

V8

等'

%1

(利用
RQVX$_R(

"

+@

e

>@:

检测结直肠癌与非小

细胞肺癌低水平
5$0,

及
564.

突变较常规
+@

e

>@:_R(

灵敏

度提高
&0

"

,.

倍)

W8GIFA

K

等'

%0

(利用
RQVX$_R(

结合高分

辨率熔解曲线检测肺腺癌的
5$0,

基因突变情况#较联合传统

的
_R(

加
"(W

检测效率提高
/

"

%.

倍#检测下限可达
.-&\

"

&\

)

RQVX$_R(

的技术难点在于确定特定序列的
+=

值需

要结合高分辨熔解曲线分析技术摸索#且扩增反应须在温度精

控的
_R(

仪器上进行#分析片段最好在
%..I

?

内)但
RQVX$

_R(

不需要设计特殊的引物和探针*价格低廉*应用简便且能

富集未知突变'

%/

(

#结合下游分析技术能提高对微量肿瘤源性

突变基因检测的灵敏度#因而具有巨大的临床应用潜能#未来

有望成为临床实验室的一项新的常规检测手段)

O

!

展
!!

望

日新月异的分子生物学技术使检测肿瘤源性突变序列的

灵敏度日渐提高#高敏的技术为肿瘤的早期非侵入性诊断及个

体化治疗提供了新的手段)目前的各种低水平突变筛查方法

依然存在或多或少的问题)经济*简便*灵敏将是未来筛查技

+
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术的发展方向#相信不久的将来#更加成熟*完善的检测手段将

普及于临床检测#造福于人类健康)
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