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肿瘤基因ＥＧＦＲ检测方法的研究进展


周　泉 综述，李　艳△，童永清 审校

（武汉大学人民医院检验科，湖北武汉４３００６０）
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　　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）是一种受体酪氨酸激酶，其基

因位于７ｐ１２～１４区，含２８个外显子，相对分子质量为１７０×

１０３，是一种跨膜糖蛋白，由１１８６个氨基酸残基组成，广泛存

在于人体中。在结构上分为３个区：细胞外配体结合区、跨膜

区和细胞内酪氨酸激酶活性区。其中酪氨酸激酶活性区由

１８～２４外显子编码，有５４２个氨基酸，并且有典型的 ＡＴＰ结

合位点与酪氨酸激酶区，对细胞的增殖和分化有重要调节作

用。ＥＧＦＲ在与胞外配体特异性结合后改变其构象形成二聚

体，激活酪氨酸激酶区。ＥＧＦＲ活化后激活多条下游的信号转

导通路介导细胞正常或异常生长。ＥＧＦＲ诱导癌变至少通过

３种机制：ＥＧＦＲ基因突变活化、ＥＧＦＲ基因扩增及ＥＧＦＲ蛋

白过表达。其中ＥＧＦＲ基因突变活化是导致肿瘤细胞异常生

物学行为最主要的因素。目前研究表明，在体外实验中，ＥＧ

ＦＲ酪氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ）对一系列肿瘤细胞株，如口腔癌、

膀胱癌、前列腺癌、乳腺癌、肝癌、胰腺癌、子宫癌、卵巢癌、非小

细胞肺癌和结直肠癌的癌细胞系显示出明显的抑制作用，ＥＧ

ＦＲ突变是肿瘤患者是否对 ＥＧＦＲＴＫＩ敏感的强预测因子。

因此，检测ＥＧＦＲ基因突变对临床医生选择肿瘤药物具有重

要的参考价值，现就ＥＧＦＲ检测方法的研究进展综述如下。

１　ＥＧＦＲ蛋白免疫组化法检测

免疫组化技术从上世纪４０年代出现，直至９０年代才逐渐

运用到分子生物学领域，近几年各种免疫组化技术更加成熟，

成为当今生物医学研究的一项有力工具。ＥＧＦＲ基因突变会

导致ＥＧＦＲ蛋白高表达，诸如放射标记免疫法，竞争性免疫检

测法，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和免疫组化等方法均可检测ＥＧＦＲ蛋白的

表达水平。大部分实验室采用间接免疫荧光法，通过细胞着色

的强度和染色的细胞数量定量判断免疫组化结果，但是目前对

于ＥＧＦＲ蛋白的表达水平能否预测ＥＧＦＲＴＫＩ的生存获益仍

有争议［１］。

由于免疫组化方法因抗体类型与来源不同，以及所使用的

评分系统的差异而导致结果差异，不同抗体可使结果范围从

１２％变至１４％
［２］，故免疫组化法对于评价患者是否使用ＥＧ

ＦＲＴＫＩ治疗并非最佳的手段
［３］。

２　ＥＧＦＲ基因突变检测

随着对肿瘤发生发展的深入探讨，医学研究已精确到分子

水平，单一病理切片的形态学检查已经无法满足临床医生对不

同患者确定相应诊疗方案和用药指导的需求，直接对ＥＧＦＲ

基因进行检测成为确定肿瘤治疗药物的重要依据，如非小细胞

型肺癌和膀胱癌等。对于ＥＧＦＲ基因突变的检测手段各种各

样，介绍如下。

２．１　ＤＮＡ直接测序法　７０年代末ＦｒｅｄｅｒｉｃｋＳａｎｇｅｒ发明双

脱氧终止法手动测序之后，８０年代中期出现应用双脱氧终止

法原理、使用荧光代替同位素及计算机图像识别的自动测序

仪。２００６年，《Ｓｃｉｅｎｃｅ》杂志发表题为“人类乳腺癌和结直肠癌

共有编码序列”的论文［４］，该文不仅对癌基因组图解计划得出

有利的结论，也提供了宝贵的技术经验。它所发现的候选癌基

因也为肿瘤的研究提供重要的线索，对于突变的检测起到重要

的指导作用；此后，ＤＮＡ直接测序成为比显微镜下组织学检查

更重要的项目［５］。

目前，ＤＮＡ直接测序法仍然是检测ＥＧＦＲ基因突变使用

最多的方法，但需要获取肿瘤组织、分离肿瘤细胞、提取核酸并

进行测序，所需的时间长，费用高，对于取材与技术的要求都很
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严格［６］，更为重要的是测序方法灵敏度不高，只能对含量大于

１０％的突变基因进行检测
［７］。因此，ＤＮＡ直接测序法在临床

应用中存在一定的限制，不适用于大量的临床样品分析。

２．２　聚合酶链式反应单链构象多态性分析（ＰＣＲＳＳＣＰ）　

ＰＣＲＳＳＣＰ是一种检测基因突变的经典方法。单链构象多态

性（ＳＳＣＰ）是指单链ＤＮＡ由于链内碱基配对而具有一定空间

构象，当碱基发生改变时，单链ＤＮＡ会形成不同的构象。单

链ＤＮＡ分子的迁移率除与 ＤＮＡ 长度有关外，更主要取决于

ＤＮＡ单链所形成的空间构象，相同长度的单链 ＤＮＡ 因其顺

序不同或单个碱基差异，导致形成的构象不同，在非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳中，不同构象的ＤＮＡ分子具有不同的泳动速

度。ＰＣＲ产物经变性后进行单链 ＤＮＡ 凝胶电泳，有碱基插

入、缺失或替代突变的单链就会出现不同的电泳条带。

有报道指出［８］，聚合酶链式反应单链构象多态性分析能

够检测出比ＤＮＡ直接测序法更多的突变数，具有更高的灵敏

度且成本更低。但其也有局限性：电泳时间较长，操作步骤比

较繁琐，不能进行定量分析，受实验条件的影响较大，容易出现

假阴性；检测小于２００ｂｐ的 ＰＣＲ产物时，突变检出率可达

７０％～９５％，片段大于４００ｂｐ时，检出率仅为５０％左右。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）是近

几年迅速发展的一种新技术，它完全脱离凝胶电泳技术，避免

有毒操作且更加简便。该技术借助荧光信号来检测ＰＣＲ产

物，通过荧光染料或荧光标记的特异探针，对ＰＣＲ产物进行标

记跟踪，在扩增过程中，每经过一次循环，荧光定量ＰＣＲ仪就

会收集一次荧光信号，实时检测整个ＰＣＲ进程，最后通过标准

曲线对未知模板浓度进行定量分析。用荧光定量法检测目的

基因并不需要检测突变基因组ＤＮＡ具体含量，仅需检测样本

是否具有扩增信号即可；并且ＰＣＲ反应具有核酸扩增的高效

性，可检测出微小突变。在实时荧光定量ＰＣＲ中常用的探针

有Ｔａｑｍａｎ探针，ＰＮＡ探针，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ等。

目前，在实时荧光定量ＰＣＲ的基础上，又出现一种新型方

法———楔形探针扩增阻滞突变系统（ＳｃｏｒｐｉｏｎｓＡＲＭＳ），它是

将ＡＲＭＳ与Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ实时ＰＣＲ技术相结合的技术。其中探

针扩增阻滞突变系统（ＡＲＭＳ）又名等位基因特异性ＰＣＲ（ＡＳ

ＰＣＲ），利用ＴａｑＤＮＡ聚合酶缺少３′→５′外切酶活性，ＰＣＲ

引物的３′端末位碱基必须与其模板ＤＮＡ互补才能有效扩增

的原理，针对不同的已知突变，设计适当的引物以检测出突变

基因。该法在设计引物时，在引物３′端设计一错配碱基，一个

与野生ＤＮＡ互补，１个与突变ＤＮＡ互补，使之仅能与突变型

或野生型互补而只扩增突变型或野生型基因。而在楔形探针

扩增阻滞突变系统里面所用探针为Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ探针，由一条发

夹结构的探针和一条引物构成，由于该探针中序列特异性引物

和探针在同一分子上，荧光信号产生相当快。有研究发现分别

检测相同位点的突变情况楔形探针扩增阻滞突变系统检出率

４８％明显高于ＤＮＡ直接测序法３８％
［９１０］。

２．４　悬浮点阵技术　近年来在核酸和蛋白质研究领域出现一

种全新的检测技术———悬浮点阵技术，又名液态生物芯片技

术。它是以荧光编码的微球为核心，通过一束激光识别微球产

生的特异性荧光，另一束激光识别微球表面发生的生物学反应

后产生的荧光信号，荧光编码不同的微球实现检测指标的分

类，通过生物学反应产生的荧光信号进行分析，检测特异度较

高。

将该技术应用于ＥＧＦＲ突变检测中，通过待测突变片段

与特异性探针（含有ＴＡＧ标签序列）连接后与微球杂交液进

行混合，微球杂交液中含有多种荧光编码微球，每种微球表面

都有共价交联寡核苷酸探针，杂交过程中寡核苷酸探针特异性

识别并结合连接产物上的ＴＡＧ序列，形成微球探针连接产

物荧光素复合物。在连接片段与探针的时候，采用高特异性

的多重连接酶检测反应（ＬＤＲ）
［１１］，可一次同时准确检测１００

种不同的生物学指标，具有高通量和并行检测的特点。该技术

应用于临床检测，还面临很多问题；在引物与ＬＤＲ连接探针的

设计上，难度比较大；该检测中分子杂交在悬浮溶液中进行，需

考虑杂交反应条件对检测结果的影响。由于悬浮点阵技术具

有高通量特点，适合用于临床实验室大规模样本的筛查。

２．５　基因扫描法　基因扫描法利用荧光标记引物的方式区分

ＰＣＲ产物的大小，只需要做一次常规ＰＣＲ后进行毛细管电

泳，使用基因扫描软件检测荧光信号即可得到结果，耗时短，步

骤简单。在２００５年，有国外研究机构应用基因扫描方法检测

样本［１２］。最近国内研究表明，基因扫描法可检出１％的突变

体，而ＤＮＡ直接测序法仅为１０％。实验表明扫描法比测序法

多检测约５％的缺失突变，但是将发生缺失的样本稀释之后再

检测，扫描法灵敏度低于直接测序法［１３］。基因扫描法只能大

致判断ＥＧＦＲ某个外显子缺失多少个碱基，不能准确判定缺

失类型尤其是缺失和插入同时存在的类型；但作为一种初级筛

查仍是快速有效的工具。

２．６　变性高效液相色谱技术（ＤＨＰＬＣ）　ＤＨＰＬＣ技术最早建

立于１９９５年，近年来发展迅速，由单链构象多态性 （ＳＳＣＰ）和

变性梯度凝胶电泳 （ＤＧＧＥ）基础上发展起来的新杂合双链突

变检测技术，可自动检测单碱基替代及小片段核苷酸的插入或

缺失。该技术是根据受检ＤＮＡ片段序列，经由特定软件分析

选择维持一定的柱温，使受检 ＤＮＡ片段的双链达到部分变

性，可被较低浓度的乙腈洗脱下来。由于错配的异源双链

ＤＮＡ与同源双链ＤＮＡ的解链特征不同，在相同的部分变性

条件下，异源双链ＤＮＡ因有错配区的存在而更易变性，被色

谱柱保留时间短于同源双链，从而在色谱图中表现为双峰或多

峰的洗脱曲线；依据洗脱曲线可以直观分析判断结果［１４］。与

ＤＮＡ直接测序法相比，该方法简单快速，３ｍｉｎ即可完成一个

样本的检测，但无法检测出同源突变和突变类型；且由于需要

温度控制，对温度的要求很高，当有多个片段需要检测时，则需

设置多个解链温度，增加工作量。

３　小　　结

目前，ＤＮＡ直接测序法仍然是进行基因突变检测的最直

观和最准确的方法之一。它不仅能检测突变，而且能确定突变

的位置，被认为是突变检测的金标准，但是ＤＮＡ直接测序法

操作过程复杂、所需时间长、费用高。其他方法尽管灵敏度和

特异度有所提高，但只能针对ＥＧＦＲ基因的一些已知常见突

变进行检测而无法检测未知突变。ＰＣＲＳＳＣＰ，基因扫描法和

ＤＨＰＬＣ虽然操作简单，但是只能提供样本有无突变的信息而

无法得出具体的突变类型。

以上所有方法对组织的取材要求较高，需要较多的肿瘤组

织细胞；特殊的检测方法如ＤＨＰＬＣ、ＲＴＰＣＲ对于仪器设备的

要求也不尽相同；在临床上推广十分困难。ＰＣＲＳＳＣＰ尽管只

能做定性分析，但是通过条件优化后，同基因扫描法与悬浮点

阵技术一样，均可以作为突变初筛方法获得推广。

综上所述，根据目前国内外研究现状，迫切需要建立一种

快速、可靠的检测ＥＧＦＲ基因突变的新方法，提高ＥＧＦＲ基因
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突变的检测灵敏度，从而为临床合理使用ＥＧＦＲＴＫＩ提供依

据，指导临床个性化用药。笔者比较以上所有方法的优缺点

后，认为实时荧光定量ＰＣＲ的方法检测ＥＧＦＲ突变比较适合

临床应用。随着新技术的不断出现与成熟，实时荧光定量

ＰＣＲ在临床基因诊断中将会显示出无可比拟的优越性。
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ在肿瘤中的研究进展

苗晋华，杜叶平 综述，武春梅，尹莉莉 审校

（中国人民解放军二六四医院检验科，山西太原０３０００１）
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度大约为２２个核苷酸的非

编码单链ＲＮＡ小分子，调节基因表达和转录。从１９９３年发

现首个ｍｉＲＮＡ起，它的功能特征和作用模式引起了几乎所有

生物和生化领域学者的关注。ｍｉＲＮＡ参与细胞增殖、分化、转

移、凋亡等多种不同的进程。

ｍｉＲＮＡ通过缺失、增殖、基因沉默、突变、作用于不同的转

录因子等多种复杂机制在肿瘤的发生发展中扮演着至关重要

的角色。研究表明，通过基因芯片和一些其他的方法，ｍｉＲＮＡ

可以将正常组织和癌组织区分开，而一些特异的 ｍｉＲＮＡ已被

发现与肿瘤的诊断和预后密切相关，在为肿瘤患者制订治疗方

案过程中存在很大的潜能［１］。

１　ｍｉＲＮＡ的结构特征

ｍｉＲＮＡ的成熟过程可分为３个阶段，即ｐｒｉｍｉＲＮＡ 的转

录、细胞核中生成ｐｒｅｍｉＲＮＡ、细胞质中形成成熟 ｍｉＲＮＡ，成

熟的ｍｉＲＮＡ５′端有一磷酸基团，３′端为羟基，这一特点使它与

大多数寡核苷酸和功能ＲＮＡ的降解片段区别开来。它是含

有茎环结构的ｍｉＲＮＡ前体，经过Ｄｉｃｅｒ加工之后的一类非编

码的小ＲＮＡ分子。在细胞核内，编码ｍｉＲＮＡ的ＤＮＡ转录成

含约１０００个碱基的发夹样结构的ｐｒｉｍｉＲＮＡ。ＰｒｉｍｉＲＮＡ

在细胞核内经ＲＮａｓｅⅢＤｒｏｓｈａ加工释放发夹中间体———前体

ｍｉＲＮＡ（ｐｒｅｍｉＲＮＡ）。ＰｒｅｍｉＲＮＡ 经过 ＲａｎＧＴＰ依赖的转

运蛋白ｅｘｐｏｒｔｉｎ５的作用，从细胞核转运至细胞质中，ｐｒｅｍｉＲ

ＮＡ通过胞浆ＲＮａｓｅⅢＤｉｃｅｒ进行第二次加工，ｐｒｅｍｉＲＮＡ被

剪切成１９～２５个核苷酸序列的双链ｍｉＲＮＡ
［２３］。

２　ｍｉＲＮＡ的功能

ｍｉＲＮＡ在细胞的生长和发育的调节过程中起着多种作

用，ｍｉＲＮＡ在细胞周期循环、细胞分化及凋亡的基因调控中起

到重要的作用。有研究表明，在人类基因组中超过１０００多个

ｍｉＲＮＡ调节着大约６０％的基因编码蛋白
［４５］。ｍｉＲＮＡ在发

挥作用之前，需要同细胞内一些协同因子结合形成蛋白质

ＲＮＡ复合物（ｍｉＲＮＰ），在 ｍｉＲＮＰ的作用下指导其识别同源

ｍＲＮＡ。成熟的ｍｉＲＮＡ主要通过两种途径调节靶 ｍＲＮＡ的
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