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Ｓａｎｇｅｒ测序技术在检测肺癌吉西他滨化疗耐药敏感基因ＣＤＡ中的应用

孙　怡
１，张庆义２，魏宽霞３，马将军４△

（１．中山大学附属孙逸仙纪念医院儿科，广州５１０１２０；２．吉林省白山市社会福利院内科　１３４３００；

３．吉林省白山市中心医院检验科　１３４３００；４．中山大学肿瘤防治中心分子诊断科，广州５１００６０）

　　摘　要：目的　分析吉西他滨耐药敏感基因胞苷脱氨酶（ＣＤＡ）多态性位点突变，以实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）法为

参照，探讨Ｓａｎｇｅｒ测序技术应用于临床样本检测的适用性。方法　随机选取２５５例ⅢＢ和Ⅳ期晚期非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）外周

血样本，提取ＤＮＡ，分别采用ｑＰＣＲ法 和Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ＣＤＡ基因Ｇ２０８Ａ和Ａ７９Ｃ突变情况，评价Ｓａｎｇｅｒ测序法检测的敏

感度和特异度。结果　２５５例ⅢＢ和Ⅳ期晚期ＮＳＣＬＣ外周血样本Ｓａｎｇｅｒ测序法和ｑＰＣＲ法检测ＣＤＡ基因突变的成功率分别为

９８．０４％（２５０／２５５）和９７．２５％（２４８／２５５）。以ｑＰＣＲ法为参照，Ｓａｎｇｅｒ测序法检测的敏感度和特异度分别为９２．５０％和９９．５２％，

两种方法检测出的突变分型完全吻合。结论　采用Ｓａｎｇｅｒ测序法可有效检测耐药基因ＣＤＡ突变，实现了突变分型，可准确、高

通量、高效检测ＣＤＡ突变位点，为临床ＮＳＣＬＣ对吉西他滨用药敏感提供一种有效检测手段。
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　　非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）是全球发病率及病死率最高的恶

性肿瘤之一，吉西他滨作为治疗晚期ＮＳＣＬＣ标准一线化疗药

物被广泛应用［１２］。目前，在吉西他滨不良反应的遗传药理学

研究中，胞苷脱氨酶（ＣＤＡ）发挥的作用尤为重要，但临床上并

没有建立对ＣＤＡ基因多态性进行检测的实验方法，也无相关

的临床检测报道。本研究分别采用实时荧光定量聚合酶链反

应（ｑＰＣＲ）法、Ｓａｎｇｅｒ测序法对２５５例确诊为 ＮＳＣＬＣ患者外

周血样本的ＣＤＡ不同突变类型进行检测，以ｑＰＣＲ法为参照，

分析Ｓａｎｇｅｒ法检测的敏感度和特异度，旨在探讨Ｓａｎｇｅｒ测序

法应用于肺癌ＣＤＡ检测的临床适用性，建立一种可靠的ＣＤＡ

基因突变及区分不同突变类型的检测技术，从而指导临床合理

用药，使患者能够更好地接受靶向药物治疗，实现肺癌个体化

的临床治疗。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年３月至２０１５年１１月在吉林省

白山市第一人民医院进行化疗的不可手术切除的ⅢＢ和Ⅳ期

晚期ＮＳＣＬＣ病例２５５例，其中男性１７４例、女性８１例，年龄

２９～７１岁，平均年龄（５４．３５±１．７３）岁，所有病例均经病理

学／细胞学确诊为ＮＳＣＬＣ患者，所有患者均签署知情同意书。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ扩增仪及电泳仪为美国ＢｉｏＲａｄ公司

生产，ＡＢＩ７５００实时荧光定量ＰＣＲ系统购自美国应用生物系

统公司，台式高速离心机及多功能漩涡振荡器购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司，微量移液枪购自Ｇｉｌｓｏｎ公司。外周血样本ＤＮＡ提取试

剂盒购于德国ＱＩＡＧＥＮ公司，ＰＣＲ扩增试剂及ＤＮＡ胶回收

试剂盒均购自天根生化科技有限公司。

１．３　方法

１．３．１　基因组ＤＮＡ的制备　对不同组织病理学类型（腺癌

和鳞癌）、临床分期（ⅢＢ和Ⅳ）的患者在化疗前无菌取外周血

３ｍＬ，肝素抗凝，经平衡盐溶液Ｈａｎｋ′ｓ液与全血等体积稀释

后，用人淋巴细胞分离液Ｆｉｃｏｌｌ进行密度梯度离心，从而获得
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外周血单个核细胞。接下来，严格按ＤＮＡ提取试剂盒说明书

提取基因组ＤＮＡ，并经分光光度仪检测ＤＮＡ浓度及纯度后，

再用去离子水将样品稀释至５ｎｇ／μＬ，保存于４℃ 冰箱，备用。

１．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＣＤＡ基因Ｇ２０８Ａ和Ａ７９Ｃ

突变　Ｇ２０８Ａ 突变基因扩增引物上游序列：５′ＣＴＡ ＡＴＣ

ＴＧＣＣＴＧＴＴＧＴＧＣＴ３′；下游引物序列：５′ＧＡＡＡＧＣＣＡＧ

ＧＴＴＧＣＡＡＣＡＡＴ３′。Ａ７９Ｃ突变基因扩增引物上游序列：

５′ＴＧＴＴＴＣＣＣＧＣＴＧＣＴＣＴＧＣＴ３′；下游引物序列：５′

ＧＡＣＴＧＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧ３′。甘油醛３磷酸脱氢

酶（ＧＡＰＤＨ）引物上游序列：５′ＧＴＧＧＴＧＡＡＴＡＣＣＡＴＧ

ＴＡＣＡＡＡ Ｇ３′；下游引物序列：５′ＣＡＡ ＣＡＣＣＣＣＣＡＧ

ＴＣＡＴＡＣＧ３′。Ｇ２０８Ａ突变基因扩增的探针为羟基荧光素

（ＦＡＭ）荧光标记，其序列为：５′ＧＣＴＧＧＧＣＡＴＣＴＧＴＧＣ

ＴＧＡＡＣＧ３′。Ａ７９Ｃ突变基因扩增的探针为 ＦＡＭ 荧光标

记，其序列为：５′ＴＣＡ ＧＣＣＴＡＣＴＧＣＣＣＣＴＡＣＡＧＴ３′。

ＧＡＰＤＨ探针为绿色荧光蛋白（ＶＩＣ）荧光标记，其序列为：５′

ＡＧＴＧＣＣＣＣＡＣＡＴＧＧＣＣＧＣＴＴＣ３′。由宝生物工程（大

连）有限公司（ＴＡＫＡＲＡ）合成的Ｇ２０８Ａ与 Ａ７９Ｃ突变基因质

粒作为阳性对照品，健康者外周血单个核细胞提取的ＤＮＡ作

为阴性对照品。ＰＣＲ扩增反应体系总体系为２５μＬ，含２×

ＰＣＲ缓冲液１２．５μＬ，氯化镁（ＭｇＣｌ２）２μＬ，Ｇ２０８Ａ（或 Ａ７９Ｃ）

突变基因扩增上游和下游引物各１．０μＬ，Ｇ２０８Ａ（或Ａ７９Ｃ）突

变基因荧光探针０．２５μＬ，Ｔａｑ酶２μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ

反应条件：将反应体系置ＡＢＩ７５００扩增仪中，９５℃ 预变性，９５

℃１５ｓ，６２℃２０ｓ，１０个循环，９５℃１５ｓ，５８℃３５ｓ，４０个循

环，在５８℃ 采集ＦＡＭ、ＶＩＣ荧光通道的信号。

１．３．３　Ｓａｎｇｅｒ测序法检测ＣＤＡ基因Ｇ２０８Ａ和Ａ７９Ｃ突变　

Ｇ２０８Ａ和 Ａ７９Ｃ突变基因扩增的引物序列同ｑＰＣＲ法，ＰＣＲ

反应体系２５μＬ，模板１０ｎｇ、引物各２ｐｍｏｌ、２×ＰＣＲ 混合液

１０Ｕ。反应条件：９５℃预变性；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ 延伸５ｍｉｎ，扩增产物进行１．５％琼脂糖

凝胶电泳检测，并由胶回收试剂盒（天根生物科技有限公司）纯

化所扩增的产物。

１．３．４　测序　将ＰＣＲ扩增产物纯化后，交由深圳华大基因公

司进行检测。对检测后获得的结果，应用Ｃｈｒｏｍａｓ软件分析

测序峰图同时进行序列比对，判断是否存在ＣＤＡ基因突变及

其具体的突变类型。

１．４　统计学处理　以ｑＰＣＲ法为标准对照，采用 ＣｏｈｅｎＫａｐ

ｐａ检验，对ｑＰＣＲ及Ｓａｎｇｅｒ测序两种检测方法的结果进行一

致性分析，并计算出准确率、敏感度、特异度、Ｋａｐｐａ值等指标

及其９５％可信区间。所有的检验均为采用双侧检验，检验水

准α＝０．０５。所有数据均采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分

析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＤＡ基因突变分析　在２５５例患者晚期非小细胞肺癌

样本中，Ｓａｎｇｅｒ测序法成功检测出２４８例患者基因发生突变，

ｑＰＣＲ法成功检测出２５０例患者基因发生突变，两种试验方法

的检测成功率分别为９７．２５％和９８．０４％。Ｓａｎｇｅｒ测序法有７

例患者检测失败，其中４例患者由于ＰＣＲ扩增产物电泳无条

带，无法回收ＤＮＡ而终止测序，３例患者由于测序峰图无法判

读而检测失败；ｑＰＣＲ法检测失败的５例患者，均为无扩增

信号。

２．２　ｑＰＣＲ法检测结果　２０８例为ＣＤＡ基因野生型，４０例为

ＣＤＡ基因突变型，其中２６例为 Ｇ２０８Ａ基因突变型，１４例为

Ａ７９Ｃ基因突变型见图１。

２．３　Ｓａｎｇｅｒ测序法检测结果　２１０例为ＣＤＡ基因野生型，３８

例为ＣＤＡ基因突变型，其中２４例为 Ｇ２０８Ａ基因突变型，１４

例为Ａ７９Ｃ基因突变型电泳结果见图２，测序结果见图３～６

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．４　Ｓａｎｇｅｒ测序法与ｑＰＣＲ法比较　对两种试验方法各自检

测成功的２４８例患者结果进行分析，Ｓａｎｇｅｒ测序法与ｑＰＣＲ法

的检测结果基本一致，见表１。两种试验方法各自检出２０７例

患者为ＣＤＡ基因野生型，各自检出３７例患者为ＣＤＡ基因突

变型，３例患者Ｓａｎｇｅｒ测序阴性但ｑＰＣＲ法检测为阳性，１例

患者Ｓａｎｇｅｒ测序阳性但ｑＰＣＲ法检测为阴性。与ｑＰＣＲ法相

比，Ｓａｎｇｅｒ法 检 测 结 果 的 符 合 率 为 ９８．３９％ （９５％犆犐 为

０．９６８２～０．９９９６），敏感度为９２．５０％（９５％犆犐为０．８９２２～

０．９５７８），特异度为９９．５２％（９５％犆犐为０．９８６５～１．００３８），阳

性预测值为９７．３７％（９５％犆犐为０．９５３７～０．９９３６），阴性预测

值为９９．５２％（９５％犆犐为０．９８６５～１．００３８），Ｋａｐｐａ值为０．９３９

（０．８７３～０．９８６），差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表１　　两种检测方法检测ＣＤＡ突变的结果（狀）

检测方法
Ｇ２０８Ａ

突变

Ａ７９Ｃ

突变

ＣＤＡ

突变

ＣＤＡ

野生

ｑＰＣＲ法 ２６ １４ ４０ ２０８

Ｓａｎｇｅｒ测序法 ２４ １４ ３８ ２１０

表２　　两种检测方法检测结果的对比分析（狀）

Ｓａｎｇｅｒ测序法 狀
ｑＰＣＲ法

阳性 阴性

阳性 ３８ ３７ １

阴性 ２１０ ３ ２０７

合计 ２４８ ４０ ２０８

图１　　Ｇ２０８Ａ与Ａ７９Ｃ突变基因ｑＰＣＲ

扩增曲线图

图２　　Ｇ２０８Ａ与Ａ７９Ｃ突变基因ＰＣＲ

扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

３　讨　　论

　　吉西他滨已在临床上广泛用于ＮＳＣＬＣ患者的治疗，ＣＤＡ

基因突变对吉西他滨药物疗效的预测作用已被广泛认识。目
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前，研究已发现ＣＤＡ基因编码区域有３个多态性位点，分别是

Ａ７９Ｃ（ｒｓ２０７２６７１）、Ｇ２０８Ａ（ｒｓ６０３６９０２３）和Ｃ４３５Ｔ（ｒｓｌ０４８９７７）。

其中，多态性位点Ｇ２０８Ａ仅仅存在于亚洲人群中，该位点发生

突变后，可降低ＣＤＡ酶活性，改变癌症患者的药代动力学，导

致患者使用吉西他滨时，其清除减少而体内药物暴露增多，尤

其在联合使用钼类药物时，患者机体极易发生中性粒细胞减

少［３］。此外，多态性位点 Ａ７９Ｃ也可使癌症患者ＣＤＡ酶的活

性降低。有研究证实，在非小细胞肺癌患者中，Ａ７９Ｃ位点发

生突变能降低用药后的患者对药物的敏感度，降低患者总体生

存率［４５］。而携带多态性位点Ｃ４３５Ｔ突变型基因的癌症患者，

虽然总体生存率比较低，但并未在相关研究中发现ＣＤＡ酶活

性与此突变位点间存在作用关系［６］。

虽然有关ＣＤＡ基因突变位点的检测方法有多种，并且各

有优劣，但临床上并没有明确的检测标准，也没有相关的临床

检测报道。因此，建立一种可靠的ＣＤＡ基因突变位点的检测

技术，将有助于遴选出适合接受吉西他滨化疗的患者，使患者

能够更好地接受靶向药物治疗，从而实现 ＮＳＣＬＣ的个体化治

疗。在本研究中，虽然ｑＰＣＲ法敏感度高，重复性好，但实验成

本高，荧光素种类及检验光源的局限性，限制了它的应用能力；

内源控制物的选择也是实验结果可靠与否的关键；扩增产物及

实验室环境的污染也会导致结果的不确定性。Ｓａｎｇｅｒ测序法

被认为是最基本、最直接的检测方法，它既能检测出已知的突

变，又能检测出未知的突变，虽然其检测的敏感度不如ｑＰＣＲ

法，但其操作简便、准确性高、通量高且费用低，使其更具有临

床应用价值。

尽管不同的试验检测方法优势各不相同，但是目前测序法

仍是普遍公认的一种可靠的检测突变标准方法。本试验比较

了ｑＰＣＲ法和Ｓａｎｇｅｒ测序法两种方法对基因突变检测的敏感

度、特异度等指标，探讨Ｓａｎｇｅｒ测序法是否适用于临床检测晚

期非小细胞肺癌患者ＣＤＡ基因突变。结果显示，这两种试验

方法检测出结果的符合率为９８．３９％，敏感度为９２．５０％，特异

度为９９．５２％，一致性检验Ｋａｐｐａ值为０．９３９，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），提示两种检测方法的一致性较好；两种试验方

法共同检测出的所有样本突变类型完全吻合，确定了Ｓａｎｇｅｒ

测序法检测的准确性。

对４例Ｓａｎｇｅｒ测序法和ｑＰＣＲ法检测结果不一致的样本

进行分析后发现，３例患者Ｓａｎｇｅｒ测序法阴性，而ｑＰＣＲ法检

测为阳性，其原因可能是ｑＰＣＲ法检测敏感度较Ｓａｎｇｅｒ测序

法高，而使该３例患者突变未被Ｓａｎｇｅｒ测序法检出，但也不能

排除ｑＰＣＲ法检测结果为假阳性的可能性；１例患者ｑＰＣＲ法

检测为阴性，而Ｓａｎｇｅｒ测序法检测为阳性，其原因可能是

ｑＰＣＲ法检测结果为假阴性，但也不排除Ｓａｎｇｅｒ测序法在检测

过程中出现交叉污染而致假阳性的可能性。此外，由于体细胞

突变肿瘤组织的异质性，导致不同患者ＣＤＡ基因突变型ＤＮＡ

水平存在不同，这也可能是造成这两种不同检测方法敏感度差

异的主要原因。

综上所述，Ｓａｎｇｅｒ测序法的敏感度和特异度与ｑＰＣＲ法相

比，分别为９２．５０％和９９．５２％，并且Ｓａｎｇｅｒ测序法根据其测

序峰图可对基因突变型别进行直观的判定，操作也相对简便易

行，能同时检测多个位点，可应用于晚期非小细胞肺癌患者的

临床分子诊断，从而指导和监控临床吉西他滨耐药的治疗，可

促进合理用药，实现个体化治疗，减轻患者社会与家庭经济

负担。
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