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  摘 要:目的 建立可检测人尿液DNA中端粒酶逆转录酶(TERT)启动子区域突变的方法。方法 设计

等位基因特异性PCR引物,利用温度梯度PCR确定等位基因特异性PCR程序,利用金磁微粒检测板进行扩增

产物检测。收集34例膀胱癌患者的尿液,提取DNA,利用该文建立的等位基因特异性PCR结合金磁微粒免疫

层析方法检测 TERT启动子区域突变。结果 建立了结合等位基因特异性PCR和金磁微粒免疫层析的

TERT启动子区域C228T和C250T突变检测方法。34例膀胱癌患者尿液中8例患者存在C228T突变,1例

患者存在C250T突变。结论 该研究建立了TERT启动子区域C228T和C250T突变检测方法,可应用于膀

胱癌患者尿液DNA突变检测。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

method
 

for
 

detection
 

of
 

telomerase
 

reverse
 

transcriptase
 

(TERT)
 

pro-
moter

 

region
 

mutation
 

in
 

human
 

urine
 

DNA.Methods Allele
 

specific
 

PCR
 

primers
 

were
 

designed,and
 

the
 

al-
lele

 

specific
 

PCR
 

program
 

was
 

determined
 

by
 

temperature
 

gradient
 

PCR.The
 

amplified
 

products
 

were
 

detected
 

by
 

gold
 

magnetic
 

particle
 

detection
 

plate.The
 

urine
 

samples
 

of
 

34
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

were
 

collected
 

and
 

DNA
 

was
 

extracted.The
 

mutation
 

of
 

TERT
 

promoter
 

region
 

was
 

detected
 

by
 

allele
 

specific
 

PCR
 

com-
bined

 

with
 

gold
 

magnetic
 

particle
 

immunochromatography.Results A
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

C228T
 

and
 

C250T
 

mutations
 

in
 

TERT
 

promoter
 

region
 

was
 

established
 

by
 

combining
 

allele
 

specific
 

PCR
 

and
 

gold
 

mag-
netic

 

particle
 

immunochromatography.The
 

results
 

showed
 

that
 

8
 

patients
 

had
 

C228T
 

mutation
 

and
 

1
 

patient
 

had
 

C250T
 

mutation.Conclusion In
 

this
 

study,we
 

established
 

a
 

method
 

for
 

detecting
 

C228T
 

and
 

C250T
 

mu-
tations

 

in
 

TERT
 

promoter
 

region,which
 

can
 

be
 

used
 

to
 

detect
 

DNA
 

mutations
 

in
 

urine
 

of
 

patients
 

with
 

blad-
der

 

cancer.
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  端粒位于染色体末端,对维持染色体稳定和调控

细胞凋亡具有重要作用[1]。端粒酶通过向端粒末端

添加重复序列维持端粒长度,端粒酶活性与细胞增

生、分化和不死性密切相关,是肿瘤发生的研究热

点[2-5]。端粒酶逆转录酶(TERT)是端粒酶的蛋白活

性成分,由位于染色体5p15.33的 TERT 基因编

码[6]。TERT启动子序列位于转录起始点附近的富

于GC区,对端粒酶活性具有关键调控作用[7-8]。研究

显示,TERT启动子存在2个高频突变位点C228T和

C250T[9-11]。启动子区域突变导致 TERT相对表达

水平异常升高,进而上调端粒酶活性,破坏细胞凋亡

调控,使细胞获得无限增殖能力,发生癌变[12-13]。研

究显示,TERT启动子区域突变存在于多种类型的肿

瘤中[14-19],尤其在膀胱癌中,TERT突变频率在所有
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突变基因中排名第一。研究表明,TERT启动子区域

突变与膀胱癌的进展、复发及转移相关[20-22]。因此,
TERT启动子区域突变检测对膀胱癌患者的诊断及

预后监测具有重要意义,尤其是以患者尿液为检测对

象,实现无创检测,具有重要临床应用价值。本文建

立了一种TERT启动子区域突变的检测方法,可用于

检测尿液DNA中TERT启动子区域的C228T突变

和C250T突变,为TERT启动子区域突变检测在膀

胱癌患者诊断及预后监测中的临床应用提供依据,现
报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 TERT-C228T纯合突变细胞系 U251来

自本实验室;TERT-C250T杂合突变的基因组DNA
来自本实验室;DMEM培养基购自美国Invitrogen公

司,小牛血清购自杭州四季青公司;基因组提取试剂

盒(D3392-02)购自美国 OMEGA生物技术公司;引
物合成及测序委托西安擎科生物技术公司完成;Taq

 

Mix购自西安润德生物技术公司;金磁微粒检测板购

自西安金磁纳米生物技术公司;膀胱癌患者尿液取自

本实验室,患者留取尿液至尿杯中,除吸取足量尿液

用于体液指标检验外,尿杯中剩余标本转移至15
 

mL
离心管中,提取DNA。
1.2 方法

1.2.1 基因组提取 培养 U251细胞,采用10%小

牛血清的DMEM 培养液,于37
 

℃、5%
 

CO2 孵箱中

培养。取患者尿液10~15
 

mL,转速5
 

000
 

r/min,
4

 

℃离心10
 

min,弃上清液,收集尿沉渣,200
 

μL的

PBS重悬,收集1×106 个细胞,利用OMEGA基因组

提取试剂盒提取DNA。
1.2.2 引物设计 根据等位基因特异性PCR原理,
利用Primer

 

Premier
 

5软件设计TERT启动子区域

228和250位点基因型检测引物,包括野生型PCR引

物对(-WT,3'端碱基为野生型)和突变型PCR引物对

(-M,3'端碱基为突变型);Sanger测序鉴定采用PCR
引物对(TERT-seq);生物素(上游引物)和地高辛(下
游引物)标记PCR引物,引物委托西安擎科泽西生物

公司进行合成。引物序列见表1。

表1  引物序列

基因型 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

TERT228-WT GGG
 

TCC
 

CCG
 

GCC
 

CAG
 

CCC
 

CC GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
TERT228-M GGG

 

TCC
 

CCG
 

GCC
 

CAG
 

CCC
 

CT GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
TERT250-WT CGC

 

CCC
 

GTC
 

CCG
 

ACC
 

CCT
 

C GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
TERT250-M CGC

 

CCC
 

GTC
 

CCG
 

ACC
 

CCT
 

T GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
TERT-seq CCG

 

GGC
 

TCC
 

CAG
 

TGG
 

ATT
 

CGC GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
Labeled/TERT228-M Biotin-GGG

 

TCC
 

CCG
 

GCC
 

CAG
 

CCC
 

CT Digoxin-GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC
Labeled/TERT250-M Biotin-CGC

 

CCC
 

GTC
 

CCG
 

ACC
 

CCT
 

T Digoxin-GGC
 

TCG
 

GCA
 

GCG
 

GGG
 

AGC
 

GC

1.2.3 等位基因特异性PCR 利用无标记的等位基

因特异性PCR引物进行PCR,采用梯度PCR确定退

火温度,PCR体系:DNA模板3.0
 

μL;上游+下游引

物(10
 

μmol)0.5
 

μL;2×Tag
 

mix
 

10.0
 

μL;灭菌水

6.5
 

μL;PCR反应程序:94
 

℃
 

10
 

min;94
 

℃
 

20
 

s;
60~78

 

℃
 

1
 

min;30个循环;72
 

℃
 

5
 

min;4
 

℃保存。
共选择18个退火温度,根据凝胶电泳检测结果,确定

最佳PCR条件。
1.2.4 等位基因特异性PCR结合金磁微粒免疫层

析检测 利用生物素和地高辛标记的引物进行等位

基因特异性PCR,将10.0~20.0
 

μL的等位基因特异

性PCR产物加入金磁微粒检测板,室温静置5
 

min,
读取检测结果,质控线和检测线均显示条带即表示

DNA携带有相应位点突变。利用TERT-seq引物对

DNA模板进行PCR扩增,回收PCR产物,进行测序

鉴定,与金磁微粒检测板显示结果进行比对。
2 结  果

2.1 等位基因特异性 PCR程序建立 根据梯度

PCR结果,确定TERT228位点基因型检测的等位基

因特异性PCR反应程序:94
 

℃
 

10
 

min;
 

94
 

℃
 

20
 

s,
78

 

℃
 

1
 

min,30个循环;
 

72
 

℃
 

5
 

min,4
 

℃保存。利用

上述程序,采用TERT228-M引物可以特异性地识别

携带有 TERT-C228T突变的 DNA 模板,并扩增出

DNA片段,而无法识别和扩增 TERT野生型 DNA
片段,见图1;相反,采用 TERT228-WT引物可特异

性识别并扩增TERT野生型DNA片段,而无法识别

和扩增携带有TERT-C228T突变型DNA片段。

  注:A表示 C228T突变的等位基因特异性 PCR;模板为 U251
 

DNA;1表示 TERT228-WT;2表示 TERT228-M;3表示 TERT250-
WT;4表示TERT250-M;M表示Takara

 

DL2000
 

DNA
 

marker。B表

示C250T突变的等位基因特异性PCR;模板为C250T突变DNA;1表

示TERT250-WT;2表示 TERT250-M;3表示 TERT228-WT;4表示

TERT228-M;M表示Takara
 

DL2000
 

DNA
 

marker。

图1  TERT启动子区域C228T突变和C250T突变的等位

基因特异性PCR
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  确定 TERT250位点检测的PCR反应程序:94
 

℃
 

10
 

min;
 

94
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,30个循环;
 

72
 

℃
 

5
 

min,4
 

℃保存。利用上述程序,采用 TERT250-M
引物可以特异性地识别携带有C250T突变的DNA
模板,并扩增出DNA片段,而无法识别和扩增TERT
野生型DNA片段。上述结果表明,本文设计的特异

性引物和程序可用于检测TERT启动子区域C228T
和C250T突变。见图1

 

。
 

2.2 等位基因特异性PCR结合金磁微粒免疫层析

检测 以 TERT-C228T 突变的 U251细胞 DNA、
TERT-C250T突变的DNA为模板,分别利用生物素

或地高辛标记的Labeled或TERT228-M 和Labeled

或TERT250-M 引物,进行等位基因特异性PCR扩

增,PCR产物加入金磁微粒检测板进行检测,见图

2A、C。PCR产物经Sanger测序验证,等位基因特异

性PCR结合金磁微粒免疫层析检测结果与测序结果

一致,见图2B、D。
2.3 尿液DNA的TERT启动子区域突变检测 等

位基因特异性PCR结合金磁微粒免疫层析方法检测

34例膀胱癌患者尿液DNA中的TERT启动子区域

突变情况。结果显示,其中8例(23.53%)患者尿液

DNA中存在TERT-C228T突变,1例(2.94%)患者

尿液DNA中存在TERT-C250T突变。

  注:A表示结合金磁微粒免疫层析的C228T突变,B表示结合Sanger测序检测的C228T突变,C表示结合金磁微粒免疫层析的C250T突变,

D表示结合Sanger测序检测的C250T突变。

图2  等位基因特异性PCR结合金磁微粒免疫层析和Sanger测序检测TERT的C228T和C250T突变

3 讨  论

  端粒酶活性对于细胞永生化具有重要作用,而
TERT则是端粒酶活性的关键成分。TERT在衰老

或损伤的细胞中是阴性的,端粒缩短导致DNA损伤

应答途径的激活和细胞凋亡,然而,在肿瘤细胞中,
TERT相对表达水平增强,维持肿瘤细胞端粒长度,
进而逃避细胞凋亡,使肿瘤细胞获得无限增殖的能

力。TERT启动子区域活性的增强对TERT表达上

调具有重要作用。2013年有研究报道,TERT启动子

区域在恶性黑色素瘤细胞中发生突变,最常见的2个

突变位点为C228T和C250T,此突变会形成新的转

录因 子 结 合 位 点,导 致 TERT 转 录 活 性 异 常 升

高[23-24]。目前,已在泌尿系统(突变率11.55%)、乳腺

组织(突变率1.67%)、宫颈组织(突变率2.06%)等
多种类型的组织中发现TERT启动子区域突变现象。
肿瘤基因突变数据库显示,TERT在膀胱癌中的突变

率为12.00%。TERT启动子区域突变检测对膀胱癌

患者诊断、病理分级、预后监测具有重要价值。研究

表明,尿液中TERT启动子区域突变检测有助于早期

发现治疗后膀胱癌患者的复发[25]。
目前,TERT启动子区域突变检测的方法有多

种,主要包括Sanger测序和荧光定量PCR,均需要较

昂贵的仪器设备,在基层医院普及具有一定困难。金

磁微粒免疫层析检测已经成熟应用于基因分型的临

床检测中,如叶酸多态性检测[26-27]。金磁微粒检测板

包括加样区、
 

地高辛单抗-金磁微粒区、检测线(包被

链霉亲和素)、质控线(包被地高辛二抗)。其检测原

理为PCR设计时两端的引物分别带有生物素和地高

辛标记,当受检测的DNA中包含阳性模板时,可以扩

增出同时带有生物素和地高辛单抗的产物。此PCR
产物加至检测板加样区后,根据薄层层析的原理向前

泳动,达到地高辛单抗-金磁微粒区后,PCR产物上的

地高辛与地高辛单抗结合,进而使PCR产物上携带

金磁微粒,继续泳动,达到检测线后,PCR产物上的生

物素与此处包被的链霉亲和素结合,因此处可显示出

金磁微粒的颜色,过量的金磁微粒进一步达到质控线

停留显色。与此相反,当受检测DNA中不包含阳性

模板时,则检测线处无颜色,质控线处有颜色。本文

基于此 检 测 原 理,首 先 设 计 标 记 引 物,建 立 尿 液

TERT启动子区域C228T和C250T突变的等位基因

特异性PCR方法,然后利用金磁微粒免疫层析进行

快速检测,并对膀胱癌患者尿液进行初步验证,最终
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构建了TERT启动子区域的突变检测方法,为后续开

发临床检验试剂盒提供方法学基础。当然,本文初步

建立的检测方法还存在一定的缺陷,首先,使用的尿

液量较大;其次,PCR循环数较多,导致用时较长。因

此,后续需要对尿液DNA提取,以及等位基因特异性

PCR的扩增效率进行优化,使检测方法更加灵敏。
综上所述,本文建立了一种尿液样本TERT启动

子区域C228T和C250T突变检测方法,此方法无需

荧光定量PCR仪,操作简单,可视化结果解读快速、
方便,便于基层推广应用。由于TERT启动子区域突

变状态与膀胱癌患者的预后密切相关,本文研究结果

为膀胱癌患者TERT启动子区域突变无创检测试剂

盒的开发提供了方法学参考。
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