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  摘 要:目的 建立有错配的加尾双引物扩增受阻突变体系聚合酶链反应(T-ARMS
 

PCR)多重检测的方

法,实现针对肝细胞癌常见基因突变位点TP53
 

R249S、TP53
 

R273H、CTNNB1
 

S45F的多重检测。方法 针

对3个基因突变位点进行引物设计,每个基因突变位点所设计引物序列的5'端不加一段DNA序列(Tail
 

Free
 

Primer)或者所设计的引物序列5'端加一段相同的DNA序列(Tailed
 

Primer),利用实时荧光定量PCR仪分别

检测并比较3个基因突变位点的不同引物序列形成的单重体系、三重体系的扩增结果,研究T-AMRS
 

PCR方

法对突变型基因位点突变负荷的检测限、特异性和多靶标检测能力。结果 3个基因突变位点Tailed
 

Primer
单重体系扩增结果显示,突变型质粒的扩增均优于野生型质粒,野生型质粒的扩增均被有效抑制,突变负荷检

测限低至0.10%,特异性良好。Tailed
 

Primer三重体系减少了引物二聚体的产生,调控CTNNB1
 

S45F、TP53
 

R249S、TP53
 

R273H的解链温度分别为81.11
 

℃、82.36
 

℃、86.35
 

℃,实现不同突变位点的显著区分。与

Taqman探针基因分型方法相比,T-AMRS
 

PCR方法野生型和突变型基因的Ct值差异更显著,单荧光通道即

可实现突变基因检测。结论 运用T-ARMS
 

PCR进行一管三重检测,分析熔解曲线,能有效检测到目的基因

突变,抑制野生型模板的扩增,并区分不同的基因突变位点;同时,Tailed
 

Primer设计减少了多重情况下引物二

聚体的产生。该方法为临床中肝细胞癌的早期筛查、预后预测、病情监测提供理论依据。
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 多重检测;
 

 熔解曲线分析;
 

 基因突

变;
 

 肝细胞癌
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

multiple
 

detection
 

method
 

of
 

tailed-primer
 

amplification
 

refractory
 

mutation
 

system
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(T-ARMS
 

PCR)
 

with
 

mismatched
 

dual
 

primers,and
 

to
 

realize
 

multiple
 

detection
 

for
 

common
 

gene
 

mutation
 

sites
 

TP53R249s,TP53R273H,CTNNB1
 

S45F
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma.Methods Primers
 

were
 

designed
 

for
 

three
 

gene
 

mutation
 

sites.For
 

each
 

gene
 

mutation
 

site,the
 

5'
 

end
 

of
 

the
 

designed
 

primer
 

sequence
 

was
 

not
 

added
 

a
 

DNA
 

sequence
 

(Tail
 

Free
 

Primer),or
 

the
 

5'
 

end
 

of
 

the
 

designed
 

primer
 

sequence
 

was
 

added
 

with
 

the
 

same
 

DNA
 

sequence
 

(Tailed
 

Primer).The
 

amplification
 

results
 

of
 

single
 

and
 

triple
 

systems
 

formed
 

by
 

different
 

primer
 

sequences
 

of
 

three
 

gene
 

mutation
 

sites
 

were
 

detected
 

by
 

real
 

time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

compared,and
 

the
 

detection
 

limit
 

for
 

mutation
 

load
 

of
 

mutant
 

gene
 

sites,specificity
 

and
 

multi
 

target
 

detection
 

ability
 

of
 

T-AMRS
 

PCR
 

were
 

studied.Results The
 

amplifica-
tion

 

results
 

of
 

the
 

Tailed
 

Primer
 

single
 

system
 

of
 

three
 

gene
 

mutation
 

sites
 

showed
 

that
 

the
 

amplification
 

of
 

mutant
 

plasmids
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

wild
 

type
 

plasmids,and
 

the
 

amplification
 

of
 

wild
 

type
 

plasmids
 

was
 

effectively
 

inhibited.The
 

detection
 

limit
 

of
 

mutation
 

load
 

was
 

as
 

low
 

as
 

0.10%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

good.
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The
 

Tailed
 

Primer
 

triple
 

system
 

reduced
 

the
 

production
 

of
 

primer
 

dimer,regulated
 

the
 

unwinding
 

temperature
 

of
 

CTNNB1
 

S45F,TP53
 

R249S
 

and
 

TP53
 

R273H
 

at
 

81.11
 

℃,82.36
 

℃
 

and
 

86.35
 

℃,respectively,and
 

a-
chieved

 

significant
 

differentiation
 

of
 

different
 

mutation
 

sites.Compared
 

with
 

Taqman
 

genotyping
 

method,T-
AMRS

 

PCR
 

method
 

showed
 

a
 

more
 

significant
 

difference
 

in
 

Ct
 

values
 

between
 

wild
 

type
 

and
 

mutant
 

genes,
and

 

mutant
 

genes
 

could
 

be
 

detected
 

by
 

single
 

fluorescence
 

channel.Conclusion By
 

using
 

T-ARMS
 

PCR
 

to
 

conduct
 

one-tube
 

triple
 

detection
 

and
 

analyze
 

the
 

melting
 

curve,the
 

mutation
 

of
 

the
 

target
 

gene
 

can
 

be
 

effec-
tively

 

detected,the
 

amplification
 

of
 

wild
 

type
 

template
 

can
 

be
 

inhibited,and
 

the
 

mutation
 

sites
 

of
 

different
 

genes
 

can
 

be
 

differentiated.At
 

the
 

same
 

time,the
 

Tailed
 

Primer
 

design
 

reduces
 

the
 

production
 

of
 

primer
 

di-
mers

 

under
 

multiple
 

conditions.This
 

method
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

early
 

screening,prognosis
 

predic-
tion

 

and
 

disease
 

monitoring
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

in
 

clinical
 

practice.
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of
 

melting
 

curve; gene
 

mutation; hepatocellular
 

carcinoma

  肝细胞癌(简称肝癌)是一种高度恶性肿瘤。

2020年中国癌症中肝癌发病率位居男性第3位,女性

第7位,死亡率位居恶性肿瘤相关死亡的第3位[1-2]。
到2030年,将有超过100万人死于肝癌[3],使其成为

全球最致命的癌症类型之一。因此,肝癌的早期诊

断、病情监测及预后评估是提高肝癌患者治愈率,降
低病死 率 的 关 键。肝 癌 的 诊 断 常 使 用 甲 胎 蛋 白

(AFP)水平检测或使用无创成像检查,如超声检查、
计算机断层扫描(CT)和磁共振(MRI),但是这些方

法由于灵敏度低,只有在恶性肿瘤晚期时才能检测到

肿瘤的存在,从而导致治疗方案选择有限且预后不

佳[4]。通过早期检测和监测治疗后可能的肝癌复发,
可以显著提高治疗有效性。肝细胞癌变离不开单核

苷酸多态性(SNP)突变,SNP检测常用Taqman探针

基因分型法,等位基因富集法则是新兴的一种方

法[5]。等位基因富集法能在大量野生型等位基因存

在的情况下检测突变型等位基因,减弱野生型背景的

干扰,具有用于临床诊断的潜力。
等位基因富集可以通过去除野生型等位基因或

通过选择性扩增突变型等位基因来实现。振荡电泳

能够有效去除野生型序列[6-7];野生型特异探针和双

链特异核酸酶被用于选择性降解野生型 DNA 分

子[8],通过耗尽野生型等位基因来改善突变型等位基

因的扩增。突变型等位基因的选择性富集通常是通

过聚合酶链反应(PCR)实现的,其中野生型DNA序

列PCR扩增被阻止,其方法包括PCR阻断剂[9]、锁核

酸和肽核酸钳PCR[10-11]、改良型完全富集低变性温度

下的复合PCR(ICE-COLD
 

PCR)[12-13]和阻断剂置换

扩增[14]。尽管这些等位基因富集的方法已多种多样,
但是鲜有能实现多重基因突变检测的。

多重PCR检测技术仅在一支反应管中就可检测

出多个靶标,使得检测时间和检测试剂用量减少,具
有高效便捷、经济节约、特异度和灵敏度高等优点,具

有普通单重PCR方法不可比拟的优越性[15]。肝癌相

关的基因突变位点是多个的,难以预测的,若能一次

检测多个位点,将对肝癌的临床诊治带来极大便捷。
因此,多重PCR检测技术对肝癌诊治以及临床研究

有重大意义和价值。
本研究提出有错配的加尾双引物扩增受阻突变

体系PCR(T-ARMS
 

PCR)的方法,该方法通过熔解

曲线和扩增曲线分析即可得出结果,是一种能实现多

重检测的等位基因富集方法,能有效地抑制野生型

DNA序列的扩增,达到富集突变型DNA序列的目

的,同时能解决多重情况下引物二聚体干扰的问题,
为动态监测肝癌患者的病情状况、早期检测肝细胞癌

变以及肝癌肿瘤复发的实时评估等提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料 本研究使用的质粒是由安徽通用生物股

份有限公司合成的野生型质粒和突变型质粒。

1.2 仪器与试剂 本研究使用的引物由上海生工生

物工程股份有限公司合成,Taq
 

Pro
 

HS
 

Universal
 

Probe
 

Master
 

Mix购于南京诺唯赞生物科技股份有

限公司,EveGreen(20×
 

in
 

water)购于上海翌圣生物

科技 有 限 公 司,ABI
 

QuantStudio7实 时 荧 光 定 量

PCR(qPCR)仪购于美国Applied
 

Biosystems公司。

1.3 方法
 

1.3.1 单重体系qPCR 分别对肝细胞 RNA 的

TP53
 

R249S、TP53
 

R273H、CTNNB1
 

S45F
 

3个基因

突变位点进行分析,检测均采用染料法qPCR,样品均

设置3次重复和空白对照(NTC)组,质粒浓度均为

103
 

copy/μL。染料是EveGreen,其具有极高的灵敏

度且PCR抑制性极小,非常适合多重PCR以及高分

辨率熔解曲线(HRM)的分析。均采用30
 

μL体系,
反应条件:95

 

℃
 

30
 

s预变性1个循环;然后按95
 

℃
 

10
 

s变性,60
 

℃
 

30
 

s退火/延伸,共40个循环;默认

扩增曲线和熔解曲线荧光采集。引物序列5'端不加
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一段DNA序列(Tail
 

Free
 

Primer),采用扩增受阻突

变体系PCR(ARMS
 

PCR)引物设计原理,具体序列

见表1。引物序列5'端加一段相 同 的 DNA 序 列

(Tailed
 

Primer),引物序列见表2。
1.3.2 三重体系qPCR 结果对照 将 Tail

 

Free
 

Primer三重体系与Tailed
 

Primer三重体系做对比。
分别将3对 Tail

 

Free
 

Primer及其对应模板、3对

Tailed
 

Primer及其对应模板进行PCR扩增,均以野

生型模板和突变型模板作对照,采用30
 

μL体系,

qPCR仪器设置的程序与1.3.1相同,将两组三重体

系扩增结果做对比分析。
1.3.3 突变负荷的检测限及特异性检测 将野生型

质粒与突变型质粒以不同比例混合,野生型质粒终浓

度为104
 

copy/μL,得到突变型质粒与野生型质粒的

浓度比(突变负荷)分别为0.00%、0.05%、0.10%、

0.25%、1.00%的标本,进行PCR扩增,通过扩增曲

线Ct值以及熔解曲线来分析在大背景为野生型质粒

的情况下该方法对突变型质粒突变负荷的检测限,比
较野生型质粒和有突变负荷的野生型质粒的Ct值大

小,就可得出突变负荷的检测限,同时观察引物特异

性。每份标本进行3次重复平行实验。
1.3.4 T-ARMS

 

PCR与 Taqman探针基因分型方

法的对比 Taqman探针基因分型方法的具体引物及

探针序列如表3所示,其针对的突变位点是 TP53
 

R249S。下划线的碱基是SNP位点处。反应体系有

纯合子野生型、纯合子突变型、杂合子,均加入两种荧

光探针,采用30
 

μL探针法qPCR,样品均设置3次重

复和NTC组。反应条件:95
 

℃
 

30
 

s预变性1个循环;
然后按95

 

℃
 

10
 

s变性,60
 

℃
 

30
 

s退火/延伸,共45个

循环;最后60
 

℃,1
 

min延伸;默认荧光采集程序。

表1  试验所用Tail
 

Free
 

Primer

目的基因突变位点 引物 序列(5'-3
 

')

TP53
 

R249S 正向引物 CAGTGTGATGATGGTGAGGATCTGA

反向引物 GGTGGTACAGTCAGAGCCAACC

TP53
 

R273H 正向引物 GACGGAACAGCTTTGAGGGTCA

反向引物 CCAGGGAGCACTAAGCGAG

CTNNB1
 

S45F 正向引物 GCCACTACCACAGCTCCGTT

反向引物 CCTTCACTCAAGAACAAGTAGCTG

  注:下划线的碱基代表错配碱基。

表2  试验所用Tailed
 

Primer

目的基因突变位点 引物 序列(5'-3')

TP53
 

R249S 正向引物 TGTATGATTAGATTACTACAGTGTGATGATGGTGAGGATCTGA

反向引物 TGTATGATTAGATTACTAGGTGGTACAGTCAGAGCCAACC

TP53
 

R273H 正向引物 TGTATGATTAGATTACTAGACGGAACAGCTTTGAGGGTCA

反向引物 TGTATGATTAGATTACTACCAGGGAGCACTAAGCGAG

CTNNB1
 

S45F 正向引物 TGTATGATTAGATTACTACTATCGCCACTACCACAGCTCCGTT

反向引物 TGTATGATTAGATTACTACCTTCACTCAAGAACAAGTAGCTG

  注:加粗部分DNA序列即为引物5'端引入的一段DNA序列,下划线的碱基代表错配碱基。

表3  针对突变位点TP53
 

R249S的基因分型引物

   及探针序列

引物/探针类型 序列(5'-3')

正向引物 AGTCTTCCAGTGTGATGATGG

反向引物 GTTGGCTCTGACTGTACCAC

野生型探针 FAM-ATGGGACTCCGGTTC-MGB

突变型探针 VIC-ATGGGCCTCCGGTT-MGB

  注:下划线的碱基是SNP位点处。

2 结  果

2.1 3个基因突变位点Tailed
 

Primer单重体系扩增

结果  TP53
 

R249S 突 变 型 质 粒 扩 增 的 Ct值 为

24.23,野生型质粒无Ct值(图1A);突变型质粒解链

温度(Tm)为83.06
 

℃,NTC组无峰值(图1B)。CT-
NNB1

 

S45F突变型质粒扩增的Ct值为26.99,野生

型质粒Ct值为38.02(图1C);突变型质粒 Tm 为

81.96
 

℃,NTC组无峰值(图1D)。TP53
 

R273H 突

变型质粒扩增的Ct值为29.52,野生型质粒Ct值为

39.02(图1E);突变型质粒Tm为86.45
 

℃,NTC组

无峰值(图1F);3个基因突变位点Tailed
 

Primer单

重体系突变型质粒的扩增均优于野生型质粒,野生型

质粒的扩增均被有效抑制。
2.2 三重体系qPCR熔解曲线比较 在 Tail

 

Free
 

Primer三重体系熔解曲线(图2A)中,3个突变型质
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粒反应体系熔解曲线出现2个明显的峰值且有引物

二聚 体,未 能 体 现 出 3 个 峰 值,2 个 Tm 分 别 为

84.3
 

℃和88.4
 

℃;3个野生型质粒反应体系熔解曲

线出现的峰值为引物二聚体,野生型质粒几乎未扩

增;NTC组有引物二聚体的峰值出现,表明Tail
 

Free
 

Primer三重体系中有非特异性扩增产物。在Tailed
 

Primer三重体系熔解曲线(图1B)中,3个突变型质粒

反应体系熔解曲线出现分明的3个峰值,Tm依次为

81.11
 

℃、82.36
 

℃、86.35
 

℃,分别对应 CTNNB1
 

S45F、TP53
 

R249S、TP53
 

R273H,该三重体系的3个

Tm与单重体系的 Tm 均吻合;野生型质粒和 NTC
组反应体系熔解曲线均未出现峰值,无引物二聚体,
无非特异性扩增产物。突变型质粒扩增明显优于野

生型质粒扩增。

  注:ΔRn为每点测量的荧光强度与荧光基线强度的差值。A、B分别为TP53
 

R249S的单重体系扩增曲线、熔解曲线;C、D分别为CTNNB1
 

S45F的单重体系扩增曲线、熔解曲线;E、F分别为TP53
 

R273H的单重体系扩增曲线、熔解曲线。

图1  三个基因突变位点的Tailed
 

Primer单重体系扩增结果

  注:A为Tail
 

Free
 

Primer三重体系熔解曲线;B为Tailed
 

Primer三重体系熔解曲线。

图2  三重体系qPCR熔解曲线结果

2.3 3个基因突变位点突变负荷的检测限及特异性

检测结果 3个基因突变位点突变负荷的检测限检测

结果如表4所示,将没有添加突变型质粒与添加了不

同比例突变型质粒的Ct值进行比较,表中Ct值均为

3个重复平行实验的均值,TP53
 

R249S和R273H突

变负荷的最低检测限可达0.05%,CTNNB1
 

S45F突

变负荷的最低检测限可达0.10%。熔解曲线均为单

一峰,Tm值唯一,特异性好。
2.4 T-ARMS

 

PCR与 Taqman探针基因分型方法

的结果比较 TP53
 

R249S基因突变位点 T-ARMS
 

PCR结果显示,野生型与突变型质粒浓度均为103
 

copy/μL,突变型质粒扩增明显优于野生型,野生型质

粒扩增被抑制(图3A)。TP53
 

R249S基因突变位点

Taqman探针基因分型方法扩增结果显示,野生型与

突变型质粒混合的浓度均为103
 

copy/μL,以1∶1混

合得到杂合子,2个等位基因的探针分别标记FAM
和VIC的荧光,野生型和突变型质粒的Ct值的大小

相差1.8,扩增效率差异不大(图3B)。
表4  3个基因突变位点不同突变负荷的Ct值

基因突变位点
不同突变负荷的Ct值

0.00% 0.05% 0.10% 0.25% 1.00%

TP53
 

R249S 35.68 31.24 30.57 30.13 27.37

TP53
 

R273H
 

35.64 33.25 33.08 32.96 30.00

CTNNB1
 

S45F 33.48 33.52 32.06 31.26 28.24
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  注:ΔRn为每点测量的荧光强度与荧光基线强度的差值。A为T-ARMS
 

PCR方案的扩增曲线;B为Taqman探针基因分型方法的扩增曲线。

图3  TP53
 

R249S的T-ARMS
 

PCR与Taqman探针基因

分型方法的扩增曲线

3 讨  论

T-ARMS
 

PCR研究方案的原理如图4所示。图

4A中,引物均增加相同的DNA序列,若两引物互补

延伸,由于引物尾巴序列相同,提高退火温度时则形

成颈环结构,阻止引物二聚体的扩增。图4B是 T-
ARMS

 

PCR方法抑制野生型等位基因扩增的原理

图,传统的 ARMS
 

PCR 需要两对引物,本研究 T-
ARMS

 

PCR方法只用一对引物,进一步减少引物二

聚体形成的可能。引入错配碱基能阻止野生型等位

基因的扩增,起到富集突变型等位基因的目的。

图4  T-ARMS
 

PCR多重检测方法原理

  本研究以TP53
 

R249S、TP53
 

R273H、CTNNB1
 

S45F
 

3个基因突变热点进行研究,具有一定实际意

义。TP53的表达与肝癌中的 R249S突变 显 著 相

关[16-17]。而R273H是TP53上与肝癌相关的另一个

突变热点。CTNNB1是肝癌最显著变异基因之一,其
编码β-catenin蛋白,参与 Wnt信号通路调控,对于肝

癌的机制发生和发展起着重要的作用。有报道显示,
肝癌中大约90%的CTNNB1突变发生在两个热点区

域,密码子32~37和41~45,分别占肝癌中所有CT-
NNB1突变的55%和34%[18-19],S45F为其突变热点

之一[20]。
多重PCR检测技术是一种简单和经济的基因突

变检测方法,能在一定程度上解决多重PCR产生引

物二聚体的问题。引物序列5'端加一段DNA序列的

方法,能调控产物Tm使不同产物更易区分,只扩增

突变型等位基因,使得在多重情况下能减少Tm通道

占用,增加检测靶标数。本研究中,采用ARMS
 

PCR
的原理设计上游引物,由于多重PCR扩增始终存在

引物二聚体的干扰,故采用Tailed
 

Primer的方法,来
消除 引 物 二 聚 体 的 影 响[21]。ARMS

 

PCR 是 检 测

SNP基因型的一种简单和经济的方法,传统的ARMS
 

PCR使用4个引物,扩增完成后进行凝胶电泳获取结

果[22]。本研究在此基础上对该方法进行了一定的创

新,使用一对引物即可,正向引物引入错配碱基使野

生型序列扩增受到抑制,只扩增突变型,结合荧光定

量PCR染料法分析其扩增曲线以及熔解曲线可得到

最后 结 果。相 同 反 应 体 系,质 粒 浓 度 均 为 103
 

copy/μL,只是模板差异,野生型质粒扩增曲线的Ct
值明显大于突变型质粒的Ct值,NTC组无非特异性

产物,则可判断野生型模板扩增受到有效抑制,而突

变型扩增产物被放大。另外,本研究将 Tail
 

Free
 

Primer体系和Tailed
 

Primer体系进行比较,可以明

确引物5'端加尾能阻止引物二聚体的产生。
Taqman探针基因分型方法是最常见的SNP检

测方法,通过相应仪器检测荧光值的变化就可以得到

基因分型的结果。该方法每个位点需要合成一对探

针,探针合成费用高,且野生型和突变型的扩增效率

差别不大,每次只能检测一个SNP位点,通量低。而

本研究使用的方法能有效抑制野生型的扩增从而减

少一个通道占用,可同时检测多个SNP位点,节约时

间和成本,且操作简便。
本研究中3个突变基因位点突变负荷的检测限

与特 异 性 检 测 结 果 显 示,TP53
 

R249S 和 TP53
 

R273H突变负荷的最低检测限可达到0.05%,CT-
NNB1

 

S45F突变负荷的最低检测限可达0.10%,且
特异性均表现良好,无引物二聚体干扰。通常,qPCR
突变 负 荷 的 检 测 限 低 至 1%,ARMS

 

PCR 低 至

0.1%[23],本研究中 T-ARMS
 

PCR突变负荷的检测

限可达0.10%。未来计划进一步将该方法应用于临

床样本,获得更真实可靠的结果。
本研究方法还有待改进,下一步实验方案应考虑

将其应用于多种临床标本,并采用全基因组测序的方
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法对T-ARMS
 

PCR实验方法的突变负荷的检测限、
特异性和重复性进行验证,同时对于更多重的检测方

案和灵敏度的提高方面还可以进行进一步的探索。
在患者发病早期甚至还未发病前进行干预,有利于患

者得到及时的治疗和减少不恰当的诊疗,提高生存

率。而高灵敏度的检测方法带来的也可能是更多的

干扰,多重PCR的非特异性扩增以及引物二聚体的

存在等问题的解决仍需进一步探讨。
综上所述,运用T-ARMS

 

PCR熔解曲线的方法

进行一管三重检测,能有效检测到目的基因突变,抑
制野生型模板的扩增,并区分不同的基因突变位点。
同时Tailed

 

Primer设计,减少了多重情况下引物二

聚体的产生。该方法有望为临床中肝癌的早期筛查、
预后评估、病情监测提供理论依据。
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