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  摘 要:目的 比较Sanger测序法与扩增阻滞突变系统PCR(ARMS-PCR)在检测患者线粒体乙醛脱氢酶

2(ALDH2)基因突变方面的差异。方法 将2019年10月至2020年1月于陆军军医大学第一附属医院治疗的

350例有冠心病、心肌梗死、心绞痛、原发性高血压病史的患者纳入研究,收集受试者外周血标本。用Sanger测

序法与ARMS-PCR法检测ALDH2基因突变,分析两种方法检测结果的差异。结果 两种方法检测ALDH2
基因突变的总突变率均为33.1%,AA纯合型突变率为3.7%,GA杂合型突变率为29.4%。两种方法检测结

果的总符合率为100.00%,突变型阳性符合率和阴性符合率均为100.00%,ARMS-PCR法与Sanger测序法对

临床标本的检测结果一致性较好(Kappa≥0.7,P<0.05),具有等效性。另外,ARMS-PCR法检测出的 AL-
DH2基因型分布情况与性别、年龄无关(P>0.05)。结论 Sanger测序法和ARMS-PCR法均可准确、有效地

检测ALDH2突变情况,但基于成本优势和操作简便的原则,ARMS-PCR法在临床实践中更具优势。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

differences
 

between
 

Sanger
 

sequencing
 

method
 

and
 

amplification
 

re-
fractory

 

mutation
 

system
 

PCR(ARMS-PCR)
 

in
 

detecting
 

mitochondrial
 

aldehyde
 

dehydrogenase
 

2
 

(ALDH2)
 

gene
 

mutations
 

in
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

350
 

patients
 

with
 

a
 

history
 

of
 

coronary
 

heart
 

disease,myocar-
dial

 

infarction,angina
 

pectoris,and
 

essential
 

hypertension
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Army
 

Medical
 

University
 

from
 

October
 

2019
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study,and
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

subjects.ALDH2
 

mutations
 

were
 

detected
 

by
 

Sanger
 

sequencing
 

and
 

ARMS-
PCR,and

 

the
 

results
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

methods.Results The
 

total
 

mutation
 

rates
 

of
 

ALDH2
 

gene
 

detected
 

by
 

two
 

methods
 

were
 

both
 

33.1%,AA
 

homozygous
 

mutation
 

rate
 

was
 

3.7%,GA
 

heterozygous
 

mutation
 

rate
 

was
 

29.4%.The
 

total
 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

100.00%,and
 

the
 

positive
 

coincidence
 

rate
 

and
 

negative
 

coincidence
 

rate
 

of
 

mutation
 

were
 

both
 

100.00%.The
 

results
 

of
 

ARMS-
PCR

 

and
 

Sanger
 

sequencing
 

in
 

clinical
 

samples
 

were
 

consistent
 

(Kappa≥0.7,P<0.05),which
 

was
 

equiva-
lent.In

 

addition,the
 

distribution
 

of
 

ALDH2
 

genotypes
 

detected
 

by
 

ARMS-PCR
 

was
 

not
 

related
 

to
 

gender
 

and
 

age
 

(P>0.05).Conclusion Both
 

Sanger
 

sequencing
 

and
 

ARMS-PCR
 

can
 

detect
 

ALDH2
 

mutations
 

accurately
 

and
 

effectively,but
 

ARMS-PCR
 

is
 

more
 

advantageous
 

in
 

clinical
 

practice
 

based
 

on
 

cost
 

advantage
 

and
 

ease
 

of
 

operation.
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  硝酸甘油是治疗心绞痛急性发作的常规首选药

物,但该药的临床疗效常因人而异。在中国汉族人群

中,含服硝酸甘油无效的比例高达25%以上。有研究

证实,使用硝酸甘油效果欠佳的原因与线粒体乙醛脱

氢酶2(ALDH2)的基因突变有密切关系[1-2]。因此

ALDH2基因突变检测对于预测硝酸甘油的疗效有重

要作用。目前ALDH2基因突变检测的方法较多,各
有其优缺点。扩增阻滞突变系统(ARMS)又称等位

基因特异性扩增法,是Newton等首先建立用来检测

已知突变的方法。本研究采用 ARMS-PCR法以及

Sanger测序法分析350例有冠心病、心肌梗死、心绞

痛、高血压等临床病史患者的ALDH2基因突变情况

的检测结果,通过数据统计分析,比较两种检测方法

的差异和临床应用价值,为临床制订用药方案提供

参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 将陆军军医大学第一附属医院2019
年10月至2020年1月收治的有冠心病、心肌梗死、
心绞痛、高血压等病史的患者共350例纳入研究。其

中34例患者有服药史;男207例,女143例;患者年

龄最小者23岁,最大者93岁,年龄中位数64岁,
将≥65岁的患者作为老年组,<65岁的患者作为非

老年组。本研究获医院医学伦理学委员会批准,患者

对本研究知情同意并签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 使用的仪器包括ABI7300Plus实

时荧光定量PCR仪、ABI3730XL测序仪。血液直接

PCR试剂盒/胶回收纯化试剂盒由天根生化科技(北
京)有限公司提供;测序试剂为BigDyeTM

 

Terminator
 

v3.1
 

Cycle
 

Sequencing。人ALDH2基因多态性检测

试剂盒(ARMS-PCR法)由上海美吉逾华生物医药科

技有限公司提供。

1.3 方法

1.3.1 检测项目 将上海美吉逾华生物医药科技有

限公司生产的人 ALDH2基因多态性检测试剂盒

(ARMS-PCR法)检测作为评价方法,基因检测国际

金标准———Sanger测序法作为参考方法,对纳入研究

者的血液标本进行ALDH2基因c.1510多态性位点

G>A突变情况检测。

1.3.1 制作血卡 血卡标本:向FTA卡上滴加约30
 

μL抗凝全血,血液完全渗透FTA卡后,60
 

℃烘箱干

燥10
 

min或室温自然干燥至少4
 

h。血卡标本采集

时不要堆叠血斑,不与其他界面接触,待血斑充分干

燥后应放入无菌袋中,避免标本之间的相互污染。

1.3.2 Sanger测序法分析 根据血液直接PCR试

剂盒说明书,用血液直接PCR试剂与测序检测引物

构建PCR扩增体系。PCR扩增体系为2×Blood
 

Di-
rect

 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μL,正向引物1
 

μL,反向

引物1
 

μL,样品模板1~5片直径1
 

mm 的血卡,无
RNA酶的ddH2O补齐至25

 

μL。扩增程序为95
 

℃
预变性5

 

min,95
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

40
 

s,共40
个循环,最后72

 

℃延伸10
 

min。目标序列PCR扩增

结束后,取PCR产物5
 

μL,用1.5%的琼脂糖凝胶进

行电泳,在紫外灯下观察电泳结果并用天根公司的普

通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒回收目的条带(530
 

bp)。测序反应体系为测序染料BigDye
 

0.5
 

μL,测序

反应液Sequencing
 

Buffer
 

1.75
 

μL,引物3.2
 

pmol,模
板10

 

ng,去离子水补齐至10
 

μL。扩增程序为96
 

℃
 

2
 

min,96
 

℃
 

10
 

s,55
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

90
 

s,共25个循环;

4
 

℃保温。用醋酸钠乙醇法进行测序反应产物的纯

化,向纯化好的测序反应产物中加入 Hi-Di去离子甲

酰胺10
 

μL,然后95
 

℃变性4
 

min,降温至4
 

℃后拿

出,使用测序仪读取测序数据。用chromas软件打开

测序结果文件,分析所测标本的ALDH2基因c.1510
位点的基因型。

1.3.3 ARMS-PCR法分析 将所取血卡标本或0.5
 

μL外周血标本加入0.2
 

mL的离心管中,加入15
 

μL
的A盒预处理液,充分振荡混匀并离心,置于95

 

℃金

属浴孵育5
 

min。离心至管盖和侧壁无液体,加入15
 

μL的A盒稳定液,振荡混匀并离心,完成待测标本制

备。扩增体系为 B盒 ALDH2
 

1510G 反应液22.5
 

μL,待测标本2.5
 

μL以及B盒ALDH2
 

1510A反应

液22.5
 

μL,待测标本2.5
 

μL,总共2管。PCR扩增

程序为为60
 

℃
 

50
 

s,95
 

℃
 

5
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环,并于第4步时同时收集FAM检测信

号和VIC内参信号。PCR程序运行结束后,导出实

验数据,观察扩增曲线,分析Ct值。为保证检测结果

的可靠,设置基线为“AutoBaseline”,FAM 和VIC通

道阈值为0.03。阴性对照管中各信号的Ct值均应>
35或为“Undetermined”,否则此次实验结果无效,重
新检测。阳性质控品检测反应体系中,FAM 和 VIC
通道均应形成标准扩增曲线,且Ct值均应≤32,否则

此次实验结果无效,重新检测。对于样本检测反应体

系,若 FAM、VIC通道未形成标准扩增曲线或 Ct
值>35或“Undetennined”,则该样本检测结果为阴

性。FAM、VIC 通 道 形 成 标 准 扩 增 曲 线,34<Ct
(VIC)<35,则该样本此次检测结果无效,重新检测;

Ct(VIC)≤34,计 算 目 的 信 号 扩 增 曲 线 Ct值 Ct
(FAM)与Ct(VIC)的差值,即ΔCt=Ct(FAM)-Ct
(VIC),按照规则判定基因型,见表1。

1.4 统计学处理 根据记录的检测结果,釆用 Med-
Calc软件计算评价方法与参考方法的野生型符合率、
杂合突变型符合率、纯合突变型符合率以及总符合

率。釆用SPSS21.0软件对两种方法的检测结果进行

配对χ2 检验和Kappa检验,考察评价方法和参考方
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法的检验结果差异是否有统计学意义,以及评价方法

与参考方法的检测结果是否有较好的一致性;基因型

分布的比较采用χ2 检验;P<0.05为差异有统计学

意义。

表1  ALDH2基因c.1510位点基因型判定标准

ALDH2基因c.1510
位点基因型

ALDH2
 

1510G反应体系

Ct值 结果判断

ALDH2
 

1510A反应体系

Ct值 结果判断

GG ΔCt<5 阳性 ΔCt>5或Ct(FAM)“Undetermined” 阴性

GA ΔCt<5 阳性 ΔCt<5 阳性

AA ΔCt>5或Ct(FAM)“Undetermined” 阴性 ΔCt<5 阳性

2 结  果

2.1 两种方法检测结果 350例标本中,Sanger测

序法共检测到ALDH2基因突变116例,其中AA纯

合突变13例,GA 杂合突变103例,总突变型率为

33.1%(116/350),GG野生型234例。AA、GA分别

占突变型标本的11.2%和88.8%。ARMS-PCR法

共检测到ALDH2基因突变116例,其中AA纯合突

变13例,GA杂合突变103例,总突变型率为33.1%
(116/350),GG野生型234例。AA、GA分别占突变

型标本的11.2%和88.8%。

2.2 两种方法的比较 ARMS-PCR法与Sanger测

序法的检测结果比较差异无统计学意义(P>0.05),
见表2。Kappa检验显示,ARMS-PCR法与Sanger
测序法检测结果的一致性较好(Kappa≥0.7,P<
0.05)。纯合突变型阳性符合率为100.00%,95%置

信区间为75.30%~100.00%;纯合突变型阴性符合

率 为 100.00%,95% 置 信 区 间 为 98.91% ~
100.00%。杂合突变型阳性符合率100.00%,95%置

信区间为96.48%~100.00%;杂合突变型阴性符合

率 为 100.00%,95% 置 信 区 间 为 98.52% ~
100.00%。野生型阳性符合率为100.00%,95%置信

区间为98.44%~100.00%;野生型阴性符合率为

100.00%,95% 置 信 区 间 为 96.87% ~100.00%。

ARMS-PCR法与Sanger测序法对临床标本的检测

结果一致性较好,具有等效性。
表2  评价方法与参考方法的检测结果分析(n)

ARMS-PCR法
Sanger测序法

纯合突变型 杂合突变型 野生型
合计

纯合突变型 13 0 0 13

杂合突变型 0 103 0 103

野生型 0 0 234 234

合计 13 103 234 350

2.2 ALDH2基因型与患者性别及年龄的关系 对

ARMS-PCR法的检测结果进行分析。207例男性患

者中,共检出77例突变,总突变率为37.2%,纯合突

变型11例(5.3%),杂合突变型66例(31.9%)。143
例女 性 患 者 中,共 检 出 39 例 突 变,总 突 变 率 为

27.3%,其中纯合突变型2例(1.4%),杂合突变型37
例(25.9%)。男性和女性患者 ALDH2基因突变率

分别37.2%和25.9%,但统计分析显示ALDH2基因

型分布与性别无关(P=0.083),见表3。

187例<65岁的患者中,共检出55例突变,总突

变率为29.4%,其中纯合突变型6例(3.2%),杂合突

变49例(26.2%)。163例≥65岁患者中,共检出61
例突变,总突变率为37.4%,其中纯合突变型7例(占

4.3%),杂合突变型54例(33.1%)。统计分析显示

ALDH2基因型分布与年龄无关(P=0.564)。见

表3。
表3  ALDH2基因突变与患者性别及年龄的关系

项目 n
纯合突变

比例(%)

杂合突变

比例(%)

野生型

比例(%)
P

性别

 男 207 5.3 31.9 62.8 0.083

 女 143 1.4 25.9 72.7

年龄

 <65岁 187 3.2 26.2 70.6 0.564

 ≥65岁 163 4.3 33.1 62.6

3 讨  论

  人ALDH2基因位于染色体12q24.2,长44
 

kb,
含有13个外显子[3]。其编码的ALDH2同时具有硝

酸酯类还原酶和乙醛脱氢酶活性,参与硝酸甘油和乙

醇的代谢[4-5]。ALDH2基因的12号外显子1510位

点具有多态性,表现为G突变为 A,导致 ALDH2编

码的蛋白第487位氨基酸由谷氨酸突变为赖氨酸[6]。
目前发现3种基因型,包括野生型 GG(编码产生的

ALDH2酶具有正常活性)、杂合突变型 AG(编码的

ALDH2只有少量的酶活性)、纯合突变型 AA(编码

产生的ALDH2几乎没有酶活性)[7]。因此,携带突

变等位基因的个体ALDH2酶活性下降,其代谢硝酸

甘油的能力下降,硝酸甘油抗心肌缺血的效应减弱,
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严重影响药物的作用,导致患者服用硝酸甘油无效的

风险大幅增加。在国内,ALDH2基因突变率约为

30%~50%,但不同地域、不同民族中的 ALDH2等

位基因的分布存在一定差异[8-11]。因此患者在使用硝

酸甘油前进行 ALDH2基因检测具有重要意义。为

保证治疗效果,突变基因携带者建议慎用硝酸甘油或

改用其他药物。
目前市场上检测人 ALDH2基因多态性的方法

有很多,包括测序法、基因芯片法、荧光定量PCR法、
高分辨率溶解技术、高效液相色谱法等[12],而Sanger
测序法、ARMS-PCR法是应用较多的方法。Sanger
测序法是基因突变检测的金标准,该方法根据双脱氧

测序原理,以峰图的形式展现基因碱基序列。相较于

其他方法,其最大的优点是可直接检出未知突变,并
且检测结果真实可视,质控环节多,准确率高,假阳性

概率低;缺点是检测成本高,科室须配置昂贵的测序

仪,而且对技术要求高,操作步骤复杂、检测周期时间

长,临床应用有一定的局限性[13]。ARMS-PCR法是

利用利用特异性引物对已知的突变靶序列进行高精

准PCR扩增,同时应用探针对扩增产物进行检测,对
野生型和突变型基因进行区分。该方法检测成本较

低,设备仅需实时荧光定量PCR仪,实验步骤操作简

单,检测周期时间短,而且实验过程中无需开盖操作,
避免了交叉污染,适用于临床常规开展。缺点是仅能

检测出已知突变位点,无法检测未知突变[14]。
本研究比较了 ARMS-PCR法与Sanger测序法

检测ALDH2基因突变。研究结果显示,两种方法均

能准确有效地检测 ALDH2基因突变情况。对 AL-
DH2基因纯合突变型、杂合突变型以及野生型的检测

结果总符合率达100.00%,突变型符合率和野生型符

合率均为100.00%,说明ARMS-PCR法与Sanger测

序法对临床标本的检测结果一致性较好,具有等效

性。另外本研究发现在350例患者中,ALDH2基因

AA纯合型突变率为3.7%,GA杂合型突变率为29.
4%,总突变率为33.1%,与相关文献报道中四川、广
州、上海、武汉等地的数据基本一致[15-18]。另外,本研

究结果发现ALDH2基因突变与患者性别、年龄均无

明显关联,与既往的文献报道一致[8,19-21]。
综上所述,ARMS-PCR法在 ALDH2基因突变

检测中与Sanger测序法高度一致,结果可靠性高,还
具有检测方便、快捷的优点,适用于临床开展ALDH2
基因突变检测,可为硝酸甘油的临床用药选择提供有
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