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键变性温度筛选实验'
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反应模式比较实验以及
&N

值的验证实验!确定
5>"UB35#

体系的
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值并初步

验证其效果&结果
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本实验体系
&-=+$
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突变!较
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跨膜受体蛋白表皮生长因子受体$

.4c#

&是一个重要的

抗肿瘤治疗靶点+目前#靶向
.4c#

胞内酪氨酸激酶活性区

的小分子抑制剂$

.4c#B&Y/

&已进入临床使用+多项研究表

明#在非小细胞肺癌中存在
.4c#

酪氨酸激酶活性区编码基

因突变#且此突变与
.4c#B&Y/

疗效的获得呈正相关)

'

*

+因

此#非小细胞肺癌患者
.4c#B&Y/

治疗前检测
.4c#

基因突

变状态对于患者选择与疗效预测具有重要意义+另有研究显

示#非小细胞肺癌患者在使用
.4c#B&Y/

治疗后最终将出现

继发耐药#而近半数继发耐药患者会出现
.4c#

基因
(+

外显

子的
&-=+$

突变#故尽早检出
&-=+$

突变对于患者的
.4B

c#B&Y/

治疗耐药预测具有重要意义)

(B,

*

+

目前#临床应用的
.4c#

基因突变检测方法主要有直接

测序法和
2#$F

法#其中直接测序法是突变检测的金标准#但

仅能检出突变片段比例达
(+A

以上样品#灵敏度较低的问题

限制了其应用)

*B@

*

+低变性温度下的复合聚合酶链反应

$

5>"UB35#

&是一种利用在野生型,突变型混合样品体系中完

全匹配的同源双链#较野生型与突变型的杂合双链解链温度高

从而设定变性温度处于临界变性温度$

&N

!较杂合双链解链温

度高却低于纯合双链解链温度的临界变性温度&以达到富集扩

增序列上突变片段的
35#

方法)

0

*

+其与传统直接测序法的联

合应用不仅可有效提高突变检测效率还简便,经济#因此具有

重要的实用价值+而
&N

值的筛选是一个成功
5>"UB35#

的

关键#但目前就遵循何种步骤有效确定
&N

值以及在确定
&N

值时的注意事项和主要影响因素尚缺少系统认识和足够的重

视+因此本研究以
.4c#

基因
(+

外显子
&-=+$

突变为靶

点#拟通过筛选
&N

值以建立可富集
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突变的
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35#

扩增体系#同时探讨恰当的
&N

值筛选方法及注意事项+

$

!

材料与方法

$)$

!

样品来源
!

分别以肺癌
!5/BS'=-@

,肺癌
$%&>B(''S

细胞$购自中科院上海细胞库&作为
&-=+$

突变的阳性和阴

性标准样品#

&-=+$

突变状态由北京鑫诺
.4c#

基因突变测

序检测试剂盒测序鉴定+提取
!5/BS'=-@

,

$%&>B(''S

两株

细胞基因组
U!2

并稀释至
(+;

H

"

&

"

#以此作为突变型和野生

型标准样品#同时将两株细胞稀释后
U!2

等比例混合后作为

混合突变型样品+另收集本院非小细胞肺癌患者
&-=+$

突

变阳性组织样品
,

例和阴性组织样品
(+

例用于
&N

值的验证+

$)/

!

仪器与试剂
!

U!2

提取试剂盒,

35#

反应液,测序试剂

D̂

H

U

M

7,)'

分别购自美国
>$.42

,美国赛默飞世尔科技公司

和美国
JDL7

公司+

Z79DGD

梯度
35#

仪,遗传分析仪
,',+[J

均购

自美国
JDL7

公司+

$)'

!

U!2

提取及浓度测定
!

依试剂盒说明书提取样品

U!2

%微量紫外分光光度计测定
U!2

浓度+

$)1

!

引物设计及验证
!

依据
.4c#

基因参考序列$

47;7B

V8;P

!

!4

2

++--(0)(

&利用
39D:79@)+

引物设计软件设计
(+

外

显子扩增与测序引物#交深圳华大基因合成#具体序列#见表

'

+合成的引物经与北京鑫诺
.4c#

基因突变测序检测试剂

盒平行检测
!5/BS'=-@

,

$%&>B(''S(+

外显子突变状况验

证其设计的有效性+

35#

反应条件如下!$

'

&体系#

U978:&8

R

4977;35#$8FG79$D[

$

(̀

&

'+

&

"

,上游引物$

'+

6

:CJ

"

&

"

&

'

"

,下游引物$

'+

6

:CJ

"

&

"

&

'

&

"

,纯水
-

&

"

,

U!2'

&

"

+$

(

&反

应条件#

=*f,:D;

%

=*f,+F

,

@0f,+F

,

-(f*@F

#

*+

个循

环%

-(f-:D;

+其余实验步骤参照试剂盒说明书进行+

表
'

!

.4c#

基因
&-=+$

突变扩增%测序引物表

引物类型 引物名称 序列$

@j

*

,j

& 长度$

V

6

&

35#

引物 上游引物
254&555&4&45&244&5 '1

下游引物
552&4452225&5&&4 '0

测序引物 测序引物
2225&52242&5452&&52 '=

$)2

!

&N

值的筛选

$)2)$

!

常规
35#

扩增有效变性温度的筛选
!

以引物设计软

件预测的
35#

产物的
&:

值
1=)1f

的整数为基点#

'f

为单

位#向上,下两个方向延伸设定实验变性温度$下文以
2

代替&

的筛选范围为
10

!

='f

+按反应条件$

=*f,:D;

%

2 f,+

F

,

@0f,+F

,

-(f*@F

#共
*+

个循环%后延伸
-(f-:D;

%&扩

增野生型标准样品
U!2

进行有效变性温度筛选#反应体系同

上+

(A

琼脂糖凝胶电泳#以出现目的扩增条带的最低变性温

度作为常规
35#

扩增的有效变性温度+

$)2)/

!

不同
35#

扩增模式的比较实验
!

以常规
35#

扩增的

有效变性温度为基点#

+)'f

为单位#向上,下两个方向延伸共

设定
0

个实验变性温度+按如下反应条件$预变性
=* f ,

:D;

%第
'

循环阶段!

=*f,+F

,

@0f,+F

,

-(f*@F

#共
^

个

循环%第
(

循环阶段!

2 f,+F

,

@0f,+F

,

-(f*@F

#共
5

个

循环%后延伸
-(f-:D;

&扩增野生型标准样品
U!2

#设置
^

与
5

循环数分别为
+l*+

,

@l,@

,

'+l,+

共
,

组#反应体系同

上+评估前置数个常规
35#

循环对
&N

值筛选的影响并确定

最终的实验
35#

扩增模式+

$)2)'

!

&N

值的筛选
!

首先#以前述实验确定的有效变性温度

为基点同时结合已优选的
35#

扩增模式#按
+),f

为单位#向

上,下两个方向延伸设定实验变性温度分别扩增野生型,混合

突变型,突变型样品+观察各样品出现清晰目的扩增条带的最

低变性温度#依据野生型,突变型,混合突变型样品间最低变性

温度的差异评估突变是否导致了目的片段有效变性温度的下

降#并据此选择恰当的
5>"UB35#

模式+如混合突变与突变

样品的最低有效变性温度较野生型样品低#则应选择快速

5>"UB35#

模式#同时以野生型样品出现目的扩增条带的最

低温度为新
&N

值筛选基点+其次#选用快速
5>"UB35#

模式

$基本反应条件同上#

^l5

为
@l,@

&#依据新筛选基点#按

+)'f

为单位#向上,下两个方向延伸设定实验变性温度同时

扩增野生性,混合突变型与突变型样品+观察各样品最低有效

变性温度#以野生型样品的最低有效变性温度到混合与突变型

样品的最低有效变性温度为
&N

值范围#根据范围宽窄选取中

间温度为最终待验证
&N

值+

$))

!

&N

值的验证
!

将相同浓度$

(+;

H

"

&

"

&突变型与野生型

标准样品按
+A

,

'A

,

,A

,

@A

,

'+A

,

(+A

比例混合作为实验

样品#利用常规
35#

条件和以上实验确定的
5>"UB35#

条件

分别扩增并测序检测系列混合实验样品#以此验证筛选所得的

&N

值是否存在突变富集效应+另取已用商品测序试剂盒检测

确定的
&-=+$

突变阳性和阴性样品平行检测以初步验证新

体系突变检测效果+

/

!

结
!!

果

/)$

!

扩增及测序引物验证
!

以所设计的扩增引物扩增

&-=+$

野生型,突变型标准样品#电泳鉴定均可见
**'V

6

目

的条带+利用测序引物成功对
35#

产物进行测序#野生型,突

变型样品测序结果分别为野生型和
&-=+$

突变#与商品测序

试剂盒检测结果一致+以上结果显示本实验所设计的引物可

用于
.4c#

基因
&-=+$

突变检测+见图
'

+

!!

注!

2

为
35#

产物电泳鉴定图$

'

,

(

,阴性和
$89P79

'

分别代表

!5/BS'=-@

细胞,

$%&>B(''S

细胞,阴性对照和北京天根
U!2

标记

物
'

&%

^

为
35#

产物测序鉴定图+

图
'

!

.4c#

基因
&-=+$

突变扩增与测序引物效果鉴定图

/)/

!

&N

值的筛选与确定
!

通过常规
35#

扩增有效变性温度

筛选实验确定常规
35#

扩增条件下本引物体系的有效变性温

度为
='f

+不同
35#

扩增模式的比较实验显示#当
^

相对于

5

的循环数增加时#有效变性温度可出现
+)'

!

+)(f

的下降+

最终选择
l̂5

为
@l,@

的反应模式作为后续实验的反应模

式+

&N

值的筛选实验显示!$

'

&

&-=+$

突变目的片段的有效

变性温度较野生型降低#选择快速
5>"UB35#

反应模式为后

续实验反应模式+$

(

&当变性温度位于
1=)0

!

1=)-f

时#野生

型样品的目的条带扩增情况明显弱于突变型样品和混合突变

样品#因此选择
1=)0f

作为待验证
&N

值进行后续实验+$

,

&

最终确定的反应条件!预变性
=*f ,:D;

%第
'

循环阶段#

=*f,+F

,

@0f,+F

,
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个循环%第
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循环阶段#
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1=)0f,+F

,

@0f,+F

,

-(f*@F

#共
,@

个循环%后延伸
-(

f-:D;

+

/)'

!

&N

值的验证
!

利用
1=)0f

作为
&N

值的
5>"UB35#

成

功扩增了混合比例为
+A

,

'A

,

,A

,

@A

,

'+A

,

(+A

的突变型

与野生型混合样品#且除
+A

外所有样品均检测为
&-=+$

突

变+常规
35#

反应条件也成功扩增并测序了该系列所有样

品#但仅突变比例在
@A

以上样品检出
&-=+$

突变+见图
(

+

以
1=)0f

作为
&N

值的
5>"UB35#

成功扩增并测序检测了

((

例样品$

'

例
&-=+$

突变阴性样品检测失败&+其中
,

例

&-=+$

突变阳性样品检测为阳性%

'=

例
&-=+$

突变阴性样

品检测出
'

例
&-=+$

突变阳性#

'1

例为阴性+与商品试剂盒

相比#本
5>"UB35#

联合测序体系
&-=+$

突变检测阳性率较

高而检测成功率略低+

!!

注!

2

为常规
35#B

测序%

^

为
5>"UB35#

测序+

图
(

!

&N

值的验证

'

!

讨
!!

论

相关研究显示#在部分
.4c#B&Y/

治疗前的非小细胞肺

癌患者中已存在敏感突变
'=U7J

或
"1@1#

与耐药突变
&-=+$

共存的情况)

-

*

+同时利用高灵敏度的检测方法也在治疗前的

部分非小细胞肺癌患者中发现了
&-=+$

突变微克隆的存在+

而治疗前检出的伴随敏感突变共存的
&-=+$

突变对
.4c#B

&Y/

靶向治疗的无进展生存期有明显的负面影响)

1

*

+同时在

约
*+A

!

@+A

的非小细胞肺癌患者
.4c#B&Y/

治疗直至耐药

的过程中#肿瘤细胞出现继发耐药相关的
&-=+$

二次突变+

因此敏感而准确地检测肿瘤的微量
&-=+$

突变对于非小细

胞肺癌患者的
.4c#B&Y/

靶向治疗疗效预测和评估具有重要

意义+

5>"UB35#

是一种高效的突变富集方法#其与直接测序

法联用可有效提高直接测序法的突变检出比率+

&N

值是一个

成功
5>"UB35#

的关键#其与多种影响因素相关#包括突变对

目标片段解链温度的影响,

5>"UB35#

的反应模式等+目前

较少见专门探讨
&N

值筛选策略与注意事项的文献+

35#

扩增任何
U!2

序列时都有一个关键变性温度#当变

性温度低于该温度时#

35#

扩增效率大大下降或非特异性扩

增明显增多+关键变性温度的高低与目的片段的序列构成,二

级结构和突变相关+本实验体系利用常规
35#

模式和两步式

35#

模式扩增
.4c#

基因
(+

外显子时#两步式
35#

模式较

常规
35#

模式其关键变性温度出现了
+)'

!

+)(f

的下降+

究其原因可能为在高变性温度下#基因组
U!2

充分解链#其

二级结构及空间位阻不会影响引物的结合#

35#

扩增效率得

到保障+而在低变性温度下#除了目标
U!2

序列本身外的解

链情况外#目标序列附近的二级结构及空间位阻均可能影响引

物的结合效率从而降低扩增效率+故使用常规
35#

模式筛选

出的有效变性温度可能略高+而两步式
35#

模式在第
'

步就

已有效扩增了目标序列#第
(

步可直接以第
'

步的扩增子为靶

序列进行扩增#从而避免了基因组二级结构和空间位阻的影

响+但如模板
U!2

附近无明显的二级结构及空间位阻#则两

种模式筛选的有效变性温度可无差异+相关研究显示#两种

35#

反应模式均被用于不同
5>"UB35#

体系的
&N

值筛

选)

=B'+

*

+

5>"UB35#

利用突变,野生型目的片段的关键变性温

度差异来实现突变的富集#因此应尽可能避免引入其他的影响

因素+故在进行
5>"UB35#

的
&N

值筛选时应前置数个常规

35#

循环为宜+

当野生型序列出现突变时#突变序列的解链温度可能降

低,不变或升高#但野生和突变序列形成的杂合双链其解链温

度一般均出现小幅降低+因此#

5>"UB35#

分为两种基本模

式)

0

*

!$

'

&快速
5>"UB35#

模式#其可有效富集解链温度降低

的突变#特点为仅利用低变性温度的
,

步常规
35#

程序就可

以实现突变的富集#而无需每个循环均形成野生,突变杂合双

链+$

(

&完全
5>"UB35#

模式#其特点为在突变富集阶段每一

循环均需增加额外的高温变性和低温复性步骤以形成杂合双

链再利用低变性温度的
,

步
35#

程序对杂合双链进行选择性

扩增#该模式对解链温度不变,升高或降低的突变均可有效扩

增+本研究结果显示
&-=+$

突变导致了目的序列的解链温

度降低#故本实验体系采取快速
5>"UB35#

模式+

由于突变型与野生型片段的序列差异多仅在
'

至数个核

苷酸#因此两种片段的有效变性温度差异也仅在
+)(

!

')@f

左右)

0

*

#故筛选
&N

值时应选择合适的起筛温度和温度梯度跨

度才会更有序,省时+本研究选择了野生型目标片段的关键变

性温度作为起筛温度#并逐步将温度梯度跨度由
+),f

收窄至

+)'f

#最终顺利获得了
&N

值+相关研究曾利用定性
35#

加

产物电泳分析,荧光
35#

反应曲线分析等多种实验方式来进

行
&N

值筛选)

'+B''

*

+但这些方法均存在一定的实验误差#单凭

条带有无或扩增曲线有无不能确定所得到的
&N

值是否有效+

只有通过测序验证扩增片段序列的正确性,系列混合突变样品

的检出率有提高且突变峰信号增高才能证实筛选所得
&N

值

的有效性+

综上所述#明确突变对解链温度的影响并选择正确的

5>"UB35#

反应模式是成功筛选
&N

值的关键%选择恰当的起

筛温度,温度梯度跨度和筛选实验模式则是快速筛选
&N

值的

基础%最后筛选所得的
&N

值必须通过实验验证+
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+对氨基糖苷类抗菌药物常用的

种类有庆大霉素,阿米卡星,妥布霉素#本研究显示其耐药率分

别为
=,)@A

,

1+)0A

和
@,)(A

+头孢菌素类抗菌药物的耐药

率几乎为
'++)+A

+喹诺酮类抗菌药物如环丙沙星,左氧氟沙

星,加替沙星#其耐药率分别为
'++)+A

,

1@)@A

和
0*)@A

+鲍

曼不动杆菌对喹诺酮类药物耐药是因为编码旋转酶和拓扑异

构酶
)

的
4

M

92

和
3985

基因发生突变#

4

M

92

发生突变时表现

为中度耐药#

4

M

92

和
3985

同时发生突变与高水平耐药密切

相关)

-

*

+本研究还发现#

$U#2̂

只有对少数抗菌药物有较低

的耐药性#如替加环素,多黏菌素,氨苄西林"舒巴坦,米诺环素

的耐药率分别为
,)(A

,

'()=A

,

'*)@A

,

'-)-A

#舒巴坦能不

可逆地结合不动杆菌
3̂ 3F

#有直接杀菌能力#因此可以考虑选

用含舒巴坦制剂或联合使用抗菌药物#或许能使其耐药率降

低+

UD;N

等)

1

*研究发现对于
$U#2̂

引起的严重感染#选用

大剂量多黏菌素
^

联合利福平或头孢哌酮"舒巴坦联合米诺

环素进行治疗#其耐药性大幅降低+

3c4.

将
0(

株耐药菌株分为
*

型#

2

型和
^

型为主要克

隆株+

2

型包括
*

个亚型共
,(

株#分布在
/5?

,呼吸内科,神

经外科,骨科,血液科
@

个病区#特别是
/5?

+

^

型有
(

个亚型

共
'=

株#分布在
/5?

,呼吸内科,消化内科,儿科
*

个病区+说

明
$U#2̂

克隆株在医院内克隆播散#从而造成多重耐药菌

株不断增加+可能和患者在住院期间使用的湿化瓶,呼吸机管

道,床单,被褥,医护人员使用过的手套#以及医院内其他物品

表面有关#并且鲍曼不动杆菌形成的生物膜和芽孢使其能在干

燥的物体表面存活数周#这些都是院内感染的重要原因)

=

*

+因

此要有效控制医院感染的发生#在制订更加严格的医院感染控

制措施同时应注意更多细节!医护工作者保持良好的手卫生#

对存在潜在的污染环境进行彻底的清洁消毒#对更换工作服严

格消毒#对已经感染的患者进行单间隔离#限制进入
/5?

#同时

限制广谱抗菌药物的使用#并加强环境的监测#从而防止及减

少医院感染的发生)

'+

*

+
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