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作为突变检测的经典方法!第
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代测序法"
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测序法#可以清晰地读取基因中碱基置

换$颠换$缺失和插入等改变!临床已知位点突变引物的设计涉及数据库查询$转录本及位点的核查等环节!过

程繁琐%本研究尝试提出一套实用$易操作的已知位点突变引物设计流程%方法
!

随机抽取
"%*#

年
,

月在该

院病理科分子病理实验室进行
'/7N

"

)+%%W

#基因检测和
N̂ bU"

"

.*4$a

#基因检测的甲状腺乳头状癌患者和

颗粒细胞瘤患者检测结果各
*

例%对于
U/̀

网站中已录入基因组$氨基酸$蛋白质
4

种序列的基因!进入
U/̀

网站下载
4

种序列!使用
U?<;I

>

;9;

"

XV7S07/

!

_S7

#软件通过
4

种序列的人工比对!确定基因版本号无误!

根据突变位点前后
$%%

个序列!设计引物&针对
U/̀

网页还未收入
4

种序列的基因!先人工通过
V.'Q

各个基

因库搜索相应的基因组$氨基酸$蛋白质
4

种序列!并核实
4

种序列的版本匹配!再根据上述流程设计引物%

结果
!

引物设计完成后!经上海生物工程公司订购!使用已知突变结果的
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样本作检测!用
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#测序!观察测序结果!确认所验证基因突变点包含在该序列内%结论
!

目

前临床治疗及报告习惯使用氨基酸位置提示突变!而引物设计需要通过核酸位点!因此确认
4

种序列基因版本

号很重要&对于部分已收入
U/̀

网站的基因!一些版本号也会与临床报告中的突变位点有出入!所以即使是有
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号的基因也要核查基因组$氨基酸$蛋白质
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作为突变检测的经典方法#
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测序法可以清

晰地读取基因中碱基置换+颠换+缺失和和插入等改

变#还可以对待检测
XV7

标本的某一个片段的碱基

逐一精确检测#然后与已知的标准样本序列比较#以

低误读率+低成本的优势寻找新的突变位点(在一定

的灵敏度范围内#它还可作为聚合酶链反应$

-./

%和

下一代测序法$

V̀ S

%检测突变的可靠验证平台)

*1!

*

(

成功的引物设计是完成
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测序的重要步

'

4"%*

'

检验医学与临床
"%*5

年
$

月第
*+

卷第
#

期
!
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!
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)(H2*+

!

V(2#



骤(在临床分子病理的实践中#常常要求对需要检测

的定点突变进行引物设计(当实验室需要开展对已

知点突变或小片段插入缺失$本文中统称为定点突

变%的检测时#就需要针对该位点进行引物设计&用其

他方法#如下一代测序得到的突变位点也常常需要用

S?9

>

;I

测序进行验证)

+

*

(

临床应用中#点突变或小片段插入缺失必须做到

规范化+可溯源)

,1#

*

(同一基因可有多个不同的转录

本#该基因的同一位点会在不同的转录本里有不同位

置(所以只有使用统一的+或可溯源的转录本设计引

物#才能确保点突变引物的准确性)

5

*

(临床定点突变

引物设计也要遵循引物设计的一般规则#如引物的长

度+鸟嘌呤和胞嘧啶所占的比例$

.̀

含量%+

0D

值+

+

`

值+二聚体及错配修复等)

*%1*4

*

(此外#临床定点突

变引物的设计还涉及数据库查询+转录本及位点核查

等环节#过程比较繁琐)

*$

*

(目前较少见报道提供相关

的简明+易行的操作流程)

*!

*

(本研究尝试提出一套临

床定点突变引物设计工作流程#以利于分子病理地工

作者更方便+准确地开展
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测序的定点突变

检测(

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

随机抽取
"%*#

年
,

月在本院病理

科分子病理实验室进行
'/7N

$

)+%%W

%基因检测和

N̂ bU"

$

.*4$a

%基因检测的甲状腺乳头状癌患者和

颗粒细胞瘤患者检测结果各
*

例(经检测#

'/7N

$

)+%%W

%基因检测到该位点突变#

N̂ bU"

$

.*4$a

%基

因检测未能检测到该位点突变(

$2/

!

方法

$2/2$

!

拥有明确
U/̀

号的基因$

'/7N)+%%W

%

!

当明确所需引物的基因名和氨基酸位点后#在
U/̀

网站$
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"%查找其
U/̀

号$

U/̀

/

"55

%#查询并下载该基因的
N7S07

文

件000

U/̀

/

"55

)$其中包含
V̀

/

%%,#,4

+

V6

/

%%$444

和
V-

/

%%*4$*!4#

%

4

种序列$图
*

%#分别代表

人类基因组序列+

D/V7

序列和氨基酸序列*(用软

件
U?<;I

>

;9;

$

XV7S07/

#

_S7

%中的
WF8=<;

e

软件打

开下载的
4

种序列#在
D/V7

序列中查找第
*

个

70̀

#即
'/7NV6

序列中的第
""+

位#切去这个

70̀

以前的序列(再用
U?<;I

>

;9;

中的
(̀(F8;<

选

项中的
0I?9<H?=;XV7

功能将剩余的碱基序列转为

氨基酸序列(将
D/V7

序列与
V-

序列进行比对#确

定两者一致(然后将氨基酸位点$

)+%%W

%即
+%%\4

#

得到相应的核酸位点
*#%%

#并选取这一位点前
*%

个

碱基至后
*%

个碱基之间的片段$

07̀ .07.7̀ 01

7̀770.0.̀ 7

%(

图
*

!!

U/̀

官网上
U/̀

%

"55

即
'/7N

#

)+%%W

$信息

!!

找出目的片段#并对其特异性核查#将这
"%

个序

列放入
V̀

序列中#找到序列相同的位置(在
XV7

序列上选取前后各
"%%

位的碱基序列#含该
"%

个碱

基序列$即该基因序列
U/̀

/

"55

>

的第
*,+""*

!

*,++"%

位%#共
$%%

个碱基的长度(用
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%比对该片

段#确保其特异性(

针对以上序列进行引物设计#用在线软件
G
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K8(89A(2C=2;;
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G
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"%将复制好

的
$%%K

G

长的序列复制进去#选择长度为
"!%

!

4!%

K

G

长度的引物#得到引物一对(序列为!

4m10.7

0770̀ .00̀ .0.0̀ 707̀ 7̀

#

!m1000.07

0̀77.0.7̀ .7̀ .70.0

(最后进入
'U7S0
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"%对引物的特异性进行验证(

$2/2/

!

U/̀

未收录的基因
!

U/̀

未收录或虽已收

录#但转录位点与已知信息有出入的基因$

N̂ bU"

.*4$a

%找出可溯源+准确的
D/V7

+基因组+蛋白质

4

个序列号!以
N̂ bU"

为例#目前
U/̀

网页中还没

录入该基因相关信息(在明确所需引物的基因名和

氨基酸位点后#如
N̂ bU"

基因突变点为
.*4$a

#在

V.'Q

$

V?=8(9?H.;9=;IA(I'8(=;B@9(H(

>J

Q9A(ID?1
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PPP29BK829HD298@2
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"%上输入该基

因#在侧拉选项1

/;<CH=<K

J

=?E(9

2下方选择1

&(D(

<?

G

8;9<

2#首先显示了
D/V7

序列$

V6

/

%"4%+,

%及蛋

白质序列$

V-

/

%,!!!!

%#在
V6

序列中查找第
*

个

70̀

#删除
70̀

之前的序列#用
WF8=S;

e

中的1

(̀(F1

8;<

2#选择1

0I?9<H?=;XV7

2功能将
D/V7

序列转为

氨基酸序列#并与旁边的
V-

序列人工比对#发现没有

完全匹配(

此时#需重新查找其他匹配的转录本版本(进入

V.'Q

中的
;̀9'?9R

#发现该库中
N̂ bU"

对应转录

本为
Xf%*++%5

(在该序列中查找第
*

个
70̀

$第

*$,

位%#删除
70̀

之前的
*$+

位序列#用
(̀(F8;<

中

的
0I?9<H?=;XV7

功能将
/V7

序列转为氨基酸序

列#并与旁边的
V-

序列人工比对(经验证#该序列为

V-

/

%,!!!!

号对应的转录本核苷酸序列$图
"
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'
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!!

注!框内为氨基酸序列去除第
*

个
70̀

之前所有序列后#氨基酸

翻译为蛋白后与原蛋白序列的对比

图
"

!!

N̂ bU"

基因的
4

种序列

!!

确认
V6

+

V-

序列对应无误后#将氨基酸位点

$

.*4$a

%即
*4$b4

#得到相应的核酸位点
$%"

#并选取

这一位点前
*%

个碱基至后
*%

个碱基之间的片段

$

7...̀ .̀.0̀ .̀ 77̀ 7.70̀

%(将这
"%

个序列

放入
V̀

序列中(对该序列#笔者团队适当延长目标

序列#将目标序列扩展为
XV7

前后共
$$+

位序列$即

该基因序列
V̀

/

%*"$!$2*

的第
!+4%

!

+%,!

位%#根

据上述方法进行引物设计#得到引物序列分别为!$

*

%

4m1̀ .. 0.7 7.̀ 7̀ 0 .̀0 0.7 0.

#

!m1̀ 7̀

7̀ ..7̀ 7.0 .̀7 `̀ 0 7

&$

"

%

4m170. .̀̀

77̀ 00...̀ 00.07

#

!m100̀ 7̀ `77̀ ..7

7̀.0̀ . 7̀

&$

4

%

4m177..0. 7̀ ..0. 77.

7̀̀ 0̀

#

!m1̀ 00 0̀0 7̀̀ 7̀7 .̀. 7̀ 7

.0̀

&$

$

%

4m17.77..0.7 .̀.0.77.̀ 7

#

!m1

`̀ ..7. 7̀̀ 00̀ 00̀ 7̀ ` 77

(最后进入

'U7S0-/Q6W/

对引物的特异性验证#经核查#

$

对

引物均可使用(

/

!

结
!!

果

/2$

!

选取
'/7N

$

)+%%W

%及
N̂ bU"

$

.*4$a

%引

物
!

经过上述操作#针对
'/7N

$

)+%%W

%基因#得到

引物序列
*

对!

4m10.70770̀ .00̀ .0.0̀ 701

7̀ 7̀

#

!m1000.07̀ 077.0.7̀ .7̀ .70.0

(

4m

+

!m

端引物长度均为
"4K

G

#

4m

端
0D

值为
!,2*5

#

!m

端
0D

值为
!,244

#

.̀

百分比均在
452*!

#没有发卡

结构$

&?8I

G

89

%#二聚体$

X8D;I

%

+

`

值为
T!2+

#错配

修复$

N?H<;-I8D89

>

%

+

`

值为
T52!

#引物二聚体

$

.I(<<X8D;I

%

+

`

值为
T!2%

(各值均符合引物设计

一般规则(针对
N̂ bU"

$

.*4$a

%基因#得到
$

对引

物(

$

对引物各值均基本符合引物设计的一般规则#

引物
*

相对于其他
4

对引物#无发卡结构及错配修

复#引物二聚体及上下游引物之间的二聚体
+

`

值较

小$表
*

%#故选取
*

号引物进行订购及验证(

表
*

!!

N̂ bU"$

对引物各值比较

特征 引物
*

引物
"

引物
4

引物
$

引物长度$

4m

端"
!m

端%

"%K

G

"

*5K

G

"4K

G

"

"4K

G

"%K

G

"

"*K

G

*5K

G

"

"%K

G

0D

值$

4m

端"
!m

端%

!52"#

"

!52%" !52*5

"

!525+ !525,

"

!52*" !#2#,

"

+%2!4

.̀

$

4m

端"
!m

端%

!!2%%

"

!,2#% !%2%%

"

!!2%% !!2%%

"

!"24# !"2+4

"

!!2%%

&?8I

G

89

+

` T T%2$ %2% T

X8D;I

+

` T52$ T$2! T$2" T*%2,

.I(<<X8D;I

+

` T+2* T!2+ T+2" T52$

N?H<;-I8D89

>

T T T*$2, T*+2#

!!

注!

T

为此项无数据

图
4

!!

N̂ bU"

基因使用
'U7S0

网页后设计出的引物

/2/

!

引物验证
!

核查各引物序列无误后#向引物合

成厂商$上海生工生物公司%订购
'/7N

$

)+%%W

%+

N̂ bU"

$

.*4$a

%基因引物各
*

对(用石蜡包埋甲醛

固定的标本对引物进行验证(将被测模板扩增+纯化

后#用毛细电泳分析仪$

7'Q4!%%XE

#

0@;ID(N8<@;I

SB8;9=A8B

#

7D;I8B?

%得到被检测的基因序列(将数据

用
.@I(D?<

$

0;B@9;H

J

<8CD

#

7C<=I?H8?

%打开#测序结

果无明显干扰数据#没有杂峰+重叠峰#测序片段长度

大于
$%% K

G

(经 验 证#

N̂ bU"

$

.*4$a

%+

'/7N

$

)+%%W

%引物可用#分别检测到
'/7N

$

)+%%W

%测序序

列为!

.07̀ .07.7̀ 0̀ 777

$

'/7N

突变标本#突变

碱基为下划线所标位置%&

N̂ bU"

$

.*4$a

%测序序列为

.̀ .̀.0̀ .̀ 77̀

$

N̂ bU"

阴性标本%#见图
4

+

$

(

!!

注!

7

为
'/7N

$

)+%%W

%基因引物设计完成后#使用已知突变结果

的
NN-W

标本检测出的测序图&

'

为
N̂ bU"

$

.*4$a

%基因引物设计完

成后#使用已知突变结果的
NN-W

标本检测出的测序图

图
$

!!

治疗序列图

'
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'

检验医学与临床
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年
$

月第
*+

卷第
#

期
!

U?K6;F.H89

!

7

G

I8H"%*5

!

)(H2*+

!

V(2#



'

!

讨
!!

论

!!

对于
S?9

>

;I

测序引物设计而言#查找目的基因

突变片段所在序列的
D/V7

序列+氨基酸序列+基因

组序列是设计目的基因突变点引物非常重要的一步(

目前临床报告基因位点突变还是习惯于使用氨基酸

位置#但引物设计又必须使用核酸位置(因此#目的

基因的基因组序列$

V.

"

V̀

号%及
D/V7

序列$

V6

号%相匹配#

D/V7

序列$

V6

号%及氨基酸序列$

V-

%

号相匹配#对引物设计和临床报告均非常重要(

笔者选择的用于引物设计的目的片段长度为
$%%

K

G

#一般情况下#

-I8D;I4

都可生成相应的引物#但也

会有不能生成引物的情况出现(此时#可以尝试增加

或减少碱基片段#找到合适引物(

本研究发现#在
U/̀

网页上会出现部分基因收

录的氨基酸+

D/V7

序列与临床报告中所取的氨基酸

位点偏差情况(因此#基因各序列的准确核查很重

要(必要时要检索相关的原始报道#以明确突变的准

确位点(如
6cX##

$

U/̀

/

*!,

%#

6cX##

突变点位

U"+!-

#

U/̀

提供的氨基酸序列中的
"+!

位并非1

U

2

$亮氨酸%相应碱基代码#造成笔者也无法验证
D/V7

序列$

V6

号%是否正确#也无法以此核查基因组序列

$

V̀

号%中的特异序列(

又如
&4N4'

基因的转录起点后有多个
70̀

#如

何选择它的翻译起始位点就必须要准确地核对各个

版本号#经核查#

&4N4'

的
V6

后
70̀

筛选是从第

$

个
70̀

而非常规的第
*

个
70̀

开始(因此#在引

物设计过程中#要准确核实基因转录本号的匹配度#

以减少因版本号的不匹配#对引物设计的不利影响(

V.'Q

和
WVSW6'U

两大数据库都是基因查找

常用的数据库#

V.'Q

数据库中会清晰显示出氨基酸+

蛋白等版本号&而
WVSW6'U

数据库中会显示基因相

对应的
U/̀

号和基因突变位置信息#两个数据库各

有特色和重点#但是本文推荐使用
V.'Q

数据库#方

便对于基因氨基酸和蛋白的版本追踪+溯源和参考#

并制作
S?9

>

;I

测序流程单$其中包含基因名称+

D/1

V7

序列号+蛋白序列号+基因组序列号#引物长度+引

物序列+实验验证结果及验证人等信息%为日后实验

复核和临床报告发布提供便利(

本文中使用的
U?<;I

>

;9;

$

XV7S07/

#

_S7

%为

付费软件(免费款的
_̀ WVW

$

_98

G

I( ẀVW

#

/C<1

<8?

%也可以作为替代软件使用(

综上所述#可以通过便捷的规范化方式设计
S?91

>

;I

测序引物(但是由于
S?9

>

;I

测序引物设计流程

中有一定不确定性$如各基因不同版本号位点不同&

部分基因的特殊设计规则等%#目前很难统一用全自

动化的流程或软件设计(期待今后可以出现更为规

范化和自动化的引物设计方式出现(
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