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  摘 要:目的 对实验室自建焦磷酸测序法检测乙醛脱氢酶2(ALDH2)*2和亚甲基四氢叶酸还原酶

(MTHFR)677基因多态性的方法进行性能评价。方法 对不同浓度(10.0、2.0、0.4、0.0
 

ng/μL)的杂合型

DNA标本进行检测,评价方法的检出限;采用经焦磷酸测序法验证的DNA标本的PCR产物各20例,与San-
ger测序法进行比较,评价方法的准确度;对3种(野生、杂合和突变型)基因型标本重复检测4次,评价方法的

重复性。结果 焦磷酸测序法检测ALDH2*2和 MTHFR
 

677多态性的检出限为2
 

ng/μL基因组DNA;焦

磷酸测序法的分型结果与Sanger测序法一致,准确度为100%;批内重复4次检测结果完全一致。结论 焦磷

酸测序法检测ALDH2*2和 MTHFR
 

677基因多态性稳定可靠,满足江苏省临床检验中心的要求,可用于临

床检测。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

performance
 

verification
 

of
 

laboratory
 

developed
 

pyrosequencing
 

for
 

de-
tecting

 

ALDH2*2
 

and
 

MTHFR
 

677
 

gene
 

polymorphism.Methods Different
 

concentration
 

of
 

heterozygous
 

DNA
 

samples
 

(10.0,2.0,0.4
 

and
 

0.0
 

ng/μL)
 

were
 

detected
 

to
 

evaluate
 

the
 

detection
 

limit.Separated
 

20
 

PCR
 

products
 

genotyped
 

by
 

pyrosequencing
 

were
 

used
 

to
 

compare
 

with
 

Sanger
 

sequencing
 

to
 

evaluate
 

the
 

accuracy.
Samples

 

with
 

three
 

genotypes
 

(wild
 

type,heterozygous
 

type
 

and
 

mutant
 

type)
 

were
 

detected
 

for
 

4
 

times
 

for
 

e-
valuating

 

precision.Results The
 

detection
 

limit
 

of
 

pyrosequencing
 

detecting
 

ALDH2*2
 

and
 

MTHFR
 

677
 

polymorphism
 

was
 

2
 

ng/μL
 

genomic
 

DNA.The
 

results
 

of
 

pyrosequencing
 

were
 

in
 

consistent
 

with
 

Sanger
 

se-
quencing,so

 

the
 

accuracy
 

was
 

100%.The
 

detection
 

results
 

in
 

one
 

run
 

for
 

4
 

times
 

were
 

completely
 

same.Con-
clusion Pyrosequencing

 

is
 

a
 

stable
 

and
 

reliable
 

method
 

for
 

detecting
 

ALDH2*2
 

and
 

MTHFR
 

677
 

polymor-
phism,which

 

satisfies
 

with
 

the
 

needs
 

of
 

Jiangsu
 

Center
 

for
 

Clinical
 

Laboratory
 

and
 

is
 

suitable
 

for
 

clinical
 

de-
tection.
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  近年来药物基因组学发展迅速,对药物代谢酶、
转运体和药物作用靶点基因进行检测已经成为指导

临床个体化用药、评估药物疗效和药物不良反应的重

要手段。比如乙醛脱氢酶2(ALDH2)*2位点基因

多态性与心绞痛患者和慢性心力衰竭患者服用硝酸

甘油的疗效相关[1-2],亚甲基四氢叶酸还原酶(MTH-
FR)677突变型会引起氟尿嘧啶对结直肠癌耐药[3]。
如今检测基因多态性的方法层出不穷,目前已有一系

列个体化用药基因诊断试剂盒经过国家食品药品监

督管理总局批准。对于实验室自建检测方法,在引入

常规临床使用前必须通过性能评定。根据2015年国

家卫生和计划生育委员会个体化医学检测技术专家

委员会等组织修订的《药物代谢酶和药物作用靶点基

因检测技术指南(试行)》和江苏省临床检验中心的要

求,定性检测的性能指标包括准确度、重复性/精密度

和检出限等。虽然目前检测ALDH2*2和 MTHFR
 

677基因多态性的方法很多,但少有焦磷酸测序法检

测2个位点的性能验证报道。本文以ALDH2*2和

MTHFR
 

677基因多态性为例,对实验室自建检测焦

磷酸测序法进行性能验证,已通过江苏省临床检验中
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心对基因扩增检验实验室的方法学要求。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年12月至2018年6月于

东部战区总医院(原南京军区南京总医院)体检人员

40例作为研究对象,男22例,女18例,收集EDTA-
K2 抗凝静脉全血标本,要求所选标本尽可能涵盖所

有基因型。
1.2 仪器与试剂 Q24焦磷酸测序仪(德国 QIA-
GEN公司);A200基因扩增仪(杭州朗基科学仪器有

限公司);微量紫外分光光度计(南京伍义科技有限公

司);VORTEX-GENIE
 

2涡漩混匀器(美国Scientific
 

Industries基因公司);Legand
 

Micro
 

21R冷冻离心机

(美国Thermo公司)。Wizard 基因组DNA提取试

剂盒(美国Promega公司);PCR扩增体系试剂盒(日
本Takara公司);焦磷酸测序试剂盒、变性缓冲液和结

合缓冲液(德国QIAGEN公司);Streptavidin
 

Sepharo-
seTM

 

High
 

Performance(美国GE
 

Healthcare
 

Life
 

Sci-
ences公司);其他试剂均为分析纯(国药集团);实验

用水为灭菌蒸馏水。所有引物由上海Invitrogen公

司合成,具体引物名称及序列见表1。

表1  检测ALDH2*2和 MTHFR
 

677位点基因多态性的引物序列

位点 引物 引物序列   

ALDH2*2 上游引物
 

5'-Biotin-CCT
 

TTG
 

GTG
 

GCT
 

ACA
 

AGA
 

TGT
 

CG-3'

下游引物
 

5'-
 

CCC
 

CCA
 

ACA
 

GAC
 

CCC
 

AAT
 

C-3'

测序引物
 

5'-
 

CAC
 

ACT
 

CAC
 

AGT
 

TTT
 

CAC
 

TT-3'

MTHFR
 

677 上游引物
 

5'-Biotin-GAC
 

TGT
 

CAT
 

CCC
 

TAT
 

TGG
 

CAG
 

GTT-3'

下游引物
 

5'-
 

AAA
 

GCT
 

GCG
 

TGA
 

TGA
 

AAT
 

CG
 

-3'

测序引物
 

5'-AAA
 

GCT
 

GCG
 

TGA
 

TGA
 

TGA
 

AAT
 

CG
 

-3'

1.3 方法

1.3.1 基因组DNA提取 按基因组DNA提取试

剂盒说明书提取血液标本中的DNA。采用微量紫外

分光光度计进行DNA质量评估和浓度测定,合格(浓
度≥10

 

ng/μL,A260/A280 在1.8~2.0)的标本存放于

-20
 

℃待测。
1.3.2 PCR扩增 PCR反应体系体积为50

 

μL,包
括dNTP

 

200
 

μmol/L,10×PCR
 

Buffer
 

5
 

μL,MgCl2 1.5
 

mmol/L,Taq酶1.25
 

U,上下游引物0.4
 

μmol/L,基因

组DNA
 

2.5
 

μL。PCR反应条件:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,55
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,扩增35个循环;72
 

℃
 

7
 

min。
1.3.3 焦磷酸测序法 取20

 

μL
 

PCR扩增产物与

2
 

μL
 

Sepharose、18
 

μL蒸馏水、40
 

μL结合缓冲液混

合,振荡孵育5
 

min,采用单链制备模块制备测序需要

的单链,加入1
 

μL
 

10
 

μmol/L的测序引物和24
 

μL退

火缓冲液至24孔板中,80
 

℃解链1
 

min,室温退火,
放入焦磷酸测序仪中。ALDH2*2位点推注顺序为

“CCT
 

TAG”,其中第1个“C”为野生型信号峰,第2
个“C”为C碱基的测序本底,第1个“T”为突变型信

号峰,第2个“T”为 T 碱基的测序本底。MTHFR
 

677位点推注顺序为“AAG
 

GCT”,其中第1个“A”为
野生型信号峰,第2个“A”为A碱基的测序本底,第1
个“G”为突变型信号峰,第2个“G”为G碱基的测序

本底。根据仪器分析结果判断型别。
2 结  果

2.1 检出限 考虑到杂合型标本碱基信号只有野生

型或突变型标本碱基信号的一半,因此选取 ALDH2
*2和 MTHFR

 

677位点的杂合型基因组DNA各1
例来验证检出限。DNA浓度50~100

 

ng/μL,A260/
A280

 1.8~2.0,用提取血液基因组DNA的溶解液梯

度稀释成10.0、2.0、0.4
 

ng/μL,采用DNA溶解液作

为空白对照,每种浓度梯度重复3次,结果见图1和

图2,焦磷酸测序仪可自动判读低至2
 

ng/μL的基因

组DNA,因此该方法的检出限低至2
 

ng/μL。

  注:A为10.0
 

ng/μL基因组DNA;B为2.0
 

ng/μL基因组DNA;C为0.4
 

ng/μL基因组DNA;D为空白对照

图1  不同浓度*1*2型ALDH2*2基因组DNA检测结果
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  注:A为10.0
 

ng/μL基因组DNA;B为2.0
 

ng/μL基因组DNA;C为0.4
 

ng/μL基因组DNA;D为空白对照

图2  不同浓度CT型 MTHFR
 

677基因组DNA检测结果

  注:A为ALDH2*1*1型;B为ALDH2*1*2型;C为ALDH2*2*2型;D为 MTHFR
 

677
 

CC型;E为 MTHFR
 

677
 

CT型;F为 MTHFR
 

677
 

TT型

图3  不同基因型焦磷酸测序法和Sanger测序法结果

2.2 准确度 为了验证焦磷酸测序法检测ALDH2
*2和 MTHFR

 

677位点基因多态性的准确度,随机

选取各20例DNA标本进行焦磷酸测序法检测,将
PCR产物送至华大基因进行Sanger测序验证,比较

两种方法的检测结果,见图3、表2、表3。分别检测出

4例ALDH2*1*1型,10例ALDH2*1*2型;6例

ALDH2*2*2型;3例 MTHFR
 

677
 

CC型,11例

MTHFR
 

677
 

CT型,6例 MTHFR
 

677
 

TT型,两种

检测方法结果完全一致,因此,焦磷酸测序法的准确

度为100%。
表2  焦磷酸测序法和Sanger测序法检测ALDH2*2

   基因型结果比较(n)

焦磷酸测序法
Sanger测序法

*1*1型 *1*2型 *2*2型
合计

*1*1型 4 0 0 4

*1*2型 0 10 0 10

*2*2型 0 0 6 6

合计 4 10 6 20

2.3 重复性 选取 ALDH2*2和 MTHFR
 

677位

点的3种型别的基因组DNA各1例,批内重复检测4
次,检测结果100%一致。

表3  焦磷酸测序法和Sanger测序法检测 MTHFR
 

677
   基因型结果比较(n)

焦磷酸测序法
Sanger测序法

CC型 CT型 TT型

CC型 3 0 0

CT型 0 11 0

TT型 0 0 6

合计 3 11 6

3 讨  论

  近年来,药物基因组学成为研究热点,它通过影

响药代动力学(吸收、分布、代谢和消除)或药效学(比
如改变药物的作用靶点功能或影响代谢通路从而改

变药物的敏感度)而影响药物的疗效或不良反应[4],
从而成为指导个体化药物治疗,评估药物严重不良反

应,指导新药研发的工具[5]。有研究表明,对于慢性

心力衰竭患者,ALDH2*2位点多态性与神经肽降钙

素基因相关肽对硝酸甘油的疗效密切相关[2]。此外,
虽然机制尚不明确,ALDH2*2突变者与易受压力影

响及多种疾病有关,但可为新药研发和临床预防提供

思路[6]。MTHFR
 

677突变型会引起氟尿嘧啶对结
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直肠癌耐药[3],携带 MTHFR
 

677野生型患儿相比突

变型患儿在接受大剂量氨甲蝶呤后可能更易发生肝

损害等较严重的毒副反应[7]。因此,对 ALDH2*2
和 MTHFR

 

677基因多态性的分型检测,能指导临床

为患者选择合适的药物或剂量。
药物基因组学在临床应用的道路上越来越规范,

根据原国家卫生和计划生育委员会的《药物代谢酶和

药物作用靶点基因检测技术指南(试行)》《肿瘤个体

化治疗检测技术指南(试行)》和江苏省临床基因扩增

检验实验室的要求,为保证检测质量,自制试剂或自

建方法都应在投入临床使用前进行严格的性能验证

和方法学评价。基因分型属于定性检测,再结合参照

美国临床实验室标准化协会制定的EP12-A2指南[8],
定性检测最基本性能验证指标包括检出限、准确度和

重复性/精密度3个方面。检出限是指可被检测体系

检出的最低检测浓度,又称最小检测浓度或检测底

限。准确度有两种评价方法,一种是使用待评估的项

目对已知标准的标准物质进行分析,将检测结果与已

知标准值进行比较;另一种是同时用待评估项目与标

准方法(或参考方法)对同一批次样品进行分析,然后

将不同方法得到的结果进行对比分析。重复性指在

相同测量程序、相同操作者、相同测量系统、相同地

点,在短时间段内对1份阳性或阴性标本在多次检测

中能得到可重复的阳性或阴性结果。
目前检测 ALDH2*2[9-10]和 MTHFR

 

677基因

多态性[11-13]的方法多种多样,但少有焦磷酸测序法检

测2个位点的性能验证报道。因此,本研究根据上述

指南要求设计了3个方面的性能验证。本研究建立

的焦磷酸测序法检测ALDH2*2和 MTHFR
 

677多

态性的最低检出限为2
 

ng/μL基因组 DNA;采用

Sanger测序法作为参考方法,两种方法结果一致,准
确度为100%;批内重复4次检测结果完全一致。由

此证明焦磷酸测序法性能验证符合检测要求,在方法

学上稳定可靠,为临床应用提供了可靠保证。
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