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摘 要 对影响寡核苷酸微阵列检测点突变的敏感性和特异性的各种因素，如杂交液、杂交温度、标记引物浓度及

其比例等，进行了研究。采用不对称 DEF 扩增有利于敏感性提高；多重不对称 DEF 不影响杂交的特异性，且敏感性

有所增加。对 0% 例肺癌标本进行寡核苷酸微阵列检测，发现 !$ 例标本发生了 DC0 基因点突变，G/H6; 突变有 C 例。

与测序结果相比，DC0 基因突变符合率达到 "%I。由于检测样本较少且检测位点不完全，因而未得到 G/H6; 和 DC0
基因突变与肿瘤的种类、病期及吸烟之间的明显相关性。
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肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。在发达

国家中其发病率在男性恶性肿瘤中居首位，女性中

占第二、三位［!］。同其它肿瘤一样，肺癌的发生是多

基因参与的多阶段过程，涉及到数种原癌基因的激

活，有时还伴有抑癌基因的失活。其中 DC0 和 G/H6;
基因突变与肺癌的预后及复发呈正相关性，因此

DC0 和 G/H6; 基因突变有希望成为肺癌早期诊断、复

发及判断预后的重要指标［$，0］。

大规模的临床试验表明，痰细胞学与胸片结合

的检查手段对于早期发现肺癌是远远不够的［#］。目

前采用的分子生物学检测方法主要有寡核苷酸杂交

法、限制性酶切片段长度多态性（F5LD）技术、DEF/
F5LD 技术、F+K 酶 K 错配清除法、单链构型多态性

分析（MMED）法及核酸序列分析法，但这些方法存在

所需细胞数量大、灵敏度低、假阳性率高、方法繁琐、

信息量少等缺点［#］。

寡核苷酸微阵列技术是最近几年才发展起来的

高新技术，它是将特定序列的寡核苷酸有序地固定

在玻片或硅片等材料上而形成的寡核苷酸微阵列。

应用于疾病的遗传学诊断中，具有快速、灵敏、高通

量、多靶位及自动化程度高等优点，已受到越来越多

的重视［C］。本论文首先以克隆的野生型 G/H6; 外显

子 ! 为研究对象，探讨了影响寡核苷酸微阵列检测

点突变的敏感性和特异性的各种因素，获得了一系

列最佳的反应参数。然后对采集的 0% 例肺癌标本

进行 G/H6; 和 DC0 基因点突变的检测，与测序结果相

比，符合率达到 "%I。

) 材料与方法

)*) 寡核苷酸合成、玻片预处理、微阵列的制备

见文献［4］。

)*+ 标本收集

病例来源于 $%%% 年 !% 月至 $%%! 年 $ 月收住北

京协和医院心胸外科的肺癌患者，共 0% 例。术后均

有明确的病理诊断。手术切除的新鲜标本（ N !O），

去除坏死组织，无菌生理盐水冲洗后，迅速保存于液

氮中。

)*# 基因组 ,-. 提取

按照 J:6?3> 公司 JPK69Q R+K S:>: G:T 试剂盒

说明书操作。

)*/ !01 扩增

操作过程见文献［&］。扩增条件：1#U，09:>；

1#U，0%;，CCU，0%;，&$U，0%;，循 环 次 数 为 0%；

&$U，!%9:>。不对称 DEF 扩增条件同前，除循环次



数变为 !" 外，其它条件不变。本实验所采用的引物

和寡核苷酸探针的序列如下表 #。需注意的是，用

于芯片杂交的 $%& 扩增中，’()*+ 基因采用 ,-. 标记

的正向引物，而 $". 基因采用的是 ,-. 标记的反向

引物。

表 ! "#$ 引物和寡核苷酸探针的序列及用途

%&’() ! *)+,)-.)/ &-0 1/&2) 34 "#$ 5678)6/ &-0 563’)/

/*01 213415,16（"7!.7） 8+*91
"’:#(; <=> <%= ><< =<= <<< %== >=> >=< =? *0@ABC- D40*5 ’()*+ :6?5#
’:#(& %=% =<= =>= =>> <=% <=< ==% >=%
"’:E(; ><= =%% =<% <>> <<> %<< >=< >=< =? *0@ABC- D40*5 ’()*+ :6?5E
’:E(& =<= >>% <<< =<% <%< <<> <<< >%%
$:"(; >=> %<> %=> =>> >== ><= =% =? *0@ABC- D40*5 $". :6?5"
"$:"(& %=> %=% <%% <=% >%= <=% =>
$:F(; <> >== >>% =%= ><% =>= <%% < =? *0@ABC- D40*5 $". :6?5F
"$:F(& %%< >=> =>< =>> =>< >>
’$#(! =<% >%% <%/ <>% =%% << =? G1H1,H HD1 CB)+H 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 #E
’$"(I % =<% >%% </% <>% =%% < =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5#E
’$J(#E >%% =<% >%/ <%% <>% =% =? G1H1,H HD1 CB)+H 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 #.
’$#.(#K = >%% =<% >/% <%% <>% = =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 #.
’$#F(EL =< %=% %=% ==/ <%% =>% =>= > =? G1H1,H HD1 CB)+H 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 K#
’$E#(E! >=< %=% %=% =/> <%% =>% =>= =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 K#
’$E"(EI = >=< %=% %=% /=> <%% =>% => =? G1H1,H HD1 HDB)G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 K#
$$#(! >=> <>> %/% =>% %%% =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 #F"
$$"(I %%% %<% %/= ><> %>% =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 #FJ
$$J(#E % <=> >>% />% <=> <<% =? G1H1,H HD1 CB)+H 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 E!"
$$#.(#K % <=> >>% >/% <=> <<% =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 E!"
$$#F(EL % <=> <<% />> <>> %%% =? G1H1,H HD1 CB)+H 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 E!I
$$E#(E! % <=> <<% %/> <>> %%% =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 E!I
$$E"(EI > <<% %>> </> %%% <=% % =? G1H1,H HD1 +1,?5G 54,A1?HBG1 B5 ,?G?5 E!J

注："表示需要 ,-. 标记的引物，/：表示 <、>、% 和 = ! 种核苷酸。

!9: "#$ 产物的克隆及野生型模板的获得

按 $)?019* 公司的 $>:M# (= N1,H?) 2-+H10 # 试

剂盒说明书操作。将纯化的、并经测序证实的分别

含有克隆的野生型 ’()*+ 外显子 #、E 和 $". 外显子

"、F 基因片段的 重 组 质 粒 @>:M(’:#、@>:M(’:E、

@>:M($:" 和 $>:M($:F 混合（最终浓度均为 #59O

!P），即获得野生型模板。

!9; <=> 测序

重组质粒和 $%& 产物的测序由大连宝生物工

程公司完成。

!9? 杂交反应及突变判断

将待杂交的 $%& 扩增产物以 # Q ! 的比例溶于

杂交液 .（FR" S 22%，LR"T 2U2）中。于沸水浴变性

"0B5，立即置于冰浴中，放置 #L0B5。然后按 E!PO,0
E

转移至探针区。置于杂交盒中，加入 . S 22% 溶液保

持湿度。于 ""V水浴中，杂交时间为 #R"D。杂交完

毕后，室 温 下 用 高 严 紧 洗 脱 液 <E S 22%，LR#T
2U2）、W（LR# S 22%，LR#T2U2）、%（LR# S 22%）依次洗

脱。晾干后用激光共聚焦荧光扫描仪 2,*5<))*-.LLL

检测，获取的图像用 X0*9151.RL 定量。

根据定量的结果，按下列公式计算样品微阵列

上每一个点的 )*HB? 值：)*HB? Y 校正系数"样品信噪

比O对应于样品相同点的野生型模板信噪比，其中校

正系数 Y 野生型模板中这一点所属外显子的所有点

的信噪比之和O样品中对应的信噪比之和。如果对

应于野生型模板阳性信号的样品杂交点 )*HB? 小于

LR!，则表明这一点发生了突变；而对于其它的样品

杂交点，只有满足信噪比大于 . 及 )*HB? 值大于 ER"
这两个条件，才能说明这一点发生了突变。

@ 结 果

@9! 野生型 AB6&/ 和 ":C 基因片段的克隆

根据 >15W*5Z 中 ’()*+、$". 外显子序列设计了 !
对引物分别扩增出 ’()*+ 外显子 # 和 E 及 $". 外显

子 " 和 F 基因片段。图 # 为从正常人基因组 U/<
中扩增出 ’()*+ 和 $". 基因片段的琼脂糖电泳结果。

其中 ’()*+ 外 显 子 #、E 片 段 大 小 分 别 为 ###[@、

#!#[@；$". 外显子 " 和 F 分别为 #!#[@ 和 #LL[@。将
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其克隆至 !"#$%& 载体中获得重组质粒 !"#$%’#(、

!"#$%’#)、!"#$%*#+ 和 *"#$%*#,。测序结果表明

（图略），克隆的 ’%-./ 外显子 ( 和 ) 的序列与报道的

正常人基因序列完全相符，且含 !"# 基因突变热点

()、(0 和 1( 位密码子。同样，克隆的外显子 + 和 ,
的序列与报道的正常人基因序列完全相符，且含

*+0 基因突变热点 (,+、(,2、)3+、)34 和 )32 位密码

子。

图 ( *56 产物电泳结果图

789:( ;9.-</= =>=?@-<!A<-=/8/ <B *56 !-<CD?@/
(: ’%-./ =E<F) *56 !-<CD?@（(3(G!）；): ’%-./ =E<F) *56 F=9.@8H=；

0: ’%-./ =E<F( *56 !-<CD?@（(IIG!）；3: ’%-./ =E<F( *56 F=9.@8H=；

+: JK; L<>=?D>.- L.-M=-（(II，)+I，+II，,+I，(III，)IIIG!）；

1: *+0 =E<F+ *56 F=9.@8H=；,: *+0 =E<F+ *56 !-<CD?@（(3(G!）；

4: *+0 =E<F, *56 F=9.@8H=；2: *+0 =E<F, *56 !-<CD?@（(IIG!）

!"! 寡核苷酸微阵列探针排列方式

图 ); 表示的是 -./ 寡核苷酸微阵列中用于检

测 -./ 基因中 ()、(0 和 1( 位密码子点突变的寡核苷

酸探针排列示意图。图 )N 为 *+0 寡核苷酸微阵列，

用于检测 (,+、(,2、)3+、)34 和 )32 位密码子。每一

列中含四种探针，除检测位点的核苷酸不同外，其它

核苷酸完全相同。其检测的核苷酸由上到下依次为

;、"、5、&。每一检测位点重复点两列，其中的实心

点表示野生型模板阳性信号。

!"# 影响寡核苷酸微阵列检测敏感性的因素

这部分实验是以 ’%-./ 外显子 ( 作为研究对象，

且 *56 扩增模板为构建的 !"#$%’#(。微阵列上只

点了检测外显子 ( 中 () 和 (0 位密码子的四组探

针，且每一检测位点只点了一列。

!"#"$ 不对称 *56：将对称 *56 和不对称 *56 扩

增产物（引物浓度比 ( O (I）与微阵列杂交。结果表

明，对称 *56 产物几乎无杂交信号，而不对称 *56
扩增产物显示较强杂交信号（杂交结果略）。

!"#"! 引物浓度比：图 0 表示的是以不同的引物

浓度比（( O (I、( O +I、( O (II）进行不对称 *56 扩增后

的电泳结果。从中可看出，随着引物浓度比的增加，

扩增的双链 JK; 的量逐步降低。与对应的寡核苷

酸微阵列杂交，结果表明（图版!%;），采用 0 种引物

图 ); ’%-./ 寡核苷酸探针排列方式

789:); &A= !-<G= .--.P <B ’%-./ 9=F=
( Q ) .FC 0 Q 3：&A= B8-/@ .FC /=?<FC FD?>=<@8C=/ 8F ?<C<F()；

+ Q 1 .FC , Q 4：&A= B8-/@ .FC /=?<FC FD?>=<@8C=/ 8F ?<C<F(0；

2 Q (I，(( Q () .FC (0%(3：&A= B8-/@，/=?<FC .FC @A8-C

FD?>=<@8C=/ 8F ?<FC<F1(

图 )N *+0 寡核苷酸探针排列方式

789:)N &A= !-<G= .--.P <B *+0 9=F=
( Q ) .FC 0 Q 3：&A= /=?<FC FD?>=<@8C= 8F ?<FC<F (,+ .FC (,2；

+ Q 1 .FC , Q 4：&A= B8-/@ .FC /=?<FC FD?>=<@8C=/ 8F ?<C<F)3+；

2 Q (I .FC (( Q ()：&A= B8-/@ .FC /=?<FC FD?>=<@8C=/ 8F ?<C<F)34；

(0 Q (3：&A= /=?<FC FD?>=<@8C= 8F ?<C<F)32

图 0 不同引物浓度比下的 *56 产物电泳结果

789:0 ;9.-</= =>=?@-<!A<-=/8/ <B *56
!-<CD?@/ 8F C8BB=-=F@ !-8L=- -.@8</

(R( O(I；)R( O+I；0R( O(II；3R( O(；+RF=9.@8H=；

1RJK; L<>=?D>.- L.-M=-（(II，)+I，+II，,+I，(III，)IIIG!）

浓度比都能获得较强的杂交信号。

!"#"# 标记引物浓度：以标记引物终浓度为 +、(I、

)I、+I、(IIF9S"T 进行不对称 *56 扩增（引物浓度比

为( O(I），然后与寡核苷酸微阵列杂交，结果可看出，

随着标记引物的浓度升高，信号有所增强，但背景变

得很高（图略）。综合两方面因素，标记引物浓度为

)IF9S"T 时，杂交结果最佳。

!"% 影响寡核苷酸微阵列检测特异性的因素

采用标记引物浓度为 )IF9S"T，引物浓度比为

( O(I，扩增模板为 +IF9SLT !"#$%’#( 进行不对称

*56 扩增。

!"%"$ 杂交液种类：图版!%N 为采用 3 种杂交液
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进行杂交反应后的扫描结果，从中可看出，杂交液 !
的特异性好，且信号最强。

!"#"! 杂交温度：将扩增产物与杂交液 ! 混合后，

分别放于 "#、#$、##、%$&中放置 ’(#)，结果表明（图

略），随着温度升高，特异性增强，但信号有所下降，

综合两方面因素，在 ##&下杂交最佳。

!"#"$ 洗涤条件：将扩增产物与杂交液 ! 混合后，

于 ##&中进行杂交反应，然后分别用高严紧洗脱液

*（+ , --.，$(’/ -0-）、1（$(’ , --.，$(’/ -0-）、.
（$(’ , --.）和 低 严 紧 洗 脱 液 *（# , --.，$(+/
-0-）、1（+ , --.，$(+/-0-）、.（+ , --.）进行洗脱。

从扫描结果（略）中可看出，在高严紧条件下洗脱，效

果较好。

!"% 双重 &’( 对寡核苷酸微阵列检测敏感性和特

异性的影响

将重组质粒 2345674’ 和 2345674+ 混合，作

为模板，将用于扩增 7689: 外显子 ’ 和 + 的标记引物

及对应的反向引物加入同一 ;.< 反应液中，进行不

对称 ;.<。电泳结果见图 "。图版!6. 显示多重不

对称 ;.< 产物杂交结果与 7689: 单重不对称 ;.< 产

物混和后，进行杂交的结果，从中可看出，特异性未

发生明显变化，而杂交信号有所增加。

图 " ;.< 产物电泳结果

=>?@" *?98A:B BCBDE8A2)A8B:>: AF ;.< 28AGHDE:
’ @ 0I* JACBDHC98 J98KB8（’$$，+#$，#$$，L#$，’$$$，+$$$M2）

+@ IB?9E>NB；!@ 5HCE>2CB ;.< 28AGHDE；

"@ 4OAP ’ ;.< 28AGHDE；#@ 4OAP+ ;.< 28AGHDE @

!") 肿瘤标本寡核苷酸微阵列检测结果

对 !$ 例提取的样品基因组 0I* 分别进行 76列
进行杂交。根据杂交结果进行分析发现，其中有 #
例发生了 7689: 突变，;#! 基因突变有 ’+ 例。7689:
和 ;#! 基因中突变频率高的密码子分别是 ’+ 位和

+"Q 位。将检测有 ;#! 基因突变的 ;.< 产物进行测

序（结果略），符合率达到 R$/。图版!60 显示的是

;#! 基因突变的样品和野生型基因的杂交扫描结

果，从中可看出，;#! 基因中的 +"Q 位密码子第二位

核苷酸由 3 突变成为 S。

$ 讨 论

肺癌的发病率在我国大中城市中居恶性肿瘤的

第一位，死亡率在全国居首位，因此对肺癌诊断（特

别是早期诊断）的研究具有重要的临床意义。;#!
和 7689: 基因是肺癌中突变率较高的两种基因。通

过对这两种基因进行点突变的检测，对肺癌的诊断、

分期和治疗都有重要的意义。

在国内首次报道应用寡核苷酸微阵列对肺癌标

本中 ;#! 和 7689: 基因点突变进行检测，发现寡核苷

酸微阵列检测点突变较其它分子学检测方法具有更

大的优越性，如对样品取材和保存的要求不高；采用

双重 ;.< 大大缩短了检测时间；可同时对多个样品

及多个突变位点同时进行检测；具有较高的准确性，

有文献报道应用寡核苷酸微阵列检测点突变比直接

测序法相比，敏感性高出 "/，特异性达到 QR/［R］；

寡核苷酸微阵列的制备采用了合成后交联的方法，

大大降低了成本。综上所述，寡核苷酸微阵列检测

在肺癌的临床诊断上具有广泛的应用前景，值得推

广。

文献通常用分离双链 0I*、线性 ;.< 扩增来制

备单链 0I* 与微阵列杂交。而我们发现应用不对

称 ;.< 扩增的方式制备单链 0I*，不需要通过分

离、纯化过程，可直接与微阵列进行杂交反应，从而

有效地减少寡核苷酸微阵列操作中间环节，提高检

测速度，且降低检测成本。除此以外，对影响寡核苷

酸微阵列点突变检测敏感性和特异性的其它因素，

如杂交液、杂交温度及引物浓度及浓度比等，也做了

初步的方法学上的探讨。由于进行不对称 ;.< 扩

增时，反应的成功与否通常是通过琼脂糖凝胶电泳

检测双链来判定，但是在引物比例高时，产物中双链

0I* 的含量较低，用常规的凝胶电泳难以检测。由

于不对称 ;.< 在引物比例为 ’ T ’$ 和 ’ T ’$$ 时都能

产生足够的单链 0I* 与寡核苷本能微阵列杂交，为

了方便应用凝胶电泳检测扩增效果，选择 ’ T ’$ 的引

物浓度较合适。标记引物的增加，有利于杂交信号

的增强，但背景也明显增加，不利于结果判断，同时

也增加了临床检测的成本。这可能是由于标记引物

浓度增加，造成了非特异性 ;.< 扩增产物的增多，

导致微阵列中非特异性杂交增多，从而引起背景增

强。

本实验共检测了 !$ 例标本，;#! 和 7689: 的突

变率分别为 !%(L/ 和 ’%(L/，与文献报道基本相

符［Q，’$］。"9 期以下的病例中，有 L 例（!!(!/）;#!

$#" 生 物 工 程 学 报 ’R 卷



突变，! 例（"#$%）&’()* 突变；!+ 以上的病例中，有

, 例（,,#,%）-$. 突变，. 例（..#.%）&’()* 突变。&’
()* 的 $ 例突变均发生在腺癌（包括腺鳞癌）中，占腺

癌病例总数的 !/#0%，这与 &’()* 突变在腺癌中的

发生率最高是一致的，但统计学上无明显相关性。

-$. 在 12343 中突变例为腺鳞癌 5 腺癌 5 鳞癌，而

多数文献报道 -$. 突变在鳞癌中的发生率高于腺

癌［//，/!］。两种基因突变与吸烟无明显统计学相关

性。造成以上结果的原因可能由于样本数目太少及

检测位点不完全。
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