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PCR循环测序法检测 K-ras和 HCV 5′
非 编 码 区 基 因 变 异

任秀容　欧文晖　李全贞　周新宇　何蕴韶

(中山医科大学生物技术研究所;广州 , 510089)

摘　要　目的:建立一种简单 、快速 、可靠的 DNA 序列分析方法 ,并利用此方法分析 K-ras基因和HCV 5′非编码区基因的变

异情况。方法:PCR 循环测序法是将 PCR扩增与核酸序列分析相结合的一种研究方法。根据此技术原理 ,建立了以 PCR扩增

引物为测序引物 , 利用 Taq DNA 聚合酶 、荧光标记的 2′, 3′-双脱氧核苷三磷酸(ddNTP)直接进行 PCR扩增产物序列分析的方

法。应用该方法对人肺癌组织中的 K-ras癌基因和丙型肝炎病毒 5′非编码区(HCV 5′-NTR)进行了序列测定。结果:肺癌组织中

的 K-ras基因第 1 外显子第 35位碱基发生点突变(GGT※GAT);属于高度保守区的HCV 5′-NTR存在基因变异。结论:PCR循

环测序法具有简单 、快速 、结果可靠等特点 , 为基因突变的检测和病原体的核酸序列分析提供了一个快速实用的方法。
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Abstract　Objective:Establish a simple , rapid and accurate DNA sequence analysis method , utilize this methed to

detect the K-ras and HCV 5′-NTR genes variations.Methods:PCR-based cycle DNA sequencing is a method that com-

bines PCR amplification with DNA sequencing.According to the principle , the PCR amplification fragment was subjected

to direct sequencing using Taq DNA polymerase and dye-labeled ddNTP performed on an ABI 310 automated DNA se-

quencer.The nucleotide variations of K-ras gene in the tissue of lung cancer and HCV 5′-NTR gene were evaluated by

means of the PCR-based cycle DNA squencing.Results:The results showed that the point mutation , GGT ※GAT transi-

tion , was found in exon 1(base 35)of K-ras gene.The nucleotide variations were also identified in HCV 5′-NTR gene ,

which was a highly conserved region of HCV genome.Conclusions:The experiment demonstrated that the PCR-based

cycle DNA sequencing posses the characteristics of simplicity , rapidity and accuracy , which provides a rapidly practical

method for the detection of nucleotide variations of specific gene and DNA sequence of pathogen.

Subject headings　polymerase chain reaction/methods;sequenceanalysis , DNA/methods;hepatitis C viruses/genetics;

gene , ras /genetics;mutation/genetics

　　PCR技术自 1985 年建立以来 ,已成为分子生

物学研究中最为广泛应用的方法之一。PCR循环

测序法是将 PCR扩增和核酸序列分析技术相结

合 ,从而形成的一种测定核苷酸序列的研究方

法
[ 1]
。由于 PCR循环测序法能够简单 、快速地检

测特定的基因改变 ,迅速地诊断遗传性疾病 。因
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此 ,PCR循环测序法在核酸序列分析研究中受到广

泛的重视。本文旨在为基因突变检测在临床中的

应用提供一个简单 、快速的分析方法。

1　材料和方法

1.1　标　本

经病理确诊的原发性肺癌病人癌组织及癌旁

正常组织取自中山医科大学附属肿瘤医院 。手术

切除组织迅速置液氮中冷冻后 , -70 ℃保存备用。

HCV阳性血清由中山医科大学附属第三医院传染

科提供。

1.2　试　剂

Taq DNA 聚合酶 、ddNTP 购自上海生工生物

工程公司 ,四色荧光测序试剂盒 、测序用凝胶及测

序缓冲液均购自美国 PERKIN ELMER公司 ,PCR

试剂盒由本中心配制 。

1.3　引物设计与合成

设计一对引物(P31 ,P32)扩增 HCV 5′NTP ,引

物核 苷 酸 序列 为:P31 (- 281 ～ -269)5′

CTTCACGCAGAAAGCGTCTAG3′, P32(-32 ～ -

11)5′GTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGA3′;根据文

献[ 2]设计一对引物扩增 K-ras 基因的第 1 外显

子。两对引物均由本研究所合成。

1.4　RNA模板和 DNA模板的制备

HCV RNA的提取采用异硫氰酸胍一步法
[ 3]
;

K-ras DNA的提取参照文献[ 4]进行。

1.5　逆转录反应和 PCR反应

均参照文献[ 4]进行 。

1.6　PCR产物 SSCP分析

取 PCR产物 8μL , 加入等体积变性液[ φ(甲

酰胺)=0.95 , 20 mmol/L EDTA ] 混匀后煮沸 5

min ,置于冰上2 min ,上样非变性聚丙烯酰胺凝胶 ,

80 ～ 90 V 室温电泳 18 h 。电泳结束后凝胶进行银

染分析。

1.7　PCR产物的纯化

PCR结束后 ,加入 1/3 体积的 8 mol/ L 醋酸

铵 、等体积的异丙醇 ,室温放置 30 min ,离心回收扩

增产物。

1.8　测序反应

在20 μL 反应体系中 , 含 DNA 模板 30 ～ 90

ng ,单一引物 3.2 pmol ,测序混合液 8 μL。按下列

条件进行 PCR反应:96 ℃,10 s;50 ℃, 5 s;60 ℃,

4 min;共 25个循环。反应结束后 ,分别加入 2 μL

3 moL/L 醋酸钠(pH 5.2)、50 μL 无水乙醇 ,离心

回收反应产物 ,加入 25μL 甲酰胺 ,95 ℃2 min ,冰

浴 5 min 。

1.9　测序电泳和数据分析

测序电泳参照 ABI 310 型核酸分析仪操作手

册进行 。利用 ABI公司提供的分析软件(Sequenc-

ing collection sof tw are , Sequencing analy sis sof t-

ware)进行数据收集和分析。

2　结　果

2.1　PCR产物电泳鉴定

结果可见 ,从肺癌组织中可以扩增出大小为

171 bp的 K-ras 基因片段;从 HCV 阳性血清标本

扩增出271 bp的 HCV 5′-N TR区基因片段(图 1)。

图 1　检测 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig.1　ldentification of the PCR products by agarose gel

electrophoresis

A , Characterization of K-ras gene fragment amplified by

PCR.Lane l , pBR322 Hinf I Marker;Lane 2 , K-ras gene

fragment;Lane 3 , negative contro l.B , Characterization of

HCV 5′-NTR gene fragment amplified by PCR.Lane l , pBR

322 Hin f I Marker;Lane 2 , HCV 5′-NTR gene f ragment;

Lane 3 , negative control

2.2　PCR-SSCP检测 K-ras基因突变
SSCP 分析结果显示 ,在 6例肺癌级中发现 1

例 K-ras基因第一外显子存在异常(图 2)。

2.3　K-ras基因扩增产物直接序列分析

应用本室建立的 PCR 循环测序法 , 对 1 例

PCR-SSCP 电泳异常的 K-ras 基因进行了突变分

析。结果可见 ,该患者 K-ras等位基因发生了杂合

子型基因突变 ,即在 K-ras基因第一外显子的第 35

位碱基发生了置换点突变 ,突变形式为 GG T ※

GAT(图 3)。
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图 2　K-ras基因外显子 1 PCR-SSCP 电泳

Fig.2　Analysis of K-ras gene exon 1 by PCR-SSCP

Lane 1 , normal tissue;Lane 2 ～ 7 , lung cancer tissue

(→, indica tes abnormal electropho resis band)

图 3　K-ras突变基因的序列分析

Fig.3　Sequence analysis of the mutant K-ras gene

A , sequence of the no rmal K-ras gene.B , sequence of the

mutant K-ras gene(↑, indicates mutant base)

2.4　HCV 5′NTR区扩增产物直接序列分析

用本法对 9例病人的 HCV 5′-NTR区扩增片

段直接进行了序列分析并作了同源性比较 ,结果发

现其同源性在 98.7%以上(结果未列出)。并与已

发表的该区域核苷酸序列进行了同源性分析 ,将我

们测得的序列之一(HCV 1R),与 GenBank中 5株

HCV(HPCHCVR 、S38204R、HPCHCJ2R 、HPCC-

GAAR、HPCHCJ5R)相应核苷酸序列进行比较 ,同

源性介于 94.5%～ 100%之间。结果说明 ,在 HCV

5′-NTR高度保守区中存在着基因变异(图 4)。

3　讨　论

1988年 Innis等
[ 1]
首先应用 TaqDN A 聚合酶

进行了核苷酸序列分析。由于 Taq DNA聚合酶具

有耐高温的特性 ,因此可以有效地消除 DNA 二级

结构对测序结果的影响。美国 PERKIN ELMER

公司推出了基因工程 Taq DNA 聚合酶 ,具有更强

的模板延伸能力 ,一次可读的碱基数有大幅度的增

加(可达 450 ～ 500 bp)。我们利用四色荧光标记的

ddNTP 和 Taq DNA聚合酶建立了 PCR循环测序

法。由于该法可以对双链 PCR 产物进行直接测

序 ,避免了传统克隆测序法耗时长 、操作复杂等缺

点 ,因而具有简单 、快速等特点 。

Sarkar等在 33%的肺腺癌患者病灶中发现有

K-ras基因突变 ,在非小细胞型肺癌的突变率则为

18%。突变主要发生在第 1 外显子第 35 位碱基

上 , 其突变类型为 GGT ※GAT , TGT , GTT ,

GCT[ 2] 。在胰腺癌患者中 K-ras 基因突变的检出

率则高达 65%～ 100%[ 5] 。可见 K-ras癌基因突变

在某些恶性肿瘤的发生和进展中可能具有重要作

用。因此利用 K-ras基因作为肿瘤标志物 ,可以对

某些恶性肿瘤(尤其是胰腺癌等)进行早期诊断和

人群筛查。HCV 是一种变异率极高的 RNA 病毒 ,

其基因组的核苷酸序列中既有高变区也有保守区 ,

其中 5′非编码区(5′-NT R)是不同 HCV 分离株基

因组序列中最为保守的区段[ 6] 。通过对HCV阳性

血清的 PCR扩增产物进行直接序列分析 ,发现在

高度保守的 HCV 5′-NT R区中仍然存在基因变

异。因此在研制 HCV 诊断试剂以及 HCV 疫苗时

必须考虑 HCV基因组的多变性。

在研究中发现 , PCR产物的特异性直接影响测

序结果。增加 PCR产物的特异性将会大大提高测

序结果的准确性 。常规增加 PCR反应特异性的方

法主要有:降低反应中的引物和 ddN TP 浓度 、提高

复性温度 、缩短延伸时间 、减少循环次数等方法。

另外 ,有研究组报道二甲基亚砜(DMSO)[ 1] 、甲酰

胺[ 7]能明显增加 PCR扩增产物的特异性 。我们的

研究表明(结果未列出), DMSO 与甲酰胺提高

PCR扩增反应特异性的效果基本一致 。但是 ,对于
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图 4　HCV 5′NTR区基因序列的同源性分析

Fig.4　Alignment of nucleotide sequences of HCV 5′-NTR gene

(＊, indicates the identical nucleo tides)

富含 GC 碱基对的 DNA 模板 , DMSO 则更能有效

地提高 PCR反应的特异性和扩增效率。在进行

PCR循环测序时 ,在反应中加入 φ(DMSO)=5%,

并且对富含GC 碱基对的模板 DNA 进行高温预变

性和“热启动” ,可使一次测出的可读碱基在 450 bp

以上 ,准确率可达 98.5%以上 ,根据这一反应体系

建立的PCR循环测序法 ,已对富含GC碱基对的α-

珠蛋白基因 、结核杆菌特异重复顺序 、人增殖细胞

核抗原基因(PCNA)的 5′上游调控区进行了序列

测定。另外还发现用于测序的引物长度和纯度明

显影响 PCR循环测序的结果 ,测序引物长度应在

18 ～ 30 nt之间 、纯度>98%为宜 。
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定及法医学的个体识别等案例 。

文献报道中国华人主要分为南 、北两大群

体[ 7] ,根据对 HLA 系统 Ⅱ类抗原的研究表明 ,南北

两群体有共同特点亦有差别 ,北方群体 HLA Ⅱ类

抗原系统较均一 ,而南方群体则差异较大 ,遗传背

景较复杂。广东汉族人群的 HLA DQA 1 等位基

因频率分析结果显示 ,中国南方汉族人群迁移演化

的复杂性与文献报道一致 , 与广西壮族的某些

DQA 1等位基因频率有较大的差别 。家系调查及

重复性实验显示 ,本研究用 SSP-PCR法获得的广

东汉族人群 HLA DQA 1等位基因频率分布的数

据是可靠的 。本文结果为中华汉族人类学研究及

某些疾病的关联研究提供了有意义的资料。
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