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［摘要］　目的：应用ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术，建立定量检测ＣＫ１９ｍＲＮＡ的方法。方法：采用ＲＴＰＣＲ从胃癌

细胞中克隆ＣＫ１９片段（２３０ｂｐ），装入ｐＭＤ１８ＴＳｉｍｐｌｅ载体。纯化质粒，制备荧光定量ＰＣＲ标准品。应用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光

定量ＰＣＲ仪检测标准品、３０例正常人外周血和５例肿瘤组织ＣＫ１９ｍＲＮＡ。结果：ＰＣＲ扩增及测序均证实ＣＫ１９ｃＤＮＡ片段

重组到ｐＭＤ１８Ｔ载体上，建立了稳定的检测ＣＫ１９ｍＲＮＡ的标准，即设定ＣＴ值在３５个循环之内，检测结果低于１００个拷贝

数量级为阴性标本。结论：采用ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＲＴＰＣＲ技术检测外周血ＣＫ１９ｍＲＮＡ是一种稳定可靠的方法。
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　　细胞角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）是上皮细胞及上皮源性

肿瘤细胞骨架系统中间丝的组成成分，其中ＣＫ１９表达于单

层上皮。应用ＲＴＰＣＲ方法检测患者外周血ＣＫ１９ｍＲＮＡ
的存在与否来判断肿瘤是否发生微转移已成为目前肿瘤研

究的热点［１］。最近几年，实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎ

ｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）技术以其敏感性高、重复性好、速度快和污染少

等特点使ＰＣＲ技术又向前迈进了一步。本研究的目的是将

ＴａｑＭａｎ实时荧光定量 ＰＣＲ 技术用于检测外周血 ＣＫ１９

ｍＲＮＡ，并对其进行方法学评价。

１　材料和方法

１．１　标本　取术中切除胃癌组织５例（术后经病理证实），

标本离体后立即切取，迅速置入冰桶中运送至实验室，

－８０℃冻存。选取健康本校大学生志愿者外周血３０份，每

份外周血均用两管注射器抽取，第１管先抽３ｍｌ留作他用，

更换注射器后再抽取５ｍｌ血液，置入肝素化抗凝及去核糖

核酸酶（ＲＮａｓｅ）处理的试管中，立即用淋巴细胞分离液分离

单个核细胞，随即－８０℃冻存。．

１．２　主要试剂及仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭＨｏｔＳｔａｒｔ

Ｖｅｒｓｉｏｎ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭ ＲＰＣＲ Ｖｅｒｓｉｏｎ．２．１，ＤＮａｓｅ
（ＲＮａｓｅＦｒｅｅ），ＰＣＲ分子量标准 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，ｐＭＤ１８Ｔ

ＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ均购自ＴａＫａＲａ公司。淋巴细胞分离液购自

上海华精生物高科技有限公司。ＤＮＡ凝胶回收试剂盒及超

纯质粒 ＤＮＡ 纯化试剂盒均购自杭州维特杰公司。普通

ＰＣＲ反应使用Ｂｉｏｍｅｔｒｏ公司生产的ＴＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪。定

量ＰＣＲ反应使用 Ｒｏｃｈｅ公司生产的ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光定量

ＰＣＲ仪及其自带 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｓｏｆｔｗａｒｅ５．１软件。ＤＮＡ 和

ＲＮＡ定量采用ＢｉｏＲａｄ公司制造的Ｓｍａｒｔ３０００分光光度

计。凝胶成像分析采用 ＦｌｕｏｒＴＭｓＭｕｌｔｉｌｍａｇｅｒ成像仪和

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析软件。

１．３　总ＲＮＡ抽提及反转录　取２０～１００ｍｇ肿瘤组织按照

ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书进行操作，提取标本的总 ＲＮＡ，并对

ＲＮＡ进行定量，Ｄ２６０／Ｄ２８０达１．９５左右，整个过程严格防止
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核糖核酸酶和ＰＣＲ产物的污染。健康者外周血用同样的方

法抽提总 ＲＮＡ，并用 ＤＮａｓｅ（ＲＮａｓｅＦｒｅｅ，ＴａＫａＲａ）进行消

化。所有抽提总ＲＮＡ样品均经过电泳证实条带完整，将最

终纯化的ＲＮＡ按上述体系进行反转录，然后应用管家基因

ＧＡＰＤＨ的引物［２］进行 ＰＣＲ反应（ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭ Ｈｏｔ

ＳｔａｒｔＶｅｒｓｉｏｎ）进一步检验 ＲＮＡ的抽提效果，上游引物为：

５′ＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴ３′，下游引物为：５′

ＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴＧ３′。

１．４　ＣＫ１９ｐＭＤ１８Ｔ载体的构建及标准品的制备　采用

ＰＣＲ扩增特异性 ＣＫ１９片段，上游引物为：５′ＡＧＡ ＴＣＣ

ＴＧＡＧＴＧ ＡＣＡ ＴＧＣＧＡ３′，下游引物为：５′ＴＧＴ ＧＴＣ

ＴＴＣＣＡＡＧＧＣＡＧＣＴＴ３′（７７２１００１，ｇｉ：３４０３８）。用维特

杰公司生产的ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对ＣＫ１９片段（２３０ｂｐ）

进行胶回收纯化。再采用 ＴａＫａＲａ公司ｐＭＤ１８Ｔ载体进

行连接。按照常规ＣａＣｌ２方法［３］制备ＪＭ１０９感受态细胞，连

接产物转化ＪＭ１０９在氨苄青霉素（５０μｇ／ｍｌ）平板上筛选阳

性转化菌。挑取单个克隆，用含氨苄（５０μｇ／ｍｌ）的ＬＢ培养

基培养扩增。采用维特杰公司生产的质粒ＤＮＡ小量纯化试

剂盒抽提细菌质粒，用上述ＣＫ１９片段（２３０ｂｐ）的引物对重

组质粒进行扩增，观察是否有预期的目的片段。同时取阳性

转化菌１．５ｍｌ送至上海生工生物工程技术服务有限公司进

行测序，测序结果用ＢＬＡＳＴ软件（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）

进行同源性分析。

１．５　质粒的抽提纯化及浓度测定　采用维特杰公司生产的

超纯质粒ＤＮＡ纯化试剂盒抽提纯化质粒，抽提１００ｍｌ菌

液，最终用２００μｌ去离子水溶解。用分光光度计测定重组质

粒提取物λ２６０ｎｍ及２８０ｎｍ的光密度，根据载体分子量计

算其拷贝浓度。最终制备成２．５×１０９拷贝／μｌ标准品原液，

－８０℃冻存。

１．６　质粒及标准曲线的建立　将重组质粒标准品原液按梯

度稀释成２．５×１０７、２．５×１０６、２．５×１０５、２．５×１０４、２．５×

１０３、２．５×１０２，２．５×１０１拷贝／μｌ，使用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光定量

ＰＣＲ仪进行实时荧光定量ＰＣＲ检测。实时荧光定量ＰＣＲ
反应上游引物序列：５′ＧＧＴＣＡＴＧＧＣＣＧＡＧＣＡＧＡＡ３′；下

游引物序列：５′ＧＣＧＡＣＣＴＣＣＣＧＧＴＴＣＡＡＴ３′；ＴａｑＭａｎ

ＭＧＢ探针序列：ＦＡＭＣＣＡＧＣＣＧＧＡＣＴＧＡＡＭＧＢ。所有

引物和探针由我们和上海基康生物技术有限公司共同设计，

由该公司合成和修饰，引物在设计中避免了假基因的干扰。

同时通过ＤＮａｓｅ消化去除了基因组ＤＮＡ的污染。ＰＣＲ反

应体系为２５μｌ，其中含５×ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ缓冲液 ５μｌ，

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．７５μｌ，Ｍｇ
２＋（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．５μｌ，上下

游引物（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．２μｌ，ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针（２５ｍｍｏｌ／

Ｌ）０．１２μｌ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ
ＴＭＨＳ（５Ｕ／μｌ）０．２５μｌ，质粒标准

品２μｌ，用 Ｈ２Ｏ补足体系。扩增条件经过优化，最终定为

９４℃２０ｓ、６０℃１０ｓ，６６℃２５ｓ，共４０个循环。数据处理：

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光定量 ＰＣＲ仪检测结果由 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｓｏｆｔ

ｗａｒｅ５．１系统进行分析，标本重复性及组间比较采用ＳＰＳＳ

１１．５软件进行统计分析。

１．７　样品检测　对标准品进行检测同时，为了检测上述体

系的特异性和敏感度，采用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光定量ＰＣＲ仪扩

增３０例正常人外周血和５例肿瘤组织。同时进行了重复性

的检测。

２　结　果

２．１　重组质粒的ＰＣＲ扩增鉴定　以重组质粒 ＤＮＡ作模

板，用ＣＫ１９片段（２３０ｂｐ）引物进行ＰＣＲ扩增，结果可见一

２３０ｂｐ的条带（图１）。

图１　ＣＫ１９片段及重组质粒的电泳结果

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄａｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＣＫ１９ｆｒａｇｍｅｎｔ

１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＣＫ１９；２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　重组质粒序列分析　取菌液１．５ｍｌ送至上海生工生

物工程技术服务有限公司进行测序，测序结果经ＢＬＡＳＴ软

件进行同源性分析，显示所克隆ＣＫ１９基因片段（２３０ｂｐ）与

已知扩增片段完全相符，说明目的片段已成功重组于载体中

并保持了序列的完整性。

２．３　标准曲线的建立及方法线性检测范围　选择质粒做标

准品，小量分装后使用，避免反复冻融使ＤＮＡ降解。通过逐

步优化ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋、引物和探针的浓度，并采用不同的扩增

条件来最大程度地优化实验方案。通过以上措施我们成功

地建立了胃癌患者外周血ＣＫ１９ｍＲＮＡ标准曲线。图２中

ＣＴ值定义为仪器所能检测到的荧光强度第１次超过阈值（即

ＰＣＲ起始３～１５个循环时平均荧光强度标准差的１０倍 ）的

循环数。其线性范围可达７个数量级，最高检测上限５×

１０７，最低检测下限５×１０１。标准曲线的直线回归相关系数

ｒ＝－０．９９～－１．００，斜率为－３．０３～－３．５６。

２．４　灵敏度及特异性检测　将所有的标准品经普通ＰＣＲ
扩增和ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｓｏｆｔｗａｒｅ５．１系统分析，将扩增产物进行

１％琼脂糖凝胶电泳，电泳图显示各泳道在２３０ｂｐ的位置均

有特异性条带出现。５例肿瘤组织均能检测到ＣＫ１９ｍＲＮＡ
（１０７～１０８），同时用该法对３０例正常人外周血检测，发现在

有３例检测结果在１０１数量级，其余２７例未能检测到。因此

设定ＣＴ值在３５个循环之内，检测结果低于１００个拷贝数量



第３期．经　纬，等．ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测外周血ＣＫ１９ｍＲＮＡ ·３１７　　 ·

级为阴性标本。

图２　ＣＫ１９基因标准曲线

Ｆｉｇ２　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｆｏｒＣＫ１９ｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＦＱＰＣＲ
Ａ：ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｓｏｆＣＫ１９．ＳｅｖｅｎｆｏｌｄｓｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｆＣＫ１９

ｐｌａｓｍｉｄａｎｄｓｏｍｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ；Ｂ：Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒ

ＣＫ１９

２．５　方法的重复性　将７个不同稀释度的标准品（２．５×

１０７～２．５×１０１拷贝／μｌ）分６批次检测，拷贝数批间变异

（ＣＶ）分 别 为：２２．１５ ％、２３．７３％、２１．７９％、２９．２５％、

３９．３４％、３６．６３％、４１．５８％；我们将上述７个标准品各分３
份进行检测，以拷贝数计算其批内变异（ＣＶ）分别为：

１０．３９％、７．１９％、１５．２０％、１１．８９％、２４．８４％、２３．９０％、

２４．５６％。

３　讨　论

　　随着实时荧光定量ＰＣＲ技术的发展，其目前已成为定

量检测核酸较为准确的方法，我们利用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ荧光定量

ＰＣＲ仪，设计特异的 ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针，成功地建立了

ＣＫ１９ｍＲＮＡ定量检测的标准。

　　标准品的制备是实时荧光ＰＣＲ进行定量的基础，我们

采用ＣＫ１９片段（２３０ｂｐ）作为标准制备物，并把目的片段重

组至质粒中得到稳定的重组质粒并进行纯化。然后进行逆

转录，再与标准品同时进行ＰＣＲ，从而达到绝对定量目的。

定量标准、目的片段的特异性和扩增后序列的完整性至关重

要。对目的基因重组克隆进行鉴定，我们采用直接ＰＣＲ和

序列分析法。实验结果表明：目的基因ＰＣＲ扩增均得到预

期大小的ＰＣＲ产物。重组质粒序列分析结果用ＢＬＡＳＴ软

件进行同源性分析，与ＣＫ１９（ｇｉ：３４０３８）序列相同。此目的

片段的成功制备、重组并保持了序列的完整性和特异性，可

以作为ＣＫ１９ｍＲＮＡ定量检测的标准。

　　外周血存在ＣＫ１９ｍＲＮＡ是目前国内外用于判断胃癌、

乳腺癌等表达ＣＫ１９的肿瘤是否有外周血转移的一个直接

的证据。在进行临床标本检测时，由于ＰＣＲ产物的污染、假

基因的干扰、基因组ＤＮＡ的干扰以及组织特异性基因在异

位组织中的非法转录等原因从而导致ＣＫ１９的检测过程中

容易出现假阳性。为此，我们在设计引物时尽量做到与假基

因及基因组最大错配，从而避免假基因及基因组的干扰。同

时我们在抽提总ＲＮＡ后，通过ＤＮａｓｅ消化去除基因组ＤＮＡ
的污染，以避免扩增基因组ＤＮＡ，保证检测结果的准确性。

尽管如此，我们在３０例正常人外周血中仍检测到３例存在

非特异性的低拷贝数（１０１数量级），为了保证检测结果的特

异性和减少假阳性率，我们最终确定以高于１００个拷贝数，

同时ＣＴ值小于３５，作为最终判断阳性的标准，我们应用该方

法检测了５例肿瘤组织和部分胃癌患者的外周血，得到了较

好的结果（另文发表）。

　　综上所述，采用荧光定量ＰＣＲ方法检测ＣＫ１９ｍＲＮＡ
并进行定量，是一种稳定性、精确度、特异性较好的检测方

法［４］。该方法可以用于ＣＫ１９ｍＲＮＡ表达的定量，也可以用

于检测临床胃癌、乳腺癌等患者外周血中存在的癌细胞中的

ＣＫ１９ｍＲＮＡ。
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