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应用肽核酸钳制ＰＣＲ技术检测胰腺癌Ｋｒａｓ基因突变
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［摘要］　目的：应用肽核酸钳制ＰＣＲ技术检测胰腺癌Ｋｒａｓ基因突变，探讨其诊断价值。方法：结合特异性肽核酸（针对野

生型序列）与实时定量ＰＣＲ技术建立一步Ｋｒａｓ基因检测法，与传统限制性片段长度多态性ＰＣＲ法检测结果进行比较，评价

新方法的诊断价值。结果：肽核酸钳制ＰＣＲ法可同时对胰腺癌标本中Ｋｒａｓ基因的第１２、１３密码子突变情况进行检测，操作

简便；可在１０５倍的野生型Ｋｒａｓ基因背景下检测出突变，灵敏度为０．００１％，可检测突变基因最低限为１０２拷贝；该方法可同时

进行较大规模的样品检测，单次检测时间仅需１ｈ。而传统方法可检测的突变基因最低限为１０３拷贝，检测灵敏度为０．０１％；

需花费约２ｄ完成同样数量的样本检测。结论：肽核酸钳制实时定量ＰＣＲ法较限制性片段长度多态性ＰＣＲ法有明显优势，

适用于胰腺癌大规模临床样本的Ｋｒａｓ基因突变检测，可作为胰腺癌筛查的有效手段。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（７）：７６２７６６］

　　近年来，肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＰＮＡ）作
为一种基因检测探针被广泛应用［１４］。ＰＮＡ是一种合
成的ＤＮＡ类似物，由２氨乙基甘氨酸骨架取代了核
酸原本的磷酸二酯链。ＰＮＡ以其独特的构像决定了
其具有以下特性：不被已知的蛋白酶和核酸酶降解，
且不被Ｔａｑ酶识别，不能作为ＰＣＲ引物介导ＰＣＲ扩
增；与完全互补的ＤＮＡ或ＲＮＡ序列杂交有极强的特
异性和热稳定性，在同样杂交条件下，ＰＮＡ／ＤＮＡ与
同样序列的ＤＮＡ／ＤＮＡ双链相比，每增加一个碱基，

Ｔｍ 值将会提高１℃以上，因此可阻碍ＰＣＲ引物的退

火或延伸；同时，一个ＰＮＡ／ＤＮＡ分子，在其中间段出
现一个错配碱基时，Ｔｍ 值降低８～１０℃，两个碱基错
配则完全不能杂交［２，５］，这也正是ＰＮＡ钳制ＰＣＲ法用
于单一碱基突变检测的基本原理。

　　胰腺癌是目前预后较差的恶性肿瘤之一，其发
病率与病死率几乎相等，５年生存率不到５％［６］。外
科手术切除是治愈胰腺癌的唯一方法。因此，早期
发现具有手术机会的胰腺癌患者是胰腺癌获得良好

预后的最有效手段。Ｃｅｒｎｙ等［７］研究发现７５％～
１００％的胰腺癌存在 Ｋｒａｓ基因第１２、１３密码子突
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变。因此，检测血液或粪便中 Ｋｒａｓ基因的突变情
况有助于胰腺癌的诊断与随访，以及进行早期胰腺
癌的筛查。然而，临床样本中往往存在大量的野生
型ＤＮＡ，形成干扰背景，大大增加了检测难度，传统

Ｋｒａｓ基因检测的灵敏度无法满足要求；且传统方法
检测成本高、检测方法复杂，不易在临床开展。因
此，需要寻找一种更敏感、简便、廉价的 Ｋｒａｓ基因
检测方法。本研究应用针对野生型序列的特异性肽
核酸，选择ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ作为实时定量ＰＣＲ的荧
光染料，建立一种新型的更为敏感、快速的实时定量

ＰＣＲ法（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＱＰＣＲ），用
于检测胰腺癌标本中Ｋｒａｓ基因第１２、１３密码子突
变情况，为大规模临床样本胰腺癌筛查奠定基础。

１　材料和方法

１．１　ＰＮＡ及引物合成　根据Ｋｒａｓ基因第１外显子
的序列（ＮＣ＿００００１２），设计合成片段大小为２１６ｂｐ的
引物。针对野生型序列的特异性ＰＮＡ片段与其中第

１０～１４密码子完全互补，由韩国Ｐａｎａｇｅｎｅ公司合成。
引物及ＰＮＡ序列如下，Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（Ｆ）：５′ＴＡＣ
ＴＧＧＴＧＧ ＡＧＴ ＡＴＴ ＴＧＡ ＴＡ３′；Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
（Ｒ）：５′ＣＡＡ ＧＡＴ ＴＴＡ ＣＣＴ ＣＴＡ ＴＴＧ ＴＴ３′；

ＰＮＡ：ＮＨ２ＣＣＴＡＣＧＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＣＨａｃ。

１．２　ＤＮＡ模板　将已知含有不同基因型Ｋｒａｓ基
因的胰腺癌细胞株培养于含１０％小牛血清及链霉素
的ＤＭＥＭ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中体外培
养。其中细胞株ＢｘＰＣ３为野生型（其第１２、１３密码
子序列为 ＧＧＴＧＧＣ），Ｐａｎｃ１为第１２密码子突变
（ＧＧＴＧＧＣ→ＧＡＴＧＧＣ），ＳＷ１９９０为第１３密码子
突变（ＧＧＴＧＧＣ→ＧＧＴＧＡＣ）。构建出野生型及突
变型质粒（分别为 ｐＴＡ２Ｂｘ、ｐＴＡ２Ｐａｎｃ、ｐＴＡ２
ＳＷ），测序并经微量核酸分光光度计（ＮＤ１０００，基因
公司）定量后，于－２０℃保存。同时，于本实验室胰
腺癌组织库中随机选取５块石蜡包埋胰腺癌组织
块，并用 ＱＩＡａｍｐ组织抽提试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公
司）抽提ＤＮＡ，定量后于－２０℃保存。

１．３　ＰＮＡ钳制实时定量ＰＣＲ检测及熔解曲线分
析　实时定量ＰＣＲ检测仪器为ＡＢＩ７５００型Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ，实验荧光显示剂为ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ（中国宝
生物有限公司）。反应条件为９５℃预变性１ｍｉｎ；

９５℃变性１５ｓ，７０℃ＰＮＡ结合１０ｓ，６０℃引物退火及
延伸１ｍｉｎ。扩增４０个循环，在每一循环的６０℃步
骤末收集荧光信号。反应结束后进行熔解曲线分
析：９５℃持续１５ｓ，冷却至６５℃保持１ｍｉｎ，并以

０．３℃／ｓ的速度逐渐升温至９５℃持续１５ｓ。仪器软

件（ＡＢＩ７０００系列ＳＤＳ软件，版本１．３．１）自动分析
出Ｃｔ值，即ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ检测荧光信号显著高于
背景信号时的循环数。ＰＣＲ产物纯化后并测序。

１．４　限制性片段长度多态性ＰＣＲ法　本研究同时
参照文献［２］，应用巢式二步限制性片段长度多态性

ＰＣＲ法（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ＰＣＲ，ＲＦＬＰ／ＰＣＲ）进行 Ｋｒａｓ基因突变检测。具体
方法如下：Ｋｒａｓ基因经上游引物错配扩增后，在第

１２外显子位置产生内切酶ＢｓｔＮⅠ酶切位点（ＣＣＴ
ＧＧ），而当第１２密码子发生突变时，则无法形成这
一位点，不能被内切酶切断。经第二步ＰＣＲ扩增
后，突变型基因得以富集，所有 ＰＣＲ 产物再次用

ＢｓｔＮⅠ酶切。最后通过ＰＣＲ产物电泳即可区分野
生型（１００ｂｐ片段）与突变型基因（１２９ｂｐ片段）。

１．５　统计学处理　所有数据使用统计学软件ＳＰＳＳ
１３．０进行分析。

２　结　果

２．１　ＰＮＡ钳制实时定量ＰＣＲ法的抗干扰效果　
以含有野生型 Ｋｒａｓ基因的质粒ＢｘＰＣ３作为野生
型模板，以质粒ｐＴＡ２Ｐａｎｃ和ｐＴＡ２ＳＷ 作为突变
型模板。熔解曲线分析结果（图１）提示，未加入

ＰＮＡ时，野生与突变两种类型的Ｋｒａｓ基因的扩增
效率相当，Ｔｍ值约为８３．５℃，故无法区分两种基因；
当加入少量ＰＮＡ（１．２５μｍｏｌ／Ｌ），不足以完全抑制
野生型基因扩增，此时野生型的Ｔｍ值为８３．３℃，扩
增效率较未加入ＰＮＡ时明显降低，而对突变型基因
扩增无影响，但其Ｔｍ下降为８０℃，二者的Ｔｍ差值
达３．４℃，此时可将两种类型的基因区分开。由此可
见，适量的ＰＮＡ可有效抑制野生型基因扩增，通过
熔解曲线的分析能够简便准确地在野生型 Ｋｒａｓ基
因背景下检测出突变型基因。统计学分析结果提示
野生型与突变型基因的 Ｔｍ 值分别为 （８３．５±
０．５）℃及（８０．８±０．６）℃（ｎ＝２０）。

２．２　ＰＮＡ 的最适检测浓度　结果（图２）表明：

０．２５～８．０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，当ＰＮＡ 浓度低于

３．７５μｍｏｌ／Ｌ时，野生型模板的熔解曲线上出现野
生特异性扩增峰（接近８３．３℃），表明野生型基因背
景未完全抑制，此时无法判断是否存在突变基因；当

ＰＮＡ浓度在３．７５～４．０μｍｏｌ／Ｌ时，突变型模板经

ＰＣＲ扩增后的熔解曲线可观察到突变峰（约８０．５℃），
而野生型只有引物二聚体峰，即野生型模板完全被抑
制无法扩增；随着ＰＮＡ浓度的增加，可观察到无论是
野生型还是突变型模板的扩增效率均逐渐降低，当

ＰＮＡ浓度高于引物４０倍，达８．０μｍｏｌ／Ｌ时，所有的
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模板均受抑制而无任何扩增峰存在。

２．３　ＰＮＡ 钳制实时定量 ＰＣＲ 法的检测敏感
性　将突变型质粒ｐＴＡ２Ｐａｎｃ（１０２～１０７拷贝／Ｌ）与一
定量的野生型质粒ｐＴＡ２Ｂｘ按一定比例（１１、

１１０、１１００、１１０００、１１００００、１１０００００）混
合，将混合液加入３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ进行ＰＣＲ反应。

熔解曲线分析结果（图３）显示所有野生型与突变型模
板混合物ＰＣＲ产物的Ｔｍ 值均出现于突变特异峰位
置（８０．８±０．６）℃。结果表明该方法可检测的突变Ｋ
ｒａｓ基因最低拷贝数为１０２，突变基因与野生基因的比
例为１１０５，即检测灵敏度为０．００１％。

图１　不同条件下野生型与突变型Ｋｒａｓ基因熔解曲线图

Ｆｉｇ１　ＰＮＡｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｍｕｔａｎｔＫｒａｓｇｅｎｅｆｒｏｍｗｉｌｄｔｙｐｅＫｒａｓ
ＷｉｔｈｏｕｔＰＮＡ，ｔｈｅＴｍｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ（ＷＴ）ｔｅｍｐｌａｔｅｓｗａｓｖｅｒｙｃｌｏｓｅｔｏｔｈｅｍｕｔａｎｔｓ（ＭＴ）（ｃｕｒｖｅ１，２）；ｗｉｔｈ１．２５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＴｍｏｆＷＴａｎｄＭＴｗａｓｕｐｔｏ３．４℃，ｓｏｔｈｅｔｗｏｇｅｎｅｓｃｏｕｌｄｂｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ（ｃｕｒｖｅ３，４）

图２　不同浓度ＰＮＡ下的熔解曲线图

Ｆｉｇ２　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ＷｈｅｎｔｈｅＰＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ２．０μｍｏｌ／Ｌ，ｔｈｅＷＴｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ（ｃｕｒｖｅ１）．ＡｄｊｕｓｔｉｎｇｔｈｅＰＮＡｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ３．７５

４．０μｍｏｌ／Ｌ，ｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅａｋ（８１．１℃）ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＭＴ，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｏｎｌｙｐｅａｋｏｆｐｒｉｍｅｒｄｉｍｍｅｒｉｎＷＴ（ｃｕｒｖｅ２，３）．Ｗｈｅｎｔｈｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＮＡｗａｓ８．０μｍｏｌ／Ｌ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｂｏｔｈＷＴａｎｄＭＴＰＣＲｓｙｓｔｅｍｓ（ｃｕｒｖｅ４）

图３　肽核酸钳制ＰＣＲ法在Ｋｒａｓ基因突变检测中的灵敏度分析

Ｆｉｇ３　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＮＡｃｌａｍｐｉｎｇＰＣＲｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇｍｕｔａｎｔＫｒａｓｇｅｎｅｓ
ＴｈｅＭＴ／ＷＴｗａｓｆｒｏｍ１１ｔｏ１１０５．Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｍｕｔａｎｔｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅａｋｓｉｎａｌｌｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅ．Ａｎｄｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅＭＴｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ

２．４　ＰＮＡ钳制实时定量ＰＣＲ法检测结果的测序
鉴定　将加入３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ的混合模板（野生
质粒突变质粒＝１１、１０１）的ＰＣＲ产物进行测
序，证实该产物中仅有突变型 Ｋｒａｓ基因扩增片段
存在（图４Ａ、４Ｂ）；然而，同一模板在未加入ＰＮＡ时
进行ＰＣＲ反应的产物在第１２密码子部位出现双峰
（图４Ｃ、４Ｄ）。为了进一步验证该方法的可靠性，我

们自本实验室胰腺癌组织库中随机选取５份标本进
行检测。根据上述检测及结果判定方法，判定其中

３份标本（Ｃａ５３、Ｃａ５８、Ｃａ７９）中含有突变Ｋｒａｓ基因
（Ｔｍ值为８０．５℃），其余２份（Ｃａ７１、Ｃａ９１）因无扩增
曲线出现，判定为野生型。ＰＣＲ产物的测序结果验
证了以上的判断（图４Ｅ、４Ｆ）。

图４　肽核酸钳制ＰＣＲ法产物测序结果

Ｆｉｇ４　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＰＮＡｃｌａｍｐｉｎｇＰＣＲ
Ａ：ＷＴＭＴ＝１１（ｗｉｔｈ３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ）；Ｂ：ＷＴＭＴ＝１０１（ｗｉｔｈ３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ）；Ｃ：ＷＴＭＴ＝１１（ｗｉｔｈｏｕｔＰＮＡ）；Ｄ：ＷＴ

ＭＴ＝１０１（ｗｉｔｈｏｕｔＰＮＡ）；Ｅ：Ｃａ７１（ｗｉｔｈ３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ）；Ｆ：Ｃａ５８（ｗｉｔｈ３．７５μｍｏｌ／ＬＰＮＡ）
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２．５　ＰＮＡ钳制实时定量ＰＣＲ与ＲＦＬＰ／ＰＣＲ方法
的比较　将 ＰＮＡ 钳制实时定量 ＰＣＲ 法与传统

ＲＦＬＰＰＣＲ法进行比较，结果发现前者检测 Ｋｒａｓ
基因突变效果优于后者，具体见表１。

表１　ＰＮＡ钳制ＰＣＲ法与传统ＲＦＬＰ／ＰＣＲ法检测Ｋｒａｓ的比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＰＮＡｃｌａｍｐｉｎｇＱＲＰＣＲａｎｄＲＦＬＰ／ＰＣＲｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇＫｒａｓｍｕｔａｔｉｏｎ

ＰＮＡｃｌａｍｐｉｎｇＱＲＰＣＲ ＢｓｔＮⅠ ＲＦＬＰ／ＰＣＲ

Ｒｅａｇｅｎｔ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ ＢｓｔＮⅠ

ＰＮＡ Ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ，ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ，ｅｔｃ．

Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ＱＲＰＣＲ→Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ ＰＣＲ→Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ→Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ→

　Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ→ＰＣＲ→Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ→

　　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ→Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ→Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｔｉｍｅｃｏｎｓｕｍｅｄ（ｈｏｕｒｓ／ｔｉｍｅ） １．５２ １２１５

ＤｅｔｅｃｔａｂｌｅｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＫｒａｓｇｅｎｅ Ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆｃｏｄｏｎ１２ａｎｄ１３ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ Ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆｃｏｄｏｎ１２ｏｎｌｙ

Ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ） １０２ １０３

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ０．００１％ ０．０１％

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄ Ａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ Ｄｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ

ＰｏｓｔＰＣＲｐｒｏｃｅｄｕｒｅ Ｏｎｅｓｔｅｐｍｅｔｈｏｄ，ｎｏｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｔｏｌａｂ， Ｍｕｌｔｉｓｔｅｐｍｅｔｈｏｄ，ｈｉｇｈｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

　ｌｏｗｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ

３　讨　论

　　近年来，Ｋｒａｓ基因突变的检测被作为辅助胰腺

癌诊断的一项重要指标，已经在临床实验室中广泛

开展，检测物包括细针穿刺物、胰液、胆汁、血液及粪

便等［８１２］。现有的 突变检测方法很多，既往研
究［１３１７］表明，这些检测方法具有较高的特异性

（６３％～１００％），结合 ＣＡ１９９后特异性更可高达

８０％以上，但灵敏度却差强人意，仅为２７％～８１％，

多数在５０％左右。因此，需要建立一种更为快速、

简便且敏感的 Ｋｒａｓ基因检测方法，适用于辅助胰

腺癌的早期诊断。

　　本研究将ＰＮＡ钳制实时定量ＰＣＲ检测法与

ＲＦＬＰＰＣＲ法进行了比较，新方法具有许多优点，具

体表现在以下几个方面：首先，仅需１对引物和１条

ＰＮＡ，通过熔解曲线分析，即可将Ｋｒａｓ基因第１２、

１３密码子所有可能的突变型与野生型区分开。其

次，通过一步反应，可解决ＰＣＲ扩增、突变富集及定

量整个过程，无需诸如电泳、杂交、酶切等后续步骤，

大大简化了实验过程，整个反应过程在密封管内完

成，最大限度地减少了污染的可能，降低假阳性率。

最后，检测灵敏度为０．００１％，可检测的突变 Ｋｒａｓ
基因最低拷贝数为１０２／ｍｌ，较传统方法高。

　　目前更多的研究在进行ＰＮＡ 钳制实时定量

ＰＣＲ法检测时，选用针对Ｋｒａｓ基因第１２密码子的

ＴａｑＭａｎ探针作为荧光显示物。该方法虽然特异性

高，但是一种探针只能检测第１２或１３密码子的一

种类型的突变。既往研究［１８］证实，Ｋｒａｓ基因第１２、

１３密码子突变类型多，即使在同一肿瘤标本中也可

能存在多种类型的突变，因此若选择ＴａｑＭａｎ探针

法，则需要使用多条特异性探针分别进行检测，实验

成本高且复杂，无法满足大样本量临床筛查的要求。

因此本研究选择ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ作为荧光染料，可

同时检测第１２、１３密码子任意一种突变，灵敏度高。

虽然该方法不能直接对具体突变类型进行判断，但

可在需要时加入测序步骤即可。且目前尚无研究表

明Ｋｒａｓ基因的突变类型与胰腺癌的病理类型、病

情程度或预后等具有相关性。因此，本研究认为该

方法在Ｋｒａｓ基因突变筛查方面具有更重要的价

值。另一方面，只要ＰＣＲ引物设计合理，同时反应

退火温度足够高，以至能够抑制非特异性扩增，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ能够满足该实验检测要求，方法的

可重复性、准确性、灵敏度以及特异性与ＴａｑＭａｎ探

针法相当［１９］。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ价格低廉，还将大大

降低检测成本。

　　本检测方法的关键在于选择适合的ＰＮＡ浓度，

过量的ＰＮＡ会对野生及突变基因的扩增均造成影

响。既往研究［４，２０］认为ＰＮＡ钳制ＰＣＲ法的ＰＮＡ
与引物浓度比为１．５１～１１．４１时能达到最好的

扩增抑制效果，本实验最适合的ＰＮＡ／引物为１５

１，考虑最适ＰＮＡ与引物比例的不同可能与引物及

ＰＮＡ长度及碱基序列的不同有关。同时，在实验结



·７６６　　 · 第二军医大学学报　２００９年７月，第３０卷

果分析时，应先进行熔解曲线分析，明确待测样本的

基因类型，再进行突变型基因的定量分析。

　　综上所述，本实验提供了一种快速、敏感的 Ｋ

ｒａｓ基因突变检测方法，应用此方法进行Ｋｒａｓ基因

检测有望成为胰腺癌筛查的有效手段；而且，该方法

也能够用于检测其他基因的缺失或插入突变。
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