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微滴数字化ＰＣＲ检测肝癌基因组ＭＳＨ２基因的一个新的无义突变

潘　琦，丁克越　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院感染科，重庆医科大学病毒性肝炎研究所）

　　［摘要］　目的　探讨微滴数字化ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）验证原发性肝细胞肝癌患者癌
基因组ＭＳＨ２基因中发生的一个新的无义突变的分析方法。方法　 对已经通过全外显子组测序鉴定
到的一个新的ＭＳＨ２的体细胞突变进行ｄｄＰＣＲ验证；分别对该患者肝细胞肝癌组织和癌旁硬化组织的
基因组ＤＮＡ分析。结果　ｄｄＰＣＲ验证了该无义突变 （ｒｓ６３７５１００９，ｇ．ｃｈｒ２：４７６３０３５８Ｃ＞Ｔ，ｃ．２８Ｃ＞Ｔ，
ｐ．Ｑ１０）只发生在肝癌组织而不存在于癌旁硬化组织中，定量检测发现该无义突变在肝癌组织中的
等位基因分数为０．４，与外显子测序的结果类似。结论　ｄｄＰＣＲ是一种快速和准确的基因突变分析的
新方法，灵敏度和特异性高，在基因突变的分析中具有极大的潜力。
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　　数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ）是一种新型的 ＤＮＡ分子
定量检测技术，无需标准物质即可直接测量样品中

ＤＮＡ靶分子拷贝数［１］。目前的数字 ＰＣＲ技术基于芯

片式（ｃｈｉｐｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｃｄＰＣＲ）和微滴式（ｄｒｏｐｌｅｔｄｉｇｉｔ
ａｌＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）两种平台。微滴数字化ＰＣＲ（ｄｄＰＣＲ）
可通过微滴发生器对ＰＣＲ反应体系进行微滴化处理，
将ＤＮＡ样本随机分装进２００００个独立的纳升级油包
水液滴，每个微滴都是独立的 ＰＣＲ微反应器；乳液
ＰＣＲ反应结束后，使用微滴检测器逐个检测每个微滴
的荧光信号，根据荧光信号的强弱，将微滴分为阳性微
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滴和阴性微滴，阴性微滴不含靶标 ＤＮＡ分子，阳性微
滴中含有至少１个拷贝的靶标 ＤＮＡ分子。阳性微滴
的数量跟靶标ＤＮＡ含量正相关，两者的关系符合泊松
分布，即：Ｐ＝１－ｅ（－λ）。其中Ｐ为阳性微滴的比例，ｅ为
自然常数，λ为平均每个微滴中的靶标 ＤＮＡ拷贝数。
ｄｄＰＣＲ软件根据阳性微滴的比例自动计算出目标
ＤＮＡ分子的拷贝数浓度（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）［２］。ｄｄＰＣＲ已被
广泛运用到科学研究及临床应用，如突变检测，拷贝数

变异分析以及特定核酸种类的量化［３］。ｄｄＰＣＲ有助
于肿瘤潜在基因突变的识别，尤其是具有细胞异质性

的临床样品；还可用于分析体细胞突变的等位基因分

数（ａｌｌｅｌｉｃｆｒａｃｔｉｏｎ），判断等位基因是否具有差异表
达［４］。等位基因分数是指带有突变等位基因在样本

中的比例，取决于肿瘤纯度，肿瘤局部绝对拷贝数及多

重性，以及癌细胞的比例［５］。由于其高度敏感性及对

靶分子的绝对定量能力，ｄｄＰＣＲ成为替代定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ）的选择之一［６］。ｄｄＰＣＲ可区分 １０％或更低
的基因表达差异，而对于小于两倍的基因表达差异，

ｑＰＣＲ的检测结果准确性明显降低。另外，ｄｄＰＣＲ可
在１／１００００的频率下识别等位基因，而 ｑＰＣＲ难以检
测频率小于１％的等位基因。
　　在前期研究中，我们对临床收集的１３例乙型病毒
性肝炎相关性肝细胞肝癌患者的肝癌组织、癌旁硬化

组织以及外周血进行了全外显子组测序。在观察肝癌

与非癌癌组织的非沉默突变率（ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｎｏｎｓｉｌｅｎｔ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ）时发现１例患者的ＭＳＨ２基因第１０位密码
子发生无义突变，从而导致ＭＳＨ２蛋白翻译提前终止，
引起该患者基因组错配修复 （ＤＮＡｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ）缺
陷。由于下一代测序本身存在测序错误（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｅｒｒｏｒ），需要对新识别的体细胞突变进行验证。目前，
利用ｄｄＰＣＲ对肿瘤样本中通过下一代测序数据所识
别的体细胞突变位点的分析工作报道较少。因此，本

研究利用 ｄｄＰＣＲ技术（ＢｉｏｒａｄＱＸ１００ＴＭ）验证该基因
的无义突变，并对该患者的癌组织以及癌旁正常组织

的基因组ＤＮＡ进行了分析，评估突变等位基因在肝癌
组织中的等位分数。ｄｄＰＣＲ作为 ＤＮＡ绝对定量检测
技术在肿瘤基因组变异的绝对定量检测方面应用潜力

较大。本研究基于 ｄｄＰＣＲ建立了体细胞突变的验证
方法，为临床肿瘤患者体细胞突变研究提供新方法。

１　材料与方法

１．１　临床病例
　　该患者为２０１３年４月中国医学科学院北京协和

医院肝胆外科诊断为原发性肝细胞肝癌，有乙型肝炎

史；对该患者实施了原发性肝细胞肝癌切除术，并从该

患者身上提取了肝脏组织标本，包括肝癌组织和邻近

的肝正常组织。两名病理学家 （北京协和医院病理

科）确认了切除样品的组织学诊断，即肝细胞癌和肝

硬化组织。患者签订了知情同意书，该研究获得了重

庆医科大学第二附属医院ＩＲＢ委员会的认可。
１．２　ＤＮＡ提取
　　使用 ＱＩＡａｍｐ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，巴伦西亚，
ＣＡ）从肝癌及肝硬化组织中提取了基因组 ＤＮＡ，具体
步骤见试剂盒说明书。

１．３　ＭＳＨ２引物和ｄｄＰＣＲＭＧＢ（ｍｉｎｏｒｇｒｏｏｖｅｂｉｎｄｅｒ）
探针设计

　　对于 ＭＳＨ２中的无义突变，我们设计了相应的引
物和探针，并利用 ＵＣＳＣ基因组浏览器验证了其特异
性，本研究分析位点的扩增片段长度为１１２ｂｐ。上游
引物序列：５′ＣＧＣＧＣＡＴＴＴＴＣＴＴＣＡＡＣＣＡ３′，下游引物
序列：５′ＣＣＴＧＡＡＡＧＡＡＧＣＧＣＡＣＧＡＡ３′。引物扩增片
段长度为１１２ｂｐ，对应的 ＴａｑＭａｎＭＧＢ探针包括由突
变型探针：５′ＦＡＭＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴＧＴＡＧＴＴＭＧＢ３′，用
于识别突变等位基因（Ｔ）；野生型探针 ５′ＶＩＣＡＡＧ
ＧＡＧＡＣＧＣＴＧＣＡＧＴＭＧＢ３′，用于识别野生型等位基
因（Ｃ）。引物探针均由ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司合成。
１．４　ｄｄＰＣＲ检测
　　ｄｄＰＣＲ检测在 ＢｉｏｒａｄＱＸ１００ＴＭ微滴式数字 ＰＣＲ
仪上进行。实验流程按照厂家说明书。首先配制 ２０μＬ
的ｄｄＰＣＲ反应混合物，包含１０μＬｄｄＰＣＲ反应预混液
（Ｂｉｏｒａｄ ｄｄＰＣＲｓｕｐｅｒｍｉｘｆｏｒｐｒｏｂｅ），０．８μＬＭＳＨ２
引物混合物（终浓度为９００ｎｍｏｌ／Ｌ），１μＬ探针混合物
（各探针终浓度为５００ｎｍｏｌ／Ｌ）和２μＬ样品。随后将整
个反应体系混合物以及７０μＬ液滴生成油（Ｂｉｏｒａｄ）
分别加入到微滴发生卡（Ｂｉｏｒａｄ）的相应孔内，放入
到微滴发生器中制备微滴，耗时约 ２ｍｉｎ至 ２ｍｉｎ
３０ｓ。微滴制备结束后，每个样品生成约２００００个微
滴，将生成的油包水液滴转移到９６孔ＰＣＲ板 （Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ）中，在 ＰＸ１热封仪（Ｂｉｏｒａｄ）上以金属膜封闭。
然后利用Ｔ１００热循环仪 （Ｂｉｏｒａｄ）进行ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ程序为９５℃预变性１０ｍｉｎ，９４℃变形３ｓ，５８℃
退火延伸６０ｓ，共４０个循环，最后９８℃ １０ｍｉｎ，１２℃
保温。

　　ＰＣＲ扩增完成后，将 ９６孔板放到微滴分析仪
（Ｂｉｏｒａｄ），仪器会自动顺序读取分析每个样本的液
滴。有荧光信号的微滴为阳性，记数为１，无荧光信号
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的为阴性，记数为 ０。软件记录每个样品里阳性和阴
性微滴数。最终根据两种微滴的比例和泊松分布

（Ｐｏｉｓｓｏｎ）概率密度函数，ＱｕａｎｔａＳｏｆｔ软件 （Ｂｉｏｒａｄ）
自动计算出样品中野生型ＤＮＡ分子和突变型ＤＮＡ分
子的拷贝数浓度（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）和等位基因分数。
１．５　ｄｄＰＣＲ计算拷贝数的方法
　　对于双重ｄｄＰＣＲ反应体系，单阳性微滴中含有且
仅含有一种靶标分子，双阳性微滴即同时含有两种靶

标分子，阴性微滴不含任何靶标ＤＮＡ分子。在反应体
系中，两种靶标核酸分子（比如野生型和突变型）彼此

独立地随机分装进若干微滴中去。两种靶标分子的随

机分布使得有些微滴仅含一种靶标分子，有些微滴仅

含有另外一种靶标分子，有些微滴同时包裹到两种核

酸分子，而有些微滴是空的，不含任何靶标分子。因此

野生型ＤＮＡ和突变型ＤＮＡ的检测是彼此独立的。系
统可以自动计算出野生型和突变型ＤＮＡ的含量，等位
基因的计算公式为：Ａ／（Ａ＋Ｂ），其中 Ａ为突变型 ＤＮＡ
分子的拷贝数，Ｂ为野生型ＤＮＡ分子的拷贝数。在计
算Ａ和Ｂ的时候，就要把双阳性的微滴计算在内，比
如ＦＡＭ单阳性的微滴有 Ｍ个，ＶＩＣ单阳性的微滴有Ｎ
个，双阳性的微滴有Ｌ个，那么 ＦＡＭ阳性的微滴就是
Ｍ＋Ｌ个，ＶＩＣ阳性的微滴为Ｎ＋Ｌ个。

２　结果

２．１　１例原发性肝细胞肝癌患者 ＭＳＨ２基因一个新
的无义突变的鉴定

　　通过全外显子测序发现该患者的肝癌组织 ＭＳＨ２
基因发生了一个无义突变 （ｒｓ６３７５１０９９，ｇ．ｃｈｒ２：
４７６３０３５８Ｃ＞Ｔ，ｃ．２８Ｃ＞Ｔ，ａｎｄｐ．Ｑ１０）（图 １）。
ＭＳＨ２基因包括 １６个外显子，该突变位于第 １外显
子，导致密码子ＣＡＧ（编码谷氨酰胺 Ｑ）变成了终止
密码子，从而导致该基因翻译提前终止。该突变仅在

癌组织而不是肝硬化组织中检测出。ＮＣＢＩｄｂＳＮＰ数
据库显示该变异位点为三等位基因的单核苷酸变异

（ｒｓ６３７５１０９９，Ｃ＞Ａ／Ｔ）。
　　我们定义“等位基因分数”（ａｌｌｅｌｉｃｆｒａｃｔｉｏｎ，被观察
基因座已突变的碱基数除以该基因座碱基总数）量化

在异质性肿瘤样本中突变等位基因的相对数量 ［即：

ＡＦ＝（突变型等位基因的数目）／（突变型等位基因的
数目＋野生型等位基因的数目）］。全外显子组测序发
现该患者肝癌组织基因组中ＭＳＨ２基因无义突变的等
位基因分数大小约为０．４５（ＡＦ＝１４／（１４＋１７），即含有
突变型等位基因 Ｔ的测序 ｒｅａｄｓ数为 １４，含有野生型

等位基因Ｃ的测序 ｒｅａｄｓ数为１７）。利用第一代 Ｓａｎ
ｇｅｒ测序确认了该无义突变仅发生在癌组织基因组而
非癌旁正常组织。
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Ａ：ＭＳＨ２基因结构；该无义突变位于第一外显子，导致第
１０位的ＣＡＧ该突变的坐标如图所示；Ｂ：该无义突变对应
的ＭＳＨ２编码蛋白结构域的位置
图１　发生在原发性肝细胞肝癌患者癌基因组ＭＳＨ２基因

一个新的无义突变

２．２　ＭＳＨ２基因无义突变的ｄｄＰＣＲ验证
　　利用ｄｄＰＣＲ在基因组水平定性及定量地验证无
义突变。图 ２为肝癌组织和肝硬化组织中基因组
ＤＮＡ样本中各个液滴的二维图，图中绘制出荧光强度
和液滴数的对比。从通道一（ＦＡＭ，突变等位基因）和
通道二（ＶＩＣ，野生型等位基因）分别观察了各个液滴
的荧光。结果确认了肝癌组织中的基因组 ＤＮＡ中存
在突变等位基因，而未发生在肝硬化组织。在微滴产

生过程中，由于同一个液滴中加入了两个靶基因（野

生型等位基因和突变等位基因），可见肝癌组织基因

组 ＤＮＡ中存在两种类型的阳性液滴。肝癌组织中基
因组 ＤＮＡ样本中的液滴数经量化为：ＶＩＣ（＋）ＦＡＭ
（＋）７５，ＶＩＣ（＋）ＦＡＭ（－）１４９６，ＶＩＣ（－）ＦＡＭ（＋）９７３，
ＶＩＣ（－）ＦＡＭ（－）１２７０９；癌旁硬化组织中基因组 ＤＮＡ
样本中的液滴数经量化为：ＶＩＣ（＋）ＦＡＭ（＋）０，ＶＩＣ（＋）
ＦＡＭ（－）２８９９，ＶＩＣ（－）ＦＡＭ（＋）０，ＶＩＣ（－）ＦＡＭ（－）
１１３８４。估计了癌基因组突变等位基因的等位分数为
０．４［ＡＦ＝（９７３＋７５）／（９７３＋７５＋１４９６＋７５），ＦＡＭ阳性液
滴数９７３，ＶＩＣ阳性液滴数１４９６，ＦＡＭ和ＶＩＣ双阳性液
滴数７５］。我们比较了通过全外显子测序和ｄｄＰＣＲ估
计的突变等位基因分数，发现二者没有显著差别 （Ｐ＝
０．６９）。ｄｄＰＣＲ扩增形成的微滴见图３，可见ｄｄＰＣＲ系
统生成的阴性微滴和阳性微滴区分明显，系统可准确判

读阳性微滴和阴性微滴数目。
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图２　肝癌组织和癌旁硬化组织中基因组ＤＮＡ液滴情况
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Ａ：ｄｄＰＣＲ对癌旁硬化组织的检测结果；Ｂ：ｄｄＰＣＲ对癌组

织的检测结果　蓝色信号点代表发生 ＰＣＲ扩增的微滴，

系统判读为阳性；黑色的信号点代表未发生 ＰＣＲ扩增的

微滴，系统判读为阴性

图３　微滴数字ＰＣＲ测定ＭＳＨ２无义突变

３　讨论

　　随着下一代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＮＧＳ）技术的广泛应用，如何准确、精确地验证 ＮＧＳ所
获得的结果，包括基因组改变，如 ＳＮＰ、突变和拷贝数
变异，已经成为现今基因组改变检测技术研究的一个

关键点［７］。在基因组突变的验证中，传统的 ｑＲＴＰＣＲ
是公认的经典方法，因此在基因组变异的验证分析中

应用广泛。在本研究中，我们也使用ｑＲＴＰＣＲ技术定
量验证了从原发性肝细胞肝癌病人外显子组测序数据

识别的 ＤＮＡ错配修复基因 ＭＳＨ２的无义突变
（ｒｓ６３７５１０９９，ｇ．ｃｈｒ２：４７６３０３５８Ｃ＞Ｔ）。在实验的过程
中，发现ｑＲＴＰＣＲ的分析步骤还是较为烦琐，该技术
以相对浓度量化癌组织及癌旁硬化组织中突变的拷贝

数，存在灵敏度不强，不能绝对量化拷贝数目。目前，

ｑＲＴＰＣＲ的这些缺点表明其可能不是理想的基因组
变异的验证分析方法［８］。

　　鉴于传统方法存在的劣势，本研究使用 ｄｄＰＣＲ技
术定性以及定量验证了该原发性肝细胞肝癌病人外显

子组测序数据识别的 ＤＮＡ错配修复基因 ＭＳＨ２的无
义突变 （ｒｓ６３７５１０９９，ｇ．ｃｈｒ２：４７６３０３５８Ｃ＞Ｔ）。比较
ｄｄＰＣＲ与常规定量 ＰＣＲ检测方法，观察到常规定量
ＰＣＲ依赖于标准曲线来进行定量，通过标准曲线计算
出待检测样品中目标基因的量，并不是真正意义上的

定量；而ｄｄＰＣＲ是不依赖于标准曲线的真正的定量，
它可以精确的计数待检测样品中目标基因的量。常规

定量ＰＣＲ在目标基因含量很低的时候可能检测不出
来，而ｄｄＰＣＲ的检测下限是１／１０００００，所以ｄｄＰＣＲ可
用于肿瘤的早期筛选，胎儿的畸形筛查等。ｄｄＰＣＲ结
果的精确度，准确性和灵敏度更佳［９］，适合应用于拷

贝数变异（ＣＮＶ）、突变检测和基因相对表达研究
等［３］。本研究使用的ＱＸ１００ｄｄＰＣＲ平台，其油包水微
滴体积为０．８６ｎＬ，直径１２５μｍ。尽管是纳米级微滴，
但是仍然比生物大分子大很多，甚至可以包裹进完整

的细胞，因此在ｄｄＰＣＲ平台上，样本基因组ＤＮＡ的片
段化并不是必需的。例如运用 ｄｄＰＣＲ开展 ｃｈｒｏｍｏ
ｓｏｍａｌｐｈａｓｉｎｇ实验，就要求 ｇＤＮＡ样本保持完整不降
解不断裂，使得长达 ２００ｋｂ的 ｇＤＮＡ链直接包裹进
Ｗ／Ｏ微滴中［１０］。本研究使用的ｄｄＰＣＲ体系微滴生成
稳定，能够用于 ＭＳＨ２无义突变的分析。ｄｄＰＣＲ在结
果分析时仅是有／无两种扩增状态，不需要检测荧光信
号与设定阈值线的交点，即完全不需要依赖于Ｃｔ值的
鉴定，因此ｄｄＰＣＲ的反应效率受扩增效率的影响大大
降低，对ＰＣＲ反应抑制物的耐受能力也大大提高。
　　由于ｄｄＰＣＲ的绝对定量检测，可直接统计得出验
证的 ＭＳＨ２无义突变位点 （ｒｓ６３７５１０９９，ｇ．ｃｈｒ２：
４７６３０３５８Ｃ＞Ｔ）的突变率。在绝对计数时如果直接计
数阳性微滴的个数来代表样本ＤＮＡ的含量，会因为多
个靶标ＤＮＡ分子进入一个微滴，而使得阳性微滴的个
数不等于模板含量。要使 ９５％的阳性微滴中都仅含
有１个拷贝的靶标ＤＮＡ分子，则必须控制阳性微滴的
比例小于１０％。即使是这样，直接计数阳性微滴个数
来代表靶标ＤＮＡ拷贝数，仍然具有５％的误差。此外
还会大大降低数字 ＰＣＲ的动态范围，增加检测成本。
因此任何现代数字 ＰＣＲ平台都不是直接计数阳性微
滴的个数来代表靶标ＤＮＡ的拷贝数的，并不需要确保
微滴中不含或仅含有一个拷贝的靶标ＤＮＡ分子，就是
说阴性微滴中不含靶标ＤＮＡ分子，而阳性微滴中含有
至少１个拷贝的靶标 ＤＮＡ分子。此外本研究使用的
ｄｄＰＣＲ体系，引物探针的终浓度远高于 ｑＰＣＲ，引物终
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浓度高达９００ｎｍｏｌ／Ｌ，探针终浓度为４５０ｎｍｏｌ／Ｌ，就是
为了保证引物和探针在各微滴反应器中均匀分布。

ｄｄＰＣＲ技术所需样本量很少，对于临床研究来说具有
极其重要的意义，尤其是当临床病理样本量太少时，具

有极高拷贝数分辨精度的ｄｄＰＣＲ可以进行突变检测，
辅助诊断对药物的敏感性。在肿瘤异质细胞内，存在

少量突变，这种突变的特定等位基因是否能够被准确

检测到，直接影响到肿瘤靶向治疗的有效性，而

ｄｄＰＣＲ在稀有变异检测过程中发挥着重要作用，是临
床肿瘤样本靶向药物分子检测的首选技术。

　　ＭＳＨ２为ＤＮＡ错配基因家族的一员，可修复ＤＮＡ
复制及逃避校对过程中出现错配［１１］。ＭＳＨ２在 Ｌｙｎｃｈ
综合征（遗传性非息肉性结肠直肠癌）中突变率较高。

Ｌｙｎｃｈ综合征患者其他器官，包括肝脏的癌症风险也
会增加。癌症体细胞突变数据库中未报道该ＭＳＨ２基
因的无义突变（ＣＯＳＭＩＣ，ｖｅｒｓｉｏｎ６９，ｈｔｔｐ：／／ｃａｎｃｅｒ．
ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｃｏｓｍｉｃ／）［１２］。细
胞ＤＮＡ容易遭受细胞内活性物质以及环境因素的影
响从而造成损伤，通过不同修复机制，可将 ＤＮＡ损伤
引起的中毒和突变的影响降到最低［１３］。当前研究表

明，ＤＮＡ修复能力降低与患癌风险增加有关［１４］。

　　近年来，不断有新方法用于基因突变的分析。如
之前我们应用高通量测序的方法分析得到了ＭＳＨ２中
ｒｓ６３７５１０９９的无义突变，这与 ｄｄＰＣＲ的分析结果保持
一致。但是高通量测序分析成本较高，对数据的分析

要求也高。从便捷性和经济性的角度来看，ｄｄＰＣＲ技
术是一种快速和准确的分析验证突变的方法。
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