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摘要 目的：利用 MassARRAY 分子量阵列分析系统检测胃癌组织 PIK3CA 基因突变。方法：从胃癌石蜡包埋组织中提取基因组，

PCR 反应扩增目的基因片段，MassARRAY 分子量阵列分析系统检测 PIK3CA 基因突变；焦磷酸测序验证检测结果。结果：中国西

部地区 144 例胃癌组织样本中 PIK3CA_E542K(1624G＞A)突变携带率为 77.6%，PIK3CA_E545K(1633G＞A)突变携带率为 84%。
MassARRAY 分子量阵列分析系统检测结果与焦磷酸测序结果达到 100%吻合。结论：建立了 MassARRAY 分子量阵列分析系统

检测基因突变的方法，初步建立了中国西北地区汉族人群胃癌组织 PIK3CA 基因 PIK3CA_E542K(1624G＞A)和 PIK3CA_E545K
(1633G＞A)位点突变频数。
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ABSTRACT Objective: To investigate the PIK3CA gene mutation by MALDI-TOF mass spectrometry method (MassARRAY).
Methods: Genomic DNA was extracted from paraffin embedding gastric cancer tissues. Targeted PIK3CA gene fragments were amplified
by PCR. The remaining and nonincorporated dNTPs were removed from amplification products by Shrimp alkaline phosphatase(SAP).
Mass spectrometry detection was carried out after primer extension reaction and primer extension reaction cleanup. Results: In 144 paraf-
fin embedding gastric cancer tissues were detected, the mutation ratio of PIK3CA_E542K(1624G＞A) was 77.6%, and the mutation ratio
of PIK3CA_E545K (1633G＞A) was 84%. All PIK3CA mutation results were the same as pyrosequencing results. Conclusion: The
MAL- DI-TOF mass spectrometry method for PIK3CA mutation detection was successfully established. The mutation frequencies of
PIK3CA_E542K (1624G＞A) and PIK3CA_E545K (1633G＞A) of gastric cancer have primarily been set up and this founding is only
con- cerning with people of Han nationality among nor-thwest China.
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前言

恶性肿瘤是世界范围内危害最为严重的疾病之一，其中胃

癌在的发病率与死亡率居我国恶性肿瘤之首。近年来，随着研

究的深入，遗传因素与恶性肿瘤的密切程度受到很大关注。众

多基因的突变均与肿瘤的发生发展密切相关[1]。
PIK3CA 基因是一种癌基因，具有调控细胞增殖、分化、存

活等生理功能，主要在脑、肺、乳腺、胃肠、宫颈、卵巢等组织中

表达[2]。研究显示，PIK3CA 基因的突变可促使细胞癌变，与肺癌、

乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、卵巢癌及胃癌有着密切的关系[3-14]。然

而目前针对该基因的突变研究还不够深入，基因突变与下游信

号转导及其调控的关系、与肿瘤发生发展的关系及其机制、与
肿瘤发生的预测和治疗相关性等都有待进一步阐明。

本研究利用 MassARRAY 分子量阵列基因分析系统检测

胃癌组织中 PIK3CA 基因突变[15-19]，旨在分析中国西北地区汉

族人群 PIK3CA 基因突变状况并建立 MassARRAY 分子量阵

列基因分析检测方法。
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1 材料与方法

1.1 研究对象

第四军医大学第一附属医院 2009 年 -2010 年间 150 例胃

癌患者组织标本，其中男 114 例，女 36 例。年龄 33~82 岁，平均

年龄 58.2 岁。全部标本均经 4％甲醛液固定、脱水石蜡包埋处

理。样本信息通过完整病例及随访资料获得。
1.2 实验材料

石蜡基因组提取试剂盒(OMEGA 公司)；iPlex Gold 试剂盒

(SQUENOM 公司)；焦磷酸测序试剂盒(Biotage 公司)；高速离

心机(Beckman 公司)；核酸定量仪(Eppendorf 公司)；PCR 扩增

仪 (MJ Research 公司)；PSQ96 焦磷酸测序仪 (Biotage 公司)；
MassARRAY iPLEX Platform(SQUENOM 公司)。
1.3 研究方法

1.3.1 基因位点选择 从 COSMIC 数据库中选择在胃癌组织样

本中发生突变频率较高的，位于人染色体 3q26 的 PIK3CA 基

因（基因 ID5290）两个突变位点：PIK3CA_E542K(1624G＞A)和
PIK3CA_E545K(1633G＞A)。
1.3.2 引物设计 利用 Assay Designer 引物设计软件设计相应

的引物及探针。引物探针设计严格按照 MassARRAY 分子量阵

列分析系统的要求设计。设计完成后由华大基因公司合成。
1.3.3 基因组 DNA 提取 胃癌患者基因组 DNA 提取自手术标

本石蜡包埋组织切片，采用 E.Z.N.A.TM FFPE DNA Kit 试剂盒

提取。提取过程严格按照试剂盒操作说明书进行。待提取过程

完成之后，在 384 孔板上将所有样本基因组 DNA 稀释至终浓

度 5 ng/μl, 4℃保存。
1.3.4 MassARRAY 分子量阵列分析系统检测（采用 iPlex Gold
配套专用试剂盒）

PCR 反应：分别在 384 孔里加入 1μl 基因组 DNA(5 ng/μl),
4μl PCR 反应混合液（试剂盒自带）。反应条件为：94℃ 5 min;
94℃ 20 sec, 56℃ 30 sec, 72℃ 1 min, 45 个循环；72℃ 3 min。

虾碱性磷酸酶(SAP)反应：在 384 孔中加入 2μl SAP 反应

混合液，进行 SAP 反应，反应条件为：37℃ 40 min, 85℃ 10
min。反应完成后降至室温并 4℃保存。

单碱基延伸反应：在 384 孔中加入 2μl 单碱基延伸反应液

及适量引物，进行单碱基延伸反应，反应条件为：94℃15 min;
94℃20 sec, 56℃30 sec, 72℃1 min, 72℃3 min; 4℃保存。

点样上机检测：在 384 孔中加入 16 μl 去离子水与 6 mg
树脂，按操作说明书进行脱盐处理；设定仪器运行程序，点样，

检测。
1.3.5 焦磷酸测序 将 PIK3CA_E542K 和 PIK3CA_E545K 两位

点 结 合 起 来 设 计 焦 磷 酸 测 序 引 物 ，P1 上 游 引 物 序 列

5'-AAGGGAAAATGACAAAGAACAGC-3'；P2 下游引物序列

5'-GCACTTACCTGTGACTCCATAGAA-3'； 测 序 引 物 序 列

5'-TTCTACACGAGATCCTCTC-3'，正向测序。按照试剂盒及仪

器操作说明进行测序。

2 结果

2.1 基因组 DNA 提取与目的基因扩增

采用试剂盒提取石蜡包埋组织基因组 DNA，琼脂糖凝胶

电泳及紫外荧光定量检测基因组 DNA 提取的质量及浓度，A
260/A 280 吸光度比值 1.7 至 2.0 者为合格样品。利用设计出的

引物对目的基因序列扩增，获得了长度为 104 bp 的目的基因

片段，经测序后与 GenBank 数据库资料一致。
2.2 MassARRAY 分子量阵列分析

针 对 PIK3CA_E542K (1624G＞A) 和 PIK3CA_E545K
(1633G＞A)两个突变位点，利用 MassARRAY 分子量阵列分析

系统对全部 150 例样本进行检测，其中 144 例检测成功，检出

率达到 96%。获得了两个位点的突变频数，分别见表 1 和表 2。
2.3 焦磷酸测序

利用焦磷酸测序技术对应检测了上述 144 例样本。将焦磷

酸测序结果与 MassARRAY 分子量阵列分析系统检测结果进

行比对，两种检测方法符合度达到 100%。

3 讨论

图 1 PIK3CA 基因 PCR 扩增产物琼脂糖电泳图:M: DL2000 分子量标

准；1 和 2 泳道：PCR 扩增的 104bpPIK3CA 基因片段

Fig. 1 Results of PCR amplification:M: DL2000 marker; 1, 2: PIK3CA

gene fragments

表 1 PIK3CA_1624G＞A 检测结果

Table 1 Gastric tumor samples investigated on PIK3CA_1624G＞A

w/t(G/A) 病例数 百分比

GG 32 22.40%

GA 110 76.90%

AA 1 0.70%
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在恶性肿瘤中，我国每年新发胃癌病例近 40 万，死亡近

30 万，约占世界同期胃癌死亡人数的 40%。胃癌的发病与种

族、生活习惯、职业等有着密切的关系[21]。由于胃癌在我国恶性

肿瘤发病率位居前三，在农村死亡率近年来一直列第一，给社

会和国家带来沉重的经济负担。因此筛选胃癌相关基因突变的

生物标志物，对胃癌的早期诊断和预警具有重要意义。通过建

立相关基因的突变检测方法，对多种恶性肿瘤相关基因的突变

检测均具有指导意义。目前几乎所有的基因突变检测都是建立

于 PCR 基础之上，建立高效的检测基因突变方法，可为临床肿

瘤的准确诊断和预警提供更为科学的技术和方法。
MassARRAY 分子量阵列分析系统的基本原理为基质辅

助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF MS)技术，具有极

高的特异性和灵敏度，与芯片技术结合，可以在一个平台上实

现 SNP 基因分型、基因表达研究、拷贝数变异、基因甲基化分

析、病原体分型和产前诊断的研究或应用。该系统完美地整合

了 PCR 技术的高灵敏度和质谱技术的高精确度[20]。其突出特

点是能以极高的精确度快速进行基因型识别，直接测出带有

SNP 或其他突变的目标 DNA[10]。MassARRAY 系统反应体系为

非杂交依赖性，不存在潜在的杂交错配干扰，不需要各种标记

物，其采用的高密度 SpectroCHIP 点阵芯片分析系统能在短时

间内完成大量位点的检测并实现全自动分析。该系统顺应了当

前医学疾病基因组疾病机制研究迅猛发展的趋势，具有多项优

势，包括位点数量及样本选择灵活；检测结果准确，检测准确度

高于 99.7%；高通量，理论上一张芯片可以完成 384 个样本的

多重 iPLEX GOLD 实验，每个反应孔可以实现多达 36 重反

应；性价比高，无需荧光标记，大大降低了反应成本[17]。
本研究利用 MassARRAY 分子量阵列基因分析系统分析

了 位 于 人 染 色 体 3q26 的 PIK3CA 基 因 PIK3CA_E542K
(1624G＞A)和 PIK3CA_E545K(1633G＞A)两个位点。PIK3CA
基因是一种癌 基 因 ， 编 码 I 类 磷 脂 酰 肌 醇 -3- 激 酶 (phos-
phatidylinositol 3-kinases, P I3Ks)的 P110α催化亚单位。该催

化亚单位与 p85 调节亚单位能够组成异源二聚体，即 I 类 P
I3Ks, 被生长因子受体酪氨酸激酶所激活并磷酸化下游蛋白质

产生磷脂酰肌醇三磷酸，与苏 / 丝氨酸激酶 AKT 结合，激发一

系列的信号通路。PIK3CA 基因突变可导致编码蛋白的过度表

达，引起 PI3K 的催化活性增强，激活 PI3K/AKT 通路，促使细胞

癌变 [2,3,22]。研究发现绝大部分的 PIK3CA 基因突变发生在第 9
和第 20 号外显子，其不仅与肿瘤的发生发展相关，还与肿瘤的

分期、分级和预后相关。本研究选择的两个突变位点正是位于

第九外显子突变热点区域。经过对 144 例西北地区胃癌患者组

织标本的成功检测，获得了这两个位点在胃癌突变频数，通过

MassARRAY 和焦磷酸测序两种方法相互比较检测发现，这两

个位点等位基因携带突变的比例显著高于非突变纯合子，提示

突变的携带可能与胃癌的发病密切相关。然而其作用机制尚待

进一步研究。另外，本研究检出的 PIK3CA 在胃癌组织中的突

变率虽然高于其他文献报道，但因为检出病例有限，也需要进

一步研究。
本研究建立了基因突变的高通量检测方法，为临床使用

MassARRAY 分子量阵列技术检测胃癌及其他恶性肿瘤相关

基因突变提供了新思路。
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