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TaqMan探针检测结直肠癌血浆中微量 

甲基化EphA 7基 因 

王建东 ，王绪林 ，董迎春 ，李国立 ，鲍 杨 ，马恒辉 ，周晓军 

(南京军区南京总医院，1．病理科 ；2．普外科 ，江苏南京 210002) 

r摘 要 ] 目的 从 结 直肠癌 症患 者血 浆 中分 离微 量来 源 于肿 瘤细 胞 的游 离 DNA，检测 甲基 化 

EphA7作 为肿瘤标志 。方法 提取血浆 中微量游 离DNA，并以亚硫酸氢钠修饰 DNA。根据 修饰后的 

DNA序列 ，设计 EphA7甲基化特异性 引物和探针 ，利用 Real Time PCR仪扩增 甲基 化 EphA7基 因。 

结果 从 大肠 癌患者血浆 中检 出微 量 甲基 化 EphA7基因。结论 应 用荧 光标记 TaqMan探针 Real 

Time PCR可以检测 出结 直肠癌患者血浆 中微量游离DNA 中 甲基化EphA7基因 ，血浆 甲基 化EphA7 

可能作为一种新的肿瘤标志物 。 
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M icroamount of hypermethylated EphA7 detected in plasma of colorectal cancer with 

a TaqM an probe 
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ZHOU Xiao j．n (1．Depal tment Pathology；2．Department of Surgery，Nanjing General 

Hospital o}Nanjing Military Command，PLA，Na7巧ing 210002， ]iangsu China 

[Abstract] Objective To detect hypermethylated EphA7 in plasma DNA released from colorectal 

cancer cells as a tumor marker．Methods The free DNA in plasma was extracted using a QIAamp 

DNA Blood Mini kit and treated with sodium bisolfite． The Real time PCR primer sets and 

fluorescence labeled probe for detection of hypermethylated EphA7 were designed according tO the 

sodium bisulfte converted DNA sequence．Hypermethylated EphA7 DNA was detected using an ABI 

PRISM 7000 sequence detection system．Results The hypermethylated EphA7 gene was detected in 

plasma of colorectal cancer．Conclusion Real—time PCR with a fluorescence labeled TaqMan probe 

can detect hypermethylated EphA7 gene from plasma of colorectal cancer，and hypermethylated 

EphA7 in plasma maybe used as a new tumor marker． 

[Key words] Fluorescent TaqMan probe；Real—time PCR；Plasma；Hyperme thylation；EphA7 

许 多抑癌基因如P53、APC、hMLH1等等在肿 

瘤组织中发生高甲基化 ，这些抑癌基因在同一患者 

的正常组织 中通常不发生 甲基化 ，或者很少甲基化。 

因此 ，它们有可能成为重要 的肿瘤标志物 。在肿瘤患 

者血浆 中存在微量 由肿瘤组织释放 的游离DNA c1， 

有许多文章报道从血浆中检测微量游离DNA中的 

突变 基 因[2 ，杂 合 性 缺失 (LOH)作 为肿 瘤 标 志 

物l 4 7]。利用甲基化特异性PCR(MSP)从血浆中检测 

期 

微量 DNA 中甲基化基因，虽然有文献报道 ，但 由于 

受检测敏感性的限制 ，很难在临床实践中推广 。应用 

实时 PCR检测血浆中甲基化 的抑癌基因是最近肿 

瘤标志物研究中的热点 。 。我们曾报道酪氨酸激 

酶 受体 EphA7基 因在 49 大肠癌患者的癌组织中 

发生甲基化 ，而在 同一患者的正常黏膜中不发生甲 

基化 ，是一种肿瘤的特异性 甲基化现象 。检测血 

浆中甲基化EphA7基因有可能成为大肠癌早期诊断 
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的辅助指标和对手术后进行复发监测 ，血浆 甲基化 

EphA7可能成为一种新的肿瘤标志物 。本文报告建 

立荧光标记 TaqMan探针实时PCR方法检测血浆 

中甲基化 EphA7基因的方法。 

1 材料与方法 

1．1 标本收集和血浆DNA提取 癌症患者术前抽 

取 1 ml静脉血 ，肝素抗凝。以 3000 r／rain离心 10 

rain，分离血浆和血细胞 。血浆立刻提取DNA或者 
一 80 C低温冰箱保存备用。应用 Qiagen公司的 

QIAamp DNA Blood Mini kit提取血浆中微量游离 

DNA，提取方法按试剂盒提供 的程序并作改进 。具 

体如下 ：取400 l血浆加入 40 l QIAGEN Protease 

消化液，然后加入 400 1 AL液 ，漩涡振荡 15 S，56 

C水浴10 rain，短暂离心后加入乙醇400 l，漩涡振 

荡15 S，将液体加入试剂盒的DNA吸附柱，6 000× 

g离心1 rain，将吸附柱换新套管。将剩余液体加人 

吸附柱，6 000×g离心1 rain，将吸附柱换新套管。 

分别用AWl和AW2清洗和离心 ，最后以50 tA AE 

溶液洗脱下 DNA，一2O C保存备用。 

1．2 引物和探针设计 所设计引物扩增片断大小 

在 80～15O bp范围，引物长度 17～25 bp，GC含量 

在4O ～6O ，两条引物的Tm值尽量接近。避免 

引物内部或之间形成3 bp以上的互补序列等等。探 

针长度2O～24 bp，探针的Tm值 比引物高8～10 C， 

探针内标或探针与引物之 间避免形成 3 bp以上的 

互补序列。除了遵循以上规则外 ，用于检测 甲基化 

的探针和引物还要注意以下几点。①引物和探针的 

序列是根据亚硫酸氢钠对DNA修饰后的新序列设 

计的，而不是从原来的基因库中的序列。甲基化的 

胞嘧啶在修饰后，不发生改变；而非甲基化的胞嘧 

啶，在亚硫酸氢钠处理后变成尿嘧啶。因此 ，设计 

引物时，原来序列 中的c，根据其是否甲基化 ，将引 

物定为C(甲基化)或T (非甲基化)，其他碱基不 

发生改变(图1)。②引物和探针中尽量多包含5，_CG一 

3 位点，才能更好区分甲基化和非甲基化DNA。⑧ 

对引物和探针以及扩增序列 (亚硫酸氢钠处理后的 

DNA)进行Blast检查 ，防止出现非特异性扩增 。检 

测甲基化 EphA7基因的引物和 TaqMan荧光探针 

序列见图 1。 

1．3 亚硫酸氢钠修饰DNA 血浆提取DNA溶解在 

50 l AE缓冲液，存放在1．5 ml Eppendor{管中，加 

入 5．6 1新鲜配制的3 mol／L氢氧化钠 ，37 C变性 

基因库序列 5 ⋯⋯TGG(’【、( (；( ( CGGCCATTTCG⋯⋯3 

EphA7MSP—M 探针 5。。(FAM)TGGT GGG
—

CGG。’’ l I-A~ITT (Eclipse) 3 

基因库序列 5 一ACCTGACTCCGCTCGGCACC( 3 

EphA7MSP Mf 5 ATTTGATTTCGTTCGGTATCG一3 

基因库互补序列 5_lGGCCAAGGGGCGGGTCCCG 3 

EphA7M SP Mr 5 一AACCAAAAAA【：GAATCCC( 3 

图 1 EphA7的 TaqMan探 针 和 引物 设计 

15 rain。加入2．9 l新鲜配制的10 mmol／I 对苯二 

酚(Sigma)，使终浓度为0．5 mmol／L。加入363 l新 

鲜配制的 3．6 mol／L亚硫酸氢钠(Sigam，S一8890)， 

使终浓度为3．1 mmol／L。亚硫酸氢钠配制时，用 10 

mol／L NaOH调节pH至5．0。滴上液体石蜡油，5O～ 

55 C反应 16 h。应用 Promega公司的DNA wizard 

cleanup kit纯化处理的DNA。按其说明书操作。利 

用真空泵过吸附柱，最后将DNA溶解在50 1 TE缓 

冲液中(pH8．O)。加入5．6 l 3 mol／I NaOH到TE 

溶解的DNA中，37 C孵育15 min，终止亚硫酸氢钠 

反应。利用乙醇和3 mol／L醋酸钠沉淀DNA。70 

乙醇清洗后，用 30 l TE缓冲液溶解备用。 

1．4 Real time PCR检测甲基化 EphA7 将引物、 

探针、dNTPs、缓冲液和Taq酶等预先混合后分装到 

200 l PCR反应管中，为了保证高效扩增 ，我们使 

用热启动Taq酶 (大连宝生物)。反应体积为3O l， 

各成份的最终浓度分别如下 ：dNTPs，200 mol／L； 

引物为0．3 mol／L；探针为0．1 mol／L；Taq酶为 

1U。加入2 l亚硫酸氢钠处理的DNA。混合后快速 

离心反应管 。应用ABI Prism 7000 Real time检测系 

统扩增。反应温度和时间为：95 C，2 min，随后按下 

列参数 4O个循环，94 C变性 30 S；52 C退火 30 S； 

72 C延伸 1 min。 

DNA 经亚硫酸氢钠处理后 ，EphA7启动子区 

CpG岛DNA序列发生改变，甲基化的胞嘧啶(C)被 

化 学修饰为尿 嘧啶(U)，设计出特异性 的引物和荧 

光 TaqMan探针。在实时PCR时，只有检测到甲基 

化EphA7基因，才会出现荧光信号。如图2所示 ，不 

同颜色的曲线代表不 同的检测标本 ，荧光强度大于 

4O的线条为含有EphA7甲基化DNA血浆，小于40 

的为阴性标本。 

2 结 果 

应用荧光TaqMan探针实时PCR，检测到了大肠 

癌患者血浆中微量甲基化EphA7基因DNA，见图2。 
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图 2 荧光 TaqMan探针 Real time PCR检测出大肠癌血浆 中甲基化 EphA7基 因 

到 目前为止 ，人们 已发现多种抑癌基 因在肿瘤 

组织 中发生 了 甲基 化 ，如 P53、APC、hMI H1等 

等。这些抑癌基因在同一患者的正常组织 中通常不 

发生甲基化，或者甲基化频率非常低。许多研究已 

证实在肿瘤患者血浆中存在微量 由肿瘤组织释放的 

游离 DNAl1 ，检测肿瘤患者血浆中这些基因的甲 

基化可能成为重要的肿瘤标志物 。用普通的甲 

基化特异性 PCR方法 可以检测血浆 中甲基化 

DNA，其敏感性相对较低，实用性差；而检测血浆中 

非常微量的甲基化 DNA对于技术要求非常高，很 

难普及 。目前 ，国内许多大型医院已开展 了实时定 

量 PCR(real time PCR)检测项目。利用高度灵敏 

和特异的荧光 TaqMan探针进行实时 PCR，容易检 

测出血浆微量 DNA中甲基化的抑癌基因，便于临 

床开展检测。 

Eph基因是一组最大的受体酪氨酸激酶家族， 

分为EphA和 EphB两类，共有 14种受体。Eph基因 

家族在生长发育中发挥重要作用，同时也与多种肿瘤 

的发生、发展和转移有关。作者从 事 Eph基 因在消 

化道肿瘤中的表达研究口 ，发现 EphA7在结直 

肠癌组织中表达下调 ，EphA7基 因的下调与结直肠 

癌的预后也有一定关系。EphA7表达下调与启动子 

区的 CpG岛甲基化有关_】 。为 了深入研究 EphA7 

甲基化在临床结直肠癌诊断和预后方面的应用，我们 

建立了荧光标记 TaqMan探针，从大肠癌患者血浆 中 

检测甲基化 EphA7基因 DNA的方法 ，血浆 甲基化 

EphA7可能成为一种新的肿瘤标志物。该方法同 

样也适用于在肿瘤患者血浆中检测其他甲基化抑癌 

基因。原发肿瘤切 除以后 ，来源于肿瘤组织的游离 

DNA会逐渐消失。但是 当肿瘤复发时，血浆 中又会 

出现肿瘤来源的 DNA。对于肿瘤患者手术后检测 

血浆某些抑癌基因甲基化 DNA，可以用来进行肿瘤 

复发的监测。应用荧光标记的 TaqMan探针检测 

甲基化 DNA，具有特异性高和敏感性高的特点，除 

了检测血浆外，还可以检测胸腹水 、痰液 以及尿液中 

来源于肿瘤细胞的微量甲基化 DNA。本方法将为 

临床开展血浆甲基化抑癌基因检测提供参考 。 
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年 。本组8例患着随访半年至6年，无一例出现复 

发和转移 ，与文献报道： ：基本一致 ，其良好 的预后 

及存活期较长也是此肿瘤的一大特点 ，故该肿瘤的 

正确诊断，对选择合适的治疗方案十分必要。 
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