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【摘要】  目的　探讨基于微滴数字PCR定量检测葡萄膜黑色素瘤（uveal melanoma, UM）患者肿瘤组织GNAQ/11突变

的可行性。方法　肿瘤标本取自2009−2015年间在四川大学华西医院确诊并行眼球摘除术的78例UM患者的甲醛固定石

蜡包埋（FFPE）肿瘤组织，取标本前所有患者均未进行放疗或化疗。采用回顾性研究，以微滴数字PCR技术检测葡萄膜黑

色素瘤GNAQ/11的突变情况，同时Sanger测序对目标基因进行DNA测序，比较两种检测方式结果的一致性。结果　74例

UM患者肿瘤组织GNAQ/11突变频率为91.9%。对Sanger测序与微滴数字PCR技术两种方式检测74例葡萄膜黑色素瘤患者

GNAQ/11突变的结果进行一致性检验，Kappa系数=0.436，P=0.001。检测GNAQ/11突变基因的两种方法差异最常见的是

Sanger测序没有检测出GNAQ/11突变。Sanger测序结果的出错率在异质突变组高于同质突变组（12/37 vs. 3/16，P=0.53），

但差异无统计学意义。结论　微滴数字PCR与Sanger测序结果具有较好的一致性，葡萄膜黑色素瘤中GNAQ/11的突变率

差异较大。数字PCR检测葡萄膜黑色素瘤患者GNAQ/11突变频率接近报道水平。肿瘤组织DNA来源于FFPE的样本更推

荐使用灵敏度高的微滴数字PCR检测基因突变，Sanger测序易出现假阴性结果。
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【Abstract】   Objective　To quantitatively detect GNAQ/11 mutations in uveal melanoma (UM) by droplet digital
PCR  (ddPCR). Methods　 Formaldehyde-fixed  paraffin-embedded  (FFPE)  tumor  samples  were  taken  from  78  UM
patients with enucleation in West China Hospital between 2009 and 2015. None of the patients received radiotherapy or
chemotherapy before enucleation. A retrospective study was conducted to detect GNAQ/11 mutation in UM by ddPCR.
To compare the consistency of  the results  of  the two detection methods,  DNA sequencing was performed on the target
gene by Sanger  sequencing.  78 patients  with UM were studied retrospectively. GNAQ/11 mutations  in  uveal  melanoma
was detected by ddPCR. The consistency of  the results  of  the two detection methods was analyzed. Results　GNAQ/11
mutations frequency was 91.9%. The consistency test between Sanger sequencing and ddPCR of GNAQ/11 mutations in
74 patients with UM was conducted. Kappa coefficient=0.436, P=0.001. The error rate of Sanger sequencing results was
significantly  higher  in  the  heterogeneous  group  than  in  the  homogeneous  group  (12/37  vs.  3/16, P=0.53),  but  the
difference  was  not  statistically  significant. Conclusion　The  results  of  ddPCR  and  Sanger  sequencing  showed  good
consistency, and the mutation ratio of GNAQ/11 in UM was significantly different. GNAQ/11 mutation frequency in UM
patients  detected  by  ddPCR  was  close  to  the  reported  frequency.  It  is  more  recommended  to  use  ddPCR  with  high
sensitivity to detect gene mutations in samples of tumor tissue DNA derived from FFPE. Sanger sequencing is prone to
false negative results.
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葡萄膜黑色素瘤（uveal melanoma, UM）是成人最常

见的原发性眼内恶性肿瘤，起源于眼球壁的中层葡萄膜，

其中超过90%为脉络膜黑色素瘤 [1 - 2 ]。大约一半的UM

患者最终发生血行转移，肝脏转移最为常见[2-3]。发生转

移的患者若不治疗大多在短期内死亡。眼黑色素瘤协作

研究（COMS）的大样本数据显示：确诊转移的UM患者中

位生存期仅为3.6个月，5年累计生存率仅为1%[3]。

分子遗传学研究表明，UM是以GNAQ和GNA11突变

为特征的一种眼内肿瘤[1-2]。GNAQ和GNA11分别编码异

三聚体鸟嘌呤核苷酸结合G蛋白亚基αq和11[4]。GNAQ和

GNA11的突变只发生在183（4号外显子）或209（5号外显

子）密码子中，导致有丝分裂原活化蛋白激酶（MAKP）通△ 通信作者，E-mail: zhangjunjun@medmail.com
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路的本构激活[5]。GNAQ的热点突变是209位密码子由谷

氨酰胺变为脯氨酸或是亮氨酸（c.626A>C Q209P或

c.626A>T Q209L），GNA11的热点突变是第209位密码子

谷氨酰胺被亮氨酸替换（c.626A>T Q209L）。GNAQ/11

突变发生在UM发展的早期，只有在细胞发生GNAQ/11

突变后才能发生克隆性扩增[2]。目前许多针对UM的治

疗研究都集中在抑制GNAQ/11或其下游的靶点上 [6-7 ]。

因此GNAQ/11突变的基因能够被正确检测与量化分析

对于UM的预防、诊断、治疗和预后具有非常重要的临床

意义。

目前对于UM的基因突变检测方法有多种，如直接测

序[8]、焦磷酸测序[9]等，但各种方法均有不足之处。微滴

数字PCR（droplet digital PCR，ddPCR）是一种快速、可定

量的检测方法，灵敏性高，准确度高，其对突变检测的理

论检测下限可有效达到0.001%[10]。目前国内对ddPCR的

检测应用比较少，本研究旨在探索采用ddPCR对UM组织

标本进行GNAQ/11基因突变检测，并与常规Sanger测序

方法测序结果比较，从而为ddPCR检测基因突变应用于

临床提供更多的参考。

1     材料与方法

1.1    材料

1.1.1    样本收集　肿瘤材料取自2009年−2015年间在四川

大学华西医院确诊并行眼球摘除术的78例UM患者的甲醛

固定石蜡包埋（FFPE）肿瘤组织。此项研究获得四川大学

华西医院医学伦理委员会的批准〔2018（487）号〕，所有患

者均知情同意。患者年龄26～75岁，中位年龄48岁，取标

本前所有患者均未进行放疗或化疗。

1.1.2    试剂和仪器　主要试剂：QIAamp FFPE Tissue

kit购于德国Qiagen Hilden；GNAQ/11引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成，序列详见表1。Taq PCR

Master Mix (2×，with Blue Dye)购自生工生物工程（上海）

股份有限公司；2×Droplet PCR Supermix、GNAQ/11野生

型和热点突变的探针和引物（5号外显子：Q209P，Q209L）

购于Bio-Rad公司。

主要仪器：PCR扩增仪为美国Bio-Rad产品，QX200

Droplet Digital PCR（ddPCRTM）为美国Bio-Rad产品。

1.2    实验方法

1.2.1    组织DNA提取　每例患者选取5张石蜡切片标本，

厚度均为10 μm，包含肿瘤的3个不同部位。按照QIAamp

FFPE Tissue kit试剂盒说明书进行基因组DNA提取。提

取完成后，采用分光光度计检测DNA的吸光度A260/A280比

值，比值为1.8～2.0，则表明提取的DNA符合标准，可进行

后续的实验，DNA标本于−20 ℃保存备用。全程冰上操

作，采用低温离心机进行离心。

1.2.2    ddPCR　每个样本的总DNA量为10 ng，反应体积

为20 μL。反应混合物为2×Droplet PCR Supermix、20×目

标探针（FAM）和20×野生型探针（HEX）。将每个配制好

的PCR反应体系加至微滴发生卡中间一排“Sample”孔

内，在微滴发生卡下面一排“Oil”孔内加入70 μL微滴生成

油。使用QX200液滴发生器，20 μL的反应体系被转换成

20 000个油包水状的微滴位于微滴发生卡最上排孔内。

最后将微滴化的样品转移到96孔PCR板上进行扩增，

PCR的流程为：95 ℃，10 min；（94 ℃，30 s；55 ℃，1 min）

40个循环；98 ℃，10 min；4 ℃，直到结束。在PCR过程中，

为保证微滴间热传导更加充分，升降温度设定在2 ℃/s。

运行PCR后，将96孔板加放到QX200液滴读取器中，运行

恰当的检测模式后，仪器将自动读取每个孔内的荧光信

号。然后软件Quantasoft根据Possion分布的原理完成对

数据的转化，实时获得目标基因在PCR反应体系中的突

变浓度。

1.2.3    Sanger法DNA测序　本实验同时对标本的PCR产

物采用Sanger双脱氧链终止法直接进行DNA测序，将其

结果与ddPCR测定基因突变数据进行对比。扩增反应体

系为20 μL，反应混合物为样本DNA 50 ng、2× Taq 

DNA酶、PCR mix、上游引物、下游引物。 PCR的流程

为：95 ℃，4 min；（95 ℃，30 s；53 ℃，30 s；72 ℃，40 s）35个

循环；72 ℃，5 min；4 ℃，直到结束。将基因扩增产物送

测序公司（生工生物）进行DNA测序。

1.3    统计学方法

组间两两比较采用χ 2检验，  并用K a p p a检验对

Sanger测序与ddPCR两种检测方式的检测结果进行一致

性检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2     结果

2.1    Sanger测序检测结果

78例UM患者肿瘤样本DNA成功进行GNAQ/11 5

表 1    PCR引物序列

Table 1    The primer sequence

   Gene  Exon Sequence of primer （5′  to 3′ ） Amino acid

GNAQ 5 F: TCCCTAAGTTTGTAAGTAGTGCTA Q209

R: ACTAGAAACATGATAGAGGTGACA

GNA11 5 F: CCAGGTGGCTGAGTCCTG Q209

R: CGACGAGAAACATGATGGAT

　GNAQ：G protein subunit alpha Q；GNA11：G protein subunit alpha 11
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号外显子测序，其中38例（48.7%）患者携带GNAQ突变，

其中热点突变Q 2 0 9 P  2 9例，热点突变Q 2 0 9 L  7例，

罕见突变Q209R 2例；32例（41.0%）患者携带GNA11突

变，其中热点突变Q209L 30例，罕见突变Q209H 2例。

14例（17.9%）患者肿瘤样本两种基因测序结果均为野

生型。

2.2    ddPCR突变检测结果

使用ddPCR和GNAQ/11热点突变特异性探针，我们

成功定量分析了74例UM患者肿瘤组织中GNAQ/11热点

突变的比率。通过ddPCR检测，35例（47.3%）UM患者携

带GNAQ突变，其中热点突变Q209P 28例，热点突变

Q209L 7例。33例（44.6%）UM患者携带GNA11热点突变

Q209L。只有6例（8.1%）UM肿瘤样本两种基因突变检测

均为野生型。本次UM患者肿瘤组织GNAQ/11突变频率

为91.9%（68/74）。由于缺乏相应特异性探针，4例携带

GNAQ/11罕见突变（Q209R、Q209H）的UM患者样本未进

行ddPCR。

2.3    Sanger测序与ddPCR结果比较

在Sanger测序与ddPCR在检测相同UM患者肿瘤组

织样本GNAQ/11基因突变结果对比中发现，最常见的

是Sanger测序没有检测出GNAQ/11突变。9例UM患者

肿瘤组织样本GNAQ/11基因Sanger测序均为野生型，其

中在5例（肿瘤样本编号：16、27、45、76、78）UM患者肿

瘤组织样本中，ddPCR检测出各样本GNAQ突变比率分

别为69%、82%、99%、67%、66%；另外4例（肿瘤样本编

号：3、8、24、25）ddPCR检测出各样本GNA11突变比率

分别为83%、16%、9%、4%。与此相反的是，1例（肿瘤

样本编号：9）UM患者肿瘤组织Sanger测序检测出携带

GNAQ/11突变但ddPCR检测突变等位基因为阴性，结果

见图1。另外有6例UM患者肿瘤组织样本Sanger测序结

果检测出存在GNAQ/11基因的共同突变，然而ddPCR结

果显示每个样本只是单独地发生了某一种突变：GNA11

Q209L突变（肿瘤样本编号：1、31、35、75、77）；GNAQ

Q209P突变（肿瘤样本编号：69）。

2.4    一致性分析

对Sanger测序与ddPCR两种方法检测74例UM患者

G N A Q / 1 1突变的结果进行一致性检验，K a p p a系

数=0.436，P=0.001。统计学上认为两种检测方式一致性

较好。每个UM患者肿瘤样本GNAQ/11突变比率之间都

有差异（图2A）。根据每个样本的突变类型以及相对应的

两种方法的检测结果，绘制在不同突变类型下，两种检测

方法检测结果频数的差异，结果见图2B。GNAQ/11异质

突变组中两种方法检测结果不一致样本数量12例；GNAQ/11

同质突变组中两种方法检测结果不一致样本数量3例。

无GNAQ/11突变组中两种方法检测结果不一致样本数量

1例。Sanger测序的出错率在异质突变组高于同质突变组

（12/37 vs. 3/16，P=0.53），但差异无统计学意义。
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图 1  9号肿瘤样本Sanger测序（左）与ddPCR检测（右）结果

Fig 1  Representative traces of concordant mutations detected by two platforms tested:Sanger sequencing (left) showing the GNAQ mutations, indicated
by arrow, ddPCR (right) showing negative droplets
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图 2  GNAQ/11突变比率（A）及两种检测方法在不同突变类型下检测

结果频率差异（B）

Fig 2  Mutation ratio of GNAQ/11 in 74 samples (A)，absolute frequency
of consistent and inconsistent  results detected by the two methods
in different mutation types (B)
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3     讨论

目前研究中用于检测GNAQ/11基因突变的方法有

Sanger测序、焦磷酸测序、全外显子或全基因组测序等。

DNA测序是检测突变的“金标准”，优点是可以直接读取

序列，但缺点是灵敏度较低且无法实现定量分析[9]。焦磷

酸测序是新一代DNA序列分析技术，该技术优点是检测

快速，可提供序列信息以及确定相对变异负载，但缺点是

只能检测短序列，而且试剂与设备价格昂贵[9]。全外显子

或全基因组测序是对整个基因组的所有碱基或基因组的

所有外显子进行测序，优点是能够获得样本的整个基因

组的数据，但是价格昂贵以及复杂的数据分析限制了其

应用。

ddPCR是利用油包水原理将PCR反应体系分散为数

万个微滴来实现理论上的单分子分离，每个微滴都是一

个单模板PCR反应室，其对突变检测的理论检测下限可

有效达到0.001%[10]。模板DNA在微滴中扩增后释放荧光

信号，通过对每个微滴荧光值的逐一收集来统计PCR扩

增阴性和阳性微滴数量，并通过Possion分布计算核酸的

初始拷贝浓度，进而对模板初始浓度进行精准到单拷贝

的定量。近年来，ddPCR被成功地应用于检测黑色素瘤

和其他癌症FFPE组织的异常基因组突变[11-12]，表明它是一

个强大、高度敏感和特异的方法，以及用于检测纳克基因

组DNA（gDNA）级别中DNA突变的稀有拷贝的特定平

台。ddPCR对于肝素等多种PCR抑制剂都有着较好的耐

受特性，可以避免复杂体液中可能存在的PCR酶抑制剂

对实验的影响，从而提高检测的稳定性与重复性[13]。在

每一次ddPCR定量检测核酸时，对不含任何分析物样本

（空白样本）检测对照对于控制假阳性微滴至关重要，检

测阈值通常设置在所有空白样本荧光值之上。而

ddPCR技术减少了模板间的反应竞争，降低了PCR抑制

因子的影响，可以很大程度避免假阴性的发生，提高检测

精准性。

目前我国大部分UM的分子遗传学研究DNA模板来

源都是肿瘤组织的石蜡包埋切片，但肿瘤组织在包埋过

程、蜡块保存的时间以及肿瘤细胞个体异质性都会影响

检测的准确性。研究人员对非小细胞肺癌FFPE样本在长

期保存后，与初检时的表皮生长因子受体EGFR突变频度

对比，结果发现未检出EGFR突变或检出突变频度明显降

低的样本的突变频度均较低，这就可能随着保存时间的

延长，突变基因降解，造成“假阴性”的结果[14]。

本研究利用d d P C R检测7 4例U M患者肿瘤组织

GNAQ/11突变基因，其中GNAQ/11突变样本68例，未发生

突变样本6例，GNAQ/11突变频率为91.9%，与欧洲白种人

相似[3]。呈现相同数量野生型和突变的等位基因为同质

突变（突变率≥0.9），过多野生型等位基因为异质性突变

（突变率＞0～＜0.9）。根据已报道的文献发现[15]，东亚的

UM患者GNAQ/11突变频率较低：韩国66.6%，中国38%，

日本57.9%。可能的原因是石蜡包埋肿瘤组织存放时间

较长，突变基因发生降解，检测结果出现假阴性；或是检

测方法灵敏度较低未能检测出较低含量的GNAQ/11异质

突变的肿瘤。总体上来讲，ddPCR与Sanger测序，两者检

测结果的一致性较好，说明该方法具有较好的准确性。

但在异质突变的样本中，ddPCR有着更好的检测能力。

9例样本Sanger测序结果是野生型，但通过ddPCR检测8例

存在GNAQ/11异质突变，1例存在同质突变；而且他们的

石蜡包埋肿瘤组织切片保存时间最长为10年，最短则是

6年。

综上，本研究成功应用ddPCR技术对UM FFPE来源

的gDNA进行GNAQ/11突变基因定量检测，该方法具有高

灵敏度，高特异度，可实现绝对定量等优点，可用于各种

肿瘤疾病相关分子生物学研究，是值得临床推广的一项

新兴基因检测技术。
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