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要#目的
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发展一种快速&检测位点数适中"

E

%

&*

$&既适用于中小规模科研也适用于临床检测的单核苷酸多态性

"
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$分型方法%方法
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通过改进等位基因特异性聚合酶链反应"
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$!加入公用荧光引物!发展一种利用毛细管电泳的多重

荧光错配引物
-_.

方法!对已知基因型的
+

份健康者样本的
E

个线粒体
/1-"

位点进行分型%结果
"

一条公用荧光引物即可同

时完成
E

个
/1-"

位点的分型!其结果与已知基因型完全一致%结论
"

多重荧光错配引物
-_.

在中小规模科研及临床检测中具

有经济&快速的优势!该方法尤其适用于微量
012

样本的检测%
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等#准确性不断提

高#成本不断下降*

%5&

+

'但是针对科研中上百样本量几个或十

几个位点的分型(临床检验中少位点小样本量
/1-"

的检测往

往大通量分型方法在这类研究中并不经济(有效#而
-_.5

.Y8-

方法具有实验速度慢(准确性不高等缺点*

'
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'等位基因

特异性
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&根据引物
'd

端和等

位基因多态位点的特异性结合#依据特异引物
-_.

产物的有(

无区分不同的多态*

)

+

'该方法成本低(快速#但引物特异性较

差#准确性低#假阳性率高#且只能进行单位点分型*

E

+

'因此#

本研究根据
2/-_.

基本原理#从多方面进行改进#首先将原

来的
%

轮
-_.

变成
%

轮指数扩增的
-_.

和
%

轮线性扩增的

-_.

#对位点特异性引物
'd

端进行修改#提高分辨率%其次在第

%

轮
-_.

下游引物
Ed

端加上公用接头#并且第
&

轮
-_.

根据

公用接头设计公用荧光引物#降低摸索条件更换荧光引物成

本%第
&

轮
-_.

产物利用
279'%**

基因分析仪毛细管电泳技

术提高检测灵敏度#实现了同时对线粒体
E

个多态位点进行分

型#得到可靠和满意的结果'
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材料与方法

A(A

"

材料
"

引物和公用荧光引物为本室设计#由上海生工生

物公司合成#公用荧光引物采用
H5Y2X

荧光标记%
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反应

试剂和酶来自于上海生工生物公司
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P14-
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&'相对分子质量内标为
279

的

.[ZE**

%基因分析仪器为
279'%**
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?!?@;K6!6C
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#采用
M;P;

变性和
#

D

#

)

凝胶进行毛细管电泳'

A(B

"

方法
"

针对常用人类线粒体
E

个
/1-"

分型位点设计多

重荧光错配
-_.

引物*

H

+

#对已知基因型的
+

份健康者样本进

行第
%

轮指数扩增
-_.

和第
&

轮线性扩增多重
-_.

'线粒体

多态位点信息及两轮
-_.

引物序列见表
%

'

表
%
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线粒体多态位点及两轮
-_.

引物序列

线粒体多态位点 引物序列
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片断大小$

B

#
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_E%$+2 Q;@5E%$+5R 4__422_42_42__:_244__
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线粒体多态位点及两轮
-_.

引物序列

线粒体多态位点 引物序列
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片断大小$

B

#

&

Q;@5E%$+5A _:2:44_4:_44:_:2_ %+H

4,+&)_ Q;@5,+&)5R 2_24__:42442_4_:_24_

Q;@5,+&)5A _:2:44_4:_44:_:2_:422::_42::2:::4:44:

Q;@5,+&)5R 2_2::_44__2_::2 : 4J
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Q;@5%*'%*5A _:2:44_4:_44:_:2_ )E'

_%*)**4 Q;@5%*)**5R

与
%*'%*5R

相同

Q;@5%*)**5A

与
%*'%*5A
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Q;@5%*)**5R 22222::2442:2_4:2:_> 'H*

Q;@5%*)**5R 4:22222::2442:2_4:2:_J 'H&

Q;@5%*)**5A _:2:44_4:_44:_:2_
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端倒数第
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个位点设计的错配'
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模板
%

(

8

'

,Ea

预变性
EQ;!

#

,Ea

变性
'*"

#

E)a

退火
'E"

#

$&a

延伸
'E"

#共
'E

个循环#最后
$&a

总延伸
HQ;!

'根据

第
%

轮
-_.

产物琼脂糖凝胶电泳图上条带亮度对第
%

轮产物

进行稀释#保证第
&

轮
-_.

模板浓度适中#残留第
%

轮引物浓

度减少'

A(B(B

"

第
&

轮荧光多重错配
-_.

体系$
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(
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#第
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轮产物稀释模板
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,E a

预变性
E

Q;!

#

,Ea

变性
'*"

#

E*a

退火
'*"

#

$&a

延伸
'*"

#共
%*

个循

环#最后
$&a

总延伸
EQ;!

'

A(B(C
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变性和上样
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8M;P;

#

*(&

(

8.[ZE**

与第
&

轮产

物
*(+

(

8

混匀#

,Ea

变性
EQ;!

#然后迅速放入冰水中冷却
)

Q;!

#利用
279'%**

基因分析仪进行毛细管电泳'

A(B(D

"

结果分析
"

采用
N

?!?"K6!

和
N

?!D@

O#

?A&(*

软件进行

分析#得到不同片断大小的产物#再转化为分型位点及其基因

型$具体转化方法见表
%

&'

B

"

结
""

果

B(A

"

线粒体
E

位点引物修改前五重分型结果
"

如表
%

所示#

线粒体
E

个多态位点中
_%&$*E4

(

:%*'%*2

(

_%*)**4'

个位

点成功分型#

_E%$+2

位点分型图中出现
2

多态位点双峰%

4,+&)_

位点分型图中
4

多态位点无信号#

_

多态位点出现

双峰'

B(B

"

线粒体
_E%$+2

(

4,+&)_

位点引物修改后分型结果
"

对

E%$+2

多态位点引物倒数第
'

个碱基引入错配#引物序列修改

为
Q;@5E%$+25R

!

:2_4_:_2__4:222_24:2

'

,+&)4

多

态位点引物倒数第
'

个碱基去除错配#引物序列修改为
Q;@5

,+&)45R

!

2_2::_44__2_::2_44

'引物经过修改后分型

结果得到改善#

E%$+2

多态双峰消失#

,+&)4

多态成功出峰'

C

"

讨
""

论

线粒体
E

个
/1-"

位点分型实验研究证明了多重荧光错

配引物
-_.

方法对
/1-"

分型的可行性及优越性#具有成功

率高(特异性强的特点'作者在实验过程中发现#分型成功的

关键主要取决于以下几点!引物设计方法(

-_.

产物片断大小

差异(引物浓度配比(
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酶的选择(

X

N

&<浓度等'

E

位点分型第
&

轮
-_.

的引物设计研究结果表明#引物

'd

端倒数第
'

个碱基的错配设计有利于提高错配
-_.

的特异

性*

$

+

'除了
,+&)4

在引物
'd

端倒数第
'

个碱基错配后无法延

伸外#其余位点引物设计证明了这一点'在少数引物
'd

端倒数

第
'

个碱基错配后仍有非特异性延伸的位点#可以通过调整

X

N

&<浓度(第
&

轮
-_.

引物的比例或将错配位点改在引物
'd

,
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端倒数第
&

个碱基来提高特异性'为减少第
%

轮残留引物对

第
&

轮荧光
-_.

的影响#减少第
%

轮
-_.

产物的电泳峰#采

用虾碱酶和外切酶对第
%

轮
-_.

产物进行纯化'本研究尝试

纯化后发现#第
%

轮
-_.

产物峰的高度降低#第
&

轮
-_.

效

率提高'

本研究结果显示#由于
E%$+

位点的第
%

轮和第
&

轮产物

都很短#其扩增效率特别高#在引物量非常少的时候仍能检测

到#所以影响其他位点两轮
-_.

的效率'因为在多重
-_.

中

小片断产物对大片断产物的竞争是很强的*

+

+

'因此#本研究尝

试将片断大小类似的位点同时实验#最后一起跑胶#发现大大

提高了原来多重
-_.

中低效率位点的信号'所以建议在多重

荧光错配引物
-_.

分型的引物设计中第
%

轮
-_.

的产物长

度尽量相近#而第
&

轮产物也不要相差太大#长度以
%&*

%

'**

B

#

较好'

在第
%

轮多重
-_.

中尝试了普通
46

f

酶和热启动的
46

f

酶$

-_.

程 序 使 用
@DJKMPDL!

&#发 现 使 用 热 启 动 酶 和

@DJKMPDL!

程序大大提高了第
%

轮多重
-_.

成功率'第
&

轮

荧光
-_.

尝试采用普通
46
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酶(

VDPP6"M

酶和热启动酶分别

进行
E

位点的分型#热启动酶很难成功分型所有位点#

VDPP6"M

酶虽然扩增效率高#但非特异性太强#表明对于一般的多重荧

光引物
-_.

分型#使用扩增效率和特异性都居中的普通
46

f

酶效果更好'在
E

位点分型方法中采用了
&(*

(

%(H

(

%(&QX'

种
X

N

&<浓度#其中
%(&QX

浓度时很多位点无信号#

&(*QX

与
%(HQX

比较#在峰形和特异性上比
%(HQX

略显优势'

多重荧光错配引物
-_.

进行
/1-"

检测适合小样本位点

数适中的科研和临床项目'实验中多位点分型仅用一条荧光

引物#降低了摸索条件时更换错配引物提高特异性的成本#同

时使用其他荧光标记公用荧光引物#可以使每次电泳的位点数

成倍增长#降低成本'但通过实验摸索发现#要得到高特异性

的多重分型结果#需要进行比较细致的条件摸索'另外由于该

方法采用两轮
-_.

#有很高的灵敏度#非常适合对微量
012

样本进行分型分析如利用该方法可以实现对临床中多种病原

微生物的同时检测*

,

+

(微生物耐药性监测*

%*

+

(微生物的分型

等'这些潜在的应用前景为多重荧光引物错配
-_.

提供了进

一步研究和优化的必要性'
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