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ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ
实时ＰＣＲ检测ＨＬＡＢ２７的比较性分析

马红玲１，２，王雪萍１，陈凤花１，马荣红１，温晓波１，袁　琳
１，潘世秀１，胡丽华１△，李一荣１▲

（１．华中科技大学同济医学院附属协和医院检验科，湖北武汉４３００２２；

２．华中科技大学同济医学院检验系，湖北武汉４３００２２）

　　摘　要：目的　探讨ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ检出中国汉族人群基因组标本中 ＨＬＡＢ２７等位基因

能力的差异。方法　首先采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ对２４３例人基因组标本中的 ＨＬＡＢ２７等位基因进行检测，随后采用

ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ对 ＨＬＡＢ２７进行再次检测。结果　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时 ＰＣＲ发现２４３例人基因组标本中，１３２例

ＨＬＡＢ２７阳性，１１１例 ＨＬＡＢ２７阴性，而ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ检测结果显示１３１例 ＨＬＡＢ２７阳性，１１２例 ＨＬＡＢ２７阴

性，两者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ一样，ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ也是一种快速有效的检

测中国汉族人群 ＨＬＡＢ２７等位基因的方法。
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　　研究发现检测 ＨＬＡＢ２７对于强直性脊柱炎等脊柱关

节病的诊断具有重要价值［１３］。一般多采用传统的聚合酶链反

应（ＰＣＲ）检测 ＨＬＡＢ２７等位基因，由于其需要在ＰＣＲ后进

行凝胶电泳，使其应用受到一定限制［４６］。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实

时ＰＣＲ则无需ＰＣＲ后处理。ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ是目前临床

基因检测中最常用的实时ＰＣＲ技术。前期实验显示ＴａｑＭａｎ

实时ＰＣＲ是一种快速可信的检测 ＨＬＡＢ２７的方法
［７８］，因

此本研究拟比较２种方法检测中国汉族人群 ＨＬＡＢ２７等

位基因的能力是否存在差异。

１　资料与方法

１．１　一般资料　华中科技大学同济医学院附属协和医院

２０１１～２０１２年住院与门诊患者２４３例，其中，男１５６例，女８７

例；年龄２～６８岁。每个研究对象均采集静脉血２ｍＬ，乙二

铵四乙酸二钾抗凝，采用碘化钠提取２００μＬ全血中的基因组

ＤＮＡ并置－８０℃保存。

１．２　试剂与仪器　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ试剂盒购自北京

博奥生物技术有限公司。引物与探针参照文献［７］略加修改，

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，具体序列见表

１。ＰＣＲ 仪为美国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司生产的 Ｍｘ３０００Ｐ? 荧光

ＰＣＲ仪。

１．３　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ　首先将１μＬ的ＤＮＡ模板加

入到主反应混合物中，混匀后置于 Ｍｘ３０００Ｐ?荧光ＰＣＲ仪进

行扩增，首先３７℃温育１０ｍｉｎ，９６℃预变性１５ｍｉｎ，随后

９６℃变性２５ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环，

ＰＣＲ反应完成后，进行熔解曲线分析，最后根据熔解曲线峰的

面积与熔解温度（Ｔｍ）分析是否存在 ＨＬＡＢ２７等位基因。

１．４　ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ　ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ反应同时扩增

ＨＬＡＢ２７和ＧＡＰＤＨ（三磷酸甘油醛脱氢酶）基因。ＰＣＲ反

应总体积为２０μＬ，包括１０μＬ的２×ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ，０．７５

μｍｏｌ／Ｌ的 ＦＰＢ 和 ＲＰＢ混合物，０．４μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＰＢ，０．５

μｍｏｌ／Ｌ的ＦＰＧ和 ＲＰＧ混合物，０．２μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＰＧ和１

μＬ的 ＤＮＡ 模板，采用 Ｍｘ３０００Ｐ? 荧光 ＰＣＲ 仪进行扩增。

ＰＣＲ条件为９４℃预变性３ｍｉｎ，然后９４℃变性１０ｓ，６３℃退

火１０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环。参照文献设定本研究的

阴阳性判断标准［７］。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件分析，犘＜０．０５

·１７７·国际检验医学杂志２０１３年４月第３４卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７



为差异有统计学意义。

表１　　ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ所用的引物和探针

引物 靶基因 序列 位置 （ｂｐ） 基因编号

ＦＰＢ ＨＬＡＢ２７ ５′ＧＴＧＧＧＣＴＡＣＧＴＧＧＡＣＧＡＣＡＣＧＣＴ３′ ７２～９４ ＨＬＡ０２２４６

ＲＰＢ ＨＬＡＢ２７ ５′ＧＴＣＡＧＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴＧＧＣＣＴＴＧＣ３′ １９９～２２１ ＨＬＡ０２２４６

ＴＰＢ ＨＬＡＢ２７ ５′ＦＡＭＴＴＣＧＴＧＡＧＧＴＴＣＧＡＣＡＧＣＧＡＣＧＣＴＡＭＲＡ３′ ９６～１１７ ＨＬＡ０２２４６

ＦＰＧ ＧＡＰＤＨ ５′ＣＡＴＧＧＴＧＡＧＴＧＣＴＡＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣ３′ ２１００～２１２ ＮＣ＿００００１２

ＲＰＧ ＧＡＰＤＨ ５′ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣＣ３′ ４２２７２～２２９ ＮＣ＿００００１２

ＴＰＧ ＧＡＰＤＨ ５′ＨＥＸＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣＧＧＴＡＭＲＡ３′ ６２２６６～２２４７ ＮＣ＿００００１２

２　结　　果

２．１　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ结果　研究显示内对照ＰＣＲ

产物的熔解曲线峰Ｔｍ约为８４．０℃，而ＨＬＡＢ２７等位基因

ＰＣＲ产物的Ｔｍ约为９０．０℃，因此 ＨＬＡＢ２７阴性标本仅

在８４．０℃附近出现熔解曲线峰，而阳性标本则于８４．０℃和

９０．０℃附近均出现熔解曲线峰，且后一个峰的面积通常大于

前一个峰面积的２．９２５倍，以此为标准，本研究收集的２４３例

标本中，１３２例 ＨＬＡＢ２７阳性，１１１例阴性。

２．２　ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ结果　ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ扩增完成

后，ＨＬＡＢ２７阴性标本仅一条“Ｓ”型扩增曲线，即ＧＡＰＤＨ

扩增曲线，而阳性标本则有两条“Ｓ”型扩增曲线，分别是ＧＡＰ

ＤＨ扩增曲线与 ＨＬＡＢ２７扩增曲线。以ＣｔＢ２７≤３３．７５且

２１．４０≤ＣｔＧＡＰＤＨ≤２６．９８为阳性判断标准，则２４３例测试标

本中，１３１例 ＨＬＡＢ２７阳性，１１２例阴性。

２．３　２种检测方法结果的比较　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ检

测 ＨＬＡＢ２７［阳性率５４．３％（１３２／２４３）、阴性率４５．７％

（１１１／２４３）］与ＴａｑＭａｎ实时荧光 ＰＣＲ［阳性率５３．９％（１３１／

２４３）、阴性率４６．１％（１１２／２４３）］比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

３　讨　　论

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ检测 ＨＬＡＢ２７ＤＮＡ于２０００

年建立［９］，而且该方法于２０１２年获得中国食品与药品监督管

理委员会（ｓＦＤＡ）批准用于临床检测，本研究显示其内对照

ＰＣＲ产物的Ｔｍ约为８４．０℃，ＨＬＡＢ２７等位基因ＰＣＲ产

物的Ｔｍ约为９０．０℃，ΔＴｍ约为６℃，易于区分内对照基因

与 ＨＬＡＢ２７等位基因，而且提供了量化的阴阳性判断标

准，易于判读。另外本方法无需进行ＰＣＲ后处理，每次ＰＣＲ

实验可节约２～３ｈ，且扩增与检测均在密闭状态下进行，不会

造成遗留污染，因此该方法是一种简单、快速有效的检测

ＨＬＡＢ２７的方法。

Ｔａｑｍａｎ实时ＰＣＲ是一种基于探针水解技术的基因检测

方法［１０１１］，前期采用Ｔａｑｍａｎ实时ＰＣＲ检测 ＨＬＡＢ２７等位

基因，灵敏度高，特异度强，与基因测序的结果完全吻合，且具

有宽广的动力学范围［７］。本研究将 Ｔａｑｍａｎ实时 ＰＣＲ 与

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ的检测结果进行比较，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ实时ＰＣＲ检测结果显示１３２例 ＨＬＡＢ２７阳性，１１１例

ＨＬＡＢ２７阴性，而ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ则１３１例ＨＬＡＢ２７

阳性，１１２例 ＨＬＡＢ２７阴性（犘＞０．０５）．另外Ｔａｑｍａｎ实时

ＰＣＲ不仅具有 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ⅰ的优点，而且能克服 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ实时ＰＣＲ固有的缺点，如引物二聚体以及非特异性

产物的干扰等［１２］，因此Ｔａｑｍａｎ实时ＰＣＲ检测的干扰因素更

少，特异度更高。总之ＴａｑＭａｎ实时ＰＣＲ是另一种快速有效

的检测中国汉族人群 ＨＬＡＢ２７等位基因的方法，并有望获

得ｓＦＤＡ的注册证书，从而辅助强直性脊柱炎等脊柱关节病的

诊断。
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