
·检验技术与方法·

人ＣＩＳＨ基因结核杆菌易感相关＋１３２０位点单核苷酸
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　　摘　要：目的　建立使用单碱基延伸技术检测人ＣＩＳＨ基因结核杆菌易感相关＋１３２０位点单核苷酸多态性的方法。方法　

制备人全血基因组ＤＮＡ样本，使用自行设计的引物扩增包含人ＣＩＳＨ基因结核杆菌易感相关＋１３２０位点的片段并纯化，通过单

碱基延伸反应制备ＣＩＳＨ＋１３２０的样本，采用毛细管电泳检测ＣＩＳＨ＋１３２０的单核苷酸多态性，并使用ＤＮＡ测序方法验证单碱

基延伸方法的准确性。结果　７例样本的单碱基延伸法检测结果与ＤＮＡ测序结果完全符合。结论　单碱基延伸法可以用于人

ＣＩＳＨ基因结核杆菌易感相关＋１３２０位点单核苷酸多态性的检测，结果准确可靠。
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　　细胞因子可诱导的ＳＲＣ同源区２结构域蛋白（ＣＩＳＨ）是

一种细胞因子信号转导的抑制物，它可以调节ＩＬ２的信号转

导。Ｋｈｏｒ等
［１］通过病例对照研究发现，ＣＩＳＨ编码基因特定的

基因型与细菌、病毒、结核杆菌和疟疾的易感性相关，其中＋

１３２０位点的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）与结核杆菌的易感相关性

最强。因此，检测＋１３２０位点的ＳＮＰ对于评价人群对结核杆

菌的易感性有一定价值。本实验拟建立ＰＣＲ荧光标记单碱

基毛细管电泳分离检测技术检测人ＣＩＳＨ编码基因中＋１３２０

位点基因型的方法，以便于对其在结核杆菌感染预防与控制中

的作用进行研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　７例标本来源于南京市第一医院门诊患者。

采集受试者静脉血２ｍＬ入ＥＤＴＡ抗凝管中，混匀后提取基因

组ＤＮＡ。本研究符合南京医科大学伦理委员会伦理审查标准

并取得患者的知情同意。

１．２　仪器　使用ＢｉｏｒａｄＳ１０００
ＴＭ ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ扩增

仪进行ＰＣＲ反应，ＢｉｏｒａｄＧｅｌＤＯＣＴＭ ＥＺＩｍａｇｅｒ成像仪进行

电泳后成像分析，单碱基延伸产物分析使用ＢｅｃｋｍａｎＣＥＱＴＭ

８０００遗传分析仪。

１．３　核酸提取　使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉｋｉｔ提取全血

标本基因组核酸，按说明书操作。

１．４　引物设计　根据ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ所示ＣＩＳＨ基因核酸序

列自行设计引物，委托上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，采用 ＨＰＬＣ

纯化。引物 Ｈｃｉｓｈ２Ｆ：５′ＣＡＴＴＣＣＧＧＧＧＴＣＣＣＡＴＡＧＣ

３′；引物 Ｈｃｉｓｈ２Ｒ：５′ＴＣＣＡＧＡＴＡＧＣＴＴＡＧＣＣＧＧＴＣ３′；

延伸引物 Ｈｃｉｓｈ１３２０Ｆ：５′ＣＡＡ ＡＧＴＴＴＴ ＡＧＡＣＴＧＣＴＧ

ＣＧＣＴＣＣＡ３′。

１．５　ＰＣＲ反应　试剂来源于Ｔａｋａｒａ生物公司。反应体系５０

μＬ：ｄｄＨ２Ｏ２７μＬ，１０×ＰＣＲ 缓冲液（不包含 Ｍｇ
２＋）５μＬ，

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，ｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，上游引物

Ｈｃｉｓｈ２Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物 Ｈｃｉｓｈ２Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１

μＬ，ｒＴａｑ酶５Ｕ，基因组ＤＮＡ１０μＬ。在ＰＣＲ仪上运行如下

程序：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循

环。ＰＣＲ产物采用 ＡｘｙｇｅｎＰＣＲｃｌｅａｎｕｐ试剂盒纯化，３０μＬ

洗脱。

１．６　单碱基延伸反应　采用ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＧｅｎｏｍｅＬａｂ
ＴＭ

ＳＮＰＳｔａｒｔＰｒｉｍｅｒＥｘｔｅｎｓｉｏｎＫｉｔ按下列条件配置反应体系１０

μＬ，加入０．２ｍＬＰＣＲ 管中：ＳＮＰＳｔａｒｔ预混反应液４μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ３μＬ，Ｈｃｉｓｈ１３２０Ｆ（１μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，纯化的ＰＣＲ产物１

μＬ。在ＰＣＲ仪上运行如下程序：９４℃１０ｓ，４５℃２０ｓ，２５个

循环。延伸产物纯化采用ＴａｋａｒａＣＩＡＰ酶解过量的ｄｄＮＴＰ，

反应体系５０μＬ：ｄｄＨ２Ｏ３３μＬ，１０×碱性磷酸酶缓冲液５μＬ，

ＣＩＡＰ２μＬ，单碱基延伸产物１０μＬ，３７℃反应３０ｍｉｎ，６５℃灭

活３０ｍｉｎ，瞬时离心，收集样品。

１．７　单碱基延伸产物分析　采用毛细管电泳检测样本单核苷

酸多态性位点。３０μＬ上样体系如下：纯化的单碱基延伸产物

３μＬ，ＤＮＡＳｉｚｅＳｔａｎｄａｒｄＫｉｔ８０１μＬ，上样缓冲液（ＳＬＳ）２６

μＬ。采用ＢｅｃｋｍａｎＣＥＱ８０００遗传分析仪检测，对纯化后的单

碱基延伸反应产物进行电泳，运行ＳＮＰ１程序，程序如下：毛

细管温度５０℃，在 ＷａｉｔｆｏｒＴｅｍｐ一栏选择Ｙｅｓ；变性温度９０

℃，持续时间６０ｓ；暂停０ｍｉｎ；注入电压２．０ｋＶ，持续时间３０

ｓ；分离电压６．０ｋＶ，持续时间１６．０ｍｉｎ。ＳＮＰ１程序结束后，

运行ＢｅｃｋｍａｎＣＥＱ８０００遗传分析仪分析软件中的片段分析

（Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ）程序，根据 ＧｅｎｏｍｅＬａｂＳＮＰＳｔａｒｔ引物延伸试剂

盒（Ｂｅｃｋｍａｎ：ＰＮＡ２３２０１）的说明书建立分析，将默认ＳＮＰ分

析参数按说明书重新设置：斜率阈值设成３０，相对峰高阈值设

成２０，染料迁移校准选取ＳＮＰｖｅｒ．２程序，以ＤＮＡ标准品Ｓ８０

（Ｂｅｃｋｍａｎ：ＰＮ６０８３９５）为参照峰，分析结果。

１．８　ＰＣＲ反应产物测序　将１．５中纯化后的ＰＣＲ产物送金

斯瑞公司进行双向测序，得到测序结果，用于单碱基延伸产物

分析结果的验证。

２　结　　果

２．１　电泳结果　７例标本经提取基因组和ＰＣＲ扩增后进行

琼脂糖电泳后成像，均可见片段长度约为３００ｂｐ的特异性条

带，与设计的目标片段长度（３１８ｂｐ）相符，空白对照未见扩增

（图１）。
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　　１～７：样本；Ｂ：空白对照；１００ｂｐ：ＤＮＡ标记物。

图１　　扩增靶片段的琼脂糖电泳图

２．２　单核苷酸位点检测正确性的评价　通过单碱基延伸和测

序两组实验结果比对，观察ＰＣＲ单碱基延伸和ＤＮＡ测序的

结果符合率。单碱基延伸反应的结果分析中，正确的峰应落在

Ｓ８０的个参照峰（分别为１３ｎｔ峰和８８ｎｔ峰）之间，大小约在

２３ｎｔ。７例标本均可见约２３ｎｔ的双峰或单峰，单峰表示 ＡＡ

纯合野生型或 ＣＣ纯合突变型；双峰表示 ＡＣ杂合突变型。

ＤＮＡ测序结果通过直接分析序列找出相应位点获得。将

ＰＣＲ单碱基延伸分析结果与测序结果进行对比：１号、７号标

本结果显示为＋１３２０位点的ＣＣ纯合突变，２号、３号、６号标

本结果为ＡＡ纯合野生，４号、５号标本结果为 ＡＣ杂合突变。

每例标本的ＰＣＲ单碱基延伸方法的结果与ＤＮＡ测序结果均

完全符合。

３　讨　　论

结核病是由结核杆菌感染引起的慢性传染病，结核菌可能

侵入人体全身多种器官，但主要侵犯肺脏，是严重危害公众健

康的呼吸道传染病，被列为我国重大传染病之一。我国仍是全

球２２个结核病高负担国家之一，世界卫生组织评估，目前我国

结核病年发病人数约为１３０万，占全球发病人数的１４％，位居

全球第二位。近年来，我国每年报告肺结核发病人数约１００

万，始终位居全国甲乙类传染病的前列；耐多药肺结核危害日

益凸显，每年新发患者人数约１２万，未来数年内可能出现以耐

药菌为主的结核病流行态势；防治工作亟待加强。现有检测多

数用于判断是否已经感染结核杆菌、或是判断所感染结核杆菌

的亚型等，而不能从宿主的角度来判断其对结核杆菌的易感

性，因而预防工作受到一定限制［２］。

ＣＩＳＨ蛋白是细胞因子信号抑制物（ＳＯＣＳ）家族中的一员，

具有调控ＩＬ２信号通路的功能，并和Ｔ细胞增殖密切相关。

ＣＩＳＨ蛋白与细胞因子受体中磷酸化的酪氨酸残基结合，屏蔽

信号转导蛋白与转录激活子５（ＳＴＡＴ５）在细胞质中的停靠位

点。因此，ＣＩＳＨ活性的提高阻碍了ＳＴＡＴ５在细胞质中的停

靠并降低了其活性，从而抑制了下游细胞因子的信号转导。

Ｋｈｏｒ等研究证实，人ＣＩＳＨ编码基因＋１３２０位点单核苷酸多

态性与多个研究队列中的结核杆菌易感性有密切关系［１］。＋

１３２０位点位于２号外显子未翻译的部分，其突变影响到ＣＩＳＨ

的转录表达，最终影响到机体对于结核杆菌的易感性。Ｐｅｒｉａ

ｓａｍｙ等
［３］的研究也证实ＣＩＳＨ 有助于结核杆菌感染中 Ｔｒｅｇ

细胞的发育。

ＳＮＰ是后基因组时代的研究重点，反应的是个体间的遗

传差异。这种差异即是在基因组水平上由单个核苷酸的变异

引起的ＤＮＡ序列多态性，它具有密度高、遗传稳定、易于自动

化分析等特点，被认为是继限制性片段长度多态性、微卫星多

态性之后的第三代遗传标记，可用于基因定位、多态性分析等

方面，是研究疾病易感性、疾病诊断、药物筛选等的常用指

标［４５］。

ＳＮＰ的检测有以下４种基本原理：（１）等位基因特异性杂

交；（２）内切酶酶切技术；（３）引物延伸法；（４）寡核苷酸连接反

应。引物延伸法是基于引物３′端碱基互补性的等位基因特异

性延伸法，是在双脱氧测序法的基础上发展出来的单核苷酸多

态性检测方法 ［３］。其主要原理是在待测ＳＮＰ位点上游设计

一条引物，引物的３′端与待测ＳＮＰ位点距离一个碱基，通过加

入不同荧光标记的ｄｄＮＴＰ进行延伸反应，只有当加入的

ｄｄＮＴＰ与ＳＮＰ位点的碱基互补时，引物才得以延伸，并且发

出荧光信号，根据延伸反应的信号来确定ＳＮＰ的类型。单碱

基延伸法对于已知位点的ＳＮＰ检测
［４，６］，不需要像测序法那样

检测较长的无关片段，只需要产生单个碱基的信号，避免了无

关片段的复杂结构对检测的干扰，检测周期和成本均显著低于

测序法，结果可读性强；而且该方法避免了杂交法中探针错配

产生的假阳性信号，显著提高了检测的信噪比，准确性高。特

别是多重引物延伸的方法，可以同时检测多个位点，更加快速

简便，节约人力物力，降低检测时间和检测成本，广泛应用于各

种基因突变的检测［７８］。

本研究结果表明，单碱基延伸法与测序法比较结果判断完

全符合，且更加简便易读，干扰因素少，检测周期短，可用于检

测人ＣＩＳＨ编码基因中结核杆菌易感相关＋１３２０位点。

参考文献

［１］ ＫｈｏｒＣＣ，ＶａｎｎｂｅｒｇＦＯ，ＣｈａｐｍａｎＳＪ，ｅｔａｌ．ＣＩＳＨａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉ

ｔｙｔｏｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＮｅｗＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０１０，３６２（２２）：

２０９２２１０１．

［２］ 肖东楼，赵明刚，王宇．中国结核病防治规划实施工作指南（２００８

年版）［Ｍ］．北京：中国协和医科大学出版社，２００９．

［３］ＰｅｒｉａｓａｍｙＳ，ＤｈｉｍａｎＲ，ＢａｒｎｅｓＰＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１ａｎｄ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅＳＨ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐａｎｓｉｏｎｏｆ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｕｐｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕ

ｌｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１１，２０３（９）：１２５６１２６３．

［４］ 汪维鹏，倪坤仪，周国华．单核苷酸多态性检测方法的研究进展

［Ｊ］．遗传，２００６，２８（１）：１１７１２６．

［５］ＳａｃｈｉｄａｎａｎｄａｍＲ，ＷｅｉｓｓｍａｎＤ，ＳｃｈｍｉｄｔＳＣ，ｅｔａｌ．Ａｍａｐｏｆｈｕ

ｍａｎｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｖａｒｉａｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１．４２ｍｉｌｌｉｏｎｓｉｎｇｌｅｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００１，４０９（６８２２）：９２８９３３．

［６］ 郝勇，缪晓辉，赵亚刚，等．单碱基延伸法检测乙型肝炎病毒ＹＭ

ＤＤ基序变异［Ｊ］．肝脏，２００７，１２（３）：１８０１８２．

［７］ 胡华，李彩霞，孙古亚，等．多重引物延伸的方法检测β地中海贫

血［Ｊ］．重庆医学，２００７，３６（２１）：２１９３２１９５．

［８］ＢｒｉｇｇｓＡＷ．ＲａｐｉｄｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆＤＮＡｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙｐｒｉｍｅｒ

ｅｘｔｅｎｓｉｏｎｃａｐｔｕｒｅ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１１，７７２：１４５１５４．

（收稿日期：２０１３０２２０）
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