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单核苷酸多态性检测方法的研究进展
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　　单核苷酸多态性（ＳＮＰ）是指ＤＮＡ序列上发生的单个核

苷酸碱基的变异。ＳＮＰ是人类基因组ＤＮＡ序列中最常见的

变异形式，被认为是决定疾病易感性和药物反应的决定因

素［１］。本文就ＳＮＰ检测技术的传统方法进行回顾并介绍几种

具有代表性的高、中通量ＳＮＰ检测技术。

１　传统方法

１．１　单构链多态性技术（ＰＣＲＳＳＣＰ）　该技术是出现最早、

应用较广的等位基因分型方法［２］，其原理是单个碱基差异导致

单链ＤＮＡ构象不同，这种构象差异可导致单链ＤＮＡ在凝胶

电泳中迁移率的改变，使基因的多态性得以检测和鉴定。利用

该方法进行ＳＮＰ分型的主要限制来自于ＤＮＡ片段的长度，

ＤＮＡ片段越长，单碱基差异引起构象改变造成的正常基因与

突变基因之间的电泳迁移率的区别越小。ＰＣＲＳＳＣＰ一般用

于３００ｂｐ以内的ＤＮＡ片段。ＰＣＲＳＳＣＰ基因分型方法耗时

较长，操作繁琐，对聚丙烯酰胺凝胶要求较高，目前已经很少

采用。

１．２　限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）　

ＰＣＲＲＦＬＰ是ＰＣＲ技术与ＲＦＬＰ技术的结合，通过ＰＣＲ扩增

目的片段，然后选择适当的限制性内切酶，消化ＰＣＲ产物，不

同的基因型会得出不同的特异性长度的电泳谱带，据此来进行

ＳＮＰ分型。ＰＣＲＲＰＬＦ技术应用范围仅限于ＳＮＰ位点突变引

起酶切位点改变时，不适用于所有ＳＮＰ位点。ＰＣＲ扩增完成

后，需进行纯化才能进行限制性酶切，ＰＣＲ体系中的成分会影

响酶活性，导致酶切反应的失败。

１．３　等位基因特异性ＰＣＲ（ＡＳＰＣＲ）　根据ＰＣＲ过程中要

求引物与模板之间严格互补配对来实现对ＳＮＰ的检测。利用

此原理，除一条公共引物外，再设计两条等位基因特异性引物，

使引物的３′末端最后碱基与正常或异常ＳＮＰ位点的碱基互

补，其余引物的碱基一样。通过加入的特异性引物的类型以及

ＰＣＲ扩增后电泳检测产物的有无来区分ＳＮＰ的类型。该方法

需要的仪器及试剂简单且花费较小，但是需要两个反应得到一

个ＳＮＰ位点的分型，同时由于两条等位基因特异性引物只有

末端碱基不同，有时候可能会出现错误的扩增，从而产生错误

的判断［３］。

２　高通量ＳＮＰ检测方法

２．１　基因芯片　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ以及Ｉｎｆｉｎｉｕｍ基因芯片技术是目

前高通量的基因芯片ＳＮＰ分型技术的代表。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕ

ｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０基因芯片，在一张芯片上可以分析一个样

本的９０６６００个ＳＮＰ的基因型，Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术是目前ＳＮＰ芯

片技术中通量最高的，可达１１０万。ＳＮＰ分析百万级通量技

术的出现，使全基因组关联研究（ＧＷＡＳ）成为可能；ＧＷＡＳ在

本质上，就是从人类全基因组范围内序列变异中，筛选出与疾

病性状相关联的ＳＮＰ。ＧＷＡＳ分析基因组内的所有基因，不

再受候选基因的限制，使众多功能不明的基因以及基因间区的

ＳＮＰ位点都为疾病的研究提供了相关线索。

２．１．１　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕ

ｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０采用原位合成法制备芯片。利用 ＬＭ

ＰＣＲ的方法进行全基因组扩增制备靶基因。提取的基因组

ＤＮＡ进行纯化后，分别使用ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ限制性内切酶处

理ＤＮＡ样品。酶切片段形成黏性末端，在Ｔ４连接酶的作用

下，ＮｓｐⅠ接头和ＳｔｙⅠ接头分别连接至ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ酶切

产物上，形成正反两条链５′端部分序列相同的双链 ＤＮＡ片

段。以ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ酶切产物即片段化后基因组ＤＮＡ为

模板，使用与ＮｓｐⅠ接头和ＳｔｙⅠ接头上的碱基序列互补的一

条通用引物进行单引物ＰＣＲ扩增，从而得到大量片段化的基

因组ＤＮＡ。将ＳｔｙⅠＰＣＲ产物和ＮｓｐⅠ ＰＣＲ产物混合后进

行纯化洗脱，并测定纯化度。将纯化后的ＰＣＲ产物片段化后

在末端脱氧核糖转移酶的作用下进行标记反应。将标记后的

ＰＣＲ产物变性后杂交，杂交完成后经过洗涤、染色后，用专业

分析平台采集荧光信号进行ＳＮＰ位点分析
［４］。

２．１．２　Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术　Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术采用的是点样法合成芯

片，芯片介质是微珠。将提取的基因组 ＤＮＡ 定量，利用

ＮａＯＨ变性后，进行全基因组扩增，将扩增后的产物进行随机

内切酶酶切，使ＤＮＡ片段化。将完成片段化后的ＤＮＡ片段

经沉淀纯化，重悬后与芯片杂交。在杂交过程中，ＤＮＡ片段与

位于微珠上的特异性探针退火，杂交后洗去未杂交和非特异性

杂交的ＤＮＡ片段，用已捕获的ＤＮＡ为模板，在芯片上进行单

碱基延伸反应，延伸反应中，经过不同荧光染料标记的ｄＮＴＰ
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在探针上进行单碱基延伸。将清洗处理好的芯片进行扫描，通

过检测探针单碱基延伸时结合的ｄＮＴＰ的荧光信号就可以区

分ＳＮＰ的类型
［５］。

２．１．３　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０与Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术对

比　首先在探针依附的固体介质上及芯片合成的方式上，Ａｆ

ｆｙｍｅｔｒｉｘ６．０采用基于石英片的原位合成法；该法可形成高密

度的探针复盖，但缺点在于在基质上直接合成探针，合成过程

中会有不完全的探针片段残留，从而造成杂交信号的高交叉背

景。Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ６．０的探针采用ＰＭＭＭ的探针设计，同时针

对同一个ＳＮＰ位点，设计多组序列不相重复的探针，提高最终

数据的准确性。与单一探针策略相比，ＰＭＭＭ探针的设计在

检测低浓度靶序列时更加灵敏，ＭＭ 能够探测样本中的背景

信号，使相对较弱的阳性信号与背景信号区别开来，这是单一

探针策略难以实现的［６］。

Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术采用基于微珠的点样法，解决了不完全探针

残留造成高交叉信号背景的问题。点样法需要预先根据研究

目的准备大量的探针，过程较原位合成繁琐。在Ｇｕｎｄｅｒｓｏｎ等

的全基因组ＳＮＰ扫描研究中，Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术所能检测的ＳＮＰ

大约只有５６％
［７］，不能有效分型所有ＳＮＰ位点。

２．１．４　ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ技术　ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ技术的原理是针对每

个ＳＮＰ设计２条等位基因特异性引物和１条共同引物，这３

条引物都带有与不同通用引物配对的序列，共同引物还包含于

微珠上的探针互补结合的特异性标志序列。将３条引物与少

量的基因组ＤＮＡ杂交，用３条通用引物（其中与等位基因特

异性引物互补的通用引物标记不同的荧光素，与共同引物通用

序列互补的用生物素标记）进行ＰＣＲ扩增后，去除产物中由共

同引物扩增的链，荧光标记的单链和芯片进行杂交，检测荧光

信号类型得到ＳＮＰ分型结果。相对于Ｉｎｆｉｎｉｕｍ的全基因组关

联研究，ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ多用于候选基因的关联分析。在施锦绣

等［８］研究中，利用ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ技术平台，选取与脑部神经发育

和主要神经生化通路相关的１１２个基因中的１５３６个标签

ＳＮＰ，检测１０１９份来自于２６５个自闭症核心家系中的ＤＮＡ

样本，发现７号染色体上存在疾病易感基因。

２．２　Ｔａｑｍａｎ探针技术　Ｔａｑｍａｎ探针技术是杂交技术与荧

光检测技术的结合，每检测一个ＳＮＰ位点需要一条探针，通过

检测ＰＣＲ过程中及ＰＣＲ后产生的荧光信号来区分ＳＮＰ的类

型；该技术没有单独扩增的步骤，也没有中间处理过程。Ｔａｑ

ｍａｎ探针技术比较灵活，可以根据要检测的ＳＮＰ位点及检测

的样本数设计实验。其局限性在于只可以检测已知的ＳＮＰ位

点而不能发现未知的ＳＮＰ位点；其次由于ＰＣＲ扩增与 Ｔａｑ

Ｍａｎ探针酶切是同步进行的，随着多重水平的增加，会导致非

特异性信号增多，影响结果的准确性［９１０］。

２．３　ＳＮＰｓｔｒｅａｍ技术　ＳＮＰｓｔｒｅａｍ技术是单碱基引物延伸技

术与标签微阵列芯片相结合的一种中高通量的ＳＮＰ分型技

术。标签微阵列是在玻璃芯片板板底预先合成单链寡核苷酸

链（标签），单碱基延伸的引物在５′端带有一段与相应标签互

补的序列，玻璃芯片板上每个点带有一个不同的标签，将单碱

基延伸的产物与芯片杂交，杂交完成后，扫描其荧光标记，即可

得到ＳＮＰ分型结果
［１１１２］。ＳＮＰｓｔｒｅａｍ技术分型的准确率高，

操作简便，重复性好。费丽君等［１３］对包含１５２个ＳＮＰ的近万

样品检测中，总体分型准确率高达９８％。另外，在对不同ＳＮＰ

位点的同一种基因型进行分析时，可以使用相同的微阵列芯

片。但是，其对ＤＮＡ的纯度和浓度要求较高，有些模板普通

ＰＣＲ能很好扩增，ＳＮＰｓｔｒｅａｍ可能会失败。

２．４　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ技术　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ技术是单碱基延伸

技术与质谱技术的结合，先通过ＰＣＲ扩增目标序列，然后加入

ＳＮＰ序列特异延伸引物，在ＳＮＰ位点上延伸１个碱基。将制

备的样品与芯片基质共结晶后，在质谱仪的真空管经强激光激

发为单电荷离子，电场中离子飞行时间与离子质量呈反比，通

过检测核酸分子在真空管中的飞行时间而获得样品分析物的

精确分子量，从而检测出ＳＮＰ位点信息
［１４］。ＭａｓｓＡＲＲＡＹ技

术平台，一张芯片可进行３８４个样本高达４０重的反应，准确性

好，灵敏度高［１５］。该技术最大的缺陷在于检测样品的制备，以

及质谱仪对分析样品的纯度要求非常高，且ＰＣＲ反应后样品

的处理过程比其他基因分型方法更为复杂。

２．５　分子倒置探针　分子倒置探针是基于锁式ＰＣＲ技术发

展起来的一种高通量检测已知ＳＮＰ位点及发现未知ＳＮＰ位

点的技术［１６］。分子倒置探针的基本结构为：一条线性的核苷

酸引物两端与ＳＮＰ位点旁的区域互补，该引物内部含有一对

所有探针都通用的引物，一个标记探针，及两个酶切位点。反

应时，每管加入一种ｄＮＴＰ，如果加入碱基与ＳＮＰ位点互补，

在ＤＮＡ连接酶的作用下，整条探针形成一个闭合环状结构，

不能互补的探针依旧为线性结构，用核酸外切酶将线性探针除

去，然后将产物进行酶切，环状结构变为线性结构，加入与通用

引物互补的引物序列，进行ＰＣＲ扩增。将扩增后的产物进行

第二次酶切，将酶切后的产物与基因芯片杂交，得到ＳＮＰ分

型。通过加入针对不同位点的特异性探针，分子倒置探针技术

可以在同一反应体系内完成高达１００００重的ＳＮＰ检测
［１７］。

分子倒置探针技术需要的ＤＮＡ量较少，对ＤＮＡ模板的质量

要求不高，同时ＳＮＰ的分型更准确，干扰更少
［１８］。

２．６　焦磷酸测序　焦磷酸测序的基本原理是引物与ＰＣＲ扩

增的单链模版杂交，在ＤＮＡ聚合酶、三磷腺苷硫酸化酶、荧光

素酶和三磷腺苷双磷酸酶４种酶的协同作用下，依次加入４种

不同的脱氧核糖核苷酸，当加入ｄＮＴＰ与模版互补时，在ＤＮＡ

聚合酶的作用下发生延伸反应，ｄＮＴＰ的焦磷酸基团被释放出

来。在三磷腺苷硫酸化酶催化下，焦磷酸基团与５′磷酸化硫

酸腺苷反应生成等量的 ＡＴＰ。在荧光素酶的催化下，ＡＴＰ与

荧光素反应发光。根据加入的ｄＮＴＰ类型和测得荧光信号强

度就可实时记录模版ＤＮＡ的核苷酸序列
［１９］。与桑格测序相

比，焦磷酸测序在进行ＤＮＡ序列分析时不需要电泳及荧光标

记，可以直接测定引物后面的碱基序列，结果准确。高通量测

序仪器的出现，使该技术具有高自动化，快速，易于标准化操作

的优点。

３　其他方法

３．１　Ｔｍｓｈｉｆｔｐｒｉｍｅｒｓ　根据ＡＳＰＣＲ引物的原理设计引物，

引物５′端碱基对延伸反应的影响不大，即使不完全匹配延伸

反应也可进行。在两条等位基因特异性引物的５′端加上长度

不同的ＧＣ尾，使两条引物形成不同的 Ｔｍ值。在ＰＣＲ体系

中加入核酸染料ＳＹＢＲ，进行实时荧光ＰＣＲ熔解曲线分析。

因为引物ＧＣ含量不一样，故形成的熔解曲线不一样；同时纯

合子形成单峰熔解曲线，杂合子为双峰熔解曲线，据此判断

ＳＮＰ的类型。Ｗａｎｇ等
［２０］用Ｔｍｓｈｉｆｔｐｒｉｍｅｒｓ的方法，扩增成

功率大于８３％，分型准确性大于９９．９％。

３．２　变温ＰＣＲ技术（ＴＳＰ）　ＴＳＰ技术是在单个反应管中发

生２次扩增，实现基于ＰＣＲ的ＳＮＰ分型。ＴＳＰ使用２组引物

进行扩增。在第１阶段，１对位点特异性的引物富集靶序列；

在第２阶段，１对巢式引物只扩增包含分析位点的ＤＮＡ片段。

由于２组引物的退火温度存在很大差异，从而实现引物在不同

反应阶段的结合。该技术通过富集靶序列，降低分析中不同浓

度和质量的ＤＮＡ对包含ＳＮＰ位点片段扩增的影响，同时减少

优化单个反应的需要，从而使ＴＳＰ技术在ＳＮＰ分型方面具有

很高的灵敏度及特异度。Ｔａｂｏｎｅ等
［２１］用 ＴＳＰ技术扩增出
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１００～３００ｂｐ的片段，之后用电泳及高分辨率溶解曲线（ＨＲＭ）

的方法成功检测ＳＮＰ位点，并通过盲法试验，证明ＴＳＰ技术

基因分型具有高度准确性。

４　小　　结

ＳＮＰ研究是人类基因组研究的热点，在相关遗传性疾病，

新药研发，个体化治疗，法医学，临床检验及分子诊断等方面有

重要的应用价值。检测ＳＮＰ需要高通量、简便、高准确度的方

法。基于传统方法原理，与生物化学、工程学、分析软件的新发

现、新进展相结合改进、研发新方法，实现更快，更准，更简的

ＳＮＰ检测是未来的发展方向。
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　　急性冠状动脉综合征（ＡＣＳ）包括ＳＴ段抬高心肌梗死

（ＳＴＥＭＩ）、非ＳＴ段抬高心肌梗死（ＮＳＴＥＭＩ）和不稳定型心绞

痛（ＵＡ）
［１］。临床心肌坏死标志物的应用经历了从天冬氨酸氨

基转移酶（ＡＳＴ）到乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）、心肌肌

酸激酶同工酶（ＣＫＭＢ）、直到心肌肌钙蛋白（ｃＴｎ）的发展过

程。但由于临床常规使用的ｃＴｎ检测方法的分析性能大多未

能达到 ＡＭＩ诊断指南中对方法学的要求，目前还不能满足临

床诊断的需要［２］。随着商品化高敏心肌肌钙蛋白（ｈｓｃＴｎ）检

测方法使得心肌损伤早期诊断的特异度和灵敏度进一步提

高［３４］。目前，国内外针对ｈｓｃＴｎ的临床研究已不少见，本文

对其进行总结报道。

１　ｈｓｃＴｎ的临床研究背景

２０１２年最新的欧洲心脏病协会（ＥＳＣ）专家共识重点描述

ｃＴｎ在ＡＭＩ诊断中的价值：不但将ｃＴｎ检测值高于健康人群

第９９百分位值并要求检测方法不精密度（犆犞）≤１０％作为

ＡＭＩ诊断指标之一，同时还将ｃＴｎ在基线基础上升高２０％作

为诊断ＡＭＩ的另一个指标，并将其与患者临床表现、心电图变

化及心肌显像等指标联合，在 ＡＭＩ诊断中发挥重要作用
［５６］。

最新一代的ｈｓｃＴｎ检测方法满足了早期诊断 ＡＭＩ的临床需

要，可为患者及时提供有效的治疗、改善预后、降低病死率和病
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