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测序法为对照!比较两种方法检测基因
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华法林是临床上最常使用的口服抗凝药,但华

法林的稳定剂量在人群中存在明显个体差异-正确估

算不同个体华法林的安全.有效治疗剂量有助于降低

过度抗凝和出血的风险(

&C4

)

,遗传因素是影响华法林

用量个体差异的主要因素-包括维生素
"

环氧化物还

原酶复合体亚单位
&

基因'

!"#$%&

*和细胞色素

(.,-)%*

基因'

%'()%*

*

(

.

)

,

!"#$%&2&34*5

$

1

基因位点存在多态性-与华法林剂量和疗效密切相

关(

,

)

,与野生型等位基因
%'()%*

!

&

相比-

%'()%*

.4-%

$

6

和
%'()%*&-7,1

$

%

变异所对应的等位基

因
%'()%*

!

)

和
%'()%*

!

4

导致酶活性降低-从而

使华法林代谢减慢-易出现出血等不良反应(

3

)

,在用

药前对
!"#$%&

和
%'()%*

基因进行分型-可帮助

患者预测华法林的维持剂量从而减少出血并发

症(

7C>

)

,本研究采用焦磷酸测序技术-建立
!"#$%&

和
%'()%*

基因分型的快速检测方法-以保证临床能

及时对患者进行基因导向的华法林个体化用药,

B

"

资料与方法

B+B

"

一般资料
"

选自贵州省人民医院健康体检成人

Z/61

抗凝血标本
,-

份-其中男
)&

例-女
)*

例-平

均年龄'

4,+7[*+7

*岁,所有标本均通过本院伦理委

员会批准-并签署患者知情同意书,检测仪器已经专

业工程师调试最佳状态-实验室环境已达检测要求-

实验人员通过专业操作培训,

B+C

"

仪器与试剂
"

(

I

=DY9=U

焦磷酸测序仪'

(

I

=DC

Y9=U

#

\).

-德国
\A9

;

<:

公司*+

!<=AEA*3C]<GG(%$

扩增仪'

N<=AEA*3S<GG6H<=K9GQ

I

QG<=

-美国
1DDGA<L

FADB

I

BE<KB

公司*+

YAGGAC\

超纯水机'

/4

-美国
Y<=QU

公司*+核酸蛋分析仪'

18(C)3>-

-美国
1%65<:<

公

司*+专用聚合酶链反应试剂和测序试剂'

*7>7-4

+

*7>7-,

+有效期至
)-&>

年
,

月
)&

日+德国
\A9

;

<:

公司*,

B+D

"

方法

B+D+B

"

标本采集及
/01

提取
"

抽取受试者外周静

脉血
)KX

-

Z/61C09

)

抗凝-取全血
)--

$

X

-用
/01

提取试剂盒提取基因组
/01

'磁珠法*-经核酸蛋白

分析仪进行
/01

纯度和浓度检测后于
2)-^

保存

备用,

B+D+C

"

(%$

扩增
"

所有引物由
(

I

=DY9=U1BB9

I

/<BA

;

:8DMES9=<)+-

'德国
\A9

;

<:

公司*软件设计-由

上海生工生物工程技术服务公司合成-具体引物名称

及序列见表
&

,

(%$

体系包括!

YAO&)+,

$

X

-

Y

;

%G

)

'

),KKDG

"

X
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&+,

$

X

-

%D=9GXD9LQD:Q<:E=9E<

'

&-_

*

)+,

$

X

-

69
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/01

聚合酶
,

$

X

-

(=AK<=1

"

`

各
-+,

$

X

-

/01

模板
)

$

X

-加水补充至
),

$

X

,

(%$

反应条

件-预变性
*. ^

-

&, KA:

-变性
*. ^

-

4-B

-退火

'

!"#$%&,3 ^

.

%'()%*

!

),& ^

.

%'()%*

!

4

,&^

*-

4-B

-延伸
7)^

-

4-B

-共
.,

次扩增循环-最后

7)^

延伸
&-KA:

,

表
&

""

扩增及测序引物及扩增片段长度

80(

位点 引物序列'

,a

%

4a

* 片段长度'

F

J

*

!"#$%&2&34*5

$

1

bC656655%%155%6656%66111%6

$

'

ÀD

*

C65551156%115%115151151%%

8C5%56515%%1%%5%1

&4>

%'()%*.4-%

$

6

b

'

ÀD

*

C%6%1651%5%65%55116666

$C%%1%%%665566666%6%11%6%

8C555%66%%6%66511%

&-.

%'()%*&-7,1

$

%

bC%%15511515166511%565651

$

'

ÀD

*

C66655551%66%51111%165

8C%1%51556%%1515161%

)4&

""

注!

b

为上游引物+

$

为下游引物+

8

为测序引物+

ÀD

为生物素标记物

B+D+D

"

(%$

产物凝胶电泳分析
"

制备
)?

的琼脂糖

凝胶-加入
)

$

X(%$

产物在电压
&&-!

-电流
.--

K1

的条件下电泳
.-KA:

-在凝胶成像仪上观察目的

条带电泳结果,

B+D+E

"

焦磷酸测序
"

配制测序引物退火缓冲液-固

定
(%$

产物-使
8<

J

H9=DB< <̀9LB

与
ÀDEA:

标记的

(%$

产物充分结合-在真空工作站中制备成单链

/01

模板-在试剂仓中依次对应加入
L06(

.底物和

酶混合物'

/01

聚合酶.

16(

硫酸化酶.荧光素酶和

三磷酸腺苷双磷酸酶*,在
(

I

=DY9=U\).

软件上设

置测序运行程序-将试剂仓和
).

孔测序孔放入
(

I

=DC

Y9=U\).

中进行焦磷酸测序-

&,KA:

后测序结束在

同一软件读取结果并分析,

B+D+F

"

重复性实验和测序验证
"

于
&

周内随机挑选

#
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)-

份样本重复焦磷酸测序
4

次-分析
4

次结果的一致

性,

,-

份样本
4

个
80(

位点均送上海生工生物工程

技术服务公司进行
89:

;

<=

测序-验证两种方法结果

的一致性,

C

"

结
""

果

C+B

"

不同基因型测序结果
"

根据待测位点出峰的碱

基和峰高-可以清晰判断
4

个
80(

位点的基因型,

图
&

显示
!"#$%&2&34*5

$

1

位点的
)

种基因型-

灰色部分为待测位点,图
&1

中-待测区域出现的两

个峰高
%

为模板序列碱基-单个峰高
6

'

6c&--?

*表

示该位点为
66

纯合子,由于该位点测序引物设计

为反向测序-实际基因型为纯合子
11

,图
&̀

中-待

测区域出现两个半峰高
%

'其中两个峰高为模板序列

碱基*-半个峰高
6

'

%c.*?

-

6c,&?

*-即该位点为

杂合子
15

,图
)1

显示
%'()%*.4-%

$

6

位点基因

型-图
)̀

和图
)%

显示
%'()%*&-7,1

$

%

位点基因

型,图
)1

中-待测区域出现两个峰高
5

'其中一个为

模板序列-

5c*4?

*-该位点为反向测序-即基因型为

纯合子
!

&

"

!

&

,图
)̀

中-待测区域出现一个峰高
1

'

1c*7?

*-即该位点为纯合子
!

&

"

!

&

+图
)%

中-待

测区域出现半个峰高
1

和半个峰高
%

'

1c.>?

-

%c

,)?

*-即该位点为杂合子
!

&

"

!

4

,左边为焦磷酸测

序法检测结果-右边为
89:

;

<=

测序法检测结果,

""

注!该位点焦磷酸测序为反向测序-

89:

;

<=

法为正向测序-即
1

基

因型为纯合子
11

-

`

为杂合子
15

图
&

""

!"#$%&2&34*5

$

1

基因型焦磷酸

测序与
89:

;

<=

测序对比图

C+C

"

基 因 型 分 布
"

,-

份 标 本 中-

!"#$%&

2&34*5

$

1

纯合子
11.&

例-杂合子
15*

例-各占

>)?

和
&>?

-未检出
55

纯合子,

%'()%*.4-%

$

6

只检出纯合子
!

&

"

!

&

-未检出等位基因
%'()%*

!

)

,根据
%'()%*&-7,1

$

%

分型结果-纯合子
!

&

"

!

&

和杂合子
!

&

"

!

4

分别有
.,

例和
,

例-各占
*-?

和

&-?

-未检出纯合子
!

4

"

!

4

,见表
)

,

C+D

"

重复性实验和测序验证结果
"

)-

份标本在
&

周

内重复
4

次焦磷酸测序-其检测基因型结果完全一

致,经
89:

;

<=

测序法验证-所有样本
4

个位点的两种

基因分型方法的结果完全一致,

表
)

""

,-

份标本
!"#$%&2&34*5

$

1

和
%'()%*

"""

&-7,1

$

%

等位基因和基因型频率的分布

基因位点 等位基因
%

'

?

* 基因型
%

'

?

*

!"#$%&2&34*5

$

1 1 *&

'

*&

*

1

"

1 .&

'

>)

*

5 *

'

*

*

1

"

5 *

'

&>

*

%'()%*&-7,1

$

%

!

& *,

'

*,

*

!

&

"

!

& .,

'

*-

*

!

4 ,

'

,

*

!

&

"

!

4 ,

'

&-

*

""

注!

1

为
%'()%*.4-%

$

6

分型-焦磷酸测序为反向测序-

89:

;

<=

法为正向测序-即基因型为纯合子
!

&

"

!

&

+

`

和
%

为
%'()%*&-7,

1

$

%

基因型-两种方法均为正向测序-即基因型分别为纯合子
!

&

"

!

&

和杂合子
!

&

"

!

4

图
)

""

%'()%*.4-%

$

6

和
%'()%*&-7,1

$

%

基因型

焦磷酸测序与
89:

;

<=

测序对比图

D

"

讨
""

论

""

对
!"#$%&C&34*5

$

1

.

%'()%*.4-%

$

6

和

%'()%*&-7,1

$

%4

个位点的基因分型有助于华法

林个体化治疗(

*

)

,目前对这
4

个
80(

位点的分型方

法可以分为两类!一类是单链构象多态性'

88%(

*.变

性梯度凝胶电泳'

//5Z

*.酶切扩增多态性序列

'

%1(8

*.等位基因特异性
(%$

'

18C(%$

*等传统的

检测方法,另一类是直接测序.

/01

芯片.变性高效

液相色谱'

/d(X%

*.质谱检测技术.高分辨率溶解曲

线'

d$Y

*等新型技术,传统方法对设备要求不高.

成本低-但检测速度慢-很难实现高通量的检测+新方

法能实现高通量.自动化检测-但对设备和技术要求

高-成本较高,焦磷酸测序技术是近年发展起来的一

种能够通过对基因序列来实现检测和确诊的
/01

实

时定量酶促及偶联反应测序技术(

&-

)

-通过待测序列碱

基的掺入量而释放相应荧光信号-定量检测基因型-

特别适用于短序列的测定-被广泛应用于
80(

分

#
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型(

&&

)

,本研究所有样本的检测结果与
89:

;

<=

测序法

检测结果完全一致-可以满足临床上对
!"#$%&

和

%'()%*

基因进行准确分型的要求,

焦磷酸测序用于
80(

或点突变位点分型时-测

序引物设计在待检突变点附近-待检序列在
,-

个碱

基以内-使待检的特异性突变区域比较集中-其区域

前后的序列高度保守-便于设计扩增引物和测序引

物,与
89:

;

<=

测序法相比-

89:

;

<=

测序法仅在对大

片段
/01

进行序列测定时才显示出优势-且周期长.

通量低+该技术无需送公司检测-在普通实验室即可

完成-其耗时短'

&

次测序仅需
&,KA:

*.成本低+一次

可同时完成
*3

个样本-并能同时检测不同样本的不

同
80(

位点-具有极高灵活性+能满足高通量检测要

求-实现临床大样本检测需求+并可直观地通过测序

峰的高度定量检测基因型-结果判读简单迅速-可避

免人为误差+

89:

;

<=

测序所检测的基因型-用焦磷酸

测序法同样能稳定测出-其灵敏度和准确性高(

&)

)

,与

89:

;

<=

测序法不同的是-该法不需毛细血管电泳和荧

光信号激发装置-具有普通测序仪器缺少的内部标准

化控制系统-操作简便易行-能实现程序化检测-有助

于标准规范化操作流程的建立(

&4

)

,与
69

R

K9:

探针.

(%$C$bV(

和毛细管测序等传统技术相比-焦磷酸测

序能够直接检测指定目标序列的基因型-同样体现出

可靠性高.重复性好.特异性强.利于自动化-能够快

速准确对患者的基因突变分型等更佳优势(

&.C&,

)

,因

此-焦磷酸测序法更适于临床分子检验的应用,

本研究成功建立了基于焦磷酸测序技术的

!"#$%&

和
%'()%*

基因快速.准确的分型方法-可

对这
)

个基因进行批量基因型检测-有助于临床上开

展华法林个体化用药,
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