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引物序列&

+d

&

)d

'

3$

&

[

' 产物长度&

A

2

'

?='(/.')/1 8'

!

&&&&&$&$$&&$$$$63&63 .+ ')1

8(

!

33$&63$&666$&3$&&6&3 .+

?=)''.-', 8'

!

6&$63$$&6$$$$&6663&6 .+ '-K

8(

!

6$$36$663&36$&363&3$ ++

?=()-(+'+ 8'

!

$6$$&33&$&&3&&$$&3363&63 +.*( ')-

8(

!

33&&3&6$633$3&&3$6$&33 +1*'

B*D*F

"

8$L%#L"

基因分型
"

反应体系
'-

"

D

#包括

'

"

D:!&

样本#

'-c8$LEQRR<?'

"

D

#

-*-,

"

D6N

]

:!&

聚合酶&浓度
+`

"

"

D

'#

'-HHCB

"

DS!68-*(

"

D

#

(-

"

HCB

"

D

引物各
-*(+

"

D

#

'-c906\')

染料

-*+

"

D

#

+-HHCB

"

D

的
"

G

$B

(

-*-+

"

D

#最后加
VN><?%

:48$

至
'-

"

D

(

?='(/.')/1

和
?=)''.-',

反应条件

为预变性
1+ a +HJ@

#变性
1+ a '-=

#退火
+, a

'+=

#延伸
K(a'+=

#共
'+

个循环$变性
1+a'-=

#

退火
+/ a '+=

#延伸
K( a '+=

#共
(+

个循环(

?=()-(+'+

反应条件为预变性
1+a+HJ@

#变性
1+a

'-=

#退火
/-a'+=

#延伸
K(a'+=

#共
.-

个循环(

随后进行
#L"

分析#条件为
1+ a ' HJ@

#

.- a

'HJ@

#熔解曲线温度区间为
K+

#

,+a

#分辨率为每梯

度
-*(a

#通过熔解曲线峰型的改变进行基因分型(

B*D*G

"

检验性能的评价
"

为评价灵敏度与特异度#

特定义杂合和纯合突变基因型为阳性#野生基因型为

阴性(灵敏度为真阳性占真阳性与假阴性之和的百

分比#特异度为真阴性占假阳性与真阴性之和的百分

比(重复性采用批内
'-

次重复评价#再现性采用批

间重复
'-

次(

B*E

"

统计学处理
"

使用
9899((*-

软件对核酸提取

得率及纯度&

&(/-

"

&(,-

'进行统计描述#计算
KeD

(

对
?='(/.')/13

%

&

)

?=)''.-',$

%

&

)

?=()-(+'+$

%

3

的纯合基因型相应的熔解曲线
6H

值进行统计描

述#计算变异系数&

;P

#

[

'并采用独立样本
9

检验比

较各位点野生基因型及纯合突变基因型的
6H

值差

异是否具有统计学意义(

C

"

结
""

果

C*B

"

:!&

提取质量比较
"

如表
(

所示#统计学分析

显示以离心柱法为对照#

9J\

(

$

_<

)

\

.

法得率与离心

柱法相当#且差异无统计学意义&

H

%

-*-+

'#

$6&

$

_<

)

\

.

法及
_<

)

\

.

法核酸提取得率均较离心柱法低#

且差异有统计学意义&

H

$

-*-'

'$

+

种方法提取核酸

的纯度&

&(/-

"

&(,-

'

'*,-

'之间差异无统计学意义

&

H

%

-*-+

'(

8:&

$

_<

)

\

.

法和
9J\

(

$

_<

)

\

.

法均

具有良好的核酸提取质量(

""

注!从左到右依次为离心柱法)

9J\

(

$

_<

)

\

.

)

$6&

$

_<

)

\

.

及
_<

)

\

.

的标准化熔解曲线图&上'和求导熔解曲线图&下'$最右侧为
?='(/.')/1

的测序验证图

图
'

""

+

种核酸提取方法
?='(/.')/1

的批量
8$L%#L"

熔解曲线图

C*C

"

灵敏度和特异度
"

在
.-

例样本中
?='(/.')/1

)

?=)''.-',

和
?=()-(+'+

有
(

例标本由于熔解峰飘移#

不能直接基因分型#其余均可直接分型&如图
'

#

)

'(

这
(

例样本后经与已知纯合型样本混熔和重新检测

%

+1('

%
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后均能明确分型!所有样本检测结果与
9N@

G

<?

测序

结果一致#

.

种核酸提取结合
#L"

方法在本次研究

中灵敏度和特异度达到
'--[

(

表
(

""

.

种核酸提取方法核酸质量的比较

方法 得率&

"

G

"

)--

"

D

'

9 H &(/-

"

&(,- 9 H

9J\

(

$

_<

)

\

.

(*,1e-*(/ '*-+

%

-*-+ '*K1e-*'( '*',

%

-*-+

$6&

$

_<

)

\

.

'*/+e-*)) '(*/,

$

-*-' '*,)e-*'+ -*'+

%

-*-+

_<

)

\

.

-*,/e-*(+ ()*1(

$

-*-' '*K1e-*(' -*K.

%

-*-+

柱提法
(*11e-*(. i i '*,.e-*'' i i

""

注!

i

表示无数据

""

注!从左到右依次为离心柱法)

9J\

(

$

_<

)

\

.

)

$6&

$

_<

)

\

.

及
_<

)

\

.

的标准化熔解曲线图&上'和求导熔解曲线图&下'$最右侧为
?=)''.-',

的测序验证图

图
(

""

+

种核酸提取方法
?=)''.-',

的批量
8$L%#L"

熔解曲线图

""

注!从左到右依次为离心柱法)

9J\

(

$

_<

)

\

.

)

$6&

$

_<

)

\

.

及
_<

)

\

.

的标准化熔解曲线图&上'和求导熔解曲线图&下'$最右侧为
?=()-(+'+

的测序验证图

图
)

""

+

种核酸提取方法
?=()-(+'+

的批量
8$L%#L"

熔解曲线图

C*D

"

重复性和再现性
"

在重复性实验中#离心柱法)

9J\

(

$

_<

)

\

.

法)

$6&

$

_<

)

\

.

法及
_<

)

\

.

法在

?='(/.')/1

位点基因型
33

对应熔解曲线的
6H

的

;P

分别为
-*/[

)

-*/[

)

-*,[

和
'*([

$

9

检验发现

野生型和纯合型
6H

值差异均具有统计学意义&

H

$

-*-+

'(在
?=)''.-',

位点基因型
$$

的
6H;P

分别

为
-*.[

)

-*,[

)

-*+[

和
'*)[

$

9

检验发现野生型和

纯合型
6H

值差异均具有统计学意义&

H

$

-*-+

'$在

?=()-(+'+

位点基因型
$$

的
6H;P

分别为
-*K[

)

-*,[

)

-*+[

和
'*+[

$

9

检验发现野生型和纯合型

%
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6H

值差异均无统计学意义 &

H

%

-*-+

'(由于

?=()-(+'+$

%

3

的纯合型与野生型
6H

值极为接近#

本研究通过车轮式混溶的方法区分了所有样本的基

因型(再现性实验也显示#所有核酸提取方法及
9!8

位点对应的熔解曲线
6H

值的
;P

均在
-*.[

#

'*+[

#尽管批间的熔解曲线有轻微的波动#但不影响

基因正确分型(

D

"

讨
""

论

""

#L"

技术和其他
9!8

基因分型方法&限制性片

段长度多态性法)

6N

]

HN@

荧光探针法等'相比#不需

要设计序列特异度探针#不需要
8$L

后处理#全程闭

关操作#减少了污染的风险#同时还具有检测高效快

速)灵敏度高)操作简单)检测费用低廉等优点*

')

+

(但

影响
#L"

检测结果准确性的因素很多*

'.

+

#除
8$L

本身反应体系外#往往忽视标本核酸模板提取对结果

的影响#且较少系统评价其对检验性能的影响(目

前#仅有少量文献报道运用磁性纳米颗粒提取基因组

:!&

#同时#市面上所销售的磁珠法核酸分离试剂盒#

大多数为国外产品#价格昂贵#很难得到广泛应用*

'+

+

(

本研究对
)

种自建的基于磁珠法的
8$L%#L"

检测

系统进行了方法学的性能评价#结果显示#与测序法

比较#该方法的对
)

个位点 &

?='(/.')/13

%

&

)

?=)''.-',$

%

&

)

?=()-(+'+$

%

3

'分型的灵敏度和特

异度均达到
'--[

(

(

例样本在检测时存在扩增曲线

异常偏离群体#原因可能与模板操作失误或模板质量

有关(重复性与再现性结果表明离心柱法与磁珠法

结合
8$L%#L"

进行基因分型均具有较好的批内精

密度#特别是
3

%

&

及
$

%

&

突变类型能够通过熔解

曲线峰型清楚地区分野生型与纯合突变型(尽管不

同修饰的磁珠提取效果各有差异#但
#L"

技术对检

测模板质量的轻微波动可以耐受#在检测过程中仍可

保证检测结果的准确性及稳定性(

E

"

结
""

论

""

本研究制备的
)

种磁性纳米颗粒&

9J\

(

$

_<

)

\

.

)

$6&

$

_<

)

\

.

)

_<

)

\

.

'均可用于核酸提取及
8$L%

#L"

检测#但在提取核酸得率及检验性能方面#

9J\

(

$

_<

)

\

.

更佳$磁珠提取结合
8$L%#L"

方法的建立

有效缩短了实验时间#提高了实验效率#节省了工作

成本#为后续的分子生物学研究提供了理论依据(另

外#本研究所制备的磁珠有望实现自动化核酸提取#

从而降低手工操作带来的污染及误差(
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