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摘!要!单核苷酸多态性!B+C"作为第三代遗传标记已经广泛用于基因作图(疾病相关性分析(群体遗传学 及 药 物

研究等领域&文中系统地介绍了目前国内外主要的B+C检测技术$任何一种B+C的检测方法都可将之看成由两部

分组成$即区分B+C位点的原理方法和数据的检测分 析 手 段$文 章 对 这 两 部 分 做 了 较 详 细 的 介 绍$并 对B+C检 测

技术的发展进行了展望&
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!!单 核 苷 酸 多 态 性!=697/.9I>/.:R6T.W:/X4:S3

WA6=4=$B+C="主 要 是 指 在 基 因 组 水 平 上 由 单 个 核

苷酸的变异所 引 起 的*+,序 列 多 态 性&它 是 人 类

可遗传的变异中最常见的一种$占所有已知多态性

的)$]以上&B+C在人类基因组中广泛存在$平均

每%$$!#$$$个碱基对中就有#个$估计总数可达

’$$万个甚至更多)#*&B+C所表现的多态性只涉及

到单个碱基的变异$这种变异可由单个碱基的转换

!RS59=6R6:9"或颠换!RS59=Z.S=6:9"所 引 起$也 可 由 碱 基

的插入或缺失所致&虽然遗传密码由&种碱基组成$
但B+C通常只是一种二等位基因!Y65//./6>"$或二态

的遗传变异$即在该位置上存在两种不同的碱基&
随着人类基因组测序工作的完成$单核苷酸多

态性以其分布广泛(数量众多(易于批量检测等优点

作为第三代的遗传标记显示出广阔的应用前景&这

种+单核苷酸多态性,是决定人类疾病!尤其是多基

因疾病"易感性和药物反应差异性的主要因素$因此

可以满足对疾病相关基因定位研究的需要$尤其是

对多基因遗传病高精度基因定位的要求&另外$比

较物种间B+C的 差 异 也 可 以 了 解 物 种 间 的 亲 缘 关

系和进化的生物学信息&因此$对B+C的筛选及其

检测正成为研究者们广泛关注的焦点&本文就目前

已有的B+C的检测技术较全面的作了介绍&
目前各种B+C的检测方法区别很大$但是每种

B+C的检测 方 法 我 们 都 可 将 之 看 成 由 两 部 分 组 成

即区分B+C特 异 位 点 的 原 理 方 法 和 数 据 的 检 测 分



析手段!目 前 对B+C位 点 区 分 主 要 是 通 过 杂 交"

Ĉ _"分子构象"酶 法 等 来 实 现#而 信 号 采 集 手 段 主

要是利用电泳"荧光"芯片"质谱分析等技术!大多

数的B+C的检测方法则是这两部分之间的组合#例

如在基于杂交 方 法 区 分B+C特 异 位 点 的 方 法 中 可

以用荧光法 检 测$!%也 可 以 和 芯 片 技 术 结 合 进 行 检

测$’%!下面本文就这两个部分分别进行介绍!

#!区分B+C位点的方法

;<;!基于杂交的方法

#<#<#!,BG
基于,BG&,//./.3=W.>6U6>:/67:9I>/.:R6T.等 位

基因特异 核 苷 酸 片 段’杂 交 基 础 上 对B+C进 行 分

析#主要是依赖于短的核苷酸探针在和互补的目的

片段进行杂交时完全匹配和有错配两种情况下杂交

复合体稳定 性 的 不 同 而 将B+C位 点 检 测 出 来!这

种方法是通过设计一段短的核苷酸探针&一般#%!
!$YW’#其中包括了B+C位点#当其与样品*+,杂

交时#由 于 在!$YW中 一 个 碱 基 的 差 异 会 导 致&;
值下降%!"<%度#所以通过严格控制杂交条件#就

可以鉴定出样品*+,中是否存在B+C$&%!这是最

简单的基于杂交原理的检测方法#而在目前的实验

中为了提高杂交的严格性#能更好的区分出B+C位

点往往采用修饰过的核苷酸探针和样品*+,杂交#
简单的如利用C+,&C.WR6T.9I>/.6>5>6T=#肽 核 酸’
探针$%%#但C+,作 探 针 也 存 在 一 些 问 题#如 其 可 溶

性差#不易参 加 反 应#探 针 的 长 度 应 至 少 是"个 碱

基#以确保在室温下能够较好的杂交#对富含鸟嘌呤

罗丹明标记 的 探 针 存 在 本 底 荧 光&MC’信 号 高 的 问

题等$(%!也有 报 道 在 探 针 内 人 为 的 插 入 错 配 碱 基

&’396RS:WXSS:/.一种碱 基 的 类 似 物’#用 这 种 含 有 错

配碱基的探针杂交时#探针和目的片段之间一个碱

基的差异导致&; 值的下降是传统杂交的!倍#因

此#大大提高了杂交的特异性$"%!下面就介 绍 几 种

其他的改进方法!

#<#<!!J+,
J+,=&/:>V.T9I>/.6>5>6T=’是一种合成的核酸

类似物#其结 构 是 在_+,分 子 的!‘3羟 基 和 核 糖 环

的&‘碳原子间连入一个亚甲基的(桥)#由于(桥)的

作用使核糖环处于更利于杂交的稳定构象#所以能

以很高的亲和性和 互 补 的*+,"_+,或J+,结 合#
而这种高的亲和性甚至在有一个错配碱基都会大大

降低#因此用此作为探针来检测单核苷酸多态性$1%!

#<#<’![:/.>I/5SY.5>:9=!分子信标"#)$

分子信标是一种新型的发卡结构的寡核苷酸探

针#是在样品 Ĉ _过 程 中 因 和 样 品*+,杂 交 后 而

使自身荧光构象改变从而实现对B+C的检测&原理

见图#’!

图;!分子信标反应原理图

=%+<;!>3")8#%&’&(2&,"$.,8)7"8$&’5

分子信标由称为(茎)&=R.4’和(环)&/::W’的两

部分构成#茎部分是由寡核苷酸探针两端互补的序

列形成的#又 可 称 之 为 手 臂#环 则 是 探 针 的 中 间 部

分#其序列和待扩增的目的片段互补并含有要检测

的B+C位点!在 手 臂 的 两 个 末 端 分 别 通 过 共 价 的

方式结合上一个荧光分子和一个荧光猝灭基团#这

样当分子信标游离在溶液时#它以发卡结构存在#荧
光分子与猝灭基团在空间距离上挨在一起#十分接

近#荧光分子被猝灭#此时溶液无荧光信号!相反当

分子信标和其完全互补的目的片段杂交时#其发卡

结构被拉开而使荧光分子和荧光猝灭基团在空间上

分开从而发射出荧光#其信号 可 提 高)$$倍$!%!研

究表明这种发卡结构的探针在和目的片段杂交时的

特异性很高#对于仅相差一个碱基的目的片段都能

够区分#因此用于B+C位点的检测#同时我 们 可 以

对分子信标标记以不同的荧光信号#从而能够对多

个样品的同时检测!
由于分子信标是在样品 Ĉ _过程中的退火时

期和目的片段特异性杂交#释放荧光#某一循环或循

环后的荧光量取决于那时形成的特异的 Ĉ _产物#
因此也用于 Ĉ _产物产量的实时检测!

#<#<&!B>:SW6:9WS64.S
B>:SW6:9WS64.S也是 一 种 对 Ĉ _产 物 进 行 检

测的方法#其特殊的分子结构决定其是一种单分子
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内的杂交机制!和普通的双分子间的杂交机制相比!
这种蝎状探针的分子内杂交具有更快速"有效的特

点#和[:/>I/5SY.5>:9=相 比!B>:SW6:9=更 具 优 越

性尤其在少循环 Ĉ _中$#$%#

B>:SW6:9WS64.S是由发卡结构&A56SW69/::W’的

探针部分通过一段称为 Ĉ _=R:WW.S&:SĈ _Y/:>3
V.S’的寡核 苷 酸 和 Ĉ _引 物 的%‘端 相 连 构 成#探

针部分 的 结 构 和 [:/>I/5SY.5>:9=类 似!由 互 补 序

列构成的(茎)和 包 含B+C位 点 且 和 待 检 测 目 的 片

段互补的(环)构成!荧光分子和猝灭基团分结合在

茎的末端!而 Ĉ _=R:WW.S的作用是在 Ĉ _过程中

阻止对探针部分的扩增!避免发卡状结构在无待检

测片段时通过扩增被打开而产生错误的荧光信号#
在对样品进 行 检 测 时 以B>:SW6:9WS64.S作 为 Ĉ _
扩增 的 引 物!当 其 以 样 品 *+,作 为 模 板 延 伸 后!

B>:SW6:9WS64.S中 的 的 探 针 部 分 就 可 以 和 同 一 条

*+,链上的互补部分杂交!而导致自身构象的改变

释放出荧光信号&原理见图!’#

图?!*$&)3%&’探针反应机制

=%+<?!*$&)3%&’3)&7%’+2"$48’%52

!!在此基础上!现已有报道用双蝎状引物&TIW/.8

=>:SW6:9WS64.S=’检测B+C$##%#这种引物的结构使

荧光分子和猝灭基团在引物和其互补部分杂交后空

间上分隔开更远的距离!因此大大提高了荧光信号

的强度且稳定性好#

#<#<%!*,BQ!TX9546>5//./.3=W.>6U6>AXYS6T6@5R6:9
动态等位基因特异杂交"

*,BQ是 利 用 热 动 力 学 实 现 了 在*+,变 性 的

同时进行检测$#!%!不需要额外的酶反应和探针标记

等步骤!因 此 成 本 较 低#和,BG杂 交 一 样!*,BQ
也是通过等位 特 异 性 寡 核 苷 酸 探 针 和 含B+C位 点

的靶片段的杂交而实现对变异位点的检测#但不同

的是!,BG是固定在一个温度来实现探针和靶片段

的杂交!而*,BQ则是在动态的加热过程中实现对

杂交双链状态的实时监测!因此比,BG能更精确检

测探针和靶片段的杂交$#’%#

"!! 遗!传!"#"$%&’( &)*+,+-.’!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



*,BQ的机理非常简单!首先对样品*+,进行

Ĉ _扩增!产生一段&%!(%YW长的含有B+C位点

的 Ĉ _产物!并且扩增用的一条引物%‘端标记有生

物素!这样有生物素标记的产物被通过链亲和素包

埋的微孔滴定板所固定!生物素标记的那条链连在

板上!而另一条互补链被碱溶液"+5GQ#洗 去!这 样

就获得样品的 单 链*+,片 段$低 温 下 和 等 位 特 异

性寡核苷酸探针 杂 交!形 成 双 链*+,区 域!双 链 特

异性的荧光染料插入到该区$插入染料的荧光强度

与双链*+,"探针3靶*+,#的量有关$然后不断给

样品加热升温并实时检测荧光信号!由于有错配存

在的双链的热稳定性较无错配情况下差!因此在先

达到解链温度而造成荧光信号的迅速降低!这样我

们通过记录荧光信号迅速降低时所对应的温度就可

以判定样品中B+C位点的碱基种类$

;<?!基于酶或0@A的方法

这类方法是 目 前B+C检 测 中 最 常 用 的 一 类 方

法!和杂交基础上检测方法相比增加了一步酶催化

反应!因此提高了检测的忠实和可靠性$且因为其

操作简单!成本低而被广泛的应用$现已有很多种

酶用于这类方法中!如*+,聚合酶%*+,连接酶%核
酸酶等$

#<!<#!,_[B
,_[B "54W/6U6>5R6:9S.US5>R:SX4IR5R6:9=X=3

R.4扩增抗拒突变系统#&#&’!又称等位基因特 异 性

Ĉ _"Ĉ _ 54W/6U6>5R6:9:U=W.>6U6>5//./.=!C,3
B,#&#%’%,B,"5//./.3=W.>6U6>54W/6U6>5R6:9#$此 类 方

法是根据 Ĉ _过程中要 求 引 物 和 模 板 间 的 严 格 互

补配 对 来 实 现 对B+C位 点 的 检 测!是 基 于 以 下 两

点("##错配出现在引物中部时致使稳定性降低!在

严格杂交 条 件 下 将 不 能 退 火)"!#错 配 出 现 在 引 物

’‘端时!引物将 不 能 延 伸$因 此 针 对 不 同 等 位 基 因

设计 平 行 引 物!上 游 引 物 的’‘端 和 多 态 性 位 点 互

补!这样只有和引物完全互补的序列才能得到扩增!
不同的等位基因依赖于所使用的不同引物分别得以

扩增$产生的 Ĉ _产 物 可 以 通 过 凝 胶 电 泳 或 是 实

时的荧光测定来实现对其的分析$
同建立在杂交基础上的检测方法一样!为提高

检测的特异性!近年来在此基础上不断有新的改进$

#<!<#<#!,//./.3BW.>6U6>Ĉ _32-",//./.3BW.>6U6>Ĉ _
;6RAa96Z.S=5/29.S7X3-S59=U.S3J5Y./.TWS64.S#

这是一种新的高通量%自动化的B+C检测的方

法&#(’!对每个B+C位点的检测只需一次 Ĉ _反应!
且不需 Ĉ _后的样品处理过程!在一个管子就能完

成检测的全过程!在检测手段上只需一种报告试剂

就可实现对于多个B+C位点的平行检测!且不需昂

贵的实时检测设备!是等位特异性基因 Ĉ _和通用

2-"29.S7X3-S59=U.S#标记引物的结合$
在这类 Ĉ _反应体系中检测一个B+C位点共

需%个引物!两个加尾的等位基因特异性引物%一个

反向引物和两个通用的2-标记的引物$这两个不

同的加尾的等位基因特异性引物用来检测每个B+C
位点!其’‘末端碱基分别互补于B+C的两个等位基

因!%‘端连有两 个!#碱 基 长 的 不 同 的 尾 结 构!设 计

时注意不能和要检测靶片段互补$通用引物的结构

和分子信标的结构类 似!%‘端 是 含 有 荧 光 和 猝 灭 基

团的发卡结构!’‘端是!#个 碱 基 长 的*尾+结 构!其

序列分别对应于等位特异性引物$两个通用引物分

别标 记 有 绿 色"U/I:S.=>.69!荧 光 素#和 红 色"=I/3
U:SA:T5469.#染料!这 样 检 测 时 一 种 类 型 的 纯 合 子

产生红色荧光!而另一种类型的纯合子产生绿色荧

光而杂合子两种荧光西信号都有$
具体反应包括以下几步循环(##以等位特异性

引物进行扩增!产 生%‘端 含 有 尾 结 构 的 片 段)!#反

向引物扩增合成尾的互补片段)’#标记的通用引物

以第!个循环的产物为模板产生%‘端含有通用引物

的片段)&#以前一步反应的产物为模板合成其互补

链!这步反应使2-标 记 的 通 用 引 物%‘端 的 发 卡 结

构打开!而 释 放 出 红 或 绿 色 的 荧 光 信 号"原 理 见

图’#$!!!!!!
#<!<#<!!O63C,B,"O6T6S.>R6:95/Ĉ _54W/6U6>5R6:9
:U=W.>6U6>5//./.=!双向等位基因特异性 Ĉ _#

双向等位基因 特 异 性 Ĉ _是 在,_[B基 础 上

发展起 来 的 基 于 Ĉ _基 础 上 检 测B+C的 一 种 方

法$对等 位 基 因 特 异 性 Ĉ _来 说!在 一 次 Ĉ _反

应中只能检测B+C的一个等位基因!而不能实现对

B+C的两个等位基因同时检测!为实现这个目的人

们曾提出了多重等位基因特异性 Ĉ _"Ĉ _54W/6U63
>5R6:9:U4I/R6W/.=W.>6U6>5//./.=C,[B,#&#"’!在一

个反应 中 加 入’条 引 物 而 产 生 两 个 等 位 基 因 Ĉ _
产物!因产物片段长度的不同而通过凝胶电泳来区

分$但仍有很多问题!如等位特异性引物的扩增效

率不同!Ĉ _反应的条件很难确定$因此人们提出

了双向等位基因特异性 Ĉ _的方法!在一次的 Ĉ _
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图B!6!C*-0位点检测步骤原理图

MJ!荧光素"B_!硫罗丹明#

=%+<B!655815$4"2"&(#4")"8$#%&’5#"35(&)6!C*-08)"54&:’
MJ!M/I:S.=>.69"B_!BI/U:SA:T5469.<

反应中区分出纯合子和杂合子$#1%#在O63C,B,中&
两个等位基因特异性 Ĉ _反 应 以 相 对 的 方 向 进 行

扩增#在反应中共有&个引物&两个外测引物’C和

D(和两个内侧等位特异性引物’,和O(&这样在杂

合子中一共会扩增出’个片段&含一个等位基因的

片段,D)含第二个等位基因的片段CO和以两个外

测引物扩增出的片段CD#在纯合子中会扩增出两

个片段CD和,D&或者是CD和CO#然后用简单的

凝胶电泳就可实现对产物的分析#而为了提高这种

方 法 的 特 异 性 BAIN. 等 提 出 了 -.RS53WS64.S
,_[B3Ĉ _的方法&即在两个内侧等位特性引物的

’‘端3! 位 置 人 为 的 引 入 错 配 碱 基$#)%&并 且 和

[,*F2’46>S:W/5R.5SS5XT657:95/7./.>/.>RS:3

WA:S.=6=(技术结合&实现了对B+C位点的高通量的

检测#

#<!<!!-5\459法!!$"

这种方法也称为核酸外切酶法’%‘39I>/.5=.5=3
=5X(&是在 Ĉ _过 程 中 实 现 等 位 特 异 性 杂 交&而 不

需以往等位特异性杂 交 中 样 品 Ĉ _后 分 离 及 洗 涤

等步骤#该技术的 基 本 原 理 是 利 用&1A酶 的%‘核

酸外切酶活性&在这个 Ĉ _反应中除了两个传统的

Ĉ _引物C#)C!外&还 有 第 三 个 引 物C’即 等 位 特

异性-5\459探 针&含 有 待 检 测 的B+C位 点&特 异

结合在C#结合位点的下游#C’探针的%‘端和’‘端

分别标有荧光 基 团 和 猝 灭 基 团&因C’的’‘端 被 猝

灭基 团 封 阻 而 不 能 以 自 身 为 引 物 进 行 扩 增#在

Ĉ _反 应 中&&1A 酶 以 C#为 引 物 合 成 新 的 *+,
链&随着反应的进行&1A酶接触到C’并激发其%‘

$!! 遗!传!"#"$%&’( ’)*+,+-.(!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



"’‘外切酶活性!使C’从%‘端开始降解!最后*+,
链得以延伸而C’探针上的荧光基团和猝灭基团由

于不再在一 个 分 子 上 了!荧 光 基 团 释 放 荧 光 信 号"
荧光信号的强弱与 Ĉ _产物的数量成比例"

这种检测方法的优点是闭管进行!因而减少了

Ĉ _污染的风 险!但 探 针 标 记 的 成 本 较 高!且 因 其

采用荧光猝灭及双末端标记技术!猝灭难以彻底!本
底较高"

#<!<’!引物延伸法!WS64.S.8R.9=6:9"
这是依赖*+,聚 合 酶 来 分 辨 碱 基 多 态 性 位 点

的一类方法!其特异性比建立在等位特异性杂交的

方法要高#!#$"这类方法有多种名称#!!$如单核苷 酸

引 物 延 伸 %=697/. 9I>/.:R6T. WS64.S.8R.9=6:9!

B9IC2&’引物指导的核苷酸合成%WS64.S37I6T.T9I3
>/.:R6T.69>:SWS5R6:9&’-*L%R.4W/5R.3T6S.>R.TTX.3
R.S4695R:S69>:SWS5R6:9&!其 中 [696=.\I.9>697%微 测

序&是这类方法最常用的一种称呼"[696=.\I.9>697
反应首先扩增出含有B+C位点的一段*+,!然后进

行[696=.\I.9>697反应!加入一检测引物!其’‘末端

碱基紧挨于 多 态 性 碱 基!在*+,聚 合 酶 及 标 记 的

TT+-C的存在下进行一个碱基的延伸反应!延伸的

这个碱基就是多态性碱基"[696=.\I.9>697反应前

必须对 Ĉ _产物进行纯化以去除其中含有的 Ĉ _
引物及T+-C!因为 Ĉ _引 物 会 和 延 伸 引 物 竞 争 产

生多个扩增片 段!而 多 余 的T+-C会 使 延 伸 反 应 延

伸多个碱基"关于引物延伸产物检测!已经报道了

许多方法!如放射性同位素标记法!发光检测法’凝

胶为基础的荧光检测法和质谱分析法’变性高压液

相色普法等"
目前[696=.\I.9>697的反应形式已经从液相发

展到固相"液相反应形式#!’$!是利用凝胶电泳来对

[696=.\I.9>697反应前 Ĉ _产物进行的 纯 化!在 溶

液中进行 [696=.\I.9>697反 应!然 后 再 通 过 凝 胶 电

泳对[696=.\I.9>697引 物 进 行 分 离!在 这 类 方 法 中

放 射 性 同 位 素’!C 或’’C 被 作 为 检 测 基 团!因

[696=.\I.9>697引物在标有’!C或’’C的TT+-C的存

在下延伸!凝胶电泳后就能通过放射自显影术而直

接被观察到!也可用来进行定量的分析"这类方法

的优点是可以用不同长度的[696=.\I.9>697引物在

一个反应中对多个B+C位点进行检测!但相应的也

带来需多步处理分离的繁琐!如凝胶回收 Ĉ _产物

等"而固 相 反 应%=:/6T3WA5=.4696=.\I.9>697&的 形

式就避免了 这 种 繁 琐 的 操 作 步 骤 而 被 大 范 围 的 使

用!将其中的一种反应物固定在固相的支持物上!通
过对固相支持物的洗脱而实现对不同产物的分离!
操 作 简 单 方 便 易 于 自 动 化 的 分 析"在 固 相

4696=.\I.9>697反应中往往通过生物素0亲和素间

的反应来实现固定的目的!利用生物素标记的一条

引物使 Ĉ _产物带上生物素!再通过亲和素或链霉

亲 和 素 包 被 的 微 量 滴 定 板#!&$或 磁 性 微 粒#!%$’微

球#!($对 Ĉ _产 物 捕 获!再 通 过 碱 或 加 热 方 式 使

Ĉ _双链变性!洗去未标记的互补链后就可以进行

4696=.\I.9>697反应了"和上述的将 Ĉ _产物固定

在固相支持物上不同还可将[696=.\I.9>697引物固

定!将 引 物 固 定 在 杂 交 膜 或 微 量 滴 定 板 上 进 行

4696=.\I.9>697反应"近年来发展了以阵列为 基 础

的4696=.\I.9>697反 应%5SS5X.TWS64.S.8R.9=6:9!

,C2H&!是 以 近 年 来 新 发 展 起 来 的 生 物 芯 片%*+,
>A6W&为固相支持物的微型化检测手段!多条引物可

以通过其%‘端被共价结合在小的玻璃载体上#!"$!可

以有效的对每个样品的多个B+C位点进行检测!具

有十分广阔的应用前景"
和4696=.\I.9>697反应机理类似还有一种方法

称为CXS:=.\I.9>697#!1$!其是利用 发 光 计 作 为 检 测

设备!反 应 中 要 用 到 *+,聚 合 酶’,C-硫 酸 化 酶

%,-C=I/UISX/5=.&’荧光素酶%/I>6U.S5=.&和腺苷三磷

酸双磷 酸 酶%5WXS5=.&"*+,聚 合 酶 在 一 种T+-C
的存在下进行引物延伸反应!而引物的成功延伸将

伴随焦磷酸的释放!焦磷酸在荧光素酶的存在下能

引一种发化学发光反应!通过发光计的实时监测来

达到检测的目的"

#<!<&!连 接 酶 连 接 反 应!:/67:9I>/.:R6T./675R6:9
5==5X#GJ,或/675=.>A569S.5>R6:9Ĵ _"

*+,连接酶对特异杂交到靶*+,片 段 上 的 两

个相邻的寡核苷酸片段进行连接反应时!对连接位

点处的 碱 基 互 补 配 对 要 求 很 高!特 别 是 对’‘端!只

有和靶*+,片段完全互补 的 情 况 下 才 能 发 生 连 接

反应#!)$"利用*+,连接酶的这个反应特性和 Ĉ _
技术相结合 就 可 以 实 现 对B+C位 点 的 检 测"现 在

已发展了若干种改进的 Ĵ _!如F5W3Ĵ _等#’$$!以

下介绍两种(

#<!<&<#!^̂ _%>:4Y69.T>A569S.5>R6:9!联合链式

反应&#’#$

这是一种利用*+,聚合酶和*+,连接酶两种
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酶进行*+,扩增反应的检测方法!图&"#和以 Ĉ _
为基础的检 测 方 法 不 同 其 是 依 赖 于 引 物%‘端 和 模

板间的 错 配 来 区 分 碱 基 多 态 性#̂ _̂反 应 分 为&
步$#"*+,模 板 的 变 性%!"引 物 和 单 链 模 板 间 的 退

火%’"*+,聚合酶!无%‘0’‘外切酶活性"催化引物

延伸&"延伸引物的’‘端和下游引物%‘端间的连接&
反应中设计两套引物#两个外侧引物和两个内侧检

测引物#两个内侧检测引物的%‘端都对应于多态性

碱基位点#如果检测引物的%‘端和模板间没有完全

匹配的话#延伸的外侧引物就不能和检测引物连接

起来#因而不 能 形 成 全 长 的 片 段#从 而 实 现 对B+C
位点的检测&和Ĵ _相比#̂ _̂的第一个优点是快

速简单#仅需*+,的分离’̂ _̂扩增’琼脂糖凝胶电

泳检测产物几步#第二 ^̂ _产 生 的 产 物 片 段 大#分

子量较高#通过2O染 色 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 就 可 实

现对产物的检测而不需引物标记’聚丙烯酰胺凝胶

电泳或放射自显影等繁琐技术&

图D!@@A反应示意图

=%+<D!655815$4"2"&(@@A

#<!<&<!!J3_̂ ,!/675R6:93S://697>6S>/.54W/6>5R6:9#
连接3滚环扩增反应"(’!)

这种方 法 通 过 对 挂 锁 探 针!开 口 的 环 状 探 针#

W5T/:>VWS:Y."的连接来区分碱基多态性位点#然后

利用滚环扩增对信号放大实现检测&和其他一些检

测方法不同其不需预扩增#能直接对基因组*+,检

测#这种方法 可 以 达 到 从#97的 基 因 组*+,中 实

现对B+C的 检 测(’’)#并 且 通 过 合 适 缓 冲 液 的 选 择

可以实现同管反应和检测#因而是一种低成本的高

通量检测方法&这里用的挂锁探针比一般性杂交用

的探针要长的多#其%‘端和’‘端各有#$个左右的碱

基分别和靶*+,片段互补#且’‘末端正对应于B+C
位点的多态性碱基#这样在其和模板靶*+,杂交后

就形成了开 口 的 环 状 探 针#在*+,连 接 酶 的 作 用

下#只有’‘末端和B+C位点互补的探针才能被连接

成环#环化了的挂锁探针就可用标记的引物进行滚

环扩增#对检测样品的量起了扩大作用而提高了检

测的灵敏度&

#<!<%!_MJC!S.=RS6>R6:9US574.9R/.97RAW:/X4:S3

WA6=4"限制性片段长度多态性#
限制性内切酶是一类识别*+,特异位点!通常

&!(YW"#并在特异位点进行切割 的 酶 类&酶 切 位

点的特异性意味着对特 定*+,等 位 基 因 的 完 全 消

化会产生同样的片段序列&而碱基的替换或插入’
缺失可以产生或消除一个特定酶切位点#从而改变

酶切割后产生片段的大小和数目&这些酶切片段带

型的不同 称 为 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性&如 果B+C
产生和消除了某个限制性内切酶位点#则可以通过

对 Ĉ _产物进行酶切’电泳加以检测&用_MJC检

测B+C位点具有一定准确性#方法简便’快速#可以

进行大量 样 本 的 分 析&但 实 际 中 大 约 一 半 的B+C
位点并不改变限制性酶切位点#可以通过设计包含

酶切位点 的 错 配 引 物 来 克 服(’&)#但 错 配 的 引 物 在

Ĉ _扩增时 可 能 会 产 生 一 定 的 困 难&近 年 来 报 道

用[,*F2!46>S:R6R.S5SS5XT657:95/7././.>RS:WA:3
S.=6=R.>A96\I."技术来对限制性酶切后的片段电泳

分离#实现了对B+C位点的高通量检测(’%)&

#<!<(!L9Z5T.S5==5X$’(%

#)))年#由-A6STb5Z.-.>A9:/676.=公 司 研 究

人 员 发 明!原 理 见 图%"#是 利 用 一 种 外 切 酶M2+
!U/5W.9T:9I>/.5=."的 特 异 性 对B+C位 点 进 行 识

别&反应中需 两 种 探 针#插 入 探 针!69Z5T.SWS:Y.#

IW=RS.54:/67:9I>/.:R6T."和信号探针!=6795/WS:Y.#

T:;9=RS.54:/67:9I>/.:R6T."#两个探针均和靶*+,
模板互补杂交#并且信号探针的%‘端和插入探针的

’‘端产生至少一个碱 基 的 重 叠#从 而 产 生 一 个 两 叉

状的插入复合物!69Z5=6Z.>:4W/.8"结构#其能被特

异性的外切酶M2+所切割#将信号探针的%‘端重叠

部分切除#%‘端的切除 常 和 荧 光 信 号 的 改 变 相 连 作

&!! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



为检测的手段!或者也可以用质普分析来检测"在

对B+C位点进行检测时!设计上游寡核苷酸和下游

信号探针在多态性位点处产生一个碱基的重叠!在

此位点出现的错配将大大降低M2+的切割速率!只

能达到正确配对时的##’$$!从而实现对B+C的高

效检出"

图E!F’G8/")85581检测示意图

=%+<E!655815$4"2"&(%’G8/")85581

69Z5T.S5==5X方法检测B+C时!只有两个探针

与模板完全配对后才可以形成插入复合物的结构!
因此其检测结果比简单杂交的准确性好!且M2+的

酶切特异性非常高!酶切产物是均一的寡核苷酸!易
与其他杂质成分区分!检测无需电泳!另外在检测前

不用进行 Ĉ _扩 增!消 除 了 Ĉ _引 入 突 变 导 致 假

阳性的因素!所以具有广泛的应用前景"
固相插入切除法$=:/6TWA5=.69Z5=6Z.>/.5Z57.

5==5X%是69Z5T.S5==5X的一种改进!实现了对多个

B+C位点的平行分析!是在)(微孔板上进行酶切反

应!可以从97级 的 基 因 组*+,中 实 现 对 每 个B+C
的检测&’"’"近年来人们在*+,芯片上进行69Z5T.S

5==5X!是一种更有效的高通量分析B+C的方法&’1’!
是将信号探针固定于芯片上!上游插入探针可以在

液相中 加 入 也 可 以 固 定 于 芯 片 上!特 别 是 高 密 度

*+,芯片的产生!得以实现%$$$$$个B+C位点的

一步检测"

#<!<"!â ,+
这是!$$#年%月 日 本cX:R:等 发 明 的 一 种 检

测B+C的方法$原理见图(%!在无需 Ĉ _仪等其他

设备下一个 小 时 内 就 能 完 成 对B+C的 检 测"这 种

方法用插入一段_+,的*+,作为聚合酶反应的引

物$*+,3_+,3*+,(*_*WS64.S%!且 引 物 的’‘末 端

被化学基团封阻!此反应中除*+,聚合酶外还用到

_+5=.Q"在进行B+C检测时!若靶*+,和引物中

的_+,部分完全匹配!_+5=.Q消化引物_+,部分

而去除了封阻的’‘末端!使*+,聚合酶的延伸反应

得以进行"与此相反若靶*+,和引物中的_+,部

分有错配碱基出现时!_+5=.Q就不能切除_+,部

分!引物 封 阻 的’‘端 阻 碍 了 聚 合 酶 的 延 伸 反 应!这

样根据延伸反 应 的 进 行 与 否 就 可 实 现 对B+C的 检

测"cX:R:等人已用这种方法实现了对>3c63S5=$一

种人类的癌 基 因%和 N̂C!̂#)$C&%$家 族 成 员%中

B+C的检测"这 种 â ,+方 法 能 在 一 小 时 内 从#$
97的基因组*+,中 实 现 对B+C的 检 测!是 一 种 有

效)经 济 的 检 测 方 法!能 在 今 后 的 药 物 基 因 组 学

$WA5S45>:7.9:46>=%中得到进一步的应用"

图H!I@6-原理示意图

=%+<H!*$4"28#%$)"3)"5"’#8%&’&(I@6-
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;<B!以构象为基础的方法

这类方法是基于B+C位点引入*+,分子后引

起其构象的改变或&; 值的不同!从而表现在电泳

迁移率的不同!而将突变体检测出来"
单 链 构 象 多 态 性#=697/.3=RS59T>:9U:S45R6:95/

W:/X34:SWA6=4!BB̂ C$可 检 测 单 个 碱 基 的 改 变!在

不同系统中突变检出率达"$]!)$]以上!是一种

高效%方 便 的B+C检 测 方 法&’)’"在 非 变 性 的 条 件

下!单链*+,具有 一 定 的 折 叠 结 构!这 种 折 叠 结 构

是由它的核苷酸序列决定的"BB̂ C的灵敏性就是

依赖于B+C对 折 叠 的 影 响 和 折 叠 如 何 影 响 目 的 序

列的电泳迁移率"其策略是!将 Ĉ _扩增的待检片

段与去离子甲 酰 胺 混 合!接 着)%d变 性 解 链!再 骤

冷到冰中!然后通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离"
温度梯 度 凝 胶 电 泳#R.4W.S5RIS.7S5T6.9R7./3

./.>RS:WA:S.=6=!-FF2$&&$’是 利 用 不 同 构 象 的 分 子

具有不同的变性温度#&;$来进行分离的"在正常

情况下!*+,分 子 呈 双 链 结 构 状 态!随 着 温 度 的 升

高!*+,双 链 构 象 发 生 改 变!当 温 度 升 高 到 一 定 温

度时就开始解链!由完整的双链变为分叉双链!最后

*+,双链完全 解 开 变 为 单 链*+,"这 种 分 子 构 象

的改变影响了其电泳迁移率!*+,双链的打开直接

导致迁移率下降!这样*+,片段可以通过在聚丙烯

酰胺凝胶电泳中设置温度梯度来进行分离"在B+C
检测中!因 为 一 个 碱 基 的 改 变 引 起 在 不 同 温 度 下

*+,双链的解链行为不同!即一个碱基的突变可以

使*+,片段的迁移率不同!从而达到在温度梯度电

泳中分离的效果"和此方法类似!变性梯度凝胶电

泳 #T.95RIS697 7S5T6.9R 7. ./.>RS:WA:S.=6=!

*FF2$&&#’是依靠变性剂使&; 值不同的分子分离!
其原理为(双链*+,在变性 梯 度 凝 胶#变 性 剂 浓 度

从小到大$的泳动过程中!其解链的速度和程度与其

序列密切相关)在恰当的条件下!只要有一个碱基对

的差异即可相互分开"
在BB̂ C和*FF2基 础 上 发 展 起 来 的*QCĴ

#T.95RIS697A67AW.SU:S459>./6\I6T>AS:45R:7S53

WAX!变性高效液相色谱检测$!是一种新的高通量筛

选*+,序列 多 态 性 的 技 术&&!’!其 原 理 是 用 离 子 对

反向高效液相色谱法分离并检测异源双链"具有半

自动化%快速%检出率高%适合大片段等优点!且不需

配制凝胶"样品在变性条件下!泳动于%%d左右的

特殊吸收剂 中!只 需 电 泳(469即 可 完 成%$!"$$
YW基因片段的分离!B+C的有无最终表现为色谱峰

的峰形或数目的差异"

;<D!直接测序的方法

对于一 些 比 较 小%外 显 子 相 对 较 少 的 基 因 的

B+C检测可直接测序!其检测效率可以达到#$$]!
其主要流程是(Ĉ _扩增目的片段# 纯化%回收#
&种荧光标记#TT+-C$测序反应# 过柱去除多余的

荧光和引物# 测序仪上电泳并用测序软件分析"

!!检测分析技术

检测分析技术发展到现在主要有凝胶电泳%荧

光 检 测%*+, 芯 片#*+,>A6W!:/67:9I>/.:R6T.463
>S:5SS5X$和质谱检测等"

?<;!凝胶分析技术

建立在凝胶基础上的检测分析方法是一种成本

低廉的 检 测 方 法!板 电 泳 形 式 已 经 被 用 于 很 多 种

B+C的检测中!如 [,B*,是 杂 交 法 和 凝 胶 检 测 的

结合&&’’!凝胶检测和引物延伸法的结合&!%’!但具有

制胶过程繁琐费力的缺点"近年来用毛细管电泳代

替传统的琼脂糖和聚丙烯酰胺凝胶电泳!因其柱细

可减小电流!使热量的产生减少!同时又扩大了散热

面积!减小了柱径向温度梯度!所以分离效率高!省

时%省力!能在!$469之内分离长至数千 的 碱 基 片

段!还可以同时处理多个样品!常和BB̂ C%*FF2等

技术结合使用"另外一种实用高效的电泳分离技术

是[,*F2#46>S:R6R.S5SS5XT657:95/7././.>RS:WA:3
S.=6=$!对,_[B或_MJC&’%’产生的等位特异性产物

进行快速有效的分离"

?<?!荧光检测技术

荧光检测是 目 前 多 数B+C检 测 方 法 中 所 采 用

的分析技术!具有自动化程度高%方便的特点!且能

进行实时监测!虽然所需设备成本较高!仍被广泛的

应用"例如在 基 于 杂 交 方 法 区 分B+C特 异 位 点 的

方法中可以 用 荧 光 法 检 测&!’!另 外 基 于-5\459方

法&!$’%引物延伸&&&’!区分B+C位点时都可以用荧光

法检测"但在这些检测系统中相应的也存在一些缺

陷!如读取数据前未反应的荧光试剂必须去除!一般

在检测反应前需 Ĉ _的 预 扩 增 来 准 备 反 应 所 需 的

模板!寡核苷酸探针需固定在一些固相的表面上"
目前荧光分析技术主要是基于两种分析原理!

一种 是 荧 光 共 振 能 量 转 迁 移#M/I:S.=>.9>.S.=:3

(!! 遗!传!"#"$%&’( #)*+,+-.$!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



959>..9.S7XRS59=U.S!M_2-"另 一 种 是 荧 光 偏 振

#M/I:S.=>.9>.W:/5S6@5R6:9!MC"$荧 光 共 振 能 量 迁

移的原理是%当两个荧光基团靠近时!高能量荧光基

团会将受激发产生的能量转移到相临的低能量荧光

基团上!即荧光基团被猝灭基团所猝灭!而无荧光信

号的产生$而当这两个基团间在空间上分开时则产

生荧光信号$基于这种原理的荧光分析技术已经用

于分 子 信 标&#$’(=>:SW6:9WS64.S&##’(-5\459法&!$’(

L9Z5T.S5==5X&’(’等 中$与 此 不 同 荧 光 偏 振 的 原 理

是&&%’%当荧光分 子 被 一 束 平 行 的 偏 振 光 激 发 时!也

会发射出偏振的荧光!而发出偏振光的程度与荧光

分子的旋转速度成比例!由于大的分子的旋转速度

慢偏振的发射光被检测到!而小的荧光分子由于旋

转速度快而不能检测到偏振荧光$荧光偏振的检测

方法也用于引物延伸(-5\459法(L9Z5T.S5==5X等

方法中!因其不需使用猝灭基团而大大降低了成本!
并且在引物延伸检测法中探针不需标记(纯化而被

广泛用于B+C的检测中$

?<B!!-6芯片

*+,芯片#46>S:5SS5X!*+,>A6W"技 术 是 近#$
年左右才发展起来的一种高新技术!简单的说是面

积不大的基片表面#玻璃片或硅片"上有序地点阵排

列了一 系 列 固 定 于 一 位 置 的 寡 核 苷 酸 探 针$在#
>4! 的固相表 面 上 可 以 固 定#$$$$个 寡 核 苷 酸 探

针分子!由于该技术可以将大量的探针同时固定于

支持物上!所以一次可以对大量的生物分子进行检

测分析!从而解决了传统核酸印迹杂交技术复杂(自
动化程度底(检测目的分子数量少(效率底等问题!
使人们更快速准确地获取样品中的生物信息!是一

种 新 兴 的 高 通 量(微 型 化 和 自 动 化 的 检 测 手 段$

*+,芯片常与 等 位 特 异 性 杂 交 和 酶 法 两 种 区 分 原

理结合起来对B+C进行检测$
杂交 型 芯 片 是 利 用 等 位 特 异 性 杂 交 来 对B+C

位点 进 行 区 分&&(’$将 等 位 基 因 特 异 性 寡 核 苷 酸

#,BG"共价固定于玻璃载片上!用荧光素标 记 的 引

物对基因组*+,扩 增!然 后 将 产 生 的 荧 光 素 标 记

*+,链与微阵列杂交!用计算机控制的高分辨荧光

扫描仪可获 得 结 合 于 芯 片 上 的 目 的 基 因 的 荧 光 信

号!通过计算机处理即可给出目的基因B+C位点的

信息$
电促核酸 杂 交 芯 片#电 子 芯 片"&&"!&1’也 是 利 用

等位特异性 杂 交 来 对B+C位 点 进 行 区 分$但 与 其

不同的是这种芯片不是用化学的方法将探针固定在

芯片上!其为带有阳电荷的硅芯片(芯片经热氧化!
制成#44e#44的阵列(每个阵列含多个微电极!
在每个电极 上 通 过 氧 化 硅 沉 积 和 蚀 刻 制 备 出 样 品

池$将连接链亲和素的琼脂糖覆盖在电极上!在电

场作用下生 物 素 标 记 的 探 针 即 可 结 合 在 特 定 电 极

上$在电子芯片上杂交过程的完成也是电场的作用

下完成的!样品*+,在电场的作用下以极快的速度

移往测试点!电促杂交!反应加速!在数分钟内可完

成全 过 程$杂 交 结 束 后!改 变 电 场 方 向!并 配 合 升

温!使异常体结合不稳定!用负电荷将异常结合物排

走!从而保留了正确的杂交体!因而大大提高了检测

的精确度$具有杂交速度快!可大大缩短分析时间

的特点!但制备复杂(成本高是其不足$
利用酶的特异性来区分多态性位点!其特异性

要比等位特异性杂交高的多!在其和*+,芯片的连

用中 已 经 报 道 的 有 [696=.\I.9>697&!"!&)’和L9Z5T.S
5==5X&’1’等!前文已述!此不再详述$

利用*+,芯 片 对B+C位 点 进 行 检 测!基 因 组

*+,因其复杂 性 和 低 浓 度 而 不 能 直 接 作 为 检 测 的

对象!因 此 必 须 对 基 因 组 *+,进 行 预 扩 增!小 于

!$$YW长度的 Ĉ _产物会有较好的杂交效果$为

满足*+,芯片的高平行性分析要求常用多重 Ĉ _
来对基因组扩 增!但 多 重 Ĉ _的 条 件 较 难 控 制!且

对 Ĉ _产物小的扩增具有倾向性$

?<D!质谱检测技术

质谱技术的基本原理是样品分子离子化后!根

据不同离子间的荷质比#4)."的差异来分离并确定

分子量$基 质 辅 助 激 光 解 吸 附 电 离 飞 行 时 间 质 谱

#[,J*L3-GM3[B"在B+C的检测中已得到应用$引

物延伸 法 结 合 [,J*L3-GM3[B&%$’是 利 用 质 谱 技 术

检测B+C中常用的一种形式!和一般性的引物延伸

反应相 比!其 在 引 物 的%‘端 引 入 生 物 素!使 延 伸 的

产物能被固相结合从而达到纯化的目的$利用质谱

分析一个样品只需几秒钟!一天可以分析数千个样

品!具有快速(准确(自动化程度高和高通量等特点!
但主要的问 题 是 需 对 分 析 样 品 进 行 纯 化 后 才 能 检

测$最近提出的FGG*,==5X&%#’对 此 进 行 了 改 进!
通过化学修饰省去了纯化的步骤而大大节约了检测

的成本$

’!结束语

B+C研 究 是 目 前 人 类 基 因 组 研 究 的 一 个 热

)!!!#期!!!!!!!!!!!!!!!!高秀丽等%单核苷酸多态性检测分析技术



点!%!"#其应用范围将更加宽广#对群体遗传学$制药

业$法医学$癌症及遗传性疾病甚至进化的研究都将

产生不可估量的影响%而近期B+C=研究的目标是

人类 全 部 编 码 区 的 B+C=开 发 及 制 作 高 密 度 的

B+C=图!%’"%目前#不仅在人类染色体上#而且在其

他生物的基因组上也已建立了B+C图谱%美国$西

欧及日本等国的政府$科研机构及部分私人公司正

斥巨资研究开发B+C图谱#使得储存在公共数据库

里的B+C数量 正 在 已 几 何 级 数 迅 速 增 长%人 们 也

可以很方便的通过互联网查阅有关B+C的信息%
目前#B+C的 测 定 方 法 已 经 比 较 成 熟#已 有 一

些商业化的检测试剂盒的出现#如,>X>/:CS64.-[3
MC&C.SV692/4.SJ6U.B>6.9>.=#O:=R:9#[,’$B95W3
=A:R-[ &,WW/6.TO6:=X=R.4=’$_2,*L--[ &CS:3
4.75 :̂SW:S5R6:9’等%B+C应用范围的日益广泛将

要求B+C的检 测 朝 向 快 速$经 济$小 型 化$自 动 化$
高通量的 方 向 发 展%在 分 离 方 法 上#̂2的 引 入 使

B+C的分析更 加 快 速$高 效 且 更 易 于 自 动 化(用 质

谱议检测切割反应产生的小信号分子#以及用固定

的)挂 锁 探 针*和)滚 环 扩 增*可 以 直 接 从 基 因 组

*+,进行B+C分型#有望最终消除对 Ĉ _的需求%
而*+,芯片技术的出现为发展B+C的检测技术提

供了更有 效 的 手 段#满 足 了B+C检 测 求%美 国 的

,UUX4.RS68公司 开 发 出)#>’#&乳 癌 基 因#号’芯

片$W%’芯片等#_.=.5S>AF.9.R6>=公司开发了集成

#%$$个B+C的*+,芯片#涵盖了人类基因组全部

!&条染色体#检测时只需$<%#7的*+,样品就可

以进行#次全基因扫描%
总之#作为第三代遗传标记#随着技术 的 发 展#

B+C的应用潜力将会不断的发掘和体现%
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!?JJE年生物技术前沿与发展专题研讨会"即将召开

)!$$%年生物技术前沿与发展专题研讨会*与)!$$%年中国国际科学仪器及实验室装备展览会’̂LBLJ2
!$$%(*同期召开!展会集中展示生物技术+分析测试+实验室技术领域的先进技术与仪器设备!预计参展厂

商达五百多家!是我国生物技术及相关领域重要的专业盛会和成果交易平台,会议期间将组织参观 L̂BLJ2
!$$%,

一#会议时间"!$$%年’月#$!##日!报到时间"!$$%年’月)日

二#会议地点"北京展览馆报告厅’北京市西直门外大街#’%号(
三#主办单位"中国生物工程杂志社

四#会议主要议题

!!#+基因表达和分离纯化技术

!!!+*+,重组及转基因技术

!!’+蛋白质工程技术

!!&+细胞和原生质融合技术

!!%+酶和细胞固定化技术

(+动植物细胞大规模培养技术

"+动物胚胎工程技术

1+现代微生物发酵技术

)+现代生物反应工程

#$+现代生物分离工程技术

五#联系方式

通讯地址"北京市中关村北四环西路’’号中国生物工程杂志社!邮编"#$$$1$
联系电话"$#$01!(!&%&&!1!(1((##0((’#传真"$#$01!(!&%&&
2456/"Y6:R.>A"456/</5=<5><>9联系人"寿景依!张宏翔

""! 遗!传!"#"$%&’( ’)*+,+-.(!$$%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!


