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摘要 目的  建立简单 !快速和廉价的基因突变测定方法 ∀方法  采用基于生物发光技术的焦测序法测定基因

突变 并通过毛细管和气压方式循环递加微量脱氧核糖核酸×°完成焦测序反应 ∀结果  建立了一种供焦测序

反应的新型装置 研究了焦测序反应的影响因素和实验条件 实测了 °外显子 上 ≤≥突变点的 种可能形

态野生型 !突变型和杂合型 并提出了快速判断基因突变类型的方法 ∀结论  建立的方法简单 仪器装置成本低 !

操作简便 可用于检测多种类型的基因突变 ∀
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  基因突变是许多重大疾病如肿瘤 !糖尿病等

发生 !发展的主要原因 检测与疾病发生有关的突变

基因 可达到早期诊断和及时预防的目的 ∀随着人

类基因组计划°的完成 特别是人们对基因突

变与人类健康和疾病关系的理解 在体检和临床检

验中 将突变基因的检测作为常规检测项目已越来

越迫切 ∀为此围绕高效基因突变检测技术的开发 

展开了一场激烈的竞争 发展了许多方法 除早期的

限制性片段长度多态性分析 ƒ°和单链构象多

态性分析≥≥≤°法外 最近主要发展了微陈列法基

因芯片
≈  !激光解吸质谱法≈  !编码微球法≈  !

电场控制核酸杂交法≈ !分子信标探针法∏


≈和动态等位基因杂交法⁄≥

≈

等 ∀但这些方法各有优缺点≈ ∗ 
主要表现在 仪

器昂贵 不能普及使用 测定条件要求严格 操作烦

琐 效率低 !时间长 不适合常规临床使用 ∀因此发

展一种简便准确的方法很有必要 最近 

等≈ ∗ 采用生物发光分析法测定 ⁄ 片段序列 

是目前已知基因突变和单碱基多型性检测方法中准

确度最高的方法之一 并被命名为焦测序法

∏ ∀但该法在实际应用中需要特殊的

设备 循环递加  Λ以下的脱氧核糖核酸×°供

测序反应 测定成本高 不宜推广使用 且对由野生

型和突变型组成的杂合型样品 很难快速判断其突

变类型 ∀本文详细研究了解决这些问题的途径和方
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法 并将其用于测定 °基因上的突变点 ∀

方 法 原 理

焦测序法是一种基于用发光分析法测定焦磷酸

盐°°的测序技术 ∀在核酸聚合酶的作用下 加入

互补的 ×° 与引物退火的单链 ⁄ 发生延伸反

应 释放出等摩尔量的 °°°°在三磷酸腺苷硫酸

化酶×° ∏∏的催化作用下转化为三磷酸腺

苷×° 荧光素酶∏催化作用下 ×°与

虫荧光素∏反应发光 最大波长约为 

 可用光电倍增管°×或电荷耦合装置≤≤⁄

检测 ∀由于光信号强度与 °°的量成正比 可根据

加入的 ×°种类和信号强度确定靶 ⁄的序列 ∀

可用以下方程式表示上述反应 

⁄     ×°


⁄ 

    °° 

°° °≥
×° ∏∏

×°  ≥

 


×° ∏  

∏
°  °° ¬∏

 ≤  √ 

  由于每次加入新的 ×°前必须完全去除前一

种 ×° 所以该技术的关键是如何循环加入 种

×°×° ≤×° ××° ×°进行延伸反应 ∀到目

前为止有 种方法 即柱分离法≈ !固相洗涤法≈

和酶降解法≈ ∀其中酶降解法是在均相反应体系

中进行 最为简单快速 在该技术中三磷酸腺苷双磷

酸酶被用于降解剩余的 ×°和反应生成

的 ×° 使测序反应能连续进行而不需洗涤步骤 其
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降解反应可用如下方程表示 

×°


⁄° °


°  ° 

×°


⁄°  °


°  ° 

  在焦测序法中共有 种酶催化反应 经控制反

应条件可以使所有反应在同一容器中同时进行 ∀

材 料 与 方 法

  试剂  聚乙烯吡咯烷酮°∂° !⁄ 聚合酶 

片段 无外切酶活性和脱氧核糖核酸

×°均购自 ° • ≥ ∆2虫荧光素 !荧

光素酶 !三磷酸腺苷硫酸化酶 !三磷酸腺苷双磷酸酶

 ∂ ! χ2磷 酸 化 硫 酸 腺 苷   χ2

∏°≥和牛血清白蛋白≥均购自

≥≥∏ ≥ χ2脱氧核苷2χ2氧22三

磷酸钠×°Α≥购自  ° 

  实验所用其他试剂均为分析纯或

优级纯 ∀所有溶液均由灭菌去离子水配制 ∀

  引物序列及 ∆ΝΑ模板的制备  °≤ 扩增用引

物 °ƒχ222χ 

° χ22χ °ƒχ2

22χ °  χ2

2χ ∀焦测序法测序用引物 °≠  χ2

2χ °≠  2

χ ∀ 片段序列 χ2  



2χ ∀

  用 ⁄试剂盒 ×

从血液中提取基因组 ⁄ 然后用上述引物 °ƒ

和 °° 按 °≤ 反应试剂盒°∏ × ⁄

  2  × 

≠ ≥规程进行 °≤ 扩增 ∀ °≤ 反应程序

为  ε 变性  然后热循环 次 ε  

 ε   ε   最后于  ε 置  ∀以

±∏ °≤ 纯 化 试 剂 盒  ±∞ 

精制所得 °≤ 产物 ∀该 ⁄ 片段为 

基因外显子  长度为  ∀

  焦测序法测序用样品的制备  取生物素标记的

°≤ 产物  Λ与抗生蛋白链菌素√ 

Λ涂层微球⁄  ⁄ 

于室温下反应  反应介质为  #
×2

≤ 1  1 # 


∞⁄×  1 # 


≤除去上清液后加入 1 #
溶液 轻

轻混匀并反应  取上清液用 1 #
≤中

和 并制备为含有  #


 和  #

× 1 的溶液 加入  焦测序引物

°≠ 或 °≠  置  ε  后 自然冷却至室

温 ∀

  焦测序法  焦测序法标准混合液 Λ的组

成为 1 #


×2 1  #


∞⁄×  #
 1  ≥  #

二硫苏糖醇⁄××  Λ#
°≥ 1 # 



°∂° 1 #
∆2虫荧光素  #

三磷

酸腺苷硫酸化酶 ∂ #三磷酸腺苷双磷酸酶

∂  无外切酶活性的 ⁄ 聚合酶  适

量荧光素酶使  #
°°获得适当的灵敏度 ∀

加入样品  于上述混合液中 依次加入

×°Α≥ ≤×° ××°和 ×°进行测序反应 ∀在 

1和室温下 所有 种酶反应均能在同一试管中

进行 无相互干扰或抑制 ∀

  仪器装置  仪器装置为实验室自行组装 主要

由反应池 !×°储液池 !光电倍增管°×   

∏°≥∏ !放大器

° ƒ ≤≠和高压电源

∂ ∏ ° 组成 采用计算

机采集数据 反应池和 ×°储液池间用内径为 

Λ的毛细管连接 ∀当 ×°储液池上施加一定压

力时 ×°流入反应池发生聚合延伸反应 ∀仪器测

定参数为 电压  ∂ 毛细管长  ∗   采用 

注射器施压 室温下操作 °×收集光的波长为

 ∗  ∀

结 果 与 讨 论

1  焦测序法中影响测序的因素

焦测序法是基于对 ×°的测定而获得信号 在

种 ×°中 ×°的结构与 ×°相似 故也能与

∏反应产生荧光 因此当加入 ×°时 不管有

无聚合反应发生 均产生强的信号峰 严重干扰序列

的测定 ∀研究发现≈
当采用 ×° 的类似物

×°Α≥时 不仅不产生背景信号 而且又不影响引

物的延伸 故本文也使用 ×°Α≥代替 ×°进行测

序反应 ∀

  根据焦测序法的原理 在焦测序过程中存在两

种酶竞争同一底物 ×°的反应 这两种酶分别是

⁄聚合酶和×°降解酶∀所以当 ⁄聚

合酶浓度不够或 浓度过高时 聚合反应不完

全 在测序图谱中会出现假阳性信号峰 并且信号强

度与掺入的碱基数目不成正比 相反 当 量
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过低时 过剩的 ×°不能被及时降解 当新的 ×°

加入时就会发生聚合反应 同样会出现假阳性信号

峰 ∀因此选择合适的 ⁄聚合酶浓度和 浓

度是焦测序法的关键 ∀本文以 为例进行了研

究 先以引物 °ƒ和 ° 对 进行 °≤ 扩

增 产生  的 ⁄ 片段 并在其一端引入

然后用磁性微球技术制成单链 ⁄ 经引物

°≠ 退火后 用焦测序法测定前 个碱基的序

列 ∀结果表明 当 ⁄ 聚合酶的浓度大于 

#Λ
时能使聚合反应完全 各峰的信号强度与

其所代表的碱基数目成良好的线形关系 本文选择

 #Λ


进行以下焦测序实验 ∀在该浓

度下加入不同量的 进行了进一步研究 结果

见图  ∀由图可知 当 浓度为  #Λ
时 

虽然信号很强 但峰严重拖尾 测定时间延长 当

浓度为  #Λ
时 信号强度下降 峰高

与碱基数的线形关系变差 因此本文以  #Λ


为常规测序浓度 ∀在该浓度下 即可有效降

解 ×° 又不影响信号强度与碱基数间的线形关系 ∀

控制 浓度的关键是使 降解 ×°的反

应发生在 ×°与 ∏2∏反应之后 ∀

ƒ∏   °∏    ∏

∏× 

 #Λ

  #Λ


  #Λ



  #Λ

 

 ¬  ×°χ

  √  

×°χ   

¬   ≤  ×     ×°Α≥ 
≤×° ××° ×° √

  除选择合适的酶浓度以外 ×°的加入量也很

重要 ∀实验表明 如果 ×°的加入量不够 聚合反

应不完全 不能得到正确的序列 相反如果加入过量

的 ×° 可能发生 ×°的错配 ∀为考察不同 ×°

加入量对测定结果的影响 以 为目标样品进行

了两次测序试验 一次固定 ×°的加入量 另一次

采用不同的 ×°的加入量 所得结果分别见图 

和 ∀经比较 发现两图谱一致 均得到了正确

的序列 ∀因此在焦测序法中 加入足够量的 ×°

是关键 过量的 ×°会很快被共存的 降解 

不会产生错误聚合 ∀这一结果也提示在焦测序法

中 对用于依次循环递加 种 ×°的装置在精度上

无特殊要求 这一特点给仪器制造带来了极大便利 ∀

ƒ∏  ≤  ∏ ×° 

∏ ×  ∏ 

  ≤×       

∏   

×∏×°1 Λ
 1 Λ1 Λ
×∏×°

1 Λ

 ¬

2  信号强度与碱基数目的线性关系

在 ×°降解酶 存在下 采用虫荧光素和

荧光素酶测定 °°的动态范围未见报道 ∀实验结果

表明 当测定液中含有  #Λ


时 °°的

浓度在  ∗  #与信号强度呈现良好的线

形关系Χ 1 因此反应体系中加入 

后 不会影响 °°的定量分析 ∀但这不能说明信号

强度与碱基个数有好的线形关系 为此本文进行了

进一步研究 ∀由于无法得到实际样品 故采用一次

加入 种或 种 ×°的方法模拟同质∏

区 即含有相同碱基的部分 ∀本文所研究的 片

段 当加入 ×°的顺序和种类分别为 ×° ×°Α≥

 ××° ≤×°  ×°  ×°Α≥和≤×°  ××°时 得

到 个信号峰 分别代表   和 个碱基 经回归

分析 信号强度与其所代表的碱基数目有很好的线

形关系 相关系数为 1 这一结果提示焦测序法

能有效地测定含有同质区的 ⁄序列 可用于各种

复杂样品的分析 ∀

3  焦测序法测定 Π53基因外显子 8(εξον 8)突变点
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°基因是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的

基因 大约与  的肿瘤有关 ∀现已认识到引起肿

瘤形成或细胞转化的 °蛋白是基因突变的产物 

它能促进肿瘤的形成 而野生型 °基因是一种抑

癌基因 因此测定 °基因有无突变 对肿瘤的诊断

和治疗至关重要≈ ∀°基因突变位点因肿瘤类型

不同而不同 ∀本文以 °基因外显子 上 ≤≥

突变点≈为例 测定了其野生型 !突变型×及

野生型与突变型杂合体Π×的序列 ∀测定时 先按

实验方法从血液中提取 ⁄ 进行 °≤ 扩增 !制备

单链 ⁄ !与特异性引物退火 然后按 ×°Α≥ ψ

≤×°ψ ××° ψ ×°的顺序循环递加 ×°进行测

序反应 结果见图  ∀由图 和可知其所代表

的样品序列分别为 / ≤≤≤0和/ ×≤≤0 根

据这些序列很容易判断出样品是属于野生型还是属

于突变型 ∀但对于由野生型与突变型组成的杂合体

来说 情况就复杂得多 如图 所示 仅从 ×°

的加入顺序和信号强度很难快速判断样品的基因突

变类型 ∀为此本文采用了一种简单快速的诊断方法

模式识别法 即测序前根据 ×°的加入顺序

及野生型和突变型的序列 分别作出野生型 !突变型

及其杂合体的棒型碱基序列图 然后将其与实测序

列进行比较 据此可以很快得到准确的判断 ∀ °

基因外显子 上 ≤≥突变点的 种理论序列

棒型图按 ×°Α≥ ψ ≤×° ψ ××° ψ ×°序列加入

×°如图 所示 比较图 和图 可知 图 是

突变型和野生型的杂合体 ∀由于本法是基于样品的

碱基序列 所以经过一次测定就可准确判断样品有

无突变 而在常规荧光标记法中 需要用不同颜色的

荧光基团标记野生型和突变型 然后在不同波长下

测定 操作繁琐 ∀相比之下 焦测序法具有简单快速

的优点 ∀

ƒ∏   2 ∏  ° ¬ 



 •∏  ∏∏× 

 ¬∏    ∏ ∏ Π× 

× ×° ≤ × 

ƒ∏  °∏° ¬  

  ∏   

 ×° ƒ∏

结 论

随着人类基因组计划的完成和人 ≥°数据库

的建立 基因突变与疾病的关系已越来越被人们所

认识 ∀快速诊断突变基因方法的建立 将会加速人

类基因组研究成果造福于人类的进程 ∀本文建立的

方法和仪器装置简单 !快速 且结果准确可靠 能实

现大批量分析 适合我国国情 有向基层医院推广使

用的潜力 ∀按照本文的仪器装置设计原理 可以很

容易实现全自动基因突变诊断仪的批量生产 ∀虽然

目前焦测序法所测序列数目有限 但这已足够用于

测定基因突变和单碱基多型性 ∀由于本法有良好的

定量特性 故还可用于测定基因表达量 有关应用正

在进一步研究中 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ≥ ⁄   √    ετ αλ 

    2 ≥° 

Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ ≈  28 ∞ 

≈ ƒ  ≤÷  ∏     ετ αλ °

  ∏ ≥° ∏  2
∏ Γενοµε Ρεσ ≈  10 

   

≈ ≥∏≥ ⁄  ετ αλ √∏

    ∏ 

Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ ≈  28 ∞ 
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≈ ƒ  ≥      ∏

 ¬  ¬2

Π22 Ραπιδ

Χοµ µυν Μασσ Σπεχτροµ ≈  14    

≈ ≤     ≥  ετ αλ  2
∏¬∏ 

∏¬ Γενοµε Ρεσ≈  10

    

≈   ×⁄ ≤  ετ αλ ∏¬

∏    ∏

   Χψτοµετρψ ≈  39 

   

≈ ° • ∏ ⁄ ƒ ≤ ετ αλ ≥ ∏

    

∏ Νατ Βιοτεχηνολ ≈   17

    

≈ ×≥  ∏ ⁄°   ƒ  ∏ ∏

 Νατ Βιοτεχηνολ≈  

16    

≈  •        ετ αλ ⁄2
       

∏  Νατ Βιοτεχηνολ ≈   17

    

≈ ≥√ ≤ ƒ   / ∏0 

¬∏∏

 Ηυµ Μυτατ ≈  13    

≈ ∏°  •  ≤      

∏   ∏  ƒ≤≤

≥ ⁄√ ≤  ∏ 

×∏ Χλιν Χηεµ ≈  43    

≈ • ⁄ ≤ ≥ √ 

 ⁄2 Χυρρ Οπιν Βιοτεχηνολ ≈  

9    

≈     °  ∏ 

2 Σχιενχε ≈  281 

  

≈  ° ≥    ⁄ 2
∏∏¬ 

Αναλ Βιοχηεµ ≈  244    

≈     ∏ ≤  ετ αλ ≥2
∏    ∏ Αναλ

Βιοχηεµ ≈  280    

≈  ∞⁄     ∏ ⁄  Αναλ

Βιοχηεµ ≈  174    

≈  °  °     ≥  ⁄

∏    ∏ 

  Αναλ Βιοχηεµ ≈  208

    

≈    ≥ ⁄ ∂  ετ αλ °

∏ ∏  Σχιενχε ≈  253  

 

≈   ≤≥ ετ αλ⁄∏ ° 

2∏ ∏∏∏ Χαρχινογενεσισ

≈  18    

Π53 ΓΕΝΕ ΜΥΤΑΤΙΟΝ ∆ΕΤΕΧΤΙΟΝ ΒΨ ΒΙΟΛΥΜΙΝΟΜΕΤΡΨ ΑΣΣΑΨ

 ∏2∏ ∏22

( ∆επαρτµεντ οφ ∆ρυγ Χοντρολ ανδ Ινστρυµεντ Εξαµινατιον , Νανϕινγ Μιλιταρψ Αρεα Ινστιτυτε φορ Μεδιχαλ ανδ

Βιοτεχηνιχσ, Νανϕινγ 210002 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×√¬√∏

∏ ΜΕΤΗΟ∆Σ  °∏ ∏   ∏

°∏   ∏  22 ∏∏ ⁄2 ×°

∏∏∏ × ∏  ∏ ×°

ƒ∏⁄°≤ 2⁄

∏∏ ƒ

×°∏×∏  

∏ΡΕΣΥΛΤΣ   ∏√∏   ∏×√

∏×°∏∏×°√
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