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靶标抗性点突变基因型检测技术
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摘 　要 : 杀虫剂的不合理使用导致害虫的抗药性日趋严重。抗药性是一种涉及一个或几个昆虫基

因的遗传特征。靶标抗性通常与点突变相关 ,对抗性相关的点突变的快速检测诊断是抗性治理的

基础之一。评述了 5种基因型检测技术 ———单链构象多态性、固相微型测序、双向等位特异 PCR

扩增、实时荧光定量 PCR和焦磷酸测序的优缺点及其在突变检测中的应用。

关键词 : 靶标抗性 ;点突变 ;基因型检测技术
中图分类号 : Q754; S48114　　　　文献标识码 : A　　　　文章编号 : 100827303 (2005) 0320193208

Genotyp ing Techn iques of Iden tify ing Po in t M uta tion A ssoc ia ted
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Abstract: Overapp lication of insecticidesmade the insect pests serious resistance. Insecticide resistance is an

inherited characteristic involving in one or more insect genes. Target resistance is usually associated with

point mutation ( s). Identifying the point mutation ( s) is very important in resistance management. Com2
ments on five genotyp ing techniques and their app lication in the identification of pointmutation, including

single2stranded conformational polymorphism, solid2phase m inisequencing, bi2directional PCR amp lifica2
tion of specific alleles, real2time fluores cence quantitative polymerase chain reaction and pyrosequencing,

were p resented.
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　　昆虫抗药性是一种微进化 (m icro2evolution)现

象 ,各种昆虫对高选择压杀虫剂均会产生抗性。

据不完全统计 , 至 2003 年已有 548 种昆虫对

310种化合物产生抗药性 ,其中报告抗性事例达

4782起 [ 1 ] 。

因昆虫抗药性的产生会带来如下影响 :农作

物产量损失 20%～30% ;病媒介昆虫产生抗性后使

疟疾、登革热等传染病蔓延 , 严重威胁人类的健

康 ;在美国 , 因增加用药次数和用药量而增加的费

用每年达 10多亿美元 ;据 WHO统计 ,全球每年死

于农药中毒的人数高达 20万 ;在防治害虫的同时

也杀灭了天敌 ,从而造成次要害虫的再猖獗 ;污染

环境 ;昆虫产生抗性的速度远远高于新杀虫剂的

研发速度等。鉴于此 ,昆虫抗药性一直是世界各
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国的研究热点之一。

　　自 20世纪 90年代以来 ,对害虫抗药性的研究

已进入基因水平。研究表明 ,代谢抗性主要涉及

解毒酶的基因扩增 ( gene amp lication)和基因的过

量表达 ( over exp ression) [ 1 ]
;靶标抗性主要涉及抗

性基因点突变 [ 1 ] 。因此对抗性相关基因的点突变

的快速检测诊断以及对种群中基因型的测定是抗

性治理的重要基础。最近 ,笔者与法国科学家合

作 ,对世界各地 30个黑腹果蝇 D rosoph ila m elano2
gaster种群中的乙酰胆碱酯酶 ( acetylcholinesterase,

AChE)的 ace基因进行了克隆和测序 ,发现 18个

位点发生了突变 ,这些突变位点均用等位特异

PCR扩增技术 ( PCR amp lification of specific alleles,

PASA )进行了验证 ,排除了 PCR可能出现的假阳

性 [ 2 ] 。据笔者不完全统计 ,应用基因型检测技术 ,

已鉴定了 12种昆虫中与有机磷和氨基甲酸酯类杀

虫剂抗性相关的 AChE的点突变 [ 3 ] , 14种昆虫中与

DDT和拟除虫菊酯抗性相关的钠离子通道的 kd r基

因突变 [ 4 ]
, 4种昆虫中与环戊二烯抗性相关的 R dl

基因突变 [ 5 ]。本文重点介绍 5种检测方法 :单链构

象多态性 ( single2stranded conformational polymor2
phism , SSCP ) , 固 相 微 型 测 序 ( solid2phase

m inisequencing, SPM S) , 双向等位特异 PCR 扩增

技术 ( bi2directional PCR amp lification of specific

alleles, bi2PASA ) ,实时荧光定量 PCR ( real2time flu2
orescence quantitative polymerase chain reaction,

RFQ 2PCR)和焦磷酸测序 ( pyrosequencing) ,以及它

们在靶标抗性点突变基因型检测中的应用。同时

对这 5种技术进行评述 ,旨在突出这 5种技术的优

缺点 ,以供研究者根据实际情况作出合理选择。

1　单链构象多态性 ( SSCP)

自 Kanazawa等 [ 6 ]证明可以根据 DNA 单链在

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中的泳动行为探测点

突变以来 ,经 O rita等 [ 7 ]的发展完善 ,单链构象多

态性逐渐成为一种成熟的探测点突变的方法 ,已

经广泛地应用于基因突变的探测及各种基因的多

态性研究。其原理是将 PCR产物在加热或变性剂

作用下生成单链 ,在非变性聚丙烯酰胺凝胶上电

泳 ,各单链根据一级结构折叠成不同的构象 ,各构

象不同的片段迁移率不同 ,这样发生突变的待检

片段就会因电泳迁移率不同而与野生型片段区分

开来。

SSCP技术操作简便、快速、经济、易于掌握 ,是

突变分析中最为常用的方法。当分析的片段小于

200 bp时 , SSCP灵敏度较高 ,但随着分析片段长

度的增加 ,灵敏度呈下降趋势。此外 ,胶的组成成

分、电泳温度、缓冲液组分、G + C含量、缓冲液添

加剂等都会影响 SSCP的灵敏度 [ 8 ] 。因此人们对

该技术进行了改进 , M aruya等 [ 9 ]在低离子强度的

条件下将 PCR产物热变性 ,用非变性胶分析其 SS2
CP,结果发现产物的变性效率明显提高 ,检出了 3种

区别于野生型的含有突变的异常泳带。 Iwahana

等 [ 10 ] 用 M F2PCR 2SSCP ( mutip le fluorescence2based

PCR) ,使用两种荧光物质分别标记一对引物的正

向和反向链的 5′端进行 PCR扩增 ,然后进行 SSCP

分析 ,在同一电泳条件下对人的 7个不同的 K2ras

突变进行了检测 ,突变位点全部被检出。荧光检

测方法无需使用放射性同位素标记、银染等繁杂

操作 ,电泳后应用计算机扫描分析结果 ,减少了后

续操作中人为造成的差错 ,对重叠的 DNA条带由

于其颜色不同亦能分辨出来 ,提高了分辨率。近

年来发展起来的将毛细管电泳技术 ( cap illary

electrophoresis, CE)与 SSCP相结合的方法 ,是同时

集高速度、自动化、高效分离于一体的突变分析方

法。其原理是用 PCR或多重 PCR技术扩增待检

测的 DNA片段 ,扩增的产物经纯化后加入模板抑

制剂 ,高温变性 ,冰浴冷却 ,毛细管电泳分离 PCR

产物 ,用计算机系统收集数据进行分析处理。

Bosserhoff等 [ 11 ]应用 CE2SSCP成功地对与遗传性

血色素沉着症有关的 HFE基因进行了突变分析。

在昆虫靶标抗性的点突变检测中 , SSCP技术

是一种非常有用的工具。Coustau等 [ 12 ]首先应用

SSCP技术来检测昆虫对环戊二烯类杀虫剂的抗性。

他们研究了黑腹果蝇、埃及伊蚊 A edes aegypti、

赤拟谷盗 Tribolium castaneum等昆虫中与靶标抗性

有 关 的 基 因 ———抗 狄 氏 剂 基 因 ( resistant to

dieldrin, R d l) ,在黑腹果蝇、埃及伊蚊和赤拟谷盗

的 R d l基因中发现了丙氨酸被色氨酸取代 ,在地中

海实蝇 Cera titis capita ta中发现丙氨酸被甘氨酸取

代。Borsa 等 [ 13 ] 利用 SSCP 检验了咖啡果小蠹

Hypothenem us ham pei R d l基因外显子 7的单链构

象 ,证实 R d l基因的突变与环戊二烯类杀虫剂抗性

相关。SSCP技术在检测昆虫中存在的点突变时有

如下优点 : ( 1)可以在预先不知道基因序列的前提

下检测到已存在的突变 ; ( 2)能够检测到与抗性相

关的突变的多态性 ,然后识别不同的抗性表型 ;
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(3)能够区分在形态上相似且具有不同核苷酸序

列的近缘种昆虫。

2　固相微型测序 ( SPM S)

固相微型测序是 Syvänen等 [ 14 ]
1990年发展起

来的一种方法 ,用来检测扩增 DNA片段单个碱基

的变化、小片段的删除或插入 ,是将 PCR和酶联免

疫吸附测定 ( enzyme2linked immunosorbent assay,

EL ISA )相结合的基因突变检测技术。 SPM S的基

本原理是设计一个引物 ,其 3′端结束在突变位点

前一个碱基 ,然后在反应体系中加入 dNTP,只有

dNTP与模板 DNA被检测位点处的核苷三磷酸互

补时 ,延伸反应才发生 ,但仅在连接一个碱基后就

停止。标记的单链核苷酸残基与固定的靶片段结

合后即可检测碱基序列的变化。

在点突变的检测中 ,首先将含有已知突变的

待测片段 PCR扩增 ,其中 5′端引物用生物素标记。

生物素标记的 PCR产物转移到链霉亲和素处理过

的微量滴定孔中 ,也可用抗生物素蛋白对带有生

物素标记的 PCR产物进行包埋 ,这样就可使 PCR

产物固相化。变性除去未标记的链和多余的引

物。然后加入设计的引物 ,再加入 dNTP开始测序

反应。敏感品系模板能够与检测引物配对 , dNTP

能够被加上 ;抗性品系模板不能与检测引物配对 ,

dNTP不能被加上。最后进行 EL ISA显色反应 ,敏

感品系能够被显色而抗性品系不能被显色 ,从而

将二者鉴定出来。固相微型测序步骤如图 1所

示。

图 1　固相微型测序原理 [ 15 ]

Fig. 1　Princip le of solid2phase m inisequencing
　　注 : 1. 用一个生物素化引物和另一个非生物素化引物对横跨突变位点的 DNA片段进行扩增。2. 利用生物素与链霉亲和素亲和吸附对

PCR产物进行固相化。3. 除去非生物素化的移动模板。4. 在引物延伸反应中单个标记的核苷酸被整合进去 ,利用液烁计数器对突变位点的核

苷酸进行鉴定。图中的 B io为生物素标记 , )-|表示链霉亲和素 , ★表示 3 H。

　　Note: 1. Amp lification of a DNA fragment spanning the mutation with one biotinylated and one unbiotinylated p rimer. 2. Affinity cap ture on a strep2

tavidincoated solid support. 3. Removal of the unbiotinylated strand of the immobilized temp late. 4. Identification of the nucleotide at the site of the muta2

tion by the detection of scintilation counter based on the p rimer extension reaction, in which a single labeled nucleotide is incorporated. B io denotes bio2

tin, )-| symbolizes strep tavidin, and ★ symbolizes 3 H.

　　通常标记两种不同的 dNTP来检测核苷酸的

变化 ,可以用同位素 [ 3 H ] [ 15 ] ,也可使用地高辛配

基 [ 16 ]或荧光标记 [ 17 ] 。地高辛配基标记的测序反

应还需进行抗过氧化物酶染色 ,再测定蓝色氧化

产物的光密度值。固相微型测序的优点就是在同

样的反应条件下 ,可以鉴定出所有的突变 ,而且一

次可以分析大量的样品 ( 96个样品 ) [ 18 ] 。该方法

自建立以来 ,已广泛应用于遗传病基因的探测、诊

断及各种基因的突变研究 [ 19～23 ] 。

固相微型测序技术也能够快速有效地区分出

抗性纯合子等位基因和敏感纯合子等位基因。

Clark等 [ 24 ]使用地高辛配基标记的 dGTP和 dCTP

对马铃薯甲虫 L eptinota rsa decem linea ta乙酰胆碱酯

酶 ace基因突变 S291G和电压敏感性钠离子通道

kd r基因突变 L1014F进行固相微型测序时发现 ,

抗性纯合子等位基因生成的蓝色氧化物的光密度

值最高 ,而敏感纯合子等位基因生成的蓝色氧化

物的光密度值最低 ,杂合子等位基因生成的蓝色
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氧化物的光密度值则位于上述二者之间。 Zhang

等 [ 16 ]利用固相微型测序技术分析了马铃薯甲虫谷

硫磷抗性品系 ( azinphosmethyl resistance, AZ2R )和

敏感品系 ( SS) AChE基因组 DNA和 cDNA ,敏感品

系 ( SS) dATP的 OD 值为抗性品系 (AZ2R )的 10

倍。

3　双向等位特异 PCR扩增技术 ( b i2PASA)

双向等位特异 PCR 扩增技术是在快速检测

单碱基突变的等位特异 PCR 扩增技术 ( PCR

amp lification of specific alleles, PASA )的基础上改

进而成的 [ 25 ] 。在等位特异 PCR中 ,关键是扩增引

物的设计 ,除一条共同引物外 ,另一条引物的 3′端

必须为抗性突变碱基或正常碱基 ,通过扩增过程

中严格控制 M g
2 +浓度及退火温度 ,选择性地扩增

能严格配对的碱基序列。如以 3′端为突变碱基的

引物扩增敏感个体时 ,由于 3′端形成错配 ,延伸反

应就会受阻 ,从而得不到特异长度的条带 ,而对抗

性个体则能正常扩增 ;同样以 3′端为正常碱基的

引物进行扩增时 ,敏感个体能正常扩增 ,而抗性个

体延伸反应受到抑制 ;当 3′端为抗性突变碱基或

正常碱基的引物均能正常扩增时 ,则此个体为抗

性的杂合子。因此 PASA在一个 PCR中只能检测

出一个等位基因。

bi2PASA 需要设计两对引物 ,一对为外部引

物 ,另一对为内部等位基因特异性引物。这对内

部引物含有一个短的互补区 , 5′端富含 G + C。在

bi2PASA中 ,等位基因之一是通过一个 PASA反应

按一个方向进行扩增 ,而另一个等位基因则按另

一个方向进行扩增 ,产生两种大小不同的等位基

因特异性的片段。杂合子有三条带被扩增 ,而纯

合子只能扩增出两条带。因此 bi2PASA 在一个

PCR中就能区分出纯合子与杂合子。

双向等位特异 PCR的扩增步骤如图 2所示。

4个引物 ( P, Q , A , B )用箭头表示延伸方向 , X代

表相对于另外一个等位基因的序列变化 ,波浪线

表示内部特异性引物之间 5′端的非互补序列。

图 2　双向等位特异 PCR扩增示意图 [ 25 ]

Fig. 2　Sketch map of bi2directional PCR amp lification of specific alleles
　　 P, Q, A, B为引物 ( p rimer) ; PQ wildtype : PQ野生型 ; PQ mutant: PQ突变型 ; Possible PCR segments: 可能的 PCR片段 ; PB wildtype:

PB野生型 ; AQ mutant: AQ突变型 ; Agarose gel electrophosis: 琼脂糖凝胶电泳 ; Homozygote wildtype: 同质体野生型 ; Homozygote mutant: 同

质体突变型 ; Heterozygotes: 异质体 ; Mutant allele AQ: 突变型的等位基因 AQ; W ildtype allele PB: 野生型等位基因 PB.
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　　PASA技术用于证实不同虫种或种群中存在

的抗性等位基因 ,或用来测定等位基因频率。在

靶标抗性检测上 , Steichen等 [ 26 ]首次利用 PASA技

术成功检测了环戊二烯类杀虫剂抗性黑腹果蝇

γ2氨基丁酸受体 A ( GABAA )基因外显子 7的点突

变。Zhu等 [ 27 ]采用 PASA技术检测出抗 B t印度谷

螟 P lod ia in terpunctella的 ASP185突变为 Glu185。

王利华等 [ 28 ]对烟粉虱 B em isia tabaci ( Gennadius)

成虫基因组 DNA样品进行 PASA检测 ,结果证实

烟粉虱钠通道蛋白在 925位的亮氨酸突变为异亮

氨酸 ,该突变与拟除虫菊酯抗性密切相关。

4　实时荧光定量 PCR技术 ( RFQ2PCR)

实时荧光定量 PCR技术于 1996年由美国 Ap2
p lied B iosystem s公司推出 ,它是一种在 PCR反应

体系中加入荧光基团 ,利用荧光信号积累实时监

测整个 PCR进程 ,数据收集是在 PCR反应过程中

进行而不是反应结束后。其反应的特征是用 PCR

产物第一次被测到的反应的循环数 , 即循环阈值

( cycle threshold, C t值 )来表示 ,因此 ,模板起始拷

贝数越高 , PCR产物就越快被检测到。此外 ,该技

术的一个重要特点是可以通过标准曲线对未知模

板进行定量分析。该技术不仅实现了对 DNA模板

的定量 ,而且具有灵敏度高、特异性和可靠性更

强、能实现多重反应、自动化程度高、无污染性、具

实时性和准确性的特点。目前应用的几种实时荧

光定量 PCR 技术有 SYBR green荧光染料法 [29 ]、

TaqMan荧光探针法 [30, 31 ]、Amplisensor[ 32 ]、分子信标法

(molecular beacon,MB ) [ 33 ]、L ightCycler[34 ]、复合探针

法 [ 35 ]等。该项技术已被应用于病原体测定、肿瘤

基因检测、免疫分析、基因表达、突变及其多态性

研究等多个领域。

SYBR green是一种双链特异性的 DNA染料 ,

只与双链 DNA结合 ,在 PCR反应体系中加入过量

SYBR green荧光染料 ,该荧光染料特异性地掺入

DNA双链后才发射荧光信号。当此双链 DNA 通

过变性温度时 ,产生的荧光会快速衰减而形成特

异的熔解曲线。如果扩增产物中存在序列突变 ,

那么在变性过程中它与野生型序列之间的解链温

度 ( Tm )就会产生差异 ; Tm 相差 2℃以上 ,就可通过

它们各自的熔解曲线将其分离。荧光染料的优势

在于它能监测任何双链 DNA序列的扩增 ,不需设

计探针 ,使检测方法变得简便 ,同时也降低了检测

的成本。

TaqM an荧光探针法的原理主要是利用 Taq酶

的 5′→ 3′外切核酸酶活性 ,在 PCR反应体系中加

入荧光标记探针 ,该探针为一寡核苷酸 , 5′端和 3′

端分别标记一个报告荧光基团和一个淬灭荧光基

团。探针完整时 ,报告基团发射的荧光信号被淬

灭基团吸收 ; PCR扩增时 , Taq酶的 5′→ 3′外切酶

活性将探针酶切降解 ,使报告荧光基团和淬灭荧

光基团分离 ,从而使荧光监测系统接收到荧光信

号 ,即每扩增一条 DNA链 ,就有一个荧光分子形

成 ,实现了荧光信号的累积与 PCR产物形成完全

同步。突变检测时该探针横跨突变位点 ,如果所

检测的靶序列中无突变 ,当溶液中有 PCR产物 (模

板 )时 ,该探针与模板退火 ,即产生了适合于核酸

外切酶活性的底物 ,从而激活 Taq酶的 5′外切酶

活性 ,将探针 5′端连接的荧光分子从探针上切割

下来 ,破坏了两个荧光分子间的荧光能量传递 ,从

而发出荧光。切割的荧光分子数与 PCR产物的数

量成比例 ,因此 ,根据 PCR反应液的荧光强度即可

计算出初始模板的数量。TaqM an探针根据其 3′端

标记的荧光淬灭基团的不同分为两种 :常规 TaqMan

探针和 TaqMan MGB探针。Anstead等 [ 36 ]采用 Taq2
Man MGB探针技术 ,设计了两条含有不同荧光染料

的探针 ,成功地对桃蚜 M yzus persicae中与击倒抗性

有关的两个突变 L1014F ( kd r) 和 M918T ( super2
kd r)进行了高通量检测。

5　焦磷酸测序技术 ( Pyrosequenc ing)

焦磷 酸 测 序 技 术 ( pyrosequencing ) 是 由

Nyren
[ 37 ]于 1987年发展起来的一种新型的酶联级

联测序技术 ,是对短 ( 20～30 bp )到中等长度 ( 50

～100 bp) DNA序列样品的高通量的、精确性和重

复性好的分析方法。其反应原理是将测序引物与

PCR扩增的单链 DNA模板杂交 ,并与各种酶包括

DNA聚合酶、ATP硫酸化酶、荧光素酶、三磷酸腺

苷双磷酸酶以及底物 5′磷酰硫酸 (APS)、荧光素

一起共同孵育。当 4种 dNTP之一被加入反应体

系 ,如与模板配对 ,则该 dNTP与引物的末端形成

共价键 , dNTP的焦磷酸基团被释放出来 , ATP硫

酸化酶在 APS存在的情况下催化焦磷酸生成

ATP。ATP驱动荧光素酶介导的荧光素向氧化荧

光素转化 ,氧化荧光素发出的可见光信号与 ATP

的量成正比 ,通过 CCD光学系统即可获得一个特
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异的检测峰 ,峰值的高低则和相匹配的碱基数成

正比。ATP和未掺入的 dNTP由三磷酸腺苷双磷

酸酶降解 ,光信号淬灭 ,并再生反应体系 ,然后再

加入另一种 dNTP继续反应。这样模板序列就可

以随聚合酶链式反应的进行而被实时地同步测

定。

焦磷酸测序法适用于对已知短序列的 DNA片

段进行序列验证 ,重复性和精确性能与 Sanger DNA

测序法相媲美 ,而速度却大大提高。瑞典 Pyrose2
quencing AB公司基于 Pyrosequencing技术而研究开

发的 PSQ 96系统 , 10 m in内可分析 96个样品。该

技术对 DNA的序列分析无需进行电泳 , DNA片段

无需荧光标记 ,因此相应的仪器系统无需荧光分子

的激发和检测装置。

Pyrosequencing技术操作简单 ,结果准确可靠 ,

可应用于 SNP位点检测 [ 38 ]、基因突变检测 [ 39, 40 ]、等

位基因频率测定 [ 41, 42 ]等领域。Benting等 [ 43 ]利用焦

磷酸测序技术成功地检测了棉蚜 A ph is gossypii的拟

除虫菊酯抗性品系钠通道 kdr和 super2kd r基因的突

变 ,首次揭示了棉蚜的拟除虫菊酯抗性品系携带有

杂合的 kd r突变 ,同时也发现抗性品系的 kdr位点处

没有突变 ,但是却有纯合的 super2kdr突变。

6　结语与展望

五种基于 PCR的基因型检测技术在靶标抗性

的点突变检测中各有优缺点。 SSCP是检测基因中

点突变的一种快速而简便的方法 ,对小于 300 bp的

DNA片段 ,突变位点几乎可全部检出 ,敏感性达

90%～99%。该方法操作及技术条件易于掌握 ,与

其他技术结合还可适用于大量样本的检测。其缺点

在于不能确定突变的部位和性质 ,分析结果易受电

泳及凝胶条件、缓冲液和扩增片段长度的影响。

PASA技术能区分表现型相同而基因型不同的杂合

子和敏感纯合子 ,因而能够检测很低的抗性基因频

率 ,可为抗性早期治理提供理论指导。但是 , PASA

技术只能检测已知的突变 ,否则无法合成含有基因

突变位点的 PASA引物 ,必需依赖突变位点上下游

序列 ,对摸板 DNA的质量敏感。SPMS技术由于与

EL ISA技术相结合 ,具有较高的灵敏性 ,不受环境条

件的影响 ,并能同时进行多个样品的分析。但与

PASA技术相似 ,同样要求突变位点已知。其缺点

是需要生物素标记 ,对抗性杂合子检测效果不好 ,费

用昂贵。

Clark等 [ 24 ]综合使用上述的 bi2PASA、SSCP和

SPMS对马铃薯甲虫中乙酰胆碱酯酶的 ace基因突

变 S291G、钠离子通道的 kdr基因突变 L1014F进行

了分子检测比较。bi2PASA在这 3种技术中是最廉

价的 ,每个样品的费用约为 0. 8美元 ,处理 96个样

品的时间大约为 5 h; SPMS在 3种技术中最昂贵 ,处

理每个样品约需 5美元 ,处理 96个样品约需 4 h;

SSCP技术处理每个样品的费用约 1. 2美元 ,总费时

10. 5～20. 5 h。总之 ,这 3种技术各有优缺点 ,况且

目前若想使用单个技术要检测出所有的突变仍有一

定的困难。

Kim等 [ 44 ]应用 bi2PASA和 SSCP检测了马铃薯

甲虫的 16个田间种群中的氯菊酯抗性基因型 , bi2
PASA和 SSCP的可靠性分别为 95%和 86%。

实时荧光定量 PCR具有快速、灵敏、可靠、不需

后处理和高通量检测的优点 ,但是也要求突变位点

已知 ,测定条件严格 ,而且对探针设计合成的技术要

求高。焦磷酸测序是一项非常有用的短序列适时检

测技术 ,适合对大样本的快速检测 ,无需荧光标记 ,

简单快速 ,但是在实际应用中需要特殊的设备 ,分析

的长度有限。突变检测既是基因诊断的一种重要方

法 ,也是分离和鉴定突变基因的必由之路。上述

5种技术在突变分析中都有重要的应用价值 ,但这

些技术都各有其优缺点 ,很难对某一技术进行综合

性的评价 ,因此 ,在实际应用中要根据具体条件和要

求作出最佳选择。从发展趋势看 ,使操作更简单、快

速 ,敏感性和特异性更高 ,经济实用 ,更适合高通量、

自动化检测仍是今后点突变检测技术的发展方向。

随着计算机软件技术和网络信息的发展 ,非生物技

术的广泛渗透 ,各种点突变检测技术可能会进一步

优化组合 ,在突变检测中发挥更大的作用。例如 ,

Kwon等 [ 45 ]将 PASA与 RQF2PCR结合 ,发展成为一

种简单精确的实时 PASA 检测法 ( real2time PASA,

rtPASA )。他们用 PASA在抗性小菜蛾中检测到含

有突变 T929 I的抗性等位基因并以之为模板 ,通过

调节退火温度、模板和引物浓度成为 rtPASA的合

适条件 ,应用敏感和抗性等位基因按各种比例混

合获得标准 DNA混合物进行实时检测 ,经等位基

因频率对循环阈值 ( C t)作图 ,即可获得抗性等位

基因频率。在高严格条件下 (退火温度为 67℃和

2 ng模板 DNA ) ,在抗性等位基因频率在 1%～

80%范围内 ,相关系数高达 0. 997,其对数图呈直

线。抗性等位基因频率低至 0. 02%时也可检测

出。
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基于抗性点突变的基因型检测技术不但可用

于抗性基因的早期诊断 ,而且还可以从基因水平

了解田间种群中与不同杀虫剂抗性相关的突变基

因频率及其抗性发展趋势。Kwon等 [ 46 ]应用 PASA

技术在韩国检测了与 kd r相关的两个突变 , 即

T929 I和 L1041F在不同地区小菜蛾种群中的基因

频率。L1041F和 T929 I突变的频率在所有检测的

种群中分别为 100%和 70%～100%。为了考察这

两个突变出现后的扩散速度 ,他们从 1974年到

1995年检测了该成虫的突变频率。早在 1974年 ,

尚未应用拟除虫菊酯防治该害虫前 ,就检测到

L1041F突变 ,在大量使用拟除虫菊酯后 ,即 1995

年 , 开始出现 T929 I突变。这表明 L1041F突变出

现于 T929 I突变之前 ,也许这是由于以前使用

DDT所致 ,而 T929 I突变的出现是由于随后换用

拟除虫菊酯的结果。

这些抗性点突变基因型检测技术促进了对抗

性分子遗传学的研究 ,通过对抗性点突变的测定 ,

发现这些突变在种群中既可以单个突变出现 ,又

可以组合方式出现 [ 47 ] ,揭示了它们的基因内重组

的奥秘。这些发现不但有助于了解这些基因突变

对抗性的影响 , 而且还有助于了解变构靶标的结

构与功能的关系 ,可为设计新颖的、不易产生抗性

的化合物开辟新途径 ,从而对新药的创制提供新

的理论依据。
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