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摘要 目的: 评估 Taq M an
一

M G B 探针墓因分型方法检测 已知 SN P的可行性
,

并与传统的 PCR
一

RF LP 方法比较
。

方法 : 高通童的

Ta qM an
一

M G B 探针基因分型方法 已被用来检测单核普酸多态性(sN P)
。

在 32 1 例样本中
,

同时用 Taq M an
一

M G B 探针基因分型方

法和 PCR 一 R FLP方法检测 G ST PI 外显子 5 SN P
。

结果:2 种方法所得结果完全一致
。

野生型(A A )2 26 例(70 .4 %)
,

杂合于 (A G )92

例 (2 8
.

7% )
,

纯合突变型 3 例(0 .9 0/0)
。

结论:T aq Man
一

M G B 探针基因分型方法是一种能快速
、

高度特异性
、

高度自动化检测 SN P 的方

法
,

可用于大规模的基因分型
。
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前言

单核背酸多态性(SN P) 与多种疾病密切相关
。

虽然测序方

法可直接检测单核什酸多态性
,

但在临床诊断和人类学研究

中
,

需要更简单
、

快速和高度自动化的方法
。

与传统的聚合酶链

反应及限制性片断长度多态性 (PCR
一

RFLP) 方法相比
,

Taq
-

M an
一

M G B 探针基因分型方法具有更准确
、

简单
、

快速
、

安全的

优点
。

同时
.

这一方法所具有高通量的特点
,

可适用于大规模的

SNP 筛查
。

T aqMa n ·

M G B 探针基因分型方法利用 T aq D NA 聚合酶

5
’

” 3
’

核酸外切酶的活性将荧光探针切断
,

使探针的能过传

递结构被破坏从而发出荧光来进行基因分型
。

在该方法中
,

扩

增子分别与 2 种不同的特异性荧光探针结合
,

通过探针发出的

特异性荧光颜色来分辨不同的等位基因
。

Taq Man 探针为一单

链寡核昔酸
,

两端分别结合一个报告荧光基团(5
’

端 )和一个淬

灭荧光基团(3
’end )

。

探针完整时
,

报告基团发出的荧光信号被

淬灭基团吸收
。

当探针被酶切降解时
,

报告荧光基团(FAM )和

淬灭荧光基团分离
,

荧光能址传递终止
,

报告基团发出的荧光

信号可被荧光监测系统接收 川。

目前
,

已出现新一代的 T叫
-

Ma n ·

MG B 探针
,

该探针的 3
’

端结合了 M G B (M in o r G ro o ve

b in d e r )
。

M G B 与 D NA 螺旋的小沟(M in o r G ro o v e )契合
,

通过

稳定 D N A 双螺旋结构来提高杂交的准确性和稳定性
。

这可使

探针进一步缩短(不少于 13 个碱基 )
.

使 T m 值显著提高
,

增加

了探针的杂交稳定性
,

使结果更准确
。

而且该探针结合的为非

荧光淬灭基团(NFQ)
,

这可大大降低荧光木底
,

提高反应的灵敏

性
。

在PCR 过程中
,

探针与正反向引物之间的靶位点区域特异

性退火结合
,

当新合成链延伸到探针结合位点时
,

T aq 酶发挥

其 5
‘ 一

3
’

外切酶活性
,

将探针酶切降解
.

使报告荧光基团和淬

灭基团分离(图 1)
。

从而荧光监测系统可接收到荧光信号
。

G sT PI 基 因编码谷胧甘肤 S
一

转移酶 G ST- Pi
.

位于

llq l3
.

2
,

外显子 5 上单核背酸位点 A ~ G
,

导致氨基酸 105 位

的异亮氨酸(Ile )变异为撷氨酸(V al )
。

这一多态性位点会影响

酶的活性
,

并与多种癌症的遗传易感性相关阳, ,

与化疗中药物

抗性和药物不良反应相关川 、

与某些疾病的预后相关151 。

材料和方法

1
.

1 研究对象

贵州省少数民族隔离自然人群 32 1 例
。

在采样现场
,

根据
“

知情同意
”

的原则采集外周血
。
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图 I一 《c )
:
酶切探针

F19
.

1一 (e ): Clea v ag e

图 卜 Ta qM an
一

M G B 探针基因分型方法的 PC R 过程

F19
.

1: T he PCR o fT aqM an 一

M G B Pro be s g e n o ty Pin g m e玄ho d

*
注

:
《a) 探针和引物与扩增子退火结合 ;《b) 新链延伸

,

聚合酶接

触到探针
,

新链开始取代探针 ;《c 】聚合酶酶切探针
,

报告荧光基团和淬

灭基团分离
。

1
.

2 D N A 提取

经典的酚 / 抓仿抽提法提取 D NA 161 ,

稀释成约 100 n岁。 L

的应用液
。

1
.

3 主要研究仪器和试剂

57 00 Se qu en e e D e te eto r sPeetro fl u o ro m e tr ie therm
al eye le r

(美国应用生物系统公司 )

T aqMa n u n ivers a lPCR Mas te r M ix 试剂盒 (美国应用生物

系统公司 )
,

T aq Man
一

M G B 探针及引物(上海基康公司合成 )
。

一4 T aqM a n ·

MG B 探针基因分型方法

1
.

4
.

1 Ta qM an
一

M G B 探针及引物的设计和合成

Ta qM an
一

M G B 探针的设计需遵循以下要求
: ¹ 用 vI C 或

FA M 荧光染料标记探针
,

长度在 15
·

25 个碱基 ; º 避免单核背
酸序列的连续重复

,

特别是 G ; » 探针 5
’

末端不能是 G
,

因为

单独和报告荧光基团相连的 G 也会淬灭荧光 ;¼退火温度 T m

为 65 ~ 67 ℃ ; ½ 要求待检测的 sN P位点位于探针 2/3 处
,

并尽

量靠近 5 ’

端
。

引物的设计要求如下
: ¹ G C 碱基含虽在 20 一 80 % ; º 上

下游引物的位置应尽可能靠近探针
,

但引物与探针片段不能重

叠 ;扩增片段通常在 7 5
一

15obP ; » 避免单核昔酸序列的连续重

复
,

特别是 G ;¼Tm 为 58 ~ 60 ℃ ; ½ 引物 3 ’

端的 5个单核背

酸中不可以有超过 2个 G 和 / 或 C 。

表 一 T aq M an ·M G B 探针及引物序列

T able 1 T a qM a n ·M G B Pro b e an d PC R Pri m e r se q u e n e e s

野生型探针 FA TG AG G G A G AT * G T A I , fl
,

G P

突变型探针 FA G TG A G G G A G A C * G TA T TP

上游引物 CCT G G TG G A CA T G G T G AA TG

上游引物 CA ACCC T G G T G CA G A T G C T

.
注 :F 代裹 FAM 荧光标记

, P 代表 MG B 基团
. *
为多态性位点

。

N o te s : F茂Pre se n ts FAM fl u o ro Pho r :P
,

MG B ; *
,

m u ltim o I’P ho Io g ie a I lo e us
.

T aqMa n ·MG B 探针及引物用 p rim e r E x Pre ss À so ft w a re

(ABI )自行设计
。

其序列见表 l
。

1
.

4
.

2 R Cal一tim e PC R

同一样木平行做两份
,

一份加人野生型探针
,

一份加人突

变型探针
,

两份使用共同的引物
。

每轮 PCR 反应均需带阳性对

照
。

25 o L 总反应体积中包含 500 n M 野生型探针或突变型探

针
,

各 9 00 n M 引物
, 10 0n g 基因组 D N A

,

12
.

5 0 L Z X T aqM a n ?

U n iv e rsa lPC R Ma s te r M ix 。

R e al一tim e PCR 循环 条件 :50 ,C Zm in ; 95 0C 10m in , 9 5 ,C

155 , 6 2,C lm in
,

共 40 个循环
。 PC R 打

.

士曾在 570 0 Se qu e n e e D e ·

te c to r sPe c tro fl u o ro m e tr ic th e rm alc ye le r 上完成
。

1
.

4. 3 数据分析

R e a l一tim e PC R 中获得的数据用 G e n e A m P570 0 S D S (A B I)

软件分析
。

1
.

5 PC R 一R FLP方法

采用 PC R 扩增 G ST PI 基因有关片段
.

然后对扩增产物进

行限制性片断长度多态性分析
。

用 PRI M E R S设计引物
,

其序列

如下
:
上游引物 5 ‘ . TT CCA CG CACA TCC TC竹C

一3 ‘ .

下游引

物 5 ’ 一

A G A AACT G G CG ACAA A T CC 一

3
‘ 。

引物由上海生工

合成
,

扩增产物 56 sbp 。

PCR 反应体系总体积 25 , L
,

包括
: 10 m m o l/L T ris 一H CI

(PHS
·

3)
, 50 m m ol/L K CI, l

.

sm m o l/L M gC12, 20 0 m m o l/ L d N T Ps.

0
.

1 , m o l/L 引物
,

10 0n g 模板 D N A 和 1
.

5 单位的 T aq D N A 聚

合酶 (北京华美生物工程公司)
。

PCR 循环条件
:
预变性 9 5 ,C sm in ; 9 5,C 变性 40 5 ,

59 ,C 退

火 45 5 , 72 ,C 延伸 1
.

sm in ,

共 30 个循环 ;终末延伸 7 2 ,C 7 m in 。

扩增产物用 1
.

5%琼脂糖凝胶电泳鉴定
。

扩增产物经限制性核酸内切酶 Al w 26I 消化
.

消化反应条

件为 37 ℃水浴 16 小时
,

消化产物用 8%聚丙烯酞胺凝胶电泳

分离
、

银染鉴定l,I 。

野生型 AA 见 465bP 和 10Obp 两条带
,

杂合

子 Ao 见 465 bp 、

248b p 、2 17bp 和 100 bp 四条带
,

纯合突变型

0 0 见 248bP、 217 bp 和 I0 0bP三条带
。

2 结果

2
·

1 T a qMa n 一

M G B 探针基因分型结果

R ea l一ti m e PC R 中获得的荧光信号数据可转化为反应曲

线
。

每一个样木可得到 2条反应曲线
,

一条是野生型探针的
,

另

一条是突变型探针的
。

野生型
、

杂合子和纯合突变型样木的反

应曲线见图 2
。

野生型样木的反应曲线表现为野生型探针产生

的荧光信号增高
,

而突变型探针无荧光信号或仅有很低的荧

光
。

杂合子样木的反应曲线表现为野生型探针和突变型探针产

生的荧光信号均增高
。

纯合突变型样木的反应曲线表现为突变

型探针产生的荧光信号增高
,

而野生型探针无荧光信号或仅有

很低的荧光
。

但仅将反应曲线作为基因分型的唯一判断标准是不够充

分的
,

还需分析其 PC R 反应终点的荧光信号值
。

R n (no rm al -

ize d re PO rte r) 是标准报告数
,

反映在 PC R 过程中所检测到的荧

光信号水平
。

设 R n A 代表反应终点时野生型探针的荧光信号



值
,

R nG 代表反应终点时突变型探针的荧光信号值
。

每一个样

木的 R n A / R n G L匕值均可确定
。

高 R n A / 低 R n G (> 1
.

383 )说明

样木为野生型 A A
,

高 R n A / 高 R n G 说明样木为杂合子 A G

(0
.

8 3
一

1
.

2 1)
,

低 R n A z高 R n o (o
一

0
.

7 1)说明样木为纯合突变型

G G
。

统计学中将实验观测值的 99 %参考值范围作为其质量控

制值(m ean 士3 5 )
,

此处用阳性对照的 R n A / R n G 比值的质量

控制值 (m ean 士3s ) 来区分三者
。

共完成 32 1例样木的 Ta q
-

Man
一

M G B 探针基因分型
,

结果见表 2
。
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图 2: Taq Man
·

M G B 探针基因分型结果反应曲线

F19
.

2 : R e su lts o fg e n o ty Pin g w ith T aqM a n ·

M G B Pr o be s
.

*

注
:
野生型探针产生的荧光信号为红色

,

突变型探针产生的荧光信号

为绿色
。

衰 2 Ta q Man
·

M G B 探针基因分型结果

T a ble 2 T aq M a n ·

M G B g en o ty Pin g re su lts fo r G ST PI

野生型 杂合子

m e a n 士3 5

R n A

R n G

N

1
.

7 9士 0
.

4 1

0
.

12 ~ 0
.

25

0~ 0
.

0 7

2 26

1
.

02士 0
.

19

0
.

06刁
.

16

0
.

0 7 ~ 0
.

16

92

纯合突变型

0
.

30士 0
.

4 1

0
.

0 1 ~ 0
.

04

0 06 一0
.

09

2
.

2 PCR
一

R FLP方法基因分型结果

已用 T aq M an
·

M G B 基因分型方法检测的 32 1例样木和阳

性对照
,

均用 PCR
一

R FLP方法再次进行分析
。

该方法基因分型

结果与 Taq M an
一

M G B 基因分型结果完全一致
。

3 讨论

木研究成功完成用 Taq M an
一

M G B 探针基因分型方法分析

G ST PI 基因外显子 5 SN P( A ~ G )
。

与传统方法相比
.

它不需要

电泳分离 PC R 产物
、

So ut he m 印迹和放射性标记探针
,

避免了

放射性污染
,

缩短了工作时间
,

减少了劳动强度
。

而且该方法从

Pc R 扩增开始直到分析完成
,

自始至终在封闭的管内进行
,

在

计算机控制下完成
,

因此避免了交叉污染和似阳性结果的出

现
,

具有更准确
、

简单
、

快速
、

安全的优点
。

木研究中T aq
·

M an
一

M G B 探针基因分型结果均用经典的 PCR- R FLP 方法验

证
,

其结果完全相符
。

同时
,

这一方法所具有高通址的特点
,

可

适用于大规模的 SNP筛查
。

Taq Man
一

MG B 探针基因分型方法需注意以下几点 : (1) 探

针及引物的设计
、

合成质量和反应浓度 ; (2 )非特异性扩增的影

响 ; (3) 模板质星
。

一般建议的引物终浓度为 g O0n M
,

探针终浓

度为 2 00 n M
,

认为此时 PC R 的扩增效率和敏感性最佳
。

在具体

实验中
,

引物终浓度可在 50 ~ g O0n M 之间选择
,

直至达到满意

效果
。

探针终浓度应以 ZO0n M 为基础
,

适度增加
。

若出现非特

异性扩增
,

可通过提高退火温度
、

增加 PC R 循环数
、

调整 M gZ 十

浓度的方法来消除
。

建议退火温度一般为 60 ℃
,

提高退火温度

1
一

2℃
,

可明显减低其非特异性扩增
。

适当增加 PC R 循环数可

以提高反应的敏感性
,

减低其非特异性扩增
。

但并非循环数增

加越多
,

敏感性就越高
。

实际上
,

循环数增加到某一值时敏感性

就不再升高
。

所以 PCR 循环数一般要根据经验来确定
。

M g”浓

度过高会增加引物二聚体的形成
.

并且 M g Z
十

浓度是影响 Taq

酶活性的关键因素
,

所以选择合适的 M g Z
十

浓度可以减低非特

异性扩增
,

提高实验的敏感性
。

模板最好选用纯化的模板
,

基因

组 D NA 的模板浓度在 10 0n g ~ 1000 n g 之间选择
。

木研究发现贵州少数民族隔离自然人群的 G ST PI 基因型

频率为
:

野生型 (AA )226 /3 2一 (70
.

4% )
,

杂合子(A G )9 2/ 32 1

(28
.

7o’o )
,

纯合突变型(G G )3 / 32 1 (0
.

9%)
。

这与之前报道的中国

人群 G sT PI 基因型频率分布特征相一致‘圳
,

表现为纯合突变

型频率低
,

野生型频率高
。

4 结论

木研究首次在国内成功完成用 Taq Man
·

M G B 探针基因分

型方法分析 G S TPI 基因外显子 5 SN P( A ~ G )
。

虽然木研究是

针对 G ST PI基 I月外显子 5 SN P (A ~ G )突变进行的
,

但 T a q
-

M an
一

M G B 探针基因分型方法不仅能用于点突变分析
,

还可川

于缺失
、

插人等突变的分析
。

总之
,

Taq Man
·

M G B 探针
一

基因分

型方法是一种简单
、

高通量
、

高度自动化的基因突变分析技术
,

可适用于大规模的 SN P筛查
。
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霉素化疗不仅会增加对 MCA
一

2 细胞溶解同时也明显降低了肺

转移数童
。

木实验结果显示
: 5

·

FU十HBO 组对 B ALB /c 鼠移植

瘤体积抑制率达 72
.

10%
,

较单纯 5
一

FU 组 (42 38 % )
、

单纯 H BO

组 (25
.

”% )为高(p < 0. 05 )
,

提示 HB o 联合细胞周期特异性药

物 5
一

FU 可明显增强了 5
一

FU 的抗癌作用
。

有关 HB O 对肿瘤的作用机制仍不明了
,

有文献报道 H BO

提高了肿瘤组织的氧自由基含量
,

来发挥抑制肿瘤生长的作用叭

实体瘤内的缺氧状况与肿瘤恶性表型和预后有关系
,

缺氧的肿

瘤细胞为了能够逃避缺氧的损伤
,

其可通过改变基因表达来适

应缺氧环境
,

如肿瘤细胞可通过高表达缺氧诱导因子 (hy pe xi a

in d ueib一e fa eto r 一a一ph氏 H IF一 a )来调控一flt管内皮生长l川子
、

促红

细胞生成素
、

糖酵解酶等表达
,

以适应缺氧环境而继续增殖l,. 川 ,

亦有研究报道
,

肿瘤组织中的川F
一

la 水平随着组织内氧含址

增加而降解
,

继而抑制肿瘤的生长抹
, l。木研究结果显示 H BO 处

理荷瘤鼠可抑制肿瘤的生长
,

与上述报道相一致
。

这进一步支

持了 HB O 联合细胞周期特异性药物治疗肿瘤的可行性
。

HB O 对化疗药物的增效机制是什么 ? 目前认为 HB O 能使

处于静止期的肿瘤细胞重新进人细胞周期
,

这有利于提高细胞

周期特异性药物的抗癌效能
。

K aln s l,
‘,I发现 H BO 可使 LN C aP

癌细胞在 G Z朋 期积蓄
,

并可使缺氧区域的癌细胞分裂增殖加

速
,

推测 H BO 具有导致肿瘤细胞周期同步化的作用
。

我们通过

检测了 H BO 作川于 CT 26 瘤细胞的增殖周期的改变
,

显示对

照组 G O/ G I期 (74
.

8 2% )
、

S 期 (20
.

38% )
、

G Z/M 期 (4
.

80% ) ;

HB O
·

A 组为 66
、

48%
、

33
.

16%
、

0
.

36% : HB O
·

B 组 为 5 5
.

89%
、

4 0
.

79%
、

3
.

3 2%
,

提示 HB O 可以诱导 CT 26 结肠腺癌细胞在 S

期积蓄
,

但这与 Kal ns 发现的 H BO 可使 LNCaP 癌细胞在

G Z彻 期积蓄不一致
.

这可能与实验用的细胞种类及其生长特

性有关
,

有待进一步证实
。

木实验我们选择了两种不同的细胞周期特异性药物 5
一

FU

(主要作川于 S 期)和紫杉醇 (主要作用于 M 期 )
,

联合 HBO 开

展动物实验
。

结果表明 H BO 明显增强 5
一

FU 的抑制肿瘤增殖的

作用
,

而 H BO 对紫杉醇的作用无显著统计学意义
,

初步验证

H BO 具有提高细胞周期特异性药物的抗癌作用
。

有关 HB O 联

合细胞周期特异性药物治疗肿瘤的研究值得进一步探究
。
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