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ＨＲＭ非标记探针法检测ＩＬ１５基因ＳＮＰｓ方法的建立

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（重庆医科大学附属儿童医院血液肿瘤科／儿童发育疾病研究省部共建教育部重点实验室／儿科学重庆市

重点实验室／重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地　４０００１４）

　　摘　要：目的　建立用于检测白细胞介素１５（ＩＬ１５）基因单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点的高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）非标记探

针的方法。方法　采用 ＨＲＭ非标记探针法及小片段扩增法对８０名健康儿童ＩＬ１５基因４个ＳＮＰｓ位点进行基因分型，采用基

因测序法进行验证并同时与小片段扩增法分型结果进行比较。结果　ＨＲＭ非标记探针法与基因测序分型结果一致，准确率为

１００％；未加入温度内标的小片段扩增法不能区分野生纯合子和突变纯和子。结论　ＨＲＭ非标记探针法是对已知ＳＮＰ位点突

变研究的一种廉价、简便、准确的基因分型技术，适合于对已知的ＳＮＰ位点或基因突变进行分型和检测。
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　　高分辨率熔解曲线（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）分析

技术是一种新的ＤＮＡ突变检测技术，其原理是通过掺入饱和

荧光染料实现对ＤＮＡ双链熔解过程的监控，再利用Ｔｍ值的

差异和熔解曲线的形状来区别突变［１］。ＨＲＭ 属于全闭管式

操作，前期的ＰＣＲ和后期的熔解曲线分析均在一个管内完成，

不需要对ＰＣＲ产物进行分离和处理。与单链构象分析、高效

液相色谱、变性梯度凝胶电泳、毛细管凝胶电泳等方法相比，

ＨＲＭ减少了交叉污染的概率并且节省了后期操作的成本和

时间。此外，由于 ＨＲＭ不对ＰＣＲ产物进行酶切等操作，不影

响产物完整性，因此分析后的样品能够继续用于后续试验，如

凝胶电泳、测序等，利用 ＨＲＭ 技术进行基因分型的常用方法

有两种：小片段扩增法和非标记探针法。目前，国内较多报道

是采用小片段扩增法进行基因突变的筛查和基因分型，其弱点

是对野生纯合子和突变纯合子以及对Ｇ／Ｃ突变及 Ａ／Ｔ突变

的区分能力较差，需要额外引入温度内标或已知基因分型的样

品进行区分［２］。而使用非标记探针法直接针对ＳＮＰｓ位点进

行设计，能够较好地区分野生纯合子和突变纯合子，尤其是Ｇ／

Ｃ突变和Ａ／Ｔ突变，故较适用于已知ＳＮＰｓ的基因分型，但目

前在国内应用 ＨＲＭ非标记探针法进行基因分型的研究报道

较少。

白血病是儿童最常见的恶性肿瘤，年发病率为３～５／１０

万，占儿童恶性肿瘤的３５％以上，其中又以急性淋巴细胞白血

病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）为主，占７０％～８０％；

该病发病机制未完全阐明，并且在现行化疗方案下仍有部分患

儿无法获得临床缓解或者发生复发［３４］。２００３年，本院对１９３

例ＡＬＬ患儿治疗情况进行总结，发现仍有９％无法达到临床

缓解；随访２２例进入维持治疗期的患儿，其中４例复发
［５］。因

此，为进一步提高ＡＬＬ患儿的治愈率，应继续寻找与 ＡＬＬ治

疗不缓解以及复发相关的危险因素。最近，一项基于全基因组

范围的ＳＮＰｓ筛查研究发现，位于ＩＬ１５３′端非翻译区（３′

ＵＴＲ）的５个ＳＮＰｓ位点（ｒｓ１７００７６９５、ｒｓ３５９６４６５８、ｒｓ１０５１９６１３、

ｒｓ１０５１９６１２和ｒｓ１７０１５０１４）与儿童ＡＬＬ治疗后微小残留病阳性

密切相关［６７］。为进一步证实上述位点与中国白血病患儿发病

及预后的相关性，本研究选取ＩＬ１５ＳＮＰｓ位点为研究对象，拟

对ＩＬ１５ＳＮＰｓ位点进行基因分型，而其中关键的技术的是ＩＬ

１５ＳＮＰｓ的基因型检测。鉴于 ＨＲＭ技术的优点，以及待分析

的ＩＬ１５ＳＮＰｓ位点中包含Ｃ／Ｇ突变，因此本文选取了基于

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ９６ＨＲＭ检测仪的 ＨＲＭ非标记探针法，并应用

该方法首先对健康儿童的ＩＬ１５３′ＵＴＲ单个核苷酸多态性位

点进行基因分型，现将结果报道如下。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　所有８０例样本来源于既往本院进行儿童流

行病学调查时所冻存的健康体检儿童外周血样本。采用ＴＩＡ

ＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ试剂盒（北京天根生化科技有限公司）提

取基因组ＤＮＡ。

１．２　ＨＲＭ检测

１．２．１　引物及探针的设计和合成　在 ＮＣＢＩ的ＳＮＰ数据库

中输入ＳＮＰ识别号，获取ＳＮＰ位点前后２５０ｂｐ片段（参考序

列ＮＣ＿０００００４．１１，ＩＬ１５范围：１４２，５５７，７４９１４２，６５５，１４０）。

利用 ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ网 站 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒｂｌａｓｔ）设计高特异性引物，并将产物长度限制在

１００～３００ｂｐ。采用Ｏｌｉｇｏ６软件对引物进行验证，剔除含有会

影响扩增效率的引物二聚体、发夹结构的引物对。设计非标记

探针与野生型互补，其 ３′末端采用 Ｃ３ｓｐａｃｅｒ法 封 闭。

ｒｓ１７００７６９５上游：５′ＴＧＡ ＧＧＣＴＡＣＧＴＣＡＧＡ ＧＣＴ ＡＧＧ

ＣＡＴ３′，下游：５′ＣＣＡＣＣＴＣＧＡＧＣＣＴＧＧＴＡＣＡＡＣＡ３′，

探针：５′ＴＡＣＣＡＴＴＧＧＣＴＴＴＣＴＴＴＧ ＡＡＡ ＡＴＣＡＣＡ

ＣＡＴ３′（２５０ｂｐ）；ｒｓ３５９６４６５８上游：５′ＣＣＣＴＴＡ ＧＣＣＣＣＣ

ＡＧＣＡＡＴＧＡＧＣ３′，下游：５′ＴＧＧＡＧＡ ＡＧＧＴＧＴＧＧＣ

ＴＴＡＣＣＣＣ３′，探针：５′ＴＣＡ ＡＡＴ ＧＡＣＣＡＣ ＡＣＴ ＴＴＡ

ＡＴＴＴＴＣＣＡＧＣ３′（２９７ｂｐ）；ｒｓ１０５１９６１３上游：５′ＧＣＡＡＡＧ

ＡＡＴＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＧＧＡＧ３′，下游：５′ＴＧＣＣＴＴＣＡＴ

ＴＴＣＴＡＡＧＡＧＴＴＣＡＴＣＴＧ３′，探针：５′ＡＣＴＣＧＧＣＡＴ

ＴＴＣＡＡＡＴＧＴＧＣＴＧＴＣＡ３（２５４ｂｐ）；ｒｓ１７０１５０１４上游：５′

ＡＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴＧ ＡＡＧＣＡＣ ＡＴＣＴ３′，下游：５′ＡＧＣ

ＣＡＡＣＡＣＣＣＴＣＡＴＣＣＣＴＴＴＧＣ３′，探针：５′ＧＡＡＧＣＡ

ＡＧＴＴＴＧＣＴＧＴＡＡＡＧＡＴＧＣＴＡ３′（１９４ｂｐ）。引物和探

针均由上海生生物工程有限公司合成。

１．２．２　不对称ＰＣＲ扩增　使用 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ梯度聚合酶链

反应（ＰＣＲ）仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反

应用２×ＨｏｔｓｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂（北京天根生化科

技有限公司）进行扩增，荧光染料用高分辨率的饱和ＬＣＧｒｅｅｎ

荧光染料试剂（美国Ｉｄａｈｏ公司）。反应体系包括：ＤＮＡ模板１

μＬ（１ｎｇ／μＬ），ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）５μＬ，上游引物 （１

μｍｏｌ）、下游引物（５μｍｏｌ）各１μＬ，探针（２．５μｍｏｌ）１μＬ，ＬＣ

Ｇｒｅｅｎ荧光染料（１０×）染料１μＬ。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃ 预

变性１２０ｓ；然后９５℃３０ｓ，６３℃３０ｓ退火，７２℃３０ｓ延伸，

共５５个循环以促进引物的消耗，确保单链的大量合成；９５℃

６０ｓ，１５℃停止，促进异源双链核酸分子形成。

１．２．３　ＨＲＭ分析进行基因分型　采用ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ９６ＨＲＭ

检测仪（美国Ｉｄａｈｏ公司）对ＰＣＲ产物进行基因分型。检测温度

范围为６０～８５℃，每升高０．１℃采集１次荧光亮度数据。获得

原始熔解曲线图后，ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ９６分析软件即自动对背景信

号和孔间荧光信号进行校正。选定探针峰熔解曲线范围后，软

件生成标准化后的熔解曲线图，并行自动基因分型。

２　结　　果

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ９６ＨＲＭ检测仪一次扫描可对９６个样本进

行熔解曲线分析，每次分析用时约８ｍｉｎ。６０～８５℃范围内共

产生两个熔解曲线峰，低温区的为探针峰，高温区的为产物峰。

通过将分析范围限制在探针峰区域并经行转换生成衍生图后，

纯合子的熔解曲线为单峰、杂合子为双峰。由于所有的非标记

探针设计与野生型互补，故野生型的 Ｔｍ值高于突变型，Ｔｍ

差值为３～６℃。根据探针峰的数目、峰型以及Ｔｍ值，采用

ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ软件对样本进行自动分型，见图１。笔者采用非

标记探针法、小片段扩增法及测序法对这８０份健康汉族儿童

标本进行了以上４个位点的测定。非标记探针法分型结果与

测序结果一致，准确率为１００％（表１）；另一方面，由于未加入

高低温内标，小片段扩增法仅能够区分杂合型和纯合型，但对

进一 步 区 分 野 生 纯 合 型 和 突 变 纯 合 型 的 能 力 较 差。

ｒｓ１７０１５０１４Ｇ＞Ｃ位点４８个样本的两种分型方法结果，见

图２。

　　Ａ：经过孔间荧光值校正后的熔解曲线图，Ｔｍ值较低的为探针与

不对称扩增产物 ＤＮＡ 单链形成的熔解曲线，Ｔｍ 值较高的是产物

ＤＮＡ双链的熔解曲线。Ｂ：熔解曲线衍生图，图中箭头分别指示探针峰

和产物峰。Ｃ：探针熔解曲线衍生图，Ｔｍ值较低的为ＳＮＰｓ位点不与

探针互补的突变型；Ｔｍ值较高的是ＳＮＰｓ位点与探针互补的野生型；

杂合子为双峰。

图１　　ＨＲＭ非标记探针法的基因分型

　　Ａ、Ｃ：非标记探针法；Ｂ、Ｄ、Ｅ：小片段扩增法。

图２　　非标记探针法与小片段扩增法分型比较
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表１　　８０例样本基因分型结果

ＳＮＰｓ位点
基因型［狀（％）］

野生纯合 杂合 突变纯合

ｒｓ１７００７６９５Ｔ＞Ｃ ３０／３０／ＮＡ ３５／３５／３５ １５／１５／ＮＡ

ｒｓ３５９６４６５８Ａ＞Ｇ ２６／２６／ＮＡ ３６／３６／３５ １８／１８／ＮＡ

ｒｓ１０５１９６１３Ｃ＞Ａ ２９／２９／ＮＡ ３６／３６／３７ １５／１５／ＮＡ

ｒｓ１７０１５０１４Ｇ＞Ｃ ２３／２３／ＮＡ ３６／３６／３６ ２１／２１／ＮＡ

　　：例数的显示顺序，测序／非标记探针法／小片段扩增法；ＮＡ：ｎｏ

ａｖａｉｌａｂｌｅ。

２　讨　　论

ＨＲＭ分析是近年来兴起的ＳＮＰｓ筛查和基因分型的技

术，并且因其高通量、高准确性以及廉价的特点而受到了越来

越多的关注和应用［８９］。常用的 ＨＲＭ分析法有小片段扩增法

和非标记探针法。小片段扩增法多被用于测序前的突变筛查，

以减少测序的工作量。其缺点是在用于Ｇ／Ｃ突变（Ⅲ类突变）

或Ａ／Ｔ突变（Ⅳ类突变）的基因分型时，由于Ｔｍ值相差太小，

往往不容易将野生纯合子和突变纯合子分开。在本实验中也

进行了小片段扩增法分析，但未能够得到准确的分型结果，考

虑与所设计的扩增产物片段较大（１９４～２９７ｂｐ）以及未加入高

低温内标作孔间温度校正有关。此外，高通量 ＨＲＭ 检测仪

（９６／３８４孔）由于存在孔间温度差异问题，需要在每个反应孔

内都加入一对同样经过３′端封闭的高低温内标进行温度校

正，因此在费用方面并不比非标记探针法更低廉。

非标记探针法基本原理同小片段扩增法，都是通过比较

Ｔｍ值差异进行基因分型。但与小片段扩增法比较产物的熔

解曲线不同，非标记探针法比较的是探针与产物的熔解曲线。

由于加入的探针长度较短（２０～４０ｂｐ），增加了的Ｔｍ值差距

（＞３℃），因此非标记探针法在区分Ｇ／Ｃ突变（Ⅲ类突变）和

Ａ／Ｔ突变（Ⅳ类突变）时更具有优势。本实验涉及的４个ＳＮＰ

位点中即包含一个Ｇ／Ｃ突变。结果显示非标记探针法对该位

点的区分清楚、分型准确，以测序法为标准其准确率可达

１００％。Ｌｉｅｗ等
［１０］对小片段扩增法和非标记探针法进行了对

比，发现在扩增片段小于１００ｂｐ时，小片段扩增法与非标记扩

增法的分型结果一致，准确率都能够达到１００％；但当扩增片

段大于２００ｂｐ时，由于小片段扩增法中野生／突变纯合子间的

Ｔｍ值差异减小，从而导致了分型准确性下降。另外，由于有

研究提到了可以采用低分辨率的荧光定量ＰＣＲ仪对非标记探

针进行基因分型，因此，笔者也试图利用ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６荧光

定量ＰＣＲ仪对ＰＣＲ产物进行熔解曲线分析，但结果未见熔解

曲线中有明显的探针峰，并且利用产物峰亦不能分型，考虑可

能与机器激发光源和ＬＣＧｒｅｅｎ染料不匹配和不能将数据导出

到ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ软件进行分析有关。

非标记探针法中，探针设计是实验成功的关键。经验表

明，２２ｂｐ以上的探针长度能够提供足够强的探针峰荧光强

度；探针Ｔｍ值最好在５５～７０℃，以避免与引物二聚体Ｔｍ范

围重叠（通常在７５～８０℃）及影响产物的扩增。尽管通过以上

方法已能够对大部分ＳＮＰｓ或基因突变进行分型检测，但更复

杂的基因分型，比如基因突变合并单核苷酸多态性、相邻位点

的多个基因突变等，仍然给非标记探针法带来了挑战。由于受

到同一扩增片段中的相邻的突变位点或ＳＮＰ位点的干扰，野

生型和突变型的探针峰熔解曲线可能会很相似，因此无法顺利

进行区分。Ｐｏｕｌｓｏｎ等
［１１］以隔离探针ＰＣＲ（ｉｏｌａｔｅｄｐｒｏｂｅＰＣＲ，

ＩＰＰＣＲ）实验平台为基础，通过设计两个Ｔｍ 值差距较大的非

标记探针成功地对同一扩增片段中相隔４６ｂｐ的两个ＳＮＰ位

点同时进行基因分型，节约了实验成本；Ｍａｒｇｒａｆ等
［１２］则是通

过采用“遮蔽技术”，即将非标记探针上的一个或多个突变／

ＳＮＰｓ位点进行遮蔽（错配法、位点删除法或通用碱基法），排除

了邻近单核苷酸多态性位点或突变位点带来的干扰，清楚的识

别出了存在突变的样本。这些方法的提出使非标记探针法具

有了对较复杂的突变／ＳＮＰｓ位点进行分型的能力，拓宽了非

标记探针法的应用范围。

综上所述，非标记探针法在区别Ⅲ、Ⅳ类突变时较小片段

扩增法更具有优势、实验成本更低廉，更适合于对已知的ＳＮＰｓ

位点或基因突变进行分型和检测。
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