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采用改进的三引物等位基因扩增法对痛风相关ＳＮＰ位点的分型研究
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　　摘　要：目的　对三引物等位基因扩增法进行改进，实现直接对外周血样本进行痛风相关单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点分型。

方法　针对乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、肝素钠和枸橼酸钠等临床常用抗凝处理的外周血样品，以ｒｓ１１６５２０５位点为靶位点，配制适用

于全血扩增的“ＹＷ”缓冲液，优化聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增体系和扩增条件，实现ＳＮＰ分型检测。选取４０例男性健康志愿者和

４０例痛风患者，对其进行ＳＮＰ基因型检测。结果　改进后的三引物等位基因扩增法对ｒｓ１１６５２０５位点分型结果与Ｓａｎｇｅｒ测序

检测一致。８０个样本中ｒｓ１１６５２０５位点各基因型在发病人群和未发病人群分布差异无统计学意义（犘＝０．３３５）。结论　改进后

的三引物等位基因特异性扩增法可以直接对临床常用抗凝处理的外周血样品痛风ＳＮＰ位点进行快速分型研究。
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　　痛风是一种由于嘌呤代谢失常引起尿酸增高而引发组织

损伤的疾病，常表现为痛风石、关节强直性畸形、肾实质损害、

尿路结石、高尿酸血症等多种慢性症状［１４］。近年来随着生活

水平的提高，痛风的发病率也急剧升高［５］。有研究表明，遗传

因素在痛风发病过程中起很大作用，以作为第３代分子标记的

单核苷酸多态性（ＳＮＰ）位点研究相关的分子机制有助于了解

痛风的发生机制［６］。在白种人群中，位于ＳＬＣ１７Ａ３基因的

ＳＮＰ位点ｒｓ１１６５２０５与痛风有很大联系，其多态性位点 Ａ突

变降低了痛风发病风险［７］。为了解此ＳＮＰ位点是否在汉族人

群中也与痛风发病存在联系，需要对大量的样本进行检查和分

析，因而一种简便快捷、特异性强、可靠的检测方法是此类研究

能够成功进行的前提。本研究对当前较为成熟的三引物等位

基因扩增法进行了改进：研制了可直接用外周血进行扩增的

“ＹＷ”缓冲液，设计了等位基因特异性的扩增引物，同时也对

聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增方法进行了改进，采用高退火温度、

低变性温度来增加扩增特异性。经验证，改进后的方法可以用

于对痛风相关ＳＮＰ位点的分型研究，同时也为后续ｒｓ１１６５２０５

与痛风的相关性分析提供一个简便、快捷、可靠的基因型检

测法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择泉州正骨医院的痛风患者４０例（痛风

组）和男性健康志愿者４０例（对照组），血液样本分别被乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）、肝素钠和枸橼酸钠３种抗凝剂做抗凝处理，

所有样本均得到医院伦理委员会的批准。

１．２　方法

１．２．１　试剂和仪器　１０×ＴａｑＤＮＡ聚合酶缓冲液、ｄＮＴＰ、

ＴａｑＤＮＡ聚合酶均购自大连宝生物公司；“ＹＷ”缓冲液为实

验室配制：在商品化ＰＣＲ扩增缓冲液基础上，增加了 Ｍｇ
２＋浓

度，添加一定浓度的ＮＰ４０和甘油，并将其ｐＨ调整至９．５，使

之能在ＰＣＲ实施过程中裂解血细胞，能够有效提高ＰＣＲ扩增

的特异性和效率；实验用水为灭菌的双蒸水，ＰＣＲ扩增仪购自

上海恒久医疗器械公司；电泳仪购自北京君意东方电泳设备有
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限公司，微量紫外分光光度计购自赛默飞世尔科技（原热电公

司）有限公司。

１．２．２　全基因组ＤＮＡ提取　取外周静脉全血２００μＬ，用全

基因组ＤＮＡ提取试剂盒（三博远志，北京）提取全基因组，用

紫外分光光度计测定其浓度及纯度，以ＴＥ缓冲液调整终浓度

为５０ｎｇ／μＬ左右。

１．２．３　引物设计　根据文献资料选择了位于ＳＬＣ１７Ａ３基因

的ＳＮＰ位点ｒｓ１１６５２０５（Ａ＞Ｔ），ＳＮＰ位点侧翼序列通过ＮＣＢＩ

数据库获得（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ），相关引物采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计：一条通用引物，两条３′端分别与ＳＮＰ位点互

补的特异性引物，其中３′端引入一个人为错配碱基，引物的

Ｔｍ值及其他参数使用 ＯｌｉｇｏＡｎａｌｙｚｅｒ３．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｓｃｉ

ｔｏｏｌｓ．ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｚｅｒ／）计算，见表１。

表１　　ｒｓ１１６５２０５位点扩增引物

引物 引物序列（５′→３′）
引物长度

（ｂｐ）

温度

（℃）

产物长度

（ｂｐ）

正向 ＣＡＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＡＧＣＣＣＣＴＡＧＴＡＧ ２４ ５９．５ －

反向１ＧＣＣＴＧＧＧＡＧＡＴＡ ＴＴＴＴＡＣＣＡＡＡＴＧＡＧＡＡ ２８ ５７．５ ２１２

反向２ＧＣＣＴＧＧＧＡＧＡＴＡ ＴＴＴＴＡＣＣＡＡＡＴＧＡＧＡＴ ２８ ５７．４ ２１２

　　＿：人为引入错配碱基；－：此项无数据。

１．２．４　三引物扩增法的改进及对ｒｓ１１６５２０５的检测　（１）以

提取的基因组为模板三引物扩增（体积为２０μＬ）：１０×Ｂｕｆｆｅｒ

２．０μＬ，通用引物、特异性引物各０．４μｍｏｌ，ｄＮＴＰ２００ｍｍｏｌ，

模板ＤＮＡ１．０μＬ，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶１Ｕ，无菌蒸馏水补足

２０μＬ。反应温控循环参数：９６ ℃预变性３ｍｉｎ；９４ ℃变性

３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３５ｓ，循环３６次；７２℃延伸１０

ｍｉｎ，１６℃ 保存。（２）直接以外周血为模板的三引物扩增：

“ＹＷ”Ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，通用引物、特异性引物各０．４μｍｏｌ，

ｄＮＴＰ２００ｍｍｏｌ，甘油１０％，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶１Ｕ，无菌蒸馏

水补足至１９．４μＬ，震荡混匀离心后加入外周血样模板０．６

μＬ。反应温控循环参数：９６℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３５ｓ，循环３６次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，

１６℃ 保存。（３）电泳检测：反应结束后，取５μＬＰＣＲ扩增产

物，１μＬＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，２％的琼脂糖凝胶电泳（ＥＢ为染料），

凝胶成像系统显像，根据条带的位置和数目分析基因型。

１．３　统计学处理　所检测样本基因型风险分析，数据采用

ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行统计；ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ检验（ｈｔ

ｔｐ：／／ｉｈｇ．ｇｓｆ．ｄｅ／ｉｈｇ／ｓｎｐｓ．ｈｔｍｌ）验证各基因ＳＮＰ位点已达到

遗传平衡，确认所选样本是否具有群体代表性。基因型和等位

基因频率分布用计数资料表示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　运用改进的三引物扩增法进行基因分型　采用改进的三

引物扩增法检测ＳＬＣ１７Ａ３基因上的ＳＮＰ位点ｒｓ１１６５２０５的

基因型，共获得３种不同的基因型：ＡＡ基因型、ＡＴ基因型和

ＴＴ基因型。以ＳＮＰ基因型为Ａ／Ｔ（样品１）的样本为模板，通

过对退火温度和延伸时间的确定，当以基因组模板扩增时，商

品化的扩增体系即可以获得可判读的效果，但是结果较为模糊

（图１泳道７、８）。但是以外周血为模板扩增时，则无法进行扩

增（图１泳道５、６）；而采用“ＹＷ”缓冲液的体系则可以实现以

基因组为模板及以外周血为模板的扩增（图１泳道１～４）。

　　１～４：“ＹＷ”缓冲液；４～８：商品化缓冲液（ＴａＫａＲａ公司，大连）；１、

２、５、６：外周血样品；３、４、７、８：提纯的基因组样品；Ｍ：ＤＮＡ 分子标

记物。

图１　　以基因组和外周血样品为模板进行三引物

扩增后的电泳结果（样品１）

　　１：样品２等位基因为Ａ；２：样品２等位基因为Ｔ；３、４：样品３等位

基因为Ａ。

图２　　样品ｒｓ１１６５２０５位点等位基因Ｓａｎｇｅｒ测序与

三引物法检测结果对比

　　Ａ：枸橼酸钠抗凝剂处理（基因型均为ＡＡ）；Ｂ：ＥＤＴＡ抗凝剂处理（基因型为ＡＴ、ＡＡ、ＡＡ）；Ｃ：肝素钠抗凝剂处理（基因型为ＡＡ、ＡＡ）；１：样品

１等位基因为Ａ；２：样品１等位基因为Ｔ；３：样品２等位基因为Ａ；４：样品２等位基因为Ｔ；５：样品３等位基因为Ａ；６：样品３等位基因为Ｔ；Ⅰ：样品

１等位基因为Ａ的阴性对照；Ⅱ：样品１等位基因为Ｔ的阴性对照；Ｍ：标记物。

图３　　不同抗凝处理外周血样品为模板的ｒｓ１１６５２０５位点等基因三引物扩增电泳结果

２．２　改进的三引物扩增法的特异性和稳定性　（１）验证改进

的三引物法对ＳＮＰ基因型的检测效果，本研究选取部分外周

血样品（样品２、３），先通过三引物法检测出其基因型为 ＡＴ和

ＡＡ，然后再进行基因组提取进行普通ＰＣＲ扩增，获得的ＰＣＲ

产物进行Ｓａｎｇｅｒ法测序鉴定（英骏公司，广州）样品ｒｓ１１６５２０５

位点等位基因的扩增产物，结果见图２。经分析，三引物法获

得的ＳＮＰ基因型与Ｓａｎｇｅｒ法测序结果一致，证明本研究对三

引物法进行改进，可以获得准确的结果。（２）验证改进的全血

三引物等位基因特异性扩增法对不同抗凝剂处理的外周血的

检测效果，本研究随机选取不同抗凝剂（ＥＤＴＡ、枸橼酸钠、肝

７７４１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１２期



素钠）处理的血液样本各３管进行扩增，抗凝的血液样本各３

个直接全血扩增，经过电泳检测，均能得到长度为２１２ｂｐ的目

的产物，而且可以根据电泳条带的有无来实现的基因型的判断

（图３Ａ～Ｃ）。

２．３　两组样本的ｒｓ１１６５２０５的基因型统计分析　本结果显

示，两组样本之间无论是从基因型或者等位基因角度分析，差

异均无统计学意义（表２），其中３个ＳＮＰｓ不同基因型对痛风

风险的估计来自ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｎｐｅｄｉａ．ｃｏｍ。为了验证其代表

性，本研究又依据检测值对ｒｓ１１６５２０５位点进行了 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ检验，结果对照组符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＝

０．４２１），且痛风组也符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（犘＝０．１２８），

因此，本研究结果具有一定群体代表性。

表２　　两组样本ＳＬＣ１７Ａ３（ｒｓ１１６５２０５）３个痛风相关基因上

　　ＳＮＰ基因型检测结果［狀（％），狀＝４０］

组别

基因型

ＡＡ

（降０．８５倍）

Ａ／Ｔ

（降０．８５倍）

ＴＴ

（正常）

等位基因

Ａ（保护） Ｔ（正常）

痛风组 ４（１０．００）１１（２７．５０）２５（６２．５０） １９（２３．７５）６１（７６．２５）

对照组 ５（１２．５０）１５（３７．５０）２０（５０．００） ２５（３１．２５）５５（６８．７５）

χ
２ ０．９４０ １．１２２

犘 ０．３３５ ０．２９１

３　讨　　论

从分子水平上讲，ＳＮＰ可以影响基因转录、翻译及翻译后

蛋白质折叠从而影响基因功能，造成个体与个体之间、个体与

群体之间以及群体与群体之间对疾病的易感性、抵抗力、药物

反应性及其他遗传表型上的差异［８］。研究与痛风相关的ＳＮＰ

位点，为研究痛风的发生和发展、解释个体间的表型差异以及

疾病的易感程度提供了根本依据。而一个理想的ＳＮＰ位点检

测方法是对个体进行ＳＮＰ位点分析的前提。本研究采用改进

的三引物等位基因扩增法对８０个样本痛风相关ＳＮＰ位点进

行了检测，并与其他方法进行了对比分析。

三引物法是一种等位基因特异性扩增法，重点是引物的设

计，包括一条正向引物，２条３′端分别与ＳＮＰ位点互补的等位

基因特异性引物（反向１和反向２）。ＰＣＲ结束后，即可根据电

泳条带的位置及数目判定基因型。为了提高扩增特异性，本文

在反向１和反向２的３′端第３位（３位）引入一个错配碱

基［９１１］。

为了对比改进后的三引物法与当前常用ＳＮＰ基因型检测

方法如Ｓａｎｇｅｒ法测序、限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）检测等

的优缺点，本研究从操作流程，成本、准确性等方面进行了比较

和分析。（１）操作流程：对于普通ＰＣＲ扩增而言，扩增模板起

着至关重要的作用，因此，当前商品化的ＰＣＲ扩增体系对模板

的要求较高，需要从组织细胞中提纯ＤＮＡ作为模板。本研究

发现，采用普通基因组提取试剂盒，一般需要２００μＬ血液样

本，单个样本操作时间为２．５～３．０ｈ，成本不算劳动成本约为

１０元／样（４７５元／５０次），成本较高，而且操作不当会使产物损

失并降低有效模板量。若采用外周血直接扩增，每次反应仅需

外周血０．６μＬ，不仅节约了成本而且极大地简化了操作流程，

节省了大量操作时间。另外，在进行大量样本的外周血ＤＮＡ

提取时，样本之间交叉污染的概率很大，而且操作人员与外周

血样品接触机会大大增大，增加了操作者潜在的疾病感染风

险。因此，直接对外周血进行扩增因操作流程少可有效减少这

些风险，使得大样本外周血临床检测更为可行。从检测方法而

言，改进的三引物法ＰＣＲ扩增反应完毕后仅需要琼脂糖电泳

即可获得结果，而Ｓａｎｇｅｒ法则需要ＰＣＲ产物进一步纯化以及

需要昂贵的核酸测序仪器进行检测，需要较高的成本和较长的

时间；ＲＦＬＰ等方法则需要在ＰＣＲ完成后，加入内切酶等处理

步骤，优化内切酶反应条件也需要繁重的工作，酶切步骤很多

时候也影响了检测的效果［１２］。（２）实现直接对外周血样本进

行扩增：首先需要考虑到血液中大量的扩增抑制物对ＰＣＲ扩

增效率的影响，当前有研究者采用昂贵不容易获得的突变Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶提高对血样抑制物的抵抗能力
［１３］，同时添加增强

剂增加ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性
［１４］，添加结合抑制物来缓解其

ＴａｑＤＮＡ聚合酶的抑制作用
［１５］。成本高而且对实验者素质

要求较高。本研究采用本实验室配制的“ＹＷ”缓冲液，采用普

通商品化ＤＮＡ聚合酶即可实现直接以外周血为模板进行的

等位基因特异性扩增（图１）。另外本研究在改进的三引物扩

增法引物设计中在等位基因特异性引物的３′端引入一个错配

碱基，较传统的三引物扩增法，扩增效率有所降低，却可以很好

地提高扩增特异性［１３］，为基因型准确的判断提供保障。

为了研究该方法的稳定性和特异性，本研究选取了纯合子

ＡＡ和杂合子ＡＴ基因型的血液样本，以及随机选取ＥＤＴＡ、

肝素钠和枸橼酸钠抗凝的血样各３个，分别进行了三引物等位

基因扩增和检测。结果显示，本研究所使用方法与Ｓａｎｇｅｒ法

测序所获得的结果一致（图２）。对于不同抗凝剂处理的外周

血样本，实验中发现ＥＤＴＡ和枸橼酸盐抗凝的血样均能得到

较好的结果（图３Ａ、Ｂ）；一些肝素钠抗凝剂处理的血样扩增较

难，这可能与肝素具有强负电荷的理化性质有关，肝素与ＤＮＡ

聚合酶结合后，与同样带有负电荷的ＤＮＡ模板之间产生排斥

作用，从而使活性中心作用的空间位阻增大，未活化或未充分

活化的ＤＮＡ聚合酶与引物模板复合体效率降低，引物不能延

伸或延伸不完全，对 ＰＣＲ扩增造成影响
［１６］，本实验增加酶

（１．０～１．５Ｕ）的用量来实现等位基因特异性扩增。

在对８０个样本进行ｒｓ１１６５２０５位点检测后针对基因型和

等位基因进行统计分析检验发现，在对照组和痛风组之间差异

无统计学意义（犘＝０．３３５、犘＝０．２９１），对其进行 ＨａｒｄｙＷｅｉｎ

ｂｅｒｇ平衡检验，发现对照组和痛风组均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ

平衡（犘＝０．４２１、犘＝０．１２８）。可以认为ｒｓ１１６５２０５位点与所

选人群的痛风发病相关性较小，需联合其他位点进行综合

分析。

综上所述，本研究发展了一种基于外周血直接三引物等位

基因扩增法来实现痛风相关ＳＮＰｒｓ１１６５２０５的基因型的检测，

可有效地降低检测成本，提高检测效率，适用于高通量样本检

测。采用改进的外周血直接三引物扩增法对检测ＳＮＰ位点

ｒｓ１１６５２０５基因型进行了检测和与痛风发病相关性进行了初步

分析，为后续痛风相关ＳＮＰ位点与痛风发病相关性的分析与

相应早期诊断方法的建立奠定了基础。
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此确定本研究成功构建了 ＭＡＣＣ１慢病毒干扰载体，并能有效

感染 ＭＢ２３１细胞，尤其是提高 ＭＯＩ值可以提高细胞的感染

率，但对细胞状态可能产生影响。因此，本研究认为 ＭＢ２３１

细胞的最佳感染条件为 ＭＯＩ＝４０，本研究选择感染效率高（＞

９０％），ＭＣＩ值低的感染条件，为进一步研究 ＭＡＣＣ１在乳腺癌

中的作用及后续动物基因治疗奠定了实验基础。
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