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[摘　要] 　为了研究不对称 PCR2SSCP在基因突变检测中的准确性 ,以鲁西黄牛和荷斯坦奶牛为研究对象 ,用

不对称 PCR2SSCP分析技术分析了牛 S M A D4基因 3′端非翻译区的碱基突变情况 ,比较了不对称 PCR2SSCP和传统

PCR2SSCP分析的优缺点。结果表明 ,鲁西黄牛和荷斯坦奶牛 S MA D4基因 3′端非翻译区有 1个 T碱基插入突变位

点和 1个 G→A突变位点 ,其中 G→A突变产生了 1个 H haⅠ酶切位点 ;不对称 PCR2SSCP和 H haⅠ酶切分析 116头

鲁西黄牛和 75头荷斯坦奶牛群体 G→A突变位点的频率完全一致 ,说明不对称 PCR2SSCP不仅可以用于基因突变的

检测 ,而且具有较高的准确性 ;不对称 PCR2SSCP较传统 PCR2SSCP的条带少且带型清晰、稳定性较高。以上结果表

明 ,不对称 PCR2SSCP可以用于基因突变的检测。
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Application of asymmetric PCR2SSCP in gene mutation detecting
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Abstract : The advantage and disadvantage of asymmetric PCR2SSCP and t raditional PCR2SSCP were

compared to analyze t he character and accurate rate in detecting mutation in t his st udy. The mutations in 3′

U TR region of SM A D4 gene were analyzed by asymmet ric PCR2SSCP in L uxi cat tle and Holstein cow and

one insert T mutation and one G→A mutation were found in t his region. The G→A mutation created a

H ha Ⅰenzyme digestion position and t he f requency was st udied by asymmetric PCR2SSCP and enzyme di2
gestion in 116 L uxi cat tle and 75 Holstein cows and got the same result s. The asymmet ric PCR2SSCP had a

few bands ,which were clearer and stabler t han t raditional PCR2SSCP. This indicated t he asymmetric PCR2
SSCP was suitable for mutations detecting.

Key words : asymmet ric PCR2SSCP ;gene mutation ; SM A D4 asymmetric

　　突变检测技术是分子生物学研究的重要内容之

一 ,它在疾病诊断、分子育种等方面具有重要的价

值。突变检测主要包括对已知突变位点的检测和对

未知突变位点的检测两大类[ 1 ]。随着分子生物学技

术的飞速发展 ,越来越多的新技术、新方法被用于突

变检测 ,如 DNA 芯片技术 (DNA chip ) [224 ]、变性高

效液相色谱技术 (d HPL C) [526 ]等。这些技术的应用

大大提高了突变检测的自动化水平和效率 ,降低了

劳动强度 ,但其缺点是需要购买专门的仪器设备和

软件 ,在实际工作中难以推广。单链构象多态性分
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析 (Single2St rand Conformation Polymorp hism ,SS2
CP)具有快速、经济的优点 ,是目前对未知突变进行

检测的主要方法之一。SSCP的原理是将 PCR产物

在加热的同时使用变性剂 ,使双链 DNA ( dsDNA)

变为单链 DNA (ssDNA) ,变性后的单链 DNA 在低

温下急速冷却时根据其一级结构进行折叠 ,形成特

定的构象 ,由于突变改变了单链 DNA 的一级结构 ,

使其折叠成不同的构象 ,变性后的单链 DNA 在聚

丙烯酰胺凝胶中电泳时 ,不同构象的单链由于迁移

率的差异而彼此分开 ,形成不同的条带 ,从而区分野

生型个体与突变型个体。

PCR2SSCP是根据单链 DNA 折叠的构象区分

野生型和突变型个体的 ,而在常温下单链 DNA 的

构象不稳定 ,很容易受到外界环境因素的干扰 ,因

此 ,PCR2SSCP分析的稳定性较差 ,相同的样品在多

次重复试验中可能有不同的结果。另外 ,有些 DNA

片断在进行 PCR2SSCP分析时产生的条带较多 ,距

离较近 ,给基因型判别带来很大困难 ,降低了检测的

准确性。为了克服传统 PCR2SSCP 分析技术的不

足 ,提高 PCR2SSCP 分析的稳定性 ,已开发了新的

不对称 PCR2SSCP分析技术。因此 ,本试验以鲁西

黄牛和荷斯坦奶牛为研究对象 ,用不对称 PCR2SS2
CP分析技术研究了牛 S M A D4 基因 3′端非翻译区

的碱基突变情况 ,比较分析了不对称 PCR2SSCP和

传统 PCR2SSCP分析的优缺点 ,以期为该方法在基

因突变检测中的应用奠定理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　牛血样　鲁西黄牛血样采自山东菏泽鲁西

黄牛原种场 ,共 116份 ;荷斯坦奶牛血样采自西安草

滩农场 ,共 75 份 ,颈静脉采血 ,ACD 抗凝后低温带

回实验室 , - 80 ℃保存备用。

1. 1. 2　主要试剂 　T aq DNA 聚合酶、dN TP混合

物和 DNA回收试剂盒 ,均购自北京天为时代公司 ;

H ha I限制性内切酶 ,购自大连宝生物工程有限公

司。

1. 1. 3　引　物　根据牛 S M A D4 (Mot hers Against

DPP 4)基因序列 ,设计用于 3′端非翻译区扩增的 2

对引物 M1和 M2 ,其中 M1的上游引物 :5′2ACCA2
GACAAA GGA GTA TCGT23′,下游引物:5′2TTAGCT2
TAGCATTGCCACCTGT 23′,预期扩增的片段长度为

259 bp ;M2的上游引物 :5′2T GT GCCA T GT GGGT2
GA GT TA23′, 下游引物 : 5′2A GGCTCCT TA GTA2

ACCAACC23′,预期扩增的片段长度为 345 bp。引

物由赛百盛生物工程公司合成。

1. 2　牛基因组 DNA的提取

用常规的酚2氯仿抽提法从血样中提取牛基因
组 DNA。

1. 3　牛 S M A D4基因的不对称 PCR分析

1. 3. 1　牛 S M A D4基因的不对称 PCR扩增　采用

二次 PCR方法 ,即先用等浓度的引物进行第一次

PCR扩增 ,扩增出目的片段的双链 ( dsDNA) ,再以

此 PCR产物为模板 ,利用其中的一条引物进行二次

PCR扩增 ,扩增出目的片段的单链 ( ssDNA) 。M1

引物第一次 PCR扩增总的反应体系为 20μL ,其中

10×Buffer (含 20 mmol/ L Mg2 + ) 2. 0μL ,10 mmol/ L

dN TPs 0. 4μL , 10 mmol/ L 上、下游引物各 0. 6

μL ,牛模板 DNA 50 ng ,2 U/μL T aq DNA 聚合酶

0. 2μL ,超纯水 15. 2μL。PCR反应条件 :95 °C预

变性 5 min ;94°C变性 30 s ,55°C退火 30 s ,72 °C

延伸 30 s ,33个循环 ;最后 72°C延伸 10 min。PCR

扩增产物用 15 g/ L 琼脂糖凝胶电泳检测。M1引物

第二次 PCR扩增总反应体系也为 20μL ,其中10×

Buffer (含 20 mmol/ L Mg2 + ) 2. 0 mL ,10 mmol/ L

dN TPs 0. 4μL , 10 mmol/ L 上、下游引物各 0. 6

μL ,M1引物第一次 PCR 扩增产物 1μL ,2 U/μL

T aq DNA聚合酶 0. 2μL ,超纯水 15. 8μL。第二次

PCR反应条件同第一次。M2 引物反应体系与 M1

引物的反应体系相同 ; M2 引物的退火温度为 57

℃,其余反应条件同 M1引物。

1. 3. 2　扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳　取 3μL

扩增的单链 DNA ,加 1μL 6×Loading buffer混匀 ,

在 120 g/ L 非变性聚丙烯酰胺凝胶 ( m ( Acr ) ∶

m (Bis) = 29 ∶1)上电泳。电泳结束后进行银染显

带 ,并记录结果。

1. 3. 3　扩增产物的酶切分析　酶切反应体系为 10

μL ,包括 10 U/μL 的 H ha I酶 0. 3μL ,10 ×Buffer

1. 0μL ,PCR产物 4. 0μL ,水 4. 7μL。混匀后在 37

℃培养箱中酶切 8～10 h ,用 1. 5 %琼脂糖凝胶检测

酶切结果。

2　结果与分析

2. 1　不对称 PCR2SSCP与传统 PCR2SSCP分析效

果的比较

PCR2SSCP分析条带较多 ,且有些条带相距较

近 ,带型模糊不清 ,尽管能分辨出个体间的差异 ,但

不容易分清基因型 ,易造成误判。如图 1中 ,第 1泳
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道和第 6 泳道有部分条带较弱 ,与第 3 泳道存在明

显差异 ,但经不对称 PCR2SSCP和酶切分析证明都

为 AB基因型个体。不对称 PCR2SSCP分析得到的

条带较少 ,只有 1条带 ,如果检测到突变杂合子 ,会

同时出现突变条带和野生条带 ,条带非常清晰 ,容易

判型 (图 2和图 3) 。

多次重复试验结果表明 ,不对称 PCR2SSCP分

析结果稳定 ,带型一直保持不变 ,而传统 PCR2SSCP

分析的带型已经发生了改变。
图 1　M1引物扩增产物 PCR2SSCP图谱

Fig. 1　PCR2SSCP analysis of M1 primer PC

图 2　M1引物扩增产物不对称 PCR2SSCP图谱

Fig. 2　Asymmetric PCR2SSCP analysis of M1

primer PCR production

图 3　M2引物扩增产物不对称 PCR2SSCP图谱

Fig. 3　Asymmetric PCR2SSCP analysis of

M2 primer PCR production

2. 2　不对称 PCR2SSCP分析在突变检测上的应用

用不对称 PCR2SSCP 在鲁西黄牛 S M A D4 基

因 3′端非翻译区找到了 2个突变位点 ,1个位于 M2

引物扩增片段的 61 bp 处 (插入了 1个碱基 T) ;另 1

个位于 M1引物扩增片段的 116 bp 处 (发生了 G→

A的突变) 。这 2 个突变都能用不对称 PCR2SSCP

分清基因型 ,其中 116 bp 处的 G→A 突变产生了 1

个 H ha I酶切位点 ,可将 259 bp 的扩增产物酶切为

143 bp 和 116 bp 的片段 (图 4) 。

图 4　M1引物扩增产物的 H ha I酶切图

Fig. 4　H ha I enzyme digestion of

M1 primer PCR production

2. 3　不对称 PCR2SSCP分析与酶切比较

用不对称 PCR2SSCP 和 H ha I酶切的方法对

116头鲁西黄牛和 75 头荷斯坦奶牛 S M A D4 基因

3′端非翻译区的 G→A 突变进行了检测 ,结果见表

1。由表 1可知 ,用不对称 PCR2SSCP在 116头鲁西

黄牛中发现了 108 头 AA 型 (野生型)个体和 8 头

AB型 (突变型)个体 ,没有发现 BB型个体 ;在 75头

荷斯坦奶牛中发现了 71 头 AA 型个体和 4 头 AB

型个体 ,也没有发现 BB 型个体。随后的酶切分析

结果表明 ,不对称 PCR2SSCP所区分的基因型完全

正确 ,从而说明不对称 PCR2SSCP在个体基因型判

别上具有很高的准确性和重复性。
表 1　不对称 PCR2SSCP和 H ha I酶切在鲁西

黄牛和荷斯坦奶牛基因型判别上的比较

Table 1　Comparison of asymmetric PCR2SSCP

and enzyme digestion in gene typing

项目
Item

鲁西黄牛
Luxi cat tle

荷斯坦奶牛
Holstein cows

AA AB BB AA AB BB

总计
Total

不对称 PCR2SSCP
Asymmet ric PCR2
SSCP

108 8 0 71 4 0 191

H ha I酶切
Enzyme digestion

108 8 0 71 4 0 191
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3　讨　论

3. 1　不对称 PCR2SSCP与传统 PCR2SSCP的比较

稳定性差一直是 PCR2SSCP 分析中的一大缺

点 ,许多因素如温度、电压、胶浓度等均影响 PCR2
SSCP的分析结果 ,导致同一样品多次重复试验结

果不一致 ,尤其在条带较多时更容易发生。随着分

子生物学技术的不断发展 , PCR2SSCP分析技术不

断得到改善 ,其中将不对称 PCR技术引入到 SSCP

分析中 ,建立的不对称 PCR2SSCP分析技术是对传

统 PCR2SSCP分析技术的一次重大改进。Kiyama

等[7 ]研究表明 ,在环境温度恒定的情况下 ,不对称

PCR2SSCP的重复性很好 ,即使在电压较高的情况

下带型也不发生改变 ,并且显著缩短电泳时间。这

主要是由于不对称 PCR2SSCP不需要变性 ,单链形

成的效率较高 ,形成的单链空间构象稳定 ,对环境温

度变化的抵抗力增强 ,因此 ,不对称 PCR2SSCP 较

传统的 PCR2SSCP 稳定。电压对 PCR2SSCP 分析

的影响主要是通过改变聚丙烯酰胺凝胶的温度实现

的 ,随着电压的上升 ,产生的热量也逐渐上升 ,当这

些热量不能及时排出时会导致聚丙烯酰胺凝胶的温

度发生改变 ,使一些结构不太稳定的单链构象发生

变化 ,从而对 PCR2SSCP分析产生影响。

传统 PCR2SSCP 在目的片段浓度较高的情况

下 ,双链 DNA变性不完全或变性后的单链 DNA 在

电泳过程中重新复性 ,从而对分析结果产生影响 ,而

不对称 PCR2SSCP直接扩增出单链DNA ,解决了传

统 PCR2SSCP 在这方面的不足[ 8 ]。另外 ,传统

PCR2SSCP扩增产物中残留的引物能与单链结合 ,

在电泳过程中干扰单链的迁移率 ,对分析也有一定

的影响[9 ] ,而不对称 PCR能最大限度地消耗掉多余

的引物 ,即使有少量的引物残留 ,引物与扩增的单链

也不能结合 ,可以避免传统 PCR2SSCP在这方面的

不足。

3. 2　不对称 PCR2SSCP与基因突变检测

通过不对称 PCR2SSCP分析发现 ,碱基突变有

时只改变 DNA双链中一条链的构象 ,如本试验中 ,

M1引物的扩增片段 116 bp 处的 G→A突变只对正

链的构象有影响 ,M2引物扩增片段 61 bp 处插入 T

突变只对负链的构象有影响。不对称 PCR2SSCP

的这个特性在基因型判别上非常有用 ,可以只利用

双链中的一条 ,如 M1 引物的正链或 M2 引物的负

链就可以明确判断该个体的基因型。与传统的

PCR2SSCP相比 ,不对称 PCR2SSCP对个体基因型

的判定准确性有很大提高 ,本试验通过对 M1 引物

扩增片段 116 bp 处 G→A突变的酶切分析表明 ,不

对称 PCR2SSCP 和酶切的准确性相当。在国外 ,

Lazaro等[8 ]用不对称 PCR2SSCP 成功找到了 2 个

与 I型纤维神经瘤细胞生成有关的突变。Glavac

等[10 ]用不对称 PCR2SSCP检测了小鼠β2珠蛋白基
因 ,找到了 86 处碱基突变 ,并且发现突变碱基周围

的序列能影响 PCR2SSCP的灵敏度 ,高 GC区域如

果发生 A →G的突变能明显增加条带的迁移率 ,相

反 , G→A 突变能降低条带的迁移率。Bhide 等[11 ]

用不对称 PCR2SSCP 对突变较复杂的绵羊 OL A2
D RB 1基因的多态性进行了研究。这些研究表明 ,

不对称 PCR2SSCP 在基因突变检测上有广泛的应

用前景。

随着分子生物学技术的发展 ,将有更多新技术

应用到 PCR2SSCP 中 ,如用荧光物质标记引物 ,提

高 PCR2SSCP分辨效率的荧光 SSCP[12213 ] ,将毛细

管电泳技术与 SSCP相结合的 SSCP2CE[14215 ]等 ,这

些技术提高了 SSCP分析的自动化水平和突变的检

出效率 ,是未来突变检测的发展方向之一。
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