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代谢酶基因单核苷酸多态性两对引物
聚合酶链反应技术方法的
建立及初步应用

傅晶 杨亦荣倪晓洁 潘晓东 郑建建郑少玲林刃舆蔡明 陈必成
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·实验室研究·

【摘要】目的采用相对的两对引物一聚合酶链反应技术(PcR-cTPP)，建立简单、准确、快速、经济、大

规模检测代谢酶基因单核苷酸多态性(SNPs)的方法。方法针对I相代谢酶CYPlAl(A4889G)和Ⅱ相代

谢酶EPHXl(A416G)、NQ01(C609T)SNPs设计PCR．CTPP引物，优化PCR反应条件，将其基因分型结果与

DNA测序结果进行比对，验证准确性。用该PCR-CTPP检测方法对随机选取的183名汉族健康人进行上述

SNPs检测，并与其他健康人群进行比较。结果通过条件优化，PCR．CTPP检测方法可快速清晰地区分

CYPlAl(A4889G)、EPHXl(A416G)和NQ01(C609T)的基因型，并与DNA澳1]序结果相符合。183名汉族健

康人中，CYPlAl(A4889G)：A纯合子103例(56．3％)，G纯合子8例(4．4％)，～G杂合子72例(39．3％)；

EPHXl(A416G)：A纯合子142例(77．6％)，G纯合子4例(2．2％)，A／G杂合子37例(20．2％)；NQOI(C609T)：

C纯合子60例(32．8％)，T纯合子32例(17．5％)，C／T杂合子91例(49．7％)。基因型分布均符合

Hardy．Weinberg平衡(P>0．05)，且存在种族差异(P<0．05)。结论PCR-CTPP检测方法可简单、准确、快

速、经济、大规模地检测代谢酶基因SNPs，可用于临床和流行病学大样本筛选。

【关键词】 单核苷酸多态性；两对引物一聚合酶链反应技术；细胞色素P450酶；环氧化物水解酶；醌氧

化还原酶
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进人人体的绝大部分环境化学致癌物通过I相

代谢酶催化的氧化反应激活，而为Ⅱ相代谢酶所解

毒。研究发现，许多代谢酶都具有单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphisms，SNPs)，其表达产

物蛋白酶活性不同，催化致癌物的氧化和解毒能力

存在差异。近年来，有关代谢酶基因SNPs与肿瘤

遗传易感性的分子流行病学方面的研究已成为热

点n，。但目前缺少可简单、准确、快速、经济、大规模

地检测代谢酶基因SNPs的方法。本研究旨在通过

采用相对的两对引物一聚合酶链反应技术

(polymerase chain reaction with confronting two—pair

primers，PCR-CTPP)圜，以I相代谢酶细胞色素

P450 1A1(cytochrome P450 1A1，CYPlAl)和Ⅱ相

代谢酶环氧化物水解酶(epoxide hydrolase，

EPHXl)、醌氧化还原酶[NAD(P)H：quinone

oxidoreductase 1，NQ01]基因SNPs为检测代表，探

讨上述方法的建立。

材料与方法

1．主要试剂及仪器：Puregene DNA提取试剂盒

购于美国Gentra公司；dNTP和TaqDNA聚合酶购于

立陶宛MBI公司；琼脂糖购于美国Promega公司。

Anke TDL80—2B型飞鸽牌离心机(上海安亭科学仪

器厂)，GeneAmp PCR System 9600 PCR仪(美国

PerkinElmer公司)，DYY-1112型电泳仪(北京六一仪

器厂)，UV-2102C紫外可见分光光度计(美国Unico

公司)和Gel Doc 2000凝胶电泳成像系统(美国

Bio．Rad公司)。

2．研究对象：均来自温州地区无血缘关系、汉族

健康个体，共采集标本183份(男111份、女72份)。

抽取静脉血液2 ml，乙二胺四乙酸二钾(EDTA．囝

抗凝，4。C保存。标本采集遵循知情同意原则，签订

知情同意书。

3．DNA的提取：采用Puregene DNA提取试剂盒

提取DNA，具体操作参照其说明书。DNA提取后用

紫外可见分光光度计检测纯度和浓度，一20℃保存。

4．引物设计：根据GenBank数据库登录的

CYPlAl、EPHXl、NQ01基因序列，应用Oligo 6．0

软件设计引物，经BLAST软件分析后，最终确定12

条引物(表1)。全部引物由上海Invitrogen生物技术

有限公司合成。

5．PCR．CTPP扩增及优化：在96孔反应板中加

入反应体系10仙1，最初包含DNA模板1．0 Ixl(30～

100 n∥斗1)，dNTP 0．1 mmol／L、TaqDNA聚合酶

0．4 U、10 mmol／L"Iris—HCl(pH值8．3，25。C)、50

mmol／L KCI、2 mmol／L MgCl2、50 g／L甘油、每一引

物0．1“1(10 pmol／Ixl)。最初PCR反应条件：940C，

10 min；94。C 30 S，57℃30 S，72℃30 S，30个循

环；720C 10 min。在此基础上对反应温度、反应时

间、引物浓度、缓冲液浓度进行优化，达到通过凝胶电

泳成像系统可获得较为均一、清晰的条带的结果。

表1 CYPlAl(A4889G)、EPHXI(A416G)

和NQOI(C609T)弓I物序列

基因 引物8 引物序列(5’一3’)Tm
5

扩增
长度

(bp)

239

362

562

CYPlAl FAl GAOCH)OCAG0GlGGoCAT 60．8

(A4889G)RGl CGGAAGTG卫蛆℃GGTGAG加∞G 56．9

Rl GOCH胡『(℃1CD蛆℃Crnfl(站G 56．1

Fl AGGCAAGTDCAGGG髓GGG 57．0

EPHXl FA2 CAGCK托COGCAGGOGAT 62．6

(A416G) RG2 GCAAGGGCG，R]C硒GGTG 60．5

R2 G(K}3CA(订1≯J∞AACCTC私GCA 59．5

F2 GGCr】_ICH]()口噙00CK)CAGAT 59．0

N001 FT3 ATI'IL-qG删AAGTCITAGTAT 56．1
(C609T) RC3 CCCAATGCTATATGTCAG麟 58．1

R3 A茂rITC兀_{GT兀TH】℃C陀筒['CCrG 54．1

F3 GA(：(“UOC(埘碰GAGACllCT 57．7

注：。F表示上游引物，R表示下游引物；6为解链温度(℃)

6．PCR—CTPP产物分析：取10 ixl PCR反应产

物加入2％琼脂糖凝胶板的加样孔中，以溴化乙锭

(0．5¨g／m1)为染色剂，在100 V电压下电泳20～

25 min，最后通过凝胶电泳成像系统成像分析。

7．DNA测序验证：根据PCR—CTPP产物分析结

果，随机选取CYPlAl基因型分别为AA、AG和GG

的DNA各10、7和3例，EPHXl基因型分别为AA、

AG和GG的DNA各10、5和3例，NQ01基因型分别

为CC、CT和TT的DNA各6、9和3例，进行测序验

证。由上海Invitrogen生物技术有限公司进行DNA

测序。

8．统计学分析：基因型分布与Hardy．Weinberg

平衡的符合检验采用上海交通大学Bio—X中心的

SHEsis分析平台进行处理。1，另应用SPSS 13．0软件

完成基因型分布与欧美及其他亚洲人群比较的f检

验。P<O．05具有统计学意义，统计检验为双侧概

率检验。

结 果

1．PCR-CTPP优化：CYPlAl(A4889G)、NQ01

(C609T)反应条件优化为：94％，3 min；94％10 S，

63℃1 min，72％30 S，10个循环；94。C 10 S，61 oC
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20 S，72℃30 S，20个循环；72℃，10 min。KCI浓度

40．0 mmol／L；引物浓度FAl：4．3 pmol／Ixl、RGl：

6．4 pmol／tx 1、R1：10．6 pmol／Ix l、F1：21．3 pmoU斗1、

FT3：10 pmoU斗l、RC3：8 pmol／Ixl、R3：5 pmoY斗l、F3：

4 pmol／l山l。EPHXl(A416G)优化为：94℃，3 min；

94℃10 S，63℃1 min，72℃30 S，10个循环；94℃

10 S，61℃35 S，72℃45 S，20个循环；72℃，10 min。

引物浓度FA2：6 pmol／Ixl、RG2：20 pmol／txl、R2：

4 pmol／pl、F2：4 pmol／斗l；KCl浓度亦40．0 mmol／L。

在上述情况下可获得最为均一、清晰的条带，总反应

时间均在1．5 h内。

2．PCR—CTPP分型：在上述优化条件下，PCR—

CTPP检测方法可快速、清楚地区分CYPlAl

(A4889G)、EPHXl(A416G)和NQ01(C609T)的基

因型(图1～3)。

注：M：DNA分子质量标准； 1：AG基因型；2：GG基因型；

3：AA基因型

图1 CYPlAl(A4889G)的PCR—CTPP扩增产物

琼脂糖凝胶电泳图

注：同图1

图2 EPHXl(A416G)的PCR—CTPP扩增产物

琼脂糖凝胶电泳图

3．DNA测序验证：成功测序出上述SNPs的基

因型，随机选取的样本基因型测序验证准确率达

100％(图4—6)。

4．等位基因及基因型分布：见表2。基因型分

布均符合Hardy-Weinberg平衡(P>0．05)。

·65·

注：M：DNA分子质量标准；1：CC基因型；2：TC基因型；3：TT

基因型

图3 NQ01(C609T)的PCR．CTPP扩增产物

琼脂糖凝胶电泳图

图4 cYPlAl(A4889G)的A纯合子、A／G杂合子、

G纯合子DNA测序结果

图5 EPHXl(A416G)的A纯合子、A／G杂合子、

G纯合子DNA测序结果

图6 NQOI(C609T)的C纯合子、C／T杂合子、

T纯合子DNA测序结果

5．与其他健康人群比较：CYPlAl基因型分布 
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表2 183名汉族健康人中CYPlAl、EPHXl和NQ01

等位基因及基因型分布情况

注：‘Hardy-Weinberg平衡符合度检验，SHEsis分析平台处理

P<O．05差异具有统计学意义

与美籍高加索人川、美籍非洲人H1、欧洲人”，比较差异

均具有统计学意义()c 2—65．590，P=0．000；)c2=

57．405，P=0．ooo；f=201．893，P=o．000；P<0．05)，

而与韩国人№1比较差异无统计学意义(Z=5．916，

P=0．052，P>0．05)；EPHXl基因型分布与美籍非

洲人口，、欧洲人瞪，比较差异均具有统计学意义(z2=

21．950，P=0．000；)c2=10．915，P=0．004，P<0．05)，

而与美籍墨西哥人口】、日本人喁，比较差异无统计学意

义(X2----4．457，P=0．095；)C 2=4．983，P=0．083；P>

0．05)；NQ01基因型分布与美籍非西班牙裔高加索

人p]、瑞典人n哪比较差异均具有统计学意义(x2=

113．137，P=0．000；)c2=50．205，P--0．000；P<O．05)，

而与日本人“”比较差异无统计学意义(x2—0．902，

P=0．637；P>0．05)。

讨 论

大量分子流行病学研究已经表明，人群中肿瘤

遗传易感性除1％～2％是显性的遗传缺陷综合征所

致外，绝大部分与低危险的遗传性代谢酶基因多态

性相关，其中与第三代遗传标志SNPs的关系尤为密

X等位基因 5’NNNNNNNNN一一一

Y等位基因 5
7

NNNNNNNNN一一一

切”1。但目前缺少既具有经济性，又具有实验性的

代谢酶基因SNPs的检测方法。

PCR．CTPP作为SNPs检测的新技术，其原理是

根据SNPs位点不同的等位基因(x，y)设计相对的

两对引物口1(图7)，引物1F和1R扩增包含x，长度为

a bp的片段，x的互补核苷酸X7位于1R的3’末

端；引物2F和2R扩增包含y，长度为6 bp的片段，y

位于2F的3’末端；而引物1F和2R扩增的片段为

共同片段，长度为c bp。c=a+b一(d一1)，d是引物

2F和1R长度的和。对于XX、YY纯合子，仅能扩增

出a bp和c bp或b bp和c bp两片段；而XY杂合子能

扩增出a bp、b bp和c bp三片段。为了能清楚的分

辨，o、b和c需满足至少相差100 bp。C也不宜太长，

否则不利其片段扩增。

PCR-CTPP技术是在序列特异性聚合酶链反

应技术(polymerase chain reaction with sequence

specific primers，PCR．SSP)和多重PCR技术基础上

建立的。PCR—CTPP技术除具有PCR．SSP技术较高

的特异性、灵敏度和稳定性，及操作简单、快速、实验

结果容易判断等的优点外，因其所有引物都放在一

个反应体系中，既节省了反应体系的配置时间，又可

一次扩增更多的样本，不但加快了样本处理速度，还

减少了成本。PCR．CTPP与多重PCR技术都可一次

扩增多个等位基因，具有高效性，但PCR．CTPP技术

对引物设计及反应条件的要求更高n21。其4条引物

不但需符合前述的设计原理，还要求具有相近的解

链温度，以防止因竞争性扩增而造成纯合型的假阳

性结果；反应中也需合适的退火温度，以避免因非特

异性扩增而造成杂合型的假阳性结果。这些严格的

要求也使其比多重PCR技术具有更高的特异性。

目前研究SNPs应用最广泛的是PCR—RFLP技

术。PCR．CTPP技术与之比较，其优势为①更简

便、快速和经济。PCR．CTPP技术只需一个反应体

系，从DNA提取、PCR扩增到结果分析整个过程不

a bp———·————————◆I
NNNNNNNNNXNNNNNNNNN—·—·—- NNNNNNNNNNNNN 3

C bp

图7 PCR．CTPP技术原理示意图

b bp

一一一NNNNNNNNNNNNN 3
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到2．5 h，省去了限制性内切酶所需的消化时间及较

高的费用。②具有更广阔的检测范围。PCR．CTPP

技术不仅可应用于SNPs，亦可应用于因碱基插入或

缺失所致的多态性，也可应用于无适当限制性内切

酶的多态性，避免了待检等位基因必须有相应酶切

位点的局限。③更稳定、准确。PCR—CTPP技术引

物3’端作为引发延伸的起点，具有较高的稳定性，

一旦发生碱基错配，在恰当的PCR条件下，扩增便

不能有效进行，所形成的共同片段，作为内对照，有

效排除了假阴性，避免了内切酶不能充分消化扩增

产物的可能，从而降低了出错率。④更便于大规模

检测、易于推广。PCR．CTPP技术因具有简便、快

速、经济的特点及96孑L板的应用使其更便于大规模

检测，其在具备常规PCR条件的任何实验室都可以

开展，易于推广。然而，PCR．CTPP技术也有其局限

性，如引物设计受到SNPs位点两侧核苷酸的限制；4

条引物须有相近的解链温度增加了引物设计的难

度；和其他PCR技术一样，重复序列和假基因等的

存在亦可使引物设计变得困难。

本研究采用PeR—CTPP技术检测了I相代谢酶

CYPlAl(A4889G)和Ⅱ相代谢酶EPHXl(A416G)、

NQ01(C609T)SNPs。研究结果显示用该方法所获

得的基因型与DNA测序结果一致，基因型分布均

符合Hardy．Weinberg遗传平衡定律。CYPlAl

(A4889G)、EPHXl(A416G)和NQ01(C609T)的基

因型分布与高加索人群、非洲人群差异均具有统计

学意义，与亚洲人群差异则均无统计学意义，与其存

在种族差异相一致。

综上所述，PCR-CTPP检测方法为可简单、准

确、快速、经济、大规模地检测代谢酶基因SNPs的较

好方法，其建立和使用将有助于临床和流行病学大

样本肿瘤易感基因的筛选，对肿瘤的发生机制研究，

致癌物暴露所引发肿瘤风险的评估，做到真正个体

化的肿瘤防治都将起到积极作用。
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