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基因分型技术的研究进展
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摘要 单核苦酸多 态性(SNP)是人类基因组中出现最频繁的一种遗传变异， 目 前已知的 SNP

位，是 已经超过 900 万 。 SNP 在揭示疾病分子机制的关联研究中具有重要地位，而高通量关联分析

对 SNP基因分型技术提出了更高的要求。 本文综述了 SNP基因分型技术的进展，并重点介绍了纳

米材料在基因分型中的应用以及由此衍生出的新的基因分型方法。
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遗传多态性包括短序列重复(sho口 tandem repeat, 

STR)，限制性片段长度多态性(restriction fragment 

length polymo叩hism， RFLP)和单核昔酸多态性(single

nucleotide polym orphism , SNP)等。 严格说来， SNP

是指人群中单个碱基的变化， 在人群中出现的频率超

过 1% 。 除极少数 SNP 之外大多数 SNP 只有两个

等位基因，因此分型相对容易 。 SNP 是人类基因组

中最常出现(约 68%)的遗传变异[l]，在人类基因组中

分布广泛，每一 1 000 个碱基对就有一个[2] 。 大多数

SNP 发生在非编码区域，不会改变蛋白质的功能，不

过由于分型容易并且在基因组中分布广泛， 它们已经

成为基因组研究中重要的遗传标记。 SNP 基因分型

就是确定特定 SNP 位点的基因型的过程。

生物体演化出了复杂的通路以实现各种复杂的

分子生化活动。 如果 SNP 发生在这些通路上的基因

中，就可能导致疾病易感'性的变化;也可能导致个体

对一定剂量药物治疗的反应各不相同， 这在临床上有

时会导致治疗失败或者药槐副作用，因为对于不同的

个体，药物的效率和毒性是由药物转运和代谢酶中的

变异来决定的[3] 。 为了找出基因与上述个体差异之

间的联系， 就要对病例和正常对照进行大量的SNP分

型和关联分析，比较它们的基因型的差别 。

在关联分析研究中需要对大量DNA样本中的大

量 SNP 进行基因分型。于是能否同时检测更多的

SNP或者更多的样本，成为开发基因分型方法时的关

键问题[4，5 ] 。 与此同时，成本和精确性也是必须考虑

的问题[6] 。

1 SNP分型技术
基因分型中使用的分子生物学方法己经经过了

几十年的发展。这些方法可以大致分成两类， 直接

确定等位基因的方法和利用 DNA序列特性间接区分

等位基因的方法。下面我们列出几种典型的直接确

定等位基因的 SNP分型方法和利用DNA序列特性间

接区分等位基因的 SNP 分型方法。

1.1 直接确定等位基因的方法

直接确定等位基因的方法是直接检测目标DNA

的碱基序列。这类方法的典型代表就是 Sanger 的双

脱氧末端终止测序法[7]， 曾经被用于人类基因组计划。

之后，相继开发出许多 SNP 基因分型技术，比如微测

序(minisequencing) [町、 焦磷酸泪~序(pyrosequencing) [9] 、

荧光偏振法[ 10]和荧光共振能量转移法[ 11 ]等等。

Sanger 测序法的原理是在普通的引物延伸反应

中加入 4 种不同荧光标记的双脱氧核昔三磷酸

(d ideoxynucleoside triphosph a te , ddNTP) 。 如果

ddNTP被掺入到合成链中 聚合酶就无法继续延伸这

条链，所以延伸产物中含有各种长度的带荧光的延伸

产物(图 lA)。 用电泳分离这些产物能得到目标DNA的

序列。例如， Applied Biosystems 公司的 PRISM@3 100

遗传分析仪 。

微测序可以被看成是一种短链的测序，与双脱氧

末端终止法不同的是，微测序通常只延伸 1 个碱基[8] 。

微测序技术可以和芯片技术结合起来，把3'端紧邻待

分型位点的延伸引物固定在芯片表面并只加入 4 种

带不同荧光的 ddNTP 。 延伸反应之后，体系中其余

的成分包括带荧光的 ddNTP 被洗脱，从芯片上点的

荧光类型就能确定 DNA 样品的基因型( 图 l B) 。

IlIumina 公司的 Infinium Assay 就是在微珠芯片上进

行的微测序反应 。
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(A) Sanger seq uencing 

综述

Primer 5' T T C A G 

Template DNA 3' A A G T C A ... Ç. T C ... 

• 
SNP site 

(B) Minisequencing: 

Primer 5' T T C A G 

Template DNA 3 ' AAGTC A CTCACAA 

• 
SN Psite 

(C) Pyrosequencing: 
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Direct determining SNP genotype 

A: Sanger sequencing method 111; B: minisequencing , the genotype is revealed by the fluorescent type on the chip 181; C: Pyrosequencing, the 

genotype is revealed by the ti me that fluorescence appears 191; D: FRET, change in the structure of molecu lar beacon leads to a fluorescence 

signal 111 1, The gray underlined base represents an SNP site 

除了用荧光检测微测序反应的产物，基质辅助激

光解析电离飞行时间质谱(matrix- ass i sted laser des-

0甲tionlIonization time offlight mass spectrum, MALDI­

TOFMS)和荧光偏振(fluorescence polarization)也可以

被用来检测微测序产物 。 MALDI-TOF MS 是一种

被广泛使用的质谱分析技术， 它通过分辨荷质比来识

别掺入的双脱氧核昔三磷酸(dideoxyn uc le o s ide 

triphosphate, ddNTP) [1 2] 。 使用质谱的优点在于不需

要对 dd NTP 做任何的标记， S e quenom 公 司 的

MassARRAY@ 系统就是这种检测方法的典型代表 。

荧光偏振法是在温度和溶液粘度恒定的情况下，用分

子体积变化导致的偏振荧光强度变化来标识掺入的

碱基 [ 1 0] 。 如果在微测序反应 中 使用 荧光标记的

ddNTP ， 那么掺入了一种 ddNTP 的延伸产物将产生

不同于其他 ddNTP延伸产物以及未掺入的 ddNTP 的

偏振荧光，从而可以确定 SNP 位点的基因型 。

焦磷酸测序(Pyrosequencing@)是一种用化学放光

进行 SNP 分型和序列测定的方法[9] 0 dATP 、 dCTP 、

dGTP 和 dTTP 4 种核昔被一次一种地加入到引物延

伸反应体系中 。 当加入的 dNTP 与正在延伸的模板

碱基互补时，聚合酶就会把它掺入到合成的 DNA 链

中来，并且释放一个焦磷酸分子 。 这个焦磷酸分子

是一系列后续化学放光反应的必备材料 。 如果没有

掺入 dNTP 就不会有光信号，而在加入下一种 dNTP

之前，未掺入的 dNTP 会被从反应体系中移除 。 因

此，观察导致发光的 dNTP类型就能确定 SNP 的基因

型(图 lC) 。 由于一个焦磷酸定量地对应一个掺入的

dNTP 和这种反应的单重性，焦磷酸测序尤其适合对

DNA 文库进行定量的 SNP 分型，而不适合高通量的

SNP 分析[ 1 3 ] 。
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陈鹏等: 基因分型技术的研究进展

当两种荧光基团靠得足够近，并且供体荧光基团

的发射光谱与受体荧光基团的激发光谱相重叠时，就

会发生荧光共振能量转移(fluorescence resonance en­

ergy transfer, FRET) ， 使受体发出更强的荧光，否则

受体不发光 。 分子信标(molecular beacon)的茎环结

构可以把供体和受体荧光基团拉到一起，从而发生

FRET[I I ] 。 把等位基因特异性的分子信标和目标

DNA片段杂交井观察分子信标的 F阻T现象，就能确

定 SNP 的等位基因型(图 lD) 。

1.2 利用 DNA 序列特性间接区分等位基因的方

法

利用DNA序列特性间接区分等位基因的方法是

利用一个基因的突变型和野生型等位基因在化学或

者物理性质上的不同来确定基因型，现有的方法包括

等位基因特异性杂交(allele specific hybridization , 

ASH) 、 引物延伸(primer extension , PE)和连接或酶

切方法等。

由于完全互补的双链 DNA 和有错配的双链

DNA在热力学特性上有所区别，形成的双链 DNA 稳

定性不同 。 通常情况下 ASH 区分等位基因的能力

由杂交探针的长度和序列、 SNP 位点在探针上的位

置和杂交条件决定。用等位基因特异性探针分别与

SNP位点的扩增产物杂交，检测杂交体系中的双链就

能判定等位基因的类型(图 2A) 。 由于不需要酶反应，

反应温度又恒定， ASH 特别适合在芯片表面反应，从

而实现高通量[1 4] 。 如果使用多个不同的杂交探针来

分析一个 SNP 位点， 则能提高这种方法的准确率 。

Affymetrix 的 GeneChip@就是用等位基因特异性杂交

实现高通量 SNP 分型的系列产品 。

DynaMetrix 公司的动态等位基因特异性杂交技

术(dynamic allele specific hybridization, DASHTM)通

过在温度变化的过程中实时地检测探针和聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)产物的杂交

情况， 来准确地区分 SNP 等位基因，是一种相对准

确、低成本的 SNP 分型方法[ 1 5] 。 首先，用连接生物

素等方法固定 SNP 位点 PCR 产物的一条单链，再变

性 PCR产物，把另外一条单链洗脱并抛弃， 于是试管

里就只存在 PCR 产物的一条单链。 再在试管里加入

对应一个等位基因的特异性寡核昔酸(allele specific 

oligonucleotide, ASO)探针和双链特异性染料 SYBR

Green 1 ， 在合适的条件下杂交。然后逐步加温依据

荧光强度的变化测定双链的解链，不完全互补的双链

与完全互补的双链解链的温度不同，从而把两个等位

基因区分开来。 目前， DASH 己经和芯片技术结合，

171 

实现了高通量的 SNP 基因分型 。

TaqMan@ 基因分型技术利用 DNA聚合酶的 5 ' ->

3 ' 外切活性，在 PCR 延伸过程中，降解完全互补的

ASO 探针[ 1 6] 。 聚合酶只会外切与模板完全互补的探

针，而探针的两端分别标记了荧光基团和碎灭基团，它

们在受到激发时不显荧光。当被外切后， 荧光基团

和碎灭基团分离，从而被激发出荧光(图 2 B ) 。

TaqMan@ 技术采用不同的荧光基团分别标记两种

ASO 探针，可以在单管反应中检出样本的基因型 。

TaqMan@ 技术的优势在于仅使用一个反应而且操作

简单，可以在 Applied Biosystems 公司的 Pri sm@

7900HT 荧光定量 PCR 仪上进行并读取荧光信号。

等位基因特异性 PCR (alle le specifi c PCR , 

ASPCR)把PCR扩增和ASH结合在一起，把扩增目标

DNA 片段的步骤和区分等位基因整合成一步 。 分别

用两条 3'末端碱基等位基因特异性的正向引物， 和一

条通用的反向引物， 直接以基因组为模板扩增 目标片

段 。 只有 3 ' 端与模板完全互补的引物才能保证聚合

酶延伸的效率(图 2C) 。 而基因型可以通过比较两管

反应的 PCR 产物量来确定 。 如果在两条特异性引物

5'端标记了不同的荧光基团 ASPCR就能用单管反应

得到基因型 [ 1 7 ] 。

DNA 连接酶能催化 DNA 链中磷酸二酶键的形

成，但如果待连接的两个末端存在错配，则连接效率

会非常低 。 利用这一特性，设计一对 ASO，使它们

的 3' 末端碱基分别对应 SNP 的两个等位基因。再设

斗十一个通用寡核昔酸(common oligonucleotide)，使它

的 5 ' 末端紧邻 SNP 位点 。 把它分别和两个 ASO 混

合，并与目标单链 DNA (ssDNA)杂交， 连接。如果

ASO 的 3' 末端与模板 DNA 互补，则 DNA 连接酶就

能把它跟通用寡核昔酸连接起来。否则，就无法连

接 。 通过比较连接产物的长度或者荧光信号的类型

就能准确的区分 SNP 的两个等位基因(图 2D)。这种

方法被称作寡核昔酸连接检验(oligonucleotide ligation 

assay, OLA)， 它具有高通量和低成本的特点， 尤其适合

于需要检验大量 SNP 的应用[18] 0 Applied Biosystems 

公司的SNPlex™在OLA反应之后进行PCR， 再用毛细

管电泳检测产物， 实现了多重 SNP 分型。

限制性内切酶被用于检测 RFLP，就是序列变化

导致酶识别位点的出现或者消失。 如果一个 SNP 正

好处在一个限制性酶识别位点内，并且SNP的两个等

位基因一个使得识别位点出现， 另一个使得识别位点

消失， 则这个SNP就可以用限制性酶切片段长度的变

化来确定[19] 。 用相应的限制性内切酶消化 SNP 所在
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172 综述.

Prilller 5' TT CA 

Telll plateDNA 3' AAGT. . . C A CTCACAA l' olYlllerase 

•• , \ a ------., 
(C) ASPCR: 

AS prilller 5' TTCAG T ζ5 Telllplate DNA 3' A A G T C A C T C A C A A 

5' TTCAG G 5' 

Common Oligo 
Ligate? 

(GAGTGT T )工.....--

3' AAGTC A CTCACAA < 
.h 、\

(A) AS H: 

5 ' T"于血舍一一一- ASO \ 

"l;A G TG舟-'\ . ~ -r G~
gττè þ. Þ. l \F'Ù 

Target r3 …γCTCACAA 
SN P site 

(B) TaqMan: 

(0 ) Ligation: 

ASOI 

Target ONA 

AS02 

(E) Invader: 

d 
G
C

一ρ
才
/

时
→

---------- 资

\e 

TT CAG T GAG T. .. 

TTCAGG 

Invader probe 5' T T C A G t 
Template ONA 3 ' A A G T C A C T _ç A C A A 

5 'TT CAGTG-A 
… 't 

AS02 

Fig.2 Methods of allele discrimination 

A: allele specific hybridi zation, on ly the completely complimentary probe fo rms a double strand with the target ONA [ ' 4[; B: TaqMan , di fferent 

fl uorescence is detected when the allele specific probes were degradated according to sample genotype [ '时 ; C: allele specific PCR, onl y the 

complimentary primer could be ex tended effic iently [ 17[ ; D: ligation method, complimentary ASO is ligated to a common oligonucleotide that 

cou ld be detected by length or fl uorescence [18 [; E: invader assay , complimentary oligonucleotide (ASO l ) and invader probe fo rm an overl ap 

which can be r巳cogni zed and digested by a structure specific endonuc lease. The result can be detected by FRET [201. The gray und巳rlined base 

represents an SNP site. 

区域的PCR产物，根据酶切产物的电泳条带就能确定

基因型 。 RFLP 在 SNP 基因分型中的应用受到酶识

别位点序列的限制， 不适合大规模关联分析 。

lnvader检验是另一种用酶切方法分型 SNP的方

法，与盯LP 相比，它利用结构特异性的酶切，不受酶

识别位点序列的限制[却1 0 Invader 用 3 条探针来进行

SNP 分型， 两条是等位基因特异性探针，它们的 SNP

位点互补并且有一个 5' 端的尾巴 。 另一条是 Invader

探针， 它的 3' 端与 SNP位点错配。 当它们与 DNA 模

板杂交，如果等位基因特异性探针与 SNP 位点互补，

则 Invader探针的 3' 末端碱基会与等位基因特异性探

针对应SNP位点的碱基重叠 这个结构会被结构特异

性核酸内切酶识别并切掉等位基因特异性探针 5' 端

的尾巴 。 反之， Invader 探针与等位基因特异性探针
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陈 鹏等: 基因分型技术的研究进展

不形成重叠， 就不会发生剪切(图 2E) 。 这个剪切动

作可以用荧光共振能量转移检测。 如果把 5' 端的尾

巴设计成另一个反应的 Invader 探针， 就能形成放大

效应，从而省去 PCR 扩增步骤 。

使用变性高效液相色谱(denaturing high per扣r­

mance liquid chromatography, DHPLC)观察DNA在部

分变性或者完全变性环境中的迁移率变化，也可以确

定样本基因型是杂合子还是纯合子。 SNP 位点的

PCR 扩增片段被部分变性形成同源双链和异源双

链。 如果样本是纯合子，同源双链和异源双链就都

是完全互补的双链DNA 。 而如果是杂合子的情况，

异源双链就会带有一个错配这样的双链DNA在通

过层析柱时与完全互补的同源双链有不同的停留时

间 。 因此用 DHPLC 可以快速的区分杂合子和纯合

子[2 1] 。 由于停留时间同样依赖于核酸序列， 在完全

变性条件下， DHPLC 也可以在一个层析柱里分析多

个单碱基延伸反应的产物，由此可以提高分型的通量。

2 纳米材料在基因分型中的应用

除了上面提到的基因分型方法，人们一直在寻找

更好的方法。 纳米技术的出现改变了人们对于一些

常见材料的认识。当把在宏观尺度上呈现惰性的材

料缩小到纳米尺度时，这些材料就会表现出活跃的物

理化学性质，甚至可以被用作催化剂[叫 。 虽然大部

PCR product 
E二二3 圆D

CIIJ = 

1st strand 
E二二2

田D

E二E
c:二32nd strand 

L一」 矗」

E~ 「一寸

" 
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分应用了纳米技术的分型技术仍然处于探索阶段，但

是加入了纳米材料的生物化学反应表现出的特性却

是非常诱人的。例如 加入了纳米金粒子的普通

PCR 具有更高的特异性和效率[23] 。

2.1 纳米颗粒

Au , Ag 和 Fe 的纳米粒子可以和 DNA 聚合酶

以及 ssDNA相互作用阴。 尽管过量纳米粒子对聚合酶

有抑制作用，适量纳米金粒子(Au nanoparticle, AuNP) 

还是可以使得 PCR 反应的指数扩增期更早出现[刀] 。

AuNP不仅能应用在PCR反应中， 用比色的方法

也可以实现 SNP 基因分型。 AuNP 的粒径能显著影

响纳米金胶体的颜色[25] 。 而且， 当金纳米粒子带负

电的表面被盐离子中和，斥力的消失会导致金纳米粒

子团聚， 金纳米粒子的粒径增大[26] 。 根据团聚的程

度，纳米金胶体可以呈现出从红到灰的颜色。 金纳

米粒子表面吸附的单链DNA可以防止它们聚集在一

起[27] 。 然而，双链 DNA (double strand DNA, d sD NA) 

较难吸附在金纳米粒子表面。 通过控制等位基因特

异性杂交条件，错配探针无法和目标 DNA 形成双

链。 于是杂交溶液在混入纳米金胶体和盐溶液后呈

现红色。另一方面， 互补探针和目标形成了完整的

双链，杂交溶液混合了纳米金和盐溶液之后就呈现蓝

色(图 3) (28] 。 因为杂交和检测是分开的，纳米金和

盐离子对探针和目标DNA 的影响就很小了，从而可

Denatllration 

。

Annealing 

D 

Mix with AlINP 

。

= = = = 

= = 
E二2

= = 

@ ③ 
也

= 

Fig.3 Genotyping by Au nanoparticle [281 

Post-PCR solution is mixed with allele specific probes and denatured by heating. After annealing, remain primer and complimentary probes 

forms double strands with PCR product. The solution makes gold colloid turn blue (left). While the mismatch probe is still single strand which 

can prevent AuNP from aggregation in ion solution, so the colloid remains red (right). The genotyping can be determined by the color of 

solu tion. 
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以控制杂交条件使得单个碱基的错配都无法形成双

链。这种比色的检测方法快速、简单而且灵敏，不

需要标记 DNA 。 不过， 每个反应只能检测一个 SNP

使这种方法的通量受到限制 。

还有一种比色法也可以用来区分单个碱基的错

配。把两条探针单链 DNA 分别共价连接到 AuNP 表

面。而后，携带探针的 AuNP 和目标 DNA 杂交。 形

成互补双链的探针和目标DNA将把两个纳米金粒子

拉到足够近的距离，发生团聚，从而改变溶液的颜色[29] 。

错配探针和目标的杂交溶液将保持红色。 这个检验

方法相比于前面那种基于比色的方法的优点是只需

要一步反应， 同时也具有灵敏性和易操作性 。 目前

为止，上述的这两种比色法都还没有成熟的商业产品 。

金纳米粒子也可以被用做高效的 DNA 标记 。

不同粒径的纳米金粒子具有不同的光谱吸收率。当

被标记到SNP探针末端在芯片上的一个点上发生的

探针和目标DNA 的杂交事件可以用纳米金粒子的团

聚导致的光吸收率变化来反映[川。 这种标记本身就

可以检测纳摩级(1纳摩 =10-9 摩尔)的目标 DNA。 而

且，光吸收率的变化还可以用银染来放大，也就是把

银原子还原到纳米金粒子的表面[3 1 ] 。 将带纳米金粒

子的探针和 目标 DNA 杂交过夜并经过银染放大， 50

飞摩(1飞摩 =10-1 5 摩尔)的 目标DNA也可以被检测到问。

由于具有更低的检出限 金纳米粒子标记可以替代在

芯片实验中使用的荧光标记，如 Cy3 0 而且，这种检

验所需的荧光扫描仪和点样仪都有成熟的商业产品 。

2.2 磁珠

在丢失转$J灵活性之后由超顺磁的铁纳米粒子

组成的磁珠会在它的悬浊液中形成沉淀。 人们利用

这种特性来检测特定序列的目标 DNA 。 如果磁珠由

固定在它表面的寡核昔酸相互连接，形成一个刚性的

网络结构，那么这个结构的转动灵活性就要远远低于

单个的磁珠。 设计两条分别与目标 DNA 的前半段和

后半段互补的寡核音酸，把它们分别固定在磁珠上。

这两种磁珠与一条连接寡核昔酸杂交几个小时后，试

管中就出现了 肉眼可见的棕色沉淀物(图的 [33 ] 。 这

个简单并且容易检测的手段可以用于 SNP基因分型，

用 SNP位点PCR产物的一条单链作为连接寡核昔酸，

控制杂交条件使得单个碱基的错配不能形成双链， 于

是通过观察是否出现沉淀就能判断 SNP 的基因型 。

借助于现代的精密仪器， 单分子的杂交也能用这个方

法检测。 然而，这种检测手段还需要被进一步的优

化，来开发出可靠的分型产品 。

2.3 纳米碳管

综述

人

r 
SPCInR g|e strand 

prodllct 

J严飞飞

Fig.4 Genotyping by magnetic beads 1331 

AlIele specific probes are attached to magnet ic beads. After anneal­

ing with single strand SNP PCR prodllct, complimentary PCR prod­

uct links beads to form a rigid structure. This structu re will rapidl y 

precipitate from the suspension. So the genotype could be easi ly 

determined. 

纳米碳管(carbon nanotube, CNT)被广泛应用于

微电子、药物输送和显微成像。在生物化学领域，

也有单臂纳米碳管增强 PCR 反应效率的报道[34] 。 研

究者推断纳米碳管表面可以 l吸附 DNA 聚合酶和

DNA，增加 PCR 反应发生的几率。

原子力显微镜 (atomic force microscopy , AFM) 
检测原子问的相互作用力观察DNA分子。普通 AFM

的解析力受到所用针尖的限制不足以用于观察DNA

分子 。 借助于纳米碳管针尖的帮助，得到了解析力

达到几个纳米的精细 DNA 图像[削。-个基于 AFM

的基因分型和单倍型分型方法己经被开发出来 [36] 。

在等位基因特异性探针上标记荧光素 IRD800 或者生

物素， 与基因组 DNA 杂交， 再偶联链霉素。在带纳

米碳管针尖的 AFM 下观察经过杂交的基因组 DNA。

由于链霉素和荧光素 IRD800 的平均直径分别是 1. 7

nm 和 0.7 nm，在 AFM 的图像里，它们可以被清楚地

分辨出来(图 5) 。 单个位点的基因型就可以由图像土

标记的大小来决定。 而染色单体上多个位点的单倍

型也可以通过使用多种探针以及它们的相对位置来得

到 。 由于 AFM 价格不菲， 同时分型的通量受到扫描

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

 
    

  细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志
   细

胞
生

物
学

杂
志

   细
胞

生
物

学
杂

志



陈鹏等· 基因分型技术的研究进展

〈八/'()

+ 
八八φ

C J C2 D H，晌川川…b忧M川川r时M山d副阳l四u

C J 叫份八川叫盼

C2 

SN P J SN P 2 

m放叭州川岛&

D… 

F ig.5 Genotyping by AF岛'1 [36[ 

The probes targeting different SNP sites are labeled with moJecules 

of diffe rent di ameters. The probes are hybridized to genome DNA 

Afte r wash , the molecul es are scanned by AFM . Whether there 

exists a label indicates the genotype at each SNP site. The haplo­

type can be infe rred by the sequence of labels on a chromosome 

速度的制约， 所以 目前这种方法还不能用于大规模

SNP 分型 。

2.4 量子点

在现代生物学中，使用了大量有机染料。随着

技术的进步，需要更多的灵活性和更多种类的颜色来满

足多重 SNP 分型的需要 。 现在有了量子点(quantum

dot)，它可以很好的适应这个角色[37 1 。量子点是由几

百个原子组成的半导体纳米晶体， 它们在激光的激发

下可以发出多种波长的光。与有机染料相 比， 量子

点具有高亮、 稳定和由颗粒大小决定的光谱可调的

优点 [ 38 1 。

可以把发射光的波长不重叠的量子点组合起来，
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呈现各种颜色的荧光，就像使用调色板 。 这种特性

可以被用来制造在多重基因分型中使用的生物分子

条形码， 或者说是纳米条形码l川 。 通常这些量子点

被组合在一个微珠里， 微珠发出的荧光可用流式细胞

仪来测量[401 。 当带有 Cy5 荧光的基因组扩增产物与

分别结合了对应多个 SNP 位点的等位基因特异性探

针的纳米条形码珠子杂交后， 选择合适的杂交条件，便

有一个错配的探针不能与扩增产物杂交， 此时观察所

有带有 Cy5 荧光的珠子的颜色就能得出多个位点的

SNP 基因型(图 6) 0 Invitrogen 公司的 Qdot@ 是量子

点的一个商业产品 。

3 小结与展望

相比于其他遗传标记 ， SNP 具有分布广泛 、 频

率高和两等位基因等优势。 平均来看， SNP 在人类

基因组中至少每一千个碱基对就会出现一个 。 那么

对于一个长度达到几百万碱基对的基因来说就有很

P川roductl ~叭

Genoty pe l 

川uct2 ~… 

• m 

命I -;;>主( <尘 、

使;ω
Genotype2 Genotype3 

L-; ')差:-<u SNP2 

人.q

F ig.6 Genotyp in g by q ua n tum d ots [401 

[n this example, a quantum dol bead is made Up of 3 kinds of quantum 

dots with different color. PCR products from different SNP sites are 

labeled by Cy5 dye. They are hybridi zed to the quantum dot beads 

with allele specif ic probes. The genotype is revealed by the color of 

bead with Cy5 dye. Because multiple coJors can distingui shed clearly, 

multip le SNPs can be typed in a singJe tube 
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多的 SNP 可供研究， 而实际上， SNP对蛋白质的功能

和表达水平有着显著的贡献。

SNP被大量的作为研究基因组的分子标记， 而这

些研究能否获得令人满意的结果受到一些技术方面

因素的制约，如精确性、 成本和通量。 通过改进检

验方法设计、 提升检测灵敏度和增强酶的能力 ， 人

们提出 了一些方法来解决这些问题。焦磷酸测序、

DASH 和基因芯片降低了 SNP基因分型的成本和时

间，使大样本的关联分析从中受益。

PCR仍然是缩短时间和降低成本的主要障碍，因

为大多数方法都依赖它来得到足够多的 DNA 分子。

而纳米材料的应用有机会使检测的灵敏度大大增加，

例如用银染放大纳米金信号就降低了对目标DNA浓

度的要求， 而 AFM甚至可以对单个分子分型。 虽然

基于纳米技术的 SNP基因分型还只是处于探索阶段，

我们仍可以期待在不久的未来，纳米技术与生物技术

的结合将会带来具有更好性能的 SNP基因分型技术。
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