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简介-基因变异研究的重要性

简介 –  基因变异研究的重要性

人类在不同层次的个体基因组上存在差异：DNA序列在较长或较短重复单元的拷贝数中可能带有单核苷
酸多态性（SNP）的插入、缺失或变异。此外还包括DNA的共价键修饰方式的改变，比如通过CpG岛甲
基化。实时PCR提供不同的方法来检测此类不同类型的变异。 

造成人类个体差异的基因序列变异90%以上属于单核苷酸多态性（SNP）。虽然有许多SNP对细胞功能无
影响，但科学家们认为其他一些SNP可能增加人类患病的可能性或影响他们对药物的吸收。近年来，
SNP基因分型成为动植物取证、育种等领域基因研究的重要部分，特别是在药物基因组学上。

在可能存在的单碱基多态性中，A突变成T的 4级SNP是最难解决的，因为纯合基因型在其TM中的差
异最小（通常仅约为0.2°C）（有关在LightCycler® 480实时PCR系统上成功检测4级SNP的示例请参见
参考文献3,6）。

在对特异性SNP做基因分型之前（如采用测序或探针基因分型
法，详见第2节），通常先扫描整个基因或某些亚片段，查看在
相关区域是否已产生之前未知的变异。采用PCR扫描，对于没有
出现任何未知变异的区域则不必进行测序，因此可减少测序样本
的数量及成本。

另一方面，实时PCR基因分型还常被用来验证之前在测序或微阵列平台上得到的结果，此方法能从少量样
本研究全基因组转换成更有针对性的目标区域和更大量样本数量的研究。

1

SNP及其分类

单核苷酸多态性，即SNP（发音为“snips”），是基因组序列中的单核苷酸（A，T，C或G）发生变
化时产生的DNA序列变异（见表1）。被视为SNP的变异必定发生于至少1%的人群中。SNP约占
所有人基因变异的90%，发生于共300万个碱基人基因组中的每100－300个碱基。SNP可发生于基
因组的编码（基因）和非编码区。根据广泛使用的定义,SNP可被分为以下4级:

1级 SNP包括C/T和G/A转换，由此生成C::G和A::T同质双链以及C::A和T::G异源双链。

2级SNP（C/A和G/T）包括生成C::T和A::G异源双链的颠换。 

3级SNP（C/G）生成带有C::C和G::G异源双链的C::G同质双链。 

4级SNP（A/T）生成带有A::A和T::T异源双链的A::T同质双链。

定义

表1：单核苷酸多态性.

AAGCACGGATTCCA

AAGCACGAATTCCA
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在许多基因变异研究中，为了获得大量特征的标记物，必须对大量个体进行基因分型。已知SNP的等位基
因必须正确识别和称呼，同时必须检测出新产生的突变。只有稳健可靠、无需大量优化就能快速制订、操
作简便、可自动化和可扩展的方法才称得上是理想的基因分型方法。

除极少数方法外，现有的所有基因分型技术都是从PCR扩增入手的。在大部分此类技术中，第一步是对预
期的含SNP区域进行PCR扩增，以提高测定的特异性和灵敏度。在接下来的步骤中使用的方法取决于测定
的目的是发现扩增区域的未知突变（基因突变扫描），还是检查是否存在之前的实验（基因分型）中相同
设置（相关样本的靶区域）下描述的SNP。

用来检测已知突变最常用的基本方法是利用酶裂解水解探针进行的终点法基因分型。

更高级的方法是利用杂交的HybProbe或SimpleProbe探针进行的熔解曲线法基因分型。 

基因扫描用来发现含有靶基因的扩增子中的新突变。可通过加入饱和的DNA结合染料在高分辨率下分
析此类扩增子的熔解行为，方便地进行此类扫描。 

当结合DNA硫酸氢钠改良方案时，此类高分辨熔解法也适用于甲基化模式研究（参见MS-HRM 
的优缺点）以及单基因甲基化研究的亚硫酸氢钠测序（参考文献1）。

基因扫描对基因分型

小窍门

基因变异分析方法概述

Figure 2  Single nucleotide polymorphisms.
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实时PCR系统的主要特征是能显示覆盖整个PCR过程的扩增曲线。其曲线结果来自于针对靶序列结合的
水解探针裂解，或来自于在序列特异性杂交探针中观察到的熔解现象。根据所用的检测形式，利用扩增
过程的不同部分来显示基因型信息。

当使用的是等位基因特异性水解探针时，其裂解产生的信号将在扩增中积聚，其终点值可用来判定是否
存在基因型（见表3左侧部分）。 

相比之下，熔解曲线分析是在PCR之后进行的，由此生成的数据可为其产物的熔解行为提供更详细的信
息，帮助识别特异性SNP 等位基因或等位基因的不同组合（见表3右侧部分）。  

上述两种方法的详情请见下一节。

基于实时PCR的不同基因分型和基因扫描法概述.

基因变异分析方法概述

表3：采用不同基因分型方法来分析实时PCR法不同部分生成的荧光信号。
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终点法基因分型采用的是水解探针（有关这一探针形式的解释参见附录 1）。每个探针包含 2个荧光标记，
一个荧光指示剂和一个荧光淬灭剂，彼此紧靠。终点法基因分型采用两个序列特异性探针，只在检测等
位基因 X和等位基因 Y并为其标记两种不同的指示剂染料。

通过PCR扩增收集数据。但是，仅利用这两种指示剂染料的终点信号强度来识别不同的基因型。染料相
对强度可通过散点图清楚地显示出来，简化了对纯合X、纯合Y和杂合样本的识别。

1. 基本方法：终点法基因分型

检测已知突变

FAM染料检测出等位基因 X同型的样本。

VIC/HEX染料检测出等位基因 Y同型的样本。

标准设置

终点法基因分型基于双色测定法。

表4：终点法基因分型的双色检测原理

表5： 信号强度分布相似的样本被集合成一个组。可把每个组视为
一种基因型。 通过双通道（两种染料）检测每个样本的强度。（
使用LightCycler® 480 软件终点法基因分型模块。）

Allele x sample
Heterozygous sample
Allele y sample
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在终点法基因分型中，使用水解探针检测专用的试剂。LightCycler® 480 Probes Master是一种
即用型反应混合液，是在LightCycler® 480实时荧光PCR仪上的多孔板中进行水解探针检测的理
想之选。.

小窍门

检测已知突变

采用HybProbe或SimpleProbe探针的熔解曲线分析是用于研究已知变异的可靠方法（有关此类探针的详情
解释参见附录1）。无需使用等位基因特异性引物或探针；同一个探针序列可用于已检测SNP的所有等位
基因（通常为两个，但有时更多）。

随着序列特异性供体探针和受体探针在目标DNA上紧挨着结合，在FRET过程中生成相应的荧光信号。由
于在熔解曲线分析过程中温度上升，探针从模板DNA上脱落，使荧光信号减弱。在探针识别区域中发生
的单碱基变化将使探针和目标DNA单链结合的复合物发生热不稳定。因此，有序列差异（SNP等位基
因）的扩增子的熔解温度（Tm）也不同。由此可从熔解曲线形状中获得基因分型的信息。

2.  高级方法：基于熔解曲线法的基因分型

表 6：熔解曲线基因分型原理

表 7: LightCycler® 480软件中的熔解曲线基因分型
模块把熔解过程相似的样本集合成一组，并把每个
组识别为一个基因型。

Temperature

Low Medium

Mismatch

Perfect Match

allele x
heterozygous
allele y
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LightCycler® 480 Genotyping Master主要用于实时PCR，随后在LightCycler® 480分析仪上进行熔
解曲线分析。它可用来对单核苷酸多态性（SNP）进行基因分型和突变分析。特别推荐将其用于
多重测定。请注意，LightCycler® 480 Genotyping Master含有5’-3’-外切Taq DNA 聚合酶活性，因
此不可用于水解探针的终点法基因分型。

终点法基因分型是一种可快速设置且无需优化的基本方法。此类测定可由不同的供应商提供，也就是说
一般情况下用户不必费心进行测定设计。对许多目标DNA来说，其即用型引物和探针在市面上都有售，
且可在标准PCR条件下使用。因此使用水解探针的终点法基因分型作为基本方法得到了广泛使用；一体
化的反应混合液使用方便，结果解释简洁明了。 

但是，通常在每次测定中只能检测出一个突变，也就是说该技术不适用于单倍体分型（对被同一探针覆
盖的相邻SNP的结合展开研究）或含有2个以上不同等位基因的SNP。而且，该方法通常在出现非预期的
新突变时也可能会失效。最后也很重要的是，这种方法要求发生生物化学反应，而不是类似熔解曲线分
析的生物物理学反应，因此可能容易被水解反应不理想的实验条件（如样本制备不纯）所干扰。 

相比基本的水解探针分型，更高级、更灵活的熔解曲线基因分型分析能进一步详细了解复杂的基因群
体。这种方法可组合分析多个变异位点（如单倍体分型）。当用在多重测定中时，该方法可检测出多个
SNP。熔解曲线基因分型可检测新突变这一优点也有据可循（参考文献8,14）

另一方面，熔解曲线分析需要仔细进行探针设计，确保探针序列至少覆盖一个SNP，且每次测定都要优
化。此外还提供配套的软件解决方案（如LightCycler®探针设计软件）及技术支持（参见 
www.lightcycler480.com），帮助新手研究者更快掌握这种方法。

3.  基本方法和高级方法的利弊

检测已知突变

小窍门
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通过在PCR之后的高分辨率条件下收集到的熔解曲线数据，在不同用特异性探针的情况下，便可获取未
知突变有关的信息。高分辨率熔解法（HRM）只需用到PCR试剂，用于相关基因扩增的简单引物对，饱
和DNA结合染料，以及一台精准的实时PCR仪。LightCycler® 480 实时PCR系统的软硬件和试剂都已针对
此类要求进行优化。 

当存在SNP（通常为杂合）时，将在PCR、熔解和重退火后出现同源和异源双链DNA。由于杂交链之间
的序列不匹配，异源双链DNA的熔解温度不同于同源双链DNA。当使用饱和DNA结合染料，如
LightCycler® 480 ResoLight时可检测出熔解温度上的差异（表8和9），可检测出在PCR过程中形成的异源
双链（如当待测样本与特定的突变杂合时）。所以其应用范围比其他较传统的DNA染色染料－如SYBR 
Green I更为广泛。因其对PCR扩增酶不具有毒性，因此染料的高浓度对PCR无影响。高浓度染料完全掺
入样本中的dsDNA。因此，当在熔解过程中染料分子脱离dsDNA时，它们再度与其他空置位点结合的机
会微乎其微。这使得熔解过程高度相似，产生的信号也很强。在此种条件下，熔解曲线即使出现很小的
变化也会使荧光信号产生轻微但可重现的变化。

当在差异图中显示时，熔解曲线数据将识别出样本不同集群（如纯合野生型、纯合突变型和杂合型）
（表10）。

1. 原理和定义：基于高分辨率熔解曲线的基因扫描

检测未知突变

检测未知突变

表 10：PCR后高分辨率熔解生成的荧光信号分析差异图。 对原始熔解曲线数据进行归
一化处理，形成差异图。由此产生的差异图根据其熔解曲线的形状，把样本归入不同的
组。（具体示例参见LightCycler® 480基因扫描软件模块）

homozygous  
mutant  
(homoduplexes)

homozygous  
wildtype  
(homoduplexes)

heterozygous  
(homo- and  
heteroduplexes)

A B C D
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为确保基因扫描测定的有效性，必须仔细设计该实验。

我们建议按以下步骤计划和执行高分辨率熔解实验：

2. HRM 测定优化

检测未知突变

表 8：与双链DNA结合的饱和染料。由于PCR扩增的饱和，在熔解过程中没有空间进
行重定位活动，因而产生高分辨率熔解（HRM），能够明显区分不同的DNA双链.

表 9：加入饱和DNA染料的杂合体样本熔解。注意，在PCR后会同时产生同源和异源双链DNA分子，且都对产生
的荧光信号有影响。由于序列不匹配，异源双链DNA的熔解温度不同于同源双链DNA。加入饱和染料－ 如
LightCycler® 480 ResoLight Dye可检测出这一温度差异。

仔细设计实验

选择最适合的引物

样本制备标准化

优化反应混合物

优化PCR和熔解程序

用LightCycler® 480基因扫描软件分析实验数据

使用其他工具和下游技术获取更详细的信息
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若待扫描的外显子不是太长（最大长度400 bp，< 250 bp为佳），把引物放入毗连的内含子中。这
能使整个外显子作为一个扩增子进行扫描。

当外显子较长时，应将其分为多个片段（如每个约为300 bp的扩增子）。在设计这些片段的引物时
要使扩增子互相重叠。

如需要分析的只是已知多态性的某些热点或位点，选择短扩增子（<150 bp）为佳。相比500 bp扩增
子，单碱基变异对100 bp扩增子熔解行为的影响更大；因此，短扩增子更可能显示出小序列变异的
影响。

用较长的扩增子也可能检测出序列变异。但是，变异对熔解曲线形状的影响随扩增子长度的增加而
降低，当扩增子 >500 bp时通常显示多相熔解行为，进而干扰变异检测（超过2个熔解域将阻碍正常
分析）。

可利用mFOLD等工具对感兴趣序列进行二级结构预测和序列分析。同时请验证起始频率分析使用的条件
是否与PCR反应中的条件一致。

1) 仔细设计实验

被人工产物—如引物二聚体或非特异性产物污染的扩增子可能产生难以解释的结果。因此，为得到最佳
的基因扫描结果，务必仔细设计引物。精确的引物设计能确保特异性引物在预期的靶序列处结合，减少
引物二聚体的形成。引物应不在呈现二级结构的位置结合。

要得到最佳的HRM结果，不是所有现成和已公布引物都最适合的。有时建议根据实时PCR先决条件设计
新引物并加以优化，以更快地得到更准确的结果。

2) 选择最适合的引物

检测未知突变

始终使用高纯化（如HPLC纯化）引物和低引物终浓度（如各为200 nM），避免形成引物二聚体。

小窍门

同时检测多组引物有助于加快基因扫描速度。

按以下一般准则进行：

• 使用特殊软件来设计引物，如Primer3。
• 设计退火温度约为60 °C。 
• 避免可能形成引物二聚体或非特异性产物的序列。 
• 用BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）计算引物序列，确保其对目标种群和基因有特 
 异性。 
• 始终使用被HPLC 纯化的引物。
• 使用低引物终浓度（如各为200 nM），避免形成非特异性产物，如引物二聚体。 
• 检查PCR产物的特异性（如在琼脂糖凝胶上）。记住，含有引物二聚体或非特异性产物的反应
 不适合用于HRM分析。

小窍门



对于优化HRM分析，所有扩增曲线的Cp值应< 30。更重要的是，应检查所有曲线达到相似的
扩增平台期高度。盐分对DNA熔解行为有影响，务必使所有样本中的缓冲液、Mg2+ 和反应中
其他盐分的浓度尽可能保持均等。

小窍门
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检测未知突变

由于基因扫描分析对源自独立PCR的扩增子进行比较，因此必须把反应间变异降至最低。其中一种方法
是使样本制备程序标准化。每次反应所用的模板数量应相同（每20 µl 反应中使用5－30 ng模板DNA）。

由于HRM对源自独立PCR反应的扩增子进行比较，因此必须把反应间变异降至最低。减少变异的一种方
法是使样本制备程序标准化，具体做法如下：

盐离子会影响DNA熔解行为，务必使所有样本中的缓冲液、Mg2+和反应混合物中的其他盐分的浓度尽
可能保持一致。 

为确保PCR的特异性和稳定性，始终应测定各实验系统的最佳MgCO2浓度。我们建议您在进行新测定
时，把反应中的MgCO2浓度梯度稀释为1.5－3.5 mM（按每0.5 mM 递增）（表7）。 

您可核实琼脂糖凝胶上的扩增子质量，也可进行标准熔解曲线分析。 

可用LightCycler® 480 High Resolution Melting Master来简化优化过程，这种即用型的热启动反应混合液可
在 LightCycler® 480实时荧光PCR仪上生成最佳的HRM结果。

对所有样本使用相同的提取程序。 

采用可重复性高的核酸制备法。比如：
– MagNA Pure 2.0, MagNA Pure 96全自动核酸分离纯化系统或MagNA Pure Compact 全自动核酸分离纯化
系统(www.maganapure.com)- 使用High Pure系列核酸分离试剂盒（用于手工提取），如High Pure PCR 
Template Preparation试剂盒。

用分光光度测定法测定DNA样本浓度，然后根据再悬浮缓冲液浓度调整样本浓度。

在每次反应中使用相同数量的模板（每20µl 反应使用5－30 ng模板DNA）。

检查所有样本的Cp值和扩增曲线高度。

3) 样本制备标准化

4) 优化反应混合物



Touchdown PCR程序在PCR早期循环中所用的退火温度相对较高，能确保引物结合和扩增的高度准确。
在之后的循环中则降低退火温度，从而确保最终能得到足够数量的特异性PCR产物。

熔解程序： 

基因扫描实验是在熔解曲线分析模式下进行的。在设置HRM程序时应考虑以下几点： 

快速冷却混合物至40°C，促进异源双链形成，确保所有PCR产物重新组合。 

实际熔解条件视扩增子而定。在初步实验中设置较大的熔解间隔，如60－95°C。在确定产物将熔解的实
际温度后，应缩小熔解间隔，最大不超过25°C。但应确保熔解程序在预期Tm值前至少10°C开始，在预期
Tm值后至少5°C结束。

每度采集25次信号，足够得到适合HRM分析的分辨率。

PCR程序：

退火温度是指对PCR特异性和稳定性影响最大的可变热循环。

5) 优化PCR和熔解程序
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表 11：上图显示了典型的Mg2+浓度梯度实验。在此种情况下，由于Cp值较低而平台期高度偏高，3.0 mM（参见绿
色曲线）将是最佳选择。

表 12： 以上列出了touchdownPCR程序及其图示。

若您不清楚您的PCR引物的实际熔解温度（按照公式计算得到的熔解温度通常不准确，对其不
可过分依赖），最好使用范围涵盖65 °C至55 °C退火温度的touchdown PCR程序（表8）。

小窍门



在每次HRM测定中应使用阴性质控品或无模板质控品（NTC）。如可行的话，应在测定中使用含野生型
和/或突变体基因型的质控品，对结果进行核实。

在进行高分辨熔解分析之前，始终应先审核扩增数据。一般情况下，信号在一开始陡然上升后，应
在>30个相对荧光单位处趋于稳定。当Cp值低于30次循环时，表示样本材料数量足够，且扩增效率
适当。样本间的Cp值相差应不超过 5 Cp单位（约相当于1:100稀释）。

由于能够监控扩增性能，在实时荧光PCR仪上进行检测应始终优于版式循环仪扩增。 

LightCycler®480基因扫描软件通过对所有样本设置熔解前（初始荧光）和熔解后（最终荧光）信号
来统一数值，从而使原始熔解曲线数据标准化（表15）。在接下来的步骤（温度切换，表15）中，
软件将沿温度轴切换标准化曲线，以使各样本中 双链DNA完全变性的点达到平衡。

在最后一个步骤（差异图，表15）中将从参考曲线（也叫“基准曲线”）中去掉已转换的标准化曲
线，更清楚地显示熔解曲线形状的差别。在由此产生的差异图中，可把熔解曲线形状相近的样本归
入同一个组。

6) 用适合的软件分析实验数据

12
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表 13：上表显示了典型的高分辨熔解程序。

对熔解前和熔解后阶段留有足够的数据采集时间。在围绕确认的熔解温度约10°C（或更高）的
范围内采集HRM数据点。这能得到有效曲线标准化足够的基准数据点，由此将使复制子更精
确，更方便进行数据解释。

小窍门

表 14：正确设置熔解前和熔解后温度区域是明确显示HRM结
果的关键。



3. 高级应用和下游技术

1) 识别纯合样本

表 15：基因扫描分析软件模块通过以下方式进行HRM分析： 1)使原始熔解曲线数据标准化，2) 沿温度轴切换标准化曲线， 
3) 绘制各类样本间熔解曲线差异的图表。由此生成的差异图根据不同的熔解曲线形状，把样本归入不同的组。

使用软件可简化过程，提高速度和方便性以及数据质量。 

为加快实验程序设置的速度，可运行带有本文中提到的所有基因变异分析方法（终点法基因分
型，熔解曲线基因分型，基因扫描）模板的软件。

有些软件模块能结合和比较之前生成的分析结果，或能生成对多项实验结果的综合分析，可大
大增加方便性（详情参见LightCycler® 480 多板分析软件）。

小窍门

当差异图无法给出满意的结果时，应检查原始熔解曲线是否存在引物二聚体，或是否在扩增过程中生成
了非特异性副产物。

当杂合样本的扩增子（同时含有同源和异源双链）被熔解，由此产生的熔解曲线将呈现特有的形状，不
同于同源样本所产生的典型熔解曲线形状。根据单个序列，源自不同同源突变的扩增子有时会产生形状
十分相近、难以辨别的熔解曲线。

在某些情况下，若未对形状做优化，将无法区分各个同源变异。用已知数量的野生型DNA人工掺入，所
有样本可解决这一问题，从而明确地区分同源变异（表11）。
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确保实时PCR过程中所用的染料不会干扰测序过程。LightCycler® 480 ResoLight Dye扩增子可直
接用于测序反应。但在测序反应之前，我们建议先去除扩增子混合物中的dNTP和引物（如采用
高纯度PCR产物纯化试剂盒）。

小窍门

通过基因扫描可检测出相比其他样本的任何序列变异，但无法准确判定在各个等位基因中存在哪种碱基
突变。因此，大部分研究人员通过对各组中一个扩增子的测序来确定变异。

罗氏应用科学部不仅拥有实时PCR系统，您也可利用我们的新一代测序和芯片系统进行更广泛的遗传学
和基因组变异相关研究。请访问(www.454.com和www.nimblegen.com)获得更多信息。

2) 用DNA测序进行变异分型

14
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表 16：SNP分析：在PCR之前在所有未知样本中添加固定数量（10-20%）的已知同源DNA，可
识别不同同源基因型以及杂合型的熔解曲线。（蓝色：.同源野生型，红色：杂合，绿色：同源突
变型）。

samples without spiking samples without and with spiking of wt DNA 
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