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　　摘要:目的　探讨创造酶切位点的限制性片段长度多态检测技术 (CRS-RFLP)检测单核苷酸多态性的方法及其应

用。方法　应用 CRS-RFLP检测技术 , 检测 hOGG1c.326 位点的单核苷酸多态性 , 并与未引入错配位点时的限制性片

段长度多态检测结果进行比较。结果　CRS-RFLP的检测结果与未引入错配位点时的限制性片段长度多态的检测结果

一致。结论　CRS-RFLP 检测技术适用于已知单核苷酸多态位点的检测 , 具有较好的应用前景。
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Abstract:Objective To explore strategy for identifying single nucleotide polymorphism with technique of introducing mismatched

bases to create restriction site combined with restriction fragment length polymorphism (CRS-RFLP) and its applying.Method　With

method of CRS-RFLP , the genotype of hOGG1c.326 was identified , and the results were compared with these of RFLP not introducing

mismatched bases in primer.Result　The results were easily recognized and consistent with these of not introducing mismatched bases

in the primer.Conclusion　It suggested that this method is good for identifying found single nucleotide polymorphism extensively exist-

ing in sequence of genes.
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　　人类疾病的发生是遗传因素和环境因素共同作用

的结果 , 影响个体遗传易感性的基因多态性与疾病的

发生 、发展和预后有着密切的关系 , 阐明这些多态性

与疾病的关系 , 对探讨疾病的发病机制 , 筛检易感人

群等都具有重要意义[ 1] 。随着人类基因组测序的完

成 , 以及美国和我国环境基因组计划 (environmental

genomic project , EGP)的先后启动 , 如何有效检测广

泛存在于基因序列上的突变位点尤其是作为第三代遗

传标记的单核苷酸多态性 (single nucleotide polymor-

phisms , SNPs)也成为新的研究热点 。限制性片段长

度多态 (restriction fragment length polymorphism , RFLP)

检测技术具有操作简单 、 特异性高 、 重复性好等优

点 , 而且可以直接确定突变的部位和性质 , 特别适用

于一些小样本已知突变位点的检测[ 2] 。但是 , 并不是

所有突变位点都与其邻近碱基构成酶切序列 , 而内切

酶价格的过于昂贵也会大大增加其检测成本 , RFLP

的应用因此受到一些限制 。此时 , 可以应用引入错配

碱基创造酶切位点的限制性片段长度多态 (created

restriction site-RFLP , CRS-RFLP)的检测方法对已知突

变位点进行检测 。应用 CRS-RFLP 和 RFLP 检测方法 ,

本研究检测了与慢性苯中毒发生关系密切的 hOGG1

基因 c.326 位点的多态 , 并对 CRS-RFLP 应用时的一

些问题进行了探讨。

1　材料与方法

1.1　研究对象

为来自上海 、杭州 、 马鞍山和广州的接触苯而未

发生中毒的工人 152 名 , 其中男性 57 名 , 女性 95

名。经同意采集研究对象的外周血 3 ml , 酚-氯仿抽

提法提取 DNA 。

1.2　主要试剂及仪器

1.2.1　试剂　2×PCRmix (MBI 公司), 限制性内切

酶MspI (MBI 公司)、 Fnu4HI (NEB 公司), 琼脂糖

(BBI公司), 引物由 Sangon合成 。

1.2.2 　仪器　9600型 PCR仪 (PE公司), 微型电泳

槽 (Pharmacia Biotech , EPS1000), Gel Doc 2000 凝胶

成像仪 (Bio-RAD公司)。

1.3　方法
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CRS 是根据引物碱基错配技术设计的检测单碱基

突变的方法。其原理是根据单碱基突变位点的碱基替

代情况设计引物 , 其中一条引物根据突变位点邻近序

列设计 , 人为引入错配碱基 , 使得引物 3 ' 端和单碱

基突变的一种突变型在 PCR扩增后形成一个酶切位

点 ,然后应用相应的内切酶进行酶切鉴定[ 3] 。

1.4　序列查找及引物设计

在NCBI网站查找 hOGG1 的基因序列 (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi ? db =

Nucleotide), 根据 SNP 数据库 (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi ? db =Snp)确 定

c.326 位点发生 C※G突变的碱基 , 利用 Primer Pre-

mier 5.0 软件分别设计引入和未引入错配碱基的引物

并确定创造的酶切位点。

1.5　PCR扩增及酶切鉴定

取 50 ng 的基因组 DNA , 每个引物 0.2μmol/L , 1

×PCR mix , ddH2O组成 25μl反应体系。PCR 反应及

酶切电泳条件见表 1。PCR 扩增后 , 分别取 PCR产

物 , 加入8U内切酶和1μl 10×酶切缓冲液组成10μl

反应体系 , 37 ℃水浴中酶切 16 h , 电泳后于凝胶成

像仪紫外灯下观察成像。

2　结果
表 1　引物及扩增 、 酶切条件

片段 1 (引入错配位点) 片段 2 (未引入错配位点)

引物 F: 5′-TTGCCTTCGGCCCTGTTCCCCAAGGA-3′ 5′-ACTGTCACTAGTCTCACCAG-3′

　　R: 5′-TTGCTGGTGGCTCCTGAGCATGGCC＊G-3′ 5′-GGAAGGTGCTTGGGGAAT-3′

PCR条件
94 ℃ 5 min※ 94 ℃ 40 s, 65.5 ℃ 40 s , 72 ℃ 35 s ,

35 cycles※72 ℃延伸 10 min

94 ℃ 5 min※94 ℃ 40 s , 55 ℃ 40 s , 72 ℃ 35 s , 35 cycles※72 ℃延

伸 10 min

片段大小 168 bp 200 bp

内切酶　 MspI Fnu 4 HI

酶切条件 37 ℃, 16 h 37 ℃, 16 h

电泳条件 3%琼脂糖 , 100 V , 1 h 2 %琼脂糖 , 100 V , 40 min

　　注:下画线碱基为引入的错配碱基 , 以在目的片段中创造一酶切位点。

2.1　引物设计

查找 NCBI 的 SNP 数据库 , 获取含 hOGG1c.326

突变位点的基因序列 。hOGG1 基因 c.326位点 C※G

的突变使编码氨基酸由 Ser 替换为 Cys。突变后形成

的碱基G与邻近碱基构成Fnu 4HI能识别的酶切序列

(G CNGC), 应用引物设计软件得到片段 2 的引物。

根据突 变碱基邻近 序列的情况 (CCAAT C/G

CCGCC), 引入错配碱基以使其与邻近碱基构成可以

酶切的序列。在突变位点前的第三个碱基 A 分别用

碱基 C或G替换 , 则使原来的A-T配对分别形成 C-T

或G-T 的错配 , 此时 , 则可分别使用 NIaⅢ (CATG)

或 Bsp143Ⅰ (Mbo Ⅰ :GATC)对扩增产物进行酶切。

相类似的 , 用碱基 G替换突变位点后第二或第四个

碱基C 后设计相应的引物 , 则可使原来 C-G 配对形

成C-C错配 , 此时 , 可以分别使用MspI (CCGG)或

Taul (GCCGGC)对扩增产物进行酶切 , 见图 1。根据

内切酶的价格及能否设计出合适的引物等情况 , 我们

选择引入MspI酶切位点的引物 。

图 1　引入错配碱基创造酶切位点示意图
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2.2　hOGG1c.326 基因型的判断

片段 1经MspI酶切后可出现 168 bp 、142 bp 和 26

bp 3个片断(26 bp 片段过小而不能分辨),其中 ,野生

纯合型(Ser/Ser:CC)为142 bp和 26 bp 2个片断;突变

纯合型(Cys/ Cys:GG)为 168 bp 1个片断;杂合型(Ser/

Cys∶CG)为168 bp 、142 bp和 26 bp 3个片断(见图 2)。

片断 2经 Fnu4HI 酶切后可出现 200 bp和 100 bp 2个

片断 ,其中 ,野生纯合型(Ser/Ser:CC)为 200 bp 1个片

断;突变纯合型(Cys/ Cys:GG)为 100 bp 1 个片断;杂

合型(Ser/ Cys∶CG)为 200 bp和 100 bp 2个片断(见图

3)。可以看出 ,2条片段经不同的内切酶酶切以后 ,都

可以进行基因型的判定 ,而且结果一致 ,说明引入错配

碱基创造酶切位点的 RFLLP 方法可以有效检测基因

的单碱基突变。

M:Puc 19 DNA/MspI Marker; 1 , 3 , 4, 6 为 Ser/ Cys 基 因 型;

2 , 7为 Cys/ Cys 基因型;5为 Ser/ Ser基因型;下图同。

图 2　MspI酶切后的琼脂糖凝胶电泳图像　　

图 3　Fnu4HI酶切后的琼脂糖凝胶电泳图像

2.3　hOGG1c.326 基因型的分布情况

hOGG1c.326 各基因型的分布情况见表2 , 经检

验 P >0.50 , 说明该基因型的分布符合 Hardy-Wein-

bery 遗传平衡规律 。
表 2　hOGG1c.326 基因型的分布情况及 Hardy-Weinbery

遗传平衡吻合度检验

基因型
实际分布

频数(人)

实际分布

频率(%)

理论分布

频率(%)
∑χ2 值 P值

CC(Ser/ Ser) 18 13.24 12.71
CG(Ser/Cys) 61 44.85 45.89
GG(Cys/Cys) 57 41.91 41.40 0.05 >0.50

C 97 35.66
G 175 64.34

　　注:由于在 PCR 扩增过程中有些样本失败, 导致扩增出样本数

(136)小于样本总数(152)。

3　讨论

近年来 , 人们发展了许多用于检测基因多态性的

方法 , 较常见的有单链构象多态技术 (SSCG)、直接

测序技术 、 变性-高压液相色谱 (DHPLC)、 动态等位

基因特异杂交技术 (DASH)、 TaqMan 技术和基因芯

片技术等[ 4～ 6] , 其中很多方法在进行高通量检测方面

有着非常明显的优势 。但由于仪器昂贵 , 要求有相应

的技术平台支持 , 检测成本相对也较高 , 并不适用于

小样本已知位点的突变检测 , 由 Kan 和 Dozy 于 1978

年创建的 RFLP方法还有其实际应用意义 。

RFLP 方法是应用特定的内切酶 , 识别并切割包

含突变位点的序列 , 根据切割后片段大小的差异来判

断待检测位点的突变情况 。但是 , 有时突变位点的碱

基并不能与其邻近碱基构成酶切序列 , 通过设计相应

的包含错配碱基的引物 , 就可以在 PCR扩增后进行

基因多态的检测 。在引物设计和扩增电泳时 , 应当注

意以下问题:(1)引物的长度 , 一般 PCR反应的引

物在 15 ～ 30 bp之间 , 但应用该方法时 , 在保证引物

质量的前提下 , 可以尽量设计长一些的引物 , 这样

PCR产物酶切电泳后的分离效果要好一些 , 因而也易

于判断。(2)目的片段的长度 , PCR产物酶切后产生

的2个相邻长片段相差仅 20左右个碱基 , 为使酶切

产物能进行有效地电泳分离 , 一般以目的片段为 100

bp左右不超过 200 bp 为宜 。(3)引物的选择 , 有时

突变位点前后几个碱基都可以作为错配位点来创造酶

切序列 , 因此在设计引物时就存在多种选择情况 , 此

时 , 要根据引物序列的评分 、 碱基的错配以及内切酶

的价格和是否方便购买等情况综合判断 。有研究认

为 , PCR扩增效率因引入碱基的错配类型而不同 , 依

次为 C-G=T-G>G-G>A-G[ 7] , 在引物 3′端序列与模

板出现 G-A 、 A-G和 C-C的碱基错配情况时对 PCR的

扩增效率有显著的影响 , 甚至会影响到引物的延

伸[ 8 ,9] ;本次研究中虽然也为 C-C 的碱基错配 , 但仍

然顺利扩增出了目的片段 , 国外研究中也有类似情

况[ 10] , 因此是否要一定避开这些碱基错配情况需要

结合具体情况来定。(4)引入的错配碱基的个数 , 这

方面研究报道还较少 , 但是当 3′端的错配碱基数目增

加时 , 将严重影响到 PCR的扩增效率甚至中止引物

的延伸 , 因此应避免过多引入错配碱基 。(5)扩增和

电泳 , 由于设计引物时引入错配碱基的引物序列相对

固定 , 可选择的引物较少 , 目的片段扩增时杂带的产

生有时不可避免 , 此时可以通过升高退火温度或者调

整PCR反应体系来提高扩增的特异性。在电泳鉴定
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时 , 由于目的片段酶切后相邻 片段大小相差较少 ,

为达到较好的检测效果 , 一方面可以增加常用的琼脂

糖凝胶的浓度 (3.0%～ 3.5%)和电泳时间 , 另一方

面也可以选择高分辨率的凝胶 (如聚丙烯酰胺)进行

电泳 。

本次研究结果表明 , CRS-RFLP 是检测基因 SNP

的一种简便易行的有效方法 , 国外最早曾应用该方法

进行Kirsten鼠癌基因的突变检测[ 11] , 以后又用于苯

丙酮尿症及地中海贫血等疾病的基因突变检测。该方

法大大拓宽了 RFLP的适用范围 , 在实际应用中具有

很大的灵活性 , 同时又很好地保持了 RFLP 方法的一

些优点 , 具有较好的应用前景 , 特别适合于基层单位

开展已知位点 SNP 的检测 。应用高通量检测技术对

已知位点的 SNP 进行检测时 , 如果样本量过少 (检

测成本将增加), 也可以考虑应用该方法 。随着人们

对疾病认识的不断深入 , 对发病群体和易感人群进行

基因多态性的检测也日益广泛 。在公共卫生领域 , 通

过检测相关基因如毒物代谢酶基因 、 DNA 损伤修复

基因以及细胞周期调控基因 、 免疫因子基因等的多态

性 , 一方面可以深入研究有关环境暴露因素所致疾病

的具体发病机制 , 另一方面也可筛检易感人群来开展

有效的健康监护工作 。而对其他一些与遗传关系密切

的疾病 , 如果能明确基因突变的具体情况 , 则也可应

用该方法进行疾病的检测及辅助诊断工作。在开展这

些工作的基层单位 , 一些高通量的现代检测技术由于

仪器以及检测成本昂贵 , 需要相应的技术平台支持等

原因还较少推广应用 , 此时 , 仅需要 PCR扩增仪 、

电泳仪和成像仪等设备就可开展工作的 RFLP 技术仍

然具有较强的实际应用意义 , 利用 CRS-RFLP技术进

行已知位点 SNP 检测方法的应用 , 无疑将对基层的

疾病预防控制工作产生良好的促进作用 。
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