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　　［摘要］　目的　基于分子信标技术设计一种新型的断接式发夹探针，利用该探针建立并优化检测
ＣＹＰ２Ｃ８基因１３９Ａ／Ｇ单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）的方法。方法　首先运用
生物信息学软件设计断接式发夹探针，合成目的探针和靶序列，再探索反应体系的最适温度和最适探针

浓度比，最后利用该方法对ＣＹＰ２Ｃ８１３９Ａ／Ｇ的 ＳＮＰ进行检测。结果　断接式发夹探针识别靶序列中
ＳＮＰ位点的最适杂交温度为４０℃，反应体系中荧光探针与淬灭探针的最适浓度比为１∶４。在最适温度
和最适探针浓度比的反应条件下，断接式发夹探针与 ＣＹＰ２Ｃ８基因原始靶序列反应体系的荧光强度为
（７６３２．０±８．７）ＲＦＵ，而与突变靶序列反应体系的荧光强度为（６４２５．７±６．１）ＲＦＵ，两者差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。结论　新型的断接式发夹探针可以有效区分原始序列和突变序列，是一种可以用于
检测ＣＹＰ２Ｃ８基因１３９Ａ／ＧＳＮＰ位点的新方法。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤［１］。手术联合

全身性化疗是改善乳腺癌患者预后和提高生存率的重

要方法。抗肿瘤药物在体内的代谢、功效和毒副作用

方面均存在显著的个体差异［２－３］。目前的研究表明，

化疗药对肿瘤患者疗效的差异与遗传因素，特别是与

药物代谢关键基因的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）关系最为密切［４］。因此，检测

和筛选这些基因中相应的 ＳＮＰ位点对于探究乳腺癌
化疗药物的疗效和个体化用药等方面均具有重要的指

导意义。

　　分子信标（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｓ，ＭＢ）是一种在５′和
３′端形成的长约８ｂｐ呈茎环结构的双标记寡核苷酸
探针，由于形似发夹又被称为发夹型 ＤＮＡ探针［５］。

典型的ＭＢ长２５ｂｐ，其中探针序列约１５ｂｐ，可与靶核
酸结合。ＭＢ的作用特点是：在正常茎环状态下不产
生荧光；当探针区域与完全互补的目标序列配对后，其

荧光基团被激发产生荧光。ＭＢ技术已经被用于实时
核酸检测、等位基因分析和临床诊断等方面［６］。ＭＢ
能发挥独特的“光开关”的作用，对单个碱基的错配、

缺失或插入突变具有极强的检测能力，因此可以将其

用于目的基因的 ＳＮＰ检测。本课题组长期关注乳腺
癌化疗药物代谢相关基因 ＳＮＰ检测方法的研究。我
们发现：ＭＢ分子由于结构限制，其两个末端分别被荧
光淬灭分子对占用，缺少将分子固定在检测载体表面
的结构，因而其应用一直受到制约。

　　本实验拟在前期研究的基础上，设计一种基于
ＭＢ技术的新型断接式发夹探针，并结合实时定量
ＰＣＲ技术，将该探针用于乳腺癌化疗药物紫杉醇和阿
霉素在肝脏代谢的相关基因 ＣＹＰ２Ｃ８的１３９Ａ／ＧＳＮＰ
突变位点分析，以期为乳腺癌患者个体化用药方案提

出新的ＳＮＰ检测方法。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和试剂
　　杂交缓冲液为 ＴＮＥｂｕｆｆｅｒ，ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ
扩增仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＣＹＰ２Ｃ８基因序列的断
接式发夹探针设计和合成（大连 ＴａＫａＲａ公司）；断接
式发夹探针序列设计软件ＤＮＡＳＩＳ版本。
１．２　实验方法
１．２．１　ＣＹＰ２Ｃ８基因序列的断接式发夹探针设计和
合成　　通过ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ查得ＣＹＰ２Ｃ８基因序列，
以该基因的原始序列和１３９Ａ／Ｇ位点ＳＮＰ突变序列分
别作为后续试验用的原始靶序列和突变靶序列，并根

据靶序列设计用于检测 ＣＹＰ２Ｃ８基因 ＳＮＰ突变的断

接式发夹探针，将探针和靶序列送至大连 ＴａＫａＲａ公
司进行合成。

１．２．２　检测体系最适杂交温度的确定　　为避免实
验假阳性结果，摸索最适杂交温度的过程中采用５个
对照反应体系进行，其中反应体系１：５μＬ荧光探针
（Ｐ１）＋４５μＬ缓冲液；反应体系２：５μＬＰ１＋２０μＬ淬
灭探针（Ｐ２）＋２５μＬ缓冲液；反应体系３：５μＬＰ１＋
２０μＬＰ２＋２５μＬ原始靶序列；反应体系４：５μＬＰ１＋
２０μＬＰ２＋２５μＬ突变靶序列；反应体系５：５０μＬ缓冲
液，反应总体积为５０μＬ。每次反应均设立阴性对照
（以无菌去离子水代替靶序列）和阳性对照（以合成的

原始靶序列代替突变靶序列）。杂交反应条件：９５℃
预变性５ｍｉｎ，然后按９８～０．８℃，每循环下降０．３℃
条件进行温度梯度杂交，读取荧光条件进行８０个循
环，反应结束后对结果进行分析。

１．２．３　最适探针浓度比的确定　　根据１．２．２所得
到的最适杂交温度，在其他杂交条件不变的情况下设

定荧光探针和淬灭探针的不同浓度比（１∶１、１∶２、１∶３
及１∶４），以确定该检测体系的最适探针浓度比。
１．２．４　断接式发夹探针用于 ＳＮＰ位点检测与荧光定
量ＰＣＲ反应　　根据之前确定的最佳反应体系，加入
终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ的荧光探针 Ｐ１，按１．２．２体系反
应。荧光定量ＰＣＲ后测定ＦＡＭ荧光强度。以不加入
模板ｃＤＮＡ的反应体系为对照组。通过对比 ＣＹＰ２Ｃ８
基因原始靶序列和１３９Ａ／Ｇ突变靶序列实验组的荧光
强度，分析断接式发夹探针用于检测 ＳＮＰ位点的可行
性。每组实验重复３次。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，实验结果中的计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间数据采用ｔ检验（检验水准α＝
０．０５）进行比较，多组间数据采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＣＹＰ２Ｃ８基因序列的断接式发夹探针序列及结构
　　根据本课题组前期构建断接式发夹探针的基本原
理，采用ＤＮＡＳＩＳ软件设计用于检测 ＳＮＰ位点的荧光
探针 Ｐ１（图１Ａ），该探针长端连接氨基基团与羧基磁
珠固定，短端连接荧光基团。同时根据荧光探针Ｐ１的
序列设计与其长端相互补的淬灭探针 Ｐ２（图１Ｂ），以
及与荧光探针 Ｐ１发夹序列互补的原始靶序列
（图１Ｃ）。由于ＣＹＰ２Ｃ８基因 ＳＮＰ在第１３９碱基处由
Ｇ突变为Ａ，因此突变靶序列与原始靶序列的差别为
第１０位碱基处由 Ｃ变为 Ｔ。按照实验计划将探针和
靶序列送至公司进行合成，序列见表１。
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Ａ：荧光探针Ｐ１的空间结构；Ｂ：淬灭探针 Ｐ２的空间结构；
Ｃ：原始靶序列的空间结构
图１　ＣＹＰ２Ｃ８基因序列的断接式发夹探针及原始靶序列

空间结构

表１　断接式发夹探针和靶序列及其特点

名称 序列
长度

（ｂｐ）
说明

荧光探针Ｐ１
５′ＧＧＴＣＧＡＴＧＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡ

ＴＴＧＡＣＧＡＣＣＴＴＴＴＴＴＴＧＧＴＧＣＧＧ３′
４４
５′ＦＡＭ荧光修饰

３′氨基修饰

淬灭探针Ｐ２５′ＣＣＧＣＡＣＣＡＡＡＡＡＡＡ３′ １４ ３′ＢＨＱＹ修饰
原始靶序列 ５′ＴＣＡＡＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＣＣＡＴ３′ ２０
突变靶序列 ５′ＴＣＡＡＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＣＣＡＴ３′ ２０

２．２　检测体系的最适温度
　　将公司合成的探针和靶序列加入杂交反应体系
中，进行温度梯度杂交，以确定探针检测 ＳＮＰ的最适
温度。结果发现随着杂交温度的下降，仅含有荧光探

针Ｐ１的反应体系（图２曲线１）其荧光强度随着温度
的降低变化不大，稳定在６５００相对荧光单位（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｕｎｉｔｓ，ＲＦＵ）以上；含有荧光探针Ｐ１与淬灭
探针Ｐ２的反应体系（图２曲线２）其荧光强度远低于
反应体系１的荧光强度，说明荧光探针Ｐ１和淬灭探针
Ｐ２在该温度范围内能够有效的杂交，继而淬灭荧光；
含有荧光探针Ｐ１、淬灭探针 Ｐ２以及原始靶序列的反
应体系（图２曲线３）的荧光强度随着温度的降低而出
现先增强后逐渐降低的趋势，表明荧光探针Ｐ１能够有
效地与原始靶序列杂交，阻止淬灭探针Ｐ２与荧光探针
的结合；而含有荧光探针Ｐ１、淬灭探针Ｐ２以及突变靶
序列反应体系（图２曲线４）的荧光强度与反应体系２
相似，也随着温度降低而减弱，证明了该荧光探针 Ｐ１
不能识别突变靶序列，且不能与突变靶序列进行杂交

而显示荧光。上述结果表明在一定范围内，温度的降

低对探针与靶序列的杂交反应有一定的影响，杂交反

应体系在４０℃附近时原始靶序列（曲线３）和突变靶
序列（曲线４）引发的ＲＦＵ差异最大，因此４０℃时杂交
反应体系鉴别原始和突变序列的效果最佳，也即检测

体系的最适温度。
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曲线１：５μＬＰ１＋４５μＬ缓冲液；曲线２：５μＬＰ１＋２０μＬ
Ｐ２＋２５μＬ缓冲液；曲线３：５μＬＰ１＋２０μＬＰ２＋２５μＬ原
始靶序列；曲线４：５μＬＰ１＋２０μＬＰ２＋２５μＬ突变靶序
列；曲线５：５０μＬ缓冲液

图２　检测体系最适温度的确定

２．３　检测体系的最适探针浓度比
　　杂交反应体系采用最适温度４０℃，进一步探索荧
光探针和淬灭探针的最适浓度比。将探针和靶序列按

照实验所设定的４个浓度配比加入荧光定量 ＰＣＲ反
应体系中，结果显示，当荧光探针和淬灭探针的浓度的

比例分别为１∶１、１∶２、１∶３和１∶４时，含有原始靶序列和
突变靶序列反应体系的相应荧光强度差值分别为

（１６７±２９．３）、（６６５±１２）、（９９７±２６．５）ＲＦＵ和
（１２５６６±１１．８）ＲＦＵ（图３）；其中１∶４组中两者的荧
光强度相差最大（图３），与其他组相比差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。能够有效地区分原始靶序列和突变
靶序列。因此，当荧光探针浓度为淬灭探针比例为１∶４
时，该反应体系检测靶序列中 ＳＮＰ位点的效果最佳，
即达到最适探针浓度比。

２．４　断接式发夹探针用于ＳＮＰ位点检测的效果
　　用于检测的杂交反应体系采用最适温度４０℃和
最适探针浓度比 Ｐ１∶Ｐ２＝１∶４，在确定好的 ＰＣＲ荧光
定量反应管内，检测原始靶序列和突变靶序列反应体

系的荧光相对表达强度。结果显示：含有原始靶序列

的反应体系荧光强度为（７６３２．０±８．７）ＲＦＵ，显著高
于含有突变靶序列的反应体系（６４２５．７±６．１）ＲＦＵ，
经比较两者差异具有显著性（Ｐ＜０．０５）。说明在最适
温度和最适探针浓度比的反应条件下，断接式发夹探

针可用于检测 ＣＹＰ２Ｃ８基因序列１３９Ａ／ＧＳＮＰ位点，
效果较好。
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Ａ：反应体系（Ｐ１∶Ｐ２＝１∶１）；Ｂ：反应体系（Ｐ１∶Ｐ２＝１∶２）；Ｃ：反应体系（Ｐ１∶Ｐ２＝１∶３）；Ｄ：反应体系（Ｐ１∶Ｐ２＝１∶４）；
曲线１：５μＬＰ１＋４５μＬ缓冲液；曲线２：５μＬＰ１＋２０μＬＰ２＋２５μＬ缓冲液；曲线３：５μＬＰ１＋相应量 Ｐ２＋
（２５μＬ相应量）缓冲液＋２０μＬ原始靶序列；曲线４：５μＬＰ１＋相应量Ｐ２＋（２５μＬ相应量）缓冲液＋２０μＬ突变
靶序列；曲线５：５０μＬ缓冲液

图３　检测体系的最适探针浓度比的确定
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曲线１：５μＬＰ１＋４５μＬ缓冲液；曲线２：５μＬＰ１＋２０μＬ
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列；曲线５：５０μＬ缓冲液

图４　断接式发夹探针检测ＳＮＰ位点的效果

３　讨论

　　使用紫杉醇、蒽环类等进行术后化疗是转移性乳
腺癌患者最常见治疗方式，但因为癌细胞的耐药性、化

疗药代谢基因的遗传多样性以及与药物之间存在复杂

的相互作用，关于乳腺癌化疗相关基因的 ＳＮＰｓ与疗
效的精确关联尚不清楚［７］。然而，通过对化疗药物代

谢相关单基因ＳＮＰ的研究，可以为乳腺癌等恶性肿瘤
的个体化用药、毒副作用及生存情况预测等方面的进

一步探索奠定基础。

　　细胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｐ４５０，ＣＹＰ４５０）酶系是

肝脏代谢的主要酶系之一，能够直接参与药物代谢，继

而影响药物疗效和安全性［８］。根据 ＣＹＰ分子上氨基
酸序列的同源性，可以将 ＣＹＰ分为不同的家族和亚
型，其中 ＣＹＰ１３家族成员是外源性物质最主要的代
谢酶［９］。ＣＹＰ１３家族中大部分亚型的基因在人群中
的分布呈遗传多态性，因此酶催化活性也具有高度变

异的特性，这是导致药物效应个体差异最主要的原

因［１０］。ＣＹＰ２Ｃ８是 ＣＹＰ２家族的一个亚型，其紫杉醇
６α羟基化的活性在不同个体间的差异可达３８倍，是
导致不同乳腺癌患者对紫杉醇、蒽环类化疗药物临床

治疗效果和药物安全性存在巨大差异的主要原因［１１］。

因此，探究ＣＹＰ２Ｃ８基因的多态性及其在药物代谢过程
中的作用对于紫杉醇和蒽环类化疗药物的临床安全性

和乳腺癌患者的个体化治疗均有十分重要的意义［１２］。

　　目前，对 ＳＮＰ位点检测的主要方法包括：基于分
子杂交的方法，如等位基因特异核苷酸片段杂交、分子

信标、动态等位基因特异杂交等［１３］；基于酶促反应或

ＰＣＲ的方法，如扩增抗拒突变系统、双向等位基因特
异性ＰＣＲ、Ｔａｑｍａｎ法等［１４］；基于分子构象的方法，如

单链构象多态性、温度梯度凝胶电泳、变性梯度凝胶电

泳等［１５］；以及直接测序法等。这些方法均各有利弊，

例如基于 ＰＣＲ技术和分子构象的方法虽然成本较低，
但往往需要再与电泳、荧光、酶免、芯片等方法相结合，

检测步骤繁琐，耗时长，且容易出现假阴性结果，直接

影响疾病诊断；基于直接测序的方法稳定性好，但费用
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颇高，不利于临床推广；基于分子杂交的方法原理较为

简明，但是在稳定性上仍有一些不足，需要技术上的改

进。本研究就是对ＭＢ技术改良的初步尝试。
　　本研究在 ＭＢ技术的基础上，首先利用生物信息
学软件设计了一种新的断接式发夹探针，该探针由一

端可以固定至目标分子而另一端带有荧光分子的主

链，以及一端可与主链互补配对而另一端带有淬灭分

子的辅助链构成。两链正好断端对接紧密靠近，形成

具有荧光共振能量转移（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＦＲＥＴ）现象的荧光淬灭分子对［１６］。这种设

计在技术上避开了传统探针茎臂修饰技术难、缺少载

体固定结构等缺点，并具有合成技术难度低、应用成本

低等优势。然后，本研究对于断接式发夹探针检测

ＣＹＰ２Ｃ８基因ＳＮＰ的反应体系进行了初步的优化，结
果显示该探针在反应温度为４０℃时，能够较好的区分
原始序列和突变序列；且进一步实验发现，当淬灭探针

的浓度为荧光探针的４倍时，原始序列的荧光强度与
突变序列相差最大，因此，该检测体系能够在最适温度

４０℃、最适探针比例（荧光探针∶淬灭探针）１∶４的条件
下准确检测出 ＣＹＰ２Ｃ８基因１３９Ａ／Ｇ的 ＳＮＰ，且前期
探针合成和后期检测操作简单、便捷，而且，还可以进

一步通过对荧光探针标记不同的荧光分子而实现多个

样品同时检测，继而实现快速高通量的检测目的。

　　综上所述，本研究基于 ＭＢ技术设计的断接式发
夹探针是一种能够快速、高通量检测 ＳＮＰ的新技术，
且已确定了其检测ＣＹＰ２Ｃ８基因多态性的最适反应温
度最适探针浓度比，为后续乳腺癌患者临床样本的

ＣＹＰ２Ｃ８基因 ＳＮＰ检测和分析奠定了理论和实验基
础。在本研究中我们也发现这种单一的断接式发夹探

针还需要锚定在一个载体上才能实现高通量、多类型

的检测目的，因此本课题组正在尝试将断接式发夹探

针结合于具有荧光信号放大、富集效应且易于被固定

的纳米磁珠上，以期这种荧光探针能尽快应用于高通

量的ＳＮＰ位点检测。
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