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双向等位特异PCR技术及其在单核苷酸多态性研究中的应用 

周晨慧，彭惠民 

(重庆医科大学基础医学院细胞生物学及遗传学教研室 重庆市生物化学与分子药理学重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立双向等位特异PCR体系，并将其应用于单核苷酸多态性(SNP)研究工作。方法：通过美国国家生物信息中 

心(NCBI)的 Genbank获取基因序列及其相应位点的SNP信息。利用 Primer 5．0软件设计引物，并经 NCBI的 Blast2．0软件检 

验其特异性。双向等位基因特异性引物 PCR(Bi—PASA PCR)，将该技术应用于与张力蛋白在 10号染色体上同源缺失的磷酸 

酶 (PTEN)基因SNP的研究。结果：证实该技术具有较高的可靠性和优越性。结论：双向等位特异 PCR技术是一种简便、特异性 

较高、费用低廉和便于推广的 SNP检测方法，特别是在群体基因SNP研究中更有优势。 
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Application of a bidirectional amplification of specific alleles polymerase chain 

reaction technique in study of SNPs 

Zhou Chenhui，et al 

(Department of Cell Biology and Genetic，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish a bidirectional amplification of specific alleles polymerase chain reaction(Bi—PASA PCR)technique 

system and to apply this technique to study of single nucleotide polymorphism (SNP)of genes．Methods： The information of nucleotide 

sequences and their corresponding SNPs of gene were obtained from genBank of National Central of Biotechnology Inform ation．The primers 

were designed by Primer 5．0 software and their specificity W&S tested by NCBI Blast 2．0 software．Results：They successfully designed and 

established the technique system of Bidirectional amplification of specific alleles Bi-PASA． The method were applied to study SNPs of 

PTEN (phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten，PTEN)．The superiority and stability of Bi-PASA PCR technique on 

determ ining SNPs of genes have been tested． Co~tclusions：The Bi—PASA PCR technique is a new method for determ ination of SNP with 

more convenience，more specificity，less cost and easy availably and has much more advantage especially in the study of population gene 

polymorphism． 
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单核苷酸多态性 (SNP)作为第 3代遗传学标 

记，是最常见的一种遗传变异，在动植物性状遗传 

学分析和疾病相关基 因的研究 中已得到广泛应 

用。目前对 SNP的检测方法大多以PCR技术为基 

础【l'2】。但各项方法存在费用高昂或操作繁琐等缺 

点，急需一种稳定可靠 、操作简便且费用低廉的方 

法。本研究利用双向等位特异 PCR(Bidirectional 

amplification of specific alleles polymerase chain reac- 

tion，Bi—PASA PCR)技术，用于 2型糖尿病(T2DM) 
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主要研究方向：糖尿病分子遗传学。 
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与张力蛋 白在 l0号染色体上同源缺失的磷酸酶 

(phosphatase and tensin homology deleted on chromo— 

some ten，PTEN)基因第 9外显子 rs9651492错义突 

变和 5’端非翻译区 rs2673835位点的研究，取得很 

好效果。Bi—PASA PCR法以其操作简单、特异性高 、 

经济实惠等优点，为疾病基因研究提供了切实可行 

的SNP检测方法。 

1 材料与方法 

1，1 实验材料 

分别抽取 T2DM患者 l18例和正常对照 102例的外周 

血 2ml，患者样本均来源于重庆医科大学附属医院门诊 ， 
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12DM诊断遵循世界 匹 组织渗断标准 提取rI~111胞染乜体 

甚困组 DNA 于一 1 保存 所刚Taq酶 c l， 晾脂精和澳 

化乙链(EB I等I11中尉大垃 生物有限公I 提供 外 _0【r1 

细胞 l】N̂ 提取 剂禽山上拇华舜牛物 I 栏有限公司提供 

硫酸镀 ．0一巯麟己薛、EIYK,~．等试剂I相重庆医曲股衙冉限公 

· 提供 所需 I物用 Primer 5．0软件设计 fh 海生物_[ 白 

限公司台成 

1．2 方 法 

1．2 I p,2用 Bi—l’̂ ̂  lt技术研究I，FEN基 第 9外显了 

9651492 f 点 SNP 

①通过美豳NCBII美同 家 物信息巾心1『j勺GⅢ ⅧnB k获得 

婴研 究的 PTEN蕻 【q序 列 f g~nl}a【lk NO NⅥ0003I4 HIJ̈ 

sapiens aclm⋯ lgi：73765543l】 证 III,SNI’Iht ：www nf-bi 

nlm nih．g̈ ／SNPJ中选 第 9外 显子 m9651492 nnfig- 

p 斛41489C／G His—Aspl53}的f 息 ． 

誊根据研究需璺．选定包括PTEN旗困在内的梭仟陵序列片 

段作为Bi—PASA PCR技术的扩增区． 

@引物及PCR反应条件 

成用Prim r5．0软件设}十符合研究需要的4条哼I物持对 

萁进 N'tWi 根掂研究需要， 殳汁等位基因特异性曲2条内 

删引物．使 3’端碱基与SNt，位点碱基互补 以2条内删ljl 

物作为约求条件．舒别设汁两条外侧 l物(各0I物如 r轰所 

示 ) 

l 2 2歧用 Bi—P．'iSA PCR技 术讲究 tEN蛙田 rs2673835位 

点 s、 

： )仁蜚通过美国 、I．Ⅲ(美 l 家生物信息巾心)的 ” ”k 

拱得我 f『]所 娶研究n fyrl-：N壤冈 SNPm2673835(c．nti 

I·,)s8474209．'~／C)的f 息 

②根据研究需g．选定包捕 E、基 rs2673835往内的梭 

许酸序列片段作为 Bi一1，ASA法 f{技术的扩增区 

安用PrinlerS．O软件蹬 符合研 ￡需要的4荣引物 f：对其进 

"评估 根擀研究需要．滥汁等位基阳特异性的2条内侧引物． 

使其3’端诫基‘j SNI 俺点减基互补。以2条内删引物作为约 

雍条件 分别设汁两条外删 l物【择条引物如下丧所示 1 

i 2．3 PI_：n反盥体系驶反盥条件 

PCR扩增反应体系总体积 25 1．禽有基吲组 DNA 

表 l 】叩E、基因 965192和 2673835位点引物 

洼：A B引物序列巾加 字母表示为等位基因特异胜 jI物 ’端)世计的sNRA／(；)iR~jl'；t
． 点 大写粗跛字母丧 <A．B弓f物5一端I：(： 

50rig．I2．5 m~,l／I jf物 f】．fJ释0．5 __12 5 『̈nVI 引物 A．B 

荇 1 I，62 5 mI' -IN’rl 2．5 i i 5hi[1it-FLM酊 2
．5 1，10 

×H"11 瞻r 2．5 I和 0．4 L Taq聚合酶 rs9651492位点的 

PcR条什：预变性 06。1：5rain、变性 943；3 ．复 54 3(k 

延伸 72~230s 循环 32．rs2673835位点的PCR条什：预奎性 

96 ：5min、变性 94 30se~ 复 5n’：30 、延伸 72：C 30s 衔 

环 

1 3 PCR反应产物分析方法 

嗣备2％琼脂特罐殷．取 H ．iqr：物 1【) l}。样．住电fK 

却ioov，功翠5w基什 卜电淋 Il1_电非结柬 ，凝胶置于 

II．5 涅化乙锭藩液中 也 1 5ndn．将 染色凝脏嚣下凝 

腔成像系统他中规察许蹦像 

2 结 果 

I N基冈第 9外冠子 r~9651492位点错义突 

变的 PCR反应产物结果分析：基凼型 ；著其产物 

条带为217bp和 495 hp条带两条带 ；基 型 (：(：者 

则为282hp和495 bp两条带：基因型 ( 的杂合子 

产：物!l1II有217[ P 282bp、495bp3条条带(图 1] 

图 1 f1‘EN基因第9外显子r,．9651492错义突变电泳图 

c A、It为蕈凶删G／C VJ杂台子．(： I】为NI；q型 ：纯合子
， E 

} 琏 掣 ( c 世 子 } 

PI’E、基 rs2673835位点的 PCR反应产物结 

果分析：基因 AA者其产物为224bp和7651)p埘 

条带--基困型( (；者则为224bI 和7651 两条带：基 

因型 A／G的杂合子产物!I=!I』有 2241 P、5961 fl、765bp3 

条条惜(j剐2)． 

3 讨 论 

3．1 Bi—PASA PCR 原 理 

Bi—PASA PCR技 术是在等位特异 PCR法 (aI— 
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圈 2 I'FEN基因 m2673835位点电泳图 

～B为坫 Â 纯合子．I ：I)匀 型 t 纯台予．E F 

为琏『习 AI r，的杂 台 T-J 

letP一 il |IInnIm til)】l，PASA 的基础 发展 

来 p̂sA法原理是存 PCR段垃体系中．引物 A 

的3-端碱 J待删等位突变} 位点藏基瓦补，该引 

物 3。端戚基与野生型等化佗点碱基不互补 此住 

P(：R扩增时．将优先扩增“＼岔有突变 等位基因的 

序列 同理 l物 “的3。端碱基与等位野生型1=讧点碱 

基 ‘补．在 PCR扩增时 将优先扩增m包 野生 

等位壁 的宁列基冈 随后分别将扩增产物进行电 

泳 陔方法虽然可榆洲 SNP，但每检洲一份样本 

受求阿次压垃．步骤繁琐 

Bi—pASAI"． 法同PAŝ 法原理相同．不 之处 

在 『：： 

Bi—PAŝ 法可分解为两个阶段 ．第一阶段．以蟹 

围组 I)NA为模板．分别 增fn PQ．PB和f AQ片段 

第一二阶段．J乏血以 自扩增为卡，Ⅱp以 PcJ PB和 AQ 

为模板．分 1j扩增Ⅱ；PQ、PB秆1 AQ片‘段 

，在Bi—P̂ ŝ 法 巾，，共有4条引物 j图 3所示I．外 

侧引物P匍 Q分53{3位于待删等伉基 的 卜 下膊； 

删引物 ^苄Jf1 均 一段与模板 rj~l,V,j寡棱苻陡 

链和位于5’端约 l0个碱摹的C+C尾组成 引物 A 

位于 x()(代表 SNP突变位点 )序列的 -I 赫．其 

3 末端徽基与突变位点诫基 J 补；引物 B 于侍测 

等化壤 序列的r 下游 ，其 3。术端砒堪与野 t J 

s＼P位r 互补 

② ：R扩增片段．对于杂合子，可扩增出两条包含 

有野牛型和突变型SNP位电的寡核苷瞍序列．陔反 

l商将扩增 i条片段．分别为 Pq(PQ野牛型与PO 

突变型长度丰丌1司)、AI=I、PB：AQ代表 x突 变) 片 

段．BP代表野生型片段．而 PQ为公共片段 由于 

Pc) PB AcJ片段长度有【1月显差异而窬易阻别 刊于 

纯台子 (包括野生型翻纯台突堂型 )只 两条片 

段．即 A(_1和PQ片段或 PB和I)Ll片段 

3．2 Bi—PASA法的特点 

P —1  A 

B ●、  Q -一 

町 产 生 的 Pc宸 片 段  

PQ 野 佳 燕 — —  

l x表示SNP奄窭位点 片段 P l Q丹别是一 两条外删引 

物．”段  ̂ I 分 ll表 两条 内删引翱 ．1丰段 ^和 R豹 5 

端 CC尾 冀扳小 补 用斜线 是 泼 多重 H．R反l苴l 

四种．LI段．丹别是 PQ野 'I-'3 ．PQ突 空型 BI’Nf：1- 和 

I )突空 ．PQ野生弛 l P 突 蜀段K爱们同 J 

图 3 一P̂Ŝ PCFI法反应示意图 

埘条内侧等俺特异睫引物的 3‘端碱基分别 j侍 

洲位点的突变型和野生 碱甚 I 补 

萤内删引物 5。端有约 10个碱基的{；+ 垲．该序列 

可使反应从以基[ 组 DNA 楼板的扩增转向以引 

物合成产物为模板的扩增 ；亍；：且引物 5’端的 c十(： 

尾可防止在扩增早朗儿个循环后．将 PB或 Q̂作 

为引物jJl-．~ 扩增 

誊 渡反f趋 需 一个邀火温度 

．  条内删引物是他扩增产鼙 假别高转变的关 

键 

．  l̂、外侧引物证反鹿叶-的浓度壤率七H同 羟琼脂艏 

凝睦电泳．可攫定出靶基 实现了一次 PCFI反应即 

可鉴定 ·份样本 其优点为操怍简 ．实验成布低 

3 3 ：物设计 策略 

引物 】 和 Q的 rIll值J L 一片段Ii1',1 Tra值低 

疑胶电棘结果 

野生型 突变型 祭合型 

罔 4}{L—I，̂ ̂ F'CIt法电沛结果 ．坐亍生 受突变 吨台予 只 

生婀条片段 ．即 Q̂和 l QH’段 ¨ 野生 堑"殷 和 P0突变型 

片段K度枷旧 }或 PB和 PQ片段：杂台1 产生3条片段．分别 

为 j 、̂Q硬 PB片段 、 
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2O～25 ，PQ片段的长度应在 300～1000bp之间。 

引物 A和 B的Tm值比 PQ片段的Tm值约低 

35cC左右 ，此时 PCR反应可有较好的特异性和较高 

的扩增效率。 

3．4 Bi—PASA法反应 优化 

Ta(退火温度)比PQ片段的Tm值低 2O℃左右， 

或比内侧引物 A、B的Tm值高 5～7℃。较高的 Ta值 

可避免在 PCR反应中非特异性条带的产生，但可能 

会导致引物 A、B难以与模板结合。 

对引物浓度进行优化，先固定外侧引物 P、Q的 

浓度，改变内侧引物 A、B的浓度。 

PCR循环次数在 35个循环以内，32个循环即 

可达到较高的扩增效率。过多的循环次数不利于 

PCR产物的保存。 

Bi—PASA法作为一种检测 SNP行之有效的方 

法，其优点在于该方法不需要高档大型仪器设备及 

昂贵的ExTaq聚合酶，PCR反应条件简单 ，仅需一 

次 PCR反应即可完成一份样本 SNP的检测。内侧 

引物 5’端的 GC尾能有效提高 PCR反应 目的条带 

的扩增效率，同时有效减少非特异条带的产生 ，避 

免假阳性或假阴性的产生，从而更便于观察结果。 

本文应用 Bi—PASA法检测了220例汉族 自然人群 

的 PTEN基因的rs9651492和 rs2673835位点，证明 

该方法具有较高的特异性，可重复性和实验费用低 

廉等优点。而实验成功的关键在于多重 PCR反应的 

引物设计和各项反应条件优化。 

国外学者嗣应用等位特异 PCR法 (allele—specific 

amplification PASA)对肾上腺 p 受体基因上位与 
一 645到79之间的SNPs进行检测。证明该方法具有 

较高的特异性和稳定性，提出内侧引物 5端的GC尾 

有助于 PCR反应退火温度的提高，从而提高了检测 

的特异性，但应用 PASA法检测一个样本的多态性位 

点需两次 PCR反应。而本文所应用的Bi—PASA PCR 

技术检测一份样本仅需一次 PCR反应，从而实现了 

高效低成本大批量检测 SNP。经直接测序也证明 

Bi—PASA PCR法检测 SNP准确性高，特别适合于已 

知 SNP的检测和人群中突变 SNP的筛查。值得在基 

因组 SNP以及微缺失和插入研究中进一步推广。 

(通讯作者：彭惠民，重庆医科大学细胞生物学及遗传学教研室， 

400016,E—mail：penghuimin6@sohu．corn) 
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