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·技术与方法·
一种简易 SNP 检测方法的建立 *
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摘要 目的：建立一种快速、简单的 SNP（Single Nucleotide Polymorphisms）检测方法。方法：设计带生物素标记的扩增引物对检测

用具有单碱基差异的野生型和突变型靶序列分别进行扩增，然后通过紫外交联的方式将相应检测靶序列的探针固定在硝酸纤维

素膜上，借助 Taq 酶完成膜上单引物延伸，从而对探针捕获的靶序列进行延伸固定在膜上，最后使用生物素 - 亲和素酶联显色

(ABS-ELISA)反应肉眼观察结果。结果：阳性和阴性对照探针显示正常。野生型探针和突变型探针能够分别特异性结合靶序列，并

通过生物素和亲和素显色系统放大为一种肉眼可判断结果的检测形式。结论：建立了一种基于硝酸纤维素膜载体上进行核酸扩

增的 SNP 检测方法。
关键词：硝酸纤维素膜；核酸扩增；SNP；生物素 - 亲和素酶联显色

中图分类号：R446.6 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2011）10-1969-03

A Simplified Method of SNP Analysis*
BAO Han, ZHAO Jin-rong, WANG Qin, GUO Yan-hai, LIU Yong-lan , LEI Xiao-ying , LIANG Ping, SUN Jian-bin, YAN Zhen△

(Department of pharmacogenomics, School of pharmacy, The fourth military medical university, Xi'an 710032)
ABSTRACT Objective: To build a fast and simple method of Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) analysis. Methods: The

wild-type and mutant DNA sequences were amplified with single base pair mismatch by biotin labeled primers. Probes were crosslinked
onto nitrocellulose membrane by UV irradiation. Complementary target with biotin labeled sequence can be extend and fixed after
combined with probes on membrane by Taq DNA polymerase enzyme. After ABS-ELISA coloration, results were observed directly.
Results: Normal working system was showed by the negative and positive blots. Wild-type and mutant probe can distinguish single base
pair mismatch. And the coloration result can be judged directly. Conclusion: A method for detecting SNPs with nucleic acid
amplification based on nitrocellulose membrane was established.
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前言

SNP（Single Nucleotide Polymorphisms），即单核苷酸多态

性，是指在基因组上单个核苷酸的变异，并且形成遗传标记。
SNP 所具有的遗传特性，不仅仅与遗传病的产生，同时对癌症发

生、个体耐药性产生等都具有相关性。因此，SNP检测对某些疾病

的早期快速诊断、个体化用药、基因分型具有重要的导向意义[1-5]。

目前检测 SNP 的方法有很多。如核酸序列分析、DNA 分

子杂交、引物延伸、等位基因特异的寡核苷酸连接反应、侧翼探

针切割反应以及基于这些方法的变通技术等[1-7]。但是这些方法

均面临的问题就是除引物、探针等设计复杂外，同时需要具备

昂贵的荧光检测仪器或其他大型仪器，难以普及和应用。本实

验拟参考国内外反向斑点杂交实验、液态芯片技术原理，在核

酸扩增技术的基础上对其进行有机结合，以 HBV（hepatitis B

virus）基因序列为模式序列，分析筛选出 1 个 SNP 测试位点，

通过对靶序列的特异性捕获测试，建立了一种基于硝酸纤维素

膜载体上进行核酸扩增的 SNP 检测方法。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

乙肝患者血清来自西安交通大学第一附属医院检验科，

AP-SA（链酶亲和素 - 碱性磷酸酯酶）试剂盒和碱性磷酸酶显

色试剂盒购自碧云天公司，Taq 酶购自欣百诺公司，pMD-18T

载体购自 Takara 公司，PCR 产物纯化试剂盒购自上海生工，

NC 膜（硝酸纤维素膜）购自 Millipore 公司。
1.2 模板制备

首先将交通大学第一附属医院提供的乙肝患者血清用酚

氯仿法提取 HBV 全基因组 DNA，通过比对 HBV DNA 的 B、C
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基因型的标准序列 (D00329, AF100309, AB033554，X04615,
AB014381, M12906)，设计通用扩增引物，上游引物：5`- CTGC-
TGGTGGCTCCAGTT-3`，下游引物：Biotin-5`-GCACTAGTAA-
ACTGAGCCA-3`，预计扩增片段大小为 630bp。将 PCR 产物送

交公司进行测序，使用纯化试剂盒对 PCR 产物进行纯化。
1.3 SNP 探针及对照探针设计

根据 PCR 产物测序结果，设计并人工合成了野生型探针:
5`- polyT（10）polyC（10）-GCATAGCAGCAGGATGCAGA-3`，
突变型探针:5`- polyT（10）polyC（10）-GCATAGCAGCAGGAT-
GAAGA-3` (下划线碱基为 SNP 位点)，探针延伸序列长度为

20nt，检测区域长度为 20nt，探针全长 40nt。阳性对照序列：Bi-
otin-5`- polyT（10）polyC（10）-ACAGCACTAAGGCAAGCTAT-
TCTG-3`，阴性对照探针: 5`- polyT（10）polyC（10）-ACAGCAC-
TAAGGCAAGCTATTCTG-3`，探针 Tm 值设计为 57.43℃，探

针长度为 24nt，阳性和阴性对照序列属于扩增区域外序列，不

与靶序列互补，若阳性对照正常显色说明显色系统正常，若阴

性对照不显色，说明其序列不会造成非特异结合。
1.4 杂交膜的制备

将 NC 膜于 2XSSC 溶液中浸泡 30min，37℃烘干 2h。再将

各人工合成的探针 （10μM）1μl 均匀排布点在处理过的 NC 膜

上，裁减至 4mm×6mm 大小，80℃烘干 30min，取出后于 254nm
紫外光灯下光照 6min。使用前将该膜浸入 2%BSA 液 37℃封

闭 15min。
1.5 杂交

对扩增产物进行热变性处理：95℃水浴 5min，然后冰上放

置 3min；再将变性后的扩增产物 10μl、PCR 反应液（欣百诺公

司，TagMixMaster）20μl、ddH2O 10μl 放入干净的 PCR 反应管

中混匀，将制备好的杂交膜放入，进行固相核酸扩增反应；

60℃退火 30s；72℃延伸 30s；循环 5 次；最后 72℃延伸 3min。
1.6 洗脱与显色

固相 PCR 反应完成后，将杂交膜取出，放入洗脱液 A
（100mmol/L pH=7.5 的 Tris-Cl、300mmol/L NaCl 和 4mmol/L
Mg2Cl）中离心洗脱（转速为 30rpm，洗脱 1min），碱性磷酸酯酶

标记的亲和素反应液 （购自碧云天公司，碱性磷酸酯酶标记

Streptavidin）覆盖后，37℃条件下孵育 10min；洗脱液 A 再次洗

脱（转速 30rpm，洗脱 1min），洗脱液 B（100mmol/L pH=9.5 的

Tris-Cl、300mmol/L NaCl 和 4mmol/L Mg2Cl） 中，再离心洗脱

（转速 30rpm，洗脱 1min）；清水冲洗，显色液 （碧云天公司，

BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂盒）覆盖，看到斑点后，即用

清水中止反应。

2 结果

2.1 目标片段克隆与检测位点序列分析

将 PCR 扩增获得的 630bp 乙肝病毒基因组 DNA 片段纯

化之后克隆入 pMD-18T 载体，将重组质粒送交上海生工测序，

结果显示全片段 DNA 序列正确，对探针结合区域进行分析，成

功获得序列正确的野生型和突变型靶序列（图 1）。
2.2 目标片段的核酸扩增

对 HBV 检测片段的 PCR扩增退火温度设定在 57℃，延伸

时间为 40S。通过对凝胶电泳确认产物片段大小为 630bp（图2）。

图 1 目标片段序列图谱：A 为野生型靶序列，箭头所示为 SNP 位点;B

为突变型靶序列，箭头所示为 SNP 位点。
Fig.1 Target fragment sequence map:A is wild-type target sequence. Arrow
point out the SNP;B is mutant target sequence. Arrow point out the SNP

图 2 纯化 PCR 产物电泳结果：1 泳道为 DL2000 Marker，2 泳道为野生

型 PCR 纯化产物，3 泳道突变型 PCR 纯化产物

Fig.2 Eectroosmoisi result of purified PCR fragment：First lane is DL2000

Marker. Second lane is wild-type PCR purified fragment. Third lane is

mutant purified fragment

2.3 SNP 特异性核酸固相扩增与显色

具体探针点样模式如图 3A，经过核酸杂交温度、非特异

结合洗脱和显色条件等优化，获得良好的杂交显色结果如图

3。其中阳性对照和阴性对照显色正常，说明反应系统正常，野

生型和突变型探针能够分别特异性捕获其靶序列，两种探针对

混合靶序列模仿的 SNP 杂合子状态能够特异捕获显色。

图 3 SNP 特异性核酸固相扩增与显色：A①为阳性对照，②为阴性对

照，③为野生型探针，④为突变型探针；B 为野生型探针捕获野生型靶

序列杂交测试结果；C 为突变型探针捕获突变型靶序列杂交测试结果;
D 为野生型和突变型探针捕获混合靶序列杂交测试结果

Fig.3 SNP specific amplification and coloration based on solid phase：A①
is positive control;② is negative control;③ is wild-type probe;④ is
mutant probe；B show the result of wild-type probe captured wild-type

target sequence；C show the result of mutant probe captured mutant target
sequence；D show the result of mixed wild-type and mutant probe captured

mixed target sequence.
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3 讨论

SNP 主要是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所引

起的 DNA 序列多态性。它是人类可遗传的变异中最常见的一

种。占所有已知多态性的 90%以上。SNP 在人类基因组中广泛

存在，平均每 500～1000 个碱基对中就有 1 个，估计其总数可

达 300 万个甚至更多。近年来研究证实人体许多表型差异、对

药物或疾病的易感性等等都可能与 SNP 有关[1-6]。

目前常用的 SNP 分析方法如构象检测的单链构象多态性

检测、温度梯度凝胶电泳等、以及测序的方法如直接测序和焦

磷酸测序、另外还有荧光检测和 DNA 芯片检测等各种方法，均

面存在设计复杂、普及性差、周期长、设备昂贵的问题。本研究

将反向斑点杂交技术、固相 PCR 技术、引物延伸法、酶联显色

有机的法结合在一起，做到以 HBV 基因的为靶序列的分辨率

达到 1 个碱基的检测[8-20]。

本研究发现 Taq 酶对于探针序列 3` 末端单碱基差异识别

程度很差，考虑到 Taq 酶在链上延伸时二级结构的变化，本研

究对设计的探针所检测的位点进行了一定的位置上的测试，同

时提高了固相载体上扩增温度，最后发现将检测位点设置在 3`

末端第三个至第五个碱基并适当提高膜上扩增延伸温度时，可

以达到一个碱基差异的区分。该方法能够做到 630bp 长度靶序

列的稳定、特异性捕获。参考其他方法的检测范围，如液态芯片

建议检测范围为 300bp 以内，焦磷酸测序建议靶序列长度在

200bp 之内等，本方法具有更强更广的检测范围。另外，同基因

芯片检测、测序分析等方法相比，此方法不需要依赖大型昂贵

的检测设备，如测序仪、荧光扫描仪等。在成本上非常低廉，易

于在普通实验室和医院内普及。并且同其他方法的操作周期上

比较，该方法检测阶段的操作只需要 20 分钟左右，较所有方法

而言周期最短。综上所述，我们所建立的这种 SNP 检测方法具

有特异、敏感、廉价、快速、普及等优点。本方法还在进一步改

良，预计不仅能够做到 SNP 检测，同时也能做到多位点检测。
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