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摘要 目的：探讨焦磷酸测序技术对单核苷酸多态性分型因测序图谱中存在的一些典型问题而导致分型结果不准确的解决方法。

方法：以 VKORC1基因 1639 G>A位点、CYP2C19基因 636 G>A位点及 UGT1A1基因 TA重复序列 (TA)6>(TA)7的多态性检测

为例，分别采用优化 PCR条件、改变测序时 dNTP的加入顺序以及设立外标校正的方法来解决上述问题，从而提高焦测序对 SNP

分型的准确性。结果：通过升高 PCR退火温度，可以显著提高 VKORC1基因的扩增特异性，降低了测序图谱中非特异性信号峰强
度；通过优化测序时 dNTP的加入顺序，CYP2C19基因 636 G>A位点的准确分型结果可通过观察测序图谱中相关信号峰的有无
而简单获得，避免了比较信号峰的相对强度；通过比较待测样本与已知基因型的外标样本的测序图谱来确定待测样本的基因型，

提高了对 UGT1A1基因 TA重复序列(TA)6>(TA)7多态性的分型准确性。结论：本文针对焦测序在测定 SNP时的常见问题所提出
的相应解决方法不仅简单、经济有效，而且在临床应用方面具有可靠性。
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Solutions to the Problems Frequently Occurring in Pyrosequencing for
Detecting Single Nucleotide Polymorphisms*

To explore the solutions to the problems of inaccurate genotyping results which may be resulted in the typi-
cal problems appearing in pyrograms during using pyrosequencing for detecting single nucleotide polymorphisms (SNPs). Tak-
ing the 1639 G>A locus in the VKORC1 gene, the 636 G>A locus in the CYP2C19 gene and the TA repeats (TA)6> (TA)7 in the
UGT1A1 gene as examples, the problems were well solved by optimizing PCR conditions, changing the dispensing order of dNTPs and
setting up external standards, respectively; the accuracy of SNP genotyping by pyrosequencing was improved significantly. The
amplification specificity of the VKORC1 gene was greatly improved by increasing the annealing temperature in PCR, and the intensities
of non-specific signal peaks in pyrograms were thus reduced. By optimizing the dispensing order of dNTPs, accurate genotypes of the
636 G>A locus in the CYP2C19 gene were simply achieved by observing the existence of signal peaks instead of comparing the relative
intensities of peaks. The genotyping accuracy of the TA repeats (TA)6>(TA)7 polymorphism in the UGT1A1 gene was improved by com-
paring the pyrogram of a sample with that of each external standard, whose genotype was known in advance. In this article,
the solutions proposed to solve the problems frequently occurring in pyrosequencing for detecting SNPs are not only easy and cost-effec-
tive, but also reliable in clinical applications.

Pyrosequencing; PCR; Single nucleotide polymorphism

前言

焦磷酸测序技术[1-7]是在 DNA聚合酶、三磷酸腺苷硫酸化

酶、荧光素酶和三磷酸腺苷双磷酸酶 4种酶的协同作用下，通

过对 DNA延伸过程中释放的焦磷酸的实时检测，进行 DNA

碱基序列测定的技术。该技术在进行 DNA序列分析时无需电

泳或荧光标记，定量性能好，适用于短序列的测定[1-4]，因此被广

泛应用于单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphism，
SNP）分型[8-11]。但是，在应用焦测序技术检测 SNP时，有时存在

分型结果不准确的问题。例如，本课题组在检测华法林个体化

用药相关标志物 VKORC1基因 1639 G>A位点（rs9923231）[12-14]

时，存在非特异性信号峰干扰分型结果判断的现象；在检测氯
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吡格雷个体化用药相关标志物 CYP2C19 基因 636 G>A 位点

（rs4986893）[15,16]时，因同质区信号峰强度与碱基个数不成比例

而难以判断分型结果；在测定伊立替康个体化用药相关标志物

UGT1A1 基因 TA 重复序列(TA)6>(TA)7（rs8175347）[17-19]时，因

背景信号较高而导致分型判断困难。为了得到准确的 SNP检

测结果，针对上述问题，分别采取了优化 PCR条件、改变焦测

序 dNTP加入顺序、设立外标校正等不同的解决方法，均获得

了准确的分型结果，有效解决了焦测序在 SNP检测中存在的

问题，显著提高了分型结果的准确性，为指导临床合理用药提

供了可靠的方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
EDC-810型基因扩增仪（东胜创新生物科技有限公司）；小

型焦磷酸测序仪（日本 Hitachi公司）。Taq DNA聚合酶、10×
PCR Buffer (Mg2+ free)、MgCl2 (25 mmol/L)、500 bp DNA Ladder

marker购自大连 TaKaRa公司；dNTPs (10 mmol/L)购自南京百

斯凯科技有限公司；琼脂糖微球（Sepharose Beads）购自美国
GE Healthcare 公司；聚乙烯吡咯烷酮（Polyvinylpyrrolidone，
PVP）、D- 荧光素 （D-Luciferin）、QuantiLum 重组荧光素酶
（Luciferase）购自美国 Promega公司；三磷酸腺苷双磷酸酶 -Ⅶ

（Apyrase- Ⅶ ）、5'- 磷 酸 化 硫 酸 腺 苷 (Adenosine 5 ' -

phosphosulfate，APS)、牛血清白蛋白（Bovine serum albumin，
BSA）、二硫苏糖醇（Dithiothreitol，DTT）购自美国 Sigma公司；

琢- 硫 代 脱 氧 腺 苷 三 磷 酸 （Deoxyadenosine alfa-thio

5'-triphosphate，dATP琢S)、dCTP、dGTP、dTTP 购 自 美 国

MyChem公司；ATP硫酸化酶（ATP-sulfurylase）、单链结合蛋白

（Single-stranded binding protein，SSBP）和 Klenow聚合酶为实

验室自表达；其它试剂均为分析纯；实验室用水均为灭菌双蒸

水。实验用 EDTA抗凝血样本由南京军区南京总医院提供。

所有引物由上海 Invitrogen公司合成，具体引物名称及序

列见表 1。

1.2 实验方法
1.2.1 基因组 DNA提取 取 650 L外周 EDTA抗凝血，采用

酚 - 氯仿法[20]提取基因组 DNA，最终溶于 40 滋L 1× TE 缓冲

液，紫外测定其浓度。

1.2.2 PCR PCR体系包括：1× PCR buffer（50 mmol/L KCl；
10 mmol/L Tris-HCl，pH 8.3）、MgCl2 1.5 mmol/L、dNTPs 200

滋mol/L、上下游引物各 0.4 滋mol/L，Taq DNA聚合酶 1.25 U，模

板 1 滋L，加水补充至 50 滋L。PCR程序：94 ℃，预变性 5 min；94

℃，30 s，55 ℃，30 s，72 ℃，30 s，35个扩增循环；72 ℃，延伸 7

min。
1.2.3 单链 DNA 模板制备 取 5 滋L Sepharose Beads加入至
40 ~ 50 滋L PCR产物中，使 Beads与 Biotin标记的 PCR产物充

分结合后，用 0.1 mol/L NaOH使 PCR产物双链变性解链。在制

备好的固相单链中，加入测序引物退火（退火程序：94 ℃，30 s；
55 ℃，3 min），制备测序模板。
1.2.4 焦测序 将制备好的单链模板加入测序反应混合液，再

依次加入 dATP琢S，dCTP，dGTP和 dTTP进行测序反应。焦测

序反应混合液组成：0.1 mol/L Tris-HAc (pH 7.7)，2 mmol/L ED-

TA，10 mmol/L Mg (Ac)2，0.1% BSA，1 mmol/L DTT，2 滋mol/L
APS，0.4 g/L PVP，0.4 mmol/L D-Luciferin，2 滋mol/L ATP-sul-

furyiase，1.6 U/mL Apyrase-Ⅶ，18 U/mL Klenow 聚合酶，43.2
mg/mL Luciferase。

2 结果与分析

2.1 非特异性信号峰的消除
利用焦测序法对华法林个体化用药相关标志物 VKORC1

基因 1639 G>A位点进行分型时，由于测序图谱中非特异性信
号峰的存在（图 1d中箭头所示信号峰；d 为对 1例样本采用
55℃退火温度扩增后测序所得的焦测序图，为了证明箭头所指
峰非 dCTP背景产生，测序时 dCTP连续加入了两次，第 2次加
入的 dCTP用来估计背景信号值），导致 SNP分型难于判断。为
了寻找非特异性峰的来源，将 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳
分析，发现扩增产物中含有非特异性扩增条带（图 2，泳道 1；图
2中右面箭头所示为目的产物的条带位置，目的产物片段大小
为 173bp），因此推测非特异性信号峰是由非特异性扩增产物
造成的。通常，非特异性扩增可能是由 PCR退火温度低所导
致。因此，为了消除非特异性扩增，从提高退火温度方面对扩增

条件进行了优化，对该例样本分别选取 55℃、60℃及 65℃作为
退火温度进行 PCR扩增，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，电泳
结果如图 2所示。从结果可知，非特异性扩增条带随退火温度
的提高而显著减少。为了得到单一的扩增产物，对该样本采用

Polymorphism Primer sequence, 5'→3'

VKORC1, 1639 G>A

CYP2C19, 636 G>A

UGT1A1, TA repeats (TA)6>(TA)7

Bio-AGGGAAATATCACAGACGCCA

AGTGATCCACCCACCTCGG

GGCGTGAGCCACCGCACC

TGCAATGTGATCTGCTCCATTAT

Bio-AGCAAAAAACTTGGCCTTACCTG

TGTAAGCACCCCCTG

Bio-AGTGAACTCCCTGCTACCTTTGTG

TCCACTGGGATCAACAGTATCTTC

GTTCGCCCTCTCCTACTTATAT

Primer name

VK-BiotinForward

VK-Reverse

VK-Sequencing

CYP2C19-Forward

CYP2C19-BiotinReverse

CYP2C19-Sequencing

UGT-BiotinForward

UGT-Reverse

UGT-Sequencing

表 1 扩增及测序引物

Table 1 Primers for amplification and sequencing
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2.2 同质区焦测序的策略

利用焦测序对氯吡格雷个体化用药相关标志物 CYP2C19

基因 636 G>A位点分型检测时，发现 SNP位点处存在同质区，

当按常规测序时先加入 dGTP再加入 dATP琢S的顺序（GAT）

进行测序时，对于 GG纯合型、GA杂合型、AA纯合型模板所

得到的理论测序图谱分别如图 3中的 a，b，c所示，除 AA纯合

型模板可通过 G信号的有无来判断外，GG纯合型与 GA杂合

型模板均需通过判断碱基的峰高比来确定基因型。当测序体系

不稳定造成信号峰比例异常时，就难以准确测定该位点的基因

型，如图 3g中箭头所示信号峰峰高比 G：A为 1：1.74，比例介

65℃作为退火温度进行扩增，扩增产物进行焦磷酸测序，测序

结果如图 1e所示，非特异性信号峰明显降低(图 1e中箭头所

示峰)，测得序列与 TT纯合型理论图谱（图 1中的 a，b，c中的
c）一致，故该样本可判断为 TT纯合型。

图 1 VKORC1基因 1639 G>A位点的理论焦测序图谱（a, b, c）和实际焦测序结果（d, e）

Fig.1 The theoretical patterns (a, b, c) and observed pyrograms (d, e) for genotyping the 1639 G>A locus in the VKORC1 gene

The sequence to be analyzed is underlined in [C/T]GGCCAAT, and the sequence of the sequencing primer is in italic.

图 2 VKORC1基因 1639 G>A位点扩增条件考察琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.2 Agarose gel electrophoresis for investigating amplification conditions of the 1639 G>A locus in the VKORC1 gene

Lane M: DNA markers; lane 1: annealing temperature 55℃ ; lane 2: annealing temperature 60℃ ; lane 3: annealing temperature 65℃ ; lane B: blank

control. The size of the target amplicon is 173 bp.
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于 GG纯合型理论比值 1：1（图 3a）和 GA杂合型理论比值 1：3

（即 0.5：1.5，图 3b）之间，SNP分型难于判断。为了准确测定该

位点的基因型，我们改变测序时 dNTP的加入顺序，即以 AT-

GAT的顺序测序，对于 3种基因型的模板，所得到的理论测序

信号峰如图 3中的 d，e，f所示，GG纯合型模板无 A和 T碱基

的信号峰，AA纯合型模板无 G及其后碱基的信号峰，而 GA

杂合型模板每个碱基都会有信号峰。这样，通过判断信号峰的

有无即可对该位点的基因型进行准确测定，而无需通过定量测

定信号峰比例来判定，使基因分型结果更加准确直观。改变

dNTP加入顺序后，对 2例实际样本的测序结果如图 3中的 h

和 i所示，分别与理论图谱 d和 e一致，因此可判断 h中的样

本为 GG纯合型，i中的样本为 GA杂合型。

图 3 采用不同碱基加入顺序测定 CYP2C19基因 636 G>A位点的理论焦测序图谱（a, b, c; d, e, f）和实际焦测序结果（g; h, i）

Fig.3 The theoretical patterns (a, b, c; d, e, f) and observed pyrograms (g; h, i) for genotyping the 636 G>A locus in the CYP2C19 gene through different

dispensing orders of dNTPs

The sequence to be analyzed is underlined in [G/A]ATCCA, and the sequence of the sequencing primer is in italic

2.3 模板重复序列测定不准确的解决方法

利用焦测序测定伊立替康个体化用药相关标志物

UGT1A1基因中 TA重复序列(TA)6>(TA)7时，需要通过循环重

复加入 dATPα S与 dTTP，测定 AT重复个数来判断该位点的

基因型。其理论测序图谱如图 4中的 a，b，c所示，在第 6次加

入 AT时（为监测 dNTP背景信号值而连续加入的相同碱基不

计），(TA)6/(TA)6纯合型样本应产生本底信号（图 4a中箭头所
示信号峰峰高比 A：T为 0：1），(TA)6/ (TA)7杂合型样本应产生

比之前 AT信号峰高度减半的信号（图 4b中箭头所示信号峰

峰高比 A：T为 0.5：1），而(TA)7/(TA)7纯合型样本应产生与之

前 AT信号峰高度一致的信号（图 4c中箭头所示信号峰峰高

比 A：T为 1：1）。然而，在实际测定时，常会因反应体系延伸不
完全造成 A和 T背景信号累加，导致第 6次加入 AT时产生较

理论信号值偏高的信号，干扰对分型结果的判断。为了解决该

问题，我们采取了平行测定已知不同基因型的外标样本的方

法，通过比较待测样本焦测序图谱与不同基因型的外标样本焦

测序图谱中相关信号峰的比例，来确定待测样本的基因型。图

4中的 d，e，f分别为对(TA)6/(TA)6纯合型外标样本、(TA)6/(TA)

7杂合型外标样本及 1例待测样本平行扩增并测序后所得到的

焦测序图，虚线所示处分别为各自图中箭头所示 T信号峰高度

的一半所在位置。图 4的 d，e中，由于延伸测序过程中 AT背

景信号的积累，当加入第 6个 A时，(TA)6/(TA)6纯合型外标样

本产生了高于背景信号值的信号，该信号与前 1个 T信号（图
4d中箭头所示 A和 T）的峰高比为 0.20：1，而非理论上的 0：1；

而(TA)6/(TA)7杂合型外标样本第 6个 A 与前 1个 T（图 4e中

箭头所示 A和 T）的信号峰高比为 0.52：1，略高于理论比值
0.5：1。图 4f中，第 6个 A与前 1个 T（图 4f中箭头所示 A 和
T）的信号峰高比为 0.51：1，与 2例外标样本的测序图谱中相关

信号峰的比例对比后，可判断图 4f中待测样本的基因型为
(TA)6/(TA)7杂合型。

3 讨论

焦磷酸测序技术是检测 SNP最为准确的方法之一，然而，

目的片段扩增的特异性、待测位点附近序列的复杂性以及测序

体系延伸效率的差异性等因素均会对 SNP测定结果的准确性

造成影响。本课题组在利用焦测序对 VKORC1 基因 1639

G>A 位点、CYP2C19基因 636 G>A 位点及 UGT1A1 基因 TA

重复序列 (TA)6>(TA)7进行多态性分型时，发现由于目的片段
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扩增特异性差、待测位点处存在同质区以及重复序列后多态性

位点处背景信号升高等问题使上述 3个位点的分型结果难以
判断。利用焦测序对 VKORC1基因 1639 G>A位点分型时，通

过提高 PCR退火温度至 65℃，可提高 PCR 扩增特异性，使扩

增产物条带单一，减少非特异性扩增产物，从而消除了焦测序

图谱中非特异性信号峰的干扰，提高了焦测序对该位点测定的

准确性；利用焦测序对 CYP2C19基因 636 G>A位点分型时，

通过改变测序时 dNTP的加入顺序，该位点的准确分型结果可

通过判断测序图谱中相关信号峰的有无而简单获得，避免了定

量判定信号峰比例，使基因分型结果更加准确直观；利用焦测

序对 UGT1A1基因中 TA重复序列 (TA)6>(TA)7进行分型时，

通过平行测定已知基因型的外标样本，依据外标样本测序图谱

中相关信号峰的高度比例来辅助判断待测样本的基因型，可使

重复序列的测定结果更加准确可靠。因此，在利用焦测序进行

SNP测定时，首先，要确保扩增片段的特异性，以保证测序结果

中不出现非特异性信号峰；其次，需要仔细分析待测位点附近

序列，合理设计 dNTP加入顺序，避免通过不易区分的信号峰

高度比例来进行 SNP分型判断；此外，在对重复序列多态性进

行分型时，要充分考虑 dNTP的延伸效率，可通过平行测定已

知基因型的外标样本作为参照来辅助判断未知样本的基因型。

本文就利用焦测序技术对 SNP测定时遇到的 3类常见问题提

出了相应的解决方法，有效提高了上述 3个与个体化用药相关
SNP位点的分型准确性，为临床更好地应用焦测序技术进行
SNP检测提供了参考。
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