
书书书

遗!传!"#"$%&’(!)*+,+-."!"!#"###$!#!%$!&&% 专论与综述

收稿日期!!&&’ #! &("修回日期!!&&) &! !’
基金项目!国家自然科学基金资助!编号#*&!$&*%""%+,--./012340516708.97:670,/1+;819;1<.,92708.9.=>5897!6.?*&!$&*%""&

作者简介!汪维鹏!#("&’"$男$博士研究生$研究方向#分子遗传学(@1:)<7A#&!)B"’)#’!!**CBD78:#E-E79F"#!%?;.D
通讯作者!周国华!#(%’’"$男$研究员$研究方向#分子遗传学(@1:)<7A#&!)B"’)#’!!**CBD78:#F5G5.,"-,3:8;#?-00?HI?;9?

单核苷酸多态性检测方法的研究进展

汪维鹏#!!!倪坤仪!!周国华#!!

!#?华东医学生物技术研究所$南京!#&&&!*!?中国药科大学分析化学教研室$南京!#&&*""

摘!要!单核苷酸多态性!I89F:19,;:1.0821-.:4D./-58ID$+6J"的研究已成为人类后基因组时代的主要内容之 一(

因此建立高度自动化和高通量的+6J检测分析技术十分重要(文章系统地介绍了最新发展的几种+6J检测技术

的原理和检测平台$详细阐述了等位基因特异性杂交+内切酶酶切技术+引物延伸法+寡核苷酸连接 反 应 等+6J检

测原理$以及平板读数仪+基因芯片+微球阵列技术和质谱仪等检测平台$并对+6J高通量检测技术的 发 展 进 行 了

展望(
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!!单 核 苷 酸 多 态 性!I89F:19,;:1.0821-.:4D./B

-58ID$+6J"$继限制性片段长度多态性!/1I0/8;08.9
=/7FD190:19F05-.:4D./-58ID$\<]J"和 微 卫 星 多

态性!D8;/.I701::801-.:4D./-58ID"这两种遗传标记

之后$成 为 第 三 代 分 子 标 记(!&&#年$+6J协 会

!@51+6J>.9I./08,D"构建了含#?’!̂ #&% 个+6J+
密度达#个+6J)#?(X3的人类遗传图谱%#&$这对开

展致病基因的定位和人类起源与进化的研究非常重

要(据估计$大约有#&) 个+6J分子标记将被用于

基因功能及与疾病的相关性的关联研究%!&(如此庞

大的分析工 作 量$对 检 测 技 术 提 出 了 极 高 的 要 求(
一种理想的+6J测定方法应该具备高度自动化+高

通量+高准确性和低成本等优点(由于+6J分析在

新药研究和个体化医疗等领域中具有重大的产业价

值$许多高通量且自动化程度高的+6J检测技术应

运而生$并且得到不断的发展(



有关单核苷酸多态性检测方面的综述最近比较

多%*$’&$本文侧重介绍了几种新出现的+6J检 测 技

术的原理和检测平台$并对+6J高通量检测技术的

发展进行了展望(

#!单核苷酸多态性

单核苷酸多 态 性 是 指 基 因 组_6M中 某 一 特 定

核苷酸位置上发生转换+颠换+插入或缺失等变化$
而且 任 何 一 种 等 位 基 因 在 群 体 中 的 频 率 不 小 于

#‘%)&(通常认为+6J只 有 两 种 类 型$即 双 等 位 基

因!387::1:8;"%%&(因此$在对已知突变位点检测时只

需对+6J进行两种不同类型碱基的确认分析$而无

须对_6M片段进行全序列测定(+6J具有数量多+
分布广和 稳 定 遗 传 等 特 点(它 与 许 多 疾 病 直 接 相

关$如血友病和苯酮尿病等$是决定人类疾病易感性

和药物反应差异的主要因素(因此$+6J分析在新

药研究+个体化用药+临床检验和分子诊断等领域内

存在巨大的产业价值(

!!+6J检测技术的原理

随着对+6J研究的广泛关注$检测技术得到了

快速的发展$出现了许多+6J检测技术(它们主要

基于以下’种基本原理#!#"等位基因特异性杂交*
!!"内切酶酶切技术*!*"引物延伸法*!’"寡核苷酸

连接反应(

89:!等 位 基 因 特 异 性 杂 交#!;;(;()"(&2*2&’1<
4#272=%02$/$!+>%

!!&1D[79探 针 技 术%$&$动 态 等 位 基 因 特 异 性 杂

交!_497D8;7::1:1I-1;8=8;543/828G708.9$_M+U"%"&

和分子信标技术![.:1;,:7/317;.9I"%(&都是基于等

位 基 因 特 异 性 杂 交 原 理 的 +6J 检 测 技 术(

&1D[79探针技术%#&&是一 种 通 过 检 测J>\过 程 中

和J>\之后产生的荧光 信 号 来 区 分 等 位 基 因 类 型

的+6J检测技术(每检测一个+6J位点需要一对

&1D[79探针和一条位于待测位点上游的引物(这

对探针序列仅区别于多态性位点$其*a端连有荧光

淬 灭 剂$)a端 分 别 连 有 两 种 不 同 的 荧 光 染 料(在

J>\扩增过程中$利用&1D酶)a核酸酶活性降解与

目标序列完全互补的探针$使荧光剂与淬灭剂分离

而发出荧光(如果探针与目标序列间存在错配$就

会大大减少荧光的释放量(&1D[79探针技术最突

出的优点是不需要分离或洗脱等J>\后处理过程$
从而提高了检测速度(确保准确分型的难点在于探

针的设计(21R.X等%##&采用_6M小沟结合分子提

高了检测的成功率(

_M+U是由U.E1::等%"&于#(((年建立的$其原

理是首先将 标 记 有 荧 光 染 料 的 探 针 与 目 标 序 列 配

对$然后测定互补双链所发出的荧光强度与反应体

系的温度 之 间 的 关 系 曲 线(当 温 度 达 到 变 性 温 度

时$荧光强度迅速减弱*存在错配碱基的互补双链的

变性温度低于不含错配碱基的双链*这样就可以通

过测定互补双链的变性温度来判断互补双链中是否

含有错配碱基(两年后$他们建立了_M+U设 计 标

准%#!&$包括通过重新设计引物来减少扩增产物的二

级结构$并对之前检测失败的%次实验重新进行考

察$重 复 性 达#&&‘$#!&&次 检 测 的 准 确 度 超 过

((b(‘(到!&&*年$他们利用*"’孔和#)*%孔聚

丙烯微 阵 列 膜 使 得 检 测 通 量 大 大 提 高$同 时 采 用

,8<\C@-技 术 增 强 荧 光 信 号$并 将 其 称 之 为_M+UB
!$即第二代_M+U%#*&(

分子信标技术是由@47F8等%#’&于#((%年建立

的$其基本原理如图#所示(分子信标是一个W型

单链寡核苷酸探针$内部有部分序列互补配对$在探

针的两端分别带有荧光素和淬灭剂(探针与目标序

列互补之前$由于荧光素和淬灭剂在空间结构上靠

得很近$不会产生荧光*探针与目标序列完全互补配

对后$荧光素与淬灭剂分开而产生荧光*如果探针与

目标序列之间存在错配碱基$就不会产生荧光(可

以通过标记不同颜色的荧光染料来达到同时检测多

个+6J的目的(由 于 这 种 技 术 在 单 碱 基 突 变 检 测

中显示出了非常高的特异性$两年之后$他们将这种

技术应用到 了+6J检 测 中%#)$#%&(为 了 能 在 同 一 管

中同时检测更多的目的序列$他们又发展了多色荧

光标记%#$&和波长转移分子信标%#"&$如通过’种不同

颜色的荧光标记$在同一扩增反应中同时检测’种

单碱基突变类型$特异性很好(但是$适合于荧光标

记的染料较少$这大大限制了检测通量(后来$一些

研究小组将分子信标固定在固体表面$制成了_6M
生物传感器%#($!&&(这一技术的应用$使得高通量检

测成为可能(

!"" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图:!分子信标技术检测+,-的原理

?239:!+,-3(/$01"2/3)&’(@($*@$;(&A;%#4(%&$/)

898!内切酶酶切技术#B/7$/A&;(%)(723()02$/%
基于酶切原 理 的+6J检 测 技 术 有\<]J+随 机

扩 增 多 态 性 _6M!/792.D7D-:8=8;708.9-.:4D./B

-58ID_6M$\MJ_"和 引 物 入 侵 分 析 技 术!Q9Z721/
7II74"%!#&等(\<]J和\MJ_是两种比较成熟的技

术$已 经 有 很 多 相 关 介 绍%!!&(]47D8;51Z等%!#&于

#(((年提出了引物入侵分析技术(基本原理如图!
所示$每一反应体系包括一对等位基因特异性探针

和一条位于 待 测+6J位 点 上 游 的 入 侵 探 针(如 果

等位基因特异性探针与目标序列完全互补$则与入

侵探针的*a端在+6J位点处重叠$一种特殊的内切

酶就能识别这种三级结构并将其切除$释放出等位

基因所特有的尾序列$它又可以作为入侵探针参加

下一轮反应$从而增强了荧光信号(被切除的尾序

列的)a端带有等位基因特异性的荧光标记$当它与

共存的淬灭剂分离后就能释放荧光而被检测(如果

等位基因特异性探针在+6J位点处存在错配$就不

会形成重叠结构$也就不会发生切除反应(此时$等
位基因特异性探针上的荧光剂与淬灭剂共存而无荧

光发出(最后$通过检测荧光信号来区分等位基因

的类型%!*&(引物 入 侵 技 术 的 优 点 在 于 等 温 反 应 和

不依赖 于 J>\扩 增$而 直 接 从 基 因 组 _6M进 行

+6J检测%!’$!)&(但是$这需要大量的基因组_6M作

为模板([189等%!%&采用J>\扩增产物作为模板降

低了基因组_6M的 需 求 量(O8:X89I+01Z19I等%!$&

在固相中进行入侵反应$进一步减少了_6M模板的

需求量(后来$V:8Z81/等%!"&采用双重入侵探针提高

了+6J检测效率(

图8!引物入侵分析技术检测+,-的原理

?2398!+,-3(/$01"2/3)&’(@($*2/C%7(#%))%1

89D!引物延伸法#-#2@(#(E0(/)2$/%
引物延伸法有基于碱基序列测定的测序法和基

于引物*a端碱基互补性的等位基因特异性延伸法(
建立在测序 反 应 原 理 基 础 上 的+6J检 测 技 术

主要是通过加入不同类型的26@J或226@J进行延

伸反应$根据延伸反应的信号来确定+6J的 类 型$
主要有单碱 基 延 伸 技 术%!(&!+cC"和 焦 测 序 技 术%*&&

!J4/.I1Y,19;89F"等(单碱基延伸技术又称为 微 测

序![898I1Y,19;89F"%*#&或模板介导染料终止剂掺入

!@1D-:701B28/1;012 241B01/D8970./89;./-./708.9$

@_Q"分 析%*!&$其 原 理 是 设 计 一 条 引 物 位 于 待 测

+6J位点的上游$该引物的*a端距离+6J位点一个

碱基$加入不同荧光标记的226@JI进行反应$只有

当加入的226@J与+6J位点碱基互补时$引物才得

以延伸$通 过 检 测 延 伸 碱 基 所 发 出 的 荧 光 来 判 断

+6J的类型(近年来$在单碱基延伸原理的基础上

#""!#期!!!!!!!!!!!!!!汪维鹏等#单核苷酸多态性检测方法的研究进展



发展了很多新的固相单碱基延伸技术(大致可以分

为两类#一种是将序列特异性引物固定在固相支持

介质表面$加入待测序列和不同荧光标记的226@JI
进 行 延 伸 反 应$然 后 去 除 待 测 序 列 和 未 反 应 的

226@JI$通过检测固定引物所标记上的荧光来判断

被 测 序 列 的 碱 基 类 型%*#&*另 一 种 是 U8/I;55./9
等%**$*’&发展的在玻璃片上利 用 单 碱 基 延 伸B附 加 尾

序列阵列!+cCB@MP+"检 测+6J的 技 术$该 技 术 是

将引物设计为具有双重功能$其)a端为一段引物特

异性序列!@7F"$*a端为等位基因特异性序列*因为

每个位点的特异性引物带有独特的尾序列$所以可

以在同一反应体系中进行多重单碱基延伸(延伸产

物的)a端尾序列与固定在玻片上的互补序列杂交$
最后通过检测 延 伸 碱 基 发 出 的 荧 光 来 判 断+6J的

类型(
焦测序技术%*)&是 一 种 基 于 生 物 发 光 分 析 法 测

定焦磷酸!JJ8"的测序技术(在核酸聚合酶的作用

下$依次加入’种不同的脱氧核糖核苷酸!26@JI"$
如果加入的碱基与模板互补$则发生延伸反应$释放

出等摩尔量的JJ8*JJ8在三磷酸腺苷硫酸化酶的催

化作用下$与)aB磷酸化硫酸腺苷反应生成三磷酸腺

苷!M@J"*M@J激活荧光素酶发出荧光$产生的荧光

强度与结合的碱基数成正比*如果加入的碱基与模

板不互补$则无荧光产生$以此来测定引物后的碱基

序列(在进行下一轮延伸之前$需要加入三磷酸酰

苷双磷酸酶将未结合的26@JI和M@J降 解(焦 测

序技术已经 被 广 泛 用 于+6J测 定 中%*)$*%&(应 用 焦

测序法测定+6J的新进展是多重+6J的 测 定%*$&(
其基本原理是首先用带生物素标记的一个或多个引

物扩增含有待测+6J位点的一段或多段_6M$然后

按常规方法制备单链$加入多个测序引物$由于焦测

序法的良好定量特性$根据测得的图谱就可以推断

各+6J的类型(
等位基因特异性延伸法是利用引物*a端的,开

关-特 性 来 控 制 引 物 的 延 伸$引 物*a端 正 好 位 于

+6J位点$设计两条引物分别使其*a端与+6J的两

种碱基 互 补$根 据 延 伸 反 应 的,有 无-信 号 来 判 断

+6J的类型(该 法 的 主 要 问 题 是 引 物 的 非 特 异 性

延伸$为了 解 决 延 伸 过 程 中 出 现 的 非 特 异 性 信 号$

M5D72879等%*"$*(&发展 了 三 磷 酸 酰 苷 双 磷 酸 酶 介 导

的等位基因特异性延伸!M[M+C"技术$其原理是在

聚合酶的作用下$含错配碱基的引物延伸反应慢于

完全互补的引物延伸反应*加入三磷酸酰苷双磷酸

酶后$完 全 互 补 的 引 物 快 速 发 生 延 伸 反 应$而*a端

含有错配碱基的引物即使发生延伸反应$其速度也

很慢$在发生 延 伸 反 应 之 前26@J就 被 三 磷 酸 酰 苷

双磷酸酶降解了$从而抑制了非特异性延伸反应的

发生$提高了延伸特异性和检测正确性(T5.,等采

用引入人工突变碱基的方法提高了引物延伸的特异

性$成功测定了+6J%’&&和等位基因的频率%’#&(

89F!寡 核 苷 酸 连 接 分 析#G;23$/A&;($027(;23%<
02$/%))%1$GH!%

!!最初$V]M%’!&技 术 是 通 过 两 步 来 完 成 的$即 先

用J>\技术对 目 标 序 列 进 行 扩 增$再 将J>\产 物

变性为单链*然后加入两条互补于待测+6J位点一

侧序列的等 位 基 因 特 异 性 探 针 和 一 条 互 补 于 待 测

+6J位点另一侧序列的公共探针*在_6M连接酶的

作用下$与目标_6M单链完全互补的等位基因特异

性探针和公共探针发生连接反应(连接产物变性后

作为探针的模板进入下一个循环(如果等位基因特

异性探针的*a端存在错配$则不会 发 生 连 接 反 应(

CFF1/289F等%’*&在同一反应体系中使用具有较高退

火温度的引物在高温下进行J>\扩增$退火温度较

低的探针在J>\结束后 在 较 低 温 度 下 发 生 连 接 反

应$从 而 实 现 一 步 完 成 连 接 分 析(>519等%’’&在 位

于+6J位点上 游 的 公 共 探 针 的)a端 标 记 淬 灭 剂$
而在位于+6J位 点 下 游 的 等 位 基 因 特 异 性 探 针 的

*a端标记荧光染料*通 过 检 测 荧 光 共 振 能 量 转 移 信

号来判断+6J的类型$从而实现了在同一反应中同

时检测多个突变位点(
滚环扩增!\.::89F;8/;:17D-:8=8;708.9$\>M"技

术%’)&与V]M技术相结合可以进行+6J检测$其基

本原理如图*所示(该技术采用一对等位基因特异

性开环探针!V>J"和两条引物!\>M引物#和\>M
引物$"进行指数扩增(反应过程主要包括两步$即
在连接酶的作用下$与目标序列完全互补的V>J的

)a端和*a端发生连接反应$形成闭环_6M序列*然
后$\>M引物#和$分别与闭环_6M序列退火$并

在_6M聚合 酶 的 作 用 下 进 行 等 温 延 伸 反 应(V>J
的)a端碱基磷酸 化 并 紧 邻+6J位 点**a末 端 碱 基

区别于等 位 基 因(\>M引 物$具 有 发 夹 结 构(该

技术可以 用 基 因 组_6M作 为 连 接 反 应 的 模 板%’%&$
但可能出现因闭环_6M序 列 未 与 模 板 分 开 而 导 致

\>M失败的结 果%’$&$这 就 需 要 采 用 不 对 称J>\扩

$%" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



增制备单链_6M作为连接反应的模板%’"&(在信号

检测 方 面$可 以 利 用 荧 光 能 量 共 振 转 移 原 理$在

\>M引物#的两端分别标记荧光剂和淬灭剂$当它

与V>J形成双链时$荧光剂与淬灭 剂 分 开$释 放 荧

光而被检测%’)&*也可以不作标记$而将\>M产物与

荧光探针杂 交 后 进 行 检 测%’"&(\>M扩 增 产 物 是 由

许多连续重复的序列组成的单链_6M分子$所以它

比较适合于固相技术%’(&(

图D!滚环扩增#IJ!%法检测+,-的原理

?239D!+,-3(/$01"2/3)&’(@($*IJ!

*!检测平台

测定激光诱 导 荧 光 是 检 测+6J最 为 常 用 的 方

法$有许多检测系统都采用了荧光检测的原理$如平

板读数仪+基因芯片和微球阵列技术等(为了实现

特异性+6J检测$荧光共振能量转移和荧光偏振是

常用的两种信号指示系统$被多种检测平台成功利

用(除了荧光检测平台以外$质谱仪也被广泛用于

+6J的检测(

D9:!荧光共振能量转移#?IBK%和荧光偏振#?-%

<\C@是指荧 光 剂 与 淬 灭 剂 之 间 的 作 用$当 它

们相互靠近时无荧光发出*分离后荧光剂发出荧光

而被检测(但只有荧光剂的发射光谱与淬灭剂的吸

收光谱 重 叠 时<\C@才 会 发 生(&1D[79探 针 技

术%$&+分子信 标 技 术%(&+引 物 入 侵 分 析 技 术%!#&和 滚

环扩增技术%’)&等都可以利用这一原理进行检测$其

主要缺点是探针合成的费用较高(

<J是指荧光分子受 平 面 偏 振 光 激 发 后 发 出 偏

振荧光(在相同的温度和溶剂黏度条件下$荧光的

偏振度与荧光剂的分子量成正比(通过监测荧光分

子的荧光偏振$不需纯化和分离就能检测出荧光分

子分子量的 变 化(因 为 在 许 多+6J检 测 反 应 中 探

针的大小都会发生改变$所以可以利用荧光偏振现

象检测+6J(<J已 被 成 功 用 于 引 物 延 伸%)&$)#&+引

物入侵分析%)!&和&1D[79探针技术%)*&等检测方法

中(<J可使用比<\C@更少的荧光染料$但任何非

特异性产物都会影响信噪比(

D98!平板读数仪#-;%0(#(%7(#)%
近年来$已商品化的荧光平板读数仪有很多$如

cC>U[M6>VW]@C\公司的M==89804型荧光平板读

数仪+MJJ]QC_cQV+S+@C[+公 司 的$(&&型 荧 光

平板读数仪和UScMQ_公司的>58D1/7型荧光平板

读数仪等(它们适合于(%+*"’或#)*%孔板的荧光

检测*使用的光源可以是激光!如M==89804型荧光平

板读数仪"$也可以是白光!如>58D1/7型荧光平板

读数仪"*检测参数包括荧光强度!<Q"+<\C@+<J+荧

光吸收!<:,./1I;19;173I./379;1"和发光!],D891IB
;19;1"(M==89804型 荧 光 平 板 读 数 仪 能 完 成 所 有 这

些参数的检测(有的荧光平板读数 仪 使 用>>_检

测器实时监测J>\过程的荧光信号的改变$发展了

实 时 监 测 荧 光 J>\ 技 术$并 与 &1D[79探 针 技

术%)’&+分 子 信 标 技 术%))&和 单 碱 基 延 伸 技 术%)%$)$&结

合实时检测+6J(
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D9D!基因芯片#.(/(&’2")%
基因芯片是利用核酸杂交原理建立起来的一种

高度 集 成 化+并 行 化+多 样 化+微 型 化 和 自 动 化 的

+6J检测技术$是一种高通量+6J检测平台(主要

包括等位基因特异性杂交%)"&的直接杂交方式$标记

阵列%*’&捕捉液 相 反 应 产 物 的 间 接 杂 交 方 式 和 基 于

电场控制的杂交方式%)($%&&等(具体检测过程为#通

过J>\扩增制得的带荧光标记的单链待测_6M样

品$在一定条件下与固定在芯片上的阵列探针杂交*
或者是J>\扩 增 制 得 的 无 荧 光 标 记 的_6M样 品$
在一定条件下与固定在芯片上的阵列探针杂交后$
用链霉亲和素偶连的荧光素作为显色剂进行染色(
如果待测序列与探针完全互补$就发出强的荧光*否
则$荧光信号就会很弱(利用激光共聚焦显微镜或

其他荧光显微装置对片基进行扫描$由计算机收集

荧光信号并转化为数字信号后进行分析(

为加 快 杂 交 反 应 速 度$美 国679.F191公 司 研

制了679.;58-电子微阵列%)($%&&$通过在杂交位点引

入电场而使杂交和冲洗过程的速度大大增加(在每

平方毫米的位 点 上 制 作 微 电 极 阵 列!图’"$其 上 覆

以链亲和素标记的琼脂糖(其过程为#当位于待测

位点链亲和素标记的琼脂糖凝胶下方的微电极引入

直流正电压后$溶液中的生物素标记的探针就可以

在电场的作用下快速泳动并浓缩结合于该处*同样

的道理$可以使 待 测_6M分 子 快 速 浓 缩 于 此$使 杂

交反应迅速进行*杂交完成后$改变电场方向即可将

未杂交的样品_6M从检测位点,洗-去$选择适当的

电场强度就可以选择性地从特定位点除去非特异性

杂交的_6M和未杂交的探针$而只保留完全杂交的

_6M分子(由于电场的这种浓缩和选择特性$极大

提高了检测灵敏度和特异性$使数小时的杂交反应

缩短到二三十秒钟(

图F!电场控制芯片测定+,-

?239F!+,-3(/$01"2/3)&’(@($*/%/$&’2"

D9F!微球阵列技术#L(%7%##%1%
将探针 固 定 在 微 球!c172I或 [8;/.I-51/1"表

面的 技 术 称 为 微 球 阵 列 技 术!c1727//74%%#&或 [8B
;/.I-51/17//74%%!&"或悬浮阵列技术%%*&(其基本原

理是#在微球表面共价结合上探针形成微球阵列$这
种探针上有与+6J互补的链码!T8->.21I"*通过扩

增目标序列$得到带有荧光标记的扩增产物*后者再

与微球阵列杂交*根据微球存在的环境$选择不同的

方式进行检测(如果微球是悬浮于溶液中$则从反

应液中分离出荧光微球$再用流式细胞仪进行检测$
根据杂交上 的 扩 增 产 物 所 发 出 的 荧 光 来 判 断+6J
的类型%%’&(],D891A公司采用荧光K2.0@[半导体纳

米晶!即量子点"来编码微球$发展了K3172@[系统

并用于+6J的高通量检测%%!&(用于杂交的待测片

段可以是寡核苷酸连接产物%%)&$也可以是单碱基延

伸产物%%%&(另一 种 微 球 阵 列 技 术 是 将 微 球 阵 列 固

%%" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



定在光纤的末端$荧光通过光纤传导给传感器而被

检测%%$&(近年来$R.57/7等%%#&将 微 球 按 一 定 顺 序

固定在毛细管内$与标记序列杂交后进行检测(

D9M!质谱仪

目前用于+6J检测的质谱法主要是基质辅助激

光解吸电离B飞行时间质谱法![M]_QB@V<"%%"!$&&(该

技术主要有*种不同的测定方式#!#"单碱基引物延

伸反应法!又称J89J.890法"$即引物的*a末端位于

+6J位点的上游$在’种226@JI的存在下$该引物

进行单碱基延伸$根据+6J位点的碱基类型而引入

不同质量的226@J%$#&$为 提 高 分 辨 率 和 准 确 度$可

以在引物或226@J上引入附加质量%$!&*!!"多碱基

引物延伸法!又 称J\VcC法"$即 引 物 的*a末 端 位

于+6J位 点 的 上 游$在*种26@JI和 一 种226@J
的存在下$该引物延伸并终止于第一个与226@J互

补的碱基处$延伸产物因+6J的不同而具有不同的

分子量%$*&(该法可以高度自动化$并且与芯片技术

结合可以 实 现 高 通 量 的 分 析%$’$$)&*!*"肽 核 酸 探 针

!J6M"杂交法$即将变性的单链_6M与J6M杂交$
再利用质谱检测杂交产物的质量差异%$%$$$&$该法的

主要缺点是必须合成与每个+6J对应的J6M和优

化每种引物的杂交条件$使测定自动化和通量受到

限制(此外也有不用J>\反应$直接用引物入侵技

术通过质谱来测定+6J的报道%$"&(除[M]_QB@V<
质谱法外$电喷雾质谱!C+QB[+"法也可以用于+6J
的测定!称为+V[M法"%$(&(质 谱 技 术 是 目 前 测 定

+6J最准确的平台之一$具有广泛的应用前景(

’!结!语

由于+6J检测在后基因组计划中的重要性$高

通量检测+6J的新技术正在不断发展$.U,D79[,B
0708.9/+.P19.D1\1I17/;5/和.6,;:18;M;82I\1B
I17/;5/等高水平国际杂志有很多关于+6J高通量

检测技术的报道(从目前已有的报道来看$+6J检

测方法 主 要 集 中 在 综 合 利 用 纳 米 材 料 技 术+多 重

J>\技术+各种荧光探针设计技术和各种荧光标记

技术等提高检测的准确性和通量$基因芯片和微球

阵列技术在高 通 量 检 测+6J方 面 也 显 示 出 了 独 特

的优势(在检测技术方面$_6M阵列无疑是最为理

想的$最具有发展潜力$但仍然存在一些问题$例如

检测成本高+重复性不够好等(质谱法凭借其高灵

敏度和高准确度的优势也必将得到广泛使用(采用

纳米 材 料 和 单 分 子 检 测 技 术 有 望 实 现 不 通 过J>\
扩增就可以高通量检测+6J的最终目标(
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