
七种常见MBL基因单倍型标准质粒的构建  

    甘露聚糖结合凝集素(mannan-binding lectin，MBL)是天然免疫系统中的关键分子，可识别并结合多种

病原体表面的甘露聚糖或类似的糖结构，通过激活补体凝集素途径和调理吞噬作用清除病原体及受感染细胞

[1][2]。MBL结构基因上存在多个点突变，其中第一外显子CGT52TGT、GGC54GAC、GGA57GA A等3个密码点突

变(分别称为D、B、C，相应的野生型称为A)对MBL的结构和功能有至关重要的影响，可能造成MBL蛋白结构的

改变，从而使其不能形成多聚体而容易被降解。还发现启动子区对MBL水平影响较大的是-550H/L、-221X/Y

和+4P/Q等3个单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)位点[3][4]。1条染色体上MBL基

因启动子区等位基因型(H/L、Y/X和P/Q)结合结构基因等位基因型(A、B、C和D)构成单倍型，2条单倍型即构

成基因型，如HYPA/LYPB。按照排列组合规律，这6个SNP位点可随机组合成26(64)种单倍型，但由于结构基

因3个SNP位点与不同启动子单倍型连锁不平衡，至今只检测到7种常见的单倍型：HYPA、LXPA、LYQA、

LYPA、LYPB、HYPD和LYQC[5][6]。近来也发现一些罕见的单倍型，如LYPD[7]、HXPA[8]。不同的基因型决

定了不同的MBL表达，而MBL发挥免疫防御功能有赖于其一定的血清浓度，其血清水平低下被认为是机体易患

感染性疾病的主要危险因素之一[9][10]。已有学者对非洲、欧洲和亚洲多个人群的MBL基因变异频率和分布

情况进行了研究[11][12][13]，发现MBL基因型在不同种族人群中的分布存在明显的差异[14]，可能与种族

和种族迁徙有关。 

    MBL基因SNP及其单倍型的检测方法包括聚合酶链反应-限制性片段长度多态性分析(poly-merase chain 

reaction-restriction fragment length poly-morphism，PCR-RFLP)、PCR-单链构象多态性分析(PCR-

single strand conformation polymorphism analy-sis，PCR-SSCP)、PCR-序列特异性寡核苷酸杂交技

术(PCR-sequence specific oligonucleotide hybridization，PCR-SSO)、序列特异性引物PCR

(sequence specific primers-PCR，SSP-PCR)及real-time PCR等，一般需要以确认的DNA样品进行方法的

建立、评价以及大批量试验的阳性对照和质量控制等，但由于DNA样品本身的限制性，其作为大规模筛查的标

准品有其自身很多的不足之处。因此，需要克隆相应的质粒作为标准品[15]。本研究中，我们采用直接克隆

和定点突变的方法构建了MBL基因7种常见的单倍型标准质粒，作为研究MBL基因相应多态性位点的标准对照。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    DNA定点突变试剂盒(MutanBEST Kit)、Taq DNA聚合酶、dNTP、DNA Markers购自大连TaKaRa公司。引

物和pUCm-T载体购自上海博亚生物技术公司。DNA凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自上海申能博彩生物科

技有限公司。大肠杆菌TOP10F'由本室保存。其它试剂为国产分析纯商品。 

    1.2  MBL基因单倍型HYPA、LXPA、LYQA、LYPA及LYPB标准质粒的构建 

    我们在MBL基因SNP的群体研究中发现单倍型HYPA、LXPA、LYQA、LYPA和LYPB较为常见，因此，通过

SSP-PCR技术直接从DNA样本中筛选出相应的单倍型，然后克隆至T载体即可获得相应的标准质粒。 
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    1.2.1  扩增策略和引物设计  扩增策略见图1。根据已发表的MBL基因的全基因序列(GenBank 

X15422)，采用Primer premier 5.0软件，设计3条引物。-550L：5'-TGCTTACCCAGGCAAGCCTGTC-3'；-

550H：5'-T GCTTACCCAGGCAAGCCTGTG-3'；A1：5'-CAGGC AGTTTCCTCTGGAAGG-3'。上游引物-550H、-550L

的3'端碱基分别特异于MBL基因启动子区-550位等位基因H/L，上游引物-550H和-550L分别与下游通用引物A1

配对，扩增等位基因H/L位点至第一外显子57位点突变下游区域之间约884 bp的DNA片段，其中包含了MBL基

因上6个重要的SNP位点及其它一些常见多态性位点。 

    图1  用SSP-PCR扩增MBL基因单倍型目的片段示意图 
    Fig.1  Schematic representation of amplification of MBL gene haplotypes with SSP-PCR

    1.2.2  PCR扩增  以筛选出来的DNA样本为模板，分别以-550H～A1及-550L～A1为上下游引物，进行

SSP-PCR。PCR体系为50 μl，其中高保真Taq DNA聚合酶1.5 U、上下游引物各0.15 μmol/L、KCl 50 μ

mol/L、Tris-HCl 10 μmol/L (pH8.0)、MgCl2 1.5 μmol/L、dNTP 各0.25 μmol/L、DNA模板50～500 

ng。PCR参数：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s、60 ℃退火20 s、72 ℃延伸60 s，10个循环；94 ℃变

性30 s、58 ℃退火20 s、72 ℃延伸60 s，25个循环；72 ℃延伸2 min。取5 μl PCR扩增产物在1%琼脂糖

凝胶中进行电泳分析鉴定。 

    1.2.3  各单倍型的克隆  采用DNA凝胶回收试剂盒回收PCR扩增产物，将其与pUCm-T载体连接，转化感

受态细菌，涂平板培养过夜，通过蓝白斑筛选阳性克隆。 

    1.3  MBL基因单倍型HYPD及LYQC标准质粒的构建 

    由于我们在MBL基因SNP的群体研究中未发现单倍型HYPD和LYQC 单倍型，因此采用定点突变技术对单倍

型HYPA及LYQA标准质粒进行点突变，分别构建单倍型HYPD及LYQC标准质粒。 

    1.3.1  引物设计  根据应用PCR进行定点突变的原理(参照TaKaRa公司产品说明)及MBL基因的序列，设

计2对引物，分别在单倍型标准质粒HYPA及LYQA中导入第一外显子52位密码点突变和57位密码点突变，变异导

入引物的5'端必须与对应PCR引物5'端相邻接。2对引物序列如下：Mutant57-F: 5'- 

GAAGAAAAGGGGGAACCAGG-3'，Mutant57-R:5'-C TTGGTGCCATCACGCCCAT-3'；Mutant52-F：5'-GTG 

TGATGGCACCAAGGGAG-3'，Mutant52-R: 5'-CCAT CTTTGCCTGGGAAGC-3'。带A或T者为引入突变碱基。 

    1.3.2  PCR扩增  分别以单倍型标准品质粒HYPA和LYQA为模板，相应以Mutant57-F、Mutant57-R和

Mutant52-F、Mutant52-R为引物，进行PCR扩增反应。PCR体系50 μl，其中Pyrobest DNA聚合酶1.5 U、上

下游引物各0.2 μmol/L、10×Pyrobest Buffer 5 μl、dNTP 各0.25 μmol/L、模板1～50 μg。PCR参数：

94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸3 min，共35个循环；72 ℃延伸10 min。

PCR扩增产物进行1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

    1.3.3  单倍型HYPD及LYQC的克隆  采用凝胶回收纯化试剂盒回收目的DNA片段，按TakKaRa Mu-

tantBEST Kit操作指南进行平末端及5'末端磷酸化。取约0.25 pmol(5 μl)经处理的DNA片段于新的微量离

心管中，加入5 μl Ligation Solution I，混合均匀，于16 ℃反应1 h进行连接反应。反应液全量转化至

100 ml感受态细菌中，涂平板培养过夜，通过蓝白斑筛选阳性克隆。 

    1.4  标准质粒的鉴定 

    按常规步骤挑取阳性克隆，采用质粒提取试剂盒提取质粒，以其为模板采用相应特异性引物进行PCR鉴

定，取PCR阳性菌株分别送上海博亚生物技术公司和大连TaKaRa公司同时进行序列测定。将2家公司的测序结

果进行BLAST比对，同时与MBL基因全序列进行比对。 

    

2  结果 



    2.1  MBL基因单倍型HYPA、LXPA、LYQA、LYPA及LYPB标准质粒的构建 

    上游SSP引物-550H和-550L分别与下游通用引物A1配对，扩增MBL基因启动子区H/L位点至第一外显子57

位密码点突变下游区域之间约884 bp的DNA片段。如图2所示，PCR特异性好，产量高。将PCR扩增产物与

pUCm-T载体连接，转化感受态细菌，通过蓝白斑筛选阳性克隆，以阳性克隆质粒为模板，用相应SSP扩增获得

产物(图3)。2家公司测序的BLAST比对结果在克隆目的片段部分序列完全吻合。由于MBL基因上除了上述6个重

要多态性位点外，还存在其它多态性位点，故与MBL基因DNA序列(GenBank X15422)BLAST比对，标准质粒的

序列除MBL基因上相应的多态性位点外其它序列基本吻合。因此，获得了MBL基因单倍型标准质粒HYPA、

LXPA、LYQA、LYPA及LYPB，但其插入片段上还含有MBL基因启动子区和第一外显子上的其它多态性位点。 

    图2  SSP-PCR扩增MBL基因目的片段 
    Fig.2  SSP-PCR product of MBL gene

    Lanes 1, 2: -550H～A1 primer, -550L～A1 primer, the DNA samples with genotypes 
LYPA/LYPA of MBL gene; Lanes 3, 4: -550H～A1 primer, -550L～A1 primer, the DNA samples 

with genotypes HYPA/HYPA of MBL gene; Lanes 5, 6: -550H～A1 primer, -550L～A1 primer, the 
DNA sample with genotypes HYPA/LXPA of MBL gene; 7, 8: -550H～A1 primer, -550L～A1 primer, 

the DNA sample with genotypes HYPA/LYQA of MBL gene; M: DNA Marker DL2000

    图3  SSP-PCR鉴定构建的MBL单倍型标准质粒 
    Fig.3  Identification of the plasmids of MBL gene haplotype by SSP-PCR

    Lanes  1-4: -550H～A1 primer or -550L～A1 primer, the plasmids of MBL gene haplotypes; 
Lane 5: Negative control; M: DNA Marker DL2000.

    2.2  MBL基因单倍型HYPD及LYQC标准质粒的构建 

    采用引物对Mutant-52F～Mutant-52R、Mutant- 57F～Mutant-57R分别扩增上述所获质粒HYPA和

LYQA，成功扩增出相应的PCR产物(图4)。回收目的DNA片段经处理后进行连接反应，转化感受态细菌，通过蓝

白斑筛选获得阳性克隆，以阳性克隆质粒为模板，用上述引物对进行PCR验证，结果如图5所示，扩增良好，

相对分子质量大小符合理论值。测序结果经过BLAST与原质粒进行比对，证明成功插入了单碱基突变，获得了

MBL基因单倍型HYPD及LYQC标准质粒。图6为单倍型HYPD、LYPB及LYQC质粒插入片段的MBL基因第一外显子

52、54及57位密码子点突变区域的测序图谱，可以直观地看到3个标准质粒的相应位点的碱基为突变型碱基。 



    图4  PCR扩增MBL基因单倍型HYPD和LYQC质粒 
    Fig.4  PCR products of the standard plasmids of MBL gene haplotypes HYPD and LYQC
    M: DNA Marker DL15 000; Lane 1: PCR product of the plasmid containing MBL gene 

haplotype HYPD amplified by Mutant-52F～Mutant-52R primer pair; Lane 2: PCR product of the 
plasmid containing MBL gene haplotype LYQC amplified by Mutant-57F～Mutant-57R primer pair 

    图5  SSP-PCR鉴定MBL单倍型质粒HYPD和LYQC 
    Fig.5  Identification of the plasmids containing MBL gene haplotypes HYPD and LYQC by 

SSP-PCR
    Lane 1: PCR product of the plasmid containing MBL gene haplotype HYPD; Lane 2: PCR 

product of the plasmid containing MBL gene haplotype LYQC;M: DNA Marker DL20 000

    图6  标准质粒HYPD、LYPB及LYQC的测序图谱 
    Fig.6  Sequencing map of the standard plasmids HYPD, LYPB and LYQC

    

3  讨论 

    SNP作为人类基因组的遗传学标记，具有高密度、遗传稳定、可高通量自动化分析等特点，已获前所未有

的重视，其重点是研究与人类健康息息相关的基因功能。人类DNA序列变异约90%表现为SNP，估计在人类基因

组中每1 000个核苷酸有1个以上SNP，共有300万以上的SNP，其中约有20万存在于编码区[17]。SNP直接以序

列的差异作为标记，比其它遗传标记更能真实地反映人种、人群及个体之间的遗传差异。一个基因的多个关键

SNP位点组成其单倍型和基因型，如MBL基因上的6个位点，组成 

    MBL基因不同的单倍型和基因型，这些单倍型和基因型对应不同的MBL血清水平，对MBL的研究有重要意

义。近年SNP相关研究飞速发展，其中来自美国、英国、中国、日本等国的科学家和资助机构合作开展的国际

人类基因组单体型图计划(简称HapMap计划)，就是基于人类基因组中的重要SNP位点来确定单倍型，旨在确定

和编目人类遗传的相似性和差异性。研究人员利用HapMap获得的信息将能够发现与人类健康、疾病以及对药



物和环境因子的个体反应差异相关的基因[18]。 

    MBL作为人体重要的天然免疫分子，其血清水平低下或缺陷可引起或与多种疾病相关。其中对MBL血清水

平有重要影响的是其基因序列上的多个SNP位点。因此，分析MBL基因上的SNP位点及其单倍型和基因型具重要

的意义和临床价值。通常分析MBL基因SNP采用的方法有PCR-RFLP、核酸探针等，以及我们所采用的方法如

SSP-PCR、real-time PCR等[19]，但这些方法一般需要标准品作为实验的对照以确定实验条件，以及作为实

验的质量控制。一般采用的是经过验证的DNA标本作为标准品，但是由于DNA样品不易保存，同时存在大量干

扰序列，因此其作为基因分型的标准品存在明显的不足之处。而采用质粒作为PCR及real-time PCR的标准

品，具有目标序列确定，准确性高，特异性好，易于保存和复制扩增等优点。因此，我们克隆了MBL基因7种

常见的单倍型标准质粒HYPA、LXPA、LYQA、LYPA、LYPB，还通过定点突变获得了标准质粒HYPD、LYPC。这些

标准质粒克隆包含了MBL基因6个重要的SNP位点的所有等位基因，作为对大规模不同人群MBL基因进行基因分

型的标准品。同时，由于这些克隆中的插入片段是来自于基因组的序列，因此这些克隆序列上还存在多个其它

多态性位点，包括启动子区缺失、其它SNP位点等。因此，这些标准品单倍型质粒亦可作为检测其它MBL基因

多态性位点的标准对照。这些标准质粒已用于我们的后续研究，如采用SSP-PCR结合real-time PCR分子灯塔

技术分析MBL基因6个重要的SNP位点及其单倍型与基因型，在实验条件的优化、探针质量的确定中起了重要的

作用，并作为实验的阳性对照及质量控制，使我们进行MBL基因分型更为准确和快捷。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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