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提� 要� 对毛细管筛分电泳在 ��� 片段多态性分析中的应用作了较为详细的论述o还对 ��� 片段多态性研
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�� 前言

生命科学是当今乃至 ut世纪最为重要的研究

方向之一o它将给人类的生活带来巨大的变革∀生物

工程研究给人类了解和战胜自然提供了强有力的武

器o其中基因工程研究是最为重要的一个环节o它以

��� 体外重组为主导实现了生物技术从传统技术

向高技术的转变o由此可能对困扰世界的重大问题

诸如饥饿�疾病�能源和污染等提供解决方法o从而

对人类社会的生存和发展起到难以估量的推动作

用∀

��� 片段多态性亦即基因的多态性是生命科

学中的一个十分有趣而有重要意义的现象∀ 基因的

多态性包括长度多态性和序列多态性两个方面的内

容∀ 对基因的多态性进行分析有重要的现实意义∀

目前普遍使用聚丙烯酰胺平板电泳配合其它一

些生物技术来进行基因的多态性分析o方法虽然成

熟但是却耗时�耗力�非自动化∀ 另外一种可以用来

进行基因多态性分析的手段为高效液相色谱法o但

是由于它的分辨率较低和成本较高而缺乏应用远

景∀ 寻求一种方便�快捷�可靠而且自动化的基因多

态性分析方法是许多基因分析工作者的共同心愿∀

作为高效�快速分析方法的毛细管电泳o近年来

已经成为分析化学中最重要的手段之一∀ 和传统的

平板电泳方法相比o它具有高效�高速�高灵敏度的

特点o更为重要的是o它又是一种自动化的仪器分析

方法∀目前毛细管电泳已被广泛地应用于蛋白质�多

肽和核酸等生物大分子的分离分析研究o在基因领

域的优势更加明显o被用于基因突变研究�基因突变

引起的遗传疾病�肿瘤以及病毒感染疾病等的临床

诊断研究�法医检验等领域的分离分析o并将在今后

的发展中不断地显示其潜在的能力�t ∀

��� 是由戊糖�磷酸和碱基组合而成的一类线

性大分子o分子量大小不同的 ��� 片段有恒定的

电荷 质量比o因此使用毛细管自由溶液区带电泳这

种依荷质比不同而分离的电泳方式不能进行 ���

的分离∀鉴于此o必须在电泳中引入筛分机制∀在毛

细管内填充筛分剂后o溶质在毛细管内不仅受到电

场力的作用o而且还受到筛分剂的体积排阻作用o因

此具有相同荷质比但是分子大小不同的物质也可以

得到分离∀依据筛分介质的状态不同o毛细管筛分电

泳有凝胶电泳和无胶筛分电泳之分o这两种分离方

式都可以用于基因的分离分析∀

�� 毛细管电泳 ∆ΝΑ 片段多态性分析

��� 片段多态性包括长度多态性和序列多态

性两个方面的内容∀ 长度多态性是指某些基因对于

不同个体或者在同一个体的不同生理状态下有长度

的差异o这种长度的差异来源于基因本身的性质差

异k如高度重复序列 �卫星���� 片段l或由于碱基

的插入或缺失引起的基因突变∀ 基因的序列多态性

则指基因在碱基序列上的不同o这种基因序列上的

不同往往来源于各种原因引起的基因碱基的替换o

碱基替换的结果为基因长度仍保持o但是基因的碱

基序列发生了变化o亦即基因发生了点突变∀

� � � 长度多态性分析

基因的长度多态性分析包括以下几个方面的内

容}其一o把一个基因用特定的限制性内切酶进行酶

切o然后把内切片段做 ��� 图谱o不同基因型的

��� 分子酶切后所得的片段长度各异o数目也不尽

相同o这种方法叫限制性片段长度多态性分析kµ̈

¶·µ¤¬±·©µ¤ª° ±̈·¯̈ ±ª·« ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° o � ���l~对
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基因的酶切产物进行毛细管电泳分析o然后对所得

的电泳图谱进行比较o就可以判别基因型的异同∀其

二o对一个基因的 �� � 产物直接进行电泳分析o也

可以检测基因的长度变化o从而检测基因的缺失或

插入突变o如 �¨̄©¬等�u 用此方法检测了致病的基因

� xs{和 �wxs¦ut� 的缺失突变~� ¶̈¬等�v 也通过基

因 �� � 产物的直接分析检测到 �̈ ±± §̈¼氏病人基

因的插入突变∀其三o有的等位基因是由数目不等的

重复单位串联起来组成的o依重复单位的长度不同

分别叫做 °¬±¬¶¤·̈¯̄¬·̈ ��� k十几到几十个副产物l

和 °¬¦µ²¶¤·̈¯̄¬·̈ ��� k几个副产物l~这种等位基因

的重复单位的数目有种的或个体的特异性o针对

°¬±¬¶¤·̈¯̄¬·̈ ��� 和 °¬¦µ²¶¤·̈¯̄¬·̈ ��� 进行分析

分 别 叫 做 � �� � ¶ k ¹¤µ¬¤¥̄¨ ± °̧ ¥̈ µ ·¤±§̈ °

µ̈³̈ ¤·¶l和 �� � k¶«²µ··¤±§̈ ° µ̈³̈ ¤·l分析�w ~几个

有 意 义 的 等 位 基 因 是 �t�{so ��vvo � ��o

� � � � � sto � � � � � � 以及 � ³²� 等�x ~对这些

等位基因做毛细管电泳分析o然后把所得图谱与标

准图谱相比较o从而得出重复单元的数目~对某些基

因所得的 � �� � ¶或 �� � 电泳图谱有极强的特异

性o这种图谱叫做 ��� 指纹图谱o在生物学�医学�

法医学等领域有很大的应用价值∀ 表 t所列为毛细

管电泳法基因长度多态性分析实例∀

表 �� 毛细管电泳基因的长度多态性分析实例

Ταβλε �� ΕξαP Sλεσ οφ γενε λενγτη SολψP ορSηισP

αναλψσισ βψ χαSιλλαρψ ελεχτροSηορεσισ

分析对象

� ¤µª̈ ·

筛分体系

�¬̈¹¬±ª¶¼¶·̈°

采取策略

� ·̈«²§

文献

� ©̈

�� ��u ²±¦²ª̈ ±¨ sqxh � �� � � ��� y

� � � � � st sq{h � �� �� � z

� � � � � st th � �� �� � {

�t�{so ��vv sqxh � �� �� � |

� ³² � ª̈ ±¨ vh � o sqxh � � ��� ts

�� �

� � � o � �� th � �� �� � tt

� � �²·̈k注l}� �� � � � «¼§µ²»¼³µ²³¼¯ ° ·̈«¼¯ ¦̈ ¯̄¸

²̄¶̈ o � �� � � «¼§µ²»¼ ·̈«¼¯ ¦̈ ¯̄¸̄²¶̈ o �� � ³²̄ ¼¤¦µ¼

¤̄°¬§̈ q

�q� � 基因的序列多态性分析

基因的序列多态性分析主要是对碱基替换引起

的基因点突变进行检测o可以采用如下策略与毛细

管电泳配合进行基因序列多态性分析∀ 表 u列举了

几个毛细管电泳检测基因点突变的实例∀

ktl运用毛细管电泳进行单链 ��� 构象多态

性分析k¶¬±ª̄¨¶·µ¤±§¦²±©²µ°¤·¬²± ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° o

��� �lo可以检测到基因的点突变∀所谓的 ��� � 的

方法原理如下}如果双链 ��� 中的某一个碱基发

生了突变而变成了另一个碱基o整个基因的构象只

会发生微小的变化o很难用电泳的方法把突变基因

和正常基因分开∀而对于单链 ��� 来讲o一个碱基

的变化就会引起整个链构型的较大变化o从而使运

用毛细管电泳方法分离突变基因成为可能∀ 在分离

��� 之前o使用尿素等变性剂或热变性方法把双链

��� 变成单链 ��� o然后进行电泳分离o可以检测

到基因的点突变∀ 在正常基因和突变基因的混合物

变性后进行电泳分离o除了得到少量复性双链 ���

k§¶��� l峰k正常和突变基因重合l外还应有 w条

单链k¶¶��� l峰o如图 t所示∀ �«̈ ±ª等�tu 使用平

板电泳方法对 �xv基因进行 ��� � 分析检测点突变

花费 z«o而用毛细管电泳法做同样的分析只需几十

分钟�tvotx ∀

kul用毛细管电泳进行异源双链 ��� 构象多

态性分 析 k«̈ ·̈µ²§̧ ³̄ »̈ ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° ¤±¤̄¼¶¬¶o

� �� lo检测基因点突变∀ 所谓的异源双链 ��� 分

子o实质就是突变型基因和野生型基因的杂合 ���

分子∀如果以 � �代表野生型基因o� χ�χ代表突变型

基因的纯合型o那么 � �χ和 � χ� 就是异源双链基因

型∀由于异源双链 ��� 分子的同源性较差o分子中

总有一定的区域是不互补的o因此构象与野生型

��� 是不同的o可以用毛细管电泳进行分离∀ 在野

生型和突变型基因混合物经过一个变性后再复性的

过程中o一般情况下其电泳图应显示出两条谱带

k� �与 � χ�χ重合o� �χ和 � χ�重合lo见图 u∀

kvl用毛细管电泳可对限制性内切酶的酶切产

物进行 � ��� 分析o也可对突变基因进行检测o该方

法的前提是基因突变位点正好位于某一个限制性内

切酶的酶切位点上或者因为突变而产生了新的酶切

位点o从而造成酶切后片段数目或长度的变化∀

除了上述的几种测定基因突变的方法外o� ©̈̄¬

等人�tw 使用热梯度凝胶电泳技术直接对 �� � 产物

进行分析o也检测到了囊性纤维变性病人基因的点

突变∀有的研究者还使用变性剂凝胶电泳方法o例如

恒变性剂浓度的毛细管电泳k¦²±¶·¤±·§̈ ±¤·̧µ̈±·

¦¤³¬̄̄¤µ¼ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶o ����l�变性剂浓度梯度

的毛细管电泳k§̈ ±¤·̧µ̈±·ªµ¤§¬̈±·¦¤³¬̄̄¤µ¼ ¨̄ ¦̈

·µ²³«²µ̈¶¬¶o ����l等o进行基因突变研究∀以上方

法都有一定的适用范围∀到目前为止o人们尚未找到

一种普遍适用的毛细管电泳测定基因点突变的方

法∀
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图 �� ΣΣΧΠ方法检测点突变示意图

Φιγq�� ΣΣΧΠ το δετεχτ Sοιντ P υτατιον

w个 ¶¶��� 峰显示有突变发生∀

� ²̧ µ¶¶��� ³̈ ¤®¶¬±§¬¦¤·̈ ·«̈ ° ·̧¤±·ª̈ ± q̈

图 �� ΗΠΑ 方法检测点突变示意图

Φιγq� � ΗΠΑ το δετεχτ Sοιντ P υτατιον

显示有野生型和异源双链型两个峰∀

� º ² ³̈ ¤®¶²©º ¬̄§·¼³̈ ¤±§«̈ ·̈µ²§̧ ³̄ »̈ ª̈ ± q̈

表 �� 毛细管电泳法对基因点突变的检测实例

Ταβλε �� ΕξαP Sλεσ οφ δετεχτιον οφ γενε Sοιντ

P υτατιονσ βψ χαSιλλαρψ ελεχτροSηορεσισ

分析对象

� ¤µª̈ ·

筛分体系

�¬̈¹¬±ª¶¼¶·̈°

采取策略

� ·̈«²§

文献

� ©̈

�xv ª̈ ±¨ wh ��� ��� � tx

� ¤±±²¶̧ °

µ� �� ª̈ ±¨
sqxh � �� � � �� ty

§¬¹¨�wu ª̈ ±¨ vh � o sqxh �� � � ��� tz

�µ¤¶¦²§²± tu ±̧®±²º ± � ��� t{

� � �²·̈k注l}��� � � ¬̄± ¤̈µ³²̄ ¼¤¦µ¼ ¤̄°¬§̈ q

�� ∆ΝΑ 多态性分析的应用

应用毛细管电泳进行 ��� 片段的多态性分析

具有重要的现实意义o现阶段特别表现在下述几个

方面∀

� � � 法医检验领域

在 t|{x年以前o甄别罪犯的刑事分析工作只局

限于对血型和指纹的分析o但是这些物证远远不能

满足现代社会判别法律争端的要求∀ �̈ ©©µ̈¼¶等于

t|{x年首次将 ��� 指纹图谱技术应用于法医检验

领域o对某些基因进行分析k这些基因有极强的特异

性l可以作为判别罪犯的依据∀ 自 t|{{年美国法庭

首次接受 ��� 分析结果作为刑事案件的证据以

来o法医 ��� 分析不仅在理论上而且在实际中都

被许多国家的法律采用∀ 法医学上最感兴趣的是一

些等位基因的 �� � 位点o如 ���� �o � � � � � st

和 � � � � � � 等�t|∗ ut o原因不仅在于这些位点在

生物体内存在和个体特异o更为重要的是它们易于

�� � 扩增而且适于对法医上作为证据的极其微量

或已降解的 ��� 样品进行分型∀ 具体方法是从犯

罪现场遗留的唾液�毛发以及其它体液或组织中提

取到 ��� 样品o对某些基因进行 �� � 或 � ��� 分

析o得到毛细管电泳图谱o然后与嫌疑犯的 ��� 图

谱进行比较o就有可能找到罪犯�x ∀ 另外o由于这些

特异性很强的基因的 ��� 指纹图谱的区带是从亲

代遗传而来的o对不同个体的 ��� 指纹图谱进行

分析比较就有可能进行亲缘关系判定o这为法律上

进行亲子鉴定o解决家庭争端及遗产争端提供了一

种可靠的方法∀

� � � 生物领域

��� 多态性分析也可用于物种鉴定和物种分

类∀生物的分类问题是一个至今尚未解决的问题o对

于某些生物的分类学地位o不同的学者有不同的见

解o往往存在较大的争议∀过去进行生物学分类主要

是通过形态学鉴定o这是一种通过研究生物的外观

形态进行分类的宏观方法o该方法有很大的局限性∀

现在运用基因多态性分析方法o通过对某些基因进

行分析o比较某些高度重复序列o可以从根本上解决

物种的分类问题�uu ∀这种方法还可以用于生物考古

领域o通过对远古时代生物化石中残留的遗传物质

进行分析o可以确定该物种的进化地位和分类地位∀

� � � 医学领域

用毛细管电泳对某些特定基因的多态性分析o

可进行某些遗传疾病或其它因基因突变引起的疾病

k心脏病�糖尿病�肿瘤等l的临床诊断研究∀ 因为基

因突变与许多疾病的发生有密切的关系o因此对基

因突变检测有利于对某些疾病的诊断∀ ��� �o

� ���o �� � 和 � �� � 等方法都可以用于基因诊断

研究∀ 如 �̧ ¼³̈ µ¶等�uv 运用毛细管电泳法o通过对

tw号和 t{号染色体基因进行 � ��� 分析o检测出

基因的突变k二染色体 ��� 交换l并且用于诊断淋

巴瘤∀ 对基因突变的检测还可以促进对产生这些疾

病的原因的深入了解∀ 基因治疗是将正常基因通过

�vsv�w期� � � � � � � � � � � 韩富天等}毛细管电泳 ��� 片段多态性分析� � � � � � � � � � �



��� 重组技术引入患者的体细胞中o使其恢复正常

的功能o从而彻底治疗基因变异引起的疾病∀对这些

疾病实质的了解有助于对疾病的基因治疗∀

�� 展望

各种新技术k诸如毛细管的涂渍�进样技术�各

种场强操作方式及各种联用技术等l的出现已经并

将继续对毛细管电泳的发展起到极大的促进作用∀

使用一定的毛细管涂渍方法不仅可以延长管子的使

用寿命o而且可以有效地抑制电渗流o提高分离效

率~使用一定方式的脉冲电场可以实现更大分子量

的 ��� 片段的毛细管电泳分离~通过改善进样技

术既可提高分辨率和灵敏度o又可提高重复性~毛细

管电泳和液相色谱或质谱等手段联用o取长补短o能

大大扩展毛细管电泳的应用范围o并可得到更多的

信息∀ 毛细管电泳技术本身的发展对于这一技术在

��� 多态性分析中的应用将起到极大的推动作用∀

当然也必将促进毛细管电泳方法在法医检验�医学

检验以及生物�考古等各个领域的实际应用∀
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