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一种基于适配器连接介导的等位基因

特异性扩增法测定多重*5J
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!#K中国药科大学分析化学教研室$南京!#&&("*!K华东医学生物技术研究所$南京!#&&&!"

摘!要!建立了一种基于L5M适配器连接介导的等位基因特异性扩增法测定多重*5J(以/01!$%基因中的’
个*5J位点!#&&="?$#%%#N"=$#)’"N"?$!B)&?"=和!"’&="?"为例$用J=O法预扩增得一段含所有待测

*5J位点的长片段$然后用限制性内切酶将其消化成短片段$在连接酶的作用下与设计的L5M适配器!616,/0."相

连*该适配器的一端与限制性内切酶降解后留下的粘性末端相同$另一端带有一段公共序列(在两管中加入与适

配器连接的片段作为J=O扩增模板$并分别加入*5J特异性引物和一种适配器特异性的通用引物进行J=O扩增$

最后用凝胶电泳法分离J=O扩增产物(由于每管与*5J的两种特异性引物中的一种对应$可以根据每管中扩增

片段的大小判断*5J的类型(通过凝胶电泳法可以一次分离与’种*5J类型相对应的引物特异性延伸反应产

物*采用该法成功测定了!&名健康中国人的/01!$%基因中’个*5J位点的基因多态性$与限制性片段长度多

态性法!O;PJ"测定结果完全一致(该方法采用8Q#种引物!8种*5J特异性引物和一种通用引物"进行8重J=O
反应$极大提高了J=O反应的特异性$结果准确$可用于同时测定多个*5J位点(
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!!随着人类基因组计划的完成!我们的工作重点
已从基因组结构的分析转向寻找基因的结构与人类

疾病易感性及药物敏感性的关系!力争发现与疾病
发生&发展相关的基因多态性标志位点!在疾病发生
之前通过改进生活习惯和注意保健来延迟或阻止疾

病的发生’同样!现有市售药物不是适用于所有人
群!如果能找到不同遗传背景的人与药物毒副作用
的关系!则可以真正实现个体化给药!提高药物疗效
和降低药物不良反应’因此单核苷酸多态性"*5J#
是后基因组计划中的主要内容之一’*5J的数量
极其庞大(#)!发展一种高通量&快速和低价格的方法
十分必要’目前报道的*5J检测方法有很多!按照
原理分主要包括%特异性引物延伸反应法"699090S
I,0:7<7:,.7D0.0@/08I7-8.06:/7-8#(!)$特异性引物
杂交法"699090AI,0:7<7:432.717G6/7-8#(()$合成测序法
"I0_+08:78FA23AI38/40I7I#(B)$等位基因特异性连接
法"699090AI,0:7<7:97F6/7-8#(’)$结构特异性酶切法等
"I/.+:/+.0AI,0:7<7::906]6F0#(%)!并建立了基于质谱
仪())&芯片(")&微球阵列检测仪($)等各种高通量检测
平台’这些方法各有优缺点!但其价格通常都很昂
贵!限制了普通实验室的广泛使用’我们建立了一
种基于适配器连接介导的等位基因特异性扩增的多

重*5J测定方法"M16,/0.P7F6/7-8AD0176/01M99090A
I,0:7<7:MD,97<7:6/7-8!简称MP\AM*M法#!这种方法
可以同时准确测定多个*5J位点’由于细胞色素

JB’&!L%"/01!$%#是体内最重要肝药酶之一!参与

(&多种常用药物代谢!是药物基因组学的主要研究
基因之一(#&!#!)!本文以 /01!$%基因中的’个

*5J位点为测定对象!进行了多个*5J位点同时测
定的方法学研究’

#!MP\AM*M法同时测定多重*5J的
原理

!!如图#所示!假设某段基因组L5M上有!个待

检测*5J位点"杂合子=*?和野生型纯合子N*N#!
设计一对外引物!预扩增得到包含这!个*5J位点
的片段$利用限制性内切酶!如 DE8 # "切点序列
为%’aANM?=A(a#!将预扩增片段切成多段两端含有
粘性末端的L5M短片段后!加入一个由两条链组成
的L5M适配器"其一端为含有酶切切口的粘性末
端!另一端为分叉型结构!’a端的不互补部分链较
长!含!B个碱基!记为+616,/0.长臂,#!在连接酶的
作用下!L5M短片段与616,/0.连接’为了同时测
定两个等位基因的类型!取L5M与616,/0.的连接
片段适量!分别加于两支J=O管中!记为管 T和管

\’由于等位基因通常仅有两种可能的类型!故在
管 T中加入野生型特异引物和通用引物J+!管\
中加入突变型特异引物和通用引物J+$再在两管中
分别加入其他J=O扩增所必需的试剂!进行J=O扩

图>!!3.(!4!法测定多重478的原理
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增!只有当特异性引物的(a端碱基与多态性位点
互补时才能发生延伸反应"产生的片段将作为通用
引物#616,/0.特异性$的模板!如果*5J特异性引
物的(a端碱基与多态性位点不互补"就不会发生延
伸反应%同时由于通用引物的序列与616,/0.长臂
的序列完全相同"通用引物也无互补序列的模板"故
也不发生延伸反应!最后"采用琼脂糖凝胶电泳法
对两管中的J=O产物进行分离检测"根据凝胶电泳
图中L5M条带的大小就可以快速判断*5J位点的
类型!

!!材料和方法

C@>!试剂与仪器

&4F L5M 聚 合 酶 #?6V6O6 ‘7-/0:48-9-F3
#L69768$=->"P/1>$%J=O引物#上海捷倍思基因技
术有限公司合成"JMNC级$%琼脂糖&凝胶电泳加样
液和溴乙锭#C‘$均为 *68F-8F生物公司产品%

N080O+90.?\#&&2,L5MP6110.,9+I#"&!#&(#
2,"#&&!(&&&$"\‘U公司!J?=A!!’型 J=O仪
#\bO0I06.:4"U8:>"\6II6:4+I0//I"[*M$%JZTA
COJM=#&&&型电泳仪#‘7-AO61P62-.6/-.70I"U8:>"

=M"[*M$%N080N087+I凝胶成像系统#*W5NC5C"

=->"P/1>"=6D2.71F0"[V$%N080*,0:UUU型微量
基因光谱测定仪#56̂6U8I/.+D08/I"=->"P/1>"?-A

3̂-"b6,68$!

C@C!D7!的提取
取以CL?M抗凝的!&名健康受试者全血#DP"

按改进的酚’氯仿提取法提取 L5M"用?C缓冲液
##&DD-9’P?.7IAY=9"#DD-9’PCL?M",Y">&$’&

$P溶解"并用微量基因光谱测定仪测定其纯度和浓
度"Bc保存!

C@E!8FG扩增与酶切!酶连反应步骤
第#步(采用J=O预扩增一段含有多个*5J

位点的长片段!!’$PJ=O 反应体系中含有引物

!L%AOJ#’aA:/F:6:6/::FF6/F/6FF6/:A(a$和 !L%APJ
#’aA/F6/6F/FF::6/://::/F:/A(a$各&K%$D-9’P"15?J
&K’DD-9’P"\F=9! (K& DD-9’P"#K!’ 单位 &4F
L5M聚合酶及&K#!#K&$F模板L5M!热循环条件
为($’c预变性!D78%然后以$’c 变性(&I"%’c
退火(&I")&c 延伸(D78"扩增(’个循环%最后

)&c 延伸)D78使反应完全!反应完成后"取反应
产物!$P"在!d 琼脂糖凝胶上进行电泳##e?MC
电泳缓冲液"电压#&&f"恒压电泳#’D78$"凝胶成
像系统拍摄电泳图谱!
第!步(酶切与酶连反应!取#$P第#步反应

产物作为模板"加入 DE8 #内切酶#?6V6O6‘7-A
/0:48-9-F3#L69768$=->"P/1>$#&["反应缓冲液
##&倍$#$P"加水至#&$P"在()c水浴中保温反应

!4!将反应液在)&c保温#’D78"使内切酶失活!
在酶切液中加入L5M适配器#即61,A#(’aA::::6:/A
/://F//:/:/:6/:6FF:F:6/:6:/:FA(a和 61,A((’aAF6/:A
:F6F/F6/F:F:/66FA(a各’&,D-9的退火产物$"反应
缓冲液##&倍$’$P"?BL5M连接酶#?6V6O6‘7-A
/0:48-9-F3#L69768$=->"P/1>$’&["加水至’&$P"

#%c水浴中保温反应!4!取出Bc保存!
第(步(多重J=O扩增!!’$P反应体系中含

特异性引物混合物#一管含野生型引物混合物"另一
管含突变型引物混合物%引物序列见表#$共B&,D-9

表>!用于FH8CDI基因中J个478位点测定的等位基因特异性引物序列及其相应的扩增产物长度

A#;)&>!4&K5&-0&/,1#))&)&(/$&0*1*0$’*2&’/5/&"1,’%:$*-+1*L&478/*-FH8CDI+&-&#-"%B&

0,’’&/$,-"*-+)&-+%B,1#))&)&(/$&0*1*0#2$)*1*0#%*,-$’,"50%/

*5J6 J.7D0.:-10 J.7D0.I0_+08:0#’a#(a$2 ?D#c$: J.-1+:/908F/4#2,$1

#&&="? #&&=#?$ =N=?NNN=?N=M=N=?/==#?$ %%>%#%B>’$ )&B
#%%#N"= #%%#N#=$ N=MNMNN=N=??=?==:?N#=$ %B>’#%B>’$ !$(
#)’"N"? #)’"N#?$ N==??=N==MM==M=?F=N#?$ %B>’#%!>($ #$%
!B)&?"= !B)&?#=$ ?N?====N?==?==?NFM?#=$ %!>(#%B>’$ ’#’
!"’&="? !"’&=#?$ =??=MM?NM?NMNMM==6N=#?$ %!>%#%!>$$ #B&

!!6(所有待测*5J查自4//,(’’EEE>7DD>̂7>I0’=WJ699090I’=WJ!L%>4/D%2(引物序列(a端的黑体字母表示*5J类型"括号外为野生型"括

号内为突变型"小写字母表示人工引入错配碱基%:(括号内数字为突变型引物的变性温度%1(等位基因特异性扩增产物长度!

6(M99*5JI6.010.7]01<.-D/40,+297:1-D678#4//,(’’EEE>7DD>̂7>I0’=WJ699090I’=WJ!L%>4/D$%2(?40:6,7/6990//0.I#782-91$78/40(A

/0.D78+I-</40,.7D0..0,.0I08//4026I0I,0:7<7:/-/40*5J/3,0"681/409-E0.:6I0I.0,.0I08//406./7<7:76993D7ID6/:40126I0%:(?408+D20.78

/402.6:̂0/I.0,.0I08/ID09/78F/0D,0.6/+.0-</40D+/68/AI,0:7<7:,.7D0.%1(?47I:-9+D8.0,.0I08/I/40908F/4-<699090AI,0:7<7:J=O,.-1+:/I>
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!每一种引物的量将根据电泳条带强度调节"#通用
引物!J+$’aA::::6://://F//:/:/:6/A(a"!&,D-9#反应
缓冲液!#&倍"!K’$P##K!’单位&4FL5M聚合酶
及#$P酶连产物#其中15?J和 \F=9!的浓度分别
为&K!和#K’DD-9%P&热循环条件为$$Bc预变性

(D78’然后$Bc 变性!&I#’%c 退火(&I#)!c 延
伸B’I#扩增(&个循环’最后)!c 延伸)D78使反
应完全&反应完成后#取反应产物($P在!>&d 琼
脂糖凝胶上进行电泳!#e?MC电泳缓冲液#电压

#&&f#恒压电泳#’D78"#凝胶成像系统拍摄电泳图
谱&
第B步$根据L5M条带大小判断各等位基因的

类型&可分为以下(种情况$凡只在含有野生型特
异性引物管中出现特异条带的#说明该*5J为野生
型纯合子!T%T"’凡只在含有突变型特异性引物管
中出现特异条带的#说明该*5J为突变型纯合子

!\%\"’若在两管中同时出现等长度特异条带的#说
明该*5J为杂合子!T%\"&

C@M!8FG(G?38法验证
取#$P预扩增长片段的#&倍稀释产物作为模

板#!’$P反应体系中含有#>!’单位&4FL5M聚合
酶#其中引物!表!"浓度为&KB$D-9%P#15?J和

\F=9! 的浓度分别为&K!和#K’DD-9%P&热循环
条件为$$Bc预变性(D78’然后以$Bc 变性!&I#

’"c退火(&I#)!c 延伸(&I#扩增(&个循环’最
后)!c 延伸)D78使反应完全&反应完成后#取反
应产物’$P#加反应缓冲液!#&倍"!$P#限制性内切
酶#&[#加水至!&$P#在()c水浴中保温消化过
夜&取酶解产物#&$P#在!K’d 琼脂糖凝胶上进行
电泳分离!#e?MC电泳缓冲液#电压#&&f#恒压电
泳#’D78"#凝胶成像系统拍摄电泳图谱#根据L5M
条带的大小判断*5J的类型&

表C!G?38法测定表>中各478位点的8FG引物序列!内切酶及与各等位基因对应的酶消化片段长度

A#;)&C!8’*2&’/&K5&-0&/"’&/%’*0%*,-&-N:2&/#-"%B&)&-+%B,1&-N:2#%*0#)):
"*+&/%&"1’#+2&-%/1,’%:$*-+478/*-A#;)&>;:8FG(G?38

*5J O0I/.7:/7-808G3D0 J=O,.7D0.I0_+08:0I!’a#(a"6
;.6FD08/908F/4!2,"2

T791A/3,0 \+/68/

#&&="? !3=#
#&&;$?=MM=M=MN=MNN??=M=?=M=MN=M

#&&O$=?N?NN???=M===M==M?==M?
B(( !%!%#)#

#%%#N"= )>7’ #
#%%#;$=?MM?N==??=M?NN==M=

#%%#O$=?N=?==MN=NM=??=??N
#B’ #&(%B!

#)’"N"? D>3 #
#)’";$?NNN=MMNMMN?=N=?NNMN=MN

#)’"O$MNM?N=NNN?MMNNNN?=N==??
)(%)$ #’!

!B)&?"= G8H #
!B)&;$M=??NN?NMNN?=MN?NN?

!B)&O$??MN=MN=?=M?==MN=?N
!!’ #B#%"B

!"’&="? !=4 #
!"’&;$??NMN=N?===MNNMNNMM?N

!L%AOJ$=?N=M=M?==NNM?N?MNNM?=
#$’%$) !$!

!!6$;和O分别表示正向和反向引物’2$斜线前后数字表示被酶切后的片段长度#单一数字表示J=O扩增片段长度&

6$;681O.0,.0I08/<-.E6.1681.0]0.I0,.7D0.#.0I,0:/7]093’2$?40/E-8+D20.II0,6.6/01236]7.F+90.0,.0I08//40I7G0I-</E-<.6FD08/I

17F0I/01E7/4/4008G3D097I/0178/40I0:-81:-9+D8>?40I78F908+D20.D068I/40I7G0-</40J=O<.6FD08/6D,97<70123/40,.7D0.I97I/0178/40

/47.1:-9+D8>

(!结果与讨论

E@>!8FG预扩增含有各478位点的片段
为了使’个*5J位点都位于同一L5M片段中#

本文选用了一对引物!L%APJ和!L%AOJ扩增了

/01!$%基因的一段长度为!$#$2,的L5M片段&
但在对不同基因组样本进行长片段扩增时#发现有些
样本扩增条带亮度较低&为了提高扩增效率#本文在

J=O反应试剂中添加了L\*Z或甜菜碱进行实验#结
果见图!&由图可知#当甜菜碱的浓度由&分别增加
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到&K’!#K&!!K’!’K&和#&D-9"P时!未发现扩增产物
的条带强度有明显变化#但当加入#&d!)K’d!

’K&d!!K&d和#K&d 的L\*Z时!发现’d的L\*Z
可以显著增强特异性条带亮度!但高浓度和低浓度的

L\*Z不能提高扩增产物的量!因此本文在J=O扩增
时添加’K&d的L\*Z来提高扩增效率$

图C!甜菜碱和D.4O对长片段8FG扩增的影响

#!%代表甜菜碱的浓度%分别为#&K&&’K&&!K’&

#K&&&K’&&D-9"P#\为D6.̂0.#)!#!代表

L\*Z的浓度%分别为#&&)K’&’K&&!K&&#K&&&d$

?*+@C!P11&0%,1D.4O#-";&%#*-&,-%B&

$’&#2$)*1*0#%*,-,1#),-+1’#+2&-%
#!%%J=OE7/4/40<-99-E78F20/6780:-8:08/.6/7-8I%

#&>&!’>&!!>’!#>&!&>’681&D-9"P#\!N080O+90.?\

#&&2,L5MP6110.,9+I’#&&!(&&&2,(#)!#!%J=OE7/4/40

<-99-E78FL\*Z:-8:08/.6/7-8I%#&!)>’!’K&!!K&!#K&681&d>

E@C!各等位基因特异性引物的特异性考察

*5J检测结果的准确性主要由等位基因特异
性引物的延伸开关特性决定!即当特异性引物的(a
端碱基与模板上*5J位点的碱基互补时就发生延
伸反应!否则不发生延伸反应$可是通常(a端的一
个碱基不足以完全控制引物的延伸!根据我们以前
的实验结果)##*!在(a端倒数第(个碱基处人为引入
一个错配碱基可以提高引物的开关性能$本文采用
相同的方法来提高每个特异性引物的延伸特异性!
为了同时考察两个特异性引物的延伸特异性!我们
选择了基因型分别为野生型纯合子&突变型纯合子
和杂合子的基因组L5M进行试验!结果表明每条引
物的特异性均很好!其中杂合子的扩增结果如图(
所示!由图可知!每条等位基因特异性引物都具有良
好的特异性!仅有一条与基因型相一致的扩增条带!
无杂带#理论上!与’个*5J位点对应的扩增产物
的长度应该为)&B!!$(!#$%!’#’和#B&2,!从图(
的L5MD6.̂0.可知!所有扩增产物的长度正确$

E@E!共用同一模板扩增时各引物之间的相互作用
考察

!!当用内切酶将预扩增的长片段L5M切割成短

图E!分别以各等位基因特异性引物进行单重

478测定时的8FG扩增产物的凝胶电泳图
各条带所用等位基因特异性异物为%#g#&&=#!g#&&?#

(g#%%#N#Bg#%%#=#’g#)’"N#%g#)’"?#

)g!B)&?#"g!B)&=#$g!"’&=##&g!"’&?$

?*+@E!AB&+&)&)&0%’,$B,’&%,+’#2,1

8FG$’,"50%/1’,2/*-+)&478%:$*-+
=*%B&#0B,1#))&)&(/$&0*1*0$’*2&’/

#-"%B&5-*L&’/#)$’*2&’
#%#&&=!!%#&&?!(%#%%#N!B%#%%#=!’%#)’"N!

%%#)’"?!)%!B)&?!"%!B)&=!$%!"’&=!#&%!"’&?>

片段时!存在多个*5J位点位于同一短片段的可能
性!即多个特异性引物共用同一模板扩增!这时引物
之间的浓度比例就有可能对扩增产物的量产生影

响$在本文中!*5J位点#%%#N"=和#)’"N"?在
同一酶切片段上!其特异性引物共用该模板扩增!将
它们按不同比例混合后进行扩增的结果如图B所
示!在该图中扩增用基因组 L5M的基因型%位点

#%%#N"=为+N"=,#位点#)’"N"?为%+N"N,$图
中条带#!!!(和B为野生型特异性引物的扩增产
物#条带’!%!)和"为突变型特异性引物的扩增产
物$由图可知’泳道#!!!(和B(!当引物#)’"N的
浓度与引物#%%#N相同时!引物#)’"N的扩增产物
量很少!但随着该引物浓度的增加!即使引物#%%#N
的浓度保持不变!其扩增产物的量也渐渐减少!提示
两者存在对模板的竞争反应$从条带’!%!)和"的
结果发现!即使引物#)’"?无扩增产物!但随着其
浓度的增加!引物#%%#=的扩增产物量也下降!说
明引物#)’"?结合了大量的模板影响了引物#%%#=
的扩增$但从图中的结果未发现因抑制性反应而影
响结果的判断!在很大的浓度范围内!引物之间的相
互影响可以忽略!并且可以通过调整各引物的浓度
比例使其扩增条带亮度相当!例如当引物#%%#N和

#)’"N的浓度比为#h’时可以得到相同强度的电
泳条带$
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图M!共用同一模板扩增的引物之间的相互影响

#!B!引物#%%#N与#)’"N的浓度比分别为

#h#"#h!"#h’和#h#&#’!"!引物#%%#=与

#)’"?的浓度比分别为#h#"#h!"#h’和#h#&$

?*+@M!P11&0%,1%B&0,-0&-%’#%*,-,1#-#))&)&(/$&0*1*0

$’*2&’,-,%B&’8FG=*%B%B&/#2&%&2$)#%&
?40:-8:08/.6/7-8.6/7--<,.7D0.#%%#N/-,.7D0.

#)’"N7I#%#&#%!&#%’681#%#&<-.9680I#!B&

681/40:-8:08/.6/7-8.6/7--<,.7D0.#%%#=

/-,.7D0.#)’"?7I#%#&#%!&#%’681#%#&

<-.9680I’!"&.0I,0:/7]093>

E@M!五重8FG同时测定J个478位点
在本文建立的方法中&由于采用了616,/0.连

接技术&可以用8个等位基因特异性引物和一个通
用引物进行8重J=O扩增&通常8重J=O必须加入

8对不同的引物&即!8个引物&这使得J=O扩增反
应的条件难以控制&并且设计相互匹配的引物十分
困难$本文的方法十分简单&即将’个*5J位点的
野生型和突变型特异性引物分别按一定比例混合后

加入含有底物和扩增试剂的两个J=O管中进行扩
增&结果直接明了$我们采用该法分别测定了!&个
健康成年人/01!$%基因的’个基因型&’个*5J
位点!#&&="?&#%%#N"=&#)’"N"?&!B)&?"=和

!"’&="?的突变型等位基因频率分别为!%)K’d&

(&>&d&!’>&d&(&>&d和#!>’d$其中B个典型
样本的测定结果如图’所示&很容易从图谱中峰的
有无判断等位基因的类型&例如对样品#来说&仅有
一条与#&&="?位点突变型对应的条带&由此可以
很快判断样品#中五个*5J位点的基因型#又例如
对样品(来说&在与#%%#N"=位点突变型对应处
出现条带&而在与#)’"N"?位点野生型和突变型
对应处都出现条带&故#%%#N"=位点为突变型&

#)’"N"?位点为杂合子#同样可以从图中很快读出
样品!和B的各*5J基因型$
为验证MP\AM*M法的准确性&用J=OAO;PJ法

同时测定了上述!&个不同基因组L5M&其中(种

*5J类型’野生型"突变型和杂合子(的典型结果如
图%所示&根据L5M条带的大小可以判断等位基因
的类型$经过对比可知&MP\AM*M法的测定结果与

J=OAO;PJ法完全一致&说明 MP\AM*M法结果准
确$但实验中我们发现O;PJ法要求J=O扩增产
物纯度高"产量大&并且酶切时间长&还会经常发生
酶切不完全影响杂合子与纯合子区分的问题#对不
同的*5J来说&选择合适的内切酶也较费时&有些
内切酶的价格也很昂贵$相比之下&MP\AM*M法却
没有这些不足$

图J!M个样本经凝胶电泳检测的图谱
每对通道的左边为’个*5JI的野生型引物扩增片段&

右边为’个*5JI的突变型引物扩增片段$

?*+@J!!+#’,/&+&)&)&0%’,$B,’&%,+’#2/,1

J($)&6+&-,%:$*-+,1M%:$*0#)+&-,2*0/#2$)&/
C6:4,67.-<9680I:-8/678I/40,.-1+:/I<.-DE791

/3,0,.7D0.I’90</9680(681D+/68/,.7D0.I’.7F4/9680(>

图I!8FG(G?38法测定J种478的野生型!

突变型和杂合子的典型电泳图谱

#"B")"#&和#(!各*5J位点的野生型#!"’"""##和

#B!各*5J位点的突变型#("%"$"#!和#’!各*5J位点的杂合型$

?*+@I!!%:$*0#)$’,1*)&,1=*)"%:$&"25%#-%

#-"B&%&’,N:+,%&,11*L&478/;:8FG(G?38
#&B&)&#&681#(!T791/3,0I#!&’&"&##681

#B!\+/68/I#(&%&$&#!681#’!Y0/0.-G3F-/0I>

B!结!论

本文建立的方法对引物优化设计的要求低&无
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需专门技术和特殊软件就可以完成任何多重*5J
测定用的引物设计!采用L5M适配器的方法使得8
Q#个引物能够扩增8重J=O"每个J=O有一个相
同的引物"该引物的序列与适配器长臂相同"无需设
计#其中8个引物用于测定8个*5J的类型"其(a
端与*5J位点正好重叠"位置固定"除了长度应该
根据?D值调整外"无需其他任何设计"每条引物的

?D值应尽量接近"以保证它们在同一个反应体系
中扩增均衡$#!%!如果实验中出现特异性引物位于

N=高含量区域或特异性不好"可以根据互补链序
列选择另外一条引物!

MP\AM*M法具有特异性高的优点!为了提高
扩增特异性"本文采用了(种方法&J=O预扩增含
待检测位点L5M片段#在等位基因特异性引物的(a
端倒数第(位人工引入错配碱基#特殊设计的6A
16,/0.!

MP\AM*M法测定通量高"所需L5M模板量少!
虽然MP\AM*M的测定步骤较多"包括J=O预扩增’
酶切反应’酶连反应和等位基因特异性扩增"但所有
这些步骤都可以批量操作"由仪器完成!本法可以
一次同时可以测定多个*5J"所以测定通量相对较
高"通常一个熟练操作者一天可以同时测定$%个样
本"对测定’重*5J来说"则一天可以测定近’&&
个*5J!又由于本法采用了预扩增"少量的基因组

L5M样本就足够用于多个*5J的测定!如果一次
测定8个*5J"则每个*5J所需基因组L5M量将是

#(8!

MP\AM*M法操作简单方便"不需特殊仪器"成
本低廉"适合临床医院用于个体化用药所需的等位
基因快速检测"也可以用于病原微生物的准确分型!
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