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摘要: Melting Temperature shift(Tm-shift)是一种新的基因分型方法, 主要通过在两条特异性引物 5′端加入不同

长度的 GC 序列, PCR 扩增后根据熔解曲线中产物 Tm 值的差异来完成分型。文章建立了 Tm-shift 法对 2 048 份

样品的 29 个 SNP 进行分型, 通过分型成功率、重复检测一致率、测序验证准确度综合评价分型效果。结果显

示, 29 个 SNP 中有 27 个可以采用本方法分型, 分型成功率为 93.1%。测序验证准确性达到 100%。3 种基因型

阳性标准对照重复检测一致率为 100%; 100 个随机样品重复检测, 重复性为 97%。因此, Tm-shift 基因分型法是

一种成本低廉、准确灵敏、稳定可靠、通量灵活、操作简便的基因分型方法, 可在遗传学研究中推广应用。 
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Application of Tm-shift genotyping method in genetic studies 
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2. KIZ-CUHK Joint Laboratory of Bioresources and Molecular Research of Common Diseases, Kunming 650223, China 

Abstract:  Melting Temperature shift (Tm-shift) is a new genotyping method. With two GC-rich tails of unequal length 

combined to 5′-terminal of allele-specific primers, genotypes can be determined by the distinct Tms of the PCR products 

with inspection of a melting curve on the real-time PCR machine. In this study, 29 SNPs were genotyped with 2 048 sam-

ples by using Tm-shift genotyping method, and the results were assessed by success rate, consistent rate, and accuracy. The 

results indicated that among 29 SNPs, 27 SNPs could be genotyped by Tm-shift. In other words, the success rate was 93.1%. 

The accuracy confirmed by direct sequencing was 100%. The consistency was 100% with 3 control samples, and 97% from 

a replication study in 100 samples. Thus, Tm-shift is a genotyping method with advantages including low cost, high accu-

racy, stability, reliability, flexible throughput, and easy operation, which can be applied to genetic studies widely. 
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近年来 , 随着遗传学和基因组学的迅速发展 , 
单核苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism, 
SNP)作为一种遗传标志在医学遗传学、动植物遗传
学和基因工程的研究中发挥了重要作用 [1]。因此 , 
SNP已广泛应用于候选基因研究和全基因组关联研
究等。 

目前用于 SNP 检测的技术方法有多种, 包括限
制性片段长度多态性检测(Restriction fragment length 
polymorphism, RFLP)、高分辨率熔解曲线法(High- 
resolution melting, HRM)、质谱法(Mass spectrome-
try)、TaqMan探针法、DNA测序、基因芯片等。然
而, 每种方法都存在一定的适用范围。多数检测方
法因为通量的限制, 难以满足大样本多基因的研究
要求; 全基因组芯片技术又因其昂贵的费用, 不适
用于大部分的实验室研究。因此, 寻找一种通量灵
活、准确可靠, 且能高性价比地完成基因分型的方法
显得尤为重要。而Melting Temperature shift(Tm-shift)
基因分型技术就是这样一种既能满足中低通量研究

需要又能高性价比完成基因分型的方法。 
Tm-shift最初是由Roche公司科学家发明的一种

基因分型方法, 该方法无需序列特异性探针, 通过
在引物 5′端加入不同长度的GC序列来改变产物的
Tm值, PCR结束后根据熔解曲线中Tm值的差异直接
对样品进行分析, 即可完成SNP的检测[2,3]。 

Tm-shift基因分型方法共设计 3条引物, 包括两
条特异性引物和一条反向引物。特异性引物 

3′末端的碱基与SNP的等位基因变异体配对, 5′
端分别添加两段长度各异且不与模板配对的序列

(14 bp的长序列 5′-GCGGGCAGGGCGGC-3′和 6 bp
的短序列 5′-GCGGGC-3′)。这两段序列的加入, 人为
地扩大了PCR产物Tm值的差距。在PCR反应体系中, 
预先加入SYBR GreenⅠ荧光染料。SYBR GreenⅠ是
一种在Real-time PCR中使用广泛且成熟的双链DNA
染料[4~6]。其嵌入到DNA双链, 在激发光的作用下发
出荧光信号。荧光强度随温度变化, 当DNA片段在
加热过程中达到熔解温度时, 双链分开, SYBR Green
Ⅰ从DNA上释放出来, 导致荧光信号减弱 [7]。PCR
结束后, 运用Real-time PCR仪对产物以 0.11℃/s的
速度进行 60℃~95℃的一个升温变性过程, 通过实
时荧光信号的监测来绘制熔解曲线, 由此根据不同
的Tm值来对SNP进行分型。在高血压、肺结核遗传

易感性研究及人类群体遗传多样性研究等课题中 , 
我们已运用Tm-shift法对 2 048份血液样品 29个SNP
进行了基因分型, 本研究利用这些实验的结果, 结
合测序验证和重复检测对Tm-shift法进行系统评价。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

2 048 份血液样本采自无血缘关系的浙江汉族
人群, 各课题均采用 1∶1 配对的病例对照研究设
计。采用天根生化科技(北京)有限公司生产的血液基
因组 DNA提取试剂盒(离心吸附柱法)从外周血白细
胞中提取基因组 DNA。 

1.2 方法 

1.2.1  引物设计 

从 NCBI dbSNP网站下载目标 SNP位点附近序
列, 引物设计采用 Oligo 6 或者 primer 3 软件。
Tm-shift基因分型法需对引物的 Tm值和长度加以限
制。其中, 特异性引物的 Tm值应介于 59~62℃(可适
当放宽到 58.3~63.5℃); 反向引物的 Tm 值应介于
63~70℃(可适当放宽到 62~75℃)。同时, 特异性引
物和反向引物的长度应分别控制在 14~27 bp、22~30 
bp, 相应的可优化到 15~22 bp、22~27 bp。为了充分
发挥 Taq 聚合酶的扩增效率, 反向引物与特异性引
物的 Tm值之间(未在 5′端加入序列前)需维持 4~5℃
左右的差距, 并且反向引物应从 SNP下游不超过 20 
bp处开始选取, 以便获得相对较短的 PCR产物。特
异性引物设计成功后, 分别在其 5′端加入富含 GC
的序列。通常将 14 bp的长序列(5′-GCGGGCAGGG 
CGGC-3′)加入到 3′末端含有较高 Tm值碱基(G/C)的
特异性引物上, 而将 6 bp的短序列(5′-GCGGGC-3′)
加入到 3′末端含有较低 Tm 值碱基(A/T)的特异性引
物上, 产物的 Tm值更易区分。引物信息见表 1。 

1.2.2  Tm-shift 基因分型方法实验步骤 

PCR反应体系：总反应体系为 12.5 μL,包括 25 
ng 的基因组 DNA, 0.2 μmol/L 引物,  0.4 mmol/L 
dNTP, 1.5~2 μmol/L镁离子, 0.2× SYBR Green I, 10% 
DMSO, 1× Roche TaqGold buffer, 0.6 U的 ABI金牌 
Taq Gold polymerase, 加高纯水补足至 12.5 μL。PCR 
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表 1  SNP 的引物序列 

引物 序列(5′→3′) 
Tm 

(5′添加序列前) 
Mg2+浓度 
(μmol/L) 

rs4305   2 

rs4305GF gcgggcagggcggcGCTGGGGCCTGGCG 63.9℃  

rs4305AF gattaccgGCTGGGGCCTGGCA 61.6℃  

rs4305R CTGCAAGATGCTGCCACTGTCA 67.1℃  

rs3789678   2 

rs3789678CF gcgggcagggcggcCCAGCCCCAATTCCTGC 62.6℃  

rs3789678TF gattaccgCCAGCCCCAATTCCTGT 59.4℃  

rs3789678R GGTCCTCTTGCCATCAGGAGGAAT 67.8℃  

rs4461142   1.5 

rs4461142CF gcgggcagggcggcTCACTTGAGACAGGAAGAGGACC 62.1℃  

rs4461142TF gattaccgTCACTTGAGACAGGAAGAGGACT 59.5℃  

rs4461142R AGATGGGAGTTTTCAGTCCAGCTCC 67℃  

rs10935724   2 

rs10935724CF gcgggcagggcggcAAGAGGTGTTTTCTTGGCTCTTC 60.3℃  

rs10935724AF gattaccgAAGAGGTGTTTTCTTGGCTCTTA 58.6℃  

rs10935724R TGGCACATTTATGTACTCAATAAATATTAGCTTT 63.9℃  

rs6414   2 

rs6414CF gcgggcagggcggcCGGGAAGGTCCAGCCC 62.7℃  

rs6414TF gattaccgCGGGAAGGTCCAGCCT 59.7℃  

rs6414R AGTCCTCCATCCCCATCCCTG 66.8℃  

 

扩增程序：95℃预变性 15 min, 以此来激活酶的活
性。三步扩增法：95℃变性 20 s, 复性 1 min, 72℃延
伸 30 s, 35个循环; 最后 72℃延伸 7 min, 4℃保存。 

熔解曲线分析：将 PCR 产物放入 Roche Light 
Cycler 480荧光定量 PCR仪中。熔解曲线程序：95℃  
5 s, 60℃ 1 min, 温度以 0.11℃/s的速度上升到 95℃, 
期间连续采集荧光信号, 40℃维持。熔解曲线数据由
Roche 提供的机载软件自动根据荧光强度进行聚类
分析获得。 

2  结果与分析 

熔解曲线完成后, 根据每个 SNP 特异性引物的
设计, 即可获得相应的基因分型结果。判读分型结
果时, 将 HH纯合子与 LL纯合子峰值最小差距 3℃
作为分型判断的依据。如图 1所示。 

本研究采用 Tm-shift 方法对 29 个 SNP 进行了
分型, 其中 2个分型失败, 分型成功率为 93.1%。这
两个分型失败的 SNP为 rs10935724和 rs6414, 其中 

rs10935724所处序列中A/T含量较多, 引物 Tm值难
以达到设计要求, 即使增加引物的碱基长度依然分
型失败。rs6414 所处序列中 G/C 含量高, 引物设计
相对容易, 但是在分别调整引物序列、引物比例、
镁离子浓度和复性温度后仍然无法准确分型。 

为了保证实验的准确度, 针对每一个待检测的
SNP, 从基因型已知的 Hap map CHB的 45个中国人
群标准品中挑选 3 种不同基因型的样本, 在每一块
96 孔板中放入标准品作为阳性对照, 以区分 3 种基
因型的熔解峰。在我们的实验中, 标准品对照的重
复性达到了 100%。对随机抽取的 100个样品进行了
重复检测, 有 97 个与原检测结果一致, 重复性为
97%。重复性差的 3个样品 DNA浓度较低, 导致熔
解曲线的荧光值偏低, 纯合子出现杂锋、杂合子双
峰不明显, 从而使得分型错误。因此, Tm-shift方法
要求样品的 DNA浓度不宜过低。为了验证 Tm-shift
方法的准确性, 我们以测序结果作为对照, 随机抽
取 70 个样品进行了测序, 测序一致率为 100%。如
表 2所示。 
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图 1  各基因型的熔解曲线图 
HH纯合子：有较高 Tm值即 5′端加入长序列的等位基因纯合子; LL纯合子：有较低 Tm值即 5′端加入短序列的等位基因纯合子; HL：
杂合子基因型。 

 
表 2  Tm-shift 基因分型效果评价 

评价指标 百分比 

分型成功率 93.1%(29个 SNP27个分型成功) 

重复性 97%(100个样品 97个一致) 

测序验证率 100%(70个样品 70个一致) 

 
在实验过程中我们发现特异性引物 5′端添加的

GC序列可以进一步优化, 14 bp的长序列(5′-GCGG 
GCAGGGCGGC-3′)维持不变, 将 6bp 的短序列(5′- 
GCGGGC-3′)更换为 8 bp 的短序列(5′-GATTACCG- 
3′), 在不影响 PCR效率的基础上进一步扩大了产物
的 Tm值差距, 熔解曲线区分更清晰。 

3  讨 论 

在疾病遗传易感性研究和人类群体遗传多样性

研究中, 我们采用 Tm-shift法对 2 048份样品 29个
SNP 进行了候选基因的分型。在成功运用 Tm-shift
进行 SNP 分型的过程中, 我们发现 Tm-shift 方法具
有准确度高、低廉、高效等独特的优点。 

(1)准确度高。每一块 PCR板中放入 3种基因型
已知的样品作为阳性标准对照, 而且在对随机抽取
的 70 个样品进行的测序验证中 , 测序一致率为
100%, 确保了实验的高度准确性。 

(2)重复性好。随机抽取 100 个样品进行重复实
验, 一致率达到了 97%, 每 96 个样品中放入的标准
品重复性也达到了 100%。由此说明 Tm-shift是一种
稳定可靠的技术方法, 可大量应用于遗传学研究。 

(3)成本低廉。主要的仪器为 PCR 扩增仪和
Real-time PCR 仪, 均为一般实验室常用仪器, 无需
其他昂贵的设备, 大大降低了成本。SYBR GreenⅠ
虽然是一种非饱和染料, 但不影响 SNP 分型效果, 
而且与饱和荧光染料 Eva Green、LC Green等相比价
格更占优势。试剂中热启动 Taq酶和 Real-time PCR
管/板的价格较高, 但单个样品的检测成本都能控制
在 1.0元以下, 检测费用远低于测序、TaqMan探针、
sequenom质谱法、SNPstream等技术, 与 RFLP比也
具有价格优势。 

(4)通量灵活。Tm-shift法是一种在扩增结束后, 
对PCR产物进行熔解曲线分析的终点分析方法, 无
需一直进行实时荧光检测 [3]。而且我们也已验证 , 
PCR扩增产物在 4℃能保持一定时期的稳定性, 1~2 
d后再进行荧光检测并不会影响SNP的分型效果。因
此 , 可以先在普通的PCR仪上完成目标序列扩增 , 
再将PCR产物放入荧光定量PCR仪上进行熔解曲线
分析。Tm-shift法的这一优点 , 不仅大大降低了
Real-time PCR仪的折旧率 , 而且节省了操作时间 , 
增加了分型的通量。在实验室配备一台荧光定量

PCR仪, 两台 384孔PCR仪的情况下, 通常一个人在
正常工作强度下每天可以检测 8~10 板, 即完成 3 
500个样本的分型。故实验室增加PCR仪或操作人员, 
能充分满足大样本检测的要求。 

(5)操作简便。该方法只需要设计特异性引物 , 
实验操作即 PCR技术, 因此易于掌握。并且 PCR结
束后只需进行熔解曲线分析, 无需琼脂糖电泳, 更
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易快速获得实验结果 , 不仅减少了气溶胶的污染 , 
增加了产物的特异性, 同时也减少了 EB 对人体的
危害。 

(6)较之高分辨率熔解曲线 (High resolution 
melting, HRM)更为实用。HRM与Tm-shift法的原理
相似, 都是对PCR产物绘制熔解曲线来进行基因分
型。但HRM主要是根据DNA序列的长度、GC含量
以及碱基互补性差异来对样品进行分型, 当SNP位
点为A/T 、C/G多态时, 熔解曲线图中两个峰难以区
分, 易导致分型失败[8]。而且HRM要求达到对单个
碱基区分的高灵敏度, 因此对PCR仪的温度控制精
度、均一度等指标要求较高, 大部分Real-time PCR
仪无法适用。单个样品的检测成本较之Tm-shift法高
出 10倍以上, 不适用于大样本研究。 

尽管 Tm-shift基因分型技术较之其他 SNP检测
方法有其独特的优越性, 但在应用过程中我们也发
现其存在一定的局限性。 

(1)不适用于所有的 SNP。在 Tm-shift基因分型
技术中, 引物的设计只需要 Tm 值和长度满足一定
的要求即可, 因此引物设计较为灵活, 绝大部分的
SNP 都能成功地设计引物。但是对于那些目标序列
中 A/T含量较高的 SNP, 往往难以同时满足引物 Tm
值和长度的要求, 这时需要适当的增加引物的碱基
个数来使 Tm 值符合要求。通常这类 SNP 的分型失
败率较高, 本研究有 3个 SNP需要延长引物的长度, 
其中有 1 个分型失败。而在引物长度和 Tm 值都符
合要求的 SNP 中, 仍然存在分型失败的 SNP, 在本
研究的 29个 SNP中, 有 1个 SNP归于此种情况。 

(2)对Taq聚合酶的要求较高。Tm-shift法对Taq

聚合酶的扩增效果有较高的要求, 扩增效果良好产
物的熔解峰就会聚类清晰, 同时也能避免引物二聚
体的生成。采用普通的Taq聚合酶, 容易出现产物熔
解峰位置偏移和聚类不清楚的情况。而且非特异性

扩增产生的余峰和杂峰, 干扰 3 种基因型的判断, 
容易导致错分。ABI的金牌Taq酶是一种高效的热启
动酶, 它可以提供一个简短的热启动过程, 在保证
扩增特异性的同时减少了引物二聚体的生成[9~11]。如

图 2、图 3所示, 采用金牌Taq酶进行PCR扩增, 获得
的熔解曲线较之某合资品牌非热启动Taq酶聚类更
清楚, 熔解峰更为整齐, 有利于快速准确的进行基
因分型。 

(3)Mg2+浓度对实验影响较大。Mg2+的浓度会影

响Taq DNA聚合酶的活性, 对PCR扩增的特异性和
产量有显著的影响, Mg2+浓度过高可降低PCR扩增
的特异性, 浓度过低则影响PCR扩增产量甚至导致
扩增失败[12]。如图 4、图 5 所示, 反应体系中Mg2+

终浓度为 2 mmol/L时, PCR扩增特异性降低, 3种基
因型无法区分, 当Mg2+终浓度降低到 1.5 mmol/L时, 
3 种基因型分型清楚。因此, 对于每个SNP, 实验前
都需摸索合适的Mg2+浓度, 以保证获得准确的分型
结果。 

(4)对模板要求高。DNA 模板浓度偏低会影响
PCR 的扩增效果, 从而降低产物熔解曲线的荧光值, 
干扰分型判断。而且反应体系中模板的加入量若不

一致, 获得的熔解峰就会聚类不清晰, 出现位移现
象, 造成分型错误。因此, 模板浓度及量的均一性是
影响实验的关键步骤, 需要准确定量来加以控制。 

综上所述, Tm-shift方法因其经济适用、准确灵 
 

 
 

图 2  某合资品牌 Taq 酶分型效果图 
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图 3  ABI 金牌 Taq 酶分型效果图 
 

 
 

图 4  Mg2+浓度为 2 mmol/L 时的分型效果图 
 

 
 

图 5  Mg2+浓度为 1.5 mmol/L 时的分型效果图 
 
敏、通量灵活、操作简便等独特优势, 可以作为一
种可靠的SNP分型方法应用于遗传学研究。目前, 国

内外已有学者运用该方法来进行基因分型[13~19]。随

着遗传学研究发展的需要及人们对该方法认知程 
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度的加深, Tm-shift分型技术将会受到更多遗传学研
究者的青睐, 在该领域得到更为广泛的应用。 
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