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摘要 : 以原癌基因 K2ras基因 12位密码子的 4种基因型 (野生型为 GGT ,突变型为 A GT、T GT、CGT)质粒 DNA为研究

模型 ,采用 SYBR GreenⅠ为实时 PCR指示剂 ,进行 ARMS实时 PCR基因分型特异性的研究.结果表明 :在和模板匹配的

ARMS引物 3′端附近引入故意错配碱基 ,将 ARMS引物浓度稀释 10倍 ,并对传统三步 PCR循环进行改良 ,即根据目的产

物和引物二聚体的熔点差异 ,在传统延伸步骤之后增加一步恒温 80℃检测荧光步骤 ,可消除引物二聚体的影响 ,使 ARMS

引物的特异性增强 ,得到清晰的基因分型结果.实验表明这种基于 SYBR GreenⅠ的 ARMS实时 PCR基因分型方法 ,无需

合成探针 ,实验设计简单 ,是一种快速、简便、经济、特异性好的基因分型方法 ,可推广用于其他基因的分型 ,并可望成为应

用于临床的基因诊断技术之一.
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　　人类基因组计划的完成 ,加速了疾病相关基因的

结构和功能研究 ,其中对 SN P ( Single Nucleotide Pol2
ymorp hism ,单核苷酸多态性) [1 ]、致病基因[ 2 ,3 ]、病原

体亚型以及耐药基因等[4 ]的基因分型研究具有重要意

义.目前主要的基因分型方法有 PCR2RFL P ( Rest rict2
ed Fragment Length Polymorp hism ,限制性片断长度

多态性 ) , PCR2SSCP ( Single St rand Conformation

Polymorp hism ,单链构象多态性) , HA ( Heteroduplex

Analysis ,异源双链分析) ,以及 DNA 测序等 ;但以上

这些方法普遍存在操作繁琐 ,检测时间过长等缺点.近

年来 ,出现了许多高通量的分型技术 ,如变性高效液相

色谱 (D H PL C) [5 ] ,生物质谱[ 6 ] ,基因芯片等 ;然而这些

方法都涉及后 PCR操作 ,而且仪器昂贵 ,限制了其临

床应用.本研究以 K2ras基因 12位密码子的 4种基因

型 (野生型为 GGT ,突变型为 A GT、T GT、CGT)为研

究模型 ,采用 SYBR GreenⅠ为实时 PCR指示剂 ,主要

从 ARMS引物的设计 ,引物浓度的选择 , PCR反应体

系及条件的优化 (对传统 PCR三步法进行改良)等方

面进行 A RMS实时 PCR基因分型的特异性研究 ,希

望在此基础上发展一种快速、简便、经济、准确的适合

临床应用的基因分型方法.

1　材料与方法

1 . 1　材　料
DNA模板 : K2ras基因野生型质粒 DNA 模板 (12

位密码子为 GGT ,简称 GGT模板 ,以下同)直接以正

常人基因组 DNA 为模板构建 ,12 位密码子突变型质

粒 (分别为 A GT、T GT、CGT)采用引物重叠延伸法构

建.所有构建的质粒 DNA模板序列均经测序确认.

主要仪器和试剂 : Rotor Gene 3000 实时荧光

PCR仪 (Corbet t Research ,Aust ralia) . Taq酶、dN TP

等购自大连宝生物工程有限公司 ,SYBR GreenⅠ购自

厦门百维信生物有限公司.

引物 :根据已公布的 K2ras基因的 1 号外显子的

序列设计特异的 A RMS上游引物和一条公共的下游

引物 (序列如表 1 所示) ,所有引物由上海生工生物工

程有限公司合成.

1 . 2　方　法
1. 2. 1 PCR扩增产物和引物二聚体熔解曲线分析

PCR体系总体积 200μL ,含 20μL10×buffer ,50

mmol/ L MgCl2 ,0. 2 mmol/ L dN TPs ,10U Taq酶 ,2. 0

μL SYBR GreenⅠ(1 :10 000稀释) ,0. 4μmol/ L 下游

引物 (表 1中 P6) .将上述组分混匀后 ,分装两大管 ,每

管体积 100μL ,分别加入表 1 中的 P1、P2 引物各0. 4

μmol/ L .然后每大管再分装 5 小管 ,每小管最终体积

25μL ,使每条引物分别对 4 种质粒 DNA 模板

(约0 . 5 ng)和水 (作为阴性对照 )进行 PCR扩增与
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表 1　ARMS引物列表

Tab. 1　ARMS primers

名称 编号 核苷酸序列

A GT　　　 P1 5′2ACTT GT GGTA GTT GGA GCTA23′

A GT( n - 3) P2 5′2ACTT GT GGTA GTT GGACCTA23′

T GT( n - 3) P3 5′2ACTT GT GGTA GTT GGACCTT23′

CGT( n - 3) P4 5′2ACTT GT GGTA GTT GGACCTC23′

GGT( n - 3) P5 5′2ACTT GT GGTA GTT GGACCT G23′

Antisense 　 P6 5′2GT T GGA TCA TA TTCGTCCAC23′

　　注 :下划线表示故意引入的错配碱基 ; P1～ P2 :用于扩增

A GT模板的 ARMS上游引物 ; P3～P5为分别扩增 T GT、

CGT、GGT模板的 ARMS上游引物 ; P6 为公共的下游引

物.

结果分析.反应条件 :94℃预变性 2 min ;94℃变性 15

s ,55℃退火 20 s ,72℃延伸 20 s ,扩增 40个循环 ;在每

一循环的退火温度时收集荧光信号. PCR 反应后 ,按

0. 5℃/ step 的升温速率从 65℃递增至 99℃进行熔解

曲线分析.

1. 2. 2 ARMS实时 PCR反应体系及条件优化

A RMS引物筛选及 PCR 反应步骤改良 : PCR 体

系组成同 1. 2. 1.反应条件 :94℃预变性 2 min ;94℃变

性 15 s ,55℃退火 20 s ,72℃延伸 20 s ,80℃恒温 5 s ,

扩增 40个循环 ;在每一循环的 80℃时收集荧光信号.

A RMS引物浓度的优化 :将 P2 引物 (0. 4μmol/

L)分别稀释 10 倍、20 倍后 ,再进行实时荧光 PCR分

型.反应体系其他成分及反应条件同上.

1. 2. 3 ARMS实时 PCR基因分型

PCR体系总体积 400μL ,含 40μL10 ×buffer ,50

mmol/ L MgCl2 ,0. 2 mmol/ L dN TPs ,20U Taq酶 ,4. 0

μL SYBR GreenⅠ(1 :10 000稀释) ,0. 4μmol/ L 下游

引物 (表 1中 P6) .将上述组分混匀后 ,分装 4大管 ,每

管体积 100μL ,分别加入表 1中的 P2、P3、P4、P5引物

各 0. 04μmol/ L .然后每大管再分装 5小管 ,每小管最

终体积 25μL ,使每条引物分别对 4种质粒 DNA 模板

(约 0. 5 ng)和水 (作为阴性对照)进行 PCR扩增与结

果分析.反应条件 :94℃预变性 2 min ;94℃变性 15 s ,

55℃退火 20 s ,72℃延伸 20 s ,80℃恒温 5 s ,扩增 40

个循环 ;在每一循环的 80℃时收集荧光信号.

2　结　果

2 . 1　PCR扩增产物和引物二聚体熔解曲线分

析
在进行 PCR扩增后 ,对产物进行熔解曲线分析 ,

结果如图1所示 ,引物 P1和 P2的熔点大约在7 7～

　图 1　PCR扩增产物及引物二聚体的熔解曲线分析

黑色虚线 : P1 引物二聚体 ;黑色实线 : P1 引物对

A GT模板扩增产物 ;灰色虚线 : P2引物二聚体 ;灰

色实线 : P2引物对 A GT模板扩增产物

　Fig. 1　Melting curve analysis of PCR product s and prim2
er2dimers

78℃左右 ,而 A GT模板扩增目的产物的熔点在 83℃.

根据两者熔点的差别 ,对传统三步法 PCR进行改良 ,

即在传统延伸步骤之后再增加一步恒温 80℃采集荧

光信号 ,可以消除引物二聚体对基因分型的影响 ,可望

增加 A RMS引物基因分型的特异性.

2 . 2　ARMS实时 PCR反应体系优化结果
A RMS引物筛选及 PCR 循环改良结果 :用于扩

增 A GT模板的两条 ARMS引物 P1和 P2 ,其中 P1是

和模板序列完全互补的引物 ,而 P2 是在距离 3′端的

第 ( n - 3)位点引入故意的错配 G以 C取代的引物.传

统三步法 PCR基因分型结果如图 2 (A)和 2 (B)所示 ,

虽然目的产物 A GT模板的荧光信号都是最先升起来

的 ,但是采用 P1引物时 , GGT模板的错配延伸明显 ,

而采用 P2引物时 ,引物二聚体影响很大 ,均对 A GT

模板的分型造成困难.对 PCR循环进行改良后 ,即在

传统延伸步骤之后再增加一步恒温 80℃采集荧光信

号 ,结果如图 2 (C)和图 2 (D)所示 ,引物二聚体对基因

分型的影响基本消除 ,尤其是采用 P2引物和改良四步

法 PCR结合后 ,目的产物 A GT模板和其他的产物的

荧光信号可以很清晰的区分 ,基因分型特异性大大增

加.

A RMS引物浓度优化结果 :将引物浓度稀释 10、

20倍后的结果表明 ,若稀释倍数太低 (图 3A所示) ,对

基因分型的结果改善不明显 ;若稀释倍数太高 (图 3C

所示) ,则造成目的产物扩增效率太低 ,不利于基因分

型 ,总的来说本研究中所采用的 P2 引物稀释 10 倍时

可得到特异性较好的分型结果 (图 3B所示) .
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　图 2　ARMS实时 PCR基因分型引物筛选及 PCR循环改良

A、B图分别采用 P1、P2引物和传统三步法 PCR(55℃采集荧光信号)进行 ARMS实时 PCR基因分型 ;C、D图分

别采用 P1、P2引物和改良四步法 PCR (80℃采集荧光信号)进行 ARMS实时 PCR基因分型 ; □2□:A GT模板 ,

■2■ T GT模板 , &2 & CGT模板 ,▲2▲ GGT模板 ,222222引物二聚体
　Fig. 2　Selection of primers and optimization of PCR cycles for ARMS real2time PCR genotyping

　图 3　ARMS实时 PCR基因分型引物浓度优化

A、B、C图分别采用 0. 4μmol/ L、0. 04μmol/ L、0. 02μmol/ L 的 P2引物进行 ARMS实时 PCR基因分型 ; □2□:

A GT模板 ,■2■ T GT模板 , &2 & CGT模板 ,▲2▲ GGT模板 ,222222引物二聚体
　Fig. 3　Optimization of the concentration of ARMS primers

2 . 3　ARMS实时 PCR基因分型
经过上述对 ARMS实时 PCR基因分型特异性的

探讨后 ,采用在距离 3′端的第 ( n - 3)位点引入故意错

配碱基的 A RMS 引物 ,并将该引物浓度稀释 10 倍

(0. 04μmol/ L) ,结合改良的四步法 PCR进行基因分

型研究.结果如图 3所示 ,4种基因型均可以得到很好

的区分 ,错配模板和引物二聚体的影响都降到最低 ,基

本不影响基因分型结果的判定.

3　讨　论

扩增受阻突变体系 ( Amplification Ref ractory

Mutation System ,A RMS)也称作等位基因特异性扩

增法 (Allele2specific amplification ,ASA)或等位基因

特异性 PCR (Allele2specific PCR ,ASPCR) ,其基本的

原理[7 ]都是 3’端错配原则 (3′2mismatch principle) :在

进行扩增反应时 ,若 3′端碱基对形成错配 ,链延伸反应

就会因 3′,5′2磷酸二酯键形成的障碍而受阻 ,因此 ,只
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　图 4　ARMS实时 PCR基因分型

A、B、C、D图分别采用 P2、P3、P4、P5引物进行 ARMS实时 PCR基因分型 ;□2□:A GT模板 ,■2■ T GT模板 , &2

& CGT模板 ,▲2▲ GGT模板 ,222222引物二聚体
　Fig. 4　ARMS real2time PCR genotyping

有模板链是特定的等位基因时 ,才会检测出特异的扩

增产物.一直以来将 PCR和 A RMS方法结合 ,扩增后

采用电泳方法检测仍是分型的主要手段 ,但很显然 ,繁

琐的实验操作和 PCR产物污染等问题限制了该方法

的应用.实时荧光 PCR的出现 ,给人们带来实现实时

检测的希望.近来有报道 :在 ARMS的反应体系中 ,引

物上标记 2个不同荧光素 ,通过对产物荧光分析进行

基因分型 ,此法称为双荧光扩增受阻突变系统 (double

fluorescent2amplification ref ractory mutation system ,

dF2A RMS) [8 ] ;还有在 ARMS的反应体系中 ,加入一

个 ResonSense探针[4 ]进行实时基因分型 ;以及采用各

种其他类型荧光探针[9 ]等方法都是以实时荧光 PCR

为基础的基因分型方法.但无论是标记荧光素还是采

用荧光探针 ,在一定程度上增加了实验设计的难度和

实验成本 ,也就限制了其临床的应用.本研究采用序列

特异的 A RMS引物进行扩增 ,以 SYBR GreenⅠ荧光

染料为实时 PCR指示剂 ,并在传统三步法 PCR的基

础上 ,根据产物和引物二聚体之间熔点的差异 ,增加一

步 80℃恒温 5 s进行荧光采集 ,实际上并没有抑制引

物二聚体的生成 ,而是在检测时将其信号掩盖 ,消除引

物二聚体的影响.其原理与报道的 ARMS 引物结合

ResonSense[4 ]探针进行实时 PCR基因分型相同 ,所以

一定程度上可取代探针.

A RMS实时 PCR基因分型特异性的另一关键就

是 ARMS引物本身的特异性.在所有的碱基对中G: T

错配相对容易[10 ] ,如图 2 ( A)所示 , A GT 模板 (匹配

型)和 GGT模板 (错配型)扩增的 Ct值只相差 7～8 ,

难以区分基因型. 为增加引物的特异性 ,设计在

ARMS引物 3′端 ( n - 3)位引入一个故意的错配碱基 ,

但该错配碱基的引入使得形成大量引物二聚体 ,图 2

(B) 所示. 对传统 PCR 循环进行改良后 ,可增加

ARMS引物的特异性 ,消除引物二聚体的影响 ,增加

其分型的能力 ,如图 2 (D)所示.此外 ,ARMS引物的

特异性与反应体系密切相关 ,因此 ,对反应体系进行优

化是十分必要的.除了常规的 Mg2 + 浓度和退火温度

的优化外 ,本研究对引物浓度对分型特异性的影响进

行考察 ,结果表明 :对引物浓度进行稀释可以增加

ARMS引物的特异性 ,但是与此同时产物的扩增效率

会降低.如图 3所示 ,未稀释引物扩增 Ct值为 10 ,将引

物稀释 10倍后 Ct值为 20 ,稀释 20 倍后 Ct值为 30.

所以必须找到一个平衡点 ,选择最佳的反应条件可以

取得令人满意的分型效果 ,如图 4所示 ,在本实验进行

优化后的 PCR反应条件下 , K2ras基因的 4 种基因型

得到了很好的区分.

本研究对基于 SYBR Green Ⅰ的 A RMS 实时

PCR基因分型方法的特异性进行探讨 ,结果表明 ,经
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优化后的这种基于 SYBR Green Ⅰ结合改良四步法

PCR的 ARMS实时 PCR基因分型方法 ,无需合成探

针、设计简单 ,是一种快速、简便、经济、准确的基因分

型方法 ,可推广用于其他基因的分型 ,并可望成为可用

于临床的基因诊断技术之一.
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Study on the Specif icity of ARMS Real2time PCR Genotyping

ZH EN G Wei2wei1 ,L IAN G Ji2xuan2 ,L I Qing2ge1 3

(1. Key Laboratory of Minist ry of Education for Cell Biology and Tumor Cell

Engineering ,Department of Biomedical Sciences ,School of Life Sciences ,

2. Cancer Research Center ,Medical College ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : A kind of Plasmids containing four different genotypes in codon 12 of K2ras gene (which wild type is GGT and mutant s

are A GT , T GT ,CGT ,respectively) was used as model to study the specificity of ARMS primers2based real2time PCR genotyping.

Based on the melting temperature difference between the primer dimmer and the amplicon ,a four2step PCR protocol that could elimi2
nate primer dimmer interference was established ,where the fluorescence was measured at the forth step of 80℃. The result s showed

that using ARMS primers harboring additional mismatch at ( n - 3) position could further greatly increase the specificity of the geno2
typing. ARMS real2time PCR genotyping proved to be a rapid ,simple ,cost effective ,and reliable genotyping method. It could be appli2
cable to genotyping of a variety of genes and had the potential to apply in clinical diagnosis.

Key words : real2time PCR ;ARMS ;genotype
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