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应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术检测

载脂蛋白 !基因多态性

欧雪玲，赵 方，许传超，伍新尧，区敬华

(中山大学中山医学院法医物证教研室，广东 广州 B&""*" ,

摘 要4【目的】应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术检测人类载脂蛋白 /( !"#/,基因的多态性。
【方法】用 CDE扩增出含 !"#/两个单核苷酸多态性（FGC<）位点 ( HH# I J D和 #)! D J I ,的 KGL片段作为模板，
经延伸反应，产物纯化后利用 MLNKO$IPQ MF进行检测。从而确定样本 !"#/基因型。【结果】应用本技术对 B"例
广东地区无关个体进行 !"#/ 基因多态性检测，共检出 H 种常见的 !"#/基因型，其中以 !"#/!H J H 型最多，占总
数的 )#. ""R；等位基因频率分布以 "H（*). ""R）最高。【结论】本实验建立的基于 MLNKO$IPQ MF与 引物延伸技
术检测 !"#/基因多态性的方法-具有快速、准确和可靠的特点。
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载脂蛋白 /( !"#/, 通过其特异性受体参与摄
取与清除肝脏内乳糜微粒（DM）和极低密度脂蛋白
（hNKN）f & g。!"#/基因位于第 &’号染色体上-目前
在其基因编码区内发现两个单核苷酸多态性

（FGC<）位点 HH# I J D和 #)! D J I，分别决定 !"#/
多肽链中第 &&! 位和第 &B* 位氨基酸残基是半胱

氨酸 ( D6< ,或精氨酸 (L[: , f! g。!个位点均为 L[:者
为 /#- !个位点均为 D6<者为 /!- &&!位为 D6<、&B*
位为 L[:者为 /H。其中- /#比 /H多 &个正电荷-
/!则比 /H少 &个正电荷- 因而造成其与 !"#/受
体及 NKN受体结合能力发生改变。由这两个 FGC<
位点组合而成 "!、"H、"#H种常见等位基因及1Z7/
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的 "种基因型# 即 !$ % $、!& % &、!’ % ’、!’ % &、!& %
$、!’ % $ ($ )。研究表明# !$ % $基因型与 "型高脂血
症有关# 而 #’等位基因频率上升则是动脉粥样硬
化 *+, -及 +./01231456病的危险因素 ( &，’ )。对 !"# 7
基因多态性的检测已逐步成为临床上脂质代谢相

关性疾病研究的重要项目。$"# 7基因分型的方法
有斑点杂交、单链构象多态性分析 * ,,89- (! )、扩增

阻滞突变系统 *+:;,- (" )、98: 加限制性酶切法
等 ( < ) # 但以上方法在临床应用上有一定的限制。基
质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术 （3=>42?@
=6626>1A .=614 A16B4C>2BD % 2BD2/=>2BD >231@BE@E.2F0> 3=66
6C1G>4B31>4H# ;+IJK@LMN ;,）是近年应用在生物
大分子检测领域的一种新技术已经成为蛋白质及

多肽分子的重要检测工具。国外正兴起利用该技术

的高精确度和灵敏度来进行基因组 ,O9的分析检
测 (P )。而国内有报道利用“引物延伸（97Q）@;+IJK@
LMN ;,R技术，检测人类线粒体 JO+ ,O96(S)。本研究
利用此技术检测 !"#7基因的多态性位点，建立了一
种检测 !"#7基因多态性的新方法# 具有快速、准确
和可靠的特点。

T 材料和方法

TU T 材 料
TU TU T 样 本 广东地区无关个体血液样本 !V
份，取自本实验室日常检案的检材。

TU TU $ 仪器和试剂 M3D2NI7QLO ;+IJK@LMN质
谱仪 （W4XGY14@J=.>BD2G6# 德国）， JO+ 扩增仪
*7CC1DAB4E 公司 -； %!& JO+ 聚合酶 # ’ Z AOL96，
L0143B,1[X1D=61L; *L,# +31460=3- # L,反应缓冲液#
AA8L9# AA\L9# ALL9# 基体 &@羟基吡啶酸（&@]9+）
和扩增产物 F1DBCX41 A6、B.2FB 磁珠纯化试剂盒
（W4XGY14@J=.>BD2G6#德国）。
TU $ 方 法
TU $U T 总 JO+提取 采用 801.1?@TVV法提取。
TU $U $ 98:扩增 扩增 !"#7基因第 ’外显子$&$
^C片段，使用的扩增引物序列_ !5@GFGFFFG=GFFG>F>GG
==F@&5和 !5@FGGGGFFGG>FF>=G=G>FG @&5，由上海博亚公
司合成。JO+扩增反应体系：TV Z反应缓冲液 ! $I#
;F8.$ ’ $I*$! 33B. % I- #两条引物各 ’ $I*! $3B. %
I- # ’ XI模板 JO+（约 !V ‘ TVV DF JO+）# ’ Z AOL9 $
$I*各 $ 33B. % I- # L=[ JO+聚合酶 T$I*$ a % $I-，
用纯水补至 !V $I。循环条件：S! b ! 32D 预变性

后，S! b ’! 6变性，"PU ! b &V 6退火，<$ b !V 6延
伸#循环 &V次#最后经 <$ b $ 32D 延伸。
TU $U & 98:产物纯化 用 F1DBCX41 A6磁珠纯化
系统纯化。去除残留的引物及 AOL96等。将纯化产
物溶解于 TV $I溶解缓冲液中。此溶液作为下一步
97Q反应的模板。
TU $U ’ !"#7 基因 $ 个 ,O96位点特异的 97Q反
应 !"#7 &&’ D>特异的 97Q引物为 !5@ FGFF=G=>FF
=FF=GF>F @&5，’<$ D>为 !5@F=>FGGF=>F=GG>FG=F==FG@&5，
由上海博亚公司合成。反应体系含：纯化后的 98:
产物 （模板）TU ! $I（约 T!V DF JO+）# L0143B@
,1[X1D=61（L,）VU ! $I*$ a % $I-，L, 反应缓冲液 T
$I# 两条引物各 T $I*$V $3B. % I- # AA8L9 VU & $I#
AA\L9 VU & $I # ALL9 VU ’ $I *各 $ 33B. % I- # 用纯
水补至 TV $I。循环条件：S! b ! 32D预变性后，S!
b TV 6变性，’T b &V 6退火，<$ b TV 6延伸#循环
"V次#最后经 <$ b $ 32D延伸。
TU $U ! 97Q产物纯化 用 F1DBCX41 B.2FB 磁珠纯
化试剂盒纯化。最后将纯化产物溶解于 !U V $I溶解
缓冲液中待测。

TU & 样本分析
在 ,GBX> TVV样品靶（TV Z TV）上，每个样品点上

VU ! $I基质溶液（饱和 &@]9+、TV 33B. % I柠檬酸氢
二氨、&VV 3. % I乙腈 *+8O-）。室温晾干。再将待测
样品溶液 VU ! $I点于每个样品点干燥的基体表面，
室温晾干。将靶装入;+IJK@LMN ;,质谱仪中，采用
阳离子模式，9K7线形工作模式进行信号采集；采用
样品内部的引物峰为内标进行内部校正。

TU ’ 数据处理
收集的原始数据用 Q;+,, !U V 软件进行分析

处理。

TU ! 等位基因判别
$个特异引物和各自延伸产物的序列和相对应

的分子质量见表 T。对于等位基因 #’，这 $条特异性
引物均只延伸一个 AA8；对于等位基因 #&，&&’ D>
特异引物延伸一个 AL c AA\，’<$ D> 特异引物延伸
一个 AA8；而对于等位基因 #$，$条特异性引物均延
伸 一 个 AL c AA\ （表 T，表 $ 和 图 T）。通 过
;+IJK@LMN ;, 检测，各个引物及其 97Q产物可形
成 $个（纯合子）或 &个（杂合子）信号峰，计算各个
产物峰与响应的引物峰之间的 3 % /之差，得知所延
伸的碱基的类型，可推断该 ,O96位点的基因型。
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表 # !"#$ 基因内两个 %&’(位点的特异性引物及其相应
延伸产物
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表 = !"#$ 基因的 :种常见等位基因分型

)*+,- = @,,-,08 R*/0*5062( 02 5D- B-2- 86302B H6/ !"#$

图 ! !"#" 两个 #$%&位点的 ’()*+,-./ ’# 0 %"1 质谱图

/234 ! ’()*+,-./ ’& 0 %"1 &56789: ;< = #$%& 2> 8?6 !"#" 36>6 @A:&& 7?:936 9:82;B A 0 C D
K@SFE9)TUA 1*5/049*((0(5-3 ,*(-/ 3-(86/.5062 I 0620V*5062 501-96H9H,0BD5W ’$XA ./01-/ -45-2(062W %&’A (02B,- 278,-6503- .6,C16/.D0(1

@A %&’( ./01-/(；Y：!"#$ "= I :；?A !"#$ ": I :；FA !"#$ ": I ;
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’ 结 果

我们初步应用此技术对广州地区 !,个无关个
体进行 /01 . 基因多态性检测，结果如下2 在 !,例
广州地区 !,个无关个体标本中3 发现三种基因性3
未发现 !’ 4 ’、!) 4 ’、!) 4 )基因型。基因型分布为
!( 4 ’ *例3 占 %"5 ,,6 7 !( 4 ( (#例3 占 #)5 ,,6 7
!) 4 ( ! 例 3 占 %,5 ,,6 。等位基因分布为 "’
*5 ,,6、"( *#5 ,,6、") !5 ,,6。经 8/9:;<=>?@>9A
定律检验处于遗传平衡状态。其中有代表性的质谱

检测图谱见图 %。

( 讨 论

本研究用 BCDEF<GHI BJ 结合引物延伸法能
准确检测人类载脂蛋白 .K !"#.L的基因型。与其他
传统方法比较，本技术直接检测生物大分子的分子

量，并能够区分相差 + K MNL 的两种分子，例如两条
长度相同，只有 %个碱基不同的寡核苷酸片段。但
是，BCDEF<GHI BJ 质谱技术在检测较长的 EOC
链时有一些限制 $ %, &，而引物延伸法（P.Q）则弥补了
这个不足。引物延伸法又称为微测序 （RS?S
T>UN>?VS?A），是为检测 JOPT而设计的分析技术 $ %’ &，

在 P.Q反应中，引物只延伸 % W ’个碱基，合成的
片段小（通常 X ’! @0），故适于 BCDEF<GHI BJ检
测；且合成碱基的数目少，EOC聚合酶酶促反应产
生错配的几率大大下降，因而反应更精确。用本方

法对 !,例广州地区无关个体 C01. 基因型进行检
测3 发现 !( 4 ’、!( 4 (、!) 4 (三种基因型3 未发现
!’ 4 ’、!) 4 ’、!) 4 )基因型3 可能与这三种基因型
在人群中分布稀少或本次实验样本量不足有关。经

8/9:;<=>?@>9A 定律检验 3 符合遗传平衡分布状
态。

在本实验中，结合 BCDEF<GHI BJ 质谱技术与
P.Q法，可在一次实验中同时检测 !"#. 基因上的
’个 JOPT位点 的基因型，检测一个位点只需几分
钟。配合机械手自动点样，自动化软件进行信号收

集和数据处理，此技术进行 JOPT筛查每天可检测
数千个样本 $ *，%% &，适用于大规模的 JOPT快速检测3
研究 !"#.基因多态性相关的疾病，并可发展为检
验科常规检验项目。随着对这项技术的完善，可利

用它进行人群频率调查及其它疾病的相关性研

究。
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