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1 98 9年 H al i as s os 等首先报道用 误 配 碱 基 引 物

P C R 检测点突变
。

其基本原理是
,

一 个引物 3产末 端

紧邻突变
.

点
,

3 尹末端或近 3 `
末端引入一个错配碱基

,

介导突变产物在此产生某 内切酶酶切序列
,

而正常模

板的 P C R 产物无该酶切序列 ; 另一引物 不含错配碱

基
。

问题是当内切酶用量太少或失活 时
,

突 变 模 板

P C R 产物不能彻底酶解或完全不被酶解
,

易造 成判

断错误
。

为避免
_

L述情况
,

保证检测结果准确可靠
,

,
-

作者研究设计了用一对错配引物检测点突变方案
,

并

成功地用于份地贫
一 2 8 ( A 、 G ) 突变的基因诊 断

。

现

简报如下
。

言

材料和方法

1
.

D N A 标本 已 知正 常和
一
28 突变杂合子系以前

P C R / A S O 点杂交证实的标本
。

产前诊断为一有重型

价地贫患儿生育史
,

现怀孕要求产前诊
.

断的夫妇
。

胎

儿羊水和双亲外周 血按本室常规方法抽提 D N A
`

2
.

引物设计 一对错配引物序列见附表
,

扩增包

含
一 2 8在内的97 b p 日珠蛋白基因片段

。

引物 28 A 3产末

附表 引 物 序 列 与 定 位

引物 序 列 (5
产

, 3产 定 位

2 S A G G C A G G A G C C A G G G C T G G G C T T共 一
5 1~

一

3 0

2 8 B T C T G T C关 T G A G G T T G C T A G TG A A G C + 23~
+ 4 6

份 T和 C 示错配碱基

端邻近
一 2 8突变点

,

第 2 位碱基错配 ( T : T )
,

介导突变

P C R 产物在此产生 D北 I酶切序列
,

而正常产物不产

生该酶切点
。

2 8 B S 产端第 6 位有 一错配碱基 ( C : A )

介导产生 刀 d e
l 切点 (图 1 )

。

待测标本 P C R 产物经该

酶酶解和电泳
,

即获诊断结果
。

3
.

P C R 反应
、

内切酶省化和 电 泳 P C R循环过

程
: 9 2 ℃变性 3 0 s e e , 6 2 ,C复性和延伸 I n一i n

,

共 3 0个

循环
。

产物不需抽提直接用于 D d e l 酶解
。

酶 解前和

酶解后的产物直接进行12 % 聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

4
.

异源双涟分析和 P C R / A S O 点杂交 分别按作

者以前方法和有关文献进行
。

结 果

引物 2 8 A 和 2 8B 在所用反应条件下扩增特异性很

好
。

用已知正常和
一 2 8杂合子进行的实验结 果与预期

突变点

模板 D N八 5 `

引 物
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图 1 一对错配引物 P C R /酶解法原理 说明见 正文

完全 相同 (图 2 )
。

说明本设计方案成功
,

技术 方法 可

行
。

用此方法结合 P C R /异源双链分析法进行的 1 例

( 下转封 4 )
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