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摘 � 要 � 应用变性高效液相色谱 ( DHPLC ) 对已知序列的含外显子 7的斑马鱼 p53基因片段 PCR产物进行

突变检测, 结果表明, 通过克隆测序方法检测出的点突变, 用 DH PLC同样可以检出. 且对该片段的最优化

检测柱温为 60� , 其特异性很好, 敏感性大于 95% .
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� � 基因突变检测技术如直接测序 ( DS)、链构象多态性 ( SSCP)、变性梯度凝胶电泳 ( DGGE ) 等

均有一定的局限性. 由于大多数环境化合物导致的基因突变多为低频、未知突变, 因此, 建立大通量

基因突变筛查技术已成为环境化学物质遗传突变检测的研究热点之一. 变性高效液相色谱 ( DHPLC )

是一种高通量、自动化的基因突变检测技术
[ 1, 2]

. 该技术已在医学、癌症、药物等研究领域开展应

用, 与 SSCP和 DNA直接测序等突变检测技术相比, DHPLC具有灵敏性更高, 特异性更强, 廉价省

时等优点
[ 3, 4]

.

� � 本文以已知序列的野生型和突变型含外显子 7的斑马鱼 p53基因 PCR扩增片段为研究对象, 利用

DHPLC法检测斑马鱼 p53基因的点突变, 对 DHPLC检测突变片段的敏感性和特异性进行分析.

1� 样本及分析

� � 检测样本为含有斑马鱼 p53基因外显子 7片段的大肠杆菌阳性克隆的 PCR产物, 长度 173bp, 共

3个样本, 其中 W t为纯合野生型, M 1和 M2为纯合突变型, 突变位点分别为 49bp, 66bp和 145bp.

� � 挑取上述 3个样本中含有斑马鱼 p53基因外显子 7片段的阳性克隆, 接种到 5m l LB液体培养基

(含 100�g� m l
- 1
氨苄酶素 ) 中, 于 37� 振摇培养过夜; 12000g离心 2m in, 移去上清液; 用 40� l 1 �

STE缓冲液悬浮菌体, 加入 40�l苯酚�氯仿 ( 1�1) 溶液振荡抽提; 12000g离心 2m in, 直接取上清液

PCR反应的模板. 引物为: 5 '�GTTTAACAGTCACATTTTCCT�3 ('正向 ), 5 '�ACAAGAGGAGGAATCAAATA�
3 ' (反向 ). PCR参数为: 95� 起始变性 1m in, 94� 变性 40s, 52� 退火 30s, 72� 延伸 30s, 循环 30

次, 最后在 72� 延伸 10m in. 取 1� l PCR产物于 1%琼脂糖凝胶电泳检测.

� � 将 PCR产物在 PCR仪上 95� 起始变性 5m in, 94�5� 变性 20s, 以后每 20s一个循环降低 0�5� ,
缓慢降温到 25� , 以形成同源和异源双链 DNA分子混合物. 将 PCR样品放入 DHPLC进样室, 输入

被检测片段的序列. 设定每次进样 5� ,l 注入 DNASep检测柱内. 检测温度以该序列片段的解链温度

(Tm = 59�25� ) 为参照, 在 Tm � 2� 的范围内, 选择 59� , 59�5� , 60� 和 60�5� 为试柱温度. 洗

脱液由缓冲液 A ( 0�1mol� l
- 1
三乙胺乙酰盐 ) 和缓冲液 B ( 0�1 mo l� l

- 1
三乙胺乙酸盐和 25%乙腈 )

组成, 检测系统将自动按线性递增方式, 以 0�9m l� m in
- 1
的流速将结合在 DNASep检测柱上的 DNA

分子洗脱下来, 在 260nm波长处读取吸光值, 经系统自动处理后, 信号被传送到监视屏上, 形成 DH�
PLC峰型图谱, 供阳性片段分析鉴定.

2� DHPLC检测斑马鱼 p53基因外显子 7点突变的柱温条件

� � 图 1为WAVEMAKER4�0软件预测的待测 173bp片段在 59� , 59�5� , 60� , 60�5� , 61�5� 和
62�5� 时的解链曲线. 片段突变区域的螺旋结构比例达到 50% � 99%的温度条件下, 能够通过异源
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双链在错配碱基两侧区域的提前变性而分离同源和异源双链 DNA
[ 1]
, 两个突变样本的突变位点分别

位于 49bp, 66bp和 145bp, 故选择 59� , 59�5� , 60� , 60�5� 为试验柱温.

图 1� 扩增片段在不同温度下的解链曲线

F ig� 1� M elting pro files of the fragm ent under d iffe rent temperature

� � 将 M1和 M2的 PCR产物分别与W t标准样本的 PCR产物按 DNA含量比 1�1混合缓慢复性, 产物

用于 DHPLC检测. 实验结果如图 2( a, b)所示. 由图 2( a)可以看出, 在四个温度下, 同源双链和异

源双链能很好地分开, 此四个温度均可用于 M1样本片段的突变检测, 而且随着温度的升高, 纯合双

链也会部分变性, 由于 A= T含有两个氢键, G� C含有 3个氢键, 前者变性程度比后者低, 在图谱

上就表现为右边的峰渐渐分离出两个小峰. 由图 2( b)可以看出, 同源双链和异源双链的最佳分离温

度为 60� , 因此, 60� 最适合用于 M2样本片段的突变检测, 前后两峰面积相差很大的原因推测可能

和突变点的位置有关. 另外, 选择 60� 柱温, 分别将三个样本的 PCR产物单独进行 DHPLC检测. 结

果如图 2( c� e)所示, 3个样品均呈一尖锐的单峰, 表现出很高的特异性. 因此, 可以证明没有非特

异性扩增产物和其它非特异性异源双链存在.

� � 当片段只有 1个解链温度时, 一般在该温度上下 1� 范围内, 用 1个温度条件即可检出该片段的

点突变, 但实际工作中可能需要更多的温度条件, 特别是有 2个解链温度的片段, 则需要在两个或多

个温度条件下进行分析
[ 5]
. 能检出变异的柱温还取决于变异碱基类型及其邻近序列的影响, 有的变异

在 Tm值上下 4� 11� 均可检出, 而有的变异只能在特定的柱温下才能被检出
[ 6]
.

� � 本研究中的样本片段只有 1个解链温度 (Tm = 59�25� ) , 因此, 理论上只需要 1个温度, 即

60� 即可检出点突变. 实验结果也表明, 在 49bp, 66bp和 145bp处的点突变均可在 60� 被检测, 该

温度与斯坦福大学计算网站的 M elt软件所推荐的检测柱温一致, 但是从图 1的预测解链曲线可以看

出, 60� 时 80bp� 110bp段处于完全未解链状态, 理论上不能检出该区域的点突变, 因此, 在实际应

用 DHPLC进行未知点突变筛检时亦应该采用 2个或多个温度分析, 现有的一些研究也建议在软件预

测温度以外, 再选择上下各 2� 的范围作检测以覆盖到全部的突变位点.

3� DHPLC检测斑马鱼 p53基因外显子 7点突变的敏感性

� � 将 M1和 M2的 PCR产物分别与W t标准样本的 PCR产物按 DNA含量比 1�1, 1�4, 1�9, 1�19和

1�99, 即突变型片段含量为 50%, 20%, 10% , 5%和 1%混合缓慢复性, 产物用于 DHPLC检测, 结

果见图 3. 峰面积定性地代表同源和异源双链 DNA的含量. 对于 M2样本片段, DHPLC能灵敏地检

测出 PCR混合物中 5%的突变成分, 检测率达到 95%以上, 对于 M1样本片段, DHPLC能检测出

PCR混合物中 1%的突变成分, 检测率达到 99%以上.

� � 本研究结果表明, 通过克隆测序方法检测出的点突变, 用 DHPLC同样可以检出, 且 DHPLC检测

斑马鱼 p53基因外显子 7点突变的敏感性可以达到 95%以上, 与其他学者进行的 DHPLC检测结果一
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致
[ 7]
, 明显高于常用的 DGGE, CSGE和 SSCP等变异检测技术

[ 8, 9 ]
. PCR产物的质量是影响 DHPLC

检测效果的关键因素, 要优化引物和反应体系的条件, 避免循环数过多, 以减少非特异性扩增产物的

出现. PCR产物浓度必须足够大, 如果样品浓度太低, 因为信噪比下降, 分析结果的可靠性也会随之

下降. 此外, 检测时柱温的选择、DNASep柱质量以及流动相梯度等都可对 DHPLC的灵敏性、特异

性产生影响
[ 1, 9]

, 所以 DHPLC的敏感性要完全达到 100%可能还需要进一步优化.

图 2� PCR产物在不同温度下的 DHPLC图谱

Fig�2� DH PLC chrom atogram s of PCR products a t diffe rent temperature

图 3� DHPLC检测 p53外显子 7点突变的敏感性分析

F ig� 3� Sens itiv ity of DH PLC used fo rp53 exon7 po int mutation detec tion

4� DHPLC检测技术的特点

� � DHPLC检测技术的主要特点是: ①高通量检测, 适合于大规模基因突变的筛查; ②自动化程度

高, 提高检测效率; ③灵敏度和特异度均较高, 与直接测序相当, 检测率可达 95%以上: ④快速,

每份标本的检测时间不超过 10m in; ⑤相对价廉
[ 1, 10]

. 但它只提供了定性的信息, 而无法得出具体的

突变类型和突变位点. 尚需测序等后续方法证实; 其结果判断通常是由操作者进行的, 容易产生观察

差异, 不利于各实验室之间的灵敏度比较; 另外, 许多片段有多个主要解链温度, 需要筛查的温度较
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多, 增加了工作量
[ 6]
. 尽管如此, DHPLC仍然是目前最先进的快速、高效、准确、经济及半自动化

筛查基因突变的工具, 优于测序等其他分子生物学方法, 特别对于低频未知基因突变的大通量筛选.

5� 结论

� � 对已知序列的 3个含外显子 7的斑马鱼 p53基因样本片段的 DHPLC突变检测分析表明, 通过克

隆测序方法检测出的点突变, 用 DHPLC同样可以检出. DHPLC对该片段的最优化检测柱温为 60� ,

其特异性很好, 检测敏感性大于 95%. DHPLC可以用来筛选斑马鱼 p53基因的点突变, 并可在将来

发展为环境化学物质遗传突变的大通量筛查方法, 在应用 DHPLC检测点突变时, 需要对 PCR引物、

PCR反应体系以及柱温等参数进行优化选择.
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ABSTRACT

� � In this paper, w e reported the optima l temperature and sensitivity o f denaturing high�performance liqu id

chromatography ( DHPLC ) for mu tation detection in zebrafish p53 gene fragm ent con taining exon7. Our

resu lts show ed that tw o po intmutated samp les determ ined by sequencingw ere also detectable by DHPLC. The

opt imal temperature to detect the po in t muta tion o f this fragment is 60� and the sensit iv ity for detecting

mo lecu les w ith po int mutation is more than 95%. The resu lts ind icated that DHPLC can be developed to

detect the po intmutation of zebrafish p53 gene.

� � Keywords: DHPLC, zebra fish, p53 gene, pointmutat ion.


