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摘 要 : 设计了一种自动化的基因分型方法
,

能够直接利用 代R 产物的 DN A 测序结果作为数据
,

通过 白

动化基因分型程序 ( au ot lna it c ge no yt 西ng p or 邵刊 11

) 与一个含有其等位基因序列的数据库进行比较
,

来完成高

精度的基因分型工作
.

用这种方法对 50 个随机挑选的中国南方人的 IH A
一
DBP I 基因进行了基因分型

,

证明

该方法是可行的
,

并从中发现了 2 个不明确杂合子以及一个新的等位基因序列
.

随后对这些样品克隆测序
,

发现除了 2 个不明确杂合子得到了进一步的区分外
,

其它样品都与前面的分型结果一致
,

撇示了 % % 的精

确性
.

通过以上的研究表明
,

成功建立 r 一种高精度的
、

基于序列的分型 ( se que nc
e 一

has ed yt 两ng ) 方法
.

既

然该方法能成功分型 H IA
一

DP BI 基因
,

预示了该方法同样能应用于其它基因的分型
.

该 AG P 程序可 以在

htt :P / ge no m e
.

sz u
.

ed
u

.

on 免费下载
.
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DNA 基础 上 的基 因 分 型 技 术 如 PCR
-

盯廿 [ l ]
、

代R
一

A FI J
〕〔2 ]

、

代 R 一 5 50 〔3〕
、

P e R -

ss P川等目前已被广泛应用于 日常的基因分型工

作中
.

这些方法有一个共同的缺点就是只适用于

检测已知等位基因上的多态性位点
,

而不适用于

检测新的等位基因〔’ ;] cP RF 6[] 和 s sc P v[] 这两种

方法虽然适用于检测新的等位基因
,

但是它们却

不能够给 出进一步的有关新基因序列 的具体信

息
.

然而 SBT 方法却弥补了这 两方面 的不 足
,

而且还有助于发现新等位基因
.

它是直接根据基

因多态性区域的测序结果进行分型的高精度分型

方法 8[]
.

现今的 s BT 方法 主要 可 以分为两 种
:

一种是先通过克隆将等位基因分成纯合的 DN A

模板
,

然后直接测序定型 ; 另一种是直接扩增目

的基因用于测序
,

然后用电脑算出基因型
.

前一

种方法的优点是可以得到确切无疑的结果
,

然而

费时费力
.

后一种方法的优点在于借助特别的运

算完成对杂合子基因型的定型
.

杂合子基因型的

确定是基因分型中最难解决的问题
,

纯合子基因

型可以通过简单的序列比较来完成
,

而杂合子则

要通过复杂得多的运算
.

后一种方法的惟一缺点

是对于某些特定等位基因的组合 (不 明确杂合

子 ) 不能给出精确的分型结果 0[]
,

但是由于不明

确杂合子出现的频率不高
,

该方法仍然具有实用

价值
.

为了使这种 SBT 方法
一

可以服务于我们的 日

常分型工作
,

我们专门设计了 AG P 程序
,

该程

序通过将测序获得的序列与一个含有相应已知等

位基因序列的数据库进行比较而完成对等位基因

的自动化指定
.

在研究中
,

选择了 H LA
一

DBP I 基因来验证我

们建立 的 SBT 方法
,

这是 因为该基因不但在免

疫系统中发挥着重要的作用
,

而且它的第二外显

子呈现高度的序列多样性 [ ’0]
,

是验证基因分型

方法的理想材料
.

1 材料和方法

1
.

1 样 品

随机从中国南方人群中挑选了 50 个健康无
关个体作为样品

,

并对他们的 HLA史DBP I 基因的

第二外显子进行了 PC R 扩增
,

扩增产物随后被

用于 DN A 测序
.

1
.

2 D NA 抽提和 目的片段的扩增

样品的基 因组 DN A 采用标准的酚 / 氯仿抽

提
、

乙醇沉淀法从外周血淋巴细胞中提取
,

CP R

反应的上游引物为 DBP f ( 5
` 一

以 G G AT TA G AT G

A
GA G r ( ; GC G CCT

一 3
`

)
,

下游引物为 D PB :
( G C C

C从 AGC CCT C AC CT A CC T CGG )
,

它们分别位

`
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于 DPB I 基 因第二外显子两端的内含子序列 中
.

所有引物均由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成
.

P c R 反应的组成及条件为
: 100 拼L 的反

应液里包含两种引物各 0
.

5 拼mo F L
、

4 种 dNTP

各 0
.

25 ~
OF L 以及 Ta q 酶 4 个酶活单位

,

于 94

CC 变性 6()
s ,

5 6 ℃退火 60 5 ,

7 2 ℃延伸 90
5 ,

共

35 个循环
.

反应均采用德国 iB o

me atr 公司的温度

梯度 CP R 仪
.

1
.

3 测序反应

PCR 反应的产物经 由 P CR 纯化试剂盒纯化

后
,

交由上海基康生物技术公司测序
.

测序所用

的引物为正向的位于第二外显子上游 19 一 36 bp

处的 DP B S
( 5

` 一 GT ( ; GC G C C T CC G CCT AT G -

3
`

)
.

1
.

4 序列分析及基因分型

设计的 AG P 程序用 C
+ 十

语言编写
,

其自动

基因分型原理如图 1所示
.

它是通过将上述 DN A

测序信息与已经建立的包含该基因所有已知等位

基因序列的数据库进行循环 比较来完成运算的
.

纯合子的测序结果通过与数据库的简单序列比较

就可以找到与之相应的基因型
;
对于杂合子的测

序结果则需先对数据库中等位基因序列按组合原

理进行两两配对成杂合子序列
,

然后才与测序结

果比较
,

由于计算了所有可能出现的杂合概率
,

其结果是相当精确的
.

当然
,

当数据库中有超过

一对的序列具有相同的杂合结果时
,

就会出现前

面提到的不明确杂合子的情况
,

根据数学统计这

种情况出现 的比率较小
,

本文所选择的 HLA
-

D P B I 基因理论上 出现不 明确杂合子 的机率大约

为 5 %
.

该程序的另一优点是有助于预见新等位基

因的存在
.

当运算结果显示数据库中没有与测序

结果相匹配的数据时
,

该测序结果必定含有新序

列
.

本文所用的 HLA
一

D BP I基因数据库是我们根

据 双任10 国际命名委员会最近更新发布的 93 种

DBP I 等位基因第二外显子序列整理建立的〔’0]
.

1
.

5 分型结果的验证

由 AG P程序所计算出的 D PBI 等位基因分型

结果
,

均以单克隆测序检验
.

克隆中所用的载体

为 p u c1 9
,

测序引物采用 M 13 系列载体通用的测

序引物
,

均购自北京华美生物技术公司
.

测序结果

计算 { }币数据库中任意两条

等位基因序列的组合情况

将测序结果
一

与数据库
中所有的等位基因

序列逐个进行比较

将将测序结果与所有的组组

合合序列逐个进行比较较

输出匹配的
等位荃因型

图 1 自动分型程序的型原理

F ig
.

1 Di
a邵阴 Of a u

omt
a t ie 罗 n o typ i n g p r o g l

.

田 11

2 结 果

2
.

1 PC R 测序结果

5 0 个样品经过 CP R 扩增及序列测定后
,

其

中 24 个为 DBP I 纯合子
,

26 个为杂合子
.

它们

的分型结果将在下面阐述
.

2
.

2 基因分型及结果验证

图 2是样品 3 )6 的自动测序图谱
,

我们在此

把它作为示例来说明我们建立的 SB T 方法是如

何运作的
.

图上黑点的位置即是所谓的杂合位

点
.

可以看出在同一核昔酸位置上具有两种不同

的碱基峰
,

说明是由两种等位基因序列叠加的结

果
.

AG P 程序则将这个杂合序列与数据库中所有

可能出现的两两杂合情况进行比较
,

从而定出该

样品的基因型
.

表 1列出了包括该样品在内的所有 50 个样

品的分型结果
,

其中样品 5 16 和 522 为不明确杂

合子
,

无法计算出精确的分型结果
,

而样品 斜2

由于没有与数据库匹配的运算结果
,

推测含有新

的等位基因序列
.

表 1还列出了对分型结果进行

验证的克隆测序结果
,

从两者的数据来看
,

除了

不 明确杂合子外
,

分型结果是完全一致的
,

不明

确杂合子和新等位基因序列只能通过克隆测序解

决
.
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3 讨 论

图 2 样品 3拓的 DNA 自动测序图谱

iF g
.
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n g re su lt o f 3拓 by a u to m a t e d s e q u e n e e r

方法则对它们全体均具有识别能力
.

最好的例子

本文叙述了一种由自动分型程序 A PG 辅助

的 SBT 分型方法
.

该方法的最大优势在于基 因

分型的精确度高
.

由于它是利用 DNA 测序结果

作为数据来源的
,

因此序列上每一个核昔酸都将

一视同仁的被用于分型
,

不管它是在保守位置还

是高变位置
.

这造成了两方面的优势
:
第一

,

在

新等位基因的寻找方面
,

由于绝大多数的基 因分

型方法都只参考序列上高变区的核昔酸构成
,

从

而遗漏了在序列保守区发生突变的新等位基 因
,

本方法可以弥补这一缺陷 ; 第二
,

在已知等位基

因的鉴定上
,

其它的分型方法有可能造成误判
,

最典型的例子就是在本文的 D PBI 分型中
,

发现

了两个个体含有 DP BI 、 3 801 这一等位基因
,

而

这一基因型在以往的研究中
,

从未在中国人群中

被发现
,

这 可以通过 DBP I * 0 5 0 1和 D p B I
`

3 80 1

的序列比较来说明
,

两者只在第二外显子的第

4 9 位核昔酸上存在 G 与 C 的不同
,

而第 49 位核

昔酸在第二外显子上并不属于高变位置
,

因此其

它的分型方法往往忽略这一位置
,

从 而错把

D P B I * 3 8 0 1当成了 DBP I * 05 0 1来判断
.

该分型

方法的另一个优势在于等位基因型的识别面大
.

就以 D PBI 基因作为例子
,

一般的基因分型方法

诸如 SsP
,

在设计的时候由于引物的数量和位

置
、

操作的复杂度和耗时等因素限制
,

通常只能

识别 93 种 DBP I 等位基因中常见的 30 种
,

而本

就是在本文 的 DBP I 分型 中
,

发 现 了 DBP I `

15 0 1
、

D PB I 关 2X() 1 1
、

DPB I 苦 220 1
、

D P B I 关 2 8 0 1

以及 DBP I * 3 801 等好几种以往从未报导在中国

人群中出现的基因型
.

由于每种基因的新等位基因型都在不断更

新
,

大部分的基因分型方法都不能很好的适应这

一转变
,

只能通过不断的增加限制性内切核酸

酶
、

特异性寡核昔酸探针以及引物的种类和数量

来弥补这一切
.

然而
,

这样做的最终结果是造成

这些方法变得越来越费时
、

费力
、

得不偿失 s[]
.

本文所建立的分型方法
,

由于使用了可以存储的

数据库文件
,

所以具有更新功能
,

只须把新公布

的等位基因序列添加到程序的数据库中即可
,

剩

下的工作交给电脑就可以了
.

当然
,

美中不足的

是这一方法仍然存在对不明确杂合子无法精确分

型的缺陷
.

在本实验中
,

这一不明确杂合子所占

的比例为 4 %
,

与理论预期值 5% 基本符合
.

然

而
,

由于这一比例在统计中并不足以影响整体的

分型结果
,

因此本研究参照绝大多数同类的分型

方法不做进一步的弥补
.

除了上述原因外
,

还因

为本文研究的是一种通用的基因分型方法
,

对于

不同基因的不明确杂合子
,

不可能一一给出解决

方案
.

在此
,

我们只能给出解决这一问题的基本

策略
: 可以通过使用组特异性 CP R 引物来达到

在测序之前将不明确杂合子分组归类的目的 ; 也

可以在测序之后
,

加一步特异性引物扩增或特异
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表 1 分型结果以及克隆测序验证结果的比较

T a l〕
.

1 Ty p in g er s ul st ve d 6 e` 1 lw e
l
o n i吧 na d Se q t le

nc i
n g

样品 分型结果 分型结果的克隆测序验证

D P B I
关

05 0 1

D PB I
苦

05 0 1 / D Bp I
芳 130 1

D PB I
关

05 0 1

D BP I共 05 0 1

D PB I关 05 0 1 /D PB I
关

130 1

D PB I
关

05 0 1 /D PB I芳 O《】2

D P B I关 130 1 /】〕PB I
关 3 80 1

】) PB I
关 030 1 / D PB I关 280 1

D P B I开 05 0 1 /D PB I关 2 80 1

D P B I
关

05 0 1

D P B I
关

05 0 1 / D l
〕 B l

关
130 1

】)P B I
关

05 0 1

D PB I苦 l4() l

D P B I
关

05 0 1 /D BP I
关

0 10 11

D PB I并 05 0 1

D P B I关 020 12/ D I】B I
关 1 501

o r
D PB I祷 仓 ( 2 /D P B I

苦 220 1

】)P B I
关 2 10 1 /】) PB I

井 280 1

D PB I关 05 0 1

D PB I
关 《犯《犯 /D PB I开 130 1

D PB I关 0钊 ) 1

D PB I关 2 10 1

D P B I
关 1X() l /】)PB I

关 2X() 1 l or 】)PB I关 170 1 /D P B I关 25 0 1

】) PB I
关

03 0 1

D PB I芳 05 0 1

D P B I
关

05 0 1 / D BP I
芳 你如 2

D PB I芳 《川 ) 1

D PB I釜 0加 2 /】)P l】1关 《渊 ) 1

D PB I关 O2() l2/ D PB l
补 你泊 2

D PB I
开 沙泊 2

D PB I* 05 0 1 /】)PB I关 沙闰 2

】) PB I` 05 q l

D PB I
关 仆如 2

D PB I
芳 020 2 /D PB I

关 《冲卫

D PB I , 小如2 / DP B I
关
28 0 1

DPB I * 0202 / 1)P B I 芳 O朝)2

DBP I 书 05 0 1

Dp科l `

姗 12/ D即 l
` 。刃2

DPB I 关 05 0 1

DP B I
芳
05 0 1

DP B I 关 05 0 1

DPB I
开

050 1/ 1) P B I 关 380 1

U n司〕】e ot if dn
t n at c ih gn all el e

DP B I
, 2 10 1

DF乒l
`
05 0 1 / Dp B I

* 伽如2

DP B I 开 沙( 2

DPB I *
05 0 1

DP B I
关
05 0 1 / D PB I

井 2X() 11

DP B I
关

130 1

DP B I 关 05 0 1 / DP B I 关 l 4() l

DP B! 关 020 12/ D PB I 苦 你泊2

D PB I 关 05 0 1

D P B I
朴
05 01 / DP B I 关 130 1

D PB I
关
05 0 ]

D BP I 书 05 0 1

D PB I
芳
05 01 / DP B I

关
130 1

D PB I 关 05 01 / D P B I
关 《润旧2

D BP I
关

130 1 / D BP I
芳 380 1

D PB I
关
03 01月 ) P B I

关
280 1

D BP I 关 05 0 1 / D P B I
关

280 1

D BP I
关
05 0 1

D BP I
补
05 01 / DP B I

釜
130 1

D PB I
关
05 01

D BP I
关

140 1

D P B I
解
05 0 1/ DP B I

釜
0 10 11

D P B I
关

05 0 1

D P B I
关 (冲眨 / DP B I 关 220 1

DBP I
斧

2 10 1/ DBP I
关

280 1

D PB I 关 05 0 1

D PB I
补
皿倪 / DP B I

关 130 1

D PB I
关 O《 )1

D P B I 关 2 10 1

D PB I
开

lX() l / DP B I
关

2X() 11

D P B I
关

03 0 1

D PB I 苦 05 0 1

D PB I
关

05 01 / DP B I
井 (川0 2

D P B I
芳 《润0 1

D P B I
关

02 (犯 / DP B I
关 砚渊旧1

D P B I
二 0 2 0 12 / D】〕 B I 关 O《 )2

DP B I
芳 《冲犯

DP B I
关

05 0 1/ 1) P B I
关 沙如2

DP B I 关 05 0 1

DP B I 关 (润0 2

1) P B I 关 02工 /】) P B I
关

0粼)2

DP B I
关
以m / D PB I

关
28 0 1

DP B I
关 02m / DP B I 开 (以 )2

DP B I
关
05 0 1

DP B I
关

020 12 / D l , 11并 你们 2

D PB I
关

05 0 1

D PB I
苦
仍 01

D PB I ,
05 0 1

DBP I
开

05 0 1 / D PB I
关 380 1

DP B I 并 05 0 1 / en w

D PB I
, 2 10 1

DBP I
关
05 0 1 / DBP I

解 仆如2

D PB I 关 《神眨

DP B I 苦 05 0 1

DP B I
关
05 0 1 / D PB I

朴
2X() 11

DP B I 书 130 1

DP B I 关 05 0 1 / DP B I、 140 1

DBP I
关
似O12/ DP B I 关 沙泊2

-
1

2
凡j4
ù勺6
门ǎ挑901
勺山气j
4
1、J
67
.

00
902341气
à67n
lé
9021
门j4
ù勺67
ǎ匕902341567只
ù
90ǎ洲55

ō洲55955
ǎsqé八ó八、ùQéǎ气é八乃ǎ卜ùS
八工ùqéQ以S
ǎ洲SQ
éǎSQ以公éō3八乃S
ǎSQ口八忽八b弓é八乃ù5ǎ工é八、ú八勺八、é八乃公é八匕公é公é八忽六为口é
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性寡核昔酸探针杂交
,

从而进一步将它们分开
.

具体的情况还要看操作者权衡利弊来定
.
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