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摘 要：基因突变的检测在临床疾病诊断中起十分重要的作用 > 单链构象多态性 （*7=A32 *BC6=D E@=F@C56B7@=
G@3H5@C:I7<5，**EG）分析是检测突变最流行的方法之一 > **EG分析与毛细管电泳 （E6:7336CH -32?BC@:I@C2<7<，

E-）相结合的技术更是具有灵敏度高、花费低、简单、快速的优点 > 目前，这项技术已应用于人类原癌基因、抑
癌基因以及其它致病基因的突变检测 > 主要综述了各种参数对 E-%**EG分析的影响以及 E-%**EG分析技术
将来的发展方向 >
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大多基因突变会影响基因的表达，并最终引

起疾病 > 目前用于临床和基础研究的突变检测方
法主要有：变性梯度凝胶电泳、单链构象多态性分

析、限制性片断长度多态性、异源双链分析、KL+
测序等 M ! N > 其中，**EG分析以其简便、快速、花费
低等优点而得到广泛应用 M # O $ N >
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单链 #$%（&’()*+ &,-.(/ #$%，&&#$%）片段上
碱基的变化往往会引起分子内作用力和二级结构

的变化，从而导致它在非变性凝胶中电泳行为的

变化 0 传统的 1123分析采用平板凝胶电泳（1*.4
5+* 6*+7,-89:8-+&’&，156），既费时费力又不能满足
临床大量筛查突变基因的需要 0
高效 26是 "; 世纪 <;年代初迅速发展起来

的一种新型电泳与色谱相结合的分离分析技术，

具有分离效率高、分析速度快、样品用量少、应用

范围广等特点 0 当 26与激光诱导荧光（=.&+- >(?
/@7+/ A*@8-+&7+(7+，=>A）检测技术相结合时，更具
有无法比拟的灵敏度 B ! C，另外，它还能够通过液体

或气体冷却系统精确控制电泳温度，从而获得有

较高分辨率和重现性的分离 0 D@E9+- 首次采用
26进行 1123分析，F; G’(内检测了 !HF基因上
的点突变 B I C，而以往用 156则需要几个甚至十几
个小时才能完成 0 因此，26在 1123分析领域成
为替代 156 的最佳选择 0 下面将影响 26?1123
分析的具体因素进行综述分析 0

! 影响 "#$%%"&分析的参数

!’ ! 样品的制备
用于 1123 分析的样品多数是以血液、组织

或培养细胞基因组为模板进行 32J 扩增而获得
的0 32J产物溶液中的离子会影响 26常用的电动
进样，高离子强度会导致 #$%的低浓度进样 B < C0因
此，32J产物往往需要纯化，像乙醇沉淀、膜过滤、
#$%纯化试剂盒等都是很有效的纯化方法0为了
增加分析的通量人们往往对多重 32J 产物进行
1123分析 BF C，不过使用该方法时应当注意：进行多

重 32J 扩增时各模板的扩增效率不同，会导致
32J终产物中各个目的片段数量的不均衡，进行
1123分析时会出现某些目的片段上样量不足或
过多，引起某些峰的消失，而且同一个泳道同时分

析太多目的片段会掩盖一些构象的信息 0
=>A 检测具有较高灵敏度 （比紫外检测高

!;; K !;;; 倍）和特异性 0 26 与这种检测技术相
结合时，被分析的 #$% 样品必须用荧光分子标
记 0 &&#$% 加荧光标记的常用方法有：使用嵌入
型染料；32J扩增时使用带荧光标记的引物；32J
产物后标技术 0

$’&:’G@-.和 L&@:.M8BN C在应用 26?1123分析
技术检测 "#$%&基因中的突变时，把嵌入型染料
OP?3JP?! 加入 #$% 分离介质中准确检测了突

变，他们还发现该染料的最佳浓度为;0 " !G8* Q
=，更高的浓度会干扰 &&#$% 的高级结构导致分
辨率下降0与此相似，%-.M.R.等 B !; C和 S:.()等 B !! C

分别以吖啶橙和噻唑橙作为染料运用 26?1123
分析技术成功检测了维生素 #受体基因和 ’#$%&
基因中的突变 0

32J扩增时使用有荧光标记的引物，扩增出
来的 #$%片段就被加上荧光，这种标记十分方便
被广泛用于 1123分析 0 但花费很高，而且在变
性时扩增产物溶液中未结合的荧光引物会与 &&?
#$%一起退火形成引物 ?&&#$%二聚体，这些二
聚体的电泳行为与 &&#$%的电泳行为非常相似，
如果仅用一种染料标记 #$% 片段就会干扰突变
的检测 B !" C，不过这些荧光引物可以通过 32J产物
纯化试剂盒有效去除 B " C；如果用两种染料标记目

的片段就不会存在引物 ?&&#$% 二聚体干扰分析
的情况，因为这种标记可以准确地确定正义和反

义 &&#$%峰的位置，能够把 &&#$%峰与双链 #$%
（/8@4*+ &,-.(/ #$%，/&#$%）（包括引物 ?&&#$%二
聚体）峰区别开 B T C，但这种多染料标记技术只能用

于多通道检测系统中 0
32J 产物后标技术是指在 #$% 聚合酶 >

D*+(8R 片段的催化下 32J 产物 FU? 末端的碱基
被带有荧光标记的核苷酸所替换 0 起初，这种标
记过程需要分成几步才能完成，而且还涉及到乙

醇沉淀分离反应产物 B !F C 0 被改善后仅在一个管中
就可完成整个标记过程 B !T C，磷酸酯酶的加入会除

去过量的荧光脱氧核苷酸，排除它们对 1123分
析的干扰 0 此方法被多次成功用于 32J 产物的
1123分析 B !TV !H C 0
由于荧光染料的电荷、疏水性和空间堆积作

用使得连有染料的 &&#$% 的电泳行为变得更加
复杂，因此，在同时对野生型和突变型 #$%分析
时要用相同的染料分子标记对应的引物 0
在 1123分析之前，/&#$%片段需要变性成

&&#$%0 热变性是常用的变性方法，该方法是先把
#$% NH W加热，然后立刻放入冰浴尽量避免 &&?
#$%退火成 /&#$%0 D8X*8R&M’ 和 D-XEX8&’.MB< C 发

现用去离子甲酰胺或含 ;0 ;!H G8* Q = $.PY的甲
酰胺稀释的样品变性后溶液中 /&#$%形式比 &&?
#$%形式占的比例大，&&#$%形式也较易复性成
/&#$%，而且变性剂的加入还会导致色谱峰增宽，
因此，变性时最好使用不含任何变性剂的溶剂稀

释样品 0 另外，26在线 /&#$%变性的方法也得
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到了应用，即在 %&仪上装一个加热装置使毛细管
的特定部位升温，这样 ’()*+在该区域被解链 ,!$ -

或在毛细管内加 *./0使 ’()*+变性 , 1 -，这种方

法仅使进入毛细管内的样品变性，其它未吸入的

贮液仍保持原状态，减少了样品用量 2
!" # 筛分介质
最开始用 %&分离 )*+时，使用既具有筛分

功能又具有抗对流作用的交联聚丙烯酰胺凝胶作

为筛分介质，但该凝胶在毛细管内聚合时常常会

产生气泡而且回缩非常严重，柱的寿命比较短（大

约可进 3次样品）, !4 - 2 因为内径较小的毛细管本
身就能抗对流，所以不具有抗对流作用的聚合物

溶液在 %&中能够代替这种交联聚合物作为筛分
介质 2 目前，用于 %&分析 )*+的聚合物溶液很
多，例如：羟乙基纤维素（0&%）、聚丙烯吡咯烷酮
（565）、线性聚丙烯酰胺（75+）、聚二甲丙稀酰胺
（5)8+）等都曾成功用于 %&9::%5分析 , !; -，其中

75+ 具有较高的分辨率被广泛应用于 )*+ 的分
析 2 然而，长链线性聚丙烯酰胺溶液具有较高粘
度，在过滤及压入和压出毛细管时比较困难，异丙

醇作为链转移剂合成的短链线性聚丙烯酰胺溶液

避免了长链线性聚丙烯酰胺溶液遇到的问题，而

且电泳时分辨率高，重现性好，这种介质已成功用

于多个基因的 ::%5分析 , 3< != - 2 5)8+既具有筛分
功能又能很好地抑制电渗流减小毛细管内壁对

(()*+的吸附，以它为筛分介质时不必对毛细管
内壁进行修饰 , !; - 2

(()*+在聚合物溶液中的分离是个十分复杂
的过程，许多因素像聚合物分子质量的大小及聚

合物的浓度都会影响 )*+的分离，选择合适分子
质量和浓度的聚合物作为筛分介质能够获得高的

分辨率和重现性 2 >?@ABCDE等 , "# -考查了 75+的不
同浓度（"F，1F，$F）和不同分子质量（"## B).<
$## B).< ! ### B).和 " 1## B).）对 !3G基因外
显子 4、;中突变检测的影响，表明获得最优筛分
效果的 75+的浓度是 $F，分子质量是 $## B).，
较低或较高分子质量的 75+ 都不能获得较好分
辨率 2 另外，人们为了提高分辨率往往在筛分介
质中加入甘油、葡萄糖、蔗糖或甘露醇，其实这些

多元醇对分离灵敏度的影响情况并不明确，而且

它们很可能起到弱变性剂的作用从而影响 (()*+
的二级结构 , 1 - 2
!" $ 毛细管的涂层
一个未涂层的毛细管内壁上多余的电荷，在

电场力的作用下向阴极移动，致使移向阳极的

)*+片段的迁移速度减慢，电泳时间增加，)*+
样品色谱峰增宽，而且未涂层毛细管内壁对 (()9
*+有吸附作用，因此在用 %&分析 (()*+时要对
毛细管内壁进行涂层 2 目前，常用的涂层方法是
共价连接涂层，即在毛细管内壁上结合亲水性聚

合物，这种涂层可以很好的抑制电渗流并减少内

壁对 )*+的吸附，提高了迁移时间的重现性 2 在
)*+分析中 0HEAIED设计的聚丙烯酰胺共价连接
涂层毛细管 , "! -最为常用，它包括两个化学反应

步骤：首先用G9甲基丙烯酰丙氧基三甲氧基硅烷
硅化毛细管内壁；再把聚丙烯酰胺结合到硅化的

内壁上2 值得注意的是筛分介质的 J0 值对这种
涂层的稳定性影响很大，高 J0 值下该涂层降解
较快 , "" - 2
某些水溶性聚合物溶液可以吸附到毛细管内

壁上形成一个稳定的动态涂层，该涂层能够降低

电渗流并有效阻止 (()*+ 与毛细管壁的相互作
用，而且具有筛分功能2 这种动态涂层中聚合物
与毛细管内表面的吸附可能涉及两种作用类

型：亲水基团之间的氢键结合，即氧化硅表面的

硅羟基与聚合物基团之间形成氢键；聚合物与

氧化硅表面骨架结构中的疏水硅烷之间的疏水

作用 , "G - 2 )?KEAIL 等曾经系统考查了影响毛细管
内壁动态涂层的关键参数，发现聚合物的疏水性、

分子质量和聚合程度直接决定吸附的趋势和该聚

合物吸附层的厚度 , "1 - 2 MED等发现动态涂层的稳
定性也很大程度上依赖于聚合物溶液的 J0，并表
明聚二甲丙烯酰胺的动态涂层在 J0 ;2 G 时比在
J0 42 ;时损坏得快 , "3 - 2
!" % 其它因素
电泳温度是影响 (()*+ 构象及其电泳迁移

的重要因素 2 虽然 %& 仪理论上可以调节到任
何温度，但实际上，从低于室温3 N到高于室温
!# N的温度范围就已经足够，如果使用更高或
更低温度许多突变片段的检测灵敏度会下降 2
有些研究者发现温度降到!; N可以获得好的分
辨率 , "$ -，而另外的研究者在检测其它基因突变时

得到了不同的最佳温度 , 3 - 2 其实，每个突变都有
其独特的温度图谱，而且每个特定突变的检测都

对应一个最佳温度 2 因此，在运用 %&9::%5分析
技术检测基因突变时，必须考查多个温度，从而确

定该突变检测的最佳温度 2
缓冲液的组分及 J0值也都影响 ::%5分析 2
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$%&’()的研究表明进行凝胶 *++,-分析时降低缓
冲液 ./值会提高分辨率 0 !1 2 3而 456 和 758)69的
研究却表明降低./值分辨率并不总是提高，而是
与特定的 :;<序列有关 0!= 23为了提高 >>:;<的分
离度和灵敏度，有些人在缓冲液中加入甘油 0 #? 2，虽

然甘油可以与 @AB 中的硼离子作用降低 ./ 值，
但实际上甘油对 >>:;< 泳动行为的影响是十分
复杂的，甚至在一些实验中发现了不良影响 0 #C 2 3
在 ++,-分析中电场的影响也应该引起注意 3

较高的电场产生较多的焦耳热，导致毛细管内部

的温度升高，改变 >>:;<的构象，影响分离 3 但
是，较低的电场会延长 >>:;<片段的迁移时间，
增强弥散性 3 456 考查了电场强度对 !"#$% 基
因 ,D??@突变 ,B*++,-分析的影响，得出最佳电
场强度是 E 1FF G H IJ3 并表明电场强度应根据
电流选择，而电流又由毛细管的尺寸和缓冲液的

导电率决定，他建议电流小于 #F !<0! 2 3

! 应用前景

随着需要分析的基因数目的增加，高通量突

变分析技术变得更加重要 3 仅有一个通道的毛细
管电泳仪不能获得高的通量，含有多个通道的仪

器可以同时电泳多个样品大大减少了分析时间 3
近几年出现的毛细管列阵电泳仪及微毛细管电泳

仪都很大程度地提高了 ,B*++,- 分析的通量 3
但为了实现高灵敏度、高特异性和操作简单的目

的，这方面的技术还需要进一步革新 3
目前，,B*++,-分析技术的瓶颈是数据分析3

根据原始序列信息预测 >>:;< 的迁移模式是不
可能的，根据迁移模式确定特异的点突变也不可

能，而且迁移模式的改变并不一定是由特定的突

变引起的3目前还没有一个可靠的商业性软件来
解读 >>:;<的迁移模式，只能靠个人经验来观察
和分析 3 虽然近几年有人报道了一些关于 >>:;<
二级结构预测的算法 0 #= K "F 2，但是它们仅仅使

,B*++,-分析的结果更加有预见性但并不能满足
需要 3 有时，为了准确确定序列的变化情况必须
进行 :;< 测序 3 因此这方面的研究对 ,B*++,-
分析技术的应用是十分重要的 3

" 小结

,B*++,-分析是一个简单、快速、高效的基因
突变检测技术，已经得到广泛的应用 3 目的基因
的选择、样品的制备、筛分介质的选择、毛细管内

壁的涂层以及其它电泳参数的优化都决定着

,B*++,-分析的成败，只要在最佳的分离条件下
就能获得高的灵敏度 3 随着研究的深入，
,B*++,-分析的通量将会有很大提高，它的结果
也会更加有预见性 3
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