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(57)摘要

本发明提供一种用于辨识核苷酸基因多型

性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚

合酶链锁反应的方法，该方法使用的正向与反向

引物皆以等位基因特异性位点为引物的3’端终

点，不须使用特殊碱基的引物，并能容易的直接

依等位基因特异性位点两旁的序列进行设计，并

且结合核酸螯合试剂进行多重聚合酶链锁反应，

再以基因型鉴定芯片进行检测。
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1.一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚合酶

链锁反应的方法，包含：

(a)利用一对以上的引物组并通过多重单一核苷酸多型性聚合酶链锁反应扩增待测核

酸样本以产生扩增产物，其中所述聚合酶链锁反应中加入核酸螯合染剂，且所述核酸螯合

染剂为SYBR  green核酸染料，在使用ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂时，SYBR  green

的浓度为100倍稀释浓度或200倍稀释浓度，在使用Bio-Rad  iQTM Green扩增反应

超级混合试剂时，SYBR  green的浓度为800至1600倍稀释浓度；以及

(b)以表面固定有辨识所述等位基因特异性的探针的基因型鉴定芯片鉴定所述扩增产

物，

其中所述引物组包含至少四条等位基因特异性引物，至少两条等位基因特异性引物与

所述核酸样本的正股结合，且该等位基因特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互

补，以及至少两条等位基因特异性引物与所述核酸样本的反股结合，且所述等位基因特异

性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤(a)的引物组具有接近的熔解温度值。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于体液和/或组织。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血液。

5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血浆。

6.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血清。

7.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述基因型鉴定芯片是以芯片荧光扫描仪

进行检测。

8.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述引物组的5’端可再加上修饰标记。

9.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，在所述聚合酶链锁反应扩增时，可加入各

种特殊修饰碱基。

10.一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚合酶

链锁反应的方法，包含：

a)利用一对以上的引物组并通过多重单一核苷酸多型性聚合酶链锁反应扩增待测核

酸样本以产生第一阶段扩增产物，其中所述聚合酶链锁反应中加入核酸螯合染剂，且所述

核酸螯合染剂为SYBR  green核酸染料，在使用ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂时，

SYBR  green的浓度为100倍稀释浓度或200倍稀释浓度，在使用Bio-Rad  iQTM

Green扩增反应超级混合试剂时，SYBR  green的浓度为800至1600倍稀释浓度；

b)利用5’端具有修饰标记的通用聚合酶链锁反应引物扩增该第一阶段扩增产物以产

生第二阶段扩增产物；以及

c)以表面固定有辨识该等位基因特异性的探针的基因型鉴定芯片鉴定所述第二阶段

扩增产物，

其中步骤b)中的5’端具有修饰标记的通用聚合酶链锁反应引物序列包含两区域，5’端

区域为一通用聚合酶链锁反应引物序列区域，3’端区域为等位基因特异性引物区域；其中

步骤a)中的引物组包含至少四条等位基因特异性引物，至少两条等位基因特异性引物与该

核酸样本的正股结合，且所述等位基因特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补，
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以及至少两条等位基因特异性引物与所述核酸样本的反股结合，且所述等位基因特异性引

物3’端终点与等位基因特异性位点互补。

11.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述步骤(a)的引物组具有接近的熔解

温度值。

12.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述修饰标记为荧光、生物素、毛地黄皂

甘配基或寡核酸序列。

13.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于体液和/或组

织。

14.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血液。

15.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血浆。

16.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述待测核酸样本存在于血清。

17.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述引物组的通用聚合酶链锁反应引物

序列区域与等位基因特异性引物区域之间可-进一步加上密码序列，且所述探针包含该密

码序列的互补序列。

18.根据权利要求10所述的方法，其特征在于，所述基因型鉴定芯片是以芯片荧光扫描

仪进行检测。
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用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基

因特异性聚合酶链锁反应的方法

技术领域

[0001] 本发明提供一种双重等位基因特异性聚合酶链锁反应的方法，特别是一种用于辨

识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚合酶链锁反应的方法。

背景技术

[0002] 人体的基因体包含各种遗传变异，其中单一核苷酸多型性(single  nucleotide 

polymorphism，SNP)是常被发现的遗传变异。单一核苷酸多型性上不同的核苷酸，可能会改

变蛋白质的形状，影响基因的调控反应，进而造成各种遗传性疾病。

[0003] 近年来，高通量的微数组芯片技术已被广泛的应用于个体差异性检测、比较基因

体相关分析、连锁不平衡或药物代谢基因相关等研究中。然而，高通量的微数组芯片技术在

进行芯片杂交的前处理步骤相当耗时，且芯片扫描后要得到上万个SNP数据的判读过程复

杂，同时，该技术的仪器及耗材购置成本相当昂贵。而实时聚合酶链锁反应(real-time 

polymerase  chain  reaction)具有较高的专一性、敏感度及准确度，但该技术需要针对个

别SNP位点订制的特殊修饰探针的制作成本昂贵，导致整体检测技术的成本较高，不利用于

大规模的SNP位点检测。因此，目前现有技术缺乏一种有效、快速、较大规模的检测单一核苷

酸变异的技术。

发明内容

[0004] 有鉴于此，本发明的一目的在于提供一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴

定芯片的双重等位基因特异性(allele  specific)聚合酶链锁反应的方法，包含：(a)利用

一对以上的引物组并藉由多重单一核苷酸多型性聚合酶链锁反应(Multiplex  SNP  PCR)扩

增(amplify)待测核酸样本以产生扩增产物，其中该聚合酶链锁反应中加入核酸螯合染剂，

且该核酸螯合染剂为SYBR  green核苷酸染料；以及(b)以表面固定有辨识该等位基因特异

性的探针(probe)的基因型鉴定芯片鉴定该扩增产物，其中该引物组包含至少四条等位基

因特异性引物，至少两条等位基因特异性引物与该核酸样本的正股(sense  strand)结合，

且该等位基因特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补，以及至少两条等位基因特

异性引物与该核酸样本的反股(antisense  strand)结合，且该等位基因特异性引物3’端终

点与等位基因特异性位点互补。

[0005] 本发明的又一目的在于提供一种用于辨识核苷酸基因多型性的的基因型鉴定芯

片的双重等位基因特异性(allele  specific)聚合酶链锁反应的方法，包含：(a)利用一对

以上的引物组并藉由多重单一核苷酸多型性聚合酶链锁反应(Multiplex  SNP  PCR)扩增

(amplify)待测核酸样本以产生第一阶段扩增产物，其中该聚合酶链锁反应中加入核酸螯

合染剂，且该核酸螯合染剂为SYBR  green核苷酸染料；(b)利用5’端具有修饰标记的通用聚

合酶链锁反应引物(universal  PCR  primer)扩增该第一阶段扩增产物以产生第二阶段扩

增产物；以及(c)以表面固定有辨识该等位基因特异性的探针(probe)的基因型鉴定芯片鉴
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定该扩增产物，其中该引物组序列包含两区域，5’端区域为一通用聚合酶链锁反应引物序

列区域，3’端区域为等位基因特异性引物区域；其中引物组包含至少四条等位基因特异性

引物，至少两条等位基因特异性引物与该核酸样本的正股(sense  strand)结合，且该等位

基因特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补，以及至少两条等位基因特异性引物

与该核酸样本的反股(antisense  strand)结合，且该等位基因特异性引物3’端终点与等位

基因特异性位点互补。

[0006] 本发明的另一目的在于提供一种与核酸染料搭配使用的双重等位基因特异性

(allele  specific)聚合酶链锁反应的引物对，包含：该引物对包含四条等位基因特异性引

物，其中两条等位基因特异性引物与核酸样本的正股(sense  strand)结合，且该等位基因

特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补，以及至少两条等位基因特异性引物与该

核酸样本的反股(antisense  strand)结合，且该等位基因特异性引物3’端终点与等位基因

特异性位点互补。在本发明的一实施例中，该引物对是应用于基因型鉴定芯片。

[0007] 本发明的再一目的在于提供一种与核酸螯合染剂搭配的双重等位基因特异性聚

合酶链锁反应的引物对，包含：所述引物对包含四条等位基因特异性引物，其中两条等位基

因特异性引物与核酸样本的正股结合，且所述等位基因特异性引物3’端终点与等位基因特

异性位点互补，以及至少两条等位基因特异性引物与该核酸样本的反股(antisense 

strand)结合，且所述等位基因特异性引物3’端终点与等位基因特异性位点互补，引物对的

5’端区域為一通用聚合酶链锁反应引物序列区域。

[0008] 在本发明的一实施例中，所述核酸螯合染剂为SYBR  green核酸染料。

[0009] 在本发明的一实施例中，其中该引物对具有接近的熔解温度(me l t i ng 

temperature，Tm)值。

[0010] 在本发明的一实施例中，其中该修饰标记是为荧光、生物素(biotin)、毛地黄皂甘

配基(digoxigenin，DIG)或寡核酸序列。

[0011] 在本发明的一实施例中，其中该基因型鉴定芯片是以芯片荧光扫描仪进行检测。

[0012] 在本发明的一实施例中，其中该核酸样本是存在于选自于由血液、血清、血浆、体

液及组织所组成群组。

[0013] 在本发明的一实施例中，其中该引物组的通用聚合酶链锁反应引物序列区域与等

位基因特异性引物区域之间可进一步加上密码(barcode)序列，且该探针包含该密码序列

的互补序列。

[0014] 因此，本发明提供一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位

基因特异性(allele  specific)聚合酶链锁反应的方法，结合SYBR  green核酸染料进行多

重单一核苷酸多型性聚合酶链锁反应(Multiplex  SNP  PCR)，再以基因型鉴定芯片检测放

大产物。本发明方法所使用的正向(forward)与反向引物(reverse)皆以等位基因特异性位

点为引物的3’端终点，不须使用特殊碱基的引物，并能容易的直接依等位基因特异性位点

两旁的序列进行设计，故本发明的方法是不须使用特殊合成引物且引物设计简单的应用于

基因型鉴定芯片检测的方法，并具有同时检测多个等位基因特异性位点的优点。

[0015] 以下将配合图式进一步说明本发明的实施方式，下述所列举的实施例是用以阐明

本发明，并非用以限定本发明的范围，任何熟习此技艺者，在不脱离本发明的精神和范围

内，当可做些许更动与润饰，因此本发明的保护范围当视后附的申请专利范围所界定者为
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准。

附图说明

[0016] 图1为本发明的双重等位基因特异性引物(double  allele  specific  primer)设

计的示意图。

具体实施方式

[0017] 本发明提供一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因

特异性(allele  specific)聚合酶链锁反应的方法，其是使用的正向(forward)与反向引物

(reverse)皆以等位基因特异性位点为引物的3’端终点，不须使用特殊碱基的引物，并能容

易的 直接依等位基因特异性位点两旁的 序列进行设计 ，并且结合螯合试剂

(interchelating  agent)进行多重(multiplex)聚合酶链锁反应，再以单一核苷酸(single 

nucleotide  polymorphism，SNP)芯片进行检测。

[0018] 定义

[0019] 本文中所述的核酸为DNA或RNA分子。

[0020] 本文中所述的核苷酸为核酸的基本组成单位。

[0021] 实施例1本发明的引物设计

[0022] 本发明的用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性

聚合酶链锁反应方法，分别进行等位基因特异性位点的第一阶段扩增反应以及通用引物

(universal  primer)的第二阶段扩增反应；再以一表面固定有辨识探针(probe)的微数组

芯片区别该等位基因特异性位点的放大产物。

[0023] 本发明的方法主要的技术特征在于双重等位基因特异性引物的设计，相较于传统

聚合酶链锁反应是利用正向引物与变异性位点一端的一条DNA模板链互补，反向引物与变

异性位点另一端的另一条DNA模板链互补。本发明的方法所使用正向与反向引物皆以变异

性位点为引物的3’端终点，不须使用特殊碱基的引物，直接依等位基因特异性位点两侧的

序列进行设计。在本实施例中，本发明以5个SNP位点作为举例，包含rs29232、rs401681、

rs667282、rs2072590以及rs2131877，但不限于此。需注意的是，一起进行多重(multiplex)

SNP聚合酶链锁反应的引物需接近的熔解温度(melting  temperature，Tm)值，Tm公式＝4(G

+C)+2(A+T)。

[0024] 以rs29232为例，如图1及表一所示，rs29232为A/G基因型变异，直接依该基因型变

异的位点两侧的序列进行设计，正向引物(SEQ  ID  NO:1及SEQ  ID  NO:2)分别以变异性位点

A或G为引物的3’端终点设计二条正向引物；反向引物(SEQ  ID  NO:3及SEQ  ID  NO:4)分别以

变异性位点C或T为引物的3’端终点设计二条反向引物，分别使用二组引物对进行扩增反应

(AT引物组及GC引物组)，不须使用特殊碱基的引物。其余SNP变异性位点引物对，rs401681

以SEQ  ID  NO:5至SEQ  ID  NO:8表示；rs667282以SEQ  ID  NO:9至SEQ  ID  NO:12表示；

rs2072590以SEQ  ID  NO:13至SEQ  ID  NO:16表示；rs2131877以SEQ  ID  NO:17至SEQ  ID  NO:

20。

[0025] 关于第二阶段扩增反应的通用引物，如表一所示，以5’端分别标记不同荧光(Cy3

及Cy5)的AT通用引物(SEQ  ID  NO:21)及GC通用引物(SEQ  ID  NO:22)。
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[0026] 关于芯片上区别该SNP变异性位点的放大产物的辨识探针，本发明以5’端具有氨

基(amine)修饰的辨识rs29232探针(SEQ  ID  NO:23)、rs401681探针(SEQ  ID  NO:24)、

rs667282探针(SEQ  ID  NO:25)、rs2072590探针(SEQ  ID  NO:26)以及rs2131877探针(SEQ 

ID  NO:27)固定于芯片上进行杂交(hybridization)反应，但不限于此。

[0027] 表一引物序列

[0028]
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[0029] 关于用于芯片的扩增反应产物的标记方式，包含特殊修饰碱基、特殊修饰引物以

及化学修饰等方法，其中特殊修饰碱基是在扩增反应时，加入各种特殊修饰碱基，例如：

biotin-dCTP、Cy5-dCTP、aminoallyl-dCTP等，或使用末端脱氧核苷酸转移酶(Terminal 

deoxynucleotidyl  transferase)将特殊碱基加在扩增反应产物的3’端，例如直接使用以

荧光修饰的dCTP进行第一阶段的PCR扩增反应，便不需再进行第二阶段的PCR扩增反应。特

殊引物修饰是在扩增反应时，加入各种特殊修饰引物进行扩增反应，例如在引物的5’端加

上荧光、生物素(biotin)、毛地黄皂甘配基(digoxigenin，DIG)或寡核酸序列修饰；化学修

饰是在纯化扩增反应产物之后，以化学荧光(如Kreatech公司的ULSTM技术)将荧光分子直接

加在扩增反应产物的碱基上。

[0030] 实施例2  SYBR  green对等位基因特异性的辨识度的影响

[0031] 本发明的以双重等位基因特异性引物(double  allele  specific  primers)的方

法，结合螯合试剂(interchelating  agent)进行第一阶段扩增反应，可提升等位基因特异

性的辨识度。

[0032] 在本实施例中，本发明以SYBR  green  I(SYBR  green  I核酸染料，产品编号

1988131，罗氏)作为螯合试剂，并且分别将SYBR  green  I进行：(1)25倍稀释、(2)50倍稀释、

(3)100倍稀释、(4)200倍稀释、(5)400倍稀释、(6)800倍稀释、(7)1600倍稀释、(8)3200倍稀

释、(9)6400倍稀释。

[0033] 在本实施例中，使用购自美国Coriell细胞存储中心的DNA样本，分别为NA12891及

NA18526；以rs29232进行实验，并经由数据库已知NA12891样本的rs29232基因型为CC及

NA18526样本的rs29232基因型为TT。rs29232分别包含：含有各5μM  SEQ  ID  NO:1及SEQ  ID 

NO:4的AT引物对混合液，以及含有各5μM  SEQ  ID  NO:2及SEQ  ID  NO:3的GC引物对混合液。

[0034] 此外，本发明分别使用不同厂牌的SYBR  green扩增反应混合试剂包含：美国应用

生命系统公司(Applied  Biosystems，ABI)快速SYBR  green扩增反应混合试剂(Fast  SYBR 

Green  master  mix，产品编号4385612)；以及美商伯瑞股份有限公司(Bio-Rad)iQTM

Green扩增反应超级混合试剂(iQ T M Green  Supermix，产品编号

1708880)。

[0035] 进行实时(Real-Time)聚合酶链锁反应，反应总体积为10μL，包含5μLSYBR  green

扩增反应混合试剂、2μL  SYBR稀释液、1μL引物对混合液、1.8μL水及0.2μL的gDNA(50ng/μL)

样本。实时(Real-Time)聚合酶链锁反应器(CFX  Connect  Real-Time  PCR  Detection 

System，Bio-Rad)进行，其反应条件为：95℃反应1分钟，再以95℃，10秒、65℃，30秒为一循

环，并重复此循环50次结束反应。

[0036] 实验结果所得的Ct值，经由公式ΔCt＝(AT引物对的Ct)-(GC引物对的Ct)计算，使

用ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂的结果如表二所示。因所使用的两个样本基因型

为CC(NA12891)与TT(NA18526)，CC基因型样本的qPCR结果的GC引物对的Ct会比AT引物对的

Ct小，因此在公式计算结果会是正值，反之在TT基因型样本的qPCR计算结果会是负值。数值

绝对值越大，表示分辨效果越佳，在ABI  SYBR  green的100倍稀释的两个数值的绝对值都很

大，表示在两种基因型的分辨效果都很好，但在50倍稀释只有CC基因型样本(NA12891)绝对

值数值很大，但TT基因型样本(NA18526)的绝对值很小，表示在此配方中只有CC基因型的分

辨效果较佳，但TT基因型的分辨效果不佳，故100倍稀释浓度的SYBR  green在ABI快速SYBR 
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green扩增反应混合试剂的搭配效果最佳。使用Bio-Rad  iQTM Green扩增反应超级

混合试剂的结果如表三所示，800-1600倍稀释浓度的SYBR  green在Bio-Rad  iQTM

Green扩增反应超级混合试剂的搭配效果最佳。其结果显示虽不同扩增反应试剂所使用的

最佳SYBR  green浓度不同，但使用SYBR  green确实可有效提升等位基因特异性的辨识度。

[0037] 表二、使用ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂的ΔCt值

[0038]

[0039] 表三、使用Bio-Rad  iQTM Green扩增反应超级混合试剂的ΔCt值

[0040]

[0041] 实施例3其他螯合试剂对等位基因特异性的辨识度的影响

[0042] 申请人以其他螯合试剂GelRed(GelRedTM核酸染料，产品编号89139-138，Biotium)

作为螯合试剂，并且分别将GelRed进行：(1)100倍稀释、(2)200倍稀释、(3)400倍稀释、(4)

800倍稀释、(5)1600倍稀释、(6)3200倍稀释、(7)6400倍稀释、(8)水。

[0043] 在本实施例中，使用购自美国Coriell细胞存储中心的DNA样本，分别为NA12891及

NA18526；以rs29232进行实验，并经由数据库已知NA12891样本的rs29232基因型为CC及

NA18526样本的rs29232基因型为TT。rs29232分别包含：含有各5μM  SEQ  ID  NO:1及SEQ  ID 

NO:4的AT引物对混合液，以及含有各5μM  SEQ  ID  NO:2及SEQ  ID  NO:3的GC引物对混合液。

[0044] 进行实时(Real-Time)聚合酶链锁反应，反应总体积为10μL，包含5μLABI快速SYBR 

green扩增反应混合试剂、2μL  GelRed稀释液、1μL引物对混合液、1.8μL水及0.2μL的gDNA

(50ng/μL)样本。实时(Real-Time)聚合酶链锁反应器(CFX  Connect  Real-Time  PCR 

Detection  System，Bio-Rad)进行，其反应条件为：95℃反应1分钟，再以95℃，10秒、65℃，

30秒为一循环，并重复此循环50次结束反应。

[0045] 实验结果所得的Ct值，经由公式ΔCt＝(AT引物对的Ct)-(GC引物对pair的Ct)计

算，结果如表四所示，如同实施例2的判断方式，且GelRed所有的测试结果都跟水差异不大，

故GelRed对等位基因特异性的辨识度效果不佳，显示非所有的螯合试剂都能提高SNP的辨

识效果。

[0046] 表四、使用GelRed及ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂的ΔCt值

[0047]

[0048] 实施例4多重(multiplex)SNP的辨识度

[0049] 本发明确认使用SYBR  green能有效提升等位基因特异性的辨识度后，进行多重
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(multiplex)SNP聚合酶链锁反应以进一步确认本发明的方法对多重SNP的辨识效果。

[0050] 在本实施例中，使用rs29232、rs401681、rs667582三种SNP进行检测。其中AT引物

对混合物包含：各2.5μM的SEQ  ID  NO:1及SEQ  ID  NO:4(rs29232)、SEQ  ID  NO:6及SEQ  ID 

NO:7(rs401681)、SEQ  ID  NO:10及SEQ  ID  NO:11(rs667582)。GC引物对混合液包含：各2.5μ

M的SEQ  ID  NO:2及SEQ  ID  NO:3(rs29232)、SEQ  ID  NO:5及8(rs401681)、SEQ  ID  NO:9及

SEQ  ID  NO:12(rs667582)。

[0051] 在本实施例中，使用购自美国Coriell细胞存储中心的DNA样本，分别为NA12891、

NA18526、NA18526以及NA18558，并经由数据库已知各样本的基因型如表五所示。

[0052] 表五、各样本的基因型

[0053]

[0054] 进行实时(Real-Time)聚合酶链锁反应，反应总体积为10μL，包含5μLBio-Rad  iQTM

Green、0.67μL  SYBR  green  320倍稀释液、2μL引物对混合液、2.83μL水及0.5μL的

gDNA(50ng/μL)样本。实时(Real-Time)聚合酶链锁反应器(CFX  Connect  Real-Time  PCR 

Detection  System，Bio-Rad)进行，其反应条件为：95℃反应1分钟，再以95℃，10秒、65℃，

30秒为一循环，并重复此循环50次结束反应。

[0055] 各样本的实验结果皆与已知基因型结果一致，证实本发明用于基因型鉴定芯片的

双重等位基因特异性聚合酶链锁反应方法应用于多重SNP亦具有极高的准确率。此外，实验

结果所得的Ct值，经由公式ΔCt＝(AT引物对的Ct)-(GC引物对的Ct)计算，结果如表六所

示，SYBR  green确实可有效提升等位基因特异性的辨识度，且使用多重SNP的辨识度效果

佳。

[0056] 表六、各样本的ΔCt值

[0057]

[0058] 实施例5基因型鉴定芯片测试

[0059] 本发明的用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性

聚合酶链锁反应方法，在本实施例中使用rs29232、rs401681、rs667582、rs2072590、

rs2131877五种SNP进行进行检测，分别进行SNP变异性位点的第一阶段扩增反应(使用SEQ 

ID  NO:1至SEQ  ID  NO:20)以及通用引物的第二阶段扩增反应(使用SEQ  ID  NO:21及SEQ  ID 

NO:22)；再以表面固定有辨识探针(SEQ  ID  NO:23至SEQ  ID  NO:27)的微数组芯片区别该

SNP变异性位点的放大产物。

[0060] 其中，AT引物对混合物包含：各1.5μM的SEQ  ID  NO:1及SEQ  ID  NO:4(rs29232)、

SEQ  ID  NO:6及SEQ  ID  NO:7(rs401681)、SEQ  ID  NO:10及SEQ  ID  NO:11(rs667582)、SEQ 

ID  NO:14及SEQ  ID  NO:15(rs2072590)、SEQ  ID  NO:18及SEQ  ID  NO:19(rs2131877)。GC引

物对混合液包含：各1.5μM的SEQ  ID  NO:2及SEQ  ID  NO:3(rs29232)、SEQ  ID  NO:5及SEQ  ID 
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NO:8(rs401681)、SEQ  ID  NO:9及SEQ  ID  NO:12(rs667582)、SEQ  ID  NO:13及SEQ  ID  NO:16

(rs2072590)、SEQ  ID  NO:17及SEQ  ID  NO:20(rs2131877)。

[0061] 在本实施例中，使用购自美国Coriell细胞存储中心的DNA样本，分别为NA12891、

NA18526、NA18526以及NA18559，并经由数据库已知各样本的基因型如表七所示。

[0062] 表七、各样本的基因型

[0063]

[0064] 首先，进行第一阶段扩增反应，反应总体积为10μL，包含5μL  ABI快速SYBR  green

扩增反应混合试剂、1.5μL  SYBR  green  100倍稀释液、1.5μL引物对混合液及2μL的gDNA

(50ng/μL)样本。聚合酶连锁反应使用热循环反应器( PCR  System  9700，ABI)

进行，其反应条件为：95℃反应1分钟，再以95℃，10秒、65℃，30秒为一循环，并重复此循环

16次，最后降至4℃结束反应。

[0065] 接着，进行第二阶段扩增反应，反应总体积为30μL，包含10μL第一阶段扩增反应产

物、10μL  ABI快速SYBR  green扩增反应混合试剂、1μL通用引物(10μM)、9μL水；其中AT通用

引物(SEQ  ID  NO:21)及GC通用引物(SEQ  ID  NO:22)分别于两个反应中进行，代号分别为A

及B。聚合酶连锁反应使用热循环反应器( PCR  System  9700，ABI)进行，其反应

条件为：95℃反应1分钟，再以95℃，10秒、70℃，30秒为一循环，并重复此循环30次，最后降

至4℃结束反应。将相同样本的A及B反应产物混合后进行以下芯片杂交步骤。

[0066] 将第二阶段反应物加入1 0 0μL杂交缓冲液 (4 .2 7 M四甲基氯化铵溶液

(Tetramethylammonium  chloride  solution)、0.9％EMPIGEN  BB洗涤液、100mM  Tris缓冲

液(pH  8.0))及50μL甲酰胺(formamide)混合均匀，以80℃加热5分钟，在于4℃冷却5分种。

将冷却后的产物注入至表面固定有辨识探针(SEQ  ID  NO:23至SEQ  ID  NO:27)的芯片，将该

芯片以2rpm转速于45℃烘箱反应至隔夜。之后进行芯片清洗步骤，再以42℃洗涤液I(2X 

SSPE缓冲液，含0.1％SDS)于80rpm转速的震荡器上震荡清洗3分钟；以42℃洗涤液II(0.1X 

SSPE缓冲液，含0.1％SDS)于80rpm转速的震荡器上震荡清洗3分钟；以室温洗涤液III(0.1X 

SSPE缓冲液)于80rpm转速的震荡器上震荡清洗5分钟；将芯片以离心机旋干。最后以一芯片

荧光扫描仪进行芯片扫描步骤，本发明使用具有两支固态激光雷射波长635nm(PMT  750V)

及532nm(PMT  600V)的LuxScanTM10k/A芯片扫描仪(CapitalBio)进行扫描。再以Genepix 

4.0(Axon  Laboratory)进行芯片影像分析。

[0067] 经由AT(讯号强度-背景强度)/GC(讯号强度-背景强度)计算出log2比率(ratio)

值，如果为G或C同型合子(homozygote)基因型，数值会是负值；如果为A或T同型合子

(homozygote)基因型数值会是正值；如果是异形合子(heterozygote)数值会界于两种同型

合子中间。如表八所示，各样本的实验结果皆与已知基因型结果一致，证实本发明用于基因

型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚合酶链锁反应方法应用于多重SNP亦具有极高的准确
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率。显示本发明的用于基因型鉴定芯片的双重等位基因特异性聚合酶链锁反应方法能有效

分辨单管扩增反应中的多种SNP产物。

[0068] 表八、各样本的计算出log2比率(ratio)值

[0069]

[0070] 此外，本发明亦可在SNP变异性位点引物组的5’端加上一修饰标记直接进行第一

阶段扩增反应，不需再进行第二阶段扩增反应，或者在产物无任何修饰的情况下，也可以类

似表面电浆共振(surface  plasmon  resonance，SPR)方法侦测是否有产物杂交在芯片表

面。

[0071] 更进一步地，当单一SNP的基因型超过两种基因型时，如表九所示，可将等位基因

特异性引物的5’端再加上密码(barcode)序列，以及表面固定包含密码(barcode)互补序列

的辨识探针，扩增反应依实施例五的方法进行，最后芯片的杂交结果可看见该SNP会有两种

讯号结果(如表九A类及B类)，A类辨识探针可辨识第一密码序列，B类辨识探针可辨识第二

密码序列。计算A类讯号的红绿荧光强度log2比率(ratio)，判断样本是否含有A或G，或是计

算B类讯号的红绿荧光强度log2比率，判断检体是否含有T或C。

[0072] 表九、基因特异性引物的5’端密码(barcode)序列辨识方式

[0073]

[0074] 综上所述，本发明提供一种用于辨识核苷酸基因多型性的基因型鉴定芯片的双重

等位基因特异性引物(double  allele  specific  primers)的方法，该方法使用的正向

(forward)与反向引物(reverse)皆以等位基因特异性位点为引物的3’端终点，不须使用特

殊碱基的引物，并能容易的直接依等位基因特异性位点两旁的序列进行设计，并且结合螯

合试剂(interchelating  agent)进行多重(multiplex)聚合酶链锁反应。该方法能有效将

目前市面上SNP芯片将扩增产物注入芯片进行杂交的前处理步骤的时间减少至5小时，并能

减少合成特殊碱基引物所需的昂贵成本，且具有同时检测多个等位基因特异性位点的优

点，故本发明的方法是一种有效、快速、低成本、较大规模的检测SNP变异的技术。
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