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高分辨率熔解曲线分析：一种新的用于遗传病基因

突变筛查的技术

李东至

（广州市妇女儿童医疗中心 产前诊断中心，广东 广州　５１０６２３）

　　李东至，１９７１年生，妇产科博士，主任医师，硕士研究生导师。２０００年毕业

于上海第二医科大学。现在广州市妇女儿童医疗中心（广州市妇婴医院）产前

诊断中心。研究方向为遗传疾病的分子诊断及产前诊断。负责遗传咨询、产前

诊断手术取材以及遗传疾病的分子诊断及相关基础研究。获省科技进步二等

奖１次，市科技进步一等奖１次，在国外杂志发表论文４０余篇。

　　目前，ＤＮＡ 碱基

变异如突变或单核苷

酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＳＮＰ）的检测方法有２种：一是针对特定的位点合成

序列特异性探针，如Ｔａｑｍａｎ探针法、位点特异寡核

苷酸分析、反向斑点杂交及基因芯片等，用于检测已

知突变；二是以核酸的物理性质为基础的检测方法，

如变性高效液相层析、单链构象多态性、变性梯度

凝胶电泳、温度梯度凝胶电泳及构象敏感凝胶电泳

等，此类方法可用作突变筛查，但无法明确突变性

质。这２种方法在应用上有其局限性，如成本高、操

作繁琐、耗时、以及相对低通量。ＤＮＡ测序是突变／

ＳＮＰ检测的金标准，但不适于大规模突变筛查和流

行病学研究。２００２年犹他大学和爱德华科技公司

合作开发出突变／ＳＮＰ检测分析的一项新技术—高

分辨率熔解曲线分析（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ，

ＨＲＭ）
［１］。这种技术不受突变碱基位点与类型的限

制，可同时对扩增片段进行未知突变扫描和已知突

变的基因分型。因其操作简便、快速、高通量、低成

本和真正实现了闭管操作而受到普遍的关注，成为

近年来兴起的一种高通量突变扫描和基因分型

技术。

１　犎犚犕原理

通过ＰＣＲ反应扩增出目的基因的双链 ＤＮＡ

片段，向反应产物中加入荧光染料，这种染料只结合

双链ＤＮＡ而不结合单链ＤＮＡ。然后通过加热物

理变性，在升温的过程中ＤＮＡ双链会逐渐打开，这

样结合的荧光染料会越来越少。如果相机连续动态

拍摄解链过程，并将接收到的逐渐减弱的荧光信号

通过计算机软件转换成一条曲线，这条曲线就是熔

解曲线。当ＰＣＲ扩增片段存在突变／ＳＮＰ时，扩增

产物经过变性陡然复性形成异源双链，异源双链中

突变／ＳＮＰ位点因不匹配使双链ＤＮＡ在升温过程

中提前解开，从而与正常样本熔解曲线区分开来。

实际上，由单个碱基改变引起的解链温度差异可能

不到１℃。因此，ＨＲＭ需要精密度高的检测仪器，

要求具有很高的温度分辨率。当仪器的温度分辨率

达到０．０２～０．３℃／ｓ时，所绘制的曲线称为高分辨

熔解曲线。目前使用的是饱和染料，如ＬＣＧｒｅｅｎ、

ＬＣＧｒｅｅｎＰｌｕｓ、ＳＹＴＯ９和ＥｖａＧｒｅｅｎ，这类染料有

着更强的ＤＮＡ结合能力和更低的ＰＣＲ抑制作用，

在配制ＰＣＲ反应液时就可加入，反应完毕后直接送

入 ＨＲＭ仪进行分析，省略了ＰＣＲ反应后的开盖处

理步骤，真正实现了闭管操作。
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２　犎犚犕技术优点

２．１　操作简便　在ＰＣＲ反应前加入一种饱和荧光

染料，ＰＣＲ反应后将ＰＣＲ板转放在高分辨率熔解

分析仪器中即可。

２．２　快速、高通量　普通ＰＣＲ反应一般只需２小

时，熔解分析使用ＨＲ１仪器每个样品检测仅需１～

２分钟；若使用ＬｉｇｈｔＳｃａｎｎｅｒ熔解分析仪，５分钟内

可以得到９６孔ＰＣＲ板中的全部样品的检测结果。

２．３　低成本　比普通ＰＣＲ反应仅多加一种饱和荧

光染料，一般情况下每个样品成本大约２元人民币。

２．４　闭管操作　ＰＣＲ扩增后直接进行 ＨＲＭ 分

析，不需要对ＰＣＲ产物进行处理，减少污染机会。

３　犎犚犕的应用

ＨＲＭ 的分辨率高，其敏感度和特异度均优于

现有的其他突变扫描方法，适用于检测单碱基突变、

小片段插入或缺失。有研究显示应用质粒来验证

ＨＲＭ检测单个碱基杂合突变，发现当ＰＣＲ产物小

于４００ｂｐ时，敏感度和特异度均为１００％；ＰＣＲ产物

长度在４００～１０００ｂｐ时，敏感度和特异度分别为

９６．１％和９９．４％
［２］。ＨＲＭ技术现被广泛应用于突

变扫描、基因分型、序列匹配、物种鉴定等。

本院实验室从２００９年开始应用ＨＲＭ技术，目

前常规用于多种单基因病的突变筛查。α地中海贫

血是我国南方人群的常见遗传病，当夫妇的一方α

基因是东南亚缺失型（ＳＥＡ）时，如果另一方携带点

突变型α地中海贫血，则下一代有１／４机会生育非

缺失型血红蛋白 Ｈ 病患儿。这种情况下需要产前

诊断，因非缺失型血红蛋白Ｈ病患儿多需要输血治

疗［３］。点突变型α地中海贫血在中国人群最常见为

血红蛋白 ＣｏｎｓｔａｎｔＳｐｒｉｎｇ（ＨｂＣＳ）和血红蛋白

ＱｕｏｎｇＳｚｅ（ＨｂＱＳ），靠一般的地中海贫血筛查方

法（血常规、血红蛋白分析）无法识别，确诊需要分子

诊断［４］。既往使用反向点杂交技术或直接测序技术

检测ＨｂＣＳ和 ＨｂＱＳ，现已被 ＨＲＭ 技术替代，检

测敏感性和特异性均为１００％
［５，６］。由于这２种点

突变只占人群的０．３％，先经 ＨＲＭ 扫描，只对熔解

曲线阳性者进一步采用其他分子诊断方法证实，大

大减轻了ＤＮＡ测序压力。

应用 ＨＲＭ检测的另外一种遗传病是致死性软

骨发育不良Ｉ型（ｔｈａｎａｔｏｐｈｏｒｉｃｄｙｓｐｌａｓｉａｔｙｐｅ１，

ＴＤ１）。ＴＤ１多在妊娠中晚期被产前超声检查发

现，表现为长骨短小、肋骨短、胸廓狭窄等，多为新生

基因突变所致。但ＴＤ１至少需要与数十种骨骼系

统发育异常的疾病相鉴别，它们在超声表现上有相

似之处。ＴＤ１是由ＦＧＦＲ３基因突变引起，目前至

少已发现１１种突变类型，其中ｐ．Ｒ２４８Ｃ突变最常

见，经研究发现，中国人ＴＤ１病例几乎都检测到ｐ．

Ｒ２４８Ｃ突变
［７］。在ｐ．Ｒ２４８Ｃ突变的检测上，以往

应用变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）、限制性内切酶分

析（ＲＦＬＰ）和直接测序等方法进行基因诊断。但这

些突变检测方法存在操作繁琐、费用高、诊断周期长

等缺点。应用 ＨＲＭ 扫描检测ｐ．Ｒ２４８Ｃ突变的敏

感性和特异性均为１００％
［８］。因此，对常规产前超

声检查疑为ＴＤ１的病例，临床上在产前取材排除

染色体疾病的同时可行基因诊断，以便尽早明确诊

断，协助临床处理。ＨＲＭ 可用于ＦＧＦＲ３基因ｐ．

Ｒ２４８Ｃ突变的快速基因检测。

此外，还将 ＨＲＭ 技术应用于其他遗传疾病如

血友病、成骨发育不全等的突变扫描。这些致病基

因往往包含数十个外显子，若采用常规ＤＮＡ测序

来检测基因突变，工作量和成本很大。先通过

ＨＲＭ突变扫描，针对异常的外显子进行测序确证，

将达到事半功倍的效果。

４　犎犚犕缺点

４．１　对 ＰＣＲ 反应、熔解仪器、荧光染料要求较

高　由于双链ＤＮＡ的熔解动力学受到很多因素的

影响，比如ＤＮＡ模板质量、镁离子含量、缓冲液组

成等，所以 ＨＲＭ 要求ＤＮＡ样品由同一种方法提

取，经纯化使ＤＮＡ样品浓度一致。对引物及扩增

片段要求高，常需反复实验，验证是否适用于

ＨＲＭ。熔解仪器要求非常高的温度精密度和温度

均一性。荧光染料不影响ＰＣＲ反应且能饱和结合

双链ＤＮＡ。

４．２　突变扫描不能精确区分扩增片段中的不同杂

合突变　有时不同的杂合突变导致相似的熔解曲
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线，需进一步经混样法区分，或小片段法、非标记探

针法、Ｓｎａｐｂａｃｋ探针法进行基因分型提高分辨率。

４．３　ＰＣＲ扩增产物的长度受到限制　随着扩增片

段的增加，其敏感性及特异性降低。

５　结论

ＨＲＭ是当前最好的一种高通量突变扫描和基

因分型技术。如果操作得当，可以减少９５％～９９％

的测序工作量。ＨＲＭ 对ＰＣＲ产物无损伤性，如果

ＨＲＭ鉴定样本（基因分型和序列匹配）失败，可使

用原样本测序进一步鉴定，对结果无影响。可以设

想，随着染料和仪器的更新，这项技术还将继续迅速

发展，在医学领域发挥更多的作用。
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