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建立高分辨率熔解曲线法检测白癜风患者
ＴＮＦ－α ｒｓ１８００６２９ 基因多态性
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摘要：　 目的　 探讨高分辨率熔解曲线法用于检测新疆维吾尔族白癜风患者肿瘤坏死因子 ａｌｐｈａ ｒｓ１８００６２９ 基因多态性的

可行性。 　 方法　 应用高分辨率熔解曲线法检测 １００ 例新疆维吾尔族白癜风患者肿瘤坏死因子 ａｌｐｈａ 基因启动子区

ｒｓ１８００６２９ 位点多态性，并与 ＰＣＲ 产物直接测序法得到的结果进行比较分析。 　 结果　 ＨＲＭ 法检测 ｒｓ１８００６２９ 位点多态

性的灵敏度可以达到 ５％，ＨＲＭ 分型结果与 ＰＣＲ 产物直接测序法结果相同，二者符合率 １００％。 　 结论　 ＨＲＭ 法具有比

较好的灵敏度与准确性，是一种快速、简便、高通量检测白癜风患者 ＴＮＦ－α 基因多态性的优选方法。
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　 　 白癜风是一种常见的，由于皮肤黑素细胞减少或

功能消失引起的，后天局限性或泛发性皮肤色素脱失

病，该病影响了世界上 ０．２％ ～１％的人口［１］。 在国内，
白癜风的发病率为 １％～２％［２］。 该病的发病机理目前

仍不十分清楚。 肿瘤坏死因子 ａｌｐｈａ（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）是一种多功能的促炎细胞因子，
相关研究显示，ＴＮＦ－α 在白癜风发病过程中扮演重要

角色［３］，寻常型白癜风患者血清 ＴＮＦ－α 水平显著高于

健康人群，两者表达水平呈正相关［４］，病情达到进展

期时，呈现最高值［５］。 定位于 ＴＮＦ－α 启动子区转录起

始位 点 上 游 ３０８ 位 置 的 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点

（ｒｓ１８００６２９）影响到了转录因子激活蛋白 ２ 结合部位

的一段共有序列，其单一碱基替换 Ｇ ／ Ａ 就可以直接影

响 ＴＮＦ－α 的表达［６］。 但是，目前国内仍未见关于白癜

风与 ｒｓ１８００６２９ 位点多态性的相关报道。
自 ２００６ 年世界上第一台高分辨率熔解（ｈｉｇｈ ｒｅｓｏ⁃

ｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）仪器 ＨＲ－１ 面世以来，高分辨率

熔解曲线法已在国内外使用近 １０ 年时间，目前国外使

用该方法已比较普遍，该方法被用于菌种鉴定［７］、疾
病筛查［８］、突变［９－１０］ 及单核苷酸多态性扫描［１１］、ＤＮＡ
甲基化检测［１２］等各个方面。 但是在国内，该方法应用

仍不多见。 本研究应用高分辨率熔解曲线法检测 １００
例新疆维吾尔族白癜风患者血液样本中的 ＴＮＦ－α 基

因 ｒｓ１８００６２９ 位点多态性，并与 ＰＣＲ 产物直接测序法

得到的结果进行比较分析，希望对 ＨＲＭ 法快速检测

该位点多态性的准确性及敏感性进行评估，现报告如

下。

１　 对象与方法

１．１　 对象　 １００ 例诊断明确的新疆维吾尔族白癜风

患者血液样本来自于新疆维吾尔自治区人民医院皮肤

性病科 ２０１２ 年 ５ 月－２０１３ 年 １ 月确诊的白癜风患者，
按照白癜风的诊疗标准（２０１０ 年版） ［１３］ 由两位皮肤科

医生进行，并排除其他可能导致色素减退的疾病如花

斑癣、贫血痣、斑驳病、白化病、单纯糠疹、老年性白斑

等，全部患者未合并其它疾病。 男 ４６ 例，女 ５４ 例，年
龄 １～６９ 岁，平均年龄（２５．５７±１６．７７）岁，病程 １ 个月～
３３ 年。 发病年龄≤１２ 岁 ２４ 例（儿童组），发病年龄＞

１２ 岁 ７６ 例（成人组）；有家族史患者 １４ 例，无家族史

患者 ８６ 例；全部入组对象及家属对本研究知情同意，
并签署知情同意书。 本研究通过院伦理委员会批准。
１．２　 方法

１．２．１　 全血基因组 ＤＮＡ 的提取、浓度测定并标准化　
采集每例受试者肘静脉外周血 １ ｍｌ， 用全血基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒提取核酸，ＤＮＡ 提取使用天根生化

ＴＩＡＮａｍｐ 血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒抽提，所得

ＤＮＡ 放入－８０ ℃ 冰箱中保存备用。 ｑＲＴ－ＰＣＲ 之前，
ＤＮＡ 经 ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｌｉｔｅ 超微量分光光度计确定浓度后

标准化模板浓度至 ２０ ｎｇ ／ μｌ 进行 ＨＲＭ 分析。
１．２．２　 ＨＲＭ　 根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 公开发表的人 ＴＮＦ－α
基因序列，采用在线软件 ｐｒｉｍｅｒ３ ｉｎｐｕｔ 设计只包含

ｒｓ１８００６２９ 位点一个单核苷酸多态性的扩增引物，上游

引物为 ５’－ＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＣＡＡＴＡＧＧＴＴ－３’，下游引物

为 ５’－ＴＴＣＴＧＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡ－３’。 引物由北京鼎

国生物技术工程有限公司合成。 ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体系

采用 Ｔｙｐｅ－ ｉｔ ＨＲＭ ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ），反应体系包括

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ４ μｌ，上下游引物各 ０．４ μｌ，基因组 ＤＮＡ １
μｌ， 加 ｄｄＨ２Ｏ 至 １０ μｌ，ｑＲＴ－ＰＣＲ 在 ＲＧＱ－５ ｐｌｅｘ ＨＲＭ
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｑｉａｇｅｎ）上完成。 反应条件为

９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，进入循环，９５ ℃变性 １０ ｓ，５５ ℃退

火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １０ ｓ，并采集荧光，４５ 个循环。 ｑＲＴ－
ＰＣＲ 后继续进行高分辨率熔解收集数据，范围 ７０ ℃ ～
８５ ℃，每次升温 ０．１ ℃，维持 ２ ｓ，ＨＲＭ 通道自动采集

数据并自动执行增益校正。 应用 Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ Ｑ Ｓｅｒｉｅｓ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件进行数据分析，对样本进行分型，并根据

熔解顺序确定基因型。
１．２．３ 　 ＨＲＭ 敏感度试验 　 将标准化至 ２０ ｎｇ ／ μｌ 的
ＧＧ 基因型和 ＡＡ 基因型模板按不同比例混合，使得样

本中 ＡＡ 基因型所占比例分别为 ０％、５％、１０％、２０％、
５０％、８０％、９０％、９５％、１００％，以混合模板用于 ＨＲＭ 分

析。 为了便于观察，将敏感度实验以 ５０％为界分两组

进行，每组检测 ６ 个梯度。
１．２．４　 ＰＣＲ 产物直接测序法检测　 根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ 公

开发表的人 ＴＮＦ－α 基因序列，采用在线软件 ｐｒｉｍｅｒ３
ｉｎｐｕｔ 设计包含 ｒｓ１８００６２９ 位点的 ＴＮＦ－α 基因长片段

扩增引物， 上游引 物 为 ５ ’ － ＡＧＧＣＡＡＴＡＧＧＴＴＴＴ⁃
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ＧＡＧＧＧＧＣＡＴ －３’，下游引物为 ５’ － ＧＡＧＣＧＴＣＴＧＣＴ⁃
ＧＧＣＴＧＧＧＴＧ－３’。 引物由北京鼎国生物技术工程有

限公司合成。 ＰＣＲ 反应总体系为 ４０ μｌ，反应液为：１０
×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋，２０ μＭ ／ μｌ）４ μｌ，ｄＮＴＰ（１０ μＭ ／ μｌ）１
μｌ，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶（２ Ｕ ／ μｌ）１ μｌ，模板 ＤＮＡ １ μｌ，上
下游引物各 １ μｌ（１０ μＭ ／ μｌ），加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ４０ μｌ，在
ＰＴＣ－１００ ＰＣＲ 扩增仪上扩增。 反应程序：９５ ℃ 预变

性 ５ ｍｉｎ，进入循环，９５ ℃变性 ３０ ｓ，６４ ℃退火 ４５ ｓ，７２
℃延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。
反应结束后取 ５ μｌ 扩增产物于 １×ＴＡＥ 缓冲液中用

１％琼脂糖凝胶电泳 ２０ ｍｉｎ（恒压 １５０ Ｖ），电泳结果在

凝胶成像系统下拍照并保存。 扩增产物由北京鼎国生

物技术工程有限公司进行目的片段测序，结果返回后

对相应位点分型并记录。

２　 结　 果

２．１　 ＨＲＭ 敏感度试验 　 两组 ＨＲＭ 法各检测 ６ 份不

同比例的混合模板，均可检测出仅含有 ５％不同基因

型混 合 模 板 样 本 中 的 差 异， 显 示 ＨＲＭ 法 检 测

ｒｓ１８００６２９ 位点多态性的灵敏度可以达到 ５％。 两种基

因型各占 ５０％时，杂合程度最高，则最先熔解，杂合程

度越低，则熔解温度越高。 见图 １、图 ２。

　 　 　 　 　 图 １　 ５０％～９５％ＡＡ 模板熔解曲线图 图 ２　 ５％～５０％ＡＡ 模板熔解曲线图

２．２　 两种方法检测白癜风患者 ｒｓ１８００６２９ 位点多态性

结果比较　 ＨＲＭ 结果显示，在 １００ 例新疆维吾尔族白

癜风患者血液样本中检出 ＧＧ 纯合型 ５４ 例，ＡＡ 纯合

型 ７ 例，ＡＧ 杂合型 ３９ 例。 ＡＧ 杂合型最先熔解，ＡＡ

纯合型次之，ＧＧ 纯合型最后熔解，见图 ３、图 ４。 经

ＰＣＲ 产物直接测序法对全部标本进行进一步测序验

证，检验结果与 ＨＲＭ 分型结果相同，二者符合率

１００％，ＨＲＭ 分析具有比较好的准确性，见图 ５。

　 　 　 　 　 图 ３　 正常熔解曲线图 图 ４　 以 ＡＡ 为基线的相对熔解曲线图

图 ５　 测序结果（反向测序）

３　 讨　 论

定位于 ＴＮＦ－α 启动子区转录起始位点上游 ３０８
位置的单核苷酸多态性位点（ ｒｓ１８００６２９）与多种疾病

的关联研究已持续多年，该位点基因分型多采用酶切、
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ＰＣＲ 产物直接测序等方法，对于样本量较大的多态性

研究来说以上方法存在工作量大、费用高等缺点。 一

种快速、准确、价格相对便宜的方法检测该位点多态性

显然越来越紧迫，ＨＲＭ 法可能是快速检测该位点多态

性的一种比较好的可选方法。 然而，ＨＲＭ 法检测该位

点多态性的准确性并没有得到过系统的评估。 鉴于国

内目前仍未见白癜风与 ｒｓ１８００６２９ 位点多态性的相关

报道，本研究采用 ＨＲＭ 法检测 １００ 例新疆维吾尔族白

癜风患者该位点多态性，并与 ＰＣＲ 产物直接测序法得

到的结果进行比较分析，对 ＨＲＭ 法快速检测该位点多

态性的准确性及敏感性进行评估。
本研究实验结果显示 ＨＲＭ 法可检测出仅含有

５％不同基因型混合模板中的差异， ＨＲＭ 法检测

ｒｓ１８００６２９ 位点多态性的灵敏度可以达到 ５％。 经 ＰＣＲ
产物直接测序法对全部标本 ＨＲＭ 分型结果进行测序

验证，检验结果与 ＨＲＭ 分型结果相同，二者符合率

１００％，ＨＲＭ 法具有比较好的准确性。
ＨＲＭ 法是一种以荧光定量 ＰＣＲ 为基础的简单通

过检测 ＤＮＡ 双链熔解曲线的变化发现 ＤＮＡ 序列突变

的技术［１４］。 在双链 ＤＮＡ 中插入荧光染料可以监测双

链的扩增与熔解，因此，需要在进行 ＨＲＭ 之前的样本

ＰＣＲ 过程中加入饱和的荧光染料，ＰＣＲ 之后，产物升

温熔解，荧光量被监测，随着染料的释放荧光量不断降

低［１５］，野生纯合子序列、突变纯合子序列与杂合子序

列之间双链 Ｔｍ 值总是存在差异，产物在升温过程中

三者的荧光量不同导致熔解曲线存在差异。
ＨＲＭ 方法简单、快速、成本低，具有高分辨率和准

确性，是一种非常好的检测 ｒｓ１８００６２９ 位点多态性的新

方法。 ＨＲＭ 扫描程序相当快速，只需在扩增之后直接

运行高温熔解过程即可，一批样本可以在 １０ ｍｉｎ 之内

完成扫描，结果由软件自动分析完成。 运行完 ＨＲＭ 法

之后，扩增产物可以直接进行后续的测序验证。 ＨＲＭ
方法相对比较便宜，成本约为每样本每位点 ５ ～ ７ 元

钱，只有直接测序法的四分之一，ＳＮａｐＳｈｏｔ 法的一半。
ＨＲＭ 的准确性虽然非常高，但是一些因素仍然对结果

产生影响，比如：样本的来源与处理、扩增子长度、ＧＣ
含量、所用染料、设备等等［１６－１７］。 建议是在扩增之前

应统一起始模板量，因为起始模板的差异过大会影响

产物的 Ｔｍ 值；对于基因多态性分型来说，扩增子长度

应尽量短，最好不超过 １５０ ｂｐ，各扩增子之间的温度差

异才更容易被检测到；扩增子所包含的多态性位点不

宜过多，ＨＲＭ 法对多重熔解峰的分辨率会下降，后续

基因型的判断将更加依赖于大量的预实验与研究人员

的经验。
总的来说，本研究建立了一种以 ＨＲＭ 技术检测

ＴＮＦ－α 基因多态性的方法，该方法具有比较好的灵敏

度与准确性，是一种快速、准确、高通量检测白癜风患

者 ＴＮＦ－α 基因多态性的优选方法。
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ｍｉａ ｃｏｍｍｏｎ ａｍｏｎｇ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ａｓｉａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ，
２０１５，４４１（２）： ５６－６２．

［９］ Ｓｉｎｇｈ Ｍ， Ｇｕｐｔａ ＶＨ， Ａｍａｒａｐｕｒｋａｒ ＤＮ， ｅｔ ａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａ⁃
ｒｉａｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ－ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｄｒｕｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ： ａ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｇｅｎｅｔ Ｅｖｏｌ，２０１４，２３（１）： ４２－４８．

［１０］ Ｒａｙｍｏｎｄ Ｌ， Ｄｉｅｂｏｌｄ Ｂ， Ｌｅｒｏｕｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ＤＮＡ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤＫＬ５ ｇｅｎｅ： ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ，２０１３，５１２（１）： ７０－７５．

［１１］ Ｂａｄｉａｌ ＰＲ， Ｏｌｉｖｅｒｉａ－Ｆｉｌｈｏ ＪＰ， Ｗｉｎａｎｄ ＮＪ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ
ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｅｑｕｉｎｅ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｄｅｒｍａｌ ａｓｔｈｅｎｉａ ｉｎ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｑｕａｒｔｅｒ ｈｏｒｓｅｓ ｉｎ
Ｂｒａｚｉｌ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｊ，２０１４，１９９（２）： ３０６－３０７．

［１２］ Ｍａｓｔｏｒａｋｉ Ｓ， Ｃｈｉｍｏｎｉｄｏｕ Ｍ， Ｄｉｍｉｔｒａｋｏｐｏｕｌｏｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ
ａｃｃｕｒａｔｅ ｃｌｏｓｅｄ－ｔｕｂｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌ⁃
ｙｓｉｓ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｍｉ － ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ１７ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａ，２０１５，４４４ （ ４）：
３０３－３０９．

［１３］ 中国中西医结合学会皮肤性病专业委员会色素病学组．黄褐斑和
白癜风的诊疗标准（２０１０ 年版），中华皮肤科杂志，２０１０，４３（６）：
３７３．

［１４］ Ｗｉｔｔｗｅｒ ＣＴ， Ｒｅｅｄ ＧＨ， Ｇｕｎｄｒｙ ＣＮ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ｂｙ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＬＣＧｒｅｅｎ［ Ｊ］ ．Ｃｌｉｎ Ｃｈｅｍ， ２００３，４９
（６ Ｐｔ １）：８５３－８６０．

［１５］ Ｔａｙｌｏｒ ＣＦ． Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ［ Ｊ］ ．Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓ，２００９，３７（４）：４３３－４３７．

［１６］ Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ ＪＬ， Ｓａｎｆｏｒｄ ＬＮ， Ｗｉｔｔｗｅｒ ＣＴ． Ｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ＤＮＡ ｍｅｌｔ⁃
ｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ［Ｊ］ ．Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｄｉ⁃
ａｇｎ， ２０１０，１０（２）：２１９－２４０．

［１７］ Ｌｉ ＢＳ，Ｗａｎｇ ＸＹ，Ｍａ ＦＬ，ｅｔ ａｌ．Ｉｓ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ（ＨＲ⁃
ＭＡ）ａｃｃｕｒａｔｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ？ Ａ
ｍｅｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ．ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１１，６（１２）：ｅ２８０７８．

收稿日期：２０１６－０４－０１
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