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[摘要】作为人类可遗传变异中最常见形式，人类基因组单核苷酸多态性(SNPs)代表了种族问的遗

传差异。随着SNPs检测技术的快速发展，专家们在SNPs的种族遗传差异的意义及其应用研究中取得了

很大进展。本文对SNPs的检测方法及其在种族遗传差异分析方面的应用作简要综述。
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[Abstract]As the most conq．rl∞rl form in human genetic variance，human genome single nucleotide poly．

morphisms(SNPs)stand for genetic diversity of different race．The experts have made great advancement since

detecting technology of SNPs develops rapidly．The article concisely reviews for detecting method of SNPs and its

application in analyzing genetic diversity of different race．
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人类基因组计划(HGP)揭开了人类遗传信息的秘密，随

着研究的深入，SNPS的研究应运而生。SNPs主要是指在基

因组水平上由单个核苷酸的变异引起的DNA序列多态性。

在人群中的频率大于1％，是人类可遗传变异中最常见形式，

占所有已知多态性的90％以上⋯，且在不同人群中的分布

频率也有差异，这些差异可以代表某一种族或人群问的遗传

差异。因此，SNPS的研究有助于解释个体问的表型差异、不

同群体和个体对疾病的易感性等。随着HGP的完成，人们

越来越重视SNPs的种族遗传差异的意义及其应用，相关研

究已取得了很大进展。本文对SNPs的检测方法及其在种族

遗传差异分析方面的应用作简要综述。

1 SNPs的检测方法

SNPs可通过电泳、PCR、酶切、直接测序、生物信息学及

DNA芯片等方法进行检测。尤其随着高密度DNA芯片、变

性高效液相色谱(D卜Ⅱ，LC)、基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱(MALDI—TOF MS)等技术的应用，SNPs技术亦可快

速进行自动批量检测，不仅大大提高了分型速度，更降低了

基因搜索的成本【2J。对这些方法进行以下归纳并重点介绍

DNA芯片、DHPLC和MALDI—TOF MS等大规模高自动化

分析SNPs的技术。

1．1各种技术比较SNPs检测方法包括以凝胶电泳、

PCR、酶、杂交为基础的分析方法。此外，针对人类cDfqA和

基因组文库，科学家发展了基于生物信息学的Sr、iI)s候选位

点搜索方法，例如F_ST比较法L31。PCR—SxSCP、RFLP等必

须通过凝胶电泳等进行分析，只能检测到SNPs的一部分。

上述方法仅能判断SNPs的有无，而无法确定多态位点的碱

基类型。因此，这些方法发现的SNPs要再进行Sanger测序

确认。对于数据库中已有的SNPs在特定人群中序列的验证

性分析和频率分析，使用的技术包括位点特异性探针的应

用、Tagman实验、分子信标(molecular beacons)技术等，但由

于需要荧光标记以及专门的分析仪器，因此价格较高，且受

仪器设备的限制。现在半自动或全自动地进行大量SNPs检

测方法包括小型测序、多重反向斑点杂交、DNA芯片、变性

高效液相层析技术等应用，极大地提高了在大规模人群中分

析SNIPs差异的工作效率，并且由于目前大规模Sanger、焦磷

酸等测序技术已经相当成熟，使采用这些测序进行大规模

SNPs研究也成为必然趋势。

1．2 DNA芯片DNA芯片基本原理是应用已知的核苷酸

序列作为探针与标记的靶核苷酸序列进行杂交，通过对信号

的检测进行定性与定量分析。DNA芯片可在微小的硅片、
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玻片表面集成大量的分子识别探针，能够在同一时间内平行

分析大量基因，进行高自动化、大信息量的检测分析【4J。

Wang等bJ最早应用高密度基因芯片对2．3Mb人类基因的

SNPs进行筛查，确定了3241个SNPs位点，显示出大规模鉴

定人类基因型的可能。近年来，Illumina和Affymetrix公司

研发的SNP芯片具有高性能、高质量、低成本的优点，更利

于大规模人群研究。虽然目前DNA芯片造价昂贵，并需要

贵重设备，但随其在疾病预防、临床诊断、个体治疗、药物研

发等各个方面的SNP分析中应用及其标准化、批量化生产

效率的提高，已显示出广阔的应用前景。

1．3变性高效液相层析技术DHPLC亦称为温度调节的

杂合双链分析(TMHA)，其原理是利用离子对反向高效液相

色谱原理，通过一个DNA分离柱，进行核苷酸片段的分离和

分析。卧狂)s的有无最终表现为色谱峰的峰形或数目差异。

依据此现象可很容易从色谱图中判断出突变的碱基。该技

术具有半自动化、快速、检出率高等特点，是一种高通量、自

动化筛查SNPs的有效方法，但它非常精密，对所用试剂和环

境要求较高，容易产生误差，不能检测出纯合突变【6J。

1．4基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 MAl，D1一

TOF-MS的工作原理是适当大小的有机分子晶体(介质)用

接近其吸收光谱的激光瞬时激发，会发生能量转移及解吸附

过程。MALDI—TOF—MS应用于SNPs分型基于“引物延

伸法”，该方法是指延伸引物在待检测SNP位点上延伸一个

或若干个碱基，然后根据延伸产物所带荧光的不同或其分子

质量的不同而确定其基因型。由于其固有的质量高准确性、

灵敏性和可重复性，基于MALDI—TOF—Ms的SNPs分析

有望替代传统的实验手段，是常规电泳和色谱技术以外的另

一种选择【7J。但是，必须去除样品中的干扰性离子(钠、钾)

方能获得富含信息的MALDI—TOF波谱，同时，高通量的自

动化样品制备和纯化对于基于MALDI—TOF—MS的基因

分型法也是必需的。它适合大规模筛查，但设备昂贵不宜普

及[8J。

2种族遗传差异的SNPs分析

SNPs是在人类漫长发展中基因组与内外环境交互作用

的累积结果，不同的SNPs位点在不同人群中的分布频率及

杂合程度不同，在进行疾病分析时提供的信息量可能存在较

大差异【9J。同样，由于研究条件的差异，研究对象的人种、生

活地域的不同、生活习惯的不同等因素使研究结果存在差

异。在不同的亚群中等位基因的频率可能有差别，例如在白

种人中表现多态性的标记位点在中国人中可能没有多态性。

我国幅员辽阔，民族众多，一般采集样本的群体很难具有广

泛的代表性，这就需要收集多地区、多民族的详细资料，构建

信息量丰富的SNPs图谱，建立全球性合作，共享DNA样品

和细胞标本的公共资源。以下分别从国内外学者对不同种

族遗传差异SNPs分析的研究进展进行综述。

2．1 国际研究进展

2．1．1人们借助SNPS对感兴趣的基因或区域进行研究，发

展了单体_型(haplotype)系统。单体型是指相邻SNPs的等位

位点倾向于以一个整体遗传给后代；位于染色体上某一区域

的一组相关联的、连锁不平衡的SNPs等位位点的集合。

SNPs直接以序列的差异作为标记，比其他遗传标记更能真

实地反映人种、人群及个体之间的遗传差异，但SNP单个基

因座的多态性很差，只有二态，为此采用多个舒咿基因座进

行“单体型”分析尤为重要。

2．1．2基于以上研究，科学家们在2002年10月开始迸行国

际人类基因组单体型图计划(HapMap，http：／／www．harrnap．

org／)，目标是要构建整个人类基因组DNA序列中多态位点的

常见模式，至少对百万个SNP进行全基因组规模的基因分型，

观察人类“共同的”遗传变异。现在收集了270个祖先分别来

自非洲、亚洲和欧洲的四个群体的样本，测序得到了超过1百

万个SNP，平均约3000个碱基一个SNP。它包括的4个群体

样本具体为：北美血统(魄U)(美国犹他州来自欧洲北部和西
部后裔)；rd日利亚血统(YKl)(来自非洲尼日利亚的伊巴丹地

区优鲁巴人)；日本无亲缘关系的东京人(JPJ)；中国无亲缘关

系的北京人(HCB)。

2．1．3由于样本量巨大且检测位点繁多，科学家们通过不

断改进的测序技术，更加有效、高速、节约成本地实施该计

划。近期Nature介绍的两项重大协作研究工作：对于来自西

非Yoruba族群的一个人的基因组定性研究和一个汉族人个

人基因组的报告，展示了最新大规模并行合成DNA测序技

术的威力，这两项研究为了解基因组随种族变化而变化的性

质提供了线索【10,11 J。

2．2 国内研究进展

2．2．1至今为止在我国分析各族人群SNPs遗传差异尚处

于初期阶段，大都采用以凝胶电泳为基础的RFLP、SSP—

PCR、巢式PCR等，这些方法各有优势，能够简便、低廉、可靠

地用于比较汉族及各少数民族之间特定基因S卜聃位点的基

因型和俄单体型的异同。目前分别在贵州、云南、广西、东
北等地共16个民族进行研究【12’15l，与同地区各民族甚至是

国际上的数据进行比较，取得了一定成果。他们发现在各民

族之间SNPs位点存在一定差异：贵州省布依族、仡佬族、仫

佬族、毛南族、壮族5个民族之间有密切联系，且与国内其他

地域有较大的遗传差异【12】；云南的白族、佤族、拉枯族普通

人群之间，甘露聚糖结合凝集素MBL基因各单体型和各基

因型的分布也存在差异【131；与冠心病发生密切的ABCAl基

因1883M在广西壮族人群与汉族人群之间没有差异Ll4|，但

其等位基因频率与德国人群【16]的分布特征均存在显著性的

差异；东北少数民族中ApoE基因2440 SNP位点在7个少数

民族间存在差异，并且与国外文献报道及国际SNP数据库

比较有很大的差异【15 J。

2．2。2学者们因地制宜地建立以上的SNPs检测方法，在一

定范围有效地对少量人群SNPs位点差异进行研究，但不适

用于种族遗传差异的大规模研究。近年来，身为国际稀有血

型交换组成员和从事输血医学基础研究的朱自严教授对血

型抗原基因的SNPs差异进行比较，寻找不同民族的稀有血

型频率和分布情况。前期工作采用序列特异性引物PCR
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(PCR—SSP)及RFLP结合Df蛆测序，更大范围对上海和广

东的汉族以及新疆的维吾尔族、回族等人群的Del、Kell、Jk

等稀有血型相关基因进行分型及SNPs分析[]7--19]。目前正

逐步在广西、新疆等各大少数民族聚集地进行大规模研究，

这为各民族稀有血型相关基因遗传差异分析及筛选打下了

坚实的基础。

2．2．3我们实验室结合朱自严教授的课题基础，在国内首

先采用基于单碱基延伸的SNPs分型芯片，对广西壮族地区

壮族个体和汉族个体的染色体基因组上10个SNP位点进行

了分型，其中9个位于6个血小板同种抗原基因中，1个位于

基因间区。结果显示广西原住汉族人在等位基因频率上未

检测到与当地壮族有显著性的差异位点，但在基因型频率

上，其中的两个位点有显著差异。结合Hapmap计划第二期

公布的四个人群的SNPS分型数据，分析这六个人群的遗传

结构，结果显示广西壮族人与广西汉族、HCB及JPJ的遗传

结构相近，但与祖先来自CEU以及YKl有显著差异的遗传

成分存在。得到这样结果可能是样本采集量太小导致不能

完全反应整个群体的客观事实，但更可能是壮汉两族由于历

史上的多次基因交流导致其遗传信息在很大程度上是相近

的，因此今后有必要扩大规模来考察壮汉族遗传上的多态性

(待发表)。

3展望

随着SNP检测方法的不断开发和改进，人们对不同种

族SNPs差异的认识逐渐深入。这为SNPs应用于疾病防

治、临床诊断、输血等医疗卫生方面的发展提供了广阔的空

间和深厚的基础，尤其是国家之间及其内部各民族之间存在

的SNPs差异对于以上研究方向具有重要意义。开发大规模

筛查人类9呱位点的技术不断进步，其中sNPS分型芯片
的应用引人注目，然而目前它仍存在许多问题：首先，该方法

成本较高，大多是一次性使用，检测杂交的仪器昂贵，所以要

转化为实践运用还很困难；其次，SNPs的杂交检验对技术要

求较高，需要注意杂交的灵敏度和准确度，这就限制了现场

办公的便捷性。而且，目前把该技术分析SNPs位点用于民

族SNPs分析的实例还较少。相信随着科技的进步，它在种

族遗传实践中的普遍应用也终将实现。
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