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参照多重PCR片段分析法进行实时荧光PCR法对
ABCB1三等位基因测定结果读取方法的确定
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【摘要】 目的 为解决实时荧光 PCR法对三等位基因测定结果无法正常读取的问题，通过参照多重 PCR片段分析法，

确定实时荧光 PCR法读取方法，实现临床对ABCB1三等位基因准确、简便且价格低廉的检测。方法 收集西安市精神卫生

中心 2020年 3月-2021年 3月DNA样本 2 794例，抽取 5%作为实验样本，分别进行实时荧光PCR法和多重PCR片段分析法测

定。根据PCR曲线Ct值的比较以及多重PCR片段分析法碱基峰位强度的比较，对比分析两种方法的判读结果，对其中报告结

果不相同的样本进行数据核查并确定 PCR读取方法。结果 共抽取 139例样本，其中存在 120例等位基因及 19例三等位基

因，实时荧光 PCR法和多重 PCR片段分析法对等位基因的检测结果完全一致。根据多重 PCR片段分析结果，对 19例三等位

基因制定了实时荧光PCR法的读取方法：扩增曲线图中，当∣∣Ct. G－Ct. T∣－∣Ct. G－Ct. A∣∣<3，分别读取两组碱基Ct值小的碱基，

将其组合形成判读结果；当∣∣Ct. G－Ct. T∣－∣Ct. G－Ct. A∣∣≥3，读取两组碱基Ct值最小的碱基，其纯合型即为判读结果。根据读取

方法，修正实时荧光 PCR法的测定结果为：1例G/G，1例A/A，4例 T/G，5例 T/A，8例 T/T，与多重 PCR片段分析法结果一致。

结论 通过多重PCR片段分析法制定实时荧光PCR法对ABCB1三等位基因的读取方法，两者判读结果一致性良好。
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【Abstract】 Objective To resolve the problems related to the abnormal interpretations of real-time fluorescence polymerase

chain reaction（PCR）results for tri-allele，to formulate the interpretation methods of real-time fluorescence PCR by referring to
multiplex PCR fragment analysis，so as to obtain an accurate，simple and cheap detection method for ABCB1 tri-allele. Methods A
total of 2 794 DNA samples were collected from Xi'an Mental Health Center from March 2020 to March 2021，and 5% of which were
selected as experiments. Real-time fluorescence PCR method and multiplex PCR fragment analysis method were performed
respectively. According to the comparison of Ct values of PCR curves and the comparison of base peak intensity in multiplex PCR
fragment analysis，comparison and analysis were conducted on the interpretation results of the two methods，and samples with
different interpretation results were verified，thereafter，PCR interpretation method was formulated. Results A total of 139 samples
were collected，of which 120 alleles and 19 tri-allele were detected. The results of allele detection by two methods were absolutely
consistent. In combination with the results of multiplex PCR fragment analysis，a method for the interpretation of real-time
fluorescence PCR for 19 cases of tri-allele was developed as follows：when ∣∣Ct. G－Ct. T∣－∣Ct. G－Ct. A∣∣ in amplification curve was less
than 3，the interpretation results were the combination of the base pairs with small Ct values；when ∣∣Ct. G－Ct. T∣－ ∣Ct. G－Ct. A∣∣ was
greater than or equal to 3，the interpretation results were homozygotes from the base pairs with minimum Ct values. According to the
interpretation method，the results of real-time fluorescence PCR were revised，and it showed 1 case of G/G，1 case of A/A，4 cases of
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T/G，5 cases of T/A and 8 cases of T/T，which were consistent with the results of multiplex PCR fragment analysis. Conclusion
Referring to the multiplex PCR fragment analysis method，the interpretation of ABCB1 tri-allele by real-time fluorescence PCR is
developed，and the two interpretation methods are in good agreement.

【Keywords】 Real-time fluorescence PCR；Multiplex PCR fragment analysis；Tri-allele；ABCB1
精神障碍是一种长期困扰患者的慢性疾病，治

疗时需要药物在脑内发挥作用，但因为血脑屏障的

存在，药物是难以进入脑内起到疗效的。ABCB1是
一种药物转运体［1-2］，它在人体大脑的毛细血管中广

泛表达［3-4］，可以影响 p-糖蛋白活性［5］，而 p-糖蛋白

存在于血脑屏障中，在控制血液和大脑之间的物质

传递起着重要作用［6］，可以改变血组织屏障中挤压

回血液中的药物数量［7-11］，影响药物浓度［12-14］，从而

影响药物的疗效。本研究中的ABCB1转运体主要

涉及抗精神病药物脑内转运等相关问题。ABCB1
转运体的基因突变会影响其转运功能［15-16］，使药物

无法正常发挥疗效，其中 rs2032582是研究最广泛

的突变位点［17］，通常会存在三等位基因，本研究主

要针对 rs2032582位点的突变（C. 2677T>G），虽然三

等位基因存在比例较低，但影响不容忽视。

实时荧光 PCR法操作简单、人为误差小，是目

前临床上的主流检测方法，对于等位基因的检测结

果，实时荧光PCR法可准确判读。但由于ABCB1存
在三等位基因，采用实时荧光PCR法会在结果读取

方面存在一定困难。多重 PCR片段分析可以得到

整个序列的直接信息，具有较高的准确度，是直接

有效检测基因突变的方法［18］，该方法具有测序精度

高、测序长度长等特点；不足之处在于其成本高、通

量低、耗时长［19］。故本研究采用多重 PCR片段分析

法作为对照方法，将实时荧光PCR法的结果读取方

法进行明晰，以期实现临床对ABCB1三等位基因准

确、简便且低廉的检测。

1 材料与方法

1. 1 样本

收集西安市精神卫生中心 2020年 3月-2021年
3月ABCB1样本 2 794例，按照 t检验中对样本数量

的规定，在理想状态下，样本数多于 120，认为其具

有正态分布特征，可以代表群体样本。根据 120个
样本在所收集的样本中占比接近 5%，且考虑到实

验过程中误差或样本脱落，故按照 5%的比例进行

抽样，即抽取样本 139例，认为此抽样方式能代表样

本的分布情形。

1. 2 试剂与仪器

Taq Man rs2032582 T试剂盒（赛默飞世尔科技

有限公司）；Taq Man rs2032582 A试剂盒（赛默飞世

尔科技有限公司）；SNPscanTM分型试剂盒（苏州天

昊生物科技有限公司）；HI-DI（美国ABI公司）；Gen⁃
eScanTM-500（美国ABI公司）。

StepOne Plus实时荧光 PCR分析仪（赛默飞世

尔科技有限公司）；FR-110紫外分析装置（上海复

日科技有限公司）；凝胶成像仪（上海复日科技有限

公司）；FR-250电泳仪（上海复日科技有限公司）；

多用途水平电泳槽（北京百晶生物科技有限公司）；

BG-Power 300电泳仪（北京百晶生物科技有限公

司）；BG-submix cell电泳槽（北京百晶生物科技有限

公司）；2720 Thermal CyclerPCR分析仪（美国ABI公
司）；Milli-Q Academic超纯水仪（美国 Millipore公
司）；ABI3730XL测序仪（美国ABI公司）。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 实时荧光PCR法
配制 10 μL反应体系，包括 Master Mix 5 μL，

DME assay Mix 0. 25 μL，去离子水 3. 75 μL，DNA样

本1 μL［20］。上PCR仪，扩增程序为：60℃、30 s，95℃、

10 min，进入扩增循环（95℃、15 s，60℃、1. 5 min），循

环40次，60℃、30 s，反应结束，输出结果［21-23］。

1. 3. 2 多重PCR片段分析法

样本扩增：配制 10 μL连接反应预混合液，包括

10×Ligase Buffer 2 μL，Ligase 0. 5 μL，Probe Mix 1 μL，
去离子水 6. 5 μL。进行连接反应，在 1 μL DNA样

本中加入 10 μL连接反应预混合液，轻微震荡混匀，

3 000 r/min离心 30 s，然后上 PCR仪，94℃、1 min，
58℃、4 min，循环 4次，94℃、2 min，最后降温至 72℃
结束连接反应。

多重荧光PCR反应［24］：配制 20 μL反应体系，包

括 2×PCR Master Mix 10 μL，Primer MixⅠ or Ⅱ 1 μL，
样本扩增溶液 1 μL，去离子水 8 μL，轻微震荡混匀，

3 000 r/min离心30 s，然后上PCR仪，95℃、2 min。第

一次 PCR反应：94℃、20 s，62℃、40 s，72℃、1. 5 min，
循环 9次。第二次 PCR反应：94℃、20 s，57℃、40 s，
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72℃、1. 5 min，循环 25次，68℃、60 min，最后降温至

4℃结束多重荧光PCR反应［25］。

片段测序：将多重荧光 PCR产物稀释 10倍后，

取1 μL与0. 5 μL Liz 500 Size Standard、8. 5 μL Hi-Di
混匀，95℃、5 min，上测序仪测定。

1. 4 统计方法

实 时 荧 光 PCR 的 结 果 采 用 StepOne Software
v2. 2. 3进行处理，分别以循环数和荧光强度值的对

数作为横纵坐标并绘制扩增曲线，数据分析采用扩

增曲线指数增长期对应的Ct值进行对比分析；多重

PCR片段分析的结果采用GeneMapper 6进行处理，

数据分析采用碱基峰位图中对应的研究峰位进行

对比分析。

2 结 果

2. 1 实时荧光 PCR法与多重 PCR片段分析法读取

结果

139例样本中，包括 120例等位基因及 19例三

等位基因。实时荧光 PCR法与多重 PCR片段分析

法对 120例等位基因样本的读取结果完全一致。两

种方法对19例三等位基因样本的读取结果见表1。
2. 2 三等位基因读取结果的确定

采用实时荧光 PCR法测定 19例ABCB1三等位

基因的结果，以多重 PCR片段分析结果作为对照

进行解读，将 Ct值（PCR扩增进入指数增长期所对

应的循环数）作为实时荧光 PCR读取依据，重新确

定ABCB1三等位基因的分型结果。

2. 2. 1 T/A/G基因分型读取结果的确定

2. 2. 1. 1 T/A/G基因分型判读为G/G型
图 1中，图 1a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 21

和 23，图 1b中G碱基与A碱基Ct值分别为 21和 24，
Ct值小的碱基含量高。图 1a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=2，
图 1b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=3，两图△Ct值的差值<3
（∣△Ct. a－△Ct. b∣=1），故将图 1a和图 1b中含量高的

碱基组合作为判读结果，判读基因型为G/G型。

图 1c中，175. 78位置的G碱基峰远高于 175. 01
位置的T碱基峰，173. 84位置几乎没有A碱基峰，故

判读基因型为G/G型。

表1 实时荧光PCR法与多重PCR片段分析法

对三等位基因分析结果

方 法

实时荧光PCR法

多重PCR片段分析法

分 型

G/A/T
T/A/G
G/T/A
T/T
G/G
A/A
T/G
A/T

例数（%）
8（42. 1）
7（36. 8）
4（21. 1）
8（42. 1）
1（5. 3）
1（5. 3）
4（21. 0）
5（26. 3）

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图1 T/A/G基因分型判读为G/G型两种方法对比图
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2. 2. 1. 2 T/A/G基因分型判读为T/G型

图 2中，图 2a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 23
和 19，图 2b中G碱基与A碱基Ct值分别为 21和 24，
Ct值小的碱基含量高。图2a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=4，
图 2b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=3，两图△Ct值的差值<3

（∣△Ct. a－△Ct. b∣=1），故将图 2a和图 2b中含量高的

碱基组合作为判读结果，判读基因型为T/G型。

图 2c中，175. 78位置的G碱基峰等高于 175. 01
位置的T碱基峰，173. 84位置几乎没有A碱基峰，故

判读基因型为T/G型。

2. 2. 1. 3 T/A/G基因分型判读为T/A型
图 3中，图 3a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 25

和 21，图 3b中G碱基与A碱基Ct值分别为 27和 21，
Ct值小的碱基含量高。图3a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=4，
图 3b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=6，两图△Ct值的差值<3

（∣△Ct. a－△Ct. b∣=2），故将图 3a和图 3b中含量高的

碱基组合作为判读结果，判读基因型为T/A型。

图 3c中，明显存在 175. 01位置的 T碱基峰和

173. 84位置的A碱基峰，几乎没有 175. 78位置的G
碱基峰，故判读基因型为T/A型。

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图2 T/A/G基因分型判读为T/G型两种方法对比图

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图3 T/A/G基因分型判读为T/A型两种方法对比图
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2. 2. 2 G/T/A基因分型读取结果的确定

2. 2. 2. 1 G/T/A基因分型判读为A/A型
图 4中，图 4a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 25

和 22，图 4b中G碱基与A碱基Ct值分别为 26和 20，
Ct值小的碱基含量高，但图4a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=3，
图 4b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=6，两图△Ct值的差值=3

（∣△Ct. a－△Ct. b∣=3），故此种情况认为Ct值最小的

A碱基具有绝对优势。当∣△Ct. a－△Ct. b∣=3，将图4a
和图 4b中含量最高的碱基纯合型作为判读结果，判

读基因型为A/A型。

图 4c中，明显存在 173. 84位置的A碱基峰，几

乎没有 175. 01位置的 T碱基峰和 175. 78位置的 G
碱基峰，故判读基因型为A/A型。

2. 2. 2. 2 G/T/A基因分型判读为T/A型
图 5中，图 5a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 22

和 19，图 5b中G碱基与A碱基Ct值分别为 24和 19，
Ct值小的碱基含量高。图 5a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=3，
图 5b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=5，两图△Ct值的差值<3

（∣△Ct. a－△Ct. b∣=2），故将图 5a和图 5b中含量高的

碱基组合作为判读结果，判读基因型为T/A型。

图 5c中，明显存在 175. 01位置的 T碱基峰和

173. 84位置的A碱基峰，几乎没有 175. 78位置的G
碱基峰，故判读基因型为T/A型。

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图4 G/T/A基因分型判读为A/A型两种方法对比图

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图5 G/T/A基因分型判读为T/A型两种方法对比图
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2. 2. 3 G/A/T基因分型读取结果的确定

图 6中，图 6a中G碱基与 T碱基Ct值分别为 30
和 19，图 6b中G碱基与A碱基Ct值分别为 24和 21，
Ct值小的碱基含量高，但图 6a△Ct. a（∣Ct. G－Ct. T∣）=
11，图 6b△Ct. b（∣Ct. G－Ct. A∣）=3，两图△Ct值的差值

>3（∣△Ct. a－△Ct. b∣=8），故此种情况认为 Ct值最小

的 T碱基具有绝对优势。当 ∣△Ct. a－△Ct. b∣≥3，将
图 6a和图 6b中含量最高的碱基纯合型作为判读结

果，判读基因型为T/T型。

图 6c中，明显存在 175. 01位置的 T碱基峰，几

乎没有 173. 84位置的A碱基峰和 175. 78位置的G
碱基峰，故判读基因型为T/T型。

3 讨 论

通过对 19例 ABCB1三等位基因样本进行两

种方法判读结果的对比，总结出实时荧光 PCR法

检测ABCB1基因的读取原则：当∣∣Ct. G－Ct. T∣－∣Ct. G－
Ct. A∣∣<3时，分别读取两组碱基实时荧光 PCR扩增

曲线图中 Ct值最小的碱基，将其组合形成判读结

果。当 ∣∣Ct. G－Ct. T∣－∣Ct. G－Ct. A∣∣≥3，读取两组碱基

实时荧光PCR扩增曲线图中Ct值最小的碱基，其纯

合型即为判读结果。

根据读取原则，将 19例三等位基因的实时荧

光 PCR法结果重新判读，结果修正为：1例G/G，1例
A/A，4例 T/G，5例 T/A，8例 T/T，与多重 PCR片段分

析法判读结果一致。

在人体中，三等位基因的存在比例相对较低，

本研究中的样本比例组成也可体现这一点。但当

人体内存在三等位基因且存在的碱基突变比例较

高时，突变的碱基在进行基因表达时或许会占优

势，人体的相关功能就会受到影响。存在这种高比

例的碱基突变时，实时荧光PCR检测方法不能明确

判断哪个碱基占优势，所以不便出具基因报告。

在判断何种碱基占优势时，可观察实时荧光

PCR扩增曲线的 Ct值，Ct值越小，相应碱基的含量

所占比例较高。但当存在三等位基因时，一个位点

会存在三个碱基，就会有两种不同的扩增曲线图，

在判断何种碱基占优势时，就要结合两个扩增曲线

图进行对比分析，分析比较两图之间的△Ct值的差

值。在扩增曲线图中，当碱基进入指数增长期，每

进行一个循环，碱基的量便会翻番，当扩增循环进

行 3次以后，碱基的量会相差 23倍，这时就可以判断

何种碱基在表达时占绝对优势。所以，在本研究

中，当两者扩增曲线的△Ct值相差 3及 3以上，均判

读为Ct值最小的碱基为纯合子；当两者扩增曲线的

△Ct值相差 3以下，分别读取两组实时荧光 PCR扩

增曲线图中Ct值小的碱基，将其组合形成杂合子。

随着技术不断进步，实时荧光 PCR技术与其他

分子生物学技术相结合使定量极微量的基因表达

成为可能，荧光标记核酸化学技术和寡核苷酸探针

杂交技术的发展以及实时荧光PCR技术的应用，使

得实时荧光 PCR技术有一个足够的基础为广大临

床诊断实验室所接受［26-27］，未来实时荧光 PCR法有

望成为进行基因检测研究的主要工具。

注：a、b为荧光扩增曲线；c为多重PCR片段分析峰图

图6 G/A/T基因分型判读为T/T型两种方法对比图
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