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【摘要】  目的　使用R6G-ddATP作为双脱氧荧光底物建立单碱基末端延伸（SNaPShot）-凝胶荧光法快速检测3种高

危型人乳头瘤病毒（high risk human papillomavirus，HR-HPV）（HPV18、HPV33、HPV35）基因型。方法　使用HPV质控品

作为样本，R6G-ddATP双脱氧荧光试剂作为底物，首先利用通用引物对HPV进行扩增，得到第一轮扩增产物，经纯化后作

为后续SNaPShot反应的模板；然后利用特异性的一步延伸引物进行SNaPShot反应，生成带有R6G荧光标记的DNA延伸产

物；产物经过琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像仪下观察电泳结果，通过不同的一步延伸引物对HPV进行分型。每个样本均重

复检测3次，并与DNA测序结果进行比较。结果　优选的SNaPShot反应的退火温度为55℃；仅需3 h即可对HPV进行分型；

在该最适条件下使用R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法检测3种HPV基因型，检测结果与测序结果一致。结论　成功建立

了3种HR-HPV基因型的微量检测方法——R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法，可用于HPV基因型的快速检测。
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【Abstract】   Objective　R6G-ddATP was used as a dideoxy fluorescence substrate to establish the single base end
extension  (SNaPShot)-gel  fluorescence  method  for  the  rapid  detection  of  the  genotypes  of  three  high-risk  human
papillomaviruses  (HR-HPV)  (HPV18, HPV33  and HPV35)  genotypes. Methods　HPV  quality  control  products  were
used as as samples,  and R6G-ddATP dideoxy fluorescence reagent was used as substrate.  Firstly,  HPV was amplified by
using  universal  primers  to  obtain  the  first  round  of  amplified  products,  which  were  purified  and  used  as  templates  for
subsequent  SNaPShot  reactions.  Then,  specific  one-step  extension  primers  were  used  to  perform SNaPShot  reaction  to
generate  R6G-fluorescence-labeled  DNA  extension  products.  The  product  was  subjected  to  agarose  gel  electrophoresis,
the  results  of  which  were  observed  under  a  Gel  Imager,  and  the  HPV  genotyping  was  done  with  different  one-step
extension  primers.  Each  sample  was  tested  three  times  and  the  results  were  compared  with  DNA  sequencing  results.
Results　The preferred annealing temperature for SNaPShot reaction is 55 ℃. Three HPV genotypes were examined by
R6G-ddATP/SNaPShot  gel  fluorescence  assay  under  optimal  conditions,  and  the  results  were  consistent  with  DNA
sequencing results. Conclusion　The R6G-ddATP/SNaPShot-gel fluorescence method for the micro-detection methods
of three HR-HPV genotypes was successfully established and can be used for rapid detection of HPV genotypes.
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人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）是一种

双链DNA病毒，根据其致病能力可分为低危型HPV

（low-risk human papillomavirus，LR-HPV）及高危型HPV

（high-risk human papillomavirus，HR-HPV）[1]。HR-HPV

的感染与宫颈癌[2]、肺癌[3]、口咽癌[4]、食管癌[5-6]等恶性肿

瘤的发生有关，其中HPV16、18、33、35等亚型感染是常

见的类型[7]。不同的HR-HPV亚型的致癌性不同，多种亚

型感染的疾病的发病率及复发率高于单型感染[8-9]；此外，

HR-HPV亚型的感染还具有地域差异性 [10 ]。因此，HR-

HPV的分型检测对高风险患者的筛选、疫苗开发及指导

患者预后等方面均有重大的意义[11-12]。

细胞形态学方法[13]和免疫学方法[14]可以用于HPV检

测，然而这两种方法只能定性有无HPV的感染，并不能对

感染的HPV进行分型，限制了临床中的应用。此外，基因
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分子生物学方法具有灵敏度高及特异性好等优点，已成

为临床检测HPV基因型的主要方法，如二代杂交捕获法、

单管多重PCR毛细电泳法、TaqMan荧光探针法[15]、限制

性片段长度多态性分析[16]、基因芯片及末端延伸-荧光偏

振技术等。但是上述方法需要昂贵的检测仪器和试剂，

导致测试成本高，不适用大规模的临床筛查。在前期研

究中，本课题组基于单碱基末端延伸（SNaPShot）和荧光

毛细分析法（FCA），采用两种双脱氧荧光试剂（R6G-

ddATP、cy5-ddCTP），建立了一种新的检测乙醛脱氢酶

2（ALDH2）基因型的SNaPShot-FCA法[17]。为了进一步降

低检测成本，本研究使用一种荧光试剂（R6G-ddATP），采

用凝胶成像，建立了一种能快速检测 3种H R - H P V

（HPV18、HPV33、HPV35）基因型的新型的SNaPShot-凝

胶荧光法。现报道如下。

1     材料与方法

1.1    主要仪器与试剂

主要仪器：PCR仪及凝胶成像仪为美国Bio-Rad公司

产品。主要试剂：HPV质控品购自广州创仑生物制品有

限公司；引物由北京擎科新业生物技术有限公司合成；

R6G-ddATP购自美国Perkin Elmer；Taq酶、PCR mix购自

南京诺唯赞生物科技有限公司；核酸外切酶ExoⅠ购自宝

日医生物技术（北京）有限公司；虾碱性磷酸酶（SAP）购自

美国NEW ENGLAND Biolabs公司。

1.2    试剂配制

R6G-ddATP工作液的配置：在EP管中，加入  1 μL

100 μmol/L R6G-ddATP，用ddH2O将上述溶液稀释至

20 μL，得到5 μmol/L的工作液。

1.3    实验方法

1.3.1    检测原理　SNaPShot是基于荧光标记单碱基延伸

原理的分型技术。反应原理如图1A所示，在含有R6G-

ddATP荧光底物、Taq DNA酶、紧邻检测位点5′端的延伸

引物、PCR缓冲液的体系中，通过单碱基末端延伸反应，

引物与模板完全结合延伸一个碱基后终止反应，生成3′末

端带有荧光标记的DNA产物。

凝胶荧光法主要将SNaPShot反应生成的产物在琼脂

糖凝胶（不含核酸染料）电泳中进行分离，仅带有荧光标

记的延伸产物在凝胶成像仪中有可见的条带；通过样本

组及对照组条带的对比可以直接分析样本感染的基因型

（原理如图1B所示）。
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图 1  反应原理及测定过程示意图

Fig 1  Schematic diagram of the reaction principle and measurement process

A: SNaPShot technology reaction principle; B: Gel fluorescence method measurement process.
 

1.3.2    引物设计　使用HPV通用引物PGMY09/11引物

组[18]，可同时扩增不同HPV基因组L1区域的目的DNA片

段；针对不同的HPV扩增后的DNA片段的碱基序列，分别

设计特异性的一步延伸引物（一型一引物），使每条延伸

引物与模板结合后3′末端延伸碱基均为A，延伸引物具体

序列如表1所示。引物[19-20]使用Primer5软件设计，经NCBI

Blast比对，其特异性良好。

1.3.3    SNaPShot反应　

1.3.3.1    L1区目的基因片段扩增　PCR反应总体积为25 μL，

其中PCR mix 12.5 μL，上、下游引物各1 μL（10 μmol/L），

模板1 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR反应条件为95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性15 s，55 ℃退火15 s，72 ℃延伸30 s，共

表 1    SNaPShot一步延伸引物序列

Table 1    SNaPShot extension primer sequence

Genotype Primer name Primer sequence (5′-3′)

HPV18 18P TGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCA

HPV33 33P TTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTAC

HPV35 35P ATCATCTTTAGGTTTTGGTGC
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35个循环；72 ℃再延伸5 min。PCR结束后，取15 μL

PCR产物加入5 U SAP、2 U ExoⅠ，于37 ℃反应1 h后，75 ℃

灭活15 min，去除PCR产物中多余的引物及dNTPs。

1.3.3.2    SNaPShot反应退火温度优选　由于R6G-ddATP

荧光试剂价格昂贵，故在优选过程中采用dNTPs代替

R6G-ddATP试剂作为底物，在50～57 ℃的温度范围内对

SNaPshot反应的退火温度进行优选。反应总体积为10 μL，

其中PCR mix 5 μL，一步延伸引物1 μL（10 μmol/L），模板1 μL，

ddH2O 3 μL。反应条件中，除退火温度外，其余与1.3.3.1

相同。PCR反应结束后，通过电泳对产物进行鉴定。

1.3.3.3    单碱基延伸　每个样本均分2管进行反应，分别

为该基因型相对应的样品组及阴性对照组。样品组

PCR反应总体积为10 μL，其中R6G-ddATP 1 μL，Taq酶

0.3 μL，10×Taq buffer（Mg2+ plus）1 μL，相应单型延伸引物

1 μL，纯化后PCR产物2 μL，ddH2O 4.7 μL；对照组PCR反

应总体积为10 μL，R6G-ddATP 1 μL，Taq酶0.3 μL，10×Taq

buffer（Mg2+ plus）1 μL，相应延伸引物1 μL，ddH2O 6.7 μL。

以1.3.3.2中优选的条件进行SNaPShot反应，具体反应条件

为96 ℃预变性1 min；96 ℃变性10 s，55 ℃退火5 s，60 ℃

延伸30 s，30个循环。反应结束后，进行琼脂糖凝胶电泳，

并使用凝胶成像仪观察电泳结果，对基因型进行分析。

1.3.3.4    对照组荧光杂带的检测　在使用过程中，本课题

组发现凝胶中阴性对照组也有荧光条带，由于R6G-

ddATP是一种荧光试剂，紫外激发下也可能会产生荧光

条带，因此我们怀疑该荧光条带出现，可能是PCR过程中

因操作导致的污染，或者为R6G-ddATP荧光底物自身形

成。为了考察阴性对照组出现荧光杂带的原因，本课题

组配置了两种含有该荧光底物的不同体系（配置体系如

表2所示），经SNaPShot反应后进行琼脂糖凝胶电泳并在

凝胶成像中观察结果。
 

表 2    荧光杂带检测体系的配置

 Table 2    Configuration of fluorescence heteroband detection system
 

     Reagent A B

Extension primer/μL 1 −

10×Taq buffer (Mg2+ plus)/μL 1 −

Taq DNA polymerase/μL 0.3 −

R6G-ddATP/μL 1   1

ddH2O/μL 6.7   9

Total volume/μL 10 10

　A：Control group；B：R6G-ddATP group.
 

1.3.4    凝胶荧光法分析样本感染的HR-HPV亚型　使用

不含核酸染料的3%琼脂糖凝胶对SNaPShot产物进行电

泳，上样量均为10 μL；电泳结束后使用凝胶成像仪观察

电泳结果，通过样本及对照组荧光条带的对比，分析样本

的感染亚型。

1.3.5    DNA测序　DNA测序是检验所有检测方法准确

性的一个金标准。为了确认R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶

荧光法检测的准确性，将3例样本（HPV质控品）的基因组

L1区域扩增DNA片段送往测序公司进行测序，并将测序

结果与R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法的检测结果进

行比较，检验该方法的准确性。

2     结果

2.1    L1区目的基因片段扩增结果

PCR反应结束后使用琼脂糖凝胶电泳对PCR产物进

行鉴定。电泳结果如图2所示，1～3泳道上均只有相对分

子质量约为450 bp的单一明亮的目的条带，说明3种HR-

HPV基因组扩增产物均可作为后续反应的模板。
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图 2  PCR产物电泳检测

Fig 2  Detection of PCR amplified products
M: 50 bp DNA ladder; 1: HPV18; 2: HPV33; 3: HPV35.

 

2.2    SNaPShot反应退火温度优选结果

电泳结果如图3所示。在图3A中，除2泳道外，其余泳

道中均在360 bp位置处有产物条带，其中4泳道（55.7 ℃）

中的产物条带最为明亮，故选55 ℃作为HPV18基因型的

退火温度；图3B与图3C的1～5泳道（50～57 ℃）均在，

370 bp位置处有较明亮的产物条带，故50～57 ℃均可作

为HPV33及HPV35基因型SNaPShot反应的退火温度；综

合考虑后选择55 ℃作为3种HPV基因型SNaPShot反应的

退火温度。

2.3    阴性对照组荧光杂带的鉴定结果

本课题组将阴性对照组及R6G-ddATP荧光试剂经

PCR循环后的产物进行电泳，考察了阴性对照中出现荧

光杂带的来源，结果如图4所示，A、B泳道中均有两条相

同的荧光条带（条带1、条带2）；由此可得出阴性对照组出
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现的荧光杂带实为R6G-ddATP荧光试剂自身形成的条

带，并非PCR反应中出现污染所导致。
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图 4  阴性对照组荧光杂带的鉴定

Fig 4  Identification of fluorescent heteroband in the control group
A: Control group; B: R6G-ddATP; 1, 2: Fluorescent heteroband.

2.4    R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法基因分型结果

根据3种不同HR-HPV（HPV18、HPV33、HPV35）基

因型样本组及阴性对照组电泳凝胶图，检测结果如图5所

示，样本组有3条荧光条带（条带1、条带2、条带3），对照

组有两条荧光条带，条带1和条带2为荧光底物自身形成

的条带，条带3则为SNaPShot的产物条带。HPV18基因型、

HPV33基因型和HPV35基因型均仅有样本组在条带3的

位置有荧光条带。使用凝胶荧光法对每一个样本均重复

检测3次，检测结果均相同，证实R6G-ddATP/SNaPShot-

凝胶荧光法可用于对HPV基因型的分型检测。

2.5    R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法方法的准确性

验证

3种HPV基因型（HPV18、HPV33、HPV35）的测序结

果如图5所示，由于HPV35的延伸引物为反向引物，故延
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图 3  SNaPShot反应退火温度优选结果

Fig 3  SNaPShot reaction annealing temperature optimization results

M: 50 bp DNA Ladder; 1: 50 ℃; 2: 52.6 ℃; 3: 53.5 ℃; 4: 55.7 ℃; 5: 57 ℃; A: HPV18; B: HPV33; C: HPV35.
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图 5  SNaPShot-凝胶荧光法基因分型（A、B、C）和测序结果（D、E、F）

Fig 5  SNaPShot-gel fluorescence method basis typing (A, B, C) and sequencing results (D, E, F)

A, D: HPV18; B, E: HPV33; C, F: HPV35; 1, 2: Fluorescent heteroband; 3: Product band. Arrow shows SNaPShot-gel fluorescence method detection site.
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伸引物与模板链的结合位点为碱基T，末端延伸碱基为

A。证实本研究使用R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法

检测3种不同的HPV基因型结果与测序结果一致。

3     讨论

目前基因分子检测方法主要分为两类：核酸杂交技

术以及以聚合酶链式反应为基础的检测方法。但是由于

核酸杂交技术对样本的要求较高，所需样本DNA浓度也

较高，导致该方法灵敏度较低、易出现假阴性结果[21]；因

此，以聚合酶链式反应为基础的H P V检测方法更为

适用。

基于PCR的HPV检测方法包括单管多重PCR毛细电

泳法、TaqMan荧光探针法、基因芯片法、TDI-FP技术

等。单管多重PCR毛细电泳法为海尔施基因科技开发的

一种HPV检测试剂盒，利用单管多重PCR扩增、毛细管电

泳及新一代片段分析（advanced fragment analysis, AFA）

等技术检测HPV基因型并通过软件判读结果；该方法操

作简便，判读结果客观。但是该方法需要使用毛细管电

泳对产物进行分离，对电泳条件要求较高。基因芯片是

一种快速、高通量的HPV基因型检测方法[22]，该方法将大

量的寡核苷酸探针固定在固体载体上，制作DNA探针微

阵列，收集探针与标记的样本杂交所产生的荧光信号并

利用软件分析结果，但是该方法制作成本较高，操作较为

复杂，所需样本量较多。TDI-FP技术[23]是单碱基延伸法

与荧光偏振技术相结合的一种技术，可快速高效的检测

8种HPV的基因型；但是该方法需要单独的检测仪器，成

本较高。

SNaPShot技术是一种适用于检测中高通量的单核苷

酸多态性（SNP）的基于荧光标记的单碱基延伸技术[24]；除

了可检测SNP位点外，也可检测病毒亚型基因组的特异

性位点，适用于病毒基因的分型。传统的SNaPShot技术

在生成3′末端带有不同荧光标记的DNA产物后还需要进

行毛细管电泳并通过特有的软件对测序结果进行分型。

虽然在同一根毛细管内电泳保证产物的迁移率不受泳道

差异的影响，但是该方法对设备、电泳条件要求极为苛

刻，成本较高并不适用于临床大规模筛查。

为了弥补上诉不足，本研究基于SNaPShot技术，利用

凝胶电泳代替毛细管电泳，建立了一种新型的HPV基因

型的微量检测方法，即R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光

法。该方法首先利用通用引物对HPV进行扩增，得到第

一轮扩增产物，经纯化后作为后续SNaPShot反应的模板；

然后利用特异性的一步延伸引物进行SNaPShot反应，生

成带有R6G荧光标记的延伸产物，在琼脂糖凝胶（不含核

酸染料）中进行电泳，对产物及游离的双脱氧荧光底物进

行分离，最后在凝胶成像仪中成像，观察并分析结果，有

荧光条带为阳性，否则为阴性，通过不同的一步延伸引物

可对HPV进行分型。该检测方法的特点：样品用量少，只

需1 μL模板便足以进行HPV基因型的检测；反应中只含

有一种荧光标记的双脱氧碱基（R6G-ddATP），相比cy5-

ddCTP而言，R6G-ddATP的价格更低且消耗量更少，每个

HPV基因型仅需5 μmol/L R6G-ddATP试剂1 μL，进一步

降低了检测的成本；结果检测使用简单的琼脂糖凝胶电

泳代替了繁琐的毛细管电泳，操作时间更短（仅需3 h即可

对H P V进行分型）、设备要求低；因此相比传统的

SNaPShot技术，该方法检测时间短、操作简便、设备要求

低、适用范围更广。R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法

目前存在的问题是荧光标记双脱氧底物的价格较昂贵，

但是随着方法的应用与推广，试剂的价格会得到改善，可

以使该方法更适合大规模的临床应用。

本研究利用R6G-ddATP/SNaPShot-凝胶荧光法成功

的检测了3例样本，其中HPV18基因型1例，HPV33基因型

1例，HPV35基因型1例；检测结果与测序结果一致，证明

该方法具有很好的准确性。根据此方法可以进一步对其

他各型进行检测。

综上，本研究成功建立了一种适用于HPV基因型微

量检测的方法即R6G-ddATP/SNaPshot-凝胶荧光法，该

方法操作简便、设备要求低、准确性好、灵敏度高，具有

良好的应用前景。
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