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1.一种以几种变体序列形式存在的靶序列变体的等位基因特异性扩增的方法，所述方

法包括：

(a) 提供样品，其可能含有靶序列的至少一种变体；

(b) 提供第一种寡核苷酸，其与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补；

(c) 提供第二种寡核苷酸，其与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补，并具有

与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个

具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；

(d) 提供适于所述第一种和第二种寡核苷酸与所述靶序列的至少一种变体杂交的条

件；和

(e) 提供适于寡核苷酸通过核苷酸参入生物催化剂延伸的条件；其中当所述第二种寡

核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补的靶序列变体杂交时，所述生物催化剂能够延

伸所述第二种寡核苷酸，以及当所述第二种寡核苷酸和与其具有的 3’-端核苷酸不互补的

靶序列变体杂交时，所述延伸实质性降低。

2.权利要求 1的方法，其中具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸位于相对于第

二种寡核苷酸 3’-端的 -5, -4, -3, -2 或 -1 位。

3.权利要求 1的方法，其中当所述寡核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补的靶

序列变体杂交时，步骤（e）中的所述核苷酸参入生物催化剂能够专一地延伸所述第二种寡

核苷酸。

4.权利要求1的方法，其中所述在环外氨基被共价修饰的碱基选自N 6-苄基-腺嘌呤，

N6- 对 - 叔丁基 -苄基腺嘌呤，N2- 烷基 -鸟嘌呤和 N4- 苄基 -胞嘧啶。

5.权利要求 1的方法，其中所述核苷酸参入生物催化剂选自 Taq DNA 聚合酶、Z05 DNA

聚合酶、ΔZ05 DNA 聚合酶和ΔZ05-Gold DNA 聚合酶。

6.权利要求 1的方法，其中所述靶序列为 SEQ ID NO: 1 和 / 或 SEQ ID NO: 2。

7.权利要求 1的方法，其中所述第二种核苷酸具有蝎型或类蝎型形式。

8.权利要求1的方法，其中所述第一种寡核苷酸为SEQ ID NO: 6和/或所述第二种寡

核苷酸选自 SEQ ID NO: 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 和 13。

9.一种检测样品中以几种变体序列形式存在的靶序列变体的方法，所述方法包括：

(a) 将第一种和第二种寡核苷酸与靶序列的至少一种变体杂交；其中所述第一种寡核

苷酸与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补，以及所述第二种寡核苷酸与所述靶序

列的一种或多种变体至少部分互补并具有与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’- 端核苷

酸，所述第二种寡核苷酸参入至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；

(b) 使用核苷酸参入生物催化剂延伸所述第二种寡核苷酸；其中所述生物催化剂能够

可检测地延伸仅与靶序列变体杂交的寡核苷酸，所述寡核苷酸具有与所述靶序列变体互补

的 3’-端核苷酸；和

(c) 检测所述第二种寡核苷酸延伸的产物，其中延伸表示下述靶序列变体的存在，即

所述寡核苷酸具有与之互补的 3’-端核苷酸。

10.一种用于以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基因特异性扩增的试剂盒，其

包含：

（a）第一种寡核苷酸，其至少与所述靶序列的一种或多种变体部分互补；
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（b）第二种寡核苷酸，其至少与所述靶序列的一种或多种变体部分互补并具有与所述

靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个具有在

环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；和

（c）核苷酸参入生物催化剂，核苷三磷酸，适于核苷酸参入生物催化剂延伸核酸的缓冲

液和一套进行等位基因特异性扩增的说明书。

11.一种用于进行以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基因特异性扩增的寡核苷

酸，其包含：

- 与所述靶序列的一种或多种变体的一部分至少部分互补的序列；

- 与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸和

- 至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸，其中所述修饰的核苷酸为

3’-端核苷酸。

12.权利要求11的寡核苷酸，其具有选自SEQ ID NO: 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12和

13 的序列。

13.权利要求 11 的寡核苷酸，其中具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸的结构

选自：

其中 S代表糖部分，R代表修饰基团。

14.权利要求 11 的寡核苷酸，其中所述在环外氨基被共价修饰的碱基包含以下通式的

修饰物：

其中 R1和 R 2独立地选自氢、烷基、烷氧基、未取代或取代的芳基和苯氧基。

15.权利要求 14 的寡核苷酸，其中所述修饰物具有以下通式：

其中 R3选自 C 1-C6 烷基、烷氧基和硝基。
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改进的等位基因特异性扩增

[0001] 本 申 请 是 以 下 申 请 的 分 案 申 请：申 请 日：2009 年 10 月 17 日；申 请 号：

200980141303.2 ；发明名称：同上。

技术领域

[0002] 

本申请涉及改进的等位基因特异性扩增。

背景技术

[0003] 核酸的等位基因特异性扩增允许靶序列的同步扩增和分析。当怀疑靶核酸在其序

列中具有一个或多个具有变异（多态性）的亚群时通常使用等位基因特异性扩增。DNA 多态

性用于 DNA 序型（profile）分析（法医取证、亲子鉴定、用于器官移植的组织分型），遗传作

图，以及稀有突变的检测，例如在具有正常 DNA 的细胞背景下在癌细胞中发生的那些稀有

突变。

[0004] 在成功的等位基因特异性扩增中，期望的靶核酸变体得到扩增，而其他变体不扩

增，至少不扩增至可检测的水平。通常的等位基因特异性扩增测定包括聚合酶链式反应

（PCR），其中至少一种引物与具有可疑多态性的区域互补。等位基因特异性引物的设计成如

此以使仅在存在多态性的特定变体时才发生引物延伸。最简单形式的等位基因特异性引物

具有与靶中的多态核苷酸期望变体互补的 3’- 端核苷酸。通常在引物 3’- 端的单个错配

就足够阻止靶序列的非期望变体的扩增。然而，扩增的特异性在不同的 3’-端序列中变化

很大：一些错配有效地阻止聚合酶的延伸，而其他不能，见美国专利号 5,639,611。

[0005] 等位基因鉴别的成功取决于DNA聚合酶延伸错配引物的无能性（inability）。DNA

聚合酶的此无能性可通过调整反应条件来调节以获得最大选择性。然而，对许多多态序列，

等位基因特异性 PCR 的低选择性仍然是个问题。

[0006] 增加特异性的一种方法包括设计具有内部错配核苷酸或多个核苷酸的扩增引物。

此方法在一些系统中被证明是成功的，见美国专利号 5,137,806。

[0007] 增加特异性的另一种方法包括引物的化学修饰。例如，发现引物中一些核苷酸

的脱氧核糖的特定 2’-C 和 4’-C 修饰提高了聚合酶的等位基因鉴别，见 Gaster, J. 和

Marx, A., Chem. Eur. J. 2005, 11:1861-1870。在另一个研究中，发现通过在引物的

一个核苷酸中使用非天然嘧啶碱基，特别是在嘧啶环的 6- 位具有不同取代的假异胞嘧啶

（pseudoisocytidine），提高了等位基因的鉴别，见美国专利号 7,408,051。

[0008] 在实时等位基因特异性 PCR 的情况下，可通过匹配和错配模板间阈值循环数（Ct）

的差异来测量测定的选择性。更大的差异指示错配模板扩增的更大延迟，从而更好的鉴别

等位基因。修饰的脱氧核糖已显示导致 1至 14个循环之间的 Ct差异。假异胞嘧啶的使用

导致错配模板扩增的 7 个循环的延迟。此程度的鉴别对许多应用是不足的，在这些应用中

样品包含几种均竞争扩增的模板变体。错配模板通常以比匹配模板多许多的量存在。例如，

在组织样品中，仅小部分的细胞可能是恶性的并携带等位基因特异性扩增测定靶向的突变
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（“匹配模板”）。正常细胞中存在的模板可能被较低效的扩增，但是正常细胞的压倒性数量

将克服在扩增中的任何延迟并清除突变模板的任何优势。为了检测在野生型模板存在下的

稀有突变，需要改进等位基因特异性扩增测定的特异性。

发明内容

[0009] 在第一个方面，本发明涉及等位基因特异性扩增的改进方法，其中在等位基因特

异性引物或多个引物中的一个或多个核苷酸通过修饰基团和核碱基环外氨基的共价连接

来修饰。修饰可发生在引物内部或 3’-末端，或二者均有。

[0010] 在第二个方面，本发明涉及以几种变体序列形式存在的靶序列变体的等位基因特

异性扩增的方法，所述方法包括：

（a）提供样品，其可能含有靶序列的至少一种变体；

（b）提供第一种寡核苷酸，其与靶序列的一种或多种变体至少部分互补；

（c）提供第二种寡核苷酸，其与靶序列的一种或多种变体至少部分互补，并具有至少一

个与靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个具

有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；

（d）提供适于所述第一种和第二种寡核苷酸与靶序列的至少一种变体杂交的条件；和

（e）提供适于第二种寡核苷酸通过核苷酸参入生物催化剂延伸的条件；其中当所述第

二种寡核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补的靶序列变体杂交时，所述生物催化剂

能够延伸所述第二种寡核苷酸，当所述第二种寡核苷酸和与其具有的 3’-端核苷酸不互补

的靶序列变体杂交时，所述延伸大大降低。

[0011] 在第三个方面，本发明涉及检测样品中以几种变体序列形式存在的靶序列变体的

方法，所述方法包括：

（a）将第一种和第二种寡核苷酸与靶序列的至少一种变体杂交；其中第一种寡核苷酸

与靶序列的一种或多种变体至少部分互补，第二种寡核苷酸与靶序列的一种或多种变体至

少部分互补并具有与靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸，所述第二种寡核苷酸参入

至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；

（b）使用核苷酸参入生物催化剂延伸第二种寡核苷酸；其中所述生物催化剂能够可检

测地延伸仅与靶序列变体杂交的寡核苷酸，所述寡核苷酸具有与所述靶序列变体所述互补

的 3’-端核苷酸；和

（c）检测所述第二种寡核苷酸延伸的产物，其中延伸表示下述靶序列变体的存在，即所

述寡核苷酸具有与之互补的 3’-端核苷酸。

[0012] 在第四个方面，本发明涉及用于以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基因特

异性扩增的试剂盒，其包含

（a）第一种寡核苷酸，其至少与靶序列的一种或多种变体部分互补；和

（b）第二种寡核苷酸，其至少与靶序列的一种或多种变体部分互补并具有与靶序列的

仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个具有在环外氨基

被共价修饰的碱基的核苷酸。

[0013] 在第五个方面，本发明涉及用于进行以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基

因特异性扩增的寡核苷酸，其包含：
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- 与所述靶序列的一种或多种变体的一部分至少部分互补的序列；

- 与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸和

- 至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸。

附图说明

[0014] 图 1为本发明的等位基因特异性扩增测定的示意图。

[0015] 图 2显示了使用具有内部碱基修饰的引物的等位基因特异性扩增结果。

[0016] 图3显示了使用具有一个或多个内部和3’-端碱基修饰的引物的等位基因特异性

扩增结果。

[0017] 图4显示了使用具有碱基修饰的引物和不同DNA聚合酶的等位基因特异性扩增结

果。

[0018] 图 5 显示了在过量错配模板存在下使用碱基修饰引物的等位基因特异性扩增结

果。

[0019] 图 6显示了在本发明含义内的蝎型或类蝎型探针 -引物形式的实例。

[0020] 图 7显示了根据本发明可使用的蝎型 ARMS 形式结构的图示。

具体实施方式

[0021] 

定义

除非另外定义，本文使用的所有技术和科学术语与此发明所属领域普通技术人员通常

理解的具有相同的含义。在描述和要求保护本发明中将使用以下定义。

[0022] 术语“核酸”指核苷酸（例如核糖核苷酸、脱氧核糖核苷酸、核苷酸类似物等等）的

聚合物，包含脱氧核糖核酸（DNA）、核糖核酸（RNA）、DNA-RNA 杂交物、寡核苷酸、多核苷酸、

适配体、肽核酸（PNA）、PNA-DNA 缀合物、PNA-RNA 缀合物等等，上述分子包含以线性或分支

方式共价连接在一起的核苷酸。核酸通常是单链或双链的，通常包含磷酸二酯键，虽然在一

些情况下包括可具有交替骨架的核酸类似物，所述交替骨架包括例如磷酰胺 (Beaucage 等

人 (1993) Tetrahedron 49(10):1925) ；硫代磷酸酯 (Mag 等人 (1991) Nucleic Acids 

Res. 19:1437; 和美国专利号 5,644,048), 二硫代磷酸酯 (Briu 等人 (1989) J. Am. 

Chem. Soc. 111:2321), O- 甲基亚磷酰胺连接 ( 见 Eckstein, Oligonucleotides and 

Analogues: A Practical Approach, Oxford University Press (1992)), 及肽核酸骨

架和连接 (见 , Egholm (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:1895)。其他类似物核酸包括具

有正电荷骨架(Denpcy 等人 (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 6097) ；非离子骨

架(美国专利号5,386,023, 5,637,684, 5,602,240, 5,216,141和 4,469,863)和非核糖

骨架（包括在美国专利号 5,235,033 和 5,034,506 中描述的）的类似物核酸。在核酸定义

中也包括含有一个或多个碳环糖的核酸（见 Jenkins 等人 (1995) Chem. Soc. Rev. pp. 

169-176），在例如 Rawls, C & E News Jun. 2, 1997 第 35 页中也描述了类似物。可进行

核糖 - 磷酸骨架的这些修饰以便于加入另外的部分例如标记物，或改变这些分子在生理环

境下的稳定性和半衰期。

[0023] 除了在核酸中通常可见的天然存在杂环碱基（例如腺嘌呤、鸟嘌呤、胸腺嘧啶、胞
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嘧啶和尿嘧啶）外，核苷酸类似物还可包括非天然存在的杂环碱基，例如在例如 Seela 等

人 (1999) Helv. Chim. Acta 82:1640 中描述的那些。在核苷酸类似物中使用特定碱基

作为解链温度（Tm）修饰剂。例如，这些碱基中的一些包括 7- 脱氮嘌呤（例如，7- 脱氮鸟嘌

呤，7- 脱氮腺嘌呤，等等），吡唑并 [3,4-d] 嘧啶，丙炔基 -dN（例如，丙炔基 -dU，丙炔基 -dC

等等）等等。见例如美国专利号 5,990,303，在此引入作为参考。其他代表性杂环碱基包括

例如次黄嘌呤、次黄苷、黄嘌呤；2-氨基嘌呤、2,6-二氨基嘌呤、2-氨基 -6-氯嘌呤、次黄嘌

呤、次黄苷、黄嘌呤的8-氮杂衍生物；腺嘌呤、鸟嘌呤、2-氨基嘌呤、2,6-二氨基嘌呤、2-氨

基 -6- 氯嘌呤、次黄嘌呤、次黄苷、黄嘌呤的 7- 脱氮 -8- 氮杂衍生物；6- 氮杂胞嘧啶；5- 氟

胞嘧啶；5- 氯胞嘧啶；5- 碘胞嘧啶；5- 溴胞嘧啶；5- 甲基胞嘧啶；5- 丙炔基胞嘧啶；5- 溴

乙烯基尿嘧啶；5-氟尿嘧啶；5-氯尿嘧啶；5-碘尿嘧啶；5-溴尿嘧啶；5-三氟甲基尿嘧啶；

5- 甲氧基甲基尿嘧啶；5- 乙炔基尿嘧啶；5- 丙炔基尿嘧啶等等。

[0024] “核苷”指核酸的成分，所述成分包含与糖部分（核糖或脱氧核糖）、糖部分的衍生

物或糖部分的功能等价物（例如碳环）共价连接的碱基或碱基基团（包含至少一个同素环、

至少一个杂环、至少一个芳基和/或类似物）。例如，当核苷包括糖部分时，碱基通常与该糖

部分的 1’位连接。如上所述，碱基可为天然存在的碱基或非天然存在的碱基。示例性核苷

包括核糖核苷、脱氧核糖核苷、双脱氧核糖核苷和碳环核苷。

[0025] “核苷酸”指核苷的酯，例如核苷的磷酸酯，其具有与核苷的糖部分的 5’位共价连

接的 1、2、3或更多个磷酸基团。

[0026] “嘌呤核苷酸”指包含嘌呤碱基的核苷酸，而“嘧啶核苷酸”指包含嘧啶碱基的核苷

酸。

[0027] “寡核苷酸”指核酸聚合物，其包括至少 2 个，但通常 5-50 个核苷酸，更通常地 15

至 35 个核苷酸。寡核苷酸的精确大小通常取决于多种因素，包括寡核苷酸的最终功能或

用途。可通过任意合适的本领域已知方法制备寡核苷酸，包括例如克隆和限制性消化合适

的序列，或通过例如下述方法直接化学合成：例如 Narang 等人 (1979) Meth. Enzymol. 

68:90-99 的磷酸三酯法；Brown 等人 (1979) Meth. Enzymol. 68:109-151 的磷酸二酯

法；Beaucage 等人 (1981) Tetrahedron Lett. 22:1859-1862 的二乙基亚磷酰胺法；

Matteucci 等人 (1981) J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191的三酯法；自动化合成法；美

国专利号 4,458,066 的固相支持法或本领域已知的任意其他化学方法。

[0028] “引物核酸”或“引物”为可与模板核酸杂交并使用核苷酸参入生物催化剂允许链

延伸或延长的寡核苷酸。尽管有时使用其他引物长度，但是引物通常在 15 至 35 个核苷酸

的范围。短引物核酸通常使用较低的温度以与模板核酸形成足够稳定的杂交复合物。与模

板核酸的亚序列至少部分互补的引物核酸通常足以与模板核酸杂交从而发生延伸。然而，

延伸的成功通常需要在引物 3’- 末端的更强互补性（即与模板的更少错配）。如果需要，可

通过参入放射性、光谱、光化学、生物化学、免疫化学或化学技术可检测的标记物来标记引

物核酸。

[0029] “延伸的引物”指已加入一个或多个额外核苷酸的引物。“引物延伸”是酶的作用，

通过引物延伸将额外的核苷酸加入引物。

[0030] “模板核酸”、“模板”或“靶”指下述核酸，引物核酸可与其杂交并在合适的条件下

被延伸。在核酸扩增的情况下，“靶”优选地为双链核酸区域，所述区域由与至少2条引物的
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至少部分互补的序列和间隔序列组成。靶也可为单链核酸，所述核酸由与一种引物至少部

分互补的序列和与第二条引物部分相同的序列组成。模板核酸可以分离的核酸片段存在，

或为更长的核酸片段的一部分。靶核酸可源自或分离自基本上任意来源，例如培养的微生

物、未培养的微生物、复合生物混合物、组织、血清、古代或防腐的组织或样品、环境分离物

或类似物。此外，模板核酸任选地包括或源自 cDNA、RNA、基因组 DNA、克隆的基因组 DNA、基

因组DNA文库、酶促断裂的DNA或RNA、化学断裂的DNA或RNA、物理断裂的DNA或RNA等等。

模板核酸还可为使用本领域已知技术化学合成的。

[0031] 如本文使用的，“基因”指与生物功能相关的DNA任意区段。因此，基因包括编码序

列和任选地表达编码序列所需要的调控序列。

[0032] 当额外的核苷酸参入核酸时，例如通过核苷酸参入生物催化剂，在核酸的 3’- 末

端，核酸被“延伸”或“延长”，。

[0033] “部分”（“moiety”）或“基”(“group”) 指将某物质例如分子分割开的部分之一

（例如，功能基团、取代基等等）。例如，核酸通常包含碱基（例如腺嘌呤、胸腺嘧啶、胞嘧啶、

鸟嘌呤、尿嘧啶或类似物），糖部分和一个或多个磷酸基。

[0034] “烷基”指线性、分支或环状的饱和烃基，并包括所有位置异构物，例如甲基、乙基、

丙基、丁基、1- 甲基丙基、2- 甲基丙基、1,1- 二甲基乙基、戊基、1- 甲基丁基、2- 甲基丁基、

3- 甲基丁基、2,2- 二甲基丙基、1- 乙基丙基、己基、1,1- 二甲基丙基、1,2- 二甲基丙基、

1- 甲基戊基、2- 甲基戊基、3- 甲基戊基、4- 甲基戊基、1,1- 二甲基丁基、1,2- 二甲基丁基、

1,3-二甲基丁基、2,2-二甲基丁基、2,3-二甲基丁基、3,3-二甲基丁基、1-乙基丁基、2-乙

基丁基、1,1,2- 三甲基丙基、1,2,2- 三甲基丙基、1- 乙基 -1- 甲基丙基和 1- 乙基 -2- 甲基

丙基、正己基、环己基、正庚基、正辛基、2- 乙基己基、正壬基、正癸基等等。烷基通常包含约

1-20 个碳原子，更通常地包含约 2-15 个碳原子。烷基可为取代的或未取代的。

[0035] “烷氧基”指包含氧原子的烷基，并包括例如甲氧基、乙氧基、丙氧基、丁氧基、戊氧

基、庚氧基、辛氧基等等。

[0036] “芳基”指源自芳香族化合物的原子或部分的取代基。示例性芳基包括例如苯基等

等。芳基任选地包括多个芳香环（例如二苯基等等）。此外，芳基可为取代的或未取代的。

[0037] “芳氧基”指包含氧原子的芳基，并包括例如苯氧基、氯苯氧基、甲基苯氧基、甲氧

基苯氧基、丁基苯氧基、戊基苯氧基、苄氧基等等。

[0038] “烷基 -芳基”指包含烷基和芳基的基团。烷基 -芳基的实例包括苄基、甲苯基和

二甲苯基。

[0039] 如果扩增测定得到与其他可能的产物相比占优势（即占大多数的但少于 100% 的）

的一种产物，则扩增测定是“选择性的”或“等位基因选择性的”。只要靶序列的非期望（错

配）变体的扩增是可检测的，就将测定描述为“等位基因选择性的”。如果唯一地形成可能产

物中的一种，则使用术语“特异性”或“等位基因特异性”扩增测定。当检测不到非期望（错

配）靶的扩增时，将测定称为“等位基因特异性”的。由于检测方法变得越来越灵敏，一些以

前被认为是等位基因特异性的测定逐渐变成等位基因选择性的，即靶的非期望变体的一些

扩增变得可检测了。因此，在本发明上下文中，术语“等位基因特异性”旨在同时包含严格

的等位基因特异性和等位基因选择性扩增。

[0040] “基因型”指细胞或对象，或细胞或对象组的基因组成的全部或部分。例如，基因型
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包括在给定基因座存在的或在基因组中分布的特定突变和 / 或等位基因（例如多态性，例

如单核苷酸多态性（SNP）等等）。

[0041] “核苷酸参入生物催化剂”或“核苷酸参入酶”指催化核苷酸参入核酸的催化剂（或

酶）。示例性核苷酸参入酶包括 DNA 聚合酶，RNA 聚合酶，末端转移酶，逆转录酶，端粒酶等

等。

[0042] “热稳定酶”指当在提高的温度下经受选定的时间时为稳定的（即抵抗降解或变

性）并保持足够催化活性的酶。例如，当在提高的温度下经受双链核酸变性所必需的时间

时，热稳定聚合酶保持足够的活性进行后续的引物延伸反应。用于核酸变性所必需的加热

条件是本领域熟知的，实例见美国专利号 4,683,202 和 4,683,195。如本文使用的，热稳定

聚合酶通常适用于温度循环反应，例如聚合酶链式反应（“PCR”）。热稳定核酸聚合酶的实例

包括水生栖热菌（Thermus aquaticus）Taq DNA 聚合酶，栖热菌属物种 Z05 聚合酶，黄栖热

菌（Thermus flavus）聚合酶，海栖热袍菌（Thermotoga maritima）聚合酶，例如 TMA-25 和

TMA-30 聚合酶，Tth DNA 聚合酶等等。

[0043] “修饰的”酶指包含氨基酸聚合物的酶，其中至少一个单体与参考序列（例如天然

或野生型形式的酶或其他修饰形式的酶）有差异。示例性修饰包括单体插入、缺失或置换。

修饰的酶还包括具有源自 2 个或更多亲本的可辨认成分序列（例如结构或功能结构域，等

等）的嵌合酶。在修饰的酶定义范围内还包括包含参考序列的化学修饰的酶。修饰的聚合

酶的优选实例包括 G46E E678G CS5 DNA 聚合酶、G46E L329A E678G CS5 DNA 聚合酶、G46E 

L329A D640G S671F CS5 DNA 聚合酶、G46E L329A D640G S671F E678G CS5 DNA 聚合酶、

G46E E678G CS6 DNA聚合酶、ΔZ05聚合酶、ΔZ05-Gold聚合酶、ΔZ05R聚合酶、E615G Taq 

DNA 聚合酶、E678G TMA-25 聚合酶、E678G TMA-30 聚合酶等等。

[0044] 术语“5’至 3’核酸酶活性”或“5’-3’核酸酶活性”指核酸聚合酶的通常与核酸

链合成相关的活性，其中从核酸链的 5’末端去除核苷酸，例如大肠杆菌 DNA 聚合酶 I 具有

此活性，而 Klenow 片段不具有。

[0045] “基本上缺乏 5’-3’核酸酶活性”的聚合酶指比 Taq DNA 聚合酶具有 50% 或更少

（例如 <25%, <20%, <15%, <10%）的 5’-3’核酸酶活性的聚合酶。测量 5’-3’核酸酶活性

的方法和测量的条件是本领域熟知的，见例如美国专利号 5,466,591。基本上缺乏 5’至 3’

核酸酶活性的DNA聚合酶的实例包括大肠杆菌DNA聚合酶I的Klenow片段；缺乏N-端235

个氨基酸的水生栖热菌 DNA 聚合酶（Taq）（例如，如美国专利号 5,616,494 中描述的，通常

在本领域被称为“Stoffel 片段”）。其他实例包括具有足够缺失（例如 N- 端缺失）、突变或

修饰的热稳定 DNA 聚合酶以消除发挥 5’-3’核酸酶活性的结构域或使其失活。见例如美国

专利号 5,795,762。

[0046] “标记物”指与分子（共价或非共价）连接的能够提供有关所述分子信息的部分。示

例性标记物包括荧光标记物、色度标记物、化学发光标记物、生物发光标记物、放射性标记

物、质量修饰基团、抗体、抗原、生物素、半抗原和酶（包括过氧化物酶、磷酸酶，等等）。

[0047] 在核酸扩增反应的情况下，“热启动”指一种方案，其中在反应混合物中扣留至少

一种关键试剂（或，如果在反应混合物中存在，所述试剂保持失活）直至温度被增加至足够

提供引物或多个引物的必需杂交特异性。“热启动酶”为在热启动测定方案中能够作为“扣

留的”（“withheld”）或失活的试剂的酶，通常为核酸聚合酶。
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[0048] “Watson-Crick 碱基配对”或简称“碱基配对”指在双链核酸分子中“传统的”氢

键。Watson-Crick碱基配对为腺嘌呤和胸腺嘧啶、鸟嘌呤和胞嘧啶、腺嘌呤和尿嘧啶以及这

些碱基类似物之间的氢键。

[0049] 术语“蝎型”或“类蝎型”指如 Whitcombe 等人 , (1999), “Detection of PCR 

products using self-probing amplicons and fluorescence”, Nature Biotech. 

17:804-807中描述的单分子引物-探针组合。在本发明含义内的蝎型或类蝎型引物包括通

常的蝎型元件，称为探针部分、茎环部分和引物部分。“蝎型”或“类蝎型”单分子引物 -探

针形式的实例在图 7中图示。

[0050] 如上所述，在一个方面，本发明涉及等位基因特异性扩增的方法，包括：（a）提供

样品，其可能含有靶序列的至少一种变体；（b）提供第一种寡核苷酸，其与靶序列的一种以

上变体至少部分互补；（c）提供第二种寡核苷酸，其与靶序列的一种或多种变体至少部分

互补，并具有与靶序列的仅一种变体互补的 3’- 端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入

至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；（d）提供适于所述第一种和第二种

寡核苷酸与靶序列的至少一种变体杂交的条件；（e）提供适于通过核苷酸参入生物催化剂

的寡核苷酸延伸的条件；其中当所述第二种寡核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补

的靶序列变体杂交时，所述生物催化剂能够延伸所述第二种寡核苷酸，当所述第二种寡核

苷酸和与其具有的 3’- 端核苷酸不互补的靶序列变体杂交时，所述延伸大大降低；和任选

地（f）检测所述扩增的产物。

[0051] 将与靶序列的一种或多种变体至少部分互补，并具有与靶序列的仅一种变体互补

的 3’-端核苷酸的第二种寡核苷酸称为“选择性寡核苷酸”、“选择性引物”或“等位基因选

择性引物”。本发明的选择性寡核苷酸包含10-50个，更优选15-35个核苷酸，其中大部分与

靶序列的一种以上变体序列互补。寡核苷酸的 3’-端核苷酸与待扩增的靶序列变体互补，

而与其他变体不互补。本发明的选择性寡核苷酸包括一个或多个具有在环外氨基被共价

修饰的碱基的核苷酸。在优选的实施方案中，碱基修饰的核苷酸出现在 3’-端核苷酸上游

的 1至 5个，更优选 3个核苷酸之间（本文也称为 -1, -2, -3, -4, -5 或 N-1, N-2, N-3, 

N-4, N-5 位）。在其他实施方案中，碱基修饰的核苷酸为 3’- 端核苷酸。在一些实施方案

中，碱基修饰的核苷酸同时出现在 3’-端核苷酸和寡核苷酸中的至少另一个其他位置。

[0052] 本发明的等位基因特异性引物可包括本领域已知的引物设计的多个方面。例如，

引物可采用名为“蝎型”的并在 Whitcombe 等人 , (1999), “Detection of PCR products 

using self-probing amplicons and fluorescence”, Nature Biotech. 17:804-807 中

描述的单分子引物 - 探针组合的形式。根据本发明设计的蝎型引物包括通常的蝎型元件，

称为探针部分、茎环部分和引物部分。此外，在根据本发明设计的蝎型中，引物部分具有与

变体位置互补的 3’- 末端。根据本发明设计的蝎型中的引物部分含有一个或多个如本文

描述的化学修饰核苷酸。在美国专利号6,001,611中描述了具有环外氨基共价修饰的核苷

酸。在‘611 专利中也描述了这些核苷酸和参入这些核苷酸的寡核苷酸的合成。

[0053] 根据本发明，可基于以下性质的存在选择环外氨基的合适修饰：（1）修饰影响但

不阻碍在双链核酸中修饰的碱基和互补碱基的 Watson-Crick 碱基配对；（2）修饰影响但不

阻碍核酸聚合酶对含有修饰碱基的引物的延伸；（3）修饰允许与参入修饰碱基的链互补的

链的合成；和（4）修饰提高参入修饰的引物的选择性。
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[0054] 环外氨基的实例包括腺苷6-位，鸟苷 2-位和胞苷 4-位的氨基。在核苷酸的多种

非常规含氮碱基中也可能存在参与和互补核酸链碱基配对的环外氨基。具有非常规碱基的

核苷酸实例包括但不限于3-甲基腺苷、7-甲基鸟苷、3-甲基鸟苷、5-甲基胞苷和5-羟甲基

胞苷。根据本发明的经验性方法也可选择这些非常规碱基环外氨基的合适修饰。

[0055] 分别含有修饰的腺嘌呤、鸟嘌呤和胞嘧啶碱基的修饰的核苷酸的结构显示如下，

其中 S 代表糖部分，R 代表修饰基团。预想了具有上述 4 种性质的多种修饰基团。在

优选的实施方案中，修饰基团具有以下结构：

其中 R1和 R 2独立地选自氢、烷基、烷氧基、未取代或取代的芳基和苯氧基。

[0056] 烷基可为分支的或非分支的

烷基可为 C1-C20烷基，例如 C 1-C10烷基。

[0057] 烷氧基可为 C1-C20烷氧基，例如 C 1-C10烷氧基。

[0058] 芳基可为取代的或未取代的苯基或萘基。

[0059] 在一个实施方案中，R为苄基或取代的苄基。在优选的实施方案中，取代的苄基可

具有以下结构：

其中R3代表C 1-C6分支或非分支烷基，更优选C 1-C4分支或非分支烷基，烷氧基，或硝基。

优选地，R3连接至对位。

[0060] 在根据本发明优选的实施方案中，使用由下面显示的结构代表的修饰基团：
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通常来说，基于上面所列的 4 种性质的存在，本领域技术人员可常规地进行从本文描

述的化合物类型中经验性选择特别合适的修饰基团。优选地，通过在等位基因特异性扩增

反应中使用具有修饰的核苷酸的引物经验性确定特定基团的合适性。修饰的合适性通过下

述指示，即当与使用非修饰引物的相同反应比较时，使用具有碱基修饰的引物的反应具有

提高的选择性。根据本发明特别优选的为下述寡核苷酸，即其中在环外氨基被共价修饰的

碱基选自 N6- 苄基 -腺嘌呤 , N6- 对 -叔丁基 -苄基 -腺嘌呤 , N2- 烷基 -鸟嘌呤和 N4-苄

基 -胞嘧啶。

[0061] 在本发明的一些实施方案中，扩增涉及聚合酶链式反应，即模板变性、寡核苷酸引

物与模板的退火（杂交）和通过核苷酸参入生物催化剂进行引物延伸的重复循环。在一些实

施方案中，退火和延伸发生在相同的温度步骤中。

[0062] 在一些实施方案中，扩增反应涉及热启动测定方案。在等位基因特异性扩增的情

况下，通过使用热启动测定方案可提高等位基因特异性引物对错配靶的选择性。许多热启

动测定方案是本领域已知的，例如，使用蜡，将关键试剂与其他反应混合物分离（美国专利

号 5,411,876），使用核酸聚合酶，通过抗体可逆失活（美国专利号 5,338,671），通过寡核苷

酸可逆失活的核酸聚合酶，其中所述寡核苷酸被设计为特异性与核酸聚合酶活性位点结

合（美国专利号 5,840,867）或使用具有可逆化学修饰的核酸聚合酶，如例如在美国专利号

5,677,152 和 5,773,528 中描述的。

[0063] 在本发明的一些实施方案中，等位基因特异性扩增测定为实时 PCR 测定。在实时

PCR 测定中，通过“达到阈值的循环数”或 Ct 值测量扩增。较早的 Ct 值表示快速到达阈值

水平和因此更有效的扩增。较晚的 Ct 值可能表示无效的或受抑制的扩增。在等位基因特

异性实时PCR测定的情况下，在匹配和错配模板间Ct值的差异衡量了等位基因之间的区别

或测定的选择性。

[0064] 等位基因特异性扩增测定可使用本领域已知的任意合适核苷酸参入生物催化剂。

在等位基因特异性 PCR 测定中，可使用任意热稳定的核苷酸参入生物催化剂。有时希望使
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用不具有校正（3’-5’外切酶）活性的酶，例如举例来说 Taq DNA 聚合酶。根据本发明也可

希望和优选使用基本上或完全缺乏 5’-3’核酸酶活性的酶，例如在美国专利号 5,795,762

中描述的。这些酶的实例为 Z05聚合酶和ΔZ05聚合酶。有时可希望使用具有“热启动”能

力的酶，例如在美国专利号 5,677,152 和 5,773,528 中描述的可逆修饰的酶。热启动酶的

一个实例为 ΔZ05-Gold 聚合酶。

[0065] 可通过本领域已知的任意方法进行扩增产物的检测。这些方法包括使用标记的引

物和探针以及多种核酸结合染料。检测的方式可为对靶序列的一种变体特异的，或对靶序

列的所有变体或甚至对所有双链DNA通用的。在靶的非期望变体的扩增极少并预期在方法

的检测限度以下的情况下，可使用非特异性检测。

[0066] 在扩增完成后可检测扩增产物，例如通过未标记产物的凝胶电泳并使用核酸结合

染料对凝胶染色。可选地，扩增产物可携带放射性或化学标记物，其借助于在合成中参入或

者作为标记引物的延伸产物。在电泳后或电泳中，可通过本领域已知的合适放射学或化学

工具检测标记的扩增产物。电泳后，也可通过用本领域已知的任意方法之一标记的靶特异

性探针检测产物。也可不通过电泳对靶应用标记的探针，即通过“点印迹”测定等等。

[0067] 在其他实施方案中，可通过均相（homogeneous）测定检测扩增产物的存在，即所

述测定在扩增循环中或至少在同一未开启的试管中检测新生产物，而不需要扩增后的操

作。均相扩增测定已在例如美国专利号 5,210,015 中描述。使用核酸插入染料的均相扩

增测定已在例如美国专利号 5,871,908 和 6,569,627 中描述。均相测定也可使用由 2 种

相互作用的荧光团标记的荧光探针，例如“分子信标”探针 (Tyagi 等人 , (1996) Nat. 

Biotechnol., 14:303-308) 或荧光标记的核酸酶探针 (Livak 等人 , (1995) PCR Meth. 

Appl., 4:357-362)。在这些技术的某些变化中，也可通过其独特的解链温度鉴定扩增产

物，见美国专利号 5,871,908 和 6,569,627。也可使用名为“蝎型”的单分子引物 - 探针

组合检测扩增产物。Whitcombe 等人 , (1999), “Detection of PCR products using 

self-probing amplicons and fluorescence”, Nature Biotech. 17:804-807。蝎型寡核

苷酸的引物部分可为根据本发明设计的等位基因特异性引物。

[0068] 在另一个方面，本发明提供了用于特异性或选择性扩增选定的靶序列变体的反

应混合物，其包含：第一种寡核苷酸，其与靶序列的一种以上变体至少部分互补；第二种

寡核苷酸，其与靶序列的一种以上变体至少部分互补，并具有与仅一种靶序列变体互补的

3’- 端核苷酸，其中所述第二种寡核苷酸包括一个或多个具有在环外氨基被共价修饰的碱

基的核苷酸，和已知以一种以上序列变体存在的靶核酸。在一些实施方案中，反应混合物还

包含核酸扩增通常所需的试剂和溶液，包括核苷酸参入生物催化剂、核酸前体，即核苷三磷

酸，和适于支持核苷酸参入生物催化剂活性的有机和无机离子。

[0069] 在另一个方面，本发明提供了用于进行根据本发明的等位基因特异性扩增的试剂

盒。试剂盒通常包括测定特异性成分和进行DNA扩增试验通常所需的成分。作为测定特异

性成分，本发明的等位基因特异性扩增试剂盒通常包括：至少一种等位基因特异性寡核苷

酸，其与靶序列的一种以上变体至少部分互补，具有与仅一种靶序列变体互补的 3’- 端核

苷酸，并还具有一个或多个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；任选地，第二种寡

核苷酸，其与靶序列的一种以上变体至少部分互补；和任选地对照核酸序列，其包含一定量

对照靶序列的至少一种变体并与试剂盒中封装的寡核苷酸至少部分互补。在一些实施方案
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中，可封装对照核酸序列的一种以上变体。优选地，在试剂盒中封装的对照核酸序列的几种

变体中，至少一种变体与等位基因选择性寡核苷酸的 3’-端核苷酸互补。作为核酸扩增通

常所需的成分，本发明的试剂盒通常包括一种或多种核苷酸参入生物催化剂，核酸前体，例

如核苷三磷酸（脱氧核糖核苷三磷酸或核糖核苷三磷酸），任选地，用于最小化核酸的焦磷

酸解作用的焦磷酸酶，用于保护扩增反应免受残留污染的尿嘧啶 N- 糖基化酶（UNG），用于

扩增反应和检测所需的预制试剂盒缓冲液，和用于进行本发明的等位基因特异性扩增的一

套说明书。

[0070] 在另一个方面，本发明提供了用于等位基因特异性 PCR 的寡核苷酸。用于本发明

的等位基因特异性PCR的典型寡核苷酸包含10-50个，更优选15-35个核苷酸，其大部分与

靶序列的一种以上变体互补。然而，寡核苷酸的3’-端核苷酸与靶序列的一种变体互补，与

其他变体不互补。此外，本发明的寡核苷酸包括一个或多个具有在环外氨基被共价修饰的

碱基的核苷酸。在一些实施方案中，碱基修饰的核苷酸出现在 3’- 端核苷酸上游 1 至 30，

例如 1 至 10，优选 1 至 5，更优选，例如 1、2 或 3 个核苷酸中。在其他实施方案中，具有修

饰碱基的核苷酸为 3’-端核苷酸。在一些实施方案中，具有修饰碱基的核苷酸同时出现在

3’-端和寡核苷酸中的其他位置。

[0071] 不受具体理论束缚，发明者假设本发明的共价碱基修饰，尤其是大体积基团，使引

物和模板核酸间在 Watson-Crick 碱基配对情况下的氢键不稳定但不完全破坏氢键。当所

述修饰与在引物中相同或附近位置的非互补碱基（当在非期望或“错配”的靶序列变体上

时）联合时，联合的氢键弱化作用使引物 - 靶核酸复合物不稳定，导致核苷酸参入生物催化

剂对寡核苷酸的延伸部分或完全被抑制。然而，当碱基的修饰单独存在而没有非互补碱基

时（当在待扩增的期望或“匹配”的靶序列变体上时），引物可被有效地延伸。图 1 为图表，

说明了多态性和引物修饰的位置，和它们允许匹配靶扩增但抑制错配靶扩增的作用。

[0072] 提供以下实施例和图以帮助理解本发明，本发明的真实范围在随附的权利要求书

中阐述。应当理解可以对阐述的方法进行修改而不背离本发明的精神。

实施例

[0073] 下面的实施例使用“匹配”和“错配”靶。如在实施例中使用的，将匹配靶设计为

与等位基因特异性扩增引物互补。将错配靶设计为与等位基因特异性扩增引物的3’-端核

苷酸具有错配。

[0074] 作为匹配靶，实施例使用人 BRAF 基因的 V600E 突变。此突变是由 BRAF 基因在第

1799 位核苷酸的胸腺嘧啶（T）至腺嘌呤（A）的转换引起的第 600 位氨基酸的缬氨酸至谷氨

酸的改变。所述突变在许多癌症中发现，被认为在癌症发展中起作用，因为其引起 MARK 途

径的组成型活化。在肿瘤细胞群中检测此单核苷酸改变在人癌症的诊断和治疗中具有实用

性。

[0075] 突变靶是“匹配的”，即与各条等位基因特异性引物（表1）的3’-端核苷酸形成A-T 

Watson-Crick 配对。错配靶为野生型 BRAF 序列。错配靶与等位基因特异性引物的 3’-端

核苷酸形成 A-A 错配。

[0076] 表 1

引物和探针
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X – N6- 苄基 -dA

Y – N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

F – cx-FAM 供体荧光团

Q – BHQ-2 “黑洞”猝灭剂

p – 3’- 磷酸

3’-端核苷酸对应于靶中的可变位置。

[0077] 实施例 1

使用具有内部碱基修饰的引物的等位基因特异性扩增。

[0078] 在此实施例中，模板序列的 2 种变体（与引物序列互补的匹配变体和错配变体）以

等量存在。匹配变体为具有参入 BRAF V600E 突变序列 (SEQ ID NO: 1) 的插入物的质粒

DNA，而错配变体为具有 BRAF 野生型序列 (SEQ ID NO: 2) 的相同质粒。

[0079] SED ID NO: 1 (BRAF V600E 突变序列片段 ):

5’-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAGAAATCTCGATGGAGTGGG

TCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA-3’

SEQ ID NO: 2 (BRAF 野生型序列片段 ):

5’-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGG

TCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA-3’

表 1显示了正向引物 (SEQ ID NO: 3, 4, 5) 和反向引物 (SEQ ID NO: 6)。引物在指

示处包含内部 N6- 苄基 -dA 或内部 N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA。

[0080] 各 100 µL 反应包含 106 个拷贝的 2 种靶之一，5% 甘油，50mM 三羟甲基甲基甘氨

酸 (pH 8.3), 25mM 醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP 和 dGTP, 400µM dUTP, 

0.1µM 一种正向引物 (SEQ ID NO: 3, 4 或 5), 0.7µM 反向引物 (SEQ ID NO: 6), 2µM 

Syto-13插入染料, 1% DMSO, 4个单位尿嘧啶-N-糖基化酶(UNG), 10个单位ΔZ05聚合

酶和 4mM 醋酸镁。

[0081] 扩增和分析使用 Roche LightCycler 480 仪器完成。反应使用以下温度概况：

50℃ 5 分钟（UNG 步骤），95℃ 10 分钟，之后 80 个循环的 95℃ 15 秒和 59℃ 40 秒。在各
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个 59℃步骤结束时收集荧光数据。

[0082] 结果显示于图2。扩增结果以450-500 nm波长区间的荧光变化表示。扩增的选择

性通过匹配和错配靶之间的Ct值差异(ΔCt)测量。图2显示了各试验的ΔCt。数据显示

靶的匹配（突变）变体相对错配（野生型）变体得到选择性扩增。通过引物中核苷酸的碱基

修饰提高了选择性。

[0083] 实施例 2

使用具有一个或多个内部和 3’-端碱基修饰的引物的等位基因特异性扩增。

[0084] 在此试验中，使用与实施例 1相同的匹配（突变）和错配（野生型）靶。引物在内部

位置、3’-端位置或同时含有碱基修饰。

[0085] 各 100 µL 反应包含 106个拷贝的 2 种靶之一，5% 甘油，50mM 三羟甲基甲基甘氨

酸 (pH 8.3), 90mM 醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP 和 dGTP, 400µM dUTP, 

0.5µM一种正向引物(SEQ ID NO: 3, 5, 7或8), 0.5µM反向引物(SEQ ID NO: 6), 0.2µM 

荧光探针(SEQ ID NO: 9), 1% DMSO, 4个单位尿嘧啶-N-糖基化酶(UNG), 10个单位Z05

聚合酶和 5mM 醋酸镁。

[0086] 扩增和分析使用 Roche LightCycler 480 仪器完成。反应使用以下温度概况：

50℃ 5 分钟（UNG 步骤），95℃ 10 分钟，之后 60 个循环的 95℃ 15 秒和 59℃ 40 秒。在各

个 59℃步骤结束时收集荧光数据。

[0087] 除了在483-553 nm波长区间测量荧光以外，结果以和实施例1的结果相同的形式

显示于图3。数据表明引物的碱基修饰改进了扩增测定的选择性，一些修饰的碱基可对选择

性具有累积效应。

[0088] 实施例 3

使用具有单碱基修饰的引物和多种 DNA 聚合酶的等位基因特异性扩增。

[0089] 在此实施例中，使用与实施例 1 相同的匹配（突变）和错配（野生型）靶，使用具有

单个内部碱基修饰的引物扩增。扩增在 Z05, ΔZ05, 或ΔZ05-Gold 聚合酶存在下进行。

[0090] Z05 反应在 100µL 中包含 106个拷贝的模板，5% 甘油，50mM 三羟甲基甲基甘氨

酸 (pH 8.3), 90mM 醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP 和 dGTP, 400µM dUTP, 

0.5µM 正向引物 (SEQ ID NO: 5), 0.5µM 反向引物 (SEQ ID NO: 6), 2µM Syto-13 插入染

料 , 1% DMSO, 4个单位尿嘧啶 -N-糖基化酶 (UNG), 10个单位 Z05聚合酶和 5mM醋酸镁。

[0091] ΔZ05 反应在 100µL 中包含 106个拷贝的模板，5% 甘油，50mM 三羟甲基甲基甘氨

酸 (pH 8.3), 25mM 醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP 和 dGTP, 400µM dUTP, 

0.1µM 正向引物 (SEQ ID NO: 5), 0.7µM 反向引物 (SEQ ID NO: 6), 2µM Syto-13 插入染

料 , 1% DMSO, 4 个单位尿嘧啶 -N- 糖基化酶 (UNG), 10 个单位ΔZ05 聚合酶和 4mM 醋酸

镁。

[0092] ΔZ05-Gold反应在100µL中包含106个拷贝的模板，8%甘油，50mM三羟甲基甲基甘

氨酸 (pH 8.3), 45mM醋酸钾 (pH 7.5), 各为200µM 的dATP、dCTP和dGTP, 400µM dUTP, 

0.1µM 正向引物 (SEQ ID NO: 5), 0.7µM 反向引物 (SEQ ID NO: 6), 2µM Syto-13 插入染

料 , 1% DMSO, 2 个单位尿嘧啶 -N- 糖基化酶 (UNG), 60 个单位ΔZ05-Gold 聚合酶和 3mM

醋酸镁。

[0093] 结果以和实施例 2的结果相同的形式显示于图 4。数据表明各个酶使用碱基修饰
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的引物进行等位基因选择性扩增的相对能力。

[0094] 实施例 4

使用碱基修饰的引物在过量错配模板存在下的等位基因特异性扩增。

[0095] 在此实施例中，使用与实施例 1相同的匹配（突变）和错配（野生型）靶。使用具有

单个内部烷基修饰的引物扩增靶。为模拟临床样品，反应单独或在大大过量野生型（错配）

靶存在下包含极低拷贝数的突变（匹配）靶。在一个独立的反应中，存在大量错配靶而没有

任何错配靶。

[0096] 100µL反应中包含指示量的靶DNA，8%甘油，50mM三羟甲基甲基甘氨酸 (pH 8.3), 

45mM醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP和 dGTP, 400µM dUTP, 0.1µM正向引物

(SEQ ID NO: 5), 0.7µM反向引物(SEQ ID NO: 6), 0.2µM 荧光探针(SEQ ID NO: 9), 1% 

DMSO, 2 个单位尿嘧啶 -N- 糖基化酶 (UNG), 60 个单位ΔZ05-Gold 聚合酶和 3mM 醋酸镁。

[0097] 结果以和实施例2的结果相同的形式显示于图5。数据表明在示例性条件下，扩增

特异性针对匹配靶，与错配靶的存在或相对量无关。

[0098] 实施例 5

使用具有内部碱基修饰的类蝎型 ARMS 引物的等位基因特异性扩增。

[0099] 表 3

X – N6- 苄基 -dA

Y – N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

F – cx-FAM 供体荧光团

Q – BHQ-2 “黑洞”猝灭剂

J - HEG

p – 3’- 磷酸

*等位基因选择性核苷酸为下划线的（距离 3’-端 N或 N-1 位）。

[0100] 在此实施例中，模板序列的 2 种变体（与引物序列互补的匹配变体和错配变体）以

等量存在。匹配变体为具有代表 BRAF V600E 突变序列 (SEQ ID NO: 1) 的插入物的质粒

DNA，而错配变体为具有BRAF野生型序列 (SEQ ID NO: 2)的相同质粒。表3描述了正向引

物 (SEQ ID NO: 3, 5, 12 和 13) 和反向引物 (SEQ ID NO: 14)。将正向、ASPCR 引物设计
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为在 3’-端位置具有 SNP，具有或不具有 N6-对 -叔丁基 -苄基 -dA 修饰。ASPCR 引物与下

游检测探针配对或与以封闭的类蝎型形式互补的探针连接。

[0101] 各50uL反应包含105个拷贝的2种靶之一，5%甘油，50mM三羟甲基甲基甘氨酸 (pH 

8.3), 150mM 醋酸钾 (pH 7.5), 各为 200µM 的 dATP、dCTP 和 dGTP, 400µM dUTP, 0.4µM

正向引物 , 0.4µM 反向引物 , 1% DMSO, 2 个单位尿嘧啶 -N- 糖基化酶 (UNG), 10 个单位

Z05聚合酶和3mM醋酸镁。在含有引物3和 5的反应中加入0.2uM检测探针，其中互补探针

不与正向引物连接。

[0102] 扩增和分析使用 Roche LightCycler 480 仪器完成。反应使用以下温度概况：

50℃ 5分钟（UNG步骤），之后95个循环的95℃ 15秒和 59℃ 40秒。在各个59℃退火/延

伸步骤结束时在 495-525nm 范围收集荧光数据。

[0103] 结果显示于图6和表4。扩增的选择性通过匹配和错配靶之间的Ct值差异(ΔCt)

测量。各试验的ΔCt 在各图表中显示并总结于表 4。数据显示，使用单独的引物和探针或

以封闭的类蝎型形式连接的引物和探针使靶的匹配（突变）变体相对错配（野生型）变体得

到选择性扩增。

[0104] 表 4

尽管通过参考具体实施例已经详细描述了本发明，但是对本领域技术人员显而易见的

是可在此发明范围内进行多种修饰。因此本发明的范围不应受限于本文描述的任意实施

例，而受限于下面所示的权利要求书。

[0105] 本发明包括如下实施方案：

1. 一种以几种变体序列形式存在的靶序列变体的等位基因特异性扩增的方法，所述

方法包括：

(a) 提供样品，其可能含有靶序列的至少一种变体；

(b) 提供第一种寡核苷酸，其与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补；

(c) 提供第二种寡核苷酸，其与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补，并具有

与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个

具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；
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(d) 提供适于所述第一种和第二种寡核苷酸与所述靶序列的至少一种变体杂交的条

件；和

(e) 提供适于寡核苷酸通过核苷酸参入生物催化剂延伸的条件；其中当所述第二种寡

核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补的靶序列变体杂交时，所述生物催化剂能够延

伸所述第二种寡核苷酸，以及当所述第二种寡核苷酸和与其具有的 3’-端核苷酸不互补的

靶序列变体杂交时，所述延伸实质性降低。

[0106] 实施方案 1 的方法，其中具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸位于相对于

第二种寡核苷酸 3’-端的 -5, -4, -3, -2 或 -1 位。

[0107] 实施方案 1的方法，其中当所述寡核苷酸和与其具有的所述 3’-端核苷酸互补的

靶序列变体杂交时，步骤（e）中的所述核苷酸参入生物催化剂能够专一地延伸所述第二种

寡核苷酸。

[0108] 实施方案 1 的方法，其中所述在环外氨基被共价修饰的碱基选自 N6- 苄基 - 腺嘌

呤，N6- 对 - 叔丁基 -苄基腺嘌呤，N2- 烷基 -鸟嘌呤和 N4- 苄基 -胞嘧啶。

[0109] 实施方案 1 的方法，其中所述核苷酸参入生物催化剂选自 Taq DNA 聚合酶、Z05 

DNA 聚合酶、ΔZ05 DNA 聚合酶和ΔZ05-Gold DNA 聚合酶。

[0110] 实施方案 1的方法，其中所述靶序列为 SEQ ID NO: 1 和 / 或 SEQ ID NO: 2。

[0111] 实施方案 1的方法，其中所述第二种核苷酸具有蝎型或类蝎型形式。

[0112] 实施方案1的方法，其中所述第一种寡核苷酸为SEQ ID NO: 6和 /或所述第二种

寡核苷酸选自 SEQ ID NO: 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12 和 13。

[0113] 一种检测样品中以几种变体序列形式存在的靶序列变体的方法，所述方法包括：

(a) 将第一种和第二种寡核苷酸与靶序列的至少一种变体杂交；其中所述第一种寡核

苷酸与所述靶序列的一种或多种变体至少部分互补，以及所述第二种寡核苷酸与所述靶序

列的一种或多种变体至少部分互补并具有与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’- 端核苷

酸，所述第二种寡核苷酸参入至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；

(b) 使用核苷酸参入生物催化剂延伸所述第二种寡核苷酸；其中所述生物催化剂能够

可检测地延伸仅与靶序列变体杂交的寡核苷酸，所述寡核苷酸具有与所述靶序列变体互补

的 3’-端核苷酸；和

(c) 检测所述第二种寡核苷酸延伸的产物，其中延伸表示下述靶序列变体的存在，即

所述寡核苷酸具有与之互补的 3’-端核苷酸。

[0114] 一种用于以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基因特异性扩增的试剂盒，其

包含：

（a）第一种寡核苷酸，其至少与所述靶序列的一种或多种变体部分互补；

（b）第二种寡核苷酸，其至少与所述靶序列的一种或多种变体部分互补并具有与所述

靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸；其中所述第二种寡核苷酸参入至少一个具有在

环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸；和

（c）核苷酸参入生物催化剂，核苷三磷酸，适于核苷酸参入生物催化剂延伸核酸的缓冲

液和一套进行等位基因特异性扩增的说明书。

[0115] 一种用于进行以几种变体序列形式存在的靶序列的等位基因特异性扩增的寡核

苷酸，其包含：
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- 与所述靶序列的一种或多种变体的一部分至少部分互补的序列；

- 与所述靶序列的仅一种变体互补的 3’-端核苷酸和

- 至少一个具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸，其中所述修饰的核苷酸为

3’-端核苷酸。

[0116] 实施方案 11 的寡核苷酸，其具有选自 SEQ ID NO: 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12

和 13 的序列。

[0117] 实施方案 11 的寡核苷酸，其中具有在环外氨基被共价修饰的碱基的核苷酸的结

构选自：

其中 S代表糖部分，R代表修饰基团。

[0118] 实施方案 11 的寡核苷酸，其中所述在环外氨基被共价修饰的碱基包含以下通式

的修饰物：

其中 R1和 R 2独立地选自氢、烷基、烷氧基、未取代或取代的芳基和苯氧基。

[0119] 实施方案 14 的寡核苷酸，其中所述修饰物具有以下通式：

其中 R3选自 C 1-C6 烷基、烷氧基和硝基。
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<210> 1

<211> 109

<212> DNA

<213> 智人

<400> 1

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac agagaaatct cgatggagtg ggtcccatca       60

gtttgaacag ttgtctggat ccattttgtg gatggtaaga ttgaggcta                  109

<210> 2

<211> 110

<212> DNA

<213> 智人

<400> 2

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac agtgaaatct cgatggagtg ggtcccatca       60

gtttgaacag ttgtctggat ccattttgtg gatggtaaga attgaggcta                 110

<210> 3

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 3

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 4

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列
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<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (31)..(31)

<223> N6- 苄基 -dA

<400> 4

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 5

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (31)..(31)

<223> N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

<400> 5

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 6

<211> 25

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (25)..(25)

<223> N6- 苄基 -dA

<400> 6

tagcctcaat tcttaccatc cacaa                                            25

<210> 7

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>
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<221> 修饰的碱基

<222> (33)..(33)

<223> N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

<400> 7

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 8

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (29)..(29)

<223> N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (33)..(33)

<223> N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

<400> 8

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 9

<211> 10

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 9

tcgatggagt                                                             10

<210> 10

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (33)..(33)

<223> N6- 苄基 -dA
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<400> 10

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 11

<211> 31

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (27)..(27)

<223> N6- 苄基 -dA

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (31)..(31)

<223> N6- 苄基 -dA

<400> 11

taaaaatagg tgattttggt ctagctacag a                                      31

<210> 12

<211> 32

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 12

cccgcgcgga cccactccat cgagagcgcg gg                                     32

<210> 13

<211> 32

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 13

cccgcgcgga cccactccat cgagagcgcg gg                                     32

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基

<222> (25)..(25)

<223> N6- 苄基 -dA

<400> 14

tagcctcaat tcttaccatc cacaa                                            25

<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 15

tctcgatgga gtgggtcc                                                    18

<210> 16

<211> 27

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 16

gggtcccatc agtttgaaca gttgtct                                          27

<210> 17

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<400> 17

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33

<210> 18

<211> 33

<212> DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 人工序列的描述 : 合成引物

<220>

<221> 修饰的碱基
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<222> (31)..(31)

<223> N6- 对 - 叔丁基 -苄基 -dA

<400> 18

agtaaaaata ggtgattttg gtctagctac aga                                    33
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图 1
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图 2
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图 3
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图 4
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图 5
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图 6
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图 7
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