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基因甲基化聚合酶链反应检测体系的优化

揣征然，黄　庆，黄君富，府伟灵（第三军医大学西南医院检验科，重庆　４０００３８）

　　【摘要】　目的　优化甲基化敏感限制性内切酶的聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测体系。方法　用甲基化敏感限制性

内切酶ＰＣＲ技术对１０例健康未孕女性的ＲＡＳＳＦ１Ａ基因进行甲基化检测，并对反应的缓冲体系进行优化。结果

　未经纯化的酶切产物直接进行ＰＣＲ时，ＰＣＲ反应特异性降低，出现众多非特异ＰＣＲ产物；纯化酶切产物或用

ＰＣＲ缓冲液替代酶切缓冲液后，ＰＣＲ反应特异性变高。结论　酶切缓冲液可影响后续ＰＣＲ反应的特异性，采取纯

化措施或以ＰＣＲ缓冲液替代酶切缓冲液能够有效提高后续ＰＣＲ特异性，首选ＰＣＲ缓冲液替代更为简便。

【关键词】　限制性内切酶缓冲液；　聚合酶链反应缓冲液；　纯化；　基因甲基化检测
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　　ＤＮＡ甲基化是指在 ＤＮＡ 甲基转移酶的作用下，基因

ＤＮＡ序列ＣｐＧ双核苷酸的胞嘧啶５′碳位共价键结合一个甲

基基团［１］。ＤＮＡ甲基化是调控基因功能的重要修饰手段，在

发生多种重大疾病（如恶性肿瘤、感染性疾病、遗传性疾病及出

生缺陷等）时，ＤＮＡ甲基化水平会出现明显异常
［２６］。因此，检

测基因甲基化水平有助于多种重大疾病的早期诊断或疗效监

测。目前，甲基化敏感限制性内切酶（ＭＳＲＥ）聚合酶链反应

（ＰＣＲ）技术是检测基因甲基化水平最常用的手段之一
［７８］。本

文在检测健康未孕女性的ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化水平过程中，

初步探索了酶切反应体系对后续ＰＣＲ反应的影响，并对体系

进行了优化。

１　材料与方法

１．１　标本收集　选取２０１３年１月至３月在本院体检中心参

加健康体检的１０例未孕女性，年龄２４～３４岁，平均２８岁，入

选者签署知情同意书。

１．２　试剂与仪器　ＤＮＡ提取采用Ｑｉａｇｅｎｅ公司的 ＱＩＡａｍｐ
?

ＤＮＡＢｌｏｏｄＫｉｔ试剂盒；酶切反应在 ＭｙＧｅｎｅＳｅｒｉｅｓＰｅｌｔｉｅｒ

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ中进行；酶切产物的纯化采用 ＴＦＦｉｌｔｅｒＴｉｐｓ

（ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＦｉｌｔｅｒＴｒｉｍＧｅｎ试剂盒）进行；ＰＣＲ 扩增采用

ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６ＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ；ＢｓｔＵⅠ购自ＮｅｗＥｎｇ

ｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公 司；ＥｘＴａｑ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ试 剂 盒、

ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ购于大连宝生物有限公司；ＱｕａｎｔｉＴＴＭ Ｐｉ

ｃｏＧｒｅｅｎ?ｄｓＤＮＡＡｓｓａｙＫｉｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　在严格无菌条件下抽取肘静脉血２ｍＬ，乙

二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝。

１．３．２　基因组 ＤＮＡ 提取及测定　按试剂说明书，采用

ＱＩＡａｍｐ
? ＤＮＡＢｌｏｏｄＫｉｔ试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，最后用

２００μＬ洗脱液溶解，以 ＱｕａｎｔｉＴ
ＴＭ ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ?ｄｓＤＮＡＡｓｓａｙ

Ｋｉｔ精确定量ＤＮＡ浓度。

１．３．３　ＭＳＲＥＰＣＲ　ＭＳＲＥＰＣＲ的基本反应过程如下：首先

以 ＭＳＲＥＢｓｔＵⅠ酶切基因组ＤＮＡ，然后ＰＣＲ扩增酶切位点

所在基因片段，根据扩增片段的有无判断是否甲基化（ＢｓｔＵⅠ

只识别并切割未甲基化的特定ＤＮＡ序列，若ＤＮＡ未发生甲

基化时，不会产生特异的ＰＣＲ产物）
［９１０］。具体步骤如下。

１．３．３．１　ＤＮＡ酶切　酶切反应体系为１×ＮＥ缓冲液４（以下

简称ＮＥＢｕｆｆｅｒ４），ＢｓｔＵⅠ５０Ｕ，基因组ＤＮＡ５０ｎｇ，双蒸灭

菌水补足２０μＬ。６０℃酶切反应１６ｈ。

１．３．３．２　ＰＣＲ反应　取酶切产物４μＬ作为模板进行ＰＣＲ扩

增，ＰＣＲ体系为１×ＥｘＴａｑＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ缓冲液（以下

简称 ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ），２．５μｍｏｌ／Ｌ 的脱氧核糖核苷三磷酸

（ｄＮＴＰ），各４ｐｍｏｌ／Ｌ的上下游引物，０．５Ｕ 的 ＥｘＴａｑＨＳ

ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，其余用双蒸灭菌水补足２０μＬ反应体系。

ＰＣＲ反应参数：９５℃５ｍｉｎ→９５℃３０ｓ→（６８℃３０ｓ→７２℃

３０ｓ）４０个循环→７２℃５ｍｉｎ→４℃保存。扩增产物经２％琼

脂糖凝胶电泳进行检测分析。
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１．３．３．３　改良步骤纯化　取１０μＬ酶切产物采用ＴＦＦｉｌｔｅｒ

Ｔｉｐｓ进行纯化，以纯化产物进行后续ＰＣＲ。

１．３．３．４　改良步骤缓冲液　以ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ代替ＮＥＢｕｆｆｅｒ

４进行酶切及ＰＣＲ检测。

２　结　　果

２．１　纯化步骤改善了 ＮＥＢｕｆｆｅｒ４对ＰＣＲ反应的影响　在

ＮＥＢｕｆｆｅｒ４中，ＤＮＡ经ＢｓｔＵⅠ酶切后，以酶切产物直接进行

ＰＣＲ扩增，结果发现大量非特异性条带（见图１的１号泳道）；

仅含有ＮＥＢｕｆｆｅｒ４、无ＢｓｔＵⅠｔ内切酶的对照组在ＰＣＲ扩增

后，出现类似的大量非特异性条带（见图１的３号泳道），表明

ＮＥＢｕｆｆｅｒ４存在会降低ＰＣＲ扩增的特异性。酶切产物经纯

化后，排除了 ＮＥＢｕｆｆｅｒ４的影响，ＰＣＲ扩增所产生的非特异

条带明显减少（见图１的２、４号泳道）。

　　注：１为ＢｓｔＵⅠ＋未纯化组；２为ＢｓｔＵⅠ＋纯化组；３为无ＢｓｔＵⅠ

＋未纯化对照组；４为无ＢｓｔＵⅠ＋纯化对照组；＋为阳性对照；－为阴

性对照；Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；以上各组均以ＮＥＢｕｆｆｅｒ４作为缓冲液。

图１　ＤＮＡ酶切产物的ＰＣＲ电泳结果

２．２　ＰＣＲ缓冲液可替代酶切缓冲液　以ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ代替

ＮＥＢｕｆｆｅｒ４，进行酶切以及ＰＣＲ反应后，结果没有检测到任何

条带（见图２的３号泳道）；而ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ＋无内切酶对照组

的ＰＣＲ结果仅仅显示１个条带（见图２的４号泳道）；以上两

个结果均与预期相符，说明用ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ代替酶切体系中

的ＮＥＢｕｆｆｅｒ４后，ＢｓｔＵⅠ同样可以彻底酶切ＤＮＡ，而且也不

影响后续ＰＣＲ的特异性。加入 ＮＥＢｕｆｆｅｒ４的两个对照组，

ＰＣＲ产物均含有大量非特异性条带（见图２的１、２号泳道）。

　　注：１为ＮＥＢｕｆｆｅｒ４＋ＢｓｔＵⅠ对照组；２为ＮＥＢｕｆｆｅｒ４＋无ＢｓｔＵ

Ⅰ对照组；３为ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ＋ＢｓｔＵⅠ组；４为ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ＋无ＢｓｔＵ

Ⅰ组；＋为阳性对照，－为阴性对照；Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ。

图２　同Ｂｕｆｆｅｒ未纯化酶切扩增产物电泳结果

３　讨　　论

近年来，ＤＮＡ甲基化的相关研究受到广泛重视
［１１］，与之

相应出现了一系列 ＤＮＡ 甲基化水平的检测方法
［１２１３］。而

ＭＳＲＥ法是最经典的一种方法
［１４］。该方法利用 ＭＳＲＥ不切

割甲基化位点的特性，特异性地切断未发生甲基化的区域，将

ＤＮＡ消化为大小不等的片段，再进行特异性的ＰＣＲ扩增，根

据ＰＣＲ产物的有无来分析判断ＤＮＡ是否发生了甲基化。

在未孕女性中，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的甲基化水平通常很低，

因此在 ＭＳＲＥ法检测中，基因将被切断，后续特异性ＰＣＲ反

应无法进行，检测结果也不能检测到ＰＣＲ产物。但在本研究

中，发现酶切体系的缓冲液ＮＥＢｕｆｆｅｒ４会影响后续ＰＣＲ反应

的特异性，使ＰＣＲ产物出现大量的非特异性条带。究其原因，

可能是ＮＥＢｕｆｆｅｒ４中含有乙酸钾、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）等成

分，这些成分被引入ＰＣＲ反应后，可降低引物与模板结合的特

异性，引发大量错配，从而降低了ＰＣＲ的特异性。

为去除ＮＥＢｕｆｆｅｒ４对后续ＰＣＲ反应的影响，本研究在酶

切实验之后，对酶切产物进行纯化处理，结果比较理想，ＰＣＲ

产物的非特异性条带消失，目的条带单一。但纯化步骤可能会

带来某些潜在影响，譬如因为技术原因，部分短链ＤＮＡ可能

会在纯化过程中丢失，若丢失的ＤＮＡ包含了目标ＤＮＡ，则会

造成假阴性结果；此外，即使是长链ＤＮＡ，在纯化后也会丢失

一部分，若ＤＮＡ起始浓度很低时，将会因为ＤＮＡ的丢失而影

响ＰＣＲ的敏感度，造成假阴性。同时纯化步骤比较繁琐、费时

费力。所以本研究进一步探索了省略纯化步骤的改良方法。

经验证，以ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ代替 ＮＥＢｕｆｆｅｒ４进行酶切时，

ＢｓｔＵⅠ同样可以彻底酶切ＤＮＡ，其原因可能是ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ

的离子浓度、ｐＨ等关键成分与ＮＥＢｕｆｆｅｒ４比较相似，因此基

本可以保障ＢｓｔＵⅠ发挥酶切功能，而且后续ＰＣＲ反应初期的

９５℃变性步骤可以高温灭活内切酶，因而内切酶对ＰＣＲ反应

基本不会造成影响。此种方法较上述纯化改良方法更为简便，

对后续反应的影响也很小。

虽然本研究中ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ可以代替 ＮＥＢｕｆｆｅｒ４进行

酶切，但这种改良并非普遍适用，取决于ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ的离子浓

度、ｐＨ等成分和酶切Ｂｕｆｆｅｒ是否相近，若相差较远则不可相

互替代，否则会出现酶切不完全或者不能酶切的情况。此时建

议通过纯化的方法去除酶切Ｂｕｆｆｅｒ的影响。
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本研究发现，３８例新生黄疸患儿和４６例早产低体质量儿

原血片有１２种相同氨基酸水平（Ａｌａ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、Ｔｒｐ、

Ｖａｌ、Ｇｌｙ、Ｏｒｎ、Ｓｅｒｎ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ）较召回血片升高（犘＜０．０５）；新

生黄疸患儿原血片中 Ｇｌｎ及 Ａｒｇ水平偏低（犘＜０．０５）。本文

对以上氨基酸水平变化的影响因素进行分析，新生儿黄疸能导

致不同程度的神经系统损害，同时能引起心、肝、肾等器官的脂

质过氧化损伤［４］；早产低体质量儿因机体各器官发育不成熟，

机体的正常代谢机制亦尚未完善。原血片中 Ａｌａ、Ｔｈｒ、Ｌｅｕ、

Ｖａｌ、Ｔｙｒ、Ｐｒｏ均明显升高，主要是由于这些氨基酸均与肝脏的

受损和修复相关［５］。肝脏蛋白质分解产生的支链氨基酸如

Ｖａｌ、Ｌｅｕ，经血液运往肌肉，与肌肉的支链氨基酸一起进行分

解代谢，脱氨基以合成Ａｌａ。新生黄疸患儿及早产低体质量儿

原血片中 Ｖａｌ、Ｌｅｕ水平明显升高，提示机体可能存在有助于

Ａｌａ生成的机制，而Ａｌａ对肝脏损伤有很强的修复作用
［６］。因

此，新生黄疸患儿及早产低体质量儿血液中 Ａｌａ、Ｔｈｒ、Ｌｅｕ、

Ｖａｌ、Ｔｙｒ、Ｐｒｏ氨基酸水平的升高反映机体处于自我调节从而

达到自我修复的状态，待召回复查时，机体处于稳定状态，各种

氨基酸的水平相对下降。

Ｐｈｅ、Ｍｅｔ、Ｇｌｙ、Ｏｒｎ、Ｓｅｒｎ、Ｔｒｐ水平升高考虑是由于新生

黄疸患儿及早产低体质量儿肝脏功能发育不完全或肝损伤，其

相对应的代谢酶活性低或合成酶不足，正常代谢模式尚未完全

建立引起的一过性升高，如Ｐｈｅ羟化酶活性轻度延迟，会引起

一过性的Ｐｈｅ升高
［７］。

此外，研究中发现新生黄疸患儿原干血滤纸片中 Ｇｌｎ及

Ａｒｇ水平明显偏低，主要原因是血清胆红素水平对新生儿免疫

功能产生不同程度影响［８］。胆红素具有细胞毒作用，可导致患

儿免疫性淋巴细胞凋亡增加［９］。新生黄疸患儿肝脏功能不全，

Ｇｌｎ合成酶活性低，Ｇｌｎ合成不足，且小肠上皮细胞内Ｇｌｎ池贮

量小，进行蓝光治疗时，机体处于抗氧化的应激状态，谷胱甘肽

（ＧＳＨ）又作为人体内最强的抗氧化剂，肠黏膜细胞将大量摄

取Ｇｌｎ以合成ＧＳＨ，以维持机体的抗氧化作用；新生黄疸患儿

肠肝循环的增加时，Ｇｌｎ能刺激肠道黏膜改善血流状态，肠上

皮细胞中Ｇｌｎ酶活性升高，增加对Ｇｌｎ的利用，以减少肠道的

损伤并进行修复。Ｇｌｎ作为肠道黏膜细胞及各种快速生长细

胞的代谢氧化燃料，同时调控许多有关代谢、细胞防卫和细胞

修复的基因表达［１０１１］，而Ａｒｇ同样具有扩张组织血管，维持血

流通畅并调节机体免疫反应的作用［１２］。Ｇｌｎ及 Ａｒｇ作为免疫

营养氨基酸，在提供能量的同时增强机体免疫功能、减轻有害

或过度的炎性反应、保护肠黏膜屏障功能完整性、促进修复，使

机体恢复稳定状态［１３１４］。患儿处于黄疸时期，机体对 Ｇｌｎ及

Ａｒｇ的需求量超过其产出量，从而导致了体内Ｇｌｎ及Ａｒｇ水平

均处于低水平状态，待召回复查时，黄疸时期已过且机体处于

稳定状态，故体内Ｇｌｎ及Ａｒｇ含量升高。

由此可见，新生儿黄疸及早产低体质量严重地影响了新生

儿多种氨基酸水平变化，实验室对在氨基酸遗传代谢病检测结

果进行判断时，应结合新生儿病史，排除假阳性，从而减轻新生

儿筛查工作者的压力及家长的精神负担。
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