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目的
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建立可用于舌癌耐药蛋白
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$基因启动子区
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岛测序检测的反应体系%方法
!

采

用人肺癌
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细胞作为待测样品!以
/LWV!

启动子区
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岛为靶片段设计特异扩增'测序引物!建立
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启

动子区
L

3

Y

岛测序检测反应体系!并检测
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U#'"

'

UC7.(

细胞株和
%

例患者肿瘤组织标本%结果
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建立了

以
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$终浓度
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!降落聚合酶链反应"
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$条件)联合
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终浓度
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岛测序检测体系!并成功检测了
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和
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成功建立可用于
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启动子区
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舌癌耐药蛋白
!
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/LWV!

%编码基因位于人
!!

号染色体#

有
#

种不同剪切体#所编码的
/LWV!

蛋白在肿瘤发生,发展与

治疗中的作用及其调控机制尚未完全阐明)

!.%

*

+有研究证实#

以
/LWV!

基因
!

号外显子第
!

个碱基为
!̂

#其
&̂%%

!

(̂",

碱基片段为启动子结合区)

%

*

+
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Y

岛通常存在于真核生物管

家基因调控区#可通过甲基化修饰调控相应基因的表达+因此

对
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛进行测序确定有助于明确该

基因的调控机制与功能+在线工具$

766
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>>>)C50

@

1<1)

05

@

"%分析结果显示#在上述启动子结合区附近$

X%*(

!

$̂''

%存在
!

个长度为
*$#8

3

的
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3

Y

岛+

S=<

@

15

直接测序

法以聚合酶链反应$

VLW

%为基础#因此采用
VLW

技术有效扩

增
RN-

目的片段是进行
S=<

@

15

直接测序的前提+然而#富集

YL

碱基的
RN-

目的片段通常由于受到链内二级结构较为复

杂,引物错配位点多等因素的影响#

VLW

扩增极易失败#进而

无法采用
S=<

@

15

直接测序法进行测序分析+

/LWV!

基因启

动子区
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3

Y

岛
YL

含量为
',)*+

#属高
YL

含量
RN-

片段+

本研究以其为靶点#通过引物设计与筛选,辅助物添加,反应条

件选择等不同层面的优化#成功完成
/LWV!

基因启动子区
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岛测序分析+现将研究结果报道如下+
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材料与方法
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细胞来源
!

人肺癌细胞株
-$#,

,

U#'"

,

U!%,,

#人肝癌

细胞株
UC7.(

#以及
%

例分离自非小细胞肺癌患者的新鲜肿瘤

组织标本均由本研究所保藏+

$)/

!

仪器与试剂
!

M15;6;

型梯度
VLW

扩增仪,

&!&"24

型遗传

分析仪购自美国
-TF

公司+

RN-

提取试剂盒,

VLW

反应试

剂,

RN-

测序试剂和二甲基亚砜$

RKS]

%分别购自天根生化

科技$北京%有限公司,美国赛默飞世尔科技公司,美国
-TF

公

司和美国
SFYK-

公司+

RN-

分子标记物
RN- K=5I15

'

,

!

I8RN-4=BB15

购自天根生化科技$北京%有限公司+

$)'

!

方法
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引物设计
!

以
Y1<1T=<I

数据库中人
/LWV!

基因上

游启动子区序列$

-L

2

"""!#&)!

%为靶序列#采用
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软
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件设计扩增及测序引物#引物序列见表
!

+其中#

V!

,

V%

系统

采取两段式设计#首先扩增并测序
L

3

Y

岛上,下游部分#然后

拼合获得
L

3

Y

岛全序列+

V&

系统的
VLW

扩增部分采用一段

式设计#一次性扩增整个
L

3

Y

岛区域#再采用多条测序引物分

段进行测序#最后拼合获得
L

3

Y

岛全序列+所有引物由上海

英骏生物技术有限公司合成+

表
!

!

/LWV!

基因启动子区
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3

Y

岛段扩增及测序引物序列&

$G

!

&G

'

引物编号 扩增引物 测序引物

V!.! //YYL///-//LL-//Y/LL YYL///-//LL-//Y/LLY

-Y/LL/LL/LLL//Y/LY -Y/LL/LL/LLL//Y/LY

V!.% LL-/LLYLL-LLL/-L/ YYL///-//LL-//Y/LLY

L/LL/YLL-LL/LL-/L /YLL-LL/LL-/L-/LL

V%.! /YY-Y-LYL/YLY-Y/- LYYLYL/L/Y-YYL/Y/Y

/LYLLLY/Y/LL-Y/- LYLLLY/Y/LL-Y/-YYY

V%.% LL//LLL/YLLL//L/Y //LLL/YLLL//L/Y-YLY

Y//YYY//-//L/LL-/L---- LL-YLLLYLLY//LL

V& /--L-/YY-YY--Y--LLY -YY--Y--LLY-Y--L/LL-/L/

/--L-/YY-YY-----LLY

"

YY//YYL///-//LL-//Y/LL

YLL---LLL---/L-LL LYLL-LLL/-L/YY-L-LY
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注!

"表示该引物为上游引物的简并引物#使用时与上游引物以
!i%

比例配制为混合液+
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反应
!

$

!

%常规
VLW

反应!以
-$#,

细胞基因组

RN-

为模板进行
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反应最佳退火温度的筛选+反应体系!
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Y511<9;2

试剂
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,上游引物$
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"

90J

"

J

%
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J

,下游

引物$
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"

90J

"

J

%

!

"

J

,纯水
'

"

J

,

RN-

模板
%

"

J

#总体积
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"

J

+反应条件!

,$d&9;<

(

,$d&":

,退火
%$:

,

(%d$":

循环
&$

次$退火温度包括
$"

,

$&

,

$'

,

$,

,

'%

,

'$ d

%(

(% d (

9;<

+$

%

%添加
RKS]

的
VLW

反应!分别向常规
VLW

反应体

系中添加
RKS]

至其终浓度分别为
"+

,

!+

,

&+

,

$+

,

*+

,

!"+

#相应
RKS]

溶液体积自纯水中扣减+利用筛选所得的

各对扩增引物的最佳退火温度依常规反应条件进行
VLW

扩

增+观察
RKS]

对
VLW

扩增效率及特异性的影响+$

&

%降落

VLW

与
S40>.B0><VLW

反应!利用降落
VLW

反应条件同时扩

增常规
VLW

反应体系和含
!+ RKS]

的
VLW

反应体系+降

落
VLW

反应条件如下+预变性!

,$d&9;<

(降落循环反应!

,$d&":

,

'*

!

$!d %$:

$自第
%

个循环起每个循环下降
!

d

%,

(%d$":

循环
!*

次(固定退火温度循环反应!

,$d&"

:

,各引物对最佳退火温度$

V!.!'%d

#

V!.%'%d

#

V%.!'%d

#

V%.%$,d

#

V&$'d

%

%$:

,

(%d$":

循环
%$

次(延伸!

(%d(

9;<

+利用降温速率为
&&+

和
''+

的
S40>.B0><VLW

反应条

件同时扩增常规
VLW

反应体系和含
!+ RKS]

的
VLW

反应

体系+

S40>.B0><VLW

反应条件与降落
VLW

基本一致#区别

在于
S40>.B0><VLW

在.降落循环反应/和.固定退火温度的

循环反应/阶段由变性温度
,$d

降低至相应退火温度的降温

速率更为缓慢#分别设置为
&&+

或
''+

+$

#

%

VLW

产物鉴定!

%+

琼脂糖电泳鉴定
VLW

扩增产物+

$)')'

!

测序反应
!

$

!

%

VLW

产物纯化!将
%

"

J

虾碱性磷酸酶

混合物加入
$

"

JVLW

产物中#

&( d

放置
!7

#

*" d

放置
!$

9;<

+$

%

%测序反应!测序反应体系包括纯化后
VLW

产物
%

"

J

,

T;

@

B

A

1&)!

试剂
!

"

J

,测序引物$

!"

"

90J

"

J

%

!

"

J

,纯水
%

"

J

+反应条件!

,'d!9;<

(

,'d!":

,

$"d$:

,

'"d#9;<

#

循环
%$

次+测序反应产物经醋酸钠乙醇纯化后上机测序+采

用
L7509=:%)%&

软件读取测序结果#并与标准序列进行比对

分析+

$)')1

!

样品检测
!

采用上述方法建立的
/LWV!

基因启动子

区
L

3

Y

岛测序体系检测所收集的细胞株与临床标本+

/

!

结
!!

果

/)$

!

常规
VLW

反应结果
!

V%.!

体系
VLW

产物电泳鉴定可见

长度为
#$!8

3

的目的条带#退火温度为
'%d

时的目的条带最

为清晰,明亮#故选择
'%d

为最佳退火温度+

V!.%

与
V%.%

体

系电泳图分别可见长度为
''(

,

$%'8

3

的目的条带#退火温度

分别为
'%

,

$,d

时#二者的目的条带最为清晰,单一#故分别选

择
'%

,

$,d

为最佳退火温度+

V!.!

与
V&

体系电泳图未见目

的条带#综合考虑引物解链温度#分别选择
'%

,

$(d

为后续实

验退火温度+

/)/

!

添加
RKS]

的
VLW

反应结果
!

添加不同比例
RKS]

的

V!.!

体系
VLW

产物电泳图未见任何扩增条带+

RKS]

终浓

度为
"+

,

!+

,

&+

的
V!.%

体系电泳图可见目的条带+

RKS]

终浓度为
"+

,

!+

,

&+

,

$+

的
V%.!

体系电泳图可见单一目的

条带+

RKS]

终浓度为
"+

,

!+

的
V%.%

体系电泳图可见单一

目的条带+

RKS]

终浓度为
!+

的
V&

体系电泳图可见微弱的

长度为
!!(#8

3

的单一目的条带+添加
RKS]

的
VLW

反应

产物电泳图见图
!

+

/)'

!

降落
VLW

与
S40>.B0><VLW

结果
!

$

!

%采用降落
VLW

反应条件时#

RKS]

终浓度为
"+

,

!+

的
V!.%

,

V%.!

,

V%.%

体系

VLW

产物电泳图均可见目的条带#仅
RKS]

终浓度为
!+

的

V&

体系
VLW

产物电泳图可见目的条带#

V!.!

体系
VLW

产物

电泳图未见任何扩增条带+降落
VLW

产物电泳图见图
%

+

$

%

%采用
''+

降温速率
S40>.B0><VLW

反应条件时#

RKS]

终

浓度为
"+

,

!+

的
V!.%

,

V%.!

,

V%.%

体系
VLW

产物电泳图均可

见目的条带#但非特异性条带增多(仅
RKS]

终浓度为
!+

的

V&

体系
VLW

产物电泳图可见目的条带#但同时伴随
!

条非特

异性条带(

V!.!

体系
VLW

产物电泳图未见任何扩增条带+$

&

%

使用
&&+

降温速率
S40>.B0><VLW

反应条件时#

RKS]

终浓

度为
"+

,

!+

的
V%.!

体系
VLW

产物电泳图可见目的条带#其

-
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检验医学与临床
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年
#

月第
!%

卷第
(

期
!

J=8K1BL4;<
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-
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!

M04)!%
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余体系
VLW

产物电泳图均未见目的条带+

!!

注!

K

为
RN-

分子标记物
RN- K=5I15

'

(

K!

为
RN-

分子标记物
!I8RN-4=BB15

(

N/L

为阴性对照(

!

!

'

分别表示
RKS]

终浓度为

"+

,

!+

,

&+

,

$+

,

*+

,

!"+

+

图
!

!

添加
RKS]

的
VLW

反应产物电泳图

!!

注!

K

为
RN-

分子标记物
RN- K=5I15

'

(

K!

为
RN-

分子标记物
!I8RN-4=BB15

(

N/L

为阴性对照+

图
%

!

降落
VLW

产物电泳图

/)1

!

测序反应结果
!

采用常规
VLW

反应条件时#

RKS]

终浓

度为
!+

的
V%.!

,

V%.%

体系
VLW

产物正,反向测序均成功#所

得序列与标准序列完全相符+采用降落
VLW

反应条件时#

RKS]

终浓度为
"+

,

!+

的
V!.%

,

V%.!

,

V%.%

体系
VLW

产物

正,反向测序均成功#所得序列与标准序列完全相符+采用降

落
VLW

反应条件时#

RKS]

终浓度为
!+

的
V&

体系
VLW

产

物正,反向测序均成功#所得序列与标准序列基本相符#片段实

测长度为
!!(#8

3

#较设计片段长
!'8

3

#增加的片段序列为

YYY-Y-Y-YYY-Y-Y-

#位于设计片段正向
!'"

!

!*&

8

3

+以上结果表明
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛测序体系

$

V!.%

,

V%

,

V&

体系%已初步建立+确定以
V!.%

$

RKS]

终浓度

"+

#降落
VLW

反应条件%,

V%

$

RKS]

终浓度
!+

#常规
VLW

反应条件%和
V&

$

RKS]

终浓度
!+

#降落
VLW

反应条件%测序

检测体系作为后续样品的检测体系+

/)2

!

样品检测结果
!

V!.%

,

V%/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛

测序体系均成功检测
&

株细胞和
%

例临床标本#所得序列与标

准序列相符+

V&

体系成功检测
%

株细胞和
%

例临床标本#

U#'"

细胞未检出+在获得测序结果的细胞和样品中#

UC7.(

细胞和
%

例临床标本所测序列与标准序列相符#

U!%,,

细胞

所测序列与标准序列相比多出
!'8

3

#序列为
YYY-Y-Y-Y

YY-Y-Y-

+

'

!

讨
!!

论

在人类基因组中#仅约
&+

的
RN-

片段属于高
YL

富集

区#但有
%*+

的基因位于这些区域)

&

*

+与此同时#很多基因的

重要调控区域$如启动子,增强子等的结合区%也位于高
YL

富

集区+

L

3

Y

岛是
RN-

上一段富含由磷酸酯健相连的胞嘧啶,

鸟嘌呤二核苷酸的区域#常位于真核生物管家基因的调控区#

通过甲基化修饰调控相应基因的表达#也属于高
YL

富集

区)

#

*

+

/LWV!

基因上游存在
!

个
*$#8

3

的
L

3

Y

岛#

YL

含量

达
',)*+

#对该片段进行测序分析对于了解基因的调控机制

与功能具有重要意义+

成功扩增目的片段是对其进行测序分析的前提#但对
YL

富集区的
RN-

片段进行有效的
VLW

扩增较为困难+直接影

响扩增成功与否的因素包括合理的引物设计#以及反应体系和

反应条件的优化+

相关研究显示#高
YL

含量的
RN-

片段二级结构较为复

杂#且存在较多的错配位点#影响引物的有效,正确结合和

RN-

聚合酶的推进#导致
VLW

扩增失败)

$

*

+此外#如果所设

计的引物正好位于二级结构区#则会直接导致扩增失败+故本

研究采取了以下设计策略!$

!

%设计两套扩增引物#各分两段扩

增
/LWV!

基因启动子区的
L

3

Y

岛#而每对引物仅有
!

条位于

L

3

Y

岛内的
YL

富集区#以此降低引物位于高
YL

片段二级结

构区的概率#同时也实现了最佳扩增引物对的筛选+$

%

%另设

计
!

对分别位于
L

3

Y

岛两侧的引物#以避免引物位于高
YL

片段的二级结构区#有利于引物和模板的结合+在本研究中#

V%

,

V&

体系最终成功扩增目的片段#提示上述引物设计策略是

可行的#但
V!

体系中仅
V!.%

引物对成功扩增目的片段#提示

V!.!

引物对中的引物可能位于目的片段的二级结构区+同

-

&,*

-
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时#本研究发现相比参考序列#

V&

体系扩增的目的片段多出了

含有
!'

个碱基的片段#提示在该区域可能存在基因多态性#如

引物位于该区域#有可能导致扩增失败#因此根据实际测序结

果适当调整引物设计位点也是必要的+

相关研究报道#

RKS]

,甘油,甜菜碱等物质有助于高
YL

模板解链#从而促进
VLW

的有效扩增#有助于扩增高
YL

片段

的成功率和特异性)

'.,

*

+另有研究显示#

VLW

反应体系中含有

浓度为
$+

的
RKS]

有助于高
YL

片段的扩增)

!"

*

+本研究结

果显示#在
V!

,

V%

体系中加入
RKS]

并未提高扩增的成功率

和特异性#但在
V&

体系中#加入
RKS]

并使其终浓度达到

!+

#是目的片段成功,特异扩增的必需条件+然而随着
RK.

S]

终浓度的增加#表现出对
VLW

反应的抑制效应+以上结果

提示在
VLW

反应体系中加入
RKS]

仅可提高部分高
YL

片段

的扩增效率和特异性#考虑可能与目的片段是否具有二级结构

有关+此外#本研究结果所显示的
RKS]

最佳终浓度$

!+

%与

其他研究报道存在一定的差异#可能与使用的
RN-

聚合酶及

反应体系设置不同有关+因此#在设计优化的高
YL

片段扩增

体系时#必须结合自身实验条件+

T=?79=<<

等)

&

*利用
S40>.B0><VLW

成功扩增了
YL

含

量大于
*&+

的目的片段#并发现其扩增效果优于降落
VLW

+

本研究也利用两种方法扩增了
/LWV!

基因启动子区的
L

3

Y

岛#结果显示采用降落
VLW

反应条件可促进
V&

体系$

RKS]

终浓度
!+

%的扩增效率和特异性#但在其他体系中未观测到

相关效应+降温速率
''+

的
S40>.B0><VLW

反应条件促进了

V&

体系的扩增效率#但并未促进其特异性+在其他反应体系

中#

S40>.B0><VLW

未体现出促进
VLW

扩增效率和特异性的

功能+分析其原因可能是由于反应条件仅为保证
VLW

成功扩

增高
YL

片段的重要条件之一#不同的反应条件需与不同的引

物对,反应体系及添加物相配合#方能提高
VLW

的扩增效率和

特异性+

本研究还利用错位设计模式将各测序引物的
&G

端设计在

扩增引物的
&G

端内侧#以此提高测序反应的特异性+因此#虽

然
V!.%

,

V%.%

体系的
VLW

扩增产物中存在非特异性条带#但

在测序时仅目的片段的序列可被检测#由此提高了测序反应的

特异性+

在本研究中#

U#'"

细胞未能被
V&

体系成功检测#同时在

V&

体系检出的细胞和组织样品中#

/LWV!

基因
L

3

Y

岛的上

游也存在多态性现象#提示
V&

体系的上游扩增引物可能位于

多态性区域#从而导致
U#'"

细胞检测失败+虽然
V!.%

,

V%

体

系均可检出所有细胞与组织样品#但
V%.!

联合
V!.%

方案却是

检出率最高且所覆盖的
L

3

Y

岛范围最为完整的方案#因此该

联合检测方案可作为
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛扩增,测序

的优选方案+但本研究所检测的细胞种类和组织样品例数相

对较少#有待后续更大规模的实验验证+

综上所述#在对
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛进行测序

时#可通过合理设计引物,选择添加物和优化反应条件实现目

的片段的扩增,提高扩增反应的特异性#而提高测序反应的特

异性需要设计
&G

端内移的特异性测序引物+本研究成功建立

了
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛扩增,测序体系#其中以
V%.!

联合
V!.%

检测方案为优选方案+
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