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目的
!

探讨改进的亚硫酸氢盐测序法在上皮钙黏蛋白甲基化检测中的可行性&方法
!

提取雄性

\.&&

大鼠肾脏组织基因组
W#$

!亚硫酸氢盐化学转化!通过
NL]

扩增上皮钙黏蛋白基因启动子区特定的序列!以

蓝白克隆斑筛选和测序&结果
!

雄性
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大鼠肾脏上皮钙黏蛋白基因启动子区
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位点均未发

生甲基化&结论
!

改进后亚硫酸氢盐测序法能明显减少非特异性扩增!提高
NL]

效率!更适于基因甲基化状态的

检测&
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目前#亚硫酸氢盐测序法是国内外学者公认的
W#$

甲基

化位点检测金标准#可准确而灵敏地检测出特定
W#$

序列不

同胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸%

L
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[

&位点的甲基化状态#但是在实

验过程中频繁出现的
NL]

扩增效率低下是该研究停滞不前的

重要原因之一+

%-.

,

-本研究借鉴文献中报道的
NL]

引物#通过

摸索基因组
W#$

浓度和
T

>

0g浓度来探讨如何在抑制非特异

性扩增的同时提高扩增效率#成功鉴定了雄性
\.&&

大鼠肾脏

上皮钙黏蛋白基因启动子区
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位点的甲基化

状态+

&-)

,

-现将研究结果报道如下-

$

!

材料与方法

$H$

!

材料与试剂
!

选用无特异病原体%

aN\

&级
)

"

/

周龄的

雄性
\.&&

大鼠#购自北京维通利华实验动物技术有限公司-

大鼠饲养于华中科技大学同济医学院动物实验中心的
aN\

级

动物房-实验动物室温度控制在
00

"

0* P

#湿度控制在

.'X

"

&'X

#光线控制在
%0

"

%0-:

循环-常规饲料和饮用水由

华中科技大学同济医学院动物实验中心提供-以股动脉放血

法处死大鼠#收集肾脏#剪除结缔组织#取肾皮质剪碎成
*'

"

%'',

>

小块组织#液氮速冻#保存于
O('P

冰箱-组织基因

组
W#$

提取试剂盒和
2$

克隆试剂盒分别购自中国北京市

天根生物有限公司和中国北京市全式金生物科技有限公司)正

常熔点琼脂糖购自西班牙
"=3D4E9

公司)热启动
2;

G

酶*

W#$

甲基化转化试剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒分别由美国
\48-

,4+9;E

公司*美国天漠公司和美国
Y,4

>

;

公司提供)甲基化

NL]

引物由上海大连宝生物工程公司提供)其余试剂为国产

分析级的试剂-

$H/

!

基因组
W#$

的制备
!

采用组织基因组
W#$

提取试剂

盒提取基因组
W#$

#用核酸定量仪测量基因组
W#$

的浓度和

纯度#通过
'H*X

"

%H'X

的琼脂糖凝胶电泳检测基因组
W#$

完整性-对检测合格的
W#$

样本置于
O0'P

冰箱备用-

$H'

!

基因组
W#$

亚硫酸氢盐转化
!

采用甲基化转化试剂盒

修饰基因组
W#$

#用核酸定量仪测量修饰好的基因组
W#$

浓

度#再将其置于
O0'P

冰箱备用-

$H1

!

NL]

扩增
!

上皮钙黏蛋白基因的
NL]

引物序列为
\
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和
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*h-LL$L$2-

$LL2$L$$L$$$$$L$-.h

#扩增产物长度为
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采用
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)

Q

反应体系#改变转化后基因组
W#$

和
T

>

0g的终

浓度#引物序列及其他组分终浓度均不变#详见表
%

-

NL]

反

应条件!

1&P

预加热
%',=+

)

1&P

变性
.'E

#

*)P

退火
.'E

#

/0P

延伸
)'E

)重复上述循环
.'

次-

/0P

保持
)'E

后#

&P

保

存-产物均采用
0X

琼脂糖凝胶电泳分离#凝胶成像系统观

察*拍照-也可根据琼脂糖凝胶回收试剂盒说明书的操作步骤

回收目的
NL]

产物-将回收完毕的目的
NL]

产物置于
&P

$

%&/

$

检验医学与临床
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年
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卷第
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期
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待用-

$H2

!

目的基因的克隆及筛选
!

纯化回收
NL]

产物后于载体

连接*转化入
28;+E%-2%

感受态细菌中#行蓝白克隆筛选)以通

用引物
T%.\

和
T%.]

做
NL]

扩增确认阳性克隆#产物经

0X

琼脂糖凝胶电泳分离#凝胶成像系统观察*拍照-

表
%

!

甲基化
NL]

反应体系

成分 试剂使用量%

)

Q

&

%'S

热启动缓冲液
*

%',,37

"

Q?#2N

混合物
%

0*,,37

"

QT

>

L7

0

调节

*J

"

)

Q

热启动酶
'H&

前引物%

%'

)

,37

"

Q

&

%

后引物%

%'

)

,37

"

Q

&

%

W#$

模板 调节

双蒸水 加适量双蒸水至总体积
*'

)

Q

$H)

!

测序
!

选取阳性克隆斑中的菌体#

./ P

恒温震荡培养

%0:

后#取变浑浊的样本送武汉华大基因测序部进行测序-

/

!

结
!!

果

/H$

!

不同浓度
T

>

L7

0

和模板扩展效果比较
!

如图
%

所示#反

应体系中加入
*

*

%'

)

Q

的
0*,,37

"

QT

>

L7

0

和
0*

*

*'

*

%''+

>

基因组
W#$

后#在约
.)*B

6

处均可见明亮的目的条带#其大

小与预期结果一致#未见引物二聚体)但是
%'

)

Q0*,,37

"

Q

T

>

L7

0

可观察到非特异性扩增-鉴于此#确定实验条件为
*

)

Q

的
0*,,37

"

QT

>

L7

0

和
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>

基因组
W#$
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注!

T

为
W#$

标记物)

%

为
%'

)

Q0*,,37

"
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>

L7

0

g%''+

>

基

因组
W#$

)

0

为
*

)
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"

QT

>

L7

0
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>

基因组
W#$

)

.

为
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)
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"

Q T

>

L7

0

g*'+

>

基因组
W#$

)

&

为
*

)
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"

Q

T

>

L7

0

g*'+

>

基因组
W#$

)

*

为
*

)

Q0*,,37

"

QT

>

L7

0

g0*+

>

基因

组
W#$

)

)

为空白对照-

图
%

!

甲基化
NL]

扩增产物电泳图

/H/

!

NL]

筛选阳性克隆
!

阳性重组子的
NL]

产物长度应为

插入目的
W#$

和部分
2

载体序列之和#长度应为
*)&B

6

#琼

脂糖凝胶电泳结果显示#在
*''

和
)''B

6

之间出现明亮而清

晰的目的条带#见图
0

-

!!

注!

T

为
W#$

标记物)

%

为载体)

0

为上皮钙黏蛋白
NL]

产物)

.

为空白对照-

图
0

!

重组子
NL]

扩增产物电泳图

/H'

!

测序结果
!

测序结果与数据库大鼠上皮钙黏蛋白基因

L

6

[

岛
W#$

序列比对#目的片段无突变#

0)

个
L

6

[

位点的胞

嘧啶均被亚硫酸氢盐修饰#最后显示为胸腺嘧啶#表明雄性

\.&&

大鼠肾脏基因启动子
L

6

[

岛所有
L

6

[

位点低甲基化-

'

!

讨
!!

论

由于
W#$

甲基化与肿瘤发生发展密切相关#针对特定基

因异常
W#$

甲基化位点的检测是目前肿瘤生物标志物研究

的热点领域之一+

/-%'

,

-待检的基因组
W#$

经亚硫酸氢盐转化

后#未甲基化的胞嘧啶转变为尿嘧啶#而
*-

甲基化胞嘧啶则保

持不变+

%%

,

-即绝大多数甲基化检测方法就是将修饰前后化学

分子的细微变化转化为碱基改变并通过
NL]

扩增直观地显示

出来-但过量的基因组
W#$

容易引起亚硫酸氢盐修饰不完

全#从而导致部分未甲基化的胞嘧啶无法有效地转变为尿嘧啶

而出现假阳性结果+

%0

,

-经亚硫酸氢盐修饰后#

W#$

链因碱基

发生改变而不再互补#相当于以单链为模板扩增#同时
W#$

大量减少#不稳定性增加)且引物与模板易发生错配#而造成大

量非特异性扩增#在此条件下
T

>

L7

0

浓度过高使
NL]

反应特

异性降低#导致非特异性扩增的出现-

传统的亚硫酸氢盐测序法未明确基因组
W#$

浓度及完

整性#可导致后续
W#$

修饰不彻底和甲基化
NL]

非特异性扩

增而造成实验失败+

0

,

-为解决这方面的难题#本研究改良了传

统方法#调整基因组
W#$

浓度确保每次进行转化的基因组

W#$

为
*'+

>

#并以琼脂糖凝胶电泳确认基因组
W#$

完整

性)在保证模板质量和数量的基础上#在
NL]

实验体系中适当

调整
T

>

L7

0

的浓度#既增加了扩增的敏感性#又有效地降低非

特异性扩增-采用该方法反复进行了多次研究#均可获得理想

的扩增产物-测序结果表明#亚硫酸氢盐转化完全#大鼠肾脏

上皮钙黏蛋白基因启动子区
L

6

[

岛的
0)

个
L

6

[

位点均为非

甲基化#这与国外的报道一致+

&-)

,

-

所以#改进后的亚硫酸氢盐测序法#不仅能有效减少
NL]

反应中的非特异性扩增#而且降低假阳性结果出现的可能性#

更适于检测特定基因位点
W#$

甲基化状态#尤其提高了传统

的亚硫酸氢盐测序法对
L

6

[

岛胞嘧啶鸟嘌呤富集区甲基化状

态检测的特异性和敏感性-
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白癜风通常与其他自身免疫性疾病并存#最为多见是自身

免疫性甲状腺疾病+

(

,

-除了甲状腺疾病#其他自身免疫性疾病

也与白癜风有关-阳性血清中自身抗体的存在#特别是高滴度

的抗核抗体#对自身免疫性疾病的诊断是很重要的-本研究结

果表明#仅有
%.

例患儿抗核抗体阳性#但滴度较低-女性抗核

抗体阳性率明显高于男性#这可能是因为女性在青春期由于雌

激素的大幅波动#更易导致机体内抗核抗体滴度出现阳性+

1

,

-

对
%.

份标本进行
%0

种特异性抗体检测发现#出现频率较高的

抗体分别是
;+9=-aa$

"

]3-)'

*

;+9=-aa$

"

]3-*0

和
;+9=-?EW#$

抗体-研究表明#抗
-]3-*0

*抗
-]3-)'

是自身免疫性疾病患者

血清中检出频率较高的自身抗体#可出现于多种自身免疫性疾

病患者血清中-近年国外有学者研究证实抗
-]3-*0

*抗
-]3-)'

和
;+9=-?EW#$

抗体#可在系统性红斑狼疮临床诊断前多年即

存在#其对系统性红斑狼疮的预测价值是其他自身抗体所不能

替代的+

%'

,

-将以上结果与对照组进行比较发现#病例组阳性

率高于对照组#虽然差异无统计学意义#但本次研究针对抗核

抗体滴度大于
%U&'

患儿所检出的
.

项特异性抗体应高度重

视#拟在后期的治疗过程中分别进行相关阳性患儿回访及相关

检查#并对其进行了自身免疫性疾病防御知识的宣教及追踪档

案的建立-

本研究结果显示#白癜风患者血清中的
M

>

[

和
M

>

$

水平

明显高于对照组#但
M

>

T

水平与对照组差异无统计学意义

%

)

%

'H'*

&#

L&

水平明显低于对照组#而
L.

水平与对照组差

异无统计学意义%

)

%

'H'*

&-

$7=

等+

%%

,发现在
.'

例白癜风患

者
M

>

[

和
M

>

$

水平下降远高于对照组人群#但
M

>

T

水平的变

化是微不足道的-

K4++4<48

等+

%0

,分析了
&0

例进展期白癜风

患者的补体水平#发现其中
/

例患者存在明显的
L&

降低#与对

照组差异有统计学意义%

)

$

'H'*

&-通过进一步对病例组患

儿按照病程*型别*是否进展期及是否有家族史进行分组比较#

发现不同型别*是否有家族史及处于进展期患儿出现不同程度

M

>

[

水平和
L&

水平紊乱的现象#但不同病程的患儿之间体液

免疫各项指标差异无统计学意义%

)

%

'H'*

&#原因有待进一步

研究-

目前国内外许多学者虽然对白癜风进行了大量的研究#其

覆盖面较为广泛#但对体液免疫与白癜风发病的关系的研究甚

少#没有取得很大的进展-白癜风的免疫学因素仍是当前的研

究热点#但是确切的发病机制还不是很清楚-本研究结果再次

证明白癜风患儿的发病与体液免疫功能的异常状态密切相关#

进一步支持了自身抗体与黑素细胞膜抗原结合后#通过补体溶

解作用和抗体依赖性细胞毒性作用两条途径实现对黑素细胞

的破坏的学说-同时结果表明散发型白癜风患儿*进展期患儿

和有家族史的患儿更容易出现体液免疫功能紊乱#容易引起疾

病的发生发展-
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