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7I$

#患者黑色素瘤优先表达的抗原
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#基因低甲基化水平%初步评价其临床意义&方法
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用亚硫酸氢盐修饰后的基因组
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检测
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组#患者的骨髓单个核细胞中
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+是肿瘤相关抗原!在多种肿瘤细胞中高

度表达!可作为一种肿瘤分子标志物用于微小残留病*
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)研究发现!
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基因启动子区低甲基化可能是其表达调控机制之一"

本实验室建立了一种检测
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基因低甲基化的
%[=\L??1

荧光染料实时定量甲基化特异性
_@5

*

5Q3I#_

+法!并对急性

髓系白血病*

7I$

+患者进行了检测!证实该方法可用于
7I$

患者初诊标本检测!并可用于随访标本
I5R

的监测"

!

!

资料与方法

!-!

!

一般资料
!

选择
(4

例*对照组+骨髓标本!其中
((

例取

自正常捐献者!

2

例取自缺铁性贫血*

SR7

+患者"

.'

例*

7I$

组+患者骨髓标本来自本院血液科住院患者!诊断按
J7T

标准

分类"未甲基化阳性对照为重亚硫酸氢盐修饰的
7I$

患者

的骨髓
RC7

!用去离子水作为阴性对照!甲基化阳性对照为经

甲基转移酶*

I-#00S

+处理后再行重亚硫酸氢盐修饰的正常人

骨髓
RC7

"

!-"

!

单个核细胞分离和基因组
RC7

制备
!

按本实验室常规

方法提取骨髓单个核细胞,依据基因组
RC7

提取试剂盒
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\?1EL=

+和
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修饰试剂盒*
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公司+操作指南提取

基因组
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!进行
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重亚硫酸氢盐修饰!
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保存

备用"
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方法
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7$d

的上

游引物序列
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检测不同浓度
_57I%

基因与
7$d

基因质粒结果

基因 浓度
@

A

@

A

@

A

@

A

@

A

@

A

@

A

@

A

变异系数*

U

+

_57I% 6h('

2

(!-'! ((-4& (!-'! ((-&4 ((-4& ((-&" ((-&4 (!-(6 '-"4

6h('

"

(6-26 (6-.2 (6-)! (6-)' (6-)" (6-)' (6-)4 (6-"! '-4"

6h('

6

(&-'6 (&-') (&-!' (&-.. (&-'' (&-') (&-(6 (&-'. '-6&

6h('

)

!!-!6 !!-(4 !!-'& !!-!6 !!-'& !!-'& !!-'2 !!-&& (-.4

6h('

.

!6-). !6-44 !"-'' !6-)4 !6-2( !6-6" !6-"6 !6-6) '-22

6h('

!

!&-)' !4-4& !&-"" !4-)& !4-&4 !&-6( !&-!2 !4-6( (-6.

7$d (h('

4

((-." ((-)& ((-4) ((-64 ((-)" ((-)' ((-64 (!-'4 !-('

(h('

2

()-&2 ()-4' ()-"2 (6-'& (6-') (6-!2 (6-.' (6-'! (-)(

(h('

"

(4-.4 (4-"' (4-6' (4-2' (4-2( (4-2( (&-'! (4-6" (-'!

(h('

6

!!-!' !!-.( !(-"& !!-'" !(-2" !(-&( !(-4& !!-() '-&&

(h('

)

!6-)) !6-62 !6-(& !"-.) !6-"' !6-"' !6-"6 !6-&4 (-."

(h('

.

!&-!( !&-!6 !4-2! !&-!" !&-(' !4-4( !&-(( !&-') '-"&

(h('

!

.!-!4 .!-62 .!-(( .!-!' .(-"6 .!-"' .(-6! .!-!6 (-!(

('

!!

..-'! ..-(( ..-&. .!-&6 .6-!2 ..-'( ..-6! .!-44 !-).

I#_

反应在
S8

9

8:?L

梯度仪*伯乐公司+进行!

!6

&

$

反应体系

包括
('h_@5

缓冲液
!-6

&

$

%

!-6>>+:

'

$

三磷酸脱氧核苷酸

*

*CA_

+

!-'

&

$

%

('

;

>+:

'

&

$

引物
'-6

&

$

%

(D

热启动
A=

P

RC7

酶*

A=N=L=

公司!日本+%重亚硫酸氢盐修饰后的基因组

RC74'1

F

"反应条件为
&6a

预变性
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阳性模板制备
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将
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例
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连接酶*
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公司+克隆入
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载体!扩
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开始进行
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倍稀释!建立阳性模板梯度!
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基因与
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基因反应程序和反
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反应条件为预变性
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循环,扩增产物熔解曲线分析程序为
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%
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%
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"应用参照基因
7$d

计算
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基因启动子未甲基化水平的相对量!计算公式如下&

C
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%

_57I%

+

(

@

A

_57I%

*对照标本+

'*

%

7$d

+

(

@

A

7$d

*对照标本+

!其

中
%

为
_@5

扩增效率*
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A

为对照样本与待测

标本中
_57I%

或
7$d

基因扩增的循环阈值*

@

A

值+的差

异,对照选自
_57I%

与
7$d

基因的
@

A

值差异最小的
(

例

正常献髓者"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##(.-'

软件进行统计学数据分

析!组间比较应用
I=113]<,E1?

9

d

检验!以
!

"

'-'6

为差异

有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

5Q3I#_

特异性
!

5Q3I#_

扩增产物的熔解曲线分析

揭示不同浓度的
_57I%

未甲基化阳性模板扩增产物均为单

一峰!其
A>

值为
4!-"a

!而
_57I%

基因甲基化阳性模板%

未经重亚硫酸氢盐修饰的正常基因组
RC7

和去离子水则未

显示峰,并且凝胶电泳结果显示未甲基化阳性模板扩增产物可

见一约
(2'^

;

左右条带!而甲基化阳性模板和去离子水扩增

结果为阴性*图
(

+"

!!

(

&为甲基化阳性对照,

!

&为未甲基化阳性对照,

.

!

6

&为
7I$

患

者!分别为
I(

%

I!

%

I.

,

"

&为未经重硫酸盐修饰的正常
RC7

,

2

&为阴

性对照*去离子水+"

图
(
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基因
5Q3I#_

扩增产物凝胶电泳

图
!

!!

_57I%

质粒
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标准曲线
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5Q3I#_

灵敏度%重复性和扩增效率
!

对不同浓度

_57I%

未甲基化
RC7

质粒和
7$d

质粒分别扩增
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质粒最大灵敏度达
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!重复性不好!
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重复性良好!见表
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"变异系数*
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期
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周扩增
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质粒评价

其不同时间的重复性!
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!见表
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的
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质粒荧光扩增曲线!其标准

曲线的斜率为
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!相关系数为
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扩增效率*
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检测
7I$

组
_57I%

基因未甲基化水平
!

对

照组检测发现
_57I%

基因启动子未甲基化水平较低!见表

.

"而
7I$

组中!

_57I%

基因启动子未甲基化含量则明显

增高!两组间
_57I%

基因启动子未甲基化含量差异有统计

学意义*
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_57I%

基因在
7I$

患者中呈高水平表达!可能通过维

甲酸信号通路参与调节细胞增殖(

6

)

%分化和凋亡!其表达量与

RC7

甲基化程度之间存在可逆关系!提示
RC7

低甲基化在

_57I%

基因表达中起着重要的调控作用(

"

)

!检测
_57I%

基

因低甲基化有助于疾病早期诊断!并为化疗提供预测指标"

基因组
RC7

甲基化包括高甲基化和低甲基化!目前标准

I#_

法广泛应用于检测基因组
RC7

甲基化!它避免了限制性

核酸内切酶酶切技术操作复杂%技术难度大%酶切不彻底%不能

反映整个
@

;

\

岛的甲基化状态等缺点!但是只能定性检测有

无甲基化的存在!无法进行定量分析"实时荧光定量
_@5

建

立与目的片段一样的标准品!保证目的片段与标准品的扩增效

率一致!减小实验误差(

2

)

!具有快速准确%敏感度高%重复性好

和无需
_@5

后处理等优点!已被广泛应用于核酸定量研究"

A+

9

++N=

等(

4

)建立的
5Q3I#_

法克服了
I#_

的缺点!能定量

检测目的基因甲基化量!在此基础上!本研究建立了以

%[=\L??1

为荧光染料的
5Q3I#_

检测
_57I%

基因未甲基

化技术!结果显示
5Q3I#_

具有良好的重复性%特异性和灵

敏性"

本研究初步检测两组
_57I%

基因启动子低甲基化含

量!结果表明两者差异有统计学意义!

7I$

组
_57I%

基因

启动子区低甲基化水平明显高于对照组!文献报道(

&3((

)

!

.'U

!

")U 7I$

患者存在
_57I%

基因高水平表达!提示
7I$

患者
_57I%

基因低甲基化改变可能与其发病相关"

本研究揭示
5Q3I#_

能够准确检测
_57I%

基因启动子

区的低甲基化水平!并且可用于肿瘤患者初诊标本和化疗后随

访标本的
I5R

检测"
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