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要#目的
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建立一种快速的从口腔拭子中提取
*5)

的方法!研究其在尼古丁乙酰胆碱受体
+
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"

'!Y5)3

#基因多态性分

析中的应用%方法
!

以
5O4!

和乙二胺四乙酸"
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#配制碱裂解液!以三羟甲基氨基甲烷
&6*2)

"
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#为中和液!经加热裂解

和中和两步提取口腔拭子
*5)

%以提取的
*5)

为模板!用聚合酶链式反应
&

限制性片段长度多态性"

/'Y&Y]@/

#分析对

08;NG3

基因的
%HB,?;3-?

进行分型%对不同基因型的样本测序验证%结果
!

/'Y

扩增和酶切的靶带清晰!无非特异性条带%

酶切结果与测序结果吻合%结论
!

碱裂解法提取口腔拭子
*5)

具有快速'简便'经济'可靠的特点!可以用于
08;NG3

基因多

态性的分析%

关键词#多态性!限制性片段长度&序列分析!
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随着人类基因组计划的完成#越来越多的研究开始关注基

因多态性在医学方面的应用'要分析基因多态性#首先要得到

*5)

'经典的
*5)

提取方法是用酚
&

氯仿法提取血液中白细

胞的
*5)

'但收集血液样品有较高的拒绝率(

7

*

'研究表明#

从同一个体的口腔黏膜上皮细胞和血液细胞中提取的
*5)

#

在进行多态性分析时结果完全一致(

.

*

#而口腔黏膜上皮细胞的

收集具有简便)安全)成本低)无创伤的优点'因此#相对于全

血细胞#脱落的口腔黏膜上皮细胞是理想的替代物'目前从人

体口腔黏膜上皮细胞提取
*5)

的方法主要有酚
&

氯仿法(

3&,

*
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'P$T$W&7--

法(
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*及试剂盒法(

J&?

*等'这些方法有的操作较为

复杂#使用试剂较多#有的所需时间较长#有的成本较高'尼古

丁乙酰胆碱受体
+
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%为尼古丁乙酰胆碱受体的一个亚单位#
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研究 表 明 该 基 因 上 启 动 子 区 的 一 个 单 核 苷 酸 多 态 性
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%HB,?;3-?2
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'

%通过影响
08;NG3

的表达而与患肺癌的

风险和吸烟行为相关'本文介绍一种快速的从口腔拭子提取

*5)

的方法及其在
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基因多态性研究中的应用'
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限公司'

A=B

!
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支口腔拭子由在南昌大学医学院生物化

学与分子生物学研究室做实验的老师和学生提供#其中#男
;

例#女
;

例&年龄
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!
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岁&均知情同意'提供者温开水漱口

后#用无菌棉签在颊黏膜轻擦
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次#其中
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支口腔拭子为得到

后立即行
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提取#

.

支口腔拭子$

7

号和
?

号%干燥后室温

保存
7

个月后再提取
*5)

'另取
7

支棉签作为阴性对照'

A=C

!

*5)

提取
!

将拭子头部约绿豆大小剪入
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加热
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#吸取液体
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中和液
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#混匀#取
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作为模板进行扩增'
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!
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基因的
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位点序
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琼脂

糖凝胶上进行电泳#溴化乙锭染色#凝胶成像系统照像'
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!

取
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水浴箱酶切
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'酶切产物经
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琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像系统照像'

A=F

!

*5)

测序
!

取酶切后判断为不同基因型的样本扩增后

送北京诺赛基因组研究中心测序'
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结
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果
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产物的琼脂糖凝胶电泳
!

从图
7

可知#从
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支口

腔拭子提取的
*5)

经
/'Y

扩增后都得到了单一清晰的目的

条带#而阴性对照$包括棉签和扩增用去离子水%没有获得
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产物'
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!棉签阴性对照&

7.

!

去离子水阴性对照'

图
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%HB,?;3-?/'Y

产物电泳图
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酶切结果
!
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"

的识别序列为
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为多态

性位点%#不能对
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进行切割#故
%HB,?;3-?

的
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产物

经
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消化#
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和
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个片段#
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73J
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#
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个片段#
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纯合基因型只有
7

个
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#
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.
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基因型&
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基因型'

图
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%HB,?;3-?

酶切产物电泳图
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测序结果
!

在
%HB,?;3-?

的扩增片段中存在
#

ET

"

)

结构#此
#

ET

"

)

结构位于多态性点前#故正向测序无法显示多

态性点的序列变化'封
.

图
3

为
%HB,?;3-?/'Y

产物反向测

序结果#其中左图为
;

号样本测序结果#中图为
7-

号样本测序

结果#右图为
,

号样本测序结果#与酶切结果相符'
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论

肺癌是当今世界常见的恶性肿瘤之一#病死率居各类恶性

肿瘤之首(

77&7.

*

'病因学研究表明肺癌是环境因素和遗传因素

交互作用的结果'在高加索人群分别进行的
3

个独立)大样本

的全 基 因 组 关 联 研 究 都 发 现 位 于
08;NG3

基 因 上 的

%H7-;7J3-

与肺癌的发生密切相关(

73&7;

*

'但
%H7-;7J3-

在中国

人群中的多态性不高#

L̂

等(

7-

*的研究未能发现其与肺癌的发

生相关#但发现位于该基因启动子区的
%HB,?;3-?

与患肺癌的

风险和吸烟行为相关'杨磊等(

7B

*的研究认为
%HB,?;3-?

$

2

%

'

%遗传变异可显著增加国内被动吸烟人群肺癌发病的危险

性'聚合酶链式反应
&

限制性片段长度多态性$
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%分析是目前常用的单核苷酸多态性$
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M
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#
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%分型技术之一#具有操作简便)快速)判断

准确的优点'目前本研究小组正在采用
/'Y&Y]@/

技术研究

%HB,?;3-?

与江西汉族人群肺癌患病风险的相关性'

由于从口腔拭子提取口腔脱落细胞
*5)

进行分析的优

势#近年来#从口腔拭子提取
*5)

已被越来越多地用于法医

学)群体遗传学)临床疾病的遗传学及分子流行病学的研

究(

,&?

*

'就目前常用的从口腔拭子提取
*5)

的方法来说#酚
&

氯仿法操作较为复杂#使用试剂较多#且酚)氯仿对操作者存在

一定危害(

7J

*

'

'P$T$W&7--

法比较简单#但所需时间较长(

;

*

'

试剂盒法所需时间也较长#要经过多次离心#成本较高'应用

常规
/'Y

缓冲液)

+

M

'T

.

溶液和蛋白酶
a

配制的裂解液#杨

建强和徐生新(

7J

*建立了一种简单)高效)快速)低成本的从口

腔拭子中提取
*5)

的方法#提取
*5)

所需时间在
7P

左右'

本文介绍的提取
*5)

碱裂解法是利用碱性)高温对细胞

进行处理#使细胞膜溶解)蛋白变性#基因组
*5)

游离出来'

在裂解液与中和液中都加入了
6*2)

#从而有利于保持
*5)

的完整性'采用本研究组建立的碱裂解法提取口腔拭子

*5)

#只需要
.

种试剂#成本低#操作简单#在
7;NFI

内即可得

到基因组
*5)

进行
/'Y

扩增#所需时间远远低于其他方法#

对需要快速得到结果的检测特别有利'

/'Y

产物的琼脂糖凝

胶电泳都得到单一)清晰的目的条带#无非特异性条带出现'

按每次
/'Y

反应需要
7

#

@

计算#一次提取的
*5)

可以进行

7--

多次
/'Y

反应'酶切显示
7-

个样本的
%HB,?;3-?

都得到

了清楚分型#酶切结果与测序结果吻合#表明该方法提取
*5)

用于多态性分析的可靠性'

总的说来#本方法提取口腔拭子
*5)

具有快速)简便)经

济)可靠的特点#可以用于多态性的分析'
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