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要"目的
!

探索从人类口腔黏膜上皮细胞中提取基因组
WN;

方法的可行性$方法
!

分别采用煮沸法和碱裂解法从人

口腔黏膜上皮细胞提取基因组
WN;

!然后与临床常用的碘化钠"

NDQ

#法提取的人全血基因组
WN;

进行比较$结果
!

煮沸法和

碱裂解法
*

种方法均能从口腔黏膜上皮细胞抽提到
WN;

!提取的
WN;

浓度虽低于
NDQ

法!但用
*

种方法提取到的
WN;

样品进

行聚合酶链反应!均能获得满意效果!与常规
NDQ

法无明显差异$结论
!

从人口腔黏膜上皮细胞提取基因组
WN;

简便%快捷%无

损!在临床上具有潜在的应用价值$

关键词"口腔黏膜上皮细胞'

!

基因组
WN;

'
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提取
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基因组
WN;

的提取是分子生物学检验工作的最基本技

术'临床常用的方法有碘化钠$

NDQ

%法(酚
)

氯仿法(

!B=5=>)+$$

法和试剂盒法等)

+),

*

'这些方法大多使用人全血作为提取

WN;

标本#采样存在一定困难#如安全隐患和患者拒绝率较高

等#同时这些方法成本比较高#操作较繁琐#试剂对人体具有一

定的毒害性)

#

*

'因此#探索一种取材简便(操作快捷(成本较低

的方法来采集(提取
WN;

具有重要的临床意义'口腔黏膜上

皮细胞的采集十分简便(快捷#不仅方便易得#而且无创#患者

易于接受'已有研究表明#漱口液中提取到的
WN;

数量与质

量较理想)

/)"

*

#且口腔洗液及口腔黏膜上皮细胞的基因多态性

检测结果与全血标本的
WN;

分析结果完全一致)

.)-

*

'因此#

本研究采用碱裂解法与煮沸法
*

种简易方法提取口腔黏膜上

皮细胞基因组
WN;

)

0)+$

*

#并将提取到的
WN;

进行聚合酶链反

应$

V!Y

%#比较其与
NDQ

法的优缺点#以探讨
*

种简易方法从

口腔黏膜上皮细胞提取基因组
WN;

的可行性'

?

!

材料与方法

?1?

!

标本采集

?1?1?

!

血液标本
!

取静脉全血
/36

于乙二胺四乙酸$

[W)

<;

%抗凝管中#共计
/$

份#来自
/$

例湖北中医药大学体检学

生中的健康志愿者'

?1?1@

!

口腔黏膜上皮细胞的提取
!

口腔拭子均由上述
/$

例

健康志愿者提供'提供者使用温开水漱口后#用医用消毒棉签

在颊黏膜两侧轻刮多次#置于装有生理盐水
+1/36

的
[V

管

中#多次搅动使棉签上的细胞尽可能多地脱落入生理盐水中'

?1@

!

仪器与试剂
!

<d6)+"̂

台式离心机购自上海安亭科学

仪器厂#

!DAD54

71

+-")+$0"V!Y

扩增仪购自
9̂4)YDG

公司#

R̀ "$$!

电泳仪购自北京君意东方有限公司#

9̂4!D

?

A

凝胶成像

分析系统购自法国
O95H=@64E@3DA

公司'

"345

"

6NDQ

溶液(

氯仿"异戊醇$

*#f+

%(异丙醇(

.$U

乙醇(生理盐水(

/b<̂ [

$

/#

7

<@9()%!5

#

*.1/

7

硼酸#

*$36/$$3346[W<;

%(细胞

裂解液$

+36$1*345

"

6 NDM%

(

#

"

6*3345

"

6[W<;

混

匀%(

<D

c

WN;

聚合酶(

/b<D

c

缓冲液(

+$3345

"

6GN<V

(

WN;

标记物$

+$$

!

"$$H

?

%(上样缓冲液(琼脂糖等'

?1A

!

方法

?1A1?

!

NDQ

法提取人全血基因组
WN;

!

取自愿者血液
*$$

"

6

于
[V

管中#编号#加入
*$$

"

6NDQ

#振荡
*

!

,39:

&加入

#$$

"

6

氯仿"异戊醇#摇匀#

+$$$$@

"

39:

离心
+$39:

后#取上

清
#$$

"

6

至新
[V

管#加入
*$$

"

6

异丙醇#摇匀后
+$$$$@

"

39:

离心
+$39:

#弃上清&加入
+36.$U

乙醇#离心
+$39:

#弃

上清&加入
GG%

*

M

#取
/

"

6

进行
V!Y

或电泳'

?1A1@

!

煮沸法提取人口腔黏膜上皮细胞基因组
WN;

!

将装

有口腔黏膜上皮细胞标本的
[V

管室温下
+*$$$@

"

39:

离心
,

39:

#弃上清&再加入
/$$

"

6

生理盐水#

+*$$$@

"

39:

离心
,

39:

#弃上清&用生理盐水反复清洗
,

次以上#加入
/$

"

6/b

<̂ [

#置于沸水中
/39:

&取出后振荡
*

!

,39:

#再加
/$

"

6

<̂ [

#

+*$$$@

"

39:

离心
,39:

#取上清于新
[V

管中备用'
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?1A1A

!

碱裂解法提取人口腔黏膜上皮细胞基因组
WN;

)

0

*

!

口腔黏膜上皮细胞标本的处理同上#再用生理盐水反复清洗
,

次以上后#加入
"$

"

6

细胞裂解液#振荡
*

!

,39:

'将
[V

管

置于
./T

恒温水浴箱加热
+$39:

#取上清
#$

"

6

至新
[V

管#

加入
+$$

"

6GG%

*

M

#混匀备用'

?1A1B

!

紫外分光光度法测定样品纯度和浓度
!

吸取
/

"

6

的

WN;

样品#加水稀释至
+1$36

#混匀#

*"$:3

和
*-$:3

处读

取吸光度$

MW

%值#计算样品
WN;

浓度并鉴定其纯度'

?1A1F

!

琼脂糖凝胶电泳
!

取
/

"

6V!Y

产物和
+

"

6

上样缓冲

液#充分混匀后加入至
+1/U

琼脂糖凝胶的点样孔中#以
$1/b

<̂ [

缓冲液#

+$$3O

"

&3

的电压电泳
#$39:

#在凝胶成像仪中

观察结果'

?1A1H

!

V!Y

反应
!

选取一段
*$$H

?

的
!̀ V*W"

基因片断为

标志
WN;

进行
V!Y

扩增#其中上游引物$

V+

%!

!!; <<<

dd<;d<d;dd!; dd< ;<

#下游引物$

V*

%!

<dd<!d

;;d!;d<;<dd<d<

#反应总体系为
/$

"

6

#包括!

GG%

*

M

,*

"

6

#

+$b

缓冲液
/

"

6

#

J

7

!5

*

$

*/3345

"

6

%

/

"

6

#

GN<V(

$

+$

3345

"

6

%

+

"

6

#上(下游引物$

+$

"

345

"

6

%各
+

"

6

#

<D

c

酶$

+

g

"

"

6

%

*1/

"

6

#

WN;

模板
*1/

"

6

'扩增程序为
0/T

预变性
/

39:

#

0#T,$(

#

/"T,$(

#

.*T#/(

#进行
,$

个循环#最后
.*

T

延伸
/39:

'

V!Y

产物采用琼脂糖凝胶电泳进行鉴定#方法

同前'

?1A1K

!

比较
,

种方法的优缺点
!

从试剂种类(试剂毒性(提取

时间(标本来源(标本提取造成伤害(提取
WN;

浓度等方面比

较
,

种方法的优缺点'

@

!

结
!!

果

@1?

!

不同方法所得
WN;

样品浓度和纯度的比较
!

煮沸法和

碱裂解法从口腔黏膜细胞中提取的
WN;

浓度分别为
$1++

!

$1+/

(

$1+/

!

$1+0

"

7

"

"

6

#产率分别为
/

!

+$

微克每次和
+$

!

+/

微克每次#而
NDQ

法$全血%提取的
WN;

浓度和产率分别为

$1,

!

$1#

(

,$

!

,/

"

7

"

36

#均高于前二者#但
,

种方法的

MW

*"$

(

MW

*-$

均约为
+1.

'从
NDQ

法提取全血
WN;

条带最亮#

浓度较高&另
*

种方法提取的口腔细胞
WN;

条带较暗#浓度

较低#但是从全血提取的
WN;

泳道可见微弱降解带#而从口

腔黏膜上皮细胞提取的
WN;

无明显降解带'凝胶电泳结果

见图
+

'

!!

J

!

W6"$$WN;

标记物&

+

!碱裂解法提取的基因组
WN;

产物&

*

!

NDQ

法提取的基因组
WN;

产物&

,

!煮沸法提取的基因组
WN;

产物'

图
+

!!

,

种方法提取的基因组
WN;

电泳图

@1@

!

不同方法
WN;

样品
V!Y

结果
!

在紫外灯下观察各样品

V!Y

产物电泳结果#可见
*$$H

?

单一特异性条带#表明以
,

种

方法提取的基因组
WN;

分别作模板进行
V!Y

均获得成功'

见图
*

'

!!

J

!

W6"$$WN;

标记物&

+

(

*

!

NDQ

法
V!Y

结果&

,

(

#

(

/

(

"

!碱裂解

法
V!Y

结果&

.

(

-

(

0

(

+$

!煮沸法
V!Y

结果'

图
*

!!

V!Y

产物电泳图

@1A

!

,

种方法的优缺点比较
!

碱裂解法与煮沸法具有操作简

便#药品用量少#快速#无损#危险性低等优势'见表
+

'

表
+

!!

,

种方法的优缺点比较

方法
NDQ

法

$全血%

煮沸法$口

腔黏膜细胞%

碱裂解法$口

腔黏膜细胞%

试剂种类 多 少 少

试剂毒性 有 无 无

提取时间 约
#$39:

约
+-39:

约
*$39:

标本来源 较难得到 容易得到 容易得到

标本提取造成伤害 有 无 无

提取
WN;

浓度 多 较少 较多

A

!

讨
!!

论

NDQ

法是一种快速(经济(高效提取人血基因组
WN;

的方

法#可广泛应用于大规模人群基因组学研究)

,

*

'但该法所用

NDQ

易分解#氯仿有一定的挥发性和毒害性#且有多步离心过

程'在本研究中#尽管
NDQ

法提取全血中细胞基因组
WN;

的

电泳图像条带最亮#但其操作却在
,

种方法中最复杂#耗时最

多#试剂消耗最多#且所用试剂中含有不稳定的药品与多种易

挥发物及有毒物质#另外#静脉采血会对人体造成一定的损伤#

受试者会有一定的抵触性'本研究将
,

种方法的方法学特点

进行了简单总结#碱裂解法与煮沸法具有操作简便#药品用量

少#快速#无损#危险性低等优点'

需要注意的是#因煮沸法裂解细胞仅通过沸水水浴#而口

腔拭子中含杂质较多#故进行煮沸前应对标本进行清洗#减少

杂质对所提取
WN;

浓度的影响&由于沸水温度已达到使
WN;

分子变性所需温度#故煮沸时间也不可过久#一般以
/39:

左

右为宜'该法所需试剂单一#操作简单快捷#适合批量标本

WN;

提取'碱裂解法用碱液$或细胞裂解液%(高温$

./T

%对

口腔黏膜上皮细胞进行处理#使细胞中的
WN;

游离出来#加

入的中和液$

<[

缓冲液%和裂解液中的
[W<;

均能在一定程

度上保护游离出来
WN;

的完整性#因此该法除具有煮沸法的

优点外#提取的
WN;

浓度略高#但不能过久放置#这与
WN;

所在的碱性环境有一定关系#当改变碱裂解液的酸碱度#将其

碱性降低甚至变为弱酸性#则所提取的
WN;

储存时间可明显

延长'此外#

*

种方法在采集口腔黏膜上皮细胞时#都需注意

要求受试者漱口#保证口腔的洁净度#防止取$下转第
+/+.
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!

讨
!!

论

dZY

是评价
!XW

患者病情(演变(转归(随访的重要手

段#然而#准确及时地测量
dZY

在临床上并不现实#目前认为

测定
dZY

的金标准是菊粉清除率法#但其测定时程序繁琐#不

适于临床应用'核素检查虽然准确但因价格较贵而不适合门

诊随访'

有研究证实#利用
!@

(年龄(性别等指标#计算得出的
=d)

ZY

#能较好地反映
dZY

水平)

,)#

*

'故各种基于
!@

的
=dZY

估

算方程相继被提出以弥补
dZY

本身监测不便的不足#本文以

*$$-

年美国
!XW)[VQ

开发方程计算
dZY

#同
!XW

患者生化

指标比较#并与通过简化
JWYW

和中国人校正的
JWYW

方程

估算的
dZY

比较'结果显示!$

+

%

!XW

患者中#其
[VQ)dZY

与
!@

(

g;

(

!

'

(!

(

V

(

*#BgV

呈显著负相关$

"

#
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