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标本采集
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所有研究对象于清晨空腹采集静脉血
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D-T

!

血清总
%$"

提取
!

取
+**

#

1

复溶的血清于离心管中#
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及
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和
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作为阴性对照'
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(
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#分别取每一数量级稀释液
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与待测标本同时进行逆转录及
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扩增检测#每反应设

置
)

个复孔'扩增后根据扩增曲线设定统一阈值#然后根据标

准品的浓度及每个浓度对应的
U'

平均值绘制标准曲线'根

据此标准曲线及待测标本的
U'

值计算出该血清标本
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的绝对浓度#为绝对定量法'
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bU%

扩增产物琼脂糖凝胶电泳
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配制
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的琼脂糖凝

胶#加入溴化乙锭$
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%溶液至终浓度
*-.

#
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#
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恒压电

泳
;*079

#待溴酚蓝跑到
+

"
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位置处停止电泳#紫外灯下观察

产物的有无及大小'

D-DY
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统计学处理
!

实验数据采用
ObOO(5-*

软件处理'计

量资料以
Jg7

表示'经方差分析发现实时荧光逆转录
bU%

定量检测
07%:(+;?

的
U'

值不满足正态分布和方差齐性#故

用
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检验进行组间比较#

"

%
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表示差异有

统计学意义'
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结
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果
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血清总
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抽提及纯度检测的结果
!

经测量计算#所

有标本提取
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溶液的
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比值$
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%均

在
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$

+-(

范围内#表明
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纯度较好#可以用于后续的

试验'
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熔解曲线及
bU%

扩增产物电泳验证
!

如图
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所示#熔解

曲线呈单峰#未见杂峰信号#熔解温度约为
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'表明逆转录
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参数选择适当#产物特异性较好'
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%聚合酶加尾法

逆转录
bU%

反应获得的
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扩增产物大小应约为
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bU%

扩增产物经
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琼脂糖电泳#可见明亮*清晰的电泳

条带#与预测大小相符#如图
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所示'

图
(
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实时荧光定量
bU%

熔解曲线

图
+
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逆转录
bU%

扩增产物电泳图
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荧光定量
bU%

法的检测重复性试验
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任取
(

份糖尿病

患者血清标本的
%$"

抽提溶液#在
(

次荧光定量
bU%

中设置

(*

个平行孔进行检测#计算批内变异系数$

D<

%'结果显示#
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%
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)
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#
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#批内
D<

为
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'对同
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份标本进行连续
(*

次荧光定量
bU%

的检

测#计算批间
D<

'结果显示
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)
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个浓度梯度标准品的

扩增曲线
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所示#检测标准品
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模拟物的扩增曲线呈
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型'在
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)
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的范围内
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值和标准品浓度呈良

好线性关系#
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+ 为
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#制作成标准曲线如图
;
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图
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检测标准曲线
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在糖尿病患者及健康体检者血清中检测结果

的比较
!
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例糖尿病患者和
(*,

例健康体检者的血清标本

均可见扩增曲线#但表达程度不同#见图
.

'由表
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可见#糖尿

病患者和健康体检者血清中
07%:(+;?

的表达水平分别为

$

+-5.g(-+2

%

](*

) 和$

(-;;g*-5.

%

](*

)

=<

>

7A8

"

#

1

#糖尿病

患者血清
07%:(+;?

的表达水平高于健康体检者'经
Y?99:

MC7B9A

I

P

检验进行组间比较#两组之间的差异具有统计学意

义$

"

%

*-*.

%'

图
.

!!

部分糖尿病患者及健康体检者血清中
07%:(+;?

荧光定量
bU%

扩增曲线

表
(

!!

07%:(+;?

在糖尿病患者及健康体检者

!!

血清中的比较#

Jg7

%

组别
&

平均
U'

值 平均拷贝数$

(*

)

=<

>

7A8

"

G1

%

糖尿病组
((5 +.-2)g+-). +-5.g(-+2

对照组
(*, +2-3.g;-+) (-;;g*-5.

F

!

讨
!!

论

!!

在机体不同生理和病理状态下#

07%$"8

的表达水平不

同#这种特性使得
07%$"8

可能成为一些疾病理想的候选基

因诊断标志物'

07%:(+;?

最初被发现主要在神经细胞内高表

达#后来发现也大量存在于胰岛
)

细胞中'近期有研究表明#

在基础条件下胰岛
)

细胞中过表达的
07%:(+;?

可提高胰岛素

的分泌#但可以降低高浓度葡萄糖刺激的胰岛素分泌(

.:,

)

'这

些重要研究发现使得
07%:(+;?

有望成为新的基因诊断标志

物#应用于临床对糖尿病的分子生物学诊断'

实时荧光定量
bU%

是目前检测
07%$"8

的主要方法#该

方法快速*便捷#精确度和灵敏度可满足临床需求'本研究建

立了
>

<F

I

$

"

%聚合酶加尾的
OeV%[@AA9&

实时荧光定量
bU%

的方法来检测血清中
07%:(+;?

的表达水平'这一方法采用

>

<F

I

$

"

%聚合酶加尾技术和
OeV%[@AA9&

染料标记技术#无需

设计探针#引物设计相对容易#且成本低廉(

3

)

#适合于普通临床

实验室的开展'研究可见熔解曲线呈特异性单峰#扩增曲线呈

典型
O

型#表明基本没有引物二聚体和非特异性扩增产物'

bU%

反应扩增产物经
+4

琼脂糖凝胶电泳#也可见明亮清晰的

电泳条带#并且与预测大小相符#证明扩增产物的特异性较好'

以人工合成的
U-AFA

L

?98:07%:)207%$"

模拟物绘制标准曲

线#为绝对定量法#这与目前实时荧光定量
bU%

检测
07%$"8

报道较多的相对定量法不同(

5:2

)

'标准品浓度与其相应
U'

值

在
(*

)

$

(*

,

=<

>

7A8

"

#

1

的范围内呈良好线性关系$

8

+

_*-222

%#

表明该方法能精确地定量检测血清中
07%:(+;?

的表达水平'

检测重复性试验结果#批内
D<

为
)-)+4

#批间
D<

为
.-;.4

#

表明该方法具有很好的稳定性'由此可见#所建立的检测方法

可用以检测血清中
07%:(+;?

的表达水平'通过分析定量检测

数据发现#

((5

例糖尿病患者血清中
07%:(+;?

的表达水平明

显高于
(*,

例健康体检者$

"

%

*-*.

%#这一结果与之前的文献

报道相符合(

.:,

)

'

综上所述#本研究建立的
>

F<

I

$

"

%聚合酶加尾的
OeV%

[@AA9&

实时荧光定量
bU%

检测
07%:(+;?

是一种操作简便*

灵敏度高*特异度高和稳定性好的方法#便于临床实验室的常

规开展#为
07%:(+;?

在糖尿病临床应用价值的进一步研究奠

定了方法学基础'

参考文献

(

(

)

[@7EE7BC8:X<9A8O

#

[@<=<=\%X

#

J?9Z<9

L

A9O

#

AB?F-07%V?8A

!

07:

=@<%$"8A

N

GA9=A8

#

B?@

L

AB8?9D

L

A9A9<0A9=F?BG@A

(

X

)

-$G=FA7=

"=7D8%A8

#

+**,

#

);

$

+

%!

(;*:(;;-

(

+

)

UC?9

L

O

#

X<C98B<9%X

#

!@<\

6

?A@:XA98A9U

#

AB?F-Y7=@<%$"8?=B

8A

N

GA9B7?FF

I

?9D?8

I

00AB@7=?FF

I

B<=<9B@<F=CA0<8A98<@

I

F?BA@?F7B

I

79BCA9A0?B<DA

(

X

)

-$?BG@A

#

+**;

#

;)*

$

3(

%!

35.:352-

(

)

)

UCA9Ud

#

171-1<D78CS!?9DH?@BAFZb-Y7=@<%$"80<DGF?BA

CA0?B<

>

<7AB7=F79A?

L

AD7EEA@A9B7?B7<9

(

X

)

-O=7A9=A

#

+**;

#

)*)

$

;

%!

5):5,-

(

;

)

'?\?07K?M?X

#

W<978C7S

#

e?9?

L

78?M?W

#

AB?F-%ADG=ADAf

>

@A8:

87<9<EBCAFAB:307=@<%$"879CG0?9FG9

L

=?9=A@879?88<=7?B7<9

M7BC8C<@BA9AD

>

<8B<

>

A@?B7JA8G@J7J?F

(

X

)

-U?9=A@%A8

#

+**;

#

,;

$

((

%!

)3.):)3.,-

(

.

)

V?@<G\C$

#

%?J7A@Y"

#

1<DA@YW

#

AB?F-Y7=@<%$":(+;?@A

L

G:

F?BA8!<f?+Af

>

@A887<9?9D79B@?=AFFGF?@87

L

9?F79

L

79

>

?9=@A?B7=HA:

B?:=AFFF79A8

(

X

)

-XV7<FUCA0

#

+**3

#

+5+

$

+3

%!

(2.3.:(2.55-

(

,

)

1<J78b

#

[?BBA8=<O

#

%A

L

?KK7%-%A

L

GF?B7<9<EBCAAf

>

@A887<9<E

=<0

>

<9A9B8<EBCAAf<=

I

B<B7=0?=C79A@

I

<E798GF79:8A=@AB79

L

=AFF8

H

I

07=@<%$"8

(

X

)

-V7<FUCA0

#

+**5

#

)52

$

)

%!

)*.:)(+-

(

3

) 叶燕#申娴娟#鞠少卿
-

微小
%$"

检测方法的研究进展(

X

)

-

中华

检验医学杂志#

+*()

#

),

$

5

%!

,52:,2+-

(

5

) 赵苏瑛#吴倩#高峰#等
-

血清
07%:(..

水平检测在乳腺肿瘤患者

早期诊断中的研究(

X

)

-

国际检验医学杂志#

+*(+

#

))

$

()

%!

(.,2:

(.3(-

(

2

) 韩志君#史万青#沈红远#等
-

血浆
07%:;22

对急性心肌梗死的诊

断价值(

X

)

-

中华检验医学杂志#

+*()

#

),

$

(+

%!

(*2,:(*22-

$收稿日期!

+*(.:*(:*.

%

+

53((

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
2

期
!

&9BX1?HYAD

!

Y?

I

+*(.

!

#<F-),

!

$<-2


