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序列多态性的方法$方法
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以
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例
]/?G6=7

综合征患者和
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例健康对照个体为研究对象!抽提基因组
RX(

!通

过
RX(

测序确定
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基因启动子区
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"
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序列多态性$同时!设计
"

对引物和
&

条
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[

M90M]̂

探针!

&

条探针

的
!i

端分别标记
P(M

和
WTH

染料!探针的
,i

端则均以
M]̂

修饰$使用实时荧光定量
KHO

方法扩增并检测研究对象的
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基因启动子区
(

"
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多态性序列!与测序法比较!验证实时荧光定量
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方法的灵敏度和特异度$结果
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应用

荧光定量
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杂合多态性$上述结果与
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测序结果完全一致$结论
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技术检测
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尿苷二磷酸葡糖醛酸基转移酶
"("
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\]3"("

%是催化胆

红素转变为葡糖醛酸胆红素的关键酶之一'

"

(

)

\]3"("

酶是

\]3"("

基因的编码产物#

\]3"("

基因突变会导致血清胆

红素升高#依据胆红素升高程度由低到高分别命名为
]/?G6=7

综合征$
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综合征是以间歇性非溶血性黄疸为病理特征的良性遗

传性疾病#患者血清胆红素轻度升高#其临床表现为长期间歇

性黄疸'

,

(

)在
\]3"("

基因启动子中存在
(

$

3(

%

0

3((

微

卫星多态性#其中$

3(

%重复拷贝数越多#

\]3"("

酶活性越

低'

$

(

)

(

$

3(

%

-

3((

和
(

$

3(

%

1

3((

是人群中两种常见多态

性#非洲人群偶见
(

$

3(

%

!

3((

多态性#高家索人群偶见
(

$

3(

%

I

3((

多态性)在中国人群中仅发现
(

$

3(

%

-

3((

和

(

$

3(

%

1

3((

两种多态性序列'

!

(

)研究发现
(

$

3(

%

0

3((

多

态性与伊立替康$

/=/0476<90

%*阿扎那韦$

979D9095/=

%等药物的

不良反应有关#群体遗传学研究还显示美国籍非洲人群中
(

$

3(

%

1

3((

多态性与乳腺癌的易患性存在相关'

-

(

)因此#

\]3"("

基因启动子
(

$

3(

%

0

3((

多态性检测在临床具有重

要的意义)本研究将试图建立检测
(

$

3(

%

0

3((

多态性的实

时荧光定量聚合酶链反应$

KHO

%技术)

=

!

资料与方法

=+=

!

一般资料
!

选择
&##%

年
"#

月至
&#",

年
$

月在本院就

诊的
"-

例
]/?G6=7

综合征患者#其中男
%

例#女
1

例#年龄
"!

!

$-

岁)

]/?G6=7

综合征诊断依据包括临床表现*实验室检查及

基因突变分析)诊断标准为临床出现间歇性非溶血性黄疸*升

高的胆红素以游离胆红素为主*排除肝胆疾病*排除溶血因素*

检测到
\]3"("

基因突变)选择同期健康体检的
--

例健康

者#其中男
,-

例#女
,#

例#年龄
"I

!

!-

岁)所有研究对象的

/

-#I"

/

国际检验医学杂志
&#"-

年
1

月第
,1

卷第
",

期
!
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!

W4?+,1

!
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基因启动子中
(

$

3(

%

1

3((

多态性序列通过
KHO

扩增并测序确定#具体方法见文献'

1

()本研究经过医院伦理

委员会批准#所有研究对象均被告知研究内容#并同意参与本

研究)研究对象的基因组
RX(

为
F,#c

冰箱保存的经苯酚
2

氯仿抽提制备的基因组
RX(

)

=+>

!

方法

=+>+=

!

仪器
!

实时荧光定量
KHO

仪为
V/

8

:7H

A

<?6=$I#

+

扩

增仪$瑞士罗氏诊断公司制造%)

=+>+>

!

引物及探针设计
!

在
\]3"("

基因$

]60̂90gXM

0

###$-,+&

%启动子区及外显子
"

上设计
"

对引物#扩增基因的

启动子区及外显子
"

的部分序列)上游引物序列为
!i2H(3

3((H33]]3]3(3H] (33]]32,i

#下游引物序列为

!i2(]H(]]HHH(]](H( (]32,i

)与
(

$

3(

%

-

3((

序

列杂交的探针
"

序列为
P(M233] HH( 3(3 (3( 3(3

(3(3((]3(]](2M]̂

#与
(

$

3(

%

1

3((

序列杂交的探

针
&

序列为
WTH23]HH(3(3(3(3(3(3(3(3((]3

(]](2M]̂

#其中
P(M

与
WTH

为荧光染料#探针
,i

端以小

沟聚合物$

M]̂

%修饰)引物合成*探针合成及修饰均由上海

基康生物技术有限公司完成)扩增片段长度为
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)
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实时荧光定量
KHO

检测
!

KHO

反应在
%-

孔反应板中

进行#反应总体积为
!#

#

V

)反应体系含
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"
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$

)
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$
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"

V

探针"条*
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RX(

聚合酶*

"##0

8

基因组

RX(

)

KHO

扩增程序为首先
%!c

变性
!C/0

#然后进入
$#

个

扩增循环#每一循环包括
%!c

变性
"!'

#

-#c

杂交
"C/0

#荧

光采集模式设为
-#c

单点采集)结果分析模式为终点基因分

型#

K

轴为
P(M

荧光强度#

)

轴为
WTH

荧光强度)

=+>+@

!

方法学评价
!

读取实时荧光定量
KHO

检测的
(

$

3(

%

0

3((

多态性结果#并与以前的测序结果进行比较#探讨

实时荧光定量
KHO

检测
(

$

3(

%

0

3((

多态性的灵敏度和特

异度)

>

!

结
!!

果

>+=

!

实时荧光定量
KHO

技术能检测分型
(

$

3(

%

0

3((

多态

性
!

通过实时荧光定量
KHO

技术#本研究标本全部成功扩增)

终点基因分型法显示#

"-

例
]/?G6=7

综合征患者的
\]3"("

基

因启动子区
(

$

3(

%

0

3((

多态性序列均为
(

$

3(

%

1

3((

#

$-

例健康者
(

$

3(

%

0

3((

多态性序列为
(

$

3(

%

-

3((

#其余
&#

例健康者
(

$

3(

%

0

3((

多 态 性 序 列 为
(

$

3(

%

-

3((

"

(

$

3(

%

1

3((

杂合多态性序列)实时荧光定量
KHO

技术能分

型全部个体
\]3"("

基因启动子区的
(

$

3(

%

0

3((

多态性

序列)

>+>

!

实时荧光定量
KHO

技术分型
(

$

3(

%

0

3((

多态性具有高

的灵敏度和特异度
!

通过实时荧光定量
KHO

技术#

"-

例
]/?G6=7

综合 征 患 者 和
--

例 健 康 者
\]3"("

基 因 启 动 子 区
(

$

3(

%

0

3((

多态性序列均被成功检测#与测序一致#检测灵敏

度达
"##a

)通过与测序结果比较#实时荧光定量
KHO

技术分

型检测
\]3"("

基因启动子区
(

$

3(

%

0

3((

序列多态性的结

果与
RX(

测序结果完全相符#且
,

种基因型散点图分布在
,

个

明显不同区域#每一区域的点较为集中#因此实时荧光定量
KHO

技术分型检测
(

$

3(

%

0

3((

多态性的特异度达
"##a

)

?

!

讨
!!

论

在
\]3"("

基因启动子中存在
(

$

3(

%

0

3((

微卫星多

态性#基因中
3(

重复序列拷贝数越多#

\]3"("

酶活性越

低#研究显示
3(

重复序列每增加
"

个拷贝#

\]3"("

酶活性

就降低
,#a

'

I

(

)伊立替康*氟尿嘧啶与亚叶酸联合用药是目

前临床治疗转移性结肠癌*直肠癌的一线药物#伊立替康在治

疗过程中有时会出现骨髓抑制和迟发性腹泻等不良反应#这些

不良反应与个体
\]3"("

基因启动子中
(

$

3(

%

0

3((

多态

性存在 相 关'

%

(

)研 究 显 示
\]3"("

基 因 启 动 子 中 携 带

$

3(

%

1

3((

的个体比携带$

3(

%

-

3((

个体更能耐受阿扎那

韦治疗导致的黄疸'

"#

(

)群体遗传学研究显示在美国籍非洲人

群中#

\]3"("

基因启动子中携带
(

$

3(

%

1

3((

多态性序列

个体的乳腺癌易患性增加'

""

(

)因此
\]3"("

基因启动子中

(

$

3(

%

0

3((

多态性检测在临床具有重要意义)

(

$

3(

%

0

3((

多态性属于短串联重复序列$

L3O

%#传统检

测方法有单链构像多态性分析*变性梯度凝胶电泳*毛细管电

泳*变性高效液相色谱等'

"&

(

)这些检测技术各有自身的特点#

但也存在一些缺陷#如检出率不高*假阳性率高*检测通量低*

实验技术要求高*实验时间较长*检测成本高等#因此难以用于

临床检测)微卫星多态性检测新方法有侵入探针分析法和高

分辨率熔解曲线分析法)侵入探针分析法是一种等温的定性

或定量检测技术#操作简单#但灵敏度较低'

",

(

)高分辨率熔解

曲线分析是一种高效稳定的
KHO

检测技术#操作简便快速#成

本低#已广泛应用于检测单核苷酸多态性#但它检测微卫星多

态性分辨率不高'

"$

(

)

39

[

M90

探针技术已成为一种经典的定量
KHO

技术#特

异度强#灵敏度高#既可用于定量分析#又可用于定性检测'

"!

(

)

39

[

M90

探针技术检测关键在于合成探针及引物#这给检测特

定位点序列变异*微卫星多态性序列变异带来困难)在中国人

群中
\]3"("

基因启动子区
(

$

3(

%

0

3((

多态性序列包括

(

$

3(

%

-

3((

和
(

$

3(

%

1

3((

#用
39

[

M90

探针技术区分它们

需设计一对引物和两条探针#且探针覆盖
(

$

3(

%

0

3((

序列)

本研究首先设计与
(

$

3(

%

1

3((

序列杂交的探针
&

!

!i23]H

H(3(3(3(3(3(3(3(3((]3(]](2,i

#为了使
&

条探针的退火基本一致#设计与
(

$

3(

%

-

3((

序列杂交的探

针
"

时#本研究在探针的
!i

端延伸了一个
3

碱基#因此探针
"

为
!i2P(M233] HH( 3(3 (3( 3(3 (3( 3(( ]3(

]](2M]̂2,i

)普通荧光定量
KHO39

[

M90

探针的
3C

一般

需高于引物的
3C

值
"#c

左右#若目标区域$

(d3

%

a

含量

高#往往达不到
"#c

左右
3C

差值的要求'

"-

(

)若延长探针长

度#又难以区分
(

$

3(

%

-

3((

和
(

$

3(

%

1

3((

序列#

,i

端标

记
M]̂

可提高探针的
3C

值#故本研究的探针
,i

端以
M]̂

标记)两条探针的
!i

端依据一般实进荧光定量
KHO

仪激发

波长范围分别标记荧光染料
P(M

与
WTH

)本研究关键在于

成功设计了扩增
\]3"("

基因启动子区
(

$

3(

%

0

3((

多态

性序列的探针及引物#并在探针
,i

端使用
M]̂

修饰#使探针

尤其适合检测富含
(3

重复序列)目前临床检测病原性微生

物的基因扩增技术基本都采用了实时荧光定量
KHO

技术#并

且同一厂家的大多数试剂盒共用一个检测程序#极大简化了临

床检 测)本 研 究 使 用 实 时 荧 光 定 量
KHO

技 术 检 测
(

$

3(

%

0

3((

多态性#可与病原性微生物基因检测同步进行#检

测方便#具有临床应用价值)
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