
!论
!

著!

甲基化特异性
Q%4

的评价与优化"

付祥胜)

%张亚历+

%李
!

丽)

%肖岚月)

%邱
!

野)

%周
!

贤)

%张
!

巍)

!

)9

四川省泸州医学院附属医院

消化内科
!

*'*(((

'

+9

南方医科大学南方医院消化疾病研究所%广州
!

0)(0)0

#

!!

"摘要#
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目的
!

探讨甲基化特异性
Q%4

!

Ŵ Q

#在
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甲基化检测中的应用价值$方法
!

以
F##

基因启动

子区全甲基化克隆和全非甲基化克隆!质粒#为模板%评价
Ŵ Q

的敏感性和特异性$结果
!

Ŵ Q

能检测出样本中

低含量的甲基化
-56

模板%提高
Ŵ Q

退火温度能克服假阳性或假阴性结果的产生$结论
!

Ŵ Q

检测甲基化具有

高灵敏度的优点%适当提高退火温度能保证
Ŵ Q

结果的特异性$
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甲基化在维持细胞功能中有重要作用$甲基化模式

的改变在人类疾病中有广泛的病理意义*

)

+

,因此$可靠地检测

各种来源
-56

甲基化状态的分析技术显得非常重要$且有着

广泛的应用前景*

+3.

+

,目前$应用较为广泛的甲基化检测方法

多为基于亚硫酸氢盐修饰的方法,甲基化特异性
Q%4

#

W?BC3

L

MJBG=F1

P

?EGDGEQ%4

$

Ŵ Q

%是近年来
-56

甲基化研究中最为

常用的分析技术之一$具有设计简单)操作简便)费用低廉的优

点$但其应用中也存在一些问题$目前国内尚缺乏对这种方法

的系统评价$本研究以
F##

基因启动子为目的基因$对
Ŵ Q

法进行初步评价,

$

!

材料与方法

$9$

!

-56

的亚硫酸氢盐修饰
!

采用基因组
-56

提取试剂

盒$提取大肠癌细胞株
X̂',(

基因组
-56

$取
+

&

7

-56

进行

亚硫酸氢盐修饰后测序#

TG1IMDGB?1?

f

I?FEGF

7

$

T̂ Q

%$采用

W?BC

L

M-?B?EB=@

甲基化修饰试剂盒$按试剂盒说明书操作,

修饰后
-56

采用半巢式
Q%4

扩增
F##

启动子区$见表
)

和

图
)

,

$9/

!

克隆测序
!

采用
P

gW3<

克隆试剂盒$将
Q%4

产物连接

到
P

gW3<

载体$并随机挑取
)(

个克隆进行测序$测序分析采

用
6T".:.(-56

测序仪#

6

PP

MG?KTG=1

L

1B?H1

公司%$用下游

引物测序$结果分析使用
TGd6FJM

L

R?@

软件*

'

+

,

$9'

!

Ŵ Q

!

从测序结果中挑选出
F##

基因启动子区全甲基

化克隆和全非甲基化克隆$提取质粒后$紫外分光光度计测其

浓度$稀释成终浓度为
(90F

7

"

&

2

$并按甲基化克隆"非甲基化

克隆不同比例混合!

)Y;;

(
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,并以此含不同

比例甲基化序列的质粒混合物作为模板$检测
Ŵ Q

方法对甲

基化检出的敏感性#表
)

%,另外$用
F##

启动子全甲基化克

隆和全非甲基化克隆#质粒%作为模板$评价不同退火温度对

Ŵ Q

结果的影响,

!!

注!每一条竖线代表一个
%

P

g

位点(

Uc=F)

为第一外显子(右箭头

代表转录启起始点(粗横线代表
T̂ Q

扩增区域,

图
)

!

F##

启动子区示意图

/

!

结
!!

果

/9$

!

T̂ Q

法分析每一个克隆的甲基化状况
!

每一个克隆均能

成功测序$并能精确分析每一个
%

P

g

位点的甲基化状况$见

图
+

,

/9/

!

Ŵ Q

检测甲基化优点
!

用
Ŵ Q

法检测含不同比例甲基

化序列的质粒模板$当甲基化序列含量仅为
)S

时$仍可出现

明显的甲基化条带#图
.

%$提示
Ŵ Q

方法检测甲基化具有高

敏感性的优点,

/9'

!

提高
Ŵ Q

退火温度的优点
!

用
F##

启动子全甲基化

克隆和全非甲基化克隆#质粒%作为模板$评价
F##

启动子的
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Ŵ Q

引物$结果发现$当退火温度为
0*Z

时$

Q%4

扩增出现

了非特异性产物$即假阳性和假阴性,而把退火温度提高到

*)Z

时$非特异性扩增产物消失#图
'

%,实验结果提示$较高

的退火温度能保证
Ŵ Q

扩增的特异性,

表
)

!

F##

启动子甲基化检测引物序列

方法 上游引物#

0h

!

.h

% 下游引物#

0h

!

.h

%

退火

温度#

Z

%

产物长度

#

>

P

%

%

P

g1

含量

T̂Q

第一轮
<<<<<<<g<<<<<<g6<<g<<g<<< <%66%<<<<<6666<6%%<%%<%<<% 0* ] ]

半巢式
g<<6<<<<6g<<<<<g<<<ggg<gg ] 0* .0+ .'

ŴQ $ gg<gg6g6g<<<<<<g<6g<<g< 6%6<6< 6%6%<%<%<%<<6%6%<< 0*

或
*) ).) ]

W gg6g6g<<<<<%g<6g<%g% %g<6<6 %g%<%<%<%<<6%g% .*

或
*) )+: ]

!!

注!

$

为非甲基化引物(

W

为甲基化引物(

]

为无数据,

!!

注!实心箭头为非甲基化
%

P

g

位点(空心箭头为甲基化
%

P

g

位点,

图
+

!

T̂ Q

法分析目的序列中每个
%

P

g

位点的

甲基化状况

!!

注!

H

为甲基化条带(

I

为非甲基化条带,

图
.

!

Ŵ Q

检测不同含量甲基化序列的结果

!!

注!

$

为非甲基化对照(

W

为甲基化对照(

I

为非甲基化引物(

H

为

甲基化引物(

J

为退火温度
0*Z

(

>

为退火温度
*)Z

(箭头位非特异扩

增产物,

图
'

!

Ŵ Q

退火温度对结果的影响

'

!

讨
!!

论

近年来$

-56

甲基化研究的重要性受到人们越来越广泛

的重视*

0

+

$已开发出一系列检测
-56

甲基化的方法,在目前

所有的甲基化检测方法中$亚硫酸氢盐修饰后测序法因为能揭

示单一克隆每个
%

P

g

位点的甲基化状态$是一种可靠性及精

确度很高的方法$因而被认为是甲基化检测的金标准,但是这

种方法过程较为繁琐)昂贵$因此在大规模检测中较少应用,

而甲基化特异性
Q%4

具有设计简单)操作简便)费用低廉的优

点$因而在研究基因的甲基化状态中应用最为广泛*

*

+

,但这种

方法的可靠性及特异性仍有待评价*

:

+

,

在甲基化检测中$阳性对照非常重要$目前常用的甲基化

阳性对照方法是用甲基化酶处理
-56

得到高甲基化
-56

$再

经过亚硫酸氢盐修饰*

,

+

,这种对照方法的缺点是容易产生不

全甲基化及修饰不全$从而影响阳性对照的可靠性,为了评价

Ŵ Q

方法的可靠性$采用了一种全新的甲基化和非甲基化对

照,将经过
T̂ Q

测序证实来自高甲基化克隆的质粒作为甲基

化阳性对照$而将来自非甲基化克隆的质粒作为非甲基化对

照,直接采用来自全甲基化和全非甲基化的质粒序列作为对

照$为
Ŵ Q

法的评价提供了一种更加客观)可靠的对照方法,

本实验结果发现$

Ŵ Q

方法的确具有高敏感性的优点$能

检出样本中占极小比例的甲基化
-56

链$从而提高对样本

-56

甲基化检测的敏感性,但是$实验结果还发现$当
Q%4

退火温度较低时$容易发生非特异性扩增$出现假阳性或假阴

性结果$从而影响结果的可靠性$不能反映模板
-56

甲基化

的真实水平,而适当提高退火温度能克服假阳性或假阴性结

果的产生,应用
Ŵ Q

法检测基因甲基化状态时$应该注意优

化
Q%4

条件$尤其是应当注意退火温度$以防止产生假阳性或

假阴性结果,
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表
)

!

试剂携带污染确认实验结果&

S

'

6

偏差
T

<g <%!8 g2$ $6 %!U

)

3!T-! %4U %& 62< 62Q

W

7

+0(9* ):)9' ] ] ] ] ] )''9: ] )+'9)

Q ] ++,90 ))*9* ..*9. )0'9: )'*9: ] 0*09( ] ]

<T6 ))+90 ++:9* ] ,*:9+ ] ] )'+9; ] ] ]

2-! ] ] ] ] ] ] ] ] '.090 ]

<g ] ] )(09. ] ] ] ] )(.9: )(09* ]

62Q ] ] ] ] ] ] ] ;'9. ] ]

!!

注!

]

为无数据,

表
+

!

纯水冲洗后试剂携带实验结果

项目
) + . ' 0 * : , ; )(

6 W

7

W

7

W

7

Q Q Q Q <T6 <T6 2-!

T <g <%!8 %& <%!8 $6 %!U %& <%!8 $6 62<

6

偏差#

S

%

+(090)')9()+,9)),(9,+*;9:)+09*'0,9.)*,9;*+(9..+(9'

表
.

!

经酸碱清洗后试剂携带实验结果

项目
) + . ' 0 * : , ; )(

6 W

7

W

7

W

7

Q Q Q Q <T6 <T6 2-!

T <g <%!8 %& <%!8 $6 %!U %& <%!8 $6 62<

6

偏差#

S

%

)(*9))()9,;;9*)(.9+)('9()(+90)(,9+)(.9()(:9))(:9'

'

!

讨
!!

论

全自动生化分析仪试剂携带污染主要与仪器的冲洗效率

及检测试剂的成分和方法有关,如果上一测试项目的试剂中

含有下一测试项目的待测成分或试剂成分$可能对下一测试项

目产生严重的污染*

)

+

,反应方法相同或相似的两种测试项目$

标本中上一测试成分的浓度远远大于下一测试成分的浓度时$

也会产生严重的污染,因此$在测试顺序设定时$充分地了解

各测试项目的反应原理)试剂成分)中间产物等$合理安排测试

顺序$可降低试剂携带污染对化学分析结果的影响程度,仪器

的冲洗效率下降)黏附率增加$试剂携带污染会加重*

+

+

,

对多种试剂可能存在干扰的成分进行测定$经分析确定

<g

)

<%!8

)

%&

)

62Q

试剂中均含有大量的镁离子(

<%!8

)

g2$

)

$6

)

%!U

)

)

3!T-!

)

%&

试剂中均含有大量的磷成分(

<g

)

<%!

)

$6

)

%4U

试剂中含有大量的胆酸盐$对循环酶法测

定
<T6

会产生严重的干扰,

试剂携带污染有很多种处理措施*

.3*

+

!#

)

%增加纯水)碱性

洗液)酸性洗液冲洗量(#

+

%调整检测顺序(#

.

%固定试剂探针)

比色杯的使用范围(#

'

%换用相互污染小的试剂或方法(#

0

%综

合处理措施,

总之$全自动生化分析仪的试剂携带污染及污染来源可以

通过实验进行检测$采用适当的处理措施可有效地降低试剂携

带污染$增加分析结果的重复性和准确性,
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