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目的
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实时荧光定量聚合酶链反应"
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%检测血清
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!并进行临床初步应用'方法
!

用
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试剂提取血清总
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%聚合酶加尾逆转录获得
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!进行
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实时定量
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扩增检测'制作
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FG:!M94!$.

模拟物浓度梯度稀释的标准曲线!绝对

定量血清中
M94!$?-

的表达水平'结果
!

该方法能定量检测血清
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表达水平!熔解曲线呈单峰!
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扩增

产物特异!在
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$

"
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(
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BL

&

$
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范围内有良好的线性关系"

D

#

Q'%..?

%!并且检测重复性好'糖尿病患者血清中

M94!$?-

表达水平明显高于健康体检者!差异有统计学意义"

!

$

'%'-

%'结论
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所建立的
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实时荧光定量
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能敏感(特异地检测血清中
M94!$?-

的表达水平!为下一步临床应用研究奠定了

方法学基础'
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M9<D741>:

$

M941>:

&广泛存在于真核生物中#是一类参

与基因转录后水平调控的非编码小分子单链
41>

+成熟的

M941>:

通过与其互补的靶
M41>

碱基配对结合调控基因表

达#不仅参与机体细胞生长,发育,分化,增殖,代谢,凋亡等一

系列生理活动的调控#而且在多种疾病的病理过程中发挥重要

作用-

"!&

.

+病变组织
M941>:

的表达水平显著异常于正常组

织#呈现高度组织特异性#可以直接反映机体的病理状况+在

胰腺和胰岛
!

细胞中表达的众多
M941>:

中#

M94!$?-

不仅参

与调控胰岛素的合成和分泌#还在胰岛的发育过程中发挥作

用#提示与糖尿病的发病机制密切相关-

-!?

.

+因而#对
M94!$?-

的研究具有非常重要的科研意义和应用前景+据此#本文建立

了
B

C7

L

$

>

&聚合酶加尾的
0d\4*D@@G

%

实时荧光定量聚合酶

链反应$
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&检测
M94!$?-

的方法#通过此种方法检测血清标

本中
M94!$?-

的表达水平#初步探讨其对糖尿病诊断的临床应

用价值+

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

收集
#'"#

年
(

月至
#'"$

年
(

月南通大学附

属东台医院经
bPf

$

"...

年&糖尿病诊断标准确诊的糖尿病

患者
""5

例#其中男
-.

例#女
-.

例#年龄
#(

"

55

岁#病程数月

到数年不等+另选择同期健康体检者
"'(

例#其中男
-#

例#女

-&

例#年龄
#5

"

5&

岁+本研究经医院伦理委员会批准#所有

研究对象均签署知情同意书+

$%/

!

样本采集
!

所有研究对象于清晨空腹采集静脉血
$

"

-

M6

+分离血清后分装至
,5'`

恒温冰箱保存+

$%'

!

主要试剂与仪器
!

)D9R7C

溶解试剂,

K1)2

混合物,逆转

录酶,逆转录缓冲液,

)F

U

[1>

聚合酶,内含
0d\4*D@@G

%

荧光染料的
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缓冲液,焦炭酸二乙酯$

[T2/

&,

)>T

缓冲

液,溴化乙锭,离心管$南通碧云天技术研究所&#无水乙醇,氯

/

5'#"

/

检验医学与临床
#'"-

年
-

月第
"#

卷第
.

期
!
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作者简介!陈鑫#男#硕士#技师#主要从事分子生物学及免疫学研究+
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[1>6FKK@D
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$大连宝生物工程有限公司&+

47;7D*@G@g

实时荧光

定量
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分析仪$德国
g9F

8

@G

公司&,

P/!#-"54

型高速冷冻

离心机$安徽中科中佳科学仪器有限公司&,

0X>"'''

微量紫

外分光光度计$北京美林恒通公司&,

[dd!3335>

型稳压稳流定

时电泳仪$北京六一仪器厂&,

[P!#'''

凝胶成像系统$北京华

电公司&,

\0/!"-''

*

>#h

型生物安全柜$济南鑫贝西生物技

术有限公司&+
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引物设计和合成
!

根据
M94\>0T

$

E;;

B

!""

III%M9D!

HF:@%7D

8

"&数 据 库 中
P:F!M94!$?-

$

___*__/*__/*!

*/_/*/*_*>

&序列#设计其特异性
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&加尾逆转录引

物和
2/4

扩增引物+线虫
/%@C@

8

FG:!M94!$.

模拟物,内参

M94!"-F

及其引物均由德国
g9F

8

@G

公司设计合成+

$%2

!

血清总
41>

提取
!

取
#''

$

6

复溶的血清于离心管中#

加入
)D9R7C

溶解试剂#充分混匀裂解%之后分别用氯仿,异丙醇

及
[T2/

处理水配制的乙醇#并结合硅胶膜特异性吸附作用来

分离和纯化
41>

+

41>

从离心管硅胶膜上洗脱溶于
[T2/

处理水中+通过测定计算
41>

溶液
#('GM

和
#5'GM

的紫

外吸收值比值$

&#('

"

&#5'

&确认
41>

浓度和纯度+

$%)

!

逆转录反应
!

反应体系体积为
#'

$

6

#包括总
41>

样

本,

K1)2

混合物,逆转录酶,逆转录缓冲液,

[T2/

处理水+

逆转录反应参数!

$?`('M9G

#

.-`-M9G

+逆转录反应获得

的
<[1>

于
,5'`

保存+

$%.

!

实时荧光定量
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!

反应体系体积为
#'

$

6

#包括
M94!

1>

逆转录产物
<[1>

,

K1)2

混合物,

M94!$?-

上游特异引

物,下游通用引物,

)F

U

[1>

聚合酶,

2/4

缓冲液$内含
0d\4

*D@@G

%

荧光染料&,

[T2/

处理水+
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循环参数!

.-`

预变

性
"-M9G

%

.&`

变性
"-:

#

--`

退火
$':

#

?'`

延伸
$':

#共

&'

个循环+以同样的反应体系和
P:F!M94!"-F

特异性引物进

行内参
P:F!M94!"-F

荧光定量+以
[T2/

处理水代替逆转录

产物作为阴性对照+

$%Q

!

标准曲线的制作
!

将人工合成的
/%@C@

8

FG:!M94!$.

的

M941>

模拟物以
[T2/

处理水稀释
5

个数量级#即
"'

"

,

"'

#

,

"'

$

,

"'

&

,

"'

-

,

"'

(

,

"'

? 及
"'

5

<7

BL

"

$

6

#分别取每一数量级稀释

液
#

$

6

与待测标本同时进行逆转录及
2/4

扩增检测#每个反

应设置
$

个复孔+扩增后根据扩增曲线设定统一阈值#然后根

据标准品浓度及每个浓度对应的循环阈值$

/;

&平均值绘制标

准曲线+根据此标准曲线及待测样本
/;

值计算出该血清标本

M94!$?-

的绝对浓度#为绝对定量法+

$%(

!

2/4

扩增产物琼脂糖凝胶电泳
!

配制
#W

的琼脂糖凝

胶#加入溴化乙锭$

T\

&溶液至终浓度
'%-

$

8

"

M6

#

5'Y

恒压电

泳
&'M9G

#待溴酚蓝到
#

"

$

位置处停止电泳#紫外灯下观察产

物的有无及大小+

$%$%

!

统计学处理
!

采用
0200"5%'

软件进行处理+经方差

分析发现实时荧光逆转录
2/4

定量检测
M94!$?-

的
/;

值不

满足正态分布和方差齐性#故用
XFGG!bE9;G@

L

%

检验进行组

间比较#正态分布计量资料以
= aK

表示#以
!

$

'%'-

为差异

有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

血清总
41>

抽提及纯度检测结果
!

经测量计算#所有

标本提取
41>

溶液的
&#('

"

&#5'

比值$

"%."(a'%'5.

&均在

"%5

"

#%"

内#由此表明
41>

纯度较好#可用于后续试验+

/%/

!

熔解曲线及
2/4

扩增产物电泳验证
!

见图
"

+由图
"

可

见#熔解曲线呈单峰#未见杂峰信号#熔解温度约为
??`

+表

明逆转录
2/4

参数选择适当#产物特异性较好+

B

7C

L

$

>

&聚合

酶加尾法逆转录
2/4

获得的
2/4

扩增产物大小为
5-

"

5?

H

B

+

2/4

扩增产物经
#W

琼脂糖电泳#可见明亮,清晰的电泳

条带#与理想大小一致#见图
#

+

图
"

!

实时荧光定量
2/4

熔解曲线

图
#

!

逆转录
2/4

扩增产物电泳图

/%'

!

荧光定量
2/4

的检测重复性试验
!

任取
"

份糖尿病患

者血清标本的
41>

抽提溶液#在
"

次荧光定量
2/4

中设置

"'

个平行孔进行检测#计算批内变异系数$

GV

&+结果显示#

M94!$?-

的拷贝数为$

#%??a'%'(

&

"̂'

$

<7

BL

"

$

6

#批内
GV

为

#%"(W

+对同
"

份标本连续进行
"'

次荧光定量
2/4

检测#计

算批间
GV

+结果显示#

M94!$?-

的拷贝数为$

#%?-a'%"&

&

^

"'

$

<7

BL

"

$

6

#批间
GV

为
-%"$W

+

/%1

!

检测
M94!$?-

时标准品的扩增曲线及标准曲线
!

见图

$

+由图
$

可见#检测标准品
/%@C@

8

FG:!M94!$.

模拟物的扩增

曲线呈
0

型+在
"'

$

"

"'

(

<7

BL

"

$

6

范围内
/;

值和标准品浓度

呈良好线性关系#

D

#

Q'%..?

#制作成标准曲线见图
&

+

图
$

!

"'

$

"

"'

(
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BL

%

$

6

梯度标准品的扩增曲线

/%2

!

M94!$?-

在糖尿病患者及健康体检者血清中检测结果比

较
!

""5

例糖尿病患者和
"'(

例健康体检者血清标本均可见

扩增曲线#但表达程度不同#见图
-

+由表
"

可见#糖尿病患者

和健康体检者血清中
M94!$?-

表达水平分别为$

$%&'a

#%$?

&

"̂'

$

<7

BL

"
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#糖尿病

患者血清
M94!$?-

的表达水平高于健康体检者+经
XFGG!

IE9;G@

L

%
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检测标准曲线

图
-

!

部分糖尿病患者及健康体检者血清中
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荧光定量
2/4

扩增曲线

表
"

!

两组血清
M94!$?-

表达情况'

=aK

(

组别
.

平均
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值 平均拷贝数$
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&
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M941>:

在机体生理,病理过程中的重要调控作

用受到广泛关注#逐渐成为医学界的研究热点之一+

M94!$?-

是胰岛组织特异性
M941>:

+研究发现#胰岛中高表达的

M94!$?-

可以抑制胰岛
!

细胞合成和分泌#同时
M94!$?-

还参

与胰岛发育过程的调控-

-!?

.

+这就为糖尿病基因诊断的研究提

供了新的切入点+

M941>:

的检测技术不仅包括传统的表达文库克隆,

17D;E@DGHC7;

和荧光定量
2/4

#还包括新近发展起来的基因

芯片技术,高通量测序技术等+实时荧光定量
2/4

因其敏感,

特异,快速#已逐渐成为最常用且有效的定量检测方法-

5

.

+目

前#

M941>:

检测的逆转录实时荧光定量
2/4

主要是基于茎

环的
4)!2/4

和基于
B

7C

L

$

>

&加尾的
4)!2/4

-

.!"'

.

+这两种方

法均可采用
)F

U

MFG

探针或
0d\4

荧光染料#前者特异性更

高#但费用昂贵%后者通用性好#适合于推广开展+

本研究采用
B

7C

L

$

>

&聚合酶加尾逆转录和
0d\4*D@@G

%

荧光染料标记技术#建立了一种实时荧光定量
2/4

检测血清

中
M94!$?-

表达水平的方法+熔解曲线峰值单一#扩增曲线呈

典型
0

型#显示基本没有引物二聚体和非特异性扩增产物的形

成#结果可靠+

2/4

扩增产物经
#W

琼脂糖凝胶电泳#也可见

明亮清晰的电泳条带#并且与理论大小一致#由此证明扩增产

物特异性较好+以人工合成的
/%@C@

8

FG:!M94!$.M941>

模拟

物制作标准曲线#为绝对定量法#这与目前使用较多的相对定

量法不同-
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+在
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$

"
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(
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BL
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6

范围内
/;

值和标准品

浓度呈良好线性关系$

D

#

Q'%..?

&#反映其能精确定量检测血

清中
M94!$?-

的表达水平+重复性试验结果显示#批内
GV

为

#%"(W

#批间
GV

为
-%"$W

#由此表明该方法具有很好的稳定

性+由此可见#本研究建立的检测方法可用于临床检测血清中

M94!$?-

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
M94!$?-

表达水平明显高于
"'(

例健康体检

者#差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&+这一结果不仅与基础研究

的文献-

-!?

.报道相符合#而且与梁国威等-

"#

.和
c7G

8

等-

"$

.采

用其他方法对血清
M94!$?-

表达水平的检测结果也一致+

综上所述#本研究建立的
B

C7

L

$

>

&聚合酶加尾的
0d\4

*D@@G

%

实时荧光定量
2/4

检测
M94!$?-

是一种快速,有效,

灵敏度高,特异性强和稳定性好的方法#易于临床实验室推广

应用#有助于对
M94!$?-

在糖尿病中的临床应用价值进行深入

研究+
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