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　　摘　要：目的　探讨人和小鼠的ＩＧ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因启动子区ＤＮＡ甲基化检测的方法。方法　用亚硫酸氢钠处理人外周

血白细胞基因组ＤＮＡ及小鼠骨骼肌组织中ＤＮＡ标本，以修饰后的ＤＮＡ为模板，对人和小鼠两个不同基因分别设计合适的引物

对启动子区进行ＴｏｕｃｈＤｏｗｎＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物进行克隆测序。结果　在利用合适的引物对修饰后ＤＮＡ模板进行扩增时均

能扩增出目的片段，克隆测序结果显示ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因启动子区甲基化的胞嘧啶碱基Ｃ不变，而非甲基化的胞嘧啶碱基Ｃ

转变为胸腺嘧啶碱基Ｔ。结论　成功的建立了人和小鼠ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因启动子区甲基化的检测方法，为进一步探讨这两种

基因启动子区甲基化与相关疾病的关系奠定基础。
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　　启动子ＣｐＧ岛高甲基化是抑癌基因失活的重要机制之

一，对于肿瘤的早期诊断、分子分型、预后判断等均具有较大的

价值［１２］。目前较常用的ＤＮＡ甲基化检测技术是亚硫酸氢盐

修饰法，该技术使用强碱对 ＤＮＡ 进行处理，导致绝大多数

ＤＮＡ分子发生断链，同时由于ＤＮＡ经亚硫酸氢盐修饰后会

将胞嘧啶全部转化成尿嘧啶而造成碱基分布不平衡，大大增加

了引物设计及ＰＣＲ扩增的难度。因此，在寻找相关疾病易感

基因有意义的甲基化位点时如何设计合适的引物，采用合理得

方案扩增出目的片段成为科研工作者前期挑战之一。本实验

以胰岛素样生长因子１受体（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１ｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦ１Ｒ）、蛋 白 激 酶 Ｃξ 亚 型 （ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ／ｚ，

ＰＲＫＣＺ）为目的基因，成功地建立了人和小鼠ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ

基因启动子区甲基化的检测方法，为后续科研工作者探讨这２

个基因的甲基化改变在相关疾病发病机制中的作用提供了可

靠的方法学保障。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　主要试剂：血液组织细胞基因组提取

试剂盒（北京天根生化科技公司）、引物（上海生工生物公司）、２

×犜犪狇ｐｌａｔｉｎｕｍＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京天根生化科技公司）、对

苯二酚（Ｓｉｇｍａ公司）、亚硫酸氢钠（Ｓｉｇｍａ公司）；主要仪器：Ｂｉ

ｏｍｅｔｒａＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）、ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳仪（北

京东方仪器厂）、凝胶成像分析仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）、紫外

分光光度计（重庆光学仪器厂）等。

１．２　标本　选择十堰市太和医院体检中心正常人群，标本为

外周血白细胞ＤＮＡ；健康的Ｃ５７ＢＬ小鼠（购买于南京大学模

式动物研究所）标本为骨骼肌组织ＤＮＡ。

１．３　方法

１．３．１　人外周血白细胞ＤＮＡ和小鼠骨骼肌组织ＤＮＡ的提

取　使用全基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒按照说明书步骤进行

ＤＮＡ提取，然后用紫外分光光度计检测 ＤＮＡ 质量，并于

２６０ｎｍ处测吸光度值进行定量，同时通过琼脂糖凝胶电泳检

测其完整性。选取纯度高，完整性好的的ＤＮＡ样品，为后续

实验操作提供良好的ＤＮＡ模板。

１．３．２　亚硫酸氢盐修饰并纯化　（１）将２μｇ的 ＤＮＡ置于

１．５ｍＬＥＰ管中使用双蒸水稀释至５０μＬ，加入５．５μＬ新鲜

配制的３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，４２℃水浴３０ｍｉｎ。（２）加入３０ｍＬ

１０ｍｍｏｌ／Ｌ对苯二酚（氢醌）至上述水浴后的混合液中，轻轻混

匀溶液变成淡黄色后，加５２０μＬ３．６ｍｏｌ／Ｌ亚硫酸氢钠至上

述水浴后溶液中（溶液ｐＨ值用ＮａＯＨ准确滴定至ｐＨ值５．０，

此步中ｐＨ值是否准确至５．０关系到甲基化修饰是否完全）。

ＥＰ管外裹铝箔纸，避光，轻柔颠倒混匀溶液。（３）置于国产水

浴锅５３℃避光水浴１０～１６ｈ。修饰后ＤＮＡ的纯化回收，使

用ＰｒｏｍｅｇａＷｉｚａｒｄＣｌｅａｎｕｐＤＮＡ纯化回收试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，

Ａ７２８０），并自备注射器；具体步骤按照说明书要求进行。（４）

去硫酸化和沉淀ＤＮＡ。将纯化好的样本加入５．５μＬ新鲜配

制的３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，室温放置１５ｍｉｎ。（５）加３３μＬ１０ｍｏｌ／

Ｌ乙酸铵，以中和ＮａＯＨ溶液，使溶液最终ｐＨ值在７．０左右；

加４μＬ１０ｍｇ／ｍＬ糖原，加２７０μＬ事先预冷的冰无水乙醇，置

于－２０℃，过夜沉淀。（６）次日，４℃，１２０００ｒ／ｍ离心３０ｍｉｎ，

倒去上清液，收集沉淀，加５００μＬ７０％乙醇，轻柔倾斜ＥＰ管，

旋转一圈，再次离心，４℃１２０００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ后倒掉上清

液，再加同量乙醇，再次洗涤。（７）弃上清液，并常温短暂离心

后，将，室温干燥１０ｍｉｎ，加入１５～３０μＬ双蒸水溶解沉淀，

－２０℃保存。

１．３．３　ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因启动子区ＣｐＧ岛的确定及引物

设计　利用 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）

和ＵＣＳＣ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｇｅｎｏｍｅｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）分别查找

人和小鼠ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ的基因启动子序列。引物设计使用

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ在 线 分 析 软 件 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／

ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ），该软件主要针对基因的ＣｐＧ岛进

行引物设计，并结合Ｐｒｉｍｅｒ５．０进行优化。优化事项：（１）尽量

避免ＣＧ位点；（２）对于含有ＣＧ位点的碱基序列用兼并碱基

代替，下面列出的序列中Ｙ（Ｃ、Ｔ）、Ｒ（Ａ、Ｇ）均为兼并碱基；（３）

为提高引物的Ｔｍ值，在保证普通引物设计原则正确的前提

下，适当延长引物长度。各组引物序列见表１。本实验均采用

相同降落ＰＣＲ反应体系及循环条件，５０μＬ体系的配制：模板

３μＬ引物，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ１μＬ；

犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ（μＬ）１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（加Ｍｇ
２＋）：１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
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ＨＣｌ（ｐＨ８．８、２５ ℃），５００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，

０．８％（ｖ／ｖ）ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０，５μＬ，犜犪狇酶５Ｕ／μＬ，０．８μＬ，无菌的

双蒸水３８．２μＬ。循环参数：９５℃预变性４ｍｉｎ，９５℃变性

４５ｓ，６５℃退火（－１℃／１ｃ）４５ｓ（即每１个循环后退火温度降

低１℃），７２℃延伸１ｍｉｎ，经２０个循环后改为９５℃４５ｓ，

５５℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，２０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　　ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ引物序列和扩增片段长度

引物名称 引物序列（５′３′） 目的片段

人ＩＧＦ１ＲＦ ＴＴＹＧＧＧＴＴＴＧＡＡＡＡＴＧＧＡＧ ２１６ｂｐ

人ＩＧＦ１ＲＲ ＣＡＡＡＣＴＣＡＡＴＣＴＴＣＲＣＴＣＣＣ

小鼠ＩＧＦ１ＲＦ ＹＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＴＴＴＡＡＴＧＡＡＧＴ ４０７ｂｐ

小鼠ＩＧＦ１ＲＲ ＣＡＣＡＣＴＣＣＡＡＡＣＲＡＣＴＡＣＡＡＣＣ

人ＰＲＣＫＺＦ ＴＴＴＴＴＧＴＴＴＡＧＧＴＴＧＧＡＧＴＧＴＡＧＴＧ ２０６ｂｐ

人ＰＲＣＫＺＲ ＣＣＡＣＴＴＡＡＡＡＴＣＡＡＡＡＡＴＴＴＡＡＡＡＣＣ

小鼠ＰＲＫＣＺＦ ＧＴＡＴＴＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＴＡＧＧＴＧＧＴＴＧ ４５８ｂｐ

小鼠ＰＲＫＣＺＲ ＣＣＣＣＲＴＡＣＴＴＣＴＡＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＡＴＣ

１．３．４　克隆后测序　把回收的ＰＣＲ产物与ＰＧＭＴ载体相

连具体步骤见北京天根ＰＧＭＴ克隆试剂盒说明书。挑取氨

苄阳性的固体培养基上单克隆菌落通过菌落ＰＣＲ快速检测，

对确定为阳性克隆的单克隆菌落，接种于ＬＢ液体培养基内进

行
"

菌，按质粒ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取质粒ＤＮＡ后送

上海英俊生物工程公司测序。

２　结　　果

２．１　甲基化处理后ＰＣＲ结果　以亚硫酸氢钠和对苯二酚修

饰后的基因组ＤＮＡ为模板，对人和小鼠ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ启动

子区部分序列进行降落ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经２％琼脂糖初

步鉴定为目的条带，人和小鼠的ＩＧＦ１Ｒ目的片段长度分别为

２１６ｂｐ、４０７ｂｐ，人和小鼠的 ＰＲＫＣＺ目的片段长度分别为

２０６ｂｐ和４５８ｂｐ，见图１～４。

图１　　亚硫酸氢钠处理后人ＩＧＦ１Ｒ基因启动

子区的ＰＣＲ产物

图２　　亚硫酸氢钠处理后小鼠ＩＧＦ１Ｒ启动子

区的ＰＣＲ产物

图３　　亚硫酸氢钠处理后人ＰＲＫＣＺ基因启动

子区的ＰＣＲ产物

图４　　亚硫酸氢钠处理后小鼠ＰＲＫＣＺ基因启动

子区的ＰＣＲ产物

２．２　测序结果　克隆测序结果均显示人和小鼠ＩＧＦ１Ｒ、

ＰＲＫＣＺ基因启动子区甲基化的胞嘧啶碱基Ｃ保持不变，而非

甲基化的胞嘧啶碱基Ｃ转变为胸腺嘧啶碱基Ｔ。以人的ＩＧＦ

１Ｒ基因测序结果为例见图５。

图５　　人的ＩＧＦ１Ｒ基因扩增后测序结果

３　讨　　论

ＤＮＡ甲基化是一种重要的表观遗传学标记，异常的ＤＮＡ

甲基化与许多疾病的发生密切相关尤其是癌症。Ｌｅｖｅｎｓｏｎ
［３］

曾提到运用循环ＤＮＡ分析ＤＮＡ甲基化可以促进肿瘤相关生

物标志物在肿瘤中检测、诊断、治疗的预期效果及预后的发展。

随着人们对甲基化在疾病发生中作用的重视，检测基因是否发

生甲基化的方法也在不断的丰富与完善，目前主要有甲基化敏

感的限制性内切酶法、限制性分析、单核苷酸引物延伸、单链构

象分析法、高液相色谱法［４］与基因芯片结合的快速大通量分析

法［５］，在众多的甲基化检测方法中亚硫酸氢钠修饰后测序（ｂｉ

ｓｕｌｆｉｔｅｍｏｄｉｆｉｅｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰＣＲ，ＢＳＰ）是一种可以覆盖多位点

甲基化分析的全面而准确的方法，在寻找ＤＮＡ序列有意义基

因甲基化位点时具有其它方法无法比拟的优点。该方法原理

简单的来说根据核酸序列ＣｐＧ位点中ＣＴ转化情况来判断被

检测的样本中甲基化状态，并与未经亚硫酸氢钠处理的原始序

列进行比对，如果没有发生ＣＴ的转变，则表明该ＣｐＧ位点发

生了甲基化，反之则说明未发生甲基化。

由于ＤＮＡ经亚硫酸氢盐修饰后会将胞嘧啶全部转化成

尿嘧啶而造成碱基分布不平衡，增加了引物设计及ＰＣＲ扩增

的难度，如何合理的设计引物及选择合适的ＰＣＲ扩增方法是

本实验中的关键，尽管有专门针对ＢＳＰ法及 ＭＳＰ法设计甲基

化引物的软件如 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ免费在线软件，但是不能机械的

依靠，必要时需结合Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０进行合理优化。遵循ＢＳＰ法

甲基化引物设计原则［６］：（１）为了区别甲基化ＤＮＡ和非甲基

化ＤＮＡ，引物不应含有ＣｐＧ位点；（２）引物扩增的产物应包含

尽可能多的ＣＧ位点。在引物设计时用兼并碱基代替ＣＧ位

点上的个别碱基便于快速找到合适的引物进行扩增。本试验

在进行普通ＰＣＲ扩增时由于退火温度不确定较难快速获得扩

增产物，经过不断地探索，笔者最终探讨出采用降落ＰＣＲ这一

最佳方案，也就是说在ＰＣＲ扩增时采用的退火温度是６５℃到

４５℃这样一个梯度范围，每个循环降低１℃最后以４５℃为退

火温度继续扩增２０个循环，较容易地扩增出目的片段而且抑

制了非特异性扩增。同时本研究还发现对于退火温度相差不

大的几个不同基因同时扩增，大大减少了ＰＣＲ扩增的次数和

时间，借助于降落ＰＣＲ方法对ＤＮＡ甲基化亚硫酸氢钠测序法

进行改进，极大地提高了甲基化位点检测效率。

试验中笔者研究的目的基因是ＩＧＦ１Ｒ和ＰＲＫＣＺ，其中

ＩＧＦ１Ｒ是ＩＧＦ信号系统的重要组成部分，属于酪氨酸激酶受

体，主要与配体ＩＧＦ１结合，两者结合后能通过改变肿瘤细胞

周期、细胞凋亡以及与周围环境的相互作用，在恶性肿瘤的持

续生长中起着重要作用［７８］。

由于ＩＧＦ１Ｒ的信号转导可以引起细胞的恶性化及细胞

粘附性的改变［９］，ＩＧＦ１Ｒ 被认为是治疗肿瘤的有效靶点。

ＩＦＧ１Ｒ表达持续增高是乳腺癌、胰腺癌、结肠癌、肺癌发生的
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危险因子［１０］。ＰＲＫＣＺ基因在对细胞的生长、发育、蛋白质的

表达具有重要的调节作用；其中在 Ｆａｓ／ＦａｓＬ凋亡途径中，

ＰＲＫＣＺ通过与死亡诱导信号复合物作用（ｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｉｎｇｓｉｇ

ｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＤＩＳＣ），对ＦａｓＬ引起的细胞凋亡起到了逆向的

调节作用［１１］。ＰＲＫＣＺ在活化的细胞中定位于胞膜，能够诱导

肌动蛋白的聚合、细胞结构的形成及转化和骨架的重排，参与

细胞极化、细胞黏附作用、细胞分化、细胞趋化和肿瘤转移。例

如在胰腺癌发生转移时ＰＲＫＣＺ能够很好的控制细胞的分化

方向［１２］。尽管ＩＧＦ１Ｒ和ＰＲＫＣＺ基因与许多疾病的发生密

切相关，但是目前关于它们的研究多局限在基因多态性上，要

想彻底弄清楚这两个基因在疾病发病机制中的作用，不仅要明

确经典的遗传学分子机制，也同样需要明确表观遗传致病的分

子机制，甲基化是表观遗传学重要的内容之一，但这两个基因

在疾病中甲基化状态的研究国内尚未报道。试验中对ＩＧＦ

１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因启动子区甲基化的研究方法进行了一定程度

的探索，明确了ＩＧＦ１Ｒ、ＰＲＫＣＺ基因的某些区域发生了甲基

化现象，下一步本课题组将利用此方法，继续探讨这两个基因

启动子区甲基化与某一类疾病发生的相关性奠定基础。
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·检验技术与方法·

水浴消解碰撞反应池电感耦合等离子体质谱法测定全血中重金属元素


刘裕婷，张志荣，于秋红，赵建忠△，李　洁，张　玲，张来颖

（北京市丰台区疾病预防控制中心，北京１０００７１）

　　摘　要：目的　建立水浴消解八极杆碰撞反应池电感耦合等离子体质谱仪（ＯＲＳＩＣＰ／ＭＳ）测定全血中Ｃｒ、Ｎｉ、Ａｓ、Ｓｅ、Ｃｄ、

Ｈｇ、ＴＬ、Ｐｂ８种金属元素含量的方法。方法　血液样本中加入硝酸，经水浴消解后，制备成测试液；采用八极杆碰撞反应池电感

耦合等离子体质谱法同时测定８种金属元素含量，应用标准曲线法和内标校正定量。结果　８种金属元素在测定范围内线性良

好，相关系数均大于０．９９９；灵敏度高，各元素的方法检出限为０．０１～０．３０μｇ／Ｌ；重现性好，相对标准偏差小于１０％；准确度高，加

标回收率为９０％～１１０％，对标准物质小牛血清成分进行分析测定，分析结果与标准值吻合。结论　水浴消解八极杆碰撞反应池

电感耦合等离子体质谱法测定全血中重金属元素简便、快速，样品用量少，为人血浆中金属元素正常值范围的确定提供了参考依据。

关键词：质谱分析法；　全血；　金属元素；　水浴消解；　八级杆碰撞反应池

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２８７８０３

　　生物样品的前处理方法目前文献报道较多的有直接稀释

法［１６］、干灰化法［７］、湿法消解［８］、微波消解［９］等。直接稀释法

虽然简单，但是稀释后某些元素的检出能力变差，样品与标准

溶液的黏度差异可能成为影响方法准确度的因素。应该指出，

由于血液和尿液中碳及 ＮａＣｌ浓度较高，由此产生４０Ａｒ１２Ｃ、

３５Ｃｌ１６Ｏ、３５Ｃ１６Ｏ１Ｈ、４０Ａｒ３５Ｃｌ等多原子离子干扰，直接稀释法不

宜测定Ｖ、Ｃｒ、Ａｓ等元素
［１０］。干灰化法可使Ｃｄ、Ｐｂ、Ｓｎ、Ｚｎ等

元素部分损失，Ａｓ、Ｈｇ、Ｓｅ等全部损失
［１０］。湿法消解操作繁

琐，需要大量的酸，对环境和人体都造成影响，且对易挥发元素

的测定不适用。而微波消解所需仪器成本高，对于批量样品的

测定不适用。本文采用水浴消解的前处理方法，利用八极杆碰

撞反应池电感耦合等离子体质谱技术，建立测定全血中多种重

金属元素的分析方法。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂

１．１．１　主要仪器　７５００系列电感耦合等离子体质谱仪（ＩＣＰ／
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