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摘
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要"目的
!

通过比较白血病患者与健康人群人类
d

射线交叉互补修复基因
)

"

d6'')

#基因多态性和超甲基化水平!探讨

d6'')

与白血病的相关性$方法
!

利用限制性片段长度多态性聚合酶链反应"

7'656h27

#和甲基化特异聚合酶联反应"

#(7

#

的方法检测
)9%

例白血病患者"病例组#和
)9%

例健康体检者"对照组#

d6'')

基因多态性和启动子区超甲基化水平$结果
!

在

各型白血病中
d6'')

基因
J?)+11+X&

%

J?&9$X+

%

J?&9$X1

位点基因型有不同程度的变化$病例组各亚组的
d6'')

基因超甲基化

阳性率与对照组比较!差异均无统计学意义"

!

%

%8%9

#$结论
!

多态性位点基因型分布及等位基因频率和白血病易感有一定的

相关性!但
d6'')

基因在白血病中可能不存在超甲基化现象$

关键词"人类
d

射线交叉互补修复基因
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白血病&
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基因多态性&
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甲基化
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d6'')

基因是第一个分离到的影响细胞电离辐射敏感性

的哺乳动物基因#是碱基切除修复系统的核心蛋白之一#它对

一系列氧化剂导致的
"/!

断裂和碱基损伤修复起着极其重

要的作用'

d6'')

基因与其他修复蛋白共同参与电离辐射和

氧化引起的碱基切除修复和单链断裂修复(

)

)

'该基因的异常

表达与多种恶性肿瘤的发生有关'

d6'')

蛋白质共分为
-

个

功能域!

/

端的
"/!

结合区及两个
Y6'.

蛋白相互作用结构

域'中间的
Y6'.

$

区对维持基因组的稳定性和细胞存活是

必须的#而
'

端的
Y6'.

&

区与
3)

期
"/!

损伤单链修复有

关(

&

)

'

d6'')

通过与多聚
!"7

核糖聚合酶$

7!67

%*

"/!

连

接酶
'

及
"/!

多聚酶
Y

作用来修复包括氧化应激在内的各

种损害引起的
"/!

损伤(

-59

)

'本研究对白血病
d6'')

基因

多态性和启动子区超甲基化表达进行了测定#旨在探讨

d6'')

基因与白血病之间的相关性'

?

!

资料与方法

?8?

!

一般资料
!

对照组!

)9%

例健康体检者全部来自兰州大

学第一医院体检中心$男
+%

例*女
X%

例%#年龄
&%

!

9%

岁#无

吸烟*饮酒习惯且无全身系统性疾病#空腹肝素钠抗凝外周血

&I2

'病例组!

X&

例急性髓细胞白血病$

!#2

%*

&9

例急性淋

巴细胞白血病$

!22

%和
$-

例慢性髓细胞白血病$

'#2

%全部

来自兰州大学第一医院血液科初诊患者$男
X%

例*女
+%

例%#

年龄
&%

!

<%

岁#诊断均符合 ,血液病诊断和疗效标准-

(

<

)

'

?8@

!

仪器与试剂
!

血液全基因组
"/!

提取试剂盒为上海生

工公司产品&

f

E

IA6G?GHJKF

公司的甲基化检测试剂盒&限制性

内切酶
7PC

&

*

#?

N$

*

6?H

$

为
hGJIG@BH?L>OG?K>G@KG?

公司产品&荧

光定量
7'6

试剂为罗氏公司产品&

3G@G!#71+%%

型
7'6

反应

仪为美国
70

公司产品&电泳仪为北京市六一仪器厂
"ee54

型#凝胶成像系统为美国联合生物公司的
'c5)-%X

型'

?8A

!

方法

?8A8?

!

J?)+11+X&

*

J?&9$X+

*

J?&9$X1

位点基因型分布及等位基

因频率
!

基因组提取并经纯度分析后用限制性片段长度多态

性聚合酶链反应$
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%进行检测'
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M

-113L@
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下#

h
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6
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!3. '.3 '.3 3'. '.3 35-]
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J?&9$X1 3&+$<<!
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M
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!

基因甲基化检测
!

从样本骨髓组织中提取
"/!

#

"/!

经修饰*纯化沉淀后#进行
7'6

扩增#在
-%

#

2

的反应体

系中#包含
)

#

2

模板
K"/!

#

)%j

缓冲液
-

#

2

#

D/.7%8<
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热启动
.H

a

0%8)9

#

2

*上下游引物各
%8$

#

2

*双蒸水

&$8$9

#

2

'引物为
#3#.

基因甲基化和未甲基化引物对#

9]5

3!3!.. .3. .!! ... ... .'3 '5-]

#

9]5!!! '3.

!!!'3!'.!'3'.!!5-]

为甲基化引物#

9]5!!! 3!3

!.. .3. .!! ... ... ..3 .5-]

#

9]5'!! !'! .!!

!'!!'.!'!'.!!!'5-]

为未甲基化引物'扩增条件如

下
19Z

预变性
9I>@

&继而
19Z-%?

#

9&Z-%?

#

+&Z-%?

#

-<

个循环&

+&Z

延伸
)%I>@

'扩增产物进行变性高效液相色

谱$

"472'

%检测'

?8A8A

!

注意事项
!

$

)

%每次检测从样本
"/!

提取开始同时

提取甲基化对照和非甲基化对照
"/!

#检测全过程必须同时

进行甲基化对照和非甲基化对照检测'$

&

%

"472'

检测前应

先校验柱效和柱温#保证检测结果稳定且可回溯'

?8E

!

统计学处理
!

所有数据通过
(7(()<8%

统计软件包进

行#计数资料以百分率表示#组间比较采用
-

& 检验#显著性检

验水准
)

:%8%9

#

!

$

%8%9

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@8?

!

各组
d6'')

基因多态性情况
!

J?)+11+X&

位点基因型

分布!以携带
!J

M

"

!J

M

基因型的人群为参照组#

!#2

组中#杂

合子
!J

M

"

.J

N

基因型增加了罹患
!#2

的风险$

!:%8%-&

%#

其
U6

值为
)8X$9

&

!22

组中#杂合子
!J

M

"

.J

N

基因型增加了

罹患
!22

的风险$

!:%8%%-

%#其
U6

值为
-8X&+

'

J?&9$X+

位

点基因型分布!以携带
!J

M

"

!J

M

基因型的人群为参照组#

!J

M

"

3L@

基因型的患者罹患
'#2

的风险降低$

!:%8%$+

%#

U6

值

为
%8<-&

&

3L@

等位基因频率与对照组比较差异有统计学意义

$

!:%8%-$

%#

U6

值为
%8<++

'

J?&9$X1

位点基因型分布!以携

带
!J

M

"

!J

M

基因型的人群为参照组#

!J

M

"

4>?

基因型的患者

罹患
!2

的风险降低$

!:%8%%%

%#

U6

值为
%8-&<

&

4>?

等位基

因频率与对照组比较差异有统计学意义$

!:%8%%%

%#

U6

值为

%8-<-

'

@8@

!

各组
d6'')

基因超甲基化情况
!

病例组各亚组与对照

组
d6'')

基因超甲基化阳性率比较#差异均无统计学意义

$

!

%

%8%9

%#见表
)

'

表
)

!!

各组间
d6'')

基因超甲基化阳性率的比较

组别
&

阳性(

&

$

_

%)

-

&

!

对照组
)9% $

$

&8<$

%

; ;

!#2

组
X& 9

$

<8)%

%

)8<+$ %8)1<

!22

组
&9 )

$

$8%%

%

)8)-+ %8+))

'#2

组
$- &

$

$8<9

%

%8$-+ %89%1

!!

;

!无数据'

A

!

讨
!!

论

过去对
d6'')

基因的研究主要集中在其多态性与肿瘤

的发病之间的关系上'含人类
d6'')

的质粒能完全纠正

0#1

细胞$

d6'')

空白细胞#有一个无义突变%的修复缺陷作

用'

.H

E

LAJ

等(

+

)报道#在
0#1

细胞检测不到单链断裂修复

$

((Y6

%能力#

0#1

细胞和突变的
d6'')

有残余修复作用#其

((Y6

降低致细胞对烷化剂高敏感'

0#1

和其他大颊鼠类细

胞株$

0#+

*

0#&'))

*

0#&')&

%存在
d6'')

功能缺陷#

0#1

对

甲基甲烷硫酸盐$

##(

%和乙烷基甲烷硫酸盐$

0#(

%有
)%

倍高

敏感性#每一个
d6'')

缺陷株在该基因不同位点都有突变(

X

)

#

本研究表明
d6'')

基因的
-

个不同多态性位点对不同类型的

白血病影响不同#各种变异是如何影响其编码的蛋白质功能及

酶活性的#有待选择不同的细胞株对其功能做进一步探讨'

研究发现
"/!

修复是细胞通过各种途径对基因组损伤

的保护性反应#细胞
"/!

修复功能的缺陷将导致其对损伤物

质的敏感性增加#从而导致染色体畸变的频率及癌症易感性增

强(

1

)

'本研究表明
J?)+11+X&

位点#杂合子
!J

M

"

.J

N

携带者增

加了罹患急性白血病的风险&

J?&9$X+

位点#杂合子
!J

M

"

3L@

携带者减少了罹患
'#2

的风险'

d6'')3L@

等位基因频率

在
'#2

组明显高于对照组$

!:%8%-$

%#

3L@

等位基因可能是

'#2

的保护性基因#可能会降低
'#2

的患病风险'

J?&9$X1

位点#

!J

M

"

4>?

变异明显减少了
!22

的患病风险'

4>?

等位

基因频率在
!22

组明显高于对照组#

4>?

等位基因可能是

!22

的保护性基因'相同基因同一位点的变异在白血病不同

亚型中的分布不尽相同#这些现象是否与本省所处的地理位置

及生存环境有关#是否是人类为了长期生存*抵御疾病所发生

的相应变异#有待做进一步的区域性研究'

另外本研究的结果表明#各型白血病与对照组
d6'')

基

因的超甲基化阳性率比较#差异无统计学意义$

!

%

%8%9

%'因

此#笔者认为在该人群中各型白血病存在
d6'')

基因多态性

的差异#当然#这需要下一步在一个大样本量的人群中去验证'

国内外基因多态性与疾病关联性研究已经取得了很大成

就#但其临床应用价值*研究策略及未来发展前景尚未得到临

床工作者的认同'研究工作的重点往往局限于基因多态性与

疾病发生的相关性'简单地进行频率调查或是简单地解释基

因多态性与疾病预后*转归的关系#忽视了疾病基因多态性与

临床表型及治疗效果多样性的内在联系'尚未把研究重点放

在为什么不同的个体在相同的疾病中表现不一样以及为什么

不同的个体对相同的化疗药物会有不同的反应等深层次原因

的探讨上#回答这些问题远比简单地解释基因多态性与疾病易

感性的关系复杂得多'
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