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!!'摘要(!目的!建立+3A87ROL#$&基因多态性的毛细管电泳!,<"测定方法)方法!采用血液+细胞+组织

基因组MOL提取试剂盒提取血清样品基因组MOL#T,R扩增+3A87ROL#$&目的基因#QA3B!#'.限制性内切酶

酶切#产物用,<测定)对,<筛分介质质量浓度*分离电压等参数进行了优化)在优化的条件下!筛分介质质量

浓度为!'0+V分离电压为!"IZ"#分别测定类风湿性关节炎患者和正常人血清样品 +3A87ROL#$&酶切产物#并

对其进行基因分型)结果!在优化的,<实验条件下!筛分介质质量浓度为!'0+V#分离电压为!"IZ#"(+3/内

可完成 +3A87ROL#$&基因酶切产物检测)方法日内相对标准偏差!L9F"为'%$#̂ )'%&#̂ #日间L9F 为

!%$?̂ )!%(&̂ )用该法测定了?&份类风湿性关节炎患者样品和$#份正常人样品#结果均为 +3A87ROL#$&.

型#未发现+3A87ROL#$&/型)结论!本研究建立的方法操作简单#具有高效*快速*样品用量少*自动化程度高

等优点#适用于+3A87ROL类小分子ROL基因多态性的测定)

'关键词(!毛细管电泳法! 基因多态性! +3A87ROL#$&! 类风湿性关节炎
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T8R?(I$%<?D4#6%CDE4()<9I455?5.T8R?(I$%<?D4#9(I48<),)(J%HC(DK#,-./012&!''$!#,-3/4&"BTH5J()I(<?

Q%K+<R5H<D5HK5.O55G9<.%DK25)(D5H()*<)GL(CP0CC%CCA%)D5.9(I48<)#,-./012&!''$!#,-3/4

# ,788.9:7/13/042;-78#<=+43>$>CE>.."'')(-7;+43>%A7+

';E9=:'$=(!QER,$=#*,! B71.H.>7:4+.;-71D78;-.1.;.A;37/7D+3A87ROL#$&0./.:7>C+78:-39+ KC

A4:3>>48C.>.A;87:-78.939!,<"%+,=%?-9!B-.0./7+.MOLG49.E;84A;.1G3;-;-.I3;7DK>771+A.>>+;3992.0./7+.

MOL.E;84A;37/#;-./+3A87ROL#$&0./.G494+:>3D3.1KCT,R#130.9;.1KCQA3B!#'.8.9;83A;37/./6C+.4/1

1.;.A;.1KC,<%B-.A7/13;37/9D78,<9.:484;37/G.8.7:;3+36.1%54+:>.9D87+8-.2+4;73148;-83;39:4;3./;94/1

-.4>;-C:.897/9G.8.1.;.A;.12/1.8;-.7:;3+4>A7/13;37/9%8,9&K=9!N/1.8;-.7:;3+36.1.E:.83+./;4>A7/13;37/9

7D,<!93.H3/0+.132++499A7/A./;84;37/G49!'0+V4/1;-.9.:484;37/H7>;40.G49!"IZ"#;-.1.;.A;37/7D;-.

130.9;.1:8712A;97D+3A87ROL#$&0./.A72>1K.A7+:>.;.1G3;-3/"(+3/%B-.3/;84=14C8.>4;3H.9;4/14811.H34;37/

!R5M"7D;-.+.;-71G49'%$#̂ ='%&#̂ 4/13/;.8=14CR5M G49!%$?̂ =!%(&̂ %54+:>.9D87+?&8-.2+4;731

48;-83;39:4;3./;94/1$#-.4>;-C:.897/9G.8.4/4>C6.1KC;-.:87:79.1+.;-71%B-.8.92>;99-7G.1;-4;7/>C+3A87

ROL#$&.;C:.G491.;.A;.1K2;+3A87ROL#$&/;C:.G49/,;%>?($K&9#?(!B-39+.;-7139.49C;77:.84;.#4/1

-49;-.41H4/;40.97D-30-.DD3A3./AC#D49;9:..1#>.9994+:>.A7/92+:;37/4/1-30-42;7+4;37/>.H.>%B-39+.;-71

39923;4K>.D78;-.1.;.8+3/4;37/7DROL0./.:7>C+78:-39+7D+38A7ROL%

'F,GH?:-9(!!,4:3>>48C.>.A;87:-78.939!,<"!!W./.:7>C+78:-39+!!U3A87ROL#$&!!R-.2+4;731

48;-83;39

!!微核糖核酸!+3A87ROL"是一类由内源性基因

编码的非编码单链小ROL分子#可以参与免疫系

统的调控#与多种炎性和自身免疫性疾病的发病有

关
-! ".)有研究表明#+3A87ROL#$&可能有助于

类风湿性关节炎!8-.2+4;73148;-83;39#RL"的炎症

反应微调$其可通过间接抑制脂多糖!VT5"来间接

" 大学生创新创业训练计划项目!O7%"'!&!'&!'!('"资助

# 通信作者#<=+43>$>CE>.."'')(-7;+43>%A7+

调节白介素=!)的释放
-#.)而白介素=!)是 RL疾

病发病的重要因子之一
-$ &.)虽然 +3A87ROL#$&

与RL的关联已有研究#但鲜有从基因层面分析的

报道#因此探究RL与 +3A87ROL#$&基因多态性

之间的关系对了解RL的发病机制及针对性治疗具

有实际意义)

目前基因多态性常用的分析方法主要有$单链

构象 多 态 性 分 析 !93/0>.9;84/1 A7/D78+4;37/

:7>C+78:-39+4/4>C939#55,T"#其检测灵敏度高#
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但是所需时间长#效率低#多用于基因点突变检

测
-*.&限制性片段长度多态性!8.9;83A;37/D840+./;

>./0;-:7>C+78:-39+#R\VT"分析#该法采用琼脂

糖凝胶电泳检测酶切后的片段#存在分析周期长*人

眼观察条带敏感度低*样品消耗量大!至少(-V"等

缺点
-).&多聚酶链反应!:7>C+.849.A-43/8.4A;37/#

T,R"=MOL测序法特异性好*准确度高#但是克隆

和测序操作过于繁琐*费时费力-?.)

毛细管电泳!A4:3>>48C.>.A;87:-78.939#,<"是

"'世纪)'年代发展起来的一种新型电泳与色谱相

结合的分离分析技术#具有高效*快速*灵敏*样品用

量少!纳升级"*分离模式多等特点-!' !".),<与高

灵敏的激光诱导荧光!>49.83/12A.1D>278.9A./A.#

VF\"检测技术相结合#在基因多态性研究方面显示

出独特的优越性)本研究采用 ,< 建立 +3A87

ROL#$&基因多态性的测定方法#并将其用于?&份

RL患者血清样品和$#份正常人血清样品检测#现

报告如下)

1!材料和方法

1%1!主要仪器与试剂

T+L,<
BU

UMa型毛细管电泳仪!美国贝克曼

公司#美国5A3.E生产"#配有VF\检测器!$))/+

激光模块"&石英毛细管柱!河北永年光导纤维厂#总

长度('A+#有效长度$"A+#内径*(-+#其内表面

的聚丙酰胺化学键合涂层由本实验室完成"&凝胶成

像系统*T,R仪*T7G.8T4A系列电泳仪!QFS=RLM#

美国")

BFLO4+:W./7+3AMOLX3;血液+细胞+组织

基因组MOL提取试剂盒!离心柱型"6天根生化科

技!北京"有限公司7&B4X4R4,>7/;.A-:8.+3E

B4@
BU

Z.8937/"%' 试剂!B4X4R4#日本"&引物

+3R=#$&=R++3R=#$&=\6生工生物工程!上海"股份

有限公司7&B4X4R4,>7/;.A-QA3B!#'.!#I5R/#

2J<."限制性内切酶!B4X4R4#日本"&B-.8+7

5A3./;3D3A\49;82>.8N>;84V7GR4/0.MOL>411.8

!B-.8+75A3./;3D3A#美 国"&57>48K37 W7>1 Z3.G

!WZ".型核酸染色剂!北京索莱宝科技有限公司"&

5PQR W7>1!5W"核 酸 荧 光 染 料 !美 国 V3D.

B.A-/7>7039公司"&甲基纤维素!+.;-C>A.>>2>79.#

U,#美国530+4公司"&琼脂糖!!''0#Q37G.9;#西

班牙")

限制性内切酶*引物 +3R=#$&=R++3R=#$&=\*

MOL+48I.8*5W核酸染料!避光"*:8.+3E染料均

需分装后置于f"'m冰箱中保存&WZ染料*U,溶

液均需置于$m冰箱中保存)

1%/!研究对象

本研究选取"'!(年!"月至"'!&年#月四川

某医院新确诊的RL患者?&例为病例组#平均年龄

!(*%!#e!$%(!"岁#均符合"'!'年美国风湿病学会

!L+.83A4/,7>>.0.7DR-.2+4;7>70C#L,R"-!#.
诊断

标准&对照组选取同院类风湿因子!R\"阴性#无相

关症状#因骨折或其他非相关疾病入院者$#例#平

均年龄!&'%!"e!&%'*"岁)研究对象之间均无相近

的血缘关系)

1%6!实验方法

1%6%1!血清中基因组MOL提取!由研究对象所

在医院按照临床采血的要求无菌抽取受试者肘静脉

血"+V#用<MBL抗凝#而后取#''-V在样本采

集当日按照基因组MOL提取试剂盒说明#通过酶

裂解法和吸附介质纯化法对血液样品进行红细胞裂

解和核酸纯化等#提取血清基因组MOL#并将其保

存于f"'m冰箱中)

1%6%/!+3A87ROL#$&基因T,R扩增!T,R扩增

体系$总体积为('-V#包括(-VMOL模板#上*下

游引物!!'-+7>+V"各"-V#"(-V"hT8.+3E和

!&-V蒸馏水)T,R扩增条件$?(m预变性(+3/#

!?(m变性$(9#()m退火$(9#*"m延伸$(9"共

#(个循环#*"m后延伸!'+3/)

琼脂糖凝胶电泳$制备"'0+V琼脂糖凝胶!含

WZ染料"#上样后#采用?(Z电压对MOL +48I.8

及T,R扩增产物进行电泳#凝胶成像系统观察结

果)

1%6%6!QA3B!#'.限制性内切酶酶切!酶切体系$

总体积为"'-V#其中包括!-V 限制性内切酶

!!'N+-V"#"-V!'hQ2DD.8#!'-VT,R产物和

*-V蒸馏水)酶切条件$盖温$( m#孵育温度

#*m#孵育时间!"-)

1%6%3!,<测定 +3A87ROL#$&基因多态性!用

'%'!+7>+VJ#TS$ 溶液冲洗毛细管柱#+3/#而后

充入!'0+VU,胶)在(IZ下#进样$9&在!"IZ

的分离电压条件下对样品进行电泳分析)分别对

?&份RL患者样品和$#份正常人样品酶切产物进

行,<分离测定#以迁移时间定性#与MOL>411.8

条带迁移时间比对记录样品基因型别)

/!结果与讨论

/T1!>.分离条件优化

!)"
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/%1%1!筛分介质质量浓度选择!本研究以MOL

>411.8!条带分别为$!'K:*"'K:*('K:*!''K:*

"''K:"为研究对象#考察了不同 U,质量浓度对分

离的影响
-!$.)由图!可见#在其他分离条件相同的

情况下#U,胶质量浓度为&0+V时#>411.8中的

('K:和!''K:的MOL片段未能实现基线分离6分

离度!R"%!%('"7&U,胶质量浓度升高至)0+V

时#虽然>411.8中的所有MOL片段均能得到基线

分离!R("%''"#分离度满足要求#但各峰出峰时间

较接近&U,胶质量浓度为!'0+V时#>411.8分离

情况最好!R("%''"#所有MOL片段均得到基线分

离#且电泳在"#+3/内完成#分离效果较好#分离时

间适中)因此#选择!'0+VU,作为,<筛分介质)

图1!不同 +>质量浓度下BL;K'--,:的分离情况比较

J#D1 ! 7%,9,@':'=#?( ,AA,$=9 ?A BL; K'--,: &(-,: -#AA,:,(=

$?($,(=:'=#?(9?A+>

!=($!'K:#"'K:#('K:#!''K:#"''K:#8.9:.A;3H.>C

/%1%/!分离电压!固定 U,质量浓度为!'0+V#

考察分离电压对MOL>411.8分离效果的影响
-!(.)

由图"*图#可见#在其他分离条件相同的情况下#

电压为!$IZ时#>411.8中('K:与!''K:的分离

情况不好#分离度比较低#若与+3A87ROL#$&基因

.型样品!酶切产物MOL片段为*&K:*?*K:和

!"'K:"出峰时间比对判定其型别时#易产生较大误

差&电压为!"IZ 时>411.8分离情况较好#所有

MOL片段均能在""+3/内得到基线分离&电压为

!'IZ时#>411.8条带分离情况最好#但完成分析所

需时间过长)因此在MOL>411.8各片段分离情况

较好的前提下#选择分离电压为!"IZ#因其所需时

间较短#且分离效果能满足要求)

/T/!>.分离酶切产物结果

在优化的,<条件下检测+3A87ROL#$&目的

图/!不同电压下BL;K'--,:的分离情况比较

J#D/!7%,9,@':'=#?(,AA,$=9?ABL;K'--,:&(-,:-#AA,:,(=9,@':'=#?(

*?K='D,9

!=($!'K:#"'K:#('K:#!''K:#"''K:#8.9:.A;3H.>C

图6!不同电压下BL;K'--,:的分离度

J#D6!8,9?K&=#?(9?ABL;K'--,:&(-,:-#AA,:,(=9,@':'=#?(*?K='D,9

基因T,R产物酶切片段)图$为 MOL>411.8和

+3A87ROL#$&基因.型毛细管电泳图谱)图中

MOL>411.8!峰!)("各峰分离度均大于#%*?&

+3A87ROL#$&基因.型#个目的片段!峰&))"

*&K:*?*K:和!"'K:#在优化的实验条件下可达

到较好分离!分离度均大于#%(?")

!!本研究共测定RL患者血清样品?&份#基因型

别均为.型#正常人对照样品$#份#基因型别均为

.型#RL 病例样品和正常人对照样品均未发现

+3A87ROL#$&基因/型样品#因此不能进一步分

析RL与 +3A87ROL#$&基因多态性之间的关系)

考虑其原因可能与样本量不够大和采样范围较小有

关!全部样品均来源于四川省某医院"#也可能与酶

切位点设计有关)

/%6!琼脂糖凝胶电泳分离酶切产物结果

!!同时#采用('0+V琼脂糖凝胶电泳检测 +3A87

ROL#$&目的基因酶切片段#与,<测定结果比对)

+3A87ROL#$&目的基因片段总长度为"?#K:#其

")"
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图3!<#$:?8L;635基因$型毛细管电泳酶切图谱

J#D3!>'@#KK':G,K,$=:?@%?:,9#9?A<#$:?8L;635$D,(?=G@,

!=($!'K:#"'K:#('K:#!''K:#"''K:#8.9:.A;3H.>C&&=)$

*&K:#?*K:#!"'K:#8.9:.A;3H.>C

酶切产物分为.型!*&K:*?*K:*!"'K:"和/型

!*&K:*"!*K:")图(为+3A87ROL#$&基因.型

及MOL>411.8琼脂糖凝胶电泳图)可见#MOL

>411.8条带分别为$!'K:!因电泳时间较长已不可

见"*"'K:*('K:*!''K:*"''K:&样品图谱中对应

于!''K:附近附近的#个条带#为 +3A87ROL#$&

基因.!*&K:+?*K:+!"'K:"#('K:左右为引物二

聚体条带)

图N!<#$:?8L;635基因$型琼脂糖凝胶电泳酶切图谱

J#DN!;D':?9,D,K,K,$=:?@%?:,9#9?A<#$:?8L;635$D,(?=G@,

!=($U3A87ROL#$&.0./.&&$MOL>411.8

/%3!方法精密度实验

/%3%1!仪器精密度!在优化的实验条件下#将

MOL>411.8于同一日内连续(次进样*连续测定(

日#计算日内相对标准偏差!L9F"和日间L9F 以

考察方法的重复性#结果显示!表!*表""#日内

L9F 为'%#$̂ )'%(#̂ *日 间L9F 为"%"!̂ )

表1!仪器的日内精密度

7'EK,1!O(=:'C-'G@:,$#9#?(?ABL;K'--,:

MOL>411.8
D840+./;

U3084;37/;3+.++3/

!9;+.4928.1 "/1+.4928.1 #81+.4928.1 $;-+.4928.1 (;-+.4928.1
L9F+̂

!'K: !(%?)# !(%)## !(%?)# !(%?*? !&%'"! '%$&

"'K: !&%#'' !&%!"? !&%")) !&%")) !&%##* '%('

('K: !&%&!# !&%$(' !&%&"! !&%&"! !&%&)# '%(#

!''K: !*%("? !*%#*! !*%$)# !*%$*? !*%(&# '%$"

"''K: "!%)?! "!%*$! "!%))( "!%))* "!%?"? '%#$

表/!仪器的日间精密度

7'EK,/!O(=,:C-'G@:,$#9#?(?ABL;K'--,:

MOL>411.8
D840+./;

U3084;37/;3+.++3/

!1 "1 #1 $1 (1
L9F+̂

!'K: !(%?)# !(%&'' !(%**( !(%$*? !$%)!* "%""

"'K: !&%#'' !(%?'' !&%')* !(%**! !(%"'$ "%&!

('K: !&%&!# !&%!?& !&%$'' !&%'*( !(%($" "%('

!''K: !*%("? !*%'*? !*%")# !&%?') !&%#!* "%&?

"''K: "!%)?! "!%(*# "!%*!" "!%)"( "'%*"( "%"!

"l&?̂ #表明仪器稳定)

/%3%/!方法精密度!在优化的实验条件下#取(个

平行样于同一日进行测定考察方法的日内L9F&同

时#连续测定(日#计算日间L9F#结果显示!表#*

表$"#日内L9F 为'%$#̂ )'%&#̂ *日间L9F 为

!%$?̂ )!%(&̂ #表明方法的重现性较好#样品的测

定结果可靠)

!!本研究建立了 +3A87ROL#$&基因多态性,<

分析方法)采用试剂盒法提取RL患者与正常人血

清样品基因组 MOL#经T,R扩增 +3A87ROL#$&

基因和QA3B!#'.限制性内切酶酶切#,<分离测定

酶切产物)方法简便快速#具有高效*快速*样品用

量少*自动化程度高等优点#能满足分析要求#适用

于+3A87ROL类小分子ROL基因多态性的测定)

#)"
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表6!方法的日内精密度

7'EK,6!O(=:'C-'G@:,$#9#?(?A-#D,9=,-@:?-&$=9

M30.9;.1
D840+./;

U3084;37/;3+.++3/

!9;+.4928.1 "/1+.4928.1 #81+.4928.1 $;-+.4928.1 (;-+.4928.1
L9F+̂

*&K: !&%#!* !&%#&* !&%#$& !&%#$& !&%$?& '%$#

?*K: !&%*)# !&%)#) !&%)!* !&%)') !*%''$ '%("

!"'K: !*%#*( !*%$'' !*%### !*%#!" !*%()) '%&#

表3!方法的日间精密度

7'EK,3!O(=,:C-'G@:,$#9#?(?A-#D,9=,-@:?-&$=9

M30.9;.1
D840+./;

U3084;37/;3+.++3/

!1 "1 #1 $1 (1
L9F+̂

*&K: !&%??& !*%'"! !&%$?& !*%')# !*%!') !%$?

?*K: !*%$#* !*%&'' !*%''$ !*%&"( !*%(*? !%$?

!"'K: !*%?"( !)%!?& !*%()) !)%#') !)%')) !%(&

因本研究未发现 +3A87ROL#$&基因/型样品#所

以未 能 进 一 步 探 究 RL 的 发 病 是 否 与 +3A87

ROL#$&基因多态性有关)本研究不排除样本量不

足影响了结果#因此在后续实验中可尝试扩大样本

量进一步研究)
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