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四川泸州非小红细胞低色素贫血健康个体及犌６犘犇缺乏症患者

α珠蛋白基因拷贝数缺失的检测

周　璐，李蔓薇；指导教师：马明义

泸州医学院２０１１级临床医学

　　【目的】　获得四川泸州非小红细胞低色素贫血健康个体及Ｇ６ＰＤ缺乏症患者α珠蛋白拷贝数缺失的频率，为

该地区加强开展预防缺失型α地贫的分子筛查和产前基因诊断提供理论依据。

【方法】　祖籍为四川泸州的２００例无血缘关系的非小红细胞低色素贫血健康个体及经高铁血红蛋白还原法

诊断为Ｇ６ＰＤ缺乏症的１０８例无血缘关系患者的外周血均来至于泸州医学院附属医院检验科，常规酚氯仿法行外

周血基因组ＤＮＡ的提取，定制合成引物，选取扩增效率较高的引物进行单管多重缺口ＰＣＲ技术（ｇａｐＰＣＲ）检测

α珠蛋白拷贝数缺失，调整４对引物的浓度及比例，优化反应体系，确定ＰＣＲ扩增的最适反应条件。ＰＣＲ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳分离，溴乙啶染色，ＧｅｌＤｏｃ１０００凝胶成像分析系统观察并保存电泳结果。有１．６ｋｂ的扩增条

带表明有α３．７缺失；有１．５ｋｂ的扩增条带表明有α４．２缺失；有０．８ｋｂ的扩增条带表明有ＳＥＡ缺失；有１．９ｋｂ

的扩增条带则表明α１和α２珠蛋白基因都没有缺失。

【结果】　２００例健康人群检测出６例有α珠蛋白基因拷贝数的缺失，占３％。其中有４例左侧缺失（α４．２／

αα），２例右侧缺失（α３．７／αα）。１０８例Ｇ６ＰＤ缺乏症患者中有７例有α珠蛋白基因拷贝数的缺失，占６．４８％，其中

有２例左侧缺失（α４．２／αα），２例右侧缺失型（α３．７／αα），２例东南亚缺失（ＳＥＡ／αα），１例右侧缺失合并东南亚缺

失（α３．７／ＳＥＡ）。Ｇ６ＰＤ缺乏症患者α珠蛋白基因拷贝数缺失的频率显著高于健康人群。

【结论】　四川泸州健康人群α珠蛋白基因拷贝数缺失的频率高于四川成都人群的１．９２％ ，该地区育龄夫妇

应加强开展α珠蛋白基因拷贝数缺失的检测，尤其当夫妇一方为Ｇ６ＰＤ患者时尤为必要。

　　关键词：缺失型α地中海贫血；基因诊断；Ｇ６ＰＤ缺乏症
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犇犖犃条形码技术用于肉制品基因鉴定

乔　娇
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２，谢　遷
２；指导教师：黄春洪，朱伟锋

１．南昌大学医学院２０１２级临床医学

２．南昌大学医学院２０１１级临床医学

　　【目的】　针对当今社会越来越严重的假肉事件，建立一种快速、特异性强的基因鉴定方法，实现对猪、牛、羊、

马、鸡、犬、鼠等常见肉类和加工熟食肉制品的鉴定。

【方法】　利用ＤＮＡ条形码原理，用Ｇｅｎｅｄｏｃ软件多序列比对猪、牛、羊、马、鸡、犬以及鼠等常见肉源动物线粒

体基因，寻找能够特异性区分各物种和亚种的基因片段。针对ＤＮＡ序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０设计特异性引

物，考虑到加工的熟肉制品ＤＮＡ存在降解，引物设计时ＰＣＲ产物大小限定在３５０ｂｐ以下。随机混合２～３种肉

类ＤＮＡ，采用多重ＰＣＲ方法扩增，检测引物的特异性。利用ＰＣＲ方法，稀释ＤＮＡ模板以１０、１、０．１、０．０１ｎｇ进行

ＰＣＲ扩增，检测ＰＣＲ的灵敏度。在羊肉中按１０％、５％、１％比例混入猪肉，取１００ｍｇ混合肉，提取ＤＮＡ并用猪肉

引物进行ＰＣＲ扩增，评价样品检测的灵敏度。以熟肉包、泡椒凤爪、香肠、牛肉粒、鸡肉派等深加工肉为原料，检测

上述ＰＣＲ方法的适用性。

【结果】　通过序列比对，选择线粒体细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ⅰ基因（ＣＯⅠ）作为受检基因，ＣＯⅠ基因１６８０～

１７１０ｂｐ区域有极高的物种特异性，例如水牛和奶牛、山羊和绵羊在该ＤＮＡ区域的差异碱基有５～７个。以该区
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域为ＰＣＲ下游引物，分别针对每个物种设定上游引物，建立了七种动物源性成分的ＤＮＡ条形码。ＤＮＡ条形码区

域为ＣＯⅠ基因１２００～１７１０ｂｐ的序列，其中猪、水牛、山羊、马、鸡、犬、鼠７种动物的ＰＣＲ产物大小分别为１０３、

３１３、１５７、１２０、２５１、１１９和１２８ｂｐ。对于大小接近的ＰＣＲ产物，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳方法检测。结果表明利用

ＣＯⅠ基因，通过混合模板、混合引物进行交叉ＰＣＲ，均能特异性检测相应肉类。ＤＮＡ模板的灵敏度可达０．０１ｎｇ，

肉制品中１％的假肉（猪肉，１ｍｇ）可被检出，熟肉的基因鉴定也是阳性。

【结论】　利用ＣＯⅠ基因１２００～１７１０ｂｐ区域，可以较好的区分不同肉类物种。该ＰＣＲ方法特异性强、灵敏

度高，所需检材微量，方法不受添加剂和高温加工等干扰，快捷准确，可作为肉制品中动物源性成分的鉴定方法进

行推广。
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基于犕犝犆１细胞内段抗炎多肽的体外构建
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　　【目的】　在前期证实粘蛋白１（ＭＵＣ１）通过封闭ＴＬＲｓ信号通路抑制呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）诱导的呼吸道炎

症的基础上，以ＴＬＲｓ细胞内段ＴＩＲ结构域相互作用的结构特点为基础，通过生物信息学分析确定 ＭＵＣ１胞内段

（ＭＵＣ１ＣＴ）抗炎多肽的候选区域，并构建各种候选区域的缺失突变体真核、原核表达载体，进而找出发挥抗炎作

用的多肽片段，并在体外验证其抗炎效果。

【方法】　根据生物信息学技术预测分析 ＭＵＣ１ＣＴ潜在的抗炎片段；构建 ＭＵＣ１ＣＴ各种缺失突变体的真、

原核表达载体，即ｐＥＧＦＰＣ２ＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ、ｐｃＤＮＡ３ＨＡＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ以及ｐＥＴ１４ｂＭＣＳＳＢＰＥＧＦＰ

ＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓＴＡＴ；转染ｐＥＧＦＰＣ２ＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ入Ａ５４９细胞（来源于ＩＩ型肺泡上皮细胞），利用荧

光显微技术明确各绿色荧光蛋白标记的突变体蛋白的细胞内定位；转染ｐｃＤＮＡ３ＨＡＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ（无异常

定位的突变体）入Ａ５４９细胞，待 ＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ高表达后，用ＲＳＶ感染各组细胞一定时间后，使用ＥＬＩＳＡ方

法测定细胞培养上清中ＴＮＦα的水平，筛选发挥抗炎作用的多肽片段；在明确 ＭＵＣ１ＣＴ的核心抗炎片段的基础

上，转化ｐＥＴ１４ｂＳＢＰＥＧＦＰＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔ入大肠杆菌（ＤＥ３），体外表达并纯化含有穿透肽（ＴＡＴ）的 ＭＵＣ１

ＣＴ突变多肽，预先与Ａ５４９细胞孵育，再给予ＲＳＶ感染，通过测定上清中的ＴＮＦα的水平，进一步明确具有抗炎

活性的片段。

【结果】　（１）通过生物信息学分析 ＭＵＣ１ＣＴ，确定四处具有潜在抗炎活性的候选区域，分别是氨基酸位点７

１４位，１９２６位，３６４０位，４４５３位；（２）成功构建基于ｐＥＧＦＰＣ２和ｐｃＤＮＡ３ＨＡ真核表达载体的四种缺失突变体

的真核表达载体；（３）通过ｐＥＧＦＰＣ２ＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ明确各种突变体的细胞内定位情况；（４）利用ｐｃＤＮＡ３

ＨＡＭＵＣ１ＣＴｍｕｔａｎｔｓ明确ＭＵＣ１ＣＴ的抗炎片段；（５）通过带有ＴＡＴ的ＭＵＣ１ＣＴ突变多肽进一步证实该段的

抗炎活性。

【结论】　ＭＵＣ１ＣＴ抗炎片段在体外实验中具有抗炎性。

　　关键词：ＭＵＣ１；抗炎多肽；体外构建
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