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!摘要"
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目的
!

探索一种快速'有效且对人体无创伤的基因组
?>'

提取方法(

方法
!

比较碘化钾法和口腔拭子基因

组
?>'

提取试剂盒法对新鲜和室温放置
#

周的唾液标本的基因组
?>'

提取和
>-$%

'

-M=@%

基因
DOX

扩增效果(同时采

集
II

名健康儿童和成人的唾液标本验证碘化钾法提取唾液基因组
?>'

的稳定性(

结果
!

两种
?>'

提取方法都能从新鲜

唾液标本中获得高质量的基因组
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#其中碘化钾法的得率和
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S
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(对于室温放置
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周的唾液标本#两种提取方法获得的
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虽然降解明显#但是对

>-$%

和
-M=@%

基因都能扩增正确大小的目的片段(碘化钾法提取的
II

名健康儿童和成人的唾液基因组
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虽然个体差

异明显)得率为$
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S
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结论
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碘化钾法提取唾液基因组
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不仅廉价'高效#而且对人体无创伤#非常适合大范围分子流行病学研究(
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一种从唾液中快速提取基因组
?>'

的方法

!!

由于遗传基因的差异#不同个体对一些疾病具

有不同的敏感性#对同一药物的药效和不良反应也

存在差异#然而这些都与
?>'

的多态性密不可分(

通过
?>'

水平的遗传多态性分析#我们不仅能够发

现某些疾病的易感基因#建立遗传病的基因诊断方

法#而且还能从基因组水平深入认识疾病及药物作用

个体差异的机制#指导和优化临床用药(因此#

?>'

多态性在生物医学'药物开发'法医鉴定甚至人类进

化起源等领域都有非常重要的价值(提取高质量的

基因组
?>'

是这些研究的基础(传统用于
?>'

提

取的样本主要来源于血液#但是这一来源将面临着大

样本采集的经费和实用性的问题#尤其不适合于儿童

和健康志愿者的标本采集(唾液作为一个潜在的诊

断标本#具有采集方便'无创伤等优点(多个研究显

示唾液来源的基因组
?>'

完全适用于大样本
?>'

多态性分析的流行病学研究)

#FC

*

(

本研究从获得口腔黏膜细胞的途径'储存条件'

?>'

提取方法等方面探索从唾液中提取人类基因组

?>'

的方法#测定基因组
?>'

的含量和质量#并用

>-$%

和
-M=@%

基因的
DOX

反应验证其扩增效果(

同时采集大量健康儿童和成人唾液标本评估该方法

?>'

提取的稳定性#以期获得一种快速'有效且对人

体无伤害'无痛苦的基因组
?>'

提取方法(

A

!

材料和方法
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标本采集与处理
!

从广东药学院征集
&

名健康

志愿者#按照课题组前期唾液定时采集的方式)

$

*采集

基础状态下
%,-2

的唾液#简单操作如下!受试者除喝

水外禁食
#P

以上#采样前静坐
#",-2

#并通过吞咽排

空口腔唾液#然后通过自然流出的方法收集
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口

腔分泌的唾液(取
!

个
#=$,N

的
RD

管#各加入
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唾液#其中一管室温$

!$e

%放置
#

周备用#另

一管直接用于
?>'

提取(

!",-2

后#按照口腔拭子

基因组
?>'

提取试剂盒$天根生化科技有限公司%说

明书的要求#取一支口腔拭子在面颊内壁两侧各反复

刮拭
&

次#室温$

!$e

%放置
#

周备用(取另一支口腔

拭子重复操作
#

次#直接用于
?>'

提取(

按照上述唾液自然流出的采集方式)

$
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#分别从

广州市海珠区妇幼保健院和广东药学院采集
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名

健康儿童$

!%

名男孩#
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名女孩%和
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名健康成人

$
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名男性#
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名女性%的唾液标本#

fE"e

保存并

在
#

周内进行
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的平均
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唾液基因组
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提取和鉴定
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对采集的
&

名

健康志愿者新鲜和室温放置
#

周的唾液标本#分别

利用碘化钾法和试剂盒法进行
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提取($
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化钾法!参考
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口腔拭子基因组
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提取试剂盒法!试剂盒购自

天根生化科技有限公司#
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提取按照试剂盒的操

作说明进行(

II

名健康儿童和成人的唾液标本#解

冻后直接用碘化钾法进行
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提取(提取的
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用
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琼脂糖凝胶电泳检测#电泳结果用
a-/FX)*

[+3?/(HX
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含

量和纯度用
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以提取的唾液

基因组
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样品作为模板#在
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型
DOX

仪

上扩增肿瘤蛋白
>-$%

基因和唾液特异蛋白
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基因(

DOX

反应体系按照东盛生物
DOX6-̂

试剂

盒的说明书进行配制#
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#

N

的反应体系含
?>'

模

板
$"2

S

$室温放置
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周的唾液标本提取的
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DOX

模板量为
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外#为了探讨唾液中微生物和食物残渣是否会干扰

DOX

扩增#课题组对碘化钾法提取的基因组
?>'

进行
>-$%

基因荧光实时定量
DOX

扩增(定量

DOX

反应按照
-U)

T

92-:+1;)35\aX[1++250

J

+1F

,-̂

$

a-/FX)*

%说明书配制反应液#在
a-/FX)*

OQHI&U/0(P X+)3FU-,+DOX

仪上进行扩增(

!"

#

N

反应体系含样本
?>'

模板
#"2

S

#

>-$%

引

物序列和用量同前(定量
DOX

循环温度为
I$e

预

温
%,-2

#

I$e#$;

'

&"e%";

循环
%$

次(

#=C
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统计学处理
!

利用
5D55#I="

软件对
?>'

提取的得率和
J
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J
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'

J

!&"

"

J

!%"

值数据进行
"

检

验#检验水准$

!

%为
"="$

(

&

!

结
!

果

!=#

!

唾液基因组
?>'

的得率和纯度比较
!

表
#

显

示了不同保存条件和提取方法提取的唾液基因组

?>'

的
?>'

提取效率$得率%#以及
J

!&"

与
J

!E"

'

J

!%"

之间的比值(从
?>'

提取的得率来看#以使用

试剂盒法提取新鲜唾液标本获得的
?>'

含量最

高#以试剂盒法提取室温保存
B*

的唾液标本获得

的
?>'

含量最低(碘化钾法对两种不同保存方法

获得的
?>'

含量居中#且两者差异不大(从提取

质量来看#碘化钾法对新鲜唾液标本提取的
?>'

的
J

!&"

"

J

!E"

值为
!="

左右#而且对室温保存样本获

得
?>'

的
J
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J
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值更高&试剂盒法对两种保存

方法获得的
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的
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"

J

!E"

值都在
#=E

左右(并

且碘化钾法提取的
?>'

的
J

!&"

"

J

!%"

值都明显低于试

剂盒法#这些结果提示碘化钾法提取的
?>'

可能存

在少量
X>'

和盐离子'糖类物质的残留(此外#碘化

钾法对
II

名健康儿童和成人
fE"e

冻存唾液标本提

取的基因组
?>'

的得率和
J

!&"

"

J

!E"

'

J

!&"

"

J

!%"

都与

碘化钾法提取新鲜唾液标本的结果一致(

!=!

!

唾液基因组
?>'

电泳结果
!

碘化钾法和试

剂盒法对新鲜唾液样本提取的
?>'

用
C"

#

N

的

UR

缓冲液溶解#对室温放置
#

周的唾液标本提取的

?>'

用
#$

#

N

的
UR

缓冲液溶解(随机选择
!

个

健康志愿者的
E

个
?>'

样品#各取
$

#

N

点样在同

一块凝胶上进行电泳#电泳结果如图
#

(由图
#'

可

知#碘化钾法和试剂盒法对新鲜唾液样本提取的

?>'

在
!%WK

附近都有一条明显的主带#但是试剂

盒法获得的
?>'

拖尾现象明显#提示
?>'

存在降

解(两种
?>'

提取方法对于室温放置
#

周的唾液

标本提取的
?>'

都存在一定程度的降解#尤其是

试剂盒法获得的
?>'

样品降解严重#其中一个标

本几乎没有明显的主带#提示碘化钾法对于室温放

置
B*

的唾液样本也能获得较好的提取效果#而试

剂盒法则效果较差(此外#对碘化钾法提取的
II

份

健康儿童和成人
fE"e

冻存唾液标本的基因组

?>'

#随机选择
$

个
?>'

样品进行电泳#其电泳图

谱与碘化钾法对新鲜唾液标本的提取结果类似$图

#a

%#提示碘化钾法对新鲜或
fE"e

冻存唾液标本提

取的基因组
?>'

质量比较稳定(

表
A

!

不同保存条件和提取方法提取的基因组
GF;

得率和纯度

E-7A

!

S)032":GF;

4

"),8-08

5

+(".

4

1(328"11)()0.:30/)(6-."30:308"."30/-08)Q.(-:."302).938/

%

4h(

[1/0

J

, \-+3*)

"

#

S

J

!&"

"

J

!E"

J

!&"

"

J

!%"

Q1+;P;)3-:)

$

LA,+7P/*

%

& #=I#h"=#$ #=IIh"="$ "=B%h"=!&

5)3-:))71//,7+,

J

+1)701+4/1B*

$

LA,+7P/*

%

& #=I$h"=#% !=!"h"="$

#

"=B"h"=!!

Q1+;P;)3-:)

$

L-7,+7P/*

%

& !=&Ch"=%C

#

#=E#h"="!

#

#=$$h"=$%

#

5)3-:))71//,7+,

J

+1)701+4/1B*

$

L-7,+7P/*

%

& "=$#h"=##

#

#=E%h"="I

#

#=$%h"=$I

#

5)3-:)

J

1+;+1:+*)7fE"e

$

LA,+7P/*

%

II #=EIh"=C& #=I&h"=#" "=B$h"=I$

!

LA

!

D/7);;-0,-/*-*+=

#

-

$

"="$:;41+;P;)3-:)K

8

LA,+7P/*

!=%

!

唾液基因组
?>'

体外
DOX

扩增结果
!

以提

取的基因组
?>'

作为模板#对
>-$%

和
-M=@%

基

因进行
DOX

扩增#各取
$

#

N

扩增产物电泳检测(

为了便于结果的比较#图
!'

&

!?

仅展示了图
#'

和

#a

中样本基因组
?>'

的
DOX

扩增结果(由图可

以看出#不同来源的
?>'

样品对
>-$%

和
-M=@%

基因都有非常好的
DOX

扩增效果#

DOX

产物大小与

预期一致(其中不同来源的基因组
?>'

对
>-$%

基因$短片段
?>'

%的
DOX

扩增效果没有差异#然

而对
-M=@%

基因$长片段
?>'

%的
DOX

扩增效果

则有明显差异#表现为新鲜样本的扩增效果较好#室

温放置
#

周的唾液样本扩增效果较差(提示虽然两

+

"$$

+
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=

一种从唾液中快速提取基因组
?>'

的方法

种提取方法之间没有明显的差异#但是不同的唾液

保存方法却存在明显不同(此外#定量
DOX

结果

$图
!R

和
!Q

%显示#图
#a

中随机选择的
$

个唾液基

因组
?>'

对
>-$%

基因都有很好的荧光扩增曲线#

并且它们的荧光熔解曲线只有一个特征峰#提示唾

液中微生物和食物残渣不会干扰人源
DOX

扩增(

图
A

!

唾液基因组
GF;

电泳结果

C"

*

A

!

B,):.(3

5

93()/"/()/+,./31/-,"6-(

4*

)032":GF;

I'

!

[+2/,-(?>';41/,*-44+1+27(/2;+1:)7-/2(/2*-7-/2;)2*+̂71)(7-/2,+7P/*;=6-2*-()7+*

4

?>'

"

Y-2*

-

,/3+(03)1V+-

S

P7

,)1W+1

&

#FC-2*-()7+*?>';+̂71)(7+*K

8

7P+,+7P/*/4LA

$

#

#

!-2*-()7+*41+;P;)3-:))2*%

#

C-2*-()7+*;)3-:)

J

3)(+*4/1)V++W)7

1//,7+,

J

+1)701+

%&

$FE-2*-()7+*?>'+̂71)(7+*K

8

7P+,+7P/*/4L-7

$

$

#

&-2*-()7+*41+;P;)3-:))2*B

#

E-2*-()7+*;)3-:)

J

3)(+*)

V++W)71//,7+,

J

+1)701+

%

=a

!

[+2/,-(?>'V);+̂71)(7+*K

8

7P+,+7P/*/4LA41/,;)3-:)/4$P+)37P

8

:/3027++1;

图
&

!

唾液基因组
GF;

的
'(MI

和
()*+I

基因
P>#

扩增

C"

*

&

!

P>#-2

5

,"1":-."3031'(MI-08()*+I7-/)830/-,"6-(

4*

)032":GF;

'

#

a

!

DOX),

J

3-4-()7-/2;/4>-$%

$

#I!K

J

%

)2*-M=@%

$

#!&#K

J

%

S

+2+;K);+*/2+-

S

P7

S

+2/,-(?>';),

J

3+;41/,*-44+1+27

(/2;+1:)7-/2(/2*-7-/2;)2*+̂71)(7-/2 ,+7P/*;

#

1+;

J

+(7-:+3

8

=6-2*-()7+*?5F!""" ,/3+(03)1V+-

S

P7,)1W+1

#

#FE V+1+

*+;(1-K+*-2Q-

S

#'

&

O

#

?

!

DOX),

J

3-4-()7-/2;/4>-$%)2*-M=@%

S

+2+;K);+*/24-:+

S

+2/,-(?>';),

J

3+;41/,Q-

S

#a

&

R

#

Q

!

Q30/1+;(+2(+),

J

3-4-()7-/2)2*,+37

J

+)W(01:+;/4>-$%

S

+2+K

8T

0)27-7

8

DOXK);+*/24-:+

S

+2/,-(?>'/4Q-

S

#a=XQ9

!

X+3)7-:+430/1+;(+2(+02-7;

+
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!

讨
!

论

基因多态性研究已经广泛应用到临床检验'医

药研究'法医鉴定和分子流行病的调查中#其样本来

源大部分还是以血液为主(然而当血液标本的采集

存在困难时#如健康人群#尤其是儿童和老年人#由

于身体状况或其他原因不愿提供血液样品#则需要

通过其他方式来获得
?>'

标本(理论上
?>'

可

以从身体的任何细胞中获取(人类口腔黏膜为复层

鳞状上皮#由多层细胞组成#其中基底层具有旺盛分

裂能力#最表层的角化层已衰老退化#可以自然脱落

到唾液中#也可在外力作用下剥落到载体上(这些

脱落口腔细胞虽然细胞核固缩#但同样具有完整人

类的基因组
?>'

序列#从而成为法医学和遗传学

?>'

多态性检测分型的生物性检验材料)

B

*

(目前#

从唾液采集的方式到基因组
?>'

提取方法已有大

量文献报道#并且一致显示从唾液标本中能够提取

高质量的基因组
?>'

#满足各种
?>'

多态性的分

析)

#FC

#

&

*

#但是这些研究方法主要以商业试剂盒为主#

价格较贵#操作烦琐(

本研究比较了碘化钾法和口腔拭子基因组

?>'

提取试剂盒法对唾液基因组
?>'

的提取#从

结果来看#两种方法对新鲜唾液样本都能获得高质

量的
?>'

#并且对
>-$%

和
-M=@%

基因都能获得

很好的
DOX

扩增效果(其中试剂盒法获得的
?>'

含量更高#但其
?>'

降解也更高(究其原因可能

与试剂盒法的采样方式和
?>'

提取过程有关(口

腔上皮细胞具有代谢旺盛'更新快'易脱落的特点(

商业试剂盒采用灭菌棉签在口腔面颊内壁两侧各擦

拭
&

次#而碘化钾法则采用直接吐唾液的方式收集

唾液标本#因此前者收集到的口腔上皮细胞较多#其

获得的
?>'

含量相应也较多(另外#收集到的口

腔上皮细胞为衰老退化的细胞#并且细胞核已固缩#

其
?>'

存在氧化'断裂'缺失和交联等现象#核苷

酸长链的脆性增加#变得比较容易断裂(此时除了

采样方式的物理剪切会增加
?>'

的断裂外#

?>'

提取过程如果过于烦琐#移液和离心过程的物理剪

切必然会增加
?>'

的断裂降解(试剂盒法需要经

过细胞裂解'过柱前处理'过柱'去杂质和溶解
?>'

等
#"

个步骤#包括
E

次离心'

&

次漩涡'

!

次裂解液

的移液操作#共计
E",-2

(然而#碘化钾法只需要经

过细胞裂解'去蛋白'沉淀'洗涤和溶解
?>'

等
$

个常规的步骤#涉及
C

次离心'

%

次漩涡'

!

次裂解液

的移液操作#共计
!$,-2

(因此#试剂盒棉签拭子的

采样方式和烦琐的
?>'

提取过程是导致
?>'

降

解的重要原因(陈嘉昌等)

E

*也发现利用棉签拭子采

集的标本提取的
?>'

会出现严重的降解#而且还

呈现出明显的
?>'3)**+1

凋亡条带(他们认为口

腔上皮细胞离开水相环境后#会加速其凋亡速度(

同时#由于采样方式的物理剪切#核膜和质膜发生破

裂#致使基因组
?>'

暴露在极易受降解的环境中(

相对于试剂盒法#碘化钾法提取的唾液基因组
?>'

的
J

!&"

"

J

!E"

值偏高$

!="

左右%'

J

!&"

"

J

!%"

值偏低

$

"=B

左右%#该结果揭示碘化钾法获得的基因组

?>'

存在一定量的
X>'

和盐离子'糖类物质的残

留(由于细胞裂解释放的
X>'

在高盐或有机溶剂

中短期内很难彻底降解#再加上唾液中本身含有较

多的糖类物质#因此去除
X>'

'增加
?>'

的洗涤次

数对获得高纯度的基因组
?>'

非常必要(碘化钾

法在
?>'

提取过程中未做
X>'

去除处理#并且只

用无水乙醇洗涤
?>'

一次#因此其获得的
?>'

纯

度偏低#建议在使用碘化钾法的时候可以适当增加

一次
?>'

的洗涤(试剂盒法采用的硅基质材料能

高效'专一地吸附
?>'

#并且对提取的
?>'

进行了

!

次以上的洗涤#因此其基因组
?>'

纯度较高(但

是从
DOX

的结果来看#碘化钾法残留的
X>'

和盐

离子杂质并不会影响
DOX

扩增(为了验证碘化钾

法提取唾液基因组
?>'

的稳定性#本研究对
II

名

健康儿童和成人
fE"e

冻存唾液标本进行了
?>'

提取#结果显示
?>'

含量虽然存在个体差异#但是

?>'

的质量较好且稳定可靠#对
>-$%

和
-M=@%

基因都能获得很好的
DOX

扩增效果(对于个体差

异的原因#可能与唾液量'口腔发育和口腔卫生的差

异等有关(可见碘化钾法提取唾液基因组
?>'

简

便快速'稳定可靠#适用于分子流行病大样本
?>'

的提取和多态性分析(

此外#为了考虑唾液样本运输的问题#本研究还

做了唾液标本室温放置
#

周的
?>'

提取实验(研

究结果显示#两种提取方法获得的基因组
?>'

都

明显降解#但是碘化钾法提取的基因组
?>'

主带

清晰#而试剂盒法的主带较弱甚至没有(另外#两种

方法获得的
?>'

对
>-$%

和
-M=@%

基因都能获得

+

!$$

+
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一种从唾液中快速提取基因组
?>'

的方法

很好的
DOX

扩增效果#但是对于
-M=@%

基因长片

段
DOX

扩增效果#室温放置
#

周的唾液样本明显差

于新鲜标本(该结果说明室温放置
#

周的唾液标本

虽然降解明显#但是获得的
?>'

足够用于
#WK

左

右
?>'

片段的
DOX

扩增(推测两种
?>'

提取方

法的
DOX

结果没有差异而基因组
?>'

却存在差异

的原因#可能与它们的唾液采集方式有关(棉签拭

子采样时的物理剪切和干燥环境#会促进唾液标本

?>'

的降解$如前所述%(吐唾液的采样方式可以

避免棉签拭子采样时的问题#而且其采集的唾液标

本室温下会滋生大量口腔微生物的生长#从而增加

其提取基因组
?>'

的含量(因此#碘化钾法提取

的基因组
?>'

可能含有大量的微生物
?>'

(然而

这些杂质
?>'

是否会影响唾液基因组
?>'

的多

态性分析呢/ 本研究利用碘化钾法提取的唾液基因

组
?>'

进行
>-$%

基因的荧光定量
DOX

实验#结

果发现它们都有很好的荧光扩增曲线#并且熔解曲

线也没有双峰或多峰出现#该结果证实唾液中的微

生物和食物残渣不会给基因多态性分析带来干扰(

对于这一点#程家蓉等)

I

*也获得类似的结果(

综上所述#碘化钾法和试剂盒法对于新鲜和室

温放置
#

周的唾液标本都能获得足量的
?>'

用于

DOX

扩增#并且两种方法之间没有差异(直接吐唾

液的采样方式虽然提取的
?>'

量略少些#但是其

?>'

降解程度较低#应作为唾液标本采集的首选(

相对于商业试剂盒法#碘化钾法经过大量唾液标本

的验证#不仅廉价'简便#而且能快速从唾液中提取

足量和高质量的基因组
?>'

#为分子流行病学的研

究提供了简易'方便'对人体无损伤的有效方法(
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