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　　［摘　要］　目的　探讨胰岛素样生长因子结合蛋白３（ＩＧＦＢＰ３）启动子区甲基化状态在胎儿宫内生长受限
（ＩＵＧＲ）中的作用。方法　选取ＩＵＧＲ新生儿５０例及正常新生儿３０例，应用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）及高分辨率
溶解（ＨＲＭ）技术检测外周血中ＩＧＦＢＰ３基因的甲基化状态。结果　ＩＵＧＲ组中ＩＧＦＢＰ３启动子区完全甲基化比例
为４％（２／５０），部分甲基化比例为４０％（２０／５０），未甲基化比例为５６％（２８／５０）；对照组中部分甲基化比例为１３％
（４／３０），未甲基化比例为８７％（２６／３０），两组甲基化率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＩＧＦＢＰ３基因启动子
区的甲基化程度与ＩＵＧＲ的发生有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（９）：７００－７０３］
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　　胎儿宫内生长受限（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａ
ｔｉｏｎ，ＩＵＧＲ）是指胎儿出生体重或身长低于同胎龄
体重或身长的第十百分位数或２个标准差以下。其
中以足月小样儿为主［１］。ＩＵＧＲ不仅影响胎儿期的
发育，也影响儿童期及青年期的智力体格发育［２］。

近年来，随着表观遗传学研究的进展，胎儿源性成人

疾病的假说得到了越来越多支持。研究显示不良的

宫内环境不仅可以导致 ＩＵＧＲ的形成，而且可以通
过发育程序化途径的修饰，引起机体生理和代谢两

方面的永久性变化，增加成年期发生某些疾病的风

险［３］。胰岛素样生长因子结合蛋白 ３（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＩＧＦＢＰ３）是 ＩＵＧＲ形
成过程中的一种蛋白。ＤＮＡ甲基化的改变可以影
响许多基因的表达。本研究通过应用甲基化特异性

ＰＣＲ（ＭＳＰ）及高分辨率溶解技术（ＨＲＭ）检测
ＩＧＦＢＰ３基因启动子区 ＣｐＧ岛甲基化状态，探讨其
是否在 ＩＵＧＲ形成中发挥作用，为临床干预提供
思路。

·００７·
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１　资料与方法

１．１　病例来源
样本来源于南京中大医院妇产科２００９年６月

至２０１０年６月出生的新生儿。ＩＵＧＲ纳入标准：胎
龄在３７～４０周之间，出生体重低于同胎龄儿第十百
分位数，母亲年龄２２～３５岁，无基础疾病，孕期正规
产检，排除妊娠高血压综合征、糖尿病、子

!

前期、羊

水过多、孕期胆酸增高等疾病。本研究选取 ５０例
ＩＵＧＲ新生儿（ＩＵＧＲ组，男３０例，女２０例）和３０例
正常新生儿（对照组，男１４例，女１６例）。入选新
生儿生后２４ｈ内采集外周静脉血１ｍＬ，－２０℃保存
备用。

１．２　ＤＮＡ提取
利用ＫＩ方法提取全血基因组 ＤＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ

ＮＤ１０００紫外分光光度计仪测定提取的基因组
ＤＮＡ浓度和质量。
１．３　ＭＳＰ法及 ＨＲＭ 法检测 ＩＧＦＢＰ３基因 ＣｐＧ
岛甲基化状态

采用亚硫酸氢钠法修饰ＤＮＡ并纯化回收，按照
ＤＮＡ亚硫酸氢盐修饰试剂盒使用说明进行操作。
ＤＮＡ亚硫酸氢盐试剂盒购自ＺＹＭＯＲｅｓｅａｒｃｈ公司，
ＤＮＡ纯化试剂盒购自南京基天生物公司。根据
ＩＧＦＢＰ３基因序列（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：３４８６）设计 ＩＧＦＢＰ３
基因ＣｐＧ岛特异的甲基化（Ｍ）和非甲基化（Ｕ）引
物及高分辨率溶解（ＨＲＭ）引物（表１）。

表１　ＭＳＰ和ＨＲＭ引物

引物 ５′→３′ ＰＣＲ引物长度

ＩＧＦＢＰ３Ｍ（Ｆ） ＡＡＴＴＴＣＧＡＴＴＴＧＧＧＴＴＴＴＴＴＡＣ ８１７ｂｐ
ＩＧＦＢＰ３Ｍ（Ｒ） ＡＣＣＡＡＡＴＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＡＣＡＡＣＧＴＡ
ＩＧＦＢＰ３Ｕ（Ｆ） ＴＡＡＴＴＴＴＧＡＴＴＴＧＧＧＴＴＴＴＴＴＡＴＧＡ ７６３ｂｐ
ＩＧＦＢＰ３Ｕ（Ｒ） ＡＡＡＡＣＣＡＡＡＴＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＡＣＡＡ

ＣＡＴＡ

ＨＲＭＦ ＧＧＧＴＴＡＡＧＧＴＴＡＧＡＧＧＴＧＧＴＧＴ
ＴＡＴ

１７１ｂｐ

ＨＲＭＲ ＡＡＡＡＡＡＡＴＴＴＡＣＡＡＴＴＴＡ
ＣＡＡＡＡＡＣＴＣ

ＰＣＲ循环参数，９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，共４０个循环，然后在
９５℃下生成溶解曲线［４］。使用ＡＢＩ７５００ＰＣＲ仪器对
经亚硫酸氢盐修饰过的ＤＮＡ进行荧光定量 ＰＣＲ扩
增，荧光标记物选用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ（德国 Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司）。各样品分别使用甲基化、非甲基
化引物进行定量分析，根据所测 ＣＴ值及样品的上

样量，通过标准曲线计算在每纳克（ｎｇ）样品 ＤＮＡ
中甲基化的拷贝数。其甲基化百分率计算公式如

下：甲基化百分率（Ｍ％）＝甲基化ＤＮＡ拷贝数／（甲
基化 ＤＮＡ拷贝数 ＋非甲基化 ＤＮＡ拷贝数）×
１００％。Ｍ％ 大于７５％，２５％～７５％ 及小于２５％ 分
别视为完全甲基化、部分甲基化和非甲基化。ＰＣＲ
循环反应结束后取５μＬ产物进行２％琼脂凝胶电
泳，应用凝胶成像分析系统分析电泳结果：出现甲基

化条带，无非甲基化条带判定为甲基化；出现非甲基

化条带，无甲基化条带视为非甲基化；两者都出现的

视为部分甲基化［５］。各样本应用 ＨＲＭ引物进行荧
光定量ＰＣＲ分析，根据其溶解温度进一步证实其甲
基化程度。提取任意正常健康人的 ＤＮＡ在体外经
Ｍ．ＳｓｓＩ甲基化转移酶（ＣｐＧｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）处理，
所得到的产物为阳性对照，利用６Ｎ随机引物进行
ＰＣＲ扩增，得到的产物为阴性对照，按１００％、７５％、
５０％、２５％、０％ 比例混合，即为标准曲线［６］。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数据进行统计学

分析。采用似然比检验（Ｇ检验）及 ｕ检验进行分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组临床资料比较
ＩＵＧＲ组新生儿的胎龄和出生体重均明显低于

对照组，差异有统计学意义（表２）。

表２　两组胎龄及体重比较　（ｘ±ｓ）

分组 例数 胎龄（ｄ） 体重（ｇ）

对照组 ３０ ２７５±８．５ ３３９１±３８３
ＩＵＧＲ组 ５０ ２７０±８．９ ２１９２±２５７
Ｕ值 ４．０６ ７．３８
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

２．２　两组ＩＧＦＢＰ３基因甲基化比较
琼脂糖凝胶电泳结果，应用甲基化引物和非甲

基化引物扩增后产物进行凝胶电泳，出现两个条带的

即ＩＧＦＢＰ３部分甲基化，只出现甲基化条带为完全甲
基化，只出现非甲基化条带为未甲基化（图１）；经过
体外ＳｓｓＩ甲基化转移酶处理制作标准曲线（图２）。
对照组外周血ＩＧＦＢＰ３基因启动子区部分甲基化比
例为１３％（４／３０），未甲基化比例为８７％（２６／３０）；
ＩＵＧＲ组中完全甲基化比例为４％（２／５０），部分甲基
化比例为 ４０％（２０／５０），未甲基化比例为 ５６％
（２８／５０），采用似然比检验进行统计学分析，显示两
·１０７·
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组甲基化程度差异具有统计学意义（Ｐ＝０．００５）。
见表２。
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　　图１　患儿甲基化特异性ＰＣＲ结果　３个患儿ＤＮＡ分别
用甲基化和未甲基化引物扩增，例 １均扩增出条带，表明该患儿

ＩＧＦＢＰ３启动子区存在部分甲基化；例２仅扩增出非甲基化引物条带

（第５条泳道），表明该患儿ＩＧＦＢＰ３启动子区未甲基化；例３仅扩增

出甲基化引物条带（第６泳道），表明该患儿 ＩＧＦＢＰ３启动子区存在

完全甲基化。甲基化和非甲基化引物扩增条带产物长度在 ７００～

９００ｂｐ之间。

!"#$%!

!

"

" #$ $" %$ &""

%&'$

%&

%"($

%"

)*($

)*

)+($

)+

,
-

&
!

!

"

.!/#(+01)+(2

3

#

/"(*#2$

　　图２　标准曲线　阴阳性样品经ＤＮＡ甲基化试剂盒转化后，
按０％、２５％、５０％、７５％、１００％比例混合，制成标准曲线，它们所对应

的温度分别为６８℃、６９．５℃、７０℃、７０．５℃、７１℃。然后各样品经亚硫

酸氢盐处理后经实时荧光定量ＰＣＲ仪器扩增，应用ＨＲＭ技术进行溶

解分析，即为对应各自的溶解温度，其甲基化程度即可分辨出。

表２　ＩＧＦＢＰ３在两组外周血中甲基化程度比较　［例（％）］

分组 例数 完全甲基化 部分甲基化 未甲基化

对照组 ３０ ０（０） ４（１３） ２６（８７）
ＩＵＧＲ组 ５０ ２（４） ２０（４０） ２８（５６）
Ｇ值 ９．４１
Ｐ值 ０．００５

３　讨论

作为重要的表观遗传学现象之一，ＤＮＡ甲基化

对基因的表达发挥重要的调控功能。胎儿在宫内生

长发育调控机制一直是围产医学及儿科学的研究热

点之一。近年来不断有学者提出的“编程 （ｐｒｏｇｒａｍ
ｍｉｎｇ）”假说，是指不良的宫内状况会导致胎儿长期
的物质代谢或结构功能发生改变，可影响到生后甚

至终生。ＩＧＦ系统轴在胎儿宫内编程中起到了重要
作用，ＩＧＦ系统通过与其他激素的相互作用参加了
“程序化”作用过程，其中胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）
对其胎儿生长发育起到重要作用，而其活性的表达

需要与ＩＧＦＢＰ３相结合，才能发挥其促胎儿生长作
用，而且ＩＧＦＢＰ３本身也具有促进细胞分裂的作用，
可直接参与胎盘形成与胎儿的生长发育［７］。有研

究发现ＩＧＦＢＰ３启动子区高度甲基化与肿瘤的发生
密切相关［８９］，但尚未有报道 ＩＧＦＢＰ３启动子区甲基
化与 ＩＵＧＲ的发生具有相关性。本研究发现，在
ＩＵＧＲ组中，大部分病例 ＩＧＦＢＰ３基因启动子区发生
部分甲基化，而对照组中仅个别发生部分甲基化，差

异具有统计学意义。这为“编程”假说提供了实验

依据，为成年期疾病胎儿起源的可能机制提供了临

床资料。

ＤＮＡ甲基化是表观遗传修饰的主要方式之一，
可以直接调控基因表达，决定细胞增殖、分化与功能

特化；还对染色体的稳定和构成起重要作用。胚胎

发育时期，ＤＮＡ甲基化状态对环境因素尤为敏感。
宫内环境可以通过影响ＤＮＡ甲基化状态，参与疾病
的发生。研究显示，孕母饮食可以影响 ＤＮＡ甲基
化，改变印迹基因（Ａｇｏｕｔｉ基因）的表达，进而影响动
物毛发颜色［１０］；低蛋白饮食引起子鼠糖皮质激素受

体（非印迹基因）启动子区的低甲基化，导致糖皮质

激素受体表达上调［１１］；在低蛋白饮食中，只需添加

叶酸（甲基供体），即可以预防子代血管功能受损的

发生［１２］；ＤＮＡ的异常甲基化还可引起儿童白血病，
例如ＡＫＡＰ１２基因高甲基化参与了儿童髓样白血病
发病［１３］。本研究证实 ＩＧＦＢＰ３基因甲基化程度可
能与ＩＵＧＲ的发生具有相关性，证实了宫内环境影
响了基因的表达进而导致ＩＵＧＲ。
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第二届全国、全军儿科疾病细胞治疗学习班暨高峰论坛通知

由海军总医院儿科主办，北京医学会儿科学分会、全军儿科学会、中国神经修复学会筹办委员会、中国医药生物技

术协会再生医学专业委员会协办的全国暨全军儿科疾病细胞治疗高峰论坛将于２０１１年１０月１４－１６日在北京举行。
近年来干细胞及其相关临床前研究和临床研究发展迅速，经典的造血干细胞移植方兴未艾，传统的细胞免疫疗法

日新月异，胚胎干细胞、ｉＰＳ细胞、各种成体干细胞的基础与临床研究突飞猛进，国际上有关干细胞的临床试验逐年增
加，我国《国家中长期科技发展纲要》（２００６～２０２０年）将干细胞技术列为重点支持项目，国家高技术研究发展计划
（８６３计划）、９７３计划、国家自然科学基金每年投入大量资金支持干细胞相关研究。本届论坛将邀请国内外知名院士
和专家讲授细胞疗法的基础和临床研究最新进展，涉及血液肿瘤，自身免疫及免疫缺陷病，围产期脑损伤，难治性神经

肌肉系统疾病，遗传代谢，消化，内分泌等系统疾病，欢迎您的参加！本次论坛将授予国家、军队继续教育学分。

联系方式：

联系人：霍玉婧　　电话：０１０－８８５１１１５０－８１２；１３１４６５０４７７３　　传真：０１０－８８５１１１５０－８２６
电子信箱：ｈｕｏｙｕｊｉｎｇ．２００８＠１６３．ｃｏｍ
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