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&&!摘&要"&目的&胸苷酸合成酶$<U%是J89合成的关键酶'在J89合成与修复中起重要作用'是叶酸代谢

循环中起中心作用的酶类之一'也是以 EF氟尿嘧啶$EFBj%为基础化疗的靶酶'<U的遗传多态性在抗白血病等肿瘤

疾病 EFBj类药物的体内代谢中起着重要作用& 该文研究胸苷酸合成酶基因编码区单核苷酸多态性$WU81%及基

因突变在急性白血病$9A%患儿和正常儿童中的分布情况'以探讨<U基因变异与9A患儿 EFBj类药物化疗效应之

间可能的相关性& 方法&应用N<F1'NF变性梯度凝胶电泳$N<F1'NFJLLT%结合 J89直接测序技术'对 ED 例 9A

患儿和 !!E 例正常儿童的WJ89R进行了<U 基因WU81及基因突变的筛查与鉴定'分析各基因型在两组之间的分布

差异& 结果&首次鉴定了儿童<U D:! 9cL$T!#>T% WU81位点'其在9A患儿及正常儿童中的等位基因频率分别

为 !#7DS'!D7ES'与国际 U81文库中 !#7DS基本一致& 该WU81在两组人群的等位基因频率差异无显著性意义'

与白血病的易感性无相关性& 研究未发现 <D"%'' L">$<及 'E$$<变异& 结论& 采用 N<F1'NFJLLT结合 J89

测序法首次确定了儿童<U基因存在 D:! 9cLWU81位点'其等位基因频率为!D7!S'基因型分布频率在9A患儿

及正常儿童两组人群中差异无显著性& !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!'$ &!'%"

!关&键&词"&胸苷酸合成酶基因#编码区单核苷酸多态性#变性梯度凝胶电泳#急性白血病#儿童
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&&胸苷酸合成酶 $-(M/)2M63-.RM*-(3R.' <U 或

<k@U%是J89合成的关键酶'在 J89合成与修复

中起重要作用'是叶酸代谢循环中起中心作用的酶

类之一'也是以 EF氟尿嘧啶$EFX6Y,4,Y43W)6' EFBj%为

基础化疗的靶酶& 目前'国内外研究较多的是 D 种

多态性$EnFj<N重复序列拷贝多态性*EnFj<N重复

序列 U81*DnFj<N的 ! "%" Z0处存在 ? Z0核苷酸片

段的缺失或插入多态性%与肿瘤易感性和预后关系

的研究!! %̀"

'关于编码区的单核苷酸多态性$WU81%

研究则比较少'国内未见报道& 本实验室曾利用反

转录F1'NF变性梯度凝胶电泳法 $ 4.[.4R.-43*F

RW4)0-3R.F0,6M/.43R.W(3)* 4.3W-),*F2.*3-Y4)*PP432).*-

P.6.6.W-4,0(,4.R)R' N<F1'NFJLLT%结合 J89测序

对多种基因编码区的单核苷酸多态性和基因突变的

情况进行了研究报道并取得了不错的效果!!$ !̀#"

&

为此'我们拟对急性白血病$9A%患儿组和正常对照

组的<U基因突变及多态性情况进行扫描分析'现将

结果报告如下&

$F对象与方法

$7$F对象

自 #$$D 年 ! 月至 #$$E 年 !# 月我院血液科住

院的9A患儿共 ED 例'男性 D! 例'女性 ## 例'中位

年龄 "7D 岁$E 2至 !# 岁%#其中急性淋巴细胞白血

病$9AA%"$ 例$<F9AA" 例'CF9AADD 例'D 例未做

免疫分型%'急性髓细胞白血病$9@A%!# 例$@

#3

?

例'@

D

! 例'@

DZ

! 例'@

"W

! 例'@

EZ

# 例及@

>

! 例%'

急性混合细胞白血病 ! 例& 全部病例均为初发&

9A诊断标准按张之南主编+血液病诊断及疗效标

准,

!!D"

& 正常对照为非造血系统疾患的儿童 !!E

例'其中男性 >D 例'女性 "# 例'中位年龄 "7# 岁$"

月至 !# 岁%&

$7!F方法

!7#7!&N89的提取及 WJ89的制备&&初次发病

的9A患者在化疗及输血前'在患儿家长知情同意

的情况下抽取骨髓液$白血病细胞比例占 :$S以

上%! !̀7E /A'或正常儿童的外周血 !7E #̀ /A'使

用lI93/0

.

N89C6,,2 @)*)O)-$lI9LT8'德国%抽

提总N89'紫外分光光度计测定浓度和纯度& !

&

P

总 N89使用禽成髓细胞瘤病毒$9@5%逆转录酶

$大连宝生物公司%逆转录获取WJ89&

!7#7#&1'N&&$!%全长 WJ89编码区扩增(参照

/N89碱基序列$基因库登录号(8@p$$!$>!% 设计

引物& 上游引物(EnFL<'''L''L'L''9'<<'FDn'

下游 引 物( EnFL'9<''9L'''99''''<999L9'F

Dn'由上海生工或大连宝生物公司合成& $#%巢式或

半巢式1'N(应用软件f)*@.6-

<@

#7$ 自行设计 # 对

引物'设计的突变检测范围涵盖国际 U81文库已报

道的 " 个位点即(<D"%'' 9D:!L' L">$<' 'E$$<

!U816)*Q.2 -,L.*.<k@U $P.*.IJ( >#%:% 3-2ZF

U81' N.[)R.2( +Y*.%' #$$" :q!: 9@%"的WU81R检

测'其中每对引物中有一条的 En端加上 "$ 个只含

L'碱基的片段 $L'W63/0'L'夹%'1'N扩增在

1<'F#$$ 热循环仪$美国@+N.R.34W(<@公司%上进

行$表 !%&

表 $F人类NW基因DB(PRUUV的引物序列

引物对 包含的检测突变位点 引物序列$EnFDn%

!B=N <D"%'' 9D:!L

L'夹FLL<L<<<<LL9LL9L<<L'=

LL9L99<'''9LL'<L<'

#B=N L">$<' 'E$$<

L'夹F<9<LL'<<''9L<LL9LL'F

9<<<<=L'L'99L'L'9'9<L9<F

L9<<'<<'<L

&& 注( L'夹序列为( EnFL'''L'''''L''L'''<L'''L'L'F

'''L'L''L'''L'FDn

!7#7D&JLLT筛查变异&&制备 !$S聚丙烯酰胺

凝胶$丙烯(双丙烯 mD>7Eq!%'变性剂梯度范围为

D$S ?̀$S$!$$S变性为 "$S甲酰胺及 > /,6=A尿

素%'呈线性梯度增加'方向与电泳方向平行&

#E

&

A1'N扩增产物与等量的载样缓冲液混合'于

?$o$不同引物对电泳温度有调整 E$ ?̀Eo%'

!E$ 5的条件下电泳 ? ('用 E$ /P=A溴化乙锭

! a<9T染色 E /)*' ! a<9T缓冲液浸泡脱色

#$ /)*'紫外灯下观察电泳结果并摄像& 主要仪器

为J',2.<@基因突变检测系统$美国 CIKFN9J公

司%'LJU:$$ 凝胶成像分析系统$美国 j51公司%&

主要试剂为丙烯酰胺*双丙烯酰胺*去离子甲酰胺和

尿素$美国9@NTU'K公司%&

!7#7"&J89测序分析&&对在 JLLT分析中发现

的有异常条带的样本进行测序$测序由上海生工或

大连宝生物公司完成%& 参照基因库中 /N89序列

判断每一变异'并经基因组J89扩增测序再验证&

!7#7E&杂合性分析"(.-.4,2Y06.̂ 3*36MR)R!H9$试验

&&为避免同一对引物检出的相似突变子不必要的全部

测序'相似突变子进行 H9试验验证& 即将 JLLT

检出的所有相似突变子 1'N产物与已测序验证的

突变子1'N产物分别混合'%Eo E /)*'?Eo ?$ /)*'

使其形成杂合子'再进行 JLLT分析'如果两种突

变子不完全一致'则会出现新的错配杂合子'JLLT

)#E#)
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分析结果中就会出现新的条带'反之'则为与已测序

验证的突变子为同种突变子&

!7#7?&统计学分析&&用基因计数法分别统计白

血病组和对照组基因型和等位基因的分布频率& 数

据经H342MFf.)*Z.4P遗传平衡检验后'用 U1UU !!7E

计算机统计软件进行分析& 两组之间的基因型和等

位基因分布频率的差异*人群 <U 基因型分布用
!

#

检验& 3e$7$E 为差异有统计学意义&

!F结果

!K$FRUUV及RX=测序结果

利用JLLT结合 J89测序法对 ED 例 9A患儿

和 !!E 例健康儿童 <U 基因进行了包含已报道的 "

个位点的WU81R检测'首次鉴定了儿童 <U D:! 9c

L$T!#>T% WU81位点'其 JLLT检测代表性图及

测序图见图 !'#&

&图 $FN0PGY$位点RUUV检测代表图F

!(D:!LL基因型$纯

合突变型%##(D:!99基因型$野生型%#D(D:!99基因型$杂合型%&

!!"

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

!'

''

+#,+),+#,),+#,,

图 !FNWPGY$ 位点测序图F星号$

#

%代表野生型'箭头$

$

%代表变异的相关碱基

!K!FWXD分析

由于JLLT中类似 D:! 9cL等位基因杂合子

条带$D:!9=L'类似图 ! 中 JLLT检测图泳道 ! 的

四条带型模式%的样本例数较多*频率较高'因此我

们对此类标本进行了 H9试验'结果没有出现新的

条带'即表明类似 D:! 9=L等位基因均为 D:! 9=L&

通过对 !?: 例WJ89R片段的1'NFJLLT检测*J89

测序及H9试验'我们确定了 9A患儿及正常儿童

<U编码区的 D:! 9cL等位基因频率分别为!#7DS

!$=ED$LL%' !D=ED $9L%"*!D7ES!!=!!E $LL%'

D$=!!E$9L%"'两组人群的等位基因频率差异无显

著性意义$3c$7$E%'其等位基因总频率为 !D7!S'

基因型分布符合 H342MFf.)*Z.4P平衡定律'表明这

个WU81与白血病的易感性无相关性& 此次研究未

检测到<D"%'' L">$<及'E$$<变异&

GF讨论

作为J89合成的关键酶'胸苷酸合成酶的遗传

多态性在抗白血病等肿瘤疾病 EFBj类药物的体内

代谢中起着重要作用& EFBj是胸苷酸合成的主要

抑制剂之一'广泛用于肿瘤的化疗& 其代谢产物与

<U形成络合物'干扰 J89合成从而杀死肿瘤& <U

基因多态性导致其在肿瘤细胞中的表达效率*活性

等不同& 因此对其基因多态性与化疗药物敏感性关

系的研究将对肿瘤的预防和治疗具有重要指导意

义!! %̀"

&

目前'国内外研究较多的是<U基因 D 种多态性

)DE#)
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与肿瘤易感性和预后关系的研究'关于编码区的

U81研究则比较少'国内未见报道& U81基因库中

查到已报到的 U81位点为 " 个 $<D"%'' 9D:!L'

L">$<' 'E$$<%'其中 D:!L的等位基因频率为

:7#S'其余的没有等位基因频率数据'可能主要以

散发的基因突变形式存在& 我们对9A患儿组和正

常对照组的<U基因突变及多态性情况进行扫描分

析'以鉴定此 " 个 U81位点在儿童以及 9A患儿中

的分布情况'甚至希望发现新的功能性突变位点'从

而为9A患儿的临床用药提供参考& JLLT作为一

种近年来发展较快的突变检测方法' 以其高检出率

$达 !$$S%*重复性好等特点而受到普遍关注'以

JLLT方法作为基因突变筛查工具的报道也日渐增

多!!" !̀?"

& 而我们实验室以往的研究也表明采用

JLLT结合测序法'不但对已知的突变检出率高'准

确性好'而且还可发现未知突变!!$' !!"

& 通过设计 #

对引物对 ED 例9A患儿和 !!E 例健康儿童 <U 基因

进行了包含已报道的 " 个位点的筛查'本研究确定

了9A患儿及正常儿童<U编码区的 D:! 9cL等位

基因频率分别为 !#7DS'!D7ES'等位基因总频率

分别为 !D7!S'高于之前国际 U81文库中的 :7#S

$N.[)R.2( +Y*.%' #$$" :(!: 9@%'与现国际 U81

文库中!#7DS $CjIAJ!#%' N.[)R.2( @3M#E' #$$?

!qD: 1@% 基本一致& 同时'本研究未检测到

<D"%'' L">$<及 'E$$<变异位点& 通过本组实验

的研究结果'我们认为儿童的<U基因多态性可能还

是主要以 EnFj<N重复序列拷贝多态性*EnFj<N重复

序列 U81'DnFj<N的 ! "%" Z0处存在? Z0 核苷酸片

段的缺失或插入多态性等 D 种形式对肿瘤化疗等过

程产生影响'这将是本实验室下一步研究工作的一

个侧重点'也希望为其他同类研究提供参考&
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