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［摘　要］目的：采用焦磷酸测序定量检测人体γ珠蛋白基因（ＨＢＧ）启动子区甲基化。方法：收集３０例经基
因检测确诊为轻型β地中海贫血（简称地贫）患者的全血ＤＮＡ样本，查找γ珠蛋白基因的启动子区 ＣｐＧ位点，
设计ＰＣＲ扩增引物及焦磷酸测序引物；ＤＮＡ样本经亚硫酸氢盐转化后进行ＰＣＲ扩增，对ＰＣＲ产物作单链处理，
在测序引物的引导下进行焦磷酸测序，对ＣｐＧ位点的甲基化程度进行定量分析。结果：３０例轻型 β地贫患者
的ＨＢＧ启动子区共１５０个ＣｐＧ位点均得到了甲基化程度的定量结果，其中－５３、－５０、＋５、＋１６及＋４９位点高
甲基化分别有２８例、２４例、１３例、０例及７例，中甲基化分别有２例、６例、１７例、３０例及２３例，未检测到低甲基
化。结论：焦磷酸测序可对ＨＢＧ启动子ＣｐＧ位点的甲基化程度进行定量检测。
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　　ＤＮＡ甲基化是指在 ＤＮＡ甲基转移酶的催化
下，Ｓ腺苷甲硫氨酸提供的甲基转移到胞嘧啶和鸟
嘌呤（ＣＧ）二核苷酸中胞嘧啶第５位碳原子上，形
成５甲基胞嘧啶［１－３］。ＤＮＡ甲基化是基因组ＤＮＡ
的一种主要的表观遗传修饰形式，是最常见的复制

及转录后修饰方式之一，能引起ＤＮＡ稳定性、构象
以及ＤＮＡ与蛋白质之间相互作用方式的改变，从
而影响基因的表达，调节基因组的功能［４－７］。因

此，ＤＮＡ甲基化的定量检测是研究基因表达的重
要手段。焦磷酸测序可定量检测各 ＣｐＧ位点甲基
化水平，特异性高，结果准确可靠。地中海贫血

（简称地贫）是一种遗传性疾病，轻型地贫患者在

贵州省较多见，而且临床表型多样，β地贫发病的
分子机制具有很大的遗传异质性。本研究针对轻

型β－地贫患者γ珠蛋白基因（ＨＢＧ）启动子区的
５个甲基化位点，建立的一种基于焦磷酸测序技术
的甲基化定量检测方法，为研究 γ珠蛋白基因启
动子区的甲基化水平与 γ珠蛋白基因表达的相关
性奠定基础。

１　材料与方法
１．１　实验标本

３０例经基因检测确诊为轻型 β地贫患者，其
中，女１５例，男１５例，２～６０岁。提取全血ＤＮＡ。

１．２　主要试剂和仪器
亚硫酸氢盐转化试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司），ＰＣＲ扩增引物和焦磷酸测序引物（上海
生工生物有限公司）。美国 ＡＢＩＶｅｒｉｔｉ９６ＰＣＲ仪
（美国 ＡＢＩ生物系统公司），ＱｉａｇｅｎＰｙｒｏＭａｒｋＱ２４
焦磷酸测序仪（上海凯杰公司）。

１．３　方法
１．３．１　甲基化岛的预测及引物的设计　在 ＵＣＳＣ
（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）上找到 γ珠蛋白基因
（ＨＢＧ１和ＨＢＧ２）的启动子区域，采用ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍ
ｅｒＥｘｐｒｅｓｓＳｏｆｔｗａｒｅ软件（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）对
ＨＢＧ启动子区进行分析［８－９］。由于ＨＢＧ１和ＨＢＧ２
的同源性较高，所预测的ＨＢＧ１和ＨＢＧ２启动子区
的甲基化岛序列一致，为其启动子区１８６４～２１１３
区域存在５个甲基化位点，本实验将针对这５个甲
基化位点来进行研究。采用引物设计软件（Ｐｙｒｏ
ｍａｒｋＱ２４ＡｓｓａｙＤｅｓｉｇｎ２．０）在所选定的启动子区
的甲基化岛位置设计亚硫酸氢盐转化后的ＰＣＲ引
物，以及对应的焦磷酸测序引物，并记录软件所默

认的生物素５’Ｂｉｏｔｉｎ的标记位置［１０］；其中，第１组
ＰＣＲ引物（Ｐ－１）扩增的产物含有 －５３位点、－５０
位点，第２组ＰＣＲ引物（Ｐ－２）扩增的产物含有＋５
位点、＋１６位点，第３组 ＰＣＲ引物（Ｐ－３）扩增的
产物含有＋４９位点。见表１。

表１　ＨＢＧ启动子区５个ＣｐＧ位点的ＰＣＲ引物和测序引物
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｆｉｖｅＣｐＧｌｏｃｉｉｎＨＢＧｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ

编号 引物５′→ ３′ 待测序列 产物（ｂｐ）

Ｐ－１
Ｆ：ＧＴＴＡＡＡＴＴＴＴＡＴＴＴＡＴＧＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＴＴ
Ｒ：５′ＢｉｏｔｉｎＣＣＣＡＣＡＡＡＣＴＴＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＣＣＴＴＡＴＣＣＴ
Ｓ：ＧＴＴＴＴＡＧＡＧＴＡＴＴＴＡＧＴＧＡＧＧ

ＴＴＡＧＧＧＧＴＹＧＧＹＧＧＴＴＧＧＴＴ
ＡＧＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＡＡＡＡＧＧ ２５５

Ｐ－２
Ｆ：ＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＡＡＡ
Ｒ：５′ＢｉｏｔｉｎＡＣＴＴＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＣＣＴＴＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＡ
Ｓ：ＡＡＡＧＧＡＡＧＴＡＴＴＴＴＴＴＡＧＴＡＧＴ

ＴＴＴＡＴＡＴＡＴＴＹＧＴＴＴＴＴＧＧＡ
ＡＹＧＴＴＴＧＡＧＧＴＴＡＴＴＡＡＴＡＡ
ＧＴＴＴＴＴＡＧＴＴ

１４４

Ｐ－３
Ｆ：５′ＢｉｏｔｉｎＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＡＡＡＡＧ
Ｒ：ＣＣＣＡＣＡＡＡＣＴＴＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＣＣＴＴＡＴＣＣＴ
Ｓ：ＣＣＴＣＣＴＣＴＡＴＡＡＡＡＴＡＡＣＣＣ

ＡＴＡＡＣＲＴＣＴＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＣ
ＴＴＡＴＴＡＡＴＡＡＣＣＴＣＡＡＡ １５１

注：Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物，Ｓ为测序引物；Ｂｉｏｔｉｎ标记的生物素，Ｙ和Ｒ为待测位点

１．３．２　基因组ＤＮＡ的亚硫酸氢盐转化　转化的总
体积为１４０μＬ，分别加入 ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＳｏｌｔｕｔｉｏｎ８５μＬ，
ＤＮＡｐｒｏｔｅｃｔＢｕｆｆｅｒ３５μＬ，基因组 ＤＮＡ２０μＬ；在
ＰＣＲ仪中转化，反应条件为 ９５℃ ５ｍｉｎ，６０℃
２０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，６０℃２０ｍｉｎ，２０℃过夜；依次
加入ＢｕｆｆｅｒＢＬ、无水乙醇后转入纯化柱，离心后加

入 ＢｕｆｆｅｒＢＷ，再次离心后加入 ＢｕｆｆｅｒＢＤ，孵化
１５ｍｉｎ后离心加入 ＢｕｆｆｅｒＢＷ，再次离心后加入
ＢｕｆｆｅｒＢＷ，继续离心后加入无水乙醇，最后离心后
将纯化柱放入ＥＰ管中，加入ＢｕｆｆｅｒＥＢ１５μＬ，离心
提取ＤＮＡ并置于－２０°Ｃ保存备用。
１．３．３　焦磷酸测序模板ＰＣＲ扩增　２５μＬ的ＰＣＲ
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反应体系中，加入ＰｙｒｏＭａｒｋＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２５μＬ，
ＣｏｒａＬｏａｄＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ２５ μＬ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２
１５μＬ，ＱＳｏｌｕｔｉｏｎ５μＬ，上游引物０５μＬ，下游引物
０５μＬ，亚硫酸氢盐转化后的 ＤＮＡ１μＬ，ＲＮａｓｅ
ｆｒｅｅｗａｔｅｒ１５μＬ。ＰＣＲ反应参数为９５℃预变性
１５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，共循环４５次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。通过
２％的琼脂糖凝胶电泳来检测产物是否为目的片段。
１．３．４　焦磷酸测序　向八连管中加入Ｂｅａｄｓ２μＬ，
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ４０μＬ，ＰＣＲ产物１０μＬ，高纯水２８μＬ，
总体积为８０μＬ；用回转式振荡器以１４００ｒ／ｍｉｎ振
摇５ｍｉｎ，将八连管放置在工作站中，打开开关，将
真空工具放到八连管的孔中，以捕获带有 ＰＣＲ产
物的ｓｅｐｈａｒｏｓｅ珠；依次使用７０％乙醇、变性溶液及
洗涤液冲洗真空工具各１０ｓ，将真空工具与２４孔
反应板对齐，关闭开关，以释放磁珠。将２４孔板在
８０℃的加热块上加热待测样本２ｍｉｎ，让样本冷却

至室温，即可放入焦磷酸测序仪内测序。

１．３．５　甲基化定量分析　亚硫酸氢盐转化的对照
在Ｐｙｒｏｇｒａｍ图中以淡黄背景色突出显示，以确认
亚硫酸氢盐转化彻底，而淡蓝色的区域即是待测的

甲基化位点。根据相关文献及 ＱｉａｇｅｎＰｙｒｏＭａｒｋ
Ｑ２４焦磷酸测序仪的技术说明［１１－１４］，甲基化程度

检测结果在０～５％为背景值即无甲基化组，５％ ～
５０％为低甲基化，５０％ ～９０％为中甲基化，≥９０％
为高甲基化。

２　结果

２．１　焦磷酸测序模板扩增结果
电泳结果显示３组ＰＣＲ扩增的焦磷酸测序模

板在相应位置均为单一条带，见图１。初步提示该
扩增条件及设计的引物可用于ＨＢＧ启动子区甲基
化研究。

注：Ａ、Ｂ、Ｃ分别为引物Ｐ－１、Ｐ－２及Ｐ－３的ＰＣＲ产物，Ｍ为５０ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～５泳道为样本

图１　ＰＣＲ扩增的焦磷酸测序模板电泳结果
Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅ

２．２　ＨＢＧ启动子区的甲基化测序
３０例标本共１５０个甲基化位点均测序成功，

通过ＱｉａｇｅｎＰｙｒｏＭａｒｋＱ２４软件分析得出相应位点
的甲基化率，见图２。
２．３　ＨＢＧ启动子区甲基化程度分布

受检的３０例标本共１５０个位点的甲基化程度
见表２，所有位点甲基化程度达８１５１％以上，均为
中甲基化或高甲基化，未发现低甲基化。

表２　３０例标本ＨＢＧ启动子区５个
ＣｐＧ位点的甲基化程度

Ｔａｂ．２　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆ５ＣｐＧｌｏｃｉｉｎＨＢＧ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎａｍｏｎｇ３０ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

位点
低甲基化

（ｎ，％）
中甲基化

（ｎ，％）
高甲基化

（ｎ，％）
甲基化程度

（％）
－５３ ０（０．０） ２（６．７） ２８（９３．３） ９２．７３±１．９１
－５０ ０（０．０） ６（２０．０） ２４（８０．０） ９１．３７±１．９０
＋５ ０（０．０） １７（５６．７） １３（４３．３） ９０．２３±３．３７
＋１６ ０（０．０） ３０ （１００） ０（０．０） ８１．５７±２．９０
＋４９ ０（０．０） ２３（７６．７） ７（２３．３） ８８．８３±２．１０

３　讨论

ＤＮＡ甲基化是表观遗传学的一种重要的修饰
形式，可随细胞的有丝分裂和减数分裂遗传给后代

细胞并持续下去［１５］。一般情况下，ＤＮＡ甲基化可
抑制基因的表达，与肿瘤的发生、发展密切相

关［１６］，另外，当甲基化对印记基因修饰紊乱时会造

成印记丢失、抑制和刺激生长的信号失衡，也会影

响基因的表达［１７］。研究表明 ＤＮＡ甲基化可能发
生在非编码区、尤其是调控区，或启动子区的 ＣｐＧ
岛，它调控着相关基因的表达［１８］。因此 ＤＮＡ甲基
化的检测对基因表达的研究具有重要的意义。随

着检测技术的发展和对 ＤＮＡ甲基化研究的深入，
越来越多的新技术被用于 ＤＮＡ甲基化的检测之
中。高效液相色谱法检测甲基化其精度高、效率

高、但由于对仪器设备的要求较高，使其广泛使用
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注：Ａ中－５３位点的甲基化率为９７％，－５０位点的甲基化率为９３％；Ｂ中＋５位点的甲基化率为９１％，
＋１６位点的甲基化率为８６％；Ｃ中＋４９位点的甲基化率为９１％

图２　ＨＢＧ启动子区－５３、－５０位点的甲基化定量测序结果
Ｆｉｇ．２　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｔｈｅ－５３ａｎｄ－５０ｓｉｔｅｉｎｔｈｅＨＢＧＰｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ

受到了限制［１９］。亚硫酸氢盐测序方法样品准备过

程较为繁琐，需要大量的克隆测序［２０］。甲基化基

因芯片法为高通量研究ＤＮＡ甲基化提供了新的方
法，但其特异性不够高［２１－２２］。限制性酶切基因扫

描技术（ＲＬＧＳ）检测甲基化方法，由于限制性内切
酶偏好性，酶用量大、种类多对样本的要求极

高［２１－２３］。基于比例竞争型定量 ＰＣＲ的横向流动
核酸生物传感器法要求在比较温和的环境下进行，

灵敏度不够高［２１］。以上甲基化的检测方法都有其

不同的局限性，尤其是在甲基化定量检测方面不够

理想。

　　本研究建立的焦磷酸测序定量检测ＨＢＧ基因
启动子区甲基化的方法可以快速、准确定量检测

ＤＮＡ甲基化水平。焦磷酸测序技术是一种新的序
列分析技术，在引物延伸的过程中，通过将链合成

过程中释放出的焦磷酸（ＰＰｉ）转化成光信号来监
测链的合成过程，达到边合成边测序的目的［２４－２５］。

测序模板经亚硫酸氢盐转化后，根据 Ｃ和 Ｔ的掺
入量来定量确定单个位点的 Ｃ／Ｔ比例，从而对

ＣｐＧ位点的甲基化进行定量分析。焦磷酸测序是
目前最为可靠的对 ＤＮＡ甲基化模式进行直接、绝
对定量的技术，且重复性好，特异性高，操作简便，

全程软件控制可显著地减少人为因素的影响。本

研究的１５０个甲基化位点通过焦磷酸测序均得到
了甲基化程度的定量结果，没有出现非特异峰，每

次测序可同时对２４个样本进行检测，焦磷酸测序
时间仅为２０ｍｉｎ。

本研究对３０例轻型 β地贫的检测结果显示，
γ珠蛋白基因启动子区的５个甲基化位点均呈中
度或高度甲基化，由于本实验的样本量较少，所以

后续会扩大样本量来进行研究 γ珠蛋白基因启动
子区的甲基化状态是否与轻型 β地贫临床表型相
关，是否影响 ＨｂＦ的表达。胎儿体内表达的主要
β类珠蛋白基因是γ珠蛋白基因，血红蛋白以胎儿
血红蛋白（ＨｂＦ）为主，出生以后γ珠蛋白基因逐渐
关闭，１岁以后接近成人水平，ＨｂＦ＜１％。本研究
结果说明γ珠蛋白基因启动子区较高程度的甲基
化，起到了抑制γ珠蛋白基因表达的作用。
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综上，本研究建立的 γ珠蛋白基因启动子区
甲基化定量检测方法，为后续研究 ＨＢＧ启动子区
甲基化水平与γ珠蛋白基因表达的相关性奠定了
基础。
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