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[bookmark: _Toc18121]ＤＮＡ甲基化的测定　数字ＰＣＲ法
[bookmark: _Toc14922]范围
本文件规定了利用数字PCR法测定DNA甲基化的原理、试剂与材料、仪器设备、操作步骤、结果计算与表示、质量控制及注意事项等内容。
本文件适用于人基因组中DNA甲基化的测定。
[bookmark: _Toc2750]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 34797 核酸引物探针质量技术要求
GB/T 42077 生物技术 核酸靶序列定量方法的性能评价要求 qPCR法和dPCR法
[bookmark: _Toc26799]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc12387]
DNA甲基化 DNA methylation
在DNA甲基化转移酶的催化下，以S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体，将甲基转移至碱基特定结构上的过程。
[来源：GB/T 40183—2021，3.1.1]
[bookmark: _Toc1629]
[bookmark: _Toc18461]　　数字PCR Digital PCR
一种将样品分散到大量独立的反应单元中进行PCR扩增，并通过泊松分布原理对目标核酸进行绝对定量的分析技术。
[来源：GB/T 42077—2022]
[bookmark: _Toc5892]缩略语
[bookmark: _Toc4174]　　下列缩略语适用于本文件．
Bis-DNA：重亚硫酸盐转化后的DNA（bisulfite-converted DNA）
DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
PCR：聚合酶链式反应（polymerase chain reaction）
dPCR：数字PCR（digital PCR）
[bookmark: _Toc19236]原理
数字PCR法通过将待测样本分割成数万个独立的微滴或微室，每个微滴或微室中包含零个或一个目标DNA分子。经过PCR扩增后，根据荧光信号的有无进行 DNA 分子计数。通过泊松分布公式计算目标DNA分子的浓度，进而实现对DNA甲基化水平的绝对定量。
[bookmark: _Toc23668]试剂或材料
[bookmark: _Toc318]检测使用的试剂包括：
DNA提取试剂盒（Ⅰ类医疗器械）；
DNA重亚硫酸盐转化试剂盒（Ⅰ类医疗器械）；
数字PCR专用反应液：包括引dNTPs、Mg2+等；
引物探针；
无核酸酶水等；
已知甲基化水平的标准品和阴性对照。
[bookmark: _Toc28193]检测使用的材料包括：
1. 1.5 mL/2.0 mL离心管（无酶无菌）；
1. 数字PCR芯片或微滴生成系统等。
[bookmark: _Toc9574]仪器设备
检测需要的仪器设备包括：
1. 生物安全柜；
1. 超净工作台；
1. 高速冷冻离心机；
1. 微量分光光度计；
1. 基因扩增仪；
1. 数字PCR仪；
1. 微量移液器等。
[bookmark: _Toc5816]设计PCR扩增反应体系
[bookmark: _Toc2703]引物和探针
基于目的基因DNA甲基化设计具备甲基化特异性的引物、探针，设计原则应符合GB/T 42077的要求。
引物、探针的设计区域选择目的基因的启动子或第一外显子区域序列，该区域包含至少一个及以上CpG位点，且扩增产物长度适中，设计生成的引物探针应符合GB/T 34797的要求。
宜使用在线工具辅助设计引物、探针，如Primer Premier软件等。
宜使用目的基因标准品验证引物、探针特异性。三级条标题
[bookmark: _Toc28695]数字PCR反应液
数字PCR反应液宜选择商品化试剂，确保其适用于数字PCR平台。
[bookmark: _Toc29445]微滴生成
将反应体系加入微滴生成芯片或仪器中，生成数万个独立的微滴或微室。
[bookmark: _Toc11162]PCR扩增
将生成的微滴或微室置于数字PCR仪中进行PCR扩增，扩增条件根据引物和探针设计进行优化。
[bookmark: _Toc27122]反应条件
确定最佳数字PCR扩增反应条件，包括退火温度、反应时间和扩增循环数等。
[bookmark: _Toc12819]荧光检测
扩增完成后，通过荧光显微镜或检测系统对每个微滴或微室的荧光信号进行检测。
[bookmark: _Toc24040]数据分析
根据荧光信号的有无进行 DNA 分子计数，利用泊松分布公式计算目标DNA分子的浓度，根据全甲基化微滴数/总微滴数计算样本的DNA甲基化水平，以百分比表示。
[bookmark: _Toc25774]质量控制
质量控制要求满足以下内容：
1. 每次实验应包含已知甲基化水平的标准品和阴性对照。
1. 重复实验至少3次，结果的相对标准偏差应小于10%。
[bookmark: _Toc11452]注意事项
注意事项包括但不限于以下内容：
1. 样本处理过程中应避免DNA降解。
1. 试剂和材料应严格按照说明书使用，确保实验结果的准确性。
[bookmark: _Toc3553]记录和报告
[bookmark: _Toc4920]记录
记录应包括但不限于以下信息：
1. 样本：包括类型、编号、来源；
1. 检测目的基因；
1. 检测时间、检测地点、检测人员；
1. 试剂：包括名称、来源、批号；
1. 使用的仪器：包括制造商、型号以及相关的设置；
1. 检测步骤；
1. 异常情况；
1. 检测结果及原始数据保存路径。
[bookmark: _Toc19149]报告
报告内容应包括但不限于以下信息：
1. 样本：包括类型、编号、来源；
1. 检测目的基因；
1. 检测时间、检测地点、检测人员；
1. 检测方法程序；
1. 试剂：包括名称、来源、批号；
1. 使用的仪器：包括制造商、型号及相关的设置；
1. 检测结果与经过验证的方法检出限。

[bookmark: _Toc18291]
（规范性）
人基因组ABCA1和Twist基因甲基化的测定 数字PCR法
[bookmark: _Toc14527]检测目标
检测人基因组ABCA1和Twist基因甲基化。
[bookmark: _Toc31439]设计PCR扩增反应体系
[bookmark: _Toc20408]引物和探针
目的基因选择ABCA1和Twist，目的基因上下游引物、探针信息见表A.1。
引物、探针信息表
	名称
	长度（bp）

	[bookmark: OLE_LINK3]目的基因
	Twist上游引物
	23

	
	Twist下游引物
	25

	
	Twist甲基化探针
	30

	
	Twist甲基化探针
	30

	
	ABCA1上游引物
	24

	
	ABCA1下游引物
	25

	
	ABCA1甲基化探针
	30

	
	ABCA1甲基化探针
	30


[bookmark: _Toc10468]数字PCR反应液
选择商品化数字PCR反应试剂。
[bookmark: _Toc23068]反应条件
设计数字PCR扩增反应条件，见表A.2。
PCR扩增反应条件
	步骤
	温度（°C）
	反应时间（s）
	循环数

	变性
	95
	10
	1

	扩增
	95
	15
	40

	
	60
	60
	


[bookmark: _Toc749]体系验证
验证后确定的ABCA1和Twist数字PCR扩增反应体系配置见表A.3和表A.4。
Twist PCR扩增反应体系
	组分
	体积(μL)

	PCR反应液
	10

	ABCA1上游引物F(10 μM)
	0.4

	ABCA1下游引物F(10 μM)
	0.4

	ABCA1探针(10 μM)
	0.2

	无核酸酶水
	7

	总体积
	18


Twist PCR扩增反应体系
	组分
	体积(μL)

	PCR反应液
	10

	[bookmark: OLE_LINK5]Twist上游引物F(10 μM)
	0.4

	Twist下游引物F(10 μM)
	0.4

	Twist探针(10 μM)
	0.2

	无核酸酶水
	7

	总体积
	18


[bookmark: _Toc15101]测定步骤
[bookmark: _Toc880]DNA提取
使用商品化DNA提取试剂盒提取人基因组DNA。
使用微量分光光度计测定DNA浓度和纯度，浓度不低于10 ng/μL，纯度A260/A280的比值在1.8～2.0范围内。
[bookmark: _Toc32671]重亚硫酸盐转化
使用商品化DNA重亚硫酸盐转化试剂对提取的DNA进行重亚硫酸盐转化，获得Bis-DNA。
用荧光定量仪检测Bis-DNA浓度，Bis-DNA浓度不低于10 ng/μL。
[bookmark: _Toc21549]扩增
配制数字PCR扩增反应体系
在超净工作台内使用微量移液器，将目的基因的上下游引物、探针、数字PCR反应液和无核酸酶水按照表A.3和A.4所示配置比例进行混合，获得数字PCR扩增反应体系，以每孔18 μL将数字PCR扩增反应体系和2 μLBis-DNA加至数字PCR芯片或微滴生成系统中。
扩增反应
按照表A.2设置数字PCR仪的反应程序，将数字PCR芯片或微滴生成系统放入数字PCR仪内进行扩增反应。
[bookmark: _Toc24095]结果分析
[bookmark: _Toc16551]质量控制
质量控制要求满足以下内容：
1. 每次实验应包含已知甲基化水平的标准品和阴性对照。
1. 重复实验至少3次，结果的相对标准偏差应小于10%。
[bookmark: _Toc4715]结果分析
根据荧光信号的有无对微滴或微室进行计数，利用泊松分布公式计算目标DNA分子的浓度，根据全甲基化微滴数/总微滴数计算样本的DNA甲基化水平，以百分比表示。
[bookmark: _Toc440]参 考 文 献
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