
复习-PCR的过程

PCR视频（3分24秒视频）









复习-数据计算公式

相对定量：2-△△ ct

△△ct=实验组（目的ct-内参ct）-对照组（目的ct-内参ct）
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分子流行病学实验课

-SNP、甲基化、Western blotting



易感性基因标志物：

1. 人类基因组多态性（SNPs）

2. 基因组表遗传修饰（甲基化，乙酰化）
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 SNP是指在人群中出现的频率1%的先天突变。SNP存在于整
个人类基因组中，可能每100~300bp就存在一个SNP，估计总
数在数百万个。

 人类基因组计划研究结果表明，不同个体的基因99.9%是一样
的，但在序列上有极小(0.1%)的遗传差异，其中主要是 SNP。

  研究表明，正是这0.1%的差异授予你我他特有的表型；这个
小小的差异还与个体对疾病(包括肿瘤)的易感性、对药物的反
应性差别有密切关系。

•16







Cancer
Exposure

Cancer-free

CIR by 70 yrs
M: 15.9%
 F:   9.5%

(Peto, BMJ, 2000)

Genetic susceptibility?

Screening, prevention

Why only < 20% smokers develop lung cancer?

SNPs？



NSCLC

No response

Response

Chemotherapy

SNPs & Chemosensitivity

SNPs？



Why some lung cancer patients have no 
response to chemotherapy?





Biology

Response
Disease

Prevention

Collins et al., Nature, 2003

SNPs

SNPS=Single Nucleotide Polymorphisms

人类基因组计划





DNA甲基化



DNA甲基化





检测方法(1)



检测方法(2)



检测方法(3)



联合亚硫酸氢钠的限制性内切酶分析法
荧光定量法(Methylight)
甲基化敏感性高分辨率熔解曲线分析
基于芯片的甲基化图谱分析
高通量测序
飞行质谱

检测方法(4)











加入另一种dNTP，使第2-4步反应重复进行，根

据获得的峰值图即可读取准确的DNA序列信息。





免疫印迹技术

-Western blotting



免疫印迹技术-western blotting
 基本原理：将电泳分离后的细胞或组织总蛋白质从凝
胶转移到固相支持物NC膜或PVDF膜上，然后用特异性
抗体检测某特定抗原的一种蛋白质检测技术，现已广泛
应用于基因在蛋白水平的表达研究、抗体活性检测和疾
病早期诊断等多个方面。



WB-操作过程



SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
 基本原理：聚丙烯酰胺凝胶为网状结构，具有分子筛
效应。SDS-PAGE仅根据蛋白质亚基分子量的不同就可
以分开蛋白质。





聚丙烯酰胺凝胶作为支持介质的一种常用电泳技术。
聚丙烯酰胺凝胶由单体丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺

聚合而成，聚合过程由自由基催化完成。
化学聚合以过硫酸铵（APS）为催化剂，以四甲基

乙二胺（TEMED）为加速剂。
在聚合过程中，TEMED催化过硫酸铵产生自由基，

后者引发丙烯酰胺单体聚合，同时甲叉双丙烯酰胺
与丙烯酰胺链间产生甲叉键交联，从而形成三维网
状结构。

SDS-聚丙烯酰胺凝胶制备原理



SDS-聚丙烯酰胺凝胶



曝光结果

WB视频约4分钟



举例—PM2.5导致巨噬细胞TGF-β信号通路
激活，肝脏细胞中胶原水平升高

 LX-2, a human HSC cell line; p-SMAD3: a key mediator of TGFb-triggered fibrotic response.



结果分析

Image J软件


