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摘要：目的 建立用荧光定量 89: 方法检测大鼠 5676 基因 %:?; 水平。方法 以 @A’B+( 一步法提

取新鲜骨组织总 :?;，以 C(’)+（D-）0= 为引物逆转录产生 4E?; 并进行扩增，以 @<; 克隆法将纯化的目

的片断与 87$F<@ $&GH 载体连接成重组质粒并转化 ! 3 "#$% EIJ!。采用碱裂解法提取重组质粒，经蓝

白筛选、酶切、测序鉴定后，根据标准品建立标准曲线，由软件自动计算出待测样本中靶基因 %:?; 准

确含量，并以靶基因和内参 7;8EI %:?; 含量的比值作为评价靶基因表达水平的指标。结果 由

87$F<@ $&GH<5676 所构建的标准曲线线性关系良好（反应体系中含 0 K 0"1 L 0 K 0"# 拷贝大鼠 5676 基

因分子时，扩增反应 9- 值与拷贝数的对数成线性关系）、灵敏度高、特异性强、准确可靠。批内和批间

重复性测定的变异系数分别为 0M"!N L >MJON以及 1M1>N L 2M>2N。结论 成功建立了用实时荧光

定量 89: 检测大鼠 5676 基因表达量的方法。
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碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子（5&G’4 V’5A+5(&G-’4
)A+Y-U V&4-+A，5676）在骨缺损修复中起重要作用，其

存在于骨基质内，是成骨细胞和成软骨细胞等许多

细胞的有丝分裂刺激原，可刺激微血管生成及成骨

细胞的基因表达［0，1］。本研究旨在建立大鼠 5676
基因荧光定量 89: 的检测方法，以管家基因磷酸甘

油醛脱氢酶（)(H4SA&(DSUHDS XU+GXU&-S DSUHDA+)S,&GS，
7;8EI）为阳性对照，为进一步研究 5676 在骨重建

中的作用机理奠定基础。
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! 材料和方法

!"! 实验材料

取 !"#$%& 大 鼠 骨 组 织 置 于 液 氮 中，转 存 于

’ ()*超低温冰箱中，用于总 +,- 的提取。菌种为

本 室 保 存 的 ! . "#$% /01!。 234567 8%#9 购 自

2&:;8<% 公司。

!"# 试剂

7&"=:> +8%<8?$、565@A 逆转录酶、+?%#8 B?C"D"$:&
等购自 B?E"$&:<8? 公司；4F:+"限制性内切酶、#6
<%>、B273、7%G /,- 聚合酶、H>"<:（I$）J(、I,72 ;"K、
/@L)))、4%#9 I">M$":? 稀释液等购自大连宝生物有限

公司。引物由 B?E"$&:<8? 上海英骏生物技术有限公

司合成。

!"$ 仪器

+:FC8 公司荧光定量 2N+ 仪 @"<C$N9F>8&，5O 公

司 27N6L)) 梯 度 2N+ 仪，德 国 4PP8?I:&Q 公 司

R":2C:$:;8$8& 分 光 光 度 计，德 国 08&%8M# 公 司

N:?$"QM<8 JS+T 台式冷冻离心机和 TMP&%QM<8 LL 高速

冷冻离心机，/06L))) 凝胶图像采集系统。

!"% 总 +,- 的提取与 F/,- 第一链的合成

取约 J)) ;< 骨组织，采用 7&"=:> 一步法进行总

+,- 的提取，利用分光光度计检测浓度。取约 L$<
总 +,- 提取液进行逆转录，体系含 J))$;:>U@ H>"<:

（I$）J( J$>，J) ;;:>U@ I,72# J$>，1 V RMQQ8& W$>、
+?%#8 "?C"D":& J$>（W) XU$>）、)YJ ;:>U@ /77 J$>、J$>
565@A（L)) XU$>），/42N 水补齐至 L)$> 体系，混匀

后短暂离心，ZS* 1) ;"?，取出置 S)* J1 ;"?，冰浴 L
;"?。 ’ L)*保存备用。

!"& 目的片断引物的设计、合成

应用软件 38?8&M??8&，根据 38?R%?[ 所发布的序

列（38?8R%?[ ,:. ,5’ )J\Z)1）及（38?8R%?[ ,:.
,5’ )JS))(）进行设计，引物跨越内含子，排除 /,-
干扰，目 的 片 断 D]3] 长 度 为 J1L DP，管 家 基 因

3-2/0 长度为 J^J DP，并经 ,NRB R@-T7 检索无显

著同源性序列。引物用上海英骏生物技术公司负责

合成。引物序列：

D]3] 上游 1_6--3N-3--3-3-3-33-37736Z_；
D]3] 下游 1_6N337--3737737-377-77336Z_；
3-2/0 上游 1_6-73373--337N3373736Z_；
3-2/0 下游 1_6--N773NN373337-3-36Z_。
!"’ 重组质粒 234567 4%#96D]3] 及 234567 4%#96
3-2/0 的构建

采用下述反应体系和条件应用 2N+ 仪进行扩

增：上下游引物各 J$>（J) ;;:>U@）、I,72# )Y1$>（J)
;;:>U@ 8%FC）、+7 产物 J$>、J) V 7%G RMQQ8& ‘"$C 5<L a

LY1$>、II0LH J(Y($>、7%G 酶 )YL$>（1 XU$>），轻轻混

匀，短暂离心，按下述条件进行扩增：\1*预变性 1
;"?；\W* Z) #，̂)* Z) #，SL* Z) #，Z) 个循环；SL*
( ;"?。经胶回收的 2N+ 电泳产物 Z$> 与 234567
4%#9 载体 W*连接过夜。连接产物转化感受态 ! .
"#$% /01!，涂布于#6<%> 和 B273 处理的含氨苄青霉

素的 @R 固体培养基上，ZS*倒置培养 J^ C，经蓝白

斑筛选，4F:+ B 酶切初步鉴定，阳性克隆进行测序分

析（由上海英骏生物技术公司完成）。将筛选出的阳

性菌株进一步扩增，应用 7B-,34, 公司超纯质粒快

速小量提取试剂盒提取质粒。用 R":2C:$:;8$8& 分光

光度计测定重组质粒的浓度，将重组质粒浓度稀释

为 J V J)J) F:P"8#U$>，用宝生物的 4%#9 /">M$":? 稀释液

将重组质粒做 J) 倍梯度稀释，’ L)*保存备用。

!"( 标准曲线的建立与结果计算

L)$> 2N+ 反 应 体 系：TbR+!+ 2&8;"K J) $>；
]:&‘%&I 2&";8&（J)$;:>U@）)Y($>；+8E8&#8 2&";8&（J)

$;:>U@）)Y($>；F/,- 78;P>%$8 J$>；II0LH SYW$>。反

应条件：\1*预变性 J) #；\1*变性 1 #，̂)*退火 J)
#，SL*延伸 J) #，进行 W) 个循环。温度变化速度为

L)*U#，在每个循环的延伸末检测荧光信号。随后

是一个缓慢升温的程序：\1* ) #，̂1* J1 #，\1* ) #
温度变化速度为 )YJ*U#，同时连续监测双链 /,-
逐渐变性过程中荧光信号的变化情况，绘制 2N+ 产

物的溶解曲线，以了解样品扩增的特异性，保障测定

的结果的准确可靠。反应结束后电脑根据定量标准

模板的扩增情况自动绘制标准曲线。根据各自的标

准曲线，由软件自动计算出待测样品中 D]3] 基因

或管家基因的准确含量。以同一样本中 D]3] 基因

和管家基因含量的比值作为评价 D]3] 基因表达水

平的指标。

# 结果

#"! 骨组织总 +,- 提取的结果

提取的 !"#$%& 大鼠骨组织总 +,-，吸光度 &L^) U
&L()为 JY\J，&L^) U&LZ)为 JY\L，说明总 +,- 纯度较高，

基本去除蛋白质和糖类等其他物质的污染。经 Jc
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，L( T 与 J( T 的吸光度比

值约为 L，说明总 +,- 的完整性较好，基本无降解。

#"# D]3] 及 3-2/0 F/,- 目的片段的制备

以提取的总 +,- 为模板，采用 F/,- 第一链合

成法，以 H>"<: I$（J(）为引物合成 F/,- 第一链，用设

L 中国骨质疏松杂志 L))( 年 J 月第 JW 卷第 J 期 NC"? O H#$8:P:&:#，O%?M%&9 L))(，A:> JW，,:YJ



计的引物分别进行扩增，!"琼脂糖凝胶电泳检测，

发现有特异的目的条带（#$! %&）及（#’# %&），结果见

图 #。

#：&%()( *+, 产物；!：-.!/// 012342；

5：&)6*-7 *+, 产物；8：阴性对照

图 ! &%()( 及 &)6*-7 *+, 产物电泳图

"#$ 重组质粒的酶切鉴定和 -96 序列分析

%()( 目的片段的长度为 #$! %&，)6*-7 目的片

段的长度为 #’# %&，构建的重组质粒模板分别经

:;<, = 酶切后，出现一条约 5/// %& 的大片段和一条

约 #>/ %& 的小片断及一条约 5/// %& 的大片段和一

条约 #?/ %& 的小片断。与实验预期相符，即重组质

粒中含有目的片段，结果见图 !。将测序结果与预

期序列用 @4A4 2BAA42 软件进行比对，结果序列完全

相同，说明目的片段已经成功重组与 *):CDE 41FG
中并保持了序列的完整性。

#：&%()( 酶切鉴定；!：-.!/// 012342；5：&)6*-7 酶切鉴定

图 " &%()( 及 &)6*-7 重组质粒鉴定图

"#% 标准曲线和线性关系

反应体系中含 # H #/! I # H #/> 拷贝大鼠 %()(
及 )6*-7 基因分子时，扩增反应 +J 值与拷贝数的

对数呈线性关系，标准曲线回归方程分别为 G K
L 5M5>’N@! O 5?M’P，G K L 5M5’!! O 5PM$’，其中 G 为

+J 值，! 为质粒模板拷贝数以 #/ 为底的对数，见图

5。标准曲线显示出相关系数为 #M//。通过斜率可

以计算出 *+, 反应的扩增效率（:），依据公式 : K
#/L #QFN<&4 L #，计算出扩增效率分别为 P>"和 P?"。

图 $ 大鼠 %()( 及 )6*-7 基因的标准曲线

"#& 标准曲线的灵敏性及溶解曲线分析

将 %()( 基因和 )6*-7 基因标准品做梯度稀

释（# H #/! I # H #/>），进行荧光定量 *+,，得到系列

曲线，至 # H #/! 拷贝时仍有特征性扩增曲线，呈明

显的“R”型，说明用此引物通过荧光定量 *+, 测定

鼠 %()( 基因及 )6*-7 基因敏感性好，见图 8。溶

解曲线只见一特异性峰，说明此引物特异性高，见

图 $。

图 % 大鼠 %()( 基因的荧光定量 *+, 的扩增曲线

图 & 大鼠 %()( 基因的荧光定量 *+, 的溶解曲线

"#’ 重复性

将系列稀释的质粒标准品，用荧光定量 *+, 重

复测定 5 次，每次每个稀释度重复 5 管。结果表明，

用该方法检测的批内和批间变异系数（+SF"）分别

为 #M/5 I 8M$P 以及 !M!8 I ’M8’，说明该方法具有较

好的可重复性及再现性。

$ 讨论

基于 RTU, )244A!技术的实时荧光定量 *+,
是目前定量检测核酸较准确的一种方法［5］。RTU,
)244A!是一种能与双链 -96 结合发光的荧光染
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料。其与双链 !"# 结合后，荧光大大增强。因此，

$%&’ ()**+!的荧光信号强度与双链 !"# 的数量

相关，可以根据荧光信号检测出 ,-’ 体系存在的双

链 !"# 数量。由于 $%&’ ()**+!没有特异性，不能

识别特定的双链，只要是双链就会结合发光，对 ,-’
反应中的非特异性扩增或引物二聚体也会产生荧

光，通常本底较高，会有假阳性发生。目前产物的非

特异性扩增以及引物二聚体的问题可以通过溶解曲

线的分析得以解决。因此，根据样品的 -. 值参照

标准曲线，经软件分析处理后可以精确的计算出样

品的拷贝数。由于 $%&’ ()**+!能与所有的双链

!"# 相结合，所以对不同模板的不需要特别定制不

同的特异性探针，通用性较好，并且价格相对较低。

因此，国内外在科研中使用比较普遍［/01］。

荧光定量 ,-’ 检测方法分为绝对定量和相对

定量［2］，绝对定量适用于标准品和样品性质一样，如

’"# 作标准测定 ’"# 病毒载量。相对定量时标准

品和样品性质不同，如 3!"# 作标准测定 4’"# 表

达。相对定量有两种方法："标准曲线法，即重组质

粒作标准系列稀释，测定样品绝对数量，再与管家基

因作比值进行归一。优点是每次作标准品对照使批

间结果更为可靠，通过与管家基因的归一化，有效地

纠正了 ’"# 提取得率和逆转录效率的差异，缺点是

费时、费力。#比较 -5 法，即比较处理组和未处理

组基因表达的相对水平，也就是 67$$-5法。优点是不

需构建标准品，节省时间、试剂，缺点是必须确定待

测基因和看家基因的扩增效率，效率接近时结果才

可靠，不则不能用。

本实验采用 $%&’ ()**+!法成功建立了检测大

鼠 89(9 基因和 (#,!: 基因的实时荧光定量 ,-’
标准曲线，扩增曲线的 -5 值在 ;1<;1 = >;<?2 有很好

的线性关系，呈明显的“$”型，而且在平台期几乎重

合，说明获得的扩增曲线良好［?］。溶解曲线分析显

示出 89(9 基因 ,-’ 产物在 ?/ @左右有一单一的

特异峰，(#,!: 基因 ,-’ 产物在 ?A@左右有一单

一的特异峰，峰的形状比较锐利，说明没有引物二聚

体及非特异扩增产物，引物的特异性很好。评价标

准曲线的优劣有两个指标，即相关系数和斜率，相关

系数反映标准曲线的直线性，理想值应大于 B<C?，

越接近 ;，说明直线性越好，定量越准确。本实验的

标准曲线的相关系数为 ;<BB，表明试验的结果可信

度高，误差小；斜率可以计算出扩增效率，理想的扩

增效率在 B<? D E D ;<6 范围内，本实验的 E 为 B<C1
和 B<C?，符合要求。标准曲线的线性范围从 ; F ;B6

= ; F ;B2 说明本实验建立的方法能够在宽广的范围

内对目的基因进行检测，从而认为本实验获得的标

准曲线是理想的。

本实验建立的大鼠 89(9 基因荧光定量 ,-’ 的

检测方法具有扩增效率高，特异性强，灵敏度高，-5
值线性范围广，可重复性好的特点，为下一步研究大

鼠 89(9 基因表达调控的分子机制及其在骨缺损修

复中的作用机制奠定了基础。
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