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!!!为了快速#准确定量多鳍鱼 *++ 基因在机体组织中的表达水平$根据笔者克隆的 *++ 基因序列$选择其高度保守区域设计一
对引物$对多鳍鱼各组织提取 /)01$经 )23’() 扩增$产物纯化后与 456732389:; 连接$转化大肠杆菌 <=$!% 筛选后得到重组标
准品质粒$对重组标准品质粒进行酶切#’() 和测序鉴定$表明 *++基因保守区段已经成功克隆% 将重组标准品质粒进行倍比稀释$然
后以此为模板 $进行荧光定量 ’()$系统自动分析软件显示 !" 值与标准品浓度的对数之间存在良好的线性关系 % 回归方程为
#>?"@&!$A%"@B#$回归系数为 %@""%构建 *++基因表达检测标准品质粒和标准曲线$建立检测多鳍鱼 *++ 基因荧光定量 ’() 方法$为
进一步研究 *++ 基因在组织中的动态分布和研究多鳍鱼系统发育奠定了基础%

*++ 基因&实时荧光定量 ’()&标准曲线&多鳍鱼
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[4/D465D"[6$是果蝇发育中一种必需的体节极性
基因\!]%[4/D465D 编码的蛋白在胚胎体节发育和肢芽图
式形成过程中起着重要作用 \&9(]% 在高等脊椎动物中%
[4/D465D 基因家族至少含有 C66&C50.1 64/D465D$%N66

&N0/.+0 64/D465D$%^66&^4*4,3 64/D465D$P 种成分 \P9U]’
音猬因子"C50.1 64/D465D7 C66$是 [6 在脊椎动物中的
同源基因之一% 是胚胎发育的过程中由脊索产生的一
种因子%已相继在斑马鱼(鸡(鼠(人等不同物种中被发
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现 !"#! $%% 是&% 家族中表达最广泛的基因"在 &% 信号
传导通路中起主要作用! 分泌性糖蛋白 $%% 作为一种
胞外信号因子!’#参与脊椎动物胚胎发育的许多过程"它
与细胞在肢体#体节#神经管发育中的分化建立有关"
调节着神经管 ()*$(+,-./)*012,./%发育模式#肢体 3)
4$3120,5+,)4+-20,5+,%发育模式#胚胎早期不对称发育模
式和体节形成模式 !6#"与多种器官如脑#脊索#肺脏#毛
发#眼#颌面结构#牙齿#四肢等的形态形成有关!78)79#!
多鳍鱼$:010;./ <5=%5,%体被具有菱形的厚硬鳞"是

远古时代遗留下来的鱼类之一" 由于其在进化关系上
的地位特殊"所以有活化石之称! 为了快速#准确定量
多鳍鱼 $%% 基因在机体组织中的表达水平" 探明 $%%
基因在组织中的动态分布" 进一步研究 $%% 基因在多
鳍鱼系统发育中的作用" 本文构建了实时荧光定量
>?@ 检测多鳍鱼 :%% 基因表达标准品质粒和标准曲
线" 为从分子水平上研究 :%% 基因在多鳍鱼进化中的
作用奠定了基础!

8 材料与方法
848 材料
84848 动物和宿主菌
多鳍鱼"北京自然博物馆提供&宿主菌 A&B!"北京

自然博物馆动物研究室保存!
84845 主要试剂和仪器

C@DEFG @HI 提取试剂盒 $J5<=+ 公司 %#KHC4-
$C.L.@. 公司 %#!"# AHI 聚合酶 $C.L.@. 公司 %#
M)MN* 反转录酶 $4,+O0;. 公司%#AP4? $4,+O0;. 公
司%#@HI:PFQC @5<+1R=/0.-0 $4,+O0;. 公司 %#:ST@
J,001 U4?@ L52VWDHHESMP: 公司 X#$%&@D $C.L.@. 公
司%#质粒快速提取试剂盒$博大泰克公司%#YZPM )C
P.-[ *0=2+, :[-20O- $4,+O0;. 公 司 %#P\E\H\I\ Z0/
P]2,.=25+1 L52V4,+O0;. 公司%#4?@ 仪$4C?)7B8 型"M^
@0-0.,=%公司%#实时荧光定量 4?@ 仪$F4CD?FH 9 型"
M^ @0-0.,=%公司%!
845 方法
84548组织 -7>提取
解剖多鳍鱼"迅速取各组织器官"液氮速冻"然后

转入到)’_!超低温冰箱内 ! 称取 788 O; 组织 "用
C@DEFN @HI 提取试剂盒按照文献!7‘#所述方法进行!
提取的 @HI 用 ‘8 "N AP4? 处理的灭菌三蒸水溶解"
)’8!保存备用!
84545组织总 -7>的 -’?@A-
8454548引物设计
将已克隆的多鳍鱼 :%%基因 O@HI 序列进行分析

并选择其保守序列区段a设计一对特异性引物! 上游引
物为 47’B()IIZIZ?IIICICZZZI?I?C?)‘(" 下游

引物为 49’B()??IZ?I??CCZC?I??C?)‘("扩增片段
长度为 97b <Y!
8454545 反转录:-’=合成

=AHI’取 @HI B"N"加入 78 OO+/cN KHC4- 7"N"
F/5;+VKCX7’V98 YO+/cNX 7"N"AP4? 处理灭菌三蒸水 d"N
置于 4?@ 仪 _B !孵育 B O51"迅速置冰上 B O51"然后
加入 @C 反应液 _ "N" 其中 B"<Ree0, b "Na@H.-51 7"N
$b8 Qc"N%"M)MN* 反转录酶 7"N$988 Qc"N%"于 4?@
仪上 ‘d !孵育 7 %"d8 !孵育 7B O51!
8454549 常规 @A-
总体积 9B "N" 体系组分为 ’78"<Ree0, 9\B "N"

KHC4- 9 "N"47和 49 $9B YO+/cN% 各 8\B "N"P] !"# 酶
8\9 "N"=AHI 9 "N"灭菌三蒸水 7d\‘ "N! 反应条件为’
fb!预变性 B O51&fb!变性 ‘8 -#Bd!退火 b8 -#
d9!延伸 b8 -"共 ‘_ 个循环&d9!延伸 ’ O51!
84549 重组标准品质粒制备
8454948 @A- 产物纯化

4?@ 产物经 7g琼脂糖凝胶电泳a 割胶后按照 P\E\
H\I\ J0/ P]2,.=25+1 L52的操作说明对 4?@ 扩增片段进
行纯化#回收!
8454945 @A- 产物与载体连接!转化
按照 YJPM )C P.-[ *0=2+, :[-20O- 试剂盒说明书

将纯化产物与 YJPM )C 载体在 CbAHI 连接酶作用下
进行连接反应"构建扩增产物的重组质粒! 连接体系为
78 "N" 其反应组分为’YJPM )C P.-[ *0=2+, $B8 1;%
7"N"4?@ 纯化产物 ‘ "N"CbAHI 连接酶 7"N" 连接酶
<Ree0, 7"N"灭菌三蒸水 b "N! 将连接体系置于 b !水
浴中过夜! 将连接体系加入到 988 "N感受态大肠杆菌
A&B! 中"经热激转化后"加入 ’88 "N IOY)NT 液体培
养基"‘d!#7B8 ,cO51 活化 7 %"低速离心"涂于 IOYh#
i)J.N 和 j4CJ 处理的 NT 琼脂平板上"‘d!#7’8 ,cO51
摇振过夜培养!
8454949 重组质粒的提取和鉴定
按照质粒快速提取试剂盒的操作要求对经

IOYh NT 液体培养基 ‘d!#7’8 ,cO51 摇振过夜培养的
大肠杆菌进行重组质粒 4?@#酶切和测序鉴定!
845494B 重组质粒定量标准曲线的建立
测定阳性重组质粒的 FA 值"计算出复制数! 将标

准品重组质粒进行 78 倍系列稀释"以系列稀释的质粒
为模板在实时荧光定量 4?@ 仪上扩增! 反应为 9B "N
体系" 反应组分为’M5]79\B "N"47和 49 $9B YO+/cN%各
8\9 "N"重组质粒 AHI 9 "N"灭菌三蒸水 78\7 "N!反应
条件与常规 4?@ 条件相同" 在每个循环内加入读板步
骤"总延伸结束后"加入溶解曲线的制备$_B#fB!范围
内"每 8\9 !读板 7 次%步骤!反应结束后a计算机自动得
到标准曲线!
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回归曲线看出! 起始模板与 !"值之间呈良好的线性关
系!相关系数 #!"#$%%" 根据 #%次重复反应的数值!运行
实时荧光定量 &’(仪上的自动分析过程! 系统生成的
回归方程为#$")%$*!%+#%$,-"

!’$ 溶解曲线分析
经系统自动分析!扩增峰值单一!产物的解链温度

值非常均一!为 .*$/ !$见图 ,%!说明产物扩增具有特
异性&

! 结果
!’%组织 ()*提取和目的基因片段的扩增
组织提取的总 (01 紫外分光 1!2%31!.% 为 #$."

!$%之间!电泳结果表明 (01分子保持完整&经 (4)&’(
扩增!产物用 #5琼脂糖凝胶电泳!获得大约 !%% 67 左
右的目的条带& 序列测定表明!获得的目的条带同原始
序列的同源性为 #%%5&
!’! 标准模板的鉴定
对重组质粒 801 进行 &’( 扩增9 产物用 #5琼脂

糖凝胶电泳9 获得 !%% 67 左右片段9 和组织 :(01 经
(4)&’(扩增片段大小一致$见图 #%& 对提取的重组质

粒 801进行 &’((; 酶切!酶切产物在 !%% 67 左右有单
一的条带!与预期的结果相符!酶切鉴定的结果如图 #
所示& 对重组质粒 801的测序结果经 &<6:=> 6?@AB 分
析!插入 801 片段的序列与原始序列片段的同源性达
到 #%%5! 说明所插入的外源基因为目的基因片段!即
质粒连接’转化成功!标准质粒构建成功"
!’&定量标准曲线的构建
经鉴定重组质粒构建成功!测重组标准品质粒 C8

值!对质粒进行 #% 倍倍比稀释!然后进行实时荧光定
量 &’(扩增! 反应结束后系统自动生成起始模板浓度
与循环数()"值%之间呈良好的线性关系(见图 ! %&

!’+ 标准回归曲线的建立和回归方程的设定
对重组质粒 #% 倍稀释! 实时荧光定量 &’( 扩增

后!根据荧光值的变化规律!通过基线设定9系统自动生
成实时定量 &’(重组质粒 801标准曲线(见图 *%& 由

图 % 重组质粒的 ,-( 扩增与酶切鉴定
D!标准条带"#E!!&’(产物"*E,!酶切产物

./0’ % ,-( 123243/56 57 89:;</1 :61 =245<>/6:63
?@2:;A@B2435=; 1/02;321 >A !"#(C

D# D@FG=F 8H)!%%%I # @J> !# &’( 7FK><LBA
* @J> ,# &FK><LB >MN=AB=> 6O *+((;

图 ! 实时荧光定量扩增曲线
./0’ ! (28=2;263:3/B2 ;3:61:=1 4D=B2 5>3:/621 >A
89533/60 3E2 ;3:=3/60 458A 6D<>2=; 57 =245<>/6:63

89:;</1 :0:/6;3 3E2/= 4A492 6D<>2=;

图 & 实时定量 ,-( 重组质粒 F)*标准曲线
./0’& (2:9@3/<2 (?@,-( :<89/7/4:3/56 ;3:61:=1 4D=B2;

研究论文!*=3/492;"

+&

C M Y K



!"#$%"$ & ’$"(%)*)+, -$.#$/ 0112 3)*4 56 7)4 89 :!;< 7)4 596=

图 > 实时荧光定量熔解曲线
?#+4 > -$@A$B$%CDC#.$ B$C )E <$*C#%+ ";A.$B )FCD#%$G F, @*)CC#%+ E*;)A$B"$%"$ GDCD D+D#%BC C($#A ","*$ %;<F$AB

9 讨论和结论
实时荧光定量 !"#!$%&’()*+% ,-&.)*)&)*/% !"#"技

术实现了 !"#从定性到定量的飞跃# 采用实时荧光定
量 !"# 技术可以在 !"# 反应的过程中实时地检测其
产物# 并可在反应处于指数期时对 !"# 产物的量进行
检测#最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析$
在实时荧光定量 !"# 中#对整个 !"# 反应扩增过

程进行了实时的监测和连续分析扩增相关的荧光信

号#随着反应时间的延伸#监测到的荧光信号的变化可
以绘制成一条曲线$ !"值的含义是%每个反应管内的荧
光信号达到设定的域值时所经历的循环数$ 研究表明#
每个模板的 !"值与该模板的起始拷贝数的对数存在线
性关系#起始拷贝数越多#!"值越小$
在本实验中#以不同浓度标准品质粒 012 分别进

行荧光定量 !"# 扩增#!" 值相对固定#重复性好#同时
发现起始浓度越高#!" 值越小# 即起始模板浓度与 !"
值之间呈良好的线性关系#与文献报道一致$ 利用已知
起始拷贝数的标准品质粒可做出标准曲线# 因此只要
获得未知样品的 !"值# 即可从标准曲线上计算出该样
品的起始拷贝数$ 本文通过 34倍系列稀释标准品质粒
浓度所得到的 !" 值绘制的标准曲线的相关系数高达
3544#能够保证数据的精确性$根据回归方程#计算机可
直接计算出各样品模板的初始含量# 对基因进行准确
的定量$
本文构建了 677 基因表达检测标准品质粒和标准

曲线#建立检测多鳍鱼 677 基因荧光定量 !"# 方法#为
进一步研究 677 基因在组织中的动态分布和研究多鳍
鱼系统发育奠定了基础$
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