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摘 　要 　为阐释 PrP 基因在奶牛生殖系统的正常表达和正常的生理功能 ,以及为确定生殖系统在疯牛病垂直传播

中的地位和其分子机理奠定基础 ,采用实时荧光定量 RT2PCR 的方法构建了奶牛生殖系统 PrP 基因的标准质粒和

标准曲线。对含有目的基因质粒的 EcoR Ⅰ酶切鉴定表明所插入的片段大小为 302 bp ,与预期的结果一致。所构建

的标准曲线的相关系数 r2 = 0. 999 ,系统生成的回归方程为 y = - 0. 29 x + 9. 48 ,说明成功构建了奶牛生殖系统

PrP 基因的标准质粒和标准曲线 ,为研究 PrP 基因在奶牛其他组织的定量奠定基础。
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Abstract 　The purpos e of this s tudy was to elucidate the normal PrP gene expression and its normal physiological func2
tions , confirm the role of the reproductive system in the maternity transmission route of the BSE and establish a good

foundation for further molecular s tudies on BSE spread. Here we report the construction of cow reproductive system PrP

gene standard plasmid and curve using real2time RT2PCR. The res ult of the EcoR Ⅰto the plasmid including the target

gene showed the product was 302 bp , which was according to the exp ected res ult . The constructed s tandard curve

had a relative coefficient r2 = 01999 and the regressing equation : y = - 0129 x + 9148 s uggested it was s uccessful.

The constructed calibration curve was us ed to quantify the unknown s amples of cow.
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　　传染性海绵状脑病是一类动物和人的神经退化

性疾病 ,包括羊瘙痒病、牛海绵状脑病、鹿的慢性消

耗性疾病、水貂海绵状脑病、猫的疯猫病、人克雅氏

病和变异型克雅氏病[1 4 ] 。正常朊蛋白 ( PrPc) 向致

病性朊蛋白 ( PrPsc) 转化是传染性海绵状脑病发生

和发展的关键 ,正常的朊蛋白含量较多的组织就具

有转化为致病性朊蛋白的潜在的危险[5 ] 。正常的

朊蛋白和异常朊蛋白都是由同一个朊蛋白基因 PrP

基因编码的。在多肽链组成上一致 ,但在三维折叠

的结构上有区别。

正常的朊蛋白不能引起神经退行性病变 ,虽然

目前已经对许多组织的 PrP mRNA 进行了检测 ,但

是对它的生物学功能还知之甚少 ,对 PrP 基因表达

的机制尚不清楚[3 ] 。研究显示 ,不同组织来源的细

胞中朊蛋白的表达程度差异很大 ,主要出现于神经

细胞中[4 6 ] 。PrP 基因表达的量和随后的翻译在疾

病的起始阶段起着重要的作用 , PrP 基因在细胞中

的高水平表达可促使 PrPc 向 PrPsc转变 ,引起 PrPsc
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的蓄积 ,从而引发传染性海绵状脑病的发生。

因此 ,对奶牛生殖系统 PrP mRNA 的表达进行

定量 ,有助于探讨生殖系统在疯牛病发生过程中的

作用。

以往的研究中 ,主要使用原位杂交或 Northern2
Blot 分析对 PrP mRNA 进行检测 ,这些方法不能对

mRNA 进行定量 ,只能对 mRNA 的表达进行定性

研究。而实时 RT2PCR 方法的建立解决了这些问

题 ,并且已应用于 PrP mRNA 定量分析[7 ] 。实时荧

光定量 PCR ( real2time quantitative , PCR) 精确定量

的前提是构建标准品质粒和标准曲线 ,这样才能对

未知模板进行准确的定量分析[8 ] 。

鉴于 PrP 基因在奶牛生殖系统的表达和表达

量的研究对于疯牛病发生具有重要意义 ,本研究构

建了实时荧光定量 PCR 检测奶牛生殖系统 PrP 基

因表达标准品质粒和标准曲线 ,为阐释 PrP 基因在

奶牛生殖系统的正常表达和正常的生理功能以及生

殖系统在疯牛病垂直传播中的地位和作用的分子机

理奠定基础。

1 　材料和方法

111 　实验动物

试验动物来自通州屠宰场健康的中国黑白花奶

牛。采集的母畜生殖器官包括 :卵巢、输卵管、子宫、

子宫阜、阴道 ;公畜的生殖器官包括 :睾丸、附睾、输

精管、精囊腺、前列腺、尿道球腺、阴茎。 E. coli

DH5α株由本实验室保存。TRIZOL RNA 提取试剂

盒 ( Gibco 公司) 、dN TPs( Ta KaRa 公司) 、Taq DNA

聚合 酶 ( Ta KaRa 公 司 ) 、M2MLV 逆 转 录 酶

( Promega 公司) 、DEPC( Promega 公司) 、RNASEOU

T Ribonuclease ( Promega 公司) 、SYBR Green ⅠPCR

Kit ( FINNZYMES 公司) 、EcoR Ⅰ( Ta KaRa 公司) 、

质粒快速提取试剂盒 (博大泰克公司 ) 、PGEM2
TEasy Vector Systems ( Promega 公司) 、E. Z. N. A

Gel Extraction Kit ( Promega 公 司 ) 、PCR 仪

( PTC2150 型 , MJ Research 公司) 、实时荧光定量

PCR 仪 (OPTICON2 型 , MJ Research 公司) 。

112 　组织内总 RNA的提取

核酸提取过程中所用试剂均用 011 % (体积分

数 ,下同) DEPC 处理水配制 ,塑料制品均用 011 %

DEPC水 37 ℃浸泡 2 h ,高压灭活 DEPC 毒性。取

液氮保存组织置于含液氮的组织研钵中迅速研磨成

粉末状 ,取 50～100 mg 的组织转移入含有 1 mL

RNA2Solv 试剂 (Omega Bio2tek 公司) 的 Eppendorf

管中 ,混匀 ;每 1 mL RNA2Solv 试剂中加入 012 mL

的氯仿 (4 ℃保存) ,置冰上 10 min ,12 000 g 离心 20

min ;取约 80 %上层水相移入一新的 Eppendorf 管

中 ,加约 500μL 异丙醇 (4 ℃保存) ,置冰上 10 min ,

12 000 g 离心 10 min ,弃上清 ;加入 1 mL 75 %(体积

分数)乙醇 (4 ℃保存) ,7 500 g 离心 5 min ;弃乙醇 ,

室温干燥 10～20 min ,加入 30～50μL DEPC 处理

的水溶解 RNA , - 86 ℃保存[10 11 ] 。

113 　组织 RNA的 RT2PCR

按照已经发表的中国奶牛 PrP 基因 mRNA 序

列 ( GenBank 登录号为 A Y247262) ,分析并选择其

保守序列区段 ,利用 Primer Primer510 软件 ,设计并

选出一对引物。引物由上海生工生物工程技术公司

合成 (美国 PE 公司 3900 型 DNA 自动合成仪) 。序

列如下 : PrP 引物 ,上游 : 5′GCTACA TGCTGGG2
AA GTG 3′,下游 :5′TTGGTAA TAA GCCTGGGA T

3′,扩增产物为 302 bp。先在 012 mL 的薄壁扩增管

内加入以下试剂 : primer ( T18) 1μL , 10 mmol/ L

dN TP 1μL ,RNA (015μg/μL) 5μL ,DEPC 水 7μL 。

65 ℃变性 5 min。取出扩增管立即置于冰盒上 ,然

后加入以下试剂 :5 ×buffer 4μL , RNA 酶抑制剂 1

μL ,M2MLV 逆转录酶 1μL 。总反应体系为 20μL ,

37 ℃,1 h ;70 ℃,15 min ,进行反转录。cDNA - 20

℃保存。利用获得的反转录模板进行目的基因和内

参基因的 PCR 反应 ,总体积 25μL ,体系成分为 :10

×buffer 215μL 、dN TPs 2μL 、PrP 上、下游引物 (20

μmol/ L) 各 015μL 、Ex Taq 酶 012μL 、cDNA 2μL 、

灭菌三蒸水 1713μL 。目的基因的反应条件为 : 94

℃预变性 5 min ;94 ℃变性 30 s、51 ℃退火 30 s、72

℃延伸 40 s ,共 36 个循环 ;72 ℃延伸 8 min。

114 　重组标准质粒制备

按照 E. Z. N. A Gel Ext raction Kit 的操作说

明对 PCR 产物进行纯化、回收。按照 PGEM2T2
Easy Vector Systems 试剂盒的说明书将纯化产物与

PGEM2T2easy 载体连接 ,连接体系为 10μL ,其反应

组分为 : PGEM2T2Easy Vector (50 ng) 5μL 、PCR 产

物 115μL 、T4DNA 连接酶 1μL 、灭菌三蒸水 115

μL ,同时设定阴性和阳性对照。将连接体系置于 4

℃水浴中过夜后加入到 200μL 感受态大肠杆菌

DH5α中 ,热击转化后 ,加入 Amp - LB 液体培养基活

化 1 h ,低速离心后涂于 Amp + 、X2Gal 和 IPTG处理

的LB 琼脂平板上 ,37 ℃过夜培养后置 4 ℃冰箱中 4
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h。挑取单菌落白斑 ,在含有 Amp 的 LB 液体培养

基 37 ℃、200 r/ min 振荡过夜培养。按照质粒快速

提取试剂盒的操作要求提取质粒 , 并进行质粒

PCR、酶切和测序鉴定。

115 　实时荧光定量 RT2PCR

对目的基因的质粒测定 A 260光吸收值 ,计算质

粒的量。然后用荧光定量 RT2PCR 在 OPTICON2

型实时荧光 PCR 仪上对样品反转录 cDNA6 个标准

质粒模板进行定量。反应总体系 20μL ,反应条件

同常规 PCR ,在反应过程中加入了与荧光数据读取

和分析 ,即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 (65～95 ℃范围内 ,每 012

℃读板 1 次、停留 1 s) 步骤。由 Opticon analysis

software (version 2101)荧光分析软件显示自动计算

模板的拷贝数。

2 　结 　果

211 　组织 RNA提取和目的基因片段的扩增

组织提取的总 RNA 紫外分光 A 260/ A 280为 118

～210 ,电泳结果表明 RNA 分子保持完整。

212 　目的基因标准模板的鉴定

对提取的质粒进行 EcoR Ⅰ酶切 ,在 p GEM2T2
Easy 载体插入片段的两侧均有 EcoR Ⅰ酶切位点 ,

　　

经酶切后 ,目的基因含插入片段的大小为 302 bp (图

1) 。对质粒 DNA 进行序列测定后 ,插入 DNA 片段

的序列经 Pubmed blast 过程分析和原始序列片段的

同源性为 100 %。说明质粒连接、转化成功 ,标准质

粒构建成功。

M :Marker DL22000 ;1 ,2 EcoR Ⅰ酶切 ;3 ,4 质粒 PCR 扩增结果

图 1 　重组 Pr P 质粒酶切鉴定和质粒 PCR扩增
Fig. 1 　Agarose gel electrophoresis of PrP recombinant T2
easy2vectors following digestion and product of PCR using
the plasmid as template

213 　标准曲线

通过反应模板为 108～102 个拷贝的标准重组

质粒制备标准曲线 ,对其动力学曲线的分析 ,发现在

本反应体系和反应条件下 ,该标准曲线检测的灵敏

度为 102 个模板 ;通过对其回归曲线进行分析 ,发现

其相关性良好 ,相关系数 r2 = 01999 ,系统生成的回

归方程为 : y = - 0129 x + 9148。(图 2)

图 2 　Pr P mRNA实时荧光 RT2PCR定量

Fig. 2 　Example of real2time PCR for quantification of PrP mRNA

214 　扩增产物特异性

对标准重组质粒和样品的扩增产物进行了 65

～95 ℃每 012 ℃读板 1 次的溶解曲线分析 ,发现溶

解曲线都为单峰 ,且峰值单一 ,说明反应特异 (图 2

(c) ) 。经 1 %(体积分数) 的琼脂糖凝胶电泳发现其

长度为预期的 302 bp ,无引物二聚体出现。

3 　讨 　论

传统的 RT2PCR 方法常被用于 mRNA 转录的

检测 ,但此方法是非定量[10 ] 。近年来出现的实时荧

光定量 PCR 技术实现了 PCR 从定性到定量的飞

跃 ,采用实时荧光定量 PCR 技术可以在 PCR 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 PCR 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[9 ,11 12 ] 。实时荧光定量

PCR 准确检测样品的前提是构建重组标准品质粒

和制定标准曲线。本研究采用奶牛生殖系统组织的

mRNA 经 RT2PCR 扩增后 ,将扩增产物回收纯化 ,

3
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用 T4DNA 连接酶与 PGEM2T 载体连接 ,将连接产

物转化到感受态大肠杆菌 DH5α,挑取单个白色菌

落 ,提取质粒 DNA ,经质粒 PCR 扩增、酶切和测序

鉴定证实重组质粒构建成功。成功构建的标准品质

粒和标准曲线是 mRNA 表达水平定量的基础 ,对奶

牛生殖系统各组织器官中的 PrP 进行定量 ,进而确

定 PrP mRNA 表达的水平 ,为阐悉生殖系统各组织

器官中 PrP 基因在疯牛病发生过程中的作用 ,而且

可以对于研究疯牛病垂直传播提供理论依据。在

real2time RT2PCR 中 ,对整个 PCR 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。

Ct 值为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 Ct

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 ,Ct 值越小[11 ] 。

本研究中的 Ct 值相对固定 ,重复性好 ,以不同

浓度标准品质粒 DNA 分别进行荧光定量 PCR 扩

增 ,发现起始浓度越高 ,Ct 值越小 ,即起始模板浓度

与 Ct 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 Ct 值 ,即可从标准曲

线上计算出该样品的起始拷贝数。本研究中 ,通过

10 倍系列稀释标准品质粒浓度所得到的 Ct 值绘制

的标准曲线的相关系数高达 01999 ,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。
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