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摘　要 　为快速、准确定量绵羊 PrP 基因的 mRNA ,建立了绵羊 PrP 基因实时荧光定量聚合酶链反应检测方法。

根据已报道的绵羊 PrP 基因序列 ,设计合成引物 ;采用 RT2PCR 方法扩增目的片段 ;构建标准重组质粒制备标准曲

线 ,用于样品检测。结果发现 ,中枢神经系统组织 PrP 基因的表达量 (copies/ ng 总 RNA ,39420) 比外周组织 (为

7845)的高 ;在中枢神经系统中 ,脑干的 PrP 基因的表达量最高 (为67020) ;外周器官中 ,淋巴结 PrP 基因的表达量

最高 (为29086) ,肾脏的表达量最低 (为 125) 。建立绵羊 PrP 基因实时荧光定量 PCR 方法 ,对 PCR 扩增反应中每一

个循环的产物进行定量分析 ,为进一步研究绵羊组织器官的 PrP 表达在传染性海绵状脑病发生中的作用提供基础

数据。
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Quantification of sheep prion gene expre ssion using real2time RT2PCR
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(National Animal Transmissible Spongiform Encephalopathies Laboratory , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　The real2time fluores cent quantitative PCR method was es tablished to quantify the sheep prion gene expres2
sion. The PrP target fragment was amplified , and the real2time fluores cent RT2PCR technique was us ed to construct the

s tandard plasmid and curve to quantify s amples . Total RNA was is olated from different regions of the central nervous

system (CNS) and p eripheral organs to quantify the gene expression after the revers e trans crip t . The res ults showed

that higher mRNA levels were pres ent in CNS than in p eripheral organs and the expression levels of PrP mRNA were

39420 copies and 7845 copies p er ng total RNA resp ectively. The highest expression level was found in Obex with

67020 copies p er ng total RNA within all CNS examined. In p eripheral organs examined , high and low expression was

resp ectively obs erved in lymph node and kidney , and the expression levels were 29086 copies and 125 copies p er ng

total RNA. The real2time fluores cent quantitative PCR is currently considered to be the most precis e method for nucleic

acid quantification and app eared as a powerful tool for further s tudies on prion dis eas es p athogenesis .
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　　传染性海绵状脑病 ( TSE)是动物的神经退行性

疾病 ,有绵羊和山羊的痒病 ( Scrapie) 和牛海绵状脑

病等[1 2 ] ,传染性海绵状脑病的发生是因机体正常

编码的 PrP 基因表达的细胞型朊蛋白 ( PrPC)发生构

象变化后形成致病型朊蛋白 ( PrPSC) 而导致[3 ] ,这种

致病型 PrPSC沉积在脑组织中 ,引起神经系统的病

理变化 ,导致临床症状的出现[4 ] 。但是 ,早期的研

究表明 ,在传染性海绵状脑病的亚临床阶段 ,外周器

官对该病的病因起重要作用[5 7 ] ,并且在淋巴器官

内有较高的 PrP 表达[8 ] 。

研究朊蛋白在神经组织和非神经组织中的表达

有助于理解各个组织器官在传染性海绵状脑病中的

作用[2 ] 。目前 , PrP 基因表达的机制尚不清楚[9 ] 。

致病型朊蛋白 ( PrPSC) 如何从外周器官转移到中枢

神经系统的机制尚不清楚 ,因此 ,有必要研究免疫系

统细胞在 PrPSC的积累和分布过程中的作用[2 ] 。研
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究显示 ,不同组织细胞朊蛋白的表达程度差异很

大[10 ] ,组织器官中朊蛋白表达的差异提示在朊蛋白

表达过程中存在着组织特异性表达。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[4 ,8 ] ,引起 PrPSC的蓄积 ,从而引发传染性

海绵状脑病的发生。对绵羊外周和中枢神经系统

PrP mRNA 的表达进行定量 ,有助于探讨各组织器

官中 PrP 基因在羊痒病发生过程中的作用。

目前 ,实时荧光定量 PCR 技术已经广泛用于检

测基因的表达水平 ,实时荧光定量 PCR 技术可以非

常可靠、高灵敏度的对 mRNA 的表达进行绝对定

量[11 12 ] ,用质粒 DNA 构建标准曲线 ,以标准曲线对

样品 mRNA 的表达进行可靠性很高的检测[2 ,8 ,13 ] 。

组织器官中 PrP 基因表达的定量有助于进一步研究

朊蛋白的转化和 PrPSC的积累过程 ,同时 ,组织特异

性表达模式也是对朊蛋白在组织器官内的基本功能

认识的有效途径[8 ] 。以往的研究中 ,大多数是用原

位杂交或 Northern Blot 分析对 PrP mRNA 进行检

测 ,这种方法不能对 mRNA 进行绝对定量[2 ] ,只是

一种半定量方法。本实验采用敏感的实时荧光定量

RT2PCR 方法对绵羊 PrP 基因 mRNA 的表达进行

绝对定量 ,为进一步阐释羊痒病发生的分子机理奠

定基础。

1 　材料与方法

111 　材料

绵羊 ,购自内蒙古北方地区 ;J M109 感受态细

胞由本实验室保存。

112 　方法

1)组织 RNA 提取。

解剖绵羊后 ,迅速取各组织器官。样品经液氮

速冻转入 - 80 ℃冰箱。取冻存组织 100 mg ,加入

TRIZOL 试剂 1 mL ,匀浆后加 012 mL 氛仿 ,离心后

吸取上清 ,加入 015 mL 预冷异丙醇 ,离心沉淀后弃

上清 ,80 %(体积分数) DEPC 乙醇洗沉淀 ,DNase 酶

解可能残余的基因组 DNA。提取的 RNA 用 DEPC

处理的灭菌三蒸水溶解 , - 80 ℃保存备用。

2)组织总 RNA 的 RT2PCR。

a1 引物设计。按照已经发表的绵羊 PrP 基因

mRNA 序列 ( GenBank 登录号为 A Y585240) ,分析

并设计一对特异性引物。上游引物为 P1 : 5′2GGT

CAA GGT GGT A GC CAC A GT CA G TGG AAC2

3′,下游引物为 P2 : 5′2A GC CTG GGA TTC TCT

CTG GTA CTG GGT GA T23′,扩增片段长度为 402

bp (278～680 bp) 。

b1RT2PCR。用 M2MLV 反转录酶 ( Promega)

反转录合成 cDNA ,以 cDNA 为模板进行 PCR 反

应 ,反应条件为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 30 s、

57 ℃退火 40 s、72 ℃延伸 40 s ,共 36 个循环 ;72 ℃

延伸 8 min。

3)重组标准品质粒制备。

PCR 产物经 011 g/ 10mL 的琼脂糖凝胶电泳 ,

切下目的条带 ,试剂盒回收 ,与 p GEM2T 载体连接 ,

转化到 J M109 感受态细胞中 ,筛选白色菌落并划线

培养 ,质粒提取 ,PCR、酶切和测序鉴定。

4)实时荧光定量 RT2PCR。

实时荧光定量 PCR 对样品的 cDNA 和阴性对

照进行定量。反应体系为 25 μL , 反应组分为 :

Mix1215μL 、P1 和 P2 (25 pmol/ L) 各 012μL 、重组

质粒 DNA 2μL 、灭菌三蒸水 1011μL ,反应条件同

上。在反应条件中加入熔解曲线的制备。

2 　结 　果

211 　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

OD 值 ,对之 10 倍系列稀释 ,进行实时荧光定量

PCR 扩增 ,反应结束后系统自动生成起始模板数扩

增反应的动力学曲线 ,由构建的标准曲线看出 ,起始

模板浓度与循环数 ( Ct 值) 之间呈良好的线性关系

(图 1) 。

图 1 　实时荧光定量标准曲线
Fig. 1 　A representative standard curve obtained by plotting

the starting copy numbers of recombinant plasmid a2
gainst their cycle numbers

212 　扩增产物特异性

扩增产物经 011 g/ 10mL 琼脂糖凝胶电泳发现

无引物二聚体 ,其长度为预期的 400 bp。熔解曲线

26
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结果显示为单峰 , 且峰值单一 , 说明产物特异

(图 2) 。

图 2 　实时荧光定量熔解曲线
Fig. 2 　A representative set of melting curves obtained by

plotting fluorescence data against their cycle num2
bers

213 　样品的定量检测

被检测组织的总 RNA 有显著差异。不同样品

的反转录产物 cDNA 的定量差异在 5 % ( n = 10) 以

内 ,同一样品在同一次实时荧光定量结果的差异在

2 %以内。同一组织的不同反转录模板之间的定量

无显著差异。进行统计分析时不考虑动物之间的

差异。　　　

总体上 ,中枢神经系统组织 PrP 基因的表达水

平比外周组织的高 ,而且每 ng 总 RNA 中 PrP 基因

mRNA 的拷贝数差异显著。在中枢神经系统中 ,脑

干的 PrP 基因 mRNA 的表达量最高 ;外周器官中 ,

淋巴结 PrP 基因 mRNA 的表达量最高 ,肾脏的表达

量最低。

3 　讨 　论

利用实时荧光定量 RT2PCR 技术对基因 mR2
NA 的表达水平进行研究非常可靠[2 ] ,研究结果具

有可比性和重复性。本实验中 ,用 SYBR Green I 作

为荧光染料对绵羊的中枢神经系统和外周器官的

PrP 基因的表达进行定量。SYBR Green I 在 PCR

反应中结合到双链 DNA 上 ,避免使用昂贵的特异

性探针。但是 ,该染料既能与特异性产物结合也能

与非特异性产物结合[14 ] 。在实验中 ,我们通过优化

退火温度 ,引物浓度及 Ct 值等分析产物的熔解曲

线 ,有效的避免了该情况的发生。同时 ,熔解曲线分

析降低了凝胶电泳分析的肉眼观察误差。本研究中

运用实时荧光定量 RT2PCR 技术制定的标准曲线

具有很高的线性相关性、敏感性和重复性 ,使得实验

结果更精确并具有很高的可靠性。我们采用每 ng

总 RNA 中 PrP 基因 mRNA 的拷贝数对 PrP 基因定

量 ,这样可以进一步了解不同组织中 PrP 基因表达

的潜能。

我们检测到每种器官中 PrP 基因表达水平有所

不同。中枢神经系统器官比外周器官的 PrP 表达水

平高。本实验研究结果与 Ales Tichopad 等[2 ]和宁

章勇等[15 ]分别采用实时荧光定量 PCR 对牛和金黄

地鼠的 PrP 基因定量检测结果一致 ,同时也印证了

Harris 等的原位杂交和 Northern Blot 结果[16 17 ] 。

而与 Robakis 等的结果有很大差异 ,Robakis 等用原

位杂交在脾脏中没有检测到 PrP[18 ] ,但是原位杂交

和 Northern Blot 检测方法都是一种半定量方法 ,无

论精确性和可靠性均低于荧光定量检测。由本实验

看出 ,实时荧光定量 PCR 方法的灵敏度高于常规的

PCR 法、原位杂交及 Northern Blot 方法 ,此法操作

更为简便、快速 ,因此 ,实时荧光定量 PCR 技术有很

好的应用前景和研究价值。
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