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摘要：［目的］建立稳定可靠的、适合检测红豆杉（ＴａｘｕｓＬ．）ＴｂＡＰ２基因表达量的荧光定量ＰＣＲ实验体系。对于
检测该物种中基因的组织特异性表达具有重要意义。［方法］以曼地亚红豆杉细胞为试材，提取总ＲＮＡ并反转

录为ｃＤＮＡ，根据ＴｂＡＰ２基因序列设计多对引物，合成内参基因ＴＢＣ４１的引物，采用正交试验 Ｌ９（３
４）方法分别筛

选以上２个基因５μＬ和１０μＬ小反应体系及２０μＬ常用体系中的最佳组合，并通过ｃＤＮＡ模板用量和引物用量
等方面进行优化，以确保基因扩增效率在９０％ １０５％之间。［结果］本研究建立了 ＴＢＣ４１和 ＴｂＡＰ２基因在５、
１０、２０μＬ体系下的荧光定量最佳ＰＣＲ反应体系，在优化后的５μＬ体系下，加入Ｍｉｘ（２×）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ２．５μＬ，ｃＤ
ＮＡ模板１．０μＬ，正反引物共１．５μＬ，内参基因ＴＢＣ４１和目的基因ＴｂＡＰ２的扩增效率均为９４％；在优化后的１０
μＬ下，加入Ｍｉｘ（２×）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ５μＬ，ｃＤＮＡ模板１．２μＬ，正反引物共１．３μＬ，ＴＢＣ４１和ＴｂＡＰ２的扩增效率分别
为９５％和９４％。在优化后的２０μＬ下，加入Ｍｉｘ（２×）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ１０μＬ，ｃＤＮＡ模板０．５μＬ，正反引物共１．５μＬ，

ＴＢＣ４１和ＴｂＡＰ２的扩增效率分别为９３％和９９％，以上各扩增体系回归系数Ｒ２均大于０．９８０。［结论］在以上３
种反应体系下，内参基因和目的基因均具有接近１００％的扩增效率，表明本研究成功建立了适合检测红豆杉
ＴｂＡＰ２基因表达量的荧光定量ＰＣＲ实验体系，并为红豆杉其它基因的表达研究提供参考。
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　　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）技术兴起于２０世纪９０年代，
目前已经被普遍用于分析检测基因转录水平表达。

相对于常规半定量 ＲＴＰＣＲ而言，ｑＲＴＰＣＲ具有实
时、特异性强及灵敏度高等优点，已广泛应用于分子

生物学、医学和诊断学等诸多研究领域。

ｑＲＴＰＣＲ从荧光组分角度上划分常用的主要有
２种：ＤＮＡ结合染料（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ）和 Ｔａｑｍａｎ探
针法。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ法相较于后者具有实验简单、
成本低等特点，从而更多地被应用于低通量、单重实

验。从实验目的角度 ｑＲＴＰＣＲ技术还可以分为绝
对定量和相对定量２种。绝对定量主要通过建立已
知量的标准品的标准曲线，并利用未知待测样品量

的ＣＴ值推算某个基因的绝对数值（拷贝数）。相对
定量则主要比较不同组织之间或处理样品与未处理

样品中目的基因的表达差异。相对定量数据计算方

法主要有 ２－ΔΔＣＴ法（Ｌｉｖａｋ法）、２－ΔＣＴ法和 Ｐｆａｆｆｌ
法［１－２］。２－ΔΔＣＴ法（Ｌｉｖａｋ法）是检测基因相对表达
量数据分析中最为普遍采用的计算方法，但是该方

法要求目的基因和内参基因的扩增效率接近

１００％，否则，倘若两者扩增效率相差较大，就会导致
实验结果不能真实反映基因的表达水平，因此，必须

对实验体系进行优化或者采用Ｐｆａｆｆｌ法计算。
红豆杉（ＴａｘｕｓＬ．）为裸子植物，属于红豆杉科，

因可以从该树种中提取抗癌药物紫杉醇从而引起国

际上的广泛关注。目前，有关紫杉醇生物合成的分

子机理研究已经较为深入，已经发现了合成途径中

１９步的１４个关键酶基因［３］，也有多个转录因子基

因以及其它相关基因如ＪＡＺｓ、细胞色素Ｐ４５０等被分
离克隆［４－８］，并且研究者也都利用 ｑＲＴＰＣＲ的方法
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研究了这些基因转录水平的表达。然而，目前尚未

见到有关这些基因 ｑＲＴＰＣＲ中相对定量法的最佳
反应体系建立及优化的研究。本研究针对前期工作

中克隆得到１个 ＴｂＡＰ２基因，构建适用于 ｑＲＴＰＣＲ
实验的最佳反应体系，为更加准确获取 ＴｂＡＰ２基因
在转录水平不同时空条件下的表达研究提供行之有

效的方法。

１　材料和方法
１．１　实验材料

本研究中采用曼地亚红豆杉（Ｔａｘｕｓ×ｍｅｄｉａ）
细胞系 Ｔｍ３为实验材料，采用 ６，７Ｖ固体培养基
２５℃暗培养，每隔２５ ３０ｄ转接１次。
１．２　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

将１００ｍｇ红豆杉细胞进行液氮研磨，按照柱式

植物ＲＮＡＯＵＴ２．０试剂盒（北京天恩泽基因科技有限
公司）说明书操作，提取的总 ＲＮＡ经１％琼脂糖凝
胶电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ８０００分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美
国）检测其浓度和质量。取０．６μｇ总 ＲＮＡ用于反
转录合成ｃＤＮＡ，反转录体系以及操作步骤参照购自
天根生化科技（北京）有限公司的 ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ
（ｗｉｔｈｇＤＮａｓｅ）说明书进行。
１．３　引物设计以及筛选

根据课题组前期克隆获得的 ＴｂＡＰ２基因序
列［４］，利用Ｐｒｉｍｅｒ６．０分别设计了３对引物，并根据
上下游引物在基因上的位置，将不同上下游引物进

行两两组合出多对引物，ＴｂＡＰ２基因引物组合结果
为：Ｆ１Ｒ１、Ｆ１Ｒ３、Ｆ２Ｒ１、Ｆ２Ｒ２、Ｆ２Ｒ３、Ｆ３Ｒ１、Ｆ３Ｒ３。具
体信息见表１。选择 ＴＢＣ４１基因为内参基因［９］，并

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 上游引物５’３’Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ 下游引物５’３’Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
ＴＢＣ４１ Ｆ：ＣＡＡＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＴＣＡＧＣＡＡＡ Ｒ：ＧＧＡＡＣＧＡＣＡＴＧＡＣＡＴＴＡＴＧＡＡＴＡＧ
ＴｂＡＰ２１ Ｆ１：ＣＴＧＣＡＡＴＴＧＣＴＣＴＧＧＡＣＡＡＡ Ｒ１：ＴＣＡＡＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴ
ＴｂＡＰ２２ Ｆ２：ＣＡＡＧＧＧＴＧＴＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＧ Ｒ２：ＧＣＡＧＣＴＴＣＴＧＣＡＧＴＴＧＡＡＴＡＴＧ
ＴｂＡＰ２３ Ｆ３：ＴＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＡＡＴ Ｒ３：ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＡＡＣＣＡＴ

　　将上述７对引物组合首先进行普通 ＰＣＲ扩增，
采用２５μＬ反应体系：１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，１μＬ引物（浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１），１μＬｃＤＮＡ
模板（原液稀释５倍），加水补足至２５μＬ。ＰＣＲ反
应循环为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退
火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共进行３０个循环；７２℃延
伸５ｍｉｎ。以水为模板作为阴性对照。反应结束后
取５μＬＰＣＲ扩增产物，通过２％的琼脂糖凝胶电泳
检测引物的特异性和目的片段的扩增长度，初步筛

选出较好的引物。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ实验设计及方案
荧光定量ＰＣＲ实验采用正交试验设计，选择三

因素三水平试验，故选择 Ｌ９（３
４）的正交表来安排实

验（表２），其中，Ａ为 ＰＣＲ体系（５、１０、２０μＬ），Ｂ为
ｃＤＮＡ模板用量（０．５、１．０、１．５μＬ），Ｃ为引物用量
（０．３、０．５、１．０μＬ），每个试验方案至少重复３次。
１．５　实时荧光定量ＰＣＲ

用常规ＰＣＲ初步筛选出的较好的引物，以反转
录合成的 ｃＤＮＡ为模板，荧光定量 ＰＣＲ试剂采用
ＫＡＰＡＳＹＢＲＦＡＳＴｑＰＣＲＫｉｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）Ｕｎｉ
ｖｅｒｓａｌ（北京普凯瑞生物科技有限公司），按照正交试

表２　Ｌ９（３
４）正交试验设计

Ｔａｂｌｅ２　Ｌ９（３
４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

实验号

Ｎｏ．

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ（ＰＣＲ体系
／μＬ）

ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｂ（ｃＤＮＡ模板
／μＬ）

ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ

Ｃ（引物用量
／μＬ）

Ｐｒｉｍｅｒｖｏｌｕｍｅ

方案

Ｐｒｏｇｒａｍ

１ １（５） １（０．５） １（０．３） Ａ１Ｂ１Ｃ１
２ １ ２（１．０） ２（０．５） Ａ１Ｂ２Ｃ２
３ １ ３（１．５） ３（１．０） Ａ１Ｂ３Ｃ３
４ ２（１０） １ ２ Ａ２Ｂ１Ｃ２
５ ２ ２ ３ Ａ２Ｂ２Ｃ３
６ ２ ３ １ Ａ２Ｂ３Ｃ１
７ ３（２０） １ ３ Ａ３Ｂ１Ｃ３
８ ３ ２ １ Ａ３Ｂ２Ｃ１
９ ３ ３ ２ Ａ３Ｂ３Ｃ２

　　注：ｃＤＮＡ模板浓度为０．６μｇ总ＲＮＡ反转录合成的ｃＤＮＡ原液
稀释５倍；引物浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｔｅ：Ｗｉｔｈ０．６μｇｔｏｔａｌＲＮＡｔｈｅｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｗａｓｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｚｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｄｉｌｕｔｅｄ５ｔｉｍｅｓａｓＰＣＲｔｅｍｐｌａｔｅ；ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓ５μｍｏｌ·Ｌ－１

验列出的方案进行试验，荧光定量 ＰＣＲ反应的程序
为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，５５℃退火２０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，４５次循环，每次循环第３步采集荧
光；最后９５℃变性 ５ｓ，退火至 ６０℃后保温 １ｍｉｎ。
实验中分别以灭菌 ｄｄＨ２Ｏ和去除 ＤＮＡ污染未反转

０４
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录的ＲＮＡ为模板作为ＮＴＣ和ＮＲＣ阴性对照。
１．６　标准曲线的绘制

先将反转录成的 ｃＤＮＡ稀释５倍，以其为原始
液，按３倍梯度稀释成５个浓度梯度的标准品，进行
荧光定量 ＰＣＲ扩增，利用 Ｅｘｃｅｌ绘制标准曲线，以
ＣＴ值为纵坐标，以稀释倍数的对数值为横坐标，并
标注线性方程和Ｒ２，计算扩增效率。

２　结果与分析
２．１　曼地亚红豆杉细胞总ＲＮＡ提取

提取高质量总ＲＮＡ是做好荧光定量 ＰＣＲ的基
础，本研究中提取的总 ＲＮＡ经１％的琼脂糖凝胶电
泳检测，２８Ｓ和１８Ｓ２个条带清晰明亮，并无拖尾现
象（图１），表明提取的ＲＮＡ完整程度高，无降解，无
ＤＮＡ和蛋白质污染，用于反转成ｃＤＮＡ。

图１　总ＲＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤ２０００

２．２　引物筛选
根据课题组前期研究所克隆所得到的ＴｂＡＰ２基

因序列设计特异性引物，将所有引物组合经常规ＰＣＲ
扩增。图 ２显示：ＴｂＡＰ２基因的 ７对引物组合中，
ＴｂＦ１Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３、ＴｂＦ３Ｒ１和ＴｂＦ３Ｒ３引物组合表现较
好（Ｐ１４、Ｐ１２、Ｐ４、Ｐ２），均扩出单一条带且无二聚体产
生，阴性对照也没有扩增出二聚体等杂带，且ＴｂＦ３Ｒ１
引物组合（Ｐ４）目的条带亮度最高，引物ＴｂＦ３Ｒ３扩增
的目的条带亮度最低（Ｐ２）。其它引物组合中，
ＴｂＦ２Ｒ１引物组合扩出１条目的条带（Ｐ１０），但 ＰＣＲ
产物以及阴性对照均有二聚体产生（Ｐ１０、Ｐ９）；
ＴｂＦ２Ｒ２引物组合未扩增出目的条带（Ｐ８），且阴性对
照有二聚体产生（Ｐ７）；ＴｂＦ２Ｒ３引物组合扩出３条条
带（Ｐ６），且阴性对照有二聚体产生（Ｐ５）。

此外，将以上 ７对引物中表现较好的引物
ＴｂＦ１Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３、ＴｂＦ３Ｒ１和表现较差的 ＴｂＦ２Ｒ１引
物以及ＴＢＣ４１基因引物在Ｒｏｃｈｅ４８０仪器上进行引
物特异性验证和重复性检测，结果发现：引物

Ｍ：５０ｂｐＭａｒｋｅｒ；Ｐ２、Ｐ４、Ｐ６、Ｐ８、Ｐ１０、Ｐ１２及 Ｐ１４分别为

ＴｂＦ３Ｒ３、ＴｂＦ３Ｒ１、ＴｂＦ２Ｒ３、ＴｂＦ２Ｒ２、ＴｂＦ２Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３、ＴｂＦ１Ｒ１引

物ＰＣＲ结果，Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７、Ｐ９、Ｐ１１、Ｐ１３为各个引物组合对应

阴性对照。

Ｍ：５０ｂｐＭａｒｋｅｒ；Ｐ２，Ｐ４，Ｐ６，Ｐ８，Ｐ１０，Ｐ１２，ａｎｄＰ１４ｗｅｒｅｔｈｅ

ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓＴｂＦ３Ｒ３， ＴｂＦ３Ｒ１， ＴｂＦ２Ｒ３，

ＴｂＦ２Ｒ２，ＴｂＦ２Ｒ１，ＴｂＦ１Ｒ３ａｎｄＴｂＦ１Ｒ１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｐ１，Ｐ３，Ｐ５，

Ｐ７，Ｐ９，Ｐ１１，ａｎｄＰ１３ｗｅｒｅｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｈｅ７

ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｗｉｔｈｓｔｅｒｉｌｅｄｄＨ２Ｏａｓｔｅｍｐｌａｔｅ．

图２　７对ＴｂＡＰ２基因引物ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ７ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｏｆ

ＴｂＡＰ２ｇｅｎｅ

ＴＢＣ４１、ＴｂＦ１Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３和ＴｂＦ３Ｒ１特异性较好（图
３Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ），都只有１个明显单峰，而 ＴｂＦ２Ｒ１引物
特异性确实较差（图３Ｄ），峰形不锐利，且存在１个
不明显的肩峰，表明确实存在非特异性扩增条带。

从引物扩增重复性角度分析，发现以上５对引
物的重复性均表现良好，ＣＴ值大小都在２０ ３０之
间，且ＴｂＦ３Ｒ１的ＣＴ值平均值最小（２１．７２），而且每
个基因均实行３复孔平行实验，发现 ＣＴ值标准差
最大为０．２８（表 ３）。综合考虑，本研究选择引物
ＴｂＦ３Ｒ１和ＴＢＣ４１基因引物进行后续荧光定量 ＰＣＲ
实验。

表３　引物重复性检测
Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ
重复１
Ｒｅｐｅａｔ１

重复２
Ｒｅｐｅａｔ２

重复３
Ｒｅｐｅａｔ３

ＣＴ平均值
ＣＴＭｅａｎＶａｌｕｅ

标准差

Ｓｔｄ．Ｄｅｖ

ＴＢＣ４１ ２２．１７ ２２．５２ ２２．７３ ２２．４７ ０．２８

ＴｂＦ１Ｒ１ ２６．５７ ２６．９４ ２６．８０ ２６．７７ ０．１９

ＴｂＦ１Ｒ３ ２４．６４ ２４．４０ ２４．５５ ２４．５３ ０．１２

ＴｂＦ２Ｒ１ ２２．３６ ２２．６１ ２２．５４ ２２．５０ ０．１３

ＴｂＦ３Ｒ１ ２１．８１ ２１．５３ ２１．８３ ２１．７２ ０．１７

２．３　引物 ＴＢＣ４１和 ＴｂＦ３Ｒ１的荧光定量 ＰＣＲ正
交试验

　　将引物ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１按照正交试验方案同
时进行荧光定量ＰＣＲ并设置阴性对照。表４表明：
最优方案的选择与Ｋ（ｋ）值有关，在本实验中，ＣＴ值
越小，引物的扩增效率越高，因此，选择Ｋ１（ｋ１）、Ｋ２

１４
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图３　ＴＢＣ４１（Ａ）、ＴｂＦ１Ｒ１（Ｂ）、ＴｂＦ１Ｒ３（Ｃ）、ＴｂＦ２Ｒ１（Ｄ）和 ＴｂＦ３Ｒ１（Ｅ）引物熔解曲线图
Ｆｉｇ．３　ＭｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｏｆＴＢＣ４１（Ａ），ＴｂＦ１Ｒ１（Ｂ），ＴｂＦ１Ｒ３（Ｃ），ＴｂＦ２Ｒ１（Ｄ）ａｎｄＴｂＦ３Ｒ１（Ｅ）

（ｋ２）、Ｋ３（ｋ３）最小的水平，即 ＴＢＣ４１扩增效率最高
的方案为Ａ１Ｂ３Ｃ３。同理，可以看出 ＴｂＦ３Ｒ１引物组
合扩增效率最高的方案也为Ａ１Ｂ３Ｃ３（表５）。此外，
极差越大，表明因素越重要，可以看出，本研究中３
个因素影响力大小为：ＰＣＲ反应体系 ＞引物量 ＞模
板用量。引物ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１在常用的１０μＬ体
系下最佳方案为Ａ２Ｂ２Ｃ３，２０μＬ体系下最佳的组合
方案分别为 Ａ３Ｂ１Ｃ３和 Ａ３Ｂ３Ｃ２。由于 ＴｂＦ３Ｒ１的
方案Ａ３Ｂ３Ｃ２的ＣＴ值与方案Ａ３Ｂ１Ｃ３相近，为使在
同一方案中同时使２对引物具有相近的扩增效率，
因此，后续确定扩增体系扩增效率的实验中，２０μＬ
体系采用方案Ａ３Ｂ１Ｃ３。

将模板ｃＤＮＡ依次稀释３倍，绘制５、１０、２０μＬ
体系下 ＴＢＣ４１和引物 ＴｂＦ３Ｒ１在 Ａ１Ｂ３Ｃ３、Ａ２Ｂ２Ｃ３
和Ａ３Ｂ１Ｃ３方案下的标准曲线，计算扩增效率。图４
表明：尽管此３种方案下，６条标准曲线的回归系数
Ｒ２都符合＞０．９８０的条件，但是 ＴＢＣ４１基因的扩增
效率却只有７０％ ８０％，引物 ＴｂＦ３Ｒ１的扩增效率
在Ａ１Ｂ３Ｃ３和 Ａ２Ｂ２Ｃ３方案中分别为９８％和９１％，
而在Ａ３Ｂ１Ｃ３方案中仅为７４％（表６）。可以看出，３
个方案中没有任何一个方案达到内参基因和目的基

因扩增效率为９０％ １０５％的标准，因此，需要对此
３种方案进行继续优化。

表４　引物ＴＢＣ４１正交试验方案结果
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｓｃｈｅｍｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｏｆ

ｐｒｉｍｅｒＴＢＣ４１ｗｉｔｈｑＲＴＰＣＲｍｅｔｈｏｄ

序号

Ｎｏ．

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ（ＰＣＲ体
系／μＬ）
ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｂ（ｃＤＮＡ模
板／μＬ）

ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ

Ｃ（引物用
量／μＬ）

Ｐｒｉｍｅｒｖｏｌｕｍｅ

方案

Ｐｒｏｇｒａｍ

ＣＴ平
均值

ＭｅａｎＣＴ

１ １ １ １ Ａ１Ｂ１Ｃ１ ２６．３４
２ １ ２ ２ Ａ１Ｂ２Ｃ２ ２３．８９
３ １ ３ ３ Ａ１Ｂ３Ｃ３ ２２．４２
４ ２ １ ２ Ａ２Ｂ１Ｃ２ ２８．３３
５ ２ ２ ３ Ａ２Ｂ２Ｃ３ ２５．３６
６ ２ ３ １ Ａ２Ｂ３Ｃ１ ２７．７２
７ ３ １ ３ Ａ３Ｂ１Ｃ３ ２９．１０
８ ３ ２ １ Ａ３Ｂ２Ｃ１ ３３．４８
９ ３ ３ ２ Ａ３Ｂ３Ｃ２ ２９．９３
Ｋ１ ７２．６５ ８３．７７ ８７．５４
Ｋ２ ８１．４１ ８２．７３ ８２．１５
Ｋ３ ９２．５１ ８０．０７ ７６．８８
ｋ１ ２４．２２ ２７．９２ ２９．１８
ｋ２ ２７．１４ ２７．５８ ２７．３８
ｋ３ ３０．８４ ２６．６９ ２５．６３
Ｒ ６．６２ １．２３ ３．５５
　　注：Ｋｉ：水平效应，即任一列上水平号为 ｉ所对应的实验结果之
和；ｋｉ：平均效应，即水平和除以水平数；Ｒ：极差，即在任一列上最大
Ｋ（ｋ）值与最小Ｋ（ｋ）值之差。ｃＤＮＡ模板浓度为０．６μｇ总 ＲＮＡ反
转录合成的ｃＤＮＡ原液稀释５倍；引物浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１。下同

Ｎｏｔｅ：Ｋｉ：ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｅｆｆｅｃｔ，ｔｈａｔｉｓ，ｔｈｅｓｕｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅ
ｓｕｌｔｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｌｅｖｅｌｎｕｍｂｅｒｉｉｎａｎｙｃｏｌｕｍｎ；ｋｉ：ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｅｆｆｅｃｔ，ｔｈａｔｉｓ，ｔｈｅｓｕｍｏｆｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｄｉｖｉｄｅｄｂｙｔｈｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ；Ｒ：Ｒａｎｇｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅＫ（ｋ）
ａｎｄｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍＫ（ｋ）ｖａｌｕｅ．Ｗｉｔｈ０．６μｇｔｏｔａｌＲＮＡｔｈｅｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｄｉｌｕｔｅｄ５ｔｉｍｅｓａｓＰＣＲｔｅｍｐｌａｔｅ；ｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ５μｍｏｌ·Ｌ－１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．
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表５　ＴｂＦ３Ｒ１正交试验方案结果
Ｔａｂｌｅ５　ＴｈｅｓｃｈｅｍｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｏｆｐｒｉｍｅｒＴｂＦ３Ｒ１ｗｉｔｈｑＲＴＰＣＲｍｅｔｈｏｄ

序号

Ｎｏ．

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ（ＰＣＲ体
系／μＬ）
ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｂ（ｃＤＮＡ模
板／μＬ）

ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ

Ｃ（引物用
量／μＬ）

Ｐｒｉｍｅｒｖｏｌｕｍｅ

方案

Ｐｒｏｇｒａｍ

ＣＴ平
均值

ＭｅａｎＣＴ

序号

Ｎｏ．

因素Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ（ＰＣＲ体
系／μＬ）
ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｂ（ｃＤＮＡ模
板／μＬ）

ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ

Ｃ（引物用
量／μＬ）

Ｐｒｉｍｅｒｖｏｌｕｍｅ

方案

Ｐｒｏｇｒａｍ

ＣＴ平
均值

ＭｅａｎＣＴ

１ １ １ １ Ａ１Ｂ１Ｃ１ ２１．５９ ９ ３ ３ ２ Ａ３Ｂ３Ｃ２ ２２．４３

２ １ ２ ２ Ａ１Ｂ２Ｃ２ ２０．４１ Ｋ１ ６１．３７ ６７．５０ ６６．９８

３ １ ３ ３ Ａ１Ｂ３Ｃ３ １９．３７ Ｋ２ ６４．７８ ６５．０４ ６５．４２

４ ２ １ ２ Ａ２Ｂ１Ｃ２ ２２．５８ Ｋ３ ６９．６７ ６３．２８ ６３．４２

５ ２ ２ ３ Ａ２Ｂ２Ｃ３ ２０．７２ ｋ１ ２０．４６ ２２．５０ ２２．３３

６ ２ ３ １ Ａ２Ｂ３Ｃ１ ２１．４８ ｋ２ ２１．５９ ２１．６８ ２１．８１

７ ３ １ ３ Ａ３Ｂ１Ｃ３ ２３．３３ ｋ３ ２３．２２ ２１．０９ ２１．１４

８ ３ ２ １ Ａ３Ｂ２Ｃ１ ２３．９１ Ｒ ２．７７ １．４１ １．１９

Ａ、Ｃ、Ｅ：ＴＢＣ４１在５、１０、２０μＬ下的标准曲线；Ｂ、Ｄ、Ｆ：ＴｂＦ３Ｒ１引物在５、１０、２０μＬ下的标准曲线。

Ａ，Ｃ，Ｅ：ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＴＢＣ４ｉｎ５，１０ａｎｄ２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓ；Ｂ，Ｄ，Ｆ：ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＴｂＦ３Ｒ１ｉｎ５，１０ａｎｄ２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌ

ｕｍｅｓ．

图４　ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１引物在Ａ１Ｂ３Ｃ３、Ａ２Ｂ２Ｃ３和Ａ３Ｂ１Ｃ３中的标准曲线
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｏｆＴＢＣ４１ａｎｄＴｂＦ３Ｒ１ｉｎＡ１Ｂ３Ｃ３、Ａ２Ｂ２Ｃ３和

Ａ３Ｂ１Ｃ３ｐｒｏｇｒａｍｓｂｅｆｏｒｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
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表６　优化前Ａ１Ｂ３Ｃ３、Ａ２Ｂ２Ｃ３和Ａ３Ｂ１Ｃ３方案中ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１的扩增效率
Ｔａｂｌｅ６　ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＴＢＣ４１ａｎｄＴｂＦ３Ｒ１ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｕｎｄｅｒＡ１Ｂ３Ｃ３，Ａ２Ｂ２Ｃ３ａｎｄ

Ａ３Ｂ１Ｃ３ｐｒｏｇｒａｍｓｂｅｆｏｒｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

反应体系

Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ／μＬ
方案

Ｐｒｏｇｒａｍ
引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ
扩增效率

ＰＣＲｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％
回归系数

Ｒ２
斜率

Ｓｌｏｐｅ

５ Ａ１Ｂ３Ｃ３

１０ Ａ２Ｂ２Ｃ３

２０ Ａ３Ｂ１Ｃ３

ＴＢＣ４１ ７３ ０．９９１２ －４．１９６７
ＴｂＦ３Ｒ１ ９８ ０．９９４５ －３．３３８１
ＴＢＣ４１ ８０ ０．９９８５ －３．９０７５
ＴｂＦ３Ｒ１ ９１ ０．９９７０ －３．５５３６
ＴＢＣ４１ ７０ ０．９９９７ －４．３６３０
ＴｂＦ３Ｒ１ ７４ ０．９９９８ －４．１３８７

２．４　不同实时荧光定量ＰＣＲ体系的优化
一般来说，实验中扩增效率较难准确达到

１００％，因此，在实际操作时，保证扩增效率为９０％
１０５％，线性回归系数 Ｒ２＞０．９８０，即可视为满足
２－ΔΔＣＴ法计算要求。本实验通过改变体系中模板和

引物的体积（表７），以达到内参基因和目的基因的
扩增效率都在１００％左右的标准。表８表明：经过优
化后，５、１０、２０μＬ体系下，内参基因ＴＢＣ４１和目的基
因ＴｂＡＰ２的扩增效率均可以保持在９３％ ９９％之
间，且Ｒ２都在０．９８０以上（图５）。

Ａ、Ｃ、Ｅ：ＴＢＣ４１在５、１０、２０μＬ下的标准曲线；Ｂ、Ｄ、Ｆ：ＴｂＦ３Ｒ１引物在５、１０、２０μＬ下的标准曲线。

Ａ，Ｃ，Ｅ：ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＴＢＣ４ｉｎ５，１０ａｎｄ２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ；Ｂ，Ｄ，Ｆ：ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＴｂＦ３Ｒ１ｉｎ５，１０ａｎｄ２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ．

图５　ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１引物在优化后５、１０、２０μＬ体系下的标准曲线
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｏｆＴＢＣ４１ａｎｄＴｂＦ３Ｒ１ｉｎ５，１０ａｎｄ２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅｓａｆｔｅｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ
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表７　优化后的荧光定量ＰＣＲ体系
Ｔａｂｌｅ７　ＴｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｑＲＴＰＣＲｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

组成成分

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

５μＬ体系
５μＬｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ／μＬ

１０／μＬ体系
１０μＬｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ／μＬ

２０μＬ体系
２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ／μＬ

Ｍｉｘ（２×）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ２．５ ５ １０
ｃＤＮＡ １．０ １．２ ０．５
正、反引物体积 １．５ １．３ １．５
ｄｄＨ２０ ０ ２．５ ８

注：ｃＤＮＡ模板浓度为０．６μｇ总ＲＮＡ反转录合成的ｃＤＮＡ原液
稀释５倍；引物浓度为５μｍｏｌ·Ｌ－１。

Ｎｏｔｅ：０．６μｇｔｏｔａｌＲＮＡｉｓｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｔｏｃＤＮＡｓｔｏｃｋｓｏｌｕ
ｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｄｉｌｕｔｅｄ５ｔｉｍｅｓａｓｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ；ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓ５μｍｏｌ·Ｌ－１。

表８　不同ＰＣＲ反应体系下引物ＴＢＣ４１和
ＴｂＦ３Ｒ１的扩增效率

Ｔａｂｌｅ８　Ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
ＴＢＣ４１ａｎｄＴｂＦ３Ｒ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓ

ａｆｔｅｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

反应体系／μＬ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ
扩增效率

ＰＣＲｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％
回归系数

Ｒ２
斜率

Ｓｌｏｐｅ
５ ＴＢＣ４１ ９４ ０．９９３８ －３．４８３５

ＴｂＦ３Ｒ１ ９４ ０．９９８６ －３．４６３８
１０ ＴＢＣ４１ ９５ ０．９８５９ －３．４３５９

ＴｂＦ３Ｒ１ ９４ ０．９９９３ －３．４８１３
２０ ＴＢＣ４１ ９３ ０．９９５７ －３．４９４９

ＴｂＦ３Ｒ１ ９９ ０．９９７４ －３．３４４０

３　讨论
在ｑＲＴＰＣＲ的相对定量实验中，引物设计、模

板浓度和质量以及退火温度等都是影响实验结果的

重要因素［１０－１２］。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ是当前 ｑＲＴＰＣＲ实
验最常用的试剂，具有较强的灵敏性，但是却也存在

不能专一识别目的基因双链ＤＮＡ的缺点，实验中经
常会出现引物二聚体或非特异性扩增出现的荧光值

而影响实验的准确性。因此，设计出高效且特异性

扩增的引物至关重要。在本研究中，笔者针对

ＴｂＡＰ２基因设计、组合出的７对引物进行普通 ＰＣＲ
筛选，ＴｂＦ１Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３、ＴｂＦ３Ｒ１和 ＴｂＦ３Ｒ３引物组
合均扩增出单一条带，其他３对引物均有引物二聚
体或者杂带。由于 ＴｂＦ３Ｒ３引物扩增效率最低，因
此利用 Ｒｏｃｈｅ４８０针对 ＴｂＦ１Ｒ１、ＴｂＦ１Ｒ３和 ＴｂＦ３Ｒ１
进行特异性和重复性分析。熔解曲线分析显示：３
种引物组合只扩增出唯一单峰，未产生引物二聚体

等非特异性扩增，表明３种引物组合均具有良好特
异性。此外，３种引物组合还具有良好的重复性，技
术重复ＣＴ值误差均小于１。

鉴于 ＴｂＦ３Ｒ１的 ＣＴ值最小，且标准差较小

（ＳＤ＝０．１７），因此，选择该引物组合以及内参基因
ＴＢＣ４１进行后续正交实验进行 ｑＲＴＰＣＲ最佳体系
建立。通过表６可以看出：２个基因未优化正交实
验给出的最佳方案在５、１０、２０μＬ体系下扩增效率
绝大部分未能达到标准，并且５μＬ和１０μＬ体系下
ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１的扩增效率相差１９％和２５％。可
见，建立和优化 ｑＲＴＰＣＲ反应体系十分有必要；而
优化后的３种ｑＲＴＰＣＲ体系引物ＴＢＣ４１和ＴｂＦ３Ｒ１
的扩增效率在９３％ ９９％之间，因而更适合用于
２－ΔΔＣＴ法计算。

此外，从本研究结果还可以看出 ｑＲＴＰＣＲ反应
体系对于扩增效率的影响力最高，其次是引物用量

和模板用量（表４、５）。目前，国内实验室大多采用
１０ ２５μＬ体系，而市场上商业公司大多采用３８４
孔５μＬ反应体系。减少 ｑＲＴＰＣＲ反应体系，最大
好处是能够节约经费降低成本，还有利于检测低拷

贝基因的表达，但也存在降低稳定性的风险。已有

研究者针对转录水平低表达基因，在甘蓝（Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｏｌｅｒａｃｅａ）和叶用莴苣（Ｌａｃｔｕｃａｓａｔｉｖａ）中建立了小体
积（１０μＬ）的 ｑＲＴＰＣＲ反应体系［１３－１４］。本研究中

建立的５μＬ和１０μＬ小体积反应体系中，目的基因
和内参基因的扩增效率均在９４％左右，同样为检测
ＴｂＡＰ２以及其他红豆杉中低拷贝基因的表达提供了
有益参考。此外，一般认为，最佳的引物浓度应该在

０．１ ０．５μｍｏｌ·Ｌ－１，较高的引物浓度会导致非特
异性产物扩增；而高质量的 ｃＤＮＡ模板也是影响
ｑＲＴＰＣＲ定量结果的重要因素。因此，必须保证提
取的ＲＮＡ完整且无基因组ＤＮＡ污染［１１］。

４　结论
为了更准确地检测红豆杉 ＴｂＡＰ２基因的表达

量，本研究对内参基因 ＴＢＣ４１和目的基因 ＴｂＡＰ２的
最佳荧光定量ＰＣＲ体系进行了建立和优化，成功建
立了红豆杉 ＴｂＡＰ２基因和内参基因 ＴＢＣ４１在５μＬ
小体系、１０μＬ和２０μＬ体积下的最佳 ｑＲＴＰＣＲ反
应体系，且３个体系扩增效率均在９０％ １０５％之
间，回归系数 Ｒ２＞０．９８０。本研究建立的 ｑＲＴＰＣＲ
反应体系，为今后检测 ＴｂＡＰ２基因以及红豆杉其他
相关基因在转录水平不同时空条件下的表达提供了

有效的方法和理论指导。
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ｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｈｏｏｓｅｔｈｅｓｔａｂｌｅａｎｄｓｕｉｔａｂｌｅｑＲＴＰＣＲｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｔｈｅｃＤＮＡａｓｔｅｍｐｌａｔｅ．Ｔｈｅ
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