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实时荧光定量 PCR检测大鼠组织 

Angptl3表达的标准曲线构建 
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t摘 要1目的：采用实时荧光定量 PCR(染料法)建立检测 sD大鼠组织血管生成素样蛋白3(Angi叩oieti 一rel t d prot。in 3， 

Angptl3)表达量的标准曲线。方法：以sD大鼠肝组织总 RNA为模板，通过 RT—PCR获得目的 DNA片段 ，用 T—A克隆方法将其 

装载到质粒 pUCm—T上，经过转化、质粒提取获得标准品，并以此为模板梯度稀释进行 Real—time PCR反应 ，建立该方法的标准 

曲线。结果：Angptl3标准曲线相关系数为 O．997 6，相关性较好；斜率为 0．862 3，扩增效率适中。结论 ：成功构建了用 Real—time 

PCR方法检测 sD大鼠肝组织 Angptl3表达量的标准曲线。 
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Construction of the standard curve for Real-time PCR detecting the expression 

of Angptl3 in rats 

WANG 一hong，et 

(Department ofBiochemistry and Molecular Biology，College ofBasic Medicine，ChongqingMedicol University) 

【Abstract]Objective：To construct the standard curve for real—time PCR detecting the tissue expression level of Angpfl3 in SD rat．Meth- 

otis：The total RNA of the SD rat’s liver was the template．We got lots of the Angptl3 partial DNA sequence by RT—PCR．The products were 

cloned into the pUCm—T vector，Then we diluted the solution ofplasmid and used real—time PCR (SYBR Green I)to construct the Stall— 

dard curve．Results：The correlation coefficient of the standard curve was 0．997 6．The reaction efficiency was 0．862 3．Th e correlation and 

the amplify efficiency were good．Conclusion：h is successful to construct the standard curve for real-time PCR detecting the tissue ex- 

pression level of Angptl3 in SD rat． 

【Key words】Real—time PCR；Angptl3；Standard CHIVe；SD rat 

血管生成素样蛋白3(Angiopoietin—related pro— 

tein 3，Angptl3)是一种多功能分泌因子lll，主要在肝 

脏表达。目前的研究I2卅表明，Angptl3的主要生物学 

作用是调节脂质代谢，提高血浆三酰甘油水平，与心 

脑血管疾病的发生有关。Koishi等同提出人Angptl3 

与小鼠Angptl3有 75％的结构同源性。国外对Angptl3 

的研究几乎仅限于小鼠，尚未见有关大鼠组织Angptl3 

表达量的报道。Real—time PCR检测技术 已成为国 

际上基因表达数量检测通用 的方法 ，我们选择该方 

法进行大鼠组织 Angptl3表达量分析。Real—time 

PCR定量检测的前提是构建标准品质粒和标准曲 

线，因此，构建正确、可靠的 Angptl3基因表达标准 

品质粒和标准 曲线是实验成功的关键 ，它将为进一 

步测定 SD大鼠组织Angptl3表达量奠定基础，提供 

保障 

1 材料与方法 

1．1 实验动物和菌株 

健康成年 sD雄性大鼠(体重I>400 g)，由重庆医科大学 

实验动物中心提供。DH5 Ot菌株由重庆医科大学生物化学与 

分子生物学教研室保存。 

1．2 主要试剂及仪器 

M—MLV逆转录试剂盒、SYBR Green Reahime PCR Master 

Mix Plus(TOYOBO公司)；Taq DNA聚合酶、限制性内切酶 

( ￡I)(TAKARA公司)；PCR产物纯化及克隆试剂盒 、质粒 

抽提试剂盒 (BBI公司)；UNIQ一10柱式 DNA胶回收试剂盒 

(上海生工)。DYY一2C电泳仪(北京六一仪器厂)；Quantity One 

凝胶成像系统、My CyckerTM thermal cycler(Bio—Rad公司)； 

Aplied Biosystems 7500(ABI公司)；3K1 8台式高速冷冻离心 

机(德国Sigama公司)；TGL一16G台式高速离心机(上海安亭 

科学仪器厂)；UV一7504紫外可见分光光度计(上海欣茂仪器 

有限公司)。 

1_3 方法 

1．3．1 组织 RNA提取及鉴定 断颈处死 SD大鼠，取其肝组 

织液氮保存。取约 30 mg冻存肝组织研磨成粉，按常规方法 

提取 RNA、并分装 ，一70℃保存备用。取 10 l RNA溶液，加 

入 990 I-Ll pH8．0的 TE后 ，分别在 260 nm、280 nm、230 nm处 

检测 RNA的吸收值 ，计算 A A瑚、A A 比值，根据 RNA 

浓度( m1)=(A ×稀释倍数)／(o．024×L)公式计算 RNA 

的浓度，1．0％琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性。 

1．3．2 组织总 RNA的 RT—PCR 根据 genebank提供的相关 

基 因序列设计引物 ：Angptl3引物(136 bp)FP5’一CAAGAT- 

GATCTGCCTGCTGACT一3’。RP5’一ATGTCCGTGGAGTGCCT- 

GA一3’。以≤1 g总 RNA为模板进行逆转录(1O l反应体 

系)，条件为：42cc 30min；99℃5 min；4℃ 10min。取 cDNA 

2 l为模板、上下游引物(10 mol／L)各 2 l，设计 5O l 

PCR反应体系。Angptl3的反应条件：94℃预变性2 min；94~C 

变性 30 s、55℃退火 30 S、72℃延伸 30 S，共 35个循环；72~C延 

伸 10 min。2．5％琼脂糖凝胶电泳检测 PCR结果。 

1．3．3 重组标准品质粒制备 切下含 目的片段的琼脂糖凝 

胶 电泳条，按 DNA胶 回收试剂盒 回收 DNA片段 ，分装后 

一 20℃保存。将回收 DNA进行 2．5％琼脂糖凝胶电泳，计算回 

收效率。依据 Inse~DNA使用数(ng)=nmol数 ×660×Insert 

DNA的bp数公式计算 0．3 pmol PCR产物所对应的ng数，建 

立标准 10 l连接反应体系：10×连接缓冲液 1 l、50％聚 

乙二醇 1 1、pUCm—T载体 1 1、纯化后的PCR产物 x l、 

灭菌水(6-X) 1、T4 DNA聚合酶 1 l，充分混匀 ，16~C过 

夜。 

用“氯化钙制备感受态大肠杆菌”方法 制备 DH5 Ot感 

受态细胞，分装保存于液氮中。取感受态大肠杆菌DH5 d 100 

l冰上溶解后混匀，加连接液 5 l混匀，冰上放置 30min。 
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4 2 ％ 水 浴 6 0 s ， 冰 上 放 置 2 m i n 。 加 L B 培 养 液 4 0 0 ¨ 1 ， 3 7 ℃

5 0 r ／m i n 温 和 摇 动 培 养 l h 。 4 0 0 0 r ／m i n 离 心 5 m i n ， 弃 上 清

后 ， 将 细菌涂 在 预 先用 1 0 0 m m o I／L 的 I l r F G 7 “ l 和 2 0 m g ／m l

的 x 一 列 4 0 “ l 涂布 的氨苄青霉 素平 板上 。 平板 在 3 7 ℃ 正 向

放置 1 h ， 倒 置 培 养过 夜 。 当菌 落 长 至 直 径 近 l m m 时 ， 放 人

4
~

C 保 存 4 ～ 6 h 。 挑 选 数 个 白色 菌 落 ， 采 用 菌 落 P C R 方 法 I�
鉴

定插 入 片段 。

按 照 质 粒提 取试 剂盒 说 明书提 取质 粒 ， 取 5 ¨ l 提 取 液加

入 9 9 5 IX l T E ， 用 光 谱 分 析方 法 测 定 2 6 0 n m 、 2 8 0 n m 吸 光 值 ，

计算质粒 D N A 浓度 ( 方法 同前 ) ， 1 ． 5 ％琼脂 糖凝 胶 电泳 观 察结

果 。 质 粒 D N A 用 风 ￡ I 酶 切 后 3 7 ℃ 反 应 2 h ， 2 ． 5 ％ 琼 脂 糖 凝

胶 电泳 观 察结 果 。 进 行 P C R 反 应 ( 方 法 同前 ) ， 再 2 ． 5 ％ 琼 脂 糖

凝 胶 电泳 观 察 。 以 上 鉴 定 完成 后 将 质粒 送 重 庆 医 科 大学 感 染

病重 点 实验 室 测 序 ， 鉴 定 质粒 构 建效 果 。

1 ． 3 ． 4 A n g p t l 3 标 准 曲线 的 建 立 根 据 紫 外 光 吸 收 法 分 析 获

得 质粒 浓 度 ， 按 照 1／1 0 等 比 例 稀 释 成 1 0 0 p g／斗 l 、 10 p ∥¨ 1 、 1

p e~ 斗 l 、 1 0 0 蟛 IX l 、 1 0 rg／̈ l 、 1 fg／斗 l 浓 度 梯 度 进 行 R e a l — t i m e

P C R 反 应 。 反 应 体 系 总 体 积 2 0 斗 l ：上 游 引 物 ( 10 斗 m o l ／1 ) 0 ． 5

¨ l 、 下 游 引 物 ( 1 0 斗 m o l／1 ) 0 ． 5 ¨ I 、 模 板 D N A l 斗 1 、 2 X M a s t e r

M i x l 0 斗 l 、 灭 菌水 8 ¨ l 。 A n g p t l 3 反应条件 ：9 4 ％ 预变性 2 m i n ；

9 4 ℃ 变性 2 0 S 、 5 5 ℃ 退 火 2 0 s
、 7 2

~

C 延 伸 4 0 s ， 共 4 0 个 循 环 。

反应 结束后 ， 通 过 样 品 的 c t 值与起 始模 板 浓 度 的对 数 值制作
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标 准 曲线 。 P C R 反 应 后 进 行 溶 解 曲线 分 析 ， 确认 反 应 的特 异

性 ；取 5 ¨ l P C R 产物进 行 2 ． 5 ％ 琼脂 糖凝胶 电泳 。

2 结 果

2 ． 1 提 取 R N A 的 光 谱 分 析 与 电 泳

检 测 肝 组 织 总 R N A 的 0 D 拗 、 O D ：叭 O D 瑚 分 别

为 0 ． 2 1 6 、 0 ． 1 0 6 、 0 ． 1 0 5
，

O D √ 0 D 孙 O D 2 60 ／0 D ~ o 比 值

均 在 2 ． 0 左 右 ， 说 明 提 取 的 总 R N A 质 量 和 纯 度 符 合

要 求 ，
R N A 浓 度 为 0 ． 8 6 4 “g ／I L l

。 电 泳 结 果 可 见 2 8 S 、

1 8 S
、 5 ． 8 S 三 条 特 征 性 条 带 ， 且 2 8 S 的 亮 度 较 1 8 S

强 ( 图 1 ) ， 说 明 R N A 完 整 。

图 1 大 鼠肝 组 织 总 R N A 电泳 图

5 0 0 b p
4 0 0 b p
3 5 0 b p
3 0 0 b p
2 5 0 b p
2 0 0 b p
1 5 0 b ”

10 0 b p

5 0 l 】。

2 0 0 b p

1 , 2 ． A n g p t l 3 ；M ． 5 0 b p D N A 分 子 量 标 准
M � 5 0 ¨ 梯度 D N A 分 子 量 标 准 ； M l � 5 0 b p 梯 度 D N A 分子 量 标 准 ； M 2 �

图 2 R T — P c R 产 物 及 纯 化 后 电泳 结 果
l ～ 3 � A n g p t l 3 ；4 ～ 6 � p U C m

— A N G ；7 � 对 照 M a r k e r III 1 ， 3 ， 5 � 质粒 D N A ；2
，
4

，6 � 风 ￡ I 限制

图 3 A n g p t l 3 及 重 组 质 粒 p U C m — A N G 性 内切 酶 酶切后 的质 粒 D N A

电泳 图 图 4 P s t I 限 制 性 内切 酶 酶 切 后 的质 粒 电泳 图
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2．2 Angptl3目的片段的扩增与纯化 

大鼠肝总 RNA在 RT—PCR后电泳结果显示 ， 

在 150 bp前方出现单一特异性带，与预期条带大小 

136 bp基本一致。纯化产物与未纯化样品电泳条带 

亮度基本不变，显示纯化效率较高(图2)。 

2_3 重组质粒的鉴定 

电泳鉴定菌落 PCR反应液显示大部分扩增产 

物正确。抽提阳性克隆的质粒，分别以抽提质粒和 

插入的DNA片段为模板．PCR结果经 2．5％琼脂糖 

凝胶电泳鉴定两者扩增产物完全一致(图 3)。抽提 

质粒酶切后，电泳可见一条约 2 700 bp清晰片段 ，200 

bp片段隐约可见(图4)。测序结果证实质粒连接、 

转化成功。 

2．4 Angptl3标准曲线 

Angptl3标准曲线(图 5右)的相关系数为0．9976， 

非常接近于 1。根据公式计算出Angptl3的反应效 

率分别为：0．862 3。每轮 PCR后溶解曲线(图5左) 

都是只有单一峰型的曲线，表明无引物二聚体等非 

特异性扩增出现 ，显示反应的特异性 良好。 

3 讨 论 

Real—Time PCR已成为基 因表达定量分析 的必 

要手段，它特异性强、灵敏度高，同时克服了普通 

PCR不能准确定量、容易污染等不足 ，扩展了PCR 

技术的应用范畴。 

目前已知Angptl3的生理功能与脂类代谢密切 

相关l 21 3l，其表达增加可引起脂代谢紊乱 ，增加患心 

脑血管疾病的危险性19]。Hatsuda等1]o1研究发现 ， 

Angptl3与血管生成 、动脉壁厚度 、造血功能等也存 

在密切关系。了解 Angptl3在哺乳动物体 内的组织 

分布特异性、表达的数量，有助于深入研究 Angptl3 

的生物学功能，对研究高脂血症的发病机理，预防 

心脑血管疾病有重要意义。我们用 SYBR Green I染 

料法实施 Real—time PCR．对大鼠肝组织 Angptl3表 

达量进行测定，并选用 了稳定 、且易于保存 的 pUCm 

— T质粒作为标准品。以 SD大鼠肝总 RNA为模板 ， 

通过 RT—PCR方法获得内参及含目的基因的 DNA 

片段，用T—A克隆方法将其装载到质粒上获得标准 

品．并 以此为模板梯度稀释 ，通过 Real—time PCR检 

测，建立了Angptl3标准曲线。 

评价标准曲线优劣有两个指标 ：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 0．98，越接近 1说 明直线性越好 。用于定量越准 

确。斜率反映 PCR扩增效率(E)，理想的扩增效率 

应为0．8～1．2。本实验所得 Angptl3标准曲线的相关 

系数为0．997 6，直线性较好；斜率为：0．862 3，扩增 

效率适中。溶解曲线只有单一峰型，说明没有出现 

引物二聚体等非特异性扩增，显示反应特异性好。该 

标准曲线可用、可靠 ，是用 Real—time PCR检测大鼠 

组织 Angptl3表达量首要的一步，为下一步对 SD大 

鼠各组织 Angptl3表达量的检测奠定了基础，提供 

了方法和技术保障。 
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