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赵海金 (!蔡绍曦 (!邹 飞 "!佟万成 (!万为人 ""第一军医大学 ( 南方医院呼吸科!" 热带军队卫生学系高温医学

研究室!广东 广州 ,(#,(,#

摘要!目的 应用 B4:=<7BMGN/7CO?G7合成技术从嗜酸细胞微量总 N?G 扩增大量双链 CO?G# 方法 利用 P=<C;AA 密度

梯度离心分离哮喘病人血嗜酸性粒细胞!用 /<1Q;A 试剂盒提取细胞总 N?G!利用 B4:=<7BMGN/7CO?G 合成技术合成

CO?G 第 ( 链及优化扩增第 " 链# 通过梯度电泳鉴定 CO?G 产品质量!通过对获得的 CO?G 定量来评估扩增效能# 结

果 从 "#7@R 总 N?G 成功扩增出双链 CO?G7+S(,,7!R!电泳结果显示 CO?G 质量及纯度较高# 结论 B4:=<7BT9<37CO?G7
合成技术可实现从微量总 N?G 高效扩增高质量的 CO?G!为进一步从基因水平研究哮喘机制奠定了基础#

关键词!B4:=<7BMGN/7CO?G7合成技术$支气管哮喘 U 病因$嗜酸性粒细胞
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77777777近 "# 年来!相当多的研究已经表明!支气管哮喘

是一种复杂的多基因遗传病#而嗜酸性粒细胞%bYB&
在气道组织的浸润是引起气道炎症的主要原因及特

征之一!是哮喘发作的关键效应细胞’(!"(# 人们迫切想

知道哮喘发病过程中具体的效应细胞即 bYB 基因改

变的本质!这也是近年来研究的主导方向# 然而基因

表达的研究需要 N?G 的分析!用传统的方法从非常

小的样本中获得 N?G 及高质量的 CO?G 非常困难!
效率也低下! 这就限制了从基因水平研究 bYB 的功

能# 本研究即应用 B4:=<7BMGN/7CO?G7合成技术从

血 bYB 微量总 N?G 扩增大量双链 CO?G!为下一步

文库的构建及基因筛选提供有力的保证#

(77材料与方法

(S(77村料

分 离 哮 喘 细 胞 的 P=<C;AA7试 剂 购 自 GT=<209T7
P09<T9C19 公司$/<1Q;A 总 N?G 分离试剂购自 H@^13<;&
R=@ 公司$B4:=<7BMGN/7CO?G7合成试剂盒及 F0<;&
T972:1@7&(###75=:C 水纯化柱购自 FA;@3=C0 公司#
(S"77外周静脉血 bYB 分离及 N?G 提取

所 用 bYB 取 自 我 院 门 诊 ( 例 符 合 哮 喘 诊 断 标

准 ’’(的 ’) 岁男性患者!治疗前后各取静脉血 (,7TA!
取血后立即分离 bYB# 采用不连续密度梯度法!按

P=<C;AA 试剂说明书及称量法确定各梯度的密度# 分

离完毕对 bYB 进行计数及活力鉴定# 哮喘病人治疗

前后 bYB 总 N?G 参照 /<1Q;A 试剂盒说明进行#
(S’77第一$二链 CO?G 的合成

参照 24:=<7BMGN/7CO?G7合成试剂盒说明书及

文献’%!,(进行#
(S’S(77第一链 CO?G 的合成 取治疗前后的 bYB 总

N?G 各 "#7@R 分别与 +7!A7’c7BMGN/7FOB 引物 "*("7
!T;AUd. 和 +7!A7BMGN/"G7寡核苷酸 *("7!T;AUd.混
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合!热循环仪 A@"""孵育反应管 -"B<2# 再加入 -)"!7"
@!第 ! 链缓冲液!-"!7"C44" D!))"!B57E0F!!)"!7"@)!
:/4G"H!)"BB57E0F!@"!7".21>3"抑 制 剂$-)"IE!7%!@"!7"
G5J3;>K;<L6 逆转录酶!,-""孵育反应管 A)"B<2! 加 -"
!7")M@"B57E0"#C4’ 终止反应#
!MNM-O"柱层析 根据 /PK735%L<2 提取试剂盒上的步骤

进行操作# 在使用之前根据瓶上说明直接加 -?"B7"
Q@R酒 精 到 /4N! 加 N 体 积 的 /4! 缓 冲 液 到 每 一

KC/’ 合成反应管# 分别吸取样品到 /PK735%L<2 柱!
!,")))";EB<2 离心 !"B<2# 洗涤样品!共 N 遍!插入该

/PK735%L<2"柱到新的 -"B7 收集管!!,")))";EB<2 旋转

!"B<2 来干燥过滤器# 转移 /PK735%L<2 纯化柱!加 @)"
!7"S<7<&T 水!在盖子开放的情况下浸泡 -"B<2# !,")))"
;EB<2 离心 !"B<2!重复洗提!使最终容积为 ?)"!7#
!MNMN""长 距 离 GU."H0C&GU.F进 行 KC/’ 扩 增 每 !
样本取第 ! 链 KC/’"?)"!7!各加 N)"!7"!)!GU."高级缓

冲液!A"!7"@)!:/4G H!)"BB57E0F!A"!7"@V"GU."引物"’"
H!-"B57E0F!A"!7"@)!高级多聚酶混合物!!W-"!7"去离子

水!组成 N))"!7 的反应体系# 每 ! 样本分 N 管标记为

’&+&U! 各 !))"!7 进行 GU.# GU. 反应条件 Q@"" !"
B<2!Q@"" @">!A@"" !@">!A?"" N"B<2! 共 N) 个循环#
当每个反应管进行 !@ 个循环时! 在 U 管取 N)"!7 到

另 ! 个 )M-"B7 反应管H标记为优化F!,""保存 ’&+ 及

U 管中实验管余下的 W)"!7#分别在 !@&!?&-!&-,&-W&
N) 个循环取产物 63>63;"?"!7 与 :;<=3;"@"!7!用 !M-R"琼
脂糖 &#+ 凝胶!!!4’# 缓冲液!)M!"!X"7!"YZ"C/’!A)"
[ 进行梯度电泳 !"9!以决定最佳的 GU. 循环数# 取

出 ,""储存的 !@ 个循环的实验 GU. 管!加多额外的

循环数#
!M,""GU. 产物纯化及定量

每一样本经过酚 & 氯仿 & 异戊醇H-@#-,$!F抽提液

抽提!丁醇抽提使 GU. 产物浓缩为 ,)\W)"!7# 把 ! 个

U].$S’"%G^/&!)))O柱颠倒几次!彻底打散凝胶# 将

纯化柱放入 !M@OB7 离心管!加 !M@OB7O!%4/#O缓冲液#
让缓冲液在圆柱中依靠重力流动!直到在纯化柱中能

够看到凝胶表面# 小心将样本涂到平展的胶床表面!
用 -@O!7O!!4/# 缓冲液完全流出纯化柱!用 !@)O!7O!!
4/# 缓冲液再次流出柱子# 转移纯化柱到另 ! 干净

的 !M@OB7 离心管中! 用 N-)O!7O!!4/# 缓冲液收集洗

脱的纯化双链 KC/’ 片段!各取 !)O!7 进行分光光度

仪测定#

-OO结果

-M!OO#$% 的分离与鉴定

经全自动全血细胞计数仪分析及 #$% 瑞士 & 姬

姆染色H图 !F!显 微 镜 计 数 示!治 疗 前 #$%O为 N!!)A

个! 纯度为 QQR’ 治疗后 #$% 总数 !!!)A 个! 纯度

QQR’锥虫蓝活力鉴定均大于 QQR#

-M-OO#$%O总 ./’ 提取结果

提取的总 ./’ 在 -?&!?&@O% 有的 N 条亮带 $图

-%! 且 -?O% 强 度 为 !?O% 的 !M@ 倍# 说 明 所 提 取 总

./’ 没有降解!提取完好# 使用紫外分光光度计测定

其浓度和 $C H-A)E-?)F 值! 治 疗 前 后 分 别 为 N)M@O
!XEB7&!M?-W!!@M?O!XEB7&!M?@)#

-MNOOKC/’ 扩增

-)O2XO检测子与驱动子用来扩增第 ! 链 KC/’!
产物经 /PK735>L<2O提取试剂盒纯化!?)O!7 用来进行

GU. 扩增! 通过 !@&!?&-!&-,&-W&N) 不同循环数来决

定用来扩增实验管最优循环数# 63>63; 组在 -W 个循环

达平台期$图 N%!:;<=3; 组在 N) 个循环达平台期H图
,F# 由此可判断用来扩增的最优循环数!63>63; 为 -A循

环!:;<=3; 为 -Q 循环#从此实验可知!用 %PL3;O%S’.4O
KC/’O合成技术可大量扩增出所需的双链 C/’#
-M,OO双链 KC/’ 定量

GU. 产物经柱层析!应用分光光度仪测定!63>63;O
及 :;<=3; 各获得双链 KC/’OWM!@@ 和 AM@A?O!X#

NOO讨论

支气管哮喘是最常见的慢性疾病之一!全世界约

有 !M@ 亿哮喘患者# 在许多地区近 !)\-) 年来哮喘的

患病率增高了 ! 倍(A)!哮喘已成为严重的影响公众健
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康的疾病!人们对哮喘发病机制的研究也在不断地深

入"尽管近年来对哮喘的基础研究已进入到分子和细

胞水平"但由于哮喘的病因涉及因素较多"而一些关

键效应细胞如 OPQ 的获得量又太少" 均限制了其研

究的深入! 哮喘动物模型的血液或肺泡灌洗液里"所

能获得的 OPQ 就更少" 这也限制了系统地从基因水

平对 OPQ 参与哮喘机制的研究! 本研究利用 QE@(4+
Q)1F8+C/01 合 成 技 术 可 有 效 地 从 微 量 OPQ 总

F01 中获得高质量的双链 C/01" 从而为进一步从

基因水平探讨哮喘机制打下了基础!
所有普通的 C/01 合成方法都依赖于逆转录酶

在第 G 链反应中将 5F01 逆转录成单链 C/01 的能

力!然而"由于逆转录往往不能转录全部的 5F01 序

列" 在 C/01 中基因的 HR 末端不能完全重现 5F01
的序列! QE@(4+Q)1F8+C/01 合成技术使用总 F01
或 @<2B+1SF01 都可以"沿用标准的 Q)1F8 技术#K$"
改进的 P2A=+8%38&引物指导第 , 链的合成反应"当逆

转录到达 5F01 的 HR 末端 %C/01 第 , 链的 !R 端&
时额外加上 !TH 个脱氧胞苷 U3VWX +从而利于第 J 链

%/YZVF#H$! QE@(4+Q)1F8+C/01 合成技术提高了反

应的体系"比 Q;&’3&43+Q)1F8+C/01+合成技术的高

出 ,> 倍"合成第 , 链后增加了纯化步骤"可以使整个

纯化的单链 C/01 用来扩增"提高了合成的敏感度!

目前从微量总 F01 来合成 C/01 方法并不多"
%E-B&’<[ 等 #H$ 报道的使用抑制性 ZVF 可以从 ,>T+
,>>+’= 的总 F01 中合成高质量的 C/01! P9 等#L$利

用改进的寡核苷酸帽状结构从 ,>>+!= 的总 F01 成

功建成了全长 C/01 文库! F(33B 等#I$用改进的 ZVF
方法可从有限的组织中获得大量的高质量的 C/01"
其原理也是基于 <2A=<Y38 引物及 8K+/01 连接酶作

用下在单链 C/01+!R 末端连接上 , 个改良的寡核苷

酸"从而在 C/01 的两端产生已知序列"以利于全部

C/01 的扩增! 利用 QE@(4+Q)1F8+C/01 合成技术

来进行基因功能的研究尚不多"本实验即通过此技术

从 J>+’= 的 OPQ 总 F01 中成功地获得高质量及大

量双链 C/01"从而为下一步文库的构建及基因功能

的研究打下了良好基础!
对于只有有限起始量的研究来说"通过激光所获

得的样品 F01’ 流式细胞仪获得的细胞样品及其他

小样品尤其有用! 这种从少量起始物合成 C/01 的

方法" 在研究基因功能及转录调节上是非常有价值

的"对从临床只可获得有限的样本来说更是有利的!
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