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摘要!目的 建立一种比现有方法敏感、准确性高、重复性好的人类 456- 基因的新型实时荧光定量 *+, 检测新方法。方

法 用 *674869:;<68==$/>1 引物设计软件设计引物和 %() 探针，以 !"#9%"&’%() 探针技术为基础，运用 !"#9%"&’%() 探

针?以含有目的基因 456-@ABC 的质粒 <D"%A,-EC 为阳性模板，建立实时荧光定量 *+, 检测方法。结果 所建立方法

的最低检测限度为 -0 个基因拷贝 E 反应，在待扩增 ABC 浓度为 .>1F-!-1.9@<=E4GH.>1F-!-139@<=E4G 范围时，模板浓度

与循环阈值（+I）之间的相关性良好，决定系数 !/ 为 1>322/J.。结论 应用 !"#9%"&’%() 探针的实时荧光定量 *+, 方

法检测人类 "#!- 基因，具有灵敏度高、特异性高和精确性高等优点。
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近年来的文献报道显示，实时荧光定量 *+,
（TKV*+,）技术是一种新的体外核酸扩增技术，是目

前国际上公认的最准确、最特异、重现性最好的核酸

分子定性、定量检测标准方法S克服了传统 *+, 技术

的假阳性及不能定量等缺点，在病原体测定、肿瘤基

因检测、免疫组份分析、基因表达、突变及其多态性的

研究等方面有着广泛的应用前景。人类多药耐药

（%A,）相关基因 "#!-（4WGI756WYP68=7=I"&@8P-）编码的

*糖蛋白是肿瘤耐药研究中最具代表性的载体蛋白，

其产生机制涉及到 C)+（C!*Pc7&57&YP@"==8II8，C)+）

型膜载体蛋白家族，"#!- 基因是一个高度保守的基

因家族，其表达受多种因素调节 ［-］。我们使用新型

!"#P%"&V%() 探针代替常规 !"#P%"& 探针，建立了

较新的实时 TKV*+, 检测 "#!- 的方法。

-PP材料和方法

->-PP病例选择及标本的采集

选择本院住院和门诊病例共 -0 例，非肿瘤病人-1
例，其中传染性单核细胞增多症 / 例，感染性贫血 .
例，特发性血小板减少性紫癜 0 例；急性白血病 0 例。

->/PP试剂

T7@[GG 淋巴细胞分离液购自天津浩灏生物工程

有限公司。,BC 提取试剂合 ,BCV_NdeP,8"Y8&IP购
自广州齐特科生物工程有限公司。含目的基因 "#!-P
@ABC 的原核质粒 <D"%A,-EC 由中国医学科学院

血液病研究所杨纯正教授赠送f由美国国立癌症研究

所 %7@U"8G9%>9([II8=4"&9博士制备g［/］，其中插入全长

"#!-9@ABC。青霉素购自广州天心药业股份有限公

司。胰蛋白胨购自北京双旋微生物培养基制品厂。酵

母提取物购自英国 N;[75 公司。*+, 试剂盒购自广

州威佳生物工程有限公司。

->.99实验方法

->.>-99,BC 提取 将 /94G 骨髓液或 J94G 外周血用肝

素抗凝，用生理盐水稀释 -H/ 倍，用 T7@[GG 淋巴细胞

分离液分离单个核细胞，再用生理盐水洗涤 . 次，离

心后弃上清，沉淀内加入 !67\[G9-94G!!219"保存或直
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图 !""#$%! 模板浓度与荧光强度的关系
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表 !HH引物和 #PQ 探针的序列

9)0$% :’;7’,3’- +6 *.’ /4"2’4- ),5 <=> /4+?@

接提取 RST 备用。将裂解液置离心管中，!CU<;H!孵

育 CH,29，加入氯仿（;=@H,)H氯仿 6!H,)H&%2V-)），盖紧盖

子，用力摇动 !CH.，!CU<;H!孵育 @U<H,29，?H!!@H;;;H
%6,29H离心 !CH,29，取上清液至新的离心 管，加异丙

醇（;=CH,) 异丙醇 6,)H&RWV-)），!CU<;H!孵育样品 !;H
,29，?H! !@H;;;H%6,29H离心 !;H,29，弃上清液，DCX乙

醇洗涤沉淀一次（至少 !H,)HDCX乙醇 6,)H&%2V-)），?H!
DC;;H%6,29H离心 CH,29，弃乙醇，空气或真空干燥 CU!;H
,29（不要完全干燥），加 EYJG 处理水溶解 RST，!A;H
!保存备用。若长期保存，加入 @=C 倍体积乙醇，置!
A;H!保存。

JGR 引物和荧光探针的设计和合成 根据杨纯

正 教 授 惠 赠 质 粒 的 GEST 全 长 序 列 ， 用 J%2,(%
YZ5%(..H@=;H引物设计软件，设计一对引物和一个

#PQ 探针，其序列见表 !。JGR 产物全长 >4HI5，跨过

@ 个内含子，包括 #PQ 探针结合碱基序列。引物由上

海英骏生物技术有限公司合成，探针由上海基康生物

工程有限公司合成。

!=<=@HH原核质粒提取［<］

!=<=<HH荧光定量 JGR 检测 #ER!/ESTHHHH逆转录反应

取 @H!)HRST 模板做逆转录反应[R&\。反应条件：<DH!
!H’，然后 4CH! <H,29。

用德国 Y55(9$-%* 公司生产的 Q2-,(+(% 微量核

酸 6 蛋白定量仪测定 5]8#ER!6T 质粒浓度为 C;H
!:6,)，根据公式：待扩增 EST 浓度（/5.H6,)）̂_质粒

浓度"!;N>6（平均相对分子质量"待扩增 EST 的长

度）‘">=;@"!;@<，换算出待扩增 EST 浓度为 <=;>!"
!;!@H/5.6,)。将质粒进行梯度稀释，使待扩增 EST 浓

度分别为：<=;>!"!;4H/5.6,)、<=;>!"!;AH/5.6,)、<=;>!"
!;DH/5.6,)、<=;>!"!;>H/5.6,)、<=;>!"!;CH/5.6,)、<=;>!"
!;?H/5.6,)、<=;>!"!;<H/5.6,)、<=;>!"!;@H/5.6,)、<=;>!"
!;!H/5.6,)。荧光定量 JGR（美国 JY 公司产 TQWHD;;;
型全自动荧光定量 JGR 仪）反应体系为：C"定量缓冲

液 JGR 缓冲液 !;!!)，上游引物（@C!!,-)6a）!!!)，下

游引物（@C!!,-)6a）!!!)，$S&J.（!;H,,-)6a）!!!)，荧

光探针（@;!!,-)6a）!!!)，&8LHEST 聚合酶（@b6!!)）@!
!)，质粒 C!!)，$$]@cH@4!!)。阴性质控品采用灭菌超

纯水。反应条件为：4<!!，<H,29；然后 4<H!，!H,29，C?!!，

?CH.，共 ?; 个循环；反应结束后由计算机根据反应过

程中产生的荧光信号进行数据处理并绘制标准曲线，

样品的定量结果由计算机自动得出。

@HH结果

@=!HH标准曲线

每一数量级稀释液各取 C!!) 作为模板进行 &8LH
#89N#PQHdeNJGR 检测，结果最低稀释度 <=;>"!;<

拷贝 6,) 的标本在 << 循环处可见到明显的扩增曲线

[按每一反应管内加 C!!) 的提取 EST，大约相当于检

测最低限度为每个反应 !CHEST 拷贝量\。图 ! 为待

扩增 EST 浓度在 !;<U!;4H/5.6,) 区间时，其扩增循

环数与检测荧光信号的关系，由图 ! 可见：f模板浓

度越高，可检测到荧光信号的循环数越少，即其循环

阈值（+’%(.’-)$H/F/)(gH/F/)(H+’%(.’-)$gHG+）越小，G+H表
示 JGR 循环过程中，每个反应管内的荧光信号达到

设定的阈值时所经历的循环数；h随着循环数的增

加，荧光信号逐渐增强，而当循环数达到一定程度时，

荧光强度达到平台；i经梯度稀释的模板浓度每降低

!; 倍，可检测到荧光信号的起始循环数增加约 <UC
次。图 @ 为待扩增 EST 浓度在 !;<U!;4H/5.6,) 范围

内，G+ 值和 EST 拷贝数的相关图，由此可见模板浓

度与可检测到荧光信号的循环数呈负相关，其决定系

数 !@ 为 ;=4AA@?<。

@=@HHH病例结果

非白血病的普通病人 !; 例中，只检测出 ! 例阳性

表达，强度为 <=;>!"!;@H/5.6,)；而急性白血病 C 个病

例中亦仅查出 !例阳性表达，其强度为 <=;>!"!;CH/5.6,)。

<HH讨论

迄今为止，由多药耐药基因 "#!! 编码的 JN:5（J
糖蛋白）高表达介导的 #ER 是目前研究最为广泛和

深入的肿瘤化疗药物耐药课题，而且是在临床实践中
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图 !""模板浓度与循环阈值的相关性
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得到证实的耐药机制。<=,> 是由 0!(? 个氨基酸组成

的单链跨膜糖蛋白，其肽链占 0$?7???，相对分子质量

受糖基化程度的不同而略有改变，通常为 0’?7???，故

又称 <0’?。编码 <=,> 的基因为 !"# 基因，人类 !"#
基因组有 !"#0 和 !"#!。转基因动物实验证明，只有

!"#0 与肿瘤细胞的 @AB 有关，而 !"#! 与之无关。

!"#0 基因位于 ’C!0D0，基因组长度约 ##?EF，共 !(
个外显子，其相应的 8AGH 序列在第 0 至 #($? 碱基

对之间为可读区，起始密码子为 HIJ。!"#0 基因扩

增、KBGH 过度表达使得肿瘤细胞产生 @AB。!"#0基

因属于人类基因组中的看家基因，在正常骨髓细胞中

有一定量的表达。本实验检测非肿瘤患者仅出现 0 例

阳性，而且其表达强度明显小于阳性表达的肿瘤患者。

实时 LMN<-B 是通过实时检测扩增过程中荧光

物质的强度变化，对待测 AGH 进行定量分析的一种

方法。与常规定量 <-B 方法相比［$］，LMN<-B 的优点

有：O同时具有 AGH 扩增的高效性、AGH 探针技术

的高特异性和光谱技术的高敏感性，克服了传统的

<-B 只能定性或半定量、可能存在非特异性扩增等

弊端；P<-B 反应只须在加样时打开一次盖子，之后

全程闭管操作，各管内无交叉污染；Q<-B 反应的实

时监控，无需进行扩增后处理，提高了工作效率，减少

了误差［%］；R由于传统的 <-B 通过凝胶电泳 ST 染色

或者同位素标记只能定量检测 <-B 的终产物量，而

不能定量起始 AGH 模版的拷贝数，而且终点检测在

靶模板浓度较高时结果并不真实；实时荧光定量

<-B 技术有效地解决了传统定量只能终点检测的局

限，实现了每一轮循环均检测一次荧光信号的强度，

并记录在电脑软件之中，通过对每个样品 -2 值的计

算，根据标准曲线获得定量结果；U绝对定量，由于

-2 值与起始模板的对数存在线性关系V可利用标准曲

线对未知样品进行绝对定量测定。为保证实验结果的

可靠性，操作必须准确规范［&］。

同常规 W3C7@34 探针相比，W3C7@34=@JT 探针

还具有如下优点：X荧光本底低。W3C7@34=@JT 探针

#Y 端标记了自身不发光的淬灭荧光分子，以取代常规

可发光的 W3K63 荧光标记。这一新技术使荧光本底

降低；Z分辨率更高，淬灭荧光分子与报道基团在空

间位置上更接近，使实验的结果更精确，分辨率更高；

[杂交特异性增强；由于探针 #Y 端另结合了小沟结

合物\K]4+67,6++:;7F]45;6，@JT^，使得探针的 WK 值

有近 0?_!的提高，大大增加了探针的杂交稳定性，提

高了配对与非配对模板间的 WK 值差异，从而使探针

的杂交稳定性和特异性显著增强；‘探针长度缩短，

常规 W3C7@34 探针长度达 #?a$? 个碱基b 7而用 W3C7
@34=@JT 探针，其长度一般在 0#a0( 个碱基范围之

内，一些无法用常规 W3C7@34 探针设计的目的基因

片段也可以很容易地设计出 W3C7@34=@JT 探针，从

而提高了方法的可行性［’］。

实时 LM=<-B 通过荧光信号的检测可以直接对

产物进行定量，定量检测敏感度可在\?a0?^78>cdKe 范

围。本实验的实时 LM=<-B 定量范围也有一定的限

度，在本实验中检测区间为 0?#a0?)78>cdKe 水平，在此

范围时决定系数 #! 为 ?D)((!$#；检测最低限度为每

个反应 0% 个 AGH 拷贝量；测定结果准确可靠。

本研究根据多药耐药 !"#0 基因的 8AGH 序列

设计引物和新型 @JT 探针，以含有 K56078AGH 的

质粒为模板，建立了 LM=<-B 检测人类 !"#0 基因的

新方法，为 !"#0 基因的深入研究提供了新的先进可

靠的手段［(］。
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