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特异性引物!建立检测鸡
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相对转录水平的实时定量
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方法!分析
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雏鸡不同器官组织中的转录水平'结果显示
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种
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在脾脏&法氏囊&胸腺和各段肠道组织中均有转录'其

中!

.,/01"849:

在法氏囊&肾脏和盲肠组织中转录水平较高%

.,/01$849:

在脾脏&法氏囊和肝脏等组织中

转录水平较高!在肾脏&肺脏和皮肤未检测到转录%
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在肾脏&脾脏和空肠中的转录水平较高%
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中转录水平最高!其次为脾脏和盲肠'本研究建立了检测
.,/011849:

在不同器官组织中表达水平的实时定量
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方法!

.,/011849:

在雏鸡各器官组织中转录水平差异较大!可能与雏鸡各器官组织对病原的识别和抵抗

能力有关'

关键词"

5677

样受体%

849:

转录水平%罗曼鸡%荧光定量
234

中图分类号"

;<*$%&$

!!!!

文献标识码"

:

!!!!

文章编号"

'#((!(=(&

#

$'"'

$

""!"&*#!')

收稿日期"

$'"'!'(!')

基金项目"西南大学青年基金资助项目"

>943$''<'&

#

作者简介"周作勇"

"=)=!

#!男!四川冕宁人!讲师!博士!主要从事动物传染病与寄生虫病防治研究!

?!8/@7

$

AA

B

C--

B!

"(#%D68

"

通讯作者"聂
!

奎!

?!8/@7

$

-@,0E@

!

"$(%D68

),-./01,

2

3.4/0506./07475()*+89.4:690

;

/0747587--<-0=,),6,

;

/79:04

>055,9,4/80::3,:75?@06=,4A

B

),.-</0(,

2

3.4/0/./01,C?)

FGHIFE6!

B

6-

J

"

!

#

!

9K?LE@

$

"

!

;H9+FM,-!ME@

"

!

GI;M@!

N

E-

"

!

FGHI46-

J

!

O

@6-

J

"

!

+IHFM@!7@

$

!

PKIP@!

O

@6-

J

$

!

>K9.6

$

"

"%2&

3

$'#4&)#+

5

%&#&'()$'

6

7&8("()&

!

1+)

9

",$)

9

.$4

3

:;

!

-+:#,<&;#=)(>&';(#

6

!

.,+)

9?

()

9

&'$&('

!

.,()$

%

$%.+@@&

9

&+

5

!)(4$@-"(&)"&$)8/&",)+@+

96

!

-+:#,<&;#=)(>&';(#

6

!

.,+)

9?

()

9

&'')"*

!

.,()$

%

#%A);#(#:#&+

5

-&'(":@#:'&$)8-

6

;#&4;B(+@+

96

!

-+:#,<&;#=)(>&';(#

6

!

.,+)

9?

()

9

&'')"*

!

.,()$

#

+A:/9.6/

$

:DD6QR@-

J

S6SM,1,

O

E,-D,16TDM@D0,-5677!7@0,Q,D,

U

S6Q1

"

.,/01

#!

SM,Q,/7!S@8,234

U

Q@8,Q1V,Q,R,1@

J

-,R/-R1

B

-SM,1@A,RS6,1S/W7@1M/8,SM6RT6QSM,R,S,DS@6-6T849:SQ/-!

1DQ@

U

S@6-6T.,/011W

B

Q,/7!S@8,

O

E/-S@S/S@X,234%:-RSM,SQ/-1DQ@

U

S@6-16T.,/011@-R@TT,Q!

,-SS@11E,16TPE6!8/-DM@D0,-V,Q,/-/7

B

A,R%5M,Q,1E7S1M6V,RSM/SSM,.,/011849:V,Q,

SQ/-1DQ@

U

S,R@-1

U

7,,-

!

WEQ1/

!

SM

B

8E1/-R@-S,1S@-/7SQ/DS%5M,.,/01"@1SQ/-1DQ@

U

S,R/SM@

J

M

7,X,7@-WEQ1/

!

0@R-,

B

/-RD,DE8

!

@-D6-SQ/1S

!

.,/01$849:@1Q,1SQ@DS,R@-SM,

U

/QS@/7S@11E,1

!

/-R/SM@

J

M7,X,7@-1

U

7,,-

!

WEQ1//-R7@X,Q

!

/-R-6SR,S,DS,R@-0@R-,

B

!

7E-

J

/-R10@-%.,/01&

@1SQ/-1DQ@

U

S,R/S/

UU

Q6C@8/S,7

B

SM,1/8,7,X,7@-/77S@11E,1S,1S,R%5M,.,/01*@1SQ/-1DQ@

U

S,R

/SM@

J

M7,X,7@-0@R-,

B

!

1

U

7,,-/-RD,DE8

!

/-R.,/01"*@1SQ/-1DQ@

U

S,R/SM@

J

M7,X,7@-WEQ1/

!

1

U

7,,-/-RD,DE8% 5M,1,Q,1E7S1@-R@D/S,RSM/SSM,Q,/7!S@8,

O

E/-S@S/S@X,234 V/1,1S/W7@1M,R

1EDD,11TE77

B

T6QSM,R,S,DS@6-6T.,/011849:SQ/-1DQ@

U

S@6-

!

/-RSM,Q,V,Q,D68

U

/Q/S@X,7

B



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
&"

卷
!

7/Q

J

,R@TT,Q,-D,16-SM,SQ/-1DQ@

U

S@6-7,X,76T.,/011849:@-R@TT,Q,-SS@11E,1

!

VM@DM8/

B

W,

/116D@/S,RV@SMSM,/W@7@S

B

6TDM@D0,-S6Q,D6

J

-@A,

U

/SM6

J

,-1%

D,

B

E79F:

$

5677!7@0,Q,D,

U

S6Q1

%

849:SQ/-1DQ@

U

S@6-

%

PE6!8/-DM@D0,-

%

Q,/7!S@8,

O

E/-S@S/S@X,234

!!

5677

样受体"

S677!7@0,Q,D,

U

S6Q1

!

5P4

#是一类

胚系编码的模式识别受体"

U

/SS,Q-Q,D6

J

-@S@6-Q,!

D,

U

S6Q1

!

244
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'近 年 来!已 有 多 篇 关 于

.,/011

对沙门氏菌和弯曲杆菌等细菌感染应答的
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录实时定量
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方法与其他方法相比!具有更高的

准确性和敏感性!成为研究基因表达的金标准(
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方法!分析
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程序如下$首先
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变性
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下程序循环
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)$]

延伸
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扩增产物经
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的
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'挑选白色

菌落!进行培养!经抽提质粒和
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鉴定为阳性克

隆!送英潍捷基"上海#贸易有限公司测序!测序结果

用在线
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和
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C
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(']#'1

!读板收集荧

光!

&'

个循环%最后从
(*]

至
=*]

!按
'%*]

增值

进行熔解曲线分析'

#G'

!

实时定量
C?)

反应

按照
"%*

方法对各组织总
49:

进行反转录合成

DZ9:

!将
DZ9:

进行
$

倍稀释作为检测模板!按照

"%<

的反应体系和反应程序!每个样品设
#

个重复孔!

检测各组织中
.,/01"

&

.,/01$

&

.,/01&

&

.,/01*

和
.,/01"*849:

的转录水平'

#G#"

!

数据分析

试验结果采用相对比较
3S

法"

>Qd$

!

$$

3S

#分

析(

"=

)

!首先计算出每只雏鸡各组织样品中目的基因与

内参基因的
3S

差值"

$

3Sd

$

3S目的基因!

$

3S内参基因#!

然后计算每种组织样品
$

3S

平均值!选取肌肉样品为

对照!以其他组织
3S

差值减去肌肉组织对照
3S

差值!

即为比较的
3S

"

$$

3S

#!即
$$

3Sd

"

$

3S目的基因 !

$

3S内参基因#试验组!"

$

3S目的基因!
$

3S内参基因#对照组'

!

!

结
!

果

!G#

!

$%!"#:

基因片段的
C?)

扩增

对所提取的组织总
49:

进行反转录和
234

扩增!分别得到与预期大小相符的单一扩增条带"图

"

#'同时!直接使用所提取的总
49:

为模板!进行

实时荧光定量
234

反应!未检测到扩增产物'将所

扩增的
.,/011

基因片段进行克隆测序!

.P:;5

检索!发现均为鸡对应的
5677

样受体'

!G!

!

实时荧光定量
C?)

产物特异性

经 溶 解 曲 线 分 析!

.,/01"

&

.,/01$

&

.,/01&

&

.,/01*

&

.,/01"*

和内参基因
!

C$"#()

的溶解温度分别为
<)%'

&

<(%'

&

<"%*

&

<'%*

&

<$%*

和

<#%*]

!

(

个基因片段的溶解曲线均呈单峰!无引

物二聚体或其他杂峰"图
$

#'

**&"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
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!

Ye$'W

U

梯度
Y/Q0,Q

%

"e

!

C$"#()

%

$e/01"*

%

#D/01*

%

&D

/01&

%

*D/01$

%

(D/01"

Ye$'W

U

Z9:7/RR,QY/Q0,Q

%

"e

!

C$"#()

%

$e/01"*

%

#D

/01*

%

&D/01&

%

*D/01$

%

(D/01"

图
#

!

鸡
87--

样受体基因
C?)

扩增

M0

N

O#

!

C?).(

;

-0506./074756@06=,487---0=,9,6,

;

/79:

"%:

为
.,/01"

!

.

为
.,/01$

!

3

为
.,/01&

!

Z

为

.,/01*

!

?

为
.,/01"*

!

_

为
!

C$"#()

%

$%

横坐标为摄氏温

度"

]

#!纵坐标为溶解峰!即
.,/011

基因每个温度下的相对

荧光单位数据的负导数"

\R4_I

*

R5

#

"%:

$

.,/01"

%

.

$

.,/01$

%

3

$

.,/01&

%

Z

$

.,/01*

%

?

$

.,/01"*

%

_

$

!

C$"#()

%

$%:W1D@11/Q,

U

Q,1,-S3,71@E1S,8!

U

,Q/SEQ,

!

6QR@-/S,1Q,

U

Q,1,-S8,7S

U

,/0

!

VM@DMV/1SM,-,

J

!

/S@X,R,Q@X/S,6TT7E6Q,1D,-D,X,Q1E1SM,S,8

U

,Q/SEQ,

"

\R4!

_I

*

R5

#

6T.,/011

图
!

!

$%!"#:

基因熔解曲线

M0

N

O!

!

>0::70./0746391,75$%!"#:

!G&

!

$%!"#:

与
!

&'()*+

基因的扩增效率

.,/011

与
!

C$"#()

基因的扩增效率"

:8

U

7@T@!

D/S@6-,TT@D@,-D

B

!

?X/7E,1

#和相关系数"

36QQ,7/S@6-

D6,TT@D@,-S1

!

4

$

X/7E,1

#分别如下$

.,/01"

"

?d

"'"%*b

!

4

$

d'%===

#!

.,/01$

"

?d=)%*b

!

4

$

d

'%==*

#!

.,/01&

"

? d"''%$b

!

4

$

d"%'''

#!

.,/01*

"

?d==%=b

!

4

$

d'%===

#!

.,/01"*

"

?d

=(%*b

!

4

$

d'%==<

#!

!

C$"#()

"

?d=<%'b

!

4

$

d

"%'''

#"图
#

#'

"%:

为
.,/01"

!

.

为
.,/01$

!

3

为
.,/01&

!

Z

为

.,/01*

!

?

为
.,/01"*

!

_

为
!

C$"#()

%

$%

横 坐 标 为

.,/011

基因起始模板量的对数值!纵坐标为阈值循环数

"%:

$

.,/01"

%

.

$

.,/01$

%

3

$

.,/01&

%

Z

$

.,/01*

%

?

$

.,/01"*

%

_

$

!

C$"#()

%

$%:W1D@11/Q,

U

Q,1,-SP6

J

1S/QS@-

J

O

E/-S@S

B

6T",/011

!

6QR@-/S,1Q,

U

Q,1,-SSMQ,1M67RD

B

D7,

图
&

!

$%!"#:

基因扩增标准曲线

M0

N

O&

!

P/.4F.9F6391,75$%!"#:.(

;

-0506./074

!G$

!

雏鸡不同组织
$%!"#:()*+

的转录水平

整体上!

.,/011

在免疫器官和各段肠道组织

中的转录水平较高!而在其他组织中转录较低!甚至

不转录!如
.,/01$849:

在肾脏&肺脏和皮肤组

织中未检测到转录!而部分受体在非免疫器官中转

录水平却非常高!如
.,/01"

和
.,/01*849:

在肾脏中的转录'其中!

.,/01"849:

在法氏

囊&肾脏&盲肠和脾脏组织中转录水平较高!分别为

肌肉 组 织 中 的
$$%"#

&

$"%#'

&

""%=*

&

""%(=

倍'

.,/01$849:

在脾脏&法氏囊&肝脏和盲肠等组

织中均检测到转录水平较高!其中脾脏转录水平最

高!为肌肉组织的
"<%((

倍'

.,/01&849:

在脾

脏&十二指肠&胸腺和空肠中的转录水平较高!相对其

(*&"



!

""

期 周作勇等$雏鸡不同组织
/01"

&

/01$

&

/01&

&

/01*

和
/01"*849:

转录水平相对定量研究

他
.,/011

!

.,/01&849:

在所检测组织中差异较

低'

.,/01*849:

在肾脏&脾脏和空肠中的转录水

平较高!分别是肌肉组织的
$=%)$

&

"&%$"

和
"$%")

倍'

.,/01"*849:

在法氏囊中转录水平最高!为

肌肉组织的
$'%)&

倍!其次为脾脏和盲肠"表
$

#'

表
!

!

雏鸡不同组织中
$%!"#:()*+

表达水平的相对定量

8.A-,!

!

M7-FF055,9,46,75$%!"#:()*+/9.4:690

;

/074046@06=,4/0::3,:

组织

5@11E,

5677

受体
849:

表达相对差异
_67RR@TT,Q,-D,$

!

''

3S

/01" /01$ /01& /01* /01"*

肌肉
YE1D7, "%'' "%'' "%'' "%'' "%''

胸腺
5M

B

8E1 (%<" "%*# "%=< "%(( )%&#

脾脏
;

U

7,,- ""%(= "<%(( $%$= "&%$" "<%"*

法氏囊
.EQ1/ $$%"# <%"$ '%=* (%*= $'%)&

肝脏
P@X,Q $%"< *%"" '%(' $%== "%$*

肾脏
L@R-,

B

$"%#' ! '%$* $=%)$ '%'#

肺脏
PE-

J

$%#= ! '%$) &%"* '%')

心脏
G,/QS "%"# '%#) '%#" '%') '%&<

皮肤
;0@- '%$$ ! '%$" '%)" '%()

十二指肠
ZE6R,-E8 =%$* $%#( $%#$ "%<' $%#*

空肠
a,

N

E-E8 $%=* "%<' "%=& "$%") &%$=

盲肠
3,DE8 ""%=* $%)& '%<) #%#" ""%#

&

!

讨
!

论

目前!用于实时荧光定量
234

检测染料常见的

有
5/

O

8/-

荧光探针和
;[.4+Q,,-

$

荧光嵌合染

料
$

种!其中
;[.4+Q,,-

$

荧光嵌合法因避免了

设计&标记荧光探针和价格昂贵等问题!被许多研究

者采用'由于
;[.4+Q,,-

$

可与任何一种双链

Z9:

结合发出荧光!其特异性完全由扩增引物决

定(

$'

)

'本试验中!

234

扩增产物在
&b

琼脂糖电泳

结果显示!

*

种
.,/011

和
!

C$"#()

均只扩增出相应

大小的单一扩增条带!溶解曲线分析发现扩增产物

呈特异性较好的单峰!无其他杂峰!测序结果证实为

相应的
.,/011

!表明引物特异性好'荧光定量的

方法有相对定量和绝对定量
$

种(

"=

)

!本试验选择了

相对定量法!利用内参基因
!

C$"#()

消除
849:

的

提取效率和反转录效率间的差异!使结果更为准确

可靠!但是此法需要内参基因与目的基因具有相同

或近 似 的 扩 增 效 率(

"=

)

'本 试 验 中
!

C$"#()

与

.,/011

基因荧光定量
234

扩增相关系数均在

'%==

以上!表明
3S

值与
DZ9:

浓度间的线性关系

好(

$"

)

'

.,/011

和
!

C$"#()

基因具有相似的扩增效

率!均在
"%'

左右!表明所建立的实时荧光定量

234

扩增质量好(

$$

)

'以上分析表明!作者所建立的

用于
.,/011

基因表达检测的荧光定量
234

反应

可行'运用实时荧光定量
234

研究目标基因
84!

9:

转录水平时!需要确保所提取的总
49:

无基因

组
Z9:

污染(

"#

)

'通过使用
Z9/1,

消化去除可能

存在的基因组
Z9:

!然后以制备的总
49:

作为模

板进行实时荧光定量
234

反应!检测是否有扩增产

物!或者是跨内含子设计引物!检测扩增片段大小!

这
$

种方法可以检测所提取的总
49:

是否有基因

组
Z9:

污染(

"#

)

'本研究中!仅
.,/01&

具有
#

个

外显子(

#

)

!所以作者设计了跨内含子引物!同时作者

对所提取的总
49:

进行
Z9/1,

处理!并以荧光定

量
234

反应检测无基因组
Z9:

的污染!保证了试

验结果的可靠性'

关于人和小鼠
5677

样受体的研究报道较多!表

明这些受体在减少和清除细菌性病原感染中发挥着

十分关键的作用(

$#

)

!而在鸡
5677

样受体方面的研

究资料较少'作者首次利用实时荧光定量
234

方

法对
"'

日 龄罗曼 雏鸡 部分 器官及 组 织 进 行

.,/011849:

转录水平的研究'结果发现!

*

种

.,/011

在胸腺&脾脏&法氏囊及各段肠道组织中均

有转录'

Y/D0@--6-

等报道在
$

日龄雏鸡的各肠段

组织中!均能检测到
.,/011849:

的转录(

=

)

'作

者的研究结果也证实在肠道组织中
.,/01184!

9:

不同程度的转录!其中!

.,/01"

和
.,/01"*

849:

在盲肠组织转录水平最高!

.,/01*849:

)*&"
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!

在空肠组织中的转录水平最高!

/01$

和
/01&

的

转录水平差异不明显'本研究发现
.,/01"84!

9:

在法氏囊&肾脏&盲肠和脾脏组织中转录表达水

平较高!在肺脏组织中相对较低!

K

O

W/7

等研究结果

也证实了
<

周龄白来航鸡
.,/01"849:

在脾脏&

法氏囊和盲肠等组织中转录水平较高!同时他们的

结果还显示该受体在肺脏组织中为高通量的转录!

而在肾脏组织中转录水平低(

"$

)

!这与作者的结果差

异较大'据
G@

JJ

1

等报道!

*

周龄雏鸡
/01$

和

/01&

在脾脏&肝脏&法氏囊和盲肠等组织的转录情

况相似!而且发现这些受体在骨髓和法氏囊组织中

的转录水平最高!而在脾脏&肝脏&小肠和盲肠组织

中的转录水平相对较低(

)

)

'

K

O

W/7

等报道
/01$

849:

在白来航鸡的脾脏和法氏囊中转录水平很

高(

"$

)

'而
[@78/A

等研究发现
/01$

在白来航产蛋

鸡的肝脏&小肠和脾脏组织中转录水平较高(

&

)

'作

者发现
.,/01$849:

在脾脏组织中转录水平最

高!其次才为法氏囊组织!与
K

O

W/7

等(

"$

)报道一致!

与
G@

JJ

1

等(

)

)和
[@78/A

等(

&

)报道有一定差异!这种

差异是否由鸡品种和年龄不同有待进一步研究'

P,X,

O

E,

等报道
5P4&

在白来航鸡具有很广的组织

转录表达谱!且在胸腺&肾脏&肠道&肌肉和脾脏中的

转录水平一致(

*

)

!本试验发现
.,/01&

在所检测的

"$

个组织中均有转录!与其他
/011

相比!

.,/01&

在各组织中的转录水平差异较小!与
P,X,

O

E,

等的

检测结果基本一致'而与
G@

JJ

1

等报道
.,/01&

主要在骨髓中表达!而在脾脏&肝脏&小肠&法氏囊和

盲肠等组织中转录水平低或者不转录有较大差

异(

)

)

'作者发现
.,/01*849:

在肾脏组织中转

录水平最高!其次为脾脏和空肠!在肺脏组织中也有

一定量的转录!和
P,X,

O

E,

等(

*

)的报道结果基本一

致'

5P4"*

为鸡所特有的受体!其配体还不清楚!

研究表明受到沙门氏菌感染后!盲肠
/01"*84!

9:

比未感染鸡显著上升'暗示
5P4"*

可以识别

沙门氏菌!其配体可能为沙门氏菌属细菌的某些成

分(

<!=

)

'本试验发现
.,/01"*849:

在法氏囊中

表达最高!与
G@

JJ

1

等报道一致(

)

)

!为肌肉组织的

$'%)&

倍!其次为脾脏和盲肠'综上分析!作者认为

不同品种和不同日龄的鸡
.,/011849:

组织转

录水平不完全一致!这可能与其对病原的识别和抵

抗能力有关'当然!仅仅检测
/011849:

转录水

平不能完全代表
5677

样受体蛋白的表达水平(

")

)

!

在雏鸡各组织中
/011849:

的差异性转录是否

会造成相应组织中
5677

样受体蛋白表达水平的变

化!从而影响其配体结合能力以及下游信号传导和

细胞因子的释放!有待进一步研究'
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