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摘　要:【目的】探讨采用荧光定量 PCR技术检测脑源性神经营养因子(BDNF)基因转染细胞(PcDNA3.1(+)/BDNF/

CHO)中 BDNF的拷贝数。【方法】分别以同等质量的 PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO , PcDNA3.1(+)/CHO(空载体转染细胞)

及CHO细胞的 DNA 为模板 , 在 PE5700PCR 仪上进行荧光定量 PCR分析。每个样本共检测 30 次 , 结果采用 q 检验分析。

【结果】PcDNA3.1(+)/ BDNF/CHO细胞 、PcDNA3.1(+)/ CHO 和 CHO细胞株中 BDNF 的拷贝数分别为 95 164±12 , 31 622

±10 , 31 622±11。q 检验结果显示前者与后两者之间有统计学意义 , P <0.05 , 而后两者之间无统计学意义 , 即 P >0.05。

PcDNA 3.1(+)/ BDNF/ CHO细胞株中 BDNF 的拷贝数是后二者的 3 倍 , 而后两者的拷贝数相同。【结论】BDNF转染细胞株

中外源 BDNF基因是以 2个拷贝的比例整合到宿主细胞基因组中去的。
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Abstract:【Objective】To detect the copy numbers of brain-derived neurotrophic facto r (BDNF)gene in

BDNF transfected PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO cells wi th fluorescent quantitative polymerase chain reaction

(FQ-PCR).【Methods】BDNF DNA were amplified by GeneAmp® 5700 Sequence Detection Sy stem with equal

quantitative genomic DNA of PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO , PcDNA3.1(+)/CHO and CHO cells as tamplates

respectively.The process w as repeated 30 times for every samples.The results were analy zed using q test.【Re-

sults】The copy numbers of BDNF of PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO cells and PcDNA 3.1(+)/CHO and CHO

cells were 95 164±12 , 31 622±10 , 31 622±11 respectively .The copy numbers of BDNF of PcDNA3.1(+)/

BDNF/CHO cells w ere as three times as those of the PcDNA3.1(+)/CHO and CHO cells.The copy numbers

of the two lat ters were the same.【Conclusion】The results clearly show that the PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO

cells harbor two BDNF DNA copies.
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　　通过基因转染技术 ,将外源 DNA 整合到宿主

细胞的染色体上是外源蛋白质得以稳定表达的前

提。这种外源基因的整合是单拷贝或多拷贝的 ,而

整合的拷贝数将影响重组蛋白的表达 ,为此有必要

对整合效率进行检测。传统上关于定量细胞中某

一特定基因拷贝数的方法有 Southern blot
[ 1]
、毛细

管电泳等[ 2]多种方法 ,但操作繁琐 ,只能做到半定

量。虽然 Pan 等[ 3] 采用了竞争的定量荧光 PCR

(quantitative competitive f luorescent PCR)技术 ,大

大地提高了定量的准确性 ,但该方法是终点定量
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(end-point assay)法 ,也并不十分准确。本实验采

用荧光定量 PCR技术 ,实时(real-time)检测 PCR

扩增过程的动力学变化 ,精确定量 PCR扩增的起

始拷贝数 ,从而准确得出外源基因在宿主细胞中的

整合情况 。

1　材料与方法

1.1　材　料

1.1.1　细胞株　CHO 细胞株购至上海生化所细

胞库 , PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO细胞株及 PcD-

NA3.1(+)/CHO细胞株由本室构建 。

1.1.2　主要试剂及仪器　QIAquick PCR Purif ica-

tion Kit购自 QIAgene 公司 。荧光定量 PCR反应

试剂 、Gene Amp 5700序列检测系统为美国 PE 公

司产品。UVP-GDS7600紫外凝胶分析系统为英国

Ultra-Violet公司产品 。

1.2　方　法

1.2.1　提取细胞DNA　分别取培养的 PcDNA3.1

(+)/BDNF/CHO 细胞 , PcDNA3.1(+)/CHO 细

胞及 CHO 细胞 ,用 0.25g/mL 的胰酶消化 , PBS 洗

涤1次 ,进行 DNA 的抽提 。抽提方法按参考文献

[ 4] 进行 。紫外分光光度计测定 A260 、A 280 值 ,计

算 DNA 含量。

1.2.2　PCR扩增　①引物设计:根据文献[ 5]及查

阅 genbank ,自行设计一对引物 ,上游引物序列:5′

CCAAGCTTATGACCATCCTTT TCCTTAC3′, 下

游引物序列:5′CCGGATCCTATCTTCCCCTTT-

TAAGC3′由上海申工合成 。 ②分别以相同质量的

3组细胞基因组 DNA为模扳进行 PCR扩增 ,反应

体系:10×PCR buffer 5μL ,dNTPs 200μmol/L ,上

下游引物各 0.4 μmol/L ,模板各 0.2 μg , Taq DNA

聚合酶 3 U ,加水至 50 μL。 ③反应条件:93 ℃ 3

min ,93 ℃45 s , 55 ℃45 s ,72 ℃1 min ,35个循环;

72 ℃5 min ,反应在 PE9600 PCR仪上进行。扩增

产物在 15 g/ L 琼 脂糖 凝胶 上电 泳。 UVP-

GDS7600凝胶成像系统分析结果 。以上实验每个

样本重复 30次 。

1.2.3　荧光定量-PCR(FQ-PCR)　①标准曲线模

板制备:将 BDNF DNA 的 PCR 扩增产物用 QI-

Aquick PCR Purif ication Kit纯化 ,紫外分光光度计

定量 ,倍比稀释成浓度梯度作为标准曲线模板。 ②

PCR反应体系:10×SYBR Green PCR buf fer 5 μL ,

dNTPs 200 μmol/L ,上下游引物 0.4 μmol/ L ,Mg-

Cl2 5 mmol/L ,模板 DNA 各0.2μg ,AmpliTaq Gold

2 U ,加 ddH2O 至 50 μL。 ③反应条件:94 ℃预变

性 2 min;93 ℃45 s ,55 ℃45 s ,72 ℃1 min , 40个

循环 。在 Gene Amp 5700序列检测仪上进行反应。

反应结束后 ,设制标准曲线 ,根据标准曲线仪器自

动分析结果。同样实验重复 30次 。

1.2.4　统计学分析　结果采用 q检验分析 。

2　结　果

2.1　常规 PCR扩增结果

抽提细胞的基因组 DNA ,紫外分光光度计测

定 DNA 含量 。各取 0.2 μg DNA为模板进行 PCR

反应 ,扩增产物在 15 g/L 的琼脂糖凝胶上电泳 ,结

果表明 , PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO 细胞的条带

和 PcDNA3.1(+)/CHO 及 CHO 细胞的亮度一

致。在 UVP-GDS7600 凝胶成像系统进行分析 ,结

果表明3组的 volume值分别为2 571±22 、2 569±

20 、2 570±19 ,差别无统计学意义(P >0.05)。

2.2　荧光定量 PCR扩增结果

将PCR扩增产物纯化 、定量 ,倍比稀释 ,使每

个 FQ-PCR 反应体系中起始模板拷贝数分别为

101 、102 、103 、104 、105 、106 。反应结束后 ,以起始拷

贝数的自然对数(lg Content ration of starting tem-

plates , lgCo)为横坐标 ,以循环阈值(cycle thresh-

old , Ct)为纵坐标 ,可以得出该次反应的 FQ-PCR

定量标准曲线(图 1), 该曲线的斜率(slope)为

-3.4 ,相关系数(correlation)为 0.99 ,符合要求。3

组细胞 FQ-PCR 扩增的结果经 q 检验分析显示

PcDNA3.1(+)/BDNF/CHO 、 PcDNA3.1 (+)/

CHO和 CHO 细胞中 BDNF 的起始拷贝数分别为

95 164±12 ,31 622±10 ,31 622±11。前者与后两

者比较 P <0.05 ,而后两者之间比较 P >0.05。

图 1　荧光定量 PCR标准样品曲线

Fig.1　The standard curve of FQ-PCR
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3　讨　论

外源基因在哺乳动物细胞中的表达易受诸多

因素的影响 ,如细胞的培养条件 ,该基因整合至宿

主细胞染色体上的位点 ,整合的数量等[ 6] 。因此 ,

对于重组蛋白的生产 ,外源基因在宿主细胞中的拷

贝数是一个非常重要的参数。那么该如何准确测

定外源基因在宿主细胞中的整合效率 ? 目前 ,一些

测定方法包括杂交方法 、物理方法等均存在定量不

准确 、操作繁琐等弊病。

考虑到鼠与人的 BDNF 基因有 90%的同源

性[ 7] ,用人源 BDNF 序列设计的引物也能扩增出鼠

的 BDNF 片段 。常规 PCR反应中加入 3组细胞相

同质量的 DNA模板 ,产物的琼脂糖凝胶电泳结果

显示无差别。从技术上讲 ,常规 PCR 不能区分仅

相差几倍拷贝数的起始模板量。我们采用了最新

发展的荧光定量 PCR技术 ,该技术运用了 SYBR

荧光染料具有结合双莲 DNA 的特性 ,用荧光强度

曲线代表了 PCR扩增的动力学变化 ,真正地实现

了实时定量(real-t ime quanti tation)
[ 8]
。FQ-PCR的

原理[ 9] :SYBR 绿色荧光染料(green f luo rescence

dye)具有结合双链 DNA的特性。在 PCR过程中 ,

加入该染料 ,随着 DNA 双链数量的增加 ,其荧光值

亦随之增加。荧光强度曲线代表了 PCR扩增的动

力学变化 ,将 PCR扩增进入指数增长期时的循环

数定义为域循环值(Ct),同时用已知量的靶基因

DNA为模板做标准 ,则C t值与反应体系中靶基因

DNA的起始拷贝数的自然对数值(lgCo)之间呈线

性关系。PCR结束后 ,设定标准样品的曲线 ,经计

算机的自动分析 ,根据未知样品的 Ct 值及标准曲

线就可以准确得出未知样品中靶基因的起始拷贝

数。FQ-PCR可以得出样品中靶基因的起始拷贝

数。由于荧光标记的高灵敏性 ,可以区分出起始模

板拷贝数的细微差别 ,结果清楚地表明了外源基因

在宿主细胞中的整合情况 。为了消除操作误差 ,每

个样本均扩增 30 管 ,取其平均值作为最终结果。

统计学分析的结果表明 ,用 FQ-PCR检测外源基因

的整合效率具有较好的准确性 。

虽然采用 FQ-PCR方法极大地增加了测定的

准确性 ,但也存在一些缺点如操作误差等 。当然 ,

这些缺点也是其他检测方法所共有的。相信随着

分子生物学技术的快速发展 ,这些问题将会得以解

决。
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