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　　摘　要:以 18S rRNA为内参照基因 ,利用实时定量 PCR方法检测了豌豆黄化苗在生长过程

中肌动蛋白异型体 IIPEAcII 的表达情况。结果表明:豌豆黄化苗中 PEAcII 的表达量在检测的

第1小时明显升高 ,约为起始表达量的2倍。随着培养时间延长 ,表达量下降 ,第12小时的表达

量约为起始表达量的 0.6 倍。与光照培养下的正常苗相比 ,黄花苗中 PEAcII 的表达量较高 ,在

检测的第 8小时 ,约为正常苗表达量的 2.4倍。该试验建立的实时定量 PCR方法可有效地用于

豌豆肌动蛋白异型体基因表达的定量分析。
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　　自从阎龙飞等在烟草和南瓜维管束中发现植物中

存在收缩蛋白[ 1] 、Condeelis证明在孤挺花的花粉管和原

生质体中存在肌动蛋白以来[ 2] ,陆续在小麦胚芽[ 3] 、大豆

幼苗[ 4] 、番茄果肉[ 5] 、玉米黄化苗线粒体[ 6] 、绿豆和花椰

菜线粒体[ 7]中都发现了肌动蛋白的存在。目前 ,已经认

识到肌动蛋白广泛存在于植物界[ 8] ,在高等植物的花

粉、茎韧皮部 、叶表皮细胞 、叶鞘细胞 、根毛 、卷须 、内果

皮、茎形成层等组织中都存在肌动蛋白[ 9] 。植物肌动蛋

白是微丝的主要组分 ,在各种肌动蛋白结合蛋白的调节

下 ,几乎参与细胞内所有的生理活动 ,如:细胞形状的维

持、胞质环流 、细胞与细胞器运动 、细胞分裂与分化 、细

胞内物质运输 、细胞信号转导等[ 10] 。

植物肌动蛋白是由肌动蛋白多基因家族编码的 ,因

而产生了多种肌动蛋白异型体
[ 8]
。在拟南芥中克隆了

10个肌动蛋白异型体基因 ,其中8个在植物体内大量表

达并表现出特定的功能。根据其不同的时空表达模式 ,

将8个异型体基因分为营养型和生殖型
[ 11]
。不同肌动

蛋白异型体具有不同的生物功能。有研究表明 , ACT7

在正常愈伤组织形成过程中发挥着重要作用
[ 12]
, ACT2

在根毛的突出位点选择以及根尖的顶端生长中有重要

作用
[ 13]
。Cao等从豌豆卷须的 cDNA文库中克隆了 18

个肌动蛋白异型体基因[ 14] 。根据限制性内切酶酶切图

谱 ,将它们分为 I类(PEAcI )、II 类(PEAcI I)和 III类

(PEAcII I)异型体[ 15] 。豌豆三类肌动蛋白异型体基因

在根 、茎 、叶 、卷须 、花粉和幼嫩果实中均表达 ,但在发育

时间上以及表达强度上存在明显差异 ,而且具有明显的

组织特异性
[ 16]
。

目前有关肌动蛋白异型体表达特异性的研究主要

集中在不同组织器官和不同发育阶段的差异 ,使用的试

验方法也主要是传统半定量 RT-PCR和 Southern blot-
ting等 ,定量的准确性有限。现采用实时定量 PCR技

术 ,以18S rRNA为内参照基因 ,研究了豌豆黄化苗中肌
动蛋白异型体PEAcII 的表达情况。一方面为研究黑暗

或弱光条件下 ,肌动蛋白异型体在豌豆萌发和幼苗生长

过程中的作用提供理论依据 ,另一方面建立的实时定量

PCR体系也为定量研究其他相关基因的表达提供技术

参考。

1　材料与方法
1.1　试验材料

豌豆(Pisum sativum)为中豌 4 号 ,由该实验室保

存。大肠杆菌 XL-BULE 菌株由该实验室保存 ,载体

pGEM-T easy 购自 Promega 公司。

主要试剂:TRIZOL ,M-MLV ,MOPS ,DNase I 购自

Promega公司 ,HRPI ,dNTP ,SYBR Premix Ex Taq 购自

Takara 公司 , Taq DNA聚合酶 ,凝胶回收试剂盒等购自

上海生物工程公司。

1.2　试验方法

1.2.1　材料培养　豌豆种子经蒸馏水充分洗涤 ,70%乙

醇消毒 1 min , 无菌水冲洗 , 0.1% HgCl2溶液消毒

15 min ,无菌水反复冲洗 ,在无菌水中吸胀 2 h ,然后盖上

湿润的无菌纱布 ,每 8 h用无菌水洗 1 次 ,25℃暗培养
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72 h ,此时已经长出胚芽和胚根(去掉子叶的重量在

50 ～ 100 mg),此时开始取样 ,同时取出一半放在光下培

养作为对照。分别在 0、0.5 、1 、2、4、8 、12 h 取样。每个

处理选取 3株生长良好 ,根和芽长势均衡的幼苗 ,称重

后液氮速冻 ,置-80℃冰箱保存备用。

1.2.2　总 RNA的提取　将去掉子叶的胚芽和胚根 ,迅

速加液氮冷冻研磨成细粉末状 ,按照 Trizol 试剂盒说明

提取总 RNA ,提取的 RNA 再经 DNaseI处理(按照试剂

盒说明),用 NanoDrop 核酸蛋白微量测定仪 ND 1 000

测定其浓度和纯度 ,最后用经 DEPC 处理过的 ddH2O

将 RNA 浓度稀释到 1 μg/μL ,部分产物直接用于反转

录 ,其余置-80℃冰箱保存备用。

1.2.3　反转录合成 cDNA第一链　取各样品 RNA 1μL

(1μg),加入 1个 DEPC 处理过的离心管中 ,再加 ddH2O

7.5μL ,Oligo-d(T)16 1μL(1μg),HRPI 0.5μL ,65℃加热

10 min ,冰浴冷却2 min ,再加 5×第一链缓冲液 3μL ,

10 mmol/ L dNTPs 1.5 μL , M-MLV 逆转录酶 0.5 μL

(100 U),轻轻混匀 ,42℃孵育 90 min;95℃加热 5 min

终止反应 ,降温到 4℃后 ,部分产物直接用于 PCR ,其余

置-80℃冰箱保存备用。

1.2.4　PEAcII 和 18S rRNA基因的克隆　根据 Gen-

Bank 查询的序列设计引物 ,引物合成由上海生工生物工

程技术有限公司完成;PEAcII 基因的引物上游为:5′-

TTGGAAACTGCTAAGACTAGCTCAGC-3′;下游为:

5′-GAACATTGTGGAACCACCACTCAAG-3′, 产物长

度 242 bp。18S rRNA 的引物上游为:5′-CCAGGTC-

CAGACATAGTAAGGATTG -3′下游为:5′-CGGTGTG-

TACAAAGGGCAGG-3′,产物长度432 bp。取上述逆转

录产物 1μL ,加入上下游引物进行 PCR 反应 ,于 94℃

预变性 5 min;95℃变性 20 s ,60℃退火 20 s ,72℃延伸

20 s ,共30个循环;72℃充分延伸 5 min ,用于 PCR 扩增。

扩增产物经过凝胶回收 ,与 pGEM-T easy 连接 ,重组质

粒转化大肠杆菌XL-BLUE 感受态细胞 ,经菌落 PCR及

抽提质粒PCR鉴定正确后 ,阳性菌株送至上海生工生物

工程技术有限公司测序。

1.2.5　荧光定量 PCR　荧光定量 PCR 在 ABI 7500

Real-Time PCR System 上进行。在定量 PCR专用的反

应管中加入 SYBRPremix EX Taq 10.0 μL ,10 μmol/ L

的引物各0.4μL ,ROX Referene Dye II 0.4μL ,各反应管

中加入 RT 产物 cDNA 各 2μL ,总反应体系为 20μL ,

每个样品做 3 次重复。采用二步法 PCR扩增标准程

序:95℃预变性 30 s ,95℃变性 5 s 、60℃复性和延伸

34 s ,40个循环。结束后做 95 ～ 60℃的熔解曲线分析。

反应结束后通过荧光定量 PCR仪给出的 Ct值 ,利用公

式2
-ΔΔCt
[ ΔΔCt=(Ct目标-Ct内参)time-X -(Ct目标-

Ct内参)time-0]计算基因的相对表达量。

2　结果与分析
2.1　RNA 的提取

提取 RNA的 A260/A280均在 2.0左右 ,初始浓度在

1.6～ 3.2μg/μL(数据未给出),经过甲醛变性电泳分析

较为完整(如图1),可用于进一步试验。将1μg RNA进

行反转录获得 15 μL cDNA ,用作荧光定量 PCR 的模

板。

图 1　样品 RNA的电泳

2.2　PCR扩增 PEAcI I和18S rRNA特异性与重复性

利用设计的PEAcII 引物 ,以实验室保存的PEAc I

(PEAc1)和PEAcII I(PEAc14)质粒为模板进行扩增 ,没

有扩增信号(数据未给出),说明 PEAcII扩增的特异性。

PEAcI I和 18S rRNA 的扩增曲线如图 2所示 ,样品在

15 ～ 25个循环之间处于指数扩增期。扩增产物的溶解

曲线(如图3)显示为1个峰值 ,也说明了扩增产物为均

一的目标产物 ,没有非特异性扩增产物。试验设置的 3

次重复的 Ct值差异很小 ,经过计算的基因相对表达量

标准偏差在 0.02 ～ 0.06之间(如图 4),表明试验的重复

性较好。

图 2　PEAcI I 和18S rRNA 的扩增曲线

2.3　PEAcI I基因相对表达量检测

豌豆苗在暗处培养 72 h 后开始检测 PEAcII相对

表达量。利用荧光定量 PCR仪给出的 Ct值 ,利用公式

计算基因的相对表达量 ,如图4所示。

　　由图4可知 ,暗培养的黄化苗在检测的第 1小时 ,

PEAcII相对表达量明显增加 ,约为起始表达量 2倍 ,而

后表达量下降 ,在检测的第12 h叶表达量约为起始表达
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图3　PEAc I I 和 18S rRNA 的溶解曲线

图 4　PEAcI I和 18S rRNA 相对表达量

量的 0.6倍。同时在光照条件下培养的正常苗中 ,

PEAcII 相对表达量的变化趋势基本与黄化苗相同 ,但

表达量略低于黄化苗 ,尤其在检测的第 8小时 ,黄化苗

PEAcII相对表达量约为正常苗表达量的2.4倍。

3　结论与讨论
在 PCR反应过程中 ,每增加 1 轮循环 ,理论上目标

基因增加 1倍 ,随着循环数增加 ,目标基因以指数方式

扩增 ,但是 ,当目标基因达到一定数量后 ,目标基因不再

以指数方式增长 ,从而进入平台期。因此 ,在传统半定

量 RT-PCR中 ,通过比较 PCR终产物的方法来表示起

始模板数目的差异就可能产生一定的误差。在实时荧

光定量 PCR中 ,荧光染料 SYBR Green I 与双链 DNA

结合后会发出荧光 ,随着循环数增加 ,荧光强度不断增

加 ,因此 ,通过检测反应体系中 SYBR Green I 的荧光强

度就可以检测目标基因扩增的过程。这样 ,可以在 PCR

反应处于指数期的某一点时来检测 PCR产物的量 ,并

且由此来推断模板最初的含量 ,这样的定量结果更为准

确
[ 17]
。将每个反应管内的荧光信号达到设定的域值时

所经历的循环数定义为 Ct值(Cycle thresho ld)。Ct值

与该反应管内模板的初始拷贝数的对数为线性关系 ,利

用已知初始拷贝数的标准品制作标准曲线 ,通过未知样

品的 Ct值 ,就可从标准曲线上计算出该样品的初始拷

贝数 ,这既为绝对定量。在没有标准品的情况下 ,也可

通过比较样品的 Ct 值进行相对定量。实时荧光定量

PCR技术具有高扩增效率 ,高扩增灵敏度 ,高扩增特异

性 ,实时定量等优点。该试验就是通过相对定量的方法

比较了光照和黑暗培养条件下豌豆幼苗 PEAc1的表达

量差异。为减少试验操作造成的误差 ,在配制荧光定量

PCR反应体系时 ,先将 SYBR Green I , ROX Referene

DyeII ,上下游引物和无菌水混匀 ,然后分装到 96孔 PCR

板中 ,最后再加入模板 ,同时每个样品做 3次重复 ,以上

所有操作均在冰上进行 ,加完样品后 ,使用离心机对

PCR板进行轻微离心 ,以使反应混合液均沉降在 PCR

管底部 ,同时排除气泡。

目前 ,植物肌动蛋白常常作为内参照基因用于研究

其它基因的相对表达量 ,而实时荧光定量 PCR技术用

于植物基因相对表达量的报道较少
[ 18]
。该试验首次运

用此技术对萌发 3 ～ 4 d的豌豆幼苗中 PEAcII 在转录

水平上的相对表达量进行分析 ,研究结果表明 PEAcII

的表达量是一个动态变化的过程 ,在黑暗条件下 ,该基

因的表达量有所增加。已知植物肌动蛋白与花粉管细

胞的伸长密切相关 ,而豌豆黄化苗相对于正常苗 ,植株

长的更高 ,因此 , PEAcI I 可能与黄化苗的细胞伸长密

切相关 ,详细作用机理有待于进一步研究。
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Quantitative Detection of Actin Isoform(PEAcII)Gene Expressions
in Etiolated Seedling of Pea(Pisum sativum)by Real-Time PCRAnalysis
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(1.Biological Science and Technology College, Shenyang , Liaoning Agricultural University , Shenyang , Liaoning 110161;2.State Key Labora-

tory of Plant Physiology and Biochemistry , China Agricultural University , Beijing 100094)

Abstract:Actins are considered the important genes in many living activities.A relative quantification method for gene

expression in pea using real-time PCR analysis was established , and the expression of actin isoform PEAcII genes in eti-
olated seedling w as determined using 18S rRNA as the reference gene.The results indicated that the expression level at

1 h become high about 2 times of that at beginnings.With time elapsed , the expression level become down , and the ex-
pression level at 12 h become low about 0.6 times of that at beginnings.The expression level of PEAcII in etiolated

seedling w as higher than that in normal seedling in light , and which was about 2.4 times at 8 h.The method in this ex-
periment could be effectively used to detect actin isoforms gene expression quantitatively in pea.
Keywords:pea;actin isoform;etiolated seedling;real-time PCR
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快速微量提取番茄 DNA及 SSR-PCR反应体系的优化

贾俊 忠
1 , 田丽 萍2 , 位 江静1 , 张 　超1 , 魏亦 农1 , 吴 晓刚1

(1.石河子大学 生命科学学院 新疆石河子 832000;2.石河子大学 药学院新疆 石河子 832000)

　　摘　要:以番茄叶片为试材 ,采用改进的 CTAB 法 ,电钻研磨 ,提取过程中加入醋酸铜 ,设计 4

因素 3水平的正交试验对 PCR反应体系进行优化 ,同时利用梯度 PCR对退火温度进行选择选

择。结果表明:优化的 10 μL 反应体系含:1×buf fer , 1.2 mmol/L Mg
2+
, 1.5 mmol/L dNTPs ,

1.2μmol/L引物 ,0.75 U Taq DNA聚合酶 ,10 ng 模板 DNA 。扩增程序为:94℃预变性 2 min;

94℃变性30 s ,49.2℃退火30 s ,68℃延伸30 s ,共35个循环;最后72℃延伸8 min。优化的反应体

系可以用于 SSR分子标记机的研究 ,在所有 SSR引物中基本都能有效扩增;改进的 CTAB 法提

取的 DNA纯度更高。
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　　分子标记辅助育种已成为现代番茄育种中一种极

为重要的辅助工具。遗传连锁图谱的绘制 ,QTL等分子

标记工 ,常常需要在短期内对几百甚至上千株植物提取

DNA[ 1] ,因此采用一种快速 、高效的 DNA提取方法非常

重要[ 2-5] 。现利用电钻研磨 ,采用改进的 CTAB 法 ,加入

醋酸铜 ,有效地去除了植物叶片中含有的酚类物质 ,防

止了 DNA褐化 ,在棉花中同样适用[ 6-8] 。利用SSR分子
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