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摘要：为建立猪ＩＦＮ－β及ＩＲＦ－３基因实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，依据 ＧｅｎＢａｎｋ中ＩＦＮ－β和

ＩＲＦ－３基因的保守序列，设计并合成各自特异性引物，并以β－ａｃｔｉｎ为内参基因，采用ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ－

Ⅰ为染料，建立实时荧光定量检测方法。提取猪肺泡巨噬细胞总ＲＮＡ，经反转录得ｃＤＮＡ，用特异

性引物经ＰＣＲ扩增得到ＩＦＮ－β和ＩＲＦ－３基因，将其克隆至ｐＭＤ－１９Ｔ载体，经测序鉴定后得重组

质粒，依次１０倍稀释做为标准品，建立标准曲线及溶解曲线。结果表明，β－ａｃｔｉｎ基因、ＩＦＮ－β基因

和ＩＲＦ－３基因标准曲线线性关系较好，Ｒ２≥０．９９７；溶解曲线为特异性单峰，无非特异性扩增，检测

下限可达１００个拷贝／μＬ。建立的猪ＩＦＮ－β和ＩＲＦ－３基因实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，特异

性强、重复性好，为从分子水平上研究猪的免疫应答奠定了基础。
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　　干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）作为内源抗病毒感染因
子发现于１９５７年［１］，由Ⅰ型干扰素和Ⅱ型干扰素两
大基因家族组成。Ⅰ型干扰素（ＩＦＮ－α／β）由一系列紧
密相关的ＩＦＮ－α基因和单一的ＩＦＮ－β基因编码；Ⅱ型
干扰素由一个结构不相关的ＩＦＮ－γ组成，由单一基因
编码［２］。ＩＦＮ－α／β具有多种生物学功能，最重要的是
对免疫系统的影响，是机体抵抗病毒的第一道防线，
并具有重要的免疫调节功能，如可调节抗体产生，增
强Ｔ细胞和ＮＫ细胞的细胞毒性作用，抑制淋巴细胞
的增殖及Ｔ细胞向Ｔｈ１细胞的分化等［３－５］。

ＩＦＮ－β基因由病毒或双链ＲＮＡ诱导产生，在转
录水平上受到严格调控，其诱导和表达由一些对免疫
系统有重要影响的转录因子控制，其中一类转录因子
称为干扰素调节因子（ＩＲＦ，ＩＦＮ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ），包
括９个成员（ＩＲＦ－１－ＩＲＦ－９）［６］，ＩＲＦ－３在ＩＦＮ－β基因
的表达中起重要作用。ＩＲＦ－３表达于机体多种细胞，
在病毒感染或ＴＬＲ激活状态下活化，通过磷酸化和
核移位而调控ＩＦＮ－β的表达

［７］；ＩＦＮ相关的转录因子
可调节多种基因的表达，这些基因产物对天然免疫和
获得性免疫具重要调节作用［８］。因此，检测ＩＦＮ－β及
其调节因子ＩＲＦ－３的转录动态可了解机体应对病毒
感染时免疫系统的应答状态。

反转录ＰＣＲ是研究哺乳动物组织中基因表达的
有效方法，实时荧光定量ＰＣＲ可灵敏、精确的从
ｍＲＮＡ水平上对细胞因子进行定量［９］，甚至可对在靶
细胞中表达水平很低的细胞因子进行检测，目前该方
法已成功用于猪细胞因子检测［１０］。鉴于此，建立了
一种猪ＩＦＮ－β、ＩＲＦ－３　ｍＲＮＡ的ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ实时
荧光定量ＰＣＲ检测方法，旨在为从分子水平上研究
猪的抗病毒免疫反应奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器
Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司，反转录酶
Ｍ－ＭＬＶ（Ｒｎａｓｅ　Ｈ－）、Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合
酶、ｐＭＤ－１９Ｔ 载体以及 ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）酶均购自宝生物工程（ＴａＫａ－
Ｒａ）（大连）有限公司。荧光定量ＰＣＲ仪 Ｍａｓｔｅｒｃｙ－
ｃｌｅｒ　ｅｐ　ｒｅａｌｐｌｅｘ为Ｅｐｅｎｄｄｏｒｆ公司产品。

１．２　猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）总ＲＮＡ的提取与反
转录

依照文献［１１］的方法分离培养 ＰＡＭ，参照

Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅｇｅｎｔ说明提取细胞总 ＲＮＡ，按反转录酶
Ｍ－ＭＬＶ说明书并以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８作为下游引物进
行反转录。ｃＤＮＡ 合成按４０μＬ反应体系进行：

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８（５０ｐｍｏｌ／μＬ）２．０μＬ，总ＲＮＡ　１μｇ，
加ＤＥＰＣ水至２８μＬ，７２℃下水浴１０ｍｉｎ，立即冰
浴５ｍｉｎ，加５×Ｍ－ＭＬＶ　Ｂｕｆｆｅｒ　８．０μＬ，ｄＮＴＰ（各
１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＲＮＡ 酶抑制剂１μＬ，Ｍ－ＭＬＶ
转录酶（２００Ｕ／μＬ）１．０μＬ 加 ＤＥＰＣ至４０μＬ。

４２℃下反转录１ｈ，７０℃保温１５ｍｉｎ后冰上冷却，
置于－８０℃冰箱中保存。

１．３　猪ＩＦＮ－β及ＩＲＦ－３基因部分片段的扩增
根据ＧｅｎＢａｎｋ中猪的ＩＦＮ－β、ＩＲＦ－３及看家基

因β－ａｃｔｉｎ各基因的保守序列设计并合成了各自的
特异性引物，引物序列见表１。每个基因设计２对
引物，１对长片段引物（前加ｐ），用于构建标准质粒，
另１对短片段引物用于 Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应。引
物均由生工生物工程技术服务有限公司合成。分别
以ｃＤＮＡ为模板，用各自特异性引物进行ＰＣＲ扩
增，反应体系（２０μＬ）：预混的 Ｅｘ　Ｔａｑ 聚合酶
１０μＬ，ｃＤＮＡ 模板 ２μＬ，上、下游引物各 １μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ），ｄｄＨ２Ｏ　６μＬ。ＰＣＲ反应参数９５℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５３～６５℃３０ｓ，７２℃３０～５０ｓ，共
３０个循环，反应产物经２％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．４　重组标准质粒的构建
用凝胶回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，将回收产物

与ｐＭＤ－１９Ｔ载体连接，并转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受
态细胞，涂布于氨苄青霉素抗性培养基。３７℃下培
养过夜，挑取单克隆，做ＰＣＲ及测序鉴定，鉴定正确
的重组质粒用作标准品。

１．５　循环条件的优化
采用ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ染料法，在 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ

ｅｐ　ｒｅａｌｐｌｅｘ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）荧光定量ＰＣＲ仪上
进行反应，以出现最小的Ｃｔ值、最大的荧光量和不
出现非特异性扩增为标准，优化ＰＣＲ反应条件。

退火温度的优化：由于定量引物扩增片段低于
１５０ｂｐ，优先采用两步法ＰＣＲ进行扩增，其次选择
三步法，退火温度选择在５５～６５℃，比较电泳条带
的明亮程度以及Ｃｔ值、荧光强度和溶解曲线有无引
物二聚体来确定最佳退火温度。

引物浓度的优化：在优化的退火温度下，对引物
浓度在１０～５０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内进行优化，同样通过
比较Ｃｔ值、荧光强度及熔解曲线是否有引物二聚体
峰来确定最佳引物浓度。
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表１　猪ＩＦＮ－β及ＩＲＦ－３基因ｃＤＮＡ　ＰＣＲ扩增及实时荧光定量ＰＣＲ扩增引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 用途 基因登录号 产物长度／ｂｐ

β－ａｃｔｉｎ　 ｐＦ：ＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＧＧＣＣＡＴＣＣＡＧ　 ＲＴ－ＰＣＲ及质粒构建 ＸＭ００３１２４２８０　 ４７７

ｐＲ：ＴＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴＣＧＣＡＣＴＴＣ

Ｆ：ＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ　 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　 １３３

Ｒ：ＴＣＧＴＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧ

ＩＲＦ－３　 ｐＦ：ＣＣＴＣＡＧＧＡＣＧＡＧＣＣＧＴＧＧＧＴＣＡＡ　 ＲＴ－ＰＣＲ及质粒构建 ＮＭ２１３７７０　 １８０

ｐＲ：ＧＡＧＧＣＡＧＧＣＣＴＴＧＴＡＣＴＧＧＴＣＧＧ

Ｆ：ＡＡＧＧＴＴＧＴＣＣＣＣＡＴＧＴＧＴＣＴＣＣＧ　 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　 ９３

Ｒ：ＧＧＡＡＡＴＧＴＧＣＡＧＧＴＣＣＡＣＣＧＴＧ

ＩＦＮ－β ｐＦ：ＣＴＧＧＡＡＣＡＧＴＴＧＣＣＴＧＧＧＡＣＴＣＣ　 ＲＴ－ＰＣＲ及质粒构建 ＮＭ００１００３９２３　 ３７７

ｐＲ：ＴＧＧＡＣＧＡＣＴＧＴＣＣＡＧＧＣＡＣＡＧＣ

Ｆ：ＴＧＣＡＡＣＣＡＣＣＡＣＡＡＴＴＣＣ　 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　 ７９

Ｒ：ＣＴＧＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＧＡＴＣＴＧ

１．６　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ标准曲线的制作
用质粒提取试剂盒提取重组质粒，经核酸蛋白

紫外分光仪测其ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ｎｍ处吸光值，选取比
值在１．８～２．０的质粒用于标准品制作标准曲线。
并根据质粒浓度换算成拷倍数（ｃｏｐｉｅｓ），１０倍系列
稀释成含有１０８～１０２ 个拷贝／μＬ的７个梯度，以此
作为模板根据优化的反应条件进行ＰＣＲ反应，并在
扩增完成后增加溶解曲线。溶解曲线分析在反应结
束后进行，条件为９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ后温度经

２０ｍｉｎ逐渐升高至９５℃并维持１５ｓ。每个梯度每
次反应进行３次重复，并进行３次不同反应，确定其
检测的特异性及重复性。

２　结果与分析

２．１　质粒标准品的构建
由ＰＡＭ 提取的总 ＲＮＡ 经反转录成ｃＤＮＡ

后，用特异性引物（前加ｐ）进行ＰＣＲ扩增ＩＦＮ－β、β－
ａｃｔｉｎ、ＩＲＦ－３ 基因，得到与目的片段大小一致的产
物。产物回收后与 ｐＭＤ－１９Ｔ 载体连接，并转化

ＤＨ－５α感受态细胞。经 ＰＣＲ及测序鉴定，表明成
功构建了质粒标准品（图１）。

Ｍ．ＤＳ２０００ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ；１．重组β－ａｃｔｉｎ质粒ＰＣＲ产物；
２．重组ＩＦＮ－β质粒ＰＣＲ产物；３．重组ＩＲＦ－３质粒

ＰＣＲ产物；４．阴性对照

图１　重组质粒ＰＣＲ鉴定

２．２　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ循环条件的优化结果
建立了２０μＬ 的 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 反应体系：

ＳＹＢＲ?Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ　１０μＬ，上、下游引物（１０
ｐｍｏｌ／μＬ）各１μＬ，ｃＤＮＡ　１μＬ，补加 ｄｄＨ２Ｏ 至

２０μＬ。最佳反应条件：ＩＦＮ－β、β－ａｃｔｉｎ 及ＩＲＦ－３ 基
因均采用两步法扩增：９５ ℃ ３ｍｉｎ；９５ ℃ ２０ｓ，

６０℃（β－ａｃｔｉｎ）、６２℃（ＩＦＮ－β）或６３．３℃（ＩＲＦ－３）

３０ｓ，４０个循环；扩增结束后进行溶解曲线分析。在
以上反应条件下均获得了最大的荧光值和最小的

Ｃｔ值，且溶解曲线只有单一峰。

２．３　标准曲线的制作
以１０倍系列稀释的标准质粒为模板进行Ｒｅａｌ－

ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应，反应结束后系统自动生成扩增曲线、
标准曲线和溶解曲线。扩增曲线表明系列依次稀释
的标准质粒扩增曲线间距均匀且为Ｓ型，标准曲线表
明标准质粒浓度在１０２～１０９ 个拷贝／μＬ均与Ｃｔ值呈
现良好的线性关系，相关系数Ｒ２≥０．９９７，扩增效率
为１左右，且检测下限可达１００个拷贝／μＬ（图２）。

２．４　特异性及重复性分析
溶解曲线表明，ＩＦＮ－β、β－ａｃｔｉｎ、和ＩＲＦ－３ 基因

均只出现单一峰，无杂峰形成（图２）；将 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，出现目的条
带，条带单一且与常规ＰＣＲ电泳无差异（图３）。用
作标准曲线制作的系列稀释质粒进行重复 Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ　ＰＣＲ扩增，１次反应设置３个重复，进行３次反
应，结果表明组内及组间变异系数均小于４％，表明
此法重复性较好。

３　讨论

细胞因子的检测一般从２个水平上进行，蛋白
水平和ｍＲＮＡ水平，前者最常用的是ＥＬＩＳＡ，细胞
内染色，但这些均需要一定的蛋白表达量，并且依赖
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Ａ．扩增曲线；Ｂ．溶解曲线；Ｃ．标准曲线；１．β－ａｃｔｉｎ；２．ＩＦＮ－β；３．ＩＲＦ－３

图２　ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量ＰＣＲ检测结果

Ｍ．ＤＳ２０００ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ；１－４．荧光定量ＰＣＲ产物

图３　ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠＲｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的琼脂糖凝胶电泳分析

特异性抗体；后者常用的方法有 ＰＣＲ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
Ｂｌｏｔ和Ｒｎａｓｅ保护性试验，这２种方法能对目的基
因进行定量，但需要大量的模板ＲＮＡ［１２］，依据常规

ＰＣＲ发展起来的有Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ可对目的基因进
行精确定量，而且所需模板量较少，可检测低至１个
拷贝数的基因。本试验选用ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ作为

Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的荧光染料，其能与所有ＤＮＡ双链
结合而发出荧光，当其与ＤＮＡ双链解离时无荧光，

因此荧光强度的增加与ＰＣＲ产物的增加完全同步，

并可通过溶解曲线分析其扩增的特异性，比其他染
料更简单易行。但由于ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ的结合特
性，很容易与非特异性产物和引物二具体结合，所以
对引物的设计要求比较高［１３］。

本研究利用构建好的标准重组质粒，建立了猪

ＩＦＮ－β、ＩＲＦ－３ 及看家基因β－ａｃｔｉｎ 的标准曲线，结
果表明，该方法灵敏度高，可检测低至１００拷贝，溶
解曲线表明该方法扩增的产物具有特异性，无引物

二聚体及非特异性产物生成，并且该方法重复性好，
而且３种因子均采用两步法扩增，与普通的三步法

ＰＣＲ扩增相比，极大缩短了检测时间。猪ＩＦＮ－β及

ＩＲＦ－３　ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测方法的成
功建立，为快速检测和定量ＩＦＮ－β及ＩＲＦ－３的表达
水平提供了必要的技术平台。
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ｎｓｐ７蛋白为非结构蛋白，其主要功能是参与其
他ｎｓｐ蛋白的加工，因此，该蛋白在猪体内存在的水
平可以反映ＰＲＲＳ病毒在猪体内感染状况。本试
验成功构建了ｐＥＴ２８ａ－ｎｓｐ７表达载体，表达和纯化
了ｎｓｐ７重组蛋白，并用间接ＥＬＩＳＡ法初步分析了
重组蛋白ｎｓｐ７的抗原性，为进一步研究基于ｎｓｐ７
蛋白的快速诊断技术提供了必要的条件。
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