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　　摘要：为研究ＳＬＣ２５Ａ６ｍＲＮＡ在高原习服黄牛脑组织中的表达量对能量利用的影响，建立用于ＳＬＣ２５Ａ６基因绝对
定量的标准曲线；标准曲线扩增效率为Ｅ＝１０４．９％，回归系数ｒ值为－０．９９６，斜率为－３．２１０，溶解曲线峰值单一；绝
对定量检测值表明，高原习服黄牛脑组织各部位ＳＬＣ２５Ａ６ｍＲＮＡ表达量总体差异有统计学意义，ＳＬＣ２５Ａ６ｍＲＮＡ检测
值从高至低依次为小脑、海马、枕叶、额叶、颞叶、顶叶，小脑ＳＬＣ２５Ａ６基因表达量显著高于其他各组织；顶叶表达量最
低，小脑表达量为顶叶表达量的２．７９倍；额叶、颞叶、顶叶之间差异，枕叶、海马之间差异均无统计学意义。结果表明，
高原习服黄牛脑组织中小脑耗能强度可能最大，细胞活动旺盛；相反顶叶耗能强度最低。
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　　青藏高原平均海拔在４５００ｍ左右，大气压及氧分压较
低，高寒干燥、紫外辐射强度大，特殊的地理及气候条件造就

了特殊的生态环境；由于独特的高原环境长期影响，使得土著

动物及人类在机体各个方面形成了对高原环境的低氧适应。

机体获取的氧气最终通过线粒体被利用，糖类、脂肪、氨基酸

在细胞质基质中完成糖酵解过程后，通过线粒体的三羧酸循

环及氧化磷酸化途径，利用组织氧生成三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ），从而为机体提供能量。

动物及人由低海拔地区进入高海拔地区后，机体会通过

代偿等方式来适应低氧环境，从而减轻缺氧初期出现的症状，

促使机体产生高原习服。研究表明，哺乳动物中枢神经系统

对氧分压的改变极为敏感，脑组织不同区域会通过分子、细胞

等各个水平的改变来适应低氧［１］。但急性低氧暴露仍会损

伤脑组织，造成神经细胞出现散在性坏死等现象［２］。急性重

复性低氧刺激可使脑组织线粒体功能受到抑制，同时提高脑

组织ＡＴＰ相对水平［３］。低氧预适应能够减轻脑组织缺血后

海马细胞凋亡数［４］，提高线粒体的膜电位、减少线粒体活性

氧及一氧化氮的产生［５］，并通过降低线粒体通透性转变的概

率来减少细胞凋亡数［６］。

研究表明，线粒体内膜上的腺甘酸转运体（ａｄｅｎｉｎｅｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒ，ＡＮＴ）能够促进胞质和线粒体之间二磷酸腺
苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）与 ＡＴＰ的交换，使能量代谢
顺利进行；而且 ＡＮＴ的 ４种异构体均与细胞凋亡途径有

关［７］，由ＳＬＣ２５Ａ６基因编码的线粒体内膜蛋白 ＡＮＴ３表达量
增高可引起线粒体膜通透性的改变，从而诱发细胞凋亡［８－９］。

应用绝对定量的方法，对高原习服黄牛 ＳＬＣ２５Ａ６ｍＲＮＡ
在脑组织不同部位的表达情况进行研究，以期揭示低氧环境

对高原习服黄牛脑组织不同部位能量代谢的影响，为哺乳动

物低氧适应的分子机制及高原医学积累基础资料。

１　材料与方法

１．１　动物来源及样品处理
于青海省海晏县（海拔３０００ｍ左右）选取临床健康成年

高原习服黄牛，颈动脉放血致死后，迅速取大脑额叶、颞叶、顶

叶、枕叶、海马及小脑皮层样本，将其置于液氮中低温保存，用

于提取总ＲＮＡ。
１．２　主要仪器与试剂

低温高速离心机、普通ＰＣＲ扩增仪、核酸电泳仪、紫外凝
胶成像仪、核酸蛋白检测仪、ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ扩增仪；２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料）、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒，均购
自北京索莱宝科技有限公司；ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
Ⅱ、ＰＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ，均购自宝生物工程（大连）有限公
司；ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｔｉ试剂盒、ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链
合成试剂盒，均购自天根生化科技（北京）有限公司、质粒

ＤＮＡ小量抽提试剂盒、ＥｃｏＲⅠ，均购自上海生工生物工程（上
海）股份有限公司。

１．３　方法
１．３．１　设计并合成引物　通过美国国家生物技术信息中心
查询普通牛 （Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ）ＳＬＣ２５Ａ６基因的 ｍＲＮＡ序列
（ＮＭ＿１７４６６０．２），根据其序列利用 ＤＮＡＭＡＮ、Ｐｒｉｍｅｒ５设计特
异性引物（表１），预计扩增目的基因片段长度为９５ｂｐ。引物
设计后交由上海生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．３．２　总 ＲＮＡ的提取及 ＲＴ－ＰＣＲ反应　利用 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ
ＴｏｔａｌＲＮＡＫｔｉ试剂盒，按照说明书步骤，提取高原习服黄牛总
ＲＮＡ。使用ＢＩＯ－ＲＡＤ核酸蛋白检测仪测定ＲＮＡ浓度及纯
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表１　引物相关信息

类型 引物
长度

（ｂｐ）
温度

（℃）

Ｆｏｒｗａｒｄ ５′－ＡＣＧＡＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＣ－３′ ２０ ５９．６０
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′－ＡＴＴＴＣＴＣＧＡＡＧＴＣＧＧＴＧＧＴＣ－３′ ２０ ５９．１４

度，同时利用紫外凝胶成像仪对 ＲＮＡ凝胶电泳结果进行检
测。利用ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒，按照说明书步
骤进行反转录。反转录产物用于制备绝对定量标准品及定量

ＰＣＲ扩增反应。
１．３．３　绝对定量标准品的制备
１．３．３．１　ＳＬＣ２５Ａ６基因片段扩增　以反转录产物为模板进
行ＰＣＲ扩增反应，ＰＣＲ反应加样体系如下：模板１μＬ，浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１０．５μＬ，Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含染料）１２．５μＬ。ＰＣＲ扩增程序
为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃
延伸３０ｓ，３０个循环；７２℃４ｍｉｎ充分延伸。产物以１％琼脂
糖凝胶电泳检测。

１．３．３．２　克隆 ＳＬＣ２５Ａ６基因片段并验证　利用 Ｓｏｌａｒｂｉｏ琼
脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒进行 ＰＣＲ产物纯化，纯化产物与
ＰＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ在１６℃条件下连接１ｈ。后经４２℃热
击及冰浴等反应与 Ｅ．ｃｏｉｌＤＨ５α感受态细胞进行连接，将菌
液均匀涂布于含氨苄青霉素、半乳糖苷酶和异丙基硫代半乳

糖苷的ＬＢ固体培养基平板上，３７℃温箱中培养１２ｈ。挑取
白色阳性单菌落，接种于含Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中，振荡培
养１２ｈ。利用通用引物对菌液进行ＰＣＲ初步鉴定后，对阳性
转化子进行测序以进一步验证。

１．３．３．３　质粒ＤＮＡ抽提、酶切及纯化　利用质粒ＤＮＡ小量
抽提试剂盒对鉴定正确的阳性菌液进行质粒提取。通过

ＥｃｏＲⅠ对抽提的质粒进行酶切 ３７℃孵育 １ｈ后，６５℃
２０ｍｉｎ使酶失活。将酶切好的质粒 ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电
泳检测，并利用ｓｏｌａｒｂｉｏ琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒对目标
ＤＮＡ条带进行回收纯化，从而去除酶切不完全的环状质粒。
１．３．３．４　质粒ＤＮＡ浓度测定及梯度稀释　利用核酸蛋白检
测仪对纯化后的线性质粒进行浓度测定。根据公式：质粒拷

贝数（拷贝数／μＬ）＝６．０２×１０２３（拷贝数／ｍｏｌ）×质粒浓度
（ｇ／μＬ）／质粒分子量（ｇ／ｍｏｌ），得出质粒拷贝数，然后将质粒
进行１０倍梯度稀释，分别稀释成１×１０８～１×１０２拷贝数／μＬ

的７个梯度，作为标准品。
１．３．４　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ反应　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ扩增反应的加
样体系如下：模板２μＬ，浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各
１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２８．５μＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ１２．５μＬ。ＰＣＲ
扩增程序为：９５℃３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃３０ｓ。首先将反转录
产物ｃＤＮＡ上机后进行１个循环，使ｃＤＮＡ由单链变为双链，
后与标准品一同进行４０个循环。待测样品设置３个重复。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ检测结果
利用ＢＩＯ－ＲＡＤ核酸蛋白检测仪测定ＲＮＡ纯度及浓度，

测定结果见表２，各项指标均符合要求。凝胶电泳检测结果
见图１，泳道自左至右以此为：额叶、颞叶、顶叶、枕叶、小脑及
海马，１８Ｓ及２８Ｓ条带清晰，并无降解现象出现。

表２　ＲＮＡ纯度及浓度

部位 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 浓度（μｇ／μＬ）
额叶 ２．０４０ １．２２４
颞叶 ２．０３５ １．１５６
顶叶 ２．０３６ １．５８８
枕叶 ２．０３８ ０．８５６
小脑 ２．０２９ １．６９６
海马 ２．０００ ０．６３２

２．２　绝对定量标准品制备
ＳＬＣ２５Ａ６基因扩增片段在１００ｂｐ附近有条带，与预计长

度相符（图２－Ａ）；阳性菌液 ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检
测，在２００ｂｐ与３００ｂｐ之间有较亮的条带，片段大小与预期
结果２４０ｂｐ相符（图２－Ｂ），对阳性转化子进行测序验证后
进一步证实质粒构建成功；对质粒进行酶切后的凝胶电泳检

测结果如图２－Ｃ。

２．３　绝对定量标准曲线及溶解曲线
以横坐标表示 ＤＮＡ拷贝数的对数，纵坐标表示 ＣＴ值

（图３）。标准曲线扩增效率 Ｅ＝１０４．９％，回归系数 ｒ＝
－０．９９６，斜率为－３．２１０，结果表明，标准品浓度在１０倍梯度
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稀释后，起始模板浓度与ＣＴ值之间具有良好线性关系。
　　溶解曲线（图４）峰值单一，ＰＣＲ产物 Ｔｍ值相对集中，说
明引物具有较好的特异性，ＰＣＲ过程中无非特异性扩增，扩
增产物无二聚体出现。结果表明，本研究建立的标准曲线能

够准确反映目的基因片段的扩增。

２．４　高原习服黄牛脑组织内ＳＬＣ２５Ａ６基因ｍＲＮＡ表达量
通过反转录试剂盒进行反转录时，２０μＬ的反转录体系

中共加入了１μｇ的总ＲＮＡ，而进行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ时，反应
体系中加入了２μＬ反转录产物。根据标准曲线中ＣＴ值与基
因拷贝数的关系，换算出 ＳＬＣ２５Ａ６基因在总 ＲＮＡ／μｇ中的绝
对表达量。高原习服黄牛脑组织内 ＳＬＣ２５Ａ６基因 ｍＲＮＡ表
达量见表３、图５。高原习服黄牛脑组织中小脑ＳＬＣ２５Ａ６基因
表达量最高，拷贝数均值为３．６８３×１０７拷贝数／μｇ，显著高于
其他各组织；顶叶表达量最低，小脑表达量为顶叶表达量的

２．７９倍；颞叶与枕叶、海马表达量均值之间有统计学意义；顶
叶与枕叶、海马表达量均值之间有统计学意义；额叶、颞叶、顶

叶均值之间差异，枕叶与海马之间差异均无统计学意义。

表３　高原习服黄牛脑组织ｃＤＮＡ样品中ＳＬＣ２５Ａ６基因表达量

脑组织部位
ＳＬＣ２５Ａ６基因表达量
（×１０７拷贝数／μｇ）

额叶 １．５９９±０．１８６ｂｃ
颞叶 １．３６２±０．１２８ｃ
顶叶 １．３２０±０．１０７ｃ
枕叶 １．６８７±０．２３２ｂ
海马 １．７８９±０．１６０ｂ
小脑 ３．６８３±０．１１３ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

脑组织对氧需求量很大，低氧环境中，脑组织能够极大限

度地利用氧，并产生尽可能多的能量；脑组织的缺氧适应能够

使损坏脑细胞的不良因素得到抑制或调整，使脑组织在不良

环境下度过危险期［１０］。ＡＮＴ在能量代谢中发挥着重要作用，
本试验通过测定 ＳＬＣ２５Ａ６基因在高原习服黄牛脑组织中的
表达情况，间接反映脑组织不同部位在高原低氧习服情况下

对能量的利用情况。

由于反转录产物ｃＤＮＡ为单链，而标准品质粒为双链，所
以进行Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ时，先将ｃＤＮＡ进行１个循环的扩增，
使其变为双链，后与标准品一同进行４０个循环，以避免单链
与双链之间的差异［１１］。试验结果表明，标准曲线的扩增效率

为Ｅ＝１０４．９％，回归系数 ｒ＝－０．９９６，斜率为 －３．２１０，溶解
曲线峰值单一。从这些参数可以看出标准曲线线性关系良

好，引物特异性较强。结果能够真实反映出 ＳＬＣ２５Ａ６基因在
高原习服黄牛脑组织中的实际拷贝数。

本研究结果表明，在高原习服黄牛脑组织中 ＳＬＣ２５Ａ６基
因的表达量从高到低依次为小脑、海马、枕叶、额叶、颞叶、顶

叶，小脑表达量显著高于其组织，小脑 ＳＬＣ２５Ａ６基因表达量
为额叶表达量的２．７９倍。顶叶消耗能量强度较低，细胞能量
代谢较弱，小脑消耗能量强度较大，细胞能量代谢较强。可以

推断顶叶为低氧环境敏感区域，小脑抗低氧能力较强。
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　　有棱丝瓜［Ｌｕｆｆａａｃｕｔａｎｇｕｌａ（Ｌ．）Ｒｏｘｂ．］与普通丝瓜
［Ｌｕｆｆａｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ（Ｌ．）Ｒｏｅｍ．］是我国普遍种植的２个丝瓜
栽培种。有棱丝瓜与普通丝瓜在花色、花期以及果实性状等

农艺性状方面存在较大差异，同时二者具有许多互补的优良

性状，如普通丝瓜的果皮碰擦后或果肉烹饪后均易变褐，而有

棱丝瓜的果肉在烹饪后不变色，保持翠绿，口感清香。有棱丝

瓜开花对日照长度要求严格，早熟性较差，产量不高，普通丝

瓜一般早熟性好，产量高，可通过种间杂交，利用彼此的优良

性状对二者进行有目的的改良［１－２］。目前国内外关于丝瓜种

间杂交研究集中在杂交技术、农艺性状等方面［１－４］，关于分子

层面的研究未见报道。本研究对有棱丝瓜与普通丝瓜及其种

间杂种Ｆ１、Ｆ２进行 ＩＳＳＲ分析，从 ＤＮＡ分子水平分析亲本及
杂交后代间的遗传差异性及相似性，旨在为揭示丝瓜种间杂

交后代的遗传特性提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为有棱丝瓜（Ｐ１）、有棱丝瓜 ×普通丝瓜（Ｆ１）、

普通丝瓜（Ｐ２）、２０个Ｆ２单株，共２３份材料。３叶期取幼苗嫩
叶，用ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ。

１．２　ＩＳＳＲ分析
ＩＳＳＲ反应体系共２０μＬ。在灭菌的０．２ｍＬＰＣＲ薄壁管

中依次加入下列组分：双蒸水 １１．８μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ溶液
２μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液 ２μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．５μＬ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌ２０碱基随机引物 ０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １Ｕ，
２０～４０ｎｇ模板ＤＮＡ１μＬ（以上各反应组分均购于上海生工
生物工程技术服务有限公司）。稍加离心混匀后，在 ＰＴＣ－
１００ＰＣＲ仪中扩增。反应程序：预变性９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，
３０ｓ，５５．８℃，４５ｓ，７２℃，２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；
４℃保存。扩增产物在１．２％琼脂糖凝胶上电泳分离１．５ｈ，
电压为５Ｖ／ｃｍ，０．５μｇ／Ｌ溴化乙锭染色，用上海培青凝胶成
像系统进行拍照分析。扩增片段的分子大小标记是

ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ １００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ。从７０个引物中筛选出
重复性好、适宜于各供试材料的６个引物（ＩＳＳＲ１７、ＩＳＳＲ２２、
ＩＳＳＲ２３、ＩＳＳＲ２６、ＩＳＳＲ３３、ＩＳＳＲ５９）进行ＩＳＳＲ分析。
１．３　数据处理

每个样品的扩增条带按有或无记录，有带赋值为１，无带
赋值为０，按 Ｎｅｉ的方法［５］计算材料间的相似系数（ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）：

ＧＳ（ｉ，ｊ）＝２Ｎ（ｉ，ｊ）／［Ｎ（ｉ）＋Ｎ（ｊ）］。
式中：ＧＳ（ｉ，ｊ）是遗传相似系数，Ｎ（ｉ，ｊ）是材料 ｉ、ｊ共同具有的
带数；Ｎ（ｉ）是材料ｉ的带数，Ｎ（ｊ）是材料ｊ的带数。

２　结果与分析

２．１　供试材料的ＩＳＳＲ分析
筛选出的６个ＩＳＳＲ引物能够获得清晰条带，反应稳定，

能够用于扩增试验。２３份供试材料扩增的带数总计６５２条，
ＩＳＳＲ片段长度为５００～２９００ｂｐ，共产生３８条扩增带，其中３４
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