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及子宫组织胰岛素样生长因子（ＩＧＦｓ）系统基因的表达变化，８４个基因的检测结果表明，卵巢组织共筛选出差异表达
基因１３个，其中上调基因３个，下调基因１０个；子宫组织共筛选出差异表达基因２２个，其中上调基因５个，下调基因
１７个。这些差异基因与胰岛素抵抗的发生可能存在一定的相关性。
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　　胰岛素样生长因子（ＩＧＦｓ）系统由一组配体、受体和结合
蛋白组成，配体包括胰岛素、胰岛素样生长因子Ⅰ和Ⅱ（ＩＧＦ－Ｉ、
ＩＧＦ－Ⅱ），受体包括胰岛素受体、胰岛素样生长因子Ⅰ和Ⅱ
受体（ＩＧＦ－ⅠＲ、ＩＧＦ－ⅡＲ），结合蛋白共６种，即胰岛素样
生长因子结合蛋白１～６（ＩＧＦＢＰ１～６），它们可为位于细胞外
和细胞外周间隙的ＩＧＦｓ提供特异结合位点并调节ＩＧＦｓ和相
应受体之间的相互作用。胰岛素样生长因子系统对胚胎［１］、

神经［２］、骨骼肌［３］和骨骼的发育［４］、细胞增殖和转化［５］等具

有极其重要的作用。多囊卵巢综合症（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎ
ｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）是育龄期妇女最常见的生殖内分泌疾病之一，
临床以持续无排卵、雄激素分泌过多、胰岛素抵抗等为主要特

征。近年大量研究表明，ＰＣＯＳ的卵巢功能异常与其局部胰
岛素抵抗有关［６］；但关于衰老期卵巢及子宫组织与胰岛素关

系却未有研究。

ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＲａｔＩｎｓｕｌｉｎＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ
（ＰＡＲＮ－０３０Ａ）芯片是专为荧光定量 ＰＣＲ设计的９６孔微流
卡，每孔中预置了 ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ基因表达试剂，即经过优化设
计用以扩增目的的ｃＤＮＡ片段的上、下游引物和相关的荧光
标记探针。此芯片可以同时测定８４个与胰岛素反应有关的
关键基因。该试剂包含了与胰岛素受体有关的基因和胰岛素

信号通路的靶基因，糖类、脂类、蛋白代谢有关的基因和相关

的生物学反应有关的基因也包括在内。因此，笔者所在的课

题组首次利用 ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＲａｔＩｎｓｕｌｉｎＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｐａｔｈｗａｙ（ＰＡＲＮ－０３０Ａ）芯片实时定量 ＰＣＲ扩增大鼠卵巢及
子宫组织在衰老进程中ＩＧＦｓ系统基因的表达变化，并分析不
同基因的表达差异对卵巢及子宫组织衰老的影响，为研究

ＩＧＦｓ系统基因表达的调控机制及卵巢和子宫的衰老特性提
供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
ＳＰＦ级ＳＤ雌性大鼠。４月龄雌性大鼠（正常组），（２００±

２０）ｇ／只；１４月龄雌性大鼠（衰老组），（２７０±３０）ｇ／只，均由
中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心提供，生产许

可证号为ＳＣＸＫ（军）２００７－００４，微生物控制等级一级。喂养
在１２ｈ光照、１２ｈ黑暗的条件下，自由摄食饮水。试验前将
动物置于室内，适应环境１周，室温控制在２２～２５℃。
１．２　试剂

ＲＴ２ ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙＲａｔＩｎｓｕｌｉｎＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ
（ＰＡＲＮ－０３０Ａ）芯片；ＴＲＩＺＯＬ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；三氯甲烷
（上海化学试剂有限公司）；异丙醇（上海化学试剂有限公

司）；１００％乙醇（上海化学试剂有限公司）；７５％乙醇（以
ＤＥＰＣ处理的水配制）；无 ＲＮＡ酶的水；无 ＲＮＡ酶的糖原；
ＲＮｅａｓｙ ＭｉｎＥｌｕｔｅＴＭ纯化试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）；ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙＰＣＲ
混合液（ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ）；ＲＮＡ逆转录试剂盒（ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ）；６、
９６孔细胞培养板（Ｇｒｉｎｅｒ）；酶标仪（Ｔｅｃａｎ）；实时定量 ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
１．３　试验方法
１．３．１　组织样本的获取　采用自然衰老的初老模型，选取
１１只１４月龄雌性ＳＤ大鼠，适应性喂养１周，进行阴道细胞
学涂片，连续观察４个动情周期，以阴道细胞学表现动情周期
延长、之后持续动情、反复假妊娠细胞相时作为雌性老龄模型

成功。另取１１只４月龄雌性大鼠为正常组。选用动情期脱
颈椎处死大鼠，剥离动物的卵巢、子宫组织，对组织样本进行

液氮保持，备用。

１．３．２　ＲＮＡ的抽提与纯化　按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂的操作说明进
行卵巢、子宫组织的总ＲＮＡ提取，贮存于 －７０℃。取 ＤＮａｓｅ
Ⅰ消化 ＲＮＡ样品，用 ＲＮｅａｓｙ ＭｉｎＥｌｕｔｅＴＭ纯化试剂盒纯化
回收ＲＮＡ，去除ＲＮＡ中可能存在的 ＤＮＡ污染。以１％琼脂
糖凝胶电泳和紫外分光光度计 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ鉴定 ＲＮＡ纯度
和浓度。ＲＮＡ提取和纯化过程使用的移液器头、ＥＰ管和去
离子水均经 ０．１％ＤＥＰＣ处理，容器经高温干烤，以防止
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ＲＮａｓｅ的污染。
１．３．３　荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ　取１．５μｇ纯化后总ＲＮＡ，按试
剂盒说明书逆转录合成单链 ｃＤＮＡ模板，存于 －２０℃下，备
用。按照 ＲＴ２ＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＰＣＲＡｒｒａｙ说明，在 ９６孔板中加入
ＰＣＲ所需各种试剂，置于实时定量 ＰＣＲ仪 ＡＢＩＰＲＩＳＭ７７００
ｓｙｓｔｅｍ上进行ＰＣＲ反应。９５℃ １０ｍｉｎ激活ＤＮＡ聚合酶；随
后按以下参数进行ＰＣＲ扩增：９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循
环。ＰＣＲ完成后经自动分析，查看每个基因的扩增情况，导
出相应的域值循环数（ＣＴ）。
１．３．４　数据分析　以看家基因（ＨＫ基因）Ｒｐｌｐ１、Ｒｐｌ１３ａ、
Ｌｄｈａ为阳性内对照基因，校正 ｃＤＮＡ模板的细胞拷贝数，采
用２－ΔΔＣＴ方法计算相对量。

ΔΔＣＴ（目标基因）＝ΔＣＴ（目标基因）－ΔＣＴ（同一样本
ＨＫ基因）；

ΔΔＣＴ（目标基因）＝ΔＣＴ（衰老组目标基因）－ΔＣＴ（对照
组目标基因）。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ质量控制结果
使用ＮａｎＤｒｏｐ ＮＤ－１０００生物分析仪鉴定４份样品的

ＲＮＡ质量。分别测 定 ２８Ｓ与 １８Ｓ峰值的面积比值、
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、质量浓度，鉴定结果显示样品ＲＮＡ均无明显降
解，基本符合基因芯片测定的要求（图１）。

２．２　芯片杂交质控结果
基因组ＤＮＡ控制显示无基因组 ＤＮＡ污染，逆转录控制

和阳性 ＰＣＲ控制显示 ＲＮＡ纯度很高，完全能满足实时定量
ＰＣＲ要求。
２．３　芯片杂交结果

以２－ΔΔＣＴ（衰老组）／２－ΔΔＣＴ（正常组）作为评价标准，若大
于２，则基因表达水平上调；若小于０．５，则下调，为了更好显
示下调倍量，对于小于 ０．５的２－ΔΔＣＴ（衰老组）／２－ΔΔＣＴ（正常
组）值取倒数，前面用“－”表示下调。卵巢组织结果（表１、
表２）显示，３个看家基因在衰老前后表达水平无明显变化；
在检测的８４个基因中，共筛选出差异表达基因１３个，其中上
调基因为３个，下调基因为１０个。子宫组织结果（表３、表４）
显示，３个看家基因在衰老前后表达水平无明显变化；在检测
的８９个基因中，共筛选出差异表达基因２２个，其中上调基因
为５个，下调基因为１７个。

表１　衰老后卵巢组织表达上调的基因

功能性基因分组 基因名称
２－ΔΔＣＴ（衰老组）／
２－ΔΔＣＴ（正常组）

胰岛素受体蛋白相关基因 Ｄｏｋ３ ３．１１
葡萄糖代谢 ＧＬＵＫＡ、ＲＮＧＫ２ ３．８５
胰岛素和受体 ４ＰＳ、ＩＲＳ－２ ２．１７

表２　衰老后卵巢组织表达下调的基因

功能性基因分组 基因名称
２－ΔΔＣＴ（衰老组）／
２－ΔΔＣＴ（正常组）

ＳＲＥＢＰ１靶基因 ＡＣＣ１、Ａｃａｃ －２．３３
胰岛素受体蛋白相关基因 Ｄｏｋ－１ －２．２５
ＰＩ－３激酶途径靶基因 Ｄｕｓｐ１４ －６．８８
ＭＡＰＫ途径靶基因 ｃ－ｆｏｓ －２．１９
葡萄糖代谢 ＨＫ２ －２．４９
胰岛素生长因子和受体 ＩＢＰ１、ＩＧＦ－ＢＰ２５、ＩＧＦＢＡ －３．８５
胰岛素和受体 Ｉｎｓ１ －１３．８４

胰岛素信号初始靶基因　ＰＲＬＢ、ＰＲＬＳＤ１、Ｐｒｌ１ａ１、Ｐｒｏｌ、
ＲＡＴＰＲＬＳＤ１、ＲＮＰＲＯＬ

－２．５４

ＰＩ－３激酶途径靶基因 ＰＡＩ１Ａ，Ｐａｉ１、Ｐａｉ１ａａ、
Ｐｌａｎｈ、ＲＡＴＰＡＩ１Ａ

－２．１４

胰岛素信号第二效应靶基因 Ｔｇｎ －２．９４

表３　衰老后子宫组织表达上调的基因

功能性基因分组 基因名称
２－ΔΔＣＴ（衰老组）／
２－ΔΔＣＴ（正常组）

ＭＡＰＫ途径靶基因 ｃ－ｆｏｓ ３．６５
胰岛素和受体 Ｉｎｓ２ ２．４０
ＭＡＰＫ途径靶基因 ＬＤＬＲＡ ３．０５
ＭＡＰＫ途径靶基因 Ｎｏｓ２ａ、ｉＮｏｓ １８．８９

胰岛素信号初始靶基因 ＰＲＬＢ、ＰＲＬＳＤ１、Ｐｒｌ１ａ１、
Ｐｒｏｌ、ＲＡＴＰＲＬＳＤ１、ＲＮＰＲＯＬ

１７．１６

表４　衰老后子宫组织表达下调的基因

功能性基因分组 基因名称
２－ΔΔＣＴ（衰老组）／　
２－ΔΔＣＴ（正常组）　

ＳＲＥＢＰ１靶基因 ＡＣＣ１、Ａｃａｃ －２．０９
ＰＰＡＲｙ靶基因 Ａｄｎ、Ｄｆ、ＥＶＥ －３．７７
ＰＩ－３激酶途径靶基因 Ａｄｒｄ１ －２．８１
ＰＰＡＲｙ靶基因 Ａｅｂｐ１ －２．７１
胰岛素信号初始靶基因 ＤＢＰＣＥＰ －２．３８
脂肪酸代谢 Ｆａｓｎ －２．１４
ＳＲＥＢＰ１靶基因 Ｇ６Ｐａｓｅ、ＭＧＣ９３６１３ －３．１４
胰岛素信号初始靶基因 ＧＬＰ－１ －２．３７
葡萄糖代谢 ＧＬＵＫＡ、ＲＮＧＫ２ －５．１８
胰岛素生长因子和受体 ＩＢＰ１、ＩＧＦ－ＢＰ２５、ＩＧＦＢＡ －６．５８
胰岛素和受体 Ｉｎｓ１ －１３．４４
胰岛素信号初始靶基因 ＯＢ、ｏｂｅｓｅ －３４．７１
胰岛素信号第二效应靶基因　　ＮＰＹ０２、ＲＡＴＮＰＹ、ＲＡＴＮＰＹ０２ －２．６８
ＰＰＡＲｙ靶基因 Ｒｅｔｎ －１００．１９
ＳＨ３／ＳＨ２衔接蛋白 ＲＧＤ１５６６２３４ －２．３１
ＰＩ－３激酶途径靶基因 ＭＧＣ１０８７３６、Ｕｃｐ、Ｕｃｐａ、Ｕｎｃｐ －４．９５
ＰＩ－３激酶途径靶基因 ＶＥＧＦ１６４、Ｖｅｇｆ －２．０１
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３　结论与讨论

目前，国内外西医研究多认为，卵巢功能衰老与遗传、免

疫、代谢、病毒感染以及医源性等因素有关。本研究通过基因

芯片技术筛选自然衰老大鼠与正常大鼠的卵巢及子宫组织胰

岛素相关基因表达谱的变化，在基因水平对２个部位组织衰
老与胰岛素样生长因子系统基因关系进行探讨，结果发现，２
个部位组织衰退后，其差异表达基因主要集中于胰岛素受体

相关蛋白及信号转导方面（表５），这些基因与胰岛素抵抗的
发生可能存在一定的相关性。

表５　差异表达的基因分类

基因功能 卵巢基因数（个） 子宫基因数（个）

胰岛素受体相关蛋白 ５ ４
信号转导 ５ １１
ＳＲＥＢＰ１目标基因 １ ２
ＰＰＡＲｙ目标基因 ０ ３
物质代谢 ２ ２
转录相关 ０ ０
细胞生长与分化 ０ ０

３．１　胰岛素信号
本试验结果显示，机体衰老后，卵巢组织及子宫组织中

Ｉｎｓｕｌｉｎ１基因均下调，可见机体衰老减弱了胰岛素的表达；机
体衰老后，卵巢组织及子宫组织中 Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＩＧＦＢＰ－１）基因均下调，ＩＧＦＢＰ－１别称胎盘
蛋白－１２、α１－妊娠相关内膜球蛋白，分子量２５ｋＤ，是胰岛
素和孕酮依赖蛋白，因其磷酸化程度不同而有５种异构体［７］，

是一种“内分泌”因子，通过调节血清胰岛素样生长因子Ⅰ的
生物利用度来调节ＩＧＦ介导的组织代谢；作为一种自分泌和
旁分泌因子，在女性生殖系统中起重要作用［８－９］，可见机体衰

老后减弱了胰岛素的代谢。

３．２　信号转导
主要集中在蛋白激酶信号传导途径（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ＭＡＰＫ）和磷酸肌醇 －３激酶
途 径 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，
ＰＩ３－Ｋ）。（１）ＰＩ３－Ｋ途径［１０］。胰岛素的生物信号通过与受

体结合，改变ＩＮＳＲ的空间构象，使酪氨酸激酶区激活并自身
磷酸化，而后磷酸化ＩＲＳ－１，磷酸化的ＩＲＳ－１与磷脂酰肌醇
３－激酶的 ｐ８５亚单位更紧密地结合，使其具备磷酸化活性，
将４，５－二磷脂酰肌醇转化为３，４，５－三磷脂酰肌醇，从而逐
级放大胰岛素的信息，实现生物学效应。（２）ＭＡＰＫ途径［１１］

作为细胞控制开关，介导细胞外刺激进入细胞内翻译后和转

录反应。ＭＡＰＫ信号转导通路采用高度保守的三级激酶级联
反应传递信号，ＭＡＰＫ被激活后可以移至细胞核内，通过磷酸
化转录因子、细胞骨架相关蛋白和其他酶类等多种蛋白底物

而参与细胞生长发育、增殖、分裂、凋亡及应激反应等多种细

胞功能的调控。本试验结果显示，机体衰老后卵巢组织及子

宫组织中ＰＩ３－Ｋ途径相关基因均下调，可见机体衰老后减弱
了胰岛素的信号传导；而ＭＡＰＫ途径中 ｃ－ｆｏｓ（原癌基因）在
卵巢组织中下调，而在子宫组织中上调，可见子宫相关癌症发

生率提高。另Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ２子宫组织表达上调，炎症
发生可能性加大，说明可能引起胰岛素抵抗［１２］。

３．３　ＳＲＥＢＰ１［１３］

ＳＲＥＢＰ１是膜结合的转录因子，参与脂质自稳态的许多
作用（胆固醇、脂肪酸、甘油三酯和磷酯的合成／摄取）。
ＳＲＥＢＰ１在内质网上合成，需要被转运到高尔基体并经过一
系列蛋白水解后才能到核内发挥作用，未成熟时在细胞浆上

表达，水解后的成熟片段在细胞核上表达。本试验结果显示，

机体衰老后，卵巢组织及子宫组织中 ＳＲＥＢＰ１相关基因均下
调，说明可能发生胰岛素抵抗，脂质沉积，降低脂质代谢。

３．４　ＰＰＡＲｙ
ＰＰＡＲｙ在调控脂肪细胞分化和多种代谢（糖、脂肪、能量

代谢等）中起重要作用。近年发现，ＰＰＡＲｙ基因的多态性及
对脂肪细胞因子的调控作用与 ＰＣＯＳＩＲ的发生密切相关，而
用噻唑烷二酮类药物激活 ＰＰＡＲｙ后可以改善 ＰＣＯＳＩＲ的研
究结果进一步说明 ＰＰＡＲｙ的作用可能是 ＰＣＯＳＩＲ多种形成
机制中的重要途径之一［１４］。本试验结果显示，机体衰老后，

ＰＰＡＲｙ在卵巢组织中表达无变化，而在子宫组织中的表达下
调，减弱了胰岛素的信号转导。

３．５　物质代谢
物质代谢包括脂肪酸代谢与葡萄糖代谢。本试验结果显

示，机体衰老后，葡萄糖激酶（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ，ＧＣＫ）［１５］在卵巢组
织中表达上调，而在子宫组织中表达下调。ＧＣＫ主要在肝细
胞和胰岛β细胞中表达，ＧＣＫ催化的葡萄糖磷酸化是这２类
细胞中糖代谢的第一个限速部位。在胰岛 β细胞中，通过加
速三羧酸循环而产生足量的 ＡＴＰ，［ＡＴＰ］与［ＡＭＰ］浓度比升
高使Ｋ＋通道关闭而Ｃａ２＋通道打开，大量Ｃａ２＋内流激活Ｇ蛋
白，进而激活各种激酶的级联效应，促使胰岛素分泌。所以，

ＧＣＫ功能障碍或表达减少，可以使胰岛β细胞对血糖的敏感
性降低并使胰岛素分泌减少。卵巢组织上调ＧＣＫ活性，促进
糖原合成，抑制糖异生，可能发生胰岛素抵抗。

本研究获取了大量的基因数据，下一步将对基因芯片的

结果进行深入研究，以便更好地分析差异基因在卵巢及子宫

衰老中的作用，阐明胰岛素抵抗可能的发生机制。
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贵宾犬 ＦＳＨβ基因多态性与产仔数的相关性分析
贺生中，狄和双，郑筱峰，蒋珊珊，王丽华
（江苏畜牧兽医职业技术学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：采用ＰＣＲ－ＳＮＰ的方法检测贵宾犬ＦＳＨβ基因第１内含子、第２外显子中存在的点突变，并分析该基因对产
仔数的影响。结果表明：在ＦＳＨβ基因内含子和外显子中分别发现了Ｃ９７９Ｇ和Ａ２５７Ｇ突变，外显子的Ａ→Ｇ突变未影
响氨基酸序列。内含子中的突变以ＣＧ型的频率最高，为０．４８８４，其次为ＣＣ型；在群体中Ｃ等位基因频率比Ｇ等位
基因频率高。外显子中的突变以ＡＧ型的频率最高，为０．６２７９，其次为ＧＧ型；在群体中Ｇ等位基因频率比Ａ等位基
因频率高。贵宾犬群体纯合度为０．５０９７，多态信息含量为０．３７０１。在内含子中，ＣＧ型产仔数比ＣＣ型高０．６７条；在
外显子中ＡＧ型产仔数比 ＧＧ型高 ０．７６条。但 ２个点突变的基因型与其他基因型相比产仔数差异不显著（Ｐ＞
００５），表明ＦＳＨβ基因多态与贵宾犬的产仔数不具有显著相关性。
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　　玩具贵宾犬作为小型室内玩赏犬深受人们的喜爱，市场
需求量也较大。但是玩具贵宾犬体型较小，每胎产仔数约为

３只。近年来在经济利益的驱使下，贵宾犬被大量繁殖，小群
体近亲繁育现象导致贵宾犬良莠不齐，繁殖力降低。因此，提

高贵宾犬的繁殖能力，建立高繁殖力贵宾犬的育种核心群，可

以有效地满足市场的需求。近年来，在动物常规育种的基础

上，越来越多的研究者尝试了采用候选基因法作为标记辅助

选择依据，快速提高所选择的性状，并取得了一些成效。促卵

泡素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）是下丘脑—垂体—
性腺轴中的主要激素之一，能促进颗粒细胞增生，刺激类固醇

生产，刺激卵泡的生长和发育，影响生长卵泡的数量，激发卵

泡的最后成熟，诱发排卵，在哺乳动物繁殖过程中起重要作

用［１］。ＦＳＨ由α、β２个亚基组成，其中 β亚基参加了受体结
合的过程［２］。到目前为止，ＦＳＨβ基因多态性与猪、牛、羊等

动物的生产性能的关系研究较多［３－８］，而犬类的研究报道甚

少。本研究以ＰＣＲ－ＳＮＰ的方法检测玩具贵宾犬 ＦＳＨβ中潜
在的点突变，分析点突变引起的等位基因在群体中的分布情

况，并分析产仔数在不同基因型之间的差异，为快速、大量繁

殖玩具贵宾犬提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以江苏省泰州市某宠物犬扩繁基地中饲养的４３只玩具

贵宾犬为试验素材。腿部静脉采血５ｍＬ，采用肝素抗凝，离
心去除大部分血浆，采用血液基因组提取试剂盒提取 ＤＮＡ，
直接用于ＰＣＲ扩增。
１．２　ＰＣＲ引物的设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 公 布 的 犬 ＦＳＨβ基 因 序 列 （Ｎｏ．
ＨＱ３８５９７９）在第１内含子末端和第２外显子末端设计一对引
物ＦＳＨ１，Ｆ：ＴＴＣＣＣＧＡＡＴＧＣＴＴＴＡＧＣＣＴＧＡＣＴＣ，Ｒ：ＴＴＣＡＣＴＧＣ
ＴＧＣＧＧＣＴＣＴＣＣＧＡＡＧ，扩增长度２７７ｂｐ，退火温度５８℃，扩增
ＦＳＨβ基因的第２外显子序列。引物由上海桑尼生物科技有
限公司合成。

１．３　ＰＣＲ扩增
ＰＣＲ扩增体系为５０μＬ：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（ｗｉｔｈｏｕｔＭｇ２＋）
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