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　　摘要：通过试验饲养泌乳小鼠，每天测量母鼠的体质量和采食量，在不同泌乳阶段采集乳腺组织，提取ＲＮＡ，反转
录成ｃＤＮＡ，荧光定量ＰＣＲ分析氨基酸转运载体Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５基因ｍＲＮＡ的表达差异。结果表明，随着泌乳的开始，
母鼠的采食量逐渐增加；Ｓｌｃ７ａ１基因ｍＲＮＡ的表达量在泌乳中期达到最高，为妊娠期的１．９４倍（Ｐ＜０．０５），而在其他
时期差异不显著；Ｓｌｃ７ａ５基因ｍＲＮＡ的表达量在整个泌乳阶段都显著增加，与妊娠期相比，在泌乳１２ｄ时的表达量达
到最高，为妊娠期的１５．９３倍（Ｐ＜０．０１）。说明Ｓｌｃ７ａ５载体可能在乳腺氨基酸转运中的作用更重要。
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　　氨基酸是构成动物机体蛋白质的主要成分，同时也参与
细胞内很多重要的代谢反应。在泌乳过程中，哺乳动物乳腺

需要从血液中摄取大量的氨基酸来满足乳蛋白的合成需要，１
头奶牛１ｄ大约需要１ｋｇ的氨基酸来合成乳蛋白［１－２］。氨基

酸的转运主要是通过多种氨基酸转运载体从血液循环系统中

获得的，不同的转运系统具有不同的离子和底物特异性。这

些转运载体主要定位在乳腺上皮细胞的基底膜上［３］，根据转

运氨基酸底物酸碱性的不同分为酸性、中性和碱性氨基酸转

运载体［４］，其中，Ｓｌｃ７ａ１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１）、
Ｓｌｃ７ａ５（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ５）均属于碱性氨基酸转
运载体，通过细胞质膜的化学－电偶联、逆碱性氨基酸浓度梯
度向细胞内聚集碱性氨基酸。在大鼠的乳腺中发现氨基酸转

运载体ＬＡＴ－１、ＣＡＴ－１在泌乳阶段 ｍＲＮＡ的表达分别升高
了２０、１２倍［５］；但是，由于氨基酸转运载体多，一些转运载体

是否在妊娠泌乳阶段表达依然还不清楚。因此，本试验采集

小鼠的乳腺组织，研究在乳腺泌乳的不同时期乳腺组织氨基

酸转运载体Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５的ｍＲＮＡ表达，为生产实践中针对
泌乳营养供应的指导打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｔｒｉｚｏｌ、ｃＤＮＡ反转录试剂盒试剂盒等，购于宝生物工程

（大连）有限公司；ＳＹＲＢＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ，购于ＴＯＹＯＢＯ公司；
其他试剂为分析纯。试验用昆明小白鼠，购于河南省实验动

物中心；商品化颗粒饲料和全价营养粉料，购于河南省实验动

物中心，其基本成分为粗蛋白２１．８６％、粗脂肪４．１１％、粗灰
分４．６０％、水分１３．３６％。仪器有ＮａｎｏＤｒｏｐ－１０００微量核酸
蛋白检测仪（赛默飞世尔科技公司）和荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＡＢＩ７３００）。
１．２　方法
１．２．１　试验动物与样品采集　试验采用２４只雌性和１２只
雄性昆明小鼠进行同笼饲养；同笼后，检查雌性小鼠阴道栓，阴

道栓明显的小鼠作为妊娠鼠单独饲养，直至分娩；分娩后，调整

每只母鼠带８只幼鼠。在泌乳阶段，每天测量母鼠的采食量和
体质量，分别在母鼠妊娠阶段的１８ｄ（Ｐ１８）和泌乳的６ｄ（Ｌ６）、
１２ｄ（Ｌ１２）、１８ｄ（Ｌ１８）断头处死泌乳母鼠（ｎ＝６），迅速剪取母
鼠的乳腺组织，放入液氮速冻，保存于－８０℃冰箱中。
１．２．２　设计引物　根据小鼠转运载体Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５的核苷
酸序列设计引物跨越内含子，由宝生物工程（大连）有限公司

合成（ＰＡＧＥ级），同时，采用３个管家基因作为内参。引物及
基因具体注释见表１。
１．２．３　合成 ｃＤＮＡ　取０．３～０．５ｍｇ乳腺组织，使用 Ｔｒｉｚｏｌ
进行ＲＮＡ提取，溶解于３０μＬＤＥＰＣ水中备用。反转录体系
为ＤＥＰＣ水 ６．５μＬ、ｄＮＴＰ４μＬ、５０ｐｍｏｌ／Ｌ５×ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ
４μＬ、ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１８ １μＬ、４０Ｕ／ｍＬＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
０．５μＬ、ＴｏｔａｌＲＮＡ２μＬ、５Ｕ／ｍＬＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
ＸＬ２μＬ。反应程序为：２５℃ １０ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，７２℃
１５ｍｉｎ后冰浴２ｍｉｎ得到 ｃＤＮＡ，以此为模板进行荧光定量
ＰＣＲ扩增目的基因。
１．２．４　荧光定量 ＰＣＲ　分别取妊娠期和泌乳期样本 ｃＤＮＡ
稀释１０倍，进行定量 ＰＣＲ，反应体系为：ｃＤＮＡ２μＬ，上下游
引物（２０ｐｍｏｌ／Ｌ）各 ０．２５μＬ，２×ＳＹＲＢＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ
１０μＬ，ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ７．５μＬ，总体积２０μＬ，在荧光定
量ＰＣＲ仪上进行反应。反应条件为：９５℃预变性 ２ｍｉｎ；
９５℃ 变性１５ｓ，６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共４０个循
环。根据溶解曲线判断产物特异性，用软件计算标准曲线斜

率（ｋ）和相关系数，并计算扩增效率Ｅ＝１０－１／ｋ（表１）。
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表１　荧光定量ＰＣＲ引物信息

基因 引物（５′→３′）
扩增子长度

（ｂｐ） 基因序号
相关

系数

扩增

效率

Ｒｐｌ１３Ａ Ｆ：ＣＣＴＡＡＧＡＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＴＧＡＡ；Ｒ：ＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＧＡＡＣＡＣＣＴＧＣＴＡＡ １６８ ＮＭ－００９４３８ ０．９８ １．９５
Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ；Ｒ：ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ １５０ ＮＭ－００１００１３０３ ０．９９ １．９７
Ｈｐｒｔ Ｆ：ＣＣＴＡＡＧＡＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＴＧＡＡ；Ｒ：ＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＧＡＡＣＡＣＣＴＧＣＴＡＡ ８６ ＮＭ－０１３５５６ ０．９９ ２．０１
Ｓｌｃ７ａ１ Ｆ：ＡＧＣＡＧＣＣＡＡＧＧＧＴＴＧＧＡＣＡ；Ｒ：ＴＧＣＡＴＧＡＧＡＧＣＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＧ １２９ ＮＭ＿００７５１３ ０．９９ ２．１３
Ｓｌｃ７ａ５ Ｆ：ＣＣＡＡＧＧＣＴＧＴＣＧＴＴＣＡＧＴＡＧＣＡ；Ｒ：ＴＧＴＣＧＴＣＣＡＴＣＴＧＴＣＡＧＴＣＣＡＡＧ １２７ ＮＭ－０１１９７８ ０．９９ ２．２４

１．２．５　Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５相对表达倍数的计算［６］　以小鼠３个
看家基因Ｇａｐｄｈ、Ｒｐｌ１３Ａ、Ｈｐｒｔ为内参基因，计算泌乳期乳腺
组织 Ｌ６、Ｌ１２、Ｌ１８的氨基酸转运载体 Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５基因
ｍＲＮＡ表达差异，通过公式计算相对表达倍数：Ｒａｔｉｏ＝
ＥｔａｒｇｅｔΔ

Ｃｔ，ｔａｒｇｅｔ（ｃｏｎｔｒｏｌ－ｓａｍｐｌｅ）／ＧＥＯＭＥＡＮ（ＥｒｅｆｅｒｅｎｃｅΔ
Ｃｔ，ｒｅｆ（ｃｏｎｔｒｏｌ－ｓａｍｐｌｅ））。其

中，Ｒａｔｉｏ为基因相对表达量；Ｅｔａｒｇｅｔ为目的基因扩增效率；
Ｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ为内参基因扩增效率，Ｃｔｃｏｎｔｒｏｌ为对照组的 Ｃｔ值，Ｃｔｓａｍｐｌｅ
为样品组的 Ｃｔ值。数据采用 ＳＰＳＳ１０．０软件 ＡＮＯＶＡ中
Ｄｕｎｎｅｔ程序进行两两比较，统计学性检。

２　结果与分析

２．１　母鼠在不同泌乳阶段体质量和采食量的变化
由图１可见，母鼠的体质量在开始阶段变化不大，泌乳后

１ｄ母鼠平均体质量为４３．７７ｇ；随着泌乳时间的延长，母鼠的
体质量略有增长，在泌乳后的６、１２、１８ｄ母鼠体质量分别为
４４０６、４７５３、４８．３４ｇ；母鼠的采食量则随着泌乳时间的延长，一
直呈现增加趋势，在泌乳后的１ｄ，母鼠平均采食量为１０．２３ｇ，到
６、１２、１８ｄ，平均采食量分别为１６．９６、１９．６４、２３６７ｇ。

２．２　氨基酸转运载体Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５基因ｍＲＮＡ的表达变化
由图２可见，与对照组（Ｐ１８）相比，Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５基因的

ｍＲＮＡ量表达随着泌乳期的延长，均呈先上升后下降的趋势；
Ｓｌｃ７ａ１基因的 ｍＲＮＡ在泌乳前期（Ｌ６）表达量为对照组的
１２３倍（Ｐ＞０．０５），在泌乳中期（Ｌ１２）和后期（Ｌ１８）的表达量
分别为妊娠期的１．９４倍（Ｐ＜０．０５）和１．０４倍（Ｐ＞０．０５）；
Ｓｌｃ７ａ５基因的 ｍＲＮＡ表达量与妊娠期相比差异极显著，在泌
乳前期（Ｌ６）表达量为妊娠期的８．９８倍（Ｐ＜０．０１），而在泌乳
中期（Ｌ１２）表达量为１５．９３倍（Ｐ＜０．０１），泌乳晚期（Ｌ１８）为
１０．０１倍（Ｐ＜０．０１）。

３　小结

哺乳动物在泌乳阶段为养育下一代，乳腺需要大量的氨

基酸来合成乳蛋白。因此，随着泌乳的开始，乳腺需要从血液

中摄取大量的氨基酸，泌乳母鼠的采食量就会逐渐增加，这也

符合母鼠的泌乳需要。母鼠的体质量在泌乳期间增加并不是

很明显，在泌乳后期基本上保持恒定（４７～４８ｇ）。相关研究
发现，动物机体流经乳腺血液的动静脉氨基酸具有一定的浓

度差［７］，在转运过程中，转运载体基因的表达对氨基酸的转运

起到关键性作用。研究表明，在泌乳期，大鼠乳腺中ＳＬＣＡ２等
载体的基因表达呈现有规律的变化［８－９］；一些氨基酸转运载体

如谷氨酰胺转运载体在乳腺中的表达受到日粮的调控［１０］。本

试验发现，Ｓｌｃ７ａ１、Ｓｌｃ７ａ５作为２种氨基酸转运载体，在不同的
泌乳阶段基因表达具有很大的差异，其中，Ｓｌｃ７ａ１基因 ｍＲＮＡ
的表达量除了泌乳中期（Ｌ１２）有显著增加，其他时期与妊娠期
（Ｐ１８）相比并没有显著差异，Ｓｌｃ７ａ５基因ｍＲＮＡ的表达量在整
个泌乳阶段都有显著增加，最高时达到妊娠期（Ｐ１８）基因ｍＲ
ＮＡ表达的１５倍。这一结果说明在泌乳阶段，各种氨基酸转运
载体的基因表达规律并不相同，Ｓｌｃ７ａ５转运载体可能在乳腺转
运氨基酸方面的作用更加重要。
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海南省特有安诺兰 ＩＳＳＲ体系的优化
任军方，姜殿强，云　勇

（海南省农业科学院园林花卉研究所，海南海口５７１１００）

　　摘要：以海南省特有安诺兰为基因组材料，采用改进的ＣＴＡＢ法提取安诺兰叶片中的基因组 ＤＮＡ，通过单因素试
验，对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中各影响因子进行优化和筛选，建立适合海南安诺兰的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系：１５μＬＰＣＲ
反应体积，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５μｍｏｌ／Ｌ引物，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，４０ｎｇ模板
ＤＮＡ。
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通信作者：云　勇，副研究员，研究方向为热带作物种质资源创新与
利用。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｙｏｎｇ－３０２７＠１６３．ｃｏｍ。

　　安诺兰［Ａｎｏｔａｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｒｏｌｆｅ）Ｓｃｈｌｔｒ］为兰科安诺兰
属植物，海南省特有种，产于海南省中南部低海拔丘陵地区，

热带附生兰，附生于低海拔丘陵地区的枫树上。安诺兰在春

节前后开花，花朵清丽、密集而芳香，是极好的新春贺岁花卉。

ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标记即简单重复序列
区间ＤＮＡ标记，是由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等于１９９４年提出的一种新
型分子标记技术［１］，它利用基于ＳＳＲ而设计的寡核苷酸引物
来检测２个ＳＳＲ之间的一段短 ＤＮＡ序列差异。该技术的优
点是所需ＤＮＡ量少、多态性好、无须预知研究对象基因组序
列等［２］，因此该技术已被广泛用于品种鉴定［３］、基因定位及

遗传多样性分析［４－５］。由于ＩＳＳＲ技术也是基于 ＰＣＲ的一种
分子标记技术，所以它同其他分子标记技术一样，结果容易受

多种因素干扰，如模板ＤＮＡ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、引
物浓度等都能影响扩增结果，甚至其中一个因素改变都会影

响扩增条带的位置或使其消失，从而影响整个试验结果，因此

在研究时应先建立合适的反应体系并对其进行优化［６－１０］。

本研究对海南省特有安诺兰ＩＳＳＲ反应体系进行探索，旨在建
立适于安诺兰的ＩＳＳＲ反应体系。

１　材料与方法

１．１　材料
供试安诺兰来自于海南省农业科学院园林花卉研究所兰

圃，试验地点在海南省农业科学院园林花卉研究所实验室。

１．２　试剂
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等试剂均购于上海

生工生物工程有限公司。１００条 ＩＳＳＲ引物参照加拿大哥伦
比亚大学（ＵＢＣ）提供的序列，由上海生工生物工程有限公司
合成。

１．３　试验方法
１．３．１　采用改良 ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ　用０．８％琼脂糖凝胶
电泳，以ＤＬ２０００为标准，检查所得 ＤＮＡ的分子量、含量、纯
度、完整性，并将ＤＮＡ浓度稀释至４０ｎｇ／μＬ。
１．３．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验设计　采用正交试验建立
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系并进行优化，参照陶兴林等的方法［１１－１５］

设置各个因素，考察模板ＤＮＡ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、
引物浓度等４个因素对 ＩＳＳＲ反应体系的影响，设定５个水
平，建立Ｕ２０（５

４）均匀设计表（表１、表２），确立海南安诺兰
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，每个处理重复２次。

表１　安诺兰ＩＳＳＲ反应体系正交试验因素水平

水平

Ａ：ＴａｑＤＮＡ
聚合酶

（Ｕ／μＬ）

Ｂ：ｄＮＴＰｓ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：引物浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ：模板ＤＮＡ
浓度

（ｎｇ／μＬ）
１ ０．００８ ５０ ０．１ ０．８
２ ０．０２０ １００ ０．３ １．２
３ ０．０３０ １５０ ０．５ １．６
４ ０．０４０ ２００ ０．８ ２．０
５ ０．０６０ ３００ １．０ ２．４

—９３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期


