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　　摘要：试验设计了南美白对虾超氧岐化酶和酚氧化酶的荧光定量 ＰＣＲ检测的特异性引物，用于检测肝胰腺中超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和酚氧化酶（ＰＯ）的表达。该方法避免了血清学检测免疫指标的不稳定性、测定值波动性较大的
缺点，可作为评估南美白对虾免疫状态的一种分子检测方法。
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　　南美白对虾属甲壳类动物，其免疫主要为非特异性免疫。
包括体液免疫中的一些非特异性的酶或因子来进行的［１－２］。

抗氧化酶是无脊椎动物机体非特异性免疫的一个重要方面，

其中ＳＯＤ是一种能够催化超氧化物通过歧化反应转化为 Ｏ２
和Ｈ２Ｏ２的酶。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）是抗氧化系统中起关
键作用的酶，不仅具有清除体内自由基的作用，而且在机体免

疫调节中具有重要的作用［３－４］。酚氧化酶（ＰＯ）是一种含铜
的氧化还原酶，能够催化单酚羟化成二酚，再把二酚氧化成

醌，醌在非酶促条件下形成反应终产物黑色素。其反应链的

短暂中间产物拥有很高的生物毒性，能够抑制病原体胞外蛋

白酶以及几丁质酶的活性，属于一种酶级联反应系统，在南美

白对虾抵抗病原菌侵袭过程中具有重要作用［５－９］。

　　目前检测南美白对虾免疫活性因子通常是通过采集血
清，采用生化反应方法检测免疫相关酶。由于采集过程及检

测过程，酶活性极易受外界环境的影响，常导致检测结果波动

性很大，检测的可靠性受影响。酶的产生是通过基因的转录、

翻译及后加工形成的，其转录水平也可反映机体的免疫状态。

虾肝胰腺是其血细胞产生的主要场所，肝胰腺组织免疫因子

的转录表达也可作为评价机体免疫能力的指标之一。荧光定

量ＰＣＲ检测技术已经成为国际上检测基因表达通用的方法，
能对低丰度ｍＲＮＡ水平进行定量分析［１０］。设计特异性强的

引物以及合适的反应条件是利用荧光定量 ＰＣＲ检测南美白
对虾免疫相关因子的关键。本发明设计的引物及反应条件可

同时用于检测南美白对虾肝胰腺ＳＯＤ和ＰＯ的转录相对定量
表达检测，为今后准确分析其南美白对虾免疫状态提供新的

方法。

１　材料与方法

１．１　材料
　　南美白对虾来自浙江省绍兴县某养殖场，ＳＹＢＧｒｅｅｎ反应
预混液购自Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司，Ｍ－ＭＬＶ酶、ｄＮＴＰ、ＲＮａｓｅ抑制剂
购自ＴａＫａＲａ（大连）公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｏｔｒｉｇｅｎ公司。
１．２　肝胰腺总 ＲＮＡ的提取
　　取南美白对虾完整肝胰腺组织，加入５００μＬＴｒｉｚｏｌ裂解
液，用研磨棒研磨，等彻底匀浆后，取５０μＬ匀浆液加入１ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ继续裂解５ｍｉｎ。其余匀浆液置－８０℃保存备用，或将
完整肝胰腺在液氮中速冻后置于于 －８０℃下保存。使用时
将组织全部碾磨后，取１００ｍｇ加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解，其余组
织粉末置－８０℃保存备用。

取出的５０μＬ匀浆液或１００ｍｇ组织粉末继续裂解５ｍｉｎ
后，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２ｍｉｎ，吸取上清至新的离心管。
加入２００μＬ三氯甲烷，涡旋混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
１５ｍｉｎ，吸取上清。加入等体积异丙醇，颠倒混匀数次，静置
１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，弃上清。用５００μＬ
ＤＥＰＣ水配制的７０％乙醇洗涤沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离
心５ｍｉｎ，弃去上清。１００μＬＤＥＰＣ水溶解 ＲＮＡ。测定 ＲＮＡ
浓度和纯度后，－８０℃保存备用。
１．３　引物设计与合成
　　引物是根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的南美白对虾 ＳＯＤ（登录号：
ＡＹ４８６４２４．１）、ＰＯ（登录号：ＪＮ３９３０１１．１）及 β－ａｃｔｉｎ内参基
因序列（登录号：ＪＦ２８８７８４．１），由软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设
计和手工修改后获得（表１），均由苏州金维智生物科技有限
公司合成。

１．４　ｃＤＮＡ合成
　　取 １μｇ总 ＲＮＡ为模板，加入 １μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、
１μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１５，加ＤＥＰＣ水至总体积６．２５μＬ，
６５℃变性５ｍｉｎ，冰上骤冷２ｍｉｎ。上述反应液加入２μＬ５×
Ｍ－ＭＬＶｂｕｆｆｅｒ、０．２５μＬＲＮＡ酶抑制剂、０．５μＬＭＭＬＶ逆转
录酶、１μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇，使最终反应总体积达
１０μＬ。４２℃反应１ｈ后，６５℃孵育１０ｍｉｎ，ｃＤＮＡ合成完毕。
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表１　荧光定量ＰＣＲ所用引物

检测基因名称 引物序列（５′→３′） 扩增长度（ｂｐ）
ＳＯＤ ＳＯＤ－Ｆ：ＣＧＣＣＣＴＴＧＡＡＣＣＴＣＡＣＡＴＣＴ；ＳＯＤ－Ｒ：ＡＴＴＧＣＧＣＴＴＡＣＧＴＣＡＴＴＧＧＣ １３５
ＰＯ ＰＯ－Ｆ：ＡＡＴＧＡＣＣＧＣＧＴＴＧＡＧＧＡＧＴＴ；ＰＯ－Ｒ：ＡＧＴＧＧＧＡＴＣＴＴＣＡＧＣＴＴＧＣＣ １３４

β－ａｃｔｉｎ（内参） β－ａｃｔｉｎ－Ｆ：ＣＧＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴＣＧＴＴＣＧＴＧ；β－ａｃｔｉｎ－Ｒ：ＧＡＡＴＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＣＡＧＧＧ １８７

合成的 ｃＤＮＡ加入 ９０μＬ无菌双蒸水，用于后续荧光定量
ＰＣＲ扩增。
１．５　荧光定量的反应体系及条件
　　取５μＬ上述合成的 ｃＤＮＡ稀释液作为扩增模板，加入
２×Ｓｙｂｇｒｅｅｎ反应预混液１２．５μＬ，分别加入５μｍｏｌ／Ｌ相应特
异性上、下游引物各０．５μＬ，加６．５μＬ无菌双蒸水，使反应
总体系达 ２５μＬ，置于荧光定量 ＰＣＲ仪上进行 ＰＣＲ反应。
ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退
火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环；６０～９０℃熔解曲线。

２　结果与分析

２．１　荧光定量ＰＣＲ扩增效果
　　从扩增曲线可以看出，ＳＯＤ、ＰＯ及内参基因β－ａｃｔｉｎ的扩
增曲线均较好，曲线拐点清楚，基线平，无上扬现象；ＳＯＤ的ＣＴ
值为２３．８５，ＰＯ的ＣＴ值为２８．３３，能较好地反映各基因的表达
差异（图１）。通过ＣＴ值计算该样品中ＳＯＤ和ＰＯ表达量相对
于β－ａｃｔｉｎ的表达量分别为０．１４０６３、０．００６３０倍。

２．２　荧光定量ＰＣＲ扩增产物的熔解曲线
　　从扩增产物的熔解曲线看，ＳＯＤ、ＰＯ及内参基因β－ａｃｔｉｎ
均为单峰，且峰值较高（图２），表明各扩增产物的特异性较
好，且扩增效率较高。

２．３　荧光定量ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖电泳检测
　　将荧光定量ＰＣＲ的扩增产物进行琼脂糖电泳检测，结果
显示ＳＯＤ、ＰＯ及内参基因 β－ａｃｔｉｎ的各扩增产物的条带单

一，亮度较好，并能一定程度上看出各基因的表达差异（图

３）。进一步证实了其较好的扩增效率和较高的扩增特异性。

３　结论与讨论

　　非特异性免疫因子的测定是评估南美白对虾免疫状态的
主要指标，建立可靠的检测方法对于南美白对虾的免疫学研

究、抗病育种研究等都具有重要意义。传统的体液免疫指标

的测定常采用酶法检测，但易受多种因素干扰，测定值偏差较

大。近几年，随着分子生物学迅猛发展，荧光定量 ＰＣＲ方法
开始被广泛应用于多种免疫因子定量检测［１１－１２］。荧光定量

ＰＣＲ检测方法的可靠性与所设计引物的特异性和扩增有效
性密切相关。本方法针对ＳＯＤ和ＰＯ等２个重要的非特异免
疫指标设计了特异性较好、扩增效率较高的引物，建立了利用

荧光定量ＰＣＲ方法对南美白对虾肝胰腺 ＳＯＤ、ＰＯ的检测方
法。该方法特异性强，敏感性高，克服了酶法测定易波动的问

题，适合南美白对虾免疫活力的评估。

　　与酶法检测技术比较，本方法所提供的南美白对虾肝胰
腺ＳＯＤ、ＰＯ的荧光定量ＰＣＲ检测方法具有以下优点：（１）所
采用的肝胰腺组织较对虾血液采集更容易。（２）所采集的组
织直接用Ｔｒｉｚｏｌ处理或通过速冻方式保存，可有效减少 ＲＮＡ
降解；较血清采集过程可能发生的溶血或其他导致酶失活的

因素更易于控制，保证结果的可靠性。（３）设计的引物特异
性好，扩增效率高，提高了检测的准确性。（４）采用相对定量
方式，通过与内参基因表达量的对比，可同时测定多个免疫相

关因子。
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　　摘要：研究８种不同极性大孔吸附树脂对葛根素、大豆苷元的吸附、解吸性能，筛选出分离富集葛根素、大豆苷元
的最佳树脂ＨＰ２０。利用ＨＰ２０大孔吸附树脂吸附富集葛根中２种异黄酮的过程为：上样液用盐酸调节 ｐＨ值为６，然
后采用ＨＰ２０大孔吸附树脂在５℃的条件下进行吸附。结果表明，ＨＰ２０大孔吸附树脂对葛根素、大豆苷元的饱和吸
附量分别为（７１．７８±０．７５）、（２１．７７±０．０１）ｍｇ／ｇ；吸附饱和后用去离子水洗涤树脂以除去杂质，在２５℃条件下用
７０％乙醇解吸，得葛根素、大豆苷元，解吸率分别为６３．３９％、８０．６８％，葛根素纯度由８．６２％提高到３５．２６％，大豆苷元
纯度由０．２７％提高到１０．１７％。
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　　葛根是豆科类植物野葛［Ｐｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａ（Ｗｉｌｌｄ．）Ｏｈｗｉ］
的根，是一种常用中药材。我国有着丰富的葛根资源，主要分

为粉葛、野葛两大类，尤以野葛的分布最为广泛，且野葛中异

黄酮类化合物含量高，常作药用。葛根享有“山人参”的美

称，据《神农本草经》记载，葛根具有清热解毒、改善微循环、

降血压、调节血脂等作用［１－２］。葛根素、大豆苷元是葛根中主

要的药物活性成分，临床研究表明，葛根素对心脑血管疾病的

治愈率达９７．６％，且副作用低，深受患者欢迎；大豆苷元具有
防止骨质疏松作用，还能减轻妇女更年期综合症、降低冠心病

的发病率、促进神经元的保护和再生［３－５］。随着物质生活日

益丰富，心血管疾病患者不断增多，以葛根异黄酮类化合物为

原料的药品是治疗该类疾病的特效药之一，因此，如何分离富

集葛根提取液中的葛根素、大豆苷元成为当下研究的热点。

大孔树脂是一类具有大孔网状结构的高分子有机聚合吸

附剂，由于其具有理化性质稳定、吸附选择性独特、吸附和解

吸条件温和、重复利用率高、安全无毒等优点，近年来广泛应

用于皂苷、黄酮、生物碱等天然产物的分离纯化［６－９］。目前葛

根中异黄酮类化合物的分离富集方法多以葛根素为主，忽略

了大豆苷元的市场应用价值，造成一定程度上的资源浪

费［１０－１１］。本研究选用不同极性的大孔树脂同时分离富集葛

根提取液中的葛根素、大豆苷元，考察大孔树脂对葛根素、大

豆苷元的吸附洗脱作用和过程动力学，并对优选出的树脂分

离富集葛根素、大豆苷元的工艺条件进行研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
葛根［Ｐｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａ（Ｗｉｌｌｄ．）Ｏｈｗｉ］购自江苏镇江药材

市场，阴干、粉碎后保存备用。对照品为葛根素、大豆苷元，

Ｓｉｇｍａ公司产品；含量测定用色谱纯甲醇、乙酸为Ｊ＆ＫＣｈｅｍｉ
ｃａｌＬｔｄ产品；去离子水为自制；大孔吸附树脂 ＨＰＤ７５０、
ＨＰＤ６００购自南开大学化工厂，ＨＰ２０、Ｄ１００、ＳＰ７０、ＨＰＤ７２２、
ＨＰＤ４５０Ａ、ＨＰＤ５００购自郑州勤实科技有限公司；其他试剂均
为国产分析纯。
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