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摘 要 : fll 用反向 cP R 法
,

缺失 人 11
二
8 。fl) M 内部 听

,
序列

,

构建得到 比8 突变内标分子
.

用

已知量 的该内标分 r
,

通 过竟争性 111 飞代R 法
、

检 测 支气管哮喘患者外周血 11沼 基 因的表达情

况
,

发现患者 l] 。 8 m R闪气的表达水 书明 显高 于正
`

常 人对 照组
.

这
一

结果初步表明
,

利用竞争

性 l召飞代 B 技术对支气管哮喘患者进行早期基因诊断
.

终有 定的 可行性
.
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CP R 是分子生物学研究中最为重要的技术之
一 ,

90 年代初在此基础 仁建立的竞争

性 RT
一

CP R (
C o n lpe t iit ,’e 二 ve sr e一 t

anr
s C̀
画 ()I 1

代 R ) 技术
,

己被 )
’

泛用 于对 目的基因的表达进

行精确定量测定 「’
·

“ j
.

支气管哮喘病是一 种较为严重的气道炎症反应
,

其发病的分子机理

至今仍不十分清楚
,

早期诊断对该病的有效治疗无疑具有积极的作用
.

本文用竞争性 RT
~

P C R 法
,

对支气管哮喘患者的白细胞介素 8 ( IL )S 这种炎症趋化因子基因的表达水平进

行检测
,

探讨基 因诊断支气管哮喘病的可行性
.

1 材料和方法

1
.

1 质料和菌株

含有 人 I卜 8 基 因 的 质 粒 p娜M
一

ILS
、

大 肠 杆 菌 D SH
。 〔s u pD抖 △ 1二 ul 69 ( 钾80

l a e Z么加115 ) hs d R 17 er e A z e n

队 z 群 r A% t hi
一

l er 一A I 〕 由中山大学生物工程研究 中心提供
.

1
.

2 试剂及 CP R 引物合成

实验所用的酶
、

试剂盒购 自 P l ,〕 1l l

gae 和 iS笋
a
公 司

,

其余为国产分 析纯试剂 ; CP R 引

物由中国科学院上海生物化学研究所合成
,

P AGE 纯化
.

1
.

3 IL
一

8基 因的 CP R 扩增

设计扩增 IL
一

8 基 因编码 区上游 引物序列 为 5
` 一

A GT C CAT AA G AAC叨勺、( ; A
r

rG
一

3
`
; 下游引

物序列为 5
` 一

AT T C AA T f CT CAG C CC T C J T
~

3
` .

P CR 反应条件是
:
94 ℃变性 1而

n ,

5 4 ℃退火 l

而 n ,

7 2 ℃反应 2 m in
,

3 0 个循环
,

最后 72 ℃ 10 而 n
.

.1 4 几8 基因的反向 CP R 扩增

_ 一
.

亘兰鱼垦些 L物互
`

端
,

分别引人一个 掩 l 且酶切位点

`
收稿 日期
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一

以
一
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上游引物序列为
: 5

’ 一

cr 丛达卫江A CT GO J 氏犯AGA口义汀叭刃七
一

3
`

剐 n

下游引物序列为
: 5

` 一

C G五昼八卫缪 TG AT AAA )叮 fC G (X犷r ( ; GA
一

3
`

反向 CP R 扩增的反应条件是
:
94 ℃ l 而

n ,

O6 ℃ 1 m in 叨
、 ,

72 ℃ 3 I in n
30

、 ,

33 个循环
,

最后 7 2 ℃ 10 m in
.

1
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5 DN A 片段的回收

cP R 扩增产物采用 p or n l e
ga 的 W iaz 可 I’M PCR

关

P祀p s DN A p u ir if c
iat on vsS et m 试剂盒

,

直接

回收纯化
.

电泳后琼脂糖凝胶中的 DNA 片段
,

则采用 5 1兽11a
公司的 Ncu 械d e二 N cu ile

c

灿 id

B a l) id sI ol at io n iK t
,

按其推荐的 方法进行回收纯化
.

1
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6 淋巴细胞的制备及总 R卜A 的提取

抽取 2 m L 静脉血
,

置于抗凝管中
,

立即加人 Z mL
4 ℃预冷的生理盐水

,

混匀
,

把混

合物轻铺于 Z mL 的淋巴细胞分离液 上
.

2 (XX) r/ m in 离心 20 m in
,

将淋巴细胞层吸出转移

至另一试管中
,

再加入 Z mL 生理盐水
,

混匀
,

1 0 (D) r/ m in 离心 10 而 n ,

弃上 清
,

加入 l

mL 生理盐水并移至 1
.

5
rnL E p pen lo( 汀管中

,

2 (1 0 r/ m in 离心 5 而 n ,

弃上清
,

沉淀物即为

淋巴细胞
.

总 NR
A 的提取按 C l l o n 1C Zyn s k i 等因的方法进行

.

z“i工I崛枷撇内aslL

1
.

7 c DN A 单链模板的合成

取 5 雌 总 RNA 作模板
,

按 orP me ga 公

司 R e v e

, arrr
n s e ir p ti o o

yS
s te m Ki t推荐的方案

进行
,

反应体积为 20 拌L
.

1
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8 竞争性 CP R 结果的统计学分析

根据竞争性 CP R 的数学原理匡
,

待测

I卜 s e DNA 的起始质量浓度 二 咬待测 IL
一

s e D
-

NA CP R 产物的荧光亮度 /竞 争模板 CP R 产

物的荧光亮度 )
x
竞争模板的起 始质量 浓

度
,

一

单位为
n
岁拌L

.

荧光亮度由 UVP 紫外凝

胶图像分析仪测定
.

待测 IL S
l l l R卜A 的表达

量 二 (待测 IL S c DN A 的起始质量浓度
x
加

人逆转录产物的体积 ) /作逆转录模板的总

NR A 量
,

单位 为
n
留滩 外周 血淋 巴 细 胞总

RN A
.

所得数据采用统计学软件处理
,

数据

用均数 土标准误差表示
,

组间均数 比较采用

t 检验
.

2 结果与分析

.2 1 I L S 基因的克隆

用含有 I L S 基因的质粒 PH UM
一

I玲 为模

板
,

代R 扩增获得预期 2 18 碱基对的 IU S 基

因 目标带
,

回收后与 P or m e g a 的 p GEM
一

T 载

众\一 /

! eR一 咒 R

翌毖一一才
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价
v e玲 e

代 R P耐
u e t s 3 13 1 b p

l 奄 1 11 di罗 s t ion

二 U罗 ,`o n

恤
体连接 (图 l)

,

转化 MJ 109
,

11叮G / x
一

ga l 蓝 R g

图 1 几 8 内标分子的构建过程
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