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以梅花鹿 P21基因为模板比较相对和绝对荧光定量 PCR的准确性

王大涛 ,郭倩倩 ,朱宏伟 ,刘振 ,王桂武 ,李春义▲

(中国农业科学院特产研究所 , 长春 130112)

摘要:实时荧光定量 PCR是具有高度灵敏度和特异性的核酸分析技术 , 以 SYBR Green染料法为基础的相对定量和绝对定量检

测方法 ,由于操作简单 、成本较低而倍受青睐。本试验以梅花鹿 P21 基因为待检测基因 , 以 β-actin 作为内参基因 , 对不同浓

度稀释的模板进行相对实时荧光定量 PCR检测 ,然后分别对 P21 基因和 β-actin 基因进行绝对定量检测。结果表明 , 绝对定

量的结果比相对定量结果更准确可靠 ,相对定量在模板 256倍稀释后出现较大偏差 , 在模板浓度较低(低于1 000拷贝)时 2 种

方法都会出现较大误差。因此 ,建议尽量用绝对定量检测目的基因 ,当模板浓度太低时建议对样品进行浓缩处理。
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Comparative Studies between Relative and Absolute PCR

Value Using Sika Deer P21 Gene as an Example

WANG Da-tao ,GUO Qian-qian ,ZHU Hong-wei ,LIU Zhen ,
WANG Gui-wu ,LI Chun-yi▲

(Institute of Special Wild Economic Animals and Plants ,Chinese Academy of

Agricultural Sciences ,Changchun 130112 ,China)

Abstract:Real time fluorescent quantitative PCR is a highly sensitive and specific nucleic acid analysis technique , relative and absolute quan-

tifications using SYBRGreen dye are used widely because of simple operation and low cost.In this study ,we detected P21 gene of sika deer us-

ing qPCR and β -actin gene was used as an internal control.Samples were diluted to different concentrations and the relative and absolute val-

ues of P21 and β-actin genes were determined separately.The results showed that overall absolute quantification was more accurate and more

reliable compared to the relative quantification , as the relative quantification showed a large deviation at ×256.Both methods showed big devi-

ations when the template concentration was very low(lower than 1 000 copes).Therefore ,we suggest that using absolute quantification whenever

possible , and concentrating samples when the copes target genes are too low.
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　　实时荧光定量 PCR方法是对基因进行 PCR扩

增 、实时荧光信号检测和定量的核酸检测方法 ,它的

主要依据是在 PCR扩增过程的指数增长期 ,模板的

起始浓度与Ct值(到达设定荧光信号强度PCR的循

环数)存在线性关系[ 1] 。在目的基因 mRNA 水平检

测和细菌 、病毒粒子浓度检测方面应用广泛[ 2] 。由

于建立在 PCR基础上 ,能精确测量和鉴别非常微量

的特异性核酸 ,从而可通过监测值而实现对原始目

标基因的含量定量 。根据荧光信号的来源不同对荧

光定量的方法进行划分 , 包括荧光标记探针法 、

SYBR Green 染料法和最新出现的一种 dsDNA 结合

染料 LC Green TM I[ 3] 。

SYBR Green I是一种结合于所有 dsDNA双螺旋

小沟区域的具有绿色激发波长的染料 。在游离状态
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下发出微弱的荧光 ,但一旦与双链 DNA结合后 ,荧

光大大增强 。与其他标记方法相比 , SYBR Green I

染料法操作方便 、成本低 、应用广泛 。荧光定量依据

定量的标准分成绝对定量和相对定量。绝对定量指

用已知的标准曲线来推算未知的样本量;相对定量

指通过内参基因比较不同样品中目的基因的差

异[ 4] ,通常选作内参的是 β-actin 、GAPDH等管家基

因[ 5] ,它们在细胞中表达量比较恒定 ,受外界影响较

小。本试验分别利用绝对定量和相对定量测定同种

模板的同种基因 ,并对模板进行梯度稀释 ,对 2种方

法测定的结果进行比较分析。

1　材料和方法

1.1　材料与主要试剂

梅花鹿角柄骨膜细胞(本实验室保存);DMEM 、

FBS(Gibco公司);RNA 提取试剂盒离心柱型 、RT -

PCR Kit(宝生物工程大连有限公司);SYBR Green

QPCR Kit(Qiagen公司)。

1.2　细胞培养 、RNA提取与反转录

复苏冻存的角柄骨膜细胞[ 6] ,37℃迅速融化后 ,

加入含有 10mL DMEM 的离心管中 , 1 000r/min离心

5min。弃上清后 ,用 10mL 完全培养基(10% FBS ,

100mg/mL青霉素和100mg/mL链霉素)悬浮后移入

10cm细胞培养皿中 , 37℃5% CO2 培养箱中培养 。

根据试剂盒提供的操作手册提取角柄骨膜细胞总

RNA。利用紫外分光光度计测定样品 RNA 在

OD260/280nm处的吸光度 ,计算总 RNA浓度 。

1.3　cDNA合成

配制 40μL 反转录体系 , 包含 Oligo dT 2μL 、

dNTP Mixture 2μL 、总 RNA 2μg 、加 RNase Free H2O 至

20μL ,PCR 65℃变性 5min , 4℃保存 。继续加入 5×

PrimeScrip Buffer 8μL 、RNase Inhibitor 1μL 、RTase 1μL 、

RNase Free H2O 至 40μL。 PCR 42℃ 20min , 95℃

5min ,4℃保存 。

1.4　相对定量

根据荧光定量引物设计法则设计 β -actin 和

P21引物:

上游 P21 　5′-GACCACTTGGACCTGTCGCT-3′

下游 P21 　5′-GGGTTAGGGCTTCCTCTTGG-3′

上游 β-actin　5′-GCGTGACATCAAGGAGAAGC-3′

下游 β-actin　5′-GGAAGGACGGCTGGAAGA-3′

反转录所得的 cDNA 进行梯度×4 、×16 、×64

和×256稀释 。配制荧光定量 PCR反应体系 ,同样

的模板分别设有内参组和样品组 ,每个样品设置 3

个重复。上 、下游引物各 1μL ,模板 1μL , 2×Quan-

tiTec SYBR PCRMix 25μL ,RNase Free H2O 22μL。荧

光定量 PCR仪上进行扩增反应 ,热激活95℃15min ,

循环 40次 ,变性 94℃ 15s ,退火50 ～ 60℃30s ,延伸

72℃32s。添加溶解曲线 , 默认设定为 95℃ 15s ,

60℃1min , 95℃ 15s ,60℃ 15s。利用仪器自带的软

件对结果进行分析 。

1.5　绝对定量

以 cDNA为模板进行普通 PCR扩增 ,分别扩增

β -actin和 P2 ,凝胶电泳回收150 ～ 200bp条带 ,紫外

分光光度计测定回收的 DNA浓度 ,根据片段大小计

算模板数量 , 一次稀释到108/mL、107/mL 、106/mL、

105/mL 、104/mL、103/mL , 以这些稀释的 DNA 为模

板 ,配制荧光定量 PCR反应体系(同“1.4”项),每个

浓度设置 3个重复 ,制作标准曲线[ 7] 。以梯度稀释

的 cDNA模板为待检测样品进行绝对定量 ,反应体

系配制同上 。

2　结果

2.1　相对定量结果

由溶解曲线可以看出 ,2 种引物的特异性比较

好 ,P21扩增产物的Tm值为 87.6 ,β -actin扩增产物

的 Tm值为85.9 ,扩增条带均为单一峰(图 1-a ,图 1

-b)。相对定量值随着模板浓度的稀释而逐渐降低

(图 1-c)。

2.2　绝对定量结果

2个基因的扩增效率接近 P21 为 99.2%, β -

actin为 98.5%。P21几乎所有的浓度都体现在标准

曲线上 ,相关系数 R 为 99.6%(图 2-a);β-actin的

标准曲线的可信度达到 98.9%,也可以满足实验要

求(图 2-b)。绝对定量结果显示 ,P21基因的表达量

大约相当于 β-actin的一半 ,随着模板浓度的稀释 ,2

个基因的表达量也呈梯度下降(图2-c ,图 2-d)。

3　讨论
实时荧光定量 PCR技术广泛地应用于分子生

物学和医学研究领域。本试验分别利用绝对定量和

相对定量2种荧光定量方式对梅花鹿 P21基因进行

测定 。绝对定量随着模板浓度的稀释 ,无论是 P21

基因还是 β -actin基因均呈梯度下降 ,与已知的稀

释倍数相近 ,符合实验预期;相对定量的测定结果也
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a.β-actin溶解曲线;b.P21溶解曲线;c.相对定量数据

a.dissolutional curve of β -actin;b.dissolution of P21;c.Value of relative quantification

图 1　相对定量结果

Fig.1　Results of relative quantification

随着模板浓度的稀释有所下降 ,而根据相对定量的

计算原理 ,同一个样品 ,待测基因相对于内参基因的

比值是不应该因为样品稀释而改变的 ,但是我的测

定结果却呈下降趋势 ,稀释倍数越大偏离得越多 ,特

别在稀释到 256 倍时 , 测定浓度是样品浓度的

31.8%。推测可能随着模板数的减少 ,PCR反应的循

环数相应地增加 ,原本就存在于内参基因和待测基因

之间的扩增效率差异被不断放大 ,造成测定值的偏

离。相对定量是在默认内参基因和待测基因扩增效

率一致的基础上的[ 8] ,这就要求筛选引物时应尽量保

持扩增效率的一致 ,以避免因此带来的误差。

比较这2种定量方式 ,得出绝对定量的结果更准

确可靠。这一结论与朱振洪[ 9]利用 2种方法检测大

鼠缺氧后 Caspase-3基因的结论一致。但是绝对定

量需要首先获得已知浓度的标准品 ,本试验首先利用

普通 PCR扩增 ,通过电泳和切胶回收目的片段作为

标准品 ,应用效果很好 。绝对定量相比于相对定量操

作比较繁琐 ,为了获得一条比较准确的标准曲线 ,可

能需要重复多次 ,但是能否提供一个可靠的实验结果

应该是衡量一种检测方法优劣最重要的标准。
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a.P21基因的标准曲线;b.β-actin标准曲线;c.β-actin绝对定量 copy数;d.P21绝对定量拷贝数

a.standard curve of P21 gene;b.standard curve of β -actin;c.β-actin copes by absolute quantification;d.P21 copes by absolute quantification

图 2　绝对定量结果

Fig.2　Results of the absolute quantification
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