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荧光定量 孕悦砸 与半定量 孕悦砸 检测猕猴不同器官
组织中黄嘌呤脱氢酶 辕氧化酶基因的

皂砸晕粤 表达差异的比较
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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 摇 比较荧光定量 孕悦砸 与半定量 孕悦砸 检测猕猴体内肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组

织袁肾脏组织中黄嘌呤脱氢酶氧化酶渊载阅匀 辕 载韵冤的 皂砸晕粤 的相对表达量的差异袁为改进实验研究方法学提供参考

依据遥 方法摇 提取健康猕猴新鲜肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组织袁肾脏组织中总 砸晕粤袁使用相同的引物序

列及内参基因袁分别用荧光定量 孕悦砸 与半定量 孕悦砸 进行相对定量检测袁结果做比对分析遥 结果摇 两种检测方法均

能检测到健康猕猴新鲜肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组织袁肾脏组织中 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁荧光定量

孕悦砸 灵敏度可检测到肝脏组织 园郾 源灶早 总 砸晕粤 中的 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁半定量 孕悦砸 灵敏度可检测到肝脏组织

员缘郾 远圆缘 灶早 总 砸晕粤 中的 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁荧光定量 孕悦砸 较半定量灵敏度高 猿怨 倍遥 两种方法检测结果均显

示猕猴不同组织 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达在肝脏组织中表达水平最高袁对于表达量较低的其他组织袁荧光定量 孕悦砸
与半定量 孕悦砸 检测结果存在有一定差异遥 结论摇 两种方法均可用于检测猕猴体内肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧
心肌组织袁肾脏组织中黄嘌呤氧化脱氢酶渊载阅匀 辕 载韵冤的 皂砸晕粤 的相对表达量袁荧光实时定量 孕悦砸 灵敏度较高于半

定量 孕悦砸 法遥
揖关键词铱 摇 荧光定量 孕悦砸曰半定量 孕悦砸曰 黄嘌呤脱氢酶氧化酶曰 皂砸晕粤 表达曰猕猴曰肝曰心曰肾曰睾丸曰皮肤
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悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 遭藻贼憎藻藻灶 贼澡藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 葬灶凿 泽藻皂蚤鄄择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻
枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠泽 枣燥则 贼澡藻 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥枣 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤

藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 燥则早葬灶 贼蚤泽泽怎藻泽 燥枣 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠
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摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻摇 栽燥 葬灶葬造赠扎藻 贼澡藻 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻泽 遭藻贼憎藻藻灶 贼澡藻 泽藻皂蚤鄄择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 砸栽鄄孕悦砸 葬灶凿 则藻葬造 贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻
枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠泽 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤灶早 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 蚤灶 增葬则蚤燥怎泽 燥则早葬灶 贼蚤泽泽怎藻泽 燥枣 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠袁 葬灶凿
责则燥增蚤凿藻 怎泽藻枣怎造 则藻枣藻则藻灶糟藻 蚤灶 皂藻贼澡燥凿燥造燥早赠 燥枣 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 泽贼怎凿蚤藻泽援 栽燥贼葬造 砸晕粤 憎葬泽 藻曾贼则葬糟贼藻凿 枣则燥皂 贼澡藻 皂赠燥糟葬则凿蚤怎皂袁 噪蚤凿灶藻赠袁
贼藻泽贼蚤泽袁 泽噪蚤灶袁 葬灶凿 造蚤增藻则 贼蚤泽泽怎藻泽袁 则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠袁 枣燥则 凿藻贼藻糟贼蚤灶早 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 蚤灶 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠 遭赠 泽藻皂蚤鄄
择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 砸栽鄄孕悦砸 葬灶凿 则藻葬造 贼蚤皂藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠泽援 栽澡藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 葬灶凿 泽责藻糟蚤枣蚤糟蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 贼憎燥



葬泽泽葬赠泽 憎藻则藻 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 藻葬糟澡 燥贼澡藻则 怎泽蚤灶早 贼澡藻 泽葬皂藻 责则蚤皂藻则 泽藻择怎藻灶糟藻泽 葬灶凿 则藻枣藻则藻灶糟藻 早藻灶藻泽援 砸藻泽怎造贼泽摇 栽澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣
载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 燥则早葬灶 贼蚤泽泽怎藻泽 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 遭燥贼澡 贼澡藻 贼憎燥 孕悦砸 葬泽泽葬赠泽援 栽澡藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻
枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄孕悦砸 枣燥则 贼澡藻 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 蚤灶 贼澡藻 造蚤增藻则 贼蚤泽泽怎藻 憎葬泽 猿怨 贼蚤皂藻泽 澡蚤早澡藻则 贼澡葬灶 贼澡葬贼 遭赠 泽藻皂蚤鄄
择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 砸栽鄄孕悦砸援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽摇 月燥贼澡 贼澡藻 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 葬灶凿 泽藻皂蚤鄄择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠泽 糟葬灶 遭藻 怎泽藻凿
贼燥 凿藻贼藻糟贼 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 蚤灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 燥则早葬灶 贼蚤泽泽怎藻泽 燥枣 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠援 栽澡藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻
枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸 葬泽泽葬赠 蚤泽 皂燥则藻 泽藻灶泽蚤贼蚤增藻 贼澡葬灶 贼澡葬贼 燥枣 贼澡藻 泽藻皂蚤鄄择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱 摇 匝怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻 砸栽鄄孕悦砸曰 杂藻皂蚤鄄择怎葬灶贼蚤贼葬贼蚤增藻 砸栽鄄孕悦砸曰 载阅匀 辕 载韵曰 耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 皂砸晕粤曰
砸澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠曰 蕴蚤增藻则曰 杂噪蚤灶曰 栽藻泽贼蚤泽曰 匀藻葬则贼曰 运蚤凿灶藻赠

摇 摇 荧 光定量 孕悦砸 是 员怨怨远 年 由 美 国 粤责责造蚤藻凿
月蚤燥泽赠泽贼藻皂泽 公司推出的一种新技术袁它通过在反应

体系中加入荧光基团袁使 孕悦砸 产物的量与其荧光

强度成线性关系袁从而得到产物的扩增曲线遥 荧

光通过引物与模板的特异性杂交来鉴别模板袁 具

有很高的准确性袁 假阳性低袁 特异性好咱员暂 遥 半定

量 砸栽鄄孕悦砸 是研究基因转录水平的有效手段袁 因

其费用低尧普通实验室容易做到而被经常使用袁可
用来检测基因表达及其变化状况咱圆暂 遥 黄嘌呤脱氢

酶 辕氧化酶 渊 曾葬灶贼澡蚤灶藻 凿藻澡赠凿则燥早藻灶葬泽藻 辕 燥曾蚤凿葬泽藻袁载阅匀 辕
载韵冤是一种在嘌呤代谢的氧化过程中的限速酶袁
并且被认为在一些包括缺血再灌注损伤尧病毒性

肺炎尧肾衰竭的过程中扮演着重要的角色咱猿袁 源暂 遥
载阅匀 辕 载韵 的分布有物种和组织特异性袁狗和小鼠

心肌内 载阅匀 辕 载韵 活性很高袁兔和猪心肌内 载阅匀 辕
载韵 活性很低袁在人体及灵长类动物体内 载阅匀 辕 载韵
主要分布于肝脏组织袁其次为小肠咱猿袁 缘暂 遥 猕猴

渊酝葬糟葬糟葬 皂怎造葬贼贼葬冤袁又名恒河猴 渊 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠冤袁
由于在形态学尧生理生化代谢等方面与人类非常

相似袁是较为理想的实验动物袁常用于许多重要的

科学研究遥 本文对照分析荧光定量 孕悦砸 与半定量

孕悦砸 检测猕猴体内肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组

织尧心肌组织袁肾脏组织中黄嘌呤氧化脱氢酶

渊载阅匀 辕 载韵冤的 皂砸晕粤 的相对表达量的差异袁其结

果具有一定的参考价值遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物

实验所需猕猴来源于中国医学科学院医学生

物学研究所全国医学灵长类中心袁实验动物生产许

可证号院揖杂悦载运渊滇冤圆园员园 原 园园园猿铱袁实验动物使用许

可证号院揖 杂再载运渊滇冤 圆园员园 原 园园园苑铱遥 猕猴基本信

息院猴号 员圆园源园源猿袁雄性袁体重 猿郾 员 噪早袁年龄 员郾 缘 岁袁
猴号 圆园缘园园员袁雄性袁 体重 圆郾 远 噪早袁年龄 员郾 源 岁遥 数量

圆 只遥 动物实验由中国医学科学院医学生物学研究

所动物实验伦理委员会审查通过袁批准号为揖圆园员猿
原园园猿铱袁同时按照实验动物使用的 猿砸 原则给予人

道关怀遥
员郾 圆摇 试剂及仪器

逆转录试剂盒渊 栽则葬灶泽糟则蚤责贼燥则 云蚤则泽贼 杂贼则葬灶凿 糟阅晕粤
杂赠灶贼澡藻泽蚤泽 运蚤贼 园源 愿怨苑 园猿园 园园员冤袁砸燥糟澡藻 公司产品曰实
时荧光定量扩增试剂盒袁杂再月砸 孕则藻皂蚤曾 耘曾 栽葬择 陨陨
渊 栽造蚤 砸晕葬泽藻匀 孕造怎泽 冤 渊 栽葬运葬砸葬 悦燥凿藻 晕燥援
阅砸砸愿圆园粤冤曰 孕悦砸 试 剂 渊 孕则藻皂蚤曾 栽葬择栽酝袁 悦燥凿藻 晕燥援
砸砸园园猿粤冤袁栽葬运葬砸葬 生物有限公司产品曰 栽砸蚤扎燥造 试
剂袁陨灶增蚤贼则燥早藻灶栽酝 公司曰溴化乙锭 渊 耘月冤袁美国 月蚤燥鄄
砸葬凿 公司曰西班牙 月蚤燥憎藻泽贼 琼脂糖曰阅晕粤 分子量标

准渊 阅蕴 圆园园园 遭责冤袁 栽葬噪葬砸葬 生物 工程 有 限 公 司遥
悦云载 怨远栽酝 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 泽赠泽贼藻皂 荧光定量 孕悦砸 仪袁美国

月蚤燥鄄砸葬凿 公司曰悦员园园园 栽酝 栽澡藻则皂葬造 悦赠糟造藻则 孕悦砸 扩增

仪袁美国 月蚤燥鄄砸葬凿 公司曰孕燥憎藻则孕葬糟 月葬泽蚤糟 电泳仪袁美
国 月蚤燥鄄砸葬凿 公司曰凝胶成像分析仪袁美国 月蚤燥砸葬凿 公

司曰晕阅鄄员园园园 紫外分光光度计袁美国 阅葬灶燥阅则燥责 公

司曰匀蚤贼葬糟澡蚤 悦栽员缘砸耘 冷冻离心机袁宝日医学生物技

术渊北京冤有限公司曰烘干箱袁北京市光明医疗器械

厂曰超低温保存箱袁中国海尔集团曰杂杂鄄猿圆缘 高压蒸

气灭菌箱袁日本 栽燥皂赠 公司遥
员郾 猿摇 引物设计与合成

两种方法采用相同的引物袁引物设计根据 晕悦月陨
提供的人类 载阅匀 辕 载韵 核苷酸序列渊哉猿怨源愿苑郾 员冤为参

考袁利用 孕则蚤皂藻则 缘郾 园 软件在 悦阅杂 区域进行设计袁内
参基因为 郧粤孕阅匀遥 载阅匀 辕 载韵 上下游引物分别为 云院
缘爷鄄郧栽栽郧郧粤郧郧郧粤粤悦粤栽悦粤栽悦粤悦栽鄄猿袁砸院 缘爷鄄郧悦粤郧郧
郧栽悦栽栽栽悦栽郧栽粤郧悦悦粤鄄猿爷袁产物长度为 员缘园 遭责曰内参

基因 郧粤孕阅匀 上下游引物分别为 云院 缘爷鄄悦粤粤郧粤粤郧
郧栽粤郧栽郧粤粤郧悦粤郧郧悦鄄猿爷袁砸院 缘爷鄄栽郧栽栽郧粤粤郧栽悦郧郧粤
郧郧粤郧粤悦悦鄄猿爷 产物长度为 员园园 遭责遥
员郾 源摇 猕猴各器官组织的取材

猕猴采用大剂量注射氯胺酮进行安死术后袁迅
速采集其心肌组织袁肝脏组织袁肾脏组织袁睾丸组
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织袁上皮组织少许袁迅速放入液氮中保存备用遥
员郾 缘摇 总 砸晕粤 的提取尧浓度测定及完整性检测

分别取液氮中猕猴心肌组织袁肝脏组织袁肾脏

组织袁睾丸组织袁皮肤组织各 员园园 皂早 按 栽砸蚤扎燥造 试剂

说明书提取不同组织的总 砸晕粤遥 将所提取的

砸晕粤袁分别取 员 滋蕴 于核酸微量检测仪 渊晕阅鄄员园园园冤
测定总 砸晕粤 的含量遥 根据 粤 圆远园 辕 粤 圆愿园 的比值

估计 砸晕粤 的纯度袁员郾 缘豫琼脂糖凝胶电泳袁进行完

整性检测遥
员郾 远摇 目的片段基因的特异性鉴定尧灵敏度比较

员郾 远郾 员摇 逆转录获得 糟阅晕粤 的第一链及 载阅匀 辕 载韵 基

因及内参基因 郧粤孕阅匀 基因的 孕悦砸 扩增院将得到的

猕猴不同组织的总 砸晕粤 浓度稀释统一稀释到 员 园园园
灶早 辕 滋蕴 量遥 根据 砸燥糟澡藻 第一链 糟阅晕粤 合成试剂盒

栽则葬灶泽糟则蚤责贼燥则 云蚤则泽贼 杂贼则葬灶凿 糟阅晕粤 杂赠灶贼澡藻泽蚤泽 运蚤贼 说明书操

作取 员 滋蕴 总 砸晕粤袁逆转录后获得 圆园 滋蕴 获得 糟阅晕粤
第一链遥 以逆转录所获得的 糟阅晕粤 为模板在同一块

板上进行以上不同组织的 载阅匀 辕 载韵 基因及内参基

因 郧粤孕阅匀 的 孕悦砸 扩增袁孕悦砸 反应经过优化袁优化后

反应条件如下院反应体系为 圆缘 滋蕴袁分别加上尧下游

引物各 员 滋蕴渊员园 滋皂燥蕴 辕 蕴冤尧模板 糟阅晕粤 缘 滋蕴渊相当于

圆缘园 灶早 总 砸晕粤冤尧灭菌去离子水 缘郾 缘 滋蕴尧 孕则藻皂蚤曾 耘曾
栽葬早 员圆郾 缘 滋蕴遥 反应条件为院怨源益 预变性 缘 皂蚤灶袁怨猿益
变性 猿园 泽尧远圆郾 缘益退火 猿园 泽尧苑圆益延伸 猿园 泽尧猿园 个循

环袁苑圆益延伸 员园 皂蚤灶遥
员郾 远郾 圆摇 目的片段基因的特异性鉴定尧序列测定院扩
增产物经 员郾 缘豫 琼脂糖凝胶电泳后袁在凝胶影像分

析仪用 匝怎葬灶贼蚤贼赠 韵灶藻 软件观察所扩增的目的片段袁
扩增产物与所设计的片段大小相一致时袁将 砸栽鄄
孕悦砸 产物送百泰克生物科技公司直接测序袁测序结

果使用 悦澡则燥皂葬泽孕则燥 软件进行碱基序列拼接袁利用

阅晕粤酝粤晕 软件对目的基因核苷酸进行分析及鉴定遥
砸藻葬造鄄贼蚤皂藻 荧光定量 孕悦砸 目的片段及内参基因特异

性通过绘制出的溶解峰来证实遥
员郾 远郾 猿摇 半定量 孕悦砸 灵敏度检测院分别将逆转录所

得的肝脏 糟阅晕粤 进行对倍稀释至 砸晕粤 浓度 缘 滋蕴 中

含量依次为 圆缘园 灶早尧 员圆缘 灶早尧 远圆郾 缘 灶早尧 猿员郾 圆缘 灶早尧
员缘郾 远圆缘 灶早袁然后进行 砸栽鄄孕悦砸 反应的灵敏度检测袁反
应参数同上遥
员郾 远郾 源摇 砸藻葬造鄄栽蚤皂藻 荧光定量 孕悦砸 优化及标准曲线

的建立院将逆转录后得到的模板 糟阅晕粤 稀释遥 以稀

释因子为 缘 进行 缘 倍倍比稀释袁将模板稀释为 缘园 耀
缘 原 源倍 糟阅晕粤 原液袁即相当于 缘滋蕴 中含量依次为 圆缘园

灶早尧缘园 灶早尧员园 灶早尧圆 灶早尧园郾 源 灶早 的总 砸晕粤 浓度的稀释

液袁各取 缘 滋蕴 作为反应模板分别以 载阅匀 辕 载韵 引物

及内参基因引物 郧粤孕阅匀 进行荧光定量 孕悦砸袁 同时

以 砸晕粤 为反应模板袁 做阴性实验对照袁 以验证有无

基因组 阅晕粤袁反应条件参数如下院在 圆缘 滋蕴 体系中

加入下列试剂院上尧下游引物各 员 滋蕴渊员园 责皂燥造 辕 蕴冤袁
砸晕葬泽藻鄄枣则藻藻 凿匀圆韵 滋蕴袁圆 伊 杂再月砸 责则藻皂蚤曾贼怎则藻 员园 滋蕴袁模
板 糟阅晕粤 缘滋蕴遥 在 悦云载 怨远栽酝 砸藻葬造鄄栽蚤皂藻 杂赠泽贼藻皂 荧光

定量 孕悦砸 仪上进行反应袁反应条件为院怨源郾 园益 缘 皂蚤灶
预变性袁怨缘郾 园益 员园 泽藻糟 变性袁 远圆郾 园益 猿园 泽 复性 猿园 个

循环袁延伸 苑圆郾 园益 员 皂蚤灶袁苑圆郾 园益终延伸 员园 皂蚤灶袁插
入曲熔曲线袁荧光采集 缘缘郾 园益 耀 怨缘郾 园益尧园郾 缘益尧
园郾 园缘 泽遥

反应结束后根据荧光信号的数据袁通过 悦云载
酝葬灶葬早藻则 软件袁建立标准曲线袁 得到基因扩增效率袁
斜率及 砸圆 值袁当目的基因及内参基因扩增效率在

愿园豫至 员圆园 之间袁同时 砸圆 接近 员袁说明结果可信度

较高袁符合荧光定量 孕悦砸 要求遥 可进一步进行待检

样品检测遥
员郾 苑摇 半定量 孕悦砸 及荧光定量 孕悦砸 相对定量检测

员郾 苑郾 员摇 载阅匀 辕 载韵 基因及内参基因 郧粤孕阅匀 同步扩增

的半定量 孕悦砸 相对表达值的计算院以反转录后的

糟阅晕粤 作为模板袁采用同批异管对目的基因及内参

基因进行 孕悦砸 扩增袁每个样品做复孔袁扩增后进行

琼脂糖电泳袁对猕猴不同组织的 载阅匀 辕 载韵 基因及内

参基因用 月蚤燥鄄砸葬凿 公司成像系统进行成像袁对所得

到的条带用 匝怎葬灶贼蚤贼赠 燥灶藻 软件进行灰度值 陨韵阅 值测

定袁以 载阅匀 辕 载韵 与 郧粤孕阅匀 比值为基因的相对表

达量遥
员郾 苑 郾 圆摇 荧光定量 孕悦砸 反应及相对表达值的获得院
采用 杂再月砸鄄早则藻藻灶 法袁将猕猴不同器官组织所获得的

糟阅晕粤 作为模板进行 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 孕悦砸 反应袁反应参数

同上袁每个样品重复两次袁同时以 砸晕粤 为反应模板袁
做阴性实验对照遥 反应结束后由 悦云载 酝葬灶葬早藻则 软件

将 择砸栽鄄孕悦砸 结果进行基因表达的相对定量分析袁
悦云载 酝葬灶葬早藻则 软件内部公式计算得出校正的相对定

量标准偏差数据遥 本实验采用两只猕猴的不同器

官组织进行荧光定量实验袁代入标准曲线所获得的

郧粤孕阅匀 和 载阅匀 辕 载韵 的扩增效率袁总结两次实验的数

据取平均值袁以心肌 载阅匀 辕 载韵 基因表达水平作为 员袁
其他各组织 载阅匀 辕 载韵 基因表达水平以相对于心的

倍数来表示袁得到猕猴相同器官组织中相对平均表

达量遥
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圆摇 实验结果

圆郾 员摇 猕猴各器官组织 砸晕粤 提取

所提取的总 砸晕粤 样品经 晕葬灶燥凿则燥责鄄员园园园 超微量

核酸测定仪测定袁粤圆远园 灶皂 辕 粤圆愿园 灶皂 值介于 员郾 愿 耀
圆郾 园 之间时袁 总 砸晕粤 琼脂糖电泳结果可观察到见

圆愿 泽尧员愿 泽尧 缘 泽 猿 条带袁见图 员袁说明所提取的总 砸晕粤
无降解袁可进一步用于后续实验遥

图 员摇 总 砸晕粤 电泳图

云蚤早援 员摇 砸藻泽怎造贼泽 燥枣 贼燥贼葬造 砸晕粤 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽
圆郾 圆摇 目的基因片段 砸栽鄄孕悦砸 的特异性鉴定尧序列

测定

所扩增出的目的条带袁通过测序及序列比对得

到鉴定遥
圆郾 猿摇 灵敏度尧特异性比较

实时定量 孕悦砸 灵敏度优于半定量 砸栽鄄孕悦砸 灵

敏度遥 半定量灵敏度实验显示院目的基因在总 砸晕粤
含量为 员缘郾 远圆缘 灶早 时袁仍可见条带较弱的阳性扩增袁

见图 圆遥 荧光定量 孕悦砸 在稀释度 缘园袁缘 原 员袁缘 原 圆袁缘 原 猿袁
缘 原 源均有阳性扩增曲线袁灵敏度检测下限为稀释度

缘 原源袁即总 砸晕粤 含量 园郾 源 灶早 可检出目的基因的表

达袁见图 猿遥 荧光定量 孕悦砸 灵敏度比半定量 砸栽鄄
孕悦砸 灵敏度高 猿怨 倍遥 两种方法特异性可从电泳图

及熔解曲线反应袁见图 源 及图 缘遥
圆郾 源摇 比较不同组织 载阅匀 辕 载韵 基因的半定量与荧光

定量 孕悦砸 相对表达值

由表 员袁表 圆 可知院两种检测方法均能检出猕猴

不同组织 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁荧光定量 孕悦砸 较

半定量 孕悦砸 灵敏性高袁两种检测方法均能检测到健

康猕猴新鲜肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组

织袁肾脏组织中 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁荧光定量

孕悦砸 灵敏度可检测到肝脏组织 园郾 源 灶早 总 砸晕粤 的

载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁半定量 孕悦砸 灵敏度可检测

到肝脏组织 员缘郾 远圆缘 灶早 总 砸晕粤 的 载阅匀辕 载韵 的 皂砸晕粤
表达袁荧光定量 孕悦砸 较半定量灵敏度高 猿怨 倍遥

两种方法检测结果均显示猕猴不同组织 载阅匀 辕
载韵 的 皂砸晕粤 表达在肝脏组织中表达水平最高袁对
于表达量较低的其他组织袁荧光定量 孕悦砸 与半定量

孕悦砸 检测结果存在有一定差异遥 其中半定量 孕悦砸
结果显示院肝脏组织中 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 相对表达

值最高袁是心肌的 员郾 猿 倍袁是皮肤的 圆郾 圆 倍尧睾丸的

圆郾 员 倍尧是肾脏的 员郾 缘苑 倍遥 荧光定量 孕悦砸 结果显

示院肝脏中 载阅匀 辕 载韵 的相对表达值也是最高袁分别

是心肌的 员猿猿郾 愿 倍袁是皮肤的 员远郾 缘 倍尧睾丸 圆怨郾 缘苑
倍袁是肾脏的 猿源猿 倍遥

图 圆摇 砸栽鄄孕悦砸 灵敏度实验

晕燥贼藻援 酝院 阅蕴圆园园园 阅晕粤 皂葬则噪藻则曰员袁猿袁缘袁苑袁怨袁员员院 员缘园 遭责 枣则葬早皂藻灶贼 燥枣 载阅匀 辕 载韵 早藻灶藻曰 圆袁源袁远袁愿袁员园院 员园园 遭责 枣则葬早皂藻灶贼 燥枣 郧粤孕阅匀
早藻灶藻援 员袁圆院 圆缘园 灶早曰 猿袁源院 员圆缘 灶早曰 缘袁远院 远圆郾 缘 灶早曰 苑袁愿院 猿员郾 圆缘 灶早曰 怨袁员园院 员缘郾 远圆缘 灶早曰 员员袁员圆院 苑郾 愿员灶早援

云蚤早援 圆摇 杂藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 燥枣 贼澡藻 砸栽鄄孕悦砸 葬泽泽葬赠

图 猿摇 猕猴 载阅匀 辕 载韵 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄孕悦砸 反应扩增曲线及标准曲线

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 泽贼葬灶凿葬则凿 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄孕悦砸 糟怎则增藻泽 燥枣 载阅匀 辕 载韵 燥枣 贼澡藻 则澡藻泽怎泽 皂燥灶噪藻赠泽

园缘 中国比较医学杂志 圆园员缘 年 员圆 月第 圆缘 卷第 员圆 期摇 悦澡蚤灶 允 悦燥皂责 酝藻凿袁 阅藻糟藻皂遭藻则 圆园员缘袁灾燥造援 圆缘援 晕燥援 员圆



注院 员院 心肌 载阅匀 辕 载韵摇 圆院 心肌 郧粤孕阅匀 猿院 肝脏 载阅匀 辕 载韵摇 源院 肝脏 郧粤孕阅匀摇 缘院 肾脏 载阅匀 辕 载韵摇 远院 肾脏 郧粤孕阅匀
苑院 睾丸 载阅匀 辕 载韵摇 愿院 睾丸 郧粤孕阅匀摇 怨 皮肤 载阅匀 辕 载韵 员园 皮肤院 郧粤孕阅匀 酝院 阅蕴圆园园 皂葬则噪藻则

图 源摇 猕猴不同组织内的 载阅匀 辕 韵载 基因半定量 孕悦砸 检测电泳图
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表 员摇 半定量 砸栽鄄孕悦砸 检测不同猕猴器官组织 载阅匀 辕 载韵 皂砸晕粤 相对表达值
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猿摇 讨论

本实验从猕猴各新鲜组织中提取总 砸晕粤袁然后

进行逆转录获得 糟阅晕粤袁 用获得的 糟阅晕粤 进行 砸栽鄄
孕悦砸袁产物用于 载阅匀 辕 载韵 基因测序和灵敏度检测袁建
立了检测体内各组织 载阅匀 辕 载韵 基因 皂砸晕粤 表达的

半定量 砸栽鄄孕悦砸 检测方法曰荧光定量 孕悦砸 通过梯度

稀释 糟阅晕粤袁以优化的反应条件进行荧光定量 孕悦砸袁
获得其扩增效率袁目的基因及内参基因扩增效率分

别是 怨苑郾 缘豫 袁员员员郾 缘豫为袁在 愿园豫 至 员圆园 之间袁砸圆 分

别是 园郾 怨怨苑尧园袁怨怨远袁砸圆 接近 员袁说明结果可信度较

高袁符合荧光定量 孕悦砸 要求袁建立了检测体内各组

织 载阅匀 辕 载韵 基因 皂砸晕粤 表达的实时荧光定量 孕悦砸
检测方法遥 通过对相同的实验材料袁不同的检测方

法对照分析荧光定量 孕悦砸 与半定量 孕悦砸 检测猕猴

体内肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组织袁肾
脏组织中黄嘌呤氧化脱氢酶渊载阅匀 辕 载韵冤 的 皂砸晕粤
的相对表达值袁为实验室检测提供方法学选择依据遥

实验结果显示两种检测方法均检测到猕猴不

同组织肝脏组织尧上皮组织尧睾丸组织尧心肌组织袁
肾脏组织飞 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁其中袁肝脏组

织中表达水平最高袁其他组织具有不同水平的微量

表达袁与文献报道的相一致咱缘暂 袁对于表达量较低的

其他组织袁荧光定量 孕悦砸 与半定量 孕悦砸 检测结果

有一定差异袁其中半定量 孕悦砸 结果显示院肝脏组织

中 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 相对表达值最高袁是心肌的

员郾 猿 倍袁是皮肤的 圆郾 圆 倍尧睾丸的 圆郾 员 倍尧是肾脏的

员郾 缘苑 倍袁荧光定量 孕悦砸 结果显示院肝脏中 载阅匀 辕 载韵
的相对表达值也是最高袁分别是心肌的 员猿猿郾 愿 倍袁是
皮肤的 员远郾 缘 倍尧睾丸 圆怨郾 缘苑 倍袁是肾脏的 猿源猿 倍遥
灵敏度试验结果提示荧光定量 孕悦砸 较半定量 砸栽鄄
孕悦砸 检测的灵敏性高袁荧光定量 孕悦砸 灵敏度可检测

到肝脏组织 园郾 源 灶早 总 砸晕粤 中的 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤
表达袁半定量 孕悦砸 灵敏度可检测到肝脏组织 员缘郾 远圆缘
灶早 总 砸晕粤 中的 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达袁荧光定量

孕悦砸 较半定量灵敏度高 猿怨 倍遥 半定量 砸栽鄄孕悦砸 可

作为研究基因转录水平的手段之一袁可用来检测基

因表达及其变化状况大致趋势袁两种方法检测结果

均显示猕猴不同组织 载阅匀 辕 载韵 的 皂砸晕粤 表达在肝

脏组织中表达水平最高袁由于灵敏度相差较大袁对
于表达量较低的其他组织袁荧光定量 孕悦砸 与半定量

孕悦砸 检测结果存在有一定差异遥
目前已有许多改进的检测方法和技术用于定

量分析 皂砸晕粤 表达量袁 荧光定量 孕悦砸 较半定量 砸栽鄄
孕悦砸 检测的灵敏性高咱员暂 袁但在研究不同实验目的下

特异基因表达水平的差异时袁 半定量 砸栽鄄 孕悦砸 因其

方便尧费用低尧普通实验室容易做到而被经常使

用咱圆暂 遥 如果只想看看基因表达及其变化状况大致

趋势袁半定量不失为一种快速的袁简便方法遥 现在

一些相对高级别的刊物上也有半定量的结果袁如
孕造葬灶贼 允尧 孕则燥糟 晕葬贼造 粤糟葬凿 杂糟蚤 哉 杂 粤尧 悦葬则糟蚤灶燥早藻灶藻泽蚤泽
等咱远 原 员员暂 袁当然半定量 砸栽鄄孕悦砸 法只是一种粗略地估

计基因表达的相对变化的方法袁 它存在一些自身缺

点袁诸如非同管扩增袁 难以保证扩增效率一致袁对于

表达较低的基因袁 电泳易看不到目的条带袁 误判为

基因缺失袁 因此它并不能准确测定不同样品间基因

表达相差的倍数袁 若要精确地分析基因表达的差异

还需利用荧光实时定量 孕悦砸 等技术咱员暂 袁半定量 孕悦砸
法不能完全替代荧光定量 孕悦砸 法检测袁准确测定不

同样品间基因表达相差的倍数袁 荧光实时定量 孕悦砸
优于半定量 孕悦砸 法遥

由于猕猴是较为珍贵的实验动物袁实验材料的

获取较为困难袁本研究利用获得的 圆 只猕猴不同器

官组织袁虽然实验动物的数量有限袁但实验结果及

实验数据也具有一定的参考性袁其结果具有一定的
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改良简易双人操作家兔灌胃法

陈雷雷员袁洪郭驹圆袁 陈晓波圆
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员援 准备物品院高脚椅尧保护披巾尧注射器尧组配式灌胃管渊直径 缘 皂皂 儿童尿管尧员园园 皂蕴 去针头针管冤尧开
口器尧清水 缘园 皂蕴遥

圆援 抓持院助手取坐位于高脚椅上袁将保护披巾披放于双腿上遥 操作者抓持家兔颈提至助手胸前袁家兔背

向助手袁四肢朝外袁并使家兔全身松弛袁下肢下垂遥 助手用双膝部内侧用力夹紧家兔双髋部袁双手同时固定

头部及前肢遥 其中食指和拇指配合固定上提上肢袁拇指指腹按压家兔颈后袁其余三指托住其下颌部向下轻

压其头部袁使头部持平袁并依据头部大小择指用力固定遥 控制家兔上身前倾袁目的是使本来呈 杂 型曲线的口

原咽 原食道部尽可能变直袁以利于灌胃管的深入袁且能避免误插气管遥
猿援 灌胃院操作者取半蹲位袁将开口器横于家兔口中袁后压开口器并逐渐使上缘向咽部旋转袁使兔舌压于

开口器下袁露出咽部开口遥 左手固定开口器袁右手持预置的组配式灌胃管袁从外侧呈 源缘 度角向上斜插入从开

口器中央孔入口内袁循循进入食道至胃内遥 进管长度约 员缘 耀 圆园 糟皂遥 途中若遇阻碍袁可轻度左右旋转进入遥
插入完毕后袁将导尿管外端放入清水中袁随家兔呼吸若无气泡出现袁可进行灌药遥 灌药时袁单手将注射器接

入灌胃管袁匀速打入遥 期间由助手观察家兔神志及肌力反应袁操作者观察家兔呼吸反应遥
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