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基于荧光通用引物的多重定量 RT-PCR 基因表达谱分
析平台的构建、优化及其应用 

王勤熙, 李凯, 周宇荀, 肖君华 

东华大学生物科学与技术研究所, 上海 201620 

摘要: 文章建立并优化了一种基于荧光通用引物的多重定量 RT-PCR 技术, 该技术采用了嵌合特异引物引导荧

光通用引物的扩增方案, 多个目的基因被一对通用引物等比例扩增, 从而实现多重定量检测。该技术实现了经

济可靠的中通量基因表达定量研究, 弥补了基因表达分析平台中 cDNA 芯片定量准确性低和 Real-time quanti-
tative PCR 通量小的缺点, 完善了整个基因表达的分析过程。文章以小鼠 X 染色体上影响性发育启动的 QTL 区

段为例, 选择 11 个目的基因进行了技术构建及优化, 确定了该技术的检测灵敏度为 102 拷贝, 通用引物与上游

嵌合特异引物的比例以 1:1 为佳, 并且验证了该技术的重复性和准确性。降落式(Touchdown)PCR 结合通用引物

补加实验表明, 该优化步骤可大大改善低丰度表达基因的扩增。通过对 2 个品系(C3H/HeJ 和 C57BL/6J)15 日龄

小鼠的下丘脑和睾丸组织中的 11个基因的表达分析, 在下丘脑中找到了一个差异表达的基因PHF6可用于进一

步的基因功能研究。 
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Development, optimization and application of the expression 
analysis platform based on multiplex quantitative RT-PCR using 
fluorescent universal primers 
WANG Qin-Xi, LI Kai, ZHOU Yu-Xun, XIAO Jun-Hua 
Institute of Biological Science & Biotechnology, Donghua University, Shanghai 201620, China 

Abstract: A multiplex quantitative RT-PCR technology with a universal fluorescent primer was established. This tech-
nology employs a chimeric-primer-induced-universal-primer amplification method that ensures target genes amplified in a 
constant ratio. This technique was cost-effective, moderate-throughput, and reliable in quantification of gene expression. It 
is complementary to cDNA chip, which has low quantitative accuracy , and Real-time quantitative PCR with low through-
put, through improving the entire process of expression profiling analysis. Eleven genes within a QTL segment regulating 
mouse puberty onset on chromosome X were investigated to construct and optimize the method. The sensitivity of detection 
(102 copies) was determined, the concentration ratio of universal primer and chimeric forward primers (1:1) was optimized, 
and the accuracy and repeatability were validated. The method of Touchdown PCR with addition of universal primers sig-
nificantly improved amplification of genes expressed in low abundance. After testing the expression profile of 11 genes in 
hypothalamus and testis in two mouse strains C3H/HeJ and C57BL/6J at the age of 15 d, one gene named PHF6 was found 
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differentially expressed for further function analysis. 

Keywords: universal primers; multiplex RT-PCR; expression profile analysis; puberty onset 

人类复杂性状疾病是当前研究的热点与难点。

糖尿病、癌症、早老性痴呆和精神分裂症等疾病的

遗传机理和相关效应基因仍未最终揭晓。通过全基

因组转录图谱来查找候选基因  是复杂性疾病研究
的重要步骤, 也对进一步理解人类复杂性疾病和分
子药物的研发提供了帮助[1]。目前, 已有研究将转录
图谱用于癌症诊断和疗效比较[2]、肿瘤分类[3,4], 预
测肿瘤化学治疗的药剂疗效[5]。虽然哺乳动物细胞

约含 3~4 万个基因, 平均每个细胞约有 1 万个基因
参加表达, 但是通常的状况是, 10到 50个基因表达
与一种特定的疾病相关, 10到 50个基因和一个特定
的通路和药物反应相关[6, 7]。 

全基因组表达芯片能成功的从各种反应条件下

筛选出差异表达的基因, 并被作为候选基因进行假
设验证和功能分析[8]。芯片技术的优势是一次实验

所能检测的基因量很大, 但同时也存在着定量准确
度较低的明显缺陷, 而它极高的成本亦限制了其推
广应用。基因表达分析中最常用的技术就是实时定量

PCR(Real-time quantitative PCR), 它具有Northern blot
等技术所不具有的定量分析能力, 如稳定性好、灵敏
度高和 7 个数量级的定量线性等优势[9], 因此被广
泛的用于基因表达定量分析中, 但同时它也存在单
管检测通量小、样本处理费时费力成本高等缺点。

因此 , 在cDNA芯片进行大规模基因表达筛选 [10]、

Real-time quantitative PCR技术进行表达确认的同时, 
尚需一种可针对 10 种或数十种基因表达鉴定的技
术。此外, 考虑到多基因性状 (Multigenic traits) 受
到基因-环境相互作用的影响, 基因精细定位的研究
往往仅能定到几个厘摩 (cM) 内的QTL区域, 该区
域内尚有上百个基因, 此种情形亦表明中等通量的
基因表达分析平台亟待开发。 

本研究构建并优化了一种基于荧光通用引物的

多重定量RT-PCR基因表达谱分析平台, 该平台结合
了终点PCR法和荧光检测法, 实现了中通量、低成本
的基因表达分析, 并且通过应用该平台技术对已定
位QTL区段内候选基因的表达进行分析, 以寻找效

应基因。前期的研究通过全基因组扫描和特异区段

同类系分析发现在小鼠的X染色体上存在一个与小
鼠性发育启动时间相关的QTL区段 [11]。本文在该

QTL区段内选择了 11 个目的基因, 这些基因的转录
调控区、非翻译区或外显子区在定位的两个品系小

鼠间(C3H/HeJ和C57BL/6J)存在SNP位点。利用上述
平台, 对这 2个品系 15日龄小鼠的下丘脑和睾丸组
织中的所选目的基因进行定量分析, 推测该QTL区
段内影响性发育启动的候选基因。 

1  材料和方法 

1.1  平台反应原理 

基于荧光通用引物的多重定量 RT-PCR 基因表
达谱分析平台的具体反应过程分为三步进行: 第一
步为逆转录反应阶段 , 利用下游嵌合特异引物(3′ 
端为一段基因特异序列, 5′端为一段通用引物序列)
逆转录合成目的基因的 cDNA 第一链 ; 第二步为
PCR 反应阶段, PCR 反应在上游嵌合特异引物和荧
光标记通用引物引导下进行, 前 3 个 PCR 循环时, 
上游嵌合特异引物将通用引物序列互补序列加到目

的基因DNA片段的两端, 余下的循环在荧光通用引
物引导下完成; 第三步为根据荧光标记的 PCR 产物
长度、荧光强度的差异, 利用测序仪予以检测定量
(图 1)。 

1.2  小鼠饲养与取样 

实验选用 C3H/HeJ 和 C57BL/6J 两个内交系小
鼠, 饲养于中国科学院上海实验动物中心, 各取 15
日龄的小鼠, 解剖取其下丘脑和睾丸组织经液氮速
冻后置−70℃保存备用。 

1.3  引物设计 

通用引物序列为 5′-Fam-cgggctacgctatctacgac-3′
(上游, 引物 5′端用 Fam荧光素标记)与 5′-cgggcagta 
agtaccgttgt-3′(下游), 经 GenBank检索与小鼠基因组
无特异性匹配。 
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图 1  反应流程图 
图中仅表示了单个基因的反应过程。 
 

如表 1所示, 本研究利用 GenBank数据库信息, 
设计了 14 对 18 bp 长的序列作为嵌合特异引物 3′
端的特异引物序列段, 每条引物 5′端加上通用引物
序列, 用以扩增 11 个小鼠目的基因和 3 个看家基
因。扩增产物长度控制在在 100~400 bp, 相邻片段
差异最小为 5~7 bp。 

1.4  RNA制备 

总RNA抽提采用TRIzol法[12]。微量分光光度仪 
(U-008OD, Hitachi) 控制抽提RNA的OD260/280 在

1.7~2.0 间, 浓度调整到 1 μg/μL。用DNaseⅠ (In-
vitrogen) 消化TRIzol抽提的总RNA中的少量DNA
污染。DNaseⅠ消化反应体系为RNA 1 μL、10× 
Reaction buffer 1 μL、DNaseⅠ(1 U/μL ) 1 μL, 补水
至 10 μL。反应过程为 20℃15 min, 然后加 1 μL 
EDTA (25 mmol/L), 65℃10 min使Dnase Ⅰ失活。反
应后的RNA浓度是 100 ng/μL。 

1.5  RT-PCR 

逆转录反应体系为 5×Reaction buffer 4 μL、

MgCl2 (25 mmol/L) 4.8 μL、dNTP Mix (2 mmol/L) 1 
μL、ImProm-Ⅱ Reverse Transcriptase (Promega) (1 
U/μL) 1 μL、下游嵌合引物 (总浓度 10 μmol/L) 2 
μL、RNA 模板 (100 ng/μL) 2~3 μL, 补水至 20 μL。
反应过程为 25℃ 5 min, 42℃ 60 min, 70℃ 15 min。 

PCR反应体系为 10× PCR buffer 1 μL、MgCl2 

(25 mmol/L) 0.6 μL、dNTP Mix (2 mmol/L) 1 μL、5× 
Q-Solution 2 μL、DNA Polymerase (Qiagen) (5 U/μL) 
0.1 μL、cDNA 模板(10~15 ng/μL) 1 μL、上游嵌合
特异引物对 (总浓度 10 μmol/L) 0.5 μL、通用上下
游引物对 (总浓度 10 μmol/L) 0.5 μL, 补水至 10 
μL。反应过程为 95℃ 15 min; 94℃ 30 s, 55℃ 90 s, 
72℃ 1 min,  循环 35次; 72℃ 10 min。 

1.6  测序仪分型定量 

各取 PCR反应产物 1 μL、DNA分子标准 1 μL、
3×上样缓冲液 1 μL混匀。上述混合物经 95℃变性 3 
min, 迅速置于冰浴 2 min, 立即上 377 测序仪 (Ap-
plied Biosystems Inc.) 检测, 电泳条件为电压 3 kV,  
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表 1  多重 RT-PCR 中所用的基因及引物序列 

基因名称 嵌合特异引物序列 (5′→3′, 通用引物序列用小写字母表示) 产物长度(bp) 产物代号

F: cgggctacgctatctacgacCGCAAAGGAAGACCGAGA 
PHF6 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTGGACCTGCTGTCTTCTGG 
98 A 

F: cgggctacgctatctacgacATCCGCATCAAGGCTGTC 
PLAC1 

R: cgggcagtaagtaccgttgtGATGAGCCCTTGGAAGCA 
114 B 

F: cgggctacgctatctacgacCCCACGAGCATGAACACA 
TMEM32 

R: cgggcagtaagtaccgttgtAGGCGGGGTTCCTATCAA 
122 C 

F: cgggctacgctatctacgacATGCCCAGACACAGCACA 
USP26 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTGACACCGAACCATTCCA 
138 D 

F: cgggctacgctatctacgacACGTGGCATTGAGGGAAA 
DDX26B 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTCATGGAGGCGGACGTAT 
145 E 

F: cgggctacgctatctacgacACGCCACTGTCGCTTTTC 
PPIA 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTGCAAACAGCTCGAAGGA 
152 h1 

F: cgggctacgctatctacgacTTCCGAGGAGCCAGTGTT 
MOSPD1 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTGGCACTGGATCCCACTT 
164 F 

F: cgggctacgctatctacgacTTCGGCCAGGTTTGTACC 
HSBST2 

R: cgggcagtaagtaccgttgtAGGTGACGGCCAAAAGTG 
178 G 

F: cgggctacgctatctacgacAACCACATCACGGCAGGT 
GM773 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTCCAGGAAAGCCATTTGC 
187 H 

F: cgggctacgctatctacgacTGGGCGTGGAGACAGTTT 
MBNL3 

R: cgggcagtaagtaccgttgtGGCCTGACTTTTGCCAGA 
197 I 

F: cgggctacgctatctacgacCAATGTGTCCGTCGTGGA 
GAPDH 

R: cgggcagtaagtaccgttgtGGCATCGAAGGTGGAAGA 
218 h2 

F: cgggctacgctatctacgacCAGGTGCAAAGGGTGCTT 
FHI1 

R: cgggcagtaagtaccgttgtTGGCCTTGTTGCACTTCA 
249 J 

F: cgggctacgctatctacgacATGGCGAGATGGACAAGC 
CXX1B/CXX1A 

R: cgggcagtaagtaccgttgtCGAACACCCGCTTCATCT 
256 K 

F: cgggctacgctatctacgacCAACTGGGACGACATGgA 
BETA-ACTIN 

R: cgggcagtaagtaccgttgtCCATCACAATGCCTGTGG 
270 h3 

 

电泳时间 2.5 h。电泳结果经 GeneScan和 GeneMapper 
ID软件分析获得产物大小、峰高、峰面积等数据。
产物大小由DNA分子标准得出, 峰高用来预判目的
基因的表达强度, 峰面积(即 PCR 产物条带荧光强
度)用于计算目的基因的相对表达量, 公式如下:  

目的基因的相对表达量  (Relative expression 
level) =目的基因峰面积÷看家基因峰面积的几何平
均数 

1.7  灵敏度 

灵敏度检测利用合成的两个阳性 DNA 单链模
板(表 2), 保持其中一个模板 T3 用量为 107(拷贝数)
不变, 另一模板 T1 做梯度稀释从 107~101, 两模板
依次组成 7个浓度组合 (101: 107, 102: 107, 103: 107, 

104: 107, 105: 107, 106: 107, 107: 107) 进行 PCR反应。
反应的引物组合为通用引物对和 14 条上游嵌合特
异引物混合物。 

1.8  平台优化实验 

通用引物与上游嵌合特异引物比例优化实验针

对合成的 3个阳性 DNA 模板(T1、T2 和 T3)进行。
通用引物对的用量保持 10 μmol/L, 上游嵌合特异引
物混合物的用量从 10 μmol/L进行 5倍浓度梯度稀释
(2 μmol/L、0.4 μmol/L、0.08 μmol/L和 0.016 μmol/L)。
PCR反应的阳性模板浓度分别为 103和 102拷贝。 

针对看家基因浓度过高的问题, 对半稀释看家
基因的上游嵌合特异引物, 提高目的基因产物的荧
光检测信号。 
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表 2  阳性模板序列 

阳性模板代号 序列(5′→3′, 下游通用引物序列段用小写字母表示) 产物长度(bp) 

T1 cgggcagtaagtaccgttgtCGACATCTGGAGAGACAGCCTTGATGCGGAT 71 * 

T2 cgggcagtaagtaccgttgtAGTTTAACACAAGTAATGTGTTCATGCTCGTGGG 74** 

T3 cgggcagtaagtaccgttgtGCATTTTGGCAATCTCAGCAACACTGGCTCCTCGGAA 77 *** 

注: 产物由 3个目的基因的上游嵌合特异引物和上下游通用引物反应生成。*: PLAC1, **: TMEM32, ***: MOSPD1。 
 

考虑到部分低丰度基因的表达检测, 平台检测
中的 PCR 反应采用上游嵌合特异引物降落式

(Touchdown, TD)PCR扩增后补加荧光通用引物来提
高产物检测信号。该方案的 PCR反应过程分为两个
阶段: 第一个阶段为前 11 个循环的 TD-PCR 循环, 
复性温度为 60℃~50℃, 每循环降低 1℃; 第二个阶
段为通用引物补加, 并进行 30个循环的 PCR扩增。 

1.9  重复性实验 

取 4周龄大的C57BL/6J小鼠的下丘脑组织并抽
提其 RNA, 针对 10个目的基因(CXX1B/CXX1A除外)
和 3个看家基因共 13个基因进行平台检测。通过比
较 3 次重复实验间基因的相对表达量来评估平台的
检测重复性。 

1.10  样本检测及方法比较 

取 15日龄的C57BL/6J和C3H/HeJ小鼠的下丘脑
和睾丸组织, 利用上述的平台标准方法, 检测 11 个
目的基因在两品系相同组织间的表达情况。随后 , 
挑选品系间差异表达的基因用Real-time PCR技术进
行 2− Ct△△ 法[13]相对定量比较验证。模板为平台的特

异引物逆转录成的cDNA, Real-Time PCR所用的试
剂盒为RealMasterMix(SYBR Green) (Tiangen Bio-
tech), 反应体系为 2.5× RealMasterMix/20×SYBR 
solution 4.5 μL、上下游引物 (2 μmol/L) 各 1 μL、
cDNA 模板 0.5 μL, 补水至 10 μL。反应过程为 95
℃ 2 min; 94℃ 20 s, 57℃ 30 s, 68℃ 1 min, 循环
35次; 68℃ 10 min。 

2  结果与分析 

2.1  平台灵敏度 

图 2 所示, 当阳性模板在混合模板中比例低于
10−5 时, 相对表达量不再与模板量成线性, 表明混
合模板中目的基因间的含量不可大于 5 个数量级, 
而平台的最低检测灵敏度为 102的模板拷贝数。 

 
图 2  灵敏度测试 
横坐标为 T1模板拷贝数与 T3模板拷贝数比值的对数值。纵坐标为
T1模板对于 T3模板的相对表达量的对数值。图中 7个点表示 7个
浓度组合。每个点为 3次重复实验的平均值(Mean±SE)。 
 

2.2  引物优化 

图 3 所示, 在通用引物浓度保持一致的情况下, 
上游嵌合特异引物的浓度应随着模板数的增多而降

低, 在模板数为 103拷贝时, 最优通用引物和上游嵌
合特异引物的浓度比为 25:1, 而模板数为 102拷贝时

为 1:1。因此, 上游嵌合特异引物应随待测目的基因
模板量的增加而减少。由于难以估计样本 RNA中各
个目的基因的实际拷贝数, 并且各个目的基因的表
达量差异很大, 通用引物和上游嵌合特异引物的浓
度比需根据不同的 RNA样本进行优化。该平台检测
的 11 个目的基因经优化得到在通用引物和上游嵌合
特异引物的用量比为 1:1时得到最佳检测结果(图 4)。 

当看家基因和目的基因的上游嵌合特异引物的

浓度相同时, 目的基因的扩增被高浓度的看家基因
产物所抑制(图 5a)。当看家基因的引物浓度稀释一
半时, 可有效扩增目的基因产物(图 5b)。 

因 15日龄小鼠下丘脑组织 RNA含量低, 导致检
测灵敏度不高(图 5c)。故设计了上游嵌合特异引物
TD-PCR结合荧光通用引物补加方案。图 5d所示, 上
述方案能明显的提高各个待测目的基因的产物量。 
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图 3  通用引物和上游嵌合特异引物的用量比例优化—— 阳性模板 
横坐标为通用引物和上游嵌合特异引物的比例, 纵坐标为 3个阳性模板相对于分子标准的相对表达量。(a): 阳性模板为 103拷贝数; (b): 
阳性模板为 102拷贝数。 
 

 
 

图 4  通用引物和上游嵌合特异引物的用量比例优化——   样本 
4张图的通用引物与目的基因上游嵌合特异引物的浓度比分别为 1:1, 5:1, 25:1, 125:1。样本为 15日龄 B6小鼠下丘脑组织。 
 

2.4  平台重复性实验 

3 次重复实验(图 6)表明, 表达的目的基因在不
同重复间相对表达量差异很小, 意味着平台的重复
性良好。 

2.5  样本检测与比较 

图 7 为平台标准方案检测结果, 下丘脑组织中
基因 PHF6 在两个品系小鼠间表达存在差异, 而在
睾丸组织中目的基因表达无明显差异, 并且下丘脑
中目的基因的表达量普遍没有睾丸中的高, 超过检
测背景阈值的目的基因也没睾丸中的多。 

同样的样本, 用Real-time PCR的 2−△△Ct法进行相

对定量比较。选取 PHF6为目的基因, PPIA作为看家 

基因, 引物序列为, PHF6: 5′-catgaactggagccctcatc-3′
(上游), 5′-tggacctgctgtcttctgg-3′(下游); PPIA: 5′-acgc 
cagtcgcttttc-3′(上游), 5′-tgcaaacagctcgaagga-3′(下游)。 

比较结果显示, 平台检测 PHF6在 B6下丘脑中
的表达量是在 C3下丘脑中的 4.99倍, 而用 TD-PCR
结合通用引物补加优化方案得到 PHF6在B6下丘脑
中的表达量是 C3下丘脑中的 3.82倍。Real-time PCR
检测 PHF6在 B6下丘脑中的表达量是 C3下丘脑中
的表达量的 1.53 倍。3 种检测方案的检测结果趋势
是一致的。平台方案和 TD-PCR 通用引物补加方案
的检测的 PHF6 的相对表达倍数相近, 而 Real-time 
PCR检测的 PHF6的相对表达倍数则较小。 
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图 5  看家基因引物浓度优化和 Touchdown PCR 结合通用引物补加方案优化 
a: 看家基因的上游嵌合特异引物浓度和目的基因相同; b: 看家基因的上游嵌合特异引物浓度减半。(a)(b)样本为 4 周龄 B6 小鼠下丘
脑组织。c: 为原方案扩增; d: 为上游嵌合特异引物降落式(Touchdown)PCR结合荧光通用引物补加方案扩增。(c)(d)样本为 15日龄 B6
小鼠下丘脑组织。 
 

 
 

图 6  重复性验证 
目的基因 3次重复实验的相对表达量及其相互间的比较。 

3  讨 论 

3.1  平台优化与影响因素 

使各个目的基因的扩增效率保持一致是本平台

得以实施的关键。目的基因的扩增效率主要与引物

及产物长度有关, 已有研究证明引物序列和产物长
度相同时, 扩增效率是一致的[14~16]。本研究所用的

扩增方案分为, 前几个循环的上游嵌合特异引物线
性扩增反应, 使目的基因待扩序列的两端加上了通

用引物序列; 余下循环的高浓度通用引物指数扩增
反应, 完成整个PCR反应。各目的基因用同一对通用
引物进行扩增, 并且通过同 3个等间距不同产物长度
的看家基因扩增产物的比较, 消除了长度对扩增效
率的影响, 实现了多个目的基因的等效率扩增。 

在平台的检测能力范围之内, 阳性模板的相对
表达量应随着模板量成线性关系。当阳性模板在混

合模板中比例低于 10-5 时, 相对表达量不再与模板
量成线性。本研究利用合成的DNA单链作为阳性模
板来模拟平台检测cDNA的情况 , 虽然损失了对逆
转录效率差异的评估, 但避免RNA标准品制备的繁
琐过程。此外有研究表明, 逆转录反应阶段的效率
差异远远小于PCR反应阶段的效率差异[17]。 

本研究重点考察了通用引物和上游嵌合特异引

物的浓度比例对扩增效率的影响。结果表明, 目的
基因的模板数和其对应的上游嵌合特异引物成反比

关系, 存在一种较为矛盾的状态。在 PCR 反应的前
3 个循环中, 待测目的基因的模板数越少就需要越多
的上游嵌合特异引物来引导, 以线性扩增足量的模板
数供通用引物扩增, 同时又要保证后面的反应中无多
余的上游嵌合特异引物残留产生干扰, 而不同样本中
各目的基因表达状态不同, 并且表达目的基因 mRNA  
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图 7  样本检测实验 
11 个目的基因和 3 个看家基因在 15 日龄小鼠的下丘脑和睾丸中的表达情况。(a): C57BL/6J 的下丘脑; (b): C3H/HeJ 的下丘脑; (c): 
C57BL/6J的睾丸; (d): C3H/HeJ的睾丸。PHF6(粗箭头)在(a)(b)中表达有差异。 
 

间的浓度差异也很大, 因此, 在利用本平台检测时应
首先评估有效的通用引物与上游嵌合特异引物比例, 
我们的建议是从 1:1梯度到 25:1进行优化。 

本研究结果表明, 适当降低高丰度表达基因的
引物浓度有利于低表达目的基因的扩增。其原因是

高表达基因产物量过多而抑制了其它基因的扩增。

如当检测 4周龄的 B6小鼠下丘脑组织时, 发现看家
基因的产物量过多, 对半稀释其上游嵌合特异引物
后, 显著提高了其他基因的产物量。 

上游嵌合特异引物TD-PCR结合荧光通用引物
补加方案是对平台反应方案的一个完善。在样本待

测目的基因mRNA浓度很低的情况下, 该方案通过
TD-PCR过程使每个待测目的基因的上游嵌合特异
引物都能最优退火[18], 同时通用引物通过补加也克
服了反应初期的引物二聚体的影响, 在通用引物取
代扩增前, 各个待测目的基因模板都能被线性扩增
放大, 模板间的浓度比例也近似保持一致。实验证
明这个优化方案并不影响实验结果, 并且提高了平
台对低表达组织的检测灵敏度。而平台的重复性验

证实验证明在优化的反应条件下, 各个目的基因的
检测结果波动很小, 平台的检测稳定性良好。 

3.2  样本检测与比较 

基因表达的多重定量检测方法很多, 从原理上
可分为基于多重PCR的、基于杂交的、基于液态分析

的和基于测序技术的, 每种方法都各有利弊, 使用途
径不同, 侧重点也不同, 难以一以概之[19]。本文中所

用的基因通用引物的多重RT-PCR表达分析方法的目
的是中通量的基因表达筛查, 可用于特定通路的基
因表达分析、芯片数据的验证, 构建了芯片初筛候选
基因和Real-time PCR定量比较间的桥梁。 

利用 Real-time PCR 对平台检出差异表达目的基
因 PHF6进行 2−△△Ct法的相对定量比较, 3个实验方案
的检测结果分别为平台方案 4.99倍、TD-PCR通用引
物补加方案 3.82倍、Real-time PCR 1.53倍。PHF6相
对表达倍数的不同是由于 3 个实验方案的系统误差所
造成, 方法间在实际结果数值上的可比性不大, 平台
及其优化方案更关注的是多候选基因的表达筛查, 而
Real-time PCR的单基因定量结果则更能被接受, 但三
者的趋势是一致, 从而证明了平台检测结果是合理可
靠的。由于相关的荧光 PCR产物均在测序仪中检出分
子量与荧光强度, 亦扩大了测序仪的应用面。 

业已表明, 利用基因表达谱分析可成功地定位
克隆效应基因[20, 21]。本研究以 15 日龄C57BL/6J和
C3H/HeJ小鼠的下丘脑和睾丸组织为样本 , 利用本
技术检测了 11个目的基因的表达情况。结果发现目
的基因在下丘脑组织中的表达数少于睾丸中表达

数。此外, 在下丘脑组织中发现了一个差异表达的
基因PHF6, 而睾丸组织中无差异表达的基因。PHF6
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的全称为锌指蛋白 6(PHD finger protein 6/(plant ho-
meodomain)), 是一种核内 DNA依赖的转录调控因
子, 提示它可能参与了性发育起始相关基因的表达
调控。本研究中的QTL长度为 5~6 cM, 其间包含许多
未被注释的序列区段, 同时两品系小鼠间的SNP位点
众多, 在选择目的基因的过程中无法避免的会产生
遗漏, 并且利用基因表达谱帮助QTL定位效应基因
存在缺陷[22], 因此, PHF6 是否就是该QTL区段中的
效应基因需要进一步基因功能验证。 
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