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摘要!目的 建立及优化检测移植后患者外周血 $#%" 拷贝数的实时荧光定量 !"#!)*+!"#"的方法及实验影响条件#

为临床研究造血干细胞移植的免疫功能重建机制提供方法学基础$ 方法 在 ,-./(((0!"# 仪上实时扩增检测构建的

$#%" 质粒标准品#摸索最佳扩增条件及建立标准曲线#然后用优化的 )*+!"# 方法检测临床样本$结果 $1%$2 引物和

#1%#2 引物的扩增效率分别优于 $’%$3 引物和 #’%#3 引物$$45647+68- 探针比普通的 $45647 探针扩增效率高$ 金牌

热启动 $45 酶#比较普通 $45 酶而言#提高了 !"# 的特异性和敏感性$ )*+!"# 的反应条件设定&9&0! ’(0:;7 后 9&!!
&0<#&10! 1(0<#2( 循环结束$ 结论 通过摸索与优化实验条件# 建立了实时荧光定量 !"# 检测外周血单个核细胞中

$#%" 的方法$
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造血干细胞移植后#免疫功能的重建机制和胸腺

功能的恢复机理尚不清楚$ 近期研究表明#通过检测

胸腺在近期输出的初始 $ 细胞的数量# 即能够真正

明确机体 $ 细胞的增殖能力和胸腺再生输出功能$
因此# 通过测量初始 $ 细胞的生成数量来监视胸腺

功能在免疫重建研究中的作用就变得非常重要(’b1)$
在 $"#! 键基因重排时# 需首先将位于其中间

的 $"#" 基因删除#由 $"#" 基因两侧的 "#LS 和 E!
两个删除片段重组形成一环行 =>, 而被删除#该删

除 的 $"#" 基 因 作 为 染 色 体 外 的 环 行 删 除 产 物

!LFXW4S]WV:V<V:4JOS;WSNJ4WOLFS;<;V7O\WVRNSX" 仍 存 在

于 细 胞 中 # 称 为 $ 细 胞 受 体 删 除 =>, 环 !$+SLJJO
WLSL\XVWOLFS;<;V7OS;WSJL<GO$#%""#或称信号结合 $ 细

胞受体删除环!<MO$#%"<"#$#%" 很稳定#并 不 随 细

胞分裂而复制#而是随着细胞分裂逐渐被稀释$ 即说

明 $#%" 的含量代表了 $"# 基因重排时初始 $ 细

胞的含量$ 因此#$#%" 可作为胸腺再生输出功能的

标志#即 $!初始 $ 细胞"的标志(2)$ 本研究拟利用先

进的 )*+!"# 技术建立定量检测 $#%" 的方法#从确

定 初 始 $ 细 胞 含 量 而 了 解 胸 腺 新 近 的 再 生 输 出 功

能$

’OO材料与方法

’B’ 检测对象

’( 份正常人标本取自南方医院输血科健康成年

献血者#中位年龄 11 岁!’cOb2A 岁"$
’B3OO构建 $#%" 的标准品

由 暨 南 大 学 血 液 病 研 究 所 李 杨 秋 老 师 馈 赠 $
$#%" 的标准品同时包括 $#%" 及看家基因 #,83
序列$ 标准品中 ’((O7QO=>,?O#J@中含 $#%" 分别为
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#J@%’"’(3?3O#J@%3(OS\<%’(OS\<O%保存在"3(!! 备用$
’B1OO合成引物及探针
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!"#"!$$%&’( 引物 序列!)*+#"%!!(,-.,--.--%.-%(.
%(%. -%(. ,,(. ,,,. -%%. -"%/!-((. ,-(. %-(.
,--.-%%.%,-.-(,
!"#"/..%&’( 探针 序列!)*+#"%01-23!4,1+((,.(,%.
(((.%%%.(,,.(,,.%-+1-2#%!$%/$%#$%5 及 %%6&$
%%1-2&在 %&’( 序列中的位置如 图 !’

!"#"#$$&,- 引物 序列 !)7+#"&!!%-,$,-,$%-,$%,($
%,,$ %-,$ ,-,$ -(,$ -,(,"&/!(,-$ ,-%$ (%%$
(,,$,--$-,-$%--$,,(
!"#"5$$&,- 探针 序列!)7+#"&%6&!8+4,1+$((($(%-$
-,%$ (%%$ (%-$ %%-$ ,%-$ %%%-,($ %-%$ %%%$
-+%,1&,#%!$%/$%01-23$&!$&/$&063均 由 加 拿 大

,9:;< 公 司 合 成 #=6>( 纯 化 ( 引 物 依 据 6(&+.
’?:@ABB./"C.设计(
!"5..提取 DE,
........采集患者外周血 8.F9#肝素抗凝处理#应用淋巴

细胞分离液分离单个核细胞#分别采用经典的蛋白酶

G 及酚 H 氯仿方法和 IEJK+!C 柱式基因组 DE, 抽

提试剂盒方法抽提 DE,#!LC!"冻存备用(
!")..6(& 反应

#.FFM9H>.1N(9/#)$!9$ !C#缓 冲 液 #C"/$FFM9H>$
OE%6#C"8$ FFM9H> 引 物 #C"!)$FFM9H> 探 针 #!CC$ PN$
DE,#/$I$%<Q 酶#加 =/R 将总体积补至 )C$!9( 荧光

素设定!报告基团 4,1#淬灭基团 1-2(
反 应 条 件 设 定!S)$" !C$FTP 后 S)$" )$B#)#$"

#C$B#5C 循环结束反应( 将反应管置于 ,2JUCCC 荧光

6(& 仪中#参照仪器操作说明设定阳性标准$待检$
阴性样品参数进行 6(& 反应(
!"8$$标准曲线绘制

每次实验使用的阳性标准品为已提取并定量的

含有 %&’( 和 &,-/ 的质粒# 实验结束后调节起始

循环数和阈值#使标准曲线相关系数大于 C"SL
!"U$$统计学方法

在 V6VV$!C"C 统计软件上进行配对 ! 检验(

/$$结果

/"!$$IEJK+!C 柱式基因组 DE, 抽提试剂盒与酚氯仿

抽提 DE, 的比较

同时应用试剂盒法与酚氯仿法抽提 !C 名正常人

外周血中 1E( 的 DE,# 并对其相关检测结果进行

V6VV$!C"C 统计分析! 柱式基因组 DE, 抽提法得到

的 DE, 的 D%"&值与 4K+6(& 的 (% 值的平均值分

别是 !"L8#$C"CC8$##"#8$C"C!#"酚氯仿抽提法得到的

DE, 的 D %"& 值与 (% 值的平均值分别是 !"U8!$
C"C!/##)"5S$C"C!8"分别对两指标进行配对 ! 检验#"
值均!C"C)(显示两种方法有统计学差异(用柱式基因

组 DE, 抽提法得到的 DE, 比酚氯仿抽提法得到的

DE, 含量高# 纯度好" 相同的反应条件下#4K+6(&
扩增的效率强(
/"/$$%!#%/ 引物与 %##%5 引物扩增效率的比较

如图 / 所示#反应体系中除引物不同外#其余均

相同#探针为 %<Q1<P+1-2( <!$</ 反应模板为 %&’(
标准品 !#!C5H!CC$!NDE, 0/$!93#W!$W/ 反应模板为标

准品 !#!C#H!CC$!NDE,0/$!93"其中#<!$W! 使用 %#$%5

引物#</$W/ 使用 %!$%/ 引物" 相同的模板 (% 值相同X$
反应条件设定!S)$" !C$FTP 后 S)$" )$B#)#$" #C$B$5C
循环结束反应( </ 与 <!$W/ 与 W!$相比#%!$%/ 引物的扩

增效率不如 %#$%5 引物(

/"#$$&!#&/ 引物与 &##&5 引物扩增效率的比较

如图 # 所示#反应体系中除引物不同外#其余均

相同#探针为 %<Q1<P+1-2( <!$</ 反应模板为 %&’(
标准品 !#!C)H!CC$$!NDE,0/$!93#W!$W/ 反应模板为标

准品 !#!C5H!CC$$!NDE, 0/$!93#Y!$Y/ 反应模板为%&’(
标准品 !#!C#H!CC$!NDE, 0/$!93" 其中#<!$W!$Y! 使用

&#$&5 引物#</$W/$Y/ 使用 &!$&/ 引物"相同的模板 (%
值相同X $反应条件设定!S)$" !C$FTP 后 S)$" )$B#)#$
" #C$B$5C 循环结束反应( </ 与 <!$W/ 与 W!$$Y/$与 Y! 相

比#&!$&/ 引物的扩增效率不如 &#$&5 引物(
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图 !$$$$%!!%/!%#!%5 及 %"6#!%"1-2#在 %&’( 序列中的位置
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图 /$$%!!%/ 引物与 %#!%5 引物扩增标准品结果图
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图 5&&&’4!’: 引物与 ’5!’> 引物扩增标准品结果图

!"#$% &’()*+( ,- ./0*"-"1.+",2 ,- +3’ (+425.65 (4/0*’
7"+3 06"/’6 04"6 ,- &8 425 &9 .2: 7"+3 &% 42: &;

:A>&&B%CD%(EDFG 探针与普通 B%CD%( 探针扩增效

率的比较

如图 > 所示!反应体系中除探针不同外!其余均

相同!引物为 B5"B># %4"%: 反应模板为 B’HI 标准品

!!4<>J4<<7!K!-L M:,!#N!04"0: 反应模板为 B’HI 标

准 品 4 !4<5J4<<O !K!-L P:& !#Q$ 其 中 %4%04 为

B%CD%(RDFG 探针!%:"0: 为普通 B%CD%( 探针$反应

条件设定&96," 4<,/S( 后 96," 6,T!65," 5<,T,>< 循

环结束反应# 相同的反应模板及反应条件!%: 比 %4%0:

比 04 的 IB 值 均 推 迟 了 4U: 个 循 环 出 现 ! 且 普 通

B%CD%( 探针的扩增效率不如 B%CD%(RDFG 探针#

:A6,,普通 B%C 酶!FVGIW"与金牌 B%C 酶!热启动"扩

增效率的比较

如图 6%?!反应体系中除酶不同外!其余均相同!
均使用 B%CD%(RDFG 探针与 B5%B> 引物# 反应模板

为 B’HI 标 准 品 4!4<8!4!4<6!4!4<>!4!4<5J4<<7!K7
!-LM:7!#Q# 普通 B%C 酶’FVGIW(扩增的反应条件为

变性 9>7" : 分钟后 967" 67T!657" 5<7T!>< 循环结束

反应# 金牌 B%C 酶’热启动(扩增的反应条件为&967"

4< 分钟后 967" 67T!657" 5<7T!>< 循环结束反应# 相

同的模板 IB 值相同!但热启动酶的扩增效率明显高

于普通 B%C 酶#

:A?774<!缓冲液的选择

首先将 )XI’ 反应原理*M林万明著!4995 年第 4
版Q提供的 4<!缓冲液配方配制的缓冲液 : 与缓冲液

4’华银公司自配(进行比较+ 引物均为 B5"B>7"探针为

B%CD%(RDFG! 反 应 模 板 为 4!4<?!4!4<6!!!4<>J4<<7
!K!-LM:7!#Q7B’HI 标准品!反应条件设定&967" 4<7
/S( 后 967" 67T!657" 5<7T!>< 循环结束反应+

结果如图 8&图中 %4"%:"%5 为缓冲液 4 扩增曲线!
04"0:"05 为自配 4<!缓冲液扩增曲线+ 结果显示虽然

相同的模板 IB 值相同!但缓冲液 4 的扩增效率明显

优于缓冲液 :’常规标准 4<!缓冲液(+
然后以缓冲液 47为标准参照缓冲系统!进行以下

优化&以 B’HI 标准品 4!4<6J4<<7!K7!-LM:7!#Q为反

应 模 板 ! 使 用 不 同 DK:Y 浓 度 以 及 不 同 Z[ 值 的

B1STR[I# 进行反应+结果显示&DK:Y 的最适浓度为 5<7
//\#J]!B1STR[I# 的最适 Z[ 值为 =A9,缓冲液 4 扩增
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图 >77应用 B%CD%(RDFG 探针与普通 B%CD%( 探针扩增标准

品结果图
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图 ?77普通 B%C 酶"FVGIW#扩增标准品结果图
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图 67金牌 B%C 酶"热启动#扩增标准品结果图
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表 =%%%%GHIJ/- 检测 ,-./ 的缓冲系统 ! 配制的优化
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K
3;
2L
%-
1

K3;2L%-1%!" /M5;3

/M5;3%NOBP34
=Q%%&%%%$%%%9%%%8%%===&=$=9=8!=!&!$!9!8&=&&&$&9&8’=’&’$

!*))
!’))
!)))
=())
=!))
*))
’))

)
I’)

L=

L!
L&

P=P!

P&

标准品 =!=)$C=))%!?KNR S!"!;T 的 /, 值为 !’"#表

=$%以下所有反应使用的缓冲液 ! 均按优化后的缓冲

系统配制%

!+9"标准曲线

如图 * 所示& 反应模板为 ,-./ 标准品 =!=)$&
!!=)’&=!=)&&=!=)!&=!=)C=))"!?KNRU!"!;T&反 应 系

统使用 >VW 探针’,&’,’ 引物’优化的缓冲液 !%和金

牌 ,LX 酶#热启动(!反应条件为)8$%" =)%BY1 后 8$%
" $%Z&$&%" &)%Z&’) 循环结束反应% 结果显示标准曲

线相关系数为 )+88*$9’& 截距为 &8+$*8998& 斜率为

&+)$*==&% 敏感度至少为 =!=)C=))%!?KNRU!%!;T%

!+*%%,-./ 检测计算方法及正常人 ,-./ 含量检测

结果

根据所检测样本中 -RV! 的拷贝数U每个细胞含

! 个 -RV! 拷贝T确定所检测样本中所含的细胞数U即
-RV! 的拷贝数除以 !T% 然后[ %将同一样本中所检

测的 ,-./ 的拷贝数除以样本中所含的细胞数&则

为平均每一个细胞中所含的 ,-./ 的拷贝数% 一般

以 =))) 个细胞所含的 ,-./ 的拷贝数表示结果% 计

算公式为),-./%5<6Y3ZC=)&%>N/%F,-./%#\-RV!$!]
%=)&% 同一样本重复检测两次& 根据两次检测到的

,-./ 及 -RV! 的拷贝数求平均值计算 ,-./ 结果%
结果显示)=) 例正常人外周血中 ,-./ 的平均含量

为 =)+!)’)&)+8*==%5<6Y3ZC=)&%>N/%

&%%讨论

&+=%技术路线的选择

实时荧光定量 J/- 技术&是指在 J/- 反应体系

中加入荧光标记基团&利用荧光信号积累实时监测整

个 J/- 扩增进程& 最后通过标准曲线对未知模板进

行定量分析的方法%
,L?>L1 的技术是目前应用最成熟[%最广泛 [%高

度特异的定量 J/- 技术%因此&我们的实验即采用的

是 ,L?>L1 的技术路线%
&+!%%>VW 探针的选择

>VW 探 针 的 淬 灭 基 团 采 用 非 荧 光 淬 灭 基 团

UN<1IG;O<43Z5312%HO315^34T&本身不产生荧光&可以大

大降低本底信号的强度% 同时探针上还连接有 >VWQ
S>Y1<4QV4<<_3QWY1‘34T 修饰基团& 可以将探针的 ,B
值 提 高 =)!"左 右% 因 此 为 了 获 得 同 样 的 ,B 值 &
>VW 探针可以比普通 ,LX>L1 探针设计得更短&降

低了合成成本% 探针越短&整体异源双链的稳定性越

大% >VW 探针最惊人的特征是对错配碱基的识别&
=!B34>VW 探 针 配 对 与 错 配 的 ,B 值 间 的 差 异

*",B(达 !)Q"&而足够稳定的无 >VW 的探针 ",B
值仅是 ’a(Q"%

我们的实验在原有的一对引物 ,=’,! 及探针 ,
SJT的基础上&重新设计合成了一对新的引物 ,&’,’ 及

探针 ,S>VWT&经过试验论证&选择应用引物 ,&’,’ 及

探针 ,S>VWT结合来定量检测 ,-./ 的含量&并取得

了预期的效果%
&+&QQ热启动酶的选择

为保证定量的准确性& 要预防非特异性 J/- 扩

增 和 污 染 % 常 用 的 措 施 有 使 用 bNV 酶 Sb4L5Y;INIQ
V;M5<ZM;LZ3T和热启动酶% 我们的实验即选择的是热

启动 ,LX 酶%
普通的 ,LX 酶即使在室温下也有一定的活性&

如果不采取措施& 在加入 J/- 试剂的过程中’ 正式

J/- 开始前就会完成少量 J/- 扩增&增加了背景&影

响定量精度% 而金牌 ,LX 酶经过特殊修饰&常温下其

图 9QQ应用 =)!缓冲液与缓冲液 = 扩增标准品结果图

62;$< &,=*>1= /+ "30>2+29"12/: /+ 1?, =1":5"-5 ="30>,
@21? %A!)*++,- /- )*++,-%
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活性部位被封闭! 没有活性" 只有经过 !"#! $%#&’(
的热启动以后!封闭被解除!才能开始 )*+ 链延伸!
这样就最大限度地减少了杂讯的生成#
,-./#缓冲液的选择

,-.-0##12’34567 的 85 值及 9:;< 的浓度 在实验中!
我们对每种模板均进行了 9:;= 浓度的优化# 反应中的

86> 缓冲液中不加 9:;=# 9:;= 是从 0?@&&A7BC/9:D7;
储存液中逐一加入反应管中的# 在确定了 9:;= 大概

浓度后!再在该浓度上下!以 ?-"/&&A7BC 递增和递减

几个浓度来精确确定 9:;= 的最适浓度#
根据反复摸索!我们将 12’3E567 浓度加大到 "?#

&&A7BC!F5 值提高到 G-!! 同时确定 9:;= 最适浓度

为 ,?@&&A7BC!从而保证了曲线的扩增效率#
,-.-;@@@86> 促进剂 我们在实验中加入了 0?H#二甲

基亚砜$)9IJ%!因其有变性 )*+ 的作用"同时在缓

冲液中加入 "?K#甘油!甘油有助于 86> 反应的复性

过程! 尤其对 LM6 含量高和二级结构多的靶序列以

及扩增长的片断$!0"??#NF%更适用&
,-"O#细胞计量的参比对照 >+L; 的选择

我们在实验中是通过适当的参比来完成校正的&
参比对照选用的是 >+L; 看家基因& 由于它在细胞

中 的 表 达 量 是 恒 定 的 ’ 每 一 个 细 胞 中 含 有 ; 个

>+L;& 同时!同一样本的 1>P6 与 >+L; 扩增均在

相同条件下同时扩增!受环境因素影响较小!其定量

结果代表了样本中所含细胞的数量&即通过定量同一

样本中 >+L; 的起始 )*+ 拷贝数来计算所含细胞

的数量! 从而计算出单个细胞中所含的 1>P6 的拷

贝数& 因为 61 值与起始 )*+ 拷贝数的对数是反

比关系!可以证明!这种计算方法在数学上是等价的&
0!!G 年 )AQRS (0) 用 T6U86>!0!!! 年 VWX(: 用

>RX7U1’&R@YTU86>(")!;??? 年 CR(X(Z)用$PC[I+E86>%
对 1>P6 分别建立了检测方法& 相比较而言!T6E86>
有赖于放射活性! 如果要一次检测很多标本则比较烦

琐&而 PC[I+E86> 价格适中!实验方法是定量和可重

复的!即使是含较少 1 细胞的陈旧标本!用 ?-"!!:@)*+
就可以检测到 1>P6! 而用 T6E86> 法则至少需要

0\,!!: 的 )*+& >RX7E1’&R@YTE86> 具有高通量!高

灵敏度和高开放性!但过于昂贵!许多实验室不具备

条件(])!然而其无须 86> 后的实验操作!又不失为一

种快速* 准确! 又可防止 86> 产物交叉污染的好方

法&
本研究拟利用先进的 YTE86> 技术建立定量检

测 1>P6 的方法! 从确定初始 1 细胞含量而了解胸

腺新近的再生输出功能& 我们拟应用的方法是利用

16> 重排时产生的 )*+ 产物与初始 1 细胞密切相

关来进行检测胸腺再生输出功能!避免了应用 6)."
的 同 功 异 构 体 区 分 新 近 生 成 的 初 始 1 细 胞

$6).">+=%和记忆 1 细胞$6).">J=%来研究胸腺对

移植后免疫重建过程中的作用的诸多不确定因素&同

时将目前 1>P6 计算方法!由 )*+ 含量法改为通过

看 家 基 因 >+L; 作 参 比 对 照 直 接 计 算 细 胞 数 量 中

1>P6 的拷贝数!从而能够更直接精确地定量 1>P6
的含量& 实时荧光定量 86> 技术高精确地定量检测

1>P6!将 86> 技术的扩增和荧光标记的核酸探针杂

交技术有机的统一在一个 86> 反应体系中! 实现了

扩增*杂交和荧光自动检测的一体化&
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