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猪 IL-12p40 竞争定量 RT-PCR 检测方法的建立

司兴奎，张济培，陈建红，顾万军
(佛山科学技术学院动物医学系，广东佛山 528231)

摘要:根据 GenBank 中猪 IL-12p40 的序列设计引物，采用 RT-PCR 技术扩增 377 bp 的部分基因片段，并克隆到

pGEM-T Easy 载体中，构建成含 IL-12p40 部分基因片段的重组质粒.利用反向 PCR技术构建与扩增 377 bp 片段共

用同一对引物但扩增 255 bp 片段的竞争重组子.通过重组质粒与竞争重组子竞争定量 PCR 方法(qc-PCR) ，建立

了猪 IL-12p40 的标准竞争曲线和直线回归方程.
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Establishment of a Quantitative Competitive RT -PCR Assay for 
Detection of Porcine IL-12p40 mRNA 

SI Xing-kui , ZHANG Ji-pei , CHEN Jian-hong , GU Wan-jun 

(Department of Animal Medicine , Foshan University , Foshan 528231 , China) 

Abstract:A 377 bp fragment of IL-12p40 was amplified from the total RNA of porcine peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) by RT-PCR , and one recombinant (primitive plasmid) was obtained by liga­

tion of the 377 bp fragment and pGEM-T Easy vector. The other recombinant (competitive) plasmid con­

taining 255 bp fragment of IL-12p40 was amplified by the same pair of primers for the 377 bp fragment , 

was constructed by reverse PCR based on the primitive plasmid. By the quantitative competitive PCR be­

tween the logarithm of ratios of amplified copies of primitive plasmid (which will be replaced by cDNA of 

IL-12p40 mRNA) to the amplified copies of series 2-fold dilution competitive plasmid copies in compari­

son with the logarithm of molecules of series 2-fold dilution competitive plasmid , the linear regression e­

quation of the standard competitive curve for IL-12p40 mRNA detection was verified. 
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IL-12 是由 p35 和p40 两个亚单位组成的异源

二聚体，其免疫调节功能的发挥被p40 的转录水平

和 IL-12 受体所控制. IL-12 主要由 B 细胞、树突状

细胞和巨噬细胞等抗原递呈细胞产生，作为前炎性

细胞因子，在感染后可迅速产生，增强机体对多种传

染病的抵抗力，诱导产生 IFN-γ 及促进 NK 和 Tc 细

胞的细胞毒性反应;此外， IL-12 还具有很强的抗肿

瘤作用.鉴于上述的诸多生物活性， IL-12 已被作为

促进细胞免疫反应的佐剂以提高机体对免疫原的应

答[1] 但由于 IL-12 的表达量较低，且其半衰期较

短，故采用常规生物学技术很难准确反映其在调节

收稿日期 :2007-12-04

机体免疫应答等过程中的含量变化情况[2] 本研究

旨在建立一种采用质粒 DNA 分子作为竞争模板，检

测猪 IL-12p40 的 qcRT-PCR 技术，以期为检测猪 IL-

12p40 mRNA 转录的影响奠定技术基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌林和载体质粒 E. coli DH5α 由佛山科学

技术学院广东省预防兽医学重点实验室保存，

pGEM-T Easy 载体质粒为 Promega 公司产品
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1. 2 工具酶

AMV 禽源反转录酶、T4 DNA 连接酶、 Tαq DNA 

聚合酶、限制性内切酶 EcoR 1 、 BαmH 1 为 TaKaRa

生物有限公司产品; RNase A 为 Sigma 公司产品;

Rnasin 为鼎国生物工程公司产品.

1. 3 主要试剂

TRIzol LS Reagent 为 Invitrogen 公司产品;定量

用 pUCI9DNA/Msp 1 (峙αII ) Marker , 232 为 MBI

存备用.

1. 6. 4 PCR 产物与质粒载体的连接、转化、重组子的

鉴定及质粒少量提取参见文献[3-4J 介绍的方法进

行.对阳性重组子在对菌落进行 PCR 鉴定后，少量提

取相应质粒用 EcoR 1限制性内切酶进行酶切鉴定.

1. 6. 5 序列测定与分析 选取插入预期大小目的片

段的阳性重组子，采用 SP6 启动子和 17 启动子通用

引物在 ABI377 测序仪上进行序列测定，登陆 www.nc-

Fermentas 生物工程公司产品; 100 bp DNA Marker 及 bi. 出n. nih. gov/blast 进行网上比对分析和鉴定.

DNA 快速回收试剂盒为博大泰克生物科技公司产 1. 7 猪 IL-12p40 部分基因片段竞争缺失质粒的构

品 ;ConA IV 型、 IPTG 、 X-gal 、 DEPC 为 Sigma 公司产

品;淋巴细胞分离液为通宝达生物科技有限公司

产品.

1. 4 猪外周血淋巴细胞分离与体外培养
按文献[2J 介绍的方法进行.

1. 5 猪外用血淋巴细胞总 RNA 提取

按照 TRIzolIβReagent 试剂盒说明书进行-

1. 6 猪 IL-12p40 部分基因片段的扩增与克隆

1.6.1 猪 IL-12p40 部分基因的反转录 采用Oligo

dT1 8 作为下游引物，参照 AMV 禽源反转录酶使用说

明书略作修改， cDNA 合成方法具体为:取适量总

RNA，加人Oligo dT18 后 70 "c作用 10 min ，冰浴 2

mm;补加 5 x 反转录缓冲液、反转录酶、RNasin 、dNTP

和元 RNase 三蒸水至 20μL，室温反转录 10 min 后，

42 "c 2 h. 具体反应体系为 5 x RT buffer 4μL ，1O 

mmoVL dNTPs 4μL ， 50μgIμL Oligo( dT) 18 1μL ， 

AMV 反转录酶(10 U/μL) 1μL ， RNasin(30 U/μL) 

1μL，总 RNA 及元 RNase 三蒸水 9μL

1. 6.2 猪 IL-12p40 部分基因的扩增 采用 Primer

Premier5.0 软件根据 GenBa出中的序列(参考序列

号: U08317) 设计合成引物，对 IL-12p40 cDNA 进行

扩增.其中，上游引物序列为: 5' -GATGCTGGCCAG­

TACACC-3' ，下游引物序列为 5仁TCCAGCACGACCT­

CAATG-3' ，可扩增片段为 377 bp. PCR 的反应体系

为: 10 x PCR buffer 5μL ， 10 mmoVL dNTPs 1μL ， 25 

pmoVμL 上、下游引物各 1 f-1L ,cDNA 2μL ， Taq DNA 

聚合酶 2.5 U ，加水至总体积为 50μL 按照下列条

件进行扩增反应 :94 "c预变性3 min ，然后 94 "c变性

30 s ,59 "c退火 30 s ,72 "c延伸到 s ，循环 35 次，最后

72 "C延伸 10 min. 反应结束后，取 10μL 扩增产物

用凝胶电泳后，以 EB 染色后在紫外检测仪上观察分

析，记录结果.

建

在获得含有猪 IL-12p40 部分基因片段的重组子

作 100 倍稀释的基础上，采用 Primer Premier5. 0 软件

设计并合成缺失 IL-12p40 部分基因片段中间区域的

反向特异性引物;同时在上下游引物的 5'端各加人

BamH 1 限制性内切酶识别序列和 2 个保护性碱基.

上游引物为 5' -TAGGATCCGAGTGTCAG­

GAGGGCAGTG-3' ，下游引物为: 5'- TAGGATCCGC­

CACCAGCAGGTGAAACG-3' .除退火条件为 64 "c延

伸时间为 3 min 外， PCR 反应体系及反应条件均参见

1. 6. 2. 反应结束后，取 10μL 扩增产物用凝胶电泳

后，以 EB 染色后在紫外检测仪上观察分析，记录结

果. PCR 产物的回收、酶切、连接、转化及鉴定均参

见1. 6. 3 、1. 6. 4 及1. 6. 5 中方法进行.

1. 8 猪 IL-12p40 部分基因的标准竞争曲线及直线

回归方程的构建

将含有 IL-12抖。部分基因片段(含有较大的目的

片段，简称为目的质粒)的重组质粒及相应缺失中间

部分基因片段的竞争重组子(含有较小的目的片段，

简称为竞争质粒)进行竞争定量(qc-PCR) .具体方法

为:将 IμL 107 倍稀释的 IL-12p40 竞争质粒同相应倍

比稀释(2 X 105 
- 210 

X 105 倍系列稀释)的1μL目的质

粒在 50μL 体系内进行竞争反应，方法和条件参见

1. 6.2 ，~寄 10 μL 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检查，同

时以 pUCI9DNA/MspI (峙α II) Marker , 23 定量 DNA

Marker 做参照.用 Kodak KDSl D3. 0 软件凝胶成像分

析系统分析大小两竞争片段含量，并计算出二者拷贝

数的比值，将比值取常用对数作为纵坐标，而将倍比稀

释目的质粒拷贝数的常用对数值作横坐标，用 Ex­

ce12000 软件进行直线回归分析，并得到 IL-12p40 部分

基因的直线回归方程和标准竞争曲线.

2 结果与分析

1. 6. 3 PCR 产物的克隆 将符合预期大小的 PCR 2.1 猪 IL-12p40 部分基因片段克隆及其竞争缺失

产物，采用玻璃奶 DNA 片段回收试剂盒按照说明书 质粒的鉴定

推荐的方法进行回收，使用三蒸水溶解后- 20 "c保 猪外周血淋巴细胞经 ConA 剌激后，提取细胞总
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RNA，经反转录后获得 cDNA ，采用 1L-12p40 特异性

引物进行 PCR 扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检

查，结果表明扩增出 1 条特异的略小于 400 bp 的片

段.将扩增产物克隆人 pGEM-T Easy 载体，挑取白色

菌落分别进行菌落 PCR、EcoR I/BamH 1 酶切鉴定

及测序鉴定与分析，结果表明成功获得含有 1L-

12p40 基因中 377 和 255 bp 的阳性重组子，见图1.

猪 IL-12p40 标准竞争曲线及直线回归方程的

建立

将 1μL 含有 1L-12p40 部分基因片段目的质粒

倍比稀释(自 2 X 105 始至 2 10
X 105 倍系列稀释，初

始浓度为 0.67μgIμL 即1. 78 X 10 11 拷贝/μL) 同 1

μL 107 倍竞争质粒(质量为 40. 1 fg 即 11 046.7 拷

贝)进行 qc-PCR. 将 10μL 扩增产物进行分析，结果

见图 2 和表1.直线回归分析获得直线回归方程的

相关指数 J 为 0.9715 ，如图 3.
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M:pUCI9 DNAlMsp 1 (峙αII )定量 marker; 1 - 10: 1 μL 2 X 105 
-

2 10 
X 10 5 倍比稀释的含 IL-12p40 部分基因片段 (377 bp) 目的质粒

与 IμL 107 倍稀释含部分缺失片段(扩增 255 bp)竞争质粒间竞争

PCR 结果

M: pUC19 DNAlMsp 1 (Hpa II) marker; 1 -10: Result of qc-PCR be­

tween one microliter of serially diluted target plasmid c10ned by partial IL-

12p40 gene (377 bp) from 2 X 105 to 210 
X 105 -fold and one microliter of 

107 -fold diluted its competitive recombinant contained with partially dele­

ted fragment of partial gene of IL-12p40( amplified 255 bp) 

图 2 猪 IL-12p40 部分基因的目的质粒与竞争缺失质粒间的

qc-PCR 结果

Fig. 2 Result of quantitative competitive PCR between the larger 

target recombinant cloned by partial gene of IL-12p40 

and its partially deleted recombinant 

M: 100 bp DNA marker; 1 :重组子 EcoR 1 酶切产物 (395 ，2997 bp) ;2 、

3 :菌落 PCR 产物(377 bp) ;4: 重组子 BamH 1 酶切产物 (3276 bp); 

L重组子 EcoR 1 酶切产物 (279 ， 2997 bp);6 、7 :菌落 PCR 产物 (255

bp) 

M: 100 bp DNA marker; 1 : identificaton of recombinants by EcoR 1 diges­

tion (395 , 2 997 bp) ; 2 , 3: amplification product of colony PCR (377 

bp) ; 4: identificaton of recombinants by BαmH 1 digestion (3 276 bp) ; 

5: identificaton of recombinants by Eco R 1 digestion (279 and 2 997 

bp) ; 6 ,7 : amplification product of colony PCR (255 bp) 

图 1 猪 IL-12p40 部分基因片段的克隆及竞争缺失质粒的鉴
r牛，

足

Fig. 1 Colony PCR and enzymatic identification of partial frag­

ment of IL-12p40 and its deleted competitive plasmid 

表 1 含有猪 IL-12p40 部分基因的重组子间的 qc-PCR 结果 (log10)

Result of quantitative competitive PCR between the two recombinants contained partial gene of porcine IL-12p40 Tab.l 

不同稀释倍数 different dilution rates 

2x105 22 x105 23 x105 24 x105 25 x105 26 x105 27 x105 28 x105 29 x105 210 x105 
项目 items

6.0 3.2 

-1. 0 

3.6 

-0.8 

3.9 

-0.2 

4.2 

0.1 

4.4 

0.2 

4.8 

0.6 

5.0 

1. 0 

5.4 

1.1 

5.7 

1.3 

倍比稀释质粒的拷贝数对数值

logarithm of competitive recombinant copies/ (μL -1) 

377 bp 与 255 bp 拷贝数比值对数值

logarithm of 377 and 255 bp fragment copy ratio 

PCR 作为常规的分子生物学技术不但可以用于

对目的基因的大量扩增，还可用于对同一目的基因

联合限制性内切酶消化、放射性标记技术、ELISA 技

术、电化学发光技术及荧光技术进行定量分析[5-6]

其中尤其以新近发展起来的实时定量 PCR( real-time 

PCR)技术最为高效、便捷，且已有逐步代替其他
PCR 技术定量方法的趋势[7-8] 但由于其专用的设

备或相应荧光标记的探针价格昂贵，而限制了其广

泛应用.本研究采用竞争定量 PCR 方法，构建含有

讨论3 
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猪 IL-12p40 mRNA 定量的标准竞争曲线和直线回归方

程

Fig_ 3 The standard curve and liner regression equation for 

quantitation of porcine IL-12p40 mRNA 

图 3
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目的基因的重组子和缺失部分基因的竞争质粒采用

同一对引物进行扩增时，出现扩增片段上大小差异

的 2 个分子，通过二者的拷贝数比值与初始时相应

目的基因加人的分子数间的相关性，构建标准竞争

曲线和直线回归方程，进而采用曲线及方程对含有

目的基因的样品与缺失部分基因的竞争质粒间竞争

结果计算出含目的基因样品的模板含量.与实时定

量 PCR 相比，该方法经济、方便且不需要高端设备，

更适合拥有常规 PCR 仪且需对靶基因的定量分析.

根据 qc-PCR 采用的竞争模板不同又可分为

DNA 或 RNA 模板两类[9 叫.采用 RNA 作为竞争模

板虽然兼顾反转录效率对试验的影响，但难以确定

竞争模板的稀释范围.据相关研究结果，即便采用

RNA 作为竞争模板也难保证扩增效率一致，因为对

于来自 SP6 、1'7或T3 RNA 聚合酶体外转录获得的

RNA，除了要完全消化掉线性化的模板 DNA 外，一

些未能完全转录的大小不一且占较高比例 RNA ，对

于真正起到竞争作用的 RNA 存在一定程度的干扰，

进而影响试验结果的可信度[9-10] 本研究采用 DNA

作为竞争模板，尽管存在忽略反转录效率对构建曲线

的影响之不足，但因其稳定、操作简单、容易确定竞争

模板的稀释范围等优点而显示出较好的应用前景.
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