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摘要%目的!建立实时荧光定量!HIJKFAH"检测 L1*93M大鼠黄嘌呤脱氢酶;氧化酶!%&’(%)"基因转录水平的方

法(以在转录水平上对 %&’(%)基因进行定量检测+ 方法!提取 L1*93M大鼠肝脏组织中总 H>N(经逆转录得到
5G>N( 以 "# 倍为稀释因子稀释为 B 个浓度梯度(使用设计的引物序列和内参基因进行 HIJKFAH检测(得到 %&’(

%)基因表达的标准曲线+ 进而检测 L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型中 %&’(%)基因转录水平的变化+ 结果!

HIJKFAH法检测得到的 %&’(%)基因标准曲线溶解峰单一(K& 接近 "(能检测出高尿酸动物模型中 %&’(%)基因

转录水平的变化+ 结论!HIJKFAH检测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因转录水平的方法具有定量准确(重复性好的特

点(可应用于高尿酸血症的发病机理*新药研究等方面+

关键词%实时荧光定量!HIJKFAH",嘌呤脱氢酶;氧化酶!_GV;_c",L1*93M大鼠,肝脏,7H>N

中图分类号% U%BJ))?!!文献标识码% N!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#"J##&?J#B

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#"4##?

!!黄嘌呤脱氢酶;氧化酶!/329812Q,Q8+,M6RQ23*Q;
6/1,3*Q(_GV;_c"是一种嘌呤代谢的氧化过程中的
限速酶(在嘌呤代谢过程中催化嘌呤代谢的最后两
步(即催化次黄嘌呤和黄嘌呤形成尿酸+ %&’(%)

基因的分布具有物种和组织特异性(在人体中主要
存在于肝脏*小肠和血脑血管中(其基因定位于 & 号
染色体断臂上+ 灵长类体内尿酸氧化酶失活(尿酸
成为嘌呤代谢的终产物 - "J). + 当体内 %&’(%)基因
活性异常增高时(则会生成大量尿酸造成尿酸的沉
积(导致血清尿酸浓度升高+ 女性血尿酸浓度n
?C# 7R;,E(男性血尿酸浓度n’C# 7R;,E(即可诊断
为高尿酸血症 - (. + 高尿酸血症不仅是痛风的发病

基础(还可造成多种心血管疾病和代谢相关疾病(且
其发病率逐年上升(因此备受关注+ 研究高尿酸血
症就要研究其发病机理(所以对 %&’(%)基因的研
究极其重要(目前多有其组织分布(活性等的
研究 - BJ?. +

实 时 荧 光 定 量 FAH! MQ3OJ917Q KS32919391‘Q

:6O+7QM3*Q58312 MQ359162(MQ3OJ917Q( HIJKFAH"技术
于 "%%? 年由美国 N::O1Q, \16*+*9Q7*公司推出(HIJ
KFAH实现了 FAH从定性到定量的飞跃(而且与普
通 FAH相比(它具有特异性更强*重复性好*灵敏度
高*定量准确*全封闭反应*自动化程度高等优点成
为分子生物学研究中的重要工具(目前已得到广泛
应用 - ’. + L1*93M大鼠是实验大鼠 !K#""7-+244!3867(
4#""的一个常用品系(其繁殖力强*生长发育快*性
情温顺*对传染病的抵抗力较强(是生物医学方面研
究的常用实验动物(是目前高尿酸血症动物模型研
究中最为常用的实验动物+ 为研究高尿酸血症模型
L1*93M大鼠肝脏中 %&’(%)基因转录水平的变化(
本文采集 L1*93M大鼠肝脏总 H>N(逆转录为 G>N(
设计引物进行 HIJKFAH扩增(建立标准曲线(以在
转录水平上对 %&’(%)基因进行定量检测+ 本方
法的建立可用于研究高尿酸血症的发病机理以及药
物筛选+
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/K材料与方法

/M/K实验动物
=FY级 L1*93M大鼠 "& 只(雌雄各半(由中国医

学科学院医学生物学研究所小动物实验部提供(其
生产许可证号%=A_d!滇"d&#"(J###&+ 使用许可
证号%=]_d!滇"d&#"(J###’+ 实验程序符合中国
医学科学院医学生物学研究所动物实验伦理委员会
的要求(并遵守国际惯例(按照实验动物使用的 )H
原则给以关怀+
/M5K试剂及仪器

逆转 录 试 剂 盒 FM17Q=5M1:9I[ HI MQ3RQ29d19
!FQMPQ59HQ3OI17Q"(HIJKFAH扩增试剂盒 ! =]\H
FMQ71/W/I3K<<!IO1H>3*QV FOS*"*H>N提取液
!IM1:SMQ"(均购自 H658Q公司,氧嗪酸钾!6/621531,
:693**1S7*3O9(cN"(购自美国 =1R73公司(纯度+
%’f,别嘌醇 !3OO6:SM126O(NEEc"(购自南京都莱生
物有限公司(纯度+%$f,羧甲基纤维素钠!A3MT6/+
7Q98+O5QOOSO6*Q*6,1S7(A[A"(购自昆明诚悦科技公
司,\16-Q*9琼脂糖, G>N分子量标准 !GE&###
T:"(购自 I3.3H3生 物 工 程 有 限 公 司+ AY_%?
I[MQ3OJ917Q*+*9Q7 荧光定量 FAH仪(购自美国
\16JH3, 公司,凝胶成像分析仪(美国 \16H3, 公司,
F6-QMF35\3*15电泳仪(购自北京六一生物工程有
限公司, >GJ"### 紫外 分光 光 度 计(购自美 国
G326GM6: 公司, 高速冷冻离心机(购自 =1R73公
司,=A<W>ÎJ($ 高通量组织研磨器(购于宁波新芝
生物科技股份有限公司+
/M3K引物设计及合成

引物设计以 >A\<提供的大鼠 _GV;_c核苷酸
序列!#"’##$C)"为参考(利用 FM17QMBC# 软件在 AG=
区域 进 行 设 计+ 管 家 基 因 L9*&’% 上 游 片 段
BqJDDANANDIANNDDAIDNDNNIDJ)q下 游 片 段
BqJNIDDIDDIDNNDNADAANDINJ)q(基因片段大小
为 "() T:, 目 的 基 因 %&’(%)% 上 游 片 段
BqJNIDADDNAAAIDNNNANNANJ)q下 游 片 段
BqJIDIIAIDNNDNADDIANINAIIDDNJ)q(基因片段大
小为 ""( T:(均由宝生物I3d3H3生物有限公司合成+
/M2K?B<提取

脱颈处死 L1*93M大鼠(酒精棉球消毒腹部(迅速
取出肝脏组织 #C" R于装有 " 7E9M1:SMQ的 B 7EWF
管中(放入适合大小钢珠(放入高速组织研磨器中充
分研磨,静置 B 712(液体转移至 "CB 7EWF管中静置

B 712(加入 &## %E@&# h预冷的氯仿(漩涡震荡充
分(静置 "B 712 后 ( h("& ###kR离心 &B 712(吸取上
清液 (B# %E于另一只 "CB 7EWF管中(等体积加入
@&# h预冷的异丙醇(充分混匀静置 "# 712((h(
"& ###kR离心 "# 712(弃上清液(待管内壁稍干(加
" 7E@&# h预冷的 ’Bf乙醇洗涤沉淀(( h(’ B##kR
离心 B 712(弃上清液(待管内壁稍干(加入 )#%EGWFA
水溶解沉淀(?B h水浴 "# 712(得总H>N样品+
/MVK?B<完整性及纯度检测

移取总 H>N样品 & %E于 "CBf琼脂糖凝胶孔
中(在 %# a((## 7N的条件下电泳 &# 712(于凝胶成
像分析系统下观察 &$=*"$= 和 B= H>N条带(分析
H>N的完整性,再取 " %E于 >GJ"### 紫外分光光
度计测定 H>N浓度+
/M4K?B<逆转录

测定浓度后每管按比例加 GWFA水稀释至
" ### 2R;%E,总 H>N按照逆转录试剂 FM17Q=5M1:9I[

HIMQ3RQ29d19说明操作(每 "# %E体系中依次加入
BkFM17Q=5M1:9\SPPQM& %E(FM17Q=5M1:9HIW2e+7Q
[1/#CB %E(cO1R6,IFM17QM#CB %E(H32,67? 7QM*
#CB %E(总H>N" %E(H>3*QYMQQ,V&cBCB %E(逆转
录条件为% )’ h("B 712($B h(B *,( h("# 712(逆
转录得到 5G>N+
/MWK[#QF%G大鼠 %&$’(基因及 )’(*)+基因标
准曲线的建立

以 W*1,1OS9162 为溶剂梯度稀释 7G>N(分别稀
释为 "#@"("#@&("#@)("#@(倍浓度(以原始 5G>N及稀
释后的 5G>N为模板(各做 & 个平行样进行 HIJ
KFAH检测%反应体系为 &B %E+ 分别加 %&’(%)基
因及 L9*&’基因上*下游引物各 " %E!"#:"再分别
加 =]\H FMQ71/W/I3K <<!IO1H>3*QV FOS*"
"&CB %E及灭菌去离子水 %CB %E*5G>N" %E+ 反应
条件为%%( h预变性 )# *( %( h变性 B **B% h退火
)# **(# 个循环(B% h到 %( h每 B*采集一次荧光+
反应完成后根据荧光信号的数据(使用 AY_[323RQM
软件(制作标准曲线(得到基因扩增效率(斜率及 K&

值(当 %&’(%)基因及内参基因 L9*&’基因扩增
效率在 $#f至 "&#f之间(K& 值接近 "(说明结果可
信度较高(符合荧光定量 FAH要求+
/M1K ><致 [#QF%G大鼠高尿酸血症动物模型
)’(*)+9?B<转录水平检测

? 只 L1*93M大鼠随机分成 ) 组(& 只;组(第一组
腹腔注射 )## 7R;.R剂量 )’CB 7R;7E浓度的 cN(

/’&/
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第二组腹腔注射 )## 7R;.R剂量 cN和 && 7R;.R剂
量的 NEEc(第三组腹腔注射 "f的 A[AJ>3作为对
照(于给药 "CB 8 后脱颈处死动物(各组取肝脏
#C" R(放入已加 " 7E9M1:SMQ的 B 7EWF管中+ 提
取 H>N(逆转录获得 5G>N(以 5G>N为模板(做两
个平行样进行实时荧光定量检测(得到 %&’(%)
7H>N转录水平变化+

5K结果

5M/K?B<完整性及纯度
L1*93M大鼠肝脏组织提取总 H>N进行电泳(可

观察到 &$=*"$=*B= 三条带(见图 "(说明所提取的
总 H>N无降解(可进一步用于后续实验+ 所提取的
总 H>N样品经>326,M6:J"### 超微量核酸测定仪测
定波长 &?#;&$# 27的 吸光度 N值(N&?# ;N&$#值均
介于 "C$i&C# 之间时(说明纯度较高+

图 /K大鼠肝脏组织总 ?B<电泳图
L#)X/K@"--:-PFG(T"(G-Q#Q(RF(F%:?B<

RG(9F"-:#U-GF#QQ+-(RG%F-Q

5M5K目的基因电泳结果
L1*93M大鼠肝脏组织 %&’(%)基因 HIJKFAH

产物经 "CBf的琼脂糖电泳(结果扩增出的目的条
带(与所设计的片段大小一致(且条带较亮(表明扩
增效率高(可用于后续实验(见图 &+

图 5K)’(*)+9?B<?@8NE?产物琼脂糖凝胶电泳图
L#)X5K@"--:-PFG(T"(G-Q#QG-Q+:F(R?@8NE?(R)’(*)+

9?B<RG(9F"-:#U-GF#QQ+-(RG%F-Q

5M3K[#QF%G大鼠肝脏 %&$’(及 )’(*)+基因标
准曲线及溶解峰

由溶解峰图可知大鼠 L9*&’及 %&’(%)基因
纯度较高(由标准曲线 59值可得各稀释梯度 5G>N
的拷贝数(其中 K& 均接近 "(说明以此标准曲线进
行相对定量较准确(由于荧光强度均较强(故能保证
荧光强度的增加与 FAH的扩增相对同步(能准确检
测 FAH的表达(见图 )*(+
5M2K ><致 [#QF%G大鼠高尿酸血症动物模型
)’(*)+基因转录水平的变化

以 L9*&’为内源控制物(得到 %&’(%)基因
转录水平的变化(L1*93M大鼠腹腔注射 )## 7R;.R
!!

图 3K%&$’(基因标准曲线及溶解峰
L#)X3K@"-QF%&H%GHP+GU-Q%&H9-:F#&) P+GU-Q(R%&$’( )-&-

/$&/
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图 2K)’(*)+基因标准曲线及溶解峰
L#)X2K@"-QF%&H%GHP+GU-Q%&H9-:F#&) P+GU-Q(R)’(*)+ )-&-

剂量的 cN组(肝脏组织 %&’(%)基因转录水平较
对照组上调,同时注射 )## 7R;.R剂量 cN和
&& 7R;.R剂量的 NEEc组(肝脏组织 %&’(%)基因
转录水平较 )## 7R;.R剂量的 cN组下调(见图 B+
实验结果表明本文所建立方法能灵敏地检测出
L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型%&’(%)基因转录
水平的变化+

图 VK><致 [#QF%G大鼠 )’(*)+基因转录水平的变化
L#)XVK@"-P"%&)-(RQFG%&QPG#TF#(&%:8:-U-:(R)’(*)+

)-&-#&[#QF%GG%FQ%RF-G%H9#&#QFG%F#(&><

3K讨论与结论

HIJKFAH法是在 FAH反应中可以结合于双链
G>N的小沟处并释放出荧光信号+ 随着反应的进
行(靶基因的载量和荧光信号强度相对应(二者成一
定的线性关系+ 所以通过收集荧光信号的强度(就
可以间接来定量实验中的双链 G>N的拷贝数 - $J%. (

具有操作简单(造价便宜等优点(且荧光信号与
FAH产物有相应的线性关系(所以可以实现实时监
控*定量检测目的基因的目的(目前广泛用于基因方
面研究(但也存在非特异性信号的干扰(所以选择合
适的样品建立标准曲线对于检测基因的表达尤为重
要(当标准曲线的扩增效率在 $#f至 "&#f之间(K&

值接近 " 时(结果可信度较高(符合 HIJKFAH要
求 - "#. + 本实验从健康 L1*93M大鼠新鲜肝脏组织中
提取总 H>N(经逆转录获得 5G>N(梯度稀释后进行
HIJKFAH扩增(建立 L1*93M大鼠 L9*&’基因和
%&’(%)基因的标准曲线(实验结果显示(L9*&’

基因和 %&’(%)基因扩增效率分别为 %&C&f和
%)C(f(在 $#f至 "&#f之间,K& 值分别为 #C%%B 和
#C%%)(接近 ",且溶解峰曲线单一无杂峰(可有效地
排除非特异性型号的干扰(说明标准曲线可信度较
高(符合 HIJKFAH要求(表明我们成功地建立了
HIJKFAH检测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因转录水平
的 HIJKFAH检测方法+

自 X682*62 等成功地用 cN诱导大鼠高尿酸血
症模型以来(因其灵敏*简便*重复性好等特点成为
了国内外高尿酸血症造模的主要方法 - ""J"). + 所以
本实验选用 cN造模(诱导 L1*93M大鼠高尿酸血症
模型+ 目前对 cN诱导动物高尿酸血症模型的研究
大多是代谢组学方面的研究 - "(J"B. (本实验利用所建
立方法对 cN致 L1*93M大鼠高尿酸血症动物模型
%&’(%)基因转录水平的变化进行了研究(实验结
果表明 cN会影响 %&’(%)基因的转录水平(模型
组的转录水平升高(与预期相符(同时也验证了我们
所建立的 HIJKFAH法测 L1*93M大鼠 %&’(%)基因
转录水平的方法是可行的(其可在转录水平上对高
尿酸血症动物模型的 %&’(%)基因进行分析+

本实验成功地建立了 L1*93M大鼠 %&’(%)基
因转录水平的 HIJKFAH检测法(该方法特异性强(

灵敏度高(具有很好的重复性(可用于 %&’(%)基
因的定性和定量检测(为高尿酸血症动物模型的研
究和高尿酸血症发病机理以及新药开发提供了可靠
的手段+

/%&/
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