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基于微滴式数字 ＰＣＲ 技术对猪内源逆转录病毒拷
贝数的检测方法的建立及应用
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用微滴式数字 ＰＣＲ(ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬ ｄｄＰＣＲ)技术ꎬ对猪基因组中猪内源逆转录病毒

(ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＲＶ)拷贝数测定方法进行优化ꎬ建立 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法ꎮ 方法 　 采用

ＴａｑＭａｎ 探针双重 ｄｄＰＣＲ 方法ꎬ分别以甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ)和
转铁蛋白受体(ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＴＦＲＣ)为内参基因ꎬ确定对 ＰＥＲＶ 拷贝数检测反应最适合退火温度和反应循环

数ꎮ 另外ꎬ通过对浓度梯度稀释的标准品质粒和猪细胞基因组进行检测ꎬ以确定最适模板浓度ꎮ 采用 ｄｄＰＣＲ 和

ｑＰＣＲ 两种方法测定来自猪源细胞系和巴马小型猪组织中 ＰＥＲＶ 的拷贝数ꎬ比较两种检测方法的稳定性ꎮ 结果

基于 ｄｄＰＣＲ 技术检测 ＰＥＲＶ 拷贝数的最适退火温度为 ５９􀆰 ９℃ꎬ最佳反应循环数为 ５０ꎻ模板基因组的最适浓度在

１􀆰 ２５~７􀆰 ５ ｎｇꎻ检测同一样品来源基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数的变异系数在 ０􀆰 ４４％~８􀆰 ２９％ꎮ 结论　 本研究建立了基

于 ｄｄＰＣＲ 技术的 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法并系统的探索了最佳实验条件ꎬ与传统的 ｑＰＣＲ 相比ꎬ该方法具有更高

的准确性和可重复性ꎬ为异种移植研究中供体动物基因组 ＰＥＲＶ 拷贝数的测定提供了灵敏的方法和可靠依据ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ (ＰＥＲＶ) ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｅｎｏｍｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ｄｄＰＣＲ)
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ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＧＡＰＤＨ) ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ( ＴＦＲＣ) ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ. Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒꎬ ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ａｍｏｕｎｔ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ｅｘａｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｒｉａｌｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｉｇ ｃｅｌｌ
ｇｅｎｏｍｅ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｉｇ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｏｒ Ｂａｍａ ｍｉｎｉｐｉｇ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＥＲＶ
ｕｓｉｎｇ ｄｄＰＣＲ￣ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ５９􀆰 ９℃ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅｓ ｗａｓ ５０. Ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １􀆰 ２５ ｔｏ ７􀆰 ５ ｎｇ. Ｔｈｅ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｅｎｏｍｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 ４４％ ｔｏ ８􀆰 ２９％. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｄＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ
ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈ. Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｐｐｒｏａｃｈ ａｎｄ ｉｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｄｏｎｏｒ ａｎｉｍａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｏｒ
ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎻ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒꎻ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 在临床实践中ꎬ可供移植用的人类组织器官目

前仍面临严重的短缺问题ꎬ使用源自猪的细胞、组
织或器官进行异种移植ꎬ是解决该问题的潜在途径

之一[１]ꎮ 猪内源逆转录病毒 ( ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＰＥＲＶ)是一种 Ｃ 型逆转录病毒ꎬ在进化

过程中以前病毒 ＤＮＡ 的形式被整合在猪基因组

中[２]ꎮ 目前 ＰＥＲＶ 对于体内人类细胞的感染风险

尚不确定ꎬ而供体猪不能通过无特定病原体培育、
早期断奶或胚胎移植等方式消除 ＰＥＲＶꎬ从而造成

了异种移植的潜在生物安全隐患[３]ꎮ 因此ꎬ精确的

测定 ＰＥＲＶ 在供体动物中的拷贝数ꎬ以预测 ＰＥＲＶ
的感染风险ꎬ对于异种移植的临床研究及应用具有

重要的意义ꎮ
传统检测 ＰＥＲＶ 拷贝数通常使用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ[４]、荧光原位杂交[５] 以及定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) [６－７]等方法ꎬ不同的方法对 ＰＥＲＶ 的拷

贝数测定结果有所差异[８]ꎮ 其中ꎬ 最常使用的

ｑＰＣＲ 方法在每次检测时都必须进行标准曲线的制

备ꎬ而单次所能够检测样品数较少ꎬ加之 ＰＥＲＶ 在不

同来源的猪基因组中的拷贝数变化较大[９]ꎬ扩增效

率很难保证一致ꎬ易造成检测结果的准确性低和重

复性差ꎮ
数字 ＰＣＲ 作为新兴的技术ꎬ越来越广泛的用于

核酸样品的分析ꎬ例如基因表达的检测[１０]、病毒拷

贝数的分析和绝对定量分析[１１－１３] 以及拷贝数变异

分析[１４]等ꎮ 相比于 ｑＰＣＲ 技术ꎬ使用数字 ＰＣＲ 技术

进行绝对定量分析不依赖于引物扩增效率ꎬ不需要

使用标准品ꎬ可以直接测定出样品中目标基因的拷

贝数ꎬ极大地减少了技术干扰ꎬ是真正意义上的绝

对定 量[１５]ꎮ 而 微 滴 式 数 字 ＰＣＲ ( ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ
ＰＣＲꎬ ｄｄＰＣＲ)则是通过微滴发生油将整个反应体

系分割成多个反应微滴ꎬ再在单个微滴内进行独立

的 ＰＣＲ 扩增ꎬ通过读取荧光信号确定阳性微滴和阴

性微滴ꎬ根据泊松分布的原理推算目标基因的拷

贝数[１６－１７]ꎮ
本研究采用双重荧光 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ分别以猪

ＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 作为内参基因ꎬ通过对于退火温

度、反应循环数以及检测样本量等参数进行了系统

的优化ꎬ建立了基于 ｄｄＰＣＲ 技术的 ＰＥＲＶ 拷贝数检

测方法ꎮ 通过与基于 ｑＰＣＲ 检测方法的比较ꎬ我们

展示了所建立的 ＰＥＲＶ 拷贝数检测新方法具有更高

的灵敏度和更好重复性ꎬ为异种移植研究中 ＰＥＲＶ
拷贝数的检测提供更好的技术和参考ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒标准品

　 　 将猪 ＧＡＰＤＨ 基因(３４３０~４２９４ ｂｐ)、ＴＦＲＣ 基因

(１２００~１９４７ ｂｐ)和 ＰＥＲＶ 的 ｐｏｌ 基因(３３４４ ~ ４１１５
ｂｐ)ꎬ长度分别为 ７３０、６６５ 和 ７４８ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ
克隆到 ｐＥＡＳＹ ( ３９２９ ｂｐ) 载体上ꎬ 获得 ｐＥＡＳＹ￣
ＧＡＰＤＨ、ｐＥＡＳＹ￣ＴＦＲＣ 和 ｐＥＡＳＹ￣ｐｏｌ 质粒ꎮ 紫外分

光光度计测定标准品质粒的浓度而计算拷贝数ꎬ通
过 １０ 倍梯度稀释ꎬ获得 １０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、
１０ 和 １ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的浓度梯度稀释的质粒标准品ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 猪基因组 ＤＮＡ
　 　 本研究中采用的猪基因组 ＤＮＡ 样品ꎬ分别是来

自 ２ 个 猪 胚 胎 成 纤 维 细 胞 ( ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＰＥＦ)、猪的肾表皮细胞系 ＰＫ１５ 以及来

自 ３ 个不同个体的巴马小型猪的肺部组织ꎬ按照基

因组提取试剂盒说明书获得细胞和组织基因组ꎮ
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１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 基因组提取试剂盒(全式金ꎬ中国)ꎻ用于 ｑＰＣＲ
的 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ(ＴａＫａＲａ 公司ꎬ中国)ꎻ微滴生成油、
微滴读取油、ｄｄＰＣＲ 的反应液、微滴生成卡 ( Ｂｉｏ￣
Ｒａｄꎬ美国)ꎻ ＭｓｅＩ 内切酶 ( ＮＥＢꎬ中国)ꎻ ９６ 孔板

(ＡＢＩꎬ美国)ꎻＮａｎｏ Ｄｒｏｐ 紫外分光光度(赛默飞ꎬ美
国)ꎻＱＸ２０ＴＭ Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ 系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美
国ꎬ包括微滴发生仪、微滴分析仪和热膜封口仪)ꎻ
ＣＦＸ 定量 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻＴ１００ 梯度 ＰＣＲ
仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻ引物和探针均由北京六合华大

合成ꎬ具体信息见表 １ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 微滴数字 ＰＣＲ
　 　 (１) 基因组酶切:５００ ｎｇ 基因组采用 ５ Ｕ ＭｓｅＩ
限制性内切酶ꎬ３７℃水浴 ２ ｈꎮ

(２) 微滴生成:配制 ２０ μＬ 反应体系(其中包含

反应液 ｍｉｘ １０ μＬꎬ引物各 ９００ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ探针各 ２５０
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ标准质粒或 ＭｓｅＩ 酶切后的基因组 １ μＬꎬ补
充水至 ２０ μＬ)加入微滴反应卡中ꎮ 在微滴反应卡

加入 ７０ μＬ 微滴生成油ꎬ发生卡胶垫盖好后ꎬ将微滴

发生卡放在微滴生成仪中生成微滴ꎮ
(３) ＰＣＲ 扩增:将生成的微滴转移到 ９６ 孔板

中ꎬ用 ＰＸ１ 进行膜热封后ꎬ９６ 孔板放在 ＰＣＲ 仪上进

行扩增ꎮ 反应参为 ９５℃ １０ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ退火温

度 １ ｍｉｎꎬ４０~ ５０ 个循环ꎻ９８℃ １０ ｍｉｎꎬ所有步骤升

温速度均为 ２℃ / ｓꎮ
(４) 微滴读取:扩增反应结束后ꎬ将 ９６ 孔板放

入 ＱＸ２００ 微滴分析仪中ꎬ采用 Ｑｕａｎｔｓｏｆｔ 软件进行微

滴读取ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 反应体系和条件

　 　 本实验中 ｑＰＣＲ 的反应体系为 ２５ μＬ(ＴＢ Ｇｒｅｅｎ
ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ、１０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＣＲ 引物各 １ μＬ、模板

ＤＮＡ 约 １００ ｎｇ、补充水至 ２５ μＬ)ꎮ ＰＣＲ 反应条件

为 ９５℃ ３０ ｓꎻ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 退火温度的优化

　 　 选择 ６３􀆰 ０℃、６１􀆰 ９℃、６０􀆰 ９℃、５９􀆰 ９℃、５８􀆰 ６℃、
５７􀆰 ５℃ ６ 个温度ꎬ进行退火和延伸温度的优化ꎮ 以

１０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的 ３ 个质粒标准品以及 １􀆰 ２５ ｎｇ 的

ＰＥＦ １０＃基因组为模板ꎬ确定最佳退火温度ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 Ｑｕａｎｔａｓｏｆｔ 软件对 ｄｄＰＣＲ 数据进行图像处

理和结果分析ꎬ本研究中所有涉及的 ｄｄＰＣＲ 反应微

滴生成数均在 １００００~１５０００ꎬ符合 ｄｄＰＣＲ 泊松分布

的统计学原理ꎬ保证了后续分析结果的准确性ꎮ 采

用 ＧｒａｐｈＰａｄ 进行数据统计和差异分析ꎬ结果用平均

数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ三组间比较采用单因素方差

分析ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 微滴数字 ＰＣＲ 退火温度的优化

　 　 以 １０４ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品为模板ꎬ分别在

６３􀆰 ０℃、 ６１􀆰 ９℃、 ６０􀆰 ９℃、 ５９􀆰 ９℃、 ５８􀆰 ６℃、 ５７􀆰 ５℃
６ 个退火温度下进行 ＰＣＲ 反应ꎬ结果显示 ｐＥＡＳＹ￣
ＧＡＰＤＨ、ｐＥＡＳＹ￣ＴＦＲＣ 和 ｐＥＡＳＹ￣ｐｏｌ 标准品在这 ６
个温度条件下均能检测到荧光信号ꎬ在不同退火温

度下没有显著差别(图 １Ａ 和表 ２)ꎮ
以 ６３􀆰 ０℃、 ６１􀆰 ９℃、 ６０􀆰 ９℃、 ５９􀆰 ９℃、 ５８􀆰 ６℃、

５７􀆰 ５℃为退火和延伸温度ꎬＰＥＦ 基因组作为模板ꎬ分
别以 ＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 为内参基因进行 ｄｄＰＣＲ 检

测ꎮ 如一维散点图所示ꎬｐｏｌ 基因、ＧＡＰＤＨ 基因和

ＴＦＲＣ 基 因 分 别 在 ５９􀆰 ９℃ ~６１􀆰 ９℃、 ５７􀆰 ５℃ ~
６３􀆰 ０℃、５７􀆰 ５℃ ~６０􀆰 ９℃ 进行退火和延伸温度适合

(图 １Ｂ 和 １Ｃ)ꎮ 综上ꎬ本研究选用 ５９􀆰 ９℃作为后续

ｄｄＰＣＲ 反应的最佳退火和延伸温度ꎮ
表 １　 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数所用的引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ
引物及探针
Ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ

序列 (５’－ ３’)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｏｌ１￣ＦＷ ＣＧＡＣＴＧＣＣＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣＡＡ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｏｌ２￣ＲＶ ＴＣＴＣＴＣＣＴＧＣＡＡＡＴＣＴＧＧＧＣＣ

Ｐｒｏｂｅ Ｐｏｌ[１８]
/ ５６ＦＡＭ / ＣＡＣＧＴＡＣＴＧＧＡＧＧＡＧＧＧＴ
ＣＡＣＣＴＧ / ＢＨＱ１

Ｐｒｉｍｅｒ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ＿ＦＷ ＣＣＧＣＧＡＴＣＴＡＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＴＣ
Ｐｒｉｍｅｒ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ＿ＲＶ ＴＴＣＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴＴＣＡＣＣＡＴ

Ｐｒｏｂｅ ｐｉｇ＿ＧＡＰＤＨ / ５ＨＥＸ /
ＣＡＧＣＣＧＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣ / ＢＨＱ２

ＴＦＲＣ￣Ｔａｑｍａｎ￣ＦＷ ＴＴＣＣＣＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＧＣＴＴＡ
ＴＦＲＣ￣Ｔａｑｍａｎ￣ＲＶ ＴＧＧＴＡＴＣＣＡＡＴＣＣＣＴＴＴＧＡＣＡＡＣ

ｐＴＦＲＣ￣ｐｒｏｂｅ１ / ５ＨＥＸ / ＴＴＴＧＧＧＣＡＧＡＣＣＴＣＡＡＡＡＴＡ
ＣＴＧＴＴＧＴＣ / ＢＨＱ２

表 ２　 标准品质粒在不同退火温度下 ｄｄＰＣＲ 检测的拷贝数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

拷贝数(１０３ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ

ｐｏｌ ＧＡＰＤＨ ＴＦＲＣ
６３􀆰 ０ ４􀆰 ８６ ５􀆰 ３０ ４􀆰 ８０
６１􀆰 ９ ４􀆰 ７６ ５􀆰 ５０ ４􀆰 ９０
６０􀆰 ９ ４􀆰 ８６ ５􀆰 ２４ ４􀆰 ７８
５９􀆰 ９ ４􀆰 ９８ ５􀆰 ４４ ４􀆰 ８４
５８􀆰 ６ ４􀆰 ３８ ５􀆰 ４６ ４􀆰 ７８
５７􀆰 ５ ４􀆰 ８０ ５􀆰 ５２ ４􀆰 ６４
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２􀆰 ２　 微滴数字 ＰＣＲ 循环数的优化

　 　 根据 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 官方建议ꎬｄｄＰＣＲ 反应扩增循环

数应为 ４０ 个ꎬ但在以基因组为模板对退火温度优化

时ꎬＰＥＲＶ ｐｏｌ 基因扩增后的阴、阳微滴较难分开(图
１Ｂ 和 １Ｃ)ꎬ易造成结果分析的偏差ꎮ 因此ꎬ本研究

通过提高 ＰＣＲ 扩增循环数来优化这一反应条件ꎮ
实验分别采用 ４０、４５ 和 ５０ 个扩增循环对 ＰＥＦ 的基

因组模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果显示ꎬ扩增循环数的

注:Ａ:质粒标准品为模板ꎻＢ:ＰＥＦ 基因组为模板 ＧＡＰＤＨ 为内参基因ꎻＣ:ＰＥＦ 基因组为模板 ＴＦＲＣ 为内参基因在不同退火温度下进行 ｄｄＰＣＲ
检测ꎮ Ｔｍ 从左自右依次为 ６３􀆰 ０℃、６１􀆰 ９℃、６０􀆰 ９℃、５９􀆰 ９℃、５８􀆰 ６℃和 ５７􀆰 ５℃ꎮ

图 １　 不同退火温度下 ｄｄＰＣＲ 扩增一维散点图

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ. Ｂꎬ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＰＥＦ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ. Ｃꎬ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｏｒｍ ＰＥＦ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ
ａｎｄ ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ. Ｔｍ ｉｓ ６３􀆰 ０℃ꎬ ６１􀆰 ９℃ꎬ
６０􀆰 ９℃ꎬ ５９􀆰 ９℃ꎬ ５８􀆰 ６℃ ａｎｄ ５７􀆰 ５℃ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

提高对于微滴生成并没有显著影响(图 ２Ａ)ꎮ 但

是ꎬ随着扩增循环数的增加ꎬｐｏｌ 基因扩增微滴的阴、
阳性信号逐渐分开(图 ２Ｂ)ꎮ 因此ꎬ本研究确定 ５０

个扩增循环作为后续 ｄｄＰＣＲ 检测的反应条件ꎮ
２􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 检测范围的确定

　 　 本研究将 ３ 个基因的标准品质粒进行 １０ 倍浓

度梯度稀释ꎬ对不同浓度的标准品分别进行 ｄｄＰＣＲ
检测ꎮ 结果显示ꎬ随着标准品浓度降低ꎬ阳性微滴

数减少ꎬ３ 个基因的标准品以 １０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增产生的微滴全部为阳性微滴ꎬ超出了

检测上限ꎻ以 １ ｃｏｐｙ / μＬ 的标准品为模板进行 ＰＣＲ
扩增后ꎬ所产生的微滴中并未检测到阳性微滴(图
３Ａ)ꎮ 采用 ｄｄＰＣＲ 检测标准品的拷贝数与紫外分

光光度计测定的 ＤＮＡ 拷贝数ꎬ在检测范围内具有良
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好的相关性ꎬｐｏｌ 基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１、ＧＡＰＤＨ
基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７６ꎬＰ<０􀆰 ０００１、ＴＦＲＣ 基因 ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ꎬＰ
<０􀆰 ００１(图 ３Ｂ)ꎮ

注:Ａ:不同 ＰＣＲ 循环数下 ｄｄＰＣＲ 产生的总液滴数ꎻＢ:不同扩增循环数下 ｐｏｌ 基因扩增的一维散点图ꎮ

图 ２　 ｄｄＰＣＲ 反应循环数优化

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｖｅｎｔｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ. Ｂꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐｏｌ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

表 ３　 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 测定不同来源猪基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数(􀭰ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐｉｇ ｇｅｎｏｍｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

微滴式数字 ＰＣＲ (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
ｄｄＰＣＲ

荧光定量 ＰＣＲ (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
ｑＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ 为内参
ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＴＦＲＣ 为内参
ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＧＡＰＤＨ 为内参
ＧＡＰＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＴＦＲＣ 为内参
ＴＦＲＣ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ

拷贝数
Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

变异系数
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ＰＥＦ ６＃ ３２􀆰 ５０±０􀆰 １４ ０􀆰 ４４％ ３３􀆰 ２５±２􀆰 ７６ ８􀆰 ２９％ ６７􀆰 ５３±１３􀆰 ４３ １９􀆰 ８９％ ２４􀆰 ３８±４􀆰 ０６ １６􀆰 ６６％
ＰＥＦ １０＃ ３３􀆰 １７±１􀆰 ４２ ４􀆰 ２７％ ３２􀆰 ８７±１􀆰 ０３ ３􀆰 １２％ ２１０􀆰 ４４±６３􀆰 ７０ ３０􀆰 ２７％ ５２􀆰 ００±１２􀆰 ６７ ２４􀆰 ３７％
ＰＫ１５ ５９􀆰 １０±３􀆰 ８７ ６􀆰 ６５％ ５７􀆰 ６０±０􀆰 ６６ １􀆰 １４％ １７５􀆰 ７５±３２􀆰 ２６ １８􀆰 ４１％ ７８􀆰 ７０±２􀆰 ６５ ３􀆰 ３７％

肺 １＃ Ｌｕｎｇ １＃ ４１􀆰 ０７±０􀆰 ９３ ２􀆰 ２６％ ２８􀆰 ８３±０􀆰 ７１ ２􀆰 ４６％ ４９􀆰 ５２±５􀆰 ９２ １１􀆰 ９５％ ３２􀆰 ５８±３􀆰 ７６ １１􀆰 ５４％
肺 ２＃ Ｌｕｎｇ ２＃ ４０􀆰 ３７±０􀆰 ３１ ０􀆰 ７６％ ３２􀆰 ６０±０􀆰 ５６ １􀆰 ７１％ ６９􀆰 １０±７􀆰 ７６ １１􀆰 ２４％ ４２􀆰 ３３±３􀆰 １１ ７􀆰 ３５％
肺 ３＃ Ｌｕｎｇ ３＃ ３９􀆰 ５０±２􀆰 ０２ ５􀆰 １２％ ３２􀆰 ４０±１􀆰 １８ ３􀆰 ６４％ ６４􀆰 ６８±９􀆰 ２３ １４􀆰 ２７％ ４０􀆰 ８８±２􀆰 ６５ ６􀆰 ６３％
注:数据来自 ３ 次独立重复试验ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｄａｔａ ｃａｍｅ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

本研究将 ＰＥＦ 基因组按照 １０７􀆰 ５、５、２􀆰 ５、１􀆰 ２５
和 ０􀆰 ６２５ ｎｇ 为模板进行 ｄｄＰＣＲꎮ 样本以 １０ ｎｇ 基因

组为模板ꎬ阳性微滴数超过了总微滴数的 ９０％(图
３Ｃ)ꎮ 随着基因组模板浓度的降低ꎬ检测结果的变

异系数提高(图 ３ Ｄ)ꎮ 因此在满足 ｄｄＰＣＲ 反应不

超过检测上限的基础上ꎬ提高模板量能够提高结果

的准确性ꎮ 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数时ꎬ采用基因组模板

在 １􀆰 ２５~７􀆰 ５ ｎｇ 进行 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测为宜ꎮ
２􀆰 ４　 样本检测

　 　 对来自 ３ 个细胞和 ３ 个肺组织的基因组样本ꎬ
采用 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 两种方法进行 ＰＥＲＶ 拷贝数

的检测ꎮ 结果显示ꎬｄｄＰＣＲ 检测 ＰＥＲＶ 拷贝数结果

的变异系数在 ０􀆰 ４４％ ~ ８􀆰 ２９％之间ꎬ显著低于同一

样本 ｑＰＣＲ 检测结果的变异系数ꎬ显示了 ｄｄＰＣＲ 检

测结果具有良好的稳定性(表 ３)ꎮ

３　 讨论

　 　 随着免疫抑制药物研究和基因修饰供体动物

的快速发展ꎬ将猪源器官异种移植到非人灵长类动

物模型后ꎬ移植物可以存活数月甚至数年[１９－２１]ꎬ异
种移植是否可应用于临床也被不断的讨论ꎮ 但是ꎬ
体外研究发现 ＰＥＲＶ 可以感染人源细胞[２２－２３]ꎬ因此

猪源组织器官异种移植到人体存在生物安全风险ꎮ
从当前猪到非人灵长类模型的的研究结果ꎬ对供体

猪体内 ＰＥＲＶ 活性进行实时监测可以提前预测并防

范该风险[２４]ꎮ 因此ꎬ对 ＰＥＲＶ 拷贝的精确检测对于

异种移植的临床应用具有重要的意义ꎮ
本研究采用 ｄｄＰＣＲ 技术对猪基因组中 ＰＥＲＶ

拷贝数的进行检测ꎮ 与传统的 ｑＰＣＲ 方法相比ꎬ检
测结果具有更好的稳定性和重复性ꎬ所需的被检测

样本量也仅是 ｑＰＣＲ 方法所需的 １ / １０ ~ １ / ２０ꎬ更适
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合样本量较少的检测ꎮ 但是ꎬ在现有的 ｄｄＰＣＲ 实际

　 　 　 　

注:Ａ:浓度梯度稀释的标准品为模板扩增一维散点图ꎻ Ｂ:质粒标准品进行 ｄｄＰＣＲ 检测的线相关性ꎻ Ｃ:浓度梯度稀释 ＰＥＦ 基因组为模板扩

增一维散点图ꎻ Ｄ:不同基因组浓度下 ＰＥＲＶ 检测拷贝数ꎮ

图 ３　 ｄｄＰＣＲ 对于 ＰＥＲＶ 拷贝数的检测范围

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｌｉｎｅｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＵＶ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ. Ｃꎬ Ｏｎｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ＰＥＦ ｇｅｎｏｍｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｄꎬ ＰＥＲＶ
ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＰＥＦ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ ＰＥＲＶ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｄＰＣＲ
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操作中ꎬ微滴生成后ꎬ需将微滴转移到其他模块中

进行扩增和检测ꎮ 在转移过程中可能造成液体的

损失ꎬ从而导致目标分子定量的低估[２５]ꎮ 因此ꎬ本
研究中我们采用 ＴａｑＭａｎ 荧光探针双重微滴的方

法ꎬ在同一微滴内对内参基因和目标基因进行绝对

定量ꎬ 从而规避了 ｄｄＰＣＲ 的这一缺点ꎮ 其次ꎬ
ｄｄＰＣＲ 结果分析时确保阴性和阳性微滴的划分对

于结果的准确性也非常重要ꎬ保证引物及探针的序

列特异性和控制模板检测范围是控制这一因素的

重要条件[２６]ꎮ 但是ꎬＰＥＲＶ 是作为前病毒被插入在

猪基因组中ꎬ即使是高度保守的 ｐｏｌ 基因也含有点

突变ꎬ且基因组中 ＰＥＲＶ 的拷贝数较高ꎬ因此在

ｄｄＰＣＲ 结果分析过程中微滴出现了“下雨”现象ꎮ
为了解决这一问题ꎬ本研究中在选择特异性较好的

引物和探针的条件下ꎬ还提高了 ＰＣＲ 的循环数ꎬ从
而提高了阳性微滴荧光的振幅ꎬ解决了阳性微滴的

识别ꎬ提高了结果的准确性ꎮ 这一结果也为采用

ｄｄＰＣＲ 技术进行拷贝数变异分析时ꎬ优化检测条件

提供了可行的方向ꎮ
在 ｄｄＰＣＲ 中选择适合的内参基因ꎬ对于检测结

果的准确性和稳定性具有重要的影响ꎮ ＧＡＰＤＨ 和

ＴＦＲＣ 基因是猪基因组中的单拷贝基因[２７]ꎬ在本研

究中被选做内参基因ꎮ 结果显示ꎬ在 ３ 个细胞来源

的样品中ꎬ分别采用两个不同的内参基因ꎬＰＥＲＶ 拷

贝数检测显示了良好的一致性ꎬ在后续的研究中可

以作为 ＰＥＲＶ 拷贝数检测的候选内参基因ꎮ 但是在

组织样品检测中ꎬＧＡＰＤＨ 和 ＴＦＲＣ 分别作为内参基

因后所得到的结果略有差异ꎮ 我们推测可能是由

于组织样本中含有多种类型的细胞ꎬ尤其是存在大

量血细胞ꎬ而造成了这一差异[８]ꎮ 因此ꎬ在后续研

究中ꎬ从组织样本分离单一类型的细胞进行 ＰＥＲＶ
拷贝数的检测有可能提高检测结果的准确性ꎮ

综上所述ꎬ本研究建立了基于 ｄｄＰＣＲ 技术对

ＰＥＲＶ 拷贝数的检测方法ꎬ为异种移植供体动物中

ＰＥＲＶ 的监测提供了可靠的方法ꎬ对于异种移植的

临床研究具有重要的意义ꎮ
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阿尔茨海默病 ５ＸＦＡＤ 小鼠模型尿液中外泌体 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的表达谱分析

阿尔茨海默病(Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＡＤ)是一种难治且不可逆的神经退行性疾病ꎬ发病机制尚不明确ꎮ
因此ꎬ在淀粉样蛋白￣β 斑块(Ａβ 斑块)沉积之前识别候选生物标志物对于早期干预 ＡＤ 具有重要意义ꎮ 中

国医学科学院医学实验动物研究所病理平台课题组的研究人员ꎬ通过测定早期 ＡＤ 小鼠模型尿液外泌体中

ｍｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)ꎬ寻找可以早期诊断 ＡＤ 的标志物ꎮ
本文选用 Ａβ 斑块形成前期的 １ 月龄 ５ＸＦＡＤ 小鼠模型及其同窝对照组ꎬ采用生物信息学的方法ꎬ对小

鼠尿液中外泌体的 ｍｉＲＮＡ 进行差异表达分析ꎮ 同时ꎬ对筛选出的差异表达基因进行了 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ)通路分析、ＧＯ(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)富集分析ꎮ 差异基因分析结果显示存在

４８ 个差异表达 ｍｉＲＮＡ(１８ 个上调、３０ 个下调)ꎬ包括:ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣２７ｂ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣１５０、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３４ａ￣５ｐ、ｍｍｕ￣
ｍｉＲ￣２２１、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３３６ｂ￣３ｐ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣１９６ｂ￣５ｐ、ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣３３９￣３ｐ 和 ｍｍｕ￣ｍｉＲ￣７２１ 等ꎻＧＯ 功能富集分析表

明ꎬ差异表达的 ｍｉＲＮＡ 主要与负调控神经元投射和突触后模相关的细胞内过程相关ꎬ并可能与调控阿尔茨

海默病进展的特定 ＤＮＡ 相结合影响生理功能ꎬ上述结论通过 ｄｄＰＣＲ(ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ)实验进行验证ꎮ
作者对筛选出的 ｍｉＲＮＡ 与进行相关功能蛋白的网络分析ꎬ发现线粒体氧化链相关蛋白(细胞色素 ｃ)、

凋亡调节蛋白(Ｂｃｌ￣２)、自噬和代谢相关蛋白(Ｓｉｒｔ１)、转化生长因子(Ｔｇｆｂ)等功能蛋白与候选 ｍｉＲＮＡ 相关ꎬ
其中 Ｔｇｆｂ 蛋白与 Ａβ 的生成相关ꎮ

综上:５ＸＦＡＤ 小鼠模型尿液中外泌体 ｍｉＲＮＡ 在 Ａβ 斑块沉积前存在表达差异ꎬ是潜在的诊断早期 ＡＤ
的非侵袭性生物标志物ꎬ对于早期干预 ＡＤ 具有重要意义ꎮ

该研究成果发表于«动物模型与实验医学(英文)»期刊(Ａｎｉｍａｌ Ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２１ꎬ
３: ２３３－２４２ꎻｈｔｔｐｓ: / / ｄｏｉ.ｏｒｇ / １０.１００２ / ａｍｅ２.１２１７５)ꎮ
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