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犬SLAM受体mRNA荧光定量PCR检测方法的建立和初步应用
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【摘要】目的 建立荧光定量PCR方法，检测犬不同组织中SLAM受体mRNA的表达水平。方法  以犬GAPDH为内参基因采用△△Ct法，分析SLAM受体mRNA在犬体内不同组织中的表达。结果  此方法有较高的重复性，变异系数在0.89%- 2.35% 。以SLAM受体在心脏的表达为1倍值，结果显示受体mRNA在脾脏中表达最高，为38.49倍；肺门淋巴结、肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结中表达次之，分别为9.13、8.58、6.24倍；膀胱中表达最低。结论  成功建立了检测SLAM受体mRNA在不同组织中表达水平的荧光定量PCR检测方法。
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Development and application of fluorescent quantitative RT-PCR for detection of slam mRNA in canine
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【Abstract】 Objective To establish a method for the detection of mRNA transcription of SLAM as CDV receptors in different tissues of the canine. Methods By using GAPDH as the house keeper, The △△Ct relative quantification method was used to detect the transcription levels of SLAM mRNAs in different tissues of the canine. Results The inter-assay variability (CV %) was 0.89%-2.35%. The RT-PCR assay had 
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advantages of high reproducibility. The SLAM mRNA was transcripted at high levels in the spleen, hilar lymph node, mesenteric nodes, inguinal nodes and a low level in the urinary bladder. Conclusions The quantitative RT-PCR method is successfully established for the detection of mRNA transcription of SLAM in different tissues of the canine.
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病毒感染宿主细胞首先与受体相结合，并在其介导下进入细胞，受体是决定病毒宿主范围和组织嗜性的主要因素之一[
]。淋巴细胞活化信号分子 (SLAM , CD150) 是麻疹病毒属犬瘟热 (CDV)等病毒的受体，CDV通过识别SLAM而进入细胞内复制[
]。CDV在体外感染细胞进行培养能否成功与细胞是否具有SLAM受体关系密切。临床上犬是否易感CDV与年龄、个体差异及感染后的组织细胞嗜性相关，其差异是否与SLAM受体的表达和水平相关联有待研究。
目前关于SLAM受体在犬不同组织中的表达还未见相关报道。本试验利用荧光定量PCR检测CDV受体SLAM 的mRNA 在不同器官组织中的相对表达水平，探讨SLAM受体与病毒组织嗜性的相互关系，为CDV的诊断、治疗积累资料。
1 材料和方法
1.1细胞与组织
Vero-det细胞,由兽医学（中医药）北京市重点实验室保存。待检测组织由由兽医学（中医药）北京市重点实验室提供，采自4月龄雌性健康杂种犬，置-80°C冰箱保存。

1.2主要试剂和仪器

Trizol regent (invitragen)，2× Easytap PCR SuperMix (Trans)， SYBR green I Super Mix (Trans)、Passive reference dye I (Trans)，RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit（Thermo Scientific）氯仿、异丙醇、乙醇等；StepOnePius荧光定量PCR仪（美国ABI）；紫外分光光度计 Cary50Probe(Varian公司，美国)；Thermo Hybaid Px2 thermalcycler  PCR仪；低温冷冻离心机。

1.3引物设计

参考GenBank收录的SLAM（AF39108）和GAPDH（NM001003142）的mRNA基因序列设计引物，通过 NCBI 中 Blast工具初步检测引物的特异性。引物由上海生工有限公司合成，引物序列见表1。
表1 引物序列
Tab. 1 Sequences of the primers
	名称Name
	引物序列(5’-3’) 
Primers sequence
	产物长度
Sizes of PCR products
	退火温度
Annealing point

	GAPDH
	Forward
	GGAGAAAGCTGCCAAATATG
	198 bp
	56°C

	
	Reverse
	ACCAGGAAATGAGCTTGACA
	
	

	SLAM:
	Forward
	GGTATCGTTGGTGTCATCTTG
	202 bp
	54°C

	
	Reverse
	TTTCTTCCTTTGTTGGCTTGT
	
	


1.4总RNA的提取和cDNA的合成

取50 mg组织，加入1 ml Trizol提取组织RNA。用15 μL DEPC水溶解后，用微量紫外分光光度计测量浓度，根据反转试剂盒说明配置20 μL反应体系，反应条件为42°C，1 h，72°C，5 min，产物存放于-20°C备用。

1.5 PCR鉴定
分别以Vero-det细胞和犬血液白细胞为SLAM、GAPDH基因的阳性对照。以阳性对照的RNA为模板反转录cDNA，用上述引物对 GAPDH、SLAM 基因进行PCR扩增，总反应体系20 μL。包括上下游引物（10 μmol/ L）各 1 μL，cDNA 模板 （ddH2O为阴性对照模版）1 μL ，SuperMix 10 μL以及 ddH2O 7 μL。循环条件为：预变性 95°C 5 min；95°C 30 s，54°C 30 s，72°C 30 s，35 个循环；72°C 10 min，结束反应。取5 μL  PCR 产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统检测条带目的片段大小。将PCR产物回收，送到上海生工进行测序。

1.6反应条件优化
采用SYBR green I染料法，对 GAPDH 和SLAM基因的荧光定量PCR 检测体系进行优化，按照退火温度 （50~60）°C，引物浓度 （0.1~0.5） μL，进行20 μL体系荧光定量PCR扩增，以得到最小的Ct值、最大的荧光值(Rn)，熔解曲线产生特异性单峰以及扩增曲线平滑完整为指标，确定其最佳扩增条件。

1.7荧光相对标准曲线的建立 
将PCR产物为模板进行10倍梯度稀释，以GAPDH和SLAM的引物进行荧光定量PCR 反应。仪器自动生成回归方程，以斜率检验内参基因与目标基因扩增效率差异。经熔解曲线判断产物特异性。为了评估荧光定量方法的重复性和稳定性，取PCR稀释产物分别进行3次测定，计算多次测定结果之间的变异系数（CV%）。

1.8 组织样品中SLAM受体的检测

取心脏、肝脏、肺、气管、小脑、坐骨神经、肾、膀胱、大肠、小肠、脾、肺门淋巴结、肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结等组织，每个组织取3个样品，按上述方法检测各组织中SLAM受体的表达。
2　结果
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2.1　PCR琼脂糖凝胶电泳结果    
M   1   2   3   4   
注：1. GAPDH阳性对照; 2. GAPDH阴性对照; 3. SLAM阳性对照; 4. SLAM阴性对照; M. Trans DNA marker I
图1  PCR琼脂糖凝胶电泳结果
Note：1. Positive control of GAPDH; 2. Negative control of GAPDH; 3. Positive control of SLAM; 4. Negative control of SLAM; M. TransTM DNA marker I
Fig.1 Identification of the RT-PCR products
琼脂糖凝胶电泳结果显示SLAM、 GAPDH基因的扩增产物与预计结果一致，PCR产物经上海生工测序，序列与SLAM、GAPDH基因序列同源性为99% （表1）。
2.2 荧光定量反应条件优化

通过比较，以获得最高的荧光值( Rn) 、最小的 Ct 值及熔解曲线产生特异性单峰为指标, 确定了荧光定量PCR 的最佳反应体系如下：SYBR GreenSuper Mix 10 μL，ROX reference Dye 0.4 μL，上下游引物各0.2 μL（10 pm/L)，模板1 μL，ddH2O 8.2 μL，终体积20 μL。反应扩增条件：95°C预变性5 min，95°C 30 S，56°C 30 S，72°C 30 S，循环40次。

2.3相对标准曲线
熔解曲线分析结果表明, GAPDH基因的Tm值为 87.81°C，SLAM基因的Tm值为84.47°C，两个产物都只有 1 个特异峰，排除了引物二聚体和非特异产物的影响, 同时说明设计的引物有很好的特异性（图2,3）。
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图2  GAPDH基因熔解曲线            图3  SLAM基因熔解曲线
Fig. 2 Melting curve of the GAPDH gene     Fig. 3 Melting curve of the SLAM gene
PCR 产物进行10倍系列稀释，采用优化的条件进行荧光定量PCR得到扩增曲线和标准曲线。结果表明GAPDH基因的斜率为-3.404，截距为18.418，扩增效率为96.69%，相关系数为0.998（图4，6）。SLAM基因的斜率为-3.39，截距为19.934，扩增效率为97.25%，相关系数为0.994（图5,7）。两个基因的扩增效率相差小于5%，斜率差小于0.1，可以用△△Ct法计算相关数据。
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图4  GAPDH基因扩增曲线          图5  SLAM基因扩增曲线

Fig. 4 Amplication curve of the GAPDH gene      Fig. 5 Amplication curve of the SLAM gene
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图6  GAPDH基因标准曲线         图7  SLAM基因标准曲线      

Fig. 6 Standard curve of the GAPDH gene       Fig. 7 Standard curve of the SLAM gene
2.4重复性和稳定性
为评价所建立的荧光定量PCR 的稳定性, 取PCR产物10-2、10-3、10-4、10-5的稀释物在不同时间分别进行三次测定，结果表明批间变异系数（CV%）分别为0.89%- 2.35%，该方法具有很好的可重复性及再现性，即稳定性良好（表2）。
表2 荧光定量PCR重复性试验结果
Tab. 2 Repeatability of Ct value assay by real-time PCR
	稀释浓度

Dilution strength
	重复1
Repeat 1
	重复2
Repeat 2
	重复3
Repeat 3
	Ct 值

means±SD
	变异系数CV(%)

	10-2
	10.68±0.03
	10.88±0.09
	10.39±0.06
	10.65±0.25
	2.35

	10-3
	13.38±0.03
	13.67±0.02
	13.97±0.06
	13.67±0.30
	2.19

	10-4
	15.73±0.03
	15.91±0.01
	15.64±0.05
	15.76±0.14
	0.89

	10-5
	18.26±0.03
	18.54±0.04
	17.97±0.02
	18.26±0.29
	1.59


2.5 不同组织中SLAM受体表达
将犬心脏SLAM受体mRNA的表达量设为1倍量，实验结果显示SLAM基因在犬脾脏表达最高，为心脏的38.49倍，在肺门淋巴结、肠系膜淋巴结、腹股沟淋巴结中表达较高，分别为9.13、8.58、6.24倍，在大肠、气管和外周神经中也有所表达，小脑和肺中表达较低，膀胱中表达最低（表3）。

表3 犬各组织样品中SLAM基因的相对表达水平
Tab. 3 difference of SLAM mRNA transcription in the canine tissues
	组织

Tissues
	２－△△Ｃｔ值
Fold difference２－△△Ｃｔ　
	组织

Tissues
	２ －△△Ｃｔ值

Fold difference２－△△Ｃｔ

	心脏Heart
	1
	小脑Cerebellum
	1.08

	肝脏Liver
	0.15
	坐骨神经Sciatic nerve
	4.31

	肺Lung
	1.59
	脾Spleen
	38.49

	气管Trachea
	5.32
	肺门淋巴结Lung hilar lymph node
	9.13

	小肠Small intestine
	0.05
	肠系膜淋巴结Mesenteric nodes
	8.58

	肾脏Kidney
	0.5
	腹股沟淋巴结Inguinal lymph nodes
	6.24

	膀胱Urinary bladder
	0.08
	
	


3讨论
SLAM是CDV的主要细胞受体，属于SLAM家族成员之一，可调节蛋白质酪氨酸磷酸化信号的传导，并对淋巴细胞的激活、细胞因子的分泌及免疫过程中细胞的分化有重要的功能[
]。原本不敏感的细胞系在稳定表达SLAM受体后可在短时间能形成CDV感染的典型细胞病变[
]。在CDV感染过程中， SLAM 受体的V结构域与病毒H蛋白结合，从而感染、破坏淋巴细胞和免疫器官，抑制抗体和相关免疫细胞因子产生，进而导致感染动物出现免疫抑制 [
]。该受体是细胞膜蛋白，主要分布于未成熟的胸腺细胞、记忆T细胞、部分B细胞、巨嗜细胞以及成熟的树突状细胞 [
]。
据报道SLAM受体在脾，淋巴结等免疫器官中表达量较高[
-
]，与本实验得出的结论基本一致。脾属外周淋巴器官，在正常情况下产生淋巴细胞和单核细胞，而其他组织器官中相关细胞较少，所以在本实验中脾的SLAM基因表达最高，淋巴细胞定居的淋巴结的表达次之。CDV感染最初主要在淋巴系统增殖[
]，这与实验得出的SLAM基因表达相一致。CDV感染中膀胱中病变不明显，抗原表达低[
]，试验中SLAM基因表达也相对最低。除了以上组织，CDV还出现于肾、肺、胆管、肠道、肾上腺、肝、心脏、脊髓、脑等组织器官中[9-
]。而本试验结果显示在肝脏、肾、小肠中SLAM基因的表达量较低，接近于阴性对照，与报道不完全一致，或与近年免疫的普及，CDV靶器官发生适应性改变，临床特征随之变化有关。本实验的组织采自健康杂种犬，血常规检查正常，常见病毒检测为阴性，采集时各器官均未见明显的病理变化，基本可以排除病原影响。为了去除取样部位不同引起的误差，本实验中每个组织采取了三个样品，以其平均Ct值计算各组织中SLAM受体的相对表达值。目前对于SLAM受体在不同品种、年龄的犬中是否存在差异还未见相关报道，有待进一步研究。
荧光定量 PCR 技术是目前分析基因转录水平表达差异的重要方法。该技术灵敏度和特异性高且实时和准确，目前被广泛应用于生物学、基础医学、法医学、诊断学等多个领域[
]。SYBR Green I染料由于其成本低、实验设计简单，是目前荧光定量 PCR 最常用的，经过此次实验，也确定其为最适合该实验的染料。为了消除不同组织在RNA的产量、质量以及逆转录效率上可能存在的差别，本实验选择相对荧光定量法利用内参基因GAPDH进行校正。
SYBR green I特异性完全由扩增引物决定[
]。本试验中，PCR扩增产物在1.5％琼脂糖电泳中显示，SLAM、GAPDH基因只扩增出单一条带，熔解曲线分析扩增产物呈特异性单一峰，测序结果证实与犬SLAM、GAPDH基因同源性为99%，说明所设计引物特异性良好，符合实验要求。相对定量法需内参基因与目的基因具有相同或近似扩增效率，否则影响定量的准确性。本试验中GAPDH与SLAM基因荧光定量PCR扩增相关系数均在0.99以上，表明Ct值与cDNA浓度间的线性关系好，两个基因的扩增效率均在97%左右，且斜率差小于0.1，说明两个基因扩增效率相似，后续试验数据分析可以采用△△Ct法。重复性试验表明此方法有较高的稳定性。
本试验成功建立了检测SLAM受体mRNA在犬各组织中相对表达水平的荧光定量PCR方法。对犬各组织SLAM受体mRNA的检测结果表明，SLAM受体的表达与CDV感染组织细胞的嗜性有一定关联。重复性实验表明本方法稳定性高，可用于易感动物在CDV感染前后SLAM基因表达水平变化的研究，为CDV的早期诊断和预后以及其有效治疗方法的开发提出新的思路。
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