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实时荧光聚合酶链反应定量检测大鼠视网膜中 

转化生长因子 l31和 I32的表达 
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转化生长因子 ~(TGF p)是一种具有控制增生和分化等生 

物过程的自分泌或旁分泌生长因子 。TGF p及其受体、细胞 

内下游信号转导分子的突变在糖尿病视网膜病变的发生、发展 

中扮演了非常重要的角色～ 。研究 TGF p的不同成员在视网 

膜中的表达 ，有助于深入了解它们的来源和作用机制。我们以 

实时荧光定量 聚合 酶链 反应 (QRT—PCR)检测 TGF—p1和 

TGF—p2在大鼠视网膜中的表达，为研究 TGF—p在视网膜病变 

中的作用机制提供依据。 

1 材料和方法 

1O周龄雄性 Sprague—Dawley(sD)大鼠(上海西普尔一必凯 

实验动物有限公司提供)14只，体重(200±25)g。在通风良好、 

室温 l8～22 C环境 中适应 饲养 2周 后，用 2 戊巴比妥钠按 

5 mg／kg的剂量腹腔注射麻醉大鼠后，摘除眼球。在无菌条件下 

于角膜缘后 0．5 mm处沿赤道方向剪开眼球 ，剥离出视网膜 ， 

立即放入液氮保存。Trizol Reagent(美国 Invitrogen公司)提取 

视网膜总 RNA，紫外分光光度仪测定其纯度和含量，1 甲醛 

变性凝胶电泳检测其完整性。引物及 TaqMan荧光探针由上海 

申友公 司合成，PCR试剂购 自上海 申能博彩公 司，荧光定量 

PCR仪为Bio—Rad iCycler(美国 Bio—Rad公司)。 

引物设计按照标准 QRT—PCR引物设计原则，TaqMan荧 

光探针选择 6一羧基荧光素(FAM)作为荧光报告基团，6羧基 

四甲基一罗丹明(TAMRA)作为淬灭基团。针对大鼠 TGF一81和 

TGF—p2及内参照 p—actin(ACTB)cDNA序列设计 PCR引物 

和 TaqMan探针，合成引物序列如下： 

TGF一81一F：5 AACTACTGCTTCAGCTCCAC 

TGF一81一R：5 T( T( TCCAGGCTCCAAATGTA 

TGF一81一TM ：5 FAMCAGAAGTTGGCATGGTAGCCC 

TT( G( TAM RA 

TGF一82一F：5 ATGTGCAGGATAATTGCTGCC 

TGF一82一R：5 TGGTGTTGTACA( G(：TGAGG 

TGF一82 TM ：5 FAMTGTTGTGTGTCTGAACTCCAC— 

A( ATTAMRA 
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ACTB—F’：5 GCCAACACAG I’GC FGTC f’G 

ACTB—R：5 CACATCTGCTG( AAGG FGG 

ACTB TM ：5 FAM AGTACTTGCG(、T(：AGGAGGAGC 

TAM RA 

根据文献[4]的方法进行定量 PCR检测和分析。用荧光值 

曲线和 CT值计算 TGF—p和 B—actin的比值，再进行视 网膜中 

TGF p1和TGF—p2基因表达水平的比较。数据以 ± 表示，采 

用两样本均数 t检验。 

2 结 果 

1 甲醛变性凝胶电泳鉴定 18s与28S条带清晰 ，RNA无 

明显降解。紫外分光光度仪检测 260／28O波长吸光度值的比值 

均为 1．8～2．0。视网膜组织 中的每种基因的定量 PCR基线循 

环荧光值曲线 ，临界循环数(CT)值接近。即使经过超过 4O个 

循环．TGF—p1的 PCR产量仍较低 ，而且线性期时间较短。 

大 鼠视网膜中 TGF—p2相对于p—actin的基因表达水平为 

0．037 8±0．009 0，TGF p1为 0．000 8±0 000 3，前者明显高 

于后者，差异有统计学意义(f一1 2．37．， <O．001)；住视网膜中 

TGF—p的表达以TGF—p2为主，TGF—p2和TGF—p1比值的平均 

值为 55．OO±26．61。 

3 讨论 

TGF—p在人及哺乳动物表达其中的 3个亚型．即 I'GF 81、 

TGF—p2、TGF—p3。一般认为，TGF p1在内皮细胞、造血细胞和 

结缔组织细胞中表达，TGF—p2在上皮细胞和神经细胞中表达， 

而 TGF—p3主要在间叶细胞中表达，说明 3种 TGF 8的生物学 

功能是不同的和不可替代的 。在视网膜组织中。『l司时表达 

TGF—p1和 TGF—p2，但是谁在视网膜组织中起主导作用呢?在 

以往进行的视网膜 TGF—p表达的研究中，大部分的工作采用 

了免疫组织化学、RT—PCR和 Northern blotting方法，但都只 

能半定量分析 ，对于极少量的样品均不能在 mRNA水平准确 

检测。 

QRT—PCR技术实现了PCR从定性到定量的飞跃 ，可以对 

mRNA水平进行实时定量分析，目前已得到广泛应用 “ 。在 

QRT—PCR技术中待检测 目的基因和作为参照的看家基因标记 

不同的荧光染料可以在同一 PCR反应体 系中扩增 ，也可以将 

目的基因和看家基因分别 PCR反应。鉴于同一反应体系中的 
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竞争抑制作用，在模板量和复管稳定性能保证的情况下，在不 2 

同的反应体系中得到的结果更加可靠。 

我们对大鼠视网膜成功地进行了QRT PCR检测，同一样 0 

品中的同一基因在不同复管中的 PCR反应扩增曲线拟合 良 

好，说明方法可靠。利用 QRT—PCR技术除了能够准确检测之 

外，还能实时动态地观察到相应基因的PCR反应变化趋势。本 

实验结果表明，在大鼠视网膜中TGF Be的mRNA转录水平明 

显高于 TGF一口1，是 TGF～口1的 55倍左右，差异有统计学意义。 

说明在视网膜中 TGF一口的表达以TGF一口2为主，TGF一口1的表 6 

达非常弱，这为在 TGF—B与视网膜病变关系研究中以TGF—p2 

为主要研究对象提供了理论依据。 7 
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第九届全国眼病理暨基础与临床诊治学术研讨会征文通知 

·  肖 皂 · 

由中华医学会眼科学分会眼病理学组与中华眼科杂志编辑部联合主办的第九届全国眼病理暨基础与临床诊治学术研讨会定 

于 2005年 5月在湖南省大庸市举行。 

会议主要内容 ：(1)各种常见眼病的应用基础研究 ；(2)眼肿瘤、眼眶病的临床病理、影像学诊断以及应用基础研究(特别欢迎有 

关 RB、脉络膜黑色素瘤、眼睑肿瘤、眼眶炎性假瘤以及甲状腺相关眼病的题目)；(3)眼部肿瘤的治疗研究(常用治疗方法经验总结， 

引进新的治疗方法，如：TTT，CTT，巩膜表层敷贴器，7刀等)，特别欢迎对恶性肿瘤术后的辅助疗法；预示转移和预后的组织病理 

学指标以及提示预防转移和治疗措施；(4)少见病例及疑难病例临床病理讨论纪要以及误诊、误治经验介绍；(5)眼病理知识讲座。 

应征论文要求 800字左右的含“目的、方法、结果、结论”四要素的“结构式”摘要和全文各一份。摘要必须包括论文的主要数据， 

资料等实质信息；摘要的脚注项应包括第一作者的性别、年龄、职称、工作单位、邮政编码、详细的通信地址、联系电话、Email地址等 

内容。摘要用另纸书写或打印并请另附一张存有摘要和全文的、Word格式的软盘。欢迎通过电子邮件投稿。凡已在公开刊物上发 

表的论文请勿投寄。征文截稿日期为 2005年 2月 28日。论文经评选后另发开会通知。未入选者不予退稿，也不另发通知，请作者 

自留底稿 凡人选论文将编人《第九届全国眼病理学术会议论文汇编》，并择优在《中华眼科杂志》刊出。会议期间交流的论文将颁发 

论文证书。 

来稿请挂号邮寄至北京东四西大街 42号《中华眼科杂志》编辑部收，邮政编码：100710。联系人：王桂珍，杨庆庆。电话(传真)： 

010—65273360，Email：cjo@ema．org．en。来稿请在信封下角注明“眼病理会议征文”。 

中华医学会眼科学分会眼病理学组 

《国际眼科杂志》第三届眼科学术大会暨防盲研讨会 

为支持西部大开发，加速湘西革命老区的经济发展和医疗卫生事业的发展，本刊定于 2005年 4月在湖南湘西张家界召开《国 

际眼科杂志》第三届眼科学术大会。大会主题 ：创新、交流、合作、发展。会议期间，大会组委会将从特邀嘉宾和参会代表中选定 100 

名优秀眼科专家与当地政府共同组织“百名眼科专家送光明，献爱心大型义诊活动”，为老区人民造福，促进革命老区眼科与防盲事 

业的快速发展。参加大会义诊的专家名单及所在单位将在本刊公布，有突出贡献者，本刊将重点宣传 这将是对眼科学术会议的重 

大改革和创新，必将是我国眼科界的一次盛会 。 

我们真诚欢迎全国广大眼科同道踊跃参加，同时也希望有关医疗单位大力支持。大会组委会诚邀有实力的知名企事业单位作 

为联办单位、协办单位及支持单位。有合作意向者请尽早与本刊联系。会议征文：本次大会只接受论文摘要(500~1000字)，届时将 

出版大会论文汇编。截稿 日期：2005年 3月 15日。秘书处：(710054)中国西安市友谊东路 269号《国际眼科杂志》编辑部。 

电 话：029—82245172／83085628，传真：029—822451 72，Email：IJO．2000@163．com 
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