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皖南花猪ESR基因PCR扩增影响因素初探
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摘 要：采用PCR扩增皖南花猪ESR基因140bp的特异片段，对ESR基因PCR扩增的相关因素进行

研究。以提高扩增的效率，通过多次实验确定皖南花猪ESR基因的PCR反应条件。
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1 前言

近年来。对动物经济性状(数量性状)多基因构

成的遗传分剖的研究成为遗传学研究的热点之一，

而猪的高繁殖性更是众多研究中的热点。猪的产仔

性能的高低直接影响猪的生产效率，而猪的产仔数

性状的遗传力只有0．1左右，又是限性表达性状，因

此常规的育种技术对繁殖性状的遗传改良十分有

限。分子生物学和分子遗传学的发展使得寻找多仔

基因的遗传标记、开展标记辅助选择成为可能。在

猪的高繁殖力特性研究中．与产仔数有显著关联的

候选基因主要以雌激素受体基因(Estrogen)；勾#：。多

聚酶链式反应(Polymerase chain reaction)简称PCR

技术，是一种体外扩增特异DNA片段的技术，此法

操作简便，可在短时间内获得数百万个特异性DNA

序列的拷贝。影响PCR反应结果的因素较多，其中

如何获得高质量的基因组DNA模板以及PCR反应

体系中各种成分因子的优化组合．是获得清晰可重

复的扩增产物的前提。也是扩增反应能否成功的关

键。111为保证反应结果的稳定性和可靠性，同时降低

反应成本，必须系统地探讨基因组中DNA的PCR

反应体系中各种因素对扩增结果的影响，对PCR进

行优化．以期为目地基因PCR反应成功提供稳定可

靠的方法。

2材料与方法

2．1 试验材料

本实验用产仔母猪共计12头，其中皖南金川8

头．皖南歙县4头。除采集毛样外还搜集了本实验

所需的繁殖性状的记录包括产仔总数(total

number bom，TNB)o

2．2试验方法

2．2．1 引物的设计与筛选

参照已经发表的入、鸡、鼠EsR基因序列。按照

引物设计的一般原则进行引物设计。嘲通过设置引

物长度、GC含量、扩增片断大小、解链温度Tm值和

摸板片断的起止碱基序号等参数，找出一定数量的

引物对，从中再进行人工选择GC含量相近、扩增片

断长度和范围适宜的对子，最后进一步检验筛选出

不存在发夹结构的二聚体的引物对。

通过查阅相关的文献资料和网上公布的有关

引物对序列，根据所要扩增的猪ESR基因特异片

断，最后筛选出一对引物：M

ESRF．5’一CCTGTl-I-ITACAGTGACTI’I'I'ACAGA(}．3．
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ESRR：5’一CACrrrCGAGGGTCAGl℃CAATTAG--3。

2．2．3 PCR反应

在保持其它因素一致的条件下．通过变化单一

因子来筛选某个最优参数。在对PCR反应参数进行

筛选时。其它的参数设定均按随机引物的生产厂家

上海生物工程公司所建立的扩增条件说明，以确定

该参数对扩增结果的影响。在25txl体系中，10×

buffer(M矿+-Free)2．5斗l，M92"2．51zl，dNTP2斗I，引物

1．49100pmol／u1)，Taq DNA聚合酶0．21LL(5u／Ixl)，加入

制备的DNA模板25rig。最后用无菌去离子水补至

251LLl。PCR反应程序为94qC预变性240秒．55℃复

性45秒，72℃延伸60秒，共34个循环，最后在72℃

延伸480秒，对一些重要参数包括模板，M乎+、退火

温度进行梯度设置，并严格控制其他参数和反应条

件，确保实验的准确性和可靠性。

2．2．4检测

1．DNA纯度和浓度的检测

采用紫外光检测和琼脂糖电泳检测。测定DNA

样品在260nm和280nm处的紫外光吸收，A抛与

A挪之比应大于1．75，低于此值则表明制备物中存

留有显著量的蛋白质。并计算DNA浓度，OD值为l

的溶液大约含5099／mlDNA。或用0．5一】％的琼脂糖

凝胶(含溴化乙锭)检测：DNA上清液4m、6×载样

buffer共6山用点样枪将样品点人凝胶点样孔中，

60--80伏电泳40分钟左右(溴酚兰指示剂电泳到凝

胶板的一半)，即可取下凝胶板在紫外灯下检察，距

离点样孔不远的一条带。条带越明亮说明DNA含

量越高。

2．PCR产物检测

3—3．5％琼脂糖凝胶(含溴化乙锭)检测PCR扩

增产物：PCR产物41xl、溴酚兰2恤l共6pl，用点样枪

将样品点人凝胶点样孔中，60—80伏电泳大约40分

钟(溴酚兰指示剂电泳到凝胶板的2／3)．即可取下

凝胶板在紫外灯下检察，同时点有Marker，若120bp

附近可见一条明亮的条带，则是扩增产物，若未出

现扩增条带的样品，则要再次进行扩增(调整Mf+

的浓度)。

3结果分析

3．1 PCR条件的确定

3．1．1不同模板深度的结果

用相同的引物对6种不同模板量进行PCR

扩增，发现在模板量<25ng的条件下，扩增产物强度

相应减弱，大约到2ng左右时无扩增产物。当模板量

在25ng-=．200ng之间时，扩增产物基本稳定．条带清

晰、稳定，分辨率高分当模板量>200ng时，会出现大

片段扩增产物的缺失或无扩增产物。且点样孔至泳

道会出现相应增强的弥散背景，结果见图1。实验所

用Marker均为lOObp Ladder．100—600bp)。

注：1-8分别代表模板为2ng,5ng,25ng,50ng,100ng。

200ng,300ng,400ng

图1 不同模板浓度对扩增结果的影响

3．1．2不同M矿浓度的结果

设置不同M矿浓度，当M矿浓度为1．0raM时，

无PCR扩增产物；M92+浓度为1．5—2．5mM时，随着

M矿浓度的增加，PCR扩增产物带型基本一致，但以

1．2—1．5raM的扩增效果较好；当M92+浓度增至

3,5mM时，扩增强度减弱，并出现扩增片段的缺失，

产生弥散背景，结果见图2。

注：MS：+浓度从左至右分别为：l-0mM，1．5mbl．2．0mM，

2．5mM。3．0mM

圈2不同Mg墩度下的扩增效果
3．2-3不同退火温度的结果

按照优化的PCR反应体系将退火温度设置以

45℃为界．用2℃依次增加。结果表明随着退火温度

降低，非特异性产物增加，有弥散背景；退火温度升

高，特异性相对增加。本实验以55℃退火温度下的扩

增产物清晰、丰富、均匀。结果见图3。

注：l一8分剐为45qc．47aC，49。C,5I。C,53。C，55℃'57℃。59cc

图3不同退火温度对扩增结果的影响
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3．2．4最终PCR反应体系

1．PCR反应体系

10xPCR buffer(含MgCl2 15mmoll 2．5“1

4xdNTPs(2．5mM) 2．01a,l

Primers(1 0pmol／pl each) 1．4肛l

Template DNA(25ng／lLLl)4p,l

Tag DNA polymerase(5U／l山1)0．2“l

加水至25斗l t

2．PCR反应条件

94℃预变性4分钟，55℃褪火45秒，72。C延伸1

分钟，然后进入如下循环(共34个)：94。C变性1分

钟，55'13退火45秒，72。C延伸1分钟。循环结束后，

72。C延伸8分钟，最后4。C保存。

4讨论

4．1 关于猪ESR基因PCR反应条件的确定

本实验中．PcR扩增成功与否直接关系到实验

的进展，也是整个实验的难点，必须不断地对PCR

反应的条件进行摸索，最后确定一套行之有效的方

法，这样才能达到PCR反应的特异性、有效性和真

实性三个指标。Tag DNA聚合酶的活性和保真性、

DNA模板的浓度、M92+的浓度、反应体系的PH值，

引物的量和纯度，退火温度及时间，循环次数等的

选择等都将影响到产物的质量和产量。PCR反应混

合物成分的比例和PCR反应条件是PCR反应成功

的关键．为了保证高质量的PCR扩增产物应注意以

下几点。

1．DNA模板的要求。因为只有高完整性的DNA

才能提供较高浓度的可供PCR的完整模板，所以必
须要求高质量的模板。在DNA样品中不能存在抑

制物．如DNA中存在0．01％SDS即可抑制反应进

行。因此，在DNA抽提过程中，尽量除去杂质(酚、

SDS等)，在DNA浓度方面。它直接影响扩增产物的

再现性、特异性和产量。过量的模板会增加错配的

机会，从而增加非特异性的程度。如果起始模板用

量太少。扩增高分子量、低拷贝数的靶序列时再现

性不好，常检测不到产物，为此需要优化起始模板

浓度，以达到要获得的期望大小的PCR产物的特异

性和产量之间的平衡。本实验根据抽提DNA浓度

的不同，在实验过程中设置了浓度梯度，最后确定

在25斗l反应体系中加入4trlDNA(25tLg／p．1)溶液较

合适。

2．引物与模板之间的比例，对PcR的特异性也

是非常重要的。若引物模板比太高时。则得不到特

异产物，若该比例太低(小于基因组DNA标准反应

条件的0．1％)。PCR效率会大大降低，以至达不到检
测要求。通常DNA的量较多或高等的复杂DNA(Ztl3

人基因组DNA)作模板时，引物浓度应低些，反之。

引物浓度应高些。伫川本实验参考此方法在251xl反应

体系中分别加入引物1和引物2各1．25p,!(10pm01]

斗1)获得了较好的扩增效果。引物的浓度不应过高或

过低，过高时可能出现非特异性扩增条带，且易形

成二聚体。过低时产率低。效果不好。

3．dNTP浓度过高可加快反应速度。但同时增加

碱基的错误掺入率即错配率和实验成本，而低浓度

的dNTP会降低反应速度以及产物量，但可以提高

实验的精确度。为使PCR效率达到最高．必须保证

反应混合物中有足够量的dNllP。一般情况下使用

dNTP的浓度通常为20一200mmol／L。另外。反复多次

冻融会使dNTP产生降解．从而降低dNTP的扩增

效率，因此，在使用dNTP之前应先分装。

4．PCR反应的缓冲液。较高的M92+能得到较高

的产量，但同时也增加了非特异性扩增产物。对于

大多数的PCR引物来说，MgCl2的浓度为1．5mmol／L

是最适宜的。如果扩增效果不好即在进行扩增检测

时，条带的亮度不高，则应调整M矿+的浓度可能会

有所帮助。dNTP能鳌合M矿，所以dNTP浓度的改

变会影响有效M矿+浓度，因此MS'+浓度应随dNTP

浓度的变化而变化。M矿不仅可以为PcR反应提供

适当的反应环境，而且与扩增条带的亮度有关．若

扩增条带亮度不够，则提高Ms'+的浓度效果会更

佳，若过量会增加非特异性扩增，并影响产率。本实

验中采用1．2-2．5mMM92+先进行条件摸索。选择最

佳的MS；+浓度。一般在确定最佳Mf+浓度时，要设

置从1-3mM(每次增加0．5ram)的浓度剃度进行筛

选。本实验通过这种方法找到了最佳M92+浓度为

1．2raM和1．5raM。

5．在本实验的扩增反应体系中，对于251山1的反

应体积而言，酶的用量1．0U能够得到很好的扩增结

果。如果酶的用量过大不仅会增加实验成本，而且

还会出现非特异性条带，如果酶的用量过低则会降

低产物的量。值得注意的是不同生产厂家、不同批

次的酶，扩增效果截然不同。所以要对Tag DNA聚

合酶的选择以及摸索不同的反应条件．从而达到酶

的最佳使用量。此外，Tag酶的作用环境应维持在
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PH8．0左右．过酸或过碱都难以得到产物。

6．退火温度是影响扩增反应效果的一个非常重

要的因素，因此应进行退火温度的优化。引物的退

火温度比其Tm值低大约5一lO℃。161合适的温度通常

在45～68℃之间(预备实验可以用2。C间隔进行摸

索)。在Tm允许的范围内，选择较高的退火温度可

大大减少引物和模板之间的非特异结合，然而过高

的退火温度有时会得不到扩增产物。若退火温度过

低，扩增效率提高．但非特异性扩增产物增加。如果

退火温度过高，特异性增加，但扩增效率大大降低

甚至无结果。理想的办法是设置一系列温度梯度。

以确定反应的最适退火温度。本实验只有在适当的

退火温度条件下才能得到理想的扩增效果，在用琼

脂糖检测时才能检测到理想的结果。因此，在这个

温度范围内设温度梯度，结合电泳图谱确定最适的

反应条件。本实验通过设置温度梯度得到的最佳退

火温度是55℃。

7．延伸时间的确定。如果延伸时间太短，或得不

到扩增产物后有一些短的非特异性产物优先生成．

而延伸时间太长．会出现拖影现象。

8．循环次数一般30—35次既可满足要求。若循

环次数过多．不但会出现非特异性条带，而且由于

时间过长，反复多次经历高温变性与低温退火使得

Tag DNA聚合酶的催化效率降低，循环次数过少．

产物太少．不易检测。通过设置一系列对照实验，确

定循环次数为34次。

4．1．2引物

所选的引物序列将决定PCR产物的大小、位

置．扩增区域的Tm值。好的引物设计可以避免背景

和非特异产物的产生，极大地影响扩增产量，可得

到达到产量接近于反应指数期的产量理论值。引物

设计的目的是在两个目标间取得平衡，即扩增特异

性和扩增效率。特异性是指发生错配的频率。特异

性不好或劣等的引物会产生额外的非特异性PCR

产物，特异性一般通过引物长度和退火温度控制。

引物效率是指在每一次PCR循环中一对引物扩增

的产物与理论上成倍增长量的接近程度。川一般设

计PCR引物应遵循以下原则。

1．PCR引物应该保持合理的GC含量，并且两

个引物(G+C)％含量近似。大致是50％一60％。

2．一般来说，引物长度在18—246p之间的寡核

甘酸链具有很好的序列特异性。引物中碱基的分布

是随机的。

3．四种碱基中任何一种在引物中的含量在10％

-40％之间时，应避免一连串单个碱基(不出现5个

以上同一碱基的寡聚体)或其它不常见结构。并且，

引物的末端应避免发夹结构，两个引物间(尤其是

3，端)应避免互补配对(指大于4个以E的碱基配

对)，两个引物间应避免有同源性。

5 结论

采用文献及基因组数据库中公布的序列资料。

通过对实验条件进行摸索，确定最佳的PCR反应体

系和反应条件，排除人为因素(如加样错误)，据此

反应体系和条件均能较好地扩增目标片段。
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A Prefiminary Study on the Influencing Factors in increasing ESR

Gene of Southern Anhui Spotted Swine by PCR
Chen Yanrong，Shu Yongming,Wang Deqing

fLjfe and Environmental Science College，Huangshan University，Huangshan 24502 l，China)
Abstract：In this paper,the specific fragment 140bp of ESR gene of SOUthem Anhui spotted swine is

increased by PCR and the relevant factors influencing the increase in ESR gene is also discussed to

ellhance the efficiency of increase and confiFin the PCR response conditions of ESR gene of the southem

Anhui spotted swine through many tests．

Key words：Southem Anhui flower pig；ESR gene；PCR
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