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Synechocystis sp. strain PCC 6803 定量 PCR
模板制备方法的改进
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摘要　以Synechocystissp．strainPCC６８０３为实验菌株,设计改良制备定量 PCR模板的方法;同时,对

Synechocystissp．strainPCC６８０３总 RNA 的 Trizol抽提法进行优化.结果显示,利用改良方法抽提得到的

RNA结构更完整;同时,利用改良方法制备的模板可以用于后续定量 PCR实验;其中,只有高表达量基因适用

于半定量PCR,低表达量基因则需要实时荧光定量PCR检测.
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　　生物体内基因表达的变化是调控生命活动的关

键.对生物体内的基因在不同时期表达量变化的研

究是探索和解决生命奥秘的重要内容.定量 PCR
技术是探讨基因转录水平重要、有效而且实用的手

段.常用定量PCR技术包括半定量PCR和实时荧

光定量PCR.
半定量 PCR 技 术 (semiquantitativereverse

transcriptionandpolyＧmerasechainreaction,Sq
RTＧPCR)是２０世纪８０年代末出现的一种相对定

量的技术[１].其操作简单且成本较低,是实验研究

中最为基础和常用的技术,也常作为实时荧光定量

PCR的“前检测”.利用相同量的RNA进行反转录

后,以cDNA进行PCR扩增,将扩增产物利用琼脂

糖凝胶电泳跑胶分离后,根据条带亮度,判断“量”的
差异.半定量PCR对实验条件要求不高,操作及试

剂与普通PCR无异,它主要特点是选择一个用于比

较的标准作为对照,或称之为control.样本间用于

比较的不是绝对值,而是相对值.为避免由于样本

的模板质量和扩增效率的差异而导致最终结果的差

异,在PCR反应体系中需要引入内对照系统[２].在

一般情况下,大多选用与靶基因序列无关的管家基

因作为内参基因[１].将靶基因和内参基因同时扩增

(同管或异管),最后以内参基因扩增条带“密度”为
标准,计算靶基因扩增条带“密度”.需要注意的是,

在判断最终结果之前,首先应根据各个不同样品内

参基因扩增条带的“密度”是否一致,大致估计各样

本抽提的效率、质量和扩增效率是否相近,同时,也
能帮助确定该内参基因的选取是否合适.最后,通
过观察各样本扩增产物的比值,粗略估计靶基因表

达量的变化趋势.
实时荧光定量PCR技术(realＧtimefluorescent

quantitativePCR,RTＧPCR/qＧPCR)是２０世纪末推

出的一种新的核酸定量技术[３],与半定量 PCR 相

比,虽然操作相对复杂,成本较高,但可以对基因表

达水平进行常规和精确的定量.在PCR反应体系

中加入荧光基团,特异性掺入 DNA 双链,发出荧光

信号,这种荧光信号的产生与PCR产物的增加完全

同步.因此,可利用荧光信号积累,实时监测 PCR
进程,即PCR产物变化.实时荧光定量 PCR具有

全封闭单管扩增、简便快速、重复性好、无扩增后处

理步骤从而大大减少扩增产物污染的可能性等一系

列优势[４Ｇ６].与半定量 PCR 相比,实时荧光定量

PCR数据的处理和分析,上升到了一个新高度,不
再是简单的测定条带“密度”.实时荧光定量 PCR
数据常用绝对定量和相对定量２种方法剖析.实时

荧光定量 PCR 技术发明至今,由于其本身的优越

性,已被广泛运用于医学诊断、海关检验检疫、国防

军事、新型农业、基础研究等诸多领域,是当代科学
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研究最热门、最常用的技术之一[７].
对上述２种定量PCR技术而言,控制起始模板

量至关重要.但在实际操作中,由于反转录过程对

不同基因的RNA损耗率不同(例如管家基因 RNA
损耗率小于其他基因),实际上基因的量已经被改

变,模板不够准确.尤其是检测的目标基因在生物

体内不具备特别高且稳定的表达量时,RNA的降解

很可能会极大地影响定量PCR的结果.
集胞蓝细菌Synechocystissp．strainPCC６８０３

作为探究光合作用和其他基本生物学机制的模式菌

株之一[８],研究过程中常需要采用定量PCR技术 .
然而,由于Synechocystissp．strainPCC６８０３RNA
的不稳定性,制备定量PCR模板过程中,常发生不

同程度的降解,极可能导致最终定量PCR结果可信

度降低,给后续研究造成困扰.同时,反转录过程也

常出现耗时长、反转录失败或反转录效率不一致等

问题.但 目 前 未 见 针 对 Synechocystissp．strain
PCC６８０３总 RNA 抽提及制备定量PCR模板过程

中发生的RNA 降解、反转录失败等现象改进相关

方法的报道.针对反转录过程中经常出现的问题,
除了利用更为高效的 DNaseⅠ和反转录试剂盒外,
还可以从实验操作和实验方法入手,进行改良.基

于此,本研究以Synechocystissp．strainPCC６８０３
为实验菌株,设计改良制备定量PCR模板的方法,
同 时,对 Synechocystis sp．strain PCC ６８０３ 总

RNA的 Trizol抽提法进行优化.

1　材料与方法

Trizol 及 RNALater 购 于 麦 克 莱 博 公 司,

DNaseⅠ 购于invitrogen 公 司,反 转 录 试 剂 盒 及

SYBRGreenⅡ购于 TaKaRa公司,使用 ABI公司

实时荧光定量 PCR 仪,破细胞磁珠购于安特捷公

司,所用引物由生工生物工程(上海)有限公司合成,
其他各种试剂均为分析纯,购于国药集团.
1.1　实验菌株及培养条件

Synechocystissp．strainPCC６８０３(WT)为实验

室保藏菌株.采用 MM 液体培养基,在３０℃恒温光

照摇床、１５０r/min、光强５０~１００μmol/(m２s)的条

件下培养至对数期.
1.2　Trizol 法抽提总 RNA

１)菌体收集.将 PCC６８０３(D５８０nm ≈０．５,３０
mL)于４℃条件下８０００r/min离心１min,弃上

清,加入 ２５０μL RNALater,悬浮、混匀,放置 １０

min左右,转移至２mL螺口管.

２)破碎细胞.使用FastPrep(MP公司)破碎细

胞,６m/s×４０s,２次.于４℃条件下１２０００r/min
离心５min,弃上清(RNALater),再次离心１min,
弃上清,将RNALater尽量去除干净.

３)Trizol抽提 RNA.各管中加１ mL Trizol
(事先从冰箱中拿出,达到室温再使用),混匀,漩涡

仪震荡１min,５０℃水浴５min.加入２５０μL氯仿,
漩涡仪震荡３０s,室温放置５min,于４℃下１２０００
r/min离心１５min,取上清,加等体积异丙醇,漩涡

仪震荡３０s,共１６００μL,室温静置１０min后,于

４℃条件下１２０００r/min离心１０min.弃上清,加

５００μL预冷的７５％乙醇,于４℃下７４００r/min离

心５min.弃上清,室温干燥３０min,加入５０μL
DEPC水溶解RNA.
1.3　定量 PCR 模板制备方法

将抽 提 得 到 的 RNA 用 DEPC 水 调 至 ５００
ng/μL,首先按以下体系除去基因组总 DNA:２μL
RNA(５００ng/μL),１μLDNaseⅠ Buffer,０．１μL
DNaseⅠ,７．９μL DEPC 水,反 应 程 序:３７ ℃ １０
min,加０．１μL０．５mol/LEDTA后,７５℃１０min;
随后,PCR 扩增rnpB检测是否有基因组 DNA 残

留,PCR体系为:１μL 模板,５μL２×Mix,１μL 引

物,３μLDEPC 水,反应程序:９５℃ ２ min;９４℃
２０s;５８℃５s;７２℃５s;７２℃５s;２５℃１min,扩
增３５个循环;按反转录体系所示,将 RNA 反转录

为cDNA,作为后续 PCR 实验模板[８Ｇ９].反转录体

系为:５×PrimeScriptBuffer２μL,PrimeScript
RTEnzyme MixI０．５μL,Randon６ mers(１００

μmol/L)０．５μL,RNA(１００ng/μL)５．０μL,DEPC
水２．０μL;反转录反应程序:３７℃１５min,８５℃５s
(使反转录酶失活).
1.4　半定量 PCR

分别以反转录cDNA 及未反转录 RNA 为模

板,按PCR体系进行半定量 PCR,反应程序:８８℃
１min;８８ ℃ １０s;５５ ℃ ３０s;７２ ℃ １５s;２５ ℃
１min,扩增２０个循环,并用１％琼脂糖凝胶电泳跑

胶检测反转录前后残留DNA对结果的影响.
1.5　实时荧光定量 PCR

使用 ABI公司实时荧光定量PCR仪及 TaKaＧ
Ra公司SYBRGreenⅡ,进行实时荧光定量 PCR,
反 应 体 系:３ μL 模 板 (５ ng/μL),２ μL 引 物

(２μmol/L),５μLSYBR,反应程序:５０℃ ２min;

５４
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９５℃１min;９５℃１５s;５８℃３０s;７２℃２５s;９５℃
１５s;６０℃１min;９５℃１５s,扩增４０个循环.分

别以反转录前 RNA 及cDNA 为模板,rnpB 为内

参,采用相对定量法(２－ΔΔCt)[１１Ｇ１４]分析.

2　结果与分析

2.1　传统方法制备定量 PCR 模板

１)RNA用DNaseⅠ处理后降解情况.采用传

统方法 制 备 定 量 PCR 模 板,需 要 先 将 RNA 用

DNaseⅠ处理,直至确保将残留基因组DNA完全去

除.但这一过程常会对 RNA 造成不同程度的降

解,对结果产生影响.图１为将 RNA 用 DNaseⅠ
处理前后结果.

　M:Marker;泳道１~４分别为６８０３ＧWTＧ０、６８０３ＧWTＧ２、６８０３Ｇ

WTＧ５、６８０３ＧWTＧ１０;上样量均为５μL.M:Marker;Lanes１to４

inA,Bshow６８０３ＧWTＧ０,６８０３ＧWTＧ２,６８０３ＧWTＧ５and６８０３ＧWTＧ

１０;eachlaneis５μL．

图１　１％琼脂糖凝胶电泳检测DNaseⅠ
处理前(A)后(B)结果

Fig．１　１％agarosegelelectrophoresisanalysisof
DNaseⅠprocessingbefore(A)andafter(B)

　　２)反转录过程中常出现的问题.采用DNaseⅠ处

理RNA,必须保证DNA完全被去除,但实验过程中,
常发生 DNA 残留情况(图２A),同时,用自带去除

DNA试剂的反转录试剂盒(即不需要单独用DNaseⅠ
处理),容易出现反转录失败(图２B),或反转录效率

不一致的情况(图２C).图２所示,均扩增rnpB.
以上结果显示,用DNaseⅠ处理RNA后,RNA

浓度降低;同时,运用传统方法反转录RNA,常面临

以下几方面挑战:(１)RNA经过DNaseⅠ处理,常发

生不同程度的降解;(２)PCR检查发现残留 DNA去

除不完全,需要重新去除DNA,增加实验步骤,耗时

长,且 RNA 放 置 时 间 变 长,增 加 降 解 风 险;
(３)DNaseⅠ处理后的 RNA 反转录效率可能会降

低,甚 至 反 转 录 失 败.故 本 研 究 尝 试 采 用 不 除

DNA、直接反转录抽提所得总 RNA 的方法制备模

板,避免因DNaseⅠ的作用导致实验结果可信度降低;
另外,还可以缩短反转录的时间.要想实现这一改良

方案,前提是拥有高质量且DNA残留较低的RNA.
而运用传统 Trizol法抽提Synechocystissp．

strainPCC６８０３总RNA,常出现基因组DNA残留

过多、RNA质量不高等问题.因此,本研究首先尝

试改进RNA抽提方法.
2.2　Trizol 法抽提 RNA

基于传统 Trizol法抽提 RNA 的实验步骤,在
第１次氯仿作用后,增加使用酚仿(１∶１)与氯仿,再
次去除 DNA、蛋白及其他杂质;同时,经过 ２ 次

７５％的 乙 醇 洗 涤,可 大 大 减 少 RNA 中 盐 离 子

等 小 分 子 残 留 ,更 利 于RNA的 后 续 使 用 .利 用

　A．DNA未去除完全;B．未反转录成功;C．反转录效率差别较大;泳道１~５:６８０３总 DNA、６８０３ＧWTＧ０、６８０３ＧWTＧ２、６８０３ＧWTＧ５、

６８０３ＧWTＧ１０;M:Marker,上样量均为５μL.A．DNAremovedincompletely;B．Reversetranscriptionfailing;C．Thedifferenceofreverse

transcriptionefficiency．Lanes１to５show６８０３totalDNA,６８０３ＧWTＧ０,６８０３ＧWTＧ２,６８０３ＧWTＧ５and６８０３ＧWTＧ１０,Marker(M),each

laneis５μL．

图２　DNA去除不完全及反转录失败(１％琼脂糖凝胶电泳)

Fig．２　ThefailingofDNAremovedcompletelyorreversetranscription(１％agarosegelelectrophoresis)

６４
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改进后的方法抽提得到的Synechocystissp．strain
PCC６８０３的总RNA,结构更为完整,实验可重复性

更好.传统方法与改进后操作的结果对比如图３
所示.

另外,为便于后续 PCR验证,本研究选取常用

氧胁迫试剂———甲基紫精(methylviolet,MV),用０、

２、５、１０μmol/LMV分别处理６８０３ＧWT２０min后,按
改进后的Trizol抽提法抽提RNA,结果见图４.

图３　传统法与改良的Trizol法抽提RNA操作流程

Fig．３　ThecomparisonbetweennormalandmodifiedTrizolmethodofRNAextraction

　A．改进前;B．改进后.M:Marker;泳道１~４分别为:６８０３Ｇ

WTＧ０、６８０３ＧWTＧ２、６８０３ＧWTＧ５、６８０３ＧWTＧ１０,上 样 量 均 为 ５μL.

A．UnＧmodified;B．Modified;M:Marker;Lanes１to４for６８０３ＧWTＧ

０,６８０３ＧWTＧ２,６８０３ＧWTＧ５and６８０３ＧWTＧ１０;eachlaneis５μL．

图４　１％琼脂糖凝胶电泳检测传统法与改良法抽提的RNA
Fig．４　１％agarosegelelectrophoresisanalysisoftotalRNA
isolatedbythemethodofunＧmodified(A)andmodified(B)

　　结果显示,采用改进后方法抽提得到的 RNA,
没有DNA残留条带,且１６S及２３S２条剪切带更清

晰,没有明显拖带现象.
2.3　半定量 PCR 结果

运用改进后 Trizol法抽提的 RNA,DNA 残留

很低,故将其直接反转录为cDNA,作为后续实验模

板.PCR模板制备改良前后的操作如图５所示.
按本文“１．４”半定量 PCR 实验方法,检测rnＧ

pB、slr０６１０、slr０８９６(图６)及rbcL(图７)４个基因

表达变化.
半定 量 结 果 显 示,当 PCR 循 环 数 较 低 时

(＜２５),以RNA为模板４个基因扩增量都很小,几
乎看不见条带,与cDNA为模板扩增结果相差很大.

rnpB表达量较为稳定,cDNA定量较好.slr０６１０和

７４
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图５　改良前后PCR模板制备操作流程

Fig．５　TheoperationofPCRtemplatepreparationbymodifiedandnormalmethod

　rnpB、slr０６１０及slr０８９６扩增１５(A)、２０(B)、２５(C)及３０个(D)循环;１~８:rnpB;９~１６:slr０６１０;１７~２４:slr０８９６;１~８,９~１６和

１７~２４上样顺序一致,依次为 RNAＧ６８０３ＧWTＧ０、RNAＧ６８０３ＧWTＧ２、RNAＧ６８０３ＧWTＧ５、RNAＧ６８０３ＧWTＧ１０、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０、cDNAＧ

６８０３ＧWTＧ２、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ５、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０;M :Marker,上样量均为５μL.rnpB,slr０６１０andslr０８９６amplificationcyclesin

１５(A),２０(B),２５(C)and３０(D)．rnpB(lanes１to８),slr０６１０(lanes９to１６)andslr０８９６(lanes１７to２４),lanes１to８,９to１６and１７

to２４:RNAＧ６８０３ＧWTＧ０,RNAＧ６８０３ＧWTＧ２,RNAＧ６８０３ＧWTＧ５,RNAＧ６８０３ＧWTＧ１０,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ２,cDNAＧ６８０３Ｇ

WTＧ５andcDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０;M:Marker;eachlaneis５μL．

图６　半定量PCR检测反转录前后rnpB、slr０６１０及slr０８９６表达(１％琼脂糖凝胶电泳)

Fig．６　ThesemiquantitativePCRanalysisrnpB,slr０６１０,andslr０８９６withorwithout
reversetranscription(１％agarosegelelectrophoresis)

slr０８９６在生物体内表达量较低,以cDNA为模板

PCR,不同样本间表达量没有明显差异,推测受残留

DNA 影响较大.rbcL 在生物体内表达量较高,扩
增２２个循环即可看见表达量的明显变化(图７C方

框标出),而此时以 RNA 中残留 DNA 为模板扩增

没有条带,将rbcL 扩增２７个循环,残留 DNA 扩出

条带,cDNA 扩增条带没有明显差异,推测是由于

PCR为指数扩增,随着循环数增加,扩增产量大幅

度提高,弥补了样本间的差异.

因此,采用改进的 Trizol法抽提 RNA 后,利用

改良的方法制备得到的模板,可以利用半定量PCR
在扩增较低循环数(＜２５)的条件下,直接检测体内

表达量较高的基因变化.
2.4　实时荧光定量 PCR 结果

由于在半定量PCR实验中均未观察到slr０６１０
和slr０８９６变化,无法确定是基因表达量自身没有

变化还是变化幅度小.按模板制备新方法和本文

“１．５”实时荧光定量PCR实验方法,检测rbcL及

８４
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　rnpB 扩增２２(A)及２７个(B)循环;１~４、５~８、９~１２依次为 RNAＧ６８０３ＧWTＧ０、RNAＧ６８０３ＧWTＧ２、RNAＧ６８０３ＧWTＧ５、RNAＧ６８０３Ｇ

WTＧ１０(３次重复);１３~１６、１７~２０、２１~２４ 依次为 cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ２、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ５、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０
(３次重复);C．rbcL 扩增２２(泳道２至９)及２７个(泳道１２~２０)循环表达量,１和１１为６８０３总DNA,１０和２１为负对照.２~９和１２~

２０上样顺序一致,依次为 RNAＧ６８０３ＧWTＧ０、RNAＧ６８０３ＧWTＧ２、RNAＧ６８０３ＧWTＧ５、RNAＧ６８０３ＧWTＧ１０、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０、cDNAＧ６８０３Ｇ

WTＧ２、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ５、cDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０;M:Marker,上样量均为５μL.方框显示rbcL 变化情况.rnpBamplificationcyclesin

２２(A)and２７(B)．Lanes１to４,５to８and９to１２:RNAＧ６８０３ＧWTＧ０,RNAＧ６８０３ＧWTＧ２,RNAＧ６８０３ＧWTＧ５,RNAＧ６８０３ＧWTＧ１０(threeexＧ

periments),lanes１３to１６,１７to２０and２１to２４:cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ２,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ５andcDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０
(threeexperiments);rbcLamplificationcycles(c)in２２(lanes２to９)and２７(lanes１２to２０),lanes１and１１:６８０３totalDNA,１０and

２１:negativecontrol,２to９and１２to２０:RNAＧ６８０３ＧWTＧ０,RNAＧ６８０３ＧWTＧ２,RNAＧ６８０３ＧWTＧ５,RNAＧ６８０３ＧWTＧ１０,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ０,

cDNAＧ６８０３ＧWTＧ２,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ５,cDNAＧ６８０３ＧWTＧ１０;M :Marker;eachlaneis５μL．TheframeischangeofrbcL．

图７　半定量PCR检测反转录前后rnpB 及rbcL表达量(１％琼脂糖凝胶电泳)

Fig．７　ThesemiquantitativePCRanalysisrnpBandrbcLwithorwithoutreverse
transcription(１％agarosegelelectrophoresis)

图８　反转录后rbcL及slr０６１０实时荧光定量PCR检测结果

Fig．８　TherealＧtimefluorescentquantitativePCRanalysisforrbcLandslr０６１０withreversetranscription

slr０６１０(图８)基因表达变化.
另外,为了确定使用改良方法制备的模板是否

能够用于实时荧光定量 PCR,分别以总 RNA 和

cDNA 为 模 板,检 测 了 Synechocystis sp．strain
PCC６８０３中多个基因(包括表达量较高和较低的基

因)表达情况,用Ct值反映两者之间的差异(图９).
实时荧光定量PCR检测到rnpB 变化趋势与半

定量结果相近,验证了半定量PCR的可信度,同时检

测到slr０６１０表达量发生了变化,表明对于体内表达

量较低的基因,利用改良的方法制备得到的模板,可
以用实时荧光定量PCR检测该基因的变化.

图９　２种模板扩增基因的Ct值

Fig．９　TheCtobtainedbyrealＧtimefluorescent

quantitativePCRwithtwotemplesrespectively

９４
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　　２种模板(直接抽提得到的 RNA 与反转录后

cDNA)扩增Synechocystissp．strainPCC６８０３同

一基因,Ct值均有差异,不同基因的 Ct差值从７~
２０不等.

体内该基因表达量越高,差异越大,而差异越

大,越适用于荧光定量PCR检测.
总体来说,利用改进后的制备方法得到的模板,

可以用于后续的实时荧光定量PCR实验.

3　讨　论

定量PCR是基础科学研究中不可或缺的实验

手段.虽然有关半定量PCR或实时荧光定量PCR
技术应用比较成熟,但对于很多菌种,如蓝细菌,“公
式化”的实验流程并不适用,反而容易将实验引入误

区.尽管有文献提到对定量PCR技术的改良包括

改进操作和分析手段[７]等,对不同菌种的不同基因

做定量检测也会摸索相应条件,但都没有对制备模

板时由于DNaseⅠ引起的 RNA降解所造成的影响

提出解决方案,而这个问题却极有可能影响后续实

验结果的真实性以及可重复性.
本研究中使用Synechocystissp．PCC６８０３作

为材料,利用常用的氧胁迫试剂甲基紫精(MV)作
用于细菌,以确保细菌体内发生基因表达改变,并通

过参 考 文 献,确 定 检 测 基 因 rbcL、slr０６１０ 和

slr０８９６[１５Ｇ１６];同时,还运用实时荧光定量PCR检测

了正常培养条件下Synechocystissp．strainPCC
６８０３体内其他基因.结果表明:对于Synechocystis
sp．strainPCC６８０３,在既定的氧胁迫条件下,能够

直接用半定量PCR检测到高表达量基因的改变,也
能用实时荧光定量PCR检测到较低表达量基因的

改变;并且,在正常条件下检测的其他５个基因,反
转录前后扩增的Ct值有较大差异.因此,在SyneＧ
chocystissp．strainPCC６８０３中利用改良的方法制

备定量PCR模板是可行的;同时,可以肯定的是,残
留 DNA 引起的误差较小,尤其是表达量较高的

基因.
本研究通过改进 RNA 抽提条件,减少残留

DNA含量,省去DNaseⅠ的使用,直接反转录RNA
为cDNA,作为定量PCR模板,该方法减少从 RNA
抽提得到定量 PCR 结果的时间,提高了实验成功

率.利用Synechocystissp．strainPCC６８０３做验

证实验时发现,对于在生物体内表达量较高、变化较

大的基因,可以利用该方法制备模板后,直接通过半

定量PCR,即可检测到基因变化情况;而对于在生

物体内表达量较低的基因,利用该方法制备模板后,
需要通过实时荧光定量PCR,才能较好检测到基因

的变化.但需要注意的是,利用这一方法有一个先

决条 件,即 “抽 提 的 RNA 中 DNA 残 留 较 少”:
(１)RNA电泳图没有DNA条带;(２)半定量PCR中

可以参考低循环数(＜２５)RNA 扩增内参基因的表

达情况,若没有明显条带,即可认为 “DNA 残留

较少”.
本研究虽然只在Synechocystissp．strainPCC

６８０３中做了验证,实验结果也可以作为其他菌株的

参考.文中的实验方法以及主要结论,可为改进定

量PCR提供一种新的思路.
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ImprovingmethodsforpreparatingquantitativePCRtemplatefromthe
cyanobacteriumSynechocystissp．strainPCC６８０３

YANGGuidan　ZHANGJuyuan　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThecyanobacteriumSynechocystissp．strainPCC６８０３isoneofthemostimportant
modelsforstudyingphotosynthesisandecology．RealＧtimefluorescentquantitativePCRandsemiＧquantiＧ
tativePCRareextensivelyexploitedtoinvestigatethegeneexpressionofthiscyanobacterium．ThequalＧ
ityofquantitativePCRtemplatehasadecisiveinfluenceonfinaldataandtheexperimentalresults．When
preparingSynechocystissp．strainPCC６８０３RNAforquantitativePCR,degradationoccursfrequently,

leadingtounreliableresults．MethodsforpreparatingquantitativePCRtemplatefromSynechocystissp．
strainPCC６８０３wereimproved．ResultsshowedthattheRNAisolatedwiththeimprovedmethodwas
moreintactandcanbedirectlyreverseＧtranscribedtothecDNAtemplateforquantitativePCR．Usingthe
cDNAtemplateobtained,detectinggeneswithhighexpressioncanbeperformedsimplybysemiＧquantiＧ
tativePCR,whiledetectionofthosegeneswithlowexpressionrequiresrealＧtimefluorescentquantitative
PCR．

Keywords　quantitativePCR;Synechocystissp．strainPCC６８０３;RNAextraction;PCRtemplate
preparation
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