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生物技术与方法                                                               

基于DNA扣除法的Real-time RT-PCR对工程乳酸菌外
源基因表达的绝对定量分析 

史瑞, 刘飞, 霍贵成, 杨丽杰 
东北农业大学 乳品科学教育部重点实验室, 哈尔滨 150030 

摘  要: 本研究旨在利用 Real-time RT-PCR 对外源基因在工程乳酸菌中的表达进行定量分析, 建立一种新的 Real-time 

RT-PCR 分析方法。采用玻璃珠热酚法提取工程乳酸菌总 RNA, 对外源目的基因的反转录(含有 cDNA 和 DNA)样品和

非反转录(仅含 DNA)样品进行 Real-time PCR 检测, 根据经典绝对定量方法并结合 DNA 扣除法进行分析, 将得到的 Ct

值通过标准曲线换算为样品拷贝数, 通过从反转录样品中扣除 DNA 样品的拷贝数的量, 去除了 DNA 对实验结果的影

响, 得出最终的定量结果。采用以上方法分析工程乳酸乳球菌 NZ9000 中外源纤维素酶基因 CBHⅡ的表达情况, 对表达

量较低的目的基因进行转录水平的分析, 避免了 RNA 的损失, 得到了外源基因表达的量为(1.28±0.02)×10−1 copies/cfu。

这种基于 DNA 扣除法的 Real-time RT-PCR 绝对定量方法可以有效地对外源基因在工程乳酸菌中的表达进行分析。 

关键词 : 乳酸菌 , Real-time RT-PCR, 绝对定量 , DNA 扣除法  

Real-time RT-PCR based on DNA subtraction for 
absolute quantification of gene expression in 
engineered lactic acid bacteria 

Rui Shi, Fei Liu, Guicheng Huo, and Lijie Yang 

Key Laboratory of Dairy Science, Ministry of Education, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China 

Abstract: To evaluate the absolute quantification of a target gene transcription in engineered lactic acid bacteria, we developed the 
Real-time RT-PCR based on DNA subtraction. We isolated the total RNA from the bacteria samples by glass bead, and then analyzed 
the Ct data of real-time RT-PCR by DNA subtraction assay. Using this method, we successfully estimated the expression level of 
CBHII gene in the strain of genetic engineered Lactococcus lactis. Since this method could avoid the mRNA copy number loss, it 
could be used to estimate the expression of other genes in lactic acid bacteria.  

Keywords: lactic acid bacteria, Real-time RT-PCR, absolute quantification, DNA subtraction 

随着生物基因组学和生物信息学的不断发展以

及功能基因组学研究的深入, 基因表达的定量研究

已被广泛应用于生物、医学、食品等方面的研究。

实时荧光定量反转录 PCR 技术(Real-time RT-PCR)
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具有简便、快速、不易污染、高灵敏度等优点[1], 能

够实时检测并记录 PCR 扩增产物增加的过程, 弥补

了终点法定量 PCR 产物的不足, 使准确定量目的基

因 RNA成为现实[2-3]。 

目前 Real-time RT-PCR定量基因表达常采用 2

类方法: 即绝对定量和相对定量。无疑绝对定量法

较相对定量法准确, 但是对基因表达进行绝对定量

分析, 存在的主要问题是: 提取的总 RNA 中会有少

量 DNA的污染[4]。在分析真核生物转录水平时, 通

过设计跨内含子引物的方法可以回避由 DNA 污染

引起的定量不准确的问题 [5]; 在原核生物水平 , 传

统方法是利用DNase (RⅠ Nase Free)降解DNA, 但是

在酶解过程中, 无论是新引入的蛋白和离子成分部

分抑制了反转录酶的活性, 还是抽提或灭活DNase I

过程中对总 RNA量及质量造成的影响, 都会使定量

结果不准确。应用 DNA扣除法, 可以很好地解决上

述问题[6]。相丽等利用了 DNA扣除法和相对定量相

结合的方法, 对金黄色葡萄球菌的内源 16S rRNA

等基因进行了检测, 也得到了较好的结果[7]。但是这

种方法不适用于对表达量较低的外源基因进行定量

分析, 而且得到的相对定量结果不是基因的确切表

达量。因此, 本实验以乳酸乳球菌 NZ9000中的纤维

素酶基因 CBHⅡ的转录水平为研究对象, 分别制备

同一检测样品的反转录样品(含有 cDNA 和 DNA)和

非反转录样品(含DNA和RNA), 然后进行Real-time 

PCR 检测分析, 通过将两者的含量相减, 实现 DNA

的扣除, 无需 DNase I (RNase Free)酶解就可以消除

DNA对定量结果的影响。本实验实现了对原核生物

基因表达的确切定量, 建立了一种基于DNA扣除法

的 Real-time RT-PCR绝对定量分析方法。 

1  材料和方法 

1.1  材料、仪器和试剂 
含有纤维素酶基因 CBHII 的工程乳酸乳球菌

NZ9000 菌株(本实验室保存), M17培养基(青岛海博

公司), TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification Kit 

Ver.2.0、SYBR Premix Ex Taq
 
试剂盒、PrimeScript

 
RT

试剂盒(TaKaRa公司), nisin、玻璃珠 0.1 mm(Sigma

公司 ), 含有 pMD19-T 载体连接的纤维素酶基因

CBH  cDNAⅡ 序列的 JM109菌株, 由东北农业大学

李杰教授惠赠。引物根据 GenBank 序列(GenBank 

Accession No. M16190), 利用 Oligo 6.0 自行设计 : 

Sense: 5′-TCTTCATCACTGATCAAGGTCG-3′, Anti- 
sense: 5′-CGAATCCAGCAACGAGTCCC-3′, 委托上

海英骏生物技术有限公司合成, ABI 7500实时荧光

PCR仪(Applied Biosystems公司), DU 800紫外/可见

分光光度计(Beckman公司)。 

1.2  绝对定量标准曲线的制备 
利用试剂盒提取含有目的基因的 JM109菌株的

质粒并进行常规 PCR验证。利用紫外分光光度计测

定质粒的 OD260值, 根据拷贝数换算公式[8]:  

× (g/mL)(copies/mL) =
(g/mol)

阿伏伽德罗常数 质粒浓度
拷贝数

质粒相对分子质量
 

计算出质粒样品的拷贝数浓度后, 用 TE 溶液按

10倍连续梯度稀释 5次, 得到的样品作为标准品进行

绝对定量标准曲线的制作。按 SYBR Premix Ex Taq
 

试剂盒的组份配制 Real-time PCR 反应液(在冰上进

行反应液配制): SYBR Premix Ex Taq(2×)12.5 μL, 

0.25 mmol/L dNTPs 2.0 μL, Real-time up (10 μmol/L) 
0.5 μL, Real-time down (10 μmol/L) 0.5 μL, 质粒

DNA模板 2.0 μL, ddH2O 9.5 μL, 总计 25.0 μL。 

配制完成后进行 Real-time PCR反应, 反应条件

为: 95 oC变性 10 s, 95 oC 5 s, 60 oC 34 s, 40个循环, 

在 60 oC 34 s步骤收集信号, 调整最佳阈值, 获得 Ct

值; 同时对 Real-time PCR产物进行 SYBR熔解曲线

分析(所有待测样品均设 3个重复), 并用灭菌的去离

子水代替模板作为阴性对照。反应结束后, 以重组

质粒拷贝数的对数值为横坐标 , 检测出的 Ct 值为

纵坐标绘制 CBH II 基因的绝对定量标准曲线 , 同

时获得回归方程、斜率 slope 和相关系数 R2等参

数。  

1.3  工程乳酸乳球菌总 RNA 的提取 
将工程菌液接按 1%接种量接种于 GM17 培养

基中, 30 oC 静置培养至对数生长期后进行平板菌

落计数; 加入终浓度为 30 ng/mL 的 nisin 诱导 5 h

后离心收集菌体, 利用玻璃珠热酚法提取乳酸乳球

菌总 RNA[9-10]。取 4 mL菌液于 EP管中, 10 000×g

离心 5 min, 将菌体重悬于 1000 μL裂解液中后加入

0.2 g玻璃珠, 2000 r/min漩涡振荡 3 min后 10 000×g
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离心 5 min; 取悬浮物 700 μL 与同体积饱和酚混合, 

68 oC水浴 5 min, 10 000×g离心 5 min; 取上层水相

550 μL与 550 μL氯仿混合后漩涡振荡 20 s, 10 000×g

离心5 min; 取上层水相400 μL与800 μL乙醇和40 μL 

3 mol/L醋酸钠混合, −20 oC静置 30 min后 16 000×g

离心 5 min; 用 70%乙醇 1000 μL洗涤沉淀, 16 000×g

离心 5 min, 沉淀物干燥 30 min; 将干燥物溶于 40 μL 

DEPC 水中。以上所有实验器材及溶液均经过 0.1% 

DEPC 处理, 防止提取过程中 RNA 的降解。取部分

总 RNA样品进行 2%琼脂糖凝胶电泳, 评估其质量。 

1.4  RT 样品的制备和 Real-time PCR 检测 

取一部分总 RNA 样品按 PrimeScript
 
RT 试剂盒

进行 RT-PCR。按 PrimeScript
 
RT试剂盒的组份配制

RT-PCR反应液: PrimeScript RT Enzyme Mix I 0.5 μL, 

5×PrimeScript Buffer 2.0 μL, Oligo dT Primer (50 μmol/L) 

0.5 μL, Random 6 mers(100 μmol/L)0.5 μL, 总 RNA 

2.5 μL, RNase Free ddH2O 4.0 μL, 总计 10.0 μL。配

制完成后进行 RT-PCR 反应, 反转录条件为: 37 oC 

15 min, 85 oC 15 s, 得到 RT样品; 另一部分没有经

过 RT-PCR 的样品作为扣除部分的样品[11]。然后对

RT 样品和扣除部分样品进行 Real-time PCR, 反应

条件与制作标准曲线的条件相同(所有待测样品均

设 3个重复), 得到相应样品的 Ct值, 并用灭菌去离

子水代替模板作为阴性对照。 

根据相应样品的Ct值结合绝对定量标准曲线计

算出样品的具体拷贝数, 将所得的 cDNA和 DNA总

拷贝数(即 RT 样品的总拷贝数)与只含有 DNA 的拷

贝数(即扣除部分样品的总拷贝数)相减, 即为 DNA

扣除法得到的绝对定量结果。 

2  结果 

2.1  绝对定量标准曲线的制备与检测限度的确定 
对 pMD19-T 载体连接的纤维素酶基因 CBH II 

cDNA 质粒的常规 PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶电

泳验证, 得到的产物片段大小与预期相符, 说明可

以作为绘制标准曲线的标准品。构建绝对定量标准

曲线的标准品经过系列稀释后, 各个稀释度的实际

拷贝数是固定的, 在进行 Real-time PCR反应后, 得

到相应 Ct值。本实验的标准品初始浓度为 5.60×109 

copies/mL。纤维素酶基因 CBH II 的 cDNA 绝对定

量标准曲线如图 1所示。 

根据标准曲线得到的回归方程 : Y=−3.1102X+ 

36.10, 标准曲线斜率 slope 为−3.1102, 通过 PCR 效

率公式E=10[−1/slope]−1, 可以计算出Real-time PCR效

率 E 为 1.097, 说明扩增效率较好。相关系数 : 

R2=0.9969。相关系数 R2>0.99, 说明起始模板浓度倍

数的对数值与 Ct值有较好的线性相关性。在制作标

准曲线时, 通过对标准品的检测范围的测定, 发现

其浓度在 105~109 copies/mL时, 浓度的对数值与相

应的 Ct 值具有良好的相关性, 且最低检测限度为

105 copies/mL。 

 

图 1  绝对定量标准曲线 
Fig. 1  Standard curve of absolute quantification. 

 

图 2  不同方法提取的总 RNA 琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 2   Gel analysis for total RNA in different isolations.  
1: total RNA of glass bead method; 2: total RNA of Trizol 
method. 
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2.2  总 RNA 提取质量的评估及 RT 样品与扣除部

分样品 Ct 值的测定 
由 2种方法提取的总RNA 2%琼脂糖凝胶电泳图

(图 2)可见: 3 条 RNA 特征带明显, 由上至下分别为

23S rRNA、16S rRNA、5S rRNA, 未出现明显降解; 

相比较而言, 玻璃珠热酚法提取的总 RNA 质量好于

Trizol 法, 使用玻璃珠热酚法提取的总 RNA 完全满

足 RT-PCR的要求。待测样品的 Ct值见表 1。 

2.3  利用 DNA 扣除法得到的绝对定量结果 
根据实验得到的Ct值, 在标准曲线上查出RT样

品和 DNA 样品相应的拷贝数浓度, 两者相减后除以

平板菌落计数结果, 就到了最终的定量结果(表 1)。 

2.4  本实验方法的稳定性、重复性检验及

Real-time PCR 产物的特异性检测  
扩增产物的特异性和大小取决于引物的特异 

性。对各浓度标准品质粒的扩增产物进行 Real-time 

PCR 熔解曲线分析(图 3), 熔解曲线只出现单峰 , 

且峰值单一, 说明反应特异性好。Real-time PCR产

物经 2%的琼脂糖凝胶电泳(图 4)检测, 长度为预期

的 130 bp左右, 无引物二聚体以及非特异条带出现, 

证明了实验结果的可靠性。由扩增曲线图(图 5)可

知３个相同样品的平行性较好 , 满足 Real-time 

PCR绝对定量标准曲线的制作要求。综上所述, 整

个检测方法比较准确, Real-time PCR的引物设计、

反应条件及标准品的制备都符合实验要求, 得到了

预期的实验结果, 根据建立的标准曲线就能计算出

未知样品拷贝数, 实验结果可靠。此外, 本方法的

重复性和稳定性结果如表 2 所示, 实验变异系数均

低于 5%。 

表 1  利用 DNA 扣除法得到的数据以及绝对定量结果 
Table 1  Experimental data and result of absolute quantification with DNA subtraction 

 Ct Copies (copies/mL) RNA copies (copies/mL) LAB (cfu/mL) Result (copies/cfu)

RT sample 17.59±0.12 (8.60±0.72)×105 
Subtraction sample 21.62±0.21 (4.28±0.26)×104 

(8.53±0.14)×105 6.68×106 (1.28±0.02)×10−1 

 

 
图 3  Real-time PCR 熔解曲线 
Fig. 3  Melting curve of Real-time PCR. 

 

图 4  Real-time PCR 产物琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 4   Gel analysis for Real-time PCR productions.  
1: DNA marker; 2: real-time PCR production. 

表 2  不同浓度的重复性试验数据 
Table 2  Experimental data of replicates of the sample with different concentration 

Ct Statistic results 
Different concentration of the sample 

1 2 3 Average SD CV 

1 6.01 5.89 6.10 6.00 0.11 1.83% 
2 8.57 8.45 8.48 8.50 0.06 0.71% 
3 12.28 12.09 12.35 12.24 0.14 1.14% 
4 15.15 14.78 14.89 14.94 0.20 1.33% 

5 18.30 18.48 18.21 18.33 0.15 0.82% 
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图 5  Real-time PCR 扩增曲线 
Fig. 5  Amplification curve of Real-time PCR. 
 

3  讨论 

3.1  绝对定量中用于绘制标准曲线的标准品来源

及浓度范围 
Real-time PCR绝对定量时, 标准曲线的制备是

最为关键的一个环节, 影响定量的准确性, 而标准

品的制备又是基础。标准品的构建主要有３种方法: 

一是化学合成目的片段, 它的优点是纯度高、定量 

准确 , 缺点是受化学合成工艺的限制 , 只能合成 

120 bp 左右的长度, 而且相对成本较高; 二是直接

将 PCR 扩增产物作梯度稀释制作标准曲线, 优点是

简便, 缺点是不准确, 也不稳定, 且易造成污染, 实

验重复性不好; 三是将 PCR 产物进行纯化后克隆到

载体上, 通过提取特异质粒测定其OD260值, 然后换

算为拷贝数的浓度 , 梯度稀释模板进行 Real-time 

PCR扩增, 建立标准曲线。该方法稳定准确, 因此本

研究选用第 3 种方法构建标准品[12]。本实验对初始

标准品进行了 5 个梯度稀释, 得到了可信结果。同

样方法稀释 7倍时(即浓度为 102 copies/mL), 仍然可

以得到满足标准的标准曲线[7]。同时, 本实验之所以

选择了 pMD19-T 作为构建标准品的载体, 是因为

Changsoo Lee等对该系列载体进行了绝对定量的分析, 

研究证明了其在大肠杆菌宿主中拷贝数稳定, 满足作

为标准品的载体, 用以制备绝对定量的标准曲线[13]。 

3.2  乳酸菌总 RNA 提取方法比较 
总 RNA 提取的质量直接影响未知样品定量的

准确程度, 也是决定 Real-time RT-PCR绝对定量准

确性的最关键因素之一[14]。传统的 Trizol 法是基于

氰酸胍-酚-氯仿的原理来提取总 RNA 的, 它比常规

的氰酸胍-酚-氯仿方法操作简便, 也减少了对核酸

的损伤, 能得到完整的目的基因, 并且还能有效地

去除样本中混杂的 PCR反应抑制物[15]。玻璃珠热酚

法是一种近年来出现的方法, 玻璃珠强大的破壁能

力能有效地对乳酸菌进行破壁, 使 RNA 大量释放, 

抽提过程有效地去除了残留的蛋白质。就本实验而言, 

玻璃珠热酚法更适合乳酸菌这种革兰氏阳性菌。 

3.3  绝对定量标准曲线的斜率 slope 的影响因素

及合理变化范围 
良好的扩增效率是定量准确的基础。在本实验

中, PCR效率 E是根据标准曲线的斜率 slope计算出
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的, 根据 Real-time PCR反应的动力学模型[16], 扩增

产物 XCt的量为:  
XCt=X0(1+E)Ct 

两边同时取对数后, 若以 lgX0为横坐标, Ct 值

为纵坐标作标准曲线, 则斜率 slope可表示为:  
slope=−lg−1(1+E) 

由此可见, 影响斜率 slope因素只有 E值, 实际

拷贝数和稀释倍数等其他因素并不影响 slope。 

通常实验过程中默认 PCR 扩增效率 E 为 1, 但

实际 E 值在 0 到 1 范围内波动; 普遍认为最佳的标

准曲线的 PCR 扩增效率为 0.9 到 1.1, 根据公式

slope=−lg−1(1+E)推算 , slope 波动范围应在−3.1035

到−3.5874 之间。若 slope 超出了这个范围, 则应该

对 PCR反应体系进行优化调整[7]。 

3.4  绝对定量的稳定性、重复性和灵敏度 
本实验利用 DNA 扣除法和绝对定量相结合对

外源基因在工程乳酸菌中的表达进行了分析, 得到

了可信的结果。5次平行实验得到的数据, 经统计学

分析其变异系数小于 5%, 可见本方法具有良好的重

复性和稳定性。同时, 最低检测限度为 105 copies/mL, 

Geenen 等[17]的研究也表明, 这个范围和灵敏度完全

适用于样本的检测。而且与传统的方法相比较, 本

实验还排除了DNaseⅠ作用过程中对总RNA量及质

量造成的影响。这表明本实验建立的方法非常适合

用于对表达量较低的外源基因的表达进行定量。此

外, 由于本研究所建立的分析方法是基于DNA扣除

法和传统的绝对定量法, 因此本方法也同样适用于

对内源基因进行分析。 

目前对乳酸菌的相应研究已从结构基因组学逐

步转入功能基因组领域的探索性研究, 基因表达分

析成为功能研究的热点。本研究建立的方法可以对

工程乳酸菌外源基因表达进行有效的绝对定量分析, 

从方法上提高了定量的准确性。同时, 本实验对乳

酸菌分子生物学方面的研究有一定的意义, 也可为

其他生物外源基因表达研究提供思路上的扩展和借

鉴。 
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