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20 μL，轻轻混匀，并稍离心，37 ℃ 反应 90 min，85 
℃反应 5 s，4 ℃保存，备用。 
2.5  qRT-PCR 反应 

操作按照 SybrGreen qPCR Master Mix（2X）试

剂盒说明进行，依次加入 2X SybrGreen qPCR Master 
Mix 12.5 μL；10 μmol/L 引物 F，0.5 μL；10 μmol/L
引物 R 0.5 μL；ddH2O 9.5 μL，Template（cDNA）2 μL，
最后加入 ddH2O 形成 25 μL 反应体系。把加好样品

的96孔板放在ABI 7500 FAST型qRT-PCR仪中，PCR
反应条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃
退火延伸 40 s，40 个循环。 
2.6  数据处理 

使用 2-ΔΔCt 方法对目的基因的相对表达量进行

计算。对照组浓度的各个关键酶基因表达量为 1，而

不同质量分数Cd 下DS 基因和 P450 基因相对表达量

为 2-ΔΔCt的计算值。 
采用 Microsoft Excel 2010 软件进行计算，得

到数据以 ±x s 表示，空白对照组间是否存在显

著性差异利用 SPSS18.0 统计软件中的单因素方

差分析（ANOVA）考察（P＜0.05 表示存在显著

性差异，P＜0.01 表示存在极显著性差异）。 
3  结果与分析 
3.1  总 RNA 电泳结果 

三七根部总 RNA 的琼脂糖凝胶电泳结果显示，

18 S 和 28 S 条带清晰，RNA 提取效果较好，可用

于进一步实验。紫外法测得 A260/A280值 1.99～2.08，
数值均在 2.0 附近，表明提取的 RNA 纯度较高。 
3.2  扩增曲线和溶解曲线 

内参基因及目的基因的的扩增曲线及熔解曲线

图如图 1 所示，样品扩增曲线表明，GAPDH 和 2
种关键酶基因均在三七根部样品中有表达。熔解曲

线说明各个样品内参基因和目的基因均有单一的熔

解温度（GAPDH 为 85.2 ℃，DS 为 84.8 ℃，P450
为 83.7 ℃），表明引物特异性良好。 

            
 

 
图 2  DS 基因的扩增曲线 (a) 和熔解曲线 (b) 

Fig. 2  Amplification plot (a) and melting curve (b) of DS gene  

3.3  Cd 对三七主要药效成分合成中关键酶 DS 和

P450 基因表达的影响 
Cd 对 2 种关键酶基因表达的影响不同。DS 基因

表达量随着 Cd 质量分数的增加呈现先增加后降低的

趋势，并且在添加质量分数为 1 mg/kg 时达到最大值

2.25，并且与对照组（0 mg/kg）相比，表现为显著性

增加（P＜0.05）；添加质量分数为 6、10、30 mg/kg 的

Cd 时 DS 基因表达相比于最高表达量时表现出显著性

降低的趋势。结果表明，低质量分数 Cd 可以促进 DS
基因的表达，而高质量分数Cd 抑制DS 基因的表达。 

P450 基因表达量随着 Cd 质量分数的增加而

呈现出整体降低的趋势，在低质量分数（0.1 mg/kg
和 0.3 mg/kg）Cd 胁迫时，P450 基因表达量虽有

波动，但是并没有表现出显著性差异；从 0.6 mg/kg
开始，与对照组相比 P450 关键酶表现出显著下降

的趋势（P＜0.05），并且质量分数越高，表达量越

低，在添加 Cd 为 30 mg/kg 时，表达量为 0.034，与

对照相比表现出极显著降低趋势（P＜0.01）。因此，

Cd 在低质量分数时对 P450 基因表达量基本无影

响，在高质量分数时（图 2）强烈抑制其表达。 
3.4  Cd 胁迫下 DS 和 P450 基因表达与三七主要药

效成分的关系 
本实验室前期研究中[7]，得到不同质量分数 Cd

胁迫下三七主要药效成分三七皂苷 R1、人参皂苷

Rb1、人参皂苷 Rg1 以及总皂苷的量。通过相关性分

析，得到 DS 基因表达量与主要药效成分相关性分

别为 0.318、0.444、0.619、0.478，P 值均大于 0.05，
无显著相关；P450 基因表达量与主要药效成分相关

性分别为−0.027、0.601、0.394 和 0.384，P 值均大

于 0.05，也无显著相关性。 
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