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摘要：【目的】筛选出不同浓度 六 溴 环 十 二 烷（ＨＢＣＤ）胁 迫 下 红 树 蚬（Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ）实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ
（ｑＲＴ－ＰＣＲ）的最适内参基因，用以准确校准目的基因的表达，为进一步开展分子毒理研究和开发分子生物标

志物奠定基础。【方法】通过荧 光 定 量ＰＣＲ技 术 监 测 候 选 内 参１８Ｓ核 糖 体ＲＮＡ（１８Ｓ　ｒＲＮＡ）、β?肌 动 蛋 白

（β?ａｃｔｉｎ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ ）、α?微管蛋白（α?ｔｕｂｕｌｉｎ）等管家基因，在红树蚬各组织受不同

浓度（０μｇ／Ｌ、０．８６μｇ／Ｌ、８．６μｇ／Ｌ）六 溴 环 十 二 烷（ＨＢＣＤ）胁 迫 后 的 表 达 量，利 用ｑＲＴ－ＰＣＲ及ｇｅＮｏｒｍ、

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ等分析软件对不同条件下 的 表 达 数 据 进 行 处 理，从 而 筛 选 出 适 合 荧 光 定 量ＰＣＲ的

最佳内参基 因。【结 果】受 不 同 浓 度 ＨＢＣＤ胁 迫 后，鳃 及 肝 胰 中 各 管 家 基 因 的 表 达 稳 定 性 排 序 整 体 为

β?ａｃｔｉｎ＝α?ｔｕｂｕｌｉｎ＞ＧＡＰＤＨ ＞１８Ｓ　ｒＲＮＡ。 【结 论】可 单 独 或 共 同 使 用 两 个 内 参 基 因（β?ａｃｔｉｎ、α?
ｔｕｂｕｌｉｎ）校准荧光定量结果。
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０　引言

　　【研究意义】作为一种应用越来越广泛的核酸定

量技术，荧光定量ＰＣＲ可 在ＰＣＲ扩 增 的 同 时 加 入

荧光染 料 或 基 团，通 过 对 荧 光 信 号 的 实 时 监 测 对

ＰＣＲ扩增产物进行 实 时 准 确 定 量。荧 光 定 量ＰＣＲ
分为绝对定量和相对定量，绝对定量多用于对单个

样品进行准确定量［１］，相对定量因比较简单、准确且

高效，应用相对更广泛，但必须用表达相对持续、稳

定的内参基因来校准目的基因的相对表达量，实现

数据的均一化处理。【前人研究进展】管家基因是最

先也是最常作为内参的基因，但不同物种或同一物

种的不同组织、不同发育阶段及病毒感染、污染物胁

迫等不同环境下的管家基因表达并不稳定，必须利

用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ［２］、ｇｅＮｏｒｍ［３］、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ［４］、Ｒｅｆ－

Ｆｉｎｄｅｒ［５］等软件或在线分析工具对其进行基因表达

稳定性分析，从而筛选出最合适的内参基因。【本研

究切入点】海洋污染产生后，早在生物体产生严重损

害前，生 物 标 志 物 尤 其 是 基 因 表 达 变 化 就 早 已 产

生［６］，该现象进一步开发利用后可用于海洋污染监

测，且 将 成 为 环 境 毒 理 学 研 究 重 点。红 树 蚬

（Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ）属双壳纲、帘蛤目、蚬科，主要

栖息于河口咸、淡水滩涂，尤其潮间带红树林中分布

较多［７－９］，最近几年研究发现红树蚬具较好的海洋污

染监测指示物种的潜力［１０－１２］。鳃作为海洋生物呼吸

器官，是新陈代谢最旺盛器官；肝胰腺是动物体内重

要的解毒器官，在降低或消除有毒化学物质危害方

面发挥重要 而 复 杂 作 用［１３］。环 境 污 染 物 在 海 洋 生

物体内各组织器官内的累积具选择性，而鳃和肝胰

往往是各海洋生物有毒物质积累的主要位点［１４－１７］，

因此本研究选择鳃及肝胰腺作为靶组织。【拟解决

的 关 键 问 题】通 过 研 究 １８Ｓ　ｒＲＮＡ、β?ａｃｔｉｎ、

ＧＡＰＤＨ、α?ｔｕｂｕｌｉｎ这４个管家基因在六溴环十二

烷（ＨＢＣＤ）胁迫后红树蚬鳃及肝胰腺组织内的表达

情况，筛选出相对稳定的内参基因，为研究红树蚬在

环境污染条件下各基因的表达提供方法及依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物的驯化及胁迫

　　红树蚬采自广西北海市草头村潮间带红树林下

滩涂，选择大小、重量相近的个体用于实验。胁迫实

验前２６℃实验室条件下先驯养两周，所用海水取自

广西海洋研究所养殖基地，为脱脂棉二次过滤的自

然海水，用 水 调 节 盐 度 至１５‰，充 分 曝 气 后 使 用。

每天按０．５Ｌ／只的量彻底换水，并按３０ｍｇ／只的量

投喂螺旋藻干粉。

　　胁迫前随机将红树蚬分成３组，彻底换水并停

投喂。第二天两个胁迫组 加 入 六 溴 环 十 二 烷（ＨＢ－
ＣＤ）（０．０５％二 甲 基 亚 砜ＤＭＳＯ助 溶）至 终 浓 度 为

０．８６μｇ／Ｌ、８．６μｇ／Ｌ，空 白 组 加 入 等 体 积０．０５％的

ＤＭＳＯ［１８－１９］。胁迫处理２４ｈ后 每 个 处 理 组 取４个

雌性个体的鳃或肝胰腺混合作为一个样品，每组取

３个样品，用 液 氮 速 冻 后 于－８０℃冻 存 备 用。荧 光

定量过程中每个样品又设定３个技术性重复。

　　所用药品和试剂有Ｓｉｇｍａ公司的 ＨＢＣＤ、ＤＭ－
ＳＯ，及宝生物工程（大连）有限公司的ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ
提取试剂、ＥＡＳＹ　Ｄｉｌｕｔｉｏｎ试剂、ｃＤＮＡ逆转录试剂

盒、荧光定量ＰＣＲ试剂盒等。

１．２　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

　　取１００ｇ的组 织 样 品 用 液 氮 研 磨 至 粉 末 状，加

入２　０００μＬ　ＲＮＡ　ｉｓｏ　ｐｌｕｓ，匀 浆 后 室 温 静 置，然 后

将上清液转移到新ＥＰ管中，氯仿抽提后异，丙醇沉

淀，７５％酒精清洗，用ＲＮａｓｅ　ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ溶解ＲＮＡ。

最后用蛋白核酸分析仪测定其 ＯＤ２６０／２８０，并用琼

脂凝胶电泳的方法检测ＲＮＡ的完整性。

　　取１～２μｇ的 总ＲＮＡ，加 入ｇＤＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ后

４２℃反应２ｍｉｎ去除基因组ＤＮＡ，然后加入Ｐｒｉｍｅ－
Ｓｃｒｉｐｔ　ＲＴ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｍｉｘ　Ｉ、ＲＴ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ、５×Ｐｒｉ－
ｍｅＳｃｒｉｐｔ　Ｂｕｆｆｅｒ、ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　Ｗａｔｅｒ先３７℃反应１５
ｍｉｎ，然后８５℃反应５ｓ反转录合成ｃＤＮＡ。

３４２车志群等：六溴环十二烷胁迫下红树蚬荧光定量ＰＣＲ内参基因稳定性分析 　 　　



１．３　荧光定量引物的设计及ｑＲＴ?ＰＣＲ扩增

　　从红树蚬转录组文库中经功能注释后挑选出其

ＧＡＰＤＨ、β?ａｃｔｉｎ、!?ｔｕｂｕｌｉｎ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ 序列，并
用Ｐｒｉｍｅｒ　５软件设计其引物序列（表１），于上海英

潍捷基公司合成。
表１　ｑＲＴ?ＰＣＲ引物序列及产物大小信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｌｅｎｇｔｈｓ　ｆｏｒ　ｑＲＴ?ＰＣＲ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
（５′－３′）

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＡＡＴＡＣＧＧＡＡＡＧＡＧＧＣＧＧＡ－
ＡＡＡＣ
Ｒ：ＴＣＡＡＣＡＧＣＧＴＧＣＣＣＡＴＡＣＣ

８７

β?ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＡＣＡＧＧＧＡＡＧＣＣＡＡＧＡＴＧＧ－
ＡＡ
Ｒ：ＴＴＧＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＧＣＡＧＡ－
ＡＧ

１３２

!?ｔｕｂｕｌｉｎ
Ｆ：ＡＴＧＣＣＴＧＣＴＧＧＧＡＧＣＴＧＴＡ
Ｒ：ＣＣＣＣＧＴＣＴＣＧＣＴＡＡＡＧＡＡ－
ＴＧ

１１９

１８Ｓ　ｒＲＮＡ
Ｆ：ＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＡＣＣＡＧＣＴＴ－
ＣＡＣＡ
Ｒ：ＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＡＣ－
ＴＣＴＴＣＣ

９８

　　荧 光 定 量ＰＣＲ扩 增 使 用 大 连 宝 生 物 公 司 的

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ　ＲＮａｓｅＨ　Ｐｌｕｓ）试

剂盒 （ＲＲ８２０Ａ），冰 上 配 制 反 应 体 系：ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑⅡ（２×）１２．５μＬ，正反向引物（至终

浓度０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，稀释后的ｃＤＮＡ模板２

μＬ，加超纯水至总体系２５μＬ。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应条件

如下：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变 性５ｓ，６０℃退 火３０
ｓ，４０个循环。扩增在美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司的 Ｍｉｎｉｏｐ－
ｔｉｏｎ型荧光定量ＰＣＲ仪上进行。

１．４　数据处理与分析

　　根据管家基因１８Ｓ　ｒＲＮＡ、β?ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、

α?ｔｕｂｕｌｉｎ 在 红 树 蚬 鳃 及 肝 胰 腺 中 的Ｃｔ 值，用

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件对各个管家

基 因 进 行 表 达 稳 定 性 分 析，且 在 使 用 ｇｅＮｏｒｍ、

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ前需将原始Ｃｔ值转化为标准化量值Ｑ
（具体方法见下文描述），从而筛选出实验条件下最

合适的内参基因。

２　结果与分析

２．１　ｑＲＴ?ＰＣＲ扩增

　　对各候选内参梯度稀释后的标准品作出标准曲

线，从而得出各引物的扩增效率及相关系数（表２）。
结果 显 示，４ 个 候 选 内 参 基 因 的 扩 增 效 率 为

９４．４％～１０５．２％，相 关 系 数 范 围 为０．９９０～０．９９６，
符合荧光定量ＰＣＲ的基本扩增要求。各 引 物 熔 解

曲线（图１）中 各 内 参 均 只 有 单 一 信 号 峰，且 出 峰 温

度和各内参引物的Ｔｍ值温度相符，说明荧光定量

ＰＣＲ扩增产物的特异性较好，并无引物二聚体或非

特异性扩增。

图１　红树蚬各内参基因ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增的熔解曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｍｅｌｔｉｎｇ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｑＲＴ－ＰＣＲ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ

４４２ 广西科学院学报　２０１８年８月　第３４卷 第３期



表２　红树蚬各内参基因定量扩增效率

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｐｏｌｙ－
ｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ

基因
Ｇｅｎｅ

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ｒ２）

ＧＡＰＤＨ ９７．１　 ０．９９１

β?ａｃｔｉｎ　 １０４．５　 ０．９９６

!?ｔｕｂｕｌｉｎ　 ９４．４　 ０．９９０

１８Ｓ　ｒＲＮＡ　 １０５．２　 ０．９９２

２．２　候选内参基因的稳定性分析

２．２．１　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析

　　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ是Ｐｆａｆｆｌ等［２］于２００３年 首 次 提 出

的一种基于Ｅｘｃｅｌ的宏运算。ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件以各

基因在各样品中Ｃｔ值为输入初始数据，并需根据各

基因的标准曲线提供扩增效率Ｅ （２．０左 右 数 值），
根据所得各基因的标准差（ｓｔｄ　ｄｅｖ）、变异系数（ＣＶ）
及相关系数 （ｒ）来确定出合适的内参基因。标准差

（ｓｔｄ　ｄｅｖ）及变异系数（ＣＶ）越高，表示基因在样品间

的重复性越差，基因在不同样品之间的稳定性越低，
而相关系数 （ｒ）越大，表示此基因与其他基因的相

关性越大，越适合协同作为内参，并由此分析各候选

内参基因的表达稳定性。故最佳内参及最佳内参组

合一般为标准差（ｓｔｄ　ｄｅｖ）及变异系数（ＣＶ）较低，相
关系数 （ｒ）较高的候选内参基因及组合。

　　软件分析结果（表３）表明，在鳃及肝胰腺中α?
ｔｕｂｕｌｉｎ的稳定性略高于β?ａｃｔｉｎ，其稳定性排序为

α?ｔｕｂｕｌｉｎ＞β?ａｃｔｉｎ ＞ＧＡＰＤＨ ＞１８Ｓ　ｒＲＮＡ，

β?ａｃｔｉｎ、α?ｔｕｂｕｌｉｎ适合单独或协同作为内参。

表３　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析不同浓度ＨＢＣＤ处理下红树蚬内参基因稳定性

Ｔａｂｌｅ　３　Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＨＢＣＤ　ａｓ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

ＧＡＰＤＨ β?ａｃｔｉｎ !?ｔｕｂｕｌｉｎ　 １８Ｓ　ｒＲＮＡ

鳃
Ｇｉｌｌ

肝胰腺
Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

鳃
Ｇｉｌｌ

肝胰腺
Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

鳃
Ｇｉｌｌ

肝胰腺
Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

鳃
Ｇｉｌｌ

肝胰腺
Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ

几何平均值
Ｇｅｏ　ｍｅａｎ［ＣＰ］ ３４．６３　 ３５．１２　 ２５．９６　 ２６．９５　 ２４．８２　 ２２．３４　 ３２．９８　 ３３．９０

算术平均值
Ａｒ　ｍｅａｎ［ＣＰ］ ３４．６３　 ３５．１３　 ２５．９６　 ２６．９５　 ２４．８２　 ２２．３４　 ３２．９９　 ３３．９１

最小值
Ｍｉｎ［ＣＰ］ ３３．８３　 ３４．１２　 ２５．２６　 ２６．５６　 ２４．０６　 ２２．００　 ３１．９９　 ３３．１５

最大值
Ｍａｘ［ＣＰ］ ３５．１８　 ３５．９５　 ２６．３８　 ２７．２　 ２５．２７　 ２２．６２　 ３４．０８　 ３５．１２

标准差
Ｓｔｄ　ｄｅｖ［±ＣＰ］ ０．４　 ０．５７　 ０．３１　 ０．２１　 ０．２９　 ０．２０　 ０．４８　 ０．５９

变异系数
ＣＶ［％ＣＰ］ １．１６　 １．６１　 １．１８　 ０．７６　 １．１８　 ０．９０　 １．４７　 １．７４

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ｒ）

０．８７８　 ０．８９２　 ０．８０９　 ０．２８１　 ０．６７８　 ０．７２０　 ０．２０３　 ０．８６９

２．２．２　ｇｅＮｏｒｍ分析

　　ｇｅＮｏｒｍ是Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ等［３］于２００２年开发

的一 款 基 于ｅｘｃｅｌ的 用 于 筛 选 内 参 稳 定 性 的 软 件。

ｇｅＮｏｒｍ会筛选出２个 以 上 的 候 选 基 因 作 为 内 参，

以便 用 于 目 的 基 因 表 达 定 量 时 结 果 更 准 确 和 可

靠［２０］，故ｇｅＮｏｒｍ在用于研究目的基因异常细微的

差异表达时尤其重要［２１］。与ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ以各基因

在各样品中的Ｃｔ值为初始数据不同，ｇｅＮｏｒｍ是将

Ｃｔ值转化为标准化量值Ｑ，并以此作为初始数据。

具体转化方法：Ｑ＝Ｅ△Ｃｑ，其中Ｅ 为基因扩增效率

由标准曲线得到，△Ｃｑ＝Ｃｑｍｉｎ－Ｃｑｓａｍｐｌｅ（Ｃｑｍｉｎ为所

有样品中最低的Ｃｑ值，故△Ｃｑ为负数）。并以此Ｑ

值作为ｇｅＮｏｒｍ软件的初始输入 数 据，而 非 原 始 的

Ｃｔ值。ｇｅＮｏｒｍ以各基因在各样品间的表达稳定度

平均值Ｍ 来分析各基因的表达稳定性。Ｍ 值越大，
表示该基因在样品间的稳定性越差。

　　软件分析所得表达稳定值及排序如图２所示。
由此可知，鳃、肝胰腺中各候选内参基因稳定性排序

均为β?ａｃｔｉｎ＝α?ｔｕｂｕｌｉｎ ＞ ＧＡＰＤＨ ＞１８Ｓ
ｒＲＮＡ，Ｍ 值越小 越 适 合 做 内 参，Ｍ 值 最 高 的 为 最

差内参基因。故 不 同 浓 度 ＨＢＣＤ处 理 下 红 树 蚬 鳃

及肝胰腺中表达最稳定的一对基因均为β?ａｃｔｉｎ和

α?ｔｕｂｕｌｉｎ。

５４２车志群等：六溴环十二烷胁迫下红树蚬荧光定量ＰＣＲ内参基因稳定性分析 　 　　



　　图２　ｇｅＮｏｒｍ分析不同浓度ＨＢＣＤ处理下红树蚬内参

基因稳定值 （Ｍ）

　　Ｆｉｇ．２　Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅｓ（Ｍ）ｏｆ　ｒｅｆｅｒ－

ｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａ－

ｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＨＢＣＤ　ａｓ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｇｅＮｏｒｍ

　　标准化因子的配对差异分析 （Ｖｎ／ｎ＋１）结果如图

３所示。软件默认Ｖｎ／ｎ＋１ 值为０．２，小于０．２的Ｖ 值

所对应的ｎ值为最佳内参个数。由此可知实验的最

佳内参基因的个数为２，故不同浓度 ＨＢＣＤ处理下

鳃及肝胰腺中表达最稳定的两个 基 因β?ａｃｔｉｎ／α?
ｔｕｂｕｌｉｎ适合单独或协同作为内参。

２．２．３　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分析

　　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ是由 Ａｎｄｅｒｓｅｎ等［４］于２００４年 首

次提出的，是一款基于 Ｅｘｃｅｌ的用于比较不同基因

在各样品 中 表 达 稳 定 性 的 软 件。与ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ以

各基因在各样品中的Ｃｔ值为初始数据不同，Ｎｏｒｍ－
Ｆｉｎｄｅｒ则是利用标准曲线将Ｃｔ值转化为标准化量

值Ｑ，并以此作为初始数据。具体转化方法为：将各

基因在各样品中的Ｃｔ值作为ｙ，代入各基因标准曲

线的线性表达式ｙ＝ｋｘ＋ｂ中，以计算出此Ｃｔ值下

各基因在各样品中的分子拷贝数对数ｘ（Ｘ＝（ｙ－
ｂ）／ｋ），即所谓的标准化量值Ｑ。并以此Ｑ 值作为

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件的初始输入数据，而非原始的Ｃｔ
值。ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ以各基因在各样品间 的 随 机 稳 定

性值（Ａｒｂｉｔｒａｒｙ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅ）来判断各基因在 各

样品间的表达稳定性，并据此筛选出最佳内参基因。
随机稳定值（Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅ）越低，表示该基因在样

品间的稳定性越好。故随机稳定值越小越适合做内

参，最佳内参及最佳内参组合一般为随机稳定值最

小的候选内参基因［２２］。

　　图３　ｇｅＮｏｒｍ对不同浓度ＨＢＣＤ处理下红树蚬内参基

因的配对差异分析

　　Ｆｉｇ．３　Ｐａｉｒｗｉｓｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ　Ｖ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ

Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＨＢＣＤ
ａｓ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｇｅＮｏｒｍ

　　软件分析结果如表４所示：在鳃及肝胰腺中β?
ａｃｔｉｎ的稳定性略高于α?ｔｕｂｕｌｉｎ，其稳定性排序为

β?ａｃｔｉｎ＞α?ｔｕｂｕｌｉｎ＞ＧＡＰＤＨ ＞１８Ｓ　ｒＲＮＡ ，
所以最佳内参为β?ａｃｔｉｎ和α?ｔｕｂｕｌｉｎ基因。
表４　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分析不 同 浓 度 ＨＢＣＤ处 理 下 红 树 蚬 内 参

基因稳定性

Ｔａｂｌｅ　４　Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｓｏｄａ　ｅｒｏｓａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ
ＨＢＣＤ　ａｓ　ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

部位
Ｂｏｄｙ　ｐａｒｔ

随机稳定值Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅ（ｓ）

ＧＡＰＤＨ β?ａｃｔｉｎ !?ｔｕｂｕｌｉｎ　１８Ｓ　ｒＲＮＡ

鳃Ｇｉｌｌ　 ０．０４６　 ０．０３５　 ０．０４３　 ０．０８４

肝胰腺
Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ ０．０５０　 ０．０４２　 ０．０４３　 ０．０９３
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　　另外内参分析 软 件 除 了ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ、

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ以 外，比 较 常 用 的 还 有 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ，这

是 Ｘｉｅ等［５］在ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
等软件以及 Ｄｅｌｔａ　Ｃｔ法基础上，整合成的一个在线

分析工具，可不用数据转化而直接利用Ｃｔ值进行内

参分析，可作为上述４种分析方法的综合，避免了单

个分析方法的片面性。

　　综上 所 述，ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ和 ＮｏｒｍＦｉｎｄ－
ｅｒ软件分析结果基本一致，即 在 ＨＢＣＤ胁 迫 下β?
ａｃｔｉｎ与α?ｔｕｂｕｌｉｎ的稳定性相当排第一位，适合单

独或协同作为内参。

３　讨论

　　荧光定量ＰＣＲ中所有数据必须经均一化处理

后才可信并具 实 际 意 义，因 为ＲＮＡ在 提 取 和 纯 化

过程中，即使ＲＮＡ的样品大小及质量完全相同，也

很难保证ＲＮＡ的 产 量 及 质 量 完 全 相 同，而 且 因 为

反转录合成ｃＤＮＡ的效率存在很大差异，为了真正

反应目的基因表达的微小差异，必须用内参基因进

行校准和数据均一化［２３－２４］。一个合格的内参基因必

须满足以下条件：（１）表达水 平 不 受 实 验 因 素 或 外

界环境条件的影响；（２）在生物有机体及组织发育的

各生理阶段表达水平差异极小。符合所有条件的只

有管家基因———管家基因的定义就是在细胞生存过

程中必须稳定、持续表达的基因，也是最先作为内参

基因的基因［２５］。

　　β?ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ、α?ｔｕｂｕｌｉｎ作

为常见的几 种 管 家 基 因，表 达 水 平 相 对 较 恒 定、持

续，被较多用于相对荧光定量中目的基因数据的均

一化，即内部控制或内部参照。但最近几年，越来越

多的研究发现，某些管家基因的表达也并不稳定，直
接拿来做内参基因不科学，比如β?ａｃｔｉｎ在很多研

究中常被用做双壳贝类荧光定量内参基因，但在三

角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓ　ｃｕｍｉｎｇｉｉ）３个 生 物 矿 化 过 程

中［２６］、虾夷扇 贝（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ　ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）成 年 各

组织或胚胎／幼体阶段［２７］、紫贻贝 （Ｍｙｔｉｌｕｓ　ｅｄｕｌｉｓ）
配子发生的 不 同 阶 段［２８］内 参 基 因 表 达 分 析 中 作 为

管家基因的β?ａｃｔｉｎ稳定性却最差。

　　国内外越来越多研究均发现，双壳贝类不同物

种间或同一物种不同组织、发育阶段及环境处理条

件下适合用做基因表达分析的内参基因各不相同。

Ｍｏｒｇａ等［２９］用ｇｅＮｏｒｍ及ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ比较了欧洲

扁牡蛎（Ｏｓｔｒｅａ　ｅｄｕｌｉｓ）受 病 原 体ＢＯ侵 染 后 血 细

胞中 ５ 个 候 选 内 参 稳 定 性 进 行 分 析，并 确 认

ＧＡＰＤＨ 、ＥＦ１?α组 合 为 最 佳 内 参；Ｂａｉ等［２６］用

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ及ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ比较了三角帆

蚌季节性壳生长、壳愈合、珍珠囊发育３个生物矿化

过程中７个管家基因的稳定性，并确认Ｕｂｉ（泛素蛋

白）、Ｒｐｌ１８（核糖体蛋白Ｌ１８）、ＥＦ１?α（延伸因子）为

最佳内参组合；Ｆｅｎｇ等［２７］对虾夷扇贝中１２个候选

内参进行 分 析，发 现 成 年 各 组 织 样 中 ＨＥＬ１（ＲＮＡ
解螺旋酶）、ＵＢＱ（泛 素 蛋 白）、ＲｐＬ１６（核 糖 体 蛋 白

Ｌ１６）组合 稳 定 性 最 好；而 不 用 胚 胎／幼 体 阶 段，ＣＢ
（细胞色素ｂ）、ＣＣ（细 胞 色 素ｃ）、Ｈｉｓ３．３（组 氨 酸）、

ＧＡＰＤＨ 为最佳内参组合；Ｃｕｂｅｒｏ－Ｌｅｏｎ等［２８］评定

了紫贻贝中６个候选内参稳定性，发现在早期及性

成熟等 配 子 发 生 的 不 同 阶 段１８Ｓ　ｒＲＮＡ 、ＥＦ１α最

为稳定，而在雌激素胁迫下１８Ｓ　ｒＲＮＡ、２８Ｓ　ｒＲＮＡ
最为稳定；Ｍａｕｒｉｚ等［３０］对不同繁殖阶段的大海扇蛤

（Ｐｅｃｔｅｎ　ｍａｘｉｍｕｓ）中７个 内 参 稳 定 性 进 行 分 析，
卵 巢 中 Ｎｄｕｆａ７、Ｒｐｓａ、ＥＦ１α较 稳 定，睾 丸 中１８Ｓ
ｒＲＮＡ 、Ｎｄｕｆａ７、ＧＡＰＤＨ 较稳定，适合协同作为内

参；Ｌｌｅｒａ－Ｈｅｒｒｅｒａ等［３１］用ｇｅＮｏｒｍ及ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
比 较 了 雌 雄 同 体 的 小 狮 爪 海 扇 蛤（Ｎｏｄｉｐｅｃｔｅｎ
ｓｕｂｎｏｄｏｓｕｓ）的两性腺区域中５个候选内参的稳定

性，并 确 定１８Ｓ　ｒＲＮＡ 稳 定 性 最 好；Ｄｕ等［３２］用

ｇｅＮｏｒｍ对比了发育中注射孢疹病毒ＯｓＨＶ－１和正

常生长 的 太 平 洋 牡 蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）Ｐａｃｉｆｉｃ
ｏｙｓｔｅｒ幼体间１４个 候 选 内 参 基 因 稳 定 性，并 确 定

ＲＬ７（核糖体蛋白Ｌ７）、ＲＳ１８（核糖体蛋白Ｓ１８）稳定

性最好；王琦等［３３］研究发现β?ａｃｔｉｎ在不同组织和

胚胎发育不同阶段表达最稳定，１８Ｓ　ｒＲＮＡ 在性腺

发育不同时期表达最稳定；刘颖等［３４］研究发现５个

候选内参中在栉孔扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓ　ｆａｒｒｅｒｉ）不同发

育阶段和雌激素暴露下ＥＦ－１α的表达均最为稳定；
鲍相渤等［３５］研 究 发 现 虾 夷 扇 贝 在 饥 饿 胁 迫 下 外 套

膜、肝胰脏、鳃、肾、血淋巴、闭壳肌等各组织中最佳

内参基因各不相同，致病菌感染前后及水环境升温

前后不同时间段血样中最佳内参分别为ＧＡＰＤＨ、

α?ｔｕｂｕｌｉｎ组合及ＧＡＰＤＨ、ｃｙｔｂ组合。

４　结论

　　综上所述，红树蚬经不同浓 度 ＨＢＣＤ胁 迫 后，
经ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ等 软 件 进 行

候选内参基因稳定性分析结果基本一致，即β?ａｃｔｉｎ
与α?ｔｕｂｕｌｉｎ的稳定性最好，可单独或协同作为内

参用于荧光 定 量ＰＣＲ。从 而 为 污 染 物 胁 迫 下 红 树

蚬目的基因ｍＲＮＡ定量表达分析提供数据均一化

７４２车志群等：六溴环十二烷胁迫下红树蚬荧光定量ＰＣＲ内参基因稳定性分析 　 　　



依据，并为进一步开展分子毒理研究、开发分子生物

标志物及进行海洋污染预警奠定了基础。
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