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摘要:暰目的暱筛选出不同浓度六溴环十二烷(HBCD)胁迫下红树蚬(Polymesodaerosa)实时荧光定量 PCR
(qRT飊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。暰方法暱通过荧光定量 PCR技术监测候选内参18S核糖体 RNA(18SrRNA)、毬飊肌动蛋白

(毬飊actin)、甘油醛飊3飊磷酸脱氢酶(GAPDH )、毩飊微管蛋白(毩飊tubulin)等管家基因,在红树蚬各组织受不同

浓度(0毺g/L、0.86毺g/L、8.6毺g/L)六溴环十二烷(HBCD)胁迫后的表达量,利用qRT飊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。暰结果暱受不同浓度 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

毬飊actin=毩飊tubulin>GAPDH >18SrRNA。 暰结论暱可单独或共同使用两个内参基因(毬飊actin、毩飊
tubulin)校准荧光定量结果。

关键词:红树蚬暋六溴环十二烷暋内参基因暋稳定性分析
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Abstract:暰Objective暱Thisexperiment wasto
selectthebestreferencegeneforquantitative
PCRunderdifferentconcentrationsofhexabro灢
mocyclododecanetreatments,which willaccu灢
ratelycalibratetheexpressionofobjectivegenes
andlayafoundationforfurtherstudyonmolec灢
ulartoxicologyresearchanddevelopmentofmo灢
lecularbiomarkers.暰Methods暱Theexpression
leveloffourcandidategenes(18SrRNA、毬飊
actin、GAPDH、毩飊tubulin)ondifferenttissues



ofPolymesodaerosaunderdifferentconcentrationsofhexabromocyclododecanetreatments
weremonitoredbyusingqRT飊PCRtechnology,andtheexpressiondataobtainedfromqRT飊
PCRwasanalyzedwithdifferentsoftware,suchasBestKeeper,geNorm,NormFindertose灢
lectthebestreferencegenesuitableforreal飊timePCR.暰Results暱Theresultsshowedthataf灢
terbeingstressedbydifferentconcentrationsofHBCD,theorderofcandidategenesexpres灢
sioningillandhepatopancreaswas:毬飊actin=毩飊tubulin>GAPDH >18SrRNA.暰Conclu灢
sion暱TheqRT飊PCRresultscanbecalibratedusingtworeferencegenes(毬飊actin,毩飊tubulin)
aloneorincombination.
Keywords:Polymesodaerosa,hexabromocyclododecane,referencegenes,stabilityanalysis

0暋引言

暋暋暰研究意义暱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。暰前人研究进展暱管家基因是最

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灢
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。暰本研

究切入点暱海洋污染产生后,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

(Polymesodaerosa)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飊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飊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飊17],
因此本研究选择鳃及肝胰腺作为靶组织。暰拟解决

的关 键 问 题暱通 过 研 究 18SrRNA、毬飊actin、

GAPDH、毩飊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暋材料与方法

1.1暋实验动物的驯化及胁迫

暋暋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曟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曤,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。

暋暋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灢
CD)(0.05%二甲基亚砜 DMSO 助溶)至终浓度为

0.86毺g/L、8.6毺g/L,空白组加入等体积0.05%的

DMSO[18飊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曟冻存备用。荧光

定量过程中每个样品又设定3个技术性重复。

暋暋所用药品和试剂有Sigma公司的 HBCD、DM灢
SO,及宝生物工程(大连)有限公司的 RNAisoPlus
提取试剂、EASYDilution试剂、cDNA 逆转录试剂

盒、荧光定量PCR试剂盒等。

1.2暋总RNA的提取和cDNA的合成

暋暋取100g的组织样品用液氮研磨至粉末状,加
入2000毺LRNAisoplus,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RNasefreewater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。

暋暋取1~2毺g的总 RNA,加入gDNAEraser后

42曟反应2min去除基因组DNA,然后加入Prime灢
ScriptRTEnzymeMixI、RTPrimerMix、5暳Pri灢
meScriptBuffer、RNaseFreeWater先37曟反应15
min,然后85曟反应5s反转录合成cDNA。
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1.3暋荧光定量引物的设计及qRT飊PCR扩增

暋暋从红树蚬转录组文库中经功能注释后挑选出其

GAPDH、毬飊actin、a飊tubulin、18SrRNA 序列,并
用Primer5软件设计其引物序列(表1),于上海英

潍捷基公司合成。
表1暋qRT飊PCR引物序列及产物大小信息

Table1暋Theinformationofprimerssequencesandproducts
lengthsforqRT飊PCR

内参基因
Reference

gene

引物序列
Primersequences
(5曚飊3曚)

产物长度
Products

length(bp)

GAPDH
F:AATACGGAAAGAGGCGGA飊
AAAC
R:TCAACAGCGTGCCCATACC

87

毬飊actin
F:ACAGGGAAGCCAAGATGG飊
AA
R:TTGCCGACAGAATGCAGA飊
AG

132

a飊tubulin
F:ATGCCTGCTGGGAGCTGTA
R:CCCCGTCTCGCTAAAGAA飊
TG

119

18SrRNA
F:GTACCAGGAGACCAGCTT飊
CACA
R:TTCACCACTTCAACTCAC飊
TCTTCC

98

暋暋荧光定量 PCR 扩增使用大连宝生物公司的

SYBR擬 PremixExTaqTM栻(TliRNaseHPlus)试
剂盒 (RR820A),冰 上 配 制 反 应 体 系:SYBR擬
PremixExTaq栻(2暳)12.5毺L,正反向引物(至终

浓度0.4mmol/L)各1毺L,稀释后的cDNA模板2

毺L,加超纯水至总体系25毺L。qRT飊PCR反应条件

如下:95曟预变性30s,95曟变性5s,60曟退火30
s,40个循环。扩增在美国Bio飊Rad公司的 Miniop灢
tion型荧光定量PCR仪上进行。

1.4暋数据处理与分析

暋暋根据管家基因18SrRNA、毬飊actin、GAPDH、

毩飊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暋结果与分析

2.1暋qRT飊PCR扩增

暋暋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灡4%~105.2%,相关系数范围为0.990~0灡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暋红树蚬各内参基因qRT飊PCR扩增的熔解曲线

Fig.1暋ThemeltingcurveofqRT飊PCRofreferencegenesforPolymesodaerosa
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表2暋红树蚬各内参基因定量扩增效率

Table2暋AmplificationefficiencyofreferencegenesforPoly灢
mesodaerosa

基因
Gene

扩增效率
Amplification
efficiency(%)

相关系数
Correlation

coefficient(r2)

GAPDH 97.1 0.991

毬飊actin 104.5 0.996

a飊tubulin 94.4 0.990

18SrRNA 105.2 0.992

2.2暋候选内参基因的稳定性分析

2.2.1暋BestKeeper分析

暋暋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(stddev)、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

(stddev)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(stddev)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。

暋暋软件分析结果(表3)表明,在鳃及肝胰腺中毩飊
tubulin 的稳定性略高于毬飊actin ,其稳定性排序为

毩飊tubulin>毬飊actin >GAPDH >18SrRNA,毬飊
actin、毩飊tubulin 适合单独或协同作为内参。

表3暋BestKeeper分析不同浓度HBCD处理下红树蚬内参基因稳定性

Table3暋GeneexpressionstabilityofreferencegenesofPolymesodaerosaunderdifferentconcentrationsofHBCDascalculatedby
BestKeeper

参数
Parameter

GAPDH 毬飊actin a飊tubulin 18SrRNA

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
Geomean[CP] 34.63 35.12 25.96 26.95 24.82 22.34 32.98 33.90

算术平均值
Armean[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
Stddev[暲 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暋geNorm 分析

暋暋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曶Cq,其中E为基因扩增效率由

标准曲线得到,曶Cq=Cqmin-Cqsample(Cqmin为所有

样品中最低的Cq值,故 曶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。

暋暋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

均为毬飊actin=毩飊tubulin>GAPDH >18SrRNA,

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 为毬飊actin 和毩飊
tubulin。
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暋暋图2暋geNorm 分析不同浓度 HBCD处理下红树蚬内参

基因稳定值 (M)

暋暋Fig.2暋Geneexpressionstabilityvalues(M)ofrefer灢

encegenesofPolymesodaerosaunderdifferentconcentra灢

tionsofHBCDascalculatedbygeNorm

暋暋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毬飊actin/毩飊
tubulin 适合单独或协同作为内参。

2.2.3暋NormFinder分析

暋暋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灢
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(Arbitrarystabilityvalue)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(Stabilityvalue)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]。

暋暋图3暋geNorm 对不同浓度 HBCD处理下红树蚬内参基

因的配对差异分析

暋暋Fig.3暋Pairwisevariations V ofreferencegenesof
PolymesodaerosaunderdifferentconcentrationsofHBCDas
calculatedbygeNorm

暋暋软件分析结果如表4所示:在鳃及肝胰腺中毬飊
actin 的稳定性略高于毩飊tubulin ,其稳定性排序为

毬飊actin>毩飊tubulin>GAPDH >18SrRNA ,所
以最佳内参为毬飊actin 和毩飊tubulin 基因。
表4暋NormFinder分析不同浓度 HBCD处理下红树蚬内参

基因稳定性

Table4暋Geneexpressionstabilityofthecandidatereference

genesofPolymesodaerosaunderdifferentconcentrationsof
HBCDascalculatedbyNormFinder

部位
Bodypart

随机稳定值Stabilityvalue(s)

GAPDH 毬飊actin a飊tubulin 18SrRNA

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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暋暋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 DeltaCt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。

暋暋综上所述,BestKeeper、geNorm 和 NormFind灢
er软件分析结果基本一致,即在 HBCD 胁迫下毬飊
actin 与毩飊tubulin 的稳定性相当排第一位,适合单

独或协同作为内参。

3暋讨论

暋暋荧光定量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飊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]。

暋暋毬飊actin、GAPDH、18SrRNA、毩飊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,比如毬飊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 (Hyriopsiscumingii)3 个 生 物 矿 化 过 程

中[26]、虾夷扇贝(Patinopectenyessoensis)成年各

组织或胚胎/幼体阶段[27]、紫贻贝 (Mytilusedulis)
配子发生的不同阶段[28]内参基因表达分析中作为

管家基因的毬飊actin 稳定性却最差。

暋暋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(Ostreaedulis)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飊毩 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飊毩(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飊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18SrRNA 、EF1毩最

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

(Pectenmaximus)中7个内参稳定性进行分析,
卵巢中 Ndufa7、Rpsa、EF1毩 较稳定,睾丸中 18S
rRNA 、Ndufa7、GAPDH 较稳定,适合协同作为内

参;Llera飊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 18SrRNA 稳 定 性 最 好;Du 等[32]用

geNorm对比了发育中注射孢疹病毒 OsHV飊1和正

常生长的太平洋牡蛎(Crassostreagigas)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]研究发现毬飊actin 在不同组织和

胚胎发育不同阶段表达最稳定,18SrRNA 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(Chlamysfarreri)不同发

育阶段和雌激素暴露下EF飊1毩的表达均最为稳定;
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、

毩飊tubulin 组合及GAPDH、cytb组合。

4暋结论

暋暋综上所述,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,即毬飊actin
与毩飊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
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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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