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二倍体和四倍体泥鳅 qRTＧPCR 分析中
内参基因优选
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摘要　为筛选在泥鳅中稳定表达的内参基因,以确保泥鳅基因表达分析结果的可靠性,选取ACTB、TUＧ
BA、EF１A、GAPDH、TUBB 和 １８SrRNA６ 个 常 用 的 内 参 基 因 作 为 候 选 内 参 基 因,分 别 用 BestKeeper、

geNorm、NormFinder、ΔCt和 RefFinfer软件分析这６个基因在二倍体和四倍体泥鳅胚胎发育阶段、成鱼组织间

以及倍性间表达的稳定性.结果显示,在胚胎发育各阶段,TUBB 和TUBA 的表达最稳定,可作为胚胎发育阶

段qRTＧPCR分析的内参基因;其中,TUBB 在泥鳅倍性间的表达差异不显著,因此,可作为泥鳅胚胎发育中跨

倍性qRTＧPCR研究的内参基因.在成鱼各组织中,ACTB 和１８SrRNA 的表达最稳定,可用作组织间qRTＧ
PCR分析的内参基因;其中,１８SrRNA在倍性间的组织表达差异不显著,因此,可作为泥鳅组织间跨倍性qRTＧ
PCR的内参基因.
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　　在基因表达研究中,实时荧光定量 PCR(realＧ
timequantitativePCR,qRTＧPCR)以其灵敏度高、
操作便利、可检测 mRNA 丰度范围广等优势而得

到广泛的应用[１].但qRTＧPCR的准确性和可靠性

受到多种因素的影响,如 RNA 质量、cDNA 的反转

录效率、PCR 扩增效率等[２],而合适的内参基因可

以消除这些潜在的误差,并最终实现对不同样品定

量数据的均一化[３].理论上,理想的内参基因应在

不同组织、不同发育时期、不同生理状况下均能稳定

表达,但大量研究表明,这种理想的内参基因并不存

在[４].选择内参基因最可靠的方法是:在特定条件

下,对候选内参基因的表达稳定性进行排序,筛选稳

定性最好的作为内参基因[５].目前,国内外学者已

经在许多物种中,如植物[３]、哺乳动物[６]、鱼类[４,７]

等,筛选出特定条件下较合适的内参基因.
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)是一种常

见的小型经济鱼类.已有的研究发现,泥鳅的染色

体存在广泛的核型多态性.日本的野生泥鳅中,除
二倍 体 (２n＝５０)外,还 存 在 部 分 三 倍 体 (３n＝
７５)[８].我国的泥鳅不仅有二倍体,在长江流域,人
们还发现有大量的四倍体(４n＝１００),通过诱导雌

核发育、雄核发育、六倍体,以及对减数分裂染色体

行为的观察,研究人员认为这些染色体数为１００的

泥鳅为同源四倍体,是由二倍体泥鳅经过染色体加

倍形成的[８Ｇ１０].泥鳅的这种天然四倍体与二倍体共

存的现象,使之成为研究多倍体鱼类表型变异和基

因表达变异的理想模式生物[１０],但泥鳅基因表达分

析中,筛选最适宜的qRTＧPCR 内参基因的研究目

前尚未见报道.
本研究选择目前广泛使用的６个内参基因———

ACTB(βＧactin)、TUBA(tubulinＧα)、EF１A(elonＧ
gationfactor１Ｇα)、GAPDH、TUBB(tubulinＧβ)和
１８SrRNA作为候选内参基因,以二倍体和四倍体

泥鳅不同发育阶段的胚胎和成鱼各组织为材料,分
别使用５种基因表达稳定性分析软件,包括 BestＧ
Keeper[１１]、geNorm[１２]、NormFinder[１３]、ΔCt软件[６]

以及在线综合分析软件 RefFinfer[１４],评价６个候

选内参基因在二倍体、四倍体泥鳅胚胎发育时期、
不同组织间以及倍性间的表达稳定性,筛选最适

合的qRTＧPCR内参基因,旨在为今后比较不同倍

性泥鳅在各发育阶段、组织的基因表达差异研究

提供便利.
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1　材料与方法

1.1　试验材料

采集二倍体、四倍体泥鳅各发育阶段的胚胎各

３０个,包括受精、２细胞期、８细胞期、６４细胞期、囊
胚期、原肠中期、原肠晚期、神经胚期、肌节期、眼囊

形成期、耳囊形成期、心跳期及破膜期.选取体型正

常、无病无伤的１龄二倍体、四倍体泥鳅各６尾,分
别取血液、皮肤、肌肉、肝脏、脾脏、肠、性腺、肾脏、心
脏、鳃和脑１１个组织.所有采集的样品在液氮中速

冻３０min后,置于－８０℃冰箱中保存备用.
1.2　总 RNA 提取、cDNA 合成及检测

用 Trizol法 提 取 各 样 品 的 总 RNA,分 别 用

NanoDrop２０００分光光度计和１％琼脂糖凝胶电泳

检测其浓度、纯度及完整性.选择高质量的 RNA,
用PrimeScriptRTreagentKitWithgDNAEraser
试剂盒(TaKaRa,Japan)将其反转录为cDNA.为

检测反转录的效果,用泥鳅的 ACTB 和GAPDH
基因设计引物,以反转录得到的cDNA 为模板进行

PCR扩增,若能得到明亮而单一的目的条带,则表

明反转录效果良好,否则重新反转录.
1.3　候选内参基因 qRTＧPCR 引物设计

基于泥鳅肝脏转录组数据(SRP１２７０１３),经生

物信 息 学 分 析 后 得 到 ACTB、TUBA、EF１A、

GAPDH、TUBB 和１８SrRNA 共６个管家基因的

部分cDNA 序列,用PrimerPremier５．０软件设计

qRTＧPCR引物(表１),以１１个成鱼组织的cDNA
为模板进行PCR扩增,产物用１％琼脂糖电泳检测

表１　用于qRTＧPCR分析的６个候选内参基因引物序列

Table１　PrimersequencesforsixcandidatereferencegenesusedintheqRTＧPCRanalysis

引物

Primer
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
片段大小/bp

Ampliconlength
扩增效率/％

PCRefficiency
回归系数

Regressioncofficient

ACTB
F:ACGGTATTGTGACCAACTGGGACG

１７９ ９７．７ ０．９９８
R:CATGGCAGGGGTGTTGAAGGTCT

TUBA
F:GAGCCTACAGTCATTGATGAGGTCCG １０５ １０６．１ ０．９９５
R:GCGGGCATAGTTATTCGCAGCAT

EF１A
F:CTGGAGACAGCAAGAACGACCCACC １１４ ９６．４ ０．９９８
R:GGCAATCCAGCACTGGAGCATAGCC

GAPDH
F:TGACCCGTGCTGCTTTCCACTCC

２２０ ９５．９ ０．９９８
R:CCTGCATCACCCCACTTGATGTTG

TUBB
F:CAGCGTAGTGCCCTCCCCTAAAGTCTCC

１７４ ９８．２ ０．９９９
R:AGGTCGCCGTATGTGGGTGTTGTGA

１８SrRNA
F:TCGTGATCGGGACTGGGGATTGCA

１２６ ９５．０ １．０００
R:AATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTGT

引物的特异性.
1.4　荧光定量标准品的制备

验证qRTＧPCR 引物特异性良好后,以各样品

的cDNA为模板进行PCR扩增,纯化回收PCR产

物后,将其连接到质粒上形成重组质粒,将重组质粒

导入感受态细胞中进行扩大培养,然后提取重组质

粒,用紫外分光光度计测定重组质粒的浓度.根据

公式N＝C/(M ×３２４．５)×６．０２×１０２３计算单位体

积重组质粒的拷贝数,其中,N 为每μL的拷贝数,

C 为质粒浓度,M 为质粒的碱基数,６．０２×１０２３为阿

弗加德罗常数.
取部 分 质 粒 原 液,将 其 稀 释 为 １．０×１０９

copies/mL的储 存 液,随 后 将 储 存 液 梯 度 稀 释 为

１．０×１０８、１．０×１０７、１．０×１０６、１．０×１０５、１．０×１０４

copies/mL的标准品.以标准品为模板进行qRTＧ
PCR扩增,制作标准曲线,计算各定量引物的扩增

效率.

1.5　qRTＧPCR 反应

用LightCycler􀆾４８０实时荧光定量 PCR系统

进行qRTＧPCR反应,反应体系为２０μL,包括２×
SYBRGreenMix(TaKaRa)１０μL,上下游引物(１０

μmol/L)各０．８μL,cDNA１μL,ddH２O７．４μL.反

应程序为:９５℃预变性５s;９５℃变性５s,６０℃退

火３０s,７２℃延伸３０s,４０个循环.扩增结束后进

行熔解曲线分析,首先９５℃变性１５s,然后从６０℃
开始,按照０．１℃/s的速度逐渐上升到９５℃,连续

记录荧光信号的变化.
1.6　数据处理及候选内参基因稳定性评估

将各样品的Ct值导出至Excel和SPSS软件中,
分别用BestKeeper、geNorm、NormFinder软件和比较

ΔCt法对各候选内参基因的表达稳定性进行分析,然
后用在线综合分析软件RefFinfer评估６个候选内参

基因在二倍体、四倍体泥鳅胚胎发育各阶段以及成鱼

各组织中的表达稳定性,筛选最佳内参基因.

２
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2　结果与分析

2.1　候选内参基因引物特异性及扩增效率分析

分别用６个候选内参基因的引物进行PCR预扩

增及熔解曲线检测,结果显示,PCR产物的大小与目

的条带一致、无引物二聚体,熔解曲线无杂峰、曲线重

复性好(图１),表明内参基因引物特异性良好.

为计算内参基因引物的扩增效率,以梯度稀释

的重组质粒为模板进行qRTＧPCR扩增并制作标准

曲线,梯度qRTＧPCR 扩增曲线如图２所示.扩增

效率分析结果显示,６个候选内参基因引物的扩增

效率为９５．０％~１０６．１％,表明引物扩增效率良好;
回归系数为０．９９５~１．０００,表明计算得到的扩增效

率值可靠(表１).

图１　候选内参基因qRTＧPCR的熔解曲线

Fig．１　MeltingcurveforqRTＧPCRofthesixcandidatereferencegenes

图２　候选内参基因标准品扩增曲线

Fig．２　Amplificationcurvesofstandardsforthecandidatereferencegene
2.2　候选内参基因的表达丰度分析

候选内参基因在胚胎发育各阶段及成鱼各组织

中的绝对定量结果(Ct值)如图３所示,６个候选内

参基因在胚胎发育及各组织中均有表达、无组织特

异性,且在二倍体、四倍体泥鳅间的表达趋势相似.
但６ 个基因的表达丰度存在明显的差异,其中,

１８SrRNA的表达丰度在胚胎发育各阶段及成鱼各

组织中均较高,而TUBA、TUBB 及GAPDH 的表

达丰度相对较低.
2.3　候选内参基因在胚胎发育中的表达稳定性

在二倍体泥鳅胚胎发育中,geNorm 分析结果

显示:TUBA、TUBB、１８SrRNA和ACTB 的M 值

均小于１．５,因此,适合作为内参基因,其中,TUBA
和TUBB 的M 值最小,因此最稳定.用BestKeepＧ

３
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图３　二倍体、四倍体泥鳅胚胎发育阶段和成鱼各组织候选内参基因表达丰度

Fig．３　Expressionabundance(thresholdcycles,Ct)ofthesixcandidatereferencegenesinembryo
developmentalperiodsandadulttissuesofdiploidandtetraploidM．anguillicaudatus

er分析的结果与geNorm 的相似.用 NormFinder
和ΔCt软件分析得出的稳定性排序也基本相同:

TUBA＞TUBB＞１８SrRNA＞ACTB＞(GAPDH/

EF１A).４种软件分析得出的各基因的稳定性排序

相似,但不完全相同(图４).因此,用 RefFinder进行

综合分析,结果显示,候选内参基因的稳定性排序依

次为:TUBA＞TUBB＞１８SrRNA＞ACTB＞GAPＧ
DH＞EF１A.

在四 倍 体 胚 胎 发 育 中,geNorm 分 析 显 示:

TUBB、TUBA、ACTB、１８SrRNA 和EF１A 均符

合内参基因的条件(M＜１．５),其中,TUBB 和TUＧ
BA 的表达最稳定.用 BestKeeper分析的结果与

geNorm 的结果差别较大:１８SrRNA 最稳定,其次

为TUBA.用 NormFinder和 ΔCt得出的结果相

似:(TUBB/TUBA)＞ (１８SrRNA/ACTB)＞
(GAPDH/EF１A)(图 ４).用 RefFinder分 析 显

示,６个基因的稳定性依次为:TUBB＞TUBA＞
１８SrRNA＞ACTB＞EF１A＞GAPDH.
2.4　候选内参基因在成鱼各组织中的表达稳定性

用geNorm 等软件分析６个基因在血液、肝脏

等１１个组织中表达的稳定性,结果如图５所示.在

二倍 体 泥 鳅 各 组 织 中,geNorm 分 析 结 果 显 示:

ACTB 和１８SrRNA的表达最稳定,而GAPDH 和

TUBB 不符合内参基因的筛选条件(M ＞１．５).

BestKeeper分析结果显示,EF１A 表达最稳定,其

次为ACTB 和１８SrRNA.NormFinder和 ΔCt分

析结果均显示,ACTB 在各组织中的表达最稳定.
综合软件RefFinder分析结果显示,６个候选内参基

因的稳定性依次为:ACTB＞１８SrRNA＞EF１A＞
TUBA＞TUBB＞GAPDH.

在四倍体泥鳅各组织中,用geNorm 软件的分

析结果与二倍体相似:ACTB 和１８SrRNA 最稳

定,其 次 为 EF１A.BestKeeper 分 析 结 果 显 示,

EF１A 的表达最稳定,其次为１８SrRNA和TUBA.

NormFinder分析显示,TUBA 的表达最稳定,其次为

ACTB(图５).综合软件RefFinder分析结果,６个基

因的稳定性依次为:ACTB＞１８SrRNA＞EF１A＞
TUBA＞TUBB＞GAPDH,与二倍体相同.
2.5　候选内参基因在泥鳅不同倍性间的稳定性

为分析各基因在二倍体、四倍体泥鳅间表达的

稳定性,即筛选出适用于泥鳅跨倍性分析的内参基

因,对６个基因在胚胎发育各阶段、成鱼各组织的绝

对定量值进行配对样本t检验,分析其绝对表达量

是否存在倍性间差异.配对样本t检验结果显示,
在胚胎发育各阶段,TUBA 和１８SrRNA 在二倍

体、四 倍 体 间 的 表 达 差 异 显 著 (P ＜０．０５);而

ACTB、TUBB、EF１A 和GAPDH 的表达无显著

性差异(P＞０．０５),因此,可作为倍性间基因表达分

析的内参基因(表２).结合上述各基因在二倍体、
四倍体泥鳅胚胎发育阶段的稳定性,TUBB为泥鳅

４
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图４　候选内参基因在二、四倍体胚胎发育时期稳定值排序

Fig．４　Stabilityvaluesofthecandidatereferencegenesindifferentembryodevelopmental

periodsofdiploidandtetraploidM．anguillicaudatus
胚胎发育中最适合的跨倍性qRTＧPCR研究的内参

基因.
在成鱼各组织间,ACTB 和TUBB 在二倍体、

四倍体间的表达差异显著(P＜０．０５),而 TUBA、

EF１A、GAPDH 和１８SrRNA在二倍体、四倍体各

组织间的表达差异不显著(P＞０．０５).结合上述各

基因在二倍体、四倍体泥鳅各组织间的稳定性,１８S
rRNA可用作组织间跨倍性qRTＧPCR研究的内参

基因.

3　讨　论

目前,qRTＧPCR已经成为基因表达研究中最常

用的方法.在qRTＧPCR 分析中,内参基因的引入

为原始定量数据的校正提供了基础,使得基因在不

同组织、不同发育阶段以及不同处理条件下样品中

的表达比较结果可信.内参基因多是在管家基因

(houseＧkeepinggenes)中筛选,管家基因是一类在

生命活动各时期、各组织中表达相对稳定的基因,其
基因表达产物是维持细胞基本生命活动所必需

的[１５],如构建细胞骨架结构的蛋白(ACTB,TUB)、
参与 糖 酵 解 相 关 的 酶 (GAPDH)、蛋 白 质 合 成

(EF１A)及核糖体的重要组成成分(１８SrRNA)等.
本研究分析了这６个常用的内参基因在二倍体、四
倍体泥鳅胚胎发育阶段及成鱼各组织中的稳定性,

５
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图５　候选内参基因在二倍体、四倍体泥鳅各组织稳定值排序

Fig．５　StabilityvaluesofthesixcandidatereferencegenesindifferenttissuesofdiploidandtetraploidM．anguillicaudatus

表２　内参基因在二倍体、四倍体泥鳅间表达水平的配对样本t检验

Table２　PairedsamplettestoftheexpressionlevelofthecandidatereferencegenesindiploidandtetraploidM．anguillicaudatus
候选内参基因

Candidatereferencegenes
相关系数

Correlationcoefficient
两两配对相关性P 值

Pvalueofpairwisecorrelation
P 值

Pvalue
胚胎发育各阶段Stagesofembryonicdevelopment
ACTB ０．８２４ ０．００１ ０．９７４
TUBB ０．７２５ ０．００５ ０．９１２
EF１A ０．９０３ ０ ０．３０５
GAPDH ０．４４４ ０．１２９ ０．１１６
TUBA ０．２８１ ０．３５２ ０．０３４
１８SrRNA －０．１０５ ０．７３３ ０

成鱼各组织 Tissuesofadultfish
１８SrRNA ０．４９７ ０．０８７ ０．７９７
GAPDH ０．９５６ ０ ０．４８７
TUBA ０．９８８ ０ ０．４１７
EF１A ０．９６９ ０ ０．１７２
TUBB ０．９９５ ０ ０．０２４
ACTB ０．９３９ ０ ０．００７

６
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发现TUBB、TUBA 和１８SrRNA在胚胎发育各阶

段的表达较为稳定,这与在文昌鱼(Branchiostoma
belcheri)[１６]、半滑舌鳎(Cynoglossussemilaevis)[１７]

和比目鱼(Paralichthysolivaceus)[１８]中的研究结

论相似.在二倍体、四倍体泥鳅成鱼各组织中,

ACTB 和１８SrRNA２个内参基因的表达较为稳

定,这与在大西洋鲑(Salmosalar)[１９]、斑马鱼(DaＧ
niorerio)[２０Ｇ２１]、青鳉(Oryziaslatipes)[２２]和草鱼

(Oryziaslatipes)[２３]等研究中的结论相同.
近年来,基于微阵列和新一代测序技术的研究

结果表明,大量的基因在不同物种间、不同倍体水平

和不同组织间的转录水平存在差异[２４],但由于物种

间没有通用的qRTＧPCR 内参基因,使得这种差异

很难通过qRTＧPCR分析得到准确的验证.其他基

因表 达 水 平 检 测 方 法,如 检 测 转 录 比,即 计 算

mRNA与基因组 DNA 浓度的比例,检测在每个转

录组即单细胞中基因的表达丰度[２５],虽然理论上可

以使结果更为精准,但这些方法大大增加了qRTＧ
PCR实验的复杂性和难度.因此,本研究采用一种

更直接的方法,即筛选出稳定的内参基因.泥鳅作

为一种多种倍性共存的小型淡水鱼类,今后极可能

会成为研究脊椎动物基因组多倍体化与物种进化等

方向的模式动物.本研究中筛选得到的内参基因,
为今后比较不同倍性泥鳅在各发育阶段、组织的基

因表达差异研究提供了基础.
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ScreeningofoptimalinternalreferencegenesforqRTＧPCRin
diploidandtetraploidloach,Misgurnusanguillicaudatus

LUOShuangshuang　GAOZexia　FENGBing　ZHANG Manman　CAO Wenyi　ZHOUXiaoyun

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratory
ofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproductionofMinistryofEducation,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToidentifytheoptimalinternalreferencegenesforqRTＧPCRanalysisinloach(MisgurＧ
nusanguillicaudatus),sixcommonlyusedreferencegenes,includingACTB,TUBA,EF１A,GAPＧ
DH,TUBBand１８SrRNAwereselectedascandidates,andtheirexpressionstabilityduringdifferent
developmentalstages,acrossＧtissuesandbetweenＧploidywereevaluatedbyusingBestKeeper,geNorm,

NormFinder,ΔCtandRefFinfersoftware．Theresultsshowedthat,duringtheprocessofembryonicdeＧ
velopment,theexpressionlevelsofTUBBandTUBA weremorestablethantheothergenes,suggesＧ
tingthattheycanbeusedasreferencegenes．Besides,theexpressionlevelofTUBBshowednosignifiＧ
cantdifferencebetweendiploidsandtetraploids(P＞０．０５),suggestingitisthemostsuitableinternal
referencegenesforqRTＧPCRanalysisduringembryonicdevelopmentbetweenＧploidy．Amongdifferent
tissuesofdiploidsandtetraploids,theexpressionlevelsofACTBand１８SrRNAweremorestablethan
theothergenes,thustheycanbeusedasinternalcontrolgenes．Ofwhich,１８SrRNAwasconsideredas
themostsuitableinternalcontrolgenes,becausetheexpressionlevelofitexhibitednosignificantdifferＧ
enceindifferenttissuesbetweendiploidsandtetraploids(P＞０．０５)．

Keywords　Misgurnusanguillicaudatus;diploid;tetraploid;polyploidfish;phenotypicvariation;

geneexpressionvariation;qRTＧPCR;internalcontrolgenes;stableexpression
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