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［摘要］ 内参基因的稳定性对实时定量 ＰＣＲ 的结果影响巨大。 采用 ＧｅＮｏｒｍ、 ｎｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 三

款软件比较了鲍变态和干扰幼虫甲状腺激素受体 （ＴＲ） 两种情况下内参基因的稳定性。 软件分析了 ＥＩＦ５Ａ、
ＯＡＺ１、 ＹＢ１、 ＲＰＬ３、 ＲＰＳ９ 和 ＡＣＴ 等 ６ 个候选内参基因的 Ｃｔ 值， 据此获得各基因的稳定值。 在杂色鲍幼虫的

变态过程中， ＥＩＦ５Ａ 稳定性最高， 排名平均数为 １， 表明该基因可以作为这一阶段实时定量 ＰＣＲ 的内参基因，
但是在干扰 ＴＲ 情况下， ＥＩＦ５Ａ 的稳定性下降， 排名平均数为 ３􀆰 ９１。 ＲＰＳ９ 则与之相反， 在变态过程该基因表

达稳定性最差， 而在干扰 ＴＲ 时表达稳定性最好。 ＡＣＴ 在两种情况下稳定性较好， 排名平均数均位列第二位，
可以作为这两种情况下的通用内参基因。 其他基因的稳定性在这两种情况下也发生剧烈变换。 这表明内参基

因的稳定与样品具体处理情况关系密切。 为了保证定量 ＰＣＲ 结果的准确性， 需要针对具体处理情况相应地进

行内参基因的稳定性评估。
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０　 引言
实时定量 ＰＣＲ （ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ） 是在 ＰＣＲ 体系中加入荧光基团， 通过观测荧光信号的

强弱变化来实时监测 ＰＣＲ 整个进程， 可以获得 ＰＣＲ 每一轮循环的扩增效果。 因它能够充分利用 ＰＣＲ
高灵敏性准确检测目标基因表达水平， 被广泛用于基因表达研究中。 用实时定量 ＰＣＲ 进行基因的表

达水平检测时， 样品 ＲＮＡ 的得率、 质量及逆转录效率等对实时定量 ＰＣＲ 结果影响巨大。 为了获得目

标基因真实的表达情况， 必须选择内参基因进行校正和标准化［１］ 。 因此， 选择的内参基因是否合适

是影响实时定量 ＰＣＲ 分析基因表达水平的重要因素之一。 理想的内参基因应当不受试验因素的影响，
能在整个试验过程中恒定表达， 即在不同处理、 不同细胞、 不同发育阶段均能恒定表达。 一般认为管

家基因能够在细胞中稳定表达， 所以一些管家基因如肌动蛋白（ＡＣＴ）、 １８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ（１８Ｓ ｒＲＮＡ）、
２８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ（２８Ｓ ｒＲＮＡ）和 ３⁃磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）等常作为内参基因。 然而近年来的研究

表明， 这些常用内参基因常常受到细胞类型、 发育阶段和各种试验条件的影响， 其表达量通常也会有

所不同［２］ 。 Ｃｈｅｎ 等［３］ 筛选获得鲍早期发育阶段 （受精卵到匍匐幼虫阶段） 的 ４ 个表达稳定基因

（ＹＢ１、 ＯＡＺ１、 ＥＩＦ５Ａ 和 ＲＰＬ３） 都不是常见的内参基因。 因此， 传统的内参基因很可能不适合作为变

态过程的内参基因。
同大部分海洋无脊椎动物一样， 鲍的生活史具有浮游和底栖两个阶段。 其幼虫通过变态过程进行

机体结构和生态习性两方面的改变， 成为与成体类似的稚体。 因为鲍幼虫营卵黄营养， 在浮游生活阶

段不摄食， 变态过程中营养因素容易控制， 成为研究浮游幼虫变态的模式之一［４］ 。 此外， 变态是鲍

个体发育的重要过程， 且死亡率高， 所以变态过程是鲍苗种生产的一个关键环节， 因而成为水产科技

人员重点研究的内容之一。 目前， 鲍变态机制的研究已深入到分子层次， 筛选与变态相关基因及关键

基因在变态过程的功能注释成为研究的重点。 变态相关基因的筛选主要通过比较变态前后其表达量来

获得， 而基因的功能验证则常采用 ＲＮＡｉ。 在这些研究中， 实时定量 ＰＣＲ 是重要的研究手段。 而内参

基因表达的稳定程度是影响定量 ＰＣＲ 准确性的主要因素之一。
目前在鲍发育和变态过程中内参基因主要选择仍是 β⁃ａｃｔｉｎ、 １８Ｓ ｒＲＮＡ 或 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 等， 也未见对

内参基因的稳定性评估。 本文拟对杂色鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ） 变态前后及幼虫 ＲＮＡｉ 试验进行内参

基因的稳定性评估。 因鲍早期发育阶段和变态阶段具有类似的细胞学过程， 所以本文依据 Ｃｈｅｎ 等［３］

的筛选结果， 选取了 ＥＩＦ５Ａ、 ＯＡＺ１、 ＹＢ１ 和 ＲＰＬ３ 作为候选基因。 此外， ＡＣＴ 和 ＲＰＳ９ 在鲍不同组织

中具有较高的表达稳定性， 表明其细胞类型和细胞分化对这两个基因影响不大， 因此也选作候选基

因。 本文还对 ６ 个内参基因的稳定性进行了筛选， 希望能为鲍幼虫变态研究提供技术支撑。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 幼虫培育及变态前后样品收集

选取性腺发育饱满、 机体无损伤的杂色鲍雌雄各 ３０ 只 （壳长 ４􀆰 ５ ～ ５􀆰 ０ ｃｍ） 作为亲鲍。 待阴干

０􀆰 ５ ～ １ ｈ 后， 分雌雄分别放入受紫外线照射 （２００ ～ ３００ ｍＷ·ｈ ／ Ｌ） 的海水中， 并进行 ± ３ ℃ 的变温

刺激。 等卵子充分排放后， 收集卵子并将其密度控制在 ２０ ～ １００ 个 ／ ｍＬ。 同时收集精子， 保证每个卵

子周围有 ３ ～ ５ 个精子， 并搅动水体， 使之结合。 受精后每隔 ３０ ｍｉｎ 洗卵一次， 并在显微镜下及时观

察发育状况。 胚胎发育和幼虫培育过程中水温 ２３􀆰 ７ ～ ２８􀆰 ５ ℃ ， 盐度 ３２􀆰 ８ ～ ３４􀆰 ５。 每天显微镜观察、
拍照， 收集变态前的感受态面盘幼虫 （ｖｅｌｉｇｅｒ ， ＶＥ）、 变态时期的匍匐幼虫 （ｃｒｅｅｐｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ， ＣＲ）
以及变态后的稚鲍 （ｊｕｖｅｎｉｌｅ， ＪＵ） 样品， 液氮速冻后存于 － ８０ ℃待用。

·２９·
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１􀆰 ２　 幼虫 ＲＮＡｉ 试验

当 ８０％ 幼虫出现眼点时将之视作 ＣＲ。 用 ２００ 目筛绢收集此时期幼虫， 并用 ０􀆰 ２ μｍ 过滤海水冲

洗幼虫 ３ 次， 再用过滤海水将幼虫密度调整为 １００ 个 ／ ｍＬ， 然后取 １０ ｍＬ 含幼虫过滤海水于 １５ ｍＬ 试

管中。 将试管分为 ３ 组， 每组 ５ 个。 一组加入甲状腺激素受体（ＴＲ） ｄｓＲＮＡ， 将其终质量浓度调整为

５ μｇ ／ ｍＬ， 作为试验组； 一组加入 ＧＦＰ ｄｓＲＮＡ， 同样将其终质量浓度调整为 ５ μｇ ／ ｍＬ， 作为阴性对照

组； 还有一组不添加任何物质， 作为空白对照组。 处理 ２ ｈ 后， 将幼虫转移至 １ Ｌ 底部铺有底栖硅藻

的烧杯中。 在烧杯中继续培养 １０ ｈ， 此时对照组大部分幼虫已完成变态， 及时收集幼虫， 液氮速冻

后， 存于 － ８０ ℃待用。
１􀆰 ３　 杂色鲍幼虫变态过程总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第一链合成

取冻存于 － ８０ ℃冰箱中的杂色鲍幼虫样品 ５０ ｍｇ， 快速置于已加有 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂并于冰上保存

的 ２􀆰 ０ ｍＬ 离心管中， 冰上匀浆至无颗粒状残留物， 并按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂说明书提取总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 沉淀

用 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ 灭菌水溶解， 对于已溶解的 ＲＮＡ 溶液， 分别采用紫外分光光度法和琼脂糖凝胶电泳法

来检测 ＲＮＡ 的浓度、 纯度以及完整性。 并用 Ｄｎａｓｅ Ｉ 处理后用于后续的 ｃＤＮＡ 第一条链的合成。
取 ２ μｇ 经 Ｄｎａｓｅ Ｉ 处理的总 ＲＮＡ， 由随机引物 （２ μＬ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 经 Ｍ － ＭＬＶ 逆转录酶合成

ｃＤＮＡ 第一链， － ２０ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 ｄｓＲＮＡ 制备

杂色鲍 ＴＲ 的片段 （５２１ ～ １０５６ ｂｐ， ＫＴ０２３０６６） 分别由引物 ｄｓＴＲ － ＦＴ７ 和 ｄｓＴＲ － Ｒ （或 ｄｓＴＲ － Ｆ
和 ｄｓＴＲ － ＲＴ７） 以 ｃＤＮＡ 第一条链作为模板， 扩增后作为体转转录模板。 同样绿色荧光蛋白 ６５７ ｂｐ
的片段也分别由 ｄｓＧＦＰ － ＦＴ７ 和 ｄｓＧＦＰ － Ｒ （或 ｄｓＧＦＰ － Ｆ 和 ｄｓＧＦＰ － ＲＴ７） 以 ｃＤＮＡ 第一条链作为模

板， 扩增后作为转录模板。 将上述模板割胶回收， 测序确认后， 用 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶 （ Ｐｒｏｍｅｇａ） 进行

转录形成单链 ＲＮＡ （ｓｓＲＮＡ）。 用来自同一基因片段正负链 ｓｓＲＮＡ 等量混合在含 ＮａＣｌ ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
Ｔｒｉｓ － Ｃｌ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的缓冲液 （ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 中， 经 ７５ ℃ 、 ６５ ℃和 ２５ ℃各孵育 １５ ｍｉｎ， 形成 ｄｓＲＮＡ。

表 １　 ｄｓＲＮＡ 合成所用引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

收录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ｄｓＴＲ － Ｆ ＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴＧＡＴＡＧＣＡＧＡＴＡＴＴＴＧＴＧ ＴＲ ＫＴ０２３０６６ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＴＲ － ＦＴ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴＧＡＴＡＧＣＡＧＡＴＡＴＴＴＧＴＧ ＴＲ ＫＴ０２３０６６ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＴＲ － Ｒ ＧＣＡＡＴＧＴＡＡＣＧＣＴＴＧＴＡＴＧＣＴＣＣＣ ＴＲ ＫＴ０２３０６６ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＴＲ － ＲＴ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＧＣＡＡＴＧＴＡＡＣＧＣＴＴＧＴＡＴＧＣＴＣＣＣ ＴＲ ＫＴ０２３０６６ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＧＦＰ － Ｆ ＣＧＡＣＧＴＡＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴ ＧＦＰ ｐＥＧＦＰ － Ｎ１ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＧＦＰ － ＦＴ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＣＧＡＣＧＴＡＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴ ＧＦＰ ｐＥＧＦＰ － Ｎ１ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＧＦＰ － Ｒ ＴＴＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣ ＧＦＰ ｐＥＧＦＰ － Ｎ１ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｄｓＧＦＰ － ＲＴ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＴＴＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣ ＧＦＰ ｐＥＧＦＰ － Ｎ１ ｄｓＲＮＡ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

１􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系及条件

采用 ２０ μＬ 反应体系： ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 正反向引物各 １ μＬ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
ｃＤＮＡ 模板 （１００ 倍稀释液） ９ μＬ。 采用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅹 ４８０ 实时定量 ＰＣＲ 仪， 首先 ９５ ℃ 变性 ５ ｍｉｎ；
然后以 ９５ ℃变性 １０ ｓ， ５８ ℃退火 １０ ｓ， ７２ ℃延伸 １０ ｓ， 为 １ 个循环， 进行 ４５ 次。 待扩增曲线完成

后， 进行溶解曲线分析， 以确保每对定量引物扩增得到单一的产物。 每个时期做 ５ 个平行样品， 每个

·３９·
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样品做 ３ 次重复。 采用溶解曲线分析其是否为单峰， 且检查阴性对照 （不加模板） 是否采集到荧光

信号。 用 １􀆰 ２％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电泳检测其扩增长度是否符合预期。 同时， 注意是否存在引

物二聚体和非特异性扩增条带等。
１􀆰 ６　 引物扩增效率和标准曲线的检验

引物扩增效率 （Ｅ） 的计算方程式为： Ｅ ＝ １０ － （１ ／ 斜率） 。 绘制标准曲线时， 将 ｃＤＮＡ 第一链模板逐次

进行 ５ 倍稀释， 获得 ５ 个模版浓度梯度， 每个反应做 ３ 个重复， 检验 ＥＩＦ５Ａ、 ＯＡＺ１、 ＹＢ１、 ＲＰＬ３、
ＲＰＳ９、 ＡＣＴ ６ 个候选内参基因定量 ＰＣＲ 反应的扩增效率和标准曲线相关系数。
１􀆰 ７　 内参基因表达稳定性分析

定量 ＰＣＲ 完成后， 导出各样品的 Ｃ ｔ 值， 采用 ＧｅＮｏｒｍ、 ｎｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 等程序软件分析

在杂色鲍幼虫变态三个时期和 ＲＮＡｉ 实验条件下 ６ 个候选内参基因的表达稳定性。 ＧｅＮｏｒｍ、 ｎｏｒｍｆｉｎｄ⁃
ｅｒ 中 Ｍ 值 （ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ） 的计算公式为： Ｍ ＝ ２ －ΔＣｔ 。

依据 Ｍ 值对各候选内参基因的表达稳定性进行评价和排序， Ｍ 值越小越稳定， 反之越不稳定。
ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 整合 ＧｅＮｏｒｍ 和 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ 的分析方法， 再由各自分析方法得到的内参基因表达的稳定性排

名来计算几何平均值， 最后得到一个综合排名指数， 该指数越小表示对应的内参基因的表达越稳定。

２　 结果
２􀆰 １　 候选内参基因 ＰＣＲ 扩增

通过对梯度稀释的模板进行 ｑＲＴ － ＰＣＲ 检验， 获得候选内参基因的扩增效率 Ｅ 在 ９５􀆰 ３２％ ～
１０３􀆰 ２１％ 之间， 相关系数 Ｒ２变化范围为 ０􀆰 ９８９３ ～ ０􀆰 ９９９７ （见表 ２）， 且溶解曲线分析结果为单峰。

表 ２　 所用候选内参基因、引物序列及 ＰＣＲ 扩增效率

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ，ｔｈｅｉｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因缩写
Ｇｅｎｅ

ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

收录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

引物序列（５′ － ３′）
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段
长度

Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

／ ｂｐ

扩增效率
Ｒａｔｅ ｏｆ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｅ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｅｉｅｎｔ

Ｒ２

ＥＩＦ５Ａ
Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉ⁃
ａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ５Ａ
真核翻译起始因子 ５Ａ

ＪＮ９９７４１０ Ｆ：ＧＧＡＣＧＣＡＧＣＧＧＡＣＧＡＧＡＣＴＴＴ
Ｒ：ＧＧＣＣＡＴＧＴＴＴＣＣＣＧＧＴＣＴＴＴＧ １５８ １０１． ００ ０． ９９９ ７

ＹＢ１ Ｙ － ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ １
Ｙ － 盒结合蛋白 １ ＪＮ９９７４０７ Ｆ：ＡＡＧＴＴＣＴＡＧＣＡＡＣＧＡＧＧＧＴＣＡ

Ｒ：ＧＧＴＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣＴＴＣ １４１ ９９． ８９ ０． ９９８ ３

ＯＡＺ１
Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙ⁃
ｌａｓｅａｎｔｉｚｙｍｅ １
鸟氨酸脱羧酶抗酶 １

ＦＪ８０９７５６ Ｆ：ＧＡＡＣＴＣＣＴＴＧＧＣＡＣＡＴＣＡＧＡＣ
Ｒ：ＴＣＡＧＧＡＡＧＡＡＴＧＣＣＡＧＡＡＧＧＴ １４１ ９８． ７６ ０． ９９７ ６

ＲＰＬ３ ６０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ３
６０Ｓ 核糖体蛋白 Ｌ３ ＪＮ９９７４１１ Ｆ：ＧＣＡＴＣＣＣＡＧＣＡＧＡＧＴＴＣＡＧＴＡ

Ｒ：ＣＡＣＡＡＣＡＴＣＣＣＴＴＣＡＧＣＡＴＣＡ ２４２ ９８． ５７ ０． ９９５ ４

ＲＰＳ９ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ９
核糖体蛋白 Ｓ９

ｊｍ＿ｉｓｏｔｉｇ
０９１７３

Ｆ：ＧＧＣＧＴＣＴＴＣＡＧＡＣＴＣＡＧＧＴＣ
Ｒ：ＧＧＣＧＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＡＣＡＣ ２１２ ９５． ３２ ０． ９８９ ３

ＡＣＴ β － ａｃｔｉｎ
β － 肌动蛋白

ＥＦ５８７２８４． １ Ｆ：ＣＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣＡＧＡＣＴＡＣＣＴ
Ｒ：ＴＡＣＣＡＧＣＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣ ２４０ １０３． ２１ ０． ９９３ ７

·４９·
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250 bp

100 bp

YB1 OAZ1 EIF5A RPS9 RPL3 ACT

图 1 杂色鲍各候选内参基因的 PCR 扩增结果
Fig.1 PCR products of candidate reference

genes in H. diversicolor

EIF5A ACT OAZ1 YB1 RPL3 RPS9
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图 2 GeNorm 软件分析杂色鲍幼虫变态三时期候选内参基因
的表达稳定性

Fig.2 Gene expression stability of six reference genes calculated
by GeNorm in VE、CR and JU in H. diversicolor larvae

　 　 用琼脂糖凝胶电泳检测定量 ＰＣＲ
扩增产物， 结果 （见图 １） 表明： ６ 个

候选内参基因的扩增长度与预期一致，
没有出现引物二聚体和非特异性扩增。
２􀆰 ２　 幼虫附着变态过程内参基因筛选

借助 ＧｅＮｏｒｍ 软件［５］ 根据 ΔＣ ｔ 计算

可获得 Ｍ 值。 Ｍ 值越小基因表达越稳

定， 反之越不稳定。 图 ２ 显示， 在杂色

鲍幼虫变态发育的三个时期 （ ＶＥ、
ＣＲ、 ＪＵ）， 候选内参基因 ＥＩＦ５Ａ 和 ＡＣＴ
的 Ｍ 值最小 （ Ｍ ＝ ０􀆰 １８２）， 具有较高

的稳定性； 而 ＲＰＳ９ 的 Ｍ 值 （０􀆰 ７３２）
最大， 稳定性较差。

ｎｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件［６］也是由 ΔＣ ｔ 计算

出 Ｍ 值。 经该软件计算， 在杂色鲍幼

虫变态三个时期中， Ｍ 值最小的是

ＥＩＦ５Ａ （０． ０９１） ， ＯＡＺ１ 次之 （０． ０９７） ，
ＡＣＴ、 ＹＢ１ 和 ＲＰＬ３ 的 Ｍ 值在 ０􀆰 ２８１ 至

０􀆰 ６３３ 之间， 最大的是 ＲＰＳ９ （１． ２６８） 。
ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 软件［７］ 获得的指数越小，

则该内参基因的表达越稳定。 在杂色鲍

幼虫变态三个时期中， 候选内参基因 Ｍ
值最 小 的 是 ＥＩＦ５Ａ （１． ３１６） ， ＯＡＺ１、
ＡＣＴ 和 ＹＢ１ 的 Ｍ 值在 ２􀆰 ２１３ 至 ２􀆰 ８２８
之间， ＲＰＬ３ 和 ＲＰＳ９ 的 Ｍ 值较大 （分

别为 ５ 和 ６）。
根据 ３ 种软件给出的排名计算几何平均数， 将这 ６ 个基因进行综合排名， 结果见表 ３。 ３ 种软件

对 ＥＩＦ５Ａ、 ＹＢ１、 ＲＰＬ３ 和 ＲＰＳ９ 的排名完全一致。 只有 ＧｅＮｏｒｍ 对 ＯＡＺ１ 和 ＡＣＴ 的排名与其他软件不

一致。 经计算排名几何平均数， 得出这 ６ 个基因在变态过程中的稳定性由高到低为 ＥＩＦ５Ａ ＞ ＡＣＴ ＞
ＯＡＺ１ ＞ ＹＢ１ ＞ ＲＰＬ３ ＞ ＲＰＳ９。

表 ３　 杂色鲍幼虫变态期的 ６ 个参考基因的表达稳定性分析

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋｉｎｇ ｏｆ ｓｉｘ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｅ ｉｎ Ｈ． ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ｌａｒｖａｅ

基因缩写
Ｇｅｎｅ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

稳定性排名 Ｒａｎｋ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ＧｅＮｏｒｍ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ

排名几何平均数
Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｏｆ ｒａｎｋ

ＥＩＦ５Ａ １ １ １ １． ００
ＡＣＴ １ ３ ３ ２． ０８

ＯＡＺ１ ３ ２ ２ ２． ２９
ＹＢ１ ４ ４ ４ ４． ００

ＲＰＬ３ ５ ５ ５ ５． ００
ＲＰＳ９ ６ ６ ６ ６． ００

２􀆰 ３　 杂色鲍幼虫 ＲＮＡｉ 过程内参基因筛选结果

ＧｅＮｏｒｍ 对 ６ 个基因在 ＲＮＡｉ 干扰实验中稳定性评估见图 ３。 ＲＰＳ９ 和 ＡＣＴ 的 Ｍ 值最小， 都为
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图 3 GeNorm 软件分析 RNAi 条件下杂色鲍匍匐幼虫
候选内参基因的表达稳定性

Fig.3 Gene expression stability of six reference genes calculated
by GeNorm in CR in H. diversicolor larvae in the case of RNAi

０􀆰 ０４１， 稳定性最高； ＹＢ１、 ＲＰＬ３、 ＥＩＦ５Ａ
和 ＯＡＺ１ 的 Ｍ 值分别为 ０􀆰 ２１１、 ０􀆰 ２５５、
０􀆰 ３１３ 和 ０􀆰 ３４７。

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 给出的稳定性前 ３ 位的基

因与 ＧｅＮｏｒｍ 一致， 都是 ＲＰＳ９、 ＡＣＴ 和

ＹＢ１， 其 Ｍ 值 分 别 为 ０􀆰 ０２１、 ０􀆰 ０２１ 和

０􀆰 ２７２。 ＥＩＦ５Ａ、 ＯＡＺ１ 和 ＲＰＬ３ 的 Ｍ 值也较

大， 分别为 ０􀆰 ３４４、 ０􀆰 ３４７ 和 ０􀆰 ３５３， 但其

大小顺序与 ＧｅＮｏｒｍ 有所不同。
ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 同样判定 ＲＰＳ９ 为稳定性最

好的基因， 其 Ｍ 值最小（１􀆰 ３１６）； ＡＣＴ 的

稳定性次之， 其 Ｍ 值为 １􀆰 ６８２； ＥＩＦ５Ａ、
ＹＢ１、 ＲＰＬ３ 和 ＯＡＺ１ 的稳定性依次降低，
其 Ｍ 值依次增大， 分别为 ２􀆰 ９９１、 ３􀆰 ５６８、 ４􀆰 ６８１ 和 ５􀆰 ４７７。

计算 ３ 个软件对这 ６ 个基因在 ＲＮＡｉ 干扰实验中稳定性的排名几何平均数， 结果见表 ４。 ３ 种软件

对 ＲＰＳ９ 和 ＡＣＴ 的排名一致， 分别位于第 １ 和第 ２ 位； 而 ＹＢ１、 ＥＩＦ５Ａ、 ＲＰＬ３ 和 ＯＡＺ１ 的排名平均数

依次增大。

表 ４　 ＲＮＡｉ 条件下杂色鲍幼虫变态期候选内参基因的表达稳定性排名

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋｉｎｇ ｏｆ ｓｉｘ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｅ ｉｎ
Ｈ􀆰 ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ｌａｒｖａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｓｅ ｏｆ ＲＮＡｉ

基因缩写
Ｇｅｎｅ ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

稳定性排名 Ｒａｎｋ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ＧｅＮｏｒｍ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ

排名几何平均数
Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｏｆ ｒａｎｋ

ＲＰＳ９ １ １ １ １． ００
ＡＣＴ １ ２ ２ １． ５９
ＹＢ１ ３ ３ ４ ３． ３０

ＥＩＦ５Ａ ５ ４ ３ ３． ９１
ＲＰＬ３ ４ ６ ５ ４． ９３
ＯＡＺ１ ６ ５ ６ ５． ６５

３　 讨论
正常组织中的细胞大部分完成分化， 处于结构和功能稳定时期。 参与细胞结构维持和能量代谢的

相关基因表达水平比较稳定。 所以多数情况下内参基因都选择参与这 ２ 个细胞学过程的基因。 例如，
在小 鼠［１，９］ 、 鸡［１０］ 、 牙 鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［１１］ 、 家 蚕 （Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ） ［１２］ 、 虾 夷 扇 贝

（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ） ［１３］等进行内参基因稳定性分析的物种中， ＡＣＴ、 １８ＳｒＲＮＡ、 ２８ＳｒＲＮＡ、 ＧＡＤ⁃
ＰＨ （甘油醛 － ３ － 磷酸脱氢酶） 等参与细胞结构维持和基础代谢的基因， 都具有较好的稳定性。

鲍幼虫变态是一个发育过程。 幼虫特有结构组织， 如面盘、 幼虫收缩肌等， 会退化崩解。 而成体

器官， 如鳃、 消化系统等， 则会迅速形成。 在变态阶段机体的大部分细胞要么增殖分化要么发生凋

亡， 细胞结构变化巨大， 能量代谢波动大。 完成分化的细胞比例较少。 因此， 参与细胞结构维持和能

量代谢的基因稳定性通常较差， 选取常规的内参基因往往不能满足定量 ＰＣＲ 的要求。
通过比较 ６ 个候选基因在感受态面盘幼虫、 匍匐幼虫和变态后稚鲍 ３ 个阶段的表达稳定性， 发现

ＥＩＦ５Ａ 表达最稳定， 这表明在鲍幼虫变态前后 ＥＩＦ５Ａ 适合作为定量 ＰＣＲ 的内参基因。 而在干扰 ＴＲ 的

情况下， ＲＰＳ９ 表达最稳定。 不同软件的评价方法和目标分析的侧重点不同， 所以对于同一数据的分

析结果略有差异。 因此， 本文采用了多个软件来分析内参基因的稳定性， 并采用排序的几何平均数比

·６９·



　 第 ２ 期 张丽莉， 等： 杂色鲍幼虫变态及 ＴＲ 干扰下内参基因的筛选

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

较其稳定性高低， 这样能够更加全面地反映内参基因的稳定性。
ＥＩＦ５Ａ， 即真核细胞翻译起始因子 ５Ａ， 是真核生物细胞内普遍存在的一种小分子蛋白， 广泛存在

于真核生物和古细菌中， 其序列具有高度保守性。 它参与了蛋白质合成［１４ － １６ ］ 、 核质转运［１７］ 、 细胞增

殖、 凋亡［１６］及环境胁迫抵抗。 目前， ＥＩＦ５Ａ 的功能研究主要集中于癌症细胞发育和植物生长发育的

作用分析。 Ｃｈｅｎ 等［３］通过转录组表达谱分析认为 ＥＩＦ５Ａ 从卵裂到匍匐幼虫阶段的表达相对稳定， 适

合作为内参基因， 与本研究结果一致。 尚未有 ＥＩＦ５Ａ 在贝类发育过程中作用的报道， 但本研究发现

其在杂色鲍中稳定的表达水平， 表明其可以作为贝类变态过程的内参基因。 又因其在植物生长发育过

程中存在间歇和短暂的表达差异［１７］ ， 表明 ＥＩＦ５Ａ 的表达水平稳定与否与物种和具体生物学过程相关。
核糖体蛋白 Ｓ９ （ＲＰＳ９） 同样广泛存在于各个物种中， 具有高度保守性。 它具有 ＤＮＡ 修复、 自

体翻译调控、 发育调控和正常细胞的恶性转化等功能。 ＲＰＳ９ 的表达水平研究相对较少。 在细粒棘球

绦虫的发育过程中该基因的表达水平没有显著差异［１８］ 。 本研究发现在杂色鲍变态过程中 ＲＰＳ９ 的稳定

性是 ６ 个候选基因中最差的一个。 而 Ｃｈｅｎ 等［３］在杂色鲍早期发育阶段的内参基因筛选中， 没有提到

该基因。 但是本研究也发现， 在 ＲＮＡｉ ＴＲ 试验中， 该基因稳定性最高。 这表明 ＴＲ 的干扰过程对

ＲＰＳ９ 的表达影响甚少。 本文鲍幼虫的 ＴＲ 干扰是通过添加外源 ｄｓＲＮＡ 来实现的。 为了保证足够的

ｄｓＲＮＡ 进入幼虫体内， 本研究采用的处理浓度远远高于生理浓度， 这会对幼虫的免疫和物质跨膜转

运相关分子产生影响。 而细胞内各个生物大分子是作为分子网络成员发挥其作用的， 某个分子功能和

数量的变化会通过分子网络影响其他成员， 这可能是正常发育的变态过程和 ＲＮＡｉ ＴＲ 内参基因稳定

性发生变化的主要原因。 此外， 在 ＲＮＡｉ ＴＲ 的试验处理中， 为了节省 ｄｓＲＮＡ 用量， 极大提高了幼虫

密度。 高密度及提高密度时对幼虫的应激反应可能也是内参基因稳定性发生变化的原因。
每个具体的实验设计对分子网络的影响都会不同。 具体处理过程对实验对象的应激反应也存在差

异。 同一内参基因在不同的试验条件下的稳定性会发生变化。 因此， 本文建议在运用实时定量 ＰＣＲ
研究基因表达水平时， 需要对内参基因进行评估， 筛选出适用于具体试验条件的内参基因， 以保证研

究结果的可靠性。
ＡＣＴ 是一个常用的内参基因。 在正常发育和干扰 ＴＲ 下， 稳定性排名都位于第二位。 本研究的前

期研究表明 ＡＣＴ 在弧菌感染杂色鲍前后是可以作为合适内参的［１９］ 。 Ｚｈａｎｇ 等［１１］ 也在牙鲆中得出类似

的结果。 此外， 周瑞雪等［１９］ 认为 ＡＣＴ 在草鱼早期发育中可作为最适内参。 虾夷扇贝在饥饿处理下

ＡＣＴ 同样也是最适内参［１３］ 。 因此， ＡＣＴ 可能是一个适用范围较广的内参基因， 可以作为一个通用的

内参基因。
ＹＢ１ 是一种核酸结合蛋白， 参与了转录、 翻译、 前 ｍＲＮＡ 剪接和 ＤＮＡ 修复等多种细胞学过

程［２０］ 。 Ｃｈｅｎ 等［３］的研究结果表明从受精卵到稚贝大尺度的发育过程中， 该基因表达稳定性高于其他

基因， 是最佳的定量 ＰＣＲ 内参基因。 但是鲍变态阶段细胞数目大体稳定， 与鲍其他早期发育阶段细

胞数目快速增加有着明显的不同［４］ ， 这可能是变态过程该基因稳定性较差的原因。 ＯＡＺ１ 属于鸟氨酸

脱羧酶抗酶家族， 通过抑制鸟氨酸脱羧酶来降低细胞内多胺水平， 从而调控细胞的生长和增殖［２１］ 。
ＯＡＺ１ 在受精卵到稚贝阶段， 具有较好的稳定性， 但是低于 ＥＩＦ５Ａ 和 ＹＢ１［３］ 。 而本文结果表明 ＯＡＺ１
基因的稳定性位于 ＥＩＦ５Ａ 和 ＹＢ１ 两者之间。 ＲＰＬ３ 是核糖体蛋白 ６０Ｓ 亚基的组成元件， 通常认为具有

较好的表达稳定性［３］ 。 但是在本研究的鲍变态阶段和 ＲＮＡ 干扰 ＴＲ 试验中， 稳定性较差与 Ｃｈｅｎ 等［３］

的研究结果不同。 ＯＡＺ１ 和 ＲＰＬ３ 稳定性的差异同样可能是变态过程造成的。 本文 ＲＮＡ 干扰 ＴＲ 处于

变态阶段， 所以 ＹＢ１、 ＯＡＺ１ 和 ＲＰＬ３ 稳定性也会受到影响， 不如 ＲＰＳ９ 稳定。
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