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摘要:【目的】筛选出多氯联苯(PCBs)胁迫下红树蚬(Polymesoda erosa )的实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)最适

内参基因,为进一步开展分子毒理学研究奠定基础。【方法】以β-actin、18S rRNA、GAPDH 和 a-tubulin 为候

选内参基因,qRT-PCR 测定 PCBs 胁迫下 4 个候选内参基因在红树蚬外套膜、鳃、闭壳肌和肝胰腺组织中的表达

水平,应用 geNorm、NormFinder 和 BestKeeper 软件分析其表达稳定性。【结果】geNorm 软件分析表明β-actin
表达最稳定;NormFinder 软件分析发现,外套膜、鳃和肝胰腺组织中β-actin 的稳定性最好,闭壳肌组织中β-
actin (0.454)表达稳定性略微低于 a-tubulin (0.425),排第 2 位;BestKeeper 软件分析表明,外套膜和鳃组织中

β-actin 最稳定,肝胰腺和闭壳肌组织中GAPDH 最稳定,β-actin 排位第 2 位。【结论】筛选β-actin 为红树蚬在

PCBs 胁迫下的 qRT-PCR 最适内参基因。
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Abstract:【Objective】To select the suitable reference genes in the mangrove mud clam
(Polymesoda erosa )exposed to polychlorinated biphenyls (PCBs)by using quantitative real-
time PCR (qRT-PCR),which will be conducive to further research in molecular toxicology.
【Methods】β-actin ,18S rRNA ,GAPDH andα-tubulin were chosen as four candidate refer﹣
ence genes to test their expressed level in different tissues (mantle,gill,adductor muscle and

hepatopancreas )of the mangrove mud clam
under PCBs stress by using qRT-PCR method.
The expression stability of these candidate refer﹣
ence genes were analyzed and evaluated with
three software-based approaches (geNorm,
NormFinder and BestKeeper).【Results】geNorm
analysis showed thatβ-actin was the most stable
expressed gene among the four candidate refer﹣
ence genes.NormFinder analysis found thatβ-
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actin was the most stable expressed gene in mantle,gill,and hepatopancreas,but in adductor
muscle tissue,β-actin (0.454)was slightly less stable thanα-tubulin (0.425)and ranked as
the second.BestKeeper analysis showed thatβ-actin was the most stable expressed gene in
mantle and gill tissues,whereasGAPDH was the most stable expressed gene andβ-actin was
ranked as the second in adductor muscle and hepatopancreas tissues.【Conclusion】β-actin can
be used as a reference gene for mangrove mud clam under PCBs stress.
Key words:Polymesoda erosa,quantitative real-time PCR,reference genes,polychlorinated bi﹣
phenyls stress

0 引言

  【研究意义】实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)是检

测基因表达水平的常规手段[1,2]。为了降低各种因

素的影响(如 RNA 提取质量、反转录效率、PCR 扩增

效率等)而导致的定量结果不准确,通常选择表达相

对稳定的管家基因作为内参基因用于校正[3]。理想

的内参基因应在不同的组织、发育阶段以及胁迫的环

境条件下都能稳定地表达,然而近年来的研究表明,
目前常用的内参基因都只能在一定的组织类型和环

境条件下有范围地相对稳定表达,因此,qRT-PCR 结

果的准确性在很大程度上取决于选择合适的内参基

因[4,5]。根据研究目的筛选最优的内参基因,对提高

研究结果的准确性有重要意义。【前人研究进展】常
用的 内 参 基 因 主 要 有 1 8S 核 糖 体 RNA (18S
rRNA )、3-磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH )、a微

管蛋白基因(a-tubulin )、肌动蛋白基因(β-actin )、
转录延伸因子基因(EF )、多聚泛素酶基因(UBQ )
等[6],内参基因的筛选研究已有越来越多的报道,不
同的物种、器官组织和发育阶段以及不同的环境条件

胁迫,其最适内参基因存在差异。目前,主要采用基

于统计学的软件 BestKeeper[7]、geNorm[8]和 Norm﹣
Finder[9]分析候选内参基因的表达稳定性,选择稳定

性最好的作为内参基因。【本研究切入点】污染胁迫

对生物体的效应最先体现在相关基因表达的诱导或

抑制,随后代谢发生改变,直至出现毒性症状[10],污
染物对基因表达调节的研究受到关注,相关的污染早

期诊断预警分子生物标志物已成为生态毒理学研究

的热点[1 1,1 2]。红树蚬(Polymesoda erosa )是广泛分

布于热带、亚热带红树林滩涂的双壳贝类[1 3,14],具有

作为海洋污染监测指示物种的潜力[1 5~1 7]。双壳贝类

内参基因筛选的研究极少,尚未见红树蚬的相关研究

报道。【拟解决的关键问题】通过检测常用的 4 种内

参基因在多氯联苯(PCBs)胁迫下红树蚬不同组织中

的表达量,分析其表达的稳定性,筛选最适内参基因,
为一步开展分子毒理学研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品

  2014 年 1 0 月在广西北海市草头村红树林林下

滩涂采集红树蚬,选择个体大小基本一致的用于

实验。

1.1.2 仪器及试剂

  PCBs(Aroclor 1 242),Accustandard 公司产品;
二甲 基 亚 砜(DMSO),Sigma-Aldrich 公 司 产 品;

RNAiso plus 试 剂、PrimeScriptTM RT reagent Kit
with gDNA Eraser (Perfect Real Time)试剂盒、Ex
TaqTM(Mg2+ free Buffer)试剂盒、SYBR猝 Premix Ex
TaqTMⅡ(Tli RNaseH Plus)试剂盒为大连 TaKaRa
公司产品;AstraGene 核酸蛋白分析仪为 AstraNet
Systems 公司产品;Mini Opticon 荧光定量 PCR 仪

为 Bio-Rad 公司产品;TECHNE TC-PLUS 梯度

PCR 仪为 Bibby Scientific 公司产品。

1.2 方法

1.2.1 红树蚬的驯养

  将采集回的红树蚬在室温下海水微充气饲养驯

化 2 周,海水用量 0.5 L/只,每天彻底换水 1 次。每

天换水后投喂螺旋藻干粉,投喂量 30 mg/只。实验

用海水为砂滤自然海水用自来水调至盐度 1 5,充气 3
d 后使用。实验用红树蚬壳长(47.56±3.60)mm,壳
宽(27.03±4.80)mm,壳高(46.44±5.40)mm。

1.2.2 胁迫处理

  驯养后的红树蚬随机分成两组,胁迫处理前,彻
底换水后不投喂、微充气。胁迫组海水中加入 PCBs
(0.05% DMSO 助溶)至终浓度 50 μL/L,对照组(空
白组)加入等体积的 0.05% DMSO。处理 24 h 后,
每组取 3 个红树蚬个体,解剖后取外套膜、鳃、闭壳肌

和肝胰腺,分别放入已标号的冻存管中,液氮速冻,

-80℃保存。为了排除性别差异的影响,本研究仅选

用雌性个体取样。

1.2.3 总 RNA 提取和 cDNA 合成

  取保存于-80℃的样品(约 1 00 mg 组织)放入
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已预冷的研钵中加入液氮,小心研磨至粉末状。使用

RNAiso plus 试剂提取外套膜、鳃、闭壳肌和肝胰腺

组织中的总 RNA。用 1.2%琼脂糖凝胶电泳和 As﹣
traGene 核酸蛋白分析仪检测所提取总 RNA 的质量

和浓度。将提取的总 RNA 浓度调至 1 μg/μL,使用

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser
(Perfect Real Time)试剂盒进行逆转录合成 cDNA
的第一链,逆转录产物-20℃保存。

1.2.4 引物设计及合成

  根据红树蚬转录组测序所获得的β-actin、18S
rRNA、GAPDH 和 a-tubulin 序列(待发表),应用

Primer Premier 5.0 软件设计引物并送上海英潍捷

基公司合成,引物序列见表 1。
表 1 用于 qRT-PCR 各候选内参基因的引物序列

Table 1  The primer sequences of candidate reference genes
used in qRT-PCR analysis

基因
Gene

引物序列
Primer sequences(5́-3́ )

扩增片段
Amplicon
size(bp)

β-actin
F:ACAGGGAAGCCAAGATGGAA
R:TTGCCGACAGAATGCAGAAG 1 32

1 8S rRNA F:GTACCAGGAGACCAGCTTCACA
R:TTCACCACTTCAACTCACTCTTCC 98

GAPDH F:AATACGGAAAGAGGCGGAAAAC
R:TCAACAGCGTGCCCATACC 87

a-tubulin F:ATGCCTGCTGGGAGCTGTA
R:CCCCGTCTCGCTAAAGAATG 1 1 9

1.2.5 PCR 扩增目的片段

  以等量混合的红树蚬各组织总 RNA 经反转录

合成的 cDNA 为模板,使用 Ex TaqTM(Mg2+ free
Buffer)试剂盒,在 TECHNE TC-PLUS 梯度 PCR 仪

上进行 PCR 扩增候选内参基因目的片段。反应条

件:94℃预变性 5 min;98℃变性 1 0 s,55℃退火 30 s,

72℃延伸 1 min,30 个循环;72℃延伸 5 min。PCR
扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测,送上海立菲

生物技术有限公司测序。

1.2.6 荧光定量 PCR 和标准曲线分析

  使用 SYBR猝 Premix Ex TaqTMⅡ(Tli RNaseH
Plus)试剂盒,在 Mini Opticon 荧光定量 PCR 仪上进

行 qRT-PCR 扩增。反应体系:SYBR猝 Premix E×
TaqTM Ⅱ(2×)12.5 μL,上下游引物(10 mM)各 1

μL,稀释的 cDNA 模板 2 μL,加无菌超纯水至 2 5

μL。反应条件:95℃预变性 30 s;95℃变性 5 s,60℃
退火 30 s,39 个循环。通过梯度 PCR 确定各内参基

因的最佳退火温度,调整模板浓度、引物浓度和退火

时间,确定扩增效果符合要求的反应条件和反应体

系。以等量混合的红树蚬各组织总 RNA 经反转录

合成的 cDNA 为模板,进行 qRT-PCR 扩增,从 6 5℃
到 9 5℃在延伸阶段收集信号进行融解曲线分析,每
个循环增温 0.5℃,保持 0.05 s;以第一链 cDNA 合

成产物按 1∶10 稀释成的 5 个浓度梯度液为模板进

行 qRT-PCR 扩增,制作标准曲线,每个反应设置 3
个重复。以 PCBs 胁迫组和空白对照组红树蚬各组

织样品的第一链 cDNA 为模板,进行 qRT-PCR 扩

增,取每个样品 3 次重复的平均 Ct 值用于基因表达

稳定性分析。

1.2.7 数据分析

  应用 CFX ManagerTM software(Bio-Rad)绘制

标 准 曲 线,计 算 扩 增 效 率。应 用 BestKeeper、

geNorm 和 NormFinder 软件分析各候选内参基因的

表达稳定性,具体操作参照文献[18],选择表达最稳

定的作为内参基因。

2 结果与分析

2.1 总 RNA 提取质量检测

  如图 1 所示,红树蚬各组织样品总 RNA 中 28S、

18S 和 5S rRNA 条带清晰。总 RNA 的 A260/A280
值为 2.0 左右,A260/A230>2.0,RNA 浓度在 500
ng/μL 左右,符合后续定量实验对 RNA 质量的要

求,但 1 8S rRNA 的亮度远大于 28s rRNA。

图 1 不同组织总 RNA 琼脂糖电泳图

  Fig.1 Agarose electrophoresis for total RNA extracted
from different tissues

1.闭壳肌;2.外套膜;3.鳃;4.肝胰腺;M:Marker。
  1.Adductor muscle;2.Mantle;3.Gill;4.Hepatopancreas;
M:Marker.
2.2 PCR 扩增产物分析

  琼脂糖凝胶电泳结果显示,每对引物扩增出的片

段大小与设计的目的片段大小吻合,扩增产物经序列

测定,与目的片段序列一致,说明所设计的引物能特

异性扩增目的片段。

2.3 候选内参基因 qRT-PCR 分析

  4 个候选内参基因的扩增效率介于 9 3.8%~
107.4%,相关系数均在 0.99 以上(表 2),熔解曲线
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都只有单一峰(图 2),说明所设计的引物适宜,无非

特异性扩增,也没有形成引物二聚体,符合 qRT-PCR
分析要求。

图 2 候选内参基因 qRT-PCR 扩增的熔解曲线

  Fig.2 The melting curve of qRT-PCR amplification of
candidate reference genes

  4 个候选内参基因的 Ct 值在同一实验组(胁迫

或非胁迫)的不同组织间,以及相同组织在 PCBs 胁
迫与非胁迫情况下均存在差异(表 3)。

表 2 候选内参基因定量引物扩增效率

Table 2 Amplification efficiency of candidate reference genes of

quantifying primers

基因
Gene

扩增效率(%)
Amplification efficiency

相关系数(r 2 )
Correlation coefficient

β-actin 1 0 1.2 0.990

1 8S rRNA 1 0 7.4 0.99 5

GAPDH 9 8.6 0.99 7

a-tubulin 9 3.8 0.994

表 3 各候选内参基因的 Ct 值

Table 3 Ct values of candidate reference genes

基因
Gene

分组
Group

外套膜
Mantle

鳃
Gill

闭壳肌
Adductor
muscle

肝胰腺
Hepatop-
ancreas

β-actin 胁迫 Stress 24.83 24.1 9 24.1 5 2 9.27
对照 Control 2 6.44 24.5 7 2 9.6 6 2 6.6 1

1 8S rRNA 胁迫 Stress 20.48 22.88 20.06 28.83
对照 Control 24.18 20.92 2 5.83 2 5.06

GAPDH 胁迫 Stress 2 9.38 24.01 2 6.48 2 7.30
对照 Control 2 7.20 2 7.47 2 7.86 2 5.47

a-tubulin 胁迫 Stress 2 3.36 2 6.48 23.14 2 9.33
对照 Control 2 8.40 24.83 2 9.14 2 5.40

2.4 内参基因的选择

  根据 NormFinder 软件分析结果(表 4),在 PCBs
胁迫条件下,红树蚬外套膜、鳃和肝胰腺组织中β-
actin 的表达稳定性最好,而闭壳肌组织中β-actin
(0.454)略微低于 a-tubulin (0.425)排第2 位。
表 4 候选内参基因表达稳定性值的 NormFinder 分析

Table 4 Expression stability of candidate reference genes ana-
lyzed by Norm Finder

基因
Gene

外套膜
Mantle

鳃
Gill

闭壳肌
Adductor
muscle

肝胰腺
Hepatop-
ancreas

β-actin 0.1 3 3 0.1 7 7 0.454 0.189
1 8S rRNA 0.6 94 0.63 6 0.5 5 5 0.307
GAPDH 1.80 1 1.494 1.308 0.53 1
a-tubulin 1.1 5 9 0.5 72 0.425 0.32 6

  geNorm 软件分析结果显示,在 PCBs 胁迫条件

下,红树蚬外套膜、闭壳肌和鳃组织中各候选内参基

因的表达稳定性排序都是β-actin/a-tubulin > 18S
rRNA >GAPDH ,在肝胰腺组织中是β-actin/18S
rRNA > a-tubulin >GAPDH ,表明在红树蚬外套

膜、鳃、闭壳肌和肝胰腺组织中,β-actin 的表达最稳

定(图 3)。

  BestKeeper 软件分析结果显示,在 PCBs 胁迫条

件下,候选内参基因在红树蚬外套膜、鳃、闭壳肌和肝

胰腺组织中表达的稳定性排序分别为β-actin >
GAPDH > 18S rRNA > a-tubulin、β-actin > a-
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tubulin > 18S rRNA > GAPDH 、GAPDH >β-
actin > a-tubulin > 18S rRNA 和GAPDH >β-
actin > 18S rRNA > a-tubulin 。外套膜和鳃组织

中β-actin 表达最稳定,肝胰腺和闭壳肌组织中

GAPDH 表达稳定性最高(表 5)。

  geNorm 和 NormFinder 软件分析结果较为一

致,β-actin 的表达稳定性最好。BestKeeper 软件分

析结果显示β-actin 在外套膜和鳃组织中表达最稳

定,而在肝胰腺和闭壳肌组织中其表达稳定性排位第

2。综合 3 个软件的分析结果,PCBs 胁迫下选择β-
actin 为内参基因。

图 3 候选内参基因表达稳定性值(M)的 geNorm 分析

Fig.3 Expression stability of candidate reference genes by geNorm analyzed
表 5 候选内参基因表达稳定性的 BestKeeper 软件分析

Table 5 Expression stability of candidate reference genes analyzed by BestKeeper

基因
Gene

组织
tissues

几何平均值
GeoMean(CP)

算术平均值
Ar Mean(CP)

最小值
Min(CP)

最大值
Max(CP)

标准差
Std Dev(±CP)

变异系数
CV(%CP)

β-actin 外套膜 Mantle 2 5.6 2 5.6 24.8 2 6.5 0.8 3.1

鳃 Gill 24.9 24.9 24.5 25.2 0.3 3.1

闭壳肌 Adductor muscle 2 6.8 2 6.9 24.1 2 9.9 2.8 10.2

肝胰腺 Hepatopancreas 2 7.9 27.9 2 6.5 2 9.4 1.3 4.8

1 8S rRNA 外套膜 Mantle 22.3 22.3 20.4 24.3 1.8 8.3

鳃 Gill 2 1.9 2 1.9 20.9 22.9 1.0 4.5

闭壳肌 Adductor muscle 22.8 22.9 20.0 2 6.3 2.9 1 2.6

肝胰腺 Hepatopancreas 2 6.9 2 6.9 24.9 28.9 1.9 7.0

GAPDH 外套膜 Mantle 28.3 28.3 27.2 3 1.4 1.2 4.2

鳃 Gill 2 5.7 2 5.7 23.9 28.7 1.7 6.8

闭壳肌 Adductor muscle 2 7.2 27.2 2 6.2 28.1 0.7 2.5

肝胰腺 Hepatopancreas 2 6.4 2 6.4 25.3 27.6 0.9 3.5

a-tubulin 外套膜 Mantle 2 5.8 25.9 23.3 28.8 2.5 9.7

鳃 Gill 2 5.6 2 5.7 24.7 2 6.5 0.8 3.2

闭壳肌 Adductor muscle 2 6.0 2 6.1 23.0 2 9.2 3.0 1 1.5

肝胰腺 Hepatopancreas 2 7.3 27.4 25.3 2 9.6 2.0 7.2
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3 讨论

  总 RNA 的完整性鉴定一般采用电泳图谱中 28S
rRNA、18S rRNA 和 5S rRNA 条 带 清 晰 和 28S
rRNA 条带的亮度约为 1 8S rRNA 条带的两倍为初

步判断标准。本研究中所提取的红树蚬外套膜、鳃、
闭壳肌和肝胰腺组织总 RNA,其电泳条带中 1 8S
rRNA 条带亮度最大(图 1),使用不同的提取试剂并

反复实验,结果一致。利用 Agilent 2 1 00 Bioanalyzer
检测(北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成)发
现,红树蚬 4 种组织样品总 RNA 提取产物的 RNA
Integrity Number (RIN)介于 7.9~8.7,证明所提取

的总 RNA 完整性好。说明不同于大部分真核生物

物种,红树蚬外套膜、鳃、闭壳肌和肝胰腺组织中 1 8S
rRNA 含量高于 28S rRNA。

  双壳贝类不同物种的最适内参基因不尽相同,

GAPDH 和 EF 1-α适用于欧洲扁牡蛎[1 9],Ubi、

Rpl 1 8 和 EF-1α适用于三角帆蚌[20],而适用于合浦

珠母贝[21]、栉孔扇贝[22]、和红树蚬(本研究)的β-
actin ,在欧洲扁牡蛎和三角帆蚌中却是最不稳定的

候选内参基因。同一物种不同组织、发育阶段以及环

境条件,其最适内参基因也不一样。饥饿胁迫下,虾
夷扇贝成体鳃、肾和闭壳肌组织的最适内参基因是

β-actin ,外套膜和血淋巴中是 a-tubulin ,肝胰腺中

是 tb p ;致病菌感染和环境水温变化胁迫下,虾夷扇

贝成体血淋巴的最适内参基因分别为 GAPDH/ a-
tubulin 和GAPDH/cyt b [23]。正常环境中,HELI 、

UBQ 和RPL 1 6 适用于虾夷扇贝成体,而其胚胎和幼

体则要选用 Cyt B、Cyt C 和 His 3.3[24]。 因此,利用

qRT-PCR 研究基因表达,内参基因的选择必须针对

具体的物种、组织及环境胁迫条件,并根据研究目的

筛选适宜的内参基因。

  本研究利用 BestKeeper、geNorm 和 NormFind﹣
er 分 析 结 果 大 体 一 致,但 仍 存 在 一 定 的 差 异。

geNorm 分析结果表明,红树蚬 4 种组织中均为β-
actin 表达最稳定;NormFinder 分析发现,红树蚬外

套膜、鳃和肝胰腺组织中β-actin 的表达稳定性最

好,但闭壳肌组织中 a-tubulin 表达稳定性最好,β-
actin 以微弱的差距排列第 2;BestKeeper 分析结果

显示,红树蚬外套膜和鳃组织中β-actin 表达最稳

定,肝胰腺和闭壳肌组织中 GAPDH 最稳定,β-
actin 排列第 2。另外,上述 3 种软件分析给出的各候

选内参基因在同一组织中的表达稳定性排序也不一

致。说明采用单个软件筛选出来的结果存在片面性,
综合多个软件的分析结果可提高研究的准确性。

Xie[25]等开发的免费在线分析软件 RefFinder(ht﹣
tp://www.leonxie.com/referencegene.php)可通过

整合 BestKeeper、geNorm 和 NormFinder 等软件分

析结果,给出候选内参基因表达稳定性的综合排名。

4 结论

  本研究以β-actin、18S rRNA、GAPDH 和 a-
tubulin 为候选内参基因,采用 geNorm、NormFinder
和 BestKeeper 软件进行表达稳定性分析,研究结果

表明,PCBs 胁迫下红树蚬外套膜、鳃、闭壳肌和肝胰

腺组织中β-actin 表达稳定,适合作为内参基因用于

qRT-PCR,为进一步开展分子毒理学研究奠定基础。
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