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种常见内参基因在大鲵不同组织+不同发育阶段及嗜水气

单胞菌感染下的稳定性'为大鲵后基因组学研究提供指导()方法*采集
E

龄健康大鲵的肝脏+肠+胃+胰腺+肾脏+肌
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皮肤组织'提取其
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'进行实时荧光定量
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种内参基因稳定性评价分析工具!
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种内参基因在大鲵不同组织+不同发育阶段以及不同病理状态下的稳定性()结果*
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种内参

基因在大鲵不同组织中表达稳定性较好的是
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和
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'而在不同发育阶段及嗜水气单胞菌感染大鲵的皮肤

组织中'

"

种内参基因的表达稳定性不同于在不同组织中的表达'稳定性较好的是
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和
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表达最为稳定'是大鲵定量
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首选内参基因'而
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表达稳定性受生理状态的影

响较大'作为第二内参基因时应视试验目的而定'在不同组织中进行定量
TVR

比较时应选用
$%&'

'而在不同生理

状态下则应选用
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"是分子生物学中基因表达和转录

分析的最常用方法%
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'但在
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R\CTVR

过程中'由

于
R/5

的产量+质量+转录效率'以及反应过程中

温度+引物+酶的活性等因素都可能影响
TVR

反应

的准确性'因此为了减少试验误差'确保试验数据的

真实性和可靠性'常采用内参基因进行数据校正和

均一化%
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内参基因又称看家基因'是所有细胞中均表达

的一类基因'其产物是维持细胞基本生命活动所必

需的%
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(内参基因的种类很多'常用的内参基因有
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(理想的内参基因是在不同组织器

官+发育阶段以及各种状态下持续表达的基因%
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但近年来大量的研究结果表明'环境+物种+组织来

源+发育阶段及试验条件等因素的影响均会导致内

参基因表达量发生变化'理想化的内参基因是不存

在的%
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(因此'选择内参基因时'不同生物需要在

各类组织+细胞及试验条件下进行筛选'以最大限度

保证试验结果的可靠性(

大鲵!
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"是现存两栖动物中

个体最大和最珍贵的物种'其地位的特殊性及其独

特的原始结构'是研究生物进化+物种多样性+性别

决定的分子机制等问题的好材料%
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(近年来大鲵

的研究主要集中在遗传多样性%
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+生物学特

性%
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+病害防治%
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+生殖发育%
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&和分子免疫%
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&等方

面'而有关大鲵基因定量
TVR

内参基因稳定性的研

究尚未见报道(为此'本研究对
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种常用内参基因

在大鲵不同组织+不同发育阶段及嗜水气单胞菌感

染下的稳定性进行了综合评价'以期为大鲵后基因

组学研究提供指导(
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主要化学试剂#

\*9̀(-

总
R/5

提取试剂盒购自

\9,+S3+

公司'

T*9K3=>*9

J

0

\]

R\*3,

P

3+0N90

购自

\,N,R,
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)X0*,=aWR ]9Q0)*3
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购自康为公司(大鲵嗜水气单胞菌由西北农林科技

大学王高学教授实验室赠送(其他常规试剂均为国

产分析纯级试剂(

主要仪器设备#核酸测定仪!

W9(CR,@

公司"'高

速冷冻离心机!
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K,EC#DN

设备'

F

;

+,K9>,A?C

XBVG\a#DR

设备"'普通
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仪!

W9(CR,@

公司"'

凝胶电泳系统!北京邦科公司"'荧光定量
TVR

仪

!

W9(CR,@

公司"(
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试验方法
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嗜水气单胞菌感染试验
!

无菌条件下'将嗜

水气单胞菌菌株接种到无菌肉汤培养液中'

E&c

+

%$$*

$

K9+

振荡
!1

后'测得
L$$+K

吸光度!
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L$$
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达到
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'通过显微计数法测得细菌密度为
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#$

D

V78

$

KX

'达到感染试验要求(将菌液
E$$$

*

$

K9+

离心
EK9+

'弃上清液'沉淀加等量无菌生理

盐水'如此反复清洗
E

次后'加等量生理盐水'然后

稀释
#$

倍制成
Ld#$
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V78

$

KX

的菌悬液作为注射

液(根据大鲵体质量的不同'将菌悬液以
%<Ld#$
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V78

$

P

的剂量腹腔注射
E

尾
E

龄健康大鲵'每天观

察和记录大鲵发病情况(于注射后的第
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天分

别取
#

尾感染大鲵进行剖检和皮肤组织样品采集(
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候选内参基因的选择及引物的设计
!

从本

实验室构建的大鲵转录组数据库中筛选出常用的内

参基因'经过生物信息学分析鉴定后选取
#D=

*R/5
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#*+,-.

和
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作为候

选的内参基因(用
T*9K3*T*3K93*"<$

软件设计
"

种候选内参基因引物'具体引物信息见表
#

'并送至

南京金斯瑞生物公司合成(
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大鲵组织样品的采集!

R/5

的提取及
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/5

的合成
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将供试大鲵麻醉致死后'在无菌条件

下'取
E

龄健康大鲵的肝脏+肠+胃+胰腺+肾脏+肌

肉+皮肤+脾脏等
D

种组织'用于
"

种内参基因在不

同组织中表达稳定性的研究,取不同年龄阶段以及

嗜水气单胞菌感染大鲵的皮肤组织'用于
"

种内参

基因在大鲵不同发育阶段和病理状态下表达稳定性

的研究(样品采集后迅速放入液氮中'按照
\*9̀(-

试剂盒说明书提取以上组织的总
R/5

'用
#f

琼脂

糖凝胶电泳和核酸测定仪检测总
R/5

的质量'参

照
\,N,R,

反转录试剂盒说明书'进行基因组
F/5

的消除和反转录'反转录产物于
O%$c

保存备用(
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实时荧光定量
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实时定量
TVR

在
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检测系统上进行'反应体系!
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(整个反应通过两步法进行扩
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预变性
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变性
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'
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退火并

延伸
E$4

'
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个循环(在扩增结束后进行熔解曲线

分析'

M"c

变性
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'然后从
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开始'按
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的速度逐渐升温到
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'连续记录荧光信号变化(

获得的数据通过
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进行统计'按照
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/,计算内

参基因的相对表达量'采用
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软件分析差异显

著性(
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基因表达稳定性评价
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用
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种软件分析
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种内参基

因在不同组织+不同发育阶段及嗜水气单胞菌感染

大鲵后不同时期皮肤中的表达稳定性'筛选出最理

想的内参基因(
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数据分析
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和
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进行数据分析'图表制作采用
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结果与分析

%<#

!

"

种候选内参基因在大鲵不同组织中的表达
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可以明显地看出有
"=

+

#D=

+

%D=E

条带'表明所提取

的
R/5

完整且质量较好(稀释后的总
R/5

经核

酸分析仪测定后'

BF

%L$

$

BF

%D$

均介于
#<D

&

%<%

'表

明所提取的
R/5

无蛋白质污染'可以直接使用(

以
R/5

反转录获得的
>F/5

为模版'采用实

时定量
TVR

检测
"

种内参基因在大鲵肝+肠+胃+

胰+肾+肌+皮和脾脏等
D

种组织中的表达丰度'结果

如图
#

所示(

图
#

!

"

种候选内参基因在大鲵
D

种

组织中的表达

79

P

<#

!

?Q

J

*3449(+-3:3-4(..9:3>,+@9@,03*3.3*3+>3

P

3+349+39

P

100944)34(.'.6;-*=6*@-6-*.C=

!!

图
#

表明'不同基因表达量间存在广泛差异'其

中
#D=*R/5

基因表达丰度最高'在不同组织中
/,

的平均值为
#$<E!_$<%D

,

$%&'

的表达丰度最低'

在不同组织中
/,

的平均值为
E#<%&_$<&D

,

!"##

!

'

"

#*+,-.

和
(')%&

在不同组织中的
/,

平均值分别

/

第
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为
%#<EL_$<%&

'

%#<!D_$<%D

'

%E<LM_$<#"

(

!!

将
"

种内参基因在
D

种组织的定量
TVR

结果

用
E

种软件进行评价'结果见表
%

(由表
%

可知'

"

种候选内参基因在大鲵
D

种组织中表达稳定性最好

的是
!"##

!

'其次是
$%&'

(

表
%

!

"

种候选内参基因在大鲵
D

种组织中的表达稳定性

\,[-3%

!

=0,[9-90

;

3Q

J

*3449(+(..9:3>,+@9@,03*3.3*3+>3

P

3+349+D0944)34(.'.6;-*=6*@-6-*.C=

候选内参基因

V,+@9@,03*3.3*3+>3

P

3+3

P

3/(*K ]

值!排序"

]:,-)3

!

*,+I9+

P

"

W340N33

J

3*

稳定值!排序"

W340I33

J

3*40,[9-90

;

:,-)3

!

*,+I

"

/(*K79+@3*

稳定值!排序"

/(*K79+@3*40,[9-90

;

:,-)3

!

*,+I

"

#D=*R/5 $<E&!

!

"

"

#<%"

!

E

"

$<$M#

!

E

"

"

#*+,-. $<%#D

!

E

"

#<#E

!

%

"

$<%!L

!

"

"

(')%& $<%E&

!

!

"

#<L%

!

!

"

$<##$

!

!

"

!"##

!

$<#D#

!

#

"

$<D&

!

#

"

$<$EL

!

#

"

$%&' $<%$D

!

%

"

#<&L

!

"

"

$<$D&

!

%

"

%<%

!

"

种候选内参基因在大鲵不同发育阶段的表

达稳定性

为检测
"

种候选内参基因在大鲵不同发育阶段

的表达稳定性'本研究以
#

周龄+

M

月龄以及
#

+

%

+

E

龄健康大鲵的皮肤组织
>F/5

为模板进行实时定

量
TVR

分析'结果如图
%

所示(由图
%

可知'

"

种内

参基因中
#D=*R/5

在大鲵不同发育阶段的表达量

最高'其
/,

平均值为
#%<DE_$<&L

,而
$%&'

的表

达丰度最小'

/,

平均值为
E$<"E_$<!L

(

!!

将
"

种内参基因在大鲵不同发育阶段的定量

TVR

结果经
E

种软件进行评定'结果见表
E

(由表
E

可知'

E

种软件评价均显示
#D=*R/5

在大鲵不同发

育阶段表达最不稳定'不适用作不同发育时期定量

TVR

的内参基因,

"

种候选内参基因在大鲵不同发育

阶段表达稳定性较好的为
!"##

!

和
(')%&

(

图
%

!

"

种候选内参基因在不同发育阶段

大鲵皮肤中的表达

79

P

<%

!

?Q

J

*3449(+-3:3-4(..9:3>,+@9@,03*3.3*3+>3

P

3+34
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P
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表
E

!

"

种候选内参基因在不同发育阶段大鲵皮肤中的表达稳定性
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"
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!
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"

种候选内参基因在嗜水气单胞菌感染大鲵

皮肤中的稳定性

为进一步研究在病理状态下
"

种内参基因的表

达稳定性'本研究分别以健康大鲵和感染嗜水气单胞

菌第
E

'

"

'

&

天的大鲵皮肤
>F/5

为模板进行
^

R\C

TVR

检测'结果如图
E

所示(图
E

显示'

"

种候选内

参基因中'

#D=*R/5

在不同感染时期皮肤组织中的

表达量最高'其
/,

平均值为
#!<%%_$<#%

,而
$%&'

的表达丰度最小'

/,

平均值为
E%<EL_$<%E

(

!!

将
"

种内参基因在不同病理阶段的定量
TVR

结果进行软件评价'结果如表
!

所示(由表
!

可知'

"

种内参基因在嗜水气单胞菌感染的不同病理状态

下'稳定性较好的为
!"##

!

和
(')%&

(

图
E

!

"

种候选内参基因在不同感染

阶段大鲵皮肤中的表达
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表
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种候选内参基因在感染大鲵皮肤组织中的表达稳定性
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E
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讨
!

论

实时荧光定量
TVR

是一种强有力的检测基因

表达谱的方法'可用于检测不同时期以及经过不同

处理样本间基因的表达差异%

#D

&

(但在应用
^

R\C

TVR

检测基因
KR/5

相对表达量时'内参基因的

选择至关重要'理想恰当的内参基因可以减少试验

误差'确保试验结果的准确性和可靠性(但适用于

一切组织和细胞类型的内参基因是不存在的'不同

物种'甚至同一物种不同细胞和组织类型'以及特定

处理条件下的最佳内参基因会有所不同%

#M

&

(因此'

在进行特定基因表达检测之前应先进行内参基因的

筛选和稳定性验证(

本研究对
"

种最常用的内参基因在大鲵不同组

织+不同发育阶段以及不同生理状态下的表达稳定

性进行了考察'结果表明
!"##

!

的表达最为稳定'

而
$%&'

+

(')%&

以及
"

#*+,-.

的表达稳定性受

生理状态影响较大(

?7#C

"

作为真核生物的延伸因

子'其表达的稳定性已被一些学者所证实'

B-4:9I

等%

%$

&和
G+

P

3*4-3:

等%

%#

&在大西洋鲑内参基因稳定性

研究中认为'

!"##

!

的表达最稳定(

(')%&

也是

常用的内参基因之一'但有研究表明'

(')%&

在缺

氧等某些特定生理条件下表现出明显的上调或下

调%

%%

&

'这与本研究结果一致(尽管
"

#*+,-.

和
#D=

*R/5

是定量
TVR

中使用最为广泛的内参基因'但

本研究结果显示'其在大鲵不同组织+不同发育阶段

以及病理状态下'均不及
!"##

!

+

$%&'

和
(')#

%&

稳定(有关
"

#*+,-.

表达的不稳定性已有较多

报道'

=03.,+

等%

%E

&在关节软骨蛋白中内参基因评价

时发现'

"

#*+,-.

是表达最不稳定的基因(另外'也

有大量研究显示'

"

#*+,-.

在鱼类+小鼠和人类中的

表达稳定性较差'不适合作为上述物种的内参基

因%

%!C%L

&

,

#D=*R/5

作为一种核糖体
R/5

'其代谢

独立于细胞核内的核酸代谢'不转录为
KR/5

'且

代谢周期较长'从而使
#D=*R/5

在组织和细胞中

的量较为恒定'受细胞内外环境和功能状态变化的

影响较小%

%&C%D

&

(但本研究结果显示'

#D=*R/5

在

大鲵各种状态下的表达都是最不稳定的'这可能和

大鲵物种所处的独特进化阶段有关'具体机制尚需

进一步深入研究(
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