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摘要：合适的内参基因对准确定量目标基因表达水平非常重要。利用实时定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）分析了不同发育

阶段和雌激素暴露条件下栉孔扇贝性腺组织中β－ａｃｔｉｎ、β－ＴＵＢ、ＥＦ－ｌα、１８ＳｒＲＮＡ和ＧＡＰＤＨ　５个内参基因的表达水平，并利

用ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ软件对其表达稳定性进行了分析。结果表明：在所考察的内参基因中，ＥＦ－ｌα在栉孔扇贝不同发育阶段和雌激素

暴露下的表达均最为稳定，可作为定量目标基因表达水平的内参基因之一。
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　　内 参 基 因 通 常 是 管 家 基 因（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｒ　ｈｏｕｓｅ－
ｋｅｅｐｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ），常用于校正实验过程中可能出现的各

种误差，保证实验数据的准确性和实验 结 果 的 可 靠

性［１］。一般认为，内参基因应受环境因素影响较小，在
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生物体各个生长发育阶段持续表达并且表达水平相对

稳定。理想的内参基因应满足以下４个条件［２－４］：（１）表
达水平稳定并且在不同组织中的表达量接近；（２）高度

或中度表达，最好与目标基因的表达水平相近；（３）表
达水平与细胞周期以及细胞是否活化无关；（４）表达水

平不受任何内源性或外源性因素的影响。

　　目前，在多数研究中常用的内参基因包括１８Ｓ核

糖体ＲＮＡ（１８ＳｒＲＮＡ）、３－磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（ＧＡＰ－
ＤＨ）、转录延伸因子（ＥＦ－ｌα）、多聚泛素酶（ＵＢＱ）、肌动

蛋白（β－ａｃｔｉｎ）、α微管蛋白和β微管蛋白基因（α－ＴＵＡ，

β－ＴＵＢ）等
［１，５－７］。并且，随着研究深入，越来越多的内参

基因被逐渐开发和使用，如核糖体蛋白Ｌ－７（ＲＰＬ－７）［８］。
然而，现有数据和资料表明［９－１１］，还没有一个能够满足

上述条件、并且适用于不同生物、不同研究目的的通用

内参基因。因此，这就需要根据特定研究对象、特定研

究目的选择合适的内参基因开展研究［１２－１７］。栉孔扇贝

（Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ），属于无脊椎双壳类动物，营滤食性

生活，是我国北方沿海重要的经济贝类之一；同时，栉
孔扇贝是典型的雌雄异体发育，可作为揭示环境内分

泌干扰物诱导无脊椎动物发生雌性化的作用机制研究

的生物材料。并且，有关栉孔扇贝繁殖与发育的生物

学研究［１８－１９］以及栉孔扇贝的高通量测序结果［２０］也为相

关研究提供了丰富的分子生物学信息。然而，到目前

为止，对于栉孔扇贝内参基因表达的稳定性、尤其对于

雌激素作用下内参基因的稳定性尚未开展针对性研

究。为此，本文利用 实 时 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（ＲＴ－
ｑＰＣＲ）分析了不同发育时期和雌激素暴露下栉孔扇贝

１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰＤＨ、ＥＦ－ｌα、β－ＴＵＢ和β－ａｃｔｉｎ　５个内参基

因的稳定性，并筛选出适用于定量雌激素作用下目标

基因表达水平的内参基因，这为今后开展栉孔扇贝基

因表达的相关研究奠定了基础。

１　材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　样品采集

　　实验于２０１２年４月至６月每隔２周连续采集

大连海区野生成熟栉孔扇贝（壳长 （５４．８２±４．８０）

ｍｍ；壳宽 （５９．７０±５．４０）ｍｍ），称量性腺质量与

软体部质量，用 于 计 算 性 腺 指 数（公 式１）。同 时 取

少量性腺组织快速置于ＲＮＡ保存液中低温保存。

　　性腺指数（ＧＳＩ，％）＝ （性腺质量（ｇ）×１００）／
软体部质量（ｇ） （１）

　　另于同年１０月从该海区采集野生成熟栉孔扇

贝，在实验室暂养２周后用于雌激素暴露。将扇贝

随机分成２组（每组雌雄各１０只），置于４０Ｌ水族

缸中，加入雌二醇（１７β－Ｅ２，溶于ＤＭＳＯ）至暴露终浓

度（５００ｎｇ·Ｌ－１）。每天换水２次，每次２０Ｌ，并于每

次换水后投喂新鲜小球藻。暴露期间水温维持（２０
±０．５）°Ｃ，光周期设定１４ｈ（白）∶１０ｈ（昼）。暴露

１０ｄ后取部分性腺置于液氮中冻存。

１．２　ＲＮＡ提取与逆转录

　　取２０～３０ｍｇ性腺组织，加入１ｍＬ　Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）后冰浴５ｍｉｎ。用 均 质 器（Ｐｒｅｃｅｌｌｙｓ
２４，Ｂｅｒｔｉｎ，法国）进行快速震荡破碎：５　０００ｒ·ｍｉｎ－１，

２０ｓ。重复２次，每 次 间 隔３０ｓ。将 匀 浆 液 转 移 至

１．５ｍＬ离心管中，加入０．２ｍＬ氯仿，颠倒混匀，室

温静置３～５ｍｉｎ。离 心：４°Ｃ，１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１，１５
ｍｉｎ。小心吸 取 上 层 水 相 至 新 的 离 心 管 中，加 入 等

体积异丙醇，颠倒混匀。离心弃上清，将ＲＮＡ沉淀

用体积分数为７５％的酒精（含体积分数为１‰的焦

碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ））洗涤３次，在超净台中吹至近

干。然后将ＲＮＡ溶于１‰ ＤＥＰＣ（ｖ／ｖ）的灭菌水。

紫外分光光度计检测样品ＲＮＡ纯度 和 浓 度，Ａ２６０／

Ａ２８０比值为１．８～２．０的ＲＮＡ样品进行后续实验。

　　调整ＲＮＡ浓度至１μｇ·μＬ－１。取４μＬ总ＲＮＡ、４μＬ
ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，宝生物公司，大连）、１μＬ　Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５
（５００μｇ·ｍＬ－１，Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏ．，美国 ）和１μＬ　Ｍ－ＭＬＶ逆转

录酶（２００Ｕ·μＬ－１，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｔｄ．，美国），加灭菌水补足到

２０μＬ充分混合。另取等量灭菌水作为阴性对照。按照

Ｍ－ＭＬＶ逆转录试剂说明逆转录合成样品ｃＤＮＡ。

１．３　内参基因选择

　　研究选择了５个常用内参基因。其中，β－ａｃｔｉｎ、

β－ＵＴＢ、ＥＦ－ｌα、１８ＳｒＲＮＡ４个 基 因 序 列 来 自 ＮＣＢＩ
数据库（接收号见表１）。ＧＡＰＤＨ利用Ｂｉｏｅｄｉｔ　７．０
软件比对ＮＣＢＩ数据库中已发表的其他生物ＧＡＰ－
ＤＨ基因 序 列［４］，利 用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０在 保 守

区设计兼并引物：正向引物为５’－ＧＴ（ｔ，ｃ）ＧＣ（ｔ，ｃ，

ａ）（ｇ，ａ）ＴＣＡＡ（ｔ，ｃ）ＧＡ（ｔ，ｃ）ＣＣ（ａ，ｔ，ｇ，ｃ）ＴＴＣＡＴ－
３’，反向引物为５’－ＧＧ（ａ，ｔ，ｇ）ＣＣ（ａ，ｇ）ＧＡ（ａ，ｇ，ｃ）

ＡＣ（ａ，ｔ，ｇ）ＧＴＣＴＴ（ｔ，ｃ）ＴＧ－３’。以 上 述 合 成 的

ｃＤＮＡ为模板，利用ＭｙＣｙｃｌｅｒＴＭ　ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，
美国）扩增栉孔扇贝的ＧＡＰＤＨ基因：第１阶段：９４°
Ｃ，５ｍｉｎ，１个 循 环；第２阶 段：９４°Ｃ，３０ｓ；５４°Ｃ，４５
ｓ；７２°Ｃ，６０ｓ，４０个循环；最后，在７２°Ｃ条件下延伸１０
ｍｉｎ。反应体积为５０μＬ。所得ＰＣＲ扩增产物利用１２

ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳后染色，回收并纯化目标条带，送
至大连宝生物公司测序。将测序结果利用ＢＬＡＳＴ在

线比对、确认，并提交至ＮＣＢＩ数据库。
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　　根据获得 序 列，利 用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　３．０设 计

各目标基因的实时定量ＰＣＲ引物（见表１），并在下

述条 件 下 扩 增 上 述 所 得 性 腺ｃＤＮＡ 样 品：ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１０μＬ，正向和反向引物各

１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），ｃＤＮＡ模板５μＬ，加灭菌的蒸

馏水补足至２０μＬ，充分混合。扩增条件为：５０°Ｃ保

持２ｍｉｎ，９５°Ｃ保持１０ｍｉｎ，然后９５°Ｃ，１５ｓ；６０°Ｃ，１
ｍｉｎ，４０个循环（ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ?７５００，美国）。在最后

１个循环结束后做溶解曲线以验证定量引物的特异

性。所有样品均为３个平行测定。
表１　栉孔扇贝内参基因号与对应定量引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ

名 称 接收号 引物（５＇－３＇）

β－ａｃｔｉｎ　 ＡＹ３３５４４１．２
Ｆ：ＴＴＣＴＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＡＴＣＴＧＣ

Ｒ：ＡＴＴＧＴＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＡＡＡＧ

β－ＴＵＢ　ＡＹ３９５５７１．１
Ｆ：ＴＣＣＣＣＣＧＴＣＴＣＣＡＴＴＴＣＴＴＣ

Ｒ：ＧＣＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＡＧＡＴＧＴＧＡ

ＥＦ－ｌα ＤＴ７１６０７５．１
Ｆ：ＧＣＣＡＴＡＣＣＧＣＴＣＡＣＡＴＴＧＣＴ

Ｒ：ＣＣＡＧＡＡＣＧＡＣＧＧＴＣＧＡＧＴＴＴ

１８ＳｒＲＮＡ　ＡＦ５２６２５３．１
Ｆ：ＧＣＣＧＧＡＧＴＴＧＣＴＴＣＡＡＴＧＡＣ

Ｒ：ＣＣＣＣＧＧＡＡＣＣＣＡＡＡＡＡＣＴＴ

ＧＡＰＤＨ　ＫＣ５７３７８３．１
Ｆ：ＴＧＴＣＡＴＧＧＧＡＧＴＣＡＡＴＣＡＣＡＣＡ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＧＴＡＣＡＧＧＡＡＧＣＡＴＴＧＣ

　　在确定定量引物序列后，随机选择３个样品的

ｃＤＮＡ以十倍稀释 法 稀 释 成５个 浓 度 梯 度，在上述

条件下进行扩增。在Ｃｔ值（扩增循环数）与样品稀释度

之间建立相对标准曲线。筛选两条标准曲线斜率差小

于０．１、且扩增效率处于９０％～１１０％之间（见公式（２））
的引物为最终定量引物。在此基础上，利用上述方法

定量所有样品各内参基因的Ｃｔ值（表２）。

　　扩增效率（Ｅ）＝１０（－１／斜 率）－１ （２）

１．４　数据分析

　　采用ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ［２１］在线分析了各内参基因在栉孔

扇贝性腺发育过程中和外源雌激素暴露条件下表达水

平的稳定性。ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ综合了ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ和比较ｄｅｌｔａ－Ｃｔ法４种评价方法，即在４种

方法分析结果的基础上赋予每个内参基因合适的权

重，继 而 计 算 各 内 参 基 因 排 序 值 的 几 何 平 均 数

（ｇｅｏｍｅａｎ　ｏｆ　ｒａｎｋｉｎｇ　ｖａｌｕｅｓ），最终根据计算结果的大小

确定最稳定的内参基因。其中，ＧｅＮｏｒｍ软件［２２］是专

门用于ＲＴ－ＰＣＲ方法选择内参基因的程序，一般会筛

选出２个或２个以上的内参基因以利于得到更为可靠

的定量结果；ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件［２３］原理与ｇｅＮｏｒｍ程序

类似，即首先根据各内参基因的稳定值（Ｍ）排序，然后

将表达稳定值最小的基因作为最稳定 的 内 参 基 因；

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件［２４］是针对内参基因和目标基因进行选

择的程序，根据每个内参基因Ｃｔ值的几何平均数确定

最稳定内参基因；比较ｄｅｌｔａ－Ｃｔ法［２５］是在各目标基因

扩增效率接近一致的前提下，分别以不同基因作为内

参基因进行一一比较后对各内参基因的表达水平进行

标准化，最后选取表达最为稳定的基因作为内参基因。

２　结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ　ａｎｄ　ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

　　从大连海区采集处于性腺发育期的野生栉孔扇

贝。从性腺发育指数（图１）可知，随着实验进行，栉

孔扇贝性腺逐渐发育成熟并于第４次采样时性腺发

育达到排卵 期。继 而 第５次 采 样 时 开 始 呈 下 降 趋

势，说明排卵（精）后的性腺开始自然退化，这也反映

了生物体繁殖周期的生理生化变化的过程。

图１　采样期间栉孔扇贝性腺指数

Ｆｉｇ．１　Ｇｏｎａｄｏｓｏｍａｔｉｃ　ｉｎｄｅｘ　ｏｆ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ

ｉｎ　ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｐｅｒｉｏｄｓ

　　利用上述设计的兼并引物，分离、扩增并测序得到

栉孔扇贝ＧＡＰＤＨ基因部分序列（４４７ｂｐ）。根据三联体

密码子规则，该部分碱基对应着１４９个氨基酸（图２）。经

ＢＬＡＳＴ在线比对确认后提交至ＮＣＢＩ数据库（Ｇｅｎｅｂａｎｋ
接收号：ＫＣ５７３７８３．１）。经与ＮＣＢＩ数据库登记的其他物

种ＧＡＰＤＨ比对，本研究扩增的栉孔扇贝ＧＡＰＤＨ基因

氨基酸序列与大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ　ｍａｇｎａ，ＣＡＢ９９４７５）、北美

负鼠（Ｄｉｄｅｌｐｈｉｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ，ＡＢＤ７７１７７）、斜 带 石 斑 鱼

（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ　ｃｏｉｏｉｄｅｓ，ＡＥＧ７８３７８）、游离尾蝠（Ｔａｄａｒｉｄａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ，ＡＢＤ７７１８９）、非 洲 象（Ｌｏｘｏｄｏｎｔａ　ａｆｒｉｃａｎａ，

ＡＢＤ７７１８０）、星 虫 凤 凰 螺 （Ｐｈａｓｃｏｌｉｏｎ　ｓｔｒｏｍｂｕｓ，

ＡＢＭ９７６６６）和人（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ，ＡＢＤ７７１９０）的相似度均

为９５％（图３）。
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图２　栉孔扇贝ＧＡＰＤＨ基因碱基与对应的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　Ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＧＡＰＤＨ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ

图３　栉孔扇贝ＧＡＰＤＨ基因部分氨基酸序列与大型溞（ＣＡＢ９９４７５）、北美负鼠（ＡＢＤ７７１７７）、斜带石斑鱼（ＡＥＧ７８３７８）、

游离尾蝠（ＡＢＤ７７１８９）、非洲象（ＡＢＤ７７１８０）、星虫凤凰螺（ＡＢＭ９７６６６）和人（ＡＢＤ７７１９０）ＧＡＰＤＨ氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｐａｒｔｉａｌ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ＧＡＰＤＨ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ　ｗｉｔｈ　ｔｈｏｓｅ　ｏｆ

Ｄ　 ａｐｈｎｉａ　ｍａｇｎａ（ＣＡＢ９９４７５），Ｄｉｄｅｌｐｈｉｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ（ＡＢＤ７７１７７），Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ　ｃｏｉｏｉｄｅｓ（ＡＥＧ７８３７８），Ｔａｄａｒｉｄａ　ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ
（ＡＢＤ７７１８９），Ｌｏｘｏｄｏｎｔａ　ａｆｒｉｃａｎａ（ＡＢＤ７７１８０），Ｐｈａｓｃｏｌｉｏｎ　ｓｔｒｏｍｂｕｓ（ＡＢＭ９７６６６）ａｎｄ　Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ（ＡＢＤ７７１９０）
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　　利用设计的定量引物扩增各内参基因。结果显

示，各内参基因溶解曲线均呈现单一峰，并且解链温

度均高 于８０°Ｃ，说 明 产 物 单 一，引 物 特 异 性 较 好。
同时，根据稀释倍数计算各基因的定量标准曲线和

扩增效率。从表２可知，各内参基因标准曲线的相

关系数均大于９９．９％，扩增效率在９８．１％ ～１０８．
１％之间。另外，样品的阴性对照无扩增信号，说明

实验体系无污染，实验样品可用于后续研究。

　　在 本 研 究 中，利 用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软 件 评 价５次

采样（代表了不同发育时期）和雌激素暴露栉孔扇贝

性腺中５个内参基因表达的最稳定性结果为：ＧＡＰ－
ＤＨ、１８ＳｒＲＮＡ、ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα和 ＥＦ－ｌα；

ＧｅＮｏｒｍ软 件 评 价 的 结 果 为：β－ＴＵＢ｜ＥＦ－ｌα、１８Ｓ
ｒＲＮＡ｜ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα｜ＧＡＰＤＨ、ＥＦ－ｌα｜ＧＡＰＤＨ、

表２　栉孔扇贝内参基因定量引物扩增参数

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ

名 称 扩增长度 斜 率 相关系数（ｒ２）扩增效率／％

β－ａｃｔｉｎ　 １５５ －３．３０６　 ０．９９９　 ９８．１

β－ＴＵＢ　 １８２ －３．１４２　 ０．９９９　 １０８．１
ＥＦ－ｌα １５３ －３．３３５　 ０．９９９　 ９９．５
１８ＳｒＲＮＡ　 １６３ －３．３０６　 ０．９９９　 １００．７
ＧＡＰＤＨ　 １５５ －３．３３４　 ０．９９９　 ９９．５

１８ＳｒＲＮＡ｜ＥＦ－ｌα和β－Ａｃｔｉｎ｜ＥＦ－ｌα；ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
软件评 价 的 结 果 为：ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα、１８ＳｒＲＮＡ、β－
Ａｃｔｉｎ、ＥＦ－ｌα和１８ＳｒＲＮＡ；比较ｄｅｌｔａ－Ｃｔ法的评价

结果为：ＧＡＰＤＨ、ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα、ＥＦ－ｌα和ＥＦ－ｌα。
由上可知，不同软件的分析结果并不完全一致，这是

图４　栉孔扇贝性腺发育过程与雌激素暴露不同内参基因稳定性（卵巢和精巢样本各６例）
注：（ａ）第１次采样；（ｂ）第２次采样；（ｃ）第３次采样；（ｄ）第４次采样；（ｅ）第５次采样；（ｆ）雌激素暴露

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｄｕｒｉｎｇ　ｇｏｎａｄａｌ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｅ２ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｏｆ　Ｃｈｌａｍｙｓ　Ｆａｒｒｅｒｉ（ｎ＝６）

Ｎｏｔｅ：（ａ）ｆｉｒｓｔ　ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｂ）ｓｅｃｏｎｄ　ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｃ）ｔｈｉｒｄ　ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｄ）ｆｏｕｒｔｈ　ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｅ）ｆｉｆｔｈ　ｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｆ）Ｅ２－ｅｘｐｏｓｕｒｅ



第４期 刘颖等：栉孔扇贝内参基因稳定性研究 ６２１　　

由 于 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 比 较

ｄｅｌｔａ－Ｃｔ法４种 评 价 方 法 分 析 目 标 的 侧 重 点 不 同，

因此对于同一数据的分析结果略有差异。为此，仅

以一种方法 筛 选 稳 定 内 参 基 因 有 一 定 程 度 的 局 限

性，有可能造成分析结果存在误差。为了避免这个

问题，我们利用同时包含上述４种评价方法的Ｒｅｆ－
Ｆｉｎｄｅｒ软件在线分析栉孔扇贝性腺发育期和雌激素

暴露性腺各内参基因表达的稳定性（图４（ａ）－（ｅ）），

其结果比单一方法的评价结果更为可靠。从图４中

可知，性腺发育过程中以ＥＦ－ｌα的排序值几何平均

数最小，即ＥＦ－ｌα在性腺发育过程中的表达最为稳

定。而其他内参基因在性腺发育过程中的变化幅度

均大于ＥＦ－ｌα。另外，处于外源雌激素（５００ｎｇ·Ｌ－１）

暴露 条 件 下，ＥＦ－ｌα在 各 内 参 基 因 表 达 排 序 值 的 几

何平均数亦为最小，即处于外源雌激素暴露条件下

以ＥＦ－ｌα的表达最为稳定（图４（ｆ））。因此，本实验

结果证明：ＥＦ－ｌα可作为判别栉孔扇贝性腺发育过

程和外源雌激素作用下相关基因表达变化的稳定内

参基因之一。由此可以看出，ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ是在上述４
种方法评价结果的基础上，通过比较得出ＥＦ－ｌα是

本研究５个内参基因中表达最稳定的内参基因。

　　另外，从采集的栉孔扇贝性腺发育指数可以看

出（图１），本 研 究 期 间 栉 孔 扇 贝 性 腺 发 育 经 历 了 增

值、成熟和退化的一个过程。根据生物的生理发育

周期，可知栉孔扇贝的整个发育期间，体内各项生理

参数和功能会随着性腺发育而改变，如糖类合成、蛋

白合成以及激素水平等［２６－２７］。因此，这个过程表达

相对 更 为 稳 定 的 基 因———ＥＦ－ｌα，受 雌 激 素 影 响 较

小（这在后续雌激素暴露实验中也得到了验证），可

作为研究雌激素作用下栉孔扇贝各目标基因表达的

稳定内参基因之一。
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ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９９，７５（２－３）：２９１－２９５
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ｐｒｏｂｌｅｍｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

２００２，２９（１）：２３－２９
［４］　Ｄｈｅｄａ　Ｋ，Ｈｕｇｇｅｔｔ　Ｊ　Ｆ，Ｂｕｓｔｉｎ　Ｓ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
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ｓｉｏｎ　ｉｎ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２００４，３７
（１）：１１２－１１９
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ｓｔｕｄｉｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ　ａｒｔｉｃｕｌａｒ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ［Ｊ］．
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ｏｌｏｇｙ，２００７，８：１０
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ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１１，６９（２）：１７３－１７９

［１４］　侯维海，孙鹏，陈全家，等．地黄实时定量ＰＣＲ内参基

因的筛选［Ｊ］．中国农学通报，２０１１，２７（１７）：７６－８１

Ｈｏｕ　Ｗ　Ｈ，Ｓｕｎ　Ｐ，Ｃｈｅｎ　Ｑ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ
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Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，２０１１，２７（１７）：

７６－８１（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１５］　计红，王忠伟，郭景茹，等．产蛋前期和产蛋期籽 鹅

组织内参 基 因 的 稳 定 性［Ｊ］．中 国 农 业 科 学，２０１２，
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Ｓｉｎｉｃａ，２０１２，４５（１１）：２２６０－２２６６（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１６］　鲍相渤，刘卫东，姜冰，等．内参基因在虾夷扇贝 定

量ＰＣＲ中表达 稳 定 性 的 比 较［Ｊ］．水 产 科 学，２０１１，
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ｅｎｃｅ，２０１１，３０（１０）：６０３－６０８（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１７］　徐安 定，谭 少 华，屈 洋．缺 氧 时 星 形 胶 质 细 胞 定 量

ｍＲＮＡ表达的内部 参 照 标 准 研 究［Ｊ］．中 国 病 理 生

理杂志，２００４，２０（５）：７７４－７７８

Ｘｕ　Ａ　Ｄ，Ｔａｎ　Ｓ　Ｈ．Ｑｕ　Ｙ．Ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｆｏｒ　ｍＲ－
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７７４－７７８（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１８］　廖成义，徐应馥，王远隆．栉孔扇贝的生殖周期［Ｊ］．
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ｏｆ　Ｃｈｉｎａ，１９８３，７（１）：１－１２
［１９］　匡世焕，孙慧玲，李锋，等．栉孔扇贝生殖活动前 后

的滤食和生长［Ｊ］．海 洋 水 产 研 究，１９９６，１７（２）：８０

－８５
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（２）：８０－８５

［２０］　秦贞奎．栉 孔 扇 贝（Ｃｈｌａｍｙｓ　ｆａｒｒｅｒｉ）性 别 分 化 相 关

基因的筛选 以 及 两 个 相 关 基 因 的 表 达 分 析［Ｄ］．青

岛：中国海洋大学，２０１１：３１－３３

Ｑｉｎ　Ｚ　Ｋ．Ｓｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ｓｅｘ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ
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