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苯酚胁迫下多刺裸腹溞实时定量PCR内参基因的筛选

王    茜    刘文秀    高    菲    王    兰
(山西大学生命科学学院, 太原 030006)

摘要: 为研究苯酚胁迫下多刺裸腹溞(Moina macrocopa)相关基因的表达情况, 筛选用于实时定量PCR分析的

最佳内参基因。利用内参基因表达的cycle  threshold(Ct值)非参数检验、GeNorm、NormFinder和Best-
Keeper四种方法对β-actin、16S rRNA和12S rRNA进行分析, 筛选出苯酚胁迫下多刺裸腹溞表达相对稳定的

内参基因。结果显示,  从Ct值初步判定不同浓度苯酚胁迫后,  多刺裸腹溞体内β-actin、16S  rRNA和12S
rRNA均可稳定表达, 且稳定性顺序为: 16S rRNA>12S rRNA>β-actin, 从GeNorm软件分析显示内参基因的稳

定性顺序为:  16S  rRNA=β-actin>12S  rRNA,  NormFinder和Bestkeeper分析显示的稳定性顺序均为:  16S
rRNA>β-actin>12S rRNA。基于以上四种方法对三个候选内参基因的筛选, 确定了16S rRNA作为多刺裸腹溞

实时定量PCR的最佳内参基因, 有助于提高qRT-PCR分析的准确性, 为进一步研究苯酚胁迫多刺裸腹溞后目

的基因功能的表达提供了基础。
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枝角类是生态毒理学中常用的化学物质生态

毒性评价模型之一
[1]
。多刺裸腹溞(Moina macro-

copa)作为常见的枝角类 ,  是除大型溞(Daphnia
magna)和蚤状溞(Daphnia pulex)之外的又一理想材

料, 是山西省水体中的优势物种, 全身透明、繁殖

率高、对农药等化学品具有高的敏感性
[2], 常被用

于水环境的生物监测。目前关于多刺裸腹溞分子

生物学方面的研究较少, 相关分子生物学信息匮乏,
限制了外源化学物质对其毒性效应的分子机制的

研究。

实时定量PCR(Quantitative Real-Time PCR,
qRT-PCR)是在传统聚合酶链式反应(Polymerase
chain reaction, PCR)的基础上发展起来的一项新的

核酸定量技术
[3], 操作快速灵敏、具有特异性强、

定量准确、检验范围广等特点, 随着技术的不断成

熟, 广泛应用于多个领域
[4]
。qRT-PCR主要有绝对

定量和相对定量两种方法, 其中相对定量不需要已

知的标准品, 相对简便因而被大量采用
[5], 但前提是

需要稳定的内参基因。

内参基因是指在对某一个目的基因进行定量

研究时, 在实验条件下待测样品中表达相对恒定的

一类基因, 其作用是校正目的基因的定量过程
[6]
。

常用的内参基因大多是管家基因(House-keeping
gene), 包括编码组蛋白基因、线粒体蛋白基因、编

码核糖体蛋白基因、生物代谢途径中各种关键酶

的基因等, 如rRNA、β-actin、cyclophilin、hsp、
gapdh、rpl13等[7]

。这些管家基因大多参与了生物

体基本代谢活动, 因而具有稳定表达的特性
[8]
。但

内参基因并非在所有生理条件下都能稳定表达, 在
特定实验条件或某些组织细胞中各基因的表达稳

定性有差异
[9], 至今还未发现一个适合所有条件下

基因表达分析的内参基因
[ 1 0 ]

。镉胁迫斑马鱼

(Danio rerio)后, ef1a、rpl13a、gapdh和rplp2分别

是在肾脾脏、肝脏、鳃和肠道中稳定表达的内参
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基因
[11]
。弧菌免疫后拟穴青蟹(Scylla paramamosain)

的血细胞选择ef1a、UPQ作为内参基因, 但其他组

织选择18S rRNA和ef1a作为内参基因
[12]

。因此, 在
进行目的基因相对定量分析中, 不同的实验条件甚

至同一实验条件不同组织都需要进行内参基因的

筛选。目前对多刺裸腹溞进行实时定量PCR分析

研究的报道较少
[13], 有关内参基因的信息缺乏。鉴

于此, 本研究设计合成了多刺裸腹溞β-actin、16S
rRNA和12S rRNA的特异性引物, 利用内参基因表

达水平(Ct值)[11, 14]
、GeNorm[15]

、NormFinder[16]
和

BestKeeper[17]
四种方法分析了苯酚胁迫下各基因的

表达稳定性, 从中筛选出最佳内参基因, 为进一步

研究苯酚胁迫下多刺裸腹溞相关目的基因的表达

奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验动物

多刺裸腹溞(Moina macrocopa)采自山西省太

原市小店区北张村, 在本实验室经过三代以上孤

雌生殖培养, 其敏感度达到GB/T 13266—91的要

求
[18]
。

1.2    实验方法

苯酚处理及样品采集　　选取健康状况良好

的一日龄幼溞, 分别接种到盛有不同浓度苯酚(0、
0.25、0.75、1.25、1.75和2.25 mg/L)的烧杯中, 水
温控制在(25±1)℃, 光照周期为光:暗=16h:8h。培

养期间不喂食。在苯酚染毒处理后, 将存活的多刺

裸腹溞过滤、用DEPC水清洗、吸掉多余水分, 称
量0.1 g置于提前装有1 mL Trizol的无RNA酶的

EP管中, 于–80℃保存。实验重复3次, 每次2个平行。

总RNA提取和cDNA合成　　用Trizol法[19]
提

取总RNA, 经凝胶电泳和分光光度计检测总RNA的

质量。利用5×All-In-One RT MasterMix试剂盒(镇
江ABM公司提供)将总RNA合成cDNA并置于–20℃
保存备用。

引物设计、内参基因的扩增及PCR产物纯

化　　从NCBI数据库获得多刺裸腹溞三个内参基

因β-actin、16S rRNA和12S rRNA的CDS序列, 并
利用Primer 3软件设计了特异性引物(表 1)。以不

同浓度苯酚处理样品的cDNA等量混合物为模板,
扩增反应条件为94℃预变性3min, 94℃变性30s,
60℃退火30s, 72℃延伸1min, 35个循环, 72℃延伸

8min。将PCR扩增产物按照SanPrep柱式DNA胶回

收试剂盒(上海生工提供)方法进行两轮回收, 得到

三个纯化的PCR产物作为标准品, 用分光光度计检

测标准品浓度, 并送公司测序(上海生工)。

实时定量PCR分析　　参照EvaGreen 2×qP-
CR MasterMix试剂盒(镇江ABM公司提供)说明书,
将纯化的三个基因标准品分别稀释101—107

倍为标

准溶液作为模板, 利用ABI 7500实时定量PCR系统

对三个内参基因进行实时定量PCR分析。反应体

系为15 μL, 反应条件: 50℃ 2min, 94℃ 10min; 40个
循环: 95℃ 15s, 60℃ 1min。根据循环Ct值和拷贝

数制作标准曲线。

标准曲线的建立: 通过标准溶液的浓度, 计算

出拷贝数。

拷贝数/μL=6.02×1023(copies/mol)×模板浓度

(g/μL)/平均分子量(g/mol)
其中: 平均分子量(MW g/mol)=碱基数(bp)×

660 (D/bp)
以拷贝数的对数为横坐标, Ct值为纵坐标, 制

作标准曲线。

以不同浓度苯酚胁迫下的多刺裸腹溞cDNA作

为模板, 将三个内参基因和目的基因蜕皮激素接受

子3(Hormone receptor 3, HR3)按照以上方法实时定

量PCR。HR3基因在多刺裸腹溞中的相对表达量

(R)的计算公式如下: R=2–∆∆Ct
。

数据处理与分析　　利用琼脂糖凝胶电泳技

术对总RNA质量和内参基因目的片段进行检测, 所
得结果采用SPSS 17.0软件进行单因素方差分析

(One-Way-ANOVA), 采用Waller-Duncan进行非参

数检验, 呈现显著性差异(P<0.05)的整体数据, 继续

采用Tukey HSD检验两组数据之间的统计学差异,
所得结果用平均值±标准误差表示(Mean±SD)。
GeNorm根据M (平均表达稳定值)的大小进行稳定

性比较, M值越小稳定性越好
[15]

。NormFinder根据

运算出内参基因S (稳定性)分析内参基因表达稳定

性, S值越小表示稳定性越好
[16]

。BestKeeper用于比

较内参基因表达稳定性和基因表达水平的软件,
Geo mean (几何平均数)、SD (标准变异系数)越小

表 1   候选内参基因的引物序列

Tab. 1   Primer sequences of candidate reference genes

基因
Gene

NCBI序列号
Access No. 引物序列Sequence (5′－3′)

目的片段长
度Sequence
length (bp)

β-actin AJ292554.1
TGATCTTGCGGCTTTGGT
TGTGCCGTGCTCAATTG
GGTAT

215

16S
rRNA JN657695.1

TGAAGGCTGGTATGAAT
GGATGTCGCCCCAACAA
AAGTCT

186

12S
rRNA AY163661.1

GGAGAGTGACGGGCGAT
ATGTTCAGGTCAAGGTG
CAGCTT

168

HR3 FJ755466.1
AAGAGTTCGGGCGTCCA
TGGCATCGGTTGCGGTT
GA

142
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稳定性越好
[17]
。

2    结果

2.1    总RNA质量检测和内参基因目的片段的扩增

图 1显示, 在不同浓度的苯酚处理后多刺裸腹

溞总RNA样品条带清晰, 无降解, 28S rRNA与18S
rRNA的亮度比值至少为1:1。定量检测结果显示各

样品A260/A280值均在2.0左右, 说明多刺裸腹溞总

RNA较完整且纯度高, 可以进行后续实验。用不同

浓度苯酚处理后的样品cDNA等量混合, 分别扩增

了β-actin、16S rRNA和12S rRNA的目的DNA片段,
琼脂糖凝胶电泳分析显示三个内参基因条带与预

期大小一致, 且均为单一条带(图 2), 而且测序结果

也正确。这表明各内参基因的目的条带正确, 引物

具有较好的特异性, 可以用于后续实时定量PCR
分析。

2.2    实时定量PCR分析

图 3为β-actin、16S rRNA和12S rRNA三个内

参基因的标准曲线 ,  相关系数R 2
分别为0 .996 ,

0.998和0.995, 线性关系好, 可靠性高。引物的扩增

效率在97.43%—105.54%(表 2), 符合实时定量

PCR对扩增效率的要求。各个内参基因的熔解曲

线有明显的单一信号峰, 样品间的重复性高, 在阴

性对照中未检测到荧光信号。表明实时定量PCR
反应中模板与引物结合良好, 具有高的特异性。

表 2   三个内参基因的相关系数及扩增效率

Tab. 2   Correlation coefficient and amplification efficiency of
three internal reference genes

基因Gene 相关系数R2 (%) 扩增效率E (%) 斜率a
β-actin 99.60 103.89 –3.232

16S rRNA 99.80 97.43 –3.385
12S rRNA 99.50 105.54 –3.196
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图 1   多刺裸腹溞总RNA琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1   Agarose gel electrophoresis of total RNA extracted from
M. macrocopa
M. DL2000 Maker; 0. 对照组; 1. 苯酚浓度0.25 mg/L; 2. 苯酚浓

度0.75 mg/L; 3. 苯酚浓度1.25 mg/L; 4. 苯酚浓度1.75 mg/L; 5.
苯酚浓度2.25 mg/L
M. DL2000 Maker; 0. control; 1. phenol concentration 0.25 mg/L;
2. phenol concentration 0.75 mg/L; 3. phenol concentration 1.25 mg/
L; 4. phenol concentration 1.75 mg/L; 5. phenol concentration
2.25 mg/L
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图 2   候选内参基因的表达

Fig. 2   PCR products of candidate reference genes
M. DL500 Marker; 1. β-actin; 2. 16S rRNA; 3. 12S rRNA

y = −3.232x + 42.14
R2 = 0.996
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图 3   候选内参基因的标准曲线

Fig. 3   Standard curve equation of the candidate reference genes
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2.3    内参基因表达的稳定性分析

内参基因在样品中的表达水平(Ct值)　　图 4
利用比较Ct值的方法评估各候选内参基因在所有

样本中的表达水平。结果显示不同苯酚浓度下的

β-actin、16S rRNA和12S rRNA的表达无显著性差

异(β-actin, P=0.163; 16S rRNA, P=0.490; 12S
rRNA, P=0.165), 表明三个基因均可以作为多刺裸

腹溞的内参基因, 并且三个基因的稳定性依次为

16S rRNA>12S rRNA>β-actin。
内参基因的GeNorm分析　　图 5利用GeNorm

软件比较M值确定稳定的内参基因, 结果显示在苯

酚胁迫下, 三个内参基因在多刺裸腹溞中表达稳

定性由高到低的顺序为16S rRNA=β-actin>12S
rRNA。

内参基因的NormFinder分析　　利用NormFinder

软件对内参基因的稳定性(S值)进行分析(表 3), 在苯

酚胁迫下, 三个内参基因在多刺裸腹溞中表达稳定

性由高到低的顺序为16S rRNA>β-actin>12S rRNA。

内参基因的Bestkeeper分析　　Bestkeeper软
件通过参数的大小反映内参基因稳定性差异。该

软件默认的SD值大于1时, 内参基因的稳定性较

差。从表 4中可以看出, 苯酚胁迫下多刺裸腹溞

16S rRNA的SD、Geo Mean、CV、Min和Max在三

个内参中值都最小, β-actin的SD次之, 12S rRNA的

SD值最大, 所以三个内参基因在多刺裸腹溞中表达

稳定性由高到低的顺序为16S rRNA>β-actin>12S
rRNA, 故16S rRNA为表达最稳定的内参基因。

苯酚处理后多刺裸腹溞HR3的表达　　本研

究选择HR3基因评估选定的内参基因对分析目的

基因相对表达量的影响。如图 6所示, 随着苯酚浓

表 3   NormFinder软件分析候选内参基因稳定性

Tab. 3   Stability of candidate reference genes analyzed by
NormFinder

实验材料
Material

内参(S值)
Reference

gene
(S value)

内参(S值)
Reference

gene
(S value)

内参(S值)
Reference

gene
(S value)

最稳定基因
The most

stable gene

多刺裸腹
溞M.

macrocopa
β-actin
(0.676)

16S rRNA
(0.448)

12S rRNA
(0.697) 16S rRNA

表 4   Bestkeeper软件分析候选内参基因稳定性

Tab. 4   Stability of candidate reference genes analyzed by
Bestkeeper

参数
Parameter β-actin 16S

rRNA
12S

rRNA

稳定基因
The stable

gene
Geo mean

[Ct] 22.170 20.801 21.787

16S rRNA

Ar Mean
[Ct] 22.197 20.809 21.816

Min [Ct] 20.089 19.949 19.993

Max [Ct] 24.925 22.373 23.407

Stddev [±Ct] 0.734 0.462 0.994
CV [% Ct] 3.305 2.222 4.650
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图 4   苯酚胁迫下多刺裸腹溞候选内参基因表达水平(Ct值)

Fig. 4   Transcript levels of candidate reference genes of M.
macrocopa exposed to phenol
图中不含相同字母的处理组之间有显著性差异, 数据用平均

值±标准误差来表示

Groups without same letters represent the significant differences
(P<0.05). Data were presented as mean±standard error values
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图 5   GeNorm软件分析候选内参基因稳定性

Fig. 5   Stability of candidate reference genes analyzed by GeNorm
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度的升高, 多刺裸腹溞的HR3 mRNA水平逐渐下

降。在苯酚浓度1.75和2.25 mg/L时, HR3 mRNA的

表达量显著低于对照组(P<0.05)。

3    讨论

实时定量PCR技术具有强特异性、高准确性

和灵敏度成为转录水平检测目标基因表达的有效

方法之一, 因此内参基因的相关研究越来越多
[20]

。

在进行目标基因的相对定量分析中, 稳定的内参基

因可以消除因不同样本引起的RNA提取质量和反

转录效益上的误差, 因此, 筛选最适内参基因极为

重要, 不稳定的内参基因会直接影响结果的可靠

性
[21, 22]

。筛选内参基因需要参考前人研究结果, 然
后再筛选稳定表达的常用内参基因, 并做进一步的

实验验证
[23, 24]

。

本研究选用内参基因的表达水平Ct值、Ge-
Norm、NormFinder和Bestkeeper四个常用的分析方

法对β-actin、16S rRNA和12S rRNA基因进行稳定

性分析。Ct值分析结果显示苯酚胁迫多刺裸腹溞

三个内参基因的稳定性顺序为16S rRNA>12S
rRNA>β-actin, GeNorm软件分析的稳定性结果为

16S rRNA=β-actin>12S rRNA, NormFinder的结果

同Bestkeeper软件分析结果一致, 稳定性顺序为16S
rRNA>β-actin>12S rRNA。因此确定16S rRNA作

为苯酚胁迫下多刺裸腹溞实时定量PCR最适内参

基因。在此基础上进一步了探讨了蜕皮级联反应

中的关键因子HR3基因来评估16S rRNA作为内参

基因对分析目标基因的相对表达量。研究表明, 节
肢动物的生长发育过程中受到污染物胁迫后 ,

HR3表达被抑制, 致使机体不能正常完成蜕皮过程,
甚至导致幼虫死亡

[25]
。在本研究中, 随着苯酚浓度

的升高 ,  HR3基因表达显著下调 (P<0 .05 ) ,  与
Tao[25]

的结果一致。验证了16S rRNA可以作为苯

酚胁迫下多刺裸腹溞实时定量PCR的内参基因。

目前 ,  在大型溞(Daphnia magna)、蚤状溞

(Daphnia pulex)、隆线溞(Daphnia carinata)、剑水

蚤(Tigriopus japonicus)等枝角类中筛选出了在不同

实验条件下表达最为稳定的内参基因
[26—29]

。研究

结果表明, 内参基因β-actin在中华拟同形溞(Daph-
nia similoides sinensis)中表达较稳定

[30], 而在隆线

溞中的表达稳定性较差
[28]; 18S rRNA在蚤状溞中

能稳定表达
[26], 而在大型溞中稳定性较差

[29]
。在研

究三丁基锡对大型溞的毒性作用时, 选择β-actin和
gapdh作为最适内参基因来评估目标基因HR3的表

达情况
[31]

。本研究中16S rRNA为苯酚胁迫下的多

刺裸腹溞最适内参基因, 与大型溞、蚤状溞等的结

果不一致, 表明内参基因在不同物种中没有绝对的

通用性。因此, 在相对定量分析目标基因的表达时,
内参基因的筛选是十分必要的

[32]
。

四种方法对三个内参基因的稳定性分析时 ,
Ct值的筛选结果和其他三种方法有部分结果不一

致, 这种差异的原因可能是分析的统计学原理不一

致造成的
[33]

。本研究利用实时定量PCR技术, 采用

四种常用内参基因稳定性分析法研究了苯酚胁迫

下多刺裸腹溞β-actin、16S rRNA和12S rRNA三个

基因的表达稳定性, 确定了16S rRNA作为苯酚胁迫

下多刺裸腹溞实时定量PCR的最佳内参基因。为

后续多刺裸腹溞相关基因的定量表达分析提供了

参考依据。
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REFERENCE GENE SELECTION FOR QUANTITATIVE REAL-TIME PCR
NORMALIZATION IN MOINA MACROCOPA EXPOSED TO PHENOL

WANG Qian, LIU Wen-Xiu, GAO Fei and WANG Lan
(School of Life Science, Shanxi University, Taiyuan 030006, China)

Abstract: To search suitable reference genes for normalization of quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) in Moina
macrocopa, we tested three reference genes of β-actin, 16S rRNA and 12S rRNA by using four analysis methods:
(1) expression level of the genes (cycle threshold value); (2) GeNorm; (3) NormFinder; and (4) BestKeeper. The resu-
lts showed that the Ct values of the β-actin, 16S rRNA and 12S rRNA genes remained unchanged in M. macrocopa
treated with different concentrations of phenol, and the order of the stability was 16S rRNA>12S rRNA>β-actin. Ge-
Norm analysis revealed that the order of the stability was 16S rRNA=β-actin>12S rRNA. Both NormFinder and Best-
keeper software analysis demonstrated that the order of the stability was 16S rRNA>β-actin>12S rRNA. These results
indicated that 16S rRNA was the best-fit reference gene for qRT-PCR in M. macrocopa, at least under phenol treat-
ment, which provide useful information for future functional investigations of target gene expressions in M. macrocopa
in response to environmental stress.

Key words: Moina macrocopa; Quantitative Real-Time PCR; Reference gene; Phenol
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