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定量确定基因表达水平的方法主要有实时定量 PCR 和相对定量检测。一般只有在需要确定基因

的拷贝数时，才利用实时定量 PCR 检测。目前大部分的研究中还是选择相对定量的检测。相对定量检

测有 Northern blot 和相对定量 PCR 两种检测方法，均需要采用内标来确定目标基因的相对表达量。大

多数的内标采用管家基因如 3-磷酸甘油醛脱氢酶（glyCeraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）、!-
肌动蛋白基因等［1，2］。近年来，越来越多的研究者发现 GAPDH，肌动蛋白基因的表达水平并不稳定，利

用它们作为内标来定量并不准确［3 - 5］。我们在前期的研究中，利用抑制差减技术也克隆到牙鲆 GAPDH
和!-肌动蛋白基因，表明这两个基因在牙鲆发育过程有可能表达水平上有差异。为了确定 GAPDH 和!-
肌动蛋白基因表达的稳定性，本研究将这两种基因的表达量分别与另一种常被用作内标的 18S rRNA 的

表达量作比较。

1 材料和方法

1.1 仔鱼饲养

牙鲆受精卵和 13 d 牙鲆仔鱼购自中国水产科学院北戴河中心实验站。仔鱼饲养在 80 L 的塑料缸
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中，水温控制在 20 士 0.5 ℃，投喂卤虫无节幼体，密度维持在 5 ind / mL。在胚胎和 13、17、23、26、30、33 d
仔鱼期分别取样，每期取样 20 尾（粒）左右。

1.2 总 RNA 抽提

为了防止肠道内食物基因的污染，只提取仔鱼头部的总 RNA。把胚胎和各天仔鱼的头部分别在加

有 1 mL 的 TrizolTM试剂（GibCo BRL）的匀浆器中冰上匀浆，匀浆液中加入 0 .2 mL 氯仿，4 ℃、12 000 r / min
离心 15 min；吸取上清液加入 0 .5 mL 的异丙醇，室温下放置 10 min 后 4 ℃、12 000 r / min 离心 10 min，去

上清，用 75%酒精洗涤沉淀后自然凉干，加入适量 0 . 1%DEPC 去离子水溶解，置于 - 70 ℃保存。总

RNA 经过紫外分光光度计（PharmaCiam BioteCh 公司）确定浓度和纯度。

1.3 相对定量 RT-PCR
牙鲆 GAPDH 和!-肌动蛋白基因的特异引物根据前期研究中差减文库内的基因序列来设计，该序列

经过 BLASTN 和 BLASTX 在 GENBANK 中证明是高度同源的（结果另文发表）。18S rRNA 引物和 18S
rRNA竞争性引物采用的是 Ambion 公司的专利设计，PCR 产物长度预计为 315 bp。为了便于比较

GAPDH、!-肌动蛋白和 18S rRNA 表达的稳定性，本实验中 GAPDH 和!-肌动蛋白的 PCR 产物长度也设计

为 234 bp 和 296 bp。为了保证目标基因的 PCR 扩增在线性增长范围，同时，由于 18S rRNA 在总 RNA 中

的丰度很高，需要加入一定比例的竞争性的 18S rRNA 引物，以保证目标基因能成功扩增。所以，正式试

验前需作一系列预备实验以确定循环数，以及 18S rRNA 和 18S rRNA 竞争性引物的比例。

总 RNA 的量均为 1"g，采用随机引物通过 M-MLV 逆转录酶合成第一条链。GAPDH 和!-肌动蛋白

基因的 PCR 反应体系（50"L）：1"L 单链的 CDNA，5"L 10 × PCR buffer，4"L 2.5 mmol / L dNTP，各 2"L
的正向引物和反向引物，4"L 比例为 3 ： 7 的 18S rRNA 引物和 18S rRNA 竞争性引物，0 . 25 U Taq。

GAPDH 基因的 RT-PCR 反应条件：95 ℃ 5 min，23 个循环中 94 ℃ 1 min、64 ℃ 1 min、72 ℃ 1 min。!-肌
动蛋白基因的 RT-PCR 反应条件：95 ℃ 5 min，24 个循环中 94 ℃ 1 min、64 ℃ 1 min、72 ℃ 1 min。用

2 .0%琼脂糖凝胶电泳，所有 PCR 产物的上样体积为 15"L，相同厚度的凝胶，相同的曝光时间拍照。

GAPDH 基因的正向引物：5’-CATCTCCGTCTTCCAGTCTATGAAGCC-3’

反向引物：5’-GCATTACTGACGATGGTCATGGAGGAG-3’

!-肌动蛋白基因的正向引物：5’-CACCGCAAGTGCTTCTAGAGGAAGAAAG-3’

反向引物：5’-CGAAGTTCTACCACCACACAGTTCAGGTC-3’

2 结果

2.1 总 RNA 的纯度和浓度检测

除了胚胎和 17 d 仔鱼阶段总 RNA 的 A260 / A280 值略超过 2 . 0（表 1），其余的为 1 . 8 ~ 2 . 0，表明总

RNA 纯度较高。

表 1 各发育阶段的总 RNA 的纯度和浓度检测

Tab.1 Concentration and purity of total RNA in different development stages

发育阶段 A260nm A280nm A260 / A280 浓度（"g / mL）

胚胎 2 .582 1 .267 2 .038 5 .164
13 d 0.56 0 .29 1 .931 1 .12
17 d 2 .582 1 .267 2 .038 5 .164
23 d 1 .652 0 .844 1 .957 3 .304
26 d 1 .172 0 .597 1 .963 2 .344
30 d 2 .822 1 .417 1 .992 5 .644
33 d 3 .442 1 .777 1 .937 6 .884



图 1 总 RNA 的抽提

Fig.1 ExtraCtion of total RNA
1 为 13 d 仔鱼，2 为 17 d 仔鱼，3 为 23 d 仔鱼，4 为 26 d 仔鱼，

5 为 30 d 仔鱼，6 为 33 d 仔鱼

从图 1 可以看出，牙鲆仔鱼头部总 RNA 经电泳

出现 18S、28S、5 . 8S rRNA 三条条带，而且 28S rRNA
条带的亮度相对强于 18S rRNA 的，表明所抽提的总

RNA 完 整 性 较 好。mRNA 主 要 分 布 在 18S 和 28S
RNA 条带之间。

2.2 相对定量 RT-PCR 结果

图 2 和图 3 分别为 GAPDH、!-肌动蛋白基因相对

于 18S rRNA 半定量 RT-PCR 结果。由图 2 可以看出

GAPDH 基因表达量出现比较大的波动：胚胎时期几

乎不表达，从变态开始一直到变态中期（26 d）逐渐

增加到最大，到变态后期有所下降；而从!-肌动蛋白

基因（图 3）的表达情况来看，波动并不大，而且也没

有 GAPDH 基因的表达规律性；图 2 和图 3 均清楚地表明了 18S rRNA 的表达水平非常稳定。因此，可以

认为三者的稳定性强弱为 18S rRNA >!-肌动蛋白 > GAPDH。

图 2 牙鲆各发育阶段 GAPDH 基因和 18S rRNA 的半定量 RT-PCR 电泳检测

Fig.2 EleCtrophoresis of relative quantitative RT-PCR of GAPDH and
18S rRNA genes fragments in developmental flounder

图 3 牙鲆各发育阶段!-肌动蛋白基因和 18S rRNA 的

半定量 RT-PCR 电泳检测

Fig.3 EleCtrophoresis of relative quantitative RT-PCR of beta-aCtin
and 18S rRNA genes fragments in developmental flounder

为了更加确切地对结果进行说明，计算了

每条电泳带的光密度值（因为电泳带的光密度

值代表了基因的表达量）。将 18S rRNA 对应

的各条带光密度值均记为 1 . 000，再分别计算

对应的 GAPDH、!-肌动蛋白各条电泳条带的相

对光密度值即基因的相对表达量。利用统计

软件 SPSS 的 Error-bar 作均值相关区间图，结

果如图 4 所示。图 4 同样表明了 GAPDH 的表

达水平在变态发育阶段波动较大并表现出一

定的规律性：随着仔鱼的发育逐渐增加，到牙

鲆变态中期达到高峰，然后开始有所下降。这

提示 GAPDH 可能与牙鲆变态有关；而!-肌动蛋白基因表达量在发育各期变化幅度不大，相对较稳定，表

现出管家基因的特点。
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图 4 !-肌动蛋白和 GAPDN 基因在牙鲆发育阶段相对于 18S rRNA 表达量的均值 + / - 两倍标准误区间的比较

Fig.4 Comparison of the bloCk of standard error of mean for the relative quantitative of GAPDH
and!-aCtin gene to 18S rRNA in developmental flounder

平行实验的次数各为 3 次

3 讨论

理论上，一个理想的内标应该在各种不同的细胞类型、不同发育阶段、采用不同处理方法时都能稳

定表达，一个稳定的内标是确定目标基因相对表达量的基础。本实验中，被研究者经常采用的管家基因

GAPDH 和!-肌动蛋白的表达水平出现波动，尤其是 GAPDH 基因表达的差异非常明显，已经不符合作为

一个内标的要求，这种现象在大鼠的肝、脾脏和脑［3］，癌细胞浸润和没有癌细胞浸润的人黑色素细胞［4］，

出生后不同天数的兔子巩膜中［5］都已发现。所以，在检测牙鲆仔鱼各期的基因表达水平时，不能选择

GAPDH 基因作为内标。本实验中，已发现 18S rRNA 在牙鲆各发育期的表达十分稳定，是三者之中最理

想的内标。但选用 18S rRNA 作内标还要加入竞争性的 18S rRNA 内标以抑制 18S rRNA 的过度扩增，操

作上稍显麻烦。建议在检测牙鲆早期发育阶段基因相对表达水平检测时，也可采用!-肌动蛋白基因作

内标。

GAPDH 常被认为是高表达的管家基因。人类和兔的 GAPDH 首先被发现能与 tRNA 直接结合［6］，后

来发现 GAPDH 能结合 mRNA 的 3’末端富含 AU 的区域［7］，锤头核酸酶［8］，病毒 RNA 顺式作用调节元

件［9］，说明 GAPDH 具有调节 RNA 的作用。GAPDH 的 NAD 结合域已被证明也是一个 RNA 识别模序［10］。

最近发现 GAPDH 还具有剪切 RNA 的作用［11］，这些发现表明 GAPDH 具有目前人们还没有深入了解的



功能，其作用并不局限与糖酵解途径。在牙鲆发育过程中 GAPDH 基因表达水平出现了有意思的变化，

暗示我们 GAPDH 可能参与牙鲆的发育进程，相关的研究需要今后进一步深入开展。
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