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利用表达谱芯片数据筛选不同表达丰度的内参基因
胡世贤，陆佳涛，徐福意，晁天柱，周梁良，李凯，周宇荀，肖君华∗

（东华大学生物科学与技术研究所，上海　 ２０１６２０）

　 　 【摘要】 　 目的　 基于表达谱芯片的检测结果，筛选多个内参基因，用于小家鼠肝脏组织中具有不同表达丰度

基因的定量检测。 方法　 应用表达谱芯片技术，完成小鼠肝脏组织的表达谱检测；依据基因表达丰度将基因分为 ３
组，并进一步通过变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ， ＣＶ）组内筛选候选内参基因；采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术（ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＰＣＲ）和 ｇｅＮｏｒｍ 软件确定内参基因。 结果　 表达谱芯片成功采集超过

６００００ 个小鼠肝脏组织中转录本的表达量数据，并将之分为低、中、高 ３ 个组合。 最终筛选了低表达 Ｃａｓｐ２ 和 Ｌｒ⁃
ｒｃ１４、中表达 Ｎｒｄ１ 和 Ｔｒｐｃ４ａｐ、高表达 Ａｔｐ５ａ１ 和 Ｃｌｕ，共 ６ 个内参基因。 结论　 基于表达谱芯片数据筛选的 ６ 个内参

基因，可适用于 ｑＰＣＲ 技术准确定量小家鼠肝组织转录组中不同表达丰度基因的表达量。
【关键词】 　 内参基因；表达谱芯片；实时荧光定量 ＰＣＲ；ｇｅＮｏｒｍ 软件
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　 　 血脂水平异常是动脉粥样硬化、心脏病和脂肪

肝密切相关的重要危险因素［１］。 随着系统遗传学

的蓬勃发展，研究者们利用高血脂小鼠模型，结合基

因组学、转录组学、表型组学等知识，在血脂相关遗

传学研究中取得了丰硕的成果［２］。 其中，基因表达

分析在转录组水平上，是研究血脂等复杂性状不可
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或缺的方法［３］。 常用的技术如基因表达谱芯片，操
作方便，通量高，可准确快速得到完整的全基因组表

达丰度数据，但是昂贵的价格限制了其应用。 与之

相比，具有高灵敏性，高重复性，高特异性的实时荧

光定量 ＰＣＲ 技术是核酸分子定量的“金标准” ［４］。
在 ｑＰＣＲ 相对定量实验中，目前被广泛采用的

是 ２ －△△ＣＴ法。 △Ｃｔ 表示目标基因和内参基因 Ｃｔ 值
的差异， －△△Ｃｔ 表示两样本间△Ｃｔ 之差。 当目标

基因和内参基因扩增效率相差不大时，两样本间检

测基因相对表达量差异即为 ２ －△△Ｃｔ ［５］。 因此，定量

的准确性与内参基因的选择密切相关。 理想的内参

属于维持细胞基本生物学特征的基因，应具备两个

重要特点：１）表达稳定，不受实验环境的影响［６］；２）
与待测基因表达水平相近［７］。 系统遗传学研究中，
内参基因常被用于 ｑＰＣＲ 在多样本中定量数十甚至

上百个目标基因，从而挖掘基因共表达网络［８ － １０］。
１９９９ 年 Ｓｕｚｕｋｉ 等［１１］提出的 Ｇａｐｄｈ、Ｂ２ｍ 等常用内参

基因不具有通用性，一方面是由于其表达水平受到

不同实验条件的影响，另一方面传统内参基因的表

达丰度较高，难以定量表达丰度较低基因［１２］。 因

此，Ｒａｄｏｎｉ 等［１３］采用 ｑＰＣＲ 技术，针对 １３ 种已知候

选内参基因获取 ΔΔＣＴ 最稳定的 ２ 个基因作为内

参；Ａｌｍｅｉｄａ 等［１４］ 采用 ｑＰＣＲ ａｒｒａｙ，在 ５１ 个候选内

参基因中筛选内参基因，其表达水平差异达到 ３００
倍。 但是，从少量已知候选内参中选择内参基因的

方法，很难兼顾到表达稳定性和表达丰度。
本研究以不同 １ 号染色体替换系品系［１５］ 的高

血脂小鼠模型为样本，采用表达谱芯片技术获取小

鼠肝脏组织的 ＲＮＡ 表达数据，并进一步利用 ｑＰＣＲ
和 ｇｅＮｏｒｍ 软件筛选内参基因，以期适用于 ｑＰＣＲ 定

量肝组织转录本中不同丰度基因的表达量。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物实验与 ＲＮＡ 提取

８ 周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ （ Ｂ６） 小鼠 （雄性 １４
只），体重 ２２ ～ ２５ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限

公司［ ＳＣＸＫ （沪） ２０１２ － ０００２］。 动物实验遵守

１９８８ 年动物管理条例。 实验在东华大学生物科学

与技术研究所屏障动物实验设施进行［ ＳＹＸＫ （沪）
２０１４ － ００２２］。 取野生小家鼠来源 １ 号染色体替换

系品系 Ｂ６⁃Ｃｈｒ１ＫＭ、 Ｂ６⁃Ｃｈｒ１ＨＺ、 Ｂ６⁃Ｃｈｒ１ＳＪ 和近交系

Ｂ６ 的 ８ 周龄雄鼠，每个品系各 １４ 只，品系内分为 ２
组（每组 ７ 只）分别喂食 ４０％高脂饲料和 １０％对照

饲料（上海诺宝生物科技有限公司）至 ２０ 周龄。 颈

椎脱颈处死 ２０ 周龄雄鼠后，即刻摘取肝脏组织，采
用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂（上海麦约尔生物技术有限公

司）进行 ＲＮＡ 抽提。 以 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ｃ 超微量分光

光度计（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）和 １％ 甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ 的质量和完整性，
－ ８０℃保存备用。
１􀆰 ２　 表达谱芯片检测和筛选候选内参基因

采用 Ｍｏｕｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ Ａｓｓａｙ １􀆰 ０ （ Ａｆｆｙ⁃
ｍｅｔｒｉｘ）芯片，对样本进行表达谱检测（上海其明信

息技术有限公司）。 用 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｃｏｎｓｏｌｅ 和 Ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｃｏｎｓｏｌｅ 采集并分析数据，根据芯

片信号值完成基因分组，每组筛选 ＣＶ 最低的基因

（共 ２１ 个）作为候选内参基因。 用 Ｏｌｉｇｏ７ 跨越内含

子设计引物，由上海生工生物工程有限公司合成，引
物序列信息见表 １。
１􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 验证

采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
试剂盒（上海麦约尔生物技术有限公司）逆转录 ｃＤ⁃
ＮＡ，操作步骤依据说明书进行。 ｑＰＣＲ 采用 ２ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ／ Ｒｏｘ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（北京百泰克生物

科技有限公司）试剂盒，ＡＢＩ ７９００ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ 和 ７９００ Ｓｙｓｔｅｍ Ｓｏｆｔｗａｒｅ⁃ＳＤＳ ２􀆰 ２ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ）分析样本，反应体系和反应条件依据说明

书进行。
１􀆰 ４　 筛选内参基因

采用 ｇｅＮｏｒｍ ｖ３􀆰 ５ 软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｇａ⁃
ｚｅｌｌｅ． ｃｏｍ ）根据平均变异度（Ｍ ＜ ０􀆰 ５）筛选稳定表

达的基因，每组选取 Ｍ 值最低的 ２ 个基因为内参

基因。

２　 结果

２􀆰 １　 芯片检测分析

小鼠肝组织表达谱芯片检测结果如图 １ 所

示：转录本的平均信号值在 ３ ～ ２０ 之间，将信号

值在 ３ ～ ７ 的转录本定义为低表达组，包括 ５４１８０
个转录本；信号值在 ７ ～ １３ 为中表达组，包括

９１６３ 个转录本；信号值在 １３ ～ ２０ 为高表达组，
包括 ２１９２ 个转录本。

９
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表 １　 基因芯片表达分析所筛候选内参

Ｔａｂ． １　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

编号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

芯片标化平均信号值
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ

ｍｅａｎ ｓｉｇｎａｌ

芯片变异系数
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ％ ＣＶ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｓｇｓｍ３ａ ＮＭ＿１３４０９１ ４􀆰 ６７８１ ０􀆰 ００６０ Ｆ：５′⁃ＧＣＴＴＴＧＣＣＡＡＴＧＴＧＡＡＣＡＧＣＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＣＴＧＧＣＡＧＴＡＧＣＣＡＡＴＣＴＣ⁃３′

Ｌｒｒｃ１４ａ ＮＭ＿１４５４７１ ５􀆰 ４８２１ ０􀆰 ００７１ Ｆ：５′⁃ＡＴＧＣＡＴＴＧＣＧＧＧＴＴＣＴＧＧＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＣＡＡＴＧＣＡＣＧＴＴＣＴＧＧＣＴＡＣ⁃３′

Ｋｌｃ１ａ ＮＭ＿００１０２５３５８ ６􀆰 ７０４３ ０􀆰 ００７５ Ｆ：５′⁃ＧＧＡＧＡＡＧＡＣＴＴＣＣＧＧＣＣＡＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＧＴＴＣＡＧＧＡＧＧＴＴＡＧＣＴＧＣＡＴ⁃３′

Ｍａｄｄａ ＮＭ＿００１１７７７１９ ５􀆰 ８５８６ ０􀆰 ００７５ Ｆ：５′⁃ＧＣＧＴＴＣＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＡＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＡＴＧＡＴＧＴＡＴＧＧＧＧＴＴＧＧＡＧＣＣ⁃３′

Ｃａｓｐ２ａ ＮＭ＿００７６１０ ５􀆰 ５０６３ ０􀆰 ００７５ Ｆ：５′⁃ＣＴＡＣＡＴＧＡＣＣＡＧＡＣＣＧＣＡＣＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＴＡＣＧＣＡＧＧＡＧＴＣＴＧＴＧＡＣＣ⁃３′

Ａｐ２ｂ１ｂ ＮＭ＿００１０３５８５４ ９􀆰 ８０８２ ０􀆰 ００６０ Ｆ：５′⁃ＣＴＣＴＧＣＧＧＧＡＴＣＴＣＡＴＡＧＣＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＴＴＧＣＴＧＴＴＴＧＧＧＴＧＡＧＡＣＴ⁃３′

Ｒｐｎ２ｂ ＮＭ＿０１９６４２ ９􀆰 ５１８７ ０􀆰 ００６４ Ｆ：５′⁃ＣＧＡＧＧＧＣＴＣＴＡＣＴＴＣＴＧＡＣＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＡＧＣＡＴＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＣＡＣＴ⁃３′

Ｎｒｄ１ｂ ＮＭ＿１４６１５０ ９􀆰 ７８２９ ０􀆰 ００６７ Ｆ：５′⁃ＣＣＧＧＧＡＣＡＴＣＣＴＡＴＧＧＧＧＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＡＧＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＧＴＣＴＧＧＣＡ⁃３′

Ｋｐｎａ６ｂ ＮＭ＿００８４６８ ８􀆰 ３４８９ ０􀆰 ００６８ Ｆ：５′⁃ＣＴＴＧＣＡＧＴＴＡＧＣＡＡＣＣＡＣＧＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＡＣＡＡＡＣＣＧＡＴＣＡＡＣＴＡＣＴＣＣ⁃３′

Ｐｐｉｌ２ｂ ＮＭ＿００１２５２４４４ ８􀆰 １７２５ ０􀆰 ００６９ Ｆ：５′⁃ＴＣＡＡＴＧＴＴＡＧＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＡＴＧＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＧＡＴＧＧＧＴＣＴＴＧＴＴＴＧＧＣＣＴＴ⁃３′

Ｗｎｋ１ｂ ＮＭ＿００１１８５０２０ ９􀆰 ５９３４ ０􀆰 ００７２ Ｆ：５′⁃ＧＧＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴＣＴＡＡＡＧＣＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＴＣＣＴＣＡＴＡＣＡＴＣＴＣＡＧＧＡＧＣＣ⁃３′

Ｈａｒｓｂ ＮＭ＿００８２１４ ８􀆰 ６２３６ ０􀆰 ００７２ Ｆ：５′⁃ＧＧＧＣＴＴＧＧＧＡＧＡＣＣＴＡＡＡＧＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＧＡＧＣＡＡＧＧＣＴＣＡＧＧＴＣＡＡＡ⁃３′

Ｔｒｐｃ４ａｐｂ ＮＭ＿００１１６３４５２ １０􀆰 ７８６０ ０􀆰 ００７３ Ｆ：５′⁃ＡＣＡＧＣＧＡＣＴＣＴＣＡＴＴＧＡＡＧＡＣＡＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＣＧＡＡＡＴＴＧ⁃３′

Ｆｔｈ１ｃ ＮＭ＿０１０２３９ １７􀆰 ５７５７ ０􀆰 ０００７ Ｆ：５′⁃ＧＧＡＧＣＡＴＧＣＣＧＡＧＡＡＡＣＴＧＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＣＴＣＣＣＡＧＴＣＡＴＣＡＣＧＧＴＣＴ⁃３′

Ｍｇｓｔ１ｃ ＮＭ＿０１９９４６ １６􀆰 ３５６３ ０􀆰 ０００９ Ｆ：５′⁃ＡＴＧＡＴＧＴＴＣＡＴＧＡＧＣＴＣＴＧＣＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＣＴＴＧＧＣＡＴＴＣＴＣＴＣＣＣＴＴＧＣ⁃３′

Ｐｐｉａｃ ＮＭ＿００８９０７ １５􀆰 ３２９９ ０􀆰 ００２０ Ｆ：５′⁃ＡＡＧＧＧＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＣＡＧＡＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＴＣＣＧＴＡＧＡＴＧＧＡＣＣＴＧＣＣＧ⁃３′

Ｃｌｕｃ ＮＭ＿０１３４９２ １５􀆰 ６２７９ ０􀆰 ００３３ Ｆ：５′⁃ＣＧＣＡＡＧＴＣＣＴＴＧＣＴＣＡＡＣＡＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＣＣＣＴＡＧＴＧＴＣＣＴＣＣＡＧＡＧＣ⁃３′

Ａｔｐ５ａ１ｃ ＮＭ＿００７５０５ １５􀆰 ４００５ ０􀆰 ００４１ Ｆ：５′⁃ＧＧＴＧＡＴＧＧＴＡＴＴＧＣＧＣＧＡＧＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＣＧＧＧＴＴＣＣＡＡＧＴＴＣＡＧＧＧＡ⁃３′

Ｖｔｎｃ ＮＭ＿０１１７０７ １６􀆰 １７１９ ０􀆰 ００４４ Ｆ：５′⁃ＴＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＧＣＡＴＣＡＡＣＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＡＴＣＣＴＣＡＡＡＧＣＧＣＣＡＧＴＡ⁃３′

Ａｃａａ２ｃ ＮＭ＿１７７４７０ １７􀆰 ７８２５ ０􀆰 ００４７ Ｆ：５′⁃ＧＧＣＴＣＴＧＧＴＴＴＣＣＡＧＴＣＣＡＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＴＣＣＴＣＣＡＣＡＣＡＡＧＡＣＧＡＣＣ⁃３′

Ｇａｐｄｈｃ ＮＭ＿００１２８９７２６ １８􀆰 ３２０４ ０􀆰 ０００８ Ｆ：５′⁃ＣＴＡＣＣＣＣＣＡＡＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＴＣＡＧＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡ⁃３′

Ｂ２ｍｄ ＮＭ＿００９７３５ １９􀆰 ９２８７ ０􀆰 ０１０６ Ｆ：５′⁃ＧＧＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣＡＣＴＧＡＣＣＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＧＣＡＧＴＴＣＡＧＴＡＴＧＴＴＣＧＧＣＴ⁃３′

Ａｃｔｂｄ ＮＭ＿００７３９３ １５􀆰 ４２０３ ０􀆰 ０１７７ Ｆ：５′⁃ＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＧＧＴＧＴＧＡＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＴＧＧＧＧＴＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＣＡＧＧ⁃３′

Ｔｆｒｃｄ ＮＭ＿０１１６３８ ７􀆰 ９６０６ ０􀆰 ０６３５ Ｆ：５′⁃ＡＧＴＧＴＣＡＧＡＡＡＡＣＣＣＡＡＧＡＧＧＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＡＡＴＡＧＣＣＣＡＧＧＴＡＧＣＣＡＣＴＣ⁃３′

注：ａ． 低表达水平基因；ｂ． 中表达水平基因；ｃ． 高表达水平基因；ｄ． 传统内参基因。
Ｎｏｔｅ． ａ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ； ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ； ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ．
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２􀆰 ２　 候选内参基因

根据 ＣＶ 越小基因表达水平越稳定，在组合内

选择 ＣＶ 最小的转录本为候选内参基因。 如表 １ 所

示，每个组合内初步筛选的候选内参，包括 Ｓｇｓｍ３、
Ｌｒｒｃ１４、Ｋｌｃ１、Ｍａｄｄ、Ｃａｓｐ２、Ａｐ２ｂ１、Ｒｐｎ２、Ｎｒｄ１、Ｋｐｎａ６、
Ｐｐｉｌ２、Ｗｎｋ１、 Ｈａｒｓ、 Ｔｒｐｃ４ａｐ、 Ｆｔｈ１、Ｍｇｓｔ１、 Ｐｐｉａ、 Ｃｌｕ、
Ａｔｐ５ａ１、Ｖｔｎ、Ａｃａａ２ 和 Ｇａｐｄｈ，所有候选内参基因表达

量 ＣＶ 均低于 １％ 。

２􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 验证

ｑＰＣＲ 的检测结果如图 ２ 所示，２１ 个候选内参

基因相对表达量差异达到 １５ 个 Ｃｔ 值（不考虑个别

离群值），约 １０５，并可以明显的分为 ３ 个组合，低表

达组合为 Ｓｇｓｍ３、Ｌｒｒｃ１４、Ｋｌｃ１、Ｍａｄｄ 和 Ｃａｓｐ２，Ｃｔ 值
范围 ２５ 到 ２８；中表达组合为 Ａｐ２ｂ１、Ｒｐｎ２、Ｎｒｄ１、Ｋｐ⁃
ｎａ６、Ｐｐｉｌ２、Ｗｎｋ１、Ｈａｒｓ 和 Ｔｒｐｃ４ａｐ，Ｃｔ 值范围 ２１ 到

２５；高表达组合为 Ｆｔｈ１、Ｍｇｓｔ１、Ｐｐｉａ、Ｃｌｕ、 Ａｔｐ５ａ１、
Ｖｔｎ、Ａｃａａ２ 和 Ｇａｐｄｈ，Ｃｔ 值范围 １５ 到 ２０。

注：Ｙ 轴表示芯片信号值（ｌｏｇ２）。 Ｘ 轴表示区间内转录本频数。

图 １　 小鼠肝脏基因表达量分布

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ Ｙ⁃ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｖａｌｕｅｓ （ ｌｏｇ２） ｏｆ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ． Ｔｈｅ Ｘ⁃ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

注：Ｘ 轴表示候选内参基因，Ｙ 轴表示 Ｃｔ 值。 蓝色为低表达内参，橙色为中表达内参，绿色为高表达内参，灰色为对照内参基因。

图 ２　 ｑＰＣＲ 检测小鼠肝脏候选内参表达量。
Ｎｏｔｅ． Ｘ⁃ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｙ⁃ａｘｉｓ ｉｍｐｌｉｅｓ Ｃｔ ｖａｌｕｅ． Ｂｌｕｅ， ｏｒａｎｇｅ， ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ｇｒａｙ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｆｏｒ

ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｌｏｗ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ｈｉｇｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ．
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２􀆰 ４　 内参基因

ｇｅＮｏｒｍ 软件分析结果如图 ３ 所示，２１ 个候选内

参基因除 Ｐｐｉａ 和 Ｆｔｈ１ Ｍ 值均大于 ０􀆰 ５，其他候选内

参 Ｍ 值都在 ０􀆰 ５ 以下，其中 Ｃａｓｐ２ 和 Ｌｒｒｃ１４ 基因 Ｍ

值最小。 在每个表达组合内，我们各选取了 ２ 个 Ｍ
值最小的基因作为理想的内参（表 ２），低表达组合

为 Ｃａｓｐ２ 和 Ｌｒｒｃ１４，中表达组合为 Ｎｒｄ１ 和 Ｔｒｐｃ４ａｐ，
高表达组合为 Ａｔｐ５ａ１ 和 Ｃｌｕ。

注：Ｙ 轴表示候选内参基因的平均表达稳定度 Ｍ 值，Ｘ 轴表示看家基因表达稳定性由左向右逐步提高。

图 ３　 候选内参表达稳定性分析

Ｎｏｔｅ： Ｙ⁃ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ （ Ｍ） ， ａｎｄ Ｘ⁃ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

表 ２　 优选内参基因

Ｔａｂ． ２　 Ｆｉｎａｌｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
表达水平
Ｌｅｖｅｌｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

平均 Ｃｔ
Ｍｅａｎ Ｃｔ

染色体
Ｃｈｒ． Ｎｏ

低表达
Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｃａｓｐ２ ２９􀆰 ０１３０ ６

Ｌｒｒｃ１４ ２７􀆰 ０４２６ １５
中表达

Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｎｒｄ１ ２４􀆰 ４２４２ ４

Ｔｒｐｃ４ａｐ ２４􀆰 ０３６０ ２
高表达

Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｔｐ５ａ１ １９􀆰 ９５５０ １８

Ｃｌｕ １９􀆰 ３２２８ １４

３　 讨论

模式动物小鼠是血脂相关复杂疾病研究的重要

模式动物，且发现不同的近交系小鼠对动脉粥样硬

化、脂肪肝等疾病的易感性不同。 准确定量小鼠肝

组织转录组中血脂代谢相关基因表达量情况，可构

建基因共表达网络，发现血脂代谢调控通路中的关

键基因，从而促进血脂异常相关疾病的遗传学研究。
ｑＰＣＲ 是定量技检测基因表达量的最佳选择，但

ｑＰＣＲ 在相对定量过程中需要用内参基因来标化检

测基因的表达量，再用 ２ －△△ＣＴ法得到不同样本间相

对表达水平差异，而选择合适的内参基因是影响

ｑＰＣＲ 相对定量准确度的重要因素［１６］。 因此针对小

鼠肝组织转录组的 ｑＰＣＲ 定量检测，需要筛选变异

系数小、稳定表达的看家基因。
本研究结果揭示，在表达谱芯片检测结果中，

６５ ５３６个检测转录本的丰度差异超过 １０５。 根据变

异系数筛选的 ２１ 个候选内参基因中，包含传统常用

内参基因 Ｐｐｉａ 和 Ｇａｐｄｈ［１７］，说明其在小鼠肝脏组织

中具仍能稳定表达。 针对常用于小鼠肝脏转录

组［１２］的内参基因 Ｂ２ｍ，Ａｃｔｂ，Ｔｆｒｃ 的表达谱数据分析

结果发现，Ｂ２ｍ、Ａｃｔｂ 和 Ｔｆｒｃ 表达量的 ＣＶ 分别为

１􀆰 ０６％ ，１􀆰 ７７％ ，６􀆰 ３５％ ，均高于 ２１ 个候选内参基

因，说明其表达稳定性较差，并不适用于本研究。 ２３
个基因 ｑＰＣＲ 检测结果与表达谱芯片数据一致，除
Ａｃｔｂ 表达水平在 ２ 种检测方法中呈现了较大波动，
同样说明常用内参基因 Ａｃｔｂ 不适用于本研究。
ｇｅＮｏｒｍ 软件是基于不同条件下 ２ 个内参基因相对

表达水平比值为定值的原理分析表达稳定性，表达

水平比值变异度 Ｍ 的增加意味着内参稳定性的下

降。 因此内参基因的 Ｍ 值越小，就表示该基因越稳

定。 此外，单个内参基因标化数据导致定量结果偏

差数倍［１８］，多个内参基因能提高定量准确度［１９，２０］，
但内参基因数量过多也有操作不便，经济成本高的

缺点。 因此，本研究在每个表达水平组合里，各选取

２１
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了 ２ 个 Ｍ 值最低的内参基因。
总之，基于表达谱芯片数据挖掘内参基因的方

法，能快速、精确的优选转录组中表达水平最稳定、
表达丰度差异超过 １０００ 倍的内参基因。 筛选的内

参基因适用于 ｑＰＣＲ 相对定量小鼠肝组织中基因的

表达量，对系统遗传学中 ｑＰＣＲ 转录组表达分析具

有重要的意义。
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ｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ａｓ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ
ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍ，
２００６， ３４５（２）：６４６ － ６５１．

［２０］ 　 Ｈｏｅｒｎｄｌｉ Ｆ Ｊ， Ｔｏｉｇｏ Ｍ， Ｓｃｈｉｌｄ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｄ ｉｎ ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｃｕｓｔｏｍ⁃ｍａｄｅ ｇｅｎｅ ａｒｒａｙｓ ｗｉｔｈ ｖａｌｉ⁃
ｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ， ２００４， ３３５（１）：３０ － ４１．

［收稿日期］ 　 ２０１６ － ０６ － ２８

３１




