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达氏鲟实时荧光定量 PCR 内参基因的筛选 
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摘要: 实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)是基因表达研究的常用方法, 筛选达氏鲟(Acipenser dabryanus)稳定表达的内

参基因, 是保证该物种基因表达 qRT-PCR 分析结果准确性的基础。本研究选取了达氏鲟 β 肌动蛋白(β-actin)、延伸

因子 1α (EF-1α)、3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)、核糖体蛋白 L8 (RPL8)、18S 核糖体 RNA (18S rRNA)、琥珀酸脱

氢酶复合物 A 亚基(SDHA)和 α 微管蛋白(α-tubulin)共 7 个常用内参基因作为候选基因, 利用 geNorm、NormFinder、
BestKeeper 和 RefFinder 4 个软件分析这 7 个候选基因在达氏鲟成鱼不同组织和不同发育时期胚胎及性腺的表达稳

定性。结果表明, 7 个候选内参基因的定量 PCR 引物均可获得特异性扩增产物和理想的扩增效率。在成鱼不同组织

中, 候选内参基因稳定性由高到低的顺序为 EF-1α>β-actin>SDHA>RPL8>18S rRNA>α-tubulin>GAPDH; 在不同发

育时期胚胎中, 候选内参基因稳定性由高到低的顺序为 EF-1α>β-actin>SDHA>α-tubulin>18S rRNA> GAPDH>RPL8; 
在不同发育时期精巢中, 候选内参基因稳定性由高到低的顺序为 EF-1α>RPL8>β-actin>SDHA>18S rRNA>α-tubu-

lin>GAPDH; 在不同发育时期卵巢中 , 候选内参基因稳定性由高到低的顺序为 RPL8>EF-1α>SDHA>β-actin=α- 

tubulin>18S rRNA>GAPDH。因此, 达氏鲟成鱼不同组织、不同发育时期胚胎和精巢最稳定表达内参基因是 EF-1α, 
而不同发育卵巢最稳定表达的内参基因是 RPL8。本研究旨在为今后达氏鲟不同组织、不同发育时期胚胎及性腺的

基因表达差异研究提供理论基础。 
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在基因表达的研究中 , 实时荧光定量 PCR 
(real-time quantitative PCR, qRT-PCR)以其灵敏度

高、特异性强、重现性好、操作简便等诸多优点

而广泛地应用于医学、农业、检测等领域[1-3]。然

而, 许多因素会影响 qRT-PCR 结果的准确性, 包
括 RNA 质量、cDNA 逆转录效率、引物的特异性

及扩增效率等[4-5]。因此, 为了减少实验误差, 确
保实验结果的可靠性, 需要引入内参基因对实验

数据进行标准化和校正[2]。动物中, 常用的内参基

因有许多, 包括 β肌动蛋白(β-actin)、延伸因子 1α 
(EF-1α)、3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)、核糖体

蛋白 L8(RPL8)、18S 核糖体 RNA (18S rRNA)、琥

珀酸脱氢酶复合物 A 亚基(SDHA)和 α 微管蛋白

(α-tubulin)等[6-8], 已被广泛用于 qRT-PCR 分析。

理想情况下, 内参基因应该在不同发育时期、不

同组织、不同生理条件下均具有稳定的表达水平[9]。

然而, 很多研究表明, 内参基因的表达量并不稳

定, 会随着实验条件不同而发生变化[10-11]。因此, 
为了保证 qRT-PCR结果的准确性, 在特定条件下, 
需要对内参基因的表达稳定性排序, 筛选得到最

稳定的内参基因或其组合。 
达氏鲟 (Acipenser dabryanus)隶属于鲟形目

(Acipenseriformes)鲟属 (Acipenser), 主要分布于

长江上游, 为中国特有的大型淡水定居性鱼类[12]。
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由于过度捕捞、水利工程建设、栖息地退化等原

因, 达氏鲟野生资源量急剧下降, 已被国家列为

一级重点保护动物、极度濒危物种[13-14]。目前, 有
关达氏鲟的研究涉及繁殖[15]、养殖[16-17]、资源[13]、

生殖发育调控[18-19]、营养[20-21]、疾病[22]等方面, 其
中很多研究涉及基因表达水平的分析。然而, 鲟
内参基因稳定性方面的研究很少, 仅有研究报道

了内参基因 β-actin、GAPDH 和 EF-1α 在成体达

氏鲟 14 个不同组织的稳定性[23]。 
本研究以达氏鲟成鱼的不同组织、不同发育

时期的胚胎和性腺为实验材料, 利用 qRT-PCR 技

术分析了常用的 7 个内参基因(β-actin、EF-1α、
GAPDH、RPL8、18S rRNA、SDHA 和 α-tubulin)
在上述实验材料中的表达情况, 结合 geNorm[24]、

NormFinder[25]、BestKeeper[26]和 RefFinder[27]软件

对 7 个内参基因的稳定性进行了综合性的评价分

析, 筛选出合适的内参基因, 为今后达氏鲟成鱼

不同组织、不同发育时期的胚胎和性腺的基因表

达研究提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验对象 
实验材料取自中国水产科学研究院长江水产

研究所太湖试验场(湖北荆州), 为全人工繁殖的

达氏鲟。选取 2 龄达氏鲟雌、雄各 3 尾, 解剖后

分别采取各组织, 包括肝、肠、脾、肾、心脏、

肌肉、鳃、垂体、下丘脑、卵巢和精巢, 样品精

巢和卵巢发育均处于 II 期。在达氏鲟全人工繁殖

期间, 采集 3 组来源于不同亲本的各发育时期胚

胎, 分别为未受精期、2 细胞期、多细胞期、囊胚

期、原肠胚期、神经胚期、心脏原基期、心跳期

和出膜期。另外, 取性腺处于 I~IV 期达氏鲟雌、

雄各 3尾, 其中性腺 I期达氏鲟体长和体重分别为

(17.12±0.30) cm 和(0.03±0.01) kg; 性腺 II 期达氏

鲟体长和体重分别为 (65.70±3.21) cm 和 (1.91± 
0.27) kg; 性腺 III 期达氏鲟体长和体重分别为

(86.05±5.33) cm 和体重(5.34±0.41) kg; 性腺 IV 期

达氏鲟体长和体重分别为(124.05±8.17) cm 和体

重(10.61±1.04) kg。其中 III 期和 IV 期达氏鲟性腺

通过活体手术取样。将样品置于 RNA later (Bio-

logical Industries, 以色列), 4 ℃过夜, 然后置于

–80 ℃冰箱保存备用。 
1.2  总 RNA 提取和 cDNA 合成 

取约 30 mg 组织剪碎匀浆, 按照 RNeasy® Plus 
Mini Kit 试剂盒(QIAGEN, 德国)说明书提取达氏鲟

组织总 RNA。经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA
的质量, 用 NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, 
美国)核酸测定仪检测 RNA 浓度和纯度, 将总

RNA 分装后放于–80 ℃冰箱备用。提取的 RNA
按照 PrimeScript® RT reagent Kit With gDNA Eraser 
(TaKaRa, 日本)逆转录试剂盒说明书步骤合成单

链 cDNA, 将合成的 cDNA 分装后置于–20 ℃保

存, 用于后续的 qRT-PCR。 
1.3  候选内参基因的引物设计和标准曲线制作 

本实验选取常用的 7 个内参基因作为达氏鲟

成鱼不同组织、不同发育时期胚胎、精巢和卵巢

的候选内参基因, 包括 β-actin、EF-1α、GAPDH、

RPL8、18S rRNA、SDHA 和 α-tubulin。根据这 7
个候选内参基因在 GenBank 数据库中的核苷酸序

列, 其基因登录号分别为 MH790260、MH790258、
MH790259、MG722843、FJ688019、MN750321、
MN750320, 运用 Primer Premier 5.0 软件设计引

物, 引物序列见表 1, 所有引物均由天一辉远生

物科技有限公司合成, 以 11 个成鱼组织的 cDNA
为模板进行 PCR扩增, 产物经 1.5%的琼脂糖凝胶

电泳检测引物特异性, 克隆并测序。将 11 个达氏

鲟成体组织的 cDNA 等重量混合, 按照 1 : 5 比例

稀释 5 个梯度(1、1/5、1/25、1/125、1/625), 以其

为模板进行 qRT-PCR 扩增, 绘制标准曲线, 计算

扩增效率和相关系数。 
1.4  实时荧光定量 PCR 扩增 

采用 SYBR Green I 荧光染料法, 使用荧光定

量仪 QuantStudio6 Flex (Life Techonologies, 新加

坡)进行内参基因表达分析, 实时荧光定量 PCR
反应按 PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix 试

剂盒说明书进行操作 ,  扩增体系为 20 .0  μL: 
cDNA 模板 1 μL, 2×Mix 10 μL, 10 nmol/L 正、反

引物各 0.4 μL, ddH2O 补足至 20.0 μL。扩增反应

程序为: 95 ℃预变性 10 min; 95 ℃变性 15 s, 
58 ℃退火 15 s, 72 ℃延伸 15 s, 共 40 个循环。 
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表 1  候选内参基因的引物序列 
Tab. 1  Primer sequences for the candidate reference genes 

引物名称  
primer name 

引物序列(5′−3′)  
primer sequence 

产物长度/bp 
product size 

扩增效率/%  
efficiency 

相关系数(R2)  
coefficient 

β-actin-F CCTTCTTGGGTATGGAATCTTGC 

β-actin-R CAGAGTATTTACGCTCAGGTGGG 

222 95.914 0.999 

EF-1α-F GCGTGGCATCACCATTGACATCT 

EF-1α-R GGCAACAATCAGCACAGCACAGT 

148 100.462 0.997 

GAPDH-F TGAAGGGTGGGGCTAAGCGTGT 

GAPDH-R GTGTGGCTGTGTAGGCATGGACT 

219 97.792 0.998 

RPL8-F GAACATCCCTTCGGTGGTGGTA 

RPL8-R ACGGTCTTTGTTCCACGCAGTCT 

134 99.124 0.996 

18S rRNA-F CTGAGAAACGGCTACCACATC 

18S rRNA-R CCAATTACAGGGCCTCGAAAGA 

118 103.420 0.996 

SDHA-F AGGAGGTGCTCGGCAGTTTCAC 

SDHA-R TAAAGCCAGCCTCAGACAAACCAA 

176 105.867 0.998 

α-tubulin-F CTTGGTGCCCTACCCCCGTATC 

α-tubulin-R ATGGTGGCAATAGCAGCGTTGA 

231 101.294 0.998 

 
PCR 扩增结束后进行熔解曲线分析, 首先 95 ℃
变性 15 s, 然后从 60 ℃开始, 以 0.05 ℃/s 的速

度上升到 95 ℃, 记录荧光信号的变化。每个样品

3 个生物学重复和 3 次技术重复。 
1.5  数据处理及内参基因表达分析 

将每个样品的 Ct 值导入到 Microsoft Excel 和
Origin 9.0 软件, 分别用 geNorm、NormFinder、
BestKeeper 3 个软件进行内参基因表达稳定性分

析, 然后用 RefFinder 软件综合评估 7 个候选内参

基因在达氏鲟成鱼不同组织、不同发育时期胚胎、

精巢和卵巢的表达稳定性, 筛选得到最稳定的内

参基因。 

2  结果与分析 

2.1  内参基因引物特异性和扩增效率 
将 7 个内参基因的引物进行 RT-PCR 扩增和

熔解曲线分析, 结果显示, 产物大小同目的片段

一致, 且无引物二聚体, 熔解曲线均呈现单一峰

(图 1), 说明内参基因引物特异性较好。以梯度稀

释的 cDNA 为模板制作标准曲线, 结果表明, 7 个

内参基因引物的扩增效率为 95.914%~105.867%, 
相关系数(R2)均大于 0.996 (表 1)。这些结果表明 7
个内参基因的引物符合 qRT-PCR 对引物的要求, 
可进行表达稳定性分析。 

2.2  候选内参基因表达丰度分析 
通过计算平均 Ct 值来比较 7 个候选内参基因

的表达丰度, 结果表明, 各候选内参基因在达氏

鲟成鱼不同组织和不同发育时期的胚胎、精巢及

卵巢均有表达, 无组织特异性。在成鱼不同组织

间, 18S rRNA 的表达量较低, Ct 值最大为 32.99, 
平均 Ct 值为 27.90; EF-1α的表达量较高, Ct 值最

小为 16.57, 平均 Ct 值 19.81 (图 2)。在不同发育

时期的胚胎中, SDHA 的表达量较低, Ct 值最大为

28.37, 平均 Ct 值为 26.38; β-actin 的表达量较高, 
Ct 值最小为 15.43, 平均 Ct 值 19.93 (图 2)。在不

同发育时期的精巢中, SDHA 的表达量较低, Ct 值

最大为 26.73, 平均 Ct 值为 26.28; EF-1α的表达量

较高, Ct 值最小为 17.22, 平均 Ct 值 17.88 (图 2)。
在不同发育时期的卵巢中, SDHA 的表达量较低, 
Ct 值最大为 25.68, 平均 Ct 值为 23.62; β-actin 的

表达量较高, Ct 值最小为 15.57, 平均 Ct 值 16.40 
(图 2)。 
2.3  候选内参基因的表达稳定性分析 

利用 geNorm、NormFinder、BestKeeper 和

RefFinder 4 个软件, 分析 7 个候选内参基因在达

氏鲟成鱼各组织和不同发育时期胚胎、精巢及卵

巢的表达稳定性, 筛选出最稳定的内参基因。 
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图 1  候选内参基因 qRT-PCR 的溶解曲线 
Fig. 1  Melting curve for qRT-PCR of candidate reference genes 

 
2.3.1  候选内参基因在不同组织的表达稳定性分

析  geNorm 软件分析结果表明, 7 个候选内参基

因的稳定性 M 值排序为 : GAPDH>α-tubulin> 
RPL8>18S rRNA>SDHA>β-actin=EF-1α (图 3), M 值

越小, 内参基因表达稳定性越高, 其中 EF-1α 和

β-actin 的 M 值最小, 在所有候选内参基因中表达

稳定性最高。另外, 标准化因子配对差异分析显

示, 加入不同个数的候选内参基因对 V 值影响不

大(图 4), 因此至少需要 2 个内参基因(EF-1α 和

β-actin)才能达到准确的校正目的。NormFinder
软件分析结果表明, 7 个候选内参基因的表达稳

定性 M 值排序为: GAPDH>α-tubulin>18S rRNA> 
RPL8>β-actin>SDHA>EF-1α (图 3), M 值越小, 内
参基因表达稳定性越高, 其中 EF-1α的 M 值最小, 
在所有候选内参基因中表达稳定性最高。Best-
Keeper 软件主要根据标准偏差(SD)和变异系数

(CV)评价候选内参基因表达稳定性, 其中SD和CV
越小, 说明内参基因稳定性越高。BestKeeper 软件

分析结果表明, 7 个候选内参基因稳定性排序为:  

RPL8>EF-1α>β-actin>SDHA>GAPDH>α-tubulin> 
18S rRNA(图 3), 其中 RPL8 标准偏差及变异系数

最小, 即表达稳定性最高。RefFinder 软件对 7 个

候选内参基因表达稳定性综合排序为 : EF-1α> 
β-actin>SDHA>RPL8>18S rRNA> α-tubulin>GAPDH 
(图 3)。因此, 相比其他候选内参基因, EF-1α 为达

氏鲟成鱼不同组织最稳定的内参基因。 
2.3.2  候选内参基因不同发育时期胚胎的表达稳

定性分析  geNorm 软件分析结果表明, 7 个候选

内参基因的稳定性 M 值排序为 :  18S rRNA> 
GAPDH>SDHA>RPL8>α-tubulin>β-actin=EF- 1α (图
5), M 值越小, 内参基因表达稳定性越高, 其中

EF-1α和 β-actin 的 M 值最小, 在所有候选内参基

因中表达稳定性最高。另外, 标准化因子配对差

异分析显示, 加入不同个数的候选内参基因对 V
值影响不大, 因此至少需要 2 个内参基因(EF-1α
和 β-act in)才能达到准确校正的目的 (图 4)。
NormFinder 软件分析结果表明, 7 个候选内参基

因的表达稳定性值排序为 :  18S rRNA>RPL8> 
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图 2  候选内参基因的表达丰度 
Fig. 2  Expression levels of candidate reference genes 

 

 
 

图 3  候选内参基因在达氏鲟不同组织中的稳定值排序 
Fig. 3  Stability value of candidate reference genes in different tissues of Acipenser dabryanus 
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图 4  geNorm 软件分析最适内参基因数目 
Fig. 4  Analysis of the optimal number of reference genes by geNorm software 

 
GAPDH>α-tubulin>SDHA>EF-1α>β-actin (图 5), M
值越小, 内参基因表达稳定性越高, 其中 β-actin
的 M 值最小, 在所有候选内参基因中表达稳定性

最高。BestKeeper 软件主要根据 SD 和 CV 评价候

选内参基因表达稳定性, 其中 SD 和 CV 越小, 说
明内参基因稳定性越高。BestKeeper 软件分析结

果表明 , 7 个候选内参基因稳定性排序为 : 18S 
rRNA>SDHA>EF-1α>GAPDH>β-actin>α-tubulin> 
RPL8 (图 5), 其中 18S rRNA 的标准偏差及变异系

数最小, 表达稳定性最高。RefFinder 软件对 7 个

候选内参基因表达稳定性排序综合排序为: EF-1α> 
β-actin>SDHA>α-tubulin>18S rRNA>GAPDH>RPL8 
(图 5)。因此, 相比其他候选内参基因, EF-1α 为达

氏鲟不同发育时期胚胎最稳定的内参基因。 
2.3.3  候选内参基因不同发育时期精巢的表达稳

定性分析  geNorm 软件分析结果表明, 7 个候选

内 参 基 因 的 稳 定 性 M 值 排 序 为 : GAPDH> 
α-tubulin>18S rRNA>SDHA>β-actin>EF-1α=RPL8 
(图 6), M 值越小, 内参基因表达稳定性越高, 其
中 RPL8 和 EF-1α 的 M 值最小, 在所有候选内参

基因中表达稳定性最高。另外, 标准化因子配对

差异分析显示, 加入不同个数的候选内参基因对

V 值影响不大, 因此至少需要 2 个内参基因(RPL8
和 EF-1α )才能达到准确校正的目的 (图 4)。
NormFinder 软件分结果表明, 7 个候选内参基因

的 表 达 稳 定 性 值 排 序 为 : GAPDH>α-tubulin> 
β-actin>18S rRNA>SDHA>RPL8>EF-1α (图 6), M 值

越小, 内参基因表达稳定性越高, 其中 EF-1α 的

M 值最小, 在所有候选内参基因中表达稳定性最

高。BestKeeper 软件主要根据 SD 和 CV 评价候选

内参基因表达稳定性, 其中 SD 和 CV 越小, 说明

内参基因稳定性越高。BestKeeper 软件分析结果

表明, 7 个候选内参基因稳定性排序为: β-actin> 
EF-1α>RPL8>α-tubulin>SDHA>18S rRNA>GAPDH 
(图 6), 其中 β-actin 的标准偏差及变异系数最小, 
表达稳定性最高。RefFinder 软件对 7 个候选内参

基因表达稳定性排序综合排序为: EF-1α>RPL8> 
β-actin>SDHA>18S rRNA>α-tubulin>GAPDH ( 图
6)。因此, 相比其他候选内参基因, EF-1α 为达氏

鲟不同发育时期精巢最稳定的内参基因。 
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图 5  候选内参基因在达氏鲟不同发育时期胚胎的稳定值排序 
Fig. 5  Stability value of candidate reference genes in different stages of embryo of Dabry’s sturgeon 

 

 
 

图 6  候选内参基因在达氏鲟不同发育时期精巢的稳定值排序 
Fig. 6  Stability value of candidate reference genes in different stages of testis of Acipenser dabryanus 
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2.3.4  候选内参基因不同发育时期卵巢的表达稳

定性分析  geNorm 软件分析结果表明, 7 个候选内

参基因的稳定性 M 值排序为: GAPDH>18S rRNA> 
SDHA>EF-1α>α-tubulin>β-actin=RPL8 (图 7), M 值

越小, 内参基因表达稳定性越高, 其中 RPL8 和

β-actin 的 M 值最小, 在所有候选内参基因中表达稳

定性最高。另外, 标准化因子配对差异分析显示, 
V2/3<0.15, 因此需要 2 个内参基因(RPL8 和 β-actin)
就能达到准确的校正目的(图 4)。NormFinder 软件

分析结果表明, 7 个候选内参基因的表达稳定性

值排序为: GAPDH>18S rRNA>β-actin>α-tubulin> 
RPL8>EF-1α>SDHA(图 7), M 值越小, 内参基因表 

达稳定性越高, 其中 SDHA 的 M 值最小, 在所有候

选内参基因中表达稳定性最高。BestKeeper 软件主

要根据SD和CV评价候选内参基因表达稳定性, 其
中 SD 和 CV 越小, 说明内参基因稳定性越高。Best-
Keeper 软件分析结果表明, 7 个候选内参基因稳定

性排序为 : α-tubulin>RPL8>β-actin>EF-1α>SDHA> 
18S rRNA>GAPDH(图 7), 其中 α-tubulin 的标准偏

差及变异系数最小, 表达稳定性最高。RefFinder 软
件对 7 个候选内参基因表达稳定性综合排序为: 
RPL8>EF-1α>SDHA>β-actin=α-tubulin>18S rRNA> 
GAPDH(图 7)。因此, 相比其他候选内参基因, RPL8
为达氏鲟不同发育时期卵巢最稳定的内参基因。 

 

 
 

图 7  候选内参基因在达氏鲟不同发育时期卵巢的稳定值排序 
Fig. 7  Stability value of candidate reference genes in different stages of ovary of Acipenser dabryanus 

 

3  讨论 

目前, qRT-PCR 技术是基因表达分析的常规

手段。研究表明, 不同实验条件下稳定表达的内

参基因会有不同[9]。因此, 根据具体的实验筛选合

适的内参基因对基因表达的研究至关重要。然而, 

有关鲟内参基因的研究非常少, 因此, 本研究分

析了 7 个常见内参基因在达氏鲟成鱼组织间和不

同发育时期胚胎、精巢及卵巢的表达稳定性, 发
现 EF-1α 在达氏鲟成鱼不同组织和发育时期胚

胎、精巢的表达最稳定, 而 RPL8 在卵巢发育各时

期最稳定。龙治海等 [23]也研究了 3 个内参基因
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(β-actin、GAPDH 和 EF-1α)在达氏鲟 14 个组织间

的表达稳定性, 得出 EF-1α 的表达最为稳定。本

研究增加了 4 个内参基因, 但是得到达氏鲟不同

组织间最为稳定的内参基因与其一致。此外, 本
研究首次鉴定了在鲟不同发育时期胚胎、精巢及

卵巢的稳定表达内参基因, 为后续鲟基因表达研

究提供基础。 
虽然目前有关鱼类内参基因表达稳定性的研

究较多, 但是结果不尽相同。在大西洋鲑(Salmo 
salar)[6]、斑马鱼(Danio rerio)[8]和黄鳝(Monopterus 
albus)[28]中, 不同组织间最为稳定表达的内参基

因也为 EF-1α; 然而, 在青鳉(Oryzias latipes)[29]、

草鱼(Ctenopharyngodon idella)[9]和泥鳅(Misgurnus 
anguillicaudatus)[30]中, 18S rRNA 在不同组织间的

表达最为稳定。不同发育阶段胚胎稳定表达内参

基因的研究结果也不尽相同。在斑马鱼、青鳉、

鳜 (Siniperca chuatsi)[31] 和 拟 穴 青 蟹 (Scylla 
paramamosain)[32]中, EF-1α 和/或 18S rRNA 的表

达最稳定, 而泥鳅中 β-tubulin 最稳定。此外, 有
关不同发育时期性腺稳定表达内参基因的研究相

对较少。对克氏原螯虾(Procambarus clarkii) 6 个

不同发育时期卵巢的研究结果表明, EF-1α 表达

最稳定[33]。与之相似, 鲤(Cyprinus carpio)[34]卵母

细胞成熟过程中和黄鳝不同发育时期性腺 [28], 
EF-1α的表达也较为稳定。在达氏鲟中, 我们发现

不同发育时期精巢稳定表达的内参基因为 EF-1α, 
而不同发育时期卵巢稳定表达的内参基因为

RPL8。以上研究表明, 不同物种内参基因的稳定

性不尽相同。因此, 在开展 qRT-PCR 实验前, 需要

筛选合适的内参基因, 以确保研究结果的准确性。 
本研究首先采用 geNorm、NormFinder 和

BestKeeper 3 个软件分析了达氏鲟内参基因的稳

定性, 不同软件得到的结果不完全一致。这可能

是由于不同软件使用的统计模型不同所引起的。

geNorm和 NormFinder 2个软件算法相似, 计算出

相应的表达稳定度平均值(M 值), M 值越小, 则基

因稳定性越高[24-25]。BestKeeper 软件则直接导入

Ct 值计算每个候选参考基因的 SD 和 CV, SD 和

CV 越低则候选内参基因越稳定[26]。在达氏鲟成

鱼不同组织, 3 个软件计算得到最稳定的基因分

别是 EF-1α 与 β-actin、EF-1α 和 RPL8; 达氏鲟不

同发育时期胚胎, 3 个软件计算得到最稳定的基

因分别是EF-1α与 β-actin、β-actin和 18S rRNA; 达
氏鲟不同发育时期精巢, 3 个软件计算得到最稳

定的基因分别是 EF-1α与 RPL8、EF-1α和 β-actin; 
达氏鲟不同发育时期卵巢, 3 个软件计算得到最

稳定的基因分别是 β-actin 与 RPL8、SDHA 和

α-tubulin。由于 RefFinder 软件综合 geNorm、

NormFinder 和 BestKeeper 3 个软件的算法, 避免

3 个软件各自的片面性, 给出内参基因综合稳定

性, 因此, 本研究最终以 RefFinder 软件综合分析

结果为准, 即达氏鲟成鱼不同组织、不同发育时

期胚胎和精巢中最稳定表达的内参基因为 EF-1α, 
而不同发育时期卵巢中最稳定表达的内参基因为

RPL8。 
然而, 在一些对基因表达定量准确度要求非

常高的实验中, 通常单个内参基因的校正作用有

限, 需要同时使用两个或多个稳定表达的内参基

因对目的基因的表达量进行校正[5]。geNorm 软件

还可以引入 1 个新的内参基因后的配对变异 V 值, 
根据配对差异分析(Vn/n+1)来确定内参基因最合适

的数目, 使得定量的结果更为精确[35]。n 为最佳

内参基因数目 , V 默认为 0.15, 分析结果表明 , 
Vn/V(n+1)<0.15 时, 最适内参基因的数量为 n 个; 
如果 Vn/V(n+1)>0.15, 最适内参基因的数量为 n+1
个。根据 geNorm 软件对达氏鲟成鱼不同组织、

不同发育时期的胚胎、精巢和卵巢的 7 个候选内

参基因的分析结果显示(图 4), 选取不同数目的内

参基因对 V 值得影响不大, 同时考虑到实验工作

的复杂性和成本, 因此选择 2 个内参基因就能够

获得目标基因较为准确的定量结果, 其内参基因

分别是 β-actin 与 EF-1α、β-actin 与 EF-1α、RPL8
与 EF-1α、β-actin 与 RPL8。本研究筛选得到的内

参基因, 为达氏鲟在不同组织、不同发育时期胚胎

和性腺的基因表达差异分析提供理论基础。 
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Identification of reference genes for qRT-PCR in Dabry’s sturgeon, 
Acipenser dabryanus  
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Abstract: In order to identify the most stable reference gene for the real-time quantitative PCR (qRT-PCR) analy-
sis in Dabry’s sturgeon (Acipenser dabryanus), seven commonly used reference genes, including beta actin 
(β-actin), elongation factor-1 (EF-1α), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), ribosomal protein 
L8 (RPL8), 18S ribosomal RNA (18S rRNA), succinate dehydrogenase complex subunit A (SDHA), and al-
pha-tubulin (α-tubulin) were selected as candidates. Their expression stability was evaluated in different adult 
tissues, and in the tissue of embryos, testes, and ovaries during different developmental stages. We used geNorm, 
NormFinder, BestKeeper, and RefFinder software to conduct the analyses. Results verified that optimal amplifica-
tion efficiency was obtained from the primers of these candidate genes. In adult tissues, the stability of these ref-
erence genes was as follows: EF-1α>β-actin>SDHA>RPL8>18S rRNA>α-tubulin>GAPDH; during different de-
velopmental stages of embryos, the stability of these reference genes was: EF-1α>β-actin>SDHA>α-tubulin>18S 
rRNA>GAPDH>RPL8; during different developmental stages of testes, the stability of these reference genes was: 
EF-1α>RPL8>β-actin>SDHA>18S rRNA>α-tubulin>GAPDH; during different developmental stages of ovaries, 
the stability of these reference genes was: RPL8>EF-1α>SDHA>β-actin=α-tubulin>18S rRNA>GAPDH. Overall, 
the most stable reference gene in adult tissue, embryos, and testes was EF-1 α. For ovary tissue, we found RPL8 to 
be most stable. This study provides a useful basis for future work examining gene expression in Dabry’s sturgeon. 
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