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17α, 20β双羟孕酮诱导鲤卵母细胞最终成熟相关基因表达内参基因的筛选
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摘要: 本研究检测了18S rRNA(18S)、28S rRNA(28S)、组织蛋白酶Z(cathepsin Z, CTSZ)、延伸因子1-α(elongation factor 1-α, EF-1α)、3-磷酸甘油脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gapdh)、β肌动蛋白(β-actin)6个候选内参基因在17α, 20β双羟孕酮(DHP)诱导鲤(Cyprinus carpio)卵母细胞最终成熟过程的表达情况, 并应用不同的内参分析软件对数据进行了分析。Bestkeeper软件分析表明EF-1α的变异系数和标准差是6个候选内参基因中最低的, 且Bestkeeper指数在6个候选内参基因中最高, 说明其表达稳定性最高, 适合做为内参基因; geNorm软件分析认为需要同时使用EF-1α和CTSZ两个内参基因来校正目标基因的表达; NormFinder软件分析同样表明EF-1α是6个候选内参基因中表达最稳定的; 最后通过RefFinder软件综合比较分析, 确定EF-1α相对于其他5个候选内参基因, 在17α, 20β双羟孕酮诱导卵母细胞最终成熟阶段表达最为稳定, 可作为内参校正17α, 20β双羟孕酮诱导鲤卵母细胞最终成熟阶段各基因的表达情况。
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鱼类卵母细胞在完成卵黄积累后停留在性腺发育的第V期, 此时卵母细胞处于成熟晚期(full growth), 一旦光照、温度、异性等环境条件适合, 即进入卵母细胞最终成熟阶段。该阶段虽然历时很短, 一般不超过24 h, 但涉及生发泡破裂(ger​m​inal vesicle breakdown, GVBD)、染色体凝集、减数分裂纺锤体的形成, 以及第一极体的排出等诸多过程[1], 这些过程的顺利完成是卵母细胞成功受精的先决条件, 任何环节受到影响都会导致繁殖失败[2], 种群补充受到影响。自19世纪80年代, 研究者进行了大量的研究, 阐明了卵母细胞最终成熟的激素调节机制[3−6], 但最终成熟过程中所涉及的分子事件及其相互关系至今仍未明确[2]。检测参与该过程各基因转录本丰度的变化是了解卵母细胞最终成熟分子机制的一个重要方面。实时荧光定量PCR技术(qantative real-time PCR, qPCR)是一种实时监测PCR扩增产物并进行解析的定量方法, 具有敏感性高、重复性好、检测速度快、自动化程度高等诸多优点, 目前已被国内外学者广泛应用[7−8]。该技术一般需要用表达稳定的内参基因对靶基因的表达情况进行校正和标准化。以往的研究多以表达量众多的管家基因如核糖体RNA 18S rRNA或28S rRNA以及肌动蛋白等作为内参。然而, 大量的研究表明, 这些常用的内参基因在不同实验条件下的表达也有变化[9−11]。不稳定内参基因的使用会导致qPCR的结果出现严重偏差。越来越多的研究[12−14]表明, 一个广泛通用的内参基因是不存在的, 研究者在每一个实验或物种中都需要寻找合适的稳定表达的基因作为内参。最近, Bestkeeper[15]、geNorm[16]和NormF​inder[17]等内参基因筛选软件相继出现, 可帮助研究人员在不同的研究中选择稳定的内参基因, 有些软件还可以给出精确定量所需的合适内参数目[16, 18]。
本研究选择了6个常用的内参基因: 18S rRNA (18S)、28S rRNA (28S)、组织蛋白酶Z(cathe​psin Z, CTSZ)、延伸因子1-α(elongation factor 1-α, EF-1α)、3-磷酸甘油脱氢酶(glyceraldehyde-3-ph​o​​​s​p​hate dehydrogenase, gapdh)、β肌动蛋白(β-ac​tin), 观察了这些基因在17α, 20β双羟孕酮(17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one, DHP)诱导鲤卵母细胞最终成熟过程中的表达变化, 筛选适用于此阶段的稳定表达的内参基因。
1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  鲤卵母细胞  实验用鲤购买于超市, 选择腹腔饱满, 质量500~700 g的雌性鲤, 腹腔解剖, 取出卵巢, 用镊子轻轻剥离卵巢, 选取直径在0.5~0.7 mm的不透明状态的卵母细胞, 于Cortl​and生理盐水培养液[19−20]中进行体外培养。参照Mukherjee等[21]的研究结果, 以0.5 μg/mL DHP诱导卵母细胞成熟, 每组3个平行。分别在0、3、6、9、12 h观察卵母细胞发生GVBD的情况(图1), 同
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图1  生发泡破裂前后的卵母细胞

Fig. 1  Oocytes before and after germinal vesicle breakdown (GVBD)

时取各组卵母细胞10~20个, 置于液氮过夜后于–80℃冰箱保存, 用于RNA提取。DHP诱导卵母细胞成熟实验重复6次。
1.1.2  试剂  总RNA提取试剂(Trizol裂解液)购自Invitrogen公司, 逆转录试剂(M-MLV逆转录酶)、实时荧光定量试剂(SYBR GoTaq® qPCR Master Mix)购自Promega公司, dNTP、EDTA、随机引物购自加拿大Fermentas公司, 其他化学试剂均购自上海生物工程有限公司。

1.2  RNA提取及cDNA的合成

1.2.1  总RNA提取  取10~20个卵母细胞于2 mL离心管中, 加入500 μL Trizol裂解液, 匀浆后, 再加入500 μL Trizol裂解液, 静置后离心, 取上清液加入1.5 mL离心管中, 氯仿抽提后, 异丙醇沉淀, 75%酒精清洗, 用无RNase水溶解RNA。然后用分光光度计检测其OD260/280, 琼脂糖凝胶电泳后溴化乙锭染色检测RNA的完整性。

1.2.2  cDNA合成  取3 μg总 RNA、DNase Buffer 1 μL和DNaseⅠ1 μL并加无RNase水至11 μL, 混匀后37℃ 30 min后加EDTA 1 μL, 65℃ 15 min; 加随机引物(random primer, 10 mmol/L) 1 μL, 70℃ 10 min; 冰置2 min。再加入5×First- strand Buffer 4.5 μL, M-MLV逆转录酶(200 U/μL) 1 μL, dNTP Mix (10 mmol/L) 1.5 μL, 混匀后25℃ 5 min, 37℃ 2 h, 72℃ 7 min, 16℃ 10 min, 获得的cDNA于−20℃保存备用。

1.3  qPCR

1.3.1  引物设计  以NCBI GenBank数据库各候选内参基因的序列(靶基因LHR为本实验室克隆获得的部分基因序列)为基础, 采用Primer 3 plus(http://www.primer3plus.com/cgi-bin/dev/prim​e r3plus.cgi)在线软件设计qPCR引物(引物信息见表1)。所有引物均由上海捷锐生物工程有限公司合成。

1.3.2  qPCR反应  qPCR在罗氏 Roche Light C​ycler480实时荧光定量PCR系统中进行, 20 μL反应体系包括模板cDNA 1 μL, 上下游引物各0.5 μL, 灭菌双蒸水8 μL, SYBR Green GoTaq®PCR Master Mix 10 μL。
表1  qPCR引物及基因序列信息

Tab.1  Primers and related information of the gene sequences used for qPCR

	基因名gene name
	基因登录号gene ID
	引物序列(5′−3′) primer sequence(5′-3′)
	扩增片段长度/bp amplicon length

	18S
	224486498
	F: AACGGCTACCACATCCAAGG
	245

	
	
	R: CCCGAGATCCAACTACGAGC
	

	28S
	373430781
	F: TTGATCCTTCGATGTCGGCT
	244

	
	
	R: TCCCACAGATGGTAGCTTCG
	

	CTSZ
	224486498
	F: AAGACCTCCCCAAAGCATGG
	229

	
	
	R: TCTCCACCATTGCAGGAACC
	

	EF-1α
	28628940
	F: GCCTTCGTCCCAATTTCTGG
	228

	
	
	R: CACGGGCACAGTTCCAATAC
	

	gapdh
	56709492
	F: AGGGGCTCAGTATGTTGTGG
	185

	
	
	R: AGGAGGCATTGCTGACAACT
	

	β-actin
	213041
	F: GCAATGAGAGGTTCAGGTGC
	222

	
	
	R: ACAGGTCCTTACGGATGTCG
	

	LHR
	—
	F: TACGTGATGCCTGACTGCTG

R: GCCAGAGCTTCATTGGGACT
	248


qPCR反应程序为95℃ 7 min; 95℃ 10 s, 60℃ 10 s, 72℃ 15 s, 共45个循环; 最后作熔解曲线分析(65~95℃), 以确保引物对每个样品的特异性扩增。
1.4  引物扩增效率的确定

引物扩增效率(E)计算方程式为: E=10–(1/斜率), 公式中的斜率为引物对不同浓度模板扩增Ct值的标准曲线的斜率。制作标准曲线时, 将cDNA第一链模板依次稀释5个梯度(5倍稀释), 每个浓度梯度3个技术重复, 检验18S、28S、CTSZ、EF-1α、gapdh、β-actin共6个候选内参基因和1个靶基因LHR引物的扩增效率。

1.5  内参基因表达稳定性分析

根据公式Q=
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, 利用Excel 2010对每个扩增样品的Ct值计算各基因的相对表达量Q。其中E为引物扩增效率, ΔCt=Ctmin(Ct样品(Ctmin为所有样品中最低的Ct值, Ct样品为每个样品的Ct值)[22]。Bestkeeper软件主要以标准差(STDEV)和变异系数(CV%)及皮尔逊相关系数r来衡量内参基因的稳定性[23]。geNorm软件[16]是基于两个表达稳定性最好的基因其表达稳定性相同的假设, 根据基因之间的配对变异(pairwise variation)计算其表达稳定性M值。NormFinder程序是2004年Andersen等[17]发明的一种评价基因表达稳定性的方法, 与geNorm程序一样也是一种比较常用的方法。NormFinder主要通过对荧光定量数据方差分析的结果对候选内参基因表达稳定性进行分析。RefFinder是Xie等[24]将geNorm、NormFinder、Bestkeeper等软件以及Delta Ct法整合成的一个网上综合分析工具, 直接利用荧光定量Ct值进行数据分析, 能够综合评价上述4种分析方法的结果, 避免了单个分析方法的片面性。根据6个候选内参基因在DHP诱导卵母细胞最终成熟阶段不同时期的相对表达量, 利用Bestkeeper软件、GeNorm软件、NormFinder软件和RefFinder在线软件(http://www.leonxie.com/referencegene.php? type=reference#), 对各个候选内参基因的表达稳定性进行统计学分析, 从而筛选出表达最稳定的内参基因。

1.6  LHR基因表达的分析

LHR定量结果采用LightCycler®480 Softw​are 1.5(Roche Applied Science, UK)分析, 运用Pfaffl法[23]计算基因的相对表达量(RQ值), 该方法的计算公式为RQ=E目的ΔCt(试验−对照)/E内参ΔCt（试验−对照), E为不同基因引物扩增效率, 并使用SPSS 20.0统计软件进行单因素方差分析, 用RQ值(平均值±标准误)表示基因的表达水平。进而分析LHR基因在DHP诱导卵母细胞最终成熟不同时相中的表达情况。

2  结果与分析

2.1  引物特异性分析

各内参引物经PCR扩增后, 经琼脂糖凝胶电泳检测呈单一特异性条带, 且条带大小与目的片段一致, 条带下方没有引物二聚体存在(图2)。同时, 6个候选内参基因和靶基因LHR的熔解曲线都显示单峰, 说明扩增产物单一、特异性良好。

[image: image3.png]Q.
Na

v Iew

S&1
S§C

Ypdp3

YAVAY,

O[-AH

unoe-g





图2  6个候选内参基因和靶基因LHR qPCR的产物

Fig. 2  qPCR amplications of six candidate reference genes and the target gene LHR
2.2  引物扩增效率

以梯度稀释的cDNA为模板对各候选内参基因进行qPCR扩增, 绘制标准曲线并计算引物扩增效率(表2), 6个候选内参基因和靶基因的扩增效率均在90%到110%之间, 误差为0.008 7~0.033 7, 远远低于qPCR可以接受的误差值0.2, 说明这7对基因引物可以用于后续实验。
2.3  内参基因稳定性的评价

2.3.1  Bestkeeper软件分析结果  Bestkeeper软


件[23]主要以标准差(STDEV)和变异系数(CV%)及皮尔逊相关系数r来衡量内参基因的稳定性。本研究中, EF-1α和gapdh的r值最大, 表示EF-1α的表达与gapdh的表达高度相关, 可选择两者中的任意一个做为内参。变异系数或标准差越小, 表示基因在不同样品之间或者重复样品之间的稳定性越高。本实验中EF-1α的标准差和变异系数分别为0.71和2.65, 是6个候选内参基因中最小的(表3), 而且EF-1α的Bestkeeper指数值为0.956(表4), 这表明EF-1α同其他候选内参基因表达的相关性较高, 且在不同样品之间的表达稳定性较好, 因此EF-1α适合做DHP诱导卵母细胞最终成熟时期的内参基因。
2.3.2  geNorm软件分析结果  geNorm软件[16]是基于两个表达稳定性最好的基因其表达稳定性相同的假设, 根据基因之间的配对变异计算其表达稳定性M值, M值越大, 稳定性越低。geNorm软件分析结果见图3。由图3A可以看出, 6个候选内参基因的表达稳定性由高到低排列顺序为EF-1α/ CTSZ(0.118)、gapdh (0.172)、β-actin (0.194)、18S (0.436)、28S(0.577), 各候选内参基因的M值都小于该程序的推荐值1.5[16], 其中EF-1α和CTSZ的M值最小, 表明EF-1α和CTSZ基因的表达稳定性最好。标准化因子配对差异分析(图3B)表明二者配对时差异为0.067, 远远低于该软件的阈值0.15, 可确定EF-1α和CTSZ配对作为内参基因可对该过程目的基因的qPCR数据进行准确的校正分析。
2.3.3  NormFinder分析结果  NormFinder主要通过对荧光定量数据方差分析的结果对候选内参
表2  各引物qPCR的扩增效率

Tab.2  Amplication efficiency of primers

	基因名gene name
	标准曲线standard curve
	扩增效率/% amplication efficiency
	误差error

	β-actin
	y= (3.075x+43.18
	111.5
	0.0087

	EF-1α
	y=(3.429x+46.49
	95.7
	0.0164

	18S
	y= (3.484x+35.74
	93.6
	0.0144

	28S
	y= (3.509x+36.48
	92.7
	0.0146

	CTSZ
	y= (3.533x+50.64
	91.9
	0.0236

	gapdh
	y= (3.314x+44.41
	100.3
	0.0126

	LHR
	y= (3.138x+52.20
	108.3
	0.0337


表3  Bestkeeper软件对6个候选内参基因表达情况的统计学分析

Tab.3  Descriptive statistics of the six candidate reference genes based on their threshold cycle values using Bestkeeper software

	统计指标

statistic paremeter
	基因 gene

	
	18S
	28S
	CTSZ
	EF-1α
	gapdh
	β-actin

	几何平均数geo mean
	16.45
	15.99
	24.65
	26.80
	26.79
	25.63

	算术平均数ar mean
	16.59
	16.12
	24.69
	26.82
	26.81
	25.65

	最小Ct值min Ct
	14.68
	13.91
	22.33
	25.58
	24.63
	24.42

	最大Ct值max Ct
	27.82
	23.76
	28.78
	29.28
	28.38
	28.96

	标准差STDEV (±Ct)
	1.43
	1.58
	1.08
	0.71
	0.82
	0.76

	变异系数CV (%Ct)
	8.61
	9.77
	4.38
	2.65
	3.04
	2.97

	最小差异倍数min x-fold
	(3.23
	(3.93
	(4.53
	(2.28
	(4.49
	(2.48

	最大差异倍数max x-fold
	1870.06
	165.34
	14.79
	5.29
	3.01
	12.27

	标准差STDEV (±x-fold)
	2.58
	2.84
	2.05
	1.60
	1.72
	1.66


注: 18S、28S和CTSZ的标准差都大于1(表中黑体标注), x-fold表示实验组和对照组基因表达差异倍数, 在Bestkeeper指数(n=3)计算中去除. Ct: 临界循环次数.

Note: 18S, 28S and CTSZ had standard deviations (SD) above 1 (bold). x-fold means the differences between experimental group and control group in investigated transcript expressions, and were discarded from the calculation of the Bestkeeper index (n=3). Ct: threshold cycle; Geo mean: geometric mean; Ar mean: arithmetic mean; CV (%Ct): coefficient variation.

表4  3个候选内参基因Ct值的两两相关性和概率(斜体)以及Bestkeeper指数

Tab.4  Pairwise correlations coefficient of the Ct values and probabilities (italics) of 3 candidate reference genes and the Bestkeeper indexes

	基因 gene
	EF-1α
	gapdh
	β-actin

	EF-1α
	−
	−
	−

	
	
	
	

	gapdh
	0.827
	−
	−

	
	0.001
	
	

	β-actin
	0.781
	0.593
	−

	
	0.001
	0.003
	−

	Bestkeeper指数Bestkeeper Index
	0.956
	0.932
	0.816

	
	0.001
	0.001
	0.001


注: 黑色字体数据表示相关性系数最高值及Bestkeeper指数最高值. 

Note: Bold figures are the highest correlation coefficients and the highest Bestkeeper index.
基因表达稳定性进行分析。稳定值越大, 稳定性越低。NormFinder软件分析结果见图4, 各候选内参基因表达稳定值由低到高依次为EF-1α (0.015)、CTSZ(0.019)、gapdh(0.020)、β-actin(0.022)、18S(0.036)、 28S(0.055), 与Bestke​eper和geNorm分析结果类似, 同样是EF-1α的稳定值最小, 是表达最为稳定的基因[25]。
2.3.4  RefFinder分析结果  RefFinder是Xie等[24]将geNorm、NormFinder、Bestkeeper等软件以及
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图3  6个候选内参基因表达稳定性和配对变异程度的geNorm分析

A. 6个候选内参基因的平均表达稳定度(M); B．配对变异程度, 从最稳定的两个内参基因配对开始, 逐步加入第3、4、5和6个基因.

Fig.3  Expression stability of 6 reference genes by geNorm software

A. Average expression stability(M) of six candidate reference genes. B. Pairwise variations. From two of the most stable can​d​idate reference genes, gradually add the 2rd, 4th, 5th, and 6th gen​es.
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图4  6个候选内参基因表达稳定性的NormFinder分析

Fig.4  Expression stability of 6 candidate reference genes by NormFinder

Delta Ct法整合成的一个网上综合分析工具, 直接利用荧光定量Ct值进行数据分析, 能够综合评价上述4种分析方法的结果, 避免了单个分析方法的片面性。RefFinder综合分析6个候选内参基因表达稳定性的结果见图5, 每个基因分别整合得到一个综合排名指数, 综合排名指数越高, 稳定性越差, EF-1α的综合排名指数最低, 说明EF-1α是表达最稳定的基因。
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图5  6个候选内参基因表达稳定性的RefFinder分析

Fig.5  Expression stability of 6 candidate reference genes by RefFinder

2.4  LHR基因相对于不同候选内参基因的相对表达量

分别以18S、28S、CTSZ、EF-1α、gapdh、β-actin做为内参分析LHR在DHP暴露不同时间后的表达情况见图6。以18S为内参时, LHR在3 h、6 h时相对表达量显著下降(P<0.05), 在9 h时有所上升; 以28S为内参时, LHR相对表达量只有在0 h与其他时相存在显著差异(P<0.05); 以gapdh和CTSZ为内参时, LHR在5个时相中相对表达量均无显著性变化(P>0.05); 以β-actin为内参, LHR在12 h显著上升(P<0.05), 其他时相无显著性差异(P>0.05); 而以EF-1α为内参时, LHR在3 h和6 h相对表达量显著下降(P<0.05), 在9 h和12 h有所上升。这些数据表明, 不同内参基因的选择对靶基因表达数据的分析有很大的影响。
3  讨论

qPCR技术作为分子生物学研究的一项重要工具, 在水产动物研究中的应用越来越广泛。在进行qPCR检测过程中, RNA的提取以及逆转录的效率都会对不同样品中目的基因的拷贝数检测造成影响, 因此一般需要内参基因来对目的基因的表达进行校正和标准化。理想的内参基因应满足以下几个条件: (1)在生物的不同组织和细胞类型中都能够稳定表达[26]; (2)不受生物体任何内外源因素的影响, 在不同环境下都能稳定表达; (3)表达水平与目标基因相似[27−28]。在以往的qPCR研究中, 人们一般用核糖体RNA和actin等传统的管家基因作为内参。但越来越多的研究[12, 14]表明, 这些管家基因在不同的组织或实验条件下, 其表达并不是稳定不变的, 即使是同一物种, 不同组织通用的内参基因也是不存在的。因此, 对于特定的物种及不同的实验条件, 筛选稳定表达的内参基因对于准确分析靶基因的表达情况至关重要。
近年来, 随着人们对内参基因筛选重要性的认识不断提高, 研究者相继开发了Bestkeeper、geNorm和NormFinder等内参基因分析软件, 用于帮助研究人员在不同的研究中选择稳定的内参基因。本研究选用4种软件对数据进行了分析。

采用Bestkeeper软件对6个候选内参基因的表达稳定性分析表明, EF-1α基因的变异系数(CV%)和标准差(STDEV)分别为2.65和0.71, 在6个候选内参基因中数值最低, 且EF-1α的Bestkeeper指数(r值)最高, 为0.956, 说明EF-1α稳定性高, 适合单独做为内参基因。
geNorm软件稳定性分析结果表明最稳定基因为CTSZ和EF-1α。配对变异程度分析表明, 当
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图6  不同内参基因校正LHR在DHP诱导不同时间的表达

不同上标字母表示不同时间基因表达量差异显著(P<0.05)

Fig.6  LHR expression levels normalized by 6 reference genes during final oocyte maturation induced by DHP 

Different letters represent statistically significant differences (P<0.05 ).
CTSZ和EF-1α配对时, V值为0.067, 远远小于该软件给出的阈值0.15, 说明2个内参基因即CTSZ和EF-1α可对靶基因的表达情况进行校正分析。

NormFinder软件对6个候选内参基因表达稳定性的分析结果中, EF-1α的表达稳定值最低, 说明最稳定的基因是EF-1α。

通过RefFinder[29]对各组数据进行分析, 整合得到一个综合排名指数, EF-1α综合排名第一, 同样说明EF-1α是表达最稳定的基因。

LHR基因相对于不同候选内参基因的相对表达量分析表明, 在18S、28S、CTSZ、gapdh、β-actin和EF-1α 6个候选基因的校正下, LHR的相对表达量各不相同。这表明稳定表达内参基因的选择, 对靶基因表达的正确分析至关重要。

近年来, 越来越多的研究者开始重视稳定表达的内参基因的筛选[17, 25, 30−33]。Bower等[25]对大西洋鲑(Salmo salar)初级肌原细胞培养过程中稳定表达的内参基因进行了筛选, 经geNorm、NormFinder、Bestkeeper分析发现次黄嘌呤磷酸核糖转移酶1(hypoxanthine phosphoribosyl tran​sfe​rase 1)基因、EF-1α、肽酰–脯氨酰异构酶A(prolylpeptidyl isomerase A)基因和RNA聚合酶2(RNA polymerase 2)基因中的任何3个基因都可做为该过程中的稳定内参。Infante 等[31]检测了塞内加尔鳎(Senegalese sole)和大西洋大比目鱼(Hip​p​og​lossus stenolepis)幼体发育过程中β-actin、gapdh、膜联蛋白A2(annexin A2)、谷胱甘肽硫转移酶(glut​athione S-transferase)、鸟氨酸脱羧酶(ornithine decarboxylase)、次黄嘌呤磷酸核糖转移酶(hyp​ox​an​thine phosphoribosyltransferase)、泛素(ubiqu​itin, UBQ)、EF-1α、18S、核糖体蛋白S4(riboso​malp​roteins S4, RPS4) 和L13a (RPL13a) 11个候选内参基因的表达水平, 结果发现RPS4、UBQ和EF-1α可以做为两种比目鱼幼体发育过程中的最佳内参。Deloffre等[34]为了筛选硬骨鱼类卵子发生过程中稳定的内参基因, 对β-actin、CTSZ、EF-1α、组织蛋白酶D(cathepsin D, CTSD)、TATA结合蛋白(TATA binding protein)及微管蛋白A(tubulin A)6个候选基因的表达水平进行了检测, 经Bestkeeper、geNorm、NormFinder综合分析, 认为在整个卵子发生过程中, 1~3个内参基因对于qPCR结果的校正都是不可靠的, 需要β-actin、CTSZ、EF-1α和CTSD共同做为内参, 才能最大限度地减少误差。

上述研究表明, 广泛被采用的管家基因核糖体RNA和β-actin并不一定适合作为内参。值得指出的是, 无论是初级肌原细胞的培养[25], 还是幼体发育和卵子发生过程[34], 以及卵母细胞最终成熟(本研究)过程中, EF-1α的表达都比较稳定, 显示了作为稳定表达内参基因的潜力。尽管如此, 研究者在应用qPCR技术研究选择内参基因时, 不能简单地采用管家基因或参考文献中的内参基因, 应在实验过程中观察一些候选内参基因的表达情况, 筛选适用于该次实验的稳定表达的内参基因。
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Reference gene validation for quantification of gene expression during final oocyte maturation induced by 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3- one in common carp (Cyprinus carpio)

SHI Yanyan1, LU Jie2, WANG Yilei1, WANG Shuhong1
1. Fisheries College, Jimei University, Xiamen 361021, China;
2. School of Physics and Mechanical & Electrical Engineering, Xiamen University, Xiamen 361005, China
Abstract: Final oocyte maturation is a key step for successful spawning and fertilization. Like most other vertebrates, teleosts have full-grown postvitellogenic oocytes in the ovary that are physiologically arrested at the G2/M border in the first meiotic prophase and cannot be fertilized. Shortly before ovulation, the oocytes must become fully mature, which involves breakdown of the germinal vesicle(GVBD), chromosome condensation, assembly of the meiotic spindle, and exclusion of the first polar body. Meiosis is again arrested at the second metaphase. The time period from the resumption of meiosis to the second meiotic metaphase has been referred to as final oocyte maturation. Knowledge of the molecular events and the role of various factors involved in final oocyte maturation is a focus of research in the field of reproductive biology. Quantitative real-time PCR (qPCR) is often used to quantify transcript abundance in such studies; however the technique is subject to considerable experimental error and variation. A stably expressed housekeeping gene is typically used as a reference gene to normalize this variation. However an ideal universal reference gene that is stable under all experimental circumstances has not been described. Researchers should validate their reference genes before performing qPCR analysis. We documented the expression of six candidate reference genes: 18S rRNA(18S), 28S rRNA(28S), cathepsin Z (CTSZ), elongation factor 1-α(EF-1α), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh), and β-actin during 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) induced final oocyte maturation in common carp (Cyprinus carpio). We used a range of software to evaluate the expression stability of these reference genes. Analysis with Bestkeeper revealed that EF-1α had the lowest CV% (2.65) and STDEV (0.71) values, but had the highest Bestkeeper index value (0.956) among the six candidate reference genes, suggesting that EF-1α was the best reference gene in the present study. Analysis with geNorm revealed that EF-1α and CTSZ had the lowest M (gene expression stability) values which indicated that they were the most stable genes among the six. Additionally, the value of pairwise variation of these two genes (V2/3) was much lower than the default (0.15), suggesting that EF-1α and CTSZ should be used concurrently as a reference gene pair to normalize the expression of the target genes. Consistently, analysis with NormFinder and RefFinder demonstrated that EF-1α was the most stable gene among the six candidates. Hence, EF-1α can serve as a reference gene to normalize the expression of target genes during final oocyte maturation induced by DHP in common carp. The mRNA expression of luteinizing hormone receptor gene(LHR) during final oocyte maturation induced by DHP was normalized by 6 candidate reference genes respectively, and the relative expression was varied significantly depending on the reference gene that was used. Selection of a stably expressed reference gene is critical for all qPCR analysis to ensure accurate target gene mRNA expression information.
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