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半滑舌鳎线粒体DNA含量测定方法的建立与优化
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摘要: 本研究旨在应用实时荧光定量PCR技术, 建立半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)线粒体DNA(mtDNA)含量测定方法并进行优化。通过质粒标准品的线性化处理、模板DNA的酶切和超声处理、mtDNA和核DNA(nDNA)基因引物的筛选实验, 建立半滑舌鳎mtDNA含量测定方法。结果表明, 质粒标准品的构象对荧光定量PCR标准曲线影响较大, 线性化的质粒更适合用作标准品; 酚-氯仿方法提取的模板DNA适用于mtDNA含量测定, 无需进行预处理; 用D-loop和ND1这2对引物所得的拷贝数较小且结果一致, 适用于mtDNA拷贝数的测定; 以不同核基因为参照所得的mtDNA含量可能存在差异, 当以单拷贝核基因ENC1和MYH6为参照时, 可以计算出单个细胞中mtDNA含量, 若以多拷贝基因GAPDH为参照, mtDNA含量测定值则较小。采用本方法分别对半滑舌鳎肝、肾、脾和肌肉组织的mtDNA含量进行重复性检测实验, 结果表明, 相同组织的mtDNA含量显示出良好的重复性(P>0.05), 而不同组织中mtDNA含量具有差异性, 可见该方法稳定可靠, 能为海洋鱼类mtDNA含量检测提供借鉴。
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线粒体是细胞内能量产生的主要场所, 机体生命活动所需能量的80%以上来自线粒体[1]。线粒体DNA(mtDNA)是存在于线粒体内的长度17 kb左右的环状双链DNA, 具有独立遗传能力, 在细胞中呈多拷贝, 且在不同类型的组织细胞中以及不同发育阶段存在一定差异[2]。相关研究表明, 线粒体能量代谢的改变与mtDNA含量有着密切的联系[3−5]。正常情况下, 耗能高的组织细胞中mtDNA含量较高, 反之较低。还有研究表明, 生物体的生殖细胞发生、个体发育、疾病和衰老等各方面均伴随着mtDNA拷贝数的变化[6−9], 因此, 检测mtDNA含量变化, 对于研究生物体的能量代谢和个体发育发生均具有重要意义。目前, 人、牛、鼠、斑马鱼、果蝇等模式动物的mtDNA含量已有研究报道[9−14], 但鲜有涉及海洋鱼类mtDNA含量的研究报道。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)属鲽形目(Pleuronectiformes), 鳎亚目(Soleoidei), 舌鳎科(Cynoglossidae), 舌鳎属, 为东北亚特有的名贵冷温性海水鱼类, 是中国重要的海水养殖对象[15]。此外, 雌雄半滑舌鳎的个体大小和生长速度差异悬殊, 这一特殊发育模式为研究线粒体的能量代谢及其相关的生物学过程提供了良好的实验材料。对半滑舌鳎不同组织mtDNA含量进行测定, 有助于揭示mtDNA含量与组织细胞功能的相关性, 可以为研究mtDNA在半滑舌鳎发育、生长等能量代谢过程中的生物学作用提供技术方法和理论依据。

以往, mtDNA含量测定的方法有Southern杂交和相对定量PCR法等, 这些方法存在组织消耗量大、步骤繁琐耗时、重复性与准确性差等缺点[16−17]。近年来, 实时荧光定量PCR法(RT-qPCR)因具有操作简便、快速灵敏、准确可靠等特征而被广泛应用于mtDNA拷贝数检测[18]。mtDNA含量常用mtDNA和核DNA(nDNA)基因拷贝数的比值表示, 此方法要求针对检测对象选择特定的mtDNA与nDNA基因引物及相应的反应条件, 然而核基因中线粒体假基因干扰、DNA构象等问题会对RT-qPCR结果造成影响[19]。本研究以半滑舌鳎为研究对象, 采用RT-qPCR技术, 通过对标准曲线绘制、模板DNA预处理、mtDNA和nDNA基因及其引物筛选等关键程序分别进行优化, 建立一套准确性高、稳定性好、特异性强的半滑舌鳎mtDNA含量测定方法, 并对半滑舌鳎不同组织样品进行检测, 以验证方法的有效性。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实验鱼为3龄健康半滑舌鳎雌雄各1尾, 于2012年7月采自烟台海阳黄海水产有限公司。雌鱼体长605 mm, 体质量1 633 g; 雄鱼330 mm, 体质量195 g。取肾、肝、脾、肌肉组织样品, 液氮冻存, 用于基因组DNA提取。

1.2  全基因组DNA制备与处理

参照《分子克隆实验指南》[20]的酚-氯仿抽提方法, 制备各组织全基因组DNA模板, 用Nanovue超微量分光光度计(GE, 美国)进行模板DNA浓度和纯度测定。

为了避免基因组DNA超螺旋结构对PCR扩增的影响, 本研究采用超声破碎和酶切两种方法对模板DNA样品进行片段化处理。超声破碎设定6个时间梯度组, 每组DNA模板为100 μL, 处理时间分别为1、4、7、10、13、16 min。采用限制性内切酶Sac I(TaKaRa)对模板DNA进行消化, 酶切体系为50 μL, 包含500 ng模板DNA, 5 μL 10×Buffer, 1 μL内切酶。反应条件为37℃, 30 min; 70℃, 10 min。未经处理的全基因组DNA作为对照组。

1.3  mtDNA和nDNA引物设计

针对半滑舌鳎ATP6、ND1、COII和D-loop基因序列, 设计了4对mtDNA引物, 其中ATP6、ND1和COII为mtDNA蛋白编码基因, D-loop为非编码区。针对管家基因GAPDH(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)与单拷贝核基因ENC1 (ectodermal-neural cortex 1)和MYH6 (myosin heavy polypeptide 6)序列, 设计了3对nDNA引物。Li等[21]通过多种硬骨鱼类的跨基因组及EST序列比较, 证实ENC1和MYH6基因在硬骨鱼中为单拷贝核基因。为了确保PCR的扩增效果, 引物设计时应避免含有Sac I酶切位点的基因片段。引物设计软件为primer primier 5.0, 引物信息见表1。
表1  RT-qPCR引物信息

Tab. 1  Primers and sequences used in RT-qPCR
	引物名称primer name
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)
	产物长度/bp product length
	基因gene

	ATP6-F
	ACGCATTCGCCCATCTTCT
	130
	mtDNA-ATP6

	ATP6-R
	GCCGTTAGGTTGGCTGTTAGTC
	
	

	Dloop-F
	TTGGATCTTGCCAGAATGCG
	144
	mtDNA-Dloop

	Dloop-R
	CCCTTACCCTCTGGAAAGCA
	
	

	ND1-F
	ATCAAAGAGCCAATCCACCC
	120
	mtDNA-ND1

	ND1-R
	AGTAAGTGAATGTGGCAGTGGG
	
	

	COII-F
	AGACGCAGCATCCCCTTTA
	206
	mtDNA-COII

	COII-R
	GTAGGGCGATTAGGGCAAGT
	
	

	GAPDH-F
	CAACGGCGACACTCACTCCTC
	120
	nDNA-GAPDH

	GAPDH-R
	TCGCAGACACGGTTGCTGTAG
	
	

	ENC1-F
	TCCGTGATGCTTGTGCCGA
	141
	nDNA-ENC1

	ENC1-R
	TAGCGGGGAAGTTGCTGAGG
	
	

	MYH6-F
	GCAGGAAGGATGCCAGTAAGG
	144
	nDNA-MYH6

	MYH6-R
	TGGTGCCAAAGTGAATACGAATG
	
	


1.4  RT-qPCR标准质粒制备

以半滑舌鳎全基因组DNA为模板, 利用表1中引物进行PCR扩增。重组质粒制备方法参照Ma等[22]的方法。提取重组质粒(Tiangen), 测定浓度, 换算为质粒拷贝数(拷贝/μL)。用内切酶Sac I (TaKaRa)对质粒进行线性化处理。标准质粒连续6次进行10×梯度稀释备用。

选择D-loop和GAPDH重组质粒, 检验质粒标准品构象对标准曲线的影响。
1.5  实时荧光定量PCR

RT-qPCR使用ABI PRISM® 7500 Fast Real- Time PCR System完成。反应体系为20 μL, 包括10 μL 2×SYBR® Premix Ex TaqTM (TaKaRa), 0.8 μL正、反向引物, 0.4 μL 2×Rox Reference Dye II, 2 μL模板DNA。每个DNA样品设置3个平行, 每批次设置3个空白对照。反应条件为: 95℃ 30 s预变性; 95℃ 5 s变性, 60℃ 34 s延伸, 共40个循环, 每个循环延伸后收集荧光; 绘制熔解曲线, 用以检测引物扩增效果。


1.6  mtDNA含量计算

根据质粒标准品得到的标准曲线, 对mtDNA拷贝数和nDNA拷贝数分别进行定量, 其比值即为mtDNA含量。若nDNA选用单拷贝基因, 则可以计算出平均每个细胞中mtDNA含量: mtDNA含量=2×mtDNA拷贝数/单拷贝核基因拷贝数。

应用SPSS 16.0进行单因素方差分析, P<0.05认为差异显著, P<0.01认为差异极显著, P>0.05认为差异不显著。

2  结果与讨论

2.1  RT-qPCR标准曲线

2.1.1  D-loop与GAPDH标准曲线绘制  RT-qPCR实验中, 每个模板DNA设3个重复, CT值偏差均未超过0.5[18], 说明实验操作标准, 结果可信。线性与环状质粒所得标准曲线见表2和图1, 曲线R2均大于0.994。与环状质粒相比, 质粒拷贝数相同情况下, 线性质粒CT值较小, 二者ΔCT为0.73~4.43; 线性质粒标准曲线斜率和引物扩增效

表2  D-loop与GAPDH的环状质粒和线性质粒标准品所得RT-qPCR标准曲线参数比较

Tab. 2  Differences between standard curves based on circular and linear standards of D-loop and GAPDH in RT-qPCR

	质粒plasmid
	D-loop
	GAPDH

	
	线性质粒 linear
	环状质粒 circular
	线性质粒 linear
	环状质粒 circular

	公式 formula
	y= –3.5044x+35.691
	y= –3.2116x+36.234
	y= –3.8368x+40.615
	y= –3.3886x+41.293

	CT值范围 CT value
	11.20−28.68
	13.80−29.47
	13.60−33.50
	18.62−34.63

	R2
	0.9994
	0.9958
	0.9999
	0.9946

	斜率 slope
	3.5044
	3.2116
	3.8368
	3.3886

	扩增效率a amplification efficiencya
	1.0548
	0.9666
	1.1548
	1.0199


注: a扩增效率E计算公式: E=log210(–1/斜率) [23].

Note: aamplification efficiency (E) equation: E=log210(–1/slope) [23].
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图1  D-loop (A)与GAPDH (B)的线性质粒和环状质粒标准品所得RT-qPCR标准曲线

Fig. 1  Standard curves based on linear and circular standards of (A) D-loop and (B) GAPDH in RT-qPCR
率较大。CT值越小说明到达设定域值时所经历的循环数越少, 可见环状质粒标准品的超螺旋构象对PCR扩增有一定抑制作用。
2.1.2  RT-qPCR标准曲线的质量评价  分别以2.1.1绘制的标准曲线为基准, 测定半滑舌鳎肾组织不同浓度模板DNA中D-loop和GAPDH的拷贝数。以线性质粒为标准与环状质粒相比, 所得基因拷贝数小了近1个数量级, 而且D-loop/ GAPDH比值较大。10×稀释的模板DNA理论上应该得到10×梯度减少的基因拷贝数, 然而以环状性质粒为标准时, D-loop和GAPDH的拷贝数均不符合倍数稀释规律(表3和图2)。

表3  基于线性和环状质粒标准曲线的基因拷贝数计算结果

Tab. 3  Estimated gene copy numbers based on the circular and linear standard curves
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±SE
	基因
gene
	模板DNA含量/ng template DNA content
	基于线性标准品 based on linear standards
	基于环状标准品 based on circlar standards

	
	
	拷贝数

copy number
	换算为稀释前结果

result before dilution
	拷贝数

copy number
	换算为稀释前结果

result before dilution

	D-loop
	10
	318308.5±2972.0
	318308.5
	1495764.9±15244.5
	1495764.9

	
	1.0
	32355.6±242.0
	323555.7
	123325.7±1007.8
	1233257.1

	
	0.1
	3186.2±369.0
	318620.1
	9825.4±242.7
	982542.6

	GAPDH
	10
	62838.1±447.0
	62838.1
	406705.1±14831.4
	406705.1

	
	1.0
	6318.6±47.4
	63186.1
	33342.6±266.0
	333426.3

	
	0.1
	623.5±20.0
	62352.6
	2461.9±82.8
	246188.7


注: 10 ng、1.0 ng和0.1 ng为每个反应体系模板DNA的含量, 每个模板做3个重复.

Note: 10 ng, 1.0 ng and 0.1 ng refer to template DNA content per reaction system, and each sample was run in triplicate.

2.2  模板DNA不同处理组的比较

通过测定D-loop拷贝数, 检测超声处理时长对模板DNA的影响, 由图3可见, 随着超声时间延长, DNA破碎程度增大, D-loop拷贝数的检测值呈下降趋势。
通过测定D-loop与GAPDH拷贝数及二者的比值, 检测模板DNA的预处理对mtDNA含量测定的影响(图4)。模板浓度相同的情况下, 对照与酶切DNA中的基因拷贝数较为一致(P>0.05); 而超声处理后基因拷贝数明显偏小(P<0.01)。原因可能是酶切是对DNA中特异位点的精确切割, 不损害目的基因片段; 而超声作用是随机物理断裂。每组模板DNA不同浓度下的基因拷贝数均符合倍数稀释规律且D-loop/GAPDH比值在4.92~5.28, 无显著性差异(P>0.05), 说明不同处理方式得到的DNA模板对mtDNA含量测定影响不大。
2.3  mtDNA基因与nDNA基因的选择

2.3.1  mtDNA基因的选择  为了避免核基因中线粒体假基因的干扰, 本研究对ATP6、D-loop、ND1和COII 4个基因的拷贝数进行了测定。结果表明, 相同检测条件下, D-loop、ND1的拷贝数较为一致(P>0.1), 而ATP6和COII的拷贝数偏高, 分别是前二者的3.5和1.5倍(图5)。由此推测ATP6和COII可能存在线粒体假基因片段, 不适合用于mtDNA拷贝数的定量。因此, 选择D-loop、ND1两个基因片段用于mtDNA拷贝数的测定。
2.3.2  nDNA基因的选择  选择不同的核基因作为参照, 所得mtDNA含量的数值可能不同。以多拷贝核基因GAPDH为参照时, 所得半滑舌鳎肾组织中mtDNA含量为4.92~5.28(图4C)。以ENC1和MYH6 2个单拷贝核基因为参照时, mtDNA含量检测结果较一致, 为96.7~109.4个/细胞, 无显著差异(P>0.05, 图6)。单拷贝核基因在计算mtDNA含量时作为参照, 相对于多拷贝核基因而言, 能够获得二倍体细胞的数目, 从而可以精确获得每个细胞中的mtDNA含量。
2.4  方法的应用验证

应用上述优化的mtDNA含量检测方法, 测定雌雄半滑舌鳎肝、肾、脾、肌肉4个组织的
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图2  基于线性质粒和环状质粒标准品的D-loop与GAPDH拷贝数计算结果及二者的比值

A. D-loop拷贝数; B. GAPDH拷贝数; C. D-loop与GAPDH比值. 10、1.0和0.1 ng为每个反应体系模板DNA含量.

Fig. 2  RT-qPCR-estimated gene copy numbers of D-loop and GAPDH and the ratio based on the circular and linear plasmid standards

A. D-loop copy number; B. GAPDH copy number; C. D-loop/GAPDH ratio. 10 ng, 1.0 ng and 0.1 ng refer to template content DNA per reaction system.
mtDNA含量。为了检验方法的重复性和准确性, 每个组织分别取3份样品, 提取全基因组DNA, 通过测定D-loop和ENC1的拷贝数, 计算mtDNA含量(图7)。结果显示, 同一组织的不同样品检测结果无显著性差异(P>0.05), 表明该方法的重复性较好。不同组织中mtDNA含量存在差异, 其中肝mtDNA含量最高, 为244~255个/细胞; 其次是肌肉, 为156~172个/细胞, 肾和脾中分别为97~107个/细胞和86~89个/细胞。有研究表明组织细胞对能量需求与mtDNA含量有一定相关性, 能量需求高的细胞, 保持较高的mtDNA含量; 而低能耗细胞, 具有较少的mtDNA含量[23]。性成熟雌雄半滑舌鳎具有雌大雄小的体型特点, 但本实验中半滑舌鳎雌雄个体的相同组织间mtDNA含量无显著性差异(P>0.05)。

3  讨论

为了确保基于RT-qPCR技术的mtDNA含量测定方法的准确性、灵敏性和稳定性, 需要重点优化的环节包括RT-qPCR标准曲线的绘制、模板DNA处理、mtDNA与nDNA基因的筛选。

3.1  质粒构象对RT-qPCR标准曲线的影响
用于绘制RT-qPCR标准曲线的标准品通常为包含目的片段的质粒, 因其容易制备且具有较好的稳定性。Hou等[24]提到非线性化的质粒处于超螺旋状态, 对PCR的扩增有一定抑制作用, 线性DNA则有助于引物的结合及延伸反应。Chen等[25]以环状质粒为标准品所得LNCaP肿瘤细胞中mtDNA拷贝数是以线性质粒为标准所得结果的近6倍。从本实验结果看, 以线性质粒为标准品, 所得基因拷贝数符合倍数稀释规律, 说明结果准确可靠; 而以环状质粒为标准品时存在明显误差, 所得基因拷贝数偏大, 失去倍数稀释规律, mtDNA含量测定值偏小。因此, RT-qPCR采用线性质粒或DNA片段为标准品, 模板DNA多个稀释浓度同时进行定量可以保证结果的准确性。

3.2  模板DNA的处理对检测结果的影响
模板DNA的提取通常采用传统的酚-氯仿法和硅胶柱提取方法, Guo等[26]分别采用这两种方法提取小鼠肝DNA, 并通过RT-qPCR进行mtDNA含量检测, 比较发现, 酚-氯仿方法所得结果较优。鉴于此, 本实验采用酚-氯仿法提取半滑舌鳎组织DNA进行mtDNA含量测定方法的研究。为了检测模板DNA 的不同处理方法对实验结果的影响, 本实验对模板DNA分别进行了超声波破碎和酶切处理。结果显示未处理对照组与酶切处理组所测得的
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图3  超声处理不同时长对模板DNA的影响

A.琼脂糖凝胶检测; B.D-loop拷贝数的测定. 1~16表示超声处理时长分别为1、4、7、10、13、16 min; M: 核酸分子量Marker.

Fig. 3  Effect of sonicated daration on template DNA of different sonic duration

A. Detection by agarose gel; B. Quantification of D-loop copy number. 1 to 16 mean DNA templates sonicated for 1, 4, 7, 10, 13, 16 min(s); M: molecular marker.

mtDNA和nDNA基因拷贝数一致, 超声处理组中基因拷贝数随着处理时间的延长呈下降趋势; 但各处理组中计算所得mtDNA含量(mtDNA与nDNA拷贝数的比值)无显著性差异。可见, 经过超声破碎和酶切处理的模板DNA对mtDNA含量的测定并无显著影响, 酚氯/仿法提取模板DNA可直接用于mtDNA含量测定, 无需进行其他处理。

3.3  mtDNA和nDNA基因的筛选

在mtDNA含量测定过程中, mtDNA与nDNA基因的选择至关重要, 直接关系到RT-qPCR结果的准确性与稳定性。如果选择的mtDNA基因在nDNA中存在假基因则会产生共扩增现象, 这对mtDNA的定量分析有不可忽视的干扰[27−28]。为避免这种干扰, Malik等[19]将人mtDNA与核基因组序列进行比对, 找出无同源序列的mtDNA片段作为检测mtDNA拷贝数的目的基因。本研究通过测定半滑舌鳎多个mtDNA片段的拷贝数, 选取2个拷贝数较低且一致的基因片段(D-loop和ND1)作为mtDNA拷贝数检测的目的基因, 其检测结果可以相互验证, 既能排除假基因的干扰又能保证结果的准确性。mtDNA含量为mtDNA与nDNA拷贝数之比, 故不同拷贝的nDNA基因作为参照会导致mtDNA含量计算结果的不同, 以多拷贝nDNA (GAPDH)作为参照比以单拷贝nDNA作为参照所得mtDNA含量值小。本研究最终以2个单拷贝基因ENC1和MYH6作为nDNA参照, 能够获得平均每个细胞中mtDNA含量。

3.4  方法有效性的验证

通过对RT-qPCR标准品、模板DNA、mtDNA和nDNA基因的筛选, 本实验建立了特异性的半滑舌鳎mtDNA含量测定方法。为验证方法的有效性, 本研究继而运用该方法测定了雌、雄半滑舌鳎肝、肾、脾和肌肉组织的mtDNA含量。结果显示该方法重复性较好、结果稳定, 适用于半滑舌鳎mtDNA含量的测定, 可为海洋鱼类mtDNA含量测定提供借鉴。

4  结论
本研究应用RT-qPCR技术建立了半滑舌鳎mtDNA含量测定方法, 并对此方法进行了验证, 该方法的建立将为研究半滑舌鳎线粒体相关能量代谢和细胞功能研究提供技术支撑。该测定方法的关键步骤如下: (1)酚-氯仿法提取全基因组DNA。(2)用线性化质粒作为RT-qPCR标准品。(3)选择拷贝数低、结果稳定的mtDNA基因来定量mtDNA拷贝数。(4)若选择多拷贝nDNA基因作为参照, 所得mtDNA含量值为mtDNA拷贝数与nDNA拷贝数之比; 而选择单拷贝nDNA基因
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图4  模板DNA的预处理(对照、酶切和超声)对D-loop和GAPDH拷贝数测定及其二者比值的影响

A. D-loop拷贝数; B. GAPDH拷贝数; C. D-loop与GAPDH比值. 不同字母表示不同预处理方式间差异极显著(P<0.01).

Fig. 4  The effect of pre-treatment of template DNA on quanti​fication of D-loop and GAPDH copy numbers and their ratio

A. D-loop copy number; B. GAPDH copy number; C. D-loop/ GAPDH ratio. Different letters indicate significant differences
between the effects of pre-treatment methods(P<0.01).
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图5  不同mtDNA基因片段的拷贝数

不同字母表示不同基因间差异极显著(P<0.01).
Fig. 5  mtDNA copy numbers estimated with different gene fragments

Different letters indicate significant differences between different genes(P<0.01).
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图6  以单拷贝核基因ENC1(A)和MYH6(B)为参照的肾细胞中mtDNA含量

Fig. 6  mtDNA copy number in kidney relative to single copy nuclear gene ENC1(A) and MYH6(B) 
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图7  半滑舌鳎肝、肾、脾、肌肉组织中mtDNA含量测定

10 ng和1.0 ng 为每个反应体系模板DNA含量. A.雌鱼, B.雄鱼.

Fig. 7  Measurement of mtDNA contents in liver, kidney, spleen and muscle from Cynoglossus semilaevis
10 ng and 1.0 ng refer to the template DNA content per reaction system. A. Female fish; B. Male fish.

作为参照可计算单个细胞中mtDNA含量。(5)为确保检测结果的准确性, 可将模板DNA稀释成多个浓度同步进行定量分析。
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Optimization of quantitative PCR-based measurement of mitochon​drial DNA content in different tissues of Cynoglossus semilaevis
FENG Wenrong1, 2, LIU Shufang2, ZHUANG Zhimeng2, MA Qian2, SU Yongquan1, TANG Qisheng1, 2
1. College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen, 361005, China;

2. Key Laboratory for Fishery Resources and Eco-environment, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China

Abstract: Mitochondrial DNA (mtDNA) content is typically estimated as the copy number ratio of mtDNA to nuclear DNA(nDNA). However, the accuracy of mtDNA content measurement is affected by many factors, including the conformation of plasmid standards and the DNA template, the coexistence of mtDNA pseudogenes in the nuclear genome, and selection of both mtDNA and nDNA primer-pairs. To minimize the influence of these factors, an optimized method to quantify the mtDNA content in different tissues of Cynoglossus semilaevis was established using real-time quantitative PCR (RT-qPCR). First, two sets of candidate standards (the circular and linear plasmid) and three sets of DNA templates (enzyme digested, ultrasonic treated, and untreated) were prepared to evaluate the influence of the DNA template conformation. Additionally, four mtDNA and three nDNA primer pairs were also tested to determine their adequacy for the qRT-PCR analysis. The linear plasmid standard was more appropriate than the circular one because the super helical structure of the circular plasmid caused significant overestimation in RT-qPCR. There was no significant difference in the estimates of mtDNA content resulting from different DNA templates, suggesting that the DNA extracted by phenol-chloroform is suitable without any pre-treatment for extraction. The D-loop and ND1 primers yielded the same copy number, which was also the lowest among all the mtDNA primer pairs. The copy numbers for ATP6 and COII were 3.5 and 1.5 times higher than those from D-loop and ND1, respectively. The higher copy number of ATP6 and COII may be related to the co-amplification of homologous pseudogenes in the nuclear genome. Single copy nDNA loci ENC1 and MYH6 can be used as references for detecting cell numbers of diploids, and the precise mtDNA content per cell can be calculated using the formula: mtDNA content = 2×mtDNA copy number/nDNA copy number. In contrast, the mtDNA content value was lower when using the multicopy nDNA gene locus GAPDH as a reference. To evaluate the accuracy and stability of this optimized method, we measured the mtDNA content in four tissues (liver, kidney, spleen, and muscle) of C. semilaevis. D-loop and ENC1 primer pairs were chosen for the RT-qPCR, and the mtDNA content per cell was estimated using the method established in this study. There was no significant difference between triplicate repeats in each tissue (P>0.05), which suggests that the method has excellent repeatability. Furthermore, there was a significant difference in mtDNA content among the different tissues: 244–255, 156–172, 97–107, 86–89 copies per cell were detected in liver, muscle, kidney, and spleen, respectively.
Key words: mitochondrial DNA content; real-time quantitative PCR; Cynoglossus semilaevis; optimization
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