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摘　 要：为了筛选出在山羊组织中能稳定表达的内参基因，试验采集 １ 月龄简州大耳羊的心脏、肝脏、
脾脏、肺脏、肾脏、肠、皮肤、肌肉、淋巴结和唇 １０ 个组织样品，选取甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ⁃
ｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ）、组蛋白 ３. ３（Ｈ３－ｈｉｓｔｏｎｅ ｆａｍｉｌｙ ３Ａ， Ｈ３Ｆ３Ａ）、ｂｅｔａ－肌动蛋

白（ａｃｔｉｎ－ｂｅｔａ， ＡＣＴＢ）和肽基脯氨酰异构酶（ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ， ＰＰＩＡ）４ 个基因做为候选内参基

因，采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）技术检测上述 １０ 个组织样品的中 ４ 个候选内参基因的表达

情况，利用 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析 ４ 个候选基因的定量数据，筛选出在山羊组织中表达稳定的内参基因。
结果表明：成功克隆 ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ ４ 个内参基因，４ 个内参基因的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增曲

线正常，无引物二聚体和非特异性条带产生，ＰＣＲ 产物单一，绘制的标准曲线上各点在同一条直线

上。 ４ 个内参基因的稳定度排序为 Ｈ３Ｆ３Ａ＞ＰＰＩＡ＞ＡＣＴＢ＞ＧＡＰＤＨ，相对表达量依次为 ＰＰＩＡ＞Ｈ３Ｆ３Ａ＞
ＡＣＴＢ＞ＧＡＰＤＨ。 说明 ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因表达水平较高，稳定性较好，可作为后续研究山羊组织中

功能基因表达量的最佳内参基因。
关键词：山羊；内参基因；实时荧光定量 ＰＣＲ；ｇｅＮｏｒｍ 软件；稳定性
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Ｏｐｅｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｉｄｅｎｔｉｔｙ （ＯＳＩＤ）

　 　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）具有定量准确、
快速、特异性强、灵敏度高、操作简便等优点，目前广
泛应用于定量检测细胞、体液、组织中 ｍＲＮＡ 转录水
平，可针对检测含量较低的细胞因子 ｍＲＮＡ 的水
平［１］。 但由于样品 ＲＮＡ 的产量、质量及逆转录效率
上存在差别，可造成试验中实际测得的表达量差异较
大［２］。 为了降低试验的误差，通常在研究目的基因
的表达时会选择内参基因来对目的基因进行校正和
标准化，因此选择表达稳定的内参基因是保证试验结
果准确性的关键［３］。

内参基因理论上在不同的试验环境、试验条件、
品种、组织及生理阶段中，均有稳定均一的表达量，且

内参基因和目的基因应该具有相似的转录水平［４］。
但大量的研究结果表明，绝大多数常用的内参基因并
不是绝对的稳定表达，而只是在一定试验条件下的细

胞、组织内相对的稳定表达［５］。 因此，在试验过程

中，对候选的内参基因的表达进行稳定性分析是十分
必要的。 常用的内参基因有转录延伸因子（ ｅｌｏｎｇａ⁃
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ １ ａｌｐｈａ， ＥＦ－１α）、泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ， ＵＢＱ）、
肌动蛋白（ａｃｔｉｎ， ＡＣＴ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃ⁃
ｅｒａｌ－ｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＡＰＤＨ）、
１８Ｓ ｒＲＮＡ、肽酰脯氨酰异构酶（ ｐｅｐｔｉｄｙｌｐｒｏｌｙｌ ｉｓｏｍｅｒ⁃
ａｓｅ， ＰＰＩＡ）、β２－微球蛋白（ ｂｅｔａ－２－ｍｉ－ｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，
Ｂ２Ｍ）、ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ（ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ⅱ， ＲＮＡ Ｐｏｌ
Ⅱ）、亲环蛋白（ ｃｙｃｌｏｐｈ ｉｌｉｎ， ＣＹＰ）、转铁蛋白受体
（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＦＲＣ）、组蛋白 ３. ３（Ｈ３－ｈｉｓｔｏｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ３Ａ， Ｈ３Ｆ３Ａ）。 ＡＣＴ 是细胞中一种重要的蛋白
质，其基因编码序列是高度保守的，可当作基因表达

研究的内参基因［６］。 ＧＡＰＤＨ 是一种在细胞内表达

的蛋白质，主要参与细胞的糖酵解途径，具有修复损
伤、启动细胞凋亡、参与蛋白磷酸化修饰等生理功

能［７］。 ＰＰＩＡ 基因在山羊肌内前体脂肪细胞诱导分化
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过程的不同时期相对表达量趋势基本一致［８］。
Ｈ３Ｆ３Ａ 基因在骨巨细胞瘤（ＧＣＴＢ）中有较高的特异
性，可用于 ＧＣＴＢ 的鉴别诊断［９］。

用于评价不同试验条件下内参基因稳定性的软
件有多种，包括 Ｎｏｒｍ Ｆｉｎｄｅｒ、Ｂｅｓｔ Ｋｅｅｐｅｒ 和 ｇｅＮｏｒｍ
软件［１０］。 Ｎｏｒｍ Ｆｉｎｄｅｒ 软件是先获得内参基因表达
稳定值，再根据稳定值大小来筛选出最合适的内参基
因，将表达稳定值最小的内参基因作为最合适的内参
基因，其缺点为只能筛选出一个最合适的内参基因。
Ｂｅｓｔ Ｋｅｅｐｅｒ 软件通过计算得出每个基因之间产生配
对的相关系数（ ｒ）、标准偏差（ＳＤ）和变异系数（ＣＶ），
通过比较各个值的大小，最终确定稳定性较好的基因
为内参基因［１０］。 ｇｅＮｏｒｍ 软件可用于筛选任何试验
的任意数目的内参基因，最终挑选出 ２ 个或 ２ 个以上
的内参基因组合来校正数据，可使相对定量的结果更
为精确，其优点是可以用于筛选任何样品的任意数目
内参基因，通过该程序可以筛选出合适的内参基因以
及确定最适内参基因数目［１０］。

近年来，研究人员在山羊的起源、进化［１１］、驯
化［１２］等方面取得了很大的突破，促进了山羊产业的
发展。 但是对山羊不同组织内参基因的筛选的研究
少见报道。 本研究将山羊 ４ 个内参基因［ＧＡＰＤＨ、
Ｈ３Ｆ３Ａ、ｂｅｔａ－肌动蛋白（ＡＣＴＢ）和 ＰＰＩＡ］作为候选基
因，采用 ｇｅＮｏｒｍ 软件进行内参基因的稳定性分析，筛
选出在山羊组织中稳定表达的内参基因，以期为山羊
相关基因组的定量研究提供一定的参考。
１　 材料
１. １　 试验动物和供试组织样本

３ 只 １ 月龄健康的简州大耳羊，购自四川省简阳
大哥大牧业有限公司。 试验羊只屠宰后立即采集心
脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、肠、皮肤、肌肉、淋巴结和
唇共 １０ 个组织样品，每个样品均为 ３ 只羊的混合组
织，置于－８０ ℃保存，备用。
１. ２　 主要试剂及仪器

ＥａｓｔｅｐＴＭ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒，购自普洛麦格（北
京）生物技术有限公司；Ｒｅｖｅｒｔ Ａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ、
ＤＬ－１ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、胶回收试剂盒、ｐＭＤ１９－Ｔ 载
体和大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，均购自宝生物工程
（大连）有限公司；质粒提取试剂盒，购自 Ｏｍｅｇａ（美
国）有限公司；紫外分光光度计，购自岛津企业管理
（中国）有限公司。
２　 方法
２. １　 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

分别将心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、肠、皮肤、肌
肉、淋巴结和唇共 １０ 个组织样品置于预冷的研钵中，
加液氮研磨至粉末状，利用 ＥａｓｔｅｐＴＭ 总 ＲＮＡ 提取试
剂盒提取组织样品的总 ＲＮＡ。 利用紫外分光光度计

和琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的浓度和质量，确保
所有样品总 ＲＮＡ 的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 和 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０ 在
１. ８～２. １ 之间，且琼脂糖凝胶电泳后条带清晰。 利用
Ｒｅｖｅｒｔ Ａｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 将提取的
总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。
２. ２ 　 ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ 基因的克隆

鉴定

选取 ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ 基因为候
选内参基因，参照参考文献［１３］设计 ４ 个基因的引
物，引物由上海生工生物工程股份有限公司合成，引
物信息见表 １。 分别以 １０ 个组织样本的 ｃＤＮＡ 为模
板进行 ＰＣＲ 扩增，扩增体系：ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ １０ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补足至
２０ μＬ。 扩增条件：９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性
３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，共 ３５ 个循环；
７２ ℃再延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经 ２％琼脂糖凝
胶电泳检测，切胶回收目的片段，连接至 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体，并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中，提取
质粒，将经 ＰＣＲ 鉴定为阳性的重组质粒送至上海生
工生物工程股份有限公司测序。

表 １　 ４ 个候选内参基因的引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

内参基因 引物序列
目的片段

大小 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ ５′－ＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧ－３′
Ｒ ５′－ＴＣＧＧＡＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＣＧ－３′

２２７

Ｈ３Ｆ３Ａ
Ｆ ５′－ＧＡＧＧＴＣＴＣＴＡＴＡＣＣＡＴＧＧＣＴＣ－３′
Ｒ ５′－ＧＴＡＣＣＡＧＧＣＣＴＧＴＡＡＣＧＡＴＧ－３′

１５０

ＡＣＴＢ
Ｆ ５′－ＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧ－３′
Ｒ ５′－ＧＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴ－３′

１９４

ＰＰＩＡ
Ｆ ５′－ＴＧＡＣＴＴＣＡＣＡＣＧＣＣＡＴＡＡＴ－３′
Ｒ ５′－ＣＴＴＧＣＣＡＴＣＣＡＡＣＣＡＣＴＣ－３′

１８０

２. ３　 候选内参基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测

将 ２. ２ 中测序正确的含 ４ 个候选内参基因的重

组质粒均稀释到 １ × １０１０ 拷贝 ／ μＬ，然后分别进行
１０ 倍倍比稀释，以 １×１０２ ～１×１０１０ 拷贝 ／ μＬ 的重组质
粒为模板，分别对 ４ 个内参基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检
测。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增体系（２０ μＬ）：ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑⅡ １０ μＬ，上下游引物各 ０. ５ μＬ，重组质粒模板
２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬ。 ｑＰＣＲ 扩增程序：９５ ℃ 预变性
５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，共 ４０ 个循环；
９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ ６０ ｓ，９５ ℃ １５ ｓ，形成熔解曲线。 每个
样品 ３ 次重复，取 ３ 次 Ｃｔ 值的平均值。 以重组质粒浓
度的对数（ｌｇ）值作为横坐标，Ｃｔ 值为纵坐标，建立标准
曲线。 使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 软件估算标准曲线
的回归系数（Ｒ２）及斜率（ｓｌｏｐｅ），计算引物的扩增效率
（Ｅ），计算公式为 Ｅ＝（１０－１ ／ ｓｌｏｐｅ－１）×１００［１４－１５］。
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２. ４　 候选内参基因表达稳定度分析

分别以 １０ 个组织样品的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＴ－
ｑＰＣＲ，扩增体系和条件同 ２. ３，得到 ４ 个候选内参基
因在 １０ 个组织样品中的平均 Ｃｔ 值。 采用 ΔＣｔ 值、
ｇｅＮｏｒｍ 程序分析 ４ 个候选内参基因的稳定性［１６－１７］，
具体步骤：筛选同一个内参基因在不同组织中的最小
Ｃｔ 值（Ｃｔｍｉｎ），计算 ΔＣｔ，ΔＣｔ ＝Ｃｔ －Ｃｔｍｉｎ，式中：Ｃｔ 为各

组织中内参基因的 Ｃｔ 值，计算 ２－ΔＣｔ；得到的数据制成
表格导入 ｇｅＮｏｒｍ 软件运行，利用该程序计算每个候
选内参基因表达稳定度（Ｍ）的平均值，根据 Ｍ 值的
大小对候选内参基因的稳定度进行排序（Ｍ 值越小，
表达就越稳定；Ｍ 值始终≤１. ５），选出最优内参
基因。
２. ５　 候选内参基因的相对表达量

分别将 １０ 个组织样本的 ４ 个候选内参基因 Ｃｔ
值的平均值代入标准曲线方程，得出原始拷贝数，以
４ 个候选内参基因模板拷贝数的平均值为基线，高于
此值的为正表达，低于此值的为负表达［１８］。
３　 结果与分析
３. １　 候选内参基因的 ＰＣＲ 扩增结果

对山羊的心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、肠、皮肤、
肌肉、淋巴结和唇共 １０ 个不同组织样品的 ｃＤＮＡ 进
行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测，
结果表明，从 １０ 个不同的组织样品 ｃＤＮＡ 中均能扩
增出候选内参基因 ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ，
大小与预期片段大小相符。 见图 １。

Ｍ． ＤＬ－１ ０００ Ｍａｒｋｅｒ；１． ＰＰＩＡ；２． Ｈ３Ｆ３Ａ；
３． ＧＡＰＤＨ；４． ＡＣＴＢ；Ｎ． 阴性对照。

图 １　 ４ 个候选内参基因 ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

３. ２　 候选内参基因的克隆与测序

成功构建含 ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ 基
因的重组质粒，测序结果表明，４ 个重组质粒中所含
目的基因序列与 ＮＣＢＩ 中收录的基因序列的一致性
在 ９８％～９９％之间，序列相似度较高。
３. ３　 候选内参基因的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测结果

３. ３. １　 候选内参基因的扩增曲线和熔解曲线分析　
结果见 １４５ 页彩图 ２ 和图 ３。

由 １４５ 页彩图 ２ 可知，ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和
ＰＰＩＡ 基因的扩增曲线走势正常，平行性良好。

由 １４５ 页彩图 ３ 可知，ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和
ＰＰＩＡ 基因熔解曲线均出现明显的单一峰，无引物二聚
体和非特异性条带的扩增，说明引物的特异性良好。
３. ３. ２　 候选内参基因标准曲线的建立　 结果见图 ４
和表 ２。

图 ４　 ４ 个候选内参基因的标准曲线

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 由图 ４ 可知，ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ 基
因的重组质粒模板浓度的 ｌｇ 值与 Ｃｔ 值成反比，各点

基本分布在同一条直线上。
由表 ２ 可知，ＧＡＰＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ 和 ＰＰＩＡ 基

·３３·
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　 　 　 　 表 ２　 ４ 个内参基因线性回归方程、Ｒ２ 和 Ｅ 的测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ， ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因 标准曲线方程 Ｒ２ ｓｌｏｐｅ Ｅ ／ ％
ＧＡＰＤＨ ｙ ＝ －２. ９８７ ８ ｘ＋３２. ７２８ ０. ９９９ １ ２. ９９ １１５. ８
Ｈ３Ｆ３Ａ ｙ ＝ －３. １３６ １ ｘ＋３１. ６３３ ０. ９９９ ８ ３. １３ １０８. ７
ＡＣＴＢ ｙ ＝ －３. １０１ ０ ｘ＋３１. ７４２ ０. ９９７ ６ ３. １０ １１０. ２
ＰＰＩＡ ｙ ＝ －３. ３３７ ４ ｘ＋３３. ６０４ ０. ９９８ ６ ３. ３４ ９９. ３

因线性回归方程的 Ｒ２ 分别为 ０. ９９９ １， ０. ９９９ ８，
０. ９９７ ６， ０. ９９８ ６， Ｅ 分 别 为 １１５. ８％、 １０８. ７％、
１１０. ２％、９９. ３％，具有良好的线性关系，可以进行后

续试验。
３. ４　 候选内参基因组织表达稳定度分析

结果见图 ５。

图 ５　 ４ 个候选内参基因表达稳定性的分析结果

Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 由图 ５ 可知，山羊的 １０ 个组织中 ＧＡＰＤＨ、
ＡＣＴＢ、ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因的 Ｍ 值依次为 ０. ８７，
０. ７４，０. ４１，０. ４０，说明 ４ 个候选内参基因表达稳定度
由高到低排序依次为 Ｈ３Ｆ３Ａ＞ＰＰＩＡ＞ＡＣＴＢ＞ＧＡＰＤＨ。
３. ５　 候选内参基因的表达丰度分析

基因的 Ｃｔ值越小说明其表达丰度越高，反之，表
达丰度越低。 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ、ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ ４ 个候
选内参基因在 １０ 个组织中的平均 Ｃｔ 值计算结果见
图 ６。

图 ６　 ４ 个候选内参基因表达丰度的测定结果

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

由图 ６ 可知，Ｈ３Ｆ３Ａ 的表达丰度是 ４ 个基因中
最高的， ＰＰＩＡ 和 ＡＣＴＢ 次之，ＧＡＰＤＨ 的表达丰度
最低。
３. ６　 候选内参基因的相对表达量

结果见图 ７。

图 ７　 ４ 个候选内参基因相对表达量的测定结果

Ｆｉｇ． ７　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

由图 ７ 可知：４ 个基因相对表达量由高到低排序
依次为 ＰＰＩＡ＞Ｈ３Ｆ３Ａ＞ＡＣＴＢ＞ＧＡＰＤＨ，其中 ＰＰＩＡ 的
表达量最高，ＧＡＰＤＨ 的表达量最低。

·４３·
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４　 讨论
目前在 ｍＲＮＡ 水平对基因表达定量的技术包括

ＲＮＡ 印迹、基因芯片、ｑＰＣＲ 等，目的基因表达量都需
要用内参基因进行校正。 理想的内参基因应在特定
试验条件下的组织、细胞中均稳定表达。 大量筛选内
参基因的研究都是针对某些物种的特定组织［１９－２０］，
任何一种内参基因的恒定表达都只是在一定条件下
的恒定，在不同类型的细胞和组织、细胞增殖和器官
发育的不同阶段、不同试验条件下，内参基因表达量
通常差异较大。

ＡＣＴＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 基因是被广泛使用的内参基
因［２１］，然而大量研究发现，ＡＣＴＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 基因并
非最理想的内参基因［２２］。 陈利等［２３］ 在对山羊不同
组织内参基因表达稳定度分析时发现，ＧＡＰＤＨ 和
ＡＣＴＩＮ 基因在 ９ 个候选内参基因中分别排在第 ５ 位
和第 ６ 位。 王子东等［２４］ 研究发现，在牛转基因成纤
维细胞中 ＡＣＴＩＮ 基因的稳定性在 ９ 个内参基因中排
在第 ８ 位。 马志远等［２５］在筛选山羊小肠粘膜内参基
因时发现，ＧＡＰＤＨ 基因表达稳定度排在 ＰＧＫ１ 和
１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因之后。 综上，除 ＡＣＴＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 基
因外，还存在多种候选内参基因。

ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因作为内参基因的报道相对
较少。 朱鑫等［２６］对猪血管内皮细胞 ５ 种内参基因进
行筛选，结果表明，ＰＰＩＡ 基因稳定性最好，且 ＡＣＴＩＮ
和 ＧＡＰＤＨ 基因均排在其后。 Ｃ． Ｐｕｅｃｈ 等［１３］ 研究发
现，ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因是牛外周血中表达最稳定的
基因，说明 ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因作为内参基因是可
靠的。 山羊常用的内参基因主要包括 ＧＡＰＤＨ、ＡＣ⁃
ＴＩＮ、１８Ｓ ｒＲＮＡ、ＲＰＬＰ０、ＴＢＰ 等，鲜有以 ＰＰＩＡ 作为候
选内参基因的报道，国内以 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因作为山羊候
选内参基因的研究少见报道。 本研究综合分析 ＧＡＰ⁃
ＤＨ、Ｈ３Ｆ３Ａ、ＡＣＴＢ、ＰＰＩＡ ４ 个内参基因在 １ 月龄山羊
不同组织中的稳定度、表达丰度以及相对表达量时发
现，ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因的各项指标均排在 ＡＣＴＢ 和
ＧＡＰＤＨ 基因之前，这与 Ｃ． Ｐｕｅｃｈ 等［１３］ 研究发现山
羊全血中 ＰＰＩＡ 和 Ｈ３Ｆ３Ａ 基因在 ５ 对内参基因中最
稳定相一致。
５　 结论

本研究运用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 技术结合 ΔＣｔ、ｇｅＮｏｒｍ 软
件 ２ 种内参基因稳定性分析方法得出，在 １ 月龄山羊
的不同组织中稳定表达的内参基因为 ＰＰＩＡ 和
Ｈ３Ｆ３Ａ，本试验可为后续研究在山羊组织中表达的功
能性基因提供理论依据。
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Ｒｅｓ， ２０１５， １１：６５．

［１４］ 陶蓉，李慧，孙宇航，等． 美国白蛾内参基因的鉴定及筛选［ Ｊ］ ．
林业科学，２０１９， ５５（０９）：１１１－１２０．

［１５］ ＲＡＤＯＮＩＣ′ Ａ， ＴＨＵＬＫＥ Ｓ， ＭＡＣＫＡＹ Ｌ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｔｏ ｒｅｆ⁃
ｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２００４， ３１３（４）： ８５６－８６２．

［１６］ ＸＩＥ Ｆ， ＳＵＮ Ｇ， ＳＴＩＬＬＥＲ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｔｔｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｂｙ ｃｒｅａｔｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＥＳＴ ｄａ⁃
ｔａｂａｓｅ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１１， ６（１１）： ｅ２６９８０．

［１７］ ＶＡＮＤＥＳＯＭＰＥＬＥ Ｊ， ＤＥ Ｐ Ｋ， ＰＡＴＴＹＮ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｃｕｒａｔｅ ｎｏｒ⁃
ｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ－ＰＣＲ ｄａｔａ ｂｙ ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ａｖ⁃
ｅｒａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌ， ２００２，
３（７）： ４６７－４７０．

［１８］ ＭＡＭＯ Ｓ， ＧＡＬ Ａ Ｂ， ＢＯＤＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２００７， ７： １４．

［１９］ ＯＨＬ Ｆ， ＪＵＮＧ Ｍ， ＸＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ： ｗｈｉｃｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ （Ｂｅｒｌ）， ２００５， ８３（１２）： １０１４－１０２４．

［２０］ ＺＨＡＮＧ Ｘ， ＤＩＮＧ Ｌ， ＳＡＮＤＦＯＲＤ Ａ Ｊ． Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｂｙ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ
［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ２００５， ６： ４．

［２１］ ＬＩ Ｌ， ＪＩＡＮＧ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ １ ｖｅｒｓｕｓ ｇａｍｍａ ２， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｆａｔ ｉｎ ｇｏａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅ， ２０１３，
５２８（２）： １９５－２００．

［２２］ ＺＨＵ Ｈ， ＰＡＲＫ Ｓ， ＳＣＨＥＦＦＬＥＲ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｒｃｉｎｅ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｃｅｌｌｓ
ａｒｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｔｏ ａ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｒｅｓｅｍｂｌｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｍｕｓｃｌｅ ｏｒｉｇｉｎ［ Ｊ］ ． Ｊ

Ａｎｉｍ Ｓｃｉ， ２０１３， ９１（１０）： ４６８４－４６９１． （下转第 ４０ 页）
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２０２１（２４）：３６－４０ 畜牧科学

［１２］ 孙艳， 张涛， 安拉扎， 等． 凉山黄牛肉质检测初报［ Ｊ］ ． 中国牛

业科学， ２０１８， ４４（５）： ３９－４０．
［１３］ 刘庆雨， 张琪， 李娜， 等． 藏香猪胴体性能及肉质品质测定

［Ｊ］ ． 养猪， ２０１９（６）： ５４－５６．

［１４］ ＹＩ Ｋ Ｌ， ＬＩ Ｚ Ｃ， ＹＡＮ Ｈ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｂｅｅｆ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ
ｘｉａｎｇｘｉ ｙｅｌｌｏｗ ｃａｔｔｌｅ［Ｊ］． Ｊ Ｄｏｍｅ Ａｎｉｍ Ｅｃｏｌ， ２０１１， ３２（５）： ３９－４２．

［１５］ 施永海， 张根玉， 张海明， 等． 金钱鱼肌肉营养成分的分析和

评价［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０１５， ３６（６）： ３４６－３５０．

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄ
ｂｅｅｆ ａｎｄ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ ｉｎ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｃａｔｔｌｅ

ＬＩ Ｚｈｕ１，ＨＥ Ｓｈｉｍｉｎｇ１∗，ＷＵ Ｊｉｎｂｏ１，ＲＡＮ Ｑｉａｎｇ２，ＭＥＮＧ Ｘｉｎ２，ＺＨＡＮＧ Ｊｉａｎｂｏ３，ＷＡＮＧ Ｒｏｎｇｆａｎｇ４

（１． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ａｂａ Ｔｉｂｅｔａｎ ａｎｄ Ｑｉａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ，Ｈｏｎｇｙｕａｎ ６２４４０２， Ｃｈｉｎａ；
２． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ ｉｎ Ｗｅｎｃｈｕａｎ Ｃｏｕｎｔｙ ｏｆ Ａｂａ Ｔｉｂｅｔａｎ ａｎｄ Ｑｉａｎｇ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ，

Ｗｅｎｃｈｕａｎ ６２３０００， Ｃｈｉｎａ；３． Ｔｈｅ Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅｓ ｏｆ Ｓａｎｊｉａｎｇ Ｚｈｏｎｇｆｕ Ｃａｔｔｌｅ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｉｎ Ｗｅｎｃｈｕａｎ Ｃｏｕｎｔｙ，Ｗｅｎｃｈｕａｎ
６２３０００， Ｃｈｉｎａ；４． Ｍａｏ Ｃｏｕｎｔｙ Ｊｉｕｄｉｎｇ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ａｎｄ Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｃｏ． ，Ｌｔｄ． ，Ｍａｏｘｉａｎ ６２３２００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄ ｂｅｅｆ ａｎｄ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｃａｔｔｌｅ ｈｉｇｈ ｑｕａｌｉｔｙ
ｂｅｅｆ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｓｙｓｔｅｍ， １１ ｈｅａｌｔｈｙ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｃａｔｔｌｅ ａｇｅｄ ｆｏｕｒ ｔｏ ｆｉｖｅ ｍｏｎｔｈｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎ
Ｓａｎｊｉａｎｇ ｃａｔｔｌｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｒｅａ， Ｓａｎｊｉａｎｇ Ｔｏｗｎｓｈｉｐ， Ｗｅｎｃｈｕａｎ Ｃｏｕｎｔｙ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｅｖｅｎ ｂｕｌｌｓ ａｎｄ ｆｏｕｒ ｃｏｗｓ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｒｅｅ ｃａｔｔｌｅ （ ｔｗｏ ｂｕｌｌｓ ａｎｄ
ｏｎｅ ｃｏｗ） ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｆｅｄ ｔｏ ２４ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ｓａｎｊｉａｎｇ Ｒｅｄ Ｂｅｅｆ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ｓｌａｕｇｈ⁃
ｔｅｒ． Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｅｉｇｈｔ ｃａｔｔｌｅ （ ｆｉｖｅ ｂｕｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｃｏｗ） ｗｅｒｅ ｆｅｄ ｔｏ ３６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｇｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ Ｓａｎｊｉａｎｇ Ｍａｒｂｌｅ Ｂｅｅｆ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｐｅｃｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ｓｌａｕｇｈｔｅｒ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｏｉｓｔｕｒｅ， ｐｒｏｔｅｉｎ， ｆａｔ， ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ａｓｈ， ｖｉｔａｍｉｎ Ａ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ， ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１， ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２， ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ，
ｍｉｎｅｒａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ （Ｃａ、Ｐ、Ｍｇ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｍｎ、Ｓｅ、Ｋ、Ｎａ） ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｒｅｄ ｂｅｅｆ ａｎｄ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ＴＡＡ）， ｆｌａｖｏｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ＦＡＡ）， ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ＥＡＡ）， ａｎｄ ｎｏｎ－ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ （ＮＥＡＡ） ｗｅｒｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｂｅｅｆ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｂｅｅｆ ｗａｓ ｒｉｃｈ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ
ｖｉｔａｍｉｎｓ， ｍｉｎｅｒａｌｓ ａｎｄ ｆｌａｖｏｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ． Ｔｈｅ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒｅｄ ｂｅｅｆ ｗｅｒｅ ６７. ４７％， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ
ｗｉｔｈ ６１. ３９％ （Ｐ＜０. ０５） ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１ ａｎｄ Ｚｎ ｉｎ ｒｅｄ ｂｅｅｆ ｗｅｒｅ ０. ０５ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ３４. ７３ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ （０. ０３ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ２７. ０９ ｍｇ ／ ｋｇ， Ｐ＜０. ０１） ． Ｔｈｅ Ｆｅ ａｎｄ Ｓｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｒｂｌｅ ｂｅｅｆ ｏｆ Ｓａｎｊｉａｎｇ ｃａｔｔｌｅ
ｗｅｒｅ ２３. ６６ ｍｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ０. ０９ ｍｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｒｅｄ ｂｅｅｆ （１８. ５７， ０. ０３ ｍｇ ／ ｋｇ， Ｐ＜０. ０１） ．
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图 ２　 ４ 个候选内参基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ 的扩增曲线
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Ｆｉｇ． ３　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＲＴ－ｑＰＣＲ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

·５４１·


