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摘要:【目的】筛选出合适的内参基因用于分析不同环境条件下副溶血性弧菌毒力基因的表达情况。【方法】
本研究以虾样品中、海水样品中、过滤海水样品中以及 TSB 培养条件下的副溶血性弧菌为材料，利用 qRT-
PCR 技术评价了 GAPDH、pvuA、pvsA 和 rpoS 4 种常用管家基因在不同条件下的表达稳定性。【结果】4 种管家
基因均能特异扩增，表达稳定性排列顺序为 pvuA(2. 906) ＞ pvsA(3. 197) ＞ GAPDH(3. 746) ＞ rpoS(6. 512)，
进一步通过 geNorm 软件分析，最终选择两个表达最为稳定的内参基因即 pvuA 和 pvsA，以二者的几何平均值
作为参照可更为准确地校正目的基因的表达。【结论】pvuA 和 pvsA 可作为环境样品中副溶血性弧菌毒力基
因表达变化研究的内参基因。
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基因表达分析在生命科学的研究领域中变得日
趋重要，而随之产生的反转录荧光定量 PCR( qRT-
PCR)技术已成为了以高通量和准确的基因表达定
量为特点的基因表达分析的首选方法［1］。然而，在
基因表达分析中，有很多可变参数需要加以控制，例
如起始样品材料的数量、酶的活性以及不同组织和
细胞来源样品的转录水平的差异都会影响基因表达
量的确定。因此，往往需要引入内参基因对所有样
品进行归一化处理，然后再对目的基因的表达量进
行比较研究。理想的内参基因应该在不同组织类
型、生长阶段及不同实验处理条件下表达水平均保
持一致，实际研究中常选择稳定表达的管家基因作
为内 参 基 因。例 如 ACTB、GAPDH、18SrRNA 和

28SrRNA 都已被广泛用于不同类型组织中基因表达
的标准化研究。然而，很多研究表明任一管家基因
的稳定表达都只是在一定范围内的相对稳定［2］，尚
无一种内参基因可适用于所有样本来进行校正和标
准化。所以，根据实验样品以及处理条件的不同来
选择合适的内参基因是非常有必要的［3］。目前，国
内外针对内参基因的筛选已经有了大量的报道，但
是多局限于植物和动物，如柑橘［4］、牡丹［5］、大叶
戟［6］及新生籽鹅组织［7］等，而在致病微生物毒力基
因表达方面的相关研究中对内参基因筛选的关注较
少。

副溶血性弧菌是一种革兰氏阴性海洋细菌，

是引起海产品性肠胃炎的主要食源性致病菌［8］，
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因其发病率高，流行范围广，危害严重，每年都给
人类健康以及养殖业者带来极大的安全隐患。目
前，针对副溶血性弧菌毒力基因表达已经开展了
初步的研究，Coutard 等采用 qRT-PCR 方法评价了
副溶血性弧菌 VBNC 状态下的管家基因以及毒力
基因的表达情况［9］，结果表明 pvsA 和 pvuA 是两个
表达最为稳定的管家基因，国内学者王淑娜［10］在
其检测副溶血性弧菌 tdh 基因的表达差异研究中
便采用了 pvuA 作为内参基因。本课题组在副溶血
性弧菌毒力基因表达方面也有相关的研究基础，
前期已初步探讨了不同温度、盐度、pH 条件下 tlh、
tdh 基因的表达差异［11］，其中采用 16S rRNA 为内
参基因，但未根据不同的实验处理对内参基因的
表达稳定性进行评价。另外，目前对于微生物基
因表达研究中内参基因的筛选还仅处于开始阶
段，研究对象也主要集中于纯培养状态下的基因
表达情况，Yan［12］、黄雪玲［13］等分别筛选了适于研
究两种真菌基因表达水平的内参基因。另外，
Fux［14］等在致病性弧菌毒力基因表达方面的研究
中发现，细菌生存的真实的自然环境是一个必须
要考虑的因素，因此，本研究从副溶血性弧菌广泛
分布的水体环境出发，以虾样品中、海水样品中、
过滤海水样品以及纯培养条件下的副溶血性弧菌
为研究材料，采用 qRT-PCR 技术，以及 geNorm 程
序对 4 种相关研究中已发表的管家基因在不同处
理条件下副溶血性弧菌中的表达稳定性进行评
价，以筛选出最适于本实验条件下的表达稳定的
内参基因，为后续研究不同环境样品中副溶血性
弧菌毒力基因 mRNA 表达变化提供基础。

1 材料和方法

1. 1 实验菌株
本实验选用的副溶血性弧菌 ATCC33847 购自

中国科学院微生物研究所，QD 分离自临床样本，经
生理生化鉴定和 16S 测序确定为副溶血性弧菌。以
上菌株均由上海海洋大学农业部水产品贮藏保鲜质
量安全风险评估实验室菌种库保藏。实验前从
－ 80℃冰箱中取出菌种甘油管，室温解冻，用 3. 0%
NaCl TSB 液体培养基活化两次，备用。
1. 2 海水以及虾样品的采集

实验用海水样品采自东海 ( 30° 51' 48. 82″ N，

121°55'29. 67″E)，所有采样器具先高压灭菌烘干后
备用。采样期间天气晴朗，海水样品采回后用普通
滤纸过滤泥沙后检测主要指标，结果如下:温度
24℃，盐度 8. 2‰，电导率 14. 23 ms / cm，溶解氧
9. 98 mg /L，pH 8. 53。南美白对虾样品购自上海南
汇农贸市场，挑选健康、大小均一的个体进行实验。
1. 3 不同样品中副溶血性弧菌的培养

将海水样品分成 2 份，其中一份用 0. 22 μm
的滤膜进行无菌过滤，两种水样各分装 9 mL 至无
菌 15 mL 离心管中，后各接种 1 mL 菌悬液。前期
实验证明 6 log cfu /mL 的初始接种量，可以从不同
的海水样品以及虾样品中提取出高质量的 Total
RNA，所以后续实验均选择 6 log cfu /mL 的接种
量。对于虾样品则选用的是质量为 13 g 左右的全
虾，采用点接种的方式，取 100 μL 菌悬液均匀接
种于虾的腹部。纯培养样品则采用相同接种量接
种于 3. 0% NaCl TSB 液体培养基 37℃培养 12 h，
两种海水及虾处理样品均置于室温培养 12 h 后用
于提取 Total RNA。
1. 4 Total RNA 的提取及 cDNA 的合成

采用经典的 Trizol 法提取 Total RNA，Trizol 试
剂购自 Invitrogen 公司，按说明书所示方法提取。处
理后虾样品总 RNA 的提取参考 Sirsat(2011)采用的
方法［15］。RNA 提取过程中所需用到的器材事先进
行无菌处理和 RNA 酶抑制处理，水以及聚乙烯制品
以 0. 1% ( v / v)DEPC 处理后高压灭菌，玻璃和陶瓷
器皿以 180℃高温烘烤 2 h 后高压灭菌。RNA 的浓
度采用酶标仪测定，RNA 的完整性通过 1%的琼脂
糖凝胶电泳检测。反转录试剂盒购自 TaKaRa 公
司，过程按试剂盒说明书操作，产物 cDNA 置于
－ 20℃保存。
1. 5 内参基因的选择

本实验选择相关研究中已发表的 4 个管家基因
作为候选内参基因［9］，筛选出针对本实验中选取的
不同海水、虾及纯培养条件下表达相对稳定的基因
作为后续实验的内参基因。引物序列如表 1 所示。
在进行 qPCR 实验之前，对各样品的 RNA 浓度进行
了均一化处理，确保 RNA 初始水平一致。4 种内参
基因在各处理样品中的表达数据后续通过 geNorm
软件分析。荧光定量 PCR 试剂 SYBR Green Master
等购自 Roche 公司。实验中每个样品 3 个平行，取
平均 Ct 值，重复 3 次。
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表 1 候选内参基因的荧光定量引物
Table 1 Primers of candidate reference genes for qPCR

Gene Primer sequences (5'→3')
GAPDH GAPDH-F TGTTGACGTTGTAGCAGAAG

GAPDH-R ACCGAACTTGTCGTTAAGAA
pvsA pvsA-F CTCCTTCATCCAACACGAT

pvsA-R GGGCGAGATAATCCTTGT
pvuA pvuA-F CAAACTCACTCAGACTC

pvuA-R CGAACCGATTCAACAC
rpoS rpoS-F GACAATGCGTCAGAGACG

rpoS-R GAGGTGAGAAGCCAATTTC

1. 6 数据处理和分析
利用 ABI7500 软件计算出了 4 种内参基因在不

同样品中的表达量，即 RQ 值。RQ 值的计算通常选
定一个未处理样品，将其表达量定为“1”，计算出相
对量，再进行各样品间相对量的比较。本实验中设
定纯培养状态下的 ATCC33847 的表达量为“1”来计
算其余样品的相对表达量。荧光定量数据进一步采
用 geNorm 程 序 进 行 分 析。 geNorm 程 序，由
Vandesompele 等［1］于 2002 年编写，在荧光定量 PCR
内参选择的研究中已有很广泛的应用［16］。其依据
的原则是两个理想内参基因表达水平的比值应该在
所有样本中一致。原始数据先经 2 － ΔΔCt法转换成相
对表达量，然后输入 Excel 表格，软件通过将每个候
选内参基因与其他候选基因的配对表达水平比值经
对数变换，计算其标准差作为基因表达稳定值 M，对
所有候选内参基因的表达稳定性排序 (M 值越小，
表达越稳定)，最后根据内参基因标准化因子的配
对差异分析判定内参基因的最适数目。进一步使用
SPSS 单因素方差分析对相关表达量数据进行统计
学分析，P ＜ 0. 05 即认为差异显著 ．

2 结果

2. 1 总 RNA 提取质量检测
基因表达分析中应确保得到完整性及纯度较好

的总 RNA，以保证后续反转录及荧光定量实验的准
确性。各处理及纯培养样品均采用 Trizol 法提取总
RNA，RNA 电泳结果显示所提取的各样品总 RNA
的 23S 和 16S 亚基条带清晰，总 RNA 完整性都较
好。同时所提取的 RNA 经酶标仪检测浓度和纯度，
各样品的 OD260 /OD280的比值在 2. 0 左右，纯度较
好，可用于后续实验。

2. 2 候选内参基因引物特异性
为了验证 4 种内参基因引物的特异性，以副溶

血性弧菌 cDNA 为模板对 4 种基因进行普通 PCR
以及荧光定量 PCR 检测。普通 PCR 电泳结果显
示，所选引物能分别扩增出与各内参基因预期大小
一致的片段，且没有引物二聚体及非特异条带，说明
引物的特异性较好。进一步通过观测 4 种内参基因
的熔解曲线，都只出现单一的信号峰，也很好的证明
没有引物二聚体和非特异性条带产生，引物特异性
良好。
2. 3 候选内参基因稳定性评价

利用 ΔΔCt 法，分析了所有候选内参基因在不
同样品中的表达量。4 个候选内参基因的稳定性通
过 geNorm 程序分析。geNorm 程序通过计算基因的
表达稳定值 M 对基因的表达稳定性进行排序。M
值是单个内参基因与其他所有选择内参基因表达水
平的两两比值后对数变换计算其平均标准差作为基
因表达稳定度的平均值，M 值越小说明基因越稳定
基因的表达稳定值越高。通过软件计算得到内参基
因的原始表达稳定值，表达稳定性排列顺序为 pvuA
(2. 906) ＞ pvsA ( 3. 197 ) ＞ GAPDH ( 3. 746 ) ＞ rpoS
(6. 512)，其中最稳定的基因是 pvuA，可以作为 qRT-
PCR 分析中的内参基因。同时上述表达稳定性值
采用 geNorm 软件计算最优内参基因数目，最终选择
出 2 个表达最为稳定的内参基因即 pvuA 和 pvsA(图
1)，以二者的几何平均值作为参照可更为准确地校
正目的基因的表达。

图 1 geNorm 软件分析各内参基因的表达稳定值 M
Fig． 1 Expression stability values M of the reference genes

calculated by geNorm．

2. 4 不同样品中两内参基因表达稳定性分析
进 一 步 选 用 两 株 副 溶 血 性 弧 菌 菌 株

ATCC33847、QD 纯培养及其不同的海水处理样品对
geNorm 软件分析筛选出的 2 个内参基因的表达水
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平进行检测和验证。通过比较各样品中 pvuA 和
pvsA 基因扩增的 Ct 值(图 2)，对表达数据进行显著
性差异分析，结果显示 6 种处理样品间 pvuA 和 pvsA
的 Ct 值均无显著性差异(P ＞ 0. 05)，可以看出这两
种基因在所选择样品中的表达是较为稳定的，这样
对于后续采用这两个内参基因准确评价环境样品间
副溶血性弧菌毒力基因表达差异来说是十分重要
的。

图 2 样品中两个内参基因的表达水平
Fig． 2 Expression levels of selected reference genes in different

samples．

2. 5 副溶血性弧菌 tdh 基因的表达差异分析
耐热性直接溶血毒素( tdh)被公认为是副溶血

性弧菌最主要的毒力因子［17］，因此采用筛选出来的
两个内参基因分析了副溶血性弧菌海水处理组、虾
样品处理组以及纯培养状态下的 tdh 基因的表达差
异。各样品 tdh 基因表达结果如图 3 所示。结果表
明选用 pvuA、pvsA 基因能够很好的对副溶血性弧菌
毒力基因的表达进行评价和分析。表达结果初步显
示出来源于不同菌株的 tdh 基因在所选的 3 种环境
条件中显示出了不同的变化趋势，总的来说虾样品
中 tdh 基因的表达量相对较高，而海水样品中的 tdh
基因表达量在不同菌株间有所差异。

3 讨论

从图 3 的结果可以看出不同菌株间 tdh 基因在
不同的处理条件下表达量存在差异，Asakura(2006)
的研究已证明在不同的环境压力下，弧菌毒力基因
的表达会呈现出不同的变化趋势［18］。进一步分析

图 3 样品间 tdh 基因的表达差异
Fig． 3 Different expression level of tdh． 1． ATCC33847; 2．

ATCC33847 in brine; 3． ATCC33847 in filtered brine; 4．

ATCC33847 in shrimp; 5． QD; 6． QD in brine; 7． QD in

filtered brine; 8． QD in shrimp．

显示，两株菌的 tdh 基因在海水及虾样品中的表达
变化趋势一致，但在过滤海水中却呈现了相反的趋
势，ATCC33847 有所升高，QD 却有明显降低。不同
菌株间基因表达的差异性是广泛存在的，例如哈雷
氏弧菌金属蛋白酶基因 vhp 在不同菌株间的表达量
的差异高达 127 倍［19］。而对于粗滤海水来说过滤
海水内容物相对简单，同时能提供给菌株的营养物
质也较为贫乏，由此初步推测 ATCC33847 菌株的
tdh 基因对于饥饿环境的适应能力较高。有研究显
示副溶血性弧菌 toxR、toxS 等基因在海水中培养 8
个月后表达量仍保持稳定［20］，也显示出了这些基因
较强的饥饿耐受能力。相关报道显示虾类样品中副
溶血性弧菌平均浓度显著高于贝类和鱼类样品
(P ＜ 0. 01)［21］，表明虾类样品的营养成分较有利于
副溶血性弧菌的富集和生长，从而促进毒力基因的
表达，但其中的具体表达调控机制还需进一步分析
和探讨。

qRT-PCR 是分析基因表达的一种有效方法，但
是目前 90%以上的 qRT-PCR 仅用单一的内参基因
来校正和标准化目标基因的表达，其中最常用的包
括 GAPDH、β-actin、18SrRNA 和 28SrRNA 等管家基
因。近年来的研究发现，在一些样品中若仅采用单
一基因作为参比基因往往会产生相对较大的误
差［22］，并且这些常用的管家基因均存在缺陷，其表

达水平在不同类型的细胞和组织、细胞增殖和器官
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发育的不同阶段、体外培养、各种试验条件等情况下
它们的表达量通常差异较大，许多经典的管家基因
并不适合广泛的应用。因此，针对不同的实验体系
筛选出最合适的内参基因是十分重要的。

选择合适的内参基因应遵循以下几个标准:第
一，在不同类型的细胞和组织或不同实验处理情况
下其表达量是近似的，无显著性差别;第二，所选的
内参基因在细胞或组织内的拷贝数应与目的基因拷
贝数相近似，在扩增效率一定的情况下保证两种基
因的 Ct 均在 18 － 28 之间;第三，所选的内参基因不
存在假基因［23］，以避免基因组 DNA 的扩增。

本研究中选用 pvuA、pvsA、GAPDH 和 rpoS 4 个不
同功能的管家基因作为候选内参基因，并通过
geNom 软件这 4 个基因在不同环境样品中表达的稳
定度，4 个候选基因表达稳定性排列顺序为 pvuA ＞
pvsA ＞ GAPDH ＞ rpoS，最终确定了 pvuA 和 pvsA 基因
作为适于该实验条件下基因表达研究的内参基因。
后续又采用了不同的副溶血性弧菌菌株以及实验处
理样品对 pvuA 和 pvsA 基因在样品间的表达的差异
和稳定性进行了比较和验证，结果显示，这两个基因
在不同样品间的表达差异度较小，稳定性高，是可用
做后续环境样品中副溶血性弧菌表达分析中的可靠
的内参基因。
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Abstract:［Objective］ We selected reference genes for virulence gene expression of Vibrio parahaemolyticus under
different environmental conditions． ［Method］Using qRT-PCR，we evaluated the expression stability of four housekeeping
genes (GAPDH，pvuA，pvsA and rpoS) of V． parahaemolyticus cultivated separately in seawater，filtered seawater，shrimp
and Tryptone Soya Broth． ［Result］The result shows that all the candidate reference genes could be amplified specifically
in qRT-PCR reaction． The expression stability of the four reference genes ranked pvuA ( 2. 906 ) ＞ pvsA ( 3. 197 ) ＞
GAPDH(3. 746) ＞ rpoS(6. 512) ． Further analysis with geNorm program reveals that the highest stability was observed in
pvuA and pvsA． The geometric average score of the two genes was considered as the most appropriate reference gene for
normalizing the expression of virulence genes of V． parahaemolyticus． ［Conclusion］ The pvuA and pvsA genes could be
used as reference genes to study the virulence gene expression of V． parahaemolyticus．
Keywords: Vibrio parahaemolyticus，qRT-PCR，reference gene
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