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猪卵泡发育过程中颗粒细胞内参基因表达稳定性分析
霍泱安ꎬ李小雪ꎬ孙郴ꎬ李齐发ꎬ杜星∗

(南京农业大学动物科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在分析猪卵泡发育不同阶段颗粒细胞中内参基因的表达稳定性ꎬ筛选有效内参基因用于鉴定猪卵泡发

育关键调控基因及其表达模式ꎮ [方法]基于形态学观察与类固醇激素检测分离猪腔前、有腔、成熟和闭锁卵泡ꎬ并收集相应

颗粒细胞ꎻ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测甘油醛 ３－磷酸脱氢酶(ＧＡＰＤＨ)、β－肌动蛋白(ＡＣＴＢ)、ＡＴＰ 合酶 Ｆ１(ＡＴＰ５Ｆ１)、β２－微球蛋白

(Ｂ２Ｍ)、真核翻译伸长因子 １α(ＥＥＦ１Ａ１)、次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 １(ＨＰＲＴ１)、核糖体蛋白 Ｓ３(ＲＰＳ３)、微管蛋白 α￣１ｂ
(ＴＵＢＡ１Ｂ)和泛素 Ｃ(ＵＢＣ)等 ９ 个候选内参基因在猪卵泡不同发育阶段颗粒细胞中的表达水平ꎻ综合 ΔＣｔ、ｇｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 等算法分析候选内参基因在猪卵泡发育过程中的表达稳定性ꎮ [结果]候选内参基因在猪

卵巢颗粒细胞中的表达水平存在较大差异ꎬ其中 ＥＥＦ１Ａ１和 ＴＵＢＡ１Ｂ的表达水平较高ꎬ而 ＨＰＲＴ１和 ＵＢＣ的表达水平较低ꎻ不
同算法得到的稳定性存在差异ꎬ用 ΔＣｔ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析发现 ＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１的稳定性较高ꎬ用 ｇｅＮｏｒｍ 分析发

现 ＧＡＰＤＨ和 ＨＰＲＴ１的稳定性较高ꎬ最终利用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 进行综合权重分析得出候选内参基因的稳定性从高到低依次为

ＲＰＳ３、ＡＴＰ５Ｆ１、ＨＰＲＴ１、ＥＥＦ１Ａ１、ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ、ＴＵＢＡ１Ｂ、Ｂ２Ｍ、ＵＢＣꎮ 进一步以不同表达稳定性内参基因为参照对母猪繁殖力

候选基因 ＦＳＨＲ和 ＮＯＲＦＡ在卵泡发育过程中的表达模式进行检测ꎬ结果表明内参基因稳定性对准确鉴定目的基因表达水平

和变化模式至关重要ꎮ [结论]ＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１在猪卵泡发育过程中具有较高的表达稳定性ꎬ可作为有效内参基因用于后续

猪卵泡发育相关研究ꎬ为鉴定猪卵泡发育关键调控基因及其表达模式等相关内参基因研究提供理论依据ꎮ
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　 第 ４ 期 霍泱安ꎬ等:猪卵泡发育过程中颗粒细胞内参基因表达稳定性分析

我国是生猪养殖和猪肉消费第一大国ꎬ但在规模化养殖条件下母猪年生产力与畜牧业发达国家仍存

在一定差距ꎬ这已成为制约我国养猪业健康发展的瓶颈ꎮ 对母猪繁殖力的形成机制进行解析发现排卵数

是影响母猪繁殖力最主要的初始因素ꎬ而作为母猪繁殖系统的基本功能单位ꎬ卵泡发育命运(成熟排卵或

闭锁退化)可通过影响排卵数直接决定母猪繁殖力高低[１]ꎮ 国内外研究证实卵巢颗粒细胞凋亡或程序性

死亡是引发卵泡闭锁的主要诱因[２－３]ꎬ但前者的调控机制尚未完全明晰ꎮ 因此ꎬ解析卵泡发育过程中颗粒

细胞状态的生物学调控机制尤为重要ꎮ 目前ꎬ高通量测序技术结合分子生物学手段是鉴定关键功能基因

和构建分子调控网络的主要研究方法ꎬ上述过程往往需要选择可靠、有效且稳定表达的内参基因作为对照ꎮ
作为生命科学领域广泛应用的分子生物学技术ꎬ反转录荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)是一种在 ｃＤＮＡ 底物经过聚合酶链式扩增反应过程中产生可接收荧光信号ꎬ并基于检测

到的荧光信号值定量分析目标基因转录水平与表达丰度ꎬ进而初步了解该基因生物学功能的研究方

法[４－５]ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 目前具有操作便利、反应快速和结果准确等优点ꎬ但其检测准确性也受到若干因素的影

响ꎬ包括但不限于组织细胞数量和类型差异、ＲＮＡ 提取完整性、反转录效率以及定量分析方法等[６－７]ꎮ 针

对上述影响因素ꎬＢｕｓｔｉｎ 等[８]和 Ｊｏｈｎｓｏｎ 等[９]分别提出并优化了基于高准确性进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验的最低

要求信息量准则(ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＭＩＱＥ)ꎬ其中着重对最适内参

基因的选择和使用提出明确要求ꎮ 内参基因ꎬ又名管家基因(ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ)ꎬ是细胞内维持基础功能

的一类基因ꎬ正常条件下其在生物体内应具有良好的表达稳定性[１０－１１]ꎬ因此被广泛应用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 等分

子生物学试验并作为内部对照校正目标基因的表达水平[１２－１３]ꎮ 理想的内参基因在不同生理条件下应始

终保持较高的表达稳定性ꎬ但近年来研究表明理想的内参基因是不存在的ꎬ大多数内参基因的表达水平在

生命进程不同时期、不同组织细胞类型、生物学过程以及体内外试验不同处理后均发生显著变化[１４]ꎮ 而

且使用不同内参基因进行校正会对目标基因的表达水平产生较大影响[１５]ꎮ 因此ꎬ选择稳定表达的内参基

因对于获得准确的目标基因表达数据至关重要ꎮ
尽管 ＭＩＱＥ 准则指出在进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验前需对内参基因的稳定性进行鉴定ꎬ但由于检测过程繁复

耗时ꎬ目前仅有少数研究在特定组织细胞或生理过程中鉴定了最适内参基因[１６－１７]ꎬ多数研究则不加鉴别

选择常用的内参基因(如 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ和 ＴＵＢＵＬＩＮ等)开展试验ꎮ 目前国内外有关猪卵泡发育过程中颗

粒细胞内部内参基因表达稳定性的研究报道较少ꎮ 因此ꎬ本研究选择 ９ 个常见且在猪卵巢组织中具有一

定表达水平的内参基因(ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ、ＴＵＢＡ１Ｂ、ＡＴＰ５Ｆ１、Ｂ２Ｍ、ＨＰＲＴ１、ＵＢＣ、ＲＰＳ３ 和 ＥＥＦ１Ａ１)作为候

选ꎬ利用 ΔＣｔ、ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 等算法综合分析上述候选内参基因在猪卵泡发

育过程中的表达稳定性ꎬ为解析猪卵泡发育与颗粒细胞状态的调控机制过程中准确鉴定调控基因及其表

达模式提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

随机选取 ６０ 只体况良好、体重相近的 １８０ 日龄健康且性成熟的杜长大三元杂交母猪(江苏淮安苏食

集团)ꎬ屠宰后立即采集双侧新鲜卵巢ꎬ浸润于 ３７ ℃含 １０ ｇ􀅰Ｌ－１庆大霉素的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)ꎬ并迅速

带回实验室ꎬ用于猪不同发育阶段卵泡鉴定分级和卵巢颗粒细胞收集等后续试验ꎮ
１.２　 卵泡分级与壁层卵巢颗粒细胞收集

利用预热的生理盐水和 ７５％乙醇溶液将新鲜收集的猪卵巢组织反复交替轻柔冲洗ꎬ彻底去除组织表

面血渍及可能残留的污染源ꎬ随后使用手术刀和眼科镊切除多余附属组织并剥离单个卵泡ꎬ结合形态学观

察与类固醇激素测定对不同发育阶段的猪卵泡进行鉴定分级ꎮ 具体方法参照文献[１８]ꎮ 其中ꎬ腔前、有
腔和成熟卵泡主要通过卵泡直径、腔体形成和卵泡液中雌二醇(１７β￣ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬＥ２)浓度为标准进行综合鉴

定ꎬ而闭锁卵泡则表现为透明无色、卵泡膜表面无血管分布、卵泡内游离颗粒细胞较多(>２ ５００ μＬ－１)且卵

泡液雌二醇 /孕酮指数(Ｅ２ / Ｐ ４ ｉｎｄｅｘ)较低(<２.０)ꎮ 分别将上述经过鉴定处于不同发育阶段的卵泡逐个扎

破ꎬ待卵泡液排尽后剖开卵泡ꎬ利用小型细胞刮刀轻柔刮取并单独收集每个卵泡的壁层颗粒细胞ꎬ用于后

续候选内参基因在猪卵泡发育过程中表达稳定性的分析与验证ꎮ
１.３　 细胞总 ＲＮＡ 的提取及反转录(ＲＴ)

选取等量不同发育阶段卵泡来源的颗粒细胞ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡꎬ用氯仿－异丙醇法纯
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化颗粒细胞总 ＲＮＡꎬ经完整性、纯度和浓度检测后用于后续试验或置于－８０ ℃保存ꎮ 利用 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｋｉｔ(南京诺唯赞公司)制备相应 ｃＤＮＡꎮ 具体过程如下:以 ５００ ｎｇ 颗粒细胞总 ＲＮＡ 为底物ꎬ
加入 ２ μＬ ４× ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘꎬ混合均匀后置于 ４２ ℃反应 ２ ｍｉｎꎬ去除残留 ＤＮＡꎬ随后在上述反应体系中加

入 ２ μＬ ５× ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ｑＲＴ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘꎬ混合均匀后进行反转录ꎮ 反应条件为 ３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎮ 测定

ｃＤＮＡ 浓度并利用 ＤＥＰＣ 水将所有样品稀释至同一水平后用于后续 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验ꎮ
１.４　 定量引物设计与扩增效率分析

通过 ＮＣＢＩ 中 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库获得猪 ９ 个候选内参基因的编码区序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件

设计定量引物并交由南京擎科生物有限公司合成ꎮ 引物信息详见表 １ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎮ
反应体系:２×Ｖａｚｙｍｅ ＬＡｍｐ® Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３.５ μＬꎬ上、下游引物各 ０.５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ０.５ μＬꎮ
反应程序为 ９８ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎ(４０ 个循环)ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 扩增产物

经 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳和高分辨率成像检验引物扩增单一性ꎬ进一步通过熔解曲线评估引物特异性ꎮ
扩增产物经纯化后使用 ｐＣｌｏｎｅ００７ Ｖｅｒｓａｔｉｌｅ Ｓｉｍｐｌｅ Ｖｅｃｔｏｒ Ｋｉｔ(南京擎科生物有限公司)进行 ＴＡ 克隆构建

重组质粒ꎬ挑取单克隆交由上海生工生物工程有限公司测序ꎮ 将纯化的阳性重组质粒进行 １０ 倍等比例稀

释ꎬ构建 ６ 个不同梯度的标准品ꎬ利用上述定量引物分别进行 ｑＰＣＲ 反应ꎬ基于 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ 和 ７ Ｆｌｅｘ 系

统默认基线获得的扩增循环阈值(ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬＣｔ)进行回归直线拟合ꎬ同时分析引物扩增效率(Ｅ)ꎬＥ＝
(１０－１ / ｓｌｏｐｅ－１)和决定系数 Ｒ２[８－９]ꎮ

表 １　 候选内参基因定量引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 产物长度 / ｂｐ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ 斜率 Ｓｌｏｐｅ

ＧＡＰＤＨ 　 　 Ｆ:ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＣＡＴ / Ｒ:ＴＣＡＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＧＴ ２１０ －３.４９０
ＡＣＴＢ 　 　 Ｆ:ＡＣＧＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ / Ｒ:ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡ ３１８ －３.４３２
ＴＵＢＡ１Ｂ 　 　 Ｆ:ＴＧＣＣＴＧＴＴＧＴＡＣＣＧＴＧＧＴＧＡＣ / Ｒ:ＣＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＧＴＡＡＴＣＣＴＴＣＴＣ ３６２ －３.１７５
ＡＴＰ５Ｆ１ 　 　 Ｆ:ＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣＣＣＴＣＣＴＣ / Ｒ:ＣＡＴＡＧＧＧＴＣＣＴＧＴＣＡＣＴＣＣ １８１ －３.１８６
Ｂ２Ｍ 　 　 Ｆ:ＣＴＣＴＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＣＣＴＧＧＡＴ / Ｒ:ＡＣＡＧＧＴＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣＧＣ １８４ －３.２３４
ＨＰＲＴ１ 　 　 Ｆ:ＧＡＣＣＡＧＴＣＡＡＣＧＧＧＣＧＡＴ / Ｒ:ＣＡＡＧＧＧＣＡＴＡＧＣＣＴＡＣＣＡＣＡＡ ２５９ －３.４８８
ＵＢＣ 　 　 Ｆ:ＣＣＣＴＣＧＴＧＣＧＧＡＡＴＡＧＣＣＴ / Ｒ:ＡＴＴＧＴＣＴＣＡＧＡＧＣＣＣＧＣＴＴＣ １０８ －３.１０７
ＲＰＳ３ 　 　 Ｆ:ＣＴＧＣＧＡＧＧＴＣＧＴＧＧＴＧＴＣＴ / Ｒ:ＴＴＧＧＧＴＴＣＣＡＣＡＡＴＧＣＴＣＡＣ ２４３ －３.１６９
ＥＥＦ１Ａ１ 　 　 Ｆ:ＣＴＧＡＴＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴ / Ｒ:ＴＧＧＣＴＧＴＡＧＧＧＴＧＧＣＴＣＡ １５２ －３.１５７
ＦＳＨＲ 　 　 Ｆ:ＧＴＴＴＡＴＴＡＧＴＡＴＣＣＴＴＧＣＣＡＣＣＡＣ / Ｒ:ＧＣＡＴＣＡＣＡＧＣＣＴＧＣＴＣＣＡ ２２２
ＮＯＲＦＡ 　 　 Ｆ:ＡＧＧＡＡＣＣＴＧＣＧＴＧＧＧＡＡＴＣ / Ｒ:ＣＣＧＡＴＣＴＣＣＣＡＧＣＡＴＧＡＡＡ ２１３

　 　 注:ＧＡＰＤＨ:甘油醛 ３－磷酸脱氢酶基因 Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻＡＣＴＢ:β－肌动蛋白基因 Ａｃｔｉｎ ｂｅｔａ ｇｅｎｅꎻＴＵＢＡ１Ｂ:
微管蛋白 α￣１ｂ 基因 Ｔｕｂｕｌｉｎ ａｌｐｈａ￣１ｂ ｇｅｎｅꎻＡＴＰ５Ｆ１:ＡＴＰ 合酶 Ｆ１ 基因 ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆ１ ｇｅｎｅꎻＢ２Ｍ:β２ －微球蛋白基因 Ｂｅｔａ￣２￣
ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅꎻＨＰＲＴ１:次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 １ 基因 Ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ ｇｅｎｅꎻＵＢＣ:泛素 Ｃ 基因 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
Ｃ ｇｅｎｅꎻＲＰＳ３:核糖体蛋白 Ｓ３ 基因 Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ３ ｇｅｎｅꎻＥＥＦ１Ａ１:真核翻译伸长因子 １α 基因 Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ １ ａｌｐｈａ ｇｅｎｅꎻＦＳＨＲ:促卵泡激素受体基因 Ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＮＯＲＦＡ:卵泡闭锁相关非编码 ＲＮＡ 基因
Ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ａｔｒｅｓｉａ ｇｅｎｅ.

１.５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测内参基因的表达水平

将上述获得的 ｃＤＮＡ 样品稀释至同一浓度并以其为底物ꎬ采用 ＡｃｅＱ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
ｋｉｔ(南京诺唯赞生物有限公司)与 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分析仪ꎬ对 ９ 个候选内参基因在猪卵

泡不同发育阶段颗粒细胞中的表达水平进行定量检测ꎮ １０ μＬ 反应体系:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ ５ μＬꎬｃＤＮＡ
１ μＬꎬ上、下游引物各 ０.２ μＬꎬＤＥＰＣ 水 ３.６ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓ(４０ 个循环)ꎻ
９５ ℃ １５ ｓꎻ６０ ℃ １ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎮ 基于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应获得的 Ｃｔ值分析内参基因表达水平ꎬＣｔ值越小表

明基因表达水平越高ꎮ 每组设立 ３ 个独立重复样本ꎬ定量检测重复 ３ 次ꎮ
１.６　 候选内参基因表达稳定性分析

基于上述 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应获得的 Ｃｔ 值分别利用 ΔＣｔ[１９]、ｇｅＮｏｒｍ[２０]、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ[２１]、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ[２２]以及

ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ[２３]算法分析候选内参基因的表达稳定性ꎮ 其中ꎬｇｅＮｏｒｍ 算法(ｈｔｔｐｓ: / / ｇｅｎｏｒｍ.ｃｍｇｇ.ｂｅ / )将 Ｃｔ值
转换为相对表达量ꎬ随后计算候选内参基因表达稳定性 Ｍ 值ꎬＭ 值越小表示内参基因表达稳定性越高ꎮ
该算法可分析配对变异值(Ｖ)并以 Ｖ<０.１５ 为标准评估内参基因最适使用数ꎮ 当 Ｖｎ / Ｖｎ＋１<０.１５ 时ꎬｎ 为最

适内参基因数ꎻ反之ꎬｎ＋１ 则为最适内参基因数ꎮ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 算法(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｏｍａ.ｄｋ / ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ￣ｓｏｆｔｗａｒｅ)
通过综合组间与组内变异进行内参基因稳定性值( ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅꎬＳＶ)分析ꎬ但仅能获得一个最适内参基
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因ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 算法( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｅ￣ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. ｃｏｍ / ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ. ｈｔｍｌ) 通过计算 Ｃｔ 值的变异系数

(ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬＣＶ)和标准偏差(ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＳＤ)评价内参基因的表达稳定性ꎮ ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 算
法(ｈｔｔｐ: / / ｂｌｏｏｇｅ.ｃｎ / ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ / )可基于上述不同算法的评价结果进一步通过计算权重几何均值对内参基

因表达稳定性进行综合排名ꎮ 权重几何均值(Ｇ)计算公式如下:

Ｇ＝ ４ Ｒ１􀅰Ｒ２􀅰Ｒ３􀅰Ｒ４

１.７　 候选内参基因稳定性验证

为验证候选内参基因的稳定性ꎬ选择 ２ 个稳定性较高和较低的候选内参基因作为对照进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试

验ꎬ分别对卵巢颗粒细胞标志基因促卵泡激素受体基因(ＦＳＨＲ) [２４]和母猪卵泡闭锁相关非编码 ＲＮＡ 基因

(ＮＯＲＦＡ) [２５]的表达水平进行归一化处理ꎬ综合鉴定两者在猪卵泡不同发育阶段颗粒细胞中的表达水平

与变化模式ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表达水平ꎬ每组设立 ３ 个独立样本ꎬ试验进行 ３ 次技术重复ꎮ
１.８　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 与 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.３ 软件对猪卵泡发育过程中不同候选内参基因的定量数据进行

单因素方差分析ꎮ

图 １　 候选内参基因定量引物特异性分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
　 　 Ａ.定量引物扩增产物(Ｍ:ＤＬ ２ ０００ 标准品)ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ(Ｍ:ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒ)ꎻ
Ｂ.候选内参基因熔解曲线 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ.

２　 结果与分析

２.１　 候选内参基因定量引物特异性和扩增效率分析

以猪卵巢颗粒细胞 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用表 １ 中定量引物对 ９ 个候选内参基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产

物经 ２０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 结果均表现为单一、清晰、明亮且与设计目的片段长度一致的特异性

扩增条带(图 １－Ａ)ꎮ 熔解曲线分析发现每对定量引物仅能产生一个特异性单峰(图 １－Ｂ)ꎮ 进一步分析
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发现 ９ 对定量引物的扩增效率为 ９０％~１１０％ꎬ决定系数均大于 ０.９９(表 ２)ꎮ 上述结果表明本研究设计的

候选内参基因定量引物具有良好的特异性ꎬ可用于后续 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验ꎮ
表 ２　 候选内参基因定量引物验证信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

扩增效率 / ％
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

决定系数
Ｒ２

基因
Ｇｅｎｅ

扩增效率 / ％
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

决定系数
Ｒ２

ＧＡＰＤＨ ９４.４２ ０.９９９ ＨＰＲＴ１ ９３.５０ ０.９９４
ＡＣＴＢ ９５.３３ ０.９９７ ＵＢＣ １０９.８５ ０.９９６
ＴＵＢＡ１Ｂ １０６.５４ ０.９９６ ＲＰＳ３ １０６.７９ ０.９９５
ＡＴＰ５Ｆ１ １０５.９８ ０.９９８ ＥＥＦ１Ａ１ １０７.４０ ０.９９６
Ｂ２Ｍ １０３.８１ ０.９９５

２.２　 候选内参基因表达水平与表达模式分析

从图 ２ 可见:所有内参基因的 Ｃｔ值范围 １６.２９~２７.３０ꎬ且在卵泡不同发育阶段内参基因表达水平存在

差异ꎮ 其中ꎬＥＥＦ１Ａ１和 ＴＵＢＡ１Ｂ在卵巢颗粒细胞中的表达水平较高(平均 Ｃｔ 值分别为 １６.２７ 和 １６.７５)ꎬ
而 ＵＢＣ和 ＨＰＲＴ１的表达水平较低(平均 Ｃｔ值分别为 ２７.３０ 和 ２４.３３)ꎮ 另外ꎬ候选内参基因在卵泡发育过

程中的表达模式也存在差异ꎬ比如 ＥＥＦ１Ａ１与 ＲＰＳ３在卵泡发育过程中表达变化趋势较为集中ꎬ而 ＵＢＣ 与

Ｂ２Ｍ的表达变化趋势较为离散ꎬ尤其是在卵泡闭锁阶段ꎮ

图 ２　 候选内参基因在卵泡发育不同阶段颗粒细胞中的表达模式

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ(ＲＧ)ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ
　 Ａ.腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＢ.有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＣ.成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＤ.闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻ
Ｅ.所有样本 Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ.

２.３　 基于不同方法分析候选内参基因表达稳定性

２.３.１　 ΔＣｔ 分析结果　 首先通过基于 ΔＣｔ法获得的标准偏差(ＳＤ)分析候选内参基因表达稳定性ꎬＳＤ 值

越小表明内参基因表达稳定性越高ꎮ 由图 ３ 中的 ＳＤ值得出各基因的稳定性如下:腔前卵泡中 ＡＴＰ５Ｆ１ 的

４１７



　 第 ４ 期 霍泱安ꎬ等:猪卵泡发育过程中颗粒细胞内参基因表达稳定性分析

稳定性最高ꎬＢ２Ｍ的稳定性最低ꎻ有腔卵泡中 Ｂ２Ｍ 的稳定性最高ꎬＧＡＰＤＨ 的稳定性最低ꎻ成熟卵泡中

ＲＰＳ３的稳定性最高ꎬＧＡＰＤＨ的稳定性最低ꎻ闭锁卵泡中 ＡＴＰ５Ｆ１的稳定性最高ꎬＵＢＣ 的稳定性最低ꎻ卵泡

发育过程中ꎬＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１的稳定性较高ꎬ而 ＵＢＣ和 ＡＣＴＢ的稳定性较低ꎮ

图 ３　 ΔＣｔ 法(ＳＤ 值)分析内参基因的表达稳定性

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ΔＣｔ ｍｅｔｈｏｄ(ＳＤ ｖａｌｕｅ)
Ａ.腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＢ.有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＣ.成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＤ.闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＥ.所有样本 Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ.

图 ４　 基于 ｇｅＮｏｒｍ 法(Ｍ 值)分析内参基因表达稳定性

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＲＧ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｍ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｇｅＮｏｒｍ ｍｅｔｈｏｄ
　 　 Ａ. 腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＢ. 有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＣ. 成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＤ. 闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎻＥ. 所有样本

Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓꎻＦ. 配对变异分析 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ.

２.３.２　 ｇｅＮｏｒｍ 分析　 利用基于稳定性 Ｍ值的 ｇｅＮｏｒｍ 算法分析候选内参基因表达稳定性ꎬＭ值越小表明

内参基因表达稳定性越高ꎮ 如图 ４ 所示:腔前卵泡中 ＡＣＴＢ和 ＵＢＣ的 Ｍ值最小ꎬ表明其稳定性均最高ꎬ而
ＴＵＢＡ１Ｂ的 Ｍ值最大ꎬ表明其稳定性最低ꎮ 同理:有腔卵泡中 ＧＡＰＤＨ和 ＨＰＲＴ１ 的稳定性均最高ꎬ而 ＵＢＣ
的稳定性最低ꎻ成熟卵泡中 ＴＵＢＡ１Ｂ 和 ＨＰＲＴ１ 的稳定性均最高ꎬ而 Ｂ２Ｍ 的稳定性最低ꎻ闭锁卵泡中

ＴＵＢＡ１Ｂ和 ＲＰＳ３的稳定性均最高ꎬ而 ＵＢＣ的稳定性最低ꎻ卵泡发育过程中ꎬＧＡＰＤＨ和 ＨＰＲＴ１的稳定性均

最高ꎬ而 ＵＢＣ的稳定性最低ꎮ 另外ꎬ通过 ｇｅＮｏｒｍ 对内参基因最适使用数进行配对变异分析发现 Ｖ２ / Ｖ３ 值
小于 ０.１５(图 ４－Ｆ)ꎬ表明对猪卵泡发育过程进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析需要 ２ 个内参基因进行归一化对照ꎮ
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２.３.３　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析　 通过基于稳定性值(ＳＶ)的 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 算法分析候选内参基因表达稳定性ꎬＳＶ
值越小表明基因稳定性越高ꎮ 如表 ３ 所示:腔前卵泡中 ＲＰＳ３ 的 ＳＶ 值最小ꎬ表明其稳定性最高ꎬＴＵＢＡ１Ｂ
的 ＳＶ值最大ꎬ表明其稳定性最低ꎮ 同理:有腔卵泡中 ＲＰＳ３ 的稳定性最高ꎬＵＢＣ 的稳定性最低ꎻ成熟卵泡

中 ＥＥＦ１Ａ１的稳定性最高ꎬＵＢＣ 的稳定性最低ꎻ闭锁卵泡中 ＥＥＦ１Ａ１ 的稳定性最高ꎬＵＢＣ 的稳定性最低ꎮ
卵泡发育过程中候选内参基因的稳定性从高到低依次为:ＲＰＳ３、ＡＴＰ５Ｆ１、ＨＰＲＴ１、ＥＥＦ１Ａ１、ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ、
ＴＵＢＡ１Ｂ、Ｂ２Ｍ、ＵＢＣꎮ 其中ꎬＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１的稳定性较高ꎬ而 ＵＢＣ和 Ｂ２Ｍ的稳定性较低ꎮ

表 ３　 基于 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 法稳定值(ＳＶ)的基因表达稳定性排名

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒａｎｋｉｎｇ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ(ＳＶ) ｆｒｏｍ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ｍｅｔｈｏｄ

排名
Ｒａｎｋ

腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 稳定值 ＳＶ

有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 稳定值 ＳＶ

成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 稳定值 ＳＶ

闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 稳定值 ＳＶ

所有样本 Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 稳定值 ＳＶ

１ ＲＰＳ３ ０.１７３ ＲＰＳ３ ０.１３６ ＥＥＦ１Ａ１ ０.１８３ ＥＥＦ１Ａ１ ０.１３７ ＲＰＳ３ ０.２２６
２ ＧＡＰＤＨ ０.２６４ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.４４６ ＲＰＳ３ ０.３０８ ＲＰＳ３ ０.３２８ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.４８２
３ ＨＰＲＴ１ ０.３６７ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.４８７ ＡＣＴＢ ０.４０９ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.４６１ ＥＥＦ１Ａ１ ０.５２３
４ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.４０４ ＨＰＲＴ１ ０.５５９ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.５６０ Ｂ２Ｍ ０.４７２ ＡＣＴＢ ０.５４３
５ Ｂ２Ｍ ０.５８８ ＡＣＴＢ ０.５７２ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.６００ ＡＣＴＢ ０.４９４ ＨＰＲＴ１ ０.５７３
６ ＵＢＣ ０.７４７ ＥＥＦ１Ａ１ ０.６３１ ＨＰＲＴ１ ０.９３６ ＧＡＰＤＨ ０.５６８ ＧＡＰＤＨ ０.５９６
７ ＡＣＴＢ ０.８８０ Ｂ２Ｍ ０.６４７ ＧＡＰＤＨ １.０２３ ＨＰＲＴ１ ０.６７４ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.８３６
８ ＥＥＦ１Ａ１ ０.８９１ ＧＡＰＤＨ ０.６６２ ＵＢＣ １.０３５ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.６７５ Ｂ２Ｍ １.０６７
９ ＴＵＢＡ１Ｂ １.７０５ ＵＢＣ １.０２７ Ｂ２Ｍ １.８２２ ＵＢＣ １.２１０ ＵＢＣ １.２０３

２.３.４　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析　 利用基于 Ｃｔ 值计算标准差(ＳＤ)和变异系数(ＣＶ)的 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 算法分析候选

内参基因表达稳定性ꎬ其值越小表明基因稳定性越高ꎮ 如表 ４ 所示:腔前卵泡中 ＡＴＰ５Ｆ１的 ＳＤ值最小ꎬ表
明其稳定性最高ꎬＥＥＦ１Ａ１ 的 ＳＤ 值最大ꎬ表明其稳定性最低ꎮ 同理:有腔卵泡中 Ｂ２Ｍ 的稳定性最高ꎬ
ＧＡＰＤＨ的稳定性最低ꎻ成熟卵泡中 ＲＰＳ３的稳定性最高ꎬＧＡＰＤＨ的稳定性最低ꎻ闭锁卵泡中 ＡＴＰ５Ｆ１ 的稳

定性最高ꎬＵＢＣ 的稳定性最低ꎮ 卵泡发育过程中ꎬ候选内参基因表达水平的标准差范围为 ０.４５ ~ １.２２ꎬ变
异系数范围为 ２.４９~５.１６ꎬ其中 ＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１的稳定性较高ꎬ而 ＡＣＴＢ和 ＵＢＣ的稳定性较低ꎮ

表 ４　 基于 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 法 ＳＤ 和 ＣＶ 值的基因表达稳定性排名

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒａｎｋｉｎｇ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＳＤ ａｎｄ ＣＶ ｖａｌｕｅ ｆｒｏｍ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ｍｅｔｈｏｄ

排名
Ｒａｎｋ

腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

标准差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

标准差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

标准差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

标准差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

所有样本 Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

标准差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

１ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.１６ ０.７５ Ｂ２Ｍ ０.２５ １.３１ ＲＰＳ３ ０.３５ １.９２ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.５３ ２.６０ ＲＰＳ３ ０.４５ ２.４９
２ ＲＰＳ３ ０.３３ １.８３ ＲＰＳ３ ０.４５ ２.４７ ＥＥＦ１Ａ１ ０.５５ ３.３７ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.６８ ４.０４ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.６３ ３.０２
３ ＧＡＰＤＨ ０.４７ ２.３８ ＥＥＦ１Ａ１ ０.６３ ３.８７ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.７１ ３.４７ ＨＰＲＴ１ ０.６８ ２.７８ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.６９ ４.１４
４ ＨＰＲＴ１ ０.４９ １.９８ ＵＢＣ ０.６９ ２.４８ Ｂ２Ｍ ０.７８ ３.９０ ＲＰＳ３ ０.７４ ４.１９ ＨＰＲＴ１ ０.７９ ３.２４
５ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.７５ ４.３３ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.７４ ４.４４ ＴＵＢＡ１Ｂ ０.９４ ５.７２ ＧＡＰＤＨ ０.８１ ４.２３ ＥＥＦ１Ａ１ ０.７９ ４.８４
６ ＵＢＣ ０.９０ ３.１８ ＡＴＰ５Ｆ１ ０.８０ ３.８３ ＡＣＴＢ ０.９８ ５.３４ ＥＥＦ１Ａ１ １.０５ ６.４３ ＧＡＰＤＨ ０.８６ ４.４１
７ Ｂ２Ｍ ０.９４ ４.９０ ＡＣＴＢ ０.９０ ４.８５ ＨＰＲＴ１ １.１４ ４.７１ Ｂ２Ｍ １.２０ ６.０６ Ｂ２Ｍ ０.９１ ４.６６
８ ＡＣＴＢ ０.９９ ５.３８ ＨＰＲＴ１ ０.９３ ３.８４ ＵＢＣ １.１８ ４.４１ ＡＣＴＢ １.３５ ７.４３ ＡＣＴＢ １.０３ ５.６１
９ ＥＥＦＡ１Ａ １.００ ６.１７ ＧＡＰＤＨ ０.９６ ４.９９ ＧＡＰＤＨ １.２９ ６.６９ ＵＢＣ １.８１ ６.８８ ＵＢＣ １.２２ ４.４８

２.３.５　 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 分析　 采用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 算法对上述分析获得的候选内参基因表达稳定性进行综合分析ꎬ
结果如表 ５ 所示:腔前卵泡中 ＲＰＳ３的权重几何均数最小ꎬ表明其稳定性最高ꎻＴＵＢＡ１Ｂ的权重几何均数最

大ꎬ表明其稳定性最低ꎮ 同理:有腔卵泡中 ＲＰＳ３稳定性最高ꎬＵＢＣ 稳定性最低ꎻ成熟卵泡中 ＥＥＦ１Ａ１ 稳定

性最高ꎬＵＢＣ稳定性最低ꎻ闭锁卵泡中 ＲＰＳ３稳定性最高ꎬＵＢＣ稳定性最低ꎮ 候选内参基因在猪卵泡发育过
表 ５　 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 分析结果

Ｔａｂｌｅ ５　 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ

排名
Ｒａｎｋ

腔前卵泡 Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 几何均数 Ｇｅｏｍｅａｎ

有腔卵泡 Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 几何均数 Ｇｅｏｍｅａｎ

成熟卵泡 Ｍａｔｕｒｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 几何均数 Ｇｅｏｍｅａｎ

闭锁卵泡 Ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 几何均数 Ｇｅｏｍｅａｎ

所有样本 Ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ
基因 Ｇｅｎｅ 几何均数 Ｇｅｏｍｅａｎ

１ ＲＰＳ３ １.９３ ＲＰＳ３ １.７８ ＥＥＦ１Ａ１ １.７８ ＲＰＳ３ １.６８ ＲＰＳ３ １.４１
２ ＧＡＰＤＨ ２.７８ ＴＵＢＡ１Ｂ ２.９９ ＲＰＳ３ ２.２１ ＴＵＢＡ１Ｂ ２.０６ ＡＴＰ５Ｆ１ ２.２１
３ ＡＴＰ５Ｆ１ ３.３６ ＨＰＲＴ１ ３.３６ ＴＵＢＡ１Ｂ ２.６６ ＥＥＦ１Ａ１ ２.６３ ＨＰＲＴ１ ２.７８
４ ＵＢＣ ３.３８ ＡＴＰ５Ｆ１ ３.５７ ＡＴＰ５Ｆ１ ３.４６ ＡＴＰ５Ｆ１ ３.６０ ＧＡＰＤＨ ３.４６
５ ＨＰＲＴ１ ３.８３ ＧＡＰＤＨ ４.３６ ＨＰＲＴ１ ３.９８ Ｂ２Ｍ ５.２９ ＥＥＦ１Ａ１ ４.７４
６ ＡＣＴＢ ４.４５ Ｂ２Ｍ ４.４５ ＡＣＴＢ ４.２８ ＨＰＲＴ１ ５.３８ ＴＵＢＡ１Ｂ ５.２１
７ Ｂ２Ｍ ５.１４ ＥＥＦ１Ａ１ ５.４２ Ｂ２Ｍ ７.３５ ＧＡＰＤＨ ５.７３ ＡＣＴＢ ５.８３
８ ＥＥＦ１Ａ１ ６.４５ ＡＣＴＢ ６.１９ ＧＡＰＤＨ ７.４８ ＡＣＴＢ ６.３２ Ｂ２Ｍ ７.７４
９ ＴＵＢＡ１Ｂ ７.７７ ＵＢＣ ７.３５ ＵＢＣ ８.００ ＵＢＣ ９.００ ＵＢＣ ９.００
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程中表达稳定性的几何权重总排名从高到低依次为 ＲＰＳ３、ＡＴＰ５Ｆ１、ＨＰＲＴ１、ＥＥＦ１Ａ１、ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ、
ＴＵＢＡ１Ｂ、Ｂ２Ｍ、ＵＢＣꎮ 其中ꎬＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１的表达稳定性较高ꎬ可用于后续相关 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 研究ꎮ
２.４　 候选内参基因稳定性验证

为了进一步验证候选内参基因的稳定性ꎬ分别采用稳定性较高(ＲＰＳ３ 或 ＡＴＰ５Ｆ１)和较低(Ｂ２Ｍ 和

ＵＢＣ)的候选内参基因作为对照ꎬ检测繁殖性状关键基因(ＦＳＨＲ 与 ＮＯＲＦＡ)在猪卵泡发育过程中的表达

水平ꎮ 结果发现:使用高稳定性内参基因作为对照时ꎬ２ 个目的基因的表达趋势一致且变异幅度较小ꎬ而
使用不稳定内参基因作为对照时ꎬ２ 个目的基因的表达水平均产生较大变异ꎬ且表达模式与前人研究结果

呈现显著差异ꎮ 例如ꎬ使用低稳定内参基因 Ｂ２Ｍ作为对照时ꎬＦＳＨＲ在有腔卵泡的颗粒细胞中异常显著高

表达ꎬ表达水平是腔前卵泡颗粒细胞中的 ６.０３ 倍ꎬ显著高于使用稳定内参基因(ＲＰＳ３ 和 ＡＴＰ５Ｆ１)作为对

照时的 ＦＳＨＲ 表达水平ꎬ分别达到 １.９３ 倍和 １.９０ 倍(图 ５)ꎮ 上述结果表明选用稳定的内参基因作为对

照ꎬ可有效提高目的基因表达水平检测准确性ꎬ避免有偏和错误结果产生ꎮ

图 ５　 候选内参基因稳定性验证

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

３　 讨论

准确分析目标基因的表达水平与变化模式是精准鉴定关键功能基因以及从分子水平全面了解生命体

重要生理过程发生与发展调控机制的前提ꎮ 而基于高稳定性内参基因进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验可有力保障基

因表达检测的准确性ꎬ因此被广泛应用于畜牧学和分子生物学等多个研究领域ꎮ 研究发现不同猪种相同

内脏组织中的最适内参基因不同[２６]ꎬ且内参基因表达稳定性在同猪种不同组织中也存在较大差异[２７]ꎮ
随着研究逐渐深入ꎬ相关报道对猪抗细菌侵染(外周血单核细胞)、精子生成和品质(睾丸支持细胞)、肌肉

发育和脂肪生成(骨骼肌细胞 /脂肪细胞)以及胚胎着床和发育(子宫细胞 /胚胎)等多种重要经济性状形

成过程中内参基因的稳定性进行系统鉴定[２８－３１]ꎮ 然而遗憾的是ꎬ目前尚未见对母猪卵泡发育过程中颗粒

细胞内参基因表达稳定性进行探究的报道ꎬ而对女性和母牛卵泡发育相关的研究[３２－３３] 表明ꎬ鉴定母猪卵

泡发育过程中稳定表达的内参基因至关重要ꎮ
大多数内参基因表达稳定性的相关研究和分析仅依靠 ２~３ 种方法进行综合评价ꎬ由于算法不同往往

会造成最适内参基因不一致的现象[３４]ꎮ 本研究综合 ５ 种分析方法对猪卵泡发育过程中候选内参基因的

表达稳定性进行分析ꎬ发现 ΔＣｔ 法、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 算法分析结果一致性较高ꎬ且明显有别于

ｇｅＮｏｒｍ 分析结果ꎬ这可能是由于前三者算法相似ꎬ同时与后者算法存在一定差异造成的[３５]ꎮ 为提高分析

准确性ꎬ进一步使用基于综合分析法的 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 算法集成上述 ４ 种方法分析结果[２３]ꎬ最终获得猪卵泡发

育过程中 ９ 个候选内参基因表达稳定性综合排名ꎮ 其中ꎬＲＰＳ３作为真核生物核糖体成熟的关键调控基因

在猪卵泡发育过程中的表达最稳定ꎬ这与前人在蝴蝶幼虫发育中的研究结果一致[１６]ꎬ暗示猪卵泡发育过

程中颗粒细胞内部成熟核糖体丰度较为稳定ꎮ 近年来研究发现 ＲＰＳ３ 参与起始因子翻译、基因转录调控

并抑制猪瘟病毒增殖[３６]ꎬ但其对猪卵泡发育的调控作用尚不清楚ꎮ ＡＴＰ５Ｆ１ 作为线粒体 ＡＴＰ 合酶的关键

亚基在猪卵泡发育过程中也具有较高的表达稳定性ꎬ这与前人在诱导多能干细胞重编程和水牛精子发生
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过程的研究结果一致[１４]ꎬ表明 ＡＴＰ 合酶稳定供能对于维持卵泡发育、精子发生和细胞重编程等大量耗能

生理过程至关重要[３７－３８]ꎮ 目前研究发现 ＡＴＰ５Ｆ１ 在断奶仔猪背最长肌纤维类型转化过程中扮演重要角

色[３９]ꎬ但其能否影响猪卵泡发育仍需进一步研究ꎮ
另外ꎬ本研究发现 ＵＢＣ和 Ｂ２Ｍ在猪卵泡发育过程中的表达稳定性较低ꎮ ＵＢＣ 是维持哺乳动物细胞

泛素化水平的应激调节泛素基因之一ꎬ其编码的泛素蛋白广泛参与底物泛素化水解过程[４０]ꎮ 前人研究发

现猪卵泡发育过程中颗粒细胞内部泛素化水平发生剧烈变化ꎬ这可能导致 ＵＢＣ 表达不稳定[４１]ꎬ同时暗示

ＵＢＣ 潜在通过泛素化修饰影响猪卵泡发育ꎮ Ｂ２Ｍ基因编码的微球蛋白几乎存在于所有真核细胞表面ꎬ参
与机体多种免疫反应过程[４２]ꎮ 前人研究表明 Ｂ２Ｍ基因对氧含量极其敏感ꎬ常氧条件下其表达较为稳定ꎬ
而卵泡发育过程中耗氧量增加导致氧含量快速减少可能是造成 Ｂ２Ｍ 表达不稳定的原因[４３－４４]ꎮ 令人意外

的是ꎬ广泛应用的内参基因 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ和 ＴＵＢＡ１Ｂ在猪卵泡发育过程中的表达稳定性处于中等或较低

水平ꎮ 其中ꎬＧＡＰＤＨ 作为关键酶参与包括糖酵解在内的多种代谢过程[４５]ꎬ因此卵泡发育过程中缺氧环境

导致糖酵解途径激活可能是引起 ＧＡＰＤＨ基因表达稳定性降低的内在因素ꎬ这与前人的研究结果一致[１２]ꎮ
ＡＣＴＢ 和 ＴＵＢＡ１Ｂ 是细胞骨架蛋白的重要组成部分[４６－４７]ꎬ相关研究指出两者在细胞干性表现过程中表达

变化较为剧烈ꎬ因此不适宜在干性细胞中作为内参基因[４８]ꎮ 猪卵泡发育过程中颗粒细胞不仅表现为体积

增大ꎬ其干性也逐渐加强ꎬ可在排卵后分化为黄体颗粒细胞ꎬ这可能导致两者在猪卵泡发育过程中表达稳

定性较低的原因ꎮ 上述研究也表明对雌性哺乳动物卵泡发育的相关研究不可盲目使用 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴＢ 和

ＴＵＢＡ１Ｂ作为内参基因ꎮ
本研究发现猪卵泡发育过程中不同内参基因的表达丰度存在较大差异ꎬ因此使用不同内参基因作为

归一化标准鉴定目标基因表达水平会产生不同结果ꎮ 为验证本研究分析结果的可靠性ꎬ选择稳定性不同

的内参基因对猪卵泡发育过程中颗粒细胞内 ＦＳＨＲ 和 ＮＯＲＦＡ 的表达水平与变化模式进行鉴定ꎮ 结果发

现使用高表达稳定性内参基因(ＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１)时ꎬＦＳＨＲ和 ＮＯＲＦＡ的表达水平随着猪卵泡发育逐渐增

加ꎬ在闭锁卵泡中显著下调ꎬ该变化趋势符合两者生物学功能[２４－２５]ꎻ而选择 ＵＢＣ 和 Ｂ２Ｍ 作为内参基因可

导致两者在猪卵泡发育过程中表达紊乱且与前期研究结果严重不符ꎮ 除此之外ꎬ为了避免由于样本间差

异对试验结果造成影响ꎬ本研究在试验过程中始终坚持归一化原则ꎬ即在样本制备和使用时保持细胞数

量、ＲＮＡ 用量以及 ｃＤＮＡ 浓度的一致性ꎬ可确保选择高表达稳定性内参基因进行相对定量的试验结果能

真实反映目的基因在不同样本间表达水平的差异ꎬ而非由未归一化处理所造成的假阳性结果ꎮ 综上所述ꎬ
本研究系统鉴定了猪卵泡不同发育阶段颗粒细胞中内参基因的表达稳定性ꎬ证实 ＲＰＳ３和 ＡＴＰ５Ｆ１可作为

稳定有效的内参基因用于后续猪卵泡发育研究ꎬ研究结果为进一步鉴定猪卵泡发育关键调控基因及其表

达模式提供理论基础ꎮ
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Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００６ꎬ７:３３.

[２０] Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ Ｊꎬｄｅ Ｐｒｅｔｅｒ ＫꎬＰａｔｔｙｎ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ａｃｃｕｒａｔｅ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄａｔａ ｂｙ ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ａｖｅｒａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｅｎｅｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００２ꎬ３(７):ＲＥＳＥＡＲＣＨ００３４.

[２１] Ａｎｄｅｒｓｅｎ Ｃ ＬꎬＪｅｎｓｅｎ Ｊ ＬꎬØｒｎｔｏｆｔ Ｔ Ｆ. Ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ＰＣＲ ｄａｔａ:ａ ｍｏｄｅｌ￣ｂａｓｅｄ ｖａｒｉａｎｃｅ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｇｅｎｅｓ ｓｕｉｔｅｄ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎꎬａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｂｌａｄｄｅｒ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｄａｔａ ｓｅｔｓ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２００４ꎬ６４(１５):５２４５－

５２５０.　
[２２] Ｐｆａｆｆｌ Ｍ ＷꎬＴｉｃｈｏｐａｄ ＡꎬＰｒｇｏｍｅｔ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎬｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ:

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ￣Ｅｘｃｅｌ￣ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｕｓｉｎｇ ｐａｉｒ￣ｗｉｓｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２００４ꎬ２６(６):５０９－５１５.
[２３] Ｘｉｅ Ｆ ＬꎬＷａｎｇ Ｊ ＹꎬＺｈａｎｇ Ｂ Ｈ. ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ:ａ ｗｅｂ￣ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ[ Ｊ] . Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＆

Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ２０２３ꎬ２３(２):１２５.
[２４] Ｄｕ ＸꎬＺｈａｎｇ Ｌ ＦꎬＬｉ Ｘ Ｙꎬｅｔ ａｌ. ＴＧＦ￣β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ＦＳＨＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ￣ｒｅｄｕｃｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＳＭＡＤ４ / ｍｉＲ￣１４３

ａｘｉｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ ＆ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０１６ꎬ７(１１):ｅ２４７６.
[２５] Ｄｕ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｌꎬ Ｌｉ Ｑ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＯＲＦＡꎬ ｌｏｎｇ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ｓｏｗ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ [ Ｊ] .

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ３(１):１３１.
[２６] Ｐａｒｋ Ｓ ＪꎬＫｗｏｎ Ｓ ＧꎬＨｗａｎｇ Ｊ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ＢｅｒｋｓｈｉｒｅꎬＤｕｒｏｃꎬＬａｎｄｒａｃｅꎬａｎｄ

Ｙｏｒｋｓｈｉｒｅ ｐｉｇｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ２０１５ꎬ５５８(１):１５２－１５８.
[２７] Ｎｙｇａｒｄ Ａ ＢꎬＪøｒｇｅｎｓｅｎ Ｃ ＢꎬＣｉｒｅｒａ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ｐｉｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｓｉｎｇ ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ[Ｊ] .

ＢＭＣ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ８:６７.
[２８] Ｊｕ Ｘ ＨꎬＹｏｎｇ Ｙ ＨꎬＸｕ Ｈ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ＰＢＭＣ ｆｒｏｍ Ｂａｍａ ｍｉｎｉａｔｕｒｅ ｐｉｇ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] .

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ１４４(１ / ２):１６０－１６６.
[２９] Ｗａｎｇ ＹꎬＷｕ Ｚ ＷꎬＦａｎｇ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｍｍａｔｕｒｅ Ｓｅｒｔｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓꎬ２０２２ꎬ５７(１１):１３４４－１３５２.
[３０] Ｌｅｅ Ｗ ＪꎬＪａｎｇ Ｓ ＪꎬＬｅｅ Ｓ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ[ Ｊ] .

ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬＦｅｒｔｉｌｉｔｙꎬａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ２０１７ꎬ２９(２):３５７－３６７.
[３１] Ｗａｎｇ Ｙ ＹꎬＺｈａｏ Ｙ ＱꎬＬｉ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌｉｚｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｉｎ ｐｉｇ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｔ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ２０１５ꎬ５６５(２):２３５－２４１.
[３２] Ｃａｄｅｎａｓ ＪꎬＰｏｒｓ Ｓ ＥꎬＮｉｋｉｆｏｒｏｖ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｖａｌｉｄａｔｉｎｇ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓꎬｏｏｃｙｔｅｓꎬｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓꎬｏｖａｒｉａｎ

ｍｅｄｕｌｌａꎬａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｃｏｒｔｅｘ ｔｉｓｓｕｅ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０２２ꎬ２３(２):８８６.
[３３] Ｋｈａｎ Ｍ Ｉ Ｕ ＲꎬＤｉａｓ Ｆ Ｃ ＦꎬＤｕｆｏｒｔ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔａｂｌｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｇｒｏｗｔｈꎬＦＳＨ

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｅｒｎａｌ ａｇｉｎｇ[Ｊ] . ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬＦｅｒｔｉｌｉｔｙꎬａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ２０１６ꎬ２８(６):７９５－８０５.
[３４] 周宏专ꎬ苏霞ꎬ林路路ꎬ等. 犬细小病毒感染 Ｆ８１ 细胞 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 荧光定量 ＰＣＲ 内参基因的筛选[Ｊ] . 畜牧与兽医ꎬ２０２３ꎬ５５(３):９６－１０３.

Ｚｈｏｕ Ｈ ＺꎬＳｕ ＸꎬＬｉｎ Ｌ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎ ＣＰＶ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｆ８１ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２３ꎬ５５(３):９６－１０３( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .
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[３５] 王盼乔ꎬ虞夏清ꎬ翟于菲ꎬ等. 甜瓜属异源多倍体不同倍性材料内参基因的筛选及评估[Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０２４ꎬ４７(２):２０５－２１２.
ＤＯＩ:１０.７６８５ / ｊｎａｕ.２０２３０１００１.
Ｗａｎｇ Ｐ ＱꎬＹｕ Ｘ ＱꎬＺｈａｉ Ｙ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｃｕｃｕｍｉｓ ａｌｌｏｐｏｌｙｐｌｏｉｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｉｄ ｌｅｖｅｌｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２４ꎬ４７(２):２０５－２１２( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[３６] Ｚｈａｏ ＤꎬＺｈａｎｇ ＬꎬＳｏｎｇ Ｍ Ｚꎬｅｔ ａｌ. ＲＰＳ３￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａꎬ
２０２２ꎬ６６(１):５５－６４.

[３７] Ａｓｈｉｓｈ ＳꎬＢｈｕｒｅ Ｓ ＫꎬＨａｒｉｋｒｉｓｈｎａ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ａｃｃｕｒａｔｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ
ｆｒｏｚｅｎ￣ｔｈａｗｅｄ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｂｕｆｆａｌｏ(Ｂｕｂａｌｕｓ ｂｕｂａｌｉｓ)[Ｊ] . Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ９２:６－１３.

[３８] Ｗａｎ Ｂ ＹꎬＨｕａｎｇ Ｌ ＢꎬＪｉｎｇ Ｃ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１ / ＰＧＣ￣１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ｗｅａｎｅｄ ｇｉｌｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２２ꎬ１００(４):ｓｋａｃ０５８.
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