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摘 要 鹿茸是一个生长速度极快且能每年周期性完全再生的哺乳动物器官，是一个新兴的生物医学研

究模型。鹿茸生长中心和鹿茸干细胞是离体条件下研究该模型的主要细胞类型。合适的内参基因是利

用 qRT-PCR准确分析基因相对表达量的先决条件。本研究筛选了TATA盒结合蛋白(TATA box binding

protein, TBP)、β-肌动蛋白(actin beta, ACTB)、微管蛋白1α(tubulin alpha 1a, TUBA1A)、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

(glucose- 6- phosphate dehydrogenase, G6PDH)、3- 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 (glyceraldehyde- 3- phosphate

dehydrogenase, GAPDH)及β2-微球蛋白(β2-microglobulin, B2M)这 6个基因作为内参基因，利用 qRT-PCR

技术分别检测这些基因mRNA在鹿茸生长中心细胞及鹿茸干细胞中的表达情况，并对其表达的稳定性

进行了综合评估。运用Delta-Ct method，geNorm(ver.3.5)、Bestkeeper(ver.1.0)和NormFinder(ver.0.953)和

RefFinder软件综合分析表明，在鹿茸干细胞之间，ACTB和TUBA1A基因表达稳定性最高；在鹿茸生长中

心细胞之间，B2M和ACTB基因表达稳定性最高；在所有鹿细胞系之间，B2M和ACTB基因表达稳定性最

高。因此，B2M、ACTB以及TUBA1A候选基因可作为研究鹿茸生长中心细胞及鹿茸干细胞基因差异表达

的内参基因，本研究为进一步研究鹿茸生长发育机制和开展鹿茸模型应用于生物医学研究提供了一定的

理论依据。
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Abstract Annual full regeneration of deer (Cervidae) antlers has been proved to be a stem cell- based

process, and antler stem cells reside in both antlerogenic periosteum (AP) and pedicle periosteum (PP). The

extraordinary growth rates of antlers provide us a rare system in which rapid cell proliferation is elegantly

regulated without becoming cancerous. Thus deer antlers are unique mammalian organs that have potential to

be a valuable model for biomedical research, such as the areas of stem cell, organ regeneration, bone

development and growth control. qRT-PCR is one of the most common-used techniques in molecule biology

study of deer antler. Appropriate internal reference genes are prerequisites for the accurate analysis of gene
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目前，我国是世界三大养鹿(Cervidae)国(新西

兰，俄罗斯和中国)之一，鹿及鹿产品资源非常丰富，

鹿产业对我国经济尤其是东北三省、内蒙和新疆等

地具有重要作用，其中茸鹿养殖和鹿茸生产成为了

我国鹿产业的鲜明特点(杨福合, 2012)。鹿茸是我

国最早发现并将其用于临床的传统中药 (何刚,

1992)。此外，鹿茸作为唯一可完全周期性再生的哺

乳动物器官，具有周期性再生和快速生长(1~2 cm/d)

等特点(Li et al., 2014; Fior, 2014; 李春义, 2017)。

软骨修复以及器官再生是现今生物医学研究面临

的一个难题。鹿茸(包含皮肤, 血管, 神经, 软骨及

骨组织)的发生、再生是基于生茸区骨膜细胞(ant-

lerogenic periosteum cells, AP) 和角柄骨膜细胞

(pedicle periosteum cells, PP)的过程。已有研究表

明这两类骨膜细胞具有典型的干细胞特性，结合

AP组织异位移植可诱发异位鹿茸生成(Gao et al.,

2012)和 PP组织剔除阻止鹿茸再生(Li et al., 2007)

的活体实验，因此，AP和 PP组织被证实是鹿茸发

生和再生的组织基础，并被命名为鹿茸干细胞(ant-

ler stem cells)组织(Li et al., 2011; Li, 2012; Li, Chu,

2016)。鹿茸还可以认为是一个血管化的可周期性

再生的软骨器官，其成骨方式为软骨内成骨，该成

骨方式是指在预先形成的软骨雏形的基础上，使软

骨逐步被替换为骨的成骨过程。但由于鹿茸软骨

富含血管组织，因此被称为修饰性软骨内成骨，鹿

茸成骨时其生长中心一部分细胞迅速分裂增殖，另

一部分细胞慢慢地分化成鹿茸的不同组织 (Li,

2013; 张伟等, 2015)。鹿茸的生长中心(growth cen-

ter)具有明显且易观察的成骨带，从上至下依次分

为间充质层(reserve mesenchymal, RM)、前成软骨

层 (prechondroblastic, PC)、过渡区 (transition zone,

TZ)、软骨层(cartilage, C)，是研究软骨形成、再生及

修复的优秀模型(Lord et al., 2005; Cegielski et al.,

2009; Li, 2013)。因此，通过揭示鹿茸再生以及软

骨形成过程中不同基因的差异表达可进一步揭示

鹿茸生长发育机制，以及促进鹿茸在再生医学和经

济动物产业中的应用。

qRT-PCR技术是一种基于普通PCR技术结合

荧光化学物质发展而来的核酸定量方法。该技术

具备识别特异性强、灵敏度高、重复性好、操作简

单、自动化水平高等优点，已成为研究基因表达定

量分析的首选方法，广泛应用于生物体内基因功能

的研究(Valasek, Repa, 2005; Huggett et al., 2005)。

然而，在定量实验尤其是相对定量过程中，许多因

素(如RNA的纯度, cDNA的制备质量, 内参的选择

以及qRT-PCR的扩增效率等)都可能影响定量结果

的准确性(Vandesompele et al., 2002)。因此，为了

获得精确且可信的研究数据，在基因定量分析实验

expression in antler research by qRT-PCR. In this study, antler stem cell tissue samples including AP, PP and

facial periosteum (FP) (as a perfect negative control in antler stem cells research) were collected using surgical

operation in a relative sterile environment. Antler growing center tissue samples, including reserve

mesenchymy (RM), precartilage (PC), transition zone (TZ) and cartilage (C) were isolated from growing

antler tips. Primary culture of these cells were carried out after release cells from these tissue types using type

Ⅱcollagenase (150 U/mL) and cells were cultured in dulbecco's modified eagle medium (DMEM) with 10%

fetal calf serum (FBS) in 37 ℃ and 5% CO2. Stability of mRNA expression and levels of 6 candidate reference

genes, including actin beta (ACTB), tubulin alpha1a (TUBA1A), TATA box binding protein (TBP),

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and beta-

2-microglobulin (B2M) in antler growth center cells and antler stem cells were measured by through qRT-PCR

method. Software, which are Delta- Ct method, geNorm (ver.3.5), Bestkeeper (ver.1.0), NormFinder

(ver.0.953) and RefFinder, were used to analyze all the acquired data. The results showed that expressions of

ACTB and TUBA1A genes were most stable in antler stem cells; B2M and ACTB in antler growth center cells.

The results of comprehensive analysis using the software indicated that B2M, ACTB and TUBA1A genes were

the most stable reference genes, and suitable for antler research. The present study provides a foundation for

accurate quantification of differential gene expression for antler research and mechanistic study of this

fascinating model for mammalian organ regeneration.
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时，需要选择合适的内参基因对实验样品进行校正

处理(Quackenbush, 2002)。在实际操作中通常选用

持家基因(如 alpha微管蛋白, beta微管蛋白和肌动

蛋白基因等)作为内参基因。但是，任何一种看家

基因的稳定性都是相对的，可能会随着外界条件的

变化而变化。因此在qRT-PCR分析中，必须根据不

同的组织样品、不同的发育阶段以及不同实验条件

等，选出相对合适的内参基因和数目，以对结果进

行准确校正(蒋晓梅等, 2014)。

在肿瘤研究领域，传统的内参基因也表现出不

稳定的现象(郝立宏等, 2011; Nguewa et al., 2008)，

鹿茸与肿瘤在细胞生物学特性上具有许多相似性

如：在生茸期的增殖速度是肿瘤细胞的30多倍(Ki-

erdorf, Kierdorf , 2011)，但是国内外尚未见对鹿茸

研究相关细胞系(干细胞和生长中心细胞)合适内

参基因的筛选报道。因此，本研究选取了6个常用

内参基因作为鹿细胞系分析的候选内参基因，利用

qRT-PCR检测了不同细胞系中各内参基因mRNA

的表达情况，采用 Delta-Ct method(Silver et al.,

2006)、GeNorm (ver.3.5) (Vandesompele et al.,

2002)、NormFinder (ver.0.953) (Andersen et al.,

2004)、Bestkeeper (ver.1.0) (Pfaffl et al., 2004)以及

RefFinder(Xie et al., 2012)程序软件对所得数据进

行分析，旨在筛选出鹿细胞系中最稳定表达的内参

基因，以期为今后研究鹿细胞系中重要基因的表达

提供一定的基础和校正数据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

干细胞采集：选取额外嵴达到种属特异性高度

(约 1~2 cm, 7~8月龄)，体重约 35 kg的雄性梅花鹿

(Cervus nippon)一只，用于生茸骨膜 (antlerogenic

periosteum, AP)组织采集。脱盘前期雄性梅花鹿

(两岁龄)一只，用于角柄骨膜(pedicle periosteum,

PP)组织，依据骨膜与角柄骨质的贴合程度分为致

敏角柄骨膜(potentiated pedicle periosteum, PPP)和

休眠角柄骨膜 (dormant pedicle periosteum, DPP)。

二岁龄雄性梅花鹿一只用于脸部骨膜(facial perios-

teum, FP)组织采集，FP组织为鹿茸干细胞组织研

究的理想对照。

鹿茸生长中心组织采集：生长标准二杠茸“拉沟”

前(鹿茸发育初期，时间约为鹿茸生长的第15~20 d左

右)鹿茸一只，用于鹿茸生长中心组织采集。

实验鹿及鹿茸均由中国农业科学院特产研究

所左家所区实验鹿养殖基地(试验站)提供。

1.2 主要试剂及仪器

试剂：改良杜氏伊格尔培养基(dulbecco's mod-

ified eagle medium, DMEM)、College type Ⅱ、Tryp-

sin及磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)

(Gibco, 美国)；青链霉素、PurelinkTM RNA提取纯

化试剂盒(Life tech., 美国)；1 st cDNA反转录试剂

盒 (Takara, 日本)；SYBR 荧光定量试剂盒 (ROX)

(Roche, 德国)；四甲基罗丹明异硫氰酸盐-鬼笔环肽

(Sigma, 美国)；实验所需引物由上海生工合成。本

课题组样品采集相关专利：无菌组织采集装置(赵

海平等, 2014)；无菌手术器械包(褚文辉等, 2014)；

一种动物组织切割器械(李春义等, 2014)。

1.3 方法

1.3.1 组织采集

经过本课题组多年研究发现，鹿茸干细胞和鹿

茸生长中心组织的发育具有时间和空间特性(Li,

Suttie, 2003)。因此，合适的采样时间及取样方法

对后续研究至关重要。其取样方法以及取样部位

均有差异(图1)。鹿茸干细胞组织取样具体操作如

下：将鹿麻醉后，转移至预先消毒的手术室，取样部

位备皮消毒后，揭开覆盖骨膜的皮肤，去除骨膜上

附着的结缔组织，随后利用鼠牙镊将骨膜组织撕

下，置于无菌样品存储液(含青、链霉素)中，转移至

超净工作台中进行细胞原代培养。鹿茸生长中心

组织的采集相对简便，麻醉实验鹿后，利用传统锯

茸方法将鹿茸锯下，利用无菌棉包扎创口，将整枝

鹿茸携带至实验室进行原代培养。

1.3.2 原代培养

在超净工作台中将组织取出，利用无菌预冷的

PBS洗涤2~3次，随后利用组织切割装置将组织切

成 0.22 mm 的小块，收集组织小块置于 150 U 的

College type Ⅱ酶，该酶由DMEM配置，37 ℃恒温

水浴消化 5~10 min，随后离心收集组织，接种至T-

25 细胞培养瓶中，添加少量培养基倒置于 37 ℃，

5% CO2环境中培养3~4 h，待经消化的组织紧贴后

将瓶身正置，继续培养 5~7 d后于倒置相差显微镜

下观察鹿细胞形态。为更加方便地观察细胞形态，



本实验利用罗丹明染色剂对原代细胞进行了骨架

染色。染色程序：去除细胞培养基，PBS洗涤2次，

添加 4%多聚甲醛常温固定 20 min，PBS洗涤 2次，

添加罗丹明染色剂室温染色 3 min，PBS洗涤 2次，

于倒置荧光显微镜下观察并采集照片。将成功进

行原代培养的细胞分别命名为APC，PPPC，DPPC，

FPC，RMC，PCC，TZC和CC(具体请参见表1）

1.3.3 内参基因的选择及qRT-PCR特异性引物设计

选择 6 个常用内参基因，TATA 盒结合蛋白

(TATA box binding protein, TBP)、β-肌动蛋白(Ac-

tin beta, ACTB)、微管蛋白 1α(tubulin alpha 1a, TU⁃

BA1A)、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucose-6-phosphate

dehydrogenase, G6PDH)、3-磷酸甘油醛脱氢酶(glyc-

eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)及β
2-微球蛋白 (β-2-microglobulin, B2M)作为梅花鹿细

胞检测的候选内参基因，利用NCBI以及primer 5.0软

件同源比对序列和设计特异性引物(表2)。引物设计

条件：熔链温度(Tm)：58~62 ℃；PCR扩增长度：100~

300 bp；引物长度：17~23 bp；GC含量：45%~55%。

1.3.4 RNA提取与cDNA合成

利用 0.8% trypsin 消化各鹿细胞系细胞，PBS

重悬清洗2次，利用 total RNA提取试剂盒(life tech-

nology, 美国)，提取细胞总RNA，所得RNA样品用

超微量酶标仪(Pro 2000, Tecan, 瑞士)测定其浓度

及纯度后，调整RNA浓度一致后，利用TAKRA 1st

cDNA 合成试剂盒将各样品的 RNA 反转录合成

PP
(PPP
&DPP)

FP

生长中心
Growth
center
(RM&PC
&TZ&C)

AP

A B C

D

E

图1 鹿茸干细胞及鹿茸生长中心组织采集及原代细胞培养

Figure 1 Sampling and primary cell culture for antler stem cell and growth center tissue
A. 取样示意图；B. 取样部位图；C. 取样部位切开方式；D. 原代培养；E. 经罗丹明染色的原代细胞；*：取样部位

A. Sketch map of sampling location; B. Sampling location; C. Sampling methods; D. Primary culture; E. Rhodamine stained pri-

mary cells; *: Sampling location.

200 μm



cDNA 模板，用超纯水稀释至一定比例后，用于

PCR扩增或于-20 ℃保存。

1.3.5 内参基因的荧光定量PCR扩增

荧光定量 PCR 反应体系 20 μL：正反引物各

0.4 μL (10 μmol/L)，cDNA 模板 1 μL (50 ng/μL)，

2*SYBR master 10 μL，ddH2O 8.2 μL，每个样品重

复3次。反应条件：95 ℃预变性10 min；40个循环：

95 ℃ 30s，60 ℃ 60 s，增加熔解曲线分析，在退火延

伸阶段收集荧光信号信息，利用 qRT-PCR仪(ABI

7500, 美国)自动读取数据并导出，采用标准曲线分

析计算各引物的扩增效率。引物扩增效率(E)计算

公式为E=10-1/斜率。

1.3.6 数据处理及分析

将样品的Ct值导出并计算相对表达量Q，计算

公式为：Q=EΔCt，式中：E为基因扩增效率，ΔCt=Ctmin-
Ct 样品(Ctmin: 样品中最低值; Ct 样品: 每个样品的值)。

根据6个内参基因在不同细胞系中的相对表达量，

分别应用Delta-Ct method、GeNorm(ver.3.5)、Norm-

Finder(ver.0.953)和Bestkeeper(ver.1.0)4种软件程序

对6个内参基因的表达稳定性进行分析，最后采用

RefFinder软件对所有内参基因的表达稳定性进行

了排序，以筛选最为稳定合适的内参基因。

2 结果

2.1 鹿茸干细胞及鹿茸生长中心细胞原代培养

将 AP、PPP、DPP、FP、顶端间充质层 (reserve

mesenchymy, RM)、顶端前成软骨层 (precartilage,

PC)、顶端过渡区(transition zone, TZ)以及顶端软骨

层(cartilage, C)组织于无菌环境中取出(图 1A, B,

C)，进行了组织原代培养(图 1D)，在显微镜下观察

所培养的细胞(图1E)均匀分布于视野中，细胞形态

基本一致，呈梭形，纯度较高，增殖速度快，适用于

组别

Group

鹿茸干细胞

Antler stem cells

生长中心细胞

Antler growth center cells

表1 鹿细胞系

Table 1 Cells for deer research

缩写

Abbreviation

APC

PPPC

DPPC

FPC

RMC

PCC

TZC

CC

样品名称

Sample name

生茸区骨膜细胞 Antlerogenic periosteum cells

致敏区角柄骨膜细胞 Potentiated pedicle periosteum cells

休眠区角柄骨膜细胞 Dormant pedicle periosteum cells

面部骨膜细胞 Facial periosteum cells

鹿茸顶端间充质细胞 Reserve mesenchymycells

鹿茸顶端前成软骨层细胞 Precartilage cells

鹿茸顶端过渡区细胞 Transition zone cells

鹿茸顶端软骨层细胞 Cartilage cells

基因

Gene

TBP

ACTB

TUBA1A

G6PDH

GAPDH

B2M

表2 qRT-PCR的检测基因及其引物

Table 2 The internal reference genes and primer pairs for real-time fluorescent quantitative PCR

ID(牛)

ID (Bos taurus)

NM_001075742.1

AY141970.1

NM_001166505.1

AY862878.1

XR_001295477.2

NM_173893.3

引物序列(5’-3’)

Primer sequences

F：GTCCACAACACCACTGAG R：TGCTTACCCACCAACAG

F：GCGTGACATCAAGGAGAAGC R：GGAAGGACGGCTGGAAGA

F：GCCAGATGCCAAGTGAC R：TGCCAGTGCGAACCTCATC

F：ACCTACATCGTGGGCTAT R：TTGTAGGAGGCAGTGTCA

F：ATGTTTGTGATGGGCGTGAAC R：CCAGTAGAAGCAGGGATGATGTT

F：TTGGTCCTTCTCGGGCTG R：CTTCTCCCCATTCTTCAGC

扩增片段/bp

Amplicon length

267

134

126

146

265

181

TBP：TATA结合蛋白；ACTB：Beta-肌动蛋白；TUBA1A：微管蛋白 alpha 1a；G6PDH：6-磷酸葡萄糖脱氢酶；GAPDH：3-磷酸甘

油醛脱氢酶；B2M：Beta-2-微球蛋白；下同

TBP: TATA box binding protein; ACTB: β-actin; TUBA1A: Tubulin, alpha 1a; G6PDH: Glucose-6-phosphate dehydrogenase; GAP⁃

DH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; B2M: Beta-2-microglobulin; The same below



下一步实验。

2.2 内参基因片段的RT-PCR扩增分析

1%琼脂糖凝胶电泳检测表明，在 120~270 bp

之间，TBP、ACTB、TUBA1A、G6PDH、GAPDH及B2M

的扩增片段较亮，与预期相符，且无杂带与二聚体

(图 2)，表明 6个常用候选内参基因引物特异性较

高，可用于qRT-PCR分析。

以不同鹿细胞系的 cDNA 为模板进行 qRT-

PCR分析(图 3)。选择的 6个常用内参基因在不同

鹿细胞系中的熔解曲线为显著的单一峰(除 ACTB

外)，并且 qRT-PCR 的扩增曲线清晰可辨。将 cD-

NA模板按照 1∶10梯度稀释后，以Ct值为纵坐标，

相对拷贝数的对数为横坐标进行相应的标准曲线

分析，结果表明，除GAPDH和TBP外，其他基因的

扩增效率为 94%~110%，决定系数为 0.996~1(表

3)。综上，本实验qRT-PCR的分析结果准确可用。

2.4 内参基因在不同鹿细胞系中表达的稳定性分析

通过Ct值法，分析了6个常用内参基因在不同

鹿细胞系中的表达量情况。通过比较这 6个内参

基因的Ct值发现，各内参基因在各鹿的细胞系中的

表达水平存在一定的差异。由图4可以看出，GAP⁃

DH的Ct值最低，其表达丰度最高；TBP和G6PDH

的Ct值最高，其表达丰度最低。

2.5 内参基因在不同鹿细胞系中表达的综合分析

为筛选出表达稳定的内参基因，本研究利用

Delta Ct、geNorm(ver.3.5)、NormFinder(ver.0.953)和

Bestkeeper(ver.)4种软件分别对各内参基因的相对

表达量Q进行统计分析。结果显示(表 4)，在不同

鹿细胞系中6种内参基因的表达稳定性存在差异，

基于推荐的综合法结果表明，在不同鹿茸干细胞之

间，ACTB、TUBA1A以及B2M表达稳定性最高。在

不同鹿茸生长中心分层细胞之间，B2M、ACTB以及

G6PDH表达稳定性位居前列。在所有鹿细胞系之

间，则B2M、ACTB以及TUBA1A为适宜的内参基因。

500
250
100

bp 1 2 3 4M 5 6

图2 6种内参基因的PCR扩增产物

Figure 2 PCR products of 6 reference genes
M: DL 2000 marker; 1: TBP; 2: ACTB; 3: TUBA1A; 4: G6PDH;

5: GAPDH; 6: B2M
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图3 鹿细胞中6个内参基因的qRT-PCR熔解曲线

Figure 3 Real-time PCR melting curve of 6 reference genes in deer cells

TUBA1A

G6PDH GAPDH B2M



3 讨论

qRT-PCR技术是目前分子生物学中分析基因

表达的一种有效手段，选用一个或几个合适的内参

基因对目的基因进行校正可以提高该方法的准确

度。因此，在基因相对表达分析中使用合适的内参

基因显得十分关键(Radonić et al., 2004)。一直以

来，在鹿细胞系 qRT-PCR分析的实验中，研究者多

采用单一的、普遍的看家基因对目标基因进行标

定，如 GAPDH，β-actin等(谢红梅等, 2016; 韩春梅

等, 2012; 郭倩倩等, 2014; 褚文辉等, 2009)。虽然，

目前有部分学者对不同生长时期鹿茸组织进行了

内参基因筛选工作，发现表达较为稳定的内参基因

有 GAPDH、ACTB、RPL40 以及 Gpx 等 (张然然等,

2015; Pita-Thomas et al., 2010; Liu et al., 2014)。但

是，至今国内外尚未见鹿细胞系内参筛选报道。鹿

茸干细胞组织是诱发鹿茸发生和再生的组织基础，

具备极强的增殖潜力和分化潜能，并且其细胞学特

性与肿瘤细胞高度相似，如极快速地分裂繁殖和高

水平凋亡(鲍加荣等, 2008)。鹿茸生长中心是维持

基因

Gene

TBP

ACTB

TUBA1A

G6PDH

GAPDH

B2M

表3 6个常用候选内参基因的qRT-PCR标准曲线

Table 3 qRT-PCR standard curves of 6 candidate reference genes

cDNA母液的Ct值

Ct value of initial

cDNA solution

16.1779

14.20027

14.21913

14.85823

14.16763

19.41827

扩增效率

Amplification

efficiency

0.81664

0.974613

0.949194

1.094145

1.335784

1.103513

曲线斜率

Slope of

amplification curve

-3.857

-3.3843

-3.45

-3.1152

-2.7142

-3.0965

解链温度/℃
Melting

temperature

76.3

84.5

81.3

83.4

84.4

80.6

决定系数 R2

Determination

coefficient

0.9938

0.9997

0.9966

0.9966

0.9846

0.9957

组别

Groups

干细胞

Stem cells

生长中心细胞

Growth center cells

干细胞+生长中心细胞

Stem cells+growth

center cells

表4 6个常用候选内参基因稳定性排序

Table4 Stability ranking of 6 candidate reference genes

方法

Methods

Delta Ct

geNorm

Normfinder

Bestkeeper

综合排序

Recommended comprehensive ranking

Delta Ct

geNorm

Normfinder

Bestkeeper

综合排序

Recommended comprehensive ranking

Delta Ct

geNorm

NormFinder

Bestkeeper

综合排序

Recommended comprehensive ranking

1

ACTB

ACTB/TUBA1A

TUBA1A

B2M

ACTB

ACTB

ACTB/B2M

B2M

B2M

B2M

ACTB

ACTB/B2M

B2M

B2M

B2M

2

B2M

TUBA1A

ACTB

TUBA1A

B2M

ACTB

ACTB

ACTB

B2M

ACTB

ACTB

ACTB

6

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

TBP

3

TUBA1A

B2M

B2M

TUBA1A

B2M

G6PDH

G6PDH

TUBA1A

G6PDH

G6PDH

TUBA1A

TUBA1A

TUBA1A

TUBA1A

TUBA1A

4

G6PDH

GAPDH

G6PDH

GAPDH

GAPDH

TUBA1A

TUBA1A

G6PDH

TUBA1A

TUBA1A

G6PDH

G6PDH

G6PDH

G6PDH

G6PDH

5

GAPDH

G6PDH

GAPDH

G6PDH

G6PDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

GAPDH

排序(稳定度, 高→低)

Ranking order(stability, high→low)



鹿茸快速生长的组织基础，在鹿茸生长期发生着剧

烈的细胞增殖分化活动(冯海华等, 2007)。已有研

究表明，常用内参基因在肿瘤组织和正常组织之间

进行差异分析时，也表现出极不稳定的现象(Yang

et al., 2016; Lemma et al., 2016)，此外据报道，传统

的内参基因在不同条件处理下也会发生表达不稳

定的现象(孙亚丽等, 2014; 王继英等, 2015)。因

此，推测常用内参基因也不能在在所有鹿细胞系中

均稳定表达，应依据不同的组织以及处理条件进行

内参基因的选择。鹿茸作为唯一的能够周期性再

生的哺乳动物器官，具有重要的生物医学研究价

值，在组织及细胞水平对其内参基因稳定性的研究

十分关键。

本研究利用qRT-PCR技术对6个功能各异的候

选内参基因的mRNA表达量进行了检测，通过4种

分析方法(Delta-Ct method, GeNorm, Bestkeeper 和

NormFinder)分析了 6个常用候选内参基因的稳定

性，在所有鹿细胞系分析中，Delta-Ct method和Ge-

Norm方法计算得出最稳定的内参基因为ACTB，而

Bestkeeper 和 NormFinder 软件分析得出最稳定的

内参基因却为B2M，结果稍有不同，产生这种现象

的原因可能是由于不同软件及分析方法的算法差

异。为了消除算法之间的差异，本研究利用 Re-

Finder软件对4种软件分析结果进行综合分析后发

现，在不同鹿茸干细胞之间，ACTB、TUBA1A以及

B2M表达稳定性位居前列。在不同鹿茸生长中心

分层细胞之间，B2M、ACTB以及 G6PDH表达稳定

性位居前列。在所有鹿细胞系之间，则B2M、ACTB

以及 TUBA1A表达稳定性位居前列。该结果为进

一步开展鹿功能基因表达研究提供了理论依据。

值得注意的是，在所有鹿细胞系中，4个分析方

法结果都表明TBP的表达是最不稳定的，因此在今

后鹿细胞系基因差异表达研究中最好避免使用

TBP作为内参基因。从各基因的平均Ct值可以看

出，GPADH的Ct值最小，说明表达丰度最高。结合

GAPDH基因的表达稳定性，发现其稳定程度低于

B2M、ACTB和 TUBA1A，表明基因表达稳定性与表

达量两者之间可能不存在相互关系，这与前人研究

结果相符(孙亚丽等, 2014)。本研究中的 ACTB基

因虽然也能扩增出单一条带，但是出现部分杂峰，

可 4种软件分析结果表明，ACTB基因的稳定性均

位居前列，因此，熔解曲线呈现单一峰图是否可作

为基因稳定性的指标，值得进一步研究。

4 结论

本研究基于 Delta Ct、geNorm(ver.3.5)、Norm-

Finder(ver.0.953)、Bestkeeper(ver.1.0)以及RefFinder

软件统计学方法分析比较了 TBP、ACTB、G6PDH、

GAPDH、TUBA1A以及B2M这 6个候选内参基因在

鹿茸生长中心细胞以及鹿茸干细胞中的表达稳定

性。综合分析结果表明，B2M、ACTB以及 TUBA1A

候选基因可作为研究鹿茸生长中心细胞及鹿茸干

细胞基因差异表达的内参基因。本研究为今后检

测鹿茸生长中心细胞与干细胞基因表达差异性研

究提供理论数据和参考。
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