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　 　 摘要：　 葡萄果实发育后期基因表达水平的变化对果实品质的形成具有重要影响，选择合适的内参基因是提

高实时荧光定量 ＰＣＲ 分析准确性的首要条件。 本试验以赤霞珠葡萄发育后期不同取样时间的果皮为材料，通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析了常用候选内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ、ＥＦ⁃１α、ＧＡＰＤＨ 和 ＳＡＮＤ 的表达变化，借助 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 Ｂｅｓｔ⁃
Ｋｅｅｐｅｒ 程序筛选出在葡萄发育后期 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析的理想内参基因。 结果表明， β⁃ａｃｔｉｎ 的稳定性最好，其次是

ＳＡＮＤ，而 ＧＡＰＤＨ 和 ＥＦ⁃１α 的稳定性相对较低；同时，用筛选的内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 分析葡萄白藜芦醇合成途

径中二苯乙烯合酶基因的表达水平，其表达规律一致。 说明， β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 是研究赤霞珠葡萄发育后期基因表

达的理想内参基因。
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ＰＣＲ 仪对整个 ＰＣＲ 过程中扩增 ＤＮＡ 的累积速率绘制

动态变化图，从而消除了在测定终端产物丰度时有较

大变异系数的问题［１⁃２］。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 主要有两类目的基

因定量策略：绝对定量和相对定量［３］。 在相对定量中，
由于起始 ＲＮＡ 的质量和数量、ｃＤＮＡ 合成效率以及
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ＰＣＲ 的扩增效率在不同处理样品间存在差异，可能导

致结果产生偏差［４］。 为了得到更准确的数据，需用内

参基因对实时定量 ＰＣＲ 数据进行均一化处理。 理想

的看家基因在不同的组织、不同的发育阶段及不同的

试验条件下都具有稳定的表达模式。 目前许多实时荧

光定量研究中，人们普遍根据已发表的文献选取内参

基因。 但也有研究结果表明看家基因的表达水平在不

同的细胞类型及试验体系中变化很大，许多经典的看

家基因并不适合广泛应用［５］。 因此，针对不同试验体

系，有必要筛选出最合适的内参基因。 筛选内参基因

的研究已有诸多报道［６⁃１３］。 关于葡萄发育期间内参基

因的筛选仅见半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因优选报道［１４］，
有关实时荧光定量 ＰＣＲ 内参基因筛选尚未见报道。

已发表文献中，内参基因的选择基本都是以植物

的营养器官为材料完成的，而且一些常用做内参的看

家基因可能会因为受到各种因素的影响而出现表达

水平的明显变化［１５］，为了更好地研究葡萄果实发育

后期的基因表达水平与调控，本研究对 ４ 个常用看家

基因在葡萄果实发育后期的表达进行了探索， 通过

实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对葡萄不同发育阶段看家基

因 的 转 录 水 平 进 行 检 测， 采 用 ｇｅＮｏｒｍ［４］、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ［１６］和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ［１７］ 软件对检测结果进行

分析，以期筛选出葡萄发育后期最佳内参基因。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

供试植物材料为赤霞珠葡萄不同发育时期的果

实，来自宁夏大学教育部葡萄与葡萄酒工程中心玉

泉营试验基地，２０１４—２０１５ 年分别于花后 ５０ ｄ、６５
ｄ、８０ ｄ 和 ９５ ｄ 采样。 样品采集后，在低温冷藏条件

下运回实验室，去除种子和果肉后，液氮速冻，－８０
℃低温冰箱贮藏备用。
１．２　 总 ＲＮＡ 的提取

按照 ＯＭＥＧＡ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒操作说明进

行葡萄总 ＲＮＡ 提取。 从提取的 ＲＮＡ 中各取 ３ μｌ
进行 １􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶电泳检测，通过观察 ２８ Ｓ、１８
Ｓ 条带亮度对 ＲＮＡ 完整性进行分析。 并通过紫外

分光光度计对 ＲＮＡ 样品的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值及浓度进

行重复检测，得到 ＲＮＡ 浓度信息及质量检测结果。
１．３　 反转录及 ｃＤＮＡ 的合成

以不含 ＲＮａｓｅ 的 ＤＮａｓｅ 进行 ＲＮＡ 纯化处理，用
微量紫外分光光度计（ＮＤ⁃１０００，美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ 公

司）测定 ＲＮＡ 浓度。 按照 ＴｒａｎｓＳｃｉｐｔ Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｉｓ ＳｕｐｅｒＭＩＸ 试剂盒操作方

法，将各样品总 ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ 第一链，－２０
℃贮藏备用。
１．４　 候选内参基因的选择及其引物的设计与验证

　 　 根据文献及本课题组前期的研究结果，本次试

验选择了 ４ 个候选基因，并通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的方法对

所选的内参基因进行稳定性分析。 ４ 个候选基因分

别为 β⁃Ａｃｔｉｎ、ＥＦ⁃１α、ＳＡＮＤ、ＧＡＰＤＨ，找出各自的开

放阅读框后，通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件设计特异性引物，
由上海生物工程技术公司合成，内参基因引物序列

见表 １。 在 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 中，通过熔解曲线判断引物的

特异性。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 中内参基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因 　 　 正向引物序列（５′→３′） 　 　 反向引物序列（５′→３′）

β⁃ａｃｔｉｎ ＴＣＣＴＧＴＧＧＡＣＡＡＴＧＧＡＴＧＧＡ ＣＴＴＧＣＡＴＣＣＣＴＣＡＧＣＡＣＣＴＴ

ＥＦ⁃１α ＡＡＣＣＡＡＡＡＴＡＴＣＣＧＧＡＧＴＡＡＡＡＧＡ ＧＡＡＣＴＧＧＧＴＧＣＴＴＧＡＴＡＧＧＣ

ＧＡＰＤＨ ＣＣＡＣＡＧＡＣＴＴＣＡＴＣＧＧＴＧＡＣＡ ＴＴＣＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＴＡＴＴＣＣＡ

ＳＡＮＤ ＧＣＡＴＴＴＧＡＴＣＣＡＣＴＴＧＣＡＧＡＴＡＡＧ ＣＡＡＣＡＴＣＣＴＴＴＡＣＣＣＡＴＴＧＡＣＡＧＡ

１．５　 实时荧光定量 ＰＣＲ
所有操作在冰上进行，配置反应体系为 ２０􀆰 ０

μｌ： ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＴｉｐＴｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（北
京全式金生物技术有限公司） １０􀆰 ０ μｌ，上游引物

０􀆰 ４ μｌ，下游引物 ０􀆰 ４ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ２ μｌ 及 ｃＤＮＡ

１􀆰 ０ μｌ。 在 ｑＴＯＷＥＲ ２􀆰 ２ 定量分析仪 （ Ａｎａｌｙｔｉｋ
Ｊｅｎａ）上进行反应，条件为： ９４ ℃ ３０ ｓ，９４ ℃ ５ ｓ，
５８ ℃ １５ ｓ，４５ 个循环，每个处理 ３ 个生物学重

复，同时每个样品设置 ３ 个技术重复，并设阴性

对照。
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１．６　 数据处理与分析

使用 ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍｆｉｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个软件

分析看家基因在葡萄赤霞珠果实发育过程中的表达

稳定性指数。 其中 ｇｅＮｏｒｍ 和 Ｎｏｒｍｆｕｄｅｒ 程序需要

将 ＣＴ 值转化成 Ｑ 值后，方可进行分析。 转化公式

为 Ｑ＝ＥＣＴｍｉｎ－ＣＴｓａｍｐｌｅ（Ｅ 为基因的扩增效率。 当扩增效

率接近 １００％时，Ｅ 通常默认为 ２。 ＣＴｓａｍｐｌｅ为该基因

在各个组织中的 ＣＴ 值，ＣＴｍｉｎ为该基因在所有组织

中最小的 ＣＴ 值）。 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件可以直接对各看

家基因的 ＣＴ 值进行分析。

２　 结 果

２．１　 ＲＮＡ 的提取及样品质量检测

对提取的花后 ５０ ｄ、 ６５ ｄ、８０ ｄ 和 ９５ ｄ 的果皮

总 ＲＮＡ 分别取 ３􀆰 ０ μｌ 与 ２􀆰 ０ μｌ 的 ６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
混匀后，进行琼脂糖凝胶电泳，从电泳图（图 １）可以

看出，４ 个样品提取的总 ＲＮＡ 的 ２８ Ｓ、１８ Ｓ 带型整

齐，无拖尾，说明 ＲＮＡ 降解少，提取质量较高，可用

于后续的分子生物学分析；对总 ＲＮＡ 分别进行

ＤＮａｓｅ 处理纯化后，所有样品 ＲＮＡ 的 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０值

都为 １．９～２􀆰 ０。 花后 ５０ ｄ 的总 ＲＮＡ 质量浓度平均

为 １４８ ｎｇ ／ μｌ，花后 ６５ ｄ 的总 ＲＮＡ 质量浓度平均为

１６５ ｎｇ ／ μｌ，花后 ８０ ｄ 的总 ＲＮＡ 质量浓度平均为

１４１ ｎｇ ／ μｌ，花后９５ｄ的总ＲＮＡ质量浓度平均为１０９

ｎｇ ／ μｌ。 ４ 个样品的总 ＲＮＡ 质量和质量浓度都符合

反转录的要求。

１：花后 ５０ ｄ；２：花后 ６５ ｄ；３：花后 ８０ ｄ；４：花后 ９５ ｄ。
图 １　 赤霞珠葡萄花后 ５０ ｄ、６５ ｄ、８０ ｄ、９５ ｄ 果皮总 ＲＮＡ 的琼

脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ． １ 　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｃａｂｅｒｎｅｔ Ｓａｕｖｉｇｎｏｎ ｐｅｒｉｃａｒｐ ５０ ｄ， ６５ ｄ， ８０ ｄ ａｎｄ ９５
ｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒ

２．２　 内参基因 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的熔解曲线分析

以赤霞珠葡萄不同发育时期的 ｃＤＮＡ 第一链为模

板，进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 结果表明， ４ 个内参基因的

熔解曲线都有很明显的单一峰，不存在引物二聚体（图
２）。 说明每个内参基因的引物均有很好的特异性，引
物设计合理，达到了优化要求，反应的专一性高，结果

准确可靠，符合 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的标准，可进行后续试验。

图 ２　 ４ 个内参基因的熔解曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
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２．３　 不同内参基因的稳定性分析

２．３．１　 ｇｅＮｏｒｍ 分析　 ｇｅＮｏｒｍ 软件根据平均表达稳定

指数 Ｍ 值确定最稳定的看家基因。 Ｍ 值越大，基因

的稳定性越低，反之则越高。 以 Ｍ＝１􀆰 ５ 为上限，只有

Ｍ 值小于 １􀆰 ５ 的才被认为相对较为稳定。 由图 ３ 可

知，４ 个内参基因表达稳定性的排列顺序为 β⁃ａｃｔｉｎ
（１􀆰 １３６） ＞ ＳＡＮＤ （１􀆰 １８１） ＞ ＧＡＰＤＨ （ １􀆰 ２３３） ＞ ＥＦ⁃１α
（１􀆰 ９９６）。 ｇｅＮｏｒｍ 分析结果表明，除 ＥＦ⁃１α 外，其余 ３
个候选基因的 Ｍ 值都小于 ｇｅＮｏｒｍ 程序的默认值

１􀆰 ５。 说明这 ３ 个看家基因都较为稳定。 在 ４ 个看家

基因中， β⁃ａｃｔｉｎ 的 Ｍ 值最低， 说明它的稳定性较好；
ＥＦ⁃１α 的 Ｍ 值最高，稳定性也是所选看家基因中最

差的。

图 ３　 内参基因表达稳定度

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

２．３．２　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析 　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 程序用 Ｅｘｃｅｌ
软件计算基因的稳定值 Ｍ。 Ｍ 值越低，则该基因越

稳定。 经计算获得 ４ 个看家基因的 Ｍ 值。 如表 ２
所示，β⁃ａｃｔｉｎ 的 Ｍ 值最低，说明它是所选看家基因

中稳定性最好的。 ＥＦ⁃１α 的 Ｍ 值最高，说明它的稳

定性最差。 ４ 个看家基因按照稳定性从高到低排序

依次为： β⁃ａｃｔｉｎ＞ＳＡＮＤ＞ＧＡＰＤＨ＞ＥＦ⁃１α。

表 ２　 用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析看家基因的表达稳定性

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ

ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因名称 Ｍ 值 稳定性排序

β⁃ａｃｔｉｎ ０．０２４ １

ＳＡＮＤ ０．０３４ ２

ＥＦ⁃１α ０．０９０ ４

ＧＡＰＤＨ ０．０３７ ３

２．３．３　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 程序依据看家基

因的 ＣＴ 值用 Ｅｅｃｅｌ 软件计算标准偏差 ＳＤ。 ＳＤ 值越

小，基因的稳定性越好。 若ＳＤ＞１，则认为该基因不稳

定。 分析结果（表 ３）显示， ４ 个看家基因中 ＳＡＮＤ 的

ＳＤ 值小于 １，说明其稳定性最好。 按照稳定性从高到

低排序依次 ＳＡＮＤ＞β⁃ａｃｔｉｎ＞ＧＡＰＤＨ＞ＥＦ⁃１α。

表 ３　 用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件分析看家基因的表达稳定性

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

参数　 　 　
基因

β⁃ａｃｔｉｎ ＳＡＮＤ ＥＦ⁃１α ＧＡＰＤＨ

Ｇｅｏ 均值 １８．１７ ２２．７１ １７．８６ １７．４３

ＡＲ 均值 １８．２２ ２２．７３ １７．９９ １７．４９

最小值 １５．９６ ２１．１１ １５．４２ １５．４９

最大值 ２１．１７ ２４．１６ ２５．８５ ２１．３７

标准差 １．０４ ０．８２ １．５５ １．０７

变异系数（％） ５．７０ ３．６１ ８．６３ ６．１４

ｘ⁃ｆｏｌｄ 最小值 －４．６３ －３．０３ －５．４２ －３．８６

ｘ⁃ｆｏｌｄ 最大值 ７．９９ ２．７４ ２５３．７６ １５．３１

ｘ⁃ｆｏｌｄ 标准差 ２．０５ １．７７ ２．９３ ２．１０

稳定性排序 ２ １ ４ ３

２．４　 内参基因稳定性验证

用内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 基因对葡萄白藜

芦醇生物合成途径的关键结构基因 ＳＴＳ 的表达水平

进行分析， 从而验证这 ２ 个内参基因对 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
分析基因表达的影响。 由图 ４ 可知， 以它们为内参

基因分析葡萄发育后期 ＳＴＳ 基因的表达水平， 其表

达规律基本一致， ＳＴＳ 基因在花后 ５０ ｄ，即转色初

期表达水平较高。 之后， 表达量缓慢下降。 但是在

花后 ９５ ｄ 表达水平急剧上升， 用 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基

因时， 花后 ９５ ｄ ＳＴＳ 基因的表达水平是花后 ８０ ｄ
的 ２７􀆰 ２ 倍，用 ＳＡＮＤ 为内参基因时， 花后 ９５ ｄ ＳＴＳ
基因的表达水平是花后 ８０ ｄ 的 ２３．５ 倍。 这说明采

用 β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 内参基因进行校正分析葡萄发

育后期相关基因表达水平时， 相对定量结果比较一

致， 这 ２ 个内参基因适合进行葡萄发育后期基因表

达的研究。

３　 讨 论

实时荧光定量 ＰＣＲ 因其快速性、精确性和灵敏

１７６代红军等：赤霞珠葡萄发育后期 ＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因的筛选和验证



图 ４　 不同发育时期赤霞珠葡萄 ＳＴＳ 的表达水平

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＴＳ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｃａｂｅｒｎｅｔ Ｓａｕｖｉｇｎｏｎ ｕｓｉｎｇ β⁃ａｃｔｉｎ ｏｒ ＳＡＮＤ ａｓ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

性，在研究基因表达水平方面得到广泛应用，然而适

合、稳定的内参基因的正确选择是保证其结果可靠

性的前提条件［１８⁃２０］。 在植物基因表达研究中常用

的内参基因主要是经典的看家基因，包括 Ａｃｔｉｎ、１８Ｓ
ｒＲＮＡ、 ＥＦ⁃１α、 ＧＡＰＤＨ、 ＭＤＨ （ Ｍａｌａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ａｓｅ）、ＳＡＮＤ、Ｔｕｂｕｌｉｎ 和 ＵＢＱ（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）等。 但大量

的研究结果表明，看家基因表达并非恒定，其表达量

随着细胞和组织类型、生理状况、发育期等的不同而

表现差异［２１⁃２５］，不适合的内参基因的选择极有可能

导致实时定量 ＰＣＲ 试验最终结果的误差。 因此，在
进行实时定量 ＰＣＲ 内参基因选择时，仅参考文献报

道的内参基因远远不够，应进行仔细分析和评价所

选内参基因在特定试验条件下的稳定性。
鉴于此， 本研究选择 ｇｅＮｏｒｍ，ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个程序对候选内参基因进行评估，并通

过试验对其做了进一步的筛选验证，以期为赤霞珠

葡萄不同发育时期的基因表达分析中内参基因的选

择提供依据。 结果表明，在赤霞珠葡萄发育后期，β⁃
ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 具有良好的稳定性，是赤霞珠葡萄基

因表达定量 ＰＣＲ 分析中合适的内参基因。 这与

Ｒｅｉｄ 等［２６］研究结果基本一致。 在此基础上，通过使

用内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 计算葡萄 ＳＴＳ 基因表达

水平，来验证所选内参基因的可靠性。 计算结果表

明，经不同内参基因校正，ＳＴＳ 基因表达水平一致，
说明 β⁃ａｃｔｉｎ 和 ＳＡＮＤ 适合进行葡萄发育后期基因

表达的研究。

参考文献：

［１］ 　 朱玉贤，李　 毅，郑晓峰． 现代分子生物学 ［Ｍ］． 北京： 高等教

育出版社， ２００７．
［２］ 　 刘　 博，孔婷婷，刘　 限，等． 玉米纹枯病病菌 γ⁃谷氨酰转肽酶

基因克隆与表达分析［Ｊ］ ． 江苏农业科学，２０１５，４３（５）： ３９⁃４１．
［３］ 　 ＷＯＮＧ Ｍ Ｌ， ＭＥＤＲＡＮＯ Ｊ Ｆ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｍＲＮＡ ｑｕａｎｔｉｔａ⁃

ｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ２００５， ３９（１）： ７５⁃８５．
［４］ 　 ＶＡＮＤＥＳＯＭＰＥＬＥ Ｊ，ＤＥ ＰＲＥＴＥＲ Ｋ，ＰＡＴＴＹＮ Ｆ，ｅｔ ａｌ． Ａｃｃｕｒａｔｅ

ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄａｔａ ｂｙ ｇｅｏｍｅｔｒｉｃａ⁃
ｖｅｒａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｅｎｅｓ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２００２，３（７）：３４１⁃３４４．

［５］ 　 ＡＬＥＫＳＡＮＤＡＲ Ｒ， ＳＴＥＦＡＮＩＥ Ｔ， ＭＡＣＫＡＹ Ｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｔｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＆ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２００４，
３１３（４）：８５６⁃８６２．

［６］ 　 ＮＩＣＯＴ Ｎ， ＨＡＵＳＭＡＮ Ｊ Ｆ， ＨＯＦＦＭＡＮＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ
ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ ｄｕｒｉｎｇ
ｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙ，
２００５， ５６（４２１）： ２９０７⁃２９１４．

［７］ 　 ＨＯＮＧ Ｓ Ｍ， ＢＡＨＮ Ｓ Ｃ， ＬＹＵ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｎｇ
ｏｆ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ａ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｐｏｏｌ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｎｏｒｍａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， ５１
（１０）： １６９４⁃１７０６．

［８］ 　 ＫＩＭ Ｂ Ｒ， ＮＡＭ Ｈ Ｙ， ＫＩＭ Ｓ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ⁃ＰＣＲ ｗｉｔｈ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ
［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２００３， ２５（２１）： １８６９⁃１８７２．

［９］ 　 ＨＵ Ｒ， ＦＡＮ Ｃ， ＬＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００９， １０（１）： ９３．

［１０］ ＢＲＵＮＮＥＲ Ａ Ｍ， ＹＡＫＯＶＬＥＶ Ｉ Ａ， ＳＴＲＡＵＳＳ Ｓ Ｈ． Ｖａｌｉｄａｔｉｎｇ ｉｎ⁃
ｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ［ Ｊ］ ．
ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ４（１）： １４．

［１１］ ＬＯＶＤＡＬ Ｔ， ＬＩＬＬＯ Ｃ． Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ， ｃｏｌｄ，
ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２００９， ３８７ （ ２）：
２３８⁃２４２．

［１２］ ＺＨＡＮＧ Ｚ， ＨＵ Ｊ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｒｅｆｅｒ⁃
ｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｍｅｄａｋａ （Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ） ｅｘ⁃
ｐｏｓｅｄ ｔｏ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＲＴ⁃ＰＣＲ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２００７， ９５（２）： ３５６⁃３６８．

［１３］ ＣＩＣＩＮＮＡＴＩ Ｖ Ｒ， ＳＨＥＮ Ｑ， ＳＯＴＩＲＯＰＯＵＬＯＳ Ｇ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｌｉｄａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃
ＰＣＲ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒ， ２００８， ８（１）： ３５０．

［１４］ 赵　 晓，马会勤，陈尚武，等． 葡萄果实发育后期半定量 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 内参基因的优选［Ｊ］ ． 中国农业大学学报， ２０１０， １５（３）：
７⁃１４．

［１５］ ＴＨＥＬＬＩＮ Ｏ， ＺＯＲＺＩ Ｗ， ＬＡＫＡＹＥ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ
ａｓ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ： ｕｓｅ ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
１９９９， ７５（２）： ２９１⁃２９５．

［１６］ ＡＮＤＥＲＳＥＮ Ｃ Ｌ， ＪＥＮＳＥＮ Ｊ Ｌ， ØＲＮＴＯＦＴ Ｔ Ｆ． Ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ＰＣＲ ｄａｔａ： ａ ｍｏｄｅｌ⁃

２７６ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１６ 年 第 ３２ 卷 第 ３ 期



ｂａｓｅｄ ｖａｒｉａｎｃｅ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｇｅｎｅｓ ｓｕｉｔｅｄ ｆｏｒ ｎｏｒ⁃
ｍａｌｉｚａｔｉｏｎ， ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｂｌａｄｄｅｒ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｄａｔａ ｓｅｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００４， ６４（１５）： ５２４５⁃５２５０．

［１７］ ＰＦＡＦＦＬ Ｍ Ｗ， ＴＩＣＨＯＰＡＤ Ａ， ＰＲＧＯＭＥＴ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ： ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ – Ｅｘｃｅｌ⁃
ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ｕｓｉｎｇ ｐａｉｒ⁃ｗｉｓｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ，
２００４， ２６（６）： ５０９⁃５１５．

［１８］ ＢＵＳＴＩＮ Ｓ Ａ， ＢＥＮＥＳ Ｖ， ＮＯＬＡＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＲＴ⁃ＰＣＲ⁃ａ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
２００５， ３４（３）： ５９７⁃６０１．

［１９］ ＤＥＲＶＥＡＵＸ Ｓ， ＶＡＮＤＥＳＯＭＰＥＬＥ Ｊ， ＨＥＬＬＥＭＡＮＳ Ｊ． Ｈｏｗ ｔｏ ｄｏ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈ⁃
ｏｄｓ， ２０１０， ５０（４）： ２２７⁃２３０．

［２０］ ＶＡＮＧＵＩＬＤＥＲ Ｈ Ｄ， ＶＲＡＮＡ Ｋ Ｅ， ＦＲＥＥＭＡＮ Ｗ Ｍ． Ｔｗｅｎｔｙ⁃ｆｉｖｅ
ｙｅａｒｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ， ２００８， ４４（５）： ６１９．

［２１］ ＬＥＥ Ｐ Ｄ， ＳＬＡＤＥＫ Ｒ， ＧＲＥＥＮＷＯＯＤ Ｃ Ｍ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ： ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ

ｉｎ ｄｉｖｅｒｓｅ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２００２， １２（２）： ２９２⁃２９７．

［２２］ ＨＵＧＧＥＴＴ Ｊ， ＤＨＥＤＡ Ｋ， ＢＵＳＴＩＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ
ｎｏｒｍａｌｉｓａｔｉｏｎ； ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｉｍｍｕ⁃
ｎｉｔｙ， ２００５， ６（４）： ２７９⁃２８４．

［２３］ ＲＡＤＯＮＩＣ Ａ， ＴＨＵＬＫＥ Ｓ， ＭＡＣＫＡＹ Ｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｔｏ ｒｅｆ⁃
ｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ⁃
ｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２００４， ３１３（４）：
８５６⁃８６２．

［２４］ 吴家红，程金芝，孙　 宇，等． 白纹伊蚊基因表达定量 ＰＣＲ 内

参基因的选择 ［ Ｊ］ ． 中国人兽共患病学报， ２０１１， ２７ （ ５）：
４３２⁃４３５．

［２５］ 李　 俊，卫恒习，李　 燕，等． 猪囊胚 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 定量 ＰＣＲ 分析

中适宜内参基因的选择［ Ｊ］ ． 中国科学： 生命科学， ２０１２， ４２
（３）： ２０３⁃２０８．

［２６］ ＲＥＩＤ Ｋ Ｅ， ＯＬＳＳＯＮ Ｎ， ＳＣＨＬＯＳＳＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｇｒａ⁃
ｐｅｖｉｎｅ ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆ⁃
ｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｕｒｉｎｇ ｂｅｒｒｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］ ．
ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００６， ６（１）： ２７．

（责任编辑：陈海霞）

３７６代红军等：赤霞珠葡萄发育后期 ＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因的筛选和验证




