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　 　 摘要:　 以高温、低温、盐胁迫、ＴＹＬＣＶ 接种处理和对照的番茄幼苗为植物材料ꎬ通过实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)方法分析了常用的 ８ 个内参基因肌动蛋白基因(ＡＣＴ)、甘油醛￣
３￣磷酸脱氢酶基因(ＧＡＰＤＨ)、泛素基因(ＵＢＩ)、１８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ 基因(１８Ｓ)、转录延伸因子基因(ＥＦ￣１ａ)、β￣微管蛋

白基因(ＴＵＢ)、表达蛋白基因(ＥＸＰ)和接合素蛋白复合物基因(ＣＡＣ)在不同样本中的表达情况ꎮ 利用 ｇｅＮｏｒｍ 和

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析筛选表达稳定性较高的内参基因ꎮ 结果表明ꎬ在不同胁迫处理条件下ꎬＵＢＩ 和 ＡＣＴ 的稳定性

较高ꎻ在同样的胁迫处理中ꎬ８ 个内参基因的表达稳定性不同ꎮ 综合而言ꎬ虽然 ＵＢＩ 和 ＡＣＴ 的稳定性同样较高ꎬ但
在 ＴＹＬＣＶ 接种处理试验中 ＡＣＴ 的稳定性相对较差ꎬ而 ＴＵＢ 和 ＧＡＰＤＨ 表达较稳定ꎬ故 ＴＵＢ 和 ＧＡＰＤＨ 可在 ＴＹＬＣＶ
接种处理试验中作为番茄 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的内参基因ꎮ
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ｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＴＹＬＣＶ ｗｈｉｔｅ￣
ｆｌｉｅｓ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｃｔｉｎ(ＡＣＴ)ꎬ ｇｌｙｃｅｒａｌ￣ｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ(ＧＡＰＤＨ)ꎬ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(ＵＢＩ)ꎬ １８Ｓ ｒｉｂｏ￣
ｓｏｍａｌ ＲＮＡ(１８Ｓ)ꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ(ＥＦ￣１ａ)ꎬ β￣１ａｒｉｐ(ＴＵＢ)ꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＥＸＰ) ａｎｄ ｃｌａｔｈｒｉｎ ａｄａｐｔｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ(ＣＡＣ)ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉ￣

ｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｇｅＮｏｒｍ ａｎｄ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＵＢＩ ａｎｄ ＡＣＴ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒꎬｗｈｉｌｅ
ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｉｇｈｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ.Ｏｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅꎬ
ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＵＢＩ ａｎｄ ＡＣＴ ｗｅｒｅ ｅｑｕａｌｌｙ ｈｉｇｈ. Ｉｎ ｔｈｅ
ＴＹＬＣＶ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＣＴ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｐｏｏｒꎬ ｓｏ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＴＵＢ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ
ａｓ ｔｏｍａｔｏ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ.
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｏｍａｔｏꎻ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎻ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

　 　 基因的表达分析已广泛应用于生命科学的各个

领域ꎮ 基因表达分析对新基因的预测、基因功能的

研究等具有重要作用ꎮ 与传统常规 ＰＣＲ 相比ꎬ实时

荧光定量 ＰＣＲ ( Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)具有定量准确、灵敏度高、重复性好

及高通量等特点ꎬ因而被广泛用于不同生物组织表

达量的测定[１￣３]ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析基因相对

表达量时需要借助内参基因(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ)作为

参考标准进行校正ꎮ 在基因表达研究中ꎬ最常用的

内源性参照基因为持家基因(Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ)ꎮ
持家基因为不受外部环境影响ꎬ在所有细胞中均要

表达的一类基因ꎬ其产物是维持细胞基本生命活动

所必需的[４]ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析基因表达时

结果会受到多种因素的影响ꎬ例如 ＲＮＡ 反转录合成

效率、ＲＮＡ 的质量、扩增效率以及分析方法等[５]ꎮ
为了避免这类误差的影响ꎬ在分析目标基因的表达

量时需选择表达稳定性较高的内参基因作为校正标

准[６]ꎮ 用内参基因做参照ꎬ其作用是校正上样量和

上样过程中存在的试验误差ꎬ保证试验结果的准确

性[４]ꎮ 然而ꎬ许多研究者发现ꎬ常用的内参基因在

不同类型组织细胞、不同阶段器官发育和不同试验

条件下ꎬ其表达量通常是不稳定的[７￣８]ꎮ 在一种生物

中表达稳定的内参基因在另一生物中表达可能并不

稳定[９￣１０]ꎮ 使用表达不稳定的内参基因对靶基因表

达量的分析可能有极大影响ꎮ 盲目地使用内参基

因ꎬ一方面可能使基因表达的微小差异难以发现ꎬ另
一方面可能会出现错误甚至相反的结论[１１￣１２]ꎮ 因

此ꎬ针对不同的试验条件及样品类型选择合适的内

参基因至关重要ꎮ
番茄品种繁多ꎬ作为传统的模式植物ꎬ对其各种

功能基因在不同生长发育阶段或特定环境下差异表

达的测定分析具有重要意义ꎬ而内参基因的高稳定

性决定着表达量的真实性ꎮ 番茄中常用的内参基因

有肌动蛋白(ａｃｔｉｎ)基因(ＡＣＴ)、甘油醛￣３￣磷酸脱氢

酶( ｇｌｙｃｅｒａｌ￣ｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ)基因

(ＧＡＰＤＨ)、泛素(ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ)基因(ＵＢＩ)、１８Ｓ 核糖体

ＲＮＡ(１８Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ)基因(１８Ｓ)、２６Ｓ 核糖体

ＲＮＡ(２６Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ)基因(２６Ｓ)、转录延伸因

子 ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ) 基 因 ( ＥＦ￣１ａ )
等[１３]ꎮ 本试验选择 ８ 个候选内参基因ꎬ比较其在同

一试验条件下和不同试验条件下番茄植株中的表达

情况ꎬ分析传统内参基因表达量的稳定性ꎬ以期为选

择合适的内参基因进行靶向基因的表达分析提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验植株及其处理方法

选用抗番茄黄化卷叶病毒(ＴＹＬＣＶ)的番茄材

料 １２２７ 和感病材料 Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒꎬ将番茄种子播种

在 ５０ 孔的穴盘中温室培养ꎬ两个材料各 ３ 盘ꎬ同环

境生长ꎮ 待番茄幼苗长到三叶一心时ꎬ进行高温、低
温、盐胁迫、ＴＹＬＣＶ 接种处理ꎬ每个处理及对照各 ４０
株ꎮ 高温处理:高温(昼夜 ４０ ℃)处理在人工气候

箱中进行ꎬ每天早晚浇 １ 次水ꎻ低温处理:低温(昼
夜 ５ ℃)处理也是在人工气候箱中进行ꎬ隔 １ 天浇 １
次水ꎻ盐胁迫处理:在组培室中进行ꎬ隔 １ 天浇 １ 次

盐水(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)约 １ Ｌꎬ植株生长温度控制

在白天 ２３ ℃ꎬ夜间 １８ ℃ꎻＴＹＬＣＶ 接种处理:在小温

室中以携带 ＴＹＬＣＶ 病毒的烟粉虱刺吸番茄植株接

种ꎬ植株和烟粉虱的生长温度为昼夜 ２７ ℃ꎮ 对照组

植株的生长温度控制在白天 ２３ ℃ꎬ夜间 １８ ℃ꎬ用不

携带 ＴＹＬＣＶ 病毒的烟粉虱接种ꎬ只浇清水ꎮ 所有处

理的光照时间为６ ∶ ００到２２ ∶ ００(昼 １６ ｈꎬ夜 ８ ｈ)ꎮ
７ ｄ 后分别取样ꎬ每个处理的两个材料各随机选取 ９
株ꎬ每 ３ 株混合取样ꎬ重复 ３ 次ꎬ分别用锡箔纸包好ꎬ
做好标记ꎬ立即放于液氮中速冻ꎬ然后置于－８０ ℃超

低温冰箱中贮藏备用ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 使用天根公司

的 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总

ＲＮＡꎬ用 １.００％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整

性ꎬ并用 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ 􀅺紫外 /可见光分

光光度计测定 ＯＤ２６０ / ２８０值ꎬ检测总 ＲＮＡ 的纯度和浓

度ꎮ 将 ＲＮＡ 浓度调整一致后ꎬ按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔ

Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)说明

书要求ꎬ取 １ μｇ ＲＮＡ 进行反转录反应ꎮ 获得的 ｃＤ￣
ＮＡ 产物稀释 ５ 倍后直接用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 或－２０ ℃贮

藏备用ꎮ
１.２.２ 　 内参基因选择和引物合成 　 ８ 个候选基因

ＡＣＴ、ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１ａ、ＴＵＢ、ＣＡＣ、ＵＢＩ、ＥＸＰ 和 １８Ｓ 作
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为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析的参考基因ꎮ ８ 种内参基因的定

量 ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ 引物由金斯瑞生物科技有

限公司合成ꎮ

表 １　 番茄幼苗 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测中候选内参基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

　 　 基因名称 缩写 　 　 引物序列(５′→３′) 扩增片段大小(ｂｐ) 参考文献

肌动蛋白基因 ＡＣＴ ＣＧＧＴＧＡＣＣＡＣＴＴＴＣＣＧＡＴＣＴ ６２ [１４]

ＴＣＣＴＣＡＣＣＧＴＣＡＧＣＣＡＴＴＴＴ

甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因 ＧＡＰＤＨ ＡＣＣＡＣＡＡＡＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＣＣＣＴＴＧ １１０ [１５]

ＡＴＣＡＡＣＧＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴＧＧＣＴＧＴ

转录延伸因子基因 ＥＦ￣１ａ ＡＴＴＧＧＡＡＡＴＧＧＡＴＡＴＧＣＴＣＣＡ １００ [１５]

ＴＣＣＴＴＡＣＣＴＧＡＡＣＧＣＣＴＧＴＣＡ

β￣微管蛋白基因 ＴＵＢ ＴＴＧＧＴＴＴＴＧＣＡＣＣＡＣＴＧＡＣＴＴＣ ８４ [１４]

ＡＡＧＣＴＣＴＧＧＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＧＣ

接合素蛋白复合物基因 ＣＡＣ ＣＣＴＣＣＧＴＴＧＴＧＡＴＧＴＡＡＣＴＧＧ １７３ [１６]

ＡＴＴＧＧＴＧＧＡＡＡＧＴＡＡＣＡＴＣＡＴＣＧ

泛素基因 ＵＢＩ ＴＣＧＴＡＡＧＧＡＧＴＧＣＣＣＴＡＡＴＧＣＴＧＡ １１９ [１５]

ＣＡＡＴＣＧＣＣＴＣＣＡＧＣＣＴＴＧＴＴＧＴＡＡ

表达蛋白基因 ＥＸＰ ＧＣＴＡＡＧＡＡＣＧＣＴＧＧＡＣＣＴＡＡＴＧ １８３ [１６]

ＴＧＧＧＴＧＴＧＣＣＴＴＴＣＴＧＡＡＴＧ

１８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ 基因 １８Ｓ ＧＧＧＣＡＴＴＣＧＴＡＴＴＴＣＡＴＡＧＴＣＡＧＡ ９８ [１５]

ＧＴＴＣＴＴＧＡＴＴＡＡＴＧＡＡＡＡＣＡＴＣＣＴ

１.２.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 　 以稀释 ５ 倍后的 ｃＤＮＡ 产

物作为实时定量 ＰＣＲ 的模板ꎬ配制 ２０ μｌ 反应体系:
ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ (ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓꎬ２×)１０􀆰 ０
μｌꎬＰＣＲ 正、反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ４ μｌꎬＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ＩＩ ０􀆰 ４ μｌꎬ模板 ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ
６􀆰 ８ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃
变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ共 ４０ 个循环(根据不同条

件进行适当改变)ꎮ 扩增结束后直接进行熔解曲线

分析检测扩增产物的特异性ꎬ６５９５ ℃下连续测定样

品的荧光强度获得熔解曲线ꎬ反应仪器为 ＡＢＩ Ｑｕａ￣
ｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎬ由荧光定量 ＰＣＲ
仪自动读取数据ꎮ
１.２.４　 数据处理和分析　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结束后ꎬ从 ＡＢＩ
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 荧光定量 ＰＣＲ
仪中导出 Ｃｔ 值ꎬ换算各基因的相对表达量为 ２－△Ｃｔ

(△Ｃｔ＝Ｃｔ最小－Ｃｔ样品)ꎮ 用 ｇｅＮｏｒｍ 软件[１１] 分析换算

的各基因相对表达量ꎬ获得各处理条件下内参基因

的稳定值(Ｍ)ꎬｇｅＮｏｒｍ 软件的默认值为 １.５ꎮ 对内

参基因的表达稳定度进行排序(Ｍ 越小ꎬ表达越稳

定)ꎬ并通过标准化因子配对差异分析 Ｖｎ / ｎ＋１(阈值为

０.１５) 判定内参基因的最适数量ꎮ 此外ꎬ还应用

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件[９]对 ８ 个候选内参基因的表达稳定

性进行统计学分析ꎬ从而筛选出最优的内参基因ꎬ并
与 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析结果进行比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 内参基因引物的特异性分析

对提取的各样品总 ＲＮＡ 用 １.００％琼脂糖凝胶

电泳进行检测ꎬ结果表明ꎬ各样品总 ＲＮＡ 均显示出

整齐的 ｒＲＮＡ 条带ꎬ都含有 ２８Ｓ、１８Ｓ 和 ５Ｓ ３ 条带ꎬ
２８Ｓ 和 １８Ｓ 条带亮度清晰ꎬ５Ｓ 条带亮度较弱ꎬＲＮＡ
的完整性比较好ꎬ没有明显的降解现象ꎮ 利用 Ｅｐ￣
ｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ 􀅺紫外 /可见光分光光度计

检测所有样品 ＲＮＡ 的 ＯＤ２６０ / ２８０值ꎬ均在１.９ 至２􀆰 １ 之
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间ꎬ表明提取的 ＲＮＡ 纯度较好ꎬ可以满足后续试验

的要求ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 熔解曲线分析结果显示ꎬ８ 个内参基

因的熔解曲线都有很明显的单一峰ꎬ不存在引物二

聚体(图 １)ꎮ 说明每个内参基因的引物均有很好的

特异性ꎬ引物设计合理ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应专一性高ꎬ结
果准确可靠ꎬ在后续试验中可以满足实时定量分析

对引物的要求ꎮ

图 １　 ８ 个内参基因的熔解曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
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２.２　 不同试验条件下内参基因的表达稳定性

　 　 利用 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件对番茄内参基

因在不同试验条件下的表达稳定性分别进行分析ꎮ
用 ｇｅＮｏｒｍ 软件对候选的 ８ 个内参基因在各样品中

的相对表达量进行统计分析ꎬ计算各内参基因的表

达稳定值(Ｍ)ꎬ对 ８ 个内参基因的表达稳定性进行

排序ꎮ Ｍ 值与基因的稳定性呈负相关ꎬ即 Ｍ 值越

小ꎬ稳定性越高ꎮ 在不同试验条件下 ８ 个候选内参

基因的表达稳 定 性 排 序 为 ＡＣＴ ＝ ＣＡＣ > ＵＢＩ >
ＧＡＰＤＨ>ＴＵＢ>１８Ｓ>ＥＸＰ>ＥＦ￣１ａꎮ 其中 ＥＸＰ 和 ＥＦ￣
１ａ 的 Ｍ 值大于 ｇｅＮｏｒｍ 软件的默认值 １.５ꎬ稳定性相

对较差ꎬ可删除ꎬ重新计算剩余的 ６ 个候选基因ꎮ 由

图 ２ 可知ꎬＡＣＴ、ＣＡＣ 和 ＵＢＩ 排在第 １、２ 位ꎬ在 ８ 个

候选基因中最稳定ꎮ
同样ꎬ通过 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析这 ８ 个候选

内参基因的表达稳定性ꎬ稳定值越小基因的表达

越稳定ꎮ 其稳定性排序为 ＵＢＩ > ＡＣＴ ＝ ＧＡＰＤＨ >
ＣＡＣ ＝ ＴＵＢ>ＥＸＰ> １８Ｓ>ＥＦ￣１ａꎮ 其中最稳定的内

参基因也是 ＵＢＩ 和 ＡＣＴꎬ与 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析的

结果基本一致ꎮ 所以 ＵＢＩ 和 ＡＣＴ 更适合作为

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的内参基因用于不同试验条件下样品

的校正ꎮ

图 ２　 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析的各内参基因表达稳定值

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ

２.３　 同一试验条件下内参基因的表达稳定性

应用 ｇｅＮｏｒｍ 软件对候选的 ８ 个内参基因在

不同试验条件下各样品中的相对表达量进行统

计分析ꎬ通过计算基因表达稳定值(Ｍ) ꎬ可筛选

出最适合的内参基因ꎮ 而在 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析基因

表达时ꎬ使用 １ 个内参基因校正往往达不到试验

要求ꎬ造成的试验误差要比使用 ２ 个以上内参基

因高得多ꎬｇｅＮｏｒｍ 软件可以用于确定不同试验条

件下最适内参基因的数量ꎬ并选择出最优组合ꎬ
而不是简单地使用单一内参基因ꎮ 通过 ｇｅＮｏｒｍ
软件分析内参基因的配对差异值 ( Ｖｎ / ｎ＋１ ) ꎬ软件

默认为 ０􀆰 １５ꎬ当 Ｖｎ / ｎ＋１大于 ０􀆰 １５ 时ꎬ需要引入第

ｎ＋１基因ꎻ当 Ｖｎ / ｎ＋１小于 ０􀆰 １５ 时ꎬ则不需要引入新

的内参基因ꎮ ｇｅＮｏｒｍ 软件分析结果表明ꎬ在低温

条件下 ８ 个内参基因中最稳定的基因是 ＡＣＴ 和

ＵＢＩ( 图 ３ ) ꎬ 对 ８ 个 内 参 基 因 的 配 对 差 异 值

(Ｖｎ / ｎ＋１)进行分析ꎬ结果 (表 ２) 显示低温处理时

Ｖ２ / ３为 ０􀆰 １０９ 小于 ０􀆰 １５ꎬ所以可不必引入第 ３ 个

内参基因进行校正ꎬ内参基因最理想数目为 ２
个ꎬ即 ＡＣＴ 和 ＵＢＩꎮ 在高温条件下 ８ 个内参基因

中最稳定的为 ＡＣＴ 和 ＵＢＩꎬ ＥＸＰ 最不稳定 ( 图

３) ꎬ配对差异值( Ｖ２ / ３)为 ０􀆰 １９６ꎬ大于 ０􀆰 １５０ꎮ 而

Ｖ３ / ４为 ０􀆰 １２４ꎬ小于 ０􀆰 １５０ꎮ 所以需要引入第 ３ 个

内参基因进行校正ꎬ内参基因合适数目为 ３ 个ꎬ
即 ＡＣＴ、ＵＢＩ 和 １８Ｓꎮ 在 ＴＹＬＣＶ 烟粉虱接种处理

条件下最稳定的基因为 ＴＵＢ 和 ＧＡＰＤＨꎬ１８Ｓ 稳定

性较差(图 ３) ꎬ配对差异值( Ｖ２ / ３)为 ０􀆰 １０６ꎬ小于

０􀆰 １５ꎬ理想内参基因数为 ２ 个ꎬ即 ＴＵＢ 和 ＧＡＰ￣
ＤＨꎮ 盐胁迫处理条件下 ８ 个内参基因中表达最

为稳定的为 ＡＣＴ 和 ＣＡＣ (图 ３) ꎬ对这 ８ 个内参基

因的配对差异值( Ｖｎ / ｎ＋１)进行分析ꎬ结果 (表 ２)
显示ꎬ配对差异值( Ｖ２ / ３)为 ０􀆰 １５８ꎬ大于 ０􀆰 １５ꎬ直
至 Ｖ７ / ８都大于 ０􀆰 １５ꎬ所以需重新选择内参基因ꎮ
在对照中 ＡＣＴ 和 ＵＢＩ 最为稳定(图 ３) ꎬ配对差异

值(Ｖ２ / ３)为 ０􀆰 １１０ 小于 ０􀆰 １５ꎬ可不必引入第 ３ 个

内参基因进行校正ꎬ２ 个理想内参基因为 ＡＣＴ 和

ＵＢＩꎮ
　 　 同样ꎬＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析结果(表 ３)显示ꎬ
低温条件下 ８ 个候选内参基因中最稳定的内参

基因为 ＵＢＩꎬ最不稳定的是 ＣＡＣꎻ在高温条件下最

稳定的为 ＵＢＩꎬ最不稳定的是 ＥＸＰꎻ在 ＴＹＬＣＶ 烟

粉虱接种处理条件下最稳定的内参基因为 ＴＵＢꎬ
最不稳定的基因是 １８Ｓꎬ与 ｇｅＮｏｒｍ 软件的分析结

果一致ꎮ 在盐胁迫处理条件下 ８ 个候选内参基

因的表达稳定性顺序为:ＥＦ￣１ａ>ＵＢＩ>ＣＡＣ>ＴＵＢ>
ＡＣＴ>１８Ｓ>ＧＡＰＤＨ>ＥＸＰꎬ与 ｇｅＮｏｒｍ 软件的分析

结果不尽一致ꎬ但总体相近ꎮ 在对照中 ８ 个候选

内参基因中最稳定的为 ＵＢＩꎬ与 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析

结果一致ꎮ
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图 ３　 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析的各内参基因表达稳定值

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ

表 ２　 ｇｅＮｏｒｍ 软件分析的不同处理中 ８ 个内参基因的配对差异值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理　 　 　
配对差异值

Ｖ２ / ３ Ｖ３ / ４ Ｖ４ / ５ Ｖ５ / ６ Ｖ６ / ７ Ｖ７ / ８

低温 ０.１０９ ０.１０９ ０.０９７ ０.０９３ ０.０７８ ０.０７０

高温 ０.１９６ ０.１２４ ０.１２６ ０.０９９ ０.１２３ ０.２３８

ＴＹＬＣＶ 接种 ０.１０６ ０.０７８ ０.０７５ ０.１０４ ０.０８８ ０.１００

盐胁迫 ０.１５８ ０.１７２ ０.１５５ ０.１７３ ０.１７７ ０.２０７

对照 ０.１１０ ０.１０４ ０.０９１ ０.０８４ ０.０９３ ０.１７８

　 　 综合 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 两种软件分析结

果ꎬ虽然在不同的处理条件下ꎬ可能所有内参基因的

稳定值都小于 １.５ꎬ理论上都可以作为内参使用ꎬ但
是本研究为不同试验条件筛选出最为稳定的内参作

为校正内参基因ꎮ 例如在含 ＴＹＬＣＶ 病毒的烟粉虱

接种处理条件下 ８ 个候选内参基因中稳定的内参基

因为 ＴＵＢ、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＩꎬ１８Ｓ 最不稳定ꎬ而 ＡＣＴ 稳定

性也相对较差ꎻ对照(正常生长未受烟粉虱接种)条
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件下 ８ 个候选内参基因中稳定的内参基因为 ＵＢＩ、
ＡＣＴ、ＧＡＰＤＨ、ＴＵＢꎬ最不稳定的也为 １８Ｓꎬ所以 ＵＢＩ

和 ＧＡＰＤＨ 更适合作为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的内参基因用于后

续 ＴＹＬＣＶ 基因表达试验条件下样品的校正ꎮ

表 ３　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析的不同处理条件下内参基因的稳定值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｂｌｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

基因　
低温处理

稳定值 排序

高温处理

稳定值 排序

ＴＹＬＣＶ 接种处理

稳定值 排序

盐胁迫处理

稳定值 排序

对照

稳定值 排序
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３　 讨 论

在荧光定量 ＰＣＲ 中合适、稳定的内参基因是识

别目的基因准确表达模式的关键因素[１７]ꎮ 理想的

内参基因应在所有组织、细胞类型中均有表达ꎬ在细

胞组成及基本功能的维持中起着重要作用ꎬ在不同

环境和试验条件下能稳定表达ꎬ不受任何内外因素

的影响[１８￣１９]ꎮ 但任何一个内参基因的稳定表达都

是相对的ꎬ同一物种同一内参基因的稳定性ꎬ 在不

同生理条件下通常并不稳定ꎬ而在不同物种中同源

内参基因也没有绝对的通用性ꎬ它们的稳定性也不

完全相同[４]ꎮ 许多研究证实ꎬ理想的内参基因并不

存在ꎬ不同的处理因素以及不同组织中内参基因表

达的稳定性是不一致的[２０￣２２]ꎮ 因此ꎬ在利用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 进行目的基因表达的研究时ꎬ应根据不同的试

验条件、试验样品筛选合适稳定的内参基因[２３]ꎮ
本研究用 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件对候选内

参基因进行评估ꎬ并通过试验对其做了进一步的筛

选验证ꎮ 用 ｇｅＮｏｒｍ 软件评估内参基因时通常考虑

２ 个 主 要 参 数ꎬ 即 稳 定 值 ( Ｍ ) 和 配 对 差 异 值

(Ｖｎ / ｎ＋１)ꎮ 通过计算内参基因表达稳定性的 Ｍ 值ꎬ
进而分析内参基因在不同样品中的表达稳定性ꎬＭ
值越大稳定性越差ꎬＭ 值越小稳定性越好ꎮ 配对差

异值(Ｖｎ / ｎ＋１)ꎬ可用于确定不同试验条件下最适内参

基因的数量和最优组合ꎬ而不是使用单一的内参基

因ꎬ这样有利于系统偏差的校正ꎬ从而获得更加可信

的表达分析结果ꎮ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件是通过测定每个

基因的稳定值来估计基因表达稳定性ꎬ评价候选内

参基因的整体和样本子群之间的变化[２４]ꎮ Ｎｏｒｍ￣
Ｆｉｎｄｅｒ 软件的运行原理与 ｇｅＮｏｒｍ 软件类似ꎬ也是通

过计算内参基因的表达稳定值来评估稳定性ꎬ值越

大稳定性越差ꎬ值越小稳定性越好ꎮ 这 ２ 个软件都

是基于候选基因实时定量 ＰＣＲ 的 Ｃｔ 值而设计ꎬ尽
管各自的计算原理和方法不同ꎬ但两者分析的结果

基本相近ꎬ２ 个软件的综合利用可提高筛选稳定内

参基因的可靠性ꎮ 本研究通过两个软件分析的结果

表明ꎬ在不同试验处理条件下 ＵＢＩ 和 ＡＣＴ 在 ８ 个候

选基因中最稳定ꎬ而在同一试验条件下 ８ 个候选基

因的表达稳定性又是不同的ꎮ 说明同一内参基因在

不同试验条件下其稳定性是不一致的ꎮ
因此ꎬ在基因定量表达的分析研究中ꎬ需借助不

同的内参基因稳定性评价软件来筛选在不同试验条

件、不同组织器官和不同试验样品中能稳定表达的

合适内参基因ꎬ对试验进行校正和标准化处理ꎬ以减

少不必要的试验误差ꎬ从而获得目标基因特异性表

达的真正差异ꎮ
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