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摘要：［目的］筛选适用于杉木不同组织荧光定量 ＰＣＲ分析的稳定内参基因，提高杉木实时荧光定量 ＰＣＲ试验
准确性，为杉木体内各个基因表达分析提供合适内参基因。［方法］通过实时荧光定量ＰＣＲ获取ＧＡＰＤＨ、ＥＦ１α、
１８ＳｒＲＮＡ、２８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ、ＵＢＣ与Ａｃｔｉｎ７个候选内参基因在杉木无性系的根、茎和叶中的溶解曲线与 Ｃｔ值；利
用软件ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ对候选内参基因的表达稳定性进行评价；通过分析２个纤维素合酶基因
ＣｌＣｅｓＡ１和ＣｌＣｅｓＡ２在杉木不同组织部位的相对表达情况，对候选内参基因的稳定性进行验证。［结果］ｇｅＮｏｒｍ、
Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析结果均表明：在杉木根和茎中最稳定的内参基因是 ＥＦ１α和 Ａｃｔｉｎ；ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍ
ｆｉｎｄｅｒ结果显示杉木叶中稳定的内参基因是 ＵＢＱ和 ＥＦ１α，ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ显示杉木叶中最稳定合适内参基因是
ＥＦ１α和Ａｃｔｉｎ。以Ａｃｔｉｎ与ＥＦ１α作为内参基因，荧光定量ＰＣＲ分析表明，ＣｌＣｅｓＡ１和ＣｌＣｅｓＡ２基因的相对表达量
在杉木不同组织中均有所不同，ＣｌＣｅｓＡ２的相对表达量在各个组织中均高于ＣｌＣｅｓＡ１。以不同内参基因作为试验
内参基因分析ＣｌＣｅｓＡ１和ＣｌＣｅｓＡ２的表达情况得到，ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣｅｓＡ２在各个组织中的相对表达量排序主要为
茎 ＞叶 ＞根。［结论］７个候选内参基因中，杉木不同组织中稳定表达的为 Ａｃｔｉｎ与 ＥＦ１α，适合作为表达分析
的内参基因；２８ＳｒＲＮＡ的表达稳定性低，不适合作为杉木定量ＰＣＲ分析的理想内参基因。
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　　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ）是一种高精度、高通量地检测目的基因表达水
平的稳定方法，在现代分子生物学研究中的应用十

分广泛。但是，实时荧光定量 ＰＣＲ实验很容易受
ＲＮＡ质量、上样量、逆转录效率等的试验误差干扰，
这就需要内参基因（Ｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅ）作为参
照物来校正样品间的试验误差［１－４］。内参基因的表

达量越稳定，越能更好地检测目的基因的特异性表

达水平［５－８］。针对不同的植物种类和组织部位，前

人对内参基因的选择进行了较多研究［９－１３］。大量

研究表明，内参基因的表达稳定性是相对的，在植物

的不同品种、组织部位和试验条件下表达的稳定性

差异较大［１４－１６］。因此，筛选和评估内参基因表达的

稳定性，建立多内参基因的评价体系，是提高实时荧

光定量ＰＣＲ试验准确性的重要保证。
杉木（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａｌａｎｃｅｏｌａｔａ（Ｌａｍｂ．）Ｈｏｏｋ．）

是我国重要的针叶速生用材树种之一，具有速生、丰

产、材质优良等特点，在我国南方地区有广泛的栽培

和利用。随着分子生物学的发展，目前针对杉木的

转录组测序、基因克隆和ｍｉｃｒｏＲＮＡ功能研究越来越
多，这些研究涉及到使用荧光定量 ＰＣＲ技术检测目
的基因的表达情况［１７－１８］。在荧光定量 ＰＣＲ实验
中，前人在对杉木内参基因的选择上各不相同，

ＥＦ１α、Ａｃｔｉｎ、２８ＳｒＲＮＡ等被选用，但是对杉木在不同
组织中内参基因的筛选和表达稳定性研究极

少［１９－２０］。筛选和评估内参基因表达的稳定性，是保

证杉木荧光定量 ＰＣＲ准确性的重要前提。本文通
过对比分析杉木中甘油醛三磷酸脱氢酶基因（ＧＡＰ
ＤＨ）、转录延伸因子（ＥＦ１α）、１８Ｓ核糖体 ＲＮＡ基因
（１８ＳｒＲＮＡ）、２８Ｓ核糖体 ＲＮＡ基因（２８ＳｒＲＮＡ）、泛
素基因（ＵＢＱ）、泛素结合酶基因（ＵＢＣ）以及肌动蛋
白基因（Ａｃｔｉｎ）这７个传统的内参基因的稳定性，挑
选出可作为杉木在不同组织中基因表达分析所用的

内参基因，并通过杉木纤维素合酶基因 ＣｌＣｅｓＡ１和
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ＣｌＣｅｓＡ２的表达分析验证内参基因的表达稳定性，筛
选出适合杉木的多内参基因的评价体系，为提高杉

木实时荧光定量 ＰＣＲ试验准确性提供基础背景校
正的参照值。

１　材料与方法
１．１　植物材料

试验材料采自国家林业和草原局杉木工程技术

研究中心。选取１年生沙培３０ｄ的杉木无性系幼
苗的根、茎和叶为试验材料，采集幼嫩的根、茎和叶

组织样品，用液氮冷冻后放－８０℃冰箱保存。

１．２　内参基因的选择与特异性引物的设计
选取目前常用的内参基因为本试验的候选内参

基因，分别是甘油醛三磷酸脱氢酶 ＧＡＰＤＨ、转录延
伸因子ＥＦ１α、１８ＳｒＲＮＡ、２８ＳｒＲＮＡ、泛素 ＵＢＱ、泛素
结合酶ＵＢＣ以及肌动蛋白 Ａｃｔｉｎ。在现有杉木转录
组数据中筛选获得杉木候选内参基因的核心序列，

杉木纤维素合酶基因 ＣｌＣｅｓＡ１序列来自文献［２１］，
ＣｌＣｅｓＡ２基因由课题组自行克隆获得核心序列。根
据各基因核心序列，使用ＭＥＧＡ６．０设计各个基因荧
光定量ＰＣＲ引物，引物序列由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成（表１）。

表１　候选内参基因与ＣｌＣｅｓＡ１、ＣｌＣｅｓＡ２的引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｎｄＣｌＣｅｓＡ１，ＣｌＣｅｓＡ２

基因名称

ｇｅｎｅｎａｍｅ
引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５＇ｔｏ３＇）

退火温度

ＴＭ／℃
ＧＣ含量

ＧＣｃｏｎｔｅｎｔ／％
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＣＡＣＣＴＡＴＧＴＴＴＧＴＧＧＴＴＧＧＡＧＴＡ ５７．９ ４５．８

Ｒ：ＡＣＣＧＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴＡＧＣＴＧＴＴＧＴＴ ５７．９ ４５．８
ＵＢＱ Ｆ：ＡＡＴＡＡＡＴＧＣＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＡＧＧＣＴＡ ５３．０ ３２．０

Ｒ：ＴＧＡＧＡＴＧＧＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＴＣＧＴＧＧ ６１．３ ５４．２
１８ＳｒＲＮＡ Ｆ：ＧＧＧＡＡＣＡＴＴＡＴＣＡＣＧＧＡＣＡＧＣＡＴＣＡＡＣ ６１．１ ４８．１

Ｒ：ＴＧＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＴＣＣＡＧＡＴＡＧＡＣＴＣＣＴ ６１．１ ４８．１
２８ＳｒＲＮＡ Ｆ：ＡＧＴＴＴＧＴＡＧＡＡＧＣＧＴＣＣＴＣＡＧ ５５．６ ４７．６

Ｒ：ＧＧＣＧＣＣＣＣＣＴＴＣＣＡ ５０．０ ７８．６
ＥＦ１α Ｆ：ＴＧＧＣＡＡＧＧＡＧＣＴＴＧＡＧＡＡＡＧＡＡＣＣＣＡ ６１．２ ５０．０

Ｒ：ＡＣＣＣＣＡＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＴＣＴＧＡＣＧＣＡＴ ６２．７ ５３．８
ＵＢＣ Ｆ：ＣＴＣＣＴＧＡＴＧＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＡＡＣＧ ６０．２ ４７．８

Ｒ：ＡＴＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＴＣＧＧＴＡＣＡＴＡＧ ６０．２ ４７．８
Ａｃｔｉｎ１ Ｆ：ＣＴＣＴＣＴＣＡＧＣＡＣＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧ ６３．８ ５９．１

Ｒ：ＴＣＣＡＣＡＴＡＣＡＡＣＣＧＣＴＣＣＡＣＴＧ ６１．９ ５４．５
ＣｌＣｅｓＡ１ Ｆ：ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＣＴＡＡＡＴＴＡＴＣＴＧＣ ５８．４ ４３．５

Ｒ：ＣＡＴＣＡＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＴＴＴＣＡＴＧＴＡＧＡ ５７．３ ３４．６
ＣｌＣｅｓＡ２ Ｆ：ＧＴＣＧＣＡＧＧＡＴＣＴＣＡＴＡＡＣＡＧＧ ６０．０ ５２．４

Ｒ：ＣＡＣＡＴＴＣＡＴＴＧＣＡＧＧＣＴＡＣＡ ５５．８ ４５．０

１．３　实时荧光定量ＰＣＲ试验
采用 ＴＩＡＮＧＥＮ公司的 ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ

试剂盒提取根、茎、叶样品的总 ＲＮＡ，利用１．０％的
琼脂糖凝胶电泳和 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ超微量分光光度计测
定总ＲＮＡ的质量与浓度。采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司的Ｇｏ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒进行反
转录试验，合成杉木 ＲＮＡ样品的 ｃＤＮＡ第１条链，
统一稀释至 ３０ｎｇ·μＬ－１后用于荧光定量 ＰＣＲ试
验。实时荧光定量 ＰＣＲ反应在 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ实时荧光定量 ＰＣＲ仪上进行，使用
Ｐｒｏｍｅｇａ公司的ＧｏＴａｇｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行
ＰＣＲ反应。反应体系为２０μＬ，包括：２×ｑＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ１０μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）上、下游引物各

０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ＲＯＸ参比染料（含 ＳＹＢＲ）０．２
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性 ３
ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共
４０个循环；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，逐渐升温到９５℃，
速度０．１１℃·ｓ－１，设置３次生物学重复。
１．４　数据处理与分析

选用内参基因稳定性评价软件 ｇｅＮｏｒｍ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｇｅｎｏｒｍ．ｃｍｇｇ．ｂｅ／）和软件 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｍｏｍａ．ｄｋ／ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ），根据公式 Ｑ＝
Ｅ（ＭｉｎｉｍｕｍＣｔ－ＳａｍｐｌｅＣｔ）（式中：ＭｉｎｉｍｕｍＧｔ为 Ｃｔ最小值，
Ｓａｍｐｌｅｃｔ为各个样本 Ｃｔ值）计算相对表达量，在软
件中导入相对表达量 Ｑ值，对候选内参基因进行稳
定性评价，实际操作中引物扩增率接近１００％，Ｅ默

６６
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认为 ２。使用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．ｄｅ／ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ．ｈｔｍｌ＃ｄｅｓｃｒ），根据 ７个
候选内参基因的 Ｃｔ值对候选内参基因的稳定性进
行统计分析，分析选择杉木不同组织中合适的内参

基因。采用 Ｑ＝２－（ＳａｍｐｌｅＣｔ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅＣｔ）（式中：ｒｅｆｅｒｅｎｃｅＣｔ
为内参考基因Ｃｔ值）计算杉木纤维素合酶基因的相
对表达量，并利用ＳＰＳＳ１６．０进行数据统计和处理。

２　结果与分析
２．１　内参基因的荧光定量ＰＣＲ分析

杉木各样品１％琼脂糖凝胶电泳显示：总 ＲＮＡ
条带清晰，无明显降解，２８ＳｒＲＮＡ条带比１８ＳｒＲＮＡ
条带亮度高，总 ＲＮＡ完整性良好（图１）。以 ｃＤＮＡ
为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶
电泳检测表明：７个候选内参基因条带单一，无非特
异性扩增，目的片段大小符合预期，说明扩增产物为

杉木内参基因的目的片段（图 ２）。分析荧光定量
ＰＣＲ的溶解曲线，７个候选内参基因均有明显的单
一溶解峰（图３），重复样品间扩增曲线重复性高，且
阴性对照则无信号显示，７个候选内参基因引物均
具有较好的特异性。

图１　总ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＲＮＡａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ａｃｔｉｎ１；２：ＥＦ１α；３：ＵＢＣ；４：ＧＡＰＤＨ；５：１８Ｓ

ｒＲＮＡ；６：ＵＢＱ；７：２８ＳｒＲＮＡ．

图２　杉木根中７个内参基因ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆｔｈｅｓｅｖｅｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎＣｈｉｎｅｓｅｆｉｒｒｏｏｔ

Ａ：ＧＡＰＤＨ；Ｂ：ＵＢＱ；Ｃ：１８ＳｒＲＮＡ；Ｄ：２８ＳｒＲＮＡ；Ｅ：ＥＦ１α；Ｆ：ＵＢＣ；Ｇ：Ａｃｔｉｎ。

图３　候选内参基因溶解曲线
Ｆｉｇ．３　Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ
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２．２　内参基因Ｃｔ值分析
荧光定量ＰＣＲ获得的各内参基因 Ｃｔ值与其表

达丰度成反比，Ｃｔ值越大，基因表达量越低。结果
表明：所选择的７个候选内参基因中，２８ＳｒＲＮＡ的平
均Ｃｔ值最低（６．５５），其余６个候选内参基因的 Ｃｔ
值为１９．７０ ２７．８４，平均 Ｃｔ值均高于２０（表 ２）。
２８ＳｒＲＮＡ在杉木各组织中表达量明显高于其他６个
内参基因，不适合作为内参基因来检测高丰度基因

的表达情况。

２．３　内参基因稳定性分析
２．３．１　ｇｅＮｏｒｍ与 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ分析　分别采用
ｇｅＮｏｒｍ与Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ软件对各内参基因的表达稳定
性进行统计学分析。ｇｅＮｏｒｍ软件是通过计算候选

内参基因的平均稳定指数 Ｍ值来对比候选内参基
因的稳定性，Ｍ＝１．５为稳定性分界线，当 Ｍ值低于
１．５时，可判定该候选内参基因较稳定，且 Ｍ值越
低，该内参基因的稳定性越高。ｇｅＮｏｒｍ软件分析表
明：在杉木不同的组织中，７个候选内参基因的Ｍ值
均低于临界值１．５，说明候选内参基因的表达均较
稳定。表３表明：在根与茎中，ＵＢＱ的Ｍ值最大，分
别为 ０．１８５和 ０．７３１，且根中 Ａｃｔｉｎ的 Ｍ值最低，
ＥＦ１α次之，茎中 ＥＦ１α的 Ｍ值最低，Ａｃｔｉｎ居次；叶
中２８ＳｒＲＮＡ的Ｍ值最大，为０．２５２，而ＵＢＱ的Ｍ值
最小，为０．１６４。７个候选内参基因的稳定性排序依
次为 ＥＦ１α＞Ａｃｔｉｎ＞ＧＡＰＤＨ＞１８ＳｒＲＮＡ＞ＵＢＣ＞
ＵＢＱ＞２８ＳｒＲＮＡ。

表２　候选内参基因与ＣｌＣｅｓＡ１、ＣｌＣｅｓＡ２的平均Ｃｔ值
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅａｖｅｒａｇｅＣｔｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｎｄＣｌＣｅｓＡ１，ＣｌＣｅｓＡ２

组织 Ｔｉｓｓｕｅｓ
平均Ｇｔ值

ＧＡＰＤＨ ＵＢＱ １８ＳｒＲＮＡ ２８ＳｒＲＮＡ ＥＦ１α ＵＢＣ Ａｃｔｉｎ ＣｌＣｅｓＡ１ ＣｌＣｅｓＡ２
根Ｒｏｏｔ ２４．７９ ２３．５１ ２７．８４ ７．６８ ２３．９１ ２２．７６ ２４．９０ ２７．８０ ２６．９９
茎Ｓｔｅｍ ２１．３９ ２２．３７ ２６．４８ ５．５１ １９．７０ ２１．５４ ２５．５３ ２４．７１ ２２．９５
叶Ｌｅａｆ ２４．７８ ２２．１０ ２５．７８ ６．４５ ２０．７３ ２１．９４ ２６．８０ ２８．７４ ２７．５０

表３　ｇｅＮｏｒｍ软件候选内参基因稳定性评价
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｓｔａｂｉｌｉｔｙｆｒｏｍｇｅＮｏｒｍａｎｄＮｏｒｍｆｉｎｄｅｒ

稳定性排序

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｂａｎｋ

根Ｒｏｏｔ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

茎Ｓｔｅｍ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

叶Ｌｅａｆ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

最终排序

Ｆｉｎａｌｂａｎｋ

１ Ａｃｔｉｎ ０．１１ ＥＦ１α ０．３３６ ＵＢＱ ０．１６４ ＥＦ１α
２ ＥＦ１α ０．１１４ Ａｃｔｉｎ ０．３３９ ＥＦ１α ０．１８４ Ａｃｔｉｎ
３ ＧＡＰＤＨ ０．１１６ １８ＳｒＲＮＡ ０．３５０ ＧＡＰＤＨ ０．１９６ ＧＡＰＤＨ
４ １８ＳｒＲＮＡ ０．１２４ ＵＢＣ ０．４３８ Ａｃｔｉｎ ０．２０２ １８ＳｒＲＮＡ
５ ２８ＳｒＲＮＡ ０．１６４ ＧＡＰＤＨ ０．４６４ ＵＢＣ ０．２０８ ＵＢＣ
６ ＵＢＣ ０．１７８ ２８ＳｒＲＮＡ ０．６９７ １８ＳｒＲＮＡ ０．２２１ ＵＢＱ
７ ＵＢＱ ０．１８５ ＵＢＱ ０．７３１ ２８ＳｒＲＮＡ ０．２５２ ２８ＳｒＲＮＡ

　　Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ软件是通过计算稳定性指数 Ｍ值，
对候选内参基因进行稳定性比较。Ｍ值越小，说明
内参基因的表达稳定性越高，反之则越低。Ｎｏｒｍ
ｆｉｎｄｅｒ软件分析表明：７个候选内参基因的稳定性排
序在不同的杉木组织中均有所不同，根茎叶中最稳

定的内参基因分别为ＧＡＰＤＨ、ＥＦ１α与ＵＢＱ；根与茎
中最不稳定的内参基因是 ＵＢＱ，叶中最不稳定的内
参基因是２８ＳｒＲＮＡ。Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ软件结果中７个候
选内参基因的稳定性排序依次为 ＥＦ１α＞ＧＡＰＤＨ＞
Ａｃｔｉｎ＞１８ＳｒＲＮＡ＞ＵＢＣ＞ＵＢＱ＞２８ＳｒＲＮＡ（表４）。
２．３．２　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件是通过对
比各个候选内参基因 Ｃｔ值的标准差（ＳＤ）、变异系
数（ＣＶ）对候选内参基因的稳定性进行综合分析，稳
定性较好的基因一般具有较低的 ＳＤ值与 ＣＶ值。

结果（表５）表明：在杉木根与叶中，ＥＦ１α的ＳＤ值和
ＣＶ值是７个候选内参基因中最低的；茎中１８ＳｒＲＮＡ
的ＳＤ值和ＣＶ值在７个候选内参基因中均为最低，
相对比其他６个内参基因更稳定；根茎叶中最不稳
定的候选内参基因均是２８ＳｒＲＮＡ。候选内参基因的
表达稳定性由高到低排序为ＥＦ１α＞Ａｃｔｉｎ＞ＧＡＰＤＨ
＞１８ＳｒＲＮＡ＞ＵＢＣ＞ＵＢＱ＞２８ＳｒＲＮＡ（表５）。
２．３．３　内参基因稳定性验证　为验证候选内参基
因的表达稳定性，试验采用实时荧光定量 ＰＣＲ分别
检测在７个候选内参基因下，杉木根、茎、叶中２个
纤维素合酶基因 ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣｅｓＡ２的表达情况。
结果（图４）表明：７个内参基因在杉木各个组织中的
表达趋势均有不同，其中，以 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α、ＵＢＣ、１８Ｓ
ｒＲＮＡ与２８ＳｒＲＮＡ作为内参基因时，２个目的基因在
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表４　Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ软件候选内参基因稳定性评价
Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｓｔａｂｉｌｉｔｙｆｒｏｍｇｅＮｏｒｍａｎｄＮｏｒｍｆｉｎｄｅｒ

稳定性排序

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｂａｎｋ

根Ｒｏｏｔ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

茎Ｓｔｅｍ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

叶Ｌｅａｆ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
稳定性Ｍ值
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｖａｌｕｅ

最终排序

Ｆｉｎａｌｂａｎｋ

１ ＧＡＰＤＨ ０．０３３ ＥＦ１α ０．０１７ ＵＢＱ ０．０４２ ＥＦ１α
２ １８ＳｒＲＮＡ ０．０３４ Ａｃｔｉｎ ０．０１７ ＥＦ１α ０．０８７ ＧＡＰＤＨ
３ Ａｃｔｉｎ ０．０３６ １８ＳｒＲＮＡ ０．０５７ ＧＡＰＤＨ ０．０９６ Ａｃｔｉｎ
４ ＥＦ１α ０．０４６ ＵＢＣ ０．１７４ Ａｃｔｉｎ ０．０９９ １８ＳｒＲＮＡ
５ ２８ＳｒＲＮＡ ０．０９４ ＧＡＰＤＨ ０．２２０ ＵＢＣ ０．１２０ ＵＢＣ
６ ＵＢＣ ０．１１２ ２８ＳｒＲＮＡ ０．４６４ １８ＳｒＲＮＡ ０．１３０ ＵＢＱ
７ ＵＢＱ ０．１１５ ＵＢＱ ０．４８４ ２８ＳｒＲＮＡ ０．１６２ ２８ＳｒＲＮＡ

表５　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件分析候选内参基因的稳定性
Ｔａｂｌｅ５　ＳｔａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｂｙＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

组织 Ｔｉｓｓｕｅｓ ＥＦ１α ＧＡＰＤＨ ＵＢＱ １８ＳｒＲＮＡ ２８ＳｒＲＮＡ ＵＢＣ Ａｃｔｉｎ

根Ｒｏｏｔ
ＳＤ［±Ｃｔ］ ０．００９ ０．０４７ ０．１５９ ０．０８９ ０．１２５ ０．０７６ ０．０１３
ＣＶ［％ Ｃｔ］ ０．０３６ ０．１９１ ０．６７６ ０．３２１ １．６２３ ０．３３６ ０．０５０
排序 Ｂａｎｋ １ ３ ６ ４ ７ ５ ２

茎Ｓｔｅｍ
ＳＤ［±Ｃｔ］ ０．１４２ ０．１０５ ０．４９５ ０．０８６ ０．５０１ ０．２８９ ０．１１２
ＣＶ［％ Ｃｔ］ ０．７２０ ０．４９１ ２．２１２ ０．３２３ ９．０９０ １．３４３ ０．４４０
排序 Ｂａｎｋ ４ ３ ６ １ ７ ５ ２

叶Ｌｅａｆ
ＳＤ［±Ｃｔ］ ０．０３６ ０．０７６ ０．１２３ ０．２１５ ０．２３７ ０．０４９ ０．０８７
ＣＶ［％ Ｃｔ］ ０．１７３ ０．３０９ ０．５５５ ０．８３５ ３．６８０ ０．２２２ ０．３２５
排序 Ｂａｎｋ １ ３ ５ ６ ７ ２ ４

最终排序Ｆｉｎａｌｂａｎｋ １ ３ ６ ４ ７ ５ ２
　　ＳＤ：标准差ＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａｔｉｏｎ；ＣＶ：变异系数ＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆＶａｒｉａｔｉｏｎ。

图４　候选内参基因作为试验内参基因分析目标基因的表达
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｓｔｅｓｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｉｎｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

杉木根、茎与叶中表达趋势相近，且均为茎中的相对

表达量最高。ＧＡＰＤＨ和ＵＢＱ作为内参基因时，ＣｌＣ
ｅｓＡ２的相对表达趋势基本相同，均为茎中目的基因
相对表达量最高，叶中次之，根中最低；而 ＣｌＣｅｓＡ１
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则是在茎与叶中相对表达量相近，且均高于根中的

相对表达量。同时，结果表明，以不同内参基因为参

照时，杉木这２个基因的相对表达量有很大差异（纵
坐标的相对表达量值），ＥＦ１α的相对表达量介于
０１５ １．４，而１８ＳｒＲＮＡ的相对表达量则介于２８
２２６３（图４）。ＣｌＣｅｓＡ２的表达量在杉木根、茎与叶中
均高于 ＣｌＣｅｓＡ１；Ａｃｔｉｎ、ＵＢＣ、１８ＳｒＲＮＡ与 ２８ＳｒＲＮＡ
显示的２个基因在不同杉木组织的表达趋势与相对
表达量较为一致，均为茎中远高于根和叶。结果说

明，在进行荧光定量试验过程中，采用不同的内参基

因对目的基因的表达进行校正，会出现不同的试验

结果，如果试验时选用的内参基因不恰当，可能导致

相对表达量的错误估计。

３　讨论
实时荧光定量ＰＣＲ凭借其特异性好、灵敏度高

等特点，被广泛应用于基因的表达分析研究中，其分

析的结果则与内参基因的选择密切相关，不恰当的

内参基因将使分析结果产生偏差，甚至得出错误的

结论［２２－２４］。因此，在用实时荧光量 ＰＣＲ分析目标
基因的表达情况之前，需要对内参基因进行筛选，以

确保分析结果的有效性。

传统的内参基因多数是细胞骨架的基本组成或

参与生物体基本代谢调控过程的基因，如 Ａｃｔｉｎ编码
细胞骨架结构蛋白，ＴＵＢ（β微管蛋白，βｔｕｂｕｌｉｎ）主
要参与细胞生长和光刺激反应，ＧＡＰＤＨ编码糖酵
解、糖异生及光合作用碳固定循环过程中的关键酶，

ＥＦ１α参与转录延伸等等。由于内参基因的重要意
义，研究人员对不同植物中稳定表达的内参基因筛

选做了较多研究，筛选出了一些针对植物不同组织

部位的稳定内参基因。拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ
（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）种子中稳定的内参基因为ＵＢＣ［２５］，拟
南芥在不同组织中的稳定内参基因为 ＵＢＱ５、ＡＰＴ１
以及ＥＦ１α［２６］；水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）在不同组织中
稳定的内参基因为ＣＹＣ［２７］，干旱胁迫下水稻不同类
型样本中的稳定内参基因则是 ＵＢＱ与 ＧＡＰＤＨ［１６］；
烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）在不同组织中稳定的内
参基因为 Ｌ２５与 ＥＦ１α［２８］，在非生物胁迫下的稳定
内参基因则是 ＰＰ２Ａ与 Ａｃｔｉｎ［２９］；番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍＭｉｌｌ．）在不同组织器官中的稳定内参基
因为ＣＹＣ和 ＴＩＰ４１［３０］。同时，针对植物在不同试验
条件下的内参基因筛选，也逐渐成为研究趋势。胡

杨（ＰｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａＯｌｉｖ．）较为稳定的内参基因，

在干旱胁迫下为 Ｇｌｌａ和 Ａｃｔｉｎ，在短期盐处理下为
Ｇｌｌａ和 ＲＰＬ１７，在长期盐处理条件下则是 ＴＵＢ和
ＲＰ［３１］。茶树（Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏ．Ｋｔｚｅ．）在不
同成熟叶片与愈伤组织中 ＧＡＰＤＨ为较为合适的内
参基因，在不同组织器官中则是 βａｃｔｉｎ最为稳
定［３２］；而在不同逆境条件下对比筛选茶树幼叶中的

内参基因时发现，在冷害、干旱与盐胁迫等条件下，

ＧＡＰＤＨ的表达稳定性优于其他内参基因［３３］。同时

也有研究表明，不同氮处理下茶树幼叶中的稳定内

参基因是ＧＡＰＤＨ或者ＧＡＰＤＨ＋βａｃｔｉｎ组合［３４］。这

些研究均表明，内参基因要根据植物类型、组织部位

和试验条件进行准确的筛选评估和验证，因此，建立

多内参基因的评价体系，是提高实时荧光定量 ＰＣＲ
试验准确性的重要保证。

ＷａｎｇＺ等通过软件ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ和Ｂｅｓｔ
Ｋｅｅｐｅｒ筛选对比了 ＵＢＱ、ｅＩＦ３、ｅＩＦ４Ａ、Ａｃｔｉｎ、ＧＡＰ
ＤＨ、ＥＦ１α、αＴＵＢ、βＴＵＢ及４０Ｓ这９个常用内参基
因在杉木形成层中的稳定性，得出在杉木形成层过

程中ｅＩＦ３、ｅＩＦ４Ａ、ＵＢＱ和 Ａｃｔｉｎ的稳定性较优，并
选择３个软件稳定性均居优的基因 ｅＩＦ３作为分析
杉木形成层发展情况的表达分析中的内参基因［２０］。

本试验通过软件 ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
对杉木中的７个候选内参基因进行稳定性评价分
析，综合３个软件的分析结果，筛选杉木基因表达分
析中可用的相对最稳定的内参基因，并通过纤维素

合酶基因 ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣｅｓＡ２的表达分析验证综合
筛选结果。软件ｇｅＮｏｒｍ显示，根中最稳定的内参基
因为Ａｃｔｉｎ，茎中为 ＥＦ１α、叶中为 ＵＢＱ；软件 Ｎｏｒｍ
ｆｉｎｄｅｒ分析表明，根中ＧＡＰＤＨ最稳定，茎中是ＥＦ１α，
叶中则是ＵＢＱ；软件 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析得到根与叶中
稳定内参基因是 ＥＦ１α，茎中是１８ＳｒＲＮＡ。在杉木
根、茎叶中ＣｌＣｅｓＡ２的相对表达量均高于ＣｌＣｅｓＡ１，且
不同内参基因作为校正参比时，ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣｅｓＡ２
的表达量均有所不同。以 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α、ＵＢＣ、１８Ｓ
ｒＲＮＡ与２８ＳｒＲＮＡ作为内参基因时，ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣ
ｅｓＡ２基因在根、茎和叶中的表达趋势相近，均为茎中
相对表达量最高，叶次之。以 ＧＡＰＤＨ和 ＵＢＱ作为
内参基因时，ＣｌＣｅｓＡ１在杉木茎与叶中的相对表达量
相近，且高于根中表达量，ＣｌＣｅｓＡ２则是表现为茎中
最高，叶次之。３个软件综合评价结果显示，在杉木
根与茎中，合适的稳定内参基因均以 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α与
ＧＡＰＤＨ为主；而在杉木叶中，软件ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍｆｉｎｄ
ｅｒ评价得到的最佳内参基因是 ＵＢＱ与 ＥＦ１α，软件

０７
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ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ得出的合适内参基因为 Ａｃｔｉｎ与 ＥＦ１α，
同杉木根和茎的稳定内参基因相接近；同时，３个组
织器官中最不稳定的内参基因均为２８ＳｒＲＮＡ。结果
表明，７个候选内参基因中，Ａｃｔｉｎ与 ＥＦ１α在杉木不
同组织中较为稳定，推荐作为荧光定量 ＰＣＲ试验的
内参基因；２８ＳｒＲＮＡ评价为较不稳定，不适合作为
杉木基因表达分析的内参基因。

４　结论
本研究通过对比分析ＧＡＰＤＨ、ＥＦ１α、１８ＳｒＲＮＡ、

２８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ、ＵＢＣ与 Ａｃｔｉｎ共７个候选内参基因
在杉木实时荧光定量ＰＣＲ分析中的表达稳定性，筛
选获得了在杉木不同组织中稳定表达的合适内参基

因Ａｃｔｉｎ与ＥＦ１α；２８ＳｒＲＮＡ的表达稳定性低，不适合
作为杉木实时荧光定量 ＰＣＲ分析的理想内参基因。
以Ａｃｔｉｎ与ＥＦ１α作为内参基因，对纤维素合酶基因
ＣｌＣｅｓＡ１和ＣｌＣｅｓＡ２在杉木不同组织中的相对表达
量进行分析，结果表明：ＣｌＣｅｓＡ１和 ＣｌＣｅｓＡ２在杉木
中的相对表达量排序为茎 ＞叶 ＞根，且 ＣｌＣｅｓＡ２在
各个组织中的相对表达量均高于 ＣｌＣｅｓＡ１。本研究
筛选获得了适合杉木实时荧光定量 ＰＣＲ分析的内
参基因，为提高杉木实时荧光定量 ＰＣＲ试验准确性
提供了基础背景校正的稳定参照值。
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