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摘要: 利用实时荧光定量PCR技术, 结合geNorm、NormFinder和BestKeeper软件研究了5个常用的植物内参基因GAPDH、

β-Actin、18S rRNA、UBQ和EF-1在不同基因型、不同组织、不同发育时期核桃(Juglans spp.)中的表达情况, 以期筛选出在

核桃中稳定表达的内参基因。结果显示: GAPDH和EF-1在核桃所有样品中均表达稳定, 由于表达丰度偏低, 所以适合作为

分析较低表达丰度目标基因时的内参; 18S rRNA在核桃所有样品中表达稳定性较好, 且18S rRNA表达丰度偏高, 适合作为

分析较高表达丰度目标基因时的内参; β-Actin和UBQ在核桃样品中的表达稳定性较差, 不适合作为核桃中基因表达分析时

的内参基因。
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实时荧光定量PCR (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR)具有重复性好、灵敏度高、特异性强及

高通量的优点, 能够用于植物不同组织(任锐等

2016; 孙美莲等2010)、不同发育时期(杨澜等2015; 
樊连梅等2014; 齐飞艳等2013)、不同基因型(蒋婷

婷等2015)和不同胁迫处理(周晓慧等2014)条件下

各种基因的表达差异性研究, 可快速、便捷地实

时监控基因在不同样本中的表达情况。但qRT-PCR
技术在检测过程中需选择合适的内参基因, 以保

证其结果的准确性。

内参基因可在不同的组织和细胞中恒定表达, 
维持细胞最低限度的功能。但研究表明, 在植物

不同的组织、器官和细胞发育的不同阶段以及不

同试验条件下, 内参基因的表达并非永远恒定(Die
等2010), 如内参基因18S核糖体RNA基因(18S 
rRNA)和3-磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH)在珙桐

(Davidia involucrata)不同器官中的表达稳定性差

(任锐等2016), 但18S rRNA和GAPDH在苹果(Malus 
pumila)着色期(樊连梅等2014)及干旱、盐胁迫条

件下的喀西茄(Solanum aculeatissimum)中却表达稳

定(周晓慧等2014)。因此评价不同条件下内参基因

的表达稳定性是获得可靠试验结果的必要前提。

核桃(Juglans sp.)作为一种营养密集型保健食

品, 含有丰富的多不饱和脂肪酸、蛋白质和次级

代谢产物, 如多酚类物质、生物碱、维生素等, 具
有抗氧化、抗菌等一系列药理功能。利用分子生

物学手段揭示核桃功能成分的合成与调控机理已

成为研究热点。目前核桃属植物中仅有普通核桃

(J. regia)用18S rRNA做内参基因(徐丽等2014; 宋
晓波等2016; 何富强等2011), 对于其他经典的内参

基因如β-肌动蛋白基因(β-Actin)、多聚泛素酶基因

(UBQ)、转录延伸因子基因(EF-1)、GAPDH等在

核桃中是否有更加稳定的表达尚不清楚。本研究

选取以上5个常用的内参基因, 利用qRT-PCR技术

对其在核桃属植物不同种和品种、不同组织及不

同发育时期的表达稳定性进行评价, 以期筛选出

在核桃中表达稳定的内参基因, 为后续的基因表

达研究提供参考。

材料与方法

1  材料

以核桃属泡核桃(Juglans sigillata Dode)主要

栽培品种‘黔核6号’、‘黔核7号’和‘黔核8号’及普

通核桃(J. regia L.)品种‘香玲’为试材, 于2016年4~9
月分别采集‘黔核7号’盛花后1周果实, 每隔15 d取
一次, 直至果实成熟, 共10个时期; ‘黔核7号’一年

生新梢、根、盛花期雄花、成熟期叶片和果实, 
分别用于不同组织及不同发育时期的表达差异性

分析。9月采集4个品种成熟期果实用于不同基因

型的表达差异性分析。每个样品3次重复, 且样品

量不少于2 g。在低温冷藏条件下带回实验室, 液
氮速冻后, 保存于−80°C冰箱备用。

2  方法

2.1  RNA提取及cDNA合成

用植物总RNA试剂盒(BioTeke)提取RNA。用
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1% (m/V)琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的完整性。

超微量紫外分光光度计(K5500)确定浓度后, 以总

RNA为模板, 按照M-MMLV反转录试剂盒说明书

合成cDNA第一链, 置于−80°C冰箱保存备用, 用于

后续试验。

2.2  内参基因的选择

根据苹果(周兰等2012; 李君英等2016)、葡萄

(Vitis vinifera) (查倩等2016)、毛竹(Phyllostachys 
pubescens) (齐飞艳等2013)、马铃薯(Solanum tubero-
sum) (Lopez-Pardo等2013)、茄子(Solanum melongena) 

(Gantasala等2013)、辣椒(Capsicum annuum) (Wang
等2012)等植物内参基因的研究结果, 选择5个常用

经典内参基因: 18S rRNA、β-Actin、EF-1、GAPDH
和UBQ。

2.3  内参引物的设计

在NCBI中寻找各候选基因的保守序列, 用
Primer 5.0软件设计引物(表1)。引物的退火温度在

56~60°C之间, 引物长度在20~26 bp之间, 扩增产物

长度在100~250 bp之间。引物序列由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。

表1  qRT-PCR检测中内参基因的引物序列

Table 1  Primer sequences of reference genes in qRT-PCR analysis

基因名称                       引物序列(5′→3′) 产物长度/bp 退火温度/°C

18S rRNA 正向: GGTCAATCTTCTCGTTCCCTT 212 60
 反向: TCGCATTTCGCTACGTTCTT  
β-Actin 正向: GCCGAACGGGAAATTGTC 183 56
 反向: AGAGATGGCTGGAAGAGG  
GAPDH 正向: ATTTGGAATCGTTGAGGGTCTTATG 115 58
 反向: AATGATGTTGAAGGAAGCAGCAC  
UBQ 正向: ATGCAGATTTTTGTGAAGAC 196 60
 反向: ACCACCACGGAGACGGAGG  
EF-1 正向: ACCAGCATCACCATTCTTCA   98 56
 反向: ACTGCCATACTTCCCACATT  

2.4  反转录PCR与qRT-PCR扩增

反转录PCR (reverse transcription PCR, RT-PCR)
反应体系(20 μL)包含: 10 μL 2×Taq PCR Master 
Mix (TIANGEN), 1 μL cDNA(大约30 ng, 作为模

板), 上、下游引物(20 μmol·L-1)各0.5 μL, 8 μL双蒸

水(double-distilled water, ddH2O)。RT-PCR反应条

件为: 94°C预变性4 min; 94°C变性40 s, 56~60°C退
火40 s, 72°C延伸50 s, 35个循环; 72°C延伸7 min。
产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测。

qRT-PCR反应是在Applied biosystems ViiA™ 
7实时荧光定量PCR仪上进行, 向Axygen PCR管中

加入20 μL的qRT-PCR反应体系: 10.0 µL SYBR 
Premix Ex Taq (2×)、上下游引物(10 µmol·L-1)和
ROX Dye II各0.4 µL, 2.0 µL模板cDNA、6.8 µL 
ddH2O。反应条件为: 50°C预变性2 min; 95°C变性

15 s, 60°C退火/延伸1 min, 40个循环; 熔解曲线扩

增95°C 15 s, 60°C 1 min, 95°C 15 s, 1个循环。反

应过程中, 每个内参基因的qRT-PCR均设置阴性对

照, 以检验该基因扩增反应背景, 每处理重复3次。

2.5  内参基因表达稳定性分析

荧光定量PCR分析之后, 根据仪器给出反应

基因表达丰度的Ct值, Ct值越小, 基因表达丰度越

高, 反之亦然。按公式Q=EΔCt计算各基因的相对表

达量, 其中Q为相对表达量; E为基因扩增效率, 默
认为2; ΔCt=Ct (样品)−Ct (min) [Ct (min)为所有样品中最低

的Ct值, Ct (样品)为每个样品的Ct值]。
利用geNorm和NormFinder软件分析内参基因

的表达稳定性(Vandesompele等2002; Andersen等
2004), 利用BestKeeper软件对Ct值进行统计学分析

评价其表达稳定性。

实验结果

1  RNA提取及质量检测

经1%琼脂糖凝胶电泳结果显示, 提取的28S 
rRNA和18S rRNA条带完整且完全分开, 说明总

RNA完整性良好(图1-A)。紫外分光光度计检测其

在280和260 nm下的吸光值, OD260/280值介于1.8~2.1
之间, OD260/230值介于2.0~2.3之间(图1-B), 表明
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图1  核桃RNA琼脂糖凝胶电泳(A)及吸光比值测定(B)
Fig.1  RNA agarose gel electrophoresis (A) and light absorption ratio (B) of walnut

Absorbance: 吸光度; Wave Length: 波长。

RNA无污染, 无降解, 纯度高, 满足后续实验的

要求。

2  内参基因引物扩增特异性检测

各内参基因的PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检

测, 结果如图2所示, 在100~250 bp间均扩增出单一条

带, 说明没有扩增杂带和引物二聚体, 引物的特异性和

准确性好, 扩增反应专一性高, 可用于qRT-PCR分析。

选内参基因的Ct值在17~33之间, 表达丰度分布范

围广。其中18S rRNA的Ct值较小, 在17~25之间, 表
达丰度较高; EF-1和GAPDH的Ct值较大且数值集

中, 在29~33之间, 表达丰度较低; β-Actin和UBQ的

Ct值变化范围大, 数据较为分散, 主要集中在18~32
之间, 表达丰度居中(图4)。由此可初步判断, EF-1
和GAPDH表达较为稳定, β-Actin和UBQ表达差异

较大, 为进一步准确判断内参基因的表达稳定性, 
须借助内参基因分析软件进行分析评价。

5  内参基因表达稳定性评价

5.1  geNorm软件分析

geNorm软件根据平均表达稳定值(average ex-
pression stability value, M)的高低进行排序, M值越

低, 表明基因的稳定性越好, 反之稳定性越差。软

件默认M的取舍值为1.5, 即M<1.5时的内参基因表

达相对稳定。由图5-A~D可以看出, EF-1和GAPDH
的M值均小于0.8; 此外, 18S rRNA的M值也均小于

1.7, 表达稳定性也较高, 三者均可作核桃基因型、

组织型及发育时期基因表达的内参基因。而β-Actin
和UBQ的M值均大于1.5, 表达稳定性较差, 不适合

作为分析核桃基因表达时的内参基因。

为消除使用单一内参基因引起的偏差和波动, 
geNorm软件还可以通过分析配对差异值Vn/(n+1)来确

定所需内参基因的最适数目。软件默认Vn/(n+1)阈值

为0.15, 即当Vn/(n+1)<0.15时, 则无需引入第(n+1)个内参

基因。由图5-E可以看出, 在核桃各样品中, Vn/(n+1)值

均远大于0.15, 说明内参基因的表达稳定性不是很强, 
此时不能借助阈值0.15来确定所需内参基因的最适

数目。当分析核桃中目的基因的基因型、组织型及

发育时期差异性表达需要多个内参基因进行校准时, 
选择2~3个表达稳定的内参基因即可(任锐等2016)。

图2  核桃内参基因PCR产物的琼脂糖凝胶电泳检测

Fig.2  Agarose gel electrophoresis analysis of PCR products 
of reference genes in walnut

M: DL2000 DNA marker; 1: 18S rRNA; 2: β-Actin; 3: GAPDH; 4: 
UBQ; 5: EF-1。

3  内参基因的qRT-PCR熔解及扩增曲线分析

以核桃不同样品的cDNA第一链为模板, 进行

qRT-PCR分析。结果表明, 5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3-
左), 每个待测样品的扩增曲线重复性均较好(图3-
右)。说明每个内参基因的引物设计合理, 特异性

好, 反应的专一性高, 结果准确、可靠且符合qRT-
PCR的标准, 可进行后续实验。

4  内参基因Ct值分析

Ct值与基因的表达丰度成反比, 即Ct值越小, 
基因的表达丰度越高, 反之亦然。本研究中, 5个候
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图3  核桃内参基因的熔解曲线(左)和扩增曲线(右)
Fig.3  Melting curves (left) and amplification curves (right) of reference genes in walnut

A: 18S rRNA; B: β-Actin; C: GAPDH; D: UBQ; E: EF-1。Tm: 退火温度(单位: °C)。
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5.2  NormFinder软件分析

NormFinder软件根据各基因在样品间的组内

变异系数与组间变异系数, 得到的表达稳定值(ex-
pression stability value, M)与基因的稳定性呈负相

关, 即M值越小, 基因表达越稳定, 反之亦然。如表

2所示, 在所有测试样品中, 表达最稳定的内参基

因是UBQ和EF-1; 且EF-1和GAPDH在不同组织和

发育时期中表达最稳定; 而在不同基因型核桃样

品中, 内参基因18S rRNA和EF-1的稳定性表现最

好。此结果和geNorm软件分析结果相似。综合比

较的情况下, 内参基因EF-1在核桃样品中的表达

较为稳定, 其次为GAPDH, 而UBQ在不同组织、不

同基因型核桃样品中表达水平最不稳定。但在所

有测试样品中, 内参基因UBQ的稳定性排名存在

差异, 可能是由于计算方法的不同引起的。

5.3  BestKeeper软件分析

BestKeeper软件依据各候选内参基因在各试

验条件下Ct值之间的标准偏差(standard deviation, 
SD)和变异系数(coefficient of variation, CV)对内参

基因的稳定性进行综合分析。一般稳定的内参基

因具有较低的SD值和CV值。由表3可知, 内参基

因GAPDH和EF-1的表现最好, 表达稳定性均达到

了软件默认值。其次, 18S rRNA在标准偏差和变

异系数指标的评价中, 其表达稳定性较好, 在5个
候选基因中居于中间水平, 且表达丰度较高, 也是

图4  核桃内参基因的Ct值分布

Fig.4  Distribution of Ct values of reference genes in walnut
箱体代表Ct值的集中范围, 箱体中央横线代表中位数, 箱体

上、下边分别代表上四分位数和下四分位数, 箱体上、下端分别代

表最大值与最小值。候选基因根据中位数值由低到高依次排列。

研究核桃基因表达分析中内参基因的良好选择。

而SD的临界值为1.5, 若SD>1.5, 则表明稳定性较

差。UBQ和β-Actin在所有测试样品和不同基因型

样品中SD值大于2, 且UBQ在不同组织核桃样品中

的SD值为2.44, 说明UBQ和β-Actin在核桃样品中

的表达稳定性较差, 不适合作为研究核桃基因表

达分析中的内参基因。

讨　　论

qRT-PCR检测结果的准确性受到多种因素的

影响, 如引物的特异性、扩增产物的长度、RNA
样品的质量等, 最重要的还是内参基因的稳定性

(Udvardi等2008)。内参基因的选择不具有通用性, 
不经筛选直接采用18S rRNA或β-Actin等常见的管

家基因做内参基因, 很可能使定量结果的准确度

降低, 甚至得到错误的结论(Gutierrez等2008)。
目前, 在石蒜属(Lycoris sp.) (蒋婷婷等2016)、

葡萄(查倩等2016)、苹果(周兰等2012; 李君英等

2016; 樊连梅等2014)、毛竹(齐飞艳等2013)、珙

桐(任锐等2016)、喀西茄(周晓慧等2014)、大豆

(Glycine max) (曾文韬等2015)、橡胶草(Taraxacum 
kok-saghyz) (覃碧等2016)等植物上都已有相关内

参基因研究的报道, 而在核桃属植物的基因表达

研究中, 仅在普通核桃中有部分研究, 且选用的是

常见的内参基因18S rRNA, 如徐丽等(2016)用18S 
rRNA做内参基因, 研究WRKY4基因在普通核桃不

同组织中的表达, 虽得到较好的实验结果, 但是对

于不同栽培种的不同品种、不同组织以及不同发

育阶段具体应该选择哪一个内参基因才能获得精

准的试验结果缺乏系统的研究和评价。

本研究采用geNorm、NormFinder和BestKeeper
三个评价内参基因稳定性常用的软件, 以核桃属

植物4个不同栽培品种、7个不同组织以及10个青

皮的动态发育阶段共计21个样品为材料, 针对常用

的5个内参基因18S rRNA、β-Actin、GAPDH、UBQ、

EF-1进行筛选和稳定性评价, 发现GAPDH和EF-1
在测试的核桃所有样品中均表达稳定; 18S rRNA
表达稳定性居中; β-Actin和UBQ表达稳定性较差, 
不适合作为核桃中基因表达分析时的内参基因。

但是在对目标基因进行校准时, 不仅要求所用内

参基因的表达水平稳定, 而且要求其稳定的表达
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表2  NormFinder软件分析5个候选内参基因在不同条件下的表达稳定值(M)

Table 2  NormFinder analysis of five candidate reference genes with respect to their expression stability values (M)  
under different conditions

        处理 排序     基因 M         处理 排序     基因 M

所有测试样品 1 UBQ 0.794 不同组织 1 EF-1 0.524
 2 EF-1 0.818  2 GAPDH 1.051
 3 18S rRNA 0.863  3 β-Actin 1.103
 4 GAPDH 0.930  4 18S rRNA 1.281
 5 β-Actin 1.070  5 UBQ 2.403
不同基因型 1 18S rRNA 0.077 不同发育时期 1 EF-1 0.285
 2 EF-1 0.882  2 GAPDH 0.338
 3 GAPDH 1.710  3 β-Actin 0.968
 4 β-Actin 1.791  4 UBQ 1.293
 5 UBQ 2.247  5 18S rRNA 1.376

图5  geNorm软件分析内参基因的平均表达稳定值(M)和配对差异值(V)
Fig.5  Average expression stability (M) and pairwise variation (V) values of the candidate reference genes calculated by geNorm

A: 所有核桃样品中候选内参基因的M值; B: 核桃不同组织中候选内参基因的M值; C: 核桃不同发育时期中候选内参基因的M值; D: 
核桃不同基因型中候选内参基因的M值; E: 核桃不同条件下的V值。V2/3代表在2个内参基因条件下的配对差异值; V3/4代表在3个内参基因

条件下的配对差异值; V4/5代表在4个内参基因条件下的配对差异值。
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表3  BestKeeper软件分析5个候选内参基因在不同条件下的表达稳定性

Table 3  BestKeeper analysis of five candidate reference genes with respect to their exprssion stability under different conditions

       处理 排序     基因  SD  CV         处理 排序     基因 SD CV

所有测试样品 1 GAPDH 0.31   1.03 不同组织 1 GAPDH 0.12 0.39
 2 EF-1 0.32   1.08  2 EF-1 0.33 1.11
 3 18S rRNA 1.65   8.19  3 18S rRNA 1.43 6.94
 4 β-Actin 2.29   8.81  4 β-Actin 1.52 5.87
 5 UBQ 2.30   9.55  5 UBQ 2.44 9.07
不同基因型 1 GAPDH 0.08   0.26 不同发育时期 1 EF-1 0.42 1.41
 2 EF-1 0.24   0.81  2 GAPDH 0.53 1.76
 3 18S rRNA 1.29   5.77  3 18S rRNA 1.10 5.77
 4 UBQ 2.17 10.11  4 UBQ 1.46 5.81
 5 β-Actin 3.27 12.60  5 β-Actin 1.56 7.08

量与目标基因的表达量相近, 表达量过高或过低, 
都可能导致定量结果出现明显偏差(Gimeno等
2014)。GAPDH和EF-1的表达丰度偏低, 适合作为

分析较低表达丰度目标基因时的内参; 18S rRNA
表达丰度偏高, 适合作为分析较高表达丰度目标

基因时的内参。本研究为开展核桃功能基因表达

分析提供了方法学参考。
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Stability evaluation of reference genes for quantitative real-time PCR analysis 
in walnut (Juglans spp.)
LI Xue, PAN Xue-Jun*, ZHANG Wen-E*, ZHANG Rui, CHEN Jing
Guizhou Engineering Research Center for Fruit Crops, Guizhou University, Guiyang 550025, China

Abstract: In order to screen out the ideal reference genes for stable expression in walnut (Juglans spp.), GAP-
DH, β-Actin, 18S rRNA, UBQ and EF-1 were used to evaluate the expression stability in different walnut geno-
types, tissues, and developmental stages by using quantitative real-time PCR and softwares of geNorm, Norm-
Finder and BestKeeper. The results show that reference genes GAPDH and EF-1 were identified as stable genes 
in all samples of walnut, followed by 18S rRNA, β-Actin and UBQ. GAPDH and EF-1 were suitable for the 
analysis of lower target genes due to their low abundance of expression. 18S rRNA abundance of expression is 
high and suitable for analysis of higher expression target genes. However, the expression stability of β-Actin 
and UBQ in all samples was poor, which was not suitable as reference genes in walnut.
Key words: walnut; qRT-PCR; reference gene
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