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葡萄糖基氟虫腈处理下蓖麻内参基因的稳定性分析

毛根林，解　云，赵俊龙，陈　炎，徐汉虹，林　菲
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摘要：【目的】筛选葡萄糖基氟虫腈（ＧＴＦ）及溶剂二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）处理下蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ稳定的内参基
因，为研究ＧＴＦ的韧皮部装载机制提供参考。【方法】选取Ａｃｔｉｎ，ＡＲＣ，ｅｆ１ａ，ＳａｍＤＣ，ＴＵＡ６为内参基因，通过实时荧
光定量ＰＣＲ分析基因表达量并利用ｇｅＮｏｒｍ，ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ，ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ，ＤｅｌｔａＣＴ软件及 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ在线分析工具综合
比较不同时间和不同浓度的ＧＴＦ与ＤＭＳＯ处理后，５个候选内参基因在蓖麻幼苗子叶中表达的稳定性。【结果】各
软件分析得出的内参基因稳定性排名依次为ｇｅＮｏｒｍ：Ａｃｔｉｎ＝ｅｆ１ａ＞ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６；ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ：ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ
＞Ａｃｔｉｎ＞ｅｆ１ａ＞ＴＵＡ６；ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ：Ａｃｔｉｎ＞ｅｆ１ａ＞ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６；ＤｅｌｔａＣＴ：ＳａｍＤＣ＞Ａｃｔｉｎ＞ＡＲＣ＞ｅｆ１ａ＞ＴＵＡ６；
ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ：Ａｃｔｉｎ＞ＳａｍＤＣ＞ｅｆ１ａ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６，而单独分析 ＤＭＳＯ处理时，稳定性排名则为：ｅｆ１ａ＞ＳａｍＤＣ＞Ａｃｔｉｎ＞
ＴＵＡ６＞ＡＲＣ。【结论】综合分析ＧＴＦ和ＤＭＳＯ处理，Ａｃｔｉｎ的表达最稳定；在ＤＭＳＯ处理下，则ｅｆ１ａ最为稳定。
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　　农药施用减量增效要求在减少农药施用量的同
时提高农药的使用效率，降低农药残留，保证食品安

全，这也是当前农药研究者共同努力的方向。徐汉

虹等［１］提出的“导向农药”理念完美契合农药减量增

效的目的，对保障食品安全具有非常重要的意义。

导向农药能够在植物内源转运蛋白的作用下定向积

累至病虫为害部位，它的作用方式可以分为２种：一
是当植物受到危害时，导向农药分子能够被植物应

激反应产生的酶消解并释放出农药母体分子作用于

靶标；二是具有农药活性的导向分子直接作用于靶

标从而达到防治病虫害的目的。植物内源糖从源叶

合成，在糖转运蛋白介导下源源不断地通过韧皮部

转运至植物库组织［２］；基于导向农药的理念，Ｙａｎｇ
等［３］合成了葡萄糖基氟虫腈耦合物，并发现其有可

能是通过蓖麻糖转运蛋白介导进入蓖麻韧皮部［４］。

充分利用植物对内外源化合物的吸收与转运机制对

于提高农作物产量，探索病虫害防治新策略具有非

常重要的意义。

利用植物对内外源糖物质的吸收转运规律，对

关键基因进行修饰从而提高作物产量；合成能够被

植物转运载体介导的新型农药分子，实现农药分子

在植物体内的主动运输和定向积累，对于病虫害防

治能起到事半功倍的效果。研究发现草甘膦、百草

枯、葡萄糖基氟虫腈、部分农药分子与氨基酸的耦合

物Ｌｌｙｓｉｎｅ２，４Ｄ等虽然能被磷酸转运蛋白、聚胺转
运蛋白、糖转运蛋白、氨基酸转运蛋白所介导［４７］，但

却无法明确具体的转运子，无法明确化合物与转运

载体之间的构效关系，大大降低了这类农药的开发

效率。

蓖麻 Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ是用来研究内外源化合
物韧皮部输导性的模式植物，随着其基因组数据库

的释放，蓖麻中的各类转运蛋白家族将会被鉴定，利

用ＲＴｑＰＣＲ技术分析并克隆能被载体介导的化合物
处理前后差异表达的基因，是鉴定参与化合物韧皮

部装载的相关载体蛋白的重要手段。ＲＴｑＰＣＲ自
１９９５年由美国 ＰＥ公司成功开发以来，便以其操作
简便、检测灵敏度高、重复性好、检测速度快等优点，

被广泛应用于生命科学、分子诊断学、农学与医学、

食品微生物学等领域［８］。在基因表达分析过程中，

ＲＮＡ的质量和产量、不同组织或细胞间反转录效率
的差异等因素均有可能影响到目的基因表达分析结

果的准确性［９］。为了获取准确的结果，除了提高

ＲＮＡ质量，选择合适的内参基因来校正和标准化
ｍＲＮＡ是最首要的方式［１０］。理想的内参基因的表达

不受试验因素的影响而恒定表达在各种类型的组织

或细胞中［１１］。常用的内参基因是构成细胞器骨架的

基本组分或是参与生物体的基本生化代谢过程的基

因 ［１２１４］。同一个内参基因在不同的试验条件下表

达的稳定性是不一样的，如玉米根萤叶甲 Ｄｉａｂｒｏｔｉｃａ
ｖｉｒｇｉｆｅｒａｖｉｒｇｉｆｅｒａＬｅｃｏｎｔｅ在不同的试验条件下βＡｃｔｉｎ
在其整个生命周期内表达稳定，ＲＰＳ９则在ｄｓＲＮＡ处
理后的玉米根萤叶甲中表达稳定性最好，而ＢＴ处理
后，ＥＦ１在不同的组织中表达最为稳定［１５］；在荔枝

果实不同发育阶段用外源生长调节剂处理后 βＡｃｔｉｎ
比ＧＡＰＤＨ、１８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ、ｅＥＦ和２５ＳｒＲＮＡ的稳定
性更好［１６１７］，由此可见筛选出化合物处理前后都能稳

定表达的内参基因是ＲＴｑＰＣＲ技术分析并克隆能被
载体介导的化合物处理后差异表达的基因的基础。

本研究以蓖麻幼苗子叶为材料，选取常用的内

参基因 Ａｃｔｉｎ、ＡＲＣ、ＳａｍＤＣ、ｅｆ１ａ、ＴＵＡ６作为候选基
因，用ＲＴｑＰＣＲ方法检测上述常用内参基因在不同
浓度及不同时间的ＧＴＦ及其溶剂ＤＭＳＯ处理下的表
达量，分别采用常用的内参基因稳定性评价软件

ｇｅＮｏｒｍ［１０］、 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ［１８］、 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ［１９］、 Ｄｅｌｔａ
ＣＴ［２０］进行数据分析，最后用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ［２１］在线工具
对上述４种软件的计算结果进行综合评价，为研究
ＧＴＦ相关的转运载体基因的表达分析研究筛选出最
为稳定的内参基因。

１　材料与方法
１．１　材料

蓖麻种子由淄博市农业科学院提供。成熟蓖麻

种子在湿脱脂棉上于２７℃下催芽４８ｈ后，选出发芽
的种子，播入蛭石中，置于人工气候箱内进行培养。

培养条件为：温度为２７℃，相对湿度为７５％～８５％，
光照度２６０～３５０ｌｘ，每天光照１４ｈ，连续培养６ｄ的
蓖麻幼苗作为供试材料。

１．２　方法
１．２．１　蓖麻幼苗的药物处理　将蓖麻幼苗小心剥去
胚乳，用手轻轻擦洗子叶表面，切勿折叠或弄破子叶。用

子叶培养缓冲液（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭＥＳ，０２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＭｇＣｌ２，０５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＣａＣｌ２，２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＥＤＴＡ，
ｐＨ５０）配制相应浓度的ＧＴＦ或者ＤＭＳＯ后，将蓖麻
子叶浸泡于相应含药缓冲液中，同时将蓖麻根部置于

根部培养缓冲液（０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２，１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＭＥＳ）中。浓度梯度试验设定７个 ＧＴＦ和 ＤＭＳＯ浓
度梯度，分别为 １０、２５、５０、１００、２００、５００、１０００
μｍｏｌ·Ｌ－１，于人工气候箱内培养６ｈ后收集样品；时间
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梯度试验设置为以１００μｍｏｌ·Ｌ－１的ＧＴＦ或ＤＭＳＯ处
理蓖麻幼苗，分别于０、３、６、９、１２ｈ后收集子叶。每个处
理设３个重复，以不含ＧＴＦ及ＤＭＳＯ的缓冲液为对照
组，完成相应的处理后在蓖麻幼苗胚柄处剪断，将子叶

装入锡纸袋，用液氮速冻后置于－８０℃冰箱保存备用。
１．２．２　蓖麻子叶总 ＲＮＡ的提取及第一链 ｃＤＮＡ的
合成　使用 Ｏｍｅｇａ植物 ＲＮＡ提取试剂盒提取经过
处理的蓖麻子叶总 ＲＮＡ，并用核酸蛋白定量仪
（ＮＤ１０００，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）检测ＲＮＡ样品的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
和Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值，确定ＲＮＡ的浓度和纯度，同时用

含甲醛（ｗ＝１２５％）的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的
完整性。随后 ＲＮＡ用 ＲＱ１ＲＮａｓｅｆｒｅｅＤＮａｓｅ处理，
并用反转录试剂盒（ＢｉｏＲａｄ）进行第一链ｃＤＮＡ的反
转录。转录完成后以合成的 ｃＤＮＡ为模板克隆内参
基因片段以进行ＲＴｑＰＣＲ试验。
１．２．３　候选内参基因的处理　根据水稻内参基因
的氨基酸序列［２０］，在 ＮＣＢＩ上获得对应的蓖麻内参
基因登录号和基因序列，并通过 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０
软件设计特异性引物，由北京六合华大基因科技有

限公司合成。选取的内参基因引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ候选内参基因的引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

基因 登录号 上游引物（５′３′） 下游引物（５′３′） 扩增序列／ｂｐ

Ａｃｔｉｎ ＡＹ３６０２２１．１ ＧＴＧＣＴＴＧＡＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＣ ＴＴＧＧＣＡＧＴＣＴＣＡＡＧＴＴＣＴＴＧＣＴＣ ２３９

ＡＲＣ ＸＭ＿００２５２４１６０．１ ＧＴＧＡＡＧＣＡＡＡＣＣＡＡＧＡＣＴＣＣ ＣＴＧＡＧＣＴＧＣＴＴＴＡＣＣＧＴＡＧ １５８

ｅｆ１ａ ＸＭ＿００２５１８０２８ ＣＴＴＣＡＣＡＴＣＣＣＡＧＧＴＴＡＴＣＡＴ ＣＴＣＡＧＣＡＡＡＣＴＴＣＡＣＡＧＣＡＡＴＧ １０６

ＳａｍＤＣ ＸＭ＿００２５２５９１０．１ ＣＣＧＡＣＴＧＡＧＴＴＣＴＣＣＡＴＴＧ ＣＣＣＴＴＴＣＣＡＡＧＣＡＣＴＴＣＡＴＡＧ １１６

ＴＵＡ６ ＸＭ＿００２５２２０５８．１ ＧＡＡＧＴＧＴＴＣＴＣＣＣＧＴＡＴＴＧＡＣ ＣＣＣＴＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＧＣＡＣ １７０

　　以含候选基因片段的质粒为模板构建其对应的
标准曲线。利用ｃＤＮＡ为模板获得候选内参基因片
段。通过２０ｇ·Ｌ－１凝胶电泳检测并用 ＤＮＡ凝胶纯
化试剂盒回收目的片段，将回收产物连接 ｐＭＤ２０Ｔ
载体上，蓝白斑筛选阳性克隆并测序。经验证正确

的阳性克隆扩大培养后，用质粒小提试剂盒（Ｏｍｅ
ｇａ）提取质粒。取 ５００ｎｇ质粒用 ＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
（Ｔａｋａｒａ）稀释，每个梯度稀释１０倍，依次稀释５～８
个梯度，则浓度分别为 ５０、５、１／２、１／２０、１／２００和
１／２０００、１／２００００、１／２０００００ｎｇ·μＬ－１。以稀释后
的质粒为模板进行 ＲＴｑＰＣＲ反应，ＰＣＲ仪自带的计
算软件ＣＦＸＭａｎａｇｅｒＴＭＳｏｆｔｗａｒｅ自动计算获得熔解
曲线，并根据所得Ｃｔ值绘制标准曲线，得到斜率（ｋ）
和线性相关系数（Ｒ）。根据公式Ｅ＝５!１／ｋ－１，计算
得出扩增效率（Ｅ）。候选内参基因引物特异性则通
过ＲＴｑＰＣＲ的熔解曲线的峰形图来评价。
１．２．４　ＲＴｑＰＣＲ分析　ＲＴｑＰＣＲ反应用 ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ９６ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ完成。反应体系按照
ＩＱＴＭＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ说明书进行配制，反应
总体积为２０μＬ；反应条件如下：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，
６２℃ ４０ｓ，４０个循环后进行６５～９５℃熔解曲线分
析。每个样品设定３个重复。
１．３　数据分析

根据 ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ获
得的各样品的 Ｃｔ值，采用 ｇｅＮｏｒｍ，ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ，Ｂｅｓｔ
Ｋｅｅｐｅｒ，ＤｅｌｔａＣＴ４种算法对各候选内参基因的稳定
性进行比较，同时参考 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ的计算结果，筛选

出在ＧＴＦ及ＤＭＳＯ处理下稳定性最好的内参基因。

２　结果与分析
２．１　候选内参基因引物特异性及扩增效率

以反转获得的ｃＤＮＡ为模板扩增候选内参基因
片段，电泳检测结果显示所得目的条带大小与理论

值一致，且没有发现其他条带，扩增特异性好

（图１）。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ａｃｔｉｎ；２：ＡＲＣ；３：ｅｆ１ａ；４：ＳａｍＤＣ；

５：ＴＵＡ６。

图１　候选内参基因ＰＣＲ扩增产物检测
Ｆｉｇ．１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｆｉｖｅｃａｎ

ｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

　　ＲＴＰＣＲ的结果表明，各候选内参基因的相关系
数（Ｒ）≥ ０９９６，引物的扩增效率为 ９５０％ ～
１０７７％，均符合 ＲＴｑＰＣＲ对扩增效率的要求（表
２）；进一步分析熔解曲线，发现各候选内参基因都只
产生单一的熔解峰。上述结果说明所设计的引物特

异性良好，ＲＴｑＰＣＲ反应的专一性高，准确性好。
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表２　５个候选内参基因的标准曲线参数
Ｔａｂ．２　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｆｏｒｆｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

基因 斜率（ｋ） Ｒ２ 扩增效率（Ｅ）／％ θ（解链）／℃ Ｃｔ
Ａｃｔｉｎ －３．２１８ ０．９９９ １０４．５ ８１．０ １１．８０～２４．００
ＡＲＣ －３．２０４ １．０００ １０５．２ ７９．０ １０．６４～２３．３５
ｅｆ１ａ －３．３２１ ０．９９８ １００．０ ７９．５ ９．５３～２９．３９
ＳａｍＤＣ －３．１５１ ０．９９３ １０７．７ ７９．５ ８．５９～２４．２０
ＴＵＡ６ －３．３２９ ０．９９８ ９９．７ ７９．５ １１．６９～３１．１７

２．２　候选内参基因的表达谱分析
在ＲＴｑＰＣＲ试验中，Ｃｔ值与基因的表达量成反

比。本研究结果表明同一个扩增反应的３个重复的
标准差很小，Ｃｔ值非常接近，说明扩增反应重复性
好，能准确反映基因的转录水平；５个候选内参基因的
Ｃｔ值均位于１７～２４，同时都处于相应候选内参基因标
准曲线的Ｃｔ跨距之内；同一个基因，浓度处理对其表
达量影响较大；其中对ｅｆ１ａ的表达量最大（１７～２１），
ＳａｍＤＣ及ＡＲＣ的表达量相对较小（１８～２４）；在所有
的样品中，ｅｆ１ａ的Ｃｔ值变化范围最小，△Ｃｔ为２７７，
其次是 Ａｃｔｉｎ，ＳａｍＤＣ的 Ｃｔ值变化最大，△Ｃｔ为
４２３。同一个基因在不同的样品中表达量的差异说
明有必要对这些常用内参基因进行筛选，以选择合

适的内参基因或组合来进行接下来的定量试验。

２．３　不同处理候选内参基因稳定性分析
２．３．１　４种软件分析内参基因稳定性　将ＲＴｑＰＣＲ
试验所获得的Ｃｔ值处理后导入 ｇｅＮｏｒｍ（Ｖ３５）计算
出各候选内参基因的稳定值（Ｍ值），Ｍ值越大，表示
稳定性越差。计算结果（图２ａ）表明，５个候选内参
基因均相对较稳定（Ｍ＜１５），Ａｃｔｉｎ和 ｅｆ１ａ的 Ｍ值
最低，稳定性最好；ＡＲＣ的Ｍ值最高，稳定性最差；这

５个候选内参基因的稳定性从高到低依次为：Ａｃｔｉｎ＝
ｅｆ１ａ＞ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６，即在 ｇｅＮｏｒｍ的算法
中，Ａｃｔｉｎ与ｅｆ１ａ的稳定性最好。

按ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件要求，将处理好的数据导入
软件进行计算，得出各候选内参基因的稳定值 Ｍ，Ｍ
值越大，说明基因的稳定性越差；反之则说明基因的

表达稳定性越好。经计算获得５个候选内参基因的
Ｍ值，按稳定性由高到低依次为：ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ ＞
Ａｃｔｉｎ＞ｅｆ１ａ＞ＴＵＡ６（图 ２ｂ），即在 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ算法
中，ＳａｍＤＣ的稳定性最好。

将ＲＴｑＰＣＲ反应获得的 Ｃｔ值导入 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
软件，根据各候选基因标准偏差值（ＳＤ）来确定候选
基因的相对稳定性，ＳＤ值越小，稳定性越好。在本
次试验中，所有基因的ＳＤ值均小于１，其ＳＤ大小顺
序依次为：Ａｃｔｉｎ＞ｅｆ１ａ＞ＳａｍＤＣ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６（图２ｃ），
即在ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件的算法中Ａｃｔｉｎ的稳定性最好。

利用ＤｅｌｔａＣＴ软件计算５个候选内参基因的Ｃｔ
值平均标准偏差（ＳＤ），ＳＤ越小，表明基因稳定性越
高。将计算结果按稳定性由高到低进行排序，依次

为：ＳａｍＤＣ＞Ａｃｔｉｎ＞ＡＲＣ＞ｅｆ１ａ＞ＴＵＡ６（图２ｄ），即在
ＤｅｌｔａＣＴ软件的算法中ＳａｍＤＣ的稳定性最好。

图２　不同软件分析５种候选内参基因的稳定性
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｇｅＮｏｒｍ，ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ，ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒｓｏｆｔ

ｗａｒｅａｎｄＤｅｌｔａＣＴｓｏｆｔｗａｒｅ
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２．３．２　ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ综合分析　由以上分析可知，
ｇｅＮｏｒｍ，ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ，ＤｅｌｔａＣＴ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ４种软件
由于不同的算法分析出来的结果也存在差异。此时

可以利用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ在线分析工具来进行综合分析
从而选出表达相对最为稳定的内参基因。ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ
可以根据各种算法所得的候选内参基因稳定表型排

名的几何平均数作为综合排名，从而筛选出最稳定

的内参基因。基因综合稳定参数与基因表达稳定性

成反比。根据计算结果可知 ＧＴＦ及 ＤＭＳＯ处理下，
候选内参基因表达稳定性由高到低依次为：Ａｃｔｉｎ＞
ＳａｍＤＣ＞ｅｆ１ａ＞ＡＲＣ＞ＴＵＡ６（图４）。

图３　ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ综合分析比较候选内参基因稳定性
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲｅｆＦｉｎｄｅｒｓｏｆｔｗａｒｅ

２．３．３　ＤＭＳＯ处理下内参基因的稳定性分析　ＤＭ
ＳＯ在蓖麻体系中的韧皮部输导性研究中常被用作溶
剂，有必要对其处理的样品单独进行内参基因稳定性

分析，以作参考。ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ分析结果（图４）表明，在
１０～１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的浓度梯度及０～１２ｈ的时间梯
度的ＤＭＳＯ处理下ｅｆ１ａ是最稳定的内参基因。

图４　ＤＭＳＯ在不同处理浓度及不同处理时间下的内参基因
稳定性分析

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｆｉｖｅｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲｅｆＦｉｎｄｅｒｉｎａｌｌｔｅｓｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＭＳＯａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅｓ

３　结论
本研究比较了Ａｃｔｉｎ、ＡＲＣ、ＳａｍＤＣ、ｅｆ１ａ、ＴＵＡ６基

因在不同浓度及不同时间的ＧＴＦ及其溶剂ＤＭＳＯ处
理前后的表达量，并分别采用 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ＤｅｌｔａＣＴ４个软件及 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ在线分析
工具对各候选内参基因的稳定性进行计算分析，以

期获得相对稳定的用于校正和标准化ＲＴｑＰＣＲ试验
的一个或是一组内参基因。ｇｅＮｏｒｍ软件的计算结果
中，Ａｃｔｉｎ与ｅｆ１ａ为稳定性最好的组合；在ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
与ＤｅｌｔａＣＴ的算法中，ＳａｍＤＣ是稳定性最好、最适合
的内参基因；而通过 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ获得的结果表明，
Ａｃｔｉｎ是最稳定的内参基因。由于各软件算法的不同
导致计算结果不尽相同，难以取舍。而 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ在
线工具可以根据以上４种算法所得的候选内参基因
稳定性的几何平均数综合排名，筛选出表达最为稳

定的基因，结果表明 ＧＴＦ、ＤＭＳＯ共同处理综合分析
时Ａｃｔｉｎ的稳定性最好。单独对 ＤＭＳＯ处理后的内
参基因稳定性分析时发现 ｅｆ１ａ是最稳定的内参基
因。本文分析了５个常用内参基因在ＧＴＦ和 ＤＭＳＯ
共同处理及 ＤＭＳＯ单独处理下内参基因的稳定性，
可为相关研究提供参考。
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