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水稻内参基因的研究进展
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　　摘要：实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）技术可为目的基因表达水平提供较为准确可靠的检测结果，但量化目的基
因表达水平时需要使用内参基因来计算，因此，内参基因的选择合理与否会影响目的基因试验结果的准确性。理想的

内参基因应该在所研究生物体内的大多数细胞中具有一致的较高丰度的转录表达，且表达水平不受外界因素的影响。

实际上这些内参基因可能受物种、品种、发育阶段、器官以及处理条件等因素的影响而表达水平发生显著改变，从而影

响定量计算结果。随着转录组测序技术的大量应用和数据积累，候选内参基因的选择也不再局限于传统的经验内参

基因，利用公共数据库进行候选内参基因的筛选逐渐成为一种可能，因此，开展水稻内参基因筛选的相关研究具有重

要的实践应用价值。本文综述总结了内参基因的来源和后续的筛选与验证方法，以及近几年来水稻内参基因由传统

的管家基因向高通量测序数据中筛选出的适应水稻不同处理和组织的合适内参基因的转变，并对未来水稻内参基因

的研究方向进行了展望，旨在为提高水稻基因表达研究的准确性提供有价值的应用参考。
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　　水稻是我国最主要的粮食作物之一，同时也是
用于遗传和分子功能研究的模式单子叶植物。随

着水稻基因组被完整测序和分子生物学的发展，水

稻的重要功能基因不断地被鉴定、克隆和解析。对

目的基因的表达模式进行分析是了解目的基因特

点、功能和挖掘利用其潜能的最基础研究内容之

一，因此基因表达分析是分子研究中的重要基础手

段。由于基因表达在根本上是受转录水平调控的，

因此研究往往需要量化目的基因的转录水平，即其

ｍＲＮＡ的表达水平［１－２］。检测目的基因表达水平的

常用技术包括Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹、原位杂交、实时荧光定
量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）、微阵列和转录组测序。其中，
ＲＴ－ｑＰＣＲ由于其特异性强、灵敏度高、重复性好和
分析便捷与准确等优势，更频繁地用于量化目的基

因的ｍＲＮＡ水平。在对 ＲＴ－ｑＰＣＲ产物的定量分
析过程中，其定量量化通常通过循环数与选择的稳

定表达的内参基因的相对值来计算。因此，除非选

择了真正稳定表达的内参基因作为参考，否则特定

样本中目的基因的表达水平往往被高估或低估。

例如测量目的基因 ＰＩＦ３Ｈ在芍药花的不同发育时
期（花蕾期、初开期、盛开期、衰败期）的表达模式
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时，利用常用的内参基因 ＰＰ２Ａ进行标准化时发现
ＰＩＦ３Ｈ的表达模式与利用其他常用内参基因标准化
时存在显著差异［３］。因此在基因表达测定中选择

不恰当的内参基因可能会得到不可靠的表达水平

变化趋势的结论［４］。在不同的试验条件下或者不

同的组织中，通常使用的内参基因本身的表达水平

可能也在变化中，因此每个试验场景下应单独选择

具有稳定表达水平的内参基因［５］。因此，内参基因

的正确选择，对于产生可靠和准确的 ＲＴ－ｑＰＣＲ结
果乃至形成基本结论都至关重要。

本文综述了植物研究中候选内参基因的选择，

候选内参基因稳定性的评价和验证方法以及水稻

内参基因的研究进展，旨在为水稻分子机理及育种

应用等相关领域研究提供内参基因选择时的参考。

１　内参基因的选择

１．１　理想候选内参基因筛选的标准
内参基因，曾一度也被称为管家基因，后因发

现其并非仅仅是起“管家”作用，故而“内参基因”一

名更为广泛地为大家使用。理想的内参基因应该

具备以下标准：（１）非假基因，以避免因基因组ＤＮＡ
的污染而被扩增［６］；（２）转录水平为高度或中度表
达，避免低表达水平的基因，有利于以此基因表达

水平作为基础的定量；（３）转录水平上稳定表达于
不同类型的细胞和组织中，而且其表达量相近，至

少无显著性差别；（４）其转录表达水平与细胞周期
或活跃时期无关；（５）其稳定的表达水平与目的基
因相对差异较小［７］；（６）受生长环境或内外界胁迫
因子影响后的变化较小［８］。

１．２　候选内参基因的来源
在植物中，ＲＴ－ｑＰＣＲ候选内参基因的表达通

常要求其在不同组织的细胞之间和不同的试验条

件下保持稳定。其中常用内参基因主要来源于以

往普遍使用的经“证实”的内参基因，这些内参基因

主要包括 ＡＣＴＩＮ（肌动蛋白基因）、ＣＹＰ（亲环素基
因）、ＥＦ１α（真核细胞延伸因子基因）、ＥＩＦ（真核细
胞引发因子基因）、ＧＡＰＤＨ（３－磷酸甘油醛脱氢酶
基因）、Ｈ３（组蛋白基因）、ＮＡＤＨＤ（烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸脱氢酶基因）、ＰＧＫ（磷酸甘油酸激酶基因）、
ｒＲＮＡ（核糖体 ＲＮＡ基因）、ＳＡＭＳＣ（Ｓ－腺苷甲硫氨
酸合酶基因）、ＴＥＦＧ（翻译延伸因子基因）、ＴＵＢ（微
管蛋白基因）、ＵＢＣ（泛素结合酶基因）以及ＵＢＱ（泛
素基因）等［９］。随着研究工作的深入和培育材料场

景的多样化，研究者发现，即使同一植物材料，在不

同生长周期、不同组织、不同环境条件下，这些基因

稳定性差异很大，需要分别筛选。如 ｄｅＡｎｄｒａｄｅ等
以耐旱性不同的２个甘蔗品种为材料，进行了３个
独立的试验，分析了内参基因在田间干旱胁迫下叶

片、温室干旱胁迫下叶片和在温室水培环境中茎根

缺水情况下的表达情况，结果表明，在田间干旱胁

迫下叶片中表达最稳定的基因是 ＵＢＱ１；在温室内
处于干旱胁迫条件下的叶片中及在 ＰＥＧ－８０００诱
导的水分亏缺胁迫下的茎根样品中，ＧＡＰＤＨ基因的
表达最稳定［１０］。

然而，随着高通量测序等技术的发展，微阵列

和转录组测序等数据越来越容易获得，候选内参基

因的来源不再局限于传统的内参基因。越来越多

的研究人员开始广泛利用微阵列和转录组数据库

来筛选候选内参基因，因此涌现了许多新的更稳定

的内参基因。例如，利用转录组数据从葡萄中筛选

出了７个新的候选内参基因（ＣＹＳＰ、ＥＦ－Ｈａｎｄ、
ＥＩＦ５Ａ２、ＧＤＴ１、Ｇｌｕｃ、ＮＤＵＦＳ８和ＹＬＳ８），它们在２种
组织类型（叶和果）、３个发育阶段（叶的３个发育阶
段和果发育的３个阶段）以及葡萄藤叶病毒感染后
的植株中分别稳定表达，且在各个验证算法中，这

些新开发的内参基因几乎都要比传统的 ＡＣＴＩＮ和
ＮＡＤ５更稳定［１１］。在小麦上，为了寻找小麦短期干

旱胁迫下的幼苗中最稳定内参基因，Ｄｕｄｚｉａｋ等选择
了５个用于小麦表达试验的常用内参基因，又利用
Ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ的微阵列数据库筛选了５个新的候选
内参基因。随后对候选内参基因的稳定性进行

ＲＴ－ｑＰＣＲ分析，试验结果表明，新候选内参基因
ＣＪ７０５８９２被发现是短期干旱胁迫下小麦中最稳定
的内参基因，而同样在 Ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ微阵列数据库
中筛选的新候选内参基因 ＣＡ７２８４４０在大多数稳定
性分析中都是最差的，因此利用数据库对候选内参

基因进行筛选后的验证是必不可少的［１２］。

２　内参基因稳定性的评价方法

随着人们对内参基因研究的逐步重视，许多在

线工具被开发出来，用于量化比较内参基因表达的

变化和稳定性，以期帮助研究者筛选出最合适的内

参基因。目前常用的 ５个软件分别是 ｇｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ΔＣＴ和ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ。

ｇｅＮｏｒｍ程序可以用于筛选任何试验的任意多
个数目的候选内参基因，并最终挑选出２个或２个
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以上的内参基因组合用来计算目的基因的表达量，

使相对定量的结果更为精确。每个候选内参基因

的稳定值（Ｍ）是基于所有测试基因之间的平均成对
变异（Ｖ）而产生的，判定标准为Ｍ值越小，该内参基
因的稳定性越好。同时，ｇｅＮｏｒｍ可以根据 Ｖｎ／Ｖｎ＋１
值来确定所需最适内参基因的数目。通常 Ｖ值设
定为０．１５，如果Ｖｎ／Ｖｎ＋１值＜０．１５，则最合适的内参
基因的数量是ｎ个［１３］。

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ程序通过方差分析来评估稳定值，
可以比较候选内参基因间的表达差异，还可以比较

组间变异，稳定性值最小的候选内参基因的表达最

稳定，即最适宜于作为内参基因来应用［１４］。

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ程序通过计算标准差和变异系数来
确定候选内参基因的表达稳定性。变异系数值越

小的内参基因，其稳定性越高，选用最合适［１５］。

ΔＣＴ程序通过比较样本中候选内参基因组成
的“基因对”的相对表达来识别稳定的内参基因，如

果同一个样本中２个基因之间的ΔＣＴ值不变，则认
为这２个基因的表达稳定。因此 ΔＣＴ软件的选择
原则为某一内参基因所有“基因对”的ΔＣＴ平均标准
偏差最小，则为最稳定的内参基因，应该被选用［１６］。

ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ是在 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
和ΔＣＴ分析的基础上，根据稳定性结果来计算几何
平均数从而获取基因稳定性的综合指数排名，指数

越小，则该基因表达越稳定，相对而言，综合考虑了

几种计算方法的优缺点［１７］。

３　候选内参基因的后续ＲＴ－ｑＰＣＲ的验证

在利用上述５种软件对候选内参基因进行筛选
并排名后，为了验证所得的候选内参基因的稳定

性，往往要对这些候选内参基因的稳定性进行ＲＴ－
ｑＰＣＲ试验验证。研究者们通常依据 ｇｅＮｏｒｍ中
Ｖｎ／Ｖｎ＋１＜０．１５时 ｎ的值来判断最终选择几个候选
内参基因最合适，并且在后续的验证中，研究者们

在软件中选取稳定性排名最靠前的ｎ个候选内参基
因，再选取１～２个在软件中排名倒数（稳定性最
差）的候选内参基因作为对照。利用经过归一化处

理的排名靠前的候选内参基因和排名倒数的候选

内参基因来验证目的基因表达结果的可靠性。

例如，为了验证燕麦中选出的最佳内参基因的

可靠性，研究者选择出样品组在程序中综合排名最

靠前的ＥＰ和 ＥＦ１Ａ，并进行归一化处理，又选择样
品组中综合排名最低的内参基因 ＧＡＰＤＨ１；在检测

了ＡｓＰＫＰ１和ＡｓＡＧＰＬ２在发育中的种子和胚乳中的
表达水平后，发现经ＥＰ＋ＥＦ１Ａ、ＥＰ和ＥＦ１Ａ标准化
的 ＡｓＰＫＰ１和 ＡｓＡＧＰＬ２的表达模式基本相似，与
ＧＡＰＤＨ１的表达模式明显不同，以此证明了ＥＰ、ＥＦ１Ａ
确实是这批候选内参基因中最稳定的内参基因［１８］。

再如，在对海南红豆杉叶片对不同胁迫处理

（脱落酸、乙烯、甘露醇、茉莉酸甲酯、氯化钠和水杨

酸）下以及由叶片制备的悬浮细胞的候选内参基因

进行验证时，选择 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
和ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ这 ４个程序中排名最靠前的 １８Ｓ和
ＵＢＱ，和排名最靠后的ＴＵＢ，又挑选了在乙烯胁迫下
悬浮细胞中稳定性排名最靠前的１８Ｓ和 ＴＵＡ，和在
乙烯胁迫下悬浮细胞稳定性排名最靠后的 ＮＡＣ，将
样品中目的基因 ＣｈＮＣＳ表达水平标准化以验证所
选择的内参基因。实际比较ＲＴ－ｑＰＣＲ的计算结果
发现，在叶中１８Ｓ和ＵＢＱ及归一化处理的变化模式
差异较小，与ＴＵＢ变化模式不同；在悬浮细胞中１８Ｓ
和ＴＵＡ及归一化处理的变化模式也一致，ＮＡＣ变化
模式差异很大。验证结果和程序分析结果吻合，验

证了候选内参基因的稳定性［１９］。

４　水稻内参基因的研究进展

４．１　常用内参基因作为水稻内参基因
从传统的内参基因家族中筛选相应的内参基

因在水稻研究中应用十分广泛，如Ｊａｉｎ等对１０个常
用的内参基因（１８ＳｒＲＮＡ－１、２５ＳｒＲＮＡ、ＡＣＴ１１、
ｅＥＦ－１ａ－１、ｅＩＦ－４α、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＣ、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０
和β－ＴＵＢ）在 ＩＲ６４中进行评估筛选。他们将样品
分成发育系列，包括３种光照条件下７日龄幼苗、７
日龄幼苗的根、成熟的叶片、穗轴、幼花花序、授粉

前后的花和成熟的种子，以及处理系列，包括盐胁

迫、冷胁迫、热胁迫、干旱胁迫、９种激素胁迫和２个
对照（均采用７日龄幼苗进行处理）。在将２个系
列的所有组织一起分析时，ＵＢＱ５和 ｅＥＦ－１α－１的
表达最稳定，而ＵＢＱ１０的稳定性最差。然而在不同
发育时期、不同器官中，所有内参基因稳定性结果都

非常相似，其中ＵＢＱ５和ｅＥＦ－１α－１最稳定；在不同
胁迫处理中，１８ＳｒＲＮＡ－１和２５ＳｒＲＮＡ最稳定［２０］。

在另一研究中，对１０个不同的常用内参基因
（ＡＣＴ１１、ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ、Ｅｅｆ－１、ｅＩＦ－４－ａ、ＧＡＰＤＨ、
ＴＩＰ４１－ｌｉｋｅ、ＵＢＣ－Ｅ２、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０和 β－ＴＵＢ）
在２个不同盐敏感水稻品种的叶片中进行稳定性评
估，结果显示 ＵＢＱ１０是水稻在盐胁迫条件下用于
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ＲＴ－ｑＰＣＲ定量的最佳内参基因［２１］。

在籼稻２个品种的５叶苗期和生殖生长时期
（开花前）对土壤供水匮缺的响应中，Ａｕｌｅｒ等检测
了９个常用内参基因（ＡＣＴ１１、ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ、ｅＩＦ－４α、
ＧＡＰＤＨ、ＴＩＰ４１－Ｌｉｋｅ、ＵＢＣ－Ｅ２、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０和
β－ｔｕｂｕｌｉｎ），其ＲＴ－ｑＰＣＲ的结果表明，在营养生长
和生殖生长时期，ＵＢＣ－Ｅ２和 ＵＢＱ５是在缺水条件
下水稻叶片最合适的内参基因；而 ＵＢＱ１０Ｚ在营养
生长阶段被认为是最不稳定的内参基因之一，但在

生殖生长阶段却是最稳定的基因之一［２２］。

对处于重金属（Ｚｎ、Ｃｕ、Ｃｄ和Ｐｂ）胁迫下水稻叶
片的内参基因（Ａｃｔｉｎ、ＥＦ－１α、ｅＩＦ－４α、ＧＡＰＤＨ、
ＵＢＣ、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０和β－ＴＵＢ）的表达稳定性分析
结果显示，ＵＢＱ１０和ＵＢＣ是最合适的内参基因［２３］。

而在３个品种 ＫＨＯ、ＲＫＢ和 ＩＲ－６４缺氧不同
时长条件下（２４、４８、９６ｈ）胚芽中表达稳定性检测结
果表明，所测试的常用内参基因有 １８ＳｒＲＮＡ、２５Ｓ
ｒＲＮＡ、ＡＣＴ１１、ｅＥＦ１α－２、ｅＩＦ４α、ＧＡＰＤＨ－２、ＵＢＣ、
ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０和 β－ＴＵＢ，其中 ＧＡＰＤＨ－２和
ｅＥＦ１α－２适宜于在水稻低氧萌发研究中作为最稳
定的内参基因应用［２４］。

在对生物胁迫的响应中，Ｆａｎｇ等通过对１４个不
同构成的常用内参基因（１８ＳｒＲＮＡ、Ａｃｔｉｎ、Ａｃｔｉｎ１－１、
ＥＦ－１α、ｅＩＦ－４α、ＥＸＰ、ＧＡＰＤＨ －１、ＯｓＡＯＣ、
ＴＩＰ４１－ｌｉｋｅ、ＵＢＣ、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０、α－ＴＵＢ和 β－
ＴＵＢ）在感染水稻条纹叶枯病的水稻和感染水稻黑
条矮缩病的水稻中进行定量分析的结果表明，

ＵＢＱ１０＋ＧＡＰＤＨ－１是水稻条纹叶枯病感染的水稻
中最稳定表达的内参基因；Ａｃｔｉｎ１－１＋ＵＢＣ是在感
染水稻黑条矮缩病情况下最稳定的内参基因［２５］。

而Ｈｕ等对南方黑条矮缩病毒侵染后的水稻叶片进
行内参基因验证时发现，８个常用内参基因
（１８Ｓ－２、２５Ｓ、ＡＣＴＩＮ、ＥＦ１α、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０
和 β－ＴＵＢ）中，仅１８Ｓ－２是南方水稻黑条矮缩病
毒侵染后水稻叶片的最合适内参基因［２６］。另外，

Ｈａｓｈｅｍｉｐｅｔｒｏｕｄｉ等则发现，感染不同病原菌的水稻
中，７个常用内参基因（１８ＳｒＲＮＡ、ＡＣＴ１－２、ＣＹＰ２８、
ｅＩＦ４ａ、ＧＡＰＤＨ、ＲＰＳ２７和ＵＢＣ５）里，ＡＣＴ１－２是水稻
单独感染立枯丝核菌后叶片中最佳内参基因，而

ＧＡＰＤＨ、ＵＢＣ５、ｅＩＦ４ａ分别是立枯丝核菌感染加硅
酸钾处理下、立枯丝核菌感染加嗜皂苷假单胞菌和

立枯丝核菌感染加假单胞菌蛋白等复合感染或有

应对措施下植株材料的最佳内参基因。ＡＣＴ１－２和

ＲＰＳ２７对于硅酸钾和嗜皂苷假单胞菌的组合最稳
定，而ＲＰＳ２７对于硅酸钾和假单胞菌蛋白的组合最
稳定。这些发现表明，在不同病原菌侵染和应对

后，所谓的“最稳定的”内参基因其稳定性发生变

化，需要采用内参基因的组合来进行表达研究［２７］。

４．２　高通量测序数据应用于水稻候选内参基因的
选择

随着高通量测序技术的发展，微阵列数据和转

录组数据大量积累，为研究者在选择内参基因时提

供了更多的可能性。如 Ｎａｒｓａｉ等用了 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ平
台上可获得的水稻的１３６个转录组数据和３７３个来
自微阵列的数据进行综合分析，这些数据来自包括

组织发育（胚、胚乳、干种子、发芽种子、胚芽鞘、叶、

顶端分生组织、根、柱头、子房和花序）、非生物胁迫

（冷、热、干旱、盐、营养和物理）、生物胁迫（真菌、寄

生虫、病毒和细菌）和激素处理的试验，筛选出 １２
个水稻新的候选内参基因［２８］。

Ｆａｂｉａｎｅ等在２个铁敏感性不同的水稻品种中
测试了先前研究中经常使用的３个传统内参基因
（ＯｓＧＡＰＤＨ、ＯｓＮＡＢＰ 和 ＯｓＥＦ －１ａ）以 及 从
Ｇｅｎｅｖｅｓｔｉｇａｔｏｒ数据库中选择的９个新型候选内参基
因，找到了在铁处理环境下的芽（Ｐ２、ＯｓＧＡＰＤＨ和
ＯｓＮＡＢＰ）、根（ＯｓＥＦ－１ａ、Ｐ８和ＯｓＧＡＰＤＨ）和根＋芽
（ＯｓＮＡＢＰ、ＯｓＧＡＰＤＨ和 Ｐ８）的有效内参基因［２９］。

而Ｓｏｎｉ等从暴露于重金属胁迫的公开转录组数据
中筛选出 ＯｓＯＢＰ和 ＯｓＣＫ１ａ．３，认为它们是类似条
件下最可靠的内参基因［３０］。Ｊｉ等利用开放的微阵
列和转录组数据库筛选出１２个基因作为候选内参
基因，并以 ５个传统内参基因为对比，利用 ＲＴ－
ｑＰＣＲ对这些基因进行进一步分析和验证，发现４个
基因（ＵＰＦ３、ｅＩＦ４Ａ－３、ＧＡＰＤＨ和 ＰＰＰ６）在生殖组
织中稳定表达，可作为水稻花药发育研究的内参基

因［３１］。Ｚｈａｏ等从ＩＣ４Ｒ转录组数据库筛选出１１个
新的水稻候选内参基因（ＡＲＦＢ１Ｂ、ＤＵＦ６０２、ＦｈａＢ、
Ｈｙｐｒｏ、ＰＰ５７、ＴＦＩＩＡ－Ｌ１、ＴＩＦ－ＳＵＩ１、ＵＦＣ１、ＹＩＰ１、
ＺＦ－ＲＦＰ和ＺＦ－Ｕ１），并将其与５个传统内参基因
（ＡＣＴ１、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＦ、ＵＢＱ５和 β－ＴＵＢ４）作比较，发
现新的内参基因ＵＦＣ１、ＦｈａＢ和传统使用的ＵＢＱ５是
水稻各器官（根、茎、叶、穗）中最稳定的内参基因［３２］。

为了获得特定组织类型或生长条件中稳定的

内参基因，Ｌｉｕ等利用 ＲＮＡ－Ｓｅｑ数据库筛选出１２
个候选内参基因（ＯｓＡＣＴ１、ＯｓＦ－Ｂｏｘ１、ＯｓＰＰ２Ｃ１、
ＯｓＰＰ２Ｃ２、ＯｓＵＢＱ１、ＯｓＵＢＱ２、ＯｓＧＤＣＰ、ＯｓＨｅＦＰ、
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ＯｓＭＥＤ７、ＯｓＯＳ－９、ＯｓＲｅＴＰ和ＯｓＺＯＳ３－２３），其中前
６个属于常用内参基因家族但未被广泛应用，后６
个是新发现的候选内参基因并对其进行验证，发现

了７日龄水稻叶（ＯｓＭＥＤ７、ＯｓＡＣＴ１和ＯｓＯＳ－９）、茎
（ＯｓＡＣＴ１、ＯｓＺＯＳ３－２３和 ＯｓＧＤＣＰ）和根（ＯｓＭＥＤ７、
ＯｓＯＳ－９和ＯｓＧＤＣＰ）的稳定内参基因［３３］。

除了利用公共数据库中转录组数据，也有研究

人员对自己特定处理材料的转录组测序结果，筛选

了更适合自己试验要求的内参基因。例如，为了获

得在高温下水稻胚乳发育过程中的合适内参基因，

Ｘｕ等对不同处理的水稻胚乳进行了转录组测序，通

过ＲＴ－ｑＰＣＲ从中筛选出６个候选内参基因（ＡＲＰ、
ｅＩＦ－５ａ、ＥＸＰ１、Ｆｂ１５、ＳＡＰ１８和 ＳＫＰ－１ｂ）。将它们
和１１个常用内参基因（１７ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ、２５Ｓ
ｒＲＮＡ、Ａｃｔｉｎ、ｅＥＦ－１ａ、ｅＩＦ－４ａ、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＣ、
ＵＢＱ５、ＵＢＱ１０和β－ＴＵＢ）一起进行稳定性分析后，
发现Ｆｂ１５和ｅＩＦ－４ａ是水稻胚乳中２个最稳定的
基因，而高温处理对 Ｆｂ１５和 ＵＢＱ５的表达影响最
小，Ｆｂ１５、ＵＢＱ５和１７ＳｒＲＮＡ在高温下胚乳中的表
达量最稳定［３４］。

目前在水稻各组织中筛选得到的最佳内参基

因名单列于表１。

表１　水稻中筛选出的最佳的内参基因

组织 试验条件　　 合适内参基因　　 参考文献

根 ７ｄ龄水稻根 ＵＢＱ５ ［２０］
ｅＥＦ－１α－１ ［２０］
ＯｓＭＥＤ７ ［３３］
ＯｓＯＳ－９ ［３３］
ＯｓＧＤＣＰ ［３３］

铁胁迫 ＯｓＥＦ－１ａ ［２９］
Ｐ８ ［２９］
ＯｓＧＡＰＤＨ ［２９］

生殖生长时期的根 ＵＦＣ１ ［３２］
ＦｈａＢ ［３２］

茎 生殖生长时期的茎 ＵＦＣ１ ［３２］
ＦｈａＢ ［３２］

７ｄ龄的茎 ＯｓＡＣＴ１ ［３３］
ＯｓＺＯＳ３－２３ ［３３］
ＯｓＧＤＣＰ ［３３］

叶 盐胁迫 ＵＢＱ１０ ［２１］
干旱胁迫 ＵＢＣ－Ｅ２ ［２２］

ＵＢＱ５ ［２２］
重金属胁迫 ＵＢＱ１０ ［２３］

ＵＢＣ ［２３］
感染南方水稻黑矮病的水稻 １８ＳｒＲＮＡ－２ ［２６］
感染立枯丝核菌的水稻 ＡＣＴ１－２ ［２７］
感染水稻条纹叶枯病水稻 ＵＢＱ１０ ［２５］

ＧＡＰＤＨ－１ ［２５］
感染水稻黑条矮缩病水稻 Ａｃｔｉｎ１－１ ［２５］

ＵＢＣ ［２５］
生殖生长时期的叶 ＵＦＣ１ ［３２］

ＦｈａＢ ［３２］
７日龄的叶 ＯｓＭＥＤ７ ［３３］

ＯｓＡＣＴ１ ［３３］
ＯｓＯＳ－９ ［３３］

穗 生殖生长时期的穗 ＵＦＣ１ ［３２］
ＦｈａＢ ［３２］

幼苗 长日照和短日照７ｄ龄的水稻苗 ＵＢＱ５ ［２０］
ｅＥＦ－１α－１ ［２０］

盐胁迫 １８ＳｒＲＮＡ－１ ［２０］
２５ＳｒＲＮＡ ［２０］

冷胁迫 １８ＳｒＲＮＡ－１ ［２０］
２５ＳｒＲＮＡ ［２０］
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表１（续）

组织 试验条件 合适内参基因 参考文献

幼苗 热胁迫 １８ＳｒＲＮＡ－１ ［２０］
２５ＳｒＲＮＡ ［２０］

干旱胁迫 １８ＳｒＲＮＡ－１ ［２０］
２５ＳｒＲＮＡ ［２０］

激素胁迫 １８ＳｒＲＮＡ－１ ［２０］
２５ＳｒＲＮＡ ［２０］

铁胁迫 Ｐ２ ［２９］
ＯｓＧＡＰＤＨ ［２９］
ＯｓＮＡＢＰ ［２９］

胚芽 低氧胁迫 ＧＡＰＤＨ－２ ［２４］
ｅＥＦ１α－２ ［２４］

花药 减数分裂、四分体、单核、双细胞和三细胞阶段的花药 ＵＰＦ３ ［３１］
ｅＩＦ４Ａ－３ ［３１］
ＧＡＰＤＨ ［３１］
ＰＰＰ６ ［３１］

胚乳 高温胁迫 Ｆｂ１５ ［３０］
ＵＢＱ５ ［３０］
１７ＳｒＲＮＡ ［３０］

５　总结与展望

尽管ＲＴ－ｑＰＣＲ是一种快速、可靠和灵敏的技
术，可以量化我们感兴趣的目的基因的转录水平，

但它的结果在相当程度上取决于选择合适的内参

基因来标准化计算，以此来最大程度地降低由样品

制备和扩增反应所带来的误差。在理想情况下，内

参基因应该在任何待检组织中或者试验情况下稳

定表达，转录水平变化微小。然而，大多数试验结

果显示，常采用的内参基因在不同组织、不同生长

阶段和试验条件下都会发生较为显著的响应变

化［３５］。尽管可能并不存在理想的在任何条件下都

稳定表达的内参基因，由于 ＲＴ－ｑＰＣＲ定量技术的
应用局限，必须选择相对较为稳定的内参基因。

在水稻中，传统的内参基因和其他常用的内参

基因都有了较多的研究，但这些研究经常表现出与

生长条件、水稻品种和水稻器官有关的局限性。为

了获得相对准确的 ＲＴ－ｑＰＣＲ结果，需要对不同的
样本和数据产生的具体条件进行分类，以筛选鉴定

出最适宜的候选内参基因。随着测序技术的飞速

发展，积累下来越来越多的转录组数据可以为我们

提供更为可靠的筛选机遇，对精准筛选出试验特定

条件下的最佳内参基因非常有帮助。针对不同试

验条件，可以从公共数据库中对具有相似条件的数

据进行下载，并根据一定标准严格或宽松地去筛选

候选内参基因，同时对这些候选内参基因进行ＲＴ－
ｑＰＣＲ验 证。然 后 再 通 过 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ΔＣＴ和ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ等软件做稳定性分析，
根据排名筛出合适的内参基因数量，对其进行归一

化。这样，在评价目的基因表达水平时能够有一个

更为客观真实的结果。

　　随着生物信息学研究的不断深入，相信在不久
的未来会出现一个综合的适用于水稻等各个物种

的筛选内参基因的网站，它能够按物种、亚种、栽培

品种、组织类型、发育阶段、生长条件和生物或非生

物胁迫处理等提供更全面的特定最佳内参基因搜索。

以上提到的筛选候选内参基因的所有工作将被大

幅度地简化，在做相关表达水平分析时可以节约大

量时间，更专注地做更有意义的功能分析。
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