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甜瓜属异源多倍体不同倍性材料内参基因的筛选及评估
王盼乔１ꎬ２ꎬ虞夏清１ꎬ翟于菲１ꎬ赵勤政１ꎬ孟雅１ꎬ朱早兵１ꎬ李季１ꎬ陈劲枫１∗

(１.南京农业大学园艺学院 /作物遗传与种质创新利用全国重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ
２.河南农业大学园艺学院ꎬ河南 郑州 ４５０００２)

摘要:[目的]多倍化是植物界普遍存在的现象ꎬ但是内参基因的缺乏限制了多倍化相关基因表达研究的进程ꎮ 本文旨在建

立一组稳定的内参基因ꎬ以提高多倍体目标基因定量的准确性和重复性ꎮ [方法]以甜瓜属人工异源四倍体、其二倍体双亲

和三倍体后代为材料ꎬ通过实时荧光定量反应(ｑＰＣＲ)比较了 １０ 个候选内参基因(ＵＢＩ￣ｅｐ、ＡＣＴ、ＡＣＴ３、ＴＵＡ、ＥＦ￣１α、ＣＡＣＳ、
ＴＩＰ４１、Ｆ￣ｂｏｘ、ＣＹＰ 和 ＵＢＱ)的表达丰度ꎬ并利用 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件对其表达稳定性进行分析ꎮ 同时ꎬ通过转录组测

序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)的方法对候选内参基因进行定量ꎬ并统计与荧光定量数据的相关性ꎮ [结果]荧光定量结果表明ꎬ二倍体黄瓜

的 ＣＹＰ 表达丰度最高ꎬＣＴ 值为 １５.８ꎻ四倍体材料的 Ｆ￣ｂｏｘ 表达量最低ꎬＣＴ 值为 ３０.５ꎮ 结合 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件结果ꎬ
一共筛选出 ４ 个稳定的参考基因 Ｆ￣ｂｏｘ、ＴＩＰ４１、ＡＣＴ３ 和 ＡＣＴꎮ 其中 Ｆ￣ｂｏｘ 和 ＴＩＰ４１ 在多倍性水平下稳定性值 Ｍ 比 ＡＣＴ３ 和

ＡＣＴ 基因的小ꎬ但表达丰度低ꎮ 以 ＡＣＴ３ 为内参时ꎬｑＰＣＲ 与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 定量结果极显著相关(Ｒ２ ＝ ０.８４４ꎬＰ<０.０１)ꎬＦ￣ｂｏｘ 为内

参时相关性最小ꎮ [结论]当比较不同倍性水平或跨物种的转录本丰度时ꎬ需要注意内参基因的选择ꎮ 针对甜瓜属多种倍

性材料的低丰度表达基因ꎬ可以选择 ＴＩＰ４１ 作为内参基因ꎻ对于高表达基因ꎬ可采用 ＡＣＴ３ 作为内参基因ꎮ
关键词:甜瓜属ꎻ多倍体ꎻ内参基因ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲꎻ稳定性
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２.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＨｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＺｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｐｏｌｙｐｌｏｉｄｙ ｉｓ ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ｋｉｎｇｄｏｍ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬｔｈｅ ｌａｃｋ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｈａｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｌｉｍｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄｓ ｂｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ｓｅｔ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ １０ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ(ＵＢＩ￣ｅｐꎬＡＣＴꎬＡＣＴ３ꎬＴＵＡꎬＥＦ￣１αꎬＣＡＣＳꎬＴＩＰ４１ꎬＦ￣ｂｏｘꎬＣＹＰ ａｎｄ ＵＢＱ)ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ(ｑＰＣＲ)ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｉｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ａｌｌｏｔｅｔｒａｐｌｏｉｄꎬｔｈｅｉｒ ｄｉｐｌｏｉｄ ｐａｒｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｒｉｐｌｏｉｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ.
Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ ａｎｄ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)ｄａｔａ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＣＹＰ ｉｎ ｃｕｃｕｍｂｅｒ
ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ＣＴ ｖａｌｕｅ ｏｆ １５.８ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｆ￣ｂｏｘ ｉｎ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｈａｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ
ａ ＣＴ ｖａｌｕｅ ｏｆ ３０. ５. Ｆｏｕｒ ｓｔａｂｌｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅＮｏｒｍ ａｎｄ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒꎬｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
Ｆ￣ｂｏｘꎬＴＩＰ４１ꎬＡＣＴ３ ａｎｄ ＡＣＴ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬＦ￣ｂｏｘ ａｎｄ ＴＩＰ４１ ｈａｄ ａ ｌｏｗｅｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ Ｍ ｔｈａｎ ＡＣＴ３ ａｎｄ ＡＣＴ ｇｅｎｅｓ ａｔ ｔｈｅ
ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｌｅｖｅｌꎬｂｕｔ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｅｒｅ ｌｏｗ. Ｗｈｅｎ ＡＣＴ３ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｑＰＣＲ ａｎｄ ＲＮＡ￣ｓｅｑ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｒ２ ＝ ０.８４４ꎬＰ<０.０１) . Ｂｕｔ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｗａｓ ｍｉｎｉｍｕｍ ｗｈｅｎ Ｆ￣ｂｏｘ ｗａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｐａｉｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｈｅｎ
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ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｉｄｙ ｌｅｖｅｌｓ. ＴＩＰ４１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｏｗ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｌｏｉｄｙ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｍｅｌｏｎ. Ｆｏｒ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＡＣＴ３ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｃｕｃｕｍｉｓꎻｐｏｌｙｐｌｏｉｄｙꎻｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅꎻｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎻｓｔａｂｉｌｉｔｙ

随着大量植物基因组数据的公布和基因功能注释的完善ꎬ目前植物相关研究无论是从解释生理现象

出发ꎬ还是针对目标性状的特殊试验处理或遗传改造ꎬ都会考虑对相关基因进行转录丰度的检测[１]ꎮ 实

时荧光定量技术 ＰＣＲ(简称 ｑＰＣＲ)具有低成本、高灵敏度和灵活性以及可扩展性等优势ꎬ已经成为检测基

因丰度最普遍的方法ꎮ 利用此方法检测基因表达的准确性在很大程度上取决于用于转录本丰度标准化的

内参基因是否合适ꎮ 理想的参考基因必须在任何时空和不同处理条件下都能保持表达水平稳定一致[２]ꎮ
然而ꎬ目前许多已被用作内参的基因其稳定性明显无法满足 ｑＰＣＲ 要求[３]ꎮ 因此ꎬ在通过 ｑＰＣＲ 确定目的

基因的表达模式之前ꎬ有必要筛选出符合相关试验条件下稳定表达的合适参考基因ꎮ 目前有多个内参评

价算法被开发ꎬ其中 ｇｅＮｏｒｍ[４]和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ[５]已被应用于许多特定试验条件中来筛选最佳内参基因[６－９]ꎮ
多倍体在被子植物中非常普遍ꎬ几乎所有的被子植物基因组都经历过多倍化事件[１０]ꎮ １ 亿 ７００ 万年

到 １ 亿 １ ８００ 万年前ꎬ葫芦科植物祖先经历了一次全基因组复制(ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬＷＧＤ)ꎬ这个

古四倍体经过长时间分化最终形成西瓜、甜瓜和黄瓜等重要的水果蔬菜[１１]ꎮ 本试验前期利用普通栽培黄

瓜(２ｎ＝ ２ｘ＝ １４)花粉对甜瓜属野生种酸黄瓜(２ｎ＝ ２ｘ ＝ ２４)进行人工远缘杂交ꎬ经过胚胎拯救获得种间 Ｆ１

杂种ꎮ 进而通过体细胞无性系变异加倍杂种 Ｆ１ꎬ获得人工异源四倍体( Ｓ０) [１２]ꎬ连续自交至第 １４ 代

(Ｓ１４)ꎬ异源四倍体的花粉育性逐年提高ꎮ 利用该异源四倍体与不同基因型黄瓜进行杂交ꎬ获得了不同基

因型的正反交甜瓜属异源三倍体材料(Ｈａ×Ｎ 和 Ｓ１３×ＣＣ３ 等) [１３－１４]ꎬ极大丰富了葫芦科物种遗传多样性ꎮ
研究表明ꎬ多倍体形成通常伴随着基因组结构、基因表达和表观遗传的大规模变化ꎬ建立一组稳定的内参

基因是进行植物多倍化基因丰度分析和高通量表达谱验证的必要前提[１５]ꎮ 尽管目前广泛使用的一些参

考基因已经证明在物种内的不同发育和环境条件下相对稳定ꎬ但是很少有研究能关注到它们是否也可以

用于物种不同倍性水平间比较[１６]ꎮ 目前ꎬ在甜瓜属内进行系统比较鉴定不同倍性的合适内参基因尚未有

报道ꎮ 因此ꎬ本试验利用 ｇｅＮｏｒｍ[４]和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ[５]分析 １０ 个候选内参基因在甜瓜属二倍体、异源三倍体

和异源四倍体材料叶片的实时荧光定量(ｑＰＣＲ)变异程度ꎬ明确候选内参基因的表达稳定性ꎬ为物种不同

倍性间转录组研究和目标基因定量分析中内参基因的选择提供借鉴与参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和生长条件

二倍体材料甜瓜属近缘野生种酸黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｈｙｓｔｒｉｘꎬＨＨꎬ２ｎ＝ ２ｘ＝ ２４)和中国北方栽培黄瓜‘北京截

头’(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓꎬＣＣ３ꎬ２ｎ＝ ２ｘ＝ １４)ꎬ异源四倍体材料(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｈｙｔｉｖｕｓꎬＳ１４ꎬ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ３８)以及三倍体甜

瓜属反交材料 Ｈａ×Ｎ 和正交材料 Ｓ１３×ＣＣ３(２ｎ＝ ３ｘ ＝ ２６)ꎬ均由南京农业大学葫芦科作物遗传与种质创新

实验室收集保存ꎮ ２０１７ 年秋季ꎬ在南京农业大学江浦农场塑料大棚种植植物材料ꎬ设置 ３ 个生物学重复ꎬ
自然光照条件ꎬ气温 ２０~３０ ℃ꎬ水肥管理按田间生产进行ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

在植株长至 １１ 片真叶的成株期ꎬ于晴天 ０８:００ 采集第 ４ 片真叶(自顶端向下数)ꎬ将剪下的叶片用锡

纸包裹后在液氮中快速冷冻ꎬ并在－８０ ℃储存备用ꎮ 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)提取总 ＲＮＡꎮ 将

总 ＲＮＡ 用不含 ＲＮＡ 酶(ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ)的 ＤＮＡ 酶Ⅰ(ＴａＫａＲａ)在 ３７ ℃处理 ３０ ｍｉｎꎬ去除基因组 ＤＮＡ 污染ꎬ并
采用反转录试剂盒(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ ＥｒａｓｅｒꎬＴａＫａＲａ)进行逆转录ꎮ 通过琼脂糖凝胶

电泳评估 ＲＮＡ 的完整性ꎬ并使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－１０００ 分光光度计(ＮａｎｏＤｒｏｐ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬＵＳＡ)测定每份

样品的浓度ꎮ 选择 Ａ２６０ / Ａ２８０值为 １.９~２.０ 和 Ａ２６０ / Ａ２３０值为 ２.０ 的样品用于进一步分析ꎮ 将上述总 ＲＮＡ 制

备合成 ｃＤＮＡꎮ 按照使用说明ꎬ用 ｕｌｔｒａｃｌｅａｎ Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)和 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ(ＴａＫａＲａ)处
理 １ ｍｇ 等份的总 ＲＮＡꎮ 为验证 ＲＮＡ 中不存在基因组 ＤＮＡ 污染以及引物的特异性扩增ꎬ以水为空白对

照ꎬ总 ＲＮＡ 与引物混合为阴性对照ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板对各对引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 程序:９４ ℃预变性

４ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性 ４０ ｓꎬ５５~６０ ℃ 退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ４０ ｓꎬ共循环 ３５ 次ꎻ最后 ７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃

６０２
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１０ ｍｉｎꎮ 产物进行 ６ ｇ􀅰Ｌ－１聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＰＡＧＥ)和银染显带ꎮ
１.３　 ＰＣＲ 引物和 ｑＰＣＲ

基于对不同品种、生长阶段、器官组织以及处理条件下的黄瓜多个内参基因综合比较ꎬ挑选出 １０ 个候

选内参基因(表 １)ꎮ 引物设计条件:引物跨跃内含子ꎬ无发夹和二聚体结构ꎬ退火温度(Ｔｍ)为 ５５ ~ ６１ ℃ꎬ
长度为 １８~２５ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ４０％~６０％ꎬＰＣＲ 产物预期长度适宜(８０~３００ ｂｐ)ꎮ

表 １　 引物序列和扩增特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

基因
Ｇｅｎｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

功能
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

扩增长度 / ｂｐ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｌｅｎｇｔｈ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＵＢＩ￣ｅｐ ＡＹ３７２５３７ 泛素延伸蛋白
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＣＡＣＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧＡＡＧＡＴＣ /
ＴＡＡＡＣＣＴＡＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣ ２２０ ５８ １.９２３

ＡＣＴ ＡＢ０１０９２２ 肌动蛋白
Ａｃｔｉｎ

ＣＣＧＴＴＣＴＧＴＣＣＣＴＣＴＡＣＧＣＴＡＧＴＧ /
ＧＧＡＡＣＴＧＣＴＣＴＴＴＧＣＡＧＴＣＴＣＧＡＧ ２９０ ６０ １.９０５

ＡＣＴ３ ＤＱ１１５８８３ 肌动蛋白 ３
Ａｃｔｉｎ ３

ＧＧＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＣＡＴＧ /
ＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＡＧＴＣ １４９ ６０ １.９７２

ＴＵＡ ＡＪ７１５４９８ α－微管蛋白
α￣ｔｕｂｕｌｉｎ

ＣＡＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＧＡＡＣＡＣＡＣＴＧＡ /
ＴＣＡＡＡＣＴＧＧＣＡＧＴＴＡＡＡＧＡＴＧＡＡＡ １５４ ６０ １.９９８

ＥＦ￣１α ＥＦ４４６１４５ 延伸因子 ＥＦ￣１ａ
Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １￣ａｌｐｈａ

ＡＣＴＴＴＡＴＣＡＡＧＡＡＣＡＴＧＡＴＴＡＣ /
ＴＴＣＣＴＴＣＡＣＡＡＴＴＴＣＡＴＣＧ ２３０ ６０ １.９５９

ＣＡＣＳ ＸＭ＿００４１４８４３８.２
网格蛋白衔接蛋白复合
体 亚 基 Ｃｌａｔｈｒｉｎ ａｄａｐｔｏｒ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ

ＧＴＧＣＴＴＴＣＴＴＴＣＴＧＧＡＡＴＧＣ /
ＴＧＡＡＣＣＴＣＧＴＣＡＡＡＴＴＴＡＣＡＣＡ １５８ ６０ １.９４３

ＴＩＰ４１ ＧＷ８８１８７１ ＴＩＰ４１ 样蛋白
ＴＩＰ４１￣ｌｉｋｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＣＡＡＣＡＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＡＴＴＡＴＧＡＴＴＡＴＡＣ/
ＧＣＣＡＧＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＡＴＡＡＧ ２２１ ６０ １.９３９

Ｆ￣ｂｏｘ ＧＷ８８１８７０ Ｆ￣ｂｏｘ / ｋｅｌｃｈ 重复蛋白
Ｆ￣ｂｏｘ / ｋｅｌｃｈ￣ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＧＧＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＧＧＴＣＴ /
ＴＣＴＴＴＡＡＡＣＧＡＡＣＧＧＴＣＡＧＴＣＣ １６６ ６０ １.９９５

ＣＹＰ ＡＹ９４２８００

肽基脯氨酰顺反异构酶
活性亲环蛋白
Ｐｅｐｔｉｄｙｌ￣ｐｒｏｌｙｌ ｃｉｓ￣ｔｒａｎｓ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ＣＹＰ１９￣１

ＧＧＡＡＡＴＧＧＴＡＣＡＧＧＡＧＧＴＧ /
ＣＡＴＡＣＣＣＴＣＡＡＣＧＡＣＴＴＧＡＣ ２０１ ６０ １.９３２

ＵＢＱ ＸＭ＿００４１３５１４４.２ 泛素连接酶
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ

ＴＡＡＣＡＴＴＴＡＴＧＣＣＧＡＴＧＧＡＡＧＣ /
ＣＧＣＡＣＡＧＡＡＧＣＧＡＣＴＧＡＡＴＡＧＡ １０７ ６１ １.９１７

　 　 依据实时荧光定量 ＰＣＲ 标准(ＭＩＱＥ)指南[４－５]ꎬ进行 ｑＰＣＲ 的设计和统计ꎮ 每 ２０ μＬ ｑＰＣＲ 反应体系

中含有 ２ μＬ 稀释的 ｃＤＮＡꎬ１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(ＴａＫａＲａ)ꎬ０.６ μＬ 每种引物(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)和
６.８ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 为了减少移液次数ꎬ先将模板和荧光染料以及双蒸水进行 ３０ 份体系混合ꎬ按标准体积

(０.２ ｍＬ)等分到 ＭｉｃｒｏＡｍｐＴＭ光学 ９６ 孔反应板(Ｔｈｅｒｍｏ)中ꎮ 为了降低污染风险ꎬ所有 ＰＣＲ 操作均在避光

的超净工作台中进行ꎬ并检查引物的 ＤＮＡ 污染ꎬ以添加无模板的水作为对照ꎮ 在定量仪器 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ９６
中进行 ｑＰＣＲ 反应ꎬ为了降低 ＰＣＲ 板不同区域孔的条件差异ꎬ３ 次生物学重复在光学 ＰＣＲ 板上采取不同

的样品排列方式ꎬ基于相同引物的反应尽量放同一个板进行ꎮ ｑＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ然后进

行 ４０ 个循环ꎬ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８~６１ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎻ最后进行熔解曲线分析 ６０~９５ ℃ꎬ以确定每对引物扩

增特异性ꎮ 每个基因型包含 ３ 个生物学重复ꎬ每份样品设置 ３ 个技术重复ꎮ
１.４　 ＲＮＡ￣ｓｅｑ

为了比较 ｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 计算的相对转录物丰度ꎬ按照 Ｉｌｌｕｍｉｎａ(Ｓａｎ ＤｉｅｇｏꎬＣＡꎬＵＳＡ)ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００
平台建库标准流程ꎬ简单流程:使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)从二倍体材料 ＣＣ３、Ｃ􀆰 ｈｙｓｔｒｉｘ 和四倍体材料

Ｓ１４ 提取总 ＲＮＡꎬ然后用无 ＲＮＡ 酶的 ＤＮＡ 酶Ⅰ(Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ)处理以除去可能的基因组 ＤＮＡ 污

染ꎻ通过 Ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) (Ｄｙｎａｌꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ) 包被的珠子从总 ＲＮＡ 中纯化 ｍＲＮＡꎻ使用反转录酶

(Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ⅡꎬＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)双链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒( ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)产生 ｃＤＮＡ 第 ２ 链ꎬ加入片段化缓冲液

以产生 １００~４００ ｎｔ 的片段ꎬ通过 ＱＩＡｑｕｉｃｋ ＰＣＲ 提取试剂盒(ＱｉａｇｅｎꎬＧｅｒｍａｎｙ)纯化ꎻ通过掺入测序接头将

产物相互连接ꎬ在琼脂糖凝胶电泳后ꎬ选择合适大小范围的片段ꎮ 对所得文库进行双末端(ｐａｉｒ ｅｎｄ)测序ꎬ
去掉引物和接头ꎬ过滤低质量 ｒａｗ ｒｅａｄｓꎮ 使用 Ｈｉｓｔ２ 软件[１７] 将过滤后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到 １０ 对基因序

７０２
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列ꎬ利用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ[１８] 和 Ｌｉｎｕｘ 脚本获取 ｒｅａｄｓ ｄｅｐｔｈꎬ通过简化 ＲＰＫＭ[１９] ( ｒｅａｄｓ ｐｅｒ Ｋｉｌｏｂａｓｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓꎬ每百万数据量序列测序深度)的方法计算转录本丰度ꎬ公式如下:

ＲＰＫＭ＝(Ｌ×Ｎ)×ＭＤ
ｌ×ｎ

ꎻＭＤ＝ＴＤ
ｌ
ꎮ

式中:ＭＤ 为序列平均测序深度ꎻＴＤ 是序列单碱基深度总和ꎻＬ ＝ ７００ ｂｐꎬ标准化序列长度ꎻＮ＝ ５０ ０００ꎬ标准

化的 ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ 数据量ꎻｌ 为目标基因长度ꎻｎ 为比对到所有参考序列的总 ｒｅａｄｓ 数ꎮ
１.５　 统计分析

利用 ＬｉｎＲｅｇＰＣＲ 程序[２０]计算每个引物对的阈值循环数(ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬＣＴ)和 ＰＣＲ 效率和相关系数ꎬ
利用 Ｒ 语言进行不同因素水平间 ＣＴ 的方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎮ 使用 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件评估内参基

因稳定性ꎮ 使用 ｇｅＮｏｒｍ[４]计算每个基因的稳定性值(Ｍ)ꎬ以 Ｍ 值等于 ０.７ 时作为稳定转录的标准[２１]ꎮ
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 是基于 ＡＮＯＶＡ 模型直接测量变异程度ꎬ并相应地对候选基因进行排序[５]ꎮ 为了确定参考基

因选择对标准化结果的影响ꎬ分别以 ＡＣＴ３、ＡＣＴ、Ｆ￣ｂｏｘ 和 ＴＩＰ４１ 为内参ꎬ使用 ２－ΔＣＴ方法[２２]计算剩余 ９ 个候

选基因的表达量ꎬ同时对 ９ 个基因的 ＲＰＫＭ 进行归一化ꎮ 通过 Ｒ 程序计算经过 ｌｏｇ２ 标准化后 ｑＰＣＲ 和

ＲＮＡ￣ｓｅｑ 表达量的相关系数ꎬ并绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甜瓜属叶片 ＲＮＡ 检测与定量引物特征

采集甜瓜属二倍体、三倍体和四倍体植株茎尖第 ４ 片真叶(图 １－Ａ)ꎬ分别提取总 ＲＮＡꎬ琼脂糖凝胶检

测结果如图 １－Ｂꎮ 利用综合条件下黄瓜稳定表达基因来开发引物ꎬ１０ 个候选内参基因的引物序列和扩增

特征信息见表 １ꎮ 熔解曲线(图 ２－Ａ)和 ＰＡＧＥ(图 ２－Ｂ)分析结果显示ꎬ每个引物 ＰＣＲ 产物长度与预计扩

增片段大小一致ꎬ并且每对引物结合位点呈现特异性ꎬ以水和总 ＲＮＡ 为模板均不能扩增出条带(未展

示)ꎮ 使用 ＬｉｎＲｅｇＰＣＲ 程序分析显示扩增效率为 １.９０５~１.９９８ꎬ并且相关系数 Ｒ２ 为 ０.９９６~０.９９８ꎮ

图 １　 甜瓜属不同倍性水平植株叶片及对应总 ＲＮＡ 电泳检测

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｉｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ａ. 植株叶片ꎻＢ. 总 ＲＮＡ 电泳(Ｍ. ＤＮＡ 标准品)ꎮ １~５ 分别为 ＣＣ３、ＨＨ、Ｈａ×Ｎ、Ｓ１３×ＣＣ３、Ｓ１４ꎮ

Ａ. Ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｌｅａｆꎻＢ. Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ) . １－５ ａｒｅ ＣＣ３ꎬＨＨꎬＨａ×ＮꎬＳ１３×ＣＣ３ꎬＳ１４ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

２.２　 甜瓜属内参基因的转录丰度

荧光定量结果显示ꎬ每个候选基因的 ＣＴ 值在 ３ 个生物重复间和 ３ 个技术重复中变化很小(Ｆ ＝ １.１４５ꎬ
Ｐ￣ｖａｌｕｅ ＝ ０. ３３２ ２)ꎬ差异主要来源于候选基因和基因型 (倍性) 之间的差异 (Ｆ ＝ １０３. ６７５ꎬＰ￣ｖａｌｕｅ ＝
０.０００ １)ꎮ 最低 ＣＴ 值为 １５.８(ＣＣ３ꎬＣＹＰ)ꎬ最高为 ３０.５(Ｓ１４ꎬ２ｎ ＝ ４ｘꎬＦ￣ｂｏｘ)ꎮ 在所有模板中ꎬＣＹＰ 是转录

水平最高的基因ꎬ其平均 ＣＴ 值最低(１７.９)ꎬ其次是 ＵＢＩ￣ｅｐ(１８. ３)、ＵＢＱ(１９. ５)、ＡＣＴ３(１９. ９)和 ＥＦ￣１α
(２２.２)ꎻＦ￣ｂｏｘ 的转录水平最低ꎬ其平均 ＣＴ 值相应最高(２７.６)ꎬ其次是 ＴＩＰ４１(２６.０)、ＣＡＣＳ(２５.７)、ＴＵＡ
(２３.１)和 ＡＣＴ(２２.５)(括号中的数值为 ＣＴ 值)(图 ３)ꎮ １０ 个候选参考基因在 ３ 种倍性材料中没有均匀转

录ꎬ因此有必要对不同倍性水平下标准化参考基因的稳定性进行评估ꎮ
２.３　 甜瓜属内参基因的稳定性分析

基于 ｇｅＮｏｒｍ 分析结果ꎬ根据 Ｍ 值排名来确定参考基因的稳定性ꎮ 如图 ４ 所示:从左到右 Ｍ 值越小说

明越稳定ꎬ当 Ｍ 值小于 ０.７ 表明具有稳定性[２１]ꎮ 在 １０ 个候选内参基因中ꎬＦ￣ｂｏｘ、ＴＩＰ４１、ＡＣＴ３ 和 ＡＣＴ 的

Ｍ 值均小于 ０.７ꎬ可认为是稳定的ꎬ而 ＴＵＡ 表现最不稳定ꎮ 由 ｇｅＮｏｒｍ 计算的成对变化参数(Ｖ)预测所需参

考基因的最佳数量ꎬ当 Ｖｎ / Ｖｎ＋１比值小于 ０.１５ 时ꎬ表明不需要加入额外的参考基因[２３]ꎮ 结果(图 ４)表明ꎬ
最佳基因数为 ４ꎬ预计 Ｆ￣ｂｏｘ / ＴＩＰ４１ / ＡＣＴ３ / ＡＣＴ 组合可提供最可靠的标准化水平ꎮ 利用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件对

８０２
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图 ２　 扩增熔解曲线和 ＰＡＧＥ 电泳分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　 　 Ａ. １０ 个内参基因的解链曲线分析ꎻＢ. ＰＣＲ 扩增结果的 ＰＡＧＥ 分析ꎮ ＰＡＧＥ 分离泳道中从左到右排序分别为 ５ 组样品 ＣＣ３、ＨＨ、
Ｈａ×Ｎ、Ｓ１３×ＣＣ３、Ｓ１４ 的 ＵＢＩ￣ｅｐ、ＡＣＴ、ＡＣＴ３、ＴＵＡ、ＥＦ￣１α、ＣＡＣＳ、ＴＩＰ４１、Ｆ￣ｂｏｘ、ＣＹＰ 和 ＵＢＱ 扩增条带ꎮ

Ａ. Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓꎻＢ. ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ＰＡＧＥ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｒｅ ｏｒｄｅｒｅｄ ｆｒｏｍ
ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ａｓ ＵＢＩ￣ｅｐꎬＡＣＴꎬＡＣＴ３ꎬＴＵＡꎬＥＦ￣１αꎬＣＡＣＳꎬＴＩＰ４１ꎬＦ￣ｂｏｘꎬＣＹＰ ａｎｄ ＵＢＱ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ＣＣ３ꎬＨＨꎬＨａ×ＮꎬＳ１３×ＣＣ３ꎬＳ１４.

图 ３　 甜瓜属 １５ 份 ｃＤＮＡ 样品中 １０ 个内参基因 ｑＰＣＲ 的阈值循环数(ＣＴ)

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ(ＣＴ)ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｔｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｖｅｒ １５ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｑＰＣＲ
　 　 内参基因 ＣＴ 值由 ＬｉｎＲｅｇＰＣＲ 分析ꎬ方框代表了第 ２５ 和第 ７５ 百分位之间的数据ꎮ 框中的线代表中位数ꎬ框外线的最高、最低处分

别代表最大值和最小值ꎬ散点代表异常值ꎮ
Ｔｈｅ ｒａｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ＣＴ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｌｌ ｔｅｓｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＬｉｎＲｅｇＰＣＲ. Ｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ２５ｔｈ ａｎｄ

７５ｔｈ ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅｓ ｏｆ ｄａｔａ. Ａ ｌｉｎｅ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｂｏｘ ｉｓ ｄｅｐｉｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ. Ｗｈｉｓｋｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ａｎｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｕｅｓꎬ ｔｈｅ ｄｏｔｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｘｔｒｅｍｅ ｏｕｔｌｉｅｒｓ.

内参基因的稳定值( Ｓ)进行评价ꎬＳ 值越小表示基因表达越稳定[５]ꎮ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析(表 ２)得到与

ｇｅＮｏｒｍ 相似的排名ꎬ其中甜瓜属不同倍性材料间候选内参基因 ＡＣＴ 的 Ｓ 值最小(Ｓ ＝ ０.１２０)ꎬ表达稳定性

最高ꎬ其次为 Ｆ￣ｂｏｘ(Ｓ＝ ０.１３１)和 ＡＣＴ３(Ｓ＝ ０.１４８)ꎬ而 ＣＹＰ 的 Ｓ 值最大(Ｓ＝ ０.３９１)ꎬ表达稳定性最差ꎮ

９０２
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图 ４　 １０ 个内参基因的平均表达稳定性值(Ｍ)和标准化所需内参基因的最佳数目

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ(Ｍ)ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ

在内参基因 ｎ 和 ｎ＋１ 之间分析成对变异(Ｖｎ / Ｖｎ＋１)以优化定量的标准化ꎮ

Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ(Ｖｎ / Ｖｎ＋１) ｉｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｎ ａｎｄ ｎ＋１ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｑＰＣＲ.

表 ２　 ＮｏｒＦｉｎｄｅｒ 分析不同倍性水平下 １０ 个候选内参基因的表达稳定性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ １０ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌｏｉｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因 Ｇｅｎｅ 排名 Ｒａｎｋ 稳定值(Ｓ)Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ 基因 Ｇｅｎｅ 排名 Ｒａｎｋ 稳定值(Ｓ)Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ

ＡＣＴ １ ０.１２０ ＴＵＡ ６ ０.２０２
Ｆ￣ｂｏｘ ２ ０.１３１ ＵＢＱ ７ ０.２２５
ＡＣＴ３ ３ ０.１４８ ＵＢＩ￣ｅｐ ８ ０.２６８
ＴＩＰ４１ ４ ０.１７１ ＣＡＣＳ ９ ０.２８４
ＥＦ￣１α ５ ０.１９０ ＣＹＰ １０ ０.３９１

２.４　 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 与 ｑＰＣＲ 转录本定量相关性分析

通过 ｑＰＣＲ 分别以 Ｆ￣ｂｏｘ、ＴＩＰ４１、ＡＣＴ３ 和 ＡＣＴ 计算的其他 ９ 个内参基因在黄瓜、酸黄瓜和异源四倍体

中的转录丰度ꎬ与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 预测的相应基因表达量(ＲＰＫＭ)进行比较ꎬ定义相关系数 ０.８ ~ １.０ 为极相关ꎬ
０.６~０.８为相关ꎮ 以 ＡＣＴ３、ＴＩＰ４１、ＡＣＴ 为参考的 ２ 种定量方法估计的转录本丰度相关系数达到极相关ꎬ分
别为 ０.８４４(Ｐ＝ ３.１３Ｅ－０８)、０.８０５(Ｐ＝ ４.１８Ｅ－０７)和 ０.８０５(Ｐ＝ ４.１９Ｅ－０７)ꎮ 以 Ｆ￣ｂｏｘ 为内参的 ２ 种定量结

果也达到强相关 Ｒ２ ＝ ０.７４９(Ｐ＝ ６.９４Ｅ－０６)ꎮ 图 ５ 为以 ＡＣＴ３、ＴＩＰ４１、ＡＣＴ 和 Ｆ￣ｂｏｘ 为内参时其他候选基因

定量相关性比较结果ꎮ 可见ꎬＣＴ 值可以在一定程度上代表相对转录本丰度ꎮ

３　 讨论

ｑＰＣＲ 已被广泛应用于试验处理或遗传转化后基因的表达分析ꎬ选择合适的内参基因是保证荧光定

量准确性的前提ꎬ目前被选用的内参基因多为不容易受处理影响的看家基因(ｈｏｕｓｅ￣ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ) [２１]ꎮ 例

如ꎬ与生物体基本生化代谢过程相关的基因ꎬ葡萄糖代谢基因(ＧＡＰＤＨ)、转录延伸因子基因(ＥＦ￣１α)、多
聚泛素酶基因(ＵＢＱ)和亲环蛋白基因(ＣＹＰ)ꎻ细胞骨架结构成分相关的肌动蛋白基因(ＡＣＴＩＮ、ＡＣＴ)和微

管蛋白基因(α￣ｔｕｂｕｌｉｎ、ＴＵＡ 和 β￣ｔｕｂｕｌｉｎꎬＴＵＢ)ꎻ液泡膜内在蛋白 ＴＩＰ４１ 基因等[２４－２５]ꎮ 内参基因稳定程度

受各种试验条件的影响ꎬ例如试验材料组织器官、发育阶段、生物或非生物胁迫等ꎮ 相同内参基因在不同

物种间的同源表达也存在差异ꎬ不存在通用性[２６]ꎮ 对拟南芥属不同倍性种质内参基因比较表明ꎬＦ￣ｂｏｘ 基

因在二倍体和四倍体之间的表达量有较大差异[１６]ꎮ 而菊花不同倍性间的比较结果显示ꎬＥＦ￣１α 表现最稳

定ꎬ其次是 ＡＣＴꎬ而 ＴＩＰ４１ 稳定性表现较差[２７]ꎮ 本研究在甜瓜属不同倍性材料间检测了 １０ 个普遍使用的

参考基因的稳定性ꎬ尽管这些基因在二倍体材料整个发育过程中以及在一系列环境条件下呈现良好的稳

定性[７－９]ꎬ但是在物种之间或不同倍性水平下展现出不同程度的转录变异ꎬ需要重新评价稳定性ꎮ 本研究

结果表明ꎬ经过 ＣＴ 筛选ꎬＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 与 ｇｅＮｏｒｍ 的评价结果基本一致ꎬ有 ４ 个内参基因 ＡＣＴ３、ＡＣＴ、Ｆ￣ｂｏｘ 和

ＴＩＰ４１ 表现较稳定ꎮ 虽然在排序上稍有差异ꎬ推测可能是由于软件算法不同造成的[４－５]ꎮ 研究发现ꎬＣＹＰ
(１７.９)、ＵＢＩ￣ｅｐ(１８.３)和 ＵＢＱ(１９.５)的 ＣＴ 值较小ꎬ容易出现较高变异系数和异常值ꎬ因此在评价和筛选内

参基因时ꎬ应该尽量选择表达丰度相似的候选基因ꎮ 另外ꎬ进行 ｑＰＣＲ 试验时尽可能将低表达基因和高表

０１２



　 第 ２ 期 王盼乔ꎬ等:甜瓜属异源多倍体不同倍性材料内参基因的筛选及评估

图 ５　 ｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 转录本定量相关性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＲＮＡ￣ｓｅｑ ｄａｔａ
Ｘ 轴表示来自 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 的相对转录本丰度ꎬＹ 轴表示从 ｑＰＣＲ 估计的相对转录本丰度ꎮ

Ｘ ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｒｏｍ ＲＮＡ￣ｓｅｑꎬａｎｄ Ｙ ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｑＰＣＲ.

达基因进行分组检测ꎬ分别选用表达丰度适宜的内参基因ꎮ
多倍化是被子植物进化的主要驱动因素ꎬ基因组重组为自然选择提供了大量变异来源ꎬ大多数基因的

表达模式也因此发生变化[１５]ꎮ 不同倍性物种之间的数字基因表达谱(ＤＧＥ)和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序的试验已经

提供了大量证据ꎬ表明不同倍性水平和组织类型之间的转录水平存在差异[２８－２９]ꎬ其中也包括部分内参基

因ꎮ 因此直接将常规内参基因应用于跨倍性水平比较时稳定性会受到影响ꎮ 首先ꎬ基因组加倍引起同源

基因数目的增加可能影响内参基因表达的剂量效应(加性或非加性的表达) [３０]ꎮ 基因剂量效应常常与染

色体数目相关ꎬ而甜瓜属内染色体数目变异丰富ꎬ黄瓜染色体基数为 ７ꎬ而酸黄瓜为 １２ꎻ人工创制的异源四

倍体(２ｎ＝ ４ｘ ＝ ３８)和三倍体(２ｎ ＝ ３ｘ ＝ ２６)后代染色体数目各不相同ꎬ同样引起内参基因同源基因数目的

变异ꎮ 其次ꎬ人工合成拟南芥异源四倍体早期世代中参与能量代谢ꎬ细胞生物发生和植物激素调节的一些

基因上调表达ꎬ并导致表型和生态学改变[３０]ꎮ 在植物生命基础过程中起重要作用的基因ꎬ如蛋白降解相

关基因(ＵＢＱ)、细胞骨架组分(ＴＵＡ)和正常的细胞代谢过程相关基因(ＥＦ￣１ａ、ＣＹＰ 和 ＵＢＩ￣ｅｐ)ꎬ虽然在二

倍体水平能够保持稳定表达ꎬ但是后期受基因组加倍的影响可能导致其稳定性丧失ꎮ 本研究结果表明ꎬ１０
个候选内参基因中只有 ４ 个(ＡＣＴ３、ＡＣＴ、Ｆ￣ｂｏｘ 和 ＴＩＰ４１)在不同倍性间表达比较稳定ꎬ而剩余 ６ 个基因

(ＴＵＡ、ＣＹＰ、ＵＢＩ￣ｅｐ、ＵＢＱ、ＥＦ￣１α 和 ＣＡＣＳ)稳定性已经受到严重影响ꎬ进一步验证了以上结论ꎮ 然而ꎬ内参

基因在多倍化中转录调控复杂ꎬ需要更多试验来进一步揭示其稳定表达机制ꎮ
综上所述ꎬ在进行多倍化基因表达研究时ꎬ根据具体试验选择合适的内参基因是十分必要的ꎮ 本研究

中候选内参基因的 ２ 个不同软件评价结果一致ꎬ与转录组定量结果相符ꎬ表明按照标准 ｑＰＣＲ 方法来筛选

跨倍性水平的稳定内参基因非常有效ꎮ 本试验在甜瓜属内筛选到 ４ 个在不同倍性水平间稳定表达的内参

基因ꎬ为进一步分析甜瓜属远缘杂交和多倍化发生过程中基因表达的变化及甜瓜属异源四倍体、三倍体相

关分子生物学研究提供参考ꎮ
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