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高光胁迫下坛紫菜定量PCR内参基因的筛选
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(集美大学水产学院，福建 厦门    361021)

摘要：为了筛选不同高光光强胁迫下坛紫菜中表达水平最为稳定的内参基因，本研究采
用qRT-PCR技术测定了植物中常用的6种内参基因UBC、TUB、18S、EF2、ACT和
GAPDH在不同光照强度下培养的坛紫菜藻体中的绝对表达水平，并采用比较Ct值法、
GeNorm、Bestkeeper和NormFinder软件分析4种方法对6种候选内参基因的表达稳定性进
行评估。结果显示，UBC的Ct值变化范围最小，18S的Ct值变化范围最大；geNorm软件
分析结果显示最稳定的内参基因为UBC和EF2；Bestkeeper和NormFinder软件分析结果类
似，UBC基因的稳定值M均为最低值(分别为0.044和0.80)，说明其表达水平最稳定。研究
表明，UBC基因可以作为不同光照条件下坛紫菜基因表达qRT-PCR分析的最适内参基因。
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实时荧光定量PCR(real time fluorescence
quantitative PCR, qRT-PCR)，是指在PCR反应中加

入荧光基团，通过监测荧光信号的变化实现实

时定量的技术，因具有快速、定量准确、灵敏

度高、重复性好等诸多优点，使其成为分子生

物学中基因表达定量研究的重要工具之一 [1]。采

用qRT-PCR检测基因表达时，不同样本在RNA质

量、逆转录效率及加样过程中均可能存在一定

的差异，为了得到目的基因表达的正确情况，

通常会使用内参基因进行校正和标准化 [2 ]。因

此，内参基因的选择是否恰当，会影响实验结

果的准确性。越来越多的研究显示qRT-PCR分析

中，不同的实验材料和条件所需的内参基因也

不尽相同[3-4]。因此在进行qRT-PCR分析时，结合

实际实验材料和条件对候选内参基因进行表达

稳定性评估是实验结果可靠性的保证。

坛紫菜(Pyropia haitanensis)是我国特有的暖

温带性大型红藻，也是浙江南部、福建和广东

北部沿海广泛栽培的经济物种。与冷水性的条

斑紫菜(P. yezoensis)相比，坛紫菜具有更高的生

长适温、更快的生长速率和更高的产量，具有

重要的经济价值。坛紫菜叶状体生长在海陆交

错的中高潮区的礁石上，潮汐的变化导致坛紫

菜的栖息环境发生剧烈变化，使其需要经历高

温、强光、紫外辐射、失水和高低盐等复杂的

逆境考验，从而形成独特的抗逆功能 [5]。对于紫

菜内参基因的研究，邵惠等 [6]分析了条斑紫菜在

不同温度、光照和失水胁迫下以及不同发育世

代中进行qRT-PCR分析的最适内参基因；随后

Wang等[7]也对条斑紫菜在不同盐度、温度和光强

下进行qRT-PCR分析的最适内参基因进行了筛

选；Wu等 [ 8 ]研究了坛紫菜在不同发育世代中

qRT-PCR分析的最适内参基因；Li等 [9]也对坛紫

菜不同品系、发育时代、胁迫和盐度条件下qRT-PCR
分析的最适内参基因进行了筛选，但是截至目

前尚没有关于坛紫菜在高光强胁迫下qRT-PCR分

析最适内参基因的报道。因此，本实验采用

qRT-PCR对6个常用的内参基因18S核糖体RNA基

因 (18S)，延伸因子基因 (EF2)，肌动蛋白基因

(ACT)，细胞骨架微管蛋白基因(TUB)，甘油-3-磷
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酸脱氢酶基因 ( G A P D H )及泛素连接酶基因

(UBC)在不同光照强度下培养的坛紫菜藻体中的

表达水平进行绝对定量分析，并利用比较Ct值

法、geNorm、Bestkeeper和NormFinder软件对各

候选内参基因在不同光照强度下的表达稳定性

进行统计学分析，以筛选出最适的内参基因。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验供试材料为人工选育的坛紫菜Z-61品

系，取自福建省坛紫菜种质资源库。Z-61品系由

采自福建平潭的野生坛紫菜(母本)和经诱变选育

的成熟时间晚、藻体细长的坛紫菜品系7-I(父

本)杂交选育而得。该品系紫菜具有藻体薄、生

长速率快、抗逆性强等优点。

正常培养条件：温度(21±1) °C，光照强度

50~60 μmol/(m2·s)，昼夜光周期为12L∶12D，每3
d更换1次新鲜培养液。

高光胁迫处理：取正常条件下培养的长度

为(20±2) cm的健康藻体(NL)，置于200 μmol/(m2·s)
光强下充气培养1 h (HL1)，随后转入500 μmol/(m2·s)
光强下充气培养1 h (HL2)，继而再转入1000
μmol/(m2·s)光强下继续充气培养1 h (HL3)和3 h
(HL4)，整个高光胁迫处理过程中温度维持(21±
1) °C。在培养过程的每个节点(NL、HL1、HL2、
HL3、HL4)分别取样，每个胁迫处理均设置3个
生物学重复。

1.2    内参基因及其引物序列

6个候选内参基因引物的设计参照Li等 [9]的

方法，序列如表1所示，由上海生工生物工程有

限公司合成。

1.3    RNA提取及cDNA合成

收集“实验材料”中各处理节点的坛紫菜藻

体0.1 g，滤纸吸干后液氮研磨，采用E.Z.N.A植

物RNA提取试剂盒(OMEGA，德国)提取各样品

的总RNA。经凝胶电泳检查所提取总RNA的完

整性，并在Multiskan GO 3.2全波长酶标仪上分别

测定OD260和OD280值，根据测定结果计算

RNA的浓度，判断核酸和蛋白质的污染情况。

随 后 ， 以 提 取 的 各 样 品 R N A 为 模 板 ， 采 用

TaKaRa公司提供PrimeScriptTM RT Reagent Kit with
gDNA Eraser试剂盒将其反转录成cDNA，于–20 °C
保存备用。

1.4    目的基因片段的普通PCR扩增

25 μL的普通PCR扩增体系中包含cDNA 1.0 μL，

PCR Forward Primer (10 μmol/L) 0.5 μL，PCR
Reverse Primer (10 μmol/L) 0.5 μL，2×Taq PCR
Master Mix (TIANGEN) 12.5 μL，ddH2O 10.5 μL。

PCR扩增反应条件：95 °C预变性3 min；95 °C变性

35 s，60 °C退火30 s，72 °C延伸1 min，35个循

环；72 °C延伸10 min，扩增完成后用1%琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物。

1.5    标准曲线的绘制及基因扩增效率

采用DNA纯化回收试剂盒 (TIANGEN)对
PCR产物进行回收纯化，并将回收片段与PMD®

19-T VeCtor (TaKaRa)连接，然后转化大肠杆菌

DH5α感受态细胞(TIANGEN)。采用质粒小提试

剂盒(TIANGEN，离心柱型)提取质粒DNA，并用

Multiskan GO 3.2全波长酶标仪测定质粒DNA的浓

表 1    候选内参基因及其定量引物序列

Tab. 1    Candidate internal control genes and sequence of their primers

引物名称

primers name
基因描述

gene description
引物序列(5′-3′)

sequence
扩增长度/bp
product size

Ph18S 18S ribosomal RNA F: TGGAGGGCAAGTCTGGTGA
R: CCGACAATTTAGAAGTGTATGATGG

229

PhTUB beta-tubulin F: TGCAGGGCTTCCAGGTGAC
R: CCGCATCCGCATTCTCCAC

207

PhACT actin F: CGAGCATCCCTGCCTGTT
R: CCGAATCCACCACAATCCC

170

PhGAPDH glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

F: GCCATCTGCATCGCCTATTG
R: CCGTGCTGCCGACAAAC

156

PhEF2 elongation factor2 F: CTGTCCAAGAGTGCGAACAAG
R: CTCGTCCATGCCATACTCGT

136

PhUBC ubiquitin conjugating enzyme F: TCACAACGAGGATTTACCACC
R: GAGGAGCACCTTGGAAACG

107
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度，该质粒DNA即作为绝对定量标准品。标准

品的拷贝数计算公式：

=

6:02£ 1023 ¡ =mol
¢
£ DNA (g)

DNA (bp)£ 660 (g=mol ¢ bp)

采用ABI7300型荧光定量PCR仪进行qRT-
PCR扩增，将扩增得到的Ct值与目的基因拷贝数

的对数值建立标准曲线，10倍梯度稀释的标准

品、待测样品以及空白对照同时进行qRT-PCR反

应，且每组样品进行3次生物学重复。同时利用

公式E(%)=(10–/s lope–1)×100计算基因的扩增效率。

1.6    候选内参基因表达水平的qRT-PCR分析

采用ABI7300型荧光定量PCR仪进行各内参

基因表达水平测定，20 μL的qRT-PCR反应体系

包括SYBR® Premix Ex Taq™Ⅱ (2×) 10 μL，ROX
Reference Dye (50×) 0.4 μL，cDNA 2 μL，PCR
Forward Primer (20 μmol/L) 0.4 μL，PCR Reverse
Primer (20 μmol/L) 0.4 μL，ddH2O 6.8 μL，每个实

验组设置3个生物学重复和2个技术性重复。qRT-
PCR反应条件：95 °C预变性30 s，95 °C 变性5 s，
60 °C退火30 s，40个循环；循环结束后，从55 °C
缓慢升温至95 °C，绘制熔解曲线。

1.7    数据分析

根据qRT-PCR定量分析结果，利用比较Ct值
法、geNorm、Bestkeeper和NormFinder软件对各

候选内参基因在不同程度高光胁迫下的表达稳

定性进行统计学分析，从而筛选出最优的内参

基因。

2    结果与分析

2.1    候选内参基因的普通PCR扩增、标准曲

线绘制及引物的扩增效率

以不同光照强度下培养的坛紫菜叶状体的

总RNA反转录成的cDNA为模板进行普通PCR扩

增，以1%的琼脂糖电泳检测。结果如图1所示，

各候选内参基因引物扩增的目标片段与预期大

小一致，且条带清晰、无杂带和引物二聚体，

表明各候选内参基因引物特异性较好，可用于

qRT-PCR分析。

将各基因片段切胶回收后转入质粒进行基

因克隆，提取质粒并测定浓度后作为标准品，

计算质粒的拷贝数。然后将质粒以10倍做梯度稀

释绘制标准曲线，并根据标准曲线的斜率值和

计算公式E(%)=(10– / s l o p e–1)×100计算获得各候选

内参基因引物的扩增效率为95.5%~104.1%(图2)。

2.2    候选内参基因的qRT-PCR分析及绝对表

达量

以各处理节点的cDNA为模板进行各候选内

参基因的qRT-PCR分析，并绘制各候选内参基因

的熔解曲线，结果表明6个候选内参基因的熔解

曲线(图3)均为单峰，且扩增曲线的重复性也非

常好，再次说明各引物的特异性较好，不存在

引物二聚体，qRT-PCR的扩增结果准确可靠。进

而将各扩增结果的Ct值比对到标准曲线，计算获

得6个候选内参基因在各样本中的绝对表达量(表2)。

2.3    候选内参基因的表达稳定性分析

应用比较Ct值法、geNorm、Normfinder和
Bestkeeper软件对候选内参基因在不同光照强度

条件下的表达水平进行评估，从而筛选出可用

于不同高光光强胁迫下基因表达定量分析的坛

紫菜最适内参基因。

Ct值可以反映出基因在不同样品中的表达

水平，因此各候选内参基因Ct值在不同光照强度

条件下的变化范围可以作为评估基因表达稳定

性的依据。从图4可以看出各候选内参基因在不

同光照强度条件下表达水平的变化范围。图中

黑色菱形标记表示基因表达的平均Ct值，其中平

均表达丰度最高的基因为 TUB，平均Ct值为

22.48；平均表达丰度最低的为EF2，平均Ct值为

19.47。在不同光照强度条件下UBC的Ct值变化范

 
图 1    各候选内参基因引物的的特异性

Fig. 1    Primers specific of each candidate
internal control gene

M: Marker DL2000
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围最小，18S的Ct值变化范围最大。说明在不同

光照强度条件下UBC基因的表达最为稳定，而

18S基因的表达则受光照条件影响最大。

采用geNorm软件对不同光照强度条件下各

候选内参基因的表达稳定性进行评估，候选基

因表达稳定值M为任意2个候选内参基因组合的

表达水平比值的对数值，M值越小，基因表达的

稳定性越就高。geNorm程序会依次排除最不稳

定的基因，直到仅剩2个为止。由图5可知，在不

同光照强度条件下M值由大到小的内参基因依次

为GAPDH>18S>ACT>TUB>UBC/EF2，M值最低的

候选内参基因为UBC和EF2，说明在不同光照强

度条件下表达水平最稳定的内参基因为UBC和EF2。
采用Normfinder软件评估不同光照强度条件

下6个候选内参基因的表达稳定性。Normfinder与
geNorm对基因表达稳定性进行评估的原理相

似，只是计算方法不同，Normfinder是基于数学

模型计算基因表达的稳定值，结果如表3所示。

6个候选内参基因在不同光照强度条件下的表达

稳定值依次为0.171、0.044、0.194、0.564、0.135、
0.108，由此可以看出不同光照强度条件下表达

稳定性最好的候选内参基因是UBC，稳定性最差

的是GAPDH。

采用Bestkeeper软件对不同光照强度条件下

各候选内参基因的表达稳定性进行分析，结果

如表3 所示，同样表明不同光照强度条件下基因

表达最稳定的候选内参基因为UBC，而18S基因

的表达则受光照条件影响最大。

3    讨论

qRT-PCR是在传统PCR技术的基础上建立起

来的一种高效、灵敏、准确的核酸定量技术，

已被认为是“基因检测和定量表达的黄金标准”[10]。

合适的内参基因对qRT-PCR分析结果的准确性起

 
图 2    各候选内参基因的标准曲线

Fig. 2    Standard curve of each candidate internal control gene
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到决定性的作用，理想的内参基因应具备以下

特点：①在生物体的不同组织和细胞中均能稳

定表达；②在各种环境条件下都能稳定表达，

不受细胞周期调控及生物体任何内外源因素的

影响；③表达水平应与目标基因类似；④表达

丰度适宜[11]。但是在实验中发现，没有一个内参

基因能在不同实验条件、不同物种、不同组织

细胞及发育阶段稳定表达，因此在实际研究中

应针对所研究的对象和条件筛选合适的内参基因。

本研究采用比较 C t值法、 N o r m F i n d e r、

geNorm及Bestkeeper软件对植物中常用的6个内参

基因(18S、GAPDH、ACT、UBC、TUB和EF2)在

表 2    各候选内参基因在各样品中的绝对表达量

Tab. 2    The absolute expression level of each housekeeping gene in each tested sample

样品

samples

18S UBC ACT GAPDH TUB EF2

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

Ct
拷贝数/

(拷贝/μg)
copy number

NL 20.79 3.1×104 20.70 1.1×105 19.67 6.3×104 18.16 1.0×106 21.31 3.4×104 18.39 1.9×105

HL1 22.80 7.6×103 21.82 5.2×104 20.99 2.2×104 21.12 1.3×105 25.88 1.3×103 21.14 3.0×104

HL2 28.01 1.9×102 21.99 4.6×104 24.94 1.6×103 20.48 2.0×105 23.88 5.5×103 20.55 4.5×104

HL3 19.90 5.9×104 20.01 1.7×105 18.47 1.5×105 21.84 7.7×104 20.32 7.0×104 18.76 1.5×105

HL4 19.69 6.9×104 20.02 1.7×105 18.57 1.4×105 22.37 5.3×104 20.97 4.3×104 18.52 1.8×105

 
图 3    各候选内参基因qRT-PCR扩增产物的熔解曲线

Fig. 3    Melting curves of qRT-PCR product of each candidate internal control gene
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不同光强下的表达稳定性进行了分析。比较Ct值
法获得的各候选内参基因的表达稳定性大小为

UBC>EF2>GAPDH>TUB>ACT>18S；Norm-
Finder软件分析结果表明各候选内参基因的表达稳

定性大小为UBC>EF2>TUB>18S>ACT>GAPDH；

geNorm软件分析获得的各候选内参基因的表达稳

定性大小为UBC/EF2>TUB>ACT>18S>GAPDH；

Bestkeeper软件分析获得的各候选内参基因的表

达稳定性大小为UBC>EF2>GAPDH>TUB>ACT>
18S。尽管以上4种分析方法获得的各候选内参基

因的表达稳定性不尽相同，但所获得的表达水

平最稳定的候选内参基因均为UBC，因此UBC可

以作为坛紫菜在不同光照强度下基因表达水平

qRT-PCR分析的最适内参基因。

泛素蛋白普遍存在于真核生物细胞中，并

且参与细胞的许多生命活动过程。其中UBC属于

泛素结合酶E2家族成员，主要作用是与被泛素

激活酶E1激活的泛素相结合，再与泛素连接酶

E3共同对底物进行泛素化修饰，是底物泛素化

中不可或缺的一部分 [12]。UBC基因在底物泛素化

过程及蛋白泛素化修饰的精准性和特异性等方

面发挥着重要作用[13]。研究表明，植物中泛素蛋

白具有高度保守性和同源性，其保守性对维持

蛋白质的结构和功能起到重要作用[14]。正是由于

泛素蛋白的高度保守性和底物泛素化在细胞生

命中的必要性，使得其在不同细胞组织和不同

表 3    各候选内参基因表达稳定性的Normfinder和
Bestkeeper分析结果

Tab. 3    Gene expression stability of each housekeeping gene
calculated by Normfinder and Bestkeeper

基因

gene
稳定值(Normfinder)

stability value
稳定值(Bestkeeper)

stability value
18S 0.171 2.53

UBC 0.044 0.80

ACT 0.194 1.95

GAPDH 0.564 1.18

TUB 0.135 1.93

EF2 0.108 1.10

最适内参基因

the best housekeeping gene
UBC UBC

 
图 4    各候选内参基因在各样本中Ct值的变化范围

Fig. 4    The variation of Ct values of selected
housekeeping genes in all test samples

 
图 5    各候选内参基因表达稳定性的geNorm分析结果

Fig. 5    Gene expression stability of each housekeeping gene alculated by geNorm
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环境下均能保持稳定表达，所以常被作为植物

基因表达分析中的内参基因。Hong等 [15]分析二

穗短柄草(Brachypodium distachyon)在不同逆境胁

迫下9个内参基因的表达稳定性时发现UBC基因

的表达稳定性最好；Czechowski等 [16]在筛选不同

组织和处理条件下的拟南芥(Arabidopsis)内参基

因时同样发现UBC基因的表达稳定性最高。另外

在侧柏(Platycladus orientalis)和长囊水云(Ecto-
carpus siliculosus)不同发育阶段和不同实验条件

下均发现UBC基因都能稳定表达 [17-18]。本研究结

果确认UBC可以作为坛紫菜在不同光照强度下基

因表达水平qRT-PCR分析的最适内参基因，这与

Li等 [9]在筛选坛紫菜不同品系、不同生活史和不

同胁迫(高温、失水)条件下qRT-PCR分析的最适

内参基因结果一致，均为UBC基因。

GAPDH是参与磷酸戊糖途径和糖酵解途径

的重要酶，在细胞中发挥着多种功能，因其基

因拷贝数较低，基因同源性不高，被广泛作为

各种植物基因表达的内参基因 [6]。作为常见的内

参基因，GAPDH基因在甘蔗(Saccharum officin-
arum)[19]、红花檵木(Lorpetalum chinense)[20]以及茶

树(Camellia sinensis)[21]的不同组织器官中都能稳

定表达。但是在本研究中，NormFinder和geNorm
分析结果均认为GAPDH基因在不同光照强度处

理下的坛紫菜藻体中表达最不稳定，这与对长

囊水云 [17]、毛果杨(Populus trichocarpa)[22]、条斑

紫菜 [6]的研究结果一致。现有的很多研究中都采

用18S作为内参进行基因表达的定量分析，如在

葡萄(Vistis vinifera)[23]、杨树 [24]、条斑紫菜 [25-26]等

物种中检测基因表达时均曾采用过。但18S基因

在本研究不同光照强度处理下的坛紫菜藻体中

的表达稳定性却较差，不适合作为坛紫菜在不

同光照强度处理下基因表达水平检测的内参基

因。在拟南芥[27]、马铃薯[28]、水稻(Oryza sativa)[29]

等的研究中发现ACT基因不是最佳的内参基因，

这与本研究对ACT基因的分析结果一致。尽管

Wu等[8]的研究中发现坛紫菜不同发育世代的最适

内参基因是TUB，但在不同光照强度下TUB基因

的表达水平并不稳定，因此也不适合作为本研

究的最适内参基因。本研究中，4种评估方法均

认为EF2基因的表达稳定性仅次于UBC基因，在

进行不同光照强度处理下坛紫菜基因的表达水

平 定 量 分 析 时 ， 如 果 需 要 2 个 内 参 基 因 时 ，

EF2基因也可以作为备选的内参基因。

本研究筛选出了坛紫菜在高光胁迫下进行

基因表达水平研究的最适内参基因UBC，为坛紫

菜在不同光照强度下基因的表达分析奠定了基础。
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Selection of the internal control gene for
expression analyses of Pyropia haitanensis under high light stress by

quantitative real-time PCR

CHANG Jing ,     CHEN Ludan ,     XU Yan ,     JI Dehua ,     CHEN Changsheng ,     XIE Chaotian *

(Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract: Pyropia haitanensis is a sessile marine macroalgae that inhabits the intertidal zone. High light was the
main environmental stressor of P. haitanensis during low tides and the key factor affecting yield. To explore the
molecular mechanisms of high light tolerance, gene expression analysis was the first step. Gene expression studies
using quantitative real-time PCR should start by selecting an appropriate internal control gene; therefore, the
absolute expression levels of six housekeeping genes [18S rRNA (18S), ubiquitin-conjugating enzyme (UBC),
actin  (ACT),  β-tubulin  (TUB),  elongation factors  2  (EF2),  and glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase
(GAPDH)] were examined by the quantitative real-time PCR in samples corresponding to different high light stress
treatments. Their expression stabilities were assessed by the comparative cycle threshold (Ct) method and by three
different software packages: geNorm, Bestkeeper and NormFinder. The results showed that the Ct value of UBC
had the least variation, while that of 18S  obviously changed under different light intensities treatments. The
analysis of geNorm also exhibited that the most stable housekeeping genes were UBC and EF2. The analysis of
both Bestkeeper and NormFinder exhibited that stability measure M of UBC was the lowest (0.044 and 0.80,
respectively) among six candidate genes. Thus the most stable housekeeping gene is UBC. Based on the above
results, it is proposed that the most appropriate internal control gene for expression analyses under high light stress
of P. haitanensis is UBC.
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