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及谷胱丙肽合成代谢酶的表达
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摘　 要： 谷胱丙肽在作物耐低磷中起重要作用，而选择稳定的内参基因是保证实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）
结果准确的前提。 该研究检测了低磷和正常条件下两个不同磷效率的大豆品种根叶中 １５ 个内参基因的表

达，ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ΔＣｔ 对比和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 分析表明 ＰＳＣ、ＴＵＢ 和 １８ｓＲＮＡ 的稳定性最好；同时

以这 ３ 个基因为内参，检测了不同磷胁迫时期谷胱丙肽合成代谢中两个关键基因谷氨酸半胱氨酸合成酶（ γ⁃
ＥＣＳ）和谷胱丙肽合成酶（ｈＧＳＨＳ）的表达水平。 结果表明：低磷胁迫下，磷低效品种桂香 １ 号（ＧＸ１）根叶中 γ⁃
ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的相对表达量（Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ）都随着胁迫时间延长而减少；磷高效品种桂夏 ２ 号（ＧＸ２）根叶

γ⁃ＥＣＳ 以及根中的 ｈＧＳＨＳ 的相对表达量都随着胁迫时间延长而增加，而叶片中 ｈＧＳＨＳ 的相对表达量随胁迫时

间增加而降低。 谷胱丙肽合成酶基因表达差异可能是品种磷效率差异的原因。 该研究结果为大豆低磷抗性

分子机理研究提供了理论依据。
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　 　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）因具有定量准确、灵敏

度高、重复性好、高通量等特点，已广泛应用于基因

的表达分析（Ｖａｌａｓｅｋ ＆ Ｒｅｐａ， ２００５），但在 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
过程中易受到 ＲＮＡ 提取、逆转录过程和 ＰＣＲ 扩增

效率等因素影响，导致目标基因真实表达值与实验

值间存在差异。 为获得真实可靠的实验结果，需引

入稳定表达的内参基因对目的基因的表达量进行

均一化处理，但目前未发现任何一个内参基因能够

在所有实验环境下稳定表达，只有在特定的实验处

理下，在一定的组织和细胞中，存在某些相对恒定

表达的内参基因（Ｓｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌ，２０００）。 如在甜樱桃

的营养器官中，最适合的内参基因为 ＣＹＰ２，而在生

殖器官中， 最适合的内参 为 ＳＡＮＤ⁃２ （ 张 芳 明，
２０１３）；吝爱月（２０１２）对玉米的研究显示，ＣＹＰ 是低

温和铝毒胁迫下稳定性最强的内参基因；ＥＦｌ⁃α 是

高温和盐胁迫下最合适的内参基因；ＴＵＢ 是干旱胁

迫下最合适的内参基因等；还有针对茶树（Ｈｕ ｅｔ ａｌ，
２００９）、菠萝蜜（汪永保等，２０１４）、芝麻（刘莉铭等，
２０１２）等植物内参基因的筛选，发现其结果也不尽

相同。 由于内参基因的稳定性存在差异，研究者需

根据自己的实验要求来筛选相对稳定的内参基因。
大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ， ｓｏｙｂｅａｎ）是我国主要的油料

作物，是全人类最主要植物性蛋白质的来源之一，在
医学、工业生产、畜牧养殖业方面也有很大价值。 南

方土壤中的磷易与铝形成沉淀，大豆不能有效吸收磷

元素，缺磷成为了南方地区影响大豆产量主要问题之

一。 谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）是一种抗氧化剂，通
过 Ａｓａｄａ⁃Ｈａｌｌｉｗｅｌｌ 途径清除活性氧、保护植物体内生

物大分子的巯基（⁃ＳＨ） 在生物体内能保护 ＤＮＡ、蛋
白质和其他生物分子抵抗氧化损伤，其在生物体抵抗

各种胁迫（冷害、干旱、重金属、真菌等）的过程中起重

要作用（Ｌｘｐｐａｒｔｉｅｎｔ ｅｔ ａ１，１９９９）。 大豆中谷胱丙肽

（ｈｏｍｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｈＧＳＨ）几乎具有 ＧＳＨ 的全部功能

（Ｈｏｐｋｉｎｓ，１９２９）。 ｈＧＳＨ 的生物合成分两步完成，首
先 γ⁃谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ ｓｙｎ⁃
ｔｈｅｔａｓｅ， γ⁃ＥＣＳ）催化 Ｌ⁃谷氨酸和 Ｌ⁃半胱氨酸下合成

γ⁃谷氨酸半胱氨酸（γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ， γ⁃ＥＣ）；然后

在 谷 胱 丙 肽 合 成 酶 （ ｈｏｍｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，
ＧＳＨＳ）的催化下，丙氨酸被添加在 γ⁃谷氨酸半胱氨酸

Ｃ⁃末端生成 ｈＧＳＨ。 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 被认为是 ＧＳＨ
生物合成过程中的关键酶，其含量水平的高低与植物

对各种环境胁迫的忍耐程度有关。 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ
是由 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 独立进化的，γ⁃ＥＣＳ 可能起源

于蓝细菌，ｈＧＳＨＳ 出现后，真核细胞和大多细菌才分

别独立的进化获得 ｈＧＳＨＳ（Ｃｏｐｌｅｙ ＆ Ｄｈｉｌｌｏｎ，２００２）。
拟南芥 ＧＳＨＳ 序列与其它真核生物的 ｃＤＮＡｓ 具有很

高的序列同源性，而 γ⁃ＥＣＳ 序列却有很大差异（Ｍａｙ，
１９９４）。 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的表达量高低与植物抗逆性

有密切相关。
目前，尚未见有对大豆低磷胁迫下内参基因稳

定性的相关报道。 本研究旨在探讨大豆在低磷胁

迫下相关 １５ 个内参基因表达稳定性，根据内参基因

的筛选结果，用于研究低磷胁迫下谷胱丙肽合成代

谢过程中的 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的两个关键基因的表

达水平，为大豆低磷抗性分子机理提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１ 材料和胁迫处理

以大豆磷低效品种桂香 １ 号（简称 ＧＸ１）和磷

高效品种桂夏 ２ 号（简称 ＧＸ２）为材料， 大豆由广西

农业科学研究院经济作物研究所提供。
挑选饱和度相当的种子，使用 ３０％的 Ｈ２Ｏ２消毒
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表 １　 １５ 个内参基因引物序列和扩增效率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

扩增长度
Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ

（ｂｐ）
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１８ｓＲＮＡ Ｘ０２６２３ Ｆ：ＧＣＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣ

Ｒ：ＴＴＣＴＣＡＣＡＡＣＧＴＣＧＣＧＧＧＣＡ

１０３ ９０．４６

ＡＣＴ ＡＷ３５０９４３ Ｆ：ＴＣＧＴＡＴＧＡＧＣＡＡＧＧＡＡＡＴＴＧＧ

Ｒ：ＴＡＧＡＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＧＡＣＡＣ

１０１ ９１．８０

ＡＴＰ ＣＡ８０１０９６ Ｆ：ＧＣＡＡＧＣＴＣＴＡＴＡＧＧＣＣＡＧＧＡＴ

Ｒ：ＣＴＣＣＡＡＴＧＴＣＡＡＴＧＣＣＴＴＣＡＴ

１１９ ９８．０１

ＣＹＰ ＢＱ４５３７０２ Ｆ：ＴＧＴＧＴＣＡＧＧＧＴＧＧＣＧＡＣＴＴＣＡ

Ｒ：ＴＴＣＧＣＣＡＴＧＧＡＧＡＧＧＡＴＧＣＣ

１０１ ９８．５０

ＥＦｌ⁃α ＤＱ２３５０９４ Ｆ：ＡＧＴＣＣＴＧＡＡＡＣＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴ

Ｒ：ＧＧＧＴＴＣＴＴＧＡＴＣＧＡＣＧＧＴＧＧＣＡ

１１１ ９３．３８

ＥＦｌ⁃β ＢＭ２７０１５８ Ｆ：ＡＧＣＡＡＧＣＡＴＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＣＴ

Ｒ：ＡＣＣＣＧＧＴＧＡＴＧＴＡＧＣＴＧＣＧＴ

９５ ９１．３６

Ｇ６ＰＤＨ ＨＱ６５１８０９ Ｆ：ＣＧＧＴＧＣＴＧＣＴＡＧＡＧＧＡＴＧＧＧＡＡ

Ｒ：ＡＧＣＡＡＧＡＴＣＣＣＣＡＧＡＡＧＣＧＣ

１５０ １０９．２３

ＰＥ ＡＩ９３８４４４ Ｆ：ＴＴＣＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡＧＧＡＣＡＣＴＧ

Ｒ：ＧＧＣＡＴＣＴＴＡＡＣＡＧＣＡＧＡＡＧＣＡ

１００ ９３．１４

ＰＰ２Ａ ＣＡ８０２０９８ Ｆ：ＴＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＣＴＴＣＣＴＣＡＧＧＴ

Ｒ：ＡＧＧＧＣＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＧＣＡＡ

１０７ ９１．１８

ＰＳＣ ＢＧ５０８４９１ Ｆ：ＧＧＣＴＧＣＡＴＴＡＧＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡ

Ｒ：ＡＧＡＧＡＴＣＡＣＡＴＣＴＣＡＧＣＡＡＣＣＡ

９３ ９０．８０

ＴＩＦ ＣＤ３９１８５６ Ｆ：ＴＣＣＡＡＣＴＣＧＧＡＣＣＡＡＴＡＣＡＡＧ

Ｒ：ＧＴＴＡＧＴＧＣＣＣＡＣＡＧＣＡＴＡＡＣＣ

９０ ９３．４６

ＴＵＢ ＣＤ３９４５０４ Ｆ：ＣＴＣＧＴＣＡＴＣＧＡＴＣＴＣＧＴＴＣＴＣ

Ｒ：ＴＧＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＡＧＴＴＴＡＣＣＧ

１０６ １０３．１１

ＵＮＫ１ ＢＵ５４８９３２ Ｆ：ＣＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡＡＧＡ

Ｒ：ＣＴＡＧＡＡＧＧＴＧＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＴ

１００ １０１．３３

ＵＮＫ２ ＣＤ３９２７０６ Ｆ：ＡＴＴＴＴＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＧＴＴＴＧＣ

Ｒ：ＧＧＡＧＴＧＡＡＧＧＡＡＧＣＴＴＧＧＴＣＴ

１４２ ９３．９２

Ｌｅｔｉｎ ＤＱ２３５０９４ Ｆ：ＴＧＧＧＡＣＡＧＣＧＡＡＡＣＣＧＧＣＡＡ

Ｒ：ＣＣＡＴＣＧＴＣＧＧＡＴＴＧＧＧＧＣＴＧＡ

１４０ １０８．０３

浸泡 １ ｍｉｎ，转入饱和的 ＣａＳＯ４中浸泡 ３０ ｍｉｎ，放入

湿润的沙子中培养，待第一片复叶长出后，移栽到

１ ／ ５ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中水培。 培养期间实验组进行

低磷（１ ／ ５Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液，其中 ＫＨ２ＰＯ４ 终浓度为

０．２ μｍｏｌ·Ｌ⁃１，ｐＨ ＝ ４．５）和对照处理（１ ／ ５ Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液，ｐＨ ＝ ４．５），２ ｄ 换 １ 次营养液，每小时通气

１０ ｍｉｎ，每天的 ８：００ 和 １８：００ 各调节 １ 次 ｐＨ（李艳

英等，２０１２），收集胁迫处理 ２、４、８、１２、１６ ｄ 的大豆

根尖和叶片样品，液氮速冻后存于－８０ ℃冰箱备用。
１．２ ＲＮＡ 的提取和逆转录

总 ＲＮＡ 的提取按照植物 ＲＮＡ 提取试剂盒（北
京康为世纪）操作说明进行，ＲＮＡ 提取结果用凝胶

电泳 和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检 测 其 浓 度 和 纯 度， 当

２８ＳｒＲＮＡ 和 １８ＳｒＲＮＡ 条带清晰，Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 的值在

０１０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 １５ 个内参基因 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳分析
Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ　 Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；
１． １８ｓＲＮＡ； ２． ＡＣＴ； ３． ＡＴＰ； ４． ＣＹＰ； ５． ＥＦｌ⁃α； ６． ＥＦｌ⁃β；

７． Ｇ６ＰＤＨ； ８． ＰＥ； ９． ＰＰ２Ａ； １０． ＰＳＣ； １１． ＴＩＦ；
１２． ＴＵＢ； １３． ＵＮＫ１； １４． ＵＮＫ２； １５． Ｌｅｔｉｎ．

图 ２　 Ｃｔ 值分布图　 箱体由上至下的横线分别表示 上限、
上四分数、中位数、下四分数、下限； 箱体外的黑点表示异常值。

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ　 Ｅａｃｈ ｂｏｘ ｆｒｏｍ ｔｏｐ ｔｏ
ｂｏｔｔｏｍ ｍｅａｎ ｍａｘｉｍｕｎ， ｕｐｐｅｒ ｑｕａｒｔｉｌｅ， ｍｅｄｉａｎ， ｌｏｗｅｒ

ｑｕａｔｉｌｅ， ｍｉｎｉｍｕｍ． Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｓｐｏｔｓ ｍｅａｎ ｏｕｔｌｉｅｒｓ．

１．８～２．２ 之间，Ａ２６０ ／ Ａ２３０ 在 ２．０ 以上，则用于后续

实验；逆转录按参照反转录酶（Ｔａｋａｒａ，大连）说明书

合成 ｃＤＮＡ 第一链，并于－２０ ℃保存备用。
１．３ 内参基因和目的基因引物的设计和合成

于 ＮＣＢＩ 查找出 １５ 个内参基因 １８ｓＲＮＡ、ＡＣＴ、
ＡＴＰ、ＣＹＰ、 ＥＦｌ⁃α、 ＥＦｌ⁃β、 Ｇ６ＰＤＨ、 ＰＥ、 ＰＰ２Ａ、 ＰＳＣ、
ＴＩＦ、ＴＵＢ、ＵＮＫ１、ＵＮＫ２、Ｌｅｔｉｎ 序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ３．０ 软

件设计引物，引物合成交由上海生工公司完成，引
物序列见表 １。
１．４ 内参基因 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 体系

采用 Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ ＣＦＸ９６ 定量 ＰＣＲ 仪，２ × ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｍｉｘ（北京康为世纪）试剂进行内参基因 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ。 １０ μＬ 体系，含 ２ × ＳＹＢＲ ｍｉｘ ５ μＬ；上、下游

引物各 ０．５ μＬ；ｃＤＮＡ ０．５ μＬ；ｄｄＨ２Ｏ ３．５ μＬ。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 扩增程序：９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ；６５ ℃ ／ ６０
℃ ３０ ｓ；４０ 个循环；６５～９５ ℃生成熔解曲线，每升高

０．５ ℃保持 ５ ｓ，４ 个生物学重复，当基因的溶解峰为

单一峰，无杂峰，无二聚体，扩增曲线重复性良好，
则进行后续实验。
１．５ 内参基因引物扩增效率的计算

取样品 ｃＤＮＡ，以 １０ 倍稀释为 ６ 个梯度，浓度由

１００递减至 １０⁃５。 ｃＤＮＡ 的稀释梯度作横坐标，检测

到的 Ｃｔ 值作为纵坐标，绘制标准曲线。 根据公式

Ｅ＝（１０⁃１ ／ ｓｌｏｐｅ－１） ×１００％来计算扩增效率，待内参基

因的 Ｅ 的值在 ９０％～１１０％，Ｒ２＞０．９９ 时，即可往下实

验，引物扩增效率如表 １。
１．６ 内参基因稳定性数据分析

取各个样品进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，收集检测到的每个

样品 Ｃｔ，用 ｅｘｃｅｌ 处理数据。 以 Ｇｅｎｏｒｍ （Ｖａｎｄｅｓｏｍ⁃
ｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ， ２００２ ）、 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ （ Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ，
２００４）、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ （ Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌ， ２００４）和 ΔＣ 对比

（Ｓｉｌｖｅｒ ｅｔ ａｌ， ２００６）来分析内参基因的稳定性，最后

用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ（Ｘｉｅ，２０１２）综合评价筛选出最稳定的

内参基因。 ＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｄｅｒ 程序需要将 Ｃｔ 值
转化成 Ｑ 值才能进行分数据分析，转化公式为 Ｑ ＝
ＥＣｔ ｓａｍｐｌｅ－Ｃｔ ｍｉｎ（Ｅ 为扩增效率，当扩增效率接近 １００％
时，Ｅ 通常默认为 ２。 Ｃｔ ｓａｍｐｌｅ 为该基因在样品中

的 Ｃｔ 值，Ｃｔ ｍｉｎ 为该基因在样品中的最小 Ｃｔ 值）。
１．７ γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 合成及检测

实验扩增 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的基因片段，引物设

计 （ ｈＧＳＨＳ， Ｆ： ＡＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＣＣＣＴＴ， Ｒ： ＡＴ⁃
ＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＡ， Ｇｅｎｂａｎｋ： ＮＭ００１２５０１２１． １；
γ⁃ＥＣＳ，Ｆ：ＣＣＴＴＧＴＣＣＧＴＣＣＡＧＴＣＣＴＴＡＴＴ，Ｒ：ＴＣＡＧＴ⁃
ＧＧＣＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＴＣＴＴ，Ｇｅｎｂａｎｋ：ＸＭ００６５８０５２７．２）、
合成、扩增效率计算方法同内参基因。 最后以

ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ 为标记，１％琼脂糖电泳检测 ＰＣＲ 产

物，选取与预期大小一致条带用琼脂糖胶回收试剂盒

（Ｔａｋａｒａ，大连）回收，回收产物连接到 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体

（Ｔａｋａｒａ，大连），转化大肠杆菌（ＤＨ５α）感受态细胞，
涂抹于含 Ａｍｐ ／ ＩＰＴＧ ／ Ｘ⁃Ｇａｌ 的平板上，进行蓝白斑筛

选，测序交由上海生工公司完成，测序结果无误后，进
行荧光定量 ＰＣＲ，定量数据采用 ２－△△Ｃｔ法（Ｌｉｖａｋ ＆
Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ，２００１）计算基因的相对表达量。

１１０１８ 期 陈玉连等： 低磷胁迫大豆 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 内参基因的筛选及谷胱丙肽合成代谢酶的表达



２　 结果与分析

２．１ 内参基因荧光定量 ＰＣＲ结果

以大豆不同材料来源的第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模板，进
行 ＰＣＲ 扩增，经过琼脂糖凝胶电泳证实，在 ８０ ～ ２５０
ｂｐ 之间均存在较亮的特异条带， 与引物设计的预期

片段大小一致，说明扩增反应具有较高的专一性，为
内参基因的目标片段，如图 １ 所示。
２．２ Ｃｔ 的可靠性分析

根据 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 得到的 Ｃｔ 值可比较基因表达的

丰度。 Ｃｔ 值越高，表明该基因表达的 ｍＲＮＡ 含量就

越低，反之，则 ｍＲＮＡ 含量越高。 结果如图 ２ 所示，１５
个内参基因在 ４０ 个样本中的平均 Ｃｔ 值在 １５～３５ 之

间，主要集中在 ２０～３０ 之间，每个基因在样品中存在

不同范围的波动，从图 ２ 可以看出分布范围最大的基

因是 ＡＣＴ，Ｃｔ 值差值达到 １５．８４。 ＣＹＰ 的 Ｃｔ 值分布最

集中，在所有样本中 １８ｓ ｒＲＮＡ 所有样本中的的 Ｃｔ 值
最低，说明它们的 ｍＲＮＡ 量在样本含量最高。
２．３ 候选内参基因的稳定性分析结果

２．３． １ 使 用 ＧｅＮｏｒｍ 软 件 的 分 析 方 法 　 ＧｅＮｏｒｍ
（Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ， ２００２）软件通过表达稳定指数Ｍ
来确定最稳定的内参基因，Ｍ 值越大，基因的稳定性

越低，反之则越高，Ｍ＝１．５ 为上限，Ｍ＜１．５ 判断为相对

稳定。 ＧｅＮｏｒｍ 软件计算结果如图 ３ 所示，候选内参

基因 Ｍ 值的排序为 ＰＳＣ ＝ＰＰ２Ａ＜ＥＦｌ⁃β＜ＣＹＰ＜ＴＵＢ＜
ＥＦｌ－α＜ＵＮＫ２＜Ｇ６ＰＤＨ＜１８ｓＲＮＡ＜Ｌｅｔｉｎ＜ＵＮＫ１＜ＴＩＦ＜
ＡＣＴ＜ＰＥ＜ＡＴＰ。 ＰＳＣ 和 ＰＰ２Ａ 被认定为稳定性最好的

内参基因组合，稳定性最差的为 ＡＴＰ，而在排在

１８ｓＲＮＡ 之后的基因稳定值大于 １．５，判定这些内参的

稳定性不好，不能用作内参基因。
Ｇｅｎｏｒｍ 除了对内参基因的稳定性进行排序外，

该程序还能对候选的内参基因标准化因子的配对

差异 Ｖ（Ｖｎ ／ ｎ＋１）进行分析，从而确定最合适的内参

基因数目。 该程序默认的 Ｖ 值是 ０．１５，若 Ｖｎ ／ ｎ＋１＞
０．１５，则有必要引入下一个内参基因，若 Ｖｎ＋１ ／ ｎ＋２
＜０．１５，则在该实验条件下合适的内参基因数目是

ｎ＋１个。 但若 Ｖ 值都大于 ０．１５，标准化因子无法得

出最优的内参基因数目，可直接选取 ３ 个最稳定的

内参基因用于矫正目的基因。 根据本研究结果，Ｖ
值都大于 ０．１５， 所以以 ３ 个内参基因作为最合适的

图 ３　 １５ 个候选内参基因稳定值（Ｍ）　
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ （Ｍ） ｏｆ

ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

图 ４　 １５ 个候选内参基因的配对差异 Ｖ
Ｆｉｇ． ４　 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ （Ｖ） ｏｆ

ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

内参基因数目，详见图 ４。
２．３．２ 使用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件的分析方法　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
（Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ，２００４）程序用 Ｅｘｃｅｌ 软件计算基因的

稳定 Ｓ，Ｓ 值越低，则该基因越稳定，反之不稳定。 如

图 ５ 所示，１５ 个候选的内参基因在所有的样品中，Ｓ
的排序为 ＰＳＣ＜ＡＣＴ＜１８ｓＲＮＡ＜ＥＦｌ⁃α＜Ｇ６ＰＤＨ＜ＴＵＢ＜
ＥＦｌ⁃β ＜ ＴＩＦ ＜ＰＰ２Ａ ＜ Ｌｅｔｉｎ ＜ＰＥ ＜ＵＮＫ２ ＜ＣＹＰ ＜ ＡＴＰ ＜
ＵＮＫ１，ＰＳＣ 的稳定值为 ０．０４５，是所有内参基因中最

小的，是稳定性最好的内参基因，相反 ＵＮＫ１ 的稳定

值最大。 对比 ＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 计算结果，发
现两个软件的分析具有一定的差异。
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表 ２　 Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ 软件分析 １５ 个候选内参基因的稳定值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅ

样品数量
Ｓａｍｐｌｅ ａｍｏｕｎｔ

几何平均值
Ｇｅｏ ｍｅａｎ

算术平均值
Ａｒ ｍｅａｎ

最小值
Ｍｉｎ

最大值
Ｍａｘ

标准偏差
ＳＤ

变异系数
ＣＶ

排名
Ｏｒｄｅｒ

ＵＮＫ１ ４０ ２７．９６ ２７．９８ ２５．９４ ３０．５２ ０．８７ ３．０９ １

ＴＵＢ ４０ ２４．４７ ２４．５０ ２１．９７ ２６．９３ １．０２ ４．１５ ２

ＣＹＰ ４０ ２１．９５ ２１．９９ １９．６１ ２４．９２ １．０２ ４．６３ ３

Ｇ６ＰＤＨ ４０ ２７．２５ ２７．３０ ２４．０４ ３０．７３ １．３２ ４．８３ ４

ＰＳＣ ４０ ２４．５１ ２４．５６ ２１．３１ ２８．４２ １．１９ ４．８４ ５

ＰＰ２Ａ ４０ ２４．７７ ２４．８２ ２２．１１ ２８．４９ １．２８ ５．１４ ６

ＥＦｌ⁃β ４０ ２２．６４ ２２．６９ １９．５６ ２５．８８ １．１８ ５．２１ ７

ＥＦｌ⁃α ４０ ２０．０５ ２０．１０ １６．７１ ２３．４２ １．０５ ５．２３ ８

Ｌｅｔｉｎ ４０ ２７．９０ ２８．０２ ２１．４８ ３４．１９ １．８８ ６．７２ ９

１８ｓＲＮＡ ４０ １７．６１ １７．７１ １０．２９ ２２．０６ １．１９ ６．７２ １０

ＵＮＫ２ ４０ ２８．１３ ２８．２４ ２３．９５ ３２．５２ ２．１１ ７．４６ １１

ＡＣＴ ４０ ２４．０９ ２４．１９ １９．７６ ２９．５４ １．８２ ７．５１ １２

ＴＩＦ ４０ ２６．３７ ２６．４７ ２２．６８ ２９．９２ ２．１０ ７．９５ １３

ＰＥ ４０ ２５．６９ ２５．８３ ２１．２７ ２９．５３ ２．６１ １０．１０ １４

ＡＴＰ ４０ ２６．１１ ２６．５１ １９．８６ ３５．７０ ４．４３ １６．７１ １５

表 ３　 △Ｃｔ 对比分析 １５ 个候选内参基因平均标准偏差排序
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｒｄｅｒ ｏｆ Ｍｅａｎ ＳＤ ｉｎ ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ △Ｃｔ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＡＴＰ ＵＮＫ２ １８ｓＲＮＡ Ｌｅｔｉｎ ＴＩＦ Ｇ６ＰＤＨ ＰＥ ＰＰ２Ａ ＡＣＴ ＴＵＢ ＵＮＫ１ ＥＦｌ⁃α ＰＳＣ ＥＦｌ⁃β ＣＹＰ

平均标准偏差
Ｍｅａｎ ＳＤ

０．５ ０．６１ ０．６８ ０．７２ ０．７４ ０．８２ ０．８４ ０．８４ ０．８６ ０．８８ ０．９３ ０．９６ ０．９７ １．０１ １．０１

排序
Ｏｒｄｅｒ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５

２．３．３ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件分析法 　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ（Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ
ａｌ，２００４）程序以每个基因的 ４ 次平均数为原始数

据，对每个基因在样品中产生的标准偏差（ＳＤ）与变

异系数（ＣＶ）来分析内参基因表达的稳定性，ＳＤ 越

小，ＣＶ 越小，基因表达越稳定，以 ＳＤ ＝ １．０ 为界限，
若 ＳＤ 值大于 １．０，则认为基因在样品中的表达是不

稳定的，再根据 ＣＶ 进行排名得出稳定的内参基因。
在全部样品中，除了 ＵＮＫ１ 的 ＳＤ 值为 ０．８７ 外，其余

的 ＳＤ 值都大于 １， 因此除 ＵＮＫ１ 外， 其余的内参基

因都判定为不稳定的；同时，ＵＮＫ１ 的 ＣＶ 值在有的

基因中最小。 因此，根据 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 的结果显示，认
为 ＵＮＫ１ 是最稳定的内参基因，详见表 ２。
２．３．４ 使用 ΔＣｔ 值对比分析法　 ΔＣｔ 值分析法（Ｓｉｌｖｅｒ
ｅｔ ａｌ，２００６）是对两个基因在所有的样本中进行两两

比较，计算两个基因之间的 ΔＣｔ，若 ΔＣｔ 值在样本中

波动很大，说明至少有一个基因在所有样品中是不

稳定表达的，此时引入下个基因来进行两两比较，
最终比较每两个基因的 ΔＣｔ 的平均标准偏差（Ｍｅａｎ
ＳｔｄＤｅｖ），Ｍｅａｎ ＳｔｄＤｅｖ 越小即表示该基因在相对其

他基因变化越小，该基因则越稳定。 如表 ３ 所示，１５
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表 ４　 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 软件分析结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｃａｌｃｕｌａｔｅ ｂｙ ｒｅｆＦｉｎｄｅｒ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

Ｒｅｆｆｉｎｄｅｒ Ｇｅｎｏｒｍ Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ △Ｃｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ

几何平均数
Ｇｅｏ ｍｅａｎ

排序
Ｏｒｄｅｒ

Ｍ 值
Ｍ ｖａｌｕｅ

排序
Ｏｒｄｅｒ

Ｓ 值
Ｓ ｖａｌｕｅ

排序
Ｏｒｄｅｒ

标准偏差 ±
变异系数
ＳＤ ± ＣＶ

排序
Ｏｒｄｅｒ

平均标准偏差
Ｍｅａｎ ＳＤ

排序
Ｏｒｄｅｒ

ＰＳＣ ２．８３９ １ ０．９１４ １ ０．０４５ １ ４．８４ ± １．１９ ５ ０．９７ １３

ＴＵＢ ４．９４９ ２ １．１８２ ５ ０．０６ ６ ４．１５ ± １．０２ ２ ０．８８ １０

１８ｓＲＮＡ ５．３３５ ３ １．５３５ ９ ０．０５１ ３ ６．７２ ± １．１９ １０ ０．６８ ３

ＰＰ２Ａ ５．４２２ ４ ０．９１４ ２ ０．０７２ ９ ５．１４ ± １．２８ ６ ０．８４ ８

Ｇ６ＰＤＨ ５．５６６ ５ １．４４３ ８ ０．０５９ ５ ４．８２ ± １．３２ ４ ０．８２ ６

ＵＮＫ１ ６．５２７ ６ １．８７３ １１ ０．１３５ １５ ３．０９ ± ０．８７ １ ０．９３ １１

ＵＮＫ２ ６．５５７ ７ １．３５０ ７ ０．０８１ １２ ７．４５ ± ２．１１ １１ ０．６１ ２

ＥＦｌ⁃β ６．７３５ ８ ０．９９１ ３ ０．０６８ ７ ５．２０ ± １．１８ ７ １．０１ １４

ＥＦｌ⁃α ６．９２８ ９ １．２３２ ６ ０．０５９ ４ ５．２３ ± １．０５ ８ ０．９６ １２

ＣＹＰ ６．９５５ １０ １．１１２ ４ ０．０９８ １３ ４．６３ ± １．０２ ３ １．０１ １５

ＡＣＴ ７．２７９ １１ ２．１２５ １３ ０．０４８ ２ ７．５１ ± １．８２ １２ ０．８６ ９

ＡＴＰ ７．４９２ １２ ２．５７５ １５ ０．１３３ １４ １６．７１ ± ４．４３ １５ ０．５ １

Ｌｅｔｉｎ ７．７４６ １３ １．７００ １０ ０．０７７ １０ ６．７１ ± １．８８ ９ ０．７２ ４

ＴＩＦ ８．８８８ １４ １．９９８ １２ ０．０７１ ８ ７．９５ ± ２．１０ １３ ０．７４ ５

ＰＥ １１．０８４ １５ ２．２３８ １４ ０．０７９ １１ １０．１０ ± ２．６１ １４ ０．８４ ７

图 ５　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析 １５ 个候选
内参基因的稳定值 （Ｓ）

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ（Ｓ） ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

个候选内参基因在所有样品中 Ｍｅａｎ ＳｔｄＤｅｖ 最小的

是 ＡＴＰ，则稳定性最好的内参基因为 ＡＴＰ，稳定性差

的是为 ＣＹＰ 因其 Ｍｅａｎ ＳｔｄＤｅｖ 最大。
２．３．５ 使用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 软件结果分析　 如表 ４ 所示，
每种软件分析得到的内参基因排序具有一定的相

似性和差异性，此时则需要 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ（Ｘｉｅ，２０１２）软
件作出综合评价，ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 软件根据候选内参基因

在每种分析软件中的排序予以一定权重后，计算出

其排序的几何平均值，内参基因的几何平均值越小，
说明该内参基因稳定性越好。 排名结果显示，排在

前三位的是 ＰＳＣ、ＴＵＢ 和 １８ｓＲＮＡ，则判断这三个基

因是稳定性最好的内参基因，而稳定性最不好的是

ＰＥ。 结合 ＧｅＮｏｒｍ 软件分析，本研究选用 ３ 个内参

作为最佳的内参基因数目，因此，在低磷胁迫下，最
合适的内参基因为 ＰＳＣ、ＴＵＢ、１８ｓＲＮＡ。
２．４ ｈＧＳＨＳ、γ⁃ＥＣＳ 基因序列比对结果

如图 ６ 所示，序列经 Ｂｌａｓｔ 分析后表明，相似度

均符合要求，各引物扩增出的片段均为目标基因，
可用于后续实验。
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图 ６　 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 基因比对结果　 Ａ． γ⁃ＥＣＳ 比对结果； Ｂ． ｈＧＳＨＳ 比对结果。
Ｆｉｇ． ６　 Ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ γ⁃ＥＣＳ ａｎｄ ｈＧＳＨＳ 　 Ａ． Ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ γ⁃ＥＣＳ； Ｂ． Ｂｌａｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈＧＳＨＳ．

２．５ γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 荧光定量 ＰＣＲ 结果

２．５．１ γ⁃ＥＣＳ 荧光定量 ＰＣＲ 分析 　 图 ７ 和图 ８ 显

示，ＣＫ 为正常条件下 ２ ｄ 时根和叶部样品。 在 ＧＸ１
的根部中，γ⁃ＥＣＳ 的相对表达量随胁迫时间的增加，
出现了先增加后减少的趋势，在叶部，在受到低磷

胁迫 ２ ｄ，１２ ｄ 时，其表达量均在 ＣＫ 以下，呈减少趋

势；ＧＸ２ 中，无论是根部还是叶部，其相对表达量都

现增加趋势，其中属叶部涨幅最大，在 １２ ｄ 时其增

长了 ＣＫ 的 １２．００８ 倍；另外，标准偏差的大小反应了

不同内参基因矫正后目的基因相对表达量的离散

程度，出现了在某些时期矫正结果差异较大的现

象，说明不同的内参基因矫正是有一定差异的。
２．５．２ ｈＧＳＨＳ 荧光定量 ＰＣＲ 结果　 ＣＫ 为正常条件下

２ ｄ 时根和叶部样品。 与 ＣＫ 相比，ｈＧＳＨＳ 在 ＧＸ１ 中

相对表达量无论在根部还是叶部随胁迫时间增加均

呈现减少趋势，在 １２ ｄ 时减少最甚，相对表达量在

０．１ 左右。 在 ＧＸ２ 的根部，ｈＧＳＨＳ 的相对表达量在 ２
ｄ 时比 ＣＫ 组少，但在 １２ ｄ 时其相对表达量达到 ＣＫ
的 ４．４９０ 倍；而其叶部，２ ｄ 时其表达量增加了 ＣＫ 的

５．２７１ 倍，达最大值，却在 １２ ｄ 的时候含量减少为 ＣＫ
的 １．５６１ 倍，因此，在磷高效品种中，ｈＧＳＨＳ 的相对表

达量在根部呈现随时间增加先减少后增加的趋势，而
在叶部相反，如图 ９、图 １０ 所示。

３　 讨论

３．１ 内参基因筛选

随着 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的广泛应用，内参基因的筛选越
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图 ７　 γ⁃ＥＣＳ 基因在 ＧＸ１ 和 ＧＸ２ 根部相对表达量
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ γ⁃ＥＣＳ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ＧＸ１ ａｎｄ ＧＸ２

图 ８　 γ⁃ＥＣＳ 基因在 ＧＸ１ 和 ＧＸ２ 叶部相对表达量
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ γ⁃ＥＣＳ ｉｎ

ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ＧＸ１ ａｎｄ ＧＸ２

来越受到人们的重视。 理想的内参基因应满足以

下条件：（１）在不同类型的细胞和组织中及不同生

长发育阶段都稳定表达；（２）表达不受环境、生物或

非生物胁迫等内源性和外源性因素的影响；（３）不

存在假基因，以避免基因组 ＤＮＡ 扩增；（４）其稳定

表达量与目的基因表达量近似（Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ，
２００２），常用的有 Ａｃｔｉｎ、１８ｓ ｒＲＮＡ 和 Ｇ６ＰＤＨ 等管家

基因。 本研究评价了 １５ 个常见的管家基因，分析它

们在不同的品种（ＧＸ１ 和 ＧＸ２），不同部位 （根和

叶），不同时期（２、４、８、１２、１６ ｄ），共 ４０ 个样品中的

稳定性，选用 ４ 种方法进行评价，发现使用不同的评

价软件时，其结果也存在一定的差异和相似，如 ＰＳＣ

图 ９　 ｈＧＳＨＳ 基因在 ＧＸ１ 和 ＧＸ２ 根部相对表达量
Ｆｉｇ． ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈＧＳＨＳ ｉｎ

ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ＧＸ１ ａｎｄ ＧＸ２

图 １０　 ｈＧＳＨＳ 基因在 ＧＸ１ 和 ＧＸ２ 叶部相对表达量
Ｆｉｇ． １０　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈＧＳＨＳ ｉｎ

ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｉｎ ＧＸ１ ａｎｄ ＧＸ２

在 ＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件中排名第 １，在 Ｂｅｓｔ⁃
Ｋｅｅｐｅｒ 软件排名第 ５，而在△Ｃｔ 分析法排到第 １３
位；ＰＥ 在 ＧｅＮｏｒｍ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件中排名第 １４
位，在 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件排到 １５ 名，△Ｃｔ 分析法排在

１１ 位，之前有研究者在使用不同的软件分析，内参

基因的稳定性排名基本一致，当然也存在排名不一

致的情况（Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ，２００４），分析认为不同分析

软件评价内参基因表达稳定性的运算方式不同，因
此每个软件的计算结果可能会存在一定出入，此
时，需要引入 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 将 ４ 种分析方法的计算结果

进行综合评价，得出相对准确的结果，这也是被证

明是可行的（Ｚｓｏｒｉ ｅｔ ａｌ，２０１３）。

６１０１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 结果显示，ＰＳＣ、ＴＵＢ、１８ｓＲＮＡ 这 ３ 个

基因是 １５ 个候选的内参基因中稳定性最好的基因。
杨树根在不同时期中发育的 Ｅｆｌ⁃ɑ 和 １８ｓｒＲＮＡ 表达

稳定（Ｘｕ ｅｔ ａｌ，２０１１）；水稻在紫外线伤害下最稳定

的内参基因是 １８ｓｒＲＮＡ（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ，２００３）；菠萝蜜中

１８ｓＲＮＡ 是最稳定的内参基因之一 （汪永保等，
２０１４），这与本研究结果有一定相似性，认为 １８ｓＲＮＡ
为核糖体 ＲＮＡ，与蛋白质结合形成核糖体，其功能

是作为 ｍＲＮＡ 的支架，参与蛋白质的合成，在细胞

生长中起到不可或缺的作用，植物通过过量且稳定

表达 １８ｓＲＮＡ 来 维 持 正 常 的 细 胞 活 动。 因 此，
１８ｓＲＮＡ 相对其他管家基因中表达丰度最大，且稳定

性良好。 ＴＵＢ 是细胞内编码微管蛋白的基因（Ｙｏ⁃
ｓｈｉｋａｗａ ｅｔ ａｌ，２００３），只有 ＴＵＢ 在细胞内的稳定表

达，才能保证细胞基础活动的顺利进行。 苹果在不

同时期、不同组织、不同基因型中和玉米在干旱环

境下 ＴＵＢ 的稳定性最佳（吝爱月，２０１２）；而本研究

中，ＴＵＢ 的稳定性亦排到第二。 ＰＳＣ 用于编码丝氨

酸羧肽酶的基因之一，丝氨酸羧肽酶参与多肽和蛋

白质的加工、修饰与降解等多个重要环节，是植物

生长繁殖中的重要物质，ＰＳＣ 是 １５ 个候选的内参基

因中稳定性最良好的内参基因。 大豆在受到不同

的光周期下， 稳定性最好的是 ＡＣＴ１１， ＵＫＮ１ 和

ＵＫＮ２（Ｈｕ ｅｔ ａｌ，２００９），大豆在盐胁迫下 Ｅｆｌ⁃ɑ 和

ＡＣＴ１１ 表达稳定；ＴＵＢ４、ＴＵＡ５ 和 Ｅｆｌ⁃ɑ 在干旱处理

时稳定；ＡＣＴ１１ 和 ＵＫＮ２ 在黑暗（衰老） 处理时稳

定；而 Ｅｆｌ⁃β 和 ＵＫＮ２ 在受大豆花叶病毒侵染时表达

稳定（马淑华，２０１３）；这与本研究在缺磷胁迫的结

果不同，进一步说明内参基因在不同实验环境下表

达稳定性存在差异，研究者在实验前先筛选合适的

内参基因，否则可能会导致定量结果不准确。
３．２ γ⁃ＥＣＳ 和 ＧＳＨＳ 表达分析

磷调控植物体内线粒体的氧化磷酸化、电子传

递链、叶绿体的能量传递、光合磷酸化过程，是植物

体内不可缺少的元素之一。 植物缺磷可使 ＡＴＰ 的

合成受到影响，电子传递与磷酸的解偶联，能量经

还原氧气产生自由基从而被消耗掉（曹黎明和潘晓

华，２０００）。 过多的自由基易对植物的生理活动造

成影响，谷胱丙肽能有效清除植物体内自由基。 大

豆在低磷和铝毒胁迫下，大豆中的 ｈＧＳＨ 含量明显

提高，且磷高效品种中 ｈＧＳＨ 上升的幅度要大于磷

低效品种（李艳英等，２０１２）。 Ｖｅｒｅｎａ ｅｔ ａｌ（２０１０）报
道在烟草中过量表达 γ⁃ＥＣＳ，叶片中 ＧＳＨ 含量提高

２０ 至 ３０ 倍；在转基因杨树中，γ⁃ＥＣＳ 的过量表达增

加了 ＧＳＨ 含量（Ａｒｉｓｉ ｅｔ ａｌ，１９９７）；在重金属胁迫下，
油菜 ＧＳＨＳ 和 γ⁃ＥＣＳ 基因表达增加；印度芥菜中分

别过量表达 ＧＳＨＳ，增加了植物对 Ｃｄ 的耐性（Ｇｒｉｌｌ ｅｔ
ａｌ，１９８５）。 可见，在许多逆境胁迫下，推测植物可能

通过增加 ｈＧＳＨＳ、γ⁃ＥＣＳ 的表达量，从而增加谷胱甘

肽的合成来抵抗逆境胁迫。 本研究低磷处理下发

现，谷胱甘肽的合成酶基因 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 在磷低

效和磷高效两个大豆品种中均有表达，但其表达具

有一定的差异性。 随着胁迫时间的增加，磷低效品

种 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 相对表达量随胁迫时间增加而

逐渐减少，说明低磷胁迫影响了谷胱甘肽的合成代

谢中 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的表达；而在磷高效品种中，
γ⁃ＥＣＳ 在根叶部和 ｈＧＳＨＳ 在根部的相对表达量都

随胁迫事件延长而增加，分析推测 ＧＸ２ 根部通过增

加的 ｈＧＳＨＳ 和 γ⁃ＥＣＳ 的相对表达量，从而合成更多

的 ｈＧＳＨ 来抗低磷胁迫，但因叶部 ｈＧＳＨＳ 含量降

低，推测根部比叶部具有更强的耐性。

４　 结论

在 １５ 个内参基因中，１８ｓＲＮＡ、ＴＵＢ、ＰＳＣ 稳定性

最佳，这是基于 ５ 种分析软件的结果，用于研究低磷

胁迫下荧光定量分析可得到相对可靠的结果，但是

随着研究的深入，不排除能找到更合适的内参基

因；低磷胁迫下，不同磷效率品种的大豆 γ⁃ＥＣＳ 和

ｈＧＳＨＳ 的相对表达量在不同时期，不同部位具有一

定的表达差异，磷高效品种在低磷胁迫下能有效诱

导大豆 γ⁃ＥＣＳ 和 ｈＧＳＨＳ 的增量表达，而磷低效品种

表达量减少。 因此，认为谷胱丙肽合成酶基因表达

差异可能是品种磷效率差异的原因。
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