
第38卷第7期         西 南 大 学 学 报 (自然科学版)           2016年7月

Vol.38 No.7 JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Jul. 2016

DOI:10.13718/j.cnki.xdzk.2016.07.002

TMV和PVX胁迫下云烟和番茄实时
荧光定量内参基因筛选①
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摘要:合适的内参基因是采用实时荧光定量PCR研究基因表达获得可信数据的基础.为了获得合适的内参基因,

更好地研究烟草花叶病毒(Tobaccomosaicvirus,TMV)和马铃薯X病毒(PotatovirusX,PVX)与烟草和番茄2种

寄主的互作,本项研究根据已报道的云烟和番茄看家基因设计引物,使用geNormPlus 软件分别对其在 TMV和

PVX侵染下的云烟97和番茄中表达量的稳定性进行了评估.结果表明:2种寄主植物中供试看家基因中各有4对

引物满足qPCR的要求,分别是云烟tub,CYP,GAPDH,β-tub,番茄18S,UK,ACT,EFl-α.在2种病毒侵染后的

云烟内参基因中表达最稳定的为CYP,番茄中内参基因为ACT.最终确定这2个看家基因分别作为实时荧光定量

PCR研究烟草和番茄在TMV和PVX胁迫下寄主体内基因表达变化的内参基因.该结果为进一步探讨2种病毒共

同侵染时,它们与烟草和番茄2种寄主互作生物学效应研究奠定了基础.
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近年来,实时荧光定量PCR技术(QuantitativerealtimePCR,RT-qPCR)是在定性PCR技术基础上

发展起来的核酸定量技术,具有快速、高灵敏度等优点,能够准确分析在不同时期及经过不同处理的基

因表达差异[1-3].在基因定量表达研究中,被用作内参基因的看家基因(Housekeepinggene)的稳定性对

定量结果有非常重要的影响[4-5],因为并不是所有的看家基因都适合作为任何实验条件下的内参基因[6].
因此,在进行RT-qPCR实验之前,有必要评估在符合该实验条件下看家基因旳稳定性,筛选出能够稳定表

达,且不受实验处理影响的看家基因作为内参基因,以确保定量实验结果的客观和准确.前期研究表明

TMV和PVX的外壳蛋白均可以与烟草和番茄中的IP-L和FdI相互作用[7].为了进一步分析在2种病毒

胁迫下,这2个基因在烟草和番茄体内的表达变化,需要筛选2种病毒胁迫下的内参基因.虽然已有报道

使用这2种寄主中的一些内参基因,如多聚泛素酶基因来研究寄主功能基因的表达调控,但不同非生物和

生物胁迫条件下内参基因有所不同[8-10].因此,本文选择了6个烟草看家基因和8个番茄看家基因,使用

geNormPlus软件[2]分别对其在TMV和PVX侵染下的云烟97和番茄中表达量的稳定性进行了评估[7].确
定表达最为稳定的云烟和番茄看家基因,作为进一步研究这2种植物中功能基因定量表达研究的内参基

因,为进一步的病毒与寄主基因互作生物学效应研究奠定基础.

① 收稿日期:2014 12 18
基金项目:国家自然科学基金(30900937);重庆市自然科学基金(CSTC2010BB1122);中央高校基本科研业务费(XNJI2009B023,

2362014xk08).
作者简介:张 宁(1989 ),女,新疆克拉玛依人,硕士研究生,主要从事分子植物病理学研究.
通信作者:孙现超,研究员,硕士研究生导师.



1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 供试毒源

TMV,PVX纯毒源由保存在质粒上的病毒全长侵染性克隆农杆菌介导接种烟草获得,并通过-RT-
PCR和ELISA方法鉴定毒源,确认为TMV,PVX纯毒源后接种在云烟97和番茄上繁殖保存.
1.1.2 植物材料

云烟97由重庆市烟草科学研究所提供,番茄种子均由西南大学植物保护学院植物病毒实验室提供,并

在人工气候室内培养至4~6叶期,备用.
1.2 烟草和番茄病毒胁迫处理

培养至4~6叶期的烟草和番茄,分别用汁液摩擦接种方法单独接种TMV和PVX,接种7d后用

ELISA检测确定接毒是否成功.
1.3 总RNA提取及cDNA合成

按照试剂盒Trizolregent(TaKaRa,Japan)的说明书步骤分别提取病毒胁迫处理的云烟97和番茄的总

RNA,1%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的完整性,测定RNA的浓度和纯度(NanoDropRND-2000,US).
用PrimeScriptTMRTreagentKit(TaKaRa,Japan)试剂盒提供的方法将总RNA反转录成cDNA.
1.4 引物设计

使用NCBI网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)提供的Primer-BLAST工具分别设计了6个云烟

的看家基因:肌动蛋白基因(ACT)、微管蛋白基因(tub)、多聚泛素酶基因(UBQ)、亲还蛋白基因(CYP)、

3 磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH)、β 微管蛋白基因(β-tub);8个番茄的看家基因:18S核糖体RNA
(18S)、尿甘酸激酶基因(UK)、肌动蛋白基因(ACT)、微管蛋白基因(TUB)、泛素连接酶基因(UBI)、亲

还蛋白基因(CYP)、转录延伸因子(EFl-α)、3 磷酸甘油醛脱氢酶基因(GAPDH)的RT-qPCR引物(表1、
表2).

表1 云烟看家基因RT-qPCR引物

基因名 上 游 引 物 下 游 引 物

ACT GACATGAAGGAGGAGCTTGC ATCATGGATGGCTGGAAGAG
tub CAACCTCTGTGGTGGAACCT GGAACAAGGTTGGTCTGGAA
UBQ GCGGTGGTATGCAGATTTTC CGACCATCTTCCAACTGCTT
CYP TTCCTCTCCATGGCTAATGC ATCCAGATCCAACAGCCTCA

GAPDH TGCAGTGAACGACCCATTTA TGGATTCCACAACGAAATCA

β-tub ACTGAAGCCGAGAGCAACAT AACAAGTCCACTTGGCAGAAA

表2 番茄看家基因RT-qPCR引物

基因名 上 游 引 物 下 游 引 物

18S GGGCATTCGTATTTCATAGTCAGA GTTCTTGATTAATGAAAACATCCT
UK TGGTAAGGGCACCCAATGTGCTAA ATCATCGTCCCATTCTCGGAACCA
ACT AGGCAGGATTTGCTGGTGATGATGCT ATACGCATCCTTCTGTCCCATTCCGA
TUB CCTGACAGCTTCTGCCATGT CATCTTCAGCCCAGTTGGTG
UBI TCGTAAGGAGTGCCCTAATGCTGA CAATCGCCTCCAGCCTTGTTGTAA
CyP CTCTTCGCCGATACCACTCC TCACACGGTGGAAGGTTGAG
EFl-α ATTGGAAATGGATATGCTCCA TCCTTACCTGAACGCCTGTCA

GAPDH ACCACAAATTGCCTTGCTCCCTTG ATCAACGGTCTTCTGAGTGGCTGT

1.5 实时荧光定量PCR
利用SYBRGreenI实时定量PCR试剂盒(购自TaKaRa,Japan)在定量PCR仪(ABI,American)上进

行实时荧光定量PCR.PCR反应总体积为20μL,包含10μLSYBRGreenI,上、下游引物(10μmol/L)各
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1μL、cDNA模板1μL、无菌超纯水7μL.PCR反应程序为设定程序为95℃预变性2min;95℃变性

30s,60℃退火1min,循环40次;最后60℃持续升温至95℃保持30s.共有3次生物学重复.每个基因

的实时定量PCR扩增均以清水为对照,以检验扩增的背景.
1.6 引物扩增效率及熔解曲线分析

将反转录后的云烟和番茄健康cDNA样品以5倍浓度梯度稀释(原用cDNA的51,52,53,54 和55 倍稀

释液),并以此为模板进行qPCR扩增后,分别制作云烟6条内参基因及番茄8条内参基因的标准曲线.引
物的扩增效率(E)与标准曲线的斜率(slope)相关,根据标准曲线的斜率,由方程E=(10-1/slope-1)×100%
计算出引物的扩增效率.扩增效率在95%~110%的引物符合要求.
1.7 内参基因的选择

利用候选内参基因引物对所有样品进行扩增.将Ct值导入到Excel表格中,对于每个基因,找出所有

样品中Ct值最小的样品,计算其他样品与该样品的ΔCt值(ΔCt=某样品中各看家基因Ct值-该样品中

最小的Ct值),定义该样品的表达量为1,则其他样品相当表达量为2-ΔCt.使用geNormPlus前先将各看家

基因在不同样本中的Ct值按照2-ΔCt进行转换,将转换后的数据载入geNormPlus中进行稳定性评估,结果

输出为代表基因表达稳定性的平均值M,M 值越小,表达越稳定.在此基础上,利用软件计算n(2≤n≤7)
个基因作为内参基因得出的标准化因子与n+1个基因作为内参基因得出的标准化因子的配对变异之

Vn/n+1,当Vn/n+1<0.15时,n 个基因满足内参基因的要求;如果Vn/n+1>0.15,则表明n 基因不足以满足

内参基因的要求,需要增加内参基因的数目.

2 结果与分析

2.1 引物扩增效率及扩增产物的溶解曲线分析

云烟和番茄看家基因引物的扩增效率、决定系数如表3、表4所示.根据定量实验的要求,引物的扩增

效率在90%~110%之间、决定系数在0.900以上可满足定量实验,且扩增产物的溶解曲线只有明显的单

一信号峰,不存在非特异性扩增[4].在所设计的6对云烟和8对番茄的看家基因引物中,各有4对引物满足

qPCR的要求,分别是云烟tub,CYP,GAPDH,β-tub;番茄18S,UK,ACT,EFl-α.
表3 云烟内参基因RT-qPCR引物的扩增效率

基因名称 决定系数R2 扩增效率/% 基因名称 决定系数R2 扩增效率/%

tub 0.928 100.5 β-tub 0.992 106.7
CYP 0.998 109.6 ACT 0.983 128.3

GAPDH 0.979 105.5 UBQ 0.962 130.7

表4 番茄内参基因RT-qPCR引物的扩增效率

基因名称 决定系数R2 扩增效率/% 基因名称 决定系数R2 扩增效率/%

18S 0.996 105.5 TUB 0.982 117
UK 0.988 109.7 UBI 0.995 134.3
ACT 0.996 108.8 CYP 0.986 137
EFl-α 0.991 110 GAPDH 0.984 114

2.2 geNormPlus对云烟内看家基因稳定性的评估结果

为了筛选合适的看家基因,分别用选出的各4对引物在所有接毒TMV及PVX后的云烟和番茄样

本中进行评估,选出表达稳定性最好的.根据geNormPlus软件的评价方法得出云烟接毒TMV后4个看

家基因的稳定性从大到小依次为CYP、β-tub、tub、GAPDH,其中CYP 和β-tub的 M 值并没有明显差

异(图1a).对于qPCR研究中可能使用到的多内参基因情况,可判断合适内参个数的参数值(pairwise
variationvalue),利用geNormPlus程序对内参基因的配对差异值Vn/n+1进行分析,P 值如图1b所示.同
样,云烟接毒PVX后4个看家基因的稳定性从大到小依次为CYP、GAPDH、β-tub、tub(图1c),P 值如

图1d所示.综合软件分析结果,在侵染2种病毒后的云烟4个内参基因中表达最稳定的为CYP.
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图1 接种TMV和PVX后云烟内看家基因的稳定性评估

2.2 geNormPlus对番茄内看家基因稳定性的评估结果

用上述相同的方法分析发现,在番茄接种TMV后,4个看家基因的稳定性从大到小依次为ACT、

EFl-α、UK、GAPDH(图2a),P 值如图2b所示.与TMV的评估结果相似,番茄接种PVX后,4个看家

基因的稳定性从大到小依次为ACT、EFl-α、GAPDH、UK(图2c),P 值如图2d所示.综合2种病毒侵染

定量分析结果,选定番茄的内参基因为ACT.

3 讨 论

实时荧光定量PCR(Real-timequantitativePCR,RT-qPCR)具有特异性强、灵敏度高、重复性好及高

通量等特点,克服了普通PCR不能准确定量的不足,能够准确分析基因在不同时期的表达差异性及经过不

同处理样本间的表达差异,已成为分子生物学中研究基因表达的主要方法[11-13].利用RT-qPCR分析基因

相对定量表达时,为了消除不同组织细胞间初始模板量、RNA质量、酶促反应效率等偏差,需要选择合适

的内参基因进行校正和标准化,内参基因(又名看家基因)是一类在不同实验条件、不同组织和细胞中均可

维持稳定表达水平的一类基因[3,14].目前普遍采用的看家基因作为实时荧光定量PCR的内参基因,如β
肌动蛋白基因(β-actin)、18S核糖体RNA基因(18SrRNA)、α微管蛋白基因(α-tubulin)、3 磷酸甘油醛

脱氢酶基因(GAPDH)和多聚泛素酶基因(ubiquitin)等.然而研究发现,随着实验条件的变化,没有任何一

种内参基因在不同的植物组织及器官中的表达是始终稳定的,所以迄今为止并未找到适合所有条件下的理

想内参基因[15].在这样的背景下,进行任何RT-qPCR试验前必须先进行内参基因的筛选,根据特定的实

验材料、实验条件选择合适的内参基因.
本研究选取了6个云烟及8个番茄常用的看家基因,利用geNormPlus软件分别评估了这2种植物在

TMV和PVX侵染下,几个内参基因在叶片中表达量的稳定性,并为后续检测功能基因表达量的变化提供

了理论依据.分析结果表明,云烟侵染TMV后经过筛选,其中CYP 和β-tub 是表达量比较稳定的2个基

因,而云烟侵染PVX后表达量比较稳定的是CYP 和GAPDH 基因.由此说明,在这2种病毒侵染下,表

达量均较为稳定的是CYP 基因,可以作为后续定量实验中内参基因的理想选择.但是由于在不同的组织
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中,看家基因的表达量也存在一定的变化,所以本实验只证明了云烟叶片中表达稳定的内参基因是CYP
基因,这也说明了没有一个看家基因可以在所有的实验条件下持续稳定地表达.

图2 接种TMV和PVX后番茄内看家基因的稳定性评估

同样,在番茄中也选取了常见的看家基因,比如EFl-α作为一个重要的内参基因,它的主要功能是将

氨酰tRNA带到核糖体,促进蛋白质合成中肽链的延伸,因此又被称为延伸因子[16-17].还有一个重要的内

参基因就是肌动蛋白actin(ACT),作为细胞的必要组成成分之一[18],并且在大量的定量表达研究中被选

作内参基因.分析结果表明,不管是在TMV还是PVX侵染下,番茄叶片中表达量相对稳定的都是ACT
和EFl-α,由于ACT 基因的表达在压力环境下具有更高的稳定性,所以本研究选取了ACT 为番茄qPCR
实验中的看家基因.
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SelectionofReferenceGenesinTobaccoand
TomatoStressedbyTMVorPVX
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Abstract:Itisthebasetoselectproperreferencegenesforgettingvaliddatatoanalyzegeneexpressionby
quantitativereal-timePCR(RT-qPCR).Inordertogetproperreferencegenesoftobaccoandtomatoinfec-
tedbyTMVorPVXforstudyingtheinteractionbetweenthevirusesandtheirhosts,wedesignedthe
primerpairsofthehousekeepinggenesoftobaccoandtomatobasedonthepreviousstudies,andevaluated
theirexpressionstabilityinTMVorPVXinfectedtobaccoandtomatowithgeNormPlussoftware.There-
sultsshowedthattheprimerpairsoftub,CYP,GAPDH andβ-tubintobaccoandtheprimerpairsof
18S,UK,ACTandEFl-αintomatomatchedtherequestofRT-qPCR.CYP wasthemoststablehouse-
keepinggeneintobaccoinfectedbyTMVorPVX,andACTwasthemoststablehousekeepinggeneinto-
mato.So,thesetwogenesweredeterminedtobethereferencegenesnormalizationofqRT-PCRdatainto-
baccoortomatoinvirus-hostinteractionsystem,whichprovidesabaseforstudyingthebiologicaleffect
oftheinteractionbetweenTMVorPVXanditshosts.
Keywords:Tobaccomosaicvirus;PotatovirusX;host;quantitativerealtimePCR;referencegene
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