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发育期火龙果内参基因的筛选和验证

崇慧影，文晓鹏*

( 贵州大学农业生物工程研究院 /生命科学学院，山地植物资源保护与保护种质创新教育部重点实验室，贵州 贵阳 550025)

摘要:［目的］筛选火龙果果实发育期稳定表达的内参基因。［方法］以火龙果不同发育时期的果实为材料，利用 qＲT
－ PCＲ技术检测 17 个看家基因的表达水平，借助 geNorm和 NormFinder筛选出果实发育期理想的内参基因。［结果］
GeNorm评估 YLS8 和 ACT并列排名第一，表达稳定值均为 0． 221，配对差异值 V2/3为 0． 105; NormFinder排名前两名为
TBP2和 YLS8，表达稳定值为 0． 160 和 0． 191。使用内参基因 YLS8 和 TBP2 分析火龙果甜菜色素合成途径关键基因
HpCytP450 － like1 的表达水平，与基因 HpCytP450 － like1 在火龙果果实发育期表达趋势一致。［结论］从 17 个候选基
因中筛选出 2 个理想的的内参基因 YLS8 和 TBP2，可作为火龙果果实发育期相关基因的表达调控研究。
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Screening and validation of reference genes during fruit development in pitaya

CHONG Hui － ying ，WEN Xiao － peng*

( Key Laboratory of Plant Ｒesource Conservation and Germplasm Innovation in Mountainous Ｒegion( Ministry of
Education) ，Institute of Agro － bioengineering / College of Life Sciences，Guizhou University，Guiyang 550025，China)

Abstract: ［Objective］To identify appropriate reference genes during fruit development of pitaya．［Method］Using pulps from
four developmental stages as materials，expression of 17 widely used reference genes was detected by qＲT － PCＲ，and reliable
reference gene were recommended by geNorm and NormFinder．［Ｒesult］YLS8 and ACT were determined as the most stable
genes by geNorm and were suitable to be used as internal control for qＲT － PCＲ，the expression stability was 0． 221，and the
pairwise variation V2 /3 was 0． 105; TBP2 and YLS8 were determined as the most stable genes by NormFinder，expression stabili-
ty values were 0． 160 and 0． 191 respectively． To validate the stability of screened out reference genes，expression of HpCytP450
－ like1，an important gene in betalain biosynthesis，was calibrated by YLS8 or TBP2． The expression trends were constant which
indicated stability of YLS8 and TBP2 in pulps during development．［Conclusion］Two ideal reference genes，YLS8 and TBP2，
were screened out from 17 candidate genes to calibrate expression of genes during fruit development of pitaya．
Keywords: pitaya，reference genes; qＲT － PCＲ; geNorm software; NormFinder software

实时荧光定量 PCＲ ( Ｒeal － time Fluorescence
quantitative PCＲ) 技术通过加入特定荧光基团并实时
监测产物变化，实现对目标基因( target gene) 定性定
量表达分析［1］。前人研究［2］通过干旱处理火龙果组
培幼苗筛选的内参基因，而本文更加深入系统的对火

龙果果实发育期内参基因筛选，内参基因表达并非恒

定，同一物种不同实验条件、不同发育期、不同部位等
表达量差异较大，未经筛选会导致错误的结论［3］，因

此，内参基因的筛选是保证结果可靠性的前提。
火龙果属仙人掌科( Cactaceae) 三角柱属( Hylo-

cereus) 。目前已有很多研究将火龙果作为色素原
料［4］。当前运用分子生物学方法研究火龙果甜菜色
素代谢途径及其调控机理已成为热点，目前关于火

龙果果实发育期内参基因的稳定性研究尚未分析。
笔者以红肉火龙果( Hylocereus polyrhizus)、白肉火

龙果( Hylocereus undatus) 不同发育期的果实为材料，利
用 qＲT －PCＲ技术分析 17个候选内参基因的表达，通
过 geNorm及 NormFinder 稳定性评估［5］筛选出适合火
龙果果实发育期理想的内参基因，为揭示火龙果色素

代谢和调控机理具有重要的理论和实践意义。
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1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验材料
取红肉火龙果品种 －紫红龙、白肉火龙果品种

－晶红龙，采自贵州省罗甸火龙果种植基地( 兴成果

园) 。人工授粉后第 25 d、30 d、35 d、40 d 采果肉样
品，依次为红肉果实的着色前期 ( H1 ) 、破色期
( H2) 、着色期( H3) 、成熟期( H4) 及同时期白肉 B1、
B2、B3、B4，每次取 3 个样本，每个样本设 3 个生物
学重复，参照前人方法取样［6］，液氮速冻后存于

－ 80 ℃超低温冰箱。

表 1 火龙果候选内参基因筛选的 PCＲ引物序列
Tab． 1 Sequences of the primers for reference gene identification in pitaya

基因简称

Gene

number

GenBank ID
注释信息

Annotation

引物序列

Primer sequences

扩增长度( bp)

Product size

( bp)

扩增效率

Amplification

efficiency

Ｒ2

TBP2 MF356277
TATA － box － binding

protein 2

F － ATAAAGGAAGGGAGGGAGAC

Ｒ － ATGATTACAGCAGCGAAACG
223 2． 002 0． 993

ACT MF356257 Actin － 7
F － GCGGCAGACCACCTACAACTC

Ｒ － GCGGATTCATCGTATTCACCC
276 1． 973 1． 000

DNJH MF356263 DnaJ protein homolog
F － GCGGCTACTACCACCACCAAA

Ｒ － CCCGAAGAGCGATAACACCAG
313 1． 982 0． 997

G3P MF356269
Glyceraldehyde － 3 － phosphate

dehydrogenase

F － GCCAAGTCTTAGAGCCAAATGAAC

Ｒ － CGATGAGCAGAATAAAGCAGGAG
344 1． 999 0． 998

UBC MF356282
Ubiquitin － conjugating

enzyme E2 － 17 kDa

F － GGCGGGTCTCATTGTTCTCATTC

Ｒ － CGGCTTTGTCTTTCCGATACTTTT
161 1． 982 0． 999

GUN25 MF356266 Endoglucanase 25
F － GGCACTATCGTGTTCGGGTTT

Ｒ － GCTCGGCAAGAATCCTCGTAA
171 1． 990 0． 995

CYPⅠ MF356271
Peptidyl － prolyl cis － trans

isomerase 1

F － TCAACAACCTGACCGAACACG

Ｒ － GCAAGAGGAGGAGCAAACCAA
498 1． 972 0． 997

ＲHⅡ MF362594
DEAD － box ATP － dependent

ＲNA helicase 2

F － GGTAAAAGCGTGGGTGAGGATA

Ｒ － GCTTGGGTGATGGTAAGAGTGTC
413 1． 988 0． 999

YLS8 MF356278
Thiore doxin － like

protein YLS8

F － GCTCGGTTATGTCCACAAGGTA

Ｒ － CGGAAGAAGAGCGTCTCGTTA
138 1． 986 0． 999

PTBP1 MF356284
Polypyrimidine tract － binding

protein homolog 1

F － AGCGACTTTGGCAACAGAGGC

Ｒ － CCGTGTGAACCCGACAGCATT
256 1． 981 0． 998

2AAG MF356276

Serine / threonine － protein

phosphatase 2A 65 kDa regulatory

subunit A gamma isoform

F － GCCTTGCTTCCCTTCCACTC

Ｒ － GGCTCCTGTCTTGGGCTCTG
307 1． 963 0． 998

TBB MF356281 Tubulin beta chain
F － CCCCCGTCTCCACTTCTTCA

Ｒ － GTCTGCTCGTCCACCTCCTTG
210 1． 993 0． 998

TBA3 MF356280 Tubulin alpha － 3 chain
F － GCACCGACCTCCTCATAATCC

Ｒ － CCACCATCAAGACCAAGCGTA
313 2． 002 0． 998

Q8H3I3 MF356273
Putative 40S

ribosomal protein

F － GACACTGATTCTCCTTTGCGTTAT

Ｒ － CCTTTGGTCTCCTCTGGCTCT
191 1． 981 0． 996

Q9SKN1 MF356283
Vacuolar fusion protein

MON1 homolog

F － ACACCACCGCCACCAGTTTCT

Ｒ － GCACCCTAAGCCGTCCGATAA
267 1． 997 0． 996

FK111 MF356268
F － box /kelch － repeat

protein At5g15710

F － GTCCGCAATGTTCCGTCTTTA

Ｒ － GGCATACTCGGCAATGTCCT
196 1． 991 0． 999

ＲDＲⅥ MF356275
ＲNA － dependent ＲNA

polymerase 6

F － GCTTTTCGTCGCTCTTTCCTC

Ｒ － GCTTCTTTAGTCGGCACCTCC
473 1． 986 0． 999
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1． 1． 2 试剂
总 ＲNA 提取试剂盒、DNA Marker 购于 TIAN-

GEN公司( 北京) ; 反转录试剂盒购于 TakaＲa 公司
( 大连) ; PowerUpTMSYBＲ Green Master Mix 购于 ABI
公司( 美国) 等。
1． 1． 3 仪器

－ 80℃超低温冰箱( 海尔 /DW － 86L626) 、电泳
仪( JY － CX3B，君意东方) 、荧光定量 PCＲ 仪( CFX-
connect) 等。
1． 2 方法
1． 2． 1 ＲNA提取
按试剂盒说明书提取 ＲNA，1%琼脂糖凝胶电

泳进行完整性验证，－ 80 ℃保存。
1． 2． 2 cDNA合成及引物设计
按试剂盒说明书操作，ＲNA 用量为 1 μg，反转

录产物 5 倍稀释后 － 20℃保存。在贵州大学农业生
物工程重点实验室前期基础上筛选了较稳定的 17
条序列( 来源于 NCBI) ，引物合成于上海生工。用
1． 2%琼脂糖凝胶电泳检测 17 个候选内参基因 PCＲ
扩增产物。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ
反应体系 10 μL: 荧光染料 5 μL，上下游引物

( 10 μmol /L) 各 0． 25 μL，cDNA 模版 1 μL，超纯水

3． 5 μL。扩增条件: 94 ℃预变性 10 min，94 ℃变性
15 s，退火 30 s，延伸 1 min，进行 40 个循环，65 ～ 95
℃每 0． 5 ℃进行 1 次荧光监测测定熔解曲线，每个
样品设 3 次重复。
1． 2． 4 数据处理
使用 linＲegPCＲ程序从扩增图中分析引物扩增

效率［7］。用 geNorm及 NormFinder对 17 个候选内参
基因稳定性评估，将原始 Cq 值根据公式 ( Q =
2Cqmax － Cqsample，Q为相对表达量，Cqmax为各样品中最大

Cq值，Cqsample为各样品 Cq值) 转换成相对表达量 Q
输入软件中计算［8］，最终通过等权重重新排序。
1． 2． 5 稳定性验证

HpCytP450 － like1 是火龙果甜菜色素合成途径
的关键基因，与甜菜色素积累成正相关，用筛选的内

参基因对其表达水平验证，荧光定量反应体系同上

所述。

2 结果与分析

2． 1 ＲNA提取
电泳检测总 ＲNA 显示 28S、18S 条带清晰明显

( 图 1) ，酶标仪检测浓度为 134． 3 ～ 401． 6 μg /mL，
OD260 /280为 1． 91 ～ 2． 27，说明提取的总 ＲNA未降解，
完整性良好，符合后续荧光定量 PCＲ实验要求。

图 1 火龙果 ＲNA提取

注: H1、H2、H3、H4 和 B1、B2、B3、B4 分别为红肉和白肉火龙果果实 4 个发育期。

Fig． 1 ＲNA extraction in pitaya

Note: H1，H2，H3，H4 and B1，B2，B3，B4，respectively，were Hylocereus polyrhizus and Hylocereus undatus，which were four stages of fruit development．

2． 2 引物扩增
产物条带单一( 图 2 ) ，无引物二聚体及非特异

性扩增，扩增产物经测序、比对与预期目的片段一

致，表明 17 个候选内参基因均能够特异性扩增目的
片段，满足后续 qＲT － PCＲ分析。

图 2 火龙果 17 种内参基因的 PCＲ扩增产物
Fig． 2 PCＲ products of 17 reference genes in pitaya

Note: M: DL2000 Marker; 1: TBP2; 2: ACT; 3: DNJH; 4: G3P; 5: UBC; 6: GUN25; 7: FK111; 8: CYPⅠ; 9: ＲHⅡ; 10: YLS8; 11: PTBP1; 12: ＲDＲⅥ;

13: 2AAG; 14: TBB; 15: TBA3; 16: Q8H3I3; 17: Q9SKN1．
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2． 3 荧光定量 PCＲ
17 个候选看家基因的熔解曲线均为单一峰( 图

3) ，表明 qＲT － PCＲ 反应专一性高，引物特异性强，
结果是准确可信的。

图 3 火龙果 17 种内参基因的 qＲT － PCＲ溶解曲线
Fig． 3 qＲT － PCＲ melting curves of 17 reference genes in pitaya

24
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2． 4 数据处理及分析
GeNorm程序中 M 值越小，稳定性越好。17 个

候选内参基因最高 M 值为 0． 996，均小于默认值

1． 5，表明 17 个候选基因稳定性较好，其中 ACT 和
YLS8 在火龙果果实发育期最稳定，M值为 0． 221( 图
4) 。

图 4 GeNorm检测的火龙果各内参基因表达稳定值( M)

Fig． 4 Expression stability values ( M) of reference genes calculated by geNorm in pitaya

通过配对差异值( Vn/n + 1 ) 确定内参基因数目，

本研究 V2/3为 0． 105 ( 图 5) ，小于 0． 15，所以不必引
入第 3 个基因进行校正，内参基因最适数目为 2 个，
即 YLS8 和 ACT。

图 5 GeNorm分析火龙果候选内参基因配对变异系数

Fig． 5 Pairwise variations analyses of candidate reference genes by geNorm in pitaya

NormFinder 程序显示，TBP2 表达稳定值为
0． 160，是最优内参基因; 其次是 YLS8，表达稳定值
为 0． 191( 图 6) 。综合排序可知( 表 2) : 两软件评估
结果有所差异，但排名趋势基本一致。
结合 PCＲ分析内参基因 YLS8 和 TBP2 的转录

水平，在火龙果果实发育期均稳定表达( 图 7) ，综上
YLS8 和 TBP2 可作为稳定的内参基因用于火龙果色

素合成途径相关基因表达的研究。
2． 5 内参基因稳定性验证
分别以 YLS8 和 TBP2 为内参基因时，CytP450 －

like1 基因在红肉火龙果果实的表达与甜菜色素含量
成正相关，均在果实发育后期明显上升; 以 YLS8 和
TBP2 共同为内参时，其表达趋势一致( 图 8) 。说明
采用 YLS8 和 TBP2 为内参基因进行校正分析火龙
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果着色相关基因表达水平时，相对定量结果较可靠，

再次验证 YLS8 和 TBP2 可作为内参基因进行火龙
果色素代谢相关基因的表达研究。

图 6 NormFinder分析火龙果 17 个内参基因的表达稳定值

Fig． 6 Gene expression stability of the 17 candidate genes as predicted by NormFinder in pitaya

表 2 火龙果候选内参基因评估
Tab． 2 Evaluation of candidate reference genes in pitaya

内参基因

Ｒeference

genes

GeNorm Normfinder

M值

M value

排名

Ｒanking

稳定值

Stability value

排名

Ｒanking

综合排名

Ｒanking

ACT 0． 221 1 0． 284 4 2

YLS8 0． 221 1 0． 191 2 1

TBP2 0． 294 2 0． 160 1 1

DNJH 0． 320 3 0． 205 3 3

2AAG 0． 403 4 0． 284 4 4

ＲHⅡ 0． 463 5 0． 338 7 5

PTBP1 0． 493 6 0． 331 6 5

FK111 0． 537 7 0． 434 8 7

Q9SKN1 0． 571 8 0． 302 5 6

Q8H3I3 0． 603 9 0． 465 10 8

UBC 0． 642 10 0． 452 9 8

ＲDＲⅥ 0． 684 11 0． 552 12 9

CYPⅠ 0． 723 12 0． 515 11 9

G3P 0． 772 13 0． 696 14 10

TBA3 0． 825 14 0． 669 13 10

TBB 0． 905 15 0． 970 15 11

GUN25 0． 996 16 1． 086 16 12

3 讨论

荧光定量 PCＲ是对常规 PCＲ 技术的进一步补
充和发展，在基因表达分析方面被广泛应用; 但分析

过程中易受到 ＲNA 完整性、反转录 cDNA 质量、引
物特异性和 PCＲ扩增效率等因素影响［9］，PCＲ 扩增
过程中通常使用内参基因对目标基因表达量进行校

正，使表达数据更标准化［10］。近年来大量研究表
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明，针对于特定实验条件下任一内参基因也只是相

对稳定表达，未经筛选盲目以一种看家基因作为内

参基因，会得到精准度低甚至错误的实验结论［11］。
因此，筛选可靠、稳定表达的内参基因至关重要［12］。

图 7 火龙果 YLS8( 左) 和 TBP2( 右) 内参基因普通 PCＲ扩增产物

注: M: DL2000 Marker; H1、H2、H3、H4 和 B1、B2、B3、B4 分别为红肉和白肉火龙果果实 4 个发育期。

Fig． 7 PCＲ products of YLS8( left) and TBP2( right) in pitaya

Note: M: DL2000 Marker; H1，H2，H3，H4 and B1，B2，B3，B4，respectively，were Hylocereus polyrhizus and Hylocereus undatus，which were four stages

of fruit development．

图 8 发育期火龙果 HpCytP450 － like1 的表达水平

注: H1、H2、H3、H4 和 B1、B2、B3、B4 分别为红肉和白肉火龙果

果实 4 个发育期。

Fig． 8 Expression level of Hpcytp450 － like1 in

different developmental stages of pitaya

Note: H1，H2，H3，H4 and B1，B2，B3，B4，respectively，were Hylo-

cereus polyrhizus and Hylocereus undatus，which were four stages of

fruit development．

GeNorm在评价和筛选稳定的内参基因方面更
加完善，该程序不考虑其他内参基因来选择合适的

内参基因，而 NormFinder 则考虑其他的内参基因再
选择合适的持家基因。本实验 17 个候选内参基因
M值介于 0． 221 ～ 0． 996 之间，均小于临界值 1． 5，配
对差异值 V2/3为 0． 105 ＜ 0． 15，表明只需要 2 个内参
基因作为标准化指标。通过 2 种程序稳定性分析可
知: 本实验中各候选内参基因在综合排序中虽然存

在微小的名次变动，但在两程序中稳定性排名趋势

基本一致，这与前人研究较一致［13］。出现名次变动
的原因可能是本研究选取的候选基因数目较多，稳

定性较接近，同时 geNorm、NormFinder 由于计算方
法和原理有所不同，评估结果会呈现一些差异，在苹

果和玉米等植物的内参基因研究中也出现类似

报道［14 － 15］。
使用 1 个内参基因校正造成的实验误差要比使

用 2 个以上内参基因高得多，而前人研究火龙果色
素相关基因时仅用 Actin 基因作为内参基因［16 － 17］，

为提高实验的精准度，本研究更加全面系统地筛选

火龙果果实发育期的内参基因。用筛选的内参基因
YLS8 和 TBP2 分析 HpCytP450 － like1 基因的表达水
平: HpCytP450 － like1 在白肉果实中几乎不表达，红
肉果实在着色前期相对表达量较低，随后呈逐渐上

升趋势，此结果与基因 HpCytP450 － like1 与火龙果
色素积累成正相关这一结果相符合。进一步证实
YLS8 和 TBP2 作为理想的内参基因可用于火龙果果
实发育期色素相关基因表达。

4 结论

通过 geNorm和 NormFinder 两软件综合评估以
及对所筛选的内参基因进行稳定性验证，最终筛选

出 2 个理想的内参基因 YLS8 和 TBP2。2 个内参基
因的校正使实验结果更精确，这一研究为火龙果中

甜菜色素合成与代谢以及果实发育期功能基因表达

提供了理论依据。
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