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摘要：紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）内参基因的稳定性和适用性因品种、生长发育及环境条件的不同差异较大。

本研究以紫花苜蓿‘公农 1 号’为材料，使用 qRT-PCR 技术与 geNorm，NormFinder，BestKeeper 和 RefFinder 等软

件，评估 8 个常见内参基因 GAPDH，UBL-2a，Rer1，eEF-1α，ADF，UBC，TUB 和 Actin 等不同时期的组织表达特

异性以及涝害胁迫下的表达稳定性。结果表明，‘公农 1 号’幼苗期稳定的内参基因是 Rer1，Actin，UBC，其中叶、茎

和根中表达最稳定的内参基因分别是 Actin，Rer1，GAPDH；成株期最稳定的内参基因是 ADF，Actin，TUB，而成株

期叶、茎、根和花中表达最稳定的分别是 eEF-1α，Rer1，Actin 和 UBL-2a。涝害胁迫下，幼苗期叶片稳定性前三的

内参基因为 TUB，ADF 和 eEF-1α，根部为 ADF，UBL-2a 和 Rer1；成株期叶中稳定性前三的内参基因为 ADF，

Actin 和 TUB，根部为 UBL-2a，UBC 和 ADF。Rer1 和 UBL-2a 的稳定性受发育时期和组织特异性影响较小，适合

用作组织表达特异性研究的内参基因；ADF 适合作为涝害胁迫研究的内参基因。
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Abstract：The stability and applicability of reference genes in alfalfa vary significantly depending on the cultivar， 
growth and development stages， and environmental conditions.  In this study， alfalfa （Medicago sativa L. ） cul⁃
tivar ‘Gongnong No. 1’ was used as material， and eight candidate reference genes， glyceraldehyde-3-phos⁃
phate dehydrogenase GAPDH， ubiquitin protein ligase 2a UBL-2a， Retention in Endoplasmic Reticulum 
Rer1， eukaryotic elongation factor-1 alpha eEF-1α， actin-depolymerizing factor ADF， ubiquitin carrier protein 
UBC， tubulin beta-1 chain TUB， and Actin were selected to evaluate their expression stability of different tis⁃
sues in seedling and adult plant， as well as under waterlogging stress.  The analysis employed quantitative real-
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time PCR （qRT-PCR） and four softwares， including geNorm， NormFinder， BestKeeper， and RefFinder.  
The results showed that， at the seedling stage， Rer1， Actin， and UBC were the most stable reference genes.  
At the tissue level， the most stable reference genes for leaves， stems， and roots were Actin， Rer1， and 
GAPDH， respectively.  At the adult stage， ADF， Actin， and TUB exhibited the highest stability， while the 
most stable reference genes for leaves， stems， roots， and flowers were eEF-1α， Rer1， Actin， and UBL-2a， 
respectively.  Under waterlogging stress， the three most stable reference genes in seedling leaves were TUB， 
ADF， and eEF-1α， whereas in seedling roots they were ADF， UBL-2a， and Rer1.  In the adult stage， the 
most stable genes were ADF， Actin， and TUB in leaves， and UBL-2a， UBC， and ADF in roots.  Overall， 
Rer1 and UBL-2a are recommended as reference genes for studies of tissue-specific expression， as their stabil⁃
ity was less affected by developmental stage or tissue type.  ADF and TUB are suitable reference genes for stud⁃
ies involving waterlogging stress.
Key words：Alfalfa；Reference genes；Abiotic stress；Expression stability

紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）是豆科苜蓿属

多年生优质牧草，广泛分布在我国干旱和半干旱

区，因其富含蛋白质和维生素而被称为“牧草之

王”［1-2］。作为重要的饲草作物，紫花苜蓿在畜牧业

中具有重要的经济价值［3］。然而，在其漫长的生长

周期中，紫花苜蓿常常面临多种非生物胁迫，如涝

害、干旱、高温和重金属污染等，这些逆境条件对其

生长发育、产量和品质均产生显著影响［4-6］。其中，

涝害是影响紫花苜蓿生长的主要胁迫之一。因此，

深入研究紫花苜蓿的生长发育调控机理及其抗逆

机理 ，对于促进分子育种和品种改良具有重要

意义。

基因表达分析是揭示植物生物学过程潜在分

子机制的重要手段［7］。实时荧光定量 PCR（Quanti⁃
tative real-time PCR，qRT-PCR）因高灵敏度、准确

性和可靠性，已成为分子生物学研究基因表达水平

的常用技术［8］。在 qRT-PCR 分析中，内参基因的选

择至关重要。理想的内参基因应在不同组织、发育

阶段和逆境条件下保持稳定的表达水平，以确保目

的基因表达量分析的准确性和可靠性。传统的内

参基因，如 β-肌动蛋白基因（β-actin）、3-磷酸甘油醛

脱氢酶基因（GAPDH）和多聚泛素酶基因（UBQ）

等，被广泛用于多种植物的基因表达研究［9］。然而，

研究表明，这些传统内参基因在不同实验条件下的

表达稳定性可能存在显著波动，导  致基因表达分析

结果出现偏差［10-11］。因此，针对不同物种、组织类型

和胁迫条件，筛选合适的内参基因是确保基因表达

分析结果可靠性的关键步骤。

基因的表达研究离不开基因组数据的支持，紫

花苜蓿基因组高度杂合（同源四倍体、异花授粉），

测序、组装和注释难度较大，导致苜蓿重要性状研

究相对滞后［12］。近年来，紫花苜蓿基因组数据的完

善［13］，在一定程度上推动了苜蓿的分子生物学研究

的发展，对苜蓿内参基因的筛选研究日益深入。付

媛媛等［14］对‘中苜 3 号’中 β-actin，EF-1α，UBC2，
TUB 和 18S rRNA 等 5 个内参基因筛选结果发现，

18S rRNA 和 EF-1α 在紫花苜蓿不同组织中表达稳

定性最好。张薇等［15］发现在 UV-B 胁迫下，紫花苜

蓿‘维多利亚’幼苗根、茎和叶中的稳定基因不同，

MSC27 和 UBQ 在根中的表达较为稳定，MSC27 和

Actin2 在茎部稳定性好，Actin2 和 GAPDH 则在叶

中表达稳定。由此可见，不同组织适用的内参基因

并不相同。但是，Liu 等［16］对‘中苜 1 号’在低温、

PEG-6000，NaCl 和 NaHCO3 等胁迫条件下根、茎、

叶和花等组织中的 PIF 基因家族进行表达分析时仅

选择 GAPDH 作为内参基因。单一内参基因能否

真实反映紫花苜蓿基因表达水平值得关注和深入

研究。国外学者 Castonguay 等［9］对两个品种（Apica
和 Evolution）在低温、干旱和光照环境条件下及品

种 Orca 不同发育时期的地上部分进行了 21 个候选

内参基因的筛选，该研究使用了三个苜蓿品种和多

个生育期的材料，是目前较为全面的紫花苜蓿内参

基因的筛选研究。但是，这些紫花苜蓿内参基因的

研究中使用的苜蓿品种、候选内参基因及其引物序

列各不相同，不具有普适性和通用性。此外，紫花

苜蓿涝害胁迫机理和内参基因稳定性的研究尚

少［17］。因缺少对紫花苜蓿内参基因的评价，甚至有

学者在对紫花苜蓿进行研究时，直接采用蒺藜苜蓿

的内参基因作为基因表达分析的内参基因。例如，

Zhang 等［18］在研究褪黑素与耐涝性的研究中使用了

蒺藜苜蓿的 Actin 基因作为内参基因。简言之，开

展苜蓿发育研究和涝害机制研究尚无明确的可靠

内参基因。此外，紫花苜蓿是异花授粉植物，不同

品种在基因表达调控上可能存在显著差异。因此，

针对特定品种的内参筛选尤为重要。

‘公农 1 号’是我国自主培育的苜蓿品种，具有
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高产稳产和较好的抗寒性，已有稳定的基因编辑技

术，适合作为苜蓿转基因的底盘材料［19］。基于上述

原因，本研究以紫花苜蓿品种‘公农 1 号’为材料，选

取 8 个 候 选 内 参 基 因 及 已 公 布 的 引 物 序 列

（GAPDH，UBL-2a，Rer1，eEF-1α，ADF，UBC，

TUB 和 Actin）［9， 20-22］，通过 qRT-PCR 技术结合多种

算 法（geNorm［23］，NormFinder［24］，BestKeeper［25］和

RefFinder），系统评估 8 个候选内参基因在幼苗期、

成株期的不同组织以及涝害胁迫下叶和根的表达

稳定性，旨在筛选出适合紫花苜蓿组织特异性分析

及涝害胁迫研究的稳定内参基因，为紫花苜蓿的基

因功能研究和分子育种提供技术支持，并为其他豆

科植物的内参基因筛选提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材料

选取紫花苜蓿品种‘公农 1 号’的饱满种子，播

种于直径 12 cm、高 12 cm 的花盆内，每盆播种 5 粒，

播种深度为 1 cm。将花盆置于人工培养室中培养，

培养条件设置为：白天 23℃/夜晚 18℃，光周期为 16 h
光照/8 h 黑暗，光照强度为 245 μmol·m-2·s-1，相对

湿度保持在 60%~70%。分别采集 3 周龄幼苗的

根、茎、叶及 2 月龄成株的根、茎、叶和花，用于组织

特异性分析。涝害胁迫处理采用双套盆法，以水面

淹过土壤表面 2 cm 为标准，分别在 0 h，3 h，6 h 和

12 h 采集叶片和根，液氮速冻后保存于-80℃冰箱

备用。所有处理均设置 3 个生物学重复。

1. 2　方法

1. 2. 1　RNA 提取与 cDNA 合成　使用 SteaduPure
植物 RNA 快速提取试剂盒（艾科瑞，中国湖南）提取

样品总RNA。cDNA第一链的合成采用PrimeScript™ 
RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real 
Time）试剂盒（TaKaRa，中国大连），所有操作均严格

按照试剂盒说明书进行。

1. 2. 2　引物合成与 qRT-PCR 扩增　选取 8 个紫花

苜 蓿 常 见 内 参 基 因（GAPDH，eEF-1α，UBL-2a，
Rer1，ADF，UBC，TUB 和 Actin）作为候选内参基

因，参照 Castonguay 等［9］和 Wang 等［21］文献中的内

参基因，将反转录后的 cDNA 进行梯度稀释，以循

环阈值（Cycle threshold，Ct）值为纵坐标，稀释倍数

的 log 值为横坐标，绘制标准曲线，得出斜率（K）与

相关系数（R2），根据公式 E=-1+10（-1/斜率），计算扩

增效率（E），并导出熔解曲线以验证引物特异性。

1. 2. 3　 实 时 荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR）　 采 用

SYBR® Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（艾

科瑞，AG21040），于 Bio-Rad CFX Manager 实时定

量 PCR 仪（USA）上进行 qRT-PCR 反应。反应体

系为 20 μL，包括 2 μL cDNA，0. 4 μL 正向引物，0. 4 
μL 反向引物，10 μL 2×SYBR Green Pro Taq HS 
Premix 和 7. 2 μL RNAase free H2O。PCR 反应程序

如下：① 95℃预变性 30 s；② 95℃变性 10 s，56℃退

火 30 s，40 个 循 环 ；③ 60℃ ~95℃ 进 行 熔 解 曲 线

分析。

1. 2. 4　内参基因的筛选验证　使用 Excel 2019 处

理 内 参 基 因 的 Ct 值 ，导 入 geNorm［23］，Norm⁃
Finder［24］和 BestKeeper［25］进行数据分析。通过在线

工 具 RefFinder （http：//blooge. cn/RefFinder/） 对
上述 4 种分析结果进行综合评估，筛选出最稳定的

内参基因。选择 RefFinder 综合分析结果稳定性排

名前两位的内参基因和稳定性最差的内参基因，

qRT-PCR 检 测 基 因 MS. gene057527 和 MS.
gene003383 的表达水平，以验证内参基因筛选结果

的准确性。两个基因在涝害胁迫下分别呈上调和

下调趋势，转录组数据来自 NCBI 数据库（Acces⁃
sion：PRJNA596791）。使用 DNAMAN 软件设计

qRT-PCR 引物，引物序列如下：

MS. gene057527-F：TTTAGCGCTTCATCC⁃
GACAC；

MS. gene057527-R：ACCACATTTGTGCTGT⁃
GCTG；

MS. gene003383-F：TCACCCCACAGAAGAA 
GAACTC；

MS. gene003383-R ：TACCTGGCAAGTCA⁃
CAAGGATC。

1. 2. 5　数据处理　采用 2-ΔΔCt 计算目的基因的相

对表达量，使用 Excel 2019 和 Origin 2021 软件进行

图表绘制。

2　结果与分析

2. 1　候选内参基因引物特异性及扩增效率分析

特异性引物是保证 PCR 扩增准确性的关键因

素。通过琼脂糖凝胶电泳检测（图 1），8 对候选基因

引物的 PCR 产物条带单一，无引物二聚体，扩增片
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段长度符合预期。qRT-PCR 结果显示（表 1），8 个

候选内参基因的扩增效率介于 93. 58%~110. 09%
之间，相关系数 R2≥0. 99。此外，所有引物的熔解

曲线均呈现单一峰，曲线重合性高（图 2），表明引物

特异性良好，满足后续内参基因的筛选要求。

2. 2　候选内参基因表达量分析

Ct值是衡量基因表达水平的重要指标，Ct值越

大，基因表达水平越低；反之，则表达水平越高。本

研究利用 SYBR Green I 荧光染料法对紫花苜蓿不

同时期（幼苗期和成株期）、不同组织（根、茎、叶和

花）与涝害胁迫下叶、根的 8 个候选内参基因的表达

水平进行检测，结果显示（图 3），8 个候选内参基因

的 Ct 值介于 22. 55~27. 82 之间。其中，eEF-1α 的

Ct 均值最小，表达量最高；TUB 的 Ct 均值最大，表

达量最低。此外，单个内参基因的 Ct值在不同样本

中的变化范围存在差异。具体而言，UBL-2a 和

Rer1 在所有样本中的变化范围较为集中，稳定性较

好；TUB 的变化范围最广，稳定性相对较差。

2. 3　内参基因表达的稳定性

2. 3. 1　geNorm 分析　geNorm 算法通过计算平均

表达稳定值（M）来评估内参基因的稳定性，M 值越

小，内参基因的表达水平越稳定（M 值阈值为 1. 5）。
geNorm 分析结果显示（图 4），正常条件下幼苗期和

成株期 8 个内参基因的平均表达稳定值皆为 M≤
1. 5，表明这些基因的稳定性均较好（图 4 A-I），其中

UBL-2a 稳定性最好。除幼苗期 UBL-2a 的 M 值>
1. 5（图 4J）外，涝害胁迫下其余 7 个内参基因皆为

M<1. 5（图 4J-M）。涝害胁迫下，ADF 无论在幼苗

期还是成株期稳定性均位列前三。

此外，geNorm 计算了内参基因两两组合的变

异系数（V 值），通过参数 Vn/n+1确定所需内参基因的

最优数量。结果表明（图 5），正常条件下，苜蓿不同

组织候选内参基因 V2/3<0. 15，表明苜蓿组织表达

特异性研究使用 2 个内参最为合适；将幼苗期或成

株期不同组织的全部样品混合分析时，内参基因的

最优数分别为 3 个和 4 个。然而，涝害条件下仅幼

苗期内参基因变异系数 V5/6为 0. 156，其余组合的 V
值均高于 0. 15，表明涝害胁迫下的最适内参基因数

量可能需要适度增加。

图 1　8个内参基因 PCR产物琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1　Agarose gel electrophoresis of PCR products of eight 
candidate reference genes

表 1　内参基因引物扩增效率

Table 1　Primer sequences of reference genes
基因

Gene
UBL-2a

ADF

Rer1

GAPDH

eEF-1α

Actin

UBC

TUB

基因注释

Gene annotation
泛素蛋白连接酶 2a Ubiquitin protein ligase 2a

肌动蛋白解聚因子 Actin-depolymerizing factor

内质网滞留蛋白 Retention in endoplasmic reticulum

甘油醛-3-磷酸脱氢酶

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
真核延伸因子 1α Eukaryotic elongation

factor 1-alpha
肌动蛋白  Actin

泛素载体蛋白 Ubiquitin carrier protein

微管蛋白 β-1 链 Tubulin beta-1 chain

基因序列号

Accession number
JZ818487

JZ818469

JZ818481

PQ063785.1

JZ818475

AA660796

L06967.1

XM003630465

引物序列

Primers sequence (Forward/Reverse)
F: CCAAACCCAAACTCACCAG

R: AGCAGTCCAACTCTGCTCAAC
F: GCATCTGGTATGGCAGTCC
R: GCACTCATCAGCAGGAAGG
F: GCCTTCTGATGGTGGACCT

R: GGCCAGAAGACAGGAACATC
F: GGCTGCATCAAGGAGGAAT

R: TCCAAGCTCAGCCTCATCAAG
F: GAGCCAAAGAGACCCACAGAC

R: TCAGTGAGAGCCTCGTGGT
F: ACTGGAATGGTGAAGGCTGG

R: TGACAATACCGTGCTCAATGG
F: TGATCCCAACCCAAATTCTCC

R: GCACTCTACGATTGTACTCACGCT
F: AACCTCATCCCTTTCCCACG
R: CTTGCATCCCACATTTGCTG

扩增效率

Amplification efficiency /%
105.09

95.35

93.58

103.21

100.06

96.07

98.24

110.09

相关系数（R2）

Correlation coefficient(R2)

0.9985

0.9989

0.9962

0.9981

0.9987

0.9993

0.9937

0.9904

片段大小

Size /bp
108

183

165

228

194

190

83

125
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2. 3. 2　NormFinder 分析　NormFinder通过计算内

参基因的稳定值（Stability value，SV）来筛选最适内

参基因，稳定性值越低，表示该基因的表达越稳定。

NormFinder 结果显示（表 2、表 3），幼苗期叶、茎和

根中，稳定性最高的分别是 Rer1，Rer1 和 GAPDH；

成株期叶、茎、根、花中，稳定性最高的分别是 Actin，

Rer1，TUB 和 UBL-2a；涝害胁迫下，幼苗期和成株

期叶片中稳定性位列前三的依次是 TUB，ADF，

eEF-1α 和 ADF，Actin，UBC；幼苗期和成株期根中

稳定性位列前三的依次是 UBL-2a，ADF，Rer1 和

UBC，UBL-2a，ADF。

2. 3. 3　BestKeeper 分析　BestKeeper通过计算标准

差（Standard deviation，SD）和变异系数（Coefficient 
of variation，CV）来评估内参基因的稳定性，SD和 CV
值越低，基因表达的稳定性越高。BestKeeper分析结

果显示，与涝害胁迫下的 SD 和 CV 值相比，正常条件

下 8 个候选内参基因的 SD 和 CV 相对较小（图 6 A-
I），内参基因的稳定性普遍较好。幼苗期叶、茎和根

中，稳定性最高的分别是 UBC，Actin 和 UBL-2a；成
株期叶、茎、根和花中，稳定性最高的分别是 eEF-1α，
Rer1，Rer1 和 GAPDH；幼苗期 TUB 稳定性最差，花

中所有候选内参基因表现均比较稳定，以 GAPDH和

UBL-2a为佳。涝害胁迫下，幼苗期和成株期叶片中

表达稳定性前三名依次分别为 TUB，UBL-2a，ADF
和 UBL-2a，Rer1，TUB；幼苗期和成株期根中表达稳

定 性 前 三 名 依 次 分 别 为 UBC，UBL-2a，Actin 和

UBC，Rer1，UBL-2a。与对照相比，涝害胁迫下内参

基因的 SD 值和 CV 值普遍较高（图 6J-M），表明内参

基因的稳定性受胁迫条件的影响。

图 2　紫花苜蓿 8个候选内参基因 qRT-PCR产物熔解曲线

Fig. 2　Melting curves of qRT-PCR products from eight candidate reference genes in alfalfa

图 3　8个候选内参基因的 Ct值
Fig. 3　Boxplot of Ct values for eight candidate reference 

genes in alfalfa
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图 4　geNorm 分析 8个候选内参基因的平均表达稳定值（M）
Fig. 4　Average expression stability （M） of eight candidate reference genes determined by geNorm analysis

注：A-D，幼苗期叶、茎、根和全部样品；E-I，成株期叶、茎、根、花和全部样品；J-K，幼苗期涝害胁迫叶片和根；L-M，成株期涝害胁迫叶片和根
Note： A-D， seedling stage （leaves， stems， roots， and all samples）； E-I， mature plant stage （leaves， stems， roots， flowers， and all samples）； J-
K， seedling stage under waterlogging stress （young leaves and roots）； L-M， mature plant stage under waterlogging stress （leaves and roots）

图 5　geNorm 软件分析候选内参基因配对变异系数
Fig. 5　Pairwise variation analysis of candidate reference genes determined by geNorm
注：A， 幼苗期不同组织；B， 成株期不同组织；C， 涝害胁迫幼苗期和成株期叶片和根；WL， 涝害胁迫
Note： A， different tissues at the seedling stage； B， different tissues at the mature plant stage； C， leaves and roots under waterlog⁃
ging stress at both seedling and mature stages.  WL represents waterlogging stress

表 2　NormFinder计算幼苗期 8个候选内参基因稳定性值（SV）与稳定性排序（R）
Table 2　Stability values and ranking of eight candidate reference genes at the seedling stage determined by NormFinder analysis

基因

Gene
UBL-2a
eEF-1α

Rer1
ADF

GAPDH
UBC
Actin
TUB

叶

Leaf
0.693/R6

0.610/R4

0.126/R1

0.673/R5

0.898/R7

0.578/R2

0.586/R3

1.346/R8

茎

Stem
0.467/R4

0.593/R6

0.130/R1

0.714/R7

1.027/R8

0.417/R3

0.174/R2

0.570/R5

根

Root
0.535/R7

0.310/R3

0.378/R6

0.218/R2

0.118/R1

0.373/R5

0.327/R4

1.011/R8

全部组织

All samples
0.668/R4

0.758/R5

0.281/R1

0.788/R6

1.242/R7

0.444/R3

0.305/R2

1.591/R8

涝害处理-叶
Waterlogging stress-leaf

2.528/R8

0.917/R3

2.129/R7

0.815/R2

0.974/R4

1.024/R6

1.011/R5

0.346/R1

涝害处理-根
Waterlogging stress-root

0.023/R1

1.983/R8

0.429/R3

0.146/R2

0.433/R4

1.026/R6

0.462/R5

1.337/R7

表 3　NormFinder分析成株期 8个候选内参基因稳定性值（SV）与稳定性排序（R）
Table 3　Stability values and ranking of eight candidate reference genes in plants determined by NormFinder analysis

基因

Gene
UBL-2a
eEF-1α

Rer1
ADF

GAPDH
UBC
Actin
TUB

叶

Leaf
0.431/R5
0.191/R2
0.559/R7
0.324/R4
0.219/R3
0.552/R6
0.130/R1
1.287/R8

茎

Stem
0.495/R5
0.344/R4
0.152/R1
1.135/R8
0.309/R3
0.912/R7
0.636/R6
0.238/R2

根

Root
0.214/R4
0.538/R7
0.588/R8
0.312/R5
0.415/R6
0.158/R3
0.150/R2
0.147/R1

花

Flower
0.076/R1
0.516/R5
0.155/R3
0.408/R4
0.121/R2
0.623/R7
0.838/R8
0.581/R6

全部样品

All samples
0.314/R1
0.765/R5
0.409/R3
0.540/R4
0.434/R2
0.913/R6
1.940/R8
1.577/R7

涝害处理-叶
Waterlogging stress-leaf

1.625/R8
1.310/R7
1.052/R5
0.539/R1
1.294/R6
0.660/R3
0.652/R2
0.744/R4

涝害处理-根
Waterlogging stress-root

0.151/R2
0.630/R6
0.483/R5
0.270/R3
1.626/R8
0.151/R1
0.666/R7
0.444/R4
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2. 3. 4　 RefFinder 分 析　 RefFinder 结 合 了

geNorm，NormFinder 和 BestKeeper 的 分 析 结 果 ，

自动计算每个基因在四种算法中的几何平均数，

并基于该几何平均数对候选内参基因进行最终排

名。几何平均数（geometric mean）越小的基因稳

定性越高。 RefFinder 分析结果显示（表 4），正常

培养条件下，幼苗期叶、茎、根中表达最稳定的内

参基因分别是 Actin，Rer1 和 GAPDH；成株期叶、

茎、根、花中，表达最稳定的分别是 eEF-1α，Rer1，

Actin 和 UBL-2a；Rer1 和 UBL-2a 的稳定性受植

株的发育时期和组织特异性影响较小，表达稳定。

涝 害 胁 迫 下 ，幼 苗 期 叶 片 中 最 佳 内 参 基 因 为

TUB，ADF，eEF-1α，根 中 为 ADF，UBL-2a，

Rer1；成株期叶片中最佳内参基因为 ADF，Actin，

TUB，根中为 UBL-2a，UBC，ADF。综合来看，非

胁迫下全部样品中 Rer1 的表达稳定性都较好。

ADF 无论在叶中还是根中表达均较稳定，适合用

作涝害研究的内参基因。

图 6　BestKeeper软件分析 8个候选内参基因的稳定性

Fig. 6　Stability of eight candidate reference genes determined by using BestKeeper software
注：A-D，幼苗期叶、茎、根和全部样品；E-I，成株期叶、茎、根、花和全部样品；J-K，幼苗期涝害胁迫叶片和根；L-M，成株期涝害胁迫叶片和根

Note： A-D， seedling stage （leaves， stems， roots， and all samples）； E-I， mature plant stage （leaves， stems， roots， flowers， and all samples）； J-
K， seedling stage under waterlogging stress （leaves and roots）； L-M， mature plant stage under waterlogging stress （leaves and roots）
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2. 4　内参基因的稳定性验证

本试验以涝害胁迫下成株期苜蓿叶中稳定性最高的

ADF，TUB和稳定性最差的 eEF-1α作为内参基因，对

已知在涝害胁迫时分别上调和下调的基因 MS.

gene057527和MS. gene003383的表达模式进行验证。

qRT-PCR分析结果表明，使用ADF和TUB作为内参基

因时，目的基因的表达量变化趋势和幅度一致，而使用

eEF-1α作为内参基因时，表达量变化明显不一致（图7）。

3　讨论

3. 1　内参基因的稳定性

Rer1 参与内质网膜蛋白在内质网中的滞留和

回收，对 γ-分泌酶复合物的组装具有重要作用［26］。

本研究中，Rer1 在非胁迫条件下的组织表达稳定性

较高，但涝害胁迫对幼苗叶片中 Rer1 的稳定性影响

较大。UBL-2a 参与蛋白质的泛素化，对于蛋白质

的降解、信号传导和细胞周期调控具有重要作用。

本研究中，UBL-2a 在成株期组织中表现稳定，且在

涝害胁迫下的根中稳定性高，这点与 Castonguay 等

人［9］的研究结果略有不同。GAPDH 作为一种代谢

蛋白 ，在组织中通常表达较为恒定。本研究中

GAPDH 在成株期除根以外的组织中表达稳定性较

高，但在幼苗期及涝害胁迫下的基因表达稳定性

差，这与 Castonguay 等［9］认为紫花苜蓿在低温、水分

亏缺和光周期改变等不同条件下，GAPDH 基因表

达不稳定结论一致。Castonguay 等［9］对 21 个内参

基因的稳定性筛选认为，Rer1，UBL-2a 和 eEF-1α
在不同发育阶段、低温、干旱和缩短光周期的实验

条件下稳定性最好，且不超过 2 个内参基因的组合

即可实现广泛实验条件下基因表达的标准化，而

18S rRNA，Actin 和 TUB 的稳定性差。本试验中 8
个候选内参基因的组织表达稳定性均较好，以 Rer1

表 4　8个候选内参基因的稳定性综合排名

Table 4　Comprehensive ranking of stability of eight candidate reference genes
时期

Period
成株期

Adult stage

幼苗期

Seedling stage

排序

Rank
1
2
3
4
5
6
7
8
1
2
3
4
5
6
7
8

叶

Leaf
eEF-1α

GAPDH
Actin
ADF

UBL-2a
Rer1
UBC
TUB
Actin
Rer1
UBC

eEF-1α
UBL-2a

ADF
GAPDH

TUB

2.00
2.06
2.71
2.83
3.34
5.96
6.74
8.00
1.57
2.11
2.45
2.63
4.95
5.73
7.00
8.00

茎

Stem
Rer1

GAPDH
eEF-1ɑ

TUB
UBL-2a

Actin
UBC
ADF
Rer1
Actin
UBC

UBL-2a
TUB
ADF

eEF-1α
GAPDH

1.32
2.06
2.63
2.83
5.00
6.00
7.00
8.00
1.41
2.11
2.59
4.60
4.95
5.12
6.00
6.26

根

Root
Actin
TUB

UBL-2a
UBC
Rer1
ADF

GAPDH
eEF-1α

GAPDH
Rer1

UBL-2a
ADF

eEF-1α
UBC
Actin
TUB

1.68
2.63
2.63
2.71
4.76
5.44
5.73
7.24
1.73
2.45
2.65
2.83
4.36
5.23
5.86
8.00

花

Flower
UBL-2a
GAPDH

Rer1
ADF

eEF-1α
TUB
UBC
Actin

1.19
1.86
2.28
4.00
5.48
5.48
7.00
8.00

全部样品

All samples
UBL-2a
GAPDH

Rer1
eEF-1α

ADF
UBC
TUB
Actin
Rer1
Actin
UBC

UBL-2a
ADF

eEF-1α
GAPDH

TUB

1.57
2.21
2.21
3.5
3.94
5.73
7.00
8.00
2.11
2.45
2.59
3.25
3.83
4.95
5.12
8.00

涝害胁迫-叶
Waterlogging stress-leaf

ADF
Actin
TUB
UBC
Rer1

UBL-2a
GAPDH
eEF-1α

TUB
ADF

eEF-1α
GAPDH
UBL-2a
Actin2
UBC
Rer1

2.06
2.11
2.45
3.72
4.33
4.76
5.96
6.96
1.00
2.06
2.91
4.23
5.66
5.73
5.89
7.00

涝害胁迫-根
Waterlogging stress-root
UBL-2a

UBC
ADF
Rer1
TUB
Actin

eEF-1α
GAPDH

ADF
UBL-2a

Rer1
UBC
Actin

GAPDH
TUB

eEF-1α

1.57
2.06
2.34
3.31
5.29
5.60
5.73
8.00
1.86
1.86
2.82
3.83
4.16
4.47
6.09
8.00

图 7　不同内参基因检测目的基因的表达（qRT--PCR）
Fig. 7　Expression of the target gene normalized using different candidate reference genes （qRT-PCR）

注：图中不同字母标注表明组间存在统计学显著差异（P<0. 05）
Note： Different superscript letters denote statistically significant differences （P<0. 05）
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和 UBL-2a 的组织表达稳定性为佳。ADF 通过解

聚肌动蛋白丝，调节细胞运动和信号传导，对细胞

骨架动态和基因表达调控具有关键作用［22］。本研

究发现，ADF 适合用作涝害研究的内参基因。虽然

涝害胁迫与 Castonguay 等人［9］的缺水胁迫条件和苜

蓿品种不同，但皆得出 ADF 在水分胁迫下表达稳定

性高的结论。岳炜楠等［27］研究发现 eEF-1α 在紫花

苜蓿不同组织中的稳定性好。但是，在本研究中，

eEF-1α 的稳定性并不理想。Castonguay 等［9］发现

在低温、水分胁迫和光周期改变等不同环境条件以

及三个发育时期，苜蓿的 α-微管蛋白（Tub）、β-actin
和 GAPDH 等常用作“内参基因”的基因表达不稳

定，但本研究发现 TUB（tubulin beta-1 chain）在涝害

胁迫叶片中表达稳定。付媛媛等［14］对‘中苜 3 号’中

5 个内参基因 18S rRNA，β-actin，EF-1α，UBC2 和

TUB 的稳定性进行研究，发现 18S rRNA 和 EF-1α
在紫花苜蓿不同组织中的表达最稳定。此外，本研

究发现 Actin 在涝害胁迫下的稳定性差，与国内部

分研究人员的结论不一致。刘绵学等［28］发现 Co 胁

迫下紫花苜蓿‘游客’最佳内参基因组合为 Actin2
和 18S rRNA。岳炜楠等［27］发现‘新疆大叶’不同激

素处理下叶片中的最佳内参基因为 Actin。由此可

见，不同品种、不同实验条件下内参基因的稳定性

差别明显。本研究未将植物中常用的内参基因 18S 
rRNA 列为候选基因进行筛选，除本研究所分析的 8
个常见内参基因外，是否还有其他更好的未知内参

基因尚待发掘。此外，本研究仅选择苜蓿品种‘公

农 1 号’进行内参基因筛选，原因在于‘公农 1 号’是

我国自有苜蓿品种 ，其已有成功的基因编辑体

系［19］，对其内参基因的筛选可以为后续以‘公农 1
号’为底盘材料的分子生物学相关研究提供可靠的

内参基因，促进不同研究团队结果的互信性。

3. 2　内参基因的最佳数量

本研究中 geNorm 分析结果显示，非胁迫条件下

内参基因两两配对变异系数 V 在单一组织如根、茎、

叶和花中易满足阈值要求（V<0. 15），2 个内参基因

即可满足基因组织表达特异性研究的需求。但是，

当将幼苗期或成株期不同组织的样品一起分析时，

则 3~4 个内参基因为佳，说明当同时比较不同组织

或不同时期来源样品的基因表达时，所需内参基因

的最佳数量随之增加。此外，本研究涝害胁迫下叶

的 V 值均高于阈值，但根的 V3/4<0. 15，表明研究苜

蓿根中基因表达分析 3个内参基因即可，上述发现在

已有的内参基因筛选中尚未见相似的结果。Caston⁃
guay 等［9］的研究认为，2 个稳定的内参基因组合足以

满足大部分实验条件。分析变异系数 V 值偏高的原

因，首先不同研究筛选的内参基因、苜蓿品种及实验

条件不同，另外 geNorm 算法只是内参基因筛选的工

具之一，配合其他算法进行综合分析得到的结论更

可靠，而综合评价工具 RefFinder并未计算内参基因

的最佳数量［29］。内参基因数量的增加无疑会增加工

作量和研究成本，如何平衡实验的准确性与实验成

本可能是今后选择内参基因时需要考量的问题。

4　结论

本 研 究 通 过 qRT-PCR 技 术 结 合 多 种 算 法

（geNorm，NormFinder，BestKeeper和 RefFinder），分
别确定了紫花苜蓿‘公农 1号’不同发育时期、不同组

织和涝害胁迫下叶与根中具有候选潜力的内参基因。

Rer1，Actin，UBC和 UBL-2a是幼苗期的稳定候选内

参基因，UBL-2a，GAPDH 和 Rer1 是成株期稳定的

候选内参基因；Rer1和 UBL-2a的稳定性受植株的发

育时期和组织特异性影响较小，适合用作组织特异性

研究。涝害胁迫下，无论幼苗期还是成株期，叶片和

根中 ADF 的表达都很稳定，适合作为涝害研究的内

参基因。本研究确定的稳定内参基因有助于获得准

确的 qRT-PCR 结果，助力通过苜蓿基因表达分析研

究苜蓿的生长发育调控及对涝害胁迫的响应机理。
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