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摘  要：为筛选茄子（Solanum melongena L.）高温胁迫下稳定表达的内参基因，以不同茄子品系（种）

为研究对象，利用实时荧光定量 PCR 技术对来自茄子高温胁迫转录组数据库 8 个候选内参基因（SmEF1a、

SmEF2、Sm40sRPS29、Sm60sRPL24、SmTRX、SmCK I、SmDAHPS I、SmUCP）和 SmActin 在不同试验情

况下进行表达检测，并结合 GeNorm、NormFinder、BestKeeper 和 ReFinder 软件综合评价 9 个内参基因的

表达稳定性。结果表明，在茄子热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 经高温处理不同时间的样品和不同组织样

品以及 10 个耐热性不同的茄子品系（种）中，9 个内参基因的表达丰度及稳定性存在差异；茄子热敏品

系 05-1 和耐热品系 05-4 高温胁迫处理不同时间样品中表达稳定性最好的是 SmEF1a 和 SmUCP；其不同

组织中表达水平最稳定的是 SmEF1a 和 SmTRX；高温胁迫下不同茄子品系（种）中以 SmTRX 和 SmEF2

的表达稳定性最好。综合来看，SmEF1a 和 SmTRX 在所有茄子试验样品中的表达稳定性最好，而 SmActin

和 SmCK I 的表达稳定性较差。 
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Abstract：The present study aimed at selecting the stable reference genes to ensure the reliability and 

accuracy in gene expression analysis of eggplant（Solanum melongena L.） under high temperature stress. 

By real-time fluorescence quantitative RT-PCR technology，we investigated the expression stability of 

eight candidate reference genes（SmEF1a，SmEF2，Sm40sRPS29，Sm60sRPL24，SmTRX，SmCKⅠ， 
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SmDAHPSⅠ，SmUCP）from RNA-Seq database under high temperature stress and SmActin，and the 

stability of expression of nine reference genes were evaluated by GeNorm，NormFinder，BestKeeper and 

ReFinder，respectively. The results showed that，at different periods，different tissues and different lines of 

eggplant under high temperature，the expression abundance and stability of these nine reference genes are 

different. When analyzing the gene expression of thermo-sensitive line 05-1 and thermo-resistant line 05-4 

under high temperature stress，SmEF1a and SmUCP were the best reference genes for different periods ，

and SmEF1a and SmTRX could be used as best reference genes for different tissues. Meanwhile，SmTRX 

and SmEF2 could be used as best reference genes in lines or varieties with different thermo-tolerance. On 

the whole，SmEF1a and SmTRX exhibited the most stable expression among all of the tested samples，

while SmActin and SmCKⅠexhibited the least stable expression under most of the experimental conditions. 

It was found to be feasible and efficient to identify stably expressed genes from transcriptome database 

under high temperature stress as candidate reference genes，which will be helpful for the study of 

expression of genes response to high temperature and the mechanisms of thermo-tolerance in eggplant. 

Keywords：Solanum melongena；high temperature stress；reference gene；expression stability；

real-time fluorescence quantitative PCR 

 

茄子（Solanum melongena L.）喜温但不耐热，高温是限制其生长发育的重要因素之一（赵雪 等，

2014），耐热资源筛选和基因挖掘是茄子育种的重要任务之一。在基于 RNA-Seq 比较基因表达差异

以筛选耐热相关基因的研究过程中，较多地涉及到应用实时荧光定量 PCR（Real-time fluorescence 

quantitative PCR，qRT-PCR）技术验证和分析基因表达模式和水平。qRT-PCR 的相对定量分析中需

要利用表达稳定的内参基因进行校正和标准化（Artico et al.，2010；万红建 等，2012；Fu et al.，

2013）。一个理想的内参基因应该是组成型表达的基因，其表达不受生长发育阶段和试验条件的影响

（胡瑞波 等，2009）。然而，大量的研究表明，任何一种看家基因所谓的恒定表达都只是在一定类

型组织或试验下有范围的恒定，没有表达绝对稳定的基因（Huggett et al.，2005；Zhang et al.，2007）。

筛选茄子高温胁迫条件下可用于基因表达分析的稳定内参基因对 qRT-PCR 结果可靠性具有关键作用。 

目前，在茄科作物上常用的有肌动蛋白（Actin）、转录延伸因子 1（EF1）、18S 核糖体 RNA（18S 

rRNA）、3–磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）、亲环蛋白基因（CYP）、1,5–二磷酸核酮糖羧化酶（RuBP）、

腺嘌呤磷酸核糖转移酶（APRT）和 α微管蛋白基因（TUA）等内参基因（Exposito-Rodriguez et al.，

2008；Wan et al.，2011；Wang et al.，2012；Gantasala et al.，2013；Lopez-Pardo et al.，2013）。在茄

子上，Gantasala 等（2013）通过对茄子 6 个常用内参基因（18sRNA、APRT、GAPDH、CYP、ACTIN、

RuBP）的检测发现，18sRNA、CYP 和 APRT 在茄子不同组织中的表达稳定性最好。周晓慧等（2014）

在茄子近缘野生种喀西茄（Solanum aculeatissimum）的研究中发现，TUA 和 18sRNA 在不同组织中

表达稳定性最好，18sRNA 和 ACTIN 在不同植物生长调节剂处理条件下表达水平最稳定，EF1 和

GAPDH 在干旱和盐条件下表达稳定性最好，TUA 和 EF1 在所有测试样品中表达稳定性最高。前期

作者在采用 qRT-PCR 验证茄子热敏品系和耐热品系高温胁迫前后基因表达水平时发现，Actin 作为

内参基因易受高温胁迫的影响，导致试验结果误差较大。因此，本研究基于热敏和耐热茄子样本的

RNA-Seq 数据，从中挖掘稳定表达的基因作为候选内参，并利用 GeNorm、NormFinder、BestKeeper

和 ReFinder 等 4 种软件分析候选内参基因在不同材料中的表达稳定性，以期筛选出高温胁迫下茄子

中稳定表达的内参基因，为后续的耐热性相关基因表达研究奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与处理 

试验在广东省农业科学院蔬菜新技术研究重点实验室进行。试验材料为广东省农业科学科院蔬

菜研究所经过多年多代自交纯化或创制的稳定遗传的材料（孙保娟 等，2012）。采用穴盘育苗，当

幼苗具有 4 片真叶时移至 27 ℃，16 h/8 h（昼/夜）光照培养箱预培养 3 d，之后开始处理。 

试验共分 3 组，第 1 组为热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 用 42 ℃处理 0、0.5、1、2、4、6、12

和 24 h，分别取其第 2 片真叶；第 2 组为热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 用 42 ℃分别处理 0 和 6 h，

分别取其根、茎、叶；第 3 组为热敏感品系 05-1、T10、T18、T20 和 T22 与耐热品系 05-4、T5、

T24、T38 和农夫长茄，用 42 ℃处理 0、6 和 12 h，取第 2 片真叶。每个处理设 3 次生物学重复。以

未进行任何高温处理的材料作为对照。样品用液氮速冻，以备 RNA 提取。 

1.2  RNA-Seq 数据库建立 

根据前期试验结果，将热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 未经高温胁迫处理的对照样品和 42 ℃高

温胁迫处理 6 h 的样品委托广州基迪奥生物科技有限公司进行测序分析。每个样品测序量约为 2 Gb。

通过 oligo（dT）磁珠法提取 mRNA 序列，建立测序文库。构建好的文库使用 Illumina Hiseq 2000TM

进行测序。测序的结果（reads）使用 Trinity 软件组装得到 Unigenes，并将组装结果在数据库中进行

了注释。以转录组序列作为参考，对各样本进行表达谱分析。将各样品的测序结果比对到参考序列

上，得到了不同样品中各 Unigene 的表达量信息。 

1.3  总 RNA 提取和 cDNA 合成 

采用 TransZol Plant 试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）提取样品总 RNA，以各样品的 1 µg

总 RNA 为模板，利用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）试剂盒（宝

生物工程有限公司，TaKaRa）去除基因组 DNA 并反转录合成 cDNA 第一链，于–20 ℃储藏备用。 

1.4  内参基因目的片段的 PCR 扩增检测 

扩增体系 20 μL：ddH2O 12.8 μL，10× PCR buffer（含 Mg2+）2 μL，dNTP Mixture（各 2.5 mmol · L-1）

2 μL，正向引物与反向引物（10 μmol · L-1）各 1 μL， cDNA 模板 1 μL，TaKaRa Taq（5 U）0.2 μL。

PCR 反应程序为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s，57 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 1 min，循环 35

次；72 ℃再延伸 7 min。反应结束后，分别取 20 µL 产物在 1.2%琼脂糖上电泳，Goldview 染色后用

凝胶成像系统观察拍照。 

1.5  内参基因荧光定量 PCR 扩增 

反应程序按照宝生物公司的 SYBR® Premix Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）试剂盒说明书要求进行，

反应在 CFX96TM Real-Time PCR Detection System（Bio-Rad）扩增仪上完成，反应条件为：95 ℃预

变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 15 s，39 个循环。熔解曲线程序：65 ℃加热至

90 ℃，5 s。通过熔解曲线分析确定扩增产物的特异性。 

1.6  引物设计 

从茄子RNA-Seq表达谱数据库中挑选 8个表达相对稳定的基因，包括转录延伸因子 1（elongation 

factor 1a，EF1a）、转录延伸因子 2（elongation factor 2，EF2）、蛋白激酶Ⅰ（casein kinaseⅠ，CKⅠ）、
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硫氧还蛋白（thioredoxin，TRX）、40s 核糖体蛋白（40s ribosomal protein S29，40sRPS29）、60s 核

糖体蛋白（60s ribosomal protein L24，60sRPL24）、磷酸二羟丙酮合酶Ⅰ（phospho-2-dehydro-3- 

deoxyheptonate aldolaseⅠ，DAHPSⅠ）和一个未知功能的（uncharacterized protein，UCP）基因作

为候选内参基因，以肌动蛋白（Actin）作为对照内参。根据候选内参基因的核苷酸序列和 qRT-PCR

设计原则，运用 Primer5.0 软件设计 9 对特异性引物（表 1），由上海生工生物公司合成。 
 

表 1  选取的内参基因引物及扩增长度 

Table 1  List of primers and amplified lengths of reference genes under investigation  

引物  
Primer 

Unigene/bp 
引物序列（5′–3′-） 
Primers sequence 

长度/bp  
Length 

SmActin JX524155（333） F：TTACTCATTCACCACCACAGC；R：ACCATCGGGAAGCTCATAGC 145 

SmEF1a Unigene 0033899（876） F：CCACACTTCTCATATTGCTGTCA；R：ACCAGCATCACCATTCTTCAAAA 145 

SmEF2 Unigene 0032941（3 457） F：TCATGGGTGGTGCTGAGATTATA；R：CTAGCTTCCATGTACAAACGGTT 130 

SmCKⅠ Unigene 0033027（1 758） F：CAGGAAGTAGATGGGCAATTGTT；R：CCTCCTATGGATCCCTTCACTAG 101 

SmTRX Unigene 0035968（857） F：TATCTTTCAAGTTTTCTCGGCGG；R：GCTTGGAGGAGTTGAAATGAAGT 133 

Sm40sRPS29 Unigene 0052057（840） F：CTCTTCTGCCTTGTGAAAGATGG；R：CTGCAGCACATGAGTCCATAC 138 

Sm60sRPL24 Unigene 0027788（781） F：GAACTTTGTCGTTTTAGTGGTGC；R：TGTTGTGGAAGTAGTGTTTGCAT 118 

SmDAHPSⅠ Unigene 0008432（2 031） F：CAGGGCAAAATGTAACTGAATGC；R：TCGGCTACAATGAAGGAAAGTTC 136 

SmUCP Unigene 0048390（748） F：CAACATCAGAAAATTCCAGCAGC；R：TGTTCTTTTGGGTTGGTCAGAAG 108 

1.7  数据分析 

实时荧光定量 PCR 后，仪器自动得出各样品 Ct 值，用 GeNorm、NormFinder 和 BestKeeper 软

件进行各内参基因稳定性分析，结合分析结果运用 ReFinder 计算出候选内参基因稳定性综合排名。 

2  结果与分析 

2.1  候选内参基因在 RNA-Seq 结果中的相对表达量 

从 4 个样本的转录组测序结果来看，8 个（SmActin 未检测到）候选内参基因在高温胁迫前后的

表达量相当且具有一定表达丰度，可用于进一步分析（表 2）。 
 

表 2  候选内参基因对应的 Unigene 及其在 RNA-Seq 表达谱中相对表达量（RPKM 值） 

Table 2  Corresponding Unigenes of candidate reference genes and their RPKM values in samples by RNA-Seq 

05-1（热敏 thermo-sensitive） 05-4（耐热 thermo-resistant） 候选内参基因 
Candidate reference gene 

Unigene 序列号 
Unigene accession 对照 Control 42 ℃ 6 h 对照 Control 42 ℃ 6 h 

SmEF1a Unigene 0033899 243.84 246.75 254.33 243.27 

SmEF2 Unigene 0032941 262.76 291.02 268.28 274.45 

SmCKⅠ Unigene 0033027 32.12 32.18 34.34 32.66 

SmTRX Unigene 0035968 65.64 64.73 64.93 62.42 

Sm40sRPS29 Unigene 0052057 333.27 333.92 335.37 336.15 

Sm60sRPL24 Unigene 0027788 74.52 72.66 78.45 76.78 

SmDAHPSⅠ Unigene 0008432 314.64 312.43 311.21 301.99 

SmUCP Unigene 0048390 233.83 240.15 226.74 224.44 

SmActin None – – – – 

2.2  茄子内参基因的 PCR 检测 

由图 1 可以看出，9 个候选内参基因的 PCR 结果均可见与预期大小相同的产物，且条带单一，

说明不存在引物二聚体和非特异性扩增，可用于后续 qRT-PCR 分析。 
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图 1  茄子 9 个候选内参基因的 RT-PCR 扩增结果 

Fig. 1  Specificity of 9 candidate reference genes for RT-PCR amplification 

 

2.3  茄子内参基因的荧光定量 PCR 分析 

以茄子 cDNA 为模板，进行荧光定量 PCR 分析，结果表明，9 个候选内参基因在不同试验条件

下的熔解曲线都只有单一主峰，没有其他杂峰出现，重复样品之间扩增曲线重复性高（图 2）。 

 

 
图 2  9 个候选内参基因 qRT-PCR 熔解曲线 

Fig. 2  Melting curves of 9 candidate reference genes for qRT-PCR amplification 

 

内参基因 Ct 值在不同样品中表达稳定性是选择内参的重要标准。通过分析发现，每个内参基因

在不同处理样品中的表达丰度均存在差异。基因的 Ct 值越小，其表达丰度越高，反之越低。在试验

所涉及到的所有茄子样品中，候选内参基因的平均 Ct 值在 19.15 ~ 28.35。 

在热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 中，候选内参基因在热处理不同时间段的 Ct 值在 19.33 ~ 28.04

之间（图 3），其中 SmCKⅠ的 Ct 值最大，表达丰度最低，这与 RNA-seq 表达谱中相对表达量（RPKM

值）结果（表 2）相符。 
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图 3  候选内参基因在茄子热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 高温处理不同时间中的 Ct 平均值 

Fig. 3  The average Ct values of thermo-sensitive line 05-1 and thermo-resistant line 05-4 at  

different period of high temperature treatment 

 

如图 4 所示，内参基因在高温处理 0 和 6 h 在热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 不同组织（根、茎、

叶）中的 Ct 介于 19.15 ~ 28.35 之间，其中以 Sm40sRPS29 的 Ct 值最小，表达丰度最大。 

 

 
图 4  候选内参基因在茄子热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 高温处理 0 和 6 h 不同组织中的 Ct 平均值 

Fig. 4  The average Ct values of different tissues of thermo-sensitive line 05-1 and thermo-resistant line 05-4  

treated with high temperature for 0 and 6 h 

 

如图 5 所示，10 个茄子品系（种）中候选内参基因在高温处理不同时间的 Ct 值介于 19.56 ~ 27.26

之间，其中 SmCKⅠ最大，表达丰度最小。此外还发现，这些内参基因在这 3 组处理样品中的表达

变化并没有一定的规律性。 

 

图 5  候选内参基因在 10 个茄子品系（种）高温处理 0、6 和 12 h 的 Ct 平均值 

Fig. 5  The average Ct values of ten eggplant lines（varieties）treated with high temperature for 0，6 and 12 h 
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2.4  内参基因的表达稳定性评价 

2.4.1  GenNorm 软件分析 

GenNorm 是常用的内参分析软件，根据计算出的候选内参基因在不同样品中的表达稳定性（M）

来确定最稳定的内参基因，M 值越大，表明稳定性越低；M 值越小，稳定性越高，其中 M = 1.5 是

上限（Vandesompele et al.，2002）。 

如表 3 所示，9 个内参在不同的茄子样品中稳定性存在差异。热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4

在 42 ℃高温处理不同时间段，表达最为稳定的内参基因是 SmEF1a 和 SmUCP；在其高温处理 0 和

6 h 的根、茎和叶中，表达最稳定的是 SmCKⅠ和 SmEF1a；在 10 个不同品系（种）高温处理 0、6

和 12 h 中表达稳定性最好的是 SmEF2 和 SmTRX。在所有试验条件下，内参基因 SmActin 的表达稳

定性较差。 

 

表 3  GeNorm 软件分析 9 个候选内参基因在茄子不同试验条件下的表达稳定性 

Fig. 3  GeNorm ranking of the 9 candidate reference genes with respect to their expression stability  

under different experimental conditions 

不同时间 Different periods  不同组织 Different tissues  不同品系（种）Different lines（varieties）内参基因 

Reference gene M 排序 Rank  M 排序 Rank  M 排序 Rank 

SmActin 1.345 9 1.339 4 0.959 9 

SmEF1a 0.664 1 1.140 2 0.719 6 

SmEF2 0.760 6 1.774 7 0.650 1 

SmCKⅠ 0.789 8 1.127 1 0.871 8 

SmTRX 0.768 7 1.961 8 0.651 2 

Sm40sRPS29 0.733 4 1.370 6 0.698 4 

Sm60sRPL24 0.725 3 1.266 3 0.716 5 

SmDAHPSⅠ 0.733 4 1.360 5 0.742 7 

SmUCP 0.697 2 2.814 8 0.655 3 

 

2.4.2  NormFinder 软件分析 

NormFinder 软件是结合组内方差与组间方差计算候选内参基因的稳定值来对其进行评价，稳定

值越小，内参基因表达就越稳定；反之则越不稳定（Andersen et al.，2004）。 

如表 4 所示，在热胁迫处理不同时间段，表达最为稳定的内参基因是 SmEF1a，其次是 SmUCP；

不同组织中，SmEF1a 的稳定性最好，其次是 Sm60sRPL24；不同品系（种）中表达稳定性最好的是

SmTRX 和 SmUCP。 
 

表 4  NormFinder 软件分析 9 个候选内参基因在茄子不同试验条件下的表达稳定性 

Fig. 4  NormFinder ranking of the 9 candidate reference genes with respect to their expression stability  

under different experimental conditions 

不同时间 Different periods 不同组织 Different tissues 不同品系（种）Different lines（varieties）内参基因 

Reference gene M 排序 Rank M 排序 Rank M 排序 Rank 

SmActin 0.880 9 1.872 9 0.036 9 

SmEF1a 0.197 1 0.123 1 0.025 7 

SmEF2 0.379 8 0.965 7 0.016 2 

SmCKⅠ 0.363 7 0.542 6 0.029 8 

SmTRX 0.360 5 1.195 8 0.015 1 

Sm40sRPS29 0.360 5 0.489 4 0.021 4 

Sm60sRPL24 0.331 4 0.123 2 0.022 5 

SmDAHPSⅠ 0.308 3 0.275 3 0.024 6 

SmUCP 0.263 2 0.541 5 0.016 2 
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2.4.3  BestKeeper 软件分析 

BestKeeper 可通过计算标准偏差（SD）和变异系数（CV）来筛选最稳定的内参基因，其中标准

差和变异系数越小，稳定性越好；反之，稳定性越差（Pfaffl et al.，2004）。 

如表 5 所示，不同时间条件下候选内参基因 SmActin、不同组织条件下的 SmActin、SmEF2 和

SmTRX 的标准差都大于 1，根据 BestKeeper 的选择标准，这些基因的表达都不稳定。在不同时间段

表达最为稳定的候选内参基因是 SmTRX，其次是 SmEF2；在不同组织中 SmEF1a 的表达稳定性最好，

其次是 Sm60sRPL24；不同品系（种）中表达稳定性最好的是 SmTRX 和 SmEF2。 

 
表 5  BestKeeper 软件分析 9 个候选内参基因在茄子不同试验条件下的表达稳定性 

Fig. 5 BestKeeper ranking of the 9 candidate reference genes with respect to their expression stability  

under different experimental conditions 

不同时间段 
Different  periods 

不同组织 
Different tissues 

 
不同品系（种） 
Different lines（varieties） 

内参基因 
Reference gene 

SD CV 排序 Rank SD CV 排序 Rank  SD CV 排序 Rank 
SmActin 1.240 5.647 9 1.937 8.002 9 0.588 2.571 5 
SmEF1a 0.622 2.845 3 0.485 2.328 1 0.720 3.338 9 
SmEF2 0.575 2.578 2 1.404 6.348 8 0.437 2.024 2 
SmCK I 0.733 2.844 7 0.979 3.878 6 0.603 2.357 6 
SmTRX 0.543 2.261 1 1.305 5.434 7 0.335 1.390 1 
Sm40sRPS29 0.740 3.562 8 0.654 3.310 4 0.673 2.916 8 
Sm60sRPL24 0.701 2.995 6 0.559 2.490 2 0.630 2.770 7 
SmDAHPS I 0.661 2.926 4 0.886 3.987 5 0.567 2.573 4 
SmUCP 0.664 2.954 5 0.625 2.773 3 0.473 2.107 3 

 

2.4.4  ReFinder 分析 

对 GeNorm、NormFinder、BestKeeper 软件分析得到的稳定性排名采用 ReFinder 软件求几何平

均值，得到综合指数排名，指数越小，说明内参基因表达越稳定。 

由表 6 可见，基于 RNA-Seq 数据开发得到的 8 个候选内参基因，在茄子热敏和耐热品系不同高

温胁迫时间、不同组织及总体表现均优于对照内参基因 SmActin；就高温胁迫不同时间而言，排名

前 2 位的内参基因为 SmEF1a 和 SmUCP，对高温胁迫下不同组织而言，排名前 2 位的内参基因是

SmEF1a 和 SmTRX；就不同茄子品系（种）而言，排名前两位的内参基因是 SmTRX 和 SmEF2。综

合所有样品来看，候选内参基因表达稳定性最好的是 SmEF1a，其次是 SmTRX 和 SmUCP。 

 

表 6  ReFinder 软件分析 9 个候选内参基因在茄子不同试验条件下的表达稳定性 

Fig. 6  ReFinder ranking of the 9 candidate reference genes with respect to their expression stability  

under different experimental conditions 

处理  

Treatment 

表达稳定基因  

Stable gene 

表达最不稳定基因  

Least stable gene 

不同时间段 Different periods SmEF1a，SmUCP SmActin，SmCKⅠ 

不同组织 Different tissues SmEF1a，SmTRX SmActin，Sm60s RPL24 

不同品系（种）Different lines（varieties） SmTRX，SmEF2 SmActin，SmCKⅠ 

所有样品 Total samples SmEF1a，SmTRX，SmUCP SmActin，SmCKⅠ 

3  讨论 

稳定的内参基因是提高 qRT-PCR 结果可靠性的先决条件，早期内参基因的选择主要基于看家基
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因的功能，如 Actin 和 TUB 基因等是细胞器骨架的基本组分，GAPDH、EF1a 和 UBQ 等参与了生物

体的基本生化代谢过程，推测这些基因应该在所有的细胞和生理状态下稳定表达（苏晓娟 等，2013；

张玉芳 等，2014）。后期的研究发现，看家基因的表达并不是稳定不变的（Die et al.，2010），已不

能满足定量分析对内参基因的要求。例如，本研究中的内参基因 SmActin 在所有试验条件下的稳定

性均最差，而且前人研究同样表明 Actin 基因在不同非生物胁迫（高温、涝害、蚜虫）下的菊花（顾

春笋，2012）、冷驯化前后野生马铃薯（李飞 等，2012）中也不适合作为内参基因。因此，新内参

基因的挖掘已经成为重中之重。随着高通量测序技术的日益成熟，利用 RNA-Seq 数据库为筛选稳定

表达的内参基因尤其是新的内参基因提供更多便利。桑健（2014）利用生物信息学方法从超积累型

东南景天转录组数据库中筛选出两个稳定表达的内参基因 UBC9 和 TUB，可作为最佳内参基因完成

对靶标基因在 4 种重金属（镉、铅、锌、铜）胁迫下的 qRT-PCR 结果的标准化分析。李雪艳（2015）

结合转录组表达谱分析了兰州百合小鳞茎形成与发育 3 个阶段中表达比较稳定的 9 个传统内参基因

（18S rRNA、α-TUB、β-TUB、Actin、elF、GAPDH、UBQ、UBC 和 60S rRNA）和 3 个新型候选基

因（AP4、FP、RH2）的稳定性，获得了 2 个表达稳定的新内参基因（FP、AP4）和 1 个传统内参

基因（GAPDH）。另外，利用转录组数据库来筛选最佳内参基因还在油茶（宋志波 等，2014）、瓜

叶菊（金雪花，2013）、樱桃（朱友银 等，2015）和牡丹（刘洪峰 等，2015）等植物上得到应用。

本研究中以前期构建的茄子高温胁迫前后 RNA-Seq 数据库为基础，最终得到了在茄子正常生长温度

和高温胁迫下不同时间、不同组织和不同品系（种）中最稳定表达的 1 个常用内参基因（SmEF1a）

和 2 个未见报道基因（SmTRX 和 SmUCP），这一结果对今后提高茄子高温胁迫条件下基因表达分析

研究的稳定性和可靠性具有重要意义，同时也为发现新的表达稳定内参基因提供了参考。 

选择正确的内参基因很大程度上取决于所研究的组织、细胞及试验条件等，不同的组织器官、

生长发育阶段、生物或非生物胁迫和激素影响等都会引起内参基因的特异性表达。在植物内参基因

研究中，没有任何一种内参基因在不同的试验条件下表达是恒定的。例如，在葡萄浆果中表达稳定

性较好的 GAPDH 在小麦中的表达稳定性则最差（Reid et al.，2006；Long et al.，2010），而在小麦

中表达稳定性较好的 Actin 和 UBI 在番茄中的表达稳定性最差（Long et al.，2010；Mascia et al.，2010）。

Hu 等（2009）分析了大豆 7 个常用内参基因和 7 个新候选基因在不同的生长发育阶段、组织器官、

光周期处理和栽培种中的表达稳定性，结果表明新的内参基因 SKIP16、UKN1 和 UKN2 较常用的内

参基因表达稳定性更高。在植物高温胁迫下的最佳内参基因筛选方面，严海东等（2014）的研究表

明，eIF4A、TBP-1 和 E2 可作为多年生黑麦草在高温胁迫下的内参基因。高温处理后小麦和玉米中

表达量最稳定的内参基因分别是 26S rRNA（Paolacci et al.，2009）和 EF1a（吝月爱，2012）。由此

可见，每一特定条件下都有特定的稳定表达的内参基因，内参基因的选择是否合适需要在不同的试

验系统和试验材料中进行评价与鉴定。目前，茄科类作物如马铃薯（Nicot et al.，2005）、番茄（Mascia 

et al.，2010）、辣椒（Wang et al.，2012）等都鉴定出了在各自不同的试验条件下表达最稳定的内参

基因。茄子在不同组织（Gantasala et al.，2013）、茄子近缘野生种喀西茄在生物（黄萎病）和非生

物胁迫（干旱、盐）（周晓慧 等，2014）等试验条件下最佳内参基因筛选也有相关报道，然而这些

研究采用的是传统看家基因，并且局限于少数的试验处理，对于茄子其他研究方向尤其是茄子耐热

研究的参考价值非常有限。本研究选取了茄子热敏品系 05-1 和耐热品系 05-4 高温胁迫不同时间和

不同组织（根、茎、叶）以及高温胁迫前后不同茄子品系（种）共 58 份材料，利用 qRT-PCR 检测

了来自于转录组数据库的 8 个候选内参基因（包括 2 个已知内参基因和 6 个未报道基因）在不同试

验条件下的表达水平，并利用软件对各基因进行稳定性评价。结果表明在茄子热敏品系 05-1 和耐热
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品系 05-4 高温胁迫不同时间段时表达稳定性最好的是 SmEF1a 和 SmUCP，不同组织中表达最稳定

的是 SmEF1a 和 SmTRX，不同茄子品系（种）中最稳定表达的则是 SmTRX 和 SmEF2。综合来看，

在所有样品中 SmEF1a、SmTRX、SmUCP 表达稳定性较好，这与不同冷藏条件下马铃薯（Lopez-Pardo 

et al.，2013）、不同试验条件下的辣椒（Wang et al.，2012）和着色期的苹果（樊连梅 等，2014）中

最佳内参基因是 EF1a 的结果也类似。 

本研究结果为茄子耐热相关基因表达分析提供了合适的内参基因，也间接为茄子耐热分子机制

的研究奠定了基础，同时也为其他植物高温胁迫下内参基因的筛选提供参考和借鉴。 
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