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유전자들의 발현 분석 및 검증
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Quantitative reverse transcription PCR is used for gene expression analysis as the accurate and sensitive 
method. To analyze quantification of gene expression changes in apple plants, 10 housekeeping genes 
(ACT, CKL, EF-1α, GAPDH, MDH, PDI, THFs, UBC, UBC10, and WD40) were evaluated for their stability of 
expression during infection by Apple stem grooving virus (ASGV) or in cold-stress apple plant buds. Five 
reference-gene validation programs were used to establish the order of the most stable genes for ASGV 
as CKL>THFs>GAPDH>ACT, and the least stable genes WD40<UBC10<EF-1α for infection by ASGV. For 
treatment by three different temperatures, the most stable genes were WD40>CKL>UBC10, and the 
least stable genes were ACT<UBC<THFs. To validate our findings, using two of the most stable and the 
one least stable validated reference genes, one defense responsive gene and one cold-stress-responsive 
gene were examined to compare their relative changes in gene expression. In conclusion, our results 
provide a useful framework for choice of suitable reference genes according to different biotic or abiotic 
stress conditions in plant species. 
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서 론

식물 바이러스에 의한 기주의 감염은 바이러스의 복제 및 이

동을 용이하게 하거나 기주의 다양한 방어 기작에 대항하기 위

한 주요한 반응으로 기주 유전자 발현을 교란시킨다(Pallas와 
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García, 2011; Whitham 등 2006). 최근에 마이크로어레이(mi-

croarray) 및 차세대염기서열분석법(next-generation sequenc-

ing, NGS) 등 대량 분석법을 이용하여, 고온, 추위 등 비생물학

적 원인 및 바이러스가 감염된 식물체에서 유전자 발현 프로파

일의 변화를 나타내는 유전자들의 그룹 또는 개별적인 특정하

게 표적 유전자에 대하여 활발하게 연구되고 있다(Adams 등 

2015; Ishihara 등, 2015; Pecman 등, 2017; Postnikova와 Nem-

chinov, 2012; Wu 등, 2015). 또한 유전자의 발현은 매우 복잡

한 네트워크 형태로 상호 영향을 미치기 때문에 유전자 네트워

크를 실시간 또는 정량적인 측정 방법이 필요하다(Postnikova

와 Nemchinov, 2012; Tang 등 2019). 대부분의 경우, 이는 식물

체 mRNA로부터 역전사(reverse transcription, RT)에 생성된 상

보적 DNA (complementary DNA, cDNA)에 대한 실시간 또는 

정량적 중합 효소 연쇄 반응(quantitative PCR, qPCR)을 사용

하여 수행된다. 정량적역전사중합효소연쇄반응(quantitative 

reverse transcription PCR, RT-qPCR) 방법은 일반적으로 표준

화된 안정한 참조유전자(reference genes)에 대한 표적 유전

자 발현의 상대적 변화를 측정하기 때문에 식물체 유전자에 영

향을 미치는 외부환경요인 등에 대하여 기준 유전자는 먼저 평

균값으로 표준화되어야 하며, 특정 기준 유전자 발현의 안정성

을 검증하는 것이 중요하다. 이러한 많은 식물 종(species)에서

의 유전자 발현의 기준으로서 선발된 소위 대부분 식물종들의 

세포에서 항상 일정한 수준으로 발현되는 것으로 간주되는 상

시 발현 유전자들(house-keeping genes)이라고 불리는 유전

자들이 선택되어 정량적 분석법에 사용되어왔다(Chao와 Jost, 

2012; Cheng 등, 2013; Wieczorek 등, 2013). 

그러나, 바이러스에 감염된 식물체들에 대한 연구들뿐만 아

니라 비생물적 스트레스를 받은 식물체들에 대한 유전자 발

현 연구들은 상시 발현 유전자 실제로는 안정화된 발현이 이루

어지는 것이 아닌 매우 상대적으로 변화에 민감하게 반응한다

는 것으로 밝혀졌다(Reddy 등, 2013; Rocha 등, 2015; Wang 등 

2014; Webb 2013). 또한 상시 발현유전자들은 식물의 조직 부

위 또는 발달과정에서 변화가 있는 경우에도 매우 유전자 발

현양이 차이가 있음이 보고되었다(Cheng 등 2013; Mascia 등 

2010). 이러한 사실들은 상시 발현 유전자들을 유전자 발현을 

위한 기준 유전자들로 사용하기 위해서는 유전자 발현의 유전

자의 안정성을 분석하고 검증하는 것이 필요하다. 이를 위해 몇

몇 프로그램들이 기준 유전자 발현의 유전자의 안정성을 분석

하고 안정성에 대한 참조유전자로서의 적합성을 결정하기 위해 

컴퓨터 프로그램이 개발되었다. 유전자의 발현 안정성 값을 계

산하기 위해 고려되는 다른 유전자의 안정성과 비교하여 유전

자의 평균변이를 결정하는 geNorm (Vandesompele 등, 2002)

과 분석된 유전자 사이의 발현 변화를 추정하고 정규화 인자

를 계산하기 위해 그룹 내 및 그룹 간의 변화를 고려하는 알고

리즘을 가지는 NormFinder (Andersen 등, 2004)가 많이 이용

되고 있다. 또한 고려중인 모든 유전자 조합의 쌍별 상호 상관 

관계를 분석함으로써 Ct값 데이터 간의 변동을 계산하는 Best-

Keeper (Pfaffl 등, 2004)와 비교값인 ΔCt (Silver 등, 2006)는 각 

샘플 내에서 유전자 쌍의 상대적인 발현을 비교하는 것으로 알

려져 있다(Chao와 Jost, 2012; Cheng 등, 2013; Wieczorek 등, 

2013). 

사과(Malus domestica)는 국내 및 국외에서 널리 재배되고 있

으며 경제적으로 중요한 과일 작물 중 하나이다. 전 세계적으

로 7,500개 이상의 종이 알려져 있으며 접목을 통하여 증식하

는 식물이다. 사과는 배우체형 자가불화합성 작물이기 때문에 

20% 이상의 수분수의 혼식이 필요하며(Broothaerts 등, 2004), 

유전체는 이형접합체 형태이며 17개 염색체로 구성된 750 Mb

의 유전체 크기를 가지고 있어 활발하게 연구되고 있는 작물이

다(Daccord 등, 2017; Velasco 등, 2010). 사과는 주로 접목에 의

해 증식하는 영양체 번식 작물이며 대부분 노지 재배가 일반적

이므로 노지 포장에서 월동을 하게 되며 이상기온에 따라 꽃눈 

등 저온 피해가 빈번히 발생하고 있다. 저온 피해는 사과 세포들

의 세포막 구조를 파괴하며, 영양분의 흡수, 분해, 이용 등의 교

란을 일으키게 되며, 사과나무의 뿌리, 잎, 꽃, 과실에 광범위하

게 나타나게 되어 피해를 일으킨다(Gapper 등, 2017). 

또한 사과는 바이러스 또는 바이로이드에 감염되면 광합성

양은 감소하며 호흡량 등의 증가로 에너지를 소비하게 되며, 감

염된 사과는 저항성 기작이 무력화되므로 각종 다른 병해나 비

우호적 환경에 대한 내성이 약해지게 되어 결국 과실이 작아지

거나 모양이 변형되는 등 피해를 입게 되어 대략 20–40% 정도 

생산량이 감소된다(Cho 등, 2016; Kinard 등, 1996; Lee 등, 2017; 

Menzel 등, 2002; Wood, 1979). 우리나라에서 사과에 문제가 

되는 바이러스는 10여종이 알려져 있으나, 최근의 사과나무 접

수와 M9 대목의 바이러스 감염률을 조사한 결과, 사과 퇴록반

점 바이러스(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), 사과 잎

검은점 바이러스(Apple stem grooving virus, ASGV) 감염률

이 100%이었다(Lee 등, 2017). 이 중 ASGV는 Betaflexiviridae와
의 Capillovirus속에 분류되는 바이러스이다. ASGV 유전체는 

6,500개 내외의 염기로 구성된 단일쇄상의 RNA 게놈을 가지고 

있으며, 외막이 없는 바이러스 입자는 600–700 nm 크기를 가

지고 있다(Ohira 등, 1995). 

사과에 대한 연구는 주로 가용성 당 및 유기산과 같은 주요 

대사 산물의 생리적 변화, 재배법 연구, 신품종 사과 육종 연구

와 이와 관련된 품종 개발을 위한 유전자 발현 프로파일 등에 
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중점적으로 연구가 수행되어 왔다(Jaakola, 2013; Ma 등, 2019; 

Takos 등, 2006). 최근 몇 년 전부터 NGS를 이용한 전사체와 생

명정보학 기술의 발달에 따라 많은 바이러스들의 감염 과정에 

관여하는 유전자들이 동정이 되었으며, 사과나무의 저항성 반

응 또는 감염과정에 필수적인 유전자들이 전사체 연구들을 통

하여 다량으로 발굴되었으며 유전자 기능에 대하여 연구되고 

있다. 또한 저온 등의 비생물학적 스트레스에 반응하는 사과를 

포함한 기주 식물들의 반응은 상호 중복되어 일치하는 결과들

이 알려지게 되었다(An 등, 2020). 위의 대량 전사체 연구와 생

물정보학 이용 분석과정은 신뢰할 수 있는 참조유전자의 식별

은 필수 전제 조건이며 후속 발현 분석 연구에 도움을 줄 수 있

다. 지금까지 사과에서 참조유전자의 안정성을 평가하기 위한 

연구는 다른 식물에서 이전에 공개된 기존의 유전자로 제한되

었다. 선택된 참조유전자의 발현은 다른 실험 조건에 따라 크게 

변하는 것으로 입증되었다. 그러므로, 새로운 사과나무의 참조

유전자를 식별하고 광범위한 실험 조건에 걸쳐 그들의 발현 안

정성을 평가할 필요가 있다.

이번 연구의 목적은 사과에서 신뢰할 수 있는 RT-qPCR 표준

화를 위해 안정적으로 발현하는 참조유전자를 선택하는 것이

다. 이를 선발하기 위하여 ASGV 감염 또는 건전 사과에서의 안

정성에 대해 평가되고 순위가 매겨진 10개의 참조유전자들의 

상대적 발현양을 통하여 유전발현 안정성을 평가하였다. 또한 

비생물적 스트레스 요인 중 하나인 저온 처리된(5°C, –8°C 및 

–15°C) 사과 꽃봉오리에서 이들 참조유전자들의 발현 수준의 

차이를 비교하여 저온 처리 시 안정한 참조유전자로서 이용 가

능성을 조사하였다. 

재료 및 방법

시료채취, RNA 추출과 역전사중합효소연쇄반응법(reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR). 농촌
진흥청 국립원예특작과학원에서 보관 및 유지하고 있는 ASGV 

단독 감염과 전신 감염된 사과 후지품종과 바이러스 무병 사과 

후지품종(이하 무병식물)을 공시재료로 사용하였다(Supple-

mentary Fig. 1). ASGV 감염 또는 무병식물체당 2개 잎에서 4

개 부위를 1.5 microcentrifuge tube 뚜껑을 이용하여 채취한 

후 액체질소를 이용하여 막자사발에서 마쇄하였다. 이후 제

조사의 추천 방법대로 RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Ger-

many)를 이용하여 전체 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA 순도

는 NanoDrop 분광광도계(Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA)를 이용하여 흡광도 260 nm와 280 nm 비율(A260/

A280)로 결정하였으며 RNA 농도는 단일쇄상 RNA 보정값을 곱

하여 결정하였다. 추출된 전체 RNA는 소량으로 분주하여 –80°

C에 보관하였으며 이후 실험에 1회용으로 사용하였다. 

ASGV 진단을 위하여 ASGV 특이적 프라이머를 이용하여 RT-

PCR로 유전자 진단하였다. RT 반응은, 제조회사의 실험방법

에 따라 Superscript III First-Strand Synthesis System (Invitro-

gen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 1종 프라이머(ASGV-Rev; 

5'-GGAATTTCACACGACTCCTAACCCTCC-3')로 50°C에서 50분

(1회) 동안 반응을 시켰다. 제조회사의 실험방법에 따라, RT 반

응액을 5 µl를 넣고 Platinum Hot-Start PCR System을 이용하

여 ASGV-Rev와 1종 프라이머(ASGV-For; 5'-AAGGGAACTTCT-

GACGGTTCCTCCC-3')로 PCR를 수행하였다. PCR 조건은 95°C에

서 2분 (1회), 95°C 15초, 55°C 30초, 72°C, 50초(35회 반복), 72°C

에서 5분(1회)이다. 전기영동은 0.5× TBE buffer와 1.0% agarose 

gel에서 실시하였고, 분자량 마커로 100 bp DNA ladder를 이용

하였다. PCR 증폭 산물(650 bp)은 100 볼트에서 60분 동안 전기

영동 후 UV transilluminator를 이용하여 결과를 확인하였다. 

바이러스 무병식물을 5°C, –8°C, –15°C 생육상에서 30일간 처

리한 후 각각 처리구의 꽃봉오리 4개씩을 무작위로 채취하였

다. 저온 처리된 전체 RNA는 위에서 기술된 동일한 방법을 이용

하여 추출하였다. 이후 RNA 순도와 농도도 동일한 NanoDrop 

분광광도계를 이용하였으며, 추출 RNA는 –80°C 냉동고에 분

주하여 보관하여 실험에 사용하였다.

프라이머 제작 및 RT-qPCR. 사과의 10개 후보 참조유전자

들에 대한 프라이머 세트는 미국국립생물정보센터(National 

Center for Biotechnology Information, NCBI)의 염기서열 정보

를 다운로드 받아 DNAMAN 소프트웨어(버전 5.2.2, Lynnon, 

Quebec, Canada)를 이용하여 제작하였다(Table 1). RT-qPCR 

분석을 위하여, 추출 RNA는 DNase I으로 처리 후 RNeasy 

MinElute CleanUp Kit (Qiagen)를 이용하여 정제하였다. 첫 번

째 cDNA는 1 µg 정제 RNA를 넣은 Superscript III First-Strand 

Synthesis System (Invitrogen)를 이용하여 random hexamer 

프라이머(50 ng/µl)를 포함한 20 µl 반응액으로 50°C에서 50

분(1회) 동안 제조회사의 방법에 따라 반응을 시켰다. cDNA는 

멸균 3차증류수 첨가하여 1/4로 희석하였다. qPCR은 96-well 

plate에 희석된 첫번째 cDNA (12.5 ng/µl) 2 µl와 사과 후보 참

조유전자들의 특이적 프라이머 세트(5 pmol/µl)를 포함된 25 

µl 반응액을 QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen)를 이용

하여 제조하였다. 반응조건은 95°C 5분(1회), 95°C 10초, 60°C 

30초(40회)이며 CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)을 이용하여 반응을 시켰다. 정량값과 Ct

값은 디폴트값으로 제공된 CFX Manage 소프트웨어(버전 1.6, 
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Bio-Rad)를 이용하여 자동으로 계산하였다. Melting curve 분

석은 65°C부터 95°C까지 1회당 0.5°C씩 증가시켜서 곡선과 최

대 흡광도 증가값(maximum peak of melting curve)의 그래프

를 분석하여 반응의 특이성을 검정하였다. 각각 시료들은 최소 

3회 반복하여 측정하였으며, 3번 이상의 독립적인 실험에 의해

서 유의한 경우에만 데이터를 통계분석에 사용하였다, 

Ct 데이터와 통계분석. 각각 실험에서 도출된 Ct 데이터

는 마이크로소프트 엑셀 소프트웨어로 옮겨 데이터 표를 만

든 후 geNorm, NormFinder, BestKeeper, Comparative ΔCt 

소프트웨어를 이용하여 후보 참조유전자들의 안정성을 평

가하였다(Andersen 등, 2004; Pfaffl 등, 2004; Silver 등, 2006; 

Vandesompele 등, 2002). qPCR 분석에서 도출된 Ct값은 또한 

웹사이트에서 제공하는 RefFinder 소프트웨어를 사용하여 포

괄적 분석(http://150.216.56.64/referencegene.php)을 수행

하여 후보 참조유전자들의 안정성을 평가하였다. 저온 처리와 

ASGV 감염 사과나무에서의 유전자들의 발현의 Ct값들을 이용

하여 분산분석법(ANOVA)으로 분석하였으며, 이후 Duncan 다

중검정(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 분석하였다. 

제시된 모든 그래프는 평균과 표준편차 값으로 제시되었으며 

P>0.05는 유의성이 없으며 P<0.01은 유의하며, P<0.001은 매우 

유의한 것으로 판정하였다. 

목표 유전자의 상대적 정량값 분석. 사과유전자 전사인자

로 알려진 유전자(MDP0000501598, MDP0000585239)를 목

표유전자로 선정하였다(Chen 등, 2014). ASGV 감염에 대한 ge-

Norm 분석에 의해 가장 안정적인 발현을 하는 사과의 참조유

전자(CKL [casein kinase-1-like protein 2] 유전자 와 ACT [actin-

related protein 7] 유전자)와 1개의 가장 불안정적인 참조유전

자(WD40 [transcription factor WD40-like repeat protein] 유

전자)를 사용하였다. 또한 저온 처리된 사과에 대한 geNorm 분

석에 의해 가장 안정적인 발현을 하는 사과의 참조유전자(CKL 

및 WD40 유전자)와 1개의 가장 불안정적인 참조유전자(ACT 

유전자)를 사용하였다. 정규화 계수는 각 샘플에 대한 CKL, 

ACT 및 WD40의 기하 평균으로 계산되었으며, ASGV 감염 사과

와 무병식물의 조합 및 3개의 서로 다른 저온으로 처리된 사과

를 조합으로 하여 실험에 사용하였다. 정량은 PCR 효율 보정과 

함께 ΔΔC(t) 알고리즘을 사용하는 Bio-Rad CFX Manager 소

Table 1. Candidate apple reference genes, primer sequences and amplicon characteristics evaluated by RT-qPCR

Acronym Gene description Accession no.a Primer sequences (5'→3') Amplicon size (bp)

ACT Actin-related protein 7 XR_003774642 For: CCAGTTGTGCGAGGTCTTAT
Rev: CTGCCCTTCATTTCCCATTTC

102

CKL Casein kinase 1-like protein 2 XM_008393131 For: ACGTGACTCAATGCAGATAGAC
Rev: AACCCGAACAAGGAGGATTAC

99

EF-1α Elongation factor 1-alpha XM_008387060 For: CAAGAGTGTGGAGAAGAAGGAG
Rev: GGGCGGGACGATAACATAAA

92

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase

XM_008341945 For: CGGTGCTGACTTTGTTGTTG
Rev: GCTGGGAGCAGAGATGATAAC

106

MDH Malate dehydrogenase-like XM_008344149 For: GCTCATACGATGTACCTTCTGG
Rev: CTTCCTCGAGAACTCGTCAATAG

105

PDI Protein disulfide isomerase-
like 1-6

XM_008344461 For: GTTCCCTACTCTGCTTCTGTTT
Rev: CCTCGCCCATGTCACTATTT

88

THFs Formate-tetrahydrofolate 
ligase

XM_008391920 For: TCATCTCAGTCCCGATCACTAT
Rev: CCCTCCAACCACCACATAATAC

115

UBC Ubiquitin-conjugating enzyme 
E2 22-like

XM_008389247 For: GCTGGCACTCCTTATGAGAAT
Rev: CTTCGTCAGGAAGTAGCCTTTAG

96

UBC10 Ubiquitin-conjugating enzyme 
E2 10

XM_029106195 For: GTGTTGCTTTCCATCTGTTCTC
Rev: CTCGCTGTCGTCTCGTATTT

113

WD40 Transcription factor WD40-like 
repeat protein

GU173813 For: GTGAGTAGCGTGTCTTCTCTTC
Rev: TGTCAAACACGAGGGCATAA

112

RT-qPCR, quantitative reverse transcription PCR. 

aAccession numbers of predicted transcripts in “Malus x domestica genome” of NCBI GenBank used to support for primer design.



Research in Plant Disease  Vol. 26  No. 2148

프트웨어(버전 1.6)를 사용하여 수행되었으며 RT-qPCR 반응의 

마지막에 결과가 자동으로 생성되었다.

결 과

AGSV 감염 사과 및 저온 처리된 사과에 대한 참조유전자 분
석. ASGV가 감염된 사과 식물에서 10개의 후보 참조유전

자의 발현 안정성을 RT-qPCR을 통해 먼저 조사하였다. 먼저 

ASGV 감염된 식물에서 각각의 유전자에 대한 ΔCt를 결정함으

로써 3번의 독립적인 실험에 대한 각 후보 참조유전자의 발현

의 변화를 분석하였다(Fig. 1). ASGV 감염 사과와 무병식물에서 

ΔCt값이 가장 큰 변화를 보이는 유전자는 WD40이었으며, 나

머지 9개 유전자들은 ASGV 감염 식물과 무병식물에서 큰 변화

가 없는 ΔCt값의 변화가 나타났다(Fig. 1A, B). 적은 유전자 발

현 정도의 차이는 독립적인 실험에 의한 유전자 발현에 대한 오

차가 적은 것을 의미하며 데이터의 유효한 유의성을 말해준다. 

3가지 조건으로 저온 처리된 사과나무의 꽃봉오리 시료에

서 위에서 기술한 동일한 10개 후보 참조유전자의 발현 안정성

을 RT-qPCR 동일한 방법으로 조사하였다. 5°C로 처리된 사과

나무의 꽃봉오리에서 ΔCt값이 가장 큰 변화를 보이는 유전자

는 GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)와 

UBC10 (ubiquitin-conjugating enzyme E2 10)이었으며 –8°C 

Fig. 1. Range of Ct cycle threshold values for 10 apple candidate reference genes during infection by Apple stem grooving virus (ASGV) or 
during incubation of three different cold conditions. The box plots show the cycle thresholds with median Ct value (central horizontal line 
in each box), the 25th and 75th percentile (boxes), and the ranges (whiskers) of the average of three independent experiments. The data 
were obtained from virus-free apple leaf (A), ASGV-infected apple leaf (B), apple bud incubated at 5°C (C), apple bud incubated at –8°C (D), 
or apple bud incubated at –15°C (E). 



Research in Plant Disease  Vol. 26  No. 2 149

또는 –15°C로 처리된 사과나무의 경우, 가장 큰 ΔCt값의 변화

가 공통적으로 ACT와 UBC10 유전자 발현에서 나타났다(Fig. 

1C–E). 

다음으로 실험에서 얻은 ΔCt 데이터를 사용하여 유전자 

안정성 분석 프로그램인 geNorm, NormFinder, BestKeeper, 

Comparative ΔCt 및 RefFinder를 사용하여 개별 바이러스에 

감염된 식물에서 가장 안정적인 후보 유전자를 확인하였다.

geNorm을 이용한 유전자 발현 안정성 분석. geNorm 

(Vandesompele 등, 2002) 프로그램은 각각의 서로 다른 유전자

들을 1쌍으로 하여 상호 비교하여 변이를 검사하고 두 개 이상의 

후보 참조유전자와 관련된 유전자의 발현 안정성 값을 계산하는

(변이율 1.5값보다 적은 경우만 유효) 것으로 알려져 있다. 

ASGV 감염 사과식물과 무병식물의 3가지 실험 데이터의 

평균에 대한 각 후보 참조유전자에 대한 변이값을 기준으

로 한 geNorm 순위는 공통적으로 ACT=CKL>GAPDH>THFs 

(formate-tetrahydrofolate ligase) 순으로 안정하였으며 MDH 

(malate dehydrogenase-like)>UBC10>WD40 순으로 유전자 

발현이 가장 불안정한 것으로 나타났다(Fig. 2A, B). 

5oC로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, ACT=CKL>GADPH> 

Fig. 2. Expression stability of the 10 candidate reference genes analyzed using geNorm. The average expression stability values (M) are 
shown for the 10 candidate reference genes, ranking from least stable (left) to most stable (right), using data from the combination of three 
independent experiments for apple samples. The data show the pairwise variation (V) when the number of reference genes is increased 
from Vn/n+1 (V2/3, etc.), with a stability maximum of 0.15 permissible, for apple samples. The data were obtained from virus-free apple leaf 
(A), Apple stem grooving virus (ASGV)–infected apple leaf (B), apple bud incubated at 5°C (C), apple bud incubated at –8°C (D), or apple bud 
incubated at –15°C (E). Data from the combination of three independent experiments, with the mean and standard error bars.
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THFs 순으로 유전자의 발현이 가장 안정적으로 나타났으며 

WD40>UBC10>MDH>UBC (ubiquitin-conjugating enzyme E2 

22-like)>PDI (protein disulfide isomerase-like-1-6) 순으로 유

전자 발현이 가장 불안정한 것으로 나타났다(Fig. 2C). 

–8oC로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, CKL=WD40> 

MDH>UBC>THFs 순으로 유전자의 발현이 가장 안정적으로 나타났

으며 ACT>UBC10>EF-1α (elongation factor 1-alpha)>GADPH>PDI 

순으로 유전자 발현이 가장 불안정하였다(Fig. 2D).  –15oC로 처리된 

사과나무의 꽃봉오리 경우, GAPDH=UBC10>MDH>CKL>WD40 순

으로 유전자의 발현이 가장 안정적으로 나타났으며 ACTI>THFs> 

PDI>UBC 순으로 유전자 발현이 가장 불안정하였다(Fig. 2E)

NormFinder를 이용한 유전자 발현 안정성 분석. Norm-

Finder (Andersen 등, 2004)는 표준화 값을 계산하기 위해 그룹

내 및 그룹간 변동을 고려하여 후보 유전자 사이의 발현 변동

을 추정함으로써 각 후보 참조유전자에 안정성 값을 할당하는 

다른 알고리즘을 사용하는 것으로 알려져 있다. 유전자 순위는 

함께 조절되는 선택된 유전자의 영향을 받지 않는다.

무병식물  경우,  3번의 독립적인 실험에서  평균화된 4개

의  가장  안정한  유전자는  THFs>GAPDH>MDH>UBC10

이었으나  ASGV 감염식물의  경우  가장  안정한  유전자는 

THFs>CKL>GAPDH>MDH로 무병식물과는 평균 안정성 범위

(0.009 vs. 0.011)의 작은 차이를 반영하여 차이가 있었다(Fig. 

3A, B). ASGV 감염식물과 무병식물의 경우, geNorm을 사용하

여 결정된 것과 동일하게 WD40 유전자의 발현이 가장 불안정

한 것으로 조사되었다(Fig. 3A, B).

5°C로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, WD40>CKL>MDH 

순으로 유전자 발현이 가장 안정적이었으며, ACT>UBC>THFs 

Fig. 3. Expression stability of the 10 candidate reference genes analyzed using NormFinder. The average expression stability values are 
shown for the 10 candidate reference genes, ranking from least stable (left) to most stable (right), using data from the combination of three 
independent experiments for apple samples. The data were obtained from virus-free apple leaf (A), Apple stem grooving virus (ASGV)–in-
fected apple leaf (B), apple bud incubated at 5°C (C), apple bud incubated at –8°C (D), or apple bud incubated at –15°C (E). Data from the 
combination of three independent experiments, with the mean and standard error bars.
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순으로 유전자 발현이 불안정하였다(Fig. 3C). –8°C로 처리된 

사과나무의 꽃봉오리 경우, CKL>WD40>MDH 순으로 유전자 

발현이 안정적이었으며 PDI>UBC10>ACT 순으로 유전자 발현

이 불안정한 것으로 조사되었다(Fig. 3D). –15°C로 처리된 사과

나무의 꽃봉오리 경우, CKL>MDH>UBC 순으로 유전자 발현이 

안정적이었으며 EF-1α>THFs>ACT 순으로 유전자 발현이 불안

정한 것으로 나타났다(Fig. 3E). 

BestKeeper를 이용한 유전자 발현 안정성 분석. BestKeeper 

(Pfaffl 등, 2004)는 후보 참조유전자의 모든 조합의 유전자 상

호 상관 관계를 분석하여 Ct 데이터 간의 변동을 계산하는 것

으로 알려져 있다. 유효한 기준으로는 Ct값의 표준편차(Table 2

의 SD [±Ct])는 <1이며, 절대 조정계수의 SD인 SD [±x-fold]는 식

의 허용 가능한 참조유전자의 변화에 대해 <2이어야 한다. 이

러한 기준에 근거하여, 9개의 후보 참조유전자(PDI>UBC>EF-1α

>MDH>ACT>THF>CKL>GAPDH>UBC10)를 무병식물에서 6개의 

후보 참조유전자(CKL>GAPDH>UBC>MDH>ACT>THFs)를 ASGV 

감염 사과 식물에서 목표유전자 발현의 변화를 검사하는 데 사

용할 수 있다(Table 1, Supplementary Table 1). 이에 비해 3개 다

른 온도로 저온 처리된 사과나무 꽃봉오리 시료들에서는 순위에 

차이는 있지만 10개의 모든 후보 참조유전자들이 유효성이 있게 

목표유전자 발현의 변화를 검사하는 데 사용할 수 있는 것으로 

나타났다(Table 2).

Comparative ΔCt를 이용한 유전자 발현 안정성 분석. RT-

qPCR에서 산출되는 ΔCt값의 비교법(Silver 등, 2006)은 각 시

료 내의 모든 후보 참조유전자 쌍의 상대적인 발현을 서로 비

교하고 ΔCt의 최소 차이 측면에서 가장 낮은 것에서 가장 높은 

것까지 순위를 매긴다. ASGV 감염식물과 무병식물에서 3번의 

독립적인 실험의 평균 ΔCt값 데이터에 대하여 가장 적은 변이

까지의 순위, 즉 ASGV 감염식물과 무병식물에서 공통적으로 

GAPDH>THFs>CKL 순으로 유전자 발현이 가장 안정적인 것으

로 분석되었다(Fig. 4A, B). 또한 geNorm과 NormFinder을 사

용하여 결정된 것과 동일하게 WD40 유전자의 발현이 가장 불

안정한 것으로 분석되었다(Fig. 4A, B).

5°C로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, WD40>CKL>GAPDH 

순으로 유전자 발현이 가장 안정적이었으며 THFs 유전자 발현

이 가장 불안정하였다(Fig. 4C). –8°C로 처리된 사과나무의 꽃

봉오리 경우, CKL>WD40>UBC 순으로 안정적이었으며 ACT 유

전자 발현이 가장 변이가 큰 것으로 분석되었다(Fig. 4D). –15°C

Table 2. BestKeeper analysis of data for three independent experiments combined for three viruses

Ranking

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Virus-free Gene name PDI UBC EF-1α MDH ACT THFs CKL GAPDH UBC10 WD40

SD [±Ct] 0.20 0.20 0.22 0.24 0.24 0.24 0.26 0.27 0.37 1.99

SD [±x-fold] 1.15 1.15 1.16 1.18 1.18 1.18 1.20 1.20 1.29 3.98

ASGV-
infected

Gene name CKL GAPDH UBC MDH ACT THFs WD40 EF-1α PDI UBC10

SD [±Ct] 0.05 0.16 0.37 0.68 0.70 0.77 0.95 1.89 5.88 7.33

SD [±x-fold] 1.04 1.12 1.29 1.6 1.62 1.70 1.93 3.7 59.08 161.04

Bud/–5°C Gene name PDI CKL UBC MDH THFs WD40 EF-1α UBC10 GAPDH ACT

SD [±Ct] 0.07 0.11 0.14 0.16 0.16 0.17 0.19 0.28 0.29 0.29

SD [±x-fold] 1.05 1.08 1.10 1.12 1.12 1.12 1.14 1.22 1.22 1.22

Bud/–8°C Gene name THFs PDI UBC EF-1α WD40 CKL GAPDH MDH UBC10 ACT

SD [±Ct] 0.10 0.12 0.12 0.13 0.15 0.16 0.18 0.19 0.33 0.37

SD [±x-fold] 1.07 1.09 1.09 1.1 1.11 1.11 1.13 1.14 1.26 1.30

Bud/–
15°C

Gene name WD40 THFs EF-1α CKL PDI UBC GAPDH MDH UBC10 ACT

SD [±Ct] 0.10 0.12 0.13 0.15 0.16 0.17 0.20 0.21 0.21 0.30

SD [±x-fold] 1.07 1.09 1.10 1.11 1.11 1.13 1.15 1.16 1.16 1.23

ASGV, apple stem grooving virus.
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로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, CKL>MDH>UBC 순으로 

ΔCt 비교수치가 적어 유전자 발현이 안정적인 것으로 분석되

었으며 –8°C와 동일하게 ACT 유전자 발현이 가장 불안정하였

다(Fig. 4E). 

ASGV 감염 및 저온 처리된 사과에 대한 참조유전자 순위 비
교. 앞서 서술한 바와 같이 위에서 사용한 소프트웨어는 서

로 다른 알고리즘을 기반으로 하기 때문에 후보 참조유전자 중 

안정성 순위가 소프트웨어 사이에 변동이 나타나는 것은 흔

하다(Liu 등, 2012; Zhang 등, 2013). 이런 상이성을 보완하기 위

하여 위의 소프트웨어와 관련된 알고리즘의 기하학적 수단을 

결정하는 방법이 고안이 되었다. 이 중 RefFinder 프로그램은 

geNorm, NormFinder, BestKeeper 및 comparative ΔCt의 데

이터를 통합하여 전체 권장 종합 순위를 제공함으로써 기하평

균값을 결정하여 순위를 결정해준다. 이를 이용하여 ASGV 감

염된 사과식물체의 경우, CKL>THFs>GAPDH>ACT 순으로 가

장 안정적인 기준 참조유전자로 분석되었다(Table 2). 이들 4

개 유전자들의 발현 안정성은 무병식물에서 순위는 다르지

만 모두 포함되어 있어 ASGV 감염 사과식물체에서 유전자 발

현을 분석하는 기준 참조유전자로 활용이 가능함을 예시해준

다(Table 2). ASGV 감염 사과식물과 무병식물에서 공통으로 

WD40>UBC10>EF-1α 순으로 불안정한 것으로 조사되었다. 

Fig. 4. Expression and validation of eight candidate reference genes analyzed using delta Ct. (A) Range of Ct cycle threshold values for ten 
apple candidate reference genes. The box plots showing variation in ΔCt are as described in Fig. 1. The average expression stability values 
are shown, ranking from least stable (left) to most stable (right), using data from the combination of three independent experiment. The 
data were obtained from virus-free apple leaf (A), apple stem grooving virus (ASGV)–infected apple leaf (B), apple bud incubated at 5°C (C), 
apple bud incubated at –8°C (D), or apple bud incubated at –15°C (E). Data from the combination of three independent experiments, with 
the mean and standard error bars.
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5°C로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경우, WD40>CKL>UBC10 

순으로 안정하였으며 –8°C로 처리된 사과나무의 꽃봉오리 경

우 CKL>WD40>UBC 순이었으며 –15°C로 처리된 사과나무의 

꽃봉오리 경우 CKL>MDH>UBC10 순서로 안정적인 순위를 나

타내었다(Table 2). AGSV 감염사과와 무병식물에서 분석된 것

과 유사하게 저온 처리된 사과 꽃봉오리에서의 CKL 유전자의 

발현은 안정적인 것으로 조사가 되어 ASGV와 저온 처리시 공

통적으로 사용할 수 있는 참조유전자로 선발되었다. 흥미롭게

도 ASGV 감염 사과식물과 무병식물에서 공통으로 가장 불안

정한 발현을 하는 것으로 판정된 WD40 유전자는 저온처리(5°

C와 8°C로 처리)된 사과 꽃봉오리에서 안정적인 발현을 하는 

참조유전자로 분석이 되었다. 이와 비슷하게 ASGV 감염 사과

식물과 무병식물에서 공통으로 안정적 발현을 하는 것으로 4

순위로 판정된 ACT 유전자는 –8°C 또는 –15°C로 처리된 사과

나무 꽃봉오리 경우에 가장 불안정한 유전자로 순위가 매겨졌

다(Table 2). 5°C로 처리된 사과나무 꽃봉오리 경우에도 ACT 유

전자는 비교적 불안정한 발현을 하는 것으로 분석되어 위의 사

실 분석과 일치하는 경향을 보였다. 

ASGV 감염 및 저온 처리된 사과에 대한 목표 유전자 발현의 
변화. AGSV 감염 사과식물에서 안정적으로 발현되는 것으

로 분석된 CKL과 ACT를 참조유전자로 선발하였으며 가장 불

안정한 발현을 보이는 WD40 유전자를 참조유전자의 실험 대

조구로 선발하였다. 위 3가지 참조유전자를 사용하여 사과 전

사인자로 알려진 유전자(MDP0000501598, MDP0000585239)

를 2개의 목표유전자의 발현 수준의 상대 비교를 조사하였다. 

한편, 저온 처리된 사과 꽃봉오리 경우, CKL과 WD40는 가장 안

정적 발현을 보였으며 ACT가 가장 불안정한 발현을 보인 참조

유전자로 분석되었다. 동일하게 3가지 참조유전자를 사용하여 

MDP0000501598의 유전자의 상대적 발현양을 조사하였다. 

ASGV 감염 사과식물의 경우, 모든 참조유전자들의 상대비

교에서 MDP0000501598 (C3HL domain class transcription 

Fig. 5. Relative expression levels of two target genes (MDP0000501598, MDP0000585239) during virus infection or cold stress using three 
normalized reference genes. The relative gene expression levels of the target genes from apple leaf samples (virus-free and Apple stem 
grooving virus [ASGV]–infected) normalized to either two highly stable validated reference genes (CKL, ACT), or one less stable validated 
reference gene (WD40). The relative gene expression levels of the target genes from apple bud samples incubated at 5°C, –8°C, or 15°C, 
normalized to either two highly stable validated reference genes (WD40, CKL), or one less stable validated reference gene (ACT). The nor-
malized gene expression in scale bar was presented as 1.0. Data was analyzed using two-way ANOVA and Duncan’s multiple range test 
(P<0.05). Error bars indicate standard error of mean of three biological replicates.
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factor)와 MDP0000585239 (NBS-LRR type disease resistance 

protein)의 유전자 발현은 무병식물에 비교하여 4배에서 50배 

이상 발현이 증가한 경향을 보였다(Fig. 5). CKL과 ACT를 참조

유전자로 사용한 경우 MDP0000501598 유전자의 상대 발현양

Table 3. RefFinder analysis for ASGV and cold stress

Method
Ranking order (most stable genes → least stable genes)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Virus-free

Delta Ct GAPDH THFs CKL MDH UBC PDI ACT EF-1α UBC10 WD40

BestKeeper PDI UBC EF-1α MDH ACT THFs CKL GAPDH UBC10 WD40

NormFinder THFs GAPDH MDH UBC10 CKL UBC ACT PDI EF-1α WD40

geNorm ACT CKL GAPDH THFs EF-1α PDI UBC MDH UBC10 WD40

Recommended 
comprehensive ranking

GAPDH THFs CKL ACT PDI MDH UBC EF-1α UBC10 WD40

ASGV-infected

Delta Ct GAPDH THFs CKL UBC MDH ACT PDI EF-1α UBC10 WD40

BestKeeper CKL GAPDH UBC MDH ACT THFs WD40 EF-1α PDI UBC10

NormFinder THFs CKL GAPDH MDH ACT UBC PDI EF-1α UBC10 WD40

geNorm ACT CKL GAPDH THFs EF-1α PDI UBC MDH UBC10 WD40

Recommended
comprehensive ranking

CKL THFs GAPDH ACT PDI UBC MDH EF-1α UBC10 WD40

Bud/5oC

Delta Ct WD40 CKL GAPDH UBC10 EF-1α MDH ACT PDI UBC THFs

BestKeeper PDI CKL UBC MDH THFs WD40 EF-1α UBC10 GAPDH ACT

NormFinder WD40 CKL MDH EF-1α UBC10 GAPDH PDI ACT UBC THFs

geNorm GAPDH UBC10 ACT WD40 EF-1α MDH CKL PDI UBC THFs

Recommended
comprehensive ranking

WD40 CKL UBC10 GAPDH MDH PDI EF-1α ACT UBC THFs

Bud/-8oC

Delta Ct CKL WD40 UBC MDH GAPDH THFs PDI EF-1α UBC10 ACT

BestKeeper THFs PDI UBC EF-1α WD40 CKL GAPDH MDH UBC10 ACT

NormFinder CKL WD40 MDH UBC GAPDH THFs EF-1α PDI UBC10 ACT

geNorm CKL WD40 MDH UBC THFs PDI GAPDH EF-1α UBC10 ACT

Recommended
comprehensive ranking

CKL WD40 UBC THFs MDH PDI GAPDH EF-1α UBC10 ACT

Bud/-15oC

Delta Ct CKL MDH UBC UBC10 GAPDH WD40 PDI EF-1α THFs ACT

BestKeeper WD40 THFs EF-1α CKL PDI UBC GAPDH MDH UBC10 ACT

NormFinder CKL MDH UBC UBC10 WD40 GAPDH PDI EF-1α THFs ACT

geNorm GAPDH UBC10 MDH CKL WD40 EF-1α UBC PDI THFs ACT

Recommended
comprehensive ranking

CKL MDH UBC10 WD40 GAPDH UBC EF-1α THFs PDI ACT
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이 MDP0000585239 유전자의 발현양이 증가가 더 컸다. WD40

을 참조유전자로 사용한 경우는 반대로 MDP0000585239 유

전자의 발현양이 MDP0000501598 유전자의 상대 발현양보다 

증가되는 경향을 보였다. 

–8°C와 –15°C로 처리된 사과 꽃봉오리의 경우, 모든 참조유

전자들의 상대비교에서 처리된 MDP0000501598의 유전자 

발현은 5°C로 처리된 사과 꽃봉오리에 비해 3배 이상 7배 이

하로 발현이 증가한 경향을 보였다(Fig. 5). CKL과 WD40을 참

조유전자로 사용한 경우 –15°C로 처리된 사과 꽃봉오리에서 

MDP0000501598의 유전자 발현이 –8°C로 처리된 사과 꽃봉

오리의 해당 유전자 발현보다 더 높은 경향을 보였으나, 가장 

불안정한 ACT를 사용한 경우 이와 반대의 경향을 보였다(Fig. 

5). 따라서, 전체적으로, 특정한 검증된 참조유전자에 대해 정

규화된 상대적인 발현 수준에서 차이가 관찰되었으나 ASGV 

감염사과의 경우 CKL과 ACT, –8°C와 –15°C 처리된 사과 꽃봉

오리의 경우 CKL과 WD40의 검증된 참조유전자를 사용함으

로써 목표유전자 사이의 상대적인 발현 경향에서 차이는 보

이지 않았다. 발현이 불안정한 것으로 판정된 유전자들을 참

조유전자로 사용한 경우, 위의 안정 발현을 하는 참조유전자

들을 이용한 상대 발현분석과 정반대의 유전자 발현 경향을 

나타내었다.

고 찰

식물바이러스의 경우, 유전자 발현에 대한 대부분 연구에서 

잎 재료를 조사했으며, 이는 RT-qPCR에 의한 표적 유전자 발현

의 변화를 정량화하는 데 사용될 수 있는 안정한 기준 유전자

를 확인하는 대부분의 연구에서도 잎 재료를 사용하고 있다. 

ASGV에 감염된 사과나무는 대부분의 경우 무병징을 나타내는 

것으로 알려져 있으며, RNA sequencing 기술을 이용한 대량 

유전자 발현 분석으로 AGSV 감염 사과나무에서 발현이 증가

되는 184개의 유전자들과 발현이 감소되는 136개 유전자들이 

분석되었다(Chen 등, 2014). 발현이 변화되는 유전자들은 세포 

주기, 세포벽 합성, 과실 발달, 광합성 관련, 호르몬 합성과 신호

전달, 전사 및 발현 조절, 생물학적 또는 비생물학적 스트레스 

등 모든 생물학적 기능과 관련된 것으로 조사되었다(Shinozaki

와 Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Shinozaki 등, 2003; Wan 등, 

2017). 이 연구에서는 Actin2 유전자 1개를 참조유전자로 사용

하여 다르게 발현되는 유전자들에 대한 검증을 하여 분석하였

다. 본 연구에서는 CKL 유전자와 ACT 유전자(Actin7 유전자) 모

두 참조유전자로 활용할 수 있음을 보여주었으나 CKL 유전자

가 ACT 유전자보다는 더 안정적인 참조유전자로 순위가 매겨

졌다. Gadiou와 Kundu (2012)가 수행한 연구에서는 사과 잎 샘

플에서 ASGV 및 apple mosaic virus의 정확한 발현 정량을 위

해 참조유전자로서 GAPDH 및 ribosome을 구성하는 단백질 

중 하나인 S19이 선발되었으며 RT-qPCR을 사용하여 두 바이러

스의 검출 한계를 검정할 수 있음을 보고하였다. 이들이 사용

한 GAPDH도 본 연구에서는 안정적인 참조유전자로 분류되었

으나, CKL과 ACT 유전자에 이어 3순위로 조사되었다(Table 3). 

다른 연구들에서는 다수의 바이러스 감염이 단일 기주에서 가

장 안정적인 참조유전자에 대해 조사되었다(Baek 등, 2017; Lilly 

등, 2011; Liu 등, 2012; Mascia 등, 2010; Reddy 등, 2013; Wiec-

zorek 등 2013). 이들 연구의 결과는 다른 기주에서 가장 안정

적인 참조유전자가 동일한 바이러스에 대해서도 동일하게 유효

하지 않았으며, 동일한 기주에서 다른 바이러스가 때때로 가장 

안정적인 참조유전자의 다른 발현 패턴을 나타냈다. 참조유전

자의 순위에서 이런 차이는 일부 순위가 작은 변동을 가져왔지

만, 경우에 따라서 상당히 큰 차이를 나타내었다. 따라서, 참조

유전자에 대해 표준화된 바이러스 감염의 결과로서 mRNA 수

준의 변화를 정확하게 정량화하기 위해, 특정 바이러스에 의한 

각 식물 종의 감염에 따라 일련의 참조유전자를 실험마다 조건

마다 검증할 필요가 있다는 것을 암시한다.

저온 스트레스는 식물의 성장과 발달에 영향을 미치며 농업 

생산에서 저온 스트레스는 농작물 동결 피해와 넓은 면적의 수

확량 감소를 야기할 수 있으며 심각한 상황에서 농작물 생산

이 극히 낮아지는 결과로 이어질 수도 있다(Thakur 등, 2010). 

또한 사과 생산은 저온 스트레스의 영향을 받기에 저온스트레

스 연구를 수행할 필요가 있으며 많은 유전자들이 저온 스트레

스에서 발현이 증가하거나 감소되는 것으로 연구되었으며, 유

전자 발현 네트워크가 복잡하게 연결이 되어 있음이 보고되었

다(An 등, 2018, 2020). 게다가 과실의 부위별, 발달단계에 대한 

목표유전자의 발현분석을 한 다른 연구에서는 WD40, ACT 및 

GAPDH는 사과 껍질의 가장 신뢰할 수 있는 참조유전자로 확

인되었으며, 사과 과육에 대한 EF-1α, CKL 및 WD40 및 MDH는 

두 샘플 모두에 대해 가장 안정적인 참조유전자로 보고하였다

(Zhu 등, 2019). 이번 연구에서는 저온 처리된 사과 꽃봉오리 이

용한 저온 스트레스에는 AGSV 감염 사과 잎에서의 참조유전자 

선발과는 다르게 WD40과 CKL 유전자 조합을 사용하는 것이 

RT-qPCR 발현 표준화에 대해 정확한 것으로 분석되었다(Fig. 

5). 이런 결과는 2개의 목표 유전자를 사용한 분석 결과에서 잘 

예시되어 있다. 즉 결과는 단일 발현 안정적인 참조유전자 또는 

이의 조합이 표준화 목적으로 사용될 때, 발현 수준이 거의 유

사함을 보였다. 반대로, 저온 스트레스에서 가장 불안정한 참조

유전자(ACT)의 사용은 목표유전자의 발현 프로파일의 해석을 



Research in Plant Disease  Vol. 26  No. 2156

잘못할 수 있는 결과를 생성하게 된다. Bustin 등(2009)은 하나 

이상의 기준 유전자를 사용하는 것이 다른 시료와 조건에서 발

현 표준화를 위한 유효한 방법이라고 제안했다. 유사하게, 참조

유전자에 저온 스트레스의 결과로서 mRNA 수준의 변화를 정

확하게 정량화하기 위해, 특정한 저온에 노출, 처리 조건 또는 

시험되는 식물 종에 따라, 여러 개의 참조유전자를 검증할 필요

가 있다는 것을 제시해준다.

요 약

정량적역전사중합효소연쇄반응(quantitative reverse 

transcription PCR)은 정확하고 민감한 방법으로 유전자 발현 

분석에 사용된다. 사과 식물에서 유전자 발현 변화의 정량적 

변화를 분석하기 위해, 사과 잎검은점 바이러스(Apple stem 

grooving virus, ASGV)에 의한 감염 동안 발현의 안정성에 대

해 10개 참조유전자들(ACT, CKL, EF-1α, GAPDH, MDH, PDI, 

THF, UBC, UBC10 및 WD40)을 평가하였다. AGSV 감염 또는 

저온 처리된 사과 식물에서의 10개 참조유전자 발현의 안정

은 5가지 프로그램을 사용하여 분석하였다. ASGV 감염 사과

식물의 잎 조직에서는 CKL>THFs>GAPDH>ACT 순서로 가장 

안정한 유전자로 분석되었으며 WD40<UBC10<EF-1α의 순

서로 대해 가장 안정하지 않은 유전자로 판정이 되었다. 3가

지 다른 저온 처리된 사과 꽃봉오리의 경우, 가장 안정한 유

전자는 WD40>CKL>UBC10이고 가장 안정하지 않은 유전자

는 ACT<UBC<THFs 순위로 분석되었다. 이런 사실을 검증하

기 위해, 가장 안정한 참조유전자들 중 2개 유전자들과 가장 

불안정 유전자로 판정된 유전자들 중 1개 참조유전자를 사용

하여 분석하였다. 이를 이용하여 1개 방어관련 유전자와 1개 

저온스트레스 관련 유전자를 목표유전자로 선정하여 유전자 

발현에서의 그들의 상대적 변화를 비교하기 위해 선발하여 

검증하였다. 결론적으로, 본 연구의 결과는 식물 종의 상이한 

생물적 또는 비생물적 스트레스 조건에 따라 적합한 참조유

전자의 선택을 위한 유용한 정보를 제공한다.
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