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摘要! 高温对景宁木兰
7&.%"'-& 4-%"45+''&5&

生长产生严重影响% 通过筛选景宁木兰热胁迫下稳定表达的内参基因!

可以为景宁木兰在高温条件下基因表达研究提供准确数据! 达到对目的基因进行准确量化的目的% 以热胁迫下景

宁木兰
-

年生实生苗的根& 茎& 叶组织为材料! 从转录组数据库中选取
-&

个管家基因
/89:;!4

"肌动蛋白基因
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"亲环蛋白基因'!

>1!-!

"延伸因子
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蛋白基因'!

?/=@A

"甘油醛
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磷酸脱氢酶基因'!

?9B

"

789

结合蛋白基

因'!
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"
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域蛋白基因'!
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"异柠檬酸脱氢酶基因'!

9>1

"翻译延伸因子基因'!

2B8

"泛素化酶基因'!

2BC

"多聚泛素蛋白基因'!

!!DEB

"

!

微管蛋白基因'!

"!DEB

"

"

微管蛋白基因'和
-/F

"

-/F

核糖体
:;<

'! 通过

9=+>?= %."

进行引物设计! 琼脂糖电泳和溶解曲线分析验证引物特异性( 利用实时荧光定量聚合酶链式反应)
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'技术和
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和
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等
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个内参分析软件研究候选内参基因在热胁迫下不同组织中的表

达稳定性! 并通过
8FG@&

和
HIJ !

个目的基因的表达分析验证其可靠性%

#&

个内参基因的电泳结果均显示单一条

带! 溶解曲线也均显示单一峰! 证明引物特异性良好(

#&

对引物的扩增效率均在
#HHI

左右( 内参软件综合分析得

到!

EB8

!

>1!#!

和
/8D:;!4

是景宁木兰在热胁迫下较为稳定的内参基因! 以
&

个单独的内参基因以及内参组合

"

>1!#!

和
/8D:;!4

'为参照对
8KG@&

和
HIJ

的表达模式进行校准! 也显示了一致的表达水平% 通过
@:8!9A:

技术

和内参软件分析!

EB8

!
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和
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等
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个内参基因在景宁木兰热胁迫下不同组织中稳定性较高!

8KG@&

和
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等
!

个目的基因的表达也证实了其可靠性% 因此!

EB8

!
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和
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可以作为景宁木兰热胁迫下稳定

表达的内参基因% 图
(

表
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实时荧光定量
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!是在普通
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技术基础上发展起来的核酸定量技术% 具有灵敏度高&

定量准确& 特异性强& 重复性好及高通量等优点% 已被广泛应用于基因表达分析的相关研究中#

#S!
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' 但

在实验过程中% 目的基因的表达结果经常受
89:

的提取质量& 反转录合成效率等的影响% 使实验结果

出现偏差#

G

$

% 因此需要引入内参基因对基因表达结果进行校正和标准化以消除背景误差的影响 #

Q

$

( 理想

的内参基因是指在不同的组织% 不同时期% 不同环境条件下甚至是不同植物下皆可相对稳定表达的基

因( 它们是构成细胞的基本转录组成分% 参与维持细胞的基本功能% 且与要分析的目标基因具有相似的

表达水平#

T

$

( 但大量实验研究表明% 许多内参基因的转录水平会因为植物的发育阶段或实验条件的不同

而出现差异% 这种差异会影响试验结果的准确性% 甚至得出错误的结论#
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$

( 因此% 在进行
?8.!@A8

试

验前% 选择合适的内参基因变得尤为重要( 景宁木兰
2;>67:5; 4567489::;8;

是木兰科
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木兰属
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新种% 落叶灌木% 先花后叶% 花色艳丽% 花瓣数量
$W#5

瓣% 观赏价值极高% 分布于浙江南部

地区海拔
# %%% 7

以上的区域% 是浙江省特有种% 属于极度濒危物种#

5

$

( 景宁木兰性喜温凉湿润& 水分

充足的环境% 但随着全球气候变暖% 城市热岛效应的加剧% 高温环境严重影响着植物的生长( 目前对景

宁木兰的研究集中在花色和花芽分化的转录组分析上#

$

$

% 抗逆性研究鲜有报道( 通常情况下% 采用遮阳

等措施来降低高温对景宁木兰的伤害% 但植物自身的抗热胁迫的遗传特性才是起决定作用的因素( 因

此% 研究景宁木兰对高温胁迫的抗逆机制% 解析其响应高温的基因表达调控网络% 有针对性地发掘相关

抗性基因% 对景宁木兰的保护& 分子育种有积极的意义( 目前% 尚未见到基于
?8.!@A8

技术筛选景宁

木兰内参基因的相关报道( 因此% 本研究以热胁迫下景宁木兰
#

年生实生苗的根& 茎& 叶组织为材料%

选取
#G

个内参基因% 利用实时荧光定量
@A8

"
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!技术和
B*9('7

%

9('7C+,4*'

和
D*6)E**&*'

等
G

个表达分析软件筛选热胁迫下表达稳定的内参基因% 以期为景宁木兰热胁迫下相关目的基因的表达提

供依据(

#

材料和方法

*+*

试验材料

采用的植物材料为种植于浙江农林大学苗圃内景宁木兰
#

年生实生苗( 选取长势一致% 无病虫害的

植株
#U

盆% 分别置于
!

个人工气候箱内"
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!% 气候箱光合光子照度为
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)
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%

湿度控制在
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% 温度分别为
!T #

"对照! 和
Q% #

"高温处理!% 光周期为
[! 3][! 3

( 分别在处理

!Q

和
Q5 3

时采取根& 叶片和茎段% 在液氮中速冻后于
"5" #

中保存% 用于
89:

的提取(

*+,

方法

[J!J[

总
89:

的提取和反转录
<^9:

的合成 将冻存的样品在液氮中研磨成粉后% 用
89:&*'& @/'*

@12,) E+)

"天根% 北京!试剂提取材料的总
89:

% 通过质量浓度为
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琼脂糖凝胶电泳检测
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的完整
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) 其中!
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&为波长
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为稀释倍数') 全长
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条链的合成按照
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! 大连&试剂说明书操作! 将得到的
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在
!'( #

保存)
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候选内参基因及定量引物设计 从前期构建的景宁木兰转录组数据库中! 选取
,!

个功能基因作

为候选内参基因的荧光定量
6C$

引物) 引物信息见表
,

)

表
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个候选内参基因和目的基因的引物序列
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基因 基因描述 正向引物 反向引物
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延伸因子
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蛋白基因
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甘油醛
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磷酸脱氢酶基因
==N&&N&CNCCN&=C=NN&C C&NC&&CNN&==CC&=C&CC
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结合蛋白
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N&N&=N&&&=N&CCCNCN== &=C&CN&=N&NN&&NNCC&&

%+,

翻译延伸因子
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泛素化酶基因
CN&&C=CCCC=NCN&&==C= =C&N=C=NCCN=CC&NC=C=
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多聚泛素酶基因
=CC&=NCCC==&&NCC&&&& &&=N&C&N&NCNN=CN=NC=
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微管蛋白基因
=NCCCCNN==&=&=C=NC=N =N=&C==CCC&=NCC=CNN&

"!%12 #

微管蛋白基因
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核糖体
$%& &NCC=N&N&&&CNNC=&CC&C &=&CNC=&==NN&NC=NN&&
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纤维素合成酶类似蛋白
5$/

基因
NN&CNNCC&C==CC&==&CC N=C=NNC=CCNC&=C&&C&C
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葡聚糖酶基因
CCNN&C==C&CC&NC==C&& N&&NC&&NN&&&NCCNC&==
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内参基因荧光定量
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扩增程序 将反转录产物
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稀释
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倍! 使用
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! 大连&实时定量
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试剂盒! 在
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&实时定量
6C$

仪进行定量分析)

反应体系为
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预变性
/( @

!

VW #

变性
W @

!

"( #

预变性
/( @

! 共
X(

个循环! 然后
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作为溶解曲线分析程序)
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引物扩增效率的计算 将
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个样品的
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等量混合作为模板! 按照
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倍梯度稀释产物! 共
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个梯度进行荧光定量
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! 制作标准曲线) 利用公式
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计算得出内参引物的扩增效率)

其中
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数据分析和处理 利用
19%I70

!

%I70Z8HL97

和
Q9@<[99;97 !

个软件分析
,!

个候选内参基因在不

同处理下不同组织中的表达稳定性进行分析! 从而得到热胁迫下景宁木兰表达相对稳定的内参基因) 其

中!

Q9@<[99;97

软件直接通过计算
(

<

对每个候选内参基因进行分析+

19%I70

和
%I70Z8HL97

将
(

<

根据公

式
3++

(< 08H\(< @?0;E9进行转化! 式中
+

为扩增效率! 当其接近
,((Y

时! 默认为
'

进行计算"

,,

'

+

(

< 08H

为该基

因在所有组织中的最小
(

<

+

(

< @?0;E9

为该基因在各个组织中的
(

<

)

'

结果与分析

#$!

景宁木兰
%&'

的质量检测

提取的
$%&

条带清晰! 没有弥散片状或条带消失的现象! 说明
$%&

完整性良好! 且没有降解) 景

宁木兰
$%&

样品的
!

%

'"(

&

)!

%

'/(

&皆约
'-(

! ＞,-*

! 说明
$%&

纯度较高! 符合后续实验的要求)

#$#

景宁木兰候选内参基因引物特异性及扩增效率检测

将
,'

个样品的
45%&

等量混合! 按照
,(

倍梯度稀释产物作为模板! 进行普通
6C$

和定量
6C$

扩

王倩颖等* 景宁木兰热胁迫下实时荧光定量
6C$

内参基因的筛选 V/M
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增! 琼脂糖凝胶电泳结果显示"

&'

个引物的产物只有单一条带# 无可见引物二聚体$ 且
&'

个引物的溶

解曲线都只有明显的单一峰$ 说明引物的特异性良好% 计算扩增效率结果显示" 扩增效率为
$()'*+!

&&%)$&+

$

!"#

最高$

$%&'(

最低$ 相关系数
)

!为
%)$$%!%)$$$

&表
!

'% 符合
,-."/0-

试验的要求%

表
!

候选内参基因扩增特性

.1234 ! 015676184 94:4945;4 <454= 1>?37:7;187@5 =?4;7:7;78A

基因 扩增效率
B+

线性相关系数
)

! 曲线斜率

%#*+,"( &&%)%( %)$$C #')&%!

-.' &%')!' %)$$% $')!C(

/0"&! &%*)$D %)$$D $')&*E

$%&'( $()'* %)$$C $')'D(

$*1 &%$)C' %)$$D $')&&E

,%- $$)!( %)$$$ $')'C%

,%&' &%%)C! %)$$D $')'&!

*/0 &%E)DC %)$$* $')&$%

!"- &&%)$& %)$$* $')%D*

!"2 &%$)!D %)$$( $')&&D

!!*!3 &%E)%! %)$$* $')!%(

"!*!" &&%)!! %)$$$ $')%$$

&D4 &%C)EC %)$$* $')!&D

!"#

景宁木兰候选内参基因表达水平分析

利用比较
-

8

的方法评估
&'

个候选内参基因在不

同处理下平均表达水平&图
&

'%

&D4

的
-

8

最小$ 为

C)*%&

$ 平均表达水平最高( 余下
&!

个候选内参基因

的
-

8

为
&E)D*$%!')%(!

$ 表达水平相差不大%

!"$

景宁木兰候选内参基因表达稳定性分析

<4F@9>

软件根据计算得到的平均表达稳定指数
5

来进行稳定性排序$

5

越大表明基因越不稳定$ 以

5G#)E

为标准$

5＜#)E

认为是理想内参基因的稳定表

达标准% 同时$ 该软件还通过内参基因标准化的配对

差异分析)

6

7

B6

7H&

'来得到内参基因的合适数量$ 软件

默认以
6

7

B6

7I#

G%)#E

为标准$ 当
6

7

B6

7I#

＜%)#E

时$ 表明

7

个内参基因已经可以稳定作为内参基因$ 没必要引

入第
7I#

个基因*

#!

+

, 通过图
!

可知"

#'

个基因的
5

为
%)%E% %!%)!%% %

$ ＜#)E

$ 说明
#'

个候选内参基

因都达到了作为内参基因的标准$ 其中
8-*+,"(

和
/0"#!

最为稳定$

5G%)''C C$

%

$%&'(

的
5

最大$

为
#)#C# **

$ 是所有候选内参基因中表达最不稳定的% 图
'

表明"

6

!

B6

'

为
%)%!#＜%)#E

$ 说明
!

个基因

可稳定作为内参基因$ 结果可靠$ 无需引入第
'

个基因% 进一步分析表明"

%-*+,"(

和
/0"#!

为最佳内

参组合%

J4=8K44?49

软件通过计算内参基因
-

8

的标准偏差&

LM

'对内参基因的的稳定性进行排序$ 标准偏差

越小表明内参基因的稳定性越好$ 如果标准偏差＞&

$ 则认为该基因不稳定*

D

+

% 表
'

显示" 在不同组织

中$

,%&'

和
$%&'(

的标准偏差大于
&

$ 说明这
!

个基因表达不稳定% 余下的
&&

个内参基因的标准偏

差皆小于
&

$ 其中
!"-

$

/0"&!

$

%-*+,"(

和
$*"

稳定性最好$ 排名最高%

F@9>N75649

软件通过计算组内和组间的方差得到表达稳定值$ 并对候选内参基因进行排序$ 稳定值

越小$ 表明内参基因越稳定% 表
'

显示"

!"2

$

/0"&!

和
*/0

分别排在前
'

位$ 表达稳定值较为接近$

表达最为稳定(

-.'

的稳定值最大$ 为
%)!'(

$ 表达稳定性最差%

图
&

候选内参基因不同组织中的
-

8

N7<O94 & 015676184 94:4945;4 <454= -

8

P13O4= 75 67::49458 87==O4=

"! !

$'D
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!"#

景宁木兰候选内参基因表达稳定性验证

综合以上
!

个软件分析的结果! 本研究选择了稳定性较好的
!

个基因"

!"#

!

$%!$!

和
&#'()!%

#和

$

个基因组合"

$%!$!

和
&#'()!%

$% 通过分析
#*+,!

和
-./

基因在景宁木兰不同组织的表达模式来进

一步验证筛选的候选内参基因的稳定性%

#*+,!

是植物合成根毛细胞壁的重要纤维素合成酶基因! 可以

引起细胞壁形成的缺陷&

$!

'

% 研究表明此基因在根部中表达最高&

$&

'

%

-./

基因是植物合成细胞壁中发挥

重要作用的纤维素合成酶基因! 在茎中和木质部中表达量最高&

"'$(

'

% 对
)

个内参基因进行相对表达量量

化(图
&

$!

#*+,!

在根中表达最高!

-./

在茎中表达最高% 以
$%!$!

和
&#'()!%

内参基因组合标准化!

目的基因也显示出一致的表达水平! 进一步表明了这
!

个内参基因的可靠性%

!

讨论

*+,-.-/0-1-

等&

$"

'研究认为软件间的算法和判断标准不同导致结果的差异! 因此在评估内参基因

时应先综合分析各软件的结果! 再进行比较排序! 最终筛选出最适宜的内参基因% 理想的内参基因应在

各种类型的组织) 细胞和各种实验因素条件下均恒定表达&

$%2$3

'

* 但大量实验表明+ 内参基因只是在一定

的范围内可以稳定表达! 在特定的实验条件下! 应该筛选特定的内参基因来进行实验&

$4

'

* 因此! 本研究

选择了景宁木兰在热胁迫下的根, 茎) 叶组织进行内参基因的筛选研究% 得到
!01

!

$%!$!

和
&1'()!%

为热胁迫下不同组织的最佳内参基因! 这
)

个内参基因均是传统内参基因! 其中
!"1

基因是泛素蛋白

翻译后修饰的的基因! 参与细胞多种调控过程! 如细胞周期! 细胞的增值与分化! 信号转导等&

56

'

! 在桂

花
.23456782 9:4;:452

花芽的不同发展阶段 &

5$

'

) 桉树
$8<4=>?682 :@A8264

不同组织 &

55

'中均表达稳定 -

078,9

是细胞的骨架成分! 几乎在所有的真核细胞中均有表达&

5)

'

! 在杨树
B@?8=82 6@3C56@24

不同光周期

和低温条件下的茎尖) 幼叶) 成熟叶和树皮组织中) 油菜
":422D<4 <43?C26:D2

的营养组织中以及番茄
+>!

<@?C:2D<@5 C2<8=C5683

的叶子和根组织中也表现出最佳的稳定性&

5&25"

'

%

-:!$!

是一种重要的多功能蛋白!

参与细胞转导) 翻译控制) 骨架组成等多种重要的细胞学过程 &

5%

'

%

&1'()

和
$%!$!

在毛果杨
B@?8=82

6:D<7@<4:?4

不同组织为材料&

$$

'和梧桐
%D:3D454 ?=4645D9@=D4

种子的不同发育阶段&

53

'中均表现出较高的稳定

表
$ %&'()&&*&+

和
,-+./012&+

软件分析内参基因表达稳定性及排名

8;<=> ! 1>?>@>AB> C>A>D >EF@>DDGHA DI;<G=GIJ ;AK @;ALGAC <J M>DIN>>F>@ ;AK 9H@O:GAK>@

基因名
9H@O:GAK>@ M>DIN>>F>@

基因名
9H@O:GAK>@ M>DIN>>F>@

稳定值 排名 标准偏差 排名 稳定值 排名 标准偏差 排名

!"E 6P$6% $ 6P"&! $$ 3 &1'()!% 6P$&% 3 6P&$3 %3 !

$%!$! 6P$$5 5 6P&6% 5" 5 )&1 6P$&4 4 6P4"& !& $$

'$% 6P$5% ! 6P(63 %! ( !!'!" 6P$(4 $6 6P($3 &" "

F'G 6P$!& & 6P&33 5$ & F&,BH 6P$"$ $$ $P"54 %3 $!

!"1 6P$!& ( 6P!!3 &( $ "!'!" 6P$6% $5 6P%!4 &! 4

$3* 6P$&5 " 6P(%" 54 % 1IB 6P$$5 $! 6P4(4 46 $6

)&,B 6P$&" % $P635 !6 $5

王倩颖等+ 景宁木兰热胁迫下实时荧光定量
+71

内参基因的筛选

图
5 C>9H@O

软件分析内参基因表达稳定值

:GCQ@> 5 1>?>@>AB> C>A>D >EF@>DDGHA DI;<G=GIJ <J C>9H@O

图
! C>9H@O

软件分析内参基因配对变异值

:GCQ@> ! 1>?>@>AB> C>A>D F;G@RGD> S;@G;IGHA S;=Q> <J C>9H@O

!"

"

4!4
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图
& !"#$'

和
%&'

在景宁木兰不同组织中的表达分析

()*+,- & ./0,-11)23 24 !"($' 536 %&' )3 6)44-,-37 7)11+-1 24 )*+,-./* 0/,-012..*1*

性!

89:;.9<=

等 "

!$

#在一种重要牧草珊状臂形草
34*56/*4/* 74/8*,16*

的内参基因筛选中同样得到
9:!>!

稳定性最佳的结果!

理想的内参基因的表达水平应是适中的$ 不宜过高$ 也不宜过低$

!

7

应为
>?"'%

"

'%

#

% 本研究中
>@"

,<A=

基因的
!

7

远低于
>?

& 表达丰度过高& 影响其稳定性& 不适宜作为内参基因% 在光皮桦
321;.* .;!

</,/=24*

的根' 茎' 叶和种子等不同组织中也出现了
>@"

的
!

7

过低的情况"

>%

#

! 在牡丹
>*2-,/* 0;==4;1/5-0*

不同组织不同花期"

'>

#以及水稻
&4?8* 0*1/@*

受到稻纵卷叶螟
A6*B6*.-54-5/0 <2C/,*./0

虫害诱导后内参基因

研究"

'!

#中也得到了相同结果! 而周良云等"

''

#对黄花嵩
D412</0/* *,,;*

进行不同浓度的镉处理& 最终选取

了
DAEFG!B

&

>@"

和
>D(

为内参基因来校正目的基因的表达量( 苏晓娟等 "

>>

#也发现毛果杨在锌胁迫下

>@" ,<A=

稳定性较好& 可用作内参基因% 进一步表明了不同植物在不同条件下& 内参基因稳定性差异

较大%

研究中选择
!

个或
!

个以上的基因可以有效增加结果的可靠度及精确度& 以此来减弱单一内参基因

可能造成的结果偏差"

>B

#

% 刘文哲等"

>%

#在光皮桦中通过目的基因的表达分析验证内参基因的可靠性& 结果

显示了
'

个内参基因及其组合对目的基因定量标准化差异较小%

C=<D

等"

'&

#在不同品种甘薯
H/-05-42*

205;.2,1*

的非生物胁迫条件下& 使用单个稳定的内参基因
D':

和最佳内参基因组合)

D':EA&I

*对
!

个

目的基因
J7(KD>&

和
0LB*!

进行表达验证& 结果也显示了单个内参基因和组合验证对目的基因表达水平

的校准结果基本一致% 本研究以
K:!>!

和
DAEJG!B

为组合内参基因进行表达验证& 发现单个内参
K:!>!

与其有微小差异&

!

个基因组合可使基因定量结果更加准确% 但是与单个基因做内参相比&

!

个或
!

个

以上的基因做内参需要增加更多的样本量和耗费大量成本& 且实验结果并无明显差异% 因此& 在实验过

程中可综合考虑后再进行选择%

&
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"
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" 刘文哲' 牛明月' 李秀云' 等
2

光皮桦实时荧光定量
\VQ

内参基因的筛选!

1

"

2

林业科学'

456"

'

"%

%

R

&(

4T

" :92
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4&#&8(9"

!

1

"
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R
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66

" 苏晓娟' 樊保国' 袁丽钗' 等
2

实时荧光定量
\VQ

分析中毛果杨内参基因的筛选和验证!

1

"

2

植物学报'

456:

'
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%

5`
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`59 " `6R2
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&%&>[,$, .) -*%* *O?+*,,$.% $% !*;7.7' -9&30*3"9;"

!

1

"

2 <0&# 27.. 2*-3 456:3 '(

%

`

$

8 `59 b `6R2

!

64

" 吴建阳' 何冰' 杜玉洁' 等
2

利用
-*B.+P

'

B.+P@$%(*+

和
Y*,'c**?*+

软件进行内参基因稳定性分析的方法

!

1

"

2

现代农业科技'

4569

'

'(

%

`

$(

49R " 4R62

^E 1$&%[&%-3 DA Y$%-3 WE a=<$*3 (- ".= F%&>[,$, P*'0.( .) ,[,'*P&'$K&>>[ *M&>=&'$%- ,'&L$>$'[ .) +*)*+*%K* -*%*, =,!

$%- -*B.+P3 B.+P@$%(*+ &%( Y*,'c**?*+

!

1

"

2 5*> ?%9&3 +3& @(30#*.3 45693 '(

%

`

$

8 49R d 4R62

!

6!

"

@FeAQa Y3 QaFB A3 @XQASFB 13 (- ".2 cX1Fc *%K.(*, & K*>>=>.,* ,[%'0&,*!>$f* ?+.'*$% +*N=$+*( ).+ +..' 0&$+

K*>> P.+?0.-*%*,$, $% A9"B&>*;'&'

!

1

"

2 6(# C(:3 45563 )"

%

6

$

8 9T " RT2

!

67

"

DFSFBB Z3 XJYXQBA A3 aXEBCJ D U3 (- "./ C>.L&> *O?+*,,$.% &%&>[,$, .) VAJF &%( VJU -*%*, $% A9"B&>*;'&'

!

1

"

2 <(..7.*'(3 45573 ))

%

:;7

$

8 49T " 4R"2

!

6`

"

SFUXBAa e 13 JFSEAUJ F U3 SFBJ@]AUW J W2 Z0* *%(.!637!!!->=K&%&,* c.++$-&% *O0$L$', )=%K'$.%&> K.%,*+M&!

'$.% L*'/**% -[P%.,?*+P, &%( &%-$.,?*+P, &%( $, +*N=$+*( ).+ ?+.?*+ K*>> /&>> ).+P&'$.% $% -[P%.,?*+P,

!

1

"

2 D(E

!01-*.3 45643 )!*

%

7

$

8 659" " 65R92

!

6"

"

J\]ACAUFAQA ^3 WAQB!^]AUXVD 13 ^A]CAU Q3 (- "./ Q*)*+*%K* -*%* M&>$(&'$.% ).+ QZ!N\VQ3 & %.'* .% ($))*+!

*%' &M&$>&L>* ,.)'/&+* ?&Kf&-*,

!

1

"

2 !)*+ ,#(3 456`3 )+

%

:

$

8 *5644`6`2

!

69

"

SF J0=0=&3 B]E D.%-/*$3 U]E V0=%<$3 (- ".2 AO?+*,,$.% ,'&L$>$'$*, .) K&%($(&'* +*)*+*%K* -*%*, ).+ QZ!N\VQ =%(*+

($))*+*%' ,'+*,, K.%($'$.%, $% ,.[L*&%

!

1

"

2 !)*+ ,#(3 456:3 (

%

65

$

8 *9`4962 (.$8 6526:96;<.=+%&>2 ?.%*2 559`4962

!

6R

" 孙美莲' 王云生' 杨冬青' 等
2

茶树实时荧光定量
\VQ

分析中内参基因的选择!

1

"

2

植物学报'

4565

'

'"

%

`

$(

`9T " `R92

JEB S*$>$&%3 ^FBC- a=%,0*%-3 aFBC W.%-N$%-3 (- ".2 Q*)*+*%K* -*%*, ).+ +*&>!'$P* )>=.+*,K*%K* N=&%'$'&'$M*

\VQ $% <"4(..&" '&#(#'&'

!

1

"

2 <0&# F7.. F*-3 45653 '"

%

`

$

8 `9T d `R92

!

6T

"

FBWAQJAB V U3 1ABJAB 1 U3 #QBZX@Z Z @2 B.+P&>$_&'$.% .) +*&>!'$P* N=&%'$'&'$M* +*M*+,* '+&%,K+$?'$.%!\VQ (&!

'&8 & P.(*>!L&,*( M&+$&%K* *,'$P&'$.% &??+.&K0 '. $(*%'$)[ -*%*, ,=$'*( ).+ %.+P&>$_&'$.%3 &??>$*( '. L>&((*+ &%(

K.>.% K&%K*+ (&'& ,*',

!

1

"

2 <"#3(9 G('3 45573 ,'

%

6`

$

8 `47` " `4`52

!

45

" 蓝兴国' 李晓屿' 杨佳' 等
2

羽衣甘蓝泛素结合酶
7B39

基因分离
3

原核表达及纯化!

1

"

2

中国农学通报 '

456:

'

%!

%

:7

$(

9" " R52

UFB G$%--=.3 U] G$&.[=3 aFBC 1$&3 (- ".= ],.>&'$.%3 ?+.f&+[.'$K *O?+*,,$.% &%( ?=+$)$K&'$.% .) 7B39 )+.P ,'$-P& .)

X+%&P*%'&> c&>*

%

F9"''&3" *.(9"3(" M&+2 "3(;0"."

$ !

1

"

2 <0&# A%9&3 +3& F7..3 456:3 %!

%

:7

$

8 9" d R52

!

46

"

HDFBC V0&.3 @E 1$&%O$%3 ^FBC a$-=&%-3 (- ".2 ](*%'$)$K&'$.% .) ,=$'&L>* +*)*+*%K* -*%*, ).+ -*%* *O?+*,,$.% P&>!

$_&'$.% $% '0* N=&%'$'&'$M* +*&>!'$P* \VQ &%&>[,$, .) ,/**' .,P&%'0=,

%

,'4"#-07' 89"%9"#' U.=+2

$ !

1

"

2 !)*+ ,#(3

456`3 )+

%

R

$

8 *56:":``2 (.$8 6526:96;<.=+%&>2 ?.%*2 56:":``2

!

44

"

(* XU]eA]QF U F3 YQAZXB S V3 YFJZXUUF @ S3 (- ".2 Q*)*+*%K* -*%*, ).+ '0* %.+P&>$_&'$.% .) -*%* *O?+*,,$.%

$% H73".1;-7' ,?*K$*,

!

1

"

2 !."#- <(.. !01'&*.3 45663 "*

%

4

$

8 75` " 7442

!

4:

"

JFBZAUUF U3 VDEB 1 Z2 FK'$%3 P.+* '0&% <=,' & 0.=,*f**?$%- ?+.'*$% &' '0* ,K*%* .) )*+'$>$_&'$.%

!

1

"

2 +3& <0&#"

)&8( +3&3 45663 "'

%

R

$

8 9:: " 97:2

王倩颖等( 景宁木兰热胁迫下实时荧光定量
\VQ

内参基因的筛选 T76



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#%

月
!"

日浙 江 农 林 大 学 学 报

!

!&

"

'())(*+,-- ( ./ '.01(*),(0!-,*( 2/ 23-(1.* + 45 (67897:;<= <> ?'20 @A>A@A=BA CA=AD ;= :E< CA=<:FGAD

<> !"#$%$& ><@ 9DA ;= GH<:<GA@;<I 7=I 8<E!:AJGA@7:9@A D:9I;AD

!

K

"

L '() *+& ,"-+&/ !%#!/ !

#

#

$

M NOOL

!

!P

"

2Q(* R9AS )0TUV. 1/ VQ.Q V/ +- .%/ . D9@6AF <> ?97=:;:7:;6A @A78!:;JA G<8FJA@7DA BH7;= @A7B:;<= ;=:A@=78 @A>A@!

A=BA CA=AD ><@ AWG@ADD;<= D:9I;AD ;= 01.&&23. 4.#$&

!

K

"

L 54.% '2"36+7/ !"X"/ "#!

%

X

&

M XNY " X&"L

!

!O

"

-#Z4.- )/ -,--3 2L 0A>A@A=BA CA=A DA8AB:;<= ><@ ?97=:;:7:;6A @A78!:;JA '20 =<@J78;[7:;<= ;= :<J7:< D9\]AB:AI :<

=;:@<CA=/ B<8I/ 7=I 8;CH: D:@ADD

!

K

"

L 54.% 82"36+7/ !""$/ $%&

%

!

&

M !NY " !&!L

!

!^

" 周冰' 曹诚' 刘传暄
L

翻译延伸因子
X.

的研究进展!

K

"

L

生物技术通讯'

!%%^

'

'%

%

!

&(

!YX " !Y&L

_Q3T `;=CS 2.3 2HA=CS -,T 2H97=W97=L .I67=BA ;= @ADA7@BH <= :@7=D87:;<= A8<=C7:;<= >7B:<@ X .;GH7

!

K

"

L 9+--

'2"-+364"%S !%%^S '%

%

!

$

M !YX " !Y&L

!

!Y

"

Q.* R;7<];7<S -T 1A=C[H9S 2Q(* a;B9=S +- .%L VA8AB:;<= <> @A8;7\8A @A>A@A=BA CA=AD ><@ CA=A AWG@ADD;<= D:9I;AD

9D;=C @A78!:;JA '20 ;= :9=C :@AA I9@;=C DAAI IA6A8<GJA=:

!

K

"

L !9": ;4+S !%X!S &

%

Y

$

M A&N%Y&L I<;M X%LXN^Xb]<9@=78L

G<=AL ""&N"Y&L

!

!$

"

V,-Z(,0. $ 4S .-Z(V!c(00(,0. 1S +T,1.0%(V - .S +- .%< VA8AB:;<= <> @A>A@A=BA CA=AD ><@ ?97=:;:7:;6A @A78!

:;JA '20 AWG@ADD;<= D:9I;AD ;= :HA 7G<J;B:;B 7=I DAW978 C@7DD '1.362.12. =12>.4-6.

!

K

"

L 8?) !%.4- 82"%S !""$S (

%

X

$

M Y&L

!

N"

"

d.* Q<=C];7=S _Q.3 _HA=C9<S e,.* 2H9=:7<S +- .%< VA8AB:;<= <> 7GG@<G@;7:A @A>A@A=BA CA=AD ><@ CA=A AWG@ADD;<=

D:9I;AD \F ?97=:;:7:;6A @A78!:;JA G<8FJA@7DA BH7;= @A7B:;<= ;= B9B9J\A@

!

K

"

L 54.% 82"36+7S !"X"S )((

%

!

$

M !P^ "

!OXL

!

NX

" 王彦杰' 董丽' 张超' 等
L

牡丹实时定量
'20

分析中内参基因的选择!

K

"

L

农业生物技术学报'

!"X!

'

*+

%

P

$(

P!X " P!YL

d.*+ a7=];AS 43*+ -;S _Q.*+ 2H7<S +- .%< 0A>A@A=BA CA=A DA8AB:;<= ><@ @A78!:;JA ?97=:;:7:;6A '20 =<@J78;[7:;<=

;= :@AA GA<=F

%

!.+"42. &$@@1$-23"&. .=I@L

$ !

K

"

L 5A123 82"-+364"%S !"X!S *#

%

P

$

M P!X " P!YL

!

N!

" 李冉 ' 李建彩 ' 周国鑫 ' 等
L

水稻虫害诱导相关基因实时定量
'20

中内参基因的选择!

K

"

L

植物学报 '

!"XN

'

"%

%

!

$

M XY& " X$XL

-, 07=S -, K;7=B7;S _Q3T +9<W;=S +- .%< Z78;I7:;<= <> @;BA B7=I;I7:A @A>A@A=BA CA=AD ><@ HA@\;6<@A!;=I9BAI ?97=:;:7!

:;6A @A78!:;JA '20 7=78FD;D

!

K

"

L )624 8$%% 8"-S !"XNS "%

%

!

$

M XY& f X$XL

!

NN

" 周良云' 莫歌' 王升' 等
L

基于实时荧光定量
'20

对镉处理下黄花蒿内参基因稳定性的分析!

K

"

L

中国中药杂

志'

!"X&

'

)(

%

P

$(

^^^ " ^Y&L

_Q3T -;7=CF9=/ 13 +A/ d.*+ VHA=C/ +- .%< V:7\;8;:F 7=78FD;D <> @A>A@A=BA CA=A \7DAI <= @A78!:;JA '20 ;=

51-+72&2. .44$. 9=IA@ B7IJ;9J :@A7:JA=:

!

K

"

L )624. B C624 ?+-+12. ?+D23./ !"X&/ )(

%

P

$

M ^^^ g ^Y&L

!

N&

"

'.0U V 2/ U,1 a Q/ K, 2 a/ +- .%< V:7\8A ;=:A@=78 @A>A@A=BA CA=AD ><@ :HA =<@J78;[7:;<= <> @A78!:;JA '20 ;= I;>>A@!

A=: DEAA:G<:7:< B98:;67@D D9\]AB:AI :< 7\;<:;B D:@ADD B<=I;:;<=D

!

K

"

L !9": ;4+/ !%#!/ &

%

#!

$

M AP#P%!L I<;M #%L#N^#b

]<9@=78L G<=AL %%P#P%!L

$&!


