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摘要! 为了筛选桂花
637&%4*#3 ($&.$&%3

不同组织基因表达分析中适合的内参基因! 以桂花 %堰虹桂&

68 ($&.$&%3

%

893:)3; <=*

& 花蕾' 盛开花序' 嫩叶' 成熟叶和
,

年生茎等
5

个不同组织为材料! 利用实时荧光定量聚合酶链式

反应(

>?@#AB?

#检测
$

个候选内参基因的表达水平! 并利用
;CD)EF

!

D)EFG*3(CE

和
HC2IJCCKCE

软件对各候选内参

基因的表达稳定性进行评价! 最后利用桂花不同组织中
9(:;<=>6,

基因相对表达水平验证筛选的内参基因的可靠

性) 结果表明$ 综合
'

个软件的评价排序! 确定不同组织中最佳内参基因为
6(?@A,

和
6(1B:%

! 而
6(,/C

是最差

内参基因*

6(:;<=C6,

基因相对表达水平分析证实! 不同组织中
>?@#AB?

分析使用
6(;/A,

和
6(1B:%

等
%

个表

达最稳定的基因组合! 即可获得更为精确的基因表达结果* 旨在为桂花组织间重要基因的定量表达分析提供科学

依据* 图
L

表
L

参
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实时荧光定量聚合酶链式反应#

G*.()3).)32' 0'.7 )34' 57*10'&6'(6' /17,4'0.&' 6-.3( 0'.6)31(

$

GHI!

J=H

%因具有灵敏度高& 特异性强& 精准性高& 检测范围广等优点!

K

"

' 已被广泛应用于植物基因表达的相

关研究中( 利用
GHI!J=H

分析基因相对定量表达时' 为了消除不同组织细胞间初始模板量& 核糖核酸

#

HCL

)制备和反转录过程中的偏差' 需要引入内参基因#

0'5'0'(6' 9'('

)对表达结果进行校正!

!"A

"

* 实际研

究中常选择的内参基因!

?"M

"只能在一定的试验范围内相对稳定表达' 不能保证在所有试验条件下均能稳

定表达!

N"KK

"

* 如果盲目以一种看家基因作为任何试验条件下的内参基因' 容易得到精确度低甚至错误的

结果!

K!

"

' 因此' 在利用
GHI!J=H

进行基因表达分析时' 根据试验处理及不同实验材料的特点' 优化和

选择合适的内参基因就显得极其重要* 桂花
!()%'*+,( #$%&$%'(

是中国十大名花之一' 随着桂花分子生

物学研究的不断深入和发展' 基因表达分析已经广泛应用于揭示其观赏性状形成机制的研究中' 因此'

筛选稳定的内参基因在桂花重要基因表达分析中起着关键的作用* 已有研究筛选出桂花不同品种+ 不同

发育状态花序和不同温度处理条件中合适的内参基因!

KA

"

$ 却未对不同组织中适合的内参基因进行筛选*

本研究将以桂花 ,堰虹桂-

!" #$%&$%'(

,

O.(-1(9 P*3

- 不同组织.花蕾+ 盛开花序+ 嫩叶+ 成熟叶+

K

年

生茎%为材料' 利用
GHI!J=H

检测
Q

个候选内参基因的表达水平' 并利用软件
9'C104

!

A

"

'

C104D3(+'0

!

!

"

和
E'&)F''/'0

!

K?

"对各候选内参基因的表达稳定性进行评价' 筛选出最稳定表达的内参基因' 并研究桂花

类胡萝卜素异构酶.

!#-./01!K

%在不同组织中的表达模式' 验证筛选得到的内参基因的可靠性' 希冀为

后续研究不同组织重要基因的定量表达提供依据*

K

材料与方法

*+*

材料

浙江农林大学桂花资源圃
K% .

树龄地栽桂花 ,堰虹桂- 为试验材料' 对其花蕾+ 盛开花序+ 嫩叶+

成熟叶+

K

年生茎进行取样' 液氮速冻后' 于
"M% #

储藏备用*

*+,

方法

K<!<K

不同组织材料总
HCL

提取与
6RCL

的第
K

链的合成 采用
HCL/0'/ /*0' J7.() F3)

.天根' 北京%

按照说明书步骤提取各样品的总
HCL

* 紫外分光光度计和
K%<% 9

/

S

"K琼脂糖凝胶电泳检测总
HCL

浓度

和质量* 采用
H'2'0&' I0.(&603/).&' T!TSU

.

I.;.0.

' 大连)按照说明书合成
6RCL

的第
K

链后' 于
"!% #

储存备用*

K<!<!

内参基因的选择及特异性引物设计 本研究从前期构建的桂花转录组数据库中取肌动蛋白基因

.

!#2-/

)' 延伸因子
K!

蛋白基因.

!#34K!

)'

5678!

异柠檬酸脱氢酶基因.

!#079

)'

PIJ

结合蛋白
HLCK

基因.

!#.65K

)'

"

微管蛋白基因.

!#/:;

)' 泛素结合酶
V!

基因.

!#:;-!

)和
KMW

核糖体
HCL

基因

.

!#KM1

)等
Q

种看家基因作为候选的内参基因* 根据
GHI!J=H

引物设计原则' 利用
J034'0 J0'43'0 X

等

软件设计各候选内参基因的
GHI!J=H

引物.引物序列见表
K

)' 其中
!#KM1

引物引自文献!

X

"*

表
* -./!012

检测中
3

个候选内参基因的引物序列

I.@7' K J034'0 &'G*'(6'& 15 &'2'( 6.(+3+.)' 0'5'0'(6' 9'('& 3( GHI!J=H .(.7,&3&

基因名 上游引物序列.

X$!A$

) 下游引物序列.

X$!A$

)

!#6-/ ===LLPP=LLL=LPLPLLLLLLI L====LI=L==LPLLI=LLPLL

!#34K! =PIIIP==L=II=LPPLIPI=IL PIL==LPPIII=LPPL=I==LPIII

!#079 =IIPLLP=LPLIPIPPLLPLPI= =IIIPI==LI==IPPPL==LPI=

!#.65K LPLL==PL=LPPIPLLPP=LL IPP=LLPPIL=LPLLLPPP=I

!#/:; LPLLPPPLIPPLIPPLLIPPL PI=II=II=PI==I=PP=LPI

!#:;-! IPIIPL=LLLL==PLIPPLLPPL PIPPLPIPIPPLPPLILLPPPIP

!#KM1 LP==IPLPLLL=PP=IL==L= LIL=P=ILIIPPLP=IPPLL

Q!M



第
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期

#$%$!

内参基因的
&'(!)*'

分析 利用两步法来进行
&'(!)*'

分析! 在
+!,,

实时
)*'

仪"

-../012

3045657185

#运行$ 基于
9:3' ;<11=

染料的
&'(!)*'

来检测内参基因的循环阈值
!

7

值! 所用反应体系

和程序参考
(>?><>

公司的
9:3

'

' )<180@ A@ "#$

(B

!

"

(/0 'C>51D )/E5

%试剂盒的说明书$

)*'

反应体系

为
%,$, "F

! 其中
%"9:3' )<180@ A@ "#$ !

"

(/0 'C>51D )/E5

%

#,$, "F

! 上下游定量引物
#,$, "84/

&

F

##各

,$G "F

! 模板
HIC- %$, "F

!

","'JK '1L1<1=H1 I61 ,$M "F

! 用灭菌双蒸水补齐至
%,$, "F

$

&'(!)*'

扩增采用两步法! 即在
N" $

预变性
!, 5

之后! 先运行
M,

个循环的
N" $ " 5

!

O, $ !# 5

! 再运行溶解

曲线阶段的
N" $ #" 5

!

O, $ # 80=

!

N" $ !, 5

!

O, $ #" 5

$ 通过观察
-3P +!,,

实时
)*'

仪在
)*'

反

应后生成的溶解曲线为单一峰判定所用引物无非特异扩增' 实验得到定量
!

7

值用于后期内参基因稳定

性分析$

#$%$M

数据处理与分析 本研究采用
Q1C4<8

(

!

)

!

C4<8R0=21<

(

%

)和
3157S11.1<

(

#M

)软件对
+

种候选内参基因

在桂花不同组织中的表达稳定性进行统计学分析! 从而筛选桂花组织基因表达中最合适的内参基因$

#$%$"

桂花
%&!'"()%#

基因验证内参基因稳定性 利用桂花不同组织中
%&!'"*)%#

基因表达模式验证

筛选的内参基因的稳定性! 其表达上游引物为
"%!;-----*--;;;-((*(*;;-!!&

! 下游引物为
"&!

;*-;-(-;(-;;*--;;;(*--!!&

$

%

结果与分析

!"#

候选内参基因引物评价

以桂花嫩叶的
HIC-

为模板! 利用
+

对引物

均能扩增出与各候选内参基因预期大小一致的单

一条带*结果未显示%! 说明这
+

对引物均能特异

性地扩增相应片段 ! 可以用于
&'(!)*'

分析 $

&'(!)*'

溶解曲线分析表明+ 这
+

对引物的扩增

产物单一! 可用于下一步分析$ 将反转录的嫩叶

HIC-

样品以
"

倍浓度梯度稀释! 以此为模板进

行
&'(!)*'

扩增后制作
+

种内参基因的标准曲

线! 结果*表
%

%显示+ 各内参基因的线性相关系

数
'

%

!,$NN, ,

! 引物的扩增效率为
N+$+T U

#,N$OT

! 符合
&'(!)*'

对扩增效率的要求$

!"!

候选内参基因的表达水平分析

+

个候选内参基因在不同组织中的
+

7

值平均为
#!$!N"U%O$%"N

*图
#

%! 其中
%&#G)

在所有样品中的转

录水平最高!

!

7

值最小*

#!$!N"

%' 而
%&",-

基因的表达水平最低!

+

7

值最大*

%O$%"N

%$ 从表达量变异系

数看!

%&'./#

最小! 然后是
%&,-+%

! 而
%&(01

最大$

!"$

候选内参基因的表达稳定性分析

本研究首先采用
Q1C4<8

软件对
+

个候选内参

基因的表达稳定性进行分析*图
%

%! 结果显示+ 在

不同组织中!

%&'./#

和
%&,-+%

基因的基因表达

稳定值*

2

%最小*

2',$,#M G

%! 表示这
%

个基因表

达最为稳定! 其次是
%&.+"

*

2',$,!G M

%和
%&34#!

*

2',$,M" !

%$

%&*01

!

%&",-

和
%&#G)

是稳定性排

序靠后的
!

个候选内参基因! 其中
%&#G)

的
2

值

最大*

2',$#"G #

%! 是最不稳定内参基因$

利用
Q1C4<8

程序对内参基因的配对差异值

5

6V6W#

进行分析*图
!

%! 发现所检测的
5

%V!

低于程序

默认取舍值
,$#"

! 说明无需引入第
!

个基因进行校

正 ! 因此选择表达最为稳定的
%

个内参基因即

表
! %

个候选内参基因扩增特性

(>X/1 % -8./0H4= HY><>H71<0570H5 4L 51Z1= H>=202>71 <1L1<1=H1 Q1=15

基因名 扩增长度
VX. )*'

扩增效率
VT

线性相关系数

%&.+" #M! #,N$O ,$NNG M

%&37#! GN N+$+ ,$NN+ M

%&*01 ##G #,#$G ,$NN" %

%&'./# ##+ #,,$M ,$NN, !

%&",- #,O #,!$G ,$NNG #

%&,-+% +" N+$+ ,$NNM G

%&#G) %,G #,M$+ ,$NN% O

图
#

不同组织中
+

个候选内参基因的平均
+

7

值

R0QE<1 # B1>= +

7

Z>/E15 4L 51Z1= H>=202>71 <1L1<1=H1 Q1=15 0=

20LL1<1=7 7055E15

+

7

值

付建新等+ 桂花组织基因表达中荧光定量
)*'

内参基因的筛选
+%N
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!"#$%&

和
&"'()!

! 以两者的几何平均值作

为参照可更为准确地校正目的基因的表达"

此外! 为保证结果分析的准确性! 本研

究还利用
'()*+,-./)

和
0/123//4/)

分析
5

个

候选内参基因的表达稳定性#表
6

$! 结果显

示%

'()*+,-./)

和
0/123//4/)

的分析结果与

7/'()*

分析的结果整体上一致& 通过
6

个软

件评价得到的稳定性排序中!

&"#$%&

和
&!

"'*)!

均是表达稳定性最高的
!

个基因! 其

次是
&"+),

和
&"-.&!

! 表明这
!

个基因在

不同组织中的表达较为稳定& 而根据
6

个软

件的分析!

&"/01

!

!",'*

和
!"&82

是表达

稳定性最差的
6

个候选内参基因& 综合
6

个

软件对最佳内参基因和最差内参基因的评价#表
9

$! 得到

不同组织中最佳内参基因为
&"#+%&

和
&"'()!

! 而
&"&82

是最差内参基因&

!"#

桂花
&")#,/2&$

基因验证内参基因稳定性

为了验证筛选的最佳内参基因稳定性是否准确! 我们

利用不同内参基因或组合校正桂花不同组织中
&")#,/2&&

基因的相对表达#图
9

$& 选择
&"#+%&

!

&"'()!

!

&"#+%&

和
&"'()!

基因组合进行校正的
&")#,/2&&

基因表达模式

相同! 均在盛开花序中表达量显著高于其他组织! 在花

蕾' 嫩叶和成熟叶中的表达量相同! 而在
&

年生茎中表达量最低" 以稳定性较差的其他内参基因进行校

正时!

&")#,/2&&

基因表达模式产生变化" 上述结果表明%

6

个软件对内参基因表达稳定性的排序结果

可靠! 证实
&"#+%&

和
&"'()!

为不同组织中最佳内参基因"

6

讨论

理想的内参基因应在不同的基因型' 不同发育阶段' 不同组织器官' 不同胁迫条件下均恒定表达!

但事实上! 并没有一个基因在所有试验条件下能稳定表达(

&:

)

! 因此! 需要根据不同试验材料和不同试验

处理条件下筛选合适的内参基因& 本研究通过对
5

个候选内参基因在
:

个不同组织中的表达稳定性进行

图
! 7/'()*

软件分析
5

个候选内参基因的

表达稳定值!

3

"

+,7;)/ ! <=4)/11,(- 12>?,@,2A B>@;/1

#

3

$

(C 1/B/- D>-.,.>2/

)/C/)/-D/ 7/-/1 >1 D>@D;@>2/. ?A 7/'()*

图
6 7/'()*

软件分析
5

个候选内参基因

的配对差异值!

4

EF

"

+,7;)/ 6 E>,)G,1/ B>),>2,(-

#

4

EF

$

(C 1/B/- D>-.,.>2/

)/C/)/-D/ 7/-/1 >1 D>@D;@>2/. ?A 7/'()*

表
#

最佳内参基因和最差内参基因综合

结果

H>?@/ 9 I77)/7>2/. )/1;@2 (C 2J/ (42,*>@ >-. G()12

)/C/)/-D/ 7/-/1

分析软件 最佳内参基因 最差内参基因

7/'()* &"#+%#

和
&"'()! &"#82

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

和
&"'()! &"#82

0/123//4/) &"#+%# &"/01

综合结果
&"#+%#

和
&"'()! &"#82

表
% &'()*+,-.(

和
/.012..3.(

分析
4

个候选内参基

因的表达稳定性

H>?@/ 6 K/-/ /=4)/11,(- 12>?,@,2A (C 1/B/- D>-.,.>2/ )/C/)/-D/ 7/-/1 ?A

'()*+,-./) >-. 0/123//4/)

基因名
'()*+,-./)

分析
0/123//4/)

分析

稳定值 排序 稳定值 排序

&"+), %L%&% ! &L$58 9

&"-.&! %L%&% ! &L:9$ 6

&"/01 %L%M$ 9 !L$:& 5

&"#+%& %L%%: & &L&$8 &

&",'( %L%89 6 !L%8% :

&"'()! %L%%: & &L68& !

&"&82 %L!!5 : !L!5! $

56%
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图
#

不同内参基因或组合校正桂花不同组织中
!"#$%&'!$

基因的相对表达

%&'()* + ,*-./&0* *12)*33&45 -*0*-3 46 !"#$%&'!$ &5 7&66*)*5/ /&33(*3 (3&5' 7&66*)*5/ )*6*)*58* '*5*3 4) )*6*)*58* '*5* 849:&5./&45 64)

54)9.-&;./&45

研究! 筛选得到桂花不同组织中最佳内参基因为
!"$()$

和
!"*+#<

! 为后续桂花不同组织中目标基因

表达规律的研究奠定了基础"

目前!

=

个统计分析软件
'*>4)9

!

>4)9%&57*)

和
?*3/@**2*)

常用于确定不同植物材料或试验条件下

最佳的内参基因#

AB $=B $A!$C

$

" 然而!

=

个软件在许多物种中的分析结果存在差异! 如芝麻
',-./0/ 123140/

#

A

$

!

黄花蒿
(56,/1-1. .220.

#

$D

$和牛奶子
78.,.920- 0/:,88.6.

#

$E

$

" 在本研究中!

=

个软件的分析结果整体排序一

致%图
<

和表
=

&"

!"$()$

和
!"*+#<

基因在
'*>4)9

和
>4)9%&57*)

的稳定性排序中并列第一! 而
?*3/"

@**2*)

软件评价
!"$()$

为表达最为稳定的内参基因!

!"*+#<

基因以微弱差距排列第二" 综合
=

个软

件分析结果确定
!"$()$

和
!"*+#<

基因为桂花不同组织中最佳内参基因" 有研究证实' 选择
<

个或
<

个以上的内参基因作参照! 可以减弱单一内参变化的影响! 不同内参表达的相似性有助于增加结果的可

靠度及精确度#

=B <F!<$

$

! 因此确定
!"$()$

和
!"*+#<

基因组合为桂花不同组织中表达分析的内参基因可更

为准确地校正桂花不同组织中目的基因的表达结果"

,G>

%

).3")*-./*7 5(8-*.) 2)4/*&5

&是小
H

蛋白家族的一类! 在真核生物进化过程中比较保守! 在许多

细胞生理进程过程中发挥着重要的作用#

<<!<+

$

"

,G>

同源基因
$()=

! 是金鱼草
(26155;120/ /.<0-

中
I,J"

KL,

分析常用的内参基因#

<"!<A

$

" 通过对矮牵牛
=,6021. ;>:513.

开花过程中相关候选内参基因的筛选! 证

实
$()$

是矮牵牛中稳定表达的内参基因之一#

<C

$

" 与
(#%

!

7?$!

和
%*+

等其他传统内参基因相比! 将

,G>

基因作为内参基因进行研究和应用的报道较少" 本研究证实
$()$

在桂花不同组织中稳定表达!

是最佳内参基因之一" 此外!

$()$

被证实是桂花不同品种中表达量最为稳定的内参基因#

$=

$

" 与
$()

基因相同!

!"*+#<

在桂花不同组织中也稳定表达! 是另一个最佳内参基因" 作为一个传统内参基因!

*+#

基因在拟南芥
(5.:13@A-1- 6;.81.2.

#

<D!=M

$

! 月季
$@-. ;>:513.

#

!$

$

! 侧柏
=8.6>48.30- @51,26.81-

#

!<

$等物种的

内参基因筛选中均表现最佳"

本研究发现
!"$D'

在桂花不同组织中表达最不稳定! 不适合作为内参基因在桂花中应用" 同样! 在

丹参
'.8B1. /1861@55;1C.

#

!!

$

! 牡丹
=.,@21. -0""50614@-.

#

!+

$

! 大白菜
+5.--14. 5.A. 332N A,D12,2-1-

#

D

$和西瓜
#16!

50880- 8.2.60-

#

$A

$中!

!"$D'

基因也被证实是表达最不稳定的内参基因" 这可能与
$D'

基因在样品中高丰度

付建新等' 桂花组织基因表达中荧光定量
KL,

内参基因的筛选
C!$
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