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摘要! 光周期和温度处理能够影响桂花
748&%5*#4 ($&.$&%4

的基因表达水平和花芽分化过程! 通过实时荧光定量聚

合酶链式反应%

89:!;<9

&分析基因表达已成为研究这些过程机制的重要手段! 而筛选出适合光周期和温度处理的内

参基因在研究桂花分子机制中尤为重要' 为了得到不同光周期和温度处理下桂花中稳定的内参基因! 以桂花品种

(佛顶珠)

79 ($&.$&%4

*

=+*,4> ?@A

) 当年生枝条的第
!

或第
(

对幼叶为材料! 以
:(/;<

!

:(=1.!

!

:(>?@

!

:(A/B.

!

:(<2C

!

7(DC;!

和
:(.&E

等
6

个基因作为候选内参基因! 利用
>BC+DE

!

C+DE=,4*BD

和
FB3GHBBIBD (

个软件对候选

内参基因的表达稳定性进行比较分析+ 以昼夜节律相关基因
F>F/BG=/

%

F>

#对筛选出的最佳内参基因进行验证,

结果表明$ 在不同处理条件下! 桂花叶片中
7(H/B.

和
:(>?@

为最佳内参基因!

:(.&I

的稳定性最差%

>BC+DE

分析

结果显示
:(H/B.

和
:(>?@

的稳定值为
50()6

! 而
:(.&I

的稳定值为
5075.

+

C+DE=,4*BD

显示
:(H/B.

和
:(>?@

的稳

定值为
50.(%

和
50!57

! 而
:(.&I

为
50)6)

+

FB3GHBBIBD

显示
:(H/B.

的稳定值为
50&5

!

:(>?@

为
50.((

! 而
:(.&I

为

50)6)

#+

F>

基因的相对表达水平分析表明%昼夜节律基因
F>

的表达模式为在白天累积并在夜间下降#! 在
6

个内参

基因及
:(H/B.

和
:(>?@

的基因组合中! 使用
:(H/B.

和
:(>?@

的内参基因组合可获得
F>

基因更为精确的基因表

达结果' 综上所述!

:(H/B.

和
:(>?@

内参基因组合是桂花在不同光周期和温度处理下最佳内参基因组合' 这为桂

花分子机制研究奠定基础' 图
!

表
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参
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关键词! 植物学+ 桂花+ 内参基因+
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!

=->6/1 4,63-0 +,'+ +,- 4+'9(- 7'(5- 68 '(),$<
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"#

3,%., 1-'&+ +,-) 3-/- +,- 9-4+ /-8-/-&.- 2-&-4 86/ +,-

0%88-/-&+ .6&0%+%6&4 '&0 '(<B. ,'0 +,- 36/4+ 4+'9%(%+)

!

K,- 2/-'+-/ +,- 4+'9%(%+) 7'(5-* +,- 36/4- +,- 4+'9%(%+)

"

:

K,- /-('+%7- -LI/-44%6& (-7-( 68 !" 9'('&.-0 9) 4-7-& /-8-/-&.- 2-&-4 '&0 +,- 2-&-+%. .619%&'+%6&4 68 '(),$<

'&0 '("-+ 1-'&+ 16/- '..5/'+- -LI/-44%6& /-45(+4

!

K,- -LI/-44%6& I'++-/& 68 .%/.'0%'& /,)+,1 2-&- !" %4 '.!

.515('+-0 05/%&2 +,- 0') '&0 8'((4 '+ &%2,+

"

: M& 4511'/)* +,- 2-&-+%. .619%&'+%6&4 68 '(),$< '&0 '("-+

3-/- +,- 9-4+ .619%&'+%6& 68 /-8-/-&.- 2-&-4 54-0 +6 4+50) +,- 16(-.5('/ 1-.,'&%41 68 '/ (0120134 5&0-/ 0%8!

8-/-&+ I,6+6I-/%60 '&0 +-1I-/'+5/- +/-'+1-&+4:

$

N,* E 8%2: J +'9: J< /-8:

%

!"# $%&'() 96+'&)C '45136784 (0120134C /-8-/-&.- 2-&-C O;K!PN;C !"

桂花
'45136784 (0120134

是中国十大传统名花之一# 深受人们喜爱& 不同学者已经从桂花的花芽分

化$

<"J

%

' 开花机制$

@"D

%

' 花色呈现$

""A

%

' 花香释放 $

B"Q

%等不同层面展开了研究& 随着分子水平研究的不断深

入# 利用实时荧光定量聚合酶链式反应!

O;K!PN;

"分析基因的表达已成为研究这些过程机理的重要手

段# 而筛选得到适合不同研究的内参基因格外重要& 研究认为$

<?"<<

%

# 内参基因并不存在通用性# 不同处

理' 不同组织中内参基因的表达水平都会发生改变$

<E

%

( 选用一种内参基因无法准确反映不同植物组织'

同一组织不同处理下的基因表达水平$

<J"<@

%

& 因此# 根据具体的实验材料和处理条件筛选合适的内参基因

十分必要$

<D

%

& 光周期和温度处理能对桂花的基因表达水平' 花芽分化进程等产生影响& 研究表明$

@

#

<"

%

)

长日照和相对低温都能够加快桂花花芽分化进程# 而短日照条件下桂花的花芽分化相对较慢# 低温或高

温都会抑制桂花的花芽分化& 本研究在不同光周期和温度条件下对桂花常用的
A

个候选内参基因进行比

较分析# 筛选最佳内参基因# 为后期研究光周期和温度影响桂花开花的机理奠定基础&

<

材料与方法

*+*

材料

实验材料为多年生 *佛顶珠+

'/ (0120134

*

$60%&2 R,5

+ 盆栽植株# 种植于浙江农林大学桂花资源

圃& 设置
@

个处理) 长日照高温!光照
S

黑暗
#<F ,S<? ,

#

E" $

"# 长日照低温!光照
S

黑暗
%<F ,S<? ,

#

<Q

$

"# 短日照高温!光照
S

黑暗
%<? ,S<F ,

#

E" $

"和短日照低温!光照
S

黑暗
%<? , S<F ,

#

<Q $

"# 光照强度

为
<??T

# 相对湿度为
"?T&B?T

& 实验材料在上述环境中培养
F? 0

& 处理结束后从
BU??

起# 每隔
F ,

取当年生枝条的第
E

片或第
J

片嫩叶# 液氮速冻# 放于
"B? $

保存&

*+,

方法

<:E:<

总
;>V

的提取和
.W>V

的合成 每样品取
#?&<?? 12

# 充分研磨后按照
;>VI/-I I5/- P('&+ H%+

!天根# 北京"说明书步骤提取各样品
;>V

& 通过紫外分光光度计和质量浓度为
<T

的琼脂糖凝胶电泳检

测所提
;>V

浓度和品质& 以所提样品
;>V

为模板# 按照
;-7-/4- K/'&4./%I+'4- X!XYZ

!

K'['/'

# 大连"

说明书合成
.W>V

第
<

条链# 合成后于
"E? $

储存备用&

<:E:E

候选内参基因的选择和特异性引物设计 从桂花转录组数据库中选择肌动蛋白基因!

'(,9%

"' 延

伸因子
<!

蛋白基因!

'(&:<!

"'

>VWP!

异柠檬酸脱氢酶基因!

'("-+

"'

=KP

结合蛋白
;>V<

基因!

'()!

$,<

"'

"

微管蛋白基因!

'(%;<

"' 泛素结合酶
\E

基因!

'(;<9E

"和
<B]

核糖体
;>V

基因!

'(<B.

"

$

<E

#

<A

%等

A

个使用较多的内参基因作为候选内参基因& 采用
]^G; 2/--& !

荧光染料嵌合法进行内参基因的筛选#

设计候选内参基因的引物# 通过
G%6L1'&

和
P/%1-/ P/-1%-/ D

软件对引物进行校验# 并利用
P/%1-/!

GYV]K

进行检测以确认引物序列的特异性& 选用的引物序列由上海捷瑞生物工程有限公司合成!表
<

"&

<:E:J

荧光定量
PN;

分析
O;K!PN;

实验方法参考
]^G;

'

P/-1%L \L K'O

KX

!

!

K(% ;>'4-_ P(54

"!

K'['/'

#

大连"试剂盒& 采用
E?:? "Y

的反应体系) 其中双蒸水
":@ "Y

# 上下游引物各
?:B "Y

#

.W>V

模板
E:?

"Y

#

]^G;!

荧光染料
<?:? "Y

& 反应在
VGM AJ??

实时
PN;

仪中进行# 反应程序为)

QD $

下预变性
J?

王千千等) 不同光周期和温度处理下桂花内参基因的筛选 QEQ
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&

!

$' !

下反应
' &

"

(% !

反应
)# &

" 共
*"

个循环!

$' !

下反应
+' &

"

(" !

下反应
+ ,-.

"

$' !

下反应

)% &

"

(% !

下反应
+' &

#

+/

$

%

)

次生物学重复%

+0!0*

数据分析 用
12345,

"

345,6-.725

和
82&9:22;25

软件分别对
<=>"?@=

中所得到样品的反应循环

数&

!

9

值'进行分析" 比较
/

个候选内参基因表达的稳定性" 并选择最佳内参基因%

12345,

软件以各候

选内参基因在样品中的表达水平为依据" 计算各候选基因的表达稳定性&

"

'"

"

值越小越稳定!

"＜+0'

时认为是理想内参#

+A#+$

$

%

12345,

软件还可以根据候选内参基因标准化因子的配对差异性分析&

#

$

B#

$C+

'得

出最佳内参基因的个数! 其中
#

表示配对差异值"

$

表示内参基因个数% 软件默认的&

#

$

B#

$C+

'值为
%D#'

"

当
#

$

E#

$$+

＜%0+'

时" 表明引入的
$

个内参基因已经稳定" 不需要引入&

$$+

'内参基因" 当
#

$

E#

$$+

＞%0+'

时" 则需要引入&

$$+

'个内参基因#

+/

"

!%

$

% 因
12345,

软件最终挑选出
!

个或
!

个以上的内参基因组合来校

正数据" 所以
$!!

% 为了了解引用
+

个内参基因的稳定性" 需要通过
345,6-.725

和
82&9:22;25

软件做

进一步分析%

345,6-.725

软件对内参基因的筛选是基于方差分析的结果" 利用
!!

9

法计算候选内参基因

表达的稳定值&

%

'" 从而评估候选内参基因的表达稳定性!

%

越小" 基因越稳定#

!+

$

%

82&9:22;25

软件通过

计算标准偏差&

%

F

'对候选内参基因的表达稳定性进行评价和排序"

%

F

越小" 则该基因的稳定性越好! 若

%

F

＞#

" 则认为该基因不稳定#

!%%!#

$

% 最后通过昼夜节律基因
&'

的相对表达水平" 对选择的最佳内参基因

进行验证%

表
! "#$!%&'

相关内参基因引物信息

>GHI2 # J-&9 4K ;5-,25& K45 <=>"?@=

基因简称 引物序列&

'&")&

' 退火温度
E '

基因简称 引物序列&

'&")&

' 退火温度
E !

()*!+ @@@LLMM@LLL@LMLMLLLLLL> ''N" ()+,- LMLLMMML>MML>MMLL>MML '(N"

()./+! @M>>>M@@L@>>@LMML>M>@>L 'AN" (),-!! >M>>ML@LLLL@@ML>MMLLMML '/N'

()'01 @>>MLLM@LML>M>MMLLMLM>@ '/N' ()+A% LM@@>MLMLLL@MM@>L@@L@ ''N"

()2*3+ LMLL@@ML@LMM>MLLMM@LL '/N'

>MM@LLMM>L@LMLLLMMM@>

L@@@@L>@L@@LMLL>@LLMLL M>@>>@>>@M>@@>@MM@LM>

M>L@@LMM>>>@LMML@>@@LM>>> M>MMLM>M>MMLMML>LLMMM>M

@>>>M>@@L>@@>MMML@@LM>@ L>L@M@>L>>MMLM@>MMLL

!

结果和分析

()! '*+

品质及引物扩增效率检测

提取不同处理桂花样品的总
=3L

" 经紫外分光光度计检测" 所有样品总
=3L

的吸光度值#

0

&

!("

'

E

0

&

!A"

'和
0

&

!("

'

E0

&

!)"

'$均为
+NA(!N+

% 将所有样品的
OF3L

等量混合后作为模板" 进行普通
?@=

和定

量
?@=

检测% 为检测引物的扩增效率" 设置
(

个
OF3L

浓度梯度&原液"

'

%+

"

'

%!

"

'

%)

"

'

%*

"

'

%'原液'"

根据
<=>"?@=

结果" 利用公式
.)

&

+"

%+E4

%+

'

*+""P

得出基因的扩增效率&表
!

'" 其中(

.

&

P

'表示扩增效

率"

4

表示曲线斜率% 经计算" 扩增效率为
$'P+##%P

" 相关系数为
%0$$)(%0$$A

" 符合
<=>"?@=

的基本

要求%

,),

候选内参基因的转录水平分析

根据扩增效率" 将各样品的原始
OF3L

稀释
'%

倍后作为模板进行
<=>"?@=

% 通过比较循环数&

!

9

'

来评估各候选内参基因在所有样品中的转录水平&表
!

'" 候选内参基因平均
!

9

为
A0$$(!A0**

" 其中

()#A%

的
!

9

最小" 说明平均表达水平最高!

()+,-

最大" 说明平均表达水平最低! 其他候选内参基因平

均表达水平差异则相对较小%

,)-

内参基因表达稳定性分析

12345,

软件分析发现&表
)

'" 所有候选内参基因的稳定值均小于
#0'

" 符合内参基因筛选的标准!

其中
()2*3#

和
()'01

的稳定值相等且最小&

")%0)*/

'" 在不同样品中表达最为稳定" 其次是
()*!+

基

因&

")%0)$)

'"

()#A%

稳定值最大&

")%0(%#

'" 说明
()#A%

表达稳定性最差% 对候选内参基因的配对差异

$)%
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图
$ %&'()*

软件分析候选内参基因的

配对差异值

+,%-)& $ ./,)0,1& 2/),/3,(4(5 6/47,7/3& )&5&)&46&

%&4&1 /1 6/86-8/3&7 9: %&'()*

表
! "

个候选内参基因扩增参数

;/98& < =*>8,5,6/3,(4 >/)/*&3&)1 (5 1&2&4 6/47,7/3& )&5&)&46& %&4&1

基因
!

3

扩增效率
?@

曲线斜率 线性相关系数 条带长度
?9>

"#$!% <<ABB ! CDEE $C!D"" "!D<!B ! CDFFE E $G!

"#&'$! <CD"$ ! CDH< $C!D$F "!D<HB I CDFFE B IF

"#()* <!DEF ! CD!F FEDBI "!DHE! I CDFFB B $$I

"#+,$$ <$D"I ! CDCB FEDH! "!DH!" E CDFF" < $$B

"#%-. <IDHH ! CDHC $CBDHF "!D$EH " CDFF! < $C"

"#-.!< <EDB! ! CDEH $CBD$E "!D$"$ I CDFFH E BE

"#$I/ IDFF ! CDEE $CID$E "!D$HC F CDFF" I <CI

王千千等! 不同光周期和温度处理下桂花内参基因的筛选

值测算可知"图
$

#!

0

<?!

#CD$<"＜CD$E

$ 表明引入
<

个内参基因

已经稳定$ 无需引入更多的内参基因%

%&'()*

软件分析结果

表明$ 最佳候选内参基因为
"#+$,$

和
"#()*

%

'()*+,47&)

软件分析发现$

"#+$,$

基因的表达稳定性最

高$ 其次是
"#()*

$

"#$I/

基因表达稳定最差$ 与
%&'()*

软

件分析的结果一致"表
!

&%

J&13K&&>&)

软件的分析结果显示

'表
L

&$ 在
B

个候选内参基因中$

"#()*

基因的表达稳定性最

高$ 其次是
"#+$,$

$

"#$I/

基因的表达稳定性最差% 分析结

果尽管与
%&'()*

和
'()*+,47&)

软件的结果有些差异$ 但最

佳候选内参基因结果一致%

综合
!

个软件的分析结果可以得出$ 不同处理条件下$

"#+$,$

和
"#()*

的表达稳定性均为最高$ 可作为最佳内参

基因$ 而
"#$I/

是表达稳定性最差的基因%

表
#

不同软件分析
"

个候选内参基因表达稳定性

;/98& ! M&4& &N>)&11,(4 13/9,8,3: (5 1&2&4 )&5&)&46& %&4&1 9: 7,55&)&43 1(530/)&

基因名称
%&'()*

分析
'()*+,47&)

分析
J&13K&&>&)

分析

稳定值 排序 稳定值 排序 稳定值 排序

"#$!% CDLFL < CD<L< L CD<II L

"#&'$! CDE<H E CDLFC " CDHFB "

"#()* CDLHB $ CD<C" < CD$LL $

"#+,$$ CDLHB $ CD$LE $ CD$IC <

"#%-. CDHBF H CDL"$ E CDLB< E

"#-.!< CDH<< L CDLHL H CDLH" H

"#$I/ CD"C$ " CDHBH B CD"$$ B

!$%

桂花
1(

基因对最佳内参基因稳定性的验证

1(1$,%&$

基因"

1(

&是光周期途径的重要调控基因$ 其表达呈现明显的昼夜节律% 选用桂花昼夜节

律相关基因
1(

对候选内参基因进行验证$ 可提高内参基因筛选的准确性$ 保证最佳内参基因对光周期

途径基因表达水平的校准作用% 选择
"#+$,$?"#()*

$

"#+$,$

$

"#()*

以及其他候选内参基因对
1(

基

因的相对表达水平进行校准"图
<

&$ 结果显示! 相比其他内参基因$ 不同处理下
"#+$,$?"#()*

校准的

1(

基因的表达模式表现为光照条件下积累$ 黑暗条件下降低的周期性表达$ 符合
1(

基因的昼夜表达规

律% 说明
L

个内参基因筛选软件对候选内参基因筛选的结果是正确的$ 即
"#+$,$

和
"#()*

基因可作为

桂花不同光周期和温度处理的最佳内参基因%

L

讨论

荧光定量
.OP

因其众多优点被广泛运用于基因表达的研究中$ 成为量化基因转录表达$ 揭示基因

表达规律的有效方法(

<<"<L

)

* 但引用适当的内参基因对
QP;$.OP

的结果进行校准是非常必要的 (

<C

)

+ 理想

FL$
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图
!

不同内参基因或组合校正桂花不同条件下
!"

基因的相对表达

&'()*+ ! ,+-./'0+ +12*+33'45 -+0+-3 46 !" '5 7'66+*+5/ 8457'/'453 )3'5( 7'66+*+5/ *+6+*+58+ (+5+3 4* *+6+*+58+ (+5+ 849:'5./'45 64*

54*9.-';./'45

!
"

相
对
表
达
量

!
"

相
对
表
达
量

!
"

相
对
表
达
量

!
"

相
对
表
达
量

内参基因在不同组织! 不同发育阶段! 不同生长条件下均能稳定表达"

<=

#

!>

$

# 但事实上并没有哪一个基因

能够满足所有条件"

!?

$

% 因此& 根据不同实验材料和处理条件& 筛选出合适的' 特定的内参基因是确保实

验成功的必要条件(

研究发现"

!@

$

) 选用
!

个或更多内参基因组合可以提高内参基因校准的精确度& 弱化单一内参基因带

来的不准确性(

,AB

*

*.3!*+-./+7 5)8-+.* 2*4/+'5

+是小
C

蛋白的一类& 在细胞生理进化中起到重要的作

用& 它的很多同源基因是不同光周期' 温度条件下常用的内参基因"

<!

&

<=

$

%

"#$

的同源基因被证实为不同

温度条件下桉树
%&'()*+,&- ./0&-,(

的最佳内参基因"

!=

$

,

123

和
<D4

同源基因分别可作为不同光周期"

!D

$

'

温度条件"

!$

$下大豆
!)*'567 8(9

的内参基因,

%:<(

和
3;<

基因可作为不同光周期' 温度条件下玉米
=7(

8(*-

的内参基因"

E%

$

,

;>?!

的同源基因可作为不同温度条件下欧芹
@7,./-7)56&8 '.5-+&8

的内参基因 "

E<

$

%

本研究选用了桂花中常用的
=

个候选内参基因& 对其在不同光周期和温度处理下嫩叶中的表达稳定性进

行研究, 利用
(+B4*9

&

B4*9&'57+*

和
F+3/G++2+*

等
E

个常用于内参基因筛选的软件进行评估& 发现这

=

个候选内参基因在所有样品中表达稳定性的排序基本相同& 均显示
ABCDE#

和
AB"#$

基因是最稳定的

!

个内参基因& 将两者进行组合可以准确的校准不同处理下桂花叶片中目的基因的表达水平, 而
AB#D4

表达最不稳定& 在所有实验材料中都存在较高的表达丰度& 因而不适合作为本研究的内参基因%

光周期和温度途径在调控植物成花过程中发挥重要作用% 筛选得到的桂花不同光周期和温度条件下

的内参基因& 能够为研究桂花在不同温度和光周期处理条件下的成花机制提供参考依据& 为了解相关成

花基因表达模式提供保障%

>
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