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蚬壳花椒种子萌发时期内参基因的筛选与验证

孙吉康ꎬ 王　 平∗ꎬ 贾　 浩ꎬ 周　 韬ꎬ 吴　 艳

( 中南林业科技大学 生命科学与技术学院ꎬ 长沙 ４１０００４ )

摘　 要: 为了解蚬壳花椒种子萌发的分子机制ꎬ需要筛选蚬壳花椒种子萌发时期表达稳定的内参基因ꎮ 该

研究通过赤霉素处理种子促进萌发ꎬ以不同萌发阶段的蚬壳花椒种子为材料ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术

分析了 ６ 个候选内参基因 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴ、１８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ５、ＴＵＡ 和 ＣＹＰ 在蚬壳花椒种子萌发时期的表达稳定

性ꎮ 结果表明:(１)α￣淀粉酶基因、ＤＥＬＬＡ 基因和异柠檬酸裂解酶基因分别反应了种子萌发阶段糖、激素和

脂肪 的 代 谢 活 动ꎬ 因 此 选 择 蚬 壳 花 椒 异 柠 檬 酸 裂 解 酶 基 因 ( Ｕｎｉｇｅｎｅ００３２０８８ )、 α￣淀 粉 酶 基 因

(Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３５９７)和 ＤＥＬＬＡ 基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ００５８８６８)作为验证基因进行相对表达量验证ꎮ (２)综合 ｇｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 的分析结果显示在蚬壳花椒种子萌发过程中 ＡＣＴ 表达稳定性最好ꎬＵＢＱ５ 次之ꎮ
(３)以 ＡＣＴ、ＵＢＱ５ 基因为内参基因的结果显示验证基因的表达量与种子萌发生理状态一致ꎬ初步揭示了

ＧＡ 处理的种子易于萌发而清水处理的种子在萌发第 ３ 天容易腐败这一现象出现的可能原因ꎮ 综上所述ꎬ
ＡＣＴ 是蚬壳花椒种子萌发时期最合适的内参基因ꎬ其次是 ＵＢＱ５ꎮ
关键词: 蚬壳花椒ꎬ 种子萌发ꎬ 实时荧光定量 ＰＣＲꎬ 内参基因ꎬ 基因表达
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　 　 蚬壳花椒(Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｄｉｓｓｉｔｕｍ)属于芸香科

花椒属木质藤本植物ꎬ主要生长于我国南方海拔

５００ ~ １ ２００ ｍ 的山地林下、林缘以及灌木丛中ꎬ是
南方地区重要的林药资源ꎮ 蚬壳花椒种子自然萌

发率极低ꎬ目前野生植株采伐数量超过自然生长

率ꎬ导致野生蚬壳花椒资源受到严重破坏ꎬ药材原

料匮乏(马英姿和王平ꎬ２００８ꎻ程鹏等ꎬ２０１３)ꎮ 因

此开展蚬壳花椒种子萌发分子机理的研究有助于

促进对蚬壳花椒资源的保护ꎮ
定量实时聚合酶链反应( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术常用

于基因表达水平分析ꎬ具有定量准确、高灵敏度、
低成本以及高通量特性ꎮ 内参基因用于标准化转

录本的丰度ꎬ是决定 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果准确性的主要

因素(Ｈｕｇｇｅｔｔ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎮ 理想的内参基因不受

任何实验处理的影响并且在不同组织以及不同发

育阶段表达稳定( Ｃｚｅｃｈｏｗｓｋｉ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎮ 实际

上ꎬ影响基因表达的因素很多ꎬ如实验材料、样品

量、细胞活性、ＲＮＡ 完整性、ｃＤＮＡ 质量以及逆转

录效率等(Ｂｕｓｔｉｎꎬ２００２)ꎮ 相关研究也证实使用表

达不稳定的内参基因将显著错估基因表达量并导

致对数据的错误分析(Ｆｅｒｇｕｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１０ꎻＭａｆｒａ ｅｔ
ａｌꎬ２０１２)ꎮ 基因表达具有显著的组织特异性ꎬ同时

基因表达也会因为实验组织所处生理状态的不同

或实验处理方式的不同而变化ꎮ 目前ꎬ还没有发

现有基因能作为通用的内参基因 ( Ｎｉｃｏｔ ｅｔ ａｌꎬ
２００５ꎻＧｕｔｉｅｒｒｅｚ ｅｔ ａｌꎬ ２００８ꎻ Ｇｉｍｅｎｏ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４ )ꎮ
ＲＮＡ 测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)广泛应用于各种物种的转录

组分析(Ｈｕｇｇｅｔｔ ｅｔ ａｌꎬ２００５ꎻＣｚｅｃｈｏｗｓｋｉ ｅｔ ａｌꎬ２００５ꎻ
Ｆｅｒｇｕｓｏｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１０)ꎬ同时也用于搜索内参基因ꎮ
Ｚｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ(２０１５)结合黄花棘豆转录组数据库从

１８ＳｒＲＮＡ、ａｃｔｉｎ、ｔｕｂｕｌｉｎ、ＧＡＰＤＨ 和 ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３(ＨＩＳ)
等 １２ 个候选内参基因中筛选出 ＨＩＳ 和 ａｃｔｉｎ 是黄

花棘豆在非生物胁迫下表达最稳定的基因ꎮ Ｌｉ ｅｔ
ａｌ(２０１６)通过转录组数据库在牡丹花的不同发育

时期从 ａｃｔｉｎ、 ｔｕｂｕｌｉｎ、 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α 和

ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ(ＣＹＰ)等 １０ 个候选参考基因中筛选出

ＧＡＰＤＨ 和 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 在花的不同发育时期表达稳定

性最好ꎮ 然而关于种子萌发过程中表达稳定的内

参基因研究很少ꎬ目前仅发现 Ｌｉ ｅｔ ａｌ(２０１２)以大

豆发芽种子为材料ꎬ筛选出在大豆种子萌发过程

最适 合 的 内 参 基 因 是 Ｇｌｙｍａ０５ｇ３７４７０ 和 Ｇｌｙ￣
ｍａ０８ｇ２８５５０ꎮ 迄今为止ꎬ没有发现芸香科花椒属

内参基因研究的相关报道ꎮ
基于我们的蚬壳花椒种子萌发过程中的基因

转录组数据并参考相关文献ꎬ我们选择 ６ 个常用

内参基因 ＧＡＰＤＨ、 ＡＣＴ、 １８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ５、 ＴＵＡ 和

ＣＹＰ 作为候选内参基因ꎮ 这些候选内参基因通过

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 进行表达稳定性分析ꎬ采用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒꎬ
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ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ｇｅＮｏｒｍ(Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００４ꎻＶａｎｄｅ￣
ｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌꎬ２００２ꎻＰｆａｆｆｌꎬ２００１)软件对多个候选

内参基因的相对表达稳定性并进行评价、排序ꎬ并
通过种子萌发过程中具有重要功能的异柠檬酸裂

解酶基因、α￣淀粉酶基因和 ＤＥＬＬＡ 基因为验证基

因进行相对表达量的验证分析ꎬ以确定蚬壳花椒

种子萌发时期表达最稳定的内参基因ꎬ为更准确

分析蚬壳花椒种子萌发过程中的基因表达数据提

供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本实验所用蚬壳花椒种子于 ２０１６ 年 １２ 月取

自张家界地区采集种子ꎬ晾干后置于 ４ ℃ 保存ꎮ
开始萌发前ꎬ将去壳种子浸泡在赤霉素溶液(１％
ｗ / ｖ)３.５ ｈꎮ 以无菌水浸泡的种子作为对照ꎮ 在 ９
ｃｍ 有机玻璃培养皿中ꎬ将种子置于无菌双蒸去离

子水浸透的无菌滤纸上ꎬ然后在光照培养箱中(白
天温度 １８ ℃ １６ ｈꎬ夜间温度 １０ ℃ ８ ｈꎬ光强 １０３
Ｗｍ ￣２)萌发ꎮ 清水浸泡的种子在萌发第 ３ 天通

常腐坏ꎬ而 ＧＡ 浸泡种子可以继续萌发并且一周后

胚根突出种皮 ０.２ ~ ０.５ ｃｍꎮ 在 ＧＡ 处理种子萌发

的第 ０ 天、第 １ 天、第 ２ 天、第 ３ 天、第 ５ 天取样作

为内参基因筛选的样本(第 ３ 天重复取样)ꎬ标记

为 ０Ｄ、１Ｄ、２Ｄ、３－１Ｄ、３－２Ｄ、５Ｄꎮ 验证基因的样本

则在萌发开始的第 １ 天和第 ２ 天取样ꎬ得到 ５ 个验

证样本ꎬ即 Ｃ０－萌发 ０ ｄꎬＷ１－清水处理后萌发 １
ｄꎬＷ２－清水处理后萌发 ２ ｄꎬＧＡ１￣ＧＡ 处理后萌发

１ ｄꎬＧＡ２￣ＧＡ 处理后萌发 ２ ｄꎮ
１.２ 试剂与仪器

１.２.１ 试剂 　 ＲＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技

有限公司ꎮ 反转录试剂盒 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ
１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 及实时

定量 ＰＣＲ 试剂盒购自大连宝生物工程公司ꎮ 引物

由北京全式金生物技术有限公司合成ꎮ
１.２. ２ 仪 器 　 智能 光 照 培 养 箱￣ＧＺＨ￣３２８Ａꎬ ＡＢＩ
７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 蚬壳花椒种子 ＲＮＡ 的提取、纯化及 ｃＤＮＡ 合

成　 将去除种皮的蚬壳花椒种子迅速置于液氮中

研磨ꎬ使用 ＲＮＡ 植物试剂盒( Ｔｉａｎｇｅｎ ＢｉｏｔｅｃｈꎬＢｅｉ￣
ｊｉｎｇꎬＣｈｉｎａ)提取总 ＲＮＡꎮ 总 ＲＮＡ 的浓度和纯度

用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光度计检测ꎬ总 ＲＮＡ 的完

整性用 １. ２％ 的琼脂糖凝胶电泳检验ꎮ 为进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒和 ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ(ＴａＫａＲａ Ｂｉｏ Ｉｎｃ.ꎬＤａｌｉａｎꎬＣｈｉｎａ)按照使用说

明书配制 ２０ μＬ 的反应体系(总 ＲＮＡ １.５ μｇꎬ１ μＬ
ｄＮＴＰ ｍｉｘ( １０ ｍｍｏｌＬ－１ )ꎬ１ μＬ 随机引物 ( １００
μｍｏｌＬ－１))用于 ｃＤＮＡ 合成ꎮ 最后用无核酸酶

的水将 ｃＤＮＡ 稀释 ４０ 倍用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎮ
１.３.２ 内参基因的选择、引物设计及 ＰＣＲ 反应 　 ６
个候选内参基因分别是 ＧＡＰＤＨꎬＡＣＴꎬＵＢＱ５ꎬＣＹＰꎬ
ＴＵＡ 和 １８ＳｒＲＮＡ 基 因 ( 表 １ )ꎮ 引 物 通 过 网 站

ＩＤＴｄｎａ 的 ｐｒｉｍｅｒｑｕｅｓｔ 工具设计ꎬ参数进行如下设

置: ＧＣ 含量 ４５％ ~ ５５％ꎬ扩增序列长度 １００ ~ ２００
个碱基对ꎬ引物长度为 １７ ~ ２８ 个碱基ꎬ前导链与后

随链引物的溶解温度值相差不超过 ５ 度ꎮ 荧光定

量分析采用大连宝生物工程有限公司的 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂盒ꎮ 使用 ＡＢＩ ７５００ 实时定

量 ＰＣＲ 仪和 ９６ 孔板ꎮ 每个反应为 ２０ μＬ 体系: ４
μＬ 模板 ｃＤＮＡꎬ前导链与后随链引物均 ０.８ μＬ(１０
μｍｏｌＬ－１)ꎬ１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩꎬ４. ４
μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 反应条件设定为 ９５ ℃预变性 ３０
ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５８ ℃退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １５ ｓꎬ４０
个循环反应ꎮ 每个样品 ３ 次重复ꎮ
１.３.３ 内参基因引物扩增效率(Ｅ)计算及特异性鉴

定　 将种子萌发 ０、１、２、３、５ ｄ ５ 个样品的 ｃＤＮＡ
模板按照相同分量进行混合ꎬ然后以 ５ 倍比例稀

释成 ４ 个梯度ꎬ则得到混合的 ｃＤＮＡ 模板浓度分别

是 １、１ / ５、１ / ２５、１ / １２５ 倍ꎮ 每个反应重复 ３ 次ꎮ
溶解温度通过软件 ７５００ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ２. ３ 得到ꎮ 在

ＥＸＣＥＬ 中根据 Ｃｔ 值绘制标准曲线ꎬ回归分析得到

斜率(Ｋ)和线性相关系数(Ｒ２)ꎻ利用公式 Ｅ＝５－１ / Ｋ－１ꎬ
计算引物的扩增效率(Ｅ)ꎮ 引物的扩增特异性鉴

定则将 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应产物进行 ２％琼脂糖凝胶电

泳以观察非特异性扩增条带是否存在ꎮ
１.３.４ 内参基因筛选的数据处理与分析　 ｇｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ三个软件被用来评价候

选内参基因在蚬壳花椒种子萌发时期的表达稳定

８３１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 １　 候选内参基因及验证基因的名称、引物序列、产物长度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅꎬ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

基因简称
Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因全称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

拟南芥同源基因
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

ＧＡＰＤＨ ＣＬ１４４４.Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

ａｔｈ:ＡＴ３Ｇ０４１２０ Ｆｗ￣ＧＧＡＣＡＡＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＴ
Ｒｖ￣ＴＣＡＡＣＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＣＴＡＴＣＡ

１９６

ＡＣＴ ＣＬ１０２.Ｃｏｎｔｉｇ４＿Ａｌｌ Ａｃｔｉｎ ａｔｈ:ＡＴ５Ｇ０９８１０ Ｆｗ￣ＧＴＧＣＴＧＧＡＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧ
Ｒｖ￣ＡＴＴＴＣＣＣＧＴＴＣＧＧＣＴＧＴＧ

１７０

ＵＢＱ５ Ｕｎｉｇｅｎｅ８９１４＿Ａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣４０Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ２７ａ

ａｔｈ:ＡＴ３Ｇ６２２５０ Ｆｗ￣ＣＣＣＴＡＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＣＡ
Ｒｖ￣ＣＣＣＴＡＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＣＡ

１９７

１８ＳｒＲＮＡ ＣＬ１８０２.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ １８Ｓ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ ｇｂ ｜ Ｘ１６０７７.１ Ｆｗ￣ＡＴＴＴＣＧＧＴＣＣＴＡＴＴＣＴＧＴＴＧＧＣ
Ｒｖ￣ＴＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＴＴＧＴＴＣＧＴＣ

１２７

ＣＹＰ ＣＬ９３４６.Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ ａｔｈ:ＡＴ２Ｇ２９９６０ Ｆｗ￣ＡＣＣＧＣＴＧＧＡＡＡＣＧＧＡＡＣＣ
Ｒｖ￣ＣＡＡＣＧＡＣＴＴＧＡＣＣＧＡＡＣＡＣＣ

１９９

ＴＵＡ ＣＬ３２１３.Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ α￣ｔｕｂｕｌｉｎ ａｔｈ:ＡＴ５Ｇ１９７８０ Ｆｗ￣ＣＧＣＣＴＡＴＣＴＧＴＧＧＡＴＴＡＴＧＧＡ
Ｒｖ￣ＴＣＡＡＡＴＴＡＧＴＧＴＡＡＧＴＴＧＧＣＣＴＣＴ

２１７

ＩＣＬ Ｕｎｉｇｅｎｅ００３２０８８ Ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｌｙａｓｅ ａｔｈ:ＡＴ３Ｇ２１７２０ Ｆｗ￣ＧＴＣＣＧＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＴＴＴ
Ｒｖ￣ＧＣＴＴＴＧＡＴＴＴＴＡＣＧＣＣＴＴＣＧ

１０６

α￣ａｍｙｌａｓｅ Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３５９７ α￣ａｍｙｌａｓｅ ＮＰ＿５６７７１４.１ Ｆｗ￣ＣＡＴＣＡＡＡＡＴＡＣＧＧＡＴＣＴＣＡＧＧＣ
Ｒｖ￣ＧＣＧＧＣＡＡＡＴＧＡＡＧＧＡＣＧＧ

１９４

ＤＥＬＬＡ Ｕｎｉｇｅｎｅ００５８８６８ ＤＥＬＬＡ ＣＡＡ７２１７８.１ Ｆｗ￣ＴＴＣＡＴＣＧＧＣＴＣＴＴＧＧＣＴＣＧ
Ｒｖ￣ＧＧＧＣＴＡＴＴＧＴＧＧＴＴＣＧＣＴＴＣ

１１２

表 ２　 候选内参基因的扩增效率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

决定系数
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

(Ｒ２)

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
(Ｅꎬ ％)

ＧＡＰＤＨ ０.９６９ ９４.１６７

ＡＣＴ ０.９９３ ９７.５０１

ＵＢＱ５ ０.９９５ １０３.６１７

ＣＹＰ ０.９９６ ９７.１９６

ＴＵＡ ０.９９２ ９１.９９

１８ＳｒＲＮＡ ０.９８９ ９６.９６４

性ꎮ 通过他们的综合比较分析筛选出表达最稳定

的内参基因ꎮ 在 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件处理

数据之前ꎬ需要先将 Ｃｔ 值转化成 Ｑ 值后进行分

析ꎮ 转化公式:Ｑ ＝ ＥＣｔｍｉｎ－ＣｔｓａｍｐｌｅꎬＥ 为引物的扩增效

率ꎬ当引物扩增效率接近 １００％时ꎬＥ 值一般为 ２ꎮ

Ｃｔｓａｍｐｌｅ指的是基因的 Ｃｔ 值ꎬＣｔｍｉｎ指的是基因在所有

组织中的最小 Ｃｔ 值ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件直接输入 Ｃｔ
值进行计算分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 蚬壳花椒候选内参基因的选择

以拟南芥中表达最稳定的基因和在 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
研究中常用的内参基因为参照ꎬ与蚬壳花椒转录

组数据进行 ＢＬＡＳＴＸ 后得到蚬壳花椒同源的候选

内参基因ꎮ 表 １ 描述了 ６ 个候选内参基因的 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 引物序列和扩增序列特征ꎮ 候选内参基因按

照拟南芥同源基因以及蚬壳花椒转录组 Ｎｒ 注释

命名ꎮ
２.２ 扩增效率和扩增特异性

根据已知的候选内参基因序列分析ꎬ设计溶

解温度值在 ５８ ~ ６２ ℃之间的特异性引物ꎮ 以 ５ 倍

浓度梯度稀释的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩

增ꎬ根据获得的数据作 ６ 个候选内参基因的标准
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图 １　 ６ 个候选内参基因的溶解峰
Ｆｉｇ. １　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

曲线ꎮ 结果显示各候选内参基因的决定系数 Ｒ２≥
０.９６９ꎬ引物的扩增效率在 ９１.９９％ ~ １０４.０％之间ꎬ
均符合 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对扩增效率的要求(表 ２)ꎮ 分析

溶解曲线发现各内参基因都只产生单一的溶解

峰ꎬ各重复样品间的曲线重复性好(图 １)ꎮ 上述

结果说明所设计引物的特异性良好ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 反

应专一性高ꎬ结果准确可靠ꎮ
２.３ 内参基因 Ｃｔ 值分析

Ｃｔ 值与基因的表达量成反比关系ꎬ即 Ｃｔ 值越

小ꎬ表达量越大ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的结果表明ꎬ６ 个候选内

参基因的 Ｃｔ 值在 １０ ~ ３０ 之间ꎬ其中 １８ＳｒＲＮＡ 的 Ｃｔ

值最低ꎬ在 １０ ~ １４ 之间ꎻＴＵＡ 的 Ｃｔ 值较高ꎬ在 ２６ ~
３０ 之间ꎻＡＣＴ、ＧＡＰＤＨ、ＵＢＱ５ 和 ＣＹＰ 的 Ｃｔ 值则在

２２~２８ 之间(表 ３)ꎮ 表 ３ 结果表明ꎬ１８ＳｒＲＮＡ 在蚬

壳花椒种子萌发早期的不同发育时期表达丰度最

高ꎬ其次是 ＣＹＰ、ＵＢＱ５、ＡＣＴꎬ而 ＴＵＡ 的表达丰度最

低ꎮ 同时ꎬＧＡＰＤＨ、ＴＵＡ 在不同发育时期表达丰度

变异较大ꎮ 可见ꎬ这些内参基因在不同发育时期表

达丰度的变化规律较为复杂ꎬ有必要采用内参基因

分析软件对内参基因表达的稳定性进行评估ꎮ
２.４ 候选内参基因稳定性分析

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件常被用
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表 ３　 ６ 个候选内参基因在蚬壳花椒不同发育时期的平均 Ｃｔ 值
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ( ｘ±ｓ)

取样时间点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｔｉｍｅ

基因 Ｇｅｎｅ

ＧＡＰＤＨ ＡＣＴ ＵＢＱ５ ＣＹＰ ＴＵＡ １８ＳｒＲＮＡ

Ｄ０ ２７.５２ ± ０.００６ ２５.１９ ± ０.００７ ２５.８３ ± ０.０５２ ２２.９０ ± ０.０４７ ２６.８８ ± ０.００５ １２.８９ ± ０.０５３

Ｄ１ ２６.４２ ± ０.０３３ ２５.５５ ± ０.０５１ ２５.２９ ± ０.０３５ ２４.６８ ± ０.０２６ ２６.７０ ± ０.０３９ １３.０６ ± ０.００９

Ｄ２ ２４.０１ ± ０.０７１ ２６.０２ ± ０.１７７ ２４.２０ ± ０.０６４ ２２.６３ ± ０.１８４ ３０.１２ ± ０.０１７ １３.２６ ± ０.０１５

Ｄ３￣１ ２３.３３ ± ０.０３７ ２５.２１ ± ０.０５６ ２４.８４ ± ０.０１８ ２４.７９ ± ０.０３８ ２９.７４ ± ０.０６０ １１.４３ ± ０.０４７

Ｄ３￣２ ２３.５１ ± ０.２２５ ２４.９５ ± ０.０５９ ２４.７９ ± ０.０５６ ２５.０２ ± ０.０２７ ２９.４１ ± ０.０４９ １１.４６ ± ０.００６

Ｄ５ ２４.０４ ± ０.０６７ ２４.９６ ± ０.０１１ ２４.６１ ± ０.０４３ ２３.９６ ± ０.０２５ ２７.２３ ± ０.００７ １０.８７ ± ０.０１７

图 ２　 ｇｅＮｏｒｍ 程序分析 ６ 个候选内参基因的
平均表达稳定性指数(Ｍ)

Ｆｉｇ. ２　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ (Ｍ) ｏｆ ｓｉｘ
ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ

于对候选内参基因进行评价ꎮ 其中 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 程

序直接输入 Ｃｔ 值进行表达的稳定性分析ꎻ 而

ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件在处理数据前需要先将

Ｃｔ 值转换成相对表达量再进行稳定性分析ꎮ 我们

用这 ３ 个软件对 ＧＡＰＤＨ、ＡＣＴ、ＵＢＱ５、ＣＹＰ、ＴＵＡ 和

１８ＳｒＲＮＡ 候选内参基因在蚬壳花椒种子萌发早期

的表达稳定性进行统计学分析ꎮ
２.４.１ ｇｅＮｏｒｍ 分析　 ｇｅＮｏｒｍ Ｖ３.５ 软件根据平均表

达稳定指数 Ｍ 值确定在不同条件下表达最稳定的

内参基因ꎮ Ｍ 值越大ꎬ基因的表达稳定性越低ꎬ反
之越高ꎮ Ｍ 值小于 １.５ 的候选内参基因才被认为

表达相对稳定ꎮ 本研究分析结果表明ꎬ６ 个候选内

参基因中 ３ 个的 Ｍ 值均小于 １. ５ꎬ分别是 ＡＣＴ、
ＵＢＱ５、１８ＳｒＲＮＡꎬ说明这 ３ 个候选内参基因都较为

稳定ꎮ 在 ３ 个候选内参基因中ꎬＡＣＴ 的 Ｍ 值最低ꎬ
说明它的稳定性最好ꎮ ６ 个候选内参基因的稳定

性从高到低依次为 ＡＣＴ >ＵＢＱ５>１８ＳｒＲＮＡ>ＣＹＰ>
ＧＡＰＤＨ>ＴＵＡ(图 ２)ꎮ 另外ꎬＭ 值都偏大ꎬ估计与种

子萌发时期表达丰度的变异程度较大有关ꎮ
２.４.２ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析 　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析的原理是

直接将候选内参基因的 Ｃｔ 值用 ＥＸＣＥＬ 软件计算

标准差( ｓ)ꎮ 一般 ｓ 值越小ꎬ基因的表达稳定性越

好ꎮ 当 ｓ 值>１ 时表明该基因表达不稳定ꎮ 本研究

分析结果(表 ４)显示ꎬＧＡＰＤＨ 和 ＴＵＡ 的 ｓ 值大于

１ꎬ其余都小于 １ꎻ其中 ＡＣＴ 的 ｓ 最小ꎬ表明 ＡＣＴ 的

表达稳定性最好ꎮ 按照稳定性从高到低排序依次

为 ＡＣＴ>ＵＢＱ５> ＣＹＰ>１８ＳｒＲＮＡ>ＴＵＡ > ＧＡＰＤＨꎮ
２.４.３ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 程序依据相对

表达量用 ＥＸＣＥＬ 软件计算基因的稳定值 Ｍꎮ Ｍ
值越低ꎬ则该基因越稳定ꎮ ６ 个候选内参基因的 Ｍ
值如表 ５ 所示ꎮ 表 ５ 结果表明ꎬＵＢＱ５ 的 Ｍ 值最

低ꎬ说明它是所选内参基因中稳定性最好的ꎻＴＵＡ
的 Ｍ 值最高ꎬ说明它的稳定性最差ꎮ ６ 个候选内

参基因按照稳定性从高到低排序依次为 ＵＢＱ５ >
ＡＣＴ>１８ＳｒＲＮＡ>ＣＹＰ>ＧＡＰＤＨ>ＴＵＡꎮ
２.５ 内参基因的综合稳定性分析

使用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ３ 个软
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表 ４　 用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件分析 ６ 个候选内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

基因 Ｇｅｎｅ

ＧＡＰＤＨ ＡＣＴ ＵＢＱ５ ＣＹＰ ＴＵＡ １８ＳｒＲＮＡ

ＧＭ [ＣＰ] ２４.７６ ２５.３１ ２４.９２ ２３.９８ ２８.３１ １２.１３

ＡＭ [ＣＰ] ２４.８１ ２５.３１ ２４.９３ ２４ ２８.３５ １２.１６

ｍｉｎ [ＣＰ] ２３.３３ ２４.９５ ２４.２ ２２.６３ ２６.７ １０.８７

ｍａｘ [ＣＰ] ２７.５２ ２６.０２ ２５.８３ ２５.０２ ３０.１２ １３.２６

ｓ [ ±ＣＰ] １.４４ ０.３１ ０.４２ ０.８３ １.４１ ０.９１

ＣＶ [％ＣＰ] ５.８２ １.２４ １.６９ ３.４７ ４.９７ ７.４７

表 ５　 用 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析 ６ 个候选

内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

稳定指数
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

ＧＡＰＤＨ １.２４４

ＡＣＴ ０.２５５

ＵＢＱ５ ０.０２２

ＣＹＰ ０.８６８

ＴＵＡ １.３２３

１８ＳｒＲＮＡ ０.４７３

件对蚬壳花椒中 ６ 个候选内参基因的稳定性进行

统计学综合分析(表 ６)ꎮ ｇｅＮｏｒｍ 软件分析结果显

示ꎬＡＣＴ 和 ＵＢＱ５ 的 Ｍ 值最低ꎬ说明它们的稳定性

较好ꎬ６ 个候选内参基因按照稳定性从高到低排序

依次为 ＡＣＴ>ＵＢＱ５>１８ＳｒＲＮＡ>ＣＹＰ>ＧＡＰＤＨ>ＴＵＡꎮ
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件分析结果显示ꎬＡＣＴ 的 ｓ 值最低ꎬ
稳定性较好ꎻＧＡＰＤＨ 和 ＴＵＡ 的 ｓ 值大于 １ꎬ稳定性

最差ꎬ６ 个候选内参基因的稳定性排序为 ＡＣＴ>
ＵＢＱ５>ＣＹＰ > １８ＳｒＲＮＡ>ＴＵＡ>ＧＡＰＤＨꎮ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
软件分析结果显示ꎬＵＢＱ５ 的 Ｍ 值最低ꎬ说明其稳

定性较好ꎬ稳定性排序为 ＵＢＱ５ >ＡＣＴ> １８ＳｒＲＮＡ>
ＣＹＰ>ＧＡＰＤＨ>ＴＵＡꎮ ３ 个软件的分析结果一致性

较好ꎬ结果可靠度高ꎮ 从综合分析结果来看ꎬＡＣＴ、

ＵＢＱ５ 和 １８ＳｒＲＮＡ 适合作为内参基因ꎬ但 ＡＣＴ 和

ＵＢＱ５ 表达更稳定且表达丰度也适中ꎮ 因此ꎬ优先

选择 ＡＣＴ 和 ＵＢＱ５ 作为内参基因ꎮ
２.６ 内参基因稳定性验证

以 ＡＣＴ、ＵＢＱ５、１８ＳｒＲＮＡ 和 ＧＡＰＤＨ 作为内参

基因ꎬ分析异柠檬酸裂解酶基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３２０８８、
α￣淀粉酶基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ００３３５９７、ＤＥＬＬＡ 基因 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ００５８８６８ 在种子萌发初始阶段的相对表达量ꎬ
以研究不同内参基因对实验结果的影响ꎮ ３ 个验

证基因分别是与种子萌发时期糖代谢、脂代谢、激
素密切相关的重要基因ꎬ能够较好地反应种子萌

发时期的生理状态ꎮ
图 ３ 结果表明ꎬ以 ＡＣＴ、ＵＢＱ５、１８ＳｒＲＮＡ 为内

参基因时 ３ 个验证基因在各样本中的表达趋势基

本一致ꎬ而且在 ＧＡ 处理种子萌发的第 １ 天、第 ２
天都活跃表达ꎬ这与种子萌发的生理过程相一致ꎮ
以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因时验证基因的表达趋势则

明显不同ꎮ 进一步分析发现以 ＧＡＰＤＨ 为内参基

因时验证基因表达量在 ＧＡ 种子萌发的第 １ 天、第 ２
天普遍偏小ꎬ反而在第 ０ 天高表达ꎬ这显然与 ＧＡ 种

子萌发趋势不一致ꎬ而且表 ３ 也显示 ＧＡＰＤＨ 的表达

趋势是在萌发的第 ０ 天、第 １ 天、第 ２ 天表达量明显

增大ꎬ因此当以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因时验证基因在

第 １ 天、第 ２ 天的相对表达量会明显偏小ꎮ ＧＡＰＤＨ
(甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶)是参与糖酵解的一种关键

酶ꎮ 在种子萌发早期ꎬ 外源 ＧＡ 促进 α￣淀粉酶表达
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表 ６　 用 ｇｅＮｏｒｍ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 统计学软件分析候选内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｘ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍꎬ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ａｎｄ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

ｇｅＮｏｒｍ

稳定指数
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

稳定性排序
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋ

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

标准偏差
ｓ [±ＣＰ]

稳定性排序
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋ

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

稳定指数
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

稳定性排序
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋ

ＧＡＰＤＨ １.９６４ ５ １.４４ ６ １.２４４ ５

ＡＣＴ １.２１３ １ ０.３１ １ ０.２５５ ２

ＵＢＱ５ １.２５８ ２ ０.４２ ２ ０.０２２ １

ＣＹＰ １.６８１ ４ ０.８３ ４ ０.８６８ ４

ＴＵＡ ２.０８９ ６ １.４１ ５ １.３２３ ６

１８ＳｒＲＮＡ １.３８１ ３ ０.９１ ３ ０.４７３ ３

以加强对糖的分解利用ꎬ可见 ＧＡＰＤＨ 表达量并不

稳定ꎬ因此 ＧＡＰＤＨ 不适合为内参基因ꎮ 综上所

述ꎬ在用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析基因表达时ꎬ选择不恰当的

内参基因将可能导致错估目标基因的相对表达

量ꎬ由此可见内参基因选择的重要性ꎮ

３　 讨论与结论

种子萌发是一个复杂的植物生理发育过程ꎬ
其中许多植物激素在种子萌发过程中具有重要作

用:如赤霉素 ＧＡ、油菜素内脂 ＢＲ 促进种子萌发ꎬ
而脱落酸 ＡＢＡ、茉莉酸 ＪＡ 抑制萌发ꎬ但可以增强

植物抗氧化和抗微生物感染能力ꎮ ＧＡ 是促进种

子萌发的激素ꎬ在谷物种子萌发早期 ＧＡ 诱导糊粉

层中的 α￣淀粉酶基因转录表达(Ｙｅ ｅｔ ａｌꎬ２０１１)ꎮ
ＤＥＬＬＡ 蛋白抑制 ＧＡ 信号传导通路(徐恒恒等ꎬ
２０１４)ꎬ并负调节 ＢＲ 信号途径( Ｉｌｉｅｖ ｅｔ ａｌꎬ２００２)ꎬ
同时促进 ＪＡ 信号通路应答基因表达(Ａｌｅｍａｎ ｅｔ
ａｌꎬ２０１６)ꎮ 由此可见ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白是多种激素间

相互作用的关键调控因子ꎮ 蚬壳花椒种子富含油

脂ꎬ油脂在种子萌发过程中可以提供碳源与能量ꎮ
种子油脂一般先分解为脂肪酸ꎬ并经过 β￣氧化途

径转变为乙酰辅酶 Ａꎬ然后通过乙醛酸循环生成糖

加以利用ꎮ 异柠檬酸裂解酶是乙醛酸循环途径关

键酶ꎬ通过对异柠檬酸裂解酶的表达情况可以了

解种子萌发过程中油脂动员情况ꎮ 因此ꎬα￣淀粉

酶基因、ＤＥＬＬＡ 基因和异柠檬酸裂解酶基因可以

较好地反映种子萌发阶段糖、激素和脂肪的相关

代谢活动ꎮ
本研究结果表明ꎬ蚬壳花椒种子萌发时期的

合适内参基因是 ＡＣＴ、ＵＢＱ５ 和 １８ＳｒＲＮＡꎮ 当以

ＡＣＴ、ＵＢＱ５ 和 １８ＳｒＲＮＡ 为内参基因时ꎬ３ 个验证基

因具有相似的相对表达量ꎬ且在清水处理种子萌

发第 ２ 天表达量都极低ꎬ表明此时种子糖、脂、激
素相关代谢活动几乎处于停滞状态ꎬ显示清水处

理种子的萌发过程在萌发第 ２ 天被中断ꎮ 这一现

象可能与清水处理种子在第 ３ 天容易腐坏有关ꎮ
考虑到 １８ＳｒＲＮＡ 表达丰度远高于大多数基因ꎬ因
此 ＡＣＴ 是蚬壳花椒种子萌发时期最合适的内参基

因ꎬ其次是 ＵＢＱ５ꎮ
本研究中ꎬ当以 ＡＣＴ、ＵＢＱ５ 为内参基因时ꎬ异

柠檬酸裂解酶基因的表达量在 ＧＡ 处理的种子萌发

第 ２ 天具有极大提高ꎬ表明在 ＧＡ 处理的种子萌发

第 ２ 天乙醛酸循环旺盛ꎬ此时种子油脂的动员也非

常活跃ꎮ α￣淀粉酶基因在 ＧＡ 处理种子萌发第 １
天、第 ２ 天均有高表达ꎬ同时清水种子在萌发第 １ 天

也有一定程度的表达ꎬ表明无论是 ＧＡ 处理种子或

是清水种子ꎬ 在萌发早期糖代谢都较为活跃ꎮ
ＤＥＬＬＡ 基因在 ＧＡ 处理种子萌发的第 １ 天高表达ꎬ
但是在第 ２ 天显著下调ꎬ表明 ＤＥＬＬＡ 对于 ＧＡ 信号

通路的抑制作用减弱ꎬ有利于诱导谷物种子的糊粉

层中 α￣淀粉酶的转录和种子萌发ꎮ 可见ꎬ以 ＡＣＴ、

３４１１９ 期 孙吉康等: 蚬壳花椒种子萌发时期内参基因的筛选与验证



图 ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析基因表达量时不同内参基因对实验结果的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｉｎ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＵＢＱ５ 为内参基因的相对表达量分析初步揭示了

ＧＡ 处理的种子易于萌发而清水处理的种子在萌发

第 ３ 天容易腐败这一现象出现的可能原因ꎮ
总之ꎬ本研究以不同萌发阶段的蚬壳花椒种

子为材料ꎬ分析了 ６ 个候选内参基因 ＧＡＰＤＨ、
ＡＣＴ、１８ＳｒＲＮＡ、ＵＢＱ５、ＴＵＡ 和 ＣＹＰ 在蚬壳花椒种

子萌发时期的表达稳定性ꎮ 综合 ｇｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍ￣
Ｆｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 的分析结果并结合基因的相

对表达量分析验证ꎬ结果表明蚬壳花椒种子萌发

时期最合适的内参基因是 ＡＣＴꎬ其次是 ＵＢＱ５ꎮ 这

个结果为蚬壳花椒种子萌发过程中的荧光定量

ＰＣＲ 分析提供了详尽的内参基因参考ꎮ
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