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紫玉兰‘红元宝’花芽分化阶段基因
定量分析的内参基因筛选
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摘　 要: 为筛选紫玉兰‘红元宝’(Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’)二次花芽分化阶段稳定表达的内参基因ꎬ
该研究以‘红元宝’不同花芽分化时期的花芽和叶为材料ꎬ基于转录组数据ꎬ筛选出 ８ 个候选内参基因ꎬ即泛素

酶基因(ＵＢＣ)、肌动蛋白(ＡＣＴ)、微管蛋白 β 链( β￣ＴＵＢ)、微管蛋白 β￣５ 链( β￣ＴＵＢ５)、微管蛋白 α￣３ 链(α￣
ＴＵＢ３)、磷酸烯醇丙酮酸羧化酶(ＰＥＰＣ)、酰基载体蛋白 ２(ＡＣＰ２)、酰基载体蛋白 ３(ＡＣＰ３)ꎮ 运用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设计引物ꎬ简单克隆和熔解曲线验证引物特异性ꎻ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测各个候选内参基因的表达

情况ꎬ结合 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 在线工具综合评估其表达稳定性ꎬ并通过目的基

因 ＴＦＬ１ 的表达分析验证其可靠性ꎮ 结果表明:(１)８ 个候选内参基因条带位置正确ꎬ熔解曲线呈单一峰ꎬ说明

引物特异性良好ꎮ (２)β￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和 α￣ＴＵＢ３ 是‘红元宝’不同花芽分化时期较为稳定的内参基因ꎬ而 ＵＢＣ
和 ＡＣＴ 为稳定性最低的内参基因ꎮ (３) β￣ＴＵＢ５、α￣ＴＵＢ３、β￣ＴＵＢ 及其组合的相对表达量趋于一致ꎬ而 ＡＣＴ 和

ＵＢＣ 并未对目的基因的表达量进行有效的标准化ꎮ 因此ꎬβ￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和 α￣ＴＵＢ３ 可作为‘红元宝’二次花

芽分化研究中稳定表达的内参基因ꎮ 该研究结果将为木兰属植物二次成花分子调控机制研究提供依据ꎮ
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ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｓｈａｒｐ ｂａｎｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｓｉｚｅ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
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Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａꎬ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅꎬ ｒｅ－ｆｌｏｗｅｒｉｎｇꎬ ｑＲＴ－ＰＣＲꎬ ＴＵＢ

　 　 木兰属(Ｍａｇｎｏｌｉａ Ｌｉｎｎ.)植物在我国已有两千

多年的栽培历史ꎬ花色艳丽、树形优美ꎬ是重要的春

季开花绿化植物(张翼等ꎬ２００９)ꎮ 在自然条件下ꎬ
木兰属植物中少数种质能在夏季二次开花ꎬ甚至可

持续开放到秋季(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 然而ꎬ对木兰

属植物二次开花或多次开花机理研究仍处于初级

阶段ꎬ 目 前 仅 有 紫 玉 兰 ‘ 红 元 宝 ’ (Ｍ. ｌｉｌｉｆｌｏｒａ
‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’)(程少禹等ꎬ２０２０)和‘常春’二乔玉

兰(Ｍａｇｎｏｌｉａ× ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ ‘Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ’) (Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)两个品种不同花期的转录组分析研究ꎬ而从基

因调控层面揭示该属植物二次开花机制却鲜有报道ꎮ
实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术具有高精

度、高通量、高灵敏度等优点ꎬ被广泛用于基因表

达分析的研究中(Ｈｕｇｇｅｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 但 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 结果的准确性容易受到样本差异性、组织特

异性、提取 ＲＮＡ 质量等因素的影响(Ｓｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００)ꎬ需要引入一个或几个内参基因校正目的基

因的表达(Ｑｕａｃｋｅｎｂｕｓｈꎬ ２００２ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
实际研究中所选取的内参基因通常只能在一定范

围内表达恒定ꎬ不能确保在所有试验条件中均能

稳定表达(Ｔｈｅｌｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 若不经筛选而盲

目使用他人试验中的内参基因ꎬ容易得到不准确

甚至错误的结果(Ｍｕｋｅｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 因此ꎬ在
不同样本或不同试验条件下进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析的

前提是筛选稳定表达的内参基因ꎮ 目前ꎬ已有研

究筛选得到木兰属植物不同花色 (王宁杭等ꎬ
２０１９)、热胁迫处理(王倩颖等ꎬ２０１９)和盐胁迫处

理(常鹏杰等ꎬ２０１８)适用的内参基因ꎬ却未对二次

开花的木兰属植物进行内参基因的筛选ꎮ
紫玉兰‘红元宝’ (Ｍ. ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’)

(简称‘红元宝’)是紫玉兰(Ｍ. ｌｉｌｉｆｌｏｒａ)的一个品

种ꎬ具有一年二次开花的特性(程少禹等ꎬ２０２０)ꎮ
为筛选适合木兰属植物二次花芽分化研究的内参

基因ꎬ本研究以‘红元宝’不同花芽分化时期的花芽

和叶为材料ꎬ基于转录组数据选取 ８ 个常用内参基

因 ( ＵＢＣ、 ＡＣＴ、 β￣ＴＵＢ、 β￣ＴＵＢ５、 α￣ＴＵＢ３、 ＰＥＰＣ、
ＡＣＰ２、 ＡＣＰ３ )ꎬ 并 利 用 ＧｅＮｏｒｍ、 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和

Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ 等统计学软件综合评估候选内参基因在

不同花芽分化时期的表达稳定性ꎬ以期为木兰属植

物二次或多次花开放的分子机理研究提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料选取

‘红元宝’ (树龄 １０ 年)种植于浙江农林大学

４１１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



平山基地ꎮ 选取三棵长势一致ꎬ状况良好无病虫

害的‘红元宝’为试验材料ꎬ定期采集树冠中上部

分的花芽及其周围的嫩叶ꎮ 由于每棵树上花芽分

化的进程并不同步ꎬ因此不同分化时期的花芽按

照对应的尺寸规格进行取样ꎮ ２０１９ 年 ４ 月 １２ 日

进行第一次采样ꎬ每隔 １５ 天采样一次ꎬ采集三次

作为第一次花芽分化前中后三个时期的样品ꎻ
２０１９ 年 ６ 月 ２５ 日开始采集第二次花芽分化样品ꎬ
每隔 １５ 天采集一次ꎬ采集三次作为第二次花芽分

化前中后三个时期的样品ꎮ 每个时期的样品均采

集 ３ 个重复ꎬ共 ３６ 个样品ꎮ 每个样品均置于 ５ ｍＬ
的冻存管中ꎬ采集后迅速放入液氮中超低温保存ꎬ
最终转到－８０ ℃冰箱储存备用ꎮ
１.２ 引物设计

根据‘红元宝’转录组的测序结果ꎬ从中选取

泛素酶基因(ＵＢＣ)、肌动蛋白(ＡＣＴ)、β 微管蛋白

(β￣ＴＵＢ)等 ８ 个常见的内参基因ꎮ 根据荧光定量

引物设计的要求ꎬ运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计

引物ꎮ 引物交于浙江有康生物科技有限公司进行

测序ꎬ序列信息详见表 １ꎮ
１.３ 实验方法

按 ＵｌｔｒａＣｌｅａｎ Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ Ｐｈｅｎｏｌ Ｐｌａｎｔ
ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(天津ꎬＮｏｖｏｇｅｎｅ)试剂盒说明书

提取各样品的总 ＲＮＡꎮ 通过 １％琼脂糖凝胶电泳和

紫外分光光度计检测其完整性、浓度和纯度ꎮ 用反

转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍｉｘ ( ＴａＫａＲａ) 进行

ｃＤＮＡ 合成ꎬ进行 １０ μＬ 体系反转录ꎬ取 ２ μＬ ５ ×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 缓冲液ꎬ５００ ｎｇ 总 ＲＮＡꎬＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２

Ｏ 补足至 １０ μＬꎬ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃反应 ５ ｓꎬ４
℃保存ꎮ 用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０Ⅱ(Ｒｏｃｈｅ)荧光定量仪

进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ其中 ＢＣＧ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(２
×)１０ μＬꎬ上下游引物各 ０.８ μＬꎬ２５ ｎｇ ｃＤＮＡ 模板ꎬ
并用双蒸水补足至 ２０ μＬꎬ每个样品进行 ３ 次技术

重复ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增反应程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ
９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ然后运行 ９５ ℃ ５
ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ
１.４ 数据分析

本研究基于‘红元宝’转录组数据ꎬ选取了 ８
个常见的候选内参基因:泛素酶基因(ＵＢＣ)、肌动

蛋白(ＡＣＴ)、微管蛋白 β 链( β￣ＴＵＢ)、微管蛋白 β￣
５ 链( β￣ＴＵＢ５)、微管蛋白 α￣３ 链( α￣ＴＵＢ３)、磷酸

烯醇丙酮酸羧化酶 ( ＰＥＰＣ)、酰基载 体 蛋 白 ２
(ＡＣＰ２)、 酰 基 载 体 蛋 白 ３ ( ＡＣＰ３)ꎮ 通 过 DＣｔ、

ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ、ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 分别计

算 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 中所得到的数据ꎬ对其稳定性进行分

析ꎬ最终确定最佳单个内参基因或内参基因组合ꎮ
候选内参基因的表达水平通常是由 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的阈

值周期 Ｃｔ 值决定ꎬＣｔ 值与基因表达水平成反比ꎬ
即 Ｃｔ 值越大ꎬ基因表达水平越低ꎬ反之亦然ꎮ 利用

ＧｅＮｏｒｍ 根据基因表达稳定值(Ｍ 值)的大小判断

候选内参基因的稳定性(Ｍ <１.５)ꎬＭ 值越小则基

因表达越稳定ꎮ 为确定能在一定范围内恒定表达

的最优内参基因数量ꎬ利用 ＧｅＮｏｒｍ 配对差异值

(Ｖｎ / ｎ＋１ ) 判 断 最 佳 内 参 数 量 从 而 进 行 归 一 化

(Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 若基因间成对差异

值大于或等于 ０.１５ꎬ则应多增一个基因对其进行

可靠的归一化ꎻ若成对差异值小于 ０.１５ꎬ则不需要

增加基因进行正常化( Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 利用

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 将原始 Ｃｔ 值进行了对数转换ꎬ然后进

行方差分析ꎬ计算得出一个基因的稳定表达值ꎬ稳
定值 最 小 的 候 选 内 参 基 因 则 为 最 稳 定 基 因

(Ｌｉｎｄｂｊｅｒｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 通过计算 Ｃｔ
值的变异率比较不同候选内参基因的表达水平差

异ꎬ相关系数 ｒ２越大ꎬ标准偏差 ＳＤ 和变异系数 ＣＶ
越小则越稳定( Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 采用在线网

站 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 评估和筛选参考基因ꎬ按照 ＧｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 的计算程序ꎬ对候选内参

基因的排名ꎬ为每个基因分配适当的权重ꎬ并计算

出它们的权重几何平均值ꎬ从而获得最终的总体

排名(Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ黄真池等ꎬ２０１３)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 总 ＲＮＡ 质量检测

总 ＲＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳检测所得条带清

晰ꎬ并且 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 条带亮度约为 １８Ｓ ｒＲＮＡ 的 ２
倍ꎬ无严重的 ＲＮＡ 降解和 ＤＮＡ 污染情况(图 １)ꎮ
紫外分光光度计检测结果显示ꎬ所有 ＲＮＡ 样品中

ＯＤ ２６０ / ＯＤ ２８０值均在 １.８ ~ ２.０ 之间ꎬ说明 ＲＮＡ 纯度

较高ꎬ可用于进一步研究ꎮ
２.２ 候选内参基因引物评价

将‘红元宝’不同花芽分化时期样品的 ｃＤＮＡ
等量混合作为模板ꎬ８ 个候选内参基因通过简单克

隆扩增后ꎬ各候选内参基因结果均与预期一致ꎬ条
带均显示在 ８０ ~ １５０ ｂｐ 之间且单一清晰(图 ２)ꎮ

５１１１ 期 章颖佳等: 紫玉兰‘红元宝’花芽分化阶段基因定量分析的内参基因筛选



Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ２８Ｓ. ２８Ｓ ｒＲＮＡꎻ１８Ｓ. １８Ｓ ｒＲＮＡꎻ５Ｓ. ５Ｓ ｒＲＮＡꎻ
Ｆ１－Ｆ６. 两次花芽分化 ６ 个时期的花芽ꎻＬ１－Ｌ６. 两次花芽
分化 ６ 个时期的叶ꎮ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ ２８Ｓ. ２８Ｓ ｒＲＮＡꎻ １８Ｓ. １８Ｓ ｒＲＮＡꎻ ５Ｓ. ５Ｓ ｒＲＮＡꎻ
Ｆ１－Ｆ６. Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄｓ ａｔ ｓｉｘ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｂｌｏｏｍ ｂｕｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｌ１－Ｌ６. Ｌｅａｖｅｓ ａｔ ｓｉｘ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｂｌｏｏｍ
ｂｕｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ.

图 １　 ‘红元宝’总 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测
Ｆｉｇ. １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ

Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’

将 ｃＤＮＡ 稀释成 ６ 个浓度梯度(５０、５ ￣１、５ ￣２、５ ￣３、５ ￣４、
５ ￣５)ꎬ以不同浓度的 ｃＤＮＡ 作为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增的模

板ꎮ 通过绘制标准曲线法ꎬ以不同浓度的对数值

为横坐标ꎬＣｔ 值为纵坐标即可获得斜率( ｋ)和相关

系数( ｒ２)ꎮ 运用扩增效率公式:Ｅ ＝ (１０－１ / ｋ － １) ×
１００％ꎬ可知 Ｅ 值均在 ９０.０％ ~ １１０.０％之间ꎬ相关

系数 ｒ２≥０.９８(表 １)ꎮ 各候选内参基因的单一熔

解峰也表明引物特异性良好(图 ３)ꎬ说明实验结

果准确可靠ꎮ

Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＵＢＣꎻ ２. ＡＣＴꎻ ３. β￣ＴＵＢꎻ ４. β￣ＴＵＢ５ꎻ ５. α￣
ＴＵＢ３ꎻ ６. ＰＥＰＣꎻ ７. ＡＣＰ２ꎻ ８. ＡＣＰ３.

图 ２　 ８ 个候选内参基因 ＰＣＲ 扩增产物
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

２.３ 内参表达稳定性分析

通过比较 ８ 个候选内参基因 Ｃｔ 值来评估其在

‘红元宝’不同花芽分化阶段的表达丰度ꎬ根据 Ｃｔ
值的分布(图 ４)ꎬ８ 个候选内参基因的 Ｃｔ 值均集

中在 １７ ~ ３０ 之间ꎬ表达丰度适中ꎮ

利用 ＧｅＮｏｒｍ 对各个候选内参基因进行稳定

性排序ꎬ由图 ５ 可知ꎬ８ 个 Ｍ 值均小于 １.５ꎬ最稳定

的内参基因为 β￣ＴＵＢ 和 β￣ＴＵＢ５ꎬ表达稳定值最小

(Ｍ＝ ０.５９８)ꎮ ＵＢＣ(Ｍ＝ １.１３７)和 ＡＣＴ(Ｍ＝ １.０２１)
在该软件的分析中排序靠后ꎬ是最不稳定的内参

基因ꎮ 配对差异值的分析显示ꎬＶｎ / ｎ＋１的值均大于

０.１５ꎬ其原因可能是‘红元宝’二次成花时间跨度

大ꎬ不同组织中基因变异大(图 ６)ꎮ 在 ｇｅＮｏｒｍ 手

册中也提及 Ｖｎ / ｎ＋１取 ０.１５ 只是一个默认值ꎬ并非总

是必要ꎬ可根据研究目的或 Ｖｎ / ｎ＋１ 变化趋势选择

２ ~ ３ 个 稳 定 的 内 参 基 因 ( 任 锐 等ꎬ ２０１６ )ꎮ
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析基因稳定性同样与数值大小

呈负相关ꎬα￣ＴＵＢ３ 的 Ｍ 值最小(Ｍ ＝ ０.２１４)ꎬ因此

稳定 性 最 高ꎬ 稳 定 性 次 之 的 是 β￣ＴＵＢ５ ( Ｍ ＝
０.３０８)ꎬ稳定性最低的是 ＵＢＣ(Ｍ ＝ ０.９１０)和 ＡＣＴ
(Ｍ ＝ ０. ８４７ )ꎬ 这 一 结 果 与 ＧｅＮｏｒｍ 大 致 相 同ꎮ
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析结果显示 ＡＣＴ 的 ＳＤ 值最大( ＳＤ ＝
２.１５)ꎬ是最不稳定的内参基因ꎻＡＣＰ２ 的 ＳＤ 值最

小(ＳＤ＝ １.０４)、ＵＢＣ 次之( ＳＤ ＝ １.０８)ꎬ表明 ＡＣＰ２
和 ＵＢＣ 的稳定性较高ꎬ这与 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
的分析结果部分不一致ꎮ ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 集合了上述三

种软件的算法和程序ꎬ对每个备选基因计算稳定

值权重的几何平均值进行综合排名ꎬ数值越小ꎬ表
明基因的稳定性越高(陈莹等ꎬ２０１９)ꎮ 通过分析

结果得出(表 ２)ꎬα￣ＴＵＢ３ 稳定性最高ꎬβ￣ＴＵＢ５ 和

β￣ＴＵＢ 稳定性次之ꎮ
基 于 上 述 ３ 个 软 件 ( ＧｅＮｏｒｍꎬ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒꎬ

Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ)的分析结果ꎬ通过 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 综合确定内

参基因的稳定性排名ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ在‘红元宝’不
同花芽分化阶段ꎬα￣ＴＵＢ３、β￣ＴＵＢ５、β￣ＴＵＢ 的表达稳

定性最高ꎬ而 ＵＢＣ 和 ＡＣＴ 表达稳定性最低ꎮ
２.４ ＴＦＬ１ 基因验证最佳内参基因的稳定性

ＴＥＲＭＩＮＡＬ ＦＬＯＷＥＲ １(ＴＦＬ１)是重要的成花抑

制基因ꎬ因此ꎬ选用 ＴＦＬ１ 基因对候选内参基因进行

验证ꎮ 由图 ７ 可知ꎬＴＦＬ１ 在叶中几乎没有表达ꎬ而
在花芽中ꎬ第一次花芽分化的表达量明显低于第二

次花芽分化ꎬ推测低水平表达的 ＴＦＬ１ 可能促进了

‘红元宝’二次开花ꎮ 而以稳定性较差的内参基因

分析 ＴＦＬ１ 的相对表达量时ꎬＴＦＬ１ 基因表达模式发

生了变化ꎮ 以单个基因( β￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５、α￣ＴＵＢ３)
及其组合为内参基因校准 ＴＦＬ１ 基因的表达水平

时ꎬ均显示出了一致趋势ꎬ进一步验证了 ４ 个软件对

候选内参基因筛选结果的可靠性ꎮ
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表 １　 ８ 个候选内参基因的引物序列及扩增特性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５'→３')

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

扩增效率
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

(％)

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

( ｒ２)

ＵＢＣ Ｆ＿ＴＡＡＣＡＡＣＧＧＣＡＡＡＣＣＣＡＧ １０９ ９４.３０ ０.９８３

Ｒ＿ＧＣＡＧＴＣＧＡＡＴＧＣＣＴＡＡＴＣ

ＡＣＴ Ｆ＿ＡＧＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＡＧ １２８ １０８.８５ ０.９８８

Ｒ＿ＣＡＡＧＧＣＴＡＡＴＣＧＴＧＡＧＡＡ

β￣ＴＵＢ Ｆ＿ＣＣＣＧＴＣＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡ １２１ ９１.９９ ０.９９３

Ｒ＿ＣＡＣＡＴＣＡＴＡＴＴＣＴＴＡＧＣＡＴＣＣＣ

β￣ＴＵＢ５ Ｆ＿ＡＴＣＡＧＴＴＣＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡ ８１ １０３.８０ ０.９９５

Ｒ＿ＧＣＣＣＧＡＴＡＡＣＴＴＣＧＴＣＴＴ

α￣ＴＵＢ３ Ｆ＿ＣＴＧＧＣＴＴＧＧＧＴＴＣＴＴＴＡＣ １００ ９７.８０ ０.９９３

Ｒ＿ＧＣＣＧＴＴＧＡＴＡＣＣＴＧＴＧＧＧ

ＰＥＰＣ Ｆ＿ＧＧＧＣＡＴＴＧＴＡＡＧＧＧＡＧＧＣ １２１ １０１.０９ ０.９９６

Ｒ＿ＡＴＧＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡＴＧＡＧＴ

ＡＣＰ２ Ｆ＿ＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＴＡＡＧＣＡＡ ９５ ９２.３４ ０.９９７

Ｒ＿ＧＡＧＣＧＴＧＡＡＣＣＡＧＡＡＴＡＴ

ＡＣＰ３ Ｆ＿ＣＡＴＡＡＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣＣＴ １４１ ９９.０８ ０.９９５

Ｆ＿ＡＣＣＡＧＣＴＣＣＧＡＴＣＡＴＣＴＡ

－ｄＦ / ｄＴ. 荧光信号与温度的负导数比ꎮ
－ｄＦ / ｄＴ. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ.

图 ３　 ８ 个候选内参基因熔解曲线
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

３　 讨论与结论

理想的内参基因在任何试验条件下都能稳定

表达ꎬ但大量研究表明ꎬ在不同物种或不同条件中

稳定表达的基因会发生变化(Ａｒｔｉｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ
Ｍａｆｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 因此ꎬ在特定条件下筛选合

适的内参基因对于后续基因表达模式分析具有重
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箱体表示 Ｃｔ 值的集中范围ꎬ箱体中的横线表示中位数ꎬ箱
体上下边分别表示上 / 下四分位数ꎬ箱体上下两端分别表示
最大 / 小值ꎬ箱体内方框表示均值ꎬ箱体外黑点表示变异值ꎮ
Ｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｒａｎｇｅ ｏｆ Ｃｔ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅ
ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｌｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎꎬ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ
ｌｏｗｅｒ ｓｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ / ｌｏｗｅｒ
ｑｕａｒｔｉｌｅｓꎬ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｅｎｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｘ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ / ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅ ｓｑｕａｒｅ ｂｏｘ ｉｎｓｉｄｅ ｔｈｅ
ｂｏｘ ｂｏｄｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｄｏｔ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ
ｂｏｘ ｂｏｄｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ.

图 ４　 ８ 个候选内参基因的 Ｃｔ 值
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

图 ５　 ＧｅＮｏｒｍ 软件分析候选内参基因表达稳定值
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｔａｂｌｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＧｅＮｏｒｍ

要意义ꎮ 本研究通过转录组测序数据ꎬ筛选出‘红
元宝’ 花芽分化进程 ８ 个候选内参基因ꎬ基于

ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 软件

综合分析结果ꎬ进一步验证了 β￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和

图 ６　 ＧｅＮｏｒｍ 软件分析候选内参基因的 Ｖｎ / ｎ＋１

Ｆｉｇ. ６　 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ (Ｖｎ / ｎ＋１) ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＧｅＮｏｒｍ

α￣ＴＵＢ３是‘红元宝’花芽分化进程最佳内参基因ꎮ

表 ２　 候选内参基因稳定性排序
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

候选内参基因
Ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＧｅＮｏｒｍ Ｎｏｒｍ
Ｆｉｎｄｅｒ

Ｂｅｓｔ
Ｋｅｅｐｅｒ

Ｒｅｆ
Ｆｉｎｄｅｒ

综合排序
Ｃｏｍｐｒｅ￣
ｈｅｎｓｉｖｅ
ｒａｎｋｉｎｇ

ＵＢＣ １.１３７ ０.９１０ １.０８ ５.６６ ７

ＡＣＴ １.０２１ ０.８４７ ２.１５ ７.２４ ８

β￣７ＵＢ ０.５９８ ０.４９６ １.５５ ３.１３ ３

β￣ＴＵＢ５ ０.５９８ ０.３０８ １.６１ ２.３０ ２

α￣ＴＵＢ３ ０.７１８ ０.２１４ １.４６ １.９７ １

ＰＥＰＣ ０.９１０ ０.５０９ １.３６ ４.９５ ６

ＡＣＰ２ ０.８４３ ０.５６２ １.０４ ３.６６ ５

ＡＣＰ３ ０.７８１ ０.４５１ １.１５ ３.２２ ４

　 　 在 ‘红元宝’ 不同花芽分化阶段ꎬ ＧｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件评估的 ８ 个内参基

因排序存在差异ꎮ 有研究显示ꎬ利用 ＧｅＮｏｒｍ、
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软 件 分 析 茉 莉 花

( Ｊａｓｍｉｎｕｍ ｓａｍｂａｃ) (齐香玉等ꎬ２０２０) 和老鸦瓣

(Ａｍａｎａ ｅｄｕｌｉｓ)(徐碧霞等ꎬ２０２１)不同组织的内参

基因表达量时ꎬ３ 个软件得到的稳定性排名也不

同ꎮ 由此ꎬＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件

分析结果的差异在物种中普遍存在(付建新等ꎬ
２０１６)ꎮ 在本研究中ꎬＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析

结果表明 α￣ＴＵＢ３、β￣ＴＵＢ５ 和 β￣ＴＵＢ 稳定性较高ꎬ
ＵＢＣ 和 ＡＣＴ 稳定性较低ꎻ而 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 与前二者

结果不一致ꎬ认为 ＡＣＰ２ 和 ＵＢＣ 稳定性最高ꎬＡＣＴ
稳定性最低ꎮ 造成分析结果有差异的原因是 ３ 个
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Ａ. ＴＦＬ１ 在花芽中的相对表达量ꎻ Ｂ. ＴＦＬ１ 在叶中的相对表达量ꎮ
Ａ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＬ１ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄｓꎻ Ｂ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＬ１ ｉｎ ｌｅａｖｅｓꎻ １. ＵＢＣꎻ ２. ＡＣＴꎻ ３. β￣ＴＵＢꎻ ４. β￣ＴＵＢ５ꎻ ５. α￣ＴＵＢ３ꎻ
６. ＰＥＰＣꎻ ７. ＡＣＰ２ꎻ ８. ＡＣＰ３ꎻ ９. β￣ＴＵＢꎬ β￣ＴＵＢ５ꎬ α￣ＴＵＢ３.

图 ７　 不同内参基因或组合分析 ＴＦＬ１ 在花芽分化阶段的相对表达量
Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＦＬ１ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

软件采用的统计学算法不同ꎬ使同一组试验数据

产生了不同的排名(Ｓｐｉｅｇｅｌａｅｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
为减少软件算法差异造成的偏差ꎬ通常结合几

何平均值法整合不同软件的结果得出综合排名(任
锐等ꎬ２０１６)ꎮ 本研究利用 ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ 综合评估上述

３ 个软件的排序结果ꎬ分配权重进行几何平均值的

计算ꎬ结果发现ꎬ在所有样品中稳定性最高的是 β￣
ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和 α￣ＴＵＢ３ꎬ稳定性最低的是 ＵＢＣ 和

ＡＣＴꎮ 为进一步验证筛选结果的可信度ꎬ本研究使

用所有单个内参及最佳内参基因组合( β￣ＴＵＢ、β￣
ＴＵＢ５ 和 α￣ＴＵＢ３)对目的基因 ＴＦＬ１ 进行相对表达

量分析ꎬ结果表明 ３ 个内参基因组合校准的基因表

达模式更为准确ꎮ 在老鸦瓣(徐碧霞等ꎬ２０２１)、茉
莉花(齐香玉等ꎬ２０２０)、芒(Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ) (黄
逸之等ꎬ２０２０)等物种的内参研究中也证实ꎬ综合不

同软件的分析结果更能反映给定试验条件下内参

基因的表达稳定性ꎮ 由此表明ꎬ本研究利用多个不

同的算法对基因稳定性进行综合评估从而对候选

内参基因进行筛选ꎬ研究结果准确可靠ꎮ
ＴＵＢ 基因是生物体维持生命活动所必须的细

胞器骨架的基本组分ꎬ由 α￣ＴＵＢ 和 β￣ＴＵＢ 组成ꎬ具
有良好的稳定性(阙友雄等ꎬ２００９)ꎮ 有研究结果表

明ꎬ马缨杜鹃(Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｄｅｌａｖａｙｉ)花芽的不同发

育时期的内参研究中ꎬＴＵＢ 是最佳的内参基因之一

(张明超ꎬ２０１９)ꎻ刺葡萄 ( Ｖｉｔｉｓ ｄａｖｉｄｉｉ) (潘红等ꎬ
２０１９)和石蒜属(Ｌｙｃｏｒｉｓ)植物(蒋婷婷等ꎬ２０１５)在

不同组织器官和非生物胁迫条件下筛选内参基因

时ꎬ发现 ＴＵＢ 的稳定性最高ꎮ 与前人研究结果一

致ꎬ本研究综合 ４ 个软件分析结果确定 ＴＵＢ 同源基

因 β￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和 α￣ＴＵＢ３ 为‘红元宝’二次花芽

分化研究的最佳内参基因ꎮ 但 ＴＵＢ 基因并非适用

于所有物种ꎬ在甜樱桃(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ) (仇志浪等ꎬ
２０２０)、萱草(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｆｕｌｖａ) (梁锦等ꎬ２０２０)、马
蹄莲(Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ ｈｙｂｒｉｄａ) (周琳等ꎬ２０２０)不同品

种和组织器官中ꎬＴＵＢ 表达不稳定ꎬ不适合作为内

参基因ꎮ 这表明了内参基因筛选研究受不同物种、
组织器官及不同试验条件的影响ꎮ

综合所述ꎬ本研究筛选到 β￣ＴＵＢ、β￣ＴＵＢ５ 和 α￣
ＴＵＢ３ 是‘红元宝’二次花芽分化相关基因表达分

析的稳定内参基因组合ꎬ能够对开花关键基因进

行较准确的相对定量分析ꎬ本研究结果为木兰属

植物二次或多次开花的分子机理研究奠定基础ꎮ
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