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藜科植物藜和灰绿藜实时荧光定量 ＰＣＲ 内参基因的选择
刘艳霞１ꎬ 兰欣欣２ꎬ 曹　 婧２ꎬ 张晶华２ꎬ 兰海燕２∗

( 新疆大学 生命科学与技术学院 / 新疆生物资源基因工程重点实验室ꎬ 乌鲁木齐 ８３００４６ )

摘　 要: 选择合适的内参基因是实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)研究的关键ꎬ目前对藜科耐盐(盐生)植物胁迫

相关基因的表达分析中所用内参基因的报道较为有限ꎮ 该研究利用 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个内

参基因分析软件ꎬ对已选择过的 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ、β￣ＡＣＴＩＮ、ＧＡＰＤＨ ３ 个常用候选内参基因进行了比较分析ꎬ筛选出

在 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫下藜和灰绿藜中表达相对稳定的内参基因ꎮ 结果表明:ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 内参软件分

析在 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫下ꎬＧＡＰＤＨ 是藜和灰绿藜中均共同稳定表达的内参基因ꎬ同时在藜和灰绿藜中也有各

自表达较稳定的内参基因ꎬβ￣ＡＣＴＩＮ 在藜中稳定表达ꎬβ￣ＴＵＢＵＬＩＮ 则在灰绿藜中稳定表达ꎮ 对相同科不同种

的植物内参基因表达差异进行比较ꎬ内参基因在相同科中具有相同稳定表达的内参ꎻ对相同胁迫下两种不同

植物内参基因表达稳定性进行分析ꎬ内参基因的选择需根据实际的实验材料和实验条件而定ꎮ 基于 ３ 个分析

软件对以上 ３ 个常用内参基因的分析结果ꎬ初步确定了在藜科植物藜和灰绿藜中相对稳定的内参基因ꎬ为藜

和灰绿藜胁迫相关基因的定量表达分析提供了参考依据ꎮ
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　 　 实时荧光定量 ＰＣＲ (ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ￣
ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ) 是在传统聚合酶链式反应( ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＰＣＲ) 基础上发展起来的一

项新的核酸定量技术ꎬ该技术操作快速简便ꎬ具有特

异性、高敏感性、精确性等特点ꎬ在农学、微生物学、
医学、食品安全检测ꎬ特别是分子生物学方面均有重

要应用(陈旭等ꎬ２０１０ꎻ王彦杰等ꎬ２０１２)ꎮ ｑＰＣＲ 和

传统技术如免疫印迹方法具相似之处ꎬ但前者需要

稳定的内参基因校正样品总 ＲＮＡ 的含量(Ｒａｄｏｎｉｃ
ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ 目前ꎬ常用的内参基因多为管家基因

(ｈｏｕｓｅ￣ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ)ꎬ如甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因

( ＧＬＹＣＥＲＡＬＤＥＨＹＤＥ￣３￣ＰＨＯＳＰＨＡＴＥ ＤＥＨＹＤＲＯ￣
ＧＥＮＡＳＥꎬ ＧＡＰＤＨ) (Ｚｏｕ ｅｔ ａｌꎬ２０１１ )、肌动蛋白基

因(ＡＣＴＩＮꎬ ＡＣＴ) (Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１１)和微管蛋白基

因(ＴＵＢＵＬＩＮꎬ ＴＵＢ) (Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌꎬ２０１１)、泛素基因

(ＵＢＩＱＵＩＴＩＮ) (Ｐａｒｒａ ＆ Ｇｏｍｅｚꎬ２０１１)、２８Ｓ 核糖体

ＲＮＡ 基因(２８Ｓ ｒＲＮＡ)、１８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ 基因(１８Ｓ
ｒＲＮＡ) (Ｍｉａｏ ｅｔ ａｌꎬ２０１１)、亲环蛋白基因(ＣＹＰ)、多
聚泛素酶基因(ＵＢＱ)、转录延伸因子基因(ＥＦ￣１α)
(Ｄｈｅｄａ ｅｔ ａｌꎬ２００４)等ꎮ 由于这些管家基因参与生

物体基本生命代谢活动ꎬ具组成型稳定表达的特性

(Ｒｅｉｄ ｅｔ ａｌꎬ２００６ )ꎮ 内参基因不存在通用性ꎬ随着

物种及实验条件的改变ꎬ这些传统的保守基因的表

达并非总是稳定的ꎬ因此对内参基因的选择应根据

具体实验条件和材料方法而定(Ｇａｏ ｅｔ ａｌꎬ２０１２)ꎮ
目前对 ｑＰＣＲ 中内参基因的稳定性的分析主要通过

ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个常用内参基因

分析软件进行稳定指数分析、ΔＣｔ 值分析ꎮ Ｃｔ 也称

循环阈值ꎬ表示在 ＰＣＲ 循环过程中ꎬ每个反应管内

的荧光信号到达阈值时所对应的循环次数ꎬΔＣｔ 值
越小起始拷贝数越多(袁伟等ꎬ２０１２)ꎮ ＧｅＮｏｒｍ 程

序由 Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ(２００２)使用 Ｅｘｃｅｌ 编写的稳

定性选择程序ꎻＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 是 Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ(２００４)
基于方差分析选择合适内参基因的软件ꎻＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
程序是 Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌ(２００４)开发的基于对管家基因和

目标基因独立分析的基因表达稳定性软件ꎮ

灰绿藜(Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｇｌａｕｃｕｍ)为藜科一年生

草本盐生植物ꎬ能够有效地降低土壤含盐量ꎬ增加土

壤有机质ꎬ从而改善土壤性质(赵可夫等ꎬ１９９９)ꎮ
藜(Ｃ. ａｌｂｕｍ)为藜科一年生耐盐草本植物ꎬ具有很

强的抗逆性并具有泌盐的盐囊泡结构(邓彦斌等ꎬ
１９９８ꎻ周三等ꎬ２０１１)ꎮ 藜科植物已经成为植物耐盐

性研究的优良材料(段德玉等ꎬ２００４)ꎮ 目前关于藜

科植物基因表达分析的内参基因选择的报道还很有

限ꎬ基于此ꎬ 本研究以常用的 ３ 个内参基因 β￣
ＡＣＴＩＮ、β￣ＴＵＢＵＬＩＮ、ＧＡＰＤＨ 对藜和灰绿藜两种藜科

近源植物胁迫相关基因表达的内参基因进行分析比

较ꎬ并基于 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个内

参基因分析软件选择稳定表达的内参基因ꎬ分析在

相同胁迫下具有亲缘关系的同科不同种植物内参基

因的表达变化ꎬ以及在不同胁迫下同一种植物的内

参基因表达稳定性的变化ꎬ为后续的藜科植物基因

表达研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

选取 成 熟 良 好 且 完 整 的 藜 ( Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ
ａｌｂｕｍ)或灰绿藜(Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ)的种子播种于 ２５ ｃｍ
直径并装有蛭石和珍珠岩(３ ∶ １)基质的花盆中ꎬ于
光周期 １６ ｈ 昼 / ８ ｈ 夜ꎬ温度 ２３~２５℃ꎬ光强为 １５０~
２００ μｍｏｌｍ￣２ ｓ￣１ 的环境中生长ꎬ定期浇灌 １ / ２
Ｈｏａｇｌａｎｄ (ｐＨ ６.０)营养液(张薇等ꎬ ２０１５)ꎮ 植株培

养生长 ３ 个月后进行 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫处理ꎬＮａＣｌ
浓度分别为 ５０、１００、３００ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＰＥＧ ６０００ 浓度

分别为 ５％、１０％、２０％ꎮ 藜和灰绿藜都经过 ＮａＣｌ ５
ｈꎬＰＥＧ ４８ ｈ 的胁迫处理ꎬ胁迫处理后选取株型和长

势一致的植株ꎬ取植株从上向下第 ２ ~ ４ 片幼嫩叶

片ꎬ立即置于液氮中ꎬ随后保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 植物叶片总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 合成　 利用

ＯＭＥＧＡ 植 物 总 ＲＮＡ 样 品 提 取 试 剂 盒 ( 编号:

２１５１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测中所用的 ３ 个内参基因的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物序列 (５′– ３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (５′– ３′)

反向引物序列 (５′– ３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (５′– ３′)

β￣ＡＣＴＩＮ ５′￣ＡＧＣＡＡＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡＴＴＴＧ￣３′ ５′￣ＡＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＡＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣ￣３′

ＧＡＰＤＨ ５′￣ＧＴＴＴＴＣＡＣＴＧＡＣＡＡＧＧＡＣＡＡＧＧＣＴＧＣＴＧ￣３′ ５′￣ＧＧＴＧＧＴＡＣＡＡＣＴＧＧＣＡＴＴＧＧＡＧＡＣ￣３′

β￣ＴＵＢＵＬＩＮ ５′￣ＣＣＴＴＡＴＴＣＣＡＴＴＣＣＣＣＡＧＧＣＴＴＣ￣３′ ５′￣ＣＡＴＣＴＧＣＴＣＡＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＴＴＧＴＧＣ￣３′

Ｒ６８２７￣０２ 产地:美国)说明书提取样品总 ＲＮＡꎬ琼脂

糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 质量ꎮ 取 １ μＬ 总 ＲＮＡ 按

ＴＡＫＡＲＡ 公司的反转录 ＰＣＲ 试剂提供的操作步骤

进行反转录获得 ｃＤＮＡꎬ保存于－８０ ℃备用ꎮ
１.２.２ 引物设计与内参基因的扩增　 选用 ３ 个常用

内参基因－肌动蛋白基因(ＡＣＴＩＮ)、微管蛋白基因

(ＴＵＢＵＬＩＮ)和甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因(ＧＡＰＤＨ)
为目标ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件根据其他物种中 ３ 个基

因的保守序列设计针对两种藜科植物的引物(表
１)ꎮ ３ 个内参基因的扩增反应条件均为 ９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

３０ ｓꎬ３４ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.２.３ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析　 利用 ＧｅｎｅＡｍｐ ７５００
实时 ＰＣＲ 系统及 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ (Ｑｉａｇｅｎ)进行定量

ＰＣＲ 分析ꎬ参照 Ｑｉａｇｅｎ 公司荧光定量试剂盒具体操

作步骤ꎬ将藜和灰绿藜经过胁迫处理后的 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ每处理 ４ 个生物学重复ꎬ每重复两次技术重

复ꎬ在 ２０ μＬ 体系中反应ꎮ 具体的反应条件如下:预
变性 ９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
根据循环 Ｃｔ 值制作 ３ 种内参基因的标准曲线ꎮ
１.２.４ 数据分析 　 通过琼脂糖凝胶电泳技术对总

ＲＮＡ 质量和内参基因目的片段进行检测ꎬ且根据

ＰＣＲ 循环过程中的 Ｃｔ(循环阈值)进行比较ꎬ荧光定

量数据采用 ４ 次生物学重复和两次技术重复(共 ６
个重复)计算平均值ꎬＣｔ 值越小起始拷贝数越多(袁
伟等ꎬ２０１２)ꎻ并通过三个内参软件 ＧｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍ￣
Ｆｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 对选取的三个内参基因的稳定性

进行分析ꎬＧｅＮｏｒｍ 根据 Ｍ (平均表达稳定值)的大

小进行稳定性比较ꎬＭ 值越小稳定性越好(Ｖａｎｄｅｓ￣
ｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌꎬ２００２)ꎻＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 根据运算出内参基

因 Ｓ(稳定值)分析内参基因表达稳定性ꎬＳ 值越小

表示内参基因稳定性越好(Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 是用于比较内参基因表达稳定性和基因

表达水平的软件ꎬＧｅｏ ｍｅａｎ(几何平均数)、ＳＤ(标准

变异系数)越小稳定性越好(Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎮ 基

于 ３ 个软件的分析比较从而筛选藜和灰绿藜在胁迫

条件下最合适的内参基因组合ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 总 ＲＮＡ 质量和内参基因目的片段扩增检测

图 １ 显示ꎬ藜和灰绿藜叶片不同处理的总 ＲＮＡ
样品条带清晰ꎬ无明显降解ꎬ２８Ｓ ｒＲＮＡ 与 １８Ｓ ｒＲＮＡ
的亮度比值至少为 ２ ∶ １ꎮ 定量检测结果表明ꎬ各样

品 Ａ ２６０ / Ａ ２８０ 值均在 ２.０ 左右ꎬ说明藜和灰绿藜

植株叶片总 ＲＮＡ 较完整且纯度较高ꎬ可进行后续实

验ꎮ 用胁迫下藜和灰绿藜叶片 ｃＤＮＡ 分别扩增 ３ 个

内参基因 β￣ＡＣＴＩＮ、β￣ＴＵＢＵＬＩＮ、ＧＡＰＤＨ 的目的 ＤＮＡ
片段ꎬ琼脂糖凝胶电泳分析显示 ３ 个内参基因条带

与预期大小一致ꎬ且均为单一目的条带(图 ２)ꎬ表明

各内参基因引物均具有较好的特异性ꎬ可用于后续

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎮ
２.２ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果显示ꎬ内参基因的

标准曲线线性相关系数为 Ｒ２≥ ０.９９９ꎬ引物的扩增

效率为 ８５.６％~９２.１％ (表 ２)ꎮ 以上数据均符合实

时荧光定量 ＰＣＲ 对扩增效率的要求ꎮ 各内参基因

的熔解曲线只有明显的单一信号峰ꎬ样品重复间的

扩增重复性较高ꎬ阴性对照未检测到荧光信号ꎮ 这

表明实时荧光定量 ＰＣＲ 反应中模板与引物结合较

好ꎬ结果具较高的特异性ꎮ
２.３ 内参基因的表达稳定性分析

通过 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３ 个内参

分析软件对实时荧光定量 ＰＣＲ 仪所得到的 Ｃｔ值进

行内参基因稳定性分析ꎮ ΔＣｔ 值是样品中各基因的

循环阈值ꎬΔＣｔ 值最小的基因表达稳定性越高(袁伟

等ꎬ２０１２)ꎮ 图 ３ 所示的是藜和灰绿藜中不同内参基

因的表达水平(Ｃｔ 值)ꎮ 结果显示ꎬ藜的 β￣ＡＣＴＩＮ 的

３１５１１２ 期 刘艳霞等: 藜科植物藜和灰绿藜实时荧光定量 ＰＣＲ 内参基因的选择



图 １　 藜和灰绿藜总 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ. １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ ａｎｄ Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ

图 ２　 藜和灰绿藜中 ３ 个内参基因的 ＰＣＲ 扩增产物
１. 肌动蛋白基因ꎻ ２. 甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因ꎻ

３. 微管蛋白基因ꎻ Ｍ. 分子量标记ꎮ
Ｆｉｇ. ２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ ａｎｄ Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ

１. β￣ＡＣＴＩＮ ꎻ ２. ＧＡＰＤＨꎻ ３. β￣ＴＵＢＵＬＩＮꎻ Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ.

Ｃｔ 值的变化范围最小ꎬ Ｃｔ 值变化范围其次是

ＧＡＰＤＨꎬβ￣ＴＵＢＵＬＩＮꎻ在灰绿藜中 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 Ｃｔ
值变化范围最小ꎬ其次是 ＧＡＰＤＨꎬβ￣ＡＣＴＩＮꎮ 由 ΔＣｔ
值分析结果可知ꎬ在藜中 β￣ＡＣＴＩＮ 表达较稳定ꎬ在灰

绿藜中 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 表达较稳定ꎮ
２.３.１ 内参基因的 ＧｅＮｏｒｍ 分析　 ＧｅＮｏｒｍ 软件通过

比较 Ｍ 值确定最稳定内参基因ꎬＭ 值越小表明稳定

性越好ꎮ 通过 ＧｅＮｏｒｍ 软件分析(图 ４)ꎬ藜在 ＮａＣｌ
胁迫下 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ、β￣ＡＣＴＩＮ、ＧＡＰＤＨ ３ 个内参的平

均 Ｍ 值依次为 ０.７２６ ５６２、０.５５２ １２９、０.５５２ １２９ꎬ表达

稳定度由低到高排列顺序为 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ<β￣ＡＣＴＩＮ＝

表 ２　 藜和灰绿藜实时荧光定量 ＰＣＲ 分析中

３ 种内参基因的相关系数及扩增效率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ ａｎｄ Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ

植物名称
Ｐｌａｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

斜率
Ｓｌｏｐｅ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

(Ｒ２)

扩增效率
ＰＣＲ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
(％)

藜
Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ

ａｌｂｕｍ

β￣ＡＣＴＩＮ －３.５７６ １.０００ ９０.４０６

ＧＡＰＤＨ －３.５８０ ０.９９９ ９０.２５９

β￣ＴＵＢＵＬＩＮ －３.７１８ ０.９９９ ８５.７５８

灰绿藜
Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ

β￣ＡＣＴＩＮ －３.６０７ ０.９９９ ８９.３３８

ＧＡＰＤＨ －３.５４３ １.０００ ９１.５３１

β￣ＴＵＢＵＬＩＮ －３.５２８ ０.９９９ ９２.０７９

　 注: β￣ＡＣＴＩＮ. 肌动蛋白基因ꎻ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ. 微管蛋白基因ꎻ ＧＡＰＤＨ. 甘油醛￣
３￣磷酸￣脱氢酶基因ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: β￣ＡＣＴＩＮꎻ β￣ＴＵＢＵＬＩＮꎻ ＧＡＰＤＨ. Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ.

图 ３　 藜和灰绿藜中内参基因的表达水平(Ｃｔ 值)
Ｆｉｇ. ３　 Ｇｒａｐｈｉｃａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ

ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓｉｎ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ ａｎｄ Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ

ＧＡＰＤＨꎬβ￣ＡＣＴＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ ２ 个内参的表达均较稳

定ꎮ 在 ＰＥＧ 胁迫下 ３ 个内参基因表达稳定度由低

到高的顺序为 ＧＡＰＤＨ<β￣ＡＣＴＩＮ ＝ β￣ＴＵＢＵＬＩＮꎬ其中

β￣ＡＣＴＩＮ 和 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 两个内参的表达均较稳定ꎮ
灰绿藜在 ＮａＣｌ 胁迫下 ３ 个内参基因的表达稳定度

由低到高顺序为 β￣ＡＣＴＩＮ<β￣ＴＵＢＵＬＩＮ ＝ ＧＡＰＤＨꎬ其
中 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 两个内参的表达均较稳

定ꎮ 灰绿藜在 ＰＥＧ 胁迫下 ３ 个内参基因的表达稳

定度由低到高排列顺序为 β￣ＡＣＴＩＮ<β￣ＴＵＢＵＬＩＮ ＝
ＧＡＰＤＨꎬ 其中 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 两个内参的表

达均较稳定ꎮ 由以上结果可知ꎬ 藜的 β￣ＡＣＴＩＮ 较稳
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图 ４　 ＧｅＮｏｒｍ 软件分析候选内参基因稳定性

Ｆｉｇ. ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＧｅＮｏｒｍ ｓｏｆｔｗａｒｅ

定ꎬβ￣ＴＵＢＵＬＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 的稳定性较低ꎻ灰绿藜的

β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 的稳定性最高ꎬβ￣ＡＣＴＩＮ 的稳

定性最低ꎮ
２.３.２ 内参基因的 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析 　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软

件利用方差分析法对内参基因的稳定性进行分析ꎬ
所得值越小稳定性越好ꎮ 与 ＧｅＮｏｒｍ 软件的分析结

果一致ꎬ在 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫下ꎬ藜的最佳内参基因

是 β￣ＡＣＴＩＮꎻ灰绿藜的最佳内参基因是 ＧＡＰＤＨꎮ
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件计算结果显示(表 ３)ꎬ在 ＮａＣｌ 胁迫

下ꎬ３ 个内参基因在藜中表达稳定度由低到高排列

顺序为 ＧＡＰＤＨ<β￣ＴＵＢＵＬＩＮ<β￣ＡＣＴＩＮꎬ β￣ＡＣＴＩＮ 为

最优内参基因ꎮ 在 ＰＥＧ 处理下ꎬ３ 个内参基因在藜

中的表达稳定度由低到高排列顺序为 ＧＡＰＤＨ<β￣
ＴＵＢＵＬＩＮ<β￣ＡＣＴＩＮꎬ β￣ＡＣＴＩＮ 是最优内参基因ꎮ 在

ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ３ 个内参基因在灰绿藜中的表达稳定

度排 列 顺 序 为 β￣ＡＣＴＩＮ < β￣ＴＵＢＵＬＩＮ < ＧＡＰＤＨꎬ
ＧＡＰＤＨ 是最优内参基因ꎮ 在 ＰＥＧ 胁迫下ꎬ３ 个内参

基因在灰绿藜中表达稳定度排列顺序为 β￣ＡＣＴＩＮ<
β￣ＴＵＢＵＬＩＮ<ＧＡＰＤＨꎬ ＧＡＰＤＨ 为最优内参基因ꎮ
２.３.３ 内参基因的 Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ 分析　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件

可以对内参基因和目标基因进行单独分析ꎬ是用于

分析不同的实验处理下内参基因参数的软件ꎬ参数

大小反应内参基因稳定性差异ꎬ值小的内参基因表

达较稳定ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件默认的 ＳＤ 值大于 １ 时ꎬ
说明该内参基因的稳定性较差ꎮ

表 ４ 显示ꎬ对藜而言ꎬ在 ＮａＣｌ 胁迫下内参基因

β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 ＳＤ 值为 ０. ４８ꎬＧｅｏ ｍｅａｎ 为 １８. １６ꎬ
Ｍｉｎ、Ｍａｘ 分别为 １６.９４ꎬ１９.００ꎬ在 ３ 个内参基因中值

最小ꎬ故 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 为表达最稳定的内参基因ꎻ在
ＰＥＧ 胁迫下内参基因 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 ＳＤ 值为 ０.３２ꎬ
Ｇｅｏ ｍｅａｎ 为 １９.３２ꎬＭｉｎꎬＭａｘ 值分别为 １８.６９、２０.１０ꎬ
在 ３ 个内参基因中值也最小ꎬ故在 ＰＥＧ 处理下 β￣
ＴＵＢＵＬＩＮ 也是表达最稳定的内参基因ꎮ 对灰绿藜

而言ꎬ在 ＮａＣｌ 胁迫下内参基因 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 ＳＤ 值

为 ０. ２９ꎬ Ｇｅｏ ｍｅａｎ 为 １６. １７ꎬ Ｍｉｎ、 Ｍａｘ 值分别为

１５.５８、１６.９３ꎬ在 ３ 个内参基因中值最小ꎬ因此 β￣ＴＵ￣
ＢＵＬＩＮ 为表达最稳定的内参基因ꎻ在 ＮａＣｌ 胁迫下内

参基因 β￣ＡＣＴＩＮ 的 ＳＤ 值为 ０.６１ꎬＧｅｏ ｍｅａｎ(几何平

均数)为 ２１.４３ꎬＭｉｎ、Ｍａｘ 值分别为 １９.６１、２２.５８ꎬ在 ３
个内参基因中值最小ꎬ 因此 β￣ＡＣＴＩＮ 为表达最稳定
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表 ３　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析候选内参基因稳定性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ

植株处理
Ｐｌａｎｔｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

内参(Ｓ 值)
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

(Ｓ ｖａｌｕｅ)

内参(Ｓ 值)
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

(Ｓ ｖａｌｕｅ)

内参(Ｓ 值)
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

(Ｓ ｖａｌｕｅ)
最稳定基因

Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｔａｂｌｅ ｇｅｎｅ

藜
Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ (ＮａＣｌ)

β￣ＡＣＴＩＮ (０.０８６) β￣ＴＵＢＵＬＩＮ (０.０９８) ＧＡＰＤＨ(０.１２５) β￣ＡＣＴＩＮ

藜
Ｃ. ａｌｂｕｍ (ＰＥＧ)

β￣ＡＣＴＩＮ (０.０５５) β￣ＴＵＢＵＬＩＮ (０.１３０) ＧＡＰＤＨ(０.１４６) β￣ＡＣＴＩＮ

灰绿藜
Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ (ＮａＣｌ)

ＧＡＰＤＨ(０.０７６) β￣ＴＵＢＵＬＩＮ (０.０８７) β￣ＡＣＴＩＮ (０.０８９) ＧＡＰＤＨ

灰绿藜
Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ (ＰＥＧ)

ＧＡＰＤＨ (０.０４３) β￣ＴＵＢＵＬＩＮ (０.０５０) β￣ＡＣＴＩＮ (０.０８４) ＧＡＰＤＨ

　 注: Ｓ. 稳定值ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｓ. Ｓｔａｂｌｅ ｖａｌｕｅ.

表 ４　 Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ 软件分析候选内参基因稳定性
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｂｅｓｔｋｅｅｐｅｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ

处理
Ｔｒｅａｔｅｍｅｎｔ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ β￣ＡＣＴＩＮ ＧＡＰＤＨ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 最稳定基因

Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｔａｂｌｅ ｇｅｎｅ

藜
Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ (Ｎａｃｌ)

Ｇｅｏ ｍｅａｎ [Ｃｔ] ２０.８６ １９.７８ １８.１６ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ

Ｍｉｎ. ｍａｘ [Ｃｔ] １９.８９ꎬ ２１.９５ １７.７１ꎬ ２１.５０ １６.９４ꎬ １９.００

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] ０.６４ ０.７６ ０.４８

Ｍｉｎ. ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] －１.９６ꎬ ２.１２ －４.２０ꎬ ３.２９ －２.３１ꎬ １.３９

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± ｘ－ｆｏｌｄ] １.５５ １.７０ １.３９

藜
Ｃ. ａｌｂｕｍ (ＰＥＧ)

Ｇｅｏ ｍｅａｎ [Ｃｔ] ２０.７９ １９.４５ １９.３２ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ

Ｍｉｎ. ｍａｘ [Ｃｔ] １９.５７ꎬ ２１.５１ １７.８６ꎬ ２１.１９ １８.６９ꎬ ２０.１０

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] ０.３５ ０.７５ ０.３２

Ｍｉｎ. ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] －２.３３ꎬ １.６５ －３.０１ꎬ ３.３４ －１.５５ꎬ １.７２

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± ｘ－ｆｏｌｄ] １.２８ １.６８ １.２５

灰绿藜
Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ (Ｎａｃｌ)

Ｇｅｏ ｍｅａｎ [Ｃｔ] ２１.５２ １８.４５ １６.１７ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ

Ｍｉｎ. ｍａｘ [Ｃｔ] ２０.６９ꎬ ２２.２８ １７.７７ꎬ １９.６１ １５.５８ꎬ １６.９３

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] ０.３３ ０.４５ ０.２９

Ｍｉｎ. ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] －１.７７ꎬ １.７０ －１.６０ꎬ ２.２３ －１.５１ꎬ １.６９

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± ｘ－ｆｏｌｄ] １.２６ １.３７ １.２２

灰绿藜
Ｃ. ｇｌａｕｃｕｍ (ＰＥＧ)

Ｇｅｏ ｍｅａｎ [Ｃｔ] １６.１９ １７.９４ ２１.４３ β￣ＡＣＴＩＮ

Ｍｉｎ. ｍａｘ [Ｃｔ] １５.２６ꎬ １６.９６ １６.３３ꎬ １９.０９ １９.６１ꎬ ２２.５８

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] ０.３９ ０.５５ ０.６１

Ｍｉｎ. ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] －１.９０ꎬ １.７１ －３.０５ꎬ ２.２２ －３.５２ꎬ ２.２２

Ｓｔｄ ｄｅｖ [± ｘ－ｆｏｌｄ] １.３１ １.４７ １.５２

　 注: [Ｃｔ] . 循环数ꎻ Ｇｅｏ Ｍｅａｎ. 几何平均数ꎻ Ｍｉｎꎬ ｍａｘ [Ｃｔ] . 极端值 [Ｃｔ]ꎻ Ｍｉｎꎬ ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] . 表达水平的极端值ꎻ Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] . 标准变异系数 [± Ｃｔ]ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｃｔ. Ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎻ Ｇｅｏ Ｍｅａｎ. Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎꎻ Ｍｉｎꎬ ｍａｘ [Ｃｔ] . Ｅｘｔｒｅｍｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｃｔꎻ Ｍｉｎꎬ ｍａｘ [ｘ￣ｆｏｌｄ] . Ｅｘｔｒｅｍｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ａｂｓｏ￣
ｌｕｔｅ ｘ￣ｆｏｌｄ ｏｖｅｒ ｏｒ ｕｎｄｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎻ Ｓｔｄ ｄｅｖ [± Ｃｔ] . Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ [Ｃｔ] .
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的内参基因ꎮ

３　 讨论与结论

实时荧光定量 ＰＣＲ 技术具有特异性、准确性

高、灵敏度高等特点ꎬ为了实验获得更好的结果ꎬ这
项技术必须严格遵循相关的实验规范(Ｕｄｖａｒｄｉ ｅｔ
ａｌꎬ２００８ꎻＢｕｓｔｉｎ ｅｔ ａｌꎬ２００９)ꎮ 内参基因表达随着实

验条 件 的 变 化 而 变 化 ( Ｃｚｅｃｈｏｗｓｋｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００５ꎻ
Ｐａｏｌａｃｃｉ ｅｔ ａｌꎬ２００９ꎻＮｉｃｏｔ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎬ目的基因最终

计算结果需要用内参基因进行校正ꎬ所以针对不同

的实验条件分析和筛选稳定的内参基因很重要ꎮ 在

筛选相关内参基因时可首先参考前人研究的报道ꎬ
若无相关内参基因信息ꎬ应选择常用的且稳定表达

的内参基因再进行后续实验(魏毅东等ꎬ２０１３)ꎮ 本

研究中ꎬＧＡＰＤＨ 在藜和灰绿藜中均稳定表达ꎬ说明

属于同种的植物具有相似性ꎬ在内参基因的稳定性

表达上有相同的情况ꎬ然而相同的内参基因在同一

种植物中表达不一定相同ꎬ即 β￣ＡＣＴＩＮ 在藜中表达

较稳定ꎬ β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 则在灰绿藜中表达较稳定ꎮ
ＧＡＰＤＨ 及 β￣ＡＣＴＩＮ 作为内参基因被广泛应用(孙美

莲等ꎬ２０１０ꎻＬｏｖｄａｌ ＆ Ｌｉｌｌｏꎬ２００９)ꎮ 理想的内参基因

表达稳定性不随光周期、温度等外界环境的变化而

改变ꎬ 内 参 基 因 在 所 有 细 胞 中 均 可 稳 定 表 达

(Ｐａｏｌａｃｃｉ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ 在不同组织器官和生理状

态下均稳定表达的内参基因是不存在的ꎬ内参基因

的稳定性具有相对性ꎬ相同生理条件下不同内参基

因的表达量通常不同ꎬ一种实验条件下表现稳定的

内参基因在另一种条件下表达可能是不稳定的

(Ｎｉｃｏｔ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎮ Ｂｕｓｔｉｎ ｅｔ ａｌ (２００９)证明实验中

使用不稳定的内参基因会影响结果的可靠性ꎮ 因

此ꎬ在利用实时荧光定量 ＰＣＲ 进行基因表达分析

时ꎬ为了得到更可靠的实验结果ꎬ在实验过程中需要

根据研究对象和实验条件选择合适的内参基因

(Ｏｈｌ ｅｔ ａｌꎬ２００５)ꎮ
ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 是基于统计学

的 ３ 个内参分析软件ꎮ ＧｅＮｏｒｍ 内参软件是 Ｖａｎｄｅｓ￣
ｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ (２００２)发明对内参基因稳定性进行分

析的软件ꎮ 通过软件运算出基因表达稳定性的 Ｍ
值分析内参基因表达稳定性ꎬＭ 值越小稳定性越

好ꎮ ＧｅＮｏｒｍ 软件还可确定在不同生理条件下最适

的内参基因数目具有可靠的表达分析结果ꎮ Ｎｏｒｍ￣
Ｆｉｎｄｅｒ 内参软件是 Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ (２００４)发明的基

于方差分析判断在不同条件下内参基因表达稳定性

的程序ꎬＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 运算出内参基因的表达稳定值ꎬ
按稳定值的大小排序ꎬ值越小稳定性越好ꎬ进而选择

出最稳定表达的内参基因ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 内参软件是

Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌ(２００４)开发的用于比较内参基因表达稳

定性和基因表达水平的软件ꎬＣ ｔ值标准偏差和变异

系数越小稳定性越好ꎮ
本研究选用 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ ３

个常用内参分析软件对 ΔＣｔ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ 过程中循环

数)、Ｍ(平均表达稳定性值)、Ｓ(稳定值)、Ｇｅｏ ｍｅａｎ
(几何平均数)、ＳＤ(标准变异系数)等数值对内参

基因的稳定性进行分析ꎮ ＧｅＮｏｒｍ 软件对 ３ 个内参

基因分析显示:藜在 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫处理下 β￣ＡＣ￣
ＴＩＮ 和 ＧＡＰＤＨ 是表达较稳定的内参基因ꎬ灰绿藜相

对表达稳定的内参基因是 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 和 ＧＡＰＤＨꎬ
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 的 计 算 结 果 和 ＧｅＮｏｒｍ 一 致ꎮ
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 内参软件的分析结果显示ꎬβ￣ＴＵＢＵＬＩＮ
在经过 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 胁迫的藜中和 ＮａＣｌ 处理下的

灰绿藜中是表达较稳定的内参基因ꎬ β￣ＡＣＴＩＮ 为

ＰＥＧ 胁迫下灰绿藜中表达稳定的基因ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＧｅＮｏｒｍ 软件分析结果不完全一致ꎮ
ΔＣｔ 值是样品中各基因的循环阈值ꎬΔＣｔ 值最小的

基因表达稳定性越高ꎬ通过对 ２ 个内参基因的 ΔＣｔ
(ＲＴ￣ＰＣＲ 过程中循环数)值比较可助筛选表达最稳

定的管家内参基因(胡瑞波等ꎬ２００９)ꎮ 通过对 ΔＣｔ
进行分析ꎬ结果显示在藜中 β￣ＡＣＴＩＮ 内参基因的 Ｃｔ
值变化范围最小ꎬ其次是 ＧＡＰＤＨꎬβ￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 Ｃｔ
值最小ꎻ在灰绿藜中 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 的 Ｃｔ 值变化范围

最小ꎬ与 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＧｅＮｏｒｍ 软件分析一致ꎮ
３ 个内参软件对 ３ 个内参基因进行分析时ꎬ

ＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析的结果完全一致ꎬ而

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 在藜的内参基因分析时结果和 ＧｅＮｏｒｍ
和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析结果部分不一致ꎬ造成这种差异

的根本原因可能是软件的统计学原理不同造成的

(Ｈｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００９ )ꎮ 大多发表的文章 均 已 使 用

ＧｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 内参软件进行内参稳定性分

析并获得合适的内参基因(Ｋｉｍ Ｓ ＆ Ｋｉｍ Ｔꎬ２００３ꎻ
Ｓａｖｌｉ ｅｔ ａｌꎬ２００３ꎻＡａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００４ꎻＨｏｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
２００８ꎻ陈孝仁等ꎬ２０１３)ꎮ 本研究通过 ＧｅＮｏｒｍ、Ｎｏｒｍ￣
Ｆｉｎｄｅｒ 两个内参软件以及对实时荧光定量 ＰＣＲ 的

Ｃ ｔ值进行分析显示ꎬ没有一个固定的基因在任何条

件下均稳定表达ꎮ 本研究由 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＧｅＮｏｒｍ
软件分析结果得出一致结论:藜中 β￣ＡＣＴＩＮ 在 ＮａＣｌ
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和 ＰＥＧ 胁迫下均稳定表达ꎻ在灰绿藜中 ＮａＣｌ 和

ＰＥＧ 胁迫下 β￣ＴＵＢＵＬＩＮ 均稳定表达ꎬ而 ＧＡＰＤＨ 是

两种藜科植株中共同稳定表达的内参基因ꎮ 由此暗

示ꎬ相同科不同种的植物在内参基因表达上有共性

也有差异ꎮ 在相同胁迫下的内参基因表达稳定性是

随机的ꎬ内参基因的表达稳定性与胁迫条件无关ꎬ因
此内参的选择还要根据实验材料和实验条件进行选

择(Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ ｅｔ ａｌꎬ２０００ꎻＳｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌꎬ２０００)ꎮ
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