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斑地锦 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 内参基因的筛选
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摘　 要: 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)的前提条件之一是具有合适的内参基因ꎮ 为筛选斑地锦(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ
ｍａｃｕｌａｔａ)合适的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 内参基因ꎬ该文利用同源克隆法克隆斑地锦 ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣
４Ａ、ＣＹＰ 等基因片段ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ７ 个候选内参基因在斑地锦不同生长期根、茎、叶和果实中的表达情况ꎬ
并用 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 等生物学软件对各候选基因表达稳定性进行评价ꎮ 结果表明:(１)克
隆的 ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 基因片段为 ７２９、８０８、７５３、４２２、２３３、６５６、３１３ ｂｐꎬ分别编码

２４２、２６９、２５０、１４０、７７、２１８、１０３ 个氨基酸ꎬ与其他植物相应氨基酸序列的最高同源性均在 ８５％以上ꎮ (２)综
合 ３ 个分析软件分析内参基因表达稳定性得出ꎬ表达稳定性排名为 ＵＢＱ>ＥＦ￣１α>ＴＵＢ￣α>ｅＩＦ￣４Ａ>ＧＡＰＤＨ>
ＣＹＰ>ａｃｔꎮ 因此ꎬ可以选取 ＵＢＱ 作为斑地锦 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析的内参基因ꎬ用于不同生长期基因组织特异性表
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　 　 地锦草药材为大戟科大戟属一年生草本植物

地锦(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｈｕｍｉｆｕｓａ)或斑地锦(Ｅ. ｍａｃｕｌａｔａ)
的干燥全草ꎬ又名鬼见愁、血筋草、奶汁草等ꎬ分布

于中国江苏、江西、浙江、湖北、河南、河北、新疆和

内蒙古等地(中国科学院中国植物志编辑委员会ꎬ
１９９７)ꎬ是中医、维医、蒙医常用药材ꎬ具有清热解

毒、凉血止血、利湿退黄等功效ꎬ主治痢疾、泄泻、
咯血、尿血、便血、崩漏、疮疖痈肿、湿热黄疸等(国
家药典委员会ꎬ２０１５)ꎬ目前已开发有肠炎宁片、三
七止血片、泻痢宁片等中成药ꎮ 斑地锦主要含有

黄酮类、萜类、酚酸类和生物碱类等成分ꎬ具有抗

氧化、抗炎、抗菌、止血、免疫调节等作用(柳润辉

等ꎬ２００１ꎻ安惠霞等ꎬ２００８)ꎮ 目前ꎬ斑地锦研究多

聚焦在质量标准控制、药理学作用、化学成分的提

取及鉴定等方面 (胡建新等ꎬ ２０１８ꎻ Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎬ分子生物学相关研究报道较少ꎮ

实时荧光定量 ＰＣＲ 是在普通 ＰＣＲ 的基础上引

入荧光基团ꎬ通过相应的荧光信号积聚实时监测整

个反应的进程ꎬ为未知序列进行定量分析的方法ꎬ
其特异性强、灵敏度高、重复性好、定量准确(张玉

芳等ꎬ２０１４ꎻＷａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ已经成为分子生物

学中研究基因表达的重要工具之一ꎬ而使用合适的

内参基因是获得可信定量结果的前提( Ｓｈａｋｅｅｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 在实际应用中ꎬＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成

及 ＰＣＲ 扩增效率等因素会直接影响实验结果ꎬ因此

常用表达稳定的内参基因进行校正和标准化

(Ｂｕｓｔｉｎꎬ ２００２)ꎬ以减少样品之间和样品内部的误

差ꎮ 最近研究结果表明ꎬ内参基因不存在绝对通用

性ꎬ若不经筛选而以一种基因作为任何条件下的内

参ꎬ得到的结果精确度大幅度降低ꎬ甚至错误(Ｚｈｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 另外ꎬ单一传统的内参基因有时会对

结果精确性产生影响ꎬ新内参基因将逐渐取代某些

表达稳定性差的传统管家基因 ( Ｎｇｕｙｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ或应用内参基因组合有效地减少基因表达

误差(袁伟等ꎬ２０１２)ꎬ以获得更准确的分析结果ꎮ

同时ꎬ基于基因芯片技术和基因表达数据库的筛选

(Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ也将有助于获得更可靠的内参

基因ꎮ 因此ꎬ在分析目标基因表达之前ꎬ有必要对

候选内参基因进行筛选与评估ꎬ而评价内参基因表

达稳定性的软件较多ꎬ其中 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 应用较为广泛(Ｋｉａｒａｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＺｈｏｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 目前ꎬ常用的内参基因有 ａｃｔ(ａｃｔｉｎ)、
ＧＡＰＤＨ ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ)、
ＥＦ￣１α( ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣１ ａｌｐｈａ)、ＵＢＱ ( ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ)、
ＴＵＢ￣α( ｔｕｂｕｌｉｎ ａｌｐｈａ)、 ｅＩＦ￣４Ａ ( ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ａ)、ＣＹＰ(ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ)、１８Ｓ ｒＲＮＡ(１８Ｓ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＲＮＡ) 等 ( Ｈａｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｋｏｚｅｒａ ＆
Ｒａｐａｃｚꎬ ２０１３)ꎮ 为筛选斑地锦合适的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 内

参基因ꎬ本研究同源克隆斑地锦 ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、
ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 等 ７ 个候选内参基因

片段ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测在斑地锦不同生长期(苗期、
花期、果期)根、茎、叶和果实中的表达情况ꎬ利用

ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 等软件对各候选

基因表达稳定性进行评价ꎬ为斑地锦不同生长期

基因组织特异性表达研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

斑地锦种子由江西天施康生态中药种植有限

公司惠赠ꎬ种植于南昌大学抚州医学院实验田ꎬ经
江西中医药高等专科学校药学系中药教研室鉴定

为斑地锦ꎮ 分别采集种植 ７０ ｄ 后的苗期(未开

花)、花期(开 ３ 朵以上的花且未结果)的根、茎、
叶ꎬ以及果期(结 ３ 个以上的果)的根、茎、叶、果ꎬ
每个样品皆为 ３ 株以上的混合样品ꎬ采集后立即

置于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２ 主要试剂与仪器

植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒 ( Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ Ｐｌａｎｔ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、胶回收试剂盒(ＳａｎＰｒｅｐ

１４３２ 期 宋美玲等: 斑地锦 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 内参基因的筛选



Ｃｏｌｕｍｎ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、引物合成、测序等ꎬ
生工生物工程(上海)股份有限公司ꎻ反转录试剂盒

(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ)、荧
光定量 ＰＣＲ 试剂(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ)等ꎬ
购于 宝 生 物 工 程 ( 大 连 ) 有 限 公 司ꎻ Ｐｆｕ 酶

(ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)、Ｔａｑ 酶、Ｔ￣载
体(ｐＥＡＳＹ®￣Ｂｌｕｎｔ Ｓｉｍｐｌｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ)ꎬ购于北京全

式金生物技术有限公司ꎮ
普通 ＰＣＲ 仪(Ｔ１００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ)、荧光定

量 ＰＣＲ 仪(ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ)等ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公

司ꎻ超 微 量 分 光 光 度 计 ( ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ)ꎬ 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ
１.３ 实验方法

１.３.１ 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成 　 斑地锦不

同生长期根、茎、叶、果实总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ
的合成皆参照试剂盒说明书操作ꎮ 总 ＲＮＡ 提取

后通过琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的质量ꎬ并用超

微量分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ以保证后续实验

的进行ꎮ
１.３.２ 引物设计　 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中查询相关序列ꎬ尤
其是同科植物蓖麻 ( Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)、麻疯树

(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)和橡胶树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)等的

ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 的基

因序列ꎬ比对找出高度保守区段ꎬ分别设计克隆斑

地锦相关基因的简并引物ꎮ 后续根据测序结果ꎬ
利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件分别设计 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
引物ꎮ 本实验所用引物见表 １ꎮ
１.３.３ 候选内参基因片段的克隆与分析　 ＰＣＲ 反应

体系 ( ２５ μＬ):５ × ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬꎬ ｄＮＴＰｓ (各 ２. ５
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)２.５ μＬꎬ简并引物 Ｆ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、Ｒ(１０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)各 １ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬＰｆｕ 酶(５ Ｕ􀅰
μＬ￣１)０.３ μＬꎬ灭菌 ｄｄＨ２Ｏ １４.２ μＬꎮ 扩增条件:９４ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ相应退火温度 ３０ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ３０ 个

循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １.５％琼脂糖凝胶电

泳进行检测ꎬ目的片段的回收纯化按照试剂盒操

作说明进行ꎮ 将回收的 ＤＮＡ 片段连接 Ｔ￣载体后

转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ菌液 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ送
测序ꎮ 所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎮ
１.３.４ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物检测与熔解曲线分析 　 为检

验引物特异性ꎬ排除引物二聚体及非特异性扩增产

物对结果的影响ꎬ用相应引物 ｑＦ、 ｑＲ 进行普通

ＰＣＲꎬ然后进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ再加热 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 产物从

６５ ℃到 ９５ ℃ꎬ每隔 ０.５ ℃停留 ５ ｓ 检测 １ 次荧光强

度以获取熔解曲线ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应体系(２０ μＬ):２×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ引物 ｑＦ (１０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、ｑＲ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)各 ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ 模板

２ μＬꎬ灭菌 ｄｄＨ２Ｏ ７.２ μＬꎻ扩增条件:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５
℃ ３０ ｓꎬ相应退火温度 ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.３.５ 候选内参基因的筛选 　 分别将样品总 ＲＮＡ
的反转录产物 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 扩

增ꎬｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件对 ３ 个

候选内参基因表达稳定性进行评估ꎮ 将 Ｃｔ 值转化

为相对表达量 (吴建阳等ꎬ２０１７)ꎬ按照公式 Ｑ ＝
２( Ｃｔｍｉｎ－ Ｃｔ ｓａｍｐｌｅ)进行转化ꎬ用于 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
软件分析ꎬ于 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件中直接输入 Ｃｔ 值进

行分析ꎬ最后进行综合排名ꎬ得出最适合斑地锦不

同生长期基因组织特异性表达研究的内参基因ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 候选内参基因片段的克隆与分析

以总 ＲＮＡ 反转录所得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ相应

简并引物 Ｆ、Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物大

小符合预期 (图 １)ꎮ 对其测序后显示ꎬ克隆的

ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 基因

片段分别为 ７２９、８０８、７５３、４２２、２３３、６５６、３１３ ｂｐꎬ分
别编码 ２４２、２６９、２５０、１４０、７７、２１８、１０３ 个氨基酸ꎮ
将氨基酸序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对后ꎬ
ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 分别

与 莴 苣 ＧＡＰＤＨ ( ＸＰ０２３７３３７２４ )、 蓖 麻 ＥＦ￣１α
(ＸＰ００２５１８０７３)、荔枝 ａｃｔ(ＡＤＶ１７４６０)、山梨猕猴桃

ＵＢＱ(ＧＦＺ１３８４７.１)、大麦 ＴＵＢ￣α(ＣＡＢ７６９１７.１)、玉
米 ｅＩＦ￣４Ａ(Ｕ１７９７９.１)、油桐 ＣＹＰ(ＡＲＶ７８４５２.１)的

同源性为 ９５％、９９％、１００％、９９％、９９％、８７％、８６％ꎮ
将相应核苷酸序列登录到 ＧｅｎＢａｎｋꎬ获得登录号

ＥｍＧＡＰＤＨ ( ＭＴ０４４４６６ )、 ＥｍＥＦ￣１α ( ＭＴ０４４４６５ )、
Ｅｍａｃｔｉｎ(ＭＴ０４４４６４)、ＥｍＵＢＱ(ＭＷ８１５１２０)、ＥｍｅＩＦ￣
４Ａ( ＭＷ８１５１１９)、 ＥｍＴＵＢ￣α ( ＭＷ８１５１１８)、 ＥｍＣＹＰ
(ＭＷ８１５１１７)ꎮ
２.２ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物检测与熔解曲线分析

用相应引物 ｑＦ、ｑＲ 进行普通 ＰＣＲ 扩增ꎬ产物

长度与预期一致(图 ２)ꎮ 将荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 产

物进行熔解曲线分析ꎬ各基因引物的熔解曲线均

显示为单峰(图 ３)ꎮ 以上结果表明ꎬ本实验所设

计定量引物无引物二聚体及非特异性扩增ꎬ可用

于后续的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析ꎮ

２４３ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



表 １　 基因片段克隆引物和 ｑＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５ →３ )

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

片段长度
Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

备注
Ｒｅｍａｒｋ

ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＭＧＴＴＣＡＴＧＧＴＣＡＶＴＧＧＡＡＧＣ ５６ ７３０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＣＡＡＴＴＣＣＷＧＣＣＴＴＧＧＣＡＴＣ

ＥＦ￣１α￣Ｆ ＹＴＧＹＴＧＹＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣ ５６ ８０５ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔＥＦ￣１α￣Ｒ ＧＡＴＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣＡＡＣＡＣＴＣＴＴ

ａｃｔ￣Ｆ ＣＴＧＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧ ５７ ７５０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｃｔ￣Ｒ ＡＴＴＴＣＡＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＡＡＧＴＧＧ

ＵＢＱ￣Ｆ ＡＴＧＣＡＧＡＴＣＴＴＹＧＴＧＡＡＲＡＣＣＣＴ ５７ ４２０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔＵＢＱ￣Ｒ ＣＡＧＴＡＧＴＧＧＣＧＲＴＣＧＡＡＧＴＧＧＴ

ＴＵＢ￣α￣Ｆ ＴＧＡＲＣＣＨＴＣＤＴＣＹＡＴＧＡＴＧＧ ５１ ２４０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔＴＵＢ￣α￣Ｒ ＣＡＨＡＣＡＧＣＹＣＴＹＴＧＭＡＣＣＴＴ

ｅＩＦ￣４Ａ￣Ｆ ＧＡＧＣＴＤＧＣＨＣＡＧＣＡＲＡＴＴＧＡＧＡＡＲＧＴ ５８ ６５０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｅＩＦ￣４Ａ￣Ｆ ＡＧＤＧＡＲＡＣＹＴＧＹＴＧＶＡＣＲＴＣＲＡＴＡＣＣ

ＣＹＰ￣Ｆ ＧＡＧＡＡＣＴＴＣＭＧＧＧＣＮＣＴＣ ５３ ３１０ 克隆基因片段
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔＣＹＰ￣Ｒ ＣＴＧＳＣＣＧＡＡＣＡＣＧＡＣＧ

Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ) １８ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ ｃＤＮＡ 合成
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃＤＮＡ

ＧＡＰＤＨ￣ｑＦ ＴＧＡＴＣＴＣＡＣＡＧＴＣＡＧＧＣＴＣＧ ５５ １４７ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ￣ｑＲ ＴＧＡＣＣＴＧＣＴＧＴＣＧＣＣＡＡＣ

ＥＦ￣１α￣ｑＦ ＣＣＴＣＣＣＡＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＡＧ ５５ １６７ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＥＦ￣１α￣ｑＲ ＡＴＧＧＡＧＧＧＴＡＣＴＣＡＧＡＧＡＡＧＧ

ａｃｔ￣ｑＦ ＣＣＡＣＴＧＧＴＡＴＴＧＴＴＣＴＧＧＡＣ ５３ １６９ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ａｃｔ￣ｑＲ ＴＧＣＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＡＡＡＧＡＧＴ

ＵＢＱ￣ｑＦ ＡＴＡＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＴＣＧＡＧＴＣ ５３ １６６ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＵＢＱ￣ｑＲ ＴＧＧＡＧＡＧＴＧＧＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧ

ＴＵＢ￣α￣ｑＦ ＴＧＣＣＴＣＡＴＧＴＡＣＣＧＴＧＧＴＧ ５５ １７８ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＴＵＢ￣α￣ｑＲ ＡＣＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＡＣＣＴＴＧＧＣ

ｅＩＦ￣４Ａ￣ｑＦ ＴＣＴＴＣＣＡＧＴＴＧＣＴＡＣＣＡＡＣＣ ５３ １８９ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ｅＩＦ￣４Ａ￣ｑＦ ＧＴＣＴＣＧＡＧＣＴＴＣＣＡＣＴＣＴＴＣ

ＣＹＰ￣ｑＦ ＡＡＧＣＣＴＣＴＣＣＡＣＴＡＣＡＡＡＧＧ ５３ １６２ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＣＹＰ￣ｑＲ ＧＡＡＴＴＣＣＡＧＧＡＣＣＧＧＴＧＴＧ

２.３ 候选内参基因的 Ｃｔ 值分析

对斑地锦不同生长期各组织(根、茎、叶和果)
的 ｃＤＮＡ 样品进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 扩增ꎬ运用 Ｃｔ 值评估

各内参基因的表达量ꎬＣｔ 值与其表达量成反比ꎬ即
Ｃｔ 值越小ꎬ表达量越高ꎮ 内参基因的表达值排序

为 ＥＦ￣１α>ＴＵＢ￣α>ｅＩＦ￣４Ａ>ＵＢＱ>ＣＹＰ>ＧＡＰＤＨ>ａｃｔꎬ
Ｃｔ 值分别为 １７.０４ ~ １９.５５、１８.５２ ~ ２１.８１、１８.５８ ~
２２.０４、２０.１９ ~ ２２.９０、２０.６３ ~ ２４.９９、２１.８５ ~ ２４.９５、
２４.４４ ~ ２９.２６(图 ４)ꎮ ３ 次重复之间各内参基因的

表达量变动较小ꎬ且表达量都有所变化ꎮ
２.４ 候选内参基因表达稳定性分析

２.４.１ ｇｅＮｏｒｍ 软件分析 　 ｇｅＮｏｒｍ 软件通过计算稳

定系数 Ｍ 来分析基因表达稳定性ꎬＭ 值越小ꎬ稳定

性越好ꎮ 除 ａｃｔ 外ꎬ６ 个候选内参基因在不同组织

中表达的 Ｍ 值都小于 １. ５ꎬ稳定性排名为 ＵＢＱ>
ＴＵＢ￣α>ＥＦ￣１α>ｅＩＦ￣４Ａ>ＧＡＰＤＨ>ＣＹＰ>ａｃｔ(表 ２)ꎮ
２.４. ２ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软 件 分 析 　 与 ｇｅＮｏｒｍ 类 似ꎬ
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件也是通过各候选内参基因的 Ｍ 值
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Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＧＡＰＤＨꎻ ２. ＥＦ￣１αꎻ ３. ａｃｔꎻ ４. ＵＢＱꎻ ５. ＴＵＢ￣αꎻ
６. ｅＩＦ￣４Ａꎻ ７. ＣＹＰ.

图 １　 克隆引物(Ｆ 和 Ｒ)ＰＣＲ 扩增候选基因的结果
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ (Ｆ ａｎｄ Ｒ)

Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＧＡＰＤＨꎻ ２. ＥＦ￣１αꎻ ３. ａｃｔꎻ ４. ＵＢＱꎻ ５. ＴＵＢ￣αꎻ
６. ｅＩＦ￣４Ａꎻ ７. ＣＹＰ.

图 ２　 克隆引物 (ｑＦ 和 ｑＲ)ＰＣＲ 扩增候选基因的结果
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ (ｑＦ ａｎｄ ｑＲ)

评估其表达稳定性ꎮ 经 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 软件分析ꎬ７ 个

内参基因在各组织中的表达稳定程度存在差异ꎬ
按 Ｍ 值大小排序为 ＵＢＱ>ＴＵＢ￣α>ＥＦ￣１α>ｅＩＦ￣４Ａ>
ＧＡＰＤＨ>ＣＹＰ>ａｃｔ(表 ３)ꎮ ＵＢＱ 的 Ｍ 值最低ꎬ总体

稳定性最好ꎮ

２.４.３ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件分析　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 直接根据各

基因的 Ｃｔ 值ꎬ计算标准偏差(ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＳＤ)
和变异系数(ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬＣＶ)来评估各内

参基因的稳定性ꎮ 一般来说ꎬ稳定的内参基因具有

较小的 ＳＤ 值和 ＣＶ 值ꎮ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析的基因表

达稳定性排名为 ＥＦ￣１α > ＵＢＱ > ｅＩＦ￣４Ａ > ＧＡＰＤＨ >
ＴＵＢ￣α>ＣＹＰ>ａｃｔ(表 ４)ꎮ 其中ꎬＥＦ￣１α、ＵＢＱ、ｅＩＦ￣４Ａ
的 ＳＤ 值和 ＣＶ 值比较相近ꎬ表达都相对稳定ꎮ
２.４.４ 综合分析　 由于各内参基因在 ３ 个软件中的

排序略有差异ꎬ故运用几何平均值算法进行各候

选内参基因的综合排名ꎬ内参基因几何平均值越

低ꎬ则其稳定性越好ꎮ 各内参基因在斑地锦不同

生长期的不同组织中表达稳定性综合排名为 ＵＢＱ>
ＥＦ￣１α>ＴＵＢ￣α>ｅＩＦ￣４Ａ>ＧＡＰＤＨ>ＣＹＰ>ａｃｔ(表 ５)ꎮ

３　 讨论与结论

地锦草是中医、维医、蒙医常用药材ꎬ主要含

有黄酮类、萜类、酚酸类和生物碱类等ꎬ其中槲皮

素含量作为其质量标准ꎬ目前ꎬ斑地锦的分子生物

学相关报道较少ꎮ 本研究首次克隆了斑地锦

ＧＡＰＤＨ、ＥＦ￣１α、ａｃｔ、ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 等常

用的传统内参基因片段ꎬ并作为候选内参基因进

行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ 分 别 用 ｇｅＮｏｒｍ、 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 和

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 评价在各生长期 (苗期、花期、果期)
根、茎、叶和果实中的表达稳定性ꎮ 本实验中ꎬ各
候选内参基因在不同生长期各组织中的表达丰度

除 ａｃｔ 外都较高ꎬＣｔ 值皆在 ２５ 以下ꎬ符合要求ꎮ 由

于 ３ 个评估软件采用不同统计学算法ꎬ分析结果

通常存在差异ꎬ需要综合分析得到最适合的内参

基因(Ｋｉａｒａｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＺｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ其
中 ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 的分析结果较为一致ꎬ
ＵＢＱ、ＴＵＢ￣α、ＥＦ￣１α、 ｅＩＦ￣４Ａ、ＧＡＰＤＨ 的 Ｍ 值都小

于 １ꎬ 比 较 稳 定ꎬ 最 佳 内 参 基 因 为 ＵＢＱꎬ 而

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 评价结果与前二者略有差异ꎬＥＦ￣１α、
ＵＢＱ、ｅＩＦ￣４Ａ、ＧＡＰＤＨ 的 ＳＤ 值小于 １ꎬ该软件筛选

的最优内参基因为 ＥＦ￣１αꎬ而 ＵＢＱ 和 ｅＩＦ￣４Ａ 表达

也比较稳定ꎬ与 ＥＦ￣１α 并无明显差异ꎮ ＵＢＱ 是泛

素蛋白ꎬ与蛋白质调节系统有关ꎬ参与细胞代谢过

程ꎬＵＢＱ 是常用的内参基因ꎬ在许多植物中得到应

用ꎬ例如分析芍药花瓣不同发育时期和不同组织

的基因表达时可选用 ＵＢＱ 作为内参基因(李健ꎬ
２０１７)ꎮ ＥＦ￣１α 是转录延伸因子 α 亚基基因ꎬ 在真

４４３ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ａ. ＧＡＰＤＨꎻ Ｂ. ＥＦ￣１αꎻ Ｃ. ａｃｔꎻ Ｄ. ＵＢＱꎻ Ｅ. ＴＵＢ￣αꎻ Ｆ. ｅＩＦ￣４Ａꎻ Ｇ. ＣＹＰ.

图 ３　 候选基因熔解曲线
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

核生物中参与转录控制、凋亡以及信号转导等一系

列重要的生命活动过程ꎬ也是较为常用的内参基

因ꎬ在朱顶红不同组织中表达较稳定(刘晓婷等ꎬ
２０１８)ꎮ ＧＡＰＤＨ、ａｃｔ、ＴＵＢ￣α、ｅＩＦ￣４Ａ、ＣＹＰ 等不是斑
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Ａ. ＧＡＰＤＨꎻ Ｂ. ＥＦ￣１αꎻ Ｃ. ａｃｔꎻ Ｄ. ＵＢＱꎻ Ｅ. ＴＵＢ￣αꎻ Ｆ. ｅＩＦ￣４Ａꎻ Ｇ. ＣＹＰ.

图 ４　 内参基因在各生长期不同组织样品中的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ Ｃｔ 值
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｔ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｆｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ

地锦各生长期不同组织ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的合适内参基因ꎬ
但在其他一些植物中可能稳定表达ꎬ这也证明在不

同植物或不同实验条件下进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 有必要对

内参 基 因 进 行 筛 选 与 评 估 ( Ｋｏｚｅｒａ ＆ Ｒａｐａｃｚꎬ

６４３ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



２０１３)ꎮ 因此ꎬ若研究斑地锦不同生长期基因组织

特异性表达时ꎬ可以选取 ＵＢＱ 作为内参基因ꎬ如果

选择内参基因组合ꎬ则 ＵＢＱ 和 ＥＦ￣１α 较为合适ꎮ 此

结果为后续斑地锦分子生物学相关研究提供了便

利条件ꎮ 当然ꎬ随着斑地锦基因发掘和表达研究的

深入ꎬ不排除会出现更稳定的内参基因ꎮ

表 ２　 ｇｅＮｏｒｍ 分析内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｅＮｏｒｍ

基因
Ｇｅｎｅ

Ｍ 值
Ｍ ｖａｌｕｅ

排名
Ｒａｎｋ

ＵＢＱ ０.８２ １

ＴＵＢ￣α ０.９０ ２

ＥＦ￣１α ０.９１ ３

ｅＩＦ￣４Ａ ０.９４ ４

ＧＡＰＤＨ ０.９６ ５

ＣＹＰ １.１７ ６

ａｃｔ １.６５ ７

表 ３　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

Ｍ 值
Ｍ ｖａｌｕｅ

排名
Ｒａｎｋ

ＵＢＱ ０.１９ １

ＴＵＢ￣α ０.３５ ２

ＥＦ￣１α ０.４２ ３

ｅＩＦ￣４Ａ ０.４３ ４

ＧＡＰＤＨ ０.４４ ５

ＣＹＰ ０.５９ ６

ａｃｔ １.０８ ７

表 ４　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析内参基因的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

基因
Ｇｅｎｅ

ＳＤ 值
ＳＤ ｖａｌｕｅ

ＣＶ 值
ＣＶ ｖａｌｕｅ

排名
Ｒａｎｋ

ＥＦ￣１α ０.７９ ４.３６ １

ＵＢＱ ０.８０ ３.８１ ２

ｅＩＦ￣４Ａ ０.８１ ４.１０ ３

ＧＡＰＤＨ ０.９８ ４.２３ ４

ＴＵＢ￣α １.０１ ５.０２ ５

ＣＹＰ １.０５ ４.５６ ６

ａｃｔ １.１６ ４.４０ ７

表 ５　 各内参基因表达稳定性综合排名
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒａｎｋ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ ｇｅＮｏｒｍ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ Ｂｅｓｔ￣

Ｋｅｅｐｅｒ

几何
平均值
Ｇｅｏｍｅ￣
ｔｒｉｃａｌ
ｍｅａｎ

综合
排名

Ｃｏｍｐｒｅ￣
ｈｅｎｓｉｖｅ
ｒａｎｋ

ＵＢＱ １ １ ２ １.３３ １

ＥＦ￣１α ３ ３ １ ２.３３ ２

ＴＵＢ￣α ２ ２ ５ ３.００ ３

ｅＩＦ￣４Ａ ４ ４ ３ ３.６７ ４

ＧＡＰＤＨ ５ ５ ４ ４.６７ ５

ＣＹＰ ６ ６ ６ ６.００ ６

ａｃｔ ７ ７ ７ ７.００ ７
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