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摘　 要： ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术具有定量准确、灵敏度高、重复性好等特点，被广泛用于基因表达分析。 内参基因的

稳定性对于准确分析实验结果非常重要。 该研究以黄花大苞姜（Ｃａｕｌｏｋａｅｍｐｆｅｒｉａ ｃｏｅｎｏｂｉａｌｉｓ）花粉母细胞时

期（ＰＭＣ）、四分体时期（ＴＥＴ）、成熟花粉时期（ＭＰ）的花药组织为材料，基于 ３ 个阶段花药转录组表达谱数

据以及常用传统内参基因，筛选出 Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＧＡＰＤＨ）、Ｍａｌａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

（ＭＤＨ）、α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ３ （ＴＵＡ３）、β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ７ （ＴＵＢ７）和 Ａｃｔｉｎ６ （ＡＣＴ６）作为候选内参基因，进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析；并

运用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ 软件综合分析 ５ 个候选内参基因在黄花大苞姜花药发育过程中的表

达稳定性。 结果表明：ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 的表达最稳定，ＡＣＴ６ 的稳定性最差；分别以ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 作为内参，分

析 ＧＢＥ１ 在黄花大苞姜花药发育中的表达模式，并与该基因在花药转录组中的表达模式做相关系数分析，３

种表达模式结果一致，进一步验证了 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 的表达稳定性。 这说明 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 适合作为 ｑＲＴ⁃

ＰＣＲ 分析黄花大苞姜花药发育过程中相关基因表达模式的内参基因。 该研究结果为黄花大苞姜花药发育

分子机制相关研究奠定了基础，也为姜科花药发育相关内参基因的选择提供了参考。
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　 　 黄花大苞姜（Ｃａｕｌｏｋａｅｍｐｆｅｒｉａ ｃｏｅｎｏｂｉａｌｉｓ）是中

国特有的姜科大苞姜属植物，具有独特的花粉滑

动自花授粉机制（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００４， ２００５），花粉

呈粘液状，与拟南芥、水稻的干性花粉显著不同。
因此，其花药发育相关的研究，对于了解和补充精

密的花药发育分子机制具有重要意义。 但目前关

于黄花大苞姜花药发育的相关研究却尚还未见有

报道。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术具有定量准确、特异性强、灵
敏度高及高通量等优点，被广泛用于基因表达分

析（Ｎｏｌａｎ ｅｔ ａｌ， ２００６； Ｈｕｇｇｅｔｔ ｅｔ ａｌ， ２００５）。 但由

于 ＲＮＡ 提取质量、逆转录效率等因素无法完全统

一，目的基因表达准确性会受到一定影响，因此不

能真实反映基因的表达情况，需要内参基因来矫

正和标准化，而一个好的内参可以消除这些影响

（Ｖａｎｇｕｉｌｄｅｒ ｅｔ ａｌ， ２００８； Ｄｅｒｖｅａｕｘ ｅｔ ａｌ， ２０１０）。
因此，筛选特定条件下最适内参基因对于准确分

析目的基因的表达情况至关重要。
本研究基于黄花大苞姜花粉母细胞时期

（ Ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ， ＰＭＣ ）、 四 分 体 时 期

（Ｔｅｔｒａｄ ｓｔａｇｅ， ＴＥＴ）和成熟花粉时期（Ｍａｔｕｒｅ ｐｏｌｌｅｎ
ｓｔａｇｅ， ＭＰ）的花药转录组数据，结合已经报道的植

物 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因（胡瑞波等，２００９；牙库甫江

等，２０１１）。 筛选出了表达相对稳定的 ５ 个基因

Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ）、
Ｍａｌａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＭＤＨ）、α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ３（ＴＵＡ３）、β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ７（ＴＵＢ７）和 Ａｃｔｉｎ６（ＡＣＴ６）作为候选内参基

因，进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 并运用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ（ Ｐｆａｆｆｌ
ｅｔ ａｌ， ２００４）、Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ（Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ， ２００４）和

ｇｅＮｏｒｍ（Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ， ２００２）软件综合分析 ５
个候选内参基因在黄花大苞姜花药发育过程中的

表达稳定性，以筛选出表达最稳定的内参基因，为
开展黄花大苞姜花药发育相关基因的研究奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１ 材料

本研究以黄花大苞姜不同发育阶段的花药组

织为材料，于 ５—７ 月采自广东惠州南昆山自然保

护区。 收集花粉母细胞时期、四分体时期和成熟

花粉时期的花药组织，液氮速冻后，于 － ８０ ℃ 保

存，直至提取 ＲＮＡ。 每个发育阶段取 ３ 个生物学

重复，共 ９ 个样品。 花药发育阶段经醋酸洋红压

片，显微观察确定。
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１．２ 总 ＲＮＡ 提取和反转录 ｃＤＮＡ 合成

用 Ｏｍｅｇａ ＢｉｏＴｅｋ 公 司 的 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ
（Ａｍｅｒｉｃａ）试剂盒，参照说明书方案二（用于次生

代谢物多的植物组织）提取花药组织的总 ＲＮＡ。
ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ １（ Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ， Ｊａｐａｎ）去除 ＲＮＡ
中的 ＤＮＡ。 １．２％的琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏ⁃１００
超微量分光光度计用于检测 ＲＮＡ 的纯度和完整

性。 ｃＤＮＡ 的合成采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（ＴａＫａＫａ， Ｊａｐａｎ）试剂盒，取 １．６
μｇ ＲＮＡ，参照说明书反转录生成 ｃＤＮＡ 的第一条

链，产物－２０ ℃保存。
１．３ 内参基因的选择及特异性引物设计

结合已经报道的常用内参基因，以及其在本

实验室 ３ 个阶段发育花药的转录组数据中的表达

情况，以 基 因 在 ３ 个 花 药 发 育 阶 段 的 表 达 量

（ＦＰＫＭ）差异倍数均小于 ２ 为标准。 最终确定表

达量差异较小的 ＧＡＰＤＨ、ＭＤＨ、ＴＵＡ３、ＴＵＢ７、ＡＣＴ６
基因作为候选内参基因。 特异性引物的设计采用

ＮＣＢＩ 内 嵌 的 Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｉｍｅｒ⁃ｂｌａｓｔ ／ ）设计，根据荧光定

量引物设计原则，以及 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ
（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）荧光定量试剂对引物的要求选

择最优引物，并将引物对转录组数据库比对，确定

引物的专一性。 引物信息见表 １。
１．４ 候选内参基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应

采 用 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公 司 的 ＣＦＸ９６ＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 进行荧光定量 ＰＣＲ 反应，定
量 试 剂 采 用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ （ Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）试剂盒（Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ， Ｊａｐａｎ）。 反应体

系：ｃＤＮＡ ０． ２５ μＬ； ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ （ Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） （ ２ ×） １０ μＬ； Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ （ １０ μｍｏｌ·
Ｌ⁃１）０． ８ μＬ； Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ（１０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１） ０． ８ μＬ；加
ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬ 体系。 每个样品设 ３ 次技术重

复。 反应程序：预变性 ９５ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环；９５
℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ。 生成溶解曲线，用于判断扩增

特异性。
１．５ 引物扩增效率计算

等量取所有样品的 ｃＤＮＡ，混合均匀后稀释 ５
个梯度，每个梯度 ５ 倍，即模板浓度分别为初始浓度

的 １、１ ／ ５、１ ／ ５２、１ ／ ５３、１ ／ ５４ 倍。 每个反应设 ３ 个重

复。 用 Ｂｉｏ Ｒａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ 软件分析进行数据分

析。 以模板浓度的对数值为横坐标，以 Ｃｔ 值为纵坐

标绘制标准曲线，得到斜率 Ｋ 和相关系数 Ｒ２。 通过

公式 Ｅ＝（５⁃１ ／ ｋ＿１）×１００％，计算引物扩增效率（Ｅ）。
１．６ 数据处理与分析

采用 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ ３ 个软

件对 ５ 个候选内参基因在黄花大苞姜花药发育过

程中的表达稳定性进行分析。 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 软件可

直接采用基因表达 Ｃｔ 值进行分析，而 ｇｅＮｏｒｍ 和

Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ 软件需将 Ｃｔ 值经 ΔＣｔ 方法转换后才能

用于数据分析。

２　 结果与分析

２．１ ＲＮＡ 质量检测

３ 个发育阶段的黄花大苞姜花药组织提取总

ＲＮＡ 后，用 １．２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 完整

性和纯度，结果显示 ＲＮＡ 电泳条带清晰，无可见

污染（图 １）。 Ｎａｎｏ⁃１００ 检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度，
结果表明 Ａ２６０ ／ ２８０ 均在 ２．０ ～ ２．１ 之间，表明 ＲＮＡ
完整性好。 Ａ２６０ ／ ２３０ 在 １．９ ～ ２．１ 之间，表明纯度

较高，可用于后续实验。
２．２ 扩增效率与扩增特异性分析

以 ５ 倍为浓度梯度稀释 ５ 个梯度，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
获得的 ＧＡＰＤＨ、ＭＤＨ、ＴＵＡ３、ＴＵＢ７、ＡＣＴ６ 的标准曲

线斜率、扩增效率和相关系数（Ｒ２）见表 １。 ５ 个候

选内 参 基 因 中 除 ＡＣＴ６ 扩 增 效 率 有 点 低 只 有

７７．８％，相关系数（Ｒ２）仅有 ０． ８８９ 之外，ＧＡＰＤＨ、
ＭＤＨ、ＴＵＡ３、 ＴＵＢ７ 的 引 物 扩 增 效 率 Ｅ 均 大 于

１００％，相关系数（Ｒ２）均大于 ０．９９０，符合 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
对引物扩增效率的要求。 溶解曲线分析结果表

明，５ 个候选内参基因的溶解曲线均呈现明显单一

的主峰，相同样品间的曲线重复性良好（图 ２），说
明引物的特异性良好，可用于后续实验。
２．３ 候选内参基因的表达水平分析

Ｃｔ 值与基因的表达量呈反比，Ｃｔ 值越大，基因

的表达量越低；反之，Ｃｔ 值越小，代表基因的表达

量越高。 ５ 个候选内参基因在黄花大苞姜花药发

育 ３ 个阶段的 Ｃｔ 值见图 ３，５ 个候选内参基因在黄

花大苞姜不同花药发育阶段中表达的 Ｃｔ 值在 １８ ～

８７ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



注： １－３． 花粉母细胞时期； ４－６． 四分体时期； ７－９． 成熟花粉时期。
Ｎｏｔｅ： １－３． Ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ； ４－６． Ｔｅｔｒａｄ ｓｔａｇｅ； ７－９． Ｍａｔｕｒｅ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ．

图 １　 黄花大苞姜 ３ 个阶段花药组织总 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ． １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ａｎｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｃａｕｌｏｋａｅｍｐｆｅｒｉａ ｃｏｅｎｏｂｉａｌｉｓ

表 １　 候选内参基因的基因名称、引物序列、目的片段长度及扩增效率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ， ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ ＰＣＲ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列（５′➝３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′➝３′）

目的片段长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｈ

（ｂｐ）

扩增效率 Ｅ
ＰＣＲ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

（％）

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

（Ｒ２）

斜率
Ｓｌｏｐｅ
（ ｋ）

ＡＣＴ６ ＦＰ： ＣＣＧＡＣＡＣＣＡＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡＡ ２９０ ７７．８ ０．８８９ －４．００１

ＲＰ： ＣＧＣＡＴＴＣＴＣＣＴＡＴＣＴＣＣＧＣＣ

ＧＡＰＤＨ ＦＰ： ＧＧＣＡＡＣＧＡＧＴＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴ １２０ １０９．９ ０．９９８ －３．１０５

ＲＰ： ＴＡＣＴＴＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＴＴＣＧＣ

ＭＤＨ ＦＰ： ＣＡＧＣＡＡＡＡＣＧＡＴＧＡＧＧＣＧＡＣ ９６ １０７．２ ０．９９２ －３．１６

ＲＰ： ＡＴＴＣＴＣＣＣＧＴＣＴＣＡＡＴＧＧＣＧ

ＴＵＡ３ ＦＰ： ＧＴＧＡＴＧＴＣＧＴＧＣＣＣＡＡＧＧＡ １２３ １０４．３ ０．９９７ －３．２２４

ＲＰ： ＣＡＧＡＴＧＧＣＧＧＣＴＧＧＴＡＧＴＴＴＡ

ＴＵＢ７ ＦＰ： ＧＡＧＡＣＧＡＧＧＴＧＧＡＡＧＧＣＴＧＡ ２３８ １０２ ０．９９２ －３．２７５

ＲＰ： ＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡＴＧＴＧＴＣＧＴＧＴＡＧ

２７ 之 间， 其 中 ＡＣＴ６ 和 ＴＵＢ７ 的 表 达 量 较 低，
ＧＡＰＤＨ 的表达量最高。
２．４ 候选内参基因表达稳定性分析

ＢｅｓｔｅｒＫｅｅｐｅｒ 软件是基于内参基因 Ｃｔ 值的标

准差（ＳＤ）和调节系数标准差 ＳＤ（ ±ｘ － ｆｏｌｄ）来评

判基因的表达稳定性，直接对基因表达 Ｃｔ 值进行

分析。 ＳＤ 值越小，表达越稳定，程序默认临界值

为 １，当 ＳＤ 值大于 １ 时，认为该基因表达不稳定。
分析结果显示，ＡＣＴ６ 的 ＳＤ 值大于 １，其余均小于

１（表 ２），表明除 ＡＣＴ６ 之外，其余 ４ 个候选内参均

符合 作 为 内 参 基 因 的 标 准， 表 达 最 稳 定 的 是

ＴＵＢ７。 ５ 个候选内参基因的稳定性排序依次为

ＴＵＢ７＞ＭＤＨ＞ＧＡＰＤＨ＞ＴＵＡ３＞ＡＣＴ６。
ｇｅＮｏｒｍ Ｖ３．５ 软件是基于平均表达稳定值 Ｍ

来确定候选内参基因的稳定性。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验获

得的 Ｃｔ 值，需经 ΔＣｔ 方法转换后方可用于分析。 Ｍ
值越大，基因的表达稳定性越低，Ｍ 值越小，基因

的表达越稳定。 一般认为，Ｍ 值等于 １．５ 为基因表

达稳定的界限，Ｍ 值大于 １．５ 的基因， 不宜作为内

参基因。 本研究 ５ 个候选内参基因的 Ｍ 值均小于
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图 ２　 ５ 个候选基因的溶解曲线
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

注： ＰＭＣ． 花粉母细胞时期； ＴＥＴ． 四分体时期； ＭＰ． 成熟花粉时期。
Ｎｏｔｅ： ＰＭＣ． Ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ； ＴＥＴ． Ｔｅｔｒａｄ ｓｔａｇｅ；

ＭＰ． Ｍａｔｕｒｅ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ．

图 ３　 ５ 个候选内参基因在花药不同发育时期的 Ｃｔ 值
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

１．５，表明 ５ 个候选内参基因均符合作为内参的

要求。其中表达最稳定的基因是ＭＤＨ和ＴＵＢ７，最

表 ２　 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 分析 ５ 个候选内参的表达稳定性
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ＴＵＢ７ ＭＤＨ ＧＡＰＤＨ ＴＵＡ３ ＡＣＴ６

几何平均值
Ｇｅｏ Ｍｅａｎ ［Ｃｔ］

２５．０３ ２４．４７ １９．４８ ２２．０８ ２５．２４

算数平均值
Ａｒ Ｍｅａｎ ［Ｃｔ］

２５．０４ ２４．４８ １９．５０ ２２．１０ ２５．２８

最小值
Ｍｉｎ．［Ｃｔ］

２４．１５ ２３．７６ １８．４４ ２０．８０ ２３．５６

最大值
Ｍａｘ．［Ｃｔ］

２６．１１ ２５．３１ ２０．６４ ２４．００ ２７．５７

标准差
ＳＤ ［ ± Ｃｔ］

０．３１ ０．４２ ０．７０ ０．７５ １．１７

稳定性排名
Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒａｎｋ

１ ２ ３ ４ ５

不稳定的是 ＡＣＴ６。 ５ 个候选内参基因的表达稳定

性依次为 ＭＤＨ ／ ＴＵＢ７＞ＧＡＰＤＨ＞ＴＵＡ３＞ＡＣＴ６（图 ４：
Ａ）。 此外，ｇｅＮｏｒｍ 软件还可以通过计算候选内参

基因的配对变异值 Ｖｎ ／ ｎ＋１来分析最适内参基因数。
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图 ４　 ｇｅＮｏｒｍ 分析 ５ 个候选内参基因的平均表达稳定性和最适内参基因数目
Ｆｉｇ． ４　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

ｏｆ ｆｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｇｅＮｏｒｍ

图 ５　 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 分析 ５ 个候选内参基因的表达稳定值
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

软件默认 Ｖｎ ／ ｎ＋１ 临界值为 ０． １５，即当 Ｖｎ ／ ｎ＋１ ＜ ０． １５
时，ｎ 个内参基因即可满足内参基因的要求。 图

４：Ｂ 结果显示 Ｖ３ ／ ４ ＜ ０． １５，即需要 ３ 个内参基因

ＭＤＨ、ＴＵＢ７ 和 ＧＡＰＤＨ 组合来作为内参基因。
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 是基于组内方差和组间方差来计

算基因表达稳定性的，基因表达的 Ｃｔ 值也需要经

ΔＣｔ 方法转换后方可用于分析。 稳定值越大，代表

基因的表达稳定性越差，反之，稳定性值越小代

表，基因表达越稳定。 图 ５ 结果表明 ＡＣＴ６ 的表达

稳定性最差，ＧＡＰＤＨ 的表达稳定性最高。 ５ 个候

选内参基因的表达稳定性依次为 ＧＡＰＤＨ＞ＴＵＡ３＞

ＭＤＨ＞ＴＵＢ７＞ＡＣＴ６。
２．５ 内参基因稳定性的验证

综合考虑 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 Ｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ ３
个软件的分析结果，认为 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 在黄花大

苞姜花药发育中表达相对最稳定。 分别以 ＭＤＨ
和 ＴＵＢ７ 作为内参基因，以 ＰＭＣ 时期作为对照，采
用 ΔΔＣＴ 法，对黄花大苞姜花药发育过程中与淀

粉和蔗糖代谢相关的 １，４⁃α⁃葡聚糖支链酶基因

（１，４⁃ａｌｐｈａ⁃ｇｌｕｃａｎ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ，ＧＢＥ１）在花药

发育过程中的相对表达模式进行分析。 并与花药

转录组中该基因的表达模式（ ＦＰＫＭ）两两做相关

系数分析（Ｐｅａｒｓｏｎ），来验证筛选出的表达相对较

稳定的内参基因的可靠性。 结果表明，以 ＭＤＨ 或

ＴＵＢ７ 作为内参基因获得的 ＧＢＥ１ 在花药发育中的

表达模式，与该基因在转录组中的表达模式相关

系数 ｒ 分别为 ０．９６６ 和 ０．９４６，它们两个之间的相

关系数 ｒ 为 ０．９９８，表明 ３ 种途径获得的 ＧＢＥ１ 在

黄花大苞姜花药发育中的表达模式一致，因此认

为 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 可作为分析黄花大苞姜花药发育

过程中相关基因表达模式的内参基因。

３　 讨论与结论

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术已被广泛用于研究基因表达的

研究，但是定量结果的准确性与内参基因的稳定

１８１ 期 张俊平等： 黄花大苞姜花药发育 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因筛选



注： Ａ． 以 ＭＤＨ 为内参基因获得的 ＧＢＥＩ 表达模式及其与转录组表达模式的相关系数； Ｂ． 以 ＴＵＢ７ 为内参基因获得的 ＧＢＥＩ 表达

模式及其与转录组表达模式的相关系数； Ｃ． 分别以 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 为内参基因获得的 ＧＢＥＩ 表达模式之间的

相关系数。 ＰＭＣ． 花粉母细胞时期； ＴＥＴ． 四分体时期； ＭＰ． 成熟花粉时期。
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＧＢＥ１ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＤＨ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＧＢＥ１ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＵＢ７ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； Ｃ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＭＤＨ ａｎｄ ＴＵＢ７ ａｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＰＭＣ． Ｐｏｌｌｅｎ ｍｏｔｈｅｒ ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ； ＴＥＴ． Ｔｅｔｒａｄ ｓｔａｇｅ； ＭＰ． Ｍａｔｕｒｅ ｐｏｌｌｅｎ ｓｔａｇｅ．

图 ６　 ＧＢＥ１ 在花药发育时期的表达模式以及表达模式之间的相关系数
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＧＢＥ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｈｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ

性表达密切相关，而并不存在所谓恒定表达的内

参基因（牙库甫江等，２０１１；Ｈｕｉｓ ｅｔ ａｌ， ２０１０； Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ， ２０１１）。 Ｍａｌｌｏｎａ ｅｔ ａｌ（ ２０１０）筛选矮牵牛叶

和花发育中表达稳定的内参基因， ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ、ｇｅＮｏｒｍ 和 ｑＢａｓｅＰｌｕｓ ４ 种软件综合分

析结果显示，ＥＦ１ａ 在 Ｍｉｔｃｈｅｌｌ 品系中最稳定，ＣＹＰ
在 Ｖ３０ 品系中最稳定，ＧＡＰＤＨ 在两个品系中都最

不稳定。 Ｘｕ ｅｔ ａｌ（ ２０１４）对中国白菜花蕾发育中

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 内参基因进行筛选，ｇｅＮｏｒｍ 分析结果显

示可育系与不育系花蕾发育过程中表达最稳定的

是 ＴＵＢ 和 ＧＡＰＤＨ。 Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ（２０１３）分析了不同色

系瓜叶菊花发育过程中的 ８ 个候选内参基因的表

达稳定性，结果表明在所有样本中 ＳＡＮＤ 和 ＡＣＴ
最稳定，但是在不同色系中的结果有所不同，蓝色

和粉红色品系中 ＳＡＮＤ 和 ＡＣＴ 最稳定，ＴＩＰ４１ 和

ＡＣＴ 在白色系中最稳定，ＰＰ２Ａ 和 ＡＣＴ 在洋红色系

中最稳定。 而本研究发现传统常用内参基因 ＧＡＰ⁃
ＤＨ、ＭＤＨ、ＴＵＡ３、ＴＵＢ７、ＡＣＴ６，在黄花大苞姜花药

发育过程中表达最稳定的基因是 ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７，
最不稳定的基因是 ＡＣＴ６。 因此筛选特定条件下，

稳定表达的内参基因对于准确分析目的基因的表

达非常重要（Ｂｕｓｔｉｎ ｅｔ ａｌ， ２０１０）。
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ、ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ 和 ｇｅＮｏｒｍ 软件是目前

最常用于评估内参稳定的软件，但是由于采用不

同的算法（Ｐｆａｆｆｌ ｅｔ ａｌ， ２００４；Ａｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ， ２００４；
Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ， ２００２），对内参基因稳定性的

分析结果会有一些差异，目前已经有基于这些软

件的研究与分析，并得到了稳定表达的内参基因

（李晗等，２０１６；刘文哲等，２０１６；苏晓娟等，２０１３；
刘艳霞等，２０１６）。 本研究也采用了这 ３ 个软件对

ＧＡＰＤＨ、ＭＤＨ、ＴＵＡ３、ＴＵＢ７、ＡＣＴ６ 在黄花大苞姜花

药发育中的表达稳定性进行了分析。 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
分析结果显示，除了 ＡＣＴ６ 以外，其余 ４ 个基因均

符合作为内参的要求，ＭＤＨ 和 ＴＵＢ７ 的表达最稳

定，ＡＣＴ６ 的表达稳定性最差。 ｇｅＮｏｒｍ 分析认为 ５
个候选内参基因都符合作为内参的标准，ＭＤＨ 和

ＴＵＢ７ 的表达最稳定，ＡＣＴ６ 的表达稳定性最差。
而 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ 则分析认为表达最稳定的基因是

ＧＡＰＤＨ 和 ＴＵＡ３， ＡＣＴ６ 表 达 稳 定 性 最 差， 但 是

ＭＤＨ 与 ＴＵＢ７ 的稳定性值与最稳定的 ＧＡＰＤＨ 的
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差异不大。 本研究选择了表达较为稳定的 ＭＤＨ
和 ＴＵＢ７ 分别作为内参基因分析 ＧＢＥ１ 在黄花大

苞姜花药发育中的表达模式，并与该基因在花药

发育转录组中的表达模式做相关系数分析，该基

因的 ３ 种表达模式结果一致。 因此，认为 ＭＤＨ 和

ＴＵＢ７ 可作为 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析黄花大苞姜花药发育

相关基因表达情况的内参基因。
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