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入侵杂草刺萼龙葵
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传播扩散的主要载体是种子!研究其种子休眠萌发基因的激素

调控对于其防除具有重要意义!而选择合适的内参基因可以提高相关基因表达分析的准确性#本研究以赤霉素"脱

落酸和水处理的刺萼龙葵种子为材料!利用
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种软件对
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个候选内

参基因进行表达稳定性评价!并通过检测
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1B982928182W!2;96;92?2Z6&

'的表达验证所筛选的内参基因的适用

性#结果表明!对于赤霉素"脱落酸和水处理过的种子!最稳定的内参基因分别为
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'是最稳定的内参基因#研究结果将为刺萼龙葵种子休眠萌发的遗传调控研究提供重要参考#
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外来入侵杂草刺萼龙葵
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原

产于北美洲$是茄科茄属一年生草本植物*

<

+

-

<%D<

年刺萼龙葵首次在我国辽宁朝阳被发现*

"

+

$随后逐

渐扩散蔓延至吉林,河北,北京,内蒙古,山西等

地*

=

+

-刺萼龙葵可以降低入侵地的生物多样性,破

坏其生态系统-入侵农田的刺萼龙葵除了直接与农

作物竞争之外$还是多种病虫害的中间寄主$其植株

含有毒素茄碱$可以使误食的牲畜中毒死亡*

<

+

-刺

萼龙葵的入侵对生态环境和农业生产均造成了严重

影响$其防控问题受到人们的广泛关注*

$

+

-由于化

学除草剂的大量使用会对生态环境造成污染$而基

于竞争替代的生态调控技术也存在应用范围较窄的
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期 赵丹丹等#刺萼龙葵种子中适宜内参基因的筛选

局限性-因此$从刺萼龙葵种子休眠与萌发的遗传

调控路径入手$有望发掘更为有效的防控方法*

&C

+

-

刺萼龙葵主要通过种子进行传播$其单株结实

量可以达
<

万
"

"

万粒-刺萼龙葵的种子具有复合

休眠特性!物理休眠与生理休眠"$在土壤中可以保

持较长时间的种子活力*

.

+

-前人研究发现赤霉素可

以显著提高刺萼龙葵种子的萌发率$其种子的休眠

和萌发主要受激素相关的内在遗传基因调控*

&

+

-明

确刺萼龙葵种子休眠和萌发调控的分子机理对合理

调节其萌发出苗$进而制定有效的杂草防治措施具

有重要价值-基因表达分析是揭示植物生命周期中

基因功能和调控机制的重要手段-因此$确保相关

基因表达分析的准确性十分重要-荧光定量
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!
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$

b

X',

"因其灵敏度高,

特异性强等优点$被广泛用于基因表达检测*

D

+

-选

用表达水平不随组织类型,发育阶段或浸种处理而

显著变化的内参基因进行
b

X',

可以确保结果分析

的准确性*

%

+

-因此$在使用
b

X',

技术对基因表达

进行检测分析之前$应筛选合适的内参基因并验证

其稳定性-目前$有关刺萼龙葵种子适宜内参基因

筛选的研究尚未见报道-

本研究以外源激素!赤霉素,脱落酸"处理的刺萼

龙葵种子为材料$检测了三磷酸甘油醛脱氢酶基因
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个内参基因的表达情况$用
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种软件对其

表达稳定性进行分析$并对筛选出的内参基因进行

了稳定性验证-其中
a

6OI@0

和
OI@0J2;W6@

均是

通过计算内参基因表达稳定值大小来评价其稳定

性$前者可选择出两个或两个以上基因作为标准化

指标$而后者只能选择一个合适的内参基因)

>69?!

L66

7

6@

依据各基因间配对的相关系数,变异系数和

标准偏差等值对内参基因稳定性进行评价)

,6H!

J2;W6@

内置的算法包括以上
=

种$其对候选内参基

因的综合排序结果更可靠$避免了单个软件分析的

片面性-本研究结果可以为准确检测刺萼龙葵种子

休眠萌发相关基因的表达提供参考-
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材料与方法
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植物材料

刺萼龙葵种子于
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年采于北京市密云区

!

$#x"$~$�O

$
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"-选取成熟,饱满,大小

均匀的刺萼龙葵种子摆放在垫有两层滤纸的培养皿

!直径
<&80

"中$每皿摆放
=##

粒-向培养皿中分

别加入
<"0Y#:=&00I3
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Y

赤霉素!
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2BB6@6332;
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Y

脱落酸!

1B982928182W

$

(>(

"或
<"0Y

无菌水$以未处理的干种子作为空

白对照-然后将培养皿转入光照培养箱中$在
=#V

�"V

,黑暗条件下培养
"$

,

$D5

和
."5

后分别收集

种子样品-将所有的样品分为
$

组$即赤霉素,脱落

酸,水及以上
=

组的混合样品!种子总体"$每个样品

设
=

个生物学重复$取样后立即放入液氮中冷冻并

保存在
KD#V

冰箱中-
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!

JOS

提取及
6-OS

合成

使用
,O(

7

@6

7

X\@6

植物总
,O(

提取试剂盒

!天根生化科技!北京"有限公司"进行样品
,O(

的提取$

,O(

样品经
<R

琼脂糖凝胶电泳检测在

"D)

和
<D)

处均显示清晰单一的条带$无明显降

解-利用
O1;I+@I
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PM N;6
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N;6'

超痕量
d[

分光光度计测量
,O(

的浓度和纯度$其
;
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在
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"
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的总体质量较好-采用
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!北京全式金生物技术有限

公司"反转录试剂盒对质量合格的
,O(

进行反转

录$体系为
"#

#

Y

$

,O(

质量均为
D##;

a

-合成的

8+O(

保存在
KD#V

冰箱中-
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候选基因的选择与引物设计

根据本实验室建立的刺萼龙葵转录组数据库以

及文献中报道的常见内参基因$选择了
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个刺萼龙

葵的内参基因!

C;!56

$

;DE

$

CN

$

P>Q

$

EO!$<

$

/

<$

/



"#"#

<D)

$

N!FD

$

(O<

$

EP>

$

5H;R

$

DS!

$

G<<

!

$

!!";),

$

,d>X

和
/;H5

"作为候选-使用
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的引物$具体信息如表
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-引物

由上海生工生物工程股份有限公司合成-
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,

#

(PP'''('(('(_''(('_

/1A

!

常规
(<J

与
@

(<J

反应

以刺萼龙葵种子的
8+O(

为模板$分别对
<&

个候

选内参基因进行常规
X',

-反应体系为
"&

#

Y

$包括#

<":&

#

Y"TE#

K

M19?6@M2c

$

<

#

Y8+O(

$

"

#

Y

上下

游引物混合物!

<#

#

0I3

&

Y

"$

%:&

#

Y

超纯水-反应程

序为#

%$V

预变性
&02;

)

%$V

变性
=#9

$

C#V

退火

=#9

$

."V

延伸
<&9

$

=&

个循环)最后
."V

延伸
<#02;

-

反应完成后$取
&

#

Y

扩增产物用
"R

的琼脂糖凝胶

电泳进行检测$每对引物均扩增出了单一正确的产

物$无可见的引物二聚体$说明引物的特异性良好

!图
<

"-

b

X',

反应利用
(>U.&##

实时荧光定量
X',

仪进行数据采集-反应体系为
"#

#

Y

$包括#

<#

#

Y

>69?1@

'

)

A

B@_@66;

b

X', M19?6@02c

!

+>U

$德国"$

<

#

Y8+O(

$

<

#

Y

上,下游引物混合物!

<#

#

0I3

&

Y

"$

.:C

#

Y,O196!H@66Q

"

N

和
#:$

#

Y&#T,N̂

-

每个样品设
=

次技术重复$以
,O196!H@66Q

"

N

替

代
8+O(

模板作为阴性对照-反应程序为#

%"V

预变性
"02;

)

%&V

变性
<#9

$

C#V

反应
=$9

$

$#

个循环)扩增完毕后$温度从
&DV

缓慢递增到

%&V

进行熔解曲线反应$结果显示每对引物的熔

解曲线均为单峰-利用
b

X',

进行了标准曲线的

/

"$

/
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卷第
=

期 赵丹丹等#刺萼龙葵种子中适宜内参基因的筛选

制作$结果显示$

<&

个候选内参基因的扩增效率

!

G

"在
%#:$<R

"

<#C̀$=R

之间$相关系数!

N

"

"

在
#̀%%<

"

#:%%D

之间$说明设计的引物符合

b

X',

检测要求!表
<

"-

图
/

!

/C

个候选内参基因的
(<J

产物

?$

D

1/

!

(<J

*

+7'=6%987+/C6)"'$')%&+&8&+&"6&

D

&"&9

!

/1C

!

表达稳定性的数据分析

将处理样品的
8+O(

进行
b

X',

检测$得到不

同候选内参基因
D

K

值并用
X@290

软件绘制箱形图$

在此基础上$选择软件
a

6OI@0

,

OI@0J2;W6@

,

>69?!

L66

7

6@

对候选内参基因的稳定性进行评估$然后利

用网络工具!

,6HJ2;W6@

"综合分析
=

种软件的结果$

得出最稳定的内参基因-

a

6OI@0

和
OI@0J2;W6@

的输入值为
D

K

值转换而成的相对量$转换公式为

"

K

(

D

K

!

(

D

K

y

相应的
D

K

值
K

该基因的最低
D

K

值"-

a

6OI@0

通过参数
@

来评估内参基因的稳定性-

@

值越小$表明基因表达越稳定$若
@

值低于
<:&

$则

认为该内参基因合格*

<#

+

-此外$

a

6OI@0

通过计算

归一化因子!

H<

$

和
H<

$S<

"之间的配对变异数

!

T

$

&

$S<

"$可以确定
b

X',

分析所需的最佳内参基因

数-当
T

$

&

$S<

%

#:<&

时$代表该条件下的理想内参

基因数为
$

-

OI@0J2;W6@

通过计算候选内参的总

体变异和样品组间变异来确定最稳定的内参基因$

评估的稳定性参数值越小$表明该基因表达越稳

定*

<<

+

-

>69?L66

7

6@

和
,6HJ2;W6@

的输入值为原始

D

K

值-

>69?L66

7

6@

通过该基因内所有样品的
D

K

值

计算得出标准偏差!

)+

"和候选内参基因之间的变

异系数!

DT

"$

)+

低于
<

的内参基因认为合格*

<"

+

-

,6HJ2;W6@

则依据自带的
$

种算法!

a

6OI@0

,

OI@0!

J2;W6@

,

>69?L66

7

6@

和
+63?1!D%

"的结果生成一个综

合的排名$其中
+63?1!D%

算法通过计算每个样本的

各内参基因平均
)+

值对基因进行排序$

)+

值越

小$内参基因表达越稳定-

/1I

!

内参基因的验证

为验证筛选出的内参基因的稳定性$本研究以

其中最稳定和最不稳定的基因为内参$检测了目的

基因
1B982928182W!2;96;92?2Z6&

!

;>O&

"在激素处理

的种子中的表达-种子处理方法,

,O(

的提取与反

转录方法同
<:"

所述-

;>O&

的引物及
_6;>1;4

登

录号信息如表
<

-使用
"

K

((

'

P方法分析
;>O&

的表

达水平*

<$

+

$并用
/c863

作图-

0

!

结果与分析

01/

!

候选内参基因的表达特征

<&

个候选内参基因在所有样品中的
D

K

值范围

为
$:#

"

=$:&

$表现出较大的差异$大多数
D

K

值在

<C

"

"&

之间!图
"

"-在所有样品中$

<D)

的
D

K

值最

低!平均
D

K

yC:$

"$表明其在种子中的表达水平很

高)

EO!$<

的
D

K

值最高!平均
D

K

y=<:.

"$表明其在

种子中的表达水平很低!图
"

"-

图
0

!

候选内参基因的
0

3

值分布

?$

D

10

!

0

3

#)4=&978/C+&8&+&"6&

D

&"&9)6+799)449):

*

4&9

!

/

=$

/



"#"#

010

!

候选内参基因的稳定性评价

0:0:/

!a

6OI@0

分析

在刺萼龙葵种子的所有处理中$

<&

个候选内参

基因的
@

值均小于
<:&

$说明根据
a

6OI@0

的标准$

所有候选内参都可以用作刺萼龙葵相应条件下的参

考基因-在赤霉素处理的种子中$内参基因
P>Q

和

(O<

最为稳定$

@

值均为
#:=.%

)在脱落酸和水处理的

种子中$最稳定的内参基因均为
!!";),

和
/;H5

$

其
@

值为
#:".%

)对所有样品进行分析发现$最稳定

的内参基因同样是
!!";),

和
/;H5

$

@

值均为

#̀=C#

$

EO!$<

和
<D)

是最不稳定的内参基因!表
"

"-

此外$

a

6OI@0

还可通过计算基因配对变异值

!

T

$

&

$S<

"确定
b

X',

分析中所需要的内参基因最佳数

量-对于脱落酸和水处理的种子$

T

=

&

$

值分别为
#:<<%

和
#:<"#

$说明对于
b

X',

的归一化分析$使用稳定性排

名前三的内参基因是足够的)对于赤霉素处理的种子

和所有样品来说$其
T

$

&

&

值分别为
#̀<"$

和
#:<<&

$应使

用稳定性最高的
$

个内参基因用于
b

X',

分析!图
=

"-

表
0

!

四种算法分析
/C

个候选内参基因的表达稳定性排名$仅列出了前五名%

2)34&0

!

K&"&&L

*

+&99$7"9%)3$4$%

G

78/C6)"'$')%&9+)"F&'3

G

87=+)4

D

7+$%5:9

$

7"4

G

%5&%7

*

8$#&

D

&"&9E&+&4$9%&'

%

分组

_@I\

7

排名

,1;4

a

6OI@0

基因

_6;6

稳定性

)?1B232?

A

OI@0J2;W6@

基因

_6;6

稳定性

)?1B232?

A

>69?L66

7

6@

基因

_6;6

)+

*

�D

K

+

DT

!

RD

K

"

,6HJ2;W6@

基因

_6;6

稳定性

)?1B232?

A

赤霉素
_( < P>Q #L=.% (O< #L#&= (O< #L"D# <L$< (O< <L##

" (O< #L=.% G<<

!

#L"DC P>Q #L=&# "L#$ P>Q "L"<

= G<<

!

#L&<D !!";), #L=<" G<<

!

#L$<# "L=# G<<

!

"L$&

$ !!";), #LC## P>Q #L=<= CN #L$"# <LC$ !!";), =L%$

& /;H5 #LC=. /;H5 #L$#$ !!";), #L$"# <L.. /;H5 &L"=

脱落酸
(>( < !!";), #L".% /;H5 #L#%. /;H5 #L=## <L=< /;H5 <L##

" /;H5 #L".% !!";), #L"#C CN #L=.# <L$& !!";), "L=#

= CN #L$=% CN #L"C& (O< #L=%# <L%C CN =L""

$ DS! #L$%" ;DE #L"D< P>Q #L$## "L=. (O< $L=C

& ;DE #L&=# (O< #L"%< DS! #L$<# "L<# P>Q $L%"

超纯水
Q

"

N < !!";), #L".% ;DE #L""$ ;DE #L==# <LC. ;DE <L&.

" /;H5 #L".% /;H5 #L"". CN #L=C# <L=% /;H5 <LDC

= ;DE #L$&= !!";), #L"&. (O< #L$<# "L#C !!";), =L##

$ DS! #L&## N!FD #L=<. P>Q #L$"# "L$$ CN =L%D

& CN #L&"C CN #L="$ /;H5 #L$%# "L#D P>Q &L#%

总体
PI?13 < !!";), #L=C# !!";), #L".< (O< #L=D# <L%< !!";), <L$<

" /;H5 #L=C# (O< #L=<& P>Q #L$## "L=" /;H5 "L<<

= (O< #L&D= /;H5 #L==< CN #L$<# <LC" (O< "L"D

$ P>Q #LC<< CN #L=$D !!";), #L$.# <L%. P>Q =L&C

& CN #LC$= P>Q #L=D" /;H5 #L$.# "L#" CN $L<C

图
>

!

D

&O7+:

分析内参基因的配对变异值$

6

7

"

7T/

%

?$

D

1>

!

()$+E$9&#)+$)%$7"

$

6

7

"

7T/

%

78+&8&+&"6&

D

&"&93

GD

&O7+:978%E)+&

!

/

$$

/
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期 赵丹丹等#刺萼龙葵种子中适宜内参基因的筛选

0:0:0

!

OI@0J2;W6@

分析

候选内参基因经
OI@0J2;W6@

分析后得到的表达

稳定性值越小$表明该基因越稳定!表
"

"-赤霉素处

理的种子中$候选内参基因
(O<

!

#:#&=

"最稳定$

DS!

!

<:"="

"最不稳定)脱落酸处理的种子中$

/;H5

!

#̀#%.

"最稳定$

EO!$<

!

<:$=.

"最不稳定)对于水处

理的种子$最稳定的内参基因是
;DE

!

#̀""$

"$最不

稳定的是
<D)

!

<:"C%

")对所有样品进行分析发现$

!!";),

!

#:".<

"是最稳定的内参基因$而
EO!$<

!

<̀<%$

"最不稳定-

0:0:>

!

>69?L66

7

6@

分析

>69?L66

7

6@

通过计算参数的标准偏差值
)+

!

D

K

"

和变异系数
DT

!

RD

K

"来评价内参基因的稳定性$

)+

值大于
<

的基因被认为不可采用-在赤霉素处

理的种子中$

(O<

!

#:"D#

"是最稳定的内参基因)脱落

酸处理的种子中$

/;H5

!

#:=##

"最为稳定)对于水

处理的种子$

;DE

!

#:==#

"最稳定)对所有的样品进

行分析得出$

(O<

!

#:=D#

"最为稳定$而
EO!$<

和

<D)

被列为不可采用的内参基因!表
"

"-

0:0:A

!

,6HJ2;W6@

分析

,6HJ2;W6@

可以综合
a

6OI@0

,

OI@0J2;W6@

,

>69?L66

7

6@

和
+63?1!D%$

种算法$列出
<&

个候选内

参基因的表达稳定性排名-对于赤霉素处理的种

子$稳定性排名前三的内参基因是
(O<

,

P>Q

和

G<<

!

)对于脱落酸处理的种子$最稳定的前三个内

参基因是
/;H5

,

!!";),

和
CN

)对于水处理的种

子$最稳定的内参基因依次是
;DE

,

/;H5

和

!!";),

)对所有样品进行分析$稳定性排名前三的

内参基因分别是
!!";),

,

/;H5

和
(O<

!表
"

"-

01>

!

内参基因稳定性的验证

用不同处理的刺萼龙葵种子为材料$分别用筛

选出的最稳定和最不稳定的基因为内参$检测了基

因
;>O&

的表达-结果显示$种子经脱落酸处理后$

用最稳定的基因作为内参$发现
;>O&

的表达水平

没有显著差异)而用最不稳定的内参时$得出的结果

是
;>O&

表达水平在
"$5

显著升高$后又显著降低

!图
$1

"-对于赤霉素处理的种子$当用最稳定的内

参基因时$

;>O&

的相对表达水平在
#:&

"

<

倍之间)

当用最不稳定的内参基因时$

;>O&

在
"$5

时的表

达量是
#5

时的
&

倍!图
$B

"-对于水处理的种子$

当用最稳定的内参基因时$

;>O&

的相对表达水平

在
#:D

"

<:C

倍之间)当用最不稳定的内参基因时$

;>O&

的表达水平在处理后
$D5

之内显著升高$后

又显著降低!图
$8

"-

图
A

!

不同处理下的
89:C

经不同内参基因标准化后的相对表达水平

?$

D

1A

!

J&4)%$#&&L

*

+&99$7"7889:C="'&+'$88&+&"%%+&)%:&"%"7+:)4$;&'3

G

'$88&+&"%+&8&+&"6&

D

&"&9

!

>

!

讨论

b

X',

具有灵敏度高,定量准确,特异性强等优

点$是目前研究基因表达的常用方法-为了保证基

因表达分析结果的准确性$除了规范操作流程之外$

选择表达稳定的内参基因作为参照标准也非常重

要-国内外大量研究表明$内参基因表达的稳定性

会受到试验处理的影响$因此在进行基因表达分析

之前筛选适合的内参基因有利于保证结果的准确

性*

<&

+

-近年来$数字
X',

!

W2

a

2?13X',

$

WX',

"技术

发展迅速$虽然其较
b

X',

具有灵敏度更高,对抑制

剂更耐受且不需要标准曲线与内参基因的优点$但

易产生假阳性且成本较高)

b

X',

凭借更广的检测

动态范围和更低的成本$目前仍有很广的应用范围$

不可能完全被
WX',

取代*

<C

+

-刺萼龙葵在中国的

快速传播蔓延造成了严重的经济损失$由于化学防

/

&$

/



"#"#

控与生物防控技术都存在一定的局限性$有学者利

用刺萼龙葵种子具有复合休眠的特性$研究了其在

不同胁迫处理下的萌发行为以及休眠相关基因的表

达$力求找到更为高效的基于休眠萌发调控的防控

措施*

&C

+

-为了筛选刺萼龙葵种子在激素处理下的

最适内参基因$本研究使用
$

种算法对
<&

个候选内

参基因的表达稳定性进行了评估$不同软件得出的

内参基因的稳定性排序有一定差异$这可能是因为

每种软件的算法不同-

a

6OI@0

的缺点在于其倾向

选择具有相似表达谱的基因$例如最稳定基因可能

具有同一类功能*

<#

+

)

OI@0J2;W6@

在计算标准化因

子时考虑了组内和组间差异$但并不能排除样品制

备过程中产生的系统误差*

<<

+

)

>69?L66

7

6@

通过考虑

单个样本的内在方差!

O$T#&

"克服了这一缺点$但

是该软件至少需要
=

个内参基因的数据才能进行分

析*

<"

+

)

,6HJ2;W6@

可以综合
$

种统计算法!

a

6OI@0

,

OI@0J2;W6@

,

>69?L66

7

6@

和
+63?1!D%

"来得出基因

表达稳定性的综合排名-因此$使用多种评价软件

来分析筛选内参基因$可以确保结果的可靠性-

在本研究中$

(O<

在赤霉素处理的种子中表达稳

定)同样的$

(O<$;

在亚麻
F*$-=-,*%#%*,,*=-=

*

<.

+以

及干旱胁迫下的多花黑麦草
F'"*-==-"%*

2

"'&-=

*

<D

+

中也表现出良好的稳定性-对于脱落酸处理的刺萼

龙葵种子$内参基因
/;H5

的表达最稳定)在不同组

织的番茄*

<%

+以及脱落酸胁迫处理下的狼毒
/%(""(&#

)9#=#(

M

#,=(

*

"#

+中$

/;H5

同样稳定表达-在水处理

过的刺萼龙葵种子中$稳定表达的基因为
;DE

$相似

的结果也在成熟的花生
;&#)9*,9

:0

'

4

#(#

种子中发

现*

"<

+

)而在拟南芥
;&#.*1'

0

,*,%9#"*#$#

以及狗尾草

/(%#&*#7*&*1*,

种子中$

;DE

的表达并不稳定*

"""=

+

-

!!";),

在刺萼龙葵所有种子样品中的表达最稳定)

相似的结果在不同非生物胁迫下的西伯利亚剪股颖

;

4

&',%*,,%'"'$*

2

(&#

*

"$

+以及不同激素作用下的御谷

!($$*,(%-=

4

"#-)-=

*

"&

+中也被发现-候选内参基因

EO!$<

和
<D)

在试验中稳定性差$原因可能是其在

刺萼龙葵种子中的表达水平过高或过低-由此可

见$过高或过低的转录丰度不利于内参基因在样品

中的稳定表达-理想的内参基因应具有高度或中度

的表达水平$

D

K

值范围在
<&

"

=#

之间为宜-

;>O&

主要参与种子成熟和萌发过程中
(>(

信号的传导过程*

"C

+

-在本研究中$用最佳内参基因

组合与用单个最稳定内参基因标准化后得出的

;>O&

的表达水平相似$而这两者与用最不稳定内参

基因得出的结果有显著差异$说明本研究所筛选出

的内参基因是可靠的-

本研究评估了刺萼龙葵
<&

个候选内参基因在

赤霉素,脱落酸以及水处理的种子中的表达稳定性-

在这些候选基因中$

(O<

在赤霉素处理的种子中表

达最稳定$

/;H5

在脱落酸处理的种子中最稳定$

;DE

在水处理的种子中最稳定$在所有样品中$

!!";),

是最稳定的内参基因-研究结果将为刺萼

龙葵种子中相关功能基因的表达分析提供依据-
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