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摘要　双标准曲线法是基因表达定量研究中应用较广的一种相对定量检测方法。本研究结合绝对定量的原理，对

传统双标准曲线法进行了改进。以刺萼龙葵延迟萌发基因犇犈犔犃犢犗犉犌犈犚犕犐犖犃犜犐犗犖１（犇犗犌１）的表达检测为

例，选择βａｃｔｉｎ为内参基因，分别将目的基因和内参基因片段插入狆犈犃犛犢ＢｌｕｎｔＺｅｒｏ载体，制作标准质粒。提取

冷藏或常温储藏种子的ＲＮＡ进行荧光扩增，同时将标准质粒梯度稀释液作为模板构建标准曲线，以此计算犛狉

犇犗犌１的相对表达量。结果表明，双标准曲线法能够灵敏地检测犛狉犇犗犌１基因的差异表达，发现冷藏种子中犛狉

犇犗犌１基因的表达量较常温储藏显著增高。双标准曲线法检测结果稳定，重现性好，数据处理简单，适用于多种条

件下基因表达水平的比较，为进一步系统研究刺萼龙葵犇犗犌１基因的表达特性和基因功能奠定了基础。

关键词　双标准曲线法；　刺萼龙葵；　犇犗犌１基因；　相对定量；　表达检测
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　　基因表达水平的检测方法大致可分为绝对定量

和相对定量两类［１４］。绝对定量是样本中某基因的具

体表达量，而相对定量是相对某一参照的表达水平。

相对定量又分为２－ΔΔＣＴ法和双标准曲线法
［５１０］。相较



２０１８

于２－ΔΔＣＴ法，双标准曲线法计算简单，对引物的扩

增效率没有严格的要求。但传统的双标准曲线法

得到的目的基因相对于内参基因的表达量并不能

反映样本中真实的表达水平，必须设定对照组，结

果表示为未知样本相对于对照样本表达量的倍

数［１１１２］。因此，在处理较多的试验中，可能由于无

法选择相同的对照组而导致无法对不同处理的结

果进行比较。通过结合绝对定量的方法及原理，对

传统的双标准曲线法严格规范，可无需设定对照

组，直接检测未知样本中目的基因相对内参基因的

真实表达水平，能够更加直观地得出多个处理之间

的表达差异。

刺萼龙葵犛狅犾犪狀狌犿狉狅狊狋狉犪狋狌犿 Ｄｕｎａｌ是一年生

茄科茄属入侵杂草，是一种高度危险的检疫性有害

生物，严重影响其入侵地的生态多样性［１３１５］。刺萼

龙葵具有极强的入侵性，我国已先后在辽宁、吉林、

河北、北京、山西、内蒙古及新疆等地发现其扩散蔓

延［１６１８］。刺萼龙葵主要由种子进行传播，降低刺萼

龙葵种源基数，可以有效地控制其危害蔓延［１９２０］。

刺萼龙葵种子具有极强的休眠特性，而犇犗犌１（犇犈

犔犃犢犗犉犌犈犚犕犐犖犃犜犐犗犖１）基因是种子休眠特异相

关基因［２１２２］。建立稳定、可靠的刺萼龙葵犇犗犌１基因

表达的定量检测方法，有利于今后深入研究犛狉犇犗犌１

基因的时空表达特性和基因功能。

１　材料与方法

１．１　引物设计

以βａｃｔｉｎ基因为内参基因，根据刺萼龙葵犛狉

犇犗犌１和β犪犮狋犻狀（犛狉犃犆犜）基因序列，采用Ｏｌｉｇｏ７与

Ｐｒｉｍｅｒ６等软件分别设计用于克隆及荧光定量ＰＣＲ

的引物，引物由北京六合华大基因科技股份有限公

司合成。具体引物序列见表１。

表１　引物序列及扩增片段长度

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱犳狉犪犵犿犲狀狋狊犻狕犲狅犳狋犺犲

犪犿狆犾犻犳犻犲犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊

基因

Ｇｅｎｅ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

片段长度／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ

犛狉犇犗犌１

克隆
ＧＧＣＡＡＧＴＡＡＴＴＣＡＡＡＴＡＡＣＡＧＴＡＡＧＣＧ

ＣＴＡＣＴＧＡＴＴＡＴＧＣＴＣＣＴＧＡＴＣＣＣＴ
７５１

荧光

定量

ＡＧＡＡＧＡＧＡＧＧＡＧＧＡＴＴＡＣＧＡＣＣＡ

ＡＴＧＣＧＴＴＴＧＣＴＡＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＡ
１３８

犛狉犃犆犜

克隆
ＴＧＡＣＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴ

ＡＣＡＡＴＧＡＡＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡ
２９３

荧光

定量

ＧＧＡＡＴＧＧＴＴＡＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴＴＧ

ＴＴＣＡＴＣＡＣＣＣＡＣＡＴＡＧＧＣＡＴＣ
１２９

１．２　质粒标准品的制备

分别扩增目的基因和内参基因片段，产物纯化

回收后连接至狆犈犃犛犢ＢｌｕｎｔＺｅｒｏ载体，并转入大

肠杆菌中扩繁，之后使用菌液ＰＣＲ进行验证，筛选

出的阳性克隆送至北京六合华大基因科技股份有限

公司测序。分析测序结果，从测序合格的菌液中提取

质粒并纯化，凝胶电泳及微量紫外分光光度计检测质

粒的纯度和浓度。合格的质粒溶液ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在

１．８左右，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０在２．２左右。根据质粒拷贝数

（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）＝６．０２×１０
２３（ｃｏｐｉｅｓ／ｍｏｌ）×质粒浓度

（ｇ／μＬ）／质粒分子量（ｇ／ｍｏｌ）得出各质粒拷贝数浓

度，之后稀释拷贝数浓度至１０７ｃｏｐｉｅｓ／μＬ左右作为

荧光定量ＰＣＲ反应的模板
［２１２４］。

１．３　犚犖犃的提取及反转录

分别取２５～３５粒常温储藏和冷藏的刺萼龙葵种

子，参考植物总ＲＮＡ提取试剂盒的操作步骤，提取种

子总ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度计检

测合格后，使用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ备用。合格

的ＲＮＡ在电泳胶图中应无ＤＮＡ杂带，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

在１．８～２．０之间，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０在２．０以上。

１．４　引物及质粒标准品扩增效率的荧光验证

引物验证以ｃＤＮＡ为模板，将其进行３倍梯度稀

释后进行荧光定量ＰＣＲ，得到目的基因与内参基因荧

光引物的标准曲线，结合标准曲线的扩增效率、决定

系数以及熔解曲线，确定荧光引物的可用性。荧光

ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光染料１２．５μＬ，上、

下游引物各１μＬ，模板１μＬ，补ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。

荧光定量ＰＣＲ反应条件：９５℃１５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，

６０℃１ｍｉｎ，４０个循环；从６０℃连续递增到９５℃，收

集荧光信号获取熔解曲线，以确定ＰＣＲ反应的特异

性。每个梯度的样品在同一个９６孔板上做３次技

术重复，并用无菌水代替模板作为对照。质粒标准

品的验证过程同引物基本一致，仅模板不同，模板更

改为梯度稀释的质粒。两次检测的扩增效率均需达

９０％～１１０％，决定系数０．９９０以上。

１．５　基因表达检测方法及数据处理

将含有目的基因和内参基因的质粒标准品与待

测样本（常温储藏和冷藏的种子总ＲＮＡ）在同一９６

孔板上进行实时荧光定量ＰＣＲ反应制作标准曲线，

质粒标准品进行３倍梯度稀释作为定量反应模板。

未知样本分别检测目的及内参基因的表达水平，每

个样本设３个生物学重复，每个处理设３个技术重
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复，以无菌水为对照。根据目的和内参基因质粒标

准品构建的标准曲线获取基因的拷贝数含量，通过

内参基因的均一化处理，即可知未知样本中目的基

因相对于内参基因的表达量。数据使用ＳＰＳＳ软件

进行方差分析（邓肯法，α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　质粒提取及浓度检测

经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测，目

的及内参基因质粒的提取较为完整，无杂质条带（图

１），且各质粒溶液浓度较高，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０均在１．８～

２．０之间，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０基本大于２．０（表２）。可作为

标准品构建标准曲线。

图１　犛狉犇犗犌１基因和犛狉犃犆犜基因片段的质粒电泳图

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉狅犵狉犪犿狅犳犛狉犇犗犌１犪狀犱犛狉犃犆犜狆犾犪狊犿犻犱

表２　质粒标准品的各项参数

犜犪犫犾犲２　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱狆犾犪狊犿犻犱

基因Ｇｅｎｅ 编号Ｎｕｍｂｅｒ 浓度／ｎｇ·μＬ
－１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ ＯＤ２６０／ＯＤ２３０ 拷贝数／×１０１３ｃｏｐｉｅｓ·μＬ

－１　Ｃｏｐｉｅｓ

犛狉犇犗犌１ １ １１４．３ １．９０ ２．０２ ２．６２

２ １１１．２ １．８８ １．９９ ２．５５

３ １２６．５ １．９０ ２．１１ ２．９０

犛狉犃犆犜 １ １１７．０ １．９０ １．８８ ２．４２

２ １２１．０ １．９０ ２．０５ ２．５０

３ １１７．５ １．８８ ２．０４ ２．４３

２．２　引物及质粒标准品的荧光检测

通过梯度荧光定量ＰＣＲ，利用软件分析，得到

引物在以ｃＤＮＡ为模板时的标准曲线以及熔解曲线

（图２）。结果表明，试验设计的引物均较为理想，

犛狉犇犗犌１引物的扩增效率为１０４．７８％，决定系数为

０．９９７，熔解曲线单峰，无非特异性产物；犛狉犃犆犜引

物的扩增效率为１００．１３％，决定系数为０．９９９，熔解

曲线单峰，无非特异性产物。

图２　引物验证的标准曲线和熔解曲线

犉犻犵．２　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犪狀犱犿犲犾狋犮狌狉狏犲狅犳狆狉犻犿犲狉狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀
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　　使用同样的方法，可得目的基因及内参基因

质粒标准品的标准曲线及熔解曲线（图３）。目的

基因质粒标准品的扩增效率为１０３．８７％，决定系

数为０．９９９，内参基因质粒标准品的扩增效率为

９６．２３％，决定系数为０．９９９。各质粒的熔解曲

线均为单峰，反应均无非特异性产物。

图３　犛狉犇犗犌１和犛狉犃犆犜质粒验证标准曲线及熔解曲线

犉犻犵．３　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犪狀犱犿犲犾狋犮狌狉狏犲狅犳狆犾犪狊犿犻犱狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２．３　犛狉犇犗犌１基因的表达量检测

分别测定刺萼龙葵种子在常温和低温储藏条件

下犛狉犇犗犌１基因的相对表达量，结果表明，低温贮藏

条件下种子中犛狉犇犗犌１基因的表达水平是常温贮藏

条件下的２．２８倍，两者间差异达到显著水平（图

４）。这一结果与前人对犇犗犌１基因的表达特性研究

较为一致，说明双标准曲线法可以检测出犛狉犇犗犌１

基因在不同条件下的表达差异。从具体检测数据上

看，低温条件下犛狉犇犗犌１基因的表达量是内参基因

犛狉犃犆犜的０．９１９倍，数据标准误为０．１２２、变异系数

为２２．９％，在置信度０．９５下其置信区间为０．６８０～

１．１５７；而在常温储藏条件下，犛狉犇犗犌１基因的表达

量是犛狉犃犆犜的０．４０３倍，标准误为０．０４０、变异系数

为１７．４％，在置信度为０．９５下其置信区间为０．３２３～

０．４８２。上述结果表明，双标准曲线法检测稳定性强、

重复性好，结果较为可靠，检测精度较高，适用于刺萼

龙葵犛狉犇犗犌１基因表达水平的检测。

３　讨论

实时荧光定量是一种特异性强、灵敏度高、重复

性好的核酸定量分析技术，具有快速、准确、简便等

优点［２５２７］。对于处理较多的研究，传统荧光定量由

于参照设置的差异而难以对结果进行不同维度的比

较。双标准曲线法的相对定量检测通过优化绝对定

量的方法，对引物、质粒标准品、标准曲线等进行严

格规范，基因表达水平可以简单地以目的基因为内

参基因的倍数表示，因而能够比较多处理间目的基

因的表达水平差异［２２，２８］。

图４　犛狉犇犗犌１在常温和低温储藏种子中的相对表达量

犉犻犵．４　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛狉犇犗犌１犻狀狊犲犲犱

狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋狅狉犪犵犲狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

应用双标准曲线法对刺萼龙葵种子中延迟萌发

基因犇犗犌１的表达进行了检测，结果显示，该方法检
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测结果稳定、直观、重现性好，数据对比方便快捷，可

以灵敏地检测出犇犗犌１基因在不同条件下的表达差

异，为进一步研究犇犗犌１基因的表达特性及功能奠

定了方法基础。

犇犗犌１基因是调控种子休眠的特异相关基因，

通常在发育或成熟的种子中表达［２１２２］。种子的休眠

程度与ＤＯＧ１蛋白水平高度相关，ＤＯＧ１的表达水

平越高，种子休眠程度越深，ＤＯＧ１的表达水平可以

反映种子的休眠程度［１］。本研究检测发现，刺萼龙

葵低温储藏种子中犇犗犌１基因的相对表达量几乎是

常温储藏条件下的两倍，说明低温环境对犇犗犌１基

因的表达及种子休眠有显著影响。前人也认为

犇犗犌１基因可能是种子的环境信号感受器，可通过

感知温度、水分或光照等环境信号，使种子在不同季

节对环境做出不同的响应，调控开启种子萌发的适

宜时间窗口［２２，２９３０］。

杂草种子休眠的进化趋势是将种子萌发延迟到

适于幼苗生长的季节，萌发时机的调节是杂草适应

自然和农业生态系统的重要性状。目前，延迟萌发

基因犇犗犌１的具体功能和调控通路尚不明确，通过

建立双标准曲线法的荧光定量检测技术，系统研究

犇犗犌１基因的表达特性和时空特征、季节性休眠过

程中种子萌发与犇犗犌１基因表达水平的相关性、

犇犗犌１基因对环境因子信号的响应模式及与犃犅犃

和犌犃 等激素信号通路的互作机理，有望深入揭示

犇犗犌１基因调控种子休眠的分子机制。
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启　　事 　　　《植物保护》加入中国知网《中国学术期刊（网络版）》

　　　录用定稿网络首发征稿启事

为了以规范的网络期刊出版方式更快更好地确立作者的科研成果首发权，全面提高学术论文的传播效率和利用价值，我

刊现已与《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司（简称电子杂志社）签署《ＣＡＪＮ网络首发学术期刊合作出版协议》，通

过《中国学术期刊（网络版）》（ＣＡＪＮ）正式出版我刊网络版。从２０１８年１月１日起，凡经我刊审定录用的稿件（录用定稿）均将

首先在我刊网络版上首发，后视编排情况发布排版定稿和整期汇编定稿，最后由我刊印刷版出版。针对我刊数字出版转型情

况，特发布录用定稿网络首发征稿启事。

来稿要求详见我刊的《征稿简则》。为规范录用定稿发布版式，我刊对稿件的排版格式作如下规定：来稿为 ＷＯＲＤ格式，

条目齐全，论文题目采用３号黑体，作者姓名采用小４号仿宋体，作者单位、摘要、参考文献等使用小５号宋体，正文中一级标

题使用４号黑体，二级标题使用５号黑体，其他标题及正文文字采用５号宋体。表题采用小５号黑体，表格内容使用小５号宋

体，表注使用６号宋体，图题使用小５号黑体，图注使用６号宋体。通栏版式，单倍行距，图表清晰，照片像素不低于３００ｄｐｉ。

录用定稿网络首发之后，在后续的排版定稿、整期汇编定稿网络版和印刷版中，不得修改论文题目、作者署名、作者单位、

基金项目以及其学术内容，只可基于编辑规范进行少量文字的修改。

ＣＡＪＮ是国家新闻出版广电总局批准创办、国家教育部主管、清华控股有限公司主办、《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志

社有限公司出版的由我国各类学术期刊组成的连续型网络出版物，每篇网络首发论文将被赋予一个唯一的国际ＤＯＩ编码，而

且在版本变动中，其ＤＯＩ维持不变。按国家有关网络连续型出版物管理规定，网络首发论文视为正式出版论文，我刊编辑部与

电子杂志社共同为论文作者颁发论文网络首发证书。论文作者可以从“中国知网”下载或打印论文和证书，作为正式发表的论

文提交人事、科研管理等有关部门。

我刊印刷版出版后，将一次性支付网络版（包括各版本）、光盘版和印刷版稿酬。同时，电子杂志社将以篇为单位，向论文

作者提供多项免费服务，具体情况详见２０１７年１０月１６日出版的《中国新闻出版广电报》第５版与中国知网首页的期刊作者服

务栏目。

竭诚欢迎海内外专家、学者赐稿！

通信地址：北京海淀区圆明园西路２号中国农业科学院植物保护研究所《植物保护》编辑部

网　　址：ｗｗｗ．ｐｌａｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ．ａｃ．ｃｎ

电子信箱：ｚｗｂｈ１９６３＠２６３．ｎｅｔ

联系电话：０１０ ６２８１９０５９
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