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一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基

因及其应用

(57)摘要

本发明属于阴香内参基因的技术领域，具体

涉及一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基

因及其应用。通过选取13个阴香候选基因，采用

不同的算法 ( Δ Ct、geNorm、NormFinder和

BestKeeper)来评估候选内参基因的稳定性，并

使用RefFinder进一步合并输出数据，筛选出

C .burmannii在各种实验条件下的最佳内参基

因。在盐处理和干旱处理的样品中，RPL27和

RPS15是最佳的组合；冷处理条件下，RPL27和APT

为最佳组合；其他最佳组合分别为不同组织的

EF1 α 和ACT7、不同龙脑无性系的eIF‑5A和Gll

α 、不同发育阶段叶片的RPS15和ACT7和所有样

品的RPS15和TATA。
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1.一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，所述内参基因包括ACT7、

Cpn60β、EF1α、eIF‑5A、GAPDH、GIIα、HIS、RA、RPL27、RPS15、TATA、TUB、APT，在不同条件下的

基因表达稳定性不同。

2.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香在

盐胁迫(NaCl)处理和干旱(PEG)处理的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为RPL27和

RPS15。

3.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香在

冷处理的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为RPL27和APT。

4.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香在

不同组织中的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为EF1α和ACT7。

5.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香不

同龙脑无性系的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为eIF‑5A和Gllα。
6.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香在

不同发育阶段的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为RPS15和ACT7。

7.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，阴香在

综合条件下，综合表达表达稳定性最佳的内参基因组为RPS15和TATA。

8.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，所述各

内参基因用于实时荧光定量PCR分析时所使用的引物对的核酸序列分别如SEQ  ID  NO.1～

26所示。

9.根据权利要求1所述的阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，其特征在于，所述内

参基因的筛选方法为采用Δ Ct、geNorm、NormFinder和BestKeeper对基因稳定性进行评价，

并根据几何均值对结果进行进一步排序，筛选出不同实验条件下最优的内参基因。

10.一种权利要求1‑9任一项所述阴香在不同条件下稳定表达的内参基因在阴香分子

遗传机制研究的应用。
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一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基因及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于阴香内参基因的技术领域，具体涉及一种阴香在不同条件下稳定表达

的内参基因及其应用。

背景技术

[0002] 阴香(Cinnamomum  burmannii，C.burmnnii)是樟科肉桂属植物，是一种重要的芳

香药用和绿化树种，主要分布于广东、广西和福建三省。阴香叶片中含有多种挥发性化合

物，广泛的研究表明阴香具有潜在的健康益处，如抗菌、抗氧化、抗糖尿病和抗肿瘤等。这其

中特别是冰片型精油由于冰片具有较好的渗透性和抗菌性能是化妆品和医药的重要原料。

在过去的几十年里，对阴香的研究主要集中在化合物提取、成分分析和生物活性等方面，而

对其基因调控的研究则比较有限，这在一定程度上阻碍了该作物的遗传改良。了解该作物

的生物学功能对进一步的分子育种具有十分重要的意义，准确的基因表达分析将为了解生

长发育的分子生物学机制，以及信号转导和代谢提供有力而有价值的途径。而根据所知目

前还没有关于阴香的系统的内参基因筛选的报道。

[0003] 理想情况下选定的内参基因在各种组织、细胞和实验条件下的表达水平应该是相

对恒定的，然而多个报道表明很难找到一个适用于所有条件的单一内参基因，例如常用的

内参基因甘油醛‑3‑磷酸脱氢酶(GAPDH)在Carex  rigescens中盐处理条件下被选为稳定性

最好的基因，但在Salsola  ferganica  6种非生物胁迫下和在Betula  platyphylla中盐和

渗透胁迫条件下就不适合。此外，在UV‑B胁迫下的Solanum  lycopersicum中，肌动蛋白

(ACT)作为叶片的最佳内参基因，但在大多数pecan实验中，其稳定性较差。这样的现象促使

越来越多的研究者将重点放在一定条件下生物样品中内参基因的筛选上。

[0004] 因此，为了提高基因表达分析的可靠性，研究阴香的内参基因选择是非常有必要

的。

发明内容

[0005] 针对上述问题，本发明的目的在于提供一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基

因及其应用。

[0006] 本发明的技术内容如下：

[0007] 本发明提供了一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，所述内参基因包括

ACT7、Cpn60β、EF1α、eIF‑5A、GAPDH、GIIα、HIS、RA、RPL27、RPS15、TATA、TUB、APT，在不同条件

下的基因表达稳定性不同，

[0008] 阴香在盐胁迫(NaCl)处理和干旱(PEG)处理的条件下表达稳定性最佳的内参基因

组为RPL27和RPS15；

[0009] 阴香在冷处理的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为RPL27和APT；

[0010] 阴香在不同组织中的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为EF1α和ACT7；

[0011] 阴香不同龙脑无性系的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为eIF‑5A和Gllα；
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[0012] 阴香在不同发育阶段的条件下表达稳定性最佳的内参基因组为RPS15和ACT7；

[0013] 阴香在综合条件下，综合表达表达稳定性最佳的内参基因组为RPS15和TATA；

[0014] 以上所述各组基因的ID如表1所示。

[0015] 所述各内参基因用于实时荧光定量PCR分析时所使用的引物对的核酸序列分别如

SEQ  ID  NO.1～26所示；

[0016] ACT7的引物对

[0017] F(SEQ  ID  NO.1)：CAACCCAAAAGCCAACAGG

[0018] R(SEQ  ID  NO.2)：TCACCCGAGTCCAGAACAATAC

[0019] Cpn60β的引物对

[0020] F(SEQ  ID  NO.3)：CAACAAGGATGGGCTGGCTA

[0021] R(SEQ  ID  NO.4)：TTGGCCACAGTCACTCCATC

[0022] EF1α的引物对

[0023] F(SEQ  ID  NO.5)：GGTACAAGGGCCCAACTCTC

[0024] R(SEQ  ID  NO.6)：CTGGAGAGCTTCATGGTGCA

[0025] eIF‑5A的引物对

[0026] F(SEQ  ID  NO.7)：CCAAGTGTCACTTTGTGGCG

[0027] R(SEQ  ID  NO.8)：AGTGGGGAGCCTCAGATCAT

[0028] GAPDH的引物对

[0029] F(SEQ  ID  NO.9)：AAGGGTGGTGCCAAGAAAGT

[0030] R(SEQ  ID  NO.10)：GTTGCAGTGATGGAGTGGACAG

[0031] GIIα的引物对

[0032] F(SEQ  ID  NO.11)：CCTTATCGCCTTTTCAACCTT

[0033] R(SEQ  ID  NO.12)：AGCGTATCAATCCGCCCTC

[0034] HIS的引物对

[0035] F(SEQ  ID  NO.13)：GGAGGGAAGGCTCCTAGGAA

[0036] R(SEQ  ID  NO.14)：CAACTGTTCCAGGGCGGTAT

[0037] RA的引物对

[0038] F(SEQ  ID  NO.15)：ACAGACCGACAAGGACAAATGG

[0039] R(SEQ  ID  NO.16)：CGGAGACCCGTGCTCAAGTAT

[0040] RPL27的引物对

[0041] F(SEQ  ID  NO.17)：GCCGTCATCGTACGATCCTT

[0042] R(SEQ  ID  NO.18)：TGCCGTCTTCTTTGCAGAGT

[0043] RPS15的引物对

[0044] F(SEQ  ID  NO.19)：GCAGCCGAAGAGGAGAACA

[0045] R(SEQ  ID  NO.20)：GGCTTCCGCTTCAAACCAC

[0046] TATA的引物对

[0047] F(SEQ  ID  NO.21)：CCGTAATGCAGAGTATAACCCC

[0048] R(SEQ  ID  NO.22)：TTTGACATCACAAGAGCCCAC

[0049] TUB的引物对
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[0050] F(SEQ  ID  NO.23)：TGGGAATAACTGGGCTAAGGG

[0051] R(SEQ  ID  NO.24)：AAGCATCATCCGATCAGGGTA

[0052] APT的引物对

[0053] F(SEQ  ID  NO.25)：TGCTTGATCCCGAGGCATTT

[0054] R(SEQ  ID  NO.26)：ACTTCGAACCAAGGGCCAAA

[0055] 所述内参基因的筛选方法为采用Δ Ct、geNorm、NormFinder和BestKeeper对基因

稳定性进行评价，并根据几何均值对结果进行进一步排序，筛选出不同实验条件下最优的

内参基因。

[0056] 本发明还提供了一种阴香在不同条件下稳定表达的内参基因在阴香分子遗传机

制研究的应用。

[0057] 本发明的有益效果如下：

[0058] 本发明阴香在不同条件下稳定表达的内参基因，通过选取13个阴香候选基因，采

用不同的算法(Δ Ct、geNorm、NormFinder和BestKeeper)来评估候选内参基因的稳定性，并

使用RefFinder进一步合并输出数据，筛选出C.burmannii在各种实验条件下的最佳内参基

因。结果表明，在不同实验条件下适合基因标准化分析的最佳内参基因数为2个。在盐处理

和干旱处理的样品中，RPL27和RPS15是最合适的组合；冷处理条件下，RPL27和APT为最佳组

合；其他样品的最佳组合分别为不同组织的EF1α和ACT7、不同龙脑无性系的eIF‑5A和Gllα、
不同发育阶段叶片的RPS15和ACT7和所有样品的RPS15和TATA。此外，对两个萜类合成相关

基因(CbWRKY4和CbDXS2)进行标准化分析，验证所选内参基因在不同实验条件下的可行性。

以上所有结果均提示在特定实验条件下选择合适的内参基因对q‑PCR分析的重要性，也表

明了本发明将有助于后续阴香的分子遗传机制研究。

附图说明

[0059] 图1为本发明候选参考基因特异扩增片段的Agrose电泳结果图(Marker：2000bp)；

[0060] 图2为使用q‑PCR对候选参考基因的熔解曲线进行特异性分析图；

[0061] 图3为本发明所述候选参考基因的Ct值结果图；

[0062] 图4为本发明所述参考基因表达水平的热图；

[0063] 图5为本发明参考基因的基因稳定性值和基于geNorm的q‑PCR在不同实验条件下

的最佳参考基因数量的结果图；

[0064] 图6为基于RefFinder评估的参考基因在不同实验条件下的综合稳定性排名结果

图；

[0065] 图7为使用鉴定的参考基因对CbWRKY4和CbDCS2的相对表达水平进行标准化的结

果图。

具体实施方式

[0066] 以下通过具体的实施案例以及附图说明对本发明作进一步详细的描述，应理解这

些实施例仅用于说明本发明而不用于限制本发明的保护范围，在阅读了本发明之后，本领

域技术人员对本发明的各种等价形式的修改均落于本申请所附权利要求所限定。

[0067] 若无特殊说明，本发明的所有原料和试剂均为常规市场的原料、试剂。
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[0068] 实施例

[0069] 选取产自广东省林业科学院管理的苗圃中的阴香植物材料，选择1～2年生的树

苗，在人工气候室(光/暗＝16h/8h，相对湿度＝65～75％)中培养。冷处理的幼苗在16℃下

培养，盐处理(200mM  NACl)和干旱处理(20％PEG6000)的幼苗在25℃下培养。

[0070] 分别处理0、1、3、6、9、12和24h后，收集非生物胁迫下所有幼苗的叶片。此外，还收

集了不同龙脑无性系(Cb‑H(51 .96％)、Cb‑M(27.65％)和Cb‑L(0.00％))、不同组织(成熟

叶、茎和根)、不同发育阶段的叶片(Cb‑S1、Cb‑S2、Cb‑S3和Cb‑S4)，从同一材料中采集。

[0071] 所有样品立即在液氮中冷冻，并在‑80℃下保存，所有处理均为三个重复。

[0072] 1.提取阴香植物的总RNA和合成cDNA

[0073] 总RNA的提取使用RNAprepPurePlantkit(天根)；

[0074] RNA的完整性和纯度采用1％琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop2000(Thermo ,美国)检

测；

[0075] cDNA使用PrimeScriptTMRTreagentKit与gDNAEraser(PerfectRea  lTime)

(Takara,日本)合成，保存于‑20℃，用于后续的q‑PCR分析。

[0076] q‑PCR扩增：在CFX  ConnectTMreal‑time系统(Bio‑Rad,新加坡)上使用Biomike荧

光定量SYBR试剂进行q‑PCR，反应体系为:Biomarker2XSYBRGreenFastqPCRMIX(10μL)、正向

引物(0.4μL)、反向引物(0.4μL)、cDNA(1μL)、Nuclease‑freeHO2(8.2μL)。反应条件为:95

℃，3min；40次循环:95℃，5s；60℃，30s；熔化曲线:仪器默认。每种样品重复三种技术。

[0077] 2.引物设计及PCR验证

[0078] 基于本实验组的转录组和其它常见的内参基因信息选择候选内参基因，见表1，使

用Primer  Premier  5.0设计q‑PCR引物，引物设计标准为G+C(40％‑60％)、PCR产物(80bp‑

300bp)、TM(58℃‑62℃)、引物长度(17bp‑25bp)。通过1％琼脂糖凝胶电泳和熔融曲线验证

各引物的特异性。采用q‑PCR的标准曲线(以5倍稀释序列cDNA为模板)计算候选基因的扩增

效率(E)＝(10‑1/slope‑1)×100％。

[0079] 表1  13个参考基因的引物序列及PCR扩增特性
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[0080]

[0081] 以上13个基因ACT7、Cpn60β、EF1α、eIF‑5A、GAPDH、GIIα、HIS、RA、RPL27、RPS15、
TATA、TUB、APT的引物对的序列分别如SEQ  ID  NO.1～26所示。

[0082] 3.阴香候选基因的表达分析和稳定性分析

[0083] 采用Δ Ct、BestKeeper、geNorm和NormFinder分析候选内参基因的稳定性。

[0084] 由图1可见，内参基因的PCR扩增产物与预期大小一致，且呈单一条带，由图2可见，

q‑PCR分析显示每对引物均为单峰。每对引物的扩增效率(E)和回归系数值R2见表1。以上结

果表明本发明使用的候选基因引物可用于进一步的q‑PCR分析。

[0085] 表2使用Δ Ct分析的13个参考基因的稳定性评估
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[0086]

[0087]

[0088] 由表2可见，采用Δ Ct评价内参基因的稳定性，最低平均标准差(mSD)的基因为最

佳基因。Δ Ct分析结果显示，RPS15基因在盐处理、干旱处理、不同发育阶段叶片和总样品中

最稳定，RPL27基因在冷处理样品中最稳定，EF1α基因在不同组织中稳定性最好。

[0089] 由图3(图中方框表示所有样本中的第25个和第75个百分位数；正方形表示中位

数；×表示最大值和最小值)可见，通过Ct值确定候选内参基因在不同样品中的转录水平，

不同样品的基因表达不同，其中RA的表达水平在所有材料中最高平均Ct为21.70，而GAPDH

的表达丰度最低平均Ct为26.57。研究结果表明基因表达水平在所有样品中都存在明显的

差异。同时内参基因的转录水平也可反应出基因表达的稳定性，其中ACT7、RPL27、RPS15、

TATA和eIF‑5A的Ct范围相对较窄，说明这些基因可能表达更为稳定。进一步采用Log2Fold

方法计算候选基因在所有材料中的表达水平分析其表达稳定性，由图4可见，热图可以清晰

地显示每个样品中每个基因的表达水平。

[0090] geNorm根据M值(阈值为1.5)分析候选基因的表达稳定性，结果如表3所示：
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[0091] 表3基于NormFinder的13个参考基因的稳定性评价

[0092]

[0093]

[0094] 结合图5可见，M<1.5的候选基因可用于标准化分析，M值越小，基因稳定性越好。在

本发明中，RPL27|RPS15在NaCl处理下的M值最低表示稳定性最高，RA的M值最高表示稳定性

最低。在peg处理下，EF1α|RPL27的表达最稳定，Cpn60β的表达最不稳定。冷处理中，GAPDH|

RPL27是最合适的组合，而TUB最不合适。在植物组织中，ACT7|EF1α为最佳组合，RA最不稳

定。在不同冰片无性系中，eIF‑5A|Gllα的稳定性高于其他基因。ACT7|RPS15在不同发育阶

段的叶片中排名最好，RA最差。利用geNorm综合评价总样本时发现RPS15|TATA的稳定性最

好，RA的稳定性最差。除了确定候选内参基因的表达稳定性外，geNorm还可以通过分析两两

变异(Vn/Vn+1)来确定内参基因的最佳数量。在本发明中，V2/3均小于0.15，说明使用两个

内参基因可以满足阴香q‑PCR的标准化分析(图5H)。

[0095] 此外，NormFinder通过SV进一步确定了候选基因的稳定性。SV越低越稳定，见表4：

[0096] 表4基于NormFinder的13个参考基因的稳定性评价
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[0097]

[0098] 由上可见，在盐处理的样品中，RPL27(0.328)的表达最稳定，RA(1.499)的表达最

不稳定。在干旱处理的样品中，RPS15(0.082)最稳定，Cpn60β(1.005)最不稳定。在冷处理样

品中，RPL27(0.115)表达最优，TUB(0.803)表达最不稳定。EF1α(0.058)在不同组织中表达

最稳定，RA(6.568)表达最不稳定。在不同龙脑无性系中，eIF‑5A(0.128)的稳定性最稳定，

Cpn60β(2.66)最不稳定。RPS15(0.063)在不同发育阶段的叶片中表达最稳定，RA(3.132)表

达最不稳定。总样本的NormFinder分析结果显示，RPS15(0.21)表达最稳定，RA(2.918)表达

最不稳定。

[0099] 此外，BestKeeper计算了所有候选基因Ct值的标准变异系数(SD)和变异相关系数

(CV)，SD值相对较低(小于1)通常被认为在可接受范围内，结果见表5：

[0100] 表5  BestKeeper分析了13个参考基因的排名
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[0101]

[0102]

[0103] 由上可见，在盐处理的样品中，TATA(0.38)最稳定，EF1α(1.28)最不稳定。在干旱

处理的样品中，RPL27(0.35)稳定，而RA(0.8)最不稳定。在冷处理样品中，APT(0.27)表达最

稳定，而HIS(0.74)表达最不稳定。ACT7(0.19)在不同组织中表达稳定，RA(4.74)表达最不

稳定。在不同龙脑无性系中，HIS(0.1)表达最好，Cpn60β(2.37)表达最差。在不同发育阶段

的叶片中，eIF‑5A(0.46)最稳定，TUB(2.38)最不稳定。总样本的BestKeeper分析结果显示，

RPL27(0.47)最稳定，RA(1.87)最不稳定。

[0104] 最终，RefFinder进一步合并输出数据，筛选出不同实验材料中最优的内参基因

(图6，图中(A)冷处理样品；(B)PEG处理的样品；(C)Nacl处理过的样品；(D不同的组织；(E)

处于不同发育阶段的叶子；(F)不同的龙脑克隆(G)样本总数。)，在盐处理和干旱处理的样

品中，RPL27|RPS15的表达稳定性高于其他基因。RPL27|APT在冷处理中排名最佳，EF1α|
ACT7在不同组织中是最合适的组合。eIF‑5A|Gllα适用于不同龙脑无性系，RPS15|ACT7适用

于不同发育阶段的叶片。在对总样本进行分析时，RPS15|TATA是所有样品的最佳组合。

[0105] RPS15在总样品、干旱处理和不同发育阶段的叶片中表达最稳定(图6B、E和G)，

RPL27在冷处理、干旱处理和盐处理中表现出相对较高的稳定性(图6A、B和C)。在一定的实

验条件下，对内参基因进行评价和筛选是非常重要的，不同内参基因归一化后靶基因的表
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达模式不同，这进一步揭示了可靠的基因表达分析依赖于稳定的内参基因，筛选内参基因

对于q‑PCR结果准确性的必要性。这一在各种实验条件下进行内参基因筛选的过程，可以为

研究阴香的遗传育种提供指导。

[0106] 4.参考基因验证

[0107] 为了验证所选内参基因的稳定性和准确性，分别使用两个稳定内参基因和不稳定

内参基因，在上述不同的实验条件下，评估两个萜烯相关基因CbWRKY4和CbDXS2的表达水

平。

[0108] 研究结果显示，在所有实验处理中使用不同内参基因进行q‑PCR归一化处理，

CbDXS2和CbWRKY4的表达模式存在显著差异(图7，(A)CbDXS2用于不同发育阶段的叶片；(B)

CbWRKY4用于不同发育阶段的叶片；(C)CbDXS2用于组织；(D)CbWRKY4用于组织；(E)CbDXS2

用于不同的冰片克隆；(F)CbWRKY4；(G)冷处理样品的CbDXS2；(H)CbWRKY4，用于冷处理样

品；(I)CbDXS2，用于PEG处理的样品；(J)CbWRKY4，用于PEG处理的样品；(K)NaCl处理样品的

CbDXS2；(L)Nacl处理样品的CbWRKY4；a、b、c、d、e差异有统计学意义(P＜0.05))。使用稳定

内参基因和最佳组合内参基因时，CbDXS2和CbWRKY4的表达模式相似。但使用不稳定内参基

因进行归一化处理后，CbDXS2和CbWRKY4的表达模式与其存在显著差异。例如，经ACT7和EF1

α归一化处理后，CbDXS2和CbWRKY4在根中的表达水平最低，而经RA在不同组织中归一化处

理后，CbDXS2和CbWRKY4在根中的表达水平最高(图7C和D)，用RPL27和RPS15进行q‑PCR归一

化处理后，CbDXS2在1h时表达最高，而在盐处理的样品中，用EF1α处理后，CbDXS2在1h时几

乎不表达(图7K)。所有结果表明，选择合适的内参基因对于基因表达的准确规范化至关重

要。
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图4

图5
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图6
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图7
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