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摘要: 橡胶草(Taraxacum kok-saghyz)是一种重要的产胶作物。为了筛选出橡胶草稳定可靠的内参基因用于实时荧光定量

PCR (qRT-PCR)分析, 本研究从已公布的橡胶草转录组数据中选取18S rRNA、EIF4α、tubulin、β-actin、GAPDH和40S ri-
bosomal protein (40SRP)作为候选基因, 通过qRT-PCR检测, 并利用geNorm、NormFinder、BestKeeper等软件对这6个候选

内参基因在不同橡胶草种质、不同组织以及机械伤害和乙烯利处理后不同时间下的表达稳定性进行分析, 结果发现6个候

选内参基因的表达稳定性各异, GAPDH和β-actin基因是不同种质及其不同组织以及不同处理中表达最稳定的内参基因。

本研究结果为橡胶草基因表达分析提供了稳定可靠的内参基因。
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橡胶草(Taraxacum kok-saghyz)又名俄罗斯蒲

公英(Russian dandelion), 为菊科(Asteraceae)蒲公

英属多年生草本植物, 原产于哈萨克斯坦、欧洲

和中国新疆等地。橡胶草根部含有优质天然橡胶, 
与传统产胶植物巴西橡胶树(Hevea brasiliensis)相
比, 橡胶草具有适应性强、生长收获期短、适合

机械化种植和采收、抗逆能力强等诸多优点, 而
且所产天然橡胶质量和性能与巴西橡胶树相当。

因此, 橡胶草成为近年来产胶植物研究的热点。

实时荧光定量PCR (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR)技术是基因表达模式分析的重要技术, 
但目标基因的表达量需要与内参基因进行校正和

标准化, 因此, 选用表达稳定的基因作为内参基因

对准确分析实验结果非常关键。理想的内参基因

应在所有的细胞中或各种生理状态下均能稳定地

表达(Bustin 2002)。18S rRNA、glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase (GAPDH)、tubulin、
β-actin、polyubiquitin (UBQ)和elongation factor-1α 
(EF-1α)是植物和动物中qRT-PCR分析最常用的内

参基因(Andersen等2004; Brunner等2004; Bustin 
2002; Dheda等2004; Goidin等2001; Kim等2003; 
Radonic等2004)。这些内参基因比较可靠, 但并不

是在所有物种及其生理活动中都能稳定表达, 因
此, 需要在不同的物种、特定生理活动、发育时

期或器官中筛选可靠的一个或多个内参基因, 对
qRT-PCR结果进行校正和标准化。研究者们开发

了NormFinder、geNorm、BestKeeper等软件对内

参基因的表达稳定性进行分析与评价(Andersen等
2004; Pfaffl等2004; Vandesompele等2002), 筛选出

了对不同物种和在不同生理状态下稳定可靠的内

参基因, 但目前尚未有关于橡胶草内参基因筛选

的报道。本研究选取橡胶草的18S rRNA、EIF4α、
tubulin、β-actin、GAPDH和40S ribosomal protein 
(40SRP)作为候选内参基因, 设计特异性引物, 以不

同橡胶草种质、不同组织以及机械伤害和乙烯利

处理后不同时间的样品为材料, 通过qRT-PCR检

测, 并利用geNorm、NormFinder和BestKeeper软件

对这6个候选内参基因的表达稳定性进行分析和

评价, 筛选获得适合橡胶草不同种质、不同组织

以及不同处理条件下表达稳定的内参基因, 为研

究橡胶草基因表达分析提供参考。

材料与方法

1  材料

实验所用橡胶草(Taraxacum kok-saghyz Rodin)
材料为俄罗斯引进的种质C1以及美国农业部引进

的种质W635181和W635178。在盛花期同时采集

C1和W635181的根、叶和花不同组织, W635178
组培苗经机械伤害(0、0.5、2和10 h)和2.5% (V/V)
乙烯利处理(0、2、10和24 h)后不同时间分别取其

叶片, 所取材料置于液氮中快速冷冻, 于−80°C冰

箱中保存备用。

2  方法

2.1  总RNA提取和cDNA合成

橡胶草不同组织的总RNA采用天根生化科技
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(北京)有限公司的RNAprep Pure Plant Kit多糖多酚

植物总RNA提取试剂盒进行提取, 对提取的总RNA
进行琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度检测, RNA质

量要求A260/A280=1.8~2.0、A260/A230=2.0~2.2, 并测定

RNA浓度。经检测, 完整性好且纯度高的总RNA用

于cDNA第一链合成, 具体步骤参照Fermentas公司

的RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit试剂

盒说明书进行, 合成的cDNA保存于−20°C。
2.2  内参基因的筛选与引物设计

从已公布的橡胶草转录组数据中选取18S 
rRNA、EIF4α、tubulin、β-actin、GAPDH、

40SRP共6个内参基因进行鉴定。根据qRT-PCR引
物的设计原则, 利用Primer Premier 6.0软件设计引

物, 由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

2.3  RT-PCR与qRT-PCR扩增

RT-PCR反应体系(20 μL)含: 10 μL Premix Taq 
(Ex Taq™ Version 2.0 plus dye, TaKaRa), 1 μL 
cDNA (大约30 ng)作为模板, 上、下游引物(20 

μmol·L-1)各1 μL , 7 μL ddH2O。RT-PCR反应程序: 
94°C预变性3 min; 94°C变性30 s, 60°C退火30 s, 
72°C延伸30 s, 35个循环; 72°C延伸10 min。扩增

产物经2.0% (m/V)琼脂糖凝胶电泳检测。

按照说明书在冰上配制20 μL qRT-PCR反应

体系: 10 μL SYBR Premix Ex Taq™ (TaKaRa), 上、

下游引物(20 μmol·L-1)各1 μL, 7 μL ddH2O, 1 μL 
cDNA(大约30 ng); 每个样品设置3个重复, 以不加

模板作为阴性对照。 q RT- P C R所用仪器为

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad)。qRT-PCR反应程序为: 95°C预变性3 min; 
95°C变性10 s, 60°C退火20 s, 72°C延伸30 s, 45个
循环。延伸阶段收集信号, 于60~95°C采集熔解曲

线荧光信号。

2.4  内参基因表达稳定性分析与评价

利用NormFinder、geNorm和BestKeeper对各

内参基因的稳定性进行分析与评价, 筛选出最优

的内参基因(表1)。

表1  内参基因信息及其用于qRT-PCR分析的引物序列

Table 1  Reference genes and primer sequences used for qRT-PCR analysis

基因名称 GenBank登记号               上游引物(5′→3′)                   下游引物(5′→3′) 片段长度/bp

18S rRNA GO660839 GGTTTACTCGTCCCTTTTGT CCTATGATGTATCCCATGCT 141
EIF4α GO661881 TCTCACGAGGTTTCAAAGAC GAGGGTAAGTTCGTCTCTTTTC 167
tubulin GO662104 GGAAATATGTCGGTAACAGC GTACGTAGACTGTCCATAGTACCAG 133
β-actin DY824357 GGAAGGATCTTTATGGGAAC CAGACACTATACTTCCTCTCAGG 151
GAPDH DY821911 AGTTGGTTTCGTGGTATGAC ACATGTCAGTGAACAGGTAGAC 154
40SRP GO670291 CACTCAAAGGTTGTTAGAGTCC AACTCTTAAGTACGGACAGGAG 155

图1  橡胶草6个内参基因的RT-PCR扩增结果

Fig.1  RT-PCR amplification of six reference 
genes of T. kok-saghyz

M: DL2000 DNA marker; 1: 18S rRNA; 2: EIF4α; 3: tubulin; 4: 
β-actin; 5: 40SRP; 6: GAPDH。

实验结果

1  内参基因引物扩增特性分析

本研究根据橡胶草已有的转录组数据库及基

因表达分析常用的内参基因选取了6个候选的内参

基因进行分析, 以叶片cDNA为模板, 通过RT-PCR
均能扩增出预期的目标片段, 片段清晰, 特异性好, 
没有引物二聚体(图1), 可用于qRT-PCR分析。

进而以橡胶草材料C1和W635181的不同组织

cDNA为模板进行qRT-PCR分析, 结果如图2和表2
所示, 6个内参基因的溶解曲线为明显的单一峰, 溶
解温度(Tm)均在80~90°C之间。将6个内参基因引

物经RT-PCR扩增的产物回收纯化后, 用于标准曲

线扩增, 结果显示, 6个内参基因引物的扩增效率在
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培苗经机械伤害和2.5%乙烯利处理后不同时间的

叶片样品的cDNA为模板进行qRT-PCR分析, 利用

NormFinder软件分析橡胶草6个内参基因在不同材

料、不同组织以及不同处理条件下的表达稳定性, 稳
定值越小基因表达越稳定。结果如图4所示, 18S 
rRNA、EIF4α、tubulin、β-actin、40SRP和GAPDH表达

稳定值分别为0.119、0.068、0.087、0.039、0.068和
0.021, 表明GAPDH基因稳定性最高, 而18S rRNA的
稳定性最差。对于两个内参基因联合分析而言, β-actin 
与GAPDH联合的稳定性最高(稳定值为0.029)。
2.2  geNorm软件分析结果

geNorm分析内参基因稳定性的依据是公式

Q=ECq(min)−Cq(sample), 其中扩增效率E默认为2, Cq(min)为所

有样品中最低的Cq值, Cq(sample)为每个样品的Cq值, 
通过计算内参基因表达稳定性的Q值进而分析内

参基因在不同样品中的表达稳定性(Vandesompele
等2002)。Q值越小, 稳定性越好; 反之, 稳定性越

差。以橡胶草不同种质、不同组织以及不同处理

后的叶片为材料进行qRT-PCR扩增, 候选内参基因

的表达稳定性从高到低依次为GAPDH>β-actin> 
18S rRNA>EIF4α>40SRP>tubulin (图5)。由此可知

GAPDH和β-actin表达稳定性最好, 而tubulin相对

最不稳定, 与NormFinder软件的分析结果类似。

图2  橡胶草6个内参基因的qRT-PCR熔解曲线

Fig.2  qRT-PCR melting curves of six reference genes of T. kok-saghyz

95.2%~150.5%之间, 斜率为0.871~3.444, 决定系数

(R2)为0.978~0.999。以上结果表明, 根据这6个内

参基因序列设计的qRT-PCR引物特异性好, 扩增效

率高, 可用于基因的表达稳定性分析。

6个内参基因在不同种质以及不同组织中的Cq

值(即扩增产物的荧光信号达到设定的阈值时所经

过的扩增循环数)均有一定的变化, 变化趋势也各有

不同, 其中以18S rRNA的Cq值最低, 说明其表达丰度

最高; 40SRP和tubulin的Cq值较高, 表达水平较低; 
EIF4α、β-actin和GAPDH的表达水平居中(图3)。
2  不同内参基因的稳定性分析与评价

2.1  NormFinder软件分析结果

以C1和W635181的不同组织, 以及W635178组

表2  6个内参基因引物扩增特性分析

Table 2  Amplification specificity of primers designed by 

six reference genes

基因名称 斜率 决定系数 扩增效率/% 熔解温度/°C

18S rRNA 3.444 0.999   95.2 84.8
EIF4α 0.958 0.999 109.3 82.0
tubulin 0.924 0.996 110.7 81.4
40SRP 2.912 0.993 120.5 85.6
β-actin 0.871 0.978 130.2 81.6
GAPDH 2.507 0.994 150.5 81.8
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2.3  BestKeeper软件分析结果

BestKeeper软件主要通过比较Cq值的标准偏

差(standard deviation, SD)和变异系数(coefficient of 
variation, CV)来判断各基因的稳定性, SD值和CV
值越小, 稳定性越好; 反之稳定性越差。采用Best-

图4  NormFinder软件对6个内参基因表达稳定性的分析结果

Fig.4  Expression stability of six reference genes analyzed by 
NormFinder software

各柱形上用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05), 下同。

图5  geNorm软件对6个内参基因表达稳定性的分析结果

Fig.5  Expression stability values of six reference genes 
analyzed by geNorm software

图3  6个内参基因在不同橡胶草种质及其不同组织中的Cq值

Fig.3  The Cq values of six reference genes in different T. kok-saghyz accessions and different tissues samples
同一材料的各柱形上用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05)。

Keeper软件对橡胶草6个候选内参基因的表达稳定

性进行分析的结果显示, β-actin基因的SD和CV最

小, 稳定性最好; 其次是GAPDH基因; 18S rRNA和
40SRP基因SD和CV最大, 稳定性最差(表3)。综合

NormFinder、geNorm和BestKeeper软件的分析结

果, 可以发现β-actin和GAPDH基因是稳定性最好

的内参基因, 可用于橡胶草不同种质、不同组织

以及不同处理条件下的qRT-PCR分析。
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讨　　论

qRT-PCR技术是目前应用最广泛的基因表达

分析技术, 而选择稳定的内参基因是准确进行表

达基因定量的先决条件。常用的内参基因是一些

管家基因, 其编码蛋白或维持细胞结构或参与细

胞的基础代谢过程, 如tubulin编码微管蛋白, actin
编码肌动蛋白, UBQ编码泛素蛋白, GAPDH编码甘

油醛-3-磷酸脱氢酶。尽管这些管家基因在不同细

胞中的表达相对比较稳定, 但它们的转录水平并

不是在所有组织、不同生理环境下都是稳定的

(Czechowski等2005; Lee等2002; Suzuki等2000; 
Thellin等1999)。因此, 为了评价不同的内参基因

在不同组织和不同生理条件下的稳定性, 研究者

们开发了一些分析软件对内参基因的稳定性进行

分析和评价, 从而筛选出适合不同物种和不同条

件下基因表达分析的内参基因。利用拟南芥全基

因组范围的芯片数据, Czechowski等(2005)鉴定了

一系列基因在不同发育阶段和不同环境条件下比

传统的内参基因表达更稳定、表达丰度更低的内

参基因, 并通过qRT-PCR对部分新鉴定的内参基因

进行了扩增验证; 采用geNorm软件对新鉴定的内

参基因与传统的内参基因进行比较分析和评价, 
发现新鉴定的内参基因表达非常稳定, 表达丰度

低, 更适合于拟南芥的基因表达分析, 尤其是低丰

度基因的表达分析。Brunner等(2004)对10个内

参基因在杨树不同组织中的表达稳定性进行分析

表3 BestKeeper软件对6个候选内参基因表达稳定性

的分析结果

Table 3 Expression stability of six reference genes 

analyzed by BestKeeper software

基因名称
                                   Cq   

 平均值 最小值 最大值 SD CV

18S rRNA 13.02   9.58 17.19 1.80c 13.84c

EIF4α 25.83 23.38 29.00 1.61b    6.25b

tubulin 30.44 25.48 34.92 2.38d    7.83d

β-actin 26.51 24.39 28.36 1.20a    4.51a

40SRP 27.38 23.54 32.08 2.25d    8.22d

GAPDH 24.05 21.42 27.35 1.30a    5.39a

        SD和CV两列的数据各自用不同小写字母标识表示差异显著

(P<0.05)。

后发现, UBQ和TUA是该文中所有测试组织中表达

最稳定的基因。朱友银等(2015)等从中国樱桃

(Prunus pseudocerasus)花芽转录组数据中筛选了

表达稳定的tubulin、β-actin、GAPDH、EF1B、
UBCE、18S rRNA和TIF5A共7个管家基因在不同

处理以及花芽休眠解除过程的表达稳定性进行比

较分析, 发现GAPDH在4°C和NaCl处理下最稳定, 
而β-actin和UBCE分别在脱落酸(abscisic acid, ABA)
处理和花芽休眠解除过程中最稳定。

橡胶草是重要的产胶植物, 也是近年来产胶植

物研究的热点。在前人的研究中, 曾采用β-actin、
EIF4α和18S rRNA作为内参基因用于橡胶草基因

表达分析(Zhang等2015; 王启超等2012; 赵丽娟等

2015; Collins-Silva等2012), 但并没有系统地对这

些内参基因在橡胶草不同组织和不同生理条件下

的表达稳定性进行比较分析, 对目标基因表达定量

的结果可能会存在一定偏差。因此, 为了提高橡胶

草基因表达定量分析的准确性, 本研究从橡胶草转

录组数据库中选取18S rRNA、EIF4α、tubulin、
β-actin、GAPDH、40SRP共6个内参基因, 分析这

些内参基因在不同橡胶草种质、不同组织、乙烯

利和机械伤害处理条件下的表达稳定性, 结果发

现β-actin和GAPDH基因是稳定性最好的内参基

因, 可用于橡胶草不同种质、不同组织以及不同

处理条件下的qRT-PCR分析。本研究结果为研究

橡胶草基因表达提供了稳定可靠的内参基因。
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Evaluation of reference genes for quantitative real-time PCR expression studies 
in Taraxacum kok-saghyz Rodin
QIN Bi1, PAN Min2, YU Hai-Yang2, YANG Yu-Shuang1, GAN Lin1, LIU Shi-Zhong1,*

1Rubber Research Institute, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences, Danzhou, Hainan 571737, China; 2College of 
Environment and Plant Protection, Hainan University, Haikou 570228, China

Abstract: Taraxacum kok-saghyz (TKS) is one of the most important rubber-producing crops. To screen stable 
and reliable reference genes for quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis in TKS, 6 housekeeping genes 
from the public transcriptome data of TKS, including 18S rRNA, EIF4α, tubulin, β-actin, GAPDH, and 40S ri-
bosomal protein (40SRP), were selected as candidate reference genes for analysis in this study. The expression 
stabilities of the 6 genes were analyzed by geNorm, NormFinder, and BestKeeper, respectively, in different 
TKS accessions and tissues, and under mechanical wounding and ethephon treamtents. This result indicates that 
the expression stability varied greatly between these genes. GAPDH and β-actin had the highest stabilities 
across different accessions and tissues, and under different treatments. The results in this study provide stable 
and reliable reference genes for gene expression analysis in TKS.
Key words: Taraxacum kok-saghyz; reference gene; quantitative real-time PCR
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