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摘要：［目的］利用荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）和表达分析软件筛选适用于巨龙竹秆形发育研究的ｑＲＴＰＣＲ的稳定内
参基因。［方法］应用常规ＰＣＲ和ｑＲＴＰＣＲ，分析 ＥＦ１α、ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ、Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＴＩＰ４１、ＰＰ２Ａ共６个内参基因在不
同秆形巨龙竹（“通直型”和“弯曲型”）竹笋３个不同发育时期的表达情况。利用 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件对各内
参基因的表达稳定性进行评估；以筛选的内参基因对巨龙竹木质素合成中的 ＰＴＡＬ基因的表达量进行定量分析，验
证所筛选内参基因的有效性。［结果］ＰＣＲ和 ｑＲＴＰＣＲ的结果表明，６个候选内参基因 ＰＣＲ目的片段电泳条带单
一，熔解曲线具有明显的单一峰。内参基因Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α、ＧＡＰＤＨ的稳定性和相关性表现最佳；以它们为内参，对茎
秆发育过程中ＰＴＡＬ基因进行定量分析，结果显示它们均具有高效性。［结论］Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α、ＧＡＰＤＨ可以作为巨龙
竹秆形发育研究中目的基因定量分析的内参基因。为进一步分析巨龙竹秆形发育过程中关键基因表达量的变化提

供研究基础。
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　　竹亚科牡竹属的巨龙竹（Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｕｓｓｉｎｉｃｕｓ
ＣｈｉａｅｔＪ．Ｌ．Ｓｕｎ）为我国云南特有大型丛生竹种，
其胸径可达３０ｃｍ，秆高可达３０ｍ以上，是目前已知
世界上最高大粗壮的竹种［１］。巨龙竹秆形在自然分

布区中存在两种遗传稳定的变型，即“通直型”和

“弯曲型”［２］。弯曲型竹秆基部常畸变，呈短缩、鼓

胀、歪扭等形状，不利于竹板材加工；通直型巨龙竹

秆形通直，平均单株质量１００ １５０ｋｇ，单位面积年
均产材量比我国主要经济竹种毛竹（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ
ｅｄｕｌｉｓ（Ｃａｒｒ．）Ｈ．ｄｅＬｅｈａｉｅ．）高５ ８倍［３］。通直

型巨龙竹是培育特大型工业用材的优异竹种之一，

也是我国南部热区竹产业发展和生态环境建设中最

具发展潜力的优良经济竹种之一［３－４］。秆形作为巨

龙竹资源培育与利用的关键性状之一，其发育机制

尚不清楚，这给巨龙竹优良种源的选择和培育带来

了障碍。同时，“通直型”和“弯曲型”巨龙竹作为一

对自然的变异类型，也是木本竹种秆形发育研究中

理想的对照系。目前，作者正在开展巨龙竹秆形发

育的转录组分析，试图解析不同秆形发育过程中关

键基因的时空表达模式。

实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，
ｑＲＴＰＣＲ）技术因其特异性强、灵敏度高、快速准确、
重复性好等［５－６］优点被广泛用于基因表达分析。在

植物学研究中，常选用稳定表达的内参基因转录延

伸因子１α（ＥＦ１α）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰ
ＤＨ）、肌动蛋白基因（Ａｃｔｉｎ）、微管蛋白基因（Ｔｕｂｉｌｉｎ）
为内参基因［７－８］。随着基因芯片和基因组学的发

展，又挖掘了新的内参基因蛋白磷酸酶２Ａ（ＰＰ２Ａ）
和液泡膜内嵌蛋白基因（ＴＩＰ４１）等［８］。各内参基因

在不同组织、不同发育时期、不同处理中的稳定性也

存在差异［８］。近期有关竹亚科植物内参基因的筛选

已有一些相关报道，主要集中在毛竹等温带散生竹

中，筛选出 ＰＰ２Ａ、ＴＩＰ４１等作为毛竹不同组织基因
表达定量分析的内参基因［９－１１］，但这些内参基因在

不同发育时期的表达稳定性是未知的。针对巨龙竹

不同秆形发育特点，本研究用 ｑＲＴＰＣＲ评价 ＥＦ
１α、ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ、Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＴＩＰ４１、ＰＰ２Ａ６个内参基
因在巨龙竹茎秆发育过程中的表达稳定性，筛选在

巨龙竹不同生长阶段、不同秆形变异种群中最佳内

参基因，为下一步解析参与巨龙竹秆形发育关键基

因的表达模式提供技术基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　供试材料　以云南省西盟县中课种群（通直
型）和孟连县景信种群（弯曲型）２个种群内０ １
个月的笋（或幼竹）作为研究对象。巨龙竹发笋期

（５月下旬至８月下旬）的定点观察结果显示，秆形
变化主要出现在竹秆基部１ ３ｍ内的竹节，１个月
内秆形基本定型。因此，从每个类型种群中选择３
个竹丛，每个竹丛选取出笋后５天、１５天、３０天的竹
笋，分别代表秆形发育的初期、中期和后期。样品取

自竹笋基部竹节，用干净的刀片切成小块立即放入

液氮中，液氮处理后于－８０℃贮存备用。
表１　采样具体信息

Ｔａｂｌｅ１　Ｓａｍｐｌｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

地点Ｓｉｔｅ 茎秆类型Ｃｕｌｍｔｙｐｅ 经度Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ 纬度Ｌａｔｉｔｕｄｅ 海拔Ａｌｔｉｔｕｄｅ／ｍ 采样时间Ｔｉｍｅ
西盟县中课镇窝笼村 通直型 ９９°３２′０６″ ２２°４３′４８″ １２５４ ２０１６－０７－１５
孟连县景信乡景信村 弯曲型 ９９°３６′３１″ ２２°２６′３６″ １００７ ２０１６－０７－１６

１．１．２　主要试剂　ＲＮＡ提取试剂盒（ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐ
ＰｌｕｓＲＮＡＫｉｔ），反转录试剂盒（ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔⅡ Ｏｎｅ
ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ），
ｑＲＴＰＣＲ荧光染料（ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕ
ｐｅｒＭｉｘ）均购自北京全式金生物技术有限公司。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取　每个组织取３个不同的生
物学重复。总 ＲＮＡ的提取参照 ＴｒａｎｓＺｏｌＵｐＰｌｕｓ

ＲＮＡＫｉｔ试剂盒说明书进行，提取的总 ＲＮＡ经２％
琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ完整性，Ｎａｎｏｄｒｏｐ８０００
紫外分光检测仪检测ＯＤ值后直接用于反转录或保
存于－８０℃备用。
１．２．２　反转录合成ｃＤＮＡ　按照ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔⅡ Ｏｎｅ
ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试
剂盒说明书，各取样品的总 ＲＮＡ７μＬ反转录成 ｃＤ
ＮＡ第一链。所得ｃＤＮＡ产物直接用于ＰＣＲ和ｑＲＴ
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ＰＣＲ或保存于－２０℃备用。
１．２．３　内参基因的引物设计　使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计候选内参基因的 ｑＲＴＰＣＲ引物，引物
序列见表２。引物由昆明硕擎生物技术有限公司合
成，采用ＰＡＧＥ纯化。

表２　ｑＲＴＰＣＲ检测中所用的６个候选内参基因
的引物序列

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｉｘｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

基因

Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

引物序列（５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’）

解链

温度

Ｔｍ／℃

扩增产物长

度 Ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

ＰＰ２Ａ Ｆ：ＣＡＧＴＣＡＴＣＣＣＡＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴ ６０．６ １５８
Ｒ：ＧＡＡＧＣＴＧＧＣＴＴＡＣＧＴＧＡＧＡＴＧＡＡ ５９．８

ＥＦ１α Ｆ：ＧＣＡＡＣＡＡＡＡＣＣＡＣＧＣＴＴＧＡＧＡ ５９．６ １８６
Ｒ：ＧＧＧＴＣＧＴＧＴＴＧＡＧＡＣＴＧＧＴＧ ５９．５

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＴＣＣＡＣＴＧＧＴＧＴＣＴＴＣＡＣＴＧ ５９．６ １７８
Ｒ：ＣＡＡＴＴＴＧＴＧＧＴＧＣＡＧＣＴＡＧＣＡＴＴ ６０．０

Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＣＴＡＣＡＴＴＧＣＣＣＴＧＧＡＣＴＡ ５９．６ １６２
Ｒ：ＴＣＣＡＴＴＣＣＡＡＴＧＡＡＧＧＡＴＧＧＣＴ ５９．８

Ｔｕｂｕｌｉｎ Ｆ：ＧＴＣＧＡＴＧＣＧＣＧＡＧＡＡＴＡＣＣＴ ５９．４ １８６
Ｒ：ＧＣＡＧＴＴＧＣＡＡＣＣＡＴＣＡＡＧＡＣＣ ５９．６

ＴＩＰ４１ Ｆ：ＣＡＧＣＧＡＡＡＴＧＧＡＡＧＴＴＣＡＧＡＡＧ ５９．８ １６９
Ｒ：ＴＧＧＴＣＡＴＣＡＧＴＡＴＣＣＴＣＣＣＡＡＣ ５９．７

　　注：正向引物（Ｆ）ｆｏｒｗａｒｄｓｐｒｉｍｅｒ，反向引物（Ｒ）ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ，解

链温度（Ｔｍ）ｍｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ。

１．２．４　候选内参基因的普通 ＰＣＲ　利用表２中的
引物对６个候选内参基因进行普通 ＰＣＲ，体系为２
×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，混合 ｃＤＮＡ２．０μＬ，正
向和反向引物（浓度 １０μｍｏｌ·Ｌ－１）各 １．０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补充体积至２０μＬ。反应温度程序为：９５℃
预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延
伸３０ｓ，４５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应完成后用
２％琼脂糖凝胶电泳检测各ＰＣＲ产物。
１．２．５　候选内参基因的 ｑＲＴＰＣＲ分析　ｑＲＴＰＣＲ
采用２０μＬ的反应体系：２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ，各样品的ｃＤＮＡ１．０μＬ（阴性
对照加ｄｄＨ２Ｏ１．０μＬ），正向和反向引物（浓度１０
μｍｏｌ·Ｌ－１）各 ０．４μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ补足体积至 ２０
μＬ。反应程序为：９４℃预变性 ３０ｓ；９４℃变性 ５ｓ，
６０℃退火３０ｓ，４０个循环；６５ ９５℃溶解曲线分析。
实验设计３个技术重复。加样完成后迅速放入 Ｂｉｏ
ＲａｄＣＦＸ９６ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪上进行反应。数据读取
由仪器自动完成。

１．２．６　数据分析及内参基因稳定性评价　ｑＲＴ
ＰＣＲ扩增完成后，采用 Ｃｔ值的方法［１２］计算６个内
参基因的表达量。利用内参基因评价软件 ＧｅＮｏｒｍ

和ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分别对不同基因进行稳定性评价，以
确定理想的内参基因。

１．２．７　内参基因有效性验证　以筛选出的基因为
内参，对巨龙竹木质素合成中 ＰＴＡＬ（Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ／
ｔｙｒｏｓｉｎｅａｍｍｏｎｉａｌｙａｓｅ）［１３］基因的表达量进行定量分
析，验证内参基因的有效性。体系和反应程序同

１．２．５，实验设３个生物学重复，每个生物学重复设３
个技术重复。根据项目组前期采用相同植物材料进

行转录组测序获得的结果（待发表）和实时荧光定

量分析之间基因表达量的相关性验证内参基因的有

效性。

２　结果与分析
２．１　总ＲＮＡ样品的质量分析

提取的总ＲＮＡ经２％琼脂糖凝胶电泳结果显示
如图１，所提总ＲＮＡ有２８Ｓ、１８Ｓ两条清晰的条带，条
带无拖尾，ＲＮＡ完整。经 Ｎａｎｏｄｒｏｐ８０００紫外分光
检测仪检测，Ａ２６０／２８０值在 １．７ ２．０范围内，
Ａ２６０／２３０值大于２．０，ＲＮＡ的纯度高，表明所制备
的总ＲＮＡ质量较好，满足试验需求。

图１　巨龙竹不同秆形各发育时期总ＲＮＡ电泳图

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｙｐｅｓｏｆＤ．ｓｉｎｉｃｕｓａｔｔｈｒｅｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ

２．２　内参基因的普通ＰＣＲ分析
常规ＰＣＲ结果显示，各内参基因均可见预期大

小的目标条带（如图２），且条带单一，无非特异性扩
增，表明引物特异性良好，可用于后续 ｑＲＴＰＣＲ
实验。

２．３　标准曲线与熔解曲线的分析
设置５个浓度梯度，３个技术重复，标准曲线相

关系数Ｒ２均大于０．９９，说明了线性关系好。扩增效
率Ｅ在９０％ １０５％。熔解曲线有单一峰值，峰线
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图２　６个候选内参基因常规ＰＣＲ的电泳结果

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｘｃａｎｄｉｄａｔｅｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

窄而尖，说明引物特异性好，扩增产物单一。

２．４　内参基因稳定性评价
对于不同样品或组织中基因表达的精确定量分

析，选择合适的内参基因是关键，ＧｅＮｏｒｍ软件和
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件是专业用来筛选内参基因的软件。
２．４．１　ＧｅＮｏｒｍ软件评价结果　ＧｅＮｏｒｍ软件程序
采用几何平均算法，通过计算出每个内参基因稳定

性的Ｍ值来筛选出稳定性较好的内参基因，Ｍ值越
小内参基因的稳定性就越好，反之，稳定性越差。同

时，通过归一化因子法计算出最适合的内参基因搭

配组合［１２，１４］，来确定所需内参基因的最适数目，当

Ｖｎ／（ｎ＋１）＜１．５时，说明有 ｎ个基因可以作为
ｑＲＴＰＣＲ定量分析的内参基因，当Ｖｎ／（ｎ＋１）＞１．５
时，说明有ｎ＋１个基因可以作为 ｑＲＴＰＣＲ定量分
析的内参基因。通过ＧｅＮｏｒｍ分析，６个内参基因的
稳定性由高到低的顺序为：ＥＦ１α＝ＧＡＰＤＨ＞Ａｃｔｉｎ
＞ＴＩＰ４１＞ＰＰ２Ａ＞Ｔｕｂｕｌｉｎ（图３）。根据标准差数据
分析（图４），Ｖｎ／（ｎ＋１）均大于１．５，其中Ｖ５／６的Ｍ
值最小，可以选择６个内参基因做组合。

图３　６个候选内参基因的表达稳定性ＧｅＮｏｒｍ分析

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｓｉｘｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧｅＮｏｒｍ

２．４．２　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件评价结果　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软

图４　６个候选内参基因标准化因子的配对差异分析

Ｆｉｇ．４　Ｐａｉｒｗｉｓｅｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆｓｉｘｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

件采用方差估计算法，先获得内参基因表达稳定值，

再根据稳定值（Ｍ值）大小来筛选最适合的内参基
因，Ｍ 值最小的内参基因为最合适的内参基
因［１４－１５］。通过ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分析，６个内参基因的稳
定性由高到低的顺序为：Ａｃｔｉｎ＞ＧＡＰＤＨ＞ＥＦ１α＞
ＰＰ２Ａ＞Ｔｕｂｕｌｉｎ＞ＴＩＰ４１。

图５　６个候选内参基因的表达稳定性ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分析

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｓｉｘｃａｎｄｉｄａｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

综上所述：通过使用ＧｅＮｏｒｍ与ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ２种
软件对６个候选内参基因的稳定性评估结果得知
ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α的稳定性最佳，可作为研究巨
龙竹秆形发育过程基因表达分析使用的内参基因。

２．５　内参基因应用的验证
为了验证筛选的内参基因在巨龙竹茎秆发育过

程中应用的有效性，选取木质素合成过程中的酶基

因ＰＴＡＬ，分别以 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α和 ＧＡＰＤＨ为内参，对
两种秆型巨龙竹不同发育时期的材料中的 ＰＴＡＬ基
因进行定量分析。结果如图６所示，以Ａｃｔｉｎ定量的
ＰＴＡＬ基因表达量最高，ＧＡＰＤＨ定量的 ＰＴＡＬ基因表
达量最低。根据前期转录组测序的结果，在弯曲型
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巨龙竹中，ＰＴＡＬ基因的ＦＰＫＭ值在发育５天、１５天、
３０天的材料中分别为２４．１５、７３．５２和１０２９．３８；在
通直型巨龙竹中分别为２４５．３１、５３．８２和３６３．４。以
不同内参基因获得的表达量与转录组测序获得的表

达量进行相关性分析，相关性从大到小为 Ａｃｔｉｎ＞
ＥＦ１α＞ＧＡＰＤＨ，相关系数分别为 ０．９９，０．９５和
０．９２，说明筛选出的３个内参基因有效性均较高。

　　注：以筛选出的３个内参基因 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ１α和 ＧＡＰＤＨ，对两

种秆形巨龙竹３个不同发育时期笋中 ＰＴＡＬ基因定量的结果，

ＦＰＫＭ表示转录组测序结果中 ＰＡＴＬ基因在不同样品中的表

达量。

Ｎｏｔｅ：ＰＴＡＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆＤ．ｓｉｎｉｃｕｓａｔｔｈｒｅｅｄｅｖｅｌｏ

ｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｔａｔｅｄｂｙｔｈｒｅｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓＡｃｔｉｎ、ＥＦ１α
ａｎｄＧＡＰＤＨ．ＦＰＫＭｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓＰＡＴＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔ．

图６　不同内参基因对ＰＴＡＬ基因的定量分析

Ｆｉｇ．６　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｔｏＰＴＡＬ

３　讨论
近年来，随着测序技术的快速突破，“基因组

学”的研究越来越便捷，极大地促进了转录组等技术

手段的迅猛发展，使之成为探索基因调控网络研究

的得力工具。目前，荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术
由于其更高的敏感性和特异性，已经成为基因表达

深入研究的基本方法［６］。而合适稳定表达的内参基

因的筛选将决定表达量数据的可靠性。本研究对不

同变异类型、不同发育时期的巨龙竹竹笋样品进行

内参基因筛选的结果对解析“通直型”和“弯曲型”

巨龙竹差异发育的分子机理有重要意义。

在ｑＲＴＰＣＲ反应中，合适内参基因的选择是决
定目的基因精确定量分析的先决条件。理想的内参

基因应在生物体不同的生长发育阶段、组织及各种

外界因素条件下均恒定表达。然而，内参基因的适

用性并不是普遍的，需要从多个内参基因中筛选出

表达相对稳定的一个或一个以上作为研究对象的内

参基因［１５］。Ｚｅｎｇ等［１６］在对枸杞属两个种 Ｌｙｃｉｕｍ
ｂａｒｂａｒｕｍＬ．和 Ｌ．ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍＭｕｒｒａｙ内参基因的筛
选中，确定在不同的组织细胞中，表达最稳定的内参

基因并不统一。对牡丹不同发育阶段种子和花瓣进

行ｑＲＴＰＣＲ内参基因筛选的结果也显示，在不同发
育阶段及不同组织，最稳定的内参基因也不同［１７］。

而相同内参基因在禾本科的大麦、小麦和燕麦间的

通用性研究结果表明，ＧＡＰＤＨ、ＴＵＢＢ、１８ＳｒＲＮＡ在
三者中都表达稳定，而 ＥＩＦ４Ａ和 ＴＵＢＡ分别在小麦
和燕麦中表达稳定，说明并不是所有内参基因在亲

缘关系相近的物种中都通用［１８］。在竹亚科植物中，

相关内参基因筛选的研究十分有限，而且并非所有

的竹亚科植物都能通用一种内参基因。对毛竹成花

基因ＰｈｅＴＦＬ１表达分析的研究中，选择了 ＰＰ２Ａ作
为毛竹 ＰｈｅＴＦＬ１基因定量分析的内参基因［９］。

Ｆａｎ［１０］等从１４个候选内参基因中选择 ＴＩＰ４１和核
苷酸通道结合蛋白基因（ＮＴＢ）作为毛竹开花前后表
达量分析的内参基因。

本研究中，选择 ＥＦ１α、ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ、Ｔｕｂｕｌｉｎ、
ＴＩＰ４１、ＰＰ２Ａ作为巨龙竹的候选内参基因，其中ＥＦ
１α、ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ、Ｔｕｂｉｌｉｎ均为植物学研究中经典的
内参基因。ＥＦ１α主要参与快速增殖细胞的生长与
增殖［１９］，ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ和Ｔｕｂｉｌｉｎ均与细胞骨架结构
的形成有关［２０－２２］。ＰＰ２Ａ和 ＴＩＰ４１是新挖掘的内
参基因，ＰＰ２Ａ主要参与细胞功能的调节［２３］，ＴＩＰ４１
主要参与细胞水分的转运［２４］。这些内参基因已在

多种植物研究中证明了其有效性［９－１０，１８］。

４　结论
通过候选内参基因的稳定性和有效性的验证分

析与评估，在不同变异类型的巨龙竹笋期及其不同

发育时期，表达稳定性最佳的内参基因是 Ａｃｔｉｎ、ＥＦ
１α、ＧＡＰＤＨ。下一步将结合巨龙竹秆形发育转录组
学的分析，利用筛选出的内参基因对后续筛选的目

的基因进行定量分析，研究巨龙竹秆型发育过程中

相关基因的表达模式。

参考文献：

［１］耿伯介，王正平．中国植物志［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９６．

［２］谷志佳，杨汉奇，孙茂盛，等．巨龙竹资源分布特点及其开花结实

现象［Ｊ］．林业科学研究，２０１２，２５（１）：１－５．
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［３］辉朝茂，张国学，李在留，等．珍稀竹种巨龙竹种群特性及其保护

研究［Ｊ］．竹子研究会刊，２００４，２３（４）：４－９．

［４］杨汉奇，孙茂盛，阮桢媛，等．云南４种典型热带丛生竹种源分化

［Ｊ］．林业科学研究，２０１４，２７（２）：１７２－１７６．

［５］ＢｕｓｔｉｎＳＡ，ＢｅａｕｌｉｅｕＪＦ，ＨｕｇｇｅｔｔＪ，ｅｔａｌ．ＭＩＱＥｐｒéｃｉｓ：Ｐｒａｃｔｉｃａｌ

ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｎｉｍｕｍ ｓｔａｎｄａｒｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｂａｓｅｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＢＭＣＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１１（１）：１－５．

［６］ＣｈｉＸ，ＨｕＲ，ＹａｎｇＱ，ｅｔａｌ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｆｏｒｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓｉｎｐｅａｎｕｔｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１２，２８７（２）：１６７－１７６．

［７］孙美莲，王云生，杨冬青，等．茶树实时荧光定量 ＰＣＲ分析中内

参基因的选择［Ｊ］．植物学报，２０１０，４５（５）：５７９－５８７．

［８］袁　伟，万红建，杨悦俭．植物实时荧光定量ＰＣＲ内参基因的特

点及选择［Ｊ］．植物学报，２０１２，４７（４）：４２７－４３６．

［９］齐飞燕，胡　陶，彭镇华，等．毛竹实时荧光定量 ＰＣＲ内参基因

的筛选及成花基因ＰｈｅＴＦＬ１表达分析［Ｊ］．西北植物学报，２０１３，

３３（１）：４８－５２．

［１０］ＦａｎＣ，ＭａＪ，ＧｕｏＱ，ｅｔａｌ．ＳｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆＲｅｆｅｒｅｎｃｅＧｅｎｅｓｆｏｒＱｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲｉｎＢａｍｂｏｏ（Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓｅｄｕｌｉｓ）［Ｊ］．Ｐｌｏｓ

Ｏｎｅ，２０１３，８（２）：ｅ５６５７３．

［１１］ＣｕｉＫ，ＷａｎｇＨ，ＬｉａｏＳ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄＡｎａｌｙ

ｓｉｓｆｏｒＣｕｌｍＥｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＷｏｒｌｄ＇ｓＬａｒｇｅｓｔＢａｍｂｏｏ（Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａ

ｍｕｓｓｉｎｉｃｕｓ）［Ｊ］．ＰｌｏｓＯｎｅ，２０１６，１１（６）：ｅ０１５７３６２．

［１２］魏洁书，杨锦芬．应用荧光定量比较 Ｃｔ值法测定基因相对表达

量［Ｊ］．中国科技论文在线精品论文，２０１３，６（５）：３９０－３９５．

［１３］ＦｒａｓｅｒＣＭ，ＣｈａｐｐｌｅＣ．ＴｈｅＰｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄＰａｔｈｗａｙｉｎＡｒａｂｉｄｏｐ

ｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｉｓｔｓ，２０１１，９（１）：ｅ０１５２．

［１４］吴建阳，何　冰，杜玉洁，等．利用 ｇｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和 Ｂｅｓｔ

Ｋｅｅｐｅｒ软件进行内参基因稳定性分析的方法［Ｊ］．现代农业科

技，２０１７，（５）：２７８－２８１．

［１５］ＡｎｄｅｒｓｅｎＣＬ，ＪｅｎｓｅｎＪＬ，ｒｎｔｏｆｔＴＦ．Ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲｄａｔａ：ａｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｖａｒｉａｎｃｅ

ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎａｐｐｒｏａｃｈｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｇｅｎｅｓｓｕｉｔｅｄｆｏｒｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ，ａｐ

ｐｌｉｅｄｔｏｂｌａｄｄｅｒａｎｄｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｄａｔａｓｅｔｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，

２００４，６４（１５）：５２４５－５２５０．

［１６］ＺｅｎｇＳ，ＬｉｕＹ，ＷｕＭ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒ

ｅｎｃｅｇｅｎｅｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｉｔｓａｐ

ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎＬｙｃｉｕｍ［Ｊ］．ＰｌｏｓＯｎｅ，２０１４，９（５）：ｅ９７０３９．

［１７］刘洪峰，高乐旋，胡永红．牡丹不同发育阶段种子和花瓣组织实

时荧光定量ＰＣＲ中内参基因的挖掘与筛选［Ｊ］．农业生物技术

学报，２０１５，２３（１２）：１６３９－１６４８．

［１８］ＪａｒｏｏｖáＪ，ＫｕｎｄｕＪＫ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｓｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎ

ｔｒｏｌｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｃｅｒｅａｌｓｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ

ＲＴＰＣＲ［Ｊ］．ＢＭＣＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１０（１）：１－９．

［１９］覃迎姿，黄先益，叶兴枝，等．植物延伸因子 ｅＥＦ１Ａ研究进展

［Ｊ］．南方农业学报，２００９，４０（５）：４７２－４７７．

［２０］李　洁，谢文光，沈倍奋，等．ＧＡＰＤＨ功能多样性研究进展［Ｊ］．

军事医学，２００６，３０（５）：４８３－４８６．

［２１］郭景康，陈青云，戢　茜，等．拟南芥、水稻和杨树ＡＣＴＩＮ家族全

基因组分析［Ｊ］．上海大学学报：自然科学版，２００９，１８（４）：４２６

－４３１．

［２２］董　辉，李越中，胡　玮．γ微管蛋白研究进展［Ｊ］．生物化学与

生物物理进展，２００２，２９（５）：６８６－６９０．

［２３］ＣｈａｏＺ，ＹａｎＷ，ＦｕＭ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｓｕｂｕｎｉｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ａ

（ＰＰ２Ａ）ｆｒｏｍｂｌａｃｋｔｉｇｅｒｓｈｒｉｍｐｓ（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）［Ｊ］．Ｃｏｍ

ｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＢＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１７，２０４（１）：７７－８９．

［２４］邢朝斌，刘　岩，周　秘，等．刺五加液泡膜内在蛋白基因的克

隆与表达分析［Ｊ］．中草药，２０１４，４５（２）：２５０－２５４．

（责任编辑：张　玲）
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