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青花菜自交不亲和相关内参基因筛选与应用
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　　摘要：为研究青花菜自交不亲和反应过程中最适内参基因与自交不亲和相关基因的表达，以青花菜自交不亲和系
ＢＯＰ０４－２８－１６开花期分别取不同器官、花的不同组织部位、不同发育时期的花蕾和不同授粉时期柱头４个组合为试
验材料，利用实时荧光定量ＰＣＲ技术及３个ＲＴ－ｑＰＣＲ分析软件ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ检测了１７个候选
内参基因分别在４个组合中的表达水平。结果表明，在不同组织部位中的稳定内参基因为 ＵＢＣ７、Ａｃｔｉｎ－１、ＵＢＣ９；在
花的不同部位中稳定的内参基因为 ＤＮＡＪ、Ｔｕｂα－３；在不同发育时期花蕾中稳定的内参基因为 Ａｃｔｉｎ－７、ＵＢＣ７、
Ａｃｔｉｎ－３；在４个不同授粉时期柱头中稳定的内参基因为Ａｃｔｉｎ－７、Ｈｉｓ。综合分析认为，ＵＢＣ７和 Ａｃｔｉｎ－７为青花菜 ＳＩ
中最适合的内参基因组合，并以其分别分析青花菜柱头Ｓ位点受体激酶基因（ＳＲＫ）在花的不同组织部位和不同授粉
时期柱头的表达水平进行验证筛选的可靠性，结果显示 ＳＲＫ基因在柱头中特异表达，并且与柱头的发育成熟性成正
相关。研究结果为开展青花菜自交不亲和相关基因的表达特征分析提供了稳定的内参基因，为后续开展关键基因的

挖掘、利用以及自交不亲和分子调控网络解析奠定了基础。
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　　青花菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａｖａｒ．ｉｔａｌｉｃａ）别称西蓝
花，是十字花科芸薹属甘蓝种的变种，原产于地中

海东部沿岸地区，营养价值十分丰富，被誉为“蔬菜

皇冠”［１－２］。随着人们生活水平的日益提高，对青

花菜产品的需求逐年增加。近１０年来，我国青花菜
播种面积已超过１０万ｈｍ２，年产量约４００万ｔ，这在
保持我国蔬菜周年供应和出口创汇方面起着关键

作用［３］。杂种优势是提高作物产量和品质的重要

途径，开展青花菜杂种优势利用的研究，选育优质

杂交种，是当前青花菜育种的主攻方向，其中利用

自交不亲和系来生产杂种１代则是青花菜等十字花
科作物杂种优势利用的重中之重［４－５］。
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自交不亲和性（ｓｅｌｆ－ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ，ＳＩ）是指植
物能产生功能正常的有生育能力的雌雄配子，但是

自花授粉后不能结籽的现象［６－８］。青花菜属于严重

自交不亲和作物，在青花菜亲本繁种过程中需要人

工剥蕾授粉，极大地增加了种子生产的成本和劳动

强度［４－６］。随着我国对青花菜自主品种选育的日益

重视，自交不亲和造成的青花菜亲本繁育问题越发

制约青花菜育种进程，开展青花菜ＳＩ的相关分子机
制研究尤为重要［４－７］。芸薹属植物自交不亲和方面

的研究发现，自交不亲和反应的发生与雌蕊柱头组

织的生长发育水平有着极为密切的关系［８－１１］。现

有关于自交不亲和反应的报道中重要基因主要包

括２个方面：一方面是雌性识别因子 Ｓ位点受体激
酶（Ｓ－ｌｏｃｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅ，ＳＲＫ）基因［１２］，另一方

面是雄性识别因子 Ｓ位点富半胱氨酸蛋白（Ｓ－
ｌｏｃｕｓｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＲ）基因和Ｓ位点蛋白
１１（Ｓ－ｌｏｃｕｓｐｒｏｔｅｉｎ１１，ＳＰ１１）基因［１３］。有报道表

明，Ｓ位点糖蛋白（Ｓ－ｌｏｃｕｓｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＬＧ）基因
和ＳＲＫ等基因在柱头组织特异性表达，并且随着柱
头组织的发育成熟表达量会显著上调［１３－１８］。因此准

确分析青花菜自交不亲和相关基因在不同组织及柱

头不同发育阶段的表达模式，对阐述相关基因在青花

菜自交不亲和及柱头发育方面的功能是十分重要的。

实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）是一种用于评
估基因表达量的通用技术，具有高重复性和高通量

性［１９－２０］。大量研究表明，内参基因的选择不是固定

不变的，在试验材料及试验条件不同的情况下研究

者所选择的内参基因也是有所不同的，选择的内参

基因是否适合可极大程度地影响ＲＴ－ｑＰＣＲ分析结
果的准确性［２１－２４］。具体则需要根据不同物种、不同

试验条件、不同组织器官和不同生长发育阶段等因

素分别进行筛选和验证内参基因的可行性［２０］。已

有研究结果揭示了 ＴＵＢ４、ＤＮＡＪ、ＵＢＱ和 ＧＡＰＤＨ等
内参基因涉及生物体的基本生化反应过程（如中间

代谢、蛋白翻译等），并且被普遍应用于各种植物之

间的基因表达研究［２５－２８］。然而多数报道指出内参

基因的选择具有相对性和非稳定性［２４－２８］。在十字

花科蔬菜中，已有的研究显示甘蓝中适用的内参基

因为 Ａｃｔｉｎ、Ｔｉｐ４１和 Ｔｕｂ－α６等，花椰菜中为
ＳＫＩＰ１６、ＡＣＴ等［２９－３３］。但是，笔者所在课题组前期

的研究显示，适用于甘蓝的内参基因不适用于青花

菜自交不亲和相关基因的定量表达分析，因此推测

青花菜自交不亲和相关内参基因的选择与物种或

基因型密切相关［２９－３４］。基于此，本研究在青花菜自

交不亲和识别反应中系统地对候选内参基因进行

筛选和验证。

本研究根据已报道的内参基因和笔者所在课

题组已建立的青花菜转录组数据库，选取１７个常见
候选内参基因［２１－３４］，使用 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ等３个内参基因筛选软件进行分析，比
较了１７个候选内参基因在４个组合（青花菜不同器
官、不同时期花蕾、花不同组织部位、不同授粉时期

柱头）中的表达情况［３５－３７］。利用筛选得到的内参

基因分析了青花菜自交不亲和反应中关键基因ＳＲＫ
的表达模式，验证了最佳内参基因的可靠性。研究

结果以期为阐明 ＳＩ相关基因的表达模式以及揭示
ＳＩ的分子机制研究提供参考，同时为自交不亲和的
利用与克服提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为笔者所在课题组保存的青花菜高

代自交系ＢＯＰ０４－２８－１６，材料于２０２２年１０月定
植于湖南农业大学金山基地。在次年４月青花菜开
花期，分别取不同器官（根、茎、叶），花的不同组织

部位（花梗、花托、萼片、花瓣、花药、花丝、花期柱

头、子房），不同发育时期的花蕾（小于５ｍｍ、大于
５ｍｍ、完全花），不同授粉时期柱头（蕾期柱头、花期
柱头、自花授粉１０ｍｉｎ柱头、自花授粉３０ｍｉｎ柱头）
为样品。

１．２　试验方法
１．２．１　试验材料总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成　
所有样品的总 ＲＮＡ提取参照湖南艾科瑞公司提供
的ＲＮＡ提取试剂盒的说明书进行。使用微量分光
光度计对 ＲＮＡ的浓度与纯度进行检测，最后使用
１．５％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ的完整性。
ｃＤＮＡ的合成参照湖南艾科瑞公司的 ＥｖｏＭ－ＭＬＶ
ＲＴＰｒｅｍｉｘｆｏｒｑＰＣＲ反转录试剂盒的说明书进行。
１．２．２　候选内参基因引物设计　在 ＯｌｉｇｏＡｒｃｈｉｔｅｃｔＴＭ

ＰｙｉｍｅｒａｎｄｐｒｏｂｅＤｅｓｉｇｎ网页分别设计用于 ＲＴ－
ｑＰＣＲ的 Ａｃｔｉｎ－１、Ａｃｔｉｎ－２、Ａｃｔｉｎ－３、Ａｃｔｉｎ－７、
Ｔｕｂα－６、ＴＵＢβ－４、ＵＢＣ７、ＵＢＣ９、ＵＢＱ、ＵＫＮ１、ＣＹＰ、
ＤＮＡＪ、ＥＦα、ＥＦβ、ＧＡＰＤＨ、Ｈｉｓ、Ｔｕｂα－３共１７个候选
内参基因及ＳＲＫ基因引物。引物相关信息见表１。
１．２．３　候选内参基因片段的 ＰＣＲ扩增　以 ｃＤＮＡ
为模版，利用所设计的候选内参基因引物进行ＰＣＲ
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表１　候选内参基因引物信息

基因名称 引物名称 引物序列（５′３′） 退火温度

（℃）

Ａｃｔｉｎ－１ Ａｃｔｉｎ１－Ｆ／Ａｃｔｉｎ１－Ｒ ＧＣＡＧＡＣＣＧＴＡＴＧＡＧＣＡＡＡＧＡ／ＧＧＡＧＧＴＧＣＡＡＣＣＡＣＣＴＴＡＡＴ ５６．７４／５４．０５

Ａｃｔｉｎ－２ Ａｃｔｉｎ２－Ｆ／Ａｃｔｉｎ２－Ｒ ＡＴＣＧＡＧＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＴＧＡＧ／ＧＧＣＣＴＴＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＧＧＡＧ ５６．３８／５７．４６

Ａｃｔｉｎ－３ Ａｃｔｉｎ３－Ｆ／Ａｃｔｉｎ３－Ｒ ＡＴＧＧＡＡＡＣＡＴＣＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧ／ＡＧＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡＴＧＣＣＡＡＧＡＴＧ ５９．９３／６１．０５

Ａｃｔｉｎ－７ Ａｃｔｉｎ７－Ｆ／Ａｃｔｉｎ７－Ｒ ＧＧＡＧＣＴＧＡＧＡＧＡＴＴＣＣＧＴＴＧ／ＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＧＡＣＧＡＴ ５７．２３／５５．７７

ＣＹＰ ＣＹＰ－Ｆ／ＣＹＰ－Ｒ ＡＴＧＧＣＧＴＴＴＣＣＴＡＡＡＧＴＴ／ＡＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＧＴＣＴＴＧＧ ５５．０５／５４．１２

ＤＮＡＪ ＤＮＡＪ－Ｆ／ＤＮＡＪ－Ｒ ＡＡＣＡＣＡＧＣＣＡＧＡＡＧＡＴＴＡ／ＣＴＧＡＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＣＴＡＴＡＴＣ ５７．８１／５８．９２

ＥＦα ＥＦα－Ｆ／ＥＦα－Ｒ ＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＡＴＧＧ／ＴＣＣＴＴＣＴＴＧＴＣＡＡＣＧＣＴＣＴＴ ５７．０９／５５．６４

ＥＦβ ＥＦβ－Ｆ／ＥＦβ－Ｒ ＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＣＴＧＣＴＴＣＣＧＴ／ＧＣＴＴＣＴＴＣＡＴＧＴＣＡＧＴＣＴＣＡ ５５．３８／５７．０１

ＧＡＰＤＨ ＧＡＰＤＨ－Ｆ／ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＴＣＣＡＣＣＡＴＴＧＡＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧ／ＴＣＡＧＣＣＡＡＡＴＣＡＡＣＡＡＣＴＣＴＣ ５０．６０／５０．２４

Ｈｉｓ Ｈｉｓ－Ｆ／Ｈｉｓ－Ｒ ＧＡＡＧＡＡＧＣＣＴＣＡＣＣＧＴＴＡ／ＣＧＡＡＣＡＧＡＣＣＣＡＣＡＡＧＡＴＡ ５１．２２／５５．７５

Ｔｕｂα－３ Ｔｕｂα３－Ｆ／Ｔｕｂα３－Ｒ ＧＧＡＧＣＴＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＧＡＡＣ／ＡＡＡＧＴＧＴＴＧＡＡＡＧＣＧＴＣＧＴＧ ５９．２５／５４．０８

Ｔｕｂα－６ Ｔｕｂα６－Ｆ／Ｔｕｂα６－Ｒ ＧＣＡＣＡＣＴＧＡＴＧＴＣＴＣＣＡＴＣＣ／ＣＡＴＣＧＡＡＣＣＴＣＡＧＡＧＡＡＧＣＡ ５２．６７／５１．０６

ＴＵＢβ－４ ＴＵＢβ－４－Ｆ／ＴＵＢβ－４－Ｒ ＡＡＣＡＧＴＡＣＡＧＴＧＣＣＴＴＧＡ／ＧＡＣＣＴＣＣＴＴＡＧＴＧＣＴＡＡＧ ５４．０３／５４．６０

ＵＢＣ７ ＵＢＣ７－Ｆ／ＵＢＣ７－Ｒ ＧＣＧＴＴＡＣＣＡＴＴＡＴＣＧＧＡＣＣＴ／ＴＡＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＴＧＴＣＴＧＡＡ ４８．９０／５１．２１

ＵＢＣ９ ＵＢＣ９－Ｆ／ＵＢＣ９－Ｒ ＧＧＡＡＧＡＣＡＴＧＴＴＴＣＡＴＴＧＧＣＡＧＧ／ＡＴＡＣＴＴＴＴＧＧＧＴＣＣＡＧＧＴＣＣＧＡＧ ５２．１７／５２．３１

ＵＢＱ ＵＢＱ－Ｆ／ＵＢＱ－Ｒ ＣＴＡＡＧＡＧＧＡＧＧＴＡＴＣＡＴＴＧＡＧ／ＡＧＡＣＧＡＧＣＡＴＡＡＣＡＣＴＴＧ ５１．７０／４９．１１

ＵＫＮ１ ＵＫＮ１－Ｆ／ＵＫＮ１－Ｒ ＴＣＴＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＴＧＴＣＧＴＴＡ／ＣＴＣＡＴＣＣＡＡＣＴＣＡＣＣＡＴＴ ４９．５６／５０．８９

ＳＲＫ ＳＲＫ－Ｆ／ＳＲＫ－Ｒ ＴＣＴＴＡＴＴＣＴＴＡＣＴＧＴＧＡＣＣＴＡＡＣＣ／ＣＡＣＣＧＣＴＧＡＣＴＧＴＴＣＴＴＧ ５４．１６／５４．５５

扩增，ＰＣＲ反应体系与反应条件参照试剂盒 ＭｅｇａＦｉ
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书进行，ＰＣＲ产物最
后使用１．５％琼脂糖凝胶电泳进行检测，并分析产
物大小，确定引物特异性。

１．２．４　ＲＴ－ｑＰＣＲ分析　ＲＴ－ｑＰＣＲ分析包括候
选内参基因和ＳＲＫ基因２个部分，ＳＲＫ基因的ＲＴ－
ｑＰＣＲ分析基于筛选获得的内参基因进行开展。
ＲＴ－ｑＰＣＲ分析操作参照湖南艾科瑞公司的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰｒｏＴａｑＨＳ预混型ｑＰＣＲ试剂盒说明书进行。
每个样品进行３次技术重复。
１．２．５　数据分析　候选内参基因的表达稳定性利
用ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ等３款软件进
行统计分析［３５－３７］。ＧｅＮｏｒｍ和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件需
要输入２－ΔΔＣＴ值，即将Ｃｑ值转换为相对表达量进行
分析；ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件则是以输入原始数据（Ｃｑ值）
分析［３８］。３款软件最后都是根据分析结果对各候
选基因的稳定性进行排名，筛选出最适内参基因。

分析结果使用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６ＳＷ１．１软件、Ｍｉｎｉｔａｂ
ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌＳｏｆｔｗａｒｅ软 件、ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软 件、
ＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ５Ｐｏｒｔａｂｌｅ软件进行数据处理及作图。

２　结果与分析

２．１　青花菜花蕾、柱头及不同组织部位总ＲＮＡ提取
分别提取不同器官（根、茎、叶），花的不同组织

部位（花梗、花托、萼片、花瓣、花药、花丝、花期柱

头、子房），不同发育时期的花蕾（小于５ｍｍ、大于
５ｍｍ、完全花），不同授粉时期柱头（蕾期柱头、花期
柱头、自花授粉１０ｍｉｎ柱头、自花授粉３０ｍｉｎ柱头）
的总ＲＮＡ。如图１琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，
所提取柱头总ＲＮＡ的１８Ｓ条带及２８Ｓ条带清晰，未
发现明显降解现象，适用于后续试验。

２．２　候选内参基因的ＰＣＲ扩增分析
采用所提取叶片总 ＲＮＡ通过反转录获得

ｃＤＮＡ后，以叶片 ｃＤＮＡ为模板对所设计的１７对候
选内参基因引物分别进行 ＰＣＲ扩增，最后利用
１５％琼脂糖凝胶电泳进行检测，结果（图２）显示所
设计候选内参基因引物扩增出的条带清晰可见，并

且单一无杂带，适用于ＲＴ－ｑＰＣＲ的分析。
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２．３　候选内参基因的ＲＴ－ｑＰＣＲ表达分析
分别对１７个候选内参基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ检

测，结果显示在所有样品中，１７个候选内参基因的
熔解曲线峰值明显且单一，且扩增曲线良好，可以

满足ＲＴ－ｑＰＣＲ的要求。候选内参基因的表达量用
Ｃｑ值表示，Ｃｑ值与基因的表达量成负相关，即 Ｃｑ

值越大，表达量越小。如图３所示，内参基因的 Ｃｑ
值在１３～２７之间，整体上 ＵＢＣ９的表达量较低（高
Ｃｑ值），而ＥＦα表达量较高（低 Ｃｑ值）。大多数候
选内参基因的表达量 Ｃｑ值分布比较集中，特别是
Ａｃｔｉｎ－１、Ａｃｔｉｎ－７、ＵＢＣ７等，说明其表达较为稳定。

２．４　候选内参基因表达稳定性的统计分析
２．４．１　ＧｅＮｏｒｍ软件分析　ＧｅＮｏｒｍ软件判断标准：
表达相对稳定的内参基因其平均表达稳定指数 Ｍ
值小于１．５，且Ｍ值越小，表达越稳定，反之则表达
不稳定［３８］。图４－ａ中的结果表明，在青花菜不同
器官中Ａｃｔｉｎ－１、Ａｃｔｉｎ－２是表达较为稳定的内参基
因；在花的不同组织部位中ＥＦα和ＥＦβ是表达较为
稳定的内参基因；在不同发育时期花蕾中 Ａｃｔｉｎ－７
和ＵＢＣ７是表达较为稳定的内参基因；在不同授粉
时期柱头中Ａｃｔｉｎ－７和ＵＫＮ１是表达较为稳定的内
参基因。ＧｅＮｏｒｍ软件可以通过计算出的配对变异
值Ｖｎ／Ｖｎ＋１来选择最适内参基因数目，判定标准为当
Ｖｎ／Ｖｎ＋１＜０．１５时，则最合适内参基因的数量是 ｎ
个，反之则需要ｎ＋１个［３８］。图５中结果显示，花的
不同组织部位组合的 Ｖ２／Ｖ３比值小于０．１５，表明该
组合最适内参基因的数目为２个。

２．４．２　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件分析　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件计
算原理与ＧｅＮｏｒｍ软件相似，但该软件只能筛选出
一个 最 合 适 的 内 参 基 因［３８］。由 表 ２可 知，
ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件得出在不同组织部位中最稳定的内
参基因是 ＵＢＣ９；在花的不同部位中最稳定的内参
基因是Ａｃｔｉｎ－１；在不同发育时期花蕾中最稳定的
内参基因为 Ａｃｔｉｎ－７；在不同授粉时期柱头中最稳
定的内参基因为ＵＢＣ７。
２．４．３　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件分析　ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件分析
判定原则为相关系数越大、标准偏差和变异系数越

小、内参基因稳定性越好，反之，稳定性越差；当标

准偏差＞１时，则该内参基因表达不稳定［３８］。此软

件分析１７个候选基因稳定性结果为在不同组织部
位中表达较为稳定的是Ａｃｔｉｎ－３和ＵＢＣ９（表３）；在
花的不同部位中表达较为稳定的是 Ａｃｔｉｎ－３和
ＤＮＡＪ（表４），有７个基因：ＵＫＮ１、ＵＢＣ９、ＵＢＱ、ＥＦβ、
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ＴＵＢβ－４、Ｔｕｂα－６、ＧＡＰＤＨ，不符合内参基因稳定性
要求，即标准偏差大于１；在不同发育时期的花蕾中
表达较为稳定的是 Ｈｉｓ和 ＵＢＱ（表５）；在不同授粉
时期柱头中表达较为稳定的是 ＤＮＡＪ和 Ｔｕｂα－６
（表６），有２个基因 ＧＡＰＤＨ和 ＵＢＱ不符合内参基
因稳定性要求。

综合分析显示，ＧｅＮｏｒｍ软件和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软
件分析结果相近，最稳定的基因组合为 ＵＢＣ７和
Ａｃｔｉｎ－７。ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件分析结果稍有不同，表达
稳定的内参基因为Ａｃｔｉｎ－３和ＤＮＡＪ，但ＵＢＣ７排名

也仅次于最优选。３款软件中也得到一致的最差结
果：ＧＡＰＤＨ和Ａｃｔｉｎ－２，说明其最不适合作为青花菜
ＳＩ的内参基因。综合 ３款软件的分析结果，认为
ＵＢＣ７和Ａｃｔｉｎ－７为青花菜 ＳＩ中最适合内参基因
组合。

２．５　ＳＲＫ在不同组织和不同发育时期柱头的表达
分析

ＳＲＫ等基因在柱头组织特异性表达，并且会随
着柱头组织的发育成熟表达量显著上调［３９－４１］。因

此为验证筛选到的内参基因的可行性，笔者所在课
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表２　利用ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件对１７个候选内参基因的统计分析

排名
不同组织部位 花的不同部位 不同发育时期花蕾 不同授粉时期柱头

名称 稳定值 名称 稳定值 名称 稳定值 名称 稳定值

１ ＵＢＣ９ ０．０ Ａｃｔｉｎ－１ ０．３ Ａｃｔｉｎ－７ ０．０ ＵＢＣ７ ０．０

２ ＵＢＣ７ ０．０ ＤＮＡＪ ０．３ Ａｃｔｉｎ－３ ０．０ Ａｃｔｉｎ－３ ０．１

３ Ａｃｔｉｎ－３ ０．０ Ｔｕｂα－３ ０．４ ＵＢＣ７ ０．１ ＴＵＢβ－４ ０．１

４ ＵＢＱ ０．１ Ａｃｔｉｎ－２ ０．４ ＤＮＡＪ ０．１ Ｈｉｓ ０．１

５ Ａｃｔｉｎ－１ ０．１ ＣＹＰ ０．４ ＥＦβ ０．１ Ａｃｔｉｎ－２ ０．２

６ Ａｃｔｉｎ－２ ０．１ Ａｃｔｉｎ－３ ０．５ Ａｃｔｉｎ－１ ０．２ Ａｃｔｉｎ－１ ０．２

７ Ａｃｔｉｎ－７ ０．１ ＵＢＣ７ ０．５ Ｔｕｂα－３ ０．２ ＣＹＰ ０．２

８ ＴＵＢβ－４ ０．４ Ｈｉｓ ０．６ Ｈｉｓ ０．３ Ｔｕｂα－６ ０．２

９ ＥＦβ ０．４ Ａｃｔｉｎ－７ ０．７ ＥＦα ０．３ ＵＢＣ９ ０．３

１０ ＥＦα ０．４ ＵＫＮ１ ０．７ ＵＢＱ ０．３ ＥＦβ ０．３

１１ Ｔｕｂα－６ ０．４ ＥＦα ０．７ ＵＫＮ１ ０．４ ＵＫＮ１ ０．３

１２ Ｔｕｂα－３ ０．４ ＥＦβ ０．８ ＴＵＢβ－４ ０．４ Ａｃｔｉｎ－７ ０．３

１３ ＣＹＰ ０．５ ＵＢＱ ０．９ ＣＹＰ ０．５ ＤＮＡＪ ０．３

１４ ＤＮＡＪ ０．５ ＵＢＣ９ １．０ Ｔｕｂα－６ ０．５ Ｔｕｂα－３ ０．４

１５ Ｈｉｓ ０．８ ＴＵＢβ－４ １．１ ＵＢＣ９ ０．５ ＥＦα ０．４

１６ ＵＫＮ１ １．０ Ｔｕｂα－６ １．２ ＧＡＰＤＨ ０．５ ＧＡＰＤＨ ０．７

１７ ＧＡＰＤＨ ３．６ ＧＡＰＤＨ １．８ Ａｃｔｉｎ－２ ０．５ ＵＢＱ １．８

题组对ＳＲＫ基因在不同组织和不同发育时期柱头
中的表达进行了分析。当以稳定内参基因 Ａｃｔｉｎ－７
分析ＳＲＫ的表达时，结果显示ＳＲＫ在柱头组织中特
异表达，且表达量与柱头熟性成正相关，当以 ＵＢＣ７
作为内参基因时，ＳＲＫ表现出相似的表达模式（图
６）。但是当以最不稳定的 Ａｃｔｉｎ－２和 ＧＡＰＤＨ作为
内参基因时，ＳＲＫ在蕾期柱头高表达，显著高于花期
柱头，与柱头熟性成负相关（图７），与已报道 ＳＲＫ
基因的表达模式不吻合。上述结果说明，在青花菜

自交不亲和相关基因的荧光定量ＰＣＲ研究中，采用
Ａｃｔｉｎ－７和 ＵＢＣ７作为内参基因进行分析是可
靠的。

３　讨论与结论

青花菜自交不亲和相关基因表达模式分析中，

选择合适的内参基因是得到准确的定量分析结果

的重要前提［３１－３７］。有报道显示，内参基因的选择会

随着物种或组织的变化而有着不同的选择，如青花

菜花蕾发育过程中稳定的内参基因是 ＸＬＯＣ＿
０００４００／ＸＬＯＣ＿００８５３６和 ＸＬＯＣ＿０３９６０９／ＸＬＯＣ＿
０２１４７３，抵御逆境胁迫中的稳定内参基因是 ＸＬＯＣ＿
０１０３４２和ＸＬＯＣ＿００７９８０［４２－４３］；甘蓝柱头发育过程
中稳定的内参基因是Ｔｕｂα－６、Ａｃｔｉｎ，非生物胁迫试
验条件下适应的内参基因是 ＥＦ１ａ、ＧＡＰＣ２和

ＳＡＮＤ［３２，４４－４５］。然而，上述内参基因不适用笔者所
在课题组前期青花菜ＳＩ相关基因的荧光定量，具体
表现为不同ＳＩ基因的表达模式分析结果显示其在
不同组织的表达特异性不显著以及在 ＳＩ识别反应
前后表达量无明显差异等。因此本研究系统地在

青花菜中对相关候选内参基因进行了统计分析。

结果显示，在近缘物种相关研究中稳定的内参基因

对于青花菜而言并不是最优选，如 Ａｃｔｉｎ－１、Ａｃｔｉｎ－
２、ＤＮＡＪ、ＵＫＮ１、Ａｃｔｉｎ－３及Ｔｕｂα－６等，其中 Ａｃｔｉｎ－
２验证为不稳定。因此在开展具有组织特异性基因
表达特征分析时应基于本物种或组织预先开发适

用的内参基因，而简单地引用其他物种的已有报道

具有潜在的试验误差。本研究以青花菜自交不亲和

系为材料，利用实时荧光定量ＰＣＲ技术及３个ＲＴ－
ｑＰＣＲ分析软件 ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ
检测了１７个候选内参基因分别在４个组合中的表
达水平，筛选获得了适用于青花菜自交不亲和相关

基因的内参基因。

综合ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ及 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ分析结
果，认为在不同组织部位中的稳定内参基因为

ＵＢＣ７、Ａｃｔｉｎ－１、ＵＢＣ９，不稳定内参基因为 ＧＡＰＤＨ、
ＵＫＮ１、Ｈｉｓ；在花的不同部位中稳定的内参基因为
ＤＮＡＪ、Ｔｕｂα－３，不稳定的内参基因为 ＧＡＰＤＨ、
Ｔｕｂα－６、ＴＵＢβ－４；在不同发育时期花蕾中稳定的

—９３—江苏农业科学　２０２５年第５３卷第２期
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表
３　
利
用
Ｂｅ
ｓｔ
Ｋ
ｅｅ
ｐｅ
ｒ
软
件
对
青
花
菜
不
同
组
织
部
位
１７
个
候
选
内
参
基
因
相
对
表
达
量
的
统
计
分
析
结
果

项
目

Ａｃ
ｔｉｎ
－
３

ＵＢ
Ｃ９

ＵＢ
Ｃ７

Ａｃ
ｔｉｎ
－
１
Ｔｕ
ｂ α
－
６
Ａｃ
ｔｉｎ
－
２

ＣＹ
Ｐ

ＵＢ
Ｑ

Ａｃ
ｔｉｎ
－
７
ＴＵ
Ｂ β
－
４

ＥＦ
β

Ｔｕ
ｂ α
－
３

ＤＮ
ＡＪ

ＥＦ
α

ＵＫ
Ｎ１

Ｈｉ
ｓ

ＧＡ
ＰＤ
Ｈ

样
本
数
（
个
）

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

几
何
平
均
值

２２
．１
２

２６
．３
８

２０
．６
１

２１
．０
８

１８
．８
０

１６
．０
４

１９
．９
８

２１
．８
０

１６
．６
１

１８
．８
８

１８
．６
７

１９
．７
２

１９
．２
８

１４
．７
０

２６
．４
１

２１
．７
９

１９
．１
８

数
组
平
均
值

２２
．１
２

２６
．３
９

２０
．６
１

２１
．０
８

１８
．８
１

１６
．０
５

１９
．９
８

２１
．８
１

１６
．６
２

１８
．８
９

１８
．６
８

１９
．７
４

１９
．２
９

１４
．７
２

２６
．４
５

２１
．８
２

１９
．５
４

最
小
值

２１
．８
６

２６
．０
９

２０
．３
０

２０
．７
３

１８
．５
０

１５
．６
６

１９
．５
５

２１
．２
５

１６
．０
９

１８
．２
６

１７
．７
２

１８
．７
０

１８
．１
９

１３
．７
６

２４
．８
２

２０
．８
０

１５
．６
６

最
大
值

２２
．２
９

２６
．７
３

２０
．９
３

２１
．３
４

１９
．１
７

１６
．３
４

２０
．５
１

２２
．４
３

１６
．９
４

１９
．４
３

１９
．５
７

２０
．７
１

２０
．０
７

１５
．７
３

２８
．３
１

２３
．５
８

２４
．７
５

标
准
偏
差

０．
１７

０．
２３

０．
２２

０．
２３

０．
２４

０．
２６

０．
３５

０．
４２

０．
３５

０．
４２

０．
６４

０．
６９

０．
７４

０．
６７

１．
２４

１．
１７

３．
４８

变
异
系
数
（
％
）

０．
７８

０．
８７

１．
０５

１．
０８

１．
２９

１．
６０

１．
７７

１．
９１

２．
１３

２．
２０

３．
４３

３．
５０

３．
８３

４．
５４

４．
６９

５．
３８

１７
．７
９

排
名

１
２

３
４

５
６

７
８

９
１０

１１
１２

１３
１４

１５
１６

１７

表
４　
利
用
Ｂｅ
ｓｔ
Ｋ
ｅｅ
ｐｅ
ｒ
软
件
对
青
花
菜
花
的
不
同
部
位
１７
个
候
选
内
参
基
因
相
对
表
达
量
的
统
计
分
析
结
果

项
目

Ａｃ
ｔｉｎ
－
３

ＤＮ
ＡＪ

Ｔｕ
ｂ α
－
３
Ａｃ
ｔｉｎ
－
１

ＵＫ
Ｎ１

Ａｃ
ｔｉｎ
－
２

Ｈｉ
ｓ

ＵＢ
Ｃ９

ＣＹ
Ｐ

ＵＢ
Ｃ７

ＵＢ
Ｑ

ＥＦ
β

Ａｃ
ｔｉｎ
－
７

ＥＦ
α

ＴＵ
Ｂ β
－
４
Ｔｕ
ｂ α
－
６
ＧＡ
ＰＤ
Ｈ

样
本
数
（
个
）

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

８．
００

几
何
平
均
值

２１
．６
８

１９
．５
８

１９
．０
３

２２
．２
８

２６
．０
０

１７
．４
４

２０
．３
５

２５
．３
３

２１
．８
２

２０
．２
８

２１
．２
６

１９
．１
６

１７
．０
１

１４
．８
９

１７
．９
８

１８
．０
７

１８
．１
４

数
组
平
均
值

２１
．６
９

１９
．５
９

１９
．０
５

２２
．３
１

２６
．０
４

１７
．４
７

２０
．３
８

２５
．３
６

２１
．８
６

２０
．３
１

２１
．３
０

１９
．２
１

１７
．０
６

１４
．９
５

１８
．０
３

１８
．１
６

１８
．３
１

最
小
值

２０
．８
８

１８
．１
３

１７
．９
２

２０
．３
２

２２
．９
１

１５
．６
５

１９
．２
０

２３
．１
６

１９
．８
７

１９
．１
７

１９
．２
６

１７
．４
１

１５
．４
７

１３
．１
４

１５
．０
５

１４
．６
６

１４
．９
８

最
大
值

２２
．７
１

２０
．６
３

２１
．０
０

２３
．９
７

２７
．８
６

１９
．５
６

２２
．０
１

２７
．０
７

２３
．７
２

２２
．３
５

２３
．０
１

２２
．１
０

１９
．８
５

１７
．６
９

２０
．１
０

２０
．８
１

２３
．７
９

标
准
偏
差

０．
４６

０．
５２

０．
７１

０．
８４

１．
０５

０．
７３

０．
８８

１．
１３

０．
９９

０．
９６

１．
０９

１．
０５

０．
９５

０．
８５

１．
０６

１．
３３

１．
９２

变
异
系
数
（
％
）

２．
１３

２．
６６

３．
７３

３．
７８

４．
０２

４．
２０

４．
２９

４．
４４

４．
５４

４．
７１

５．
１２

５．
４７

５．
５５

５．
７１

５．
８８

７．
３０

１０
．４
７

排
名

１
２

３
４

５
６

７
８

９
１０

１１
１２

１３
１４

１５
１６

１７

表
５　
利
用
Ｂｅ
ｓｔ
Ｋ
ｅｅ
ｐｅ
ｒ
软
件
对
青
花
菜
不
同
发
育
时
期
的
花
蕾
１７
个
候
选
内
参
基
因
相
对
表
达
量
的
统
计
分
析
结
果

项
目

Ｈｉ
ｓ

ＵＢ
Ｑ

ＵＢ
Ｃ７

Ａｃ
ｔｉｎ
－
３
Ａｃ
ｔｉｎ
－
１

ＥＦ
β

ＥＦ
α

Ａｃ
ｔｉｎ
－
７
ＧＡ
ＰＤ
Ｈ

ＵＢ
Ｃ９

ＤＮ
ＡＪ

ＵＫ
Ｎ１

Ｔｕ
ｂ α
－
３

ＣＹ
Ｐ

ＴＵ
Ｂ β
－
４
Ｔｕ
ｂ α
－
６
Ａｃ
ｔｉｎ
－
２

样
本
数
（
个
）

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

３．
００

几
何
平
均
值

２０
．１
７

２１
．２
０

１９
．５
１

２０
．４
１

２１
．８
１

１７
．９
１

１３
．７
１

１５
．７
０

１５
．９
５

２５
．６
６

１８
．３
６

２４
．８
９

１８
．０
９

２０
．３
８

１７
．１
７

１７
．０
５

１６
．３
２

数
组
平
均
值

２０
．１
７

２１
．２
１

１９
．５
１

２０
．４
１

２１
．８
１

１７
．９
１

１３
．７
１

１５
．７
１

１５
．９
５

２５
．６
６

１８
．３
６

２４
．９
０

１８
．１
０

２０
．３
９

１７
．１
８

１７
．０
７

１６
．３
４

最
小
值

１９
．９
５

２０
．８
７

１９
．１
９

１９
．９
４

２１
．５
３

１７
．４
７

１３
．４
２

１５
．３
１

１５
．５
６

２４
．９
５

１７
．７
１

２３
．８
５

１７
．２
７

１９
．７
８

１６
．６
６

１５
．９
４

１５
．６
８

最
大
值

２０
．４
１

２１
．６
４

１９
．９
４

２０
．７
４

２２
．３
５

１８
．１
９

１４
．０
６

１６
．１
０

１６
．３
８

２６
．４
３

１８
．８
７

２５
．５
４

１８
．６
５

２１
．４
１

１８
．１
３

１８
．０
９

１７
．５
４

标
准
偏
差

０．
１６

０．
２９

０．
２８

０．
３２

０．
３５

０．
３０

０．
２３

０．
２６

０．
２８

０．
５１

０．
４３

０．
７０

０．
５５

０．
６８

０．
６３

０．
７５

０．
８０

变
异
系
数
（
％
）

０．
７９

１．
３５

１．
４５

１．
５５

１．
６３

１．
６５

１．
６６

１．
６７

１．
７７

２．
００

２．
３７

２．
８２

３．
０５

３．
３３

３．
６６

４．
４２

４．
８８

排
名

１
２

３
４

５
６

７
８

９
１０

１１
１２

１３
１４

１５
１６

１７
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表
６　
利
用
Ｂｅ
ｓｔ
Ｋ
ｅｅ
ｐｅ
ｒ
软
件
对
青
花
菜
不
同
授
粉
时
期
柱
头
１７
个
候
选
内
参
基
因
相
对
表
达
量
的
统
计
分
析
结
果

项
目

ＤＮ
ＡＪ

Ｔｕ
ｂ α
－
６

Ｈｉ
ｓ

ＵＫ
Ｎ１

Ａｃ
ｔｉｎ
－
７
Ｔｕ
ｂ α
－
３

ＥＦ
β

Ａｃ
ｔｉｎ
－
３
ＴＵ
Ｂ β
－
４
Ａｃ
ｔｉｎ
－
１

ＣＹ
Ｐ

ＵＢ
Ｃ７

ＵＢ
Ｃ９

ＥＦ
α

Ａｃ
ｔｉｎ
－
２
ＧＡ
ＰＤ
Ｈ

ＵＢ
Ｑ

样
本
数
（
个
）

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

４．
００

几
何
平
均
值

１８
．４
９

１７
．０
９

１９
．９
９

２３
．５
１

１５
．９
６

１８
．４
４

１８
．０
７

２２
．５
１

１８
．０
１

２１
．２
９

２０
．９
１

２０
．３
５

２７
．１
３

１３
．９
４

１６
．９
０

１８
．０
５

２１
．８
８

数
组
平
均
值

１８
．４
９

１７
．０
９

１９
．９
９

２３
．５
１

１５
．９
７

１８
．４
５

１８
．０
７

２２
．５
２

１８
．０
２

２１
．３
０

２０
．９
２

２０
．３
６

２７
．１
４

１３
．９
５

１６
．９
１

１８
．１
０

２２
．０
１

最
小
值

１８
．１
３

１６
．６
５

１９
．４
６

２２
．９
１

１５
．４
７

１７
．９
２

１７
．４
５

２１
．４
７

１７
．１
７

２０
．３
２

１９
．８
７

１９
．３
１

２５
．６
７

１３
．４
８

１５
．６
５

１５
．８
９

２０
．１
８

最
大
值

１８
．７
７

１７
．３
６

２０
．２
３

２４
．２
３

１６
．５
９

１９
．１
７

１８
．７
２

２３
．１
２

１８
．７
２

２１
．９
５

２１
．３
５

２０
．７
９

２７
．８
１

１４
．６
３

１７
．３
５

１９
．１
４

２６
．１
１

标
准
偏
差

０．
２２

０．
２２

０．
２７

０．
３６

０．
３１

０．
３９

０．
３８

０．
５２

０．
４３

０．
５２

０．
５３

０．
５２

０．
７４

０．
４１

０．
６３

１．
１１

２．
０５

变
异
系
数
（
％
）

１．
１６

１．
３０

１．
３３

１．
５３

１．
９５

２．
０９

２．
１０

２．
３３

２．
３７

２．
４５

２．
５３

２．
５８

２．
７１

２．
９６

３．
７２

６．
１０

９．
３３

排
名

１
２

３
４

５
６

７
８

９
１０

１１
１２

１３
１４

１５
１６

１７

内参基因为Ａｃｔｉｎ－７、ＵＢＣ７、Ａｃｔｉｎ－３，不稳定的内参
基因为Ａｃｔｉｎ－２、Ｔｕｂα－６、ＵＢＣ９；在不同授粉时期
柱头中稳定的内参基因为Ａｃｔｉｎ－７、Ｈｉｓ，不稳定的内
参基因为 ＵＢＱ、ＧＡＰＤＨ、Ａｃｔｉｎ－２。在数据分析过程
中，发现依据３个内参基因筛选软件直接得出的结
果，无法直接选择出最稳定的内参基因。有研究显

示ＧｅＮｏｒｍ软件和ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件有时可以得到大
体一致的结果，有时也会得到差别很大的结

果［４６－４８］。在本研究中，ＧｅＮｏｒｍ软件和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ
软件筛选出稳定内参基因基本一致（Ａｃｔｉｎ－７和
ＵＢＣ７）。ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件得出了不同结果（表达稳
定的内参基因为 Ａｃｔｉｎ－３和 ＤＮＡＪ），但 ＵＢＣ７的排
名也仅次于 Ａｃｔｉｎ－３和 ＤＮＡＪ。值得注意的是３款
软件一致认为不稳定内参基因是 ＧＡＰＤＨ和 Ａｃｔｉｎ－
２。因此本研究综合考虑了３个软件中的结果，最终
选出在青花菜中稳定的内参基因是 Ａｃｔｉｎ－７和
ＵＢＣ７，不稳定的内参基因是 ＧＡＰＤＨ和 Ａｃｔｉｎ－２。
对于３款软件所得的结论存在的一些差异，这可能
是软件对于内参基因稳定性的算法不同造

成的［２４，３５－３８］。

此外，通过筛选到的内参基因分析青花菜自交

不亲和反应中扮演着重要角色的基因 ＳＲＫ的表达
情况可以验证所筛选到的内参基因的可行性，使用

Ａｃｔｉｎ－７和ＵＢＣ７的分析结果显示ＳＲＫ在柱头组织
中特异表达，表达量与柱头熟性成正相关，这个验

证结果与预期的已报道的 ＳＲＫ基因表达模式较为
一致，也表明了在ＳＩ反应中ＳＲＫ作为雌性识别因子
的重要性［３９－４１］；而不稳定的内参基因 ＧＡＰＤＨ和
Ａｃｔｉｎ－２的使用导致了ＳＲＫ表达模式相反的结果。基
于以上信息，不建议在青花菜ＳＩ中使用这２个基因。

本研究基于１７个候选内参基因的表达特性，系
统地评估了其在青花菜ＳＩ相关基因定量表达研究的
适用性，筛选获得了２个适用的内参基因Ａｃｔｉｎ－７和
ＵＢＣ７，并通过验证已报道的 ＳＲＫ的表达分析来说
明本研究筛选结果的可行性。研究结果为开展青

花菜自交不亲和相关基因的表达特征分析提供了

稳定的内参基因，为后续开展关键基因的挖掘、利

用以及自交不亲和分子调控网络解析奠定了基础。

参考文献：

［１］林俊城，吴秋云，高灿红，等．青花菜硫、硒代谢竞争及其对保健
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