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灰毡毛忍冬内参基因筛选和 Mads-box 家族基因 AGL15 的时空表达分析 
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摘  要：目的  筛选灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides 基因表达分析的内参基因，研究其 Mads-box 基因家族 AGL15 基因

（LmAGL15）的时空表达特性。方法  克隆灰毡毛忍冬内参基因 18 S rRNA、Ubiquilin、Actin 和 Efl-β的基因片段，评价了 4 个基

因在不同部位叶、茎和花蕾，以及 4 个基因在灰毡毛忍冬生长不同时期的稳定性，筛选内参基因，分析 LmAGL15 基因的时空表

达特性。结果  18 S rRNA 表达最稳定，适宜作为内参基因，叶片、茎的 LmAGL15 基因相对表达量较低，花蕾相对表达量较高。

花蕾不同发育时期，LmAGL15 的相对表达量呈现逐渐降低的变化，20 d 后 LmAGL15 的相对表达量最低，然后依次是花蕾初期

（15 d）、青绿色花蕾期（10 d）、绿白色花蕾期（5 d）。结论  18 S rRNA 是适宜的内参基因。叶片、茎和花蕾中，LmAGL15 的相

对表达量差异明显。花蕾发育不同时期，LmAGL15 的相对表达量呈逐渐降低的变化，与花蕾开放变化规律相似。 
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Abstract: Objective  To screen the reference genes of Lonicera macranthoides for gene expression analysis and to study the 
spatio-temporal expression characteristics of LmAGL15 which was a member of Mads-Box family. Methods  In this study, 18 S 
rRNA, Ubiquilin, Actin and Efl-β of L. macranthoides were cloned and the stabilities of the four housekeeping genes were evaluated in 
different positions (leaves, stems, and buds) and different periods of bud development. In addition, the spatio-temporal expression of 
LmAGL15 gene was analyzed. Results  18 S rRNA was the most suitable reference gene for spatio-temporal expression analysis in L. 
macranthoides; The relative expression of LmAGL15 was low in leaves and stems, and that in buds was higher. Conclusion  18 S 
rRNA is the most suitable reference gene in L. macranthoides. The relative expression of LmAGL15 changes significantly in leaves, 
stems, and buds. 
Key words: Lonicera macranthoides Hand. -Mazz; reference gene; bud period extended; spatio-temporal expression characteristics; 
18 S rRNA; Ubiquilin; Actin; Efl-β; AGL15 
 

灰 毡 毛 忍 冬 Lonicera macranthoides Hand. 
-Mazz. 来源于忍冬科，为中药材山银花来源之一，

具有清热解毒、凉散风热的功效，临床上广泛用于

治疗痈肿疔疮、喉痹、丹毒、热毒血痢、风热感冒、 
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温热发病，也可作为提取绿原酸或挥发油的原料，

广泛用于制药、香料、化妆品、保健食品、保健饮

料等领域，具有较高的经济价值[1]。2009 年甲型

H1N1 流感疫情发生后，金银花成了市场上的热销

品种，价格不断上升，灰毡毛忍冬作为商品“金银

花”的主流品种之一，已广泛应用于中药制剂中，

值得进一步开发。 
从 1999 年开始以灰毡毛忍冬的自然变异株

为接穗，通过多年嫁接筛选试验，初步培育出了

花蕾期长，花冠不展开的无性系“湘蕾金银花”

品种。该品种具有根系发达，对环境适应性强，

花蕾簇生，花蕾期长，花冠不展开，花蕾颜色均

一，气味芬香，产量高，抗病虫害能力强等优良

的农艺学性状和特点，且性状稳定。其 4 年生苗

每株年产干花 2～3 kg，每公顷年产干花 13～20 
kg，是灰毡毛忍冬常规品种的 2 倍，为山东省和

河南省金银花产量的 3～4 倍。 
中药材的适宜采收直接影响着中药材的产量

和质量，是中药材生产中的关键技术之一。花类

药材一般在花蕾膨大即将开放期或花初开期采

收，这时花中水分少、香气足，加工出来的药材

外观质量佳，有效成分量高。通过实地调查研究

发现，灰毡毛忍冬的自然变异株—“湘蕾金银花”

品种具有花蕾期长，花冠不展开，花蕾簇生、整

齐、颜色均一的特点，可一次性采摘。该特性为

药材的采收提供了充裕的时间，既确保了药材的

颜色和质量，也减少了采收的人力、物力，大大

降低了劳动成本，节约了资金。因此，对湘蕾灰

毡毛忍冬蕾期延长机制的研究意义重大。本课题

组利用分子生物学技术分析常规型灰毡毛忍冬植

株与“湘蕾金银花”MADS-box 基因的差异，发

现 4 条存在明显差异并属于 MADS-box 基因家

族，现成功从灰毡毛忍冬总 RNA 中克隆得到可能

参与控制蕾期延长的基因（LmAGL15）。运用生

物信息学的方法对该序列进行同源性分析、理化

性质分析，预测 LmAGL15 编码蛋白。通过功能

分析确定该基因功能。LmAGL15 活性在一定程度

上影响灰毡毛忍冬的蕾期长短[2-3]。 
实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术具有高灵

敏、高保真、高特异、高重现和高通量等特点，被

广泛应用于基因表达的分析。但在数据处理过程中，

结果往往会受到不同变量的影响，与目标基因特异

性表达的真实值存在一定的差异，因此，选用稳定

表达的基因作为内参基因进行校正和标准化对准确

分析实验结果非常关键。本研究克隆了灰毡毛忍冬

18 S rRNA、Ubiquilin、Actin 和 Efl-β基因的片段，

同时通过分析灰毡毛忍冬不同部位（叶、茎和花蕾）

及花蕾发育不同时期基因表达稳定性分析，筛选出

最佳内参基因，为灰毡毛忍冬的基因表达研究奠定

方法学基础。利用所选内参基因，通过转基因技术

将这些功能基因转入其他品种的灰毡毛忍冬、金银

花或其他药用、食用、切花、香精香料原料等植株

中，培育出花蕾期长或花冠不展开的新优良品种打

下前期基础。 
1  材料与仪器 
1.1  材料 

样品采自湖南中医药大学药用植物园，经湖南

中医药大学药用植物教研室主任周日宝教授鉴定为

湘蕾型和常规型灰毡毛忍冬 Lonicera macranthoides 
Hand. -Mazz，各植株均保存茎、叶、花蕾各部位，

−80 ℃保存备用。 
1.2  试剂及仪器 

Rever Tra Ace® qPCR RT Kit，批号 FSQ-101，
TOYOBO；SYBR® Premix Ex TaqTM（Perfect Real 
Time），批号 DRR041A，TaKaRa；DNA Marker 
DL2000 购自全式金公司；其余未注明出处的药品、

试剂均为国外或国内生产的分析纯级产品。 
电泳仪，北京君意东方电泳设备公司；

GeneQuant 核酸定量仪（Pharmacia Biotech 公司，

英国）；Real-time PCR 扩增仪（Stepone Thermal 
Cycler），Applied Biosystem；微量移液器，德国

Eppendorf 公司；Tanon 凝胶成像分析系统，上海天

能公司；恒温水浴锅，上海跃进实验仪器有限公司；

微波炉，LG；Aquapro 超级纯水仪，艾科浦公司；

制冰机 FM130，GRANT；北京六一仪器厂。 
2  方法 
2.1  内参基因的选择及特异性引物设计、检测   

选择 4 个常用内参基因 18 S rRNA、Ubiquilin、
Actin 和 Efl-β，其中 Ubiquilin、Actin 和 Efl-β 3 个

基因采用 CodeHop 方法设计简并引物（表 1），18 S 
rRNA则根据GenBank已登录的相关序列，用Primer 
4.0 软件设计引物。得到 18 S rRNA 引物序列，正

向引物 5’-AGGCGCGCAAATTACCCAATCC-3’，反
向引物 5’-GCCCTCCAATTGTTCCTCGTTAAG-3’， 
引物长度 118 bp。以灰毡毛忍冬花蕾组织反转录得

到的 cDNA 为模板克隆基因，然后再根据测序结果
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设计引物。使用 Taq DNA 聚合酶（TIANGEN 
ET108-02）扩增 18 S rRNA、Ubiquilin、Actin 和 Efl-β
的基因片段，纯化回收后连入克隆用细菌，进行测

序检测，通过 NCBI Blast 比对确认序列的正确性。

利用正确的内参基因片段设计定量 PCR 引物（表

2），进行定量 PCR 反应[2-3]。 

表 1  灰毡毛忍冬候选内参基因的简并引物序列 
Table 1  Degenerate primer sequence of candidate reference genes of L.macranthoids 

基因 引物序列 (5’-3’) 扩增长度/bp 

F：GGAGGTGGAGTCYTCCGAYACNATHGA Ubiquilin 

R：TGGYACACGTAGGYCAGGCCRCAYTTNCC 

234 

F：CGYGTGATCGAGCGGTTYGARAARGA Efl-β 

R：CCACGGCYACGGTCTGNCKCATRTC 

134 

F：GGYGAAGARGACCCAGATYATGTTYGARACNTT Actin 

R：CCTYGGNGNTCCAYATCTGNTGRAANGT 

236 

 
表 2  内参基因定量 PCR 引物序列 

Table 2  Primer sequence of quantitative PCR 

基因 引物序列（5’-3’） 扩增长度/bp

正向：AGGAACCACCGATCCAGACA Actin 

反向：GGTGCCCTGAGGTCCTGTT 

236 

正向：GTTGATTTTTGCTGGGAAGC Ubiquilin 

反向：GATCTTGGCCTTCACGTTGT 

234 

正向：GCACCAACTTGTTGAGAATGC Efl-β 

反向：TTTCAACTGACCAGGGAACC 

134 

正向：CTTCGGGATCGGAGTAATGA 18 S rRNA 

反向：GCGGAGTCCTAGAAGCAACA 

118 

 
2.2  RNA 提取   

取 0.1 g 灰毡毛忍冬加入到预冷的研钵中，加

入 Trizol 1 mL，液氮研磨组织；将研碎的组织转移

到 1.5 mL 离心管中，室温静置 5 min；12 000 r/min
离心 5 min 后，取上清到一个新的离心管中；加入

0.2 mL 氯仿，剧烈震荡混匀 30 s。室温静置 10 min；
4 ℃，12 000 r/min 离心 10 min，将上层水相移至

另一离心管中，加入等体积的异丙醇，充分混匀，

室温静置 10 min；4 ℃，12 000 r/min，离心 10 min，
用 75%乙醇洗 2 遍，之后用 20 μL 灭菌双蒸水溶解

RNA。用 GeneQuant 核酸定量仪对总 RNA 在 260、
280、230 nm 测定吸光度（A260、A280、A230）及浓

度。1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的纯度和完

整性。 
2.3  RNA 反转录合成 cDNA 

cDNA 合成按照 TIANScript II RT Kit（KR107）
试剂盒明书要求进行，将灰毡毛忍冬不同部位及花

蕾不同时期的样品 RNA 反转录合成 cDNA，用于

PCR 扩增。 

2.4  内参基因及 LmAGL15 基因的 qRT-PCR 扩增  
采用 Real-time PCR 扩增仪（Stepone Thermal 

Cycler）进行扩增。qRT-PCR 反应总体系：SYBR 
Premix Ex TaqTM（2×）10 μL，Primer F（10 μmol/L）
1 μL，Primer R（10 μmol/L）1 μL，Cdna 1 μL，用

ddH2O 补齐 20 μL。实时荧光定量反应程序为 95 ℃
预变性 4 min，94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 45 s，
72 ℃延伸 55 s 并收集荧光，38 个循环，55～94 ℃
生成熔解曲线。每个样品重复 4 次。同时用 qRT-PCR
定量分析引物，生成熔解曲线，熔解曲线为单峰时

用于后续分析[4]。 
2.5  标准曲线的绘制及基因扩增效率   

以 cDNA 第一链作为模板，依次稀释 6 个梯度，

每个梯度稀释 10 倍，即 cDNA 初始模板浓度分别

为 1、0.1、0.01、1×10−3、1×10−4、1×10−5 μmol/L。
根据荧光定量 PCR 结果，以测得的 Ct 值为纵坐标，

cDNA 初始模板浓度对数值为横坐标，绘制标准曲

线。利用公式 E＝10−1/slope－1（slope 为标准曲线斜

率）计算基因的扩增效率[3]。 
2.6  数据处理 

根据 4 个内参基因及在灰毡毛忍冬组织材

料中的相对表达量，分别应用 Genorm（ver.3.0）
和 NormFinder（ver.0.9）程序对 4 个候选内参

基因的表达稳定性进行分析，筛选合适的内参

基因 [5-6]。 
3  结果与分析 
3.1  克隆内参基因片段 

18 S rRNA、Ubiquilin、Actin 和 Efl-β等常用作

内参基因，灰毡毛忍冬中没有相应的序列报道。根

据近缘物种基因序列设计引物，克隆 18 S rRNA、
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Ubiquilin、Actin 和 Efl-β 4 个基因的部分片段。从

图 1 可以看出每对引物扩增产物没有引物二聚体及

非特异条带，均能扩增出清晰的特异性条带，表明

各内参基因引物均能特异地扩增相应片段，可以用

于实时荧光定量 PCR 分析。且测序结果显示各基因

片段的长度分别是 118、234、236、134 bp，与预期

的长度基本一致。利用 NCBI 数据库对测序结果进

行同源性搜索（表 3），由比对结果可知，克隆片段

与不同物种相应基因序列同源性高于 70%，即所得

克隆为目标基因[3]。 

 
M-Marker  1-18 S rRNA  2-Actin  3-Ubiquilin  4-Efl-β 

图 1  4 种内参基因的 PCR 扩增产物 
Fig. 1  PCR products of ten reference genes 

表 3  内参基因片段 BLAST 比对部分结果 
Table 3  Partial BLAST results of reference gene fragments 

内参基因 登录号 来源 扩增长度/bp 覆盖率/% 同源性/% 

18 S rRNA GR878775.1 柳枝稷  118 98 89 

Actin RAK5268.1 红海榄  721 90 92 

Ubiquilin AAQ76040.1 黄瓜  410 85 91 

Efl-β ACS68201.1 油菜 1 160 92 90 
 
3.2  内参基因荧光定量 PCR 的效率及 qRT-PCR
分析 

18 S rRNA、Ubiquilin、Actin 和 Efl-β的标准曲线

参数、扩增效率和熔解温度见表 4。4 个内参基因均

统一模板质量浓度为 400 ng/μL；斜率为−3.300±
0.150，在−3.0～−3.5；相关系数均大于 0.99，高于

定量 PCR 反应要求的 0.98；扩增效率（99.900±
2.909）%。4 个内参基因的斜率、相关系数和扩增

效率都很接近，且均在合理范围内。 
由图 2 可知选择的 4 个内参基因在不同的生物

部位呈现的熔解曲线为显著的单一峰，表明所设计

的内参基因引物都能扩增出各内参基因的相应产

物，因此表明 qRT-PCR 的分析结果是准确可靠的。 
Ct 的大小反映了对应基因的表达丰度高低，Ct

值越大对应基因丰度越低。叶、茎和花蕾中，

Ubiquilin 基因的 Ct 平均值最大（表 5），即其表达

丰度低于其他 3 个基因。且茎中 Actin 基因的 Ct为

20.480 高于叶/花蕾的 14.025/15.693 0（6/5 个循环），

可知茎片与叶/花蕾中 Actin 基因。花蕾发育不同时

期内参基因 Ct 值及熔解温度见表 6。 
3.3  内参基因稳定性评价 

利用 Normfinder 和 Genorm 2 种方法综合分析

内参基因的稳定性，通过生成基因表达稳定值（M）

来筛选内参基因，M 值越大，内参基因越不稳定，

M 值越小，内参基因越稳定。此方法简化了内参基

因的分析过程。灰毡毛忍冬叶、茎及花蕾中，表达

稳定性 M 值分析结果见图 3、4。Normfinder 和

Genorm 的基因稳定性 M 值排序基本一致，18 S 
rRNA 的稳定性最高，Ubiquilin 的稳定性最低。 
3.4  LmAGL15 的时空表达分析 

LmAGL15 基因定量 PCR，不同部位及花蕾不

同时期样本 cDNA 模板均统一模板质量浓度为 365 
ng/μL，扩增标准曲线的斜率是−3.097，相关系数

0.998，均处于合理范围内。LmAGL15 的熔解度曲 

表 4  4 个内参基因扩增效率、标准曲线参数和熔解温度 
Table 4  Standard curve parameters, amplification efficiency, and solution temperature of four reference genes 

基因名称 斜率 相关系数 扩增效率/% 熔解温度平均值/℃ 

18 S rRNA −3.422 0.999 100.332 83.330 

Actin −3.397 0.998 101.541 78.563 

Ubiquilin −3.214 1.001 99.998 83.623 

Eflβ −3.377 0.999 100.214 81.244 
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图 2  灰毡毛忍冬组织中 18 S rRNA (A)、Actin (B)、Ubiquilin (C) 和 Efl-β (D) 的 qRT-PCR 熔解曲线 
Fig. 2  qRT-PCR melting curves of 18 S rRNA (A), Actin (B), Ubiquilin (C), and Efl-β (D) in tissues of L. macranthoides 

表 5  叶、茎和花蕾内参基因 Ct 和熔解温度平均值 
Table 5  Ct and average melting temperature of reference genes in leaves, stems, and buds 

Ct 平均值 熔解温度平均值/℃ 
基因名称 

茎 叶 花蕾 茎 叶 花蕾 

18 S rRNA 15.522 14.281 15.142 83.028 83.031 83.032 

Actin 20.480 14.025 15.693 78.563 78.564 78.563 

Ubiquilin 27.052 21.856 22.417 83.623 83.623 83.624 

Efl-β 21.474 26.967 24.310 82.788 82.733 82.733 

表 6  花蕾不同发育时期内参基因 Ct 和溶解温度的平均值 
Table 6  Ct and average melting temperature of reference genes in different development periods of buds 

Ct 平均值 熔解温度平均值/℃ 
基因名称 

5 d 10 d 15 d 20 d 5 d 10 d 15 d 20 d 

18 S rRNA 15.613 15.281 15.142 15.495 83.330 83.181 83.031 83.031 

Actin 15.827 15.554 15.693 18.911 78.563 78.564 78.563 78.563 

Ubiquilin 23.824 23.220 22.417 26.609 83.624 83.623 83.624 83.623 

Efl-β 35.139 34.071 34.310 37.116 81.244 81.244 82.733 82.733 
 

        
图 3  NormFinder 软件 (A) 和 GeNorm 软件 (B) 分析候

选内参基因在灰毡毛忍冬不同部位组织中的表达稳定性 
Fig. 3  Expression stability of candidate reference genes in 
different parts of L. macranthoides by NormFinder (A) and 
GeNorm (B) 

      

图 4  NormFinder 软件 (A) 和 GeNorm 软件 (B) 分析候

选内参基因在灰毡毛忍冬花蕾不同时期的表达稳定性 
Fig. 4  Expression stability of candidate reference genes during 
different bud stage of L. macranthoides by NormFinder (A) 
and GeNorm (B) 
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线为单峰，叶、茎和花蕾不同发育时期（5、10、
15、20 d）的峰值均接近于 80 ℃，表明 PCR 扩增

特异性良好。且在相同的反应体系中，茎和花蕾的

Ct 值分别为 26.645 和 26.465，小于叶片（32.633），
可见 LmAGL15 基因在茎和花蕾组织的表达丰度较

高。比对不同花蕾时期 LmAGL15 基因的表达丰度，

20 d 的 Ct 值（36.936）最大，均大于花蕾其他发育

时期。表明花蕾发育后期，LmAGL15 基因的表达

丰度明显降低。 
根据内参基因筛选结果以18 S rRNA作为内参基

因，分析 LmAGL15 基因在不同部位及不同时期的表

达情况（图 5～8）。结果表明 LmAGL15 基因在叶片

中相对表达量最低，茎中次之、花蕾中最高。且花蕾

发育过程中，5～15 d LmAGL15 基因的相对表达量较

稳定，20 d 明显降低。5 d LmAGL15 的相对表达量

较高，可能是由于花蕾发育后期受物质动员过程影

响，LmAGL15 参与的代谢过程活跃引起的。 

  

图 5  叶、茎、花蕾中 LmAGL15 表达的变化 
Fig. 5  Expression change of LmAGL15 gene in leaves, 
stems, and buds 

   

图 6  花蕾不同发育时期 LmAGL15 表达的变化 
Fig. 6  Expression change of LmAGL15 gene in 
different bud development periods 

 

M-Marker  1-18 S rRNA 内参基因  2-花蕾  3-叶  4-茎 
M-Marker  1-18 S rRNA acting gen  2-bud  3-leaf  4-stem 

图 7  灰毡毛忍冬不同部位中 LmAGL15 基因的表达 
Fig. 7  Expression of LmAGL15 genes in different parts of 
L. macranthoides  

 

M-Marker  1-5 d  2-10 d  3-15 d  4-20 d 
M-Marker  1-5 d  2-10 d  3-15 d  4-20 d 

图 8  灰毡毛忍冬花蕾不同时期 LmAGL15 基因的表达 
Fig. 8  Expression of LhAGL15 genesin different parts of 
Loniceramacranthoides Hand. -Mazz. after agarwood 
formation 

4  讨论 
筛选内参基因是基因差异表达分析的基础工

作。通常分析多个内参基因的稳定性以及表达丰度，

再选择稳定性最好、表达丰度稳定的作为内参基因。

常以内参基因表达量作为分母，目标基因与之比较，

用比值的变化趋势来表示目标基因的表达量变化规

律。但是内参基因的使用仍然具有局限性，不同的

实验条件和处理背景都会影响内参基因的稳定性及

表达量分析的结果。本研究中的 LmAGL15 基因在

叶片、茎和花蕾中表达稳定性略低于在花蕾的不同

发育时期。可见，适宜的内参基因需要根据具体情

况选择[7-9]。 
本实验研究的 4 个基因为研究较多的传统内参

基因，通过对内参基因（18 S rRNA、Ubiquilin、
Actin、Efl-β）进行荧光定量 PCR 稳定性分析，结

果表明，18 S rRNA 在灰毡毛忍冬不同部位以及花

蕾不同发育时期中表达均最稳定，Actin 虽然在苹果

不同组织的基因表达分析中表现也较稳定，但表达

丰度偏低。因此，18 S rRNA 为灰毡毛忍冬最适内

参基因[10-13]。当然在追踪基因表达的微小变化时，

单独使用一个内参基因往往不能得到准确的定量结

果，这时可以同时列出 2 个或几个内参基因进行内

参校正。 
同时，本研究中叶、茎和花蕾相对 LmAGL15

表达量具有一定的差异，可能与 LmAGL15 基因与

生长生殖的功能有关。报道 AGL15 同源基因均在

非胚性器官根、茎和叶中的表达量极低而在花蕾等

生殖器官中具有相对较高表达量，LmAGL15 基因

表达量的结果和在油菜中的表达模式分析结果相
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似。因此通过 LmAGL15 基因在花蕾发育过程中的

表达模式分析，表明了其参与灰毡毛忍冬花蕾发育

过程并发挥着一定作用[14-17]。 
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