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川续断 Actin、Tubulin 和 GAPDH 基因的克隆及表达稳定性分析 
梁  晴，徐  娇，周  涛*，江维克，肖承鸿，王  绘，冯汪银，郑  伟，陈  杰 
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摘  要：目的  从川续断 Dipsacus asper 中克隆并筛选出稳定的内参基因用于实时荧光 PCR（qRT-PCR）的分析校正，为今

后川续断功能基因的表达分析及调控机制研究提供基础。方法  从川续断转录组数据库中筛选并克隆肌动蛋白（Actin）、微

管蛋白（Tubulin）、GAPDH 基因家族内参基因的核心片段，以不同产地、不同组织部位和不同发育时期的川续断植株为材

料，通过 qRT-PCR 获得各基因的表达信息，利用 geNorm、NormFinder、BestKeeper、Delta CT、RefFinder 共 5 个内参评价

软件分析各基因的表达稳定性，综合评价并筛选出最佳的川续断内参基因。结果  克隆获得 10 个候选内参基因核心片段，

分别属于 Actin、Tubulin、GAPDH 3 大基因家族，各家族基因序列间同源性较高；稳定性综合分析结果显示，DaACT103
在不同产地及不同组织部位的表达稳定性较强且表达量相对较高，DaTUB5 在不同发育时期的表达稳定性较强且表达量相对

较低。结论  DaACT103 和 DaTUB5 均可作为川续断的内参基因，其中，DaACT103 适用于作为具有较高表达丰度基因的内

参基因；DaTUB5 适用于作为表达丰度较低基因的内参基因。 
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Cloning and expression stability analysis of Actin, Tubulin and GAPDH genes in 
Dipsacus asper 
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Abstract: Objective  To clone and screen the stable internal reference genes from Dipsacus asper for qRT-PCR analysis correction, 
so as to provide a preliminary basis for future research on expression analysis and regulation mechanism of D. asper functional 
genes. Methods  The internal reference genes of Actin, Tubulin and GAPDH gene families were screened and cloned from D. asper 
transcriptome database. The D. asper plants from different origins, different tissues and different developmental stages were used to 
obtain expression information of each gene by qRT-PCR. The expression stability of each gene was analyzed by geNorm, 
NormFinder, BestKeeper, Delta CT and RefFinder, and the best genes were synthetically evaluated and screened. Results  Ten core 
fragments for candidate internal reference genes were cloned, belonging to three gene families: Actin, Tubulin and GAPDH, with 
high homology among them. The results of stability analysis showed that the expression of DaACT103 was stable and relatively high 
in different regions and tissues, while the expression of DaTUB5 was stable and relatively low in different developmental stages. 
Conclusions  DaACT103 and DaTUB5 are suitable as the internal reference genes for D. asper. DaACT103 is used as the internal 
reference gene with high abundances and DaACT105 is used as the internal reference gene with low abundances. 
Key words: Dipsacus asper Wall. ex Henry; internal reference genes; clone; qRT-PCR; stability analysis 
 

随着分子生物学的飞速发展，基因表达分析已成

为研究基因功能、表达规律、合成及代谢调控的重要

手段之一[1]，而内参基因作为参考基因在其研究中有

着的不可或缺的价值。内参基因是在生物体组织或细

胞中均能稳定表达的基因，其生物学功能是构成细胞

基本转录成分以及维持细胞基本功能[2]。在植物基因 
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表达分析的研究中，常见的内参基因有肌动蛋白基因

（Actin）、微管蛋白基因（Tubulin）、3-磷酸甘油醛脱

氢酶基因（GAPDH）等[3]。理想的内参基因是在内

源或外源因素影响下表达量依旧稳定的基因，因

此，常在基因表达定量分析（qRT-PCR）中作为参

考基因，用以校正上样量及其操作过程中带来的误

差，保证定量结果的准确性，但任何一种内参基因

表达量都不是无限度的绝对恒定[4]，因此，根据不

同的研究对象及实验处理，筛选出合适的内参基因

是准确获得基因表达分析的关键。 
川续断 Dipsacus asper Wall. ex Henry 以根作续

断入药[5]，现代药理研究证实具有治疗骨质疏松和

更年期妇女骨折的作用[6-7]。但文献报道其药材质量

波动较大，特别是指标性成分川续断皂苷Ⅵ含量参

差不齐[8]。然而，目前影响川续断药材品质的形成

机制的研究尚处于起步阶段。鉴于此，本研究通过

克隆获得了川续断 Actin、Tubulin、GAPDH 3 个基

因家族共 10 个候选内参基因的核心片段，并利用

qRT-PCR 分别检测其在不同产地，不同组织部位，

不同发育时期中基因的表达量，通过 5 个内参评价

软件（geNorm、NormFinder、BestKeeper、Delta CT、
RefFinder）分析各基因的表达稳定性，筛选出稳定

性相对较强的基因作为川续断的内参基因，为今后

川续断基因功能研究提供稳定、可靠的内参基因。 
1  材料及仪器试剂 
1.1  材料 

材料来源分为 4 个产地（贵阳市威宁县、黄平

县、水城县、台江县）的 1 年生川续断植株根、3
个组织部位（根、基生叶、叶柄）的 1 年生川续断

植株，及 4 个发育时期（6 个月、9 个月、一年生、

两年生）的川续断植株根。于 2017 年 11 月～2018
年 5 月采自贵州省各县市，除贵阳市采集的样品为

栽培外，其余材料均为野生，每个材料来源设置 3
个生物学重复。经贵州中医药大学江维克教授鉴定

为川续断 D. asper Wall. ex Henry。样品采集后立即

液氮速冻，−80 ℃保存备用。 
1.2  仪器及试剂 

ABI 7500 实时荧光定量分析仪，新加坡

Applied Biosystems 公司；伯乐 ChemiDoc TouchTM 
PCR 仪，英国伯乐（Bio-Rad）公司；Thermo Fisher 
NanoDropTM2000 核酸定量仪，美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司；伯乐 Chemi Touch 凝胶成像系统，

英国伯乐（Bio-Rad）公司；微量移液器，德国

Eppendorf 公司；伯乐（BIO-RAD）电泳仪，英国

伯乐（Bio-Rad）公司；Eppendorf AG 22331 Hamburg
台式冷冻离心机，德国Eppendorf公司；SPX-150B-D
振荡培养箱，上海博迅实业有限公司医疗设备厂。 

总 RNA 提取试剂盒（LS1040）购自 Promega
北京生物技术有限公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒

（Gel Extraction Kit）购自 Omega 公司；DH5α 感受

态细胞、质粒提取试剂盒（R6809）购自北京

TIANGEN 公司；逆转录酶 M-MLV、Go Taq® qPCR 
Master Mix、克隆载体 PMD-19T、SYBR Premix Ex 
TaqTMⅡ均购自 TaKaRa 公司；其余试剂均为国产分

析纯；引物由金斯瑞生物科技有限公司合成。 
2  方法 
2.1  总 RNA 的提取与逆转录 

样品用液氮研磨成细粉，根据试剂盒说明书操

作提取总 RNA；通过核酸定量仪及 1.2%琼脂糖凝

胶电泳检测其浓度、质量和完整性。以 Oligo dT 为

引物按照逆转录酶 M-MLV 使用说明合成 cDNA 第

一链。 
2.2  候选基因的获得与 PCR 扩增 

结合文献对植物常见内参基因的报道，从课题

组前期构建的川续断转录组数据库中获得注释为

Actin、Tubulin、GAPDH 的基因序列，采用 NCBI
在线工具“ORF finder ”（ https://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/orffinder/ ）查询序列的开放式阅读框

（ORF），利用 Primer 5.0 软件 ORF 区两端设计克隆

引物，扩增体系为 25 μL：10 μmol/L 上下游引物各

1 μL，12 μL Taq 酶，80 ng/μL 的 cDNA 模板 2 μL，
灭菌 ddH2O 补足体积；扩增程序：98 ℃变性 10 s，
58～66 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，35 个循环。

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 
2.3  切胶回收、TA 克隆及序列分析 

以川续断根 cDNA 为模板，对 10 个候选内参

基因的核心片段进行 PCR 扩增，扩增产物按琼脂糖

凝胶回收试剂盒说明书进行切胶回收，通过核酸定

量及 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测回收产物的浓度

及质量。设置阳性对照（模板为试剂盒中的 Control 
Insert，片段大小为 500 bp）、阴性对照（ddH2O）、

试验组（10 个候选内参基因的胶回收产物）分别进

行 TA 克隆。目的基因与 PMD-19T 克隆载体连接体

系：PMD-19T vector 0.5 μL，目的基因 4.5 μL，
SolutionⅠ 5 μL，16 ℃重组反应 4 h，将重组质粒转

化入 DH5α 感受态细胞，并接种于含 60 mg/mL 氨
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苄青霉素的 LB 固体培养基上培养过夜，挑选单克

隆菌斑于含氨苄青霉素的液体培养基培养 8 h。以

菌液为模板进行 PCR 阳性克隆检测，每个候选内参

基因选取多个阳性克隆送至上海生工生物工程股

份有限公司测序。根据测序结果，利用 BlastP 预测

序列的保守结构域，同时下载植物同源基因的氨基

酸序列，通过 Sequencher 4.8 对克隆序列进行同源

比对分析，利用软件 MEGA 7.0 的邻接法

（Neighbor-joining Method，NJ）构建系统进化树。 
2.4  qRT-PCR 

根据测序结果，以同源性最高并在系统进化树

上聚为一类的基因为同源基因，在基因不同位置上

设计 qRT-PCR 引物；非同源基因于特异区域内设计

引物，引物详情见表 1，Tm均为 60 ℃。PCR 扩增

并用 3%的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，操作同

“2.2”项。 
以不同产地、不同组织部位及不同发育时期的

川续断 cDNA 为模板，进行 qRT-PCR 操作，每个

处理设置 3 个生物学重复和 3 个技术重复。反应体

系为 20 μL：10 μmol/L 上下游引物各 0.8 μL，SYBR 
Ⅱ 10 μL，ROX Ⅱ 0.4 μL，模板 2 μL，灭菌 ddH2O
补足体积；扩增程序：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变

性 5 s，60 ℃退火延伸 34 s，40 个循环。扩增完成

后进行 60～95 ℃熔解曲线分析。 
2.5  稳定性分析 

利用内参评价软件（geNorm、NormFinder、
BestKeeper、Delta CT、RefFinder）分别分析以上 3
组材料来源的 qRT-PCR 数据。最终，整合 5 个软件

分析结果得到综合数值，该数值越小，则对应的内

参基因越稳定。 
geNorm 可筛选任何组别下任意数目的内参基

因，依据表达稳定性平均值（M）进行判断，该值

越低越好，若该值大于 1.5，认为其稳定度较差[9]。

NormFinder 可比较各基因在组内和组间的变异程

度，根据基因表达稳定值，该值越小稳定性越好[10]。

BestKeeper 可计算获得各基因的标准差（SD）和变

异系数（CV），其中 SD 和 CV 越小，内参基因稳

定性越强；同时，若 SD＞1 时，认为该基因稳定性

较差，不适合作为内参[11]。Delta Ct 法是通过计算

各候选内参基因 Ct值的 SD 来判断基因的稳定性。

SD 越小，该基因的稳定性越强[12]。RefFinder 是一

款在线分析内参基因的软件，能相对综合的评价各

基因的表达稳定性，在一定程度上避免了单一软件

分析结果带来的局限性和片面性[13]。 
2.6  引物特异性及扩增效率 

根据各基因的熔解曲线进一步判断引物的特

异性。对筛选确定为川续断的内参基因进行引物扩

增效率试验，以质粒为模板按 10 倍的浓度梯度进

行稀释（共 6 个稀释梯度），稀释后模板进行

qRT-PCR 扩增，根据 Ct值建立 qRT-PCR 的标准曲

线，计算其斜率（k）及线性相关系数（r），再根据

公式扩增效率（E）＝10－1/k−1，计算出引物的 E。 
3  结果与分析 
3.1  总 RNA 质量检测与 PCR 扩增 

不同产地、不同组织部位、不同发育时期川续

断材料总 RNA 电泳结果显示其完整性较好。核酸

定量结果显示，A260/A280 均在 1.80～2.08，A260/A230

在 1.5 以上，表明总 RNA 纯度较好。 
10 个川续断候选基因核心片段 PCR 扩增电

泳结果见图 1。结果显示，DaACT1、DaACT2、
DaACT5、DaACT1157、DaACT103、DaTUB2、
DaTUB3、DaTUB5、DaGAP1、DaGAP430 扩增

条带大小分别为 945、1 398、966、1 286、1 303、
654、837、934、1 364、1 152 bp，电泳条带清晰、

无非特异性扩增。 

 

M-Marker  1-DaACT1  2-DaACT2  3-DaACT5  4-DaACT1157   
5-DaACT103  6-DaTUB2  7-DaTUB3  8-DaTUB5  9-DaGAP1  
10-DaGAP430 

图 1  10 个候选内参基因核心片段 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification for core fragments of 10 
candidate internal reference genes 

3.2  序列同源性及进化树分析 
克隆获得的 10 个川续断候选内参基因核心片段

序列长度及编码氨基酸详情见表 1。BlastP 比对发现，

5 个 Actin 基因属于 NBD_sugar-kinase_ HSP70_actin 
superfamily 家族，各序列间同源性均在 80%以上，其

中，DaACT2、DaACT5 及 DaACT1157 基因的同源性

达 99%以上；此外，3 个 Tubulin 基因属于 Tubulin 
superfamily 家族，各序列间同源性在 50%以上；2 个 

M  1   2   3   4   5   6   7   8   9   10 

2 000 bp 
1 000 bp 

750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 
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表 1  川续断候选内参基因克隆及 qRT-PCR 引物信息 
Table 1  Cloning and qRT-PCR primer information for candidate internal reference genes 

类型 基因名称 
克隆引物 qRT-PCR 引物 

引物序列（5´-3´） Tm/℃ ORF 编码氨基酸 引物序列（5´-3´） 产物长/bp 
肌动蛋白基因 DaACT1 正向序列 GACATGGAGAAAATTTGGCATCACA 64 885 294 正向序列 TTTGGACCTGGCTGGTCGTG 143 

反向序列 GGAACTTCAACGAAAACTCACCACC 反向序列 GCTCGTAGTCGAGTGCCACA 
DaACT2 正向序列 ATAAAAGATGGCTGATACAGAGGAC 60 1 134 377 正向序列 CCGGTTGGATCTCGCTGGTC 209 

反向序列 TCAACTAACCCATACAAGAGCA 反向序列 GCCCATCGGGCAACTCGTAG 
DaACT5 正向序列 TAAAAGATGGCTGATACAGAGGAC 58 960 319 正向序列 TAAGGCCGGGTTTGCTGGTG 198 

反向序列 GCTGTGATTTCTTTGCTCATACG 反向序列 TCCATGTCGTCCCAATTGCTG 
DaACT1157 正向序列 ACAAATTCTCTGTTTCACTCACCAC 60 1 134 377 正向序列 TGGTGTCAGCCACACGGTTC 195 

反向序列 CTAGCGCTAGACCTACTCAAACATC 反向序列 TCAAGGGCAACGTAGGCAAGT 
DaACT103 正向序列 AGAGTTGCATAAAAAATGGCTGACG 60 1 134 377 正向序列 ACAGCCGAGCGGGAAATTGT 170 

反向序列 AAGGGAAAAAACATCACAACCACTC 反向序列 TCTGGGCAGCGGAATCTCTCT 
微管蛋白基因 DaTUB2 正向序列 AATGCGGCAACCAAATCG 60 525 174 正向序列 GGCCAATGCGGCAACCAAAT 95 

反向序列 TCAAGTGGTTCAAATCTCCAAAGC 反向序列 TCCGAATCGCCGTGGTAACG 
DaTUB3 正向序列 TGCCGATGAATGTATGGTTTTAGAC 62 735 244 正向序列 ACGCCTACGTTTGGCGATCT 218 

反向序列 AACCCACAATCACCTCACCAACT 反向序列 TGGGTCAGTTCAGGGACGGT 
DaTUB5 正向序列 CGACGGCACAACAGAACA 60 636 211 正向序列 CCCTTCCCTCGGCTCCACTT 141 

反向序列 AACCCACAATCACCTCACC 反向序列 AGGGTCAGCTGCACACATCA 
甘油醛 -3-磷
酸脱氢酶 

DaGAP1 正向序列 TTGGAAATGGCCTTCTCTTCTCTAC 62 1 263 420 正向序列 GGTCCACTTCGCGGCATTCT 104 
反向序列 TAACAAGCCAACAAGGGCAAATAAG 反向序列 CCCATGCCAGCCTTTGCATC 

DaGAP430 正向序列 GTTTTTCTATTCTCTCCCCGCCCTT 66 873 290 正向序列 TGAAGGGCGGTGCCAAGAAG 142 
反向序列 ATTAGGTGTGGGGACTCTGAAAGCC 反向序列 GGAGCAAGGCAATTGGTAGTGC 

 
GAPDH 基因属于 Gp_dh_N_superfamily 家族，各序

列间同源性高达 99%。 
分别将川续断 10 个候选内参基因的氨基酸

序列和其他植物内参的氨基酸序列进行系统进化

树分析，见图 2，5 个 Actin 基因中 DaACT2、
DaACT5 与 DaACT1157 聚为一类且他们与梨、苹

果等植物的 Actin 基因亲缘关系较近；DaACT1
与 DaACT103 聚为另一类，其中 DaACT103 的氨

基酸序列与大桉、野草莓的 Actins 序列的相似度

较高，亲缘关系较近，DaACT1 与柚子的 Actin
基因亲缘关系较近，见图 2-a；3 个 Tubulin 基因

和人参、野胡萝卜、罂粟等植物的 Tubulin 基因

亲缘关系较近，见图 2-b；2 个 GAPDH 基因和黄

瓜、南瓜、向日葵等植物的 GAPDH 亲缘关系较

近，见图 2-c，以上结果表明各家族基因分别在亲

缘关系及基因功能方面具有相似性，同时，也表

明了克隆得到的川续断各候选内参基因核心片段

间具有较强的保守性。 
3.3  表达稳定性分析 

qRT-PCR 引物对 PCR 扩增结果显示产物条带

清晰单一，可用于后续试验，见图 3。此外，qRT-PCR
结果进一步说明该引物特异性好、无引物二聚体及 

 
图 2  川续断 Actin (a)、Tubulin (b)、GAPDH (c) 氨基酸序列系统进化树分析 

Fig. 2  Phylogenetic tree analysis of amino acid sequence system of Actin (a), Tubulin (b) and GAPDH (c) from D. asper 

a b c 
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M-Marker  1-DaACT1  2-DaACT2  3-DaACT5  4-DaACT1157   
5-DaACT103  6-DaTUB2  7-DaTUB3  8-DaTUB5  9-DaGAP1 
10-DaGAP430 

图 3  候选内参基因片段 PCR 产物电泳分析 
Fig. 3  Electrophoretic analysis of PCR products of 
candidate internal reference gene fragments 

非特异性扩增。利用 5 个内参基因评价软件分别分

析 10 个川续断候选内参基因在不同产地、不同组

织部位、不同发育时期的表达稳定性。 
3.3.1  不同产地川续断候选内参基因稳定性分析  
各基因在4个不同产地川续断根中Ct值均有一定变

化，其整体变化范围为 20～28 个循环数，见图 4-a，
其中 DaACT103、DaACT1 的表达丰度较高，Ct＜ 
23 个循环，DaGAP1、DaGAP430 的表达丰度较低，

Ct 值值为 28 个循环。 
geNorm 分析结果显示，各基因 M 值排名依次

为 DaACT103、DaTUB2、DaTUB5、DaACT1、
DaGAP1、DaTUB3、DaGAP430、DaACT2、DaACT5、
DaACT1157，其中 DaACT103 的 M 值最小，为 0.592，
表达最为稳定；相反，DaACT1157 的 M 值最大，为

1.07，稳定度相对较差。 
NormFinder 分析结果显示，各基因 M 值排名

同 geNorm 分析结果，其中 DaACT103 的稳定值最

小，为 0.271，SD 值为 0.045，表达最为稳定；

DaACT1157 基因的稳定值最大，为 1.078，SD 值为

0.154，稳定性最差。 

BestKeeper 分析结果与 geNorm、NormFinder
的分析结果略有不同，各基因表达量的 SD 值排名

为 DaACT1、DaACT103、DaTUB5、DaTUB3、
DaACT2、DaACT5、DaGAP430、DaTUB2、DaGAP1、
DaACT1157，其中 DaACT1、DaACT103、DaTUB5
的 SD 值较小，分别为 0.43、0.45、0.54，其基因表

达量波动较小；而 DaACT1157 的 SD 值大于 1，不

适合作为内参使用。 
Delta Ct 分析所得各基因 Ct 值排名同 geNorm

分析结果，其中 DaACT103、DaTUB2、DaTUB5
基因表达较平稳，DaACT2、DaACT5、DaACT1157
的表达稳定性较差。 

RefFinder 综合分析结果排名为 DaACT103、
DaACT1、DaTUB2、DaTUB5、DaTUB3、DaGAP1、
DaACT2、DaGAP430、DaACT5、DaACT1157，其

中 DaACT103、DaACT1、DaTUB2、DaTUB5、
DaTUB3 的稳定值较为接近，即基因表达稳定性均

较好，以 DaACT103 为最优；相反 DaACT5、
DaACT1157 的表达稳定性相对较差。 

由于 5 个软件的判断依据均是计算所得稳定值

越小，基因稳定性越强，因此，加和 5 个软件的分

析结果，能获得更为综合及直观的评定，见图 4-b。
结果显示，不同产地的川续断根中内参基因的稳定

性较强的为 DaACT103、DaACT1、DaTUB2，较差

的为 DaACT5、DaACT1157，其中稳定性最好的是

DaACT103。 
3.3.2  不同组织部位川续断候选内参基因稳定性分

析  各基因在川续断根、基生叶、基生叶柄中 Ct值的

变化范围为 19～29 个循环数，见图 5-a，同不同产地

候选内参基因 Ct 值变化一样，DaACT103、DaACT1
的表达丰度较高，Ct 值＜23 个循环，DaACT5、
DaACT2 的表达丰度较低，Ct值最高为 29 个循环。 

 

图 4  不同产地川续断候选内参基因表达稳定性分析 
Fig. 4  Stability analysis of candidate internal reference gene expression of D. asper in different producing areas  
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图 5  不同组织部位川续断候选内参基因表达稳定性分析 
Fig. 5  Stability analysis of candidate internal reference gene expression of D. asper in different tissues 

geNorm 分析结果显示，各基因 M 值排名依次为

DaACT103、DaTUB5、DaGAP430、DaACT1157、
DaACT2、DaACT1、DaTUB3、DaACT5、DaTUB2、
DaGAP1，其中 DaACT103 的 M 值最小，为 0.827，
表达相对最稳定；相反，DaGAP1 的 M 值最大，为

1.374，稳定度相对较差。 
NormFinder 分析结果表明，各基因的 M 值排

名为 DaACT103、DaTUB5、DaACT1157、DaACT1、
DaGAP430、DaACT2、DaTUB3、DaTUB2、DaACT5、
DaGAP1，其中 DaACT103 的稳定值最小，为 0.267，
其 SD 值为 0.089，表达最为稳定；DaGAP1 的稳定

值最大，为 0.848，SD 值为 0.126，稳定性最差。

BestKeeper 分析结果中各基因表达量的 SD 值大小

排名为 DaACT103、DaTUB5、DaACT1、DaACT2、
DaACT1157、DaGAP430、DaACT5、DaTUB3、
DaTUB2、DaGAP1，其中 DaACT103、DaTUB5、
DaACT1 的 SD 值较小，分别为 0.49、0.59、0.59，
其基因表达量较为恒定；而 DaGAP1 的 SD 值大于

1，不适合作为内参使用。 
Delta Ct 分析所得各基因 Ct 值排名同 geNorm

分析结果，即 DaACT103、DaTUB5 基因表达较平

稳，DaTUB2、DaGAP1 的表达稳定性较差。

RefFinder 综合分析结果排名为 DaACT103 、

DaACT1 、 DaTUB5 、 DaACT1157 、 DaACT2 、

DaTUB2、DaGAP1、DaGAP430、DaACT5、DaTUB3，
其中 DaACT103、DaACT1 及 DaTUB5 的基因表达

稳定性均较好，又以 DaACT103 为最佳；相反

DaACT5、DaTUB3 表达稳定性相对较差。 
5 个软件分析结果的整合见图 5-b。结果显示，

不同产地的川续断根中内参基因的稳定性较强的

为 DaACT103、DaACT1、DaTUB5，较差的为

DaACT5 、 DaTUB3 ， 其 中 稳 定 性 最 好 的 是

DaACT103。 
3.3.3  不同发育时期川续断候选内参基因稳定性

分析  各基因在川续断根不同发育时期 Ct 值的变

化范围为 20～30 个循环数，见图 6-a，同上述结果，

DaACT103、DaACT1 的表达丰度较高，Ct 值＜23
个循环，DaACT5、DaACT2 的表达丰度较低，Ct

最高为 30 个循环。 
geNorm 分析结果显示，各基因 M 值排名

依 次 为 DaTUB5 、 DaACT103 、 DaTUB2 、

DaACT1、DaGAP1、DaGAP430、DaTUB3、DaACT5、 
 

 

图 6  不同发育时期川续断候选内参基因稳定性分析 
Fig. 6  Stability analysis of candidate internal reference gene expression of D. asper in different developmental stages 
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DaACT1157、DaACT2，其中 DaTUB5 的 M 值最小，

为 0.812，表达相对最稳定；而 DaACT5、DaACT1157、
DaACT2 的 M 值均大于 1.5，稳定度相对较差。 

NormFinder 分析结果表明，各基因 M 值大小

排名为 DaTUB5 、 DaACT103 、 DaGAP430 、

DaTUB2、DaACT1、DaGAP1、DaTUB3、DaACT5、
DaACT2、DaACT1157，其中 DaTUB5 的稳定值

最小，为 0.136，其 SD 值为 0.089，表达最为稳

定；DaACT1157 的稳定值最大，为 1.187，SD 值

为 0.292，稳定性最差。 
BestKeeper 分析结果中各基因表达量的 SD

值大小排名为 DaACT103、DaTUB5、DaTUB2、
DaTUB3、DaACT1、DaGAP1、DaGAP430、DaACT2、
DaACT5、DaACT1157，其中 DaACT103、DaTUB5、
DaTUB2 的 SD 值较小，分别为 0.61、0.67、0.70，
其基因表达量较为恒定；而 DaGAP1、DaGAP430、
DaACT2、DaACT5、DaACT1157 的 SD 值大于 1，
不适合作为内参使用。 

Delta Ct分析所得各基因Ct值排名为同geNorm分

析结果，即DaTUB5、DaACT103、DaTUB2 基因表达

较平稳；而DaACT1157、DaACT2 的表达稳定性较差。

RefFinder 综合分析结果排名为 DaTUB5、DaACT1、
DaTUB2、DaACT103、DaTUB3、DaGAP430、DaGAP1、
DaACT5、DaACT2、DaACT1157，其中 DaTUB5、
DaACT1、DaTUB2、DaACT103、DaTUB3 的基因表

达稳定性均较好，以 DaTUB5 为最佳；相反

DaACT1157、DaACT2 的表达稳定性相对较差。 
5 个软件分析结果的整合见图 6-b。结果显示，

不同产地的川续断根中内参基因的稳定性较强的

为 DaTUB5 、 DaACT1 、 DaTUB2 ，较差的为

DaACT2、DaACT1157，其中稳定性最好的是

DaTUB5。上述结果显示各软件筛选出稳定性最佳

的内参基因略有不同，但排名趋势基本一致，各个

处理条件下 4 个基因（DaACT103、DaACT1、
DaTUB2、DaTUB5）的排名基本靠前，熔解曲线

见图 7，4 个基因均呈现单一峰，表明引物特异性

较好。但 DaACT1 的表达丰度有一定波动，同时，

DaTUB2 在不同组织部位中表达丰度差异明显，鉴

于此，综合评价结果得出 DaACT103 和 DaTUB5
可以作为川续断的内参基因。 

 

图 7  稳定性较好的 4 个川续断内参基因熔解曲线 
Fig. 7  Melting curve of four stable internal reference genes with better stability  

3.4  引物扩增效率 
根据 DaACT103 和 DaTUB5 梯度稀释的 Ct 值，

以 lg[模板浓度] 为横坐标（X），对应 Ct 值为纵坐

标（Y）进行标准曲线的绘制标准曲线，回归方程

分 别 为 YDaACT103 ＝ −3.217 4 X ＋ 33.851 、

YDaTUB5=−3.232 6 X＋34.287，引物的扩增效率、标

准曲线参数及熔解温度见表 2，2 个基因的相关系

数均符合 qRT-PCR 反应要求大于 0.98，扩增效率基

本满足理想扩增效率 95%～105%[14]。 
4  讨论 

Actin 和 Tubulin 基因均是细胞骨架构成的基

本组分，在生物体生命活动中扮演着十分重要的 

表 2  内参基因 qRT-PCR 中特异性引物参数 
Table 2  Specific primer parameters of internal reference 
genes for qRT-PCR 

基因 斜率 R2 扩增效率/% 稀释倍数 Tm/℃ 

DaACT103 −3.217 4 0.997 1 104.0 10 84.15 

DaTUB5 −3.232 6 0.985 1 103.9 10 85.21  
角色，其对应家族基因的表达量也相对稳定。其

中，Actin 在核苷酸及氨基酸水平均具有高度的保

守性及同源性，因此，常作为植物的内参基因被 
使用[1,15]。但绝对理想的内参基因是不存在的[16]，

因此，研究材料来源的多元化及综合的评价方法就显

得尤为重要。本研究以不同产地、不同组织部位、不
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同发育时期的川续断为材料，利用 5 个内参评价软件

分析各来源下 10 个候选基因的稳定性，综合筛选出

川续断中表达稳定性较强的内参基因为 DaACT103
和 DaTUB5。其中，DaACT103 的 Ct值约为 21.14，
适用于作为具有较高表达丰度目的基因的内参；

DaTUB5 的 Ct值约为 24.34，适用于作为表达丰度较

低目的基因的内参，在实验研究过程中，应结合目的

基因的表达情况有针对的选择上述内参基因。 
Actin 主要划分为 2 类，第一类表达恒定，在维持

细胞形态及细胞器定位方面有重要作用，另一类根据

植物生长的需求表达有所变化，与植物生理活动密切

相关[17]。本研究在川续断中克隆获得了 5 个不同的

Actin 基因核心片段，序列间同源性均在 80%以上，具

有较强的保守性，进化树分析显示DaACT2、DaACT5
及 DaACT1157 聚为一类，DaACT1 与 DaACT103 聚

为一类，聚类关系较近的基因在功能上更为接近。同

时，稳定性评价结果与进化树分析结果一致：无论是

不同产地、不同组织部位还是不同发育时期，DaACT2、
DaACT5、DaACT1157 的表达量低且表达差异相对较

大，尤其在不同发育时期，他们的稳定性远不及

DaACT103 及DaACT1，相反，DaACT103 及DaACT1
在各处理中不但表达量较高且稳定性好，故推测

DaACT103及DaACT1为第一类Actin基因，DaACT2、
DaACT5、DaACT1157 为第二类 Actin 基因，其中

DaACT1 的熔解曲线丰度波动较大，因此，最终选择

DaACT103 作为川续断的内参基因之一。 
微管蛋白是自然界最保守的蛋白之一，Tubulin

作为微管蛋白家族成员具有较高的同源性，如拟南

芥中 9 个 Tubulin 基因被认为有着同一祖先，因此，

编码该类蛋白的基因常作为内参基因被使用[18]。本

实验筛选并克隆获得 3 个 Tubulin 家族基因，进化

树分析表明他们基因的氨基酸序列具有很高的同

源性及保守性，其中，DaTUB5 不同产地、不同组

织部位、不同发育时期稳定性均较强，故适合作为

川续断的另一个内参基因。 
通过表达稳定性分析发现，不同内参评价软件在

同一实验条件下有时会得到不同的分析结果，这可能

是由于每个软件的计算方法、分析程序及侧重点不同

所致，因此，为确保筛选得到的内参基因稳定可靠，

在进行稳定性分析时选择多个评价软件综合分析是

有必要的[19]。本研究综合 5 个内参基因评价软件确定

DaACT103及DaTUB5适合作为川续断的内参基因被

使用，这为探讨川续断次生代谢成分形成的遗传学机

制以及表达调控规律奠定了前期基础。 
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