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美洲南瓜α-微管蛋白CpTUA基因的分离

及其作为内参基因的应用
朱海生  刘建汀  温文旭  叶新如  王彬  李永平  陈敏氡  林珲  温庆放*

(福建省农业科学院作物研究所, 福建省农业科学院蔬菜研究中心, 福建省蔬菜工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      为了获得美洲南瓜α-tubulin基因, 并设计合适的荧光定量PCR内参引物, 该研究通过

转录组测序和RT-PCR方法获得了1条长达1 863 bp的cDNA, 命名为CpTUA, GeneBank登录号为: 
MH310440。生物信息学分析表明, 该序列包含1个开放读码框(open reading frame, ORF), 大小为1 
353 bp, 预测共编码450个氨基酸, 理论分子大小约为49.57 kDa, 蛋白质等电点为4.84。Motif Scan分
析显示, CpTUA蛋白质的氨基酸序列49―246位和248―393位分别为Tubulin和Tubulin-C保守区域。

同源性分析表明, 基因编码的蛋白质与同为南瓜属的中国南瓜和印度南瓜同源蛋白的相似性达到

99%, 具有高度的保守性。在此基础上, 设计了1对的荧光定量PCR引物, 该引物具有较高的特异性

和重复性。RT-PCR和qRT-PCR分析表明, CpTUA基因在美洲南瓜不同组织和不同胁迫处理下均能

稳定表达, 适合在美洲南瓜基因表达研究中作为内参基因。该研究为开展美洲南瓜重要功能基因

的表达模式和调控机制的研究奠定基础。

关键词       美洲南瓜; 内参基因; α-微管蛋白; 表达分析

Isolation of α-Tubulin CpTUA Gene from Cucurbita pepo and 
It’s Application as An Internal Standard
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Chen Mindong, Lin Hui, Wen Qingfang*
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Abstract       The study was to obtain the α-tubulin gene of zucchini and design the qRT-PCR primers. A 
1 863 bp cDNA was obtained by transcriptome sequencing and RT-PCR. This gene was named CpTUA and the 
GenBank accession was MH310440. Bioinformatics analysis results indicated that the sequence contained 
a size of 1 353 bp open reading frame (ORF) encoding 450 amino acids, with a theoretical molecular weight of 
49.57 kDa and a protein isoelectric point (PI) of 4.84. Motif Scan analysis showed that CpTUA protein had the Tubu-
lin and Tubulin-C domains of conserved actin in the position of 49―246 and 248―393 sites, respectively. Homol-
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ogy analysis revealed that CpTUA shared 99% identity with the homologous proteins from Cucurbita moschata and Cu-
curbita maxima which were also belong to Cucumber the same as Cucurbita pepo, proving that it was highly conservative. 
A pair of qRT-PCR primers were then derived from the CpTUA gene sequence which had the high specificity and repeat-
ability. The RT-PCR and qRT-PCR indicated that the CpTUA gene was stable expression in different tissues and under dif-
ferent stress treatments, so it was suitable as a reference gene for the analysis of gene expression patterns in zucchini. The 
present study has provided an important reference for analysis the expression of critical genes zucchini.

Keywords       Cucurbita pepo; internal reference gene; α-tubulin; expression analysis

美洲南瓜(Cucurbita pepo L.), 又名西葫芦, 为
葫芦科(Cucurbitaceae)南瓜属(Cucurbita spp.)一年

生草本植物, 原产美洲南部, 19世纪中叶我国开始

栽培[1]。美洲南瓜生长性强、种植周期较短、产品

产量较高、供应周期长、味道鲜美、营养丰富, 而
且具有很好的医疗保健功能, 深受大众喜爱, 在我

国大范围种植, 现已成为仅次于黄瓜的第二大瓜类

蔬菜[2]。我国美洲南瓜育种发展时间较短, 随着人

们对美洲南瓜的品质要求越来越高, 传统的育种技

术已不能满足人们的需要, 在美洲南瓜育种中运用

生物技术逐渐被大家所重视, 美洲南瓜重要功能基

因的表达分析和调控机制研究成为一项重要的研

究内容。

实时荧光定量PCR(Real-time quantitative PCR, 
qRT-PCR)是在传统PCR技术基础上发展而来的一种

新的核酸定量技术, 已被广泛地应用于基因的表达

分析中[3-5]。在应用实时荧光定量PCR进行基因表达

分析时, 为了消除不同材料细胞间RNA提取的质量

和完整性、初始cDNA模板的质量和数量、目的基

因PCR扩增效率等产生的偏差, 有必要选择合适的

内参基因来校正靶基因的表达水平, 从而减少样本

本身对定量结果的影响[6-8]。理想的内参基因应该

在任何实验情况和条件下都能够稳定表达, 实际研

究中常选择稳定表达的看家基因, 如肌动蛋白(actin, 
ACT)、延伸因子(elongation factor 1 alpha, EF1a)、
18S核糖体RNA(18S ribosomal RNA, 18S rRNA)、泛

素蛋白(ubiquitin, UBQ)以及甘油醛-3-磷酸-脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)
等基因常作为内参基因[9-11]。微管蛋白(tubulin)是细

胞的一种骨架蛋白, 包括α、β、γ、δ、ε 等多种亚族, 
共同构成了微管—真核生物细胞的基本组成部

分, 参与细胞内胞质环流、形状维持、运动、分裂、

分化、物质运输、信号转导以及极性建成等重要的

生理活动[12], 其中, α-tubulin蛋白和β-tubulin蛋白组

成一种异源二聚体蛋白。大量研究表明, α-tubulin
基因在多种植物不同器官中是非组成型表达, 作为

内参基因在分析植物基因表达中应用广泛[13-14]。但

目前关于美洲南瓜α-tubulin基因的克隆和作为内参

基因应用的研究尚未见报道。本研究获得了1条美

洲南瓜内参基因α-tubulin, 并以该内参基因为基础

设计了1对实时荧光定量PCR引物, 为开展美洲南瓜

重要功能基因的表达模式和调控机制的研究奠定了

基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   植物材料      供试美洲南瓜材料由福建省农

业科学院蔬菜工程技术研究中心提供。采集美洲南

瓜根、茎、花、幼叶、老叶、幼瓜、老瓜、高温处

理(38 °C)叶片、低温处理(8 °C)叶片、干旱处理1天
叶片、干旱处理3天叶片作为试验材料。以上实验

样品的采集共做3次独立重复, 液氮速冻, 并于超低

温冰箱(−80 °C)中保存, 用于后续RNA提取试验。

1.1.2   仪器和试剂      ABI 7500实时荧光定量PCR
仪、PCR扩增环仪(ABI ProFlex 96-well)购自美国

ABI公司。总RNA提取试剂盒为北京百泰克生物技

术有限公司产品。RNA逆转录试剂盒(PrimeScriptTM 
1st Strand cDNA)、Taq DNA Polymerase、dNTPs、 
pMD18-T simple均为宝生物工程(大连)有限公司产

品。胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒为Omega公司

产品。引物合成和克隆测序委托尚亚生物技术(福
州)有限公司完成。

1.2   方法

1.2.1   美洲南瓜α-tubulin基因的ORF扩增      参考

Zhu等[15]的方法, 根据获得的美洲南瓜RNA-seq数据

库, 筛选得到1条α-tubulin基因全长序列。设计美洲

南瓜的α-tubulin基因ORF扩增引物, 正向引物F: 5′-
ATG AGA GAG TGC ATT TCA ATC C-3′, 反向引物
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R: 5′-CTG GCA TAT CAT CAT GTT CA-3′。提取1.1
中所有美洲南瓜样品的总RNA, 并按照反转录试剂

盒 (PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit)提
供的方法将提取的总RNA反转录为cDNA第1链。

PCR反应体系为: 反应体系的总体积为25 μL, 含
25 ng模板、0.4 μmol/L正向引物、0.4 μmol/L
反向引物、0.15 mmol/L dNTP、1 U Taq DNA聚合酶、

1.5 mmol/L MgCl2的10×PCR缓冲液2.5 μL, 其余成

分为灭菌的超纯水。PCR反应程序为: 94 °C预变性

3 min; 94 °C变性30 s, 56 °C退火30 s, 72 °C延伸60 s, 
35个循环; 最后, 72 °C延伸7 min; 于4 °C下保存。

1.2.2   美洲南瓜α-tubulin基因生物信息学分析      采
用EditSeq(版本5.01)软件分析美洲南瓜α-tubulin基
因序列理化性质; 采用Oligo Analyzer 3.1在线软件

(http://sg.idtdna.com/calc/analyzer)设计基因引物; 使
用在线分析软件(http://www.bio-soft.net/sms/index.
html)分析基因和蛋白序列; 采用MEGA(版本4.0)软
件和Clustal W2软件进行同源蛋白多序列比对; 采用

SMART在线分析软件(http://smart.embl-heidelberg.
de/)进行蛋白保守结构域分析; 采用MotifScan在
线软件 (http://myhits.isb-sib.ch/cgibin/motif_scan)
进行蛋白质翻译后修饰; 采用ProtScale(http://web.
expasy.org/protscale/)和ProtParam(http://web.expasy.
org/protparam/)在线软件进行一级结构分析; 采用

PRABI(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_
consensus.pl)在线软件进行二级结构预测; 采用在线

软件SWISS-MODEL(https://swissmodel.expasy.org/
interactive)进行三级结构建模。

1.2.3   美洲南瓜α-tubulin基因引物设计与常规PCR
检测      利用Primer Premier 3.0软件, 设计出1对荧光

定量特异引物D1/D2, 上游D1: 5′-TTC TCC CGA ATT 
GAC CAC AA-3′, 下游D2: 5′-ATC GTT TAC GGC 
ATG GAC TA-3′。按照北京百泰克生物技术有限公

司通用植物总RNA提取试剂盒的方法提取美洲南

瓜总RNA, 并按照PrimeScriptTM 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit试剂盒的方法合成cDNA第1链。PCR
反应体系为: 反应体系的总体积为25 μL, 含25 ng模
板、0.4 μmol/L正向引物、0.4 μmol/L反向引物、

0.15 mmol/L dNTP、1 U Taq DNA聚合酶、1.5 mmol/L 
MgCl2的10×PCR缓冲液2.5 μL, 其余成分为灭菌的

超纯水。PCR反应程序为: 94 °C预变性3 min; 94 °C
变性30 s, 58 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 35个循环; 

最后, 72 °C延伸7 min; 于4 °C下保存。PCR扩增

产物经1%的琼脂糖电泳检测后, 回收纯化连接到

pMD18-T载体上, 转化, 挑取阳性克隆子, PCR检测

后送至测序。

1.2.4   荧光定量引物PCR检测      以反转录后的美洲

南瓜cDNA第1链作为模板, 根据SYBR® Premix Ex 
TaqTM荧光定量PCR试剂盒提供的说明书进行PCR扩
增。PCR反应体系为: 总体积为25 μL, 12.5 μL Power 
SYBR® Green PCR Master Mix、1 μL模板、实时荧

光定量PCR引物的正向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L)
和反向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L), 补蒸馏水至总

体积25 μL。反应程序为: 95 °C预变性10 min; 95 °C变
性15 s, 60 °C退火1 min, 共 40个循环; 4 °C保存; 每
个反应做3个重复。

以美洲南瓜cDNA为模板, 采用10倍稀释法, 
共设置5个浓度(分别为稀释1、10、100、1 000、
10 000倍), 进行定量PCR反应, 每个反应做3个重

复, 制备标准曲线, 计算引物扩增效率。

1.2.5   美洲南瓜α-tubulin基因表达稳定性分析      
RT-PCR分析: 提取美洲南瓜根、茎、花、幼叶、老叶、

幼瓜、老瓜、高温处理(38 °C)叶片、低温处理(8 °C)
叶片、干旱处理1天叶片、干旱处理3天叶片的总

RNA, 分别反转录形成cDNA第1链, 将获得的cDNA
浓度调平至50 ng/μL左右, 进行PCR扩增。PCR扩增

体系为: 总体积为25 μL, 含25 ng模板、0.4 μmol/L正
向引物、0.4 μmol/L反向引物、0.15 mmol/L dNTP、
1 U Taq DNA聚合酶、1.5 mmol/L MgCl2的10×PCR
缓冲液2.5 μL, 其余成分为灭菌的超纯水。PCR反应

程序为: 94 °C预变性3 min; 94 °C变性30 s, 58 °C退火

30 s, 72 °C延伸30 s, 35个循环; 最后, 72 °C延伸7 min; 
于4 °C下保存。PCR 产物于1%琼脂糖凝胶电泳, 用
基因公司的SynGene BOX EF凝胶成像系统拍照并

对PCR条带进行密度扫描分析。

荧光定量引物PCR分析: 以美洲南瓜cDNA第1
链作为模板, 以actin基因为内参[16-17], 运用荧光定量

PCR检测α-tubulin基因表达量, 根据SYBR® Premix 
Ex TaqTM荧光定量PCR试剂盒方法进行PCR扩增。

反应体系为: 总体积为25 μL, 12.5 μL Power SYBR® 

Green PCR Master Mix、1 μL模板、实时荧光定量

PCR正向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L)、实时荧光

定量PCR反向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L), 补蒸馏

水至总体积25 μL。反应程序为: 95 °C预变性
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10 min; 95 °C变性15 s, 60 °C退火1 min, 共 40个循

环; 4 °C保存; 每个反应3个重复, 采用2−ΔΔCt法计算目

的基因的相对表达情况。

1.2.6   美洲南瓜POD基因荧光定量PCR分析      以
低温处理不同天数(0天、1天、3天、5天、7天)
的美洲南瓜cDNA第1链作为模板, 分别以美洲

南瓜α-tubulin和actin基因为内参, 分析美洲南瓜

POD(peroxidase)基因表达情况。POD基因荧光定

量PCR上游正向引物POD-F: 5′-GCT CAA CCC ATC 
CAG TCC-3′, 下游反向引物POD-R: 5′-ACC ACG 
AAG TCC AAA CCC-3′。根据SYBR® Premix Ex 
TaqTM荧光定量PCR试剂盒方法进行PCR扩增, 反应

体系为: 总体积为25 μL, 12.5 μL Power SYBR® Green 
PCR Master Mix、1 μL 模板、实时荧光定量PCR正
向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L)、实时荧光定量PCR
反向引物0.5 μL(浓度为10 μmol/L), 补蒸馏水至总体

积25 μL。反应程序为: 95 °C预变性10 min; 95 °C变
性15 s, 60 °C退火1 min, 共 40个循环; 4 °C保存; 每
个反应做3个重复, 采用2−ΔΔCt法计算目的基因的相对

表达情况。

2   结果
2.1   美洲南瓜α-tubulin基因扩增

根据本课题组对美洲南瓜转录组Illumina高通

量深度测序的结果, 筛选得到1条α-tubulin基因全长, 
在此基础上, 设计α-tubulin基因ORF引物进行验证

(图1)。结果表明, 该基因cDNA全长1 863 bp, ORF

大小为1 353bp, 命名为CpTUA, GenBank登录号为: 
MH310440。
2.2   CpTUA基因生物信息学分析

2.2.1   CpTUA基因编码蛋白质的一级结构      序列

分析发现, CpTUA含1个长达1 863 bp的cDNA序列

(图2), 其编码区的GC含量为51.15%, 预测编码450
个aa, 理论分子量(Mw)为49.57 kDa, 等电点为4.84, 
pH为7.0时的带电荷数为−21.39。在构成α-tubulin蛋
白的20种氨基酸中, 缬氨酸(Val, E)含量最高(8.9%), 
甘氨酸(Gly, G)次之(8.7%), 色氨酸(Trp)含量最低

(0.7%)。分析发现, CpTUA蛋白质包含40个疏水氨

基酸、63个极性氨基酸、151个碱性氨基酸和118个
酸性氨基酸。CpTUA蛋白质的总平均疏水性(GRA-
VY)为−0.220, 蛋白质不稳定系数(instability index, 
II)为35.31, 脂肪族指数(aliphatic index, AI)为81.64, 
预测为亲水性蛋白质。

2.2.2   CpTUA蛋白质翻译后修饰及结构域      Motif 
Scan在线软件分析显示, 美洲南瓜CpTUA基因编码

的蛋白质包含有1个保守的Tubulin结构域(49―246
位, E值为7.17e−71)和Tubulin-C保守结构域(248―393
位, E值为3.80e−52)。分析发现, 161―164为酰胺化位

点; 128―131、223―226、380―383为N-糖基化位点; 
73―76、94―97、180―183、193―196、287―290、
294―297、383―386、389―392位为酪蛋白激酶磷

酸化位点 ; 13―18、34―39、44―49、142―147、
365―370、412―417、436―441位为N-豆蔻酰化位点; 
82―84、94―96、241―243、334―336、337―339

1: α-tubulin; M: TaKaRa DL 2000分子标记。

1: α-tubulin; M: TaKaRa DL 2000 marker.
图1   美洲南瓜α-tubulin基因PCR扩增产物

Fig.1   PCR amplified product of α-tubulin gene in zucchini
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为蛋白激酶C磷酸化位点。

2.2.3   CpTUA蛋白质的二级、三级结构分析      美
洲南瓜CpTUA蛋白质的二级结构分析表明, 该蛋白

无规则卷曲占46.0%、延伸链占34.67%、α-螺旋占

14.0%、β-转角占5.33%, 未发现β折叠的存在, 表明

无规则卷曲属于该蛋白质的主要二级结构。利用

SWISS-MODEL对CpTUA蛋白质的三级结构进行

在线预测, 结果如图3所示, 该蛋白与中国南瓜和

印度南瓜的α-tubulin同源蛋白的三级空间高度相

似。

2.2.4   CpTUA蛋白质的同源比对和进化分析      对
美洲南瓜CpTUA基因编码的蛋白质同源性分

析表明 (图 4), 美洲南瓜 CpTUA基因与的中国南

瓜(Cucurbita moschata, XP_022922758.1)、印度

南瓜 (Cucurbita maxima, XP_022984449.1)、黄瓜

(Cucumis sativus, XP_004150268.1)、月季 (Rosa 

图中方框内是起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA)。星号部分表示翻译终止。

The initiation codon (ATG) and termination codon (TAA) were labeled by box. The asterisk indicated the translation was terminated.
图2   CpTUA基因全长序列及氨基酸序列

Fig.2   Full sequence and corresponding amino acid sequence of CpTUA gene
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chinensis, XP_024162918.1)和葡萄(Vitis vinifera, 
XP_002275973.1)氨基酸序列编码的同源蛋白质相似

性分别为99%、99%、99%、97%和97%。

为了进一步明确美洲南瓜CpTUA基因的

功能与进化关系, 研究将CpTUA的蛋白序列同

NCBI中的蛋白数据库进行比较(BLASTp), 并从

中下载了其他物种的15个α-tubulin同源蛋白。分

析发现, 美洲南瓜α-tubulin与葫芦科的黄瓜、中

国南瓜和印度南瓜α-tubulin的亲缘关系最为接

近, 暗示它们具有相似或者相近的功能, 与酸枣、

蓖麻和安徒松α-tubulin的亲缘关系较远, 具体结

果如图5所示。

2.3   CpTUA基因引物设计及常规PCR检测

以美洲南瓜叶片cDNA第1链作为模板, 利用荧

光定量PCR特异引物D1/D2进行PCR扩增, 经1%凝胶

电泳检测(图6), 得到1条明亮的单一条带, 未出现非特

异性扩增条带, 经测序大小为180 bp, 与RNA-Seq数据

库中筛选得到的美洲南瓜内参基因CpTUA(GenBank
登录号为MH310440)的同源性为100%。

2.4   CpTUA基因荧光定量PCR引物检测

以美洲南瓜cDNA第1链为模板, 利用引物D1/D2
进行实时定量PCR反应。结果显示, 3次重复的荧光

定量PCR扩增曲线均很好(图7)。为检验反应的特异

性, 在PCR后进行熔解曲线分析(图8), 3次重复的平均

图3   CpTUA及其同源蛋白三级结构预测图

Fig.3   Prediction of tertiary structure of CpTUA and it’s homologous protein

图4   CpTUA与其他物种中的同源蛋白质的多重序列比对

Fig.4   Multiple sequence alignment of CpTUA with other homologous sequences

Cucurbita pepo Cucurbita moschata Cucurbita maxima Cucumis sativus
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Cucumis sativus, XP 004150268.1
▲ Cucurbita pepo, CpTUA
Cucurbita moschata, XP 022922758.1
Cucurbita maxima, XP 022984449.1
Sesamum indicum, XP 011098608.1
Theobroma cacao, EOX 91809.1
Zea mays, NP 001167663.1
Hevea brasiliensis, XP 021676836.1
Jatropha curcas, XP 012093180.1
Gossypium hirsutum, NP 001314413.1
Durio zibethinus, XP 022725729.1
Prunus persica, XP 007199840.1
Rosa chinensis, XP 024162918.1
Ziziphus jujuba, XP 015879449.1
Rocinus communis, XP 002522104.1
Parasponia andersonii, PON40505.1

图5   CpTUA与其他15种植物同源蛋白的分子进化树

Fig.5   Phylogenetic tree of zucchini CpTUA and it’s 15 homologous proteins from other plants

180 bp

2 000 bp

1 000 bp

750 bp

250 bp

500 bp

100 bp

M 1

M: DL 2000分子标记; 1: 引物D1/D2扩增片段。

M: DL 2000 marker; 1: fragment of primer D1/D2 amplification.
图6   引物D1/D2 PCR扩增产物

Fig.6   PCR amplified product of primer D1/D2

图7   引物D1/D2扩增曲线

Fig.7   The amplification curves of primer D1/D2
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Tm(熔解温度)为83.8 °C, 均只有一个特异峰, 表明无

引物二聚体, 扩增条带单一, 特异性强, 没有非特异性

扩增出现。对10倍稀释的系列美洲南瓜cDNA为模

板进行定量PCR反应, 得出了美洲南瓜CpTUA基因

的相对定量标准曲线(图9)。标准曲线回归方程为

y=−3.307x+30.855, 相关系数为0.999 9, 说明直线线

性好, 定量准确; 扩增效率为100.6%。这表明, 所设

计的1对引物特异性强、重复性高, 能够用于美洲南

瓜荧光定量PCR的内参引物实验。

2.5   CpTUA基因表达稳定性分析

分别利用RT-PCR技术和荧光定量PCR技术分

析美洲南瓜CpTUA基因的表达情况。RT-PCR检测

结果如图10所示, 荧光定量PCR检测结果如图11所
示。11种情况下, CpTUA基因表达量没有差异, 表明

CpTUA基因在美洲南瓜不同组织以及各种胁迫处理

的叶片中均能稳定表达, 因此, CpTUA适合在美洲南

瓜基因表达分析研究中作为内参基因使用。

2.6    美洲南瓜POD基因荧光定量PCR分析

以低温处理不同天数(0天、1天、3天、5天、7
天)的美洲南瓜cDNA第1链作为模板, 分别以美洲南

瓜α-tubulin和actin基因为内参, 分析美洲南瓜POD
基因在低温处理下的表达情况。结果如图12所示, 

图8   引物D1/D2熔解曲线

Fig.8   The melting curves of primer D1/D2

图9   引物D1/D2标准曲线

Fig.9   The standard curves of primer D1/D2
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M: DL 2000 marker; 1: 根; 2: 茎; 3: 花; 4: 幼叶; 5: 老叶; 6: 幼瓜; 7: 老瓜; 8: 高温处理(38 °C)叶片; 9: 低温处理(8 °C)叶片; 10: 干旱处理1天叶片; 
11: 干旱处理3天叶片。

M: DL 2000 marker; 1: root; 2: stem; 3: flower; 4: young leaf; 5: old leaf; 6: young melon; 7: old g melon; 8: high temperature treatment (38 °C) leaf; 9: 
low temperature (8 °C) leaf; 10: drought treatment (1 day) leaf; 11: drought treatment (3 day) leaf.

图10   美洲南瓜CpTUA基因表达稳定性分析

Fig.10   The expression stability of CpTUA gene in different situation of zucchini
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1: root; 2: stem; 3: flower; 4: young leaf; 5: old leaf; 6: young melon; 7: old melon; 8: high temperature treatment (38 °C) leaf; 9: low temperature (8 °C) 
leaf; 10: drought treatment (1 day) leaf; 11: drought treatment (3 day) leaf.

图11   荧光定量PCR分析美洲南瓜CpTUA基因表达稳定性

Fig.11   Real-time quantitative PCR analysis of CpTUA gene expression in different situation of zucchini

图12   荧光定量PCR分析POD基因量

Fig.12   Real-time quantitative PCR analysis of POD gene expression
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POD基因在随着处理天数增加, 表达量上调, 但7
天时变化减缓, 较5天有小幅度的下降, α-tubulin和
actin两个基因作为内参的结果一致。进一步表明, 
在美洲南瓜基因表达分析研究中, CpTUA适合作为

内参基因。

 

3   讨论
利用实时荧光定量PCR进行基因表达分析是

阐明植物基因功能和调控机制的重要手段[18]。选

择合适的内参基因是提高实时荧光定量PCR准确

性的重要条件。关于美洲南瓜CpTUA基因的分离

及其作为内参基因应用的研究尚未见报道。本研

究获得了1条美洲南瓜CpTUA基因, 该cDNA序列全长

为1 863 bp包含1个1 353 bp的ORF, 其编码α-tubulin蛋
白与中国南瓜(Cucurbita moschata, XP_022922758.1)、
印度南瓜(Cucurbita maxima, XP_022984449.1)和黄瓜

(Cucumis sativus, XP_004150268.1)的同源蛋白相似

性极高, 均达到99%。对美洲南瓜CpTUA蛋白保守

结构域的同源性分析发现, 49―246位为1个保守的

Tubulin结构域, 248―393位为Tubulin-C保守结构域, 
显示出α-tubulin家族蛋白进化的高度保守性。此外, 
通过对15种植物同源α-tubulin蛋白的系统进化分析

也表明, 美洲南瓜CpTUA与同为葫芦科的中国南瓜、

印度南瓜和黄瓜3种同源蛋白亲缘关系最为接近, 推
测这些蛋白具有相近或者相似的生物学功能。美洲

南瓜CpTUA基因的获得丰富了美洲南瓜内参基因的

选择, 为研究美洲南瓜基因表达提供了更多参考序列

和参考依据。

内参基因稳定性至关重要[19]。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低

表达, 但实际上, 基因的表达在植物不同组织、生长

发育过程、不同胁迫条件下都会发生改变[20-22]。内

参基因的稳定表达是相对的。根据不同实验材料

及条件, 筛选合适的内参基因才能保障目标基因表

达定量的准确性及可靠性[23]。α-tubulin蛋白是生物

体细胞骨架的基础成分, 在进化过程中具保守性[24]。

α-tubulin基因在大白菜花芽发育[22]、芝麻营养组织

发育[25]和羽衣甘蓝不同组织中[26]均能稳定表达。本

研究基于获得的美洲南瓜CpTUA基因全长cDNA序

列, 设计了1对美洲南瓜CpTUA基因荧光定量PCR
引物, PCR扩增得到180 bp大小DNA片段。通过荧

光定量PCR检测发现, 该对引物的扩增曲线重复性

高且熔解曲线只有单一峰, 说明具有较高的特异性

和重复性, 符合作为荧光定量PCR引物的基本条件。

研究结果表明, CpTUA基因在美洲南瓜不同组织和

不同胁迫处理下都能稳定表达, 适合在美洲南瓜基

因表达研究中作为内参基因。在基因表达分析中, 
同时使用2个或多个内参基因可以大幅度地降低系

统偏差, 从而有助于获得更准确的基因定量表达数

据。针对目前美洲南瓜中内参基因研究较为薄弱的

现状, 今后将基于美洲南瓜转录组数据库, 继续挖

掘美洲南瓜其他内参基因(如GAPDH、EF1a、18s 
rRNA、UBQ等), 从而进一步提高美洲南瓜基因表达

分析研究的稳定性、重复性和准确性。
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