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花椰菜 BobACT 基因的克隆及其作为内参基因的研究

林　珲，朱海生，温庆放，黄丽芳
（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：实时荧光定量 PCR 技术是探索植物基因功能和调节机理的有效手段。选择合适的内参基因是获得实时荧光定量

PCR 准确性数据的必备条件。ACT 基因高度保守且表达稳定，常作为内参基因被广泛应用。为了获得花椰菜 ACT 基因，以

转录组测序和 RT-PCR 方法为手段克隆得到花椰菜肌动蛋白基因 Actin。该基因等电点为 5.395，理论分子量为 41.77 kD；其

cDNA 开放阅读框长 1134 bp，编码氨基酸 377 个，GenBank 登录号为 MG598643。Wolf Psort 分析发现，BobActin 蛋白亚细

胞定位于细胞质基质中。Motif Scan 分析显示，BobActin 蛋白质的氨基酸序列 4~377 位为 Actin 保守结构域。进化分析表明，

同源序列基因编码的蛋白质与同为十字花科的甘蓝、芜菁和油菜同源蛋白的相似性达到 90% 以上，具有高度的保守性。在此

基础上，设计了 1 对荧光定量 PCR 引物，分析显示，该引物具有较高的特异性和扩增效率，在花椰菜根、茎、花、花球、叶片等不

同组织和低温、高温、盐处理、干旱处理、ABA 处理等胁迫处理下均能稳定表达，适合在花椰菜基因表达研究中作为内参基因，

为开展花椰菜重要功能基因的挖掘、表达模式以及调控机理的研究提供参考。花椰菜在内参基因方面的研究还处于初步阶

段，今后可继续克隆其他内参基因，丰富花椰菜的内参基因库，从而进一步提高花椰菜基因表达分析研究的稳定性、重复性和

准确性。
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Molecular Cloning of Actin Gene and Study on This Gene as Reference 
Gene in Caulif lower（Brassica oleracea L. var. botrytis L.）
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（Crops Research Institute，Fujian Academy of Agricultural Sciences/Vegetable Research Center，Fujian Academy  

of Agricultural Sciences/Fujian Engineering Research Center for Vegetables，Fuzhou 350013）

Abstract：Real-time fluorescence quantitative PCR is an effective method to quantify the transcriptional 
profile of target genes.Use of proximal gene as internal reference is essential when performing qRT-PCR 
experiments.The Actin（ACT）gene is highly conserved cross species and expressed stably and is often used 
as an internal control.In order to obtain the ACT gene of cauliflower，the ACT gene of cauliflower was cloned 
by RT-PCR method（GenBank ID：MG598643）.The open reading frame（ORF）is 1134 bp，encoding 377 
amino acids with a predicted molecular weight of 41.77 kD and a hypothetical isoelectric point of 5.395.Wolf 
Psort analysis indicated that BobActin protein was located in the cytoplasmic matrix，and Motif Scan analysis 
showed that BobActin protein had the conserved actin at position of 4-377 sites.BobActin shared 90% identity 
with the homologous proteins from genus Brassicacea，such as Brassica oleracea L.var.oleracea，Brassica rapa 
L.and Brassica napus L..A pair of qRT-PCR primers was designed from the BobActin gene sequence，and this 
combination showed high specificity and amplification efficiency.qRT-PCR analysis indicated that the BobActin 
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gene was stably expressed in tissues of cauliflower，including root，stem，flower ball，leaf，even under various 
stress treatments（low temperature，high temperature，salt，drought and ABA）.Thus，this gene might serve as an 
internal reference being suitable for gene expression in cauliflower.

Key words：Brassica oleracea L.var.botrytis L.；actin；gene clone；expression analysis；reference gene

近年来，分子生物学科进入快速上升通道，基因

组研究进入一个新阶段，挖掘未知基因，明确其生物

学功能和在有机体代谢过程中的调控机理是科研

工作者的重要任务［1］。实时荧光定量 PCR（qRT-
PCR，realtimequantitative PCR）是一种新型核酸定

量技术，它重复性好、反应灵敏度高、特异性强，是在

普通 PCR 基础上发展起来研究机体中不同组织基

因表达的重要生物学手段之一［2-4］。实时荧光定量

PCR 实验获得的数据，容易受到 PCR 扩增效率、逆

转录、RNA 纯度及 cDNA 合成等要素的干扰，使得

获得的数据和检测基因的真实数据有所偏差。为了 
解决这个关键问题，内参基因作为校正和标准化数

据，被应用到实际操作中，以减小样品数据的误差［5-7］。 
一般来说，理想的内参基因是在不同的 RNA 提取

方法下、在有机体的不同器官、不同的发育时期都

能稳定表达的一类看家基因［8］。常见的内参基因

包括肌动蛋白基因（ACT，actin）、泛素基因（UBQ，

ubiquitin）、微管蛋白基因（TUB，tubulin）、甘油醛 - 
3- 磷 酸 - 脱 氢 酶 基 因（GAPDH，glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase）等［9-10］。Acitn 作 为 细

胞骨架蛋白分子存在于高等植物有机体中，它在细

胞进化过程中高度保守［11-12］。Actin 基因在植物体

内的不同器官和组织，特殊处理或正常环境下都可

稳定高水平表达，易于被引物扩增，且具有高度保守

性。因此，Actin 基因可作为内参基因应用于植物的

基因表达研究中［13］。

花椰菜（Brassica oleracea L.var.botrytis L.）起

源于地中海地区，19 世纪传入我国南方沿海城市，

是十字花科芸薹属甘蓝中的变种，以花球为食用器

官，在南方福建、浙江、江苏等地均有栽培［14-15］。花

椰菜含有碳水化合物、可食性纤维、植物蛋白、脂肪

酸、微量元素等多种营养物质，食用价值极高。此

外，它还含有类黄酮化合物、硫代葡萄糖苷、黑子芥

酶等多种生物活性成分［16］。花椰菜作为药食兼用

的蔬菜深受消费者喜爱。随着生物技术发展的日新

月异，花椰菜基因组学在深度和广度上不断拓展，目

的基因表达分析是其中必不可少的研究项目之一。

目前，还未见关于花椰菜内参基因筛选的报道，也没

有关于花椰菜 actin 的克隆及其作为内参基因的研

究。本试验克隆了花椰菜肌动蛋白基因作为内参

基因，在此基础上设计了 1 对实时荧光定量 PCR 引

物，并评估该基因表达的稳定性，旨在为开展花椰菜

重要功能基因的挖掘、表达模式以及调控机理的研

究提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料

花椰菜庆农 65 天于 2017 年 8 月中旬播种于

福建省农业科学院作物所蔬菜中心研究基地，10 月

上旬定植于基地大棚中。采集花椰菜根、茎、花、花

球、正常温度（25 ℃，光照 300 μmol/m2·s）叶片、

低温处理（4 ℃，光照 300 μmol/m2·s）叶片、高温

处理（38 ℃，光照 300 μmol/m2·s）叶片、盐处理

（NaCl，300 mol/L）叶片、干旱处理 5 d 的叶片以及

ABA 处理（100 mol/L）叶片作为试验材料。以上

试验样品的采集共做 3 次独立重复，液氮速冻，并于

超低温冰箱（-80 ℃）中保存，用于后续 RNA 提取 
试验。

1.2　Actin 引物的设计及 PCR 扩增

参考Zhu等［17］和刘建汀等［18］的方法，根据

获 得 的 花 椰 菜RNA-seq数 据 库，筛 选 得 到 1条

稳定表达的Actin基因全长序列。设计花椰菜的

Actin 基 因 ORF 扩 增 引 物，上 游 为 BobACT-F： 
5′-CCAATCATACTCAAAAGAAGAGTT-3′，下游引物为

BobACT-R：5′-AGGATTCAATCCAGCCACAGGTT-3′，可

获得完整的 Actin 的核心片段碱基序列。反应体

系为：100 ng DNA、正反向引物各加至 0.4 μmol/L、 
1.0 U Taq DNA 聚合酶、0.2 mmol/L dNTP、1.5 mmol/L 

10×PCR 缓冲液 2.5 μL，剩余体积由灭菌的超纯水

补足到 25 μL。PCR 反应程序为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 5 min。
PCR 扩增产物用 1% 的琼脂糖电泳回收，连接到

pMD19-T 载体上送公司测序，接着使用生物学软件

对所得的基因碱基序列全长进行数据分析。

1.3　生物信息学分析

利用 DNAMAN V6 软件对花椰菜 ACT 序列核

苷酸和蛋白质同源性比较分析；使用 MEGA 5.02 软

件绘制进化树；运用 EditSeq 5.01 软件分析序列编
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码氨基酸；采用 Motif Scan 在线软件分析翻译后蛋

白修饰；应用 WoLF PSORT 在线预测分析进行亚细

胞定位；蛋白的一级结构分析采用 ProtScale 软件；

应用 PRABI 在线软件进行二级结构预测；蛋白质

三级结构运用 SWISS-MODEL 在线软件建模［19］。

1.4　花椰菜 BobACT 基因引物设计与常规 PCR 
检测

利 用 Primer Premier 5.0 软 件，设 计 出 1 对

荧 光 定 量 特 异 引 物，正 向 引 物 为 BobACT-Fq：
5′-ATCCTCAGCGAGACGAAG-3′，反 向 引 物 为

BobACT-Rq：5′-TTGTCACAGACGATGGGT-3′。 
按照百泰克公司通用植物总 RNA 提取试剂盒的方

法提取花椰菜总 RNA，并按照 PrimeScriptTM 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒的方法合成 cDNA
第一链。PCR 反应体系：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 ℃预变

性 3 min；94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s，35 个循环；最后 72 ℃下延伸 7 min；于 4 ℃下

保存。

1.5　荧光定量引物 PCR 检测

以反转录的花椰菜 cDNA 第一链作为模板，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，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），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 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃
退火 1 min，共 40 个循环；4 ℃保存；每个反应做 3
个重复。

1.6　花椰菜 BobACT 基因表达稳定性分析

提取花椰菜根、茎、花、花球、正常叶片、低温处

理叶片、高温处理叶片、盐处理叶片、干旱处理 5 d
的叶片以及 ABA 处理叶片的总 RNA，之后分别反

转录形成 cDNA 第一链，将获得的 cDNA 浓度调平

至 50 ng/μL 左右；利用实时荧光定量 PCR 引物 Fq/
Rq 为引物对，以上述 cDNA 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，花椰菜样品总 RNA 的提取和

cDNA 的合成按照试剂盒里的描述方法进行。实时

荧光定量 PCR 反应体系为：4 μL cDNA，正反向引

物各 0.4 μL，10 μL SYBR® Premix，0.4 μL Rox，添
加灭菌水至 25 μL。PCR 反应程序为：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 5 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，40 个循环；72 ℃  
5 min。以上反应均重复 3 次。

2　结果与分析

2.1　花椰菜 ACT 基因的扩增

根据本课题组对花椰菜花球转录组高通量深

度测序的数据，筛选得到 1 条 ACT 基因全长，在

此基础上，设计 ACT 基因 ORF 引物进行验证（图

1）。将目的条带送至尚亚生物技术（福州）有限

公司测序，测序结果发现得到的基因序列全长为

1134 bp，与 RNA-seq 数 据 库 中 筛 选 出 cDNA 中

的 ORF 核苷酸序列一致。该花椰菜菜 ACT 基因

命 名 为 BobACT，提 交 GenBank 获 得 登 录 号 为： 
MG598643。

图 1　BobACT 基因的 PCR 产物扩增图
Fig.1　PCR amplification of BobACT

2.2　BobACT 基因生物信息学分析

2.2.1　BobACT 基因编码蛋白质的一级结构　核苷

酸分析表明，BobACT 含 1 个长 1134 bp 的 ORF 序

列（图 2），其编码区的 GC 含量为 52.65%，EditSeq 
5.01 生物学软件预测编码 377 个氨基酸，理论分子

量为 41.77 kD，等电点为 5.396；就氨基酸组成而言，

在构成该蛋白的 20 种氨基酸中，丙氨酸（Ala）和

甘氨酸（Gly）含量最高（7.7%），半胱氨酸（Cys）和

色氨酸（Trp）含量最低（1.1%）；从氨基酸的特征来

说，该蛋白包含 50 种强酸性氨基酸（D，E），38 种

强碱性氨基酸（K，R），126 种疏水氨基酸（A，I，L，
F，W，V），87 种极性氨基酸（N，C，Q，S，T，Y），脂

肪族指数（AI）为 85.09，不稳定系数（II）为 37.97，
将此蛋白质分类为稳定的蛋白质。
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图中方框内是起始密码子（ATG）和终止密码子（TAA）

The initiation codon（ATG）and termination codon（TAA）were labeled by box

图 2　BobACT 基因全长序列及氨基酸序列
Fig.2　Full sequence and corresponding amino acid sequence of BobACT gene

2.2.2　BobACT 蛋白质翻译后修饰、结构域及亚

细胞定位分析　Motif Scan 在线软件分析显示，

BobACT 基因编码的蛋白质包含 1 个保守的 ACT 结

构域（4~377 位，E 值为 2.4e-240）。分析发现，14~17
为 N- 糖基化位点；337~340 为 cAMP 和 cGMP 蛋白

激酶磷酸化位点；193~200 和 212~220 为酪氨酸激酶

磷酸化位点；79~82、204~207、236~239 和 360~363 为

酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点；62~64、68~70、147~149、
196~198、231~233 和 326~328 为 蛋 白 激 酶 C 磷 酸

化位点。另外，WoLF PSORT 在线预测分析显示，

BobACT 定位于细胞质基质中。

2.2.3　BobACT蛋白质的二级、三级结构分析　BobACT
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蛋白无规则卷曲占 57.82%、延伸链占 14.59%、α- 螺
旋占 27.59%，表明无规卷曲属于该蛋白质的主要二

级结构。利用 SWISS-MODEL 对 BobACT 蛋白质

的三级结构进行在线预测，结果如图 3 所示，该蛋白

与甘蓝、芜菁和油菜的 ACT 同源蛋白的三级空间高

度相似。

图 3　BobACT 及其同源蛋白三级结构预测图
Fig.3　Prediucted tertiary structure of BobACT and its homologous proteins

2.3　BobACT 基因的同源性分析和系统进化分析

对花椰菜 BobACT 基因编码蛋白质同源性分析

表 明（图 4），BobACT 与 甘 蓝（Brassica oleracea L. 

var.oleracea XM_013765231.1）的同源性高达 95%，

和油菜（Brassica napus L.，NM_001316010.1）、芜菁 
（Brassica rapa L.，XM_009127097.2）、萝卜（Raphanus 

sativus L.，XM_018615718.1）等的氨基酸序列编码

的同源蛋白质相似性分别达到 94%、93%、91%，暗

示它们具有相近或者相似的功能。因此确认所获

得的序列为花椰菜 BobACT 基因全长 cDNA 序列

（GenBank 登录号：MG598643）。

图 4　BobACT 与其他物种中的同源蛋白的多重比对
Fig.4　Multiple sequence alignment of BobACT with other homologous sequences
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为了进一步明确花椰菜 BobACT 基因的功能与

进化关系，研究将 BobACT 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 14 个 Actin 同源蛋白。利用 MEGA5.02 软

件将 15 种植物蛋白分为 4 组：分别为来自十字花科

（Brassicacea）的花椰菜（MG_598643，Brassica oleracea 
var. botrytis L.）、 甘 蓝（XP_013620685.1，Brassica 
oleracea L.var.oleracea）、 芜 菁（XP_009125344.1，
Brassica rapa L.）、油菜（XP_013680302.1，Brassica napus 
L.）、萝卜（XP_018476330.1，Raphanus sativus L.）、拟南

芥（NP_196543.1，Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.），

锦 葵 科（Malvaceae）的 木 本 棉（XP_017610955.1，
Gossypium arboreum L.）、陆 地 棉（NP_001313698.1，

Gossypium hirsutum L.），大戟科（Euphorbiace）的蓖

麻（NP_001310669.1，Ricinus communis L.）、橡胶树 
（ADV72541.1，Hevea brasiliensis（Willd.ex A.Juss.） 

Müll.Arg.）、麻风树（NP_001295657.1，Jatropha curcas 
L.），豆科（Leguminosae）的大豆（XP_003523242.1，
Glycine max（L.）Merr.）、扇 豆（XP_019459019.1，
Lupinus angustifolius L.）、木 豆（XP_020211203.1，
Cajanus cajan（L.）Huth）、 黧 豆（RDX67328.1，
Mucuna pruriens（L.）DC.）。具体结果如图 5 所示

分析发现，BobActin 与十字花科的 5 种 Actin 的亲

缘关系最为接近，暗示它们具有相似或者相近的功

能，其次为锦葵科和大戟科的 5 个同源蛋白，与豆科

的 4 个 Actin 的亲缘关系较远。

图 5　BobACT 与其他植物 Actin 的进化树
Fig.5　Phylogenetic tree constructed by actin from Cauliflower and other plants

2.4　花椰菜BobActin基因引物设计及常规 PCR检测

利用荧光定量特异引物对 BobActin-Fq、BobActin-
Rq，以花椰菜叶片 cDNA 第一链作为模板进行 PCR 扩

增，经 1.5%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 192 bp，
与 RNA-Seq 数据库中筛选得到的花椰菜 BobActin 基因

（GenBank 登录号为 MG598643）的同源性为 100%。

2.5　花椰菜 BobACT 基因荧光定量 PCR 引物检测

以花椰菜叶片 cDNA 第 1 链为模板，利用引物

BobACT-Fq、BobACT-Rq 进行实时荧光定量 PCR 扩

增反应。结果显示，3 次重复的荧光定量 PCR 扩增曲

线均很好，且为检验反应的特异性（图 7）；3 次重复的

溶解温度（Tm 值）均为 80.21 ℃，且均只有 1 个特异

峰，无引物二聚体，扩增条带单一，没有非特异性扩增

出现（图 8），表明所设计的引物特异性强、重复性高，

能够用于花椰菜荧光定量 PCR 的内参引物试验。

M：DL 2000 marker；1：引物 BobActin-Fq、BobActin-Rq 扩增片段

M： DL 2000 marker，1： Fragment of primer BobActin-Fq， 
BobActin-Rq amplification

图 6　引物 BobActin-Fq、BobActin-Rq 的 PCR 扩增产物
Fig.6　PCR product using primers BobActin-Fq/BobActin-Rq
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图 7　引物 BobActin-Fq、BobActin-Rq 扩增曲线
Fig.7　The amplification curves of primer BobActin-Fq，BobActin-Rq

图 8　引物 BobActin-Fq、BobActin-Rq 溶解曲线
Fig.8　The melting curve of PCR product  

using BobActin-Fq，BobActin-Rq

2.6　花椰菜 BobACT 基因表达稳定性分析

利用 RT-PCR 技术分析花椰菜 BobACT 基因

的表达情况，检测结果如图 9 所示。引物 BobACT-
Fq、BobACT-Rq 扩增所得的 10 个条带亮度基本一

致，表明 BobACT 基因在花椰菜不同组织以及各种

胁迫处理的叶片中均能稳定表达，因此，BobACT
适合在花椰菜基因表达分析研究中作为内参基因 
使用。

M：DL 2000 marker；1：对照；2：根；3：茎；4：花；5：花球；6：正常叶

片；7：低温处理叶片；8：高温处理叶片；9：盐处理叶片；10：干旱处

理叶片；11：ABA 处理叶片

M： DL 2000 marker，1： Control，2： Root，3： Stem，4： Flower， 
5： Flowerball，6： Normal leaf，7： Low temperature treatment leaf， 

8： High temperature treatment leaf，9：Drought treatment leaf， 
10：NaCl treatment leaf，11：ABA treatment leaf

图 9　花椰菜 BobACT 基因表达稳定性分析
Fig.9　The expression stability of BobACT gene  

in different situation of Cauliflower

3　讨论

实时荧光定量 PCR 技术是探索植物基因功

能和调节机理的有效手段［20］。选择合适的内参基

因是获得实时荧光定量 PCR 准确性数据的必备条

件。ACT 基因高度保守且表达稳定，常作为内参基

因被广泛应用，目前已经从多种植物中挖掘［21-23］。

关于花椰菜 BobACT 基因的克隆及其作为内参基

因的研究尚未见报道。本研究获得了 1 条花椰菜

BobACT 基 因，该 cDNA 序 列 全 长 为 1809 bp，包

含 1 个 1134 bp 的 ORF，其编码 ACT 蛋白与甘蓝

（XP_013620685.1，Brassica oleracea L.var.oleracea）、 
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芜菁（XM_009127097.2，Brassica rapa L.）和油菜（NM_ 
001316010.1，Brassica napus L.）的 同 源 蛋 白 的

相似性极高，均达到 90% 以上。本研究对花椰菜

BobACT 蛋白保守结构域的同源性分析发现，4~377
位为一个 ACT 结构域，显示出 ACT 家族蛋白进化

的高度保守性。此外，通过对 15 种植物同源 ACT
蛋白的系统进化分析也表明，花椰菜 BobACT 与同

为十字花科的甘蓝、芜菁、油菜和萝卜 4 种同源蛋白

亲缘关系最为接近，推测这些蛋白生物学功能极其

相似。花椰菜 BobACT 基因的获得丰富了花椰菜内

参基因的选择，为研究花椰菜基因表达提供了更多

参考序列和参考依据。

内参基因稳定性不容忽视［24］。理想的内参基

因可作为标准化的内参基因，是在不同试验条件、

不同组织或细胞、不同发育时期都可稳定表达［25］。

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［26］，内参基因

的稳定表达是相对的。根据不同试验材料及条件，

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。肌动蛋白（actin）是一种高度

保守的蛋白之一，在有机体中作为细胞骨架微丝成

分控制细胞形状，参与有机体细胞的多个重要的生

命活动［27-28］。由于 Actin 基因同源性和保守性高，

在不同细胞组织里恒定表达，因此在多种高等植物

中 ACT 基因常常作为标准基因研究未知基因［29-31］。

本研究基于获得的花椰菜 BobACT 基因全长 cDNA
序列，设计了 1 对花椰菜 BobACT 基因实时荧光定

量 PCR 引物。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溶解曲线只有单一峰，

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。实时荧光定量 PCR 研究

结果表明，BobACT 基因在花椰菜不同组织和不同

胁迫处理下都能稳定表达。因此，该基因可作为花

椰菜的内参基因用于实时荧光定量 PCR 中标定新

基因。在基因表达分析中，2 个或 2 个以上的内参

基因更有助于校正基因表达分析的结果，对微末的

差异更具灵敏性，这对微小差异的数据就能得出不

同结论的荧光定量 PCR 试验意义重大。但花椰菜在

内参基因方面的研究还处于初步阶段，今后可继续

克隆如 UBQ、TUB、18s RNA、GAPDH、EF-1α 等内参

基因，丰富花椰菜的内参基因库，从而进一步提高花

椰菜基因表达分析研究的稳定性、重复性和准确性。

本研究通过转录组测序和 RT-PCR 方法，利用

Primer 5.0 软件设计了 1 对引物，能够扩增出完整的

BobACT 的开放阅读框（Open Read Frame）。为了

验证内参基因的稳定性，本研究对花椰菜各个器官

组织（根、茎、花和花球）和不同胁迫处理（正常、低

温、高温、盐处理、干旱、ABA 处理）叶片的花椰菜

样本进行检测，结果表明，BobACT 基因在这些样本

中均能稳定表达。因此，该基因可作为花椰菜的内

参基因用于荧光定量 PCR 中标定新基因。花椰菜

BobACT 基因的获得，为开展花椰菜重要功能基因

的挖掘、表达模式以及调控机理的研究奠定基础。
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