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芍药切花内参基因筛选及乙烯生物合成

关键基因表达分析
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摘要:【目的】筛选芍药切花开放至衰老过程中和盛开期不同组织中稳定表达的最适内参基因，深入解析 ACS 和 ACO 基

因在乙烯介导的芍药切花开放至衰老过程中的功能。【方法】（1）以芍药‘桃花飞雪’为材料，基于 qRT-PCR技术分析

13个候选内参基因在芍药切花开放至衰老不同时期及盛开期不同组织中表达水平的变化，应用 geNorm、NormFinder、
BestKeeper等软件和 ΔCt法对其表达稳定性进行了评价；通过在线 RefFinder网站分析获得候选内参基因表达稳定性的

综合排名。（2）利用筛选出的双内参基因，对乙烯生物合成关键基因 ACS 和 ACO 在芍药切花开放至衰老不同时期及盛

开期不同组织中的表达水平进行定量分析。【结果】（1）在芍药切花开放至衰老的不同时期，geNorm分析表明

GAPDH 和 RAN3表达稳定性最好；NormFinder分析显示 RAN3表达最稳定；BestKeeper分析表明 18S rRNA 表达稳定性

最好；RefFinder综合分析表明 RAN3和 GAPDH 为最适内参基因。（2）在盛开期芍药切花花器官不同组织中，geNorm分

析表明 ARF 和 PP2A 表达稳定性最好；NormFinder分析显示 UBQ 表达最稳定；BestKeeper分析表明 GAPDH 表达稳定

性最好；RefFinder综合分析表明 UBQ 和 ARF 为最适内参基因。（3）在芍药切花开放至衰老过程中，ACS 基因表达量显

著低于 ACO 基因表达量，是调控乙烯合成的开关；ACO 主要在切花开放前期（瓶插 0 ~ 12 h）发挥作用；ACS 表达量在绽

口期和衰败期（瓶插 6 h和 144 h）均发挥重要作用，并在盛开期对乙烯合成起到限制作用；（4）在芍药切花盛开期不同组

织中，ACS 基因表达量显著低于 ACO，ACS 和 ACO 基因的表达存在组织差异性，且均在茎和花萼中表达较高。【结论】本

研究筛选出芍药切花开放至衰老不同时期（RAN3和 GAPDH）以及盛开期不同组织中（UBQ 和 ARF）qPCR定量表达分析

的双内参基因组合；乙烯生物合成关键基因 ACO 主要在芍药切花开放过程发挥作用，ACS 基因在芍药切花开放和衰老

过程均发挥重要的作用。研究结果将为切花寿命的改良提供参考。
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Abstract: [Objective]  This  study  aims  to  select  the  most  suitable  reference  genes,  which  are  stably
expressed  during  the  process  from  the  opening  to  senescence  and  different  tissues  in  blooming  period  of
peony cut flowers, and to deeply analyze the function of ACS and ACO genes in ethylene-mediated process
of  peony  cut  flower  opening  to  senescence. [Method]  (1)  With  cultivar  ‘Taohuafeixue’  as  materials,  the
variations of expression levels of 13 candidate internal reference genes at different stages from blooming to
senescence and in different tissues of the full bloom stage in herbaceous peony cut flowers were analyzed by
qRT-PCR.  The  expression  stability  of  13  candidate  internal  reference  genes  was  assessed  by  ΔCt  and  3
softwares  including  geNorm,  NormFinder,  and  BestKeeper.  The  comprehensive  rankings  of  expression
stability of candidate internal reference genes were obtained by online RefFinder analysis. (2) Based on the
selected  double  internal  reference  genes,  the  expression  profile  of ACS  and ACO,  key  genes  of  ethylene
biosynthesis  were quantitatively analyzed at  different  stages from blooming to senescence and in different
tissues of full bloom stage in herbaceous peony cut flowers. [Result] (1) geNorm analysis showed that the
expression stability of GAPDH and RAN3 at  different  stages was best.  NormFinder analysis  indicated that
the expression stability of RAN3 was optimal. BestKeeper analysis illustrated that 18S rRNA expression was
the  most  stable.  RefFinder  analysis  indicated  that  RAN3  and  GAPDH  were  the  best  suitable  internal
reference genes at different stages. (2) geNorm analysis indicated that the expression of ARF and PP2A  in
different tissues had the best expression stability. NormFinder analysis showed that the expression of UBQ
was the most stable. BestKeeper analysis illustrated that GAPDH was best. RefFinder analysis indicated that
UBQ and ARF were the best  internal  reference genes in different  tissues in herbaceous peony cut  flowers.
(3) From opening to senescence process of peony cut flowers, the expression of ACS gene was significantly
lower than that of ACO gene, and ACS was the ‘switch’ for the regulation of ethylene synthesis. ACO mainly
played a role in pre-opening stage of cut flowers (0−12 h). ACS expression played an important role both in
the bloom stage and in the senescence stage (6 h and 144 h), and played a limiting role in ethylene synthesis
during the bloom stage. (4) ACS expression was significantly lower than ACO in different tissues of peony
cut flowers during blooming period, there was tissue variability in the expression of ACS and ACO, and both
of them were higher in stems and calyxes. [Conclusion] This study screens double internal reference gene
combinations for qPCR quantitative expression analysis in different tissues of herbaceous peony cut flowers
at varied periods from opening to senescence (RAN3, GAPDH) and at full bloom (UBQ, ARF). ACO gene, a
key gene of ethylene biosynthesis mainly plays a role in the blooming process, and ACS plays an important
role in both blooming and senescence process in herbaceous peony cut flowers. The finding will provide a
reference for the improvement of cut flower longevity.
Key  words: Paeonia  lactiflora;  internal  reference  genes;  expression  stability;  blooming;  senescence;
ethylene biosynthesis

芍药（Paeonia lactiflora）为芍药科（Paeoniaceae）
芍药属（Paeonia）多年生草本植物，是中国传统名花

之一，兼具药用、观赏和油用价值。芍药花色丰富，

花型娇美，花梗长而挺直，因而适宜应用于切花[1]。

‘桃花飞雪 ’（Paeonia  lactiflora  ‘Taohuafeixue’）是我

国优良的传统芍药切花品种，花型为皇冠型，形态

娇美，花量大，花初开桃红色，盛开后变粉[2]。但‘桃
花飞雪’切花的瓶插期相对较短，影响了其商业价

值的开发。‘桃花飞雪’为乙烯敏感型花卉，其花瓣

具有明显的乙烯释放速率跃变峰，此时花瓣快速释

放乙烯，诱导花瓣呼吸跃变峰出现，从而启动切花衰

老 [3]。与月季 （Rosa  hybrida）[4]和康乃馨 （Dianthus
caryophyllus）[5−6]相比，芍药切花衰老的分子机制研

究还相对落后。乙烯作为植物体内唯一的气体植物

激素，介导并调控种子发芽、根系生长、果实成熟和

花叶脱落等生长和发育过程[7]。在乙烯的生物合成

途径中，1-氨基环丙烷-1-羧酸合酶（ACS）催化 S-腺
苷甲硫氨酸 （SAM）生成 1-氨基环丙烷 -1-羧酸

（ACC），ACC进一步在 ACC氧化酶（ACO）作用下

生成乙烯[7]。李芳[8]前期已克隆‘桃花飞雪’芍药切花

乙烯生物合成关键基因 ACS 和 ACO，肖士奎等[9]在

大肠杆菌中异源高效表达了芍药 ACS蛋白，但 ACS
和 ACO 基因在乙烯介导的芍药切花衰老过程中的

功能尚未深入解析。

基因表达量检测是一种用于评估基因功能和

表达水平的重要方法[10]。实时荧光定量 PCR（qRT-
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PCR）技术基于荧光信号的积累实时监测整个 PCR
进程，应用标准曲线对 PCR扩增的模板进行定量分

析[11]。内参基因在检测目标基因表达水平变化中起

到校正作用，是检测基因表达量的必要参照，筛选合

适的内参基因是基于 qRT-PCR技术研究基因表达

的关键 [12]。在拟南芥（Arabidopsis  thaliana）、水稻

（Oryza sativa）和玉米（Zea mays）等模式植物中，常

用的内参基因有 Actin、α-tubulin、β-tubulin、GAPDH
和 EF-1α 等 [13]。前 人 对 芍 药 ‘紫 芙 蓉 ’（Paeonia
lactiflora ‘Zifurong’）内参基因开展了研究，但选用的

候选内参基因较少，且仅对 PlF3H 基因在芍药花瓣

不同发育时期的表达水平进行了验证，缺乏该基因

在不同组织中表达水平的验证 [14]。大量研究结

果 [15−17]表明，不同物种、同物种不同品种、不同组

织、不同发育时期的最佳内参基因存在一定差异。

因此，筛选适宜的内参基因是开展‘桃花飞雪’乙烯代

谢关键基因 ACS 和 ACO 的表达模式研究的前提

条件。

本研究基于芍药‘桃花飞雪’转录组测序数据

（DRX027794），筛选出 13个候选内参基因并设计了

特异性 qRT-PCR引物，采用 qRT-PCR技术定量分

析 13个候选内参基因在芍药切花开放至衰老过程

中不同时期及盛开期不同组织中的表达水平。基于

geNorm、NormFinder和 BestKeeper软件分析结果，

应用 RefFinder在线网站综合分析 13个候选内参基

因的表达稳定性。基于综合评定筛选出的双内参基

因，对乙烯合成关键基因 ACS 和 ACO 在芍药切花

开放至衰老过程及盛开期不同组织中的表达进行定

量分析，以期为后续揭示芍药切花乙烯致衰的分子

机理奠定研究基础。 

1   材料与方法
 

1.1    材　料

‘桃花飞雪’芍药切花采自洛阳绿珠园艺有限公

司，参照芍药切花不同发育时期的形态标准[18]，将

‘桃花飞雪’切花划分为绽口期（0 ~ 6 h，S2）、初开期

（12 h，S3）、半开期（24 h，S4）、盛开期（36 ~  72  h，
S5）、始衰期（96 h，S6）和衰败期（120 ~ 144 h，S7）。
上午 09:00前采收花色和大小一致，带 2 ~ 3片复

叶，长约 25 cm的绽口期花枝，立即带回实验室。绽

口期的切花复水后立即用蒸馏水瓶插，分别于瓶插

0、6、12、24、36、48、72、96、120和 144 h取花瓣样

品，并于盛开期（48 h）取花瓣、叶、茎、花萼和雌蕊不

同组织，用液氮速冻后置于−80 ℃ 冰箱保存备用。

PrimerScript Ⅱ  1st  Strand  cDNA  Synthesis  Kit、
DL2000  DNA  Marker、Recombinant  DNase Ⅰ、 2  ×

SYBR  Premix  Ex  Taq  Mix、 TB  Green®  Premix  Ex
TaqTM 均购自宝生物工程（大连）有限公司，其余试剂

为国产分析纯；NanoDrop 购自赛默飞世尔科技公司，

实时荧光定量 PCR仪为罗氏 LightCycler 480 Ⅱ。 

1.2    研究方法 

1.2.1    总 RNA 提取和 cDNA 合成

利用 CTAB-LiCl法提取‘桃花飞雪’总 RNA[19]，

Recombinant  DNase Ⅰ去除总 RNA中的 DNA污

染，利用 1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA的质量

和完整性，利用 Thermo  Fisher  NanoDrop测定总

RNA的浓度。将所有样品总 RNA浓度调整一致，

每个样品取 1 μg总 RNA，反转录生成 cDNA，用于

后续的荧光定量 PCR分析。 

1.2.2    候选内参基因选择及引物设计

基 于 ‘桃 花 飞 雪 ’花 瓣 转 录 组 （DRX027794）
KEGG分析结果，参考常见管家基因[20]和牡丹[21]等

近缘植物中常用的内参基因，选取 13个候选内参基

因 ： 18S  rRNA、 Actin1、 Actin2、 RPL40、 GAPDH、
UBQ、UBQ-L10、ARF、EF1α、PP2A、RAN3、RPL23、
TUA。应用 Primer Premier 5.0软件，设计 13个候选

内参基因、芍药乙烯生物合成关键基因 ACS 和

ACO 基因的特异性 qRT-PCR引物（表 1），引物序列

由华大基因（北京）公司合成。 

1.2.3    qRT-PCR 分析

qRT-PCR反应体系为 20  μL，其中 TB Green®

Premix Ex TaqTM 为 10 μL，10 mmol/L 上下游引物各

0.6 μL，cDNA模板 1 μL，ddH2O 7.8 μL。每个处理

设置 3个生物学重复，每个样品设置 3次技术重复，

用 ddH2O代替模板进行反应作为阴性对照。反应程

序参照试剂盒说明书进行。根据定量结果获得 13个
候选内参基因的 Ct值（qRT-PCR荧光信号达到设定

阈值的循环数），用以分析候选内参基因的表达丰度。

将 qRT-PCR仪自带软件 Bio-Rad CFX Manager 3.1
导出的原始数据输入到 LinRegPCR软件 [22]进行分

析，计算 PCR扩增效率（E）和决定系数（R2），E 值越

接近 2.0，R2 越接近 1.0，表明扩增效率越理想[23−24]。 

1.2.4    内参基因稳定性分析

分别用geNorm[25]、NormFinder[26]和BestKeeper[27]

软件和 ΔCt法分析 13个候选内参基因的表达稳定

性。geNorm和 NormFinder可通过 Ct值计算候选基

因的表达稳定性（M）；M 值越小，表明其表达稳定性

越好，适合作为内参基因。同时，使用 geNorm计算

候选内参基因两两组合的变异系数（V），V 值越低，

稳定性越好，当 Vn/Vn + 1 值小于 0.15时，n 为最适内

参基因数。将荧光定量 PCR原始数据转换为 2−ΔCt，
ΔCt为候选内参基因的 Ct与所有分析样品内参基
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因 Ct最小值的差值，2−ΔCt 越小，表明其表达稳定性

越好，越适合作为内参基因。BestKeeper通过候选内

参基因的 Ct值计算得到各内参基因的标准偏差

（SD），标准偏差越小，内参基因表达越稳定。

基 于 在 线 网 站 RefFinder[28]（http://blooge.cn/
RefFinder/）对各候选内参基因 ΔCt法 、 geNorm、
NormFinder、BestKeeper软件中的表达稳定性进行

综合排序。 

1.2.5    乙烯生物合成关键基因 ACS 和 ACO 的表达

分析

将表达最稳定的 2个候选基因作为双内参基因

对乙烯生物合成关键基因 ACS 和 ACO 进行表达模

式分析。qPCR反应体系为 10 μL，其中 2 × SYBR
Premix Ex Taq Mix为 5 μL，10 mmol/L 上下游引物 各
0.5 μL，cDNA模板 1 μL，ddH2O 3 μL。每个处理设

置 3个生物学重复，每个样品设置 3次技术重复。

反应程序参照试剂盒说明书进行。在 Excel中采用

2−∆∆Ct 法计算 ACO 和 ACS 基因的相对表达量，在切

花开放至衰老不同时期以 0 h ACO 表达量为参照，

对 ACS 表达量进行归一化分析；在盛开期不同组织

中以叶片组织 ACO 表达量为参照，对 ACS 表达量

进行归一化分析，使用 SPSS软件对数据进行显著性

分析，使用 Graphpad Prism 8.0进行绘图。 

2   结果与分析
 

2.1    引物特异性验证

以芍药品种‘桃花飞雪’不同发育时期的花瓣样

品及盛开期花瓣、叶、茎、花萼、雌蕊不同组织 cDNA
为模板进行 qRT-PCR分析，利用实时荧光定量 PCR
仪自带软件（Bio-Rad CFX Manager 3.1）绘制出各内

参基因 PCR产物的熔解曲线。图 1显示：13个候选

内参基因 PCR产物的熔解曲线均呈现单峰，说明设

计的引物均能特异性扩增各候选内参基因；PCR扩

增曲线的重复性高，不存在引物二聚体，表明 qRT-
PCR的分析结果可靠。 

2.2    PCR 扩增效率评价

13个候选内参基因的 R2 范围为 0.999 ~ 1.000，
较接近 1.0，PCR扩增效率范围为 1.811 ~ 2.037，均
值为 1.950，均较接近 2.0，符合 qRT-PCR对扩增效

率的要求（表 2）。 

2.3    候选内参基因表达丰度分析

Ct值的大小能反映基因的表达丰度的高低，

Ct值越小，基因表达丰度越高。候选内参基因在芍

药切花不同发育时期及盛开期不同组织中的 Ct分
布箱式图如图 2所示。在两种情况下，各内参基因

的 Ct值介于 8.83 ~ 34.48，其中 18S rRNA 平均 Ct值
最小，表明其表达丰度相对较高，RPL40的 Ct值最

大，表明其表达丰度较低。 

2.4    geNorm 程序分析内参基因表达稳定性

用 geNorm程序对 13个候选内参基因在芍药切

花开放至衰老不同时期花瓣样品及盛开期花瓣、叶、

茎、花萼、雌蕊不同组织中的表达稳定性进行分析，

对表达稳定值（M）进行排序。结果表明：在芍药切花

开放至衰老的不同时期，GAPDH 和 RAN3表达最稳

定，而 UBQ-L10表达最不稳定（图 3a）；在芍药切花

不同组织中，ARF 和 PP2A 表达最稳定，而 UBQ-
L10表达最不稳定（图 3b）。

 

表 1    qRT-PCR引物信息

Tab. 1    Information for qRT-PCR primers

基因 引物序列 产物长度/bp

18S rRNA F：TCAGCCTTGCGACCATACTCC
113

R：AACCATAAACGATGCCGACCA

Actin1 F：AAGCCCAGTCCAAGAGAGGTA
107

R：ATTGTAGAAGGTGTGATGCCA

Actin2 F：TAACCCCAAAGCCAACAGAGAA
140

R：CACCAGAATCCAGCACAATACC

RPL40 F：AATACCTCCTGACCAACA
133

R：CTCAATAATTCCACCTCG

GAPDH F：TAAAGGGTGGTGCTAAGAAG
105

R：CAATGTGAAGATCAGGAGTG

UBQ F：GACTCTCCATCTGGTCCTCA
116

R：CCTTCACATTATCAATCGTATC

UBQ-L10 F：AAGGCCAAGATCCAGGATAA
137

R：CGCAAGACAAGGTGAAGAGT

ARF F：AGACATTACTTCCAAAACACCC
122

R：GCATCCCTTAGTTCATCCTCGT

EF1α F：GCCCTACTGGACTGACCACTGA
140

R：GGATGCTACATAACCACGCTT

PP2A F：GCTGCTCAGTTCAACCACACC
113

R：GCACTAAATACCGTTACCACAT

RAN3 F：AAGAACAGGCAGGTGAAGGCA
120

R：ACGGGCAAGGTAGAGAAAAGG

RPL23 F：GAGCCAAGAACCTTTACATC
100

R：TTGACAGTTGCCATCACCAT

TUA F：AGTCTACCCATCCCCACAAG
104

R：CAAGGAGAACTGCCACATCA

ACS F：TCGGAGCCTGGATGGTTTAG
135

R：TTGCCAACTTTGTTTCTTCCTT

ACO F：GTTCCTCCTATGCGTCATTCCA
118

R：TCCTATTACCATCGGTTTGAGC

第 1 期 戴    睿等：芍药切花内参基因筛选及乙烯生物合成关键基因表达分析 109

http://blooge.cn/RefFinder/
http://blooge.cn/RefFinder/


两组样品的 V2/V3 均小于 0.15，表明在芍药不同

发育时期及不同组织样品中，最适内参基因数均为

2个。综上，不同发育时期最佳内参基因组合为

GAPDH 和 RAN3，不同组织最佳内参基因组合 ARF
和 PP2A（图 4）。 

2.5    NormFinder 程序分析内参基因表达稳定性

利用 NormFinder计算 13个候选内参基因表达

的稳定值（表 3）。在芍药切花开放至衰老不同时期

的花瓣样品中，RAN3的稳定值最小（0.160），稳定性

最高，而 UBQ-L10的稳定值最大（1.699），稳定性最

低；在盛开期花瓣、叶、茎、花萼、雌蕊不同组织中，

UBQ 的稳定值最小（0.116），稳定性最高，而 UBQ-
L10稳定值最大（1.903），稳定性最低。 

2.6    BestKeeper 程序分析内参基因表达稳定性

用 BestKeeper计算 13个候选内参基因的标准

 

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

ARF

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

ACT1

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

ACT2

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

18S rRNA

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

UBQ-L10

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

UBQ

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

TUA

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

GAPDH

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

PP2A

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

RPL23

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

EF1α

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

RAN3

0.001

0.002

0
65 70 75 80 85 90 95

温度/℃

相
对

荧
光

强
度

RPL40

图 1    13个候选内参基因 PCR产物的熔解曲线

Fig. 1    Melting curves of PCR products of 13 candidate internal reference genes
 

表 2    内参基因 PCR引物序列及相关信息

Tab. 2    PCR primer sequences and related information for
internal reference genes

基因 扩增效率（E） 决定系数（R2）

18S rRNA 1.811 0.999 29

ACT1 1.978 0.999 39

ACT2 1.965 0.999 59

RPL40 1.903 0.999 21

GAPDH 1.954 0.999 27

UBQ 1.926 0.999 25

UBQ-L10 2.037 0.999 14

ARF 1.958 0.999 21

EF1α 1.989 0.999 37

PP2A 1.981 0.999 26

RAN3 1.994 0.999 27

RPL23 1.931 0.999 25
TUA 1.924 0.999 55
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偏差，并比较其大小，确定稳定性最好的内参基因。

结果表明：在芍药切花开放至衰老不同时期，18S
rRNA 的标准偏差最小，稳定性最好（图 5a）；在盛开

期不同组织中，GAPDH 的标准偏差最小，稳定性最

好（图 5b）。 

2.7    RefFinder 网站综合评定内参基因表达稳定性

基于 geNorm、NormFinder、BestKeeper和 ΔCt
法 4种算法的分析结果，利用 RefFinder对 13个候

选内参基因进行综合排序。RAN3和 GAPDH 在芍

药切花开放至衰老不同时期的稳定性较好，可以作

为这个过程基因表达分析的双内参基因（表 4）。

UBQ 和 ARF 在芍药切花不同组织的稳定性较好，

可以作为这个过程基因表达分析的双内参基因

（表 5）。 

2.8    乙烯生物合成关键基因定量表达分析

以综合评定稳定性最好的 RAN3和 GAPDH 为

双内参基因，分析乙烯生物合成关键基因 ACS 和

ACO 在芍药切花开放至衰老过程中的表达模式

（图 6）。结果显示，在切花开放过程中（0 ~ 12 h），
ACS 表达量在绽口期（6 h）出现了一个小的跃变，推

测 ACS 在切花开放过程中促进乙烯的合成，以推动

切花的开放。在盛开期（36 ~ 72 h）ACS 表达量相对
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图 2    内参基因 Ct分布箱式图

Fig. 2    Box plot of Ct distribution of internal reference genes
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图 3    13个内参基因表达稳定性的 geNorm分析结果

Fig. 3    geNorm analysis results of expression stability of 13 internal reference genes
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图 4    标准化的内参基因个数的 geNorm分析结果

Fig. 4    geNorm analysis results of standardized internal reference gene number
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较低，此时，ACS 对乙烯的产生起到限速作用。在切

花衰老过程中（96 ~ 144 h）ACS 表达量再次出现跃

变，此时内源乙烯大量产生，芍药切花花瓣极易脱

落，表现出典型的乙烯敏感特征。ACO 在切花开放

前期（0 ~ 12 h）表达量较高，后期持续下降，推测

ACO 主要在切花开放过程中发挥作用。总体上，在

切花开放至衰老的各个时期，ACS 表达量总体上低

于 ACO，是调控乙烯合成的开关；ACO 主要在芍药

切花开放过程发挥作用，ACS 基因在芍药切花开放

和衰老过程均发挥重要作用，并在盛开期对乙烯合

成起到限制作用。

以综合评定稳定性最好的 ARF 和 UBQ 为内参

基因，定量分析了乙烯生物合成关键基因 ACS 和

ACO 在芍药切花盛开期不同组织中的表达水平

（图 7）。结果显示：ACS 基因在茎和花萼中表达量较

高，在叶中表达量最低；ACO 基因在茎和花萼中表

达量较高，在花瓣中表达量最低。在芍药切花盛开

 

表 3    13个内参基因表达稳定性的 NormFinder
分析结果

Tab. 3    NormFinder analysis result of expression stability
of 13 internal reference genes

基因
切花开放至衰老不同时期 盛开期不同组织

稳定值（M） 排名 M 排名

18S rRNA 1.204 12 1.311 12

ACT1 0.357 4 0.328 4

ACT2 0.743 10 0.236 2

RPL40 0.959 11 0.862 8

GAPDH 0.454 6 0.978 9

UBQ 0.481 7 0.116 1

UBQ-L10 1.699 13 1.903 13

ARF 0.222 3 0.333 5

EF1α 0.391 5 0.760 7

PP2A 0.173 2 0.509 6

RAN3 0.160 1 0.274 3

RPL23 0.504 8 1.205 10

TUA 0.665 9 1.240 11
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图 5    13个内参基因表达稳定性 BestKeeper分析结果

Fig. 5    BestKeeper analysis result of expression stability of 13 internal genes
 

表 4    13个内参基因在‘桃花飞雪’切花开放至衰老不同
时期花瓣中的表达稳定性综合排名

Tab. 4    Overall ranking of expression stability values of
13 internal reference genes in petals at different times from

opening to senescence

基因 ΔCt Bestkeeper NormFinder geNorm RefFinder
18S rRNA 12 1 12 11 9
ACT1 7 6 4 8 7
ACT2 10 11 10 10 11
RPL40 11 12 11 12 12
GAPDH 4 4 6 1 2
UBQ 6 3 7 3 4
UBQ-L10 13 13 13 13 13
ARF 2 9 3 5 3
EF1α 5 5 5 6 6
PP2A 3 10 2 7 5
RAN3 1 8 1 1 1
RPL23 8 7 8 4 10
TUA 9 8 9 9 8

注：表中数据为排名次序。下同。

 

表 5    13个内参基因在‘桃花飞雪’不同组织中的表达
稳定性综合排名

Tab. 5    Overall ranking of expression stability values of
13 internal reference genes in different tissues

基因 ΔCt Bestkeeper NormFinder geNorm RefFinder
18S rRNA 12 11 12 12 12

ACT1 5 2 4 5 5

ACT2 4 3 2 6 4

RPL40 8 12 8 7 9

GAPDH 9 1 9 9 7

UBQ 1 4 1 4 1

UBQ-L10 13 13 13 13 13

ARF 3 7 5 1 2

EF1α 7 8 7 8 8

PP2A 6 9 6 1 6

RAN3 2 6 3 3 3

RPL23 10 10 10 10 11

TUA 11 5 11 11 10
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期不同组织中，ACS 表达量显著低于 ACO 表达量，

尽管叶片和雌蕊中的 ACS 表达性较低，但这些器官

中 ACO 基因表达量较高。总体上，在切花盛开期不

同组织中 ACS 和 ACO 的表达存在组织差异性，但

均在茎和花萼中发挥作用。
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不同大写字母表示同一基因不同组织之间差异显著（P < 0.05）；不
同小写字母表示不同基因相同组织之间差异显著（P < 0.05）。

图 7    ACS 和 ACO 基因在芍药切花不同组织中的定量表达分析

Fig. 7    Quantitative expression analysis of ACS and ACO genes in
different tissues during full bloom stages in herbaceous

peony cut flowers
  

3   讨　　论

芍药是我国的传统名花，深受人们喜爱。‘桃花

飞雪’花茎直立性、可采切长度、花枝产量及抗逆性

均较好，是优良的芍药切花品种。开放和衰老作为

植物生长的重要阶段，严重影响着切花的瓶插寿命

及市场价值[29]。衰老作为影响切花瓶插寿命及品质

的最主要因素，与植物内外源激素变化息息相关。

植物激素乙烯存在于植物整个生命周期，调节植物

开花落果、花衰老等许多生理过程[30]。芍药是乙烯

敏感型花卉，花瓣是产生乙烯的主要器官，乙烯快速

释放诱导呼吸速率急速升高，进而影响芍药切花的

开放和衰老。ACS和 ACO作为乙烯合成关键酶，严

格调控内源乙烯的合成。因此，研究 ACS 和 ACO 基

因时空表达模式，对解析芍药切花开放及衰老过程

具有重要意义。

qRT-PCR技术因其高效、准确的优点，被认为

是基因表达定量分析的最有力手段。选择表达稳定

的内参基因[31]，确定不同类型样品最适的内参基因

数目[32]是获得高质量的 qRT-PCR表达数据的关键。

本研究筛选出了适用于芍药切花开放至衰老不同时

期（RAN3和 GAPDH）及盛开期不同组织（UBQ 和

ARF）综合评价最稳定的内参基因。这 4个基因为常

见的管家基因，分别在金鱼草（Antirrhinum majus）[33]、
凤丹 （Paeonia  suffruticosa  ‘Fengdan’）、杨山牡丹

（Paeonia ostii）[34]、南瓜（Cucurbita moschata）[35]中已

有相关报道。

基于本文筛选出的双内参基因，对‘桃花飞雪’中
乙烯生物合成关键基因 ACS 和 ACO 从不同时期和

不同组织两个方面进行了定量分析。在切花开放至

衰老过程中，ACO 基因表达量在初开期（12 h）出现

1个小的跃变峰，后期持续下降，推测其主要在切花

开放过程中发挥功能，这与前人在伊藤牡丹‘巴茨拉’
中的研究结果[36]一致。但也有研究表明，在许多植

物中，ACO 属于多基因家族，它们的活动并非单一

的调控，而是可以在空间和时间上分离，从而精确控

制乙烯合成[37]。在切花开放至衰老过程中，ACS 基

因表达量在绽口期和衰败期出现 2个跃变峰，在盛

开期相对较低，推测 ACS 基因在芍药切花开放和衰

老过程中均发挥着重要功能，并在盛开期限制乙烯

合成。文锦芬等[38]对百合（Lilium ‘Manissa’）ACS 基

因进行了研究，结果则显示 LbACS1在花蕾期高表

达，而 LbACS7则在绿芽期高表达，推测不同 ACS 基

因家族成员在不同生长阶段发挥了不同的功能，从

而响应植物发育变化。在盛开期不同组织中，ACS
和 ACO 均在茎和花萼中具有较高的表达量，在其他

组织中的表达量则相对较低，推测这种组织表达差

异可能与植物体内 ACC的运输有关，ACC主要由

木质部介导运输，但也可通过韧皮部运输[39]，增加

的 ACC在花柱中可转化为乙烯，进入对乙烯有高度

反应的子房，诱导其产生乙烯，最终导致花瓣产生

的乙烯含量增加[40]。Yokotani等[41]对番茄（Solanum
lycopersicum）不同组织中 ACS 的表达情况进行了研

究，发现番茄中 LeACS1A 和 LeACS6在未成熟的果

实和营养组织中表达，以产生基本水平的乙烯，

LeACS4则在果实成熟和花衰老过程中被诱导表达，

进而加速果实成熟和花衰老。值得一提的是，无论

在不同组织中或是在切花开放至衰老过程中，ACO
基因表达水平均高于 ACS，推测 ACS 基因可能作为
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0.05）；不同小写字母表示不同基因相同瓶插时间之间差异显著

（P < 0.05）。

图 6    芍药切花开放至衰老不同时期花瓣中 ACS 和 ACO

基因相对表达水平

Fig. 6    Relative expression level of ACS and ACO genes at different
developmental stages from blossoming to senescence in herbaceous

peony cut flowers
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开关调控着乙烯的生产，ACS 和 ACO 可能共同促进

切花开放，盛开期 ACO 的持续表达可能增加了内源

乙烯的积累，积累的内源乙烯诱导了 ACS 表达，最

终推动切花衰老进程。 

4   结　　论

以芍药‘桃花飞雪’为材料，筛选芍药切花开放至

衰老过程中和盛开期不同组织中稳定表达的最适内

参基因，利用筛选出的双内参基因，对乙烯生物合成

关键基因 ACS 和 ACO 在芍药切花开放至衰老不同

时期及盛开期不同组织中的表达水平进行定量分

析。研究得到以下主要结论。

（1）芍药切花开放至衰老不同时期最优内参基

因为 RAN3和 GAPDH，芍药切花盛开期不同组织最

优内参基因为 UBQ 和 ARF。
（2）在芍药切花开放至衰老过程中，乙烯生物合

成关键基因 ACS 基因表达量显著低于 ACO 基因表

达量，是调控乙烯合成的开关；ACO 主要在切花开

放前期发挥作用，ACS 在开放（绽口期）和衰老（衰败

期）过程中均发挥重要作用，并在盛开期对乙烯合成

起到限制作用。

（3）在芍药切花盛开期不同组织中，ACS 基因表

达量显著低于 ACO，存在组织差异性，且均在茎和

花萼中高表达。

综上，ACS 和 ACO 在芍药切花开放至衰老不同

时期和盛开期不同组织中发挥着重要的作用，研究

结果对进一步探究芍药切花中乙烯生物合成的调控

机制，延长芍药切花瓶插寿命具有重要意义。然而，

关于芍药中乙烯介导的开放—衰老的具体内在调控

机制仍需深入探讨，未来可通过在芍药本体中对 ACS
和 ACO 基因进行遗传转化，进一步揭示其在芍药开

放至衰老过程中的具体调控机制。
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