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  تحلیل   و   تجزیه   برای   قدرتمند   بسیار   تکنیک   در زمان واقعی یک   PCRروش  

  ژن  بیان   های داده  سازی نرمال  حال،  این  با . گوناگون است  موجودات   در   ژن  بیان 

  زیادی  حد   تا  اعتماد  قابل   نتایج  آوردن  دست همچنین به  تکنیک و حاصل از این 

  پایداری   مطالعه،   این   در .  دارد   بستگی   مناسب و پایدار   مرجع   های ژن   انتخاب   به 

-EF-1α  ،  18S rRNA  ،  ACTIN  ،  β)   پرکاربرد   مرجع   ژن   شش   بیان 

Tubulin  ،  HSP   و  GAPDH  ) تحت   شیرین   ریحان   قرمز   و   سبز   ارقام   در  

قرار   گرما، شوری و تاریکی( مورد بررسی  خشکی،   سرما، )  غیرزیستی  تنش  پنج 

  BestKeeper  افزارهای نرم  از  استفاده   با   مرجع مذکور  های ژن  پایداری . گرفت 

  تمامی   که   داد   نشان   نتایج .  داده شد   قرار   تحلیل   و   تجزیه   مورد   NormFinder  و 

  غیرزیستی   های مورد بررسی دارای سطوح بیان متفاوتی در تنش   مرجع   های ژن 

گیاه  از   مرجع   های ژن .  هستند   شیرین   ریحان   در  بررسی  بیان   نظر   مورد    میزان 

ندادند   قرمز   و   سبز   ارقام   بین   داری معنی   تفاوت  ترین  پایین   و   بالاترین .  نشان 

به   غیرزیستی  های تنش  تحت  شیرین  ریحان  قرمز  و  سبز  ارقام  ژن در  بیان  مقادیر 

  نتایج .  شد   محاسبه    18S rRNAو   β-Tubulin  مرجع   های ژن   برای   ترتیب 

نرم  با    را   ACTIN  و   HSP  های ژن   ترتیب   به   BestKeeper  افزار بررسی 

کرد   پایدار   مرجع   ژن   عنوان به  -βژن    NormFinder  افزار   نرم .  مشخص 

Tubulin   نرم   نتایج   نهایی   بندی رتبه .  کرد   شناسایی   پایدار   مرجع   ژن   عنوان به   را  

  عنوان   به   را   ACTIN  ژن   NormFinder  و   BestKeeper  های افزار 

  شیرین  ریحان  قرمز   و  سبز  ارقام   در   ژن  بیان  مطالعات  برای   مرجع   ژن  پایدارترین 

   . مشخص کرد   واقعی   زمان   در   PCR  از تکنیک   استفاده   با 

 

کلیدی:واژه تنش  های  بیان،  رتبه بررسی  محیطی،  پایداری،  های  بندی 

 .در زمان واقعی PCRژنومیکس، 

 

The Real-time PCR is a very powerful technique for the 

analysis of gene expression in various organisms. 

However, normalizing gene expression data and 

obtaining reliable results largely depends on the 

selection of stable reference genes. In this study, the 

expression stability of six general reference genes (EF-

1α, 18S rRNA, ACTIN, β-Tubulin, HSP  and  GAPDH)  
was investigated in green and red cultivars of sweet 

basil under five abiotic stresses (cold, drought, heat, 

salt and light). The stability of these reference genes 

was analyzed using BestKeeper  and  NormFinder 

softwares. Results showed that all reference genes had 

different expression levels in both green and red 

cultivars of sweet basil. There was no significant 

difference in expression between green and red 

cultivars. The highest and lowest expression levels 

were calculated for β-Tubulin and 18S rRNA reference 

genes, respectively. The results of BestKeeper software 

identified HSP and ACTIN genes as stable reference 

genes, respectively. The NormFinder software 

identified β-Tubulin genes as stable reference gene. 

Final ranking of the results of BestKeeper and 

NormFinder softwares identified ACTIN gene as the 

most stable reference gene for the gene expression 

studies in green and red cultivars of sweet basil using 

real-time PCR.  

 

Keywords: Environmental stresses, Expression 

analysis, Expression ranking, Gemomics, Real-Time 

PCR  
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 مقدمه

)ج ریحان  مجموعه .Ocimum Lنس  شامل  از (  ای 
نعناعیان   خانواده  از  علفی  یکساله  گیاهان 

(Lamiaceae  که است  درازی  سالیان  است.   )
و   روغن  در  موجود  ترکیبات  شیمیایی  خصوصیات 

گونه  به  اسانس  جنس  این  در  موجود  گیاهی  های 
های گیاهی دارای  خوبی شناخته شده است. این گونه

و   درمانی  کاربردهای  و  بوده  مختلفی  دارویی  اثرات 
جمله    بهداشتی  از  ریحان  جنس  دارند.  متعددی 

جنس متنوع  زده  ترین  تخمین  و  بوده  گیاهی  های 
گونه مختلف در این جنس    150شود که بیش از  می

باشند   گرفته   ;Ahmed et al., 2019)قرار 

Dhama et al., 2021)گونه بین  در  های مختلف  . 
(  .O. basilicum Lاین جنس، گونه ریحان شیرین )

و   داشته  دنیا  مختلف  نقاط  در  را  پراکنش  بیشترین 
گونه  به سایر  در صنایع  نسبت  را  کاربرد  بیشترین  ها، 

اختص  به خود  و صنعتی  گیاه  پزشکی  است.  داده  اص 
متابولیت  حاوی  که  ریحان  است  مختلفی  ثانویه  های 

ها، رزماریک  توان به فلاونوئیدها، تانن از آن جمله می 
 Rezaie)ها اشاره کرد  پروپانوئیدها و ترپن اسید، فنیل 

et al., 2020; Dhama et al., 2021)  مطالعات  .
داده نشان  بخش متعدد  ریحان  اند  گیاه  مختلف  های 

متابولیت  ثانویه متنوعی هستند که دارای  حاوی  های 
انگلی، و ضد   قارچی، ضد  باکتری، ضد  خاصیت ضد 
نیز   حشرات  دورکنندگی  خاصیت  و  هستند  لاروی 

 Shahrajabian et)ها به اثبات رسیده است  برای آن 

al., 2020; Dhama et al., 2021)  . 
از   یکی  تحقیقاتی  هاجنبهین  ترمهم ژنومیکس  ی 

می  که  بیوسنتز  است  مکانیسم  درک  در  تواند 
یافتن  متابولیت  همچنین  و  ثانویه  یی  کارهاراه های 

در   ترکیبات  این  کیفیت  و  کمیت  افزایش  جهت 
به ریحان  جمله  از  و  مختلف  شود  گیاهان  برده  کار 

(Rai et al., 2019)نیاز برای یافتن  ترین پیش . مهم
راه ژن چنین  شناسایی  و  کارهایی،  بیوسنتزی  های 

ژن  آن  نقش  و  خصوصیات  بیوسنتز  بررسی  در  ها 
میزان  متابولیت  بررسی  است.  گیاهان  در  ثانویه  های 

ژن  بافتبیان  در  بیوسنتزی  اندامهای  و  های  ها 
مهم  از  یکی  گیاهی  شناسایی  مختلف  در  موارد  ترین 

های ثانویه است  ها در بیوسنتز متابولیت نقش این ژن 
(Delfin et al., 2019; Guo et al., 2021)  . 

بافتژن   بیان   بررسی  در  بیوسنتزی  و  های  ها 
گیاهی اندام مختلف  وجود  مختلفی    هاییروش   های 

آن  بین  از  که    واقعی   زمان  در   PCRهادارند 
آن  بوده  روش  ترینمطمئن   و  تریندقیق  از    برای   و 
 Forootan)شود  می  استفاده  ها روش   سایر   نتایج  تأیید 

et al., 2017)روش .PCR    واقعی به علت    زمان  در
مزیت  از    و   تجزیه   سرعت  مانند  هاییبرخورداری 

بالا،   واقعی   در زمان   تشخیص  بالا،  حساسیت  تحلیل 
  های بیان ژن   دقیق  گیریاندازه   واکنش و  محصولات

بررسی،  بیان    سازی کمی   روش  ترینگسترده  به  مورد 
ترانسکریپتوم مطالعات  در  است    شده   تبدیل   ژن 

(Gachon et al., 2004; Kozera and Rapacz, 

روش (2013 سایر  همانند  واکنش  .  مولکولی،  های 
PCR  هایی مواجه است  در زمان واقعی با محدودیت

مرسوم  محدودیت و  این  کنترل  برای  روش  ،  هاترین 
به که  است  مرجع  ژن  یک  از  آن  وسیله استفاده  ی 

 Ebrahimi)شوند  ی می سازرمال نها  مقادیر بیان ژن 

et al., 2018; Forootan et al., 2017)  .  استفاده
من مرجع  ژن  یک  مهم از  از  یکی  پایدار  و  ترین  اسب 

در زمان واقعی    PCRموارد در مطالعات بیانی توسط  
بوده و در ایجاد نتایج دقیق و قابل استناد تأثیر بسیار  

داشت   خواهد   ,Kozera and Rapacz)زیادی 

2013; Joseph et al., 2018) ژن در  .  مرجع  های 
ژن خانه واقع  )های  هستند  Housekeepingداری   )

بیان شده    موجود های یک  همواره در تمامی سلول که  
آن  بیان  تغییر  و  زیستی  مختلف  شرایط  تحت  ها 

ژن نمی  این  نقش   هایابد.  و  دارای  ساختاری  های 
مهم  و کارکردی  هستند  سلول  در  هومئوستازی    ی 

امکان سلول بدون وجود آن   Zhang)پذیر نیست  ها 
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et al., 2015; Joseph et al., 2018)  . 

های مرجع مختلفی در گیاهان مختلف  تاکنون ژن 
توان  ی م اند، که از آن جمله  کار برده شده معرفی و به 

،  EF-1α  ،UBQ  ،UBC،  18S rRNAی  هاژن به  
ACTIN  ،β-Tubulin  ،α-Tubulin  ،HSP ،  

GAPDH    وTBP    کرد  Kozera and)اشاره 

Rapacz, 2013; Wang et al., 2019; Kiarash. 
et al., 2018; Tong et al., 2009; Gutierrez .  

et al., 2008; Ebrahimi et al., 2018).    با توجه
  باید همواره   های مرجع ح بیان ژن وسط  امر که  ین ابه  

بافت در و    گیاه  مختلف   ی هابین  تمامی    همچنین 
تأثیر  نباید  و  وده  بثابت    آن مراحل رشد   شرایط  تحت 
گیاه  گیرد،   زیستی  هر    قرار  توسط  در  بیانی  مطالعه 

PCR  ثبات و پایداری    بایستی مابتدا    در زمان واقعی
ژن   چندین  تا بیان  شود  ارزیابی  و  بررسی    مرجع 

آن   ینترمناسب پایدارترین  نرمال هب  هاو    ی سازمنظور 
ژن  سایر  گردد ها  بیان   ;Bustin, 2000)  انتخاب 

Wang et al., 2019; Jaiswal et al., 2019) .
با بررسی  ژن مرجع    و پایدارترین  ینترانتخاب مناسب

نظر    مورد  یهاها در نمونه یزان پایداری بیان این ژن م
از   استفاده  بر  هاروش با  مبتنی  آماری  یی  هاآماره ی 

و   هندسی  میانگین  تغییرات،  ضریب  واریانس،  نظیر 
همبستگی    ,.Pfaffl et al)شود  می تعیین  ضریب 

2004; Vandesompele et al., 2002)  . 

پایداری   میزان  پژوهشی،  در    10در  مرجع  ژن 
 Quercusای  پنبه های مختلف گیاه بلوط چوبتباف

suber  به اکتین  ژن  و  شد  پایداترین  بررسی  عنوان 
انتخاب گردید   .  (Marum et al., 2012)ژن مرجع 

پایداری   میزان  دیگر،  پژوهشی  در    ژن   13در  مرجع 
غیرزیستی  بافت تنش  تحت  سویا  گیاه  مختلف  های 

بیشترین    ELF1ایج نشان داد که ژن  بررسی شد. نت
ژن  سایر  به  نسبت  را  پایداری  داده  میزان  نشان  ها 

پژوهشی مشابه، میزان  . در  (Le et al., 2012)است  

های مختلف گیاه بامبو  ژن مرجع در بافت   14پایداری  
Phyllostachys edulis    و رویشی  فاز  دو  در  و 

که   شد  مشخص  و  گرفت  قرار  ارزیابی  مورد  زایشی 
معنی  ژن تفاوت  پایداری  میزان  بین  مرجع  داری  های 

. در  (Fan et al., 2013)مختلف این گیاه وجود دارد  
ژن    11تعداد    از  Lolium multiflorumگیاه چچم  

رین میزان  از بالات   GAPDHمرجع مورد بررسی، ژن  
 Liu)پایداری تحت شرایط تنش زیستی برخوردار بود  

et al., 2018)  سال در  پژوهشی  در  میزان    2020. 
ژن مرجع در گیاه شبدر سفید    14پایداری بیان تعداد  

و مشخص شد که ژن  گرفت  قرار  بررسی  های   مورد 
60SrRNA    وACT101  پایدارترین  به ترتیب 

هستند  ژن مختلف  شرایط  در  گیاه  این  مرجع  های 
(Pu et al., 2020) . 

اولین  برای  حاضر  مطالعه  پایداری  در  میزان  بار، 
پرکاربرد   مرجع  ژن  ،  EF-1α،  18S rRNAشش 

ACTIN  ،β-Tubulin  ،HSP  و  GAPDH    در
تحت   شیرین  ریحان  گیاه  قرمز  و  سبز  کولیتوارهای 

تنش  سرما،  شرایط  شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 
 گرما و تاریکی مورد بررسی قرار گرفت. 

 

 ها مواد و روش 

 مواد گیاهی، شرایط کشت و محل اجرای آزمایش 

شیرین   ریحان  گیاه  قرمز  و  سبز  کولیتیوار  دو   بذور 
(O. basilicum L.  بانک بذر مؤسسه تحقیقات از   )

اصلاح و تهیه نهال و بذر تهیه شد و پس از تأیید و  
استفاده   مورد  آزمایش  برای  نامیه،  قوه  میزان  تعیین 
نیاز   مورد  گیاهی  مواد  تهیه  منظور  به  گرفتند.  قرار 
جهت اجرای مراحل مختلف آزمایش، بذور ریحان در  

در مخلوط از رس،  متر و  سانتی   15هایی با قطر  گلدان 
نسبت   )با  پیت  و  شدند.  20:  20:  60شن  کشت   )

کشت  گلدان  معمول  دمایی  و  نوری  شرایط  در  ها 
دمای    16شامل   با  روشنایی  درجه    20ساعت 
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و  سانتی  دمای    8گراد  با  تاریکی  درجه    20ساعت 
دانشگاه  سانتی  کشاورزی  دانشکده  گلخانه  در  و  گراد 

ی شدند. آبیاری بر  آباد نگهدارآزاد اسلامی واحد خرم 
هر   متوسط  طور  به  و  گیاه  نیاز  روز    3تا    2اساس 

به  گرفت،  مزرعه  طوری صورت  زراعی  ظرفیت  که 
 درصد نگردد.   80کمتر از 

 
 هاشرایط محیطی و اعمال تنش 

ژن  پایداری  بررسی  منظور  به  حاضر  تحقیق  های  در 
تنش  کاندید،  جمله  مرجع  از  مختلفی  زیستی  های 

سرما شوری،  شدند.  خشکی،  اعمال  تاریکی  و  گرما   ،
چهار   گیاهان  خشکی،  تنش  تیمار  اعمال  برای 

ای به مدت یک هفته تحت تنش کم آبیاری و  هفته 
به    50در رطوبت   قرار گرفتند.  درصد ظرفیت مزرعه 

هفته  گیاهان چهار  تنش شوری،  اعمال  به منظور  ای 
با    NaClساعت با استفاده از محلول نمکی    48مدت  

اجرای  لی می  100غلظت   برای  شدند.  آبیاری  مولار 
سرمایی،  تیمار   هفته تنش  چهار  به  ای  گیاهان  ابتدا 
  24درجه و پس از آن    10ساعت در دمای    24مدت  

در دمای   نگهداری شدند.  درجه سانتی   8ساعت  گراد 
هفته  چهار  گیاهان  گرما،  تنش  اعمال  به  برای  ای 

دمای    48مدت   در  سانتی   30ساعت  گراد  درجه 
تنش  نگهدار تیمار  اجرای  برای  نهایت  در  شدند.  ی 

ساعت در    48ای به مدت  تاریکی، گیاهان چهار هفته 
دمای   در  و  کامل  قرار سانتی درجه    16تاریکی    گراد 

تا    20داده شدند. از گیاهان رشد یافته در دمای بین  
سانتی   25 در درجه    ساعت   16  نوری  شرایط  گراد، 

میزان    ساعت   8  و  روشنائی  با  خاک  در  و  تاریکی 
از   عنوان  درصد ظرفیت زراعی، به    80رطوبت بالاتر 

تمامی تنش  برای  پایان  شاهد  از  استفاده شد. پس  ها 
تنش  اعمال  زمان  مدت  نمونهیافتن  از  ها،  برداری 

های گیاهان مورد تنش و شاهد صورت گرفت و  برگ
شدند.  نمونه فریز  مایع  نیتروژن  در  بلافاصله  ها 
دمای  هنمون با  فریزر  به  نگهداری  منظور  به    -80ها 

ها در سه  برداریگراد منتقل شدند. نمونه سانتی   درجه 

 تکرار انجام شد و هر تکرار شامل سه گیاه بود.  
 cDNA ساخت رشته اولو  RNAاستخراج 

از    RNAاستخراج   برگی  نمونه کل  با  های  گیاهان 
از      RNA   (CinnaPure )استخراج    کیت استفاده 

و مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده  رکت سیناژن  ش 
و کیفیت  کیت صورت گرفت.   استخراج    RNAکمیت 

های استخراج شده در  شده با استفاده از الکتروفورز نمونه 
بررسی شد. به  ژل آگارز یک درصد و دستگاه نانودراپ  

  DNaseIژنومی احتمالی، از آنزیم    DNAمنظور حذف  
استفاده شد و  (   Thermo Fisher Scientificشرکت ) 

حضور   عدم  نمونه   DNAسپس  تیمار    RNAهای  در 
واکنش   با  آنزیم،  این  با  از    PCRشده  استفاده  با 

کل مورد    RNAالگوی  آغازگرهای طراحی شده روی  
اول   رشته  گرفت. ساخت  قرار  تمامی    cDNAتأیید  از 

کیت    RNAهای  نمونه  از  استفاده  با  شده  استخراج 
براساس  ش   cDNAساخت   و  آزما  تجهیز  یکتا  رکت 

 دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. 
 

 های مرجع انتخابی و طراحی آغازگرها ژن

ژن   بهترین  تعیین  و  پایداری  میزان  بررسی  منظور  به 
مرجع در شرایط محیطی مختلف، تعداد شش ژن مرجع  

-EF-1α ،  18S rRNA  ،ACTIN  ،βپرکاربرد  

Tubulin  ،HSP   و  GAPDH    این بر  شدند.  انتخاب 
ژن  این  توالی  وجود  عدم  علت  به  مرجع  اساس،  های 

توالی  ریحان،  گیاه  کننده برای  کد  ژن   های  با  این  ها 
  NCBIاین گیاه که در سایت    ESTاستفاده از کتابخانه  

شدند.  شناسایی  است،  توالی   موجود  منظور،  این    برای 
مختلف شش    پروتئینی  گیاهان  مرجع    سایت   از   ژن 
NCBI   استفاده   با   و   دانلود  tBLASTn    علیه کتابخانه

EST   شد. هم   ریحان   گیاه از توالی   ردیف  حاصل    های 
tBLASTn   و   بندی سرهم که    حاصل   قطعات   شده 

کننده   دارای  کد  بودند    کامل   توالی  مرجع  ژن  شش 
استفاده   آغازگر   طراحی   برای   الگو   عنوان به  قرار    مورد 

های شناسایی  ی بعد با استفاده از توالی در مرحله .  گرفتند 
  Allel ID 6.0افزار  آغازگرهایی با استفاده از نرم   شده، 
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 (. 1طراحی شدند )جدول  
 
 

 

 
 

 

 مشخصات آغازگرهای مورد استفاده  .1جدول 

Ta 

 )0C ( 
   (bp  طول )

 قطعه 
 نام ژن  کارکرد ژن  نام آغازگر  ( '3-'5توالی آغازگر ) 

58 137 
AGTATCCGACACTGTTGTTGAG β-Tubulin-F 

 Beta tubulin اسکلت سلولی 
GGGTGGTAAGTTTGAGGGTTC β-Tubulin-R 

55 160 
AGGAACTTGAGAAGGAACC EF-1α-F 

 Elongation ترجمه 

factor 1 alpha ATCACACCAACAGCAACC EF-1α-R 

60 75 
AGCGGCGGACGAACTTACC HSP-F 

  Heat shock سیستم چاپرونی 

protein GAAGGAAGGAGCAGGAGGAGAAG HSP-R 

58 118 
AGAGAAGCGAGGATTGAACC ACTIN-F 

 Beta actin اسکلت سلولی 
CCGACAGGATGAGCAAGG ACTIN-R 

55 124 
TTGTTACGACTTCTCCTTCC 18S-F 

  18s ribosomal ساختمان ریبوزوم 

RNA GCTCCTACCGATTGAATGG 18S-R 

60 127 
CAGCCACCGTGACTTGAG GAPDH-F   اکسیداسیون و

 احیاء سلولی 

Glyceraldehyde-3- 

phosphate 

dehydrogenase GAGAGCGATGCCGTTGAG GAPDH-R 

 
در زمان واقعی و انتخاب پایداترین    PCR  واکنش

 ژن مرجع

از    PCR  اکنشو استفاده  با  واقعی  زمان  مستر  در 
میکس سایبرگرین شرکت یکتا تجهیز آزما و در یک  

شد.  BioRad CFX96ترموسایکلر   اجرای    انجام 
دو تکرار  در  در زمان واقعی    PCRهای  تمامی واکنش 

اختصاصیت  تکنیکی   و  کارایی  گرفت.  صورت 
از  آغاز  استفاده  با  ترتیب  به  شده  طراحی  گرهای 

تعیین  شد.  تعیین  ذوب  منحنی  و  استاندارد    منحنی 
تحت    مرجع   ژن   پایدارترین  شیرین  ریحان  ارقام  در 

از تنش  استفاده  با  مختلف  نرم  های  افزار   دو 
BestKeeper v1.0  (2004 )    وNormFinder 

v0.953  (2003 )   نرم گرفت.  افزار  صورت 
BestKeeper  مقادیر  از Ct  برای    تبدیل نشده 

کند  استفاده می   های مرجعبررسی میزان پایداری ژن 
(Pfaffl et al., 2004)با   از   استفاده  . 

BestKeeper،  تغییرات  Ct  معیار محاسبه   انحراف  و  
ناپایدار   با   هایی ژن   شد و  از یک  بیشتر    انحراف معیار 

نرم  . شدند  حذف   و  شده  گرفته  نظر  در افزار  در 
NormFinder  مقادیر و    استفاده  بیان  نسبی  از  شد 

به    CpΔ-2و    CpΔروابط    از   استفاده  با  Cpمقادیر  
 Vandesompele et) شدند    تبدیل  نسبی  هایکمیت

al., 2002).   ،پایداری   ارزش  در نهایت  (Stability 

value: SV  ) با   مرجع  هایژن   و  شد   محاسبه  
  نظر   ها در ژن   عنوان پایدارترین به   SV  کمترین مقدار 

 . (Andersen et al., 2004)شدند  گرفته
 

 نتایج و بحث 
پایداری  بررسی   منظوربه انتخاب    میزان  و  بیان 

در کولیتوارهای سبز و قرمز گیاه  پایدارترین ژن مرجع  
تنش  شرایط  تحت  شیرین  غیرزیستی  ریحان  های 

تاریکی، و  گرما  سرما،  شوری،  ژن    خشکی،  شش 
پرکاربرد   ، EF-1α،  18S rRNA  ،ACTINمرجع 

β-Tubulin  ،HSP  و  GAPDH    قرار بررسی  مورد 
به   گرفتند. ابتدا  واکنش  در  انجام  از  اطمینان  منظور 
PCR    کارایی بالا،  کارایی  و  با دقت  واقعی  زمان  در 
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واکنش و همچنین اختصاصی بودن آغازگرها بررسی  
در زمان واقعی    PCRشد. نتایج تعیین کارایی واکنش  

ندارد نشان داد که آغازگرهای  با استفاده از منحنی استا 
ژن  تمام  برای  شده  بررسی  طراحی  مورد  مرجع  های 

از   بیشتر  تکثیر  کارایی  هستند   90دارای    درصد 
ژن 2)جدول  کارایی  میزان  کمترین  و  بیشترین  های  (. 

به ترتیب مربوط به ژن    HSPو    ACTINهای  مرجع 
)جدول   بودن  2بود  اختصاصی  میزان  بررسی  نتایج   .)

های مرجع با استفاده  طراحی شده برای ژن   های آغازگر 
که  داد  نشان  ذوب  منحنی  آغازگرهای    از  تمامی 

و  طراحی  کرده  تکثیر  را  نظر  مورد  محصول  تنها  شده 
 (. 1فاقد هرگونه دایمر و یا باند اضافی بودند )شکل  

 
 استفاده پارامترهای میزان کارایی آغازگرهای مورد  .2جدول 

2R  نام ژن درصد کارایی  شیب منحنی 

9952 /0 541/3- 93 β-Tubulin 
9986 /0 772/3- 97 EF-1α 
9921 /0 382/3- 91 HSP 
9996 /0 389/3- 108 ACTIN 
9975 /0 895/3- 94 18S rRNA 
9993 /0 495/3- 96 GAPDH 

 

 
  نمودار ذوب ژن مرجع EF-1α( ،B)( نمودار ذوب ژن مرجع Aهای مرجع در ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین. )نمودار ذوب ژن  .1شکل  

ACTIN( ،C )18نمودار ذوب ژن مرجعS rRNA ( ،D )نمودار ذوب ژن مرجع β-Tubulin( ،E) نمودار ذوب ژن مرجع HSP ( وF)   نمودار
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  .GAPDH ذوب ژن مرجع
 

 

 
 

 

  مقادیر   بر اساس   های مرجعنتایج بررسی بیان ژن 
Cp   دارای  نشان داد که ژن بررسی  های مرجع مورد 

میزان   هستند.  ریحان  گیاه  در  مختلفی  بیان  سطوح 
داری بین ارقام سبز و قرمز نداشت.  بیان تفاوت معنی 

میانگین   میزان  کمترین  و  ترتیب    Cpبیشترین  به 
محاسبه    18S rRNAو    β-Tubulinهای  برای ژن 

 (.  2شد )شکل 
مقادیر   بررسی  ا   Cpنتایج  نرمبا  از    افزارستفاده 

BestKeeper   ژن تنها  که  داد  مرجع  نشان  های 
HSP    وACTIN   پایین معیار  انحراف  از  دارای  تر 

عنوان  های مورد بررسی بودند و به یک در بین نمونه 
شنژن بالا  بیان  پایداری  با  شدند  های  اسایی 

، 18S rRNA  ،EF-1αهای  (. از طرفی، ژن 3)جدول

GAPDH    وβ-Tubulin   ی انحراف معیار بالاتر  دارا
نمونه  بین  در  یک  و  از  بودند  بررسی  مورد  های 

ژن به شناسایی  عنوان  پایین  بیان  پایداری  با  های 
)جدول   ژن 3شدند  همچنین،  مرجع  (.  و    HSPهای 

ACTIN   18های  نسبت به ژنS rRNA  ،EF-1α ،
GAPDH    وβ-Tubulin    ضریب میزان  کمترین 

(. براساس نتایج  3را نشان دادند )جدول    Cpتغییرات  
ژنBestKeeper  افزارنرم مرجع  ،  و    HSPهای 

ACTIN  پایدار برای عنوان ژن به   تجزیه   های مرجع 
  در   در زمان واقعی   PCRهای حاصل از  تحلیل داده   و

برگی ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین    هایبافت
سرما،  تنش تحت   شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 

 مشخص شدند.  گرما و تاریکی
 

 
ها نشان دهنده خطای  های مرجع مورد بررسی در دو ارقام سبز و قرمز ریحان شیرین. خطوط روی ستونبرای ژن  Cp میانگین مقادیر. 2شکل  

 استاندارد است.

 
 Bestkeeperافزار های مرجع توسط نرم شده برای ژنهای توصیفی محاسبه آماره . 3جدول 

 18S rRNA ACTIN EF-1α GAPDH HSP β-Tubulin فاکتور 

 36 36 36 36 36 36 تعداد نمونه 
 Cp 41/14 88/19 75/22 31/24 95/19 90/25میانگین هندسی 

 Cp 67/14 92/19 92/22 72/24 97/19 26میانگین حسابی 

 Cp 8 17 12 16 18 50/21حداقل 

 Cp 22 22 31 32 23 50/28حداکثر 

 04/2 99/0 33/1 90/3 71/0 97/1 ( Cp±انحراف معیار )

 89/13 97/4 82/5 77/15 53/3 59/7 (Cp%ضریب تغییرات )

min [x-fold] 99/84- 35/7- 24/1722- 43/317- 85/3- 16/21- 

max [x-fold] 78/192 35/4 42/304 45/206 31/8 05/6 

std dev [± x-fold] 10/4 99/1 52/2 91/14 63/1 92/3 
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نتایج  اساس    افزارنرم   براساس  بندیرتبه   بر 
BestKeeper،  های  ژنHSP    وACTIN  ترتیب   به

به رتبه را  دوم  و  اول  ژن های  در    هایعنوان  مرجع 
برگی ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین    هایبافت

سرما،  تنش تحت   شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 
تاریکی و  ژن   گرما  سایر  و  کردند  مرجع  کسب  های 

EF-1α  ،β-Tubulin،  18S rRNA  و  GAPDH 
 . (4های بعدی قرار گرفتند )جدول در رتبه به ترتیب  

 
های مرجع مورد بررسی در  بندی ژن. نتایج رتبه 4جدول 
 NormFinderو  BestKeeperهای افزار نرم

های  افزارنرم
BestKeeper   و

NormFinder 

های  افزارنرم
NormFinder 

  افزارنرم
BestKeeper های ژن

ترتیب نهایی پایداری  مرجع
 های مرجع  ژن

 رتبه 
ارزش  
 پایداری

 رتبه 
انحراف  

 معیار 

ACTIN 1 034/0 4 97/1 β-Tubulin 

HSP 4 1/0 3 33/1 EF-1α 

β-Tubulin 3 071/0 1 71/0 HSP 

EF-1α 2 062/0 2 99/0 ACTIN 

18S rRNA 6 173/0 5 04/2 18S 

rRNA 
GAPDH 5 141/0 6 90/3 GAPDH 

 
  های ژن   کلی  تغییرات  NormFinderافزار  نرم
و    مرجع کرده  برآورد  پایداری    ارزش   آن،  براساسرا 

(SV می محاسبه  را    کمترین   با   مرجع   هایژن   کند.( 
مناسب عنوان  به  پایداری  درارزش  آنها    نظر   ترین 

میزان  (Andersen et al., 2004)شود  می   گرفته  .
ژن  گیاه  پایداری  قرمز  و  سبز  رقم  دو  در  مرجع  های 

نرم  از  استفاده  با    NormFinderافزار  ریحان شیرین 
نرم با  بررسی  نتایج  گرفت.  قرار  بررسی  افزار  مورد 

NormFinder    نشان داد که ژن مرجعβ-Tubulin  
دارای  پایداری،  ارزش  میزان  کمترین  بیشترین    با 

ژن  بین  بیان  پایداری  است  میزان  بررسی  مورد  های 
ژن 4)جدول   مرجع  (.  -ACTIN  ،HSP  ،EFهای 

1α  ،GAPDH    18وS rRNA    به ترتیب بر اساس

ژن   از  پس  خود،  پایداری  ارزش    β-Tubulinمیزان 
رتبه  )جدول  در  گرفتند  قرار  بعدی  براساس  4های   .)
ژن NormFinder  افزارنرمنتایج    ،  β-Tubulin  

ژن به برای  عنوان  پایدار  تحلیل    و  تجزیه  مرجع 
حاصل داده  واقعی  PCRاز    های  زمان    در   در 

برگی ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین    هایبافت
سرما،  تنش تحت   شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 

 مشخص شد.  گرما و تاریکی
اینکه   به  توجه  نرم با  و    BestKeeperافزار  دو 

NormFinder  مختلفی برای  آماری  های  الگوریتم   از
میزان  بیان    ارزیابی  استفاده  ژن پایداری  مرجع  های 

رتبهمی در  تفاوت  وجود  ژن کنند،  امری  بندی  ها 
می بدیهی   نظر  دیگری  به  مطالعات  در  امر  این  رسد. 
مش بهنیز  شد،  مطالعه اهده  در  مثال  و    Cao  طور 
دلیل اختلاف در  نیز گزارش شد که    (2016) ن  همکارا

ژن رتبه از بندی  استفاده  مرجع،  های  الگوریتم   های 
آماری   پایداری  .  استمختلف  میزان  بررسی  از  پس 

نرمژن دو  از  استفاده  با  مرجع  افزار  های 
BestKeeper    وNormFinder رتبه نهایی  ،  بندی 

ژن  پایداری  رتبه میزان  اساس  بر  مرجع  بندی  های 
رتبه نتایج  گرفت.  صورت  نشان  تجمعی  نهایی  بندی 

ژن  که  ترتیب  به  HSPو    ACTINهای  داد 
ژن  برایپایدارترین  مرجع  تحلیل    و  تجزیه   های 

از  داده  حاصل  واقعی  PCRهای  زمان    در   در 
برگی ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین    هایبافت

سرما،  تنش تحت   شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 
)جدول   هستند  تاریکی  و  ر4گرما  نتایج  بندی  تبه (. 

ژن که  داد  نشان  همچنین  مرجع  نهایی   18Sهای 

rRNA    وGAPDH  تجزیه   از پایداری مناسبی برای  
  در   در زمان واقعی   PCRهای حاصل از  تحلیل داده   و

برگی ارقام سبز و قرمز گیاه ریحان شیرین    هایبافت
سرما،  تنش تحت   شوری،  خشکی،  غیرزیستی  های 

 (.  4گرما و تاریکی برخوردار نیستند )جدول 
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یک روش  در زمان واقعی به    PCRامروزه روش  
بررسی استاندارد   ژن روند    برای  مختلف بیان    های 

که   است  شده  فراوانتبدیل  کاربردهای  در  ی  دارای 
مانند زمینه توالی تأیید    هایی  ترانسکریپتوم  نتایج  یابی 

از   استفاده  و  ،  RNA-seqبا  ژنوم  کل  ریزآرایه 
ابداع این  تشخیص مولکولی است.  همچنین   از زمان 

از   زیادی  تعداد  تاکنون  مرجع  ژن روش  از  های 
،  18S rRNA ،GAPDH  ،  ACTIN  ،HSPجمله

EF-1α،UBQ ،UBC ،  β-Tubulin    معرفی  و غیره
نرمال   شده برای  ژن و  بیان  شرایط    هاسازی  در 

زیستی و غیرزیستی    محیطی   هایتنش   مانند  مختلف
مرجع  ژن  . سطح بیان یک  اندمورد استفاده قرار گرفته 

باید   تمام مناسب  آزمایش   ی در  با    ثابت   شرایط  باشد، 
ژن تاکنون  حال،  این  نشده    مرجعی   هیچ  شناسایی 

تماماست   در  ثابت   دارای  شرایط   یکه  باشد.    یبیان 
بی  دادهشماری  تحقیقات  سایر  همکه    اندنشان  انند 

ژژن بیان  میزان  گیاه،  یک  نیز  ن های  مرجع  های 
است   شرایط  ممکن  تحت  یا  و  نموی  مراحل  در 

محیطی هاتنش  کند    ی  پیدا  توجهی  قابل  تغییرات 
(Joseph et al., 2018)  .Tian    (  2015)و همکاران

مرجع   ژن  که  کردند  هویج    GAPDHگزارش  گیاه 
تنش  شرایط  محرک در  تیمار  و  غیرزیستی  های  های 

برگ  در  مناسبی  پایداری  گیاه  هورمونی  این  های 
نمی  سال  نشان  در  دیگر  پژوهشی  در    2016دهد. 

ژن  که  شد  مرجع  مشخص    و   18S rRNAهای 
TUBULIN   تنش شرایط  غیرزیستی  تحت  های 

آن  بیان  و  بوده  ناپایدار  قابل  مختلف  تغییرات  ها 
می توج نشان  را  . (Ma et al., 2016)دهد  هی 

Reddy  ( 2016و همکاران)    نشان دادند که بیان ژن
گیاه نخود به طور قابل توجهی تحت    EF-1αمرجع  

های غیر زیستی قرار گرفته و ناپایدار است.  تأثیر تنش 
مشخص شد  (  2005و همکاران )  Nicot  در پژوهش 

ژن  مرجع  که  -βو    18S rRNA،  ACTINهای 

Tubulin   سیب مناسبی  گیاه  بیان  پایداری  از  زمینی 
های غیرزیستی برخوردار نیستند و  تحت شرایط تنش 

داری تحت تأثیر شرایط تنش  ها به طور معنی ان آن بی
می  ژن قرار  برای  ناپایداری  بیان  چنین  های  گیرد. 

های زیستی مختلف نیز  مرجع در گیاهان تحت تنش 
 Joseph et al., 2018; Nicot)مشاهده شده است  

et al., 2005; Scholtz and Visser, 2013; Li . 
et al., 2014)  . تعیین  نرم که    ی موارد   در افزاهای 

های مرجع  بندی متفاوتی را برای ژن پایداری نتایج رتبه 
از دو ژن مرجع که  توان  می دهند،  مورد بررسی نشان می 

رتبه  پای   بهترین  لحاظ میزان  از  اند،  داری کسب کرده را 
های بیان ژن هدف را با استفاده از  داده  استفاده کرد و یا 

ژن  هندسی  بهینه میانگین  مرجع  کرد  های  سازی 
 (Vandesompele et al., 2002 ) .   پژوهشی در 

ژن  بیان  بررسی  مقالات  اغلب  که  شد  با  مشخص  ها 
در زمان واقعی، تنها با یک ژن مرجع    PCRاستفاده از  
گونه اعتبارسنجی  اند و هیچ سازی قرار گرفته مورد نرمال 

ژن برای   مرجع  انتخاب  آن های  نگرفته  در  صورت  ها 
 Kozera and Rapacz, 2013; Chervoneva) است 

et al., 2010; Gutierrez et al., 2008 ) .  امر    این
با و مشخص می    PCRجود دقت بالای روش  کند که 

های  کاربرد ژن   ها، در زمان واقعی برای بررسی بیان ژن 
مرجع با میزان پایداری کم، باعث ایجاد خطاهای بزرگی  

نرمال  ژن در  بیان  بررسی  و  بررسی  سازی  مورد  های 
خواهد شد. نتایج این تحقیقات همچنین این موضوع را  

می  انتخاب  مشخص  که  مناسب  کند  مرجع    برای ژن 
بر اساس    در زمان واقعی   PCRمطالعات بیانی با روش  

و   نبوده  دقیقی  کار  منابع  پایداری  مرور  این  میزان 
بایستی قبل از استفاده مورد ارزیابی قرار  های مرجع  ژن 

 ;Kozera and Rapacz, 2013)   گیرد 

Chervoneva et al., 2010; Gutierrez et al., .  
2008; Nicot et al., 2005 ) .   

پژوهش،   این  مرجع  در  ژن  پایداری شش  میزان 
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-EF-1α،  18S rRNA  ،ACTIN  ،βپرکاربرد  

Tubulin  ،HSP   و  GAPDH    در کولیتوارهای سبز
تنش  شرایط  تحت  شیرین  ریحان  گیاه  قرمز  های  و 

غیرزیستی خشکی، شوری، سرما، گرما و تاریکی مورد  
گرفت.   قرار  نتایج  رتبه اساس    بر بررسی  تجمعی  بندی 

نرم   آنالیز  توسط  بیان  پایداری    افزارهای میزان 
BestKeeper    وNormFinder  ،  مرجع ژن  ACTIN  

ژن  به  پایدارترین  و  بهترین  برای    مرجع عنوان 
مطالعه ژن بیان  سازی  نرمال  مورد  روش    توسط   های 
PCR   در کولیتوارهای سبز و قرمز گیاه    در زمان واقعی

این ژن مرجع توسط هر دو  شناخته شد.  ریحان شیرین  
رتبه یکسانی    NormFinderو    BestKeeper  افزار نرم 

را دریافت کرد و با توجه به یکسان بودن نتایج در هر دو  
نتایج  عنوان پایدارترین ژن مرجع انتخاب شد. افزار به نرم 

های  پژوهش حاضر با تنها پژوهش بررسی پایداری ژن 
  ACTINمرجع در گیاه ریحان که در آن دو ژن مرجع  

ن  سازی بیا به طور همزمان برای نرمال   18S rRNAو  
های گیاه ریحان  ترپن های بیوسنتزی مونو و سزکوئی ژن 

شیرین تحت تنش سرما استفاده شده بودند یکسان بود  
از پایداری نسبتاً مناسبی    ACTINو در آن ژن مرجع  

در تیمارهای مختلف سرما برخوردار بود و در مقابل ژن  
18S rRNA    نداد نشان  را  مناسبی  بیان  پایداری 

 (Senji and Mandoulakani, 2018 )  ما پژوهش   .
پنج   تیمار  تحت  و  بالاتر  مقیاسی  غیرزیستی  در  تنش 

پایداری   تاریکی،  و  گرما  سرما،  شوری،  ژن  خشکی، 
  پژوهش حاضر  را به اثبات رساند. نتایج  ACTINمرجع  
  از   وضوح نشان داد که قبل   به   ها سایر پژوهش   در کنار 

  تحلیل   و   تجزیه   و   ژن   بیان   هر گونه اقدام برای مطالعه 
است    PCRروش    های داده  لازم  واقعی  زمان  در 

مورد مطالعه به    موجود   در   مرجع   های ژن   بیان   پایداری 
پژوهش   این  نتایج  گیرد.  قرار  ارزیابی  مورد  دقت 

  توان می   ACTIN  مرجع همچنین نشان داد که از ژن  
نرمال  مطالعه ژن بیان  سازی  برای  مورد    توسط   های 

در کولیتوارهای سبز و قرمز    در زمان واقعی   PCRروش  
استفاده کرد و نتایج قابل اعتمادی را  گیاه ریحان شیرین  

 آورد.  به دست  
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