
中中 国国 瓜瓜 菜菜2025，38（6）：35-43 试验研究

收稿日期：2024-11-19；修回日期：2025-01-21

基金项目：国家自然科学基金青年项目（32102455）；河南省科技攻关计划项目（242102110311）

作者简介：胡梦丹，女，在读硕士研究生，主要从事食用菌分子生物学研究。E-mail：humengdan1998@163.com

通信作者：李亚楠，女，讲师，主要从事食用菌分子生物学研究。E-mail：liyanan@henau.edu.cn

食用菌在栽培过程中需要适宜的光照[1]，不同

品种的食用菌对光照具有不同的要求和响应 [2- 6]。

研究发现，在黑暗条件下，杏鲍菇原基可以形成，但

难以进一步分化成具有正常结构的子实体；而在红

光和蓝光条件下，原基能够正常分化，且在蓝光下

分化的速度快，数量比红光下多[3]。在蓝光下，与光

调控相关的脱氧核糖二嘧啶光解酶基因 PHR 表达

量显著上调[3]。Kim 等[4]研究表明，蓝光对香菇菌盖

和菌柄的发育有显著影响，对其分析发现碳水化合

物活性酶编码基因和部分转录因子编码基因的表达

量出现明显上调，为进一步解析光照对其调控机制

奠定了基础。糙皮侧耳（Pleurotus ostreatus），又名平

菇，是我国栽培量最大、栽培范围最广的食用菌之

一[7]，因其具有高营养价值及药用特性而著名[8]。在

糙皮侧耳的生长中，其对光照的需求主要体现在原

基分化时期和子实体形成及发育时期[7]。目前通过
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摘 要：为了筛选出适合分析糙皮侧耳在不同光质处理下基因特异性表达的内参基因，以糙皮侧耳菌丝为材料，在

不同光质处理的菌丝转录组数据中筛选 12 个基因作为糙皮侧耳实时荧光定量 PCR 的候选内参基因，对其表达丰

度和表达稳定性进行评价。设计的 12 个候选内参基因荧光定量引物具有良好的特异性，熔解曲线呈单一峰，各基

因 CT 值在 18~26 之间。geNorm、NormFinder 和 BestKeeper 表达稳定性分析显示，真核翻译起始因子编码基因

（eIF1）、泛素结合酶编码基因（UBC）、40S 核糖体蛋白编码基因（40SRP）和肌动蛋白编码基因（Actin1）在 3 种分析中

的表达稳定性均位于前列。这 4 个基因在不同光质处理下的表达丰度从高到低依次为 UBC、eIF1、Actin1 和

40SRP。eIF1 和 UBC 可以作为靶标基因高丰度表达水平下的最佳内参基因组合；40SRP 和 Actin1 可作为靶标基因

中、低丰度表达水平下的最佳内参基因组合。
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Optimization of reference genes for qRT-PCR of Pleurotus ostreatus un-
der different lighting treatments
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Abstract: To identify suitable reference genes for analyzing the specific gene expression of Pleurotus ostreatus under dif-

ferent lighting treatments, the mycelium of P. ostreatus was used as the material, and 12 genes were screened from the

transcriptome data of mycelium under different lighting treatments as candidate reference genes for qRT-PCR of P. ostrea-

tus, and their expression abundance and expression stability were evaluated. The results indicated that the primers of 12

candidate reference genes had good specificity in qPCR, with single peaks in the melting curve, and the CT values of the

genes were between 18 and 26, demonstrating good gene expression abundance. The expression stability analysis of ge-

Norm, NormFinder and BestKeeper showed that the expression stability of eukaryotic translation initiation factor1 encod-

ing gene（eIF1）, ubiquitin-conjugating enzyme encoding gene（UBC）, 40S ribosomal protein encoding gene（40SRP）and

actin1 encoding gene（Actin1）were at the forefront in the three analyses. The expression abundance of these four genes un-

der different lighting treatments from high to low was UBC, eIF1, Actin1 and 40SRP. eIF1 and UBC can be used as the

best reference gene combination at the high abundance expression level of target genes. 40SRP and Actin1 can be used as

the best reference gene combination at medium and low abundance expression levels of target genes.
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试验发现，不同程度的光照对糙皮侧耳菌丝培养时

期的生长发育也会产生不同的影响。分析不同光照

条件下生长发育和调控中相关基因的表达差异，是

解析其光调控机制的重要研究途径。

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）是研究基因表

达差异的主要方法。该方法具有微量、高效、快速

得到结果的特点[9]。qRT-PCR 计算基因表达量时通

常采用 2-ΔΔCt 的方法，该方法基于 CT（cycle thresh-

old）值，即反应过程中荧光信号达到阈值以上的最

小循环数，通过计算目标基因与其内参基因之间

的 CT 值差异，进而转换为表达量的对数比值，从

而实现对基因表达水平变化的相对定量。内参基

因用于校正组内和组间由于样本处理、RNA 提

取、逆转录及定量效率等可能存在的试验误差，对

其进行归一化处理，确保试验结果的准确性 [10]。

因此，内参基因的选择在分析基因表达差异的过

程中起着至关重要的作用，不合适的内参基因的

使用会导致对基因表达水平和表达趋势的误判。

通常，选择在不同组织和不同处理条件下表达量

稳定且相对较高的管家基因作为内参基因 [11- 12]。

管家基因中 β-肌动蛋白（β-actin）、β-微管蛋白

（β-tublin）、甘油醛 -3 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde

3-phosphate dehydrogenase）编码基因作为常用的内

参基因[13]。但是在特定处理条件下，一些常规管家

基因的表达稳定性可能也会发生变化，导致其不再

适合作为特定研究的内参基因。此时，需要通过分

析对比通用管家基因的表达稳定性，以筛选出更合

适的内参基因。

目前可用于分析基因表达水平稳定性的软件

有 geNorm[14]、NormFinder[15]、BestKeeper[16]等。Ge-

Norm 软件可以筛选出两个及两个以上较为稳定的

内参基因，通过程序运算，计算各个基因的 M 值，M

值越低，其作为内参基因的稳定性越高；反之越

低 [14]。NormFinder 可用来筛选 1 个基因作为最优

内参基因，通过程序计算出 S 值，S 值越低，表明该

基因作为内参基因的稳定性越高；反之越低 [15]。

BestKeeper 通过程序计算出每个基因相应的变异系

数和标准偏差，变异系数和标准偏差低的基因适合

作为内参基因[16]。通常情况下，可通过这 3 个软件

的综合评价分析，筛选出最优内参基因。

真核翻译起始因子编码基因 eIF 在日本桉（Eu-

onymus japonicus）[17]、秋葵（Abelmoschus esculentus

L.）[18]、魔芋（Amorphophallus Konjac）[19]等植物中被

广泛用作内参基因，但在食用菌中使用此基因作为

内参基因的报道较少。Yang 等[20]研究发现，丝状真

菌中新型内参基因 RNB、V-ATP 和 VAMP 比传统内

参基因 ACTB、β-TUB 和 GAPDH 更为稳定。王文

沛等 [21]发现在草菇（Volvariella volvacea）常用菌株

和继代退化菌株中最佳参考基因组合为 SPRYp 和

α-TUB，但 Tao 等[22]发现，SPRYp、Ras 和 Vps26 在草

菇中表现出高稳定性。VSN、CYP、Ctsyn、UBC、

40SRP 和 60SRP 在生物胁迫下筛选内参基因中也

有较多报道[23-24]，但在食用菌中使用频率较低。在

糙皮侧耳中，VSN 和 Rbp 在不同氮源处理下比 Ac-

tin1 更适合作为内参基因，但在热胁迫条件下，Ac-

tin1 成为最佳选择[25]。不同光照条件下内参基因的

筛选报道较少，在植物刺葡萄（Vitis davidii Foëx.）愈

伤组织中，不同光条件下最适内参基因为 60SRP 和

TUB[26]，目前并未发现在食用菌中不同光质处理的

内参基因的报道。笔者初步对这些基因在不同光

照下糙皮侧耳转录组中的本底 FPKM 值进行分析，

筛选出了 12 个候选内参基因，并进一步对其表达

丰度和表达稳定性充分对比分析，以期能够为不同

光质处理下 qRT-PCR 的规范和数据处理的保真性

提供支撑，为研究糙皮侧耳的基因表达水平和光调

控机制提供保障。

1 材料与方法

试验于 2024 年 4－8 月在河南农业大学生命

科学学院力行楼进行。

1.1 供试菌株及培养基

糙皮侧耳 X831 由河南农业大学食用菌课题组

保存；麸皮固体培养基：麸皮 20 g、蛋白胨 2.0 g、酵母

粉 2.0 g、MgSO4 ·7H2O 0.5 g、KH2PO4 0.46 g、K2HPO4

1.0 g、琼脂粉 20 g、加去离子水补足至 1000 mL，分

装后使用灭菌锅于 121 ℃高压灭菌 30 min。

1.2 不同光质处理

将活化后的菌种接种于麸皮固体培养基中，

25 ℃恒温黑暗培养。在培养 2 d 后，每天对菌丝分

别进行红光、蓝光、白光 2 h 光照处理（约 1000 lx，

共处理 6 d），以黑暗培养的菌丝作为对照，培养 7 d

后收集菌丝并于液氮中速冻，置于-80 ℃冰箱备用。

1.3 总RNA提取与反转录

使用 TRIeasyTM Total RNA Extraction Reagent

（购自上海翌圣生物科技有限公司）提取已保存菌

丝的总 RNA，具体按照说明书操作。通过琼脂糖

凝胶电泳和分光光度计检测 RNA 的完整性和浓

度。使用 4× gDNA wiper Mix、5×HiScript Ⅲ
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qRT SuperMix（购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司）进行反转录获得 cDNA 片段 ，保存

于-20 ℃备用。

1.4 候选内参基因的筛选、引物设计与基因克隆

通过查阅文献[17-26]，使用 NCBI blast 比对分

析，在糙皮侧耳中初步选择了 20 个内参基因，对其

在不同光质下的转录组数据进行进一步筛查，以转

录组数据中平均 FPKM 值>100 以及 MFC≤2（最大

值与最小值的比值）[20]作为参考依据，初步筛选出进

一步重点关注的候选内参基因。查找候选内参基因

的编码序列，设计 qRT-PCR 引物，并对引物的特异

性进行验证。引物由生工（上海）生物工程有限公司

合成，扩增产物长度为 100~200 bp。

1.5 荧光定量引物标准曲线和扩增效率分析

qRT-PCR 反应体系为 20 μL。使用定量 PCR

仪进行反应，运行过程中通过熔解曲线分析引物特

异性。在荧光定量 PCR 引物的外侧设计引物并通

过常规 PCR 扩增获取模板核酸片段的标准品，凝胶

回收后测定其核酸浓度（ρ）（100 ng·μL-1左右），将模

板标准品按照梯度稀释（100、10-1、10-2、10-3、10-4），并

分别进一步进行荧光定量 PCR，记录各稀释浓度下

对应的 CT 值，用于分析引物扩增的标准曲线和扩增

效率。以标准品浓度为横坐标，以基因的 CT 值为纵

坐标，计算分析各基因的斜率 k 和回归系数 R2，通过

E=10-1/k-1 计算出各内参引物的扩增效率[27]。

1.6 不同候选内参基因的表达稳定性分析

以不同光质处理的糙皮侧耳的 cDNA 为模板，

采用 1.5 中确认过的标准曲线和扩增效率正常的荧

光定量引物进行 qRT-PCR，记录其 CT 值，用于后续

对候选内参基因表达稳定性的筛选。将不同光质

处理下各候选内参基因的 CT 值通过 geNorm、

NormFinder 和 BestKeeper 软件进行分析，以反映基

因表达的稳定性，具体参照 Vandesompele 等[14]、An-

dersen 等[15]和 Michael 等[16]的方法。最终，对不同软

件中的稳定性排名进行综合评估[21]，以确定最合适

的内参基因。

1.7 数据分析

采用 Excel 2016 记录整理数据；采用 SPSS 对

试验结果进行统计分析；采用 Prism 10 对试验分析

结果绘制图表。

2 结果与分析

2.1 候选内参基因的筛选

通过查阅文献初步选择 20 个内参基因，基于

糙皮侧耳在不同光质处理下的转录组数据，对反映

基因表达丰度的 FPKM 值进行汇总分析。在前期

试验中，笔者发现当 FPKM 值低于 100 时，其 qPCR

结果显示的 CT 值大于 26，此时 CT 值相对过大，不

再适合作为内参基因。结果分析显示（表 1），丝

状真菌中的新型内参基因 SPRYp、RNB、V- ATP、

VAMP 的平均 FPKM 值低于 100，其中 RNB 和

VAMP 在某些处理下几乎不表达，V-ATP 在不同光

质处理下存在超过 2 倍的表达差异。此外，不同氮

源下筛选到的糙皮侧耳最优内参基因为 Rbp 和

VSN，但在本研究中，Rbp 的平均 FPKM 值小于

100，不再适合作为常规表达量的内参基因。同时，

Ctsyn 和 Actin3 的平均 FPKM 值也低于 100，而

Cyp 的平均 FPKM 值高于 5000，也不适合作为常规

表达量的内参基因。当 MFC≤2 时，基因处于严格

稳定状态，MFC>2 的基因不适合作为内参基因。最

后通过筛查获得了 12 个候选内参基因，分别为

Vps26、Ras、eIF1、eIF5A、Actin1、Actin2、GAPDH、

TUB、UBC、VSN、60SRP、40SRP。

2.2 RNA质量和引物特异性检测

将提取后的总 RNA 进行琼脂糖凝胶电泳，均

具有明亮的 18S 和 28S 条带，通过分光光度计检测

其 A260/280 在 1.8~2.1 之间，A260/230 在 2.0~2.4 之间，说

明提取的总 RNA 完整性较好。实时荧光定量 PCR

熔解曲线呈单一峰（图 1），说明引物特异性较好。

表 1 候选内参基因表达稳定性和表达水平的初步筛选

Table 1 Preliminary screening of expression stability and

expression levels of candidate reference genes

基因名称
Gene name

SPRYp

Vps26

Ras

RNB

V-ATP

VAMP

eIF1

eIF5A

Rbp

Ctsyn

Actin1

Actin2

Actin3

GAPDH

TUB

UBC

VSN

Cyp

60SRP

40SRP

平均表达量
Average FPKM

80.75

111.12

545.52

0.20
94.37

8.71

3 037.10

2 311.02

55.43

75.10

1 015.17

263.80

63.99

125.39

1 698.70

3 445.12

134.05

8 226.20

1 752.89

1 606.01

最大值与最小值比值
MFC

1.25

1.74

1.11

0.00
2.16

0.00
1.72

1.27

1.40

1.84

1.73

1.85

2.25

1.70

1.64

1.34

1.36

2.29

1.53

1.37
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图 1 不同候选内参基因荧光定量 PCR 扩增引物的熔解曲线

Fig. 1 Melting curves of different candidate reference genes for fluorescence quantitative PCR amplification primers
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对 12 个基因绘制标准曲线，结果表明候选内参基

因的扩增效率处于 91%~116%之间，回归系数处于

0.990 8~0.999 5 之间（表 2）。结果显示，引物扩增

效率符合后续分析的要求。

2.3 候选内参基因CT值分析

对不同光质处理下 12 个候选内参基因的 CT

值进行分析，发现 12 个内参基因的 CT 值均处于

18~26 之间，其中基因表达丰度较高的为 UBC、

eIF1、eIF5A、TUB；基因表达丰度为中等水平的是

Actin1、40SRP、60SRP；基因表达丰度较低的是

Actin2、Ras、GAPDH、Vps26 和 VSN。同一基因在不

同处理中的 CT 值波动幅度可反映其表达稳定性，

波动值越小，基因稳定性越高。候选内参基因中稳

定性较高的内参基因为 Ras、40SRP、eIF1、GAPDH；

稳定性中等的为 Vps26、VSN、Actin1、UBC、60SRP；稳

定性较差的为 eIF5A、Actin2、TUB（图 2）。对这些候

选内参基因的表达稳定性进一步利用 geNorm、

NormFinder 和 BestKeeper 软件进行定量分析。

2.4 候选内参基因表达稳定性分析

2.4.1 geNorm 分析 通过 geNorm 分析不同光质

处理下候选内参基因的 CT 值，获得候选内参基因

的 M 值。M 值越大，表明该基因作为内参基因的稳

定性越低；M 值越小，稳定性越高；当 M 值>1.5 时，

不适宜作为内参基因。分析 12 个候选内参基因数

表 2 不同候选内参基因荧光定量 PCR 扩增引物的标准

曲线和扩增效率分析

Table 2 Analysis of standard curve and amplification

efficiency of fluorescence quantitative PCR amplification

primers for different candidate reference genes

基因
Gene

Vps26

Ras

eIF1

eIF5A

Actin1

Actin2

GAPDH

UBC

TUB

VSN

60SRP

40SRP

标准曲线
Standard curve

y=3.143 0x+6.154 0

y=3.224 6x+4.541 9

y=3.019 2x+7.261 3

y=3.529 1x+7.158 4

y=3.544 6x+7.394 5

y=3.041 9x+7.430 1

y=3.181 2x+5.421 7

y=3.436 3x+5.164 7

y=3.234 8x+6.922 3

y=2.995 6x+5.258 2

y=3.522 1x+4.138 7

y=3.537 1x+4.449 5

扩增效率
Amplification
efficiency/%

108

104

114

92

91

113

97

95

103

116

92

91

回归系数
Regression
coefficient

0.991 4

0.992 3

0.997 8

0.998 6

0.997 5

0.999 5

0.993 1

0.997 4

0.994 3

0.990 8

0.997 1

0.992 7

图 2 不同候选内参基因循环阈值（CT）

Fig. 2 Circulating threshold（CT）of different candidate reference genes
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据，通过 M 值对其稳定性进行比较（图 3），发现 M

值均小于 1.5，其中 UBC 和 60SRP 的 M 值最小，Ac-

tin1 和 eIF1 次之，这些基因表达稳定性较高，TUB

和 Actin2 表达稳定性较差。

2.4.2 NormFinder 分析 通过 NormFinder 分析不

同光质处理下候选内参基因的 CT 值，获得候选内

参基因的 S 值。S 值越大，表明该基因作为内参基

因的表达稳定性越低，S 值越小；其作为内参基因的

表达稳定性越高。分析结果得到候选内参基因的

表达稳定性排名如图 4 所示，eIF1 的 S 值最低，稳

定性最强，UBC、Actin1 和 40SRP 次之。此排名顺

序与 geNorm 的结果有所差异。

2.4.3 BestKeeper 分析 通过 BestKeeper 分析不

同光质处理下候选内参基因的 CT 值，获得候选内

参基因的标准偏差（SD）和变异系数（CV）。CV 和

SD 越大，说明稳定性越弱，反之稳定性越强。当

SD>1 时，基因的稳定性较差，不宜作为内参基因。

如表 3 所示，试验中所选的 12 个基因 SD 均小于

1，其中 SD 相对小的为 Ras、40SRP、Vps26 和 VSN；

CV 较低的基因为 Ras、40SRP、Vps26、VSN。对这 2

胡梦丹，等：不同光质处理下糙皮侧耳qRT-PCR内参基因的优化
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表 3 BestKeeper 软件分析结果

Table 3 Analysis result by BestKeeper

基因

Gene

Ras

40SRP

Vps26

VSN

GAPDH

eIF1

Actin1

Actin2

60SRP

TUB

UBC

eIF5A

标准偏差

SD

0.32（1）
0.43（2）
0.54（3）
0.57（4）
0.61（5）
0.63（6）
0.73（7）
0.78（8）
0.81（9）
0.87（11）
0.86（10）
0.99（12）

变异系数

CV

1.37（1）
1.95（2）
2.12（3）
2.25（4）
2.76（5）
3.00（6）
3.35（7）
3.37（8）
3.59（9）
4.08（10）
4.36（11）
4.60（12）

排名

Ranking

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

项参数进行排序，并通过几何平均数法得出 Best-

Keeper 分析中各基因的稳定性排名，结果显示，排

名靠前的候选内参基因是 Ras、40SRP、Vps26、VSN、

GAPDH、eIF1 和 Actin1。

2.4.4 候选内参基因的综合性分析 通过几何平

均数法对 3 种软件的分析结果进行综合排序（图 5），

发现 geNorm、NormFinder 和 BestKeeper 分析后的

优势内参基因排名有所差异，geNorm 和 NormFinder

分析排名较为一致。结果表明，综合排名较靠前的基

因为 eIF1、UBC、40SRP 和 Actin1，适合作为不同光质

处理下的内参基因。TUB 和 Actin2 整体排名较靠

后，不适合作为不同光质处理下的内参基因。

2.4.5 候选内参基因两两变异性分析 多项研究表

明，仅使用一个内参基因进行靶基因表达量分析是不

充分的，通常要 2 个及以上的内参基因对靶基因的表

达量进行分析更为准确。通过 geNorm 对 12 个候选

基因进行两两变异分析（图 6），以确定适合不同光质

处理下参考基因的数量，当 Vn/n+1<0.15 时，认为适合该

条件下的参考基因数量为 n 个。在不同光质处理下

V2/3<0.15，意味着最适参考基因数量为 2 个。综合考

图 4 不同候选内参基因在 NormFinder 软件的分析结果

Fig. 4 Analysis result of different candidate reference genes by NormFinder software
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图 3 不同候选内参基因在 geNorm 软件分析的 M 值

Fig. 3 The M value of different candidate reference genes was analyzed by geNorm software
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图 5 不同候选内参基因的综合分析

Fig. 5 Comprehensive analysis ranking of different candidate reference genes

图 6 不同候选内参基因两两变异性分析

Fig. 6 Pairwise variability analysis of different candidate reference genes
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虑上述对基因表达丰度和表达稳定性的分析结果，当

靶标基因的表达量处于高水平时，eIF1 和 UBC 可以

作为最佳内参基因组合；对于中度和低表达水平的靶

标基因，40SRP与Actin1可作为理想的内参基因组合。

3 讨论与结论

内参基因的选择对基因表达分析的准确性至

关重要，对目标基因进行基因表达量分析之前，必

须对内参基因的稳定性进行综合评估，以确保试验

结果的可靠性和数据的准确性[23-24]。并非所有传统

内参基因均适用于作为不同条件下的参照标准，这

一现象可能归因于不同物种之间以及不同处理方

式下的生物学差异[1，3]。因此，精心挑选一个适宜的

传统型内参基因对试验的准确性和可靠性至关重

要。由于不同光质处理下内参基因的选择未见系

统的报道，在本研究中，笔者对糙皮侧耳中内参基

因的选择进行了深入分析，旨在评估不同光质处理

下内参基因的稳定性。在丝状真菌中，传统的内参

基 因 如 β- ACT、β- TUB 和 GAPDH 常 被 用 于

qRT-PCR 试验中的标准化分析，但是 Yang 等 [20]的

研究中报道了 3 个新的内参基因 RNB、V-ATP 和

VAMP 在丝状真菌稳定性评估中表现出比传统内参

基因更高的稳定性。笔者的研究结果表明，这些新

型候选内参基因 RNB、V-ATP 和 VAMP 在不同光质

胡梦丹，等：不同光质处理下糙皮侧耳qRT-PCR内参基因的优化
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处理下的糙皮侧耳转录组中的表达量低且在不同

处理组中相对不稳定，不再适合作为内参基因。

笔者通过基因荧光定量 PCR 获得 CT 值，并通

过 geNorm、NormFinder、BestKeeper 软件对 12 个候

选内参基因在不同光质处理下的表达稳定性进行

了综合分析，发现在不同光质处理下，常规内参基

因 Actin2 和 TUB 不再适合作为糙皮侧耳中的内参

基因，这一发现与 Trichoderma atroviride 中 Actin

在光照条件下表达不稳定的研究结果一致[27]。在草

菇中，Actin 不适合作为内参基因，而在热胁迫下糙

皮侧耳中，Actin 可作为最佳内参基因[28]。此外，在

橡胶灵芝菌[29]、天蓝苜蓿[30]中，TUB 不适合作为内参

基因。而在茯苓[31]中，α-TUB 适合作为不同组织中

的内参基因。这些结果显示，不同的生物学背景，

不同的处理条件，常规内参基因的适用性也会发生

改变。

本试验结果表明，不同光质处理下糙皮侧耳的

eIF1、UBC、40SRP 和 Actin1 基因表现出了较高的

稳定性，适合作为最优内参基因的选择。其中，有

关 eIF1 的这一结论与积雪草 [32]、广藿香 [33]、青钱

柳[34]、魔芋[19]和黑麦草[35]等植物中 eIF 基因的高稳定

性相一致，表明这些植物中 eIF 基因在不同条件下

均能保持相对稳定的表达水平。然而，在斑地锦[36]、

桑果[37]和樟叶越橘[38]中，eIF 基因则不适合作为内参

基因，因为这些植物在特定条件下 eIF 基因的表达

稳定性不足。在植物中，真核翻译起始因子 eIF 作

为内参基因的应用较为广泛，但在食用菌中鲜有报

道。同样，40SRP 和 UBC 在食用菌中的研究也较

为有限。这些新型内参基因的鉴定为食用菌内参

基因的选择提供了新的参考依据。

在选择内参基因时，除了考虑其表达稳定性

外，还要考虑其表达量的平均值大小，要与目标基

因相匹配。Yang 等[20]对内参基因选择时将其归为

适用于不同表达水平靶标基因的内参基因。在本

研究中，综合考虑基因表达丰度和表达稳定性，当

靶标基因的表达量处于高水平时，eIF1 和 UBC 可

以作为最佳内参基因组合；对于中度和低表达水平

的靶标基因，40SRP 与 Actin1 的组合可作为理想的

内参基因组合。这种划分可以使不同表达丰度的

基因表达水平的计算更加科学。

综上所述，真核翻译起始因子编码基因（eIF1）、

泛素结合酶编码基因（UBC）、40S 核糖体蛋白编码

基因（40SRP）和肌动蛋白编码基因（Actin1）在 ge-

Norm、NormFinder 和 BestKeeper 3 种分析方法中的

表达稳定性均位于前列，其中 eIF1 和 UBC 可以作

为靶标基因高丰度表达水平下的最佳内参基因组

合，40SRP 和 Actin1 可作为靶标基因中、低丰度表

达水平下的最佳内参基因组合。研究结果为不同

光质处理下 qRT-PCR 的规范性和数据处理的保真

性奠定了基础。
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