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摘  要：【背景】实时荧光定量逆转录 PCR (real-time quantitative reverse transcription PCR, RT-qPCR)
常用于分析基因表达，但选择合适的内参基因，对分析结果的稳定性非常重要。布莱克韦尔虫草是

一种具有开发价值的虫草，研究其功能基因表达具有重要意义。【目的】筛选获得布莱克韦尔虫草

不同生长阶段(液体发酵菌丝体、小麦粒培养基菌丝体及子实体)最稳定的内参基因。【方法】选取

8 个候选内参基因(18S rRNA、gapdh、ꞵ-tubulin、cyclophilin A、γ-actin、rpl10、tef1α和 ubiquitin)，
采用 RT-qPCR 技术进行扩增，结合 geNorm、NormFinder、BestKeeper、ΔCt等算法，评估这些基因在

布莱克韦尔虫草不同生长发育阶段的表达稳定性。【结果】相比其他基因，γ-actin 和 18S rRNA 在不同

生长发育阶段的表达稳定性最好，可作为布莱克韦尔虫草基因表达分析的内参基因。【结论】本研

究筛选出了布莱克韦尔虫草 RT-qPCR 的内参基因，为深入研究生长发育过程中的基因表达规律奠

定了基础。 
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Abstract: [Background] Gene expression is often studied by real-time quantitative reverse 
transcription PCR (RT-qPCR), the stability of which largely depends on the choice of reference 
genes. Cordyceps blackwelliae is a fungus of development potential, and it is thus vital to 
understand the expression patterns of functional genes in this fungus. [Objective] To identify 
the optimal reference genes that express stably across different developmental stages (mycelia 
from liquid culture, mycelia from wheat grain media, and fruiting bodies) of C. blackwelliae. 
[Methods] We utilized RT-qPCR to investigate the expression of eight reference genes (18S 
rRNA, gapdh, ꞵ-tubulin, cyclophilin A, γ-actin, rpl10, tef1α, and ubiquitin). The expression 
stability of these genes across different developmental stages was evaluated using geNorm, 
NormFinder, BestKeeper, and ∆Ct algorithms. [Results] The results indicated that γ-actin and 
18S rRNA exhibited more stable expression than the other genes, making them suitable 
reference genes for the transcriptional analysis of functional genes in C. blackwelliae. 
[Conclusion] This study successfully identified appropriate reference genes for RT-qPCR in   
C. blackwelliae, aiding future research on gene expression dynamics. 
Keywords: Cordyceps blackwelliae; reference gene; real-time quantitative reverse transcription 
PCR (RT-qPCR) 
 
 

虫草作为珍贵的生物资源，主要寄生于动

物(如昆虫、线虫和蜘蛛等)及少数其他真菌(如
大团囊菌、麦角菌等)[1]。虫草含有丰富的活性

成分(如虫草素、虫草多糖、腺苷等)[2-3]，表现

出多种生理活性(如抗肿瘤、降血脂、降血糖

等)[4]，其发酵菌丝体和子实体被广泛用于食品、

药品、保健品等领域[5]。近年来，以冬虫夏草、

蛹虫草、蝉花、广东虫草等为代表的虫草产业已

经在我国实现了较高的经济价值和社会效益[5]。

金水宝胶囊、百令胶囊、金致蛹虫草含片等虫

草制剂已广泛应用于临床[6]，虫草保健茶饮品、

虫草酒、虫草酱油等越来越多的虫草食品被开

发出来[7]。随着虫草食药用价值的不断发掘，

其市场需求量大幅度增加，但是野生虫草的资

源日渐稀缺，人工培育虫草成为了获取虫草的

重要途径。人工栽培成本低廉，培养出的虫草

品质好，极大地推动了虫草产业的发展，为虫

草产品的产业化奠定了基础[3]。 
布莱克韦尔虫草 (Cordyceps blackwelliae)

于 2018 年首次报道于泰国[8]，后在越南和中国

相继被发现[9-10]。该虫草在无性型和有性型形态

方面，分别与细脚虫草(Cordyceps tenuipes)和双

梭孢虫草(Cordyceps bifusispora)较为相似[8]。研

究发现，布莱克韦尔虫草具有抗氧化和纤溶活

性，对大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus)、沙门氏菌(Salmonella)
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等细菌，以及黑曲霉(Aspergillus niger)、禾谷镰

孢 (Fusarium graminearum)等真菌均具有抑制

效果，是一种具有开发价值的虫草菌[9]。布莱

克韦尔虫草可在大米或小麦粒培养基，以及柞

蚕蛹上生长出子实体[9]。子实体的形成是真菌

生命周期中高度复杂的分化过程，涉及形态重

建和众多基因的表达变化。了解这些关键基因

的表达模式，有助于阐明子实体发育调控机制。

在当今测序技术快速发展的背景下，实时荧光

定量逆转录 PCR (real-time quantitative reverse 
transcription PCR, RT-qPCR)依然是基因表达分

析常用的方法之一，并且转录组测序发现的差异

基因通常需要采用 RT-qPCR 的方法进行验证。 
RT-qPCR 是一种灵敏度高、重复性好、特

异性强的基因表达分析方法[11-12]。但是，利用

RT-qPCR 分析基因表达的可靠性也受到诸多因

素的影响，包括模板 RNA 质量、互补 DNA 
(cDNA)合成效率、引物特异性、扩增效率和标

准化等[13-14]。此外，选择一个稳定的内参基因

也非常重要，特别是对于表达水平波动较大的

样本[15-16]，在 RT-qPCR 分析中使用不合适的内

参基因将导致不可靠甚至错误的结果。真菌基

因表达分析中常用的内参基因有：18S rRNA、

28S rRNA、肌动蛋白(actin)、亲环素(cyclophilin 
A)、翻译延伸因子(tef1α)、微管蛋白(tubulin)、
甘油醛-3-磷酸脱氢酶(gdpdh)、泛素(ubiquitin)
等[17-19]。理想的内参基因在不同条件下应能保

持恒定水平的表达，并且不受实验参数的影响。

但是，越来越多的研究表明，在某一环境下稳

定表达的内参基因，在另一环境下有可能发生

变化[20-21]。因此，要针对不同的试验条件选择

最适合的内参基因，以此来提高研究结果的准确

性。目前，在许多食药用菌中，如冬虫夏草[22]、

蛹虫草[23]、香菇[24]、杏鲍菇[25]、金针菇[26]、黑

木耳[13]和灵芝[27]，都做过内参基因的筛选工作。

本课题组在对布莱克韦尔虫草进行转录组测序

后，找到一些差异表达的基因，需要通过

RT-qPCR 进行验证，但哪些基因适合作为内参

基因尚不清楚。 
本研究选择 8 个基因作为候选内参基因：

18S rRNA、gapdh、ꞵ-tubulin、cyclophilin A、

γ-actin、 tef1α、ubiquitin 和核糖体蛋白 L10 
(rpl10)。利用 RT-qPCR 技术，结合 geNorm、

NormFinder、BestKeeper、ΔCt 4 种算法及综合

评估软件 RefFinder 对这些候选内参基因在布

莱克韦尔虫草不同发育阶段(液体发酵菌丝体、

小麦粒培养基菌丝体和子实体)的表达稳定性

进行评估，以期筛选出适宜的内参基因，为布

莱克韦尔虫草生长发育调控研究奠定基础，也

为其他虫草内参基因的选择提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

布莱克韦尔虫草菌株由本实验室分离，保

藏于中国典型培养物保藏中心(CCTCC)，编号

为 M2022663。采用先前工作中描述的方法进行

人工栽培[9]，分别对液体发酵菌丝体(马铃薯葡

萄糖培养基)、小麦粒培养基菌丝体和子实体  
3 个阶段进行取样，各阶段设 3 次生物学重复。

收集的样品经液氮速冻后保存在超低温冰箱

(−80 ℃)备用。 
TransScript® One-Step gDNA Removal and 

cDNA Synthesis SuperMix 和 2×PerfectStart® 
Green qPCR SuperMix，全式金生物技术有限公

司。CFX ConnectTM 实时 PCR 仪，Bio-Rad 公司；

NanoDropTM One 超微量 UV-Vis 分光光度计，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；Agilent 2100
生物分析仪，安捷伦公司。  

1.2  RNA 的提取和逆转录  
将−80 ℃保存的样本在液氮中研磨成粉
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末，使用 Trizol 试剂提取总 RNA。通过 Agilent 
2100 生物分析仪检测 RNA 浓度、总量和完整

性，并进一步将 RNA 逆转录成 cDNA。采用

NanoDropTM One 超微量 UV-Vis 分光光度计测

定 cDNA 浓度，进一步用无核酸酶水将 cDNA
稀释到 200 ng/μL，用于 RT-qPCR 检测。 

1.3  候选内参基因的选择与引物设计 
使用在线网站 Primer3 (https://primer3.ut.ee/)

设计引物。引物设计原则为：目标片段大小在

100−250 bp 之间，熔解温度 57−62 ℃，最佳长

度 20 bp，G+C 含量 45%−55%。通过 DNAMAN 
6.0 检查引物是否存在发夹结构等影响 PCR 扩

增的因素，并且引物能量值不超过 4.2 kcal/mol，
同时检查正、反引物间是否会形成明显的二聚

体。基因名称及引物序列信息见表 1。在进行

RT-qPCR 前，先对设计的引物进行普通 PCR 扩

增。反应体系(25 μL)：正、反向引物(10 μmol/L)
各 0.75 μL，cDNA 模板(200 ng/μL) 0.5 μL，

2×EasyTaq PCR SuperMix 12.5 μL，ddH2O 10.5 μL。
反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，
72 ℃ 20 s，35 个循环；72 ℃ 8 min。通过 1%
琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果，如果扩增产物

大小与预期一致，琼脂糖凝胶电泳显示一条清

晰的条带，则该引物对可用于后续分析。 

1.4  RT-qPCR 分析 
使用 CFX ConnectTM 实时荧光定量 PCR 仪

按如下反应体系进行：2×PerfectStart® Green 
qPCR SuperMix 10 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 0.4 μL，cDNA 模板(200 ng/μL) 3 μL，无核

酸酶水 6.2 μL。RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 10 s，56 ℃ 25 s，72 ℃ 20 s，共 41 个循

环。在延伸阶段收集荧光信号，并在循环结束后

设定熔解曲线以检测产物的特异性。该程序能够

验证所产生的荧光来自单一 PCR 产物，而不代

表 PCR 过程中形成的引物二聚体或非特异性产

物[28]。各阶段样品进行 3 次重复。 
 
表 1  候选内参基因的引物序列 
Table 1  Primers used to amplify candidate reference genes 
基因名称 
Gene name 

描述 
Description 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度  
Amplicon size (bp) 

18S rRNA 18S 核糖体 RNA 
18S ribosomal RNA 

F: GCCTCACCCTAACTGTACCAT 
R: CCAGCCATCCACAGAACCC 

169 

gapdh 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

F: AGGTCATCATCTCTGCTCCC  
R: TCTTCTGGGTTGCGGTGTAG 

167 

ꞵ-tubulin β-微管蛋白 
β-tubulin  

F: CCAGTTCTCCGCCATGTTTC 
R: TCGTATTCCTCCTCGTCGTC 

122 

cyclophilin A 亲环素 A 
Cyclophilin A 

F: CCCCAAGACGGCTGATAACT  
R: TCAGGGTGAAGTTCTCGTCG 

154 

γ-actin γ-肌动蛋白 
γ-actin 

F: CGCCATCTCGCAGTATCATG 
R: CTCACGGTTGGACTTAGGGT 

199 

rpl10 核糖体蛋白 L10 
Ribosomal protein L10 

F: ATCTTCGATCTTGGCCGCA 
R: TCCTTGCCGCTGTTCTTGAC 

113 

tef1α 翻译延长因子 1α 
Translational elongation factor 1α 

F: CACTGTCATTGATGCTCCCG 
R: GGTCTCCTTGATAATCTCCTGGT 

213 

ubiquitin 泛素 
Ubiquitin 

F: GAAACCACGACACGGCAAAT 
R: CTTCTCCTCCTGTAGCGACC 

144 

F：正引物序列；R：反引物序列。 
F: Forward primer; R: Reverse primer. 
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1.5  候选内参基因的稳定性分析 
利用 4 种统计算法对候选内参基因的稳定

性、参考基因的最佳数量进行分析，包括

geNorm v3.5[29]、NormFinder v20[30]、BestKeeper[31]

和 ΔCt
[32]。通过 RefFinder 程序[33]对 8 个内参基

因稳定性进行综合排名。其中，geNorm 采用逐

级排除最不稳定基因的方法，建立内参基因稳

定性排序，并推荐最稳定基因，判定标准为：

稳定性值 M<1.5 即可作为内参基因，M 值越小

内参基因稳定性越好，反之，稳定性越差。该

软件还可计算引入一个新的内参基因后归一化

因子的配对变异值 V，并根据 Vn/Vn+1 值来确定

所需最适内参基因的数目。如果 Vn/Vn+1 值<0.15，
则最适内参基因的数量是 n 个，反之，则需要

引入额外的内参基因。NormFinder 原理与 geNorm
相似，判定标准为表达稳定值 stability 最小的

内参基因为最合适的内参基因。BestKeeper 是

一个基于 Excel 的工具，通过该工具可获得变

异系数 (coefficient of variation, CV)和标准差

(standard deviation, SD)，CV 和 SD 最低的基因

被认为是表达最稳定的。ΔCt 法根据基因表达差

异的可重复性对候选基因稳定性进行排序，计

算公式为 Q=EΔCt，值越小，内参基因稳定性越

好。RefFinder 是一个基于网络的集成工具，它

集成了 geNorm、Normfinder、BestKeeper 和 ΔCt

方法，根据每个程序的排名为单个基因分配适

当的权重，并计算其权重的几何平均值，以获

得最终的整体排名。 

2  结果与分析 
2.1  候选内参基因引物特异性验证 

对 8 个候选内参基因进行普通 PCR 扩增，

琼脂糖凝胶电泳结果显示均为单一条带(图 1)，
没有非特异性扩增条带，说明引物特异性较好。

对 8 个候选内参基因进行 RT-qPCR 扩增，所有

样本的熔解曲线均为单峰(图 2)，说明扩增产物

单一，进一步验证了引物的特异性。 

2.2  候选内参基因表达稳定性分析结果 
各候选内参基因的扩增曲线整体平滑，指

数期明显，未见异常，所有样品指数期重复性

好(图 3)。对候选内参基因在所有样本中 Ct 值变

化范围进行分析，发现 8 个候选内参基因的 Ct

值在 15−31 之间，其中 γ-actin 的 Ct 值变化范围

最小，样品间最多相差 1.23 个循环；cyclophilin A
的 Ct 值变化范围最大，样品间最多相差 3.79 个

循环(图 4)。 
通过 geNorm 程序分析，发现 8 个候选内

参基因的 M 值均小于 1.5，均可作为布莱克韦尔

虫草不同发育时期的内参基因；稳定性由高到低

依次为：18S rRNA、γ-actin>tef1α>ꞵ-tubulin> 
gapdh>ubiquitin>rpl10>cyclophilin A (表 2)。为

了确定内参基因的最优数量，使用 geNorm 计

算所有样本的归一化因子之间的成对变异值

Vn/Vn+1，临界值为 0.15。结果表明，V2/V3=0.127<0.15 
(图 5)，说明只有 2 个内参基因就足以使这些样 
 

 
 
图 1  琼脂糖凝胶电泳检验候选内参基因引物特

异性 
Figure 1  Specificity test of primers for candidate 
reference gene amplification by agarose gel 
electrophoresis. M: Trans2K Plus Ⅱ DNA Marker; 1: 
ddH2O; 2: 18S rRNA; 3: gapdh; 4: ꞵ-tubulin; 5: 
cyclophilin A; 6: γ-actin; 7: rpl10; 8: tef1α; 9: ubiquitin. 
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图 2  候选内参基因的熔解曲线 
Figure 2  Melting curves of candidate reference genes. 
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图 3  候选内参基因的扩增曲线 
Figure 3  Amplification curves of candidate reference genes. 
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图 4  候选内参基因 Ct 值分布   箱体中的横线

为中位数；箱子的上下边表示上下四分位数；上

下界线分别表示最大值和最小值。 
Figure 4  Distribution of Ct values of candidate 
reference genes. A line across the box is depicted as 
the median; The top and lower quartiles are 
displayed in the box; Whiskers represent the 
maximum and minimum values. 
 
品的基因表达标准化。由此，建议选用 18S 
rRNA 和 γ-actin 用于校正该菌不同发育阶段的

mRNA 表达水平。 

不同于 geNorm 算法，NormFinder 在归一

化因子的计算中考虑了组内和组间变化。

NormFinder 同样将 18S rRNA、γ-actin、tef1α
认定为排名前三的稳定表达基因。与 geNorm
结果相比，NormFinder 将 ubiquitin 的排名前移

了两位，而 rpl10 和 cyclophilin A 的表达稳定性

依然是最差的(表 2)。 
使用 BestKeeper 软件对不同生长期的 8 个

内参基因表达量进行分析，大多数候选内参基

因的标准差 SD 值小于 1 (表 2)，说明其表达稳

定性较好。其中，γ-actin 和 18S rRNA 的变异

系数 CV±SD 最小，稳定性最好。相反地，

cyclophilin A 的 SD 大于 1，表达稳定性最差。 
ΔCt 方法的结果与 BestKeeper 结果几乎相

同，只是ꞵ-tubulin 和 ubiquitin 互换了位置(表 2)。
8 个候选基因中 γ-actin 的平均标准差最小，表

达稳定性最好，其次为 18S rRNA 和 tef1α；
cyclophilin A 的平均标准差值最大，稳定性最差。 

RefFinder 综合排序结果显示，在布莱克韦尔

虫草 3 个不同生长阶段，8 个候选内参基因的表

达稳定性排名依次为：γ-actin>18S rRNA>tef1α> 
ꞵ-tubulin>ubiquitin>gapdh>rpl10>cyclophilin A。

在用作 RT-qPCR 内参基因时，可选择 2 个内参 
 
表 2  NormFinder、geNorm、BestKeeper 和 ΔCt 法分析候选内参基因的稳定性 
Table 2  Stability analysis of candidate reference genes by NormFinder, geNorm, BestKeeper and ∆Ct 
methods 
基因名称 
Gene name 

NormFinder  BestKeeper  ΔCt  geNorm 
稳定值 
Stability value 

 
 

变异系数 
CV 

标准差 
SD 

 
 

平均标准差 
Average of SD 

 
 

M 值 
M value 

18S rRNA 0.287  2.10 0.34  1.05  0.563 
gapdh 1.145  3.30 0.93  1.42  0.941 
ꞵ-tubulin 1.022  2.68 0.78  1.34  0.832 
cyclophilin A 1.501  4.31 1.20  1.72  1.324 
γ-actin 0.312  1.44 0.30  1.01  0.563 
rpl10 1.337  3.99 0.97  1.59  1.193 
tef1α 0.665  2.26 0.44  1.16  0.702 
ubiquitin 0.843  3.39 0.87  1.29  1.025 
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图 5  八个候选内参基因成对变异(Vn/Vn+1)分析   通
过 geNorm 程序挑选 2 个或 2 个以上的内参基因

组合来校正数据(n>1)。 
Figure 5  Pairwise variation (Vn/Vn+1) analysis of 
eight candidate reference genes. Two or more 
combinations of reference genes were selected by 
geNorm program to rectify the data (n>1). 

 
基因即 γ-actin 和 18S rRNA 从而更好地减少误

差。rpl10 和 cyclophilin A 在 4 种方法中的排名

都靠后，说明它们在不同生长阶段下的表达稳

定性差，应避免将其选作内参基因。 

3  讨论 
多数研究表明，基因的表达具有时空特性，

受到多种因素影响，所以内参基因的稳定性也

受限于特定的试验条件[34]。Vandesompele 等[29]

和孟青艳等[35]认为，应该使用 2 个以上内参基

因进行基因表达数据规范化，为了克服基因表

达中可能出现的不稳定性，使用多个基因是合

理的。本研究在对所有实验样本进行评估时，

4 种评估方法都将 γ-actin 和 18S rRNA 确定为

合适的内参基因，尽管它们的排序在不同方法

之间略有变化。18S rRNA 是一个经典的管家基

因，被广泛用作真菌基因表达分析的参考基因，

如黑松露[36]、球孢白僵菌(Beauveria bassiana)[37]

和酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)[38]。18S 

rRNA 的 Ct 值通常较低，即意味着其表达水平较

高，这与 rRNA 占细胞总 RNA 的比例较高、其

表达水平远高于 mRNA 有关[38-39]。根据 RT-qPCR
内参基因知识库 ICG (https://ngdc.cncb.ac.cn/icg/)
的统计，γ-actin 是真菌中最常使用的内参基因。

例如，在冬虫夏草 3 种菌丝形态内参基因筛选

研究中，γ-actin 被认定为排名前三的稳定表达

的内参基因[22]。然而，在蛹虫草不同发育阶段

内参筛选的研究中，γ-actin 被认定为最不稳定

表达基因[23]。这进一步表明，不存在适用于所

有物种的通用参考基因，所以在研究基因表达

或用于实验应用之前，验证参考基因的稳定性

是有必要的。 

4  结论 
本研究明确了布莱克韦尔虫草在 3 个主要

生长发育时期稳定表达的内参基因，为挖掘影

响虫草发育调控和形态建成等方面的重要基因

奠定基础，为虫草和其他近缘物种的基因表达提

供更好的指导。然而，本研究筛选出的内参基因

在布莱克韦尔虫草的其他生长发育阶段(如分生

孢子、子囊孢子)是否仍然稳定表达尚不清楚。 
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