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盐胁迫蜜环菌 Real-time PCR 内参 microRNA 的筛选
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［摘要］ 目的：在利用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）进行 microRNA（miRNA）表达分析的过程中，选择

合适的内参 miRNA 对数据标准化起到重要作用。方法：该文挑选了 13 个蜜环菌候选 miRNA 对其前体进行生物信息分析，

PMRD 预测其前体相似序列，并用 RNAfold 对候选 miRNA 前体及其相似序列进行二级结构预测。利用 Real-time PCR 检测在

受盐胁迫前后两种基因型蜜环菌（基因型 A，基因型 B）miRNA 的表达量，并结合 geNorm，NormFinder，BestKeeper 软件分析其

表达稳定性，筛选合适的内参。结果：对候选 miRNA 的 9 条前体进行二级结构预测以及特征分析，证明预测的 miRNA 属于

miR 家族具有典型的茎 -环结构且成熟的 miRNA 位于其前体的 5'或是 3'端；geNorm 分析表明，基因型 A 蜜环菌可选择

Novel-4*，Novel-9 作为内参组合，基因型 B 可选择 Novel-9，Novel-16 作为内参组合；NormFinder分析结果显示，Novel-9 在基因

型 A 蜜环菌和基因型 B 蜜环菌中都有较好的稳定性；BestKeeper 分析显示 Novel-12*在基因型 A 蜜环菌中稳定性较好，

Novel-2*在基因型 B 蜜环菌中稳定性较好。结论：稳定性最优的内参 miRNA 为 Novel-9，为进一步开展蜜环菌 miRNA 调控机

制研究奠定了基础。
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［Abstract］ Objiective： In the process of microRNA expression analysis by quantitative Real-time

polymerase chain reaction（Real-time PCR），the selection of miRNA plays an important role in data

standardization. Method： In this paper，13 Armillaria gallica. Candidate miRNAs were selected for

bioinformatics analysis of their precursors，and the PMRD was used to predict similar sequences of their

precursors，and the RNAfold was used to predict the secondary structure of the candidate miRNAs and their

similar sequences. Real-time PCR was used to detect miRNAs expression in two genotypes of Armillaria gallica
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（genotype A，genotype B）before and after salt stress，and geNorm，NormFinder and BestKeeper were used to

analyze the stability of miRNAs expression. Result： Secondary structure prediction and characterization of 9

candidate miRNA precursors showed that the miRNA predicted belonged to the miR family with typical stem-

loop structure and the mature miRNAs were at the 5' or 3' end of the miRNA precursors.geNorm analysis showed

that genotype A Armillaria gallica could select Novel-4* and Novel-9 as reference gene，genotype B could select

Novel-9 and Novel-16 as its reference gene. NormFinder analysis showed that Novel-9 was stable in both

genotype A and B Armillaria gallica. BestKeeper analysis showed that Novel-12* was stable in genotype A

Armillaria gallica and Novel-2* was stable in genotype B Armillaria gallica. Conclusion： miRNA Novel-9 is

the best stable reference gene，which lays a foundation for further research on the regulation mechanism of

miRNA in Armillaria gallica.

［Key words］ Armillaria gallica；salt stress；miRNA reference；Real-time PCR

microRNAs（miRNAs）是一种单链非编码的小

RNA（sncRNA），长度约为 20~24 个核苷酸［1］，在转

录后水平调控基因表达。近年来越来越多的研究

表明，miRNA 在对生物或非生物胁迫反应中发挥着

重要的调控作用［1-3］。利用实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）进行 miRNA 表达水平分析

是一种常用的方法［4］，但使用 Real-time PCR 首先需

要选择合适的内参 miRNA。

理想的内参 miRNA 表达量应不受组织、实验条

件 等 因 素 的 影 响［5-7］，目 前 研 究 中 大 多 使 用 U6

snRNA（U6），18S rRNA 等作为 miRNA 内参［8-9］，但

越来越多的实验表明，这些 miRNA 在适用性、准确

性等方面还存在一定缺陷［10］。因此，从一些生物保

守或新的 miRNA 中筛选获得单个 miRNA 或组合内

参，可能比 U6，5SrRNA［11］，5.8S rRNA 和蛋白编码

基因［12］表达更加稳定。

蜜环菌是一种药食兼用真菌［13］，其以菌索形态

去侵染天麻，是天麻赖以生存的外源营养源［14］。我

国晋代医学家葛洪在《抱朴子》中记载“此草为物，

下根如芋魁，有游子十二枚，周环之，去大魁数尺，

皆有细根如白发，虽相须而不相连，但以气相属

耳”，这是世界上天麻与蜜环菌菌索共生关系的最

早记录。为了探讨 miRNA 在蜜环菌菌索生长及其

与天麻共生过程中的调控作用，本课题组前期已通

过高通量测序获得了大量 miRNA。本研究选取其

中 11 个 稳 定 表 达 的 成 熟 miRNA 以 及 2 个 常 用

miRNA 内 参 作 为 候 选 miRNA，采 用 geNorm，

NormFinder 和 BestKeeper 软件对不同盐浓度、不同

基因型蜜环菌菌索中候选 miRNA 的表达稳定性进

行分析，并筛选出适合用于蜜环菌 Real-time PCR 的

内参 miRNA，为后续蜜环菌 miRNA 调控研究提供

基础。

1 材料

5810Ｒ型高速冷冻离心机（Eppendorf 公司）；
VOＲTEX-2 GENIE 型 漩 涡 振 荡 仪（Scientific

Industries 公司）；PowerPacTM 型电泳仪（Bio-Rad 公

司 ）；HE99X-15-1.5 型 电 泳 槽（Hoefer 公 司 ）；
SYNGENE 型 凝 胶 成 像 系 统（GENE 公 司 ）；
Nanodrop 2000 型 微 量 核 酸 定 量 分 析 仪（Thermo

Scientific 公 司 ）；ABI 7500 型 Real-time PCR 仪

（Roche公司）。
miRcute miRNA 型提取分离试剂盒，miRcute增

强型 miRNA cDNA 第一链合成试剂盒，miRcute 增

强型 miRNA 荧光定量检测试剂盒［天根生化科技

（北 京）有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 DP501，KR211，

FP411］；2 000 bp DNAMarker（北京全式金生物技术

有限公司，批 BM101）；其余试剂均为国产分析纯。

高卢蜜环菌 Armillaria gallica 为中国中医科学

院中药资源中心实验室保存菌种。根据糖苷酶基

因基因型差异被分为基因型 A（纯合子）和基因型 B

（杂合子）蜜环菌［15］。将其菌索分别在马铃薯琼脂

糖培养基（PDA 培养基），含 0.1%NaCl 的 PDA 培养

基，含 0.2%NaCl 的 PDA 培养基上培养 15~18 d，每

组 3 个重复，收集菌索后液氮速冻，-80 ℃保存。

2 方法

2.1 miRNA 的 提 取 ，cDNA 第 一 链 的 合 成 以 及

Real-time PCR miRNA 提取采用 miRcute miRNA

提取分离试剂盒，按照产品说明书进行操作。采用

1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性，利用

Nanodrop 2000 核酸蛋白仪检测总 RNA 浓度。

采用 Poly（A）加尾法进行 miRNA 第一链 cDNA

合成，使用 miRcute 增强型 miRNA cDNA 第一链合

成试剂盒完成反转录。使用 miRcute增强型 miRNA

荧光定量检测试剂盒进行荧光定量实验。
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2.2 候选内参 miRNA 的选择与引物设计 通过对

蜜环菌 miRNA 转录组测序，从中选取 11 个成熟且

表 达 量 较 为 丰 富 的 miRNA（Novel-1*，Novel-2，

Novel-2*，Novel-3，Novel-3*，Novel-4*，Novel-9，

Novel-10，Novel-12*，Novel-16，Novel-37）及 2 个常

用内参 miRNA（18Sr RNA 和 U6）作为候选 miRNA。

Plant microRNA database（PMRD）对 候 选 miRNAs

的前体序列进行 blast 获得其同源序列，RNAfold 在

线 软 件 （http：//rna. tbi. univie. ac. at/cgi-bin/

RNAWebSuite/RNAfold.cgi）对其二级结构进行预测

判断其是否符合 miRNA 的重要特征。采用 Primer

5.0 设计引物，上海生工公司合成。反向引物采用天

根荧光定量试剂盒（FP411）中的通用引物。

2.3 Real-time PCR 分析 以不同条件培养的 2 种

基因型蜜环菌 cDNA 为模板进行定量分析。反应体

系 20 μL，包 括 模 板 cDNA 1 μL，SYBR Green Ⅰ
Premix 10 μL，正 反 引 物 各 0.4 μL，RNA-Free

ddH2O 8.2 μL。Real-time PCR 扩增程序：95 ℃ 15

min；94 ℃ 20 s，64 ℃ 30 s，72 ℃ 34 s，5 循环；94 ℃

20 s，60 ℃ 34 s，45 循环。熔解曲线分析：95 ℃ 5 s，

65 ℃ 60 s，97 ℃保存。将混样 cDNA 稀释 10 倍，再

等比稀释 5 个浓度梯度，制作每个 miRNA 的标准曲

线。每个反应重复 3 次，分析扩增效率（E）和相关系

数（R2）。
2.4 数据处理与分析 根据荧光定量的结果，获得

各 样 品 的 平 均 Ct 值 ，分 别 采 用 geNorm［16］ ，

NormFinder［17］和 BestKeeper［18］ 3 种软件对不同条件

培养的 2 种基因型蜜环菌中 13 个候选 miRNA 的表

达量稳定性进行综合分析。geNorm 和 NormFinder

软件的算法是先将 Real-time PCR 得到 Ct 值转换成

相对定量数据，Q=EΔCt，ΔC=Ct min-Ct sample（E 为扩增效

率，默认值为 2；Ct min为样品中的最小 Ct值；Ct sample为

基因在样品中的 Ct 值）转化为 Q 值后，再进行表达

稳定性分析［1］。BestKeeper 软件不用将 Ct值转化成

Q 值，可以直接用各样本中候选内参基因的平均 Ct

值进行分析［19］。

软件 geNorm 主要根据 M 值判定 miRNA 的稳

定性，M 值<1.5，且值越小、表达越稳定，并给出单个

miRNA 以及多个 miRNA 的稳定性组合。当配对变

异数 Vn/Vn+1<0.15，只需要对 n 个 miRNA 进行数据标

准 化 ，直 到 找 到 最 小 的 n。 软 件 Normfinder 与

geNorm 的判定方法一样，稳定值越小，miRNA 表达

越 稳 定 ，但 NormFinder 只 给 出 一 个 最 稳 定 的

miRNA。

3 结果与分析

3.1 miRNA 质量检测 提取的 miRNA 经琼脂糖

凝胶电泳检测后 100 bp 处有一条清晰的条带，没有

降解和污染，A260/280 在 1.8～2.1，提取的总 RNA 质量

较好，可用于后续试验。

3.2 候选miRNAs前体的生物信息学分析 miRNA

与 miRNA*来自于同一条前体的两条臂，仅仅是表

达量有所差异。因此，候选的 11 条 miRNA 来自于 9

条前体。为了区分 miRNA 与其他的小分子 RNA

（tRNA，siRNA，rRNA），对其进行特征分析。蜜环

菌的候选 miRNA 前体变化很大，在 42~290 nt，与小

麦 miRNA 前 体（49~252 nt）类 似 。 早 先 有 报 道 ，

miRNA 前体 G+C 含量低于 A+U 使其更加稳定。9

条候选 miRNA 前体 G+C 含量低于 A+U 含量，平均

值 48.07%。另外一个重要特征为 MEFI，其计算公

式 为 MEFI=（100×MEF/LP）/（G+C）% 先 前 报 道 的

miRNA 前体的 MEFI 的平均值应在 1.0 左右，候选

miRNA 前 体 除 了 novel_16 剩 余 都 符 合 此 条 件 。

RNAfold 对 9 条 miRNA 前体及其同源序列进行二

级结构预测。候选 miRNA 都具有典型的茎 -环结

构，且成熟的 miRNA 位于其前体的 5′或是 3′端。

虽然候选 miRNA 前体与其同源序列相似度不高，但

是其二级结构类似且 novel_1，novel_2，novel_37 其

同源序列都属于 miR166 家族。有趣的是，novel_16

的 MFEI 值不高可能与其二级结构侧臂过多有关。

由此可以推测候选 miRNA 可能具有其他未知功能。

见图 1，表 1。

3.3 引物特异性及 Real-time PCR 反应效率 根据

miRNA 成熟体的序列设计引物，候选 miRNA 扩增

效 率（E）在 0.86~1.14，相 关 性 系 数 在 0.981 2~

0.999 8，见表 2。熔解曲线显示，所有曲线均是单一

峰，说明引物特异性好，可进行下一步实验分析。

3.4 候选 miRNA 的 Ct值分析 Real-time PCR 可通

过 Ct值对起始模板进行定量分析，即起始模板量越

多，荧光达到设定阈值的循环数越少。通过对本实

验结果分析发现，18S 保持着较高的表达量，其 Ct值

在两种基因型蜜环菌中的变化为 7.91~15.76；其他

12 个候选 miRNAs 在基因型 A 蜜环菌中的 Ct 在

15.62~28.07，在基因型 B 中的 Ct 在 14.24~28.76，见

图 2。13 个候选 miRNAs 的 Ct 值变化在 3.5~6.5，不

能直观反映其 miRNA 表达的稳定性，还需结合相关

评价软件对各个候选 miRNA 进行稳定性评价。

3.5 候选 miRNA 表达稳定性分析

3.5.1 geNorm 分 析 利 用 geNorm 软 件 对 候 选
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miRNA 的稳定值（M 值）进行分析，见图 3。结果表

明 PDA 上培养的基因型 A 蜜环菌 13 个候选 miRNA

内参 M 值均<1.5，其中 Novel-4*，Novel-3*的组合最

稳定，Novel-3 稳定性次之；Novel-16，U6 为最不稳

定和次不稳定的 2 个 miRNA。盐胁迫条件下基因

型 A 的 13 个候选 miRNA 的 M 值也<1.5，其中 Novel-

4*（0.673）和 Novel-9（0.659）的组合最稳定；Novel-

16，T6 仍是 M 值最大的 2 个 miRNA，显示其不稳

定性。

除 18S 外，PDA 上培养的基因型 B 蜜环菌 12 个

候选 miRNA 内参 M 均<1.5，其中 Novel-9 和 Novel-

10 组合最稳定。除 18S，Novel-3*外，在盐胁迫条件

下基因型 B 的 11 个候选 miRNA 内参 M 均<1.5，其中

Novel-9 和 Novel-16 组合最稳定，而 Novel-10 则表

现出较差的稳定性。

利用 geNorm 软件还可以通过配对变异系数 Vn/

Vn+1 判定最适内参的数目。13 个候选 miRNA 内参

的 V2/V3 值均<0.15，因此选择 2 个 M 值高的内参进

行组合即可使 miRNA 表达量计算更加准确。基于

上述分析结果，基因型 A 蜜环菌可选择 Novel-4*，

Novel-9 作为内参组合，基因型 B 可选择 Novel-9，

Novel-16 作为内参组合。

3.5.2 NormFinder 分析 基于 NormFinder 的分析

结果见表 3，PDA 上培养的基因型 A 蜜环菌表达最

稳 定 的 miRNA 是 Novel-3*；盐 胁 迫 后 最 稳 定 的

miRNA 是 Novel-2*，而 Novel-3*的 M 值则从 0.038

变为 0.563；Novel-16，U6 在不同条件下都表现出较

低稳定性。

基于 NormFinder 的分析结果见表 4，PDA 上培

养的基因型 B 蜜环菌最稳定的 miRNA 是 Novel-1*；
盐胁迫后最稳定的 miRNA 是 Novel-16，而 Novel-1*

仍然有着较高的稳定性；Novel-9 在不同条件下都表

现出较好的稳定性，稳定值从 0.149 变为 0.113；18S

和 U6 在不同条件下都表现出较低稳定性。

3.5.3 BestKeeper 分析 利用 BestKeeper 软件对比

两种基因型蜜环菌各个候选 miRNA 的 Ct值标准差

A.novel_1 及其相似序列 zma-MIR166k 的二级结构；B.novel_2 及其相似序列 mtr-MIR166d 的二级结构；C.novel_3 及其相似序列 sbi-MIR5387b

的二级结构；D.novel_4 及其相似序列 mtr-MIR169g 的二级结构；E.novel_9 及其相似序列 mtr-MIR2675 的二级结构；F.novel_10 及其相似序列

ghr-MIR5139e 的二级结构；G.novel_12 及其相似序列 mdm-MIR162a 的二级结构；H.novel_16 及其相似序列 gma-MIR5668 的二级结构；I.nov‐

el_37 及其相似序列 gba-MIR166q 的二级结构

图 1 PMRD预测 9个候选 miRNA前体及其相似序列的二级结构

Fig. 1 Prediction of secondary structure of 9 candidate miRNA precursors and their similar sequences by PMRD
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（SD），变异系数（CV），对候选 miRNA 的稳定性进

行综合分析［20］。结果显示，在基因型 A 蜜环菌中表

达最稳定的 miRNA 是 Novel-12*，受盐胁迫后最稳

定的 miRNA 变为 Novel-16，Novel-12*的稳定值次

之。最不稳定的是 18S，U6 在盐胁迫前后稳定性均

较差，见表 5。在基因型 B 蜜环菌中最稳定的是

Novel-3，而在受盐胁迫后 Novel-3 没有表现出很好

的稳定性，18S 的稳定性较好，最不稳定的是 U6，

见表 6。

4 总结

Real-time PCR 因其具有准确、快速、灵敏的特

点，在 miRNA 表达研究中具有着重要的地位。真核

生物对非生物胁迫条件的适应受到多种信号通路

的 影 响 ，造 成 其 相 关 miRNA 表 达 量 存 在 差 异 。

miRNA 精 确 表 达 归 一 化 ，有 助 于 调 整 Real-time

PCR 分析中样本间的变异、RNA 完整性的变异，

表 1 候选 miRNAs前体以及相似序列前体的特征分析

Table 1 characterization of candidate miRNAs and similar

sequence precursors

成熟 miRNA

Novel-1*

Novel-2/Novel-2*

Novel-3/Novel-3*

Novel-4*

Novel-9

Novel-10

Novel-12*

Novel-16

Novel-37

Zma-miR166k

Mtr-miR166d

Sbi-miR5387b

Mtr-miR169g

Mtr-miR2675

Ghr-miR5139e

Mdm-miR162a

Gma-miR5668

Gba-miR166q

miRNA 前体

novel_1

novel_2

novel_3

novel_4

novel_9

novel_10

novel_12

novel_16

novel_37

zma-MIR166k

mtr-MIR166d

sbi-MIR5387b

mtr-MIR169g

mtr-MIR2675

ghr-MIR5139e

mdm-MIR162a

gma-MIR5668

gba-MIR166q

LP/nt

50

50

49

50

C49

42

42

290

99

168

91

109

211

173

110

93

113

101

（G+

C）%

50

40

51.02

48

46.94

47.62

45.24

48.28

55.56

55.95

47.25

57.8

42.18

22.75

42.73

46.24

39.82

44.55

MFEs

/kJ·mol-1

84.43

92.34

123.01

108.37

83.14

91.42

128.11

317.19

215.31

372.59

222.13

263.28

345.60

226.15

90.42

179.83

104.56

233.51

注：LP.前体长度；（G+C）%.前体的 G+C 碱基含量；MFE.最小折

叠自由能；MFEIs.最小折叠自由能指数。

表 2 候选 miRNA内参基因的引物序列和扩增特性

Table 2 Primer sequences and amplification characteristics of

candidate miRNA reference genes

miRNA

名称

Novel-1*

Novel-2

Novel-2*

Novel-3

Novel-3*

Novel-4*

Novel-9

Novel-10

Novel-12*

Novel-16

Novel-37

U6

18S rRNA

引物序列（5'-3'）
ATGGGCTGACCGGTGCTGT

ATGGCCCTATCTACTATGAGT

TCATAGGCAGATAGTTCCATC

TATGGCGCTGGTTAGTTCATC

ATGGGCTGACCGGTGCTGTATT

GGATGGGCTGACCGATGGC

GGATGGGCTGGCCGATGG

ACGGGCTGTACTGTTGTGTGGTTC

CGCTATGGTTTTGGCGAGTTCA

ACGGTGATCTGTATGTCGCTGCT

AGGATGGGCTGACCGATGG

CTCGCTTCGGCAGCACA

GACTAGGGATCGGGCAACCT

PCR

效率

0.98

1.14

0.91

0.90

0.86

1.14

0.93

0.99

0.95

0.92

1.06

1.10

0.88

R2

0.999 3

0.996 7

0.994 9

0.981 2

0.994 9

0.995 8

0.999 8

0.999 8

0.995 9

0.997 5

0.996 9

0.983 2

0.993 2

注：Novel表示预测到的成熟 miRNA。

A.PDA 上培养的基因型 A 蜜环菌；B. 盐胁迫下的基因型 A 蜜环菌；
C.PDA 上培养的基因型 B 蜜环菌；D.盐胁迫下的基因型 B 蜜环菌

图 2 候选 miRNA内参基因 Ct值分布

Fig. 2 Distribution of Ct value of candidate miRNA reference

genes in samples
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PCR 效率的变异以及 cDNA 装载量的差异，从而提

高 Real-time PCR 实验结果的准确性［21］。但是越来

越多的实验证明，内参 miRNA 稳定性在不同的实验

条件下会存在一定的差异，如在低温胁迫下 PC-3-

A.PDA 上培养的基因型 A 蜜环菌；B.盐胁迫下的基因型 A 蜜环菌；D.PDA 上培养的基因型 B 蜜环菌；E.基因型 B 盐胁迫下的基因型 B 蜜环菌；
C.基因型 A 蜜环菌的配对变异分析；F.基因型 B 蜜环菌的配对变异分析

图 3 基于 geNorm 的候选 miRNA内参的表达稳定性（M）和配对变异分析（Vn/Vn+1）
Fig. 3 Expression stability（M）and paired variation analysis（Vn/Vn+1）of candidate miRNA reference genes based on geNorm analysis

表 3 基于 NormFinder分析基因型 A蜜环菌候选 miRNA内参基因

的稳定性

Table 3 Stability of candidate miRNA reference genes of

genotype A Armillaria gallica based on NormFinder analysis

稳定性排序

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

PDA

基因名称

Novel-3*

Novel-9

Novel-4*

Novel-1*

Novel-37

Novel-3

18S

Novel-2

Novel-2*

Novel-10

Novel-12*

U6

Novel-16

稳定值

0.038

0.043

0.052

0.099

0.107

0.127

0.128

0.171

0.195

0.390

0.418

0.548

0.563

盐胁迫

基因名称

Novel-2*

Novel-1*

Novel-9

Novel-4*

Novel-12*

Novel-37

Novel-2

Novel-10

Novel-3

Novel-3*

U6

Novel-16

18S

稳定值

0.071

0.116

0.147

0.188

0.278

0.333

0.368

0.385

0.510

0.563

0.734

0.810

0.914

表 4 基于 NormFinder 分析基因型 B 蜜环菌候选 miRNA 内参基

因的稳定性

Table 4 Stability of candidate miRNA reference genes of

genotype A Armillaria gallica based on NormFinder analysis

稳定性排序

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

PDA

基因名称

Novel-1*

Novel-2*

Novel-16

Novel-9

Novel-10

Novel-2

Novel-4*

Novel-12*

Novel-3*

Novel-37

Novel-3

U6

18S

稳定值

0.039

0.083

0.093

0.149

0.188

0.232

0.242

0.259

0.282

0.287

0.430

0.491

1.689

盐胁迫

基因名称

Novel-16

Novel-9

Novel-12*

Novel-1*

Novel-2

Novel-37

Novel-4*

Novel-3

Novel-10

U6

Novel-2*

Novel-3*

18S

稳定值

0.073

0.113

0.161

0.174

0.249

0.383

0.421

0.465

0.500

0.644

0.776

1.183

1.553
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3p-222 的稳定性比 18S 和 U6 高［21］；而在葡萄非生物

胁迫环境下，U6 的稳定性不如 miR160e［6］；核桃中

miR394a 和 miR159a 的内参组合比 5.8S rRNA 和 U6

稳定［10］；U6 在龙眼中的稳定性最差［22］。

目前对蜜环菌内参 miRNA 研究较少，常用 U6

作为内参［23］。本研究采用 Real-time PCR 分析了 13

个特异性较好的候选 miRNA，并为了避免不同软件

和算法可能导致分析结果存在偏差，利用 geNorm，

NormFinder 和 BestKeeper 软件分别对其稳定性进

行了评价。结果表明，U6 和 18S 稳定性较差，不适

用于作为蜜环菌内参 miRNA。综合 3 个软件的分

析结果，发现稳定性最优的内参 miRNA 为 Novel-9。

尽管 geNorm，NormFinder，BestKeeper 分析结果略

有不同，但是 Novel-9 都具有较好的稳定性。本研

究为进一步开展蜜环菌 miRNA 调控机制研究奠定

了基础。
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候选

miRNA

Novel-1*

Novel-2*

Novel-16

Novel-9

Novel-10

Novel-2

Novel-4*

Novel-12*

Novel-3*

Novel-37

Novel-3

U6

18S

PDA
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3.06

3.76
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3.82
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排名

7

12

2

3

10

8

6

1

9

4

5

13

11

盐胁迫
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1.31

1.54

0.97

1.35

1.82

1.18

1.35

1.39

1.87

1.23

1.13

2.14

2.22

配对变

异系数

5.00

6.41

4.52

6.48

8.19

5.18

6.46

5.98

8.68

5.72

5.12

11.60

18.70

排名

5

9

1

7

10

3

6

8

11

4

2

12

13

注：配对变异系数用%Ct计算。

表 6 基于 BestKeeper分析的基因型 B 蜜环菌 miRNA 候选内参基

因的稳定性

Table 6 Stability of candidate miRNA reference genes of

genotype B Armillaria gallica based on BestKeeper analysis

候选 miRNA

Novel-1*

Novel-2*

Novel-16

Novel-9

Novel-10

Novel-2

Novel-4*

Novel-12*

Novel-3*

Novel-37

Novel-3

U6

18S

PDA

SD（Ct）
0.84

0.61

0.87

0.96

0.99

0.66

1.02

1.05

1.01

1.08

0.56

1.25

0.93

配对变

异系数

3.66

2.74

4.10

5.14

4.31

3.25

5.44

4.96

5.17

5.70

3.25

7.96

9.99

排名

4

2

5

7

8

3

10

11

9

12

1

13

6

盐胁迫

SD（Ct）
2.54

1.72

2.27

2.37

1.71

1.99

2.74

2.37

2.30

2.44

2.67

2.84

1.40

配对变

异系数

10.1

7.25

9.78

11.4

6.99

9.01

13.1

10.3

10.8

11.7

13.8

15.7

13.4

排名

10

3

5

8

2

4

12

7

6

9

11

13

1
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