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龟裂链霉菌M527荧光定量PCR内参基因的选择             
及其稳定性评估 
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摘要：龟裂链霉菌 Streptomyces rimosus M527 是龟裂霉素（rimocidin）的生产菌，其对多种植物病原真菌

具有较强的拮抗作用。为从转录水平分析菌株 M527 以及其抗性突变株中龟裂霉素的合成调控机制，荧光

定量 PCR 内参基因的选择与稳定性评估显得尤为重要。本研究选用 16S rRNAsr、hrdBsr、rpoAsr、sigFsr、

sigBsr、gyrBsr 这 6 个基因作为候选内参基因，使用 geNorm、NormFinder、BestKeeper 三个软件分析在野

生型龟裂链霉菌 M527、高产龟裂霉素抗性突变株 M527−GR7 和低产龟裂霉素抗性突变株 M527−GR21 中

候选内参基因的稳定性，筛选出稳定性最高的内参基因。结果显示，sigBsr基因在菌株 M527 及抗性突变株

M527−GR7 和 M527−GR21 中表达稳定性最好。通过以基因 sigBsr、16S rRNAsr、rpoAsr为内参基因，检测

龟裂霉素生物合成基因簇中的结构基因 rimGsr在菌株M527−GR7中不同时间的相对表达量，发现基因 sigBsr

作为内参基因时能得到更准确的结果。 
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Selection of Suitable Internal Reference Genes for the Real-Time Quantitative             
PCR in Streptomyces rimosus M527 and Evaluation of Their Stabilities 
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Abstract: Streptomyces rimosus M527, a rimocidin producer, has a strong antagonistic effect against a variety of 
plant pathogenic fungi. In order to analyze the biosynthetic and regulatory mechanism of rimocidin in strain M527 
and its resistant mutant at transcriptional level, it is very important to select the most stable internal reference gene 
for the strain M527 and its resistant mutant. In this study, 16S rRNAsr, hrdBsr, rpoAsr, sigFsr, sigBsr, gyrBsr were 
selected as candidate reference genes for real-time quantitative PCR, and their stabilities were analyzed in 
wild-type strain M527 and its resistant strains M527−GR7 (higher-rimocidin producer) and M527−GR21 
(lower-rimocidin producer) by using software geNorm, NormFinder, BestKeeper, so as to select the internal 
reference gene with the highest stability. The results showed that sigBsr gene was the most stable internal reference 
gene among all tested internal reference genes either in the wild-type M527 or in resistant mutants M527−GR7 and 
M527−GR21. Subsequently, the relative expression of the structural gene rimGsr in strain M527−GR7 was detected 
at different time during fermentation process by using the genes sigBsr, 16S rRNAsr and rpoAsr as internal reference 
genes. The results revealed that analysis at transcriptional level could be more accurate when the gene sigBsr was 
used as an internal reference gene. 
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实时荧光定量 PCR（real-time quantitative PCR，RT-qPCR or qPCR）是由美国 Applied Biosystems 公

司推出的一种定量试验技术[1-3]，已被广泛应用于各个生物在转录水平进行基因表达定量研究[4-7]。在试验

过程中，该方法需要用内参基因对目标基因表达量进行校正，从而获得更准确的试验结果[8,9]。大量试验结

果表明，任何一种内参基因都是在一定范围内稳定表达，不同的实验样本，不同的试验条件都会造成其几

十倍甚至上百倍的差异[10-12]。因此，在试验前选择多个内参基因进行评估，筛选稳定表达的内参基因[13]，

显得尤为重要。 
链霉菌被称为天然药物的合成工厂，是放线菌中最有商业价值的种类之一[14,15]。目前利用 RT-qPCR 技

术分析基因表达水平已成为解析链霉菌天然产物生物合成分子机制的重要手段，其中以 16S rRNA 和 hrdB
（principle sigma factor）做为内参基因的研究报道较多，但不同的链霉菌株内参基因的选择不尽相同[16,17]。

因此，目前有关链霉菌内参基因的筛选已有不少研究[18-20]。 
作者课题组前期在自然环境土壤中分离并鉴定了一株龟裂霉素（rimocidin）生产菌龟裂链霉菌

Streptomyces rimosus M527[21]，并通过核糖体工程方法筛选获得高产龟裂霉素抗性突变株 M527−GR7[22]。

为深入研究龟裂链霉菌M527及其抗性突变株M527−GR7中龟裂霉素的生物合成机制，以常用的 16S rRNA
为内参基因，从转录水平上分析了基因簇与龟裂霉素合成的相关性[22]。然而在龟裂链霉菌 M527 中 16S 
rRNA 是否表达稳定，可以作为较理想的内参基因，尚不清楚。 

本研究选取龟裂链霉菌 M527、一株高产龟裂霉素抗性突变株 M527−GR7 以及一株龟裂霉素低产抗性

突变株 M527−GR21 作为研究对象。以 16S rRNA、hrdB、rpoA（RNA polymerase α-subunit）、sigF（sigma 
factor）、sigB（sigma factor）和 gyrB（DNA gyrase subunit B）这 6 个常用内参基因作为研究对象[18,20]。使

用 geNorm 软件、NormFinder 软件和 BestKeeper 软件[23]分析此 6 个内参基因在 3 株菌株中的表达情况，筛

选出稳定表达的内参基因。为了更好验证筛选到内参基因的准确性，选取了龟裂霉素生物合成基因簇中的

结构基因 rimGsr（GenBank accession number：MK300953）作为目的基因对筛选出的内参基因进行进一步

验证。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株  野生型龟裂链霉菌 M527，龟裂霉素生产菌株；龟裂霉素高产抗性突变株 M527−GR7；龟裂

霉素低产抗性突变株 M527−GR21，这些菌株均由浙江省生物计量及检验检疫技术重点实验室保存。 
1.1.2  试剂  本研究中 RNA 提取试验使用 AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit 试剂盒；使用

PrimerScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）（TaKaRa）进行反转录试验，获得 cDNA
进行后续试验；使用 TB Green®Premix ExTaqTM（TliRHaseH Plus）（TaKaRa）试剂盒进行 RT-qPCR，本

研究中所用试剂均购自杭州皓丰生物技术有限公司。 
1.2  方法 
1.2.1  样品制备  取−80 ℃保存的各菌株孢子液各 200 μL 分别涂布在新鲜的 MS 固体培养基平板上，放

置于 28 ℃恒温培养箱培养 5 d，用灭菌过的 ddH2O 刮取孢子，并取 1 mL 孢子液（1×108 孢子/mL）接种

于 50 mL 种子培养基中，放置于 28 ℃恒温摇床，180 r/min 培养 48 h 后，以 4%的接种量接至 50 mL 发酵

培养基中，28 ℃、180 r/min 培养 4 d，并选取 48、72、96 h 的发酵液样品作为试验样本，置于−80 ℃冰

箱保存。每株菌做 3 组平行试验，并进行 3 次以上的重复试验。 

1.2.2  内参基因的选取、引物设计及验证  从 NCBI 网站下载各内参基因序列信息，在龟裂链霉菌 M527
基因组中比对得到相应的内参基因序列，命名为 16S rRNAsr、hrdBsr、rpoAsr、sigFsr、sigBsr、gyrBsr。根

据比对到的内参基因序列，使用 Primer Premier 6.0 设计荧光引物，如表 1。引物需制作标准曲线验证引

物的特异性以及扩增效率，使用 cDNA 为模板，以 1:5 的比例将模板稀释成 5 个梯度进行试验。采用 TB 
Green®Premix Ex TaqTM II（TliRNaseH Plus）试剂盒进行 RT-qPCR 试验，每个样品 3 次重复，反应体
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系为 20 μL：TB Green Premix Ex Taq II（TliRNaseH 
Plus）（2×）10 μL，PCR Forward Primer（10 μM）

0.8 μL，PCR Reverse Primer（10 μmol/L）0.8 μL，
ROX Reference Dye II（50×）0.4 μL，cDNA 模板

2 μL，灭菌水 6 μL；反应条件为：94 ℃ 30 s；94 ℃ 
5 s，60 ℃ 31 s，40 个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 
60 s，95 ℃ 15 s。试验使用 Applied Biosystems 
StepOnePlus Real-Time PCR System （ Life 
Technologies）仪器。要求所设计引物的熔解曲线峰

型单一、所作标准曲线 R2＞ 0.98、扩增效率

（Efficiency）90%～110%，方可用于后续试验。 
1.2.3  菌株总 RNA 提取，cDNA 的获取以及

RT-qPCR  取出在−80 ℃冰箱保存的样品，放置于

冰上融化，4 ℃、12000 r/min 离心 5 min，弃尽上

清液。菌体用液氮研磨成白色粉末，即可进行 RNA  

表 1  各内参基因荧光引物扩增信息 
Table 1  Primer amplification information of different internal 

reference genes 

基因名称 Genes 引物序列 Primer (5′−3′) 

16S rRNAsr CCTTCCTCCGAGTTGACCC 
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 

hrdBsr GAGTCCGAGTCAGTGATG 
GTCGAGGATCTGGTTGAG 

rpoAsr CTTGTAGGTGACCTTGAGGA 
AAGGGCAAGCTGGAGATG 

sigFsr CGACCTGGATGATGTCTTC 
CACGCACGAATACCAGTA 

sigBsr ATCTGTGCCTGCGTCATC 
ATGGAGCTGGTCGAGAAC 

gyrBsr GAGATGAACGCCGAAGAG 
CATGAGCACCGAGAACAG 

rimGsr GGCGAAGTGGGTGAAGGG 
ACACCGCCTCCTCGTCCTC 

提取，RNA 提取步骤参照 AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit 试剂盒说明书进行。提取完成后使

用 Nanodorp 2000 分光光度计测定 RNA 浓度，用于 RNA 反转录。反转录试验过程和体系参照 TaKaRa 公

司的 PrimeScriptTMRT reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Real Time）试剂盒说明书进行。获得到的 cDNA
可直接用于下一步试验或者保存于−20 ℃冰箱。荧光反应采用两步法扩增，具体实验过程参照 TaKaRa 公

司的 TB Green® Premix ExTaqTM II（TliRNaseH Plus）试剂盒说明书进行。 
1.2.4  数据与分析  将 RT-qPCR 结果导出至 Excel 表格，按照 geNorm 软件、NormFinder 软件和 BestKeeper
软件的操作流程[23]对各候选内参基因在不同菌株不同发酵时间的表达稳定性进行评估。这 3 个软件都是常

用的内参分析软件，geNorm 软件是 Vandesomple 等[24]编写的用于在 RT-qPCR 中筛选内参基因及确定最适

内参基因数目的程序。该程序通过计算每个内参基因的 M 值来筛选稳定性相对较好的内参基因，M 值越

小，基因稳定性越好。NormFinder 软件是 Andersen[25]等在 2004 年编写的，该程序的计算方法与 geNorm
软件类似，但是该软件只能筛选出一个最合适的内参基因，而 geNorm 软件可挑选出 2 个及 2 个以上的内

参基因用于组合校正数据。BestKeeper 软件是一个内置公式的 Excel 表格，在其中直接输入相应数据后，

软件将自动计算好相应系数（r）、标准偏差（SD）和变异系数（CV）[26]。这 3 个软件是专门用于评估内

参基因稳定性的程序，三者各有优点。使用 3 种软件对候选内参基因稳定性进行评估，得出最终结果。 
1.2.5  内参基因的验证  选取龟裂霉素生物合成基因簇中重要的结构基因 rimGsr 作为目的基因，分别以分

析得到的稳定性最高和最差的内参基因以及常用内参基因 16S rRNAsr 作为内参基因，测试其在菌株

M527−GR7 中不同发酵时间的相对表达量[27]变化，同时结合该菌株龟裂霉素产量变化分析所选内参基因的

合理性。RT-qPCR 过程参照 1.2.3。 
1.2.6  龟裂霉素的检测  龟裂霉素检测方法参照文献[21]。 

2  结果与分析 
2.1  候选内参基因的特异性验证和扩增效率 

以 1:5 的比例将获得到的 cDNA 模板稀释成 5 个梯度进行 RT-qPCR 试验，绘制每个内参基因的标准曲

线。6 个候选的内参基因其熔解曲线峰型单一，说明其特异性良好，且 6 个内参基因的标准曲线线性相关

系数 R2 均大于 0.98，这表明试验结果可靠。其扩增效率均在 90%～110%，均达到了 RT-qPCR 试验对扩增

效率的要求（表 2）。 
2.2  geNorm 软件分析 

使用 geNorm 软件分析各个内参基因的相对定量值，其稳定性等级以 M 值的大小来判断，M 值越小，

基因越稳定。在原始菌株 M527 中，6 个内参基因稳定性排序为 sigBsr＞sigFsr＞16S rRNAsr＞gyrBsr＞hrdBsr
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＞rpoAsr；在高产突变菌株 M527−GR7 中，各基因稳定性排序为 sigBsr＞16S rRNAsr＞hrdBsr＞gyrBsr＞sigFsr

＞rpoAsr；而在低产突变株 M527−GR21 中，各基因按照 M 值得到的稳定性排序为 16S rRNAsr＞hrdBsr＞

sigBsr＞gyrBsr＞sigFsr＞rpoAsr（表 3）。由此可见，稳定性相对较高的是基因 sigBsr 和 16S rRNAsr，稳定性

最差的为基因 rpoAsr。 

表 2  各内参基因荧光引物扩增信息 
Table 2  Primer amplification information of internal reference genes 

基因名 Genes 扩增大小 Product size (bp) R2 斜率 Slope 扩增效率 Efficiency (%) 产物 Tm 值 Product Tm (℃)

16S RNAsr 112 0.982 −3.338  99.317 86.02 

hrdBsr 118 0.998 −3.304 102.943 87.66 

rpoAsr 120 0.997 −3.325 100.749 88.20 

sigFsr  98 0.999 −3.272 104.097 87.51 

sigBsr 109 0.995 −3.415  95.364 88.25 

gyrBsr 110 0.996 −3.382  97.886 87.36 

表 3  geNorm 软件对各菌株内参基因的分析 
Table 3  Analysis results for internal reference genes in each strain by geNorm 

M527 M527−GR7 M527−GR21 基因 
Gene M 值 

Value 
稳定值等级 
Stability rank 

M 值 
Value 

稳定值等级 
Stability rank 

M 值 
Value 

稳定值等级 
Stability rank 

16S rRNAsr 1.468 3 1.625 2 1.819 1 

hrdBsr 1.519 5 1.633 3 1.837 2 

rpoAsr 2.469 6 2.701 6 2.690 6 

sigFsr 1.447 2 1.949 5 2.359 5 

sigBsr 1.377 1 1.616 1 2.083 3 

gryBsr 1.483 4 1.852 4 2.317 4 

2.2  NormFinder 软件分析 
根据 NormFinder 软件分析，在野生型龟裂链霉菌 M527 中，各内参基因稳定性大小排序：sigBsr＞16S 

rRNAsr＞sigFsr＞hrdBsr＞gyrBsr＞rpoAsr；在菌株 M527−GR7 中，其稳定性排序为：sigBsr＞hrdBsr＞16S 
rRNAsr＞sigFsr＞gyrBsr＞rpoAsr；在菌株 M527−GR21 中，内参基因稳定性为：hrdBsr＞16S rRNAsr＞sigBsr

＞sigFsr＞gyrBsr＞rpoAsr（表 4）。由该软件分析结果可知，在所有菌株中较为稳定的内参基因为基因 sigBsr，

而稳定性最差的是基因 rpoAsr。 

表 4  NormFinder 软件对各菌株内参基因的分析 
Table 4  Analysis results for candidate internal reference genes in each strain by NormFinder 

M527 M527−GR7 M527−GR21 基因 
Gene 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

16S rRNAsr 0.506 2 0.906 3 0.583 2 

hrdBsr 0.892 4 0.879 2 0.460 1 

rpoAsr 1.675 6 1.812 6 1.777 6 

sigFsr 0.718 3 0.940 4 1.390 4 

sigBsr 0.267 1 0.284 1 1.229 3 

gryBsr 0.910 5 1.184 5 1.502 5 

2.3  BestKeeper 软件分析 

BestKeeper 软件认为，在菌株 M527 中，各内参基因稳定性为 gyrBsr＞16S rRNAsr＞sigBsr＞sigFsr＞ 
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hrdBsr＞rpoAsr；在菌株 M527−GR7 中，其稳定性排序为 gyrBsr＞sigBsr＞16S rRNAsr＞hrdBsr＞sigFsr＞rpoAsr；

在菌株 M527−GR21 中，其稳定性排序为 gyrBsr＞sigBsr＞16S rRNAsr＞hrdBsr＞sigFsr＞rpoAsr（表 5）。由

BestKeeper 软件分析可知，较为稳定的内参基因为 gyrBsr，最不稳定的基因为 rpoAsr。 

表 5  BestKeeper 软件对各菌株内参基因的分析 
Table 5  Analysis results for candidate reference genes in each strain by BestKeeper 

M527 M527−GR7 M527−GR21 基因 
Gene 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

稳定值 
Stability value 

稳定值等级 
Stability rank 

16S rRNAsr 1.107 2 1.173 3  0.990 3 

hrdBsr 3.145 5 2.682 4  3.186 4 

rpoAsr 6.092 6 5.797 6 11.355 6 

sigFsr 2.773 4 3.652 5  8.086 5 

sigBsr 1.218 3 1.158 2  0.622 2 

gryBsr 1.099 1 1.012 1  0.497 1 

2.4  综合分析 

为更准确的分析 3 个软件分析到的结果，对 3 个软件所得到的稳定值进行比较分析，发现 BestKeeper
软件的分析结果与 geNorm 软件和 NormFinder 软件的分析结果差异较大。由于 geNorm 软件和 NormFinder
软件的算法相似，因此得出的结果差异较小，为得到更准确的内参基因稳定性数据，对不同菌株中候选内

参基因稳定性等级进行了平均值计算。6 个候选内参基因 16S rRNAsr、hrdBsr、rpoAsr、sigFsr、sigBsr、gyrBsr

的稳定性等级平均值分别为 2.16、2.83、6.00、3.83、1.67、4.50（表 6）。由此可知，在各株菌中表达最

稳定的基因为基因 sigBsr，最不稳定的为基因 rpoAsr。因此，sigBsr 可作为内参基因，用于研究龟裂链霉菌

M527 及其突变株中基因转录水平变化。 

表 6  各内参基因在不同菌株中的稳定性等级排序 
Table 6  Overall stability rank of the candidate reference genes in all strains 

geNorm 软件 NormFinder 软件 平均等级 基因 
Gene M527 M527−GR7 M527−GR21 M527 M527−GR7 M527−GR21 Mean rank 

16S rRNAsr 3 2 1 2 3 2 2.16 

hrdBsr 5 3 2 4 2 1 2.83 

rpoAsr 6 6 6 6 6 6 6.00 

sigFsr 2 5 5 3 4 4 3.83 

sigBsr 1 1 3 1 1 3 1.67 

gryBsr 4 4 4 5 5 5 4.50 

2.5  内参基因的稳定性验证 

筛选出稳定性较好的基因后，为验证所选基因的稳定性，选取了稳定性最好的内参基因 sigBsr、常用

内参基因 16S rRNAsr 以及稳定性最差的内参基因 rpoAsr，分别以这 3 个基因为内参基因，分析基因 rimGsr

在抗性突变株 M527−GR7 发酵不同时间的相对表达量（2−△△Ct 值，野生型龟裂链霉菌 M527 中的基因 rimGsr

的表达量计为 1），并利用 HPLC 检测对应发酵液中的龟裂霉素产素水平结果表明，以 sigBsr 为内参基因

时，基因 rimGsr 在菌株 M527−GR7 中的相对表达量与其龟裂霉素产素水平呈正相关，而以 rpoAsr为内参基

因时，基因 rimGsr 的相对表达量在 48 h 较高，在 72、96 h 表达量迅速降低，这与菌株 M527−GR7 中龟裂

霉素的产素水平不符，菌株 M527−GR7 在 96 h 时的龟裂霉素产量达到最高（图 1，2）。为进一步验证所

选内参基因的稳定性，本研究选取常用的 16S rRNAsr 为内参基因，研究突变株 M527−GR7 中基因 rimGsr

的相对表达量结果显示，以 16S rRNAsr 为内参基因时，基因 rimGsr 在菌株 M527−GR7 中的相对表达量分

别为 11.267、14.101、12.326（图 1）；在 48～72 h，其相对表达量与龟裂霉素产素水平趋势一致，而在
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96 h 时，下降趋势与龟裂霉素产量并不一致（图 2）。总的来说，以 sigBsr 作为内参基因进行试验所得结

果较为理想，sigBsr 可作为内参基因用于后续菌株 M527 及其突变株中相关基因转录水平的研究分析。 
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图 1  基因 rimGsr以不同内参基因在菌株 M527−GR7 中的相对表达量 

Fig. 1  Expression level of rimGsr gene in strain M527−GR7 by different internal reference genes 
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图 2  菌株 M527 和菌株 M527−GR7 中龟裂霉素产素水平 

Fig. 2  The production of rimocidin in strain M527 and strain M527−GR7 

3  讨论 
本研究首先在龟裂链霉菌 M527 及其突变株中利用 geNorm、NormFinder、BestKeeper 软件对 6 个常用

的内参基因的表达稳定性进行评估，以期筛选出在不同菌株生长各个阶段都能稳定表达的内参基因。研究

发现：由于 BestKeeper 软件是直接依赖于 Cq 值的配对相关性分析，是直接反应原始数据的[26]，其算法与

其他两个软件差异较大，在内参基因的稳定性排序上并没有另两个软件有效，只适合于初步的筛选。综合

geNorm 和 NormFinder 软件的分析结果，龟裂链霉菌 M527 中 16S rRNAsr 的稳定性好于 hrdBsr，虽然这两

个基因作为常用的内参基因，但在龟裂链霉菌 M527 中的稳定性并非最佳，表达稳定性最好的内参基因为

sigBsr，表达稳定性最差的内参基因为 rpoAsr。而汤谷等[18]研究发现在淀粉酶产色链霉菌 1628 中 rpoA 是表

达最为稳定的内参基因。由此可见，链霉菌菌株之间由于遗传背景等方面的不同，内参基因的表达稳定性

及其选择差异较大。 
基因 sigB 编码 σB（sigma B）因子，σB因子是 RNA 聚合酶 σ因子的一种。σB因子是革兰氏阳性菌中

常见的对环境胁迫产生应答反应的主要调控因子，它能可逆地与 RNA 聚合酶核心酶的活性催化位点结合

来激活起始转录[28,29]，其表达一般不易受外界条件的影响。龟裂链霉菌 M527 编码 σB因子的 sigBsr 基因具

有高保守性，故表达稳定性好。 
为进一步验证所选内参基因的稳定性，以基因 sigBsr 和 rpoAsr 作为内参基因分析龟裂霉素生物合成基

因簇中基因 rimGsr 在菌株 M527−GR7 中的相对表达量（野生型龟裂链霉菌 M527 中基因 rimGsr 的表达量计

为 1）。结果显示：当以 sigBsr 为内参基因时，基因 rimGsr 的相对表达水平与龟裂霉素合成有极大的相关
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性，而以 rpoAsr 作为内参基因时，基因 rimGsr 的相对表达量与龟裂霉素合成并不一致，在龟裂霉素合成阶

段（72−96 h），基因 rimGsr 相对表达量反而降低，这与实际情况不一致（图 1），此结果以实例验证了基

因 sigBsr 作为内参基因是稳定的，基因 rpoAsr 不宜作为内参基因，与软件综合分析结果相吻合。 
为进一步验证内参基因 sigBsr 的表达稳定性及其适用性，本研究同时比较分析了以 16S rRNAsr 和 sigBsr

分别作为内参基因时基因 rimGsr 的相对表达量。结果显示，在以 16S rRNAsr 作为内参基因时，菌株

M527−GR7 在整个发酵过程中基因 rimGsr 的相对表达量均处于较高水平，而 M527−GR7 龟裂霉素产素水

平仅是原始菌株 M527 的 1.89 倍；以 sigBsr 为内参基因时，测得 72 和 96 h 时，菌株 M527−GR7 中基因 rimGsr 

的相对表达量分别为 3.4 和 3.7 倍。比较两者结果，基因 sigBsr 为内参基因所得结果与龟裂霉素产素水平更

吻合。虽然以 16S rRNAsr 为内参基因时测得基因 rimGsr 相对表达量与龟裂霉素合成趋势基本一致，但由

于基因 16S rRNAsr 在各菌株中的表达量较高，其所得 Ct 值较小，从而导致与目的基因 rimGsr 的 Ct 值相差

较大，在使用 2−△△Ct 计算基因 rimGsr 相对表达量时，最终会使计算结果较实际情况而言偏大。而基因 sigB
与基因 rimGsr 在龟裂链霉菌 M527 中保持在同一表达水平，在计算时的准确度相比 16S rRNAsr 为内参基因

的结果更准确。因此，验证了本试验筛选的 sigBsr 较常用的内参基因 16S rRNAsr 是更为理想的内参基因，

更适用于分析龟裂链霉菌 M527 及其突变株中基因的表达水平。本研究结果为进一步分析龟裂链霉菌 M527
及其突变株中龟裂霉素相关合成调控基因的表达水平分析提供了依据。 
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