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因表达量时必须选择合适的“管家基因”作为内参基因。近年来，大量研究表明不同昆虫和不同试验条件选择的内参

基因也不尽相同。因此，选择合适的内参基因是正确判断ｑＲＴ－ＰＣＲ结果分析的关键。从内参基因的选择、昆虫内参
基因的研究和内参基因稳定性评价等几个方面进行综述，以期为研究者在将来的昆虫试验中选择合适的内参基因提

供理论参考依据。
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　　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴ－
ＰＣＲ）技术１９９６年由美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司发明，随后
经过进一步技术升华，实现了基因表达检测从定性到定量的

飞跃［１］。该技术具有高效快速、重复性好、定量准确、灵敏度

高和高通量等优点，尤其可对样本量少、无法用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ－
ｂｌｏｔ等手段检测的样本进行精确检测［２］。因此该技术是昆虫

目标基因表达和转录分析最常用的技术手段之一。

ｑＲＴ－ＰＣＲ分为绝对定量和相对定量２种。绝对定量具
有高度特异性、重复性好，可进行多重定量，每次试验时必须

做标准曲线来分析未知样品中目标核酸序列的绝对拷贝

数［３］。由于标记成本太高，通常应用在临床诊断上［４］。针对

基因的差异表达分析，科研工作者们最常用的检测手段是采

用相对定量法，其优点在于成本低、操作方便［５］。相对定量

检测时，需要不同的样本在起始细胞数目、ＲＮＡ提取效率、质
量及逆转录水平等均相同，否则会影响目的基因的真实表达

水平。然而，这些条件不可能同时满足，因此，应用 ｑＲＴ－
ＰＣＲ检测目的基因表达水平时，需要选择稳定表达的内参基
因进行校正和标准化［６］。

理想的内参基因应该在不同试验条件下均能稳定表

达［７］。但是大量的研究表明，随着试验条件的变化，没有哪

一种内参基因在不同细胞类型和不同生理状态下的表达是始

终恒定不变的［８］。倘若盲目地选择内参基因，可能难以发现

某些目的基因表达的微小差异，或者出现错误甚至相反的结

论［９］，导致目的基因表达水平出现１００倍的偏差［１０］。因此，

选择合适的内参基因是正确判断 ｑＲＴ－ＰＣＲ结果分析的
关键［１１］。

近年来，随着ｑＲＴ－ＰＣＲ和基因芯片的广泛应用，内参基
因的研究报道日益增多［１２］。本研究从内参基因的选择、昆虫

内参基因的研究和内参基因稳定性评价等几个方面进行综

述，以期为研究者在将来的昆虫试验中选择合适的内参基因

提供理论参考依据。

１　昆虫常用内参基因的选择及具备的条件

内参基因通常选择受环境因素影响较小、表达水平相对

稳定的“管家基因”［１３］。在细胞中，内参基因的表达量或在

基因组中的拷贝数几乎恒定。内参基因在不同类型的细胞、

组织及不同试验条件下表达水平存在差异，因此，不同试验需

要选择不同的内参基因［１４］。理想的内参基因不存在假基因，

避免基因组ＤＮＡ的扩增［１５］；同时，理想的内参基因具有高度

或中度表达特性，Ｃｔ值应介于１５～３０之间
［１６］，能够在昆虫不

同类型细胞和组织中稳定表达，不受生理周期的影响，不受任

何内外因素的干扰［１７］；另外，理想的内参基因还需要具有与

目的基因相似的表达量［１８］。但是，这样的内参基因并不存

在，没有任何一种基因在不同的试验条件下始终恒定表达。

因此，选择合适的内参基因是 ｑＲＴ－ＰＣＲ进行基因表达分析
的重要前提。

由于内参基因在不同生理条件下的表达并非恒定不变，

ｑＲＴ－ＰＣＲ试验时使用１个内参基因往往不能得到准确的定
量结果。因此，同时使用２个或多个内参基因有助于调整系
统偏差，更有利于得到准确的基因表达定量结果，尤其针对表

达量只有细微差异的基因非常重要［１９］。

目前，昆虫研究中常见的内参基因包括β－肌动蛋白基因
（ｂｅｔａａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）、延伸因子１（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－１ａｌｐｈａ，
ＥＦ１－ａ）、甘油醛 －３－磷酸 －脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、１８Ｓ核糖体ＲＮＡ（１８Ｓｒｉｂｏｓｏ
ｍａｌＲＮＡ，１８ＳｒＲＮＡ）和琥珀酸脱氢酶复合体Ａ亚基（ｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔＡ，ＳＤＨＡ）基因等［２０］（表１），这些
基因存在于细胞的正常生命代谢中，维持生命活动所需的细胞

器骨架的基本组合，参与生命体的基本生化代谢过程。
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表１　昆虫中常选用的内参基因

基因简称　　　 中文全称　　　 英文全称　　　
β－ａｃｔｉｎ β－肌动蛋白 ｂｅｔａａｃｔｉｎ
ＧＡＰＤＨ 甘油醛－３－磷酸脱氢酶 ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
１８ＳｒＲＮＡ １８Ｓ核糖体ＲＮＡ １８ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ
２８ＳｒＲＮＡ ２８Ｓ核糖体ＲＮＡ ２８ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ
ｒｓｐＬ４０ 核糖体蛋白Ｌ４０ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ４０
ＢＴＦ３ 通用转录因子３ ｂａｓｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ｒｓｐ５ 核糖体蛋白Ｓ５ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ５
ｒｓｐ２７ 核糖体蛋白Ｓ２７ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ２７
ＲＰＬ１８ 核糖体蛋白Ｌ１８ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１８
ＲＰＳ１８ １８Ｓ核糖体蛋白 ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ１８
α－Ｔｕｂ α－微管蛋白 ａｌｐｈａｔｕｂｕｌｉｎ
β－Ｔｕｂ β－微管蛋白 ｂｅｔａｔｕｂｕｌｉｎ
ＲｐＬ３２ 核糖体蛋白Ｌ３２ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ４９／Ｌ３２
ＲＰＬ１３ 核糖体蛋白Ｌ１３ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ１３
ＥＦ１－ａ α－延伸因子 ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ
ＳＤＨＡ 琥珀酸脱氢酶Ａ亚基 ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ
ＵＢＣ 泛素 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ
ＲＰＳ１５ １５Ｓ核糖体蛋白 ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ１５
ＲＰＳ１１ １１Ｓ核糖体蛋白 ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ１１
ＴＢＰ ＴＡＴＡ盒结合蛋白 ＴＡＴＡ－ｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ＧＳＴ 谷胱甘肽Ｓ－转移酶 ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ＲＰＳ３ ３Ｓ核糖体蛋白 ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ３
ＡＫ 精氨酸激酶 ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ
Ｇ６ＰＤＨ 葡萄糖－６－磷酸脱氢酶 ｇｌｕｃｏｓｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

２　特定试验条件下昆虫内参基因的研究

虽然上述常用内参基因一直被作为目的基因的标准化基

因，但是，最近大量研究表明，任何一种“管家基因”的所谓恒

定表达只是在一定类型的细胞或试验因素作用下“有范围”

的恒定［２１］。在一种试验条件下稳定表达的基因并非适合另

一种试验条件，同种试验条件下不同的昆虫种类选择的内参

基因也不尽相同。因此，针对特定试验条件选择合适的内参

基因是准确分析目的基因表达的基础［２２］。

２．１　不同虫态或发育时期内参基因的选择研究
陈立华等研究表明，β－ａｃｔｉｎ基因在蓖麻蚕幼虫、蛹、成

虫、卵各发育时期的表达稳定，适合作为不同虫态的内参基

因［２３］。袁淼研究表明，ＲＰＳ１５、ＲＰＳ１１、α－ＴＵＢ和 ＥＦ１－α基
因适合作为褐飞虱不同发育历期的内参基因［２４］。Ｓｕｎ等研
究表明，ＲＰＳ１８和 α－ＴＵＢ基因适合作为朱砂叶螨卵、幼螨、
若螨和成螨４个不同历期的内参基因［２５］。王佳等研究表明，

ＵＢＱ、ＧＡＰＤＨ和ＧＳＴ基因适合作为柑橘大实蝇不同虫态的内
参基因［２６］；Ｌü等研究表明，ＲＰＬ３２基因适合作为柑橘大实蝇
不同发育历期的内参基因［２７］；王刘豪研究表明，α－ＴＵＢ、
ＲＰＬ３２和ＥＦ１－α基因适合作为柑橘大实蝇不同发育历期的
内参基因［２８］。

宋旺等研究表明，ＲＰＳ、ＧＡＰＤＨ和α－ＴＵＢ基因可作为不
同存活时间花绒寄甲的内参基因［２９］。Ｂａｎｓａｌ等研究表明，
ＴＢＰ基因可作为大豆蚜不同发育历期的内参基因［３０］。郭长

宁研究表明，β－ＴＵＢ和β－ａｃｔｉｎ基因可作为金纹细蛾不同发
育阶段各虫态间的内参基因［３１］。徐素平等研究表明，ＰＰＩ、
ＲＰＩＩ和ＤＩＭＴ基因可作为不同发育阶段棉蚜的内参基因［３２］。

陈芳等研究表明，α－ＴＵＢ基因可作为棉花粉蚧２龄若虫和３
龄若虫的内参基因［３３］。杨丽红研究表明，ＲＰＩＩ基因适合作为
柑橘全爪螨不同发育历期的内参基因［３４］。Ｌｕ等研究表明，
ＧＡＰＤＨ和ＵＣＣＲ基因适合作为斜纹夜蛾不同发育历期内参
基因［３５］。ｖａｎＨｉｅｌ等研究表明，ＲＰ４９、ＥＦ１α和ＡＣＴ基因适合
作为５龄沙漠飞蝗幼虫的内参基因［３６］。Ｔｏｕｔｇｅｓ等研究表明，
ｒｐｓ６、ｒｐＬ１３、ｒｐｓ３和ｒｐｓ１８基因适合作为赤拟谷盗不同发育时
期的内参基因［３７］。Ｂａｇｎａｌｌ等研究表明，１８ＳｒＲＮＡ、２８Ｓ
ｒＲＮＡ、ＧＳＴ１、β－ＴＵＢ和ＲＰＬＰＯ基因适合作为丝光绿蝇不同
发育历期的内参基因［３８］。Ｍａｍｉｄａｌａ等研究表明，ＲＰＬ１８基因
适合作为温带臭虫不同发育历期的内参基因［３９］。Ｚｈａｎｇ等研
究表明，２８ＳｒＲＮＡ和ＲＰＳ１５基因适合作为棉铃虫不同发育历
期的内参基因［４０］。Ｓｈａｋｅｅｌ等研究表明，ＲＰＬ２８和 ＲＰＳ１５基
因适合作为棉铃虫不同发育历期的内参基因［４１］。Ｃａｒｄｏｓｏ等
研究表明，ＡＣＴＩＮ、ＧＡＰＤＨ和ＲＰ４９基因适合作为丽蝇不同发
育历期的内参基因［４２］。

综上所述，不同学者对不同昆虫各虫态和发育历期内参

基因进行研究，结果表明它们之间并不存在完全的共性，即不

同昆虫各虫态和发育历期之间选用的内参基因不尽相同，说

明不同昆虫种类同源内参基因之间并不存在绝对的通用性。

２．２　不同昆虫组织内参基因的选择研究
李柯等研究表明，黏虫 β－ａｃｔｉｎ基因在不同组织间的表

达无显著差异，适合作为组织研究的内参基因［４３］。吴家红等

研究表明，ＲＳＰＬ４０和ＢＴＦ３基因适合作为白纹伊蚊不同组织
研究的内参基因［４４］。彭然研究表明，ＡＣＴ３、ＧＡＰＤＨ和 α－
ＴＵＢ基因在家蚕中肠组织中表达稳定；α－ＴＵＢ、ＵＢＣ和 ＴＢＰ
在家蚕脂肪体中表达稳定；ＵＢＣ、α－ＴＵＢ和 ＡＣＴ３基因在家
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蚕马氏管中表达稳定，可分别作为不同组织的内参基因［４５］。

陈立华等研究表明，β－ａｃｔｉｎ基因适合作为蓖麻蚕血液、脂肪
体、中肠和丝腺等组织研究的内参基因［２３］。王佳等研究表明

柑橘大实蝇成虫的不同组织适合采用ＴＵＢ、ＧＡＰＤＨ和ＧＳＴ基
因作为内参基因［２６］。袁淼研究表明，ＲＰＳ１１、ＴＵＢ和 ＲＰＳ１５
基因适合作为褐飞虱组织研究的内参基因［２４］。Ｓｈｅｎ等研究
表明，ＡＣＴＢ和α－ＴＵＢ基因适合作为东方实蝇组织研究的内
参基因［４６］。吴玉等研究表明，α－ＴＵＢ和２８ＳｒＲＮＡ基因在中
部丝腺中表达稳定，ＧＡＰＤＨ和２８ＳｒＲＮＡ基因在后部丝腺中
表达稳定，α－ＴＵＢ和ＵＢＣ基因在脂肪体中表达稳定，适合作
为不同组织研究的内参基因［４７］。

郭长宁研究表明，β－ａｃｔｉｎ和１８ＳｒＲＮＡ基因适合作为金
纹细蛾成虫不同组织研究的内参基因［３１］。徐素平研究表明，

ＰＰＩ和ＤＩＭＴ基因是棉蚜不同组织最优内参基因［３２］。Ｌｕ等
研究表明，ＲＰＬ１０、ＡＫ和ＥＦ－１α基因适合作为斜纹夜蛾不同
组织研究的内参基因［３５］。Ｐａｉｍ等研究表明，１８ＳｒＲＮＡ、ＧＡＰ
ＤＨ和α－ＴＵＢ基因适合作为长红锥蝽唾液腺和体腔内研究
的内参基因［４８］。申光茂等研究表明，α－ＴＵＢ和 ＡＣＴ５基因
组合适合作为橘小实蝇雌虫不同组织的内参基因；α－ＴＵＢ
和ＡＣＴ３基因组合适合作为橘小实蝇雄虫不同组织的内参基
因；α－ＴＵＢ和ＡＣＴ２基因组合最适合作为橘小实蝇雄虫和雌
虫中肠和马氏管的内参基因；α－ＴＵＢ和ＡＣＴ１基因组合适合
作为橘小实蝇脂肪体的内参基因［４９］。Ｍａｊｅｒｏｗｉｃｚ等研究表
明，１８ＳｒＲＮＡ和ＥＦ－１α基因适合作为长红锥蝽不同组织器
官研究的内参基因［５０］。Ｈｏｒｎｋｏｖａ等研究表明，ＡＫ和 ＰＬＡ２
基因适合作为黄蜂唇腺和脂肪体研究的内参基因；ＥＦ－１α
和ＰＬＡ２基因适合作为熊蜂唇腺和脂肪体研究的内参基
因［５１］。Ｍａｍｉｄａｌａ等研究表明，ＲＰＬ１８基因适合作为温带臭虫
不同组织研究的内参基因［３９］。Ｒａｊａｒａｐｕ等研究表明，ＥＦ－１α
基因适合作为白蜡窄吉丁虫组织的内参基因［５２］。Ｚｈａｎｇ等研
究表明，ＲＰＳ１５和ＲＰＬ１３基因适合作为棉铃虫幼虫组织的内
参基因；ＥＦ－１α和 ＲＰＬ２７基因适合作为棉铃虫成虫组织的
内参基因［４０］。

根据上述不同学者对不同昆虫组织的内参基因进行研

究，结果表明不同昆虫组织之间合适的内参基因不同；另外，

同种昆虫不同组织之间选用的合适内参基因也不尽相同。因

此，进一步说明特定试验条件下需要选择特定的内参基因，不

能盲目借鉴。

２．３　不同温度处理后内参基因的选择研究
孟闪闪等研究表明，光滑鳖甲β－ａｃｔｉｎ基因在不同季节、

不同温度处理后表达无显著差异，可作为温度胁迫研究的内

参基因；而小胸鳖甲随季节和温度的变化，β－ａｃｔｉｎ基因表达
呈现显著差异，不适合作为温度胁迫研究的内参基因［５３］。

唐婷等研究表明，β－ａｃｔｉｎ基因适合作为荒漠昆虫谢氏
宽漠王温度胁迫研究的内参基因［５４］。袁淼研究表明，ＲＰＳ１５、
ＴＵＢ和ＥＦ－１α基因适合作为褐飞虱温度胁迫研究的内参基
因［２４］。杨丽红研究表明，α－ＴＵＢ和ＲＰＩＩ基因适合作为柑橘
全爪螨温度胁迫研究的内参基因［３４］。Ｌｕ等研究表明，
ＧＡＰＤＨ和ＥＦ－１α基因适合作为斜纹夜蛾温度胁迫研究的
内参基因［３５］。Ｐｏｎｔｏｎ等研究表明，Ａｃｔｉｎ、Ｍｎｆ和 ＴＵＢ基因适
合作为黑腹果蝇温度胁迫研究的内参基因［５５］。Ｚｈａｎｇ等研究

表明，ＲＰＳ１５和ＲＰＬ２７基因适合作为棉铃虫温度胁迫研究的
内参基因［４０］；Ｓｈａｋｅｅｌ等研究表明，ＲＰＬ２８和 ＲＰＳ１５基因适合
作为棉铃虫温度胁迫研究的内参基因［４１］。

综合上述研究结果表明，温度胁迫对不同昆虫体内同种

“管家基因”表达水平的影响不尽相同。同一种“管家基因”

在不同昆虫体内反应并非一致，有的经温度胁迫后表达稳定，

有的高丰度表达。因此，再次说明不同物种在相同试验条件

下也需要筛选特有的内参基因，不能盲目借用。

２．４　菌或病毒胁迫后内参基因的选择研究
Ｓｃｈａｒｌａｋｅｎ等研究表明，意大利蜂经细菌胁迫前后 ＡＣＴ、

ＲＰＳ１８和 ＧＡＰＤＨ基因表达稳定，适合作为内参基因［５６］。

Ｍａｒｏｎｉｃｈｅ等研究表明，ＵＢＩ、１８ＳｒＲＮＡ和 ＡＣＴ基因适合作为
飞虱感染病毒后的内参基因［５７］。Ｘｕｅ等研究表明，２８ＳｒＲＮＡ
基因适合作为昆虫细胞感染病毒后的内参基因［５８］。Ｌｏｒｄ等
研究表明，ＲＰＳ３、ＲＰＳ１８和 ＲＰＬ１３基因适合作为赤拟谷盗感
染真菌后的内参基因［５９］。Ｎｉｕ等研究表明，ＰＰＡＩ、ＲＰＬ２３和
ＵＢＩ基因适合作为欧洲熊蜂感染 ＩＡＰＶ病毒后的内参基
因［６０］。Ｚｈａｎｇ等研究表明，ＧＡＰＤＨ、ＲＰＬ２７和 ＴＵＢ基因适合
作为棉铃虫感染核型多角体病毒后的内参基因［４０］。

上述研究结果表明，菌或病毒感染昆虫也是一种胁迫，能

够影响昆虫体内不同“管家基因”的表达水平。因此，研究菌

或病毒感染昆虫后目标基因的表达，需要根据不同的昆虫或

不同的病毒进行特定内参基因筛选，不能直接照搬或盲目借

鉴其他昆虫的内参基因。

２．５　昆虫不同品系或地理种群内参基因的选择研究
袁淼对褐飞虱内参基因筛选研究表明，ＴＵＢ、ＲＰＳ１１、

ＥＦ－１α基因在不同地理种群中表达稳定［２４］。Ｌｕ等对斜纹夜
蛾内参基因稳定性分析，结果表明不同种群中 ＲＰＬ１０和
ＥＦ－１α基因适合作为不同品系或地理种群的内参基因［３５］。

由此说明，同种昆虫特定基因表达分析时，也需要考虑其地理

种群或品系之间的差异，合理选择内参基因。

２．６　昆虫不同药剂处理后内参基因的选择研究
高新菊等研究表明，α－ＴＵＢ基因适合作为二斑叶螨抗

甲氰菊酯品系的内参基因研究［６１］。Ｎｉｕ等研究表明，ＥＦ－１α
和ＧＡＰＤＨ基因在不同药剂选择压力下的柑橘全爪螨品系中
表达最稳定，适合作为理想的内参基因［６２］。Ｓｕｎ等研究表
明，在朱砂叶螨（Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓｃｉｎｎａｂａｒｉｎｕｓ）敏感和抗甲氰菊酯
品系中最理想的内参基因是 ＲＰＳ１８和 ５．８ＳｒＲＮＡ基因组
合［２５］。袁淼对褐飞虱内参基因筛选研究表明，ＲＰＳ１１、ＥＦ－
１α和ＴＵＢ基因在不同药剂处理下表达稳定，适合作为药剂
研究的内参基因［２４］。郭长宁研究表明，β－ａｃｔｉｎ和 β－ＴＵＢ
基因适合作为金纹细蛾药剂研究中的内参基因［３１］。申光茂

等研究表明，橘小实蝇经药剂处理后，幼虫中 ＥＦ－１α基因表
达稳定，脂肪中ＲＰＬ１３基因表达稳定［４９］。Ｊｉａｎｇ等研究表明，
１８ＳｒＲＮＡ基因适合作为书虱经杀虫剂诱导后的内参基
因［６３］。Ｚｈａｎｇ等研究表明，ＲＰＳ１５和 ＲＰＬ３２基因适合作为棉
铃虫经杀虫剂处理后的内参基因［４０］。

综上研究表明，药剂处理也会导致昆虫体内部分“管家

基因”发生表达差异，有些“管家基因”表达恒定，有些“管家

基因”发生明显的上下调。因此，在研究药剂处理后昆虫目

标基因的表达差异时，也需要根据昆虫种类和药剂类型来提

—３—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第７期



前筛选合适的内参基因。

２．７　其他
袁淼对褐飞虱内参基因筛选研究表明，ＲＰＳ１５、ＴＵＢ、

ＲＰＳ１１和ＥＦ－１α在不同食物饲喂时表达稳定；ＲＰＳ１１、ＴＵＢ、
ＲＰＳ１５在饥饿处理下表达稳定［２４］。Ｐｏｎｔｏｎ等研究表明，
ＲＰＬ３２和 α－ＴＵＢ适合作为黑腹果蝇食物胁迫下的内参基
因［６４］。Ｓｐａｎｉｅｒ等研究表明，Ｘｂｐ１、Ｔｂｐ、ＣＡＰＯＮ和 Ｓｔｘ１６适合
作为水生蚤类被捕食诱导研究的内参基因［６５］。Ｃｈａｐｕｉｓ等研
究表明，Ａｒｍ和ＥＦ－１α适合作为澳大利亚蝗虫高密度饲养
条件下的内参基因［６６］。Ｗａｎｇ等研究表明，ＵＢＥ３和 ＲＰＬ２２
适合作为芫菁雌虫内参基因；ＵＢＥ３、ＴＡＦ５和ＲＰＬ２２适合作为
芫菁雄虫内参基因［６７］。Ｓｈａｋｅｅｌ等研究表明，棉铃虫在饥饿
状态下，ＲＰＬ２８和 ＲＰＳ１５适合作为内参基因；经过不同光周
期胁迫幼虫，ＨＳＰ９０和ＴＵＢＢ表达最稳定；ＴＵＢＢ和ＧＡＰＤＨ在
机械损伤中表达最稳定［４１］。

总之，综合国内外学者对不同昆虫、不同试验条件下内参

基因的筛选研究，结果表明同一物种同一内参基因在不同生

理条件下通常并不稳定。而不同物种中同源内参基因也没有

绝对的通用性，它们的稳定性不尽相同。因此，在所有条件下

都稳定表达的理想内参基因并不存在，在研究目标基因表达

水平时，应根据具体条件选择合适的内参基因。

３　内参基因稳定性评价及数据分析方法

内参基因进行表达稳定性评价之前，首先需要通过

ｑＲＴ－ＰＣＲ分析内参基因引物的扩增效率。只有扩增效率在
一定范围内（９０％ ～１０５％）；熔解曲线以单峰最佳，且 Ｔｍ值
（扩增产物解链温度）至少要大于７５℃，才符合进行基因表
达稳定性评价的要求［６８］。

目前，评价内参基因稳定性的分析方法有多种，主要包括

ＧｅＮｏｒｍ［６９］、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ［７０］和 ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ［７１］等程序。Ｘｉｅ等将
这３种分析方法整合成一个网络分析工具———ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ，能
够综合评价和筛选合适的内参基因［７２］。

ＧｅＮｏｒｍ是ＪｏＶａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ于２００２年编写的一款软件，
专门用于ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分析内参基因的稳定性。其原理是
不管在何种试验下，２个理想内参基因表达水平的比值均保
持一致，不受基因表达丰度差异的影响，表达水平比值变异度

的增加意味着二者中其一或全部基因表达稳定性的降低［７３］。

该程序将某一“管家基因”与其他“管家基因”表达水平进行

两两比值，转换为对数后将其平均标准差作为基因表达稳定

性的平均值Ｍ。对所有候选“管家基因”的表达稳定度排序，
Ｍ值越大，稳定性越低；Ｍ值越小，稳定性越高。ＧｅＮｏｒｍ程
序可以筛选不同试验条件下最适内参基因的数量，选择出２
个以上最优组合的内参基因，并非传统的单一内参基因，有利

于减少系统偏差，得到更加可靠的相对定量结果［７４］。另外，

ＧｅＮｏｒｍ程序可以对标准化因子的配对变异Ｖ值进行分析，以
确定所需内参基因的最适数目。将 Ｖｎ／Ｖｎ＋１比值与默认的 Ｖ
值（０．１５）进行比较，如果Ｖｎ／Ｖｎ＋１大于０．１５，则有必要引入第
ｎ＋１个基因；反之，则不必引入新的内参基因［７５］。ＧｅＮｏｒｍ
软件下载地址：ｈｔｔｐ：／／ｍｅｄｇｅｎ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／～ｊｖｄｅｓｏｍｐ／ｇｅｎｏｒｍ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ。

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅ是Ｃｌａｕｓ于２００４年编写的一款软件，建立在

一个固定的统计学框架上，通过测定每个基因的稳定性来评

估不同条件下候选内参基因和样本之间的变化［７６］，筛选出合

适的内参基因。其运行原理与 ＧｅＮｏｒｍ程序类似，通过测定
每个基因的稳定值，再根据稳定值的大小排序，值越大稳定性

越差；反之，稳定性越好，最终将表达稳定值最小的基因作为

内参基因。不足之处是只能选择１个合适的内参基因作标
准［７７］。ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件下载地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｄｌ．ｄｋ／ｐｕｂｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓｎｏｒｍｆｉｎｄｅｒ．ｈｔｍ。

ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ是Ｐｆａｆｆｌ等于２００４年编写的一款分析软件，
用于分析内参基因的表达稳定性和目标基因的表达水平，其

优点在于可以同时比较１００个样品中１０个内参基因和１０个
目标基因的表达水平［７１，７８］。其运行原理是先比较每个基因

之间Ｃｔ值产生配对的相关系数（ｒ）、变异系数（ＣＶ）和标准偏
差（ｓ），再根据标准偏差和变异系数的大小排序，其中标准偏
差和变异系数越小，稳定性越好；反之，稳定性越差［７９］。Ｂｅｓｔ
Ｋｅｅｐｅｒ不仅可以分析内参基因表达的稳定性，也可以比较目
标基因的表达水平。ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件下载地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｇｅｎｅ－ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ．ｄｅ／ｂｅｓｔ－ｋｅｅｐｅｒ．ｈｔｍｌ。

ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和Ｂｅｓｔ－Ｋｅｅｐｅｒ均是通过不同的统
计学分析方法筛选合适的内参基因，但由于这些软件具有不

同的算法，可能导致彼此之间得出的最佳内参基因不尽相

同［８０］。因此，可以用ＲｅｆＦｉｎｄｅｒ整合上述３种分析方法，并对
每个基因单独用３种分析方法评价排名求几何平均值，得到
一个综合排名指数，若指数越小，说明该内参基因越稳定［８１］。

４　小结

目前还没有一种理想的内参基因可以完全用于同种昆虫

的不同细胞和组织，更没有一种理想的内参基因可以完全用

于不同种昆虫的细胞和组织，即不同昆虫同一生物因素或非

生物因素条件下，选择的内参基因不同；同种昆虫不同生物因

素或非生物因素条件下，选择的内参基因也不尽相同。另外，

不同学者在同种昆虫相同试验条件下，筛选出并非完全一致

的内参基因，这是由不同学者选择不同候选“管家基因”

所致。

为了获得真实可靠的试验结果，在进行基因相对定量研

究时，由于不同的样本存在 ＲＮＡ的产量、质量和反转录效果
上的差异，需要选择合适的内参基因进行校正［８２－８３］。从目前

已有的报道来看，不同物种在不同条件下的最佳内参基因往

往存在较大差异［８４－８６］。因此，不能盲目地选择校正目的基因

的内参基因。任何一种“管家基因”均只在一定类型的细胞

或试验因素下表达恒定，在其他类型的细胞或试验因素下可

能发生较大变化，有时可以是十几倍、几十倍甚至上百倍的差

异［８７－８８］。倘若盲目地选择内参基因，可能导致本应微量表达

的基因难以发现，或者产生错误甚至相反的结论。如研究烟

粉虱目标基因表达时往往采用常见的 ＡＣＴ作为内参基
因［８９－９０］，而Ｓｕ等发现烟粉虱 ＡＣＴ在许多条件下的表达极不
稳定［７］。因此，研究目标基因的表达时，需要根据样本的不

同，选择合适而稳定的内参基因进行校正和标准化。

另外，在基因组测序和基因芯片分析结果的推动下，新内

参基因的筛选有了新的途径［９１］。常用内参基因由于表达稳

定性差可能逐渐被新的内参基因取代。目前，基于基因芯片
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的表达数据和ＥＳＴ数据库筛选出不同试验条件下均能稳定
表达的基因，这些基因可作为候选内参基因，并通过 ｑＲＴ－
ＰＣＲ试验验证其表达稳定性，再与传统内参基因的表达稳定
性进行比较，有助于准确无误地揭示昆虫基因表达的内在规

律。然而，近年来使用基因芯片数据和 ＥＳＴ数据库筛选新内
参基因的研究较少，尤其在昆虫研究中更是未见报道，许多研

究者仍然沿用常用基因作为内参。因此，在挖掘新内参基因

的道路上，还需要寻找更加精确有效的方法。
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［２３］陈立华，张月华，何庆玲，等．蓖麻蚕基因转录表达分析的内参
基因筛选［Ｊ］．河北农业大学学报，２０１４，３７（６）：７８－８４．

［２４］袁　淼．褐飞虱内参基因的筛选及精氨酸激酶基因的分子特性
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ｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｃａｒｍｉｎｅｓｐｉｄｅｒｍｉｔｅ，
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ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆＢａｃｔｒｏｃｅｒａ（Ｔｅｔｒａｄａｃｕｓ）ｍｉｎａｘｂｙｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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中农业大学，２０１４：３５－４７．
［３３］陈　芳，陆永跃．热胁迫下棉花粉蚧内参基因的筛选［Ｊ］．昆虫
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ａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅｓｆｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｉｅｓｉｎｔｈｅＣａｌｌｉ
ｐｈｏｒｉｄａｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｓｅｃｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１４，１４（２）：２．
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［４４］吴家红，程金芝，孙　宇，等．白纹伊蚊基因表达定量 ＰＣＲ内参
基因的选择［Ｊ］．中国人兽共患病学报，２０１１，２７（５）：４３２－４３５．

［４５］彭　然．家蚕常用内参基因的稳定性分析及两种实时荧光定量
ＰＣＲ方法比较［Ｄ］．苏州：苏州大学，２０１２：１９－３３．
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