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摘要: 选择合适的内参基因是 qＲT-PCＲ 研究的关键。本文以孟氏隐唇瓢虫 Cryptolaemus montrouzieri Mulsant 为研究

材料，利用 qＲT-PCＲ 技术，对孟氏隐唇瓢虫 4 个候选内参基因 Actin、ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 mＲNA 的表达

量进行了分析，并用 GeNorm、NormFinder 和 BestKeeper 软件分析它们在孟氏隐唇瓢虫不同发育阶段及成虫不同组

织中的表达稳定性。结果表明，以成虫不同组织为材料时，综合三种软件分析结果显示 4 个候选基因表达稳定性

平均等级值排名为 ＲPS23 ( rank = 1) ＞ β-tubulin( rank = 2. 3) ＞ GAPDH( rank = 3) ＞ Actin( rank = 3. 7) ，以不同发育时

期虫体为材料时，综合分析结果显示 4 个候选内参基因表达稳定性平均等级值排名为 ＲPS23 ( rank = 1. 7 ) ＞ Actin
( rank = 2) ＞ GAPDH( rank = 2. 7) ＞ β-tubulin( rank = 3. 7) 。综合分析在瓢虫不同发育阶段及成虫不同组织两种处理

下，三种软件的评价效果，4 个候选基因表达稳定性等级值的总平均排名为 ＲPS23 ( rank = 1. 3) ＞ Actin( rank = 2. 8)

= GAPDH ( rank = 2. 8) ＞ β-tubulin ( rank = 3) 。ＲPS23 在瓢虫不同发育阶段及成虫不同组织中均显示出较高的表达

稳定性及与其它基因之间极大的相关性，可以确定为孟氏隐唇虫不同发育阶段及成虫不同组织基因表达分析中一

个稳定表达的基因，可作为单个内参基因或者其它内参基因的协同基因，本实验为开展孟氏隐唇瓢虫功能基因表

达分析奠定了方法学基础。
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Selection of the reference genes for gene expression studies in Cryptolaemus
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Abstract: Selection of suitable reference genes was a critical step in qＲT-PCＲ analysis. In this study，by
the method of qＲT-PCＲ，the mＲNA levels of four candidate reference genes such as Actin，ＲPS23，

GAPDH and β-tubulin from Cryptolaemus montrouzieri Mulsant were assessed. The stability of above four
candidate reference genes in different developmental stages and different adult tissues of C. montrouzieri were
respectively ranked based on three softwares ( GeNorm，NormFinder and BestKeeper) ． The results showed
that，through comprehensive analysis of above three softwares，the mean rank values of the expression
stability of above four candidate reference genes were ＲPS23 ( rank = 1 ) ＞ β-tubulin ( rank = 2. 3 ) ＞
GAPDH( rank = 3) ＞ Actin( rank = 3. 7) from C. montrouzieri in different adult tissues and ＲPS23 ( rank =
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1. 7) ＞ Actin( rank = 2 ) ＞ GAPDH( rank = 2. 7 ) ＞ β-tubulin ( rank = 3. 7 ) from C. montrouzieri in different
developmental stages. The average rank values of the expression stability of above four candidate reference
genes were ＲPS23 ( rank = 1. 3) ＞ Actin( rank = 2. 8) = GAPDH ( rank = 2. 8) ＞ β-tubulin ( rank = 3) in
both experimental condition groups. In conclusion，ＲPS23 can be determined to be a stable reference gene
to be a single reference gene or cooperated reference gene in the gene expression of C. montrouzieri in
different developmental stages or different adult tissues as it has the highest stability in both experimental
conditions. The work done by this study provides methodological basis for further research on the expression
of functional genes from C. montrouzieri.
Key words: Cryptolaemus montrouzieri Mulsant; qＲT-PCＲ; reference genes; expression stability;

GeNorm; NormFinder; BestKeeper

实 时 荧 光 定 量 PCＲ ( real time quantitative
PCＲ，qＲT-PCＲ) 是在传统 PCＲ 基础上发展起来

的一种新型核酸定量技术，通过荧光信号对 PCＲ
全程进行实时监测，既可应用于定性研究，如杂

合 子、纯 合 子 鉴 定， SNPs ( single nucleotide
polymorphisms，单核苷酸多态性) 分析等，也可用

于定量研究，如计算基因拷贝数目、对病毒和病

原菌进行分析等绝对定量研究以及 mＲNA 表达量

分析、基因芯片结果验证等相对定量研究 ( Pfaffl
et al. ，2004; Kubis＇ et al. ，2013; 郭长宁，2014;

Zeng et al. ，2014) 。作为分子生物学领域的一次革

命性飞跃，qＲT-PCＲ 由于操作简单、灵敏度 高、
重复性好及高通量等优点而应用于植物 ( 黄雪玲

等，2012; 韩晓雪等，2015; 张德 辉 等，2015 ) 、
动物 ( 阙友雄等，2009; Zhao et al. ，2011; 彭然，

2012; Zeng et al. ， 2014; Kaszubowska et al. ，

2015) 及微生物 ( 赵文静等，2010; Kubis＇ et al. ，

2013) 的基因表达、临床诊断或转录组分析研究

中。其应用于昆虫转录组分析或者内参基因筛选

研究也有报道 ( Kim et al. ，2013; 郭长宁，2014;

薛承美等，2014; 袁淼，2014; 宋旺等，2015) 。
内参基因作为检测基因表达水平变化的参照

物，其能否在不同细胞或不同生理状态下稳定表

达往往决定了 qＲT-PCＲ 实验结果的准确与否。因

此，18S 核糖体 ＲNA ( 18S rＲNA) 、甘油醛-3-磷酸

甘油醛脱氢酶基因 ( GAPDH) 、转录延伸因子基因

( EF) 、肌 动 蛋 白 基 因 ( Actin ) 、微 管 蛋 白 基 因

( Tubulin) 、组蛋白基因 ( H2A) 、多聚泛素酶基因

( UBQ) 、核糖体蛋白基因 ( ＲPS) 等组成性表达

的看家基因常作为内参基因的首选，因为它们或

参与生物体基本生化代谢过程，或是细胞器骨架

的基本组成成分，理论上能够在不同细胞或者生

理状态下稳定表达。但大量实验结果表明，看家

基因的表达稳定性只是在一定范围内的相对稳定

( 王彥杰等，2012) ，同一看家基因的表达水平在

不同物种或同一物种的不同组织、不同环境胁迫

条件下可能存在较大的差异 ( 刘洪峰等，2015;

郑夏生等，2015; 张德辉等，2015 ) 。因此，筛选

出特定实验材料及特定实验条件下稳定表达的一

个或多个内参基因尤为重要。
孟氏隐唇瓢虫 Cryptolaemus montrouzieri Mulsant

原产 于 澳 大 利 亚，属 鞘 翅 目 Coleoptera 瓢 虫 科

Coccinellidae 小毛瓢虫亚科 Scymninae，被广泛用来

防治 半 翅 目 昆 虫 如 粉 蚧、螨、蚜 虫、飞 虱 等

( Jayanthi et al. ，2014) ，特别是在防治Pseudococcus 属

的粉蚧，如石栗粉蚧 Pseudococcus sp. ( 庞 雄 飞，

1979) 和湿地松粉蚧 Oracella acuta ( Lobedell) ( 汤

才等，1995) 方面取得显著成功。利用 qＲT-PCＲ
技术对孟氏隐唇瓢虫转录组分析 ( 张宇宏，2012;

Li et al. ，2015) 或基因表达 ( Zhang et al. ，2012;

Xie et al. ，2015) 研究已有报道，但对内参基因的

挖掘仍属空白。
本研究 选 取 了 孟 氏 隐 唇 瓢 虫 不 同 发 育 时 期

( 2 龄幼虫、3 龄幼虫、4 龄幼虫、蛹期幼虫、雌性

成虫、雄性成虫) 及成虫不同组织 ( 头、胸、腹、
翅) 共 10 份实验材料，利用 qＲT-PCＲ 检测了来自

转录 组 数 据 库 的 4 个 看 家 基 因 Actin、ＲPS23、
GAPDH 和 β-tubulin 在孟氏隐唇瓢虫不同发育时期

及成虫不同组织中的表达水平，并利用 GeNorm、
NormFinder 和 BestKeeper 软件评估了各候选基因的

表达稳定性，不仅得到了在代表性实验条件下的

相对稳定水平，而且筛选出在两种典型处理下均

能够稳定表达的内参基因 ＲPS23，这对孟氏隐唇瓢

虫后续的基因表达研究提供了参考依据，具有重

要的实用价值。
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1 材料与方法

1. 1 实验材料

1. 1. 1 供试昆虫

孟氏隐唇瓢虫在中山大学有害生物控制与资

源利用国家重点实验室于 25℃ ± 1℃，14L ∶ 10D，

ＲH = 60% ± 10% 条件下，用南瓜上的柑橘粉蚧

Planococcus citri Ｒisso 饲养 ( 李丽英，1993) 。
随机取 2 龄幼虫、3 龄幼虫、4 龄幼虫、蛹期

幼虫各 10 头，雌性成虫、雄性成虫各 3 头，液氮

处理 后 迅 速 置 于 － 80℃ 保 存 备 用; 随 机 取 成 虫

20 头，分别取其头、胸、腹及翅，液氮处理后迅

速置于 － 80℃保存备用。
1. 1. 2 主要试剂

第一 链 合 成 试 剂 盒 PrimeScriptTM ＲT Master
Mix，荧光定量试剂盒 SYBＲ  Premix Ex TaqTM II
( Tli ＲNaseH Plus) ，DL2000 DNA Marker 购自宝生

物工 程 ( 大 连) 有 限 公 司，总 ＲNA 提 取 试 剂

Trizol Ｒeagen 购自生工生物工程 ( 上海) 股份有限

公司，引物由华大科技 ( 深圳) 公司合成，其它试

剂均为国产分析纯。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 总 ＲNA 的提取与纯化

按照 Trizol Ｒeagen 说明书的要求，分别提取孟

氏隐唇瓢虫不同发育时期及成虫不同组织 10 份样

品的总 ＲNA，并用 DNA 酶处理，去除基因组 DNA
的污染。用 Thermo ScientificTM 核酸分析仪分别测

定总 ＲNA 的浓度及纯度，用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测其完整性。所得产物直接用于下一步或者于

－ 80℃保存。
1. 2. 2 cDNA 第一条链的合成

按 照 第 一 链 合 成 试 剂 盒 PrimeScriptTM ＲT
Master Mix 说明书的要求，于 0. 2 mL PCＲ 管中配

制 10 μL 反 应 体 系: 总 ＲNA 少 于 500 ng，5 ×
PrimeScript ＲT Master Mix ( Perfect Ｒeal Time )

2 μL，加 ＲNase-Free H2O 补足到 10 μL。轻柔混匀

后，37℃ 15 min，85℃ 变性 5 s，反应结束后用

Easy Dilution 稀释到合适倍数，所得产物直接用于

下一步反应或者于 － 20℃保存。
1. 2. 3 内参基因的获得及引物设计

参考相关的文献报导 ( 董晓丽等，2009; 王

彦 杰 等，2012; 苏 晓 娟 等，2013; Xie et al. ，

2015) ，根据本实验建立的孟氏隐唇瓢虫转录组文

库 ( Genbank 登 录 号 为 SＲＲ343064 ) ( 张 宇 宏，

2012) ，选取了 4 个传统的看家基因，通过 Primer
Express 3. 0 软件设计 qＲT-PCＲ 的引物，候选内参

基因及其引物信息见表 1。

表 1 Ｒeal-time PCＲ 检测中所用 4 个候选内参基因及引物序列

Table 1 Four candidate reference genes and their primer sequences used in Ｒeal-time PCＲ analysis

基因名称 基因全称 基因序列号 引物序列 ( 5' － 3') 扩增子 ( bp)

Gene name Gene full name Accession number Primer sequences Amplicon size

Actin
肌动蛋白

Actin
KU513758

Actin － F: ACCCATGTAATACCTGTGGCTGAA
Actin － Ｒ: GTAATGTTGCGACCGGCAATAG

99

ＲPS23
核糖体蛋白 23
Ｒibosomalp rotein 23

KU513760
ＲPS23 － F: ACAAGGGCTGCTGGACTGAT
ＲPS23 － Ｒ: CCTTCGGAGGAAAGGCTTCA

100

GAPDH
甘油醛-3-磷酸甘油醛脱氢酶

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

KU513759
GAPDH － F: TCCCATGTATGTCTGTGGTGTCA
GAPDH － Ｒ: TGGTGGTGCAGGAAGCATTG

101

β － tubulin
β-微管蛋白

Beta tubulin
AD124738. 1

Tubulin － F: CACGGAAGGTACTTGACTGTTG
Tubulin － Ｒ: GCTGCTGTTCTTGTTTTGGATG

108

1. 2. 4 内参基因的荧光定量反应

按照 SYBＲ Premix Ex TaqTMⅡ ( Tli ＲNaseH
Plus) 试剂盒说明书的要求，并通过梯度 qＲT-PCＲ
的扩增结果，调整模板、引物浓度及引物退火温

度，获 得 最 佳 反 应 条 件。反 应 体 系 为: 10 μL

SYBＲ  Premix Ex TaqTMⅡ ( 2 × ) ，少于 100 ng
cDNA 模板，ＲOX Ｒeference Dye Ⅱ终浓度为 1 × ，

上下游引物 ( 10 μM) 各 0. 8 μL，补足去离子水

至 20 μL。反应条件为: 95℃ 预变性 30 s，95℃
10 s，55℃ 10 s，72℃ 20 s，40 个循环，延伸阶段
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收集信号，从 55℃到 95℃，每个循环增加 0. 5℃，

持续 0. 05 s 获得解链温度，采集融解曲线荧光信

号，每个样品 3 个生物学重复，并设置阴性对照

及空白对照。
1. 2. 5 引物扩增效率验证和标准曲线的绘制

取孟氏隐唇瓢虫头部 cDNA 样品为模板，用

Easy Dilution 依次稀释 6 个梯度，每个梯度稀释

4 倍，cDNA 初 始 浓 度 分 别 为 1、1 /4、1 /16、
1 /64、1 /256、1 /1024，每个反应设 3 次生物学重

复，按 1. 2. 4 的反应体系及反应程序进行反应。标

准曲线相关系数，斜率等系列参数通过 Stratagene
Mx 3000P 仪器自带计算软件得到。
1. 2. 6 数据处理与分析

利用 比 较 循 环 阈 值 ( Cycle Threshold，CT )

法，分析 4 个候选内参基因在不同处理下的表达

水平，每个处理都设置 3 个生物学重复。根据公

式 Q = EΔCT，利用 Excel 2003 计算各基因的相对定

量 Q。其中 E 为基因扩增效率 ( 一般情况下将基

因扩增设为理想扩增，E 默认为 2 ) ，ΔCT = CTmin

－ CT样品 ( CTmin为所有样品中最低 CT 值，CT样品 为

每个样品的 CT 值) ( 孙美莲等，2010; 张力等，

2013; 郑夏生等，2015) 。
利用 GeNorm、NormFinder 和 BestKeeper 3 个

内参基因评价软件分析 4 个候选内参基因的表达

稳定性，并平衡三种软件的评价效果，筛选出不

同发育时期及成虫不同组织处理下，qＲT-PCＲ 分

析中最优的内参基因。利用 SPSS 19. 0 单因素方差

( one-way ANOVA) 进行不同样品之间的差异显著

性分析 ( P ＜ 0. 05) 。

2 结果与分析

2. 1 总 ＲNA 的提取与纯化

按照 Trizol Ｒeagen 说明书的要求，分别提取不

同发育时期及 成 虫 不 同 组 织 样 品 的 总 ＲNA。用

Thermo ScientificTM 核酸分析仪测定总 ＲNA 的浓度

及纯度 ( 表 2) ，A260 /280≈1. 8 － 2. 1，A260 /230 ＞ 2. 0，

用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，条带清晰，

无 DNA 及其它杂质污染，28S 与 18S 条带比值大

于 1 ∶ 1，符合下一步实验的要求。
2. 2 内参基因引物的特异性检测

取孟氏隐唇瓢虫成虫头部 qＲT-PCＲ 反应产物

在 1%琼脂糖凝胶电泳检测表明，4 个候选内参基

因扩增产物长度与预期一致 ( 图 1 ) ，融解曲线显

示为单一峰，说明无引物二聚体，无非特异性扩

增，不添加模板的阴性对照没有采集到荧光信号，

每个待测样品的 PCＲ 扩增曲线重复性非常好，说

明 qＲT-PCＲ 的结果是可靠的。

表 2 孟氏隐唇瓢虫不同发育时期和成虫

不同组织总 ＲNA 质量

Table 2 Quality of tatal ＲNA extracted from different
developmental stages and different adult tissues from

Cryptolaemus montrouzieri

A260 /280
浓度 ( ng /μL)

Concentration

成虫组织 Adult tissues

头 Head 1. 846 206

胸 Breast 1. 964 254

腹 Belly 1. 967 956

翅 Wing 1. 967 280

发育阶段 Developmental stages

2 龄幼虫 Second instar 1. 947 148

3 龄幼虫 Third instar 2. 047 528

4 龄幼虫 Fourth instar 2. 023 352

蛹期幼虫 Pupa 1. 948 378

雄性成虫 Male adult 1. 900 152

雌性成虫 Female adult 1. 892 246

图 1 孟氏隐唇瓢虫成虫头部 qＲT-PCＲ 产物的

琼脂糖凝胶电泳检测

Fig. 1 Agarose electrophoresis analysis of the qＲT-PCＲ
products of reference genes in adult head from

Cryptolaemus montrouzieri
M，DL2000 DNA 标记; 1，肌动蛋白; 2，核糖体蛋白

23; 3，甘油醛-3-磷酸甘油醛脱氢酶; 4，β-微管蛋白。
M，DL2000 DNA marker; 1， Actin; 2， ＲPS23; 3，

GAPDH; 4，β-tubulin.

2. 3 准曲线的绘制

4 个候 选 内 参 基 因 引 物 扩 增 的 标 准 曲 线 见
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表 3，结果显示，4 个候选内参基因的标准曲线相

关系数 Ｒ2 变化范围为 0990 － 0. 999，说明它们线

性关 系 很 好， 扩 增 效 率 变 化 范 围 为 94. 3% －
111. 4%，且 4 个内参基因的熔解曲线只呈现单一

的信号峰，符合 qＲT-PCＲ 的实验要求。

表 3 Ｒeal-time PCＲ 分析中 4 个候选内参基因相关参数

Table 3 The parameters derived from qＲT-PCＲ analysis
of four candidate reference genes

基因 标准曲线斜率 相关系数 ( Ｒ2 ) 扩增效率 ( % )

Gene Slop Correlation Efficient

Actin － 3. 467 0. 990 94. 3

ＲPS23 － 3. 075 0. 992 111. 4

GAPDH － 3. 229 0. 999 104. 0

β-tubulin － 3. 237 0. 997 103. 7

2. 4 内参基因在转录水平的表达

用比较循环阈值 ( cycle threshold，CT) 法分

析四个候选内参基因在不同处理下的表达水平，

基因的 表 达 丰 度 越 高，CT 值 越 小，反 之 CT 值

越大。
结果显示，本实验两种处理条件下，四个候

选内参基因的表达水平都有一定的变化，但各个

候选内参基因的表达水平在 3 个重复之间的变异

都很小。在 孟 氏 隐 唇 瓢 虫 成 虫 不 同 组 织 实 验 中

( 图 2A ) ，4 个 候 选 内 参 基 因 Actin、 ＲPS23、
GAPDH 和 β-tubulin 的 CT 值 变 化 范 围 分 别 是

24 － 28、24 － 27、20 － 23 和 20 － 24，均呈中度表

达，且 Actin 表达丰度相对较低。Actin、ＲPS23 和

β-tubulin 3 个候选内参基因呈现出从翅 － 胸 － 头 －
腹，表达丰度依次升高的规律。在孟氏隐唇瓢虫

不同发育时期实验中 ( 图 2B) ，4 个候选内参基因

Actin、ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 CT 值变化范

围分别是 23 － 29、22 － 29、18 － 24 和 17 － 23，

GAPDH 和 β-tubulin 表达丰 度 相 对 较 高，Actin 和

ＲPS23 表达丰度相近，推测可以将 Actin 和 ＲPS23
作为组合基因，各候选内参基因的表达丰度无一

定的规律。由结果推测，孟氏隐唇瓢虫的发育时

期及成虫组织类型可能影响这些内参基因表达丰

度的高低。

图 2 孟氏隐唇瓢虫不同发育阶段及成虫不同组织中 4 个候选内参基因 CT 值的比较

Fig. 2 CT values of four candidate reference genes in different developmental stages and
different adult tissues from Cryptolaemus montrouzieri

2. 5 内参基因的表达稳定性分析

2. 5. 1 GeNorm 软件的评价效果

GeNorm 软件研究的是样品中每个基因相对量

比率的变化 ( 韩晓雪等，2015 ) ，根据基因相对表

达量 Q 计算其表达稳定度 M，M 值越小，稳定性

越强。此外，还可根据引入 1 个新的内参基因后

标准 化 因 子 ( normalization factor ) 的 配 对 差 异

( pairwise variation ) V 值 进 行 配 对 差 异 分 析

( Vn/n + 1 ) ，从而判定所需内参基因的最适数目 ( 胡

瑞波等，2009; 阙友雄等，2009; 袁 伟，2012 ) 。

默认的 M 取值为 1. 5，M 值小于 1. 5 的内参基因认

为相对较稳定; 默认的 V 值为 0. 15，如果 Vn/n + 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。
GeNorm 结果表明，在成虫不同组织实验中，

4 个 候 选 内 参 基 因 Actin、 ＲPS23、 GAPDH 和

β-tubulin 的 M 值分别为 1. 024、0. 601、0. 858 和

0. 636，均小于 1. 5，说明 4 个候选内参基因均较

为稳 定， 且 表 达 稳 定 度 由 高 到 低 为 ＲPS23 ＞
β-tubulin ＞ GAPDH ＞ Actin ( 图 3A) ，V2/3 = 0. 196 ＞
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0. 15 且 V3/4 = 0. 251 ＞ 0. 15 ( 图 3C) ，说明需要引

入第 5 个 内 参 基 因。在 不 同 发 育 时 期 实 验 中，

Actin、ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 M 值分别为

1. 005、0. 963、1. 346 和 1. 377，均 小 于 1. 5，说

明 4 个候选内参基因均较为稳定，且表达稳定度

由高到低为 ＲPS23 ＞ Actin ＞ GAPDH ＞ β-tubulin ( 图

3B) ，V2/3 = 0. 383 ＞ 0. 15 且 V3/4 = 0. 317 ＞ 0. 15
( 图 3D) ，说明需要引入第 5 个内参基因。

图 3 孟氏隐唇瓢虫不同发育时期及成虫不同组织 4 个候选内参基因表达水平 M 值的比较和最适内参基因数目判定

Fig. 3 Average expression stability values and determination of the ideal number of reference genes for normalization of four
candidate reference genes in different developmental stages and different adult tissues from Cryptolaemus montrouzieri

2. 5. 2 NormFinder 软件的评价效果

NormFinder 是基于方差分析评价内参基因在

不同样品中的稳定性。其工作原理和 GeNorm 相

同，软件根据相对表达量 Q 计算出基因表达稳定

指数 M，M 值 越 小， 基 因 表 达 越 稳 定。但 与

GeNorm 软件不同之处在于，NormFinder 软件无法

确定所需内参基因的最适数目。
NormFinder 结果显示 ( 表 4 ) ，在成虫不同组

织实 验 中，4 个 候 选 内 参 基 因 Actin、ＲPS23、
GAPDH 和 β-tubulin 的 M 值分别为 0. 257、0. 078、
0. 343 和 0. 116，均较为稳定，且表达稳定度由高

到低为 ＲPS23 ＞ β-tubulin ＞ Actin ＞ GAPDH，若选择

单个基因作为内参，则 ＲPS23 基因是合适的; 在

不同发育时期实验中，4 个候选内参基因 Actin、
ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 M 值分别为 0. 083、
0. 069、0. 413 和 0. 330，均较为稳定，且表达稳定

度由高到低为 ＲPS23 ＞ Actin ＞ β-tubulin ＞ GAPDH，

若选择 单 个 基 因 作 为 内 参，则 ＲPS23 基 因 是 合

适的。
2. 5. 3 Bestkeeper 软件的评价效果

BestKeeper 软件是在 EXCEL 基础上建立起来

的软件，可直接根据样品的 CT 值进行统计标准误

SD ( standard deviation) 、变异系数 CV ( coefficient
of variation) 、相关性系数 Ｒ ( correlation coefficient)
等分析，进而确定最适内参基因。该软件计算相

对表达量的公式为 Q = 2 － ΔΔCT，并用 Tukey 法检验

处理间的差异显著性 ( Pfaffl et al. ，2004) 。
SD 或者 CV 越小，认为该基因在不同样品或

者重复样品之间的稳定性高，适合作为单个内参

基因。Ｒ 越大，认为该基因的表达与其它基因的

相关性越大，常常考虑作为协同基因，SD ＞1 视为

不可接受。由 BestKeeper 分析结果可见 ( 表 5) ，
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表 4 NormFinder 软件分析获得的 4 个候选内参基因的稳定值 M 排序

Table 4 The ranking order of the expression stability values ( M) of four candidate reference genes by NormFinder

基因

Gene

成虫不同组织 Different adult tissues 不同发育时期 Different developmental stages

稳定度 ± 标准误 ( M ± SE) 稳定度排名 稳定度 ± 标准误 ( M ± SE) 稳定度排名

M value ± Standard error Stability rank M value ± Standard error Stability rank

Actin 0. 257 ± 0. 128 3 0. 083 ± 0. 151 2

ＲPS23 0. 078 ± 0. 154 1 0. 069 ± 0. 175 1

GAPDH 0. 343 ± 0. 151 4 0. 413 ± 0. 140 4

β-tubulin 0. 116 ± 0. 124 2 0. 330 ± 0. 123 3

表 5 4 个候选内参基因表达稳定性的 BestKeeper 软件统计分析

Table 5 Descriptive statistics of four candidate reference genes based on their cycle threshold values analyzed by BestKeeper

基因 几何平均值 算术平均值 最小值 最大值 标准误 变异系数 相关系数 P 值 稳定性等级

Gene Geometric Mean Arithmetic mean Min Max SD CV Ｒ P value Stability rank

成虫不同组织 Different adult tissues

Actin 26. 66 26. 68 24. 75 28. 00 1. 01 0. 038 0. 808 0. 001 4

ＲPS23 25. 17 25. 19 24. 03 26. 97 0. 85 0. 034 0. 988 0. 001 1

GAPDH 21. 28 21. 30 20. 40 23. 00 0. 83 0. 039 0. 862 0. 001 2

β-tubulin 21. 55 21. 58 20. 47 23. 56 0. 91 0. 042 0. 974 0. 001 3

不同发育时期 Different developmental stages

Actin 24. 91 24. 99 22. 32 29. 00 1. 41 0. 057 0. 986 0. 001 2

ＲPS23 24. 82 24. 89 22. 80 28. 39 1. 44 0. 058 0. 982 0. 001 3

GAPDH 20. 55 20. 61 18. 51 23. 87 1. 16 0. 057 0. 869 0. 001 1

β-tubulin 19. 65 19. 72 17. 24 22. 93 1. 42 0. 072 0. 939 0. 001 4

在孟氏隐唇瓢虫成虫不同组织实验中，4 个候选内

参基因 Actin、ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 SD 分

别是 1. 01、0. 85、0. 83 和 0. 91，CV 值 分 别 为

0. 038、0. 034、0. 039 和 0. 042，综 合 分 析 两 者，

它们的表达稳定度由高到低为 ＲPS23 ＞ GAPDH ＞
β-tubulin ＞ Actin，且 Actin 的 SD =1. 01 ＞ 1，视为不

可接受作为内参基因。在孟氏隐唇瓢虫成虫不同

发育 时 期 实 验 中，4 个 候 选 内 参 基 因 Actin、
ＲPS23、GAPDH 和 β-tubulin 的 SD 分 别 是 1. 41、
1. 44、1. 16 和 1. 42，均大于临界值 1，故均视为

不可接受作为内参基因。
2. 5. 4 综合评价效果

为了平衡 3 种软件的排名结果，将 4 种候选内

参 基 因 Actin、 ＲPS23、 GAPDH 和 β-tubulin 在

GeNorm、NormFinder 和 BestKeeper 3 种软件中表达

稳定性等级进行了平均值分析 ( 表 6 ) ，平均等级

值是 3 种软件分析出的稳定性等级的平均值。在

孟氏隐唇瓢虫成虫不同组织实验中，3 种软件分析

结果略有差异，但 ＲPS23 和 β-tubulin 稳定性排名

相同分列第一和第二，综合 3 种软件分析结果，

4 个候选基因表达稳定性平均等级值排名为 ＲPS23
( rank = 1 ) ＞ β-tubulin ( rank = 2. 3 ) ＞ GAPDH ( rank
= 3) ＞ Actin( rank = 3. 7 ) ，ＲPS23 表达最稳定。在

孟氏隐唇瓢虫不同发育时期实验中，3 种软件分析

结果有差异，但 ＲPS23 和 Actin 均显示出较高的稳

定性，综合分析结果显示 4 个候选内参基因表达

稳定性平均等级值排名为 ＲPS23 ( rank = 1. 7 ) ＞
Actin ( rank = 2 ) ＞ GAPDH ( rank = 2. 7 ) ＞ β-tubulin
( rank = 3. 7) ，ＲPS23 表达最稳定。综合 2 种处理，

4 个候选内参基因表达稳定性等级值的总平均排名

为 ＲPS23 ( rank = 1. 3 ) ＞ Actin ( rank = 2. 8 ) =
GAPDH ( rank = 2. 8) ＞ β-tubulin ( rank = 3) ，ＲPS23
表达最稳定，Actin 和 GAPDH 次之，β-tubulin 最不

稳定，因此本研究认为，ＲPS23 可以作为孟氏隐

唇虫在不同发育时期及成虫不同组织处理实验中

基因表达分析的内参基因。
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表 6 4 个候选基因在全部实验条件下的稳定性等级排序

Table 6 Overall stability rank of four candidate reference genes in all experimental conditions

基因

Gene

成虫不同组织

Different adult tissues

GeNorm NormFinder BestKeeper

均等级

Mean rank

不同发育时期

Different developmental stages

GeNorm NormFinder BestKeeper

平均等级

Mean rank
总平均等级

Average rank

Actin 4 3 4 3. 7 2 2 2 2 2. 8

ＲPS23 1 1 1 1 1 1 3 1. 7 1. 3

GAPDH 3 4 2 3 3 4 1 2. 7 2. 8

β-tubulin 2 2 3 2. 3 4 3 4 3. 7 3

3 结论与讨论

qＲT-PCＲ 技术作为定量分析 mＲNA 表达中一

种通用、高效且简单的方法，具有极强的灵敏性

和特 异 性，但 它 对 ＲNA 质 量 和 完 整 性、模 板

cDNA 质量、酶、引物的特异性、内参基因的表达

稳定性以及实验操作等要求严格。一个微小的失

误都可能造成实验结果的差异，影响实验结果，

甚至得到相反的结论。内参基因能够对实验结果

进行校正，使各种误差统一化和标准化。因此，

在 qＲT-PCＲ 实验之前，筛选出在特定实验材料及

特定实验条件下稳定表达的内参基因至关重要。
18S rＲNA 也是 qＲT-PCＲ 分析中的常用内参基

因，但其不包括 ploy ( A ) 尾，在 以 oligo ( dT )

为引物的 cDNA 合成中不能被逆转录 ( 陈凤花，

2005) 且由于 18S rＲNA 特 异 引 物 不 仅 能 以 18S
rＲNA 为模板还能以 18S rDNA 为模板扩增出目的

条带， 因 此 对 样 本 纯 度 要 求 很 高 ( 王 冲 等，

2006) ，也有研究发现，能在昆虫不同处理条件下

稳定表达的基因有 Tubulin，ＲPS，GAPDH，Actin
和 EF，而 18S rＲNA 相 对 不 稳 定 ( 岳 秀 利 等，

2013; 陈芳和陆永跃，2014; 郭长宁，2014; 宋旺

等，2015) ，因此本实验中选取了 Actin、ＲPS23、
GAPDH 及 β-tubulin 作为待研究的内参基因。

早先 的 内 参 基 因 稳 定 性 评 价 软 件 有 ＲEST
( relative expression software tool ) ，其 工 作 原 理 和

BestKeeper 相同，但缺点在于最多只能比较 1 个内

参基因和 1 个目标基因的 16 种不同处理 ( Pfaffl
et al. ，2002) 。BestKeeper 则可以比较 10 个内参基

因和 10 个 目 标 基 因 的 100 种 不 同 处 理 ( Pfaffl
et al. ，2004) 。目前发展比较成熟的内参基因稳定

性评价软件有 GeNorm、NormFinder 和 BestKeeper。
在本研究中，3 种软件的分析结果并不完全一致，

这种现象在其它物种研究中也存在 ( 陈芳和陆永

跃，2014; 郑夏生等，2015 ) ，这可能与 3 种软件

的算法及评价指标不同有关，但三种分析结果一

致之处在于，无论是在孟氏隐唇瓢虫不同发育时

期还是成虫不同组织实验中，ＲPS23 均是表达稳

定性最高的基因，鉴于它与其它内参基因的相关

性也大，本次研究可以确定把 ＲPS23 作为孟氏隐

唇瓢虫不同发育阶段及成虫不同组织 qＲT-PCＲ 分

析中的单个内参基因或者其它内参基因的协同基

因，这为孟氏隐唇瓢虫基因表达研究奠定了基础，

也为进一步研究孟氏隐唇瓢虫在不同环境胁迫下

的表达差异提供了参考。
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