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朱红毛斑蛾实时荧光定量 PCＲ内参基因的筛选
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摘要: 筛选朱红毛斑蛾 Phauda flammans ( Walker) 在不同成虫组织、性别及发育阶段处理条件下稳定表达的内参
基因，为进一步开展朱红毛斑蛾相关基因的定量研究提供参考。本研究以不同成虫组织 ( 头、胸、腹、足、翅和
触角) 、不同成虫性别和不同发育阶段 ( 卵、幼虫、蛹和成虫) 为实验材料，对 10 个候选内参基因进行实时荧光
定量 PCＲ ( qＲT － PCＲ) ，并使用 GeNorm、NormFinder和 BestKeeper 软件及 ＲefFinder 网站对候选内参基因的表达
稳定性进行评价和综合分析。结果表明: 在朱红毛斑蛾不同成虫组织基因定量研究中，TUB2 ＞ GAPDH ＞ TUB1 ＞
AK ＞ EF1α ＞ ACTIN3 ＞ TBP ＞ TUB3 ＞ ACTIN2 ＞ ＲPL32，建议以 TUB2 和 GAPDH 作为内参基因; 在不同成虫性别基
因定量研究中，TUB1 ＞ EF1α ＞ ACTIN3 ＞ ＲPL32 ＞ ACTIN2 ＞ TUB2 ＞ AK ＞ GAPDH ＞ TUB3 ＞ TBP，建议以 TUB1 和
EF1α作为内参基因; 在不同发育阶段基因定量研究中，ACTIN3 ＞ TBP ＞ TUB1 ＞ EF1α ＞ TUB3 ＞ ACTIN2 ＞ GAPDH ＞
ＲPL32 ＞ TUB2 ＞ AK，建议以 ACTIN3 和 TBP作为内参基因。基于 GeNorm分析，最佳内参基因使用数目为 2 个。
关键词: 基因表达; 表达稳定性; GeNorm; NormFinder; BestKeeper; ＲefFinder
中图分类号: Q963; S433 文献标识码: A 文章编号: 1674 － 0858 ( 2021) 01 － 0015 － 10

基金项目: 国家自然科学基金 ( 31660206)

作者简介: 陈炼，女，1995 年生，湖北咸宁人，硕士研究生，研究方向为昆虫行为生态学，E － mail: chenlian00423@ 163. com
* 通讯作者 Author for correspondence: 郑霞林，男，博士，副教授，主要研究方向为昆虫行为生态学，E － mail: zheng － xia － lin@ 163. com

收稿日期 Ｒeceived: 2020 － 02 － 22; 接受日期 Accepted: 2020 － 03 － 12

Screening of reference genes for quantitative real-time PCＲ in Phauda
flammans ( Walker) ( Lepidoptera: Phaudidae)
CHEN Lian1，TIAN Zhong2，WANG Xiao-Yun1，CHEN Xue-Min1，LU Wen1，WANG Xiao-Ping2，
ZHENG Xia-Lin1* ( 1. College of Agriculture，Guangxi University，Nanning 530004，China; 2. College
of Plant Science and Technology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China)
Abstract: This study aims to screen and verify stably expressed genes under given conditions as reference
genes for quantitative real-time PCＲ ( qＲT-PCＲ) in Phauda flammans ( Walker) ，which can provide the
basis for following experiments on gene quantification of this moth. Based on transcriptomics sequencing
results in P. flammans and reference genes reported in other lepidopteran species，10 genes were selected
as candidate reference genes. Then the primers of qＲT-PCＲ were respectively designed，and their
expression levels in different adult tissues ( head，thoraxe，abdomen，leg，wing and antenna) ，sexes，and
different developmental stages ( egg，larva，pupa and adult) were tested by qＲT-PCＲ. The expression
stability of candidate genes were evaluated by GeNorm，NormFinder and BestKeeper softwares and
ＲefFinder website. According to the comprehensive rank of ＲefFinder，the expression stability of above ten
candidate reference genes in different adult tissues were TUB2 ＞ GAPDH ＞ TUB1 ＞ AK ＞ EF1α ＞ ACTIN3 ＞
TBP ＞ TUB3 ＞ ACTIN2 ＞ ＲPL32; the expression stability of above candidate reference genes in different
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adult sexes were TUB1 ＞ EF1α ＞ ACTIN3 ＞ ＲPL32 ＞ ACTIN2 ＞ TUB2 ＞ AK ＞ GAPDH ＞ TUB3 ＞ TBP; the
expression stability of above candidate reference genes in different developmental stages were ACTIN3 ＞
TBP ＞ TUB1 ＞ EF1α ＞ TUB3 ＞ ACTIN2 ＞ GAPDH ＞ ＲPL32 ＞ TUB2 ＞ AK. Three pairs of genes ( TUB2
and GAPDH，TUB1 and EF1α，ACTIN3 and TBP) ，were recommended as reference genes to study on the
gene quantification of different adult tissues， sexes and developmental stages in P. flammans，
respectively.
Key words: Gene expression; expression stability; GeNorm; NormFinder; BestKeeper; ＲefFinder

朱红毛斑蛾 Phauda flammans ( Walker ) ( 鳞
翅目 Lepidoptera: 毛斑蛾科 Phaudidae ) ，是榕属
Ficus植物上一种重要的食叶害虫，在南亚和东南
亚国 家 其 发 生 和 为 害 的 报 道 屡 见 不 鲜

( Nageshchandra et al. ，1972; Verma and Dogra，
1982; Fof，2015; 刘俊延等，2016; Anonymous，
2017; Zheng et al. ，2017 ) 。朱红毛斑蛾在中国广
西 1 年发生 2 ～ 3 代，抗寒力强 ( Zheng et al. ，
2017) ，以第 2 代预蛹期幼虫及蛹和第 3 代低龄幼
虫越冬，越冬幼虫喜在位于地表突出的根系附近

或杂草丛下化蛹 ( 刘俊延等，2015 ) 。该虫成虫为
日行性蛾类 ( Zheng et al. ，2019 ) ，以幼虫取食榕
属植物叶片，为害严重时，不仅植株叶片被蚕食

殆尽仅剩枝干，还会取食嫩枝韧皮部 ( 刘俊延等，

2015) ，不仅影响榕树的生长发育，还影响其净化
空气等功能的正常发挥。目前，已筛选出几种防
治效果较佳的化学药剂 ( 孟令昱，2017; 蒋露等，
2018) ，然而，由于朱红毛斑蛾的发生地多在市区
道路旁、公园和河堤岸等处，化学防治存在一定
的安全隐患。因此，探索朱红毛斑蛾环境友好型
的生物防治措施十分必要。自然条件下，朱红毛
斑蛾的天敌主要为寄生蜂和寄生蝇，但寄生率较

低，仅为 0. 9% ～7. 2% ( Zheng et al. ，2015) ，防
控效果有限。此外，朱红毛斑蛾性信息素防控技
术的研究也取得初步进展 ( Zheng et al. ，2019 ) 。
迄今为止，关于朱红毛斑蛾的研究主要集中在生

物生态学特性、防治和线粒体基因组等方面
( Zhang et al. ，2020) ，有关转录组分析、内参基因
筛选、功能基因研究等方面尚未见报道。
实时荧光 定 量 PCＲ ( quantitative real-time

PCＲ，qＲT-PCＲ) ，由于其定量准确、特异性性好
和灵敏度高，广泛用于昆虫转录组验证和基因表

达分析等方面的研究 ( Van Guilder et al. ，2008;
史彩华等，2017; Lü et al. ，2018; Shakeel et al. ，
2018) 。qＲT-PCＲ技术关键因素之一为内参基因的

选择。合适的内参基因可以对 qＲT-PCＲ 数据进行
校正和标准化，从而纠正由 ＲNA 分离、cDNA 定
量、转录和扩增的变异等带来的系列问题 ( Pfaffl
et al. ，2014) ，从而减少样本间的误差，控制内部
差异。因此，选择何种内参基因对于 qＲT-PCＲ 结
果是否准确就显得尤为重要。常用的候选内参基
因包括肌动蛋白家族 ( ACTIN ) ( Ｒidgeway and
Timm，2015 ) 、微管蛋白家族 ( Tubulin，TUB )
( Wang et al. ，2015 ) 、甘油醛-3-磷酸脱氢酶
( Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH)
( Yang et al.，2018) 和核糖体蛋白基因 ( Ｒibosomal
protein L32，ＲPL-32) ( Matta et al. ，2011) 等。近
年来，这几类候选内参基因在昆虫中的表达稳定

性筛选研究已有诸多报道 ( Teng et al. ，2012; 符
伟等，2012; Lu et al. ，2013; 唐培安等，2016 ) ，
如偏瞳蔽眼蝶 Bicyclus anynana Butler ( Arun et al. ，
2015 ) 、 狐 眼 袖 蝶 Heliconius numata Cramer
( Prunier et al. ， 2016 ) 、 桃 蛀 螟 Conogethes
punctiferails Guenee ( 杨苓等，2017 ) 和美国白蛾
Hyphantria cunea Drury ( 陶蓉等，2019) 等。
目前，已对朱红毛斑蛾的转录组数据进行了

组装分析，得到完善的基因信息，使 qＲT-PCＲ 内
参基因筛选试验更具可靠性。因此，本研究以朱
红毛斑蛾不同成虫组织 ( 头、胸、腹、足、翅和
触角) 、性别和不同发育阶段 ( 卵、幼虫、蛹和成
虫) 为材料，利用 qＲT-PCＲ 技术对鳞翅目昆虫中
常见的 10 个内参基因 ( ACTIN2、ACTIN3、TUB1、
TUB2、 TUB3、 EF1α、 AK、 GAPDH、 ＲPL32 和
TBP) 进 行 了表达量分析，并使用 GeNorm、
NormFinder 和 BestKeeper 软件及 ＲefFinder 网站对
候选基因的表达稳定性进行了分析和评价，以筛

选出朱红毛斑蛾不同成虫组织、性别和不同发育
阶段中最合适的内参基因，为后续朱红毛斑蛾基

因表达调控等系列研究提供参考资料。

61



1 期 陈 炼等: 朱红毛斑蛾实时荧光定量 PCＲ内参基因的筛选

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫与样品收集
于 2018 年 6 月至 7 月，在广西大学校园

( 108. 29 °E，22. 85 °N) 内的垂叶榕 F. benjamina
L. 上采集朱红毛斑蛾幼虫。幼虫放入塑料盒 ( 半
径 8. 0 cm，高度 12. 0 cm，10 头 /盒) 内饲养，置
于温度 26 ± 1℃，相对湿度为 60% ～80%和光周期
L14 ∶ D10 的条件下饲养。幼虫饲以新鲜垂叶榕叶
片，每日更换新鲜叶片直至化蛹。根据茅裕婷等
( 2017) 提供的方法鉴别蛹的性别，雌雄蛹分开保
存在不同的塑料管内 ( 直 径 2. 7 cm，高度
10. 3 cm) ，塑料管盖中间钻 10 个孔 ( 直径 2 mm)
便于通风，置于和饲养幼虫相同的环境条件下。
成虫羽化后，随机收集 1 日龄雌虫或雄虫头、胸、
腹、足、翅和触角为组织样品，每组5 头，生物学
重复 3 次; 随机收集 1 日龄雌虫和雄虫为性别样
品，每 组 3 头，生 物 学 重 复 3 次; 收 集 卵
( 50 粒) 、2 龄幼虫 ( 5 头) 、蛹 ( 初期和末期各
2 头) 和成虫 ( 1 日龄雌雄成虫各 2 头) 为发育阶
段样品，生物学重复 3 次; 将收集的各组样品迅
速放入液氮内，随后转置于 － 80℃冰箱保存待用。
1. 2 总 ＲNA的提取与 cDNA的合成
将收集的各组样品从 － 80℃冰箱中取出，置

于液氮中，均按 ＲNAiso Plus ( Trizol) ( TAKAＲA，
9109，中国大连) 法进行 ＲNA 提取。用以上方法
提取的 ＲNA 为模板，按照 Prime Script ＲT reagent

Kit with gDNA Eraser ( TAKAＲA，ＲＲ047，中国大
连) 试剂盒说明书进行反转录反应。合成好的
cDNA存于 － 20℃冰箱待用。
1. 3 内参基因的选择及引物设计
根据其它鳞翅目昆虫常用内参基因 ( Shakeel

et al. ，2015; Sun et al. ，2015; Xu et al. ，2017;
Zhang et al. ，2017) ，从朱红毛斑蛾转录组中筛选
出 ACTIN2、 ACTIN3、 TUB1、 TUB2、 TUB3、
EF1α、AK、GAPDH、ＲPL32 和 TBP 共 10 个候选
内参基因 ( 表 1 ) ，并利用 National Center for
Biotechnology Information ( NCBI) 网站中的引物设
计工具 Primer-BLAST ( https: / /www. ncbi. nlm. nih.
gov / tools /primer-blast / ) 设 计 qＲT-PCＲ 引 物
( 表 2) ，由生工生物工程上海 ( 股份) 有限公司
合成。
1. 4 标准曲线的制作和 qＲT-PCＲ
将样品 cDNA 模板梯度稀释 1 /2、1 /10、

1 /50、1 /250 和 1 /1250 进行反应，在冰上进行反
应体系的配制，具体如下 ( 10 μL 体系) : SYBＲ

Premix Ex TaqTM II ( Tli ＲNaseH Plus) ( TAKAＲA，
ＲＲ820A，中国大连) 5. 0 μL，dd H2O 2. 4 μL，
10 μmol /L的上下游引物各 0. 2 μL，cDNA 稀释液
2. 0 μL。在 ABI QuantStudio 6 Flex ( Thermo Fisher
Scientific，Massachusetts，USA) 上进行反应，PCＲ
程序如下: Hold Stage: 95℃，30 s; PCＲ Stage:
95℃，5 s; 60℃，30 s; 40 个循环; Mel Curve
Stage: 95℃，15 s; 60℃，1 min; 95℃，15 s。保
存 qＲT-PCＲ检测数据供后续分析。

表 1 朱红毛斑蛾候选内参基因信息
Table 1 Candidate reference genes analyzed in Phauda flammans

基因名

Genes
基因全称

Full name of genes
GenBank登录号

GenBank accession No.

ACTIN2 肌动蛋白 ACTIN MN852474

ACTIN3 肌动蛋白 ACTIN MN852475

TUB1 α微管蛋白 α-tubulin MN852477

TUB2 α微管蛋白 α-tubulin MN852476

TUB3 β微管蛋白 β-tubulin MN852478

EF1α 延伸因子 1-α Elongation factors 1-α MN852479

AK 精氨酸激酶 Arginine kinase MN852480

GAPDH 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase MN852481

ＲPL32 核糖体蛋白 L32Ｒibosomal protein L32 MN852482

TBP TATA结合蛋白 TATA-binding protein MN928574
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表 2 朱红毛斑蛾候选内参基因的定量引物序列
Table 2 Primers for qＲT-PCＲ in Phauda flammans

基因名 Genes 引物序列 Primer sequence ( 5' － 3') 产物大小 Amplicon length ( bp)

ACTIN2 F: AACAAGAAATGGCAACCGCC 114

Ｒ: ATAGAGCTTCTGGGCAACGG

ACTIN3 F: TCCTCACAGAGCGTGGTTAC 160

Ｒ: CGTCGGGAAGCTCGTAAGAC

TUB1 F: GATGCCGACCGACAAGACTA 155

Ｒ: ACAACTGCCTGTATGTGCCA

TUB2 F: CAACTACGCACGAGGACACT 130

Ｒ: CACCGCCAAACGAGTGAAAC

TUB3 F: GCGAGGGTATGGACGAGATG 155

Ｒ: ATCGTGTTGCTCATCTTGCG

EF1α F: CCCTGGACACAGAGATTTCATC 108

Ｒ: GAGATACCTGCCTCAAACTCAC

AK F: AGCTCATCGACGACCATTTC 113

Ｒ: GGTCTTGTTCTCATTGTGGTAGA

GAPDH F: AACTGCCTTGCTCCACTAGC 145

Ｒ: GAGCACCACGACCATCTCTC

ＲPL32 F: GGCGTAAACCCAGAGGTATTG 107

Ｒ: CAGCATATGGCGTGTCTTCT

TBP F: GCTCTTACGAACCGGAACTATT 103

Ｒ: GCACCTGTTAGCACAACTTTAC

注: F，正向引物; Ｒ，反向引物。Note: F，forward primer; Ｒ，reverse primer.

1. 5 候选内参基因表达稳定性分析
对 10 个候选内参基因的综合性评价，采用内

参基因评价软件 GeNorm ( Vandesompele et al. ，
2002 ) 、Normfinder ( Andersen et al. ，2004 ) 和
Bestkeeper ( Pfaffl et al. ，2004) ，并采用 ＲefFinder
在 线 网 站 ( https: / /www. heartcure. com. au /
reffinder / ) 进行综合比较与稳定性评估 ( Silver
et al. ，2016) 。GeNorm 计算不同处理中各内参基
因表达稳定性 ( M 值) ，当 M ＜ 1. 5 时，则该基因
可用于候选内参基因的筛选，反之则否，且 M 值
越小代表选择的内参基因稳定性越好。同时，可
通过 GeNorm 计算得到 Vn/ ( n + 1) 值，当 Vn/ ( n + 1) ＜
0. 15 时，则表示该处理中这 n 个内参基因达到内
参基因计算要求，无需添加 n + 1 个内参基因，从
而得到使用内参基因的最佳数目。Normfinder 计算
不同样本组内和组间的变化来评估内参基因表达

稳定值 ( stability value，SV) ，该值越小表示内参
基因越稳定，同时还可得到内参基因的最佳组合。
Bestkeeper 直接使用基因循环阈值 ( Cq) 进行计
算，通过标准差 ( standard deviation，SD ) 、变异
系数 ( coefficient of variation，CV) 及几何平均数
( geometric mean，GM) 来评估内参基因的稳定性，
且 SD ＜ 1 时，该基因可被作为内参基因。最后，
通过 ＲefFinder在线网站对所有候选内参基因进行
综合排名。

2 结果与分析

2. 1 引物扩增效率和特异性评价
基于标准曲线的结果，发现 10 个候选内参基

因的相关系数 ( Ｒ2 ) 均在 0. 991 ～ 0. 999 之间
( 表 3) ，表明梯度稀释的内参基因模板 cDNA获得
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的标准曲线相关系数良好。所有候选内参基因的
扩增效率 ( E) 均在 97. 6% ( ＲPL32 ) ～ 113. 6%
( TUB2) 之间，位于 80. 0% ～ 120. 0%的要求范围
内，且每个候选基因获得的溶解曲线均表现出单

一峰，说明本试验选择的定量引物设计合理，具

有良好的扩增效率和特异性，符合荧光定量分析

的要求，适用于内参基因的定量测定。

表 3 候选内参基因 qＲT-PCＲ引物的扩增效率及相关系数
Table 3 Amplification efficiency and regression coefficient of
qＲT-PCＲ primers for candidate internal reference genes

基因名

Genes
PCＲ扩增效率 ( % )

PCＲ efficiency
相关系数 ( Ｒ2 )

Ｒegression coefficient

ACTIN2 1. 040 0. 996

ACTIN3 1. 025 0. 996

TUB1 0. 994 0. 998

TUB2 1. 136 0. 998

TUB3 1. 074 0. 997

EF1α 1. 027 0. 998

AK 1. 040 0. 999

GAPDH 0. 988 0. 998

ＲPL32 0. 976 0. 996

TBP 1. 055 0. 991

2. 2 候选内参基因的表达水平分析
qＲT-PCＲ分析了朱红毛斑蛾 10 个候选内参基

因的表达水平，Cq 表示其转录水平。在朱红毛斑
蛾不同成虫组织、性别和不同发育阶段 3 组处理
综合条件下，所有基因的 Cq 值在 15. 54 ～ 30. 37

个循环之间 ( 图 1) ，表明各候选内参基因各组处
理中均具有较高的表达水平。基于 Cq 值变化，发
现各候选内参基因转录表达水平表达量均有差异，

其中，ＲPL32 表达量变化最小，其次是 ACTIN3、
TUB2 和 GAPDH; ACTIN2 表达量变化最大，且 Cq

值大于 30，因此不考虑作为内参基因。
2. 3 朱红毛斑蛾候选内参基因稳定性分析
2. 3. 1 GeNorm稳定性分析
根据 GeNorm 软件对 10 个候选内参基因稳定

性 ( M值) 的分析，发现在不同成虫组织处理中，
M 值稳定顺序为 TUB1 = TUB2 ( 0. 284 ) ＞ EF1α

图 1 候选内参基因在朱红毛斑蛾不同样品中的表达水平

Fig. 1 Expression levels of candidate reference genes

for different samples in Phauda flammans

( 0. 349 ) ＞ ACTIN3 ( 0. 358 ) ＞ ＲPL32 ( 0. 439 ) ＞

GAPDH( 0. 492 ) ＞ TBP ( 0. 559 ) ＞ TUB3 ( 0. 620 ) ＞
AK( 0. 964) ＞ ACTIN2( 1. 346) ，其中 TUB1 和 TUB2

为最稳定的内参基因，ACTIN2 为最不稳定的内参

基因; 在不同成虫性别处理中，ACTIN2 = EF1α
( 0. 169) ＞ AK ( 0. 233 ) ＞ ACTIN3 ( 0. 270 ) ＞ ＲPL32

( 0. 295) ＞ TUB2( 0. 353) ＞ GAPDH( 0. 396 ) ＞ TUB1

( 0. 486 ) ＞ TUB3 ( 0. 654 ) ＞ TBP ( 0. 786 ) ，其中
ACTIN2 和 EF1α 为最稳定的内参基因，TBP 为最

不稳定的内参基因; 在不同发育阶段处理中，

TUB2 =TBP( 0. 255) ＞ AK ( 0. 591) ＞ ＲPL32 ( 0. 806) ＞
ACTIN3( 0. 986) ＞ TUB3( 1. 162) ＞ GAPDH ( 1. 427 ) ＞

ACTIN2 ( 1. 669 ) ＞ TUB1 ( 2. 242 ) ＞ EF1α ( 2. 695 ) ，

TUB2 和 TBP为最稳定的内参基因，EF1α 为最不
稳定的内参基因( 图 2 ) ，其中 ACTIN2、TUB1 和
EF1α的 M值 ＞ 1. 5，因此这 3 个基因不适合用于

不同发育阶段处理中的内参基因。

同时，利用 GeNorm 软件对 Vn/ ( n + 1) 值进行计

算，分析得到了所需要最佳内参基因数目 ( 图 3) 。

3 个处理中，Vn/ ( n + 1) 值均存在小于 0. 15 的组分，

所以最佳内参基因组合数目为 2 个，无需加入第
3 个内参基因进行校正。其中，在不同成虫组织处

理内，TUB1 和 TUB2 为最佳组合; 在不同成虫性
别处理中，ACTIN2 和 EF1α为最佳内参基因组合;

在不同发育阶段处理中，TUB2 和 TBP 为最佳内参

基因组合。
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图 2 geNorm软件分析候选内参基因的表达稳定值 M

Fig. 2 Expression stability of the candidate reference

genes as calculated by the geNorm

注: A，不同成虫组织; B，不同成虫性别; C，不同

发育阶段。Note: A，Different adult tissues; B，Different

adult sexes; C，Different developmental stages.

2. 3. 2 Normfinder稳定性分析
基于 Normfinder的分析，发现在不同成虫组织

中，TUB2 为最稳定内参基因，与 GeNorm 软件分

图 3 GeNorm软件分析不同条件下所需内参基因的最适数目

Fig. 3 Determination of the optimal number of reference

genes analyzed by GeNorm

析一致，其次是 GAPDH，最不稳定基因为 ＲPL32;

在不同成虫性别中，TUB1 为最稳定内参基因，其
次为 EF1a和 ACTIN3，TBP 依然为最不稳定基因;

在不同发育阶段处理中，ACTIN3 为最稳定内参基
因，其次为 TBP，最不稳定基因为 AK ( 表 4) 。
2. 3. 3 Bestkeeper稳定性分析

BestKeeper分析得到的标准差 SD 值、变异系
数 CV值和几何平均数 GM值等可用来判断内参基
因的稳定性，SD、CV和 GM 值越小，表明基因表
达越稳定。在不同成虫组织处理中，ACTIN3 为最
稳定内参基因，其次为 AK; ＲPL32 为最不稳定基
因，与 Normfinder软件分析结果一致。在不同成虫
性别处理中，AK为最稳定内参基因，其次为 TUB2

和 GAPDH; TBP 在 3 种分析中均为最不稳定基。

在不同发育阶段处理中，ACTIN2 和 TUB2 为最稳
定内参基因，其次为 GAPDH; 最不稳定基因为
AK。所有处理每个内参基因的标准差 SD 值均
小于 1，故 3 组处理中的所有基因都可被作为内参
基因 ( 表 5) 。
2. 3. 4 ＲefFinder综合分析
根据 ＲefFinder综合分析，发现在不同成虫组

织处理中，表达最稳定内参基因为 TUB2，其次为
GAPDH; 不同性别处理中，表达最稳定内参基因
为 TUB1，其次为 EF1α; 在不同发育阶段处理中，

表达最稳定内参基因为 ACTIN3，其次为 TBP
( 图 4) 。
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表 4 基于 NormFinder软件的朱红毛斑蛾内参基因稳定性分析
Table 4 Expression stability of reference genes of Phauda flammans analyzed by NormFinder

基因名

Genes

组织 Tissues 性别 Sexes 发育阶段 Developmental stages

稳定值

Stability value
排序

Ｒank
稳定值

Stability value
排序

Ｒank
稳定值

Stability value
排序

Ｒank

ACTIN2 0. 084 8 0. 060 4 0. 141 8

ACTIN3 0. 086 9 0. 036 2 0. 043 1

TUB1 0. 047 3 0. 014 1 0. 082 4

TUB2 0. 028 1 0. 079 5 0. 179 9

TUB3 0. 083 7 0. 159 8 0. 053 3

EF1α 0. 053 4 0. 036 2 0. 109 6

AK 0. 056 5 0. 102 7 0. 183 10

GAPDH 0. 039 2 0. 082 6 0. 100 5

ＲPL32 0. 137 10 0. 048 3 0. 134 7

TBP 0. 071 6 0. 161 9 0. 050 2

表 5 基于 Bestkeeper软件的朱红毛斑蛾内参基因稳定性分析
Table 5 Expression stability of reference genes of Phauda flammans analyzed by Bestkeeper

ACTIN2 ACTIN3 TUB1 TUB2 TUB3 EF1a AK GAPDH ＲPL32 TBP

组织

Tissues

标准差 SD( CP) 0. 24 0. 12 0. 21 0. 17 0. 15 0. 17 0. 13 0. 18 0. 27 0. 21

变异系数( % ) CV( CP) 71. 87 93. 19 81. 91 89. 17 120. 60 88. 67 94. 57 50. 02 71. 87 114. 76

几何平均数 GM( CP) 0. 04 0. 11 0. 16 0. 11 0. 05 0. 03 0. 03 0. 30 0. 24 0. 07

排序 Ｒank 9 1 8 5 3 4 2 6 10 7

性别

Sexes

标准差 SD( CP) 0. 22 0. 26 0. 25 0. 18 0. 36 0. 26 0. 16 0. 18 0. 24 0. 27

变异系数( % ) CV( CP) 53. 47 62. 40 64. 48 32. 37 82. 23 51. 63 54. 62 27. 20 55. 95 112. 64

几何平均数 GM( CP) 0. 34 0. 31 0. 27 0. 50 0. 21 0. 41 0. 23 0. 63 0. 34 0. 08

排序 Ｒank 3 6 5 2 8 6 1 2 4 7

发育阶段

Developmental
stages

标准差 SD( CP) 0. 18 0. 27 0. 28 0. 18 0. 28 0. 30 0. 37 0. 19 0. 30 0. 25

变异系数( % ) CV( CP) 90. 46 63. 55 57. 92 101. 41 81. 25 63. 10 100. 51 72. 37 56. 32 68. 09

几何平均数 GM( CP) 0. 02 0. 11 0. 16 0. 04 0. 04 0. 15 0. 03 0. 06 0. 15 0. 08

排序 Ｒank 1 4 5 1 6 8 9 2 7 3

3 结论与讨论

qＲT-PCＲ是基因表达分析研究中一种非常可
靠的技术，可对靶标基因的表达水平定量，具有

灵敏度高和特异性强等优点 ( Lü et al. ，2018 ) ，
是目前基因表达研究中检测或比较 mＲNA 水平的
标准技术。然而，其对基因表达量的成功检测必

须要有合适的内参基因作为标准进行校准

( Stéphanie et al. ，2009) 。对于 qＲT-PCＲ分析评价
内参基因，通常需添加多种参考进行验证，例如，

不同处理条件和多种候选内参基因的选择

( Shakeel et al. ，2018) 。目前，关于鳞翅目昆虫利
用 qＲT-PCＲ技术进行内参基因筛选已有诸多报道，
如研究了桃蛀螟、美国白蛾和偏瞳蔽眼蝶不同发
育阶段、成虫组织、性别或温度处理下内参基因
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图 4 ＲefFinder中 Geomean法分析候选内参基因的表达稳定性
Fig. 4 Expression stability of the candidate reference genes

analyzed by the Geomean method in ＲefFinder
注: A，不同成虫组织; B，不同成虫性别; C，不同发育阶
段。Note: A，Different adult tissues; B，Different adult sexes;
C，Different developmental stages.

的表达量 ( Arun et al. ，2015; 杨苓等，2017; 陶
蓉等，2019) 。本研究基于朱红毛斑蛾转录组数据
库，采用不同成虫组织、性别和不同发育阶段3 个
处理，对鳞翅目昆虫中常见的 10 个候选内参基因
的稳定性进行了评定。
首先，在朱红毛斑蛾不同成虫组织中，TUB2

和 GAPDH为最适内参基因，但结果与桃蛀螟 ( 杨
苓等，2017 ) 、金纹细蛾 Phyllonorycter ringoniella
Matsumura ( 郭 长宁，2014 ) 和 小菜蛾 Plutella
xylostella Linnaeus ( He et al. ，2017 ) 等鳞翅目昆
虫的研究结果不同，可能与物种的生物学特异性

和组织样品取样类型差异有关。其次，在黄翅绢
野螟 Diaphania caesalis Walker内参基因研究中，发
现不同成虫性别最佳内参基因为 ACTIN 和 EF1α
( Wang et al. ，2020) ，其中 EF1α 为延伸因子 1-α
( elongation factor-alpha) ，是在 mＲNA 翻译时促进
多 肽 链 延 伸 的 蛋 白 质 因 子 ( Serdyuk and
Galzitskaya，2007) 。例如，在鳞翅目粉蝶科斑粉
蝶属 Delias 中，利用 EF1α 与其他 21 个类群进行
系统发育关系分析 ( Morinak et al. ，2002 ) ，由此
可见该基因的保守性和表达稳定性。在朱红毛斑
蛾不同成虫性别处理中，也发现 EF1α为最适内参
基因之一，认为 EF1α可能在鳞翅目性别表达中较
稳定，适合作为成虫性别处理中基因表达的内参

基因。最后，在朱红毛斑蛾不同发育阶段处理中，
ACTIN3 和 TBP为最适内参基因，但与小菜蛾和桃
蛀螟等鳞翅目昆虫的研究结果不同 ( Fu et al. ，
2013; 杨苓等，2017) ，表明内参基因的表达稳定
性随物种而异，同时可能也会受试验处理方法和

条件的影响。同时，不同软件分析结果存在一定
差异，可能与软件的算法不同有关，在其他昆虫

内参基因评价中也存在类似情况 ( 唐培安等，

2016; 刘宁等，2017) 。
内参基因稳定性分析完成后，基于 GeNorm 计

算得到 Vn/ ( n + 1) 值 ＜ 0. 15，推算出朱红毛斑蛾最佳
内 参 基 因 使 用 数 目 为 2 个。自 2002 年
Vandesompele编写了 GeNorm 软件以来，双内参基
因在 qＲT-PCＲ检测中越来越广泛使用，其原理是
不管在任何试验条件下，2 个最佳内参基因的表达
水平比值均保持一致，不受基因表达差异的影响

( Vandesompele et al. ，2002 ) 。因此，在本研究中
不同成虫组织、性别和发育阶段 3 个试验处理下，
最佳内参基因使用数目均为 2 个即可。
本文研究结果表明，在朱红毛斑蛾不同成虫

组织基因定量研究中，建议以 TUB2 和 GAPDH 作
为内参基因; 在不同成虫性别基因定量研究中，

建议以 TUB1 和 EF1α 作为内参基因; 在不同发育
阶段基因定量研究中，建议以 ACTIN3 和 TBP作为
内参基因。为保证 qＲT-PCＲ 结果的准确性，最佳
内参基因使用数目为 2 个。
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