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摘要：本研究旨在筛选白背飞虱 Sogatella furcifera 在重金属、农药及其传播的南方水稻黑条矮缩病毒

（SRBSDV）胁迫下稳定表达的内参基因，使白背飞虱在上述逆境下的基因表达量分析更加趋于标准化。

采用 qRT-PCR 技术，通过 GeNorm、Normfinder、BestKeeper、Delta Ct 和 RefFinder 等软件分析了白背飞

虱 8 个内参基因（EF1-α、RPS18、ACT、TUB、GAPDH、RPL9、RPL10、18S）在重金属镉胁迫、Flupyrimin

和 Dinotefuran 药剂胁迫及 SRBSDV 胁迫下的表达稳定性。结果发现在不同胁迫下 8 个候选内参基因引物

扩增特异性良好，重金属镉和 Flupyrimin 胁迫下最稳定的内参基因为 RPL9和 RPL10；Dinotefuran 胁迫下

最稳定的内参基因为 ACT和 RPL9；SRBSDV 胁迫下最稳定的内参基因为 TUB和 RPL9。利用 gstd1和 Vg1

为靶标基因对筛选到的内参基因稳定性进行鉴定，结果显示组合内参基因标准误差较单一内参基因的标准

误差低，为最佳归一标准。本研究为利用 qRT-PCR 技术分析白背飞虱在重金属镉胁迫、Flupyrimin 和

Dinotefuran 药剂胁迫以及 SRBSDV 胁迫下相关基因的表达研究提供了稳定的内参基因，为后续基因功能的

研究奠定了基础。
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Sogatella furcifera (Hemiptera: Delphacidae) under heavy metal,

pesticide, and plant virus stress
WU Yu, WANG Yi-Ming, ZHU Yan-Fei, GAO Qiao, QIU Lin, LI You-Zhi* (College of Plant

Protection, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China)

Abstract: The study aims to identify stable reference genes for Sogatella furcifera under the stress

of heavy metals, pesticides, and the Southern rice black-streaked dwarf virus (SRBSDV) that it

transmits, thereby standardizing gene expression analysis under these adverse conditions. Using

qRT-PCR technology, we evaluated the expression stability of eight candidate reference genes

(EF1-α, RPS18, ACT, TUB, GAPDH, RPL9, RPL10, 18S) under the stress of heavy metal
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cadmium(Cd), Flupyrimin, Dinotefuran, and SRBSDV through GeNorm, NormFinder,

BestKeeper, Delta Ct, and RefFinder software. The results demonstrated that all primers for the

eight candidate reference genes exhibited high amplification specificity across different stress

conditions. Under Cd and Flupyrimin stress, RPL9 and RPL10 were the most stable reference

genes; Dinotefuran stress, ACT and RPL9 showed the highest stability; and SRBSDV stress, TUB

and RPL9 were the most stable. The stability of the selected reference genes was further validated

using gstd1 and Vg1 as target genes. The results indicated that the combined use of multiple

reference genes resulted in a lower standard error compared to single reference genes, providing

the optimal normalization standard. This study provides a set of stable reference genes for

qRT-PCR-based gene expression analysis of S. furcifera under the stress of Cd, Flupyrimin,

Dinotefuran, and SRBSDV, laying a foundation for subsequent research on gene function.

Key words: Sogatella furcifera; cadmium; flupyrimin; dinotefuran; southern rice black stripe

dwarf virus; reference gene

基因表达是生物体生长发育和正常生理活动的基础，基因的表达量通常受到多种因素的

影响，特别是在生物遭受不同生物和非生物胁迫时，基因表达量的变化可以反映生物体在应

对胁迫时发生的行为、发育和生理等方面变化的内在分子机制，因此研究基因表达量的变化

对于在分子水平上理解生物之间以及生物与环境之间的相互关系至关重要（Kang et al.，2018；

Liu et al.，2022；Zhao et al.，2024）。实时荧光定量 PCR（Quantitative Real-time PCR，qRT-PCR）

就是基因表达分析的核心工具之一，它能够通过检测 PCR 过程中产生的荧光信号定量地对

目的基因的表达水平进行分析。因其具有敏感性高、重复性好、污染少等优点，使得 PCR

技术在很多领域得到广泛应用（Radonic et al.，2004）。而在利用 qRT-PCR 技术研究目的基

因的表达水平时，实验结果会受到很多因素的影响，其中首要的因素就是内参基因表达是否

稳定，稳定的内参基因能够对的目基因的表达进行归一和校正，降低实验过程中一些不可控

因素的差异对实验结果造成的影响（Fleige et al.，2006）。理想的内参基因应在不同的实验

条件或者是在不同的组织、龄期、性别中都能够稳定表达，通常情况下管家基因会被作为内

参基因使用（Chapman et al.，2015）。但是相继有研究报道称这些管家基因在不同的环境条

件、发育阶段和组织中并不是绝对稳定表达的。例如，在稻飞虱感染马德里约柯托病毒 Mal

de Rio Cuarto virus MRCV后，通过比较感染组和未感染组的 5 个内参基因内参基因的稳定

性，发现 TUB和 EF1-α基因由于稳定性变化范围较大而不被用作合适的内参基因（Maroniche

et al.，2011）。对绿豆象虫（Callosobruchus chinensis）的 8 个内参基因（β-Actin、β-Tub、α-Tub、

AK、GAPDH、RPL40、Hsc70、eEF1-α）在不同龄期和不同组织中的表达稳定性进行分析，

结果表明，在若虫阶段仅β-Act和β-Tub的稳定性最高，而在成虫阶段，β-Tub和α-Tub的稳

定性最高，其余内参基因由于稳定性变化较大，被排除在外（张敏等，2024）。在以柑橘粉

虱 Bemisiatabaci为研究对象，对其 5 个特定实验条件下（不同的发育阶段、性别、组织、

种群及不同温度处理）的 8 个内参基因进行筛选，发现在不同的条件下最稳定内参基因各不



相同，在不同组织样品中推荐使用的内参基因为 EF1A和α-Tub、在不同温度样品中推荐使

用的内参基因为 RPS18和 RPL13（Kong et al.，2024）。因此并不存在绝对稳定，适用于任

何条件的内参基因，所以在对目的基因进行表达量分析时选择合适内参基因显得尤为重要。

白背飞虱 Sogatella furcifera属刺吸式口器害虫，主要通过刺吸式口器刺吸水稻韧皮部汁

液造成危害，对水稻生产具有极大的破坏作用（Wang et al.，2017；Miao et al.，2018）。目

前白背飞虱的防治以化学防治为主，田间白背飞虱不可避免的会受到各种药剂胁迫。呋虫胺

Dinotefuran 是目前用于防治稻飞虱的主要药剂之一（刘娇等，2024），对作物、人畜和环境

十分安全，因此被大力推广使用。此外 Flupyrimin 也是稻飞虱防治的关键药剂之一，它是一

种新开发的作用于烟碱乙酰胆碱受体（nicotinic acetylcholine receptor，nAChR）的杀虫剂，

对半翅目、鳞翅目、缨翅目和双翅目的多种害虫均有杀虫活性，目前还未报道有抗性的产生

（顾林玲，2022）。此外由于人类活动的不当而导致农田重金属污染日益严重，且重金属不

能被自然降解，易被农作物吸收富集，导致农田生态系统中的植食性昆虫和天敌昆虫面临重

金属胁迫概率越来越高（Di et al.，2016；王杰等，2024）。白背飞虱是目前唯一能够高效传

播南方水稻黑条矮缩病（Southern rice black-streaked dwarf virus，SRBSDV）的介体昆虫，

它能以持久型不经卵方式传播 SRBSDV，一旦获毒后可终生带毒（曹杨等，2011；Li et al.，

2024）。随着研究的深入，准确定量基因表达水平对于研究白背飞虱抗药性、重金属耐受性

以及揭示白背飞虱与 SRBSDV 的互作关系等现象背后的分子机制具有越来越重要的作用，

想要精准定量其基因的表达水平，需要可靠的内参基因进行校准，因此对白背飞虱内参基因

的筛选具有关键意义。

本研究选取白背飞虱的 8 个管家基因作为候选内参基因，包括延伸因子 1-α（EF1-α）、

核糖体蛋白 S18（RPS18）、肌动蛋白（ACT）、微管蛋白（TUB）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

核糖体蛋白 L9（RPL9）、核糖体蛋白 L10（RPL10）和 18S 核糖体 RNA（18S）。通过 GeNorm、

Normfinder、BestKeeper、Delta Ct 和 RefFinder 等软件对这些基因的表达稳定性进行系统评

估（Yin et al.，2020；Wang et al.，2023；Xie et al.，2023），旨在筛选出在重金属镉、农药

Flupyrimin、Dinotefuran 以及 SRBSDV 胁迫条件下表达最稳定的内参基因。研究结果将为白

背飞虱的基因表达分析和功能研究提供可靠的内参依据。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫

供试白背飞虱虫源采自湖南省长沙市水稻田（28°18′N，113°03′E），经室内饲养多代后

作为实验用虫使用。初孵若虫饲养于透明塑料杯中（直径 9.5 cm，高 15.5 cm），杯中放置

10~15 株 6 日龄的新鲜水稻苗，饲养密度为 30 头/杯，每 3 d 更换一次稻苗。饲养条件：光

周期 16 L﹕8 D、温度 26℃ ± 1℃、相对湿度 70%~80%。



1.2 试验样品处理及收集

1.2.1 重金属镉胁迫

实验设置 3 个镉浓度处理组，分别用 5 mg/kg、10 mg/kg、15 mg/kg 的 CdCl2·2.5H2O 水

溶液处理土壤，以未处理的土壤为对照。分别将 4 种不同处理的土壤分装到直径 9.5 cm，高

15.5 cm 的塑料杯中，使土壤高度约为 5 cm，经催芽至露白后的水稻种子单粒种到处理后的

土壤中，培育 20 d 后备用。在 4 种不同处理的水稻苗上分别接入 1 对 6 日龄雌成虫，待 24 h

移走，4~6 d 后陆续开始有若虫孵出，将初孵若虫转移到新的处理水稻苗上，每 3 d 更换一

次稻苗，若虫饲养条件同上 1.1；待若虫发育到 4 龄时进行随机取样，样品用液氮速冻后于

−80℃超低温冰箱中保存备用。每个处理设置 3 个生物学重复，每个重复取 10 头虫。

1.2.2 药剂胁迫

供试农药 Dinotefuran（98%活性成分，C7H14N4O3，CAS: 1165252-70-0）和 Flupyrimin

（94.2%活性成分，C13H9ClF3N3O，CAS: 16859566-03-7）均购自广西天元生物股份有限

公司。以 Triton X-100 water 为助溶剂溶解，分别设置 LC10 和 LC20 两种浓度处理，其中

Dinotefuran 的 LC10 和 LC20 分别为 1.00 mg/L 和 1.55 mg/L，Flupyrimin 的 LC10 和 LC20 分别

为 1.24 mg/L 和 1.82 mg/L（Wu et al.，2024），处理组采用稻苗浸渍法对白背飞虱 3 龄若虫

进行处理，处理 72 h 后转移到未经药剂处理的水稻苗上持续饲养，对照组为未经药剂胁迫

的白背飞虱，饲养条件同上 1.1，羽化 3 d 后进行随机取样，样品于液氮速冻后置于-80℃超

低温冰箱冻存备用。每个处理设置 4 个生物学重复，每个重复取 4 头虫。

1.2.3 SRBSDV 胁迫

取 200 头 1~2 龄若虫在感染 SRBSDV 病毒的水稻植株上饲养 24 h，随后将其移至未感

染 SRBSDV 病毒的水稻植株上饲养 10 d，对照组白背飞虱于健康水稻植株上饲养，饲养条

件同上 1.1。处理组试虫饲养至第 7 天时，随机取 20 头若虫进行 qRT-PCR 检测，若病毒感

染比例超过 80%，则认为处理群体已基本感染病毒，可用于后续进行实验。对对照组和

SRBSDV 处理组试虫进行随机取样，样品于液氮速冻后置于-80℃超低温冰箱冻存备用。每

个处理设置 3 个生物学重复，每个重复取 10 头虫。

1.3 总 RNA 提取及 cDNA 第一链合成

采用总 RNA 提取试剂盒（RNAiso Plus9108，Takara，日本）提取样品的总 RNA，利用

可见分光光度计（NanoDrop 1000，赛默飞世尔科技有限公司，中国）对总 RNA 的质量和

浓度进行检测，记录在波长 OD260 和 OD280 下的吸光度比值，比值均在 1.8~2.0 之间，利用

凝胶电泳检测总 RNA 的完整性，质检合格的 RNA 于−80℃低温保存，用于 cDNA 合成。

按照反转录试剂盒（Hifair III 1st Strand cDNA Synthesis Kit（gDNA digester plus）

11139ES10）说明书，对总 cDNA 进行合成。过程如下：

（1）gDNA 消化：在 200 µL 的离心管中配置混合液（5×gDNA Digester Mix3 µL、Total

RNA1ug、RNase-free H2O 补充到 15 µL），用移液枪轻轻吹打混匀后于 PCR 仪中 42℃孵育



2 min。（2）逆转录体系配置：上一步的反应液 15 µL、10×Hifair® III Supre Buffer2 µL、Hifair

III RT Enzyme Mix1 µL、Random Primers N6（50 µM）0.5 µL、Olig（dT）18（50 µM）0.5 µL、

RNase-free H2O 补充到 20 µL。（3）逆转录标准程序设置：25℃持续 5min、55℃持续 15min、

85℃持续 5min。总 cDNA 于−20℃低温保存，用于 qRT-PCR 实验。

1.4 候选内参基因的确定及引物设计

参考白背飞虱、褐飞虱 Nilaparvatalugens、灰飞虱 Laodelphaxstriatellus以及长红锥蝽

Rhodniusprolixus等昆虫进行内参评价时选用的基因，选择白背飞虱的延伸因子 1-α（EF1-α）、

核糖体蛋白 S18（RPS18）、肌动蛋白（ACT）、微管蛋白（TUB）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、

核糖体蛋白 L9（RPL9）、核糖体蛋白 L10（RPL10）、18S 核糖体 RNA（18S）等 8 个内参基

因（Majerowicz et al.，2011；He et al.，2014；Yuan et al.，2014；An et al.，2016；Wu et al.，

2019 ） 。 根 据 基 因 序 列 信 息 ， 利 用 NCBI Primer-BLAST

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast）设计 qRT-PCR 引物，基因及引物信息见表

1。

1.5 候选内参基因表达稳定性分析

分别以 1.2 中合成的 cDNA 为模板，利用 qRT-PCR 分析 8 个候选内参基因在不同处理

下的 mRNA 表达水平。采用 GeNorm、NormFinder、BestKeeper 和 RefFinder 软件对重金属

镉胁迫、Flupyrimin 胁迫、Dinotefuran 胁迫和 SRBSDV 病毒胁迫下的内参基因表达稳定性

进行分析。GeNorm 通过计算每个内参基因稳定性的 M 值来筛选稳定性较好的内参基因，

其判定标准为 M 值越小的内参基因稳定性越好；该软件还可计算引入 1 个新的内参基因后

标准化因子的配对变异 V 值，并根据 Vn/Vn+1 值来确定所需最适内参基因的数目，默认 V 值

为 0.15，如果 Vn/Vn+1＜0.15，则最适内参基因的数量是 n 个。NormFinder 通过计算并对各

基因表达稳定值（Stability value，SV）进行排序，SV 值越小则基因表达越稳定。BestKeep

er 软件通过计算每个基因产生配对的相关系数（Related coefficient，R）、标准偏差（Standa

rd deviation，SD）和变异系数（Coefficient of variation，CV），根据 SD 和 CV 值越小则基

因越稳定的原则，最终对各基因进行排名，SD＜1 的基因被视为表达水平较为稳定。Delta

Ct 程序通过计算并比较不同基因之间表达量的标准偏差（SD）大小来确定稳定性，SD 值越

小则基因稳定性越好，反之则越差。最后，根据 GeNorm 软件推荐的最适内参基因的数量，

利用 RefFinder 在线分析软件（https://www.heartcure.com.au/reffinder/?type=reference）对上述

4 种方法的分析结果进行综合评价，最终确定各胁迫下适用的内参基因。

1.6 候选内参基因引物特异性及标准曲线绘制

以 1.2 中对照处理 RNA 反转录的 cDNA 为模板，使用 2×Hieff ultra-Rapid hotstart PCR

Master Mix（上海翌圣生物科技股份有限公司）对各基因引物进行 PCR 扩增，使用 1%浓度

的琼脂糖凝胶对所选基因引物的 PCR 扩增片段进行分离鉴定。模版 cDNA 依次稀释 5 个浓



度梯度，每个梯度稀释 4 倍后使用 Hieff qPCR SYBR Green Master Mix（上海翌圣生物科技

股份有限公司）进行标准曲线绘制，根据检测结果得到线性相关系数（R2）和扩增效率（E）。

2 结果与分析

2.1 候选内参基因引物特异性和扩增效率检测

8 个候选内参基因的 PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离后，电泳结果显示各目的条带

单一且明亮，扩增产物大小与预期设置一致，没有出现引物二聚体（图 1）。此外，qPCR 扩

增效率评估显示，8 个候选内参基因引物的熔解曲线分析均为单一峰（图 2），证明各内参基

因引物具有良好的扩增特异性。标准曲线结果显示候选内参基因引物扩增效率范围在

92.6%~106.4%之间，线性相关系数 R2≥0.994（表 1），表明模板 cDNA 浓度与相应的循环数

之间存在良好的线性相关性，绘制的标准曲线准确可信，各基因引物设计合理，符合引物设

计规范，可以用于后续开展实验。

图 1 候选内参基因 RT-PCR 扩增产物电泳结果

Fig. 1 Electrophoresis results of RT-PCR products of candidate reference genes

注：M，2 000 bp DNA Maker；1，18S；2，ACT；3，EF1-α；4，GAPDH；5，RPS18；6，RPL9；7，RPL10；

8，TUB。



图 2 白背飞虱 8 个候选内参基因 qRT-PCR 熔解曲线

Fig. 2 qRT-PCR melting curves of 8 candidate endogenous reference genes genes in Sogatella furcifera

表 1 白背飞虱 8 个候选内参基因 qRT-PCR 引物的基本信息

Table 1 Information of primers of 8 candidate reference genes used for qRT-PCR in Sogatella furcifera

基因

Gene

基因 ID 号

Gene ID

引物序列（5’-3’）

Primer sequence

引物扩增长度

（bp）

Amplification

size

扩增效率（%）

Amplificationefficiency

标准曲线决定系数 R2

Coefficient of

determinationin standard

curves

RPL9 KP735523 F: CAAGATGAGAGCCGTGTA

R: CGAGTTGGTAACAGTGAC

142 101.7 0.999

RPL10 KP735524 F: CACTCTAGCCACTGTTCCTT

R: GCGACTTCATCCGTTCCA

121 92.8 0.995

EF1-α KP735517 F: ATTGTGCTGTGCTGATTGT

R: TGCTCACCTCCTTCTTGAT

198 92.6 0.995

ACT KP735520 F: TGCCATCTATGAAGGTTATGC

R: GAGGTAGTCGGTCAAGTCA

79 106.0 0.996

18S JX556779 F: CGGAAGGATTGACAGATTGAT 78 105.4 0.998



R: TCGCTCCACCAACTAAGA

RPS18 KP735519 F: CTGAAGAGGAGGTGGAGAA

R: TCAAGGTTGGATGATGTTAGC

133 98.9 0.997

GAPDH KP735522 F: CAGAAGACCGTCGATGGA

R: CGCTGCTGGAATGATGTT

78 104.9 0.998

TUB KP735521 F: CAACAACTACGCCAGAGG

R: CCGAATGAGTGGAAGATGAG

126 106.4 0.994

2.2 不同样品中候选内参基因 mRNA 表达水平分析

mRNA 表达丰度汇总结果分析显示，不同的内参基因在不同胁迫下的 mRNA 表达丰度

存在差异。8 个内参基因的 mRNA 表达丰度在重金属镉胁迫下的排序为 18S（6.87~7.63）＞

EF1-α（13.05~15.02）＞RPL10（13.65~14.69）＞RPL9（13.73~14.71）＞ACT（14.00~15.08）

＞GAPDH（16.00~18.34）＞TUB（19.13~21.37）＞RPS18（21.00~23.43）（图 3-A）。Flupyrimin

胁迫下的排序为 18S（8.62~10.32）＞RPL10（16.40~19.17）＞EF1-α（16.41~19.30）＞RPS18

（17.15~19.78）＞RPL9（17.16~19.78）＞ACT（17.28~19.70）＞GAPDH（19.44~22.51）＞

TUB（21.18~23.30）（图 3-B）。Dinotefuran 胁迫下的排序为 18S（8.69~10.31）＞RPL10

（16.94~19.16）＞RPS18（17.08~19.40）＞RPL9（17.59~19.64）＞EF1-α（17.03~20.48）＞

ACT（18.50~20.31）＞GAPDH（20.19~22.90）＞TUB（20.628~23.28）（图 3C）。SRDSBV

胁迫下的排序为 18S（6.38~12.06）＞EF1-α（15.23~17.13）＞ACT（15.18~18.07）＞RPL10

（16.09~17.52）＞RPL9（16.67~17.32）＞RPS18（16.84~18.26）＞GAPDH（17.22~20.39）

＞TUB（18.20~19.00）（图 3-D）。在 4 个不同的样品中，除 18S表达丰度相对较高外，EF1-α、

ACT、RPS18、RPL9、RPL10、TUB、GAPDH均属于正常水平范围。在重金属镉胁迫下，

18S、RPL9、RPL10的 Ct 值差异较小，在 Flupyrimin 和 Dinotefuran 胁迫下 18S、ACT、RPL9

的 Ct 值差异较小，在 SRBSDV 胁迫下，TUB和 RPL9的 Ct 值差异最小，总体来看 GAPDH

在 4 个处理下的 Ct 值差异都较大（图 3）。
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图 3 8 个候选内参基因在不同胁迫下的表达水平分析

Fig. 3 Expression levels of eight candidate reference genes in different stress
注：A，重金属镉胁迫；B，Flupyrimin胁迫；C，Dinotefuran胁迫；D，SRBSDV胁迫。Note: A, Heavy metal cadmium stress; B, Flupyrimin

stress; C, Dinotefuran stress; D, SRBSDV stress.

2.3 重金属镉胁迫下内参基因稳定性分析

GeNorm 分析结果表明，实验选择的 8 个内参基因的平均变异度 M 值均低于 1.5，表明

候选的 8 个内参基因在重金属镉胁迫下均可作为内参基因考虑，其中 RPL9和 RPL10的 M

值同为 0.161，是 8 个候选内参基因中 M 值最小的，为最稳定的内参基因；GAPDH的 M 值

为 0.564，是 8 个内参基因中 M 值最大的，为相对最不稳定的内参基因，稳定性排序依次为

RPL9/RPL10（0.00005）＞18S（0.0004）＞EF1-α（0.0007）＞RPS18（0.0011）＞ACT（0.00163）

＞TUB（0.00162）＞GAPDH（0.0020）（图 4-A）。NormFinder 分析结果显示 RPL9和 RPL10

的 SV 值最小，同为 0.08，是 Normfinder 软件推荐最稳定的内参基因，稳定性排序依次为

RPL9/RPL10（0.08）＞EF1-α（0.18）＞ACT/18S（0.22）＞RPS18/GAPDH（0.28）＞TUB（0.3）

（图 4-B）。Delta Ct 分析结果显示 RPL9和 RPL10的 SD（0.41）值最小，为最合适的内参

基因选择，稳定性排序依次为 RPL9/RPL10（0.41）＞18S（0.48）＞EF1-α（0.49）＞ACT（0.60）

＞RPS18（0.61）＞TUB（0.67）＞GAPDH（0.69）（图 4-C）。BestKeeper 分析结果显示，8

个内参基因的 SD 值均小于 1，都可作为内参基因考虑，但是 RPL9和 RPL10的 SV（0.93

和 1.15）值最小，相关系数 r（0.880 和 0.806）值最大，因此推测 RPL9和 RPL10为最稳定

的内参基因。基因稳定性排序依次为 18S（0.12）＞RPL9（0.13）＞RPL10（0.16）＞EF1-α

（0.32）＞RPS18（0.34）＞ACT（0.40）＞TUB（0.43）＞GAPDH（0.54）（图 4-D）。
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图 4 8 个候选内参基因在镉胁迫下的表达稳定性分析

Fig. 4 Expression stability analysis of 8 candidate reference genes in cadmium stress
注释：A，GeNorm 分析结果；B，NormFinder 分析结果；C，Delta Ct 分析结果；D，BestKeeper 分析结果，图 5~图 7 同。Note:A,

GeNorm analysis results; B, NormFinder analysis results; C, Delta Ct analysis results; D, BestKeeper analysis results, Fig. 5-7 same.

2.4 药剂 Flupyrimin 胁迫下内参基因稳定性分析

在 Flupyrimin 胁迫下，Delta Ct 和 GeNorm 两种程序都计算出 RPL9和 RPL10同时为最

稳定的内参基因，18S为最不稳定的内参基因。GeNorm 计算出 8 个内参基因的稳定性排序

依次为 RPL9/RPL10（0.1529）＞RPS18（0.1588）＞TUB（0.2395）＞ACT（0.2735）＞EF1-α

（0.2943）＞GAPDH（0.3283）＞18S（0.3844）（图 5-A）。Delta Ct 计算出的稳定性排序依

次为 RPL9（0.32）＞RPL10（0.33）＞RPS18（0.33）＞ACT（0.35）＞EF1-α（0.37）＞TUB

（0.38）＞GAPDH（0.45）＞18S（0.54）（图 5-C）。NormFinder 计算出 RPL9和 RPS18的

SV（0.2）值最小，为最稳定的候选内参基因，18S的 SV（0.5）值最大，为最不稳定的内

参基因，稳定性的排序依次为 RPL9（0.20）＞RPS18（0.20）＞RPL10（0.21）＞EF1-α（0.21）

＞ACT（0.22）＞TUB（0.26）＞GAPDH（0.34）＞18S（0.5）（图 5-B）。BestKeeper 软件计

算出 18S和 RPL9的 SD 值最小，分别为 0.36 和 0.61，可作为较为稳定的内参基因选择，但

是 18S的 CV 值比较大，且相关系数为 8 个内参基因中最低的，所以通过 BestKeeper 计算认

为 RPL9是最稳定的基因（图 5-D）。
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图 5 8 个候选内参基因在 Flupyrimin 胁迫下表达稳定性分析

Fig.5 Expression stability analysis of 8 candidate reference genes in Flupyriminstress

2.5药剂 Dinotefuran胁迫下内参基因稳定性分析

在 Dinotefuran 胁迫下，GeNorm 计算出 RPL9和 RPL10为最稳定的内参基因，两者的

M 值同为 0.1435，是 8 个内参基因中最小的，而 18S的 M 值最大，为 0.43658，是最不稳定

的内参基因。GeNorm 计算出 8 个内参基因的稳定性排序依次为 RPL9/RPL10（0.1435）＞

TUB（0.20718）＞ACT（0.2509）＞EF1-α（0.2770）＞GAPDH（0.3457）＞RPS18（0.3918）

＞18S（0.43658）（图 6-A）。Normfinder 计算结果显示 ACT 的稳定值 CV 最小，其 CV 值是

0.19，稳定性排序依次为 ACT（0.19）＞RPL10（0.20）＞RPL9（0.22）＞EF1-α（0.23）＞

TUB（0.24）＞GAPDH（0.39）＞RPS18（0.46）＞18S（0.50）（图 6-B）。Delta Ct 计算结果

显示 ACT 为最稳定的基因，其 SD 值为 0.34，其次是 RPL9，SD 值为 0.35，然后依次为 RPL10

（0.35）＞TUB（0.38）＞EF1-α（0.39）＞18S（0.45）＞GAPDH（0.48）＞RPS18（0.52）

（图 6-C）。BestKeeper 计算结果显示各基因的 SD 值依次为 18S（0.35）＞ACT（0.42）＞

EF1-α（0.60）＞RPL9（0.49）＞RPL10（0.53）＞GAPDH（0.53）＞TUB（0.63）＞RPS18

（3.26），18S排在最前面，但是其 CV 值太大，相关系数 r 较小，所以推荐 ACT和 RPL9为

最稳定的内参基因（图 6-D）。
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图 6 8 个候选内参基因在 Dinotefuran 胁迫下的表达稳定性分析

Fig. 6 Expression stability analysis of 8 candidate reference genes in Dinotefuran stress

2.6 SRBSDV 胁迫下内参基因稳定性分析

GeNorm 计算结果显示 8 个内参基因的稳定性排序依次为 ACT/RPL9（0.0011）＞RPS18

（0.0014）＞GAPDH（0.0024）＞TUB（0.0030）＞18S（0.0040）＞RPL10（0.0052）＞EF1-α

（0.0077）（图 7-A），其中 ACT和 RPL9是 M 值最小的两个内参基因，EF1-α的 M 值最大，

是最不稳定的内参基因。Normfinder 计算结果显示 RPL9和 RPS18的稳定值 CV（0.19）最

小，为 Normfinder 推荐的最稳定的内参基因，稳定性排序依次分别为 RPL9/RPS18（0.19）

＞TUB（0.20）＞RPL10（0.23）＞EF1-α（0.33）＞ACT（0.77）＞18S（0.94）＞GAPDH（1.01）

（图 7-B）。Delta Ct 计算结果显示 TUB为最稳定的基因，其稳定值为 1.01，其次是 RPL10，

其稳定值为 1.02，然后依次为 RPL9（1.03）＞RPS18（1.04）＞EF1-α（1.07）＞ACT（1.28）

＞18S（1.48）＞GAPDH（3.98）（图 7-C）。BestKeeper 计算结果显示各基因的 SD 值从大到

小依次为 RPL9（0.11）＞TUB（0.15）＞RPS18（0.26）＞RPL10（0.28）＞18S（0.42）＞

EF1-α（0.42）＞GAPDH（1.03）＞ACT（1.61），RPL9的 SD 值最小，为稳定的内参基因，

其次是 TUB基因（图 7-D）。
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图 7 8 个候选内参基因在 SRBSDV 胁迫下的表达稳定性分析

Fig. 7 Expression stability analysis of 8 candidate reference genes in SRBSDV stress

2.7 不同胁迫下最佳内参基因及数目的确定

GeNorm 计算的 Vn/Vn+1 值显示，以上不同胁迫下的 V2/V3 值均小于阈值 0.15（图 8），

因此，在研究白背飞虱的重金属镉胁迫、药剂 Flupyrimin 和 Dinotefuran 胁迫和 SRDSBV 胁

迫下的目的基因表达分析时，需引入两个内参基因对目的基因的表达水平进行归一。最后利

用 RefFinder 对不同处理下内参基因稳定性的几何平均值进行排序，结果显示在镉胁迫下白

背飞虱的 8 个内参基因综合稳定性排序从高到低依次为 RPL9＞RPL10＞18S＞EF1-α＞ACT

＞RPS18＞TUB＞GAPDH；Flupyrimin 胁迫下的稳定性排序依次为 RPL9＞RPL10＞RPS18＞

ACT＞18S＞EF1-α＞TUB＞GAPDH；Dinotefuran 胁迫下的稳定性排序依次为 ACT＞RPL9＞

RPL10＞TUB＞EF1-α＞18S＞GAPDH＞RPS18；SRBSDV 胁迫下的排序依次为 TUB＞RPL9

＞RPL10＞RPS18＞EF1-α＞ACT＞18S＞GAPDH。综合 GeNorm 和 RefFinder 分析结果，得

出在以上 4 种胁迫下对靶标基因进行表达量分析时需引入 2 个内参基因进行标准化，具体分

别为重金属镉胁迫下的最佳内参基因为 RPL9和 RPL10，Flupyrimin 胁迫下最稳定的内参基

因为 RPL9和 RPL10，Dinotefuran 胁迫下最稳定的内参基因为 ACT和 RPL9，SRDSBV 胁迫

下最稳定的内参基因为 TUB和 RPL9。
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图 8 不同胁迫下白背飞虱候选内参基因数量的配对差异分析（Vn/n+1）

Fig. 8 Pairwise variation analysis (Vn/n+1) of the number of candidate reference genes in Sogatella furcifera

various stress
注释：A，重金属镉胁迫；B，Flupyrimin 胁迫；C，Dinotefuran 胁迫；D，SRBSDV 胁迫。Note: A, Heavy metal cadmium stress; B,

Flupyriminstress; C, Dinotefuran stress; D, SRBSDV stress



表 2 基于 RefFinder 软件分析候选内参基因的表达稳定性

Table 2 Expression stability of the candidate reference genes was analyzed by RefFinder software

排序

Rank

镉胁迫

cadmium stress

Flupyrimin 胁迫

Flupyrimin stress

Dinotefuran 胁迫

Dinotefuran stress

SRBSDV 胁迫

SRBSDV stress

基因

gene

稳定值

Stability value

基因

gene

稳定值

Stability value

基因

gene

稳定值

Stability value

基因

gene

稳定值

Stability value

1 RPL9 1.00 RPL9 1.19 ACT 1.68 TUB 1.19

2 RPL10 1.86 RPL10 2.00 RPL9 1.86 RPL9 1.97

3 18S 2.71 RPS18 3.57 RPL10 2.59 RPL10 2.71

4 EF1-α 4.0 ACT 3.94 TUB 3.83 RPS18 4.00

5 ACT 5.23 18S 4.76 EF1-α 4.43 EF1-α 4.16

6 RPS18 5.73 EF1-α 5.23 18S 5.44 ACT 5.73

7 TUB 7.00 TUB 5.63 GAPDH 6.09 18S 7.00

8 GAPDH 8.00 GAPDH 7.24 RPS18 7.44 GAPDH 8.00

表 3 多算法综合评估后各胁迫最优内参基因确定

Table 3 Identification of Optimal Reference Genes under Various Stress through Multi-Algorithm Evaluation

胁迫条件

Stress conditions

推荐内参基因

Recommended reference genes

重金属镉胁迫（Heavy metal cadmium stress） RPL9和 RPL10

Flupyrimin 胁迫（Flupyriminstress） RPL9和 RPL10

Dinotefuran 胁迫（Dinotefuran stress） ACT和 RPL9

SRBSDV 胁迫（SRBSDVstress） TUB和 RPL9

2.8 内参基因稳定性验证

以谷胱甘肽-S-转移酶基因gstd1和卵黄原蛋白基因Vg1为靶标基因对内参基因的稳定性

进行验证，结果显示（图 9）在镉胁迫下，当选择组合或单独的稳定内参基因进行归一处理

时，gstd1基因在不同浓度镉处理下的相对表达模式呈现相似的趋势，而使用两个内参基因

作为归一标准时又比单独使用时效果好；相反，当使用相对不稳定的内参基因 GAPDH进行

归一时，gstd1的相对表达模式表现出和前两者都不一致。在农药 Flupyrimin 和 Dinotefuran

胁迫下，当选择单独或组合的稳定内参基因进行归一处理时，gstd1基因在不同剂量农药胁

迫下表达量的标准误差均较小，同样是组合使用的效果比单独使用的效果好，但使用不稳定

的内参基因 GAPDH和 RPS18作为内参基因时，两种胁迫下 gstd1的表达水平标准误差较大，

实验结果不可靠。在 SRDSBV 胁迫条件中也是类似，组合和单独使用筛选到的内参基因 TUB

和 RPL9作归一处理时，Vg1基因表达水平误差较小，而组合使用的误差更小，使用稳定性

最差的 GAPDH为归一因子时，表达量标准误差较大。
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图 9 使用不同内参基因分析靶标基因 gstd1和 Vg1在不同胁迫下的相对表达量

Fig. 9 Relative expression level of target genegstd1 and Vg1in Sogatella furciferaunder different stress analyzed

by using different reference genes

注：A，重金属镉胁迫；B，Flupyrimin 胁迫；C，Dinotefuran 胁迫；D，SRDSBV 胁迫，误差条表示标准

误差（SD），图 A、B、C 的目的基因为 gstd1，图 D 的目的基因为 Vg1。Note: A, Heavy metal cadmium stress;

B, Flupyrimin stress; C, Dinotefuran stress; D, SRBSDV stress, The error bar represented the standard deviation

（SD), the target gene for Fig. A, B, and C was gstd1, and the Fig. D was Vg1.

3 结论与讨论

利用分子生物学手段揭示白背飞虱的生理及行为学机制，有利于开发防治新技术。实时

荧光定量由于操作简易，速度快，污染少等众多优点被广泛用于分子生物学领域分析基因表

达，一般分为绝对定量和相对定量两种，对基因的表达量分析主要使用相对定量，这种方法

要求计算表达量时选择合适的内参基因对目的基因表达进行归一。内参基因指在大多数下相

对表达较稳定的基因，通常情况管家基因会是供选择的对象（Chapman et al.，2015）。目前

管家基因在作为内参基因使用时的稳定性评价已经有不少报道，包括有对不同组织、不同性

别、不同发育阶段及不同处理条件等的内参基因评价（Yang et al.，2020；Fu et al.，2022；

Tang et al.，2022；Zhang et al.，2022；Yuan et al.，2024）。但是相继有研究报道这些管家基

因在不同的条件下的表达稳定性并不是绝对恒定不变的，并不存在一个在任何条件下都能稳



定表达的内参基因（Maroniche et al.，2011；Kong et al.，2024）。因此在对目的基因表达水

平进行研究时应该综合考虑内参基因的选择，多方面评价和筛选。

本研究分别采用 GeNorm、NormFinder、Delta Ct 和 BestKeeper 对候选内参基因稳定性

进行分析，结果发现即使在相同的胁迫下，同一内参基因的稳定性排序在不同的软件之间也

存在差异。在镉胁迫下，GeNorm、NormFinder、Delta Ct 和 BestKeeper 4 个软件的分析结果

都较为一致，虽然 RPL9和 RPL10都为最稳定的候选内参基因，TUB和 GAPDH都为最不

稳定的内参基因，但是 18S、RPS18、EF1-α和 ACT在 4 个软件中的稳定性排序都不同。在

Flupyrimin 胁迫和 Dinotefuran 胁迫下各软件之间的分析结果也存在差异，例如，18S在前三

个程序中的稳定性排序均排在最后一位，而在 BestKeeper 程序中排名第一。在 SRDSBV 胁

迫下也存在类似情况，ACT在 GeNorm 中的稳定性排序为第一，而在其他三个程序中的稳

定性排序都比较靠后。造成这种软件之间分析结果差异的原因可能是由于各种软件采用的数

据统计方法不同，导致不同软件得到的候选基因稳定性和排名存在差异。这种现象在叶甲

Diorhabdarybakowi、高粱条螟 Chilo sacchariphagus、蜜蜂等昆虫中也存在类似（Xu et al.，

2017；Kim et al.，2023；Xi et al.，2024；Wang et al.，2024）。所以为了避免单一软件之间

分析结果造成的差异性，最后还需要结合 RefFinder 软件的分析结果，综合各软件对内参基

因的稳定性评价才能选出最佳的内参基因。使用单一的内参基因 qRT-PCR 数据归一可能会

影响实验结果的准确性，需要使用多个内参基因对目的基因进行标准化（Concha et al.，2012），

因此需根据 GeNorm 软件计算基因配对变异值 Vn/Vn+1 来确定所需最佳内参基因数量。

GeNorm 软件计算出 V2/V3<0.15，推荐在重金属镉、Fluyrimin 和 Dinotefuran 胁迫及 SRDSBV

胁迫下进行 qRT-PCR 实验时需引入 2 个内参基因对目的基因进行标准化处理。相关研究报

道昆虫在受到重金属胁迫或农药处理后，其体内的抗氧化解毒酶基因表达水平会受到影响，

如日粮镉暴露抑制棉铃虫 Helicoverpa armigera解毒酶基因 GST的表达，导致其存活率降低

（Zhan et al.，2017），经过吡虫啉或高效氯氰菊酯处理后的豆天蛾 Clanis bilineata的谷胱甘

肽-S-转移酶活性呈先升高后降低的趋势（李晓峰等，2024）。WBPH 感染 SRBSDV 后其繁

殖力会显著低于正常种群（Xu et al.，2014），推测其 Vg表达水平可能会受到抑制。因此我

们利用 gstd1和 Vg1为目的基因对筛选到的内参基因稳定性进行鉴定，结果显示使用组合内

参基因的标准误差是小于使用单独内参基因的，小于使用稳定性排名最靠后的内参基因的标

准误差，这表明以两个内参基因为归一标准的实验结果更可信。

RPL9和 RPL10是核糖体大亚基的重要组成成分，主要参与核糖体的组成及蛋白质的合

成，在白背飞虱的生长发育过程中有着重要的作用。目前，核糖体蛋白基因在昆虫内参基因

的研究上具有普适性，有助于推进内参基因的筛选工作（高雨晴等，2023）。通过对实验结

果的分析显示，在镉胁迫和杀虫剂 Flupyrimin 胁迫下，相较于其他候选基因，RPL9和 RPL10

确实更适合作为内参基因使用，在 Dinotefuran 胁迫和 SRDSBV 胁迫下 RPL9的适用性也较

好。这与灰飞虱若虫内参基因的筛选中报到的 RPL9的稳定性较好，可作为稳定的内参基因



使用的情况相像（He et al.，2014）；在草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda不同处理下内参基

因筛选的实验中，也证实了 RPL10在不同组织、不同发育阶段及不同温度处理下都能够稳

定表达（Han et al.，2021）。在已报到的白背飞虱的不同发育阶段、不同组织和不同温度胁

迫下的内参基因稳定性评价的研究中，结果也显示 RPL9和 RPL10较稳定，可推荐为内参

基因使用（An et al.，2016）。可见 RPL9在以上胁迫下的确实存在较广泛的适用范围，可对

后续多种实验条件下白背飞虱内参基因的筛选工作提供一个准确的参考。

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）是糖酵解的中心酶之一，在进化上十分保守，其在许

多基因表达研究中常被用作内参基因使用，例如在斜纹夜蛾 Spodoptera litura 和大螟

Sesamiainferens的不同发育阶段、桃蛀螟 Conogethespunctiferails的不同组织、辣椒象鼻虫

Anthonomus eugeniiCano和多异瓢虫 Hippodamia variegata中目的基因的表达水平研究中都

有被用作内参基因使用（Lu et al.，2013；Lu et al.，2015；Yang et al.，2017；Pinheiro et al.，

2020；Xie et al.，2021）。在本次实验中 GAPDH都不适宜作为稳定的内参基因使用，其中

SRDSBV 胁迫下我们筛选到的最稳定的内参基因是 TUB和 RPL9，而 GAPDH稳定性排序最

靠后，为最不稳定的内参基因，这与已报道的白背飞虱感染 SRDSBV 处理中 GAPDH是最

稳定的内参基因的情况相反（An et al.，2026）。在同为半翅目昆虫的烟粉虱 Bemisiatabaci

中有报道，GAPDH在所有研究的样品中显示出最低的稳定性（Su et al.，2013；Dai et al.，

2017）。分析出现这样的结果可能是由于样品龄期之间的差异或者是取食及营养条件等的不

同而导致的差异（徐红星等，2019；Yin et al.，2020；娇启启等，2022）。总之，任何一个

内参基因并不是在所有条件下都适合作为基因表达水平分析的归一标准，因此，在使用

qRT-PCR 技术对目的基因表达水平进行分析时，首先对内参基因的筛选是有必要的，保证

内参基因的表达稳定性能够使我们的研究结果更加具有可靠性和说服力。

本研究针对白背飞虱在重金属镉胁迫、化学药剂胁迫及 SRBSDV 病毒胁迫 3 种特定条

件下的内参基因进行了系统性筛选。鉴于不同胁迫对白背飞虱的作用机制存在差异，本研究

筛选获得的内参基因组合在其他胁迫条件下的适用性仍需进一步验证。此外，由于物种间基

因表达调控机制的差异性，这些内参基因在其他物种中的适用性也仍然有待考证。本研究结

果可为利用 qRT-PCR 技术分析白背飞虱在重金属镉胁迫、植物病毒胁迫及抗药性相关基因

表达差异提供可靠的内参基因选择方案，为后续相关基因的功能解析和分子机制研究奠定重

要基础。
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