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内参基因在昆虫实时荧光定量 

PCR 中的研究进展* 
史彩华 1, 2**  张友军 2*** 

（1. 长江大学，荆州 434025；2. 中国农业科学院蔬菜花卉研究所 北京 100081） 

摘  要  作为一种高效的定量 PCR 技术，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）因其灵敏度高、特异性强、定

量准确等优点，已被广泛运用于昆虫基因表达和转录分析。然而，为了控制样本 RNA在质量和逆转录效

率上存在差异，必须筛选表达稳定的“看家基因”作为内参基因，对目的基因表达量进行校正和标准化。

许多学者研究表明，昆虫种类和实验条件的不同，导致选择的内参基因也不尽相同。因此，本文综述了前

人有关昆虫内参基因的研究及其稳定性评价，为其它昆虫内参基因的研究提供理论参考依据。 
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Advances in reference gene for real-time quantitative reverse 
transcription PCR (qRT-PCR) of insects research 

SHI Cai-Hua1, 2**  ZHANG You-Jun2*** 

(1. Yangtze University, Jingzhou 434025, China; 2. Department of Plant Protection, Institute of Vegetables and Flowers, Chinese 

Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract  Real-time quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) is one of the most commonly used technologies for 

genes expression analysis, with its high sensitivity, specificity, veracity, etc. In order to avoid differences of RNA quality and 

efficiency of reverse transcription, it is necessary to use housekeeping gene as the reference for data normalization. Some 

researches indicate that different reference genes should be selected regarding different experimental conditions and different 

insect species. Here, we summarized the advances in reference genes for qRT-PCR of insects research. This review provides a 

comprehensive understanding of selecting appropriate reference genes for qRT-PCR in insect molecular biological studies. 
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实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time 

PCR，qRT-PCR）技术具有快速高效、易重复、

准确定量、高灵敏度和高通量等优点，对基因表

达的检测实现了从定性到定量的飞跃（Li et al.，

2013），尤其适用于无法用 Northern-blot 等手段

进行精确检测的样本（Nolan et al.，2006）。

qRT-PCR分为绝对定量和相对定量两种。由于基

因之间存在表达量的差异，因此，科学家们通常

使用相对定量的手段检测目的基因的表达量，其

优点是成本低、方便操作（Li et al.，2015）。然

而，相对定量需要选择稳定表达的内参基因校正

样本在起始细胞数目、RNA 质量及逆转录水平

上的差异（Suzuki et al.，2000），否则会影响目

的基因的真实表达水平。理想的内参基因应该在

不同实验条件下均能稳定表达（Su et al.，2013）。

然而，随着 qRT-PCR 和基因芯片的广泛应用，
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内参基因的研究报道日益增多（Omondi et al.，

2015），结果表明并无任何基因在复杂的实验条 

件下均能恒定表达（Yuan et al.，2014）。如果盲

目选择内参基因，可能难以发现某些目的基因的 

微小表达差异，甚至得出相反结论（Huggett  

et al.，2005）。因此，内参基因选择是否合适，

直接关系到 qRT-PCR 结果的正确与否（Liang  

et al.，2014）。本文的目的是综述前人有关昆虫

内参基因的研究及其稳定性评价，为其它昆虫内

参基因的研究提供理论参考依据。 

1  常用内参基因的选择 

理想的内参基因通常选择表达量或拷贝数

几乎恒定的“看家基因”（Yeap et al.，2014）。

不同类型的细胞、组织和实验处理，内参基因的

表达水平存在较大差异，因此，检测特定实验条

件下目的基因的表达需要筛选不同的内参基因

（Teng et al.，2012; Cui et al.，2014）。理想的内

参基因不存在假基因（Cao et al.，2012），在昆 

不同类型细胞和组织中高度或中度表达，不受生

理周期和任何内外因素的影响，与目的基因具有

相似的表达量（Ferdous et al.，2015），且 Ct值

在 15~30之间（Wan et al.，2010；Lilly et al.，

2011）。然而，在所有实验条件下均能恒定表达

的理想内参基因并不存在。因此，筛选合适的内

参基因是判断目的基因真实表达的重要前提，而

且同时选用 2 个或多个内参基因有利于调整系

统偏差，得到准确的基因表达结果，尤其针对表

达量差异细微的基因（Khanlou et al.，2012）。 

目前，常用的昆虫内参基因有：18S核糖体 

 
表 1  昆虫研究中常用内参基因的选择 

Table 1  Commonly used reference genes for insects 

基因简称 Gene symbol 中文全称 Full Chinese gene name 英文全称 Full English gene name 

18S rRNA 18S核糖体 RNA 18S ribosomal RNA 

28S rRNA 28S核糖体 RNA 28S ribosomal RNA 

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

β-actin β-肌动蛋白 Beta actin 

EF1-a a-延伸因子 Elongation factor 1 alpha 

SDHA 琥珀酸脱氢酶 A亚基 Succinate dehydrogenase A 

rspL40 核糖体蛋白 L40 Ribosomal protein L40 

BTF3 通用转录因子 3 Basic transcription factor 

rsp27 核糖体蛋白 S27 Ribosomal protein S27 

RPL18 核糖体蛋白 L18 Ribosomal protein L18 

RPS18 18S核糖体蛋白 Ribosomal protein S18 

a-Tub a-微管蛋白 Alpha tubulin 

β-Tub β-微管蛋白 Beta tubulin 

RpL32 核糖体蛋白 L32 Ribosomal protein 49/L32 

RPL13 核糖体蛋白 L13 Ribosomal protein L13 

UBC 泛素 Ubiquitin conjugating enzyme 

RPS15 15S核糖体蛋白 Ribosomal protein S15 

RPS11 11S核糖体蛋白 Ribosomal protein S11 

TBP TATA盒结合蛋白 TATA-Box binding protein 

GST 谷胱甘肽-S-转移酶 Glutathione-S- transferase 

RPS3 3S核糖体蛋白 Ribosomal protein S3 

G6PDH 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 Glucose-6-phosphate dehydrogenase
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RNA（18S ribosomal RNA，18S rRNA）、28S核

糖体 RNA（28S ribosomal RNA，28S rRNA）、

甘 油 醛 -3- 磷 酸 - 脱 氢 酶 (Glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase，GAPDH)、β-肌动蛋白

基因（Beta actin，β-actin）、延伸因子 1（Elongation 

factor-1 alpha，EF1-a）和琥珀酸脱氢酶复合体 A

亚基 (Succinate dehydrogenase complex subunit 

A，SDHA)等（Sekalska et al.，2006）（表 1），

这些基因在细胞中参与正常的生命代谢。 

2  不同物种和实验条件下内参基

因的研究 

2.1  不同虫态或发育历期 

同一基因在不同种类昆虫中的功能不尽相

同，表达水平也存在较大差异，“看家基因”也

不例外。β-actin在蓖麻蚕的 4个虫态期表达稳定

（Chen and Lu，2014）；TBP在大豆蚜的不同发

育历期表达稳定（Bansal et al.，2012）；α-TUB

在棉粉蚧 2龄若虫和 3龄若虫期表达稳定（陈芳，

2014）；RPII可作为柑橘全爪螨不同发育历期的

内参基因（杨丽红等，2011）；RPL18 适合作为

温带臭虫不同发育历期的内参基因（Mamidala  

et al.，2011）。由于表达量绝对恒定的基因并不

存在，所谓稳定的内参基因仅具有相对性。因此，

选用 2 个或多个内参基因有利于校准目的基因

的表达。RPS18 和 α-TUB 组合是朱砂叶螨 4 个

不同发育历期的最佳参考基因（Sun et al.，

2010）；β-TUB和 β-actin可作为金纹细蛾各虫态 

的内参基因（郭长宁，2014）；GAPDH和 UCCR

在斜纹夜蛾 Prodenia litura (Fabricius)不同发育

历期表达稳定（Lu et al.，2013）。组合几个“看

家基因 ”作为内参基因最为合适，需要通过

geNorm 软件评估 Vn/n+1 值（小于 0.15），若 n

值等于 3，则选择 3个“看家基因”组合较为合

适。宋旺（2015）等研究表明，RPS、GAPDH

和 α-TUB在花绒寄甲中表达稳定；PPI、RPII和

DIMT在不同发育阶段的棉蚜体内表达稳定（徐

素平，2014）；RP49、EF1α 和 ACT 适合作为 5

龄沙漠飞蝗幼虫的内参基因（Van Hiel et al.，

2009）；ACTIN、GAPDH和 RP49适合作为丽蝇

不同发育历期的内参基因（Cardoso et al.，2014）。

内参基因的组合并非都是选择 2个或 3个，若 n 

值大于 3，则需要选择多于 3个“看家基因”进

行组合。Toutges等（2010）研究表明，rps6、rpL13、 

rps3 和 rps18 组合适合作为赤拟谷盗 Tribolium 

castaaneum（Herbst）不同发育时期的内参基因；

18S rRNA、28S rRNA、GST1、β-TUB和 RPLPO

适合作为丝光绿蝇 Lucilia sericata（Meigen）不

同发育历期的内参基因（Bagnall and Kotze，

2010）；RPS15、RPS11、α-TUB和 EF1-α组合

适合作为褐飞虱不同发育历期的内参基因（Yuan 

et al.，2014）。虽然内参基因的组合提高了目的

基因表达分析的准确性，但是内参基因组合太

多，会严重增加实验负担。因此，选择合适的“看

家基因”作为候选内参基因至关重要。物种和实

验条件均相同，选择的候选“看家基因”不同，

可能得出的稳定内参基因组合也不同。Lü 等

（ 2014）研究表明，RPL32 在柑橘大实蝇 

Bactrocera minax（Enderlein）不同发育历期表达

稳定，而王刘豪（2013）研究表明 α-TUB、RPL32

和 EF1-α为最佳组合，另外也有研究表明 UBQ、

GAPDH 和 GST 作为柑橘大实蝇各虫态期的内

参基因（王佳等，2014）。同理，Zhang等（2015）

研究表明，28S rRNA和 RPS15适合作为棉铃虫

不同发育历期的内参基因，而 Shakeel等（2015）

研究表示 RPL28和 RPS15为最佳组合。 

综上所述，昆虫种类不同，各发育历期内参

基因的稳定组合也不尽相同。 

2.2  不同组织 

昆虫种类不同，研究各组织目的基因表达所

选择的最佳内参基因组合不尽相同。β-actin在粘

虫（李柯等，2010）、蓖麻蚕（陈立华等，2014）

和金纹细蛾成虫（郭长宁，2014）组织中表达稳

定；EF-1α 在白蜡窄吉丁虫组织中表达稳定

（Rajarapu et al.，2012）；RPL18在温带臭虫不

同组织中表达稳定（Mamidala et al.，2011）。由

于内参基因的稳定具有相对性，目前学术界公认

选用 2 个及以上的内参基因进行目的基因标准

化。吴家红等（2011）研究表明 RSPL40和 BTF3

适合作为白纹伊蚊不同组织研究的内参基因；而
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ACTB 和 α-TUB 适合作为东方实蝇组织研究的

内参基因（Shen et al.，2010）；PPI和 DIMT组

合是棉蚜不同组织的最优内参基因（徐素平，

2014）；18S rRNA 和 EF-1α 适合作为长红锥蝽 

 Rhodnius prolixus (Stål)不同组织器官研究的内

参基因（Majerowicz et al.，2011）。同 2.1所述，

通过 geNorm软件得出 Vn/ n+1值（小于 0.15），

评估研究不同组织目的基因表达量应该选择内

参基因的个数。Yuan等（2014）研究表明 RPS11、

TUB 和 RPS15 组合适合作为褐飞虱组织研究的

内参基因；RPL10、AK 和 EF-1α 适合作为斜纹

夜蛾不同组织研究的内参基因（Lu et al.，2013）；

18S rRNA，GAPDH 和 α-TUB 适合作为长红锥

蝽唾液腺和体腔内研究的内参基因（Paim et al.，

2012）。 

同种昆虫组织不同，所选择的内参基因也不

尽相同。ACT3、GAPDH 和 α-TUB 适合作为家

蚕中肠研究的内参基因，α-TUB、UBC 和 TBP

适合作为家蚕脂肪体研究的内参基因，而 UBC、

α-TUB 和 ACT3 适合作为家蚕马氏管研究的内

参基因（彭然，2012）。吴玉等(2013)研究表明，

α-TUB 和 28S rRNA 在家蚕中部丝腺中表达稳

定，GAPDH和 28S rRNA在后部丝腺中表达稳

定，α-TUB和 UBC在脂肪体中表达稳定。因此，

也暗示了同种昆虫不同虫态组织的基因研究所

选择的内参基因也不能盲目借鉴或套用。Zhang

等（2015）研究证实了以上推测，RPS15和 RPL13

适合作为棉铃虫幼虫组织的内参基因，EF-1α和

RPL27适合作为棉铃虫成虫组织的内参基因。 

同种昆虫不同性别，所选择的内参基因也不

尽相同。申光茂等（2010）研究表明，α-TUB和

ACT5 在桔小实蝇雌虫组织中表达稳定，α-TUB

和 ACT3 在雄虫组织中表达稳定；Wang 等

（2014）研究表明，UBE3和 RPL22在芫菁雌虫

中表达稳定，而 UBE3、TAF5和 RPL22在雄虫

中表达稳定；王佳等（2014）研究表明 TUB、

GAPDH 和 GST 适合作为柑橘大实蝇成虫组织

研究的内参基因。 

综上所述，昆虫种类不同，各组织研究所选

用的内参基因不同；昆虫种类相同，研究的组织

不同所选用的内参基因也不同。因此，说明内参

基因的选择不能盲目套用，需要在特定的实验条

件下筛选。 

2.3  不同温度 

检测温度胁迫后目的基因的表达量，所选择 

的内参基因也因昆虫种类的不同而不同。随着季

节和温度的变化，β-actin在光滑鳖甲（孟闪闪等，

2014）、谢氏宽漠王（唐婷等，2008）和黑腹果

蝇（Ponton et al.，2011）中表达稳定，而在小胸

鳖甲（孟闪闪等，2014）中表达波动较大。同

2.2 所述，学术界认可选用 2 个及以上的内参基

因进行目的基因标准化。通过不同的温度胁迫处

理后，Yuan等（2014）认为 RPS15、TUB和 EF-1α

在褐飞虱体内表达稳定；α-TUB 和 RPII 在柑橘

全爪螨体内表达稳定（杨丽红，2011）；GAPDH

和 EF-1α在斜纹夜蛾体内表达稳定（Lu et al.，

2013）。也同 2.1 所述，由于不同学者选择“看

家基因”的种类不同，致使同种昆虫同一实验条

件下，筛选出的最佳内参基因组合不尽相同。

Zhang 等 (2015)研究表明，温度胁迫处理后

RPS15 和 RPL27 在棉铃虫体内表达稳定，而

Shakeel等(2015)却认为 RPL28和 RPS15组合最

适合作为温度胁迫棉铃虫研究的内参基因。 

2.4  不同菌或病毒胁迫 

微生物是影响昆虫体内基因表达非常重要

的因素，不同微生物胁迫后，昆虫体内基因表达

量不尽相同。因此，目的基因研究时需要针对不

同微生物胁迫进行最佳内参基因筛选。

Scharlaken 等（2008）研究表明，细菌胁迫后

ACT、RPS18和GAPDH在意大利蜂中表达稳定；

真菌感染后 RPS3，RPS18和 RPL13在赤拟谷盗

体内表达稳定（Lord et al.，2010）；病毒感染

后 UBI、18S rRNA和 ACT在飞虱体内表达稳定

（Maroniche et al.，2011），而 PPAI、RPL23

和UBI适合作为欧洲熊蜂感染 IAPV病毒研究的

内参基因（Niu et al.，2014），GAPDH、RPL27

和 TUB 组合适合作为棉铃虫感染核型多角体病

毒研究的内参基因（Zhang et al.，2015）。因此，

以上所述再次证实了内参基因的选择不能盲目

套用，需要在特定的实验条件下筛选。 
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2.5  不同地理种群 

地理种群对昆虫的分化影响较大，同种昆虫

在不同地理种群下体内基因表达各异。因此，进

行不同地理种群昆虫目的基因研究时，需要进行

内参基因筛选。Yuan等（2014）表明 TUB、RPS11

和 EF-1α 适合作为褐飞虱不同地理种群研究的

内参基因；RPL10和 EF-1α在不同地理种群的斜

纹夜蛾中表达稳定（Lu et al.，2013）。因此，暗

示不同昆虫在不同地理种群基因研究中，内参基

因的选择也不能盲目借鉴，需要根据特定的实验

条件进行筛选。 

2.6  不同药剂处理 

目前，随着农药的大量使用，昆虫对药剂的

抗性表现突出，抗性产生的机理离不开基因的研

究。同时，抗性也因昆虫种类不同，基因表达量

也不尽相同。甲氰菊酯胁迫二斑叶螨后 α-TUB

表达稳定（高新菊和沈慧敏，2011），而胁迫朱

砂叶螨后 RPS18和 5.8S rRNA表达稳定（Sun  

et al.，2010）。药剂不同，在昆虫体内作用的靶

标也不同，基因的表达也自然不同。经不同药剂

处理后，EF-1α和 GAPDH在柑橘全爪螨品系中

表达稳定（Niu et al.，2012）；RPS11、EF-1α和

TUB在褐飞虱中表达稳定（Yuan et al.，2014）；

β-actin 和 β-TUB 在金纹细蛾中表达稳定（郭长

宁，2014）；RPS15和 RPL32在棉铃虫中表达稳

定（Zhang et al.，2015）。综上研究暗示，药剂

处理可能导致昆虫体内部分“看家基因”发生较

大的表达波动，因此，研究药剂处理后昆虫目的

基因的表达差异，需要根据药剂和昆虫种类的不

同筛选合适的内参基因。 

2.7  其它胁迫条件下内参基因选择 

关于昆虫内参基因的筛选研究，除了研究不

同虫态、组织、温度、微生物、地理种群和农药

处理外，还有食物、光周期和机械损伤等多种处

理，它们对昆虫体内“看家基因”的表达稳定性

并非一致。不同食物饲养后，褐飞虱体内 RPS15、

TUB、RPS11和 EF-1α表达稳定（Yuan et al.，

2014）；黑腹果蝇体 Drosophila melanogaster 内

RPL32和 α-TUB表达稳定（Ponton et al.，2011）；

水生蚤类体内 Xbp1，Tbp，CAPON和 Stx16表

达稳定（Spanier et al.，2010）。另外，同种昆虫

不同胁迫处理后体内“看家基因”的表达稳定性

不尽相同，如棉铃虫，不同光同期处理对 HSP90 

和 TUBB 表达差异较小；机械损伤对 TUBB 和

GAPDH表达差异较小；饥饿对 RPL28和 RPS15

表达差异较小。 

综合上述所有的研究表明：绝对稳定的“看

家基因”并不存在；物种和实验条件不同，用于

标准化的内参基因有可能不同，需要在特定条件

下重新筛选；内参基因的稳定表达具有相对性，

哪些基因可以作为标准化基因，与筛选内参基因

研究中候选“看家基因”的种类有关。另外，在

特定的实验条件下，哪些“看家基因”表达相对

稳定，哪些“看家基因”组合最理想，需要有专

门的分析软件进行评估。 

3  内参基因稳定性评估 

特定实验条件下内参基因筛选时，需要首先

对候选“看家基因”进行引物设计，控制基因片

段大小在 80~200 bp之间。然后，通过 qRT-PCR

进行引物扩增效率分析，筛选出扩增效率在

90%~105%，熔解曲线为单峰，Tm 值（扩增产

物解链温度）大于 75oC 的引物开展下一步实验

（Tellinghuisen and Spiess，2014）。目前，评价

内参基因稳定性的方法主要包括 GeNorm

（ Vandesompele et al.， 2002）、 NormFinder

（Jensen and Ørntoft，2004）、BestKeeper（Pfaffl 

et al.，2004）和△Ct法。Xie等（2011）将这 4

种方法整合成一个网络分析工具——RefFinder，

可以综合评价合适的内参基因。 

GeNorm 软件（下载地址:http://medgen.ugent. 

be/~jvdesomp/genorm/index.php）专门用于分析

内参基因的稳定性，将某一“看家基因”与其它

“看家基因”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，其中 M值越小，稳定性越高（崔淼等，

2014）。该软件可以筛选不同实验条件下最适内
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参基因的数量，选择出 2 个以上最优组合的内

参基因，有利于减少系统偏差（张艳君等，2007）。

同时，geNorm 软件可以通过 V值确定所需内参

基因的最适数目，如果 Vn/n+1 小于 0.15，则需

要引入 n个内参基因进行最优组合（Rivera Vega 

et al.，2012）。 

NormFinde软件（下载地址:http://www.mdl. 

dk/publicationsnormfinder. htm）建立在固定的统

计学框架上，通过测定每个基因的稳定值来筛选

出合适的内参基因（Ferreira and Cronjé，2012），

若稳定值越小，则表示稳定性越好，最终选择稳

定值最小的基因作为内参基因。该程序的不足之

处是只能选择 1 个合适的内参基因作为标准

（Gao et al.，2012）。 

BestKeeper 软件（下载地址：http://www. 

gene-quantif ication.de/best-keeper.html）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（Kumar et al.，2011）。原理是比

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（SD），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（Zhang et al.，2012）。 

以上软件均是通过不同的统计学分析方法

筛选合适的内参基因，但由于它们之间的算法不

同，可能导致分析出的最佳内参基因不尽相同

（Wang et al.，2012）。因此，可以通过 RefFinder

软件进行综合分析，得出一个综合排名指数，若

指数越小，说明该内参基因越稳定（Huang et al.，

2014）。 

4  结语 

不同生物样本存在 RNA 产量、质量和反转

录效益上较大的差异。因此，进行基因相对定量

研究时，需要选择合适的“看家基因”作为内参

基因进行校正（Borges et al.，2014）。然而，同

种昆虫体内绝对恒定表达的“看家基因”并不存

在，异种昆虫同一组织或相同实验条件下始终恒

定表达的“看家基因”也不存在。为了让目标基

因获得真实可靠的实验数据，需要在特定的实验

条件下进行内参基因筛选，不能盲目选择内参基

因。由于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（Han et al.，2015），倘若选

择不当，可能导致目标基因产生十几倍、几十倍、

上百倍的差异（Iskandar et al.，2004），甚至相

反的结论。比如：烟粉虱 Bemisia tabaci 

(Gennadius)目标基因表达研究时，通常采用 ACT

作为内参基因（Li et al.，2011），然而 Su等（2013）

研究发现，许多条件下 ACT 在烟粉虱中表达极

不稳定。当然，也存在同种昆虫同种实验条件，

不同学者得出的最佳内参基因不尽相同，原因是

学者们进行内参基因筛选时，所选用的 “看家

基因”不同。 

目前，随着基因组测序、基因芯片和 EST

数据库的推动，内参基因的筛选有了新的途径

（Chang et al.，2011; Liu et al.，2012），常用“看

家基因”可能因表达稳定性差被新的基因逐渐替

代，有助于准确无误地揭示昆虫基因表达的内在

规律。然而，近年来昆虫基因芯片数据和 EST

数据库筛选新内参基因的研究较少，许多学者仍

沿用常用的“看家基因”作为内参。因此，挖掘

新内参基因还需寻找更加精确有效的方法。 
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