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摘要：为了筛选能够稳定表达，适合蓖麻蚕基因转录表达分析的内参基因，根据鳞翅目昆虫基因分析中常用的

内参基因肌动蛋白（β－ｎｏｎ－ｍｕｓｃｌｅ，β－ａｃｔｉｎ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｅｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，

ＧＡＰＤＨ）、１８ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ的序列设计特异性引物，分别对蓖麻蚕４个组织及９个不同发育时期的个体

材料进行实时荧光定量ＰＣＲ，制作标准曲线，采用相对定量的方法处理Ｃｔ值，结合 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和ｇｅＮｏｒｍ软

件分析以上４个候选内参基因在蓖麻蚕不同组织和不同发育时期转录表达的稳定性。结果表明：β－ａｃｔｉｎ在蓖

麻蚕血液、脂肪体、中肠、丝腺各组织，以及幼虫、蛹、成虫、卵各发育时期的表达最为稳定，适合作为蓖麻蚕基因

转录水平研究的内参基因。
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ＰＣＲ；ｇｅＮｏｒｍ；ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

　　内参基因是一类不受时间、空间限制在生物体

不同组织、细胞中表达相对恒定的基因。内参基因

的作用是校正试验过程中由于人为和系统因素引起

的实验偏差，以保证定量结果的准确、可靠。常见的

内参 基 因 有 β－ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ、１６Ｓ

ｒＲＮＡ、２８Ｓ　ｒＲＮＡ 等［１－４］。近年来，实时荧光定量

ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）［５］技术不

断成熟，因其高效、快速和灵敏等优点以及可以检测

高通量的 ＲＮＡ 等优越性能，进一步促进ｑＰＣＲ的

应用，使其成为在转录水平检测基因的一种有效方

法，并进一步促进了内参基因的相关研究。

蓖麻蚕（Ｐｈｉｌｏｓａｍｉａ　ｃｙｎｔｈｉａ　ｒｉｃｉｎｉ）属典型的
鳞翅目昆虫，与家蚕、柞蚕一起并称为我国的３大绢

丝昆虫；对蓖麻蚕基因表达的研究是解析蓖麻蚕遗

传进化、发育变态以及抗病抗逆等重要生命活动的

基础。吴玉等［６］按照 ＭＩＱＥ规则检测了家蚕７种

常用 内 参 基 因 （β－ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、２８Ｓ　ｒＲＮＡ、

ＲＰＬ３、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＵＢＣ和ＴＢＰ）在不同发育时期以
及不同组织在蜕皮激素诱导下的转录表达变化，并

利用检测内参基因常用的 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和ｇｅＮｏｒｍ
软件进行稳定性分析，得到不同试验条件下、不同组

织中相对稳定表达的内参基因。Ｐｅｎ等［７］则应用实

时荧光定量ＰＣＲ技术检测了以上７种家蚕常用内

参基因的转录表达变化，结 合 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和

ｇｅＮｏｒｍ软件的分析得出家蚕的内参基因的表达并

不是恒定的，在研究不同组织以及不同刺激条件下

应选用不同的内参基因，因此内参基因的选择往往

决定试验的成败。目前尚未见蓖麻蚕基因转录表达

分析的内参基因筛选的相关报告。本研究选择β－
ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ 和１６Ｓ　ｒＲＮＡ４个鳞翅
目昆虫基因表达分析常用内参基因，选取幼虫、蛹、

成虫、卵各发育时期和５龄第３天血液、脂肪体、中

肠、丝腺等组织，采用ｑＰＣＲ对４个蓖麻蚕的候选内

参基因的表达变化进行检测，用ｇｅＮｏｒｍ和 Ｎｏｒｍ－
Ｆｉｎｄｅｒ程序分析试验数据，选择在蓖麻蚕不同组织

和发育时期稳定表达的内参基因，为今后研究蓖麻

蚕目的功能基因表达相对定量检测结果的准确性提

供保障。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　 试验蚕品种 　 供试蓖麻蚕品种 ‘海蓝
（Ｂ７）’，由中国农业科学院蚕业研究所提供。蚕卵
在２５℃、ＲＨ　８０％的条件下催青，幼虫在２５℃条件
下用新鲜蓖麻叶饲养。蓖麻蚕的９个不同时期的个
体材料分别为：蚁蚕、１～５龄第２天的幼虫、化蛹第

２天蚕蛹、羽化第２天成虫、产卵第２天蚕卵；５个不
同组织分别为：５龄第３天幼虫血液、脂肪体、中肠、

丝腺，样品分装于１．５ｍＬ的ＥＰ管中，－８０℃保存
备用。

１．１．２　试验试剂　ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨ　ｐｌｕｓ）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ　ｗｉｔｈ　ｇＤ－

ＮＡ　Ｅｒａｓｅｒ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）、ｐＭＤ１９－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ

Ｖｅｃｔｏｒ、ＴａＫａＲａ　Ａｇａｒｏｓｅ　Ｇｅｌ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｌｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
和 ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ 等 购 自

ＴａＫａＲａ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂等购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞由本课题组制备。

１．２　试验方法

１．２．１　数据来源　蓖麻蚕基因ＧＡＰＤＨ（基因登录
号：ＫＣ７７４０２５）、１８Ｓ　ｒＲＮＡ（基因登录号：ＡＦ５３５０
２９．１）和１６Ｓ　ｒＲＮＡ（基因登录号：ＡＹ６０１２８０．１）下
载自 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）；β－ａｃｔｉｎ基因片段由本实验室自己克隆。

１．２．２　蓖麻蚕总ＲＮＡ提取及β－ａｃｔｉｎ基因片段的
克隆　根据鳞翅目昆虫中的柞蚕（Ａｎｔｈｅｒａｅａ　ｐｅｒ－
ｎｙｉ）（登录号：ＧＵ１７６６１６．１）和家蚕（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）
（登录号：Ｕ４９６４４．１）的β－ａｃｔｉｎ基因，通过引物设计
软件ｐｒｉｍｅｒ５．０设计简并引物β－ａｃｔｉｎ－１Ｆ（５′－ＴＴＴ－
ＧＧＣＧＡＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＡＧＧＡＣ－３′）和 β－ａｃｔｉｎ－
１Ｒ（５′－ＴＴＧＣＣＧＡＣＣＧＴＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＡ－３′）。

采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取蓖麻蚕５龄第３天幼虫头部
总ＲＮＡ，经电泳检测提取的总ＲＮＡ质量，ｃＤＮＡ第

１条链的合成根据ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ试剂盒说明书

进行。反应体系：５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ ＲＴ　Ｅｎｚｙｍｅ　ＭｉｘⅠ０．５μＬ，Ｏｌｉｇｏ　ｄＴ

Ｐｒｉｍｅｒ（５×１０－５　ｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，Ｒａｎｄｏｍ　６ｍｅｒｓ（１

９７
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×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ＲＮＡ 模板（１×１０
３ｎｇ／μｌ）

０．５μＬ，总体积１０μＬ。反应程序：３７℃１５ｍｉｎ；

８５℃５ｓ。以ｃＤＮＡ第１条链为模板进行ＰＣＲ，反
应体系：ＴａＫａＬａ　ＬＡ　Ｔａｑ　０．３μＬ，１０×ＬＡ　Ｔａｑ
ＢｕｆｆｅｒⅡ（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ）２．５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ　ｅａｃｈ）４μＬ，模板５００ｎｇ，引物０．１～０．５

μｍｏＬ／Ｌ，灭菌水调到 ２５μＬ。反应程序：９４ ℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个
循环；７２℃延长７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝

胶电泳后，选择与预期的ＤＮＡ片段长度接近的区

域割胶回收，连接于ｐＭＤ１９－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ上，

转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，菌液ＰＣＲ检测后
送到上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序。

１．２．３　荧光定量ＰＣＲ检测４个基因表达的稳定性　
（１）总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成。收集的蓖麻

蚕不同组织和各发育时期蚕体的样品，按照“１．２”所

述方法提取总ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ。使用分光光度计
检测提取的总ＲＮＡ的浓度和ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值，

用ＤＥＰＣ水进行第１步标准化调平，使各样品ＲＮＡ
浓度相等。逆转录测定ｃＤＮＡ 的浓度和 ＯＤ２６０／

ＯＤ２８０比值，并用 ＤＥＰＣ水进行第２步标准化调
平，使各样品ｃＤＮＡ的浓度接近相等，－２０℃保存。

（２）引物设计。根据已克隆的β－ａｃｔｉｎ 基因片
段、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ 和１６Ｓ　ｒＲＮＡ 设计引物
（如表１）。

表１　蓖麻蚕各候选基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｏｆ
Ｐｈｉｌｏｓａｍｉａ　ｃｙｎｔｈｉａ　ｒｉｃｉｎｉ

基因名

Ｇｅｎｅ　ｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

扩增子

／ｂｐ
Ａｍｐｌｉｃｏｎ

ｓｉｚｅ

溶解

温度／℃

Ｔｍ

β－ａｃｔｉｎ　 ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＴＴ
ＡＴＣＡＣＡＧＣＣＣＴＣＧＣＴＣＣＡＴ

１５３　 ５９．７

ＧＡＰＤＨ　ＣＡＣＴＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴ
ＣＣＡＧＴＧＧＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴＡＡＴＧＴ

９６　 ６６．０

１８Ｓ　ｒＲＮＡ　ＧＡＣＡＣＣＧＡＣＡＧＧＡＴＴＧＡＣＡＧＡＴＴＧＡ
ＧＣＡＧＧＣＴＡＧＡＧＴＣＴＣＧＴＴＣＧＴＴＡＣ

１２５　 ６２．０

１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ＡＡＡＣＴＣＴＡＴＡＧＧＧＴＣＴＴＣＴＣＧＴＣＴＴ
ＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧＴＡＴＧＡＡＧＧＡＴＴＧＧＡ

１２０　 ６４．２

　　为了排除引物二聚体及非特异性扩增产物对

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果造成的影响，对ＰＣＲ产物进行电泳

检测，显示单一条带，如图１，说明ＰＣＲ产物中无引
物二聚体且引物具有特异性。

１：１６Ｓ　ｒＲＮＡ；２：β－ａｔｉｃｎ；３：１８Ｓ　ｒＲＮＡ；４：ＧＡＰＤＨ。

图１　候选内参基因的扩增图

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ

（３）实时定量ＰＣＲ检测。采用ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ
染料法，在荧光定量ＰＣＲ仪上进行试验。以候选内
参基因引物进行ＰＣＲ扩增，割胶回收，纯化 ＤＮＡ
片段，测得 Ｃ１（β－ａｃｔｉｎ）为３１．８ｎｇ／μＬ、Ｃ２（ＧＡＰ－
ＤＨ）为２９．０ｎｇ／μＬ、Ｃ３（１８Ｓ　ｒＲＮＡ）为３４．５ｎｇ／

μＬ、Ｃ４（１６Ｓ　ｒＲＮＡ）３２．４ｎｇ／μＬ。将胶回收产物进
行多次４倍稀释，结合荧光定量，选择合适的稀释倍
数制作标准曲线，其中β－ａｃｔｉｎ 的扩增产物选择了

４１０～４１４　５个稀释度，ＧＡＰＤＨ 基因的扩增产物选

择了４７～４１１　５个稀释度，１８Ｓ　ｒＲＮＡ 的扩增选择了

４６～４１０　５个稀释度，１６Ｓ　ｒＲＮＡ 的扩增选择了４９～

４１３　５个稀释度。反应体系为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ　Ｅｘ

ＴａｑＴＭ Ⅱ１０μＬ，上、下 游 引 物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各

０．８μＬ，５０×Ｒｏｘ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｄｙｅ　０．４μＬ，模板

１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　７μＬ，总体积 ２０μＬ。反应程序：

Ｓｔａｇｅ１：５０℃２ｍｉｎ，Ｒｅｐｓ１；Ｓｔａｇｅ２：９５ ℃ ３０ｓ，

Ｒｅｐｓ　１；Ｓｔａｇｅ３：９５ ℃ １５ｓ，６０ ℃ ３４ｓ，Ｒｅｐｓ４６；

Ｓｔａｇｅ４：９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，Ｒｅｐｓ１。

以Ｃｔ值为纵坐标（Ｙ），以稀释后每个样品浓度的对
数为横坐标（Ｘ），并把最低浓度的对数设定为１，获
得标准曲线。

１．２．４　数据分析　通过ＰＣＲ产物制作标准曲线，

Ｃｔ值和起始拷贝数存在线性关系，计算得到各样品
的表达量，确定基因表达稳定性。

采用 ｇｅＮｏｒｍ［８］和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ［９］程序对蓖麻

蚕的候选内参基因表达的稳定性和所需要的内参基

因数量进行分析。设定不同样本中某一候选内参基
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因Ｃｔ值最小者的相对表达量为１，其他样本该基因
的相对表达量则为２－ΔＣｔ（ΔＣｔ＝各样本Ｃｔ值－
最小Ｃｔ值），通过计算内参基因表达稳定度的平均
值（Ｍ），Ｍ 值越小表达越稳定。对内参基因的表达
稳定度进行排序，并通过内参基因标准化因子配对
差异值（Ｖｎ／ｎ＋１），评估该实验条件下适合作为蓖麻
蚕基因转录分析的内参基因以及内参基因数量。

２　结果与分析

２．１　蓖麻蚕β－ａｃｔｉｎ的克隆与鉴定
以１．２所述进行ＰＣＲ扩增，用１％的琼脂糖凝

胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物，出现大小约４００ｂｐ的
目的条带，如图２。经 ＤＮＡ 序列测定，扩增获得

β－ａｃｔｉｎ的ｃＤＮＡ序列长度为４０２ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ中
柞蚕的同源序列和家蚕的同源序列的相似度都达

到９９％。

图２　蓖麻的蚕β－ａｃｔｉｎ基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｈｉｌｏｓａｍｉａ　ｃｙｎｔｈｉａ　ｒｉｃｉｎｉ

β－ａｃｔｉｎ　ｇｅｎｅ　ｂｙ　ＲＴ－ＰＣＲ

２．２　基因的稳定性分析

２．２．１　标准曲线的建立　根据Ｃｔ值得到标准曲线
方程，见表２，各基因的标准曲线的Ｒ２ 都达到０．９９３
以上，具有很好的相关性。

表２　候选内参基因的标准曲线方程
Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ

基因

Ｇｅｎｅ

标准曲线方程

Ｔｈｅ　ｅｑｕａｔｉｏｎ　ｏｆ
ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅｓ

回归系数

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

β－ａｃｔｉｎ　 Ｙ＝－３．１１３２　Ｘ＋２３．３５０　 ０．９９３　３

ＧＡＰＤＨ　 Ｙ＝－２．９８３９　Ｘ＋２３．８５３　 ０．９９７　４

１８Ｓ　ｒＲＮＡ　 Ｙ＝－３．１２８９　Ｘ＋２１．５４４　 ０．９９７　８

１６Ｓ　ｒＲＮＡ　 Ｙ＝－３．０１５４　Ｘ＋２２．６９８　 ０．９９６　９

２．２．２　基因表达的稳定性分析　各候选内参基因
在蓖麻蚕不同发育时期和组织的转录水平如图３。

▲―ＧＡＰＤＨ，★―β－ａｃｔｉｎ，■―１８Ｓ　ｒＲＮＡ，◆―１６Ｓ　ｒＲＮＡ
（Ａ）１：卵，２：蚁蚕，３～７：１～５龄幼虫，８：蛹，９：蛾。

（Ｂ）１：血液，２：脂肪体，３：中场，４：丝腺。

图３　实时荧光定量ＰＣＲ检测蓖麻蚕各候选基因在不同
发育时期（Ａ）与不同组织（Ｂ）中的表达变化

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｅｒｉ－ｓｉｌｋｗｏｒｍ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｓｔａｇｅｓ　ａｎｄ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ

ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ

　　在不同的发育时期时，β－ａｃｔｉｎ 和ＧＡＰＤＨ 的表
达差距较小，表达量接近在一条水平线上，即在不同
发育时期表达量很稳定；而１８Ｓ　ｒＲＮＡ 在卵期、蚁
蚕、１龄幼虫、蛹期、蛾期的表达量明显高于２～５龄
幼虫，１６Ｓ　ｒＲＮＡ 在蚁蚕、４龄幼虫的表达量远远高
出其他时期，即这２个基因在蓖麻蚕不同发育阶段
的表达量不稳定。综上所述，以上４个基因在蓖麻
蚕不同发育时期的表达稳定性顺序为：β－ａｃｔｉｎ＞
ＧＡＰＤＨ＞１８Ｓ　ｒＲＮＡ＞１６Ｓ　ｒＲＮＡ；在不同组织中

β－ａｃｔｉｎ的表达量几乎没有变化，１８Ｓ　ｒＲＮＡ 在血液、

脂肪体、中肠、丝腺中的表达量逐渐下降，ＧＡＰＤＨ
在血液中的表达明显高于其他组织，１６Ｓ　ｒＲＮＡ 在
脂肪体中的表达量最高，即以上４个基因在不同组
织中的表达稳定性顺序为：β－ａｃｔｉｎ＞１８Ｓ　ｒＲＮＡ＞
ＧＡＰＤＨ＞１６Ｓ　ｒＲＮＡ 。
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２．３　ｇｅＮｏｒｍ分析候选内参基因的表达稳定性
运用ｇｅＮｏｒｍ软件检测蓖麻蚕中的候选内参基

因在不同发育时期和组织中的表达变化，通过计算
得出各基因的表达稳定性 Ｍ，Ｍ 值越小稳定性越
高，结果见图４（Ａ、Ｂ）。由图４可见，在蓖麻蚕不同
发育时期，β－ａｃｔｉｎ（０．３８５　４）和ＧＡＰＤＨ（０．３８５４）的

Ｍ 值相等，且小于 １８Ｓ　ｒＲＮＡ（０．４１８５）和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ（０．５９５　６）的Ｍ 值；由图４（Ｂ）可见，在蓖麻蚕
不同 组 织 中，β－ａｃｔｉｎ（０．１０５　１）和 １８Ｓ　ｒＲＮＡ
（０．１０５　１）的Ｍ 值相等，且小于ＧＡＰＤＨ（０．２３３　２）
和１６Ｓ　ｒＲＮＡ（０．７２６　４）的 Ｍ 值，而且各基因的 Ｍ

值都小于１．５。
为了提高结果的准确性，在检测基因的表达分

析中，一般会选择多于１个内参基因对目的基因进
行校正。本试验通过标准化因子配对差异分析

Ｖｎ／ｎ＋１，确定内参基因的适合数目，结果见图４（Ｃ、

Ｄ）。如图４（Ｃ、Ｄ）所示，在不同发育时期Ｖ２／３＜
０．１５，说明可以选择β－ａｃｔｉｎ 和ＧＡＰＤＨ 两个基因
进行校正；在不同组织中Ｖ２／３＜０．１５，说明可以使用

β－ａｃｔｉｎ和１８Ｓ　ｒＲＮＡ 两个基因做内参；Ｖ３／４＞０．１５，
无需加入３个内参基因。

Ａ：不同时期中的Ｍ 值；Ｂ：不同组织中的Ｍ 值；Ｃ：不同时期中的最适内参数目；Ｄ：不同组织中的最适内参数目。

图４　ｇｅＮｏｒｍ软件分析各候选内参基因的表达 Ｍ值及最适内参基因数目
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｂｙ　ｇｅＮｏｒｍ

２．４　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ分析候选内参基因的表达稳定性
为了提高试验的准确度，本试验还采用了

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件分析各基因的表达稳定性，稳定值
越小稳定性越高，结果见表３、表４。由表３可知各
候选内参基因在不同发育时期表达最为稳定的基因

是β－ａｃｔｉｎ，稳定值为０．０４０，系统误差值是０．０３３，

ＧＡＰＤＨ 的稳定性次之，１８Ｓ　ｒＲＮＡ、１６Ｓ　ｒＲＮＡ 表
达稳定性较差，这与ｇｅＮｏｒｍ软件的分析结果相似；
由表４可知β－ａｃｔｉｎ在不同组织中的表达稳定性最
高，ＧＡＰＤＨ 的稳定性次之，１８Ｓ　ｒＲＮＡ、１６Ｓ　ｒＲＮＡ
表达稳定性较差，与不同发育时期各候选内参基因
的表达稳定性接近，这和ｇｅＮｏｒｍ软件分析候选内

参基因在不同组织中的表达稳定性接近，只有

ＧＡＰＤＨ 和１８Ｓ　ｒＲＮＡ 的稳定性顺序有所变化，说
明在蓖麻蚕的研究中β－ａｃｔｉｎ都可以用作内参基因。
表３　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件分析在不同发育时期各候选内参基因

的表达稳定性

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｓｔａｇｅｓ　ｂｙ　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ

基因

Ｇｅｎｅ　ｎａｍｅ

稳定值

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅ

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

β－ａｃｔｉｎ　 ０．０４０　 ０．０３３

ＧＡＰＤＨ　 ０．０４５　 ０．０３６

１８Ｓ　ｒＲＮＡ　 ０．１２９　 ０．０３３

１６Ｓ　ｒＲＮＡ　 ０．１５０　 ０．０８５
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表４　ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ软件分析在不同组织中各候选内参基因
的表达稳定性

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｏｒｇａｎｓ

基因

Ｇｅｎｅ　ｎａｍｅ

稳定值

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｖａｌｕｅ

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

β－ａｃｔｉｎ　 ０．０６３　 ０．０５０

ＧＡＰＤＨ　 ０．０６５　 ０．０４９

１８Ｓ　ｒＲＮＡ　 ０．０９２　 ０．０４７

１６Ｓ　ｒＲＮＡ　 ０．１２０　 ０．０６９

３　讨论与结论

内参基因通常在某些组织或细胞中的表达是稳

定的，但在其他类型的组织或细胞中则是变化的，因
此任何一种内参基因的稳定表达都只是在特定类型

的细胞或者组织中有相对稳定的表达［１０］。在进行
基因的相对定量研究中，由于不同的样本存在ＲＮＡ
的产量、质量和反转录效益上的差异，因此需要选择
合适的内参基因进行校正［１１－１３］。

彭然等［７］用实时荧光定量ＰＣＲ的方法，通过

ｇｅＮｏｒｍ和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ程序分析家蚕基因表达稳
定性，得出ＡＣＴ３、ＧＡＰＤＨ、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ在中肠组织
中可做内参基因，而α－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＵＢＣ、ＴＢＰ 则在脂
肪体中表达稳定，可做内参基因，在马氏管中则选

ＵＢＣ、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ、ＡＣＴ３做内参基因。袁淼［１４］在对
褐飞虱内参基因的筛选中得出，ＲＰＳ１５、ＲＰＳ１１、

ＴＵＢ、ＥＦ、１８Ｓ、ＡＫ、ＡＣＴ、ＭＡＣＴ 在不同发育时期
表达稳定，适合做内参，ＰＳ１１、ＴＵＢ、ＲＰＳ１５、１８Ｓ、

ＡＣＴ、ＭＡＣＴ、ＥＦ、ＡＫ 在组织研究中可以作为内参
使用。由此可见，即使是同一物种在相同的发育时
期不同组织也必须选择相应的内参基因，而不是直
接选择常用的内参基因。蓖麻蚕作为家蚕的近缘野
生物种，目前尚未见蓖麻蚕基因转录表达分析的内
参基因筛选的相关报道。

本研究通过实时荧光定量ＰＣＲ技术分析蓖麻
蚕β－ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ　ｒＲＮＡ 和１６Ｓ　ｒＲＮＡ 基因
在不同组织和不同发育时期的表达变化。结果显
示，在蓖麻蚕的不同组织和不同发育时期β－ａｃｔｉｎ 基
因的表达都很稳定，可以用作蓖麻蚕基因转录分析
的内参基因；而其他３个候选内参基因的表达稳定
性相对较差，在不同发育时期和不同组织中表达不
够稳定，在不同的试验中可视具体情况确定内参基
因的数量以及选何种内参基因。其中ＧＡＰＤＨ 在

蓖麻蚕不同发育时期的相同组织中表达量相对稳

定，在进行相同组织的不同基因研究时也可以作为
内参基因；在研究不同组织的基因表达量时，

１８Ｓ　ｒＲＮＡ 则呈现出与β－ａｃｔｉｎ 相同的稳定趋势，因
此在进行蓖麻蚕不同组织的相关基因研究时可以用

作内参基因。由此可见，在进行蓖麻蚕基因研究时
要根据不同的研究组织或发育时期选择合适的内参

基因，这与家蚕的研究结果一致。

本试验采用了ｇｅＮｏｒｍ 和 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ　２个软
件对试验结果进行分析，在鉴定蓖麻蚕目的基因于
不同组织中的表达变化选择内参基因时，２个软件
的分析结果产生了一些差别，即在选择２个内参基
因时 ＧｅＮｏｒｍ 认为１８Ｓ　ｒＲＮＡ 优于ＧＡＰＤＨ，而

ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ的分析结果则认为ＧＡＰＤＨ 优于１８Ｓ
ｒＲＮＡ。这可能是由于这２个软件原理和侧重点不
同造成，ＧｅＮｏｒｍ软件可以对任何组织的任意数量
的内参基因进行筛选，选出合适数量的内参基因校
对系统偏差，对细微表达差异的基因研究具有更重
要的意义；而 ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ程序只适用于检测单一
表达稳定的基因，２种软件分析结果会出现一些不
同，很多研究者更偏好ｇｅＮｏｒｍ分析的结果。因此
对蓖麻蚕不同组织的基因进行研究时，如果涉及低
丰度基因的微小变化研究，在选择内参基因时可以
倾向ｇｅＮｏｒｍ程序分析的结果。

本试验采用荧光定量ＰＣＲ技术筛选内参基因
的方法具有快速、高通量的特点，建立的ｑＰＣＲ检测
目的基因转录水平的标准方程，线性范围广，为筛选
更多的蓖麻蚕内参基因提供了借鉴。
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