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摘要! (目的)柑橘大实蝇@$"#0'"/0$ (+&$B"8FG"&;":F#是一种危害严重的柑橘害虫* 本研究旨在筛选柑橘大实蝇在

特定条件下体内稳定表达的内参基因! 以确保使用实时荧光定量RDL分析目标基因表达的可靠性* (方法)选择 )(

种候选内参基因用于进行实时荧光定量RDL"ILO3RDL#! 利用 +种软件对柑橘大实蝇在不同虫态下"低龄幼虫+- 龄

幼虫+)日龄蛹+6(日龄蛹+).(日龄蛹+雄成虫+雌成虫#以及成虫不同部位"成虫头+胸+腹+整体#中候选内参基因的

DA值进行分析! 明确其表达的稳定性* (结果)在柑橘大实蝇不同虫态和成虫不同部位! )( 种候选内参基因的DA值

都处于 )+ h-(之间! 各基因DA值的不同表明各基因的表达量存在差异* 综合分析各种软件对内参基因稳定性的排

名!结合H"2>&$软件对最佳内参基因数量的分析结果!推荐在不同虫态下采用I@N! ;!>23和;,4作为内参基因!

在不同成虫部位中采用4I@! ;!>23和;,4作为内参基因* (结论)为了获取可信的目标基因表达分析结果!建议根据

不同条件选择使用不同的内参基因组合* 本研究结果有利于进一步研究柑橘大实蝇在特定条件下的目标基因表达*
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K>&G:KK"&"FA%>G_E9&A@>K9G?;A@C(D>F#;?@:>F) O>>%A9:F A="E&"#:@""̀E&"@@:>F E9AA"&F@>KA9&H"AH"F"@

?FG"&@E"#:K:"G #>FG:A:>F@! A="#>$%:F9A:>F >K&"K"&"F#"H"F"@:@@?HH"@A"G A>?@"C\?&@A?G_:@#>FG?#:M"

A>:FM"@A:H9A:FHA="A9&H"AH"F""̀E&"@@:>F@:F @?(+&$B?FG"&@E"#:K:"G #>FG:A:>F@C

B51 C&/;8$ @$"#0'"/0$ (+&$B% "FG>H"F>?@&"K"&"F#"H"F"@% "̀E&"@@:>F @A9%:;:A_% H"F""̀E&"@@:>F
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NN柑橘大实蝇 @$"#0'"/0$ (+&$B"8FG"&;":F#是一

种危害严重的寡食性害虫! 主要为害各类柑橘作物

"7;;b>>G /#$)C! )444#! 分布于尼泊尔+印度+巴基

斯坦至中国的广大柑橘生产带 "j9FH9FG T?>!

)44+% !>&J:/#$)C! '((.% !&"b/#$)C! '((.#* 柑橘

大实蝇的大暴发往往造成重大经济损失! 如 '((6
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年在四川旺苍地区的&蛆柑'事件! 严重影响了全国

的柑橘销售! 对柑橘产业造成巨大破坏"TM/#$)C!

'()(#* 因此! 柑橘大实蝇已逐渐引起广泛的重视*

柑橘大实蝇为一化性昆虫! 蛹期长达 . 个月并

在此期间发生专性滞育以越冬! 滞育可能有利于应

对环境压力"!"F;:FH"&! '(('% e>@A9;! '((.#及同步

成虫羽化期与柑橘结果期"j9FH9FG T?>! )44+#*

由于目前仍无通过人为手段打破滞育的理想办法!

因此无法于实验室人工饲养该害虫! 导致了相关研

究的滞后* 然而! 通过揭示滞育机理! 并在此基础

上发掘打破滞育的方法! 能为解决人工饲养的难题

提供帮助! 便于深入开展研究"!>FH/#$)C! '()-#*

实时荧光定量 RDL" ILO3RDL#能快速+高效+

准确地分析基因表达量"P:F<:FH"&! '(('% U?@A:F /#

$)C! '((+% c9F P?:;G"&/#$)C! '((6#! 从而被广泛地

用于研究生物在不同条件下的基因表达差异以揭示

相关分子机理* 鉴于不同样品在L27产量+质量以

及反转录效率上可能存在的差别! 采用 ILO3RDL

时需要选用稳定的内参基因来实现对不同样品中

L27的定量和数据归一化* 因此! 内参基因的选

择对目标基因表达量的分析具有十分重要的意义*

由于&管家基因'在各种细胞中均必不可少! 且在不

同条件下的变异最小! 因而通常被选择作为 ILO3

RDL的内参基因"1?<?X:/#$)C! '(((#*

昆虫在不同处理条件下! 各种&管家基因'的稳

定性往往存在差异"c9F V:";/#$)C! '((4% 1="F /#

$)C! '()(% R>FA>F /#$)C! '())% U9F@9;/#$)C! '()'%

R9:$/#$)C! '()'% 1? /#$)C! '()-% ]?9F /#$)C!

'()*#* 为了明确柑橘大实蝇在不同发育阶段以及

不同部位表达相对稳定的内参基因! 本研究选取了

常用的 )( 种&管家基因'作为候选内参基因并对其

稳定性进行了评估! 其结果有助于准确分析目标基

因的表达量并揭示滞育的相关分子机理*

DE材料与方法

DFDE试虫来源

'()- 年 4 /)( 月于重庆武隆县橘园采集柑橘

大实蝇为害蛆果! 带回实验室解剖后收集低龄幼

虫+部分 - 龄幼虫! 于液氮中保存备用% 同时! 再从

蛆果中收集部分 - 龄幼虫! 置于盛有 + #$厚沙土

的盆中! 使其在室外自然环境中入土化蛹* 随着盆

中虫体发育! 依次收集 ) 日龄蛹+6( 日龄蛹+).( 日

龄蛹+雄成虫+雌成虫! 于液氮中保存备用*

DFGE样品收集

收集于室外自然环境中发育的低龄幼虫+- 龄

幼虫+) 日龄蛹+6( 日龄蛹+).( 日龄蛹+雄成虫+雌

成虫用于分析不同发育阶段候选内参基因的稳定

性% 分别收集雌+雄成虫的头+胸+腹+整体用于分析

成虫不同部位候选内参基因的稳定性* 每个处理重

复 - 次*

DFHE候选内参基因

选择 )( 种&管家基因'作为候选内参基因! 包

括$ 肌动蛋白基因"!-4#+延长因子基因"%=#+甘

油醛3-3磷酸脱氢酶基因";!>23#+谷胱甘肽 13转移

酶基 因 " ;,4#+ 葡 萄 糖3.3磷 酸 脱 氢 酶 基 因

";O>23#+核糖体蛋白 T-' 基因"K>6-'#+琥珀酸

脱氢酶辅酶黄素蛋白亚基基因" ,23!#+转录起始

因子 OQ00!亚基基因 "4!=#+

!

3微管蛋白基因

"4I@#+泛素蛋白基因"I@N#* 从已获取的转录组

数据中筛选出候选内参基因的序列信息! 并使用软

件R&:$"&R&"$:"&.C( 分别对每种候选基因设计多

对引物! 随后通过实时荧光定量 RDL仪绘制每对

引物的溶解曲线与梯度浓度扩增的标准曲线以检测

每对引物的扩增特异性+扩增效率以及标准曲线的

决定系数"K

'

#! 从中选择一对最佳引物"满足无特

异性扩增+扩增效率介于 4+Y h)(+Y之间+K

'

u

(C44等条件#!随后分别对每种候选基因进行实时

荧光定量RDL分析"表 )#*

DFIE总MN"提取及4)N"合成

取约 )(( $H于液氮中保存完好的实验材料!

放入经液氮预冷的研钵中研磨成粉末状! 再将样品

粉末转移至经液氮预冷的离心管中* 使用 O&:<>;试

剂"T:K"O"#=F>;>H:"@公司#提取样品总 L27! 再利

用无L27酶污染的!29@"0"普洛麦格生物技术有

限公司#去除L27样品中存在的少量!27! 获得纯

化的L27* 具体操作方法分别参照两种试剂的说

明书* 最后采用紫外分光光度法与 )C(Y琼脂糖凝

胶电泳检测L27的质量! 保证 L27的纯度+浓度+

完整性* 纯化后的 L27立即使用 R&:$"1#&:EA

Oa

LO

a9@A"&a:̀"R"&K"#AL"9;O:$"#试剂盒"大连宝生物

工程有限公司#进行反转录! 合成#!27* 具体操作

方法参考试剂盒说明书* 每个处理重复 - 次! 合成

的#!27于/'(W中保存备用*

DFKE实时荧光定量.$M

使用 1]ULR&"$:̀8̀ O9I

Oa

00e:A试剂盒"大连

宝生物工程有限公司#对各个样本的 #!27进行实

时荧 光定量RDL反应 *反应体系为' +

"

T!包含
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表 DE内参基因PM!#.$M引物的基本信息

!'A%5DES(9&/?'23&(&97/3?5/8&95(;&>5(&:8/595/5(45>5(58:85;9&/PM!#.$M

基因名称

P"F"F9$"

引物序列"+g/-g#

R&:$"&@"I?"F#"@

扩增长度"%E#

7$E;:#>F @:<"

扩增效率"Y#

7$E;:K:#9A:>F "KK:#:"F#_

标准曲线决定系数"K

'

#

D>"KK:#:"FA>KG"A"&$:F9A:>F :F @A9FG9&G #?&M"@

4!=

Q$ 7D7PO77DPD777O77PDD

L$ DP7DP77PPOPPO777DO7

)4+ )()C4) (C446)

,23!

Q$ 77DDD7ODDD7POPDO7D

L$ OD7D7PDDPOODOD7ODP

4, 46C)4 (C4464

;!>23

Q$ PD777DOPOPPDPOP7OP

L$ PPOPOOPPP7D7DPP77O

)-. )((C.. (C44,+

!-4

Q$ OD7DOD7PDPODPODPO7

L$ 7PDOODODDD77OPOPPD

')6 4.C6. (C446,

;.>23

Q$ PD7ODPDO7D77PP7DOD

L$ DPO77PPO7OPPPDOOD7DO

),- 4,C** (C444'

I@N

Q$ OP7OPDPODD7DP77O7P

L$ DPOOD77O7ODPODD7D7

)+) )()C,6 (C444'

4I@

Q$ DOP77DPDOP7DOO7DPD

L$ P7P7O77DPODDPOPODP

)46 4.C,* (C446*

;,4

Q$ PDO7DDPOOODD7D7OOD

L$ 77DDDOPDD7POODOD7O

))6 )()C'6 (C44,4

%=

Q$ 7POPP7PPPD77POPOOO

L$ DD7O7DDOPPOOOD7PP7O7

).* )(+C-6 (C44)(

K>6-'

Q$ DPOPDD77POPOOPP7OO

L$ OD77OPPOPDP7DP7OPO

)'4 44C.+ (C44,,

1]ULR&"$:̀8̀ 4$P

Oa

00)'C+

"

T!上+下游引物各 )

"

T! #!27样品 )

"

T! 无 L27酶污染 GGV

'

\4C+

"

T* RDL扩增程序设置$ 4*W变性 + @% 然后进行

*( 个循环$ 4*W变性 + @! .(W延伸 -( @% 溶解曲

线$ 从 .+W加热到 4+W! 每隔 (C+W测定一次荧光

信号* 根据荧光定量 RDL仪自动计算得出的每个

反应的DA值! 每个样品重复检测 - 次! 计算得出DA

值的平均值*

DFLE数据统计与分析

每种处理皆设置 - 个生物学重复* 对不同发育

阶段而言! 每个基因共得到 ') 个 DA值用于分析%

对成虫不同部位而言! 每个基因共得到 '* 个 DA值

用于分析* 随后分别利用 U"@Ae""E"&"RK9KK;/#$)C!

'((*#+2>&$Q:FG"&"7FG"&@"F /#$)C! '((*#与H"2>&$

"c9FG"@>$E";"/#$)C! '(('#软件! 并登陆 =AAE$SS

bbbC;">F :̀"C#>$S&"K"&"F#"H"F"CE=E! 利用该网站上

的 !";A9DO"1:;M"&/#$)C! '((.#以及L"KQ:FG"&"n:"

/#$)C! '())#程序对候选内参基因的 DA值进行分

析! 计算出各基因表达的稳定性* U"@Ae""E"&根据

各组样品候选内参基因的 DA值! 对样品进行配对

相关分析! 计算标准差",2#! ,2小于 ) 的内参基

因被认为是稳定表达的基因! ,2越小! 内参基因越

稳定* H"2>&$通过逐步排除最不稳定的候选内参

基因! 计算每个基因的a值! a值越小! 内参基因

越稳定% 此外通过配对差异分析值"c

FSF l)

#来判定

所需内参基因的最适数目! c

FSF l)

的默认值为 (C)+!

计算结果高于该值! 表明需要引入第 F l) 个内参基

因! 反之则不需要* 2>&$Q:FG"&结合组内方差与组

间方差! 计算出稳定值! 稳定值越小! 该内参基因越

稳定* !";A9DA法计算每个候选内参基因与其他基因

DA值差异的标准差",2#! ,2越小! 内参基因越稳

定* 为减少单一软件分析产生的片面性! 本研究最

终采用L"KQ:FG"&程序将上述 * 种方法分析得到的排

名求几何平均值! 得到一个更加可靠的综合排名指

数! 该指数越小! 说明该内参基因越稳定*

GE结果与分析

GFDE候选内参基因在柑橘大实蝇不同虫态及成虫

不同部位的$2值分析

NN在不同虫态及成虫不同部位中! )( 种候选内

参基因经荧光定量 RDL扩增以后均得到 DA值! 且

都处于 )+ h-( 之间* 不同基因 DA值的不同! 表明

候选内参基因的表达量存在差异* 在两种条件下!

!-4! ;!>23与4I@表达量均相对较大! 而其他基

因表达量相对较小"图 )#* 不同候选内参基因在各

条件下的 DA值跨度也存在差异* 在不同虫态中!

4I@的DA值跨度最小"

%

DAp'C,6#! !-4的跨度

最大"

%

DAp,C6+#"图 )$ 7#% 在成虫不同部位中!
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图 )N候选内参基因在柑橘大实蝇不同虫态"7#及

成虫不同部位"U#的DA值箱型图分析

Q:HC)NDAM9;?"9F9;_@:@>K#9FG:G9A"&"K"&"F#"H"F"@:F

M9&:>?@G"M";>E$"FA9;@A9H"@"7# 9FG 9G?;A

%>G_E9&A@"U# >K@$"#0'"/0$ (+&$B

I@N的DA值跨度最小"

%

DAp)C..+#! !-4的跨度

最大"

%

DAp.C.)#"图 )$ U#*

GFDE候选内参基因的稳定性分析

在不同虫态中! !";A9DO和 2>&$Q:FG"&软件分

析显示;!>23! ,23!! 4!=与 K>6-' 表达相对较

稳定% U"@Ae""E"&软件分析显示 I@N! ;,4与 4I@

",2q)#! H"2>&$软件分析显示I@N! ;,4! 4I@与

4!="aq)#符合单内参条件% L"KQ:FG"&软件综合分

析上述结果显示I@N! ;!>23! ;,4与 ,23!稳定性

相对较好"表 '#* H"2>&$分析中的配对差异分析

"c

FSF l)

#值均大于默认值 (C)+"图 '#! 说明各候选内

参基因在该条件下的表达稳定性并不十分理想! 需

要多种内参基因组合使用来分析目标基因的表达*

在不同成虫部位中! !";A9DO和 2>&$Q:FG"&软

件分析显示 4I@! ;!>23! ;,4与 ;O>23表达相

对较稳定% U"@Ae""E"&软件分析显示 I@N! ;,4!

;O>23与 4I@" ,2q)#! H"2>&$软件分析显示

;!>23! 4I@! ;,4! ;O>23! 4!=! I@N与%="a

q)#符合单内参条件% L"KQ:FG"&软件分析显示

4I@! ;!>23! ;,4与 ;O>23稳定性相对较好"表

-#* H"2>&$分析中的c

FSF l)

值均大于 (C)+"图 '#!

说明在该条件下同样需要多种内参基因组合使用来

分析目标基因的表达*

表 GE候选内参基因在柑橘大实蝇各虫态的稳定性排名

!'A%5GEO2'A3%321 /'(03(> &94'(;3;'255(;&>5(&:8/595/5(45>5(589&/<'/3&:8;5<5%&7?5(2'%82'>58&9=$<&'1<8'$ #(%$>

排名

L9FX:FH

!";A9DO U"@Ae""E"& 2>&$Q:FG"& H"2>&$ L"KQ:FG"&

基因

P"F"

,2

基因

P"F"

,2r,DR-

基因

P"F"

稳定值

1A9%:;:A_M9;?"

基因

P"F"

a值

aM9;?"

基因

P"F"

排名指数

L9FX:FH:FG"̀

) ;!>23 )C+- I@N (C66) ,23! (C,** I@NS;,4 (C++* I@N 'C'*

' ,23! )C+* ;,4 (C4.. ;!>23 (C6), / / ;!>23 'C4)

- 4!= )C+, 4I@ (C446 K>6-' (C6'( 4I@ (C6,( ;,4 -C)+

* K>6-' )C+6 4!= )C((4 4!= (C644 4!= (C44, ,23! -C).

+ I@N )C.( K>6-' )C'6. I@N )C(4' K>6-' )C)(+ 4!= -C,-

. 4I@ )C.- ;!>23 )C+'. 4I@ )C)), ;!>23 )C)6+ K>6-' *C).

, ;,4 )C6' ,23! )C6*( ;,4 )C*-( ,23! )C'.4 4I@ *C'*

6 ;O>23 )C4* ;O>23 'C-'( ;O>23 )C+(4 ;O>23 )C*), ;O>23 6C((

4 !-4 'C-. %= 'C*+- !-4 'C(*- !-4 )C.'. !-4 4C'*

)( %= 'C+, !-4 -C(') %= 'C'6( %= )C6)+ %= 4C,*

表 HE候选内参基因在柑橘大实蝇成虫不同部位的稳定性排名

!'A%5HEO2'A3%321 /'(03(> &94'(;3;'255(;&>5(&:8/595/5(45>5(589&/<'/3&:8A&;1 7'/28&9=$<&'1<8'$ #(%$> ';:%28

排名

L9FX:FH

!";A9DO U"@Ae""E"& 2>&$Q:FG"& H"2>&$ L"KQ:FG"&

基因

P"F"

,2

基因

P"F"

,2r,DR-

基因

P"F"

稳定值

1A9%:;:A_M9;?"

基因

P"F"

a值

aM9;?"

基因

P"F"

排名指数

L9FX:FH:FG"̀

) 4I@ (C44 I@N (C*,( ;!>23 (C'(- ;!>23S4I@ (C-6, 4I@ )C.6

' ;!>23 )C() ;,4 (C,,- 4I@ (C''( / / ;!>23 )C,6

- ;,4 )C)' ;O>23 (C6(, ;,4 (C.(4 ;,4 (C+-* ;,4 'C,)

* ;O>23 )C)+ 4I@ (C6*, ;O>23 (C.., ;O>23 (C.-- ;O>23 -C,'

+ 4!= )C'' ;!>23 )C(+4 4!= (C,*- 4!= (C,-6 I@N *C)*

. ,23! )C'- 4!= )C)+* %= (C,6- I@N (C6'6 4!= +C'-

, %= )C*) K>6-' )C*4+ I@N )C'-( %= (C4', %= .C,(

6 I@N )C*- %= )C+-) ,23! )C).. ,23! )C(+' ,23! 6C'*

4 !-4 )C,, ,23! 'C((. !-4 )C.+* !-4 )C)6+ K>6-' 4C)+

)( K>6-' )C6* !-4 'C-** K>6-' )C..6 K>6-' )C-), !-4 4C'*
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图 'N柑橘大实蝇不同虫态及成虫不同

部位最佳内参基因数量的配对差异分析"c

FSF l)

#

Q:HC'NR9:&b:@"M9&:9A:>F 9F9;_@:@"c

FSF l)

# A>G"A"&$:F"

A=">EA:$9;F?$%"&>K&"K"&"F#"H"F"@K>&M9&:>?@

G"M";>E$"FA9;@A9H"@9FG 9G?;A%>G_E9&A@>K@$"#0'"/0$ (+&$B

HE讨论

内参基因对目标基因表达量的分析具有重要的

作用! 对不同物种内参基因的评估报道日益增多*

从已有的报道来看! 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"c9F V:";/#$)C! '((4%

1="F /#$)C! '()(% R>FA>F /#$)C! '())% U9F@9;/#$)C!

'()'% R9:$/#$)C! '()'% 1? /#$)C! '()-% ]?9F /#

$)C! '()*#* 常用的内参基因在某些情况下的表达

可能并不稳定! 如研究烟粉虱目标基因表达时往往

采用常见的 !-4作为内参基因 "T:/#$)C! '())%

T?9F /#$)C! '())#! 而 1?等"'()-#发现烟粉虱!-4

在许多条件下的表达却极不稳定* 因此! 研究某物

种在特定条件下的目标基因表达量时! 必须事先对

内参基因进行评估和选择! 不能在未经验证的情况

下使用常见的内参基因! 否则可能会对分析结果造

成显著影响* 鉴于此! 在分析柑橘大实蝇滞育阶段

的基因表达前! 本研究旨在对不同虫态以及成虫不

同部位的内参基因进行评估*

由于H"2>&$软件的算法建立于一种假设之上!

即两种最理想的内参基因在各种条件下的表达量的

比例大致相似! 因此! 具有共调节现象的候选内参

基因在不同条件下的表达量比值可能相对稳定! 从

而被错误地认定为表达最稳定的内参基因

"c9FG"@>$E";"/#$)C! '(('#* 为尽量避免可能出现

的共调节现象对分析结果的干扰! 本研究选取的 )(

个内参基因分别属于不同的生理途径! 使其相互之

间具有较高的独立性* 此外! 内参基因的丰度也能

影响分析结果! 为保证结果的准确性! 内参基因应

中度表达! DA值应介于 )+ h-( 之间"j9F /#$)C!

'()(% T:;;_/#$)C! '())#* 本研究所选取的 )( 种内

参基因DA值均在该范围以内! 表明其可用于进一

步筛选* 由于采用的算法不同! 各个软件分析得到

的结果存在差异性! 为减少单一软件分析产生的片

面性! 本研究利用 L"KQ:FG"&对其他 * 种软件分析

得到的内参基因稳定性排名求几何平均值! 得到一

个综合排名指数"表 '% 表 -#* 另外! 根据 H"2>&$

使用手册! 当 c

FSF l)

值均大于 (C)+ 时! 可以根据

c

FSF l)

值趋势选择 ' h- 个最稳定的内参基因* 因

此! 结合本研究在不同条件下所得c

FSF l)

值"图 '#!

各自选择 - 个内参基因最为合理* 对不同虫态而

言! 较理想的内参基因为I@N! ;!>23和;,4% 对

不同成虫部位而言! 较理想的内参基因为 4I@!

;!>23和;,4* Tv等"'()*#也对柑橘大实蝇内参

基因进行了评估! 结果显示K>6-' 在不同虫态下表

达最为稳定! 这与本研究结果存在差异! 可能是由

不同的分析方法导致的* 本研究结果有利于进一步

揭示柑橘大实蝇滞育期间的分子机理! 从而为后续

深入研究奠定基础*
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