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Насекомые-вредители являются одной из основных угроз для сельскохозяйствен-
ной деятельности. Традиционно противодействие им осуществляется химическими 
средствами защиты (инсектицидами). Однако в их применении находят множество 
недостатков, основным из которых является токсикологическое воздействие на не-
целевые объекты, снижение биоразнообразия и развитие резистентности у насеко-
мых-вредителей. Для комплексной борьбы с ними необходимо знать особенности 
популяций – их фенотипический и генотипический состав. Сегодня молекулярно-
генетические исследования все чаще используются в оценке стабильности попу-
ляций, особенно методы RT-qPCR. Однако данный метод требует внимательного 
подбора референсных генов. В большинстве исследований обозначаются гены, экс-
прессия которых изменилась в ответ на некоторое воздействие, но практически не 
раскрывается, в отношении каких генов производилась нормализация генов-мише-
ней и проводилась ли предварительная оценка стабильности эталонных генов. Наше 
исследование осуществлялось на Musca domestica. Обладая коротким жизненным 
циклом и высоким репродуктивным потенциалом, комнатная муха часто служит мо-
дельным организмом для изучения популяционных процессов и механизмов инсек-
тицидной устойчивости у насекомых. В настоящее время в научных базах данных 
мало информации о подборе референсных генов для исследования экспрессии ге-
нов указанного объекта. В настоящей работе было протестировано четыре гена-кан-
дидата – RPS18, EF-1, 18S, GAPDH для оценки уровня транскриптов на трех линиях 
модельного организма Musca domestica. Анализ наиболее стабильных эталонных 
генов для 55 образцов проводился в программе RefFinder, которая использует не-
сколько алгоритмов оценки референсных генов: Delta Ct, BestKeeper, NormFinder и 
geNorm. По результатам исследования наиболее надежным признан ген EF-1.
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Insect pests are one of the major threats to agricultural activities. Chemical pesticides  
(insecticides) are commonly used to combat them. However, use of chemical pesticides 
has many disadvantages, the main ones are the toxicological effect on non-target objects, 
a decrease in biodiversity and resistance development in insect pests. A comprehensive 
insect pests control requires the knowledge of the populations features – their pheno-
typic and genotypic composition. Molecular genetic studies are becoming widely used in 
assessing populations stability, especially RT-qPCR methods. This method nevertheless 
needs careful selection of reference genes. Most studies identify genes which expres-
sion has changed in response to some stimulus, but little or no information is given about 
which genes were normalized to the target genes or whether the stability of the reference 
genes was previously assessed. This study was conducted on Musca domestica. With 
a short life cycle and high reproductive potential, the housefly often serves as a model 
organism for studying population processes and studying the mechanisms of insecticide 
resistance in insects. Current scientific databases lack information about the reference 
genes selection for studying the gene expression of the given object. In the study, four 
candidate-genes (RPS18, EF-1, 18S, GAPDH) were tested to assess transcript levels in 
three lines of the model organism Musca domestica. Analysis of the most stable refe- 
rence genes for 55 samples was carried out in the RefFinder program, which uses several 
reference gene evaluation algorithms: Delta Ct, BestKeeper, NormFinder and geNorm. 
According to the study results, the EF-1 gene was found to be the most reliable.

K e y w o rd s: population; gene expression; reference genes; Musca domestica; insecti-
cides; resistance 
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Введение

Насекомые-вредители играют заметную 
роль в жизни человека. Они имеют фитоса-
нитарное, санитарно-эпидемиологическое и 
даже экономическое значение, нанося ущерб 
экономике сельскохозяйственных предприя-
тий – от поедания культур до распространения 
болезней [Замотайлов и др., 2009]. Сущест-
вуют разные подходы для борьбы с вредите-
лями. Так, одним из общепринятых методов 
является использование химических препара-
тов. Однако чрезмерное и неправильное ис-
пользование приводит к развитию резистент-
ности в популяциях вредителей, а также несет 
серьезные экологические риски. К экологи-
ческим рискам использования инсектицидов 
относят токсикологическое воздействие на 
нецелевые организмы [Горбатов и др., 2019].  

Инсектициды наносят значительный ущерб 
окружающей среде и экосистемам, сокращая 
биоразнообразие и уничтожая виды, которые 
являются важными элементами трофических 
сетей [Джумаева и др., 2023]. Также остаточ-
ные вещества могут накапливаться в окружаю-
щей среде, в сельскохозяйственной продукции 
или питьевой воде и негативно воздействовать 
на здоровье человека и животных [Ананьева и 
др., 2021]. Разработка защитных мероприятий 
для прицельной борьбы с вредителями невоз-
можна без знания эколого-генетических харак-
теристик популяций вредителей и понимания 
их взаимодействия с окружающей средой. Учи-
тывая специфику отдельных особей и целых по-
пуляций, внедряя новые знания, борьбу с вре-
дителями можно сделать более эффективной и 
менее затратной, а также безопасной для неце-
левых видов [Оберемок и др., 2015]. 
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В настоящее время для оценки устойчиво-
сти популяций и их адаптивного потенциала 
все чаще используют молекулярно-генетиче-
ские исследования. Особое внимание уделяет-
ся поиску генов и мутаций, ассоциированных с 
развитием резистентности в популяциях насе-
комых-вредителей [Menozzi et al., 2004; Riveron 
et al., 2014; Boaventura et al., 2020]. Большинст-
во исследований основано на использовании 
разных подходов для изучения связей между 
фенотипом и генотипом. Анализ относитель-
ной экспрессии генов очень важен во многих 
областях биологических исследований. Пони-
мание характера экспрессии генов обеспечи-
вает наибольшую вероятность идентификации 
генов, связанных с новыми биологическими 
процессами, а также предоставляет возмож-
ность изучения сложных регуляторных сетей  
[Segal et al., 2003]. Полимеразная цепная ре-
акция в реальном времени (RT-qPCR) широко 
используется сегодня для изучения и оценки 
уровня транскриптов, и для надежной коли-
чественной оценки важно правильно выбрать 
эталонные гены. Эталонные гены, их также на-
зывают референсные или гены домашнего хо-
зяйства, включают в себя гены со стабильной и 
высокой экспрессией в разных эксперименталь-
ных условиях (разные группы, стадии развития, 
тип ткани и действие внешних стимулов). Наи-
более часто используют гены β-актина (АСТВ), 
18S рРНК (18S), фактора элонгации 1 (EF1),  
тубулин (TUB) и глицеральдегид-3-фосфатде- 
гидрогеназы (GAPDH) [Thellin et al., 1999; Zhong 
et al., 2013]. Однако экспрессия эталонных генов 
не всегда стабильна и может изменяться в зави-
симости от метода отбора проб или условий, что 
может быть причиной неверной интерпретации 
результатов и невозможности воспроизводимо-
сти экспериментов [Zhou et al., 2013].

Комнатная мухa – Musca domestica Linnaeus, 
1758 (Diptera: Muscidae) обладает коротким 
жизненным циклом и высоким репродуктивным 
потенциалом, реализуемым в лабораторных 
условиях, что делает ее удобным модельным 
объектом для изучения различных генетиче-
ских и популяционных процессов [Никоноров, 
Беньковская, 2013]. Также данный объект ча-
сто используется для изучения молекулярно-
генетических основ развития резистентности 
к инсектицидам. Помимо прочего она име-
ет медицинское, санитарное и ветеринарное 
значение, так как является механическим пе-
реносчиком более 300 видов опасных возбу-
дителей инфекций человека и животных, таких 
как амебная дизентерия, брюшной тиф, глист-
ные и риккетсиозные инфекции и прочее [Hus-
sam, 2015; Hassan et al., 2022; Olagunju, 2022;  

Otu-Bassey et al., 2022; Monyama et al., 2022; 
Nayduch et al., 2023]. Поэтому контроль числен-
ности популяции данного вида имеет важное 
практическое значение. На сегодняшний день 
очень мало информации об отборе и стабиль-
ности референсных генов для M. domestica.  
С целью обнаружения стабильно экспрессиру-
ющихся референсных генов нами были проана-
лизированы три различных линии M. domestica –  
две лабораторные линии и одна селективная.

Материалы и методы

Объектом исследования служили 10-днев-
ные пупарии комнатной мухи Musca domestica 
двух лабораторных линий Lab TY и Lab UF, не 
подвергавшихся воздействию инсектицидами, 
и линии NikR_Cl. Линия Lab TY была получена 
из Новосибирского аграрного университета в 
2009 году, линия Lab UF – из лаборатории био- 
химии адаптивности насекомых Института  
биохимии и генетики УФИЦ РАН в 2023 году. 
Линия NikR_Cl была получена нами из природ-
ной популяции Nik путем селекции инсектици-
дом (Пирафен КЭ, д. в. хлорфенапир, 360 г/л).  
Особи всех линий содержались в боксах с под-
держанием постоянной температуры 27 ± 1 °С 
и относительной влажности воздуха 50 ± 5 %. 
В исследовании использовали тотальную РНК 
(тотРНК), выделенную из 24 особей Lab TY,  
19 особей Lab UF и 12 особей NikR_CL. 

Тотальную РНК выделяли с помощью микро-
колонок HiPure Total RNA Kit (Magen, Китай), 
дополнительно обрабатывая ДНКазой I. Коли-
чество и качество тотРНК оценивали спектро-
фотометрически на приборе Nano-500 Allsheng 
(Китай) по соотношению оптической плотно-
сти при длине волн 260/280 нм (коэффициент 
поглощения 1,9–2,1). Целостность фракций 
тотРНК проверяли в 1% агарозном гель-элек-
трофорезе (рис. 1). Первую цепь кДНК синте-
зировали с помощью набора MMLV RT (Evrogen, 
Россия) согласно инструкции производите-
ля. Праймеры были разработаны с использо-
ванием программного обеспечения Primer3  
в сочетании с Beacon designer 5.0. ПЦР в ре-
альном времени проводили, используя смесь 
BioMaster HS-qPCR SYBR Blue (Biolabmix, Рос-
сия), на амплификаторах iQ5 (Bio-Rad, США) и 
Gentier 96E (TianLong, Китай). Каждую реакцию 
проводили не менее чем в двух повторах, для 
исключения загрязнения реагентов исполь-
зовали нематричный контроль и негативный 
контроль. Стандартную кривую строили для 
каждого отобранного гена M. domestica с ис-
пользованием 10-кратных серийных разведе-
ний объединенной кДНК.
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Проверка специфичности праймеров для 
RT-qPCR проводилась в несколько этапов: 

1. Выравнивание последовательности прай-
мера в BLAST NCBI; 

2. Анализ кривых плавления продукта ПЦР 
(рис. 2); 

3. Электрофорез продуктов ПЦР в 6% 
ПААГ-геле. 

Условия амплификации были одинаковы 
для каждого праймера: на первом этапе пре-
инкубация при 95 °C в течение 5 минут, далее  
35 циклов денатурация по 1 минуте при 95 °C, 
отжиг 20 секунд при 58 °C и элонгация 20 се-
кунд при 72 °C.

Статистическую обработку данных и ран-
жирование по коэффициенту нормализации 
проводили в программе RefFinder по необ- 
работанным значениям пороговых циклов 
(Ct). Анализ кривых плавления продукта ПЦР 
выполняли с помощью стандартного ПО ам-
плификатора Gentier 96E (рис. 2). Значения 
Ct рассчитаны стандартным ПО амплифи-
каторов при значении пороговой линии 50.  

Результаты представлены в виде Box-plot с обо-
значением медиан, верхнего и нижнего квар-
тилей, а также усов, обозначающих минимум и 
максимум. Построение графика делали при по-
мощи программного обеспечения Python 3.11.

Результаты и обсуждение

Кандидаты в референсные гены отбира-
лись по двум критериям: 1) наибольшая часто-
та использования в аналогичных исследова-
ниях и 2) разница в функциональном классе. 
Были выбраны гены 18SРНК, 18S (GeneBank: 
1135100218) – цитозольная малая рибосо-
мальная субъединица; GAPDH, (GenBank: 
DQ386609.1) – глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа, оксидоредуктаза в гликолизе и 
глюконеогенезе; рибосомальный протеин S18, 
RPS18 (GeneBank: KC424479.1) – компонент 
40S субъединицы рибосомы и фактор элонга-
ции 1, EF-1 (GeneBank: GQ465788.1) – катализ 
GTP-зависимого связывания аминоацил-тРНК 
и рибосомы (табл.).

Рис. 1. Электрофореграмма образцов после одновременного выделения 
геномной ДНК и суммарной РНК, 1% агарозный гель: 
1–3 – разные образцы выделенной ДНК; 4–6 – выделенная РНК из этих же образцов

Fig. 1. Electrophoregram of samples after simultaneous isolation of genomic DNA 
and total RNA, 1% agarose gel: 
1–3 – different samples of isolated DNA; 4–6 – isolated RNA from the same samples
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Значения Сt, отражающие уровень экспрес-
сии выбранных для исследования референс-
ных генов, варьировали от 14 до 27 циклов  
(рис. 3). Для RPS18 были характерны самые низ-
кие значения пороговых циклов Ct (от 14,855), 
что говорит о наиболее высоком уровне транс-
криптов. Экспрессия гена 18S характеризова-
лась поздними пороговыми циклами (> 25 Ct) 
и, следовательно, низким уровнем экспрессии, 
что не соответствует критериям для эталонных 
генов. Ранжирование по коэффициенту норма-
лизации проводили в программе RefFinder, ко-
торая использует несколько алгоритмов оцен-
ки референсных генов: Delta Ct, BestKeeper, 
NormFinder и geNorm. На основе рейтингов 

каждой программы присваивается соответст-
вующий вес отдельному гену и рассчитывается 
среднее геометрическое их весов для общего 
итогового рейтинга.

Анализ Delta Ct представляет собой ме-
тод, при котором происходит сравнение отно-
сительной экспрессии «пар генов» в каждом 
образце. Принимая во внимание все гены и 
сравнивая все возможные комбинации генов, 
формируется закономерность, согласно ко-
торой гены имеют тенденцию ассоциировать-
ся либо с повышенным, либо с пониженным 
уровнем отклонения ΔCt и, следовательно, с 
увеличением или со снижением уровня вариа-
бельности экспрессии генов [Silver et al., 2006].  

Рис. 2. Кривые плавления продуктов RT-qPCR (TianLong, Китай)

Fig. 2. Melting curves of RT-qPCR products (TianLong, China)

Эталонные гены-кандидаты, оцененные в этом исследовании

Reference candidate genes evaluated in this study

Символ гена
Gene symbol

Название гена
Gene name

Последовательность праймера (5`→ 3`) 
прямой/обратный

Primer sequence (5`→ 3`) forward/reverse
Tm

Длина ампликона (bp)
Amplicon size (bp)

RPS18
Рибосомальный белок s18

Ribosomal proteins18
ATCGTCACCATCATCTCCAAC
TTCTTCAAGCGTTCCAAATCG

59 149

EF -1
Фактор элонгации

Elongation factor
TAAGGAAGGTAACGCTGAAGG

CAAGGGCAAACGCAAAGG
59      9

18S
18S рибосомальная РНК

18S ribosomal RNA
CTACAACGATGATGAAGCCAAG
ACCAGAACCACAGCCAATATC

59.2 145

GAPDH

Глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

GTCATCATCTCCGCTCCATC
GTCTGGCTTGTAGGCATCC

57.4    85
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При соблюдении показателя меры стабильно-
сти экспрессии (М) не более 1,5 ген считает-
ся стабильным. В анализе этот показатель не 
выполнялся для двух генов: GAPDH (M = 1,94)  
и RPS18 (M = 1,583) во всех трех популяциях 
(Lab TY, Lab UF и NikR_CL). EF-1 демонстрировал 
наиболее стабильную экспрессию (M = 1,293) 
по отношению к остальным генам-кандидатам. 

Анализ BestKeeper также оценивает взаи- 
мосвязи между возможными парами эталон-
ных генов, проводя многократный анализ кор-
реляций с использованием исходных значений 
Ct для каждого гена. BestKeeper присваивает 
собственный индекс, основанный на среднем 
геометрическом значении Ct всех потенциаль-
ных референсных генов, а также считает коэф-
фициент вариации (CV) и стандартное откло-
нение (SD) каждого гена-кандидата на основе 
всех значений Ct. Алгоритм считает наиболее 
стабильными генами те, в которых был наи-
меньший коэффициент вариации и стандарт-
ного отклонения (CV+SD). Гены со стандартным 
отклонением выше 1 рекомендуется отбрасы-
вать [Pfaffl et al., 2004]. Учитывая данные пока-
затели, алгоритм BestKeeper ранжировал гены-
кандидаты в следующем порядке: 18S (0,721), 
EF-1 (0,993), RPS18 (1,166), GAPDH (1,206), где 
18S наиболее стабильный ген. 

Анализ NormFinder основан на математиче-
ской модели, которая автоматически вычисляет  

значение стабильности для всех генов – канди-
датов на нормализацию, протестированных на 
наборе образцов, содержащем любое количест-
во образцов, организованных в любое заданное 
количество групп. Более стабильные гены долж-
ны иметь более низкое среднее значение М  
[Andersen et al., 2004]. NormFinder ранжиро-
вал гены от наиболее стабильно экспресси-
рующихся к наименее в следующем поряд-
ке: EF-1 (M = 0,185) > 18S (M = 0,81) > RPS18  
(M = 1,216) > GAPDH (M = 1,757). 

Анализ geNorm основан на том принципе, 
что соотношение экспрессии двух идеальных 
генов внутреннего контроля идентично во всех 
образцах, независимо от экспериментальных 
условий или типа клеток. Таким образом, из-
менение коэффициентов экспрессии двух ре-
альных генов «домашнего хозяйства» отражает 
тот факт, что один (или оба) гена не экспрес-
сируются (экспрессируются) постоянно, при 
этом увеличение вариации соотношения соот-
ветствует снижению стабильности экспрессии. 
Для каждого контрольного гена определяется 
парная вариация со всеми другими контроль-
ными генами как стандартное отклонение ло-
гарифмически преобразованных коэффици-
ентов экспрессии и определяется показатель 
стабильности внутреннего контрольного гена M  
как средняя парная вариация конкретного 
гена со всеми другими контрольными генами.  

Рис. 3. Значения Ct референсных генов

Fig. 3. Ct values of reference genes
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Гены с наименьшими значениями M имеют 
наиболее стабильную экспрессию. Предпо-
лагается, что контрольные гены не регулиру-
ются совместно, а следовательно, поэтапное 
исключение гена с самым высоким значени-
ем M приводит к комбинации двух консти-
тутивно экспрессируемых генов домашне-
го хозяйства, которые имеют наиболее ста-
бильную экспрессию в тестируемых образцах 
[Vandesompele et al., 2002]. Ранжирование ге-
нов-кандидатов по значению М привело к сле-
дующим результатам: 18S | EF-1 (M = 1,056) 
> RPS18 (M = 1,19) > GAPDH (M = 1,565), где 
гены 18S и EF-1 являются наиболее стабильно 
экспрессирующимися. 

Результаты всех четырех алгоритмов не-
сколько отличались между собой, а ранжиро-
вание по итоговому баллу всех алгоритмов в 
программе RefFinder представило следующий 
рейтинг: EF-1 (M = 1,189) > 18S (M = 1,414) > 
RPS18 (M = 3) > GAPDH (M = 4), где EF-1 – наи- 
более стабильный ген для всех трех иссле- 
дуемых популяций M. domestica, а GAPDH – 
наименее стабильный (рис. 4).

В 2000 году Судзуки с соавторами показали, 
что в исследованиях по оценке уровня экспрес-
сии генов, результаты которых опубликованы 
во влиятельных журналах, использовали один 
ген домашнего хозяйства, и это до сих пор яв-
ляется обычной практикой [Suzuki et al., 2000]. 

Однако совершенно очевидно, что многие из 
этих контрольных генов могут демонстриро-
вать значительную вариабельность экспрессии 
в зависимости от ткани, возраста объекта, экс-
периментальных условий и т. д. [Zhong, Simons, 
1999; Deindl et al., 2002; Radonić et al., 2004]. 
Поэтому соответствующая проверка генов до-
машнего хозяйства в любой новой эксперимен-
тальной системе имеет решающее значение 
и использование более одного референсного 
гена приведет к более точным и воспроизводи-
мым результатам в дальнейшем.

Заключение

В нашем исследовании с использованием 
нескольких алгоритмов наиболее стабильно 
экспрессирующимися генами признаны EF-1 и 
18S. Однако 18S, несмотря на то, что экспрес-
сируется с минимальной вариабельностью в 
разных группах, демонстрирует достаточно 
низкую экспрессию (> 25 Ct), что делает его 
неподходящим кандидатом для дальнейших 
исследований. RPS18 был исключен алгорит-
мами Delta Ct и BestKeeper, что наводит на 
сомнения в дальнейшем его использовании в 
качестве референсного гена. GAPDH проде-
монстрировал наибольшую вариабельность 
экспрессии для всех четырех алгоритмов 
(Delta Ct, BestKeeper, NormFinder и geNorm), 

Рис. 4. Ранжирование референсных генов по комплексному рейтингу программы RefFinder (скрин-
шот программы RefFinder): слева наиболее стабильные гены, справа наименее стабильные гены 

Fig. 4. Ranking of the reference genes by comprehensive ranking of the RefFinder program (screenshot of 
the RefFinder program): the most stable genes are shown on the left, the least stable genes – on the right
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что делает его использование в качестве рефе-
ренсного гена невозможным. В результате мы 
можем использовать только один из рассмо-
тренных эталонных генов – EF-1, что является 
недостаточным. Поэтому необходимо расши-
рять исследование и изучать другие гены-кан-
дидаты, например тубулин, b-актин и др.

Качественные исследования генетических и 
эпигенетических механизмов приспособления 
позволят более точно оценить устойчивость по-
пуляционных генофондов и спрогнозировать на-
правление эволюционных процессов. Опираясь 
на эти знания, можно разработать более точные 
стратегии по борьбе с вредителями, а значит, 
свести к минимуму экологические риски. 

Авторы выражают благодарность коллек-
тиву лаборатории генетики Института биоло-
гии КарНЦ РАН за возможность проведения 
научной стажировки, обучения и выполнения 
части исследовательской работы на базе ЦКП  
КарНЦ РАН.
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