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意大利蝗 Calliptamus italicus 卵巢基因表达

RT-qPCR 定量内参基因的筛选* 
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乌鲁木齐 830054；2. 新疆玛纳斯县蝗虫鼠害预测预报防治站，玛纳斯 832200） 

摘  要  【目的】 意大利蝗 Calliptamus italicus 是新疆草原重要害虫，研究其繁殖相关基因的生物学功

能，对于害虫防控靶标筛选具有重要意义。为研究意大利蝗雌虫卵巢发育过程中功能基因的表达动态及调

控功能，首先要选择适合的内参基因，以确保 RT-qPCR 定量结果的准确性。【方法】 选择 β-actin、EF1-a、

β-tubulin、α-tubulin、GAPDH、SDHA、GST、RPL32 和 TBP 为候选内参基因，采用 RT-qPCR 技术检测其

在意大利蝗卵巢发育过程中的表达水平，通过 GeNorm、 NormFinder、BestKeeper 和 RefFinder 评估其表

达稳定性。以 Hex2、VgR、Sox9a 和 Cyp6bg10 为目标基因，验证候选基因在不同发育阶段卵巢组织中的

表达稳定性。【结果】 GeNorm、NormFinder 和 BestKeepe 分析结果表明，β-tubulin、RPL32、GAPDH、

EF1-α 基因均表现出良好的稳定性。通过 GeNorm 判断配对变异值确定的内参基因最佳数目，结合

RefFinder 软件综合分析，表明意大利蝗卵巢发育过程中最优内参组合为 RPL32 和 EF1-α。【结论】 本研

究获得意大利蝗卵巢发育过程中表达最稳定的内参基因组合，可用于后续的基因表达定量研究。 

关键词  意大利蝗；内参基因；表达稳定性；卵巢发育；实时荧光定量 PCR 

Selection of reference genes for RT-qPCR of ovarian gene expression 
in Calliptamus italicus (Orthopera: Acrididae) 

XU Ya-Li1**  DONG Bin1  DING Guo-Chan2  SANG Di1  JI Rong1  WANG Han1*** 

(1. International Research Center for the Collaborative Containment of Cross-Border Pests in Central Asia, Xinjiang Key Laboratory of 

Special Species Conservation and Regulatory Biology, College of Life Sciences, Xinjiang Normal University, Urumqi 830054, China; 

2. Manasi Station of Forecast and Control on Locusts and Rodents, Manasi 832200, China) 

Abstract  [Objectives]  To identify stable reference genes for RT-qPCR investigation of the expression and regulatory 

functions of genes related to ovarian development of Calliptamus italicus (L.), an important pest in Xinjiang’s grasslands. 

[Methods]  Nine genes including β-actin, EF1-a, β-tubulin, α-tubulin, GAPDH, SDHA, GST, RPL32 and TBP, were selected 

as candidate reference genes. The expression levels of these genes were detected with quantitative real-time PCR and their 

stability of expression evaluated with GeNorm, NormFinder, BestKeeper, and RefFinder. Their stability in different tissues and 

developmental stages was verified using Hex2, VgR, Sox9a and Cyp6bg10 as the target gene. [Results]  β-tubulin, RPL32, 

GAPDH and EF1-α were the most stable genes. Based on comprehensive analysis using GeNorm and RefFinder, the best 

combination of reference genes for the oocytes of different developmental stages was RPL32 and EF1-α. [Conclusion]  The 

most stable genes identified in this study could be suitable reference genes for analyzing gene expression in C. italicus. 

Key words  Calliptamus italicus; reference gene; expression stability; ovarian development; RT-qPCR 
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实时荧光定量 PCR（Quantitative Real-time 

PCR，RT-qPCR）能够准确检测目的基因的表达，

具有灵敏度高、特异性强和重复性好等优点，已

成为基因表达定量研究最常用的方法之一（Zhao 

et al.，2019）。在 RT-qPCR 过程中，为了对样品

之间的差异进行校准，确保定量的准确性，需要

使用合适的内参基因（Zhao et al.，2019；杨超

霞等，2021）。 

持家基因（House-keeping genes）表达产物

通常是维持细胞基本结构和功能的主要成分，具

有高度保守性，在不同实验条件下均能稳定表

达，因此常作为内参基因（Zhao et al.，2019；

段云等，2021；魏笑佳等，2021）。在昆虫基因

功能研究中，常用的内参基因有：β-肌动蛋白

（β-actin）、延长因子 1-α（EF1-α）、核糖体蛋白

L10（RPL10）、琥珀酸脱氢酶复合体 A 亚基

（SDHA）、α-微管蛋白（α-tubulin）、TATA 框结

合蛋白基因（TBP）、甘油醛-3-磷酸酯（GAPDH）、

核糖体蛋白 S18（RPS18）、18S 核糖体 RNA（18S 

rRNA）和 28S 核糖体 RNA（28S rRNA）等（Bai 

et al.，2020；Li et al.，2020）。然而，研究表明，

没有基因能够在复杂的实验条件下始终维持恒

定表达（Zhang et al.，2018；Luo et al.，2019）。

由于内参基因的表达波动，导致在检测目的基因

表达水平时产生一定误差，甚至得出错误结论

（Liang et al.，2014）。因此，有必要在不同实验

条件下对内参基因进行检测和筛选，以确保其表

达水平的稳定性，从而获得准确的试验结论。 

意大利蝗 Calliptamus italicus 是新疆主要优

势蝗虫，每年给新疆农牧业经济带来严重损失。

近年来，从分子生物学水平研究害虫生长繁殖相

关基因的生物学功能，为害虫繁殖机制研究及防

控靶标筛选提供理论和数据基础，已成为害虫防

控领域研究热点，具有非常重要的意义（Liu et al.，

2019）。其中，卵巢的发育成熟决定雌虫的繁殖

力，对种群繁衍至关重要。为研究卵巢不同发育

阶段中功能基因的表达动态及调控功能，首先要

选择适合的内参基因，以确保表达定量结果的准

确性。本研究选择 β-actin、EF1-a、β-tubulin、

α-tubulin、GAPDH、SDHA、GST、RPL32 和 TBP 

9 个候选内参基因，利用 GeNorm（Vandesompele 

et al.，2002）、NormFinder（Andersen et al.，2004）

及 BestKeeper（Pfaffl et al.，2004）等统计软件

及在线软件 RefFinder（http://www.ciidirsinaloa. 

com.mx/RefFinder-master/），评价其在意大利蝗

雌虫不同发育阶段卵巢组织中的表达稳定性；根

据前期获得的意大利蝗转录组数据库，筛选表达

丰度较高的储存蛋白（Hex2）和卵黄原蛋白受体

（VgR）、表达丰度较低的 Sry 相关基因（Sox9a）

和细胞色素 P450 单加氧酶（Cyp6bg10）为目的

基因，对筛选的内参基因进行验证。研究结果可

为意大利蝗内参基因的筛选提供数据资料，为后

续功能基因的表达分析及卵巢发育机制的深入

研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  蝗虫的采集和饲养 

于新疆昌吉回族自治州玛纳斯县（43°54′N，

86°21′E，海拔 1 310 m）采集意大利蝗蝗蝻，饲

养于 1 m×1 m×1 m 养虫笼中，以新鲜冷蒿和苜

蓿饲喂至成虫。待成虫羽化后，采集 1-25 日龄

雌虫卵巢组织，置于 RNA-free 的冻存管中，立

即加入 RNAstore Reagent（天根生化科技有限公

司），﹣80 ℃保存备用。 

1.2  总 RNA 的提取及 cDNA 的第一链合成 

Trizol 法（Invitrogen）提取卵巢组织总 RNA，

NanoDrop2000（Thermo Fisher，USA）检测总

RNA 纯度及浓度，1%琼脂糖凝胶电泳检测总

RNA 完整性。PrimeScriptTM RT Reagent Kit with 

gDNA Eraser（TaKaRa，Japan）去除可能的 gDNA

污染，合成 cDNA第一链，20 μL反应体系中RNA

定量至 1 mg，﹣20 ℃保存备用。 

1.3  引物设计及标准曲线建立 

选取 β-actin、EF1-a、β-tubulin、α-tubulin、

GAPDH、SDHA、GST、RPL32 和 TBP 9 个候选

内参基因，根据前期已获得的基因全长序列信息

（NCBI 登录号分别为：MN970013、MN970014、

MN970015、MN970016、MN970017、MN970018、
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MN970019、MN970020 和 MT328398，数据未

发表），利用 Primer Premier 5.0 设计荧光定量引

物（表 1），由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。对 1.2 中提取的卵巢 cDNA 样品进行

梯度稀释，RT-qPCR 检测 9 个候选内参基因的

Cq 值，绘制标准曲线，计算扩增效率（E）及相

关系数（R2），计算方程为 E（100%）=（10（﹣1/slope）

﹣1）×100。每个梯度设置 3 次重复。 
 

表 1  RT-qPCR 引物 

Table 1  The primers used for RT-qPCR 

基因 

Genes 

引物序列（5′-3′） 

Primer sequences (5′-3′) 

产物大小（bp）

Product size (bp)

扩增效率（%）

Amplification 
efficiency (%) 

R2 

β-actin F：ACACCGTCCCCATCTATGAAGG 

R：TCAGCGGTAGTCGTGAAGCTG 

109 106 1.00 

EF1-α F：GCCACTCGGTGTGAACAAAATGG 

R：CTTATTCCCTCAGCCTTTCCTTCC 

237 98 0.99 

β-tubulin F：CGCCAATTAGCCGTGAACATGGT 

R：TCGAGCATCTGCTCATCCACTTC 

245 99 0.98 

α-tubulin F：GTCCACGCCATGGAAAGTACATGGC 

R：CTCCATTCCTTCTCCNACRTACC 

327 92 0.99 

GAPDH F：GTGGAGTCAACTGGAGTBTTCAC 

R：AATATCCTCGACCRTCACGCC 

320 92 0.99 

SDHA F：CCCTTCGTACTGGTGGAATGG 

R：GCCAAGTCCTCGTGCAGTTCAT 

172 100 0.99 

GST F：GCGGCTCAGATTGATATGGC 

R：CCTGCTGCAAGATAACCTCC 

187 98 0.99 

RPL32 F：TAAGGGCCAGTACCTGATGCC 

R：CCAACGTGCGGTTCTGCATC 

150 102 1.00 

TBP F：CGGTGCCACACCTGAAATAGAC 

R：GCCAGCTTACCAGAAGACCAC 

185 106 0.97 

  

1.4  候选内参基因表达稳定性分析 

以雌虫羽化后1-25 d的卵巢组织 cDNA为模

板，在 LightCycler® 96 定量 RCR 仪（Roche，

USA）上，采用 TB Green Premix Ex Taq Ⅱ

（TaKaRa，Japan）进行荧光定量 PCR，检测候

选内参基因相对表达量。反应体系为 15 μL：

7.5 μL 2×SYBR mix，上下游引物各 0.6 μL，cDNA 

1.5 μL，dd H2O 4.8 μL。反应程序：95 ℃，2 min；

95 ℃，30 s，54-62 ℃，30 s，72 ℃，15 s，40

个循环；60-95 ℃，6 s，收集荧光信号绘制产物

溶解曲线，判断引物特异性。每个日龄检测 3 个

样品，每个样品测定 3 次，灭菌双蒸水为阴性对

照。反应结束后采集 Cq 值，GeNorm、NormFinder

和 BestKeeper 等方法评价表达稳定性，最后利

用在线软件 RefFinder（http://www.ciidirsinaloa. 

com.mx/RefFinder-master/）进行综合排名。 

1.5  内参基因稳定性的验证 

以雌虫羽化后1-25 d的卵巢组织 cDNA为模

板，分别以 RPL32/EF1-α、β-tubulin、α-tubulin

和 GST 为内参基因，检测目的基因 Hex2、VgR、

Sox9a 和 Cyp6bg10 相对表达量。Hex2 上游引物：

TCACTGTCGCTGTGCTGC，下游引物：GTC-

GTATGCCTTCTGGATG（Zhang et al.，2016）；

VgR 上游引物：TCACTGTCGCTGTGCTGC，下

游引物：GTCGTATGCCTTCTGGATG（Xiang 

et al.，2019）；Sox9a 上游引物：TAGTATCCG-

CAGCTGCACAACG，下游引物：CTTATGTC-

ATCGCGGCTGGTAC；Cyp6bg10 上游引物：
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TTAGACCCGGAACGCTTTACGG，下游引物：

TGGCGCTGAAGACGAACTTAG。RT-qPCR 反

应体系及反应程序同 1.4。每个日龄检测 3 个样

品，每个样品测定 3 次，灭菌双蒸水为阴性对照。

反应结束后采集 Cq 值，采用 2﹣ΔΔCt 法计算 Hex2

相对表达量，Origin2018 统计软件进行多因素方

差分析（ANOVA），结合最小显著差数法（LSD），

分析不同内参基因条件下 Hex2、VgR、Sox9a 和

Cyp6bg10 相对表达量的差异显著性（P<0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  候选基因引物特异性分析  

根据候选基因全长设计 RT-qPCR 特异性引

物，扩增后得到明显的单一条带，产物大小与预

期大小一致，无非特异性扩增产物（图 1），且

各基因溶解曲线均为单峰，无非特异性扩增（图

2），表明引物特异性良好。各候选内参基因扩增

效率范围在 98%-102%之间，线性相关系数 R2

范围在 0.97-1.00，具有较好的线性关系，可以进

行 RT-qPCR 定量实验（表 1）。 
 

 
 

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 

M：分子量 Maker D2000；1-9：分别为内参基因 β-actin、

EF1-a、SDHA、β-tubulin、RPL32、GST、TBP、 

GAPDH 和 α-tubulin。 

M: D2000 DNA marker; 1-9: β-actin, EF1-a, SDHA, 
β-tubulin, RPL32, GST, TBP, GAPDH and α-tubulin. 

 

 
 

图 2  候选内参基因的溶解曲线 

Fig. 2  Melting curves of candidate reference genes 
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2.2  候选基因表达分析 

内参基因的表达丰度和 Cq 值变异大小是筛

选的重要指标。9 个候选内参基因在意大利蝗雌

虫卵巢发育过程中的 Cq 值在 17.31-26.35 之间

（图 3），其中表达丰度较高的内参基因为

GAPDH 、 RPL32 、 EF1-α、 GST 、 β-actin 和

β-tubulin，表达丰度较低的为 TBP、SDHA 和

α-tubulin。GST、SDHA 和 α-tubulin 基因在不同

发育阶段组织间表达差异最大，而 β-tubulin 和

RPL32 的表达差异最小。 
 

 
 

图 3  卵巢不同发育阶段下候选内参基因的表达水平 
Fig. 3  Expression profiles of candidate reference genes 

at different developmental stages of ovary 

候选内参基因表达水平以 Cq 值表示。箱型上下线分别代

表上下四分位数，中垂线的上下限分别表示最大值和最

小值，中线表示中位数。 

The expression levels of candidate reference genes are 
shown as Cq values. The upper and lower edges of the 

boxes represents the 75th and 25th percentiles, respectively. 
Whiskers represent the minimum and maximum Cq values, 

the line in the box represents the median. 

  

2.3  稳定性分析 

2.3.1  GeNorm 和 NormFinder 分析   使用

GeNorm 计算各候选内参基因的表达稳定性

（M），M 值越低其表达稳定性越高。在意大利

蝗雌虫卵巢发育过程中，RPL32 和 β-tubulin 基

因的 M 值最低，为 0.753，是表达最稳定的基因，

而 GST 基因的 M 值最高，为 1.639，是表达最不

稳定的基因（图 4：A）。各候选内参基因表达稳

定性由高到低依次为 RPL32=β-tubulin＞EF1-α＞

GAPDH＞ TBP＞ β-actin＞ SDHA＞ α-tubulin＞

GST。使用 NormFinder 计算各候选内参基因的

稳定性值（SV），SV 值越低其表达稳定性越高。

在意大利蝗雌虫卵巢发育过程中，EF1-α基因的

SV 值最低，为 0.560，是表达最稳定的基因。而

GST 基因的 SV 值最高，为 1.694，是表达最不稳

定的基因（图 4：B）。各候选内参基因表达稳定

性从高到低依次为 EF1-α＞RPL32＞GAPDH＞

β-tubulin＞TBP＞β-actin＞α-tubulin＞SDHA＞

GST。 
 

 
 

图 4  候选内参基因表达稳定性的 

GeNorm（A）和 NormFinder（B）分析 

Fig. 4  Expression stability of candidate reference 
genes analyzed by GeNorm (A) and NormFinder (B) 

值越小表示表达式越稳定。 

A lower value indicates more stable expression. 
 

2.3.2  BestKeeper 分析  使用 BestKeeper 计算

各候选内参基因的标准差（SD）、变异系数（CV）

和相关系数（r），SD 值和 CV 值越低、r 值越大，
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其表达稳定性越高（表 2）。α-tubulin、GST、SDHA、

TBP 和 β-actin 的 SD 值均大于 1，表明其稳定性

较差，不适合作为意大利蝗不同发育阶段卵巢组

织的内参基因。其他 4 个候选内参基因 SD 值由

小到大依次为：β-tubulin＜RPL32＜GAPDH＜

EF1-α。CV 值由小到大依次为：β-tubulin＜

RPL32＜EF1-α＜GAPDH。r 值由大到小依次为：

EF1-α＜GAPDH＜RPL32＜β-tubulin。β-tubulin、

RPL32、GAPDH 和 EF1-α的 P＜0.05，表明这 4

个基因均可以作为协同基因与其他基因一起组

合应用。 

2.3.3  RefFinder 综 合 分 析   GeNorm 、

NormFinder 和 BestKeeper 3 种方法分析稳定性

的结果基本一致，即 β-tubulin、RPL32、GAPDH

和 EF1-α基因均表现出良好的稳定性，但具体排

名略有差异，因此利用 RefFinder 进行综合分析，

得到的内参基因稳定性排名为 RPL32＜EF1-α＜

β-tubulin＜GAPDH（表 3）。 

 
表 2  候选内参基因表达稳定性的 BestKeeper 分析 

Table 2  Stability analysis of the candidate reference genes by BestKeeper 

基因 
Genes 

N 
几何平均数 
Geometric 
mean [Cq] 

算数平均数
Arithmetic 
mean [Cq] 

最小值 
Min [Cq] 

最大值 
Max [Cq] 

标准差 
SD [±Cq] 

变异系数 
CV [%Cq] 

r P 

β-actin 24 19.83 19.87 16.41 22.46 1.02 5.11 0.403 0.051

EF1-α 24 19.08 19.12 17.10 21.15 0.99 5.16 0.852 0.001

β-tubulin 24 20.32 20.33 19.12 21.91 0.66 3.25 0.430 0.036

α-tubulin 24 26.29 26.35 24.17 31.05 1.41 5.34 0.668 0.001

GAPDH 24 17.27 17.31 15.32 20.60 0.94 5.41 0.788 0.001

SDHA 24 23.99 24.04 21.66 28.86 1.19 4.94 0.492 0.015

GST 24 19.45 19.54 16.90 25.47 1.33 6.83 0.644 0.001

RPL32 24 18.74 18.76 17.00 20.81 0.67 3.55 0.618 0.001

TBP 24 23.15 23.19 20.40 26.15 1.03 4.43 0.596 0.002

 
表 3  RefFinde 综合分析候选内参基因表达稳定性 

Table 3  Expression stability ranks of the candidate reference genes evaluated by RefFinder 

方法 
Methods 

表达稳定性排名 Expression stability ranks 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Genorm 
RPL32 
β-tubulin  

  EF1-α GAPDH TBP β-actin SDHA α-tubulin GST 

Normfinder EF1-α RPL32 GAPDH β-tubulin TBP β-actin α-tubulin SDHA GST 

BestKeeper β-tubulin RPL32 GAPDH EF1-α β-actin TBP SDHA GST α-tubulin

RefFinder RPL32 EF1-α β-tubulin GAPDH TBP β-actin SDHA α-tubulin GST 

 
通过 GeNorm 计算配对变异值确定内参基

因的最佳数目，以 V=0.15 为默认取舍值，即当

Vn/(n+1)＜0.15 时说明最佳的内参基因数目为 n

个，当 Vn/(n+1)＞0.15 则说明需要引入第 n+1 个内

参基因。结果显示，V2/3 的配对变异值小于 0.15，

说明内参基因的最佳数目为 2 个（图 5）。因此，

最终确定，在意大利蝗不同发育阶段卵巢组织

中，RPL32 和 EF1-α为最佳内参基因组合。 

2.4  内参基因稳定性的验证 

以不同内参基因检测 Hex2、VgR、Sox9a 和

Cyp6bg10 相对表达量，各组数据之间存在显著

差异（P < 0 . 0 5）（图 6）。以稳定性最佳的

RPL32/EF1-α双基因为内参时，Hex2 在 1-7 d 的 
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图 5  GeNorm 软件分析最优内参基因组合 

Fig. 5  The optimal combination of reference  
genes by GeNorm 

 
表达量逐渐上升，9-15 d 的表达量逐渐下降，

17-23 d 表达再次升高，其中第 23 天表达量最

高，为 17.961；VgR 在 1-7 d 表达量逐渐上升，

在第 7 天达到峰值，为 5.89；9-13 d 的表达量逐

渐下降，15-23 d 的表达量维持在较低水平。以

稳定性较好的 β-tubulin 为内参时，Hex2 和 VgR

表达趋势与以 RPL32/EF1-α为内参时基本一致，

但峰值均出现在第 9 天，其中 Hex2 峰值为

19.999，VgR 峰值为 5.41。以稳定性较差的

α-tubulin 和 GST 为内参时，Hex2 表达峰值分别

出现在第 23 天（71.465）和第 19 天（34.945），

VgR 表达峰值分别出现在第 5 天（8.04）和第 7

天（8.97），且在某些日龄表达量异常。分别以

稳定性最佳的 RPL32/EF1-α双基因、稳定性较好

的 β-tubulin 和稳定性较差的 α-tubulin 及 GST 为

内参，检测 Sox9a 和 Cyp6bg10 相对表达量，结

果显示表达峰值及动态有显著差异。结果表明，  

 

 
 

图 6  以不同内参基因检测意大利蝗卵巢不同发育阶段 Hex2（A）、VgR（B）、 

Sox9a（C）和 Cyp6bg10（D）相对表达量 

Fig. 6  Relative expression levels of Hex2 (A), VgR (B), Sox9a (C) and Cyp6bg10 (D) normalized  
by different reference genes at different ovarian developmental stages of Calliptamus italicus 

柱上标有*表示差异显著（P<0.05，LDS 检验）。 

Histograms with * indicate significant differences at the 0.05 level by LDS test. 
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选择不同的内参基因进行荧光定量分析，基因表

达结果有明显不同。 

3  讨论与结论 

意大利蝗为非模式生物，生殖相关基因信息

有限。通过高通量测序，获得了意大利蝗性腺转

录组数据，为进一步研究生殖相关基因的生物学

功能奠定基础（Xiang et al.，2019）。基因表达

水平的测定是分析其生物学功能的前提。目前， 

RT-qPCR 是测定靶基因表达水平最方便、最有

效的方法之一，为了确保基因表达分析的准确

性，需要筛选稳定性较高的内参基因（Wang 

et al.，2020）。本研究选择了 9 个常用的参考基

因作为候选基因，并评价它们在不同发育阶段卵

巢组织中的稳定性。BestKeeper、NormFinder 和

GeNorm 软件分析结果均显示，β-tubulin、RPL32、

GAPDH 和 EF1-α基因具有良好的表达稳定性，

但由于每个软件算法不同，稳定性排名存在差

异。GeNorm 分析结果显示 RPL32 和 β-tubulin

稳定性较高，而 NormFinder 分析结果显示 EF1-α

稳定性较高。因此，本研究使用 RefFinder 对候

选基因的整体稳定性进行排序。RefFinder 根据

每个软件的排名，为每个内参基因分配一个适当

的权重，并计算出它们的权重的几何平均值，以

获得最终的总体排名（Xie et al.，2012）。同时，

GeNorm 分析显示，在意大利蝗不同发育阶段卵

巢组织中，内参基因的最佳数目为 2 个。因此，

最终确定，RPL32 和 EF1-α为最佳内参基因组合。  

核糖体蛋白（Ribosomal protein，RP）参与

蛋白质的翻译和合成，其编码基因在多种昆虫中

能够稳定表达，常用于昆虫 RT-qPCR 的内参基

因（Swapna et al.，2014）。RPL32 是核糖体蛋白

编码基因之一。研究表明，RPL32 在柑橘大实蝇

Bactrocera（Tetradacus）minax（Lü et al.，2014）

和绿盲蝽 Apolygus lucorum（Luo et al.，2019）

不同发育时期表达稳定，在不同组织、不同抗性

牧草盲蝽 Lygus pratensis 中表达稳定性最高（贾

冰等，2019），在不同温度处理下棉花粉蚧

Phenacoccus solenopsis Tinsley 雌成虫组织中表

达最稳定（陈芳和陆永跃，2014），在白纹伊蚊

Aedes albopictus 晚期胚胎组织中表达稳定

（Dzaki et al.，2017）。延伸因子（Elongation 

factors，EF）是一种多聚体核糖体蛋白质因子，

在蛋白质翻译过程中促进多肽链的延伸（周冰

等，2014）。真核细胞延伸因子有 3 种，分别为

EF1-α，EF1-β 和 EF2。EF1-α在细胞内普遍存在

并且可以稳定表达，可用于多种昆虫的内参基因

（周冰等，2014）。研究表明，EF1-α 在中黑盲

蝽 Adelphocoris suturalis（Luo et al.，2018）、帝

麦蝽 Dichelops melacanthus（Pinheiro et al.，

2020）及黄翅绢野螟 Diaphania caesalis（Wang 

et al.，2020）不同发育阶段组织中表达稳定。本

研究结果表明，RPL32 和 EF1α是不同发育阶段

卵巢组织的最适内参基因。 

β-actin 是真核生物中最丰富的蛋白质之一，

是细胞质中微丝的主要成分，其氨基酸序列和结

构高度保守，被认为是理想的内参基因（Singh 

et al.，2019；Wang et al.，2020；何伟杰等，2021）。

但也有研究显示，β-actin 在某些昆虫表达不稳

定，不适合做为内参基因（Pinheiro and Siegfried，

2020）。β-actin 在桃蛀螟 Conogethes punctiferails

不同发育时期和成虫不同组织中表达不稳定（杨

苓等，2017），在大象灰甲 Sympiezomias velatus

成虫中表达差异很大（李晓等，2018），不适合

作为内参基因。在本研究中，β-actin 的稳定性较

差，不同分析方法中排名靠后，且在不同发育阶

段组织间表达差异最大。这可能是由于在卵子发

生过程中细胞的体积不断增大，细胞骨架不断重

组，导致 β-actin 的表达不稳定（Telang et al.，

2013）。 

储存蛋白在昆虫繁殖过程中发挥重要作用。

中华剑角蝗 AcHex-2 在卵子发生过程中呈现表

达增高的趋势，AcHex-2 在 12 日龄卵巢组织中

表达量是 5 日龄的 7 倍左右（董丽君等，2015），

表明 Hex2 参与昆虫生殖系统的发育成熟。卵黄

原蛋白受体是卵黄原蛋白的专一受体，介导卵黄

原蛋白在卵母细胞中的沉积，对卵母细胞发育及

卵巢成熟起着至关重要的作用。前期研究结果表

明，意大利蝗卵巢发育过程中 VgR 的表达呈先

升高后下降的趋势，与卵巢发育密切相关（Xiang 

et al.，2019）。本研究选取与卵黄发生相关的
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Hex2 和 VgR 以及在卵巢组织中表达丰度较低的

Sox9a 和 Cyp6bg10 为目标基因，采用 RT-qPCR

方法检测其在卵巢不同发育阶段的表达水平，验

证内参基因的稳定性。结果表明，分别以

RPL32/EF1-α、β-tubulin、α-tubulin 和 GST 为内

参基因检测 4 个目标基因的相对表达量，各组数

据之间存在显著差异，可见内参基因的稳定性影

响 RT-qPCR 结果的准确性，甚至可能导致错误

的分析结论。 

本研究采用 GeNorm、NormFinder、BestKeeper

和 RefFinder 对意大利蝗不同发育阶段卵巢组织

候选内参基因进行了稳定性评价，结果表明

RPL32 和 EF1-α为最佳内参基因组合。研究结果

为进一步开展意大利蝗卵巢发育相关功能基因

的表达水平及生物学功能研究提供参考。 
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