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梨形环棱螺qRT-PCR内参基因的筛选
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摘要 为筛选梨形环棱螺（Bellamya purificata）在不同发育阶段、不同组织以及性别间各组织中表达稳定

的最佳 qRT-PCR 内参基因，分别用 geNorm、NormFinder、BestKeeper 软件和比较 ΔCt 法，以及综合分析软件

RefFinder评估 actβ、18S、gapdh、ef1α、ef1β、rps3、rpl4、tubα、tubβ和 sdha共 10个候选基因在梨形环棱螺的胚胎阶

段、幼螺阶段和雌雄成螺各组织中的表达稳定性。结果显示，候选内参基因在胚胎和幼螺阶段的表达稳定性依

次为 gapdh>tubα>18S>ef1α>ef1β>rps3>actβ>tubβ>sdha>rpl4，在雌螺各组织中的表达稳定性依次为

ef1β>tubα>rps3>ef1α>18S>actβ>gapdh>sdha>tubβ>rpl4，在雄螺各组织中的稳定性依次为 ef1α>rps3>
ef1β>rpl4>tubα>actβ>18S>gapdh>tubβ>sdha，在性别间各组织中的稳定性依次为 ef1β>ef1α>rps3>tubα>
18S>actβ>gapdh>rpl4>sdha>tubβ。上述结果表明，gapdh和 tubα为胚胎和幼螺阶段较适宜的 qRT-PCR内

参基因，ef1β和 tubα为雌螺组织间较适宜的 qRT-PCR内参基因，ef1α和 rps3为雄螺组织间较适宜的 qRT-PCR
内参基因，ef1α和 ef1β为性别间较适宜的qRT-PCR内参基因。
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基因表达分析是研究基因功能的基础。在众多

的基因表达分析方法中，实时荧光定量 PCR（qRT-
PCR）因具有较高的灵敏度、特异性和准确性优势而

得到广泛应用［1］。但在具体工作中，由于不同样品间

可能存在RNA质量、完整性、反转录效率等差异，因

此，qRT-PCR需要引入合适的内参基因以最大程度

地降低这些差异［2］。作为衡量目的基因表达水平的

参照标准，理想的内参基因应是在研究对象的所有

组织、各个发育阶段均稳定高水平表达，且不因生理

状态、环境条件等出现明显的变化。然而，越来越多

的研究发现，这种理想的内参基因基本不存在，某一

基因的稳定表达仅发生于特定组织或特定条件下，

而盲目使用未经证实的内参基因则会导致 qRT-
PCR 结果准确性降低甚至得出相反或错误的结

论［3-4］。因此，在实际工作中，研究人员需要按照特

定物种、组织类型和生理状况等筛选合适的内参基

因以提高qRT-PCR结果的准确性。

梨形环棱螺（Bellamya purificata）、铜锈环棱螺

（Bellamya aeruginosa）和 方 形 环 棱 螺（Bellamya 
quadrata）是我国主要的大中型环棱螺类，在广西地

区统称为“螺蛳”。近年来，在全国推行的夜市经济

和以“柳州螺蛳粉”为代表的加工产业，极大地促进

了市场对优质环棱螺原材料的需求，这使得环棱螺

养殖业迅猛发展［5］。在规模化种养产业中，产量的提

升和质量的改进在很大程度上依赖于品种的改良。

然而，环棱螺属于新兴养殖种类，其遗传学背景信息

薄弱，主要经济性状（如生长、出肉率等）的遗传基础

和调控机理不明确，制约了环棱螺优良品种选育的

进程。筛选适宜的 qRT-PCR 内参基因进而开展重

要功能基因表达研究，是实施环棱螺新品种选育的

基础，然而，目前尚未见关于环棱螺内参基因的研究

报道。

与其他环棱螺相比，梨形环棱螺具有个体大、生

长快、鲜味氨基酸含量高等特点，是最具开发潜力的

种类，也是目前养殖生产和开展基础研究最多的种

类［6-7］。因此，筛选 qRT-PCR最佳内参基因、准确评
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估性状关联基因的表达水平，对精准实施梨形环棱

螺新品种选育具有重要意义。在水产动物中，构成

细胞骨架主要成分的 β-actin（actβ）、编码核糖体亚基

的 18S ribosomal RNA（18S）、ribosomal protein S3
（rps3）和 ribosomal protein L4（rpl4）、参与 mRNA 翻

译合成蛋白质的 elongation factor 1α（ef1α）和 elonga‐
tion factor 1β（ef1β）、构成细胞内微管的 α -tubulin
（tubα）和 β-tubulin（tubβ）、参与糖酵解和糖异生的关

键酶 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（gap⁃
dh）以及线粒体呼吸链复合体Ⅱ的主要催化亚基 suc‐
cinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A
（sdha）等属于管家基因（house-keeping gene），通常

认为这些基因在不同组织和细胞中均稳定表达，因

此常被选作 qRT-PCR 的内参基因［8-10］。本研究选

择上述 10个基因作为候选基因，以梨形环棱螺不同

发育阶段的胚胎、幼螺以及雌雄成螺各组织为材料，

分别用 geNorm［2］、NormFinder［11］、BestKeeper［12］、比

较 ΔCt 法［13］以及综合分析软件 RefFinfer［14］评估 10
个候选基因在梨形环棱螺不同发育阶段、不同组织

间以及雌雄性别间的表达稳定性，筛选表达最稳定、

最合适的 qRT-PCR内参基因，旨在为后续环棱螺重

要功能基因的研究提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料及样品采集

研究所用梨形环棱螺为笔者所在实验室人工养

殖个体。选取螺壳完整无破损、活动力强的 1龄雌雄

个体各 9个，解剖取头部肌肉、腹足肌肉、肝脏、外套

膜、鳃、肠道、胃、心脏、肾脏、精巢和卵巢组织；收集

雌螺子宫内不同发育阶段的胚胎，包括受精卵、卵裂

期、囊胚期、担轮幼虫期、面盘幼虫期、匍匐幼虫期、

仔螺形成期。另取 100个体质健壮的雌螺，用短期阴

干和升温刺激的方法催产获得约 300个螺苗，于水泥

池中进行养殖，收集 1 周龄、2 周龄、3 周龄、4 周龄、

2月龄的个体各 30个。所有样品在液氮中速冻后转

移至-80 ℃保存。

1.2　RNA提取及与反转录

用Trizol法提取上述各样品的总RNA，用 1%琼

脂糖凝胶电泳评估所提取 RNA 的完整性，用 Nano‐
Drop 2000分光光度计检测浓度和纯度。取 28S∶18S
值为 2~2.7∶1、OD260  nm/OD280  nm值为 1.8~2.0的 9个

个体的RNA，将每3个个体的RNA等量混合作为1个

样 本 。 用 HiScript®III RT SuperMix for qPCR

（+gDNA wiper）试剂盒将各RNA样本反转录成 cD‐
NA后置于-20 ℃保存备用。

1.3　引物设计及PCR扩增

从笔者所在实验室前期测序获得的梨形环棱螺

转录组中提取 10个候选内参基因（actβ、18S、gapdh、
ef1α、ef1β、rps3、rpl4、tubα、tubβ和 sdha）的CDS序列，

用Primer Premier 6.0设计各基因的荧光定量引物如

表 1 所示，以成螺各组织的 cDNA 为模板，用各候选

基因的引物进行 PCR 扩增。PCR 体系共 20 μL，含

2×GS Taq PCR Mix 10 μL，Forward/Reverse Prim‐
er （10 μmol/L）各 0.4 μL，cDNA 模板 2 μL，ddH₂O 
7.2 μL；程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，
72 ℃ 15 s，循环 34 次；72 ℃延伸 5 min。用 1% 琼脂

糖凝胶电泳对引物的特异性进行评估。

1.4　候选内参基因扩增效率计算

以成螺 11 种组织的 cDNA 作为母液，进行 5 倍

梯度稀释，对稀释后的 cDNA（50、5-1、5-2、5-3和 5-4）

进行 qRT-PCR 扩增，每个样本设置 3次重复。分析

定量结果并建立稀释浓度与 Ct值的标准曲线，计算

每个基因的扩增效率及其回归系数（R2）。

1.5　qRT-PCR反应

qRT-PCR 反应在 Applied Biosystems® Quant‐
StudioTM 7 Flex实时定量 PCR 仪上进行。反应体系

为：2×SYBR PreMix Ex Taq （Tli RNaseH Plus）10 
μL，Forward/Reverse Primer （10 μmol/L） 各0.4 μL，

cDNA 模板 2 μL，加 ddH2O 至 20 μL。程序为：95 ℃ 
30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 15 s，72 °C 15 s，循环 40 次。扩

增完成后，检测各反应的熔解曲线，程序为：95 ℃变

性 15 s 后，从 60 ℃起，以 0.1 ℃/s 的速率程序性升温

至95 ℃，同时收集荧光信号变化情况。

1.6　候选内参基因稳定性分析

导出各原始Ct值（cycle threshold）至Excel中，依

次用 geNorm、NormFinder、BestKeeper 软件和比较

ΔCt法分析各候选基因在胚胎、幼螺、成螺不同组织

和性别间各组织中的表达稳定性。其中，geNorm和

NormFinder软件是在计算出每个样本每个基因的相

对定量值（2-ΔCt）的基础上，比较每个基因的稳定性

值，值越小表明基因表达越稳定；geNorm 软件还能

分析一定条件下最佳内参基因数目，即计算内参基

因两两组合的变异系数（V 值），当 Vn/Vn+1 值小于

0.15 时，认为使用 n 个内参基因是足够的，否则需要

增加内参基因的数量；BestKeeper 利用各样本的 Ct
值计算标准差（standard deviation，SD）与变异系数
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（coefficient of variation，CV），SD 和 CV 值越小表明

其表达越稳定；ΔCt法比较各Ct值的平均标准差，值

越小表明该基因越稳定。最后用在线软件RefFinder
综合上述 4 种方法的分析结果，确定最适宜的内参

基因。

2　结果与分析

2.1　引物质量检测

用普通PCR检测 10个候选基因引物的特异性，

产物经琼脂糖凝胶电泳分析显示，所有候选基因的

PCR产物条带单一、大小与目标片段一致、无引物二

聚体（图 1A）。同时，所有候选基因的溶解曲线均呈

单一主峰、曲线重复性良好（图 1B~K），说明各候选

基因的引物有较高的特异性，可用于后续 qRT-PCR
研究。用梯度稀释的 cDNA 为模板进行 qRT-PCR
扩增，绘制标准曲线分析候选基因的扩增效率，结

果 显 示 ，10 对 引 物 扩 增 效 率 范 围 为 95.53%~
108.36%，表明所设计的引物扩增效率良好；回归系

数（R2）范围为 0.991~0.999（表 1），符合 R2>0.980
的要求。

2.2　候选内参基因表达丰度

候选内参基因在胚胎和幼螺的各发育阶段，以

及雌、雄成螺的各个组织中均有表达，无组织特异

性，Ct 值范围为 12.81~28.92（见网络版，附表 1）。

但 10个候选基因在表达丰度上呈现出明显的差异，

其中，ef1α 在各个发育阶段（图 2A）、雌性成螺各组

织（图 2B）和雄性成螺的各组织（图 2C）的表达丰度

均最高，而 18S的表达丰度均最低（图 2A~C）；性别

间各组织中的表达丰度亦是如此（图 2D）。此外，

gapdh和 tubα在胚胎及幼螺各阶段间的Ct值离散程

度较低（图 2A），ef1α 和 ef1β 在雌雄成螺各组织中的

Ct 值离散程度较低（图 2B~D），表明他们具有相对

稳定的表达水平。

2.3　候选内参基因表达稳定性

1）geNorm分析结果。以各样本 qRT-PCR的Ct
值为基础，用 geNorm计算各候选基因的平均表达稳

定性值（M），内参基因的 M 值应小于 1.5，并且 M 值

越小稳定性越好。结果显示，除 tubβ在雄螺各组织、

性别间各组织中的M值大于 1.5外，其余候选内参基

因的M值均小于 1.5（图 3A）。为确定一定条件下最

佳内参基因数目，本研究用 geNorm分析了配对变量

值Vn/Vn+1，结果显示，在胚胎和幼螺不同发育阶段，

V3/V4<0.15，因此建议选择 3 个内参基因降低系统

偏差；雌性、雄性成螺不同组织中的 V2/V3 均小于

0.15，表明 2 个内参基因即可满足归一化指标；性别

表1　本研究所用的10个候选内参基因引物特征

Table 1　Characteristics of 10 candidate reference gene primers used in this study

基因

Gene

18S

ef1α

gapdh

rpl4

rps3

tubα

tubβ

actβ

ef1β

sdha

引物序列(5′-3′)
Primer sequence (5′-3′)

F:TGACATGGGTGATGGGATGC
R:ACTGAAATACTGCCCGTGCT

F:CACATTGGGTGTGAAGCAGC
R:TGTAGCTGCCGACCTCTTTC

F:AATGGCTTTGGTCGCATTGG
R:ACGGTGCCCTTGTATGTTCC

F:CGTCAGTGGCATCGCAAAAT
R:AATGCGCTTCAGCAAAGCAA

F:AGGTGGTGGTTTCTGGCAAA
R:CCTTGATCCCAAGCACACCT

F:TGGGTCCGGTTTCACATCTC
R:TACCATGAAGGCACAGTCCG

F:CTGTGACTGCCTGCAAGGAT
R:AAGTTGGTGAACGGACAGGG

F:CACTGGCATCGTCTTGGACT
R:CTCGGCTGTTGTGGTAAAGC

F:CGCTGGTGACGCAAAAGAAG
R:TCCCAAGGTTTCACGTCCAG

F:CTTGCACCTCTGCTCACACT
R:ACAAGGAAACCACCCTCACC

产物长度/bp
Amplicon length

179

110

155

198

153

178

199

172

186

163

扩增效率/%
PCR efficiency

108.36

104.47

105.01

103.36

105.22

98.76

95.53

96.78

107.00

107.17

回归系数

Regression coefficient

0.992

0.999

0.999

0.995

0.998

0.999

0.994

0.991

0.998

0.994
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间各组织中，V5/V6<0.15，因此建议用 5个内参基因

校正系统偏差（图 3B）。稳定性排序结果显示，在胚

胎和幼螺的各个阶段，ef1β 和 18S 表达最稳定（图

3C）；在雌螺、雄螺不同组织中以及性别间各组织中，

图2 候选基因在梨形环棱螺胚胎和幼螺各阶段（A），以及雌螺（B）、雄螺（C）和性别间（D）各组织中的表达丰度

Fig.2 Expression abundance of the candidate genes in embryo and larvae stages （A），as well as in adult tissues of 
female （B），male （C） and female-male mix （D） of B. purificata

图A中M和 1~10分别代表marker、18S、ef1α、gapdh、rpl4、rps3、ubα、tubβ、actβ、ef1β和 sdha的PCR产物电泳结果；图B~K为各基因的

qRT-PCR溶解曲线，顺序同图A。The M and 1~10 in figure 1A represent electrophoresis results of PCR products of marker，18S，ef1α，gap⁃

dh，rpl4，rps3，tubα，tubβ，actβ，ef1β and sdha，respectively. Figure B-K exhibit the qRT-PCR melting curve of each gene，with the order as in 
figure A.

图1 候选内参基因的引物特异性PCR产物电泳检测结果（A）和qRT-PCR溶解曲线（B~K）
Fig.1 Primer-specific PCR product electrophoresis detection results （A） and qRT-PCR melting curve 

（B-K） of the candidate reference genes
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ef1α和 rps3表达最稳定（图3D~F）。

2）NormFinder 分析结果。以各样本 qRT-PCR
的Ct值为基础，用NormFinder软件比较各候选基因

的表达稳定性。结果显示，在胚胎和幼螺的各个发

育阶段，gapdh表达最稳定，其次为 tubα；在雌性成螺

各组织中，ef1β表达最稳定，其次为 18S；在雄性成螺

各组织中，ef1α表达最稳定，其次为 ef1β；在性别间各

组织中，ef1β最稳定，其次为 ef1α（表2）。

3）BestKeeper分析结果。如表 3所示，在胚胎和

幼螺的各发育阶段，ef1α 和 tubα 的 SD 值和 CV 值均

较小，因此为表达较稳定的基因；在雌螺不同组织

中，rps3和 tubα的SD值和CV值均较小，因此为表达

较稳定的基因；在雄螺不同组织中，rpl4和 ef1β为表

达较稳定的基因；在性别间各组织中，ef1β和 rps3的

表达较稳定。

4）ΔCt分析结果。ΔCt分析是通过计算 Ct值变

化量来评估候选内参基因的表达稳定性。分析结果

显示，在胚胎和幼螺的不同发育阶段，tubα 和 gapdh
的表达较稳定（图 4A）；雌性成螺不同组织中，tubα和

ef1β 的表达较稳定（图 4B）；雄性成螺不同组织中，

ef1α和 ef1β的表达较稳定（图 4C）；性别间各组织中，

ef1β和 ef1α的表达较稳定（图4D）。

5）RefFinder 分析结果。分析上述 4 种算法（ge‐
Norm、NormFinder、BestKeeper 软件和比较 ΔCt 法）

图A为各候选基因的表达稳定性值（M值），图B中V值为内参基因两两组合的变异系数，图A和B中的M、F、F&M和E&L分别代表雄

螺不同组织、雌螺不同组织、性别间各组织、以及胚胎和幼螺的不同发育阶段。Figure A shows the expression stability values （M values） of 
each candidate gene. The V value in figure B represents the variation coefficient of pairwise combinations of reference genes. The M，F，F & M 
and E&L in figure A and B represent male tissues，female tissues，tissues of between-sex and embryo & larvae stages，respectively.

图3 基于geNorm分析的10个候选基因表达稳定性M值（A）、最佳内参基因数（B）及表达稳定性排序（C~F）
Fig. 3 The expression stability M-value （A） and optimal reference gene number （B），
as well as stability ranking （C-F） of the 10 candidate genes based on geNorm analysis
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的结果发现，不同算法得出的候选基因稳定性排序

相似，但并不完全相同。在线网站 RefFinder 可将 4
种分析方法的结果赋予一定加权比后重新进行评

估，得到综合性的排序结果。鉴于此，本研究进一

步用 RefFinder 软件对 10 个候选基因的稳定性进行

综合排序，结果显示，在胚胎和幼螺的各个发育阶

段，10 个候选基因的表达稳定性依次为 gapdh>
tubα >18S>ef1α >ef1β>rps3>actβ>tubβ>sdha>
rpl4（图5A）；在雌螺不同组织中的表达稳定性依次为

ef1β>tubα>rps3>ef1α>18S>actβ>gapdh>sdha>
tubβ>rpl4（图 5B）；在雄螺不同组织中的表达稳定性

依次为 ef1α>rps3>ef1β>rpl4>tubα>actβ>18S>
gapdh>tubβ>sdha（图 5C）；在性别间各组织中的表

达稳定性依次为 ef1β >ef1α >rps3>tubα >18S>
actβ>gapdh>rpl4>sdha>tubβ（图5D）。

3　讨 论

内参基因的稳定性直接决定了 qRT-PCR 结果

的准确性，因此，选用合适的内参基因对 qRT-PCR
非常重要［15］。鉴于此，在实际工作中，应针对特定的

对象和条件，用不同软件评估、比较多个候选内参基

因的表达稳定性，选择其中最稳定的作为内参基因。

本研究分别采用 geNorm、BestKeeper、NormFinder
和ΔCt对 10个常用的候选内参基因在梨形环棱螺不

同发育阶段、雌雄成螺不同组织以及性别间各组织

中的表达稳定性进行评估，结果显示，虽然排名趋势

基本相似，但不同的软件分析得到的内参基因稳定

性排序略有差异。以 rps3为例，基于 geNorm和Best‐
Keeper的分析显示 rps3在雌雄成螺各组织间的稳定

性较好，而基于 NormFinder 和 ΔCt 的分析结果显示

其稳定性排名稍微靠后，这可能是由于不同软件采

用的统计模型不同所致［16］，这种现象也在青鳉（Ory⁃

表2　基于NormFinder分析的10个候选基因表达稳定性值

Table 2　Expression stability values of the 10 candidate genes based on NormFinder software analysis

候选内参基因

Candidate reference gene

18S

ef1α

gapdh

rpl4

rps3

tubα

tubβ

actβ

ef1β

sdha

胚胎和幼螺阶段

Embryo and larvae stages

0.440

0.510

0.139

0.935

0.507

0.212

0.601

0.246

0.537

0.807

雌螺各组织

Female tissues

0.364

0.486

0.516

0.801

0.579

0.371

0.769

0.431

0.340

0.630

雄螺各组织

Male tissues

0.675

0.185

0.761

0.520

0.384

0.487

0.917

0.674

0.339

0.760

性别间各组织

Tissues of between-sex

0.523

0.369

0.665

0.701

0.473

0.428

0.918

0.668

0.324

0.692

表3　基于BestKeeper分析的10个候选基因表达稳定性参数

Table 3　Stability parameter of the 10 candidate genes based on BestKeeper software analysis

组别

Group

E&L

F

M

F&M

Ct参数

Ct parameter

SD

CV/%

SD
CV/%

SD
CV/%

SD
CV/%

18S

1.32

5.45

1.12
5.00

1.38
6.11

1.24
5.52

ef1α

1.01

5.60

1.11
6.65

1.00
5.87

1.06
6.29

gapdh

1.12

5.33

1.55
8.25

1.45
7.40

1.57
8.16

rpl4

1.86

9.28

1.58
8.45

0.77
4.22

1.20
6.47

rps3

1.06

5.68

1.07
6.15

0.99
5.64

1.03
5.85

tubα

1.05

5.20

1.08
5.81

1.14
5.97

1.14
6.02

tubβ

1.44

7.66

1.70
10.00

1.38
8.54

1.48
8.91

actβ

1.29

6.73

1.16
6.93

1.44
8.08

1.36
7.87

ef1β

1.23

6.17

1.11
5.84

0.95
4.94

1.02
5.32

sdha

1.63

6.76

1.64
7.62

1.55
7.26

1.58
7.36

注：表中M，F，F&M和E&L分别代表雄螺不同组织、雌螺不同组织、性别间各组织，以及胚胎和幼螺的不同发育阶段。Note：The M，F，

F&M and E&L in table represent male tissues，female tissues，tissue of between-sex and embryo & larvae stages，respectively.
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zias latipes）［17］、胡 子 鲇（Clarias fuscus）［18］、青 鲫

（Carassius indigentiaus）［19］等的研究结果中出现。因

此，为了减少由于统计模型不同造成的误差，本研究

进一步采用综合分析软件 RefFinfer对上述 4个软件

的排序结果进行优化，结果显示，在胚胎和幼螺的不

同发育阶段，gapdh 和 tubα 表达稳定性较好；而在雌

雄成螺不同组织中，ef1α 和 ef1β 的表达稳定性则较

好。因此，gapdh和 tubα可作为胚胎和幼螺不同发育

阶段的 qRT-PCR内参基因，而 ef1α和 ef1β可作为雌

雄成螺不同组织中的qRT-PCR内参基因。

图5 基于RefFinder软件分析的10个候选基因稳定性

Fig. 5 Expression stability of the 10 candidate genes analyzed by RefFinder software

图A，B，C和D分别表示各候选内参基因在胚胎和幼螺的不同发育阶段、雌螺不同组织、雄螺不同组织和性别间各组织中的表达稳定性

值。下同。Figure A，B，C and D shows the expression stability values of each candidate gene in embryo and larvae stages，female tissues，male 
tissues and tissues of between-sex，respectively. The same as below.

图4 基于比较ΔCt法的10个候选基因稳定性

Fig. 4 Stability of the 10 candidate genes based on comparative ΔCt method
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延伸因子 1α（EF1α）和 1β（EF1β）是真核生物蛋

白质翻译的关键因子，其中，EF1α在蛋白质翻译过程

中将氨基酰 tRNA 运送到核糖体 A 位点从而促进多

肽链的延伸，而 EF1β 则催化 EF1α·GDP 转换成

EF1α·GTP，并使 EF1α 恢复转运氨基酰 tRNA 的活

性，以调控肽链正常延伸，EF1α和EF1β在真核生物

中的结构和功能高度保守，在细胞内的含量仅次于

肌动蛋白［20］。ef1α的稳定性表达已经在多个物种中

得到证实，并常被选作水产动物的内参基因，比如在

大西洋鲑（Salmo salar）［21-22］、达氏鲟（Acipenser dab⁃
ryanus）［23］、大鲵（Andrias davidianus）［24］和梭子蟹

（Portunus trituberculatus）［25］中的研究发现，ef1α的表

达均最稳定；甚至在异育银鲫［26］、大鲵（A. davidia⁃
nus）［24］和梭子蟹（P. trituberculatus）［25］病理状态下，

ef1α的表达依然被证实是最稳定的。有研究发现，在

虾夷扇贝（Mizuhopecten yessoensis）［27］中，ef1β在其早

期发育阶段、成贝不同组织中和性腺发育的不同阶

段均比其他常用内参基因表达更稳定；在高粱蚜虫

（Melanaphis sacchari）中，ef1β在不同组织中、不同发

育阶段以及不同温度条件下均能稳定表达，因此被

认为是高粱蚜虫的最佳内参基因［28］。本研究分析发

现，在雄性成螺不同组织、雌性成螺不同组织以及性

别间各组织中，ef1α和 ef1β的表达均是最稳定的，与

已有的研究报道比较类似。因此，本研究确定 ef1α
和 ef1β 为雌雄成螺不同组织以及性别间各组织中

qRT-PCR的适宜内参基因。

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）是糖酵解和糖

异生过程的关键酶，并在 DNA 复制、细胞外分泌和

细胞骨骼结构方面发挥重要作用［29］。作为管家基因

中的重要成员，gapdh几乎在所有组织中都高水平表

达，并高度保守［30］，因此，gapdh常被用于基因表达数

据的标准化。本研究发现，在梨形环棱螺胚胎及幼

螺不同发育阶段，gapdh 的表达最稳定，类似的结果

在拟穴青蟹（Scylla paramamosain）［31］中也有报道。

然而，gapdh 用作 qRT-PCR 的内参基因也存在一定

的争议，比如，Tang 等［32］在对斑马鱼胚胎发育研究

中发现，gapdh是 9种候选内参基因中表达最不稳定

的，因此最不适合用作斑马鱼胚胎阶段的内参基因。

Glare 等［33］认为，gapdh 是糖酵解和糖异生过程的关

键酶，容易不稳定，而本研究中的梨形环棱螺样品来

自笔者所在实验室人工养殖，饲料投喂稳定，这可能

是本研究中 gapdh表达稳定的原因之一。微管蛋白

α（TUBα）是构成真核细胞骨架的主要成分，在细胞

有丝分裂和染色体分离中起关键作用，也是 qRT-

PCR 实验中常用的一种内参基因。本研究发现，

tubα在梨形环棱螺胚胎及幼螺不同发育阶段的表达

较为稳定，这与在泥鳅（Misgurnus anguillicauda⁃
tus）［34］和半滑舌鳎（Cynoglossus semilaevis）［35］中的

研究结果类似。因此，本研究确定gapdh和 tubα为梨

形环棱螺胚胎和幼螺阶段 qRT-PCR 的最佳内参

基因。
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Screening of optimal internal reference genes
 for qRT-PCR in Bellamya purificata

GUO Xuepeng1,WEN Yanhong2,LUO Fuguang2,WANG Zhiqiang2,ZHU Dongmei1,ZHOU Xiaoyun1

1.College of Fisheries，Huazhong Agricultural University/Key Laboratory of Freshwater Animal Breeding，
Ministry of Agriculture and Rural Affairs of the People’s Republic of China，Wuhan 430070，China；

2.Liuzhou Aquaculture Technology Extending Station，Liuzhou 545006，China

Abstract To select optimal reference genes to improve the accuracy of qRT-PCR analysis results in 
the freshwater snail Bellamya purificata，ten commonly used reference genes，including actβ、18S、gapdh、
ef1α、ef1β、rps3、rpl4、tubα、tubβ and sdha were chosen as candidate genes，and geNorm，NormFinder，
BestKeeper，ΔCt and RefFinder were used to assess their expression stability during the embryonic and lar‐
val stages，as well as across different tissues and between sexes in adult individuals. The results showed 
that，the expression stability of the candidate genes during the embryonic and larval stages was ranked as 
follows：gapdh>tubα>18S>ef1α>ef1β>rps3>actβ>tubβ>sdha>rpl4.In terms of inter-tissue expres‐
sion stability between female and male individuals，the expression stability of the candidate genes were 
ranked as ef1β>tubα>rps3>ef1α>18S>actβ>gapdh>sdha>tubβ>rpl4 for females，and ef1α>rps3>
ef1β >rpl4>tubα >actβ >18S>gapdh>tubβ >sdha for males，respectively.In terms of tissue expression 
stability between sexes，the ranking was as follows：ef1β>ef1α>rps3>tubα>18S>actβ>gapdh>rpl4>
sdha>tubβ.Consequently，gapdh and tubα are recommended as reference genes for qRT-PCR analysis dur‐
ing the embryonic and larval stages，ef1β and tubα are suggested as reference genes for qRT-PCR analysis 
across female snail tissues，ef1α and rps3 are suggested as reference genes for qRT-PCR analysis across 
male snail tissues，while ef1α and ef1β are the most appropriate for qRT-PCR analysis between sexes in B.
purificata.

Keywords Bellamya purificata； qRT-PCR； reference gene； expression stability
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