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摘要: 实时荧光定量 PCR 已广泛用于基因表达的分析, 合适的内参基因选择是获得准确分析结果的关键。本研究

选用正常生理状态下岩牡蛎(Crassostrea nippona)的鳃、外套膜、闭壳肌和内脏团 4 种组织以及盐度 10、20 和 30
暂养 1 周后的鳃组织为材料, 对已报道的常见内参基因(EF1A、GAPDH、RO21、TUB 和 TUA)的稳定性通过 3 种

方法(geNorm、NormFinder 和 BestKeeper)进行分析和筛选, 发现针对鳃单一组织在不同盐度胁迫下, GAPDH 和

RO21 可以作为合适内参基因, 而在不同组织中, 需要更多的内参基因联合分析才能获得准确的定量表达结果。本

研究是首次利用 q-PCR 对岩牡蛎进行内参基因的筛选和验证, 为今后该物种低盐胁迫相关的基因表达和功能基因

的研究提供重要依据。 
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近岸海洋系统是全球最重要的生态系统之一, 
具有极高的经济价值和生态价值[1], 拥有众多水

产养殖品种。盐度的季节性波动以及潮汐波动是

该地区的一个重要特征[2]。同时由于近十年来, 全
球变暖导致海洋环境急剧变化 , 冰川加速消融 , 
雨季降水增多导致沿岸带海水盐度显著降低[3]。

生活于该地区的海洋生物对于该地区不同盐度的

适应机制以及适应能力有所不同[1]。对于鱼类, 甲
壳类等渗透调节者 (osmoregulator)而言 , 可以通

过活跃的离子转运机制维持细胞外液(ECF)的渗

透压在一个稳定的范围 [4-5], 而对于牡蛎等无脊

椎动物而言, 它们缺乏渗透压调节能力, 其渗透

压只能与外界环境渗透压保持一致, 又被称为渗

透压随变者(osmoconformer)[6]。低盐会影响牡蛎

的正常生理代谢包括摄食[7]、免疫活性[8]及生长[9], 
甚至导致大规模死亡[10]。 

岩牡蛎自然分布于日本、韩国和中国沿海 , 
附着生活在低潮线至水深 20 m 处的岩礁上[11]。与

生活在潮间带的主要养殖种类长牡蛎(Crassostrea 
gigas)相比, 对盐度变化更加敏感[12]。牡蛎抵抗外

界盐度变化主要采取两种策略, 在可耐受的范围

内通过游离氨基酸等渗透调节因子将自身渗透压

维持与周围海水水平一致, 超过耐受范围后会通

过闭壳活动断绝与周围海水的交换来抵抗低盐环

境, 与之相关的还会触发相关免疫反应, 热休克

蛋白等抗凋亡因子的表达升高[11-13]。 
实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, 

qRT-PCR)是一种常用的检测基因表达的方法, 其
灵敏度高、灵活性强、重复性好, 已被广泛应用

于分子医学、生物科学、微生物学以及诊断学等

领域[22]。然而, 由于 RNA 的质量和完整性和引物

的特异性等差异会影响实验的准确性, 选择在不

同组织及不同处理下具有相对高且稳定表达的 
合适的参考基因能够减少样本间的系统误差[16]。

内参基因如肌动蛋白 β-actin (ACT), 延长因子

elongation factor-1α (EF1Α), 微管蛋白 β-tubulin  
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(TUB)已被广泛应用于长牡蛎的研究中[17]。然而, 
目前国内外关于岩牡蛎的研究仅仅局限在生物学, 
形态学等基础层面[11], 关于岩牡蛎低盐胁迫应答

相关分子机制的研究几乎空白。而内参基因的筛

选验证更是挖掘相关功能基因等研究的首要基础

工作。 
本研究评估了 5 个内参基因在正常生理状况

下的 4 个组织和低盐胁迫下的鳃中的稳定性, 确
定了合适的参考基因, 并通过 qRT-PCR 方法使岩

牡蛎靶基因的表达正常化。这是首次针对岩牡蛎

进行的内参基因筛选工作, 这些内参基因将为进

一步研究与低盐胁迫相关的功能基因的表达模式

提供有效信息, 并将有助于研究该物种低盐胁迫

应答相关分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
岩牡蛎亲本选自日本佐渡岛, 于中国山东乳

山海域进行子代的养殖, 实验所用个体为 2016 年

采集的一龄岩牡蛎。运回实验室后, 立即取其外

套膜、鳃、闭壳肌和内脏团置于液氮中, 后转移

至‒80℃低温冰箱保存。 
1.2  实验方法 

实验共设置 3 个盐度梯度, 即盐度 10、20 和

30(对照), 每个梯度设 3 个平行组, 各盐度处理组

均由自然砂滤海水和曝气 24 h 自来水(低盐组)配
制而成。实验所用岩牡蛎先于 70 L 塑料桶中暂养

一周, 暂养海水盐度为 30。暂养结束后直接放置

到设置的不同盐度梯度, 每个平行组随机放入 3
个体, 未发现死亡个体, 胁迫一周后取样。暂养及

胁迫期间连续充氧, 每天投喂饵料, 吸底及换水

一次。 
1.3  RNA 提取及 cDNA 合成 

各组织总 RNA 用 TRIzol 试剂盒提取, Nano-
drop 核酸分析仪测定总 RNA 的浓度和纯度。用

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性。

cDNA 链的合成按照 PrimerScript RT reagent kit 
(TaKaRa)说明书要求进行。1 µg RNA 反转得到

cDNA 第一链并最终获得 20 µL cDNA。 
1.4  内参基因的选择和 q-PCR 

选择延伸因子(EF1A)、甘油-3-磷酸脱氢酶基

因(GAPDH)、核异质核糖核蛋白(RO21)、α 微管

蛋白(TUA)和 β 微管蛋白(TUB)5 个候选的内参基

因, 引物通过 primer 5.0 (http://www.premierbiosoft. 
com/)对岩牡蛎的转录组数据(Genbank accession: 
GGUV00000000)进行设计, 通过琼脂糖凝胶电泳

和熔解曲线分析检测引物特异性 (表 1)。使用

Roche480 进行定量分析。10 µL 体系为: 1 µL 模

板 cDNA, 0.3 µL 正反引物(10 µmol/L), 5µL 2× 
SYBR EVE PCR Mix (abm), 3.4 µL 超纯水。扩增

反应程序为: 95℃预变性 5 min; 95℃变性 5 s,   
60℃(不同引物退火温度不同)退火 30 s, 72℃延伸

30 s, 40 个循环, 每个样品重复 3 次。引物扩增效

率 E 通过对 5 倍梯度稀释的 cDNA 进行 q-PCR 所

得 Ct 值绘制标准曲线, 根据公式 E=(101/slope1)× 
100%得到。 

 
表 1  候选内参基因的引物序列、扩增片段长度及扩增效率 

Tab. 1  Primer sequences, product sizes and PCR efficiencies of the selected genes 

基因名称 gene name 简称 
abbreviation

引物序列(5′–3′)  
primer sequence  

扩增片段长度/bp
product size 

扩增 
效率/% E

延伸因子 elongation factor 1 EF1A F: CTGGATGGCACGGAGATAAC 
R: GACGAAGAGGTAAGTCAGTTGG 162 101.09 

核异质核糖核蛋白 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 

RO21 F: TAGATTGGGCTGACCCTGTG 
R: CTGATGGTGGTTTGGCAAGT 273 100.42 

甘油-3-磷酸脱氢酶基因 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GAPDH F: CTACAGGGTGCTTCACTACT 
R: GATGTTCTGGTCTTTGGAGT 146 99.99 

β-微管蛋白 β-tubulin TUB F: CCTTAGCCCAGTTGTTTCCAG 
R: GCCAGAGGGAAGTGGATACG 155 103.36 

α-微管蛋白 α-tubulin TUA F: CGAGGCTATCTACGACATCTGC 
R: GCCAGAGGGAAGTGGATACG 192 104.75 
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1.5  候选内参基因的表达稳定性分析 
为了在相同的实验条件下选择最优的参考基

因进行精确归一化 , 使用 geNorm、NormFinder
和 BestKeeper 评估 5 个候选基因的表达稳定性, 
并对参考基因进行排序。在 geNorm和 NormFinder
中 , 需要将扩增循环数(Ct)的原始数据转换为相

对量后进行计算, BestKeeper 直接对 Ct 值通过两

两关联进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  候选内参基因的普通 PCR 扩增、标准曲线

绘制及引物的扩增效率 
以不同组织和不同盐度胁迫下的岩牡蛎的鳃

的总 RNA 反转录成的 cDNA 为模板进行普通

PCR 扩增, 以 1.5%的琼脂糖电泳检测。各候选内

参基因的扩增产物片段大小与预期相同, 条带清

晰、无杂带和引物二聚体, 特异性良好。对梯度

稀释的 cDNA 进行 qPCR 绘制标准曲线, 并根据

标准曲线的斜率值和计算公式获得各候选内参基

因的扩增效率为 99.99%~104.75% (表 1)。不同组

织中各候选内参基因 Ct 值变化范围是 12.65~ 
28.88, 其中 GAPDH 变化最小, TUA 变化最大, 
EF1A 表达水平最高(Ct值最小), RO21 表达水平最

低(图 1)。这些候选内参基因 Ct 值在不同盐度胁

迫下鳃中的变化趋势与前述大致相同, 变化更小, 
表达更稳定。 

 

 
 

图 1  不同组织(A)和不同盐度胁迫(B)下候选内参基因的表达水平 
Fig. 1  Expression levels of candidate reference genes in different tissues (A) and salinity stress (B) 

 
2.2  候选内参基因的表达稳定性分析 

geNorm 软件利用表达稳定值 M 对候选内参

基因的表达稳定性进行评估, M 值为任意 2 个候

选内参基因组合的表达水平比值的对数值, M 值

越小, 基因表达的稳定性越高。geNorm 软件会依

次排除最不稳定的基因, 直到仅剩 2 个为止。在

不同组织中, 各候选内参基因的 M 值由大到小依

次为 GAPDH>TUA>TUB>RO21/EF1A, 说明在不

同组织中表达水平最稳定的是 RO21 和 EF1A 
(0.57)。而在不同盐度胁迫的鳃中, 各候选基因依

M 值从大到小排序为 TUA>TUB>EF1A>RO21/ 
GAPDH, 说明在不同盐度胁迫下的鳃中表达水平

最稳定的是 RO21 和 GAPDH (0.15) (图 2)。 
NormFinder 软件同样利用表达稳定值 M对基

因进行排序, 不同于 geNorm算法的是, 它是基于

数学模型计算基因表达的稳定值。与 geNorm 的

结果相似, 只是略有差异。在不同组织中, EF1A
是最稳定的内参基因 (0.22), GAPDH 最不稳定

(0.60)。在不同盐度胁迫下的鳃中, RO21 是最稳定

的内参基因(0.10), TUA 最不稳定(0.23) (图 3)。 
BestKeeper 算法通过计算和比较变异系数

(CV)和标准差 (SD)来估计候选基因的表达稳定

性。根据 SD 值的大小选择最稳定的内参基因。

候选内参基因的 SD 值与基因稳定性呈负相关关

系, 说明 SD 值越低, 稳定性越高。与 geNorm 和

NormFinder 算法分析结果不同的是, 在不同组织

中和不同盐度胁迫下的鳃中, BestKeeper 均算出

GAPDH 为最稳定的基因, TUA 最不稳定(表 2)。 
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图 2  geNorm 分析不同组织(A)和不同盐度胁迫(B)下候选内参基因的稳定性 
Fig. 2  Average expression stability values of the candidate reference genes in different  

tissues (A) and under salinity stress (B) analyzed by geNorm 
 

 
 

图 3  NormFinder 分析不同组织(A)和不同盐度胁迫下候选内参基因的稳定性 
Fig. 3  Average expression stability values of the candidate reference genes in different  

tissues (A) and under salinity stress (B) analyzed by NormFinder 
 

表 2  BestKeeper 分析候选内参基因的表达稳定性 
Tab. 2  Expression stability of reference  

genes analyzed by BestKeeper 

基因名称 gene name 
 参数 

parameter GAPDH EF1A RO21 TUB TUA
Stu dev (±CP) 1 1.28 1.28 1.8 1.98不同组织 

different 
tissues CV (%CP) 5.19 8.46 6.6 10.32 10.69

Stu dev (±CP) 0.31 0.32 0.4 0.55 0.6不同盐度 
different 
salinities CV (%CP) 1.81 2.48 2.3 4.02 4.13

 

2.3  理想内参基因数目的确定 
geNorm 能够通过计算 Vn/n+1 分析最适内参基

因数目。当 Vn/n+1<0.15 时, n 即为所需的内参基因 

的数量。在不同组织中, 还需更多的内参基因才

能获得理想的目标基因定量结果, 而在不同盐度

胁迫下的鳃中, 1~2 个内参基因便能获得理想结

果(图 4)。 
2.4  候选内参基因的综合排名 

根据 3 种算法的排序结果, 得到参考基因的

各自排序。计算每个参考基因排序的几何平均值[20]

作为最后综合排序。在不同组织中, 各候选内参

基因从最稳定到最不稳定依次为: EF1A>RO21> 
GAPDH>TUB>TUA; 在不同盐度胁迫下的鳃中 , 
GAPDH>RO21>EF1A>TUB>TUA (表 3)。 

 

 
 

图 4  geNorm 分析不同组织(A)和不同盐度胁迫(B)下合适内参基因数目 
Fig. 4  The number of reference genes calculated by geNorm in different tissues (A) and under salinity stress (B) analyzed by geNorm 
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表 3  候选内参基因在 geNorm、NormFinder、 
BestKeeper 3 种方法中的排名和综合排名 

Tab. 3  Ranking of reference genes by geNorm,  
NormFinder, BestKeeper and overall rank 

 排序 
rank 

geNorm NormFinder BestKeeper 综合
overall

1 RO21/EF1A EF1A GAPDH EF1A

2  RO21 EF1A RO21

3 TUB TUB RO21 GAPDH

4 TUA TUA TUB TUB

不同组织 
different 
tissues 

5 GAPDH GAPDH TUA TUA

1 RO21/GAPDH RO21 GAPDH GAPDH

2  GAPDH EF1A RO21

3 EF1A TUB RO21 EF1A

4 TUB EF1A TUB TUB

不同盐度 
different 
salinities 

5 TUA TUA TUA TUA

 

3  讨论 

qRT-PCR 是一种高灵敏度、高特异性和高重

复性的基因表达分析方法。最佳的内参基因在不

同的细胞、组织、物种和不同的实验条件下不断

转录表达。然而, 在所有情况下满足所有条件的

最稳定的参考基因几乎不存在。在软体动物中最常

见的内参基因肌动蛋白 actin (ACT)的表达稳定性

受到贻贝发育阶段的很大影响[18], 许多内参基因

在没有被评估其稳定性后便被直接使用, 影响实

验结果的准确性。选择合适的内参基因是 qRT-PCR
中准确分析靶基因表达水平的前提。为了避免在

基因表达谱分析中出现不必要的错误, 本文通过

3 种方法(geNorm、NormFinder 和 BestKeeper)分
析了 5 个候选内参基因在不同组织和盐度胁迫下

的表达稳定性。然而, 不同方法计算出的结果不

尽相同 , 这一现象在许多研究中同样发现 [16-18], 
这可能与这三种方法所应用的计算方式不同有

关。目前, 并没有一致的意见认为哪个方法更加准确。 
综合来看, 不同组织和与不同盐度处理下的

鳃中 5 个候选内参基因的表达丰度大致相同且表

达水平较高, 但不同组织中各内参基因的表达差

异更大。这一现象在鲈的研究中也有报道[20], 表
明与不同盐度处理相比, 不同组织对内参基因的

稳定性的影响更大, 这可能与不同组织承担的生

命活动以及各项生命活动的活跃程度, 基因的选

择性表达有关。而对于不同盐度处理下的同一组

织, 由于内参基因均是参与重要生命活动所必需

的管家基因[21], 盐度处理对其的影响较小, 其稳

定性更高。因此, 在对岩牡蛎分析不同组织中的

功能基因的表达情况时, 需要选取数目更多的内

参基因从而获得准确可靠的定量结果[20]。而在分

析靶基因在不同处理下的单一组织的表达情况时, 
1~2 个内参基因便可以得到理想的结果。 

本实验所选择的 5 个候选内参基因均为细胞

中维持正常生命活动的管家基因, 作为候选内参

基因在许多物种中检测其表达稳定性。各内参基

因的表达稳定性在不同物种、不同组织、不同发育

阶段及不同环境条件下的表现并不相同。GAPDH
主要参与糖酵解过程, 并涉及核 RNA 输出、DNA
复制、DNA 修复、胞外膜融合等[22], 在太平洋牡

蛎的不同组织 [23]以及被寄生虫感染前后的机体

中 [24]、不同温度胁迫下的硅藻中 [25]表达稳定。

TUA和 TUB编码微管蛋白中最常见的两个家族 α-
微管蛋白和 β-微管蛋白, 是细胞骨架的基本组成

成分。虽然在鲽[26]和草本植物[27]的不同发育阶段

被发现表达稳定, 但在本研究中利用三种方法对

其稳定性在不同组织, 不同盐度处理下进行评估

时均发现其稳定性较差。研究发现该组分易受到

盐度等环境因子的影响[28], 同时其含量在不同组

织中也不尽相同[29]。EF1A 是 G 蛋白家族中 EF-1 
(elongation factor-1)四个亚基中的一个, 在蛋白质

翻译中起关键作用[30], 发现在太平洋牡蛎成体受

病毒感染前后稳定性较好, 但在幼虫中较差[17]。

RO21 为异质性核糖核蛋白, 在 mRNA 相关过程

的调控中发挥重要作用, 包括 mRNA 的激活, 定
位等过程[31], 在软体动物的性腺、鳃、内脏团等

组织中大量表达且表达稳定[32]。 
本研究使用 3 个常用方法评估了岩牡蛎 5 个

内参基因的稳定性, 发现 GAPDH 和 RO21 是在不

同盐度下鳃组织中最合适的单一内参基因; 而在

外套膜、鳃、闭壳肌和内脏团间, 则最好选择多

个内参基因联合分析以获得较为准确的定量结

果。本研究首次提供了岩牡蛎内参基因稳定性的

基础数据, 可用于以后岩牡蛎功能基因的表达标

准化分析。 
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Evaluation of potential reference genes for quantitative RT-PCR 
analysis in Iwagaki oyster (Crassostrea nippona) under normal and 
low salinity stress conditions 

GONG Jianwen1, LI Qi1, 2, YU Hong1 

1. The Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 
2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine 

Science and Technology, Qingdao 266071, China 

Abstract: Crassostrea nippona is a commercially important oyster species in East Asia as it is edible during the 
summer when the other oyster species are unavailable. Salinity is one of the important limiting factors to the sur-
vival and distribution of this stenohaline species. The molecular mechanism behind the response of this species to 
hypo-salinity stress remains unclear. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) has been widely used for the analy-
sis of gene expression. The optimal reference gene is constantly transcribed in different types of cells, tissues, and 
species and under various experimental conditions. However, reference genes that meet all of these conditions are 
almost non-existent. The selection of a proper reference gene is a precondition for accurate analysis of the expres-
sion level of a target gene in quantitative real-time PCR. A total of five candidate reference genes, elongation fac-
tor 1 (EF1A), glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A2/B1 (RO21), β-tubulin (TUB), and α-tubulin (TUA), were analyzed by qRT-PCR in four tissues (gill, mantle, 
visceral mass, and adductor muscle) under three salinity conditions of 10, 20, and 30 psu for one week. Three al-
gorithms, geNorm, NormFinder, and BestKeeper, were used to evaluate the expression stability of the candidate 
reference genes. The results showed that EF1A was most stable in the different tissues under normal conditions. 
Under salinity stress, GAPDH was the most stable gene according to overall ranking. In contrast, TUB and TUA 
were the least stable genes and were not suitable as reference genes. This study showed that different algorithms 
may generate inconsistent results. Therefore, a combination of several reference genes should be selected to accu-
rately calibrate system errors, especially for studies of different tissues in which candidate reference genes have 
more unstable expression. The present study was the first to select C. nippona reference genes by qRT-PCR and to 
provide a useful basis for selecting appropriate C. nippona reference genes. The present study also has important 
implications for gene expression and functional genomics research related to salinity stress in this species or other 
bivalve species. 
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