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摘  要：华石斛是海南岛特有的热带兰科植物，具有很高的观赏和药用价值。然而，未确定的内参基因限制了该物种

基因表达分析。本研究利用之前华石斛转录组数据，筛选出 164 个变异系数低（CV≤0.2）和表达量中等（TPM 在 10~300

之间）的候选内参基因。为了避免共表达现象对内参基因稳定性分析的影响，根据 GO 功能聚类分析结果，从不同的

功能群中共筛选出 24 个候选基因。为避免模板中可能残留的基因组 DNA 在 RT-qPCR 扩增过程中产生假阳性，本研究

设计了跨越内含子引物，并通过电泳筛选出符合要求的 15 个候选内参基因的扩增引物。为了确保 RT-qPCR 扩增的特

异性，使用 LightCycler 96 进行熔解曲线分析。依据 15 个候选基因的 RT-qPCR 数据，同时综合多个算法分析，在干旱

胁迫下，不同软件分别确定 CLP1 & SEC23、SEC23 & CPY71、CLP1 & SEC23 和 RNG1L & PECT 为最佳内参基因，综

合排序后选取 SEC23 和 CLP1 为华石斛干旱胁迫下最稳定内参基因。在华石斛不同组织中，不同软件分别确定了 ADF11 

& IBR5、PRP19 & CLP1、ADF11 & CLP1、ACBP2 & IBR5 为最佳内参基因，综合分析后确定 ADF11 和 ACBP2 为不同

组织中最稳定内参基因。结合上述干旱胁迫和不同组织分析数据，最终确定 IBR5 和 CPY71 为综合条件下较稳定的内

参基因。内参基因验证表明，与传统的 Actin 内参相比，本研究筛选出的内参基因可获得更为精确的 RT-qPCR 校准结

果，表明所筛选的内参基因具有极高的稳定性。综上所述，本研究为利用转录组数据鉴定稳定内参基因提供思路，首

次在华石斛全基因组范围内鉴定稳定内参基因，为进一步研究基因表达和功能奠定基础。 
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Abstract: Dendrobium sinense is a tropical plant endemic to Hainan Island with great ornamental and medicinal values. 
However, unascertained reference genes restrict the quantitative analysis of gene expression in the species. In this study, 

using our previous transcriptome data of D. sinense, the 164 candidate genes were identified with low variance (CV≤
0.2) and moderate expressions (TPM between 10-300). By GO clustering, 24 candidate genes were selected from dif-

ferent functional groups to avoid the effect of co-expression on further stability analysis. In order to avoid the false 

positive of genomic DNA that may remain in the template during RT-qPCR amplification, primers across introns were 
designed in this study, and amplification primers that met the requirements of 15 candidate reference genes were 

screened by electrophoresis. To ensure the specificity of RT-qPCR amplification, LightCycler 96 was used for melting 
curve analysis. According to the RT-qPCR data of 15 candidate genes, four tools were used to evaluate the expression 

stability. The results of multiple algorithm analysis showed that CLP1 & SEC23, SEC23 & CPY71, CLP1 & SEC23 and 
RNG1L & PECT were the best reference genes under drought stress. After comprehensive sorting, SEC23 and CLP1 
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were selected as the most stable reference genes under drought stress. In different tissues of D.sinense, ADF11 & IBR5, 

PRP19 & CLP1, ADF11 & CLP1, ACBP2 & IBR5 were identified as the best reference genes, respectively. After com-
prehensive analysis, ADF11 and ACBP2 were identified as the most stable reference genes in different tissues. Com-

bined with the above drought stress and different tissue analysis data, IBR5 and CPY71 were finally determined as stable 
reference genes under comprehensive conditions. The validation of internal reference genes showed that compared with 

the traditional Actin internal reference, the internal reference genes screened in this study could obtain more accurate 
RT-qPCR calibration results, indicating that the generated internal reference genes had extremely high stability. In 

summary, this study provides ideas for identifying stable reference genes using transcriptome data. For the first time, 
stable reference genes were identified in the whole genome of D.sinense, which laid a foundation for further study of 

gene expression and function. 
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华石斛（Dendrobium sinense）是海南岛特有

的兰科植物，具有很高的观赏价值和经济价值。

前期的活性成分分析表明，从华石斛中可以分离到

菲类、双苄基类、黄酮类和木脂素类等化合物[1-5]。

联苄是石斛属植物的主要酚类成分之一，具有抗

肿瘤、抗糖尿病、神经保护等作用[6]。近年来，

随着高通量测序技术的快速发展，华石斛公布的

基因数量也迅速增加[4]。对探索华石斛花叶发育、

胁迫响应和生物活性物质合成途径有关的功能基

因和转录因子研究提供了数据基础。然而，华石

斛稳定内参基因尚未鉴定，这不可避免地会限制

对华石斛基因表达及其功能的探究。 

基因表达分析是生物学研究中重要且常用的

方法，研究基因表达有助于了解基因的功能[7]。

实时定量聚合酶链反应（RT-qPCR）已经成为目

前主流方法，其具有灵敏度高、重复性好、高通

量、通用性强等特点[8]。然而，RT-qPCR 产生的

相对表达量受许多客观因素的影响，如 RNA 的数

量、质量和逆转录效率等[9]。RT-qPCR 相对定量

时需要稳定内参基因为参考，从而才能获得更准

确可靠的表达结果[10]。 

目前，管家基因被广泛地用作内参基因进行

RT-qPCR 的定量分析[11]。管家基因在不同组织、

细胞或实验处理中的表达水平理论上应该是稳定

的[11-12]，但是许多研究表明，管家基因在不同的

实验条件下仍会存在较大的表达波动[13-14]。在不

同的物种中，管家基因的稳定性必须经过严格的

验证才能作为内参基因进行使用[15]。 

随着测序技术的飞速发展，高通量 RNA 测序

（RNA-seq）已成为非模式物种基因挖掘及功能

分析的有力工具。目前，第二代测序（NGS）和

单分子实时测序（SMRT）是 RNA-seq 最常用的 

测序技术。2 种 RNA-seq 技术被广泛应用于植物

的转录组文库构建及差异表达基因识别[4, 16]。通

过高通量数据分析，那些在各种组织类型或条件

下表现稳定表达水平的基因，可能是潜在的优良

内参基因[9, 17]。 

基于前期的华石斛转录组数据[4]，本研究通

过表达矩阵的归一化处理的 TPM（transcripts per 

kilobase of exon model per million mapped reads）

算法，计算华石斛文库各个基因的数字表达水平，

从中筛选基因表达水平较稳定的潜在候选基因。

通过基因 GO 聚类分析，从不同的功能聚类中分

别候选内参基因。同时，设计所筛选内参基因的

跨内含子引物，利用凝胶成像技术筛选符合条件

的内参引物。根据 RT-qPCR 数据，利用 ΔCt、

BestKeeper、NormFinder 和 geNorm 四种不同算法

软件，评估候选内参基因表达的稳定性并从中确定

最佳内参基因。本研究旨在确定华石斛的最佳内参

基因，为进一步研究基因表达和功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

野生华石斛采自海南省昌江霸王岭国家级自

然保护区。华石斛在 25 ℃、相对湿度≥95%的光

照培养箱中培养 60 d。依据之前的干旱胁迫方法

处理植物材料[4]，随后收集华石斛根，假鳞茎和

叶组织，经液氮速冻并–80 ℃保存。 

1.2  方法 

1.2.1  转录数据和表达分析  从 NCBI Short Read 

Archive 数据库中下载转录组数据，华石斛叶片转

录组 SRR15112264、SRR15112265、SRR15112266，

假鳞茎转录组 SRR15112267、SRR15112268、

SRR15112269，根转录组 SRR15112270、SRR1511 
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2271、SRR15112272。另外 SRR14306704、SRR1430 

6705 和 SRR14306706 是极度干旱胁迫的华石斛

转录组数据（DSC，相对湿度<5%），SRR1430 

6707、SRR14306708 和 SRR14306709 为一般干旱

胁迫的华石斛转录组数据（DSB，45%≤相对湿

度 ≤ 50% ） SRR14306710 ， SRR14306711 和

SRR14306712 代表未经干旱胁迫的华石斛转录组

数据（DSA，相对湿度≥95%）。根据全长转录组

文库[4]，用 TBtools 软件通过 TPM 算法计算基因表

达量[18]。 

1.2.2  基因筛选与基因聚类  根据 RNA-seq数据

的 TPM 结果，如果满足变异系数（CV）≤0.2，

TPM 水平在 10~300 之间，那么就被当作候选基

因。为了避免基因共表达可能会影响内参稳定性

分析结果，使用 Blast2GO 软件对筛选出的候选内

参基因进行 GO 功能聚类分析[19]。 

1.2.3  引物设计  华石斛基因组 DNA（gDNA）

的提取采用植物基因组 DNA 提取试剂盒（天根，

北京，中国）。总 RNA 的提取采用 RNA 纯化试

剂盒（天根，北京，中国）。Micro-Drop（BIO-DL，

上海，中国）检测 RNA 纯度和浓度。用反转录试

剂盒（Monad，苏州，中国）进行 RNA 反转录，

RNA 用量 2 μg。根据与华石斛同源的铁皮石斛基

因 组 信 息 （ GenBank 登 录 代 码 ： GCA_ 

001605985.2），利用 Primer Quest™ Tool 在不同

外显子中设计 RT- qPCR 引物。gDNA 和 cDNA 的

PCR 产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳验证。 

1.2.4  RT-qPCR  以 1∶5 稀释的 cDNA 作为模板

进行 RT-qPCR 分析。RT-qPCR 结果使用 Light- 

Cycler 96（Roche, Penzberg, Germany）进行分析。

根据 MonAmpTM SYBR®Green qPCR Mix（Mon- 

ad, 广州, 中国）制备 20 μL RT-qPCR 反应体系。

RT-qPCR 扩增从初始步骤 95 ℃ 30 s 开始，然后

95 ℃变性 5 s，55 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，

循环 40 次。为了确保扩增的特异性，使用 Light- 

Cycler 96 进行熔解曲线分析。RCD1（Radical- 

induced cell death 1）是一种参与多种非生物胁迫

反应的应激反应基因[20]。叶绿素合成酶（CHLG）

参与叶绿素 a 合成的最后步骤之一[21]。本研究利

用这 2 个基因对所选内参基因的可靠性进行验证。 

1.2.5  基因表达稳定性分析  根据 E=10slope 公式

计算不同内参引物的扩增效率[22]。为了评估内参

基因的稳定性，使用 RefFinder（http://blooge.cn/ 

RefFinder/）筛选最佳内参基因[23]。这个网站收集

了目前主要算法（geNorm[8]、Normfinder[24]、

BestKeeper[25]和比较 ΔCt 方法[26]）来对测试的候

选内参基因进行稳定性比较和排序。 

2  结果与分析 

2.1  基于华石斛转录组数据筛选候选内参基因 

根据之前的华石斛转录组数据，利用 TPM 计

算基因表达。最终，共鉴定出 164 个符合变异系

数（CV≤0.2）和中等表达（TPM 在 10~300 之间）

的候选基因。GO 聚类分析显示，这些候选基因

归属于 36 个 GO 类别（图 1）。为了避免基因共

表达对内参基因稳定性分析的影响，因此从不同

GO 聚类分支中分别挑选候选基因，共筛选出 24

个候选内参基因（表 1）。例如，RHN1 参与囊泡

运输，ADF11 参与肌动蛋白丝结合，MGE2 参与

ATP 依赖的蛋白易位，SGS3 参与转录后基因调

控，RNG1L 参与蛋白泛素化。 

2.2  内参基因引物设计 

根据铁皮石斛的基因组数据，对 24 个候选基

因进行同源性鉴定，提取基因的内含子/外显子结

构，设计的 RT-qPCR 引物至少跨越一个内含子（表

1）。为验证 RT-qPCR 引物是否跨内含子，分别

以 cDNA 和 gDNA 为模板进行 PCR。cDNA 模板

中 RNG1、MGE2、RPS7A、IPUT1、TFIIA1、TF2H2、
OOPDA、ANM1、SLX1 基因的扩增片段与 gDNA

模板相似（图 2A），说明扩增产物之间不存在内

含子，这些候选基因可能会在 RT-qPCR 扩增过程

中产生假阳性。ADF11 和 PECT 的扩增产物在

cDNA 模板中达到了预期的大小，而在 gDNA 模

板中未观察到扩增条带（图 2A）。这说明在 gDNA

模板中，ADF11 和 PECT 的内含子过长，无法完

成 PCR 扩增，因此可以当作候选基因。此外，

SGS3、RNG1L、ACBP2、RPAC1、IBR5、CLP1、
VDAC1、SR542、UBP25、MED17、PRP19、CPY71、
SEC23 以 gDNA 为模板的扩增条带较 cDNA 模板

中扩增条带长（图 2A）。这说明在正向引物和反

向引物的扩增区域中至少包含一个内含子。综上

所述一共鉴定出 15 个候选内参基因扩增引物具

有跨内含子结构。RT-qPCR 扩增后，这 15 个内参

基因进行了熔解曲线分析，均呈现单峰（图 2B），

表明引物特异扩增。因此，选择这 15 个基因进行

进一步的稳定性分析。 

2.3  表达稳定性分析 

根据 15 个候选基因的 RT-qPCR 数据，采用 4 
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图 1  164 个候选内参基因的 GO 聚类分析 
Fig. 1   Functional clustering of 164 candidate reference genes 

 
表 1  候选内参基因及其引物序列 

Tab. 1  Candidates reference genes and their primer sequences 

基因名称 
Gene name 

缩写 
Abbr. 

正向引物(5-3）
Forward primer 

(5-3) 

反向引物(5-3) 
Reverse primer 

(5-3) 

长度
Amplicon

size/bp

同源基因编号 
Homologous locusa 

E 值
E-value

位置
Loc.b

Ras-related protein RHN1 RHN1 GTGCTAGAGCTG
CAGAAACA 

CCTCCAATGTCAC
CTTCCTTT 

97 NW_021320048.1 5.0E-88 4/5-6

Actin-depolymerizing  
factor 11 

ADF11 TTGACTTCGTCAC
CCAAGAAA 

CCATCTAAGTCTC
GCCTGAATC 

133 NW_021318832.1 2.0E-131 2/3 

Mitochondrial GrpE  
homolog 2 

MGE2 GGACAAAGCGTG
AGGTAGAA 

AAGTTCTCTTTGA
CTGCACTAGA 

115 NW_021319432.1 0 2/3 

Suppressor of gene  
silencing 3 

SGS3 GAGGGTTTGGGT
AACAAAGAGA 

AATGGCCTTCCTT
CCCATATAC 

94 NW_021319151.1 0 2/3 

RING finger  
protein 1-like 

RNG1L AGTGGGAATGAT
GAAACTTCGG 

GTACAAAGAGTTG
GGCTCGTT 

106 NW_021318693.1 0 1/2 

Acyl-CoA binding  
protein 2 

ACBP2 GTAGATCGTGGCC
ACCTAAAG 

CGAAGGCTTCTCT
CTCACAAA 

124 NW_021318608.1 0 5/6 

RNA polymerases I  
and III subunit AC1 

RPAC1 GGATATTCCACAA
CGTCAGCTC 

CAAACCCTATCGC
CGCATAA 

128 NW_021318864.1 6.0E-104 1/2 

Indole-3 butyric  
acid response 5 

IBR5 ATCTAGAGGTTGG
CGGTTTC 

AATCAACTGCTCA
CGGACAA 

94 NW_021319178.1 0 4/5 

26S protease  
regulatory subunit 7A 

PRS7A GGAAGTGAGCTC
GTTCAGAAATA 

CACCTATCGCATC
CACTTCATC 

121 NW_021319370.1 2.0E-178 8/8-9

Phosphate-ethanolamine  
cytidylyltransferase 

PECT CTGATCCGAATGC
CCGAATAA 

GCTTTAGCAAGCC
GCAATATC 

88 NW_021319309.1 0 4/5 

Inositol phosphorylceramide 
glucuronosyltransferase 1 

IPUT1 CTGCAGATGTGA
GGAAGAGTAG 

GGCCCAAGTGTAT
AGTGGATAA 

145 NW_021318711.1 2.0E-165 4/5 

Transcription initiation  
factor IIA subunit 1 

TFIIA1 CCAGAATCCAGA
AGGGTCTTATC 

CAACCACAGACAT
CCGACTG 

139 NW_021319178.1 7.0E-139 7/8 

Cleavage factor 
polyribonucleotide  
kinase subunit 1 

CLP1 GTGAACGTACAC
GCGATACT 

GCATCCTGCACAG
ACTACTT 

102 NW_021319342.1 4.0E-135 3/4 

Voltage-dependent  
anion channel protein 1 

VDAC1 GGTTACAGTCAC
AGCTGAAGAG 

CAGGAGTCCCAA
GTTCATCAAT 

105 NW_021318595.1 1.0E-164 1/2 

General transcription  
factor IIH subunit 2 

GTF2H2 CCAGAATCCAGA
AGGGTCTTATC 

CAACCACAGACAT
CCGACTG 

102 NW_021318614.1 0 1/2 
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续表 1  候选内参基因及其引物序列 
Tab. 1  Candidates reference genes and their primer sequences (continued) 

基因名称 
Gene name 

缩写 
Abbr. 

正向引物(5-3）
Forward primer 

(5-3) 

反向引物(5-3) 
Reverse primer 

(5-3) 

长度
Amplicon

size/bp

同源基因编号 
Homologous locusa 

E 值
E-value

位置
Loc.b

Signal recognition particle 
54 kDa protein 2 

SR542 GAACTGGAGAGCA
TATGGATGAA 

TCCATGAAGCCAG
ACCAATC 

94 NW_021319083.1 0 4/5 

Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 25 

UBP25 CTCCAGTGCTTAA
CCTACACT 

GAAGGGACACTC
CTTCTTCTTATT 

108 NW_021319800.1 0 1/2 

Mediator of RNA  
polymerase II transcription 

subunit 17 

MED17 GGTTGATCTTCCT
GTGGCTATT 

AGTCCCTGCTCAC
CTTCATA 

101 NW_021394673.1 0 8/9 

Organellar oligopeptidase A OOPA ACTTCGATTTCCC
GCCTTT 

TCCACACTCCTCT
CCAGTT 

112 NW_021318492.1 7.0E-166 1/2 

Pre-mRNA-processing  
factor 19 

PRP19 AGGAAAGGGATG
AAGCAAGG 

TTCCCGTCAGGAC
CAAATTC 

139 NW_021319460.1 4.0E-142 1/2 

Cyclophilin 71 CPY71 CCTAAGCGCCCTC
TCAAAT 

GACACTGCAACAT
GTGTAACC 

110 NW_021553810.1 2.0E-121 1/2 

Arginine 
N-methyltransferase 1 

ANM1 AGCATGTGTATGC
GGTTGAG 

TCCACATGAGTGA
CTGGTAGAT 

135 NW_021318883.1 0 2/4 

Syndetin-like isoform X1 SLX1 GGTGAAGCATTCT
GTGGATTAC 

TCCAATTCTCCCT
CTCCAATAC 

133 NW_021319127.1 0 12/13

Protein transport  
protein SEC23 

SEC23 CGACCGCTGTCAT
TAGGTTT 

GAAGCATGTGCCT
CAGATGATA 

122 NW_021319945.1 0 1/2 

注：a 基于华石斛基因组数据的同源基因；b 对角线前后的数字分别表示正向引物和反向引物在外显子中的预测位置。 
Note: a The homologues based on genomic data of D. catenatum; b The number before and after the diagonal bar indicated the predicted 

location of forward and reverse primer in exon, respectively. 

 

A：RT-qPCR 获得扩增产物；B：15 个候选内参基因的熔解曲线分析。 
A: Amplicons obtained by RT-qPCR; B: The melting curve analysis of 15 candidate reference genes. 

图 2  内参基因引物筛选 
Fig. 2  Performance of the amplification primers 

 

种工具对其表达稳定性进行评估。基因稳定性分

析结果用热图呈现（图 3），稳定值越低，颜色

越红，说明该基因表达越稳定。在干旱胁迫下，

通过比较 ΔCt 法、BestKeeper、Normfinder 和

geNorm 分析分别确定 CLP1 & SEC23、SEC23 & 

CPY71、CLP1 & SEC23 和 RNG1L & PECT 为最 
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图 3  华石斛候选内参基因的稳定性分析 
Fig. 3  Stability analysis of candidate reference genes in D. sinense 

 
佳内参基因，综合排序后选取 SEC23 和 CLP1 作

为干旱胁迫下最稳定内参基因。在华石斛不同组

织中，4 种算法分别确定了 ADF11 & IBR5、PRP19 

& CLP1、ADF11 & CLP1、ACBP2 & IBR5 为最佳

内参基因，综合分析后确定 ADF11 和 ACBP2 为

不同组织中最稳定内参基因。结合上述干旱胁迫

和不同组织分析数据，最终确定 IBR5 和 CPY71
为综合条件下较稳定的内参基因。 

2.4  内参基因验证 

为验证本研究筛选出内参基因的准确性，以

最常见的管家基因 Actin 作为内参基因。分别验证

了 CHLG 在不同组织和 RCD1 在干旱胁迫下的表

达水平（图 4）。与预期的一样，不同内参基因

归一化后 CHLG 和 RCD1 的表达量与转录组测序

结果呈现出相似的模式，但存在一些细微的差异。

例如，在不同组织分析中，以 Actin 作为内参基因

时，CHLG 在根和假鳞茎中的表达量没有显著差

异，而以 ADF11 和 ACBP2 作为内参基因时，CHLG
在假鳞茎中的表达量显著上调。后者与转录组数 

据结果更为一致，这说明本研究筛选出的内参基

因可以提供更准确的定量结果。 

3  讨论 

华石斛是海南岛特有的热带兰科植物，具有

很高的观赏和药用价值 [1]。该植物附生于海拔

1000 m 的山地疏林中树干上，干旱胁迫是其生存

中的最主要危害。研究表明华石斛具有丰富的活性

药物成分，其生物合成机理已成为研究热点[1-2, 5-6]。

然而，华石斛的稳定内参基因尚未鉴定出来，这

限制了相关基因的表达和功能研究。因此，为了

推进华石斛基因功能、调控机制、遗传机理等研

究，稳定的内参基因鉴定至关重要。 

高通量测序技术的快速发展使得非模式物种

的基因资源挖掘和表达研究成为可能[4, 9]。此前的

华石斛转录组测序为本研究提供了大量的基因数

据[4]。将 clean reads 映射到基因文库，通过 TPM

对基因表达水平进行初步筛选。研究表明内参基因

的表达水平过低或过高都会影响表达校准结果[13]， 
 

 

 
 

图 4  内参基因的表达校准验证 
Fig. 4  Expression calibration validation of internal reference genes 
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本研究共鉴定出 164 个低变异系数（CV≤0.2）和

中等表达（TPM 在 10~300 之间）的候选内参基

因。此外，如果不同内参基因同属一个功能类群，

那么很可能这些基因存在共表达现象[27]。为避免

共表达对内参基因稳定性分析的潜在影响，候选

基因从不同功能簇中挑选，包括一些常规内参基

因（如 ADF11、PRS7A、CPY71 和 UBP25）和不常

见基因（如 SGS3、IPUT1、VDAC1 和 MED17）。 

虽然在提取 RNA 的过程中，样品经过 DNAase

处理，去除 gDNA 污染，但并不清楚样品中是否

存在残留的 gDNA。为避免残留 gDNA对RT-qPCR

分析的影响，本研究按照前人的方法设计了跨越

内含子的 RT-qPCR 引物[27]。根据凝胶电泳结果显

示，9 个候选基因（RNG1、MGE2、RPS7A、IPUT1、
TFIIA1、TF2H2、OOPDA、ANM1、SLX1）的扩增

引物不符合要求，在后续分析中被剔除。熔解曲

线分析表明，剩余的 15 个候选基因引物进行特异

扩增，可用于稳定性分析。 

为了评估这些候选内参基因的表达稳定性，

本研究使用了 4 种主流算法，包括 geNorm[8]、

Normfinder[24]、BestKeeper[25]和比较 ΔCt 方法[26]。

稳定值最低的候选基因被认为具有最高的稳定

性。在 geNorm 分析中，所有内参基因的稳定性

值均低于阈值 1.5[8]，说明本研究产生的内参基因

的稳定性极高。这一结果可能是由于本研究基于

转录组数据对内参基因进行了初步筛选，已将不

稳定的基因剔除，与前人对苹果内参基因研究一

致[9]。内参基因验证表明，与传统的 Actin 内参相

比，本研究筛选出的内参基因可获得更为精确的

RT-qPCR 校准结果，表明所产生的内参基因具有

极高的稳定性。 

4  结论   

基于华石斛前期的转录组数据，通过广泛的

筛选获得理想的 RT-qPCR 内参基因。本研究将

164 个低变异系数及中等表达的候选基因划分为

36 个 GO 分类，从中筛选了 24 个候选基因。以

cDNA 和 gDNA 为模板，筛选出了 15 个跨越内含

子的候选基因引物。综合多种算法分别选取了

SEC23 与 CLP1、ADF11 与 ACBP2、IBR5 与 CPY71
分别为干旱胁迫、不同组织和综合情况下最稳定

的内参基因。本研究首次在华石斛全基因组范围

内鉴定了稳定内参基因，为进一步研究基因表达

和功能奠定了基础。 
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