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摘要  金毛狗(Cibotium barometz)是一种经济价值较高的药用蕨类植物, 其粗大的根状茎是制作中药狗脊的原材料。加强

对金毛狗的科学研究可缓解野生资源保护与中药产业发展之间的矛盾。荧光定量PCR技术是研究植物基因功能的常用方法, 

而选择合适的内参基因是该技术的关键环节之一。目前, 金毛狗相关基因功能研究较少, 无合适的内参基因可用。该研究

从金毛狗转录组数据中筛选出12个常用的植物内参基因, 通过计算扩增效率, 确定8组可用的内参基因引物。根据8组内参

基因对金毛狗10个组织部位的Ct值, 利用RefFinder和Normfinder软件筛选出最佳内参基因CbUBC4和CbEF1A。对于研究

金毛狗不同发育时期根状茎中基因的表达变化, CbEF1A和CbUBC4是较合适的内参基因。研究机械损伤和水淹条件下基因

的表达变化推荐用CbUBC4和CbUBC28作为内参基因, 通过检测机械损伤和水淹条件下一些快速响应基因的表达量变化, 

进一步证实了CbUBC4和CbUBC28的稳定性。研究结果为金毛狗不同组织部位基因功能研究提供了合适的内参基因。 
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金毛狗(Cibotium barometz)为多年生草本植物, 

隶属于桫椤目金毛狗科金毛狗属(Jiang et al., 2023), 

广泛分布于中国长江流域及其以南的亚热带和热带

地区, 常生长于溪流附近光线充足的向阳缓坡。金毛

狗是我国二级重点保护野生植物, 也是重要的资源植

物, 有较高的经济价值(徐家星等, 2012)。金毛狗的根

状茎是制作南药狗脊的原材料。狗脊是《中国药典》

收录的9种蕨类植物中药之一, 有祛风湿、补肝肾及

强腰膝等功效, 是壮腰健肾类和健筋骨类中成药的核

心原料。金毛狗的根状茎贴伏在地表, 随顶端分生组

织向前伸长生长; 新生根状茎身披金黄色鳞毛, 多年

后逐步脱落露出深棕褐色表皮。自然条件下, 野生金

毛狗繁殖率极低且根状茎生长缓慢, 加之盗采严重, 

当前面临野生资源保护和生药产业发展的双重困境。

为有效保护和利用野生金毛狗资源, 需加快野生金毛

狗人工驯化进程, 利用现代分子改良手段获得具有优

良栽培性状的新品种或新种质, 推广人工栽培。目前, 

关于金毛狗或狗脊相关研究较少, 且主要围绕化学成

分(Kim et al., 2023; Zhang et al., 2023)、药理学

(Chen et al., 2022)、系统分类(Jiang et al., 2023)和

群体遗传学(由永飞和邓洪平, 2012)开展基础研究; 

涉及金毛狗发育生物学、生殖生物学、非生物胁迫以

及关键有效成分代谢通路等方面研究极少(Ji et al., 

2023)。金毛狗全基因组序列的发布在一定程度上促

进了相关分子生物学研究, 但该基因组还存在大量未

解析的重复区域和复杂序列结构(Qin et al., 2024), 

需深入研究以期获得注释更精细的全基因组序列。 

定量PCR (quantitative polymerase chain reac-

tion, qPCR)是20世纪末基于普通PCR技术开发出的

用于定量检测样本中特异性RNA或DNA序列丰度的

分子生物学技术(Higuchi et al., 1992)。Heid等(1996)

将其改良后推出了实时荧光定量PCR (quantitative 

real time polymerase chain reaction, qRT-PCR)技

术。PCR技术广泛应用于生命科学基础研究(Valasek 

·技术方法· 
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and Repa, 2005), 并逐步拓展到食品、农业、畜牧、

微生物和环境工程等生产应用领域, 在食品和饮用水

微生物检测(Botes et al., 2013; Coudray-Meunier et 

al., 2015)、生物检疫(Herbert et al., 2007)、动物疾

病或植物病虫害诊断(Verdecchia et al., 2021; Dutta 

et al., 2022; Magro et al., 2023)和微生物菌种鉴别

(刘建钗等, 2019)等领域发挥重要作用。qRT-PCR检

测的准确性受到样品类型、核酸提取方法及保存过程

等因素影响, 一般需要对待检测样品进行标准化处

理, 利用物种自身的内参基因(reference gene)是最

常用的标准化方法(Huggett et al., 2005)。ICG数据库

(Internal Control Genes for qRT-PCR normaliza-

tion)提供了大量可用于模式生物和非模式生物qRT- 

PCR检测的内参基因及适用场景, 但未提供金毛狗

及同属物种内参基因的相关信息(Sang et al., 2018)。

植物中常用的内参基因有EF (Elongation factor)、

Tub (Tubulin)、Act (Actin)、UBC (Ubiquitin-conju-

gating enzyme)、UBQ (Ubiquitin)和eIF (Eukaryotic 

initiation factor)。内参基因在生物的不同部位或不同

环境(生物或非生物胁迫)下不能均一性表达(Kozera 

and Rapacz, 2013); 甚至实验处理也会影响某些内参

基因的表达量(Schmittgen and Zakrajsek, 2000)。因

此, 研究者需要根据样品实际情况筛选合适的内参基

因用于检测特异性核酸序列的丰度。 

本研究以金毛狗不同发育时期多个器官为材料, 

利用qRT-PCR技术检测不同内参基因在各器官中的

表达丰度, 从不同角度评价各内参基因引物的特异性

和稳定性, 以期为金毛狗基因功能研究提供合适的内

参基因引物。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

选取深圳市兰科植物保护研究中心园区野生金毛狗

(Cibotium barometz (L.) J.Sm.)植株, 幼年期根状茎

取自人工繁育的金毛狗幼苗, 其它材料从同一个野生

金毛狗居群中采集。每个样品设3–5个生物学重复。

幼年期根状茎取自人工繁育1–2年的金毛狗幼苗, 采

集3–5株生长健壮的幼苗, 清理干净, 找到生长点单

独切下, 厚度约2 mm, 剩下的作为幼年期根状茎。样

品经液氮速冻后保存在–80°C冰箱中备用。 

取中生期和成熟期根状茎时, 仅切割生长点另一

端的组织材料, 采集完成后对切口处进行杀菌处理, 

确保植株继续生长。选择生长健壮的金毛狗植株, 用

灭菌剪刀在金毛狗小羽叶上剪切多个伤口, 分别于

0、2、4、8和16小时收集有伤口的小羽叶。选择生

长健壮的一年生金毛狗盆栽幼苗, 将盆置于水中, 淹

没幼苗根系, 分别于0、4、12、24和72小时收集水淹

幼苗的小羽叶。每个时间点样品设3个生物学重复。

样品经液氮速冻后保存备用。 

1.2  基因组DNA和总RNA提取及cDNA合成 

使用植物基因组DNA提取试剂盒(北京全式金生物技

术股份有限公司, Cat No.EE112-01)从金毛狗小羽叶

中提取DNA, 用于检测内参基因引物扩增效率。样品

总RNA提取采用CTAB法(Gambino et al., 2008)。使

用液氮将材料研磨成粉末, 加入提取液, 经恒温孵

育、有机溶剂抽提、粗沉淀、重悬浮、有机溶剂抽提

及特异沉淀等步骤获得高质量总RNA。利用微量分光

光度计(Thermo NanoDrop ONE)和琼脂糖凝胶电泳

检测总RNA浓度、纯度和完整度。 

用反转录试剂盒(宝日医生物技术有限公司, Cat 

No.RR047A)合成cDNA, 具体操作步骤按产品使用

说明书进行, 每个反应中总RNA用量为1 μg。得到的

cDNA原液用无核酸酶水稀释20倍, 用于后续qRT- 

PCR实验。 

1.3  qRT-PCR实验 

以叶片基因组DNA为模板计算引物的扩增效率。先将

DNA用无核酸酶水稀释到 qRT-PCR实验的Ct值

(cycle threshold value)为11, 标记为5号(定义其浓度

为104)。从5号取100 μL, 与900 μL无核酸酶水混合, 

充分涡旋混匀, 标记为4号(定义其浓度为103); 再从

4号取100 μL, 与900 μL无核酸酶水混合, 充分涡旋

混匀, 标记为3号(定义其浓度为102); 依次稀释2号

(定义其浓度为101)和1号(定义其浓度为100)。绘制扩

增曲线时, 以lg(定义浓度)为横坐标, 样品对应的Ct

值为纵坐标。 

qRT-PCR实验采用染料法 , 实验仪器为ABI 

QuantStudio 5。反应体系总体积为20 μL, 包括10 μL 

SYBR试剂(北京全式金生物技术股份有限公司, 染
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料 法 荧 光 定 量 PCR 预 混 液 , AQ601-01), 1 μL 

100 µmol·L–1正向引物, 1 μL 100 µmol·L–1反向引物, 

1 μL模板, 7 μL无菌水。反应程序: 94°C预变性30秒; 

94°C变性5秒, 60°C退火30秒, 40个循环。 

用Primer Premier 5.0软件设计引物。利用qRT- 

PCR检测响应机械损伤和水淹胁迫的基因引物分别

为 CbWAK3 ( 正 向 引 物 5'-GCCCTTCTTTCCAA-

CCCT-3'; 反向引物5'-TCGCCCACTTTGCTGTAT- 

3')、CbWRKY3 (正向引物 5'-GTTTCTGGTGGT-

TTATCGG-3'; 反 向 引 物 5'-GGTTCCTTAGCCTT-

CTCAA-3') 和 CbEIN3 ( 正向引物 5'-ACATCCAG-

CAAACTATTCG-3'; 反向引物5'-TTCTGTAGCCT-

TGACCATA-3')。反应体系与程序同上。 

1.4  数据处理 

利用Excel软件、RefFinder和Normfinder软件(https:// 

www.ciidirsinaloa.com.mx/RefFinder-master) 进行数

据处理。利用在线软件ChiPlot (https://www.chiplot. 

online/#Phylogenetic-Tree)绘制小提琴图和柱形图。 

2  结果与讨论 

2.1  不同样品总RNA质量检测 

分别采集金毛狗根系、根状茎(幼年期、中生期和成

熟期)、茎顶端分生组织、成熟叶(不育叶)、幼叶(不

育叶)、未成熟孢子囊、拳卷叶和叶柄10个组织部位(图

1), 按实验方法收集机械损伤和水淹处理的小羽叶。

清洗擦干后用CTAB法提取上述样品的总RNA, 使用

微量分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的浓

度、质量和完整度, 确保获得足够量和高质量的总

RNA, 用于后续反转录和qRT-PCR实验。用微量分光

光度计测得所有总RNA溶液OD2 6 0/OD28 0比值为 
 

 
 

图1  金毛狗不同组织部位 

(A) 未成熟孢子囊; (B) 成熟叶; (C) 幼叶; (D) 根系; (E) 叶柄和拳卷叶; (F) 茎顶端分生组织; (G) 根状茎-成熟期; (H) 根状

茎-幼年期; (I) 根状茎-中生期。Bars=2 cm 

 
Figure 1  The different tissues sampled from Cibotium barometz 
(A) Immature sori; (B) Mature frond; (C) Young frond; (D) Root; (E) Stipe and rolled lamina; (F) Rhizome apical meristem; 
(G) Rhizome-mature stage; (H) Rhizome-young developmental stage; (I) Rhizome-middle developmental stage. Bars=2 cm 
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2.04–2.28, 浓度为569.60–1 309.34 ng·µL–1, 琼脂

糖凝胶电泳显示所有总RNA电泳条带清晰完整, 未

见明显的降解现象(图2)。所得金毛狗各样品总RNA

可用于后续实验。 

 

 
 

图2  不同样品总RNA琼脂糖凝胶电泳检测 

1: 未成熟孢子囊; 2: 成熟叶; 3: 幼叶; 4: 根系; 5: 叶柄; 6: 拳

卷叶; 7: 茎顶端分生组织; 8: 根状茎-成熟期; 9: 根状茎-幼年

期; 10: 根状茎-中生期。11–15分别表示机械损伤0、2、4、8

和16小时小羽叶。16–20分别表示幼苗(1年生)水淹处理0、4、

12、24和72小时小羽叶。M: DNA marker 

 

Figure 2  Agarose gel electrophoresis assay of total RNA 

extracted from different samples 

1: Immature sori; 2: Mature frond; 3: Young frond; 4: Root; 5: 

Stipe; 6: Rolled lamina; 7: Rhizome apical meristem; 8: Rhi-

zome-mature stage; 9: Rhizome-young developmental stage; 

10: Rhizome-middle developmental stage. Samples 11–15 

represent pinnules subjected to mechanical injury at 0, 2, 4, 

8, and 16 h, respectively. Samples 16–20 indicate pinnules of 

seedlings (1 year old) under waterlogging treatment at 0, 4, 

12, 24, and 72 h, respectively. M: DNA marker 

2.2  不同内参基因引物扩增效率和熔解曲线检测 

金毛狗全基因组序列尚未完全注释, 通过分析前期检

测的金毛狗根状茎转录组数据(Qin et al., 2024), 参

考不同数据库(KEGG、NR、Swiss-Prot、TrEMBL

和Pfam)对各基因的注释及基因表达丰度的FPKM值

(fragments per kilobase of exon model per million 

mapped fragments), 筛选出12个可作为内参基因的

基因序列(表1), 包含常见的植物内参基因EF、Tub、

ACT、UBC、UBQ和eIF。针对每个基因利用Primer 

premier 5.0软件设计最优qRT-PCR引物。 

理论上, 每次PCR反应过程中DNA模板与DNA

产物序列间有固定的数量关系, 即Xn=X0×2n (Xn表示

PCR结束时系统的产物数量, X0表示PCR起动前系统

的初始产物数量, n表示PCR循环次数)。而实际PCR

反应中扩增效率很难达到标准值2, 扩增效率主要受

引物(引物二聚体、非特异性扩增、退火温度和浓度

等)、Taq酶活性、PCR抑制因子(镁离子和EDTA)以

及初始模板浓度等因素影响。为了验证上述筛选的内

参基因是否适用于qRT-PCR实验, 利用模板梯度稀

释实验制作每对引物的扩增曲线, 同时利用熔解曲线

检测每对引物的PCR产物是否具有特异性。 

利用qRT-PCR进行相对定量分析时, 为确保数

据的准确性, 要求扩增效率范围在90%–110%之间, 

对应扩增曲线斜率为–3.6<k<–3.1。根据qPCR检测的

Ct值与对应模板浓度之间的线性关系, 8个备选基因

引物的扩增曲线斜率符合要求 , 分别为CbACT、

CbEF1A 、 CbeIF4A3 、 CbUBC4 、 CbUBC28 、

CbUBQ11.1、CbαTub1.1和CbβTub1 (图3)。采用这

些基因引物进行PCR得到的DNA产物对应的熔解曲

线有单一峰值(图4), 表明这些引物的特异性较好, 可

用于qRT-PCR实验。 

2.3  内参基因在不同组织中表达的稳定性 

为了验证8组内参基因引物的稳定性, 分别以金毛狗

10个组织部位的总RNA为模板 , 通过反转录合成

cDNA, 再以cDNA为模板进行qRT-PCR实验。结果

显示, 10个组织部位中8组内参基因的Ct值范围不同

(图5A), 其中CbEF1A的Ct值波动范围最小, 其次是

CbUBC4、CbUBC28和CbUBQ11.1, 而CbACT、

CbeIF4A3、CbβTub1和CbαTub1.1的Ct值波动范围

均超过4。 

RefFinder是一款综合评价qRT-PCR内参基因稳

定性的软件(Xie et al., 2012), 将上述Ct值导入该软

件后得到8组内参基因针对金毛狗10个组织部位的稳

定性排名(图5B), 纵坐标分值越小表示内参基因越稳

定。稳定性排名前4的内参基因分别是CbUBC4、

CbEF1A 、 CbUBC28 和 CbACT, 而 CbeIF4A3 、

CbβTub1、CbUBQ11.1和CbαTub1.1排名靠后。为

了进一步验证上述内参基因的稳定性, 用Normfinder

程序重新对8个内参基因的稳定性进行排序, 稳定性

排名前4的内参基因依然是CbUBC4、CbEF1A、

CbACT和CbUBC28 (图5C)。因此, 利用qRT-PCR检

测金毛狗10个组织部位中某个基因的表达量, CbUBC4 

© 植物学报 Chinese Bulletin of Botany



304  植物学报  61(2)  2026   

 

表1  金毛狗qRT-PCR候选内参基因 

Table 1  The candidate reference genes of Cibotium barometz for qRT-PCR 

Primer symbol Base sequence (5'–3') 
Products 

length (bp) 
Melting  

temperature (°C)
GC percentage  

(%) 
Amplification 
efficiency (%) 

CbUBQ11.1-F GGGAAAGCAACTGGAGGA 180 55.2 55.6 92.3 

CbUBQ11.1-R CGTGGATGTAACCGAGCA 55.3 55.6 

CbαTub1.1-F CCTTGACCGCATTAGAAA 119 51.5 44.4 94.5 

CbαTub1.1-R ACAACCGCTCCAACAGAA 53.9 50.0 

CbβTub1-F AAGTTCTGGGAGGTGGTT 137 50.8 50.0 103.1 

CbβTub1-R ACAGCCCTTGGAACATAG 49.9 50.0 

CbEF1A-F CACCGTCATTGATGCTCC 108 53.0 50.0 98.8 

CbEF1A-R AAGCCTCCCGTGGTAGAA 54.1 50.0 

CbeIF4A3-F TCCTCCCGAGTCCTTATT 137 49.6 50.0 100.9 

CbeIF4A3-R GCCACTCCCTTTCTACCA 50.3 50.0 

CbACT-F GGCTGGATTCGCAGGTGA 133 59.6 61.1 109.7 

CbACT-R ACGCTTGGACTGGGCTTC 58.0 61.1 

CbUBC28-F TCCTGCTTTGACCATCTC 117 50.2 50.0 98.4 

CbUBC28-R TTGGCTCTGTCAGTCTTGTA 50.9 45.0 

CbUBC4-F CTTCCCTCCAGACTACCC 120 50.9 61.1 104.9 

CbUBC4-R GGACTCCACTGCTCCTTC 51.5 61.1 

CbβTub4-F ACATTGTCGGTTCACCAG 134 53.5 50.0 113.8 

CbβTub4-R GGAAATCTAAGGCAGCAC 55.1 52.9 

CbEFTUA-F GATGATGTTGCCGTCGTT 169 52.3 50.0 114.9 

CbEFTUA-R TGGGATGGGTATGTTGGT 56.0 52.9 

CbACT7-F CTGGCACCATACCTTCTA 132 55.2 50.0 87.9 

CbACT7-R TGATTTGGGTCATCTTCT 53.6 38.8 

CbUBC2-F AACCGTCCGTTTCATCTC 119 54.7 56.3 121.2 

CbUBC2-R ATTGCAGCCACATCGTAT 52.9 44.4 

 

是最优内参基因 , 其次是CbEF1A、CbUBC28和

CbACT。 

2.4  内参基因在不同发育时期根状茎中表达的稳

定性 

根状茎是金毛狗最具经济价值的器官, 因此对金毛狗

根状茎的研究较多。单独分析候选内参基因在不同发

育时期根状茎中表达的稳定性, 发现CbUBQ11.1的

Ct值波动范围最小(图5D), 之后依次是CbEF1A、

CbUBC4和CbβTub1。将8组内参基因针对金毛狗根

状茎的Ct值导入RefFinder软件, 结果显示, 稳定性

排名前4的内参基因分别为CbEF1A、CbUBC4、

CbUBC28和CbβTub1 (图5E)。同样地, 利用Norm-

finder程序重新对8个内参基因的稳定性进行排序 , 

显示稳定性排名前4的内参基因分别为CbEF1A、

CbUBC4、CbβTub1和CbUBC28 (图5F)。综上, 在

研究金毛狗根状茎中某个基因的表达丰度随发育时

期的变化规律时, CbEF1A是最佳内参基因, 其次为

CbUBC4、CbUBC28和CbβTub1。 

2.5  逆境胁迫下内参基因表达的稳定性 

有关金毛狗响应逆境胁迫的研究尚未见报道。为了检

验内参基因在多应用场景下的稳定性, 从而为分子生

物学研究提供合适的内参基因, 我们模拟了机械损伤

和水淹胁迫, 用同样方法检测上述8个内参基因的稳

定性。所有样品均为小羽叶, 内参基因对应的Ct值波 
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图3  金毛狗内参基因的扩增曲线 

纵坐标ΔRn=(R+n)–(R-n)。R+n表示每点测量的荧光强度; R-n表示荧光基线强度; Ct值(cycle threshold value)表示阈值循环数; 

lg(sample)表示模板浓度的对数值。 

 
Figure 3  Amplification plot of the reference gene in Cibotium barometz 

The ordinate value is ΔRn=(R+n)–(R-n). R+n is the fluorescence emission of the product at each time point; R-n is the fluo-

rescence emission of the baseline; Ct value (cycle threshold value) means cycle threshold; lg(sample) indicates the logarithmic 
value of template concentration. 
 

动不大(图6A, D)。利用2种不同算法评估8个内参基因

在机械损伤和水淹胁迫下的稳定性(图6B, C, E, F), 

结果表明, 稳定性排名前4的内参基因是CbUBC28、

CbUBC4、CbEF1A和CbUBQ11.1, 而CbeIF4A3、

CbβTub1、CbACT和CbαTub1.1的稳定性稍差。整

体上看, CbUBC28和CbUBC4是金毛狗机械损伤和

水淹胁迫下较理想的内参基因。 

为了进一步验证筛选的内参基因在实际应用中

的稳定性, 参考已报道的植物中快速响应机械损伤和

水淹胁迫的标志性基因 , 如响应机械损伤的WAK 

(WALL-ASSOCIATED KINASES)和WRKY基因

(Savatin et al., 2014; Goyal et al., 2023), 以及响应

水淹胁迫的EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3) 

(Zheng et al., 2023), 筛选金毛狗转录组数据中与之

对应的同源基因, 利用qRT-PCR检测机械损伤和水

淹处理材料中这些基因的表达变化。结果显示, 机械

损伤诱导金毛狗CbWAK3和CbWRKY3基因表达上

调(图7), 基于不同内参基因检测变化趋势一致; 水淹 
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图4  金毛狗内参基因qRT-PCR产物的熔解曲线 

 
Figure 4  The melt curve plot of DNA products in the qRT-PCR assay for reference genes in Cibotium barometz 
 

胁迫使乙烯信号途径转录因子基因CbEIN3表达水平

升高, 且基于不同内参基因检测变化趋势一致。 

2.6  讨论 

从物种保护和资源开发利用角度考虑, 金毛狗具有较

高的研究价值。加强对金毛狗的研究, 攻克其在繁育

生物学和人工栽培方面的科学难题, 既能提高金毛狗 

野生资源的保护水平, 又能缓解医药产业对金毛狗根

状茎的迫切需求。随着测序技术的快速发展, 植物研

究已进入后基因组时代, 现代植物生理学和分子生物

学技术推动了资源植物的基因功能研究 ,  而

qRT-PCR是研究基因功能的基本方法, 且在生产实

践中广泛应用。选择合适的内参基因是成功开展

qRT-PCR实验的必要条件, 因此, 在利用qRT-PCR 
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图5  金毛狗内参基因的Ct值(cycle threshold value) (A, D)和稳定性评价(B, C, E, F) 

(A)–(C) 10个组织部位; (D)–(F) 不同发育时期的根状茎 

 
Figure 5  Ct value (cycle threshold value) of reference genes (A, D) and the evaluation of their stability (B, C, E, F) of Cibotium 
barometz 
(A)–(C) Ten tissues; (D)–(F) Rhizomes at different developmental stages 
 

检测植物组织中目标基因的表达丰度之前, 需对内参

基因进行检验, 以确保实验数据的准确性。 

目前已报道了大量的植物内参基因, ICG数据库

收录了340个植物内参基因(Sang et al., 2018)。选择

具体内参基因时, 首先要考虑是否有已发表的内参基 

因, 如果没有则要根据研究对象筛选合适的内参基

因。一般先根据转录组数据筛选FPKM值较稳定的基

因, 获得初步的备选内参基因(张登等, 2018; 彭寿杰

等, 2023; 赵雨等, 2023); 然后利用不同算法综合评

价内参基因的稳定性。研究表明, 内参基因的稳定性

受到物种(彭寿杰等, 2023)、组织部位(张登等, 2018; 

赵雨等, 2023)、发育时期(梁力丹等, 2024)、环境条

件(赵雨等, 2023)和序列特异性等因素影响, 不同研

究场景下最适内参基因既有家族保守性也有特异性

(张登等, 2018; 彭寿杰等, 2023; 赵雨等, 2023)。我

们发现金毛狗CbUBC4是多种研究场景下最适内参基

因, UBC也是研究水稻(Oryza sativa)重金属胁迫的合

适内参基因(Almas and Kamrodi, 2018)。除CbUBC4

外, CbEF1A和CbUBC28也是研究金毛狗不同组织和

胁迫响应基因时较合适的内参基因。实际应用中, 研

究者选择内参基因时有偏好性, 最终鉴定的适宜内参

基因往往有差异; 同一个物种不同样品也会对应不同

的适宜内参基因(Sang et al., 2018)。 

为了全面系统地评价备选内参基因的稳定性 , 

本研究取样基本覆盖金毛狗(孢子体)所有组织部位, 

既有地上部(叶和叶柄等), 也有地下部(根系); 既有

成熟器官(成熟叶), 也有幼嫩器官(幼嫩叶); 同时也

考虑到器官的发育过程(不同发育时期根状茎)及特

殊的组织部位(孢子囊群和茎顶端生长点), 以及机

械损伤和水淹胁迫条件。根据10个组织部位、3个不

同发育时期根状茎和不同胁迫条件下对应的Ct值 , 

我们分别评价了8个候选内参基因在不同场景下的 
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图6  胁迫条件下内参基因的Ct值(cycle threshold value) (A, D)和稳定性评价(B, C, E, F) 

(A)–(C) 机械损伤; (D)–(F) 水淹 

 
Figure 6 Ct value (cycle threshold value) (A, D) and the evaluation of their stability (B, C, E, F) of reference genes under stress conditions 
(A)–(C) Mechanical injury; (D)–(F) Waterlogging 
 

 
 

图7  响应机械损伤(A, B)和水淹胁迫(C)基因的表达量 

 
Figure 7  The relative expression of genes response to mechanical injury (A, B) and waterlogging stress (C) 
 

稳定性。结果表明, 在多种研究场景下CbUBC4的稳

定性均较好, 说明内参基因CbUBC4的稳定性在不

同样品系统中具有保守性。 

目前尚未在植物中发现绝对稳定的内参基因, 开
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展qRT-PCR实验时需根据样品选择相对稳定的内参

基因(朱志鹏等, 2025)。本研究仅针对金毛狗单个物

种的内参基因, 当研究范围扩展到金毛狗属甚至桫椤

目, 最适内参基因需要做进一步筛选。Hong等(2022)

以β-actin作为内参基因研究桫椤 (Alsophila spinu-

losa)胁迫抗性及光适应性基因的表达变化。本研究未

涉及金毛狗配子体样品, 若研究金毛狗配子体发育或

生殖细胞性别分化等生殖相关基因功能, 还需对上述

内参基因做进一步验证。 

综上所述, 本研究为检测金毛狗不同组织、机械

损伤和水淹胁迫下基因的表达量变化提供了合适的

内参基因。在其它场景下, 利用qRT-PCR检测金毛狗

组织中基因表达量变化时, 需验证内参基因在新样品

系统中的稳定性; 或在一个样品系统中使用多个内参

基因, 不同内参基因之间形成交叉验证, 以确保实验

结果的准确性。 
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Identification and Evaluation of Reference Genes for Quantitative 
Real-time Polymerase Chain Reaction in Cibotium barometz 

Zhaoxuan Zhong1, 2, Shaorong Zhou1, Meng Tang1, Lijun Chen1 
Yuehong Yan1, Ying Chang2*, Fengpan Wang1* 

1Key Laboratory of National Forestry and Grassland Administration for Orchid Conservation and Utilization, The Orchid 

Conservation and Research Center of Shenzhen, Shenzhen 518114, China; 2College of Life Sciences,  

Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China 

INTRODUCTION: Cibotium barometz is a medicinal fern species with high economic value, and Chinese people pro-

duce the traditional medicinal herb “Gou-ji” using its robust rhizome. To balance the conservation of wild plant resources 

with the sustainable development of herbal medicine, much more effort is needed in scientific research on C. barometz, 

which might be crucial to mitigate conflicts between wild resource protection and the development of the traditional 

medicine industry. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) is a commonly used method for characterizing plant gene 

molecular function, and an appropriate reference gene is pivotal for this technique. Currently, limited literature focuses 

on the gene function studies for C. barometz, and few validated reference genes are available. 

RATIONALE: Previous studies have demonstrated that the expression stability of reference genes is influenced by 

multiple factors, including species, tissue type, developmental stage, stress treatment, and sequence specificity. Con-

sequently, distinct reference genes are required for different research subjects. When employing qRT-PCR to analyze 

gene expression patterns in C. barometz tissues, it is essential to prevalidate the stability of reference genes within the 

novel experimental system. This validation process ensures the accuracy and reliability of the experimental results by 

maintaining proper data normalization. 

RESULTS: In this study, 12 commonly used plant reference genes were identified as candidate genes from transcrip-

tome data of C. barometz rhizome. The amplification efficiency of candidate reference genes was calculated by the 

template gradient dilution method, and eight pairs of reference gene primers with high amplification efficiency were 

screened out. The cycle threshold values of these eight reference genes in ten tissues of C. barometz were measured 

using the qRT-PCR method; the software RefFinder and Normfinder determined that the best reference genes were 

CbUBC4 and CbEF1A, respectively. Studying the gene expression patterns of C. barometz at different developmental 

stages, it was suggested that CbEF1A and CbUBC4 should be used as optimal reference genes. The reference genes 

CbUBC4 and CbUBC28 were recommended under mechanical injury and waterlogging conditions. 

CONCLUSION: CbUBC4, CbEF1A and CbUBC28 were validated as stable reference genes in C. barometz across 

distinct experimental contexts, demonstrating their suitability for normalization in gene expression studies for qRT-PCR 

assays. From a methodological rigor perspective, we recommended that the stability of reference genes should be 

evaluated prior to conducting qRT-PCR experiments, particularly when analyzing samples from diverse tissues or dis-

tinct developmental stages of a specific tissue. 
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Identification and evaluation of reference genes in Cibotium barometz across distinct experimental contexts for 
qRT-PCR assay. CbUBC4 and CbEF1A were validated as proper reference genes in various tissues and in the different 
developmental stages of C. barometz, while CbUBC4 and CbUBC28 were recommended under mechanical injury and 
waterlogging conditions. 
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