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·基础研究·

△ ［基金项目］　湖北省教育厅科学技术研究项目 （Ｂ２０１６０７７）
 ［通信作者］　刘迪，助理研究员，研究方向：中药资源开发利用与品质评价研究；Ｔｅｌ：（０２７）６８８９０１０６，Ｅｍａｉｌ：

ｌｉｕｄｉｔｃｍ＠１２６ｃｏｍ

药用植物冬凌草高通量转录组测序与分析
△

陈延清，胡志刚，刘大会，黄必胜，刘迪

（湖北中医药大学 药学院，湖北　武汉　４３００６５）

［摘要］　目的：得到冬凌草高通量转录组数据，为挖掘冬凌草二萜类生物合成途径关键基因，研究冬凌草ＥＳＴ
ＳＳＲ分子标记提供数据来源。方法：利用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００高通量测序技术，采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ的方法从头组装、序列
拼接和去冗余处理；基于 ＢＬＡＳＴ完成 Ｕｎｉｇｅｎｅ编码蛋白ＮＲ功能注释、ＧＯ分类、ＫＥＧＧ代谢通路注释和分类、功能
基因挖掘，ＳＳＲ分子标记挖掘。结果：获得冬凌草叶与茎两种不同组织共１２ＧＢ转录组数据，得到３７９６１个 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ基因，平均长度１０６３ｂｐ；得到冬凌草叶和茎转录组有６０条ｕｎｉｇｅｎｅｓ参与萜类化合物骨架合成、６条ｕｎｉｇｅｎｅ参
与各种萜类化合物合成，有２６条ｕｎｉｇｅｎｅ参与二萜化合物合成途径，叶与茎两种组织中有差异表达的基因４５６５个，
其中在茎中表达较高的为１６６８个，在叶中表达较高的有 ２６９７个，与二萜类化合物合成相关的差异表达基因有
１５个。结论：本研究为冬凌草二萜化合物生物合成途径中关键基因的挖掘和分子育种提供了数据信息，为深入研究
冬凌草中冬凌草甲素等有效成分的生物合成途径及其调控机制提供基础。

［关键词］　冬凌草；二萜合成；转录组分析；ＲＮＡｓｅｑ；差异基因表达分析
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（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＨｕｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ４３００６５，Ｃｈｉｎａ；）
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ｖｉｄｅｄａｔａｓｏｕｒｃｅｓｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｋｅｙｇｅｎｅｓｏｆｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙａｎｄＥＳＴＳＳＲｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｉｎＩ
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ｔｈｅｌｅａｖｅｓａｎｄｓｔｅｍｓｏｆａｄｕｌｔＩｒｕｂｅｓｃｅｎｓｂｙＴｒｉｎｉｔｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｎｏｖｏａｓｓｅｍｂｌｙ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｌｉｃｉｎｇ，ａｎｄｄｅｒｅｄｕｎｄａｎｔｐｒｏ
ｃｅｓｓｉｎｇＵｎｉｇｅｎｅｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｂａｓｅｄｏｎＢＬＡＳＴ，ＮＲｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ＧＯｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＫＥＧＧｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙａｎｎｏｔａｔｉｏｎＭｏｒｅｏｖｅｒ，ＥＳＴＳＳＲｍｏｌｅｃｕｌａｒｗａｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ１２ＧＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｄａｔａ
ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｎｎｕａｌｌｅａｆａｎｄｓｔｅｍｔｉｓｓｕｅｓ，ｙｉｅｌｄｉｎｇ３７，９６１Ｕｎｉｇｅｎｅｇｅｎｅｓｗｉｔｈａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈｏｆ１０６３ｂｐＴｈｅｒｅ
ｗｅｒｅ６０ｕｎｉｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｋｅｌｅｔｏｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，６ｕｎｉｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄ２６ｕｎｉ
ｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｃｏｍｐｏｕｎｄｐａｔｈｗａｙｓｓｔｅｍｆｒｏｍｔｈｅｌｅａｆａｎｄｓｔｅｍＴｈｅｒｅｗｅｒｅ４５６５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎ
ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓ，ｏｆｗｈｉｃｈ１６６８ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｓｔｅｍｓａｎｄ２６９７ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｅａｖｅｓＴｈｅｒｅｗｅｒｅ１５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｐｒｏｖｉｄｅｓｄａｔａｆｏｒｔｈｅｋｅｙｇｅｎｅｓｉｎｄｉｔｅｒｐｅ
ｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｒｅｅｄｉｎｇ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｂａｓｉｓｆｏｒｉｎｄｅｐｔｈｓｔｕｄｙｏｆｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｏｒｉｄｏｎｉｎａｎｄｏｔｈｅｒａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎＩｒｕｂｅｓｃｅｎｓ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ 　 Ｉｓｏｄｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ； ｄｉｔｅｒｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ＲＮＡｓｅｑ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１８０６１８００１

大多数唇形科药用植物味甘苦，性微寒，中国

民间习用于治疗失眠、消化不良、风湿病、肿瘤

等［１２］。现代化学和药理研究表明，唇形科植物主要

的生物活性成分为二萜化合物，由于其复杂多样的
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２０１８年１２月　第２０卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ１２

碳骨架和具有多种抗肿瘤药理活性成分，二萜类化

合物已经成为抗癌药物候选药物［３４］。冬凌草 Ｉｓｏｄｏｎ
ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｈｅｍｓｌ）ＨＨａｒａ属于唇形科中药用价值和
经济价值较为重要的药用植物，其中全草中含量较

高二萜类化合物冬凌草甲素、冬凌草乙素具有良好

杀菌消炎、抗肿瘤、抗氧化等作用。目前，冬凌草

中的二萜类化合物的研究与市场开发成为了热

点［５６］。随着对冬凌草资源与品质的研究，其道地性

和种质资源的遗传规律探索也逐渐深入［７］。采用现

代化学分析技术，对冬凌草最佳采收期［８］，以及对

不同产地来源主要二萜活性成分冬凌草甲素和冬凌

草乙素的含量差异进行了研究［９］，并建立了不同产

地冬凌草药材的 ＨＰＬＣＰＤＡ指纹图谱特征图谱［１０］，

阐述冬凌草药材的最佳采收时期和产地差异。利用

随机引物标记ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ［１１］，以及特异标记简单
序列重复ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）［１２］等分
子标记技术，探索了冬凌草遗传多样性规律，为筛

选优质种质资源提供了丰富的遗传基础，探讨药材

道地性的形成机制。

高通量测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技
术是对传统测序的革命性改变，转录组学研究方法

转录组测序（ＲＮＡｓｅｑ）揭示药用植物遗传育种和基
因进化规律，其具有通量高、成本低、不受基因组

序列信息限制等优点［１３］。对于非模式生物而言，例

如冬凌草，转录组测序更偏重基因编码区域，与庞

大的基因组信息相比，重复元件和富含 ＧＣ的区域
比较少，拼接相对容易［１４］，转录组测序针对物种转

录本直接进行测序，为基因组序列信息有限的非模

式生物提供可能。本研究利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００对
药用植物冬凌草药用部位叶和茎进行了高通量转录

组测序，建立冬凌草转录组数据库，为深入研究冬

凌草中冬凌草甲素等有效成分的生物合成途径及其

调控机制提供基础，为药用活性成分的合成代谢以

及药材道地性品质的形成提供生物学依据。高效地

发现非模式物种的新基因和 ＳＳＲ位点的信息分析，
也为开展分子标记辅助育种、基因工程技术选育创

制新的药用冬凌草优良品种奠定基础，对优质中药

材的品种选育和规范化栽培生产具有重要的指导

意义。

１　材料与方法

１１材料

本研究的冬凌草样品来自于道地产区河南济

源［１５］，采于药材最佳采收期［８］，在同一生境下，选

取冬凌草地上部分叶和茎为研究材料，迅速用液氮

研磨，用于 ＲＮＡ样品提取。

１２总ＲＮＡ的提取文库、构建和转录组测序

用 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、试剂盒 ＰｌａｎｔＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎＲｅａｇｅｔ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取、纯化叶
与茎总 ＲＮＡ［１６］。分别用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００与 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ进行总ＲＮＡ质量和纯度检测。为了
获得尽可能丰富的冬凌草采收期转录组信息，特别

地将同珠的叶和茎的 ＲＮＡ混合。富集 ｍＲＮＡ使用
ＤｙｎａｂｅａｄｓＯｌｉｇｏ（ｄＴ）２５的磁珠。在Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ中加
入ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ将ｍＲＮＡ打断为短片段，添加
０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｇ２＋缓冲液到所得的 ｍＲＮＡ中，高温
下使其片断化后，然后将 ｍＲＮＡ为模板反转合成
ｃＤＮＡ、然后通过磁珠纯化、末端修复、３’末端加碱
基 Ａ、加测序接头等步骤后选择片段大小，进行
ＰＣＲ扩增，ａｄａｐｔｏｒ构建冬凌草转录组测序文库，使
用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００进行测序及分析。

１３测序数据质量处理及组装

使用 ＳｅｑＰｒｅｐ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂｃｏｍ／ｊｓｔｊｏｈｎ／Ｓｅ
ｑＰｒｅｐ）、Ｓｉｃｋｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂｃｏｍ／ｎａｊｏｓｈｉ／ｓｉｃｋｌｅ）
软件进行过滤原始数据，从而去除含有 Ｐｒｉｍｅｒ／Ａｄａ
ｐｔｏｒ的序列、含Ｎ比率超过１０％的ｒｅａｄｓ和含接头的
低质量 ｒｅａｄｓ，并且使 Ｑ３０（碱基测序错误率低于
０１％）达到８０％以上。从而获得去掉接头后的测序
序列（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）进行后续分析。

由于缺乏冬凌草基因组的数据，因此利用 Ｔｒｉｎｉ
ｔｙ软件对冬凌草叶与茎转录组重头组装（ｄｅｎｏｖｏａｓ
ｓｅｍｂｌｙ），测序序列之间的重叠（ｏｖｅｒｌａｐ）信息组装得
到重叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ），依据两端信息（ｐａｉｒｅｄｅｎｄ）和重
叠群的相似性，然后使用 ＴＧＩＣＬ软件进行聚类整合
和延长得到非冗余的转录本（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ）。并从中选
取最长的转录本作为非重复序列基因（ｕｎｉｇｅｎｅｓ）。
Ｔｒｉｎｉｔｙ参数设置为Ｋｍｅｒ＝２５，当序列延伸成重叠群
时重复为 Ｋｍｅｒ１。拼接完毕后，将没有匹配结果的
短读序的转录本删除。处理与注释冬凌草叶和茎的

差异表达基因使用相同参考基因，得到同一时期冬

凌草叶和茎所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数据库使用 ＴＧＩＧＬ的聚类
组装策略。

１４功能基因注释

通过Ｔｒａｎｓｄｅｃｏｄｅｒｖｅｒｓｉｏｎｖ２０１对 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的
·７７４１·
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ＣＤＳ进行了预测。利用 Ｔｒｉｎｏｔａｔｅ软件包（ｖ２００，
ｈｔｔｐｓ：／／ｔｒｉｎｏｔａｔｅｇｉｔｈｕｂｉｏ／）的标准流程对 Ａｌｌｕｎｉ
ｇｅｎｅｓ进行了全面的注释，用 Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ［１７］、Ｐｆａｍ［１８］、

ｅｇｇＮＯＧ［１９］、ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ［２０］、ＳｉｇｎａｌＰ［２１］、Ｒｎａｍ
ｍｅｒ［２２］和ＫＥＧＧＯｎｔｏｌｏｇｙ数据库注释。

我们使用 Ｔｒｉｎｏｔａｔｅ软件（版本：２０１４０７０８）对预
测出的编码序列进行功能注释。Ｔｒｉｎｏｔａｔｅ软件整合
了多个数据库，可以从不同角度对转录本进行功能

注释，使用软件或数据库如下：使用ｄｉａｍｏｎｄ（版本：
０５３）ｂｌａｓｔｘ，ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＴｒＥＭＢＬ和 ｋｅｇｇ作为数据
库，对转录本进行注释；同时，还使用ｂｌａｓｔｐ（版本：
２２２８＋），ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ作为数据库，对转录本进行注
释；使用 ｈｍｍｓｃａｎ（ＨＭＭＥＲ）软件（版本：３１），
Ｐｆａｍ（Ｂａｔｅｍａｎｅｔａｌ２００２）作为数据库，对预测的蛋
白序列的结构域进行注释；用 ＳｉｇｎａｌＰ（Ｐｅｔｅｒｓｅｎｅｔａｌ
２０１１）（版本：Ｖ４）软件，预测信号肽；使用 ｔｍ
ＨＭＭ（版本：２０ｃ）预测跨膜结构；使用 ＲＮＡｍｍｅｒ
（版本：１２）预测ｒＲＮＡ基因。

１５基因表达水平及表达差异量分析

基于Ｔｒｉｎｉｔｙ拼接得到的转录本，我们进行表达
丰度计算。最先利用 ｂｏｗｔｉｅ（版本：１０１；参数：
ｍｉｓｍａｔｃｈ＝２）将每个样品的 ｒｅａｄｓ分别比对到组装出
来的转录本上，得到 ｂａｍ格式的比对文件，然后使
用ＲＳＥＭ（版本：ｖ１２１７）（ｈｔｔｐ：／／ｄｅｗｅｙｌａｂｂｉｏｓｔａｔ
ｗｉｓｃｅｄｕ／ｒｓｅｍ／）计算比对到转录本上的ｒｅａｄｓ的表达
量。为了便于不同基因之间进行表达量的比较，我

们使用ＦＰＫＭ对表达量进行标准化。ＦＰＫＭ（ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｎｕｍｂｅｒｏｆＦｒａｇｍｅｎｔｓＰｅｒＫｉｌｏｂａｓｅｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｐｅｒＭｉｌｌｉｏｎｓｂａｓｅｐａｉｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｄ）［２３］是每百万 ｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ中来自某一基因每千个碱基长度的 ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
数目，其同时考虑了测序深度和基因长度对 ｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ计数的影响。

差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，
ＤＥＧｓ）是基于基因表达水平分析中得到的 ｒｅａｄｃｏｕｎｔ
数据，根据筛选阈值筛选出来的表达差异的基因。

参考 ｅｄｇｅＲ进行差异基因分析，筛选阈值选择为
ＦａｌｓｅＤｉｓｃｏｖｅｒｙＲａｔｅ（ＦＤＲ）≤００５，｜ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ
｜≥１。其中 ＦＣ（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）表示叶与茎间表达量
的比值，其绝对值越大表明差异倍数越小，ＦＤＲ值
越大则为表达差异越不显著［２４］。使用软件 ＧＯｓｅｑ
（版本：３０）对样品间差异表达基因进行ＧＯ库注释
的分类统计和功能富集分析，使用 ＫＯＢＡＳ（ｈｔｔｐ：／／

ｋｏｂａｓｃｂｉｐｋｕｅｄｕｃｎ／ｈｏｍｅｄｏ）进行ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ
富集分析，使用 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验法对差异表达基因
ＫＥＧＧ通路富集的显著性进行评价。使用超几何检
验来找到差异表达基因中显著富集的途径。并经过

多次检测和校正后，定义 Ｐ＜００５的通路途径为显
著富集差异表达基因的途径。

１６ＳＳＲ分析

以冬凌草转录组为研究对象，使用ＭＩＳＡ（Ｍｉｃｒｏ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅ）软件进行 ＳＳＲ搜索。对 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行 ＳＳＲ
检测，参数设置为 “１～１２、２～６、３～５、４～５、
５～４、６～４”，１～１２代表单碱基重复至少１２次才
算ＳＳＲ，双碱基６次，三碱基５次，以此类推，重
复单元最多有６个碱基。

２　结论与分析

２１总ＲＮＡ质量检测和组装结果分析

经检测，样品总 ＲＮＡ的 Ａ２６０／Ａ２８０均大于
１８，２８Ｓ／１８Ｓ在１５～２３之间，反应ＲＮＡ完整性
的ＲＩＮ值在８５～９５之间为质量满足建立和基因功
能注释、分类及样本间异同性分析。

通过组装，叶与茎冬凌草样品共获得３７９６１个
Ｕｎｉｇｅｎｅ序列。ＡｌｌＵｎｉｇｅｎｅ总长为 ４０３６６７１２ｂｐ，平
均长度为１０６３ｂｐ，反应组装效果的 Ｎ５０值为１８１０。
其中Ｎ５０是评估组装质量最常用的指标之一，它反
映了组装结果的连续性和完整性。所得 Ｕｎｉｇｅｎｅ的
数目随长度的增加而减少，其 Ｕｎｉｇｅｎｅ大多集中在
在２００～３０００ｂｐ之间，平均Ｕｎｉｇｅｎｅ为１０６３ｂｐ。总
的来说，Ｕｎｉｇｅｎｅ的整体长度分布均匀（图１）。

图１　ＡｌｌＵｎｉｇｅｎｅ长度分布统计

２２Ｕｎｉｇｅｎｅ蛋白数据库比对结果

基于ＢＬＡＳＴ算法对基因相似性分析，在３７９６１个

·８７４１·
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Ｕｎｉｇｅｎｅ中，ＰＦａｍ库中１７８４２Ｕｎｉｇｅｎｅ同源匹配得到
信息，在ＳｉｇｎａｌＰ数据库中有２３９４个，在ｅｇｇＮＯＧ数
据库中有 ８７６９个，在 ＧＯ数据库中有 １８７７６个，
ＫＥＧＧ数据库中有２３９３６个（表１）。通常情况下测
序的难度与基因组、转录组复杂程度有关。此外，

由于缺乏参考基因组信息，当前研究非模式生物的

转录组仍具有一定挑战。即使目前国内对药用植物

的从头转录组研究已有报道，但测序深度和基因检

出数目仍有待完善和提高［２５２６］。

表１　ＡｌｌＵｎｉｇｅｎｅ蛋白数据库统计结果
注释／工具 基因数量 比例数

Ａｌｌ ３７９６１ １００００％

Ａｎｎｏｔａｔｅｄ ２７３８２ ７２１３％

Ｂｌａｓｔ＿ｈｉｔ ２４２３４ ６３８４％

Ｐｆａｍ １７８４１ ４７００％

ＳｉｇｎａｌＰ ２３９４ ６３１％

Ｇｅｎｅ＿Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ） １８７７６ ４９６４％

ｅｇｇＮＯＧ ８７６９ ２３１０％

ＴｍＨＭＭ ６５１０ １７１５％

ＲＮＡＭＭＥＲ ６ ００２％

ＫＥＧＧＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＫＯ） ２３９３６ ６３０５％

２３ＧＯ注释和分类

ＧＯ注释和分类是转录组数据研究中的一种国
际标准化的基因功能分类手段，它提供了一套动态

更新的标准词汇表，用来全方面描述基因和基因产

物的特性。ＧＯ功能分析由细胞组分、分子功能以
及生物学过程三大部分组成。通过 ＧＯ分析，
３７９６１Ｕｎｉｇｅｎｅ中有１８７７５个获得了ＧＯ注释，被注
释为 “细胞组分”有１５６３９个；１６４５５个被注释
为 “分子功能”，１５４１５１５６３９被注释为 “生物学

过程”。我们对其中的 ｌｅｖｅｌ２的 ＧＯ注释进行了统
计（图２）。

２４ＫＥＧＧ注释和分类

ＫＥＧＧ是全面分析生物体基因产物的代谢合成
途径以及产物功能的参考数据库，根据生化途径，

提供基因的功能注释和分类信息，对比分析表达基

因在生物学上的系统行为。将６４５６个 Ｕｎｉｇｅｎｅ映射
到 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ数据库中，注释为代谢行为相关的
序列共有４２３５个。其中涉及代谢（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、生物
系统（ｏｒｇａｎｉｓｍａｌｓｙｓｔｅｍｓ）环境信息处理（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

图２　Ｌｅｖｅｌ２的ＧＯ注释结果

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、细胞进程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓ
ｓｅｓ）及遗传信息处理（ｇｅｎｅｔｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）
５个大类及１０２条代谢通路，包含 Ｕｎｉｇｅｎｅ最多的
是 Ｒｉｂｏｓｏｍｅ（核糖体）共有３８９个，占糖酵解／糖异
生（ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ／ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ）共有 ２２６个，占６％；
其次是 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ（氧化磷酸化）共有
２４４个，占３８％，这些转录水平上的数据变化充
分说明了冬凌草药用部位在特定发育时期的新陈代

谢变化（图 ３）。进一步研究还发现，在代谢途径
中，与中药有效活性成分生物合成相关Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序
列分别是苯丙素类合成（ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓ）１０１条、萜类化合物骨架合成（ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂａｃｋ
ｂｏｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）６０条、各种萜类化合物合成（ｓｅｓ
ｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ，ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ，ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄａｎｄｄｉｔｅｒｐｅ
ｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）６条、（莨菪类、哌啶类、吡啶
类）生物碱合成（ｔｒｏｐａｎｅ，ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅａｎｄｐｙｒｉｄｉｎｅａｌ
ｋａｌｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）１５条、黄酮类成分合成（ｆｌａ
ｖｏｎｏｉｄ，ｆｌａｖｏｎｅ，ｆｌａｖｏｎｏｌａｎｄｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓ）３０条（图４）。
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图３　ＫＥＧＧ注释和分类结果

图４　ＫＥＧＧ富集分析图

２５二萜化合物合成途径相关基因

植物二萜化合物主要合成途径已经明确，分为

三步：最先，活性异戊烯焦磷酸（ＩＰＰ）及其异构体二
甲基烯丙基焦磷酸（ＤＭＡＰＰ）生成；之后为二萜化合
物通用前体香叶基香叶基焦磷酸（ＧＧＰＰ）碳骨架的合
成；最后在相关酶的作用下发生环化、羟基化等从

而形成完整的二萜化合物分子［２７］。利用本地化Ｂｌａｓｔ
的检索方式在冬凌草中确定了本数据中与二萜化合

物生物合成相关的候选基因。发现二萜合成途径上

的相关基因共有２６个，其中与二萜骨架合成有关的
基因有９个，其中与焦磷酸合成酶（ｃｏｐａｌｙｌｄｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ）有关的 Ｕｎｉｇｅｎｅ有６个，与贝壳杉烯
合酶合成酶（ＫＳＬ，ｋａｕｒｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅｓｙｎｔｈａｓｅ）有
关的ｕｎｉｇｅｎｅ有３个，具有细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０，
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ）功能的 Ｕｎｉｇｅｎｅ共有５个。

２６差异表达基因的分析

通过冬凌草叶与茎两个不同组织样品的转录本／
基因的表达量概率（ＦＰＫＭｓｃｏｒｅｓ）密度分布（图５），
不同样品间差异基因在 ＫＥＧＧ通路富集具有特别显
著性差异（Ｐ＜００１）的通路描述，可以鉴定出一些
在叶和茎两种组织在次生物质合成与代谢途径中的

差异表达基因。对冬凌草叶与茎两种组织进行差异

表达分析，得到差异表达基因４５６５个，其中在茎中
表达较高的为１６６８个，在叶中表达较高的有 ２６９７
个，与二萜类化合物合成相关的差异基因有１５个。
冬凌草叶与茎两种组织差异基因表达图如图６。

图５　冬凌草叶和茎基因表达量密度分布结果

２７ＳＳＲ分析结果

简单重复序列又称微卫星序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅ
Ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）由于具有高度多态性，克服一般分子
标记不确定、非特异的缺点，已在分子辅助育种、

指纹数据库的构建、品种纯度鉴定及遗传多样性分

·０８４１·
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图６　冬凌草叶与茎差异表达基因的ＭＡ图和火山图

析等方面得到广泛应用［２８２９］。在本次所测得的冬

凌草转录组中，共检测到 ８７８７条 ＳＳＲ序列，分
布于７３３３条 ｕｎｉｇｅｎｅ中。ＳＳＲ中二核苷酸重复的
ＳＳＲ标记有 ４０１６条，占比 ４５７０％，是主要类
型；其次是单核苷酸重复基序（２４８０条，占
２８２２％），接着是三核苷酸重复基序（１７０７条，
占比１９４３％）。

３　讨论

本文通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００平台，利用 ＲＮＡ
ｓｅｑ技术对道地产地冬凌草的叶与茎进行了转录组测
序与功能分析，初步建立了它们的基因表达图谱，

并通过比较药用部位和非药用部分合成途径差异酶

基因的发掘初步阐述了不同组织冬凌草成分差异的

分子机制。并分析了转录组中的 ＳＳＲ，揭示了冬凌
草中遗传规律，也为药用冬凌草的遗传多样性研究

和分子标记开发奠定了分子基础。

冬凌草叶和茎两个组织样品的高通量测序分

析共获得 ３７９６１个 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列。大量 Ｕｎｉｇｅｎｅ
在多个数据库中不能匹配到已知基因，可能由于

数据库中由于缺少冬凌草基因组信息；通过对转

录组数据的差异表达分析发现与冬凌草合成途径

有关的差异基因主要注释在苯丙素类化合物、萜

类化合物骨架合成、生物碱类化合物以及黄酮类

成分生物合成途径等通路中。冬凌草中的活性成

分为二萜类物质［６］，研究其生物合成途径下游关

键基因尤为重要。基于本文转录组数据，陈［３０］等

人成功克隆并初步验证了下游 ＩｒＣＹＰ７１功能基因，
利用转录组数据挖掘药用植物的功能基因已经成

为重要手段［３１］。对药用植物的基因功能分化进行

深入分析，并与活性成分种类、数量和积累变化

相结合，进而从分子生药学角度揭示由于不同生

长时间和生长环境基因表达的差异与药用部位中

次生代谢成分差异的机制，才能为药材质量控制

与提高提供理论依据［３２］。高通量转录组测序技术

的应用同时也加速了 ＳＳＲ位点的挖掘，本研究中
冬凌草的 ＡｌｌＵｎｉｇｅｎｅｓ转录本中 ＳＳＲ出现的频率
特点为二核苷酸的重复单元类型最为丰富，这为

后续冬凌草的种质资源和遗传多样性研究提供了

丰富的分子标记数据。通过构建药用植物生长发

育的不同时期、不同器官和不同产地的转录组文

库，可以全方位地研究药用植物中活性成份生物

合成的关键酶基因的表达水平，从而有效地揭示

次生代谢产物生物合成的途径及其调控机制。
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