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南蛇藤假种皮形成过程中萜类合成基因的表达分析
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摘　 要: 为探究南蛇藤(Ｃｅｌａｓｔｒｕｓ ｏｒｂｉｃｕｌａｔｕｓ Ｔｈｕｎｂ.)假种皮发育过程中萜类物质合成相关基因的表达差异ꎬ 本

文选取 ３ 个不同发育时期(盛花期、 落花期和幼果期)的南蛇藤雌花为实验材料ꎬ 构建 ３ 个 ｃＤＮＡ 文库ꎬ 通过

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 平台进行转录组测序ꎬ 共获得 ８７ ６００ 个 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列ꎬ 平均长度为 ４５３ ｂｐꎬ Ｎ５０ / Ｎ９０ 比

值为 ４􀆰６４ꎮ 通过 ３ 个不同发育阶段基因差异表达的比较及功能富集分析ꎬ 鉴定出 １６ 个萜类合成相关基因ꎬ 其中

８ 个基因的编码蛋白参与调控 ７ 个萜类合成代谢位点ꎮ 还确定了与萜类合成相关的 ７ 个转录因子家族的成员数量

以及相对表达量最高的基因ꎮ
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ｇｅｎｅｓꎻ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

　 　 萜类物质(Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ)是植物生长和发育过程

中产生的次生代谢产物ꎬ 可作为信号分子介导植物

对植食性昆虫的防御反应ꎬ 也可参与植物对果实传

播者的吸引[１]ꎮ 萜类根据其异戊二烯构成单元的

数目 分 为 单 萜 ( Ｃ１０ )、 倍 半 萜 ( Ｃ１５ )、 二 萜

(Ｃ２０)、 三萜(Ｃ３０)、 四萜(Ｃ４０)和多萜(Ｃ>４０)ꎮ
植物萜类的合成与释放具有时空特异性ꎬ 花和果实

是挥发性萜类含量较丰富的器官ꎬ 且萜类的合成和



积累随它们的发育阶段而发生变化[２]ꎮ 对阳春砂

(Ａｍｏｍｕｍ ｖｉｌｌｏｓｕｍ Ｌｏｕｒ.)果实不同发育阶段萜类

合成情况的研究表明ꎬ 单萜在幼果期含量最高ꎬ 而

单萜含氧衍生物和倍半萜类的含量在成熟中期最

高[３]ꎮ 此外ꎬ 研究发现转录因子也可参与调控萜类

的合成ꎬ 如在长春花(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ (Ｌ.)
Ｇ. Ｄｏｎ )、 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.)
Ｈｅｙｎｈ)等植物中发现ꎬ ＡＰ２ / ＥＲＦ、 ＷＲＫＹ、 锌指

蛋白(Ｚｉｎｃ Ｆｉｎｇｅｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ)、 ｂＺＩＰ 等类型的转录因

子可以发挥重要的调控作用[４]ꎮ 与萜类物质合成

相关的转录因子在很大程度上决定了酶基因的时空

表达和诱导表达的特异性和高效性ꎮ 例如ꎬ 含有亮

氨酸拉链结构的 ＷＲＫＹ 转录因子 ＧａＷＲＫＹ１ 参与

了棉酚(Ｇｏｓｓｙｐｏｌ)生物合成途径的调控[５]ꎻ 青蒿

(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｃａｒｖｉｆｏｌｉａ Ｈａｎｃｅ)中在表皮毛部分特异

表达的 ＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子 ＡａＯＲＡ 也可促进青蒿

素的生物合成[６]ꎮ 近年来ꎬ 随着高通量测序技术

的发展ꎬ 对非模式且无参考基因组序列的植物转录

本进行大规模测序ꎬ 产生了海量、 准确、 全面的转

录组信息ꎬ 为植物发育过程中代谢产物合成的分子

调控机理研究提供了数据支撑ꎮ
南蛇藤(Ｃｅｌａｓｔｒｕｓ ｏｒｂｉｃｕｌａｔｕｓ Ｔｈｕｎｂ.)是卫矛

科(Ｃｅｌａｓｔｒａｃｅａｅ)南蛇藤属的落叶木质藤本植物ꎬ
适应性强ꎬ 在园林绿化、 药用等方面均具有重要价

值[７]ꎮ 其茎、 蔓、 叶、 花及果实具有很好的观赏

价值ꎬ 尤其是其成熟的果实开裂后呈现鲜艳的红色

肉质假种皮结构ꎬ 与黄色干燥的果皮形成鲜明对

比ꎮ 在结构上ꎬ 南蛇藤假种皮是随雌花的发育而逐

步形成的包被ꎬ 对种子起一定的保护作用ꎻ 另一方

面ꎬ 卫矛科某些种成熟的假种皮能够吸引鸟类和昆

虫等传播者ꎬ 有利于种子的传播[８]ꎬ 这些特征和功

能与雌花发育过程中萜类物质的合成和积累可能具

有一定的相关性[９]ꎮ 目前ꎬ 国内外对南蛇藤的研

究主要集中在系统分类学[１０]、 药用价值开发[１１]、
化学成分分析[１２]和繁殖生态学[１３]等方面ꎬ 对雌花

发育过程中萜类物质合成及调控的分子机制等相关

研究尚未见报道ꎮ
鉴于南蛇藤基因组背景信息十分缺乏ꎬ 本文首

先对南蛇藤的雌花和果实进行转录组学分析ꎬ 在此

基础上研究南蛇藤雌花发育过程中萜类合成相关基

因的差异表达情况ꎬ 以及与萜类生物合成相关的转

录因子ꎬ 以期为进一步探明南蛇藤假种皮结构的发

育机理和功能提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

实验材料南蛇藤雌性植株来源于中国科学院植

物研究所ꎮ 我们前期已对南蛇藤从开花到果实发育

成熟的过程进行了形态解剖学和假种皮形态发生的

特征观察ꎮ 本研究分别于 ２０１５ 年 ５ 月 ３ 日、 ８ 日和

２１ 日采集南蛇藤同一植株盛花期(花瓣完全展开但

花药未开裂ꎬ 尚未传粉)、 落花期(传粉后花瓣凋

零)和幼果期(假种皮发育关键时期)的雌花ꎬ 经液

氮迅速冷冻后放入－８０℃冰箱低温保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２　 ＲＮＡ提取、 ｃＤＮＡ文库的构建及测序

采用 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京天根)分别提取南

蛇藤盛花期雌花、 胚珠发育后凋零的花及幼果的总

ＲＮＡꎮ ｃＤＮＡ 文库构建方法为: 采用带有 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)
的磁珠富集 ｍＲＮＡꎻ 加入 ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 将

ｍＲＮＡ 打断成短片段ꎬ 以打断后的 ｍＲＮＡ 为模板ꎬ
采用六碱基随机引物合成第一条 ｃＤＮＡ 链ꎬ 随后

加入缓冲液、 ｄＮＴＰｓ、 ＲＮａｓｅ Ｈ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒ￣
ａｓｅⅠ合成第二条 ｃＤＮＡ 链ꎻ 采用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
ｂｅａｄｓ 纯化双链 ｃＤＮＡꎮ 将纯化的双链 ｃＤＮＡ 进行

末端修复、 加 Ａ 尾并连接测序接头ꎬ 再用 ＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ ｂｅａｄｓ 进行片段大小选择ꎬ 最后进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ 反应程序为: ９５℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ ９５℃变性

１０ ｓꎬ ６０℃ 退火 ３０ ｓꎬ 共 ４０ 个循环ꎻ 反应设 ３ 次

重复ꎮ 采用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化 ＰＣＲ 产物及

Ｑｕｂｉｔ ２􀆰０ 初步定量ꎬ 稀释文库至 １􀆰５ ｎｇ / μＬꎬ 随

后使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪对文库的 ｉｎｓｅｒｔ
ｓｉｚｅ 进行检测ꎻ 符合预期后ꎬ 使用 Ｑ￣ＰＣＲ 方法对

文库的有效浓度进行准确定量(文库有效浓度 >
２ ｎＭ)ꎬ 检验文库质量ꎮ 建好的测序文库采用 Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 测序仪进行测序(北京诺禾致

源)ꎮ
１􀆰 ３　 测序数据质量评估与过滤

测序仪产生的原始图像数据经 ｂａｓｅ ｃａｌｌｉｎｇ 转

化为序列数据( ｒａｗ ｒｅａｄｓ)ꎮ 为保证信息分析质

量ꎬ 须对 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 进行过滤ꎬ 去除接头(ａｄａｐ￣
ｔｅｒ)ꎬ Ｎ(表示无法确定的碱基信息)比例大于 １０％
的 ｒｅａｄｓ 以及低质量 ｒｅａｄｓ(质量值 Ｑｐｈｒｅｄ ≤ ２０
的碱基数占整个 ｒｅａｄｓ ５０％以上)ꎬ 过滤后获得纯

净 ｒｅａｄｓ(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ 用于后续研究ꎮ
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１􀆰 ４　 序列组装及 ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释

对获取的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ(ｒ２０１４０４１３ｐ１)
软件[１４] 进行序列拼接ꎬ 得到转录本序列 ( ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔ)ꎬ 作为后续分析的参考序列ꎮ 以每条基因

中最长的转录本作为 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ 进行后续分析ꎮ 为

获得全面的基因功能信息ꎬ 分别通过 ＢＬＡＳＴＸ 将

ｕｎｉｇｅｎｅ 序列与蛋白数据库 Ｎｒ(ＮＣＢＩꎬ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎ￣
ｄａｎｔ ｄａｔａｂａｓｅ)、 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、 ＫＥＧＧ ( ｋｙｏｔｏ ｅｎ￣
ｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｄａｔａｂａｓｅ)和

ＫＯＧ(ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)
进行比对ꎻ 利用 ＢＬＡＳＴｎ 将 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列与核酸

数据库 Ｎｔ(ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄａｔａｂａｓｅ)进行比对ꎬ 得

到与给定 ｕｎｉｇｅｎｅ 具有最高序列相似性的基因或

蛋白ꎬ 从而获取该 ｕｎｉｇｅｎｅ 的相关基因和蛋白功

能注释信息ꎮ 根据 Ｎｒ 注释信息ꎬ 使用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ
软件得到 ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ􀆰 ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ􀆰 ｏｒｇ / ) 注释信息ꎬ 并对所有

ｕｎｉｇｅｎｅ 做 ＧＯ 功能富集分析ꎮ
１􀆰 ５　 差异表达基因的筛选和功能注释

采用 ＦＰＫＭ( ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎｓ ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅｄ)方法计算基因表达量[１５]ꎮ 采用 ＴＭＭ 软

件( ｔｒｉｍｍｅｄ ｍｅａｎ ｏｆ Ｍ ｖａｌｕｅｓ)对 ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 数
据进行标准化处理ꎬ 再使用 ＤＥＧｓｅｑ 软件进行差

异分析ꎬ 阈值设为 ｑ￣ｖａｌｕｅ < ０􀆰００５ 且 ｌｏｇ２ (Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ) > １ꎬ 筛选出两两样本间的差异表达基

因 ( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ)ꎮ 将

所有差异表达基因在 ＧＯ 数据库和 ＫＥＧＧ 数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｋｅｇｇ. ｊｐ / ｋｅｇｇ / ) 中进行功能富集

分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 南蛇藤测序样本及数据质量

通过对 ＧＣ 含量分布的检验控制原始数据质

量ꎮ 本研究 ３ 个 ｃＤＮＡ 文库测序循环上的 ＧＣ 及

ＡＴ 含量相等ꎬ 且在整个测序过程基本稳定不变ꎬ
呈水平线(图 １)ꎬ 说明测序质量较好ꎮ 原始数据经

过滤后分别获得 ５􀆰２、 ５􀆰３５、 ５􀆰５６ Ｇ 的 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓꎮ 组 装 结 果 显 示ꎬ 质 量 值 Ｑ２０ 平 均 为

９４􀆰１１％ꎬ Ｑ３０ 平均为 ８８􀆰７３％ꎬ 序列碱基 ＧＣ 含

量平均值为 ４４􀆰０１％ꎬ 碱基错误率为 ０􀆰０４％ꎬ 表明

测序数据准确度高ꎬ 可满足后续分析研究的要求

(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 转录本组装及基因功能注释

数据拼接结果显示ꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ 和 ｕｎｉｇｅｎｅ 长

度的平均值分别为 １１０１ ｂｐ 和 ７４９ ｂｐꎬ 将转录本

从长到短排序并依次累加转录本碱基数ꎬ 累加值达

到转录本总碱基数的 ５０％(Ｎ５０)和 ９０％(Ｎ９０)时ꎬ
ｕｎｉｇｅｎｅ 中 Ｎ５０ / Ｎ９０ 的值为 ４􀆰６４(表 ２)ꎬ 该值越

大ꎬ 反映组装得到的长片段越多ꎬ 组装效果越好ꎮ
实验结果表明组装的结果较好ꎬ 可用于后续分析和

信息挖掘工作ꎮ 将获取的 ８７ ６００ 个 ｕｎｉｇｅｎｅ 在 ７
大数据库中进行功能注释ꎬ 在 Ｎｒ 蛋白序列数据库

获得注释的 ｕｎｉｇｅｎｅ 数量为 ３１ ９７１ 条ꎬ 是获得注

释最多的数据库ꎬ 占全部注释序列的 ３６􀆰４９％ꎻ 其

次是 ＧＯ 和 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 数据库(表 ３)ꎮ
２􀆰 ３　 与萜类合成相关的差异基因表达及功能富集

分析

通过对 ３ 个不同发育时期的转录组数据进行两

两比对及功能富集分析ꎬ 获得了与萜类物质合成相

关的差异表达基因ꎮ 其中ꎬ 主要涉及到萜类骨干化

合物、 二萜、 单萜、 倍半萜和四萜合成 ５ 个相关通

路ꎮ １６ 个基因在 ３ 个发育时期表达程度不同ꎮ 基

因 ｃ２７９９５＿ｇ１、 ｃ４３４９６＿１、 ｃ３５３６６＿ｇ１、 ｃ３１０９０＿
ｇ１、 ｃ４２６０２＿ｇ１、 ｃ４０４１７＿ｇ１ 和 ｃ４２１４８＿ｇ１ 在盛

花期相对表达量最高ꎬ 而在幼果期最低ꎻ 基因

ｃ７２８９１＿ｇ１、 ｃ３５７８４＿ｇ１、 ｃ４０２６１＿ｇ１、 ｃ３３３６９＿ｇ１、
ｃ３６１１７＿ｇ１、 ｃ４０４８６＿ｇ１、 ｃ３９６６１＿ｇ１、 ｃ４０７７７＿ｇ１ 和

ｃ３８９９＿ｇ１ 在幼果期相对表达量最高(图 ２)ꎮ
２􀆰 ４　 南蛇藤萜类物质合成代谢位点的确定

萜类物质合成的 ２ 条途径中( ＩＤ: ｋｏ００９００)ꎬ
甲羟戊酸(ＭＶＡ)途径和 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藓糖醇￣４￣磷
酸(２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ￣４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＭＥＰ)途

径共有 ８ 个 ｕｎｉｇｅｎｅ 参与 ７ 个代谢位点的调控(图
３)ꎮ 其中ꎬ ＭＶＡ 途径总共涉及到 ４ 个代谢位点ꎬ
分别为乙酰乙酰 ＣｏＡ 硫解酶(ａｃｅｔｌｙ￣ＣｏＡ ａｃｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＣＯＴ)(ｃ４４４４８＿ｇ２)、 ３￣羟基￣３￣甲
基戊二酰 ＣｏＡ 合成酶(３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒ￣
ｙｌ￣ＣｏＡ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＨＭＧＳ) ( ｃ４０４１７ ＿ｇ１)、 ３￣羟
基￣３￣甲基戊二酰 ＣｏＡ 还原酶(３￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈ￣
ｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ￣ＣｏＡ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＨＭＧＲ)(ｃ１８７５７＿ｇ１ꎬ
ｃ４０５４４＿ｇ１)和甲羟戊酸激酶(ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｋｉｎａｓｅꎬ
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Ｘ 轴上ꎬ １~１２５ ｂｐ 代表 ｒｅａｄ １ 的碱基位置ꎻ １２５~２４０ ｂｐ
代表 ｒｅａｄ ２ 的碱基位置ꎮ 碱基组成平衡的情况下ꎬ Ａ、 Ｔ 曲
线基本重合ꎬ Ｇ、 Ｃ 曲线基本重合ꎮ
Ａ: Ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ＣＯ１)ꎻ Ｂ: Ｆａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ (ＣＯ２)ꎻ Ｃ:
Ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔ ｓｔａｇｅ (ＣＯ３) . Ｏｎ ｔｈｅ ｘ￣ａｘｉｓꎬ ｐｏｓｉｔｉｏｎ １－１２５ ｂｐ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒｅａｄ １ꎬ ａｎｄ １２５－２４０ ｂｐ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒｅａｄ ２. Ｔｈｅ
Ａ ｃｕｒｖｅ ｎｅａｒｌｙ ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｔ ｃｕｒｖｅꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ Ｇ
ｃｕｒｖｅ ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃ ｃｕｒｖｅ.

图 １　 ３ 个样本原始数据的碱基组成
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｗ ｒｅａｄｓ

ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ

表 １　 南蛇藤测序数据质量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ Ｃｅｌａｓｔｒｕｓ ｏｒｂｉｃｕｌａｔｕｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

原始数据量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒａｗ ｒｅａｄｓ

有效数据量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ

错误率(％)
Ｅｒｒｏｒ

Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

ＧＣ 含量 (％)
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＣＯ１ ４４ ５７７ ９９２ ４１ ５６０ ８０６ ０.０４ ９４.１５ ８８.７９ ４４.１

ＣＯ２ ４６ １８８ ９３４ ４２ ７８９ ３４０ ０.０４ ９３.８８ ８８.３４ ４３.９９

ＣＯ３ ４７ ５８６ ６５４ ４４ ４９６ ７４８ ０.０４ ９４.３１ ８９.０７ ４３.９３

表 ２　 拼接长度分布情况
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｉｃｅ ｌｅｎｇｔｈ

数据
Ｄａｔａ

最小值
Ｍｉｎ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

平均值
Ｍｅａｎ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

中间值
Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

最大值
Ｍａｘ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)
Ｎ５０ Ｎ９０

总核苷酸
Ｔｏｔａｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

(ｂｐ)

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ２０１ １１０１ ５５７ １８ ３０５ ２０９３ ４０８ １４０ ０８３ ０７５

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ２０１ ７４９ ３９０ １８ ３０５ １３２８ ２８６ ６５ ５９３ ４３８

９７２　 第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 祖奎玲等: 南蛇藤假种皮形成过程中萜类合成基因的表达分析



表 ３　 ７ 大数据库基因注释结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｅｖｅｎ

ｐｕｂｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ

蛋白质数据库
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ

ｕｎｉｇｅｎｅ 数目
Ｎｏ. ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅ ｈｉｔ

百分比(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ＮＲ ３１ ９７１ ３６.４９

ＮＴ ２４ ５８５ ２８.０６

ＫＯ １１ ９５７ １３.６４

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２５ ６９３ ２９.３２

ＰＦＡＭ ２５ ２５９ ２８.８３

ＧＯ ２５ ９１４ ２９.５８

ＫＯＧ １４ ３９４ １６.４３

Ｔｏｔａｌ ８７ ６００ １００

ＭＫ)(ｃ３０６５７＿ｇ１)ꎻ ＭＥＰ 途径涉及到脱氧木酮糖￣
５￣磷酸合酶(１￣ｄｅｏｘｙ￣Ｄ￣ｘｙｌｕｌｏｓｅ￣５￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎ￣
ｔｈａｓｅꎬ ＤＸＳ)(ｃ４３４９６＿ｇ１)、 ２￣甲基赤藓糖￣２ꎬ４￣环
二磷 酸 合 酶 ( ２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ２ꎬ４￣ｃｙｃｌｏ￣
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＭＣＳ) (ｃ３１０９０＿ｇ１)和 ４￣
羟基￣３￣甲基丁烯￣二磷酸还原酶(４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈ￣
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ＣＯ１: 盛花期ꎻ ＣＯ２: 落花期ꎻ ＣＯ３: 幼果期ꎮ
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图 ２　 与萜类合成相关的差异基因表达分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ

ｔｏ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｙｌｂｕｔ￣２￣ｅｎ￣１￣ｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＨＭＢＰＰ)
(ｃ４２１４８＿ｇ１)３ 个代谢位点ꎮ

Glycolysis

D -glyceraldehyde 3-phosphate

1-deoxy-D -xylulose-5-phosphate

2-C -methyl-D-erythritol 4- phosphate

4(cytidine 5’-diphospho)-2-C- methyl-D-erythritol

2-phospho -4(cytidine 5’-diphospho)-2-C -methyl-D-erythritol

2-C-methyl-D-erythritol 2,4 -cyclodipphosphate

1-hydroxy-2 -methyl-2-butenyl 4-diphosphate

Zeatin biosynthesis

Isopentenyl-PP
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3-hydroxy-3-methyl -glutaryl -CoA

Acetoacetyl -CoA
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图 ３　 萜类物质合成代谢通路分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
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２􀆰 ５　 与萜类物质合成相关的转录因子

使用 ｉＴＡＫ 软件分析转录组数据得到所有转录

因子的家族信息ꎬ 通过在数据库中比对得到与萜类

合成相关的基因ꎬ 从中确定与萜类物质合成相关的

７ 个转录因子家族ꎮ 这些基因家族 ｕｎｉｇｅｎｅ 的数目

分别为: ＡＰ２￣ＥＲＥＢＰ 家族 １１７(２５％)ꎻ ＷＲＫＹ 家

族 ７１(１５％)ꎻ ｂＨＬＨ 家族 ８３(１７％)ꎻ ｂＺＩＰ 家族

６４(１３％)ꎻ Ｃ２Ｈ２ 家族 １２８ (２７％)ꎻ ｚｆ￣ＨＤ 家族

１４(３％)(图 ４)ꎮ 同时ꎬ 利用 ＦＰＫＭ 方法[１５]计算 ３
个发育时期基因的表达量ꎮ 在各类转录因子家族中

也鉴定出相对表达量最高的基因ꎬ 其中 ＷＲＫＹ４０
在 ３ 个发育时期均有较高表达量ꎬ 且在盛花期相对

表达量最高ꎬ 说明在假种皮发育起始阶段ꎬ 该基因

可促使萜类物质的合成(表 ４)ꎮ

AP2-EREBP
WRKY
bHLH
bZIP
C2H2
zf-HD

3%

27%

13%

17%

15%

25%

图 ４　 与萜类物质合成相关的转录因子家族所占的比例
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｉｅｓ

ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

３　 讨论

作为重要的药用及观赏植物ꎬ 南蛇藤目前非常

缺乏基因组背景信息ꎬ 因此也限制了对其果实和假

种皮等重要生殖结构发育机理及功能的深入研究ꎮ
本文利用转录组测序的方法ꎬ 获得了 ８７ ６００ 个

ｕｎｉｇｅｎｅꎬ 它们的平均长度为 ７４９ ｂｐꎬ Ｎ５０ / Ｎ９０
值为 ４􀆰６４ꎮ 说明本次数据组装的效果较好ꎬ 为遗

传背景信息缺乏的南蛇藤等非模式物种的研究奠定

了良好的基础ꎮ
根据前期组织发生学研究结果ꎬ 南蛇藤雌花盛

花期是假种皮起始发育的时期ꎬ 而幼果期是假种皮

生长发育的主要时期[１６]ꎮ 本研究对大量与南蛇藤

雌花发育相关的基因进行了功能注释ꎬ 并利用 ＦＰ￣
ＫＭ 法对 ３ 个不同发育时期的数据进行了差异基因

表达分析[１７]ꎮ 在消除了基因长度和测序量差异对

基因表达丰度的影响之后ꎬ ＦＰＫＭ 数据显示ꎬ 南蛇

藤幼果期与萜类合成相关的显著表达的差异基因数

目较多ꎬ 盛花期时也有较多基因参与了萜类物质的

合成ꎬ 表明在假种皮起始发育阶段相应基因也参与

其中ꎮ 在萜类物质合成的 ２ 条途径中ꎬ ＨＭＧＲ 作

为 ＭＶＡ 途径第一个限速酶ꎬ 已在马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ.)、 棉属(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ)等植物中得到

广泛研究ꎬ 证明其在萜类化合物的代谢中起到重要

调控作用[１８]ꎮ 本研究在南蛇藤中也检测到该酶在

幼果期相对表达量最高ꎬ 表明随果实的发育ꎬ 萜类

的合成量增加ꎬ 这与假种皮的生长发育过程同步ꎮ
转录因子通过激活植物萜类合成途径中多个基因的

表达ꎬ 可有效启动或关闭萜类代谢合成途径ꎬ 从而

调节萜类物质的合成ꎮ 目前ꎬ 已知与萜类次级代谢

物生物合成相关的 ＡＰ２ / ＥＲＦ 和 ＷＲＫＹ 等转录因子

家族在其合成调控中起到关键作用[４]ꎮ 南蛇藤与

萜类物质合成相关的转录因子中ꎬ ｕｎｉｇｅｎｅ 数目最

多的为 Ｃ２Ｈ２ 家族ꎬ 其次为 ＡＰ２￣ＥＲＥＢＰ 家族ꎮ 这

表 ４　 部分与萜类合成相关的高表达基因组成
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

ＦＰＫＭ
(ＣＯ１)

ＦＰＫＭ
(ＣＯ２)

ＦＰＫＭ
(ＣＯ３)

基因长度 (ｂｐ)
Ｇｅｎｅ ｌｅｎｇｔｈ

ｃ４１９１２＿ｇ１ ＳＡＰ１１ ３３.８８ ４５.１７ ４８.９８ １９７３
ｃ３５３０７＿ｇ３ ＥＲＦ１１３ ２４４.５４ １９２.０４ ４７.８４ １９２４
ｃ３７６５８＿ｇ２ ＢＰＥ １７６.７５ ９６.９９ １４.６４ ２０８７
ｃ３７０５４＿ｇ２ ＷＲＫＹ４０ ３４４.７６ １３１.８１ ２１３.０７ ２０６０
ｃ２９２８１＿ｇ１ ＯＢＦ１ １０５.５７ １４６.０９ ５６.２９ １５８１
ｃ４１０２１＿ｇ１ ＺＨＤ６ １２.４６ １２.３２ １７.１２ ２０２３

　 　 注: ＣＯ１ꎬ 盛花期ꎻ ＣＯ２ꎬ 落花期ꎻ ＣＯ３ꎬ 幼果期ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: ＣＯ１ꎬ Ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ＣＯ２ꎬ Ｆａｄｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ ＣＯ３ꎬ Ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔ ｓｔａｇｅ.
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些基因信息的发掘丰富了资源植物南蛇藤的分子数

据ꎬ 为进一步研究南蛇藤属植物假种皮结构的分子

发育机理奠定了基础ꎮ
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