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　　摘要：以红掌佛焰苞Ｓ５（盛花期：红色）、Ｓ８（衰老期：绿色）时期为试验材料进行数字基因表达谱（ｄｉｇｉｔａｌｇｅｎｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ＤＧＥ）测序，分别得到１２７６６３７４条（１．２８Ｇ）、１８５８３３９０条（１．８６Ｇ）可分析序列（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ），被成
功注释有差异表达的基因序列２３１６条。为探究红掌佛焰苞颜色变化过程中关键基因的表达水平，将差异基因定位
在花青素生物合成途径１１条表达量变化的序列上，并通过实时荧光定量 ＰＣＲ对其中的４条序列进行检验，验证了
ＤＧＥ测序结果的准确性。同时研究这４个序列在红掌佛焰苞生长过程中的表达水平，结果表明：在佛焰苞发育初期，
３条序列相对表达量逐渐增高，１条在Ｓ２时期降低，但均在Ｓ３时期达到最高或较高值；在Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８时期，随着
佛焰苞的成熟，４条序列表达量大体上均逐渐下降，在 Ｓ８衰老期表达量最低。研究结果证明了这４条基因序列是红
掌佛焰苞花色形成中的关键基因，Ｓ３时期是花青素生物合成的高峰期。
　　关键词：数字基因表达谱；红掌佛焰苞；花青素；基因表达水平；基因序列；关键基因；花色变化；关键酶
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　　红掌（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍａｎｄｒａｅａｎｕｍ）为天南星科花烛属多年生
常绿草本植物，原产于中美洲、南美洲热带地区［１］，以其花色

丰富艳丽的心形佛焰苞片和持久的花期广受消费者喜爱。花

色是花卉重要的观赏性状，花色的形成主要是由不同类型花

色素在花瓣中的积累决定的［２］。Ｉｗａｔａ等研究表明，红掌花青
素主要有花色苷、花葵苷２种，并且花色与这２种色素苷的比
例有关［３］。花青素在花瓣的生长发育过程中会发生一系列

变化，其合成也受相关合成酶基因的转录水平所控制［４－６］。

数字基因表达谱（ＤＧＥ）是利用新一代高通量测序技术
对某物种的特定组织在特定状态下基因的表达量变化情况进

行检测的结果，现已被广泛应用于基础科学研究、医学研究和

药物研发等领。通过ＤＧＥ可以筛选出有差异表达的基因序
列信息，研究基因表达量的变化是调控细胞生命活动过程的

核心机制［７］。

红掌佛焰苞在生长发育过程中会由红色逐渐变为绿色，
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这与其花青素生物代谢合成过程中关键基因的表达量存在一

定的关系。本试验通过对红掌佛焰苞 Ｓ５、Ｓ８时期进行 ＤＧＥ
测序，得到在红掌颜色变化过程中存在差异表达的基因序列，

并选择有关基因探究其在红掌佛焰苞生长发育过程中的表达

水平，为红掌花色基因全长克隆、分子标记，及改良育种等奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料来自北京大兴苗圃２年生火焰（Ｄａｋｏｔａ）２个生

长期：Ｓ５（盛花期），佛焰苞全部展开，肉穗上部黄色，下部白
色（此时为商品最佳观赏期）；Ｓ８（衰老期），佛焰苞全部转为
绿色，肉穗变为深绿色（图１）。采取健康佛焰苞于－８０°Ｃ贮存
备用。

１．２　试剂与仪器
总ＲＮＡ提取采用植物 ＲＮＡ提取试剂盒 Ｅｓａｙｓｐｉｎ，购自

北京艾德莱生物科技有限公司；反转录试剂盒：ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ

ＩＩＩＦｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲＴ－ＰＣＲ，购自ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ
公司；荧光定量试剂盒：ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
（ＲＯＸ），购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，由天根生化科技
（北京）有限公司提供。试验用到的主要仪器有 ＰＣＲ仪、
ＡＢＩ７９００ＨＴ荧光定量ＰＣＲ仪、台式离心机、超低温高速离心
机、恒温水浴锅、制冰机、电泳仪、凝胶成像系统及超净工作台

等。引物由深圳华大基因科技服务有限公司合成。试验对红

掌的Ｓ５（盛花期：红色）、Ｓ８（衰老期：绿色）进行的ＤＧＥ测序，
由北京诺禾致源科技有限公司完成。

１．３　植物总ＲＮＡ提取
植物总ＲＮＡ提取方法按照Ｅｓａｙｓｐｉｎ试剂盒说明书进行，

提取结果用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。条带２８Ｓ∶１８Ｓ亮
度比约为２∶１，说明 ＲＮＡ无降解；用 Ｂｉｏｄｒｏｐ超微量蛋白核
酸分析仪测得Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ在１．８～２．２之间，则说明ＲＮＡ质量
合格，可进行后续测序试验。

１．４　红掌佛焰苞ＤＧＥ测序
样品检测合格后，用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集 ｍＲＮＡ

后加入ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ将ｍＲＮＡ打断成短片段，以ｍＲＮＡ
为模板，用 ６碱基随机引物（ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｓ）合成 １链
ｃＤＮＡ；然后加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ和ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩ合成２链
ｃＤＮＡ；随后用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ试剂盒纯化双链 ｃＤＮＡ。将
纯化的双链ｃＤＮＡ进行末端修复、加Ａ尾并连接测序接头，然
后用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ进行片段大小选择，最后进行 ＰＣＲ富
集得到最终的ｃＤＮＡ文库。测序工作由北京诺禾致源生物信
息科技有限公司利用 ＩｌｌｕｎｉｍａＨｉＳｅｑＴＭ２０００／ＭｉｓｅｑＴＭ平台
完成。

１．５　ＤＧＥ测序结果分析
测序得到原始测序序列（ｒａｗｒｅａｄｓ），为保证信息分析质

量，必须对原始测序序列过滤去除里面含有带接头的、低质量

的ｒｅａｄｓ（质量值 ｓＱ≤５的碱基数占整个 ｒｅａｄｓ５０％以上的
ｒｅａｄｓ），得到ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ（指过滤去除里面含有带接头的、低质
量的ｒｅａｄｓ后，可以进行后续分析的可用序列），后续分析基
于ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行。以红掌转录组测序结果为参考序列，基
因表达水平以 ＲＰＫＭ（ｒｅａｄｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｓｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄ
ｒｅａｄｓ）［８］为评估方法。以Ａｕｄｉｃ等方法［９］对２个时期的样本
进行差异基因筛选，后续对样本间差异基因功能上的基因本

体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析［１０］和这些基因参与的最主

要生化代谢途径和信号转导途径的ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）富集分析［１１］都基于差异基因。筛选出与

红掌佛焰苞颜色变化有关的差异基因，验证ＤＧＥ测序结果并
探究这些差异基因在红掌佛焰苞整个发育过程中的表达水平。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ验证
根据测序结果得到红掌佛焰苞颜色变化的关键差异基因

序列，用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计特异引物。分别提取红掌佛焰苞 Ｓ１
至Ｓ８整个发育时期（图１）的总ＲＮＡ，反转成ｃＤＮＡ进行荧光
定量试验，ＰＣＲ反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，５５°Ｃ６０ｓ，
７２℃ ２０ｓ，４０个循环。用ＲＱｍａｎａｇｅｒ软件进行ＣＴ值分析，用
２－ΔΔＣＴ法计算基因的表达水平。以 Ｓ５（盛花期：红色）作为对
照时期、红掌 ＣＹＰ（登陆号：ＪＮ６０２２０１，ＣＹＰ－Ｆ：５′－ＴＴＣＧＡ
ＣＡＴＧＲＭＲＲＴＣＧＧＣＧＧＣ－３′；ＣＹＰ－Ｒ：５′－ＣＧＡＣＲＴＧＣＴＴＳＣ
ＣＲＴＣＲＡＧＣＣ－３′）作为内参基因［１２］。

２　结果与分析

２．１　ＤＧＥ测序结果分析
通过 ＤＧＥ测序，样本 Ｓ５、Ｓ８分别得到 １２７６６３７４条

（１２８Ｇ）、１８５８３３９０条（１．８６Ｇ）ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，分别占原始数
据的９８．２％、９８．１％，碱基错误率均为０．０４％，ＧＣ含量分别
为５０．１％、５２．１％。在Ｓ５、Ｓ８时期被成功注释有差异表达的
基因序列２３１６条，其中在Ｓ８时期中表达量下调的基因序列
有９２５条（３９．９％），上调的有１３９２条（６０．１％）。
２．２　差异表达基因的ＧＯ富集分析

差异基因ＧＯ富集分析中共有１６５６条差异基因，以生物
学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ；图２）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ；图３）及分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ；图４）三
大类的６０个亚类（各２０个亚类）进行功能注释，共得到２６２６
个ＧＯ注释结果，以富集程度最高的６０个 ＧＯ注释作图。其
中生物学过程中，代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓＧＯ：０００８１５２）
被注释到的差异基因序列最多，达１０８２条（６７．８７％）；其次
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是单细胞代谢过程（ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓＧＯ：
００４４７１０），有５０１条（３２．７２％）有表达量变化。在细胞组分
功能分类中的差异基因数量相对较少，质体（ｐｌａｓｔｉｄＧＯ：
０００９５３６）、叶绿体（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔＧＯ：０００９５０７）、类囊体（ｔｈｙｌａ
ｋｏｉｄＧＯ：００４２６５１）及光合作用膜上（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ

ＧＯ：００３４３５７）的差异基因数量在该功能分类中相对较多。在
分子功能的分类中，催化活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙＧＯ：０００３８２４）
和氧化还原酶活力（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙＧＯ：００１６４９１）注释
到的差异基因数量最多，分别为 ９２７条（５６．９％）、２５２条
（１５．２％）。

２．３　差异表达基因的ＫＥＧＧ富集分析
对差异基因进行ＫＥＧＧ富集分析，得到差异基因所参与

的主要代谢途径有１７０条，主要富集在次生代谢产物生物合
成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、不同环境微生物代
谢（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｄｉｖｅｒｓｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ）、内质网蛋白
加工（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ）等途径（表

１），本研究主要研究在红掌佛焰苞颜色变化过程中关键基因
的表达情况，注释得到在类黄酮生物合成途径（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｂｉｏ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）中差异表达的基因数量有１１条，通过代谢路径分
析，该１１条基因序列参与花青素生物合成途径，与 Ｓ５时期
（盛花期）相比，Ｓ８时期（衰老期）均表现为表达量下调。预
测该１１条基因序列为控制红掌佛焰苞颜色变化的关键基因，
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通过ＮＣＢＩ序列比对，被注释为８种基因，分别为 Ｃ４Ｈ（肉桂
酸－４－羟化酶）、ＣＨＳ、ＣＨＩ、ＤＦＲ、Ｆ３′Ｈ、Ｆ３Ｈ、ＡＮＳ、ＬＡＲ。选
其中感兴趣的４个基因序列，同时设计其特异扩增引物进行
后续分析（表２）。
２．４　实时定量ＰＣＲ验证结果

对筛选出的４个关键基因，在红掌佛焰苞的 Ｓ５、Ｓ８时期
进行实时定量 ＰＣＲ验证其基因表达水平。图 ５结果表明，
ｃｏｍｐ５２６４９＿ｃ２（Ｃ４Ｈ）、ｃｏｍｐ４６４２５＿ｃ０（ＣＨＩ）、ｃｏｍｐ５３２９１＿ｃ０
（ＤＦＲ）、ｃｏｍｐ４１７３５＿ｃ０（Ｆ３Ｈ）这４条基因在Ｓ８时期中表达量
均有不同程度下调，每条序列表达量下调倍数都高于ＤＧＥ测
序结果，其中ｃｏｍｐ４１７３５＿ｃ０下调倍数较多。分析原因可能是
因为荧光定量扩增的是特异片段且具有较高的灵敏性，同时

也与材料的选择时期偏差有关。荧光定量结果与 ＤＧＥ测序
结果趋势基本一致，说明测序结果有较好的准确性。

２．５　花青素代谢途径中关键基因在红掌佛焰苞各时期表达
水平分析

通过实时荧光定量 ＰＣＲ检测４个关键基因在红掌佛焰
苞发育时期的表达水平。图６结果表明：ＣＨＩ在佛焰苞发育
初期表达量规律不稳定，在Ｓ３时期中表达量最高，其次是Ｓ１
时期，在Ｓ２时期中表达量下降明显，在Ｓ５、Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８时期中，
随着佛焰苞的衰老，其表达量逐渐降低；Ｃ４Ｈ、Ｆ３Ｈ、ＤＦＲ基因
在佛焰苞初期相对表达量随着佛焰苞的生长逐渐增高，其中

Ｃ４Ｈ、Ｆ３Ｈ在 Ｓ３时期达到最高，ＤＦＲ在 Ｓ４时期中表达量最
高；Ｓ４时期之后，４个基因均随着佛焰苞的成熟，表达量逐渐

表１　ＫＥＧＧ富集分析结果

通路 富集程度 ｑ值 基因数

（个）

光合作用 ０．７３８０９５２３８ ０ ３１
卟啉和叶绿素代谢 ０．５１２１９５１２２ ０．０００００１０９０ ２１
光合作用固碳 ０．３５１３５１３５１ ０．０００１６２８３４ ２６
乙醛酸盐和二羧酸根 ０．３４４８２７５８６ ０．００１６８０８１７ ２０
阴离子代谢

安沙霉素类生物合成 １．０００００００００ ０．００１６８０８１７ ５
类黄酮生物合成 ０．５００００００００ ０．００１６８０８１７ １１
类胡萝卜素生物合成 ０．４４４４４４４４４ ０．００２８０８３２７ １２
次生代谢物生物合成 ０．１８２０６８９６６ ０．００５５７３１２９ １３２
磷酸戊糖途径 ０．３２６５３０６１２ ０．０１２０９９８２７ １６
代谢途径 ０．１６４０４０１１５ ０．０１７９９３３７８ ２２９
丝裂原活化蛋白激酶信号 ０．３７９３１０３４５ ０．０１７９９３３７８ １１
通路

氨酰生物合成 ０．２９７８７２３４０ ０．０５２９０６８９ １４
抗坏血酸盐和醛糖代谢 ０．３２３５２９４１２ ０．０６５６００６５６ １１
多样性环境微生物代谢 ０．１８９８７３４１８ ０．０６５６００６５６ ６０
谷胱甘肽代谢 ０．２５８０６４５１６ ０．１０３４０２４８１ １６
核黄素代谢 ０．５７１４２８５７１ ０．１０３４０２４８１ ４
抗原的加工提呈 ０．２８５７１４２８６ ０．１０３４０２４８１ １２
细菌分泌系统 ０．４５４５４５４５５ ０．１２０９２８４０１ ５
亚麻酸代谢 ０．２７０２７０２７０ ０．２５０７８１０４７ １０
内质网蛋白加工 ０．１８８５７１４２９ ０．３２９６１２１５２ ３３

　　注：富集程度值越大，表示富集程度越高。ｑ值为经过多重校验
的Ｐ值，取值范围［０，１］，ｑ值越小，富集越明显。

表２　４个关键基因注释结果及特异引物

基因序列号 下调倍数 注释 引物

ｃｏｍｐ５２６４９＿ｃ２ １．２０６９ Ｃ４Ｈ Ｆ：５′－ＡＧＡＡＣＣＡＡＣＣＡＧＧＧＧＡＴＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＴＣＡＣＣＧＣＣＡＣＡＡＡＧ－３′
ｃｏｍｐ４６４２５＿ｃ０ ２．３３０５ ＣＨＩ Ｆ：５′－ＡＡＧＣＣＡＣＡＡＧＡＣＡＡＡＡＴＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＡＣＣＣＧＡＡＧＧＡＧＡＣＡＣ－３′
Ｃｏｍｐ５３２９１＿ｃ０ ３．７６４４ ＤＦＲ Ｆ：５′－ＣＡＡＧＧＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＴ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＴＧＧＡＡＧＡＧＣＧＡＣＡＧ－３′
ｃｏｍｐ４１７３５＿ｃ０ ３．７６４４ Ｆ３Ｈ Ｆ：５′－ＧＣＣＴＧＧＣＡＴＡＣＴＴＧＡＧＡ－３′；Ｒ：５′－ＧＡＡＧＡＴＧＡＧＣＣＧＡＧＡＣＣ－３′

下降；在Ｓ８衰老期，相对表达量均达到最低水平。由结果可
知，Ｓ３时期是红掌花青素合成的高峰期，随着佛焰苞生长，花
青素含量下降是导致佛焰苞颜色变绿的原因。

３　讨论与结论

类黄酮类物质具有生物功能多样性，包括抗植物病原体、

参与植物激素调节反应等［１３－１４］；同时使植物花瓣呈现出红

色、蓝色、紫色和橙色，这种进化可以吸引传粉者并利于种子

的传播，也可以对自身进行保护［１５］。黄酮类物质中的花青素

是红掌佛焰苞呈色的主要物质。目前，花青素生物合成途径

在其他花卉中研究的较为清楚，经过该途径合成的天竺葵色

素苷、矢车菊色素苷和飞燕草色素苷是形成有色花的主要色

素物质［１６］。

　　本研究中得到在红掌佛焰苞花青素生物合成途径中表达
量变化的１１条基因序列，通过ＮＣＢＩ数据库比对注释为８种
基因，分别为Ｃ４Ｈ、ＣＨＳ、ＣＨＩ、ＤＦＲ、Ｆ３Ｈ、Ｆ３′Ｈ、ＡＮＳ和ＬＡＲ，总
结出这８种基因是控制该途径的关键基因。选出重要的４条
基因序列 ｃｏｍｐ５２６４９＿ｃ２（Ｃ４Ｈ）、ｃｏｍｐ４６４２５＿ｃ０（ＣＨＩ）、
ｃｏｍｐ４１７３５＿ｃ０（Ｆ３Ｈ）和ｃｏｍｐ５３２９１＿ｃ０（ＤＦＲ），探究其在红掌
佛焰苞发育过程中基因表达水平。其中 Ｃ４Ｈ是催化花青素
生物合成途径第１阶段第２步反应的关键酶［１７－１８］；Ｍｉｌｌａｒ等
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研究表明，Ｃ４Ｈ的表达丰度对黄酮类化合物的生物合成量有
一定影响［１９］。本研究表明，随着红掌佛焰苞的生长，Ｃ４Ｈ先
升高再降低，表明红掌黄酮类物质在此过程中的含量变化是

导致红掌颜色变化的主要原因之一。ＣＨＩ是查尔酮生成４′，
５，７－三羟基黄烷酮过程的催化酶，可将该反应效率提高 ７～
１０倍［２０］，ＣＨＩ与黄酮类物质合成密切相关，通过调节 ＣＨＩ表
达量可进行花色改良，如利用ＲＮＡ干扰技术抑制烟草的ＣＨＩ
合成，得到黄色花瓣；在康乃馨中的 ＣＨＩ、ＤＦＲ插入转座子得
到黄色品种。在本研究中红掌佛焰苞由红色变为绿色过程

中，ＣＨＩ表达量下降明显，表明该基因的表达丰度下降与佛焰
苞颜色变化有关，而在佛焰苞前期发育时期表达量变化不稳

定，具体原因有待进一步验证。Ｆ３Ｈ属氧化戊二酸依赖型加
氧酶，具有底物特异性，反应需依赖 Ｆｅ２＋、Ｏ２－、２－酮戊二酸
等作为辅助因子，在植物类黄酮生物合成调控中起着关键的

作用［２１］。在本试验中，Ｆ３Ｈ在佛焰苞Ｓ３时期高表达，说明Ｓ３
时期是红掌花青素合成的旺盛时期；ＤＦＲ是 ＡＤＰＨ依赖性短
链还原酶家族成员［２２］，Ｃｏｌｌｅｔｔｅ等对红掌的研究中发现，ＤＦＲ
的转录水平在不同的发育阶段有显著差异，在佛焰苞发育过

程中ＤＦＲ是一个关键基因［２３］。在本试验中，ＤＦＲ基因表达
量在红掌佛焰苞发育初期逐渐升高，在 Ｓ３时期达到最高值，
随着佛焰苞的成熟和衰老，表达量逐渐降低，Ｓ８时期达到最
低值，这与 Ｃｏｌｌｅｔｔｅ等研究结果［２３］一致，说明 ＤＦＲ是红掌佛
焰苞发育过程中花色变化的关键酶。

本研究利用ＤＧＥ测序技术得到红掌在 Ｓ５、Ｓ８时期的差
异基因信息，为后续研究红掌佛焰苞花色基因功能等奠定基

础；测序结果结合实时荧光定量 ＰＣＲ试验，得到控制红掌佛
焰苞花青素生物合成途径中的１１条关键基因序列，并对其中
的４条基因进行表达量分析，得到 Ｃ４Ｈ、ＣＨＩ、ＤＦＲ、Ｆ３Ｈ是控
制红掌佛焰苞颜色变化的关键基因，Ｓ３时期是红掌花青素合
成的高峰期，为红掌佛焰苞花色基因定位、全长克隆及相关基

因转录因子的研究打下基础。
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