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　　摘要：基因的共线性分析是比较基因组学中的重要研究内容。为了研究杨柳科植物的进化机制，对杨属中的毛果
杨和柳属中的簸箕柳进行基因组内和基因组间的共线性分析。在对共线性分析及其作图软件的对比分析后，采用

ＭＣＳｃａｎＸ对杨树、柳树进行基因组内、基因组间的共线性分析，再利用ＶＧＳＣ针对不同的基因组内和组间共线性关系
进行可视化分析，从而推测杨树向柳树进化的过程，为杨柳科植物的进化与起源提供重要的依据。
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　　在杨柳科中，杨属和柳属是姐妹属［１］，它们广泛地分布

在北半球地区，具有适应力强、生长迅速、易繁殖、用途广等特

点，是维护生态环境和解决木材短缺的重要物种［２］。杨属和

柳属各自拥有相对较小的基因组，随着研究的大量开展以及

基因组资源的迅速增长，杨柳科植物成为了木本植物在遗传

学研 究 中 的 模 式 生 物。在 杨 属 中，毛 果 杨 （Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）的全基因组测序及染色体的组装早在２００６年就
已经完成［３］，是第一个被测序的木本植物，之后杨属的物种

陆续被测序；在柳属中，簸箕柳（Ｓａｌｉｘｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ）的全基因组
测序、染色体组装分别于２０１４、２０１６年完成［４－５］。细胞遗传

学研究表明，杨属和柳属这２个属主要包含二倍体植物，其单
倍型染色体数目是１９对（ｎ＝１９）［６］。在将杨树的基因组和
柳树的遗传图谱进行比较时，研究人员经发现了染色体裂变、

融合等现象［７］。但是遗传图谱与基因组相比，精度较低，因

此需要通过对基因组信息进行分析来研究杨柳科的进化

机制。

基因共线性是指在具有同源性关系的２个物种中，其基
因组中有共同的连锁基因，且同源基因的相对顺序具有较高

保守性的现象［８］。在生物进化中，基因组会在全基因组复

制、染色体重组、染色体倒位和易位等过程中发生结构和数量

的变化［９－１０］。因此，基因组的共线性分析在非编码序列的确

认［１１］、新测序物种的注释［１２］和全基因组复制事件的估计［８］

等过程中具有重要作用。本研究使用 ＭＣＳｃａｎＸ［１３］、ＶＧＳＣ［１４］

这２个软件分别进行共线性分析和作图，对杨树和柳树的种
内、种间基因组同源关系进行分析，并绘制相应的关系图，进

而探讨导致杨属和柳属进化的基因组机制。本研究结果可为

研究杨柳科祖先基因组复制事件提供重要依据。

１　材料与方法

１．１　试验数据
本试验采用杨柳科的毛果杨和簸箕柳这２个物种进行基

因组内和基因组间的共线性分析，从而确定杨树和柳树的进

化机制。毛果杨是第一个被用于全基因组测序的树种，具有

生长速度快、基因组较小、经济价值高等特点。２００６年，
Ｔｕｓｋａｎ等利用鸟枪测序法完成毛果杨基因组的测序，结果表
明，毛果杨基因组内含有碱基对４．８５亿个，染色体１９对，推
测基因数量为４５５５５个［３］。随着国内外有关研究的大量开

展，毛果杨现已成为木本植物研究中的模式物种［１５］。毛果杨

的全基因组信息可从ＪＧＩ数据库［１６］下载，下载地址为ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｎｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐａｇｅｓ／ｄｙｎａｍｉｃＯｒｇａｎｉｓｍＤｏｗｎｌｏａｄ．ｊｓｆ？
ｏｒｇａｎｉｓｍ＝Ｐｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ。由于大多数林木研究物种的世代周
期较长，多为高大的乔木，实际操作麻烦，而柳属中的簸箕柳

的世代周期只有１年，个体较小，取材方便，并且易于栽培，对
环境要求不高，可以极大提高研究人员的试验效率，因此簸箕

柳成为了木本植物研究的新热点。Ｄａｉ等于２０１４年完成了
簸箕柳的全基因组测序［４］，共发现了２６５９９个编码基因，其
中２０２６１个基因与杨树基因同源。柳树的全基因组信息发
布的网址为 ｈｔｔｐ：／／１１５．２９．２３４．１７０／ｗｉｌｌｏｗ，可以直接下载。
下载的数据包括全基因组的序列（Ｆａｓｔａ格式，ｈｔｔｐｓ：／／ｅｎ．
ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／ＦＡＳＴＡ＿ｆｏｒｍａｔ）和基因注释文件（ＧＦＦ格
式，ｗｗｗ．ｇｍｏｄ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／ＧＦＦ３），这些都被广泛应用于常见的
基因组装软件和数据库。

１．２　试验工具软件
全基因组数据为科研人员提供了大量的信息，在全基因

组水平上进行共线性分析是比较基因组学的重要研究内容。

因此，越来越多研究共线性的方法被提出，早期的软件多采用

传统的聚类算法，如 ＯｒｔｈｏＣｌｕｓｔｅｒ［１７－１８］、ＡＤＨｏＲｅ［１９］和 Ｍａｘ－
ｇａｐ Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｂｙ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ（简 称

ＭＣＭｕＳｅＣ）［２０］，对邻近的基因对进行匹配。这些软件在计算
过程中由于影响因素较多，结果的可靠性并不是很高。另一

种常见的算法是使用动态算法线性双向匹配基因对，并且利

用“锚基因”对相邻的线性基因进行打分。此类软件包括
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ＣｏｌｉｎｅａｒＳｃａｎ［２１］、ＭＣＳｃａｎＸ［８］和 ＳｙＭＡＰ［１２］等。ＣｏｌｉｎｅａｒＳｃａｎ利
用基因组蛋白质的比对序列确定同源基因对是否存在，有效

地预测了待测基因的共线性。ＳｙＭＡＰ的优点在于寻找共线
性基因的速度很快，但是由于参数的设置只能识别大片段的

共线性基因，小片段的共线性基因很容易被漏掉。ＭＣＳｃａｎＸ
（简称ＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙＳｃａｎ）是目前最流行的共线性分析
软件，它采用匹配的锚点扫描多个基因中的序列或子序列，然

后对假定的同源染色体区域进行匹配计分，最后给出计算的

共线性分值。综上所述，本试验选用ＭＣＳｃａｎＸ软件作为共线
性分析的主要工具。

上述共线性分析软件的侧重点集中在数据的处理上，缺

少了对下游数据分析结果的可视化，绝大多数都没有提供可

视化的输出接口。因此，近年来出现了一些专门进行共线性

图形化的软件，例如ＳｙｎＣｈｒｏ［２２］、ＧＳＶ［２３］和 Ｅａｓｙｆｉｇ［２４］，但是这
些软件只能提供双线图的显示，显示效果不直观并且也不利

于导出和发表。Ｃｉｒｃｏｓ是科学可视化领域一个著名的图形化
工具，它可以将基因匹配与比较分析异同的结果用圆形图案

表示出来，提供点阵图和矢量图的输出，在生物信息学研究中

很受欢迎［２５］。但它也仅限于圆形图形的处理，使得共线性研

究受到了一定程度的限制。为了弥补这些不足，ＭＣＳｃａｎＸ设
计并实现了１５个用于共线性分析和显示的工具，并提供了点
图、圆图、双线图等多种展示类型，实用性很强。然而，

ＭＣＳｃａｎＸ只能允许用户在命令行的环境中进行操作，并且只
能输出低分辨率的点阵图，在高通量测序逐渐普及的今天，成

为了数据精细化分析的瓶颈。ＶＧＳＣ（ＡＷｅｂ－ＢａｓｅｄＶｅｃｔｏｒ

ＧｒａｐｈＴｏｏｌｋｉｔｏｆＧｅｎｏｍｅＳｙｎｔｅｎｙａｎｄＣｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ）［１４］是 ２０１６
年最新发布的共线性分析作图的在线平台，自发布以来，该在

线平台已经在生物学领域得到了广泛应用，不仅推动了生物

进化分析的发展，也给基因家族分析、结构变异、新物种全基

因组注释等方面带来了极大的便利。该平台最大的优势就在

于分析结果的矢量图输出能力。如表１所示，经过比较，本试
验选用ＶＧＳＣ绘制杨、柳物种基因组内与组间共线性关系图。

表１　共线性可视化软件基本信息

软件名称 发布年份
共线性

图形化
可视化类型 矢量图

ＯｒｔｈｏＣｌｕｓｔｅｒ ２００９ √ 双线图、条状图、线形图 ×
ｉ－ＡＤＨｏＲｅ ２０１１ √ 散点图、树状图 √
ＭＣＭｕＳｅＣ ２００９ × × ×
ＣｏｌｉｎｅａｒＳｃａｎ ２００６ × × ×
ＭＣＳｃａｎＸ ２０１２ √ 双线图、条状图、散点图、圆图 ×
ＳｙＭＡＰ ２０１１ √ 双线图 ×
ＳｙｎＣｈｒｏ ２０１４ √ 双线图 ×
ＧＳＶ ２０１１ √ 双线图 ×
ＥａｓｙＦｉｇ ２０１１ √ 双线图 √
Ｃｉｒｃｏｓ ２００９ √ 圆图 √
ＶＧＳＣ ２０１５ √ 双线图、条状图、散点图、圆图 √

　　注：“√”“×”分别表示具有、不具有。

　　ＶＧＳＣ可以利用用户上传的ＧＦＦ格式的基因注释文件和
共线性分析生成的关系文件计算并生成对应的图形结果。如

图１所示，ＶＧＳＣ提供了圆图、条状图、散点图和双线图４种
不同的图形。用户可以根据研究的需要，选取并创建合适类
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型的图形，并且每种类型都支持高分辨率的点阵图（如 ＢＭＰ、
ＪＰＥＧ和ＰＮＧ）和高清晰度的矢量图的输出方式（如ＰＤＦ、ＥＰＳ
和ＳＶＧ）。ＶＧＳＣ的一个重要的特性就是它的矢量图输出能
力，如图２演示了点阵图像和矢量图形在细节表现中的差异，
随着高通量测序的不断发展，新测序技术带来的海量数据常

常生成巨幅的运算结果。因此，在进行比对时，矢量图形的大

小无关性和方向无关性的特点，对研究的开展及其报告的展

示产生了积极的意义。

１．３　分析过程
杨柳基因组内、基因组间的共线性分析流程分别如图３、

图４所示。在进行基因组内共线性研究时，第１步是利用序
列比对检索工具 ＢＬＡＳＴｐ，分别将该物种内的每条染色体与
其他所有染色体进行蛋白质序列比对，得到各自的比对结果；

在进行组间共线性分析时，对杨树基因组和柳树基因组进行

１次全基因组比对检索。第２步是利用ＭＣＳｃａｎＸ计算比对结
果的ＢＬＡＳＴ文件和ＧＦＦ格式的基因注释进行计算，得到共线
性分析结果ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ文件。第３步是在ＶＧＳＣ的在线服务
平台上传得到的 ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ文件和 ＧＦＦ格式的基因注释文
件，配置参数并作图得到共线性图形，保存为矢量图形便于进

一步分析。

　　具体地讲，图５、图６分别演示了第３步ＶＧＳＣ对杨树、柳
树基因组内和基因组间共线性作图的参数。ＶＧＳＣ的图形绘
制流程与常见的图形化工具类似，首先，它提供了圆图、条状

图、散点图和双线图４种不同的图形，其中圆图能够直观展现
１条染色体和多条染色体之间的共线性关系，双线图则更适
合展现２条染色体间的共线性关系。在进行基因组内和组间
共线性绘图时，我们分别选取圆图、双线图作为输出图形。其

次，上传ＢＬＡＳＴｐ工具的比对结果和 ＧＦＦ基因注释文件。再
次，对绘图参数进行配置，包括图形的大小、输出文件格式和

共线性分析的染色体名称。

２　结果与分析

以上共线性分析及作图对于揭示杨柳科植物的近源关系

具有积极的作用。通过观察杨树的共线性分析圆形图可以发

现，各个染色体间同源片段的整体分布情况与Ｔｕｓｋａｎ等的研
究结果［３］大致一致，但是由于基因组信息的不断更新而造成

了一些小差异（图７）。杨树基因组内的每条染色体都可以在
其他染色体上找到同源片段，柳树基因组内也是如此。通过

比较杨树和柳树对应的染色体的同源片段分布情况，我们可

以发现只有Ⅰ、Ⅲ、Ⅵ和ⅩⅥ这４条染色体的同源关系图存在
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较大差异（图７），其余１５条染色体几乎一样。通过试验还可
以发现，杨树的１号染色体的上半部分的同源基因片段在其
３号染色体上，而柳树的１号染色体的上半部分的同源基因
片段在６号染色体上。杨树的１６号染色体的同源基因片段
在其６号染色上，而柳树１６号染色体的同源基因片段基本上

在３号染色体上。假设杨树和柳树基因组之间的差异是由１
号染色体和１６号染色体之间的重排引起的，为了验证此猜
想，可以对杨树和柳树基因组中相应的染色体进行共线性分

析比较。如图８所示，在对杨树和柳树基因组间共线性进行
分析时，除了１号染色体和１６号染色体这２组染色体间存在
较大的差异，其他组染色体间的共线性关系都很高。而杨树

１号染色体与柳树１６号染色体，以及柳树１号染色体与杨树
１６号染色体共线性分析结果显示，杨树１号染色体的上半部
分与柳树的１６号染色体同源，而下半部分与柳树的１号染色
体同源。杨树１６号染色体的同源片段存在于柳树１号染色
体的上半部分。这一发现为发生在１号染色体和１６号染色
体间的断裂融合提供了有力证据。除此之外，杨树和柳树基

因组内和基因组间的共线性分析结果表明，还存在一些染色

体间的重排现象。Ｈｏｕ等采用简单序列重复（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔｓ，简称ＳＳＲ）标记分析进一步验证了杨树、柳树的１号
染色体与１６号染色体间发生了重排［５］。

３　讨论与结论

共线性分析软件的出现极大地推动了基因共线性分析的

发展，近年来，更多的工具能够让用户以在线形式快速高效地

将共线性分析结果以高清晰度的矢量图或高质量点阵图的方

式输出。通过比对分析 ＶＧＳＣ绘制的杨树、柳树基因组内和
基因组间共线性关系图，笔者发现基因组内不同染色体间存

在大量重复片段，并且基因组间大多数染色体间的共线性关

系很高。这一现象说明，杨树和柳树的分化是在古四倍体基

因组二倍化之后完成的。经过基因组间的共线性分析，笔者

发现了２个大的染色体重排现象，由此推测１号染色体与１６
号染色体间发生了断裂融合，这一结果说明杨树和柳树没有

同时进行分化，而是一个物种是由另一个物种进化而来的。

Ｄｏｒｎ等研究表明，杨树的进化早于柳树，因此可以推测杨树
向柳树进化的过程：古四倍体祖先的基因组在染色体的断裂

融合之后进行了二倍化，由此出现了杨树［２６－２７］。杨树在进化

的过程中，其１号染色体和１６号染色体间发生了重排事件，
进而出现了现代柳树的祖先。综上所述，本研究结合了

ＭＣＳｃａｎＸ的分析工具和ＶＧＳＣ的高质量图形化服务，更直观
地再现了杨树和柳树基因组内和基因组间染色体基因的对应

关系，推测了杨属和柳属进化的机制，为杨柳科植物的起源提

供了重要依据，为更好地认识杨柳科植物打下了基础。
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３种甲基化抑制剂对苜蓿生长及愈伤诱导的影响
贾永红，刘　聪，高　婧，韩丹丹，李树梅
（廊坊师范学院生命科学学院，河北廊坊０６５０００）

　　摘要：通过在培养基中添加甲基化抑制剂培养紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）无菌苗，观测种子萌发和生长情况，
统计和分析子叶和下胚轴愈伤诱导情况，结果发现，３种甲基化抑制剂对苜蓿种子的萌发、无菌苗的生长以及愈伤组
织的形成均有不同程度的抑制效应。高浓度姜黄素完全抑制外植体愈伤的形成，而低浓度姜黄素对苜蓿种子的萌发

和外植体愈伤的诱导表现某种程度的促进作用。
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　　苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）作为牧草之王，不仅饲用价值
高，在畜牧业生产中应用广泛，而且还可以加工成高蛋白人类

营养保健食品，此外苜蓿富含各种维生素、矿物质及类胡萝卜

素、类黄酮素和酚型酸，具有良好的药用价值，全草入药，有助

于人体健康的恢复；苜蓿还是防风固沙和绿化荒山的优良作

物，具有很高的环保价值。苜蓿在地球上分布广泛，除野生种

外，世界各国都有栽培，目前对苜蓿的遗传改良也成为一大研

究热点。

ＤＮＡ甲基化（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）是目前表观遗传学研究
的热点之一，ＤＮＡ甲基化是基因组遗传信息的重要组成，在
维持基因组稳定性、调节基因活性以及生长发育中基因的表

达调控方面起重要作用［１－２］，甲基化水平过低或过高，都会影

响植物生长发育和分化，导致发育和形态异常［３］。

本研究在培养基中添加甲基化抑制剂，观察其在生长发

育和再生过程中的效应，以期为苜蓿遗传改良和表观遗传研

究积累基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料试剂
１．１．１植物材料　中苜１号种子购自中国农业科学院，选取

其无菌苗的下胚轴和子叶。

１．１．２　试剂和培养基　ＭＳ培养基所用试剂、甘露醇、乙醇、
氯化汞等均为国产分析纯试剂；植物生长调节剂、５－氮杂胞
苷（５－ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ，５－ａｚａＣ）、姜黄素均为生工生物工程（上海）
股份有限公司进口分装试剂，植物生长调节剂配成１０００×贮
液－２０℃保存；５－ａｚａＣ和姜黄素配成 １０ｍｍｏｌ／Ｌ溶液
－２０℃ 保存。
种子培养基：ＭＳ固体培养基（含３０ｇ／Ｌ蔗糖和８ｇ／Ｌ琼

脂），分别添加不同浓度的甘露醇、５－ａｚａＣ、姜黄素。
愈伤诱导培养基：ＭＳ＋ＵＭ有机 ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋８ｇ／Ｌ琼脂粉 ＋２ｇ／Ｌ水解
酪蛋白（ＵＭ有机包含１０ｍｇ／Ｌ盐酸硫胺素、１０ｍｇ／Ｌ盐酸吡
哆醇、５ｍｇ／Ｌ烟酸、２ｍｇ／Ｌ甘氨酸、１００ｍｇ／Ｌ肌醇），分别添
加不同浓度的甘露醇、５－ａｚａＣ、姜黄素。

其中，甘露醇在灭菌前直接加入培养基中，使终浓度分别

为０、５０、１００、１５０、２００ｍｍｏｌ／Ｌ，灭菌后使用；５－ａｚａＣ和姜黄
素经抽滤灭菌后，分别在培养基灭菌后降温至 ６０℃以下时
加入，使终浓度依次为 ０、１０、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，摇匀后分
装。３种甲基化抑制剂按浓度从低到高依次标记为 ＣＫ（０添
加）、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４。
１．２　方法

挑选饱满无损伤的种子，流水下冲洗３０ｍｉｎ，在７０％的
乙醇中振荡１ｍｉｎ，换入０．１％的氯化汞中振荡消毒８ｍｉｎ，再
用无菌水冲洗５～７次，无菌滤纸吸干表面水分后，接种于添
加有不同浓度甘露醇、姜黄素和５－ａｚａＣ的 ＭＳ培养基上，每
一种甲基化抑制剂每浓度梯度重复４瓶（其中１瓶作为备用
样品，另作标记，只有当某一供试样品污染或发生异常时用备
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