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　　摘要：为进一步探究阳春砂假合蕊柱形成机制，基于ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术对不同生长时期阳春砂花丝、花柱进行转录
组测序及生物信息学分析，获得阳春砂转录组数据并筛选出激素合成及信号转导通路基因，为后续研究阳春砂基因功

能、代谢途径、花器官发育及运动调控机理等方面提供参考。结果表明，测序数据拼接组装后获得９４５８４条Ｕｎｉｇｅｎｅ，
总长度为９２５０１０１５ｂｐ。将获得的Ｕｎｉｇｅｎｅ分别在ＮＲ、ＧＯ、ＫＯＧ和ＫＥＧＧ等七大数据库中进行比对，共有 ６２１７４条
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占全部Ｕｎｉｇｅｎｅ的６５．７３％；ＮＲ数据库中注释到５８６６９条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，被注释的同源序列主要来自于
小果野芭蕉；有４５８９２条Ｕｎｉｇｅｎｅ注释到ＫＯＧ数据库中，涉及２５个功能分类；ＧＯ数据库注释Ｕｎｉｇｅｎｅ１２０５０条，按照
功能分为３个大类及５５个亚类；ＫＥＧＧ数据库中，有４４０００条Ｕｎｉｇｅｎｅ注释到１３７个代谢通路中；ＳＳＲ特征分析中共
检测到１８８９５个位点，三碱基重复的数目最多，达到６３１３个，占比为３３．４１％。２０１２条Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到９种不同激
素的合成与信号转导途径中，赤霉素的Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到最多，共有５０５条。本研究通过构建阳春砂花丝、花柱的转录
组数据库并进行生物信息学分析，为阳春砂花器官发育相关基因的发掘及利用、基因组的测序与组装、表达谱的比对

提供科学依据，也为后续在分子生物学层面对阳春砂假合蕊柱的形成机制开展深入研究提供理论基础。
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　 　 阳 春 砂 （Ａｍｏｍｕｍ ｖｉｌｌｏｓｕｍ）是 姜 科

（Ｚｉｎｇｉｂｅｒａｃｅａｅ）豆蔻属（Ａｍｏｍｕｍ）多年生常绿草本
植物［１］，其干燥成熟果实为四大南药之首———砂仁

的主流品种，具有理气安胎、温脾止泻、化湿开胃的

功效［２］。作为传统的大宗药材，阳春砂每年的需求

数量大于３００万ｋｇ，具有重要的药用价值及经济价
值［３］。但阳春砂在生产上存在着严重的低产问题，

其自然结实率仅有１．１％［４］，研究者对此进行了许

多研究，认为较低的自然结实率与阳春砂小花的特

殊花器结构有着密切的联系。何国振等将阳春砂

特殊的花器结构称为假合蕊柱，即雌雄蕊贴合在一

起，但并未完全合生，在处于开花的状态下，唇瓣包

裹着假合蕊柱，并且呈现出半抱合的状态，与唇瓣

间的距离极近，仅有１．３～２．０ｍｍ，严重阻碍了相应
虫媒的授粉［３］。为提高产量，农户在实际种植中主

要采用人工授粉的方式进行劳作，而人工授粉成本

高、劳作强度大、根状茎及花序易被严重踩踏损伤

等原因是传统人工授粉方式固有的弊端，严重抑制

了农户的生产积极性。

细胞伸长或者细胞分裂所致的植物器官运动

与内源激素及相关抑制剂作用相关，而细胞结构及

生长速率的不对称是花器官运动的基础。有文献

研究报道，腊梅（Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓｐｒａｅｃｏｘ）花丝的运动
来源于其两侧表面细胞生长速率的差异［５］。姜科

植物马来良姜（Ａｌｐｉｎｉａｍｕｔｉｃａ）花柱运动部位两侧细
胞层数的差异是其花柱卷曲运动的基础［６］，赤霉素

（ＧＡ）、茉莉酸（ＪＡ）、吲哚 －３－乙酸（ＩＡＡ）等激素
则有着调控植物雌雄蕊发育的作用［７－９］。何卓航等

研究发现，随着阳春砂小花的生长，其花丝、花柱

远、近轴侧的细胞层数出现了差异，这种不对称的

结构是雌雄蕊运动的基础，认为阳春砂雌雄蕊的相

向运动致使其假合蕊柱的形成［１０］；同时对花柱的近

—８３— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第２２期



端以及远端轴侧的 ＩＡＡ水平进行测定，结果表明，
生长时期在保持同样的水平不同横切部位中，ＩＡＡ
水平基本上呈现远端轴侧小于近端轴侧的趋势，故

花柱运动的原因可能是来自于花柱近、远轴侧 ＩＡＡ
水平的差异，该研究从生理层面初步阐述了阳春砂

假合蕊柱的形成机制。然而，若要进一步探明阳春

砂假合蕊柱形成机制，则须对阳春砂花器官运动及

发育的分子机制作深入研究。

因此，本研究对阳春砂不同生长时期的花丝、

花柱进行转录组测序，通过数据拼接、组装的方式

建立阳春砂花丝、花柱的转录组数据库，将所得的

Ｕｎｉｇｅｎｅ进行功能注释、分类以及简单重复序列
（ＳＳＲ）分子标记。同时，重点关注并筛选可能影响
阳春砂雌蕊、雄蕊运动的激素合成与信号转导途径

关键基因。以期进一步解析阳春砂假合蕊柱产生

的调控机制及分子机制，并为人为干预阳春砂的花

器官结构，提高产量奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
材料为大田栽培的不同生长时期阳春砂小花的

花柱及花丝，阳春砂植株栽培于广东省阳春市合水

镇那软村阳春砂种植基地（２２°１７′Ｎ，１１２°０１′Ｅ），于
２０１７年５—７月在该基地开展大田试验。参照陈红
的方法［１１］，按照长度的不同，将阳春砂小花的生长

时期进行了划分（表１），并于阳春砂花期内，每天上
午采摘小花，解剖并分离出不同时期小花的花丝与

花柱，迅速置于液氮灌中，随后转移至超低温冰箱

（－８０℃）进行保存。

表１　阳春砂小花生长时期划分

时期
小花长度

（ｃｍ）

１ ［１．０，１．５）

２ ［１．５，２．０）

３ ［２．０，２．５）

４ ［２．５，３．０）

５ ［３．０，开花）

６ 开花当天

７ 花后１ｄ

１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ提取　分别提取阳春砂小花在各生长
时期的花柱和与花丝的总 ＲＮＡ，重复 ３次。利用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００和Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ测定ＲＮＡ

的浓度、纯度与完整性，数据检测合格后的 ＲＮＡ用
于构建转录组数据库。此部分试验与转录组的测

序委托深圳华大基因科技服务有限公司完成。

１．２．２　ｃＤＮＡ文库构建及转录组序列组装　使用
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集质检合格且所有样品的混合
ＲＮＡ。加入打断试剂，以片段化的 ｍＲＮＡ为模板合
成１链、２链 ｃＤＮＡ，配制反应体系，使接头与 ｃＤＮＡ
连接。ＰＣＲ反应及产物回收、扩增。ＰＣＲ产物变
性，充分混匀，得到单链环形产物，随后ＰＣＲ产物变
性，即得到文库。利用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ和
ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ对所得文库
进行检测，检测合格后进行转录组ｄｅｎｏｖｏ测序。所
得ｒｅａｄｓ通过 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件进行序列组装，组装序列
的质量通过ＢＵＳＣＯ软件进行评估。
１．２．３　转录组基因功能注释及数据挖掘　利用生
物信息学方法分析获得的阳春砂Ｕｎｉｇｅｎｅ，为获得全
方位的基因功能信息，对组装所得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ在七
大功能数据库中进行注释，包括 ＮＲ、ＮＴ、ＫＯＧ／
ＣＯＧ、ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＳｗｉｓｓＰｒｏ 及 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ。 使 用
ＭＩｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）工具对 Ｕｎｉｇｅｎｅ进行 ＳＳＲ位
点的挖掘。并在 ＫＥＧＧ代谢通路中重点关注植物
激素生物合成与信号转导Ｕｎｉｇｅｎｅ的注释情况。

２　结果与分析

２．１　转录组数据组装
使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ－２０００平台对不同时期的

阳春砂花丝及花柱的ｃＤＮＡ进行测序。测序的结果
显示，从转录组中获得了８１．４０Ｍｂ的原始读数，用
过滤软件ＳＯＡＰｎｕｋｅ去除低质量的 ｒｅａｄｓ后共得到
６８．４８ＭｂＣｌｅａｎｒｅａｄｓ，最终获得１０．３３Ｇｂ的碱基总
数。Ｑ２０和 Ｑ３０的百分比分别为 ９７．２０％ 和
９３１６％（表２）。说明转录组的测序质量较高，可以
满足后续的生物信息学分析。

表２　测序数据质量分析

原始序列

（Ｍ）
有效序列

（Ｍ）
有效碱

基数（Ｇｂ）
Ｑ２０
（％）

Ｑ３０
（％）

有效序列

占比（％）

８１．４０ ６８．８４ １０．３３ ９７．２０ ９３．１６ ８４．５７

　　注：Ｑ２０、Ｑ３０为质量值≥２０或３０的碱基所占百分比。

　　对转录本中 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行组装，一共获得
１３８５９０个转录本，包含了１１１３１２９３８个核苷酸的
序列信息，这些片段长度的平均值为８０３ｂｐ，Ｎ５０为
１４１４ｂｐ，ＧＣ含量为４４．２８％。对转录本进一步聚
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类并去除冗余的序列之后得到９４５８４条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，
总长度为 ９２５０１０１５ｂｐ。Ｕｎｉｇｅｎｅ的 Ｎ５０、Ｎ７０和

ＧＣ含量分别为 １５８２ｂｐ、１００２ｂｐ和４４．３５％，均大
于其对应平均长度，说明组装的结果良好（表３）。

表３　转录本和单基因簇统计分析

类别

序列

总数

（条）

序列总

长度（ｂｐ）

序列平

均长度

（ｂｐ）

Ｎ５０
（ｂｐ）

Ｎ７０
（ｂｐ）

ＧＣ含量
（％）

转录本 １３８５９０ １１１３１２９３８ ８０３ １４１４ ８７０ ４４．２８

单基因簇 ９４５８４ ９２５０１０１５ ９７７ １５８２ １００２ ４４．３５

２．２　阳春砂转录组基因总体注释情况
将所获得的结果在七大功能数据库进行注释，

结果见表４。结果显示，阳春砂共注释到９４５８４条
Ｕｎｉｇｅｎｅ。其中，共有５８６６９条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被 ＮＲ数据
库注释，占比最多，达到总 Ｕｎｉｇｅｎｅ的 ６２．０３％；ＮＴ
数据库有４０２０５条，占４２．５１％；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ有４０３１８
条，占总 Ｕｎｉｇｅｎｅ的４２．６３％；ＫＥＧＧ数据库与 ＫＯＧ
数据库分别有４４０００条和４５８９２条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，各占
４６．５２％ 与 ４８．５２％；Ｉｎｔｅｒｐｒｏ有 ４５７９３条，占
４８４２％。ＧＯ数据库注释到的基因最少，仅有
１２０５０条，占总数的１２．７４％；所得比对结果显示，
在七大数据库中均能成功注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ共有
５６９１条，占总Ｕｎｉｇｅｎｅ条数的６．０２％。

表４　转录组基因注释情况统计

数据库名称
注释数量

（条）

所占百分比

（％）

ＮＲ ５８６６９ ６２．０３

ＮＴ ４０２０５ ４２．５１

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ４０３１８ ４２．６３

ＫＥＧＧ ４４０００ ４６．５２

ＫＯＧ ４５８９２ ４８．５２

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ ４５７９３ ４８．４２

ＧＯ １２０５０ １２．７４

Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ５６９１ ６．０２

总数 ９４５８４ １００

　　注：Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ表示上述７个数据库中均能成功注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ

数量占Ｕｎｉｇｅｎｅ总数的比例。

２．２．１　ＮＲ数据库功能注释　ＮＲ数据库的注释结
果（图 １）显示，匹配最多的物种为小果野芭蕉
（Ｍｕｓａａｃｕｍｉｎａｔａｓｕｂｓｐ．Ｍａｌａｃｃｅｎｓｉｓ），该物种注释
到的基因数量最多，共有 ４５２５７条，占比高达
７７１４％，证明阳春砂与该物种的同源性较高；其他
物种依次为油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ）与海藻（Ｐｈｏｅｎｉｘ
ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ），分别有３３３８、２４３５条Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释，
占比分别为５６９％、４．１５％，阳春砂与这２种植物

的同源性相对较低。而剩余的１３．０２％则分布于其
他物种中。

２．２．２　ＫＯＧ数据库功能注释　在 ＫＯＧ数据库中，
共有４５８９２条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到（图２），共分为２５
个大类功能区，包括一般功能预测、信号转导机制、

转录等功能。在为数众多且不同的功能分类中，注

释到的基因的数量差异较为显著，一般功能预测类

基因数量最多，共有 １１１７７条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，占比为
２４３６％，其次是信号转导机制，有８２７１条 Ｕｎｉｇｅｎｅ
被注释，占比为１８．０２％；除此之外，负责转录功能
的Ｕｎｉｇｅｎｅ有５４７０个，占比为１１．９２％；有１１７２条
Ｕｎｉｇｅｎｅ注释到负责次生代谢产物生物合成、运输和
代谢功能区中，占比为２．５５％。
２．２．３　ＧＯ数据库功能注释　ＧＯ数据库中的功能
分类注释结果见图３，结果表明，阳春砂花丝及花柱
中共有１２０５０条 Ｕｎｉｇｅｎｅ注释到不同的功能节点
上，共涉及到生物学过程、细胞组分和分子功能３个
大类，５５个亚类。归入到细胞组分的１７个亚类中，
以细胞、细胞部分、膜和细胞器功能的 Ｕｎｉｇｅｎｅ数量
最多，分别有５３３５、５２２９、４０５２、３８２１条。在分子
功能的１４个亚类中，催化活性和结合注释数量最
多，分别有５５９４、５５６９条。而涉及生物学过程的
２４个亚类中，以代谢过程（６０７７条）和细胞进程
（６０５７条）为主。结果表明，同一个Ｕｎｉｇｅｎｅ可以注
释到多个功能结点上，因此同一个功能分支的总注
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释数大于注释到该功能分支的总Ｕｎｉｇｅｎｅ数。
２．２．４　ＫＥＧＧ数据库功能注释　对转录组测序获
得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ进行 ＫＥＧＧ代谢通路富集分析后发
现，共有４４０００条 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，涉及到１３７个
通路。对富集显著的前２０条通路进行分析（表５），
其中，共有８６６０条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被代谢途径通路所注
释，占比最多，达到注释总数的１９．６８％。而次生代
谢产物的生物合成通路共有４１９１条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被注
释到，占注释总数的９．５３％，另外，本研究主要关注
的植物激素转导通路一共有１６５６条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被注
释到，占比为３．７６％。

　　在所有的代谢通路中，共有２３个与次生代谢相
关的代谢通路，对其所有的Ｐａｔｈｗａｙ进行分析后（表
６）发现，一共有４１９１个Ｕｎｉｇｅｎｅ被次生代谢产物的
生物合成途径所注释；而在本研究主要关注的植物

激素合成途径中，６２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ被油菜素内酯生物
合成途径所注释，另有５９个 Ｕｎｉｇｅｎｅ被玉米素生物
合成途径所注释。

２．２．５　ＳＳＲ特征分析　转录组测序所得 Ｕｎｉｇｅｎｅ
的ＳＳＲ的检测最终结果显示，共有１８８９５个ＳＳＲ被
检测到（图 ４）。总共有 １４种多碱基重复 ＳＳＲ，其
中，三核苷酸重复的ＳＳＲ数目最多，共有６３１３个，
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表５　次生代谢相关代谢通路的注释情况

代谢通路编号 代谢通路
Ｕｎｉｇｅｎｅ数目
（条）

ｋｏ０１１００ 代谢途径 ８６６０（１９．６８％）

ｋｏ０１１１０ 次生代谢产物的生物合成 ４１９１（９．５３％）

ｋｏ０３０１３ ＲＮＡ转运 １６６８（３．７９％）

ｋｏ０４０７５ 植物激素的信号转导 １６５６（３．７６％）

ｋｏ０４６２６ 植物与病原物的相互作用 １３５４（３．０８％）

ｋｏ０４１４４ 胞吞作用 １１９８（２．７２％）

ｋｏ０４０１６ ＭＡＰＫ信号通路 １１９１（２．７１％）

ｋｏ０３０１５ ｍＲＮＡ监视通路 １１６７（２．６５％）

ｋｏ０４１４１ 内质网蛋白的加工 １０９８（２．５０％）

ｋｏ０３０４０ 剪接体 １０３２（２．３５％）

ｋｏ０３０１０ 核糖体 １００３（２．２８％）

ｋｏ０１２００ 碳代谢 ９９２（２．２５％）

ｋｏ００２３０ 嘌呤代谢 ９６５（２．１９％）

ｋｏ００２４０ 嘧啶代谢 ９５３（２．１７％）

ｋｏ０１２３０ 氨基酸的生物合成 ９３０（２．１１％）

ｋｏ００５００ 淀粉和庶糖的代谢 ８９２（２．０３％）

ｋｏ００９４０ 苯丙素的生物合成 ７９３（１．８０％）

ｋｏ０３０１８ ＲＮＡ降解 ７４７（１．７％）

ｋｏ０４１２０ 泛素介导蛋白质水解 ７２６（１．６５％）

ｋｏ００５２０ 氨基糖和核苷酸糖代谢 ６１８（１．４０％）

表６　次生代谢相关代谢通路的注释情况

代谢通路编号 代谢通路
Ｕｎｉｇｅｎｅ数目
（条）

ｋｏ００１１０ 次生代谢产物的生物合成 ４１９１
ｋｏ００９４０ 苯丙素的生物合成 ７９３
ｋｏ００９００ 萜类骨架的生物合成 ２６６

ｋｏ００８６０ 卟啉和叶绿素代谢 ２０５
ｋｏ００１３０ 辅酶Ｑ和其他类萜醌合成 １６５

ｋｏ００９０６ 类胡萝卜素的生物合成 １６０
ｋｏ００９４１ 黄酮类的生物合成 １２３
ｋｏ００９０１ 吲哚生物碱的生物合成 ９４

ｋｏ０００７３ 角质、小檗碱和蜡的生物合成 ８９
ｋｏ００９５０ 异唾啉生物碱的生物合成 ８１
ｋｏ００９６０ 托烷、哌啶和吡啶生物碱的生物合成 ８０

ｋｏ００９０４ 二萜的的生物合成 ７６
ｋｏ００９０９ 倍半萜类的生物合成 ６８

ｋｏ００９０５ 油菜素内酯的生物合成 ６２
ｋｏ００９０８ 玉米素生物合成 ５９
ｋｏ００９０３ 柠檬烯、蒎烯降解 ５２

ｋｏ００２６１ 单环β－内酰胺的合成 ４１
ｋｏ００９４４ 黄酮和黄酮醇的生物合成 ３１
ｋｏ００９４３ 异黄酮的生物合成 ２４

ｋｏ００９４２ 花青素的生物合成 １３
ｋｏ００９０２ 单萜的生物合成 １０

ｋｏ００４０２ 苯并嗪类的生物合成 ９
ｋｏ００９６５ 甜菜红色素的生物合成 ４

占ＳＳＲ位点总数的３３．４１％；三核苷酸重复中ＡＧＧ／
ＣＣＴ重复基元最多，共有１４３４个；单核苷酸和二核
苷酸重复分别有 ６２３８个（３３０１％）和 ５１２８个
（２７．１４％），二核苷酸中重复基元最多的是ＡＧ／ＣＴ，
共有 ２９０９个；六核苷酸重复数目共有 ５４６个
（２８９％），四核苷酸重复３３０个（１．７５％）和五核苷
酸重复３４０个（１．８０％）。
２．３　重点关注通路的Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情况
２．３．１　植物激素信号转导途径中 Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情
况　在ＫＥＧＧ代谢通路中，共有１７６０条Ｕｎｉｇｅｎｅ注
释到植物激素的信号转导途径中（表７）。赤霉素的
信号转导途径中注释到的５个基因，对应的Ｕｎｉｇｅｎｅ
最多，共有 ４３８个；其中，植物光敏色素互作因子
（ＰＩＦ）对应的 Ｕｎｉｇｅｎｅ最多，达到３１８个；而水杨酸
信号转导途径注释到３个基因，包括非表达病程相
关蛋白（ＮＰＲ１）、ＴＧＡ转录因子及病程相关蛋白 １
（ＰＲ１）基因，但对应的 Ｕｎｉｇｅｎｅ最少，仅有７４个；茉
莉酸的信号转导途径中注释到的茉莉酸 ＺＩＭ结构
域蛋白（ＪＡＺ）、茉莉酸氨基酸合成酶（ＪＡＲ１）、ＭＹＣ２
转录因子和茉莉酸受体蛋白（ＣＯＩ１）一共对应了１７６
条Ｕｎｉｇｅｎｅ；乙烯和油菜素内酯信号转导途径注释到
的基因最多，均为８个，分别注释到１３９条及１９１条
Ｕｎｉｇｅｎｅ；其他植物激素中，生长素、细胞分裂素以及
脱落酸的信号转导途径分别注释到３２９、２４５、１６８条
Ｕｎｉｇｅｎｅ；统计结果中，各激素信号转导途径关键基
因均有注释，如细胞分裂素中的磷酸转移蛋白

（ＡＨＰ）、生长素中的生长素载体（ＡＵＸ１）、生长素／吲
哚乙酸蛋白（Ａｕｘ／ＩＡＡ）转录家族以及脱落酸信号转
导途径中的ＡＢＦ转录因子等。综上，研究较为深入
的植物激素基本均在 ＫＥＧＧ通路中有所注释，且其
信号转导途径的关键基因都有一定数量的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
被注释到。
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表７　转录组中植物激素信号转导途径Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情况

植物激素 基因名称 Ｕｎｉｇｅｎｅ数目（条）代谢通路编号

赤霉素 ＧＩＤ１ １９ Ｋ１４４９３

ＧＩＤ２ １５ Ｋ１４４９５

ＤＥＬＬＡ ８６ Ｋ１４４９４

ＰＩＦ４ １３６ Ｋ１６１８９

ＰＩＦ３ １８２ Ｋ１２１２６

水杨酸 ＮＰＲ１ ２５ Ｋ１４５０８

ＴＧＡ ４１ Ｋ１４４３１

ＰＲ１ ８ Ｋ１３４４９

乙烯 ＥＴＲ １４ Ｋ１４５０９

ＣＴＲ１ ４１ Ｋ１４５１０

ＳＩＭＫＫ ７ Ｋ１３４１３

ＭＰＫ６ ７ Ｋ１４５１２

ＥＩＮ２ １８ Ｋ１４５１３

ＥＢＦ１／２ １５ Ｋ１４５１５

ＥＩＮ３ ２６ Ｋ１４５１４

ＥＲＦ１／２ １１ Ｋ１４５１６

油菜素内酯 ＢＡＫ１ １１ Ｋ１３４１６

ＢＲＩ１ １１１ Ｋ１３４１５

ＢＫＩ１ ５ Ｋ１４４４９

ＢＳＫ ２１ Ｋ１４５００

ＢＩＮ２ １１ Ｋ１４５０２

ＢＺＲ１／２ １４ Ｋ１４５０３

ＴＣＨ４ ５ Ｋ１４５０４

ＣＹＣＤ３ １３ Ｋ１４５０５

生长素 ＡＵＸ１ １３ Ｋ１３９４６

Ｔ１Ｒ１ ２０ Ｋ１４４８５

ＡＵＸ／ＩＡＡ ７７ Ｋ１４４８４

ＡＲＦ １３１ Ｋ１４４８６

ＧＨ３ ２４ Ｋ１４４８７

ＳＡＵＲ ６４ Ｋ１４４８８

细胞分裂素 ＣＲＥ１ ４１ Ｋ１４４８９

ＡＨＰ ２１ Ｋ１４４９０

Ｂ－ＡＲＲ １５９ Ｋ１４４９１

Ａ－ＡＲＲ ２４ Ｋ１４４９２

脱落酸 ＰＹＬ ２１ Ｋ１４４９６

ＰＰ２Ｃ ４３ Ｋ１４４９７

ＳＮＲＫ２ ４５ Ｋ１４４９８

ＡＢＦ ５９ Ｋ１４４３２

茉莉酸 ＪＡＲ１ １２ Ｋ１４５０６

ＣＯＩ１ ５ Ｋ１３４６３

ＪＡＺ ７２ Ｋ１３４６４

ＭＹＣ２ ８７ Ｋ１３４２２

２．３．２　植物激素合成途径中 Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情况　
转录组中激素合成途径酶基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情况

（表８）显示，赤霉素注释的酶基因最多，包括内根－
贝壳杉烯合成酶（ＫＳ）、古巴焦磷酸合成酶（ＣＰＳ）、
内根 －贝壳杉烯氧化酶（ＫＯ）及 ＧＡ３ 氧化酶
（ＧＡ３ｏｘ）等８个合成通路中的关键酶基因，一共对
应６７条Ｕｎｉｇｅｎｅ；油菜素内酯与水杨酸合成途径中
均有１个酶基因被注释到，为异分支酸合酶（ＩＣＳ）
与油菜素内酯－６－氧化酶２（ＣＹＰ８５Ａ２），分别对应
９条和２４条 Ｕｎｉｇｅｎｅ；茉莉酸合成途径２个关键酶
基因丙二烯氧化物合成酶（ＡＯＳ）以及丙二烯氧化物
环化酶（ＡＯＣ）分别注释到６条和７条Ｕｎｉｇｅｎｅ，生长
素一共注释到４２条Ｕｎｉｇｅｎｅ，色氨酸转氨酶（ＴＡＡ１）
及吲哚－３－丙酮酸单加氧酶（ＹＵＣ）分别注释到了
其中２２条和２０条；乙烯合成途径中的乙烯合成前
体合成酶（ＡＣＳ）与乙烯合成前体氧化酶（ＡＣＯ）分别
对应９和１４条 Ｕｎｉｇｅｎｅ；脱落酸及玉米素的生物合
成途径中均注释到３个关键酶基因，分别有２９条和
４５条Ｕｎｉｇｅｎｅ。

表８　转录组中植物激素生物合成途径Ｕｎｉｇｅｎｅ注释情况

植物激素 基因名称
Ｕｎｉｇｅｎｅ数目
（条）

代谢通路编号

赤霉素 ＣＰＳ ７ Ｋ０４１２０

ＫＳ ９ Ｋ０４１２１

ＫＯ ２ Ｋ０４１２２

ＫＡＯ ５ Ｋ０４１２３

ＧＡ２０ｏｘ １６ Ｋ０５２８２

ＧＡ３ｏｘ ３ Ｋ０４１２４

ＧＡ１３ｏｘ ８ Ｋ２０６６６

ＧＡ２ｏｘ １７ Ｋ０４１２５

水杨酸 ＩＣＳ ２４ Ｋ１４７５９

油菜素内酯 ＣＹＰ８５Ａ２ ９ Ｋ１２６４０

茉莉酸 ＡＯＳ ６ Ｋ０１７２３

ＡＯＣ ７ Ｋ１０５２５

生长素 ＴＡＡ１ ２２ Ｋ１６９０３

ＹＵＣ ２０ Ｋ１１８１６

乙烯 ＡＣＳ ９ Ｋ０１７６２

ＡＣＯ １４ Ｋ０５９３３

脱落酸 ＺＥＰ ５ Ｋ０９８３８

ＮＣＥＤ １２ Ｋ０９８４０

ＡＯ １２ Ｋ０９８４２

玉米素 ＩＰＴ ３ Ｋ１０７６０

ＣＹＰ７３５Ａ ２ Ｋ１０７１７

ＣＫＸ ４０ Ｋ００２７９

３　讨论与结论

近年来，转录组测序技术发展迅速，同时伴随
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着多个生物信息学分析平台的加入，大量研究即便

在没有基因组数据支撑的前提下，通过转录组测序

所得的结果也可在挖掘植物未知基因、明确相关生

理功能的代谢途径及基因调控机制等方面提供海

量相关信息。无需参考基因组的数据便可对目标

物种进行分子生物学方面的研究，已成为中草药材

基因信息挖掘的重要研究手段［１２］。利用该技术，前

人已从多种植物中挖掘出有关花器官发育的基因，

并分析了相关基因的调控机制。李梅等利用雌蕊

缺失茶树（Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ）花的花、花蕾、花芽作为
材料，基于转录组测序技术，共发掘出了３４个花器
官发育差异表达的相关基因，包括ＫＮＯＸ家族基因、
ＷＵＳ类基因、花器官发育 ＡＢＣＤＥ模型的相关基因
等，证明茶树花即使是在雌蕊缺失的情况下，有关

雌蕊发育的基因也是同样存在［１３］。而在长瓣兜兰

（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍｄｉａｎｔｈｕｍ）花蕾和花朵的转录组测序
中发现，相较于花蕾期，花朵时期中调控花朵发育

相关的基因，如ＡＧ、Ｃ２Ｈ２－ＺＥＰ等基因的表达量明
显下调，大量基因表达下调的原因可能是在花朵时

期，花的各部分器官已完成分化，调控器官分化基

因的相关任务已完成［１４］所致。位明明等通过该技

术初步明确了多个参与编码橡胶树 （Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）花器官发育的基因家族，如 Ｍａｄｓ－ｂｏｘ、
ＭＹＢ及ＡＰ２等基因家族［１５］。

本研究通过ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术构建了阳春砂不同
时期花丝以及花柱总样品的转录组数据库，共获得

９４５８４条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，Ｕｎｉｇｅｎｅ的平均长度为 ８４２ｂｐ，
Ｎ５０为１５８２ｂｐ，ＧＣ含量为 ４４．３５％。其中，共有
６２１７４条Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到 ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＮＲ和 ＫＯＧ
等七大数据库，占总Ｕｎｉｇｅｎｅ的６５．７３％。注释率较
高，测序所得结果与拼接质量较好。这些注释的

Ｕｎｉｇｅｎｅ为阳春砂的代谢途径、基因功能分类、花器
官发育及雌雄蕊运动分析等方面提供参考依据。

此外，一共有３２４１０条 Ｕｎｉｇｅｎｅ未被注释到，占总
Ｕｎｉｇｅｎｅ的３４．２７％，推测这些 Ｕｎｉｇｅｎｅ可能为阳春
砂中的非编码 ＲＮＡ序列或现有基因数据库尚未完
善所致。在 ＮＲ数据库中共注释到 ５８６６９条
Ｕｎｉｇｅｎｅ，其中７７．１４％的 Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到姜科植
物小果野芭蕉中，两者比对所得同源基因数目较多

的原因可能是亲缘关系较近。转录组所得 Ｕｎｉｇｅｎｅ
在ＧＯ功能分类中，注释到生物学过程、细胞组分以
及分子功能三大类，分别有 ２４、１７、１４个亚类，主要
集中在代谢过程、催化活性、细胞部分和细胞过程

等功能。而在 ＫＯＧ数据库的分析结果中，共有
４５８９２条Ｕｎｉｇｅｉｎｅ得到了注释，在 ２５个功能大类
中，一般功能预测的 Ｕｎｉｇｅｎｅ最多，共有１１１１７条，
信号转导机制、转录以及翻译后的修饰、蛋白质转

换与代谢功能次之，核结构与细胞运动最少，分别

仅有３４６条和７５条Ｕｎｉｇｅｎｅ。通过ＫＥＧＧ数据库分
析发现，被注释到４４０００条Ｕｎｉｇｅｎｅ参与了２３类共
计１３７个ＫＥＧＧ代谢通路，这些通路主要集中在代
谢途径、次生代谢产物的生物合成、ＲＮＡ转运以及
植物激素信号转导等，可以通过所注释的通路全面

了解阳春砂花丝及花柱的代谢途径信息。同时，在

阳春砂花丝、花柱转录组中一共挖掘到 １８８９５个
ＳＳＲ位点，在６种不同的核苷酸重复类型中均有分
布，证明本研究转录组中位点的类型丰富，分布密

度较大，具有良好的多态性潜能；在二核苷酸和三

核苷酸中，重复最多的基序是分别是 ＡＧ／ＣＴ和
ＡＧＧ／ＣＴＴ，该结果与王焕的研究结果［１６］一致。

植物激素是植物通过自身代谢所产生的一些

有机信号分子，可在低浓度下产生明显的生理效

应，并在合成部位发挥功能［１７－１８］。而花器官的运动

受到激素调节，Ｌｕｏ等研究发现，外源施加 ＩＡＡ后，
会明显影响姜科植物花柱的弯曲程度［１９］。有些植

物激素也会调控姜科植物蓝猪耳二长雄蕊的翻转

与伸长［２０］。此外，其他植物激素同样也在雌雄蕊发

育中起着重要的调控作用。ＪＡ可调控花药的开裂，
ＪＡ生物合成通路的相关基因ＤＡＤ１与ＯＰＲ３在生长
素感知缺陷的拟南芥突变体中的表达量提高，可提

前使得花药产生开裂，说明此过程是一种负向调

节，即生长素可以通过介导ＪＡ的生物合成来调节花
药的发育［２１－２２］。在模式植物拟南芥的其他研究中，

茉莉酸与赤霉素信号转导相关基因也在拟南芥雄

蕊的发育过程中起到了重要的调控作用［８，２３－２４］。

在本研究重点关注的植物激素合成与信号转导途

径中一共有 ２０１２条 Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释，囊括了赤霉
素、生长素、茉莉酸及脱落酸等９种重要的植物激
素，为进一步从分子层面阐述阳春砂花器官的发育

及运动提供了大量候选基因。

笔者所在课题组于２０１２年提出通过生理手段
改变阳春砂的花器结构，以适应更多种类的昆虫传

粉而提高产量的研究思路［２５］。近１０年来，已经在
阳春砂的花芽分化规律［２６］、花器结构特征［３］、假合

蕊柱的形成过程［１０］、某些生殖生物学特性［２７］、落果

规律［２８］等多方面进行了研究，明晰了阳春砂生产过
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程中由于特殊花器官结构导致传粉昆虫种类受限

和低产的原因。因此，下一步的研究方向需对本研

究中所获有关阳春砂花器官的发育及运动的关键

候选基因进行更深层次的功能分析与验证，并对阳

春砂假合蕊柱形成与相关基因表达模式的关系进

行分析与探讨，不仅可为深入开展阳春砂花器官发

育与运动相关基因的克隆及相互作用的模式分析

提供数据基础，也为进一步深入揭示阳春砂假合蕊

柱的分子调控机制提供了理论依据，以期形成人为

干预的效果进而改变阳春砂花器官的形态，拓宽阳

春砂唇瓣与假合蕊柱之间的距离，为阳春砂的授粉

虫媒打造一个相对有利的授粉环境，从而提高自然

结实率，达到增加农民收入的目的。
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