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　　摘要：采用ＢＧＩＰＥ１５０测序平台，以二倍体甜叶菊及其同源四倍体为材料进行测序。共获得９３７４２个非重复序
列基因（Ｕｎｉｇｅｎｅ），平均长度为 ７５４，Ｎ５０达到 １２７８ｎｔ。共有 ８３２３４个 Ｕｎｉｇｅｎｅ获得注释，其中，注释到基因本体
（ＧＯ）、京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）、ＮＲ库分别为５０９８０、２８３９９、６５３７１个。对转录组数据差异表达进行分
析，筛选得到５７８０个差异表达基因（ＤＥＧｓ），其中，上调差异基因数目为１８３２个，下调差异基因数目为３９４８个。基
因本体ＧＯ功能分析表明，这些差异基因主要参与细胞生长和代谢过程等相关功能。ＫＥＧＧ通路富集分析表明，二、
四倍体代谢水平差异是由基因层次决定的。在对甜叶菊植株加倍过程中的样品进行转录组测序中发现，１０７７７个简
单重复序列（ＳＳＲ）位点，最多的是二核苷酸，为４３８６个，占ＳＳＲ总数的４０．７０％。结果表明，四倍体甜叶菊表现出的
明显器官增大、光合作用增强与差异基因显著富集在分解代谢、信号转导、碳水化合物代谢、能量代谢和氨基酸代谢等

代谢通路相关。
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　　同源四倍体具有产量高、抗逆性强、品质优良
等优点，在药用植物育种方面备受关注［１］。多倍体

植物细胞内的染色体加倍导致细胞核和细胞体积

增大，在外形上引起植物形态发生明显变化，叶片

变大变厚，茎变粗，植株的生物产量和药用活性成

分均有不同程度的增加［２－３］。与二倍体相比，甜叶

菊四倍体植株茎秆粗壮、叶片加厚、叶面积增大、植

株变矮，糖苷含量等均发生显著变化，在农艺性状

上，四倍体甜叶菊株系也表现出更高的品质和更强

的抗逆性［４－５］。

甜叶菊［Ｓｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａ（Ｂｅｒｔｏｎｉ）Ｈｅｍｓｌ．］是
菊科甜叶菊属多年生宿根草本植物，它所含有的甜

菊糖苷的甜度是蔗糖的２５０～３００倍，但所含热量仅
是蔗糖的１／３００［６］。甜叶菊四倍体株系的高品质和
高产量在甜叶菊优势品种选育中应用广泛。目前，

关于四倍体甜叶菊的研究大多集中在四倍体诱导

鉴定［７］、生物学特性［８］、遗传物质分子标记［９］等方

面。随着生物学的发展，下一代高通量测序技术使

得基因信息处理速度得到极大提升。ＲＮＡ测序技
术已成功应用于白桦［１０］、人工合成芸薹属［１１］、十字

花科［１２］等倍性植物株系转录组测序。为探究甜叶

菊同源四倍体的变异机制，本研究以甜叶菊二倍体

植株为对照，利用 ＢＧＩＰＥ１５０测序平台和生物信息
学分析方法，分别取四倍体和二倍体叶片进行转录

组测序，获得２组差异表达基因（ＤＥＧｓ），通过对这
些差异表达基因数目进行功能富集分析，为甜叶菊

同源四倍体表型变异形成和有效成分基因调控机

制相关研究提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以成都中医药大学中药品种质量资源研究所

种植的甜叶菊二倍体及其四倍体１年生植株为试验
材料，样本植株经成都中医药大学附属医院杨宇婷

药师鉴定为菊科植物甜叶菊。分别随机选取二倍

体和四倍体甜叶菊栽培苗各５株，采样时间为２０２０
年５月１３日，采集甜叶菊叶片进行转录组测序，做
３次生物学重复，试验时间为２０２０年６月１１日至７
月２１日。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取　样品送至成都百纳特生物科
技有限公司，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，利用
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Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测 ＲＮＡ的纯度 （吸光度 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ ＞２．０）、Ａｇｉｌｅｎｔ２１００检测 ＲＮＡ的完整性
（ＲＩＮ＞８．５），检测合格后构建 ｃＤＮＡ文库。
１．３　转录组数据分析
１．３．１　数据处理　通过去除污染的 ｒｅａｄｓ、未知碱
基Ｎ含量＞５％的ｒｅａｄｓ和低质量的ｒｅａｄｓ，得到高质
量可用片段（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）。使用Ｔｒｉｎｉｔｙ软件对ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ进行组装，之后利用 Ｔｇｉｃｌ［１３］对转录本聚类去
冗余，最终得到非重复序列基因（Ｕｎｉｇｅｎｅ）作为后续
分析的参考序列。

１．３．２　基因表达水平分析　利用 ＲＳＥＭ，调用
ｂｏｗｔｉｅ２的比对结果进行统计，得到每个样本比对到
每个转录本上的 ｒｅａｄｓ数目，并对其进行 ＦＰＫＭ
（ＦｒａｇｍｅｎｔｓＰｅｒＫｉｌｏｂａｓｅｐｅｒＭｉｌｌｉｏｎｂａｓｅｓ）转换，来
自同一个片段（ｆｒａｇｍｅｎｔ）的成对末端读取序列
（ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄｒｅａｄｓ）计数为１个 ｆｒａｇｍｅｎｔ，进而得到
基因和转录本的表达水平。

１．３．３　差异基因表达分析　采用 ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ）≥２．００，Ａｄｊ．假定值（Ｐ值）≤０．０１或
０００１的方式筛选差异基因，基于负二项分布原理

并根据Ｍｉｃｈａｅｌ等所述方法［１４］进行差异表达基因检

测。基于 ＧＯｓｅｑ所述方法［１５］对筛选到的 ＤＥＧｓ进
行ＧＯ富集分析并进行 ＧＯ功能统计。基于京都基
因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）注释结果，使用
ＫＯＢＡＳ，设置参数———ｆｄｒ为 ＢＨ（即使用 ＢＨ校正）
进行Ｐａｔｈｗａｙ富集分析。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ－Ｓｅｑ测序原始数据分析
通过过滤去除低质量、接头污染以及未知碱基

含量过高的ｒｅａｄｓ，６个样品（Ｔ２－１、Ｔ２－２、Ｔ２－３、
Ｔ４－１、Ｔ４－２和 Ｔ４－３）测序得到的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ的
数量分别为 １０５４２２３１、１９７５７３５０、１２７５８１５６、
２０２２５１８５、２１４６３５４３、２４４２１６５３个，Ｑ２０的比
例≥９５．２％，低质量（Ｑｕａｌｉｔｙ＜２０）的碱基比例较低，
说明测序质量较好，可用于后续分析，结果见表１。
利用Ｔｒｉｎｉｔｙ软件对ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行合并组装，并得
到转录本长度分布图（图１），其中最小长度为１４３，
最大长度为１３２１，组装转录本Ｎ５０数值为１２７８，数
值较大，说明组装效果较好，结果见表２。

表１　过滤后的ｒｅａｄｓ质量统计

样本 过滤后的ｒｅａｄｓ数 过滤后的碱基总数

（ｂｐ） 长度
Ｑ２０比例
（％）

Ｑ３０比例
（％）

ＧＣ比例
（％）

Ｔ２－１ １０５４２２３１ １０７４６７６５４ １８０ ９５．４ ９０．５ ４５．０

Ｔ２－２ １９７５７３５０ １２３３４２６７４ １８０ ９６．２ ９２．３ ４４．２

Ｔ２－３ １２７５８１５６ １０８２２３６５３ １８０ ９５．４ ９０．１ ４５．８

Ｔ４－１ ２０２２５１８５ ２００１１２２３５ １８０ ９５．２ ９０．８ ４５．６

Ｔ４－２ ２１４６３５４３ ２０１１３５６７８ １８０ ９５．７ ８９．０ ４５．３

Ｔ４－３ ２４４２１６５３ １９８６７４３４５ １８０ ９６．８ ９２．４ ４７．３

　　注：Ｔ２表示甜叶菊二倍体叶；Ｔ４表示甜叶菊四倍体叶；Ｑ２０和Ｑ３０的测序准确率均达到９９％以上。

２．２　转录本表达水平分析
利用ｂｏｗｔｉｅ２［１６］，将每个样本质控后的二代序

列比对至参考转录本序列，多重比对序列的平均比

对率则为５４．３５％，唯一比对上参考基因组的平均
比对率为２９．０１％，结果见表３。利用 ＲＳＥＭ，调用
ｂｏｗｔｉｅ２的比对结果进行统计，得到每个样本比对到
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表２　组装长度分布统计

长度 转录本数目

＜５００ｂｐ １１５４３

５００～＜１０００ｂｐ １０２３６

１０００～２０００ｂｐ １７３５４

＞２０００ｂｐ １０３５７

总数目 ９３７４２

平均长度 ７５４

最小长度 １４３

最大长度 １３２１

Ｎ５０ １２７８

　　注：无参转录组中，按照长度将拼接得到的转录本从大到小排

序，依次累加转录本的长度，到不小于总长 ５０％的拼接转录本的长

度就是Ｎ５０。

每个转录本上的 ｒｅａｄｓ数目，并对其进行 ＦＰＫＭ分
析，结果见图２。６个样品中，转录本的表达丰度主
要集中在ＦＰＫＭ１～１５（低水平表达）、ＦＰＫＭ≤１（极
低表达水平）这２个区域，而 ＦＰＫＭ≥１５（高水平表
达）的基因数目则较少。

２．３　测序基因（或转录本）功能注释
对６个样本的８３２３４个转录本做功能注释，通

过与五大数据库进行比对，结果表明，注释到最多

转录本数目的是ＮＲ６５３７１（７８．５４％）数据库；其他
数据库中注释到的转录本数目分别为 ２１７４６
（２６１３％）、２８３９９（３４．１２％）、５０９８０（６１．２５％）和
４８６６６（５８．４７％），其中未知数据库注释的转录本数
目为１５２４８，占总数的１８．３２％，结果见表４。

表３　ｒｅａｄｓ与组装转录本比对结果

样本 总序列数 总比对序列 唯一比对序列 多重比对序列

Ｔ２－１ ７５２１３４ ６３６２８７（８３．２７％） ２２１４８９（３１．１８％） ５５４５６８（５３．７８％）

Ｔ２－２ ７５７３５０ ６２９４８６（８２．３８％） ６６０２７０（２７．８０％） ５２９３１９（５５．２１％）

Ｔ２－３ ７５８１５６ ６４０４９０（８３．８２％） ６７８５１７（３０．１５％） ５９６７７８（５４．４７％）

Ｔ４－１ ９３７２９４ ６１４９６８（８０．４８％） ６９３９２１（２８．３５％） ５０７０３０（５４．５３％）

Ｔ４－２ ９８７６９０ ６２６５８３（８２．００％） ７０３４７２（２７．２４％） ５２４８８８（５４．６３％）

Ｔ４－３ ９１０７７７ ６２１３８７（８１．３２％） ７６４９１５（２９．３１％） ５４６００２（５３．４７％）

表４　注释结果统计

数据库 转录本数目及比例

总计 ８３２３４（１００％）

ＫＯＧ注释 ２１７４６（２６．１３％）

ＫＥＧＧ注释 ２８３９９（３４．１２％）

ＮＲ注释 ６５３７１（７８．５４％）

ＧＯ注释 ５０９８０（６１．２５％）

Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ注释 ４８６６６（５８．４７％）

未知数据库 １５２４８（１８．３２％）

　　注：ＮＲ表示ＮＣＢＩ蛋白非冗余数据库；ＮＴ表示 ＮＣＢＩ核苷酸序

列数据库；Ｓｗｉｓ－Ｐｒｏｔ表示蛋白质序列数据库；ＧＯ为基因本体数据

库；ＣＯＧ／ＫＯＧ为蛋白质真核同源群；ＫＥＧＧ为京都基因和基因组百

科全书。

２．３　差异表达基因统计及ＧＯ和ＫＥＧＧ分析
２．３．１　差异表达基因统计　四倍体甜叶菊中上调
表达量高于二倍体甜叶菊，基因数目为１８３２，二倍
体甜叶菊中下调表达量高于四倍体甜叶菊，基因数

目为３９４８，结果见图３。将二倍体甜叶菊与其同源
四倍体中表达的差异基因做层次聚类分析，其中 Ｘ
轴代表进行聚类分析的差异比对，Ｙ轴代表差异基
因；每行表示１个基因，每列表示１个样品。颜色代
表差异倍数，颜色越红代表上调倍数越大，越蓝代

表下调倍数越大。结果表明，甜叶菊植株加倍后其

上调差异基因数目显著大于下调数目；从颜色深浅

可以看出，上调差异基因倍数较下调倍数大。说明

在甜叶菊植株加倍过程中有相关差异基因参与表

达，其中上调的基因调控作用更加显著，其差异基

因的层次聚类热图见图４。
２．３．２　差异表达基因 ＧＯ富集分析　为进一步了
解加倍后甜叶菊差异基因的表达情况，对 ＤＥＧｓ进
行ＧＯ富集分析。ＧＯ分析结果表明，这些差异表达
基因分布在分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、细胞组分
（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）和生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）
三大类中的４３个类别，包括代谢过程、细胞过程、细
胞组分、结合和催化活性等。其中，差异基因大部
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分富集在生物过程中，而参与分子功能的差异基因

相对较少。在生物学进程中，以参与代谢过程、细

胞过程、单有机体过程、对刺激的反应、生物调控和

生物过程调控的差异基因富集最明显，参与细胞成

分的差异基因主要富集在细胞、细胞组分、细胞器、

细胞膜等类别；分子功能中差异基因显著富集在结

合与催化活性类别，结果见图５。
２．３．３　差异表达基因 ＫＥＧＧ分析　通过对甜叶菊
加倍后的差异表达基因进行 ＫＥＧＧ代谢路径富集
分析，结果显示，差异表达基因被富集到 ｐａｔｈｗａｙ代
谢路径的６个大类、２１个亚类。靠前的代谢途径分

别为翻译（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、折叠（ｆｏｌｄｉｎｇ）、分类和降解
（ｓｏｒｔｉｎｇａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、运输和分解代谢（ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍ）、碳水化合物代谢产物（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、氨基酸代谢（ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、
脂质代谢（ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）和能量代谢（ｅｎｅｒｇｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ），结果见图６。
２．４　简单重复序列（ＳＳＲ）信息分析

根据ｄｅｎｏｖｏ组装结果，使用 ＭＩＳＡ软件对甜叶
菊植株加倍过程中获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ进行 ＳＳＲ检测。
ＳＳＲ检测结果表明，共检测出的 ＳＳＲ的位点数目为
１０７７７，最多的是二核苷酸 ＳＳＲ，数目为 ４３８６，占
ＳＳＲ总数的 ４０．７０％；三核苷酸 ＳＳＲ次之，数目为
３４１２，占３１．６６％，五核苷酸最少，占０．７８％，数目
为８４。具体结果见表５。

３　讨论

多倍体具有器官增大、营养成分增多和抗逆性

增强等多个优点，使得多倍体成为农学和园艺学的

研究热点。目前，多倍体器官巨大性的原因是由于

细胞增大而不是细胞数目增多的说法已被证实，但

是细胞体积受倍性调控的分子机制仍不清楚。本

研究以甜叶菊二倍体及其同源四倍体植株为试验

材料，利用ＢＧＩＰＥ１５０测序平台和生物信息学分析
方法，分别取四倍体和二倍体的叶片进行转录组测

序并获得２组差异表达基因，通过对这些 ＤＥＧｓ进
行功能富集分析，为甜叶菊同源四倍体表型变异形

成机制和代谢途径研究提供新的线索。

对转录组数据差异表达基因进行分析，筛选得

到５７８０个差异表达基因，其中１８３２个基因上调表
达，３９４８个下调。ＧＯ分析表明，四倍体与二倍体
的差异表达基因主要集中在生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ）和细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｅｎｅｎｔ）２个功能
区，对分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）的调控作用不
大。在细胞成分功能区发现差异基因在细胞、细胞

组分和细胞器类别显著富集，表明倍性水平会影响

细胞体积，在此过程中大量差异基因在运输和分解

代谢、翻译、折叠、分类和降解等代谢途径显著富集

促进相关蛋白质的合成，蛋白质行使调控功能从而

增加细胞体积，这也是四倍体甜叶菊叶片变大变

厚、营养器官增大的原因。同源多倍体药用植物育

种的一个主要目的是增加次生代谢产物的含量，尤

其是药用成分的增加。研究报道，同源四倍体桔梗

叶片的叶绿素ａ、叶绿素ｂ、胡萝卜素、总叶绿素的含
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量比二倍体分别增加 ３６．１１％、６９．２３％、３１．７１％、
３８．８５％［１７］，同源四倍体青蒿的青蒿素含量是二倍

体的１．５倍［１８］。甜叶菊四倍体叶中的活性成分均

高于其二倍体，据文献报道，甜叶菊四倍体的甜菊

糖苷总含量（１３．２１２％）比二倍体的甜菊糖苷总含
量（９．９９８％）提高了３２．１５％［５］。甜叶菊多倍体的

转录组及ＳＳＲ分析结果表明，甜叶菊植株面对一些
生物和非生物胁迫时，会出现一系列应激反应，形

成多种信号转导途径。同源四倍体甜叶菊具有更

强的抗逆性，在面对寒冷刺激时，甜叶菊四倍体会

调控相关差异基因上调表达来表现出更强的适应

性，本研究中，一些与光合作用相关的差异基因在

光合作用、光合生物的固碳作用等路径富集，显著

增强了甜叶菊四倍体株系的光合效率。本研究共

发现１０７７７个 ＳＳＲ位点，优势重复序列为二核苷

酸，占总ＳＳＲ位点的４０．７０％，这一研究结果与李俊
仁等的结果［１９－２０］一致。

本研究以甜叶菊二倍体及其同源四倍体为材

料，利用转录组测序技术并结合二者的生理特征，

分析同源四倍体产生的基因表达变化，发现二者在

外观性状、生长发育以及抗逆抗胁迫等方面存在差

异，以上结果可为进一步定位关键调控基因及基因

工程育种等奠定基础。

参考文献：

［１］马艳芝，客绍英．菘蓝四倍体株系细胞形态学和流式细胞术鉴定

［Ｊ］．中药材，２０１４，３７（５）：７３６－７４０．

［２］邵帅旭，陈　丽，杨　阳，等．同源四倍体紫菜薹的诱导鉴定及其

营养品质比较［Ｊ］．西北植物学报，２０１８，３８（７）：１２６２－１２６９．

［３］潘红艳．菘蓝多倍体诱导及外源褪黑素对低温胁迫下菘蓝抗氧

化性的影响［Ｄ］．西安：西北大学，２０１３．
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表５　ＳＳＲ的类型、数量及分布比率

ＳＳＲ类型
数量

５次 ６次 ７次 ８次 ９次 １０次 １１次 ＞１１次 总计

比例

（％）

单核苷酸重复 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２４２６ ２４２６ ２２．５１

二核苷酸重复 ０ １７４４ ９３２ ２６７ ４０３ ４１９ ３７２ ２４３ ４３８６ ４０．７０

三核苷酸重复 １３８６ １０４６ ４７３ ３３１ ４９ ５１ ２５ ５１ ３４１２ ３１．６７

四核苷酸重复 １７３ ６８ ９ ７ ８ １１ ３ ４ ２８３ ２．６３

五核苷酸重复 ６５ １１ ３ ２ ０ ２ ０ １ ８４ ０．７８

六核苷酸重复 ９４ ４８ １８ １３ ８ ５ ３ ３ １８６ １．７３

总计 １７１８ ２９１７ １４３５ ６２０ ４６８ ４８８ ４０３ ２７２８ １０７７７ １００

比例 １５．９４％ ２７．０７％ １３．３２％ ５．７５％ ４．３４％ ４．５３％ ３．７４％ ２５．３１％ １００％

［４］陈桂平，客绍英．二倍体及四倍体菘蓝氨基酸含量的测定分析

［Ｊ］．中药材，２０１１，３４（４）：５０６－５０８．

［５］段英姿．菘蓝二倍体及其同源四倍体遗传差异的ＩＳＳＲ分析［Ｊ］．

西北植物学报，２０１２，３２（８）：１５３４－１５３８．

［６］李雅婷．甜叶菊二倍体与同源四倍体生物学特性及遗传差异研

究［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１５．

［７］李雅婷，王红娟，向增旭．甜叶菊二倍体与同源四倍体生理特征

及ＡＦＬＰ分析［Ｊ］．核农学报，２０１５，２９（１１）：２１０３－２１０９．

［８］李　红，杨　岚，向增旭．甜叶菊同源四倍体离体诱导及鉴定

［Ｊ］．西北植物学报，２０１２，３２（８）：１６９２－１６９７．

［９］程晓紊，朱　平，崔广荣．甜叶菊三倍体培育及其农艺性状分析

［Ｊ］．安徽科技学院学报，２０１６，３０（３）：２５－３０．

［１０］杨　岚，李　红，向增旭．二倍体和同源四倍体甜叶菊的 ＤＮＡ

甲基化差异分析［Ｊ］．核农学报，２０１３，２７（８）：１１２５－１１３０．

［１１］穆怀志．白桦四倍体的生长生殖特征及基因转录组分析［Ｄ］．

哈尔滨：东北林业大学，２０１３．
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１２］张大为．人工合成芸薹属杂种及异源四倍体的转录组研究

［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１６．

［１３］吕　炜．十字花科主要作物同源四倍体创制及转录组分析

［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１５．

［１４］ＰｅｒｔｅａＧ，ＨｕａｎｇＸＱ，ＬｉａｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＴＩＧＲＧｅｎｅＩｎｄｉｃｅｓｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ

ｔｏｏｌｓ（ＴＧＩＣＬ）：ａｓｏｆｔｗａｒｅｓｙｓｔｅｍｆｏｒｆａｓｔｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｆｌａｒｇｅＥＳＴ

ｄａｔａｓｅｔｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００３，１９（５）：６５１－６５２．

［１５］ＫｒａｍａｒｚＢ，ＬｏｖｅｒｉｎｇＲＣ．ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ：ａｒｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓ

ａｎｄ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｄａｔａ［Ｊ］． Ｅｘｏｎ

Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１９：２３－３６．

［１６］ＬａｎｇｍｅａｄＢ．Ａｌｉｇｎｉｎｇｓｈｏｒｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅａｄｓｗｉｔｈｂｏｗｔｉｅ［Ｊ］．

ＣｕｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｃｏｌｓｉｎＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１０，３２（１）：１３－１７．

［１７］韩盼盼．桔梗同源四倍体与二倍体生理特性和遗传变异研究

［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１７．

［１８］马　莉，高山林，黄和平，等．青蒿同源四倍体组培优化及青蒿

素含量测定［Ｊ］．药物生物技术，２０１０，１７（４）：３１７－３２０．

［１９］李俊仁，陈秀珍，汤小婷，等．穿心莲转录组ＳＳＲ位点信息分析

［Ｊ］．中国中药杂志，２０１８，４３（１２）：２５０３－２５０８．

［２０］张成才，张子璇，张文静，等．利用转录组测序分析与华重楼种子休

眠解除相关差异基因［Ｊ］．中国中药杂志，２０２０，４５（８）：１８９３－１９００．

张艺欣，段　菲，樊　洁，等．江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因的克隆和表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２３，５１（２）：５０－５７．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．０２．００７

江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因的克隆和表达分析

张艺欣１，２，３，４，段　菲１，樊　洁１，符卉卉１，顾佳怡１，兰佳欣１，李　娇１

（１．上饶师范学院生命科学学院，江西上饶３３４００１；２．上饶农业技术创新研究院，江西上饶３３４００１；

３．上饶市药食同源植物资源保护与利用重点实验室，江西上饶３３４００１；

４．上饶市薯芋类作物种质保存与利用重点实验室，江西上饶３３４００１）

　　摘要：对江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因进行克隆和表达分析，旨在为今后进一步研究江西铅山红芽芋蔗糖代谢
机制和利用基因工程手段提高江西铅山红芽芋的品质奠定基础。从江西铅山红芽芋试管苗转录组数据库中筛选到江

西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因的核心片段，用ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因，并用生物信息学
方法和实时定量ＰＣＲ方法进行序列分析和器官表达分析。结果显示，江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因的ｃＤＮＡ总长
度为２２５６ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５６．２１％；江西铅山红芽芋蔗糖合成酶由７５１个氨基酸组成，相对分子量为８５３５０．６４ｕ，等
电点为５．８３，为亲水性蛋白，二级结构由α－螺旋（３６．８８％）、β－片层（１６．９１％）、无规则卷曲（４６．２１％）构成，三级结
构为同源四聚体；江西铅山红芽芋蔗糖合成酶主要存在于细胞质、线粒体中，在进化水平上与芋（Ｃｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ）、
眼子菜（Ｐｏｔａｍｏｇｅｔｏｎｄｉｓｔｉｎｃｔｕｓ）的亲缘关系较近，尤其是与Ｃ．ｅｓｃｕｌｅｎｔａｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＴａｒｏ＿０１２６５８（ＭＱＬ８０２０４＿ｃ０＿
ｇ１）在进化上具有最高的亲缘关系。实时定量ＰＣＲ结果显示，蔗糖合成酶基因在江西铅山红芽芋中的表达存在器官特
异性，在根和球茎膨大初期的表达量最高。由研究结果可知，江西铅山红芽芋蔗糖合成酶具有典型蔗糖合成酶的结构特

征，氨基酸序列及核酸序列与同源物种相似度高，在进化上高度保守，对进一步揭示该酶的生物学功能具有重要意义。
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　　江西铅山红芽芋（ＣｏｌｏｃａｓｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａＬ．Ｓｃｈｏｏｔ
ｖａｒ．ｃｏｒｍｏｓｕｓ‘Ｈｏｎｇｙａｙｕ’）为天南星科芋属多子芋
类型草本宿根植物，为江西省铅山县“两红”（红芽

芋和河红茶）产业之一，２０１３年４月１５日被核准为
国家地理标志农产品，其肉白芽红，营养丰富，肉质

细嫩，口感细松滑，糯香可口，是药食兼优、老幼皆

宜的上好滋补佳品［１－２］。当植物处于逆境时，适度

积累蔗糖可保证细胞质膜的稳定性，避免胞内外相

关蛋白的降解，还可作为逆境胁迫下植物代谢所需

能量的来源［３］。作为蔗糖代谢过程中的关键酶，蔗

糖合成酶主要负责植物组织细胞壁成分或淀粉合

成的调控，直接参与植物的生长发育过程［４］。因

此，克隆江西铅山红芽芋蔗糖合成酶基因并检测其
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