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摘要：［目的］通过对红豆杉科穗花杉属的穗花杉进行转录组测序，为穗花杉的萜类合成途径和分类学研究提供支

持。［方法］利用ＨｉＳｅｑ２５００技术对穗花杉的茎叶进行转录组测序。［结果］穗花杉转录组测序共得到８．１４Ｇｂ的
ｃｌｅａｎｄａｔａ。从头组装共获得８２８８４条ｕｎｉｇｅｎｅ，其中有２７４９５条ｕｎｉｇｅｎｅ被注释。此外，在８２８８４条ｕｎｉｇｅｎｅ中共搜
索到２８２７个ＳＳＲ位点，单核苷酸重复ＳＳＲ出现频率最高（６０．１％），其次为三核苷酸重复ＳＳＲ（２５４％）。在穗花杉
ｕｎｉｇｅｎｅ中挖掘出了１个牦牛儿基焦磷酸合成酶（ＧＰＳ）、１个法尼烯基焦磷酸合成酶（ＦＰＳ）和５个牦牛儿基牦牛儿基
焦磷酸合成酶（ＧＧＰＳ）的同源基因，同时得到紫杉二烯合成酶（ＴＳ）同源基因１３个。［结论］发现了２０个与萜类合
成有关的ｕｎｉｇｅｎｅ和２８２７个ＳＳＲ位点，为今后穗花杉萜类生物合成研究，特别是紫杉二烯合成酶编码基因的研究
打下了基础，也为该物种系统分类地位及遗传多样性研究提供了新的遗传信息。
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　　穗花杉属（Ａｍｅｎｔｏｔａｘｕｓ）是红豆杉科（Ｔａｘａｃｅａｅ）
的一个属，作为一个非常古老的家系存在于欧亚大

陆。在第三纪和第四纪冰川时代，穗花杉属经历了

多次群体扩张和紧缩，也因此形成了如今的分布格

局［１］。穗花杉（Ａｍｅｎｔｏｔａｘｕｓａｒｇｏｔａｅｎｉａ（Ｈａｎｃｅ）Ｐｉｌｇ
ｅｒ）是穗花杉属的一个种，有“冰川元老”的美称，主
要分布于我国南部地区，以福建、江西、广东等省为

主，也是我国三级重点保护的珍稀濒危植物。

在裸子植物系统分类上，穗花杉具有很重要的

研究价值，因为研究者们从穗花杉被发现以来，一直

对它的分类地位有争论［２］。早在１８８３年 Ｈａｎｃｅ发
现穗花杉将其定名发表，并将其置于罗汉松属（Ｐｏｄ
ｏｃａｒｐｕｓ）内［３］。２０世纪初，Ｐｉｌｇｅｒ根据穗花杉小孢子
叶球形态，将它转入三尖杉属（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ）［４］。但
是，随后Ｐｉｌｇｅｒ根据穗花杉雄状花序的形态特征将
穗花杉单独列为三尖杉科（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘａｃｅａｅ）的一个
属─穗花杉属［５］。１９３１年，通过观察穗花杉生殖器
官的形成特征，工藤认为它应该成立一个穗花杉科

或是作为红豆杉科的一个亚科或族［６］。１９５１年，
Ｆｌｏｒｉｎ发现三尖杉属和穗花杉属间的气孔结构和大
孢子叶球有差异，所以将穗花杉属归入红豆杉科。

我国植物学者也在上世纪从各个学科领域对穗花杉

的系统分类学做了大量的研究［７］。其中，马忠武发

现穗花杉属植物不含有红豆杉属和榧树属的植物中

存在的双黄酮类特征化学成分，所以他对穗花杉属

归于红豆杉科提出怀疑［８］。

为了为穗花杉的研究提供基因层面的数据，本

研究利用ＨｉＳｅｑ２５００技术对穗花杉茎叶进行了转录
组测序。穗花杉转录组测序共得到约 ８．１４Ｇｂ的
ｃｌｅａｎｄａｔａ，从头拼接后共获得８２８８４条 Ｕｎｉｇｅｎｅ和
１４０２８６条 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ。通过功能注释，得到了萜类
合成相关基因，以及紫杉二烯合成酶的同源基因。

同时预测了穗花杉转录组序列的ＳＳＲ位点。这为今
后穗花杉萜类次生代谢和穗花杉分类学地位的研究

奠定了一定的基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

穗花杉材料由桂林小庐山生态农业发展有限公

司提供。盆栽于中国林业科学研究院温室里。取当

年生单株带叶的枝条，采集后立即放入液氮中，之后

存于－８０℃冰箱中待用。
１．２　ｃＤＮＡ文库构建与转录组测序

总ＲＮＡ的提取采用ＯｍｅｇａＴｏｔａｌＲＮＡｋｉｔＩＩ（Ｏ

ｍｅｇａ，ＵＳＡ）试剂盒，按照实验说明书操作。分别采
用Ｎａｎｏｄｒｏｐ、Ｑｕｂｉｔ２．０、Ａｇｌｉｅｎｔ２１００方法检测 ＲＮＡ
样品的纯度、浓度和完整性。样品的ＲＩＮ值＞７。总
ＲＮＡ检测合格后，用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集
ｍＲＮＡ，再将 ｍＲＮＡ随机打断成小片段。以片段化
的ｍＲＮＡ为模板，合成双链 ｃＤＮＡ，纯化后进行末端
修复、加Ａ尾和接头。经过片段大小筛选后，通过
ＰＣＲ扩增富集得到ｃＤＮＡ文库。构建好的文库利用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００进行测序。
１．３　序列组装与拼接

得到测序数据后，对ｒａｗｒｅａｄ进行数据过滤，去
除其中的接头序列及低质量 ｒｅａｄ获得高质量的
ｃｌｅａｎｒｅａｄ（质量值 Ｑ＜２０的碱基数占整个 ｒｅａｄ的
５０％以上）。得到的ｃｌｅａｎｒｅａｄ利用Ｔｒｉｎｉｔｙ［９］进行从
头拼接成为片段（ｃｏｎｔｉｇ），参数选用 Ｔｒｉｎｔｉｔｙ的省缺
参数Ｋｍｅｒ＝２５。然后，拼接好的片段进一步整合成
为转录本和ｕｎｉｇｅｎｅ。
１．４　基因功能注释

使用 ＢＬＡＳＴｘ软件将拼接得到的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列
与ＮＲ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ数据库比
对，使用 ＫＯＢＡＳ２．０［１０］得到 ｕｎｉｇｅｎｅ在 ＫＥＧＧ中的
ＫＥＧＧＯｒｔｈｏｌｏｇｙ结果，预测完ｕｎｉｇｅｎｅ的氨基酸序列
之后使用ＨＭＭＥＲ［１１］软件与Ｐｆａｍ［１２］数据库比对，获
得ｕｎｉｇｅｎｅ的注释信息。
１．５　ＳＳＲ位点分析

使用 ＭＩＳＡ软件分析穗花杉 ｕｎｉｇｅｎｅ序列可以
得到６种类型的ＳＳＲ：单碱基重复 ＳＳＲ、双碱基重复
ＳＳＲ、三碱基重复ＳＳＲ、四碱基重复ＳＳＲ、五碱基重复
ＳＳＲ、六碱基重复ＳＳＲ。这六种类型ＳＳＲ设置的参数
分别是重复１０、６、５、５、５和５次。
１．６　萜类合成相关基因的分析

利用欧洲红豆杉（ＴａｘｕｓｂａｃｃａｔａＬ．）紫杉醇生物
合成关键酶 －紫杉二烯合成酶 （Ｔａｘａｄｉｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ
ｇｅｎｅ，ＴｂＴＳ）蛋白质的氨基酸序列对本地穗花杉转
录组进行ＴＢＬＡＳＴＮ分析［１３］。比对参数为 Ｅ值 ＜１ｅ
－２５。

２　结果与分析
２．１　测序和从头组装

利用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００技术对穗花杉茎叶进
行转录组测序后，获得了３２３２１９７８个 ｒｅａｄｓ片段，
包含了８１４１１３２１８６个核苷酸序列信息。质量值Ｑ
≥３０碱基数占所有 ｒｅａｄ的碱基数的比例即 Ｑ３０％

０６７
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为８９．９１％。穗花杉转录组测序共得到约８．１４Ｇｂ
的 ｃｌｅａｎｄａｔａ，组装得到 ４８９８４５７条序列重叠群
（Ｃｏｎｔｉｇ），总长度约为２６１８２６１６４ｂｐ，平均长度及
Ｎ５０分别为５３．４５ｂｐ和４８ｂｐ。进一步对Ｃｏｎｔｉｇｓ进
行拼接后，共获得８２８８４条Ｕｎｉｇｅｎｅ序列和１４０２８６
条Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ序列，总长度为分别为 ５５７７５８５０ｂｐ
和１４３１２９２５９ｂｐ，平均长度为 ６７３ｂｐ和１０２０ｂｐ，
Ｎ５０的长度为１３１４ｂｐ和１９３２ｂｐ。长度大于１０００
ｂｐ的Ｕｎｉｇｅｎｅ和Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ序列分别占到１８．１４％和
３４．３９％（表１）。

表１　穗花杉转录组从头组装结果统计
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｏｆｄｅｎｏｖｏａｓｓｅｍｂｌｙｏｆ

Ａ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ＬｅｎｇｔｈＲａｎｇｅ Ｃｏｎｔｉｇ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ Ｕｎｉｇｅｎｅ
２００ ３００ ４３８７１（０．９０％） ４３５９３（３１．０７％） ３７５２４（４５．２７％）
３００ ５００ ２２７０９（０．４６％） ２６０２７（１８．５５％） １９０８１（２３．０２％）
５００ １０００１３５０１（０．２８％） ２２４２６（１５．９９％） １１２４７（１３．５７％）
１０００ ２０００９６３６（０．２０％） ２５９２５（１８．４８％） ８７２４（１０．５３％）
２０００＋ ４０４５（０．０８％） ２２３１５（１５．９１％） ６３０８（７．６１％）

ＴｏｔａｌＮｕｍｂｅｒ ４８９８４５７ １４０２８６ ８２８８４
ＴｏｔａｌＬｅｎｇｔｈ ２６１８２６１６４ １４３１２９２５９ ５５７７５８５０
Ｎ５０Ｌｅｎｇｔｈ ４８ １９３２ １３１４
ＭｅａｎＬｅｎｇｔｈ ５３．４５ １０２０ ６７３

２．２　功能注释
为了能够直观地研究穗花杉转录组信息，将所

拼接得到的 ８２８８４条 ｕｎｉｇｅｎｅ分别与 ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ
Ｐｒｏｔ、ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ数据库进行比对分析。
结果显示，共有２７４９５条 ｕｎｉｇｅｎｅ至少被一个数据
库注释，占ｕｎｉｇｅｎｅ总数的３０．１４％（表２）。

表２　穗花杉ｕｎｉｇｅｎｅ功能注释统计
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆ

Ａ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａｕｎｉｇｅｎｅｓ

Ａｎｎｏ＿Ｄａｔａｂａｓｅ Ａｎｎｏｔａｔｅｄ＿Ｎｕｍｂｅｒ
３００≤

ｌｅｎｇｔｈ＜１０００
ｌｅｎｇｔｈ≥
１０００

ＣＯＧ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ８２０６ １６７３ ５５１７
ＧＯ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ １３４５３ ３７２６ ７１５４
ＫＥＧＧ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ５１４５ １１５４ ３３３０
ＫＯＧ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ １５６９４ ４５９０ ８０５６
Ｐｆａｍ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ １６８１６ ４１２４ １０８１０
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ １７５７５ ５２９９ ９４６４
ｎｒ＿Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ２６９９６ ８４９９ １３００２
Ａｌｌ＿Ａｎｎｏｔａｔｅｄ ２７４９５ ８７０４ １３０３７

利用 ＣＯＧ数据库对得到的 ８２８８４条穗花杉
ｕｎｉｇｅｎｅ进行功能注释，其中被注释到的 ｕｎｉｇｅｎｅ一
共有８２０６条，分别被注释到２４个ＣＯＧ分类中。其
中，“一般功能基因”（Ｇｅｎｅｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎ
ｌｙ）、“复制、重组和修复”（Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ａｎｄｒｅｐａｉｒ）和“转录”（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）是最大的３个类
群，分别有 ２１４１、１５３４和 ９５１条 ｕｎｉｇｅｎｅ。然而，
“核结构”（Ｎｕｃｌｅａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）是最小的类群，只有１
条ｕｎｉｇｅｎｅ（图１）。

Ｊ：翻译，核糖体结构和生物合成；Ａ：ＲＮＡ加工和修饰；Ｋ：转录；

Ｌ：复制，重组和修复；Ｂ：染色体的结构和动态；Ｄ：细胞周期控制，

细胞分裂，染色体分离；Ｙ：核结构；Ｖ：防御机制；Ｔ：信号转导机制；

Ｍ：细胞壁／膜／胞外被膜；Ｎ：细胞运动；Ｚ：细胞骨架；Ｕ：细胞内运

输，分泌和囊泡运输；Ｏ：翻译后修饰，蛋白质折叠，分子伴侣；Ｃ：能

量产生和转换；Ｇ碳水化合物的运输和代谢；Ｅ：氨基酸的运输和代

谢；Ｆ：核苷酸的运输和代谢；Ｈ：辅酶的运输和代谢；Ｉ：脂质的运输

和代谢；Ｐ：无机盐的运输和代谢；Ｑ：次生代谢物的生物合成、运输

及分解代谢；Ｒ：一般功能预测；Ｓ：功能未知。

Ｊ：Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ａ：ＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

ａｎｄｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｋ：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；Ｌ：Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｐａｉｒ；Ｂ：Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄｙｎａｍｉｃｓ；Ｄ：Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ，

ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ，ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ；Ｙ：Ｎｕｃｌｅａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｖ：Ｄｅ

ｆｅｎｓｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ；Ｔ：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ；Ｍ：Ｃｅｌｌｗａｌｌ／

ｍｅｍｂｒａｎｅ／ｅｎｖｅｌｏｐｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｎ：Ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ；Ｚ：Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ；Ｗ：

Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ；Ｕ：Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ，ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ａｎｄｖｅ

ｓｉｃｕｌａｒｔｒａｎｓｐｏｒｔ；Ｏ：Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｕｒｎｏｖｅｒ，

ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ；Ｃ：Ｅｎｅｒｇｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ；Ｇ：Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｅ：Ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｆ：

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｈ：Ｃｏｅｎｚｙｍｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅ

ｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｉ：Ｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｐ：Ｉｎｏｒｇａｎｉｃｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ

ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｑ：Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄ

ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｒ：Ｇｅｎｅｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎｌｙ；Ｓ：Ｆｕｎｃｔｉｏｎｕｎ

ｋｎｏｗｎ．

图１　穗花杉转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＣＯＧ功能聚类

Ｆｉｇ．１　ＣＯＧｆｕｎｃｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｕｎｉｇｅｎｅｓｉｎ

Ａ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

对８２８８４条ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＧＯ功能注释表明，其
中有１３４５３条ｕｎｉｇｅｎｅ分别注释到５１个功能组，归
纳为生物学过程（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分（Ｃｅｌ
ｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔ）和分子功能（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎ）三
大部分，分别含有２０、１６及１５个功能组。在生物学
过程部分中，差异表达基因在代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ）和细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ）功能组中注释
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的ｕｎｉｇｅｎｅ数目最多，分别为８８４６和７２０６条；在细
胞组分部分中，细胞部分（ｃｅｌｌｐａｒｔ）和细胞（ｃｅｌｌ）功
能组差异基因数目最多，分别为５６０９和５５５１条；

在分子功能部分中，催化活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）和结
合（ｂｉｎｄｉｎｇ）功能组分别含有 ６９８９和 ６６７６条
（图２）。

图２　穗花杉转录组的ＵｎｉｇｅｎｅＧＯ功能分类

Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｕＵｎｉｇｅｎｅｓｉｎＡ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

　　为了能够把穗花杉的基因信息作为一个整体的
网络进行研究，我们利用 ＫＥＧＧ数据库对穗花杉转
录组进行分析。其中，代谢途径（ｋｏ０１１００）和次生代
谢生物合成（ｋｏ０１１１０）中的 ｕｎｉｇｅｎｅ数最多，分别为
１４７７和６６４条，这为查找特定次生代谢途径中的基
因提供了很好的基础。

２．３　ＳＳＲ分析
利用 ＭＩＳＡ软件搜索穗花杉的 １５０３２条 Ｕｎｉ

ｇｅｎｅ，共在２４２０条 ｕｎｉｇｅｎｅ中搜索到２８２７个 ＳＳＲｓ
位点。具有１个以上ＳＳＲｓ的ｕｎｉｇｅｎｅ是３３９条。单
核苷酸重复ＳＳＲ出现频率最高（６０．１％），其次为三
核苷酸（２５．４％）和二核苷酸（１２．５％）。其它三种
类型的都很少：四核苷酸（０．９％）、五核苷酸
（０６％）、六核苷酸（０．５％）（表３）。
２．４　萜类合成相关基因分析

利用ＫＥＧＧ通路中的基因信息查找被ＫＥＧＧ数
据库注释的穗花杉ｕｎｉｇｅｎｅ，获得牦牛儿基焦磷酸合

表３　穗花杉ＳＳＲ位点分析
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＳＲｓｉｔｅｏｆＡ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａ

Ｍｏｔｉｆ
Ｌｅｎｇｔｈ

ＲｅｐｅａｔＮｕｍｂｅｒｓ
５ ６ ７ ８ ９ １０ ＞１０

Ｔｏｔａｌ ％

Ｍｏｎｏ － － － － － ８９４ ８０５ １６９９ ６０．１

Ｄｉ － １９１ ７１ ２９ ２０ １６ ２５ ３５２ １２．５

Ｔｒｉ ４６４ １６０ ７０ ２１ ２ － １ ７１８ ２５．４

Ｔｅｔｒａ ２２ ３ － １ － － － ２６ ０．９

Ｐｅｎｔａ １５ １ １ － － － － １７ ０．６

Ｈｅｘａ ７ ４ ３ １ － － － ３６ ０．５

Ｔｏｔａｌ ５０８ ３５９ １４５ ５２ ２２ ９１０ ８３１ ２８２７

％ １８．０ １２．７ ５．１ １．８ ０．８ ３２．２ ２９．４

成酶（ＧＰＳ）、法尼基焦磷酸合成酶（ＦＰＳ）和牦牛儿
基牦牛儿基焦磷酸合成酶（ＧＧＰＳ）的同源基因，分别
为１、１和５个（图３）。利用紫杉二烯合成酶 ＴｂＴＳ
基因序列对穗花杉本地转录组进行 ＢＬＡＳＴ分析，得
到１３个同源基因，这为今后进一步验证穗花杉中是
否存在紫杉二烯合成酶提供了基因基础（图３）。
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ＧＰＳ：牦牛儿基焦磷酸合成酶；ＦＰＳ：法尼烯基焦磷酸；ＧＧＰＳ：牦牛儿基牦牛儿基焦磷酸

ＧＰＳ：Ｇｅｒａｎｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＦＰＳ：Ｆａｒｎｅｓｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＧＧＰＳ：Ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ

ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ

图３　穗花杉萜类合成通路关键基因查找结果

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓｏｆｔｅｒｐｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙｉｎＡ．ａｒｇｏｔａｅｎｉａ

３　讨论
树木的基因组较大，测一个基因组需要较高的

成本。而且树木的染色体构型较为复杂，除了成本

问题，在染色体拼接方面也存在巨大的挑战。随着

测序技术的发展，转录组测序已经越来越普遍，也为

进一步探测基因组研究缺乏物种功能基因组变化的

网络模式提供条件［１４］。在红豆杉科中，红豆杉属、

榧树属中的香榧都有转录组测序［１５－１６］。红豆杉属

中的物种不仅有组织和细胞系的转录组测序，还有

激素处理后的转录组测序［１７］。然而，穗花杉属中的

穗花杉的基因数据比较匮乏，本研究利用ＨｉＳｅｑ２５００
对穗花杉的茎叶混合样品进行转录组测序，共获得

８２８８４条ｕｎｉｇｅｎｅ和１４０２８６条 ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ。其中，有
２７４９５条ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，研究结果为穗花杉的遗
传基础研究提供了基因层面的数据。

穗花杉在分类学研究上具有很高的学术价值。

自发现以来，它的分类归属一直是植物学家争论的

问题。研究者从植物形态学、胚胎学、解剖学、孢粉

学和植物化学等方面对穗花杉的系统分类地位进行

了广泛的研究。多数学者认为穗花杉具有红豆杉科

某些共同特征，与三尖杉科关系密切，是红豆杉与三

尖杉科之间联系的桥梁［２］。但是，少有研究者从分

子遗传层面研究穗花杉的系统分类地位。仅有管启

良等［１８］对穗花杉染色体层面对穗花杉的系统分类

地位进行了研究，得出结论归于罗汉松科。本研究

利用高通量测序技术对穗花杉转录组测序，得到大

量基因数据，为以后深入研究穗花杉的系统分类打

下基础。

穗花杉属缺乏足够的遗传背景，Ｇｅ等［１］只利用

ＩＳＳＲ技术对穗花杉属的各个种之间的遗传多样性
和群体结构进行分析。虽然ＩＳＳＲ引物通用性好，但
是得到的多态性位点有限。在本研究中，我们在穗

花杉转录组数据中一共预测到２８２７个 ＳＳＲ位点，
远远高于ＩＳＳＲ通用引物数，为以后ＳＳＲ位点的开发
提供了遗传基础。ＳＳＲ位点的多态性也为生物遗传
多样性的研究提供了一个重要的手段。

紫杉醇是一个重要的萜类化合物，最早是在紫杉

树皮中发现的。穗花杉属是红豆杉科的一个属，是否

能够合成紫杉醇依然未知。根据植物化学系统学概

念，在红豆杉科中的穗花杉属植物里面也可能具有紫

杉醇。穗花杉转录组功能注释得到５个ＧＧＰＳ基因，
还有２０个跟二萜生物合成通路基因。紫杉二烯合酶
是紫杉醇合成过程中一个重要的限速酶，只要穗花杉

中存在紫杉二烯合酶（Ｔａｘａｄｉｅｎｅｓｙｎｔｈｅａｓｅ，ＴＳ）基因，
那么就为证明穗花杉可以合成紫杉醇提供了重要的

证据。对本地穗花杉转录组数据进行 ＴＢＬＡＳＴＮ分
析，预测到的３０个ｕｎｉｇｅｎｅ。为以后的验证穗花杉是
否能够合成紫杉醇提供了候选基因。

４　结论
本研究通过穗花杉转录组测序共获得 ８２８８４
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条ｕｎｉｇｅｎｅ，有２７４９５条ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，其中有近
２０个 ｕｎｉｇｅｎｅ与萜类合成途径有关，为以后该物种
萜类合成途径研究，特别是紫杉二烯合成酶编码基

因的研究打下了基础，也为穗花杉系统分类地位的

研究提供新的遗传信息。另外，在穗花杉转录组数

据中，我们一共预测到２８２７个ＳＳＲ位点，这为今后
穗花杉ＳＳＲ位点的开发与遗传多样性评估提供了有
用的分子标记。
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