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摘要：［目的］对云南干热河谷地区余甘子转录组特征进行描述，旨在为余甘子微卫星标记的开发和功能基因的挖

掘提供较全面的背景信息。［方法］采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００测序平台对余甘子叶片进行转录组测序，对原始数据
进行过滤、ｄｅｎｏｖｏ组装及聚类去冗余等处理后，再与公共数据库进行比对，对 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行基本功能注释、ＣＤＳ预
测、ＴＦ编码能力预测及 ＲＧｅｎｅ预测等分析。［结果］本研究共获得 １０５２Ｇｂ的 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，Ｑ２０、Ｑ３０分别为
９８４７％、９５２８％。组装并去冗余后获得７６８８１条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长度、Ｎ５０分别为７１３、１２５７ｎｔ。通过与ＮＲ、ＣＯＧ、
ＫＥＧＧ和ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库进行比对，４４７６８条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ获得功能注释。余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ根据ＣＯＧ功能注释
信息大致分为２５类；按ＧＯ功能注释信息划分为生物学过程、细胞组分和分子功能３大类４７亚类；参考ＫＥＧＧ注释
信息，可归为６大代谢通路、２１类代谢途径，其中约３／５为代谢相关通路。根据以上注释结果共检测出４２９５３个
ＣＤＳ，其余未比对上的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ用 ＥＳＴＳｃａｎ预测后得到２０５８个 ＣＤＳ。同时，预测到５６个 ＴＦ家族以及１８种 Ｒ
Ｇｅｎｅ。［结论］本研究获得的余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列的组装质量较高、完整性较好、基因丰富、功能多样，极大
地扩充了余甘子基因信息库，为今后余甘子乃至叶下珠属植物功能基因挖掘、抗性机理分析、分子标记开发、分子辅

助育种等研究提供了重要的基础数据。
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　　滇川干热河谷地处我国西南生物多样性中心横
断山脉的南缘，主要包括元江、怒江、金沙江和澜沧

江四大干热河谷区，因地理位置、地形地貌及气候等

因素，表现出独具特色的干、热生态特点［１］。由于气

候和人类活动等因素的影响，干热河谷区域植被的

原生类型几乎不复存在，现存的主要是与非洲萨王

纳植被（即热带草原植被）具有一定相似性的半稀

树草原植被［１］，有的地方已变成光秃裸露的荒山，生

物多样性和生态系统的稳定性遭到破坏，水土流失

严重。生长在该地区的植物类群对这种严酷的干热

生境形成了很好的适应性［２］，余甘子就是其中典型

的代表。

余甘子（ＰｈｙｌｌａｎｔｈｕｓｅｍｂｌｉｃａＬ．）隶属叶下珠科
（Ｐｈｙｌｌａｎｔｈａｃｅａｅ）叶下珠属（Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓ），是一种分
布于热带和亚热带地区的重要食药同源经济树种，

被世界卫生组织列为在世界范围内推广种植的三种

保健植物之一［３］。其叶片、根和果实均含有维生素

Ｃ、类黄酮、超氧化物歧化酶等有益于健康的成分，
多种治疗功效在现代医药学研究中已被证实［４－５］。

其中，余甘子果实是维生素 Ｃ最丰富的天然来源之
一，具有极高的商业开发潜力［６］。在生态学方面，余

甘子因极耐干旱贫瘠环境而常被作为我国西南干热

河谷荒山绿化的先锋树种，对水土流失严重的干热

河谷地带有明显的保水、固土作用［３］。尽管兼具药

用、经济和生态价值，但目前余甘子遗传背景仍然不

清楚，特别是该植物的分子生物学背景研究较为

薄弱。

随着高通量测序技术的发展，测序时间和成本

显著减少。对于无参考基因组的物种，采用转录组

高通量测序技术可获取大量的数据信息，构建ｃＤＮＡ
文库，挖掘重要功能基因，同时也为大量分子标记的

开发奠定基础，是开展植物优良性状研究的重要手

段［７］。鉴于此，本研究以云南宾川干热河谷地区的

余甘子为研究材料，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００平台对

余甘子进行高通量转录组测序，并对测序的原始数

据进行过滤和ｄｅｎｏｖｏ组装，之后通过生物信息学的
方法对获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行功能注释、ＣＤＳ预测、
ＴＦ及抗性基因预测等分析，以期了解余甘子在一定
生长发育时期基因表达情况及功能分布特征，为余

甘子转录组水平上的研究以及微卫星标记的开发和

抗旱相关基因的挖掘奠定基础，亦为干热河谷地区

的生态恢复和经济发展提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料

试验材料采自云南省宾川县（２５°４５′５９″Ｎ，
１００°２６′２９″Ｅ，属金沙江干热河谷区），选择５株相距
１５ｍ以上的健康余甘子植株，每株各采集嫩叶５ｇ
左右分别放在锡箔纸中包好，迅速放入液氮中，然后

保存于－８０℃冰箱中备用。
１．２　ｃＤＮＡ文库构建和转录组测序

各单株分别称取０１ｇ叶片等量混合均匀后，
按照Ｋｕｍａｒ等［８］的方法提取总 ＲＮＡ。ＲＮＡ样品的
浓度、纯度和完整性分别用 Ｑｕｂｉｔ２０、Ｎａｎｏｄｒｏｐ和
Ａｇｉｌｅｎｔ２１００检测。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，
经片段大小筛选后进行ＰＣＲ扩增富集得到ｃＤＮＡ文
库。构建好的文库用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ质检
合格后，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００进行测序。
１．３　数据过滤和 ｄｅｎｏｖｏ组装

为确保所获得ｒｅａｄｓ的精确性，首先对原始数据
进行一系列过滤（去除包含接头的 ｒｅａｄｓ、未知核苷
酸比例＞１０％的ｒｅａｄｓ以及质量值 Ｑ＜１０的碱基数
占整个 ｒｅａｄ４０％以上的 ｒｅａｄｓ），过滤后得到 Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ。然后使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件［９］对过滤后的 Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ进行ｄｅｎｏｖｏ组装获得转录本。最后使用 ＣＤ
ＨＩＴ［１０］对转录本进行聚类得到Ｕｎｉｇｅｎｅｓ。

２
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１．４　Ｕｎｉｇｅｎｅ注释、ＣＤＳ、ＴＦ编码能力及 ＲＧｅｎｅ
预测

　　通过 ＢＬＡＳＴｘ将获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列比对到
ＮＲ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ以及 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ四大蛋白数据库，获
得Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列的蛋白功能注释信息（Ｅｖａｌｕｅ≤１ｅ
－５）。通过 ＢＬＡＳＴｐ将 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ比对到 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ
和ＲＧｅｎｅ数据库（ＰＲＧｄｂ）分别预测ＴＦ家族和抗性
基因。

２　结果与分析
２．１　余甘子转录组测序数据过滤及ｄｅｎｏｖｏ组装

测序共产生１０９５Ｇｂ的Ｒａｗｒｅａｄｓ，经过滤处理
后获得 １０５２Ｇｂ的 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，占原始读长的
９８０３％。其中，中间未知碱基（Ｎ）含量为０，Ｑ２０为
９８４７％，Ｑ３０为 ９５２８％，ＧＣ含量为 ４３２９％。说
明余甘子转录组测序获得序列的数量、质量和精确

性均较高，为下一步ｄｅｎｏｖｏ组装提供了较好的原始
序列数据。

通过组装共获得９７６２８条转录本，平均长度、ＧＣ
含量分别为６４８ｎｔ和３９６９％，Ｎ５０长度较长，为１１１６
ｎｔ，表明组装质量较好。进一步聚类去冗余得到
７６８８１条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长度、ＧＣ含量及Ｎ５０长度分
别为７１３ｎｔ、３９７４％和１２５７ｎｔ。对组装的转录本长
度进一步分析可知（图１Ａ）：２２３４％的转录本长度在
１０００ｎｔ以上，仅１７９％的转录本≥３０００ｎｔ。对聚类
去冗余后Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度分布进行统计（图１Ｂ），有
２３５７％的序列长度大于１０００ｎｔ，２１０％的转录本序
列大于３０００ｎｔ。由此可以看出：经Ｔｒｉｎｉｔｙ软件组装
后Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的平均长度及 Ｎ５０长度有所增加，１０００
ｎｔ及以上序列所占比例有所提高，表明组装及聚类去
冗余效果较好，可进行后续分析。

２．２　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＮＲ功能注释
将７６８８１条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ比对到ＮＲ等四大蛋白数

据库（Ｅｖａｌｕｅ≤１ｅ－５），共有４４７６８条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ获
得注释，注释率为５８２３％。其中，在 ＮＲ数据库中
获得注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数量最多，为 ４４２７０条
（５７５８％），且与其它物种同源序列具有不同程度
的匹配度。由图２可见：注释序列分布较多的３个
物种分别是麻疯树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）、蓖麻（Ｒｉｃｉ
ｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）、胡杨（ＰｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａＯｌｉｖ．），
分别占ＮＲ数据库所注释Ｕｎｉｇｅｎｅｓ总数的１４０９％、
１２８１％、１０５６％，其余近一半的被注释Ｕｎｉｇｅｎｅｓ分
布于其它５４２个物种中。由于缺乏余甘子基因组和

图１　余甘子转录本和Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度分布图

Ｆｉｇ．１　ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｓａｎｄＵｎｉｇｅｎｅｓｌｅｎｇｔｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｏｒＰ．ｅｍｂｌｉｃａ

图２　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＮＲ注释物种分布

Ｆｉｇ．２　ＮＲａｎｎｏｔａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎＰ．ｅｍｂｌｉｃａ

转录组信息，仍有一部分 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ未能在 ＮＲ库中
匹配到同源序列。

２．３　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＣＯＧ注释及其分类
ＣＯＧ数据库是识别直系同源基因并对基因产

物进行同源分类的数据库。共有２７００８条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
（３５１３％）分别被注释到２５个ＣＯＧ功能分类中，共
包含４２６１１个功能注释信息，基本涉及到余甘子大
部分的生命活动（图３）。各类功能的基因表达丰度
各不相同，以一般功能基因为最大类别，占 ＣＯＧ数
据库总功能注释信息的 １９７７％；其次是信号转导
机制（１１５８％）与翻译后修饰、蛋白质折叠和分子
伴侣（１１２４％）；而细胞能动性基因较少，仅有 ２２
（００５％）个。
２．４　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＧＯ注释及其分类

根据ＮＲ注释信息对余甘子所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行
ＧＯ功能分类统计，从宏观上认识该物种叶片中相关

３
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注：Ａ：氨基酸运输及代谢；Ｂ：辅糖类运输及代谢；Ｃ：细胞周
期调控，细胞分裂，染色体分配；Ｄ：细胞运动；Ｅ：细胞壁／细
胞膜／囊膜生源；Ｆ：染色质结构与动力；Ｇ：辅酶运输及代谢；
Ｈ：细胞骨架；Ｉ：防御机制；Ｊ：能量生成与转化；Ｋ：胞外结构；
Ｌ：未知功能；Ｍ：一般功能（预测）；Ｎ：无机离子的运输及代
谢；Ｏ：胞内运输，分泌及小泡运输；Ｐ：脂类运输及代谢；Ｑ：
细胞核结构；Ｒ：核苷酸运输及代谢；Ｓ：翻译后修饰，蛋白质转
换与分子伴侣；Ｔ：复制，重组与修复；Ｕ：ＲＮＡ加工与修饰；
Ｖ：次生代谢产物生物合成，运输及代谢；Ｗ：信号转导机理；
Ｘ：转录；Ｙ：翻译，核糖体结构和生物合成。
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｂ：Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｃ：Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ，ｃｈｒｏ
ｍｏｓｏｍｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ；Ｄ：Ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ；Ｅ：Ｃｅｌｌｗａｌｌ／ｍｅｍｂｒａｎｅ／ｅｎ
ｖｅｌｏｐｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｆ：Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄｙｎａｍｉｃｓ；Ｇ：Ｃｏｅｎ
ｚｙｍｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｈ：Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ；Ｉ：Ｄｅｆｅｎｓｅｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓ；Ｊ：Ｅｎｅｒｇｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ；Ｋ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅｓ；Ｌ：Ｆｕｎｃｔｉｏｎｕｎｋｎｏｗｎ；Ｍ：Ｇｅｎｅｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎｌｙ；
Ｎ：Ｉｎｏｒｇａｎｉｃｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｏ：Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｆｆｉｃ
ｋｉｎｇ，ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ａｎｄｖｅｓｉｃｕｌａｒｔｒａｎｓｐｏｒｔ；Ｐ：Ｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅ
ｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｑ：Ｎｕｃｌｅａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｒ：Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂ
ｏｌｉｓｍ；Ｓ：Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｕｒｎｏｖｅｒ，ｃｈａｐｅｒ
ｏｎｅｓ；Ｔ：Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｎｄｒｅｐａｉｒ；Ｕ：ＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ａｎｄｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｖ：Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｗ：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ；Ｘ：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎ；Ｙ：Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ．
图３　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＣＯＧ功能注释分布统计图
Ｆｉｇ．３　ＣＯＧｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎＰ．ｅｍｂｌｉｃａ

基因功能分布特征。分析图 ４可知：有 １９７４９
（２５６９％）条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ得到 ９７１０２个 ＧＯ注释信
息，平均每条４９个；近３／４Ｕｎｉｇｅｎｅｓ在 ＧＯ库中未
匹配到同源序列，进一步说明余甘子基因信息不足。

获得的 ＧＯ注释可划分为生物学过程、细胞组
分和分子功能三大类，其中执行生物学过程的注释

最多（占 ４７９１％），涉及分子功能的最少 （占
２２４５％）。这三大功能分类又被细分为４７个功能
亚类。参与生物学过程的４６５１９个ＧＯ条目被划分
为２０个亚类，其中，以代谢过程最多，占该类型的
２４６２％。构成细胞组分的２８７８６个 ＧＯ条目被划
分为１６个亚类，以细胞、细胞部分以及细胞器较多，
分别占该类型的 ２２３２％、２２３１％和 １７０６％。分
子功能包含的 １１个亚类中，以催化活性和结合居
多，分别占该类别的 ５２４８％ 和 ３８２３％。总体来
说，余甘子在细胞活动、代谢活动的基因表达丰度较

高，表明余甘子自身具有较强的代谢能力。

２．５　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＫＥＧＧ代谢通路分析
ＫＥＧＧ是系统分析基因产物在细胞中的代谢途

径以及这些基因产物功能的数据库，利用 ＫＥＧＧ可
以进一步研究基因在生物学上的复杂行为。余甘子

ＫＥＧＧ比对结果表明，获得注释的１８１７５（２３６４％）
条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ参与的代谢通路可归为６大类别、２１个
亚类。６大类代谢通路中，代谢和遗传信息处理相
关的通路所占比例最大，分别为５８４２％和２６６６％；
比例最小的是人类疾病相关的通路，仅占 １２６％；
细胞过程、环境信息处理以及生物系统相关的通路

分别占５６５％、４２１％和３８２％。进一步细分为２１
个亚类，其中，代谢包含的１１个亚类中，碳水化合物
代谢所占比例最高，为１３７９％，而糖类生物合成与
代谢所占比例最低，为１７１％。遗传信息处理包含
４个亚类，以翻译（１０８９％）与折叠、分类和降解
（８４１％）为主要代谢途径，而复制和修复（３７１％）
以及转录（３６５％）在此时期代谢较弱。总的来说，
该时期余甘子代谢活动和遗传信息处理能力较强。

２．６　余甘子转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ的 ＣＤＳ预测及与近缘
模式生物同源基因ＣＤＳ的比较
　　对ＣＤＳ进行预测能为余甘子功能基因的挖掘
利用和分子标记的开发提供重要参考。按照 ＮＲ、
ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＫＥＧＧ和ＣＯＧ数据库的优先级顺序，通过
ＢＬＡＳＴ比对共获得４２９５３条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＣＤＳ（Ｅ≤
１ｅ－５），与以上蛋白数据库皆比对不上的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
用软件ＥＳＴＳｃａｎ［１１］预测后获得２０５８个 ＣＤＳ。从图
５Ａ可看出：通过ＢＬＡＳＴ获得的ＣＤＳ序列长度较长，
≥１０００ｎｔ的占２１９９％；而通过 ＥＳＴＳｃａｎ预测后获
得的ＣＤＳ序列较短，主要集中在 ２００ ６００ｎｔ（占
９６３６％）（图５Ｂ）。

４
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注：１：生物粘附；２：生物调节；３：细胞杀伤；４：细胞组分的组织与生物合成；５：细胞过程；６：解毒作用；７：发育过程；８：生长；９：免
疫系统过程；１０：定位；１１：移动；１２：代谢过程；１３：多细胞生物过程；１４：多组织过程；１５：繁殖；１６：繁殖过程；１７：应激反应；１８：节
律性过程；１９：信号；２０：单一的生物过程；２１：细胞；２２：细胞连接；２３：细胞部分；２４：胞外基质；２５：胞外区；２６：胞外区域部分；２７：
大分子复合物；２８：膜；２９：膜部分；３０：膜封闭内腔；３１：拟核；３２：细胞器；３３：细胞器部分；３４：超分子纤维；３５：病毒体；３６：病毒体
部分；３７：抗氧化活性；３８：结合；３９：催化活性；４０：电子载体活性；４１：分子功能调节器；４２：分子传感器活性；４３：核苷酸结合转录因
子活性；４４：信号传感器活性；４５：结构分子活性；４６：蛋白质结合转录因子活性；４７：转运载体活性。
Ｎｏｔｅ：１：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ；２：ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；３：ｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇ；４：ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｒｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；５：ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；６：ｄｅ
ｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ；７：ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；８：ｇｒｏｗｔｈ；９：ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ；１０：ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；１１：ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ；１２：ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ；１３：ｍｕｌｔｉ
ｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｉｓｍａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１４：ｍｕｌｔｉ－ｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；１５：ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；１６：ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓ；１７：ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ；１８：ｒｈｙｔｈｍｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ；１９：ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；２０：ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；２１：ｃｅｌｌ；２２：ｃｅｌｌｊｕｎｃｔｉｏｎ；２３：ｃｅｌｌｐａｒｔ；２４：ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；２５：ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎ；
２６：ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎｐａｒｔ；２７：ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２８：ｍｅｍｂｒａｎｅ；２９：ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ；３０：ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｅｎｃｌｏｓｅｄｌｕｍｅｎ；３１：ｎｕｃｌｅｏｉｄ；
３２：ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；３３：ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；３４：ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｉｂｅｒ；３５：ｖｉｒｉｏｎ；３６：ｖｉｒｉｏｎｐａｒｔ；３７：ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ；３８：ｂｉｎｄｉｎｇ；３９：ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉ
ｔｙ；４０：ｅｌｅｃｔｒｏｎｃａｒｒｉｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４１：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ；４２：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４３：ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃ
ｔｉｖｉｔｙ；４４：ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４５：ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ；４６：ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４７：ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ．

图４　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＧＯ功能分类统计图
Ｆｉｇ．４　ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎＰ．ｅｍｂｌｉｃａ

　　对余甘子 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＣＤＳ长度与近缘模式生
物麻疯树同源基因 ＣＤＳ长度的比较分析可知（图
６Ａ）：余甘子４５０１１条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＣＤＳ中有一半以
上（６２９６％）可以映射到麻疯树基因组编码区，但
仅有２５２２％ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＣＤＳ与麻疯树同源基因
ＣＤＳ长度之比接近１（０９≤Ｒａｔｉｏ＜１１）；覆盖深度
≤３００时，２０８９％ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的编码区覆盖接近 １
（０９≤Ｒａｔｉｏ＜１１）；覆盖深度＞３００时，仅有４３３％
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的编码区覆盖接近 １。进一步分析可知
（图６Ｂ）：有近１／６Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＣＤＳ与近缘物种麻疯
树同源基因ＣＤＳ的覆盖度≥８０％，仍有大部分未能
覆盖到基因的完整编码区。

２．７　余甘子转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ的 ＴＦ编码能力以及
ＲＧｅｎｅ的预测
　　通过ＰｌａｎｔＴＦＤＢ数据库共预测出５６个 ＴＦ家族

共１３７４个 ＴＦ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（图 ７），其中，ｂＨＬＨ、
ＭＹＢｒｅｌａｔｅｄ、ＥＲＦ、Ｃ２Ｈ２、ＮＡＣ以及ＭＹＢ类ＴＦ为多
基因家族，分别占总预测量的 ８０１％、７７２％、
７２１％、６３３％、５８２％和 ４８８％，而 ＳＡＰ和 ＨＲＴ
ｌｉｋｅ所占比例较少，均为００７３％。对这些 ＴＦ家族
特征进行统计分析可知：共有２０３条参与植物非生
物胁迫应答反应的 ＴＦ，包括植物中特有的 ＥＲＦ（９９
条）、ＮＡＣ（８０条）和ＨＳＦ（２４条）；ＷＲＫＹ超家族（６６
条）和ｂＺＩＰ类ＴＦ（６０条）则与植物生物胁迫的抗性
密切相关。这些ＴＦ的发现表明余甘子在生长、发育
以及适应外界环境过程中基因转录调控的复杂性，

也为后续研究余甘子抵抗高温、干旱、盐碱以及病虫

害等非生物、生物胁迫提供了新思路。

抗性基因（Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ＲＧｅｎｅ）分布在植物
基因组中，其产物介导植物对特定病原体的抗性。

５
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图５　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＣＤＳ长度分布图

Ｆｉｇ．５　ＣＤＳｌｅｎｇｔｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎ

Ｐ．ｅｍｂｌｉｃａ

注：图中每个点代表１个基因。Ｎｏｔｅ：Ｅａｃｈｐｏｉｎｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｏｎｅｇｅｎｅ．

图６　余甘子Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＣＤＳ与近缘物种麻疯树同源基因

ＣＤＳ的比较分布图

Ｆｉｇ．６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＤＳｂｅｔｗｅｅｎＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆ

Ｐ．ｅｍｂｌｉｃａａｎｄｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓｇｅｎｅｓｏｆＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ

本研究预测出１８种共３８０６条 ＲＧｅｎｅ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
（图８），其中，ＲＬＰ、Ｎ、ＮＬ及 ＴＮＬ较多，分别占总预

图７　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的转录因子家族分类图

Ｆｉｇ．７　ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＦａｃｔｏｒｆａｍｉｌｙｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎＰ．ｅｍｂｌｉｃａ

测量的 ２９５１％、１６７９％、１３７７％和 １２９８％。这
些ＲＧｅｎｅ中大多数属于编码包含核苷酸结合位点
（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，ＮＢＳ）和／或亮氨酸重复结构
（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）保守基序的抗病蛋白，如
Ｎ基因、ＲＬＰ基因以及ＲＬＫ系列基因等［１２－１３］。

图８　余甘子转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＲＧｅｎｅ分类图

Ｆｉｇ．８　ＲＧｅｎｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｉｎ

Ｐ．ｅｍｂｌｉｃａ

３　讨论
第二代高通量转录组测序技术（ＲＮＡｓｅｑ）因测

６
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序用时短、成本低、数据量大而常被用于转录组学研

究中。测序所获得的转录组数据不但能扩充某一物

种的基因信息库，在揭示其特定代谢途径的分子机

理中也具有重要作用。本研究通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ
４０００平台对余甘子叶片进行转录组测序，共产生
１０９５Ｇｂ的数据量，与苦味叶下珠（Ｐｈｙｌｌａｎｔｈｕｓａｍ
ａｒｕｓＳｃｈｕｍ．＆Ｔｈｏｎｎ．）叶片转录组相比［１４］，本研究

获得的数据信息量较大。一般认为，当 Ｑ３０值在
８０％以上时测序质量就很可靠［１５］，余甘子叶片转录

组 Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ碱基 Ｑ２０和 Ｑ３０分别为 ９８４７％和
９５２８％，测序质量和准确度比较高。经 ｄｅｎｏｖｏ组
装获得７６８８１条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，组装的 Ｎ５０值较大，为
１２５７ｎｔ，组装质量较好；所得 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中长片段较
多，且多数集中在２００ ２０００ｎｔ，近１／４的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
长度在１０００ｎｔ以上，组装序列比较长，为进一步的
功能注释、分类、ＣＤＳ预测和 ＲＧｅｎｅ预测提供了较
好的基础数据。

利用ＮＲ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ和 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ四大蛋白数
据库，将获得的７６８８１条余甘子 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列进行
比对分析，共有４４７６８条获得注释，占 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ总
数的５８２３％，而且近一半Ｕｎｉｇｅｎｅｓ总体表达量 ＦＰ
ＫＭ值小于１，表明本研究检测到余甘子低丰度表达
的基因比例较高。四大数据库获得注释最多的 ＮＲ
数据库的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，１４０９％的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ注释为与
麻疯树同源的基因，比例高于其它被注释的５４４个
物种，可能是由于麻疯树已完成基因组测序且与余

甘子在进化上亲缘关系较近的缘故［１６］；而仅有 ３３
（００７４％）条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ比对到８个同科物种（分属５
个属）中，其中，与叶下珠属植物比对上的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
最多，有２３（００５２％）条，这可能是现有叶下珠科植
物基因组信息较为缺乏或是所得Ｕｎｉｇｅｎｅｓ多为余甘
子特有的新基因而未能比对上相应的基因序列。总

的未被注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ有 ３２１１３条，占总体的
４１７７％，这些序列可能是因为片段较短，或本身为
非编码序列，也有可能是由于这四大蛋白数据库相

关数据信息缺乏，或余甘子中存在新基因而未能比

对到同源序列［１７－１９］。

通过ＣＯＧ数据库进行余甘子 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ直系同
源基因功能注释及分类，获得了大量余甘子在一定

时期表达的基因信息，２７００８条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ共４２６１１
个功能注释信息涉及到２５类基因功能，包含余甘子
大部分的生命活动，其中一般功能、信号转导机制、

翻译后修饰、蛋白质折叠和分子伴侣的基因表达水

平较高，而４５％（１９１３条）的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ生物学功能
未知，可能是由于注释信息不足，在很多树种转录组

分析中也出现了类似的情况，如长梗杜鹃（Ｒｈｏｄｏ
ｄｅｎｄｒｏｎｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍＬｅｉＣａｉ＆Ｙ．Ｐ．Ｍａ）［１８］、云
南松（ＰｉｎｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ．）［１９］、锥栗（Ｃａｓｔａｎｅａ
ｈｅｎｒｙｉ（Ｓｋａｎ）Ｒｅｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ．）［２０］等。使用ＧＯ基因
功能分类体系，将余甘子 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ参与的生物学过
程、构成的细胞组分和执行的分子功能划分为４７个
功能亚类，以代谢过程、催化活性和细胞过程的基因

表达丰度较高，表明余甘子在这一时期代谢能力较

强。利用ＫＥＧＧ进一步研究余甘子Ｕｎｉｇｅｎｅｓ在生物
学上的复杂行为，分析基因产物在细胞中可能的代

谢途径，１８１７５条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ注释到６大代谢通路共
２１条代谢途径中，其中映射到代谢相关通路的基因
数占多数，约为总注释量的３／５，进一步说明余甘子
在此时期具有较强的代谢活动。在余甘子ＫＥＧＧ代
谢通路中还发现 ２０３条与人类疾病相关的 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅｓ，包括内分泌和代谢疾病（２０１条）以及抗药性
（２条）。另外，还涉及到氨基酸代谢、碳水化合物代
谢、脂类物质代谢、次生物质合成及环境适应等代谢

途径，这些数据为探索余甘子抗性机理、挖掘余甘子

特殊代谢途径相关基因以及与环境适应性相关基因

等研究提供了基础数据。从总体的功能注释信息来

看，余甘子基因含量丰富，在分子层面上解释了其具

有较强适应性的可能原因。

ＴＦ及其结构的多样性决定了其所介导的基因
表达调控网络的多样性和复杂性，本研究预测出５６
个ＴＦ家族共１３４７个编码 ＴＦ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，这些 ＴＦ
在余甘子生长发育过程中发挥着重要的作用。与拟

南芥、棉花、番茄以及杜鹃花等大多数植物不

同［１８，２１］，在余甘子中，数量最多的 ＴＦ不是 ＭＹＢ家
族而是ｂＨＬＨ家族，ｂＨＬＨ家族是植物第二大类ＴＦ，
可能与余甘子的各种信号转导、合成代谢以及抗逆

性等有关［２２］。植物体免疫系统能够对抗诸如细菌、

真菌、病毒、线虫和昆虫等各类病原体［２３］，本研究预

测到 ３８０６条编码 ＲＧｅｎｅ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，其中，ＮＢ
ＬＲＲ蛋白由植物中最大且最重要的基因家族之一编
码，这些ＮＢＳＬＲＲ蛋白可以直接或间接地识别病原
体分泌的效应物，进而激活下游的信号通路，从而激

活植物防御反应，对抗各种类型的病原体［１３，２４－２５］，

余甘子ＲＧｅｎｅ的预测及分析对了解植物抗病蛋白
在植物抗病信号转导途径中的作用机制具有重要的

生物学意义，并为余甘子抗病育种提供新的理论

７
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指导。

４　结论
本研究使用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ４０００测序平台构建

了余甘子转录组数据库，获得的７６８８１条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
与四大公共数据库进行比对，有５８２３％的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
获得功能注释信息，同时对其进行了 ＣＤＳ预测、ＴＦ
编码能力预测以及 ＲＧｅｎｅ预测等分析。研究结果
揭示了余甘子丰富的基因信息，在转录组水平上支

持了余甘子适应性强的特点，ＣＯＧ、ＧＯ、ＫＥＧＧ的功
能注释结果均表明余甘子在这一时期进行着较强的

代谢活动。所得转录组信息丰富了余甘子基因信息

库，为今后余甘子乃至同属物种微卫星标记开发、功

能基因挖掘、抗性机理分析、遗传资源分类与进化以

及分子辅助育种等研究奠定了重要基础。
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