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基于高通量测序半夏珠芽转录组研究

叶　德,杨支力,李东海,徐　涛
(浙江理工大学生命科学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:利用高通量测序技术,对半夏珠芽和茎进行测序分析,共获得６．５Gb原始数据,１２２２８２９６２条有效

reads,平均长度为１０３．８４bp.经Denovo组装,获得９０１７５条unigenes,平均长度为７５１bp.对长度分布、GC含量、

表达水平等方面的评价显示,测序数据质量好且可信度高.将unigenes比对到 NR、KOG 和 GO 数据库,分别获得

了５５１９７、４６２３７和３１６２２条注释信息.通过分析半夏珠芽和茎的基因表达量,共筛选出１９个与玉米素、吲哚乙

酸、茉莉酸、脱落酸和赤霉素代谢相关的差异表达基因.基因差异表达分析结果表明:玉米素、生长素、茉莉酸、脱落

酸４种激素合成代谢相关基因在半夏珠芽中的表达水平高于茎中,而赤霉素则相反.
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０　引　言

中药半夏为天南星科多年生草本植物半夏

Pinelliaternate(Thunb．)Breit．的干燥块茎,始载

于«神农草本经»,列为下品.其性温、味辛、有小毒,
归脾、胃、肺[１].具有燥湿化痰、降逆止呕、消痞散结

的功效,为治痰、止吐之药.近年来,发现半夏蛋白

凝集素具有抗肿瘤的功效.半夏原产于亚洲,现今

美洲地区也有种植.半夏繁殖有三种方式:种子繁

殖、珠芽繁殖和块茎繁殖.在自然界和农业生产中,
由于珠芽繁殖具有效率高、速度快、产量大等优点,
大部分半夏都通过珠芽繁殖.因此,珠芽是构成半

夏产量的重要因素,也对半夏的种植起决定性作用.
半夏珠芽着生于叶柄下部[２],起始于幼嫩叶叶

柄的腹面最外轮维管束外周壁细胞,恢复分裂的薄

壁细胞分裂形成珠芽原基细胞团,在原基细胞生长

突破叶柄表皮后分化形成具有生长点的珠芽结

构[３].半夏珠芽在形成的过程中,叶柄上端吲哚乙

酸、脱落酸、玉米素和茉莉酸激素的含量基本呈上升

趋势,而赤霉素在珠芽形成初期急剧下降[４].

近年来,新一代高通量测序技术发展迅速,并已

应用于生物学研究.相比于第一代测序技术,新一

代高通量测序技术具有通量高、速度快、准确度高等

优点[５].本实验以半夏为研究对象,以新一代高通

量测序为技术手段,通过Illumina测序平台研究半

夏珠芽和茎的转录组信息,筛选出５种激素代谢途

径相关的基因,分析差异表达情况,为研究半夏珠芽

发育和激素的关系奠定基础.

１　材料与方法

１．１　实验材料

三叶半夏,采集自甘肃天水,种于浙江理工大学

试验田.选取长势良好、健康的半夏,在珠芽形成的

初期采集至实验室.刮取珠芽为样品PZY,取珠芽

上下部分的茎为样品PJ,取样后迅速将样品置于液

氮中冷冻,保存于超低温冰箱中.

１．２　实验方法

取半夏珠芽和茎各１g,分别置于研钵中,加入

液氮迅速研磨至粉末状,加入２mL的 Trizol裂解

细胞,再用氯仿异丙醇分离纯化出总 RNA,Agilent



２１００BioanaLyzer分析RNA提取质量.将总RNA
经带有 Oligo(dT)的磁珠富集,再进行洗脱获得半

夏的总 mRNA.将分离纯化的 mRNA随机打断成

片段,并通过随机引物逆转录合成cDNA.cDNA
经过纯化、粘性末端修复为平末端、加polyA 和测

序接头,最后经文库质检合格后上机测序.
将测序所得的原始reads(rawreads)经过过滤

处理 得 到 高 质 量 的 reads(validreads),然 后 用

Trinity[６]程序对validreads进行从头组装,组装成

两端不能再延长的unigenes.
将组装所得的unigenes通过BlastX[７]程序比对到

蛋白 质 数 据 库,经 NR[８]、SwissＧProt[９]、Pfam[１０]、和

KOG[１１]的软件进行分析,并取值E＜１×１０－５的注释.
根据两个本转录本的表达丰度值进行差异表达

分析,包括差异倍数、显著水平和FDR值等差异表

达分析.将筛选出来的差异表达的基因比对到 GO
和 KEGG等数据库进行注释和分类.最后筛选出

与各类激素代谢相关的差异表达基因并分析.

２　结果与分析

２．１　测序数据的组装

两个样品经IlluminaHiseq２５００高通量测序平

台测序,珠芽获得６１４５４１９２条rawreads,平均长

度为１１４．０bp,茎获得８８３７１２３６条rawreads,平
均长度为９３．７bp.除去接头和低质量的reads后,

validreads中 Q２０的百分数分别为９５．９３％和９６．
９９％(大于９０％),质量合格,能够用于后续分析.
采用 Trinity软件对序列进行组装,共获得９０１７５
条unigenes,平均长度和 N５０(N５０指将unigene从

长到短排序,一次累加unigenen碱基数,当累计碱

基数达到unigene总碱基数的５０％时的unigene的

长度)分别为７５１bp和１１４５bp.unigenes长度主

要分布在２００bp到２０００bp,数量随着长度的增加

而减少,如图１所示.

图１　unigenes长度分布

　　GC含量能直观的反应出基因的结构、功能和进

化信息,是基因组碱基序列的重要特征之一,GC含量

分布用于分析是否因测序或建库所带来的 GC分离

现象,以免影响后续样品的定量分析.本次测序样品

的GC含量为４３％,其中没有 GC含量过低(小于

２０％)或过高(大于８０％)的unigenes,GC含量总体上

呈正态分布,这从另一方面反映了测序质量较好.

２．２　unigenes功能注释及相关分析

２．２．１　序列同源相似性分析

将半 夏 unigenes 通 过 BLAST 程 序 比 对 到

NR、KOG、SwissＧprot和 Pfam 等数据库(E＜１×
１０－５),进行unigenes的序列相似性分析,注释情况

如表１所示.与 NR 数据库的比对结果显示,５５
１９７条unigenes序列可以找到相似序列.而在相似

性序列匹配的近缘物种中,所占的比例最高的是葡

萄 (Vitisvinifera,２８．８％),其 后 依 次 是 水 稻

(Oryzasativa,７．７％)、蓖麻 (Ricinuscommunis,

６．５％)、小 米 (Setariaitalica,５．１％)、野 草 莓

(Fragariavesca,３．６％)和高粱(Sorghumbicolor,

３．５％),如图２所示.
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表１　BLAST注释汇总

数据库 unigenes数/条 百分比/％
SwissＧprot ３５６１６ ３９．５０

NR ５５１９７ ６１．２１
Pfam ３８９６７ ４３．２１
KEGG ２２９６１ ２５．４６
KOG ４６２３７ ５１．２７

图２NR 注释物种分布

２．２．２　unigenes的 KOG功能分类研究

真 核 生 物 蛋 白 相 邻 类 的 聚 簇 (eukaryotic
orthologgroup,KOG)是通过直系同源的关系预测

基因的产物,从而进行分类统计的数据库[１２].将半

夏unigenes比对到 KOG 数据库里,总共有４６２３７
条unigenes(占总数的 ５１．２７％)被注释到 ２５ 种

KOG分类中(表２).被注释的unigenes涵盖大部

分生命活动,涉及 KOG 功能类别也比较全面;其
中,“一般功能基因”是最大的分类,包含６２８６条

(１３．６０％)unigenes;其次是“信号传导机制”包含了

５２２３条(１１．３０％)unigenes;而最少的是“细胞运

动”,只有１３条(０．０８％)unigenes;其他类别的基因

表达丰度都各不相同.

表２　KOG功能分类

编号 分类 数量/条 编号 分类 数量/条

A RNA加工与修饰 １５４３ N 细胞运动 １３

B 染色质结构与变化 ５３６ O 蛋白质翻译后修饰与转运,分子伴侣 ３３５０

C 能量产生与转化 １０７６ P 无机离子运输与代谢 ８５４

D 细胞周期调控与分裂,染色体重排 ８１９ Q 次生产物合成,运输及代谢 １００１

E 氨基酸运输与代谢 １２８８ R 一般功能基因 ６２８６

F 核苷酸运输与代谢 ４１４ S 功能未知 １８３７

G 碳水化合物运输与代谢 １６３５ T 信号传导机制 ５２２３

H 辅酶运输与代谢 ３１３ U 膜泡运输与胞内分泌 １５４６

I 脂类运输和代谢 １１４８ V 防御机制 ２２９

J 翻译,核糖体结构和生物合成 １６６１ W 胞外结构 １２８

K 转录 １８３６ Y 核结构 １３６

L 复制、重组与修复 ９３１ Z 细胞构架 ８２２

M 胞壁/膜生物发生 ４２５

２．２．３　unigenes的 GO功能分类研究

基因本体论(geneontology,GO)通过建立特定

语言,对基因和蛋白质的功能进行限定和描述,从而

进行分类[１３].将半夏unigenes通过Blast２GO[１４]程

序比对到GO数据库,然后用 WEGO[１５]程序将比对

结果进行功能分类统计.GO数据库中包含３个相

对独立的本体,各自描述基因产物所处的细胞组分

(cellularcomponent)、基 因 产 物 的 分 子 功 能

(molecularfunction)和基因产物所参与的生物学过

程(biologicalprocess).注释结果如图３所示,有
３１６２２条(３５．０７％)unigenes被注释到 GO数据库,
分类成５７个功能组.其中注释最多的几个分别是:

cell(GO:０００５６２３)、cellpart(GO:００４４４６４)和cell
part(GO:００４４４６４)属于 细 胞 组 分;binding(GO:

０００５４８８)和catalytic(GO:０００３８２４)属于分子功能;

cellular process (GO:０００９９８７) 和 metabolic
process(GO:０００８１５２)属于生物学过程.

２．２．４　差异表达基因的筛选

为了分析差异表达基因的整体情况,以差异倍

数和显著水平两个水平绘制火山图进行评估.如图

４所示,纵坐标表示基因表达量变化差异的统计学

显著性,横坐标表示基因在不同的样本中表达倍数

变化.黑色的点表示有显著性差异表达的基因,灰
色点表示非显著性差异表达基因.在差异比较中,
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log２foldchange值大于０表明该基因上调,log２
foldchange小于０表明该基因下调.在本组对比

中,以半夏茎为对照样本,半夏珠芽为实验样本,差

异基因中有５８６９个基因上调,有９６１５个基因下

调.unigenes做聚类分析有利于生物体基因功能、
基因调控、细胞过程及细胞亚型等方面的研究[１６].

图３　unigenes的 GO分类

图４　差异表达基因火山图

２．２．５　差异基因的注释和代谢通路的富集

筛选出差异表达基因后,对差异基因做 GO 富

集分析.分 析 结 果 如 图 ５ 所 示,涉 及 细 胞 组 分

(cellularcomponent)有１８７６６条unigenes,是最多

一个分类;生物学过程(biologicalprocess)有１１６２８
条 unigenes;最 少 的 是 分 子 功 能 (molecular
function)有８２８５条unigenes.

图５　差异基因的 GO分类
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　　在生物体内,行使各种生命活动需要不同基因

共同协调来完成,为了进一步分析差异表达基因的

生物学功能,利用 KEGG(Kyotoencyclopediaof
genesandgenomes)[１７]数据库对筛选出来的差异表

达基因进行功能分类和Pathway注释,能够通过代

谢路径从整体上分析差异基因.结果显示有４２６６
条unigenes被注释到１９２个代谢通路中.其中注

释最多的是核糖体(ko０３０１０),有１６２条基因;其次

是淀粉和蔗糖代谢(ko００５００),有１５６条基因.

２．２．６　５种激素代谢相关基因的筛选

植物激素化学结构简单,含量少,却在植物生长

发育 中 起 着 重 要 的 作 用.其 中 玉 米 素 (zeatinＧ
riboside,ZR)是一种细胞分裂素,在分析半夏珠芽

和茎pathway注释的过程中,发现了ZR的生物合

成途径(ko００９０８,如图６所示)中几个关键基因(如
表３所示)的差异表达.玉米素的生物合成有两条:

第一条是从头合成途径.在这条途径中,磷酸戊烯

基 转 移 酶 (adenylate isopentenyltransferase,

AtIPT)催化二甲基丙烯基二磷酸 (dimethylallyl
pyrophosphate,DMAPP)的异戊烯基团转移到磷酸

腺苷上;该反应为合成玉米素的第一步,AtIPT 则

是玉米素合成的限速酶.第二步为细胞分裂素反式

羟化酶催化(CYP７３５A)催化上一步的产物形成反

式玉米素.上述分析结果表明,这两个基因在半夏

珠芽中均有表达,但是在茎中表达量极低或者不表

达.细胞分裂素脱氢酶是玉米素的负调节酶,它通

过分解玉米素合成第一步的产物来调节植物体内玉

米素的含量.此基因在茎中有表达,在珠芽中未检

测到表达.玉米素的第二条合成途径是tRNA 分

解合成途径[１８],该途径在珠芽和茎中的基因表达差

异不明显,其原因可能是在半夏中tRNA 分解合成

玉米素途径是次要途径.

图６　玉米素的生物合成途径(ko００９０８)注释
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　　在分析吲哚乙酸(indoleＧ３Ｇceticacid,IAA)代
谢途径过程中发现有５个基因差异表达,它们被富

集在色氨酸代谢(ko００３８０)这条途径中(表３).吲

哚乙酸的生物合成都是从色氨酸开始,其中一条途

径是:色 氨 酸 在 色 氨 酸 脱 羧 酶 的 作 用 下 形 成 色

胺[１９].被注释的另一个酶是吲哚－３Ｇ乙醛氧化酶,
吲哚－３Ｇ乙醛在此酶的作用下转化成吲哚乙酸[２０].

表３　激素代谢相关的差异表达基因

GeneID
长度

/bp

PZY_

FPKM
PJ_

FPKM
注释

comp４４８７８_c０_seq５ １６８３ １０．４２ １．３７
磷 酸 戊 烯 基

转移酶

comp１３３６４０_c０_seq１ ６９６ ６．６３ ０
细 胞 分 裂 素

反式羟化酶

comp４７７５２_c１_seq２ ８３８ ０ ４．９２
细 胞 分 裂 素

脱氢酶

comp２１６７５１_c０_seq１ ２６３ ５．９８ ０ 氨基酸脱羧酶

comp２１１７８１_c０_seq１ ２１２ ５．６２ ０ 氨基酸脱羧酶

comp３４８０４_c０_seq１ ４１４ １１．９３ ０．６６
吲哚－３Ｇ乙醛

氧化酶

comp２４３３４_c０_seq１ ２９８ ９．８０ １．４２
吲哚－３Ｇ乙醛

氧化酶

comp４２９２２_c１_seq１ ３０１ １６．４１ ４．８５
吲哚－３Ｇ乙醛

氧化酶

comp４９８７７_c０_seq１ ８２２ ２３．１６ ４．２７ 磷脂酶 A
comp４９８７７_c０_seq４ ８４４ ４０．４９ ９．８１ 磷脂酶 A
comp４９８７７_c０_seq６ ８２１ １９．７５ ２．８９ 磷脂酶 A
comp４９８７７_c０_seq７ ８４５ ４６．９３ ０．９７ 磷脂酶 A
comp５３７４９_c０_seq１ ３２８４ ８６．１９２８．００ 脂肪氧合酶

comp３９８３８_c０_seq６ ９６５ １９．９６ ０．９７
丙 二 烯 氧 化

物合酶

comp４８８４４_c０_seq５ ７３７ １０．０７ １．１９
１２Ｇ氧Ｇ植 物 二

烯酸还原酶

有３个差异表达基因被 GO数据库分类到脱落

酸(Abscisicacid,ABA)生 物 合 成 途 径 (GO:

０００９６８８),包括comp１５５８０_c０_seq１、comp２４３３４_c０
_seq１和comp１７１７７_c０_seq１.其中comp１７１７７_c０
_seq１被定义为９Ｇ顺式Ｇ环氧类胡萝卜素双加氧酶,
是 ABA 生 物 合 成 的 关 键 酶[２１].此 基 因 珠 芽 的

FPKM 值为４．５８,茎的FPKM 值则为０．８５,可以看

出在珠芽当中的表达量大于在茎中的表达量.
有７个差异表达基因被pathway富集到αＧ亚

麻酸的代谢途径中(ko００５９２),而亚麻酸是合成茉

莉酸(jasmonicacid,JA)的起始物质[２２].这７个基

因中,有４个是催化软磷脂转化成亚麻酸的酶,３个

是茉莉酸合成途径中的酶,并且这７个基因在珠芽

中的表达量高于茎中,如表３所示.
有关赤霉素(gibberellin,GA３)的差异表达基

因只找到一个(comp３６２５６_c０_seq１,７０７bp,GO:

０００９６８６),注释为内根Ｇ贝壳杉烯酸羧化酶.此酶催

化内根Ｇ贝壳杉烯酸转化成赤霉素１２醛,为赤霉素

合成的中间步骤[２３],在珠芽的 FPKM 值为７．６,在
茎的FPKM 值为１７．４５,该基因在茎中的表达量大

于在珠芽中的表达量.

３　结　论

本文利用高通量测序技术,对形成初期的半夏珠

芽和珠芽旁边的茎进行测序分析,获得大量基因注释

信息,为半夏珠芽发育的分子生物学研究提供重要信

息.分析IAA、ABA、ZR、JA和 GA３５种激素代谢相

关基因的差异表达情况,筛选出与它们代谢途径相关

的差异表达基因,分析后发现:ZR、IAA、ABA和JA
这４种激素合成代谢的相关基因在珠芽中的表达量

大于茎中的表达量;而 GA３ 合成代谢的相关基因在

珠芽的表达量小于茎中的表达量.
本文从转录水平研究分析半夏珠芽转录组的表

达情况,９０１７５条unigenes有５５１９７条得到同源性

注释,剩下的３４９７５条unigene可能由于属于非编

码序列或者是新基因未能注释上[２４].两个样本高

通量测序所获得的信息量极大,巨大的信息量将导

致后期数据挖掘难度增大,这正是功能基因挖掘和

代谢途径分析广泛存在的难题.本文通过分析与５
种激素代谢相关的基因,为半夏珠芽生长发育与激

素的关系奠定基础.但是激素代谢基因转录水平的

差异并不代表组织内激素水平的差异,这是由于从

基因转录到产物还有一系列步骤,在这些步骤中可

能会受到调控等影响.后续将继续分析这些基因受

体和上游调控基因的差异表达情况,从整体上阐明

激素对半夏珠芽生长发育的影响.另外,凝集素作

为目前半夏研究的热点,分析凝集素基因的表达情

况,从而揭示凝集素在半夏珠芽中的代谢情况,将有

助于高产量凝集素的半夏研究.
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TranscriptomeAnalysisofPinelliaBulbilBasedon
HighＧthroughputSequencingTechnology

YEDe,YANGZhili,LIDonghai,XUTao
(CollegeofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ThetranscriptonofbulbilandstemfromPinelliawassequencedbyhighＧthroughputsequencing
technology．ARNAＧseqlibrarywasestablished,whichcontained６．５GBrawdata,aswellas１２２２８２９６２pieces
ofvalidreadswithanaveragelengthof１０３．８４bp．AfterDenonoassembly,９０１７５unigeneswereobtainedwith
anaveragelengthof７５１bp．Inaddition,thelengthdistribution,GCcontentandexpressionlevelindicatedthat
thedatahadgoodqualityandhighcredibility．Atotalof５５１７９unigeneswereannotatedinNRdatabase,and４６
２３７unigeneswerecategorizedinto２５KOGclassifications．３１６２２unigeneswereassignedto５７GOtermswhich
containthreemaincategories．Furthermore,sequencedresultsbetweenbulbilandstemsfrom Pinellia were
comparedtostudydifferentiallyexpressedgenesandthen１９geneswerefoundrelatedtoanabolismgenesabout
ZR,IAA,JA,ABAandGA３．TheanalysisresultsshowedthattheexpressionlevelofgenesofZR,IAA,JAand
ABAinbulbilweremorehighthaninstem,exceptGA３．
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