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摘要：为研究牡丹花型的分子机理，挖掘调控牡丹雌蕊瓣化的候选基因，揭示牡丹不同花型的分子机理，以牡丹‘黑
海撒金’（ｔｒｅｅ ｐｅｏｎｙ ‘ＨＥＩＨＡＩＳＡＪＩＮ’）和‘璎珞宝珠’（‘ＹＩＮＧＬＵＯＢＡＯＺＨＵ’）为材料，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 测序技术

进行花瓣的转录组测序，通过序列的拼接、组装和过滤，得到牡丹的转录组；比较‘黑海撒金’和‘璎珞宝珠’中转录

本特定基因的表达量，获得差异表达基因；将差异表达基因进行 ＧＯ 功能注释和 ＫＥＧＧ 代谢通路分类，获得与花发

育相关的功能基因。 通过 ｄｅ ｎｏｖｏ 的拼接和组装，获得了４９ １９１个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ；差异显著性分析得到 ２ ７３５ 个差异表达

基因（ＤＥＧｓ），其中 １ ０８２ 个为上调基因，１ ６５３个差异表达基因下调。 ＧＯ 功能注释发现，ＤＥＧｓ 主要分布在 ２５ 个功

能区，最显著富集的为 ９０ Ｓ ｐｒｅｒｉｂｏｓｏｍｅ。 ＫＥＧＧ 代谢通路中显著富集的通路有 １３ 条，最显著富集的通路为

Ｒｉｂｏｓｏｍｅ。 对功能基因进行挖掘和比对，发现与开花相关的 ＡＢＣＤＥＦ 模型基因有 ３ 个，分别为 ａｇａｍｏｕｓ⁃ｌｉｋｅ ＭＡＤＳ⁃
ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ６５（ ＡＧＬ６５）， ｆｌｏｒａｌ ｈｏｍｅｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＰＥＴＡＬＡ ２ （ ＡＰ２） 和 ＥＭＢＲＹＯ ＳＡＣ ＤＥＶＥＬＯＰＭＥＮＴ ＡＲＲＥＳＴ ３
（ＥＤＡ３）。 认为利用转录组测序技术，可以分析雌雄蕊发育正常和雌蕊瓣化的不同花型的牡丹花瓣的功能基因。 ３
个 ＡＢＣＤＥＦ 模型基因中，ＡＧＬ６５ 和 ＥＤＡ３ 为首次在牡丹中发现的花器官发育基因。 说明这 ３ 个基因很可能是调控

牡丹雌蕊瓣化的关键基因，参与牡丹花型的发育。 该研究系统地挖掘与花型相关的基因，并发现了新的可能调控

牡丹花型基因的成员，不仅为调控牡丹花器官发育挖掘了新的重要功能基因，也为揭示牡丹花型发育的分子机理

奠定了重要的基础。
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　 　 牡丹（Ｐａｅｏｎｉａ 　 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ 　 Ａｎｄｒｅｗｓ􀆰 ）为芍药

科芍药属落叶小灌木，是我国的十大传统名花之一。
我国牡丹资源丰富，目前国内外共有牡丹 １ １００ 余品

种。 中国栽培牡丹主要有中原品种群、西北品种群、
西南品种群、江南品种群以及国外品种群［１］，在品种

资源、优异性状和花型齐备等方面，我国居世界首位。
花型是牡丹最重要的观赏价值之一，牡丹的花型有 ２
大类（单花类、台阁花类）、４ 个亚类、１３ 个类型［２］。
牡丹千层类花型花瓣花芽分化的特点为花瓣向心式

层层增加，楼子类花型分化特点为雄蕊离心式分化和

瓣化，台阁类花型为同一花原基上分化出上下 ２ 朵重

叠的花器官。
花器官特征基因决定花原基形成不同的花器

官，从而形成形态多样的花。 目前已确定 ４ 条开花

调控途径，即光周期途径、 春化作用、 自主途径、赤
霉素（ＧＡ３）途径［３］，通过调控植物开花时间的 ４ 条

信号途径激活一套开花途径整合因子从而激活花

分生组织特异基因启动开花。 主要的开花途径整

合因子有 ＣＯ （ＣＯＮＳＴＡＮＳ）、ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｔ
（ＦＴ）、ＬＥＡＦＹ （ＬＦＹ） 和 ＳＵＰＰＲＥＳＳＯＲ ＯＦ ＯＶＥＲ⁃
ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ ＯＦ ＣＯＮＳＴＡＮＳ １ （ ＳＯＣ１ ） ［４］， ＳＰＬ
（ｓｑｕａｍｏｓａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ） ［５］，然后激

活花分生组织特性基因如 ＡＰＥＴＡＬＡ１ ／ ２ （ＡＰ１ ／ ２） 、
ＦＲＵＩＴＦＵＬ （ ＦＵＬ ）、ＳＥＥＰＡＬＬＡＴＡ４ （ＳＥＰ４）等使茎

端分生组织转化为花序分生组织［６］。 ＡＰ１ ／ ２ 属 Ａ
功能基因，决定萼片、花瓣特性， ＡＰＥＴＡＬＡ３（ＡＰ３），
ＴＭ６，ＰＩ 属 Ｂ 功能基因［７⁃８］，决定花瓣、雄蕊特性；
ＡＧＡＭＯＵＳ （ＡＧ）是唯一 Ｃ 功能基因，早期调控雌、
雄蕊的发育，后期决定细胞分化；ＳＨＡＴＴＥＲＰＲＯＯＦ
（ＳＨＰ）属 Ｄ 功能基因，控制心皮发育；ＷＵＳ 为顶端

分生组织特征基因，维持 ＡＧ 活性。
重瓣性是牡丹最要的观赏价值之一，也是现代

牡丹育种的重要目标之一。 重瓣牡丹品种已占据

整个牡丹品种的 ８０％以上。 目前牡丹中与花器官

发育的基因已有被分离和克隆，但是仅限于个别基

因的克隆，关于牡丹花型调控的基因尚未系统研

究。 本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 技术对牡丹 ２ 个不

同花型的品种雌雄蕊正常的‘黑海撒金’和雌蕊瓣

化的‘璎珞宝珠’进行测序，以期找到不同花型的差

异表达基因，为花型的分子研究提供依据。 研究牡

丹花型调控的相关基因， 对深入了解牡丹花型发育

机制具有重要理论意义。

１　 材料与方法

１．１　 试验植物

本试验选用牡丹品种‘黑海撒金’ （ ｔｒｅｅ ｐｅｏｎｙ
‘ＨＥＩＨＡＩＳＡＪＩＮ’）和‘璎珞宝珠’（‘ＹＩＮＧＬＵＯＢＡＯＺＨＵ’）
总花瓣为材料，采集于江苏省林业科学研究院牡丹种

质资源圃，于 ４ 月待完全开花后采集 ２ 种牡丹的花

瓣，每个品种采集 ３ 份，样品迅速冻于液氮中，放于

－８０ ℃保存，备用。
１．２　 转录组 Ｄｅ ｎｏｖｏ 测序

本研究利用无参转录组对‘黑海撒金’和‘璎珞

宝珠’的花瓣（各 ３ 份）进行 ｄｅ ｎｏｖｏ 测序，花瓣的总

ＲＮＡ 采用 ＴＲＩｚｏｌ 􀅺 Ｒｅａｇｅｎｔ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取后，利
用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｔｒｕｓｅｑ ＴＭ ＲＮＡ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 方法构

建文 库， 通 过 ＴＢＳ３８０ （ Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ ） 定 量 后 使 用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 进行测序，对测序得到的原始数据进

行过滤，去除低质量、接头污染以及 Ｎ 比例超过

１０％的序列，使用的软件为 ＳｅｑＰｒｅｐ （ｈｔｔｐｓ：∥ｇｉｔｈｕｂ．
ｃｏｍ ／ ｊｓｔｊｏｈｎ ／ ＳｅｑＰｒｅｐ）， Ｓｉｃｋｌｅ （ｈｔｔｐｓ：∥ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／
ｎａｊｏｓｈｉ ／ ｓｉｃｋｌｅ）。 将过滤后的干净序列（ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）
使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 技术进行 ｄｅ ｎｏｖｏ 组装，然后将组装的

转录本进行聚类去冗余，得到 ｕｎｉｇｅｎｅ。
１．３　 功能注释与差异表达基因的筛选

对拼接得到的 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列进行注释，并与数

据库 ＮＲ，Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ，ＫＥＧＧ 和 ＣＯＧ 比对（Ｅ ｖａｌｕｅ＜
１０⁃５）。 对每个转录本的表达量进行样本间的表达

差异显著性分析，找到相应的差异表达基因，并对

差异表达进行可视化分析。 差异表达基因的 ＧＯ 功

能分析使用软件 Ｇｏａｔｏｏｌｓ （ｈｔｔｐｓ：∥ｇｉｔｈｕｂ􀆰 ｃｏｍ ／ ｔａｎｇ⁃
ｈａｉｂａｏ ／ ＧＯａｔｏｏｌｓ） 进行富集分析，使用方法为 Ｆｉｓｈｅｒ
精确检验，ｐ 值（ ｐ＿ｆｄｒ） ≤０􀆰 ０５。 差异表达基因的

ＫＥＧＧ 分析使用 ＫＯＢＡＳ（ ｈｔｔｐ：∥ｋｏｂａｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．
ｃｎ ／ ｈｏｍｅ．ｄｏ ） 进行 ＫＥＧＧ ＰＡＴＨＷＡＹ 富集分析，校
正的 ｐ 值（Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ Ｐ⁃Ｖａｌｕｅ）以 ０􀆰 ０５ 为阈值。

７
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２　 结果与分析

２．１　 转录组序列测序和拼接

通过对‘黑海撒金’和‘璎珞宝珠’２ 个品种 ６ 个样

本进行ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 转录组测序，获得原始数据后，经过过

滤、去接头、去冗余和低质量序列后，获得３３ １８６ ２９０到
４８ ４６１ ２６６条高质量序列 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ，Ｑ２０ 的比例为

９８􀆰 ４６％—９８􀆰 ６％，结果表明测序质量较好（见表 １）。 通

过 ｔｒｉｎｉｔｙ 软件（ｈｔｔｐ：∥ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ． ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ ／ ）进行

ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接，组装后获得４９ １９１个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长度

为７５３ ｂｐ，最长的为１０ ０７０ ｂｐ，Ｎ５０ 为 ８３５ ｂｐ（见表 ２）。

表 １　 牡丹转录组测序组装

样品 原始数据 干净数据 Ｑ２０ ／ ％
‘黑海撒金’１ ４４ ０５４ ６１４ ３７ ６２７ ３９０ ９８􀆰 ４６
‘黑海撒金’２ ５３ ６５２ ３７０ ４８ ０８６ ６８４ ９８􀆰 ５９
‘黑海撒金’３ ４９ ００９ ２８２ ４２ ６０３ ５９６ ９８􀆰 ４９
‘璎珞宝珠’１ ５５ ４６５ ３２４ ４８ ４６１ ２６６ ９８􀆰 ６
‘璎珞宝珠’２ ４６ ９９１ ７９８ ３９ ８１８ ３４２ ９８􀆰 ５５
‘璎珞宝珠’３ ３９ ９８５ ４０４ ３３ １８６ ２９０ ９８􀆰 ５

表 ２　 ｄｅ ｎｏｖｏ 序列拼接

组装 信息

总基因数目 ４９ １９１
总基因长度 ３７ ０４３ １９６
总异形数目 ７８ ７１１
总异形长度 ６０ ０２３ ４５５
平均长度 ７５３􀆰 ０４８ ２４０ ５
最长基因 １０ ０７０

Ｎ５０ ８３５

２．２　 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能注释

如图 １ 所示，将拼接得到的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行注释，
并与 ＮＲ，ＧＯ，ＫＥＧＧ，ＳＷＳＳ 数据库进行比对，其中比

对到 ＮＲ 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 为 ３１ ９９４，比对到 ＧＯ 数据库的

为１０ ４５１个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，比对到 ＣＯＧ 数据库的为 ２４ ６０５
个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，比对到 ＫＥＧＧ 的为 １３ ２７９ 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ。
这 ４ 个数据库中共有的基因为 ５ １９６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ。

图 １　 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的数据库比对和注释

２．３　 差异表达基因 ＤＥＧｓ 的筛选

采用 ＲＰＫＭ 的方法，将差异表达基因定义为

ＦＤＲ ＜ ０􀆰 ００１， 且 倍 数 差 异 在 ２ 倍 以 上 （ ｜ Ｌｏｇ２
｜Ｒａｔｉｏ ｜ ＞１）的基因。 以散点图表示 １ 个基因在 ２ 个

转录本中的表达量，横坐标为在‘黑海撒金’的表达

量，纵坐标为在‘璎珞宝珠’中的表达量（见图 ２⁃ａ）；
火山图（Ｖｏｌｃａｎｏ⁃ｐｌｏｔｓ）为基因或转录本在 ２ 个样本间

表达差异的倍数变化值，横坐标为倍数的对数，纵坐

标为 Ｐ 值的对数（见图 ２⁃ｂ）。 通过‘黑海撒金’和‘璎
珞宝珠’２ 个转录组的表达量差异的比较，共得到

２ ７３５ 个差异表达基因，其中 １ ０８２ 个为上调基因，
１ ６５３个差异表达基因下调（如图 ２）。

注：ａ 散点图；ｂ 火山图。 黑为‘黑海撒金’，璎为‘璎珞宝珠’； Ｌｏｇ２（ＦＣ）为‘黑海撒金’和‘璎珞宝珠’的表达量比值的对数值。

图 ２　 差异表达基因可视化分析

８
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２．４　 差异表达基因的注释

将差异表达基因（ＤＥＧｓ）进行 ＧＯ 功能注释，主
要分布在 ２５ 个功能区，在细胞组分中显著富集的为

９０ Ｓ ｐｒｅｒｉｂｏｓｏｍｅ， 在分子功能中最显著富集的为

ｔａｘａｎｅ １０⁃ｂｅｔａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ，在生物学过程中

最为显著的是 ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｗｏｕｎｄｉｎｇ。 其中 ｒｉｂｏｓｏｍａｌ
ｓｕｂｕｎｉｔ 中富集的基因最多，有 １４ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ（见图

３⁃ａ）。 对 ＤＥＧ 进行 ＫＥＧＧ 代谢通路的分析，显著富

集的通路有 １３ 条（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 前 ５ 个富集的通路为

Ｒｉｂｏｓｏｍｅ，Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０，Ｏｘｙｔｏｃｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，Ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， 其中 Ｒｉｂｏｓｏｍｅ 最为显著富集且基因最

多，有 ３６ 个（见图 ３⁃ｂ）。

注：ａ ＧＯ 功能富集图；ｂ ＫＥＧＧ 路径富集图

图 ３　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 路径富集图
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２．５　 候选功能基因的挖掘

如表 ３ 所示，对功能基因进行挖掘，将得到的

ＤＥＧｓ 序列通过与 ＮＣＢＩ 进行比对，发现与开花相关

的功能基因有 ２ 个，为 ａｇａｍｏｕｓ⁃ｌｉｋｅ ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
６５ （ ＡＧＬ６５） 和 ｆｌｏｒａｌ ｈｏｍｅｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＰＥＴＡＬＡ ２
（ＡＰ２）。 ＡＰ２ 在‘黑海撒金’中几乎无表达，在‘璎珞

宝珠’中表达量稍高。 ＡＧＬ６５ 在‘黑海撒金’中表达

量稍高，在‘璎珞宝珠’中几乎无表达。 同时还发现

了与性别决定相关控制雌雄发育的基因 ＥＭＢＲＹＯ
ＳＡＣ ＤＥＶＥＬＯＰＭＥＮＴ ＡＲＲＥＳＴ ３（ＥＤＡ３）， 该基因在

‘黑海撒金’中表达量较高，而在‘璎珞宝珠’中几乎

无表达。 说明在牡丹中雌蕊的瓣化由开花基因和性

别决定基因共同调控。

表 ３　 功能基因的筛选

基因编号 ‘黑海撒金’ ‘璎珞宝珠’ 功能基因 基因简称

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ３５２００＿ｃ０＿ｇ１ ０ ２􀆰 ２６５ ２４ ｆｌｏｒａ ｈｏｍｅｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＰＥＴＡＬＡ ２ ＡＰ２

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ３７７６６＿ｃ０＿ｇ１ ７􀆰 ２７８ ４６７ ０ ａｇａｍｏｕｓ⁃ｌｉｋｅ ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ６５ ＡＧＬ６５

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ３１３７８＿ｃ０＿ｇ５ ７􀆰 ９８０ ５０７ ０􀆰 １０６ ２１８ ＥＭＢＲＹＯ ＳＡＣ ＤＥＶＥＬＯＰＭＥＮＴ ＡＲＲＥＳＴ ３ ＥＡＤ３

３　 结论与讨论

目前从牡丹萼片、花瓣、雄蕊和心皮中已分离

出很多关于花发育的相关基因。 其中与 ＡＢＣＤＥ 模

型相关的基因有 ＰｓＡＰ１，ＰｓＡＰ２，ＰｓＰＩ，ＰｓＭＡＤＳ１，Ｐｓ⁃
ＭＡＤＳ９，ＰｓＡＧ 和 ＰｓＭＡＤＳ５ 等［９］。 ＭＡＤＳ⁃ｂｏｘ 基因

作为参与花器官发育的一类重要转录因子，在生长

发育、信号传导、开花调节和器官发育方面也发挥

着重要的作用［１０⁃１１］。 ＡＰ２ 属于 Ａ 类基因，主要负责

萼片和花瓣的形成［１２］。 本研究中 ＡＰ２ 基因在‘黑
海撒金’中几乎无表达，在‘璎珞宝珠’中表达量稍

高，说明 ＡＰ２ 参与了雌蕊瓣化的过程，负责花瓣的

形成，与 ＡＢＣＤＥ 模型的理论一致。 ＡＧＬ６ 基因已在

柳杉［１３］、买麻藤［１４］、春兰［１５］ 等植物中分离得到。
水稻 ＡＧＬ６ 同源基因 ＯｓＭＡＤＳ６ 在雌蕊与分生组织

中表达［１６］。 腊梅 ＣｐＡＧＬ６ 可能具有调控开花时间

与花器官形成的双重功能［１７］。 牡丹中 ＰｓＡＧＬ６ 在

蔷薇型牡丹中的表达量较高，在萼片、花瓣和雌蕊

显著表达［１８］。 而在本研究中 ＡＧＬ６５ 在‘黑海撒金’
中表达量稍高，在‘璎珞宝珠’中几乎无表达。 说明

ＡＧＬ６５ 参与了雌蕊的分化和发育，而在雌蕊瓣化的

花型中无表达，且 ＡＧＬ６５ 与 ＡＧＬ６ 功能存在差异，
ＡＧＬ６５ 成员目前在功能方面还没有报道，所以

ＡＧＬ６５ 可能是新的调节雌蕊瓣化发育的基因成员，
属于 Ｃ 类基因。 ＥＭＢＲＹＯ ＳＡＣ ＤＥＶＥＬＯＰＭＥＮＴ
ＡＲＲＥＳＴ ３ （ＥＤＡ３）参与胚囊的分化， 且仅在子房

中表达，且 ＥＤＡ３ 能促进胚珠的发育［１９］。 ＥＤＡ３ 也

仅在‘黑海撒金’中表达，表达量为 ７ 倍，所以这一

结果也与报道的功能一致。 所以可以推测 ＥＤＡ３ 为

Ｄ 类基因，调控胚珠的发育。 综上所述，牡丹花型雌

蕊的瓣化不仅有 ＡＢＣＤＥ 开花模型 Ａ 类基因 ＡＰ２ 促

进了花瓣的形成，Ｃ 类基因 ＡＧＬ６５ 调控雌蕊的发

育，也可能由 Ｄ 类基因 ＥＤＡ３ 作用于胚珠，调控雌蕊

的发育。 本研究利用转录组测序技术研究了不同

花型牡丹的差异表达基因，筛选出了调控牡丹花发

育的新成员基因 ＡＧＬ６５，ＡＰ２ 和 ＥＤＡ３，这些基因的

挖掘为牡丹花器官的研究包括牡丹雌蕊发育和瓣

化、胚珠发育的研究提供了很好的理论基础。
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