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　 　 Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓａｆｆｒｏｎꎻ ｓｔｉｇｍａꎻ ｍｕｔａｎｔꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

　 　 番红花(Ｃｒｏｃｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)为鸢尾科番红花属球茎类药用

植物ꎬ以其干燥柱头入药ꎬ具有活血化瘀、解郁安神、凉血解毒

等功效ꎬ同时也应用于食品、化妆品行业染料及香料的制

作[１￣２]ꎮ 番红花在浙江、江苏、上海、四川等地广泛栽培ꎬ但全

国种植面积不到 ６６７ ｈｍ２ꎬ占市场需求量的 ２０％左右ꎬ大部分

还是依赖进口ꎬ因此番红花的需求量非常大ꎮ 然而ꎬ由于番红

花为三倍体雄性不育植物ꎬ仅靠球茎进行营养繁殖ꎬ而且每一

朵花只有 ３个柱头ꎬ所以产量极低[３￣４]ꎮ 因此ꎬ培育高产优质

的番红花品种将有效缓解国内外番红花市场的供求矛盾ꎬ具
有重要的基础理论研究价值和产业应用前景ꎮ

野生型番红花的花为顶生ꎻ花被片 ６ 个ꎬ淡紫色ꎬ长４~ ６
ｃｍꎻ雄蕊 ３个ꎬ雌蕊三心皮合生ꎬ子房下位ꎬ花柱细长ꎬ黄色柱

头 ３个ꎬ伸出花被筒外后下垂ꎬ深红色ꎬ顶端略膨大ꎮ 本研究

在番红花生产过程中发现了多柱头突变体 Ｃｓ５ꎬ其雌蕊上端

花柱和柱头数量均为 ５ 个ꎬ形态与野生型无异ꎬ花柱聚合后

比野生型粗壮(图 １)ꎮ 柱头数量的增多有助于提高番红花

花丝的产量及花农收入ꎬ是番红花新品种培育的主要方向ꎮ
通过转录组学和代谢组学ꎬ结合共表达网络分析番红花柱头

发育的调控基因 ＡＧＬ６ꎬ发现其可能通过影响花器官的发育

进而影响柱头的生物量ꎬ最终影响次生代谢物的产量[２ꎬ５￣６] ꎮ
番红花柱头数量是影响产量的一个重要指标ꎬ调控其生长发

育的结构基因的挖掘和调控机制的研究有助于解决番红花

资源短缺问题ꎬ然而目前相关研究报道较少ꎮ

　 　 目前ꎬＲＮＡ￣Ｓｅｑ分析测试技术在植物特异突变、特定发

育时期以及不同组织器官基因差异表达等方面的研究中广

泛应用[７￣９] ꎮ 本研究拟对番红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 柱头及其

野生型柱头进行转录组测序和生物信息学比较分析ꎬ筛选差

异表达基因ꎬ分析基因功能以及相关的代谢通路ꎬ以期为研

究影响番红花柱头数量的相关调控基因及相关信号通路提

供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料
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图 １　 番红花多柱头突变体 Ｃｓ５(左侧)与野生型(右侧)柱头表

型比较

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｔｉｇｍａ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｆｆｒｏｎ ｍｕ￣
ｔａｎｔ Ｃｓ５ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ (ｒｉｇｈｔ)

学研究院番红花种植基地里的自然突变体ꎬ其雄蕊、花柱和

柱头的数量均为 ５个ꎬ均比野生型多 ２个ꎮ 于盛花期分别采

集番红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 和野生型番红花的柱头ꎬ每 １０
个 １组ꎬ设 ３次重复ꎬ于－８０ ℃超低温冰箱中冻存ꎬ用于后续

试验ꎮ
取各处理组的样品各 ０. １ ｇꎬ液氮研磨ꎬ采用 ＰｕｒｅＬｉｎｋ

Ｐｌａｎｔ ＲＮＡＲｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ试剂盒(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品)提取柱头

的总 ＲＮＡꎬ在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２５００仪器(上海美吉生物医药科

技有限公司产品)上进行 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ测序ꎮ
１.２　 差异表达基因分析和功能注释

采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件将各处理组的有效数据组装成对应的

转录本序列ꎬ用 Ｂｌａｓｔ软件将各样品测序得到的所测读段与

Ｕｎｉｇｅｎｅ 库 进 行 比 对ꎬ利 用 ＤＥＳｅｑ 软 件 以 错 误 发 现 率

(ＦＤＲ)≤０􀆰 ０５且 ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ≥１ 为条件筛选差异表达

基因(ＤＥＧｓ)ꎮ 使用 Ｂｌａｓｔ 软件将 ＤＥＧｓ 与 ＮＲ、ＳＷＩＳＳ、ＧＯ、
ＣＯＧ、ＫＥＧＧ数据库信息进行比对ꎬ获得相应的注释信息ꎮ
１􀆰 ３　 差异表达基因的验证及表达模式分析

分别选取 １０个差异表达基因ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ
验证测序数据的可靠性ꎬ以及差异表达基因在花瓣、叶片、球
茎、雄蕊、柱头等不同组织中的表达模式ꎮ 实时荧光定量

ＰＣＲ:总反应体积 ２０ μｌꎬ反应条件为 ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５
℃ １０ ｓꎬ５８ ℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ循环数为 ４０个ꎬ７２ ℃延伸 ３０
ｓꎮ 用 ２－△△Ｃｔ计算基因表达差异ꎮ

差异表达基因实时荧光定量 ＰＣＲ 验证和表达模式分析

的数据用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０软件进行统计处理ꎬ采用 Ｏｎｅ￣
ｗａｙ ＡＮＯＶＡ进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 基因组装分析

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２５００ 仪器进行无参转录组测序ꎬ番
红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 产生了６０ ０６３ ０５４条序列数ꎬ野生型

产生了５４ ７０６ ３０６条序列数ꎬ各处理组的 Ｇ、Ｃ 基本随机分

布ꎬ无明显偏差ꎮ 质量控制分析后ꎬ突变体保留５４ ９８４ ７６６条
序列ꎬ野生型保留４９ ７１５ ７２２条序列ꎮ 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件对数

据进行组装ꎬ对得到的５２ ３１７条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别进行功能注

释ꎬ其中 ＮＲ数据库２９ ３９２条ꎬＧＯ数据库２０ ５１０条ꎬＣＯＧ数据

库 ２１ １２６ 条ꎬＫＥＧＧ 数据库１２ ８７５条ꎬＳＷＩＳＳ 数据库２０ ５１０
条ꎬ其中 ＮＲ数据库注释比最高ꎬ达 ５６􀆰 １８％ꎮ
２􀆰 ２　 差异表达基因分析

对番红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 和野生型番红花的转录组

数据进行差异分析ꎬ共筛选出 ９１７ 个差异表达基因ꎬ其中番

红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 中有 ４１２个(约占 ４４􀆰 ９３％)基因表达

上调ꎬ５０５个(约占 ５５􀆰 ０７％)基因表达下调ꎮ 显著差异表达

基因中包括 ＭＡＤＳ家族转录因子基因 １５ 个(包含 ９ 个已鉴

定的番红花 ＭＡＤＳ类转录因子基因)ꎬＭＹＢ家族转录因子基

因 １９个ꎬＢＨＬＨ家族转录因子基因 ７个ꎬＷＲＫＹ 家族转录因

子基因 ５个ꎬＳＥＵＳＳ家族转录因子基因 ６ 个ꎬＴＦ１ 转录因子

基因 １个ꎬ与植物激素相关的转录因子基因 ２３个ꎬ这些转录

因子基因大多与植物花发育相关ꎮ
２􀆰 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证差异表达基因

为了进一步验证测序结果的可靠性ꎬ从 ９１７个差异表达

基因中随机选择 １０ 个差异表达基因(包含 ３ 个上调表达基

因ꎬ７个下调表达基因)进行实时荧光定量 ＰＣＲ 验证ꎬ与转

录组数据比较后发现ꎬ这 １０ 个基因的表达情况与测序结果

一致ꎬ说明本次转录组测序结果真实可信ꎮ
２􀆰 ４　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能注释分析

对番红花多柱头突变体 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 功能注释分析ꎬ
有 ３１６个基因被注释到 ４１ 个分类条目上ꎬ包括 １４５ 个上调

基因和 １７１个下调基因ꎮ 这些基因功能分为生物过程、细胞

组分和分子功能 ３ 大类ꎬ分别包含 １４１、１０３、７２ 个条目ꎮ 对

这 ３类条目的二级分类结果进行统计分析ꎬ发现 ＤＥＧｓ 在生

物过程条目中主要分布在细胞过程和代谢过程ꎬ在细胞组分

条目中主要包括共质体和细胞膜等ꎬ在分子功能条目中主要

包括结合活性和催化活性ꎮ
２􀆰 ５　 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 功能注释分析

通过与 ＫＥＧＧ数据库比对ꎬ对所有 ＤＥＧｓ进行功能注释

和富集分析ꎮ 结果显示ꎬ９１７ 个差异表达基因被富集在 １７９
个代谢通路中ꎬ以校正 Ｐ 值<０􀆰 ０５ 为条件筛选出 ２０ 个显著

富集的代谢通路ꎬ包括次生代谢产物生物合成、植物激素信

号转导、ＲＮＡ转运、淀粉和蔗糖代谢等ꎮ 植物激素信号转导

中富集了 ５个差异表达基因ꎬ涉及生长素、赤霉素、脱落酸的

代谢通路ꎬ植物激素在植物生长发育的不同时期和不同组织

器官中均发挥重要的作用ꎬ番红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 的性状

很有可能与激素表达、信号转导密切相关ꎮ
２􀆰 ６　 ＤＥＧｓ 表达模式分析

从 ９１７个差异表达基因中随机选取 １０ 个差异表达基

因ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分析其在番红花不同组织
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器官里的表达情况ꎮ 本研究结果表明ꎬＤＮ３４１９６、ＤＮ３０５９４、
ＤＮ４１３９１、ＤＮ２４４５９ 和 ＤＮ３９２１９ 共 ５个差异表达基因在番红

花柱头中的表达量与其在雄蕊、花瓣、叶片和球茎中的表达

量有极显著差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＤＮ２６０２０ 在番红花柱头中的表

达量与其在雄蕊和花瓣中的表达量无显著差异ꎬ与其在叶片

和球茎中的表达量存在极显著差异(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＤＮ１７６８６ 和

ＤＮ３１２８０ 在柱头中的表达量与其在叶片中的表达量无显著

差异ꎬ与其在雄蕊、花瓣和球茎中的表达量存在极显著差异

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨 论

番红花作为经济价值极高的药用植物ꎬ药用部位的产量

一直是科研人员关注的焦点[１０￣１１] ꎮ 本研究通过转录组测序

技术对番红花多柱头突变体 Ｃｓ５ 柱头和野生型番红花柱头

进行转录组分析ꎬ从中发现可能与柱头发育相关的转录因子

包括 ＭＡＤＳ 家族、 ＭＹＢ 家族、 ＢＨＬＨ 家族、 ＷＲＫＹ 家族、
ＳＥＵＳＳ家族以及与植物激素相关的转录因子ꎮ 另外ꎬ番红花

突变体中 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ基因包含 Ａ Ｃｌａｓｓ (ＡＰ１)、Ｂ Ｃｌａｓｓ (ＰＩ /
ＡＰ３)、Ｃ Ｃｌａｓｓ(ＡＧ)、Ｄ Ｃｌａｓｓ(ＡＧＬ)和 Ｅ Ｃｌａｓｓ(ＳＥＰ)ꎬ说明番

红花花发育过程也涉及到 ５ 类基因在不同时间和空间的精

确表达[６] ꎮ
植物自身激素水平在雌蕊发育过程中扮演着重要角色ꎬ

本研究发现一批与生长素、赤霉素、细胞分裂素和脱落酸的

合成、失活及信号转导途径调控相关的转录因子ꎬ通过这些

转录因子的调控可以维持植物包括雌蕊在内的花器官的正

常发育[１２￣１３] ꎮ 番红花柱头的发育质量和数量直接影响其经

济价值ꎬ多柱头突变体的发现一方面可以为通过组培快繁技

术快速扩繁突变体数量ꎬ提高番红花产量的研究提供试验材

料ꎬ另一方面本研究获得的转录组分析数据使得解析多柱头

突变体形成机制ꎬ以及通过生物技术调控、创制更多突变体

成为了可能ꎮ 随着基因组﹑转录组和蛋白质组学技术的发

展以及分子生物学技术的不断提高ꎬ相信将来在番红花柱头

生长发育调控网络上的一些蛋白质生物学功能和基因间互

作关系的研究会有更大突破ꎮ
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