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　 　 摘要:　 为探究调控叶用莴苣叶片花青素合成的主效基因ꎬ本研究对叶用莴苣大速生(绿色)和紫霞(紫色)的
转录组数据进行分析ꎮ 结果表明ꎬ大速生和紫霞比较组中共检测到７ ２３２个差异表达基因ꎬ其中相对表达量上升基

因４ ２１４个ꎬ相对表达量下降基因３ ０１８个ꎮ ＫＥＧＧ 数据库富集分析结果表明ꎬ富集到代谢过程中的差异表达基因最

多ꎬ花青素生物合成和次生代谢产物￣其他抗生素生物合成通路中差异表达基因富集程度较高ꎮ 在大速生和紫霞

比较组中共鉴定到 ５５ 个转录因子家族ꎬ差异表达基因大多数属于 ＭＹＢ、ｂＨＬＨ、Ｃ２Ｃ２和 ＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子家族基

因ꎮ 从 ＭＹＢ 转录因子基因中筛选出 ｌｏｇ２ＦＣ 绝对值较大的 ＬＯＣ１１１９１７７９９ꎬ命名为 ＬｓＭＹＢ１ 基因ꎮ 瞬时表达试验结

果验证了 ＬｓＭＹＢ１ 基因可以调控花青素的生物合成ꎮ 本研究结果为叶用莴苣叶色的分子遗传机理及进一步的基因

功能研究奠定了基础ꎮ
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　 　 叶用莴苣(Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)俗称生菜ꎬ属于菊

科莴苣属ꎬ为一年生或二年生草本植物ꎬ起源于地中

海沿岸ꎮ 叶用莴苣的种植面积逐年扩大ꎬ现已成为

全球消费量最大的蔬菜之一ꎬ深受消费者喜爱[１￣２]ꎮ
叶用莴苣叶片富含维生素 Ｃ、维生素 Ｅ、叶酸、多酚

和膳食纤维等营养成分[３￣４]ꎬ能够刺激胃液分泌ꎬ促
进肠道蠕动ꎬ增强消化吸收功能ꎬ预防便秘ꎬ因此它

被誉为“减肥蔬菜” [５]ꎮ 根据叶片颜色ꎬ叶用莴苣可

分为绿叶叶用莴苣和紫叶叶用莴苣两大类ꎬ其中紫

叶叶用莴苣富含花青素[６]ꎬ这种天然色素不仅赋予

了叶片独特的紫色ꎬ还具有抗氧化功能[７￣１０]ꎮ
花青素是类黄酮的一种ꎬ是广泛存在于高等植

物中的水溶性次生代谢物ꎮ 它不仅为果实与花朵增

添了鲜艳的色彩ꎬ还能吸引传粉昆虫和鸟类ꎬ促进花

粉与种子的传播ꎬ从而为植物的繁殖和遗传多样性

做出贡献[１１]ꎮ 花青素主要分布于植物细胞的液泡

中ꎬ能提高植物抗逆能力ꎬ如耐寒、耐旱及耐盐能

力[１２]ꎮ 花青素的生物合成经过苯丙烷生物合成途

径[１３]ꎬ涉及多个结构基因[１４]ꎮ 同时ꎬ 转录因子

ＭＹＢ、 ｂＨＬＨ 和 ＷＤ４０ 通过相互作用形成 ＭＹＢ￣
ｂＨＬＨ￣ＷＤ４０(ＭＢＷ)复合体ꎬ该复合体能够调控花

青素生物合成途径中关键结构基因的转录ꎬ在多种

植物中具有高度保守性[１５]ꎮ
转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)技术利用高通量测序方

法ꎬ对细胞或组织内的 ｍＲＮＡ、小 ＲＮＡ(Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ)
以及非编码 ＲＮＡ(Ｎｏ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ)等转录本进行全

面或部分测序与分析ꎬ从而揭示基因表达的动态变

化及其调控网络[１６￣１７]ꎮ 转录组测序技术能够解析

基因与生物性状之间的关联性ꎬ是研究基因表达调

控机制强有力的工具[１８￣２０]ꎮ 目前花青素的生物合

成途径已被深入研究ꎮ Ｚｏｎｇ 等[２１] 通过转录组数据

找到调控枸杞花青素合成的 ＭＹＢ 转录因子ꎬ该转录

因子能够促进花青素的生物合成ꎬ在转基因番茄中ꎬ
ＭＹＢ 转录因子的功能也得到了验证ꎮ Ｌｉ 等[２２] 对比

了猕猴桃红肉品种与绿肉品种的转录组数据ꎬ筛选

出 ６ 种与花青素生物合成途径密切相关的基因ꎮ
Ｔｉａｎ 等[２３]通过分析海棠叶片的转录组数据ꎬ筛选出

在低温和高光照胁迫条件下诱导花青素积累的差异

表达基因ꎮ 第二代测序技术以其高通量和高效率的

特点ꎬ极大地推动了不同颜色植物组织中差异表达

基因的筛选ꎮ 本研究拟以叶用莴苣大速生和紫霞为

试验材料ꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ 进行转录组测序分

析ꎬ探究叶用莴苣叶片颜色形成的关键基因ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验选用大速生(绿色叶用莴苣)和紫霞(紫
色叶用莴苣)２ 个莴苣品种ꎬ种植于青海大学园艺创

新基地(３６°４３′６″Ｎꎬ１０１°４５′１５″Ｅ)ꎮ 在莴苣成熟期ꎬ
选取长势一致的植株ꎬ取茎基部向上第 ４ 片叶ꎬ每个

品种设 ３ 个生物学重复ꎮ 叶片立刻用液氮冷冻ꎬ于
－８０ ℃冰箱保存ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总ＲＮＡ 的提取　 利用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｐｌａｎｔ
ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ提取大速生

和紫霞叶片的总 ＲＮＡꎮ 利用 Ｎａｎｏ ｄｒｏｐ 浓度测定仪

测定提取到的 ＲＮＡ 浓度ꎮ 并通过 １.０％琼脂糖凝胶

电泳检测 ＲＮＡ 的完整性和纯度ꎬ确保提取的 ＲＮＡ 的

质量满足文库构建和高通量测序试验的要求ꎮ
１.２.２　 转录组文库的构建和测序 　 利用含胸腺嘧

啶的 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)磁珠技术ꎬ从总 ＲＮＡ 中选择性富集

真核生物 ｍＲＮＡꎮ 富集的 ｍＲＮＡ 被随机打断形成一

系列 ｍＲＮＡ 短片段ꎬ随后以这些 ｍＲＮＡ 短片段作为

模板ꎬ合成双链 ｃＤＮＡꎮ 利用 ＰＣＲ 技术对双链ｃＤＮＡ
片段进行扩增ꎬ构建 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 新构建的 ｃＤＮＡ
文库经 Ｑｕｂｉｔ２.０ 荧光定量仪进行定量分析ꎬ并使用

Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪检测插入片段的大小ꎮ 完

成这些步骤后ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台进

行高通量测序ꎮ 转录组文库的构建和测序工作由南

京集思慧远生物科技有限公司完成ꎮ
１.２.３　 测序数据组装与分析 　 对原始测序数据进

行质量过滤ꎬ去除测序过程可能引入的低质量序列

和低复杂性区域ꎮ 仅保留高质量的序列用于后续的

数据分析ꎮ 剔除低质量数据后ꎬ对剩余的高质量序

列进行数据组装ꎮ 利用 ＨＩＳＡＴ２ 软件[２４] 将过滤后

的高质量序列与参考基因组和基因注释文件(基因

登录号:ＧＣＦ＿００２８７００７５.４)进行比对ꎬ对比对结果

进行基因注释ꎮ
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１.２.４　 差异表达基因分析　 本研究利用 ＤＥＳｅｑ２ 软

件[２５]对转录组数据进行定量分析ꎬ得到大速生与紫

霞之间的差异表达基因ꎮ 设定的筛选阈值为ꎬ
ｌｏｇ２ＦＣ的绝对值≥１ꎬ假发现率(ＦＤＲ)<０􀆰 ０５ꎮ ＦＣ 表

示差异倍数ꎮ
１.２.５　 差异表达基因功能注释、分类和花青素合成

代谢通路分析　 为了对筛选出的差异表达基因进行

全面分析ꎬ结合多个公共数据库资源ꎬ对差异表达基

因的功能进行注释和分类ꎮ 数据库主要包括非冗余

蛋白氨基酸序列数据库(ＮＲ)、蛋白质氨基酸序列数

据库 ( ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ )、 真核生物蛋白相邻类的聚簇

(ＫＯＧ)、京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)、基因

本体(ＧＯ)、同源蛋白簇(ＣＯＧ)和 Ｐｆａｍꎮ 将大速生

与紫霞品种间显著差异表达的基因进行功能定位ꎬ
并进一步利用 ＧＯ 数据库和 ＫＥＧＧ 数据库对差异表

达基因进行分类和通路分析ꎬ重点筛选和收集与花

青素生物合成密切相关的基因ꎮ 对花青素生物合成

途径中关键基因的每千个碱基的转录每百万映射读

取的片段数(ＦＰＫＭ)值进行分析ꎬ比较它们在品种

中的表达水平ꎬ并计算基因表达差异倍数ꎮ
１.２.６　 结构基因相对表达量测定 　 从 ２ 个品种的

叶用莴苣中提取总 ＲＮＡꎬ通过凝胶电泳技术检测

ＲＮＡ 质量ꎬ以确保其完整性和纯度ꎮ 提取的总 ＲＮＡ
使用天根反转录试剂盒反转录为 ｃＤＮＡꎬ并将浓度

稀释 ５０ 倍ꎮ 设 计 各 基 因 引 物ꎬ 以 叶 用 莴 苣

１８Ｓ ｒＲＮＡ作为内参标准ꎬ各引物序列如表 １ 所示ꎮ
以绿色叶用莴苣大速生品种作为对照ꎬ利用 ２－△△Ｃｔ

法计算目标基因的相对表达量ꎮ 为确保试验结果的

可靠性ꎬ进行 ３ 次生物学重复ꎬ利用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｍｓ
９.５ 软件绘制图表ꎮ
１.２.７　 候选基因瞬时表达验证 　 以紫霞品种 ＲＮＡ
反转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＰＣＲ 技术扩增目

标基因并将其克隆ꎮ 随后ꎬ利用双酶切法将目标基

因插入过表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００ｓꎬ构建重组质粒ꎮ
将重组质粒转入农杆菌感受态细胞 ＧＶ３１０１ 中备

用ꎮ 将含有目的基因的农杆菌在 ＬＢ 液体培养基中

培养ꎬ培养液的 ＯＤ６００调至０.６~ ０􀆰 ８ꎮ 选择 ５ 周龄的

Ｓａｍｓｕｎ 烟草幼苗ꎬ注射培养液ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序数据统计分析

如表 ２ 所示ꎬ各品种高质量 ｒｅａｄ 的碱基数≥

５􀆰 ６７ Ｇｂꎬ质量值≥２０ 的碱基所占的百分比(Ｑ２０)和
质量值≥３０ 的碱基所占的百分比(Ｑ３０)>９２％ꎬ比
对到 参 考 基 因 组 的 高 质 量 ｒｅａｄ 所 占 比 例 为

８９.０５％~９６􀆰 １６％ꎮ 结果表明ꎬＩｌｌｕｍｉｎａ 测序数据质

量合格ꎬ可靠性较高ꎬ可用于下一步分析ꎮ

表 １　 供试引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 退火温度
(℃)

Ｌｓ１８ｓ￣ｑＦ ＧＴＧＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＧＣＡＡＴＧ ５５

Ｌｓ１８ｓ￣ｑＲ ＣＡＣＴＴＴＣＡＡＣＣＣＧＡＴＴＣＡＣＣ ５５

ＬｓＣＨＩ￣ｑＦ ＣＡＣＣＧＣＴＡＴＣＧＧＡＧＴＴＴＡ ５４

ＬｓＣＨＩ￣ｑＲ ＣＣＧＴＡＣＴＧＴＧＡＴＣＣＣＴＴＧ ５３

ＬｓＣＨＳ￣ｑＦ ＡＡＧＣＧＡＧＣＡＣＡＡＧＡＣＡＧＡ ５５

ＬｓＣＨＳ￣ｑＲ ＡＣＴＴＣＣＡＣＧＡＣＡＡＣＧＡＴＡ ５３

ＬｓＤＦＲ￣ｑＦ ＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡＴ ５５

ＬｓＤＦＲ￣ｑＲ ＣＣＴＴＣＴＡＴＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴＡＴ ５３

ＬｓＦ３′５′Ｈ￣ｑＦ ＴＧＧＣＴＧＡＡＡＴＡＧＴＡＧＧＧＴ ５３

ＬｓＦ３′５′Ｈ￣ｑＲ ＴＧＧＡＧＴＡＴＧＴＡＡＡＣＧＧＡＡＴ ５３

ＬｓＦ３Ｈ￣ｑＦ ＣＴＡＡＧＧＡＡＴＡＣＡＧＣＧＡＧＧＴＧ ５５

ＬｓＦ３Ｈ￣ｑＲ ＴＧＡＧＡＴＣＧＧＧＴＴＧＡＧＧＡＣ ５５

ＰＡＬ￣ｑＦ ＣＣＣＡＴＴＡＴＣＣＴＡＣＡＴＣＧＣ ５３

ＰＡＬ￣ｑＲ ＴＣＴＴＴＣＧＧＣＴＧＴＡＡＣＴＣＧ ５３

２.２　 差异表达基因

ＦＰＫＭ 值是转录组分析中的重要参数ꎬ可揭示

基因表达的丰度差异ꎬ从而帮助筛选出在不同品种

间差异显著的表达基因ꎮ 以 ｌｏｇ２ＦＣ 绝对值≥１ 且错

误发现率(ＦＤＲ)<０􀆰 ０５ 作为筛选标准ꎬ共筛选出差

异表达基因 ７ ２３２个ꎬ其中相对表达量上升基因

４ ２１４个ꎬ相对表达量下降基因３ ０１８个ꎮ 相对表达

量无显著差异基因１６ ２９５个ꎮ 对差异表达基因进行

层次聚类分析ꎬ如图 １ 所示ꎬ每个品种的 ３ 个生物学

重复聚成一簇ꎬ表明重复性较好ꎬ数据的可靠性高ꎮ
２.３　 差异基因功能注释统计

通过蛋白质氨基酸序列数据库(ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ)、基
因本 体 ( ＧＯ )、 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

(ＫＥＧＧ)、同源蛋白簇(ＣＯＧ)、真核生物蛋白相邻类

的聚簇(ＫＯＧ)、Ｐｆａｍ 和非冗余蛋白质氨基酸序列数

据库(ＮＲ)对差异表达基因进行分析ꎬ分别注释到

４ ８７４、４ ５２３、２ １８７、１ ８６８、２ ７４９、４ ９１３和５ ８４６个蛋

白质ꎮ
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表 ２　 转录组测序数据

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

编号　 高质量 ｒｅａｄ 总数
高质量 ｒｅａｄ 的
碱基数(Ｇｂ)

ＧＣ
(％)

Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

比对到参考基因组的
高质量 ｒｅａｄ 所占比例(％)

ＺＸ１ １８ ９０６ ４７８ ５.６７ ４２.４４ ９８.１５ ９４.３２ ９６.１６

ＺＸ２ ２５ ２２９ ２７９ ７.５７ ４２.１４ ９７.７８ ９３.７８ ９５.１９

ＺＸ３ ２２ ８７７ ５２０ ６.８６ ４１.９４ ９７.７４ ９３.７２ ９５.３９

ＤＳＳ１ ２２ ３９５ ０７８ ６.７２ ４４.１８ ９７.３２ ９２.９８ ８９.０７

ＤＳＳ２ ２５ ９９９ ５２２ ７.８０ ４３.９８ ９７.４６ ９３.３６ ８９.８３

ＤＳＳ３ ２０ ８９２ ９５６ ６.２７ ４４.２９ ９７.５６ ９３.５４ ８９.０５
ＺＸ:紫霞ꎻＤＳＳ :大速生ꎮ ＧＣ:Ｇ、Ｃ 碱基数占总碱基数的百分比ꎻＱ２０:质量值≥２０ 的碱基所占的百分比ꎻＱ３０:质量值≥３０ 的碱基所占的百分
比ꎮ

图 １　 差异表达基因聚类分析结果

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２.４　 差异基因 ＧＯ 注释

对差异表达基因进行 ＧＯ 注释分析ꎬ如图 ２ 所

示ꎬ这些基因根据其功能和属性被分为生物过程

(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、细胞组分(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏ￣
ｎｅｎｔꎬＣＣ)、以及分子功能(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＭＦ)ꎮ
在生物过程中ꎬ共注释到１２ ６２２个基因ꎻ在细胞组分

中ꎬ共注释到１５ ３０２个基因ꎻ在分子功能中ꎬ共注释

到６ ０３１个基因ꎮ 紫霞和大速生的差异表达基因富

集到 ５２ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中 ４３ 个 ＧＯ 条目为差异表达

基因显著富集条目ꎮ 在生物过程中ꎬ３ ０３９个基因与

细胞过程相关ꎬ２ ９０８个基因与代谢过程相关ꎮ 在分

子功能中ꎬ３ ５１６个基因与亚细胞结构的调控相关ꎬ
３ ５１１个基因与细胞成分相关ꎬ２ ４９９个基因与细胞

器功能相关ꎮ
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ａ１:胞外区ꎻａ２:细胞ꎻａ３:薄膜ꎻａ４:细胞连接ꎻａ５:膜包围腔ꎻａ６:蛋白质复合物ꎻａ７:细胞器ꎻａ８:胞外区部分ꎻａ９:细胞器部分ꎻａ１０:膜组件ꎻａ１１:细

胞部分ꎻａ１２:超分子复合体ꎻａ１３:催化活性ꎻａ１４:结构分子活性ꎻａ１５:转运活性ꎻａ１６:结合ꎻａ１７:抗氧化活性ꎻａ１８:养分库活性ꎻａ１９:分子换能器活

性ꎻａ２０:分子功能调节剂ꎻａ２１:分子载体活性ꎻａ２２:转录调控因子活性ꎻａ２３:再生产ꎻａ２４:细胞杀伤ꎻａ２５:免疫系统过程ꎻａ２６:代谢过程ꎻａ２７:细胞

增殖ꎻａ２８:细胞过程ꎻａ２９:生殖过程ꎻａ３０:生物黏附ꎻａ３１:信号转导ꎻａ３２:多细胞生物过程ꎻａ３３:演变过程ꎻａ３４:生长ꎻａ３５:移动ꎻａ３６:色素积累ꎻａ３７:

节律程序ꎻａ３８:刺激反应ꎻａ３９:定位ꎻａ４０:多生物过程ꎻａ４１:生物调控ꎻａ４２:细胞成分组织或生物合成ꎻａ４３:解毒ꎮ

图 ２　 差异表达基因 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２.５　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析

如图 ３ 所示ꎬＫＥＧＧ 通路富集分析将差异表达基

因分为６ 个类别ꎮ 在细胞过程中ꎬ共注释到５５ 个基因ꎮ
在环境信息处理过程中ꎬ共注释到 １２２ 个基因ꎮ 在遗

传信息处理过程中ꎬ共注释到 ４０３ 个基因ꎮ 在代谢过

程中ꎬ共注释到 ８３０ 个基因ꎮ 在有机系统类别中ꎬ共注

释到 ７１ 个基因ꎮ 在人类疾病中ꎬ仅注释到 ６ 个基因ꎮ
如表 ３ 所示ꎬ通过 ＫＥＧＧ 数据库富集分析ꎬ从筛选出的

显著差异表达基因中确定其所属的代谢通路或生物学

过程ꎬ最终筛选出富集程度最高的前 ２０ 条通路ꎮ 其中

花青素生物合成和次生代谢产物￣其他抗生素生物合

成通路中差异表达基因富集程度最高ꎮ

ａ１:运输和分解代谢ꎻａ２:膜转运ꎻａ３:信号转导ꎻａ４:折叠、分类和退化ꎻａ５:复制与修复ꎻａ６:转录ꎻａ７:翻译ꎻａ８:内分泌与代谢疾病ꎻａ９:氨基酸代

谢ꎻａ１０:次生代谢产物生物合成ꎻａ１１:碳水化合物代谢ꎻａ１２:能量代谢ꎻａ１３:聚糖的生物合成与代谢ꎻａ１４:脂代谢ꎻａ１５:辅助因子和维生素代谢ꎻ

ａ１６:其他氨基酸代谢ꎻａ１７:萜类化合物和聚酮类化合物代谢ꎻａ１８:核苷酸代谢ꎻａ１９:环境适应ꎮ

图 ３　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 功能分类

Ｆｉｇ.３　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
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表 ３　 差异表达基因富集程度最高的前 ２０ 条通路

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｔｏｐ ２０ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

代谢通路编号　 　 代谢通路名称　 　 　 　 　 　 　 富集因子值 ｑ 值 差异表达基因数量
(个)

ｋｏ００９０８ 玉米素生物合成 １.５４６ ５４３ ４０８ ０.８１１ ３７６ ６１８ ９

ｋｏ００１３０ 泛醌和其他萜类醌的生物合成 １.３５６ ６１７ ０２５ ０.８１１ ３７６ ６１８ １５

ｋｏ００３５０ 酪氨酸代谢 １.３７０ ３５４ ９１９ ０.６５１ ６３９ ６２５ ２１

ｋｏ００９００ 萜类骨架生物合成 １.４８１ ３６３ ４１８ ０.４６４ ５３９ １４９ ２５

ｋｏ００４３０ 牛磺酸和亚牛磺酸代谢 ２.０６２ ０５７ ８７８ ０.８１１ ３７６ ６１８ ４

ｋｏ００５００ 淀粉和蔗糖代谢 １.３４７ ０７２ ９８６ ０.３００ ７１６ ５５０ ５２

ｋｏ０３０１０ 核糖体 ２.３９２ ４４２ ８４２ ０ １６８

ｋｏ０４０７５ 激素信号转导 １.１８５ ５５０ ０７２ ０.５８７ ５６６ １６８ ８９

ｋｏ００１９０ 氧化磷酸化 １.２０７ ２１７ ４２８ ０.８１１ ３７６ ６１８ ３７

ｋｏ００９０２ 单萜类生物合成 １.８７４ ５９８ ０７１ ０.５８７ ５６６ １６８ ８

ｋｏ０００１０ 糖酵解 / 糖异生 １.２６８ １１０ ４６０ ０.５８７ ５６６ １６８ ４６

ｋｏ０００５２ 半乳糖代谢 １.６９３ ８３３ ２５７ ０.２１４ ０８１ ５７２ ２３

ｋｏ０００６２ 脂肪酸延长 １.５６８ ９５７ ０８１ ０.５８７ ５６６ １６８ １４

ｋｏ０００７３ 角质、木栓质和蜡质生物合成 １.５９９ ８７２ ４９１ ０.７７１ ７１８ １１２ ９

ｋｏ０００２０ 柠檬酸循环 １.４４９ ８８４ ４４５ ０.５８７ ５６６ １６８ １８

ｋｏ００９０６ 类胡萝卜素合成 １.８４１ １２３ １０５ ０.３００ ７１６ ５５０ １５

ｋｏ０１０４０ 不饱和脂肪酸的生物合成 １.８２９ ２４４ ８９２ ０.４６９ ０９５ ７６３ １１

ｋｏ００９９８ 次生代谢产物￣其他抗生素生物合成 ３.４３６ ７６３ １３０ ０.７７１ ７１８ １１２ ２

ｋｏ００９４２ 花青素生物合成 ５.１５５ １４４ ６９５ ０.５８７ ５６６ １６８ ２

ｋｏ００５９２ α￣亚油酸代谢 １.９５０ ５９５ ２９０ ０.０１０ ０１７ ２６９ ２８

２.６　 转录因子分析

转录因子在植物生长和代谢过程中具有重要

的调控作用ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ在大速生和紫霞比较

组中ꎬ共鉴定到 ５５ 个转录因子家族ꎬ对应 ４４２ 个

差异表达基因ꎮ 其中差异表达基因数量较多的转

录因子家族为 ＡＰ２ / ＥＲＦ(４４ 个)、ＭＹＢ( ３９ 个)、
Ｃ２Ｃ２( ３２ 个) 和 ｂＨＬＨ ( ３０ 个 )ꎮ 而 ＶＯＺ、 ＴＵＢ、
ＳＲＳ、Ｒｃｄ１￣ｌｉｋｅ 等转录因子家族对应的差异表达基

因数量最少ꎬ仅 １ 个ꎮ
２.７　 花青素合成代谢相关基因的表达差异分析

如表 ４ 所示ꎬ通过转录组数据分析ꎬ筛选到 １９
个可能与花青素合成相关的候选基因ꎬ包括 ｂＨＬＨ
基因(２ 个)、ＭＹＢ 基因(８ 个)以及关键结构基因(９
个)ꎮ 这些基因在紫叶叶用莴苣中的表达量高于绿

叶叶用莴苣ꎮ 通过数据库筛选、比对发现ꎬ对于

ｂＨＬＨ 基 因ꎬ ＬＯＣ１１１８９２９１１ 的 功 能 已 知ꎬ

ＬＯＣ１１１９２０８３７ 在紫叶叶用莴苣和绿叶叶用莴苣中

表达差异不显著ꎮ 对于 ＭＹＢ 基因ꎬＬＯＣ１１１８９３２４０
的 ｌｏｇ２ＦＣ 绝对值最大ꎬ但是该基因的功能已知ꎮ
ＬＯＣ１１１９１７７９９ 的 ｌｏｇ２ＦＣ 绝对值较大ꎬ为２.４４４ １ꎬ且
ＬＯＣ１１１９１７７９９ 几乎不在绿叶叶用莴苣中表达ꎮ 因

此最终选择 ＬＯＣ１１１９１７７９９ 作为候选基因ꎬ命名为

ＬｓＭＹＢ１ꎮ
　 　 通过计算 ＦＰＫＭ 值ꎬ对花青素合成途径中基

因表达差异进行分析ꎮ 以大速生的转录组数据作

为基准ꎬ紫霞中ꎬ涉及花青素合成的关键结构基因

表达量显著高于大速生ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ紫霞 ＤＦＲ
基因的相对表达量是大速生的３ ７２９.８３倍ꎮ 紫霞

ＣＨＳ 基因的相对表达量是大速生的 ５５􀆰 ８９ 倍ꎮ 花

青素合成途径中关键基因的高表达可能是紫霞叶

用莴苣花青素积累显著高于大速生叶用莴苣的主

要原因ꎮ

５５１姜永强等:基于转录组挖掘叶用莴苣中花青素生物合成代谢关键基因



图 ４　 转录因子家族富集的差异表达基因数量

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ
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表 ４　 花青素合成代谢相关基因的表达

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

基因　 　 　 基因编号　 　 紫叶叶用莴苣
中表达量

绿叶叶用莴苣
中表达量

ｌｏｇ２ＦＣ 差异倍数

ＰＡＬ ＬＯＣ１１１８９４１０７ ２１５.３５８ ７ ２７.２３９ ０ －２.９９１ ７ ７.９１
ＣＨＳ ＬＯＣ１１１８８２０７２ ３５４.４７２ ８ ０.０２１ ５ －１３.５１９ ６ ５５.８９

ＬＯＣ１１１８８３４５１ ３６.７８７ ５ ６.９７８ ９ －２.４０１ ４
ＣＨＩ ＬＯＣ１１１８９５２４３ ６３.７０１ ６ １１.７７４ １ －２.４４２ ３ １２.９８

ＬＯＣ１１１９１９６５８ １６６.２９４ ５ ５.９４２ ５ －４.８１７ ０
Ｆ３Ｈ ＬＯＣ１１１８９７６００ ６０２.２６０ ８ ３８.４３２ ５ －３.９７７ ８ １５.６７
ＤＦＲ ＬＯＣ１１１８９７３５０ １ ６１０.２９６ ３ ０.４３１ ７ －１１.８５６ ６ ３ ７２９.８３
Ｆ３′５′Ｈ ＬＯＣ１１１９００９８３ １.７３０ ５ ０.５３４ １ －１.７０３ １ ２.５８

ＬＯＣ１１１８８７４９３ １.８３２ ８ ０.８４５ ２ －１.１０３ ７
ＭＹＢ ＬＯＣ１１１８９３２４０ １８.６８４ ０ ０ －１１.６７２ ８ ２.５５

ＬＯＣ１１１９１７７９９ １.２３９ ５ ０.２２３ １ －２.４４４ １
ＬＯＣ１１１９１２８９５ １０.９８５ ７ ３.７８４ ４ －１.５４５ ０
ＬＯＣ１１１９０６８３３ １８.８７２ ０ ８.２９７ １ －１.１８９ ８
ＬＯＣ１１１９１３８８２ １.９２６ ０ ０.７１４ １ －１.４３６ ９
ＬＯＣ１１１９０２３８７ ２８.９９８ ９ １２.６９９ ８ －１.１９９ ２
ＬＯＣ１１１９０６８１５ １２.３７２ ５ ５.６１６ ０ －１.１４５ ９
ＬＯＣ１１１８９３７６３ １.２４２ ５ ５.７１８ ５ ２.１８０ ９

ｂＨＬＨ ＬＯＣ１１１８９２９１１ ４３.７１９ ８ ３.５４０ ８ －３.６３２ ０ １１.８５
ＬＯＣ１１１９２０８３７ ０.７０３ １ ０.２０６ ７ －１.７６５ ０

ＦＣ:差异倍数ꎮ ＣＨＳ:查尔酮合成酶基因ꎻＤＦＲ:二氢黄酮醇还原酶基因ꎻＣＨＩ:查尔酮异构酶基因ꎻＰＡＬ:苯丙氨酸解氨酶基因ꎻＦ３Ｈ:黄烷酮 ３￣羟
化酶基因ꎻＦ３′５′Ｈ:类黄酮 ３′５′￣羟化酶基因ꎻＭＹＢ:ＭＹＢ 转录因子基因ꎻｂＨＬＨ:ｂＨＬＨ 转录因子基因ꎮ

箭头表示花青素生物合成的方向ꎬ粗体表示相对表达量上调ꎬ灰色表示基因表达差异不显著ꎮ 数字表示差异倍数ꎮ
图 ５　 花青素合成过程中关键结构基因表达差异

Ｆｉｇ.５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

７５１姜永强等:基于转录组挖掘叶用莴苣中花青素生物合成代谢关键基因



２.８　 紫霞和大速生比较组中花青素合成关键结构

基因的相对表达量

　 　 依据差异基因筛选结果ꎬ以叶用莴苣的 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 作为标准化的内参ꎬ采用实时荧光定量 ＲＴ￣
ｑＰＣＲ 测定大速生和紫霞中花青素合成相关结构基

因的相对表达量ꎮ 以大速生相对表达量作为对照ꎬ
结果表明ꎬ紫霞中苯丙氨酸解氨酶基因(ＰＡＬ)、查尔

酮合成酶基因(ＣＨＳ)、查尔酮异构酶基因(ＣＨＩ)、黄
烷酮 ３￣羟化酶基因(Ｆ３Ｈ)、二氢黄酮醇还原酶基因

(ＤＦＲ)和类黄酮 ３′５′￣羟化酶基因(Ｆ３′５′Ｈ)相对表

达量均高于大速生ꎮ 其中ꎬＤＦＲ 基因的相对表达量

差异最大ꎬ表明其在花青素合成途径中具有关键作

用ꎬＦ３′５′Ｈ 基因的相对表达量差异最小ꎬ该结果与

转录组数据一致(图 ６)ꎮ

ＣＨＳ:查尔酮合成酶基因ꎻＤＦＲ:二氢黄酮醇还原酶基因ꎻＣＨＩ:查
尔酮异构酶基因ꎻＰＡＬ:苯丙氨酸解氨酶基因ꎻＦ３Ｈ:黄烷酮 ３￣羟
化酶基因ꎻＦ３′５′Ｈ:类黄酮 ３′５′￣羟化酶基因ꎮ
图 ６　 紫霞和大速生比较组中花青素合成关键结构基因的相对

表达量的差异倍数

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｄａｓｕｓｈｅｎｇ ａｎｄ Ｚｉｘｉａ

２.９　 候选基因功能验证结果

将 ＬｓＭＹＢ１ 基因注射到 Ｓａｍｓｕｎ 烟草叶片的特

定区域ꎬ注射点周边区域呈现紫色ꎮ 这一结果表明ꎬ
ＬｓＭＹＢ１ 基因在花青素合成中具有关键作用(图 ７)ꎮ

３　 讨 论

高通量转录组测序技术能够深入探究基因表

达的差异性ꎬ并揭示其背后的调控机制ꎬ从而帮助

理解这些变化如何影响细胞功能[２６] ꎮ 在生物体面

临应激反应时ꎬ差异表达基因表达水平会发生显

著的变化ꎮ 对这些基因进行深入研究ꎬ不仅有助

于阐明其生物学功能ꎬ还能为揭示相关的分子机

图 ７　 ＬｓＭＹＢ１ 基因在 Ｓａｍｓｕｎ 烟草中的瞬时表达

Ｆｉｇ.７　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｓＭＹＢ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓａｍｓｕｎ ｔｏｂａｃｃｏ

制提供重要的数据支持[２７] ꎮ 叶用莴苣种植面积较

广ꎬ据 ２０１８ 年统计数据ꎬ全球叶用莴苣的收获面

积超过１.２７× １０６ ｈｍ２ꎬ总产量达到２.７３× １０７ ｔ[２８] ꎮ
紫色叶用莴苣富含花青素ꎬ花青素不仅可以增加

植物自身的抗逆性ꎬ还在药用和保健领域具有重

要价值[２９] ꎮ
　 　 花青素是类黄酮代谢途径的重要分支产物ꎬ其
生物合成受到多个转录因子的调控ꎮ 转录因子的分

离和功能鉴定完善了花青素生物合成的调控网络ꎬ
并为花青素的应用提供了理论依据[３０]ꎮ 花青素的

生物合成调控涉及多个关键转录因子ꎬ其中包括

ＭＹＢ、ｂＨＬＨ 和 ＷＤ４０ꎮ 这些转录因子通过相互作用

和协同效应ꎬ构成了一个错综复杂的调控网络[３１]ꎮ
ＭＢＷ 复合体在花青素合成调控中起着至关重要的

作用ꎬＷＤ４０ 蛋白是构成 ＭＢＷ 复合体的核心部分ꎮ
研究结果表明ꎬ所有已知的 ＷＤ４０ 蛋白均参与 ＭＢＷ
复合体的组装ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子主要通过与 ＭＹＢ
转录因子的相互作用ꎬ调控二氢黄酮醇还原酶

(ＤＦＲ)和花青素合成酶(ＡＮＳ)等关键酶的表达ꎮ 在

ＭＢＷ 复合体中ꎬｂＨＬＨ 转录因子能够同时与 ＭＹＢ
转录因子和 ＷＤ４０ 蛋白发生相互作用ꎬ调控花青素

的生物合成ꎮ ＭＹＢ 转录因子在植物不同组织ꎬ如叶

片[３２]、果实[３３]和花朵[３４] 中的表达模式表现出显著

特异性ꎮ 果实外皮与内部的花青素积累以及花瓣的

色彩变化ꎬ均受到特异性 ＭＹＢ 转录因子的精确调

控ꎮ 此外ꎬ果实内花青素的累积不仅由遗传因素决

定ꎬ还受到光照、温度等非生物因素的影响ꎮ 这些环

境因子通过信号转导途径激活特定的 ＭＹＢ 和

ｂＨＬＨ 转录因子ꎬ从而参与花青素生物合成的调控ꎬ
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使植物能够响应外界环境变化ꎮ 深入研究非生物因

子如何通过转录因子影响花青素代谢ꎬ对于揭示植

物环境适应机制以及创新作物改良策略具有重要意

义ꎮ

４　 结 论

本研究以大速生(绿色叶用莴苣)和紫霞(紫色

叶用莴苣)为试验材料ꎬ对转录组数据进行分析ꎮ
结果表明ꎬ大速生和紫霞比较组中共检测到７ ２３２个
差异表达基因ꎬ其中相对表达量上升基因４ ２１４个ꎬ
相对表达量下降基因３ ０１８个ꎮ ＫＥＧＧ 数据库富集

分析结果表明ꎬ富集到代谢过程中的差异表达基因

最多ꎬ花青素生物合成和次生代谢产物￣其他抗生素

生物合成通路中差异表达基因富集程度较高ꎮ 在大

速生和紫霞比较组中共鉴定到 ５５ 个转录因子家族ꎬ
差异表达基因大多数属于 ＭＹＢ、 ｂＨＬＨ、 Ｃ２ Ｃ２ 和

ＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子家族基因ꎮ 从 ＭＹＢ 转录因子基

因中筛选出 ｌｏｇ２ＦＣ 绝对值较大的 ＬＯＣ１１１９１７７９９ꎬ
命名为 ＬｓＭＹＢ１ 基因ꎮ 瞬时表达试验结果验证了

ＬｓＭＹＢ１ 基因可以调控花青素的生物合成ꎮ
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