
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２５ꎬ４１(７):１４１２￣１４２１
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

徐　 萍ꎬ张　 萱ꎬ于梦雯ꎬ等. 重楼全长转录组测序及生物信息学分析[Ｊ]. 江苏农业学报ꎬ２０２５ꎬ４１(７):１４１２￣１４２１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２５.０７.０１７

重楼全长转录组测序及生物信息学分析

徐　 萍１ꎬ　 张　 萱１ꎬ　 于梦雯１ꎬ　 徐洪高１ꎬ　 涂振华１ꎬ　 章晓叶１ꎬ　 张　 洁１ꎬ　 欧征刚２ꎬ　
陈　 佳３ꎬ　 郑国伟１

(１.云南中医药大学中药学院ꎬ 云南 昆明 ６５０５００ꎻ ２.普拉底乡人民政府农业综合服务中心ꎬ云南 怒江 ６７３５０１ꎻ ３.云南中医

药大学民族医药学院ꎬ云南 昆明 ６５０５００)

收稿日期:２０２４￣０９￣０４
基金项目:国家自然科学基金地区科学基金项目(８２１６０７１８)ꎻ云南

省科技厅基础研究专项面上项目(２０２３０１ＡＴ０７０２５７)ꎻ云
南省兴滇英才支持计划青年人才专项 ( ＹＮＷＲ￣ＱＮＢＪ￣
２０２０￣２５７、ＸＤＹＣ￣ＱＮＲＣ￣２０２２￣０２７７)ꎻ云南省中医药基础研

究联合专项(２０２１０１ＡＺ０７０００１￣０５７)
作者简介:徐　 萍(２０００－)ꎬ女ꎬ云南昭通人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向

为中药材有效成分积累机制ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)２６３３８２２１９８＠ ｑｑ.
ｃｏｍ

通讯作者:陈 　 佳ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ３９４６２６５８０＠ ｑｑ. ｃｏｍꎻ郑国伟ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)
ｇｗｚｈｅｎｇｋｍ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 本研究旨在通过对重楼全长转录组数据的获取和分析ꎬ为系统挖掘重楼皂苷合成基因奠定基础ꎮ 采

用 ＰａｃＢｉｏ Ｓｅｑｕｅｌ 平台的第三代测序技术ꎬ对皂苷含量差异显著的 ３ 种重楼属植物云南重楼[Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ
ｖａｒ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.]、球药隔重楼(Ｐａｒｉｓ ｆａｒｇｅｓｉｉ Ｆｒａｎｃｈ.)和长柱重楼[Ｐａｒｉｓ ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ (Ｔａｋｈｔ.) Ｈ.
Ｌｉ]的根茎混合样品进行深度测序ꎬ对所得数据进行全面的生物信息学分析ꎮ 共获得４２ ７７１个转录本ꎬ其中４０ ９４５
个(９５􀆰 ７３％)转录本成功比对到 ＫＥＧＧ、ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＴｒＥＭＢＬ、ＫＯＧ、ＧＯ 和 Ｐｆａｍ 等 ７ 大功能数据库ꎮ 成功识别出

与胆固醇合成相关的 ４８ 个基因ꎬ特异性筛选出参与重楼皂苷修饰的 ２ 类关键酶基因:１２０ 个细胞色素 Ｐ４５０ 酶基因

和 ５３ 个 ＵＤＰ￣糖基转移酶基因ꎮ 此外ꎬ还检测到２ ３２７个转录因子ꎬ分别属于 ７１ 个转录因子家族ꎮ 在 ＭＩＳＡ 分析中

共发现２７ ４５１个微卫星序列(ＳＳＲ)ꎬ以 ＳＳＲ 之间有重叠的复合类型最多ꎬ占全部重复类型的 ３２􀆰 ８８％ꎮ 综上ꎬ本研究

借助高通量全长转录组测序ꎬ系统地解析了重楼根茎组织的转录谱ꎬ并成功挖掘出与重楼皂苷合成密切相关的候

选基因及调控元件ꎬ为后续深入探讨重楼皂苷的生物合成分子机制奠定了基础ꎮ
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ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ
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ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｐｏｎｉｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ: １２０ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ５３
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ｔｙｐｅｓ ｗｉｔｈ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＳＳＲꎬ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ３２.８８％ ｏｆ ａｌｌ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅｓ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅｌｐ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｍｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｗａｓ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｎｄｉ￣
ｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓａｐｏｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｃａｖａｔｅｄ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｌａｙ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｎｄｗｏｒｋ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｐａｒｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｐａｒｉｓꎻ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎻ ｓａｐｏｎｉｎ

　 　 重楼属(Ｐａｒｉｓ Ｌ.)植物为藜芦科(Ｍｅｌａｎｔｈｉａｃｅ￣
ａｅ)多年生草本植物ꎮ 目前ꎬ中国有 ３０ 种重楼属植

物ꎬ占全球所有重楼属植物的 ８１％[１]ꎬ其中云南重

楼[Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ ｖａｒ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ (Ｆｒａｎｃｈ.)
Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.]和七叶一枝花[Ｐ. ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ ｖａｒ.
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｆｒａｎｃｈ.) Ｈａｒａ]收载于 ２０２０ 年版«中国药

典»ꎬ作为药用重楼的 ２ 种基原植物[２]ꎻ球药隔重楼

(Ｐ. ｆａｒｇｅｓｉｉ Ｆｒａｎｃｈ.)则收载于«四川省藏药材标准»
(２０１４ 年版) [３]ꎮ 研究发现ꎬ长柱重楼 [Ｐ. ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ
(Ｔａｋｈｔ.) Ｈ. Ｌｉ]和云南重楼、七叶一枝花具有相似

的治疗功效[４]ꎮ 因此ꎬ随着重楼药材资源的减少ꎬ
在民间长柱重楼常作为重楼药材的替代品入药ꎮ 重

楼除了具有清热解毒、消肿止痛以及凉肝定惊的功

效外[５]ꎬ还具有抗炎、抗氧化及抗肿瘤等药理活

性[６]ꎮ 甾体皂苷(重楼皂苷)为重楼的主要活性成

分ꎬ约占总活性化合物的 ８０％[７]ꎮ 重楼皂苷主要分

为薯蓣皂苷类和偏诺皂苷类ꎬ其中薯蓣皂苷类包括

重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅲ、重楼皂苷Ⅴ
和纤细薯蓣皂苷ꎬ偏诺皂苷类包括重楼皂苷Ⅵ、重楼

皂苷Ⅶ、重楼皂苷 Ｈ[７]ꎮ 在不同重楼属植物中ꎬ皂苷

的含量具有差异ꎬ云南重楼和长柱重楼主要含薯蓣

皂苷类ꎬ球药隔重楼主要含偏诺皂苷类[８]ꎮ 目前ꎬ
从延龄草苷和偏诺皂苷￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷合成重楼皂

苷Ⅴ和重楼皂苷Ⅵ的途径已经得到了清晰的阐

述[９]ꎬ但其余皂苷的合成通路仍在探索中ꎬ转录组

测序对于找到重楼皂苷合成的关键基因具有重要的

意义ꎮ
二代测序技术是转录组研究的主要方法ꎬ具有

高通量、高灵敏度、应用范围广等优势[１０]ꎬ然而其读

取的 ＤＮＡ 片段的长度较短ꎬ在转录本异构体的组装

过程中存在较多的嵌合体错误ꎬ容易丢失可变剪切

等重要信息ꎬ对后续的转录组数据分析造成影

响[１１]ꎮ 随着三代单分子测序技术的兴起和应用ꎬ以
ＰａｃＢｉｏ 为代表的三代全长转录组测序可以实现无

需组装即可获得高质量的单个全长转录本序列ꎬ可
以更真实地反映测序物种的转录组信息[１２]ꎮ 目前ꎬ
全长转录组测序已广泛应用于药用植物有效成分合

成相关基因的筛选中ꎬ如利用 ＰａｃＢｉｏ 测序技术在艾

(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ)中筛选到了 １２ 种与萜类化合物生

物合成相关的候选基因[１３]ꎻ地黄(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉ￣
ｎｏｓａ)的全长转录组测序结果显示有 １４ 种酶被注释

到毛蕊花糖苷的合成途径中[１４]ꎻ通过对滇黄精(Ｐｏ￣
ｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ)进行全长转录组测序筛选到 ６
个与多糖合成相关的 ＩＮＶ 基因[１５]ꎻ利用牛津纳米孔

技术获得了甘青蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ｔａｎｇｕｔｉｃａ)全长转录组

数据ꎬ并筛选到 ９ 个与萜类化合物生物合成相关的

候选基因[１６]ꎻＸｕ 等[１７] 利用 ＰａｃＢｉｏ ｉｓｏ￣ｓｅｑ 和 ＤＮＢ￣
ｓｅｑ 对毛茛(Ｒａｎｕｎｃｕｌｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)进行全长转录组

测序ꎬ筛选出 ９ 种类黄酮生物合成关键酶以及 ２２ 种

参与类黄酮和苯丙烷生物合成的 ＭＹＢ 转录因子ꎮ
本研究拟利用不同重楼属植物皂苷种类不同这一特

点ꎬ对 ３ 种重楼属植物进行全长转录组测序ꎬ以便更

好地发掘可能与重楼皂苷合成相关的基因ꎬ为重楼

皂苷的体外合成提供一定的科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

从腾冲(２３.９２°Ｎꎬ１０２.４１°Ｅꎬ２ １１０.９ ｍ)、临沧

(２４. ６４° Ｎꎬ９９. ７６° Ｅꎬ１ ６７１. ８ ｍ)、文山 ( ２３. ００° Ｎꎬ
１０４􀆰 ００°Ｅꎬ１ ３６０􀆰 ０ ｍ)、红河(２３. ９３° Ｎꎬ１０２. ４１° Ｅꎬ
２ １３０.３ ｍ)以及怒江(２７.７１°Ｎꎬ９８.７２°Ｅꎬ２ ２１６.４ ｍ)
种植基地分别采集 ３ 种皂苷含量(高、中、低)的云
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南 重 楼 [ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ ｖａｒ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ
(Ｆｒａｎｃｈ.) Ｈａｎｄ.￣Ｍａｚｚ.]、球药隔重楼 ( Ｐ. ｆａｒｇｅｓｉｉ
Ｆｒａｎｃｈ.)和长柱重楼[Ｐ. ｆｏｒｒｅｓｔｉｉ (Ｔａｋｈｔ.) Ｈ. Ｌｉ](图
１)ꎬ根茎洗净ꎬ切片后立即放入液氮中速冻ꎬ储存于

－８０ ℃冰箱中备用ꎮ

１:低皂苷含量云南重楼ꎻ２:中等皂苷含量云南重楼ꎻ３:高皂苷含

量云南重楼ꎮ
图 １　 不同种重楼表型

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ

１.２　 ＲＮＡ 的提取

参照试剂盒说明书ꎬ分别提取各样品总 ＲＮＡꎬ
使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 系统(美国加利福尼亚州安捷伦

科技公司产品)和 Ｑｕｂｉｔ ＲＮＡ 检测试剂盒(美国加

利福尼亚州生命技术公司产品)评估 ＲＮＡ 的完整

性和浓度ꎮ 取适量每个样品的高质量 ＲＮＡꎬ将这些

ＲＮＡ 样本合并ꎬ形成一个 ＲＮＡ 混合样本ꎬ用于全长

转录组测序ꎮ
１.３　 文库构建和全长转录组测序

使用 ＳＭＡＲＴｅｒ ＰＣＲ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒

从纯化的总 ＲＮＡ 中合成全长 ｃＤＮＡꎬ并通过 ＰＣＲ 扩

增以获得更多的双链 ｃＤＮＡ 模板ꎮ 使用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
系统纯化 ＰＣＲ 产物ꎬ并在 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００
系统上评估 ＳＭＲＴ ｂｅｌｌ 文库质量ꎬ随后使用 ＰａｃＢｉｏ
测序仪进行全长转录组测序ꎮ
１.４　 ＳＭＲＴ 测序及数据处理

使用 ＳＭＲＴ ｌｉｎｋ 软件对所得下机数据进行分

析ꎬ基于同一聚合酶读长拆分得到的子读长ꎬ经过自

我纠错形成一个环形共识序列(ＣＣＳ)ꎮ 根据序列是

否包含 ５′端引物、３′端引物、ｐｏｌｙＡ 尾来确定是否为

全长非嵌合(ＦＬＮＣ)序列ꎮ 通过 ＦＬＮＣ 聚类去冗余

分析ꎬ得到一致性转录本序列ꎬ随后利用 ａｒｒｏｗ 算法

对一致性序列进行校正ꎬ以获得高质量的共识序

列[１８]ꎬ利用 ＣＤ￣ＨＩＴ 软件进行聚类去冗余ꎬ得到最终

全长转录本序列ꎮ
１.５　 编码序列预测和基因功能注释

使用 ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ 对去冗余后得到的转录本进

行编码序列(ＣＤＳ)预测ꎬ得到和已知蛋白质库有同

源性的编码框以及可信度最高的蛋白质编码框ꎮ 使

用 Ｄｉａｍｏｎｄ 软件[１９] 将去冗余后的单基因序列与数

据库 ＫＥＧＧ、ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＴｒＥＭＢＬ、ＫＯＧ、ＧＯ、Ｐｆａｍ
比对ꎬ进行功能注释ꎮ
１.６　 长链非编码 ＲＮＡ 预测

对上述 ７ 大数据库 ( ＫＥＧＧ、 ＮＲ、 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、
ＴｒＥＭＢＬ、ＫＯＧ、ＧＯ、Ｐｆａｍ)均未注释到的转录本ꎬ使
用编码潜能预测软件 ＣＮＣＩ[２０]、ＣＰＣ２[２１]、ＰＬＥＫ[２２]

进行编码潜能预测ꎬ将 ３ 个软件 ( ＣＮＣＩ、ＣＰＣ２ 及

ＰＬＥＫ)一致预测为非编码(Ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ)的序列视为

潜在的长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)ꎮ
１.７　 微卫星序列和转录因子的鉴定

使用 ＭＩＳＡ 软件[２３] 鉴定转录本中的微卫星序

列(ＳＳＲ)ꎬ并使用 Ｓｈｉ 等[２４] 描述的方法分析重复基

序类型的特征ꎮ 基于转录因子(ＴＦ)家族的 Ｐｆａｍ 搜

索结果ꎬ使用 ｈｍｍｓｃａｎ 比对方式鉴定转录因子ꎮ
１.８　 重楼皂苷合成基因的挖掘

依据前期关于重楼皂苷生物合成途径的研究报

道[９ꎬ ２５]ꎬ从基因功能注释 ＫＥＧＧ 途径中筛选 ２ 个与

重楼皂苷合成密切相关的候选代谢通路(甾体生物

合成途径、萜类骨架生物合成途径) [２６￣２７]ꎬ从候选途

径中查找相关酶ꎬ再根据酶查找酶的相应基因ꎬ其中

合成胆固醇的上游基因[２８￣２９] 包括: ＧＰＰｓ、 ＦＰＰｓ、
ＳＱＥ、ＣＡＳ、ＳＭＴ、ＳＭＯ、ＣＰＩ１、ＣＹＰ５１Ｇ、Ｃ１４￣Ｒ、８ꎬ７ ＳＩ
和 ＣＤ￣ＳＤꎬ从胆固醇到重楼皂苷主要由细胞色素

Ｐ４５０ 酶 基 因 ( ＣＹＰｓ ) 和 ＵＤＰ￣糖 基 转 移 酶 基 因

(ＵＧＴｓ)催化[３０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰａｃＢｉｏ 单分子实时测序数据分析

采用 ＰａｃＢｉｏ ＳＭＲＴ 测序技术共获得了 ９２.１１ Ｇｂ
数据ꎮ 去 除 低 质 量 序 列 和 接 头 序 列 后ꎬ 得 到

２６ ０４３ ００８个子读长ꎬ平均长度为３ ４６５ ｂｐ(表 １)ꎮ
为了提供更准确和可靠的序列ꎬ序列进行自我纠错

后获得６３９ ８０７个 ＣＣＳꎬ平均长度为３ ７９１ ｂｐꎬ通过筛

选最终得到了５７８ ３２０个具有 ｐｏｌｙ Ａ 的 ＦＬＮＣ 序列ꎬ
聚类去除冗余和序列校正后ꎬ共获得５１ １０９个共识

序列ꎮ 利用 ＣＤ￣ＨＩＴ 软件去冗余后得到４２ ７７１个最
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终全长转录本ꎬ用于进一步功能注释ꎬ长度范围为

１１８~１２ １９５ ｂｐꎬＮ５０(Ｎ５０ 指将所有序列按长度从长

到短排序后ꎬ累加长度达到总序列长度一半时ꎬ所对

应的序列长度)为４ ０７３ ｂｐꎬ平均转录本长度为３ ６６０
ｂｐ(表 １)ꎬ １８􀆰 ７４％ 的转录本长度小于 ２ ５００ ｂｐꎬ
５５􀆰 ８２％的转录本长度为２ ５００~４ ５００ ｂｐ(图 ２)ꎮ

表 １　 重楼 ＰａｃＢｉｏ ＳＭＲＴ 测序结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ＰａｃＢｉｏ ＳＭＲＴ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｐａｒｉｓ
类型　 　 指标　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 数值　

聚合酶读长 数据量大小 (Ｇｂ) ９２.１１

数量 ８１８ ６２５

平均长度 (ｂｐ) １１２ ５１８

Ｎ５０ (ｂｐ) １８２ ６７０

子读长 数据量大小 (Ｇｂ) ９０.２１

数量 ２６ ０４３ ００８

平均长度 (ｂｐ) ３ ４６５

Ｎ５０ (ｂｐ) ３ ８２５

环形共识序列 数量 ６３９ ８０７

平均长度 (ｂｐ) ３ ７９１

最大长度 (ｂｐ) １４ ７００

最小长度 (ｂｐ) ８０

Ｎ５０ (ｂｐ) ４ ０３９

全长非嵌合序列 全长序列数量 ５８２ ７９３

全长非嵌合序列数量 ５７８ ８１６

具有 ｐｏｌｙＡ 的全长非嵌合序列数量 ５７８ ３２０

平均长度 (ｂｐ) ３ ６８１

最大长度 (ｂｐ) １４ ６２３

最小长度 (ｂｐ) ５０

Ｎ５０ (ｂｐ) ３ ９３７

共识序列 数量 ５１ １０９

平均长度 (ｂｐ) ３ ６５７

最大长度 (ｂｐ) １２ １９６

最小长度 (ｂｐ) １１８

Ｎ５０ (ｂｐ) ４ ０３９

同源异构体 数量 ４２ ７７１

平均长度 (ｂｐ) ３ ６６０

最小长度 (ｂｐ) １１８

最大长度 (ｂｐ) １２ １９５

Ｎ５０ (ｂｐ) ４ ０７３
Ｎ５０ 指将所有序列按长度从长到短排序后ꎬ累加长度达到总序列长
度一半时ꎬ所对应的序列长度ꎮ

图 ２　 同源异构体长度分布

Ｆｉｇ.２　 Ｉｓｏｆｏｒｍ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

２.２　 转录本功能注释

在４２ ７７１个转录本中ꎬ有４０ ９４５(９５.７３％)个转

录本成功比对到 ＫＥＧＧ、ＮＲ、 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、 ＴｒＥＭＢＬ、
ＫＯＧ、ＧＯ 和 Ｐｆａｍ 数据库并进行了注释ꎮ 分别注释

了３５ ０２１个、４０ ４８８个、３２ ８３４个、４０ ５２５个、２９ ６０３
个、３６ ４２５个、３４ ９２７个转录本(表 ２)ꎮ

表 ２　 数据库注释结果统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

数据库　 　 　 　 基因数量 占比 (％)

ＫＥＧＧ ３５ ０２１ ８１.８８

ＮＲ ４０ ４８８ ９４.６６

Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ ３２ ８３４ ７６.７７

ＴｒＥＭＢＬ ４０ ５２５ ９４.７５

ＫＯＧ ２９ ６０３ ６９.２１

ＧＯ ３６ ４２５ ８５.１６

Ｐｆａｍ ３４ ９２７ ８１.６６

单基因总数 ４２ ７７１ １００.００

　 　 ＧＯ 分析结果显示ꎬ３６ ４２５个单基因被聚类为

４４ 个 ＧＯ 项ꎬ 图 ３ 列出了 ３２ 项ꎬ 其中 ７２􀆰 ８８％
(２６ ５４８个)的单基因富集在细胞过程中ꎬ８２􀆰 ４９％
(３０ ０４７ 个 ) 富 集 在 细 胞 解 剖 实 体 中ꎬ ６７􀆰 ５０％
(２４ ５８７个)富集于结合中ꎮ

ＫＯＧ 注释结果显示比对为“一般功能预测”的
重楼转录本最多(８ ８３７个)ꎬ其次为“信号转导机

制”ꎬ转录本最少的为“细胞运动”ꎬ仅 ３５ 个转录本

(图 ４)ꎮ
ＫＥＧＧ 富集分析将３５ ０２１个高质量转录本分为

１４４ 个信号通路ꎬ涉及 ５ 个类别:代谢、有机系统、遗
传信息处理、环境信息处理和细胞过程ꎬ其中次生代

谢物的生物合成、淀粉和蔗糖代谢显著富集(图 ５)ꎮ
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１:细胞过程ꎻ２:代谢过程ꎻ３:生物调节ꎻ４:刺激影响ꎻ５:生物过程调节ꎻ６:发育过程ꎻ７:多细胞生物过程ꎻ８:定位ꎻ９:生殖ꎻ１０:生殖过程ꎻ１１:信
号ꎻ１２:生物过程负调节ꎻ１３:种间相互作用ꎻ１４:生物过程正调节ꎻ１５:生长ꎻ１６:细胞解剖实体ꎻ１７:含蛋白质的复合物ꎻ１８:结合ꎻ１９:催化活

性ꎻ２０:ＡＴＰ(腺嘌呤核苷三磷酸)依赖的活动催化活性ꎻ２１:转运活性ꎻ２２:转录调节活性ꎻ２３:结构分子活性ꎻ２４:分子功能调节剂活性ꎻ２５:翻
译调节活性ꎻ２６:分子传感器活性ꎻ２７:小分子传感器活性ꎻ２８:分子接头活性ꎻ２９:细胞骨架运动活性ꎻ３０:分子载体活性ꎻ３１:蛋白质折叠伴

侣ꎻ３２:抗氧化活性ꎮ
图 ３　 ＧＯ 注释结果

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ａ:ＲＮＡ 处理和修饰ꎻＢ:染色体结构与动态ꎻＣ:能量生产和转换ꎻＤ:细胞周期控制、细胞分裂、染色体分割ꎻＥ:氨基酸运输和代谢ꎻＦ:核苷酸

转运和代谢ꎻＧ:碳水化合物运输和代谢ꎻＨ:辅酶运输和代谢ꎻＩ:脂质运输和代谢ꎻＪ:翻译、核糖体结构和生物合成ꎻＫ:转录ꎻＬ:复制、重组和

修复ꎻＭ:细胞壁 / 膜 / 胞膜生物发生ꎻＮ:细胞运动ꎻＯ:翻译后修饰、蛋白质周转、分子伴侣ꎻＰ:无机离子转运和代谢ꎻＱ:次级代谢物生物合成、
转运和分解代谢ꎻＲ:一般功能预测ꎻＳ:未知功能ꎻＴ:信号转导机制ꎻＵ:细胞内运输、分泌和囊泡转运ꎻＶ:防御机制ꎻＷ:细胞外结构ꎻＸ:核结

构ꎻＹ:细胞骨架ꎮ
图 ４　 ＫＯＧ 注释结果

Ｆｉｇ.４　 ＫＯＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

　 　 ＮＲ 注释结果(图 ６)显示ꎬ与重楼全长转录组基

因序 列 匹 配 度 最 高 的 基 因 主 要 来 源 于 海 枣

(２４􀆰 ４５％)、油棕(２４􀆰 ２９％)和椰子(６􀆰 ９４％)ꎮ
２.３　 ＬｎｃＲＮＡ 预测结果

ＬｎｃＲＮＡ 指长度大于 ２００ 核苷酸(ｎｔ)的非编码

ＲＮＡꎬ在转录、剪接和翻译过程中发挥重要作用[３１]ꎬ
使用 ＣＮＣＩ、ＣＰＣ２ 和 ＰＬＥＫ 软件进行潜能编码预测ꎬ
分别预测出 ９５２ 个、１ ４４９个和 ７８１ 个 ＬｎｃＲＮＡꎮ 在 ３
种预测方法中ꎬ１ ６３７个 ＬｎｃＲＮＡ 中仅有 ３４０ 个为 ３
个软件共同预测到的 ＬｎｃＲＮＡ(图 ７)ꎮ
２.４　 转录因子检测

本研究共鉴定了 ２ ３２７ 个转录因子(ＴＦ)ꎬ分为

７１ 个家族ꎬ其中 ＳＮＦ２(２８１ 个)、ＦＡＲ１(１４４ 个)和

ＳＥＴ(１３１ 个)家族数量最多ꎬ另外 ＭＹＢ、ＡＰ２ / ＥＲＦ、
ｂＨＬＨ、ＷＲＫＹ 和 ｂＺＩＰ 等转录因子可能参与了甾体

皂苷的合成[２６ꎬ３２]ꎬ在本研究中分别鉴定了 ５８ 个

ＭＹＢ、１９ 个 ＡＰ２ / ＥＲＦ、２４ 个 ｂＨＬＨ、１６ 个 ＷＲＫＹ 和

３２ 个 ｂＺＩＰ 转录因子(图 ８)ꎮ
２.５　 ＳＳＲ 检测

使用 ＭＩＳＡ 工具共鉴定出２７ ４５１个 ＳＳＲꎬ其中单

碱基重复７ ８９９个(２８.７７％)ꎬ２ 个碱基重复５ ３７２个
(１９.５７％)ꎬ３ 个碱基重复３ ３１４个(１２.０７％)ꎬ４ 个碱

基重复最少ꎬ仅占 ０.１６％(４５ 个)(表 ３)ꎮ
　 　 对所有 ＳＳＲ 位点的统计分析结果表明ꎬＡ / Ｔ 的

单核苷酸重复基序数量最多ꎬ占所有单核苷酸重复

基序 数 量 的 ８７􀆰 ２６％ ( １２ ８２９ 个 )ꎬ 而 Ｃ / Ｇ 仅 占
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ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶ꎻＡＢＣ:三磷酸腺苷结合盒式蛋白ꎮ
图 ５　 ＫＥＧＧ 注释结果

Ｆｉｇ.５　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

图 ６　 ＮＲ 注释结果

Ｆｉｇ.６　 ＮＲ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＣＮＣＩ、ＣＰＣ２ 和 ＰＬＥＫ 为 ３ 种编码潜能预测软件ꎮ
图 ７　 长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)预测结果

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ (ＬｎｃＲＮＡ)

１２􀆰 ７４％(１ ８７３个) (图 ９ａ)ꎮ 在二核苷酸重复基序

中ꎬＡＧ / ＣＴ 的二核苷酸重复基序最多 (１１ ５５６个ꎬ
６３􀆰 ８１％)ꎬ其次是 ＡＡ / ＴＴ ( ４ ４３４ 个ꎬ ２４􀆰 ４９％)ꎬ而

ＣＧ / ＣＧ 最少ꎬ仅占 ０􀆰 １４％(２５ 个)(图 ９ｂ)ꎮ
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ａ:ＳＮＦ２ꎻｂ:ＦＡＲ１ꎻｃ:ＳＥＴꎻｄ:ＰＨＤꎻｅ:其他ꎻｆ:Ｃ３Ｈꎻｇ:ＩＷＳ１ꎻｈ:Ｂ３￣ＡＲＦꎻｉ:Ｊｕｍｏｎｊｉꎻｊ:ＧＲＡＳꎻｋ:ＭＹＢꎻｌ:ＳＢＰꎻｍ:Ｂ３ꎻｎ:ＭＹＢ￣ｒｅｌａｔｅｄꎻｏ:Ｃ２Ｈ２ꎻｐ:
ＴＲＡＦꎻｑ:ＳＷＩ / ＳＮＦ￣ＢＡＦ６０ｂꎻｒ:ＡＵＸ / ＩＡＡꎻｓ:ＣＡＭＴＡꎻｔ:ＤＤＴꎻｕ:ＬＵＧꎻｖ:ｂＺＩＰꎻｗ:ＥＩＬꎻｘ:ＡＲＩＤꎻｙ:ＮＡＣꎻｚ:Ｔｒｉｈｅｌｉｘꎻａ１:ＨＢ￣ＢＥＬＬꎻｂ１:Ｃ２Ｃ２￣ＧＡ￣

ＴＡꎻｃ１:ＨＢ￣ＨＤ￣ＺＩＰꎻｄ１:ｂＨＬＨꎻｅ１:ＴＡＺꎻｆ１:ＨＢ￣ｏｔｈｅｒꎻｇ１:ＲＷＰ￣ＲＫꎻｈ１:ＲＢꎻｉ１:ＡＰ２ / ＥＲＦ￣ＡＰ２ꎻｊ１:ＳＷＩ / ＳＮＦ￣ＳＷＩ３ꎻｋ１:ＧＡＲＰ￣Ｇ２￣ｌｉｋｅꎻｌ１:ＮＦ￣Ｘ１ꎻ

ｍ１:ＷＲＫＹꎻｎ１:ＣＰＰꎻｏ１:ＰＬＡＴＺꎻｐ１:ｍＴＥＲＦꎻｑ１:ｚｎ￣ｃｌｕｓꎻｒ１:ＨＳＦꎻｓ１:ＢＥＳ１ꎻｔ１:ＴＵＢꎻｕ１:ＬＯＢꎻｖ１:ＧＮＡＴꎻｗ１:ＨＢ￣ＰＨＤꎻｘ１:ＧＡＲＰ￣ＡＲＲ￣Ｂꎻｙ１:

Ｔｉｆｙꎻｚ１:ＧｅＢＰꎻａ２:ＵＬＴꎻｂ２:ＳＴＡＴꎻｃ２:Ｐｓｅｕｄｏ ＡＲＲ￣Ｂꎻｄ２:ＭＢＦ１ꎻｅ２:ＭＡＤＳ￣Ｍ￣ｔｙｐｅꎻｆ２:ＨＭＧꎻｇ２:ＣＳＤꎻｈ２:Ｃ２Ｃ２￣Ｄｏｆꎻｉ２:ＢＳＤꎻｊ２:ＢＢＲ￣ＢＰＣꎻｋ２:Ａｌ￣

ｆｉｎ￣ｌｉｋｅꎻｌ２:ＮＦ￣ＹＡꎻｍ２:ＬＩＭꎻｎ２:ＶＯＺꎻｏ２:ＳＲＳꎻｐ２:ＨＢ￣ＷＯＸꎻｑ２:ＨＢ￣ＫＮＯＸꎻｒ２:ＤＢＰꎻｓ２:Ｃ２Ｃ２￣ＹＡＢＢＹꎮ

图 ８　 转录因子的类型分布

Ｆｉｇ.８　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｔｙｐｅｓ

表 ３　 微卫星序列(ＳＳＲ)的统计分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (ＳＳＲｓ)

ＳＳＲ 类型 数量 占比 (％)

ｃ １ ５６７ ５.７１

ｃ∗ ９ ０２７ ３２.８８

ｐ１ ７ ８９９ ２８.７７

ｐ２ ５ ３７２ １９.５７

ｐ３ ３ ３１４ １２.０７

ｐ４ ４５ ０.１６

ｐ５ ４９ ０.１８

ｐ６ １７８ ０.６５

ｃ 为复杂重复类型ꎻｃ∗为 ＳＳＲ 之间有重叠的复合类型ꎻｐ１ 为单碱基
重复ꎻｐ２ 为 ２ 个碱基重复ꎻｐ３ 为 ３ 个碱基重复ꎻｐ４ 为 ４ 个碱基重复ꎻ
ｐ５ 为 ５ 个碱基重复ꎻｐ６ 为 ６ 个碱基重复ꎮ

２.６　 重楼皂苷合成途径相关酶及其相应基因的挖掘

重楼属植物的主要活性成分为甾体皂苷ꎬ这些

复杂的化合物来源于植物体内的萜类化合物[３３]ꎮ
通过 ＫＥＧＧ 代谢通路分析发现ꎬ７３ 个转录本参与了

甾体生物合成途径ꎬ７５ 个转录本参与了萜类骨架生

物合成(图 ５)ꎬ进一步分析发现ꎬ其中包含了 ４８ 个

与胆固醇合成相关的基因(表 ４)ꎬ除此之外还筛选

到了 １２０ 个 ＣＹＰｓ 基因以及 ５３ 个 ＵＧＴｓ 基因(表 ４)ꎮ

３　 讨 论

重楼属植物在民间被广泛用于治疗疔疮痈肿、
蛇虫咬伤以及惊风抽搐等[１]ꎬ其主要活性成分为重

楼皂苷ꎬ具有抗炎、抗氧化和抗肿瘤等药理作用[３４]ꎮ
重楼皂苷主要通过甲羟戊酸(ＭＶＡ)途径和 ２￣Ｃ￣甲
基￣Ｄ￣赤藓醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)途径合成前体物质[３３]ꎬ
再由一系列细胞色素 Ｐ４５０ 酶对前体分子结构进行

特定位置的羟基化修饰ꎬ最终在糖基转移酶的催化

下生成各类重楼皂苷[３５]ꎬ但重楼皂苷的具体合成通

路仍在探索中ꎮ 鉴于重楼属植物体内所含重楼皂苷

的种类与含量呈现出显著的种间差异[８]ꎬ故从这些

具有特定皂苷组成特征的植物中系统地挖掘和鉴定

与重楼皂苷生物合成相关的基因ꎬ以实现更为精确

的目标基因识别ꎬ并优化合成路径ꎬ为提升药用植物

品质及发现新药源提供科学支撑ꎮ 采用转录组测序

可以有效地预测药用植物的关键基因[３６]ꎮ 本研究

通过对富含重楼皂苷Ⅰ和重楼皂苷Ⅱ的云南重楼、
富含重楼皂苷Ⅲ的长柱重楼和富含重楼皂苷Ⅵ、重
楼皂苷Ⅶ、重楼皂苷 Ｈ 的球药隔重楼[８]根茎混合样

品进行全长转录组测序ꎬ对序列信息进行分析ꎮ 通

过测序共获得了４２ ７７１个转录本ꎬ比 Ｈｕａ 等[３０] 所测

得的转录本数量多２ ８９６个ꎬ进一步证明以不同重楼

属植物作为试验材料ꎬ有利于筛选与重楼皂苷合成

相关的基因ꎮ 其中ꎬ９５.７３％的转录本成功比对到 ７
大数据库并进行了注释ꎬ通过 ＫＥＧＧ 富集通路筛选

到 ４８ 个与胆固醇合成相关的基因ꎬ同时还分别筛选

到了 １２０ 个 ＣＹＰｓ 基因以及 ５３ 个 ＵＧＴｓ 基因ꎬ对这

些与功能相关的基因进行深入的差异表达分析ꎬ不
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图 ９　 单核苷酸和二核苷酸重复基序的类型和数量

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ

表 ４　 重楼皂苷合成途径相关酶及其相应基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｐｏｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｐａｒｉｓ

酶　 　 基因 转录本数量(个) 通路号

香叶基焦磷酸合酶 ＧＰＰｓ １ ｋｏ００９００

法尼基焦磷酸合酶 ＦＰＰｓ １ ｋｏ００９００

鲨烯合酶 ＳＱＥ ４ ｋｏ００１００

环阿屯醇酶 ＣＡＳ ６ ｋｏ００１００

甾醇 ２４￣Ｃ￣甲基转移酶 ＳＭＴ ２ ｋｏ００１００

甾醇￣４α￣甲基氧化酶 ＳＭＯ １ ｋｏ００１００

环丙基甾醇异构酶 ＣＰＩ１ １ ｋｏ００１００

甾醇 １４α￣脱甲基酶 ＣＹＰ５１Ｇ １８ ｋｏ００１００

甾醇 Ｃ￣１４ 还原酶 Ｃ１４￣Ｒ ５ ｋｏ００１００

甾醇 ８ꎬ７ 异构酶 ８ꎬ７ ＳＩ ８ ｋｏ００１００

甾醇 Ｃ￣５(６)去饱和酶 ＣＤ￣ＳＤ １ ｋｏ００１００

细胞色素 Ｐ４５０ 酶 ＣＹＰｓ １２０ ｋｏ００９９６、ｋｏ００９４３、ｋｏ００９４１、ｋｏ００９４０、ｋｏ００９０９、ｋｏ００９０６、ｋｏ００９０５、
ｋｏ００９０４、ｋｏ００９０２、ｋｏ００５９２、ｋｏ００４０２、ｋｏ００１３０、ｋｏ０００７３、ｋｏ０００７１

ＵＤＰ￣糖基转移酶 ＵＧＴｓ ５３ ｋｏ００９９９、ｋｏ００９４４、ｋｏ００９４１、ｋｏ００９０８、ｋｏ００４６０

ｋｏ００９００:萜类骨架生物合成ꎻｋｏ００１００:甾体生物合成途径ꎻｋｏ００９９６:各种生物碱的生物合成ꎻｋｏ００９４３:异黄酮生物合成ꎻｋｏ００９４１:类黄酮生物合
成ꎻｋｏ００９４０:类苯丙酸生物合成ꎻｋｏ００９０９:倍半萜和三萜生物合成ꎻｋｏ００９０６:类胡萝卜素生物合成ꎻｋｏ００９０５:油菜素类固醇生物合成ꎻｋｏ００９０４:
二萜生物合成ꎻｋｏ００９０２:单萜生物合成ꎻｋｏ００５９２:α￣亚麻酸代谢ꎻｋｏ００４０２:苯并嗪生物合成ꎻｋｏ００１３０:泛醌和其他萜类醌生物合成ꎻｋｏ０００７３:角
质、木栓质和蜡的生物合成ꎻｋｏ０００７１:脂肪酸降解ꎻｋｏ００９９９:各种植物次生代谢产物的生物合成ꎻｋｏ００９４４:黄酮和黄酮醇生物合成ꎻｋｏ００９４１:类
黄酮生物合成ꎻｋｏ００９０８:玉米素生物合成ꎻｋｏ００４６０:氰基氨基酸代谢ꎮ

仅能够为解析重楼植物次生代谢产物的合成途径、
积累动态及调控机理提供关键的理论依据ꎬ同时也

有助于为将来针对重楼甾体皂苷类化合物生物合成

相关基因的定向克隆工作储备有价值的候选基因ꎮ

　 　 转录因子在调节植物次生代谢产物积累、生理

代谢和胁迫方面发挥着重要作用[３７]ꎮ 迄今ꎬ已在

ＭＹＢ、ＷＲＫＹ、ｂＨＬＨ、ｂＺＩＰ 和 ＡＰ２ / ＥＲＦ 转录因子家

族中发现了多种具有重要功能的转录因子成员[３８]ꎮ
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据推测ꎬ这些转录因子通过参与调控植物体内生物

合成基因的表达来调节这些特殊代谢物的生物合

成[３９]ꎬ部分转录因子被认为与萜类和甾体化合物合

成有关[４０￣４３]ꎮ 在本研究中共鉴定了２ ３２７个转录因

子ꎬ分别属于 ７１ 个家族ꎬ其中包含 ５８ 个 ＭＹＢ、１９ 个

ＡＰ２ / ＥＲＦ、２４ 个 ｂＨＬＨ、１６ 个 ＷＲＫＹ 和 ３２ 个 ｂＺＩＰꎮ
综上ꎬ本研究通过重楼全长转录组测序及生物

信息学分析ꎬ充实了重楼基因信息ꎬ为解析重楼活性

成分代谢调控及关键基因筛选提供了重要参考ꎮ

４　 结 论

通过对重楼样本进行全长转录组测序并进行数

据分析ꎬ成功获取了４２ ７７１个去冗余后的独立转录

本序列ꎮ 其中 ４０ ９４５ 个转录本成功比对至包括

ＫＥＧＧ 在内的 ７ 大生物信息学数据库ꎬ并完成了注

释ꎮ 这些单基因在细胞解剖实体、一般功能预测和

次生代谢物的生物合成中占据较高比例ꎮ 在 ＮＲ 数

据库中ꎬ重楼与海枣和油棕的基因序列匹配度最高ꎮ
本研究还预测 识 别 出 了 ２７ ４５１ 个 微 卫 星 序 列

(ＳＳＲ)ꎬ揭示了丰富的遗传变异信息源ꎻ同时鉴定出

１ ６３７个潜在的长链非编码 ＲＮＡ(ＬｎｃＲＮＡ)ꎬ以及

２ ３２７个可能参与调控基因表达的转录因子ꎮ 筛选

了 １４９ 个与重楼皂苷合成相关的关键候选转录因

子ꎬ鉴定了与胆固醇合成直接相关的基因 ４８ 个ꎬ以
及 １２０ 个细胞色素 Ｐ４５０ 酶基因和 ５３ 个 ＵＤＰ￣糖基

转移酶基因ꎮ 以上结果极大地拓宽了重楼的公共转

录组数据库ꎬ并为鉴定参与重楼皂苷和其他次生代

谢产物生物合成的候选基因提供了宝贵的资源ꎮ
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