
 中草药 2021 年 1 月 第 52 卷 第 1 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 January Vol. 52 No. 1 ·219· 

   

 

粗茎秦艽种子萌发过程的转录组及关键因子分析2 
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摘  要：目的  研究粗茎秦艽Gentiana crasicaulis种子萌发的转录组信息及影响因子。方法  利用高通量测序技术测定粗茎

秦艽种子萌发前、萌发中及萌发后3个阶段的转录组，并通过生物信息学技术进行分析。结果   共获得了149 463条

Unigenes，平均长度为601.88 bp，其中79 412个Unigene获得注释。6943个基因差异表达，大部分表现为萌发后上调表达，

其中5188个富集到GO条目中，1815个富集到KEGG通路中，大多参与光反应过程、细胞壁合成、脂质代谢及次生代谢中。

单碱基到六碱基核苷酸的SSR重复类型均有检出，SSR发生频率为15.13%，出现频率为18.81%，平均每3199 bp就含有1个

SSR位点，SSR重复类型丰富，数目较多。结论  粗茎秦艽种子萌发过程有大量调控基因参与，光照、激素为重要的调控

因子，SSR专用标记的开发切实可靠，且为粗茎秦艽的次生代谢调控研究奠定了基础。 
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Abstract: Objective  To explore the transcriptome information and key factors of G. crasicaulis in seed germination process. 

Methods  The transcriptome of the stage before germination, during germination and after germination of G. crasicaulis were 

determined by high-throughput sequencing and analyzed by systemic bioinformatics. Results  A total of 149 463 unigenes were 

obtained, with an average length of 601.88 bp, and 79 412 unigenes were successfully annotated. A total of 6943 genes were 

differentially expressed, most of which were up-regulated after germination. Among them, 5188 genes were enriched in the GO and  

1815 genes were enriched in the KEGG pathway, most of which were involved in the light reaction, cell wall synthesis, lipid 

metabolism and secondary metabolism. The 1—6 nucleotides SSR repeat types were all detected. The frequency of SSR occurrence 

was 15.13% and the frequency of appearing was 18.81%. On average, every 3199 bp contained one SSR site. Abundant SSR repeat 

types and a large number of SSR repeat types were obtained. Conclusion  A large number of genes were involved in regulating the 

germination process of G. crasicaulis. Light and plant hormones were important regulatory factors. The special SSR markers 

development was effective and reliable through transcriptome information. This study provided a reference for further understanding 

of regulation of G. crasicaulis secondary metabolism. 
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秦艽Gentianae macrophyllae Radix性味辛、

苦、平，归胃、肝、胆经，首载于《神农本草

经》，列为中品，具祛风湿、清湿热、止痹痛和

退虚热的功效[1]，为我国常用的重要药材。粗茎

秦艽Gentiana crassicaulis Duthie ex Burk.为《中

国药典》2015年版秦艽确定的基原之一，是我国

目前栽培量最大的秦艽品种 [2]。近年来临床用药

量增加，过度采挖导致秦艽野生资源日渐枯

竭 [3]，秦艽价格不断上涨迫切需要开展秦艽规模

化人工栽培。粗茎秦艽以有性繁殖为主，其种子

自然萌发发芽率低，萌发周期差异大 [4]，导致秦

艽繁殖能力低，是困扰人工栽培的重要问题。近

年来，主要用过温水催芽、赤霉素浸种 [5]，CO2

激光处理 [6]，不同芽床 [7]，光照、水分等环境因

子 [8]等生理手段研究秦艽种子萌发的机制，其分

子机制研究未见报道。 

转录组为特定细胞或组织在功能状态或某一

发育阶段下转录出来的所有RNA的集合[9]。高通

量测序技术的迅速发展使得无参考基因组植物基

因表达信息的获得变得越来越简便、快捷。近年

来，转录组测序技术（RNA-Seq）越来越多的运

用到种子萌发机制的研究中，如在西洋参 [10]、黄

芪[11]等种子萌发机制中的研究。本研究拟通过粗

茎秦艽种子萌发前、中、后3个不同时期的转录组

数据，初步分析粗茎秦艽种子萌发过程的相关基

因、途径以及重要调控因子，为探索秦艽种子萌

发的分子机制奠定基础。 

1  材料与试剂 

1.1  材料 

试验所用粗茎秦艽种子于2016年采自四川省

阿坝州黑水县沙石多乡甲足村（102°55′11.95″E，

32°7′37.14″N，海拔2710 m）粗茎秦艽种植基地3

年生成熟种子，经西南民族大学刘圆教授鉴定为

龙胆科植物粗茎秦艽G. crasicaulis Duthie ex Burk.

的成熟种子。 

1.2  仪器与试剂 

本实验借助Illumina HiSeq 2000测序平台，建

库采用illumina原装试剂盒。1%琼脂糖凝胶电泳分

析RNA降解程度以及是否有污染，Nanodrop 2000

（Thermo Fisher公司，美国）检测RNA的纯度，

Qubit 2.0（Invitrogen公司，美国）对RNA浓度进

行精确定量，Agilent 2100（Agilent公司，美国）

精确检测RNA的完整性，采用Estscan（3.0.3）软

件预测其开放读码框，从而得到这部分基因编码

的核酸序列和氨基酸序列，采用Primer3（2.3.5）

进行简单重复序列（ simple sequence repeats，

SSRs）引物设计。 

2  方法 

2.1  种子的萌发 

选取饱满种子于12 h光照，恒温25 ℃下萌发，

分别取将萌发前（饱满的种子，未进行萌发，编号

GC-MFQ-01、GC-MFQ-02、GC-MFQ-03）、萌发

中（种子萌发至13 d，刚出现露白，编号GC-MFZ-

01、GC-MFZ-02、GC-MFZ-03）、萌发后（从露白

开始计时，用时5 d，胚根长至0.3～0.5 cm，编号

GC-MFH-01、GC-MFH-02、GC-MFH-03）3个阶段

（图1）。每个阶段取3个生物样品重复，迅速放入

液氮中固定，−80 ℃冰箱储藏备用。 

2.2  RNA抽提及转录组测序 

样品总RNA提取按照改良的Trizol的方法进

行[12]，检测达到测序质量后构建文库。库检合格

后，由北京诺禾致源科技股份有限公司 Illumina 

HiSeqTM2000平台进行建库测序。 

2.3  转录组分析 

利用Trinity[13]对clean reads进行拼接，取每条序列

中最长的转录本作为Unigene，以此进行后续的分析。 

     

A-萌发前  B-萌发中  C-萌发后 

A-before germination  B-during germination  C-after germination 

图1  粗茎秦艽种子萌发过程 

Fig. 1  Seed germination of G. crasicaulis 

1 cm 1 cm 1 cm 

A B C 
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基于BLAST[14]法取E值＜1e−5给出Unigene的蛋白数据

库NR注释、SWISSPROT注释，蛋白相邻类的聚簇

（KOG）功能注释、GO（gene ontology）分类和京

都基因与基因组百科全书（KEGG）代谢通路分

析。Unigene表达量的计算使用FPKM（fragments 

Per kb per Million reads）法[15]。 

910)AFPKM( 


=
LN

n
 

A为基因名，FPKM(A)为基因A的表达量，n为比对到

基因A的fragments数，N为比对到所有基因的总fragments

数，L为基因的长度 

利用MISA软件[16]对粗茎秦艽种子Unigenes进

行SSRs检测，并进行统计分析。 

3  结果与分析 

3.1  转录组质量分析与Unigene拼接、注释 

对粗茎秦艽种子的132 532 476条转录组raw 

data进行过滤，各样品的clean bases为5.99～6.80 

Gb，Q30均在 94.71%以上，GC含量平均值为

43.71%（表1）。取每条基因中最长的转录本为

Unigene，共获得149 463条Unigene，平均长度

为601.88 bp，N50为909，长度在1 kb以上的有

22 147条，表明组装结果较可靠。

表1  样品转录组clean data统计 

Table 1  Sample transcriptome clean data statistics 

编号 样品 raw data clean data clean bases/Gb Q30/% GC/% 

GC-MFQ 萌发前 44 847 122 42 937 566 6.44 94.71 44.38 

GC-MFZ 萌发中 46 580 182 45 316 102 6.80 95.43 43.33 

GC-MEH 萌发后 41 105 172 39 944 182 5.99 95.44 43.59 

raw data为原始测序序列；clean data为去除接头、无法确定碱基信息及低质量reads的序列数据；clean bases为测序序列的长度；Q30为碱基正

确识别率达99.9%的序列比例；GC含量为碱基G和C占总的碱基数量的百分比 

Raw Data was the original sequencing sequence; Clean Data was the sequence data with unconnected base information and low-quality reads; Clean 

bases was the length of the sequencing sequence; Q30 was the sequence ratio with a correct base recognition rate of 99.9%; GC content was the 

percentage of bases G and C to the total number of bases. 

对获得的Unigene进行注释，共有79 412个

Unigene获得注释信息，约占Unigene总数的53.13%

（图2-B），与NR数据库比对结果见图2-A，其中，

与咖啡Coffea canaphora Pierre ex Froehn.的同源性

最高，达21.7%，其次为葡萄Vitis vinifera L. 为

5.5% ，油菜 Brassica napus L. 为 5.2% ，芝麻

Sesamun indicum L. 为4.3%，烟草Nicotiana sylve 

stris L. 为3.0%，其余物种均小于3%。 

 

图2  粗茎秦艽转录组NR数据库比对物种分布 (A) 及注释统计 (B) 

Fig. 2  NR database comparison of species distribution (A) and transcriptome annotation statistics (B) of G. crasicaulis 

3.2  粗茎秦艽种子萌发过程中差异表达基因分析 

差异基因共6943个。与粗茎秦艽种子未萌发

的转录组对比，萌发中共有差异基因5960个，萌

发后共有差异基因5619个，萌发后与萌发中共有

差异基因587个，共同差异基因为386个。对共同

差异表达的基因进行聚类分析，大部分差异基因

表现为萌发中、萌发后上调表达。差异基因韦恩

及聚类分析见图3。 

3.3  差异表达基因的GO和KEGG富集分析 

对粗茎秦艽种子萌发过程中的差异基因进行 
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图3  差异基因维恩 (A) 及聚类分析 (B) 

Fig. 3  Venn diagram (A) and cluster analysis (B) of differences in genes 

GO分类富集分析，结果表明，共有5188个

差异基因富集到GO条目中，其中光合作用、淀

粉代谢过程、蔗糖代谢过程为生物过程的优势富

集条目，富集到的差异基因分别占总基因数的

1.40%、1.35%和1.35%；光系统II和细胞壁为细

胞组分的优势富集条目，富集到的差异基因分别

占总基因数的0.94%和0.83%；CH-OH基团为供

体，NAD/NADP为受体的氧化还原酶活性和醇类

为受体的磷酸酶活性为分子功能的优势富集条

目，富集到的差异基因分别占总基因数的17.15%

和15.42%（图4）。 

对粗茎秦艽种子萌发过程中的差异基因进行

KEGG富集分析，结果表明，共有1815个差异基

因富集到KEGG通路中，其中淀粉和蔗糖的代谢

（参与该通路的差异基因占比为5.29%）、植物激

素信号转导（4.41%）、苯丙素类的生物合成

（3.97%）、氨糖和核糖代谢（3.53%）、半胱氨酸

和蛋氨酸代谢（2.81%）、光合作用的碳固定

（2.75%）、脂肪酸代谢（2.70%）、戊糖-葡萄糖醛

酸转换（2.37%）、光合作用（2.26%）和萜类化

合物骨架的生物合成（1.82%）为KEGG富集途

径的Top10（图5）。 

 

图4  差异基因的GO富集分析 

Fig. 4  GO enrichment analysis 
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图5  差异KEGG富集 (top20) 

Fig. 5  Enrichment of differences KEGG classification 

chart (top 20) 

3.4  种子萌发的差异代谢及调控过程分析 

粗茎秦艽为环烯醚萜类、黄酮类等次生代谢

产物含量丰富的药用植物，因此，对粗茎秦艽种

子萌发过程中的代谢过程进行转录分析。较多的

差异基因参与光反应过程、细胞壁合成、脂质代谢

及次生代谢中（图6）。植物通过感受外界及自身的

信号调控自身的发育，秦艽种子萌发过程中参与赤

霉素、生长素、细胞分裂素等调控过程的差异基因

数目较多，同时，大量的转录因子也参与了种子萌

发过程的调控。通过以上统计分析，光照条件为秦

艽种子萌发重要的外界条件，赤霉素、生长素、细

胞分裂素等通过单独或联合调控萌发。 

种子萌发过程中，含氮化合物、异戊二烯

类、黄酮类等次生代谢过程中基因表达差异，

统计结果见表2。转录因子调控着基因的表达，大 

 

A-差异代谢富集  B-差异调控富集 

A-differential metabolism enrichment  B-differential regulation enrichment 

图6  粗茎秦艽种子萌发的差异代谢及调控概览 

Fig. 6  Overview of differential metabolism and regulation of seed germination of G. crasicaulis 

表 2  粗茎秦艽种子萌发过程次生代谢差异基因统计 

Table 2  Statistics of genes of secondary metabolism differences in seed germination of G. crasicaulis 

类别 小类 Unigene ID 

含氮化合物 生物碱 c138031_g1 、 c45781_g1 、 c73025_g2 、 c78295_g1 、 c83550_g2 、 c85219_g1 、 c86356_g1 、

c86437_g1、c88791_g2、c88791_g3、c90218_g1、c91573_g1、c72220_g1 

异戊二烯类 萜类 c58036_g1、c71002_g1、c72874_g1、c77082_g1、c83781_g1、c88058_g2 

类胡萝卜素 c60382_g1、c87017_g1、c87685_g7、c84060_g1、c75929_g1、c5794_g1 

黄酮类 花青素 c78150_g2、c78352_g1、c83697_g1、c87347_g1、c78150_g2、c82795_g1、c85194_g2、c91466_g1 

查耳酮类 c78512_g1、c91042_g1、c92844_g1、c22615_g1、c23197_g1、c77524_g1 

二氢黄酮醇类 c73778_g1 、 c78150_g2 、 c82795_g1 、 c84710_g5 、 c84821_g1 、 c89944_g1 、 c87676_g3 、
c71055_g1、c72557_g1、c88350_g1、c91094_g3、c91236_g1、c91389_g1 

黄酮醇类 c115908_g1 、 c78333_g1 、 c79684_g1 、 c81984_g1 、 c82836_g1 、 c89408_g1 、 c84143_g1 、
c73646_g1、c77776_g1、c78333_g1、c81984_g1、c82248_g1 

异黄酮类 c78035_g1、c79606_g1 
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量的转录因子在种子萌发过程中差异表达，统

计发现，Auxin Response Factor家族、bHLH家

族、Constans-like zinc finger家族、MYB-domain

家族、WRKY家族、Aux/IAA家族、bZIP家族、

NAC-domain家族为差异基因数目较多的转录因

子家族，结果见表3。 

3.5  SSRs特征分析 

利用软件MISA对粗茎秦艽转录组149 463条

Unigene序列进行SSR位点分析，单碱基到六碱基

核苷酸重复类型均有检出。其中，28 120个SSR分

布于22 613条Unigene序列中，SSR发生频率（含有

SSR的Unigene数目与总Unigene的数目之比）为

15.13%，出现频率（检出SSR个数与总Unigene数

目之比）为18.81%，平均每3199 bp就含有1个SSR

位点（图7）。其中18 167条Unigenes只包含单个

SSR位点，4446条Unigenes包含1个以上SSR位点。

粗茎秦艽SSR重复类型丰富，数目较多。 

从SSR位点数量上看，出现最多的为一至三核苷 

表3  粗茎秦艽种子萌发过程差异转录因子统计 

Table 3  Statistics of differences transcription factors in seed germination of G. crasicaulis 

转录因子家族 Unigene ID 

auxin response factor家族 c79120_g1、c87440_g2、c88108_g2、c92223_g1 

bHLH家族 c4777_g1 、 c58783_g1 、 c67494_g1 、 c70988_g1 、 c73410_g1 、 c73763_g1 、

c74082_g1、c75504_g1、c76385_g1、c76552_g1、c81621_g1、c82077_g1、

c82275_g1、c85168_g2、c85884_g1、c86318_g1、c87791_g1、c90045_g4、

c90348_g2、c91549_g1、c92315_g2、c92326_g2 

Constans-like zinc finger家族 c66211_g1、 c68711_g1、 c69042_g1、 c70425_g1、 c81266_g1、 c84339_g1、

c86023_g1、c89086_g2 

MYB-domain家族 c52891_g1、c53750_g1、c64634_g2、c69102_g2、c70788_g1、c72886_g1、c73871_g1、

c76657_g3 、 c76871_g1 、 c77785_g1 、 c78868_g1 、 c87554_g1 、 c89226_g1 、

c89226_g2 、 c90410_g2 、 c92614_g4 、 c93753_g1 、 c11157_g1 、 c58058_g1 、

c58204_g1、c71678_g1、c73070_g1、c78921_g1、c88173_g1、c91543_g1 

WRKY家族 c58288_g1、 c71036_g1、 c73043_g1、 c81228_g1、 c84114_g1、 c87193_g2、

c89298_g1、c90672_g2、c91537_g3、c91963_g2 

Aux/IAA家族 c49894_g1、 c67085_g1、 c70399_g1、 c73381_g1、 c78177_g1、 c78177_g2、

c78505_g1 

bZIP家族 c107281_g1、c43787_g1、c54183_g1、c59478_g1、c66443_g1、c70045_g1、

c71762_g1、c74851_g1、c81168_g1、c82073_g3、c82280_g1、c82764_g2、

c85757_g1、c85801_g1、c86964_g1、c88245_g1 

NAC-domain家族 c69925_g1、c73805_g1、c83121_g1、c91132_g5、c56905_g1 

 

图7  粗茎秦艽种子转录组SSR重复类型统计 

Fig. 7  SSR repeat type statistics of seeds of G. crasicaulis 

transcriptomic unigenes 

酸重复，占到总SSR位点数量的98.45%。其中单核

苷酸重复比例最高，可占到62.42%，A/T为优势重复

类型，占单核苷酸重复类型的95.66%；其次为三核

苷酸和双核苷酸重复，分别为19.46%和16.59%，

AAG/GAA为三核苷酸优势重复类型，占三核苷酸重

复类型的7.78%，AT/TA为二核苷酸优势重复类型，

占二核苷酸重复类型的54.91%。四、五、六核苷酸

重复类型的数量很少，总计占比1.55%（表4）。 

4  讨论 

4.1  秦艽有效成分合成基因的筛选 

粗茎秦艽的主要活性成分有环烯醚萜类、

黄酮类、萜类及苯丙素类等 [17-19]，对粗茎秦艽

种子萌发过程的转录组进行统计发现，大量的  
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表4  粗茎秦艽种子转录组的SSR位点分析 

Table 4  SSRs analyses of seeds of G. crasicaulis 

transcriptomic unigenes 

重复类型 数量/条 优势重复基序 

单碱基 17 553 T/A 

二碱基 4666 AT/TA 

三碱基 5473 AAG/GAA 

四碱基 335 AAAT/AAAC/AAGA 

五碱基 41 / 

六碱基 52 / 

总计 28 120 / 

 

次生代谢相关基因差异表达，包括含氮化合

物、异戊二烯类、黄酮类等，与陈俊可等 [18]、

王长生等 [19]对于粗茎秦艽有效成分的鉴定结果

一致。因此，在后续研究中，应对该部分基因

进行克隆及功能验证，以期解析粗茎秦艽有效

成分的基因合成路径，为粗茎秦艽有效成分的

生物合成奠定基础。 

4.2  秦艽种子萌发水平的机制初探 

植物激素是一类调节植物生理反应的活性物

质[20]。赤霉素[21]、脱落酸[22]、乙烯[20]均可参与种

子休眠的调控；生长素促进细胞的分裂与分

化[23]；细胞分裂素可调控芽的形成[24]。统计粗茎

秦艽种子萌发过程差异表达基因，大量的生长

素、赤霉素调控基因差异表达，因此，生长素、

赤霉素在粗茎秦艽种子萌发过程中起重要作用。

与侯格平等[5]使用了赤霉素浸种秦艽种子，提高了

其萌发率相符合。另外，光反应过程、碳固定、

淀粉和蔗糖代谢相关基因大量差异表达，表明光

照应为粗茎秦艽种子萌发的重要条件。因此，后

续试验应继续验证光照、植物内源激素对秦艽种

子萌发的调控功效，以期提高粗茎秦艽种子萌发

水平。 

4.3  秦艽专属SSR标记的开发 

SSR标记因其可重复性、多等位性、共显性遗

传、相对丰度和良好的基因组覆盖率等特点，在

植物遗传育种中广泛的应用[25]。利用转录组开发

的SSR标记均位于编码区，因此，更有效地解释了

不同品种的表型和功能的多样性，目前厚朴 [26]、

云锦杜鹃[27]等已利用转录组成功开发出有效的SSR

标记。分析粗茎秦艽转录组的SSR特征，表明SSR

类型丰富、数量可观，为粗茎秦艽遗传多样性研

究及分子育种提供研究基础。 

综上，研究粗茎秦艽种子萌发过程的转录组

学，获得了大量的重要信息，后续将通过验证各

个因子对于粗茎秦艽种子萌发的影响，揭示粗茎

秦艽种子萌发的机制，探索提高其萌发率及成活

率的技术手段。 
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