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基于转录组数据发掘三岛柴胡侧根发育的关键基因  
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摘  要：目的  发掘生长素信号转导途径中可能参与三岛柴胡 Bupleurum. falcatum 侧根发育的关键基因。方法  采用 Illumina 

Hiseq2500 高通量测序平台对三岛柴胡不同发育阶段的根组织进行转录组测序，筛选差异表达的生长素信号转导基因。通过使用

外源生长素（indole-3-acetic acid，IAA）与生长素抑制剂（2,3,5-triiodobenzoic acid，TIBA）处理苗期柴胡，考察生长调节剂对三

岛柴胡侧根发育及差异表达基因的影响。结果  在三岛柴胡的苗期根转录组中共鉴定到 138 个属于生长素信号转导通路中的差异

表达基因，其中 73 个基因在 15 日龄的三岛柴胡主根（S3）中特异性高表达。相关性分析表明，BfIAA9/14/16、BfARF6/19、BfGH3.6、

BfLAX3 等 31 个差异基因表达模式高度相关，可能共同参与了三岛柴胡的侧根发育过程。外源激素诱导结果显示，低浓度的 IAA

和 TIBA 处理均可显著增加三岛柴胡侧根数目，并促进 BfIAA9/14/16、BfARF19 等基因的表达。进一步证实了转录组的筛选结果的

准确性，其中 BfIAA9/14/16、BfARF19 可能是正向调控三岛柴胡侧根发育的关键基因。结论  揭示了三岛柴胡根系在不同发育阶

段和组织中生长素信号转导通路基因的显著差异表达模式，其中在 S3 组织中高表达的基因可能与侧根发育密切相关。 
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Abstract: Objective  To identify key genes involved in the auxin signal transduction pathway that may participate in the lateral root 

development of Bupleurum falcatum. Methods  Transcriptome sequencing of root tissues at different developmental stages of B. 

falcatum was performed using the Illumina HiSeq2500 high-throughput sequencing platform to screen for differentially expressed 

auxin signaling genes. The effects of exogenous IAA and TIBA on the lateral root development and expression of differentially 

expressed genes in B. falcatum seedlings were examined. Results  A total of 138 DEGs related to the auxin signal transduction 

pathway were identified in the transcriptome data of seedling-stage B. falcatum, with 73 genes specifically highly expressed in 15-day-

old the main root (S3). Correlation analysis revealed that 31 DEGs, including BfIAA9/14/16, BfARF6/19, BfGH3.6, and BfLAX3, 

showed highly correlated expression patterns, suggesting their potential involvement in the lateral root development of B. falcatum. 

Exogenous hormone induction results showed that low concentrations of IAA and TIBA treatments significantly increased the number 

of lateral roots in B. falcatum and promoted the expression of genes such as BfIAA9/14/16 and BfARF19. These results confirmed the 

accuracy of the transcriptome screening, indicating that BfIAA9/14/16 and BfARF19 may be key positive regulators of lateral root 

development in B. falcatum. Conclusion  This study reveals significant differential expression patterns of auxin signaling pathway 

genes in the roots of B. falcatum at different developmental stages and tissues, with genes highly expressed in S3 tissue potentially 

being closely related to lateral root development.  
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柴胡 Bupleuri Radix 是伞形科（Umbelliferae）

柴胡属植物北柴胡 Bupleurum chinense DC.以及狭

叶柴胡 B. scorzonerifolium Willd.的干燥根，在亚洲

地区具有 2000 多年入药历史[1]。柴胡的主要活性成

分为柴胡皂苷，具有抗炎、抗溃疡、保肝、解热、

抗肿瘤、抗病毒等多种药理作用[2-3]。柴胡皂苷的含

量与根系构型密切相关，主要在根表皮和外皮层中

高度富集，因此侧根数量是影响柴胡皂苷含量的决

定性因素之一[4]。三岛柴胡 B. falcatum L.为日本官

方用药品种，自 20 世纪 80 代开始在我国引种并广

泛栽培，主要销往日本、韩国等地，需求量极大[5]。

本课题组前期对苗期三岛柴胡、北柴胡以及狭叶柴

胡的根系构型比较后发现，与北柴胡相比，狭叶柴

胡的根更短，侧根数量较少；而三岛柴胡的根更细

长，侧根数更少[6-8]。 

生长素（indole-3-acetic acid，IAA）在植物根系发

育过程中起着至关重要的作用，生长素水平的动态时

空变化可以迅速精确地触发基因的重编程[9-10]。生长

素 信 号 通 过 生 长 素 原 初 响 应 基 因 Aux/IAA

（auxin/indole3-aceticacid）和生长素响应因子（auxin 

response factor，ARF）的相互作用来调控侧根发育

关键基因的表达 [11]。例如，在拟南芥中多个

AUX/IAA-ARF 模块参与调控其侧根的形成 [12]。

PgIAA02 通过与 PgARF22/PgARF36 互作影响人参

侧根生长和发育[13]。 

据报道，外源施用生长素通过改变根部生长

素的分布和活性，来影响植物侧根形态的建成和

发育[14-16]，而生长素抑制剂（2,3,5-Triiodobenzoic acid，

TIBA）则通过阻断生长素的极性运输使其在细胞和组

织中积累，从而促进或者抑制根的生长[17-19]。本课题

组前期研究发现，使用适宜浓度的 IAA 和 TIBA 可

显著促进北柴胡和狭叶柴胡的侧根形成[7-8]，参与生

长素信号转导基因的表达量在两种柴胡幼根组织中

也存在明显差异[20]。 

为了进一步明确影响三岛柴胡根系构型的分

子机制，本研究对三岛柴胡幼根进行了转录组测

序，并筛选不同发育阶段和组织中差异表达的生

长素信号转导通路基因。同时，分析了外源激素

IAA 和 TIBA 处理对三岛柴胡侧根发育及其生长

素信号转导相关基因表达的影响。本研究旨在通

过分子生物学和生物信息学手段，揭示三岛柴胡

根系发育过程中生长素信号转导的分子机制，并

评估外源激素处理对其根系发育的潜在应用前

景，为进一步优化柴胡栽培技术和基因改良柴胡

品种提供科学依据。 

1  材料 

药材于 2013 年采自四川自贡荣县药用植物基

地，经中国医学科学院药用植物研究所魏建和教授

鉴定为三岛柴胡 B. falcatum L.。选取饱满的三岛种

子置于潮湿滤纸上进行催芽，将发芽后的种子置于

霍格兰营养液中采用漂浮法进行水培，培养过程中

每隔 3 d 更换 1 次营养液，后续选取长势一致的柴

胡幼苗进行实验处理。以 5 日龄未产生侧根的幼苗

整个新鲜根系（S1）、15 日龄幼苗主根和侧根未分

化的 5 mm 根尖组织（S2）、15 日龄主根的成熟区

（S3）为转录组测序样本。以 10 日龄的幼苗为材料

进行外源激素处理。 

2  方法 

2.1  转录组测序 

采用 Illumina Hiseq2500 高通量测序平台对三

岛柴胡幼根组织进行转录组测序，课题组前期已完

成上述测序工作并鉴定到与三萜皂苷生物合成相关

的基因[21]，本研究主要聚焦在与柴胡侧根发育相关

的基因。 

2.2  生长素信号转导相关基因筛选与差异表达

分析 

基于三岛柴胡的转录组中的 KEGG 注释结果，

筛选生长素信号转导通路中的 AUX/IAA、ARF、生

长素受体（transport inhibitor response，TIR1）、生长

素应答基因 gretchen hagen3（GH3）、小生长素上调

RNA（small auxin upregulated RNA，SAUR）、生长

素流入载体（auxin resistant 1/like aux1，AUX1/LAX）

和生长素极性转运蛋白（PIN-FORMED，PIN）7 个

基因家族。使用 DESeq2 程序对上述基因进行差异

表达分析，以 P＜0.05 且 |log2fold change|＞2 为筛

选条件，并利用 R 4.3.3 版本中的 pheatmap 软件包

进行可视化处理。 

2.3  差异基因之间的相关性分析 

为了深入发掘生长素信号转导通路中与三岛柴

胡侧根发育相关的关键基因集，基于差异基因的表

达量变化倍数及其表达丰度，对不同亚家族中差异

基因进行了进一步筛选。再利用 R 中的 cor 函数计

算差异基因之间的 Pearson 相关性系数，相关系数

（r2）越接近 1，表明基因之间表达模式的相似度越

高。最终采用 Corrplot 软件包对分析结果进行可视

化展示，以便更直观地理解基因之间的相关性。 
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2.4  外源生长节剂对三岛柴胡侧根发育的影响 

为了比较外源生长节剂对三岛柴胡侧根发育的

影响，将长势一致的 10 日龄的三岛柴胡幼苗分别

置于含有 0.01 μmol/L 的 IAA 和 TIBA 的霍格兰营

养液中进行处理，处理时间设置为 0、1、2、4、6、

8、12、16、20、24 h，处理后完成后转入 Hogland

营养液继续培养，3 d 后每个处理取 10 株柴胡使用

番红固绿染色剂对柴胡根进行染色并在显微镜下计

数每株苗子的侧根原基和侧根数量，并使用SPSS和

Prism 8.0 进行数据分析和作图。 

2.5  外源生长调节剂对生长素信号转导基因的影响 

使用含有 0.01 μmol/L 的 IAA 和 TIBA 的霍格

兰营养液对三岛柴胡进行处理（方法同“2.3”项），

处理时间为 0、2、4、6、8、12、24 h。每个样品设

置 3 个生物学重复，处理完成后立刻用液氮预冷三

岛柴胡根组织。使用 TIANGEN RNA prep Pure Plant 

Plus Kit 试剂盒提取柴胡根组织总 RNA，使用 1%

的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量。采用 Thermo 

Scientific Nanodrop One核酸分析仪测定RNA浓度，

并使用 TransScript® Uni All-in-One First-Strand 

cDNA Synthesis SuperMix for qPCR kit 将 RNA 反转

录 成 cDNA 。 使 用 PerfectStart® Green qPCR 

SuperMix kit 试剂盒及 Bio-Rad CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System 荧光定量仪进行实时荧

光定量反应（qRT-RCR）。使用柴胡 BcADF5 作为内

参基因，随机选取相关性分析结果中表达模式高度

相关的 9 个差异表达基因进行 qRT-RCR 验证，并

使 用 在 线 软 件 Primer 3 Plus （ https://www. 

primer3plus.com/）对候选转录因子进行引物设计

（表 1）。将各基因在 0 h 样本中的表达量设为对照，

采用 2−△△Ct 法计算其相对表达量，利用 Prism 8.0 进

行数据分析和作图。

表 1  qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers used for real-time quantitative PCR 

基因 ID 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’） 

BfIAA9_41026 TCTCAGTCCCCAGAAAAAGAGC CCCTCTTGTTGCCAGAAACAAC 

BfIAA14_6950 TGGGTGATTATGGATCCCAAGG GCCAATGAGCATCCAATCACC 

BfIAA16_28436 AAGAAGGGTGATCTGGAGAGTG ACAGCTGCTGGTAAGTGTTG 

BfARF6_81957 TTGGAGTTTCGCCTTGGATG TGAAAGCATCAACGGCTCTC 

BfARF19_85571 AATGCCTTGGCTTGGTGATG AGTAGTTTGGCTGCATTGGG 

BfLAX3_8614 TTGTTGGGAAGTTGGACTGC TGTTTCTCCAGTGCTTTCCC 

BfGH3.6_34057 ACCGTATTGCCAATGGTGAC ACAATGATCTCCTCTCCAGCTC 

BfGH3.6_56781 ATGGGGTTTCGGTTAGTGTCC TCGATAAAGCCCAGCATAGGTG 

BfPIN1_36719 TCTATGGTTGCTGCTGGTACTG TGGAACCTAGACTTGCTTCCAC 

3  结果与分析 

3.1  生长素信号转导相关基因差异表达分析 

在三岛柴胡根组织比较转录组中，共鉴定到

138 个差异表达基因。有 78 个差异基因为生长素响

应因子 ARF，其余基因则来自于 AUX/IAA 家族（18

个）、TIR1 家族（16 个）、AUX/LAX 家族（11 个）、

GH3 家族（7 个）、SAUR 家族（5 个）和 PIN 家族

（3 个）。此外，在 S3_vs_S1 和 S3_vs_S2 分别检测

到 105 和 116 个差异表达基因，两组比较组中存在

82 个共有基因（52 个 ARF、11 个 TIR1、7 个

AUX/LAX、5 个 AUX/IAA、5 个 GH3、3 个 PIN）。

在 S1_vs_S2 中 仅 有 3 个 差 异 基 因 ， 其 中

BfLAX3_8614 在所有比较转录组中均显示出差异表

达（图 1）。图 2 进一步展示了 138 个差异基因在 

 

图 1  不同根组织中生长素转导通路差异表达基因的韦

恩图 

Fig. 1  Venn diagram of differentially expressed genes in 

auxin signaling pathway across different root tissues 
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图 2  三岛柴胡幼根组织中生长素相关差异基因表达谱 

Fig. 2  Expression profile of auxin-related differentially expressed genes in young roots of B. falcatum

S1、S2 和 S3 中表达情况，其中生长素早期响应基

因 CH3.6、CH3.9、IAA4/9/13/14/16，生长素响应因

子 ARF4/8/15，以及生长素运输载体蛋白 PIN1 等 73

个基因在侧根形成旺盛的 S3 中特异性高表达。 

3.2  差异基因之间的相关性分析 

基于 138 个基因在组织中的差异变化倍数和表

达丰度，最终选取了 67 个基因进行相关性分析。如

图 3 红框中所示，其中有 31 个差异基因的表达模

式 具 有 显 著 的 正 相 关 性 （ r2 ＞ 0.8 ）， 如

BfIAA14_6850、BfIAA9_41026、BfARF6_81957、

BfARF19_85571、BfLAX3_8614、BfGH3.6_34057、

BfPIN1_36719 等。这些具有相同表达模式的差异基

因集，可能在三岛柴胡生长素信号转导和侧根发育

调控过程中发挥关键作用。 

3.3  IAA、TIBA 对三岛柴胡侧根原基和侧根数目

的影响 

低浓度的 IAA和TIBA显著影响三岛柴胡幼苗侧

根发育（P＜0.05）。具体而言，使用 0.01 μmol/L 的

IAA 处理三岛柴胡 2～16 h 后，显著促进了其侧根原

基的形成，尤其是在处理 8 h 后，侧根原基和侧根数

量增加最为显著（图 4-A、B）。同样，使用 0.01 μmol/L

的 TIBA 处理苗期三岛柴胡 2～4 h 后，也显著促进了

其侧根原基的形成，侧根数量在处理 2～8 h 后显著增

加（图 4-C、D）。综合来看，使用 0.01 μmol/L 的 IAA

处理三岛柴胡 8 h，对促进其侧根发育的效果最佳，而

0.01 μmol/L 的 TIBA 处理时间 4 h 最为有效。 
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图 3  候选差异表达基因间的相关性分析 

Fig. 3  Correlation analysis of candidate differentially expressed genes

3.4  IAA、TIBA 对三岛柴胡生长素信号转导基因

的影响 

使用 0.01 μmol/L 的 IAA 处理苗期柴胡，显著

上调了根部生长素原初响应基因 BfIAA14_6950、

BfIAA9_41026 和 BfIAA16_28346 的表达量，增强了

生长素信号的初级响应过程。同时，外源生长素促

进了根细胞内 AUX/IAA 蛋白的降解，并进一步促

进了更多生长素响应因子 ARF 的表达，如

BfARF6_81957 和 BfARF19_85571，进而激活下游生

长素响应基因转录来调控柴胡根系的发育。此外，

与生长素的调节和代谢相关的生长素早期响应基因

BfGH3.6_34057 和 BfGH3.6_56781 表达被抑制，以

维持细胞内生长素的活性水平。同时，生长素外排

载体基因 BfPIN1_36719 的表达上调，而生长素内流

载体基因 BfLAX3_8614 的表达下调，三岛柴胡可能

通过调控生长素运输载体控制生长素在根部的分布

和作用，从而影响根系的发育（图 5）。 

类似地，使用 0.01 μmol/L 的 TIBA 处理苗期柴

胡 同 样 显 著 促 进 了 根 中 BfIAA14_6950 、

BfIAA9_41026、BfIAA16_28346 和 BfARF19_85571

的表达，并抑制了 BfGH3.6_34057、BfGH3.6_56781

以及 BfLAX3_8614 的表达。但 TIBA 还下调了

BfARF6_81957 和 BfPIN1_36719 的表达（图 6），这

与 IAA 处理的结果相反，说明 TIBA 可能通过不同

的机制调控生长素消耗和分布，从而影响柴胡根系

的发育。以上结果进一步证实了 BfIAA9_41026、

BfIAA14_6950、BfIAA16_28346、BfARF6_81957、

BfARF19_85571、BfGH3.6_34057 和 BfPIN1_36719

等可能是调控三岛柴胡根系发育的关键基因。

BfIAA9/14/16 和 BfARF19 可能促进三岛柴胡侧根发

育的是正调控因子，操纵这些基因将有助于解析柴

胡根系构型的分子机制。 
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A-IAA 处理对三岛柴胡侧根原基的影响；B-IAA 处理对三岛柴胡侧根的影响；C-TIBA 对三岛柴胡侧根原基的影响；D-TIBA 对三岛柴胡侧根

的影响；不同字母表示在 P＜0.05 水平上差异显著。 

A-Effect of IAA treatment on lateral root primordia of B. falcatum; B-Effect of IAA treatment on lateral roots of B. falcatum; C-Effect of TIBA on lateral 

root primordia of B. falcatum; D-Effect of TIBA on lateral roots of B. falcatum. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 level. 

图 4  IAA 和 TIBA 对三岛柴胡侧根发育的影响 

Fig. 4  Effects of IAA and TIBA on lateral root development in B. falcatum 

 

与对照组（0 h）比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下同。 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group (0 h), same as below. 

图 5  IAA 处理对生长素信号转导基因的影响 

Fig. 5  Effects of IAA treatment on auxin signal transduction genes   
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图 6  TIBA 处理对生长素信号转导基因的影响 

Fig. 6  Effects of TIBA treatment on auxin signal transduction genes 

4  讨论 

植物通过的 PIN 蛋白和 LAX 蛋白协同作用，

调控生长素在组织和细胞间的运输和分布 [22-24]。

AUX/IAA 和 ARF，是生长素介导的植物根系发育

信号转导的关键因子。在生长素水平较低时，

AUX/IAA 蛋白与 ARF 转录因子结合，抑制靶基

因的转录；当生长素水平升高时，生长素被与

TIR1 结合，促进 AUX/IAA 蛋白的降解，释放

ARF[9, 25-26]，从而激活生长素早期响应基因 GH3、

SAUR 的表达[27-28]。在本研究中，生长素信号转导

途径中的基因表达水平在三岛柴胡根的不同发育阶

段存在显著差异。这些在 S3 中显著上调表达的基

因可能与侧根旺盛发育密切相关，包括生长素转运

载体（BfPIN1、BfLAX3）、生长素原初 AUX/IAA 基

因（BfIAA9、BfIAA14、BfIAA16）；生长素响应因子

ARF 家族（BfARF6、BfARF19）、生长素早期响应基

因（BfGH3.6）。类似的结果已在其他物种中得到了

验证。例如，拟南芥侧根出现取决于生长素流入载

体 LAX3[29-30]和生长素转运蛋白 PIN1[31]参与的转运

过程。水稻中 OsIAA9 以及拟南芥 IAA14、IAA16、

ARF6 和 ARF19 等基因也已被证实参与侧根发育的

核心过程[11, 32-34]。此外，在毛果杨中，PtrABR1 转

录因子通过调控 PtrGH3.6 促进侧根的形成来提高

植物对干旱胁迫的耐受性[35]。另外，相关性分析进

一步揭示了这些基因之间的高度协同作用，表明它

们可能在根系发育过程中共同调控生长素信号的传

递和响应。例如，拟南芥中的 IAA14、ARF7 和 ARF19

共同作用显著影响了侧根原基形态建成[10-11, 36]，这

些结果揭示了生长素信号传导在植物根系发育中的

普遍机制。 

在本研究中，低浓度的 IAA 和 TIBA 处理均显

著促进了三岛柴胡的侧根形成。在水稻中也得到了

相似的研究结果，IAA 处理显著增加了其侧根原基

的数量和直径[37]。此外，TIBA 作为典型的生长素

极性运输抑制剂，通过结合生长素输出复合体来有

效地阻止 IAA 的极性运输，影响 IAA 在细胞和组

织的分布[38]。低浓度下有时会表现出与其高浓度下

相反的生理效应，例如，使用低浓度的 TIBA 处理

能够促进狭叶柴胡和北柴胡的侧根形成[7-8]，说明低

浓度 TIBA 在一定条件下能够优化根中的生长素分

布，从而促进侧根形态的建成。 

进一步的研究表明，IAA 和 TIBA 在调控三岛

柴胡生长素信号转导的某些方面表现出相似的作用

机制。具体而言，IAA 和 TIBA 均能促进生长素初

级响应基因 BfIAA9、BfIAA14、BfIAA16 和生长素响

应因子 BfARF19 的表达。在拟南芥中的研究也观察

到了类似的结果[39]。此外，IAA 处理显著促进了丹

参中 SmIAA9 的表达，并增加了侧根的数量[40]。不
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同于 IAA，TIBA 还通过下调生长素胞外运输载体

基因 BfPIN1 的表达来调控生长素在细胞内的分布，

这表明 TIBA 和 IAA 在调控机制上存在差异，TIBA

可能通过调控 PIN 蛋白活性来优化生长素的分布，

从而影响根系的发育[41-42]。 

本研究通过系统分析三岛柴胡不同发育阶段

根系生长素信号转导相关基因的差异表达情况，

以及 IAA 和 TIBA 处理对侧根发育及相关基因表

达的影响。初步揭示了三岛柴胡侧根发育过程中

生长素信号转导途径的复杂调控机制，为通过外

源调节剂优化三岛柴胡根系结构提供了新的策

略 ， 同 时 为 后 续 通 过 分 子 生 物 技 术 操 纵

BfIAA9/14/16 等关键基因的表达来培育柴胡新品

种，提供了理论依据和数据支撑。 
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