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基于转录组测序的浙贝母鳞茎发育分析及 CKXs 功能验证  
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摘  要：目的  探知浙贝母 Fritillaria thunbergii（“浙贝 1 号”与“浙贝 3 号”）2 个品种鳞茎形成与发育产生差异的分子机

制，对“浙贝 1 号”与“浙贝 3 号”进行转录组测序，挖掘导致差异形成的关键基因。方法  以“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”

成熟期鳞茎为材料，采用 Illumina HiSeq 高通量测序平台进行转录组测序，组装与注释后进行差异基因的富集并筛选与鳞茎

发育相关的基因，对获得的候选基因进行功能验证。结果  转录组测序后共获得 35 509 个 Unigene 注释信息，其中差异表

达基因共 295 个。对京都基因和基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）、基因本体论（gene 

ontology，GO）、同源蛋白簇（clusters of orthologous groups of proteins，KOG）富集结果进行筛选，获得了 132 个与鳞茎形

成及发育相关的候选基因，涉及淀粉合成、蛋白质合成、植物激素及信号转导。淀粉合成相关基因与鳞茎膨大相关。淀粉与

蛋白质的合成可能是新鳞茎形成的物质基础。与赤霉素（gibberellin，GA）、脱落酸（abscisic acid，ABA）、细胞分裂素（cytokinin，

CTK）和吲哚乙酸（indole acetic acid，IAA）相关 DEGs 可能是浙贝 3 号鳞茎繁殖系数提高的原因。通过浙贝母鳞茎内源激

素与质量的相关性分析，发现“浙贝 1 号”与“浙贝 3 号”鳞茎中 CTK 与质量呈极显著正相关。对筛选出的 CKX3 和 CKX9

进行生物信息学分析，结果显示 2 个基因都符合细胞分裂素脱氢酶的基本特征。在本氏烟草上进行瞬时过表达及亚细胞定位

实验，结果显示 CKX3 和 CKX9 表达量提高且能降低 CTK 的含量，GFP 信号定位在细胞膜上。结论  通过对“浙贝 1 号”

和“浙贝 3 号”转录组测序，初步揭示了导致繁殖系数及形态特征产生差异的候选基因，并对 CKX3 和 CKX9 进行了功能验

证，可为浙贝母鳞茎发育研究提供科学依据。 
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Analysis of bulb development of Fritillaria thunbergii based on transcriptome 

sequencing and gene function verification of CKXs 
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Abstract: Objective  To elucidate the molecular mechanisms underlying the differences in bulb formation and development between 

the two varieties of Fritillaria thunbergii (“Zhebei No. 1” and “Zhebei No. 3”), transcriptome sequencing was performed on both 

varieties, with a focus on identifying key genes associated with these differences. Methods  The mature bulbs of Zhebei No.1 and 

Zhebei No.3 were used as materials for transcriptome sequencing by Illumina HiSeq high-throughput sequencing platform. After 

assembly and annotation, differential genes were enriched and genes related to bulb formation and development were screened, and 

the functions of the obtained candidate genes were verified. Results  A total of 35 509 Unigene annotation messages were obtained 

after transcriptome sequencing, including 295 differentially expressed genes. The results of KEGG, GO and KOG enrichment were 

screened, and 132 candidate genes related to bulb formation and development were obtained, including starch synthesis, protein 
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synthesis, plant hormones and signal transduction. Genes related to starch synthesis were associated with bulb enlargement. The 

synthesis of starch and protein may be the material basis for the formation of new bulbs. DEGs related to GA, ABA, CTK and IAA 

may be the reason for the increase of reproductive coefficient of Zhebei No.3 bulb. Through the correlation analysis of endogenous 

hormones and quality in bulb, it was found that CTK in the bulbs of Zhebei No.1 and Zhebei No.3 is extremely significantly positively 

correlated with quality. The selected CKX3 and CKX9 genes were analyzed by bioinformatics, and the results showed that the both 

were consistent with the basic characteristics of cytokinin dehydrogenase. Transient overexpression and subcellular localization were 

carried out on Nicotiana benthamiana, and the results showed that CKX3 and CKX9 expression levels were increased and CTK content 

was decreased, and GFP signal was localized on the cell membrane. Conclusion  By sequencing the transcriptome of Zhebei No.1 

and Zhebei No.3, the candidate genes that lead to the differences in reproductive coefficient and morphological characteristics were 

initially revealed, and the functions of CKX3 and CKX9 were verified, which can provide basis for the study of bulb development of F. 

thunbergii. 

Key words: Fritillaria thunbergii Miq.; transcriptome; the development of bulb; cytokinin dehydrogenase; gibberellin; abscisic acid; 

indole acetic acid 

浙贝母 Fritillaria thunbergii Miq.为百合科贝母

属多年生草本植物[1]，鳞茎经切片后干燥处理作药

材“浙贝母”。经过系统选育[1-2]，已有“浙贝 1 号

（浙认药 2007001）”和“浙贝 3 号（浙认药 2018002）”

新品种。浙贝 1 号鳞茎繁殖系数为 1∶1.9，表皮金

黄或黄色，呈扁圆形，鳞片抱合度松；浙贝 3 号鳞

茎繁殖系数为 1∶2.61，表皮乳白色，呈宝塔形，鳞

片抱合度紧[2]。浙贝母主要药用成分为浙贝甲素及

浙贝乙素，具有镇咳袪痰、镇痛抗菌、解毒散结消

痈等功能[3]。现代药理研究表明[4]，浙贝母在抗炎、

抗肿瘤、抗氧化和神经保护等方面也有一定作用。 

“浙贝 3 号”繁殖系数及产量相较于“浙贝 1 号”

有明显提高，但与其他中药材相比仍有不小差距。

作为一种历史悠久的大宗药材，浙贝母鳞茎形成及

发育机制是目前亟需解决的科学问题。浙贝母鳞茎

形成及发育是多因素作用的复杂调控过程，受蔗糖

代谢、淀粉合成及内源激素等相关因素的影响。浙

贝母干燥鳞茎中淀粉含量最高，占总重的 66.53%～

74.15%[5]。3～5 月鳞茎中淀粉含量逐渐上升，而蔗

糖与可溶性糖呈下降-上升-下降趋势，蔗糖与可溶

性糖上升的时期可能是淀粉积累的主要阶段[6]。可

以看出，淀粉合成和蔗糖代谢是浙贝母鳞茎发育的

重要因素。赤霉素（gibberellin，GA）和脱落酸

（abscisic acid，ABA）也与浙贝母鳞茎发育密切相

关，浙贝母中 GA 对鳞茎质量呈负调控，而 ABA 呈

正调控[7]。GA 对百合科植物鳞茎形成同时存在促进

和抑制 2 种现象[8-9]，而低浓度的吲哚乙酸（indole 

acetic acid，IAA）有利于鳞茎数量的提高[10]。在亚

洲杂交百合的研究中，发现施加 N-(2-氯-4-吡啶基)-

N′- 苯 基 脲 [N-(2-chloro-4-pyridyl)-N′-phenylurea ，

CPPU]和 2-异戊烯基腺嘌呤（2-isopentenyladenine，

2-iP）后，鳞片的基底区域细胞分裂素（cytokinin，

CTK）增加并且促进了小鳞茎的形成[11]。但是蔗糖代

谢、淀粉合成、内源激素等因素对浙贝母鳞茎形成及

发育作用机制尚不明确。利用 RNA-Seq 技术，选择

“浙贝 1 号”及“浙贝 3 号”成熟期鳞茎进行转录组

测序，对浙贝母鳞茎形成及发育的差异表达基因

（differentially expressed genes，DEGs）进行筛选，从

转录水平阐释 2 个品种间产生差异的原因，可以为探

究鳞茎形成及发育的分子机制提供数据基础。 

1  材料 

本研究以成熟期植株形态标准、生长状况良

好的“浙贝 1 号”（A1～A3）和“浙贝 3 号”（B1～

B3）为转录组测序材料（图 1）。所有样品取自浙

江省宁波市海曙区章水镇浙贝母产业园基地，经

浙江万里学院王忠华教授鉴定为浙贝母 F. 

thunbergii Miq.，确定所选样品为“浙贝 1 号”和

“浙贝 3 号”。 

 

图 1  “浙贝 1 号” (A) 和“浙贝 3 号”(B) 

Fig. 1  Zhebei No.1 (A) and Zhebei No.3 (B) 

 A1      A2       A3         B1      B2       B3 
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每种样品设定 3 个生物学重复。样品选用鳞茎部分，

鳞茎去除心芽、鳞茎盘后用液氮速冻，并于−80 ℃

条件下储存。以成熟期“浙贝 3 号”和“浙贝 1 号”

鳞茎为材料测定 DEGs 表达量。以幼苗期、开花初

期、盛花期、始枯期和成熟期“浙贝 3 号”和“浙

贝 1 号”鳞茎为材料测定鳞茎质量、CTK、ABA、

GA 及 IAA 含量并进行相关性分析。 

2  方法 

2.1  cDNA 文库构建及高通量测序   

使 用 FastPure® Universal Plant Total RNA 

Isolation kit（Vazyme Biotech 有限公司）分别提取总

RNA，使用 NanoPhotometer 分光光度计检测 RNA

浓度及纯度，使用 Agilent 2100 生物分析仪检测

RNA 完整性。样品经检测合格后进行文库构建，使

用 Agilent 2100 生物分析仪和 CFX96 实时 PCR 系

统对文库进行质检。质检合格后，委托武汉迈维代

谢生物科技有限公司在 Illumina 平台上进行测序并

完成序列数据处理。 

2.2  基因功能注释   

使用 DIAMOND[12]程序将转录组 Unigene 序列

与 KEGG、NR、Swiss-Prot、GO、COG/KOG、TrEMBL

数据库进行 BLASTX（E-value＜1×10−5）比对，

预测完 Unigene 氨基酸序列后使用 HMMER（E-

value＜1×10−4）软件与 Pfam 数据库比对，获得

Unigene 注释信息。 

2.3  差异表达基因筛选及聚类分析   

本研究使用 DESeq[13-14]进行组间差异表达分

析。采用 FPKM 作为衡量 DEGs 表达量的指标，以

错误发现率（false discovery rate，FDR）＜0.05 且

|log2(Fold Change)|＞1 为筛选标准获得 DEGs。使用

TBtools[15]软件进行 DEGs 聚类分析并绘制热图。使

用 R 语言进行 Kmeans 聚类分析。 

2.4  qRT-PCR   

使用 FastPure® Universal Plant Total RNA 

Isolation kit 分别提取总 RNA，质量经检测符合要

求后，利用 HiScript® Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR

（+gDNA wiper）Kit（Novoprotein Scientific Inc.有

限公司）获取 cDNA，Primer 6.0 软件设计引物。

qRT-PCR 实验采用 2×Taq Pro Universal SYBR 

qPCR Master Mix kit（Vazyme Biotech 有限公

司），具体操作按说明书进行。以 Ft Actin[16]为

内参基因，每个样品设置 3 个生物学重复和 3 个

技术重复。  

2.5  候选基因筛选与功能验证   

对筛选出的 DEGs 进行分析，获取与鳞茎形成

与发育相关的候选基因。根据转录组中 CDS 序列设

计引物并以 2×Phanta Flash Master Mix（Dye Plus）

（Vazyme Biotech 有限公司）进行基因克隆。选择实

验室保藏的 35S-3×FLAG-1300 载体，设计引物并

以 NovoRec® plus One step PCR Cloning Kit

（Novoprotein Scientific 有限公司）通过同源重组法

构建基因过表达载体。选择 pGWB505-eGFP 载体，设

计引物并以 Gateway 法构建亚细胞定位载体。载体构

建完成后，转入 DH5α 感受态中，于相应抗性培养基

上 37 ℃过夜培养。挑选单菌落并进行菌落 PCR 及测

序。将测序正确的载体转入农杆菌感受态中，于相应

抗性培养基上 28 ℃过夜培养。挑选单菌落并进行菌

落 PCR。配制侵染液并对本氏烟草 Nicotiana 

benthamiana 进行注射瞬时侵染，暗培养 2 d，光照培

养 1 d。提取 DNA 用于 PCR 阳性鉴定。提取 RNA 用

于候选基因表达量的测定。于共聚焦显微镜下观察

GFP 信号，判断候选基因表达位点。 

通过 Expasy、SOPMA、TMHMM2.0、NCBI、

Plant-Ploc、AlphaFold 等[17-18]在线网站或软件对候

选基因进行生物信息学分析。按照上海科兴植物细

胞分裂素 ELISA 试剂盒要求提取细胞分裂素并进

行含量测定。 

3  结果与分析 

3.1  转录组测序结果统计 

对“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”转录组测序原始

数据经过滤过后，Q20均在 97%以上，Q30均在 92%以

上，GC 含量均接近 50%，这表明数据准确可用于后

续组装及分析。组装获得 51 586 个 Unigene，总长度

为 66 381 842 bp，平均长度 1 287 bp，N50长度为 1 770 

bp。这些 Unigenes 中 24 555 个（47.60%）大于 1 000 

bp，10 452 个（20.26%）小于 500 bp（图 2-A）。 

3.2  差异表达基因的功能注释和聚类分析 

3.2.1  差异表达基因的功能注释  将组装获得的

Unigenes 与 7 个公共蛋白质/核苷酸数据库进行了

BLAST 比对进行功能注释。最终获得 35 509 个

（68.83%）有注释信息的 Unigene。其中 26 138 个

（50.67%）在 KEGG 中得到注释，34 885 个（67.62）

在 Nr 数据库中得到注释，26 976（52.29%）在

SwissProt 中得到注释，34 805 个（67.47%）在

TrEMBL 中得到注释，20 258 个（39.27%）在 KOG

中得到注释，30 130 个（58.41%）在 GO 中得到注 
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A-转录组中 Unigene 在不同长度的分布情况；B-“浙贝 1 号”（A1、A2、A3）与“浙贝 3 号”（B1、B2、B3）转录组中 DEGs 聚类热图，红

色表示基因表达量上调，绿色表示基因表达量下调；C-DEGs 的 Kmeans 聚类图。 

A-Unigene length distribution of the transcriptome; B-DEGs clustering heat maps in the transcriptome of Zhebei 1 (A1, A2, A3) and Zhebei 3 (B1, B2, 

B3), red indicates the up-regulated gene expression, green indicates the down-regulated gene expression; C-Kmeans cluster diagram of DEGs. 

图 2  所有 Unigene 长度分布及差异基因聚类分析 

Fig. 2  Unigene length distribution and DEGs cluster analysis 

释，24 732 个（47.94%）在 Pfam 中得到注释。 

对“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”转录组中的 DEGs

进行筛选，共获得 295 个 DEGs，其中表达量下调

的有 186 个，上调的有 109 个（图 2-B）。采用 Kmeans

聚类对 DEGs 进行分类（图 2-C），共鉴定出 3 个具

有不同表达模式的聚类，其中聚类 1 和聚类 3 在“浙

贝 1 号”中高表达，聚类 2 在“浙贝 3 号”中高表

达。聚类 1 中主要为糖类及脂类物质合成代谢的

DEGs，涉及果糖和甘露糖代谢（ fructose and 

mannose metabolism）、脂肪酸延伸（ fatty acid 

elongation）、脂肪酸代谢（fatty acid metabolism）等

途径。聚类 2 包含了各类转移酶、脱氢酶、水解酶、

激酶、锌指蛋白、转录因子 MYB 及信号识别受体

等功能蛋白质合成代谢的 DEGs，涉及精氨酸生物

合成（arginine biosynthesis）、苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸生物合成（ phenylalanine ， tyrosine and 

tryptophan biosynthesis）、肌醇磷酸代谢（ inositol 

phosphate metabolism ）、 氮 代 谢 （ nitrogen 

metabolism）、ABC 转运蛋白（ABC transporters）等

途径。聚类 3 包含了蛋白质翻译相关的 DEGs，涉

及氨酰生物合成（aminoacyl-tRNA biosynthesis）、嘧

啶 代 谢 （ pyrimidine metabolism ）、 核 质 运 输

（ nucleocytoplasmic transport ）、 核 苷 酸 代 谢

（nucleotide metabolism）、核糖体（ribosome）等途

径。3 个聚类中同时具有植物激素信号转导（plant 

hormone signal transduction）、MAPK 信号通路

（ MAPK signaling pathway-plant ）、丙酮酸代谢

（pyruvate metabolism）等途径中的 DEGs。 

3.2.2  差异表达基因 KEGG 通路聚类分析   在

KEGG 代谢通路中共获得了 98个 DEGs的注释（图

3），主要分为细胞过程（celluar processes）、环境信

息处理（environmental information processes）、遗
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图 3  “浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”转录组 DEGs 的 KEGG 分析 

Fig. 3  KEGG clustering of DEGs in transcriptome Zhebei No.1 and Zhebei No.3 
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（carotenoid biosynthesis）等合成代谢通路。 

3.2.3  差异表达基因 GO 聚类分析  在 GO 分类数

据库中，211 个 DEGs 获得了注释并被分类到分子

功能（molecular function，MF）、细胞组分（cellular 
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3.2.4  差异表达基因 KOG 聚类分析  在 KOG 数

据库中，根据蛋白序列的同源性对 DEGs 进行聚

类，一共获得了 126 个 DEGs 的注释，分为了 23

个 KOG 类别（图 5）。一般功能预测基因（general  

 

图 4  “浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”转录组 DEGs 的 GO 分析 

Fig. 4  GO clustering of DEGs in transcriptome Zhebei No.1 and Zhebei No.3 

 

图 5  “浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”转录组 DEGs 的 KOG 分析 

Fig. 5  KOG clustering of DEGs in transcriptome Zhebei No.1 and Zhebei No.3 
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function prediction only）、翻译后修饰、蛋白转运和蛋

白伴侣（posttranslational modification，protein turnover，

chaperones）、次生代谢生物合成、转运和分解代谢

（ secondary metabolites biosynthesis ， transport and 

catabolism）及信号转导机制（ signal transduction 

mechanisms）4 个类别中包含较多的 DEGs。相比之

下，防御机制（defense mechanisms）、核酸结构（nuclear 

structure）、细胞骨架（cytoskeleton）、核酸转运和代谢

（nucleotide transport and metabolism）、辅酶转运和代

谢（coenzyme transport and metabolism）5 个类别中包

含的 DEGs 最少。 

3.3  qRT-PCR 验证 DEGs 表达情况 

为了验证转录组数据的准确性，选择 10 个筛选

出来的高表达基因进行 qRT-PCR 验证，每个基因进

行 3 次生物学重复，序列见表 1。结果发现，这些

DEGs 在“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”中的表达趋

势与转录组分析结果基本一致（图 6），这说明本实

验不同品种浙贝母成熟期鳞茎转录组测序数据真实

可靠，可以用来挖掘浙贝母鳞茎发育过程中的关键

基因。 

表 1  转录组数据验证引物序列 

Table 1  Primer used in transcriptome data validation 

基因 ID 基因代号 上游引物（5’→3’） 下游引物（5’→3’） 

Cluster-20784.0 BRI1 AGGGCCCAGATTCTCCTCAT CGAGAACTGCTTCCCTTCGT 

Cluster-27698.0 SnRK2 GAATATGCCTCTGGCGGTGA ATTTTAAGGCGAGGTGCCGT 

Cluster-21034.0 ABA TATTGGCGAAAGCATCAC AAAGAGGCGTAGAGGTCA 

Cluster-6823.0 GGPS GCCGAAGACAATAGCTCCGT CGTCATCAGCTCGACACCAT 

Cluster-22288.0 SIMKK CAAGGAGCAGGAGGGTGT CCGCTACGAGTCGCAGAA 

Cluster-29466.0 TGA GGAGCGGTAGCGGATAGGA CGCCGCAATCAAGAAATG 

Cluster-23117.0 ARF GATGTCCAGAGCAAGCCTCA TCGGAGACATCAGTTCACCC 

Cluster-21765.4 CKX9 GGGTCAGTTCGGAATCAT TTGGTCCTCTGTAAAGTTGG 

Cluster-29607.0 AUX/IAA TCTTAGGAGCACACTCGCTG GCGGTCCGAAACATGAGAGA 

Cluster-21182.2 CYP707A TCACTTGGGCTGATACACG AACACTTTCCATCCCTTTG 

 β-Actin CATAATCCAGAGCCACATA TGCCAATCTACGAGGGTT 

 

A-转录组数据聚类热图；B-相对表达量聚类热图。 

A-transcriptome clustering heat map; B-relative expression level clustering heat map. 

图 6  转录组数据验证 

Fig. 6  Validation of transcriptome data 

3.4  候选基因筛选 

为了挖掘与浙贝母鳞茎形成与发育相关的

DEGs，对 KEGG、GO 及 KOG 中富集的 DEGs 进

行筛选。从 KEGG 富集结果中筛选出了 40 个与浙

贝母生长发育相关的通路，共计 60 个 DEGs（表

2）。这些 DEGs 可以分为糖代谢、脂类物质合成代

谢、蛋白质合成代谢、萜类物质合成代谢及激素信

号转导 4 类。
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表 2  KEGG 富集结果中与植物生长发育相关的 20 个代表性基因 

Table 2  20 representative genes related to plant growth and development in KEGG enrichment results 

KEGG 图谱 KEGG_途径 基因 ID KEGG 注释 

ko00020 柠檬酸循环（TCA 循环） Cluster-14575.0 甘露聚糖内切-1,4-β-甘露糖苷酶 

ko00051 果糖和甘露糖代谢 Cluster-22156.12 磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 

ko00500 淀粉和蔗糖代谢 Cluster-29342.1 二氢叶酸还原酶/胸苷酸合酶 

ko00600 鞘脂类代谢 Cluster-21240.2 二氢神经酰胺酶 

ko01212 脂肪酸代谢 Cluster-31537.2 棕榈酰蛋白硫酯酶 1 

ko00900 萜类骨架生物合成 Cluster-6823.0 香叶基香叶基二磷酸合酶 II 型 

ko00909 倍半萜类和三萜类生物合成 Cluster-11727.0 瓦伦西亚烯氧化酶 

ko00950 
异喹啉生物碱的生物合成 Cluster-21427.1 去甲乌药碱合酶 

Cluster-16503.2 诺贝拉定-O-甲基转移酶 

ko00940 苯丙素类生物合成 Cluster-29754.4 肉桂醇脱氢酶 

ko00908 
玉米素生物合成 Cluster-21765.4 细胞分裂素脱氢酶 

Cluster-26092.0 细胞分裂素脱氢酶 

ko00906 
类胡萝卜素生物合成 Cluster-21034.0 黄质醛脱氢酶 

Cluster-21182.2 (＋)-脱落酸-8′-羟化酶 

ko04075 

植物激素信号转导 Cluster-20784.0 油菜素内酯受体蛋白 1 

Cluster-29466.0 转录因子 TGA 

Cluster-29607.0 生长素响应蛋白 IAA  

ko00380 色氨酸代谢 Cluster-27115.0 2-酮戊二酸依赖性双加氧酶 

ko00220 精氨酸生物合成  Cluster-23374.1 鸟氨酸氨基甲酰转移酶 

ko00250 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 Cluster-26786.0 天冬酰胺合成酶（谷氨酰胺水解) 

从GO富集结果的生物过程分类中筛选出了 94

个与浙贝母生长发育相关的 DEGs，这些 DEGs 主

要与植物内源激素、激素信号转导、衰老、糖代谢、

蛋白质合成代谢等生命过程有关（表 3）。 

从 KOG 结果中筛选出了 53 个与浙贝母生长

发育相关的基因，共分为 15 个 KOG 类别。其中

次生代谢物的生物合成、运输和分解分解分类

DEGs 最多，其次为信号转导机制和一般功能预测

（表 4）。 

KEGG、GO、KOG 共富集到了 132 个与浙贝

母鳞茎形成与发育相关的候选基因（图 7）。其中 18

个 DEGs 为共同富集到的候选基因（表 5），这些候

选基因与内源激素、激素信号转导、蛋白质合成及

糖代谢相关。 

3.5  候选基因功能验证 

3.5.1  浙贝母鳞茎质量及内源及素相关性分析  

对“浙贝 1 号”及“浙贝 3 号”鳞茎发育过程中内

源激素与质量进行相关性分析。结果显示，GA 与质

中呈显著负相关；IAA 与质量都为弱相关且不具显著 

表 3  GO 富集结果中与植物生长发育相关的 20 个代表性基因 

Table 3  20 representative genes related to plant growth 

and development in GO enrichment results 

基因 ID 生物过程注释 

Cluster-21765.4 调节激素水平 

Cluster-26092.0 调节激素水平 

Cluster-8057.29 细胞分裂素激活的信号通路 

Cluster-8662.0 脱落酸激活信号通路的正向调控 

Cluster-14759.2 脱落酸激活信号通路的负向调控 

Cluster-16985.0 乙烯生物合成 

Cluster-28155.1 叶绿体中的蛋白质定位 

Cluster-6823.0 类异戊二烯生物合成过程 

Cluster-8984.1 二磷酸异戊烯酯生物合成过程的调控，甲

基赤藓糖醇 4-磷酸途径 

Cluster-27858.0 叶片衰老 

Cluster-31284.2 叶绿素分解代谢过程的调控 

Cluster-24015.3 蛋白质多肽-脯氨酸异构化 

Cluster-19380.0 蛋白质折叠 

Cluster-26772.3 磷脂酰肌醇介导的信号 

Cluster-23385.5 蛋白质氧化 

Cluster-27976.3 脂多糖代谢过程 

Cluster-17454.6 蔗糖代谢过程 

Cluster-18797.0 葡聚糖生物合成过程 

Cluster-22156.12 葡萄糖代谢过程 

Cluster-23976.0 葡萄糖 6-磷酸代谢过程 
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表 4  KOG 富集结果中与植物生长发育相关的 20 个代表性基因 

Table 4  20 representative genes related to plant growth and development in KOG enrichment results 

KOG ID KOG 类别 基因 ID KOG 注释 

KOG1192 能源生产和转换 
 

Cluster-20675.6 UDP-葡萄糖醛基和 UDP-葡萄糖醛基转移酶 

KOG1231 Cluster-21765.4 含有 FAD 结合结构域的蛋白质 

KOG1231 Cluster-26092.0 含有 FAD 结合结构域的蛋白质 

KOG2653 碳水化合物运输和代谢 Cluster-23976.0 6-磷酸果糖脱氢酶 

KOG1794 Cluster-6009.0 N-乙酰氨基葡萄糖 

KOG0626 Cluster-28565.3 β-葡萄糖苷酶、乳糖酶根化酶及相关蛋白 

KOG1543 翻译后修饰，蛋白质周转，
伴侣 

Cluster-24982.2 半胱氨酸蛋白酶 

KOG1339 Cluster-14620.0 天门冬氨酰蛋白酶 

KOG1263 次生代谢物的生物合成、
运输和分解代谢 

Cluster-17528.0 多铜氧化酶 

KOG0022 Cluster-25591.7 醇脱氢酶（III 类） 

KOG0156 Cluster-13472.0 细胞色素 P450 CYP2 亚家族 

KOG1663 Cluster-16503.2 O-甲基转移酶 

KOG0023 Cluster-29754.4 醇脱氢酶（V 类） 

KOG0813 一般功能预测 Cluster-26105.0 乙二醛酶 

KOG0143 Cluster-159.2 铁/抗坏血酸家族氧化还原酶 

KOG1269 Cluster-29590.50 SAM-依赖型甲基转移酶 

KOG0725 Cluster-21034.0 广泛底物特异性的还原酶 

KOG0698 信号转导机制 Cluster-30054.0 丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶 

KOG0583 Cluster-27698.0 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 

KOG0519 Cluster-8057.31 信号转导组氨酸激酶 

 

图 7  候选基因韦恩图 

Fig. 7  Venn diagrams of candidate genes 

的相关性。CTK、ABA 与质量呈极显著正相关，且

CTK 与 ABA 也存在显著的相关性。结果见表 6、7。 

浙贝母内源 GA、ABA 对鳞茎生长发育已有一定

的研究[7]，而 CTK 对浙贝母鳞茎形成与发育的研究较

少。因此，选择候选基因 CKX3（Cluster-26092.0）和

CKX9（＞Cluster-21765.4）进行功能验证。 

3.5.2  浙贝母 CKX3 和 CKX9 克隆  以转录组中

CDS 序列为参考，设计扩增引物（表 8）。以 cDNA

为模版进行基因克隆。扩增产物通过 1%琼脂糖

凝胶电泳分别获得长度约为 900、1 200 bp 的 2

条条带（图 8），将目的片段回收后进行测序，结

果显示分别获得 830、1 197 bp 的浙贝母 CKX3、

CKX9。 

表 5  共同富集的候选基因 

Table 5  Co-enriched candidate genes 

基因 ID 功能注释 

Cluster-21182.2 (＋)-脱落酸 8'-羟化酶 

Cluster-6823.0 香叶酰香叶酰二磷酸合成酶（II型） 

Cluster-21765.4 细胞分裂素脱氢酶 

Cluster-26092.0 细胞分裂素脱氢酶 

Cluster-8057.31 拟南芥组氨酸激酶 2/3/4（细胞分裂素受体） 

Cluster-8057.29 拟南芥组氨酸激酶 2/3/4（细胞分裂素受体） 

Cluster-16503.4 咖啡酰辅酶 a 氧甲基转移酶  

Cluster-29297.1 咖啡酰辅酶 a 氧甲基转移酶  

Cluster-159.2 可待因 3-O-脱甲基酶 

Cluster-28565.3 β-葡萄糖苷酶 

Cluster-18797.0 1,4-葡聚糖分支酶 

Cluster-5544.3 糖原磷酸化酶 

Cluster-23976.0 6-磷酸葡萄糖酸脱氢 

Cluster-29342.1 二氢叶酸还原酶/胸苷酸合成酶 

Cluster-29754.4 肉桂醇脱氢酶 

Cluster-26693.8 肉桂醇脱氢酶 

Cluster-29478.15 咖啡酸 3-O-甲基转移酶/乙酰 5-羟色胺-O-甲基转移酶 

Cluster-3503.2 半胱氨酸合成酶 

 

3.5.3  浙贝母 CKX3 和 CKX9 生物信息学分析  通

过 Expasy 网站中的 ProtParam 软件对 CKX3、CKX9

编码蛋白序列进行理化性质的预测。结果显示，浙 
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表 6  “浙贝 1 号”鳞茎发育过程中内源激素与质量的相

关性分析 

Table 6  Correlation analysis of endogenous hormones and 

quality during bulb development of Zhebei No.1 

激素 
相关系数 

FW GA3 ABA IAA CTK 

FW 1.000     

GA3 0.136* 1.000    

ABA 0.821** −0.076 1.000   

IAA −0.004 0.307 0.239 1.000  

CTK 0.792** 0.172 0.731** 0.107 1.000 

*P＜0.05  **P＜0.01。 

表7  “浙贝3号”鳞茎发育过程中内源激素与质量的相关性分析 

Table 7  Correlation analysis of endogenous hormones and 

quality during bulb development of Zhebei No.3 

激素 
相关系数 

FW GA3 ABA IAA CTK 

FW 1.000     

GA3 −0.539* 1.000    

ABA 0.878** −0.654** 1.000   

IAA 0.089 −0.298 0.327 1.000  

CTK 0.511** −0.110 0.625* 0.415 1.000 
*P＜0.05  **P＜0.01。 

贝母 CKX3 编码的氨基酸数为 259，等电点为 4.79，

属于酸性蛋白；浙贝母 CKX9 编码的氨基酸数为 420，

等电点为 8.33，属于碱性蛋白。CKX3 和 CKX9 编码

的蛋白均为稳定蛋白，同时它们也均为亲水蛋白。 

利用 SOPMA 对 CKX3、CKX9 编码蛋白序列进

行二级结构预测，利用在线软件 TMHMM2.0 对浙

贝母 CKX3、CKX9 编码蛋白序列进行跨膜区的预

测。结果显示，CKX3 编码的蛋白不存在跨膜区，属

于非跨膜蛋白，其二级结构主要由 35.52% α-螺旋，

8.88% β-转角、22.39% 延伸链和 33.20% 无规则卷

曲组成；CKX9 编码的蛋白同样不存在跨膜区，属

于非跨膜蛋白，其二级结构主要由 32.87%α-螺旋，

6.53%β-转角、18.18%延伸链和 42.42%无规则卷曲

组成。其中，2 个基因编码蛋白的二级结构中 β-转

角结构占比均最低。 

通过 NCBI 网站中 Conserved domains Research

软件对 CKX3、CKX9 编码蛋白序列进行保守结构域

的预测，结果显示，CKX3、CKX9 蛋白保守结构域

预测均为细胞分裂素脱氢酶，编号为 PLN02441。根

据 Plant-PLoc 对浙贝母 CKX3、CKX9 进行亚细胞

定位预测，结果显示，CKX3 定位在细胞外，CKX9

定位在液泡。经 SignalP-4.1 在线软件对其信号肽进

行预测，结果显示，CKX3 与 CKX9 编码蛋白都存

在信号肽，属于分泌性蛋白（图 9-A）。CKX3 编码

蛋白的信号肽剪切位点位于第 19～20 号氨基酸，

CKX9编码蛋白的信号肽剪切位点位于第 24～25号

氨基酸。通过 Alphafold 2 对 CKX3、CKX9 编码蛋

白序列进行三级结构预测，结果表明 2 个基因的三

级结构都符合细胞分裂素脱氢酶的特征（图 9-B）。 

表 8  基因克隆、过表达及原核表达所用引物 

Table 8  Primers used in gene cloning, overexpression and prokaryotic expression 

项目 引物名称 序列（5’-3’） 

基因克隆 CKX3-F ATGATACATCTCCTTCTCCAATTTTTC 

CKX3-R TCAAGAAACAAATAATTCAATTGATGAT 

CKX9-F ATGCAAAGTGTCACAACATCCCT 

CKX9-R TTAAACATACTTGGATCTGTTCACGG 

过表达载体构建 p-CKX3-flagF CGGTACCCGGGGATCCATGCAAAGTGTCACAACATCCC 

p-CKX3-flagR GGGCGAATTGGTCGACAACATACTTGGATCTGTTCACGGGG 

p-CKX9-flagF CGGTACCCGGGGATCCATGATACATCTCCTTCTCCA 

p-CKX9-flagR ATTGGTCGACTCTAGAAGAAACAAATAATTCAATTGATGA 

亚细胞定位载体构建 GFP-CKX3-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG 

GCTGCATGCAAAGTGTCACAACATCCCT GFP-CKX3-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG 

GGTCAACATACTTGGATCTGTTCACGG GFP-CKX9-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC 

TGCATGATACATCTCCTTCTCCAATTTTTC GFP-CKX9-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 

GTCAGAAACAAATAATTCAATTGATGAT 本式烟草 qRT-PCR Nb-CKX3-F TCCACATTTGCCAGAGACCA 

Nb-CKX3-R ACAAAGTGGCTGGCTTGAAC 

Nb-CKX9-F TCTCTGTTGGAGGAACTCTCTCT 

Nb-CKX9-R ACCTGTGATAACATCCATTTCAAGA 

Nb-ACT-F CAAGGAAATCACCGCTTTGG 

Nb-ACT-R AAGGGATGCGAGGATGGA 

过表达阳性验证 POS-flag TCATTTGTCATCATCGTCTTTGTAGT 

亚细胞定位阳性验证 M13 rev GTCATAGCTGTTTCCTG 
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图 8  CKX3、CKX9 基因 RT-PCR 扩增电泳图 

Fig. 8  Electrophoresis of RT-PCR amplification of CKX3 

and CKX9 genes 

3.5.4  烟草瞬时过表达及亚细胞定位   根据

CKX3、CKX9 序列和表达载体序列选择酶切位点，

CKX3 过表达载体酶切位点为 BamH I 和 Xba I，

CKX9 过表达载体酶切位点为 BamH I 和 Sal I。设

计引物（表 8）并构建过表达载体 35S-3×FLAG-

1300: CKX3 和 35S-3×FLAG-1300: CKX9。提取农

杆菌瞬时侵染后的烟草叶片 DNA 及 RNA。以 DNA

为模板，以 CKX3-F 或 CKX9-F 为上游引物，POS-

flag 为下游引物进行 PCR，经琼脂糖凝胶电泳结果

显示，成功获得了瞬时过表达的烟草叶片（图 10-

A）。通过 GateWay 法构建 pGWB505-eGFP:CKX3 和 

 

A-信号肽预测；B-蛋白质三级结构预测，蓝色表示置信度大于90，蓝色表示置信度为＜70～90，黄色表示置信度为50～70，橙色表示置信度低于50。 

A-signal peptide prediction; B-tertiary structure prediction, blue indicates confidence greater than 90, blue indicates confidence < 70—90, yellow 

indicates confidence 50—70, orange indicates confidence less than 50. 

图 9  信号肽及三级结构预测 

Fig. 9  Prediction of signal peptide and protein tertiary structure 

 

A-过表达阳性鉴定；B-亚细胞定位阳性验证。 

A-positive identification of overexpression; B-positive subcellular localization. 

图 10  瞬时转化烟草的阳性鉴定 

Fig. 10  Positive identification of transient transformed tobacco 
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pGWB505-eGFP:CKX9 载体。以野生型和侵染后的

烟草叶片 DNA 为模板，以 CKX3-F 或 CKX9-F 为上

游引物，M13 rev 为下游引物进行 PCR，经琼脂糖

凝胶电泳结果显示，成功获得了可用于亚细胞定位

的烟草叶片。 

设计引物（表 8），对过表达的烟草叶片进行相对

表达量测定。结果发现（图 11-A），过表达后烟草叶

片中 CKX3 是野生型表达量的 24.02 倍；CKX9 是野

生型表达量的 4.16 倍。对过表达的烟草叶片进行细胞

分裂素含量测定，结果发现（图 11-B），过表达后烟

草叶片中的细胞分裂素含量较野生型叶片显著降低。 

将培养好的烟草叶片使用激光共聚焦显微镜进

行观察，根据 GFP 绿色荧光的表达分析 CKX3 和

CKX9 编码蛋白的表达情况。结果如图 12 所示，携

带 eGFP 的 CKX3 和 CKX9 编码蛋白都定位于细胞

膜上。 

 

A-相对表达量；B-CTK 含量变化；WT-野生型烟草；Flag-空载对照烟草；*表示差异显著（P＜0.05），**表示极显著差异（P＜0.01）。 

A-Relative expression; B-CTK content changes; WT-Wild type tobacco; Flag-Empty vector control tobacco; *indicates a significant difference (P < 

0.05), **indicates a highly significant difference (P < 0.01). 

图 11  CKX3 和 CKX9 瞬时过表达后烟草的表达量及 CTK 量变化 

Fig. 11  Changes of expression and CTK content after transient transfection of Nicotiana benthamiana 

 

图 12  CKX3 和 CKX9 蛋白的亚细胞定位图 

Fig. 12  Subcellular localization map of CKX3 and CKX9 protein 

4  讨论 

浙贝母鳞茎的形成与发育受到多因素的复杂

调控，在糖代谢、淀粉合成、内源激素及信号转导、

蛋白质合成代谢等调控机制作用下，鳞茎形成并逐

渐膨大。 

本研究从“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”2 个具

有显著差异的品种中挖掘出了 132 个与浙贝母鳞茎

形成与发育相关的基因。132 个基因中有较多的基

因富集于碳代谢、蔗糖代谢、淀粉合成等与淀粉积

累相关的通路，如 GBE1（Cluster-18797.0）、INV

（Cluster-29507.3）、PYG（Cluster-5544.3）等上调基

因及 β-G（Cluster-28565.3）、SUS2（Cluster-17454.6）、

glgC（Cluster-28565.3）等下调基因。在兰州百合[19]、

石蒜[20]等植物中，SUS 等基因已被证实具有促进淀
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粉合成的功能。“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”相比，

“浙贝 1 号”的单鳞茎体积比“浙贝 3 号”大，“浙

贝 1 号”高∶直径为 1∶0.9～1.3，而“浙贝 3 号”

高∶直径为 1∶1.3～2.5[1]。单鳞茎体积与淀粉积累

的相关基因功能和表达水平一致，表明淀粉积累可

能是浙贝母成熟期鳞茎膨大的重要因素。 

先前已有研究发现，百合鳞片基底区域富含蛋白

质和淀粉的情况下，会出现剧烈的细胞分裂，形成白

点，推测这一现象可能是鳞茎形成的起始[21-22]。从候

选基因中发现 asnB（Cluster-26786.0）、HIBADH

（Cluster-8968.0）、ADH1（Cluster-25591.7）等氨基

酸代谢基因在浙贝 3号中低表达，而 argF（Cluster-

23374.1 ）、 TYRAAT （ Cluster-10875.0 ）、 CEP

（Cluster-24982.2）等氨基酸合成基因和翻译后修

饰基因高表达。蛋白质的积累可能为新鳞茎的形

成提供物质基础。 

植物内源激素及激素信号转导相关的基因在

候选基因中显著富集。从候选基因中发现了与 ABA

相关的 ABA2（Cluster-21034.0）和 CYP707A（Cluster-

21182.2）及信号转导基因 SNRK2（Cluster-27698.0）；

与 GA 相关的 GGPS（Cluster-6823.0）；与 IAA 相关

的 ASMT（Cluster-29478.15）和 DAO（Cluster-

27115.0 ）及信号转导基因 AUX/IAA （ Cluster-

29607.0）和 ARF（Cluster-23117.0）；与 CTK 相关

的 CKX3（Cluster-26092.0）和 CKX9（Cluster-

21765.4）及信号转导基因 AHK2_3_4（Cluster-

8057.29，Cluster-8057.31）；与乙烯（Ethylene）相关

的 cysK（Cluster-3503.2）、serA（cluster-30583.0）和

ACO（Cluster-16985.0）及信号转导基因 MKK4_5

（Cluster-22288.0）；与油菜素内酯（brassinosteroid, 

BR）相关的 SMT1（Cluster-20511.0）及信号转导基

因 BRI1(Cluster-20784.0)；与水杨酸（salicylic acid，

SA）相关的 tyrAa（Cluster-10875.0）及信号转导基

因 TGA（Cluster-29466.0）。与“浙贝 1 号”相比，

“浙贝 3 号”中 ABA、GA、CTK、BR 相关候选基

因的表达水平能够促进相应激素含量的提高并发

挥功能；而 IAA、乙烯和 SA 相关候选基因的表达

水平会降低相应激素的含量。SA 对百合鳞茎膨大

无明显作用，但是可以显著增加鳞茎数量并对蛋白

质含量的提高有显著的积极作用[23-24]。ABA 可能参

与了淀粉积累的过程而 CTK 对鳞茎膨大起到一定

作用[25-26]。同时，成熟期“浙贝 3 号”鳞茎中较高

的 GA、ABA、CTK 和较低的 IAA 可能会被部分保

留用于新鳞茎的形成，这可能是“浙贝 1 号”和“浙

贝 3 号”之间鳞茎繁殖系数产生差异的原因之一。

BR 和乙烯在百合科植物，尤其是鳞茎发育研究中

报道较少。有研究表明[27]，BR 对马铃薯块茎发育

有着促进作用。浙贝母鳞茎发育过程中 ACO 基因

表达量不断提高，推测可能与鳞茎发育相关[28]，但

是具体的作用和作用机制有待探究。 

分别对“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”鳞茎质量

与 GA、ABA、CTK 和 IAA 进行了相关性分析。发

现 GA 在“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”中呈现相反

的作用，与前人结果相似[8-9]，预示不同浓度的 GA

对鳞茎的形成及发育有着潜在的调节作用。虽然

IAA 与其他指标都不具有显著相关性，但是有研究

表明 BR 与 IAA 具有强烈的协同作用[29]，因此 IAA

可能通过对其他激素的调节而对鳞茎形成及发育

产生影响。“浙贝 1 号”和“浙贝 3 号”中，CTK、

ABA 都对鳞茎发育起到促进作用且 CTK 与 ABA

也呈显著正相关。ABA 对浙贝母鳞茎膨大具有促进

作用，而 CTK 的报道较少，ABA 与 CTK 在植物体

内的平衡状态可能是影响浙贝母鳞茎形成及发育

的因素之一。 

鉴于 CTK 对浙贝母鳞茎的形成与发育全过程可

能起到重要作用，本研究对浙贝母 CKX3 和 CKX9 进

行了初步的功能验证。通过生物信息学发现，CKX3

和 CKX9 蛋白保守结构域为细胞分裂素脱氢酶，编号

为 PLN02441。同时，三级结构也符合细胞分裂素脱

氢酶基本特征。对本氏烟草叶片进行瞬时过表达发

现，转染成功后 CKX3、CKX9 基因表达量获得了明显

的提高且 CTK 的含量也有显著降低，浙贝 3 号中

CKXs 的低表达有利于 CTK 的积累，对鳞茎发育起到

促进作用。在本氏烟草叶片中进行亚细胞定位，结果

显示 CKX3、CKX9 编码蛋白均定位于细胞膜上。 

本研究通过转录组测序技术筛选出 ABA2、

TGA、CKXs、BRI1 等基因，并对 CKXs 进行了初步

的功能验证，初步揭示了浙贝母鳞茎形成与发育的

基因调控机制，可为浙贝母鳞茎发育研究提供科学

依据。 
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