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基于 Ｐａｃｂｉｏ 第三代测序技术的厚朴基因组测序分析
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摘　 要: 厚朴为著名的传统药用植物ꎬ归于木兰科、木兰属ꎬ于我国广泛种植ꎬ其树皮、根皮、枝皮、叶片、花、

果实均能入药或食用ꎮ 为获取厚朴全基因组序列信息ꎬ该文以厚朴叶片 ＤＮＡ 为材料ꎬ采用 Ｐａｃｂｉｏ Ｓｅｑｕｅｌ 第

三代测序技术构建厚朴全基因组数据库ꎬ并利用生物信息学方法对获得的核苷酸序列进行组装、功能注释

以及进化分析研究ꎮ 结果表明:(１)原始测序数据过滤后获得 １４０.９１ Ｇｂ 三代数据ꎬＲｅａｄ Ｎ５０ 约为 １３ ７８４

ｂｐꎬ经过组装得到厚朴基因组大小为 １.６８ ＧｂꎬＣｏｎｔｉｇ Ｎ５０ 约为 ２２２ ０６９ ｂｐꎬ单拷贝基因完整性为 ８１.０％ꎮ
(２)组装后的序列通过与 ＮＲ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ 等功能数据库比对ꎬ共有 ９８.４０％的基因得到了功能注释ꎬ其中

ＫＯＧ 功能注释结果发现厚朴的蛋白功能主要集中在一般功能预测、翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣以及信

号转导机制ꎻＧＯ 功能分类表明厚朴的基因集中在细胞组分及生物学过程ꎻＫＥＧＧ 分析发现厚朴参与代谢通

路的基因占主要地位ꎮ (３)通过与葡萄、拟南芥、水稻、杨树、银杏、无油樟、茶树及牛樟基因组的比对分析ꎬ

发现厚朴 ２３ ４２４ 个基因中有 ２０ ８０１ 个基因可以分类到 １２ １２９ 个家族ꎬ其中有 ５１５ 个基因家族为厚朴所特

有ꎬ而厚朴与牛樟(樟科)亲缘关系较近ꎬ两者的分化时间约在 １２２.５ 百万年前(ｍｙａ)ꎮ 该研究首次利用第三

代测序技术对厚朴全基因组解析ꎬ有利于对其进一步进行深入的开发与利用ꎬ也为研究其他药用植物全基

因组奠定了基础ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓꎬ ｇｅｎｏｍｅꎬ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔ

　 　 随着人类基因组计划的完成ꎬ基因组测序技术

的不断发展和逐渐成熟ꎬ尤其以第三代测序技术发

展为单分子实时测序ꎬ这加速了植物全基因组研究

的进程ꎮ 基因组大小是指某个物种单倍体基因组

的全部 ＤＮＡ 碱基对数ꎬ是研究物种基因组学的基

础ꎮ 木兰科在植物进化及分类学中的地位属于比

较原始的科ꎬ近年来关于木兰属物种叶绿体基因组

测序在国内外研究较多ꎬ如李西文等(２０１２)、Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.(２０１３)通过 ４５４ ＦＬＸ 第二代高通量测序平台建

立一种厚朴叶绿体基因组的标准测序流程用于区

分厚朴及近缘物种ꎬ并利用测序平台获得了木兰属

物种荷花玉兰(Ｍａｇｎｏｌｉａ ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ)的叶绿体全基

因组序列ꎬ为其优良品种的选育、叶绿体基因工程、
分子标记的开发和系统发育分析提供了有价值的

信息ꎻＣｕｉ ｅｔ ａｌ. (２０１９)对厚朴同属物种天女木兰

(Ｍ. ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ)进行叶绿体全基因组测序ꎬ获得了 １１１
个独特的基因ꎬ包括 ７８ 个蛋白编码基因、 ２９ 个

ｔＲＮＡ 基因和 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ

厚 朴 ( Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ) 为 木 兰 科

(Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ)木兰属(Ｍａｇｎｏｌｉａ Ｌ.)植物ꎬ主产于

四川东部、湖北西部等地ꎬ野生厚朴是我国二级保

护植物(薛珍珍等ꎬ２０１９)ꎮ 厚朴树皮、枝皮、根皮、
芽等均可入药ꎬ在临床中广泛使用ꎮ 此外ꎬ厚朴花

大美丽ꎬ被列入保健食品名录ꎬ其种子可榨油ꎬ有
明目益气之功效ꎮ 同时厚朴作为道地药材ꎬ其主

要活性成分是以厚朴酚及和厚朴酚代表的酚类ꎬ
研究表明这两种活性成分具有良好抗菌、抗炎、抗
肿瘤和抗病毒等药理作用(王立青等ꎬ２００５)ꎮ 查

良平等(２０１５)通过转录组学研究了厚朴萜类化合

物的生物合成途径ꎬ揭示其中的甲羟戊酸 (ＭＶＡ)
途径相关基因调控萜类次级代谢产物的合成机

制ꎻ时小东等(２０１８)在此基础上深入研究厚朴次

级代谢产物中苯丙素途径和萜类合成途径ꎬ获得

了代谢途径中相关酶和基因的信息ꎮ
厚朴在自然环境下生长周期长ꎬ产量低ꎬ但市

场需求量较大ꎬ所以人工繁殖培育的厚朴较多ꎬ种

２５２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



质资源丰富(张龙辉等ꎬ２０１３)ꎮ 然而ꎬ当前关于厚

朴的研究对其遗传信息、进化历程及性状形成等

相关分子生物学基础缺乏认识和了解ꎬ导致厚朴

的厚朴酚、和厚朴酚等核心次级代谢产物的合成

调控机理尚有诸多不清楚ꎬ对其在分子辅助育种ꎬ
发掘相关生长发育、抗病抗逆等优良性状基因等

方面的问题也得不到有效解决ꎬ造成厚朴资源利

用度低ꎬ开发不够深入ꎮ 因此ꎬ本研究基于厚朴遗

传基因组信息匮乏ꎬ初步对厚朴进行全基因组测

序研究ꎬ获得的基因组信息将会进一步丰富厚朴

遗传进化研究资料ꎬ为探索药用植物优良品种选

育、有效成分的生物合成途径与调控机制及综合

开发利用等奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 厚朴样品及 ＤＮＡ 提取

厚朴植株选取于成都中医药大学药用植物

园ꎬ采摘新鲜幼嫩无病害的叶片ꎬ蒸馏水清洗表面

后ꎬ再使用 ７５％乙醇清洗 ３ 次ꎬ擦干ꎬ－８０ ℃ 冻存

备用ꎮ
采用 ＣＴＡＢ 法(沙丽萍ꎬ２０１８)提取厚朴叶片

ＤＮＡꎬ步骤如下:(１)样品使用液氮研磨后分装至

离心管ꎻ(２)向离心管中加入十六烷基三甲基溴化

铵溶液(ＣＴＡＢ)ꎬ６５ ℃水浴 １ ｈꎬ１０ ８００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离

心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎻ(３)离心后加入等体积氯仿 ∶
异戊醇 (２４ ∶ １)ꎬ充分混匀ꎬ４ ℃、１０ ８００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１

离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ重复两次ꎻ(４)向上清中加入

异丙醇和乙酸钠溶液ꎬ离心ꎬ弃上清ꎻ(５)加入 ７５％
乙醇ꎬ离心ꎬ弃上清ꎻ(６)晾干ꎬ加入 ＴＥ 缓冲液溶

解ꎬ４ ℃保存备用ꎮ
１.２ 文库构建及测序

使用 ｇ￣ＴＵＢＥ 剪切管打断厚朴 ＤＮＡ 样品ꎬ对
打断 的 ＤＮＡ 样 品 ( ５ ｍｇ ) 使 用 建 库 试 剂 盒

(ＳＭＲＴｂｅｌｌ Ｔｅｍｐｌａｔｅ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ)进行损伤修复、末端

修复及连接接头ꎻ对连接接头产物使用 ＢｌｕｅＰｉｐｐｉｎ
Ｓｉｚｅ￣Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 进行目的片段筛选ꎬ并通过

ＡＭｐｕｒｅ ＰＢ 磁珠进行纯化回收ꎻ回收产物使用损

伤修复试剂盒( ＳＭＲＴｂｅｌｌ Ｄａｍａｇｅ Ｒｅｐａｉｒ Ｋｉｔ)进行

二次损伤修复ꎬ并对修复产物进行 ＡＭｐｕｒｅ ＰＢ 磁

珠纯化回收ꎻ最终文库即二次损伤修复产物进行

浓度(Ｑｕｂｉｔ)及大小(Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００)的文库质量检

测ꎬ即得到测序文库ꎮ 采用第三代测序平台 Ｐａｃｂｉｏ
Ｓｅｑｕｅｌ 进行单分子测序ꎬ原始数据进行评估、过滤

后得到高质量的数据用于基因组组装与质量

评估ꎮ
１.３ 基因组组装及评估

对 ＰａｃＢｉｏ 测序平台产生的原始数据进行过滤

低质量和短片段后ꎬ首先ꎬ利用 Ｃａｎｕ(Ｋｏｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)软件对过滤后的数据进行初步组装ꎻ然后ꎬ采
用 ＬＡＣＨＥＳＩＳ(Ｂｅｌｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)软件对初步组装

后的序列进行群组的划分、排序和定向ꎮ 将每个

Ｓｃａｆｆｏｌｄ 按照等长 ５０ ｋｂ 打断ꎬ利用 Ｈｉ － Ｃ ( ｈｉｇｈ￣
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐｔｕｒｅ ) 技 术

(Ｍａｒｂｏｕｔ ＆ Ｋｏｓｚｕｌꎬ２０１５)重新组装ꎬ将无法还原为

最初组装序列的位置列为候选错误区域ꎬ然后鉴定

此区域中低 Ｈｉ－Ｃ 覆盖深度的位置即为错误点ꎬ从
而完成对初步组装基因组的纠错ꎬ以提高基因组组

装质量ꎮ 对组装结果利用 ＢＵＳＣＯ ｖ５. ０ ( Ｓｉｍａｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１５) 软件来评估组装基因组的完整性ꎬ与

Ｅｍｂｒｙｏｐｈｙｔａ＿ｏｄｂ１０ 数据库中含有的植物１ ６１４个保

守的核心基因比对ꎬ并绘制互作热图来评估 Ｈｉ－Ｃ
组装结果ꎮ [ＬＡＣＨＥＳＩＳ 软件使用具体参数为(１)
ＣＬＵＳＴＥＲ ＭＩＮ ＲＥ ＳＩＴＥＳ ＝ ５２ꎻ (２) ＣＬＵＳＴＥＲ ＭＡＸ
ＬＩＮＫ ＤＥＮＳＩＴＹ＝２ꎻ(３)ＣＬＵＳＴＥＲ ＮＯＮＩＮＦＯＲＭＡＴＩＶＥ
ＲＡＴＩＯ ＝ ２ꎻ(４) ＯＲＤＥＲ ＭＩＮ Ｎ ＲＥＳ ＩＮ ＴＲＵＮ＝ ４６ꎻ
(５) ＯＲＤＥＲ ＭＩＮ Ｎ ＲＥＳ ＩＮ ＳＨＲＥＤＳ＝４２ꎮ]
１.４ 序列预测

使 用 ＬＴＲ ＦＩＮＤＥＲ ｖ１. ０５ ( Ｚｈａｏ ＆ Ｗａｎｇꎬ
２００７)、 ＲｅｐｅａｔＳｃｏｕｔ ｖ１.０.５ ( Ｐｒｉｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ )、
ＰＩＬＥＲ￣ＤＦ ｖ２.４(Ｅｄｇａｒ ＆ Ｍｙｅｒｓꎬ２００５)软件ꎬ首先ꎬ
基于结构预测和从头预测(Ａｂ ｉｎｉｔｉｏ)的原理构建

重复序列数据库ꎬ对构建好的重复序列库通过

ＰＡＳＴＥＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ(Ｗｉｃｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)进行分类ꎻ然
后ꎬ基于重复序列数据库 Ｒｅｐｂａｓｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｇｉｒｉｎｓｔ.ｏｒｇ / ｒｅｐｂａｓｅ / )合并作为最终的厚朴基因组

的重复序列数据库ꎻ最后ꎬ通过 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ ｖ４.
０.６(Ｔａｒａｉｌｏ ＆ Ｃｈｅｎꎬ２００９)软件基于构建好的数据

库对厚朴进行重复序列的预测ꎮ
基于从头预测 ( Ａｂ ｉｎｉｔｉｏ) 和同源物种预测

３５２１８ 期 尹彦棚等: 基于 Ｐａｃｂｉｏ 第三代测序技术的厚朴基因组测序分析



(Ｈｏｍｏｌｏｇ)两种原理对厚朴基因组进行基因预测ꎬ
并对预测结果进行评估ꎮ 首先ꎬ使用 Ｇｅｎｓｃａｎ(Ｂｕｒｇｅ
＆ Ｋａｒｌｉｎꎬ １９９７)、 Ａｕｇｕｓｔｕｓ ｖ２. ４ ( Ｓｔａｎｋｅ ＆ Ｗａａｃｋꎬ
２００３)、ＧｌｉｍｍｅｒＨＭＭ ｖ３.０.４(Ｍａｊｏｒｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)、
ＧｅｎｅＩＤ ｖ１. ４ ( Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)、 ＳＮＡＰ ( ｖｅｒｓｉｏｎ
２００６－０７－２８) (Ｂｌａｎｃｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)进行从头预测ꎻ
然后ꎬ使用 ＧｅＭｏＭａ ｖ１.３.１(Ｊｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)进行基

于同源物种的预测ꎻ最后ꎬ利用 ＥＶＭ ｖ１.１.１ 整合上

述方法得到的预测结果ꎮ 同时针对非编码 ＲＮＡ 预

测ꎬ包括了 ｍｉｃｒｏＲＮＡ、ｒＲＮＡ 及 ｔＲＮＡ 等已知功能的

ＲＮＡꎬ分别基于 Ｒｆａｍ(Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)数据

库和 ｍｉＲＢａｓｅ(Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)数据库并利

用 Ｉｎｆｅｎａｌ １.１(Ｎａｗｒｏｃｋｉ ＆ Ｅｄｄｙꎬ２０１３)进行 ｒＲＮＡ 和

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 预测ꎻ利用 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ ｖ１.３.１ ( ｈｔｔｐ: / /
ｌｏｗｅｌａｂ. ｕｃｓｃ. ｅｄｕ / ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ / ) ( Ｌｏｗｅ ＆ Ｅｄｄｙꎬ
１９９７)识别 ｔＲＮＡꎮ
１.５ 功能基因注释

对预测得到的基因序列与 ＮＲ(Ｎｏｎ￣Ｒｅｄｕｎｄａｎｔ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ)(Ａｒｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)、ＫＯＧ(ＥｕＫａｒｙｏｔｉｃ
Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ Ｇｒｏｕｐｓ ) ( Ｔａｔｕｓｏｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)、 ＫＥＧＧ
(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ) (Ｍｉｎｏｒｕ
＆ Ｓｕｓｕｍｕꎬ２０００)、ＴｒＥＭＢＬ(Ｂｏｅｃｋｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)等
功能数据库做 ＢＬＡＳＴ ｖ２.２.３１(Ａｌｔｓｃｈｕｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０)比
对(设置比对筛选阈值 ｅ－ｖａｌｕｅ<１ｅ－５)ꎬ得到基因功

能注释ꎮ 基于 ＮＲ 数据库比对结果ꎬ 应用软件

Ｂｌａｓｔ２ＧＯ(Ｃｏｎｅｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)进行 ＧＯ(Ｄｉｍｍｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１２)数据库的功能注释ꎮ
１.６ 比较基因组学分析

拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ )、 水 稻 ( Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ)、杨 树 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)、银 杏 ( Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａ )、 无 油 樟 ( Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ )、 茶 树

( Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ )、 牛 樟 ( Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｋａｎｅｈｉｒａｅ)] 的 蛋 白 序 列 比 对 ( ＮＣＢＩ 数 据 库

ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )ꎬ基于序列比对结

果ꎬ对已知基因的序列和结构进行比较ꎬ分析物种

间的进化以及物种特有基因的分类ꎮ
使用 ＯｒｔｈｏＭＣＬ ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３) 软件 (参数:

Ｐｅｐ＿ｌｅｎｇｔｈ: １０ꎬ Ｓｔｏｐ＿ｃｏｄｅｎ: ２０ꎬ ＰｅｒｃｅｎｔＭａｔｃｈＣｕｔｏｆｆ:
５０ꎬ ＥｖａｌｕｅＥｘｐｏｎｅｎｔＣｕｔｏｆｆ: －５ꎬ Ｍｃｌ: １.５ ＃１.２－４.０)对
上述 ９ 个物种的蛋白序列进行家族分类ꎬ寻找厚朴

基因组特有的基因家族ꎮ 先利用 ＯｒｔｈｏＭＣＬ 聚类的

结果提取单拷贝蛋白序列ꎬ再将单拷贝蛋白序列使

用 Ｍｕｓｃｌｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｍｓａ /
ｍｕｓｃｌｅ / )软件进行序列比对ꎬ使用 ＰＨＹＭＬ(Ｓｔéｐｈａｎｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)软件(参数:－ｇａｐＲａｔｉｏ ０. ５ꎬ －ｂａｄＲａｔｉｏ
０.２５ꎬ －ｍｏｄｅｌ ＨＫＹ ８５ꎬ －ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １ ０００)通过 ＭＬ
(最大似然法)构建进化树ꎬ研究物种间的进化关

系ꎮ 利用 Ｔｉｍｅｔｒｅｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔｉｍｅｔｒｅｅ. ｏｒｇ / )查询

已有 物 种 之 间 的 化 石 时 间ꎬ 并 通 过 ｍｃｍｃｔｒｅｅ
(ｈｔｔｐ: / / ａｂａｃｕｓ. ｇｅｎｅ. ｕｃｌ. ａｃ. ｕｋ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ｐａｍｌ. ｈｔｍｌ)
估算出物种间的分化时间ꎮ 采用 ＭＣＳｃａｎＸ(Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１２)软件分别对自身(参数:－ｓ １０ ꎬ－ｂ １ꎬ 其他

参数 默 认 ) 及 与 近 缘 物 种 牛 樟 ( Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｋａｎｅｈｉｒａｅ)(参数:－ｓ １０ ꎬ－ｂ ２ꎬ 其他参数默认)基因

组做共线性分析ꎬ统计相应的共线性基因数目和共

线性区块(Ｂｌｏｃｋ)数目ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 基因组测序

通过三代测序平台对厚朴叶片进行全基因组

测序ꎬ对原始数据的 ｒｅａｄｓ 质量值进行初步过滤ꎬ
去掉低质量和短片段的 ｒｅａｄｓꎬ统计得到 １４０.９１ Ｇｂ
三代原始数据ꎬＲｅａｄ Ｎ５０ 为 １３ ７８４ ｂｐꎬ最长 ｒｅａｄｓ
的长度为 １２８ ４９２ ｂｐꎬ平均长度为 ８ ６５４ ｂｐꎬ测序

质量符合后续组装要求ꎮ
２.２ 基因组组装及评估

借助 Ｃａｎｕ 软件对厚朴的初步组装结果见表

１ꎬ初步组装的序列经过 Ｈｉ－Ｃ 纠错组装后基因组

大小约为 １.６８ ＧｂꎬＣｏｎｔｉｇ Ｎ５０ 为 ２２２ ０６９ ｂｐꎬ最长

的 Ｃｏｎｔｉｇ 为 ２ ７００ ２０３ ｂｐꎬ ＧＣ 含量为 ４０. ６５％ꎮ
Ｈｉ－Ｃ组装后其中共有 １.６７ Ｇｂ 的序列长度的基因

组序列被定位到 １９ 条染色体上ꎬ占比 ９９.６６％ꎬ而
对应的序列数目为 １１ ４７０ 条ꎬ占比 ９９.２０％ꎮ 在定

位到染色体上的序列中ꎬ能够确定顺序和方向序

列长度为 １. ５３ Ｇｂꎬ占定位染色体序列总长度的

９１.２１％ꎬ对应的序列数目为 ８ ６８９ 条ꎬ占定位染色

体序列总数目的 ７５.７５％ꎮ
组装后的基因组采用 ＢＵＳＣＯ 软件评估ꎬ在组

装的基因中共找到 １ ３９１ 个完整的 ＢＵＳＣＯ 基因ꎬ

４５２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



其中完整单拷贝的 １ ３０７ 个ꎬＦｒａｇｍｅｎｔｅｄ ＢＵＳＣＯ ７５
个基因ꎬ有 １４８ 个基因在 Ｅｍｂｒｙｏｐｈｙｔａ＿ｏｄｂ１０ 数据

库中 没 有 找 到ꎬ ＢＵＳＣＯ 评 估 基 因 组 完 整 度 为

８６.２％ꎬ说明组装结果较完整ꎮ 通过 Ｈｉ－Ｃ 辅助组

装热图分析(图 １)ꎬ厚朴 １９ 个染色体分组可以明

显区分ꎬ且每一分组对角线的交互强度信号要高

于非对角线位置ꎬ说明 Ｈｉ－Ｃ 组装的染色体结果中

邻近的序列间(对角线位置)交互强度高ꎬ而非邻

近的序列之间(非对角线位置)的交互信号强度

弱ꎬ证明基因组组装效果较好ꎮ

表 １　 厚朴基因组序列组装结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｒｅｓｕｌｔｓ

组装方法
Ａｓｓｅｍｂｌｙ ｍｅｔｈｏｄ

重叠群数目
Ｃｏｎｔｉｇ ｎｕｍｂｅｒ

重叠群长度
Ｃｏｎｔｉｇ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

重叠群
Ｎ５０ 的长度
Ｃｏｎｔｉｇ ｌｅｎｇｔｈ

ｏｆ Ｎ５０
(ｂｐ)

重叠群
Ｎ９０ 的长度
Ｃｏｎｔｉｇ ｌｅｎｇｔｈ

ｏｆ Ｎ９０
(ｂｐ)

最长重叠群
的长度

Ｍａｘ ｃｏｎｔｉｇ
ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

碱基含量
ＧＣ

ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

Ｃａｎｕ 组装
Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｂｙ Ｃａｎｕ

１３ ３４７ １ ７１０ ４０７ ０６０ １８０ ３５１ ５６ ６２０ ３ ５１２ ８０６ ４０.６８

Ｈｉ－Ｃ 组装
Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｂｙ Ｈｉ－Ｃ

１１ ５６２ １ ６８４ ３６１ ６１４ ２２２ ０６９ ６１ ０４９ ２ ７００ ２０３ ４０.６５

ＬＧ０－ＬＧ１８ 代表 Ｌａｃｈｅｓｉｓ Ｇｒｏｕｐ ０－１８ꎬ横坐标、纵坐标均代

表每个 ｂｉｎ 在相应染色体群组上的次序ꎮ
ＬＧ０－ＬＧ１８ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｌａｃｈｅｓｉｓ Ｇｒｏｕｐ ０－１８ꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｓａ ａｎｄ
ｏｒｄｉｎａｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｂｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｇｒｏｕｐ.

图 １　 厚朴基因组 Ｈｉ－Ｃ 组装染色体交互热图
Ｆｉｇ. １　 Ｈｉ－Ｃ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｈｅａｔ

ｍａｐ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ

２.３ 基因预测结果

利用 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ ｖ４.０.６ 软件进行重复序列预

测得到包含 １.３７ Ｇｂ 重复序列的厚朴基因组ꎬ占比

８１.６０％ꎮ 其中长散在重复序列(ＬＩＮＥ)得到重复序

列数目为 ４５０ ８６３ 条ꎬ占比 ８.４７％ꎻ短散在重复序列

(ＳＩＮＥ)数目为 １８ ５３０ 条ꎬ占比 ０.２％ꎻ长末端重复序

列(ＬＴＲ)数目为 ９９７ ３１８ 条ꎬ占比４４.０４％ꎻ末端反向

重复序列(ＴＩＲ)数目为 １４５ ５３９ 条ꎬ占比 ４.５％ꎻ简单

重复序列(ＳＳＲ)数目为１０ ５０６条ꎬ占比 ０.４７％ꎮ
对厚朴的基因预测结果(表 ２)显示ꎬ获得了

２３ ４２４ 个蛋白编码基因及 １ ０９６ 个非蛋白编码基

因ꎬ包括 ７２ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 基因ꎬ５７５ 个 ｔＲＮＡ 基因

和 ４４９ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ
２.４ 基因功能注释与分析

通过 ＫＯＧ 功能注释 (图 ２)ꎬ厚朴基因组的

１３ ８４５个基因获得注释ꎬ占预测到的总基因数的

５９.１１％ꎮ 从图中可以看出ꎬ厚朴的蛋白功能主要

集中 在 “ 翻 译 后 修 饰、 蛋 白 质 转 换、 伴 侣 ”
( ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒꎬ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ) ( Ｏ)ꎬ 占 比 １０％ꎻ “ 信 号 转 导 机 制 ”
( ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ)(Ｔ)占比 ９％ꎬ其次

为 “ 碳 水 化 合 物 转 运 和 代 谢 ” ( ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ) ( Ｇ ) 与 “ 转 录 ”
( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ)(Ｋ)等功能ꎬ各占比 ５％ꎮ “一般功

能预测”(ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ) (Ｒ)占比

２２％ꎮ 这些基因差异性表达可以对今后深入探究

厚朴在进化过程中对环境响应的机制提供数据

支持ꎮ

５５２１８ 期 尹彦棚等: 基于 Ｐａｃｂｉｏ 第三代测序技术的厚朴基因组测序分析



表 ２　 厚朴基因预测结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ

ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

软件
Ｓｏｆｔｗａｒｅ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

基因数目
Ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ

Ａｂ ｉｎｉｔｉｏ Ｇｅｎｓｃａｎ 厚朴 Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ３６ ９４２

Ａｕｇｕｓｔｕｓ 厚朴 Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ４３ ８１４

ＧｌｉｍｍｅｒＨＭＭ 厚朴 Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ４２ ６３９

ＧｅｎｅＩＤ 厚朴 Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ７８ ７６９

ＳＮＡＰ 厚朴 Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ２３ ０２４

Ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣
ｂａｓｅｄ

ＧｅＭｏＭａ 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２２ ９２８

水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ２５ ２１２

向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ ３７ ３７６

莲 Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ ２７ ０１１

Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ＥＶＭ 厚朴 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ２３ ４２４

　 　 通过厚朴基因组 ＧＯ 注释(图 ３)ꎬ共有 １３ ４３８
个基因具有 ＧＯ 注释功能ꎬ占预测到的总基因数的

５７. ３７％ꎮ 功 能 分 布 在 “ 细 胞 ” ( ｃｅｌｌ )、 “ 结 合 ”
(ｂｉｎｄｉｎｇ)、“催化活性” ( ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、“细胞

过程” ( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)、 “代谢过程” ( ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ)等功能的基因占据优势地位ꎬ而在整个分

类中细胞组分占 ３３％ꎬ分子功能占 ２１％ꎬ生物学过

程占 ４５％ꎮ 由此可见ꎬ初探到厚朴的基因主要富

集在生物学过程中的代谢过程ꎮ
通过 ＫＥＧＧ 通路注释(图 ４)ꎬ对厚朴的 ８ ２５３

个基因进行了通路注释ꎬ占预测到的总基因数的

３５.２３％ꎮ 其注释结果分别为 ５.４０％的“细胞过程”
(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ )、 ４. ５０％ 的 “ 环 境 信 息 处 理 ”
(ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ)、 ２９. ８５％ 的

“遗传信息处理” ( ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ)、
５５.０９％的“代谢” (ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、５.１６％的“机体系

统”(ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ 通过 ＫＥＧＧ 的通路注释

进一步了解厚朴基因在生物学过程上的功能ꎬ其
中参与代谢通路上的基因占主要地位ꎬ淀粉和蔗

糖代谢(ｋｏ００５００)、氨基酸的生物合成( ｋｏ０１２３０)
及碳代谢(ｋｏ０１２００)为主要的代谢通路ꎮ
２.５ 比较基因组学分析

通过对厚朴与葡萄、拟南芥、水稻、杨树、银
杏、无油樟、茶树及牛樟的蛋白序列比对ꎬ发现在

Ａ－Ｚ. 不同的字母和颜色代表基因不同的 ＫＯＧ 功能ꎮ
Ａ. ＲＮＡ 加工和修饰ꎻ Ｂ. 染色质结构和动力学ꎻ Ｃ. 能量生
产和转换ꎻ Ｄ. 细胞周期调控ꎬ细胞分裂ꎬ染色体分配ꎻ
Ｅ. 氨基酸转运和代谢ꎻ Ｆ. 核苷酸转运和代谢ꎻ Ｇ. 碳水化
合物转运和代谢ꎻ Ｈ. 辅酶转运和代谢ꎻ Ｉ. 脂质转运和代
谢ꎻ Ｊ. 翻译ꎬ核糖体结构和生物合成ꎻ Ｋ. 转录ꎻ Ｌ. 复制ꎬ
重组和修复ꎻ Ｍ. 细胞壁 /细胞膜 /胞外被膜生物合成ꎻ
Ｎ. 细胞运动ꎻ Ｏ. 翻译后修饰ꎬ蛋白质转换ꎬ伴侣ꎻ Ｐ. 无机
离子转运和代谢ꎻ Ｑ. 次级代谢产物的生物合成ꎬ转运和代
谢ꎻ Ｒ. 一般功能预测ꎻ Ｓ. 功能未知ꎻ Ｔ. 信号转导机制ꎻ
Ｕ. 胞内运输ꎬ分泌和囊泡运输ꎻ Ｖ. 防御机制ꎻ Ｗ. 胞外结
构ꎻ Ｙ. 细胞核结构ꎻ Ｚ. 细胞骨架ꎮ
Ａ － Ｚ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＫＯＧ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ. Ａ. ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｂ.
Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓꎻ Ｃ. Ｅｎｅｒｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎꎻ Ｄ. Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎꎬ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇꎻ Ｅ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｆ.
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｇ. Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｈ. Ｃｏｅｎｚｙｍｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｉ. Ｌｉｐｉｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｊ. Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎꎬ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｋ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎻ Ｌ. Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｐａｉｒꎻ Ｍ. Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ / ｍｅｍｂｒａｎｅ / ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｎ. Ｃｅｌｌ
ｍｏｔｉｌｉｔｙꎻ Ｏ. Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒꎬ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓꎻ Ｐ. Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ Ｑ.
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍꎻ
Ｒ. Ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙꎻ Ｓ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｕｎｋｎｏｗｎꎻ
Ｔ. Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎻ Ｕ. Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇꎬ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎻ Ｖ. Ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎻ
Ｗ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎻ Ｙ. Ｎｕｃｌｅａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ Ｚ.
Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ.

图 ２　 ＫＯＧ 功能注释分类统计图
Ｆｉｇ. ２　 ＫＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ

预测得到的 ２３ ４２４ 个基因中有 ２０ ８０１ 个基因可

以分类到 １２ １２９ 个家族ꎬ其中有 ５１５ 个基因家族

是厚朴所特有的ꎬ蛋白预测分类结果见图 ５ 和

表 ３ꎮ
为进一步确定厚朴的种属关系ꎬ 以单拷贝蛋
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Ａ１－Ｕ３. ＧＯ 功能分类ꎮ Ａ１. 胞外区ꎻ Ｂ１. 细胞ꎻ Ｃ１. 拟核ꎻ Ｄ１. 细胞膜ꎻ Ｅ１. 病毒粒子ꎻ Ｆ１. 细胞连接点ꎻ Ｇ１. 膜封闭腔ꎻ Ｈ１. 高
分子复合物ꎻ Ｉ１. 细胞器ꎻ Ｊ１. 胞外区部位ꎻ Ｋ１. 细胞器部位ꎻ Ｌ１. 病毒粒子组成ꎻ Ｍ１. 细胞膜部位ꎻ Ｎ１. 细胞部位ꎻ Ｏ１. 超分子

复合物ꎻ Ａ２. 转录因子活性ꎬ蛋白结合ꎻ Ｂ２. 核酸结合转录因子活性ꎻ Ｃ２. 催化活性ꎻ Ｄ２. 信号转导活性ꎻ Ｅ２. 结构分子活动ꎻ
Ｆ２. 转运活性ꎻ Ｇ２. 结合ꎻ Ｈ２. 电子载体活动ꎻ Ｉ２. 抗氧化活性ꎻ Ｊ２. 金属伴侣蛋白活性ꎻ Ｋ２. 蛋白标志物ꎻ Ｌ２. 翻译调治活性ꎻ
Ｍ２. 营养库活动ꎻ Ｎ２. 分子传感器活动ꎻ Ｏ２. 分子功能调节器ꎻ Ａ３. 生殖ꎻ Ｂ３. 细胞杀伤ꎻ Ｃ３. 免疫系统过程ꎻ Ｄ３. 代谢过程ꎻ
Ｅ３. 细胞过程ꎻ Ｆ３. 生殖过程ꎻ Ｇ３. 生物附着ꎻ Ｈ３. 信号转导ꎻ Ｉ３. 多细胞生物过程ꎻ Ｊ３. 发育过程ꎻ Ｋ３. 生长ꎻ Ｌ３. 运动ꎻ Ｍ３. 单
一生物过程ꎻ Ｎ３. 生物相ꎻ Ｏ３. 节律过程ꎻ Ｐ３. 胁迫应答ꎻ Ｑ３. 定位ꎻ Ｒ３. 多生物过程ꎻ Ｓ３. 生物调控ꎻ Ｔ３. 细胞组分或生物合成ꎻ
Ｕ３. 解毒ꎮ
Ａ１－Ｕ３. ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｙ. Ａ１. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎꎻ Ｂ１. Ｃｅｌｌꎻ Ｃ１. Ｎｕｃｌｅｏｉｄꎻ Ｄ１. Ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ Ｅ１. Ｖｉｒｉｏｎꎻ Ｆ１. Ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎꎻ Ｇ１.
Ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎꎻ Ｈ１. Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ Ｉ１. Ｏｒｇａｎｅｌｌｅꎻ Ｊ１. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔꎻ Ｋ１. Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔꎻ Ｌ１. Ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔꎻ
Ｍ１. Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔꎻ Ｎ１. Ｃｅｌｌ ｐａｒｔꎻ Ｏ１. Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ Ａ２. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ Ｂ２. Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｃ２. Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｄ２. Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｅ２. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｆ２. Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ
Ｇ２. Ｂｉｎｄｉｎｇꎻ Ｈ２. Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｉ２. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｊ２. Ｍｅｔａｌｌｏｃｈａｐｅｒｏｎｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｋ２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇꎻ Ｌ２. Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｍ２. Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｎ２. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ Ｏ２. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒꎻ Ａ３. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎻ Ｂ３. Ｃｅｌｌ
ｋｉｌｌｉｎｇꎻ Ｃ３. Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｄ３. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｅ３. Ｃｅｌｌｕａｒ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｆ３. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｇ３. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎꎻ
Ｈ３. Ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎻ Ｉ３. Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｊ３. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｋ３. Ｇｒｏｗｔｈꎻ Ｌ３. Ｌｏｃｏｎｏｔｉｏｎꎻ Ｍ３. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ
Ｎ３. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈａｓｅꎻ Ｏ３. Ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｐ３. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓꎻ Ｑ３. Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｒ３. Ｍｕｌｔｉ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ Ｓ３. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎻ Ｔ３. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ Ｕ３. Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

图 ３　 ＧＯ 二级节点注释分类统计图
Ｆｉｇ. ３　 ＧＯ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｎｏｄｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ

白序列进行比较分析ꎬ选择上述 ８ 个已知基因组

信息的物种ꎬ构建出遗传进化树(图 ６)ꎬ结果表明

厚朴与牛樟聚为一支ꎬ两者间物种亲缘关系较近ꎮ
根据物种分化时间分析(图 ７)ꎬ两者分化时间约

在 １２２.５ 百万年前(ｍｙａ)ꎮ 通过绘制出的共线性

图(图 ８)ꎬ比较厚朴与牛樟基因组的同源性ꎮ 比

对结果的共线性图中的每一条线代表同源基因之

间的连线ꎬ没有线条的空白区域代表没有比对上

的序列ꎬ代表物种之间存在差别的基因区域ꎮ 从

图中看出两者基因组片段能比对上的片段较少ꎬ
发现两者基因组存在较大差异ꎮ

３　 讨论与结论

基因组测序技术和生物信息学技术的进一步

发展、测序成本的降低和分析方法的完善极大地

推动了厚朴这种非模式药用植物的基因组测序研

究ꎮ 目前常用的测定基因组大小的方法有流式细

７５２１８ 期 尹彦棚等: 基于 Ｐａｃｂｉｏ 第三代测序技术的厚朴基因组测序分析



图 ４　 ＫＥＧＧ 功能注释图
Ｆｉｇ. ４　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ

胞术(林瀚等ꎬ２０１９)、第二代高通量测序技术(李
西文等ꎬ２０１２)及已发展至第三代的单分子测序技

术(柳延虎等ꎬ２０１５)ꎬ本研究通过第三代测序技术

测得的厚朴全基因组大小约为 １.６８ Ｇｂꎬ与叶林江

等(２０１５)通过流式细胞术检测的木兰属物种凹叶

厚朴 (Ｍ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｓｕｂｓｐ. ｂｉｌｏｂａ) (２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３８)的

基因组大小为 １.５９ Ｇｂ 相符合ꎮ 物种的基因组大

小与其倍性水平和染色体数目存在一定的正相关

性(叶林江等ꎬ２０１５)ꎬ王跃华等(２００５)利用厚朴

新生的愈伤组织制作染色体切片ꎬ显微观察结果

显示其染色体数为 ２ｎ ＝ ３８ꎬ上述提到的凹叶厚朴

也属于二倍体ꎬ染色体数为 ３８ 条ꎬ表明本次测得

的厚朴基因组大小符合其倍性水平和染色体

数目ꎮ
基因组功能注释是对物种功能基因解析的一

重要方面ꎮ 本研究通对厚朴的基因组功能注释分

析发现ꎬ在 ＧＯ 功能注释中厚朴的基因集中在生物

学过程中 “代谢过程”ꎬ 这与 ＫＥＧＧ 通路注释的结

果显示在“代谢通路”上的基因占主要地位相符ꎬ
其中淀粉和蔗糖代谢、氨基酸的生物合成及碳代

谢为 主 要 的 代 谢 通 路ꎮ 杨 旭 等 ( ２０１９ ) 利 用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序技术对厚朴根、茎、叶不同组

织进行转录组分析ꎬ功能注释的结果显示厚朴的

主要生物代谢途径为碳水化合物代谢、氨基酸代

谢和能量代谢ꎬ与本研究得到的厚朴代谢通路注

释结果相对应ꎮ 厚朴基因组和转录组分析相结合ꎬ
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表 ３　 基因家族分类统计
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

物种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

总基因数目
Ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ

聚类家族分类
基因数目

Ｃｌｕｓｔｅｒ ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ

总基因家族数目
Ｔｏｔａｌ ｆａｍｉｌｙ
ｎｕｍｂｅｒ

特有基因家族数目
Ｕｎｉｑｕｅ ｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ｎｕｍｂｅｒ

无油樟 Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ １６ ９８６ １５ ３４３ １１ ６５１ ２９０

银杏 Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ３５ ９０５ ２３ ４０５ １０ １５３ １ ８７０

茶树 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ３６ ９５１ ２３ ０４９ １２ ６６１ １ ０９１

杨树 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ４１ ３３５ ３３ ３２４ １４ ５３０ １ ４００

牛樟 Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｋａｎｅｈｉｒａｅ ２６ ５３１ ２２ ２４２ １２ ２８４ ６３６

水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ３８ ８５２ ２５ ５４５ １２ ７６６ ２ １７２

厚朴 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ２３ ４２４ ２０ ８０１ １２ １２９ ５１５

拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ２７ ３６９ ２３ １２７ １２ ８０４ ９９７

葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ２６ ３４６ １９ ２７１ １２ ７２６ ７６０

ａ－ ｉ. 不同物种 　 ａ. 无油樟ꎻ ｂ. 银杏ꎻ ｃ. 茶树ꎻ ｄ. 杨树ꎻ
ｅ. 牛樟ꎻ ｆ. 水稻ꎻ ｇ. 厚朴ꎻ ｈ. 拟南芥ꎻ ｉ. 葡萄ꎮ Ａ－Ｅ. 不同
基因分类 　 Ａ. 未被聚类的基因ꎻ Ｂ. 其他所有的基因ꎻ
Ｃ. 特异基因家族中的基因ꎻ Ｄ. 多拷贝同源基因ꎻ Ｅ. 单拷
贝同源基因ꎮ
ａ － ｉ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ 　 ａ. Ａｍｂｏｒｅｌｌａ ｔｒｉｃｈｏｐｏｄａꎻ ｂ. Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａꎻ ｃ. Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎻ ｄ. Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａꎻ ｅ.
Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｋａｎｅｈｉｒａｅꎻ ｆ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ ｇ. Ｍａｇｎｏｌｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓꎻ
ｈ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ ｉ. Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ. Ａ －Ｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　 Ａ. Ｕｎｃｌｕｓｔｅｒｎｕｍ ｇｅｎｅꎻ Ｂ. Ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅꎻ Ｃ. Ｓｐｅｃｉａｌ
ｇｅｎｅꎻ Ｄ. Ｍｕｌｔｃｏｐｙ ｇｅｎｅꎻ Ｅ. Ｏｎｅｃｏｐｙ ｇｅｎｅ.

图 ５　 家族聚类统计直方图
Ｆｉｇ. ５　 Ｆａｍｉｌｙ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ

有利于厚朴的功能基因的进一步发掘和分析ꎮ
目前ꎬ关于厚朴等药用植物研究较多还是其

叶绿体基因组ꎮ 由于核基因组包含丰富的遗传信

息ꎬ所以基因组很大ꎬ组成结构复杂ꎬ且多倍性与

高度的重复序列片段也给测序带来很大困难(陈

图 ６　 物种间进化关系
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ７　 物种间分化时间
Ｆｉｇ. ７　 Ｔｉｍｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

勇等ꎬ２０１４)ꎮ 本研究获得的厚朴全基因组序列是

较高质量的序列ꎬ这也是木兰属物种中首个核 ＤＮＡ

９５２１８ 期 尹彦棚等: 基于 Ｐａｃｂｉｏ 第三代测序技术的厚朴基因组测序分析



ＬＧ０－１１ 分别代表 Ｌａｃｈｅｓｉｓ 组 ０－１１(只显示了 １２ 条染色体共线性)ꎮ
ＬＧ０－１１ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ Ｌａｃｈｅｓｉｓ ｇｒｏｕｐｓ ０－１１ (ｏｎｌｙ １２ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ).

图 ８　 共线性图
Ｆｉｇ. ８　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒ ｄｉａｇｒａｍ

全基因组序列ꎬ为后续分析研究木兰属甚至木兰

科物种起源和进化关系提供了参考基因组序列ꎮ
厚朴全基因组测序的完成ꎬ是进行药物植物的分

子辅助育种的重要一步ꎬ基于基因组学、蛋白组学

和种质信息等相关数据ꎬ利用生物信息学方法分

析ꎬ最终筛选出最佳基因型和育种方案(马小军和

莫长明ꎬ２０１７)ꎬ这对在临床上需求较大的药用植

物是一个新颖的培育方法ꎮ 全基因组序列也为后

续研究厚朴的功能基因组学(王勇波等ꎬ２００９)提

供了数据支撑ꎮ 通过转录组学和代谢组学对药用

植物的次生代谢产物合成的关键酶鉴定和代谢途

径解析ꎬ并筛选出关于生长发育、抗病抗逆等优良

性状基因位点ꎬ是解决对厚朴资源开发利用不够

深入的一个有效策略ꎮ 本研究通过对厚朴的全基

因组测序可以从分子层面加深对物种的认识ꎬ为
其他药用植物的全基因组测序提供参考ꎬ也为今

０６２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



后进一步开发利用中药资源提供相关分子生物学

基础ꎬ且对促进中药材的现代化具有重要作用ꎮ
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