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摘要: 为全面把握花色苷合成基因在非模式植物绿色组织中的构成和表达, 本研究利用转录组重测序方法, 对药用野生稻

(Oryza officinalis)绿叶中出现的花色苷合成基因进行了分析, 结果共鉴定出8个相关基因(CHS、CHI、F3H、F3′H、

F3′5′H、DFR、ANS和UFGT), 这些基因与栽培稻同源基因对之间在mRNA水平上的序列相似度达到了94%~96%。相对外

类群的Ka/Ks (非同义替换率与同义替换率的比值)统计检验进一步表明这8个基因均处于严格的纯化选择之下。RPKM (每
百万读段中每千个碱基长度的读段数)值分析表明, 8个基因的表达水平不同, 其中F3′5′H的相对表达量最高, CHI和CHS次
之, F3′H最低。
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花色苷是一类水溶性植物色素, 属于类黄酮

(flavonoids)的一个亚类, 是具有类黄酮典型结

构——2-苯基苯丙吡喃阳离子结构的衍生物, 具有

C6−C3−C6碳骨架。花色苷广泛分布于植物的花、

果实、茎、叶和根等器官中, 是植物体内一类重

要的次生代谢产物, 其化学本质是花青素的糖苷

类化合物。植物之所以呈现出各种颜色, 与花色

苷有着重要的关系(Winkel-Shirley 2001)。花色苷

结构中有多个酚羟基, 属于羟基供体, 具有独特的

抗氧化功能, 因此除显色外, 花色苷还可以作为植

物抵抗应力条件的有效防护者 ,  在提高植物抗

性、调节植物激素的运输等方面承担重要功能

(Shih等2008; 张红雨和陈德展2000; Smillie和Heth-
erington 1999; Nogués等1998; Tsuda等1996)。除作

为天然染料外, 花色苷的抗氧功能也被广泛用于

食品、保健和医药等行业中, 被认为可以帮助清

除人体内自由基, 并在预防疾病、维持体重、保

护视力以及护肤养颜等方面发挥作用(房欢和焦浈

2012; 林晓霞和朱寿民2005; 彭姗姗等2005; 庞志

申2000)。
随着在众多的植物中发现了花色苷合成基因

和调控基因, 其合成途径和调控途径得到了详细

的阐释。花色苷合成途径在被子植物中相对保

守。在模式植物如拟南芥(Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh.)、玉米(Zea mays L.)、矮牵牛(Petunia 
hybrida Vilm.)中, 花色苷代谢途径的合成链条上主

要包括8个关键结构酶, 由一套对应的基因编码。

研究显示这些关键酶的编码基因通常被分成两类: 
早期合成基因(early biosynthesis genes, EBGs)和晚

期合成基因(late biosynthesis genes, LBGs) (Zhang

等2016; Petroni和Tonelli 2011), 其中EBGs编码的

关键酶包括查耳酮合成酶(chalcone synthase, 
CHS)、查耳酮异构酶(chalcone isomerase, CHI)、
黄烷酮-3-羟化酶(flavanone 3-hydroxylase, F3H)、
类黄酮-3′-羟化酶(flavonoid 3′-hydroxylase, F3′H)
和类黄酮-3′,5′-羟化酶(flavonoid 3′5′-hydroxylase, 
F3′5′H), 其共同催化合成类黄酮底物得以进行下

游花色苷生成反应。而二氢黄酮醇-4-还原酶(di-
hydroflavonol 4-reductase, DFR)、花青素合成酶

(anthocyanidin synthase, ANS)和类黄酮-3-O-转葡

萄糖基酶(UDP-glucose:flavonoid 3-O-glucosyl-
transferase, UFGT)所对应的编码基因则属于LBGs, 
经过这几个关键酶的催化从而产生多种组织中颜

色各异的花色苷。虽然对花色苷合成途径中相关

酶的研究在很多植物特别是栽培作物中已经进行

得非常深入(Hayashi等2005; Akada和Dube 1995; 
Franken等1991), 但是针对栽培作物的野生亲缘种

类的研究却少之又少。同时, 由于以往的研究过

分聚焦于植物的花与果实等显色部位, 而忽略了

叶等器官中被绿色本身所掩盖的花色苷的存在, 这
就使得在多数绿色组织中对合成花色苷所需要的

各种关键酶基因的表达情况缺乏必要的研究, 从而

限制了我们对该代谢途径在植物非显色部分如何

正常运作和行使功能的全面和正确理解(图1)。
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稻属(Oryza L.)隶属禾本科(Graminea), 包括重

要的粮食作物亚洲栽培稻(O. sativa L.)和非洲栽培

稻(O. glaberrima Steud.), 以及约22个野生种(中国

科学院中国植物志编辑委员会2002)。作为栽培稻

遗传改良最直接的基因库, 针对这些野生稻的研

究已经日渐深入。例如稻属中具有最小基因组的

物种短花稻(O. brachyantha A. Chev. & Roehr.)的
全基因组序列(Chen等2013), 以及5个亲缘关系较

近的具有AA基因组的物种全基因组重测序数据

(Zhang等2014)等已经完成, 而纳入到国际稻属基

因组计划(The International Oryza Map Alignment 
Project)中的另外11个物种的1、3和10号染色体的

序列信息(Jacquemin等2013)也正在持续公布中。

这些工作无疑为更好地了解稻属植物的遗传背景

奠定了坚实的基础。在我国, 自然分布的野生稻

仅有3种(中国科学院中国植物志编辑委员会2002), 
它们是具有AA基因组的野生稻 (O. ruf ipogon 
Griff.)、具有CC基因组的药用野生稻(O. officinalis 
Wall. ex Watt)和具有GG基因组的疣粒稻(O. granu-
lata Nees et Arn. ex Hook. f.)。其中, 主要分布在亚

洲和澳洲的药用野生稻和分布在非洲和斯里兰卡

的另外2个物种拥有相同的基因组类型, 同时也被

认为和5个多倍体的起源有关(Zou等2015)。换言

之, 药用野生稻所具有的C基因组是稻属中除了A

基因组之外在最多物种中出现的基因组。由于该

基因组和栽培稻中的A基因组相对远缘, 因此避免

了人工定向选择所导致的遗传改变, 因此以该物

种作为材料开展研究不仅在稻属内具有代表性, 
而且可以拓宽我们对植物关键次生代谢途径在自

然状态下多基因进化模式的正确理解。为了进一

步探究花色苷合成途径在野生稻非显色器官中执

行功能的基本情况, 本研究通过对正常状态下药

用野生稻叶转录组进行重测序的方法, 定性定量

地调查了花色苷合成途径中8个关键基因的序列

特点和表达变化。研究结果为更好地了解花色苷

合成途径在稻属内的进化模式, 以及今后从花色

苷合成途径入手对栽培稻进行品种改良等提供了

必要的分子数据。

材料与方法

1  植物材料

用于本研究的药用野生稻(Oryza officinalis 
Wall. ex Watt) (登记号104973)种子来自国际水稻

研究所(International Rice Research Institute, IRRI), 
经50°C恒温处理5 d打破休眠, 然后将去壳种子置

于种子萌发器内进行培养(25°C), 至胚根长至1 cm
后移入温室花盆, 保持40%的湿度及28°C/22°C的

昼夜温度下培养至成年个体。3株相同编号样品

被设为一组生物学重复。

2  实验方法

2.1  总RNA提取与纯化

从3株长势良好的野生稻成年个体上各剪取

33 mg新鲜叶子混合后置于液氮中迅速研磨成粉

末, 再利用RNAprep Pure Plant Kit (cat No. DP441, 
TIANGEN)提取植物总RNA。取1 μL RNA样品在

Agilent 2100 Bioanalyzer上分析确定所提RNA的浓

度与质量。根据TruSeq RNA Sample Preparation 
Kit (RS-122-2001, Illumina)的操作步骤构建RNA
文库, 并用Agilent 2100 Bioanalyzer检测文库的质

量并通过Qubit和qPCR来扩增文库的数量。

2.2  cDNA链合成与转录组测序

用带有Oligo d(T)的beads对总RNA中mRNA
进行纯化。将高质量的mRNA置于95°C高温10 
min, 使其断裂成200 bp左右的片段, 然后利用Re-
verse Transcription Kit (cat No. M1705, Promega), 

图1  花色苷生物合成途径

Fig.1  The anthocyanin biosynthesis pathway
DHK: 二氢山奈酚(dihydrokaempferol); DHM: 二氢杨梅素

(dihydromyricetin); DHQ: 二氢槲皮素(dihydroquercetin)。
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按照说明书将这些片段化的mRNA逆转录生成双

链cDNA; 末端补齐后, 3′端加A, 连接Illumina的双

接头。AMPure XP beads进行两次纯化后, 再进行

12个循环的PCR扩增, 然后利用2%琼脂糖凝胶电

泳分离扩增产物, 割胶回收长度在300~350 bp范围

内的条带, 并利用Min Elute Gel Extraction Kit (cat 
No. 28604, QIAGEN)进行纯化, 得到双接头文库。

利用2100 Bioanalyzer High Sensitivity Chip质控文

库片段大小, 并利用KAPA qPCR试剂盒(KAPA 
SYBR® FAST qPCR Kit Master Mix (2×) Universal, 
cat No. KK4602)质控文库准确浓度(nmol·L-1), 最
后取10 μL 2 nmol·L-1的文库, 在博奥生物有限公司

的帮助下完成Illumina HiSeq 2000的转录组测序。

3  数据分析

根据GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/)中注释的栽培稻花色苷合成途径关键酶

的基因CHS (登记号NM_001074541.1, 下同)、CHI 
(NM_001072522.1)、F3H (NM_001068593.1)、
F3′H (NM_001070873.1)、F3′5′H (AP004704.3)、
DFR (NM_001052113.1)、ANS (AK067647.1)和
UFGT (GQ280269.1)的mRNA作为参考序列, 将过

滤得到的高质量读段(reads)片段利用Bowtie2 2.2.9
软件(Langmead和Salzberg 2012)进行对位排列

(mapping)。由于药用野生稻与栽培稻的基因间会

有一定的分歧, 所以把参数mismatch从1向上依次

设置到饱和, 根据设置的要求进行精确的对位排

列, 输出SAM格式的文件, 再利用SAMtools 1.3.1
软件(Li等2009)将无法匹配的读段删除, 并对每个

基因的匹配读段进行计数得到可以匹配的读段

数。筛出匹配到每个基因上的全部读段, 将其拼

接得到药用野生稻花色苷合成途径中基因编码序

列的全长mRNA, 通过SeaView软件(Gouy等2010)
将其与栽培稻的同源序列进行比对。

同时, 为比较不同基因的相对表达量, 我们按

照公式RPKM=109C/(NL)计算每个基因的每百万

读段中每千个碱基长度的读段数(reads per kilobase 
per million mapped reads, RPKM)来确定基因表达

的丰度，式中C代表能够匹配到各基因上的读段

数, N代表转录组总的匹配读段数, L代表基因长度; 
通常认为RPKM值在0.1~3.75之间的是低表达基

因, 在3.75~15之间的为中度表达基因, >15的为高

表达基因(Mortazavi等2008)。

此外, 为进一步检测各基因是否在药用野生

稻内经受选择驱动, 我们以全基因组数据已经释

放的稻属FF基因组的短花稻作为外类群 ,  利用

KaK s Calculator软件(Zhang等2008)在GY模型

(Goldman和Yang 1994)下统计和计算各基因碱基

置换情况, 确定它们的非同义替换率(non-synony-
mous substitutions rate, Ka)与同义替换率(synony-
mous substitutions rate, Ks)的比值并通过Fisher检验

测试该值, 进行中性检验, 确定选择动力类型, 依
据为: Ka/Ks>1为正选择, Ka/Ks=1为中性选择, 而Ka/
Ks<1则为负选择或纯化选择。

实验结果

1  药用野生稻叶花色苷合成途径中关键酶基因序

列特点

药用野生稻的叶转录组重测序后共得到大约

2.3×107个原始读段, 每个读段的长度为100 bp, 其
中能定位到已知参考基因组和基因转录本上的高

质量读段约为2.0×107个, 最终能够匹配到栽培稻

花色苷合成代谢途径下不同结构基因转录本的读

段共有9 503个 ,  共涉及8个基因(CHS、CHI、
F3H、F3′H、F3′5′H、DFR、ANS和UFGT)。

经过进一步拼接, 我们得到了药用野生稻花

色苷合成途径中这8个关键酶基因的完整mRNA序

列(GenBank登记号KU572390~KU572397)。这8个
基因mRNA的长度均在1~3 kb之间, 最长的DFR基
因长2 819 bp, 最短的CHI基因长1 064 bp。当将这

8个基因同它们在栽培稻中的同源基因进行比对

后, 发现两物种同源基因对在mRNA水平上的序列

相似性为94%~96%, 其翻译后得到氨基酸的序列同

源性为93%~99% (图2)。我们也对药用野生稻中这

8个基因的碱基组成进行了统计和分析, 其中CHI
序列的GC含量最低(46.6%), UFGT的GC含量最高

(63.3%), 其余基因的GC含量均在二者之间, 但是这

8个基因所对应编码区的GC含量都有所增加, 最高

的DFR基因编码区的GC含量高达70.2% (表1)。
2  基因的表达差异分析

为了比较各基因的表达差异, 我们对每个花

色苷基因读段的匹配情况进行了分析, 结果发现, 
在8个基因中, 匹配到F3′5′H基因的读段最多, 达到

3 162个, 其次为CHS (2 220个), 而F3′H最少, 仅有

262个。考虑到基因的长度有可能影响读段的匹
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配数目, 因此我们采用RPKM法将不同基因的长度

计算在内以校正各基因的相对表达量, 从而更好地

评估药用野生稻中8个基因的相对表达水平。图3为
各个花色苷合成途径中的关键结构基因的相对表达

情况, 可以看出: F3′5′H的相对表达量最高, CHS和
CHI次之, 但仍处于较高的表达水平, 随后为F3H、

ANS和UFGT, 以上均属于高表达基因; DFR基因的

RPKM值为14.7, 而F3′H的表达量最低, RPKM值为

7.7, 都在3.75~15之间, 属于中度表达基因。

3  基因选择压分析

为了明确8个基因在药用野生稻中的选择驱

动力, 我们检测了8个基因与外类群短花稻的同源

基因 (GenBank中对应的登记号分别为 :  CHS , 
XP_006662967.1; CHI, XP_006662673.1; F3H, 
XP_006660221.1; F3′H, XP_006665050.1; F3′5′H, 
XP_015695691.1; DFR, XP_006648840.1; ANS, 
XP_006651534.1; UFGT, XP_006656897.1)之间的

Ks和Ka, 发现基于GY这种统计模型计算出一致的

图2  药用野生稻和栽培稻中8个基因的同源性比较

Fig.2  Homologous comparisons of 8 genes from O. officinalis and O. sativa

图 3 药用野生稻花色苷合成途径中 8 个基因的相对表达情况

Fig.3 Relatively expression of 8 genes of anthocyanin biosynthetic pathway in O. officinalis

表1  8个基因的序列特点

Table 1  Sequence characteristics of 8 genes

基因名 长度/bp GC含量/%
            开放阅读框

   起点/bp 终点/bp 长度/bp GC含量/%

CHS 1 761 60.1 1 366    53 1 314 67.6
CHI 1 064 46.6    43   933   891 48.0
F3H 1 346 58.5   104 1 150 1 047 61.6
F3′H 1 860 61.7    26 1 600 1 575 66.0
F3′5′H 2 029 61.9 1 901   351 1 551 68.9
DFR 2 819 55.8 1 127   126 1 002 70.2
ANS 1 564 50.8 1 475   360 1 116 55.2
UFGT 1 884 63.3 1 838   402 1 437 69.5
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结果, 即这8个基因的Ka/Ks值全部显著小于1 (表2), 
表明这8个关键酶基因在药用野生稻和栽培稻内

均经历了严格的纯化选择。

droquercetin, DHQ)经过DFR、ANS以及UFGT基因

的催化而合成花色苷。但在本研究中所用到的组

织材料是新鲜的旗叶, 研究的组织器官不同, 而且

花色素及类黄酮的积累具有组织特异性(Robbins
等2003), 因此可以预测在野生稻的绿叶中以二氢

杨梅素(dihydromyricetin, DHM)为底物的途径也有

可能发挥重要作用。另外值得一提的高表达基因

为CHS和CHI, 这两个基因编码的酶除了参与花色

苷合成外, 在高等植物类黄酮整个代谢网络中均

作为关键酶催化最初的起始反应(Druka等2003; 
Reddy等1996), 因此, 作为早期的合成基因, 提供充

分的代谢中间产物推动主体和不同代谢支路的顺

畅运行可能是其高效表达的主要原因。而对于花

色苷合成途径中的晚期合成基因如DFR、ANS和
UFGT, 其明显降低的表达水平可能与下游基因的

功能局限性相关, 由于这些基因更多在合成花色

苷终产物上起关键作用, 而绿色幼叶中需要的花

色苷含量往往较低, 因此基因表达水平相对上游基

因总体偏低。总之, 通过对药用野生稻的绿叶转

录组的全面分析, 我们获得了8个和花色苷合成相

关基因的完整编码序列和各基因的表达特点, 这
项工作为今后从花色苷物质防御角度提升栽培稻

的遗传品质提供了最基本的分子数据。但遗憾的

是, 由于材料的局限性, 我们没有能够获取该物种

在花色苷代谢途径下有关转录因子的序列信息。

由于花色苷代谢途径不但在转录水平上受多种转

录因子的组合调控, 而且有些还要经历转录后水

平的调节(Lepiniec等2006; Koes等2005), 因此, 后
续对药用野生稻转录因子的深入了解和研究将有

助于我们更深入地理解稻属花色苷合成途径的调

控机理, 从而更好地认识花色苷及其他类黄酮类

物质对于稻属植物正常生长的重要性。
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Sequence characteristic and expression analysis of genes related to anthocyanin 
biosynthesis in Oryza officinalis leaf transcriptome
QIN Zong-Yan*, LIU Shi-Juan*, BAO Ying**

School of Life Sciences, Qufu Normal University, Qufu, Shandong 273165, China 

Abstract: In order to completely understand member composition and expression of the genes about anthocy-
anin synthesis in green tissues of non-model plant, the leaf transcriptome of Oryza officinalis was re-sequenced, 
and the genes in the anthocyanin synthetic pathway were analyzed. A total of 8 genes (CHS, CHI, F3H, F3′H, 
F3′5′H, DFR, UFGT and ANS) were identified. These genes shared high-level sequence similarities (94%~96%) 
regarding to the mRNA with their homologous genes in cultivated rice, respectively. Moreover, the statistical 
tests of the ratio of non-synonymous substitutions rate to synonymous substitutions rate (Ka/Ks) relative to the 
outgroup show that the 8 genes were all influenced by the purified selection. In addition, reads per kilobase per 
million mapped reads (RPKM) comparison revealed a divergent expression among the 8 genes, among which 
F3′5′H had the highest expression level, following by CHI and CHS, and F3′H had the lowest expression level.
Key words: Oryza officinalis; leaf transcriptome; anthocyanin biosynthetic pathway; gene expression 
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