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摘要: 苹果(Malus domestica)已经完成全基因组测序并公布全基因组图谱, 但是基因注释信息很不完善, 因此本试验利用

RNA-Seq技术对苹果已注释基因结构进行优化和新转录本预测。以‘富士’花后15、30、45、60 d的果肉为材料提取总

RNA, 构建文库并使用Illumina双末端测序HiSeq 2500平台进行测序, 获得高质量的序列(clean reads)。将得到的结果与苹

果‘金冠’参考基因组进行比对, 共优化了13 272个已注释基因的结构, 优化基因5′端和3′端数目分别为8 843个和8 955个, 另
外, 共鉴定得到1 604个新的转录本, 部分基因参与了苹果的转录表达调控、生长调节、氨基酸和糖类等的代谢过程。
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苹果(Malus domestica)是蔷薇科(Rosaceae)
仁果亚科(Pomideae)苹果属(Malus Mill.), 苹果共

有17对染色体, 而与苹果同属蔷薇科的草莓、桃

等果树的染色体数在7~9之间。绝大多数苹果品

种为二倍体(2n=34), 少数和极少数品种为三倍体

(2n=51)和四倍体(2n=64)。2010年以苹果‘金冠’为
材料进行的全基因组测序, 为苹果功能基因组学

的研究奠定了重要的基础。测序发现苹果基因组

大小约为742.3 Mb, 总基因数为95 216/57 386个(包
含/不包含转座子、等位基因等), 基因组上42.4%
为转座因子, 共发现4 021个转录因子、992个抗

性因子, 苹果染色体组上的基因数超过82%以上, 
90%左右的基因定位在原来确定的位置, 对其基因

组进行分析发现500.7 Mb的序列为重复序列, 占
整个苹果基因组的67% (Velasco等2010)。基因信

息公开后, 注释文件版本为1.0, 经过不断地补充修

正, 当前版本为3.0.a1, 基因组增大为1 874.77 Mb, 
共注释58 380个基因位点和60 549个蛋白编码转录

本(https://www.rosaceae.org/species/malus/malus_x_ 
domestica/genome_v3.0.a1)。但是, 苹果基因仍存

在注释信息不完善, 测序覆盖度不全面和基因功

能不清等问题, 比如对苹果基因克隆时缺少非转

录区域(untranslated region, UTR)或非转录区域基

因功能不清等, 这些问题都使苹果基因组功能的

研究受到限制。

转录组是指特定组织或细胞在某一发育阶段

或功能状态下转录出来的所有编码RNA (mRNA)
和非编码RNA (ncRNA)的总和(Costa等2010; Wang
等2009)。由于近年来测序技术的不断优化, 测序

成本的不断下降, 数据量更加全面, 基因组学分析

软件的开发应用, 高通量测序及生物信息学分析

技术成为生命科学研究的重要工具和手段(Pareek
等2011)。苹果因为品种繁多、来源复杂、生物学

性状特异、生物信息学研究不够系统和完善, 基
因组学研究仍面临较大挑战。而转录组测序(RNA 
sequencing)是利用第二代高通量测序技术进行cDNA
测序, 能够全面快速地获取研究材料在某一处理

条件下的全部转录本信息, 可获得大量的转录本信

息, 从中挖掘重要功能基因, 是揭示植物优良特性

的重要研究手段(Dassanayake等2010; Li等2013)。
本试验利用Illumina HiSeq 2500测序平台对苹果进

行了高通量转录组测序, 预测得到1 604个新转录

本并对13 272个基因结构进行了优化, 补充并完善

了苹果基因组信息, 为之后的苹果组学功能研究

奠定基础。

材料与方法

1  试验材料

对苹果(Malus domestica Mill.)进行转录组测

序, 品种选用‘富士’ (‘Fuji’)作为材料, 该品种果实

大、肉脆汁多、风味浓郁芳香、树势中庸丰产、

是生产中的主栽品种。试验于2016年3~5月在山

东省泰安市岱岳区滩清湾村20年生苹果园中进行, 
对‘富士’统一用自选育海棠高效授粉树优系1379
花粉进行人工授粉, 花粉采自于山东农业大学观

赏果树实验站。每株随机选取150朵铃铛花进行
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去雄授粉, 每个花序保留1~2朵花, 随后套以无纺

布, 防止外源花粉影响, 3 d后除去无纺布, 保证其

正常的生长发育。

对授粉后15 d的果实进行采样, 在液氮中保存

并带回, 保管放置在–80°C条件下, 每15 d采样1次, 
共采样4次, 并设置3个重复。果肉组织RNA提取

参照改良CTAB法, 并严格按照说明进行操作, 利
用Nanodrop检测提取的RNA纯度(OD260/280比值)、
Qubit对RNA浓度进行精确定量、Agilent 2100精
确检测RNA的完整性, 样品检测合格后进行文库

构建。

2  文库构建和测序

样品检测合格后, 用带有Oligo(dT)的磁珠富

集mRNA, 随后加入fragmentation buffer将mRNA
打断成短片段, 以mRNA为模板合成一链cDNA, 
然后加入缓冲液、dNTPs和DNA polymerase I合成

二链cDNA, 随后利用AMPure XP beads纯化双链

cDNA。纯化的双链cDNA再进行末端修复、加A
尾并连接测序接头, 最后进行PCR富集得到最终的

cDNA文库。文库构建完成后, 先使用Qubit 2.0进
行初步定量, 稀释文库至1 ng·μL-1, 随后使用Agilent 
2100对文库的插入片段长度(insert size)进行检测, 
使用Q-PCR方法对文库的有效浓度进行准确定量

(文库有效浓度>2 nmol·L-1), 质检合格后, 使用Illu-
mina双末端测序HiSeq 2500平台进行测序。

3  新转录本预测和基因结构优化

对测序得到的原始序列数据(raw reads)去除

带接头(adapter)的reads、去除N (N表示无法确定

碱基信息)的比例大于10%的reads、去除低质量

reads得到clean reads, 因为后续分析都基于clean 
reads。将苹果‘金冠’基因组序列作为参考基因组

进行, 用Cufflinks (2.1.1版)进行拼装, 然后用Cuff-
compare和已知的基因模型进行比较, 可以发现新

基因(相对于原有基因注释文件)以及已知基因新

的外显子区域; 并对已知基因的起始和终止位置

进行优化。

4  功能注释

采用序列对比的方法对基因数据库进行序列

相似性分析, 使用BLAST程序将拼接得到基因数

据库并与NCBI数据库进行比对, 选取最佳的功能

注释。根据NCBI数据库的功能注释信息, 通过

hmmscan软件得到新基因的GO (Gene Ontology)注
释文件, 在分析中GO富集分析采用的软件为GOseq 
(Release 2.12版) (Young等2010; Langmead等2009)
对所有的基因数据库进行GO功能注释并分类统

计。KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes)是系统分析基因功能、基因组信息的数据

库、是进行生物体内代谢分析、代谢网络研究的强

有力工具(Kanehisa等2008; Apweiler等2004), 根据

NCBI数据库的功能注释信息使用KOBAS (V2.0
版)软件进行Pathway富集分析。

实验结果

1  RNA-Seq测序数据质量与分析

对花后15、30、45和60 d (PT1、PT2、PT3和
PT4)的苹果果实提取其总RNA, 利用 Nanodrop对
RNA的浓度和纯度进行检测、并用Agilent 2100检
测RNA的完整性, 检测得到的RNA浓度均在200~ 
700 ng·μL-1、总量≥9.5 μg、OD260/280值为1.9~2.1、
25S与18S rRNA的比值范围在1.5~3.0之间、RNA
完整性计数(RNA integrity number, RIN)为8.0~ 
10.0。以上结果表明样品质量满足建库测序要求, 
可以进行RNA-Seq测序。

测序数据质量情况如表1所示, 4个样品(PT1、
PT2、PT3和PT4)经过RNA-Seq共产生约21 800万
的原始序列(raw reads)。测序得到的原始序列, 里
面含有带接头的、低质量的reads, 为了保证信息

分析质量, 必须对原始序列进行过滤, 得到过滤后

表1  RNA-Seq 测序质量评估

Table 1  RNA-Seq sequence quality assessment

样品名称            原始序列数据          过滤后数据               过滤后数据量               Q20/%               Q30/% GC含量/%

PT1 60 877 858 59 047 506 8.86 G 98.05 95.26 47.34
PT2 56 200 559 54 660 780 8.20 G 98.11 95.40 47.56
PT3 52 364 578 50 859 698 7.63 G 98.09 95.35 47.69
PT4 49 274 590 47 739 653 7.16 G 98.08 95.34 48.07
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图2  样品在染色体上的密度分布图

Fig.2  Statistics of sample density distribution 
 in chromosomes

横坐标为染色体的长度信息(以百万碱基为单位), 纵坐标为

log2 (reads的密度的中位数), 绿色为正链, 红色为负链。

数据(clean reads), 后续分析都基于clean reads。
RNA-Seq测序的碱基质量值是碱基识别出错概率

的整数映射, 使用Phred碱基质量值公式计算(Ewing
等1998)。碱基质量值越高表明碱基识别准确度越

高, 例如碱基质量值10 (Q10)、20 (Q20)、30 (Q30)
和40 (Q40)分别表示碱基识别出错的概率为10%、

1%、0.1%和0.01%。

由图1可知碱基分布类型情况, 这表明各个碱

基占的比例约为25%, 含量相差不大, 由于5′端6 bp
的碱基具有随机性, 测序所得每个reads前6~7个碱

基出现较大波动属正常情况, G和C碱基及A和T碱
基含量每个测序循环上分别相等, 且整个测序过

程稳定不变, 呈水平线, 不存在碱基分离现象。

将过滤后的干净序列在基因组上的位置信息, 
选取TopHat2软件(v2.0.12版), 设置参数为mismatch= 
2, 将过滤后的测序序列进行基因组定位分析。序

列与参考基因组比对情况如表2所示, 4个样品整

体数据都约有71%左右匹配到苹果参考基因组

上, 其中在参考序列上有单一比对位置的测序序列

(uniquely ummmapped)约为61%, 而在参考序列上

有多个比对位置的测序序列(multiple mapped)约占

10%, 这可能是由于这些序列对应的基因为多拷贝

基因。将比对到基因组上的序列分布情况进行统

图1  原始序列碱基含量

Fig.1  Content of the original base
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计, 定位区域分别为外显子(exon)、内含子(intron)
和基因间区(intergenic)。

将序列比对到基因组上各个染色体(分正负

链)的密度情况进行统计, 如图2所示, 从定位到染

色体上的序列数与染色体长度的关系中, 可以更

加直观看出染色体长度序列总数的关系。在正常

状态下, 整个染色体长度越长, 该染色体内部定位

的序列总数会越多(Marquez等2012)。
2  新转录本预测与功能注释

利用转录组测序技术不但可以优化已知基因

的结构, 而且能预测新的基因。将测序得到的序

列进行拼接, 获得非重复序列基因(unigenes), 并将

其与原有基因组注释信息进行比较, 找到未注释

功能的片段, 将其与GO、KEGG数据库进行序列

对比, 鉴定的新的转录区进行翻译, 过滤掉少于50
个氨基酸残基的过短序列和只包含单个外显子的

序列, 共获得1 604个新的转录本。由表3可知, 新
转录本的长度大都在500 bp以上, 表示这些基因序

列主要为编码蛋白的基因, 而这些基因的注释信

息表明, 大部分基因参与编码未知功能的蛋白, 剩
余基因主要参与苹果的转录表达调控、生长调

节、抗病、氨基酸糖类等的代谢过程。

3  已知基因结构优化

由于不同测序分析软件的手段的局限性, 测
序结果往往不够全面精确, 所以我们利用转录组

测序结果对已知基因的结构进一步的优化和精

确。在已注释基因边界之外的区域有连续的匹配

读段支持,  则将基因的非翻译区域向上下游延伸,  
修正基因的边界(穆彩琴等2016)。如表4和5所示, 
本试验中共对13 272个转录本进行了结构优化, 其
中5′端为8 843个, 而3′端为8 955个。

讨　　论

由于苹果基因组测序的初步完成, 其作为果

树的模式植物受到重视, 并且苹果功能基因组学

的研究已经成为研究的热点。公开的苹果数据库

GDR (Genome Database for Rosaceae)、IAMSA 
(FEMIASMA Computational Biology Web Resources)

表2  样品和参考基因组比对情况

Table 2  Statistics of sample mapped to genome

   样品名称    
  
经过过滤的序列             匹配序列  

           匹配序列      多位置匹配序  单一位置匹配      外显子           内含子        基因间区

                                                                                                 比例/%            列比例/%       序列比例/%        比例/%           比例/%         比例/%

PT1 59 047 506 42 274 443 71.59 10.51 61.12 93.43 5.40 1.17
PT2 54 660 780 39 237 274 71.78 10.78 61.11 95.03 4.20 0.73
PT3 50 859 698 36 287 392 71.35 10.29 61.18 94.60 4.67 0.73
PT4 47 739 653 34 248 247 71.74   9.94 61.84 95.33 4.03 0.60

表3 利用RNA-Seq技术鉴定的苹果新转录本

Table 3 Novel transcripts in apple identified by RNA-Seq technology

       基因编号(ID)         染色体编号         基因位置/bp  +/−链           长度/bp                          功能预测

Apple_new00081 4 527 575~528 438 −    571 类抗病蛋白At4g27220
Apple_new00093 12 705 587~706 860 −    792 类生长调节因子8
Apple_new00128 17 135 907~138 910 − 2 435 类反转录酶

Apple_new00166 16 592 842~594 353 −    948 类三酰基甘油脂酶1
Apple_new00167 16 1 530 149~1 531 182 −    851 类β-淀粉酶2
Apple_new00246 9 800 403~901 543 + 1 055 类F-box/花萼重复蛋白At3g06240
Apple_new00329 2 355 831~357 241 − 1 225 类真核翻译起始因子5B
Apple_new00387 9 4 513 057~4 513 820 −    764 转录因子bHLH78
Apple_new00442 8 15 944~16 755 −    467 LRR受体丝/苏氨酸蛋白激酶At1g56140
Apple_new00635 9 1 342 367~1 345 444 − 1 131 翻译起始因子IF-3
Apple_new00708 11 2 386 992~2 387 780 +    565 DNA聚合酶

Apple_new00875 10 10 818 578~10 819 833 − 1 256 生长素诱导蛋白15A

　　部分数据未列出。表4和5同此。
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表4  部分基因3′和5′端延伸情况

Table 4  Genes with 3′ and 5′ end extended 

染色体编号    5′端/个   3′端/个   转录本/个    +链/个 −链/个

  1    317    330      486    242 244
  2    405    421      614    302 312
  3    359    370      563    283 280
  4    298    276      436    222 214
  5    425    390      597    303 294
  6    281    304      420    195 225
  7    328    346      488    234 254
  8    324    299      454    214 240
  9    403    415      585    273 312
10    416    421      602    283 319
11    381    396      575    277 298
12    338    361      546    258 288
13    418    382      616    319 297
14    263    274      423    217 206
15    522    522      813    409 404
16    247    286      404    194 210
17    290    301      456    233 223
其他 2 828 2 861   4 194 2 058 2 136
共计 8 843 8 955 13 272 6 516 6 756

和Plaza (Jung等2008; Proost等2009)等, 提供了苹

果基因组核酸或蛋白质序列、表达序列标签

(EST)、Blast搜索和基因组浏览等信息, 但是缺少

全面的基因组信息和基因家族分类, 以及苹果表

达图谱及microRNA信息等。本试验利用RNA-Seq
技术对苹果花后4个时期的果肉进行测序, 鉴定并

预测新的转录本和对已知基因结构的优化, 全面

补充基因组的信息, 促进基因结构的进一步优化

和基因功能注释更加准确。

转录组学是反映生物个体或特定器官、组织

或结构在某一特定发育、生理过程中所有基因表

达水平的研究(Trapnell等2010), RNA-Seq有高通

量、重复性强、检测范围广、定量精确等优点, 
不仅对于已知基因组序列的物种适用, 对于未知

基因组序列的物种同样适用。有学者对野生草莓

25个不同器官的组织进行了转录组测序, 利用得

到的数据对草莓已知基因重新进行注释, 提高了

草莓基因注释的准确性和精确性, 并发现了部分

新的转录本, 增长并扩充了基因的外显子(Darwish
等2015)。有研究利用Solexa测序技术对盐胁迫下

表5  3′或5′端的延伸基因

Table 5  3′ or 5′ ends extension of selected genes

基因编号(ID) 染色体编号               +/−链           3′/5′ UTR                  原位置/bp                                      注释后位置/bp

103400004 15 + 5′ 8 327 325~8 328 937 8 327 292~8 328 937
103400123 2 - 5′ 11 389 248~11 394 169 11 388 783~11 394 169
103400221 1 - 3′ 8 644 185~8 648 127 8 644 185~8 648 133
103403983 16 + 5′ 16 748 206~16 755 087 16 748 164~16 755 087
103405884 17 - 3′ 23 512 417~23 515 744 23 512 417~23 515 750
103432349 3 + 5′ 29 849 733~29 854 827 29 849 616~29 854 827
103433106 4 - 3′ 6 434 985~6 437 245 6 434 985~6 437 259
103439340 7 - 5′ 16 936 387~16 939 355 16 934 493~16 939 355
103440773 8 + 3′ 8 192 139~8 195 524 8 192 139~8 195 546
103451146 12 + 3′ 31 289 069~31 293 340 31 289 069~31 293 407
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的陆地棉种子进行了转录组分析, 发现了12个可

能与盐胁迫有关的基因, 验证了激素信号系统与

盐胁迫的相关性(Wang等2011)。有学者将数字基

因表达谱应用于玉米雌穗发育的研究, 并发现了

一批调控花序的新基因(Eveland等2015)。本试验

中应用RNA-Seq技术鉴定了苹果1 604个新的基因, 
注释信息对应苹果发育前期转录调控、氨基酸糖

类代谢、生长调节等过程, 对于研究调控苹果果

实发育的分子机制有重要意义。RNA-Seq不仅能

鉴定并发现新的转录本, 并在进一步完善基因结

构信息等方面也有重要的作用。有研究利用RNA-
Seq技术对谷子已注释的基因结构进行进一步确

认, 共对7 175个基因的结构进行修正,  其中3′端为

4 330个、5′端为5 362个, 为更全面地理解谷子抗

旱、耐瘠薄和高光效的分子机制提供了基础信息

(穆彩琴等2016)。有学者将RNA-Seq测序结果与

羊布鲁氏菌16 M现有基因组上基因进行比对后, 
发现共有773个基因的5′或3′端在原有基础上发生

了延伸, 这对后续的研究进行了进一步的验证(郭
英飞等2015)。

综上所述, 我们将RNA-Seq技术成功地用于

苹果的研究中, 优化了苹果已注释基因的结构, 并
发掘了新的转录本。这些结果更加全面地揭示了

苹果全基因组, 也为更好地了解苹果果实发育的

规律奠定了基础。
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Identification of novel transcripts and optimization of annotated genes in apple 
(Malus domestica) by RNA-Seq
NI Wei, GAO Fu-Feng, YANG Heng-Feng, ZHANG Jia-Teng, XU Jin, MAO Zhi-Quan, CHEN Xue-Sen, SHEN Xiang∗

State Key Laboratory of Crop Biology, College of Horticultural Science and Engineering, Shandong Agricultural University, 
Taian, Shandong 271018, China

Abstract: Although the apple (Malus domestica) genome sequencing has been successfully accomplished and 
previous promulgated, it is incomplete in terms of the genic annotation information. In this study, we used the 
RNA-Seq technology to optimize the annotated gene organization and predicate the novel transcript. We use 
fruit after blooming 15, 30, 45, 60 days as material to isolated total RNA by ‘Fuji’. The cDNA library was con-
structed for the RNA samples and sequenced on the Illumina HiSeq 2500 platform. The obtained clean reads of 
high quality were assembled compared with the reference genome sequence, we had amended the 5′ ends or 3′ 
ends of the 13 727 genes in the original genome level, and optimized 8 843 5′ ends of genes, and 8 955 3′ ends 
of genes, respectively. Furthermore, 1 604 novel transcripts were identified, and the partial genic annotation in-
formation participated the apple metabolic process of transcription regulation, growth regulation, disease resis-
tance, amino acids, and glycometabolism. 
Key words: apple (Malus domestica); RNA-Seq; gene structural optimization; novel gene prediction
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