
植物遗传资源学报 2024， 25 （ 3 ）： 451-461
DOI： 10.13430/j.cnki.jpgr.20230907001Journal of Plant Genetic Resources
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摘要： 连翘（Forsythia suspensa （Thunb.） Vahl）为多年生木本植物，花柱二型具有自交不亲和性。挖掘连翘异型花柱发育

候选基因，利于揭示连翘异型花柱的进化与发育机理。对40株长花柱型与短花柱型连翘植株进行全基因组重测序，检测样本

基因组的SNP变异位点，开展选择清除分析。利用遗传分化系数Fst和核苷酸多态性π ratio结合的方法筛选候选区域（前5%

水平），对差异基因进行GO数据库和KEGG数据库功能注释分析，采用qRT-PCR对候选基因在花柱发育不同时期的表达量进

行检测。选择清除分析显示受选择基因295个，主要在植物的生长发育以及代谢调控方面发挥重要作用。分析植物激素调节

相关的部分通路，确定连翘异型花柱候选基因CYP734A1（EVM0010386）、BRI1（EVM0011829）、CYCD3（EVM0018316），基因表

达结果显示CYP734A1基因在连翘短花柱发育的关键时期持续高表达，露冠期BRI1与CYCD3基因表达水平在短花柱型中显

著高于长花柱型。本研究挖掘的候选基因在连翘长花柱与短花柱中存在差异表达，油菜素甾醇参与了连翘异型花柱的发育，

是产生连翘花柱异型的原因之一。本研究为连翘异型花柱的进化以及遗传发育调控机制解析奠定基础并提供思路。
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Abstract：Forsythia suspensa （Thunb.） Vahl is a perennial woody plant with dimorphic style and self-

incompatibility. Mining the candidate genes for the development of heterostyly in Forsythia suspensa is of 

significance to reveal its evolution and development mechanism. The whole genome resequencing of 40 long 

style morph and short style morph Forsythia suspensa plants were conducted， followed by the SNP variation 

sites detection in the sample genome and the selection sweep analysis. The candidate regions （top 5% level） were 

screened by the combination of genetic differentiation coefficient Fst and the nucleotide polymorphism π ratio. 

Differentially expressed genes （DEGs） were analyzed by GO and KEGG enrichment annotation， and qRT-PCR 

was used to detect the transcriptional profiles of candidate genes at different periods of style development. 

Selective sweep analysis showed that 295 genes were under selection， which mainly played an important role in 

plant growth and development and metabolic regulation. By analyzing the pathways in plant hormone regulation， 

the candidate genes CYP734A1 （EVM0010386）， BRI1 （EVM0011829） and CYCD3 （EVM0018316） of 
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heterostyly in Forsythia suspense were analyzed. The gene expression results indicated that the CYP734A1 gene 

has sustained high expression during the critical period of development in F. suspensa's S-morph flowers. The 

BRI1 and CYCD3 genes in the S-morph were significantly higher than those in the L-morph during the crown 

exposure period. The candidate genes excavated in this study were differentially expressed in the L-morph and S-

morph style of F. suspensa. Brassinosteroids was involved in the development of the heterostyly in F. suspensa， 

which was one of the reasons for heterostyly of F. suspensa. Collectively， this study laid a foundation for the 

evolution and genetic development regulation mechanism of heterostyly in F. suspensa.

Key words： Forsythia suspensa （Thunb.） Vahl；heterostyly；whole genome resequencing；selection sweep 

analysis；expression analysis

连翘（Forsythia suspensa （Thunb.） Vahl），又名

黄花杆、黄寿丹，为木犀科连翘属植物，具有清热解

毒，消肿散结，疏散风热的功效［1］，常用于治疗风热

感冒、乳痈、瘰疬［2］。现代药理研究也表明连翘在抗

炎、抗菌、抗病毒和调节免疫功能等方面作用突

出［3］。连翘主要分布于我国山西、河北、河南等地

区，以果实入药，连翘酯苷为主要药用成分［4］，以连

翘为原料制成的药品多达几十种，如连花清瘟胶

囊［5］、双黄连［6］、银翘解毒丸［7］等，在防治非典、禽流

感、新冠病毒［8］等方面功效突出。连翘不仅药用价

值高，在食用、观赏等方面也具有重要作用。连翘

在长期进化中形成异型花柱，具有自交不亲和性，

自然界野生资源分布不均匀，影响授粉进而使其结

实率和果实产量受到较大影响，关于连翘花柱的进

化与发育机制目前研究较少。

异型花柱是被子植物中一种特殊的花多态现象

和雌雄异位形式，在避免自交、促进异交传粉方面具

有重要的进化意义，可提高亲本适合度［9］。异型花柱

的相关研究表明花的形态发育与植物激素调控有较

大联系，其中对油菜素类固醇（BR，brassinosteroid）

的研究最多。油菜素类固醇作为一种甾醇类植物激

素，对植物生长发育及生理过程具有调控作用，包括

细胞分裂和伸长、光形态建成、生物胁迫等［10］。报春

花属作为异型花柱研究的模式物种，遗传调控机制

与油菜素类固醇密切相关，Huu等［11］研究表明编码降

解油菜素类固醇的酶CYP734A50仅仅存在于报春

花的短花柱中；Matzke等［12-13］研究发现只有一个基

因TsBAHD在时钟花雌蕊中表达，通过在拟南芥中过

表达该基因证实其引起的矮化表型与油菜素类固醇

失活的表型一致。根据之前的研究，连翘异型花柱

与油菜素类固醇的关系得到进一步的探索，李政［14］

对连翘花柱中油菜素类固醇含量进行测定，发现不

同花柱类型的栗甾酮（CS，castasterone）含量存在明

显差异。栗甾酮是油菜素类固醇合成的前体，对其

发挥功能具有重要影响，这可能是连翘花柱异型的

关键因素，目前连翘异型花柱的形成机制与植物激

素间的调控关系仍未可知。

新 一 代 测 序 技 术（NGS，next generation 

sequencing）因其成本较低在作物育种和遗传进化

等方面得到广泛应用，其中全基因组重测序技术

（WGRS，whole genome resequencing study）是常用

的技术手段之一，对已知基因组序列的物种进行不

同个体的基因组测序，并在此基础上对个体或群体

进行差异性分析，获得单核苷酸多态性（SNP，

single nucleotide polymorphisms）位点。SNP作为良

好的遗传分子标记，在物种遗传多样性分析、全基

因组关联分析方面应用广泛［15］。孟歌等［16］为了鉴

定与桃花型关联的 SNP 位点并挖掘候选基因，采

用重测序的方法，结合全基因组关联分析筛选到关

键位点，用于桃品种的分子标记辅助育种。选择清

除分析是在全基因组水平分析得到的 SNP 位点基

础上进行［17］，基因组水平的某些位点受到选择，在

人工选择和对环境的适应中改变了原有的遗传多

样性，发生有益突变的基因被保留下来，未被选择

的个体经过若干代后逐渐被淘汰［18-20］。利用 SNP

位点进行选择清除分析可以得到被测个体的受选

择基因及其功能，为其进化与遗传发育提供帮助。

本研究选择连翘长花柱型与短花柱型植株的叶

片混样进行全基因组重测序，采用遗传分化系数

Fst［21］和核苷酸多态性 π ratio［22］结合的方法筛选选

择清除区域，旨在挖掘连翘在长期进化过程中形成

异型花柱的差异基因，对候选基因进行功能注释与

表达量水平测定，从而为连翘的异型花柱进化与发

育调控提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所选材料长花柱型（L）与短花柱型（S）连
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翘植株均来自山西农业大学太谷校区植物园，不同

类型的连翘各选20株采集新鲜叶片，每组设置3个

重复，酒精擦拭叶片消毒后暂存于-80 ℃冰箱。材

料送往北京百迈客生物科技有限公司进行连翘全

基因组重测序。

1.2　全基因组重测序

样品基因组DNA检测合格后，用机械打断的方

法（超声波）将DNA片段化，然后对片段化的DNA

进行片段纯化、末端修复、3′端加A、连接测序接头，

用琼脂糖凝胶电泳进行片段大小选择，PCR扩增形

成测序文库，建好的文库先进行文库质检，质检合

格的文库用 Illumina进行测序。

对测序得到的原始Reads进行质量评估并过滤

得到Clean Reads，用于后续生物信息学的分析。将

Clean Reads与参考基因组［23］序列进行比对，基于比

对结果进行 SNP 变异检测和注释，并实现 DNA 水

平差异基因挖掘和差异基因功能注释等。

1.3　SNP检测与注释

SNP 的检测主要使用 GATK［24］软件工具包实

现。根据Clean Reads在参考基因组的定位结果，使

用 Picard（https：//sourceforge. net/projects/picard/）过

滤冗余Reads（MarkDuplicates），以保证检测结果的

准确性。使用 GATK 的 HaplotypeCaller（局部单体

型组装）算法进行 SNP 的变异检测，采用 SnpEff［25］

软件注释变异（SNP）和预测变异影响。根据变异位

点在参考基因组上的位置以及参考基因组上的基

因位置信息，可以得到变异位点在基因组的发生区

域（基因间区、基因区或CDS区等），以及变异类型

（同义、非同义突变等）。

1.4　选择信号检测

使用遗传分化系数 Fst和核苷酸多态性 π ratio

方法进行选择清除分析。选择显著高的 Fst 值（前

5% 的部分，即 Fst > 0.095）和具有极端低或高 π 

ratio （πL/πS）（5%左尾和 95%右尾，即 π ratio ≤ 0.78

和 π ratio ≥ 1.29）作为基因组具有强选择性扫描信

号区域的筛选标准。用于参数计算的窗口大小为

100 kb，步长10 kb。

1.5　GO注释和KEGG富集分析

针对连翘不同花柱类型筛选到的强选择区域，

进行 GO（gene ontology）注释和相应的 GO 富集分

析。同时进行了 KO（KO，KEGG orthoolog and 

pathway）注释，KO 被映射到相应的 KEGG 通路途

径，从而得到被选择基因对应的显著功能富集信息。

1.6　差异基因表达分析

1.6.1　RNA提取及cDNA合成　使用华越洋RNA提

取试剂盒对连翘花柱发育的3个关键时期（鳞片脱落

期、现蕾期、露冠期）［26］进行花柱RNA的提取，保存于

-80 ℃冰箱。使用ToloScript All-in-one RT EasyMix 

for qPCR试剂盒反转录得到cDNA，反应体系如下：5×

All-in-one RT Buffer 4 μL，All-in-one Enzyme Mix 

1 μL，总RNA 1 μg，RNase-free ddH2O补足至 20 μL。

冰上融化各试剂组分后充分混匀，RNA稀释至统一浓

度按体系加入后进行如下反应程序：50 ℃ 15 min；

85 ℃ 5 s。反转录产物于-20 ℃保存备用。

1.6.2　引物合成　筛选得到的目的基因序列经公

司提取，利用Primer 5.0设计qRT-PCR引物，引物序

列见表 1，试验所用内参基因为HIS［27］，引物由生工

生物工程（上海）股份有限公司进行合成。

表1　目的基因引物信息

Table 1　Primer information of target genes

基因名称

Gene name

HIS

CYP734A1

BRI1

CYCD3

引物名称

Primer name

HIS-F

HIS-R

EVM0010386-F

EVM0010386-R

EVM0011829-F

EVM0011829-R

EVM0018316-F

EVM0018316-R

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）

ACAAAGGCGGCGAGAAA

CTCTGTGCTCTTCTGGTACTTC

CCACCAGCAGTAGCCATAAT

ACGGCTAGGATCGGTATTAGA

CTCTTGATCTCGCCGGTAATAG

AGCCGGAATTTCACCAGTAA

GGTTCTGTCCACCCTTGAAT

TGATAGGCGGTTCTTCAATCC

产物长度（bp）

Product length

114

101

119

97
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1.6.3　qRT-PCR检测候选基因表达水平　反转录

后 的 连 翘 花 柱 cDNA 统 一 稀 释 10 倍 ，使 用

TOLOBIO 荧 光 定 量 试 剂 盒 2×Q3 SYBR qPCR 

Master Mix对候选基因表达量进行检测。荧光定量

反应体系为 2×Q3 SYBR qPCR Master Mix 5 μL，正

向引物和反向引物（10 μmol/L）各 0.2 μL，cDNA 

1 μL，ddH2O 补足至 10 μL。反应程序为预变性

95 ℃ 3 min；循环反应 95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 

30 s 进行 40 次；熔解曲线使用仪器（Bio-Rad CFX-

96）默认程序。试验数据根据2-ΔΔCt方法计算基因相

对表达水平，使用SPSS Statistics和Origin 9进行显

著性分析和柱状图展示。

2　结果与分析

2.1　连翘全基因组重测序数据

对测序得到的原始序列进行过滤获得 Clean 

Reads，用于后续信息分析。连翘不同分组植株的测

序数据评估（表 2）显示Q20含量均在 97.38%以上，

Q30含量均在 92.59%以上，GC含量处于 33.80%～

34.06%之间。与参考基因组比对后得到 45.82 Gb

的 Clean Data，样品与参考基因组平均比对率为

83.16%，平均覆盖深度为 34×，基因组覆盖度为

94.56%。

2.2　SNP变异位点注释结果

SNP类型的变异分为转换和颠换两种，同种类

型碱基之间突变称为转换（Ti，transition），如嘌呤与

嘌呤之间、嘧啶与嘧啶之间的变异，不同类型碱基

之间的突变称为颠换（Tv，transversion），如嘌呤与

嘧啶之间的变异。通常转换比颠换更容易发生，故

转换/颠换（Ti/Tv）的比例一般大于1，具体数值和所

测物种有关。表3所示为检测到的SNP变异位点统

计结果，转换/颠换的比例均为1.95。对SNP的注释

结果显示，67.45% SNP位于基因间区域，4.3% SNP

位于CDS区。位于CDS区的非同义编码与同义编

码比率均大于 1，说明连翘花型发育受到正向

选择。

全基因组 SNP 突变可分成 6 类，分别是 C∶G>

A∶T；C∶G>G∶C；C∶G>T∶A；T∶A>A∶T；T∶A>C∶G；

T∶A>G∶C。以T∶A>C∶G为例，此种类型SNP突变

包括T突变为C和A突变为G，当T突变为C类型出

现在参考基因组正链上，A突变为G类型即在参考

基因组负链的相同位置。如图 1所示，连翘全基因

组 SNP 突变类型中 C∶G>T∶A 以及 T∶A>C∶G 所占

比例显著高于其余4类（C∶G>A∶T，C∶G>G∶C，T∶A

>A∶T，T∶A>G∶C），长花柱型连翘与短花柱型连翘

每种类型突变比例相当，无明显差异。

表2　连翘测序数据统计

Table 2　Statistics of Forsythia suspensa sequencing data

类型

Type

长花柱型 L

短花柱型 S

测序数据质量统计

Statistics of the sequencing data quality

过滤后

reads数

Clean 

reads

78997461

73924156

过滤后

碱基数

Clean bases

23670292756

22150916646

Q20含

量（%） 

Q20 

content

97.55

97.38

Q30含

量（%） 

Q30 

content

92.97

92.59

GC含

量（%） 

GC 

content

33.80

34.06

与参考基因组比对统计

Alignment statistics with the reference genome

比对后

reads数

Total reads

157994922

147848312

匹配率

（%）

Mapped

83.36

82.96

平均测序

深度

Average 

sequencing 

depth

35

33

覆盖度比

例1X

（%） 

Coverage 

ratio 

of 1X

94.59

94.54

覆盖度比

例5X

（%） 

Coverage 

ratio 

of 5X

91.53

91.42

覆盖度比

例10X

（%） 

Coverage 

ratio of 

10X

88.79

88.58

L： Long style morph； S： Short style morph；The same as below

表3　连翘SNP变异结果统计

Table 3　Statistics of SNP variation results in Forsythia suspensa

类型

Type

长花柱型 L

短花柱型 S

SNP数目

SNP number

3461450

3393630

转换

Transition

2290570

2245497

颠换

Transversion

1170880

1148133

转换/颠换

Ti/Tv

1.95

1.95

非同义编码

Nonsynonymous 

coding

78942

78417

同义编码

Synonymous 

coding

62449

62125

非同义编码/同义编码

比率

Nonsynonymous 

coding / synonymous 

coding ratio

1.26

1.26
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2.3　选择清除信号检测

基于重测序数据对 SNP 变异位点的分析及注

释，对不同花柱类型连翘植株进行选择清除分析，

遗传分化系数 Fst 曼哈顿图（图 2）显示前 5%水平

富集显著的20个窗口中包含受选择基因638个，受选

择峰值高的在重叠群 Contig00086、Contig00315、

Contig00521、Contig00612、Contig00 646、Contig01032、

Contig01113。

核苷酸多态性 π ratio主要衡量遗传多样性，通

常按照 π野生/π驯化的方式计算，受驯化群体的 π ratio

更低。以 πL/πS分组计算，图 3 表明核苷酸多态性 π 

ratio在前 5%水平受选择基因为 1037个，受选择峰

最高的重叠群集中在 Contig00313、Contig00315、

Contig00517、Contig00522、Contig00612、Contig00 

824、Contig01032、Contig01113、Contig01160。

∶代表互补配对；＞代表突变

∶ represent complementary pairing； > represent mutated

图1　连翘长花柱型与短花柱型SNP变异类型分布图

Fig.1　Distribution of SNP variation types of long style 

morph and short style morph in F. suspensa

散点代表每个窗口内的相应指标的值；蓝色水平线代表前5%对应的值，红色水平线代表前1%对应的值；超过阈值线以上的部分即为候选区域；下同

Scatter points represent the values of the corresponding indicators in each window； The blue horizontal line represents the value corresponding to top 

5%， and the red horizontal line represents the value corresponding to top1%；The region above the threshold line is the candidate region ；The same below

图2　连翘长花柱型与短花柱型遗传分化系数Fst曼哈顿图

Fig.2　F. suspensa long style morph and short style morph genetic differentiation coefficient Fst Manhattan graph

图3　连翘长花柱型与短花柱型核苷酸多态性π ratio（πL/πS）曼哈顿图

Fig.3　F. suspensa long style morph and short style morph nucleotide polymorphism π ratio （ πL / πS ） Manhattan graph
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利用遗传分化系数 Fst与核苷酸多态性 π ratio

（前 5%水平）结合的方法筛选受选择区域的基因，

图 4 显示绿色部分为遗传分化系数 Fst>0.095 受选

择区域，蓝色与红色部分分别表示 Fst 结合 π ratio

在前 5% 水平下短花柱型与长花柱型的受选择

区域。在 Fst>0.095 以及 π ratio≥1.29 短花柱型受

选择时，该区域包含295个基因，定位于染色体的55

个窗口，其中 284 个基因在 COG、KOG、Swissprot、

TrEMBL 、Pfam 、GO、KEGG 等多个数据库中被

注释。

2.4　连翘全基因组受选择信号注释

为进一步分析受选择基因的功能，对 GO 和

KEGG数据库的注释结果进行分析。GO数据库主

要分为3大类：生物学过程（BP，biological process）、

细胞组件（CC，cellular component）、分子功能（MF，

molecular function）。图5显示在生物学过程中富集

较显著的条目为光合作用（Photosynthesis，GO：

0015979） 、多 生 物 体 过 程 （Multi-organism 

processes，GO：0051704）；在细胞成分中富集较显

著的条目为叶绿体类囊体膜（Chloroplast thylakoid 

membrane，GO：0009535）、光系统 II（Photosystem 

II，GO：0009523）；在分子功能中富集较显著的三

类条目为rRNA结合（rRNA binding，GO：0019843）、

丝氨酸型内肽酶活性（Serine-type endopeptidase 

activity，GO：0004252）、萜类合成酶活性（Terpene 

synthase activity，GO：0010333）。受选择基因在

植物的生长发育以及代谢调控方面发挥了重要

作用。

横坐标代表π ratio，纵坐标为Fst值，分别对应上方的频率分布图和右侧的频率分布图，中部的点图则代表不同窗口内的相应的Fst和π ratio。

其中最上方红色和蓝色区域为π ratio选出来的前5%区域，绿色区域为Fst所选择前5%区域，中间蓝色和红色区域为Fst和π ratio的交集，即

为候选的位点。频数对应图中呈正态分布的部分，代表对应的SNP频数分布。累积趋势对应图中黑色曲线，代表小于等于该区域数值的SNP

的比例

The abscissa represents π ratio and the ordinate is the Fst value， corresponding to the upper frequency distribution plot and the right， and the dot plot 

in the middle represents the corresponding value of Fst and π ratio in different windows. The top red and blue regions are the top 5% regions selected 

by π ratio， the green regions are the top 5% regions selected by Fst， and the middle blue and red regions are the intersection of Fst and π ratio， 

which are the candidate loci. The frequency corresponds to the part of the normal distribution in the figure， representing the corresponding SNP 

frequency distribution. The cumulative trend corresponds to the black curve in the figure， representing the proportion of 

SNPs less than or equal to the value of the region

图4　连翘长花柱型与短花柱型的受选择区域

Fig.4　The selection region of long style morph and short style morph of F. suspensa
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KEGG有助于把基因及表达信息作为一个整体

的网络进行研究。连翘不同花柱类型受选择区域

注释到50个通路，受选择区域的KEGG通路富集结

果显示，细胞进程（Cellular processes）类目富集在胞

吞作用（Endocytosis）中；新陈代谢（Metabolism）方

面光合作用（Photosynthesis）最显著；环境信息过程

（Environmental information processing）只富集到植

物 激 素 信 号 转 导 通 路（Plant hormone signal 

transduction）；在遗传信息过程（Genetic information 

processing）中，核糖体（Ribosome）功能最显著；在有

机系统（Organismal systems）中，植物病原体相互作

用（Plant-pathogen interaction）最显著（图6A）。光合

作用（Photosynthesis，ko00195）、RNA 聚合酶（RNA 

polymerase，ko03020）、倍半萜和三萜生物合成

（Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis，

ko00909）通路是受选择区域富集通路中最显著的

（图 6B）。异型花柱相关研究表明，植物激素对其

生长发育影响较大，尤其是油菜素甾醇对二型花

柱发育的调控已有很大进展，因此重点针对油菜

素内酯代谢相关通路的注释信息进行候选基因的

筛选。

2.5　BR代谢通路候选基因表达水平分析

基于筛选标准对受选择区域所有基因的功能注

释与分析进行统计，发现连翘异型花柱发育与植物

激素调控、细胞生长发育等有关，选择相关通路油菜

素甾醇生物合成通路（ko00905）、植物激素信号转导

通路（ko04075）中所有注释到的差异基因，包括

CYP734A1（EVM0010386）、BRI1（EVM0011829）、

CYCD3（EVM0018316），对以上3个候选基因进行基

因表达量检测。

候选基因表达结果如图7所示，连翘CYP734A1

（EVM0010386）基因表达量在长花柱型发育不同时

期均低于短花柱型，露冠期差异最显著，该时期短花

柱中基因表达量达到最高。BRI1（EVM0011829）基

因在连翘长花柱型与短花柱型发育过程中表达量

趋势一致，均显著增加，鳞片脱落期与现蕾期长花

柱中基因表达量高于短花柱，露冠期反之。CYCD3

（EVM0018316）基因表达量在花柱发育的鳞片脱落

期与现蕾期中，长花柱型逐渐升高而短花柱型无显

著差异，露冠期该基因在短花柱型中表达量显著高

于长花柱型。

油菜甾醇（Campesterol）首先转化为 6-氧油菜

甾烷醇（6-Oxocampestanol），通过早期C-6氧化途径

和晚期C-6氧化途径转化为栗甾酮，进而形成油菜

素内酯（BL，brassinolide）［10］。结合 3个候选基因在

连翘不同花期的表达水平与代谢调控途径，其在油

菜素甾醇的代谢通路表达水平如图 8 所示。

CYP734A1 类基因（EVM0010386）可以将栗甾酮和

油菜素内酯降解为26-羟基栗甾酮和26-羟基油菜素

内酯，短花柱发育过程该基因表达量显著高于长花

柱型。同时油菜素内酯信号转导途径中BRI1类基

因（EVM0011829）通过磷酸化等作用，使得下游

CYCD3 类 基 因（EVM0018316）表 达 ，促 进 细 胞

分裂。

A：生物学过程类目；B：细胞成分类目；C：分子功能类目

A： Biological process category； B： Cellular component category； C： Molecular function category

图5　受选择信号GO富集分析

Fig.5　GO enrichment analysis of selected signal
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A：KEGG通路富集结果；图A中数字表示富集的基因数目；频率：富集到该条目的基因数目占总富集基因数目的比例；B：富集显著排名前10

的通路结果

A： KEGG pathway enrichment results； The numbers in figure A indicate the number of enriched genes； Frequency： The proportion of the number 

of genes enriched to this item in the total number of enriched gene； B： Top 10 significant pathway enrichment results

图6　受选择信号KEGG富集分析

Fig.6　KEGG enrichment analysis of selected signals

A、B、C分别表示CYP734A1、BRI1、CYCD3在花柱发育不同时期的基因表达量；小写字母表示P<0.05水平下的显著性分析；下同

A、B、C represent the gene expression levels of CYP734A1， BRI1， and CYCD3 at different stages of style development； Lowercase letters represent 

the significance analysis at the P < 0.05 level ；The same as below

图7　候选基因不同花期表达水平分析

Fig.7　Expression level analysis of candidate genes at different flowering stages

圆角矩形代表连接的隔壁通路；矩形代表基因、蛋白或mRNA；虚线箭头代表连接到另外一个通路；实线箭头代表互作；虚线代表中间步骤；空

心圆圈代表化合物；+p代表磷酸化；——|代表抑制。L0、L1、L2分别代表长花柱型的鳞片脱落期、现蕾期、露冠期，S0、S1、S2分别代表短花柱

型的鳞片脱落期、现蕾期、露冠期；734A1为CYP734A1类基因

Round rectangles represent the connected adjacent pathway；Rectangles represent genes， proteins， or mRNA； Dotted arrows represent connections 

to another pathway； Solid arrows represent interactions； Dotted lines represent intermediate steps； Hollow circles represent compounds； + p 

represents phosphorylation； ——| represents inhibition. L0， L1 and L2 represent the scale shedding stage， squaring stage and dew crown stage of 

long style morph， respectively. S0， S1 and S2 represent the scale shedding stage， squaring stage and dew crown stage of short style morph， 

respectively. 734A1 serves as a class CYP734A1 gene

图8　候选基因热图分析

Fig.8　Candidate gene heat map analysis
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3　讨论

植物花柱异型系统的演化及其适应性是植物

进化生态学领域关注的主要问题，花柱二型是一类

受遗传控制的花多态现象［28］。连翘二型花柱在长

期进化过程中形成，由于环境适应及人工驯化影

响，发生有利突变的基因被保留。全基因组重测序

手段已普遍应用，许小涵等［29］利用全基因组重测序

与转录组测序结合的方法证明忍冬在干旱条件下

的甲基化水平上升。本研究对连翘的长花柱型与短

花柱型植株进行全基因重测序，获得45.82 GB的数

据，Q30含量达到92.5%以上，染色体覆盖深度分布

不均一的地方可能是由于重复序列、PCR偏好性引

起的，测序数据可靠。因此利用注释得到的SNP信

息进行选择清除分析，筛选连翘的受选择区域。

选择清除分析可以检测物种在进化中受选择

的区域，对其系统进化研究具有重要意义。常采用

的方法有基于突变频率分布的Tajima’s D检验［30］，

遗传分化系数Fst［21］，核苷酸多样性 π法［22］，以及基

于连锁不平衡的方法［31］等。本研究选择遗传分化

系数Fst与核苷酸多态性π ratio结合的方法，对连翘

异型花柱形成的受选择区域筛选到 295个基因，基

因功能注释表明受选择基因对植物光合作用、植物

激素调控、生长发育以及代谢调控方面作用突出。

Li等［32］也使用该方法对西藏野猪和中国地域性分

布的猪进行全基因组重测序，在被选择的基因组区

域发现候选基因大多富集于缺氧、嗅觉、能量代谢

和药物反应方面。杨柳［33］对枣果实大小进行选择

清除分析，同样使用该方法，结果表明大果群组受

选择基因聚集于激素和细胞途径，小果群组则聚集

于代谢途径。朱红莲等［34］对我国莼菜野生品种与

栽培品种的核苷酸多样性指数 π和遗传分化系数

Fst值计算发现两者之间仅有较低的遗传分化，莼菜

栽培品种人工驯化程度较低。选择清除分析对于

物种的遗传进化、基因挖掘等研究具有较高的可行

性，本研究筛选得到的连翘候选基因对其进化发育

具有一定的参考意义。

植物形态建成特别是花芽分化是在基因控制

下营养与内源激素综合作用的结果［35］。油菜素甾醇

被认为是第6类植物内源性激素，其与生长素、赤霉

素的特性较相似，对植物的花芽分化和生长发育有

一定作用［36］，在对荔枝施加外源24-表油菜素内酯后

发现，其能够在一定程度上抑制荔枝成花［37］。本研

究筛选得到的候选基因CYP734A1（EVM0010386）为

油菜素甾醇生物合成通路上的重要基因，CYP734A

类基因对油菜素类固醇的降解机制已有报道［38］，该

基因在连翘短花柱型花发育的不同时期表达量均

显著高于长花柱型，这与连翘花柱发育的形态相一

致，短花柱长度显著低于长花柱长度，CYP734A1基

因对连翘异型花柱遗传机制的影响至关重要。在

植 物 激 素 信 号 转 导 途 径 中 筛 选 到 的 BRI1

（EVM0011829）、CYCD3（EVM0018316）分别是单

次跨膜的富含亮氨酸重复序列的类受体蛋白激

酶［36］和信号激活因子细胞周期蛋白［39］，两个基因表

达水平在露冠期短花柱型显著高于长花柱型；BRI1

基因在鳞片脱落期和现蕾期短花柱型中表达量都

较低。BRI1是油菜素类固醇的主要受体，在信号转

导调控中起关键作用，油菜素类固醇信号在质膜上

的感知由BRI1胞外区直接参与［40］，该基因在短花柱

发育过程表达水平逐渐增加，位于油菜素类固醇调

控的下游基因CYCD3可以促使细胞分裂，在连翘短

花柱发育晚期也出现高水平表达。本研究挖掘的候

选基因对连翘花芽发育的调控机制具有重要作用，

但其如何影响连翘异型花柱进化还需深入研究。

4　结论

本研究对连翘长花柱型与短花柱型进行选择

清除分析，短花柱型受选择时的基因功能注释显示

植物生长发育、光合作用等作用显著，连翘异型花

柱形成受植物激素的调控，针对油菜素甾醇合成与

信号转导途径，筛选到 CYP734A1（EVM0010386）、

BRI1 （EVM0011829）、CYCD3 （EVM0018316），

CYP734A1 基因在短花柱中持续高表达，BRI1、

CYCD3基因在露冠期的表达量短花柱型高于长花

柱型，促进短花柱型连翘的细胞分裂。候选基因对

连翘花柱发育具有重要作用，但其遗传调控机制仍

需深入研究。
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