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甘薯属耐盐植物马鞍藤基因组大小及特征分析
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摘要：马鞍藤（Ipomoea pes-caprae（L.）R. Br.）是甘薯的近缘野生种之一，为热带、亚热带海滩生长的多年生藤蔓植物，

作为沿海地区的园林绿化植物之一，具有较强的耐盐性。马鞍藤基因组学的研究可为耐盐甘薯种质创制提供信息参考。本

试验调查了马鞍藤基因组大小和特征概况，为后续全基因组精细图谱绘制打下基础。研究以已知基因组大小的三裂叶薯

（Ipomoea triloba L.）为对照，运用流式细胞术对马鞍藤基因组大小进行初步预估；使用二代高通量测序技术（Illumina Hiseq 
2500）对马鞍藤基因组进行 survey 评估，测序深度 30 ×，利用生物信息学方法估算马鞍藤 GC 含量（即鸟嘌呤和胞嘧啶所占

比例）、杂合率、重复序列等基因组概况。结果表明：流式细胞术估算马鞍藤基因组大小为 1012.704±17.37 Mb；经全基因组

Survey 测定获得马鞍藤有效数据为 21.71 Gb，基因组大小经修正后估算为 1041.65 Mbp；通过 K-mer 分布曲线估算马鞍藤基

因组中重复序列所占比率为 74.52%，杂合率为 0.99%；经初步组装后，GC 平均深度及含量分布存在异常，出现分层的现象，这

可能与马鞍藤基因组杂合率较高有关。本试验首次报导甘薯属耐盐植物马鞍藤基因组大小及特征信息，为马鞍藤进一步的全

基因组深度测序和甘薯耐盐基因挖掘打下基础。
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Abstract：Ipomoea pes-caprae（L.）R. Br. is one of the perennial wild species of sweetpotato，a perennial vine 
plant which grows on tropical and subtropical beaches. It is one of the landscaping plants in coastal areas with strong 
salt tolerance. The study of Ipomoea pes-caprae（L.）R.Br. genome-wide can provide reference for the improvement 
of salt-tolerant varieties of Sweetpotato and the innovation of salt-tolerant sweet potato germplasm resources. In 
order to reduce the blindness of whole-genome deep sequencing，this experiment aims to understand the genome 
overview and provide insight for the following mapping of the whole genome. We performed the experiments in 
preliminary estimation of the genome size of Ipomoea pes-caprae （L.）R.Br. by flow cytometry，generation of high-
throughput sequencing datasets，and the bioinformatics analysis of genomic profiles such as Ipomoea pes-caprae 

（L.）R.Br. GC content，heterozygosity，and repeat sequences. The results showed that the genomic size by using the 
flow cytometry was 1012.99 Mb，and the clean data of Ipomoea pes-caprae was （L.）R.Br. 21.71 Gb by genome-
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wide Survey. By integrated analysis with 30× genomic dataset，its genome size was re-estimated to be 1041.65 
Mb. K-mer analysis suggested 74.52% of repeated sequences of the Ipomoea pes-caprae （L.）R.Br. genome. The 
heterozygosity rate was 0.99%. The initial depth of GC and the content distribution were abnormal after initial 
assembly. The stratification phenomenon may be related to the high heterozygous rate of the Ipomoea pes-caprae （L.）
R.Br. genome. Thus，this work reported the preliminary information of the Ipomoea pes-caprae （L.）R.Br. genome，
which lays a foundation for further genome-wide deep sequencing and salt tolerance gene mining.

Key words： Ipomoea pes-caprae （L.）R.Br.；flow cytometry；genome sequencing；GC content；
heterozygosity；repetitive sequences

基因组大小（C 值）是指生物体的单倍体基因组

所含有的 DNA 总量［1］。物种 C 值的测定可为基因

组学和进化生物学研究提供理论参考 ［2］，也可为细胞

生物学和转录组学提供一定的理论基础。目前，测

定基因组大小的方法众多，其中流式细胞仪（FCM，

flow cytometer）测定法因具有速度快、效率高、准确

性好等优点［3］，目前已在毛竹［4］、五节芒［5］等植物和

药用真菌如茯苓［6］、灵芝［7］中都有广泛的应用。在

流式细胞仪基因组大小的测定中，裂解液的成分含

量以及处理时间尤为重要，获得杂质较少的细胞核

悬液可增加试验的准确性［8-9］。随着基因组测序工

作的推进，诸多植物基因组测序成为可能，目前已

公布三裂叶薯（Ipomoea triloba L.）和三浅裂野牵牛

（Ipomoea trifida（Kunth G.Don））基因组序列，甘薯

（Ipomoea batatas （L.）Lam.）第一个基因组草图也已

经发表，为优质基因挖掘提供重要参考。除流式细

胞仪外，通过高通量测序对基因组 Survey 分析也是

测定基因组大小以及其他基因组特征的有效手段之

一。基因组 Survey 测序是在大规模深度测序之前进

行的低覆盖度测序，从而判断基因组的大小以及复

杂程度，并以此作为选取适合的测序策略和序列拼

接软件的依据［10］，由此提前了解基因组的概况，减少

测序的盲目性。目前，通过测序进行基因组 Survey
分析的方法应用较为广泛，唐其等［11］利用二代测

序技术对罗汉果基因组进行了 Survey 分析，张伟等
［12］通过二代高通量测序对捕食性真菌 Duddingtonia 
flagrans 全基因组大小进行了测定和评估。

马鞍藤（Ipomoea pes-caprae（L.）R. Br.）是旋

花科（Convolvulaceae）甘薯属（Ipomoea L.）植物，

又名厚藤、马六藤、沙藤、海滩牵牛等［13］，是生长在

热带、亚热带海滩的沙滩植物，属于沿海固沙绿化

植物［14］，也是重要的药用植物之一。研究发现甘薯

为盐敏感型植物，而作为甘薯的近缘野生种之一，

马鞍藤具有较强的耐盐性［15］，但对于马鞍藤的耐盐

分子机理方面尚未见详细报道。马鞍藤作为甘薯的

近缘野生种之一，可能携带了包括耐盐基因等大量

的优异基因，可为甘薯的种质创新提供基因源。随

着全基因组测序成本不断降低，基因组技术将进一

步推动未知基因组物种的研究。然而马鞍藤的全基

因组大小以及基因组特征评估等信息匮乏，不利于

基因组测序工作的开展。本试验通过流式细胞仪对

马鞍藤基因组大小进行预估，结合高通量测序技术

（Illumina Hiseq 2500），对马鞍藤全基因组的大小进

行测定和评估，为后续全基因组测序策略提供依据，

为挖掘其耐盐基因以及利用其潜在的基因资源提供

参考，以期达到利用分子生物学手段提高甘薯耐盐

性的目的。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料马鞍藤（Ipomoea pes-caprae（L.）R.  
Br.）（2n=2x=30）、 三 裂 叶 薯（I. triloba L.）

（2n=2x=30）均来自于国家种质徐州甘薯试管苗

库。其中，三裂叶薯基因组大小为 462 Mb（http：//
sweetpotato.plantbiology.msu.edu/.Accessed 2018.），

以其为流式细胞术测定的参考基因组。

1.2　流式细胞术检测法

1.2.1　待测样品细胞核悬液的制备　参照 Dolezel
等［16］和 Arumuganathan 等［17］的方法，分别取等量

马鞍藤（Ipomoea pes-caprae（L.）R. Br.）、三裂叶薯

（Ipomoea triloba L.）新鲜叶片各 0.1 g，蒸馏水洗净

表面后使用滤纸吸干，分别置于 2 个预冷的培养皿

中，加入预冷的裂解液 5 mL。用锋利的刀片进行

切碎，破坏其细胞壁；吸取液体用 300 目滤膜过滤 2
次；800 r/min 离心 5 min。
1.2.2　细胞核悬液 DNA 特异性染色　制备的核悬

液离心后，弃去上清液，加入 200 mL 碘化丙锭（PI，
浓度为 5 μg/mL），静置在 4℃下避光保存 20 min。
300 目尼龙网过滤，滤液用标准试管收集，随即上机

测定。
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1.2.3　流式细胞光度术测定　使 用 美 国 B-C
（Beckman-Coulter） 公 司 生 产 的 BD Accuri C6
（2L4C）Personalized Cytometer 流式细胞仪进行检

测。荧光信号的强度代表了其核内物质的浓度，利

用荧光强度与细胞核的 DNA 含量成正比例的关 
系［18］。荧光信号经光电倍增管接受后可转化为电

信号，再通过模 / 数转换器，将连续的电信号转换为

可被计算机识别的数字信号［19-20］。采用 488 nm 的

蓝光激发，检测 PI 的发射荧光强度。每个样品至少

收集 1 万个细胞，每个样品重复测定 3 次，变异系

数（CV，coefficient of variation）控 制 在 5% 以 内。

测定所得图像和数据由流式细胞仪自带软件（BD 
Accuri C6）进行处理分析。

1.3　基因组 Survey 分析

1.3.1　样品提取及检测　参照苏一钧等［21］的方法，

采用改良 CTAB 法提取马鞍藤叶片基因组 DNA，用

NanoDrop 分光光度计测量 DNA 的纯度和浓度，琼

脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA 完整性。

1.3.2　测序　将马鞍藤的样品委托诺禾致源公司

进行测序。通过 Covaris 超声波破碎仪随机打断，

构建 250 bp 小片段测序文库，然后通过 Illumina 
Hiseq2500 平台进行双末端（Pair-End）测序。将得

到的数据进行过滤，去除低质量的序列片段，得到有

效数据（Clean date）用于后续基因组大小、杂合度

和 GC 含量等信息分析。

1.3.3　K-mer 统计分析及基因组特征预估　在基

因组组装前，可以通过测序得到的序列估计基因组

特征。采用基于 K-mer 的分析方法来估计基因组

大小和杂合率等，即从一段连续序列中迭代地选取

长度为 K 个碱基的序列，若每条序列的长度为 L，
则 K-mer 长度 K，那么可以得 L-K+1 个 K-mer，本
试验中我们取 K=17 来进行分析［22］。假设从每条

序列中逐碱基取出的所有 K-mer 能够遍历整个基

因组，根据 Lander_watermand 等算法和 K-mer 深
度频率分布服从泊松分布，即可从所有测序序列中

逐碱基取 K-mer，统计 K-mer 频数分布，计算获得

K-mer 深度分布曲线和深度乘积曲线。根据曲线获

得 K-mer 深度估计值，用于估计基因组大小。基于

贝叶斯模型 K-mer 所有的频率数和深度属性，可以

得到并且通过迭代来修正由此反映基因组的杂合

率和重复序列的情况。对于杂合基因组来说，假设

每一个杂合位点有 K×2 个杂合 K-mer 覆盖，所以

相比于纯合 K-mer 的期望深度，杂合 K-mer 的期望

深度为 2C。由此，可通过其中杂合 K-mer 种类数

的百分比、纯合 K-mer 种类数的百分比、所有 K-mer
的种类数计算出杂合率。

其中 a1/2 为杂合 K-mer 种类数的百分比，nKspecies

为所有 K-mer 的种类数，通常选取 Kmer=17 进行分

析。通过计算标准泊松分布和实际数据曲线峰值后

的面积差值，可得到重复序列百分比。

1.3.4　基因组数据组装分析　对有效序列进行初步

的拼接和组装，用 K=41 组装到 Contig（基于 reads
和 overlap 区，拼接获得的序列）和 Scaffold（由顺

序已知的 Contigs 组成），得到原始基因组序列。将

组装好的基因组序列与原始 reads 进行对比，分析

组装序列的 GC 含量、Contig 覆盖深度、长度及数量

分布情况。

2　结果与分析

2.1　马鞍藤基因组大小流式细胞术分析

PI 是一种荧光染料，能够均匀嵌入双链 DNA
的碱基对中，嵌入量与 DNA 含量成正比关系，故

可用荧光强度表示 DNA 相对含量。在本试验条件

下，由三裂叶薯样品与马鞍藤样品可知（图 1A1，
B1），制备质量散点图中粒子团清晰且集中，表明试

验样品区分良好。分别对三裂叶薯和马鞍藤样品

的 PI 发射荧光强度表明（图 1），N1 为三裂叶薯 2C 
DNA 含量峰，DNA 相对含量均值为 559010.03；M1
为马鞍藤 2C DNA 含量峰，DNA 相对含量均值为

1225702.34。本试验以三裂叶薯基因组大小作为参

考，比较三裂叶薯与马鞍藤峰值的倍数关系，计算马

鞍藤基因组大小。马鞍藤基因组大小为三裂叶薯基

因组大小平均值的 2.192±0.0376 倍，由此计算出马

鞍藤大小 1012.704±17.37 Mb，即 2C DNA 含量为

2.07 pg（以 1 pg DNA=978 Mb 计算）。

2.2　马鞍藤基因组大小测序 Survey 分析

2.2.1　测序数据量统计　通过高通量测序技术对

DNA 进行测序后得到原始数据 30.69 Gb，预估马鞍

藤基因组测序深度为 30×，将低质量的序列片段过

滤后，得到 21.71 Gb 有效数据（Clean date）用于后

续分析。

2.2.2　K-mer 分析及基因组特征预估　将马鞍藤

21.71 Gb 的数据用于 17-mer 分析频率分布。由 
图２可知，只有一个主峰值的出现，K-mer 期望深度出现 
在21 附近。由表1显示，K-mer 总数为 22081066699，
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A1：三裂叶薯样品制备质量散点图；A2：三裂叶薯基因组的测定峰；B1：马鞍藤样品制备质量散点图；B2：马鞍藤基因组的测定峰； 
SSC：侧向光散射；FSC：前向散射光；N1：三裂叶薯 2C DNA 含量峰，DNA 相对含量均值为 559010.03；N2：三裂叶薯 1C DNA 含量峰； 

M1：马鞍藤 2C DNA 含量峰，DNA 相对含量均值为 1225702.34；M2：马鞍藤 1C DNA 含量峰

A1：Ipomoea triloba L.sample preparation mass scatter plot，A2：Ipomoea triloba L.genome peak，B1：quality scatter plot of the sample of Ipomoea 
pes-caprae（L.）R.Br.，B2：peak of the genome of Ipomoea pes-caprae（L.）R.Br.，SSC：lateral light scattering，FSC：forward scattered light， 

N1：Ipomoea triloba L.2C DNA content peak，mean relative content of DNA is 559010.03，N2：Ipomoea triloba L.1C DNA content peak， 
M1：2C DNA content peak of Ipomoea pes-caprae（L.）R.Br.，mean relative content of DNA is1225702.34，M2：Ipomoea pes-caprae（L.）R.Br.1C DNA content peak

图 1　三裂叶薯与马鞍藤流式细胞术的测定
Fig.1　Flow cytometry of Ipomoea triloba L.and Ipomoea pes-caprae （L.）R.Br.

通过公式（基因组大小＝ K-mer 的总数 /K-mer 期
望深度）计算出基因组的大小为 1051.48 Mbp，
排除错误 K-mer 带来的误差影响经修正后为 
1041.65 Mbp。根据图２，K-mer 曲线拖尾现象较为

明显，可能是马鞍藤基因组重复序列含量较高所导

致。由 1.3.3 公式计算可得出，杂合率为 0.99%。通

过计算标准泊松分布和实际数据曲线峰值后的面积

差值，可得到重复序列百分比。本研究中根据纯合

峰深度后 1.8 倍的 K-mer 总数占所有 K-mer 数的百

分比计算可得重复率为 74.52%。

2.2.3　基因组数据初步组装结果分析　使用

SOAP-denovo 对 21.71 Gb 有效数据进行组装，采

用 K=41 构建 Contig 和 Scaffold，得到原始基因组

序列，组装结果如表 2 所示 Contig N50 为 552 bp， 
Contig 最大长度达 20689 bp，总长度为 505182803 bp；
然后利用 reads 之间的连接关系和插入片段大小

信息，将 Contigs 组装成 Scaffolds，Scaffold N50 长

度为 789 bp，最大长度达到 30044 bp，总长度为

544460844 bp。 其 中，Contig N50 和 Scaffold N50
的长度较短可能是由于马鞍藤基因组杂合率达到

0.99% 所导致。如图 3，Contig 分布的结果显示马

鞍 藤 有 1 个 明 显 的 峰，结 合 17-mer 的 Survey 分

析得到的基因组大小，认为此峰值是 14 左右的纯 
合峰。
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图 2　17-mer 分布曲线
Fig.2　The distribution curve of 17-mer

表 1　17-mer 分析数据统计
Table 1　Statistics of 17-mer analysis data

K-mer 总数量

K-mer total number
K-mer 深度

K-mer depth
基因组大小（Mbp）

Genome size

修正后基因组大小

（Mbp）
Revised genome size

杂合率（%）

Heterozygous 
ratio

重复序列

比例（%）

Repeat sequence ratio 

22081066699 21 1051.48 1041.65 0.99 74.52

表 2　基因组组装结果统计
Table 2　Statistics of the outcome of genome assembly
项目 Item Contig Scaffold

总长度（bp）Total length 505182803 544460844

总数量 Total number 1575598 1341909

最大长度（bp）Max length 20689 30044

N50 长度（bp）N50 length 552 789

N90 长度（bp）N90 length 124 139

在上述统计结果中，只对大于 100 bp 的 scaffold 进行统计；contig 统计是针对组装好的长度大于等于 100 bp 的 scaffold 内部的 contig 进行的统计

In the above statistical results，only the scaffold larger than 100 bp is counted，the contig statistic is the statistics of the contig inside the scaffold 
assembled with a length of 100 bp

A：Contig 覆盖深度和长度分布图；B：Contig 覆盖深度和数量分布图

A：Contig coverage depth and length profile figure，B：Contig coverage depth and quantity distribution

图 3　Contig 分布
Fig.3　Contig distribution
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对组装的 Contig 进行 GC 含量的统计，统计结

果显示（图 4），测序不具有明显的 GC 偏向，GC 含

量分布在 20%~60%，主要集中在 40% 左右。由图

4 可知，马鞍藤基因组的 GC 含量分布存在异常，GC
深度分布呈现 3 层，分为高、中、低深度 3 个区域。

低深度区域，GC 含量达到 50%，细菌序列一般 GC
含量较高，由此推测这可能是由于细菌污染所造

成。中深度区域深度约为高深度区域的 50% 左右，

结合马鞍藤基因组杂合率高达 0.99% 推测可能与

马鞍藤高度杂合有关。因为在组装的过程中，杂合

可能导致同源染色体杂合部位单条组装，导致 GC
含量出现分层的现象，这可能与马鞍藤自身的 GC
含量较高有关，进一步验证马鞍藤杂合率较高的 
特性。

图 4　Contig GC 含量和覆盖深度
Fig.4　Contig GC content and depth of coverage

3　讨论

基因组大小是指一个基因组中所拥有的 DNA
含量。基因组大小是基因组学的研究的基础［23］。人

们发现基因组的大小和物种的进化复杂度之间没有

严格的对应关系［24］，而绝大多数植物的基因组都经

历了多倍化过程。此外，也有资料明确表示在相近

物种中，进化的物种基因组出现压缩是自然界常观

察到的现象［25］。本研究对马鞍藤基因组大小进行

分析，为探究甘薯及其近缘野生种基因组大小变化

规律提供参考。甘薯基因组大小约为 4.4 Gb［26］；三

浅裂野牵牛（Ipomoea trifida（Kunth）G.Don）基因

组大小约为 462 Mb，三裂叶薯（Ipomoea triloba L.）
基因组大小约为 458 Mb［27］。本研究通过流式细

胞术预估马鞍藤基因组大小为 1012.99 Mb，经高

通量测序 K-mer 估计法测定马鞍藤基因组大小修

正后为 1041.65 Mb，两种方法测定结果基本一致，

但仍存在一定误差。马鞍藤基因组大小约为三浅

裂野牵牛基因组、三裂叶薯基因组的 2 倍左右，而

马鞍藤基因组大小明显小于甘薯，这可能是由于普

通栽培种甘薯为六倍体，基因组倍性高，遗传背景 
复杂。

在对基因组大小的检测技术从复性动力学估算

法［28］，到脉冲凝胶电泳法［29］，到流式细胞法［30］，再

到现在的高通量测序 K-mer 估计法［31］。其中流式

细胞仪术的应用较为广泛，具有所需材料少、时间

短、准确性较高等优点；而高通量测序 K-mer 估计

法，在测定基因组大小的同时，还可获得基因组 GC
含量、杂合率、重复序列等遗传背景信息。本试验通

过全基因组 Survey 分析和流式细胞术相结合，通过

两种方法测定基因组大小，提高结果的可靠性，并对

其他遗传背景信息进行评估。马鞍藤基因组在经过

初步组装后，Contig N50 和 Scaffold N50 长度并不

理想，同时 GC 含量分布存在异常；而针对马鞍藤杂

合度和重复序列较高的特点，可考虑使用 WGS ＋

BAC-to-BAC 或 Fosmid-to-Fosmid 对拼接策略进行

补充，但常规解决策略具有成本高昂、周期较长的特

点，因此也可考虑采用 NOVOheter 策略应对高杂合

度的组装。本试验为马鞍藤基因组进一步深度测序

策略的选取和利用甘薯近缘野生种资源方面提供了

参考。
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