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樟树全基因组调查

伍艳芳ꎬ肖复明ꎬ徐海宁ꎬ章　 挺ꎬ江香梅
(江西省林业科学院 / 国家林业局樟树工程技术研究中心ꎬ南昌 ３３００３２)

　 　 摘要:樟树是我国特有的珍贵用材和经济树种ꎬ富含多糖多酚、萜类等次生代谢物质ꎬ是香精香料、油脂化工和医药等的

重要原料树种ꎮ 本研究采用高通量测序技术( Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉｓｅｑＴＭ ２０００)首次测定了樟树基因组大小ꎬ并利用生物信息方法估计

樟树杂合率、重复序列情况和 ＧＣ 含量等基因组信息ꎬ为全基因组测序策略的选择提供依据ꎮ 主要结论如下:(１)樟树基因组

大小粗略估计为 ７６０ Ｍｂ 左右ꎻ(２)樟树基因组有较高的杂合率和一定的重复ꎬ杂合率约为 ０ ６５％ ꎻ(３)由于樟树杂合率较高ꎬ
全基因组鸟枪法策略不适合该基因组测序分析ꎬ可尝试使用 ＢＡＣ￣ｔｏ￣ＢＡＣ 策略或 ｆｏｓｍｉｄ 策略ꎬ有利于樟树基因组的序列拼接

和组装ꎮ
　 　 关键词:基因组大小ꎻ樟树ꎻ杂合率ꎻＧＣ 含量

Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｕｒｖｅｙ ｉｎ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ Ｌ. Ｐｒｅｓｌ
ＷＵ Ｙａｎ￣ｆａｎｇꎬＸＩＡＯ Ｆｕ￣ｍｉｎｇꎬＸＵ Ｈａｉ￣ｎｉｎｇꎬＺＨＡＮＧ ＴｉｎｇꎬＪＩＡＮＧ Ｘｉａｎｇ￣ｍｅｉ

(Ｊｉａｎｇｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ / Ｃｏｍｐｈｏｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｓｔａｔｅ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬＮａｎｃｈａｎｇ ３３００３２)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ Ｌ. Ｐｒｅｓｌ ｉｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｐｒｅｃｉｏｕｓ ｗｏｏｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｎｏ￣ｔｉｍｂｅｒ ｔｒｅｅｓ ｏｆ
ｓｐｅｃｉａｌ ｌｏｃａｌ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎ ｏｕｒ ｃｏｕｎｔｒｙ ａｎｄ ｐｏｓｓｅｓｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬｐｏｌｙ￣
ｐｈｅｎｏｌｓꎬｏｌｅｉｃａｃｉｄꎬａｎｄ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ. Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ｉｓ ａ ｍｅｔａｌｌｉｃ ｅｌｅｍｅｎｔ ｕｓｅｄ ｉｎ ｍａｎｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄ￣
ｙꎬｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｎｅｗ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ( Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉｓｅｑＴＭ

２０００). Ｈｙｂｒｉｄｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅꎬｒｅｐｅａｔｓꎬａｎｄ ＧＣ ｄｅｐｔｈ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ７６０ Ｍｂ ａｎｄ ０ ６５％ ꎬｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬｗｈｏｌｅ￣ｇｅｎｏｍｅ ｓｈｏｔｇｕｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬａｎｄ
ｔｈｅ ＢＡＣ￣ｔｏ￣ＢＡＣ ｏｒ ｆｏｓｍｉｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅꎻＣｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａꎻｈｙｂｒｉｄｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅꎻＧＣ ｄｅｐｔｈ

收稿日期:２０１３￣０４￣２４　 　 修回日期: ２０１３￣０６￣２５　 　 网络出版日期:２０１３￣１２￣１９
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３１２１９. １１１６. ０１５. ｈｔｍｌ
基金项目:“赣鄱英才 ５５５ 工程”领军人才培养计划项目

第一作者研究方向为林木遗传育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｙａｎｆａｎｇｗｕ２０１２＠ １６３. ｃｏｍ
通信作者:江香梅ꎬ研究方向为林木遗传育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｊｉａｎｇ２０１３＠ １２６. ｃｏｍ

樟树(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ Ｌ. Ｐｒｅｓｌ)是我国特

有的珍贵用材和经济树种ꎬ也是樟科樟属常绿乔木

植物中经济价值最大的树种之一ꎮ 其叶、树皮、枝
茎、根系、花、果和种子等中皆含精油[１￣２]ꎬ是医药、
食品、日用化工、香精香料和生物农药等天然物质的

主要来源ꎬ具有较大的开发利用潜力ꎮ
樟树染色体数目和核型前人已有研究[３￣４]ꎬ陈

成彬等[３]曾报道樟树染色体数目为 ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ２４ꎬ由
２０ ｍ ＋４ ｓｍ 构成ꎬ按 Ｓｔｅｂｂｉｎｓ 核型分类标准[５]ꎬ属于

２Ａ 型ꎮ 然而ꎬ有关樟树基因组大小和全基因组测序

研究均未见报道ꎮ 目前ꎬ常用的测定基因组大小的

方法为 Ｆｅｕｌｇｅｎ 分光光度法[６] 和流式细胞术( ＦＣꎬ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ) [７￣８]ꎮ 新一代测序技术(ＮＧＳＴｓꎬｎｅｗ￣
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)的迅猛发展加速

了植物全基因组ꎬ尤其是木本植物全基因组研究的

进程[９]ꎮ 杨树[１０]、葡萄[１１]、番木瓜[１２]、苹果[１３]、桃
树[１４]和麻风树[１５]等木本植物基因组草图的完成为

人类进行其他木本植物的全基因组测序研究提供了

大量的参考信息ꎮ 但树木多数为异交物种ꎬ杂合性

较强ꎬ基因组相对较大ꎬ而且较为复杂ꎮ 因此ꎬ为减
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少盲目性ꎬ在大规模深度测序之前ꎬ可以先作低覆盖

度的初测序ꎬ了解基因组的复杂程度ꎬ以确定该植物

的测序研究策略和拼装技术[１６]ꎮ 本研究采用新一

代高通量测序技术ꎬ对樟树的全基因组大小进行测

定和评估ꎬ旨在为樟树全基因组测序方案的制定提

供重要依据ꎮ 樟树的全基因组测序ꎬ将为掌握和利

用樟树潜在的基因资源ꎬ阐明樟树油脂和精油合成

途径及其调控机制ꎬ从而利用分子生物学手段对樟

树进行定向遗传改良奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

试验材料为采自江西省林业科学院树木园中树

龄约 ３０ 年生的樟树ꎮ 于 ２０１２ 年 ４ 月初选取生长状

态良好的成年植株ꎬ剪取顶端新萌发的幼叶ꎬ液氮速

冻后置￣７０℃低温冰箱保存备用ꎮ
１ ２　 样品提取及检测

采用 ＣＴＡＢ 法[１７] 提取樟树叶片基因组 ＤＮＡꎬ
Ｑｕａｎｔ￣ｉＴＴＭ ｄｓＤＮＡ ＢＲ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 试剂盒检测浓度ꎬ琼
脂糖凝胶电泳检测完整性ꎬ检测参数为:胶浓度

０ ５％ ꎬ电压 ３ ５ Ｖꎬ电泳时间 ９６０ ｍｉｎꎻ 以 １ ｋｂ ＤＮＡ
Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ Ｌａｄｄｅｒ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ) 和 λ￣Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｉｇｅｓｔ
(Ｔａｋａｒａ)作为 Ｍａｒｋｅｒꎮ
１ ３　 测序

将提取的 ＤＮＡ 样品送到深圳华大基因研究中

心有限公司进行测序分析ꎮ 首先将樟树的 ＤＮＡ 样

品进行随机打断ꎬ构建 １７０ ｂｐ、３５０ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 的

小片段测序文库ꎬ然后采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉｓｅｑＴＭ ２０００ 测

序平台进行双末端(Ｐａｉｒ￣Ｅｎｄ)测序ꎬ过滤掉低质量

数据后ꎬ得到的数据用于基因组大小、杂合度和 ＧＣ
含量等信息的后续分析ꎮ 参考其他木本植物的基因

组大小ꎬ结合樟树的自身特性ꎬ按 ６００ Ｍｂ 左右的樟

树基因组大小来估算测序覆盖度ꎮ
１ ４　 １７￣ｍｅｒ 分析以及基因组大小估计[１８]

在基因组组装前ꎬ为了用测序所得的 ｒｅａｄｓ 信

息估计基因组特征ꎬ采用基于 Ｋ￣ｍｅｒ 的分析方法来

估计基因组大小和杂合率等ꎬ取 Ｋ 为 １７ 来进行分

析ꎮ 假设从 ｒｅａｄｓ 中逐碱基取出的所有 Ｋ￣ｍｅｒ 能够

遍历整个基因组ꎬ且 Ｋ￣ｍｅｒ 深度频率分布服从泊松

分布ꎬ即可从所有测序 ｒｅａｄｓ 中统计 Ｋ￣ｍｅｒ 频数分

布ꎬ计算获得 Ｋ￣ｍｅｒ 深度分布曲线和深度乘积曲线ꎮ
根据曲线获得 Ｋ￣ｍｅｒ 深度估计值ꎬ用于估计基因组

大小ꎮ 同时ꎬＫ￣ｍｅｒ 分布图还被用来判断基因组的

重复含量ꎬ如果这个基因组含有高比例的重复ꎬ那么

其分布图将显示出粗的拖尾现象ꎮ
１ ５　 杂合率估计

采用模拟数据拟合的方式来进行基因组杂合率

评估ꎮ 选用大小为 １１６ Ｍｂ 的拟南芥基因组序列ꎬ随
机生成 ２９Ｘꎬ ３４６４９６４７４７ ｂｐ ｒｅａｄｓꎬ 读 长 错 误 率

０ ００１５％ ꎮ 因为二倍体复杂基因组进一步分为微杂

合基因组(０ ５％≤杂合率 < ０ ８％ )、高杂合基因组

(杂合率≥ ０ ８％ )以及高重复基因组(重复序列比

例≥ ５０％ )ꎬ针对不同类型的基因组ꎬ采用的测序方

法及组装软件不一样ꎬ因此分别加入杂合率 ０ ５％ 、
０ ６５％和 ０ ８％的模拟数据进行拟合ꎬ将所得到的

模拟数据分别进行 １７￣ｍｅｒ 分析ꎮ
１ ６　 ＧＣ 含量及分布分析

利用高质量数据进行 ＳＯＡＰ ｄｅｎｏｖｏ 组装[１８￣１９]ꎬ
采用 Ｋ ＝４７ ｂｐ 构建 Ｃｏｎｔｉｇ 和 Ｓｃａｆｆｏｌｄꎬ得到 Ｓｃａｆｆｏｌｄ
序列后没有补洞ꎬ直接拼接组装获得原始基因组序

列ꎬ这是一个最初的组装版本ꎮ 用 ｓｏａｐ 将过滤后的

ｒｅａｄｓ 比对到该组装序列上ꎬ获得碱基深度ꎮ 以

１０ ｋｂ 为窗口ꎬ在序列上无重复前进ꎬ计算每个窗口

的平均深度与 ＧＣ 含量ꎬ做出 ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ 点图ꎮ 根据

ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ 分布图可以看出测序是否有明显的 ＧＣ 偏

向ꎬ也可以判断是否存在细菌污染等情况ꎮ 同时ꎬ可
以根据 ＧＣ 聚成块的分层来判断基因组的杂合率和

重复的分布情况ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 测序数据量统计

采用高通量测序技术进行本次测序ꎬ过滤掉低

质量数据后ꎬ得到的总测序量为 ３１ １ Ｇｂ 用于后续

分析ꎬ若樟树基因组大小如预计的 ６００ Ｍｂꎬ那么测

序覆盖度将为 ４４ ５ Ｘ(表 １)ꎮ
表 １　 数据量统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

文库 ＩＤ
Ｌｉｂ ＩＤ

读长(ｂｐ)
Ｒｅａｄ
ｌｅｎｇｔｈ

插入片段

大小(ｂｐ)
Ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ

数据量

(Ｍｂ)
Ｄａｔａ

测序深度

(Ｘ)Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄｅｐｔｈ

ＣＩＮｖｅｒＤＡＢＤＢＡＡＰＥ １００ １７０ １４４０６ ２ ２４ ０

ＣＩＮｖｅｒＤＡＢＤＦＡＰＥ １００ ３５０ ８９５７ ６ １４ ９

ＣＩＮｖｅｒＤＡＢＤＩＡＰＥＩ￣５２ １００ ５００ ７７６４ ７ １２ ９

合计 Ｔｏｔａｌ ３１１２８ ６ ４４ ５

２ ２　 １７￣ｍｅｒ 分析以及基因组大小估计

使用樟树 ３０ Ｇｂ 的数据用于 １７￣ｍｅｒ 分析ꎬ其频

率分布如图 １ꎮ 横坐标表示 １７￣ｍｅｒ 出现的次数ꎬ纵

０５１
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坐标表示出现的频率ꎮ 从图中可以观察到ꎬ１７￣ｍｅｒ
分布曲线成峰情况较好ꎮ 在 ３２ 附近有一个峰值ꎬ即
Ｋ￣ｍｅｒ 的期望深度ꎮ 从表 ２ 可以知道 Ｋ￣ｍｅｒ 的总数

是 ２４ Ｇｂꎬ从而可以通过公式(基因组大小 ＝ Ｋ￣ｍｅｒ
的总数 / Ｋ￣ｍｅｒ 的期望深度) 估算基因组大小为

７５９ Ｍｂꎮ 从图 １ 还可以观察到ꎬ在期望深度的 １ / ２
处有一个明显的凸峰ꎮ 据此ꎬ可以判断樟树基因组

具有较高杂合率的可能性ꎮ Ｋ￣ｍｅｒ 曲线呈现明显拖

尾ꎬ说明樟树基因组重复序列含量较高ꎮ

图 １　 １７￣ｍｅｒ 分布曲线

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ １７￣ｍｅｒ

表 ２　 １７￣ｍｅｒ 分析数据统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １７￣ｍｅｒ

Ｋ￣ｍｅｒ 总数

(Ｍｂ)
Ｋ￣ｍｅｒ ｓｕｍ

Ｋ￣ｍｅｒ 深度

Ｋ￣ｍｅｒ
ｄｅｐｔｈ

基因组大小

(Ｍｂ)
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ

所用碱基数

(Ｍｂ)
Ｕｓｅｄ ｂａｓｅ

所用读长

(Ｍｂ)
Ｕｓｅｄ ｒｅａｄ

测序

深度

Ｘ
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２ ３　 杂合率估计

由图 ２ 可看出ꎬ真实曲线(Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ)的主峰

和杂合峰在杂合率 ０ ６５％ 时形成的峰最接近ꎬ可以

大致地认为该物种的杂合率处于 ０ ６５％ 水平ꎬ说明

樟树杂合率较高ꎬ可能影响组装效果ꎮ

图 ２　 １７￣ｍｅｒ 杂合率估计图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｉｔｙ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ １７￣ｍｅｒ

２ ４　 ＧＣ 含量及分布分析

ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ 分析显示(图 ３)ꎬ樟树样品无明显异

常ꎬ测序无明显偏向ꎬ樟树 ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ 深度分布分成

了 ２ 层ꎬ将较低的一层对应的序列提取出来和 ｎｔ 库

进行比对ꎬ结果显示该样品没有细菌等其他基因组

污染ꎮ ＧＣ 聚成的块分成了 ２ 层ꎬ推测是由杂合引

起ꎮ 因为杂合会使两条同源染色体杂合的部位只装

出了 １ 条ꎬ或 ２ 条都有装出ꎬ同时该部位以上的 ｒｅａｄ
乘数是整个基因组乘数的一半ꎬ导致 ＧＣ 含量图中

出现较低的一层[１８]ꎮ

图 ３　 ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ 分布图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｉｇｕｒｅ ｏｆ ＧＣ＿ｄｅｐｔｈ

３　 讨论

基因组大小又称基因组含量或 ＤＮＡ １Ｃ 值ꎬ是
指物种配子染色体组所含 ＤＮＡ 的量ꎮ 基因组大小

是比较和进化基因组学研究的基础ꎬ对不同物种基

因组大小进行比较分析ꎬ可以掌握基因组大小变化

规律ꎮ 程蛟文等[２０] 为掌握蔬菜基因组含量变化规

律ꎬ利用植物 ＤＮＡ １Ｃ 值数据库和相关文献收集整

理了主要蔬菜作物的基因组含量信息ꎬ通过统计比

较分 析 认 为: ( １ ) 主 要 蔬 菜 种 类 中ꎬ 石 蒜 科

(１９ ０８ ｐｇ)蔬菜平均基因组含量最高ꎬ十字花科

(０ ７８ ｐｇ)和葫芦科(０ ７８ ｐｇ)蔬菜最低ꎻ(２)多年生

和单子叶蔬菜平均基因组含量分别极显著高于非多

年生蔬菜和双子叶蔬菜ꎮ 本文对樟树基因组大小进

行测定ꎬ为木本植物基因组大小变化规律提供参考ꎮ
流式细胞术是目前应用较多的基因组大小测定

方法ꎬ 在 毛 竹 ( Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ ) [２１]、 五 节 芒

(Ｍｉｓｃａｎｔｈｕｓ ｆｌｏｒｉｄｕｌｕｓ) [７] 等植物中都有应用ꎮ 除此

之外ꎬ还有 Ｆｅｕｌｇｅｎ 分光光度法[２２] 和脉冲场凝胶电

泳法[２３]等ꎮ 高通量测序技术的迅速发展为基因组

评估提供了更迅捷的方法ꎮ 李西文等[２４] 应用 ４５４
高通量测序技术对荷花玉兰叶绿体全基因组进行测

序ꎬ解析了其基因组结构ꎬ并与近缘物种基因组进行

了比较分析ꎬ得到了很好的研究结果ꎮ 本文采用的

Ｋ￣ｍｅｒ 分析法是基于全基因组测序片段的 Ｋ￣ｍｅｒ 深
度分布[２５]估计物种基因组大小的方法ꎬ得到了樟树

基因组大小、杂合度、ＧＣ 含量等结果ꎬ为该物种的

１５１
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进一步研究提供详细的遗传背景ꎮ
本研究首次测定了樟树基因组大小ꎬ并对基因

组的杂合率、ＧＣ 含量及分布等进行了评估ꎬ主要结

论如下:(１)樟树基因组大小粗略估计为 ７６０ Ｍｂ 左

右ꎻ(２)樟树基因组有较高的杂合和一定的重复ꎬ杂
合性约为 ０ ６５％ ꎬ对组装效果影响较大ꎮ 用 ＷＧＳ
策略进行组装有一定的风险和难度ꎻ(３)由于樟树

杂合率较高ꎬ全基因组鸟枪法策略不适合该基因组

分析ꎮ 可尝试使用 ＢＡＣ￣ｔｏ￣ＢＡＣ 策略或 ｆｏｓｍｉｄ 策略

进行组装ꎬ这种组装策略对杂合较高的基因组拼接

帮助较大ꎮ 上述樟树全基因组调查分析结果将会对

樟树全基因组图谱绘制方案的制定提供重要依据ꎮ
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