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芳樟叶片和枝的转录组分析及生物炭复合肥对
芳樟醇合成调控基因表达特性的影响

向　 双ａꎬｂꎬ 陈德强ａꎬｂꎬ 孙维红ａꎬｂꎬ 肖　 琳ａꎬｂꎬ 邹双全ａꎬｂꎬ①

(福建农林大学: ａ. 林学院ꎬ ｂ. 自然生物资源保育利用福建省高校工程研究中心ꎬ 福建 福州 ３５０００２)

摘要: 以芳樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ)为研究材料ꎬ对施肥前及施肥后第 １、第 ３ 和第 ５ 个月

叶片和枝中芳樟醇相对含量进行了比较ꎻ利用高通量测序平台构建了施肥前后芳樟的转录组数据库并注释

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能ꎬ对芳樟醇合成途径进行预测ꎬ并分析了相关调控基因的表达特性变化ꎮ 结果显示:施肥前后芳樟

叶片的芳樟醇相对含量均高于枝ꎬ且施肥后叶片和枝中的芳樟醇相对含量均显著提高ꎻ施肥后第 ３ 个月叶片和枝

中芳樟醇相对含量均最高ꎬ分别为 ８９. ８９％和 ８４. ８３％ꎮ 从芳樟转录组中共获得 ７２ ５６０ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ总长度

９６ ５４３ ８４４ ｂｐꎬＮ５０ 值为 ２ ０５４ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ４３.１９％ꎬ其中ꎬ注释到 ７ 个数据库的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 共有 ５２ ６１３ 个ꎮ 在 ＮＲ
数据库中ꎬ芳樟与荷花(Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ.)和博落回〔Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ (Ｗｉｌｌｄ.) Ｒ. Ｂｒ.〕的同源序列匹配度较

高ꎬ占比分别为 ２７.０９％和 １４.９１％ꎮ 通过 ＧＯ 数据库ꎬ共有 ３９ １８６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到生物过程、细胞成分和分子功

能 ３ 大类 ２４ 亚类中ꎮ 在 ＫＥＧＧ 数据库中ꎬ共有 ４０ ６９８ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到细胞过程、环境信息处理、遗传信息加工、
代谢和生物系统 ５ 大类 １９ 亚类中ꎻ根据 ＫＥＧＧ 数据库的注释结果ꎬ推测芳樟醇主要通过 ＭＥＰ(甲基赤藓醇磷酸)途
径合成前体物质ꎬ并在 ＬＩＳ(芳樟醇合酶)的作用下生成芳樟醇ꎮ 通过 ＫＯＧ 数据库对基因功能进行预测ꎬ共有

４０ ０９６个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到 ２４ 个类别中ꎮ 从芳樟叶片和枝的转录组中共鉴定出 ２３ 个与芳樟醇合成相关的基因ꎬ且
各基因的表达具有组织特异性ꎻ施肥后第 ３ 个月ꎬ叶片中有 １８ 个基因表达水平上调ꎬ枝中有 １５ 个基因表达水平上

调ꎬ在叶片和枝中均上调表达的基因包括 ３ 个 ＤＸＳ 基因、１ 个 ＤＸＲ 基因、２ 个 ＨＤＳ 基因、１ 个 ＨＤＲ 基因、２ 个 ＩＤＩ 基
因、１ 个 ＧＰＰＳ 基因和 ３ 个 ＬＩＳ 基因ꎬ说明这些基因可能参与芳樟醇合成的调控ꎮ 综合分析结果表明:施用生物炭复

合肥后ꎬ芳樟叶片和枝中芳樟醇相对含量均显著提高ꎬ与芳樟醇合成调控基因表达水平上调有一定关系ꎮ
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ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ａｒｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃꎻ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ １８ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｆ ａｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ
１５ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｒａｎｃｈ ａｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｃｏｎｔａｉｎ ３ ＤＸＳ
ｇｅｎｅｓꎬ １ ＤＸＲ ｇｅｎｅꎬ ２ ＨＤＳ ｇｅｎｅｓꎬ １ ＨＤＲ ｇｅｎｅꎬ ２ ＩＤＩ ｇｅｎｅｓꎬ １ ＧＰＰＳ ｇｅｎｅꎬ ａｎｄ ３ ＬＩＳ ｇｅｎｅｓꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｂｉｏｃｈａｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｉｎ ｌｅａｆ ａｎｄ
ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａꎻ ｌｉｎａｌｏｏｌꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｇｅｎｅꎻ ｂｉｏｃｈａｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

　 　 芳樟 ( Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ
Ｆｕｊｉｔａ)是典型的芳香植物ꎬ其香气的关键成分为芳樟

醇ꎮ 芳樟醇是全球最常用和消耗较多的香料之

一[１]ꎬ具有多种生物活性[２－４]ꎬ广泛应用于食品、医药

和化妆品等行业[５]ꎬ市场需求量巨大ꎮ 芳樟醇可分

为天然芳樟醇和合成芳樟醇 ２ 类ꎬ其中ꎬ合成芳樟醇

为右旋体、具有消光性ꎬ其品质远差于左旋体的天然

芳樟醇[６]ꎬ但由于天然芳樟醇植物源提取物产量较

低ꎬ加之芳樟自然资源有限ꎬ导致天然芳樟醇产量供

应不足ꎬ使天然芳樟醇的开发利用受到限制ꎮ 通过基

因工程技术对芳樟进行改良ꎬ明确其芳樟醇合成调控

基因ꎬ可为高芳樟醇芳樟品种资源的培育提供新思路

和新途径ꎮ
近年来ꎬ植物的转录组测序在挖掘功能基因、探

明活性成分代谢通路和明确次生代谢物合成关键酶

基因等方面得到广泛应用[７－８]ꎬ通过转录组学研究已

经解析了黄酮类[９]、甾体皂苷类[１０] 和三萜类[１１] 等成

分的生物合成途径ꎮ 本项目组前期研究结果表明:芳

樟精油中的芳樟醇含量受多种因子的影响ꎬ不仅因品

种、品系(无性系)不同而异[１２－１４]ꎬ也因采收时间不同

而变化[１５]ꎻ并且ꎬ对芳樟植株采取不同的栽培措施

(例如施肥时间和肥料种类)后ꎬ其精油含量和芳樟

醇含量也有明显的差异[１６－１７]ꎮ 而目前这些影响因子

的作用机制尚不明确ꎬ特别是对芳樟醇合成过程中分

子调控机制缺乏全面而深入的研究ꎬ不利于芳樟资源

的进一步开发利用ꎮ
为了明确芳樟醇合成途径中的关键调控基因ꎬ探

讨芳樟醇合成相关基因对外在因子的响应机制ꎬ本文

利用高通量测序平台构建芳樟叶片和枝的转录组数

据库ꎬ对 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行功能注释ꎬ挖掘其芳樟醇合成

过程中的关键调控基因ꎻ并以“生物炭复合肥对芳樟

醇含量有影响效应”的研究结果(另文发表)为基础ꎬ
比较施肥前后芳樟幼树叶片和枝中芳樟醇含量和相

关调控基因表达特性的变化ꎬ以期为芳樟中芳樟醇关

键基因克隆和功能验证及其品种的遗传改良等奠定

研究基础ꎮ
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１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料为芳樟优质品系‘ＭＤ１’ꎬ由厦门牡丹

香化实业有限公司培育ꎬ种植于福建省泉州市安溪县

半林国有林场(东经 １１７°５７′、北纬 ２４°５５′)ꎮ 样地面

积 １０ ｍ×１０ ｍꎬ按株距 １ ｍ、行距 １ ｍ 种植 ６０ 株 ２ 年

生幼树ꎻ幼树平均株高 ７７. １１ ｃｍꎬ平均地径 １５. ８９
ｍｍꎬ平均冠幅 ８０.９５ ｃｍꎮ 样地为近年采伐迹地ꎬ土质

疏松ꎬ地力较肥沃ꎬ坡度较缓ꎬ适合芳樟种植ꎮ
根据项目组前期的研究结果确定生物炭复合肥

配方ꎬ包括 ３.４０ ｇ 生物炭(在 ５００ ℃高温厌氧条件下

热解玉米秸秆 ２ ｈ 制备)、１１５.００ ｇ 尿素(总 Ｎ 含量大

于等于 ４６.０％)、１５.００ ｇ 过磷酸钙(Ｐ ２Ｏ５含量大于等

于 １６. ０％) 和 １５. ００ ｇ 氯化钾(Ｋ２ Ｏ 含量大于等于

６０％)ꎬ其中ꎬ生物炭购自四川省久晟农业有限责任公

司ꎬ尿素购自安阳中盈化肥有限公司ꎬ过磷酸钙购自

瓮福有限责任公司ꎬ氯化钾购自中国农业生产资料集

团公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 施肥处理及样品采集　 于 ２０１９ 年 ６ 月 ９ 日进

行施肥处理ꎬ按株施肥ꎬ每株施肥量 １４８.４０ ｇꎬ均一次

性施入ꎮ 分别于 ６ 月 ９ 日施肥前以及 ７ 月 ９ 日、９ 月

９ 日和 １１ 月 ９ 日(即施肥后第 １、第 ３ 和第 ５ 个月)采
集无病虫害的当年生叶片和枝ꎬ在样株东、南、西、北
４ 个方位分别采集叶片和枝ꎬ各自混合装袋ꎬ每袋 １００
ｇꎬ每份样品 ３ 袋ꎬ记为 ３ 次重复ꎬ用于精油提取和芳

樟醇含量测定ꎮ 转录组分析样品用 ５ ｍＬ 冻存管收

集ꎬ每份样品 ３ 管ꎬ记为 ３ 次重复ꎬ置于－８０ ℃ 下保

存、备用ꎮ
１.２.２　 精油提取和芳樟醇相对含量测定　 采用水蒸

气蒸馏法[１８]提取芳樟叶片和枝的精油ꎬ并采用 ＨＰＬＣ
法测定精油中芳樟醇的相对含量ꎮ

精密称取 ４３.５ ｍｇ 芳樟醇标准品(ＣＡＳ 号 ７８ －
７０－６ꎬ纯度在 ９７％及以上ꎬ购自美国 Ａｃｒｏｓ Ｏｒｇａｎｉｃｓ
公司)ꎬ加入甲醇(色谱纯ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)溶解并

定容至 １０ ｍＬꎬ配制成质量浓度 ４.３５ ｍｇｍＬ－１的芳

樟醇标准品溶液ꎻ分别吸取 ２、４、６、８、１０ 和 １２ μＬ 标

准品溶液ꎬ按下述色谱条件进行检测ꎮ 色谱条件:
Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ
Ｄｉｋｍａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 色谱柱 ( ２５０ ｍｍ × ４. ６ ｍｍꎬ５

μｍ)ꎻ流动相为 Ｖ(甲醇) ∶ Ｖ(水)＝ ７０ ∶ ３０ 混合液ꎬ
等度洗脱ꎬ流速 １ ｍＬｍｉｎ－１ꎻ检测波长 ２１０ ｎｍꎬ柱温

３０ ℃ꎬ进样量 １０ μＬꎮ 记录色谱图ꎬ并以标准品峰面

积为纵坐标(ｙ)、标准品质量为横坐标( ｘ)绘制标准

曲线ꎬ回归方程为 ｙ＝(６×１０８)ｘ＋６１ １６２(Ｒ２ ＝ ０.９９９ ９ꎬ
线性范围为 ４.３５~５２.２０ μｇ)ꎮ

称取 １００ ｇ 叶片或枝ꎬ于 ５０ ℃ 烘干至含水率

５％~１３％ꎬ粉碎后置于 ５００ ｍＬ 挥发油提取器中ꎬ加入

２００ ｍＬ 超纯水加热提取 ６０~９０ ｍｉｎꎬ蒸馏后取上层精

油ꎬ经无水硫酸钠干燥后称量ꎬ按照公式“芳樟精油

提取率＝芳樟精油质量 /样品鲜质量×１００％”计算芳

樟精油提取率ꎮ 精密称取各精油样品 ４５ ｍｇꎬ用甲醇

定容至 １０ ｍＬꎬ过滤ꎬ滤液即为供试样品溶液ꎻ按照上

述色谱条件进样测定ꎬ每份样品测定 ３ 次ꎬ记录各样

品中芳樟醇的峰面积ꎮ
根据芳樟醇标准曲线和样品中芳樟醇的峰面积ꎬ

按照公式“芳樟醇相对含量 ＝ (样品溶液中芳樟醇的

峰面积 /芳樟醇标准品的峰面积)×(芳樟醇标准品的

浓度 /样品溶液的浓度) ×１００％”计算样品中芳樟醇

的相对含量ꎮ
１.２.３　 转录组测序与组装　 根据精油提取率和芳樟

醇相对含量测定结果ꎬ以施肥前及施肥后第 ３ 个月的

叶片和枝为材料ꎬ用 ＲＮＡ 试剂盒(美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ－
Ｔｅｋ 公司)提取总 ＲＮＡꎻ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量分光光度计

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)检测其纯度ꎬ并用 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ 生物分析仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)检测

其浓度和完整性ꎮ
随后ꎬ用 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)磁珠从总 ＲＮＡ 中分离和纯化

ｍＲＮＡꎬ并在富集后进行片段化处理ꎬ用随机引物和

逆转录酶以 ｍＲＮＡ 为模版合成 ｃＤＮＡꎬ将 ｃＤＮＡ 片段

末端 修 复ꎬ 构 建 芳 樟 转 录 组 的 ｃＤＮＡ 文 库ꎮ 用

ＤＮＢＳＥＱ 高通量测序平台(武汉华大基因科技有限公

司)对检测合格的 ｃＤＮＡ 文库进行测序ꎻ过滤低质量、
接头污染及未知碱基 Ｎ 含量过高的 ｒｅａｄｓꎬ得到高质

量 ｒｅａｄｓꎻ用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件[１９] 对高质量 ｒｅａｄｓ 进行从头

组装ꎬ并用 ＴＧＩＣＬ 软件[２０] 将组装后的转录本进行聚

类去冗余ꎬ最终得到 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ
１.２.４　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能注释　 用 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴｘ 软件[２１]

将 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与 ＮＲ (ＮＣＢＩ 非冗余蛋白质序列数据

库)、ＮＴ(核酸序列数据库)、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ(经实验验证

的蛋白质序列数据库)、Ｐｆａｍ(蛋白质家族数据库)、
ＧＯ(基因本体数据库)、ＫＥＧＧ(京都基因与基因组百

３３
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科全书)和 ＫＯＧ(真核生物直系同源基因数据库)
７ 个数据库分别进行比对ꎬ并对 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行功能注

释、预测和分类ꎮ
１.２.５　 基因表达特性分析　 用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 软件[２２] 分别

对芳樟叶片和枝转录组进行序列比对ꎬ并用 ＲＳＥＭ 软

件计算基因的表达水平ꎬ得到每个 ｕｎｉｇｅｎｅ 的表达水

平(ＦＰＫＭ)ꎮ 用 ＤＥＳｅｑ２ 软件[２３]ꎬ根据筛选条件“阈
值为 ｌｏｇ２ＦＣ >１”和“错误率(ＦＤＲ)小于 ０.０１”ꎬ对与

芳樟醇合成有关的调控基因进行筛选ꎬ并对各基因的

表达水平进行分析ꎮ
１.３　 数据处理和分析

用 ＥＸＣＥＬ ２０１７ 软件对芳樟转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数

进行统计并制图ꎬ用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２５ 软件进行

方差分析ꎬ采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检验进行多重比较ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 转录组测序和组装及 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能注释

２.１.１　 转录组测序和组装结果　 通过 ＤＮＢＳＥＱ 测序

平台ꎬ从芳樟叶片和枝的转录组中共获得 ７２ ５６０ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ平均长度为 １ ３３０ ｂｐꎬｕｎｉｇｅｎｅｓ 总长度达到

９６ ５４３ ８４４ ｂｐꎬ Ｎ５０ 值 为 ２ ０５４ ｂｐꎬ ＧＣ 含 量 为

４３.１９％ꎮ
由 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度分布数据(表 １)可见:在 ７２ ５６０

个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ长度小于 ３００ ｂｐ 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 １２ ０８６
个ꎬ仅占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 １６.７％ꎻ长度 ３ ０００ ｂｐ 以上

的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ６ ４４１ 个ꎬ 长 度 大 于 １ ０００ ｂｐ 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ４９％以上ꎬ表明芳樟叶

表 １　 芳樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度分布１)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ１)

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度范围
Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

ｌｅｎｇｔｈ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度范围
Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

ｌｅｎｇｔｈ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度范围
Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

ｌｅｎｇｔｈ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

２００ ｂｐ≤ｌ<３００ ｂｐ １２ ０８６ １ ２００ ｂｐ≤ｌ<１ ３００ ｂｐ ２ ２５３ ２ ２００ ｂｐ≤ｌ<２ ３００ ｂｐ １ １５１
３００ ｂｐ≤ｌ<４００ ｂｐ ５ ９９３ １ ３００ ｂｐ≤ｌ<１ ４００ ｂｐ ２ ０９９ ２ ３００ ｂｐ≤ｌ<２ ４００ ｂｐ ９８０
４００ ｂｐ≤ｌ<５００ ｂｐ ４ １６７ １ ４００ ｂｐ≤ｌ<１ ５００ ｂｐ １ ９７８ ２ ４００ ｂｐ≤ｌ<２ ５００ ｂｐ ９１５
５００ ｂｐ≤ｌ<６００ ｂｐ ３ ３９７ １ ５００ ｂｐ≤ｌ<１ ６００ ｂｐ １ ９８２ ２ ５００ ｂｐ≤ｌ<２ ６００ ｂｐ ８８０
６００ ｂｐ≤ｌ<７００ ｂｐ ３ ０８９ １ ６００ ｂｐ≤ｌ<１ ７００ ｂｐ １ ８７５ ２ ６００ ｂｐ≤ｌ<２ ７００ ｂｐ ７６７
７００ ｂｐ≤ｌ<８００ ｂｐ ２ ８４５ １ ７００ ｂｐ≤ｌ<１ ８００ ｂｐ １ ８０９ ２ ７００ ｂｐ≤ｌ<２ ８００ ｂｐ ６９０
８００ ｂｐ≤ｌ<９００ ｂｐ ２ ７５４ １ ８００ ｂｐ≤ｌ<１ ９００ ｂｐ １ ６１０ ２ ８００ ｂｐ≤ｌ<２ ９００ ｂｐ ６１３
９００ ｂｐ≤ｌ<１ ０００ ｂｐ ２ ５６３ １ ９００ ｂｐ≤ｌ<２ ０００ ｂｐ １ ５６５ ２ ９００ ｂｐ≤ｌ<３ ０００ ｂｐ ５８７

１ ０００ ｂｐ≤ｌ<１ １００ ｂｐ ２ ５０３ ２ ０００ ｂｐ≤ｌ<２ １００ ｂｐ １ ４０７ 　 　 　 　 ｌ≥３ ０００ ｂｐ ６ ４４１
１ １００ ｂｐ≤ｌ<１ ２００ ｂｐ ２ ２７７ ２ １００ ｂｐ≤ｌ<２ ２００ ｂｐ １ ２８４

　 １) ｌ: Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｌｅｎｇｔｈ.

片和枝的转录组序列完整性较高ꎬ可用于 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功

能注释ꎮ
２.１.２　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能注释结果　 对获得的芳樟叶片

和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行数据库比对注释ꎬ结果显

示:在 ７２ ５６０ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ共有 ５２ ６１３ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
被注释到 ７ 个数据库中ꎬ占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ７２.５１％ꎮ
其中ꎬ在 ＮＲ 数据库中注释到 ５０ １４９ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ占
ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ６９.１１％ꎬ是注释 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数最多的数

据库ꎻ分别有 ３６ ０９０、３９ ２３２、４０ ６９８、４０ ０９６、３９ ９９５、
３９ １８６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到 ＮＴ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ 和

ＫＯＧ、Ｐｆａｍ 和 ＧＯ ６ 个数据库中ꎬ注释的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数

分别占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ４９. ７４％、５４. ０７％、５６. ０９％、
５５.２６％、５５.１２％和 ５４.００％ꎮ 同时注释到 ７ 个数据库

的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数 有 ２１ ０５５ 个ꎬ 占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总 数 的

２９.０２％ꎮ
２.１.２.１　 序列相似性分析　 将芳樟叶片和枝转录组

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与 ＮＲ 数据库中一些植物转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进

行序列相似性比较ꎮ 结果显示:芳樟与荷花(Ｎｅｌｕｍｂｏ
ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ.)的同源序列匹配度最高ꎬ相似序列比

例达到 ２７. ０９％ꎻ其次为博落回 〔Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ
(Ｗｉｌｌｄ.) Ｒ. Ｂｒ.〕ꎬ相似序列比例为 １４.９１％ꎻ与葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)、油棕(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.)和
海枣(Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)的同源序列匹配度也

较高ꎬ相似序列比例分别为５.８５％、５.４３％和 ３.９５％ꎻ
与其他植物的同源序列匹配度均较低ꎬ这部分序列比

例为 ４２.７６％ꎮ

４３
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２.１.２.２　 ＧＯ 注释分析　 在 ＧＯ 数据库对芳樟叶片和

枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能进行注释ꎬ结果见图 １ꎮ
由图 １ 可见:共有 ３９ １８６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到生物

过 程 ( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ )、 细 胞 成 分 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)和分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)３ 大类 ２４
亚类中ꎬ其中注释到分子功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎮ 在注

释到生物过程类别的 ２１ ９９３ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ注释到

细胞过程(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ有 ９ ５２０
个ꎻ在注释到细胞成分类别的 ２８ ８２９ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ
注释到膜部分(ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ有
１２ ３２３ 个ꎻ而在注释到分子功能类别的 ４４ ４０５ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中ꎬ 注 释 到 结 合 ( ｂｉｎｄｉｎｇ ) 和 催 化 活 性

(ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 较多ꎬ分别有 ２０ ４５６ 和

１８ ９０５ 个ꎮ

: 生物过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ : 细胞成分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎻ : 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.

图 １　 芳樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 功能分类结果
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ

Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ

２.１.２.３　 ＫＥＧＧ 代谢途径分析 　 通过 ＫＥＧＧ 数据库

对芳樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能进行注释ꎬ结果

见图 ２ꎮ
由图 ２ 可见:共有 ４０ ６９８ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到细胞

过程( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)、环境信息处理 ( ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ )、 遗 传 信 息 加 工 ( ｇｅｎｅｔｉｃ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ)、代谢(ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)和生物系统

(ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍ)相关的代谢通路中ꎬ共 ５ 大类 １９
亚类ꎬ且主要集中在代谢和遗传信息处理 ２ 大类中ꎮ

注释到细胞过程类别的所有 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 均注释到

运输与分解代谢(ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ)亚类中ꎬ共
有 １ ８０８ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 注释到环境信息处理类别的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 共有 ２ ９２３ 个ꎬ其中注释到信号转导( ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ)亚类的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 较多ꎬ有 ２ ４７０ 个ꎮ 注释

到遗传信息加工类别的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 共有 ８ ８２９ 个ꎬ其中

注释到翻译 ( ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ) 亚类的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ有

３ ５５３个ꎮ 注释到代谢类别的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 共有 ２３ ３６３
个ꎬ其中注释到全局和概述地图(ｇｌｏｂａｌ ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ
ｍａｐ)亚类的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ有 ８ ９７２ 个ꎮ 注释到生物

系统类 别 的 所 有 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 均 注 释 到 环 境 适 应 性

５３
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: 细胞过程 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ : 环境信息处理 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇꎻ : 遗传信息加工 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇꎻ : 代谢
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ : 生物系统 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍ.

图 ２　 芳樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＫＥＧＧ 功能分类结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ

Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ

(ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ)亚类中ꎬ共有 ２ ０５７ 个ꎮ
芳樟醇主要通过 ＭＥＰ(甲基赤藓醇磷酸)途径合

成前体物质ꎬ因此ꎬ根据 ＫＥＧＧ 数据库的注释结果ꎬ筛
选出与芳樟醇合成相关的基因及其对应的酶ꎬ并推测

芳樟芳樟醇的合成途径ꎮ 结果显示:ＤＸＳ(１－脱氧－
Ｄ－木酮糖－５－磷酸合成酶)催化丙酮酸和 ３－磷酸甘

油醛生成 ＤＸＰ(１－脱氧－Ｄ－木酮糖－５－磷酸)ꎬ是芳樟

醇合成的第 １ 个限速酶ꎻ随后 ＤＸＲ(１－脱氧－Ｄ－木酮

糖－５－磷酸还原异构酶)催化 ＤＸＰ 生成 ２－Ｃ－甲基－
Ｄ－赤藓醇－４－磷酸ꎬ并在 ＣＭＳ(２－Ｃ－甲基－Ｄ－赤藓糖

醇－４－磷酸胞苷酰转移酶)、ＣＭＫ〔４－(５′－焦磷酸胞

苷)－２－Ｃ－甲基－Ｄ－赤藓糖醇激酶〕、ＭＤＳ(２－Ｃ－甲
基－Ｄ－赤藓糖醇－２ꎬ４－环二磷酸合成酶)、ＨＤＳ(４－羟
基－３－甲基－２－丁烯基二磷酸合成酶)、ＨＤＲ(４－羟
基－３－甲基－２－丁烯基二磷酸还原酶)和 ＧＰＰＳ(牻牛

儿基焦磷酸合酶)等一系列酶的作用下合成 ＧＰＰ(牻
牛儿基二磷酸)ꎬ最后在 ＬＩＳ(芳樟醇合酶)的作用下

生成芳樟醇ꎮ
２.１.２.４　 ＫＯＧ 功能预测结果　 通过 ＫＯＧ 数据库对芳

樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能进行预测ꎬ结果见

图 ３ꎮ

由图 ３ 可见:共有 ４０ ０９６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到 ２４
个 ＫＯＧ 类别中ꎮ 其中ꎬ注释到一般功能预测(ｇｅｎｅｒａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ)的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ９ １０４ 个ꎬ数量

最多ꎬ说明功能预测是芳樟叶片和枝转录组中最主要

的功能分类ꎮ 另外ꎬ注释到信号转导机制 ( ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ)功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ５ ３５２ 个ꎬ
注 释 到 翻 译 后 修 饰、 蛋 白 质 转 换 和 伴 侣

( ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ａｎｄ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅ)功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ３ １８２ 个ꎬ注释到转录

(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ)功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ２ ５４４ 个ꎬ注释到

ＲＮＡ 加工和修饰(ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ)
功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 １ ５２２ 个ꎬ注释到次生代谢产物生

物合 成、 运 输 和 分 解 代 谢 ( ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ)功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
有 １ ０４３ 个ꎮ 上述 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 也是芳樟叶片和枝转录

组较为重要的基因ꎮ
２.２　 施肥后芳樟醇相对含量及其合成调控基因表达

水平的变化

２.２.１　 芳樟醇相对含量的变化　 施肥前后芳樟叶片

和枝中芳樟醇相对含量的变化见表 ２ꎮ 比较结果显

示:不论是施肥前还是施肥后ꎬ叶片中芳樟醇相对含
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图 ３　 芳樟叶片和枝转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＫＯＧ 功能分类结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＫＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ

Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ

表 ２　 施肥前后芳樟叶片和枝芳樟醇相对含量变化(Ｘ±ＳＤ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｉｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ
Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ. ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (Ｘ±ＳＤ)

取样时间１)

Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ１)

不同部位芳樟醇相对含量 / ％２)

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ２)

叶片 Ｌｅａｆ 枝 Ｂｒａｎｃｈ

Ｔ１ ８４.９１±０.０２ｃ ７４.６５±０.０１ｃ
Ｔ２ ８７.３９±０.０５ｂ ８３.９２±０.０５ａｂ
Ｔ３ ８９.８９±０.０１ａ ８４.８３±０.０６ａ
Ｔ４ ８６.５４±０.４１ｂ ８３.１３±０.６１ｂ

　 １) Ｔ１: 施肥前 Ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｔ２: 施肥后第 １ 个月 Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｍｏｎｔｈ
ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｔ３: 施 肥 后 第 ３ 个 月 Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｔ４: 施肥后第 ５ 个月 Ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ.

　 ２)同列中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

量均高于枝ꎬ但差异幅度不大ꎮ 但施肥后不同时间叶

片和枝中芳樟醇相对含量均高于施肥前ꎬ差异均达显

著(Ｐ<０.０５)水平ꎻ并在施肥后第 ３ 个月叶片和枝中

芳樟醇相对含量均达到最高ꎬ分别为 ８９. ８９％ 和

８４.８３％ꎬ但在施肥后第 ５ 个月叶片和枝中芳樟醇相

对含量则显著下降ꎮ
２.２.２　 芳樟醇合成调控基因及其表达水平变化　 结

合芳樟叶片和枝中芳樟醇的代谢途径ꎬ进一步筛选关

键调控基因ꎬ 并对施肥前后各基因的表达水平

(ＦＰＫＭ)进行分析ꎬ结果见表 ３ꎮ
由表 ３ 可见:从施肥前芳樟叶片和枝的转录组数

据中共鉴定出 ２３ 个与芳樟醇合成相关的基因ꎬ其中ꎬ
１５ 个基因在枝中的表达水平高于叶片ꎬ８ 个基因在叶

片中的表达水平高于枝ꎬ说明在芳樟不同部位这些基

因的表达具有组织特异性ꎮ
由表 ３ 还可见:与施肥前相比ꎬ施肥后第 ３ 个月

叶片中有 １８ 个基因表达水平上调ꎬ枝中有 １５ 个基因

的表达水平上调ꎬ叶片和枝中均上调表达的基因有

１３ 个ꎬ包括 ３ 个 ＤＸＳ 基因(ＤＸＳ１、ＤＸＳ３ 和 ＤＸＳ６)、
１ 个ＤＸＲ 基因、２ 个 ＨＤＳ 基因(ＨＤＳ１ 和 ＨＤＳ２)、１ 个

ＨＤＲ 基因(ＨＤＲ２)、２ 个 ＩＤＩ 基因( ＩＤＩ１ 和 ＩＤＩ２)、１ 个

ＧＰＰＳ 基因(ＧＰＰＳ１)和 ３ 个 ＬＩＳ 基因( ＬＩＳ１、ＬＩＳ２ 和

ＬＩＳ４)ꎻ另外ꎬ虽然施肥后叶片中 ＣＭＳ 和 ＧＰＰＳ２ 基因

以及枝中 ＣＭＫ、ＭＤＳ 和 ＩＤＩ３ 基因的表达水平下调ꎬ
但这些基因的总体表达水平较高ꎬ表明这些基因都可

能参与芳樟醇合成的调控ꎮ
在施肥前后ꎬ叶片中 ＭＤＳ 和 ＩＤＩ２ 基因以及枝中

ＧＰＰＳ１ 基因的表达水平差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ表明施

用生物炭复合肥可能对这些基因的表达有一定的影

响ꎮ 且这些基因表达水平均上调ꎬ表明施用生物炭复

合肥可能对基因表达有促进作用ꎮ 而其他基因尽管

７３
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表 ３　 施肥前和施肥后第 ３ 个月芳樟叶片和枝中芳樟醇合成调控基因表达水平(ＦＰＫＭ)的变化(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ (ＦＰＫＭ) ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｉｎａｌｏｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ｖａｒ.
ｌｉｎａｌｏｏｌｉｆｅｒａ Ｆｕｊｉｔａ ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (Ｘ±ＳＤ) １)

基因
Ｇｅｎｅ

叶片中各基因的表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ

枝中各基因的表达水平
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒａｎｃｈ

施肥前
Ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

施肥后第 ３ 个月
Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

施肥前
Ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

施肥后第 ３ 个月
Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ＤＸＳ１ ６６.９１±８.８４ ９０.３０±０.３９ ７９.３７±２０.５２ １０９.８３±２.６５
ＤＸＳ２ ０.３３±０.０１ ０.７７±０.０５ １.３６±０.１３ １.１８±０.１６
ＤＸＳ３ ７３.８７±６.７９ ８０.２５±４.３８ ５５.６５±１.０５ ６３.５４±０.４５
ＤＸＳ４ ０.１９±０.０８ ０.４４±０.０５ ０.１６±０.０１ ０.０８±０.０４
ＤＸＳ５ ２.１０±２.０１ １.２８±０.１３ ４.１９±０.４３ １.２９±０.０６
ＤＸＳ６ ７.０８±０.０２ ７.４８±０.３３ ７.３３±０.３１ ７.４４±０.３０
ＤＸＲ ２０４.８６±７.４２ ２３３.３８±２４.１３ １４６.５０±２１.１４ １７０.４０±２６.７６
ＣＭＳ １３.１３±２.７３ ９.３２±１.６８ ２３.３１±１.０４ ２３.４９±０.４１
ＣＭＫ ３４.６１±４.５１ ３９.３７±６.０４ ５５.６３±５.２７ ５１.６７±１.０５
ＭＤＳ ４８.７３±１.７８ ５４.２３±１.８４∗ ５２.９５±２.６０ ４６.２９±３.５４
ＨＤＳ１ ５８.５８±２.３５ ７１.３２±３.４８ ７２.１１±１４.１２ ７２.９１±６.６６
ＨＤＳ２ ３２.３１±１.９１ ３８.１５±３.０３ ３０.２８±９.２７ ３８.４２±２.８６
ＨＤＲ１ ０.０５±０.００ ０.００±０.００ ０.１０±０.０１ ０.０７±０.０３
ＨＤＲ２ １０３.３４±４.２１ １３０.６２±０.７８ １６９.０３±２０.８８ １７０.２２±２.６４
ＩＤＩ１ １５.７９±７.３１ ２３.７０±３.９６ ３４.５８±１.５７ ３８.４７±０.２３
ＩＤＩ２ ２０.８２±１.３４ ２７.２３±０.７６∗ ２３.５３±２.７１ ２５.３７±２.９５
ＩＤＩ３ ５.２４±０.２３ ６.２５±０.０２ ６.６５±０.１８ ６.００±０.１１
ＧＰＰＳ１ ２.４０±０.６８ ３.０８±０.０４ ４.５８±０.０９ ５.５７±０.０１∗
ＧＰＰＳ２ ９.８９±０.７８ ９.５５±０.５８ １２.４２±０.３０ １２.８４±０.０８
ＬＩＳ１ ３.５９±１.８０ ６.２５±０.４４ １.８４±０.１２ ２.０７±０.５５
ＬＩＳ２ １４.７５±４.９８ ２４.８２±５.１３ ４.３７±１.２４ ７.１７±０.１１
ＬＩＳ３ ０.１８±０.０７ ０.００±０.００ ０.０８±０.０４ ０.０３±０.００
ＬＩＳ４ ４.５２±０.２８ ６.１６±３.３４ １.２７±０.１３ １.９２±０.０８

　 １)∗: 施肥前与施肥后第 ３ 个月同一部位的基因表达水平差异显著(Ｐ<０.０５)Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐａｒｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５)
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｍｏｎｔｈ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ.

在施肥前后表达水平差异不显著ꎬ但也出现不同程度

的上调或下调ꎬ表明施用生物炭复合肥对这些基因的

影响较小ꎮ

３　 讨论和结论

上述高通量测序结果表明:从芳樟叶片和枝的转

录组中共获得 ７２ ５６０ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ平均长度 １ ３３０
ｂｐꎬＮ５０ 值为 ２ ０５４ ｂｐꎬ转录组数据较为完整ꎬ基因信

息较为丰富ꎻ而江香梅等[２４] 对 ５ 种化学型樟树叶片

转录组进行测序ꎬ共获得 ５５ ９５５ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ平均长

度 ５８４ ｂｐꎬ Ｎ５０ 值为 １ ０２３ ｂｐꎬ造成这一差异的原因

可能与转录组的来源器官、株龄以及栽培措施和生境

条件等因子有关ꎮ 本研究结果表明:通过 ＫＥＧＧ 数据

库比对ꎬ芳樟叶片和枝的转录组中有 ４０ ６９８ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 被注释到 ５ 大类 １９ 亚类代谢途径中ꎬ涵盖

了多糖、甾体皂苷、萜类和苯丙素类等生物合成相关

基因ꎮ 其中ꎬ注释到萜类和聚酮化合物代谢的有 ６０３
个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ明显少于花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌｉｎｎ.)转
录组(１ ０３３ 个) [２５]ꎬ可能与花生的萜类和聚酮化合物

比芳樟更丰富有关ꎮ
萜类化合物合成途径分为 ＭＥＰ 和 ＭＶＡ(甲羟戊

酸)两类途经[２６]ꎬ其中 ＭＥＰ 途径主要合成单萜和二

萜及类胡萝卜素和叶绿素等多萜类化合物ꎬＭＶＡ 途

径主要合成倍半萜和甾醇等三萜类化合物ꎮ 芳樟醇

是单萜醇ꎬ主要通过 ＭＥＰ 途径生成前体物质 ＧＰＰꎬ然
后在 ＬＩＳ 的作用下生成芳樟醇ꎻ 芳樟醇是桂花

〔Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｏｕｒｅｉｒｏ〕 [２７]、夜来香

〔Ｔｅｌｏｓｍａ ｃｏｒｄａｔａ ( Ｂｕｒｍ. Ｆ.) Ｍｅｒｒ.〕 [２８] 和小苍兰

(Ｆｒｅｅｓｉａ ｒｅｆｒａｃｔａ Ｋｌａｔｔ) [２９] 等芳香植物的特征香气成

分之一ꎬ也是芳樟叶片和枝精油的重要成分之一ꎮ 本

研究鉴定出 ２３ 个与芳樟醇合成相关的基因ꎬ其中ꎬ１５
个基因在枝中表达水平高于叶片ꎬ８ 个基因在叶片中

表达水平高于枝ꎬ揭示出这些基因在芳樟中的表达具

８３
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有组织特异性ꎮ 枝中有 １５ 个基因的表达水平高于叶

片ꎬ但枝中的芳樟醇含量反而低于叶片ꎬ推测这 １５ 个

基因对芳樟醇合成调控的影响作用小于在叶片中表

达较高的 ８ 个基因ꎮ ＤＸＳ 是芳樟萜类合成中第 １ 个

限速酶[３０]ꎬ在拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕 [３１]、银杏 ( Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌｉｎｎ.) [３２] 和番茄

(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌｅｒ) [３３] 等植物中ꎬＤＸＳ 基

因过量表达可使各种单萜类化合物产量显著提高ꎮ
而在芳樟转录组数据中ꎬ２ 个 ＤＸＳ 基因表达水平较

低ꎬ并且施肥后芳樟醇相对含量提高ꎬ３ 个 ＤＸＳ 基因

表达水平也上调ꎬ因此ꎬ可以通过调控 ＤＸＳ 基因的表

达水平改变芳樟醇含量ꎮ 在芳樟叶片和枝的转录组

中ꎬ尽管施肥后 ＬＩＳ１、ＬＩＳ３ 和 ＬＩＳ４ 这 ３ 个基因的表达

水平有所上调ꎬ但 ４ 个 ＬＩＳ 基因的表达水平总体上仍

较低ꎬ说明 ＬＩＳ 基因也是芳樟醇合成的限速酶ꎮ 值得

注意的是ꎬ杨艳萍[３４] 认为 ＤＸＲ 是萜类合成中的第

２ 个限速酶ꎬ但本研究结果则显示:在施肥前后芳樟

叶片与芳樟醇合成相关的调控基因中ꎬＤＸＲ 基因的

表达水平均最高ꎬ且在施肥后枝中该基因的表达水平

也升至最高ꎬ推测 ＤＸＲ 基因参与芳樟芳樟醇合成过

程的调控ꎬ但并不起限速作用ꎬ这种现象可能与 ＤＸＲ
基因的表达具有种类特异性有关[３０]ꎮ

芳樟醇的形成、积累和转化过程非常复杂ꎬ受到

遗传和环境因子的综合影响ꎮ 黄秋良等[３５]的研究结

果表明:施用微生物菌剂能够促进芳樟生长和精油积

累ꎻ而在本研究中ꎬ施用生物炭复合肥也可显著提高

芳樟叶片和枝中芳樟醇的相对含量ꎬ说明施用合适的

肥料对植物次生代谢产物合成有一定的促进作用ꎮ
芳樟叶片和枝中的芳樟醇相对含量在施肥后第 ３ 个

月达到最高ꎬ在施肥后第 ５ 个月不同程度下降ꎬ这一

现象可能与气温变化及芳樟生长期有关ꎮ 施肥后第

３ 个月正好是 ９ 月中旬ꎬ气温开始下降ꎬ植株即将进

入一个生长周期的末期ꎬ生长和生理代谢速率均减

缓ꎬ使芳樟醇的合成同步减缓ꎮ 并且ꎬ施肥后芳樟叶

片和枝中的芳樟醇相对含量提高ꎬ多数基因的表达水

平也不同程度上调ꎬ尤其是叶片中的 ＭＤＳ 和 ＩＤＩ２ 基

因以及枝中的 ＧＰＰＳ１ 基因的表达水平显著上调ꎬ说
明施用生物炭复合肥可能对这些基因的表达有一定

的影响ꎮ
综上所述ꎬ施用生物炭复合肥后ꎬ芳樟叶片和枝

中芳樟醇的相对含量均显著提高ꎬ多数基因表达水平

也不同程度上调ꎬ说明生物碳复合肥可能影响芳樟醇

合成调控基因的表达特性ꎬ从而影响芳樟醇含量ꎬ但
其中关键基因的功能还有待进一步验证ꎮ
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种质资源的考察、收集、保存、评价、利用和创新ꎬ信息学ꎬ管理
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