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红花(Carthamus tinctorius L.)不同开花时期的

转录组测序及黄酮合成相关基因的验证
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(1吉林农业大学生物反应器与药物开发教育部工程研究中心, 长春 130118; 
2吉林农业大学生命科学学院, 长春 130118)

摘要      应用454测序技术对红花(Carthamus tinctorius L.)初花期和盛花期两个样本进行转录

组测序, 分别获得了577 664和562 930条Clean reads片段, 其平均长度分别为427 bp和436 bp。差异

表达分析结果发现, 在初花期获得40 139个基因, 盛花期获得39 768个基因, 在两个时期同时表达的

基因有28 316个。COG/KOG分析中, 获得了大量与代谢相关的功能注释信息, 注释到比例最高的

为功能预测, 占24.681%。KEGG Pathway富集分析中, 找到红花黄酮化合物合成途径中的关键酶基

因, 利用Real-time PCR方法验证了三个基因的正确性。表达量分析表明, 查尔酮合酶在两个红花品

种中各个开花时期的相对表达量最高。
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Analysis of Genes Involved in Safflower Flavonoids Biosynthesis Based on 
Safflower Transcriptome in Different Flowering
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Abstract       454 sequencing technology was applied to sequencing transcriptome of safflower samples of 
early flowering and full-bloom stage, respectively. We obained 577 664 and 562 930 Clean reads fragments, with 
average length 427 bp and 436 bp, respectively. 40 139 genes were expressed in early flowering in transcriptome. 
39 768 genes were expressed in full-bloom flowering through differential expression analysis. 28 316 genes were 
expressed simultaneously in these two samples. Massive annotation information related to metabolic was obtained 
through COG/KOG analysis. Among them, 24.681% was highest in annotating as basic functionality. Safflower 
flavonoids metabolic pathway was found and verified by Real-time PCR in KEGG Pathway analysis. Quantitative 
PCR analysis showed that the CHS had the highest expression level in the flowering period of two safflower var.
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红花(Carthamus tinctorius L.)属于菊科双子叶

植物, 是我国重要的传统中草药, 既可以作为食用和

药用, 也可以用于染料和油料等。红花的化学成分

较多, 研究表明, 红花中含有黄酮类、脂肪酸类、烷

基二醇类、多糖类成分、多种酚类化合物及木质

素等[1-2]。黄酮类化合物是红花中最主要的化学成分

之一, 目前已经从红花中分离出多种黄酮化合物[3-4]。

红花的主要功效是活血化瘀, 因此, 被广泛地应用于

活血通经、抗氧化、抗癌等方面[5]。

转录组(transcriptome)即转录后所有mRNA的

总称, 是研究基因的结构和功能的基础, 是发掘新的

功能基因的重要手段[6]。转录组学作为一种新的研

究方法, 利用全部基因的表达调控、蛋白质功能等

信息来解决生物学问题, 将基因组学研究带入了一

个高速发展的时代[7]。转录组学不仅可以研究转录

组样本中每个基因的表达水平的变化, 也可以预测

转录组的定位和注释及每个基因在基因组中的功能

结构[8-10]。454测序技术是基于焦磷酸测序法的新型

超高通量测序技术, 其优点是快速、准确率高、产

生的片段数量多, 适合于一些未知基因组序列的物

种[11]。目前, 454测序已经应用于橄榄[12]、金银花[13]、

足叶草[14]、豌豆[15]等物种中, 但在红花中的研究还

未见报道。本研究首次对红花花瓣转录组进行454
测序, 获得了大量数据, 并挖掘了红花黄酮合成途径

中的关键酶基因, 以期为红花黄酮化合物代谢调控

的深入研究奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

测序材料的红花品种采用新疆塔城红花

(Carthamus tinctorius L.), 实验材料取自红花的初花

期和盛花期花瓣。红花种植于吉林农业大学生物反

应器与药物开发教育部工程研究中心实验基地, 常
规管理, 分别于开花的初花期和盛花期采集花瓣, 迅
速放于液氮中, 用锡箔纸包好后于–80 °C保存备用。

1.2   RNA的提取及cDNA文库的合成

RNA提取采取Trizol-plus方法(TaKaRa公司), 采
用PolyATtract® mRNA纯化系统(Promega公司)完成

mRNA的分离工作。将分离后的mRNA按照Reasy 
RNA Cleaning Kit(Qiagen公司)进行浓缩, 试验过程

中严格按照操作说明书进行, 得到的mRNA进行Ag-
ilent 2100生物芯片分析系统分析。采用Reasy RNA 

Cleaning Kit对获得的Fragment产物进行回收。以回收

的mRNA为模板, 用逆转录酶(MMLV)和随机引物进

行反转录, 合成cDNA的第一条链。先取14 µL RNA, 
加入2 µL N6 Radom Primer(400 µmol/L), 68 °C水浴

10 min后加入2 µL DTT、2 µL dNTP、2 µL MMLV 
RTase、6 µL 5×First Strand Buffer和2 µL H2O, 总体

积为30 µL, 42 °C水浴30 min。反应结束后, 向上述

反应液中加入5 µL 10× DNA Polymerase I Buffer、
1 µL DNA Polymerase 1(10 U)、1 µL RNase H(6 U)、
13 µL H2O, 总体积为50 µL, 16 °C温浴 2 h。反应完

毕后, 采用MinElute DNA Cleaning Kit回收产物, 用
于测序。测序工作委托北京奥莱博生物科技有限公

司进行转录组测序, 即高通量454测序, 454测序采用

Roche GS-FLX测序仪配合GS FLX Titanium试剂盒

完成。

1.3   Unigenes序列的获得及分析

经base calling软件将测序得到的原始数据转化

为序列数据, 获得的数据称为raw reads, 结果以sff文
件格式存储起来, 分析前需要将其转换成fasta格式的

文件, 存储为reads序列, 提取的工具采用Roche公司的

sffinfo。采用In-house developed program将addptor
序列去接头, 并采用tagdust(http://genome.gsc.riken.
jp)[16]、Seqclean(http://compbio.dfci.harvard.edu)[17]等

将原始序列中获得的低质量、短序列(<50 bp)、载

体及镶嵌序列等污染序列去除, 最后得到的序列成

为clean reads, 后续的分析都将基于Clean reads数
据。去污染后序列使用Mira[18]、CAP3(http://seq.cs. 
iastate.edu)等序列拼接软件进行拼接, 从而获得s序
列。

1.4   差异表达及相关性分析

Unigenes在样本中的reads被用来表示Unigenes
在该样本的表达丰度, 通过RPM和RPKM[19]值进行

标准化处理, RPKM归一后的表达数据作为后续的

分析对象。将归一化后的倍数绝对值≥2的Unige-
nes作为差异表达的Unigenes, 而倍数绝对值≥2并
且FDR修正值<0.001的Unigenes为显著差异表达的

Unigenes。
1.5   COG/KOG功能注释

COG/KOG被认为是对获得的基因产物进行直

系同源分类的数据库, 每个COG/KOG蛋白都被假定

来自祖先蛋白, 该数据库是基于细菌、藻类及真核

生物具有完整基因组的编码蛋白和系统进化关系进
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2.1(http://www.genmapp.org/)[20]。KEGG Pathway是
Pathway的显著性富集分析, 用来分析基因产物在细

胞中的代谢途径及生物学功能的数据库。KEGG Pa-KEGG Pa-
thway可将基因从生物生化的功能上进行划分, 从而

了解基因参与哪些细胞的活动, 进一步研究基因在

生物学中的复杂行为及意义, 根据KEGG注释信息能

进一步得到Unigenes的显著性富集的Pathway注释。

1.7   红花转录组测序数据的验证

为了验证红花花瓣转录组测序结果的准确性, 
从转录组中获得的Unigenes中随机选取9个Unigenes 
(unigene_rep_c32019、unigene_c16845、unigene_
c16567、unigene_s48497、unigene_c27184、unige-、unigene_s48497、unigene_c27184、unige-unigene_s48497、unigene_c27184、unige-、unigene_c27184、unige-unigene_c27184、unige-、unige-unige-
ne_rep_c20979、unigene_rep_c21005、unigene_rep_
c21224和unigene_rep_c37404)设计特异性引物(表
1), 进行荧光定量PCR分析。将分析结果与测序中的

RPKM进行比较, 确定转录组测序的准确性。荧光定

量PCR反应体系如下: Primix EX Taq 10 µL, Primer F 
(10µmol/L) 0.4 µL, Primer R(10 µmol/L) 0.4 µL, Dye 
II(50×) 0.4 µL, cDNA模板2 µL, H2O 6.8 µL, 总体积

20 µL。采用两步法PCR扩增程序。第一步: 预变性, 
95 °C 30 s; 第二步: 95 °C 30 s, 62 °C 30 s, 30个循环。

反应结束后确认Real-time PCR的扩增曲线和熔解曲

线以及各个样本的不同Ct值, 计算出各个基因的相

表1  荧光定量PCR引物

Table 1  The primers for Real-time PCR
基因

Gene
引物(5′→3′)
Primers (5′→3′)

18S rRNA F: GAG AAA CGG CTA CCA CAT CCA A
R: TCG TTT GAG CCC GGT ATT GTT A

Unigene_rep_c37404 F: CTC CGG TTC TCT CTG TAA T
R: ACC GCA CGT AGC CTG GCG GT

Unigene_rep_c21005 F: GGC CAC TAT CCT ACC ATC GA
R: ATT GCT CGG ATT GAT GCC GGA G

Unigene_rep_c32019 F: CTT GGC GGT GTT TGA TAA AGA
R: CCA GAT GCA GAC AAT TGG T

Unigene_c16845 F: AGA TCT AGA TCT GGT ATC G
R: ATG GAG CAA CAA GCT CAA TT

Unigene_rep_c20979 F: GTT CTT ATT TGT TTC TAA G
R: GCA ACA TGT TCC AAC GGT TGC T

Unigene_c16567 F: GTA GTT CAT CAA ACA ACT C
R: TTG GAT AGC ATG AGC AAG

Unigene_s48497 F: GTA TGC GTG TCT GTG TTT CA
R: ATT CAG CAA CAG TGA CAA

Unigene_c27184 F: GTA CAT CAA GCC TCT ATC G
R: AGA GTC AAG GTG GTT ATG

Unigene_rep_c21224 F: GTG CTG CTG GTT ATG GTG GTG A
R: AGC TTT AGT CCA TGC CTG T

表2  红花转录组中获得的黄酮代谢关键酶基因的候选序列

Table 2  Sequence in flavonoids metabolism of safflower from transcriptome
关键酶基因

Key enzyme
代码

Code
454测序中挑选Unigenes
Unigenes in 454 sequencing

差异表达

Differentially expression
Chalcone synthase 2.3.1.74 Unigene_c16567 (2)

Unigene_rep_c22629 
Up-regulated 

  Unigene_rep_c21289
Unigene_c9855 (-2)
Unigene_rep_c33061 (–2)
Unigene_rep_c32553 (–2)
Unigene_rep_c30381 (–2)
Unigene_c13467
Unigene_rep_c31854 

Down-regulated 

Chalcone isomerase 5.5.1.6 Unigene_c27184  
Anthocyanidin synthase 1.14.11.19 Unigene_rep_c32431 

Unigene_c5812  
Unigene_rep_c20891  
Unigene_c20381 (2)
Unigene_s42103 (2)
Unigene_c2096  
Unigene_rep_c32424 
Unigene_c9873  

Up-regulated 

  Unigene_rep_c35725
Unigene_s48497 
Unigene_rep_c33425 
Unigene_c20561  

Down-regulated

行构建的, 然后将Unigene和COG/KOG数据库进行

比对, 预测Unigenes可能的功能, 并对其做功能分类

统计, COG/KOG注释采用blastx。
1.6   KEGG Pathway功能注释

KEGG Pathway(Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes Pathway)注释采用blastx与GenMAPP 



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

1210 · 研究论文 ·

对表达量。相对表达量的计算方法采取目的基因和

18S rRNA内参基因之间Ct值之间的差值计算, 计算

公式为2–ΔΔCt[21]。

1.8   红花黄酮化合物合成相关基因的挖掘

      在红花的转录组测序结果中获得的Unigenes, 找
到红花黄酮化合物合成途径, 通过对转录组测序结果

的分析, 对KEGG Pathway富集及差异表达分析, 将找

到的到红花黄酮化合物生物合成代谢途径, 根据代谢

通路中获得的注释信息, 找到一些在红花黄酮化合物

合成途径中的一些关键酶基因的候选Uniegenes(表2), 
并设计特异性引物进行Real-time PCR验证。

1.9   红花黄酮化合物合成相关基因的表达分析

 以红花的两个品种“吉红油”和“吉红二号”为
试材, 分别对花蕾期、初花期、盛花期及衰落期进

行相对定量分析。对测序正确的中间片段, 以18S 
rRNA作为内参, 设计特异性引物(表3), 进行荧光定

量PCR分析。

2   结果
2.1   样品准备及RNA提取

为了获得更全面的数据信息, 本研究选择了开

花后第1 d作为初花期, 开花后第5 d作为盛花期(图
1), 于这两个时期取花瓣样品用于测序。提取的总

RNA首先用Nanodrop 2000分光光度计进行RNA浓

度检测, 其浓度为1 124 µg/µL, D260/280的比值为1.96, 
D260/230的比值为1.92, 说明提取的RNA样品纯度较

高。经琼脂糖凝胶电泳检发现, 电泳结果中有明显

的28S和18S条带出现, 无明显拖尾现象(图2), 说明

所获得RNA样品完整性较好, 可用于下一步实验。

2.2   转录组数据产量及拼接结果

初花期和盛花期分别获得583 440和567 884条
序列, 去除低质量、短序列(<50 bp)、载体和镶嵌序

列等污染序列, 最终在初花期和盛花期分别获得用

于分析的577 664和562 930条Clean reads片段, 其平

均长度分别为427 bp和436 bp(表4)。使用MIRA拼

表3  荧光定量PCR引物

Table 3  The primers for Real-time PCR
基因

Gene

代码

Code

引物(5′→3′)

Primers (5′→3′)

18S rRNA GAG AAA CGG CTA CCA CAT CCA A
TCG TTT GAG CCC GGT ATT GTT A

Chalcone synthase EC 2.3.1.74 TTG GAC CAG GTC GAG GAA AAA
AAG ACA CAA GCG CTC GAC ATG

Chalcone isomerase EC 5.5.1.6 AAG ATA CTT GGC AAT GGT TGC G
CGG TAT GCA ACA TGC CGA A

Anthocyanidin synthase EC 1.14.11.19 CAG CCC AAT CAA GCT TTT GC
TGC CGG TGA AGG AGA AGA AA

A: 初花期; B: 盛花期。

A: the early period; B: the full period.
图1  不同开花时期的红花花瓣 

Fig.1  Safflower flower phenotypes of different flowering period 

(A) (B)
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接软件对去处理后的Clean reads序列进行拼接, 获
得Unigenes序列。总计获得51 591个Unigenes, 其中

最长的Unigene是5 109 bp, 平均长度为679 bp。
2.3   差异表达及相关性分析

将Unigenes在样本的reads通过RPM和RPKM值

进行归一化处理, 其中倍数绝对值≥2的Unigenes为
差异表达基因, 倍数绝对值≥2且FDR修正值<0.001
为显著差异表达基因。根据这个处理标准, 在初花

期获得40 139个基因, 盛花期获得39 768个基因, 在
两个时期同时表达的基因有28 316个基因(图3)。测

序结果中, 两个样本间的差异表达分析见图4, 其中, 
红色(上调)和绿色(下调)的点表示显著表达差异的

基因(指差异倍数>2或样本特异性表达), 蓝色的点

表示差异不显著的表达基因。测序结果表明, 差异

表达的基因共有34 464个, 其中上调基因为18 043个, 
下调基因为16 421个。

2.4   COG/KOG功能注释

为了比较样本间基因的功能注释信息, 将差

异表达基因初花期和盛花期的Unigenes进行COG/
KOG比对(图5), 结果表明, 两个样本中注释到各个

功能组中的基因数量基本一致, 没有显著差异。

2.5   KEGG Pathway分析

对所有的Unigenes进行KEGG Pathway富集分析, 
找到红花黄酮化合物代谢途径(图6), 图中带框的表

明是在红花转录组中注释到的信息, 红色表示上调基

因, 绿色表示下调基因。通过对红花转录物组的综合

比对和序列分析, 在合成途径中我们找到了一些在红

花转录组中存在序列的黄酮合成的关键酶基因(蓝色

标示), 包括查尔酮合酶(chalcone synthase, CHS; EC 

图2  红花花瓣总RNA的电泳图

Fig.2  Total RNA from the flowers of safflower

M 1 2

28S

18S

2 000

1 000
750

500

250

100

bp

表4  数据输出与拼接结果

Table 4  Sequencing output and assembly
数据统计

Statistics of data
初花期

Early
盛花期

Full

Low quality 50 67

Short reads (<50 bp) 796 928

Contamination sequences 2 785 2 694

Vector sequences 2 145 1 265

Clean reads 577 664 562 930

Average length 427 bp 436 bp

Early Full

11 823 28 316 11 452

图3  差异表达基因统计

Fig.3  Gene expression statistics
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图4  样品差异表达及相关性分析

Fig.4  The bitmap of correlation and different expressed 
genes in two groups
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图5  样本间的COG/KOG功能分类

Fig.5  COG/KOG distribution of two samples
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图6  红花转录组测序中获得的黄酮代谢途径

Fig.6  Representation of the metabolic pathways for flavonoid biosynthesis in safflower transcriptome
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18S基因的相对表达量为1。Early: 初花期; Full: 盛花期。

The relative expression of 18S is 1. Early: the early period; Full: the full period.
图7  候选unigenes的Real-time PCR验证

Fig.7  Real-time PCR validation of the selected unigenes

A: CHS基因的相对表达量; B: CHI基因的相对表达量; C: ANS基因的相对表达量。ZXM: 吉红油; EH: 吉红二号; blud: 花蕾期; early: 初花期; 
full: 盛花期; fade: 衰落期。

A: reletive expression of CHS; B: reletive expression of CHI; C: reletive expression of ANS. ZXM: Zimeixi; EH: Jihongerhao; blud: the bud period; 
early: the early period; full: the full period; fade: the fade period.

图8  红花黄酮合成途径关键酶基因在不同花期的相对表达量

Fig.8  Reletive expression of the key genes from the flavonoid synthesis in safflower
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2.3.1.74)、查尔酮异构酶(chalcone isomerase, CHI; 
EC 5.5.1.6)和花青素合成酶(anthocyanidin synthase, 
ANS; EC 1.14.11.19)。
2.6   红花转录组测序数据的验证

根据本实验获得的相对荧光定量条件对转录

组测序中挑选的9个基因分别在初花期和盛花期进

行检测, 由图7中可以看出, 候选的9个基因在初花期

及盛花期的表达量均有差别, 除unigene_s48497和
unigene_rep_c20979在初花期的相对表达量高于盛

花期以外, 其他的候选基因在盛花期的表达量均高
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于初花期, 这与红花转录组测序中得到的表达丰度

一致。

2.7   红花黄酮化合物合成相关基因的验证

对挑选的三个关键酶基因中的22个Unigenes
进行RT-PCR验证的结果表明, 查尔酮合酶(unigene_
c16567)、查尔酮异构酶(unigene_c27184)和花青素

合成酶(unigene_s48497)中的三个候选基因获得了特

异性片段, 片段大小分别为197 bp、209 bp、221 bp, 
将其连接到pEASY-T1载体上, 将含有三个基因的载

体菌液送去上海生工生物工程股份有限公司测序, 
测序结果与转录组中获得的序列完全吻合, 说明这

三个候选基因确实存在于红花中。

2.8   红花黄酮化合物合成相关基因的表达分析

由图8中各个基因的相对表达量看出, CHS、
CHI、ANS三个基因在不同品种不同开花时期表现

出明显的差异。查尔酮合酶在两个红花品种中的

各个开花时期的的相对表达量最高, 即使在其表达

量最低的“吉红二号”盛花期, 也要显著高于其他两

个基因的表达量。查尔酮异构酶表达量最高的出现

在“吉红二号”花蕾期, 其次为“吉红油”的初花期和

盛花期, 其他时期的表达量均较低。花青素合成酶

基因在“吉红油”中各个时期都表现相对较高的表达

量, 而在“吉红二号”中, 初花期的表达量高明显高于

花蕾期、盛花期和衰落期, 衰落期的表达量最低。

3   讨论
454测序技术主要的优势在于覆盖深度广, 读长

相对较长, 特别适合一些未知基因组序列的物种[22]。

本研究基于红花黄酮化合物代谢途径的重要性, 对
红花不同开花时期的花瓣进行转录组测序来挖掘与

红花黄酮合成相关的基因, 这些基因的表达可能会

与红花黄酮的合成相关。本研究采用454测序技术对

红花的初花期和盛花期花瓣进行测序, 在两个样本

中分别获得了577 664和 562 930条Clean reads, 平均

长度分别为427 bp和436 bp。获得的数据数量与进行

454测序的金银花[23]和足叶草[24]中得到的数量相当, 
但多于蚕豆[25]中获得的转录本。红花中所有的测序

结果都将为红花的进一步研究提供大量理论数据。

查尔酮合酶(CHS)基因是黄酮化合物合成途径

的第一个关键酶基因, 它参与黄酮合成、色素合成、

抗性等多种生理生化反应。不同的植物、不同的组

织部位及不同时期CHS的表达量不同。红花CHS基

因在不同品种、不同花期的表达量差异较大, 但表

达量都相对较高, 分别在“吉红油”姊妹系的衰落期

和“吉红二号”的初花期表达量最高, CHS在红花的

不同开花时期的相对表达量均高于CHI和ANS, 说明

红花CHS基因在红花黄酮合成中具有非常重要的作

用。本研究中, CHI在“吉红二号”中的表达量呈一定

的规律性, 花蕾期表达量最高, 随着花开放的过程, 
CHI的表达量逐渐下降, 这与蔡雪玲等[26]研究CHI基
因在白花水仙中的表达趋势是一致的。但CHI基因

在“吉红油”中盛花期表达量最高, 而花蕾期表达量

最低, 说明红花CHI基因也可能参与红花花色变化

和色素的合成。花青素合成酶(ANS)作为黄酮化合

物合成通路末端的关键酶, 在花色形成及果实着色

中发挥重要作用[27]。红花的ANS在“吉红二号”中的

花蕾期表达量较低, 在初花期表达量迅速上升, 到盛

花期又下降。红花的初花期为浅黄色, 到盛花期为

橙色, 说明在红花花发育过程中, ANS可能参与花色

的变化, 导致表达量升高又下降, 这与鹤望兰[28]花青

素合成酶基因的表达规律一致。而ANS在“吉红油”
各个开花时期的表达量均较高。以上说明, ANS的
表达在不同品种不同组织中具有一定的差异。

本研究对红花不同开花时期进行转录组测序, 
获得了大量的转录组数据, 并挖掘到红花黄酮化合

物合成途径中的关键酶基因, 为红花的资源开发研

究及黄酮化合物代谢调控研究奠定了基础。
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