
植物研究 2023，43（ 4 ）：481 ~ 492
Bulletin of Botanical Research

RNA-Seq技术在珍稀濒危植物研究中的应用进展
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和浩特 010022； 3. 内蒙古自治区农牧业科学院植物保护研究所，呼和浩特 010031）
摘 要 珍稀濒危植物是自然界当中的重要植物资源，对研究植物系统进化、生态环境恢复、植物抗逆生理、挖

掘优异抗逆基因等方面具有重要意义，但大部分珍稀濒危植物的遗传信息缺乏，严重制约了其保护和利用工作

的开展。珍稀濒危植物的基因组较大、基因信息复杂、遗传背景不清晰，因此对其进行基因组测序相对困难，而

RNA-Seq技术拥有可以对无参基因组物种直接进行测序的优势，近年来在珍稀濒危植物的研究中得到青睐。

文章简介了RNA-Seq技术，综合近年研究总结了RNA-Seq技术在珍稀濒危植物抗逆机制、次生代谢、生长发育

调控及分子标记开发4个主要应用方向的研究进展。此外，还对RNA-Seq技术在珍稀濒危植物研究中的应用前

景进行了展望，同时在此基础上提出珍稀濒危植物转录组新研究思路的可能性。
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Application Progress of RNA-Seq Technology in Rare and Endangered Plants
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Abstract Rare and endangered plants are important plant resources in nature， and play a key role in the study 
of plant phylogeny， ecosystem restoration， plant stress resistance physiology， and the excavation of stress-
resistance genes. However， the lack of genetic information has severely restricted the conservation and 
utilization in most endangered plant. Due to the large genomes， complex genetic information， and unclear 
genetic backgrounds of endangered plants， it is relatively difficult to sequence the genomes of endangered 
plants. In recent years， RNA-Sequencing could directly sequence non-reference genomic species， what makes 
it to be widely used in the study of endangeredplants. In addition， this paper presented the prospect of the 
application of RNA-Sequencing technology in the study of endangered plants and suggested the new ideas of 
transcriptome using in the endangered plants in future.
Key words RNA-Sequencing；endangered plants；stress response；secondary metabolism

中国是世界上野生植物资源受到威胁和破坏

较为严重的国家之一，据统计，中国高等植物中达

到灭绝等级的物种为 52 种，受威胁物种为 3 767

种，其中包括本土物种 2 462种［1］。珍稀濒危植物

的特殊性与重要性决定了其种质资源的宝贵，它

们的药用、生态、育种、观赏等价值不可小觑。目
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前，大部分珍稀濒危植物的物种基因组信息极度

匮乏，遗传资源严重流失，这极大地影响了珍稀濒

危植物的保护与利用，因此珍稀濒危植物的遗传

信息急需被深入研究和开发利用。

随着核酸序列测序技术的提高，基于第二代

测序的RNA-Seq技术已被证明是研究非模式生物

一种高效和经济的方法。对于绝大部分物种为非

模式种的珍稀濒危植物来说，RNA-Seq 技术拥有

无需使用待测物种已建立的基因组数据库便可获

得全部转录本信息的绝对优势，可以揭示植物在

不同生长状态下的调控机制，包括逆境胁迫响应、

生长发育调控、次生代谢途径等。

近几年，第三代测序技术在历经多代更迭后

性能逐渐趋于优化和稳定，相比二代测序，三代测

序利用光学、纳米技术取得了超长读长、无PCR偏

向性、实时测序等优势，同时可以检测基因组表观

修饰与结构变异等位点，已被认为是进行基因序

列组装的理想选择，其中基于三代测序技术的全

长转录组测序（Iso-Seq）是相关研究者当前用于未

知物种进行从头测序组装研究的优先选择方

法［2-3］。RNA-Seq技术对珍稀濒危植物的研究具有

重要意义，从多维度深入挖掘个体或种群生物学

意义的多组学整合研究也在近年来极力推进了各

植物物种的功能基因组学研究发展，使得多组学

整合分析与 Iso-Seq两者同RNA-Seq技术的结合可

能对了解珍稀濒危植物的遗传信息，实现珍稀濒

危植物资源的科学保护与可持续开发利用的前景

提供进一步的重要帮助。

1 RNA-Seq技术的发展与内容

2003 年人类基因组计划顺利完成，也同时标

志着分子研究正式迈入后基因组时代，转录组学、

蛋白质组学、代谢组学等功能组学相继聚集了科

研工作者的目光并被加以创新和应用。其中转录

组学因入手简单、针对性强、覆盖面广等明显优

势，率先成为功能组学中的领先者。转录组学是

从整体水平上研究细胞中基因的转录调控规律，

发现生物个体在特定时刻或特定组织下基因表达

情况，从而揭示特定生物学过程的一门学科［4］。与

基因组不同，转录组即使在正常的生命活动（如细

胞分裂、分化）中也会做出响应，使转录水平上相

关基因表达量发生迅速且明显的变化［5］。因此探

索目标生物的基因功能时，可在转录水平上，通过

对比基因在不同时间、空间或干扰程度的表达水

平，来了解其编码蛋白质的活性，以及发现相关的

调控机制及更广泛的信号通路和生化途径的线

索。自 1996 年转录组学这一概念提出后，次年

Velculescu等［6］利用 Sanger测序技术对酿酒酵母细

胞开展首次转录组测序试验，同时提出将转录组

测序应用于分析真核生物的正常、发育和疾病等

状态下基因功能信息的预想。随着科技的发展进

步，DNA芯片、基因表达系列分析（SAGE）、大规模

平行测序技术（MPSS）等转录组研究技术不断涌

现，但因操作复杂、准确度低、价格昂贵等限制因

素未得到广泛使用［7］。伴随研究需求的愈加提高，

2005 年以瑞士 Roche454 为开端的二代测序平台

正式迈入全球市场，随后众多二代测序技术平台纷

纷上市，如美国 Illumina GA、HiSeq、ABI SOLiD，中

国华大 BGISEQ、DNBSEQ 等。十多年来二代测序

技术的不断完善与革命性进步，推动着转录组测序

发展成为最具应用市场与发展势头的研究方法。

目前，基于二代测序的转录组测序方法统称

为 RNA-Seq 技术。该技术将收集的待测样本总

RNA经片段化后反转录合成 cDNA，进行末端修复

和连接接头后再通过 PCR 富集到目标丰度，接着

在测序平台上机测序，测序完成后将测序仪产出

的原始数据进行整理，进一步展开序列数据的生

物信息学分析（图 1）。相较于DNA芯片、SAGE和

MPSS 技术，RNA-Seq 技术不仅具有高读长、高通

量、高准确性的特点，且它的动态检测范围更宽，

分辨水平能够达到单核苷酸，不存在杂交技术中

荧光信号产生的交叉反应问题［8］。在检测过程中，

RNA-Seq 技术可以及时发现新基因，方便捕获基

因融合、可变剪接、简单重复序列（SSR）、单核苷酸

多态性（SNP）等特征位点。最值得注意的是，

RNA-Seq技术不局限于检测已有基因组信息的物

种，在测序过程中无需预先设计探针，对于没有参

考基因组或参考转录本的物种，测序得到的 reads
会进行重新组装，生成可直观表现每个基因的转

录结构及转录表达水平的转录图谱，提供更精准

可观的数字化信号［9］。如今RNA-Seq技术已广泛

应用在各领域学科研究中，其中植物转录组学研究主

要集中应用于新基因的挖掘、分子标记的开发、基因

家族鉴定及进化分析、转录图谱绘制、代谢途径确定

等方面，为研究目标基因表达模式、鉴别差异基因、发

展分子标记等提供了大量有效数据。
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2 RNA-Seq 技术在珍稀濒危植物研究中

的应用

珍稀濒危植物大多物种古老，遗传背景复杂、

基因杂合性高，因此对此直接进行基因组测序研

究存在不少技术难关和空白。相对而言，转录组

测序技术的完成度和准确度更高，目前已利用

RNA-Seq 技术对多种珍稀濒危植物完成了测序，

如蒙古沙冬青（Ammopiptanthus mongolicus）、长叶

红砂（Reaumuria trigyna）、铁皮石斛（Dendrobium 
catenatum）等。RNA-seq 技术推动了珍稀濒危植

物在分子水平进行保护与开发工作的研究进展

（图 2），为深入探索珍稀濒危植物的抗逆机制、生

长发育调控、次生代谢途径、分子标记开发等方面

奠定了基础。

2. 1　在抗逆机制中的应用　在抗逆机制中的应用

大部分珍稀濒危植物在地势严峻、气候极端

的自然条件下繁衍进化，因生存环境极端恶劣，所

遭受的生物胁迫（如虫害、杂草危害等）较少，但会

经常遭受盐、干旱、温度、紫外线（UV）等多种非生

物胁迫［10］。珍稀濒危植物在长期响应这种恶劣生

境的过程中，其形成了独特的抗逆机制，是深入研

究植物抗逆机理、挖掘抗逆基因资源的优良材料。

在研究珍稀濒危植物的抗逆机制过程中，可以利

用 RNA-Seq 技术对珍稀濒危植物进行转录组测

序，通过比对各大数据库的已知序列，将获得的数

据 进 行 基 因 功 能 注 释 ，筛 选 差 异 表 达 基 因

（DEGs），搭建待测植物转录组信息平台，筛选与

逆境响应有关序列，从而挖掘珍稀濒危植物中的

次生代谢通路、关键酶、信号转导机制以及功能基

因等抗逆途径（图 3）。Li等［11］应用 Illumina HiSeq 
2000测序平台进行转录组双末端测序来分析生活

于沿海地区的濒危植物北沙参（Glehnia littoralis）
的耐盐机制，经 de nove拼接获得 105 875条Unige‐
nes，共鉴定出 10 335条 DEGs，发现了可能在北沙

参的耐盐应答中发挥作用的 151 个转录因子及

524 条参与植物激素信号转导通路和 30 条参与

Ca2+信号转导有关的 Unigenes。藏边大黄（Rheum 
australe）生长于喜马拉雅山脉高海拔地区，长期适

应于极端环境，了解藏边大黄对极寒强光的适应

机制具有重要生态价值。Mala等［12］对自然生境下

与 4 ℃、25 ℃培养环境下的藏边大黄进行转录组

研究，发现了组氨酸蛋白激酶与细胞壁连接类受

体激酶可能通过参与控制藏边大黄体内的细胞分

裂素和乙烯的合成信号，以及果胶的跨膜运输来

达到维持冷刺激下平衡细胞内外渗透压的目的，

超氧化物歧化酶、谷胱甘肽-S-转移酶等几种抗氧

化酶则减少藏边大黄在极端环境中体内活性氧过

图1　RNA-Seq主要技术路线及分析流程

Fig.1　Main technical route and analysis process of RNA-Seq
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量而受到的伤害，赤霉素、脱落酸、乙烯、油菜素内

酯和生长素的调控机制则帮助了藏边大黄在其生

态位的适应性，另外酚类物质、木质素的次级代谢

可能与藏边大黄适应强UV环境也有着密切关系。

在利用转录组数据分析珍稀濒危植物抗逆机制的

后期，针对性挖掘物种功能基因，进一步开发优异

的抗逆遗传资源。Sun等［13］基于新疆沙冬青（Am⁃
mopiptanthus nanus）的干旱胁迫转录组数据，分离

得到一个与拟南芥 DHN 基因高度同源的 AnDHN
基因，将此基因在拟南芥中进行过表达发现，转

基因拟南芥的根系结构、保水性能、渗透调节能

力、活性氧清除能力、抗旱性及耐盐性均显著提

高，表明于新疆沙冬青中得到的 AnDHN基因可能

是提高作物非生物胁迫耐性的优异候选基因。

除此之外，还有华石斛（Dendrobium sinense）、白梭

梭（Haloxylon persicum）等其他珍稀濒危物种的逆

图2　珍稀濒危植物的RNA-Seq技术应用现状

Fig.2　Application status of RNA-Seq technology in rare and endangered plants

图3　珍稀濒危植物抗逆机制的RNA-Seq研究框架

Fig.3　Framework for RNA-Seq technology on stress resistance mechanisms in rare and endangered plants
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境适应机制已被初步揭示（见附表）［14-19］。大量研

究报道均说明 RNA-Seq 技术能够快速且准确预

测植物对逆境适应的相关因子，更多珍稀濒危植

物物种适应逆境的特殊机制正被揭示，关键功能

基因也正逐渐被提取克隆，这对植物逆境生物学

领域与抗逆作物品种选育研究领域有着至关重

要的意义。

2. 2　在次生代谢中的应用　在次生代谢中的应用

植物的次生代谢发生在植物体的整个生命活

动周期中，许多来自植物次生代谢产物的活性化

合物经常作为药类成分的重要来源而被广泛提取

和使用，但由于许多药用植物种群数量原本稀少

或者人类过度开采导致减少，使得濒临灭绝的药

用植物种类在连年增长。利用RNA-Seq技术可以

获得濒危药用植物的转录本信息，通过KEGG、GO
富集等分析方法，确定活性化合物代谢通路，同时

挖掘其中的相关调控基因和关键酶。Poursalavati
等［20］通过分析伊朗本土濒危药用植物 Dracoceph⁃
alum kotschyi的转录本数据，系统明确了该植物中

含有的高价值次生代谢物甲氧基黄酮的合成途

径。Vashisht 等［21］分析胡黄连（Picrorhiza kurroa）
转录组数据发现了10个能够通过结合基因或受环

境影响而调控胡黄连糖甙积累过程的转录因子，

这一发现为制定酶和转录因子联合的方法提高体

外培养胡黄连中胡黄连糖甙的产量提供了重要帮

助，也意味着 RNA-Seq 技术对人工调控活性化合

物的代谢通路，保障濒危药用植物资源可持续再

生及体外合成活性化合物等具有重要意义。另

外，一些研究同样表明，植物的次生代谢产物对植

物自身适应环境的生存能力有着直接的助益，

RNA-Seq技术同样揭示了珍稀濒危植物在应对生

存压力时次生代谢产物的重要性。珍稀泌盐植物

长叶红砂（Reaumuria trigyna）是一种生长于我国

阿拉善-西鄂尔多斯地区的濒危小灌木，Dang等［22］

对比了盐胁迫处理前后的长叶红砂转录组数据，

发现苯丙烷类和黄酮类生物合成途径的代谢通路

及相关代谢产物可能在长叶红砂于高盐状态下维

持自由基平衡和膜完整起到了重要作用。除上述

几个物种外，还在奇南沉香（Aquilaria malaccen⁃
sis）、海南粗榧（Cephalotaxus hainanensis）等珍稀濒

危植物的次生代谢研究中取得了显著成果（见附

表）［23-28］。通过研究表明，基于 NGS 的 RNA-Seq技

术可以在缺乏物种基因组信息的情况下研究珍稀

濒危植物的重要次生代谢途径相关基因的表达变

化情况，对深入理解珍稀濒危植物在应对环境压

力时的次生代谢调控机理发挥了重要作用；并且

通过与生化、医药等学科的结合，在近10年中帮助

濒危药用植物的探索取得了许多重要研究成果，

对未来濒危药用植物的育种扩繁计划提供了新的

设计思路。

2. 3　在生长发育调控进程中的应用　在生长发育调控进程中的应用

植物体的生长缓慢、结籽困难、花药败育、种

子休眠等自身生物学特性障碍是造成种群数量

少、种群难以进行修复和更新，导致物种处于濒危

状态的主要原因之一。利用RNA-Seq技术对植物

生长某一阶段的组织、器官或个体进行测序，通过

各大数据库进行序列富集/注释，分析 DEGs，挖掘

关键基因或通路，进而针对性地找出导致濒危的

主要因素。金线兰（Anoectochilus roxburghii）种子

极细小且胚发育不完整，在野外必须依靠与真菌

共生来萌发，这是金线兰有性繁殖困难的最主要

原因。Liu 等［29］对金线兰的共生与非共生种子进

行了转录组测序，筛选出 11 881 条显著表达的

DEGs，发现其中有 6 条赤霉素介导的 GA-GID1-

DELLA 信号通路相关基因，表明这 6 条基因的表

达受到了菌根真菌的诱导，可能在金线兰种子共

生萌发过程中发挥着重要功能。珙桐（Davidia in⁃
volucrat）的种子多败育是其种群数量稀少的关键

原因，Li等［30］在 Illumina HiSeq 2500平台对正常种

子与败育种子进行转录组测序分析，通过分析

DEGs，推断珙桐种子的败育与母本控制的珠被发

育有着密切的联系，而 MYB 转录因子、WRKY 转

录因子，受体蛋白激酶以及漆酶是此过程中重要

的调控因子。Liu 等［31］通过分析濒危植物掌叶木

（Handeliodendron bodinieri）的雌性和雄性花的转

录组测序数据，在3个不同花期鉴定出的调控掌叶

木雄蕊败育的差异表达转录本中发现了14个与花

药发育以及减数分裂相关的基因，包括 HbGPAT、
HbAMS、HbLAP5、HbLAP3、HbTES、HbML5 等。以

及在其他珍稀物种刺五加（Eleutherococcus sentico⁃
sus）［32］和黄牡丹（Paeonia lutea）［33］的研究中也取得

了相应突破（见附表）。部分珍稀濒危植物因外观

在自然状态下长势奇特使其具有极高的观赏价

值，如花色变异、叶形变异等性状，RNA-Seq 技术

在帮助探究此类观赏性濒危植物外观发生变异的

生长调控机制中同样发挥了重要作用。带叶兜兰
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（Paphiopedilum hirsutissimum）是著名的观赏性濒

危植物，Li等［34］发现编码F3H的2个基因以及编码

CHS 的 1 个基因严重下调，致使花青素积累量降

低，从而导致了带叶兜兰白化瓣表型特征的出现。

蒋景龙等［35］为探究濒危观赏植物秦岭石蝴蝶（Pet⁃
rocosmea qinlingensis）的花器发育调控机制，应用

Illumina HiSeq 2500 平台对正常花朵与变异花朵

进行转录组测序，经过NR比对、GO富集等分析方

法，发现秦岭石蝴蝶的花朵变异与植物激素信号

转导、苯丙烷生物合成、类黄酮生物合成等 7个通

路 相 关 ，并 确 定 了 PqMIF2、PqMYB340、Pq⁃
MYB305、PqGATA12、PqCCD4 和 PqZBED 6 个与秦

岭石蝴蝶花器发育相关的基因。研究证实，通过

RNA-Seq技术能够在珍稀濒危植物中高效筛选出

调控发育关键基因，在阐释植物体特化性状的形

成原因和遗传规律等方面提供了大量理论支持。

2. 4　在分子标记中的应用　在分子标记中的应用

近年来分子标记技术的发展愈加完善，使用

其获得物种遗传信息、评估遗传资源结构等，并提

出相关保护方案，是研究珍稀濒危植物遗传多样

性的常用方法。大多数珍稀濒危物种的 SSR 位

点、SNP 位点、表达序列标签（EST-SSR）等信息相

对匮乏，利用 RNA-Seq 技术能获得大量序列信息

用来进行位点筛选，且 RNA-seq 技术检测出的位

点两翼区域较为保守，有助于为珍稀濒危植物的

遗传结构分析、推测物种迁移路线、相近种属间的

分类及后续分子标记育种等方面奠定基础［36］。目

前，已在部分珍稀濒危物种的研究中得到实际应

用，详见附表［37-50］。例如，Xu 等［37］利用 Ion Torrent 
PGM 平台对铁皮石斛（Dendrobium officinale）进行

转录组测序，使用 MISA 在 7 332 条 Unigenes 中检

测出 8 527 个 SSR 位点，有 17 对引物在 68 对随机

特异性引物中表现多态性，且 17个位点均成功完

成跨物种转移测试，表现出这些位点具有高度多

态性与可迁移性，是下一步研究铁皮石斛系统发

育的重要工具。Liu 等［38］分离了濒危物种白桂木

（Artocarpus hypargyreus）中 10个新的多态性 SSR位

点，这些位点将有助于研究白桂木的种群结构及

波罗蜜属等相近种属间的遗传结构。Li等［39］应用

Illumina HiSeq 2000平台和 SSR Locator软件，在台

湾穗花杉（Amentotaxus formosana）中检测出 4 955
个潜在 EST-SSR 位点，并进一步借助筛选出的 23
个在穗花杉属物种间具有多态性和转移性的EST-

SSR 位点进行遗传结构分析，证实了华西穗花杉

（Amentotaxus argotaenia）和台湾穗花杉为独立物

种，云南穗花杉（Amentotaxus yunnanensis）与山地

穗花杉（Amentotaxus poilanei）是同种物种。Hu［40］

利用已公开的濒危植物甘草（Glycyrrhiza uralensis）
转录组数据库，检测出30 030个潜在SNPs，根据多

态率，能进一步得到约 15 500个 SNP位点，可在后

续甘草野生型研究中用于高通量基因分型分析系

统，有助于评估甘草的保护遗传资源及分子标记

辅助育种。这些研究证明了RNA-Seq作为一种高

效的分子研究技术，非常适宜于珍稀濒危植物的

分子标记开发。

3 RNA-Seq 技术在珍稀濒危植物研究中

的应用前景

3. 1　珍稀濒危植物种质资源保育与利用　珍稀濒危植物种质资源保育与利用

随着全球气候的变化及人为因素的影响，许

多濒危植物的生长环境受到严重破坏，如土地过

度开采导致植物原本分布区缩小，由于人类过度

放牧，作为牧草的濒危植物遭受牲畜啃食，导致种

类与数量愈发紧张。其中部分濒危植物的药用、观

赏、育种、环境治理等价值显著，可进行人工扩大生

产，实现通过利用促进保护和发展。目前人工野生

栽培濒危植物已有成果，但其中存在不少的种质资

源杂乱、退化等现象，这就要求对其生长机制、遗传

体制、活性成分等进行准确的研究和归纳。因此，

我们能够运用RNA-Seq技术，在获得物种的转录组

信息的基础上，分析对比不同地区种源的遗传多样

性，可以实现针对性的对种质资源进行保护和修

复。另外在转录组水平上探究种源间的特性差异，

预测并筛选出在特定生长环境中能表现出长势健

康、适应性强、抗逆能力显著、活性成分含量高等优

异的种质资源，进行扩大栽培，能够为更好地实现

珍稀濒危植物可持续利用及后续研究奠定基础。

通过获得国内外濒危植物转录组信息，对各珍稀

植物种质资源进行收集、归纳、评估，分析种质资

源间遗传结构的联系与异同，这能更进一步拓展

我国植物种质资源的遗传多样性，对于提高林木、

花卉、牧草、农作物和中草药等的育种效率以及改

善人类生活的生态环境具有重要意义。

3. 2　结合第三代测序技术　结合第三代测序技术

目前珍稀濒危植物转录组研究绝大部分是基

于二代测序技术展开进行，随着生物、医学等领域
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研究的不断突破和持续深入，人们逐渐发现在二

代测序技术的实验过程中，存在 PCR 扩增的模板

迁移、碱基错配、GC偏好性等现象，会导致测序结

果出现偏差，使得二代测序技术存在了难以避免

的缺陷［51］。另外，很多珍稀濒危植物的基因组庞

大而复杂，常常包含高度重复序列区域，且珍稀濒

危植物具有众多古老而未知的孑遗物种遗传背

景，在没有参考基因组的情况下，利用二代测序技

术来针对珍稀濒危植物物种生成高质量的组装序

列通常是巨大的挑战。

近几年新兴起的 Iso-Seq 测序，是使用第三代

测序来获得转录本全长序列的转录组测序技术。

由于三代测序是单分子超长测序，读数更长更完

整的同时也有效规避了二代测序中 PCR 扩增、序

列组装过程带来的不确定性，但因其通量远低于

二代测序，因此研究人员常利用二代测序来辅助

修正三代测序，即二、三代联合测序成为当前最理

想的选择。目前，基于 RNA-Seq 与 Iso-Seq 联合测

序的方法参与植物转录组的研究已有一定数量，

虽然其中与珍稀濒危植物相关的研究较少，但研

究成果较为显著。例如：Zhang等［14］同时利用二代

Illumina和三代 PacBio Sequel平台，对干旱胁迫处

理前后的濒危植物海南华石斛（Dendrobium si⁃
nense）植株进行转录组联合测序，分析后确定嘌呤

代谢与苯丙烷类生物合成途径在华石斛响应干旱

胁迫过程中起到关键作用；Wang等［24］同样对濒危

植物铁皮石斛（Dendrobium officinale）的叶片与原

球茎样体进行转录组测序对比分析，确定了其多

糖、生物碱和类黄酮等活性化合物的生物合成途

径中的关键基因，同时首次在铁皮石斛叶片中发

现了编码生物碱合成酶异胡豆苷-β-D-葡糖苷酶、

缝籽木榛合成酶、Vinorine合成酶的基因。这些研

究成果充分验证了 Iso-Seq技术在珍稀濒危植物转

录组测序研究中的可行性。

当前第三代测序技术正不断发展完善，以美

国 PacBio RS、PacBio Seque 和英国 ONT GridION 
X5、MinION、PromethION 为代表的三代测序平台

已颇为成熟。Iso-Seq技术的研究内容已有转录本

结构分析、差异基因筛选、基因调控机制、新基因

预测、可变剪接位点检测等方面，在模式植物高粱

（Sorghum bicolor）［52］、野草莓（Fragaria vesca）［53］，非

模式植物甘蔗（Saccharum officinarum）［54］、黄芪

（Astragalus membranaceus）［55］等物种中得到了实际

应用。相信未来在三代测序技术的加持下，拥有

独特优势的 Iso-Seq技术将为珍稀濒危植物的全长

转录组库建立、基因注释完善、优异基因挖掘等研

究工作开辟更多新的领域。

3. 3　开展多组学整合分析　开展多组学整合分析

在测序技术不断进步及生物信息学分析手段

持续革新的形势下，组学技术已经帮助人类解决

众多生命现象的难题。在组学发展早期，众多研

究是围绕单项组学进行，但由于生命体自身的复

杂性，导致人们逐渐发现在单一层次探索生命活

动的变化难以得到可靠的研究成果［56］。因此，除

了对珍稀濒危植物开展转录组等单项组学研究

外，还可以在此基础上与其他组学进行整合并联

合分析，各项组学技术拥有的不同特点能够弥补

单组学的局限性，进一步在系统层面实现更加透

彻与具体的探索珍稀濒危植物生命活动现象的可

能性。蛋白组测序技术和代谢组测序技术在珍稀

濒危植物的相关研究中同样发挥了重要作用。已

有研究表明，植物的大部分生物学过程（如金属胁

迫响应、种子萌发等）的变化通常主要为蛋白质表

达水平变化的结果，这种变化难以在基因组或转

录组水平被完全捕捉，因此利用蛋白组测序技术

阐明特定状态下珍稀濒危植物体中蛋白质的种类

与作用关系是必要的研究手段［57］。目前已有 Ca⁃
riniana legalis［58］、胡黄连（Picrorhiza kurrooa）［59］、牛

皮杜鹃（Rhododendron chrysanthum）［60］等物种的蛋

白质组被测序，这些测序结果对于分析该物种的

抗逆、种子萌发、胚胎发育等机制具有重要作用。

不少珍稀濒危植物中含有高价值的药用代谢产

物，具有极大的开发利用研究价值，而代谢组能帮

助其产物鉴定、品种选育、代谢网络等方面的深入

研究［61］，如已有研究者对云南红豆杉（Taxus yun⁃
nanensis）［62］、锁阳（Cynomorium songaricum）［63］、印

度没药树（Commiphora wightii）［64］等濒危物种进行

了代谢组研究并取得显著成果，意味着代谢组学

是开展珍稀濒危植物研究的必然选择。除了转录

组、蛋白质组和代谢组3种已经被应用在珍稀濒危

植物研究中的组学技术以外，其他一些组学研究

手段同样具有很好的应用前景。例如，表观遗传

组学以探究DNA序列在没有改变的情况下基因表

达量、表达位置发生变化且发生后代遗传现象的

原因为目标，在将来探索珍稀濒危植物表型可塑

性与环境适应性关系，以及对剖析植物体生长形
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态发生过程，实现珍稀濒危植物的人工扩繁具有

重要意义［65］。单细胞组学作为当下新起之秀，利

用单细胞转录组技术得到单个细胞的全部转录本

信息，不仅能够更加准确地解释单个细胞中的基

因表达情况，同时能揭示其他组学无法处理的细

胞异质性现象，为珍稀濒危植物鉴定细胞类型、推

断细胞分化轨迹以及单细胞水平上对环境响应机

制的研究提供更全面的数据支持［66-67］。

当前关于珍稀濒危植物多组学整合分析研究

报道的数量屈指可数，未来人们在符合自身研究

需求的前提下，可以对珍稀濒危植物开展转录组

及其他组学技术间的整合，在不同研究方向提出

新的转录组学研究思路，同时也多加弥补珍稀濒

危植物在各项组学研究领域中的数据欠缺与空白

（图 4）。Li等［68］整合了转录组与蛋白质组来了解

濒危植物疏花水柏枝（Myricaria laxiflora）的水淹

适应机制，得到了疏花水柏枝在淹水至淹后恢复

过程 9个时间点中的基因与蛋白质显著动态与阶

段性表达的数据，最终分析出水淹下的疏花水柏

枝分别在不同阶段发挥抗逆效果的基因和通路。

Kan 等［69］对广西地区珍贵树种紫荆木（Madhuca 
pasquieri）展开了转录组与代谢组学整合分析，对

比刚萌发后幼苗 5 个阶段的数据变化，通过加权

基因共表达网络分析以及对转录组、代谢组数据

的联合分析，推测出紫荆木在幼苗时期体内累积

的黄酮类化合物抑制PIN4基因的表达，阻碍了幼

苗时期紫荆木体内生长激素正常的极性运输，揭

示了其幼苗生长缓慢，种群更新能力极弱的原因

之一。这些研究成果（详见电子附件）为各自物种

进行科学有效的保护提供了理论帮助，同时也为

日后开展更多珍稀濒危植物多组学整合分析的研

究提供了借鉴。

4 结语

近年来濒危物种的数量与日俱增，对其进行

科学合理的保护已迫在眉睫，而目前在众多珍稀

濒危植物资源中，已研究和挖掘的物种仍然是屈

指可数，还有很多珍稀濒危植物的宝贵遗传资源

亟待开发。总而言之，大量研究报道表明 RNA-

Seq 技术是深入剖析珍稀濒危植物资源的基因信

息并揭示其遗传本质的高效工具。另外，随着研

究深度的需要，与多组学技术的整合能够更全面

的为珍稀濒危植物的逆境响应、次生代谢途径等

生化遗传育种方向的研究提供更全面的数据资料

及新的研究思路，从而对珍稀濒危植物合理高效

的保育和利用发挥重要作用，并为日后保护生态

环境以及资源的可持续发展贡献有力的理论基础

保障。

本文关于珍稀濒危植物部分物种的转录组研

图4　珍稀濒危植物转录组学研究思路

珍稀濒危植物转录组研究步骤主要包括珍稀濒危植物样本的制备、转录组数据的提取、转录组测序、转录组遗传图谱合成、数据筛选等。

另外，转录组学还可与基因组、代谢组、表型组、蛋白质组及单细胞组学等进行多组学整合，在珍稀濒危植物的逆境适应机制、次生代谢通

路、生长发育调节、分子标记开发、种质资源保育等研究方向进行分析

Fig.4　Research ideas on transcriptome of rare and endangered plants
Transcriptome research steps of rare and endangered plants mainly included sample preparation，extraction of transcriptome data，transcriptome se‐
quencing，synthesis of transcriptome genetic map，data screening，etc. In addition，transcriptomics could be the integrated with genome，phenome，
proteome，metabolome and single-cell omics to analyze the stress adaptation mechanisms，secondary metabolic pathways，growth and development 
regulation，development of molecular markers，conservation of germplasm resources of rare and endangered plants
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究成果见附录（http://bbr.nefu.edu.cn/CN/10.7525/j.
issn.1673-5102.2023.04.001）
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