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中国沙棘雌雄株叶片 RNA-Seq转录组分析
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摘 要 应用 Illumina HiSeq测序技术，对中国沙棘雌雄株叶片分别进行了转录组测序，实验共获得 48.31 G
有效数据，平均错误率为 0.015%。经 Trinity软件混合拼接后共得到 320 876 条 Transcripts和 187 362 条

Unigenes，平均长度分别为 808 bp和 588 bp，最大长度均为 17 291 bp。将 Unigenes与公共数据库进行比对，得

到注释的 Unigenes为 104 926条，占总数的 56%。转录组数据经搜索共得到 33 248个微卫星标记。中国沙棘

雌株和雄株转录组基因表达量差异比较数据显示，雌雄样本间表达差异基因共 92 970个。上述工作不仅为中

国沙棘的基因克隆和基因挖掘提供了基础数据，也为初步阐明中国沙棘性别决定的分子机制打下了基础。
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Abstract In this study, Illumina HiSeq high-throughput sequencing technology was applied to get the transcri-
ptome from leaves of female and male Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis, and 48.31 Gb effective data was
obtained with an average error rate of 0.015%. After assembly by the software Trinity, a total of 320 876 unigenes
and 187 362 transcripts were generated, corresponding to maximum length of 17 291 bp both, the average length
of 588 bp and 808 bp respectively. Using Blastx against the public databases, 104 926 unigene were annotated at
least one databases, accounting for 56% of the total. In addition, 33 248 potential SSR loci were detected
throughout the transcriptomic data. The gene expression analysis between the two transcriptomes revealed that
92 970 genes expressed differentially between male and female samples. This work provides basic data for the
gene cloning and gene mining, as well as to investigate the sex-determining mechanism of dioecious Hippophae
rhamnoides L. subsp. sinensis.
Keywords Hippophae rhamnoides L. subsp. sinensis, Transcriptome, SSR, Differentially expressed genes
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沙棘，是沙棘果实和整个植株的通俗称呼和统称。

植物沙棘从植物分类学上属于桃金娘目胡颓子科沙

基因组学与应用生物学，2019年，第 38卷，第 12期，第 5516-5526页

棘属，是一种落叶性灌木(廉永善和陈学林, 1996)，其
适应能力很强。中国沙棘是沙棘的亚种，也是最主要



棘性别决定和分化的分子机制打下工作基础。

1结果与分析

1.1中国沙棘叶片总 RNA提取

分析 1%琼脂糖凝胶电泳结果(图 1)，28 S和 18 S
条带明亮，无明显降解，表明提取的中国沙棘叶片

RNA 完整性较好；经过 Agilent 2100 生物分析仪、

Nanodrop 2000 超微量分光光度计检测和 Qubit 2.0
Fluorometer荧光定量仪精确定量表明，RNA样品的

完整性、纯度和浓度均达到符合 HiSeq-PE150转录组

测序要求，所有样品 RIN值均在 8.0以上，OD260/280为

2.0~2.1，28S/18S为 1.7~2.4，RNA样品浓度>300ng/滋L，
RNA总量>9 滋g (表 1)。

1.2测序数据质量

通过 Illumina HiSeq-PE150高通量测序，将拍照

捕获的 BCL格式荧光图像文件经 CASAVA碱基识

别转化为原始测序数据(Sequenced Reads)，该数据由

描述性文字、碱基序列、测序标识符和对应碱基的测

序质量信息四部分组成。测序所得的原始数据，由于

建库方法、测序仪器自身和测序方法的原因，序列中

会含建库时加入的接头(Adapter)的和一小部分低质

量的 Reads (测序碱基质量值 Qphred臆20 的碱基数

占 Reads一半以上)。为了防止后期信息分析出现错

误，必须删去带接头的和低质量 Reads，还要删去未

明确碱基类型比例大于千分之一的 Reads，这种去除

无效数据的 Reads称为清洁数据(Clean reads)，后续

所有分析都基于清洁数据。各 3 份中国沙棘雄株和

图 1中国沙棘雌雄株叶片总 RNA的琼脂糖凝胶电泳分析

注: M: Trans 2000 Plus Marker; 1,6: Male-1, Female-3 稀释 3
倍,上样 1 滋L; 2~4: Male-2, Male-3, Female-1稀释 5倍,上样

1 滋L; 5: Female-2稀释 10倍,上样 1 滋L
Figure 1 Agarose gel electrophoresis analysis of total RNA in fe-
male and male leaves of Hippophae rhamnoides L.
Note: M: Trans 2000 Plus Marker; 1 and 6: 3 times dilution of the
sample Male-1 and Female-3, 1滋L volumes was uploaded; 2~4: 5
times dilution of the sample Male-2, Male-3 and Female-1, 1 滋L
volumes was uploaded; 5: 10 times dilution of the sample Fe-
male-2 , 1滋Lvolumeswas uploaded
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品种，分布和种植面积最为广泛。沙棘是药食同源且

具有防风固沙等多种用途的特色经济植物，富含多

种矿物质和维生素，素有“维生素宝库”之称(鲁长征

等, 2008)。沙棘具有祛痰利肺、消食开胃、活血散瘀、

消炎止痛等功效(陈卫平和李毅敏, 2005; 包桂兰等,
2009)。中国是沙棘资源大国，其分布面积占世界沙棘

总面积的 95%以上。青海是沙棘的种群发源地和原

料主产区，享有“世界沙棘看中国，中国沙棘看青海”

的美誉，现有沙棘资源 15.34 万公顷，占全国沙棘资

源总量的 10%左右(利毛才让, 2012)。经过现代医学

研究证实，沙棘具有抗缺氧、抗疲劳、防辐射等医疗

保健潜力(Goel et al., 2005; Narayanan et al., 2005;
Shukla et al., 2006;逄蕾, 2009; Ni et al., 2013)。由于

青海的高海拔和特殊的气候环境，造就了青海沙棘

富含多类活性物质且物质活性强、有效成分含量高

的特点，具备广阔的开发前景和经济价值。

RNA-Seq (转录组测序技术)借助逆转录酶，首先

将特定组织或细胞中 mRNA为模板，以 6 碱基随机

引物反转录单链 cDNA，继而通过 PCR扩增和纯化

得到高质量文库，最终通过高通量测序，获得 RNA
序列信息。基于高通量转录数据，可以通过比较不同

组织(细胞)的读段(Reads)数差异来鉴别出差异表达

基因；借助于强大的基因注释数据，还可以识别并发

现新的转录本、可变剪切和基因结构变异等(祁云霞

等, 2011)。转录组测序是目前较为成熟、效费比高且

应用广泛的高通量测序技术，能全面而快速地反映

某一组织(细胞)在某一特定时空下的的转录组数据。

如通过不同生境(贫瘠和肥沃土壤)、不同处理(正常

组,模型组和给药组)和不同发育阶段(幼虫, 成虫,结
茧和飞蛾)中转录组数据对比分析研究可为揭示其差

异形成的机制指明研究的方向。转录组数据的拼接

和组装可以不依赖参考基因组，这种技术优势为非

模式植物功能基因的研究和深度挖掘提供了有效手

段(姜福星等, 2017;刘杰等, 2017)。通过 RNA-Seq测
序不仅可以获得大量转录本序列信息，同时这些序列

也为分析微卫星 SSR (Simple sequence repeats)和单核

苷酸多态性 SNP (Single nucleotide polymorphisms)等
分子标记提供了基础数据。中国沙棘是一种典型的

雌雄异株植物(Ainsworth, 2000)，为沙棘进化和演替

的原始类群，是研究植物雌雄性别进化的合适材料。

本研究对中国沙棘雌雄株叶片进行转录组测序分

析，组装 Unigene 数据库，通过对比分析中国沙棘雌

雄株中差异表达基因，以期将来能筛选出参与调控

中国沙棘性别决定的候选基因，为将来揭示中国沙
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至 2 000 bp以上，其中 200 bp至 300 bp 区间分布最

多(分别为 83 315 和 107 765) (图 2)。Unigenes 和
Transcripts序列的平均长度分别为 588 bp和 808 bp，
最大长度均为 17 291 bp。

1.4基因功能注释

将Unigenes 序列分别与 Nr 非冗余蛋白质序列

数据库，Nt 核酸序列数据库，Pfam 蛋白质结构域数

据库，KOG/COG同源蛋白簇数据库，Swiss-Prot蛋白

质序列数据库，KEGG 日本京都基因和基因组百科

全书和 GO基因本体论数据库比对分析后，给出了

All Unigene在每个数据库中的功能注释信息。结果显

示(表 4)，有 56%的 Unigene至少被一个数据库注释，

在七大数据库中一共被注释到 104 926条。NR数据库

共注释到 79 632条目，占 Unigenes总数的 42.5%，是

所有数据库中注释数量最多的。其次是 Swiss-prot数
据库 (66 561 条 , 35.52%)、GO 数据库(63 317 条 ,
33.79%)、Pfam (61 469条, 32.8%)、Nt数据库 56 019条,
29.89%)、KEGG数据库(35 188 条, 18.78%)、KOG 数

据库注释到的数量最少，共注释到 29 512条(15.75%)。
从五大数据库注释结果绘制的 Venn 图中(图 3)，可
以发现共有 14 539 条 Unigenes 能被 Nr、Nt、KOG、
GO 和 Pfam 5 个数据库注释，12 272 条能同时被所

有 7个数据库注释(表 4)。

表 1中国沙棘总 RNA质量检测

Table 1 Quality test of total RNA in Hippophae rhamnoides L.

样品

Sample
Male-1
Male-2
Male-3
Female-1
Female-2
Female-3

浓度(ng/滋L)
Concentration (ng/滋L)
474
514
624
416

1 242
300

总量(滋g)
Total quantity (滋g)
15.16
16.44
19.96
13.31
39.74
9.60

OD260/280

2.06
2.07
2.06
2.12
2.10
2.08

OD260/230

2.06
1.97
2.16
2.10
2.29
1.95

28S/18S

1.7
2.4
1.8
1.9
1.9
2.3

RIN值

RIN value
8.2
8.2
8.3
8.2
8.3
8.2

表 2中国沙棘转录组测序质量和数量汇总

Table 2 Statistical datas of RNA-seq for Hippophae rhamnoides L.

样品名称

Sample
Male-1
Male-2
Male-3
Female-1
Female-2
Female-3

原始数据

Raw reads
63 943 984
63 308 850
59 110 298
46 863 098
47 211 330
51 443 054

清洁数据

Clean reads
63 028 048
62 113 974
57 821 108
45 439 564
44 847 076
48 772 892

清洁数据碱基数(G)
Clean bases (G)
9.45
9.32
8.67
6.82
6.73
7.32

错误率(%)
Error (%)
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02

Q20 (%)

97.88
97.68
97.73
96.88
97.08
97.07

Q30 (%)

94.57
94.14
94.24
92.42
92.97
92.94

GC (%)

41.49
41.18
41.52
41.65
41.85
41.53

雌株转录组双端测序质量和数量统计(表 2)。各样

品清洁数据碱基数均在 6.73 G 以上，共获得有效数

据 48.31 G。测序错误率低于 0.02%，平均错误率为

0.015%。Q20 (质量分数大于等于 20 的碱基所占的比

例)碱基百分比在 96%以上，Q30 (质量分数大于等于

30 的碱基所占的比例)碱基百分比在 92%以上，GC
含量在 41%左右。本研究测序得到的所有原始转录

组数据已提交至 NCBI的 SRA database，登陆号为

SRP140800。

1.3转录本拼接

将测序所得原始数据进行混合，采用针对

RNA-Seq 数据专门开发的转录组拼接软件 Trinity
(版本号 r20140413p1)对清洁数据进行组装拼接。从

拼接转录本中挑选每条基因中最长的转录本作为该

基因的代表序列，称之为 Unigene，作为后续分析和

注释功能等的参考序列。经过组装，共得到 320 876条
转录本(Transcripts)和 187 362条独立集团(Unigenes)
(表 3)。Transcript的 N50和N90 (将拼接结果中归属于

同一转录本的长度不一的转录本依据长度从大到小

排列 , 并进行长度累加 , 当累加值不小于 Unigene
总长 50%/90%的数值就是 N50/N90) 分别为 1 416 和

298，Unigene 的 N 50 和 N 90 分别为 849 和 251。
Unigenes和 Transcripts序列的长度均分布于 200 bp

5518



中国沙棘雌雄株叶片 RNA-Seq转录组分析

的相似性；与桃(Prunus persica)有 6.2%的相似性；与

可可(Theobroma cacao)和梨(Pyrus x)分别有 3.9%和

3.5%的相似性。其中 69.1%的Unigene属于其它序列，

这可能是因为沙棘发生在距今 2 500~4 000万年间的

第 3纪渐新世，是地球上少有的已经存在超过 3 亿

年的植物“活化石”，有许多自身特有的遗传信息等

待挖掘。

表 3拼接转录本长度分布

Table 3 Distribution of number and quality of unigenes and transcripts

独立基因

Unigenes
转录本

Transcripts

最小长度(bp)
Min length (bp)
201

201

平均长度(bp)
Mean length (bp)
588

808

最大长度(bp)
Max length (bp)
17 291

17 291

N 50

849

1 416

N 90

251

298

总条数

Total number
187 362

320 876

总核苷酸数(nt)
Total nucleotides (nt)
110 146 870

259 142 573

图 2转录本和独立基因拼接长度和频数分布

Figure 2 Distribution of splice length and frequency of unigene and transcripts

表 4中国沙棘 unigenes注释数量统计

Table 4 The statistical number of unigenes that were functional annotated in Hippophae rhamnoides L.

数据库

Database
Nr
Nt
KEGG
SwissProt
Pfam
GO
KOG
能被所有数据库注释数目

Annotated in all databases
至少被一个数据库注释数目

Annotated in at least one database
总独立基因数目

Total unigenes

非重复序列基因数

Number of unigenes
79 632
56 019
35 188
66 561
61 469
63 317
29 512
12 272

104 926

187 362

比例(%)
Percentage (%)
42.50
29.89
18.78
35.52
32.80
33.79
15.75
6.54

56.00

100.00

1.4.1注释基因的 Nr分类

通过与 Nr 数据库进行比对注释，可以获取与中

国沙棘转录组序列具有相似性的近缘物种信息。注

释结果绘制的物种分布(图 4)。注释结果显示，中国沙

棘与葡萄、梅、桃、可可、梨具有较高的序列同源性。

其中，与葡萄(Vitis vinifera)具有最高的序列相似性，

有 10.5%的同源性；其次与梅(Prunus mume)有 6.8%
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结果和参与的 KEGG代谢通路进行分类(图 7)。总体

上可依据 Unigenes参与的代谢通路分为 5 个类别，

即细胞过程、环境信息处理、遗传信息处理、代谢和

有机系统。将中国沙棘雌、雄株样品的Unigene注释到

KEGG数据库进行代谢分类分析，共注释到 35 188条
转录组数据，参与了 19个 KEGG代谢通路。其中，遗

传信息处理 Genetic Information Processing分支中的

翻译 Translation 代谢途径的 Unigene 数量最多，有

5 240 条；其次，代谢 Metabolism分支中的碳水化合

物代谢 Carbohydrate metabolism 途径的 Unigene 数

量有 4 166 条；而膜运输途径只有 156 条 Unigene，
数量最少。

1.5 Unigene的 SSR分析

简单重复序列标记(simple sequence repeats, SSR)，
称为短串联重复序列或微卫星 DNA标记。对中国沙

棘转录组的 187 362条 Unigene序列进行 SSR分析，

共鉴定出 33 248 个 SSRs，总长度为 110 146 870 bp。
这些微卫星 DNA分布于 25 686个 Unigene序列中，

其中有 5 671条含有一个以上简单重复序列标记，其

中在化学成分形成中的 SSR数有 3 089个。此外，对不

同重复类型的 SSR 数量分布统计表明(图 8; 图 9)，
单核苷酸 SSR 数目最多，总共有 19 997 个，占 6 种

核苷酸重复类型的 60.14%；其次为二核苷酸(7 518
条, 22.61%)、三核苷酸(5 091 条, 15.31%)、四核苷酸

(440 条, 1.32%)、五核苷酸(104 条, 0.31%)和六核苷

酸重复(98条, 0.29%)。

1.6中国沙棘雌雄株叶片差异基因表达分析

对通过读段(Reads)数统计得到的 Readcount 数
据，采用 DESeq进行筛选分析，筛选阈值为 padj< 0.05
(p-adjusted:校正后的 p value,同 p value的统计学意

义一样, p-adjusted越小,表示基因表达差异越显著)。

图 3五大数据库 Unigenes注释数量统计

Figure 3 The statistical number of unigenes that were functional
annotated with the five database

图 4基于 Nr数据库比对的同源基因物种来源分布

Figure 4 Species distribution of the top BLASTx hits against the
Nr database for unigene in Hippophae rhamnoides L.

1.4.2注释基因的 GO分类

GO分类是依据功能及作用对基因或蛋白进行

描述和分类的系统，这一分类系统既可以注释某一

未知的同源基因的功能，也可用于基因资源的关联分

析和深度发掘(Chen and Li, 2005; 肖国华等 , 2008;
霍梦琪等, 2016)。对独立基团 Unigenes进行 GO注

释之后，按照 GO 3 个基本大类(生物学过程,细胞组

分和分子功能)，将注释成功的全部基因按照进一步

细分的功能进行聚类(图 5)。基于序列同源性，被分

成 3 大主要类别共有 56 个功能群。在 GO 分类的

“生物学过程”中，注释基因数量在二级分类排在前

3 位的分别是 Cellular process细胞过程(34 336 条)、
Metabolic process 代谢过程(33 821 条)和 Single-or-
ganism process单一生物学过程(25 874条)。在“细胞

组分”分类中，Cell细胞(19 534 条)、Cell part细胞要

素(19 520 条)和 Organelle 细胞器(13 542 条)这 3 个

类别中，注释的基因数目最多。而在“分子功能”分类

中，注释基因最多的类别分别是 Binding结合(30 496
条)和 Catalytic activity催化剂活性(27 397条)。

1.4.3注释基因的 KOG分类

KOG数据库大致上可归纳为 26 个组，将通过

KOG成功注释的 Unigenes按照分组进行分类(图 6)。
KOG 数据库总共注释到 29 512 条 Unigenes。在这

25个分类中，“翻译后修饰、蛋白翻转、分子伴侣(Pos-
ttranslational modification, Protein turnover, Chaper
ones)”是聚类最多的群体，共 4 711条，其次是 4 710条
的“翻译、核糖体结构和生物合成(Translation, Ribos-
omal structure and biogenesis)”。而“细胞迁移(Cell
motility)”这个类别是注释最少的，只有 17条。

1.4.4注释基因的 KEGG分类

对 Unigenes进行 KO功能注释后，依据其注释
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依据沙棘植株的性别，将 6个样品分为雄株(Male)和
雌株(Female) 2个组，各设 3个重复。分别将中国沙

棘雌雄株叶片的测序数据与混合所有测序数据拼接

得到的转录本数据进行比对，依据分析结果绘制的

基因表达韦恩图(图 10) (fpkm>0.3)可知，雄株共表达

了 126 739条基因，雌株共表达了 87 183 条基因，比

雄株少了 39 556条基因。雄株和雌株共有的表达基因

为 60 476条，而雄株特有的表达基因为 66 263条，雌

株特有的表达基因为 26 707条，雌雄差异基因总共

92 970条。差异基因的筛选条件设置为 padj<0.05时，

所绘制的火山图能直接反映 q value 和 log2 (Fold-
changge)的关系，更直观展示了上调表达和下调表达

基因数量。根据火山图展示结果可知(图 11)，中国沙

棘雄株比雌株显著上调基因有 71 个，下调基因有

109个。

2讨论

沙棘作为一种重要的生物资源，中国从上世纪

图 5 GO注释分类

Figure 5 GO function annotion and classification of unigene

图 6 KOG注释分类

Figure 6 KOG function classification
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育种中存在的问题，国内学者的研究重点集中于沙

棘良种选育和良种快速繁殖体系的建立(硬木扦插和

软木扦插)，以满足大规模人工沙棘园和生态恢复的

种植需求。而目前各类沙棘研讨会普遍得出一个共

识：即便选育到再优良的沙棘品种，不解决沙棘植株

幼苗早期雌雄性别鉴定的技术难题，改变人工沙棘

林雌雄株比例也难以大幅提高人工沙棘林结实率和

图 7 KEGG注释分类

Figure 7 Summary of KEGG pathways

图 8沙棘转录组 SSR基序单元的数量分布

注: X 坐标为 SSR类型, Y 坐标数值是坐标;具体重复的次数

应按照颜色与图例对应, Z坐标是 SSR数目

Figure 8 The number distribution of SSR motif unit in Hippophae
rhamnoides L. transcriptome
Note: The X coordinate represents SSR type, and the Y coordi-
nate represents numbers; The number of concrete repetitions cor-
responded to the color and legend, and the Z coordinate repre-
sents the number of SSR 图 10沙棘雄雌株差异基因表达

Figure 10 Differentially expressed genes of male and female Hip-
pophae rhamnoides L.

图 9沙棘重复基元种类分布

Figure 9 Types and distribution of SSRs in Hippophae rhamnoi-
des L.

80年代就已经开始了对沙棘进行系统而全面的研究

和开发。目前，已经拥有了丰富的天然沙棘种质资

源，带动了一大批龙头企业参与沙棘产品的开发，形

成了规模化的产业链，同时也锻炼和培育了庞大的

的沙棘研究和开发队伍。目前国际沙棘研究公认的

方向有：沙棘生态林营造、沙棘种子园建设、广泛开

展不同生态型及亚种间的远缘杂交育种、人工诱变

育种、高生化成分新品种选育、沙棘主要性状遗传规

律及分子生物学方面的基础研究等。其中针对沙棘
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单位面积产果量，实现沙棘浆果采集的标准化和现

代化。如果能开创性解决沙棘幼苗早期性别鉴定的

难题，将人工沙棘林中雌株的比例从 50%左右提高

到 91%左右，即雌雄比例为 10颐1 (Jadhav and Sharma,
2014; Das et al., 2016)，必将大力推进和实现沙棘资

源的高效利用，提高生产效益，也有助于揭示中国沙

棘性别决定的分子机制。

中国沙棘是典型的雌雄异株植物，为沙棘进化

和演替的原始类群，是研究植物雌雄性别进化的合

适材料。大量研究表明，在雌雄异株植物中，性别决

定和性别表达多与性染色体紧密相关，有的受性染

色体上性别决定基因直接驱动，有的受常染色体上

性别相关基因与性染色上性别决定基因互作的影

响，还有的受环境与性染色上性别决定基因相互作

用的影响。而目前，尚未有筛选和克隆沙棘性别决定

基因的报道。

在雌雄异株植物性别决定与分化的研究中，转

录组学作为一种重要研究方法发挥了重要作用。通

过对雌雄异株植物转录组进行比较分析，可筛选和

鉴定出大量在雌、雄株中存在表达差异的基因，这些

基因有的参与生殖过程、调控性别分化和表达，从这

些候选基因中甚至有可能筛选和鉴定出性别决定基

因。另外，对性别差异表达基因的功能注释和代谢途

径聚类分析有助于了解性别分化和表达过程中的分

子调控机制和代谢差异，这对于开展雌雄株植物的

快速鉴别具有重要意义，如可根据代谢途径中一种

性别特异性催化酶，开发一种化学指示剂通过滴在叶

片上的显色反应直接鉴别植物性别。目前研究人员

已经运用 RNA-seq技术在研究动植物的性别分化中

取得了一系列突破性研究成果(Wolf and Bryk, 2011;
Petropoulos et al., 2016)。

本研究运用 RNA-Seq 高通量测序获得了中国

沙棘雌雄株叶片的转录组数据，这些数据为设计

SSR引物和筛选 SSR分子标记提供了数据支持；通

过差异基因表达分析，也筛选得到了一批在中国沙

棘雌雄株叶片中存在差异表达的基因。这一结果不

仅初步揭示了中国沙棘雌雄株生理生化过程和代谢

调控网络的差异，同时也是下一步筛选中国沙棘性

别决定和性别表达相关的候选基因，特别是这其中

包含仅在中国沙棘雌性或雄性一种性别植株中几乎

不表达而在另外一种性别植株中显著性表达的基因

77个(padj<0.01)。但这些基因表达上的差异也许只是

由于基因表达的时空特异性导致的，同时二代转录

组测序也存在测序长度的限制，基因表达水平量化上

存在一定误差，因此这些基因必须经过下一步 Real-
Time PCR检验和基因克隆验证。

3材料与方法

3.1实验材料

试验材料取至青海省大通县朔北藏族乡边麻

沟野生沙棘林(E101毅50'40.05", N36毅57'45.36", 海拔

3 010 m)。选择雌株已经挂果的 9月，取树龄 10年以

上，长势良好，无病虫害的雌雄株嫩叶各 3份，放置于

液氮中速冻。带回实验室后，置于-80℃冰箱中备用。

3.2 RNA提取与检测

采用 TaKaRaMiniBESTPlant RNAExtractionKit
试剂盒提取中国沙棘雌雄株叶片总 RNA。采用 1%
琼脂糖凝胶电泳分析 RNA是否存在污染，用 Agilent
2100 生物分析仪 (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA)测试 RNA 的完整度(28S/18S rRNA)，用
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA)检测 RNA 的纯度(OD260/280 比值)，用 Qubit
2.0 Fluorometer (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)对 RNA浓度进行精确定量。

图 11沙棘雌雄差异基因表达模式的比较分析

注:横坐标表示基因在中国沙棘雌雄株样品间差异表达倍数

的变化;纵坐标表示基因表达量变化的统计学检验的显著程

度,校正后的 p value越小, -log10 (校正后的 p value)越大, 即
差异越显著;图中的散点代表各个基因,蓝色圆点表示无显著

性差异的基因,红色圆点表示有显著性差异的上调基因,绿色

圆点表示有显著性差异的下调基因(padj<0.05)
Figure 11 Comparison and analysis of expression patterns of dif-
ferential unigenes identified between male and female in Hippop-
hae rhamnoides L.
Note: The x-axis represents fold-change (log10) of differentially
expressed genes in two groups; The y-axis represents the adjusted
p value (log10), statistical difference in gene expression; Dots in
the graph represent genes; Blue dots represent genes that did not
change significantly; The red dots indicate significantly up-regu-
lated genes under the condition of padj<0.05, the yellow dots indi-
cate the significantly up-regulated genes under padj<0.05
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序得到 Clean reads与 Unigene 作比对。采用 RSEM
软件(bowtie 2, mismatch=0)对结果进行分析(Li and
Dewey, 2011)，得到样品的 Readcount数目。对 Read-
count进行 FPKM (Fragments Per Kilobase Million)转
换，得到基因的表达水平。在 RNA-Seq技术中，FPKM
适用于双端测序文库，兼顾了测序深度和基因长度对

测序结果的影响(Trapnell et al., 2010)。将 FPKM转换

得到的数据进行 DESeq分析，筛选阈值为 padj< 0.05
(padj 为校正后的 p-value)，|log2 (foldchange)|>1 (Anders
and Huber, 2010; Wang et al., 2010)。
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