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摘 要 胚后熟发育对人参种子休眠解除具有重要影响。为探索人参胚后熟发育的分子机制，本研究利用
Illumina HiSeq X-ten平台对人参种子五个后熟发育时期(心形胚,鱼雷胚,子叶胚,成熟胚和芽胚)的胚组织
进行转录组测序，共获得 412 604 390条高质量 reads。以心形胚为对照，在鱼雷胚、子叶胚、成熟胚和芽胚时
期分别鉴定到 2 359个、3 048个、6 180个、12 067个差异表达基因(DEGs)，去重复后四个时期共获得 13 724
个 DEGs。GO富集分析显示，四个时期的和总的 DEGs主要共同富集到催化活性、细胞和发育过程等 GO条
目。与种子休眠结束中胚发育相关的 DEGs编码蛋白构成的蛋白互作网络分析显示，指导 mRNA合成的
RNA聚合酶Ⅱ第二大亚基(NRPB2)、脯氨酸合成的关键酶 Δ1-吡咯啉 -5-羧酸合成酶(P5CS1和 P5CS2)为
核心节点蛋白，它们可以通过调控 mRNA合成、脯氨酸合成和与其互作蛋白的表达来影响人参种胚的发育。
KEGG富集分析发现，四个发育时期的 DEGs主要共同富集到代谢过程、次生代谢合成和植物激素信号转
导通路。其中，在植物激素信号转导通路中参与生长素和脱落酸信号转导的 DEGs最多。因此，我们认为
NRPB2、P5CS1、P5CS2蛋白互作和植物激素信号转导可能对人参胚的后熟发育至关重要。本研究结果对
揭示人参胚的发育和种子休眠解除的分子调控机制有一定的参考意义。
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Abstract The after-ripening development of the embryo has an essential influence on the dormancy release of
ginseng (Panax ginseng C. A. Mey.) seeds. In order to explore the molecular mechanism of the after-ripening devel-
opment of ginseng embryos, in this study we used the Illumina HiSeq X-ten platform to sequence the transcriptome
of ginseng embryos at five different after-ripening development stages: heart-shaped embryo, torpedo-shape embr-
yo, cotyledonary embryo, mature embryo and bud embryo, which generate 412 604 390 clean reads in total. Comp-



aring to heart-shaped embryos, 2 359, 3 048, 6 180 and 12 067 differentially expressed genes (DEGs) are identified
in torpedo-shaped embryos, cotyledonary embryos, mature embryos, and bud embryos, respectively. A total of
13 724 DEGs are obtained after removing the duplicates. GO (Gene ontology) enrichment analysis showed that these
genes (DEGs in four stages and total) were all significantly enriched into GO terms related to catalytic activity, cell
and developmental process. Protein-protien interaction analysis showed that the second largest subunit of RNA
polymeraseⅡ (NRPB2), Δ1-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS1 and P5CS2, key enzyme of proline synth-
esis) are core nodal proteins in the protein interaction network created by DEGs related to embryo development in
seed dormancy ending, and they might affect the development of ginseng seed embryos by regulating mRNA
synthesis, proline synthesis and expression of other protein they interact with. KEGG (Kyoto encyclopedia of
genes and genomes) enrichment analysis showed that DEGs in four developmental stages are mainly enriched into
metabolic processes, biosynthesis of secondary metabolites, and plant hormone signal transduction pathways. In
terms of DEGs in the plant hormone signal transduction pathway, most of them involve auxin and abscisic acid
signal transduction. Therefore, we infer that NRPB2, P5CS1, P5CS2 protein and plant hormone signal transduction
may have an important role in after-ripening development of ginseng embryos. The results of this study have certain
reference meaning for revealing the regulation mechanism of ginseng embryo development and seed dormancy
release.
Keywords Ginseng embryos, After-ripening development, Transcriptome

人参种胚不同后熟发育阶段比较转录组学分析
Comparative Transcriptome Analysis of Panax ginseng C. A. Mey. Embryos in Different After-Ripening Development Stages

人参(Panax ginseng C. A. Mey.)是五加科(Arali-
aceae)一种名贵的草本药用植物，在中国已经有几千
年的药用历史(Yun, 2001)。人参的根、茎、叶可药食
两用，特别是根部组织含有大量的人参皂苷、多糖、
氨基酸等化学成分，具有很好的补气、抗衰老、抗
癌、降血压和提高免疫力等功效(Qi et al., 2011; Sun,
2011; Rajabian et al., 2019)。因此，一直以来人参都深
受人们的喜爱，也是世界上应用最为广泛的中药材
之一。

人参主要以种子进行繁殖。刚采收时(果实成熟
期)人参种子的胚发育不全，胚长仅 0.2~0.4 mm，只
能看到 2个呈心形的子叶原基，没有完整的胚根、胚
轴、胚芽和子叶结构，并且种子具有深度休眠特性(李
方元和马淑琴, 1991,人参研究, (1): 20-23)。根据 Baskin
和 Baskin等(2004)种子休眠分类理论，人参种子属
于复杂的形态生理休眠(Morphophysiological dorma-
ncy)类型，即种子同时存在形态和生理发育不全而致
使种子深度休眠的现象(付长珍和郭宝, 2013,中国现
代中药, 15(10): 856-859)。该类型种子的休眠期较长，
给人参种子的萌发造成了很大的阻碍。研究表明，成
熟的人参种子在常温条件下播种并不能萌发，种子
必须要经过暖温(15℃~25℃)和冷温(0℃~5℃)条件
下层积或历经秋冬两季变温催芽 9~22个月后，胚才
能够完成后熟发育(脱离母体的种子,继续发育直至
形态和生理完全成熟)，种子才能解除休眠而发芽(王
化武, 1979,特产科学实验, (2): 1-3; Chen et al., 1984)。

因此，胚的后熟发育过程对人参种子的萌发具有重
要影响。目前，有关人参种子休眠或种子萌发的研究
虽然有大量文献报道，但是多集中在植物激素处理、
变温处理和生理指标检测等方面(Kim et al., 2014;
Rajametov et al., 2014; Lee et al., 2018)，对人参种子
萌发的分子机制的研究相对较少。特别是与人参种
子后熟过程相关的基因、基因调控模式等还尚不清
楚。转录组测序是对生物体细胞或组织中所有 RNA
进行高通量测序的方法，基于整个转录水平我们可以
了解到不同环境条件下生物体中的基因表达情况并
对它们进行分析(Costa et al., 2010)。如 Gao等(2019)
对拟南芥种子发育过程中 7个不同发育阶段的胚组
织进行转录组测序和分析发现，胚发育的早期/中期、
晚期和成熟阶段的基因表达分别与甲基化、光合作
用启动、能量储存相关蛋白活性调控有关。Qi 等
(2015)对不同休眠解除阶段的西洋参种子进行转录
组测序，通过分析发现种子休眠解除过程中大量差
异表达基因的功能与植物激素特别是 GA 和 ABA
相关调控基因(如 GA2ox1, GA3ox1, CYP707A 等)的
功能相似。虽然近年来有关人参的转录组分析也有
大量文献报道，但是主要集中在对根部组织的研究，
如人参皂苷合成、萜类生物合成等相关基因的挖掘
(Fan et al., 2019; Zhao et al., 2019)，对人参种子特别
是胚后熟发育过程的研究尚未有文献报道。因此，本
研究采用前人的变温层积方法使人参种子完成后熟
发育，并对不同发育阶段的胚组织进行转录测序和
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分析，解析人参胚后熟发育过程中基因调控情况，以
期揭示胚发育的分子调控机制，为人参种子解除休
眠、快速萌发和长期保存提供一定帮助。

1结果与分析

1.1人参种子后熟过程和测序数据分析

通过观察人参种子后熟发育过程的形态，我们
发现刚采收的人参种子的胚乳已经发育完全，而胚
大部分处于心形胚阶段，此时种子已经停止了发育，
并进入休眠状态。当把种子放入 16℃暖温条件下层
积后，子叶原基会继续生长，大约 45 d胚发育成鱼雷
形。随后胚体进一步发育，大约 90 d胚体分化出了胚
根、胚轴、胚芽和子叶结构，此时大部分种子呈现于
裂口状态，大约 180 d胚体几乎充满整个胚腔，胚形
态发育成熟。随后我们将完成形态后熟的种子再转
入 4℃冷温条件下层积使胚继续发育，直至第 250天
胚的形态、结构和大小相对 180 d而言几乎没有变
化，层积第270 天左右胚根开始突破胚乳，种子逐
渐发芽(图 1)。然而，在整个胚后熟发育过程中，没有
经过冷温处理过的种子几乎不会发芽。

图 1人参种子后熟发育过程
注: a:心形胚早期(刚采收时成熟果实); b:心形胚中期(暖温层
积 7 d); c:鱼雷胚阶段(暖温层积 45 d); d:子叶胚早期(暖温层
积 90 d); e:子叶胚中期(暖温层积 135 d); f:子叶胚末期或成
熟胚阶段(暖温层积 180 d); g: 成熟胚阶段(冷温层积250 d);
h:芽胚/发芽阶段(冷温层积 270 d)
Figure 1 The after-ripening development of ginseng (Panax gins-
eng C. A. Mey.) seeds
Note: a: Early heart-shaped embryo (The fully ripe fruit just har-
vested); b: Mid-term heart-shaped embryo (Warm stratified seeds
for 7 days); c: Torpedo-shaped embryo stage (Warm stratified se-
eds for 45 days); d: Early cotyledonary embryo (Warm stratified
seeds for 90 days); e: Mid-term cotyledonary embryo (Warm
stratified seeds for 135 days); f: Late stage of cotyledonary em
bryo or mature embryo (Warm stratified seeds for 180 days); g:
Mature embryo stage (Cold stratified seeds for 250 days); h: Bud
embryo (Cold stratified seeds for 270 days)

对刚采收时种子的心形胚、层积第 45天的鱼雷
胚、层积第 90天的子叶胚、层积第 180天的成熟胚
和层积第 270天芽形胚，分别标记为 T1、T2、T3、T4
和 T5五个后熟发育时期的胚组织进行高通量测序。
共获得 412 604 390条原始 reads，去除低质量序列后
获得 404 850 531 高质量 reads (clean reads)，且 Q30
达到 99%以上。将 clean reads与人参基因组进行比
对，总比对率达到 94%以上(表 1)。说明我们测序获
得的 reads十分可靠。

1.2差异表达基因(DEGs)鉴定与分析

以 T1时期为对照分别与 T2、T3、T4和 T5四个
时期进行比较基因差异表达分析(|log2FoldChange|>1
和 P-value值(padj)<0.01)，其中在 T1 vs T2组鉴定到
2 359个 DEGs，包含 886个上调和 1 473个下调基因；
在 T1 vs T3组鉴定到 3 048个 DEGs、包含 1 068上
调和 1 980下调基因；在 T1 vs T4组鉴定到 6 180个
DEGs、包含 2 627个上调和 3 553个下调基因；在 T1
vs T5组鉴定到 12 067个 DEGs，包含 4 714个上调
和 7 353个下调基因；四个比较组中去掉重复后共获
得 13 724个 DEGs，记为 All DEGs。我们发现有 456个
和 994 个基因分别在四个组中共同上调和下调表
达，这些基因可能在整个后熟发育过程比较重要。此
外，随着胚的不断发育参与人参胚后熟发育调控的
差异表达基因数呈现递增趋势(图 2)。

1.3差异表达基因 GO富集分析

通过序列相似性比对((BlastP, E-value≤1e-5)，
13 724个人参 DEGs中有 13 418 (97.77%)个与拟南
芥(Arabidopsis thaliana)的基因具有同源性。基于拟
南芥基因，将 T1 vs T2、T1 vs T3、T1 vs T4、T1 vsT5和
All DEGs五个组的 DEGs进行 GO富集分析，分别
显著富集到 617、726、898、866、894和 GO term。五个
组中属于分子功能(Mollecular function)类的 GO条目
(占比为 14.70%~16.86%)主要与催化活性(Catalytic
activity)和结合(Binding)有关，并且 GO层级关系终
节点(功能更具体)为 ATP结合(ATP binding)、蛋白结
合(Protein binding)和阳离子转运 ATP酶活性(Cation-
transportingATPase activity)条目(图 3)。
属于细胞组分(Cellular component)类的 GO 条

目(占比为 14.19%~18.94%)主要与细胞(Cell)和膜
(Membrane)有关(图 3)。
属于生物学过程(Biological process)类的 GO条
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目(占比为 64.20%~69.88%)主要与细胞过程(Cellular
process)、代谢过程 (Metabolic process)和发育过程
(Developmental process)有关(图 3)。其中，细胞过程
和代谢过程的 GO层级关系终节点分别为染色质沉
默(Chromatin silencing)、糖酵解过程(Glycolytic pro-
cess)条目；发育过程的 GO层级关系终节点为种子
休眠结束中胚发育(Embryo development in seed dor-
mancy ending)、花发育调控(Regulation of flower de-
velopment)和种子萌发调控(Regulation of seed germi-
nation)，其中以“种子休眠结束中胚发育”条目显著性
最高(图 4)。因此，ATP结合、蛋白结合、糖酵解过程
和种子休眠结束中胚发育等对人参胚后熟发育有重
要影响。尤其是种子休眠结束中胚发育条目中的
DEGs对人参胚的后熟发育至关重要。

表 1不同后熟发育阶段胚 RNA-Seq数据
Table 1 RNA-Seq data for embryos at different after-ripening developmental stages

样品
Samples
T1_1
T1_2
T1_3
T2_1
T2_2
T2_3
T3_1
T3_2
T3_3
T4_1
T4_2
T4_3
T5_1
T5_2
T5_3

原始 reads数
Total raw reads
23 341 585
22 596 675
24 011 977
24 077 203
25 696 113
40 537 010
22 771 544
24 229 338
36 084 375
24 549 981
22 472 765
34 040 376
29 254 597
22 810 949
36 129 902

高质量 reads数
Total clean reads
22 913 775
22 136 027
23 594 240
23 656 699
25 250 945
39 809 141
22 338 186
23 810 515
35 516 134
23 865 672
22 060 758
33 438 747
28 541 295
22 389 386
35 529 011

质量分数(%)
Q30 (%)
99.37
99.40
99.46
99.29
99.43
99.68
99.42
99.67
99.43
99.19
99.37
99.39
99.29
99.23
99.41

Reads比对率(%)
Total mapped reads (%)
94.36
94.63
94.65
95.10
94.71
95.75
94.92
94.84
95.52
94.46
94.97
94.90
94.45
94.58
95.11

图 2人参胚五个后熟发育时期显著上调(左边)和下调(右边)
差异表达基因分析
Figure 2 Analysis of significantly up-regulated (left) and down-re-
gulated differentially expressed genes (right) in five after-ripen-
ing development stages of ginseng embryos

1.4 种子休眠结束中胚发育相关差异表达基因蛋白
互作(PPI)分析

STRING是一个收录蛋白和蛋白与蛋白间相互
作用信息的数据库，可以从蛋白水平分析人参胚发育
相关差异表达基因的生物学功能和调控作用(Szklar-
czyk et al., 2018)。根据 GO富集结果，我们将种子休眠
结束中胚发育 GO条目(GO: 0009793)中，共 196 个
拟南芥基因对应的 381个人参 DEGs导入STRING数
据库进行 PPI分析(图 4)。共注释到有 97个蛋白之间
存在相互作用。获得的 PPI网络分别由 97个节点(蛋
白)和 200条边(互作关系)组成，combined score>0.4，
平均节点度为 4.19，其中 RNA聚合酶Ⅱ第二大亚基
(NRPB2)、Δ1- 吡咯啉 -5- 羧酸合成酶 1 (P5CS1)和
Δ1-吡咯啉 -5-羧酸合成酶 2 (P5CS2)为网络的核心
节点，节点度分别为 14、18和 18，三个蛋白与其它蛋
白有较强的相互作用关系(图 5)。并且，以 T1时期为
对照，编码 NRPB2 (1个基因)、P5CS1 (2个基因)和
P5CS2 (2 个基因)蛋白的 DEGs 在 T2、T3、T4 和 T5
时期均上调表达。因此，我们认为编码这三个蛋白的
DEGs可能为人参胚后熟发育相关的关键基因。

1.5差异表达基因 KEGG富集分析

将 T1 vs T2、T1 vs T3、T1 vs T4、T1 vs T5和 All
DEGs 五个组的差异表达基因进行 KEGG 富集分
析。五个组的 DGEs分别显著富集(FDR<0.05)到了
38、50、65、42和 42条通路，在前五个显著富集通路

人参种胚不同后熟发育阶段比较转录组学分析
Comparative Transcriptome Analysis of Panax ginseng C. A. Mey. Embryos in Different After-Ripening Development Stages 5641
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图 3五个组中差异表达基因前 13个共同显著富集 GO条目
注: 1: ATP结合; 2:催化活性; 3:结合; 4:核苷酸结合; 5:嘌呤核苷酸结合; 6:核糖核苷酸结合; 7:嘌呤核糖核苷三磷酸结合; 8:
离子结合; 9:碳水化合物衍生物结合; 10:蛋白结合; 11:嘌呤核糖核苷酸结合; 12:腺苷核糖核苷酸结合; 13:腺苷酸核苷酸结合;
14:细胞部分; 15:细胞器部分; 16:细胞内; 17:液泡; 18:细胞周边; 19:质膜; 20:质体部分; 21:细胞质; 22:膜; 23:细胞内部分;
24:叶绿体部分; 25:细胞; 26:细胞内细胞器部分; 27:细胞过程; 28:发育过程; 29:单个有机体细胞过程; 30:单个有机体代谢过
程; 31:刺激反应; 32:有机物代谢过程; 33:非生物刺激的反应; 34:代谢过程; 35:组织结构发育; 36:化学反应; 37:发育过程;
38:细胞代谢过程; 39:初级代谢过程
Figure 3 The top 13 common significantly enriched GO terms in the five groups of differentially expressed genes
Note: 1: ATP binding; 2: Catalytic activity; 3: Binding; 4: Nucleoside binding; 5: Purine nucleotide binding; 6: Ribonucleoside bind-
ing; 7: Purine ribonucleoside triphosphate binding; 8: Ion binding; 9: Carbohydrate derivative binding; 10: Protein binding; 11: Purine
ribonucleotide binding; 12: Adenyl ribonucleotide binding; 13: Adenyl nucleotide binding; 14: Cell part; 15: Organelle part; 16: Intra-
cellular; 17: Vacuole; 18: Cell periphery; 19: Plasma membrane; 20: Plastid part; 21: Cytoplasm; 22: Membrane; 23: Intracellular part;
24: Chloroplast part; 25: Cell; 26 : Intracellular organelle part; 27: Cellular process; 28: Developmental process; 29: Single-organism
cellular process; 30: Single-organism metabolic process; 31: Response to stimulus; 32: Organic substance metabolic process; 33: Re-
sponse to abiotic stimulus; 34: Metabolic process; 35: Anatomical structure development; 36: Response to chemical; 37: Developmen-
tal process; 38: Cellular metabolic process; 39: Primary metabolic process

中，主要共同富集到了代谢通路(Metabolic pathways)、
次生代谢生物合成(Biosynthesis of secondary metabo-
lites)和植物激素信号转导(Plant hormone signal tran-
sduction)通路(图 6)。五个时期共计 1 788和 970个
DEGs分别富集到代谢通路和次生代谢生物合成通
路，参与到碳代谢(Carbohydrate metabolism)、核苷酸
代谢 (Nucleotide metabolism)和氨基酸代谢 (Amino
acid metabolism)等过程中，并且 NR-PB2基因也富集
到了核苷酸代谢中的嘧啶和嘌呤代谢过程，P5CS1
和 P5CS2基因则富集到了氨基酸代谢中的脯氨酸代
谢过程。

205个 DEGs富集到植物信号激素转导通路，参
与生长素(auxin, IAA)、赤霉素(gibberellin, GA)、细胞
分裂素(cytokinin)、脱落酸(abscisic acid, ABA)、乙烯
(Ethylene)、油菜素内酯(Brassinosteroid)、茉莉酸(Jas-
monic acid)和水杨酸(Salicylic acid)八大植物激素的

信号转导调控，其中以 IAA和 ABA信号转导途径富
集基因数最多，分别为 67个(32.68%)和 53个(25.85%)
DEGs (表 2)。且在 IAA信号转导中，以生长素抑制因
子 AUX/IAA家族基因最多(23个 DEGs)，分别在四
个发育时期下调表达；ABA信号转导中以脱落酸受
体 PYR/PYL/RCAR家族基因最多(18个 DEGs)，也分
别在四个发育时期下调表达，并且，随着胚的不断发
育参与代谢过程、次生代谢合成个植物激素信号转
导调控的 DGEs呈现逐渐递增趋势。

1.6差异表达基因 qRT-PCR分析

为验证转录组数据的可靠性，我们选取 P5CS1、
NEPB2、GID1、CRE1、BSK六个上调DEGs以及AUX/
IAA、PYR/PYL/RCAR两个下调 DEGs，利用qRT-PCR
对基因表达模式进行验证，以 T1为对照(各基因表
达量为 1)，计算 T2、T3、T4和 T5时期基因的相对表
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达量。结果显示，qRT-PCR中 7个基因的表达变化趋
势与转录组测序数据基本一致，由此说明我们的转
录组分析结果是可靠的(图 7)。

2讨论

胚后熟特性对人参种子的萌发具有重要影响。
本研究对人参种子后熟发育过程形态观察分析发
现，16℃暖温层积可以促进人参种胚完成形态后熟
和种子裂口，而 4℃冷温层积可以进种子完成生理
后熟和种子发芽，该结果与 Chen等(1984)研究结果
相符合。
对人参种胚五个后熟发育阶段转录数据分析发

现，GO富集揭示人参胚发育转录特性主要与催化活
性、细胞和发育过程等相关。进一步对发育过程中与
种子休眠结束中胚发育相关 DEGs进行 PPI网络分
析发现，NRPB2、P5CS1和 P5CS2为核心节点蛋白，
与其它蛋白有较强的相互作用关系，可能是人参胚
后熟发育过程中的关键蛋白。且相关研究表明，
NRPB2是指导 mRNA合成的 RNA聚合酶Ⅱ第二大

图 4发育过程 GO层级关系
Figure 4 The GO level relationship of developmental processes

亚基，NRPB2基因的表达对 mRNA的合成至关重要
(Zheng et al., 2009)。P5CS (Δ1-吡咯啉 -5-羧酸合成
酶)是植物体内脯氨酸合成的关键酶，主要由 P5CS
基因家族编码，P5CS1和 P5CS2是两个同源蛋白。对
烟草和甘蔗的研究表明 P5CS1基因的过表达可以促
进脯氨酸积累和生物量合成，从而增加植物的抗逆
性(如抗盐,抗旱性)和促进根系生长(Iskandar et al.,
2014; Ibragimova et al., 2015)；在拟南芥中 P5CS1和
P5CS2基因的过表达可以促进开花，反之则延迟开
花，当出现 P5CS2突变体时胚胎停止发育(Mattioli et
al., 2009)。此外，本研究 KEGG分析也显示，NRPB2
基因通过调控嘌呤和嘧啶代谢，影响 mRNA的合
成；P5CS1和 P5CS2基因参与脯氨酸代谢过程。因
此，我们推测 NRPB2基因的表达可以影响与之互作
蛋白的表达和调控 mRNA的合成来影响胚发育过
程中蛋白合成；而 P5CS1和 P5CS2基因的表达量增
加可以促进脯氨酸的合成，脯氨酸含量的增加可以
加快器官生长和分生组织形成，并刺激互作蛋白的
表达，从而促进人参种胚的发育。

人参种胚不同后熟发育阶段比较转录组学分析
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植物激素，一直以来对种子的生长、发育和萌发
有着非常重要的影响(Miransari and Smith, 2014)。本
研究通过 KEGG分析发现，植物激素信号转导也是
人参胚后熟过程中重要代谢途径，并且大量 DEGs
主要富集到了 IAA和 ABA信号转导过程。相关研究
表明，IAA是调控植物器官生长、发育、形态建成和
组织分化等的主要植物激素(Villalobos et al., 2012)，生
长素受体 TIR1 和同源受体 AFBs与生长素抑制因
子 AUX/IAA结合后，使 AUX/IAA蛋白迅速泛素化
降解，并释放生长素响应因子 ARFs，从而介导生长
素信号传递，促进植物生长(Peer, 2013)；ABA是调控
种子休眠的主要植物激素，脱落酸受体 PYR/PYL/

图 5差异表达基因 PPI网络
注:线条代表蛋白之间互作关系;圆形表示编码该蛋白的基因调表达,三角形表示编码该蛋白的基因上调表达(红色越深节点度
越大,蓝色越深节点度越小)
Figure 5 Protein-protein interaction network of differentially expressed genes
Note: The lines represent interactions between protein and protein; The circle indicates the gene expression of the gene encoding the
protein, and the triangle indicates the up-regulated expression of the gene encoding the protein (The deeper the red, the bigger the node
degree is, and the deeper the blue color is, the smaller the node degree is)

RCAR与 ABA结合后，抑制下游 PP2C蛋白磷酸化，
并激活 SnRKs促进 ABA合成，ABA含量增加可以
抑制种子的生长和萌发(Nakashima and Yamagu-chi-
Shinozaki, 2013;熊孟连等, 2019,私人通信)。在对人
参体细胞胚胎发生过程中内源激素变化的研究中也
发现，在早期胚中 IAA含量较高，在胚发育成熟期 A-
BA含量较高，IAA 是维持早期胚发育的重要条件
(王义等, 2008,中草药, 39(7): 1084-1089)。而本次研
究鉴定到的，23个 IAA抑制因子 AUX/IAA基因下调
表达和 18 个 ABA受体 PYR/PYL/RCAR 基因下调
表达，也印证了 DEGs通过调控 IAA合成和 ABA代
谢，来促进人参胚的发育。此外，其它植物激素如赤
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霉素和细胞分裂素等对胚的发育也有一定促进作用
(Guan et al., 2014; Kim et al., 2014)，本研究中也鉴定
到 GID1、GID2和 CRE1等相关基因，与前人的研究
相一致。近年来，在同属植物西洋参种子休眠解除和
三七种子后熟转录组研究中也发现差异表达基因参
与植物激素信号转导调控(Qi et al., 2015; Yang et al.,
2018)。由此可见，以 IAA和 ABA主导与其它植物激
素协同调控的植物激素信号转导过程对人参胚后熟
发育具十分重要。
虽然近年来人们通过植物激素处理、变温层积等

方法来促使人参种子完成后熟发育(Rajametov et al.,
2014; Lee et al., 2018)，但对种子发育过程的分子机
制尚不清楚。本研究借助转录组测序技术，通过分析
人参种胚不同后熟发育阶段的基因表达调控情况，
为今后揭示人参胚的发育和种子休眠解除过程的分
子调控机制的深入研究提供一定帮助，同时对人参
的育种和长期保存种子也有较为重要的参考价值。

3材料与方法

3.1植物材料

实验材料来源于吉林省国华参业有限公司 2017
年 8月 10日采收的林下参种子。去皮后的鲜人参种
子用清水浸泡 48 h后，用小型尼龙网分装成若干袋
(每袋约 500粒)，然后再放入经高温灭菌并伴有多菌
灵的湿沙中催芽层积。由于普通的恒温播种方法不
能使人参胚完成后熟发育过程(王化武, 1979, 特产
科学实验, (2): 1-3)。因此，本实验采用 Chen等(1984)
变温催芽方法使人参种子完成后熟发育，先在 16℃

条件下进行暖温层积(6个月)到大多数种子胚形态
大小发育完全，再转入 4℃条件下进行冷温层积到种
子发芽(4~5个月)，每周取 10粒种子解剖观察胚的
形态。本实验分别对刚采收未层积时的心形胚、层积
(16℃)第 45天的鱼雷形胚、层积(16℃)第 90天的子
叶形胚、层积(16℃)第 180 天的成熟胚(胚充满胚
腔 )和层积(4℃)第 270 天的芽状胚(胚根突破胚乳
2~4 mm)五个时期的人参胚组织进行取样。每个时期
挑选大部分胚形态大小一致的种子，在解剖镜下迅
速取下胚组织放入离心管中(离心管下部浸于液氮
中)，每个样品 3个重复。5个时期样品分别标记为：
T1、T2、T3、T4和 T5。取好的样品材料放置 -80℃冰
箱保存备用。

3.2 RNA提取与高通量测序

采用天根生物公司多糖多酚植物总 RNA提取
试剂盒(DP441)提取样品总 RNA，然后采用 Nanodr-
op、Qubit 2.0、Aglient 2100 方法分别检测 RNA 样
品的纯度、浓度和完整性。检测合格的样品，由北京
百迈客生物科技有限公司进行 RNA 文库构建，并
用 Illumina HiSeq X-ten进行高通量测序，测序读长
为150 bp。

3.3 reads与参考基因组比对

得到的原始测序数据(raw reads)先用 Fastqc (v0.
11.8)软件进行质量检测，再用 Trimmatic (v0.4.5)软
件(Bolger et al., 2014)去掉每条 reads中前 13个偏离
较大的碱基和低质量 reads (Q≤15的碱基数占整条
read的 50%以上的 reads)，最终获得高质量的序列

图 6五个组中差异表基因前 6个显著富集 KEGG通路
注: MP:代谢通路; BSM:次生代谢生物合成; CM:碳代谢; PHST:植物激素信号转导; PB:苯丙烷类合成; SSM:淀粉和蔗糖代
谢; BAA:氨基酸生物合成; PPER:内质网中蛋白加工过程
Figure 6 The top 5 significantly enriched KEGG pathways in the five groups of differentially expressed genes
Note: MP: Metabolic pathways; BSM: Biosynthesis of secondary metabolites; CM: Carbon metabolism; PHST: Plant hormone signal
transduction; PB: Phenylpropanoid biosynthesis; SSM: Starch and sucrose metabolism; BAA: Biosynthesis of amino acids; PPER: Pro-
tein processing in endoplasmic reticulum
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表 2植物激素信号转导通路差异表达基因
Table 2 The differentially expressed genes in plant hormone signal transduction pathways

基因数
Gene numbers
8

4

23

7

11

14

3

5

6

5

6

1

18

14

10

11

4

1

2

5

14

1

调控
Regulated
↑

↓

↓

↑

↑

↓

↑

↓

↑

↓

↑

↑

↓

↑

↓

↑

↓

↑

↓

↓

↑

↓

类别
Type
生长素
Auxin

细胞分裂素
Cytokinine

赤霉素
Gibberellin

脱落酸
Abscisic acid

乙烯
Ethylene

油菜素内酯
Brassinosteroid

基因家族
Gene family
AUX1 LAX/生长素流入载体
AUX1 LAX/auxin influx carrier
TIR1/转运抑制响应 1
TIR1/transport inhibitor response 1
AUX/IAA/生长素抑制
AUX/IAA/auxin inhibitor factor
ARF/生长素响应因子
ARF/auxin response factor
GH3生长素响应因子
GH3/auxin response factor
SAUR家族蛋白
SAUR family protein
CRE1/拟南芥组氨酸激酶(细胞分裂素受体)
CRE1/arabidopsis histidine kinase (cytokinin receptor)
AHP/含组氨酸的磷酸转移蛋白
AHP/histidine-containing phosphotransfer peotein
B-ARR /双组分响应调控 ARR-B家族
B-ARR/two-component response regulator ARR-B family
A-ARR /双组分响应调控 ARR-A家族
A-ARR/two-component response regulator ARR-A family
赤霉素受体 GID1
GID1/gibberellin receptor GID1
F-box蛋白 GID2
GID2/F-box protein GID2
PYL/PYL/RCAR家族/脱落酸受体
PYL/PYL/RCAR family/abscisic acid receptor
PP2C/蛋白磷酸酶 2C
PP2C/protein phosphatase 2C
SNRK2/丝氨酸/苏氨酸 -蛋白激酶 SRK2
SNRK2/serine/threonine-protein kinase SRK2
ABF/ABA反应元件结合因子
ABF/ABA responsive element binding factor
ETR/乙烯受体
ETR/ethylene receptor
EIN3/乙烯不敏感蛋白 3
EIN3/ethylene-insensitive protein 3
EBF1_2/EIN结合 F-box蛋白
EBF1_2/EIN3-binding F-box protein
ERF1/乙烯响应转录因子 1
ERF1/ethylene-responsive transcription factor 1
BSK/BR信号激酶(油菜素内酯受体)
BSK/BR-signaling kinase (brassinosteroid receptor)
BIN2/油菜素类内酯不敏感蛋白 2
BIN2/protein brassinosteroid insensitive 2
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(Clean reads)。最后用 Hisat2 (v2.1.0)软件(Kim et al.,
2015)将 clean reads与人参考基因组(Xu et al., 2017)
进行比对。

3.4 基因差异表达分析

基于比对结果用 HTSeq (v0.11.1)软件(Anders et
al., 2015)提取出每个样本中所有基因对应的 reads
数(使用参数: --stranded=no-r pos-i gene_id )，然后用

基因数
Gene numbers
2

7

3

2

5

3

8

2

调控
Regulated
↓

↑

↑

↓

↓

↑

↑

↑

类别
Type
油菜素内酯
Brassinosteroid

茉莉酸
Jasmonic acid

水杨酸
Salicylic acid

基因家族
Gene family
抗油菜素内酯 1/2
BZR1_2/brassinosteroid resistant 1/2
CYCD3/细胞周期蛋白 D3
CYCD3/cyclin D3
JAR1/茉莉酸 -氨基合成酶
JAR1/jasmonic acid-amino synthetase
COI-1/冠菌素不敏感蛋白 1
COI-1/coronatine-insensitive protein 1
JAZ/茉莉酸酯 ZIM结构域蛋白
JAZ/jasmonate ZIM domain-containing protein
NPR1/调节蛋白 NPR1(水杨酸受体)
NPR1/regulatory protein NPR1 (salicylic receptor)
TGA/转录因子 TGA
TGA/transcription factor TGA
PR1/病原体相关蛋白
PR1/pathogenesis-related protein 1

续表 2
Continuing table 2

注:↑:上调;↓:下调
Note:↑: Up-regulated;↓: Down-regulated

图 7差异表达基因表达量验证
Figure 7 Verification of relative expression levels of DEGs

R中的 DESeq2 (v3.8)软件 (Love et al., 2014)以 |log2-
FoldChange|>1和校正后的 P-value值(padj)<0.01为条
件筛选出差异表达基因。
将差异表达基因进行 GO (Gene ontology)富集

和蛋白互作(protein-protein interaction, PPI)网络分析。
用 KOBAS 3.0 软件(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/anno-
tate.php)将差异表达基因与拟南芥(Arabidopsis thali-
ana)基因组进行蛋白序列相似性比对，获得人参差异
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表达基因在拟南芥基因组中的同源基因。基于以上
的比对结果，用 AgriGO 软件(http://systemsbiology.
cau.edu.cn/agriGOv2/index.php)对差异表达基因进行
GO富集分析，其中以 FDR<0.05作为显著富集的GO
条目(GO terms)。STRING是一个收录蛋白和蛋白与
蛋白间互作信息的数据库(Szklarczyk et al., 2018)。根
据 GO富集结果筛选有特殊意义的通路，然后将该
通路中差异表达基因与 STRING蛋白数据库进行比
对(https://string-db.org/)，获得基因对应蛋白之间的
互作关系。最后用 Cytoscape软件对蛋白互作结果进
行可视化展示(Shannon et al., 2003)。
对差异表达基因进行 KEGG (Kyoto encyclopedia

of genes and genomes)富集分析。基于 KEGG数据库，
用 KOBAS 软件对差异表达基因进行代谢通路富
集，并以 FDR<0.05筛选为显著富集通路，然后对特
殊通路进一步分析。

3.5 qRT-PCR验证

根据转录分析结果，挑选出 8 个 DEGs 进行
RT-qPCR相对表达分析。按照 Prime ScriptTMⅡ试剂
盒说明书(TaKaRa 公司)将 RNA反转成 cDNA。用
Primer 5.0计引物(表 3)。qRT-PCR反应体系 20 μL：
EvaGreen 2×qPCR Master Mix 10 μL，cDNA 模板
1 μL，正、反引物各 0.3 μL，补足 ddH2O至 20 μL。将
其放置 ABI荧光定量 PCR仪中，95℃预变性 10 min，
95℃变性 14 s，52℃退火 1 min，72℃延伸 15 s，40个
循环。每个反应重复 3次，以 IF3G1为内参基因(Fan
et al., 2019)，采用 2-ΔΔCt法计算基因相对表达量。
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Table 3 Gene name and primer sequence

基因名称
Gene name
IF3G1
P5CS1
NRPB2
GID1
AUX/IAA
PYL/PYL/RCAR
CRE1
BSK

正向引物(5'-3')
Forward primer (5'-3')
CTTGGAAAAGGTGGTGCTGT
GTAGAATTCATGCTCGTGGTC
GCAGAAACACCAGAAGGACAA
GCACATTCCTCCGCAAACAG
GTTTATTCTCCCCCGAGGTT
CAGAGATTATGGATGGGAGGC
TGAGGATGGCTGCTTGATAC
TCTTGTCACAACCAATGAAGTG

反向引物(5'-3')
Reverse primer (5'-3')
TTGTTGTATCCGAGGTTGGG
GTCCCTGTGAGTGTAAACAAC
GATGAATACCAACCCAGCAAC
CGCAGTCCAGCCATCTTCAT
ATATTGACCCCAAGGAGCTG
AATAGGCTCAGTTCGGTCTTG
TGCATTGTCAAACTCAGCAC
CATGATATAACGCACGACCTTT
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