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摘  要：文心兰因其独特的花型和艳丽的颜色是市场上重要的鲜切花。文心兰花瓣极易产生花型多样性，为了探究调

控文心兰侧花瓣唇瓣化的分子机制，对柠檬绿文心兰（Oncidium flexuosum ‘Honey Angel’）及其侧花瓣唇瓣化变异种（突

变体）的侧花瓣进行 RNA 提取和转录组分析。测序结果共获得 45 525 415 个高质量 reads，鉴定出 52 253 个 unigenes。

利用 NR、Swissprot、PFAM、GO、NT、KO、KOG 七大数据库分别进行基因功能注释，分别注释到 31 828、23 174、

21 369、21 367、20 830、10 523、6465 条 unigenes。经表达量比较，在柠檬绿文心兰和突变体之间获得差异表达基因

3120 条。GO 功能富集分析显示，共有 1537 条差异表达基因注释到生物过程、细胞组分和分子功能 3 个功能群组。KEGG

功能富集分析显示，将 690 个差异表达基因富集到不同的代谢通路，其中代谢途径富集的基因最多。兰花唇瓣器官发

育的研究更多地集中在 MADS-box 基因家族中，在该转录组数据中不仅筛选到 5 个显著差异表达 MADS-box 基因家族

成员，还挖掘到其他可能与文心兰唇瓣发育相关的 NAC、TCP、MYB 及 WRKY 等转录因子。运用 RT-qPCR 对这些转

录因子基因进行表达量验证，定量结果与 RNA-seq 数据一致，且这些转录因子大部分在文心兰唇瓣化侧花瓣中具有高

表达，说明其可能正向调控着文心兰唇瓣器官的发育。综上所述，本研究挖掘到大量参与文心兰唇瓣化变异的关键转

录因子，为兰花唇瓣发育分子机制及调控网络研究提供参考依据。  
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Abstract: Oncidium is an important fresh-cut flower in the market because of its unique flower pattern and brilliant 
color. The petals of Oncidium are highly susceptible to flower diversity. RNA extraction and transcriptome analysis were 

performed on the lateral petals of O. flexuosum ‘Honey Angel’ and variants with two lateral petals converted into lips to 
explore the molecular mechanism regulating the labialization of Oncidium lateral petals. A total of 45 525 415 

high-quality reads were obtained from the sequencing results and 52 253 unigenes were identified. The seven databases 
of NR, Swissprot, PFAM, GO, NT, KO and KOG were used to annotate gene functions and annotated to 31 828, 23 174, 



第 5 期 曾思娴等：文心兰侧花瓣转录组分析与调控唇瓣化变异相关转录因子的挖掘 887 

21 369, 21 367, 20 830, 10 523, 6465 unigenes. Upon expression comparison,3120 differential genes were obtained 

between O. flexuosum ‘Honey Angel’ and the mutant. A total of 1537 differentially expressed genes were annotated into 
three functional groups: biological processes, cellular components and molecular functions. KEGG functional enrich-

ment analysis enriched 690 differentially expressed genes into different metabolic pathways, with the most genes en-
riched by metabolic pathway. To date, the study of lip formation in orchids has focused more on the MADS-box gene 

family, not only five significantly differentially expressed MADS-box genes were screened in this transcriptome data, 
but also other transcription factor such as NAC, TCP, MYB and WRKY that may be related to the lip formation in On-
cidium were also discovered. RT-qPCR was used to verify the expression of key genes, and the quantitative results were 
consistent with RNA-seq data, most of the genes were highly expressed in the lip-like lateral petals, indicating that the 

genes may positively regulate the development of the lip of Oncidium. In summary, this study excavated a large number 
of key transcription factors involved in the variation of labialization in Oncidium, which would provide a certain refer-

ence for the study of the molecular mechanism and regulatory network of lip formation of orchid. 
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兰科植物因其独特的花型倍受人们喜爱，

MADS-box 转录因子是花的起始和发育过程中的

关键调控成分，在参与花器官的发育、开花时间

的调节等过程中均起着重要作用[1]。ABCDE 模型

由 MADS-box 基因家族中的五类同源基因组成，

这些基因通过相互作用共同决定花器官身份[2]。

因此，大多数关于兰花花器官发育的研究都集中

在这些 ABCDE 基因上，而关于调控兰花唇瓣发

育的其他转录因子及下游相关调控网络仍不清

晰，因此，探究其他相关调控机制对兰花植物分

子育种具有重要意义。 

文心兰是兰科文心兰属植物，因其独特的花

型和艳丽的颜色是世界上具有较高观赏价值的切

花品种[3]。在长期的文心兰生长进化过程中，极

易产生花型多样性，这种花型多样性主要体现在

唇瓣的变化上，使其具有更高的观赏价值和生物

学价值[4]。因此揭示文心兰唇瓣多样性形成机制

显得极其重要。“花被密码模型”是目前被广泛接

受的兰花花器官发育模型，该模型中，不同

MADS-box 基因分别组成唇瓣复合物和萼片/花瓣

复合物，这 2 种蛋白复合物相互竞争决定兰花花

器官身份形成[5]，而文心兰花瓣形态结构多样化

的其他调控网络研究仍鲜有报道。本研究以柠檬

绿文心兰（Oncidium. flexuosum‘Honey Angel’）

和其侧花瓣唇瓣化变异种（突变体）为材料，对

2 种 侧 花 瓣 进 行 RNA 转 录 组 测 序 ， 通 过

MADS-box 及其他转录因子的差异表达挖掘调控

文心兰唇瓣化变异关键转录因子，为建立文心兰

唇瓣化变异调控关系网络，培育花型独特兰花新

品种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料为种植在华南农业大学花卉研究中

心种质资源圃中生长健壮的柠檬绿文心兰侧花瓣

发生唇瓣化变异种（突变体），对照为柠檬绿文心

兰（图 1）。对 2 种侧花瓣表皮细胞观察，发现在

8 mm 花蕾时期表皮细胞数目差异最大，因此在 9

月和 10 月采集 8 mm 花蕾并分离其侧花瓣迅速置

于液氮中冻存，然后保存于–80 ℃冰箱，用于后

续转录组测序及相关试验。 
 

 

图 1  柠檬绿文心兰和唇瓣化变异种花朵 
Fig. 1  Pictures of O. flexuosum ‘Honey Angel’ and  

labialized varieties flowers 
 

1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 提取、文库构建与转录组测序  

（1）总 RNA 提取。使用天根多糖多酚试剂盒

（QIAGEN, Germany）提取柠檬绿文心兰和唇瓣

化变异种的侧花瓣组织样品的总 RNA，并检测其

总量和完整性。RNA 提取与检测均委托北京诺禾

致源科技股份有限公司完成。 

（2）文库构建、质检与测序。选取符合质量
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标准的总 RNA 通过 Oligo(dT)磁珠富集带有

polyA 尾的 mRNA。随后在 NEB Fragmentation 

Buffer 中用二价阳离子将得到的 mRNA 随机打

断，按照 NEBNext® Ultra™ RNA Library Prep Kit 

for Illumina®试剂盒说明书进行 cDNA 文库的构

建。文库构建完成后，使用 Qubit 2.0 Fluorometer

荧光分光光度计进行初步定量，随后使用 Agilent 

2100 bioanalyzer 生物分析仪对文库的 insert size

进行检测，通过 RT-qPCR 对文库有效浓度进行准

确定量，以保证文库质量。把不同文库按照有效

浓度及目标下机数据量的需求 pooling 后，使用

Illumina NovaSeq 6000（Illumina，USA）测序平

台进行转录组测序。 

1.2.2  测序数据分析  （1）数据质控与转录本

拼接。为了保证数据分析的质量和可靠性，将测

序获得的原始数据（raw reads）进行过滤，去除

带接头 reads、含 N 碱基的 reads、低质量 reads

（Q 值<20），经过原始数据过滤、测序错误率检

查、GC 含量分布检查，获得后续分析使用的高

质量 clean reads。使用 Trinity 程序将 clean reads

进行拼接，对拼接获得的转录本去除冗余以

Corset 层次聚类后得到最长 Cluster 序列进行后

续分析。 

（2）unigene 功能注释。得到拼接转录本后，

将转录本通过 NCBI Blastx 后比对到蛋白质的 7 个

数据库[Nr、Nt、Pfam、KOG、Swissprot、KEGG、

GO，（E-value≤0.000001）]，获得与目标序列相似

度最高的蛋白质，并对其 unigenes 进行功能注释。 

1.2.3  差异表达基因筛选及富集分析   利用

RSEM（RNA-seq by Expectation Maximization）

软件[6]对基因在不同样本之间进行定量分析，并

使用 DESeq2 软件对原始的 read count 进行标准化

处 理 ， 通 过 统 计 学 模 型 进 行 假 设 检 验 概 率

（P-value）计算后进行 FDR 矫正获得 padj 值。

为了得到显著差异表达基因，将筛选条件设为

padj<0.005 且差异倍数|log2(fold change)|>1。分别

使用 GOseq[7]和 KOBAS 软件进行差异表达基因

的 GO 和 KEGG 的富集分析，当 padj<0.05 时，

为显著富集。 

1.2.4  差异表达基因的 RT-qPCR 验证  以柠檬

绿文心兰及其唇瓣化变异种为材料，基于转录组

数据分析，筛选出与唇瓣变异相关的差异转录因

子基因进行 RT-qPCR 验证。提取 8 mm 花蕾期柠

檬绿和唇瓣化变异种文心兰的侧花瓣的 RNA，利

用湖南艾克瑞生物工程有限公司的 Evo M-mlV 反

转录试剂盒合成 cDNA 单链。利用 Primer Premier 

5.0 软件设计引物，委托上海生物工程有限公司合

成引物。RT-qPCR 反应体系和程序按照 Hieff® 

qPCR SYBR Green Master Mix（Low Rox Plus）试

剂盒操作说明进行，参考文心兰属植物相关研究以

Actin 为内参基因 [8]，通过 Applied Biosystems 

ABI7500 荧光定量 PCR 仪检测 10 个相关转录因子

基因的相对表达量，每个样品设置 3 个生物学重

复，反应结束后确认扩增曲线和熔解曲线，使用

2-ΔΔCT 法计算相关基因在不同样品中的表达情况。 

2  结果与分析 

2.1  转录组测序质量分析 

取柠檬绿文心兰和唇瓣化变异种 8 mm 花蕾时

期侧花瓣进行转录组测序。测序共获得 46 436 745

个 raw reads，原始数据过滤后获得 45 525 415 个

高质量 clean reads。经质量评估，数据整体测序

错误率不超过 0.03%，Q20 碱基百分比（测序错误

率不小于 1%）分布在 96.61%~98%之间，Q30（测

序错误率小于 0.1%）介于 91.63%~94.25%之间，

GC 含量介于 45.92%~46.67%之间，表明测序质量

较好，可用于后期数据分析。  

2.2  转录组 unigenes 功能注释 

将高质量 clean reads 进行拼接后共获得 52 

253 个 unigenes，利用 NR、Swissport、PFAM、

GO、NT、KO、KOG 等 7 个常用蛋白质数据库进

行比对及基因功能注释，根据比对蛋白数据库的

序列同源性结果可知，至少在 1 个数据库注释成

功的 unigenes 有 36 118，占 69.12%，其中与 NR

数据库匹配的 unigenes 数目最多为 31 828 条，占

60.91%；其次为 Swissport 数据库 23 174 条（占

44.34%），PFAM 数据库 21 369 条（占 40.89%），

GO 数据库 21 367 条（占 40.89%），NT 数据库 20 

830 条（占 39.86%），KO 数据库 10 523 条（占

20.13%），KOG 数据库 6465 条（占 12.37%）；在

以上 7 个数据库中都注释成功的 unigenes 数目为

3549 条，占 6.79%。 

2.3  文心兰侧花瓣差异表达基因分布 

对 2 种侧花瓣的 unigenes 表达量进行比较，

以|log2(fold change)|≥1 且 padj<0.05 作为筛选基

准，在 2 种侧花瓣中共检测到差异表达基因

（differentially expressed gene, DEG）3120 条，其

中与柠檬绿文心兰相比，在突变体侧花瓣中上调
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表达的 DEG 有 1526 条，下调表达的 DEG 有 1594

条（图 2）。 
 

 

图 2  文心兰侧花瓣转录组差异表达基因火山图 
Fig. 2  Volcanoplot of differentially expressed genes in 

transcriptome of Oncidium lateral petals 
 

2.4  差异表达基因的 GO 功能分析 

将检测到的 DEG 进行 GO 功能富集分析，以

注释其生物学功能。共有 1537 条差异表达基因注

释到细胞组分（cellular component, CC）、生物学

过 程 （ biological process, BP ） 和 分 子 功 能

（molecular function, MF）3 个功能群组。其中差

异表达基因更多富集在生物学过程功能中，主要

途径包括生物学过程功能中的碳水化合物代谢过

程（carbohydrate metabolic process）、脂质代谢过

程（lipid metabolic process）和含核碱基化合物分

解 代 谢 过 程 （ nucleobase-containing compound 

catabolic process）；在细胞组分功能上，主要富集

在核质（nucleoplasm）和染色体（chromosome）

中；分子功能中差异基因重点富集在氧化还原酶

活性（oxidoreductase activity）和裂解酶活性（lyase 

activity）上（图 3）。 

2.5  差异表达基因的 KEGG 富集分析 

将差异表达的基因进行 KEGG 富集分析，结

果发现在 2 种侧花瓣中有 690 个差异表达的基因

在 KEGG 途径中显著富集，KEGG 富集的前 20

个途径如图 4 所示，其中代谢途径（metabolic 

pathways）、次生代谢物的生物合成（biosynthesis 

of secondary metabolites）和抗生素生物合成

（biosynthesis of antibiotics）是富集差异表达基因

个数较多的通路。 

 

图 3  文心兰侧花瓣差异表达基因 GO 功能富集 
Fig. 3  GO functional enrichment of differentially ex-

pressed genes in Oncidium lateral petals 
 

 

图 4  文心兰侧花瓣差异表达基因的 KEGG 富集通路 
Fig. 4  KEGG enrichment pathway of DEG in  

Oncidium lateral petals 
 

2.6  文心兰唇瓣化变异相关基因的挖掘与分析 

MADS-box 基因是一类广泛存在于植物中且

被证明在兰花花器官发育中具有极其重要的调控

作用。为了挖掘文心兰唇瓣化变异相关调控基

因，首先从差异表达基因中重点关注 MADS-box

转录因子，在该转录组中共挖掘 5 个存在显著差

异（以 |log2(fold change)|>1 为筛选依据）的

MADS-box 基因（MADS1、MADS10、MADS11、
MADS7、MADS5）。在植物中 MADS-box 基因主

要通过调节其他基因的转录来发挥作用 [9]。因
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此，也对文心兰的侧花瓣转录组测序结果进行其

他转录因子的数据分析，发现存在差异表达的其

他转录因子主要包括 WRKY、TCP、NAC、MYB

等（表 1）。 

将 MADS1、MADS10、MADS11、MADS7、

MADS5、TCP1、TCP2、NAC1、MYB1 蛋白与其

他物种同源蛋白序列构建进化树，结果表明，

MADS-box 蛋白与扇叶文心兰（Erycina pusilla）
的 MADS-box 亲缘关系最近，聚为一类，其次与

铁皮石斛（Dendrobium catenatum）亲缘关系较近；

NAC 与铁皮石斛（Dendrobium catenatum）、蝴蝶

兰（Phalaenopsis equestris）亲缘关系较近，聚为

一类；TCP 与蝴蝶兰（Phalaenopsis equestris）、
蕙兰（Cymbidium faberi）亲缘关系最近，聚为一

类；MYB 与建兰（Cymbidium ensifolium）亲缘关

系最近，聚为一类，其次与扇叶文心兰（Erycina 
pusilla）、铁皮石斛（Dendrobium catenatum）亲

缘关系较近（图 5）。 
 

表 1  文心兰唇瓣化侧花瓣变异差异表达转录因子 
Tab. 1  Differentially expressed transcription factors associated with labialization variation in Oncidium lateral petals 

基因 ID Gene ID 标签 Annotation 功能基因 Description Log2 (fold change) 

Cluster-10510.4816 ADJ67237.1 MADS1；MADS box transcription factor 1 13.467 

Cluster-10510.1587 ADJ67240.1 MADS10；MADS box transcription factor 10 6.4071 

Cluster-10510.27791 ADJ67241.1 MADS11；MADS box transcription factor 11 1.8286 

Cluster-10510.12679 ADJ67239.1 MADS7；MADS box transcription factor 7 –1.1659 

Cluster-10510.13070 ADJ67234.1 MADS5；MADS box transcription factor 5 –2.5449 

Cluster-10510.24492 AVO00700.1 WRKY1；WRKY transcription factor 28-like –2.1117 

Cluster-10510.12328 ATU32558.1 TCP1；TCP-like protein 1.3815 

Cluster-10510.9271 ATU32522.1 TCP2；TCP1-like protein 1.3949 

Cluster-10510.1026 XP_020697724.1 NAC1；NAC domain-containing protein  2.4272 

Cluster-10510.15575 PKU72007.1 MYB1；Myb-related protein 305 –6.3881 

 

 

图 5  文心兰侧花瓣差异转录因子进化树分析 
Fig. 5  Evolutionary tree analysis for differentially expressed transcription factors of Oncidium lateral petals 

 

2.7  转录组测序 RT-qPCR 验证 

为了验证文心兰侧花瓣转录组测序数据的真

实性，共选择 10 个差异表达基因，通过 RT-qPCR

的方法检测其在花蕾期阶段的侧花瓣中的表达水

平，与转录组测序获得的基因表达水平相比，二

者变化趋势一致（图 6），说明本研究的转录组测

序结果具有良好的可靠性。 

3  讨论 

本研究对柠檬绿文心兰和其侧花瓣唇瓣化变

异种花蕾期侧花瓣进行 RNA 测序和转录组分析，

共获得 52 253 个 unigenes。利用 NR、Swissprot、

PFAM、GO、NT、KO、KOG 七个数据库分别进

行基因功能注释，分别注释到 31 828（60.91%）、

23 174（44.34%）、21 369（40.89%）、21 367 
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图 6  文心兰侧花瓣转录组差异基因 RT-qPCR 验证 
Fig. 6  RT-qPCR verification for differentially expressed genes in transcriptome of Oncidium lateral petals 

 
（40.89%）、20 830（39.86%）、10 523（20.13%）、

6465（12.37%）条 unigenes，说明本转录组测序

数据质量较高，为文心兰唇瓣发育相关研究及其

分子育种提供理论基础。 

检测到差异表达基因 3120 条，与柠檬绿文心

兰相比，在突变体侧花瓣中上调基因有 1526 条，

下调基因有 1594 条。其中 1537 条差异表达基因

经 GO 功能富集分析注释到生物过程、细胞组分

和分子功能 3 个功能群组，经 KEGG 功能富集主

要分布在代谢途径、次生代谢物生物合成途径

等。表明文心兰唇瓣化变异是一个复杂的过程，

涉及多条代谢通路并受多种转录因子基因共同

协调影响。 

现有的研究揭示了MADS-box基因尤其是B类

MADS-box 基因在兰花花器官中的重要作用[10]。

同时，同源性兰花 Tepal（HOT）模型可以解释兰

花 MADS-box 基因如何调控花器官的发育并推测

B 类基因中的不同基因与其他类别的 MADS-box

基因结合，以调节萼片、侧花瓣和唇瓣身份的复

杂性[11]。截至目前，B 类 MADS-box 基因通过基

因复制事件产生大量同源基因，有学者从南茜文

心 兰 中 分 离 到 4 个 B 类 MADS-box 基 因

（OMADS3、OMADS5、OMADS8 和 OMADS9），
这些基因相互作用形成同源或异源二聚体共同参

与调控花被器官的形成，当 OMADS5 缺失而

OMADS9 存在时会导致大唇瓣以及萼片/侧花瓣

唇瓣化突变体的产生[12]。除了 B 类 MADS-box 基

因，“花被密码”模型认为 B 类 AP3 基因与 E 类

AGL6 基因相互组成萼片/侧花瓣复合物和唇瓣复

合物，这 2 种蛋白复合物相互竞争调控着兰花复
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杂花被器官的形成[5]。在蝴蝶兰唇状花瓣突变体

中，B 类 MADS-box 基因（PeMADS4）在 3 个唇

瓣状花瓣中具有明显的表达差异[13]，说明 B 类

MADS-box 基因在蝴蝶兰唇瓣发育中具有重要调

控作用。此外，建兰花器官类型非常多样，并通

过形态学观察和转录组分析发现其花型突变体与

MADS-box 基因的异常表达有关。在建兰唇状花

瓣突变体以及唇状萼片突变体中，CeAP3-3、

CeAP3-4 和 CeAGL6-2 基因的高表达导致了这种

唇瓣突变表型 [14]。上述研究结果进一步证实了

“花被密码”模型及该模型在兰科植物的广泛适

应性。本研究通过对柠檬绿文心兰和其唇瓣化变

异种的侧花瓣进行转录组测序，从差异基因中筛

选到 5 个差异表达 MADS-box 基因 MADS1、
MADS10、MADS11、MADS7、MADS5，其中 MADS5
为 B 类基因且在突变体侧花瓣中下调表达，这与

在南茜文心兰中该基因负向调控唇瓣器官的形成

结果一致，推测其可能参与组成文心兰萼片/侧花

瓣复合物促进柠檬绿文心兰正常花瓣的形成。

MADS1、MADS10、MADS11、MADS7 为 E 类基

因且在突变体侧花瓣中上调表达（除 MADS7），
大量研究已经证实 MADS1（AGL6-2）参与唇瓣

复合物组成并促进文心兰大唇瓣、蝴蝶兰唇瓣状

花瓣突变体及建兰花瓣/萼片唇瓣化突变体的产

生[13-15]，其他 E 类基因是否同样参与唇瓣复合物

的组成，或与其他调控元件一起共同参与文心兰唇

瓣器官的发育还需要通过大量实验进一步证实。 

尽管已有研究表明，MADS-box 转录因子在

兰花花瓣及唇瓣多样性的形成上扮演着重要的角

色，但该基因家族是如何调控兰花唇瓣多样性形

成机理尚不清楚。花器官身份基因的下游靶基因

是花器官发生的关键调节因子，直接或间接作用

于花器官组织[16]。通过高通量测序数据及整合多

种生物学数据可以推断出相关的基因表达调控网

络。因此，本研究也对转录组中差异表达的其他

转录因子进行分析，发现 NAC、TCP、MYB、

WRKY 等转录因子在文心兰唇瓣发育过程中存

在差异表达。有研究发现，在玫瑰花瓣中 NAC

转录因子控制花朵花瓣中乙烯调节的细胞扩张，

为 NAC 转录因子的功能提供新见解[17]。在小兰

屿蝴蝶兰中，挖掘到 PeNAC67 是调控小兰屿蝴蝶

兰唇瓣发育的关键转录因子，且该基因与唇瓣发

育相关的 MADS3 基因存在互作，揭示了兰花唇

瓣发育的分子机制[18]。将蝴蝶兰 TCP 转录因子

PhCYCs 基因在夏堇中进行异源表达，发现蝴蝶兰

PhCYCs 基因在夏堇中能正常转录，且所有转基因

株系分株增多且花型改变，初步说明蝴蝶兰 TCP 转

录因子可能既参与花型发育又调控分枝过程[19]。植

物 MYB 转录因子除了在调控植物花青素生物合

成上有重要贡献外，也有研究发现该基因家族在

水稻中会调控花器官和小穗的分化[20]，而该转录

因子在花卉植物花器官形成的相关调控作用尚未

见报道。本研究通过转录组分析鉴定出的这些可

能调控文心兰唇瓣发育的其他转录因子基因是否

会与 MADS-box 转录因子相互作用共同调控文心

兰唇瓣器官的发育仍需要通过大量实验进一步深

入研究，以确定其具体功能和调控方式。 

因此，本研究对唇瓣化变异文心兰侧花瓣进

行转录组分析，获得了大量差异表达转录因子，

为深入阐明这些转录因子的功能，完善文心兰唇

瓣发育相关调控网络及分子机理奠定基础。  
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