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木本植物全基因组测序研究进展 

施季森, 王占军, 陈金慧 

南京林业大学林木遗传与生物技术省部共建教育部重点实验室, 南京 210037 

摘要: 近年来, 植物全基因组测序的结果正如雨后春笋般涌现, 木本植物全基因组测序也在紧锣密鼓地展开。

但由于木本植物通常基因组较大, 基因组结构较为复杂, 在测序、测序后的组装、注释、功能分析等均存在较

大的困难。在基因组测序分析的经费预算方面也存在着较大的压力。因此, 有必要对这方面的研究进展及其存

在问题进行分析比较, 以提高林木全基因组研究方面的效率。文章在比较分析已经发展起来的 3 代基因测序技

术(Sanger 测序法、合成测序法和单分子测序法)的基础上, 选择 4 种已经公布的木本植物(杨树、葡萄、番木瓜、

苹果), 从全基因组测序的研究背景、测序结果及应用的研究进展和存在问题等方面进行了述评, 对未来要开展

的木本植物全基因组测序前的准备工作(材料选择、遗传图谱和连锁图谱的构建、测序技术的选择), 全基因组

测序结果的生物信息学分析和应用进行了讨论。 
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Progress on whole genome sequencing in woody plants 

SHI Ji-Sen, WANG Zhan-Jun, CHEN Jin-Hui 
Key Laboratory of Forest Genetics & Biotechnology of Ministry of Education, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, China 

Abstract:  In recent years, the number of sequencing data of plant whole genome have been increasing rapidly and the 
whole genome sequencing has been also performed widely in woody plants. However, there are a set of obstacles in inves-
tigating the whole genome sequencing in woody plants, which include larger genome, complex genome structure, limita-
tions of assembly, annotation, functional analysis, and restriction of the funds for scientific research. Therefore, to promote 
the efficiency of the whole genome sequencing in woody plants, the development and defect of this field should be analyzed. 
The three-generation sequencing technologies (i.e., Sanger sequencing, synthesis sequencing, and single molecule sequenc-
ing) were compared in our studies. The progress mainly focused on the whole genome sequencing in four woody plants 
(Populus, Grapevine, Papaya, and Apple), and the application of sequencing results also was analyzed. The future of whole 
genome sequencing research in woody plants, consisting of material selection, establishment of genetic map and physical 
map, selection of sequencing technology, bioinformatic analysis, and application of sequencing results, was discussed. 
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林木不仅为人类提供了建筑、造纸等重要原料

和其他可再生能源, 而且在保水防沙和提高空气质
量等领域起着重要的作用[1,2]。针对木本植物的全基

因组测序研究不仅有助于了解树木的基因组结构和

功能, 而且对于探索木本植物的起源与进化、开展
重要功能基因的定位和克隆、分子标记辅助选择

(Marker-assisted selection, MAS)育种等均具有重要
的指导意义。众所周知, 木本植物生命周期较长、
基因组的杂合度较高、基因组较大, 且多数发生过
基因组的复制, 遗传背景不清晰, 这些瓶颈限制了
林木全基因组测序研究的进程[3,4]。2000年, 人们采
用传统的Sanger测序技术完成拟南芥全基因组测序, 
揭开了植物全基因组研究的序幕[5]。2006 年, 又利
用Sanger测序技术完成了杨树的全基因组计划, 开
启了木本植物全基因组学研究的大门[6]。2011 年 2
月, 继杨树[6]、葡萄[7]、番木瓜[8]、苹果[9]和桃树[10]基

因组草图完成后, 第 6 种木本植物麻风树的基因组
草图也公布于世[11], 6 种木本植物全基因组测序的
研究为人类进行其他木本植物的全基因组测序研究

提供了大量的参考信息(表 1)。 
作为植物全基因组研究的重要手段, 测序技术

经历了需要PCR扩增的第一代Sanger测序法和第二
代合成测序法 , 已经发展到了无需PCR扩增 , 且具
有高通量、低成本为特点的第 3 代单分子测序阶段
(表 2) [14~18]。目前, 第一代测序技术已经规模化, 具

有测序读长较长、测序精确度较高等优点, 但测序
成本高、速率等不足, 因而制约其进一步扩大应用。
与第一代测序技术相比, 第二代测序技术降低了测
序成本, 提高了测序速率, 且测序覆盖度更高。其中, 
美国的罗氏 454 测序技术测序读长较长(约在 400~1 
000 bp/reads之间), 便于准确地序列拼接; 但同聚物
核苷酸测序时 , 存在较高的误差和价格较高的问 
题[18]; Solexa和SOLiD测序均属短读长技术, 序列拼
接繁琐且存在一定误差。相对于SOLiD而言, Solexa
测序的错误率要高一些, SOLiD测序技术每个碱基
都经过两次测序可检出和校正错误识别的碱基。第

3 代测序技术在测序过程中省略了克隆步骤, 极大
地提高了测序速度, 测序成本也降低了好几个数量
级, 具有样品准备过程和数据分析流程简单、测序
读长较长、测序精度非常高, 能同时进行多个样品
分析等优点[17]; 但第 3 代测序技术的规模化应用尚
需时日。 

目前, 第二代测序技术已被较多的应用于测序
研究中, 美国加利福尼亚大学利用罗氏 454 测序的
最新技术Genome Sequencer FLX Titanium(GS FLX 
Titanium)[19]进行了海洋宏基因组测序, 研究发现了
固氮蓝藻新品种。2010 年Nature公布了采用Sanger
和罗氏 454 两种测序法进行的苹果全基因组测序结
果[9], Illumina公司采用的低成本、高效率、快速从头
组装测序短序列(35～100 bp)的测序方法, 已成功 

 
表 1  几种重要植物全基因组测序方法比较 

物种 测序材料 测序方法 预测全长
(Mb) 

覆盖深度 
基因总数

(条) 
基因均长

(bp) 

拟南芥[5]

(Arabidopsis thaliana) 
哥伦比亚野生型 

传统 Sanger 
(构建 BAC、TAC和质粒文库)

125 — 31 114 2 373 

水稻[12]

(Oryza sativa) 
籼稻 9311 
粳稻日本晴 

Sanger 
Sanger 

466 
420 

4.2× 
6.0× 

37 544 
40 844 

5 000 
— 

黄瓜[13]

(Cucumis sativus) 
自交系 

Chinese long 9930 
Sanger 和 Illumina GA 243.5 

 72.2× 26 682 1 046 

杨树[6]

(Populus trichocarpa) 
毛果杨雌株 
Nisqually 1 

Sanger 480 8.5× 45 555 2 300 

葡萄[7]

(Vitis vinifera) 
自交纯系 
PN 40024 

Sanger 487 8.4× 30 434 3 399 

番木瓜[8]

(Carica papaya) 
转基因雌株 SunUp Sanger 372 

 3.0× 13 311 2 373 

苹果[9]

(Malus domestica) 
优良品种金冠 Sanger和罗氏 454 742.3 

 16.9× 57 386 — 

桃树[10]

(Prunus persica) 
双单倍体系 Lovell Sanger 227 7.7× 27 852 — 

麻风树[11]

(Jatropha curcas) 
— Sanger和罗氏 454 285.9 — 40 929 — 
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表 2  3 代测序技术的特点[14~18]

测序技术 测序过程 产量和成本 优缺点 

第一代  传统 Sanger测序法 
(ABI公司) 

PCR扩增 DNA片段合成随
机末端分子——毛细管电
泳分离——输出序列 

6 Mb/day 
约 500 $/Mb 

测序读长较长、测序精确度较高 , 已
经规模化, 但测序成本高、速率低 

    

第二代  合成测序法 
(Roche公司的 454, 
Illumina公司的 Solexa, 
和 ABI公司的 SOLiD) 

PCR扩增 DNA片段、序列
组装——每次加单核酸 , 
记录结果后洗脱、重复——
输出序列 

750～5 000 Mb/day
约 0.5～20 $/Mb 

高速率、测序读长较长, 同核苷酸聚
物测序时误差较高, 测序试剂价格较
高(454); 低成本、高速率 , 测序读长
较 短 , 序 列 拼 接 繁 琐 (Solexa 和
SOLiD); 测序错误率较高 (Solexa); 
可确定错误识别碱基(SOLiD) 

    

第三代  单分子测序法 
(Helicos Biosciences 公司的 Heliscope, 
Pacific Biosciences 公司的SMRT(single- 
molecule real-time), Life Technologies公
司的 FRET, Oxford Nanopore Technolo-
gies公司的纳米孔单分子技术) 

锚定 DNA 片段——每次加
单核酸, 记录结果后洗脱、
重复或者实时测序——输
出序列 

5 000 Mb/day 
<0.5～20 $/Mb 

低成本、高速率、长测序读长, 简化
了样品准备过程和数据分析流程 , 测
序精度非常高 

 
应用于黄瓜(Sanger 和  Illumina GA(Genome Ana-
lyzer))[13](表 1)、蚂蚁 (Camponotus floridanus 和 
Harpegnathos saltator)[20] 、 大 熊 猫 (Ailuropoda 
melanoleura)[21]和土豆(Solanum tuberosum L.)[22]的

全基因组测序研究中; 第二代测序技术在遗传背景
不清晰的木本植物全基因组研究中也将具有广阔的

应用前景。新一代测序技术(New-generation sequencing 
technologies, NGSTs)的迅猛发展加速了植物全基因
组, 尤其是木本植物全基因组研究的进程[18]。但木

本植物的测序研究策略和技术有许多方面仍然需要

探索。本文通过分析其中 4 种较为典型的木本植物
全基因组测序研究结果, 围绕木本植物全基因组测
序研究需要开展的前期基础工作, 测序结果的生物
信息学分析和应用进行分析和讨论。 

1  杨树全基因组测序研究及结果利用 

1.1  杨树全基因组测序的研究背景 

杨树为杨柳科 (Salicaceae)杨属 (Populus)植物 , 
染色体数为 2n=38。最古老的杨树发现于距今约 6 000
万年前的化石标本中, 目前主要分布于北半球[23]。已

经测序的毛果杨 (Populus trichocarpa)的基因组为
480 Mb, 系中等大小基因组物种。杨树生长迅速, 易
于进行常规育种和遗传转化等研究的实验操作 [24], 
表型遗传多样性丰富, 遗传转化体系稳定[25]。已通

过种间杂交建立了遗传作图群体, 构建了标记有与

生长速率、树高生长和木材材性等重要性状相关的

遗传图谱[26]。因此, 杨树被称为木本植物基因组研
究的模式物种[23]。遗传图谱(Genetic map)和物理图
谱(Physical map)的比较研究, 更利于阐明基因组信
息[27], 两种图谱的遗传标记相结合有助于测序结果
的拼接和分析[28]。所以, 在进行杨树全基因组测序
研究之前, 美国能源部橡树岭国家实验室联合田纳
西州大学等组成的杨树全基因组课题组开展了大量

的遗传图谱和物理图谱构建等前期基础性工作。 
遗传图谱是通过遗传重组率计算得到的基因线

性排列距离的图谱, 该图谱的绘制依赖于DNA多态
性标记的开发[29,30]。它不仅是研究遗传结构的有力

工具, 而且在重要经济和生物性状的QTL(Quantitative 
trait locus)定位、分子标记辅助选择[29], 后基因组时
代编码基因的功能发掘, 以及为进一步开展基因组
保守序列和基因组测序提供基础信息[31]等研究也有

重要价值。美国杨树课题组先后构建了一批遗传图

谱, 第一个为覆盖了 410 cM基因的遗传连锁图谱, 
总计有 356 个SSR标记, 被标注于 155 个Scaffolds
中。该图谱的标记有 91%为共显性的SSR标记[32]。

Yin等[26]利用 544 个标记(439 个AFLP标记和 105 个
SSR标记)构建了高密度遗传图谱, 约覆盖了杨树基
因组的 2 300～2 500 cM。该图谱为综合分析杨树基
因组数据以及对将来开展其它重要树种的基因组结

构、功能、进化和遗传改良研究等提供了研究基础。 

物理图谱可确定被克隆的基因或DNA标记在染
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色体上的精细位置。高密度的物理图谱为调控重要

性状的基因进行定位、克隆和植物功能基因组研究

提供了重要的信息 [27], 并且有利于多位点、多个
Contigs的共定位[3]。杨树基因组课题组采用大范围

指纹图谱BAC文库法构建了包括 2 802 个Contigs的
杨树物理图谱, 估计覆盖了全基因组的 9.5 倍[6]。

Tuskan等 [6]结合遗传图谱和物理图谱信息 , 将 410 
cM的拼接序列中接近 385 cM的序列锚定于杨树不
同的连锁群。 

1.2  杨树全基因组测序结果及利用 

杨树全基因组课题组结合杨树遗传图谱信息 , 
选择毛果杨雌株“Nisqually 1”为材料 , 采用全基因
组鸟枪测序法绘制出毛果杨基因组草图 , 共获得
4.2×109个高质量的核酸序列(Phred > 20), 基因组全
长约 480 Mb, 约覆盖杨树基因组的 8.5 倍。该研究
共鉴定出 45 555条蛋白编码基因, 基因均长约 2 300 
bp(http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.
html)(表 1)[6]。其中, 包括来自于全长cDNA文库的 4 
664 条基因全长序列。这些基因全长序列信息将有
利于对杨树全基因组测序结果进行基因注释[6]。 

在获得了杨树全基因组数据后, 杨树全基因组
课题组以基因的不同结构为研究单元, 进行单核苷
酸多态性(Single-nucleotide polymorphisms, SNPs)密
度研究和进化分析; 以拟南芥中基因组信息为参考, 
鉴定出杨树的纤维素合成相关基因和木质素合成酶

基因。杨树纤维素合成相关基因家族中 93 个成员, 
34个杨树木质素合成酶基因。通过进化分析研究发
现, 代表性的肉桂醇脱氢酶(Cinnamyl alcohol dehy-
drogenase, CAD)基因在毛果杨中是由单基因编码的, 
而在以往拟南芥的研究中发现是由 2个基因编码的, 
这一发现对于开展杨树木质素的遗传操作带来极大

的方便; 他们还对黄酮类生物合成和类苯基丙烷类
等次生代谢物合成酶基因、植物抗病基因(R基因)、
生长素应答因子(Auxin response factor, ARF)、赤霉
素(Gibberellins, GAs)和细胞分裂素(Cytokinins, CK)
等植物激素相关基因进行了研究[6]。Woolbright等[33]

参考杨树全基因组信息, 在AFLP标记图谱和 4 000 个
SSR标记(http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource. htm)
基础上, 利用 541 个AFLP标记和 111 个SSR标记加
密了杂交杨的连锁遗传图谱。 

2  葡萄全基因组测序研究 

2.1  葡萄全基因组测序的研究背景 

葡萄(Vitis vinifera)属于葡萄科葡萄属植物, 染
色体数为 2n=38, 是重要的酿酒原料和水果[34]。葡萄

具有悠久的栽培历史,早在新石器时代便有其记载[34]。

在葡萄全基因组测序之前, 遗传图谱和物理图谱构
建已完成。Troggio等[35]以 94个Syrah和Pinot Noir杂
交F1代群体为材料, 综合SNPs、SSRs和AFLP分子标
记, 构建了葡萄遗传图谱。所有标记共覆盖了基因
组的 1 245 cM的基因组大小, 两个标记间的平均距
离为 1.3 cM。该遗传图谱被锚定在了含有 994个位
点的BAC物理图谱上。 

2.2  葡萄全基因组测序结果及利用 

2007年 9月, Nature杂志报道了第 4种显花植物
(继拟南芥、水稻和杨树之后), 也是第二种木本植物
和第一种果树——葡萄的全基因组测序结果[7]。研究

表明, 葡萄的基因组具有高度杂合的特点, 有 13%
的等位基因的序列之间存在明显的差异, 高度杂合
的特点严重阻碍了其测序后序列的拼接[7]。Jaillon等
以通过连续自交方式获得的接近纯系(93%)的葡萄品
系“PN 40024”(源于Pinot Noir)作为材料, 采用全基
因组鸟枪测序法进行测序, 获得的基因组全长约为
487 Mb, 约覆盖葡萄基因组的 8.4倍。该研究共鉴定
出 30 434 条蛋白编码基因 , 基因均长约 3 399 
bp(http://www.genoscope.cns.fr/externe/Genome 
Browser/Vitis/)(表 1)[7], 比杨树(45 555 条)[6]和水稻

的蛋白编码基因(37 544 条—籼稻 9 311)[12]都要少

(表 1)。 
葡萄也是进行开花植物基因结构和起源进化研

究较为理想的材料。Jaillon等[7]根据葡萄全基因组测

序结果, 进行了系统进化分析。按照蛋白质序列相
似性原理分析了全基因组复制事件。结果表明, 现
有的单倍体的葡萄基因组在近代未发生全基因组复

制事件(Genome-wide duplications, GWD), 而是经历
了全基因组 3 倍化复制。这一事件也被视为古六倍
体化进化机制的实例 [7]。比较葡萄与杨树、拟南芥

古六倍体化发生时间发现, 葡萄的古六倍体化发生
在杨树和拟南芥之后。这一结果说明, 蔷薇类植物
(Rosids)都起源于一个共同的古六倍体化祖先; 葡萄 
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与拟南芥、杨树的比较显示, 拟南芥经历了两次全
基因组复制事件后, 从真蔷薇I(Eurosid I clade)进化
枝中分离出来, 演化为真蔷薇II(Eurosid II clade)进
化枝, 而葡萄和杨树仍属于真蔷薇I(Eurosid I clade)
进化枝。葡萄基因组序列与拟南芥、杨树和水稻基

因组进行比对后发现 , 葡萄与杨树的亲缘关系最
近。项目组还利用蛋白质组学方法分析了葡萄的重

要功能基因。他们发现葡萄基因组中存在两类与葡

萄酒风味和保健作用直接相关的高拷贝数的基因 , 
这是在先前已经分析的植株中尚未发现的。葡萄酒

的保健作用是由于天然植保素白藜芦醇的存在, 它
直接与促进红酒消费市场的葡萄发育有关。在葡萄

中已确认, 编码驱动白藜芦醇合成的对苯乙烯苷合
酶(Stilbene synthases, STSs)基因家族中的基因已扩
展到了 43个, 而先前报道的仅有 20个[7]; 葡萄酒的
香气直接与驱动萜烯类(树脂、芳香精油类次生代谢
物)合成的萜类合酶(Terpene synthases, TPSs)基因有
关。在葡萄的基因组中, 发现有 89个与萜烯类合成
相关的功能基因和 27个拟功能基因; 与拟南芥、水
稻和杨树相比, 葡萄基因组中TPS基因家族的成员
扩展了两倍[7]。葡萄基因组中还有许多重要发现, 限
于篇幅不一一赘述。葡萄基因组中这些重要功能基

因的发现, 不仅对于酿酒葡萄品质改良, 而且对于
其它经济植物的品质改良也将起重要借鉴作用。 

3  番木瓜全基因组测序研究 

3.1  番木瓜全基因组测序的研究背景 

番木瓜为番木瓜科(Caricaceae)番木瓜属(Carica)
植物, 染色体数为 2n=18, 是世界第 5大热带和亚热
带的经济植物作物之一。番木瓜由最早仅在美国本

土人工栽培, 现在已在世界许多地方栽培。番木瓜
的生长周期短(仅为 9～15个月), 周年开花[36]; 二倍
体植株具有 9 对染色体, 且具有较为原始的性染色
体(性染色体Mm为雄株, MM为雌株, Mhm为雌雄同
株)， 基因组相对较小（372 Mb）; 而且番木瓜转
基因体系已经十分成熟 [37],是系统研究热带果树功
能基因组的重要材料[38]。大量遗传图谱和物理图谱

构建工作为番木瓜全基因组测序研究奠定了基础。

Chen等[39]利用番木瓜AU9 和SunUp(旭日)的F2代群

体构建了高密度遗传图谱, 707个标记被标注于 9个

主连锁群和 3 个小连锁群中, 包括 706 个微卫星标
记和 1 个果色相关的标记。这些连锁标记覆盖了基
因组的 1 037.1 cM的基因组大小, 标记间的平均间
距为 1.45 cM。他们应用高信息含量的指纹系统
(High-information-content fingerprinting system)构建
的BAC文库中共有 39 168个BAC克隆。 

3.2  番木瓜全基因组测序结果及利用 

2008年 4月, Nature杂志报道了美国夏威夷农业
研究中心等组织完成的第一个用转基因(转抗环斑
病毒基因)木本植物番木瓜(Carica papaya Linnaeus)
的一个名为“旭日”(“SunUp” , 雌株)的品种为材料, 
进行全基因组测序[8]。番木瓜基因组测序全长为 372 
Mb, 覆盖番木瓜基因组的 3 倍, 约为拟南芥基因组
大小的 3 倍, 与其他已完成测序的被子植物(拟南
芥、水稻、杨树、葡萄)基因组相比, 番木瓜含有的
基因数量最少, 仅含有 13 311 个基因, 基因均长约 2 
373 bp(http://asgpb.mhpcc.hawaii.edu/papaya/)(表 1)[8], 
具有的功能基因数量也最少, 仅含有少量与抗病相
关的基因。Ming等[8]推测在长期的人工栽培过程中, 
番木瓜的防御机制可能发生了特殊的进化。全基因组

测序结果为在形态学、生理学、药学和营养学层面上

开展番木瓜遗传育种研究提供了重要基础[8]。 
系统发育研究表明, 番木瓜在近代也未发生基

因组复制事件。番木瓜的一些片段分别与拟南芥中

的 2～4个片段呈共线性关系, 表明拟南芥的 1次或
2 次基因组复制使得它与番木瓜之间的线性关系产
生了分化。据推测, 拟南芥近代发生的α基因组复制
事件可能仅影响到十字花科的一个成员, 而早先在
双子叶植物出现早期发生的β基因组复制事件是拟
南芥和番木瓜分化的真正原因[40]。基因组和亚基因

组比对揭示番木瓜的γ基因组复制与拟南芥和杨树
的γ基因组复制一致, 都是发生在靠近于被子植物最
初发生分化的阶段 [41]。番木瓜全基因组测序结果 , 
提供了一些具有重要科学价值的结果。虽然番木瓜

基因组中既没有近代的基因组复制事件发生, 也不
如其它已经测序的被子植物典型, 又是迄今为止已
经测序的木本植物中功能基因数量最少的一个物

种。但一个有趣的现象是在一些特定的功能群中 , 
基因的数量产生了十分明显的扩增。这些扩增基因

是否有助于阐明番木瓜在长期的人工栽培中进化成
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具有树木那样的习性还有待进一步研究, 但明显看
到测序品种基因扩增后在抗环纹病毒病能力的增

加。另外, 基因扩增对于番木瓜的淀粉的积累和运
输, 种子传播媒介的吸引, 对于热带长日照的适应
性, 抗病基因(R基因)、转录因子、纤维素和木质素
合成相关基因、生物钟调控基因、性别决定基因等

功能研究方面, 均有重要作用。项目组在测序材料
的选择上与其他物种有特别之处, 选择转基因材料
进行测序研究, 还可以对植物转基因后的目的基因
的插入位置、插入拷贝数、目的基因的表达等重要

科学问题进行研究。他们发现转番木瓜基因植株在

核基因组中有 3 个位置与叶绿体的插入紧密关联, 
同时具有拓扑异构酶I的识别位置, 这对于了解目的
基因在转基因植株中的插入、表达和功能也具有十

分重要的作用[8]。 

4  苹果全基因组测序研究 

4.1  苹果全基因组测序的研究背景 

苹果属于蔷薇科(Rosaceae)、梨亚科(Pomoideae)、
苹果属(Malus Mill)植物, 染色体数为 2n=34, 是大
家所熟知的重要的水果之一。在苹果全基因组测序

之前, 也开展了遗传图谱和物理图谱的构建等研究
工作。Han等[42]通过构建苹果基因组物理图谱, 来研
究复杂性状的遗传基础。该图谱最初约覆盖了单倍

体基因组 10.5倍, BAC文库中有 74 281个克隆, 包
括 2 702个Contigs, 物理长度约 927 Mb。苹果基因
组范围内物理图谱为染色体区域标记基因的开发、

基因分离、QTL定位, 比较基因组学分析植物染色体
及全基因组测序等研究提供了基础。Han等[43]进一

步分析了苹果基因组物理图谱, 选择出 3 744 个高
质量的BAC末端序列(BAC end sequences, BESs)进
行标记开发。在大约 8.5%的BESs序列中发现有SSRs
标记。将苹果BESs数据与拟南芥蛋白质组数据, 拟
南芥、杨树和水稻基因组数据进行了比较分析后 , 
发现苹果与杨树的亲缘关系较拟南芥更近。2009年, 
Han等[44]利用苹果BESs数据, 筛选出了候选的SNPs
标记, 综合物理图谱和遗传图谱信息将候选SNPs定
位到遗传图谱上。 

4.2  苹果全基因组测序结果及利用 

由意大利、美国和新西兰等国组成的项目组 , 

以苹果 (Malus. domestica)栽培品种 “金冠 (Golden 
Delicious)”为材料, 采用Sanger和罗氏 454 测序法
绘制了苹果基因组草图, 同时讨论了苹果的起源及
进化事件[9]。全基因组测序结果表明, 苹果的基因组
大小约为 742.3 Mb, 覆盖苹果基因组的 16.9倍, 约
含有 57 386条蛋白编码基因(表 1)。 

多数蔷薇科植物单倍体的染色体数在n=7～9之
间, 而苹果属单倍体染色体数为 17。早先有报道认
为苹果是由于发生了异源多倍体化(Allopolyploid)造
成苹果染色体数目的非整倍性增多。新的研究发现, 
全基因组复制造成苹果染色体间存在大量的相似片

段, 树木个体内染色体间共线性分析表明, 至少存
在 4 对共线性长片段和 7 对共线性短片段。通过系
统发育学分析发现苹果(n=17)与美吐根(Gillenia, n=9)
的淀粉粒结合型淀粉合成酶Wx基因在两个种之间
存在显著的线性关系。这很可能说明苹果属n=17的
单倍体的染色体数源于同源多倍体化(Auto- poly-
ploidisation)。全基因组复制存在的古老的全基因组
复制(Old genome-wide duplications, Old GWD)和近
代的全基因组复制(Recent genome-wide duplications, 
Recent GWD)两种方式。苹果染色体间重组研究发现, 
其全基因组复制主要以近代的全基因组复制方式为

主[9]。同时, 部分证据支持真双子叶植物祖先的古代
六倍体是单一起源的假说[9]。通过代表蔷薇科分类

群中占大多数的梨亚科和苹果属的系统发生进化树

的重构还表明, 现代栽培苹果与新疆野苹果(Malus 
sieveesii)的亲缘关系比欧洲苹果(Malus sylvestris)、
山荆子(M. baccata)、西府海棠(M. micromalus)、楸
子(M. prunifolia)更近。Velasco等[9]认为, 现代栽培
苹果是由新疆野苹果进化而来, 而不是早先认为的
现代栽培苹果起源于欧洲苹果的观点。分子证据还

支持这样的看法, 现代栽培苹果(M. domestica)和新
疆野苹果 (M. sieversii)是同一个种 , 用M. pumila 
Mill.作为苹果的拉丁名可能更恰当。目前苹果基因
组公布的仅仅是草图, 但对于揭示苹果的起源和进
化 , 寻找与许多重要性状相关的基因 , 开展分子植
物育种等领域研究提供了重要突破口[9]。由于苹果自

交不育、二倍体高度杂合, 含有大量重复基因, 苹果
基因组测序和后续的序列拼接, 基因组精细图的绘
制等均面临着巨大的挑战[43]。 
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5  结 语 

5.1  木本植物全基因组测序的前期基础 

木本植物的全基因组测序研究面对的最大障碍

是木本植物的基因组相对较大, 而且较为复杂。测
序材料的选择、测序结果的分析和应用等方面均要

经过慎重考虑。在林木基因组项目启动之前, 首先
要考虑的是目标树种在理论方面可以阐述什么重要

的科学问题, 或者在应用方面有什么重要价值; 其
次, 是要把测序材料的基本生物学背景了解清楚。
大多数木本植物并未像水稻、玉米和大豆等农作物

经历了较长时间驯化和近交繁殖[3,4], 可以较容易获
得纯系。树木多数为异交物种, 杂合性较强。经过
反复杂交或回交的实验材料, 基因组更为复杂。因
此, 在满足科学研究价值的前提下, 应尽量选择基
因组相对较小、分类地位上处于重要位置的原种作

为测序材料, 尤其是要优先选用单倍体材料或二倍
体材料[7,10], 而不宜采用多倍体材料, 以免木本植物
高度杂合带来的测序和数据拼装的困难。由于经验

不足或考虑不周 ,最近开始实施的一些木本植物的
基因组计划中选择了天然的或人工的多倍体, 或者
是无意中选择了进化历史中发生过基因组复制事件

的材料, 造成了测序后基因组拼装和数据分析的困
难, 造成了不必要的人力、物力和时间的浪费。因
此 , 为减少盲目性 , 在大规模深度测序之前 , 可以
先作目标材料的基本生物学背景特征评估, 如染色
体倍性分析, 或先作低覆盖度的初测序, 了解基因
组的复杂程度, 以确定是否适合作复杂基因组的深
度测序, 以及能否开发出复杂基因组的拼装技术等
均要一一作出决断。已经有遗传图谱和物理图谱的

树种虽对基因组测序结果的分析有一定的帮助, 但
总体而言, 遗传背景不一致、基因组高度杂合、进
化和物种形成过程中发生过基因组复制事件等特征, 
均是木本植物遗传图谱、物理图谱的构建和全基因

组的测序研究的限制因素。对于遗传背景不清晰的

木本植物, 可以先采用第二代测序技术进行转录组
测序, 以获得的大量Unigene信息构建遗传图谱和物
理图谱, 为待测序的物种提供遗传背景信息。 

通量相对较高的第二代测序技术加速了木本植

物全基因组测序的研究 , 但Solexa和SOLiD测序的
读长较短, 序列拼接繁琐且存在一定误差; 454测序

读长较长 , 有利于大基因组和复杂基因组的拼装 , 
但测序试剂的价格相对较高, 而传统Sanger测序法
具有测序读长较长、准确率高的优点, 但存在效率
相对较低的问题。因此有学者提出, 将第一代和第
二代测序方法或多种二代测序方法有效结合以提高

测序的准确率, 也便于测序结果的分析。例如黄瓜
的全基因组测序是将Sanger 和 Illumina GA技术联
合使用[13]、苹果和麻风树同为Sanger 和罗氏 454技
术结合[9] [11], 而土豆则是Illumina GA和罗氏 454技
术联用[22], 两种或多种测序方法的互补和联用进行
测序研究, 不失为当前一种可取的策略。2011 年 7
月, Nature杂志报到了利用ABI新推出的Ion Torrent 
PGM芯片式测序仪, 在德国爆发的大肠杆菌的快速
测序中应用, 引起了业界的关注。“芯片就是测序
仪”的概念逐渐开始流行。去年推出的 314 型芯片
测序读长超过 100 bp, 今年推出的 316 芯片读长达
到 200 bp, 2012年面世的 318芯片标称的读长要达
到 400 bp, 认为可以同罗氏的GS Junior相媲美, 同
时测序的费用也大大降低[45~47]。当然, 随着单分子
或其他更为先进的测序技术的问世和逐渐发展成熟, 
成本低、速率高、精度准的第 3 代测序技术在木本
植物全基因组研究中必将有广阔的应用前景。 

5.2  全基因组测序结果的生物信息学分析 

第二代测序技术在木本植物全基因组测序研究

中已有较多的应用。但是在第二代测序技术较多应

用和测序设备、测序技术提高了测序效率的同时 , 
也带来许多其他问题; 如近来有研究发现, 第二代
测序技术的测序错读率相对较高。第二代测序结果

的分析依赖于序列的拼接方法, 随着拼接质量的提
高, 将会获得高质量的Contigs且增加了测序结果的
覆盖率, 二代测序技术中常用的序列拼接软件包括：
GS Assembler(罗氏 454商业化), Velvet[48], SOAP[49,50], 
ABySS[51], Edena[52], Euler-SR[53], CAP3[54], 
NextGENe[55], SHARCGS[56], FuzzyPath[57], QSRA[58], 
SeqCons[59], SHORTY[60], SOPRA[61], SSAKE[62], Tai-
pan[63], VCAKE[64], MIRA, OASES和CLC等[55,65]。其中

华大基因自行开发的SOAP软件已成功应用于大熊
猫  [21]和土豆  [22]全基因组测序结果的拼接中, 获得
了较好的拼接结果 ; 应用较广泛的Velvet软件具有
能获得高覆盖度Contigs优点。然而单个拼接软件在
不同物种测序结果的拼接中可能存在一定的局限 , 
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Feldmeyer等 [55]采用 3 种转录组拼接方法 (Velvet, 
OASES和NGen)进行蜗牛转录组测序结果分析, 结
果表明NextGENe软件拼接的Contigs较长、Blast比对
质量最高。Chen等先使用了 3种软件(ABySS 1.2.1, 
Velvet 1.12和Edena 2.1.1)进行了杯萼海桑转录组拼
接[66], 再使用CAP3对拼接结果进行二次拼接。多种
序列拼接软件的比较研究能够提高序列拼接的精确

度, 对于非模式植物的全基因组测序研究具有重要
的指导意义。复杂基因组测序及其第二代测序结果的

准确率问题, 已经引起了国内外科学家们的高度重视, 
并在努力攻关之中。 

5.3  全基因组测序结果的应用 

经过全基因组测序和生物信息学分析后, 获得
了大量的全基因组测序结果, 测序结果能得到尽可
能的全面应用, 是对于树木基因组测序各种投入的
最佳回馈。目前, 可从以下方向开展应用研究：(1)
利用生物信息学方法对全基因组测序结果进行基因

注释, 开展木本植物的重要性状相关基因的发现、
克隆、功能验证和进化分析, 例如控制开花、木材
形成、树木生长习性、休眠、耐寒力、病虫害抗性

(R基因)、果实发育、果实性状和品质等的相关基因; 
(2)进行比较基因组学研究, 深入比较分析两种植物
基因组序列的同线性关系, 分析研究植物的起源和
进化关系, 同时探索控制植物重要性状的重要染色
体片段或基因群(基因簇), 为重要基因的发现及克
隆提供重要参考信息; (3)应用NGS获得的木本植物
全 基 因 组 结 果 制 作 商 品 化 基 因 芯 片 , 使 用
Microarray方法进行基因表达研究 ; 也可以直接采
用NGS进行转录组测序, 参考全基因组信息, 利用
转录组测序结果检测不同细胞或组织间基因的表达

水平 , 为特定时间内基因表达的时空性提供信息 ;  
(4)基因组序列信息提供了大量的SSRs和SNPs等分
子标记, 有利于高密度遗传图谱和物理图谱的构建, 
高密度遗传图谱加速了分子标记与优良性状之间的

连锁研究, 有益于QTL研究平台的创建和染色体范
围内研究自然群体基因渐渗; (5)探索全基因组关联
分析(Genome-wide association studies, GWAS), 寻
找个体基因组中表型相关的DNA序列的变异, 评价
决定个体基因型的成千上万单核苷酸多态性(SNPs), 
由于GWAS使用的材料是自然群体, 省去产生后代

群体的过程 , 缩短了分子标记辅助选择育种的周
期、降低了育种成本, 并且自然群体能更准确地反
映重组事件的发生[28,67]; (6)在全基因组测序结果的
基础上, 进行同种木本植物的不同时期、不同组织
材料, 野生型与突变体材料, 未胁迫处理与各种胁
迫处理(低温、干旱、高盐和ABA)材料[68]之间的转

录组学(Transcriptomics)、代谢组学(Metabolomics)、
蛋白质组学(Proteomics)和降解组学(Degradomics)的
比较研究也亟待开展。 

综上所述, 选择合适的测序材料, 与丰富的遗
传背景、先进的测序技术、多种拼接方法综合使用

及测序结果全面应用的有效结合, 必然能促进木本
植物全基因组测序研究的持续健康发展。 
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