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阴地蕨全转录组分析及植物激素信号转导相关基因筛选
张林甦∗ꎬ 韩忠耀ꎬ 王传明ꎬ 邓先扩

( 黔南民族医学高等专科学校 药学系ꎬ 贵州 都匀 ５５８０００ )

摘　 要: 该研究以新鲜阴地蕨全株为材料ꎬ用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 平台进行全转录组测序ꎬ干净序列经组装

后得单一基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ)ꎬ将 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在非冗余蛋白 /核酸数据库(ｎｏｎｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ＮＲ)、核酸序

列数据库(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅꎬＮＴ)、基因本体论数据库(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬＧＯ)、蛋白质真核同源数据库

(ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓꎬＣＯＧ)、京都基因与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)、蛋白质序列数据库 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 和 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 进行生物信息学分析ꎮ 结果表明:共获得干净序列

６.６７ Ｇｂ ꎬ组装后得到 ５８ ６４６ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ平均长度为 １ ０２３ ｂｐꎬＵｎｉｇｅｎｅ 在上述数据库的总体注释率为

６９.２５％ꎮ 其中ꎬ在 ＧＯ 数据库中ꎬ２０ ７６２ 个基因被注释到生物功能、细胞组分和分子功能 ３ 个本体的 ５２ 个

功能组ꎬＣＯＧ 注释了 ２０ ６３３ 个基因并将其划分为 ２５ 个功能簇ꎻ在 ＫＥＧＧ 数据库中ꎬ比对注释了 ２９ ３７７ 个基

因ꎬ可划分为 ５ 个大类、１９ 个亚类代谢途径ꎬ据此筛选出八类植物激素信号转导相关的 ４１ 个基因家族ꎮ 通

过比对共得到 ４３ １０２ 个编码序列(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)ꎬ平均长度为 ７４９ ｂｐꎬ Ｎ５０ 为１ １３７ꎻ筛选到 ６０ 个转

录因子( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｆａｃｔｏｒꎬＴＦ)家族共 １ ５０２ 个转录因子基因ꎻ共发现 １７ １９５ 个单核苷酸多态性( ｓｉｎｇｌｅ￣ｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)位点ꎬ其中碱基转换 １１ １２２ 个ꎬ颠换 ６ ０７３ 个ꎻ发现了 ８ ２４５ 个简单序列重复( ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬＳＳＲ)ꎬ数量最多的为二核苷酸重复和三核苷酸重复ꎮ 这些结果从功能和结构方面提供了阴

地蕨全转录组信息和涉及植物激素信号转导的潜在基因ꎬ为进一步深入研究阴地蕨的生长发育、遗传、品种

鉴别等提供了分子生物学的基础数据ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎬ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｇｅｎｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

　 　 植物激素是一类信号小分子ꎬ对于植物的生

长发育起着重要作用ꎬ其通过植物激素信号转导

系统发挥作用ꎬ即内因或外因可促使一系列植物

激素基因诱导和表达ꎬ作用于相应的激素受体或

组件ꎬ最终显现出不同的性状(苏谦等ꎬ２００８)ꎮ 常

见的植物激素有生长素、细胞分裂素、赤霉素、脱
落酸、乙烯、油菜内酯素、茉莉酸和水杨酸等ꎬ在这

些激素信号转导系统中有的受体或关键组分因互

作( ｉｎｔｅｒａｃｔ)或串话( ｃｒｏｓｓｔａｌｋ)会产生协同或拮抗

的作用而使信号途径网络化(Ｏｈｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
比如光信号可以通过与生长素信号途径发生串话

从而调控根的发育(Ｋｕｍａｒｉ ＆ Ｐａｎｉｇｒａｈｉꎬ ２０１９)ꎬ
光敏色素作用因子( ＰＩＦｓ)可以响应赤霉素、油菜

内酯素、茉莉酸、生长素吲哚乙酸( ＩＡＡ)、脱落酸、
乙烯等信号途径ꎬ通过这个“枢纽”分子将激素信

号途径联成了复杂的网络(任小芸等ꎬ２０１６)ꎮ 植

物激素还可通过表观遗传调控促进开花ꎬ如赤霉

素、茉莉酸、脱落酸和生长素对 ＤＮＡ 甲基化、组蛋

白翻译后修饰介导的染色质压缩起重要作用从而

影响开花(Ｃａｍｐｏｓ￣Ｒｉｖｅｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 另外ꎬ在
植物应对土壤病原菌侵害时也进化出复杂的激素

信号网络来保护自身(Ｂｅｒｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 可见

植物的激素信号转导系统对植物的生长发育、防
御、环境适应等具有重要意义ꎮ

阴地蕨(Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ)ꎬ又名一朵云、小
春花、蛇不见、郎萁细辛、独脚蒿、冬草等ꎬ属于阴

地蕨科阴地蕨属ꎬ一年生草本药用植物ꎬ多以孢子

进行繁殖ꎬ其生长发育具有一定的代表性ꎮ 在我

国民间ꎬ尤其是贵州、福建等地常用的一种中草

药ꎬ因其具有清热解毒、止咳、止血等功效ꎬ主要用

于小儿高热惊搐、肺热咳嗽、咳血、百日咳、毒蛇咬

伤、目赤火眼、目生翳障等(齐建红ꎬ２０１２ꎻ赵俊华
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等ꎬ２００８ꎻ阮君山ꎬ２００２)ꎮ 目前ꎬ对阴地蕨的研究

较少ꎬ主要集中在化学成分、临床及药理作用、分
类及分布调查等方面ꎬ分子生物学相关的信息较

少ꎬ限制了更深入的研究ꎮ 转录组( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ)
是指某一生理条件下ꎬ细胞内所有转录产物的集

合ꎬ包括信使 ＲＮＡ(ｍＲＮＡ)、核糖体 ＲＮＡ( ｒＲＮＡ)、
转运 ＲＮＡ ( ｔＲＮＡ) 及 非 编 码 ＲＮＡ ( ｎｏｎｅ ｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ)ꎮ 随着测序技术的发展和普及ꎬ转录组测序

(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)已经成为从分子水平研究生物基因及

其调控的重要方法ꎮ 本研究通过高通量测序获得

阴地蕨全转录组ꎬ通过生物信息学方法对其进行

分析ꎬ得到阴地蕨转录组的整体注释信息、筛选出

植物激素信号转导相关的潜在基因及其单核苷酸

多态性( ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ ＳＮＰ)和短

序列重复多态性 ( ｓｈｏｒｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｓｍꎬ ＳＳＲ)等信息ꎬ为进一步从分子水平开展阴

地蕨生长发育、品种鉴定等研究提供了有用的

资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

新鲜、成熟阴地蕨植物全株 ３ 株(包含根、茎、
叶及孢子ꎬ于 ２０１６ 年 ７ 月采于贵州省黔南州都匀

市郊斗篷山地区(１０７°２０′—１０７°２７′ Ｅ、２６° １２′—
２６°１６′ Ｎꎬ海拔约 １ ５００ ｍ)ꎬ经黔南医学高等专科

学校王传明副教授鉴定为阴地蕨(Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒ￣
ｎａｔｕｍ)ꎮ 样品采集后ꎬ立即用清水冲洗干净ꎬ吸水

纸吸干后放入干冰盒中带回ꎬ以备提取 ＲＮＡꎮ
１.２ ｃＤＮＡ 文库制备及测序

将植物全株用液氮研磨成粉末ꎬ用 ＲＮＡ 提取

试剂盒(艾德莱公司ꎬ北京)提取总 ＲＮＡ 并将 ＤＮＡ
消化ꎬ用带有寡聚脱氧胸腺嘧啶(Ｏｌｉｇｏ ｄＴ)的磁珠

富集 ｍＲＮＡꎬ经琼脂糖电泳及微量核酸检测仪

ＮａｎｏＤｒｏｐ 检测合格后用试剂盒依次合成 ｃＤＮＡ、纯
化、修复粘性末端、在 ３′末端加上碱基“Ａ”并连接

接头ꎬ然后进行片段大小选择ꎬ最后进行 ＰＣＲ 扩

增构建 ｃＤＮＡ 文库ꎻ构建好的文库经检验合格后上

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 平台进行测序ꎮ

１.３ Ｄｅ ｎｏｖｏ(从头) 组装

将测序得到的原始序列( ｒａｗ ｒｅａｄｓ)去除低质

量、接头污染以及未知碱基 Ｎ 含量过高的序列得

到干 净 序 列 ( ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ )ꎬ 使 用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软 件

( ｖ２.０.６) (Ｇｒａｂｈｅｒｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ )对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进

行 Ｄｅ ｎｏｖｏ 组装ꎬ 使用 Ｔｇｉｃｌ 软件( ｖ２.０.６) ( Ｐｅｒｔｅａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)将组装的转录本进行聚类去冗余ꎬ得
到单一基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ)用于后续分析ꎮ
１.４ Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释及分析

为了解 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能ꎬ用生信分析软件将

Ｕｎｉｇｅｎｅ 在七大功能数据库中进行注释:用 Ｂｌａｓｔ
( ｖ２. ２. ２３ ) 进 行 ＮＴ、 ＮＲ、 ＣＯＧ、 ＫＥＧＧ 注 释ꎻ 用

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 注释ꎻ用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ ( ｖ２. ５. ０) ( Ｃｏｎｅｓａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００５) 以及 ＮＲ 注释结果进行 ＧＯ 注释ꎻ用 Ｉｎ￣
ｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ５ (ｖ５.１１－５１.０) (Ｑｕｅｖｉｌｌｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)
进 行 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 注 释ꎮ 根 据 ＫＥＧＧ 信 号 途 径

ｍａｐ０４０７５ꎬ将经注释的相关基因进行归类ꎬ即得植

物激素信号转导相关基因ꎮ
１.５ 转录组结构分析

１.５.１ 编码序列( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬＣＤＳ)预测 　 根

据功能注释结果ꎬ按照 ＮＲ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ
的数据库优先顺序ꎬ挑选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的最佳比对片段

作为该 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＣＤＳ ꎮ 未能注释上的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
使用预测得到的 ＣＤＳ 作为模型进行建模ꎬ然后使

用 ＥＳＴＳｃａｎ (ｖ３.０.２) ( Ｉｓｅｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)进行 ＣＤＳ
预测ꎮ
１.５.２ 转录因子( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｆａｃｔｏｒꎬＴＦ)编码能力预测

　 首先ꎬ用 ｇｅｔｏｒｆ(ＥＭＢＯＳＳ:６.５.７.０) (Ｒｉｃｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００) 检测 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的开放阅读框 ( ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)ꎻ然后ꎬ使用 ｈｍｍｓｅａｒｃｈ( ｖ３.０) (Ｍｉｓｔｒｙ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３) 将 ＯＲＦ 比对到转录因子蛋白结构域

(数据来源于 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ)ꎻ最后ꎬ根据 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ
描述的转录因子家族特征对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＴＦ 编码

能力鉴定(Ｊｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
１.５. ３ ＳＳＲ 和 ＳＮＰ 检测 　 首先ꎬ用 ＭＩＳＡ ( ｖ１. ０)
(Ｔｈｉｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３) 对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＳＳＲ 检测ꎻ然
后ꎬ用 ＨＩＳＡＴ( ｖ０.１.６￣ｂｅｔａ) (Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５) 把

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比 对 到 Ｕｎｉｇｅｎｅꎻ 最 后ꎬ 使 用 ＧＡＴＫ
(ｖ３.４￣０)(ＭｃＫｅｎｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０) 检测 ＳＮＰꎮ

８３５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



２　 结果与分析

２.１ 测序及组装结果

使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 平台一共测得总原始序列

( ｒａｗ ｒｅａｄｓ)数据量为 ５５.５２ Ｍｂꎬ过滤后得到干净

序列(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)４４.４５ Ｍｂꎬ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比率达到

８０.６％ꎬ测序深度属“深度”(ｈｉｇｈ ｄｅｅｐꎬ>１５ Ｍｂ)测
序ꎮ 得到干净总碱基数 ６. ６７ Ｇｂ ꎬ组装后得到

５８ ６４６ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ平均长度 １ ０２３ ｂｐꎬＮ５０、Ｎ７０
均大于 １ ０００ ｂｐ (表 １) ꎮ 所有 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的长度均

大于 ３００ ｂｐꎬ 分布在 ３００ ~ ４００ ｂｐ 的最多ꎬ 占

２５.５％ꎬ大于 １ ０００ ｂｐ 的累计占 ３９％(图 １)ꎬ说明

测序连续性和组装效果较好ꎮ

表 １　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的质量指标
Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｍｅｔｒｉｃｓ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ ａｓｓｅｍｂｌｅ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

平均长度
Ｍｅａｎ ｌｅｎｇｔｈ Ｎ５０ Ｎ７０ Ｎ９０ ＧＣ (％)

阴地蕨 Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ５８ ６４６ １ ０２３ １ ７６２ １ １０２ ３９９ ４４.６４

　 注: Ｎ５０. 按 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度从大到小排序后逐个累加至所有 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ总长度的 ５０％时ꎬ最后一个累加的数值大小即为 Ｎ５０ꎻ Ｎ７０、
Ｎ９０ 以此类推ꎮ ＧＣ(％) . 碱基 Ｇ 和 Ｃ 的比例ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎ５０. Ａ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｍｅｄｉａｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｔｈａｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｉｎ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｇｒｅａｔ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ｔｈｉｓ ｖａｌｕｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｆ
Ｎ７０ ａｎｄ Ｎ９０. ＧＣ(％) . Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｇ ａｎｄ Ｃ ｂａｓｅｓ ｉｎ ａｌｌ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ.

图 １　 阴地蕨单一基因的长度分布
Ｆｉｇ. １　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ Ｕｎｉｇｅｎｅ

表 ２　 阴地蕨单一基因功能注释结果统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ Ｕｎｉｇｅｎｅ

项目
Ｉｔｅｍ

总 Ｕｎｉｇｅｎｅ
Ｔｏｔａｌ

Ｕｎｉｇｅｎｅ

ＮＲ 注释
ＮＲ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＮＴ 注释
ＮＴ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 注释
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＫＥＧＧ 注释
ＫＥＧＧ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＣＯＧ 注释
ＣＯＧ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ
注释

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＧＯ 注释
ＧＯ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

总体注释
Ｏｖｅｒａｌｌ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

数目 Ｎｕｍｂｅｒ ５８ ６４６ ３８ ３５２ ２３ ３９１ ２７ ０４９ ２９ ２４１ １６ ６７８ ３０ ３７５ １５ ９０５ ４０ ６１０

占比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ １００ ６５.４０ ３９.８９ ４６.１２ ４９.８６ ２８.４４ ５１.７９ ２７.１２ ６９.２５

　 注: 总体注释为被七大数据库中任意一个数据库注释上的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 总数ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｏｖｅｒａｌｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ Ｕｎｉｇｅｎｅ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｂｙ ｅｉｔｈｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ.
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２.２ Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释

将 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行七大功能数据库注释 ( ＮＲ、
ＮＴ、ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 和 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ)ꎬ注释

结果 见 表 ２ꎮ 在 ＮＲ ( ＮＣＢＩ 蛋 白 数 据 库ꎬ ＮＣＢＩ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ)中得到最多注释(６５.４％)ꎬ总体注

释率为 ６９.２５％ꎮ 根据 ＮＲ 注释结果统计了注释物

种 分 布 ( 图 ２ )ꎬ 在 蕨 类 植 物 小 立 碗 藓

(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ) 和 江 南 卷 柏 ( Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ
ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ)中共注释了 ２４％ꎬ跟阴地蕨蕨类植物

属性相符ꎬ另外在常用的参比物种北美云杉(Ｐｉｃｅａ
ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ)中注释也较高(１４.２１％)ꎬ可能跟北美云

杉本身的注释较好有关 ( Ｒａｌｐｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
ＮＲ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 以及 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 的注释结

果展示在图 ３ꎬ在五个数据库中都注释上的有 １２
５２２ 个ꎬ占全部 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ２１.４％ꎮ
２.３ ＧＯ 注释结果

通过 ＧＯ 注释将 ２０ ７６２ 个阴地蕨基因或基因

产物赋予三大类术语( ｔｅｒｍ): 分子功能、细胞组分

和生物学过程ꎬＧＯ 功能分布如图 ３ꎮ 在生物学过

程中涉及基因数量处于前三位的分别是代谢过程

(ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)、细胞过程( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ)和

单组织过程( ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ)ꎮ 细胞组分

中 最 多 的 是 细 胞 ( ｃｅｌｌ )ꎬ 最 少 的 是 核 苷

(ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ)ꎮ 分子功能中数量最多的是催化活性

(ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)和结合(ｂｉｎｄｉｎｇ)ꎬ其次是转运活

性( ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ)ꎮ
２.４ ＣＯＧ 功能注释

通过与 ＣＯＧ 数据库进行比对ꎬ将 ２０ ６３３ 个阴

地蕨 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＣＯＧ 注释ꎬ结果如图 ５ꎮ 聚在一

般功 能 ( ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ) 的 最 多

(４ ５５９个)ꎬ包含１ ０００ ~ ２ ０００个基因的簇有 ８ 个ꎬ
包括翻译、核糖体结构及生物发生及转录等重要

的生命活动ꎬ值得注意的是鉴定了 ９９５ 个未知功

能( ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｕｎｋｎｏｗｎ)基因ꎮ
２.５ ＫＥＧＧ通路分析及植物激素信号转导基因筛选

共有 ２９ ３７７ 条基因比对到六大类、２１ 亚类代

谢通路上 (图 ６)ꎬ其中数量最多的是新陈代谢

(ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)通路ꎬ有 １７ ６９８ 个基因ꎬ占 ６０％ꎻ最
少的是与人类疾病相关的基因ꎬ共 １４１ 个(阴地蕨

属植物)ꎻ与有机系统(ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍ)环境适应

(ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔｉｏｎ)有关的基因有 １ ２６６ 个ꎮ
根据 ＫＥＧＧ 信号途径 ｍａｐ０４０７５ꎬ将经注释的相关

基因进行归类ꎬ得植物激素信号转导相关的候选

基因(表 ３)ꎮ

表 ３　 阴地蕨植物激素信号转导通路及相关基因
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ

激素名称
Ｈｏｒｍｏｎｅ
ｎａｍｅ

涉及基因
Ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ

生物作用
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

生长素
Ａｕｘｉｎ

ＡＵＸ１(１７) 细胞增大 Ｃｅｌｌ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ
ＴＩＲ１(１４) 植物生长 Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ

ＡＵＸ / ＩＡＡ(２３)
ＡＲＦ(７１)
ＧＨ３(１１)
ＳＡＵＲ(１６)

细胞分裂素
Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ

ＣＲＥ１(１９) 细胞分裂 Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ＡＨＰ(８) 芽形成 Ｓｈｏｏｔ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ

Ｂ￣ＡＲＲ(６７)
Ａ￣ＡＲＲ(７)

赤霉素
Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ

ＧＩＤ１(１８) 茎生长 Ｓｔｅｍ ｇｒｏｗｔｈ
ＧＩＤ２(７) 诱导萌发 Ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｅｒｍｉｎａ￣

ｔｉｏｎＤＥＬＬＡ(４２)
ＴＦ＊(１２９)

脱落酸
Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ

ＰＹＲ / ＰＹＬ(１５) 气孔关闭 Ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｌｏｓｕｒｅ
ＰＰ２Ｃ(４８) 种子休眠 Ｓｅｅｄ ｄｏｒｍａｎｃｙ
ＳｎＲＫ２(２３)
ＡＢＦ(３２)

油菜素甾醇
Ｂｒａｓｓｉｏｎ￣
ｓｔｅｒｏｉｄ

ＢＡＫ１(３９) 细胞伸长 Ｃｅｌｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ
ＢＲＩ１(８３) 细胞分裂 Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ＢＳＫ(５)
ＢＫＩ１(３)
ＢＩＮ２(１)

ＢＺＲ１ / ２(８)
ＴＣＨ４(８)
ＣＹＣＤ３(１)

乙烯 ＥＴＲ(１２) 果实成熟 Ｆｒｕｉｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ
Ｅｔｈｙｌｅｎｅ ＣＴＲ１(２７) 老化 Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ

ＭＰＫ６(６)
ＥＩＮ２(７)

ＥＢＦ１ / ２(６)
ＥＩＮ３(１３)
ＥＦＲ１ / ２(３)

茉莉酸
Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ

ＪＡＲ１(６) 单萜合成
Ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＣＯＩ１(３) 吲哚生物碱合成
Ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ＪＡＺ(２４)
ＭＹＣ２(５８)

水杨酸
Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ

ＮＰＲ１(３) 抗病 Ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ＴＧＡ(２１)
ＰＲ￣１(７)

　 注:括号中数字是基因数目ꎮ ＴＦ∗是指 ＰＩＦ４ 和 ＰＩＦ３ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ. ＴＦ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ＰＩＦ４ ａｎｄ ＰＩＦ３.

０４５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



图 ２　 阴地蕨单一基因注释物种
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ

图 ３　 ＮＲ、ＣＯＧ、ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 以及
Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 的五个数据库注释韦恩图

Ｆｉｇ. ３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ａｍｏｎｇ ＮＲꎬ ＣＯＧꎬ ＫＥＧＧꎬ
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒｐｒｏ ｄａｔａｂａｓｅｓ

１. 生物粘附ꎻ ２. 生物调节ꎻ ３. 细胞杀伤ꎻ ４. 细胞成分组织或生物发生ꎻ ５. 细胞过程ꎻ ６. 解毒ꎻ ７. 发展过程ꎻ ８. 生长ꎻ ９. 免疫系
统过程ꎻ １０. 定位ꎻ １１. 运动ꎻ １２. 代谢过程ꎻ １３. 多组织过程ꎻ １４. 多细胞生物的过程ꎻ １５. 生物过程的负调控ꎻ １６. 生物过程的正
向调节ꎻ １７. 生物过程调节ꎻ １８. 繁殖ꎻ １９. 生殖过程ꎻ ２０. 应激反应ꎻ ２１. 节律过程ꎻ ２２. 信号ꎻ ２３. 单组织的过程ꎻ ２４. 细胞ꎻ
２５. 细胞连接ꎻ ２６. 细胞部分ꎻ ２７. 细胞外区域ꎻ ２８. 细胞外区域部分ꎻ ２９. 大分子复合体ꎻ ３０. 膜ꎻ ３１. 膜部分ꎻ ３２. 膜封闭腔ꎻ
３３. 类核ꎻ ３４. 细胞器ꎻ ３５. 细胞器部分ꎻ ３６. 超分子纤维ꎻ ３７. 合胞体ꎻ ３８. 病毒粒子ꎻ ３９. 病毒粒子部分ꎻ ４０. 抗氧化活性ꎻ ４１. 结
合ꎻ ４２. 催化活性ꎻ ４３. 电子载体活性ꎻ ４４. 分子功能调节器ꎻ ４５. 分子传感器ꎻ ４６. 核酸结合转录因子活性ꎻ ４７. 营养储存ꎻ ４８. 蛋
白质标记ꎻ ４９. 信号传感器ꎻ ５０. 结构分子ꎻ ５１. 转录因子活性ꎬ蛋白质结合ꎻ ５２. 运输活性ꎮ
１. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎꎻ ２. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎻ ３. Ｃｅｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇꎻ ４. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎻ ５. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ６. Ｄｅｔｏｘｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ７. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ８. Ｇｒｏｗｔｈꎻ ９. Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １０. Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ １１. Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎꎻ １２. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １３. Ｍｕｌｔｉ￣
ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １４. Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １５. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １６. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １７. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ １８. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎻ １９. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ２０. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓꎻ ２１. Ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ
２２. Ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎻ ２３. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ２４. Ｃｅｌｌꎻ ２５. Ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎꎻ ２６. Ｃｅｌｌ ｐａｒｔꎻ ２７. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎꎻ ２８. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔꎻ
２９. Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ ３０. Ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ ３１. Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔꎻ ３２. Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎꎻ ３３. Ｎｕｃｌｅｏｉｄꎻ ３４. Ｏｒｇａｎｅｌｌｅꎻ ３５. Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ
ｐａｒｔꎻ ３６. Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｂｅｒꎻ ３７. Ｓｙｍｐｌａｓｔꎻ ３８. Ｖｉｒｉｏｎꎻ ３９. Ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔꎻ ４０. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４１. Ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ４２. Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ
４３. Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４４. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒꎻ ４５. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４６. Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４７. Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４８. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇꎻ ４９. Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ５０. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ５１. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ５２. Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 ４　 ＧＯ 功能注释
Ｆｉｇ. ４　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
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图 ５　 ＣＯＧ 功能注释
Ｆｉｇ. ５　 ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

图 ６　 ＫＥＧＧ 通路分析
Ｆｉｇ. ６　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

２４５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



２.６ 转录组结构

ＣＤＳ:通过 ＢＬＡＳＴ 得到 ３８ ２１２ 个 ＣＤＳꎬ用 ＥＳ￣
ＴＳｃａｎ 方法得到 ４ ８９０ 个 ＣＤＳꎬ 共得到 ４３ １０２ 个

ＣＤＳꎬ平均长度 ７４９ ｂｐꎬ Ｎ５０ 为 １ １３７ꎮ
ＴＦ:共筛选到 ６０ 个转录因子基因家族共１ ５０２

个 ＴＦ 基因ꎬ数量超过 １００ 的有 Ｃ３Ｈ ＭＹＢ 和 ＭＹＢ￣
ｒｅｌａｔｅｄ 以及 ｂＨＬＨ 转录因子家族ꎬ其他较多的还有

ＡＰ２￣ＥＲＥＢＰ、ＷＲＫＹ、ＧＲＡＳ 等转录因子ꎮ
ＳＮＰ:共发现 １７ １９５ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ其中碱基转

换 １１ １２２ 个ꎬ包括 Ａ－Ｇ ５ ４５２ 个、Ｃ－Ｔ ５ ６７０ 个ꎻ颠
换 ６ ０７３ 个ꎬ包括 Ａ－Ｃ １ ４４４ 个、Ａ－Ｔ １ ７２９ 个、Ｃ－
Ｇ １ ４１８ 个、Ｇ－Ｔ １ ４８２ 个ꎮ

ＳＳＲ:最多的是二核苷酸重复ꎬ有 ３ ６６６ 个ꎻ其
次是三核苷酸重复ꎬ３ ４３９ 个ꎻ接下来依次是单核

苷酸重复(５６３ 个)、六核苷酸重复(２６０ 个)、四核

苷酸重复(１６９ 个)和五核苷酸重复(１４８ 个)ꎮ

３　 讨论

阴地蕨是民间常用的药用、非模式植物ꎬ主要

药用成分为黄酮类和多糖类ꎮ
通过转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)测得阴地蕨转录

组 ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓ 共 ６.６７ Ｇｂꎬ各项指标显示测序深度、
组装读长均较好ꎮ 对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在七大数据库中进

行注释ꎬ发现注释率最高的是 ＮＲ 数据库ꎬ因 ＮＲ
数据库本身数据量大ꎬ包含经过验证的和预测的

蛋白ꎬ所以注释率虽然高ꎬ但是注释结果仍然需要

结合其他数据库的注释来考虑ꎮ 从 ＮＲ、 ＣＯＧ、
ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 以及 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 的注释结果韦恩图

分析ꎬ可以看出有 １２ ５２２ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 是处于五个数

据库的交集ꎬ表明这部分基因的注释可靠性较高ꎮ
ＧＯ、ＣＯＧ 和 ＫＥＧＧ 注释是基因注释的重要途

径ꎬ 分 别 从 基 因 本 体 ( ｇｅｎｅ ｏｎｃｏｌｏｇｙ )、 聚 类

(ｃｌｕｓｔｅｒ)以及通路 ( ｐａｔｈｗａｙ) 进行描述ꎮ 在 ＣＯＧ
分析中ꎬ发现有 ９９５ 个功能未知 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ占 ４.８％ꎮ
阴地蕨属厚囊蕨纲(Ｅｕｓｐｏｒａｎｇｉｏｐｓｉｄａ)瓶儿小草目

(Ｏｐｈｉｏｇｌｏｓｓａｌｅｓ)植物ꎬ是众多蕨类植物中的一员ꎮ
蕨类植物在地球上分布广、存在时间长ꎬ大部分可

以形成孢子ꎬ处于低等植物向高等植物过渡的位

置ꎬ生 长 发 育 过 程 有 自 身 特 色 ( Ｃｈｒｉｓｔｅｎｈｕｓｚ ＆

Ｃｈａｓｅ ꎬ ２０１４ꎻ张开梅等ꎬ２０１６)ꎮ 将阴地蕨转录组

与其他蕨类如石松目的蛇足石杉全株 ( Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)转录组进行比较ꎬ发现总体注释率均在

５５％ ~６０％ꎬＫＥＧＧ 注释的途径中涉及基因最多的

也是代谢ꎬ另外这两种植物中对于环境适应的基

因也都占到一定比例ꎬ说明蕨类植物对于环境的

适应调动了不少基因ꎬ所以能较好地适应环境变

化ꎬ成为现存的一类古老植物ꎮ 因此研究阴地蕨

这类植物的生长发育有一定的意义ꎬ尤其是那些

筛选出来但是功能未知的基因值得进一步探讨ꎮ
植物激素是影响植物生长发育的重要因素ꎮ

通过 ＫＥＧＧ 分析找出了目前已知的八条植物激素

信号转导途径中的基因ꎬ大部分基因家族包含的

基因数目较少ꎬ比较方便下一步的克隆、分析及功

能鉴定等研究ꎬ但是有的基因家族包含的基因数

目较多ꎬ如赤霉素途径中的 ＴＦ 和 ＤＥＬＬＡ、油菜素

甾醇途径中的 ＢＲＩ１、细胞分裂素途径中的 Ｂ￣
ＡＲＲ、脱落酸途径中的 ＰＰ２Ｃ 等都有几十、甚至上

百个成员ꎮ 这就需要进一步找出关键基因ꎬ缩小

研究范围ꎬ可以通过对不同组织、器官或者不同处

理后进行差异表达基因( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ
ＤＥＧｓ)分析ꎬ这也是本研究的局限ꎮ 另外ꎬ虽同属

于蕨类植物ꎬ但是有些蕨类生长特性差别很大ꎮ
阴地蕨生长迅速ꎬ每年以孢子方式繁殖ꎬ蛇足石杉

生长缓慢ꎬ孢子萌发需要数年(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)ꎮ
对比蛇足石杉植物激素信号转导途径涉及的基因

数量 (本实验室数据ꎬ存放于 ｈｔｔｐ: / / ｂｉｇｄ. ｂｉｇ. ａｃ.
ｃｎ / ｇｓａꎬ登录号 ＰＲＪＣＡ００１３２５)ꎬ发现有的基因家

族组成有很大的不同ꎬ数量差别达一倍以上ꎮ 在

阴地蕨的赤霉素信号途径中的鉴定出的 ＴＦ(ＰＩＦ４
和 ＰＩＦ３)、油菜素内酯信号途径 ＢＡＫ１、ＢＺＲ１ / ２ 和

ＴＣＨ４ 家族包含更多基因ꎬ而在蛇足石杉的分裂素

信号途径中 ＣＲＥ１ 和 Ａ￣ＡＲＲ、油菜素内酯信号途径

ＢＳＫ、脱落酸信号途径 ＮＰＲ１ 和 ＴＧＡ 基因家族拥有

更多基因ꎬ暗示以上基因在这两种植物中可能具有

不同的生长调控作用ꎬ而这两种植物表现出不同的

生长模式的原因很有可能与这些基因家族有关ꎮ
除了内源性的激素等因素ꎬ外界环境如光照、

温度、刺激、土壤等都会对植物的生长发育产生影

响ꎮ 很多研究致力于找到几种影响因素的关键节

３４５４ 期 张林甦等: 阴地蕨全转录组分析及植物激素信号转导相关基因筛选



点(如光温、害虫和微生物等)ꎬ多组学和系统生物

学不失为研究复杂调控网络的手段之一(Ｍｅｅｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻＭｙｂｕｒｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻＣｈｏｉꎬ ２０１９)ꎮ
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