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摘 要：应用二代测序技术, 结合对川滇高山栎的生态适应研究, 介绍一种基于候选基因的研究方

法, 其优点: 对受选择基因进行研究, 可以得到最为直接的证据来描述物种的生态适应模式; 利用

标签序列, 混合所有个体样本进行二代测序, 极大地节约了建立测序文库的成本, 降低了研究费

用, 可使研究者利用多个候选基因对大量样本开展实验和研究, 更好地阐明物种生态适应的机

制 .

关键词：生态适应; 候选基因; 混样测序; 标签序列; 川滇高山栎

中图分类号：Q-31 文献标识码：A 文章编号: 0455-2059(2018)06-0811-06

DOI: 10.13885/j.issn.0455-2059.2018.06.014

A research method for ecological adaptation of tree species based on
candidate genes: with Quercus aquifolioides as an example

Wang Yu-yao1, Zhang Yue1, Fang Jian-huo2, Du Fang1

1. College of Forestry, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China
2. Genomics & Synthetic Biology Center, Tsinghua University, Beijing 100082, China

Abstract: The next generation sequencing was applied to introduce a new procedure of developing candi-
date genes in a non-model tree species Quercus aquifolioides. The method described here showed two ad-
vantages: being able to obtain the most direct evidence to describe the patterns of ecological adaptation
through selected genes and reduce the total costs by using barcodes for preparation of sequencing librar-
ies. These advantages enable researchers to elucidate the mechanism of ecological adaptation using a
large number of samples and genes.
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快速的气候变化正在影响着物种的分布范

围, 甚至威胁到一些物种的生存[1-3]. 这种影响对树

木尤为显著, 因为树木的灭绝不仅仅是失去一个

物种, 而且对整个生态系统及其多样性都会产生

深远的负面影响[4-6].

植物在长期演化过程中有 3种应对气候变化

的特有模式: 1)短期内改变生活史或者通过表型

可塑性产生形态变化; 2)通过远距离迁移的方式
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扩散至更适宜其生存的地区; 3) 通过生态适应

(ecological adaptation) 演化获得对环境适合度更

高的新基因型, 避免物种局部或大面积灭绝[7]. 目

前关于植物应对气候变化模式的研究主要集中在

表型可塑性和物种扩散两个方面 .对于生活周期

较长、固着生长的木本植物来说, 第 1和 2种模式

的影响非常有限, 更多地通过适应性演化来应对

气候变化 . 因此, 越来越多的科学家将注意力转移

到适应性基因, 即受选择基因的遗传变异上, 尝试

解读自然居群中适应性遗传变异的空间结构及其

与气候变化的关系, 从而得到直接有力的证据来

阐明物种对气候变化的响应模式 .

为了在自然居群中鉴定与气候相关的候选基

因, 最重要的依据是其遗传变异与气候梯度相关[8].

近年来对树木居群的研究使用了全基因组扫描

(whole-genome scan)的方法来发现与气候梯度显

著相关的单核苷酸多态性(single-nucleotide poly-

morphisms, SNP)位点, 由此来推定受选择的基因

区域[9-12]. 然而树木由于生长周期长、多为异交且

基因组非常大, 全基因组扫描的方法受到限制, 必

须通过候选基因 (candidate gene)测序的手段获得

与气候梯度显著相关的 SNP位点[13]. 一种取代的

方法是参与气候适应的基因序列[11, 14-17], 优点在于

这些功能基因直接参与控制观察到的适应性表型

变异[13, 18], 越来越多的树木全基因组及其注释信息

的发表 (表1), 使得这种方法变得更加直接有效 .

在第 2 代测序技术 (next generation sequenc-

ing, NGS)成熟之前, 很多研究选择使用一代测序的

手段来对扩增的候选基因SNP位点进行分型[19-21].

但是由于一代测序通量小、费用高、耗时长的局限

性, 不能满足大批量检测候选基因变异信息的需

求, 无法得到充足的样本数据来得出结论[22]. NGS

成熟以后, 其通量高、价格低的优点[22], 使以上问题

得以完美地解决并已在该类研究中得到应用[23-26].

栎类植物是北半球森林生态系统的重要组成

部分, 是陆地生物多样性的主要驱动力之一[27]. 川

滇高山栎 (Quercus aquifolioides)为广泛分布于四

川、贵州、云南和西藏的硬叶常绿乔灌木, 海拔

2 000~4 300 m均有分布, 为当地的优势种和建群

种[28]. 关于该物种基于中性分子标记的叶绿体基

因片段和核微卫星 (nSSR)标记的谱系地理学研究

已经完成, 揭示了川滇高山栎的遗传结构、居群动

态, 并对适应性分化进行了推测[29]. 由于川滇高山

栎生境异质性明显, 是研究生态适应的理想材

料 . 本研究利用 NGS 手段对候选基因进行 SNP

分型, 对川滇高山栎进行生态适应性研究, 并着

重介绍可有效降低实验成本的混样测序 (pool-

sequencing)方法 .

1 实验设计

1.1 获得候选基因

研究的第 1步是获取与研究目的相关的基因

(例如与抗旱、抗寒密切联系的基因) 作为候选基

因 . 从数据库网站下载候选基因, 是最为直接、便

捷、有效的方法 . 目前, 基因组测序和基因功能注

释迅速发展, 越来越多物种的基因组信息得以公

开发表,可以很便捷地下载目的物种或近缘种的候

选基因及其基因功能注释信息 (表1), 也可从其他

途径获取所需要的候选基因, 如从转录组序列中

挑选需要的基因[24], 并使用 Blastx (https://blast.nc-

bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行功能注释 .

所挑选的基因片段长度不能过长, 应尽量短

于测序仪读长, 以免造成有效数据丢失 . 如果计划

使用 Illumina Pair End 250进行测序, 若序列长度

大于500 bp, 序列中间位置的信息无法获得, 从而

造成数据丢失 .

1.2 引物设计、引物筛选和标签设计

将候选基因序列作为模板进行引物设计 .

类群

云杉属Picea

松属Pinus

杨属Populus

桦木属Betula

桉属Eucalyptus

栎属Quercus

橡胶属Hevea

桑属Morus

数据库

Spruce Genome Project

Pine Reference Sequence

The Populus Genome Integrative Explorer

The Dwarf Birch Genome Project

Eucalyptus camaldulensis Genome Database

Oak Genome Sequencing

Rubber Tree Genome

Morus Genome Database

网址

http://congenie.org/start

http://www.pinegenome.org/pinerefseq

http://popgenie.org

http://birchgenome.org

http://www.kazusa.or.jp/eucaly

http://www.oakgenome.fr

http://www4a.biotec.or.th/rubber

http://morus.swu.edu.cn/morusdb

表1 树种候选基因数据库举例
Table 1 Some candidate gene databases of tree species
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由于下载的目的基因可能来源于近缘物种,

因此需要选择4~8个研究物种的样本个体对设计

的引物进行 PCR 验证, 以确保其可用性 . 若扩增

失败, 则需重新设计新的引物 . 将成功扩增的PCR

产物进行 Sanger 测序 . 测序数据需经过 MEGA

7.0[30]或其他软件比对, 保留有多样性的基因 . 最

后, 保留Sanger测序序列作为参考序列, 用于后续

开发SNP等步骤 .

在经过验证且具有多样性的基因引物一端

或两端加上不同的标签序列, 分别用于扩增不

同的样本个体, 可以使不同个体的序列在混样

及二代测序后通过标签序列进行区分 (图 1). 此

步是整个流程的最关键所在, 可以使几十甚至

上百个样本个体的 PCR 产物混合到一个文库中

进行测序, 极大地提高效率, 降低建库成本 . 根

据对实验费用的预估, 设计适当数量的标签序

列, 用于此实验 . 标签序列的设计原则与引物设计

原则类似: 1) 标签长度一般为6 bp, 每个标签之间

至少有3个碱基的差异, 以进行有效地区分; 2) 嘌

呤和嘧啶的组成大致相当; 3) 避免连续 3 个碱

基的重复; 4) 避免形成引物二聚体; 5) 避免与引

物一起形成发卡结构等 . 将引物与标签进行连接,

组成“引物+标签”组合, 交由生物公司合成, 用于后

续实验 .

1.3 批量PCR扩增、混合PCR产物以及二代测序

在PCR时，将连接着不同标签的引物分别与

每个个体对应, 这样每个样本的 PCR 产物前后

均被“贴上了”代表样本个体的“标签”(图 1). 从

所有 PCR 产物中分别抽取 1~2 μL, 混匀后, 进行

建库测序 .

1.4 SNP鉴定

测序前混样建库使得下机数据混合了所有样

本所有候选基因的序列信息 . 由于事先在引物前

加上了用于区分样本个体的标签序列, 所以可利

用标签序列信息将每个样本个体的序列挑选出

来, 生成包含每个样本序列信息的文件 . 可以使用

perl语言编写合适的脚本, 利用标签序列分别将个

体逐个进行分离 .

使用 Trimmomatic-0.36[31]或其他软件去除低

质量的序列及上机测序前加上的测序平台专用接

头 . 使用GATK pipeline[32]对序列进行比对, 去重复

和获取变异位点信息后, 根据需要对插入/缺失

(insertion-deletion)和多核苷酸多态性 (multi-nucle-

otide polymorphism) 等特殊变异结构进行处理

(直接过滤掉或者将其作为一个或多个 SNP). 最

终得到的包含高质量变异位点信息的 .vcf 文件,

用于后续居群遗传变异、遗传分化等研究 . 此步骤

同 样 可 以 使 用 SAMtools[33]、FreeBayes (https://

www.geneious.com/plugins/freebayes/) 等软件进行

处理, 可根据实际情况进行选择 .

变异位点信息是后续群体遗传学分析的基

础, 可以以 .vcf 文件为基础, 使用 Arlequin 3.5[34]、

STRUCTURE 2.3[35]、FDIST2[36]、BayEnv[9]等软件

进行遗传多样性、遗传结构检测、变异位点异常

值检测以及遗传因子与环境因子的相关性分析等

各式分析 .

2 实验费用预测

标签可以接到一端引物上，也可以加到两端

引物上配合使用 . 当使用单端标签时, 需要使用的

标签数量必须等于样本数量 (假设建立一个测序

文库); 使用双端标签时, 用m + n条标签, 便可用于

区分m × n个样本 . 使用单端标签时, 仅需要再合

成单端的“引物+标签”序列, 另一端可使用上一

步合成的引物 . 使用双端标签时, 则需要再合成两

端的“引物+标签”序列 . 虽然单端“引物+标签”的

方法只需要合成一端, 但是一个“引物+标签”只

图1 混样测序方法的流程
Fig. 1 Flow of pool-sequencing method
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能区分一个样本个体, 因此当样本数量比较多时,

需要合成的“引物+标签”也会很多, 而双端“引

物+标签”配合使用, 则不需要合成太多 .

预测了假设的 3 种测序方法的总费用: 一代

测序、单端加标签的NGS和双端加标签 (图2a), 总

花费包括引物合成、“引物+标签”合成、PCR、建

库和测序费用 . 以 100个基因为例, 需要设计 100

对引物, 基因序列长度设定为500 bp; 引物长度预

计为 20 bp, 标签长度预计为 6 bp, 合成费用为 0.5

元/bp; PCR费用预计 5元/反应; 建库费用以 1 000

元为例; 测序深度为 50 倍, 测序费用为 500 元/G;

一代测序的费用不包括“引物+标签”合成和建库

费用, 测序费用为 15 元/反应 . 从图 2a 可以看出,

随着样本数量的增多, 一代测序的费用始终最高,

而双端加标签的NGS费用始终最低 .

以上预测是建立在只有一个测序文库的前提

之下的, 也可以建立多个文库, 以减少标签的使用

数量, 从而减少“引物+标签”的巨额合成费用 .假

设使用500个样本, 建库的数量会根据标签使用数

量的改变而改变 . 例如使用 10 条单端标签, 这时

需要建立 50 个测序文库, 当使用 20 条单端标签

时, 只需要建立 25 个测序文库 . 双端标签也是类

似的情况, 例如当使用 5对双端标签时, 需要建立

20 个测序文库, 当使用 10 对双端标签时, 只需要

建立5个测序文库 . 此时再对总费用进行估测 (图

2b). 由于样本数量固定, PCR费用不变, 因此在进

行本项预测时排除 PCR 费用 . 从图 2b 可以看出,

一代测序仍然是费用最高的方法; 两种NGS方法

花费差别不大, 但双端加标签测序方法的最低费

用依然比单端加标签方法的最低费用低2万元左

右 (单端标签数量为 25 时, 费用最低, 为 59 250

元; 双端标签数量为 15 时, 费用最低, 为 36 750

元). 这两种方法相比, 标签使用数目一样的情况

下,“引物+标签”的合成费用一致, 引物合成、测

序费用以及没有被统计的PCR费用均一致, 唯一

的区别为建库费用 . 因此, 这种可以区分更多样本

个体而建立更少测序文库的双端加标签的测序方

法更加节约成本 . 然而, 标签使用数量并不是越多

越好 . 在设计实验时, 需要根据实际情况进行费用

预估, 使用适当数量的标签进行后续实验 .

3 对川滇高山栎的生态适应性研究

从川滇高山栎分布区域内采集到 60 个居群

587个样本, 提取每个样本的全基因组DNA, 用于

生态适应研究 .从已公开发表的欧洲栎树基因组

(http://www.oakgenome.fr/) 和注释的功能基因组

网站EvolTree (http://www.evoltree.eu/)选取 180个

抗干旱、寒冷的基因, 设计引物以及使用4个川滇

高山栎样品进行筛选后, 保留可用的有多样性的

引物共73对, 用于后续实验 .

标签的使用数目不同, 导致“引物+标签”合

成费用不同、建库费用不同, 从而总花费不同 . 因

此提前对实验的花费进行预估, 包括引物合成、

“引物+标签”合成、PCR、建库和测序费用 . 从图

3可知, 使用 20条标签用于双端加标签的NGS方

法费用最少 .

将每对引物均与 10 对标签连接, 组成 10 对

“引物+标签”组合, 交由生物公司合成 . 将每一个

基因的 10 对“引物+标签”两两组合, 共 100 种组

合方式, PCR 扩增时, 分别与 100 个样本对应 . 批

量扩增以后, 从 100 个样本个体的所有候选基因

PCR产物中分别抽取 1.5 μL, 均匀混合后, 交由生

物公司进行建库测序 . 对川滇高山栎的研究一共

用到 587个样本个体, 因此共建立了 6个文库, 实

际每个文库分别混合了 100、100、99、96、96、96

个样本个体的PCR产物 .

a 仅建立1个测序文库

图 2 预测一代测序、单端加标签的NGS和双端加标签
的NGS的总费用

Fig. 2 Estimation of total costs using sanger sequencing,
NGS with single-end barcode, NGS with pair-end
barcodes

b 建立多个测序文库 (假设500个样本)
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图3 预测使用不同数目的标签所需要的总费用
Fig. 3 Estimation of total costs using different number

of barcodes

测序下机数据为 6对代表每个测序文库的双

端 .fastq文件, 每对序列文件中都混合了 100个样

本所有候选基因的序列信息 .利用双端标签序列

信息, 使用perl语言编写的脚本, 将个体的序列从

6个库的文件中逐个挑选出来, 共分离出587对代

表样本个体的 .fastq序列文件 . 去除低质量的序列

以及测序平台专用引物后, 使用GATK pipeline鉴

定 SNP 位点信息, 得到包含 700 个高质量 SNP 位

点信息的 .vcf 文件 . 根据最小等位基因频率(mi-

nor allele frequency)>2.5% 的限制条件对 SNP 进

行过滤, 排除假阳性的可能性, 最终得到 378 个

SNP 位点信息, 分布于 64 个基因中 . 之后所有的

遗传变异信息均以此 378 个 SNP 位点信息为基

础, 通过各种分析方法得到 .

4 总结与展望

使用候选基因对物种进行研究, 能得到直接

的生态适应证据, 为研究物种的适应机理提供重

要的依据 . 基于高通量测序技术的混样测序方法

可以极大地降低研究成本, 使基于候选基因的生

态适应研究不再承担不起高昂费用,使研究者们可

大胆使用大量样本、多候选基因开展实验, 极大地

促进该类研究的开展 .

尽管存在巨大的优势, 但该方法依然存在着

不可忽视的问题 . 例如, 人工混样导致的测序深

度不均匀; 高通量测序技术依然存在较高的错误

率, 尤其是标签序列, 导致从下机数据分离样本

个体的序列时, 易造成数据的丢失, 导致最后生

成的 VCF 文件存在大量的数据缺失, 这两个问

题可通过加大测序量和测序深度来尽量避免 . 另

外, 从下机数据中分离样本个体时, 方法较为繁琐

耗时, 开发SNP的方法比较复杂, 亟待开发简单方

便的方法 .
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