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摘要： 目的　 测定茜草的基因组大小并分析其特征。 方法　 以番茄为内参， 流式细胞术测定茜草基因组大小； 基因组

Ｓｕｒｖｅｙ 分析获得茜草基因组大小、 杂合率、 ＧＣ 含量等生物学信息。 结果 　 流式细胞术估算茜草基因组大小约为

１􀆰 ７２ Ｇｂ。 通过 Ｓｕｒｖｅｙ 分析获得茜草的高质量数据为 ２３􀆰 ７ Ｇｂ， 估算茜草基因组大小约为 １􀆰 ６０ Ｇｂ。 根据 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布情

况， 估算茜草重复序列比例为 ２０􀆰 ２４％ ， 杂合率为 ０􀆰 ８９％ ， 基因组 ＧＣ 含量为 ３７􀆰 ５９％ 。 从基因组结构特征分析来看，
茜草基因组属于低重复、 高杂合基因组。 结论　 本实验初步确定了茜草基因组大小约为 １􀆰 ６０～ １􀆰 ７２ Ｇｂ， 为进一步绘

制茜草全基因组图谱奠定了基础， 可为后续开展全基因测序时的策略选择提供理论参考， 也为茜草品种选育、 规模化

种植提供科学依据。
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　 　 茜草 Ｒｕｂｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ Ｌ． 为茜草科茜草属植物，
具凉血止血、 祛瘀通经等功效［１⁃３］。 目前， 茜草在

分子生药学与分子遗传学方面的研究主要集中于叶

绿体基因组、 基因克隆等领域， 但关于茜草属基因

组大小的研究鲜有报道， 目前针对茜草的全基因组

测序相关工作尚未完成， 在一定程度上限制了茜草

活性成分生物合成的发展。 因此， 对茜草开展全基

因组测序， 掌握其全基因组信息尤其必要， 而了解

其基因组大小和特征信息是其开展全基因组解析的

首要步骤。
基因组大小是基因组学研究基础。 多数植物进

化中经历多倍化以稳定基因组。 评估植物基因组大

小可助力基因组组装， 揭示变化机制， 深入研究遗

传、 进化和次生代谢过程， 为转录和代谢产物研究

提供资料， 推动药用植物分子生物学发展。 药用植

物领域中， 参考基因组参数研究的重要性日益凸

显［４⁃６］。 测定基因组大小的方法有实时荧光定量

ＰＣＲ 法、 流式细胞法、 基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 分析等［７］，
其中流式细胞仪测定法有高速、 准确性好、 效率高

的优点［８］。 基因测序技术发展推动基因组调查技

术广泛应用， 该技术高效、 可靠、 经济， 可获取基

因组大小、 ＧＣ 含量、 重复序列比例、 杂合率及外

源污染等信息， 相比传统技术， 能提供更丰富的遗

传学背景［９］。 因此， 本实验拟运用流式细胞术与

基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 技术评估茜草基因组大小并分析基

因组特征， 以期为后期茜草基因组的测序、 组装策

略、 图谱绘制、 功能基因挖掘解析等研究奠定理论

基础。
１　 材料

１􀆰 １　 药材　 茜草幼嫩叶片采自河南中医药大学药

用植物园， 由河南中医药大学陈随清教授鉴定为

正品。
１􀆰 ２　 试剂 　 ＲＮＡａｓｅ （批号 ９００１⁃９９⁃４）、 Ｔｒｉｓ （批
号 １１１５ＧＲ５００）、 ＳＤＳ （批号 ３２５０ＧＲ５００）、 ＥＤＴＡ
（批号 １１０８ＧＲ５００）、 氯化钠 （批号 １２４９ＧＲ５００）、
Ｕｒｅａ （批号 １１５２ＧＲ５００） （德国 ＢｉｏＦＲＯＸＸ ＧｍｂＨ
公司）； ＣＡＴＢ （批号 ＢＳ９５０⁃５００， 北京兰杰柯科技

有限公司）； 蛋白酶 Ｋ （批号 ＲＰ０２５０３）、 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ Ｄ１５０００ （ 批 号 ＭＤ１１０⁃０２ ）、 碘 化 丙 啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ） （武汉爱博泰克生物科技有

限公司）。 异丙醇 （批号 ８０１０９２１８）、 无水乙醇

（批号 １０００９２１８） （国药集团化学试剂有限公司）。
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１􀆰 ３　 仪器 　 Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ 多样品组织研磨仪 （上海

净信实业发展有限公司）； ＶＲＴＥＸ⁃５ 涡旋混匀器

（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）； Ｈ１８５０ 离

心机 （湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）； ＢＤ
ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）； ＤＹＹ⁃
６Ｃ 电泳仪 （北京六一生物科技有限公司）； ＲＯＳ⁃
ＵＶ１５ 水机纯水仪 （武汉吉百瑞科技有限责任公

司）； Ｔａｎｏｎ⁃１６００ 紫外拍胶仪 （上海天能科技有限

公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞核悬浮液制备　 分别取番茄、 茜草幼嫩

叶片， 洗净后置于预冷的培养皿中， 加入预冷的细

胞裂解液， 静置 １０ ｍｉｎ。 切碎叶片， 移液枪上下吹

打混合， ４２ μｍ 尼龙筛网过滤， 低速冷冻离心， 弃

去上清液， 收集细胞核沉淀， 重新悬浮于细胞裂解

液中， ４ ℃保存备用， 即得。
２􀆰 ２　 流式细胞术测定茜草基因组大小　 在制备好

的细胞核悬浮液中加入 ＰＩ 和 ＲＮＡａｓｅ 溶液， 混匀，
置于冰上遮光染色 ０􀆰 ５～１ ｈ 后备用。 流式细胞仪检

测细胞核悬浮液在 ４８８ ｎｍ 波长处对 ＦＬ２ 通道发出

的荧光强度， 每次检测均涵盖 １０ ０００ 个颗粒。 确

保变异系数在 ５％ 以内。 采用 Ｍｏｄｉｆｉｔ ３􀆰 ０ 软件对数

据进行分析， 以番茄的基因组为内参， 根据荧光强

度峰值测定茜草基因组大小， 公式为茜草 ＤＮＡ
量＝番茄 ＤＮＡ 量 × （茜草荧光强度 ／番茄荧光强

度） ［１０］。
２􀆰 ３　 基因组 ＤＮＡ 提取与基因组测序 　 采用传统

ＣＴＡＢ 法提取茜草叶片的基因组 ＤＮＡ， 检测基因组

ＤＮＡ 浓度、 纯度、 完整性。 检测参数为胶浓度

０􀆰 ７％ ； 电压 １５０ Ｖ； 电泳时间 ３０ ｍｉｎ； 以 Ｄ１５０００
ＤＮＡ 为 Ｍａｒｋｅｒ； 上样量 ６０ ｎｇ。 Ｃｏｖａｒｉｓ 超声波破碎

仪将 ＯＤ２６ ０ ／ ＯＤ２８０≥１􀆰 ８ 的茜草基因组 ＤＮＡ 样品精

准、 随机地打断成所需的片段， 经末端修复、 Ａ 尾

添加、 测序接头连接、 纯化、 ＰＣＲ 扩增等构建有

效片段测序文库， ＤＮＢＳＥＱ⁃Ｔ７ 平台对文库进行双

端测序。 将原始数据经过二代过滤， 将包括 ＰＣＲ
扩增造成的重复序列， 低质量 （质量值≤５） 碱基

数目、 Ｎ 碱基含量超过 ５％ 、 含有接头序列污染的

短片段序列测序数据筛除。 将得到的高质量测序数

据将用于进一步的信息分析。
２􀆰 ４　 基因组大小、 重复序列和杂合率预测　 检测

合格的 ＤＮＡ 样品由武汉贝纳科技有限公司进行建

库测序。 选取 Ｋ 值为 １９ 的序列进行分析， Ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ
ｖ２􀆰 ２􀆰 １０ 软件对序列进行频数与深度作图， 根据 Ｋ⁃
ｍｅｒ 频数⁃深度分布曲线， 计算基因组大小， 公式

为基因组大小＝总碱基数 ／平均测序深度 ＝总 Ｋ⁃ｍｅｒ
数量 ／平均 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度。
２􀆰 ５　 ＧＣ 含量分布分析　 将过滤得到的测序数据采

用 ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ ２􀆰 ０４⁃ｒ２４１ 软件进行拼接组装， 统计

ＧＣ 含量， 判断基因组精确组装难易程度。
２􀆰 ６　 样品污染评估　 从过滤后的有效数据文库中

随机抽取 ５０ ０００ 条单端 Ｒｅａｄｓ 数据， 与 ＮＣＢＩ 核苷

酸数据库 （ＮＴ 库） 进行 ＢＬＡＳＴＮ 比对［１１］， 查看近

缘物种， 判断是否存在外源污染。
３　 结果

３􀆰 １　 茜草基因组大小　 针对番茄 （基因组大小为

０􀆰 ９ Ｇｂ） 和茜草的荧光发射强度开展测定与分析，
结果见图 １。 由此可知， 番茄和茜草的峰形细而尖

锐， 两者测定峰位不存在相互干扰的重叠现象， 且

粒子团聚集现象明显， 背景碎片化程度较低， 表明

番茄与茜草区分度良好， 确保采用番茄做为内参的

可靠性。 番茄的荧光强度为 ２５􀆰 ４５， 样品荧光强度

为 ４８􀆰 ５２， 比值为 １􀆰 ９１， 据此测算出茜草的基因组

大小为 １􀆰 ７２ Ｇｂ。

图 １　 茜草流式细胞术检测结果

３􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 质量分析 　 茜草基因组 ＤＮＡ 电

泳图 （图 ２） 主带展现清晰、 亮度均匀， 证明茜草

ＤＮＡ 具有较高的完整性， 但有轻微降解。 进一步

检测发现， 所提取的茜草 ＤＮＡ 质量浓度为 １５９􀆰 ８
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ｎｇ ／ μＬ， 总 量 ２􀆰 ７１ μｇ， ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 为 ２􀆰 ０３，
ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２ ３ ０ 为 １􀆰 ５７。 提示所提取的茜草基因组

ＤＮＡ 整体质量合格， 满足建库要求， 可以用于后

续实验。

注： 左侧为 ＤＮＡ 分子量标准， 右侧为茜草基因组 ＤＮＡ 样品。

图 ２　 茜草基因组 ＤＮＡ 电泳图

３􀆰 ３　 测序数据统计及 ＧＣ 质量分析 　 本研究共获

取 １６０ ６２２ ４６６ 条原始序列， ２４ ０９３ ３６９ ９００ 个碱

基。 Ｇ ／ Ｃ 碱 基 数 占 总 碱 基 数 量 的 百 分 比 为

３７􀆰 ７７％ ， Ｑ 值大于 ２０、 ３０ 的碱基占总体碱基的

９８􀆰 ５２％ 、 ９６􀆰 ０８％ 。 经过高通量测序与高效的过

滤、 修正技术， 最终得到高质量数据 １６０ ５５２ ３６４
条序列， 占原始序列的 ９９􀆰 ９６％ ； ２３ ７４１ ４８４ ２３１
个碱基， Ｇ ／ Ｃ 碱基数占总碱基数量的百分比为

３７􀆰 ５９％ ， 显示出极高的数据质量和可靠性。 同时，
总测序深度约为 １４􀆰 ８４。 测序数据 Ｑ 值大于 ２０、 ３０
的碱基占总体碱基的 ９８％ 、 ９６％ 以上， 超过正常数

值。 表明测序质量优异， 满足进一步组装和 Ｓｕｒｖｅｙ
分析要求。

碱基质量值越高， 被测错的概率就越小。 由图

３ 可知， 茜草基因组中大部分测序数据质量值均大

于 ３４， 表明茜草基因组测序序列的质量较高， 测

序结果可信度较高。 由图 ４ 可知， 前部分位置的分

布线出现较大波动， 这可能是 ＰＣＲ 扩增过程导致

的差异。 后续碱基 Ｇ 和 Ｃ 的占比趋于一致， Ａ 和 Ｔ
的占比同样呈现出相似的规律， 并且碱基 Ｎ 占比

几乎为 ０， 说明测序的碱基质量正常。 由图 ５ 可

知， 平均 ＧＣ 含量实际分布呈单峰， 曲线形态接近

正态， 与理论结果相似， 表明测序数据未受到外源

污染， 质量良好。 根据 ＧＣ 含量测定结果可以初步

判断二代基因组测序过程中影响偏向性的随机性影

响程度。 经计算分析， 得到修正后茜草基因组 ＧＣ
含量为 ３７􀆰 ５９％ ， 较为适中， 没有明显的 ＧＣ 偏向

性， 结果可靠。
３􀆰 ４ 　 基因组大小、 杂合度和重复序列比例 评

注： 正、 反向测序数据分别为 ｒｅａｄ １、 ｒｅａｄ ２， 红色线条为质量

值中位数， 蓝色线条为质量值平均数， 箱线图的上下线分别是

质量值的最大值和最小值。

图 ３　 质控后的茜草碱基质量分布图

注： 红色、 蓝色、 绿色、 黑色线条分别表示 Ｔ、 Ｃ、 Ａ、 Ｇ 碱基

的含量。

图 ４　 质控后的茜草碱基含量分布图

注： 红色、 蓝色线条分别为 ＧＣ 含量分布图、 正态理论分布图。

图 ５　 质控后的茜草 ＧＣ 含量分布图

估　 Ｋ⁃ｍｅｒ分布见图 ６。 由此可知， Ｋ⁃ｍｅｒ 曲线在深

度为 １２ 附近出现一个主峰， 依据分布情况推测可

能为单倍体。 在主峰后无明显拖尾现象， 表明其有

较低的重复序列。 利用 ＧＣＥ 软件统计得到 Ｋ⁃ｍｅｒ
长度为 １９， Ｋ⁃ｍｅｒ 总数为 １９ ５５７ ００６ ９６２， Ｋ⁃ｍｅｒ
平均深度为 １２􀆰 ２２。 经过基因组大小公式计算后得

到茜草基因组大小为 １ ６００􀆰 １１ Ｍｂ， 有效数据量为

２３􀆰 ７４， 测序的深度为 １４􀆰 ８４。 根据 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度分

布， 估算重复序列占比为 ２０􀆰 ２４％ ， 通过计算杂合

峰值与纯合峰值之比， 得到茜草基因组杂合率

为 ０􀆰 ８９％ 。
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注： 横坐标为 Ｋ⁃ｍｅｒ＝ １９ 时的深度， 纵坐标为不同深度的频率。

图 ６　 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布图

综上所述， Ｋ⁃ｍｅｒ 分析得到的茜草基因组大小

与流式细胞术测定结果接近， 测定结果相对准确，
具有一定的可靠性。 通过基因组基本结构特征的数

据分析， 茜草基因组具有低重复、 高杂合的基因组

特性， 适合做单倍体基因组分析。
３􀆰 ５　 样品污染评估　 ５０ ０００ 条序列中成功与数据

库比对的数量为 ５ ６６８ 条， 物种分类结果显示， 比

对次数最多的物种是 Ｒ． ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ， 共 ２ １７２ 条， 见

表 １。 且茜草属植物的 ＤＮＡ 序列在比对结果中占

据多数， 并未发现异常比对结果， 表明本次茜草

ＤＮＡ 样品测序过程中未受到外源性污染的影响。
表 １　 ＮＴ 数据库对比结果物种分类

种名 科名 序列数 ／ 条 占比 ／ ％
茜草 Ｒｕｂｉａ ｃｏｒｄｉｆｏｌｉａ Ｌ． 茜草科 ２ １７２ ４􀆰 ３４
田茜 Ｓｈｅｒａｒｄｉａ ａｒｖｅｎｓｉｓ Ｌ． 茜草科 １ ６５３ ３􀆰 ３１

糙叶野丁香 Ｌｅｐｔｏｄｅｒｍｉｓ ｓｃａｂｒｉｄａ Ｈｏｏｋ． ｆ． 茜草科 ２３９ ０􀆰 ４８
茜草属植物 Ｒｕｂｉａ ｈｏｒｒｉｄａ 茜草科 １４０ ０􀆰 ２８
藜 Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｌｂｕｍ Ｌ． 藜科 ５４ ０􀆰 １１
鸡屎藤 Ｐａｅｄｅｒｉａ ｆｏｅｔｉｄａ Ｌ． 茜草科 ５１ ０􀆰 １０
萹蓄 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ａｖｉｃｕｌａｒｅ Ｌ． 蓼科 ４２ ０􀆰 ０８
欧亚路边青 Ｇｅｕｍ ｕｒｂａｎｕｍ Ｌ． 蔷薇科 ３９ ０􀆰 ０８

苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ． 蔷薇科 ３７ ０􀆰 ０７
番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ． 茄科 ３２ ０􀆰 ０６

盔状黄芩 Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｇａｌｅｒｉｃｕｌａｔａ Ｌ． 唇形科 ３１ ０􀆰 ０６
洋常春藤 Ｈｅｄｅｒａ ｈｅｌｉｘ Ｌ． 五加科 ３０ ０􀆰 ０６
黑夏至草 Ｂａｌｌｏｔａ ｎｉｇｒａ 唇形科 ２７ ０􀆰 ０５

欧洲水青冈 Ｆａｇｕｓ ｓｙｌｖａｔｉｃａ Ｌ． 壳斗科 ２３ ０􀆰 ０５
欧洲假繁缕 Ｔｈｅｌｉｇｏｎｕｍ ｃｙｎｏｃｒａｍｂｅ Ｌ． 茜草科 ２２ ０􀆰 ０４

北方拉拉藤 Ｇａｌｉｕｍ ｂｏｒｅａｌｅ Ｌ． 茜草科 ２２ ０􀆰 ０４
锦熟黄杨 Ｂｕｘｕｓ ｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ Ｌ． 黄杨科 ２１ ０􀆰 ０４

小花金鱼草 Ｍｉｓｏｐａｔｅｓ ｏｒｏｎｔｉｕｍ Ｌ． 车前科 ２０ ０􀆰 ０４
脬果沙拐枣 Ｃａｌｌｉｇｏｎｕｍ ｊｕｎｃｅｕｍ Ｌｉｔｖ． 蓼科 １９ ０􀆰 ０４

４　 讨论

本实验结合流式细胞术和基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 分析 ２
种方法， 以精确测定茜草基因组大小及其特征， 从

而提升结果的准确性。 通过测序结果和 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析

计算， 得到单倍体茜草基因组大小为 １􀆰 ６０ Ｇｂ， 此

结果与流式细胞术估算的 １􀆰 ７２ Ｇｂ 相比略微偏小，
这可能是由于流式细胞术估测的结果是以已知基因

组大小的对照样品为参考获得的， 所得结果存在细

微偏差。
本实验预测的茜草科植物茜草的基因组大小与

茜草科植物短小蛇根草 （４３９􀆰 ９０ Ｍｂ） ［１２］、 大红戟

（４４６􀆰 ３０ Ｍｂ） ［１３］、 巴戟天 （４８４􀆰 ８５ Ｍｂ） ［１４］ 的基因

组大小结果有较大差异， 可能是因为茜草科植物基

因组在演化中经历了增减的动态平衡以适应环境环

境变化， 尤其是转座子序列在基因组中的数量和活

跃程度， 对基因组大小具有显著影响［１５］。
　 　 茜草基因组 ＧＣ 含量约为 ３７􀆰 ５９％ ， 此结果与

茜草叶绿体基因组 ＧＣ 含量结果相似［１６］， 与已有

报道茜草科植物的 ＧＣ 含量接近［１７⁃１８］。 重复序列比

例为 ２０􀆰 ２４％ 属于低重复基因组， 与蒲昕颖等［１７］所

得的结果相似。 杂合率为 ０􀆰 ８９％ （低杂合率为小

于 ０􀆰 ５％ ） 属于高杂合基因组， 高杂合率基因组在

研究遗传学和进化生物学等领域中具有深远意义，
也是生物多样性的重要组成部分之一。 通过

ＤＮＢＳＥＱ⁃Ｔ７ 高通量测序技术完成了茜草基因组

Ｓｕｒｖｅｙ 分析， 为下一步开展基因组图谱绘制、 挖掘

重要功能基因提供了重要的有效数据指导。
５　 结论

本实验以番茄作为参考植物， 流式细胞术预估

茜草基因组大小为 １􀆰 ７２ Ｇｂ； 全基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 分析

得到茜草基因组大小为 １􀆰 ６０ Ｇｂ， 由此估测茜草的

基因组大小范围在 １􀆰 ６０ ～ １􀆰 ７２ Ｇｂ 之间。 茜草重复

序列比例为 ２０􀆰 ２４％ ， 杂合率为 ０􀆰 ８９％ ， 基因组具

有低重复、 高杂合的特点。
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摘要： 目的　 系统梳理白降丹的名称、 处方组成、 炼制工艺及功能主治的历史沿革， 为其现代临床应用提供文献依

据。 方法　 查阅历代本草、 医籍、 方书及近现代相关文献， 结合文献计量学手段， 对白降丹的相关内容进行文献整理

与考证分析。 结果　 白降丹以 “白降丹” 为正名， 别称包括 “白灵药” “水火丹” 等； 基本处方由水银、 白矾、 皂

矾、 火硝、 盐组成， 常辅以朱砂、 雄黄、 硼砂增强疗效。 炼制工艺分为备料、 结胎、 封固、 冷却、 降丹、 去火毒及收

丹。 古代用于外科病症， 现代应用扩展至肿瘤、 感染性疾病、 骨科、 皮肤病等诸多领域。 结论　 白降丹组方与炼制工

艺历史沿革清晰， 临床应用广泛。 现代使用应在继承传统基础上注意用药安全， 成人连续使用每次不宜超过 ７８ ｍｇ，
以保障疗效与安全性。
关键词： 白降丹； 历史沿革； 文献计量学； 处方组成； 炼制工艺； 可视化
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　 　 作为中医外科的重要药物形式， 丹药源远流

长， 在历代本草有大量记载。 其中， 白降丹因其显

著的腐蚀与解毒功效， 被誉为 “外科三宝” 之一，
常用于疮疡、 痈疽等病证， 在明清达到应用鼎盛时

期， 其主要成分包括水银、 火硝、 白矾， 精炼后形

成了一种主要由氯化汞 （ＨｇＣｌ２ ） 组成的化学制

剂， 被视为早期外用抗菌剂的代表。

尽管白降丹在传统医学中地位显著， 但因药物

毒性较强且难以精准掌控剂量， 随着现代药物的发

展与替代， 白降丹逐渐淡出临床， 迄今仍无同类药

物在治疗疮疡肿毒方面能完全取代白降丹的功

效［１］。 然而现有研究多集中于丹剂类药物的源流

考证， 对白降丹的名称演变、 处方组成、 炼制工艺

及临床应用经验尚缺乏系统梳理与深入探讨。 本研
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