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封面图说: 盘锦市盘山县水稻田———盘锦市位于辽宁省西南部,自古就有“鱼米之乡冶的美称。 这里地处温带大陆半湿润季风

气候,有适宜的温度条件和较长的生长期以供水稻生长发育,农业以种植水稻为主,年出口大米达 1 亿多公斤,是国

家级水稻高产创建示范区和重要的水稻产区。
彩图提供: 沈菊培博士摇 中国科学院生态环境研究中心摇 E鄄mail:jpshen@ reccs. ac. cn
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不同生态区烟草的叶面腺毛基因表达

崔摇 红1,*, 冀摇 浩1,杨惠绢1, 肖炳光2, 曾建敏2, 邓云龙2

(1. 河南农业大学烟草学院 烟草行业栽培重点实验室, 郑州摇 450002; 2. 云南省烟草农业科学研究院, 玉溪摇 653100)

摘要:利用 cDNA 芯片技术,对同一烟草品种(Nicotina tabacum L cv. K326)、不同生态区(典型的浓香型烟区鄄河南平顶山,典型

的清香型烟区鄄云南玉溪)、同一叶位(中部叶)、相同叶龄(60 d)的叶片腺毛基因表达谱进行了比较研究,共发现有效差异表达

基因 445 个。 其中,与光合色素代谢、光合作用以及类萜生物合成相关基因在河南烟叶腺毛中高表达,与碳水化合物、蛋白质分

解代谢过程相关的基因在云南烟叶腺毛中高表达;防御过程相关基因在两生态区均有高表达。 该结果表明, 烟草叶面腺毛的

基因表达水平受到生态因素的调控,生态因素有可能通过影响腺毛的物质代谢和分泌,从而对烟叶风格形成产生一定的影响。
关键词:烟草;腺毛;基因表达;芯片;生态区

Comparative gene expression analysis for leaf trichomes of tobacco grown in two
different regions in China
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Abstract: Leaf trichomes are a very important morphological feature of tobacco plants and the metabolisms in these cells are
associated with leaf quality and plant defense against pathogens and insects. However, effects of growth ecology regions on
the gene expression in tobacco leaf trichomes have not been investigated in China. In this report, we characterize gene
expression profiles in leaf trichomes of the most commonly commercial tobacco cultivar K326 (Nicotiana tabacum L cv.
K326) grown in two main growth areas in China: Pingdingshan county in Henan Province, which is famous for producing
strong aroma style leaf tobacco, and Yuxi County in Yunnan Province, which is famous for producing mild aroma style leaf
tobacco. Tobacco plants were cultivated according to the farming practice implemented routinely in the two different
localities in 2009. To characterize gene expression of leaf trichomes of tobacco growing in different ecological regions,
cDNA microarray analysis was performed between trichomes of the same variety. Trichomes were collected from leaves
through frozen brush way at the same position (9 11th), at the same development stage (60 d). Total RNA samples were
isolated from trichomes and treated with DNAase to remove potential contamination of genomic DNA. The first strand cDNA
was synthesized with a reverse鄄transcription. A 2831鄄EST database was established by trichome cDNA library sequencing in
previous research. The 2831 trichome cDNAs were amplified by PCR technology and spotted on glass microscope slides to
obtain cDNA chips for hybridization and microarray analysis. Ttrichome RNA samples from two different areas were
prepared for labeling of the cDNA (Cy3 versus Cy5). In the first experiment, samples from Henan was labeled with Cy3
and samples from Yunnan was labeled with Cy5, and in the second experiment, labeling was reversed. Hybridization and
microarray analysis were completed by following the protocol provided by Shanghai Boxing Gene Chips, Inc. The results
showed that 445 genes were differentially expressed (with ratio values 逸2 or 臆0. 5)between samples in the two areas. We
observed that among these genes, the expression levels of 205 ones in samples from Henan Province were higher than in
those from Yunnan Province. On the other hand, the expression levels of 240 genes in samples from Yunnan Province were
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higher than in those from Hunan Province. Functional analysis and gene clustering of those differentially expressed genes
were molecularly characterized. The resulting data showed that genes involved in photosynthesis, carbohydrate biosynthesis,
and terpenoid biosynthesis were expressed at higher levels in samples from Henan Province than in samples from Yunnan
Province. In contrast, certain genes involved in carbohydrate and protein catabolism were expressed at higher levels in
samples from in Yunnan Province than in those from Henan Province. Besides, these data showed that certain genes
involved in resistance and defense were differentially expressed in samples from the two regions, likely indicating their
different responses to two specific growth environmental circumstances. These observations imply that these differential gene
expression profiles are likely associated with leaf aroma and thus are of significance in tobacco agriculture.

Key Words: Nicotiana tabacum; tobacco; trichome; cDNA microarray; gene expression; ecological region

烟草叶面腺毛丰富且具有较强的分泌能力。 烤烟腺毛分泌物主要成分为西柏烷类化合物,占叶面化学成

分的 60%左右[1]。 在调制过程中,西柏烷类化合物降解产生茄酮、茄醇和降茄二酮等多种香味成分,对烟叶

香气品质和风味形成具有积极影响[2]。 长期以来,关于烟草腺毛生长发育、分泌及其与烟叶品质关系的研究

颇受关注。 人们发现,具有分泌型腺毛和非分泌型腺毛的烟草品种之间,在叶面化学成份、风味、烟气质量等

方面表现出显著差异[3]。 Severson 等报道,氮供给、水分胁迫、机械伤害、光强和光质以及栽培措施都会对叶

面分泌物的含量和组分产生影响[4]。 最近, Harada 等[5]利用 cDNA 文库随机测序技术研究了重金属对烟草

腺毛基因表达谱的影响,发现了镉处理可导致一系列逆境相关基因在烟草腺毛中的优势表达。 除了对单因子

的关注外,人们试图将整个生态区作为一个综合因素,阐明其对腺毛发育、代谢,以及烟叶品质的影响。
Heeman[6]等曾报道,分别种植在美国北卡 Oxford 和 Tifton 两地区的烟草品种 NC2326,其腺毛分泌物中西柏

三烯二醇和蔗糖酯含量相差 3—4 倍,而非腺毛产生的烃类含量差异很小。 高致明等曾报道我国云南香料烟

腺毛密度远远大于新疆香料烟,烟叶的质量风格也有很大不同[7]。 而从分子水平探讨生态环境对烟草腺毛发

育和代谢影响机理的研究,还未见报道。
我国地域辽阔,生态环境多样。 在长期的烟叶生产实践中,形成了以河南、安徽等地为代表的浓香型特

色,以及以云南、贵州为代表的清香型特色[8]。 为探讨烟叶香气风格的形成机理,人们在叶片发育规律、物质

代谢规律进行了深入研究。 而腺毛作为叶面化学物质的主要来源,长期以来并未引起应有的重视。 本研究以

分别种植在河南平顶山和云南玉溪的栽培品种 K326 为材料,采用芯片技术对河南和云南烟草腺毛基因表达

谱的差异进行了比较研究,旨在转录组学水平上探索生态因素对烟草腺毛物质代谢的影响及其与烟叶风格形

成的关系。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

选用烟草品种 K326,分别种植于河南平顶山和云南玉溪,按当地常规栽培措施进行管理。 选取叶龄为

60d(叶长 2 cm 为第 1 天)的中部叶片(9—11 叶位),参照冻刷法[9]刷取烟草腺毛组织,液氮中存储备用。
1. 2摇 烟草腺毛 cDNA 芯片的制备和杂交

以 K326 叶面腺毛为材料,构建了烟草腺毛全长 cDNA 文库[10]。 对该文库进行随机测序,得到的 5139 条

有效 EST 序列。 按照逸500 bp,90%的原则归并后,得到 2831 条 Unigene。 将对应克隆挑出,以 T3 和 T7 为引

物进行 PCR 扩增,纯化后(QIAquick 96 PCR Purification Kit,Qiagen)点制芯片,每个克隆在同一个基片不同位

置重复点样 3 次,以烟草 actin 基因做阳性对照,人基因做阴性对照,基片质检合格后放 4 益保存备用。
采用 RNeasy Plant mini kit (Qiagen, German)试剂盒提取腺毛总 RNA。 逆转录标记 cDNA 探针并纯化,在

一链合成中掺人荧光标记 dCTP,用 Cy5鄄dCTP 标记河南烟草腺毛样品,Cy3鄄dCTP 标记云南烟草腺毛样品,同
时进行反标。 DNA 纯化后真空抽干,备用。 在抽干的探针管中加 6. 5 滋L 杂交试剂玉,充分混匀,使探针溶

解。 再加入 6. 5 滋L 杂交试剂域,置于 95益水浴中变性 2min,将探针加在已预杂交的烟草腺毛基因芯片上,盖
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玻片封片,42 益杂交 18 h。 分别用 0. 1% xSSC+0. 2% SDS,0. 1% xSSC 洗涤 10 min,室温晾干。 芯片制作和杂

交在上海博兴基因芯片公司完成。
1. 2. 2摇 检测与分析

芯片用 ScanArray4000 激光扫描仪进行扫描。 采用 GenePix Pro 3. 0 图像分析软件(Axon Instruments 公

司)对芯片图像进行分析,芯片杂交扫描后,用分析软件对芯片所获得的原始信号进行整体校准和数据均一

化处理。 均一化处理依据以下 2 个原则筛选有效基因点:第一,该基因点的 Cy3、Cy5 信号值皆大于 200,或者

其中之一大于 800;第二,该基因点的 Ratio 值在 0. 1—10 之间,然后求出 r = ln(Ratio),再算出全部有效基因

点 r 的平均值 R,试验的均一化系数就等于 R 的倒数即 EXP(R)。 所有基因点的 Cy3 信号值乘上均一化系数,
得出调整后的 Cy3* ,计算每个基因点在本试验中的表达差异值 Ratio =Cy5 / Cy3* ,Ratio逸2. 0 为上调表达,
Ratio臆0. 5 为下调表达,由此筛选出差异表达基因。
1. 2. 3摇 生物信息学分析

查阅 NCBI 数据库 ( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / ) 以及 Gene Ontology Database ( http: / / amigo.
geneontology. org / ),WEGO(http: / / wego. genomics. org / )等网站对差异表达基因进行功能解析。
2摇 结果与分析

A B
1 2

图 1摇 烟草叶面腺毛

Fig. 1摇 Leaf trichomes of tobacco

A. 烟草叶面腺毛显微观察(伊 400); B. 腺毛总 RNA 电泳图:1 河南,

2 云南

2. 1摇 芯片杂交及数据分析

由于气候因素的影响,不同生态区烟苗移栽期各不

相同。 为保证材料的可比性,在河南和云南典型生态

区,分别选择叶龄为 60 d 的 K326 中部叶片为材料收集

叶面腺毛。 此时,腺毛结构发育成熟,细胞质浓厚,物质

代谢旺盛(图 1A),有利于进行腺毛分离和分析。 采用

冻刷法分别收集两生态区的叶面腺毛提取其总 RNA,
图 1B 表明腺毛 RNA 无降解,满足芯片分析的要求。

采用自制的 cDNA 芯片对分别来源于云南和河南

的烟草腺毛 RNA 进行杂交试验。 为了提高试验数据的

准确性,减少系统误差,每个样品 3 次重复点样,并采取

正反标的方法进行标记。 杂交后两张芯片的均一化系

数分别为 0. 8756、1. 1907,对正标的所有有效点的ln(ratio)值和反标的所有有效点的 ln(1 / ratio)进行相关系

数分析,相关系数(CORREL)达到 0. 901662。 芯片正、反标扫描图及相关系数散点图如图 2A、B、C 所示。 在

正标中,云南玉溪上调的基因有 288 个,河南上调的基因有 279 个。 反标试验中,云南玉溪上调的基因有 325
个,河南上调的基因有 281 个。 正、反标同时具有的表达差异基因有 445 个,其中河南上调的有 205 个,云南

玉溪上调的有 240 个,且正反标中共同差异基因中方向均为一致,一致率(consistence rate, CR)为 100% , 说

明两次试验的重复性较强(图 2D)。
2. 2摇 差异表达基因的功能分类

通过 gene ontology (http: / / amigo. geneontology. org)对 205 个河南上调基因和 240 个云南上调基因分别进

行功能注释,在河南上调基因中,26. 2%为功能未知基因,云南上调基因中,35. 2%为功能未知基因。 按照它

们所参与的生物过程进行了初步分类(图 3)。 结果发现,在差异表达基因中,与代谢、转运、抗逆反应和信号

转导过程相关基因占有较大比例,而生长和发育相关基因所占比例甚小。 其中,与光合作用、 碳代谢、蛋白质

代谢、类萜类生物合成、生物碱以及吡啶化合物代谢过程相关的基因,在河南和云南烟草腺毛中的表达水平差

异比较明显。
2. 3摇 重要代谢途径分析

从差异表达基因中筛选部分生物学意义较为显著的基因(表 1),对其所在代谢途径进行重点分析。
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图 2摇 不同生态区烟草腺毛基因差异表达的芯片扫描图及散点图

Fig. 2摇 Scatterplot of gene expression profiles in tobacco trichome of different ecological regions

A:芯片扫描图,Cy5 标记河南样品,Cy3 标记云南样品; B:芯片扫描图,Cy3 标记河南样品,Cy5 标记云南样品; C:正反标散点图; D:差异表

达基因分布示意图,正反标中共有 445 个共同差异基因
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图 3摇 差异基因的功能分类

Fig. 3摇 Gene Ontology classifications of differential expressed trichome genes

A: 河南烟叶腺毛中高表达基因功能分类,B: 河南烟叶腺毛中高表达基因功能分类; 1:逆境响应 ( a:8. 8. 7% , b:9. 2% ), 2:转运

(a:10郾 2% , b: 8. 8% ), 3:信号转导 ( a: 5. 4% , b: 2. 9% ), 4:生长 ( a: 1% , b: 0), 5:发育 ( a: 2. 9% , b: 1. 7% ), 6:光合作用

(a: 6郾 8% , b: 0), 7:细胞壁大分子分解过程 (a: 0. 5% , b: 2. 1% ), 8:碳水化合物合成代谢(a: 5郾 4% , b: 0. 4% ), 9:碳水化合物分解代

谢 (a: 3郾 4% , b: 4. 6% ), 10:蛋白质降解 (a: 1% , b: 2. 9% ), 11:脂质体合成代谢 (a: 1. 5% , b: 1郾 7% ), 12:类萜化合物合成代谢

(a: 1. 5% , b: 0), 13:烟碱代谢 (a: 1. 5% b: 0. 4% ), 14:吡啶生物碱代谢 (a: 4. 9% , b: 2. 5% ), 15:其它 (包括功能未知) (a: 45. 2% ,

b: 62. 8% )

光合作用与初生代谢在两生态区叶片腺毛差异表达的基因中,与光合色素代谢相关基因多在河南生态区

高表达,如叶绿体色素结合蛋白(017E09、050C05 )、叶绿体核糖体蛋白(048A07)、光照诱导叶绿素荧光蛋白

(061B09)、叶绿体噻唑生物合成蛋白(001A08)等;克隆序列 002AO6 编码叶绿体前体 b6-f 复杂色素铁硫 2
亚基基因序列,054C10 编码叶绿体前体 DAG 蛋白,二者被认为与叶绿体的早期分化和形态建成有关[11],且
都在云南腺毛中高表达。 差异基因中 14 个与光合作用相关基因,包括 8 个光反应相关和 6 个暗反应相关,皆
在河南烟区腺毛中高表达。 如编码光系统域蛋白(035H03)、 ATP 酶相关(007D07)、碳固定相关(043E09,
023H11)等基因。 初生代谢基因在差异基因中所占比例较大。 虽然,在两生态区高表达的基因中,与碳代谢

相关的基因数目相当,但是碳水化合物合成代谢相关基因多在河南腺毛中高表达,碳水化合物分解代谢基因

则在云南腺毛中高表达;而且,蛋白质分解代谢相关基因在云南腺毛中比例也较高。 依此推测,在叶龄 60 d
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时,河南烟区烟草中部叶片腺毛叶绿体中光合作用和物质合成更为旺盛,而云南烟区中部叶片叶面腺毛中物

质分解比较活跃。

表 1摇 部分腺毛差异表达基因

Table 1摇 Partial differentially expressed trichome genes

克隆号
Clone ID

比值 Ratio

Y / H H / Y
基因登录号
Accession No.

功能描述
Function Description E

叶绿体发育和叶绿素生物合成 Chloroplast development and chlorophyll biosynthesis

017E09 0. 461 2. 219 gi |100801744 | emb | CAK24966. 1 叶绿素 a / b 结合蛋白 9伊10-54

029B08 0. 449 2. 276 gi |110377766 | gb | ABG7341. 1 叶绿体色素结合蛋 CP29 6伊10-90

061B09 0. 316 2. 770 gi |114149950 | gb | ABI51594. 1 光诱导叶绿素荧光蛋白 6伊10-62

002A06 3. 449 0. 402 gi |401249 | sp | Q02585 叶绿体前体蛋白 3伊10-19

054C10 2. 574 0. 469 gi |6014904 | sp | Q38732 叶绿体前体 DAG 3伊10-59

光合作用和碳代谢 Photosynthesis and carbon metabolism

007D07 0. 071 14. 110 gi |1421799 | gb | AAB03873. 1 F1鄄ATP 酶 琢 亚基 4伊10-20

035H03 0. 190 5. 457 gi |50250357 | emb | CAF28621 PSII 10KDa 磷蛋白 1伊10-19

043E09 0. 361 2. 720 gi |4585576 |gb |AAD25541. 1 |AF134051_1 果糖鄄1,6鄄二磷酸前体 5伊10-69

023H11 0. 182 6. 550 gi |112408794 | gb | ABI179501 二磷酸核酮糖羧化 / 加氧酶大亚基 8伊10-20

类萜代谢 Terpene metabolism

007E02 0. 322 3. 520 gi |15224494 | ref | NP_1813701 PRA1 家族蛋白 3伊10-55

043B12 0. 416 2. 492 gi |46487040 | gb | AY528645. 1 类萜环化酶 6伊10-36

020B07 0. 250 4. 662 gi |1545805 | dbj | BAA10929. 1 细胞色素 P450 1伊10-24

逆境响应 Stress response

001D05 0. 245 4. 787 gi |170337 | gb | AAA34119. 1 水杨酸诱导抗性蛋白 6伊10-31

050C03 0. 234 5. 226 gi |115455579 | ref | NP_001051390. 1 冷适应蛋白 1伊10-54

009C04 6. 074 0. 252 gi |1773291 | gb | AAC14577. 1 热激蛋白 Le鄄HSP17. 6 1伊10-76

002H12 7. 920 0. 146 gi |121663827 | dbj | BAF44533. 1 几丁质酶 IV 3伊10-42

类萜代谢摇 次生代谢基因在差异基因中所占比例较小。 类萜代谢、生物碱代谢以及吡啶化合物代谢过程

相关基因多在河南高表达。 克隆号分别为 043B12、007E02、020B07 的 3 个序列,都与萜类生物合成相关,它
们在河南的表达量都显著高于云南。 043B12 与萜类合成酶家族蛋白高度同源,这类蛋白的共同特点是都包

含 10—12 个反向平行的特定的结构域; 007E02 与异戊二烯基受体家族蛋白相匹配,具有异戊烯基转移酶活

性。 至于这两个多肽具体编码哪一类萜类化合物合成相关的酶类,还有待进一步研究。 克隆 020B07 与烟草

P450 脱氢酶基因 CYP71D16 高度同源,该酶在腺毛中特异表达,参与二萜物质———西柏烷类化合物的合

成[12]。 西柏烷类化合物是烟草腺毛分泌物的重要成分,该序列在河南腺毛中的高达,表明河南烟叶腺毛中萜

类代谢和物质分泌比较旺盛。
抗逆摇 在河南和云南烟草腺毛差异表达的基因中,有相当一部分编码植物防御过程相关蛋白。 水杨酸 /

草花叶病毒诱导系统抗性反应蛋白(001D05)在河南表达显著上调,与河南烟区病毒病猖獗不无关联;几丁质

酶类基因在云南生态区表达普遍较高(如:016F06、003A03、002H12),表明云南烟叶所面临的真菌病威胁更为

严峻。 另外,还发现一些编码与温度、光、激素、水分等胁迫相关的蛋白在两生态区差异表达。 如寒冷适应蛋

白 WCOR413 类似蛋白(050C03)在河南高表达,class 域热击蛋白(009C04)在云南高表达, 这与各自所处的

病源环境密切相关。
3摇 讨论

河南烟区和云南烟区在光、热条件、年降雨量、土壤类型和地形地貌等方面都存在较大差异,导致同一品

种烟叶在两地区具有迥异的风格特色。 河南烟叶和云南烟叶是我国两大特色烟叶———浓香型风格和清香型

风格的典型代表,而对其风格形成的机理仍知之甚少。 本文对两生态区相同品种、相同叶位、相同发叶龄叶片
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腺毛基因表达的比较研究,有助于理解生态环境对腺毛发育及物质代谢的影响,及其与烟叶风格形成之间的

内在联系。
叶龄 60 d 的中部叶片处于生理成熟期,叶面腺毛已发育完成,物质代谢和分泌旺盛。 此时,河南和云南

烟区叶面腺毛中基因的表达差异主要集中在光合作用和初生代谢方面。 在河南烟区,烟草叶面腺毛中光合色

素合成、电子传递、碳固定等光合作用相关基因表达异常活跃。 这可能与此时河南烟区 7 月中上旬强光、高
热、少雨,而云南烟区此时相对低温、多雨的气候特征有关。 叶绿体前体发育相关基因在云南的高表达,推测

与腺毛的二次发育有关[13],这有待于形态结构学方面的研究予以证实。 腺毛通常作为一种特化的防御器官,
在许多植物种类中,其光合作用功能业已退化,如薄荷的分泌腺毛中叶绿体发育停滞在白色体阶段[14],薄荷

腺毛 cDNA 测序中,与光合色素和光合作用相关序列完全缺失[15]。 烟草腺毛中叶绿体数目繁多,其结构和叶

绿素含量受到腺毛发育过程[16]、水分胁迫[17] 以及肥料[18] 等因素的影响。 Harada 等在对镉胁迫对烟草腺毛

基因表达的影响研究中,发现了大量的光合作用相关序列,初生代谢在腺毛种极其活跃[6]。 在对烟草腺毛

cDNA 文库测序中所获得的最大的 contig 与 RuBisCO 编码序列高度同源。
在无叶绿体的薄荷腺毛即可以进行正常的类萜物质合成和分泌的情况下,关于烟草腺毛光合作用的意义

引起了兴趣。 人们推测,烟草腺毛分泌物生物合成和分泌过程所需的前体物质和能源,部分或全部由自身的

光合作用提供。 研究发现,光合作用和初生代谢活跃的河南腺毛中,萜类代谢合成相关的基因的表达量都显

著高于云南,说明河南烟叶腺毛的萜类代谢较为活跃。 这一结果与河南烟叶化学成分中,二萜化合物鄄西柏烷

类化合物及其降解产物鄄茄酮含量普遍较高相符[19]。 由此推测,河南的生态条件有利于烟草腺毛结构发育、
光合色素合成,以及光合作用的进行,从而为次生代谢提供了充足的前体物质和能量,有利于类萜化合物的合

成和分泌,导致两生态区烟草叶面化学成分的差异,从而对烟叶风格产生一定影响。 当然,这还需要在两生态

区烟叶腺毛组织结构、生理生化等方面的比较研究中加以证实。
关于烟叶腺毛在抵御生物、非生物侵袭方面的重要作用已得到公认。 在河南和云南差异表达的基因中,

相当一部分涉及植物的防御过程。 这些基因的表达强弱主要与所处的特殊病原环境有关。 气候因素、物理刺

激、病原微生物种类和数量等差异,会诱发烟草腺毛不同的抗病、抗逆机制,并在转录水平上得以体现。 总之,
生态条件作为综合的影响因素,对烟草叶面腺毛的影响是及其复杂的。 除上所述,两生态区差异表达的基因

还涉及到烟草生物过程的许多方面。 要完全解析这些差异,目前仍存在很多困难。 尤其是与烟草相关的序列

信息和功能注释还很缺乏,影响了分析的深度和广度。 当然,随着烟草基因组测序及全基因组芯片的开发和

应用,对烟草腺毛的基因表达规律及其对环境因子的响应模式将会逐渐清晰,对腺毛发育和物质代谢的有效

调控也终将实现。
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