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三峡库区消落带野生狗牙根对水淹适生性的转录组
分析

李彦杰１，２，∗，刘仁华２，周大祥２，杨俊年１，蒋梦芸２，吴　 巍２，郭世浩２，高　 鑫２

１ 重庆三峡学院教师教育学院，万州　 ４０４１００

２ 重庆三峡学院生物与食品工程学院，万州　 ４０４１００

摘要：为探究狗牙根对水淹环境的适生性机制，取长势一致的狗牙根分为未水淹对照组（Ａ１）和 ３０ ｃｍ 沉水处理组（Ａ２），Ａ２ 水

淹 １５ ｄ 后两组同时采样，提取样本总 ＲＮＡ 作转录组测序。 Ａ１ 和 Ａ２ 测序数据经 ｄｅ ｎｏｖｏ 组装分别获得 １２８０３１ 和 ８３３６３ 条高质

量 Ｕｎｉｇｅｎｅ；Ａ１ 和 Ａ２ 对比发现 ２８８４４ 条差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ），其中 １１８５８ 条 ＤＥＧｓ 上调表达，
１６９８６ 条 ＤＥＧｓ 下调表达；功能注释显示，这些 ＤＥＧｓ 主要集中在转录、翻译、碳水化合物代谢和环境适应等途径；信号通路富集

显示，包括植物对病原体的防御、物质代谢、光合作用、形态发育和抗氧化等过程的 １０３ 个信号通路与狗牙根对水淹生境的适生

性有关；随机挑选 ４ 个 ＤＥＧｓ 作 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析，荧光定量结果与测序数据基本一致，说明基于转录组分析 ＤＥＧｓ 的表达情况较

为可靠。 该工作或可为进一步挖掘与狗牙根水淹适生性相关的调控基因和功能基因提供基础。
关键词：三峡库区；消落带；狗牙根；水淹；转录组分析
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自三峡大坝 １７５ ｍ 蓄水以来，从大坝到其上游重庆江津地区的长江两岸形成了与天然河流涨落季节相反

的干湿交替区域—三峡库区消落带［１⁃２］。 环境的改变破坏了三峡库区消落带原有陆生植被生态系统多样性，
并随之带了如水土流失和农业面源污染加重等诸多问题［３⁃４］。 三峡库区消落带生态环境治理的关键是恢复

或重建消落带植被生态系统。 国内学者从消落带植被调查和适生植物筛选入手，发现消落带野生香根草

（Ｖｅｔｉｖｅｒｉａ ｚｉｚａｎｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）、空心莲子草（Ａｌｔｅｒｎａｎｔｈｅｒａ Ｐｈｉｌｏｘｅｒｏｉｄｅｓ（Ｍａｒｔ．） Ｇｒｉｓｅｂ．）和狗牙根（Ｃｙｎｏｄｏｎ ｄａｃｔｙｌｏｎ
（Ｌｉｎｎ．）Ｐｅｒｓ．）等植物在三峡库区消落带反复地出露与淹没交替过程中能保持较高存活率，并指出上述适生植

物可通过形态学发育及生理、生化指标等变化以响应水淹信号，并在一定程度上对水淹环境表现出适

生性［５⁃９］。
狗牙根是三峡库区消落带原生植物，具有发达的根茎和匍匐枝，可固土护坡以防治水土流失。 已有研究

表明，狗牙根具有很强的环境适应性，可在水淹等非生物胁迫中维持较长存活时间，其主要适生性机制可能与

其在胁迫环境中的气生组织发育、提升细胞还原力及解毒能力等有关［１０⁃１２］。 水淹结束后，狗牙根也可耐受高

氧环境而迅速恢复生长，因此在三峡库区消落带治理实践中应用广泛［１３⁃１４］。 目前关于狗牙根对水淹生境的

适生性研究多集中在生理、生化水平，而对其通过哪些信号通路响应水淹胁迫，并进一步对哪些基因的表达做

出调整以适应水淹胁迫等研究未见报导。 本研究以三峡库区消落带野生狗牙根为材料做水淹处理，通过转录

组测序分析，研究狗牙根在水淹生境下的转录水平变化及差异表达基因，以期加深对狗牙根在水淹生境下适

生性的理解，并为植物的耐淹研究和三峡库区消落带治理提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

实验用野生狗牙根来自重庆市万州区谭绍村的三峡库区自然消落带。 选取长势良好、均匀一致的当年生

分蘖苗随机分为未水淹对照组（Ａ１）和 ３０ ｃｍ 沉水处理组（Ａ２）。 准备内径为 ４２ ｃｍ，高度为 ２２ ｃｍ 的塑料桶，
桶底打孔，垫塑料纱窗后以谭绍村自然消落带湿润沙土装填土层厚度至 １５ ｃｍ，分别将两组样品移栽至桶内。
处理组于 ２０１７ 年 ５ 月在谭绍村自然消落带江边（１０７°８７′ Ｅ，３０°３５′ Ｎ）作 ３０ ｃｍ 沉水处理。 处理组水淹 １５ ｄ
后可观察到狗牙根的形态学变化，同时取两组狗牙根幼嫩茎，冲洗后用液氮冷冻，并立即转移至实验室作后续

处理。
１．２　 试验方法

１．２．１　 测序样品的制备及测序

以 Ｔｒｉｚｏｌ 法（ＲＮＡｉｓｏ ｆｏｒ Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ⁃ｒｉｃｈ Ｐｌａｎｔ Ｔｉｓｓｕｅ，Ｔａｋａｒａ）提取样品的总 ＲＮＡ， Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度

计检测样品总 ＲＮＡ ＯＤ２６０ ／ ２８０在 １．８—２．２ 之间，电泳检测样品总 ＲＮＡ 无明显降解且 ２８ Ｓ 条带亮度高于 １８ Ｓ 条

带 １．５ 倍以上。 用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集 ｍＲＮＡ，加入打断试剂在 Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ 中将 ｍＲＮＡ 打断成短片段，将打

断的 ｍＲＮＡ 反转录为双链 ｃＤＮＡ，末端修复后加 Ａ 及测序接头，然后进行片段大小选择，构建文库，基于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００ 平台测序。
１．２．２　 转录组数据分析

测序所得原始读序（Ｒａｗ Ｒｅａｄｓ）经过滤后得到纯净读序（Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ），使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件通过序列重叠得

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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到重叠群（Ｃｏｎｔｉｇｓ），并进一步组装成转录本（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ），再使用 Ｔｇｉｃｌ 软件进行聚类去冗余得到 Ｕｎｉｇｅｎｅ。
使用 Ｂｌａｓｔ 分别对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 作核酸序列数据库（ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ， Ｎｔ）、非冗余蛋白库（ ｎｏｎ⁃

ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ， Ｎｒ）、蛋白质直系同源簇（ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＣＯＧ）、京
都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）和瑞士蛋白质序列数据库（Ｓｗｉｓｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ， Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ）注释，使用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ 软件及 Ｎｒ 注释结果作 ＧＯ（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ）注释，使用

ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ５ 软件作 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 注释。 按照 Ｎｒ、Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ 和 ＣＯＧ 数据库优先顺序，选择 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的最佳

比对片段作为该 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的编码序列（ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ＣＤＳ），未能注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 使用 ＥＳＴＳｃａｎ 工具作进一

步预测。 使用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到 Ｕｎｉｇｅｎｅ，然后基于期望最大算法 （ ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｂｙ Ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ⁃Ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ， ＲＳＥＭ）计算各个样品的基因表达水平。 基于泊松分布法（ＰｏｓｓｉｏｎＤｉｓ）
作差异表达基因分析，筛选标准为对比组样品间表达倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）≥２ 和错误发现率（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒ ｒａｔｅ，
ＦＤＲ）＜０．００１；对差异表达基因作 ＧＯ 和 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分类及富集分析，功能和通路显著富集筛选标准均为

ＦＤＲ≤０．０１。
１．２．３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

随机挑选 ４ 个差异表达基因，通过 ＰｒｉｍｅｒＱｕｅｓｔ Ｔｏｏｌ 在线程序设计扩增引物，并设置扩增长度为 ８０—２５０
ｂｐ（表 １）。 以 ＧＡＰＤＨ 基因作内参，按照 Ｕｌｔｒａ ＳＹＢＲ Ｍｉｘ Ｋｉｔ（康为世纪公司）提供的操作流程作实时荧光定量

ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）扩增。 扩增平台为 ＣＦＸ ｃｏｎｎｅｃｔ Ｑ⁃ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国），扩增

反应程序为：９５℃保持 １０ ｍｉｎ；９５ ℃保持 １５ ｓ，６０℃保持 １ ｍｉｎ，设置 ４０ 次循环。

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 选用基因及其引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′⁃３′）

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′⁃ ３′）

ＧＡＰＤＨ ＴＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＧＡＣＴＧＣＡＡ ＣＣＡＧＴＧＣＴＧＣＴＴＧＧＡＡＴＧＡＴＧ

Ｕｎｉｇｅｎｅ７６５８５ ＡＡＣＡＴＣＧＡＣＴＴＣＣＡＧＧＣＣＡＡ ＴＴＧＧＡＧＡＴＴＧＣＴＣＧＧＧＡＣＴＣ

Ｕｎｉｇｅｎｅ７８３８１ ＡＧＧＡＴＣＴＧＴＡＧＴＣＴＧＣＧＴＧＣ ＧＧＣＧＣＴＧＡＡＡＡＧＡＧＣＴＡＧＧＡ

ＣＬ１０５６９．Ｃｏｎｔｉｇ１ ＣＣＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧＧＣＴＡ ＡＣＡＴＡＣＧＴＧＧＴＴＧＣＡＣＣＴＣＴ

ＣＬ１４０１．Ｃｏｎｔｉｇ１ ＡＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＣＧＡＣＧＧＧＡＧ ＣＴＴＴＧＴＴＴＧＣＣＣＧＧＴＴＴＧＧＧ

２　 结果与分析

２．１　 测序结果的评估及组装

Ａ１ 和 Ａ２ 组的 Ｔｏｔａｌ Ｒａｗ Ｒｅａｄｓ 分别为 ９０．６９ Ｍｂ 和 ８９．０６ Ｍｂ，过滤后 Ａ１ 和 Ａ２ 的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 分别为

７３．８９ Ｍｂ和 ７３．５５ Ｍｂ。 Ａ１ 和 Ａ２ 的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 经 Ｔｒｉｎｉｔｙ 组装分别产生 ２００５７０ 和 １２４０７６ 条转录本。 Ａ１ 和

Ａ２ 的转录本经 Ｔｇｉｃｌ 聚类去冗余分别得到 １２８０３１ 和 ８３３６３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，总 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目为 １４７２５６。
２．２　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能注释

分别基于 Ｎｒ、Ｎｔ、Ｓｗｉｓｓ⁃ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 和 ＧＯ 数据库作总 Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释，结果如表 ２。 ７ 个数据

库可解释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目为 １０７２６３，占总 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目的 ７２．８４％。 Ｕｎｉｇｅｎｅ 可注释到不同物种的数量由高到

底依次为小米（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ）、高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ）、玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）和疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）。
按照 Ｎｒ、Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ、 ＫＥＧＧ、ＣＯＧ 的优先次序，得到 ９４８７９ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＣＤＳ。 未注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 经

ＥＳＴＳｃａｎ 预测得到 ８１３５ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 参考注释。
２．３　 差异表达基因分析

如表 ３ 所示，与未水淹对照组（Ａ１）相比，水淹处理组（Ａ２）共发现有 ２８８４４ 条差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧ），其中 １１８５８ 条 ＤＥＧ 上调表达，１６９８６ 条 ＤＥＧ 下调表达，上调表达变化倍数为 １．１８—

３　 ２３ 期 　 　 　 李彦杰　 等：三峡库区消落带野生狗牙根对水淹适生性的转录组分析 　
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１４．０３，下调表达变化倍数为 １．４５—１１．５２。 ＤＥＧ 在 Ｎｒ、Ｎｔ、Ｓｗｉｓｓ⁃ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 和 ＧＯ 数据库注释数

目分别为 ２２１６０、２５９０１、２１４１３、２２４７８、１６０６３、１８１８８ 和 １６４３９。

表 ２　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ

项目
Ｉｔｅｍ

非冗余
蛋白库

Ｎｒ

核酸序列
数据库

Ｎｔ

瑞士蛋白质
序列数据库
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ

京都基因
与基因组
百科全书
ＫＥＧＧ

蛋白质直系
同源簇
ＣＯＧ

蛋白质家族、
结构域和功能
位点数据库

Ｉｎｔｅｒｐｒｏ

基因本体
数据库
ＧＯ

合计
Ｏｖｅｒａｌｌ

数目 Ｎｕｍｂｅｒ ９６６７１ ９１６６６ ６２８８１ ７０９４３ ４２６５８ ５７４８６ ５２６６９ １０７２６３

占比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％ ６５．６５ ６２．２５ ４２．７０ ４８．１８ ２８．９７ ３９．０４ ３５．７７ ７２．８４

　 　 Ｎｒ：非冗余蛋白库 ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；Ｎｔ：核酸序列数据库 ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；Ｓｗｉｓｓ⁃Ｐｒｏｔ：瑞士蛋白质序列数据

库 Ｓｗｉｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；ＫＥＧＧ：京都基因与基因组百科全书 Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ；ＣＯＧ：蛋白质直系同源簇 ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ

ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；ＩｎｔｅｒＰｒｏ：蛋白质家族、结构域和功能位点数据库 ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｄｏｃｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｉｅｓ， ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｔｅｓ；ＧＯ：基因本体数据库 ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ

表 ３　 狗牙根响应水淹生境差异表达基因的数量及差异范围

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ （ＤＥＧｓ） ｏｆ Ｃｙｎｏｄｏｎ ｄａｃｔｙｌｏｎ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒｌｏｇｇｉｎｇ

表达趋势
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅｎｄ

数目
Ｎｕｍｂｅｒ

差异倍数范围
Ｒａｎｇｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ

差异倍数均值
Ｍｅａｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ

上调表达 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ １１ ８５８ １．１８—１４．０３ ６．７６

下调表达 Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ １６ ９８６ １．４５—１１．５２ ５．４７

２．４　 差异表达基因 ＧＯ 功能分析

ＧＯ 分析可将 ＤＥＧｓ 分为生物过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ）三大功能类。 由图 １ 可知，生物过程中的细胞过程、代谢过程、单生物过程、生物调节、刺
激反应和定位等是水淹生境下 ＤＥＧｓ 富集较多的种类；细胞组分中的细胞、细胞组分、细胞器、生物膜、细胞器

组分和高分子配合物等是 ＤＥＧｓ 富集最多的种类；分子功能中的催化活性、结合剂活性、转运活性、结构分子

活性、核酸结合转录因子活性、电子传递体活性和抗氧化活性等是 ＤＥＧｓ 富集最多的种类。 通过 ＧＯ 分析可

知，水淹生境下，狗牙根的代谢过程、调节过程、细胞及组分和抗氧化等途径中的 ＤＥＧｓ 可能共同参与狗牙根

对水淹胁迫的适生性响应。
２．５　 差异表达基因 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分析

ＫＥＧＧ 数据库将 ＤＥＧｓ 分为细胞过程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）、环境信息处理 （ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、遗传信息处理 （ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、代谢 （ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 和生物体系统 （ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ
ｓｙｓｔｅｍｓ）。 这些通路中的转录、翻译、碳水化合物的代谢和环境适应等可能在狗牙根对水淹生境的适生性过

程中发挥重要作用（图 ２）。
ＫＥＧＧ 通路富集共检出 １０３ 个信号通路参与狗牙根对水淹胁迫的响应。 按照富集程度从大到小，前 １０

个显著富集的信号通路如表 ４，其中 Ｑ 值表示富集程度，它是统计推断所得 Ｐ 值经过 ＦＤＲ 校正后的值，其值

越小表示富集越显著。 富集结果显示，狗牙根对水淹生境的响应及适生性由众多信号路通共同参与，其作用

方式可能包括活化抗病因子、调整物质代谢、上调光合效率、提升获氧能力和提高还原力等。
２．６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

为了评估转录组测序结果的可靠性，随机挑选 Ｕｎｉｇｅｎｅ７６５８５、Ｕｎｉｇｅｎｅ７８３８１、ＣＬ１０５６９．Ｃｏｎｔｉｇ１ 和 ＣＬ１４０１．
Ｃｏｎｔｉｇ１ 等 ４ 个 ＤＥＧｓ 作 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 基因相对表达量 Ｆ＝ ２－△△Ｃｔ，其中△△Ｃｔ＝（待测样品的目的基因的 Ｃｔ
值⁃待测样本的看家基因的 Ｃｔ 值）﹣（对照样品的目的基因的 Ｃｔ 值⁃对照样本的管家基因的 Ｃｔ 值），管家基因

为 ＧＡＰＤＨ。 以 ｌｏｇ２⁃ｒａｔｉｏ 表示基于转录组和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测的基因表达量变化，其中 ｌｏｇ２⁃ｒａｔｉｏ ＝ ｌｏｇ２［处理组表

达量 ／对照组表达量］，设置 ３ 次重复。 相关性分析结果显示，两种检测方法的皮尔逊相关系数为 ０．８４９０，Ｐ＜

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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图 １　 ＤＥＧｓ的 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ．１　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ

１：生物粘附 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ；２：生物相 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｈａｓｅ；３：生物调控 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；４：细胞杀伤 ｃｅｌｌ ｋｉｌｌｉｎｇ；５：细胞组分的组织和生物

合成 ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；６：细胞过程 ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ；７：发育过程 ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ；８：发育 ｇｒｏｗｔｈ；９：免疫系统过

程过程 ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ；１０：定位 ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；１１：移动 ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ；１２：代谢过程 ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ；１３：多机体过程 ｍｕｌｔｉ⁃ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ；

１４：多细胞组织过程 ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ；１５：生物过程的负调控 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ；１６：生物过程的正调控

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ；１７：生物过程调控 ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ；１８：再生 ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；１９：再生过程 ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓ；

２０：刺激应答 ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ；２１：节律过程 ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ；２２：信号 ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；２３：单一的生物过程 ｓｉｎｇｌｅ⁃ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ；２４：细胞 ｃｅｌｌ；

２５：细胞连接 ｃｅｌｌ ｊｕｎｃｔｉｏｎ；２６：细胞部件 ｃｅｌｌ ｐａｒｔ；２７：细胞外外液 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ；２８：细胞外外液组分 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｐａｒｔ；２９：细胞间区

域 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ；３０：细胞间区域组分 ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｐａｒｔ；３１：高分子配合物 ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ；３２：膜 ｍｅｍｂｒａｎｅ；３３：膜组分

ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ；３４：膜结合腔体 ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｅｎｃｌｏｓｅｄ ｌｕｍｅｎ；３５：核状体 ｎｕｃｌｅｏｉｄ；３６：细胞器 ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；３７：细胞器组分 ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔ；３８：共质体

ｓｙｍｐｌａｓｔ；３９：病毒体 ｖｉｒｉｏｎ；４０：病毒体组分 ｖｉｒｉｏｎ ｐａｒｔ；４１：抗氧化活性 ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４２：结合剂活性 ｂｉｎｄｉｎｇ；４３：催化活性 ｃａｔａｌｙｔｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ；４４：通道调节因子活性 ｃｈａｎｎｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４５：电荷载体活性 ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４６：酶调节活性 ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４７：

鸟嘌呤核苷酸交换因子活性 ｇｕａｎｙｌ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４８：金属伴侣活性 ｍｅｔａｌｌｏｃｈａｐｅｒｏｎｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；４９：分子感应器活性

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；５０：核苷酸结合转录因子活性 ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；５１：营养受体活性 ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙ；５２：蛋白结合转录因子活性 ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；５３：蛋白标签 ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇ；５４：受体活性 ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ；５５：结构

分子活性 ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ；５６：转运因子活性 ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

０．０１，表明基于转录组分析 ＤＥＧｓ 的表达结果较为可靠（图 ３）。

表 ４　 前 １０ 个显著富集的信号通路

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｐ １０ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

通路
Ｐａｔｈｗａｙ

差异表达基因数目（占比 ／ ％）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＤＥＧｓ （ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％）

Ｑ 值
Ｑ⁃ｖａｌｕｅ

通路编号
Ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ

植物⁃病原物互作 Ｐｌａｎｔ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ２２７２ （９．８５） ７．４３３６７３Ｅ⁃９６ ｋｏ０４６２６

ＲＮＡ 运输 ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ３０６７ （１３．３） ６．０４９１７４Ｅ⁃５９ ｋｏ０３０１３

ｍＲＮＡ 监视 ｍＲＮＡ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｐａｔｈｗａｙ ２６０１ （１１．２８） １．１９７６９７Ｅ⁃５３ ｋｏ０３０１５

光合作用 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １０６ （０．４６） １．０８１１９９Ｅ⁃０９ ｋｏ００１９５

光合天线蛋白 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ⁃ａｎｔｅｎｎａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ４４ （０．１９） １．１５８２６７Ｅ⁃０９ ｋｏ００１９６

植物激素信号转导 Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ７２１ （３．１３） ７．４６１２０３Ｅ⁃０９ ｋｏ０４０７５

卟啉和叶绿素代谢 Ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １７０ （０．７４） ２．９５２６２４Ｅ⁃０８ ｋｏ００８６０

光合作用碳固定 Ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ３３６ （１．４６） １．９１４８６５Ｅ⁃０７ ｋｏ００７１０

核糖体 Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ９９３ （４．３１） １．６２３４８９Ｅ⁃０６ ｋｏ０３０１０

花青素生物合成 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ４０ （０．１７） ６．０７５１８０Ｅ⁃０６ ｋｏ００９４２

５　 ２３ 期 　 　 　 李彦杰　 等：三峡库区消落带野生狗牙根对水淹适生性的转录组分析 　
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图 ２　 ＤＥＧｓ的 ＫＥＧＧ 功能分类

Ｆｉｇ．２　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ

１：转运和代谢 Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ；２：膜转运 Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ；３：信号转导 Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ；４：折叠、分选和降解 Ｆｏｌｄｉｎｇ， ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ；５：复制和修复 Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ；６：转录 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；７：翻译 Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ；８：氨基酸代谢 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；９：其他次生代

谢产物的生物合成 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；１０：碳水化合物代谢 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１１：能量代谢 Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；

１２：多聚糖生物合成与代谢 Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１３：脂质代谢 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１４：辅助因子和维生素代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ

ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ；１５：其他氨基酸代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ；１６：萜类和酮类化合物的代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ

ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ；１７：核苷酸代谢 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１８：环境适应 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ

图 ３　 转录组测序结果的实时定量 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．３　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｂｙ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

３　 结论与讨论

在水淹、干旱和盐碱等非生物胁迫生境下，植物可

通过调整转录和翻译水平而在一定程度上表现出对环

境的适应性。 光线不足、缺氧或厌氧是深水淹胁迫中影

响植物生长的两种主要因素。 光线不足使得植物的光

合作用受阻，从而限制了植物生长所需能量和物质的累

积。 氧气不足使得植物由有氧呼吸转变为无氧呼吸，除
了抑制呼吸链而降低能量产生外，其也可产生乙醇等不

完全氧化产物从而诱发细胞毒性［１５⁃１７］。 植物对水淹的

响应较为复杂，通常涉及多个信号通路—既包括对光合

作用、物质代谢和抗氧化等过程的适生性调整，也包括

不定根及其他通气组织等形态的适生性发育［１８⁃２１］。
本研究以筛选的三峡库区消落带适生狗牙根作水淹处理，通过转录组测序分析发现狗牙根在水淹环境下

共有 ２８８４４ 条差异表达基因（ＤＥＧｓ），其中 １１８５８ 条上调表达，１６９８６ 条下调表达。 ＧＯ 功能分析显示，水淹胁

迫下狗牙根 ＤＥＧｓ 主要富集在生物调节、细胞成分组织或组分合成、核酸结合转录因子活性等方面，这些

ＤＥＧｓ 共同参与了植物对水淹的响应和适生性发育，从而维持植物个体存活。 进一步 ＫＥＧＧ 富集分析显示，
狗牙根对水淹生境响应的 ＤＥＧｓ 来自 １０３ 个信号通路，其中参与众多信号通路的乙烯、氧气和脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ， ＡＢＡ）等分子可能通过对碳水化合物代谢和适生性发育等过程中多个基因转录和翻译水平的调整而实

现植物对水淹生境的快速响应［２２⁃２３］。 ＲＮＡ 的成熟和从细胞核向细胞质转运是蛋白质翻译的基础，ＫＥＧＧ 富集

显示，ＲＮＡ 转运（ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）通路中外显子拼接复合体（ ｅｘｏｎ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＥＪＣ）和核转运复合物

（ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｏｒｔ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＮＥＣ）等途径多个组分下调，即水淹生境降低了 ＲＮＡ 的成熟及向细胞质转运。 ＲＮＡ
监视通路（ＲＮＡ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｐａｔｈｗａｙ）是检测和降解异常 ｍＲＮＡ 的控制途径，ＫＥＧＧ 富集显示，该通路中多个

参与 ｍＲＮＡ 降解的组分水平上调。 核糖体（Ｒｉｂｏｓｏｍｅ）信号通路涉及翻译的起始识别、延伸和终止等过程，富

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３８ 卷　
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集显示，该通路中的延伸因子 ＥＴ⁃Ｔｕ 等组分水平下调倍数较大。 由上述 ３ 种信号富集结果可知，狗牙根对水

淹的响应和适生性总体表现为通过调整细胞核 ＲＮＡ 转录、ｍＲＮＡ 转运、细胞质 ｍＲＮＡ 降解和翻译等途径中多

个因子的水平从而下调细胞蛋白质合成，这与干旱、水淹等非生物胁迫中多种植物细胞内蛋白质水平调节

类似［２４⁃２７］。
提高从环境中获取氧气的能力，也是水淹生境下植物的适生性机制之一。 ＫＥＧＧ 富集显示，植物细胞对

水淹生境的适生性与植物激素信号转导（ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）通路有关，该通路中的胁迫响应信

号、通气组织形成与关闭和组织发育等途径中多个组分上调。 水淹生境下，通气组织的形成有利于提高植物

从环境的获氧能力而维持存活，但同时也使得细胞间结构变得松散而可能导致个体死亡［２８⁃２９］。 富集显示，植
物⁃病原互作（ｐｌａｎｔ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）信号通路中活性氧类（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）和一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ， ＮＯ）的分子水平变化可能均与细胞壁的加固有关，这是因为植物在水淹等非生物胁迫下产生的 ＲＯＳ
通过氧化交联作用加固细胞壁，或通过下调 ＮＯ 信号途径中 ＮＯ 水平而诱导气孔关闭以加固细胞壁［３０⁃３３］。 此

外，植物在水淹生境可能发生生长性损伤，富集结果也显示，植物⁃病原物互作途径中多个抗病信号分子水平

上调，推测这可能与狗牙根在水淹生境下受水体及水下土壤的微生物侵染而诱发对病原体的防御反应有关。
完全水淹生境下，光线不足使得光合作用受限，同时某些代谢氧化产物的累积也可能对光合器官产生毒

性。 富集发现，水淹生境下狗牙根通过上调光合作用（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、光合作用⁃天线蛋白（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ⁃
ａｎｔｅｎｎａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ）、卟啉与叶绿素代谢（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）等 ３ 个信号通路中的抗氧化组分而

保护光合器官。 同时，水淹生境下狗牙根也上调了参与上述信号通路中的光合作用进程、光呼吸调控以及与

天线蛋白、叶绿素合成有关的酶水平，这可能与提高光合效率及加速碳水化合物的累积有关［３４⁃３６］。 核酮糖⁃
１，５⁃二磷酸羧化酶（ｒｉｂｕｌｏｓｅ⁃１，５⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ， ＲｕＢｉｓＣＯ）在叶绿体中固定 ＣＯ２而生成糖类，植物在

水淹等非生物胁迫后通常会导致细胞内 ＲｕＢｉｓＣＯ 活性下降而引起胁迫伤害［３７］。 本实验富集结果显示，较浅

水淹生境下狗牙根通过上调光合生物碳固定（ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ）信号通路中 ＲｕＢｉｓＣＯ
水平而提高物质累积。 植物细胞中的酶和非酶抗氧化组分也参与对非生物胁迫的氧化应激适应性，其中非酶

抗氧化组分如花青素、黄酮和类黄酮类等次生代谢产物可参与多种非生物胁迫环境中细胞氧化产物的清

除［３８⁃３９］。 富集结果显示，水淹生境下，狗牙根细胞花青素的合成（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）信号通路中多个合

成酶的表达水平上调，提高了细胞内的天竺葵素类、矢车菊素类、芍药花苷配基类花青素和丙二酰基紫苏宁花

色苷等水平，从而增加了狗牙根在水淹生境的氧化耐受性。
植物对水淹的响应和适生性是一个包含多个信号通路中的众多基因共同参与、相互协调的复杂过程。 本

研究对前期筛选的三峡库区消落带野生狗牙根在水淹生境下的转录组信息作了初步挖掘分析，为后续筛选狗

牙根耐水淹关键调控基因和功能基因提供参考。 此外，转录组数据中还存在大量的未注释序列，对其进一步

的分析挖掘将有助于加深植物对水淹响应和适生性的理解。
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