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生物有机肥对盐碱地水稻叶片的影响转录组分析
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摘要：改良修复盐碱地对保障粮食安全和守护耕地红线具有重要意义，种植水稻配施生物有机肥是修复改良盐碱地的一项有效

措施。 基于生物有机肥肥料效应，测定水稻灌浆期农艺性状，开展叶片转录组测序，通过基因本体（ＧＯ）和京都基因与基因组百

科全书（ＫＥＧＧ）数据库分析差异基因的生物学功能和代谢通路，以期揭示生物有机肥对盐碱地水稻的潜在促生机制。 试验共

设置 ４ 个处理，生物有机肥＋化肥（Ｔ１）、生物有机肥灭活＋化肥（Ｔ２）、化肥（Ｔ３）和空白对照（Ｔ４），结果表明，施用生物有机肥能

够显著提高水稻叶面积和叶绿素、植株分蘖数和干物质量（Ｐ＜０．０５）；Ｔ２ｖｓＴ１、Ｔ３ｖｓＴ１、Ｔ４ｖｓＴ１、Ｔ４ｖｓＴ３ 差异基因数量分别为

６５９３、４７９６、６９７６ 和 １８６６ 条，生物有机肥配施化肥引起差异基因表达数量最高，其次为灭活生物有机肥，单施化肥最小；ＧＯ 分析

显示，生物有机肥主要影响水稻叶片肽和酰胺的生物合成与代谢、翻译过程、细胞器及细胞器膜等，化肥对水稻叶片生物学过程

影响的差异基因无显著富集（Ｐ＞０．０５）；ＫＥＧＧ 分析表明，施用生物有机肥差异显著基因主要富集在核糖体和能量代谢相关途

径，核糖体相关基因差异表达较多，可能存在水稻响应生物有机肥的重要调节基因，能量代谢途径涉及光合作用和光合作用⁃天

线蛋白，光合作用⁃天线蛋白代谢通路相关基因显著上调，Ｔ４ｖｓＴ１ 光合作用及光合作用⁃天线蛋白上调基因数量大于 Ｔ３ｖｓＴ１，

Ｔ３ｖｓＴ１ 大于 Ｔ４ｖｓＴ３，表明施用生物有机肥能够提高叶片捕光能力，增强光合作用，并且生物有机肥配施化肥效果优于单施生物

有机肥或化肥，Ｔ２ｖｓＴ１、Ｔ３ｖｓＴ１、Ｔ４ｖｓＴ１ 处理比较表明植物激素信号传导中类胡萝卜素合成基因上调，水稻抗逆性增强，植物－病

原体相互作用代谢通路基因在 Ｔ３ｖｓＴ１ 和 Ｔ４ｖｓＴ１ 中上调数量大于下调数量，表明生物有机肥及生物有机肥配施化肥对提高水

稻抗病性具有一定的促进作用；耐盐基因转录因子分析显示，微生物引起水稻叶片响应盐胁迫的转录因子有 １１１ 条，生物有机

肥 ９３ 条，生物有机肥配施化肥 ９７ 条，化肥 ４０ 条，表明施用生物有机肥能有效促进植物响应盐胁迫基因表达，增强水稻耐盐性。

因此，盐碱地施用生物有机肥能够显著影响水稻核糖体和光合作用基因上调表达，抗逆基因上调趋势明显，这对揭示生物有机

肥促进盐碱地水稻生长潜在机制具有一定的理论价值。
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ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｒｉｃｅ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｉｎ ｓａｌｉｎｅ⁃ａｌｋａｌｉ ｓｏｉｌ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｓ ｏｂｖｉｏｕｓ，ｉｔ ｈａｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ； ｓａｌｉｎｅ⁃ａｌｋａｌｉｎｅ ｓｏｉｌ； ｒｉｃｅ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　

盐渍土又称盐碱土是盐土和碱土以及不同程度盐化和碱化土壤的统称［１］，严重影响植物生长发育和农

业生产力的发展［２—３］。 盐胁迫会导致植物体内产生渗透胁迫和离子毒害作用，间接影响植物的光合作用、能
量代谢、膜透性和生长发育［４］。 水稻是我国四大主粮之一，种植水稻是生物改良盐碱地的一种有效途径［５］，
但在盐碱胁迫下水稻整个生育周期性状都会受到影响，叶片逐渐变短、变小，颜色随之变浅［６］，植株生物量和

分蘖能力下降，产量降低［７—８］。 随着人口不断增加，耕地面积逐渐减少，开发利用盐碱地对增加耕地资源，改
善生态环境具有重要意义［９—１０］。

盐碱地修复改良方法主要为水利工程、化学、生物等措施［１１］，生物修复包括植物和微生物修复，具有投入

低、修复效果好、生态效益高等优点［１２—１３］。 生物有机肥在盐碱地修复改良中发挥着重要的作用，既能作为传

统有机肥增加土壤有机质和养分、改善物理结构［１４—１６］，又能外源输入有益微生物，调节土壤微生物群落结构，

３４３２　 ６ 期 　 　 　 刘鹏　 等：生物有机肥对盐碱地水稻叶片的影响转录组分析 　
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抑制病虫害［１７—１８］，改善作物水分状况、膜完整性和光合作用［１９］，还可以减轻作物盐碱胁迫、提高作物产量及

品质［２０—２２］，减轻化肥过量使用造成的环境污染［２３］。
高通量 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技术作为揭示植物响应盐胁迫分子机制的重要手段，已取得了多项重要成果。 张丽丽

和张富春研究发现［２４］，盐生植物盐穗木（Ｈａｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｃａｓｐｉｃａ）能够通过促进渗透调节和活性氧清除，提高短期

盐胁迫适应能力；董明等［２５］研究结果表明，高粱在盐胁迫下光合作用受到抑制，激素信号和类黄酮的合成在

响应盐胁迫中发挥着重要作用；在水稻响应盐胁迫中，翻译调控［２６］、脱落酸和油菜素甾醇等植物激素信

号［２７—２９］、酚类和类黄酮物质合成［３０］、Ｃａ２＋信号转导、丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）级联、转录因子（ＴＦｓ）、转
录调节因子（ＴＲｓ）、蛋白激酶（ＰＫｓ）和其他关键功能蛋白起着重要作用［３１］。

施用生物有机肥能有效修复改良盐碱地、改善水稻农艺性状［３２］，但在基因表达水平上知之甚少。 本研究

采用转录组测序技术，对生物有机肥不同处理下水稻叶片差异基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析，功能和代谢

通路注释，为探究生物有机肥对盐碱地水稻生长影响的生物学机制提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验地概况

本试验地位于宁夏回族自治区银川市贺兰县金贵镇银光村（１０６．４３°Ｅ，３８．４９°Ｎ），属于温带大陆性季风气

候，全年日照时数 ２８５１—３１０６ ｈ，有效积温 １５３４．９℃，年降水量 ２００ ｍｍ 左右，时空分布不均，多集中在 ６—
９ 月。 试验地土壤为淤灌土，ｐＨ ８．４０、全盐 １．８３ ｇ ／ ｋｇ、有机质 ９．９ ｇ ／ ｋｇ、全氮 １．１８ ｇ ／ ｋｇ、全磷 ０．５９ ｇ ／ ｋｇ、解碱氮

４２ ｍｇ ／ ｋｇ、有效磷 ３．３８ ｍｇ ／ ｋｇ、速效钾 ３２０ ｍｇ ／ ｋｇ，属于轻度盐碱土。
１．２　 试验设计

试验采用随机区组排列，小区面积 ２０ ｍ２（５ ｍ×４ ｍ），小区之间起垄覆膜，单独排灌。 水稻育苗插秧种植，
品种为宁粳 ４８ 号。 供试生物有机肥配方及（嗜）耐盐菌种均由课题组提供，宁夏某生态肥业有限公司生产，
配料中加入硅元素制成盐碱地水稻专用生物有机肥［Ｎ＋Ｐ ２Ｏ５＋Ｋ２Ｏ＞５％，有机质＞４５．０％，有效活菌数（枯草芽

孢杆菌、多黏类芽孢杆菌、盐单胞菌、乳酸菌、光合细菌等） ＞５００ 亿 ／ ｋｇ］；供试化肥为市售磷酸二铵（含 Ｐ ２Ｏ５

４６％，Ｎ １８％）。 试验共设置 ４ 个处理，Ｔ１：生物有机肥＋化肥，Ｔ２：生物有机肥灭活＋化肥，Ｔ３：化肥，Ｔ４：空白对

照（不施肥）。 生物有机肥作为基肥，施用量为 １５００ ｋｇ ／ ｈｍ２；化肥施用量为当地农户施肥习惯的 １ ／ ２，施用量

为 ２１３．７５ ｋｇ ／ ｈｍ２，按照基肥、分蘖肥、穗肥 ５∶３∶２ 的量施用，水肥管理与大田一致。
１．３　 水稻农艺性状测定

水稻灌浆期测定健康植株叶绿素含量、叶面积指数、株高、根长、有效分蘖数，干物质量。 叶绿素含量用

ＳＰＡＤ⁃５０２ 便携式叶绿素仪测定；叶长、株高、根长用钢卷尺测量；叶宽用游标卡尺测量；用长宽矫正法来测定

叶面积（叶面积指数＝叶片长×宽×０．７５） ［３３］；干物质量采用烘干法测定，每个处理取 １５ 个重复。
１．４　 样品采集

取水稻灌浆后期叶片，用无菌水洗去灰尘后装入 ２ ｍＬ 冻存管中，随即放入液氮中速冻，干冰送样，委托北

京诺禾致源科技股份有限公司完成 ＲＮＡ 的提取、质控、建库及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ 测序，每个处理取 ３ 次重复。
１．５　 文库构建及测序

提取样品 ＲＮＡ，总量≥１ μｇ，通过 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集水稻叶片中带有 ｐｏｌｙ Ａ 尾的 ｍＲＮＡ，随后在 ＮＥＢ
Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 中用二价阳离子将得到的 ｍＲＮＡ 随机打断。 以片段化的 ｍＲＮＡ 为模版，随机寡核苷酸为

引物，在 Ｍ⁃ＭｕＬＶ 逆转录酶体系中合成 ｃＤＮＡ 第一条链，然后用 Ｒ ＮａｓｅＨ 降解 ＲＮＡ 链，并在 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ
体系下，以 ｄＮＴＰｓ 为原料合成 ｃＤＮＡ 第二条链。 纯化后的双链 ｃＤＮＡ 经过末端修复，加 Ａ 尾并连接测序接头，
用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 筛选 ２５０—３００ ｂｐ 左右的 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ 扩增并再次使用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化 ＰＣＲ
产物，最终获得文库，然后进行转录组测序。
１．６　 数据处理与分析

利用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ ３．４．４ 软件进行差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析，Ｐ＜０．０５ 作为显著性富集的阈

４４３２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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值；利用 ＳＰＳＳ 软件对叶绿素相对含量、有效分蘖数、根长、叶面积和和干物质重量进行方差分析、多重比较，
株高进行非参数检验。

２　 结果与分析

２．１　 不同生物有机肥处理对水稻生长的影响

由表 １ 可知，施用生物有机肥＋化肥后，水稻叶片中叶绿素含量、有效分蘖数、根长、叶面积和干物质重量均

显著高于化肥和空白对照（Ｐ＜０．０５），株高也大于其他处理，说明施用生物有机肥能有效促进盐碱地水稻生长。

表 １　 水稻灌浆期农艺性状

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ａｔ ｇｒａｉｎ ｆｉｌｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

叶绿素相对含量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

有效分蘖数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｔｉｌｌｅｒｓ ／ （个 ／ 株）

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ ／ ｃｍ

根长
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｃｍ

叶面积

Ｌｅａｆ ａｒｅａ ／ ｃｍ２

干物质重量
Ｄｒｙ ｍａｔｔｅｒ
ｗｅｉｇｈｔ ／ ｇ

Ｔ１ ４３．９５±３．６１Ａａ ２．６７±０．７２Ａａ ９８．８９±４．９９Ａａ １８．１４±２．４５Ａａ ２２．２３±５．９５Ａａ １５．６５±４．０８Ａａ

Ｔ２ ４１．３３±３．３７ＡＢａ ２．０７±０．７０ＡＢｂ ９８．３３±７．７６Ａａ １６．５０±２．３４ＡＢａｂ ２５．５０±５．４１Ａａ １４．０８±４．０６ＡＢａｂ

Ｔ３ ３８．１９±３．５４ＢＣｂ １．６７±０．６２Ｂｂｃ ９１．９０±８．５２Ｂｂ １５．８０±３．２２ＡＢｂ １３．８２±４．８Ｂｂ １１．７１±２．８３ＢＣｂｃ

Ｔ４ ３６．６３±４．３７Ｃｂ １．５３±０．６４Ｂｃ ８１．３３±８．１２Ｃｃ １４．７３±２．１２Ｂｂ １２．２１±４．５３Ｂｂ １０．５１±２．３７Ｃｃ

　 　 Ｔ１：生物有机肥＋化肥 Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ＋ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ２：生物有机肥灭活＋化肥 Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ＋ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ３：

化肥 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ４：空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ；表中数据为平均值±标准差，同列数据不同大、小写字母分别表示不同处理间差异达 ０．０１、０．０５

水平；Ｑ２０：测序质量值≥２０ 的碱基所占的百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ２０； Ｑ３０：测序质量值≥

３０ 的碱基所占的百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ３０；

ＧＣ： Ｇ 和 Ｃ 两种碱基所占总碱基的百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｇ ａｎｄ Ｃ ｂａｓｅｓ ｉｎ ｔｏｔａｌ ｂａｓｅｓ

２．２　 测序质量分析

为了保证数据分析的质量，在分析前对原始数据进行处理，去掉带接头、含无法确定碱基信息、低质量

（Ｑｐｈｒｅｄ≤２０ 的碱基数占整个 ｒｅａｄ 长度的 ５０％以上）的 ｒｅａｄｓ，统计见表 ２。 整体上，每个样品最终得到

４０００—７０００ 万条 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ， Ｑ２０ 为 ９６． ８６％—９８． ３３％， Ｑ３０ 为 ９１． ８７％—９５． ０９％， ＧＣ 含量为 ５０． ０４％—
５５．２２％，数据整体测序错误率为 ０．０３％，小于 １％，表明测序质量良好，数据可用于后续生物信息学分析。

表 ２　 转录组测序数据统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

样品名
Ｓａｍｐｌｅ

原始 ｒｅａｄ
Ｔｏｔａｌ ｒａｗ ｒｅａｄｓ

过滤后 ｒｅａｄ ／ ％
Ｔｏｔａｌ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ

测序错误率 ／ ％
ｅｒｒｏｒ ｒａｔｅ

Ｑ２０ 比例
Ｑ２０％

Ｑ３０ 比例
Ｑ３０％

ＧＣ 比例
ＧＣ％

Ｔ１⁃１ ６４０８８２７８ ６３３９３８９８（９８．９２％） ０．０３ ９６．９２ ９１．９１ ５１．２３

Ｔ１⁃２ ５０９０７４４８ ５０２４３７４８（９８．７％） ０．０３ ９７．２９ ９２．６４ ５１．５６

Ｔ１⁃３ ５６０６９８６２ ５５２４３９５０（９８．５３％） ０．０３ ９７．４５ ９２．９７ ５１．３２

Ｔ２⁃１ ５７６１６４２４ ５６４５６５２８（９７．９９％） ０．０３ ９７．２９ ９２．６８ ５２．０８

Ｔ２⁃２ ５３１２３６４８ ５２４２５１８６（９８．６９％） ０．０３ ９７．５４ ９３．１８ ５０．０４

Ｔ２⁃３ ４２２１２２８０ ４０８１３８４０（９６．６９％） ０．０２ ９８．３３ ９５．０９ ５０．８１

Ｔ３⁃１ ４２４８２６００ ４１９８９９６２（９８．８４％） ０．０３ ９６．９５ ９１．８９ ５２．８６

Ｔ３⁃２ ４７４１２７６４ ４６８０１６４４（９８．７１％） ０．０３ ９７．１２ ９２．２８ ５１．１４

Ｔ３⁃３ ５０１９８７４６ ４９４７２５０２（９８．５５％） ０．０３ ９７．３０ ９２．６０ ５０．５１

Ｔ４⁃１ ４５０６４２６２ ４４２７８５５４（９８．２６％） ０．０３ ９７．２９ ９２．６ ５０．９

Ｔ４⁃２ ４６３９３１３６ ４５３３９８８６（９７．７３％） ０．０３ ９６．８６ ９１．８７ ５１．９１

Ｔ４⁃３ ５８８２７２９０ ５７９３４８４８（９８．４８％） ０．０３ ９６．９４ ９２．０１ ５１．２８

　 　 Ｔ１⁃１、Ｔ１⁃２、Ｔ１⁃３、Ｔ２⁃１、Ｔ２⁃２、Ｔ２⁃３、Ｔ３⁃１、Ｔ３⁃２、Ｔ３⁃３、Ｔ４⁃１、Ｔ４⁃２、Ｔ４⁃３ 分别为不同处理的 ３ 个生物学重复．
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图 １　 基因火山图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅ

Ｔ１：生物有机肥＋化肥 Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ＋ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ２：生物有机肥灭活＋化肥 Ｂｉｏ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ＋ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ３：

化肥 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ；Ｔ４：空白对照 Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ；ｖｓ：两组样品中的基因表达比较，将 ｖｓ 之前的定义为表达量为 １；ＦＣ：表示两样品（组）间

表达量的比值 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ

２．３　 不同处理差异表达基因分析

利用 ＤＥＳｅｑ ２ 软件比较生物有机肥不同处理下水稻叶片的基因，以 Ｐ＜０．０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ ｜ ＞０．０ 作为

筛选基准，图 １ 为差异基因表达火山图，Ｔ２ 和 Ｔ１ 之间检测到差异基因 ６５９３ 条，说明生物有机肥中的微生物

在参与调控水稻叶片基因表达中发挥了重要作用；Ｔ４ 和 Ｔ３ 之间的 １８６６ 条差异基因是由施用化肥引起的，Ｔ３
和 Ｔ１ 之间的 ４７９６ 条差异基因是由生物有机肥引起的，说明生物有机肥对水稻叶片基因调控作用大于化肥；
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Ｔ４ 和 Ｔ１ 之间检测到差异基因 ６９７６ 条，高于 Ｔ４ｖｓＴ３ 与 Ｔ３ｖｓＴ１ 差异基因数量之和，说明生物有机肥与化肥对

水稻基因调控作用具有协同作用。 生物有机肥对水稻基因表达具有重要意义，因此对其进一步进行 ＧＯ 功能

富集与 ＫＥＧＧ 富集分析。
２．４　 差异转录基因的 ＧＯ 富集分析

将得到的目标基因进行 ＧＯ 功能富集分析能够确定差异基因的主要生物学功能，即生物学过程、细胞组

分、分子功能三个主类。 Ｔ２ｖｓＴ１ 结果注释差异基因共 ４７８０ 条，其中生物学过程 １６４３ 条，细胞组成 ６３５ 条，分
子功能 ２５０２ 条，分别占比 ３４．３７％、１３．２８％、５２．３４％，由此可以看出大多数差异基因与分子功能显著相关，各
组分最显著的 １０ 个 Ｔｅｒｍ 见图 ２，生物学过程方面主要表现在翻译、肽生物合成和代谢、酰胺生物合成和代

谢、有机氮化合物的生物合成、ＤＮＡ 构象变化等方面；在细胞组分中，主要参与核糖体、细胞内核糖核蛋白复

合物、核糖核蛋白复合体、非膜细胞器、细胞内非膜细胞器、细胞质部分、细胞质等方面；在分子功能中，主要集

中在核糖体的结构成分和结构分子活性等方面。

图 ２　 Ｔ２ｖｓＴ１ 差异基因本体功能富集分析

Ｆｉｇ．２　 Ｔ２ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｔ３ｖｓＴ１ 共注释到差异基因 ３８２９ 条，生物学过程 １３３５ 条，细胞组成 ５０６ 条，分子功能 １９８８ 条，分别占比

３４．８７％、１３．２１％、５１．９２％，可以看出施用生物有机肥影响水稻叶片的分子功能，各组分最显著的 １０ 个 Ｔｅｒｍ 见

图 ３，生物学过程主要表现在光合作用、翻译、肽生物合成与代谢、酰胺生物合成与代谢；细胞组分中，主要参与

类囊体、类囊体部分、光系统、膜蛋白复合物、光合膜、核糖体、光系统 ＩＩ、高尔基体相关囊泡、高尔基体相关囊泡

膜、细胞质部分、核糖核蛋白复合体、细胞质和细胞内核糖核蛋白复合物等方面；在分子功能中，主要集中在结构

分子活性、核糖体的结构成分、转录因子活性，序列特异性 ＤＮＡ 结合、核酸结合转录因子活性等方面。
Ｔ４ｖｓＴ１ 共注释到差异基因 ５２５２ 条，生物学过程 １８４０ 条，细胞组成 ７３１ 条，分子功能 ２６８１ 条，分别占比

３５．０３％、１３．９２％、５１．０５％，说明生物有机肥与化肥联合作用能有效促进叶片基因差异表达，各组分最显著的

１０ 个 Ｔｅｒｍ 见图 ４，生物学过程主要表现在翻译、肽生物合成与代谢、细胞酰胺生物合成与代谢、有机氮化合物

的生物合成、光合作用、蛋白质转运等方面；细胞组分中，主要参与核糖体、核糖核蛋白复合体、细胞内核糖核
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图 ３　 Ｔ３ｖｓＴ１ 差异基因本体功能富集分析

Ｆｉｇ．３　 Ｔ３ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

蛋白复合物、细胞质部分、细胞质、非膜细胞器、细胞内非膜细胞器等方面；在分子功能中，主要集中在结构分

子活性、核糖体的结构成分、ＲＮＡ 结合、翻译因子活性，ＲＮＡ 结合、ｒＲＮＡ 结合等方面。

图 ４　 Ｔ４ｖｓＴ１ 差异基因本体功能富集分析

Ｆｉｇ．４　 Ｔ４ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
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Ｔ４ｖｓＴ３ 共注释到差异基因 １３９６ 条，生物过程 ５２３ 条，细胞组成 １３１ 条，分子功能 ７４２ 条，分别占比

３７．４６％、９．３８％、５３．１５％，差异显著的基因集中在细胞组分和分子功能，可以看出施用化肥主要对水稻叶片的

生物学过程影响较小，各组分最显著的 １０ 个 Ｔｅｒｍ 见图 ５。 在细胞组分中，差异基因主要参与的生物学过程

包括类囊体、类囊体部分、光合膜等方面；在分子功能中，差异基因主要集中在血红素结合、四吡咯结合、氧化

还原酶活性作用于成对的供体上并结合或还原分子氧、铁离子结合等方面。

图 ５　 Ｔ４ｖｓＴ３ 差异基因本体功能富集分析

Ｆｉｇ．５　 Ｔ４ｖｓＴ３ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

２．５　 差异基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

为了进一步表达差异基因的生物学行为，根据 ＫＥＧＧ 数据库注释结果，对生物有机肥不同处理下，盐碱地

水稻叶片差异基因进行分析。
Ｔ２ｖｓＴ１ 共有 ９６５ 条差异基因注释到 ＫＥＧＧ 数据库中，分布在 １１２ 个分类代谢途径中，最显著的 ２０ 个通路

见图 ６，涉及差异基因最多的代谢通路是核糖体（１４２ 条），其次是植物激素信号转导（５５ 条）、剪接体（４７ 条）、
植物⁃病原体相互作用（４５ 条）、氨基酸生物合成（４１ 条）、碳代谢（４０ 条）、嘌呤代谢（３８ 条）、ＭＡＰＫ 信号传导

途径⁃植物（３５ 条）、内质网中蛋白质加工（３４ 条）、胞吞作用（３０ 条）等，其中有 ２ 个代谢通路显著富集（Ｐ＜
０．０５），分别是核糖体和光合作用（２２ 条）。

Ｔ３ｖｓＴ１ 共有 ７３２ 条差异基因得到注释，分布在 １０９ 个分类代谢途径中，最显著的 ２０ 个通路见图 ７，涉及

差异基因最多的代谢通路是核糖体（８１ 条），其次是碳代谢（４３ 条）、植物激素信号转导（４０ 条）、内质网中蛋

白质加工（３２ 条）、氨基酸生物合成（３１ 条）、谷胱甘肽代谢（３０ 条）、氨基糖和核苷酸糖代谢（２６ 条）、苯丙烷
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图 ６　 Ｔ２ｖｓＴ１ 差异基因 ＫＥＧＧ 富集通路

Ｆｉｇ．６　 Ｔ２ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ

ＫＥＧＧ：京都基因与基因组百科全书 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ；ＡＢＣ： 转运蛋白的全称为腺苷三磷酸结合盒转运蛋白（ＡＴＰ⁃

Ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔ）（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ）；ＭＡＰＫ： 丝裂原激活的蛋白激酶 Ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ

生物合成（２６ 条）、ＭＡＰＫ 信号传导途径⁃植物（２５ 条）、半胱氨酸和蛋氨酸代谢（２４ 条）等，其中有 ４ 个代谢通

路显著富集（Ｐ＜０．０５），分别是核糖体、光合作用、光合作用⁃天线蛋白和谷胱甘肽代谢。
Ｔ４ｖｓＴ１ 共有 １０７６ 条差异基因得到注释，分布在 １０９ 个分类代谢途径中，最显著的 ２０ 个通路见图 ８，涉及

差异基因最多的代谢通路是核糖体（１４７ 条）、碳代谢（７１ 条）、氨基酸生物合成（４８ 条）、ＲＮＡ 转运（４６ 条）、内
质网中蛋白质加工（４５ 条）、嘌呤代谢（３５ 条）、剪接体（３５ 条）、植物激素信号转导（３４ 条）、光合作用（３２
条）、谷胱甘肽代谢（３２ 条）等，有 ５ 个代谢通路显著富集（Ｐ＜０．０５），分别是核糖体、光合作用、光合作用⁃天线

蛋白、鞘脂代谢、卟啉与叶绿素代谢。
Ｔ４ｖｓＴ３ 共有 ２６３ 条差异基因得到注释，共 １００ 条代谢通路，最显著的 ２０ 个通路见图 ９，涉及差异基因最

多的代谢通路是苯丙烷生物合成（２１ 条）、碳代谢（２１ 条）、植物激素信号转导（１７ 条）、氨基酸生物合成（１７
条）、乙醛酸和二羧酸代谢（１３ 条）、脂肪酸降解（１２ 条）、光合作用（１２ 条）、糖酵解 ／糖异生（１２ 条）、脂肪酸代

谢（１１ 条）、ＭＡＰＫ 信号传导途径⁃植物（１１ 条）等，有 ７ 个代谢通路显著富集（Ｐ＜０．０５），是脂肪酸降解、光合作

用、苯丙烷生物合成、乙醛酸和二羧酸代谢、不饱和脂肪酸生物合成、α⁃亚麻酸代谢、脂肪酸代谢。
各组差异基因 ＫＥＧＧ 显著富集通路统计见表 ３，结果表明，施用生物有机肥后，核糖体和光合作用代谢通

路显著富集（Ｐ＜０．０５），与前文 ＧＯ 分析中核糖体和光合作用相互佐证，说明盐碱地施用生物有机肥诱导水稻

叶片中的 ＲＮＡ 合成蛋白质，对其光合作用具有显著影响；谷胱甘肽是生物体内最主要的非蛋白巯基和含量最

丰富的低分子量多肽，具有很强的抗氧化性，参与植物抗逆中的多项功能活动［３４］，在本研究中，Ｔ３ｖｓＴ１ 和 Ｔ４ｖｓＴ１
中谷胱甘肽代谢通路基因上调 ２３ 和 ２７ 条，下调 ７ 和 ５ 条，说明生物有机肥能够提高盐碱地水稻抗逆性。
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图 ７　 Ｔ３ｖｓＴ１ 差异基因 ＫＥＧＧ 富集通路

Ｆｉｇ．７　 Ｔ３ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ

表 ３　 差异基因 ＫＥＧＧ 显著富集通路

Ｔａｂｌｅ ３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

组别 Ｇｒｏｕｐ 代谢通路 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ 数量 Ｃｏｕｎｔ 上调 Ｕｐ 下调 Ｄｏｗｎ

Ｔ２ｖｓＴ１ 核糖体 １４２ １４１ １

光合作用 ２２ １９ ３

Ｔ３ｖｓＴ１ 核糖体 ８１ １５ ６６

光合作用 ２２ ２２ ０

光合作用⁃天线蛋白 １０ １０ ０

谷胱甘肽代谢 ３０ ２３ ７

Ｔ４ｖｓＴ１ 核糖体 １４７ ３２ １１５

光合作用 ３２ ３１ １

光合作用⁃天线蛋白 １２ １２ ０

鞘脂代谢 １５ ４ １１

卟啉与叶绿素代谢 ２１ １８ ３

Ｔ４ｖｓＴ３ 脂肪酸降解 １２ ３ ９

光合作用 １２ １２ ０

苯丙烷生物合成 ２１ １０ １１

乙醛酸和二羧酸的代谢 １３ ６ ７

不饱和脂肪酸的生物合成 ８ ５ ３

α⁃亚麻酸代谢 ９ ２ ７

脂肪酸代谢 １１ ５ ６
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图 ８　 Ｔ４ｖｓＴ１ 差异基因 ＫＥＧＧ 富集通路

Ｆｉｇ．８　 Ｔ４ｖｓＴ１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ

２．６　 差异基因耐盐转录因子分析

转录因子是细胞响应外界胁迫以后主要调控某些基因转录的调控因子［３５］。 目前，已鉴定出参与植物盐

胁迫应答反应的转录因子有 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ、ＭＹＢ、ＷＲＫＹ 以及 ｂＺＩＰ 转录因子家族成员［３６］。 图 １０ 为各组差异

基因注释在转录因子家族的基因数量，Ｔ２ｖｓＴ１ 中 ４ 个转录因子家族共有 １１１ 条差异基因，其中上调 ３９ 条

（ＭＹＢ 家族 ２３ 条），下调 ７２ 条（ＡＰ２ 家族 ２３ 条，ＭＹＢ 家族 ２２ 条，ＷＲＫＹ 家族 ２１ 条）；Ｔ３ｖｓＴ１ 共有 ９３ 条差异

基因，上调 ４４ 条（ＡＰ２ 家族 １０ 条，ｂＺＩＰ 家族 １０ 条，ＭＹＢ 家族 １５ 条），下调 ４９ 条（ＡＰ２ 家族 ２０ 条，ＭＹＢ 家族

１５ 条，ＷＲＫＹ 家族 １０ 条）；Ｔ４ｖｓＴ１ 共有 ９７ 条差异基因，上调 ５３ 条（ＡＰ２ 家族 １９ 条，ｂＺＩＰ 家族 １１ 条，ＭＹＢ 家

族 １８ 条），下调 ４４ 条（ＡＰ２ 家族 １３ 条，ＭＹＢ 家族 １９ 条），Ｔ４ｖｓＴ３ 共有 ４０ 条差异基因，上调 ２４ 条（ＡＰ２ 家族

１１ 条），下调 １８ 条（ＭＹＢ 家族 １３ 条）。

３　 讨论

转录组学是功能基因组学的重要组成部分，它是从整体水平上研究细胞中基因转录的情况及其转录调控

规律［３７］。 植物对逆境胁迫的响应机制十分复杂，当细胞感受到逆境胁迫时，相应的受体将会收到信号，控制

相关的基因表达，并产生生理反应，同时在转录和翻译等水平做出应答［３８］。 本研究中，从水稻农艺性状可以

看出，施用生物有机肥能有效减轻盐分对水稻的胁迫，促进盐碱地水稻生长。 对不同生物有机肥处理下盐碱

地水稻叶片进行转录测序分析，Ｑ３０ 碱基百分比大于 ９１．８７ 及以上，表明测序质量良好，满足转录组分析的基

本要求。
施肥不仅可以开启一些基因上调表达，同时也可以关闭一些基因表达（基因沉默），还可以调节一些基因

下调表达［３９］。 王蓥燕［４０］在 ＮＰＫ 定位实验中发现，化肥配施农家肥能明显促进 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｎｏｓＺ 基因拷贝
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图 ９　 Ｔ４ｖｓＴ３ 差异基因 ＫＥＧＧ 富集通路

Ｆｉｇ．９　 Ｔ４ｖｓＴ３ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ

图 １０　 响应盐胁迫家族基因数量统计

Ｆｉｇ．１０　 Ｎｕｍｂｅｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

数。 本研究 ＧＯ 功能分析中，Ｔ２ｖｓＴ１ 中差异基因引起显

著差异的功能有 １６ 个，Ｔ３ｖｓＴ１ 中有 ３６ 个，Ｔ４ｖｓＴ１ 中有

６０ 个，说明施用生物有机肥能有效刺激水稻叶片基因

差异表达，这些差异基因在生物学过程中细胞学过程、
代谢过程相关基因分布较多；细胞组分中主要集中在细

胞器、细胞器膜；在分子功能中差异显著表达基因与结

合、催化活性有关。 张敏瑜［４１］ 接种 ＡＭ 真菌和 Ｆｏｃ４ 能

诱导巴西蕉的基因差异表达，且 ２ 株菌同时接种时差异

基因显著表达量大于单株菌的表达量。 Ｃｈａｎｄｒａ 研究

结果表明［４２］，耐盐解淀粉芽孢杆菌能够调节水稻基因

差异表达提高水稻耐盐性。 本研究中，Ｔ２ｖｓＴ１ 中差异

显著上调基因均大于下调数量，说明生物有机肥中的枯

草芽孢杆菌等（嗜）耐盐菌株对盐碱地水稻生物学过程具有重要的影响。
核糖体是最古老的、精细复杂的细胞器，其结构和组成从原核到真核保持着高度的保守性［４３］，是细胞机

制的一个重要部分，负责蛋白质合成，在控制细胞生长、分裂和发育中起着重要作用［４４］，核糖体相关基因表达

可能会影响生物体的一些机能。 谢丽霞［４５］从极端嗜盐曲霉核糖体中克隆出 Ｓｐ ＲＰＳ３ａｅ 和 Ｓｐ ＲＰＬ４４ 两条蛋白

基因导入植物和微生物中均能有效提高其抗盐性，夏丽丹等［４６］在分析盐肤木对铅胁迫的响应时发现，核糖体

相关基因是盐肤木应对铅胁迫的主要调节基因。 在本研究中，差异表达基因的 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 的分析中均发

现，核糖体相关基因在 Ｔ２ｖｓＴ１、Ｔ３ｖｓＴ１、Ｔ４ｖｓＴ１ 中均差异表达，说明核糖体内可能是盐碱地水稻施用生物有机
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肥后应对盐碱环境的重要调节基因。
光合作用是植物产生能量的主要途径，叶片是植物进行光合作用的重要器官，对植物的生长发育至关重

要［２５］。 但盐碱胁迫会造成植物细胞膜损伤、气孔关闭、ＣＯ２同化速率降低，从而降低光合速率、蒸腾速率、气孔

开放、细胞间 ＣＯ２浓度和叶绿素含量影响水稻生长发育，从而影响作物产量［４７—４８］。 本研究中 ＫＥＧＧ 代谢途径

的生物信息学分析发现，Ｔ３ｖｓＴ１ 和 Ｔ４ｖｓＴ１ 中光合作用和光合作用⁃天线蛋白代谢通路基因均显著上调，而光

合作用⁃天线蛋白是光反应中原初反应中的一类补光蛋白复合体，能够捕获光能并把能量传递至反应中

心［２５］，说明施用生物有机肥能有效促进盐碱地水稻叶片对光能的捕获，从而增强水稻光合作用。
植物激素不但调控植物的生长发育，而且还参与植物的非生物胁迫［２５］，在 Ｔ２ｖｓＴ１、Ｔ３ｖｓＴ１ 和 Ｔ４ｖｓＴ１ 中分

别有 ５５ 条、４０ 条、３４ 条差异基因注释在植物激素信号传导通路上，涉及的植物激素有生长素、细胞分裂素、赤
霉素、脱落酸、乙烯、油菜素甾醇、茉莉素和水杨酸，意味着施用生物有机肥对植物激素具有一定影响，脱落酸

是植物利用类胡萝卜素参与合成的一种应激反应激素［４９］，能激发质膜结合通道或从细胞内 Ｃａ２＋储存库释放

Ｃａ２＋与第二信使 Ｃａ２＋整合，帮助植物在盐胁迫下存活［５０］，在植物应对环境胁迫中发挥着重要作用［５１］。 在本研

究中类胡萝卜素生物合成通路基因在 Ｔ３ｖｓＴ１ 中上调 ５ 条、下调 １ 条，在 Ｔ４ｖｓＴ１ 中上调 １０ 条，无下调基因，说
明盐碱地施用生物有机肥能促进类胡萝卜素生物合成，促进水稻抗性提高。

植物经常受到病原性细菌、真菌、病毒、线虫等的攻击［５２］，但是植物具有天生的免疫系统来抵御病原

体［５３］，当受到病原体攻击时，每个细胞都能够自主识别和应对病原体［５４］。 枯草芽孢杆菌能有效防治水稻的

纹枯病［５５］、稻瘟病［５６］ 等病害，本研究中 Ｔ３ｖｓＴ１ 和 Ｔ４ｖｓＴ１ 中植物⁃病原体相互作用代谢通路上调基因数量大

于下调基因数量，说明施用生物有机肥在一定程度上能够激活盐碱地水稻叶片自身对病原体的抗性，微生物

在其中可能发挥了重要作用，在 Ｔ２ 中对生物有机肥进行了灭活处理，但在 Ｔ２ｖｓＴ１ 中上调基因数量小于下调

基因，其原因需要进一步研究。
参与响应盐胁迫的转录因子在盐胁迫下呈现出不同的应答反应模式，表明这些转录因子在盐胁迫应答途

径中扮演着不同的角色［３６］。 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 是一个大的转录因子家族，包含 ＥＲＥＢＰ 和 ＡＰ２ 等 ２ 个亚族。 研究

证实，ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ 转录家族基因与植物逆境响应有关［５７］，ＭＹＢ 蛋白在包括盐胁迫在内的植物非生物胁迫调

控中有重要作用［５８］，ＷＲＫＹ 转录因子具有高度保守的 ＷＲＫＹ 结构域，能够参与损伤、衰老、发育、抗病等抗逆

反应［５９］。 不同生物有机肥处理诱导盐胁迫下水稻叶片响应盐胁迫的转录因子家族基因开始表达，其中施生

物有机肥能促使水稻叶片已知响应盐胁迫的家族基因差异表达，主要参与盐胁迫响应的基因都属于 ＡＰ２ 和

ＭＹＢ 转录因子家族，说明施用生物有机肥能有效促进植物响应盐胁迫基因表达，增强作物耐受性。

４　 结论

以生物有机肥不同处理下的盐碱地水稻叶片为研究材料，运用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技术进行转录组测序，并对差异

基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 代谢通路富集分析，解析其参与的生物学功能和代谢途径。 施用生物有机肥能够改变

盐碱地水稻基因表达，从而调控水稻的生物学功能和代谢过程，影响水稻的生长发育。 本研究初步揭示了生

物有机肥施用对盐碱地水稻促生和抗逆作用的生物学机制。
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