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摘要:利用数字化基因表达谱技术,对花后不同时期及不同环境温度条件下差异表达基因进行统计分析.将3份

甘蓝型油菜于开花后20d移入到40℃高温和低温2个环境,分别处理12d和25d后取角果种子提取RNA,对

花后不同时期及不同环境温度条件下差异表达基因进行统计分析.结果再以低温条件为对照,在高温下花后32d
共检测出968个差异表达基因,其中上调表达基因为501个,下调表达基因为467个;在花后45d检测到1064
个差异表达基因,其中上调表达基因为274个,下调表达基因为790个.结果表明,随着角果成熟,绝大多数基

因的表达量减少,少数表达量显著上升的基因值得关注,它们可能与角果储藏物质的合成和角果成熟有关;在籽

粒充实的高峰期(花后32d),高温胁迫下上调表达的基因较多,其中可能有一部分基因与环境应答有关.本研究

结果与前人的结果在一定程度相似,表明本研究所采用的研究方法是可行的,获得的与环境胁迫相关基因为后

续研究奠定了基础.
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在油菜有关差异表达基因研究方面,Zhao等[1]以绝对抗菌核病和敏感菌核病材料为研究对象,分析了

2种基因型材料的基因表达差异,结果在检测出的1547个基因中,有686个基因存在表达差异,并表现为

上调表达,这些基因的功能涉及病原蛋白、氧化蛋白、激酶蛋白、分子转运、细胞的稳定与生长以及非生命

体的胁迫蛋白等.Zhu等[2]以NIL-9和NIL-1这2个近等基因系为材料,研究花后25d2个近等基因系在

不同温度条件下含油量有关基因表达差异,结果显示在花后25d,基因型、环境以及基因型与环境的互作

对基因表达具有重要影响,分别检测到4982,1911和839个差异表达序列,尤其是在相同温度胁迫处理

下,NIL-9的含油量比NIL-1要高.Li等[3]用15000个EST对氯化锂处理后的油菜进行cDNA微阵列分

析,结果在棕色油菜品系中有89个基因、在黄籽油菜中有95个基因存在表达差异,约1083个基因表达量

发生了2倍的变化.付三雄等[4]将甘蓝型油菜高油品系 H105在2个海拔环境差异大的南京和拉萨同时种

植,他利用拟南芥表达谱基因芯片检测了不同环境下开花后30d种子的基因表达.结果发现,以南京种植

的H105为对照,有421个差异表达的基因,其中229个基因是表达下调,192个基因表达上调,这些基因

主要涉及代谢、运输、结合、转录、结构、发育和信号转导等功能,还有一些其它功能未知的基因.同时,
在其他研究中,高温或干旱胁迫也会引起植物体内基因表达和酶、蛋白质、激素含量等变化[5-7].本试验利

用2种环境温度,研究甘蓝型油菜花后不同时期基因差异表达的变异,为定位及克隆与胁迫反应相关的基

因提供理论依据.
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1 实验材料与方法

1.1 实验材料与处理

本研究使用的材料为LCD1,LCD9和LCD10.其中,LCD1为含油量环境钝感材料,LCD9和LCD10
为含油量环境敏感材料.材料均由贵州省油料研究所提供.每个材料各种植10钵,开花后20d将3份材料

分别放到室外低温和高温环境,每个材料每个环境各5钵,高温温度控制在40℃以上;室外低温的温度最

高为37℃,最低为13℃,平均温度为22.3℃;在2种环境下都处理12d和25d.取花后32d(处理32d),

45d(处理25d)的角果置于小试管中,迅速放入液氮罐,转移到-80℃冰箱保存待用.用天根“RNAprep
pure植物总RNA提取试剂盒”(目录号:DP432)提取花蕾种子的RNA,纯化后放到-80℃冰箱保存待用.
将3个材料的RNA等量混合,形成温室高温环境及对照和低温及对照4个样品进行表达谱测序分析.
1.2 数字基因表达谱分析

本研究基因测序委托深圳华大基因分析.
1.2.1 主要仪器设备、试剂和耗材

分析中使用的主要仪器为IlluminaClusterStation和IlluminaHiSeqTM2000系统,试剂为Illumina
GeneExpressionSamplePrepKit,耗材为Solexa测序芯片.
1.2.2 分析方法

首先提取供试材料总RNA各6μg,然后用磁珠进行吸附纯化mRNA,并通过反转录合成双链cDNA.
通过NlaIII内切酶标签5􀆳末端,然后连接Illumina接头1,让其产生带有接头1的Tag.通过磁珠沉淀后在

Tag3􀆳末端连接Illumina接头2,获得两端连有不同接头序列的21bp标签库.通过PCR线性扩增后(15
个循环),然后用6%聚丙烯酰胺凝胶电泳纯化碱基条带,解链后的单链分子加到Illumina测序芯片,经过

原位扩增成一个单分子簇的测序模板,加入4种不同荧光标记颜色的4种核苷酸,最后合成测序.
1.2.3 数据处理过程

经过去除3􀆳adaptor序列,去除空载reads,去除低质量Tag,去除长度过小过大的Tag,留长度为21nt的

Tag,去除拷贝数为1的Tag,最后获得CleanTag.
1.3 基因注释

本研究参考序列为白菜基因组,然后通过检测mRNA上的所有“CATG”位点,生成“CATG+17nt”碱
基的参考标签数据库,然后将4个样品的测序全部CleanTag与参考标签数据库进行比对,对其中唯一比

对到一个基因的标签进行功能注释,统计每个基因对应的原始CleanTag数,最后对原始CleanTag数做

标准化分析处理,获得标准化的基因表达量.最后利用GO功能显著性富集分析方法,把所有差异表达基

因向GeneOntology数据库(http://www.geneontology.org/)的各term映射,分析每个term的基因数

目,并与整个基因组背景相比,找出在差异表达基因中显著富集的GO条目,获取该基因的GO功能注释.

2 结果与分析

2.1 测序质量评估

分析4个样品总标签TotalTags和DistinctTagnumber中CleanTag的各自分布,花后32d处理和

对照样品分别为96.64%,96.61%和49.57%,50.17%;花后45d处理和对照样品分别为97.70%,

97.70%和50.71%,52.59%.从图1分析CleanTags拷贝数分布,结果拷贝数大于100的高表达Tags在

处理和对照中都超过61%,而拷贝数小于5的低表达Tags在种类上非常丰富,为54%~56%.说明占

mRNA总量50%的是种类不到3%的少数mRNA,标签种类拷贝数分布符合mRNA的不均一性,说明样

品制备和测序质量良好,符合下一步数据分析.
2.2 高温胁迫下甘蓝型油菜籽粒成熟期的基因差异表达谱分析

在FDR<0.001,且|log2Ratio|≥1时,以自然条件为对照,在高温下花后32d检测到968个差异表达

基因,其中上调表达基因为501个,下调表达基因为467个;在高温下花后45d检测到差异基因共1064
个,其中上调基因274个,下调基因790个(图2).
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图1 测序样品 CleanTag拷贝数分布统计

图2 不同环境条件间差异表达基因的总量
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2.3 差异基因功能注释

对差异表达基因进行GO功能注释,可以确定差异表达基因及基因产物所在的细胞位置、分子功能以

及参与的生物过程.
分析在高温下花后32d(对照为低温花后32d)的差异表达基因,结果显示,与细胞组分相关的差异表

达基因总数为595个,基因产物主要分布在细胞周缘、外包结构、维管束和贮藏泡4个细胞位置.在注释到

的605个差异表达基因的分子功能方面,主要包括核苷三磷酸酶活性、肌动活性和微管肌动活性,其中肌

动活性和微管肌动活性的19个差异表达基因都是表达下调,只有核苷三磷酸酶活性的53个差异表达基因

中有7个基因是表达上调,其余46个基因也是表达下调.在注释到的594个差异表达基因的生物过程方

面,主要为脂的定向积累和微管细胞的生物过程.从细胞组分、分子功能和生物可以看出,在高温下花后

32d与低温下花后32d相比,差异表达基因产物主要与微管的生物代谢及合成相关.
以低温花后32d为对照,在高温花后32d的种子差异表达基因代谢网络中,一共注释了555个差异表

达的基因,当p<0.01时,共注释到47个差异表达基因,其中有28个基因与淀粉和糖代谢途径相关,其

中有15个基因是上调表达的,13个基因是下调表达的;有23个基因与苯丙素的生物合成途径相关,其中

17个基因是上调表达,6个基因是下调表达.在47个差异表达基因中,筛选出表达量在10倍以上的6个基

因进行分析,结果这6个基因都是上调表达,基因Bra032343,Bra039705和Bra016676的分子功能都与水

解酶活性和阳离子结合相关,其代谢过程都为初级代谢产物的过程,基因的蛋白质产物都与芥子酶(my-
rosinase)相 关,基 因 Bra039705 的 蛋 白 质 还 包 括 葡 萄 糖 苷 酶(thioglucosideglucohydrolase);基 因

Bra004012的分子功能包括与阳离子结合、葡萄糖苷酶活性等,其代谢过程为抗逆反应、气孔运动和刺激

应答,基因的蛋白质产物为芥子酶(myrosinase);基因Bra033504的分子功能与氧化还原酶活性相关,其

代谢过程为保持细胞内的稳定状态,基因的蛋白质产物为谷氧还蛋白家族的成员;基因Bra010076的分子

功能为酶抑制剂活性,其蛋白质产物也为抑制相关蛋白.由此可以看出,基因Bra032343,Bra039705和

Bra016676都与芥酸和硫苷的代谢相关,推测这3个基因可能主要参与芥酸和硫苷的生物合成与代谢;而

基因Bra004012可能是与抗逆有关的主要基因.
高温花后45d的差异表达基因(对照为低温花后45d),结果显示,与细胞组分相关的差异表达基因总

数为753个,基因产物主要分布于细胞质、质体、细胞周缘和外包结构等位置;在注释到的736个差异表达

基因的分子功能方面,主要为催化活性、氧化还原酶活性和四吡咯结合(tetrapyrrolebinding);在注释到的

755个差异表达基因的生物过程方面主要包括刺激应答、胁迫反应和一些小分子的代谢,其次还包括有糖

类代谢过程(carbohydratemetabolicprocess)、羧酸的代谢过程(carboxylicacidmetabolicprocess)、细胞

甲酮类代谢(cellularketonemetabolicprocess)和脂类代谢(lipidmetabolicprocess)等.
以低温花后45d为对照,在高温下花后45d的代谢网络中,一共注释了1198个差异表达的基因,当

p<0.01时,共注释到310个差异表达基因,其中59个基因是表达上调,251个基因是表达下调的.在310
个差异表达基因中80.3%的基因(249个)都与新陈代谢途径相关,47.7%的基因(148个)与次生代谢物的

合成相关,11.9%的基因(37个)与淀粉和糖代谢途径相关,10.9%的基因(34个)与苯丙素的生物合成途

径相关,其他差异表达基因中,包括了糖酵解(glycolysis/gluconeogenesis)、类黄酮的生物合成(flavonoid

biosynthesis)途径等.在淀粉和糖代谢途径中,37个差异表达基因中只有11个基因是表达上调,其余26
个基因是表达下调.

3 讨 论

3.1 差异表达基因分析

在功能基因组学应用于作物研究方面,数字基因表达谱正在发挥着越来越重要的作用.当植物在高温、

干旱等逆境环境下,数字表达谱能快速检测植物基因差异表达,还可以研究基因在不同组织或细胞、不同
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发育阶段中基因的改变进而阐明基因的功能.
本文研究甘蓝型油菜在温室高温环境和低温环境下,不同开花时间基因的差异表达.在花后32d,

从代谢途径显著性富集分析,高温下检测到的47个差异表达基因中,28个基因都是表达上调,19个基

因是表达下调.在10倍表达量以上的6个上调表达基因中,Bra004012、Bra010076和Bra033504可能都

是与抗逆相关的基因,而基因Bra032343,Bra039705和Bra016676都与芥酸和硫苷的代谢相关,这表明

花后32d的幼嫩种子,受环境影响没有极端的表现,种子中基因的表达还处于正常的新陈代谢与生物

合成时期,对于受环境影响的差异表达基因不显著;到了花后45d,温室与低温相比,在1711个差异

表达基因中,只有120个基因是表达上调,1591个基因都是表达下调,结果说明,随着角果成熟,绝大

多数基因的表达量减少,少数表达量显著上升的基因值得关注,它们可能与角果储藏物质的合成和角果

成熟有关;在籽粒充实的高峰期(花后32d),高温胁迫下上调表达的基因较多,其中可能有一部分基因

与环境应答有关.这可以从高温下,花后45d种子中差异表达基因的代谢情况得到证实,结果发现这时

期有68.9%的基因都参与新陈代谢,有35.94%的基因参与了次生代谢物的生物合成,这证明了花后

45d是次生代谢物主要代谢时期.
本研究结果显示,花后不同时期,并没有检测到因为环境变化而产生的众多差异表达基因,为了消除

敏感基因型材料受环境的影响而产生更多的差异基因,供试材料选择了环境钝感基因型类别,在环境之

间,只有因为环境的极端变化才能产生更多差异表达的基因,但试验结果显示,不同环境之间含油量差异

较大,这说明高温对油脂合成产生了影响,这种含油量的差异是来自后期物质的积累,与前期的代谢相关

性不大,所以表现出花后45d的差异表达基因多于花后32d的差异表达基因.

3.2 在差异表达基因中与光合作用有关的主要酶

从本研究所得到的胁迫诱导基因编码产物可以看出.高温下,受到高温胁迫的影响,机体内产生特异

蛋白以维持细胞正常的生长和发育需要,如1,5 二磷酸核酮糖羧化酶/氧化酶小亚基(基因Bra025431)、

光系统Ⅱ10K蛋白等在机体维持正常的光合作用过程中发挥重要作用[8-9];由于rubisco含量和活化程度

都是影响光合速率的限制因子,本研究结果也表明,在高温下,花后32d该基因的表达量是花后45d的

8.1倍;在低温下,花后32d该基因的表达量是花后45d的4.9倍,表明花后32d物质的有效积累远远少

于花后45d,这证实了rubisco含量和活化程度与光合速率的关系.本研究结果与前人的结果在一定程度相

似,认为生物体在受到外界的胁迫反应可能存在着某些共同的机制[10],胁迫反应中光合相关基因

Bra025431(1,5 二磷酸核酮糖羧化酶/氧化酶(rubisco)小亚基、光系统Ⅱ10K蛋白)等表达频次较高,其

他基因种类较多,但出现频率较低.
热激蛋白(如HSP70)在温室胁迫条件下对蛋白质的折叠和复性、变性中有重要的作用[11];铁蛋白的

存在可使细胞免受各种胁迫所造成的氧化损伤[12];3 磷酸甘油酸脱氢酶是糖酵解和糖异生作用的关键

酶[13].由此可知这些已知功能基因很多表现为直接或间接对细胞遭受逆境胁迫起保护作用,如基因

Bra004012等,有的是使植物细胞免受各种胁迫所造成的伤害,有的是在各种胁迫反应信号转导或基因表

达中起调节作用.
本研究温室处理是花后进行40℃以上的高温,这种高温胁迫对差异表达基因的影响已在多种作物中

研究过,并一直是研究热点.大多数的研究工作集中在高温对作物正常生理性状的影响,L.R.Gibson和

R.E.Mullen的实验证明生殖期高温会引起大豆种子中多种矿物质浓度的变化,可能会影响大豆的营养品

质[14].很多关于胁迫的研究报道中都说明油脂的合成和蛋白质的合成是此消彼长的关系,可能是高温影响

了两者之间的代谢关系从而改变了彼此的积累量.蛋白质含量上升还有一个可能的原因是在高温胁迫下热

激蛋白含量增加,本研究中,虽然没有测定蛋白质的含量变化,但是可以肯定的是,高温下的含油量显著

下降.高温对植物的伤害有很多个方面,其中最主要的是对细胞内酶系统的破坏,造成细胞正常的代谢受
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阻,从而影响组织细胞的生长发育;其次是植物对高温也会发生相应的变化来适应或者降低高温胁迫造成

的伤害,如开启、关闭或者改变某些基因的表达来适应或者抵抗高温胁迫.在这个过程中最主要的变化就

是正常的蛋白合成受阻,细胞内大量合成热激蛋白(heat-shockproteinsHSPs)

为了更加全面地研究油菜在多种不同环境下胁迫诱导基因表达情况,可以建立多个处理环境、多种不

同基因型材料和其他组织的RNA表达情况,以及采用更加先进的分析技术进行筛选,完善环境胁迫诱导

的基因表达谱.此外,本文只对部分上调基因做了分析研究,很多上调和下调表达基因都还需要进一步分

析,最终获得完整的差异表达基因信息.

4 结 论

对花后不同处理时间及不同环境下差异表达基因进行统计分析,结果以自然条件为对照,在高温下花

后32d检测到968个差异表达基因,其中上调表达基因为501个,下调表达基因为467个;在高温下花后

45d检测到1064个差异表达基因,其中上调表达基因为274个,下调表达基因为790个.结果表明,随着

角果成熟,绝大多数基因的表达量减少,少数表达量显著上升的基因值得关注,它们可能与角果储藏物质

的合成和角果成熟有关;在籽粒充实的高峰期(花后32d),高温胁迫下上调表达的基因较多,其中可能有

一部分基因与环境应答有关.本研究结果与前人的结果在一定程度相似,在高温下检测到与胁迫反应中光

合相关的基因Bra025431(1,5 二磷酸核酮糖羧化酶/氧化酶小亚基、光系统Ⅱ10K蛋白)等表达频次较

高,获得的与环境胁迫相关基因为后续研究奠定了重要基础.
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AnalysisofDifferentialGeneExpressionProfilesof
BrassicanapusatSeedMaturationUnderHeatStress

LI Chao1,2,3, JIANHong-ju2,3, LIULie-zhao2,3, LIJia-na2,3
1.GuizhouProvinceInstituteofOilCrops,Guiyang550006,China;

2.SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

3.ChongqingEngineeringResearchCenterforRapeseed,Chongqing400716,China

Abstract:Digitalgeneexpressionprofilewasusedtoinvestigatetheglobalgeneexpressionprofilesof

Brassicanapusindifferentdevelopmentstagesandunderdifferenttemperatureconditions.ThreeB.napus

germplasmsweretransplantedintotwoenvironments(40℃greenhouseandnaturalconditions)onthe

20thdayafterfloweringfor12daysand25days,respectively.RNAfromthepodseedswasextractedfor

statisticanalysesofthedifferentialexpressiongenesafterfloweringindifferentperiodsanddifferentambi-

enttemperatureconditions.Withnaturalconditionsasthecheck,inthetreatmentof32daysafterflower-

ingatotalof968differentialexpressiongenesweredetectedinthegreenhouseenvironment,ofwhich501

wereup-regulatedand467down-regulated;andinthetreatmentof45daysafterfloweringatotalof1064

differentialexpressiongenesweredetectedinthegreenhouseenvironment,ofwhich274wereup-regulated

and790down-regulated,thussuggestingthattheexpressionofmostgenesdecreasedwiththematuration

ofthesiliques.However,theexpressionofafewgenessignificantlyincreased,aphenomenonworthcare-

fulconsideration,fortheymightbeinvolvedwiththesynthesisofthereservematerialsandthematuration

ofthesiliques.Theexpressionofaconsiderablenumberofgeneswereup-regulatedunderheatstressat

maximumseedfilling(32daysafterflowering),whichmightberelatedtotheresponseofthesegenesto

environment.Theresultsofthisstudyweresimilartopreviousresultsinsomeextent,indicatingthatthe

researchmethodsusedinthisstudyarefeasible,andtheelucidationofthegenesrelatedtoenvironmental

stresshaslaidanimportantfoundationforfurtherresearch.

Keywords:Brassicanapus;heatstress;grainmaturationstage;digitalgeneexpressionprofile;differen-
tiallyexpressedgene
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