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　　摘要：植物染色体加倍后的表型变化与基因的表达密切相关。本研究对１份二倍体和３份四倍体西瓜材料进行
转录组测序并分析差异表达基因。结果表明，二倍体和四倍体西瓜的差异表达基因显著富集的 ＧＯｔｅｒｍ为细胞氮化
合物生物合成过程、光系统、半胱氨酸型内肽酶抑制剂活性、氧化还原酶活性以及类囊体等，ＫＥＧＧ富集分析中发现差
异表达基因在光合作用、光合作用天线蛋白、叶绿素和卟啉代谢、乙醛酸和二羧酸代谢等通路较为活跃。二倍体和四

倍体西瓜中高水平差异基因大都是上调表达，氧化应激蛋白、脱落酸受体、乙烯响应转录因子等差异表达基因可能是

西瓜多倍体形成的关键因子，对相关基因的深入研究有助于解析植物倍性变化的分子机制。
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　　西瓜（Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓｌａｎａｔｕｓ）原产于非洲，属于葫芦
科西瓜属，为一年生蔓生藤本植物，是世界上重要

的园艺作物。我国是世界上西瓜生产与消费大国，

２０１６年西瓜播种面积为 １８９．０８万 ｈｍ２，总产量为
７９４０万ｔ［１］。　

四倍体西瓜是普通二倍体西瓜染色体加倍的

结果，在田间其最明显的特征是巨大性，叶片大且

肥厚，茎粗且节间短，叶色浓绿，花和果实也较为巨

大，综合抗病能力较强。染色体加倍获得四倍体是

选育三倍体西瓜（无籽西瓜）的基础。我国从２０世
纪５０年代开始对多倍体西瓜诱导方法的研究，如今
已建立秋水仙素诱导、体细胞杂交、胚乳培养等多

种四倍体诱导方法；而且建立了染色体计数、叶肉

细胞分析、流式细胞仪计数等染色体倍性检测方

法。利用上述方法选育出很多无籽西瓜品种，为我

国西瓜产业的发展做出了巨大贡献。但是，对四倍

体西瓜表型变化与染色体倍性的关系还缺乏分子

层面的认知。

转录组是研究细胞表型和功能的一个重要手

段，是指某一特定的生理条件下，细胞、组织或生物

体内所有转录产物的集合，即转录后所有 ｍＲＮＡ的
总称［２］。对二倍体和四倍体西瓜进行转录组水平

的分析，为解析四倍体表型的成因提供了新的手

段。自２０１２年西瓜全基因组测序完成后，西瓜转录
组分析亦成为研究热点。Ｗｅｃｈｔｅｒ等利用８３２个表
达序列标签研究了果实发育过程中的基因表达情

况［３］；Ｇｕｏ等在西瓜果实发育和成熟过程中鉴定出
３０２３个差异表达基因［４］；Ｚｈｕ等通过比较２个红色
和黄色果肉的栽培品种，确定了７９７个新基因［５］；龙

娅丽等通过研究二倍体西瓜及其同源四倍体叶片

ｓＲＮＡ表达谱，提供了多倍体抗逆性强的理论
依据［６］。

多倍体化是植物进化中的一种普遍现象，也是

新物种形成的重要途径［７］。目前研究者多集中在

对二倍体西瓜的研究，关于二倍体西瓜与四倍体西

瓜转录组差异的研究相对较少。本研究利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ二代高通量测序平台对二倍体西瓜以及３
份四倍体西瓜叶片进行转录组测序分析，比较二倍

体西瓜和四倍体西瓜中基因表达的差异，以期通过

转录组测序（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）技术获得与倍性相关的基
因序列，为揭示西瓜的倍性机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为１份二倍体，记为 ＷＭＡ，３份四倍

体，记为ＷＭＢ、ＷＭＣ和ＷＭＤ。ＷＭＢ为 ＷＭＡ染色
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体加倍获得，为了增加样品的遗传多样性，加入另

外２份不同来源的四倍体材料 ＷＭＣ、ＷＭＤ，材料均
来自中国农业科学院蔬菜花卉研究所西瓜育种课

题组。本试验未设生物学重复。试验地点为中国

农业科学院蔬菜花卉研究所日光温室，２０１９年６月
１日将西瓜种子播种于穴盘中，２０ｄ后长出真叶时
取２ｃｍ２大小新鲜叶片，立即放入液氮中保存备用。
１．２　总ＲＮＡ的提取及检测

使用天根生化科技（北京）有限公司 ＲＮＡ试剂
盒对试验材料进行总 ＲＮＡ提取，后通过 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
检测 ＲＮＡ纯度 （Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ），通过
Ａｇｉｌｅｎｔ２１００对ＲＮＡ片段长度进行检测。
１．３　ｃＤＮＡ文库构建和测序

样品检测合格后，使用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠
富集ｍＲＮＡ，之后加入破碎缓冲液将 ｍＲＮＡ打断成
短片段。再用六碱基随机引物（ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｓ）
以ｍＲＮＡ为模板进行反转录合成一链 ｃＤＮＡ，加入
缓冲液、ｄＮＴＰｓ和 ＤＮＡ聚合酶Ⅰ合成二链 ｃＤＮＡ。
接着，利用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化双链ｃＤＮＡ。对纯
化后的双链ｃＤＮＡ进行末端修复、加Ａ（特异碱基）、
加接头。通过ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ核酸纯化试剂盒对
双链ｃＤＮＡ进行片段大小选择，最后进行 ＰＣＲ扩增
以构建ｃＤＮＡ文库。

文库构建完成后用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００对文库的插入
片段大小进行检测，当片段大小符合预期时，再使

用定量ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）方法对文库的有效浓度进行

精确定量（文库有效浓度 ＞４ｎｍｏｌ／Ｌ），以达到高质
量文库标准，最后通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ二代高通量测序平
台，采用ＰＥ１５０双末端测序策略，完成ＲＮＡ－Ｓｅｑ。
１．４　数据质控与基因功能注释

下机数据（ｒａｗｄａｔａ）通常会含有少量的接头污
染及低质量的 Ｒｅａｄｓ，如果不对其进行过滤处理会
对后续分析造成影响，为此我们过滤掉了带有测序

接头ａｄａｐｔｅｒ的Ｒｅａｄｓ、Ｎ（不确定碱基）含量比例大
于１０％的Ｒｅａｄｓ以及低质量碱基（Ｑ≤２０）含量大于
５０％的Ｒｅａｄｓ。使用 ＴｏｐＨａｔ２软件将数据过滤后的
ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ与西瓜参考基因组［８］进行序列比对，之

后用ＤＥＧｓｅｑ［９］进行差异表达分析，再分别与基因本
体（ＧＯ）、京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据
库比对，获得相关注释信息。

２　结果与分析

２．１　转录组测序数据质量评估
将二倍体西瓜与四倍体西瓜叶片 ＲＮＡ样本进

行测序，结果见表１。二倍体ＷＭＡ和四倍体ＷＭＢ、
ＷＭＣ以及 ＷＭＤ有效数据均占原始序列数据的
９５５８％以上，Ｑ２０（碱基识别错误率为１％）碱基百
分比均大于 ９７．８７％，Ｑ３０（碱基识别错误率为
０１％）碱基百分比均大于９４．５２％，ＧＣ含量均大于
４３．４０％，能比对到参考序列的 ｒｅａｄｓ百分数均大于
９５．２７％，说明测序结果有较高的准确率。

表１　西瓜样品测序数据评估

样品名称 原始序列数据 有效数据
有效数据占原始

数据比例（％）
Ｑ２０碱基百分比

（％）
Ｑ３０碱基百分比

（％）
ＧＣ含量
（％）

比对到参考序列ｒｅａｄｓ
百分数（％）

ＷＭＡ ３０６４５８７４ ２９３９８８１６ ９５．９３ ９８．０３ ９４．８０ ４４．８０ ９６．１８

ＷＭＢ ３０８４３１２５ ２９４７９７１９ ９５．５８ ９７．８７ ９４．５２ ４３．６４ ９５．４３

ＷＭＣ ３３２９２８６８ ３１８１９８２０ ９５．５８ ９７．９５ ９４．６６ ４４．３９ ９５．７

ＷＭＤ ３４０１１０６９ ３２５６６３４８ ９５．７５ ９７．８８ ９４．５８ ４３．４０ ９５．２７

２．２　ＲＮＡ－Ｓｅｑ相关性检查
为了检测转录组测序的相关性，对每个样品进

行相关性分析。相关性分析是基于样品间基因整

体的表达水平做的皮尔逊相关系数分析，相关系数

越接近 １，表明样品之间表达模式的相似度越高。
Ｅｎｃｏｄｅ计划建议皮尔逊相关系数的平方（ｒ２）大于
０．９２（理想的取样和试验条件下）。而实际项目操
作中，要求ｒ２至少要大于０．８，否则须要对样品做出
合理的解释，或重新进行试验。本次试验中 ＷＭＡ、
ＷＭＢ、ＷＭＣ和ＷＭＤ４个样品之间相关系数ｒ２均大

于０．８９９，最高达到了０．９５８（图１），表明样品间相
关性较好。

２．３　不同倍性西瓜差异表达基因分析
２．３．１　二倍体 ＷＭＡ与四倍体 ＷＭＢ、ＷＭＣ和
ＷＭＤ差异表达基因筛选　对于无生物学重复的试
验，为避免引入试验误差，应该对结果进行严格控

制，对差异基因进行筛选的阈值一般为：｜ｌｏｇ２（差异
倍数）｜＞１且 ｑ值 ＜０．００５［１０］。结果（图２）表明，
在ＷＭＡ和 ＷＭＢ中共检测到１４５８条差异表达基
因，其中表达上调的基因有９０９条，表达下调的基因
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有５４９条；在ＷＭＡ和ＷＭＣ中共检测到３１７条差异
表达基因，其中表达上调的基因有１７２条，表达下调
的基因有 １４５条；在 ＷＭＡ和 ＷＭＤ中共检测到
１００７条差异表达基因，其中表达上调的基因有６４５
条，表达下调的基因有３６２条。不同组间差异基因
维恩图显示，有 １４１个不同组间的共同差异表达
基因。

２．３．２　差异基因的聚类分析　从图３可以看出，
ＷＭＢ和ＷＭＤ高表达量和低表达量基因模式大体
相似。ＷＭＡ、ＷＭＢ、ＷＭＣ和ＷＭＤ的差异表达聚合

为５类。Ａ组中，ＷＭＡ和ＷＭＤ基因表达量以上调
为主，ＷＭＢ和 ＷＭＣ基因表达量以下调为主；Ｂ组
中，ＷＭＡ基因表达量呈下调趋势，ＷＭＢ、ＷＭＣ和
ＷＭＤ基因表达量以下调为主；Ｃ组中 ＷＭＡ和
ＷＭＣ基因表达量以上调为主，ＷＭＢ和 ＷＭＤ基因
表达量以下调为主；Ｄ组中，ＷＭＡ和 ＷＭＣ基因表
达量以下调为主，ＷＭＢ和ＷＭＤ基因表达量以上调
为主；Ｅ组中，ＷＭＡ、ＷＭＢ、ＷＭＣ和 ＷＭＤ基因表达
量各不一致。二倍体 ＷＭＡ和四倍体 ＷＭＢ、ＷＭＤ
之间的差异表达基因主要分布在Ｃ和Ｄ组中，这部
分可能调控西瓜倍性的差异基因。

２．３．３　差异基因ＧＯ富集分析　ＧＯ是一个用于描
述生物体中基因和蛋白质的功能分类体系。ＧＯ分

为分 子 功 能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、生 物 过 程
（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、和 细 胞 组 成 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）等３个方面。ＧＯ的基本单位为ｔｅｒｍ，每
个ｔｅｒｍ对应一个功能或属性。在分析中采用的软
件为ＧＯｓｅｑ［１１］，前３０个富集最显著的ＧＯｔｅｒｍ见图
４，如果不足３０个，则全部展示。结果表明，ＷＭＡ和
ＷＭＢ之间富集的差异表达基因与生物过程、细胞
组成和分子功能相关的分别有２１、３、６个 ＧＯｔｅｒｍ。
说明大部分差异基因与生物过程相关，其中与生物

过程相关富集最显著、基因数量最多的 ｔｅｒｍ为小分
子代谢过程（ｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）和细
胞氮 化 合 物 生 物 合 成 过 程 （ｃｅｌｌｕｌａｒｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）；与细胞组成相关，富
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集最显著的ｔｅｒｍ为光系统Ⅰ（ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍⅠ），富集
基因数量最多的类别为光系统（ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ）；与分
子功能相关富集最显著的 ｔｅｒｍ为半胱氨酸型内肽
酶抑制剂活性（ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｔｙｐｅｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ），富集基因数量最多的 ｔｅｒｍ为氧化还原酶
活性（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ）。

在ＷＭＡ和ＷＭＣ之间，富集的差异表达基因与
生物过程、细胞组成和分子功能相关的分别有１５、
０、１５个ＧＯｔｅｒｍ。其中与生物过程相关富集最显著
的ｔｅｒｍ为发病机制（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ），富集基因数量最
多的 ｔｅｒｍ为胺生物合成过程（ａｍｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ）；与分子功能相关富集最显著、基因数量最
多的 ｔｅｒｍ为内肽酶抑制剂活性（ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）、内肽酶调节剂活性（ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）、肽酶抑制剂活性 （ｐｅｐｔｉｄａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）、肽酶调节剂活性和酶抑制剂活性
（ｅｎｚｙｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ）。

在ＷＭＡ和ＷＭＤ之间，富集的差异表达基因与
生物过程、细胞组成和分子功能相关的分别有１９、
５、６个ＧＯｔｅｒｍ。其中与生物过程相关富集最显著、
基因 数 量 最 多 的 ｔｅｒｍ 为 电 子 转 运 （ｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔ），其次为细胞氮化合物生物合成过程
（ｃｅｌｌｕｌａｒｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｍｐｏｕｎｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）；与
细胞组成相关，富集最显著、基因数量最多的 ｔｅｒｍ
为类囊体（ｔｈｙｌａｋｏｉｄ）和类囊体组分（ｔｈｙｌａｋｏｉｄｐａｒｔ）；
与分子功能相关富集最显著、基因数量最多的 ｔｅｒｍ
为氧化还原酶活性（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ）。
２．３．４　差异基因的 ＫＥＧＧ注释　ＫＥＧＧ是一个整
合了基因组、化学和系统功能信息的数据库，是系

统分析基因产物在细胞中的代谢途径以及基因产

物功能的数据库［１２］。本研究以 ＫＥＧＧ代谢途径数
据库为依据［１３］，差异表达基因显著富集的前２０条
通路见图５。在ＷＭＡ和ＷＭＢ之间，差异表达基因
富集最显著的途径有光合作用、光合作用天线蛋

白、乙醛酸和二羧酸代谢、卟啉和叶绿素代谢等；在

ＷＭＡ和ＷＭＣ之间，差异表达基因富集最显著的途
径有异喹啉生物碱生物合成、牛磺酸和亚牛磺酸代

谢、托烷和哌啶、吡啶生物碱的生物合成等；在ＷＭＡ
和ＷＭＤ之间，差异表达基因富集最显著的途径有
光合作用天线蛋白、光合作用、卟啉和叶绿素代谢、

乙醛酸和二羧酸代谢等。

３　结论与讨论

多倍体化后，随着染色体的加倍，染色体上每

个位点等位基因的数量也会发生增倍，并可能由此

导致基因表达质和量的变化［７］。本试验中，通过对

二倍体西瓜和四倍体西瓜的差异表达基因进行 ＧＯ
功能注释，主要 ＧＯｔｅｒｍ为细胞氮化合物生物合成
过程、光系统、半胱氨酸型内肽酶抑制剂活性、氧化

还原酶活性以及类囊体。Ｃｏｍｐｔｏｎ等认为叶长与叶
宽是西瓜倍性水平很好的标志，四倍体子房直径是

二倍体子房直径的１．４倍［１４］。蔡力研究发现，同一

发育时期四倍体紫锥菊叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ和总叶
绿素含量均高于二倍体紫锥菊［１５］。本次试验发现

的差异表达基因大都与植株的光合作用有关，一定

程度上验证、解释了前人的研究，说明四倍体植株

形成需要调控光合作用的相关基因有较高的表

达量。

通过 ＫＥＧＧ显著性富集分析发现差异表达基
因主要在光合作用、光合作用天线蛋白、叶绿素和

卟啉代谢、乙醛酸和二羧酸代谢等通路中较为活

跃，说明它们在四倍体植株形成和生长过程中发挥

重要作用。

多倍体化不仅导致植物基因组大小以及结构
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发生改变，还影响了基因的表达［１６］。为了挖掘在二

倍体和四倍体西瓜中与倍性相关的基因，笔者查找了

几个显著富集的代谢通路下的差异表达基因，结合基

因定量ＦＰＫＭ，发现一些在四倍体中表达量明显高于
二倍体的基因：Ｃｌａ９７Ｃ１０Ｇ２０５７３０、Ｃｌａ９７Ｃ１０Ｇ１８７０１０、
Ｃｌａ９７Ｃ０１Ｇ０１９４５０、Ｃｌａ９７Ｃ０２Ｇ０２６２８０、Ｃｌａ９７Ｃ０１Ｇ００４９２０
和Ｃｌａ９７Ｃ０７Ｇ１４０２００，并对它们进行了ＧＯ功能注释。

Ｃｌａ９７Ｃ１０Ｇ１８７０１０、Ｃｌａ９７Ｃ０２Ｇ０２６２８０、Ｃｌａ９７Ｃ０１Ｇ００４９２０、
Ｃｌａ９７Ｃ０７Ｇ１４０２００是调控细胞核成分的基因，控制
多倍体西瓜细胞遗传与代谢。研究发现西瓜四倍

体叶片比二倍体的叶片大而且厚，颜色也较深［１７］，

Ｃｌａ９７Ｃ１０Ｇ２０５７３０和 Ｃｌａ９７Ｃ０１Ｇ０１９４５０是调控西瓜
细胞壁、液泡膜、内质网、高尔基体等膜结构的基

因，它们在四倍体西瓜中的表达量上调较为明显，
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促进了细胞中膜结构的发育，可能是多倍体西瓜叶

片大而厚的主要原因。

另外，对３组对比中差异倍数达到２倍以上的
差异表达基因进行了注释分析。结果表明二倍体

和四倍体西瓜中高水平差异基因大都是上调表达，

主要包括氧化应激蛋白、脱落酸受体、乙烯响应转

录因子等。这些差异表达基因可能是西瓜多倍体

形成的关键因子。

总之，通过转录组初步分析，我们较为全面地

了解了西瓜二倍体与四倍体的转录水平变化，发现

了一些与倍性相关的基因，进一步深入研究这些基

因的生理功能，有助于揭示多倍体形成的分子机制，
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丰富人类对植物多倍性的认知。
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