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　　摘要：为了探究紫花苜蓿组成型抗蓟马转录调控机制，以自主培育的抗蓟马苜蓿品种草原４号为研究对象，以感
蓟马苜蓿品种草原２号为对照，采用ＲＮＡ－ｓｅｑ技术进行转录组测序分析。试验共获得８２．３４Ｇｂｃｌｅａｎｄａｔａ，组装得到
７７８３７个ｕｎｉｇｅｎｅｓ，１３９９４９个转录本，平均序列长度为８３０．１７ｂｐ；共有４７５７３个ｕｎｉｇｅｎｅｓ被注释到六大数据库中。与
草原２号相比，草原４号共检测到差异基因２３８８个，其中上调基因１３６１个，下调基因１０２７个。ＫＥＧＧ对相关差异
基因的功能注释表明，上调基因主要注释到能量代谢、碳水化合物代谢等代谢过程以及遗传信息处理相关途径，下调

基因主要注释到遗传信息处理、细胞过程和环境适应相关途径。ｑＲＴ－ＰＣＲ验证结果发现所选的８个基因在２个品
种中的相对表达量同ＲＮＡ－Ｓｅｑ测的结果一致，说明本试验中转录组的结果可靠。结果可为揭示苜蓿组成型抗蓟马
机理奠定基础，进而为抗蓟马新品种培育及蓟马防治提供理论支撑。
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　　紫花苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）被称为“牧草之
王”，是一种高产、优质且固氮能力强的优良牧草，

是中国及世界栽培最广泛的牧草。但在紫花苜蓿

的栽培生产过程中，虫害是影响紫花苜蓿产量和品

质的重要因素。我国已报道的苜蓿害虫有８目４８
科２９７种，而蓟马（Ｔｈｒｉｐｉｄａｅ）已成为苜蓿生产的主
要害虫之一［１－２］。蓟马是缨翅目昆虫的统称，是一

种危险性入侵害虫，寄主范围较广，其特有的锉吸

式口器既可以通过挫破植物表皮，消耗韧皮部组织

的汁液造成直接的摄食损害，也可以通过传播番茄

斑萎病毒在内的多种病毒造成间接的损害，从而导

致作物、蔬菜及牧草的产量和质量下降［３－４］。据报

道，我国在苜蓿生产中，蓟马每年造成１０％ ～３０％
的草产量损失［５］。目前，蓟马的防治管理主要依靠

化学农药，但过量使用化学农药会导致蓟马抗药
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性、生态系统破坏和食品安全等问题［６－７］。因此，从

长远和经济环保的角度出发，通过培育抗蓟马苜蓿

新品种减少蓟马危害具有重要的经济价值和生态

效益［８－９］。从不同角度对植物抗蓟马机理的揭示是

抗蓟马新品种培育及蓟马防治的理论支撑。

在与昆虫的长期进化过程中，植物已经进化出

包括组成型防御和诱导型防御在内的复杂的防御

机制来抵御草食性害虫的侵害。组成型防御是植

物所固有的，不需要昆虫取食诱导就能产生的防御

策略，一般包括物理防御和化学防御。通常，植物

表面毛状体、蜡质角质层、硅和细胞壁等物理结构

是阻止昆虫取食的第一道防线［１０－１２］，而包括毒素或

代谢物在内的生化防御则是第二道防线［１３－１４］。近

年来，从表型特征、生化防御、代谢调控、多组学及

分子机制等不同层面有关不同植物抗蓟马机制的

研究也成为热点［４，８－９，１５－１６］。

在广泛收集抗源的基础上，笔者所在课题组采

用轮回选择法，成功选育出草原４号紫花苜蓿———
抗蓟马苜蓿新品种［１０］。以感蓟马苜蓿品种草原 ２
号为对照，笔者所在课题组已经从表型特征、生化

防御、激素等角度开展苜蓿抗蓟马机理的探

索［１６－２０］，但缺乏从分子层面对草原４号组成型抗蓟
马机制的分析。因此，本研究以草原４号和草原２
号苜蓿为材料，利用转录组测序技术，探索草原４号
组成型抗蓟马的相关分子调控途径，为苜蓿组成型

抗虫机制的深入挖掘及通过生物技术手段进行苜

蓿新品种培育提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　供试材料及生长条件
以草原 ４号苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．‘Ｃａｏｙｕａｎ

Ｎｏ．４’）和草原 ２号苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｖａｒｉａＭａｒｔｉｎ．
‘ＣａｏｙｕａｎＮｏ．２’）为试验材料，２个品种皆为课题组
培育的国家审定品种。依据虫情指数低于０．５表示
品种为抗虫品种的评价标准［２１］，前期的抗蓟马评价

证明，草原４号苜蓿的虫情指数为０．３３４，为抗蓟马
品种；草原２号苜蓿的虫情指数为０．９０１，为感蓟马
品种［１９］。于２０１９年在内蒙古农业大学草原与资源
环境学院人工气候室内种植草原２号和草原４号苜
蓿各３０盆，每盆３株，其生长条件为昼夜平均温度
为（３０±５）℃和（２０±５）℃，相对湿度为（６５±
５）％和（７０±５）％，保证所有材料生长环境一致，培
育３周后，取顶部 ３～４张叶子于液氮中速冻，

－８０℃ 保存备用，每个品种３个重复。
１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ测序　将低温保存的叶片材料送上海
美吉生物医药科技有限公司进行ＲＮＡ－Ｓｅｑ测序分
析，所用测序平台为 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００（版本２×
１５０ｂｐ）。测序原始序列数据保存在 ＮＣＢＩ存档
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｔｒａｃｅｓ／ｓｒａ，登录号
ＰＲＪＮＡ６２２６０３）。
１．２．２　 ＲＮＡ－Ｓｅｑ数据分析 　 使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ／ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ）在线
工具对所有样本的ｃｌｅａｎｄａｔａ进行 Ｄｅｎｏｖｏ组装，获
得ｕｎｉｇｅｎｅｓ，并对其进行优化评估；将所有基因和转
录本分别与 ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、Ｐｆａｍ、ＣＯＧ、ＧＯ和
ＫＥＧＧ等六大数据库进行比对从而获取注释信息，
并统计各数据库注释情况；通过与 ＮＲ（ＮＣＢＩ非冗
余蛋白库）综合数据库比对，查看本物种转录本序

列与相近物种的相似情况；通过主成分分析（ＰＣＡ）
深入挖掘样品之间的关系和变异大小。使用

ＤＥＳｅｑ２软件对测序数据进行差异基因的筛选，筛选
参数为ａｄｊｕｓｔＰ－ｖａｌｕｅ＜０．０５＆｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１；并对
差异基因进行ＫＥＧＧ功能注释与富集分析［１６，２２］。

１．２．３　ｑＲＴ－ＰＣＲ验证　从不同处理的叶子中提
取总ＲＮＡ，使用带有ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ
试剂进行 ｃＤＮＡ反转录。使用 ＡＢＩ７５００ＦＡＳＴ实时
荧光定量 ＰＣＲ仪进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ相关基因的表达
量分析。反应使用３个生物学重复和３个技术重复
进行，并使用 ２－ΔΔＣＴ法进行相对表达量计算［２３］。

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果同 ＲＮＡ－ｓｅｑ测定的相应基因的
ＴＰＭ值进行比较分析，验证测序结果。试验中使用
的基因和引物序列如表１所示。

２　结果与分析

２．１　转录组测序、组装和注释概述
通过使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００平台，对抗蓟马

苜蓿品种草原４号（Ｒ＿ＣＫ）和感蓟马苜蓿品种草原
２号（Ｓ＿ＣＫ）的转录组进行分析。每个处理３个独
立的生物学重复，共完成６个样品的转录组分析，获
得８２．３４Ｇｂｃｌｅａｎｄａｔａ。使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ对所有样本
ｃｌｅａｎｄａｔａ进行Ｄｅｎｏｖｏ组装，组装得到的ｕｎｉｇｅｎｅ个
数为７７８３７条，转录本个数为１３９９４９条，平均序列
长度为８３０．１７ｂｐ，Ｎ５０平均长度为１３８６ｂｐ，Ｅ９０Ｎ５０
平均长度为２１８７ｂｐ（表２）。
　　通过 所 有 ｕｎｉｇｅｎｅｓ和 转 录 本 分 别 与 ＮＲ、
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表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ验证所用引物

引物 序列（５′－３′）

内参基因Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＴＴＴＧＡＧＡＣＴＴＴＣＡＡＴＧＴＧＣＣＣＧＣＣ

内参基因Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＴＡＧＣＡＴＧＴＧＧＧＡＧＴＧＣＡＴＡＡＣＣＣＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０３３６＿ｃ０＿ｇ１－Ｆ ＣＣＧＡＴＧＣＣＧＡＡＧＧＣＴＡＣＡＴＡ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０３３６＿ｃ０＿ｇ１－Ｒ ＴＧＴＣＡＧＧＧＴＧＡＧＧＴＡＣＣＧＡＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０１９４＿ｃ１＿ｇ１－Ｆ ＣＣＣＴＴＣＴＴＴＣＡＧＣＴＣＡＣＣＧＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０１９４＿ｃ１＿ｇ１－Ｒ ＡＧＣＣＧＴＧＡＴＣＴＧＴＴＡＣＧＡＣＣ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０６０８＿ｃ０＿ｇ２－Ｆ ＡＣＡＡＴＧＴＣＡＡＡＧＣＣＧＣＡＴＣＧ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０６０８＿ｃ０＿ｇ２－Ｒ ＧＡＡＣＧＣＴＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＣＡＡ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１４５＿ｃ１＿ｇ１－Ｆ ＡＴＧＡＡＡＧＧＧＡＣＧＧＣＴＴＧＣＴＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１４５＿ｃ１＿ｇ１－Ｒ ＧＧＣＣＣＴＣＴＣＣＣＣＴＴＣＡＣＴＡＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２９１＿ｃ０＿ｇ１－Ｆ ＴＴＣＣＧＡＧＧＣＴＧＣＧＡＴＴＡＡＧＧ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２９１＿ｃ０＿ｇ１－Ｒ ＧＴＴＧＣＣＡＴＴＧＣＴＡＧＴＧＧＡＧＣ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２９１＿ｃ０＿ｇ１－Ｆ ＣＡＡＣＣＡＴＣＡＴＧＣＡＣＡＣＡＧＧＣ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２９１＿ｃ０＿ｇ１－Ｒ ＧＧＡＣＡＧＡＧＡＣＴＡＣＧＧＣＴＴＣＧ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１７７９＿ｃ０＿ｇ２－Ｆ ＡＣＣＡＡＣＧＧＴＴＧＣＴＣＣＡＡＡＧＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１７７９＿ｃ０＿ｇ２－Ｒ ＡＧＧＴＣＡＣＴＡＡＣＴＧＧＧＧＴＧＣＴ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１７２２８＿ｃ０＿ｇ１－Ｆ ＡＴＧＴＧＴＴＣＡＴＧＣＧＣＧＡＡＡＣＣ

ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１７２２８＿ｃ０＿ｇ１－Ｒ ＴＧＧＣＣＴＧＡＴＡＴＧＡＧＧＧＴＣＣＧ

Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、Ｐｆａｍ、ＣＯＧ、ＧＯ和 ＫＥＧＧ等数据库进行
比对，结果发现在７５７５６个组装的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，发
现共有４６７８９个ｕｎｉｇｅｎｅｓ被注释到六大数据库中，
分别为 ＮＲ（４６１５２）、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ（２８８３７）、Ｐｆａｍ
（２８５０６）、ｅｅＮＯＧ（３３９９９）、ＧＯ（３９５６５）和 ＫＥＧＧ

（１７２７０），且其中１１５１１个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ在６个数据库
共同注释（图 １－ａ）。通过与 ＮＲ库的比对，发现
３８３９２个（８１．８２％）注释的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ与蒺藜苜蓿的
序列匹配（图１－ｂ）。

表２　转录组组装结果评估

类型 基因 转录本

总序列条数（条） ７７８３７ １３９９４９

总碱基个数（个） ６４６１７６３１ １２７６４６８０８

最长长度（ｂｐ） １３６４０ １３６４０

最短长度（ｂｐ） ２０１ ２０１

平均长度（ｂｐ） ８３０．１７ ９１２．１０苜蓿

Ｎ５０长度（ｂｐ） １３８６ １４２３

Ｅ９０Ｎ５０长度（ｂｐ） ２１８７ １９３６

片段映射百分比（％） ６３．０４７ ７３．４０８

ＧＣ百分比（％） ３８．２１ ３８．３３

２．２　差异基因分析
样品的主成分分析（ＰＣＡ）表明，Ｓ＿ＣＫ和 Ｒ＿ＣＫ

之间存在明显差异，且２个品种的３个样品分别聚
在一起，说明样本间差异主要来源于品种差异，且

测试样品重复性较好，可以依据品种进行差异基因

分析（图２－ａ）。如图２－ｂ所示，与草原２号相比，
草原４号共检测到差异基因２３８８个，其中上调基
因１３６１个，下调基因１０２７个。

　　ＫＥＧＧ注释分析发现，与草原２号相比，草原４
号中有１７４个上调基因和２１２个下调基因分别注释
到代谢、遗传信息处理、环境信息处理、细胞过程、

生物体系统等五大类 ＫＥＧＧ代谢通路的１８个不同
的代谢途径中（图３－ａ、图３－ｂ）。其中，上调基因
主要注释到能量代谢、碳水化合物代谢等代谢过程

以及折叠、分类和降解、复制和修复、转录和翻译等

遗传信息处理相关途径（图３－ａ）；下调基因主要注
释到折叠、分类和降解、复制和修复等遗传信息处

理相关途径以及属于细胞过程的转运和催化途径

和环境适应相关途径（图３－ｂ）。
　　Ｇｏ富集分析表明，草原４号和草原２号差异基
因主要富集在端粒组织、端粒维持、解剖结构稳态

等生物过程中，说明２个品种本身的遗传特点可能
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同抗蓟马性直接相关（图４）。
２．３　差异基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ基因验证

为了确认通过ＲＮＡ－Ｓｅｑ鉴定的不同基因表达
的重现性和准确性，随机选取了８个基因进行ｑＲＴ－
ＰＣＲ验证。如图５所示，ｑＲＴ－ＰＣＲ结果表明草原４
号中ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０６０８＿ｃ０＿ｇ２、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１２２９１＿
ｃ０＿ｇ１和ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１７２２８＿ｃ０＿ｇ１等３个基因的表

达量都极显著高于草原２号，而ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１７１４＿
ｃ０＿ｇ１、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１７７９＿ｃ０＿ｇ２、ＴＲＩＮＩＴＹ＿
ＤＮ１０３３６＿ｃ０＿ｇ１、ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１０１９４＿ｃ１＿ｇ１和
ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１１４５＿ｃ１＿ｇ１等５个基因的表达量都显
著低于草原２号，８个基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ表达量和转
录组测序ＴＰＭ值（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）的表达趋势一致，说明
ＲＮＡ－Ｓｅｑ测得的基因相对表达量结果可靠。

３　讨论

随着国家“振兴奶业苜蓿发展行动”计划的实

施及我国农业产业结构的调整，我国苜蓿种植面积

逐年增加，仅内蒙古目前苜蓿人工草地保有面积超

过１０００万亩（１ｈｍ２＝１５亩）。然而，虫害已经成为
影响苜蓿产量和品质的重要因素。无论是草产业

发展还是生态建设均需要大量抗病虫的优良苜蓿

品种。植物抗病虫新品种选育及病虫害防治受多

方面因素影响，通过深入了解植物的抗虫机制，特

别是多角度阐释苜蓿抗蓟马的机理，对苜蓿抗虫品

种选育及蓟马防治具有重要的理论意义［２４］。随着

生物技术的发展，对于植物抗蓟马的分子机制也多

有报道。研究者通过 ＱＴＬ图谱在胡椒的第６染色
体上定位到了抗蓟马位点并开展了抗蓟马基因功

能的研究［２５－２６］，相似的研究在辣椒［２７］和番茄［２８］中

都有开展。此外，Ｔｕ等利用转录组测序技术，以甘
农 １号和 ＷＬ３２３苜蓿品种为研究对象，发现苜蓿

诱导性抗蓟马与类黄酮生物合成、β－丙氨酸代谢
及水杨酸代谢途径的基因密切相关［４］。

生物体的表型由 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质及代谢物
等多个层面调控决定，ｍＲＮＡ研究可以获得样本之
间的差异基因、复杂调控网络。转录组是连接基因

组遗传信息与生物功能的必然纽带，是解析生物分

子调控机理的重要手段［２９］。在前期研究的基础上，

本研究以自主培育的抗蓟马苜蓿品种草原４号为研
究对象，采用转录测序技术从转录水平探索苜蓿组

成型抗蓟马的调控机制。通过对测序结果的整体

评估，表明测序结果质量较好。ＰＣＡ结果表明草原
４号和草原２号品种间差异较大，且各处理间重复
性较好，为差异基因的筛选鉴定提供保证。该结果

与Ｔｕ等报道的结果［１４］一致，说明抗蓟马品种和感

蓟马品种在基因型上存在明显的差异。对差异基

因的功能注释发现，抗蓟马品种草原４号上调基因
主要注释到遗传信息处理相关途径、细胞过程和环

境适应相关途径，表明草原４号抗蓟马特性和其本
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身的遗传信息直接相关。研究发现，植物初级代谢

如碳水化合物、氮代谢相关产物在植物对昆虫的组

成和诱导型防御中都具有重要作用［３０］。本研究发

现与感虫品种草原２号相比，草原４号下调基因主
要注释到能量代谢、碳水化合物代谢等初生代谢过

程以及遗传信息处理相关途径。因此，笔者所在课

题组推测，在苜蓿组成型抗蓟马防御反应中，初生

代谢途径可能扮演着更重要的角色。与此不同的

是大量的报道发现，在植物的组成或诱导型抗蓟马

过程中，生物碱、黄酮类、萜类等次生代谢产物更为

重要［４，６，１６，３１］。本研究结果为深入阐述苜蓿组成型

抗蓟马机理、蓟马防治及利用生物技术手段进行抗

蓟马植物品种选育提供理论支撑。

４　结论

转录组测序结果表明，草原４号紫花苜蓿组成
型抗虫与其本身遗传信息处理相关途径、细胞过程

和环境适应相关途径密切相关，同时能量代谢、碳

水化合物代谢等初生代谢途径在苜蓿组成型抗蓟

马防御反应中具有重要作用。研究结果为揭示苜

蓿组成型抗蓟马机理奠定了基础，进而为抗蓟马新

品种培育及蓟马防治提供理论支撑。
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