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　　摘要：海滨木槿（ＨｉｂｉｓｃｕｓｈａｍａｂｏＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）是一种典型的耐盐植物，甚至能够在海水中生长，是沿海滩涂绿化
的绝佳绿化树种，但在栽培试验中发现海滨木槿不耐寒，很难在北方地区越冬。为探究海滨木槿在低温胁迫下的分子

应答机制，挖掘海滨木槿的抗寒基因，培育耐寒海滨木槿，通过转录组测序（ＲＮＡ－ｓｅｑ）的试验方法分析海滨木槿在低
温胁迫下的差异基因表达情况。试验结果表明，低温胁迫下的处理组与常温对照相比，共有２３６８９个差异表达基因，
其中上调表达基因１０２５６个，下调表达基因１３４３３个。通过ＧＯ富集分析，发现差异基因大多富集在代谢过程、细胞
过程、膜、催化活性等方面；通过 ＫＥＧＧ的富集分析，发现这些差异基因大多富集在代谢途径、次生代谢物的生物合
成、光合作用、植物昼夜节律、植物激素信号转导等方面，本研究还筛选了一些潜在的耐寒差异基因，如 ＦＫＦ１、ＧＩ、
ＰＹＬ、ＰＰ２Ｃ、ＣＭＬ、ＣＰＫ、ＳＮＲＫ２、ＮＣＥＤ和ＢＩＮ２等。本试验结果可为研究海滨木槿的耐寒机制以及培育海滨木槿耐寒
品种提供技术参考和基础。
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　　海滨木槿（ＨｉｂｉｓｃｕｓｈａｍａｂｏＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）是锦
葵科木槿属的小乔木或灌木，在我国主要分布于浙

江舟山、宁波等沿海一带，在国外，日本和朝鲜也有

发现报道［１－２］。海滨木槿极耐盐碱，能够在含盐量

１．５％的泥滩生长，即使被海水淹浸，仍能正常生长
和开花结实；同时对土壤的要求不高，在 ｐＨ值为
５５～８．０之间，无论是泥滩、沙滩、丘陵地都能正常
生长［３］。在以往的研究中发现，海滨木槿是一种典型

的盐生植物，一种优良的园林绿化树种，能够应用到

盐碱地改良和海岸滩涂绿化中，具有很高的生态价值

和经济价值［４－８］。江苏地区滩涂面积较大，海滨木槿

的应用前景广阔，但在引种栽培试验中，我们发现海

滨木槿在江苏北部地区，如连云港地区，地上部分枝

条基本无法安全越冬，只能在第２年从根部另发新
枝。目前，国内外对海滨木槿的研究主要集中于驯

化、形态及耐盐机制等方面［４－９］，对耐寒机制方面的

研究较少。因此，基于转录组技术的海滨木槿耐寒机

制的研究将为探索海滨木槿分子标记等方面提供新

的思路，促进海滨木槿耐寒遗传育种的发展。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试验地点
供试材料为１年生海滨木槿扦插盆栽苗，其母

本为从浙江舟山引进，并在连云港经过５年低温驯
化筛选出的耐寒品种。试验地点为连云港市农业

科学院内。

１．２　试验时间与方法
于２０１９年６月２０日将长势一致的１年生海滨

木槿扦插苗置于人工气候培养箱内，模拟低温胁

迫。以２０℃处理为对照（ＣＫ），胁迫处理（Ｔ）温度
设置为４℃，低温处理４８ｈ采集组织，每个处理３
次重复，每组处理各取１０张大小均匀的叶片，用锡
箔纸包裹后迅速放入液氮中冷冻，然后放入 －８０℃
超低温冰箱中保存，用于总ＲＮＡ的提取。
１．３　总ＲＮＡ提取

使用ＯｍｅｇａＢｉｏ－ＴｅｋＲＮＡ提取试剂盒（货号
Ｒ６８２７）提取 ＲＮＡ。利用琼脂糖凝胶电泳和
ＮａｎｏＤｒｏｐ，检验提取的 ＲＮＡ的完整性和纯度；最后
用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪确定ＲＮＡ的完整性。
１．４　建库和转录组测序

建库、Ｕｎｉｇｅｎｅ基本注释和序列分析方法参见赵
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春旭等的试验方法［１０］。

１．５　差异表达基因的ＧＯ分析和ＫＥＧＧ分析
差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，

ＤＥＧｓ）分析采用 ＤＥＳｅｑ２［１１］进行分析，筛选阈值
ＦＤＲ＜０．０５且｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１。Ｐａｔｈｗａｙ显著性富集分
析以ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ为单位，应用超几何检验，找出
与整个基因组背景相比，在基因中显著性富集的

Ｐａｔｈｗａｙ。

２　结果与分析

２．１　测序数据及质量情况
通过对原始数据进行数据过滤，以减小无效数

据所来带的分析干扰。对下机的 ｒａｗｒｅａｄｓ利用
ｆａｓｔｐ［１２］进行质控，去除不合格的 ｒｅａｄｓ得到 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ。从表１可以看出，未过滤前的原始序列数据
（ｒａｗｄａｔａｓ）各处理均在３９００万以上，过滤后的数
据（ｃｌｅａｎｄａｔａ）占比均超过９９．８％，不合格的序列数
据较少。从表２可以看出，Ｐｈｒｅｄ数值大于２０的碱
基占总体碱基的百分比（Ｑ２０）在 ９７％以上，Ｐｈｒｅｄ
数值大于３０的碱基占总体碱基的百分比（Ｑ３０）在
９３％以上。碱基 Ｇ和 Ｃ的数量总和占总碱基数量
的百分比（ＧＣ含量）在４６％ ～４７％ 之间。说明测
序的建库质量良好。

表１　数据过滤统计

样本 原始序列数量
干净读子数量

（占比）

含有接头的读子数量

（占比）

低质量读子数量

（占比）

特殊尾巴结构读子

数量（占比）

含Ｎ比例高过滤读子
数量（占比）

ＣＫ－１ ４１３８１２７４ ４１３０９０３２（９９．８３％） １６４２６（０．０４％） ５５８１２（０．１３％） ０（０．００％） ４（０．００％）

ＣＫ－２ ４１６９１７９８ ４１６２４９２４（９９．８４％） １４０５８（０．０３％） ５２８１０（０．１３％） ０（０．００％） ６（０．００％）

ＣＫ－３ ４３４２９３４４ ４３３６８９６０（９９．８６％） １１６０６（０．０３％） ４８７６８（０．１１％） ０（０．００％） １０（０．００％）

Ｔ－１ ３９３９０５７４ ３９３３２１３６（９９．８５％） １２０７４（０．０３％） ４４０９２（０．１１％） ０（０．００％） ２２７２（０．０１％）

Ｔ－２ ４３９９５１３４ ４３９３０５１２（９９．８５％） １３１９６（０．０３％） ５１４１８（０．１２％） ０（０．００％） ８（０．００％）

Ｔ－３ ５１９９０９０８ ５１９１９６７６（９９．８６％） １４４３８（０．０３％） ５６７７４（０．１１％） ０（０．００％） ２０（０．００％）

表２　数据产出质量情况

样本
原始数据碱基总数

（ｂｐ）
过滤后高质量数据碱基总数

（ｂｐ）
Ｑ２０
（％）

Ｑ３０
（％）

ＧＣ含量
（％）

ＣＫ－１ ６２０７１９１１００ ６１２２８０４４２５ ９８．３１ ９４．８５ ４６．３６

ＣＫ－２ ６２５３７６９７００ ６１９１９５８５８５ ９８．３５ ９４．９４ ４６．６１

ＣＫ－３ ６５１４４０１６００ ６４４３８５４２４０ ９８．３９ ９５．０７ ４６．７３

Ｔ－１ ５９０８５８６１００ ５８５２０７３８９０ ９７．５６ ９３．１７ ４６．２４

Ｔ－２ ６５９９２７０１００ ６５４０９０７６７１ ９８．３８ ９５．００ ４６．４０

Ｔ－３ ７７９８６３６２００ ７７２８２８８０９７ ９８．３７ ９４．９８ ４６．０１

２．２　转录组的组装
采用组装序列的长度分布来衡量转录组组装

质量。由表３可知，共组装了１２３２７６个 Ｕｎｉｇｅｎｅ，
平均长度为８０７ｂｐ，Ｎ５０长度为１２２５ｂｐ，最大长度
为 １７１４６ｂｐ，最小长度为２０１ｂｐ。由图１可知，组
装出来的 Ｕｎｉｇｅｎｅ集中在０～１０００ｂｐ之间，数据量
及质量均能保证后续分析要求。

２．３　基因功能注释
本试验分别在 ＮＲ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＫＥＧＧ和 ＣＯＧ／

ＫＯＧ这４个数据库继续注释，结果如图２所示，４个

表３　组装质量统计

指标名称 指标值

组装出的基因数量 １２３２７６

ＧＣ含量（％） ４１．４６６７

Ｎ５０数量 ２３０８７

Ｎ５０长度（ｂｐ） １２２５

组装出最长的Ｕｎｉｇｅｎｅ长度（ｂｐ） １７１４６

组装出最短的Ｕｎｉｇｅｎｅ的平均长度（ｂｐ） ２０１

组装出的Ｕｎｉｇｅｎｅ平均长度（ｂｐ） ８０７
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数据库可注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ数量共７６１７５个，其中有
３４７２３个Ｕｎｉｇｅｎｅ能在所有数据库中得到注释。
　　通过ＮＲ数据库比对，结果（图３）表明，与海滨
木槿同源基因相似度最高的是陆地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ

ｈｉｒｓｕｔｕｍ），相似率达到２４．３６％；其次是亚洲棉（Ｇ．
ａｒｂｏｒｅｕｍ），相似率达到２１．９４％；然后是雷蒙德氏棉
（Ｇ．ｒａｉｍｏｎｄｉｌ），相似率达到 ２０６８％；与可可树
（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ）的相似率达到１８．６０％。

２．４　差异基因表达分析
差异基因表达分析采用 ＤＥＳｅｐ２［１１］，筛选条件

为ＦＤＲ＜０．０５且 ｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１的基因为显著差异
基因。如图４所示，低温胁迫下的处理组与常温对
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照相比，共有２３６８９个差异表达基因。其中上调表
达基因有１０２５６个，下调表达基因有 １３４３３个。
２．５　差异表达基因的ＧＯ分析

将差异表达基因进行 ＧＯ富集功能分类，结果
见图５，主要从生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细
胞 组 分 （ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分 子 功 能
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）３个方面进行分析。

在生物学过程中，试验材料 ＤＥＧｓ富集最多的
依次为代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ），有 ６５９５个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比８１．３％；细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ），有 ６０１９个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
７４２％；单有机体过程（ｓｉｎｇｌｅ－ｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ），

有４６５３个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ５７．３６％；生物
调节（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ），有２４９３个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得
到注释，占比３０．７３％；生物过程的调节（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ），有２２８４个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，
占比２８．１６％；对刺激的反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ），
有１９５４个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比２４．０９％；本土
化（ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ），有１５５６个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
１９．１８％；发展过程（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ），有１０８９
个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比１３．４２％；细胞成分组织
（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｒｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ），有
１１９７个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 １４．７６％；信号
（ｓｉｇｎａｌｉｎｇ），有 ７１２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
８７８％；多细胞生物的过程（ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｉｓｍａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ），有 ８３４ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得 到 注 释，占 比
１０２８％；多有机体过程（ｍｕｌｔｉ－ｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ），
有 ３９０个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ４．８１％；生殖
（ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ），有 ５１６个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
６３６％；生殖过程（ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓ），有 ５１１个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ６．３％；免疫系统过程
（ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ），有１７５个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注
释，占比 ２．１６％；生物过程的正向调控（ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ），有２０３个Ｕｎｉｇｅｎｅ得
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到注释，占比 ２．５％；生长（ｇｒｏｗｔｈ），有 １５９个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比１．９６％；生物过程的负调控
（ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ），有１８９个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比２．３３％；节奏过程（ｒｈｙｔｈｍｉｃ
ｐｒｏｃｅｓｓ），有６２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０．７６％；
生物黏附（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ），有４０个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得
到注释，占比０．４９％；排毒（ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ），有１０个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０１２％；运动（ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ），
有５个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ０．０６％；细胞死亡
（ｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇ），有 １个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
０．０１％。

在细胞组分中，试验材料 ＤＥＧｓ富集最多的依
次为细胞（ｃｅｌｌ和 ｃｅｌｌｐａｒｔ），有３８３２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得
到注释，占比７４．９９％；细胞器（ｏｒｇａｎｅｌｌｅ），有３１７３
个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 得 到 注 释，占 比 ６２．０９％；膜
（ｍｅｍｂｒａｎｅ），有 ２１４２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
４１．９２％；膜部分（ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ），有 １５３６个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ３０．０６％；细胞器部分
（ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ），有１３９２个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
２７．２４％；大分子复合物（ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ），
有７４２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比１４．５２％；细胞连
接（ｃｅｌｌｊｕｎｃｔｉｏｎ），有２２８个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
４．４６％；细胞外区（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎ），有 １３４个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得 到 注 释，占 比 ２．６２％；膜 封 闭 腔
（ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｅｎｃｌｏｓｅｄｌｕｍｅｎ），有７４个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到
注释，占比 １．４５％；病毒粒子（ｖｉｒｉｏｎ），有 ２０个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０．３９％；类核素（ｎｕｃｌｅｏｉｄ），
有８个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０１６％；细胞外区部
分（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎｐａｒｔ），有４个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注
释，占比０．０８％；细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ），
有４个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０．０８％；超分子纤维
（ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｉｂｅｒ），有３个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占
比０．０６％。

在分子功能中，试验材料 ＤＥＧｓ富集最多的依
次为催化活性 （ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ），有 ５２５９个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比６８．８６％；黏合物（ｂｉｎｄｉｎｇ），
有４６３２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比６０．６５％；转运
蛋白活性（ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ），有４５４个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得
到注释，占比 ５．９４％；核酸结合转录因子活性
（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ），有
３８２个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比５％；信号传感器活
动（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ），有 １１９个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得
到注释，占比 １．５６％；结构分子活性（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ），有８５个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比
１．１１％；分子换能器活性 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ），有８１个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比１．０６％；
分子功能调节剂（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ），有４２
个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比 ０．５５％；抗氧化活性
（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ），有１８个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占
比０．２４％；转录因子活性，蛋白质结合（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ），有１４个Ｕｎｉｇｅｎｅ得到
注释，占比０．１８％；电子载流子活性（ｅｌｅｃｔｒｏｎｃａｒｒｉｅｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙ），有１０个 Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０．１３％；
翻译调节活性（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ），有１个
Ｕｎｉｇｅｎｅ得到注释，占比０．０１％。

其中，按富集程度（ｑｖａｌｕｅ＜０．０５）由高到底排
序依次为质体（ｐｌａｓｔｉｄ）、质体部分（ｐｌａｓｔｉｄｐａｒｔ）、类
囊体（ｔｈｙｌａｋｏｉｄ）、质体类囊体（ｐｌａｓｔｉｄｔｈｙｌａｋｏｉｄ）、叶
绿体（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ）、叶绿体部分（ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐａｒｔ）、质
体基质（ｐｌａｓｔｉｄｓｔｒｏｍａ）、质体被膜（ｐｌａｓｔｉｄｅｎｖｅｌｏｐｅ）
等（图６）。
２．６　差异表达基因的ＫＥＧＧ富集分析

生物个体的功能表达通常需要大量基因的共

同协作才能完成，因此通过对代谢通路的分析，能

够更加清晰地表达 ＤＥＧｓ的生物学功能。将差异表
达基因进行ＫＥＧＧ分析，并在１３０个代谢通路中得
到注释。富集程度（ｑｖａｌｕｅ＜０．０５）最高的２０个通
路分别是：代谢途径（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ）、次生代谢
物 的 生 物 合 成 （ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、光合作用（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、植物的昼夜
节律（ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍ－ｐｌａｎｔ）、卟啉和叶绿素代谢
（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎａｎｄｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、光合作用 －
天线蛋白（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ－ａｎｔｅｎｎａｐｒｏｔｅｉｎｓ）、甘氨
酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 （ｇｌｙｃｉｎｅ，ｓｅｒｉｎｅａｎｄ
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、光合生物中的碳固定（ｃａｒｂｏｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎｉｎｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｏｒｇａｎｉｓｍｓ）、二萜生物合成
（ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、类胡萝卜素生物合成
（ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、 碳 代 谢 （ｃａｒｂｏｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、植物 －病原体相互作用（ｐｌａｎｔ－
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、半胱氨酸和蛋氨酸代谢
（ｃｙｓｔｅｉｎｅａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氮 代 谢
（ｎｉｔｒｏｇｅｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、植物激素信号转导（ｐｌａｎｔ
ｈｏｒｍｏｎｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）等。表示富集程度的
ｑｖａｌｕｅ均＜０．００１，其中得到注释的 ＤＥＧｓ数量最多
的代谢通路是代谢途径，共有１７５２个。其次，次生
代谢物的生物合成有９９５个ＤＥＧｓ，植物的昼夜节律
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有１２１个 ＤＥＧｓ，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢有
１００个ＤＥＧｓ（图７）。
２．７　抗寒差异表达基因

本试验在对差异表达基因功能分析的基础上，

对试验材料特异表达的基因进行进一步的分析，挑

选出一些与植物耐寒相关的基因，发现这些基因主

要分布在代谢途径、次生代谢物的生物合成、卟啉

和叶绿素代谢、氨基酸代谢、类胡萝卜素生物合成、

光合作用与碳代谢、昼夜节律、植物激素信号转导

等通路中。

　　如表 ４所示，与代谢途径相关的表达基因有
Ｅ１．６．５．４、ＮＣＥＤ、Ｅ２．４．１．１３；与次生代谢物的生物
合成相关的表达基因有 ｋａｔＥ，ＣＡＴ，ｃａｔＢ，ｓｒｐＡ、
Ｇ６ＰＤ，ｚｗｆ；与卟啉和叶绿素代谢相关的表达基因有
ｈｅｍＤ，ＵＲＯＳ、ｈｅｍＡ；与氨基酸代谢相关的表达基因
有ＡＧＸＴ２、ｓｅｒＣ，ＰＳＡＴ１；与类胡萝卜素生物合成相关
的表达基因有 ＣＹＰ７０７Ａ、ＡＡＯ３、ＺＥＰ，ＡＢＡ１；与光合
用与碳代谢相关的表达基因有 ｐｅｔＨ、ｐｓａＧ、ＬＨＣＢ６、
ＭＤＨ２、ＩＤＨ３、ＰＧＤ，ｇｎｄ，ｇｎｔＺ；与植物昼夜节律相关
的表达基因有ＧＩ、ＦＫＦ１；与植物激素信号转导相关
的表 达 基 因 有 ＣＭＬ、ＣＰＫ、ＳＮＲＫ２、ＢＩＮ２、ＩＡＡ、

ＰＰ２Ｃ、ＰＹＬ。

３　讨论与结论

温度是植物生长发育过程中最受环境制约的

因素之一，限制了植物的生长发育和地理分布［１３］，

以至于有了“江南冬景似春华，江北冬岭只枯丫”的

对比。植物在受到低温胁迫的时候，细胞膜系统首

先遭到破坏，膜透性改变，继而扰乱细胞内正常代

谢，如光合作用、呼吸作用等，严重时导致细胞凋

亡［１４－１９］。为了研究植物体内应答低温胁迫的调控

机制，随着近年来技术的发展，ＲＮＡ－ｓｅｑ、Ｃｈｉｐ－
ｓｅｑ、ｉＴＲＡＱ、ＴＭＴ、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ等新一代技术应运而
生，分别从转录组、蛋白组、代谢组及转录翻译调控

等不同方向对植物的抗寒机制进行解析［２０］。其中，

转录组测序（ＲＮＡ－ｓｅｑ）是对某一物种的 ｍＲＮＡ进
行高通量测序的技术，反映在特定条件和特定时间

下该物种的基因表达情况［２１－２２］，因此，通过转录组

测序，有利于揭示作物在冷胁迫下的生理及分子机

制。目前为止，转录组测序手段已经揭示了小麦、

水稻、茶树、薰衣草、草地早熟禾、烟草、拟南芥、西

葫芦等经济作物的耐寒分子机制，为培育其耐寒品

—１６—江苏农业科学　２０２３年第５１卷第５期



种提供了信息技术参考［１０，１３，１５，２３－２４］。

本研究利用转录组测序方法，研究了经过低温

驯化的耐寒海滨木槿在低温胁迫处理下的基因表

达情况。经过转录组测序、数据组装和注释后，通

过ＮＲ数据库比对与海滨木槿同源基因相似度最高
的是陆地棉（Ｇ．ｈｉｒｓｕｔｕｍ），相似率达到２４．３６％；其
次是亚洲棉（Ｇ．ａｒｂｏｒｅｕｍ），相似率达到２１．９４％；然
后是雷蒙德氏棉（Ｇ．ｒａｉｍｏｎｄｉｌ）的相似率达到
２０６８％；可可树（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ），相似率达到
１８．６０％。其中，陆地棉、亚洲棉、雷蒙德氏棉均为锦
葵科木槿族棉属，与海滨木槿同为锦葵科植物，可

可树也是锦葵目植物，说明测序准确性是比较高

的。采用ＤＥＳｅｐ２进行差异基因表达分析，筛选出
ＦＤＲ＜０．０５且 ｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１的基因为显著差异基
因，共得到２３６８９个差异表达基因，其中上调表达
基因有１０２５６个，下调表达基因有１３４３３个。通过
ＧＯ富集分析，发现 ＤＥＧｓ主要富集在代谢过程、细
胞过程、膜、催化活性、黏合物等方面。这与相关报

道较为一致，植物在遭遇低温胁迫后，首先细胞膜

透性会改变，传递信号，调控细胞代谢，以应对低温

带来的伤害［２５－２６］。通过 ＫＥＧＧ的富集分析，发现
差异基因主要富集在代谢途径、次生代谢物的生物

合成、光合作用、植物昼夜节律、卟啉和叶绿素代

谢、甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢、二萜生物合成、

类胡萝卜素生物合成、碳代谢、植物 －病原体相互
作用、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、氮代谢、植物激素信

号转导等，说明这些途径可能在海滨木槿低温胁迫

响应中发挥作用。

通过进一步的发掘，发现耐寒相关的差异基因

主要分布在代谢途径、次生代谢物的生物合成、卟

啉和叶绿素代谢、氨基酸代谢、类胡萝卜素生物合

成、光合作用与碳代谢、昼夜节律、植物激素信号转

导等通路中。梁雨晨等认为，在薰衣草昼夜节律通

路中，植物受光敏色素（ＰＨＹ）调控，诱导产生相关
抗性基因，通过蛋白网络互作分析和筛选，发现枢

纽基因 ＦＫＦ１和 ＧＩ，在昼夜节律通路中上调表达，
参与调控植物昼夜节律信号通路，表明生物钟调控

在薰衣草应答寒冷胁迫中发挥了重要作用［２４］。本
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表４　海滨木槿潜在重要差异基因

序号 基因编号 ＫＯ编号 基因名称 基因描述 ｌｏｇ２ＦＣ

１ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１５３５２ Ｋ０８２３２ Ｅ１．６．５．４ ｍｏｎｏｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＮＡＤＨ）单脱氢抗坏血酸
还原酶（ＮＡＤＨ）

－４．３９９１

２ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００５８８８ Ｋ０９８４０ ＮＣＥＤ ９－ｃｉｓ－ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ９－顺－环氧类胡萝卜
素双加氧酶

４．２９５０

３ Ｕｎｉｇｅｎｅ００００３８２ Ｋ００６９５ Ｅ２．４．１．１３ ｓｕｃｒｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ蔗糖合酶 ４．４０９５

４ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００２６５４ Ｋ０３７８１ ｋａｔＥ，ＣＡＴ，ｃａｔＢ，ｓｒｐＡ ｃａｔａｌａｓｅ过氧化氢酶 －１．８３４２

５ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７６５９ Ｋ０００３６ Ｇ６ＰＤ，ｚｗｆ ｇｌｕｃｏｓｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ１－ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ葡萄糖 －６－磷酸
１－脱氢酶

１．４１８２

６ Ｕｎｉｇｅｎｅ００５８９３９ Ｋ０１７１９ ｈｅｍＤ，ＵＲＯＳ ｕｒｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ－Ⅲ ｓｙｎｔｈａｓｅ尿卟啉原－Ⅲ合酶 ３．８００９

７ Ｕｎｉｇｅｎｅ００３１１２８ Ｋ０２４９２ ｈｅｍＡ ｇｌｕｔａｍｙｌ－ｔＲＮＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ谷氨酰－ｔＲＮＡ还原酶 ３．１３７１

８ Ｕｎｉｇｅｎｅ００８１２８０ Ｋ００８２７ ＡＧＸＴ２ ａｌａｎｉｎｅ－ｇｌｙｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ／（Ｒ）－３－ａｍｉｎｏ－２－
ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ－ｐｙｒｕｖａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ丙氨酸 －乙醛酸转
氨酶／（Ｒ）－３－氨基－２－甲基丙酸－丙酮酸转氨酶

２．７３６０

９ Ｕｎｉｇｅｎｅ００３４６５５ Ｋ００８３１ ｓｅｒＣ，ＰＳＡＴ１ ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ磷酸丝氨酸氨基转移酶 ２．３９１６

１０ Ｕｎｉｇｅｎｅ００２１９８８ Ｋ０９８４３ ＣＹＰ７０７Ａ （＋）－ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ８′－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ脱落酸８′－羟化酶 －１．２７４７

１１ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１０１５２ Ｋ０９８４２ ＡＡＯ３ ａｂｓｃｉｓｉｃ－ａｌｄｅｈｙｄｅｏｘｉｄａｓｅ脱落醛氧化酶 －１．２１０３

１２ Ｕｎｉｇｅｎｅ００９８８７９ Ｋ０９８３８ ＺＥＰ，ＡＢＡ１ ｚｅａｘａｎｔｈｉｎｅｐｏｘｉｄａｓｅ玉米黄质环氧酶 ３．２２８２

１３ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００３８６２ Ｋ０２６４１ ｐｅｔＨ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ———ＮＡＤＰ＋ｒｅｄｕｃｔａｓｅ铁氧还蛋白———ＮＡＤＰ＋还
原酶

－２．５５５２

１４ Ｕｎｉｇｅｎｅ００２７４００ Ｋ０８９０５ ｐｓａＧ ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍＩｓｕｂｕｎｉｔⅤ光系统Ⅰ亚基Ⅴ －７．０５５２

１５ Ｕｎｉｇｅｎｅ００６１９６１ Ｋ０８９１７ ＬＨＣＢ６ ｌｉｇｈｔ－ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘⅡｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ６
捕光复合物Ⅱ叶绿素 ａ／ｂ结合蛋白６

３．２４９６

１６ Ｕｎｉｇｅｎｅ００６５４２１ Ｋ０００２６ ＭＤＨ２ ｍａｌａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ苹果酸脱氢酶 ２．００８７

１７ Ｕｎｉｇｅｎｅ００００６３８ Ｋ０００３０ ＩＤＨ３ ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＮＡＤ＋）异柠檬酸脱氢酶 （ＮＡＤ＋） １．０７２６

１８ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７２０３ Ｋ０００３３ ＰＧＤ，ｇｎｄ，ｇｎｔＺ ６－ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ６－磷酸葡萄糖酸脱
氢酶

１．４４５３

１９ Ｕｎｉｇｅｎｅ００００３９０ Ｋ１２１２４ ＧＩ ＧＩＧＡＮＴＥＡ核蛋白 １．６０２１

２０ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１５９７３ Ｋ１２１１６ ＦＫＦ１ ｆｌａｖｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｋｅｌｃｈｒｅｐｅａｔＦ－ｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ１黄素结合
ｋｅｌｃｈ重复 Ｆ－ｂｏｘ蛋白１

３．１１３９

２１ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１６３２４ Ｋ１３４４８ ＣＭＬ ｃａｌｃｉｕｍ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＣＭＬ钙结合蛋白 ２．３６３４

２２ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００６８１１ Ｋ１３４１２ ＣＰＫ ｃａｌｃｉｕｍ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ钙依赖性蛋白激酶 ３．２７０８

２３ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１４４４５ Ｋ１４４９８ ＳＮＲＫ２ ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ－ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 １０．０１３１

２４ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７０９４ Ｋ１４５０２ ＢＩＮ２ ｐｒｏｔｅｉｎｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ２蛋白油菜素类固醇不敏感２ １．０９６７

２５ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００００１３ Ｋ１４４８４ ＩＡＡ ａｕｘｉｎ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎＩＡＡ生长素应答蛋白ＩＡＡ １．０７３８

２６ Ｕｎｉｇｅｎｅ０００６２２４ Ｋ１４４９７ ＰＰ２Ｃ ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ｃ蛋白磷酸酶２Ｃ ４．３３２４

２７ Ｕｎｉｇｅｎｅ００６８１７０ Ｋ１４４９６ ＰＹＬ ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＰＹＲ／ＰＹＬｆａｍｉｌｙ脱落酸受体 ＰＹＲ／
ＰＹＬ家族

４．８９５５

研究中，筛选出昼夜节律中的差异基因 ＧＩ和 ＦＫＦ１
均为上调表达，与梁雨晨的研究结果［２４］一致。Ｃｈｅｎ
等通过对经过低温胁迫处理后耐寒基因型菠萝的

转录组测序分析，ＤＥＧｓ通过 ＫＥＧＧ分析，发现与细
胞壁特性、气孔关闭以及脱落酸（ＡＢＡ）和活性氧

（ＲＯＳ）信号转导相关的基因在菠萝耐寒性中起重
要作用，其中，所有与 ＡＢＡ信号转导相关的冷胁迫
响应基因表达均上调，包括 ＰＹＲ／ＰＹＬ同源基因和
ＰＰ２Ｃ同源基因［２７］。本研究与之相一致，在本研究

中，筛选出的差异基因 ＰＹＬ和 ＰＰ２Ｃ均上调表达。
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赵春旭等在探究青海野生草地早熟禾低温胁迫下

的分子应答机制时，发现在低温胁迫下，差异基因

主要富集在光合作用、氧化还原反应过程、碳水化

合物代谢、细胞膜系统、转运蛋白以及次生物代谢

中，另外通过耐寒和不耐寒２种材料转录组的对比，
筛选出一批在耐寒材料中上调表达的潜在的抗寒

基因，如 ＣＭＬ、ＣＰＫ、ＣＡＬＭ、ＤＨＡＲ、ＧＳＴ、ＮＣＥＤ、
ＳＮＲＫ２、ＢＳＫ、ＣＫＸ、ＢＩＮ２、ＡＲＦ和 ＰＥＫ等［１１］。本研

究的结果与之一致，在本研究中，筛选出的 ＣＭＬ、
ＣＰＫ、ＳＮＲＫ２、ＮＣＥＤ、ＢＩＮ２等与赵春旭研究中重合
的基因，也均上调表达。

本研究利用高通量转录组测序技术建立了海

滨木槿低温胁迫前后叶片的转录组数据库，筛选出

差异表达基因，为研究海滨木槿的耐寒机制以及培

育海滨木槿耐寒品种提供了技术参考和基础。
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ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＩｎｓｅｃｔＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１７，８０：

５２－６０．　

［１８］ＷａｌｋｅｒＤＪ，ＲｏｍｅｒｏＰ，ＣｏｒｒｅａｌＥ．Ｃｏｌｄｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ｗａｔｅｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ

ａｎｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｏｓｍｏｌｙｔｅｓｉｎＢｉｔｕｍｉｎａｒｉａｂｉｔｕｍｉｎｏｓａ［Ｊ］．

ＢｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，２０１０，５４（２）：２９３－２９８．

［１９］宋丽莉．紫花苜蓿抗寒转录组测序分析及ＭｓＮＣＸ和ＭｓＣＭＬ基

因的功能研究［Ｄ］．哈尔滨：哈尔滨师范大学，２０１７．

［２０］张　纯，唐承晨，王吉永，等．转录组学在植物应答逆境胁迫中

的研究进展［Ｊ］．生物学杂志，２０１７，３４（２）：８６－９０．

［２１］慧　芳，刘秀岩，李宗谕，等．转录组测序技术在药用植物研究

中的应用［Ｊ］．中草药，２０１９，５０（２４）：６１４９－６１５５．

［２２］王丽鸳．基于ＥＳＴ数据库和转录组测序的茶树 ＤＮＡ分子标记

开发与应用研究［Ｄ］．北京：中国农业科学院，２０１１．

［２３］张宏亮．温胁迫下西葫芦转录组分析与 ＳＳＲ分子标记开发

［Ｄ］．太谷：山西农业大学，２０１５．

［２４］梁雨晨，蔺海娇，侯一航，等．狭叶薰衣草叶片转录组耐寒相关

差异表达基因分析［Ｊ／ＯＬ］．分子植物育种：１－１４［２０２２－１１－

１０］．ｈｔｔｐ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／４６．１０６８．Ｓ．２０２１０６０４．

１０４５．０１０．ｈｔｍｌ．

［２５］ＯｒｖａｒＢＬ，ＳａｎｇｗａｎＶ，ＯｍａｎｎＦ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｓｔｅｐｓｉｎｃｏｌｄｓｅｎｓｉｎｇ

ｂｙｐｌａｎｔｃｅｌｌｓ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｃｔｉｎｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅｆｌｕｉｄｉｔｙ

［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２０００，２３（６）：７８５－７９４．

［２６］范吉标．狗牙根耐寒生理及分子机制解析［Ｄ］．武汉：中国科

学院研究生院（武汉植物园），２０１６．

［２７］ＣｈｅｎＣＪ，ＺｈａｎｇＹＦ，ＸｕＺＱ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｔｈｅ

ｐｉｎｅａｐｐｌｅｕｎｄｅｒｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅｉｔｓｂｒｅｅｄｉｎｇｆｏｒｃｏｌｄ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１６，１１（９）：ｅ０１６３３１５．
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