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　　摘要：为了筛选水稻在低温胁迫下的关键基因，从ＧＥＯ数据库下载水稻４个数据集中的７０个样本。利用在线分
析程序ＧＥＯ２Ｒ进行共同差异表达基因分析，并对这些差异表达基因进行ＧＯ、ＫＥＧＧ分析，构建蛋白质互作网络，对关
键基因构建热图。结果表明，获得共同差异表达基因５１个，其中上调表达基因１个，下调表达基因５０个。上述基因
的ＧＯ分析结果表明，其细胞组成主要集中在细胞、细胞要素和细胞器上；在分子功能上，上述基因的功能主要集中在
结合、催化活性上；在生物过程中，上述基因的功能主要集中在细胞过程、代谢过程和生物调控上。ＫＥＧＧ信号通路分
析结果表明，上述基因主要参与植物激素信号转导等通路。在构建的共同差异表达基因的蛋白质网络中，有２９个节
点。另外，得到１０个关键基因、２个关键子网络。研究结果为进一步研究水稻低温胁迫关键基因奠定了基础，也有利
于水稻低温育种。
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　　水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）起源于热带与亚热带，是
低温敏感型作物。低温严重影响了水稻的产量和

品质，也限制了水稻向高海拔、高纬度地区扩展［１］。

从全球范围来看，目前有２４个国家约１５００万 ｈｍ２

的水稻受到低温影响，在亚洲南部、东南部，约７００
万 ｈｍ２的土地由于受到低温影响而无法种植水
稻［２］。在我国的东北地区，由于纬度较高、温度偏

低，每３～５年就会发生１次冷害［３］。因此，培育耐

冷水稻品种具有十分重要的现实意义。

植物的耐冷性是多基因效应的，其机理复杂，

而利用传统育种方式在改良植物耐冷性方面有限

制。如果采用基因工程技术进行作物育种，是提高

植物耐冷性比较有效的途径［４］。水稻与低温胁迫

相关的基因可以分２类：第１类是功能基因，其编码
产物在水稻受到低温胁迫时直接起到保护作用；第

２类是调控基因表达的信号因子［５］。闫凌月等研究

发现，ＯｓＭＡＤＳ２５通过提高水稻在低温胁迫下对活
性氧的清除能力，进而提高其对低温的耐受性［６］。

Ｈｕｒ等研究发现，水稻中合成脯氨酸的关键基因
ＯｓＰ５ＣＳ２对提高水稻的耐冷性十分重要［７］。Ｌｉ等
研究发现，ＯｓＴＰＳ１基因的超表达能够提高转基因水

稻对干旱、盐和低温胁迫的耐受性［８］。陈能刚等研

究发现，在孕穗期、开花期，转异戊烯基转移酶基因

（ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｉｐｔ）水稻的相对电导率的变
化量和叶绿体受低温的危害较小［９］。张明星构建

的ＯｓＷＲＫＹ６３水稻突变体具有较强的耐冷性，为水
稻耐冷品种的选育提供了潜在基因资源和中间育

种材料［１０］。Ｗａｎｇ等研究发现，含有 ＯｓＤＲＥＢ１Ｆ基
因的转基因水稻对盐、干旱和低温的耐受性有所提

高［１１］。另有研究也发现，转录因子 ＭＹＢ、ＳＮＡＣ、
ＴＣＰ、ＰＨＤ、ｂＺＩＰ与水稻的耐冷性有关［１２－１６］。

ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｅｏ／）是一个公共功能基因组数据存储库，目前储存
了１００多个物种的约十亿个基因表达数据，科研人
员借助基于ＷＥＢ的工具，有效地探索、查询和下载
这些海量数据，从而更好地分析和设计自己的试

验。本研究采用生物信息学技术分析 ＧＥＯ数据库
中与水稻低温胁迫相关的一些数据，筛选关键差异

基因及其功能、信号通路，以期研究低温胁迫对水

稻生长发育影响的分子机制，从而为今后水稻耐冷

性育种奠定良好基础。

１　材料与方法

１．１　基因芯片数据的获取与筛选
水稻低温胁迫基因表达谱芯片数据来源于

ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的 ＧＥＯ数
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据库。基于对获得的初始数据的分析与试验要求，

采用 ＧＳＥ６９０１、ＧＳＥ３１８７４、ＧＳＥ３７９４０和 ＧＳＥ７１６８０
共４个数据集，选择其中７０个样本进行数据分析

（表１）。试验分析时间是２０２２年１０—１２月，地点
在周口师范学院。

表１　试验数据采集与分组

数据集 对照组 处理组

ＧＳＥ６９０１ ＧＳＭ１５９２５９、ＧＳＭ１５９２６０、ＧＳＭ１５９２６１ ＧＳＭ１５９２６８、ＧＳＭ１５９２６９、ＧＳＭ１５９２７０

ＧＳＥ３１８７４ ＧＳＭ７９０４８５、ＧＳＭ７９０４８６ ＧＳＭ７９０４９１、ＧＳＭ７９０４９２

ＧＳＥ３７９４０ ＧＳＭ９３０４０４、ＧＳＭ９３０４０５、ＧＳＭ９３０４０６、
ＧＳＭ９３０４２２、ＧＳＭ９３０４２３、ＧＳＭ９３０４２４

ＧＳＭ９３０３８９、ＧＳＭ９３０３９５、ＧＳＭ９３０３９６、ＧＳＭ９３０３９０、ＧＳＭ９３０３９７、
ＧＳＭ９３０３９８、ＧＳＭ９３０３９１、ＧＳＭ９３０３９９、ＧＳＭ９３０４００、ＧＳＭ９３０３９２、
ＧＳＭ９３０４０１、ＧＳＭ９３０４０２、ＧＳＭ９３０３９３、ＧＳＭ９３０４０３、ＧＳＭ９３０４０７、
ＧＳＭ９３０３９４、ＧＳＭ９３０４０８、ＧＳＭ９３０４０９、ＧＳＭ９３０４１０、ＧＳＭ９３０４１１、
ＧＳＭ９３０４１２、ＧＳＭ９３０４１３、ＧＳＭ９３０４１４、ＧＳＭ９３０４１５、ＧＳＭ９３０４１６、
ＧＳＭ９３０４１７、ＧＳＭ９３０４１８、ＧＳＭ９３０４１９、ＧＳＭ９３０４２０、ＧＳＭ９３０４２１

ＧＳＥ７１６８０ ＧＳＭ１８４３１５９、ＧＳＭ１８４３１６２、ＧＳＭ１８４３１６５、
ＧＳＭ１８４３１６８、ＧＳＭ１８４３１７１、ＧＳＭ１８４３１７４、
ＧＳＭ１８４３１７９、ＧＳＭ１８４３１８２

ＧＳＭ１８４３１６０、ＧＳＭ１８４３１６１、ＧＳＭ１８４３１６３、ＧＳＭ１８４３１６４、ＧＳＭ１８４３１６６、
ＧＳＭ１８４３１６７、ＧＳＭ１８４３１６９、ＧＳＭ１８４３１７０、ＧＳＭ１８４３１７２、ＧＳＭ１８４３１７３、
ＧＳＭ１８４３１７５、ＧＳＭ１８４３１７６、ＧＳＭ１８４３１７７、ＧＳＭ１８４３１７８、ＧＳＭ１８４３１８０、
ＧＳＭ１８４３１８１　

１．２　方法
１．２．１　共同差异表达基因的筛选　首先利用ＧＥＯ
数据库中的在线分析程序ＧＥＯ２Ｒ对不同数据集的处
理组、对照组进行分析，并以 Ｐ＜０．０５、｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥２
作为差异表达基因筛选的标准。然后，利用 Ｅｖｅｎｎ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｈｂｉｏ．ｃｏｍ／ｔｅｓｔ／ｖｅｎｎ／＃／）获得４个数
据集的共同差异表达基因。

１．２．２　共同差异表达基因的 ＧＯ功能分析和
ＫＥＧＧ信号通路分析　首先在 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ）中查询各个共同差异表
达基因的 ＧＯ号，然后利用 ＷＥＧＯ２．０（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｅｇｏ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．ｃｎ／）进行共同差异表达基因的 ＧＯ
功能分析。ＫＥＧＧ信号通路分析利用 ＤＡＶＩＤ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／ｈｏｍｅ．ｊｓｐ）、ＫＯＢＡＳ
（ｈｔｔｐ：／／ｋｏｂａｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）２个在线网站。
１．２．３　 蛋白互作网络的构建 　 用 ＳＴＲＩＮＧ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／）和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１软
件构建共同差异表达基因的蛋白质互作网络关系

图，用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件筛选关键基
因，用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１ＭＣＯＤＥ筛选关键子网络。

２　结果与分析

２．１　共同差异表达基因的筛选结果
利用４个数据集的７０个样本进行研究分析，按

照规定的筛选标准，从 ＧＳＥ６９０１中获得１１０７个基
因，从ＧＳＥ３１８７４中获得２５３７个基因，从ＧＳＥ７１６８０
中获得１８４个基因，从 ＧＳＥ３７９４０中获得 ４９８个基
因。之后，经Ｅｖｅｎｎ在线分析，获得５１个共同差异

表达基因 （图 １），其中上调表达基因 １个，是
ＡＫ１０８６４２，下调表达基因５０个（表２）。

２．２　共同差异表达基因的 ＧＯ功能分析和 ＫＥＧＧ
信号通路分析

对共同差异表达基因的ＧＯ分析结果（图２）表
明，细胞组成主要集中在细胞、细胞要素、细胞器

上，分别达到４１．２％、４１．２％、３５．３％。在分子功能
上，这些基因的功能主要集中在结合、催化活性上，

分别达到６２．７％、３１．４％。在生物过程中，这些基
因的功能主要集中在细胞过程、代谢过程、生物调

控上，分别达到４９．０％、４１．２％、３９．２％。ＫＥＧＧ信
号通路分析结果（表３、图３）表明，这些差异表达基
因主要参与植物激素信号转导、植物病原相互作

用、类胡萝卜素生物合成、脂肪酸延伸、ＲＮＡ降解和
次生代谢产物的生物合成等通路中。
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表２　共同差异表达基因信息

编号 基因号 ｌｏｇ２ＦＣ 蛋白质编号 蛋白质性质

ＡＢ０４５１２０ ８６９８８３２ －２．５９１９７ ＥＬ５．１ 泛素蛋白连接酶

ＡＫ０５８５１８ ３２９６８５３６ －２．８８２２２ ＸＰ＿０２５８７６０６８．１ 丝裂原激活蛋白激酶

ＡＫ０６１０１１ ３２９７１０２９ －２．２２９３１ ＸＰ＿０１５６１４８６０．１ 含ＣＢＳ结构域蛋白质

ＡＫ０６１０３８ ３２９７１０５６ －３．１３３６４ ＸＰ＿０１５６１４６５０．１ 菱形蛋白质

ＡＫ０６１２９３ ３２９７１３１１ －４．２７１８８ ＯｓＪ＿１０５３５ 不清楚

ＡＫ０６２６７１ ３２９７２６８９ －２．６９４１１ ＣＭＬ３１ 钙结合蛋白

ＡＫ０６２８８２ ３２９７２９００ －４．０８３６８ ＸＰ＿０１５６４９３６７．１ 乙烯响应转录因子

ＡＫ０６３６０５ ３２９７３６２３ －３．３０４４０ ＸＰ＿０１５６２３３７３．１ ＥＸＯＲＤＩＵＭ蛋白质

ＡＫ０６４２８７ ３２９７４３０５ －４．５３９３２ ＯＳ１２Ｔ０１５０２００－０１ 细胞色素Ｐ４５０

ＡＫ０６４７６７ ３２９７４７８５ －２．３３２４２ ＸＰ＿０１５６３０７９９．１ ｎｓｔ１蛋白

ＡＫ０６７００７ ３２９７７０２５ －３．１５９１２ ＸＰ＿０１５６２７７１３．１ 脱落酸８′羟化酶

ＡＫ０６７１９５ ３２９７７２１３ －５．５３０７６ ＯＳ０９Ｔ０４５７９００－０１ 乙烯响应转录因子

ＡＫ０６７２１４ ３２９７７２３２ －２．６０６１９ ＣＭＬ１５ 钙结合蛋白

ＡＫ０６７９０７ ３２９７７９２５ －２．５５８６３ ＯＳ０２Ｔ０２０５５００－０１ ＫＣＳ酶

ＡＫ０６８１１５ ３２９７８１３３ －２．８９９８２ Ｐ０５０５Ｄ１２．１ ＹＬＳ９蛋白

ＡＫ０６９２４７ ３２９７９２７１ －２．６９８７６ ＸＰ＿０１５６３０５０３．１ 不清楚

ＡＫ０６９３９８ ３２９７９４２２ －２．８５３８５ ｒｆ１ｂ Ｒｆ１蛋白

ＡＫ０７０６０９ ３２９８０６３３ －２．６７１１８ ＸＰ＿０１５６２４４３９．１ ＥＸＯ７０Ａ１蛋白

ＡＫ０７０６４９ ３２９８０６７３ －３．３３４１３ ＴＩＦＹ１１Ａ ＴＩＦＹ蛋白

ＡＫ０７０７３１ ３２９８０７５４ －２．７７７６６ ＸＰ＿０１５６３１１２５．１ ＡＡＡ－ＡＴＰａｓｅ

ＡＫ０７１２７４ ３２９８１２９７ －２．５２９２５ ＯｓＪ＿０４１６３ ＮＡＣ结构蛋白

ＡＫ０７１５８５ ３２９８１６０８ －３．７０１４６ ＡＣＨ９９６９７．１ ＮＰＫＬ３蛋白

ＡＫ０７１６８９ ３２９８１７１２ －２．８４２３８ ＸＰ＿０１５６１０６４０．１ 不清楚

ＡＫ０９９７７６ ３２９８４９８５ －２．７０７１０ ＸＰ＿０１５６３８００６．１ ＨＳＰＲＯ１蛋白

ＡＫ１０１２０９ ３２９８６４１８ －３．３８７５０ ＸＰ＿０１５６３６２８４．１ 不清楚

ＡＫ１０１６５５ ３２９８６８６４ －３．５５５２９ ＸＰ＿０１５６２３９３８．１ ＥＸＯＲＤＩＵＭ蛋白

ＡＫ１０２３５７ ３２９８７５６６ －３．２８１３１ ＸＰ＿０１５６２８８５２．１ 重金属相关异戊二烯化植物蛋白

ＡＫ１０３５５６ ３２９８８７６５ －２．４２８０１ ＸＰ＿０１５６４９５０６．１ 不清楚

ＡＫ１０５１９６ ３２９９０４０５ －４．２２４３８ ＸＰ＿０１５６３９０２２．１ 丝裂原激活蛋白激酶

ＡＫ１０５９４６ ３２９９１１５５ －４．２４１９９ ＸＰ＿０１５６３８６７８．１ 丝裂原激活蛋白激酶

ＡＫ１０６０４１ ３２９９１２５０ －３．１００６９ ＤＲＥＢ１Ｇ ＤＲＥＢ转录因子

ＡＫ１０６４０４ ３２９９１６１３ －４．９２９７２ ＸＰ＿０１５６１５６３８．１ 细胞色素Ｐ４５０９４Ｃ１

ＡＫ１０６９０１ ３２９９２１１０ －３．３９５０７ ＡＢＡ９５７５６．１ ＧＲＡＳ转录因子

ＡＫ１０７１４６ ３２９９２３５５ －３．０３６６２ ＸＰ＿０１５６２４２７４．１ 乙烯响应转录因子

ＡＫ１０７１６８ ３２９９２３７７ －２．３４５４４ ＸＰ＿０１５６３９００１．１ 丝裂原激活蛋白激酶

ＡＫ１０７８５４ ３２９９３０６３ －４．１６８９５ ＴＩＦＹ１１Ｅ ＴＩＦＹ蛋白

ＡＫ１０８００１ ３２９９３２１０ －３．３４９１４ ＯＳ０３Ｔ０７３４５００－０１ 不清楚

ＡＫ１０８３３１ ３２９９３５４０ －３．８８９１９ ＸＰ＿０１５６２４０２６．２ 不清楚

ＡＫ１０８６４２ ３２９９３８５１ ２．５５７３９ ＸＰ＿０１５６１３４７４．１ 不清楚

ＡＫ１０９０３７ ３２９９４２４６ －３．７１４９１ ＸＰ＿０１５６１３０６８．１ 钙离子转运ＡＴＰ酶

ＡＫ１０９３８２ ４２８２１６９７ －２．６８８２６ ＯｓＪ＿１５３３１ 还原酶

ＡＫ１１１２６６ ３２９９６４７５ －２．３８９１０ ＸＰ＿０１５６２４２７６．１ 不清楚

ＡＫ１１１４４２ ３２９９６６５１ －２．２２９４５ ＯｓＪ＿００２６９ ＳＡＲＤ１蛋白

ＡＫ１１１７１２ ３７９８８３７５ －３．１５４７６ ＸＰ＿０１５６３５９０６．１ ＣＣＲ４因子

ＡＫ１１１７７５ ３７９８８４３８ －３．１４７４１ ＯＳ０１Ｔ０３１３３００－０１ 乙烯响应转录因子
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表２（续）

编号 基因号 ｌｏｇ２ＦＣ 蛋白质编号 蛋白质性质

ＡＫ１２００８７ ３７９８９７１０ －３．７６１０５ ＸＰ＿０１５６３３１４７．１ ＴＩＦＹ蛋白

ＡＫ１２０２２６ ３７９８９８４９ －２．７０４７１ ＸＰ＿０１５６２８６０６．１ ＤＬＣ蛋白

ＡＹ３２７０４０ ３２９６６０５６ －３．４７４７３ ＸＰ＿０１５６４２４５１．１ ＤＲＥＢ转录因子

ＡＹ３４２３２２ ３３６９４２６７ －２．７７９４１ ＡＡＱ２４８７２．１ 单糖转运蛋白

ＡＹ３４５２３４ ３３６３７６９９ －３．０９７３３ ＮＰ＿００１３５９１２０．１ ＤＲＥＢ转录因子

Ｄ６４０３８ １８４１３１９ －２．６３０８５ ＥＬ２ ＥＬ２转录因子

表３　共同差异表达基因参与的ＫＥＧＧ通路

条目 ＫＥＧＧ编号 Ｐ值 基因编号

植物激素信号传导 ｏｓａ０４０７５ ０．００６２４９ ＡＫ１０７８５４｜ＡＫ１２００８７｜ＡＫ０７０６４９

植物病原互作 ｏｓａ０４６２６ ０．０２８３０５ ＡＫ０６２６７１｜ＡＫ０６７２１４

类胡萝卜素生物合成 ｏｓａ００９０６ ０．０４５１９６ ＡＫ０６７００７

脂肪酸延伸 ｏｓａ０００６２ ０．０６１２６２ ＡＫ０６７９０７

ＲＮＡ降解 ｏｓａ０３０１８ ０．１６００７２ ＡＫ１１１７１２

次生代谢产物的生物合成 ｏｓａ０１１１０ ０．８４２８２６ ＡＫ０６７９０７

代谢路径 ｏｓａ０１１００ ０．９７４４４１ ＡＫ０６７９０７

２．３　共同差异表达基因的蛋白质网络构建与关键
基因的筛选

利用 ＳＴＲＩＮＧ数据库与 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件对共同
差异表达基因构建蛋白质网络，最终得到２９个节点
（图４－ａ）。另外，得到１０个关键基因（图４－ｂ）、２
个关键子网络（图４－ｃ、图４－ｄ）。这１０个关键基
因的热图见图５。

３　讨论和结论

本研究基于ＧＰＬ２０２５、ＧＰＬ７３４４等２个平台上的
４个数据集的７０个样本进行基因表达数据的分析。最
终筛选出共同差异表达基因５１个，其中上调表达的
基因只有１个，下调表达的基因５０个，并用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
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３．９．１Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ筛选出１０个关键基因。
ＫＥＧＧ信号通路分析结果表明，植物激素信号

转导过程是一个主要的信号通路过程。脱落酸

（ＡＢＡ）是植物体内一种多功能植物激素，植物在非
生物胁迫下，其体内的 ＡＢＡ含量通常会升高，从而
可以增强植物应对干旱、盐、低温等非生物胁迫的

能力［１７］。一些早期的研究结果表明，内源性 ＡＢＡ
的积累是植物对低温胁迫的响应［１８－２０］，另有研究证

实，ＡＢＡ处理能够增强黄瓜、苜蓿的抗寒性［２１－２２］。

在本 研 究 中，植 物 激 素 信 号 转 导 路 径 涉 及

ＡＫ１０７８５４、ＡＫ１２００８７、ＡＫ０７０６４９等 ３个基因，这 ３
个基因都与转录因子 ＴＩＦＹ有关。几乎所有的
ＯｓＴＩＦＹ基因对干旱、盐度和低温等有一种或多种非

生物胁迫有反应［２３］。徐佳宁的研究发现，几乎所有

苹果ＭｄＵＰＬ基因的表达都受到盐、干旱或者低温胁
迫的诱导，尤其是 ＭｄＵＰＬ７、ＭｄＵＰＬ９在低温胁迫下
表达量显著上调［２４］。Ｃａ２＋已经被证明是植物冷胁
迫的第二信使，而编码ＣＭＬ的基因参与了冷胁迫诱
导的Ｃａ２＋信号途径［２５］。Ｈｕ等研究发现，ＫＣＳ与小
麦的耐冷性有关［２６］。ＹＬＳ９（ＹＥＬＬＯＷ －ＬＥＡＦ－
ＳＰＥＣＩＦＩＣＧＥＮＥ９）对 ＡＢＡ有响应［２７］。在拟南芥

ＣＢＰ６０家族成员中，ＡｔＣＢＰ６０ａ、ＡｔＣＢＰ６０ｇ、ＡｔＳＡＲＤ１
参与低温诱导的水杨酸的合成［１］。Ｐｅｒｅｓ等研究发
现，ＥＬ２编码了一种新型植物 ＣＤＫ（ｃｙｃｌｉｎ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）抑制剂，将细胞周期进程与
生物、非生物应激反应联系起来，而非生物胁迫如
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低温和干旱诱导了ＥＬ２ｍＲＮＡ的表达［２８］。

ＧＯ功能分析结果也表明，这些共同差异基因
的功能主要集中在细胞过程、代谢过程和生物调控

上。利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．９．１－ＭＣＯＤＥ筛选得到２个
关键子网络，这２个关键子网络所涉及的７个基因
都属于重点关注的１０个关键基因。结合以上分析，
在水稻的耐冷育种中，可以重点考虑上面提到的１０
个关键基因。本研究为水稻的耐冷育种提供了一

定的理论依据，奠定了良好的基础。
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