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摘要: 为了探究甜菊(Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ)自交不亲和的生理和分子机制ꎬ以甜菊自交不亲和无性系‘Ｂ４’及自

交亲和无性系‘Ｚ８－４２’为研究对象ꎬ对 ２个无性系的自花授粉柱头进行荧光显微观察和转录组分析ꎮ 荧光显微观

察结果显示:‘Ｂ４’自花授粉柱头无花粉附着ꎬ而‘Ｚ８－４２’自花授粉柱头有花粉附着ꎮ ２ 个无性系自花授粉柱头转

录组整体测序质量较高ꎬ共获得 ４３.８４ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎮ 在组装的 ５１ ８１９个 ｕｎｉｇｅｎｅ中ꎬ表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ４９ ２１４ 个ꎻ注
释到 ＮＲ数据库的表达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(２９ ５２３)ꎻ并且ꎬ在 ＮＲ数据库中ꎬ注释到向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ.)同源

序列的 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(２０ １１７)ꎮ 在 ２个无性系中共筛选到 ７ ５６０个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅꎻ以‘Ｂ４’为对照ꎬ‘Ｚ８－４２’自花

授粉柱头中表达量上调的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ有 ３ １２２个ꎬ表达量下调的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ有 ４ ４３８个ꎮ ＧＯ功能注释

和富集分析结果表明:甜菊差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能包括生物过程、细胞组分和分子功能 ３ 个大类 ４７ 个小类ꎬ其
中ꎬ生物过程大类中富集到信号转导的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(２２５)ꎬ细胞组分大类中富集到膜部分、膜固有成分和

膜组成成分的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ非常多(分别为 １ ７００、１ ６６５和 １ ６６４)ꎬ分子功能大类中富集到离子结合的差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(１ ６５０)ꎮ 共有 １ ６０５个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到 ＫＥＧＧ代谢通路的 ６个大类中ꎬ其中ꎬ注释到代

谢大类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(８８２)ꎬ占比为 ５５.０％ꎬ分布在 １０ 个二级分类的 ９１ 条代谢通路中ꎮ 单个代谢通路

中ꎬ植物－病原体互作通路的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(８１)ꎮ 综合上述研究结果ꎬ初步判定甜菊自交不亲和可能发生

在柱头与花粉互作的起始阶段ꎬ如识别、黏附过程ꎻ差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 引起的柱头细胞信号转导、膜成分、离子结合

等功能和结构改变可能是导致供试的 ２个无性系自交亲和性不同的原因ꎬ并且植物－病原体互作通路可能参与柱

头和花粉的识别过程ꎬ与自交不亲和性密切相关ꎮ
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Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ( Ｎａｎｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ Ｍｅｍ. Ｓｕｎ Ｙａｔ￣Ｓｅｎ )ꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ
Ｃｈｉｎａ〕ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２３ꎬ ３２(４): ２５－３２

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ
ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉꎬ ｔａｋｉｎｇ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｃｌｏｎｅ ‘ Ｂ４’ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｃｌｏｎｅ ‘ Ｚ８￣４２’ ｏｆ Ｓ.
ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｓꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｆｏｒ
ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｌｏｎｅｓ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｎｏ
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ｐｏｌｌｅｎｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ‘ Ｂ４’ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｐｏｌｌｅｎｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣
ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ‘Ｚ８￣４２’. Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｌｏｎｅｓ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｇｏｏｄꎬ ａｎｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４３. ８４ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ ａｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ４９ ２１４
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ５１ ８１９ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ ＮＲ ｄａｔａｂａｓｅ
ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ( ２９ ５２３)ꎻ ａｎｄ ｉｎ ＮＲ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ｔｈｅ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｔｏ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ. ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ (２０ １１７). Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ７ ５６０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｌｏｎｅｓꎻ ｗｈｅｎ ｔａｋｉｎｇ ‘ Ｂ４’ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ３ １２２ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ４ ４３８ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｄｏｗｎ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ‘Ｚ８￣４２’. Ｔｈｅ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｓ. ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｃｏｎｔａｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ４７ ｓｕｂｃａｔｅｇｏｒｉｅｓꎬ ｉｎ
ｗｈｉｃｈꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎｔｏ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃａｔｅｇｏｒｙ
ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ (２２５)ꎬ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎｔｏ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐａｒｔꎬ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ( １ ７００ꎬ １ ６６５ꎬ ａｎｄ
１ ６６４ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃａｔｅｇｏｒｙꎬ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎｔｏ
ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃａｔｅｇｏｒｙ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ (１ ６５０). Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １ ６０５ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｉｘ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｃａｔｅｇｏｒｙ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ (８８２)ꎬ ａｃｃｏｕｎｔｉｎｇ ｆｏｒ ５５.０％ꎬ ａｎｄ
ａｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ９１ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ １０ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ( ８１ ). Ｔａｋｅｎ
ｔｏｇｅｔｈｅｒꎬ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ ｔｈａｔ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｓ. ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｍａｙ ｏｃｃｕｒ ａｔ ｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｓｔｉｇｍａ￣ｐｏｌｌｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｔｉｇｍａ ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔꎬ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎬ ｅｔｃ. ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｅｓｔ
ｃｌｏｎｅｓꎬ ａｎｄ ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔｉｇｍａ￣ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉꎻ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎻ ｓｔｉｇｍａꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅꎻ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 甜菊(Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ)又称甜叶菊ꎬ原
产于南美洲ꎬ为菊科(Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ)多年生草本植物ꎬ因
叶片味甜而得名ꎬ已成为一种新兴的保健型糖料作

物[１－４]ꎮ 中国是世界上最大的甜菊种植国ꎬ主要在新

疆、甘肃、山东、内蒙等地区大规模种植ꎮ 研究发现ꎬ
甜菊具有自交不亲和性[５]ꎬ天然自交结实率极低(低
于 ０.４％) [６]ꎬ另外ꎬ虽然甜菊杂交结实率高(３.０％ ~
７４.９％) [７]ꎬ但由于其亲本为杂合体ꎬ杂交后代的株

高、叶片大小、花期早晚以及叶片甜菊糖苷组分种类

和含量等性状均出现严重的分离现象ꎬ无法满足农业

生产对作物品质和农艺性状稳定且一致的要求ꎮ 因

此ꎬ目前 ９０％以上的栽培甜菊种苗采用扦插方式繁

殖[８]ꎮ 然而ꎬ由于甜菊不耐寒ꎬ冬季扦插育苗只能在

江苏、安徽等地的设施大棚内进行ꎬ在春季种植时需

要将种苗长途运输至北方地区进行人工移栽[９]ꎮ 总

体来看ꎬ目前甜菊生产存在扦插育苗周期长、机械化

程度低、种苗运输成本高且极易传播病虫害等问题ꎮ
获得性状稳定且一致的甜菊自交系或杂交 Ｆ１代种子

是解决上述问题的根本途径ꎮ
甜菊普遍具有自交不亲和性ꎬ严重阻碍了甜菊纯

合种质培育以及自交系种子或杂交 Ｆ１代种子的生

产ꎬ制约了甜菊农业规模化、机械化发展ꎮ 如何克服

甜菊的自交不亲和障碍、培育甜菊纯合亲本是获得性

状稳定且一致的甜菊自交系或杂交 Ｆ１代种子的关

键ꎮ 目前ꎬ笔者已经筛选到少数甜菊自交亲和无性

系ꎬ如‘ Ｚ８’的自交结实率约 １６％[１０]ꎬ其自交后代

‘Ｚ８－４２’的自交结实率高达 ３５％(数据为笔者田间统

计结果)ꎮ 为了探究甜菊自交不亲和及自交亲和种

质间差异的产生原因ꎬ克服甜菊自交不亲和障碍以培

育更多纯合亲本ꎬ本研究以与‘Ｚ８’具有相同亲本的

自交不亲和无性系‘Ｂ４’及自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’
为研究材料ꎬ对二者分别进行自花授粉ꎬ利用荧光显

微镜观察自花授粉柱头差异ꎬ同时对自花授粉柱头进

行转录组测序分析ꎬ以期探究甜菊自交不亲和的生理

和分子机制ꎬ为克服甜菊的自交不亲和障碍ꎬ加快甜

菊纯合种质创制和种子生产等工作提供研究基础ꎮ
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１　 材料和方法

１.１　 材料

供试的甜菊自交不亲和无性系‘Ｂ４’和自交亲和

无性系‘Ｚ８－４２’均为江苏省甜菊种质资源库内当年

扦插繁殖的植株ꎮ 于 ２０２０年 ４月将生长状况相近的

扦插苗移栽到上口径 １５ ｃｍ、下口径 １２ ｃｍ、高 １８ ｃｍ
的塑料花盆中ꎬ栽培基质为 Ｖ(泥炭) ∶ Ｖ(珍珠岩)＝
２ ∶ １的混合基质ꎮ 每个无性系种植 ３ 盆ꎬ每盆 ３ 株ꎮ
移栽后ꎬ置于日光温室内进行培养ꎬ室内为自然光ꎬ每
周浇水 １ ~ ２ 次ꎮ 在同年 ８ 月中旬当植株现蕾后将

２个无性系植株分别移到不同人工气候箱中单独培

养ꎬ培养条件均为温度 ２０ ℃ ~ ２５ ℃、光照时间

１２ ｈ􀅰ｄ－１、光照度１０ ０００ ｌｘꎮ 同年 ９ 月ꎬ当植株进入

盛花期时进行自花授粉ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 自花授粉方法　 在授粉日上午 １０:００对 ２个无

性系的所有植株进行自花授粉ꎮ 具体方法为用毛笔刷

取成熟花粉ꎬ涂抹在同一植株的所有成熟柱头上ꎮ
１.２.２　 荧光显微观察　 参照舒世珍等[１１]的方法在授

粉 ６ ｈ 后将 ２ 个无性系自花授粉柱头分别放入 ＦＡＡ
固定液(购自武汉赛维尔生物科技有限公司)中过

夜ꎬ每个无性系至少选取 ９０ 个柱头ꎮ 采用苯胺蓝染

色法[１２]制片ꎬ即先将固定好的柱头用自来水冲洗 ３~
４次ꎬ然后置于浓度 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＮａＯＨ溶液中 ６０ ℃
水浴软化 ５ ｍｉｎꎬ接着用蒸馏水冲洗软化的柱头 ３次ꎬ
最后将柱头转入水溶性苯胺蓝溶液(含 １ ｇ􀅰Ｌ－１苯胺

蓝和 ０.１ ｇ􀅰Ｌ－１磷酸二氢钾)中染色 ２０ ｍｉｎꎮ 用解剖

针将染色柱头挑到载玻片上ꎬ使用 Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００ 荧

光显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ公司)观察并拍照ꎬ每个无性系

观察 １０个完整的柱头ꎮ
１.２.３　 转录组测序分析

１.２.３.１　 总 ＲＮＡ提取及文库构建　 每个无性系采集

３份自花授粉柱头ꎬ每份约 ２００ ｍｇꎬ立即放入液氮中

速冻ꎬ再置于－８０ ℃冰箱中保存ꎮ 用干冰将样品寄送

至上海美吉生物医药科技有限公司进行 ＲＮＡ提取和

转录组测序ꎮ 采用 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 试
剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)提取自花授粉柱头的总

ＲＮＡꎬ利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计(美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司)检测总 ＲＮＡ 的浓度和纯度ꎬ
采用质量体积分数 １.０％的琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ的完整性ꎬ并利用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪(美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司)测定总 ＲＮＡ 的完整值(ＲＩＮ)ꎮ 按照

Ｉｌｌｕｍｉｎａ® ＴｒｕＳｅｑ® ＲＮＡ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(美国

Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司)中的方法构建文库ꎮ
１.２.３.２　 测序及数据分析　 选择质量合格的文库ꎬ采
用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 测序仪 (美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公

司)进行测序ꎮ 使用在线软件 Ｆａｓｔｐ( ｈｔｔｐｓ:∥ｇｉｔｈｕｂ.
ｃｏｍ / ＯｐｅｎＧｅｎｅ / ｆａｓｔｐ)对原始测序数据进行质控分

析ꎬ使 用 在 线 软 件 Ｔｒｉｎｉｔｙ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｇｉｔｈｕｂ. ｃｏｍ /
ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ / ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ / ｗｉｋｉ)对转录组序列进行组

装ꎬ使用在线软件 ＴｒａｎｓＲａｔｅ(ｈｔｔｐ:∥ｈｉｂｂｅｒｄｌａｂ. ｃｏｍ /
ｔｒａｎｓｒａｔｅ / )和 ＣＤ－ＨＩＴ(ｈｔｔｐ:∥ｗｅｉｚｈｏｎｇｌｉ－ｌａｂ.ｏｒｇ / ｃｄ－
ｈｉｔ / )对组装好的 ｕｎｉｇｅｎｅ 进行过滤、优化和去冗余ꎬ
使用在线软件 ＢＵＳＣＯ(ｈｔｔｐ:∥ｂｕｓｃｏ. ｅｚｌａｂ. ｏｒｇ)进行

组装质量评估ꎮ 将转录组测序获得的所有 ｕｎｉｇｅｎｅ与
ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、Ｐｆａｍ、ｅｇｇＮＯＧ、ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据库

进行比对和功能注释ꎮ 使用在线软件 ＲＳＥＭ(ｈｔｔｐ:∥
ｄｅｗｅｙｌａｂ. ｇｉｔｈｕｂ. ｉｏ / ＲＳＥＭ / )分析 ｕｎｉｇｅｎｅ 的表达水

平ꎬ使用在线软件 ＤＥＳｅｑ２( ｈｔｔｐ:∥ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ. ｏｒｇ /
ｐａｃｋａｇｅｓ / ｓｔａｔｓ / ｂｉｏｃ / ＤＥＳｅｑ２ / )进行 ｕｎｉｇｅｎｅ 差异表达

分析ꎬ利用美吉云平台对差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ分类及富集分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 荧光显微观察

荧光显微观察结果(图 １)显示:自交不亲和无性

系‘Ｂ４’的自花授粉柱头无花粉附着ꎬ而自交亲和无

性系‘Ｚ８－４２’的自花授粉柱头有花粉附着ꎮ

图 １　 甜菊自交不亲和无性系‘Ｂ４’ (Ａ)及自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’
(Ｂ)自花授粉柱头的荧光显微观察
Ｆｉｇ. １ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣
ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｃｌｏｎｅ ‘Ｂ４’(Ａ) ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｃｌｏｎｅ ‘Ｚ８－４２’(Ｂ)
ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ

２.２　 转录组测序分析

２.２.１　 转录组测序质量和组装结果分析　 甜菊自交
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不亲和无性系‘Ｂ４’及自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’自花

授粉柱头的转录组测序分析结果表明:共测序获得

４３.８４ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎬ各样品的 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 为 ６. ６１ ~
８.１５ ＧｂꎬＱ３０为 ９４.７％ ~ ９５.３％ꎬＧＣ 含量为 ４４.９％ ~
４６.４％ꎬ表明转录组的整体测序质量较高ꎬ获得的测

序结果可用于后续生物信息学分析ꎮ
将所 有 样 本 的 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 从 头 组 装ꎬ 得 到

５１ ８１９个 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ这些 ｕｎｉｇｅｎｅ 的 Ｎ５０ 平均值为

１ ７７２ ｂｐꎮ 并且ꎬ所有样品的比对率均大于 ８０％ꎬ表
明本研究获得的 ｕｎｉｇｅｎｅ 测序和组装质量高ꎬ可满足

后续分析需要ꎮ
２.２.２　 ｕｎｉｇｅｎｅ功能注释分析　 在全部 ｕｎｉｇｅｎｅ 中ꎬ表
达 ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ４９ ２１４ 个ꎮ 将全部 ｕｎｉｇｅｎｅ 和表达

ｕｎｉｇｅｎｅ分别在 ＮＲ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、Ｐｆａｍ、ｅｇｇＮＯＧ、ＧＯ 和

ＫＥＧＧ数据库中进行比对ꎮ 结果显示:共注释到

３０ ７２２个ｕｎｉｇｅｎｅꎬ占 ｕｎｉｇｅｎｅ 总数的 ５９.３％ꎬ其中ꎬ注
释到 ＮＲ 数据库的 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多ꎬ有 ３０ １６３ 个ꎬ占
ｕｎｉｇｅｎｅ 总数的 ５８. ２％ꎻ注释到 ＫＥＧＧ 数据库的

ｕｎｉｇｅｎｅ最少ꎬ有 １２ ４４９个ꎬ占 ｕｎｉｇｅｎｅ总数的 ２４.０％ꎮ
共注释到 ３０ ０５５个表达 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ占表达 ｕｎｉｇｅｎｅ总数

的 ６１.１％ꎬ其中ꎬ注释到 ＮＲ 数据库的表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 同
样最多ꎬ有 ２９ ５２３个ꎬ占表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 总数的 ６０.０％ꎻ
注释到 ＫＥＧＧ 数据库的表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 同样最少ꎬ有
１２ ２１９个ꎬ占表达 ｕｎｉｇｅｎｅ总数的 ２４.８％ꎮ

在分析注释到 ＮＲ数据库的 ｕｎｉｇｅｎｅ 同源序列时

发现ꎬＥ值极低(０<Ｅ<１×１０－３０)的 ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ２４ ０９３
个ꎬ占注释 ｕｎｉｇｅｎｅ 总数的 ７９. ９％ꎬ表明注释到的

ｕｎｉｇｅｎｅ与 ＮＲ数据库的同源序列具有高度相似性ꎮ
在 ＮＲ数据库中将注释 ｕｎｉｇｅｎｅ与其他植物转录组注

释的 ｕｎｉｇｅｎｅ进行同源序列匹配ꎬ结果显示:与向日葵

(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ.)同源的 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多ꎬ有
２０ １１７个ꎬ占注释 ｕｎｉｇｅｎｅ总数的 ６６.７％ꎬ表明甜菊与

向日葵 ｕｎｉｇｅｎｅ的序列同源性最高ꎻ与朝鲜蓟(Ｃｙｎａｒａ
ｃａｒｄｕｎｃｕｌｕｓ ｖａｒ. ｓｃｏｌｙｍｕｓ Ｌｉｎｎ.)、莴苣( Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.) 和 黄 花 蒿 ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.) 同 源 的

ｕｎｉｇｅｎｅ也较多ꎬ分别有 ３ ３７３、２ ８００和 １ ６６１个ꎬ各占

注释 ｕｎｉｇｅｎｅ总数的 １１.２％、９.３％和 ５.５％ꎮ
２.２.３　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ分析

２.２.３.１ 　 表达量分析 　 筛选阈值为 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ > １ 且

Ｐ－ａｄｊｕｓｔ<０.０５时ꎬ共获得 ７ ５６０ 个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅꎮ
以自交不亲和无性系‘Ｂ４’自花授粉柱头中 ｕｎｉｇｅｎｅ
的表达量为对照ꎬ自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’自花授粉

柱头中表达量上调的 ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ３ １２２ 个ꎬ表达量下

调的 ｕｎｉｇｅｎｅ有 ４ ４３８个ꎬ分别占差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 总
数的 ４１.２％和 ５８.７％ꎮ
２.２.３.２　 ＧＯ功能注释和富集分析　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ
ＧＯ功能注释结果表明:共注释到 ４ １７１ 个差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅꎬ这些差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能包括生物过

程、细胞组分和分子功能 ３个大类ꎬ并可细分为 ４７ 个

小类ꎮ 注释为生物过程的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 共有

３ ５１４个ꎬ其中注释为细胞过程和代谢过程的差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅ较多ꎬ分别有 １ ２２４ 和 ９５８ 个ꎻ注释为细胞

组分的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 共有 ４ ５３２ 个ꎬ其中注释为

膜部分和细胞部分的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 较多ꎬ分别有

１ ７００ 和 １ １５０ 个ꎻ注释为分子功能的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅ共有 ５ ０２７个ꎬ其中注释为结合和催化活性的

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ较多ꎬ分别有 ２ ３０３和２ １３８个ꎮ
从差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ ＧＯ 富集分析结果中富集显

著性水平排名前 ２０(Ｐ－ａｄｊｕｓｔ<０.５)的统计结果(表
１)看ꎬ在生物过程大类中ꎬ富集到信号转导的差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多(２２５)ꎬ富集到 ＤＮＡ 整合的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅ较多(２１２)ꎬ占比分别为 ５.４％和 ５.１％ꎻ在细

胞组分大类中ꎬ富集到膜部分、膜固有成分和膜组成

成分的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ非常多ꎬ分别有 １ ７００、１ ６６５
和 １ ６６４个ꎬ明显多于富集到其他细胞组分的差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ占比分别为 ４０.８％、３９.９％和 ３９.９％ꎻ在分

子功能大类中ꎬ富集到离子结合的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ
最多(１ ６５０)ꎬ占比为 ３９.６％ꎬ富集到腺苷核糖核苷酸

结合和腺苷核苷酸结合的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 较多(均
为 ８８７个ꎬ占比均为 ２１.３％)ꎬ富集到其他分子功能的

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ均在 １００个以上ꎮ
２.２.３.３　 ＫＥＧＧ 代谢通路和富集分析 　 甜菊自交不

亲和无性系‘Ｂ４’及自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’自花授

粉柱头转录组中共有 １ ６０５个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 被注

释到 ＫＥＧＧ代谢通路中ꎮ ＫＥＧＧ 代谢通路分析结果

表明:这些差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ注释到代谢、遗传信息处

理、生物系统、细胞过程、环境信息处理和人类疾病

６个大类中ꎬ每个大类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 分别有

８８２、２５８、１３７、１１８、１１７ 和 ９３ 个ꎮ 注释到代谢大类的

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ最多ꎬ占比为 ５５.０％ꎬ分别注释到代

谢大类的 １０个二级分类的 ９１ 条代谢通路中ꎮ 值得

注意的是ꎬ差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多的单个代谢通路是

生物系统大类的环境适应二级分类中的植物－病原

体互作通路ꎬ共 ８１个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅꎮ

８２
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表 １　 甜菊自交不亲和及自交亲和无性系自花授粉柱头差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 富集结果
Ｔａｂｌｅ １　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ
Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ

ＧＯ ＩＤ
功能分类　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

小类 Ｓｕｂｃａｔｅｇｏｒｙ 大类 Ｃａｔｅｇｏｒｙ
Ｐ－ａｄｊｕｓｔ１)

ｕｎｉｇｅｎｅ数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ

占比 / ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

ＧＯ:０００７１６５ 信号转导 Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ 生物过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ８.４３×１０－４ ２２５ ５.４
ＧＯ:０００９７６５ 光合作用ꎬ光捕获 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｌｉｇｈｔ ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ 生物过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ８.４３×１０－４ １６ ０.４
ＧＯ:００１５０７４ ＤＮＡ整合 ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ 生物过程 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ８.４３×１０－４ ２１２ ５.１
ＧＯ:００００９４３ 逆转录转座子核衣壳 Ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ 细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ８.４３×１０－４ １６９ ４.１
ＧＯ:０００９５２３ 光系统Ⅱ Ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ Ⅱ 细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ８.４３×１０－４ ２１ ０.５
ＧＯ:００４６９０６ 四吡咯结合 Ｔｅｔｒａｐｙｒｒｏｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ １２７ ３.０
ＧＯ:００４３５３１ ＡＤＰ 结合 ＡＤＰ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ ２１１ ５.１
ＧＯ:００１６７０５ 氧化还原酶活性ꎬ作用于配对供体ꎬ加入或减少分子氧

Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｃｔｉｎｇ ｏｎ ｐａｉｒｅｄ ｄｏｎｏｒｓꎬ ｗｉｔｈ
ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ｏｒ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｏｘｙｇｅｎ

分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ １０４ ２.５

ＧＯ:００２００３７ 血红素结合 Ｈｅｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ １１０ ２.６
ＧＯ:００１６７７３ 磷酸转移酶活性ꎬ醇基为受体 Ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｌｃｏｈｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｓ ａｃｃｅｐｔｏｒ
分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ ５０６ １２.１

ＧＯ:０００４６７４ 蛋白丝氨酸 /苏氨酸激酶活性 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ ２５４ ６.１

ＧＯ:０００４６７２ 蛋白激酶活性 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ ４７８ １１.５
ＧＯ:００１６３０１ 激酶活性 Ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.４３×１０－４ ５６８ １３.６
ＧＯ:００４４４２５ 膜部分 Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐａｒｔ 细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ８.９４×１０－４ １ ７００ ４０.８
ＧＯ:００１６０２１ 膜组成成分 Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ 细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ８.９４×１０－４ １ ６６４ ３９.９
ＧＯ:００３１２２４ 膜固有成分 Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ 细胞组分 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ８.９４×１０－４ １ ６６５ ３９.９
ＧＯ:００１６７７２ 转移酶活性ꎬ转移含磷基团 Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｇｒｏｕｐｓ
分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ８.９４×１０－４ ７３０ １７.５

ＧＯ:００４３１６７ 离子结合 Ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ １.０１×１０－３ １ ６５０ ３９.６
ＧＯ:００３２５５９ 腺苷核糖核苷酸结合 Ａｄｅｎｙｌ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ １.０４×１０－３ ８８７ ２１.３
ＧＯ:００３０５５４ 腺苷核苷酸结合 Ａｄｅｎｙｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ 分子功能 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ １.０４×１０－３ ８８７ ２１.３

　 １)Ｐ－ａｄｊｕｓｔ: 矫正后的 Ｐ值 Ｐ￣ｖａｌｕｅ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ.

　 　 从差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ ＫＥＧＧ富集分析结果中富集

显著性水平排名前 ２０(Ｐ￣ａｄｊｕｓｔ < ０. ０５)的统计结果

(表 ２)看ꎬ生物系统大类的环境适应二级分类中的植

物－病原体互作通路富集的 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多(８１)ꎬ占比

为 ５.０％ꎻ代谢大类的其他次生代谢物生物合成二级

分类中的苯丙烷类生物合成通路富集的 ｕｎｉｇｅｎｅ次之

(４９)ꎬ占比为 ３.１％ꎻ其他代谢通路富集的 ｕｎｉｇｅｎｅ 均
在 ４０个以下ꎮ

表 ２　 甜菊自交不亲和及自交亲和无性系自花授粉柱头差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＫＥＧＧ 富集结果
Ｔａｂｌｅ ２　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ ｏｆ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｌｏｎｅｓ
ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ

　 分类
　 Ｃａｔｅｇｏｒｙ

通路 ＩＤ
Ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ

通路名称
Ｐａｔｈｗａｙ ｎａｍｅ Ｐ－ａｄｊｕｓｔ１)

ｕｎｉｇｅｎｅ数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ

占比 / ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

生物系统 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍ
　 环境适应 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｍａｐ０４６２６ 植物－病原体互作 Ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ６.２４×１０－７ ８１ ５.０
代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
　 其他次生代谢物生物合成 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｍａｐ００９４０ 苯丙烷类生物合成 Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ７.５５×１０－６ ４９ ３.１

　 能量代谢 Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００１９６ 光合作用－天线蛋白 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ａｎｔｅｎｎａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ７.９６×１０－６ １７ １.１
　 糖类代谢 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ０００４０ 戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化 Ｐｅｎｔｏｓｅ ａｎｄ

ｇｌｕｃｕｒｏｎａｔｅ ｉｎｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ
１.７６×１０－３ ２９ １.８

　 氨基酸代谢 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００４００ 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎬ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

５.８１×１０－２ １７ １.１

９２
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续表２　 Ｔａｂｌｅ ２ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

　 分类
　 Ｃａｔｅｇｏｒｙ

通路 ＩＤ
Ｐａｔｈｗａｙ ＩＤ

通路名称
Ｐａｔｈｗａｙ ｎａｍｅ Ｐ－ａｄｊｕｓｔ１)

ｕｎｉｇｅｎｅ数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ

占比 / ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

　 脂代谢 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ０００７１ 脂肪酸降解 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ７.３０×１０－２ １７ １.１
　 其他氨基酸代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

ｍａｐ００４６０ 氰基氨基酸代谢 Ｃｙａｎｏａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １.０３×１０－１ １５ ０.９

　 糖类代谢 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ０００５２ 半乳糖代谢 Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １.８６×１０－１ １８ １.１
　 能量代谢 Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００９１０ 氮代谢 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １.８８×１０－１ １２ ０.７
　 辅助因子和维生素代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ

ｍａｐ００７４０ 核黄素的新陈代谢 Ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １.９８×１０－１ ７ ０.４

　 脂代谢 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００５９２ α－亚麻酸代谢 α￣ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２.２１×１０－１ １６ １.１
　 萜类和聚酮类代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ
ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ

ｍａｐ００９０９ 倍半萜类和三萜类生物合成 Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｎｄ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２.４５×１０－１ １１ ０.７

　 其他次生代谢物生物合成 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｍａｐ００９４１ 类黄酮生物合成 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２.９７×１０－１ １２ ０.７

　 能量代谢 Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００１９５ 光合作用 Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ３.００×１０－１ ２２ １.４
　 氨基酸代谢 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００３８０ 色氨酸代谢 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３.０５×１０－１ １４ ０.９
　 脂代谢 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ０００７３ 角质、木栓质和蜡质的生物合成 Ｃｕｔｉｎꎬ ｓｕｂｅｒｉｎｅ

ａｎｄ ｗａｘ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
３.１５×１０－１ ９ ０.６

　 糖类代谢 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００５００ 淀粉和蔗糖代谢 Ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３.６８×１０－１ ３３ ２.１
　 聚糖的生物合成和代谢
Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｍａｐ００６０３ 鞘糖脂生物合成－球蛋白和异球蛋白系列
Ｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｇｌｏｂｏ ａｎｄ ｉｓｏｇｌｏｂｏ ｓｅｒｉｅｓ

３.７１×１０－１ ４ ０.２

　 氨基酸代谢 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ００３５０ 酪氨酸代谢 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３.７６×１０－１ １４ ０.９
　 脂代谢 Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｍａｐ０１０４０ 不饱和脂肪酸生物合成 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ

ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ
４.１８×１０－１ ９ ０.６

　 １)Ｐ－ａｄｊｕｓｔ: 矫正后的 Ｐ值 Ｐ￣ｖａｌｕｅ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ.

３　 讨论和结论

通常情况下ꎬ植物的成熟花粉在散落到柱头上后

需要经过附着、吸水、萌发及花粉管伸长等一系列生

理过程才能完成受精ꎬ任何一个环节发生障碍都不能

成功受精ꎮ 并且ꎬ自交不亲和是植物防止自交退化、
保持遗传多样性的一种常见的生殖隔离现象[１３－１４]ꎬ
目前关于自交不亲和的研究主要集中在十字花科

( Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ ) [１５]、 茄 科 ( Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ) [１６]、 蔷 薇 科

(Ｒｏｓａｃｅａｅ) [１７－１８]和罂粟科(Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ) [１９－２０]等植

物上ꎮ 根据遗传方式ꎬ植物自交不亲和可分为配子体

自交不亲和(ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｉｃ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ)和孢子

体自交不亲和(ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｉｃ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ)２ 种类

型[２１]ꎮ 孢子体自交不亲和多见于十字花科、菊科、旋
花科(Ｃｏｎｖｏｌｖｕｌａｃｅａｅ)等植物ꎬ目前以十字花科芸薹

属(Ｂｒａｓｓｉｃａ Ｌｉｎｎ.)植物相关研究最多ꎬ该属植物的雌

蕊和花粉的 Ｓ基因相互作用ꎬ导致自花授粉柱头上的

花粉粒萌发失败ꎬ致使植物自交不亲和[２２－２３]ꎮ 菊科

植物普遍存在自交不亲和现象ꎬ但关于其自交不亲和

的机制却知之甚少ꎮ Ａｌｌｅｎ 等[２４－２５]研究表明:菊科千

里光属(Ｓｅｎｅｃｉｏ Ｌｉｎｎ.)植物的柱头结构与研究较多的

十字花科芸薹属植物明显不同ꎬ前者属于半干半湿性

柱头ꎬ后者属于干性柱头ꎬ但菊科千里光属植物自交

不亲和的分子机制尚不清晰ꎮ 研究表明:菊花

(Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ Ｒａｍａｔ.)的自交不亲和反

应部位在雌蕊柱头上ꎬ表现为花粉粒黏附少、萌发率

低及诱导胼胝质生成ꎬ花粉管在柱头上出现各种异常

现象很难进入花柱ꎬ并且菊花的自交不亲和障碍并不

完全ꎬ自交结实率为 ０％ ~ ８％ꎬ属于不完全自交不亲

和[２６－２７]ꎮ 还有研究发现ꎬ菊花的减数分裂过程和花

粉育性与自交结实率没有必然联系ꎬ少数菊花材料自

交结实很可能是 Ｓ 基因发生突变或表达差异造成

的[２８－２９]ꎬＣｍＳＲＫ１和 ＣｍＰＣＰ１ 可能分别是菊花雌蕊

和花粉的 Ｓ基因ꎬ根据这 ２个基因可确定菊花属于孢

子体自交不亲和型[３０]ꎮ
本研究选择与自交亲和无性系‘Ｚ８’具有相同亲

本但自交不亲和的无性系‘Ｂ４’为对照ꎬ将其与‘Ｚ８－
４２’进行杂交ꎬ结果显示以‘Ｂ４’为母本、‘Ｚ８－４２’为
父本的结实率为 ５８％ꎬ以‘Ｚ８－４２’为母本、‘Ｂ４’为父

本的结实率为 ６０％ꎬ表明这 ２个无性系柱头和花粉的

功能正常ꎮ 荧光显微观察结果显示:‘Ｂ４’的自花授

０３
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粉柱头无花粉附着ꎬ而自交亲和无性系‘Ｚ８－４２’自花

授粉柱头附有花粉ꎬ由此推测‘Ｂ４’的自交不亲和障

碍可能发生在柱头与花粉互作的起始阶段(如识别、
黏附过程)ꎬ而‘Ｚ８－４２’自花授粉后花粉可以在柱头

上附着可能是促使其自交亲和的关键ꎮ
转录组测序分析结果显示:在 ＮＲ数据库中将甜

菊自花授粉柱头的转录组 ｕｎｉｇｅｎｅ与其他植物转录组

注释 ｕｎｉｇｅｎｅ 的同源序列进行匹配ꎬ甜菊与向日葵

ｕｎｉｇｅｎｅ的序列同源性最高ꎬ其次是朝鲜蓟、莴苣和黄

花蒿ꎬ这可能是因为这 ４ 种植物和甜菊都属于菊科ꎬ
因此在生理和分子水平上相似性较高ꎮ 后期可参考

这 ４种植物的自交不亲和机制开展破除甜菊自交不

亲和障碍的相关研究ꎮ
在转录组分析中ꎬＧＯ 富集分析常用来寻找差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 引起的功能变化ꎬＫＥＧＧ 富集分析则用

于寻找差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 对不同代谢通路的影响ꎮ
ＧＯ富集分析结果表明:生物过程大类中富集到信号

转导功能的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多ꎬ细胞组分大类中

富集到膜部分、膜固有成分和膜组成成分的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅ非常多ꎬ而分子功能大类中富集到离子结合

功能的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 最多ꎬ推测这些差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅ可引起甜菊柱头细胞信号转导、膜成分、离子

结合等功能和结构的变化ꎬ从而导致供试 ２个无性系

的自交亲和性不同ꎬ具体机制有待后续研究ꎮ ＫＥＧＧ
富集分析结果表明:生物系统大类的环境适应二级分

类中的植物 －病原体互作通路富集的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅ最多ꎬ这与王海静等[３１]的研究结果相似ꎮ 已

有研究表明:花粉和花柱的识别模式类似细菌侵染引

起的生物反应[３２]ꎬ花柱识别自花或异花花粉的机制

与植物体区分伤害和外来病原入侵的机制类似ꎬ在自

交不亲和识别过程中ꎬ当外界花粉进入柱头后ꎬ柱头

中 Ｓ核糖核酸酶(Ｓ￣ＲＮａｓｅ)表达水平的变化可能是

植物体的一种防御信号[３３]ꎬ且有研究者推测植物自

交不亲和由病原防御进化而来[３４]ꎮ 可见ꎬ植物－病原

体互作通路在植物自交不亲和过程中起重要作用ꎮ
综合上述研究结果ꎬ初步判定甜菊自交不亲和障

碍可能发生在柱头与花粉互作的起始阶段ꎬ如识别、
黏附过程ꎻ差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 引起的柱头细胞信号转

导、膜成分、离子结合等功能和结构改变可能是导致

供试 ２个无性系自交亲和性不同的原因ꎬ且植物－病
原体互作通路可能参与柱头和花粉的识别过程ꎬ与自

交不亲和性密切相关ꎬ这将是今后研究的重点ꎮ
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公益宣传: 全国生态日

“绿水青山就是金山银山”是习近平生态文明思想的核心理念ꎮ 党的十八大以来ꎬ我国生态环境保护发生了历史性、转折

性、全局性变化ꎬ生态文明建设取得举世瞩目的成就:率先提出和实施生态保护红线制度ꎬ推动建设世界上最大的国家公园体系ꎬ
近十年增加的森林面积约占全球增加的森林面积的四分之一􀆺􀆺实践证明:绿水青山既是自然财富、生态财富ꎬ又是社会财富、
经济财富ꎮ

为了更好地学习宣传贯彻习近平生态文明思想ꎬ提高全民生态环境保护意识ꎬ２０２３年 ６月 ２８日ꎬ十四届全国人大常委会第

三次会议决定将 ８月 １５日设立为“全国生态日”ꎬ倡导简约适度、绿色低碳的生活方式ꎬ拒绝奢华和浪费ꎬ增强全民生态环境保护

的思想自觉和行动自觉ꎬ从而推动我国生态文明建设不断取得新成效ꎮ

２３


