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摘要： 以生长于广西大厂锡多金属矿上部（重金属胁迫区）和未受矿化或污染影响的矿区外围（对照区）的芒萁

〔Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ〕为实验材料，对芒萁叶片进行转录组高通量测序，并对组装得到的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
经 ＮＣＢＩ 官方非冗余蛋白质序列数据库（Ｎｒ）、ＮＣＢＩ 官方非冗余核苷酸序列数据库（Ｎｔ）、ＫＥＧＧ 直系同源数据库

（ＫＯ）、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ 数据库（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ）、蛋白质家族数据库（Ｐｆａｍ）、基因功能分类体系数据库（ＧＯ）和真核生物直系

同源序列数据库（ＫＯＧ）进行注释，同时分析重金属胁迫区和对照区芒萁叶片间的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ。 结果显示：测
序获得 １９􀆰 ５６ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，其中，重金属胁迫区和对照区芒萁叶片分别含 １０􀆰 １４ 和 ９􀆰 ４２ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ。 组装得到

的 ２５０ ５８２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中有 １２０ ０９７ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 得到注释，占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ４７􀆰 ９３％。 与对照区相比较，重金属胁

迫区芒萁叶片中上调和下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ２０８ 和 ６２０ 个，其中 １２０ 个上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为代

谢过程，占所有上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ５７􀆰 ６９％；２８５ 个下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为催化活性，占所有下调差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ４５􀆰 ９７％。 重金属胁迫区芒萁叶片中 １５ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与重金属转运和耐受相关，其中 ｃ４４９８８＿ｇ１ 和

ｃ８４１２１＿ｇ１ 的相对表达量分别极显著和显著高于对照区。 研究结果显示：芒萁响应自然金属矿化或矿山重金属污

染的基因可以用于生物地球化学找矿和土壤重金属污染检测。
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　 　 芒萁〔Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ〕隶

属于里白科 （ Ｇｌｅｉｃｈｅｎｉａｃｅａｅ） 芒萁属 （ Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ
Ｂｅｒｎｈ．），是一种普遍生长于热带、亚热带红壤丘陵、
荒坡林缘的蕨类植物，耐酸、耐旱、耐贫瘠，属于典型

的酸性土壤指示植物［１］。 在金、锡、钼和铊等金属矿

床上部生长的芒萁，其体内与成矿有关的元素明显高

于背景区，产生了生物地球化学异常，因此可以作为

生物地球化学找矿的有效指示植物之一［２－６］。 在受

矿区开采污染土壤中生长的芒萁，其地上部分能吸收

大量重金属元素，属于金属富集型植物，可用于污染

土壤的植物修复［７－８］。 说明芒萁受到高含量金属环

境的胁迫后，体内会聚集大量的金属元素。
大量研究结果表明：植物体内聚集的金属元素特

别是重金属元素，可显著影响植物细胞内的基因表达

水平［９－１３］。 为了揭示芒萁受金属胁迫后的转录调控

机制，明确芒萁响应金属胁迫的相关基因和重要通

路，作者分别采集了生长在广西大厂锡多金属矿上部

和未受矿化或污染影响的矿区外围的芒萁植株作为

实验材料，进行转录组测序并从头组装 （ ｄｅ ｎｏｖｏ
ａｓｓｅｍｂｌｙ），分析芒萁体内响应重金属胁迫的相关差

异表达基因，以期进一步研究受重金属胁迫差异表达

的基因与自然矿床或开采矿山污染土壤的关系，并为

芒萁应用于生物地球化学找矿和植物修复环境治理

提供基础理论依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

供试芒萁植株分别采自广西大厂锡多金属矿上

部（以下简称为重金属胁迫区）土壤和未受矿化或污

染影响的矿区外围（以下简称为对照区）土壤。 其

中，重金属胁迫区生长的芒萁植株较对照区矮小，叶
面泛黄伴褐色锈斑。

随机选取重金属胁迫区和对照区同一生长时期

的芒萁植物各 ３ 株，剪取同一部位、大小一致的新鲜

叶片，同一区域的芒萁叶片各称取 ０􀆰 １ ｇ，剪碎并混合

均匀，置于 ５ ｍＬ 冻存管中，立即投入液氮中保存，用
于总 ＲＮＡ 的提取。

在采集芒萁叶片的同时，采集芒萁植株根际土壤

样品并测定土壤中相关矿化元素含量。 测定结果表

明：重金属胁迫区土壤中砷、锑、钨、铋、锡、铅、银和镍

的含量分别为对照区土壤的 ３９、３８、３３、２７、２６、１６、１１
和 １１ 倍。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取及检测方法 　 根据 ＴＲＩｚｏｌ 􀳏
Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）产

品说明书进行实验操作，提取芒萁叶片总 ＲＮＡ。 每

１００ ｍｇ 芒萁叶片加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ􀳏 Ｒｅａｇｅｎｔ，迅速混

匀，加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 三氯甲烷，剧烈震荡 ３０ ｓ，室温静置

５ ｍｉｎ，４ ℃条件下 １２ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ。 为获

得高质量的总 ＲＮＡ，避免触碰中间杂蛋白层，小心地

吸取上层水相约 ０􀆰 ６ ｍＬ 于 １􀆰 ５ ｍＬ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，
加入 １０ μＬ ＤＮａｓｅ Ⅰ（ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ）消化 ＤＮＡ，轻柔混

匀 ３０ ｓ，室温孵育 １０ ｍｉｎ，加入等体积三氯甲烷，剧烈

震荡 ３０ ｓ，室温静置 ５ ｍｉｎ， ４ ℃ 条件下 １２ ０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ。 小心吸取上层水相 ０􀆰 ４ ｍＬ，加
入等体积异丙醇，室温放置 １０ ｍｉｎ， ４ ℃ 条件下

１２ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ，然后用体积分数 ７５％乙

２
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醇清洗沉淀 ２ 次，４ ℃ 条件下 ８ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１ 离心

１ ｍｉｎ，弃乙醇，冰上自然干燥沉淀，最后用 ＲＮａｓｅ －
ｆｒｅｅ 水溶解沉淀。 利用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪（美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）对总 ＲＮＡ 的质量和浓度进行检测和

分析。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 文库构建及 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 测序方法 　 样

品检测合格后，分别取等体积的经 ＤＮａｓｅ Ⅰ消化的

芒萁叶片总 ＲＮＡ，用带有 Ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ） 的磁珠 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）富集 ｐｏｌｙ（Ａ） ｍＲＮＡ，
随后加入 ５×Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）
在 ＴｈｅｒｍｏＭｉｘｅｒ􀳏 Ｆ１􀆰 ５ 恒温混匀仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）中于室温条件下将 ｍＲＮＡ 打断成短片段，以打

断的 ｍＲＮＡ 为模板，用六碱基随机引物 （ ｒａｎｄｏｍ
ｈｅｘａｍｅｒｓ） 合成第 １ 链 ｃＤＮＡ， 然后加入缓冲液、
ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ⅰ和 ＲＮａｓｅ Ｈ 合成第 ２ 链

ｃＤＮＡ，再用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ 试剂盒（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司）纯化双链 ｃＤＮＡ。 纯化后的双链 ｃＤＮＡ 先进行

末端修复、加 Ａ 尾并连接测序接头，再用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
Ｂｅａｄｓ 试剂盒进行片段大小选择，最后使用 ＡＢＩ ９７００
型 ＰＣＲ 扩增仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）进行

ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系总体积为 ５０􀆰 ０ μＬ，包含

１０􀆰 ０ μＬ ５ × Ｐｈｕｓｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ、 １􀆰 ０ μＬ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ ＰＥ
１􀆰 ０、１􀆰 ０ μＬ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ ＰＥ ２􀆰 ０、０􀆰 ５ μＬ Ｐｈｕｓｉｏｎ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、０􀆰 ５ μＬ ２５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ Ｍｉｘ、７􀆰 ０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ 和 ３０􀆰 ０ μＬ 已经连接测序接头的连接产物。
扩增程序为：９８ ℃预变性 ３０ ｓ；９８ ℃变性 １０ ｓ，６５ ℃
退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，１５ 个循环；最后在 ７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ。 扩增反应结束后降温至 ４ ℃，用 ＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ Ｂｅａｄｓ 试剂盒纯化 ＰＣＲ 产物，得到最终的 ｃＤＮＡ
文库。

ｃＤＮＡ 文库构建完成后，先使用 Ｑｕｂｉｔ􀳏 ２􀆰 ０ 荧光

定量仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）进行初步

定量，稀释至 １􀆰 ５ ｎｇ·μＬ－１，随后使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 型

生物分析仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）采用 ＤＮＡ １０００ 分析

试剂盒（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）对 ｃＤＮＡ 文库的 ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ
进行检测，ｉｎｓｅｒｔ ｓｉｚｅ 符合预期后，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｑＰＣＲ
定量操作指南中的 ｑＰＣＲ 方法对构建的 ｃＤＮＡ 文库

的有效浓度进行准确定量（ｃＤＮＡ 文库有效浓度大于

２ ｎｍｏｌ · Ｌ－１ ）， 以保证 ｃＤＮＡ 文库的质量。 使用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ４０００ 平台 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司） 对

ｃＤＮＡ 文库进行测序，测序在北京诺禾致源生物信息

科技有限公司完成。

１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列组装　 使用组装软件 Ｔｒｉｎｉｔｙ［１４］

将 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序得到的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 按顺序进

行 ｄｅ ｎｏｖｏ 组装获得 ｕｎｉｇｅｎｅ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列注释、功能分类及生物学通路分

析　 使用 ＢＬＡＳＴ 软件利用 ＮＣＢＩ 官方非冗余蛋白质

序列数据库 （ ＮＣＢＩ ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄａｔａｂａｓｅ，Ｎｒ）、ＮＣＢＩ 官方非冗余核苷酸序列数据库

（ ＮＣＢＩ ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ，
Ｎｔ）、 ＫＥＧＧ 直 系 同 源 数 据 库 （ ＫＥＧＧ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ
ｄａｔａｂａｓｅ，ＫＯ）、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ 数据库（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ）、蛋白

质家族数据库（Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｄａｔａｂａｓｅ，Ｐｆａｍ）、基因功

能分类体系数据库（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ，ＧＯ）和真

核生物直系同源序列数据库 （ ｅｕＫａｒｙｏｔｉｃ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ
Ｇｒｏｕｐｓ ｄａｔａｂａｓｅ，ＫＯＧ）等对 ｕｎｉｇｅｎｅ 进行注释，同时

使用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ［１５］以及 Ｎｒ 注释结果进行 ＧＯ 注释和

ＧＯ 功能分类统计，再联合使用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ ５［１６］进行

ＩｎｔｅｒＰｒｏ 注释分析，从而得到 ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能注释

信息。
１􀆰 ２􀆰 ５　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 分析 　 使用 ＲＳＥＭ（ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ ｂｙ ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ⁃ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ） ［１７］将 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 中的

ｒｅａｄｓ 映射（ｍａｐｐｉｎｇ）到通过 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件组装获得的

转录物上，Ｂｏｗｔｉｅ ２［１８］不允许错配，使用 ＤＥＧｓｅｑ［１９］进

行差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 检测。 所得到的 差 异 表 达

ｕｎｉｇｅｎｅ 分别使用 ｇｏｓｅｑ 软件［２０］和 ＧＯ 富集软件［２１］进

行分析。
１􀆰 ２􀆰 ６　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的验证　 选取转录组测序

获得的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ，以芒萁的 ａｃｔｉｎ 基因作为内

参基因，根据基因序列使用 Ｐｒｉｍｅｒ ６􀆰 ０ 软件设计引物

并由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 使用

转录组测序的 ＲＮＡ 样品进行反转录获得第 １ 链

ｃＤＮＡ，然后通过荧光定量 ＰＣＲ 法对选取 ｕｎｉｇｅｎｅ 的

表达量进行定量分析。 荧光定量 ＰＣＲ 实验使用罗氏

荧光定量试剂盒 （ ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ，瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）并参考说明书进行操作，并
在罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ􀳏 ４８０Ⅱ实时荧光定量 ＰＣＲ 系统

（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）进行反应。 扩增程序为：９５ ℃预

变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ５ ｓ，７２ ℃退火 ４０ ｓ，４５ 个循

环。 扩增反应结束后，以芒萁的 ａｃｔｉｎ 基因进行校正，
并将对照区芒萁叶片中待测 ｕｎｉｇｅｎｅ 的转录水平设为

“１”，重金属胁迫区芒萁叶片中待测 ｕｎｉｇｅｎｅ 的相对

表达量采用 ２－ΔΔＣＴ方法［２２］进行计算。

３
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２　 结果和分析

２􀆰 １　 转录组测序概况及序列组装结果分析

用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ４０００ 平台对构建的芒萁叶片

ｃＤＮＡ 文库进行高通量测序，共获得 １３５ ６４６ １６６ 条

ｒａｗ ｒｅａｄｓ，对其进行数据质控，丢弃 ５ ２５９ ２３４ 条不合

格的 ｒｅａｄｓ，获得测序数据 １９􀆰 ５９ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，其中

重金属胁迫区芒萁叶片含 １０􀆰 １４ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，对照

区芒萁叶片含 ９􀆰 ４２ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，平均 Ｑ３０ 分别为

９２􀆰 ９４％和 ９３􀆰 ２９％。
利用组装软件 Ｔｒｉｎｉｔｙ［１４］ 对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行混合

拼装，获得的转录物平均长度为 ５６７ ｂｐ，最大长度为

１７ ３６３ ｂｐ， 选 取 拼 接 得 到 的 最 长 转 录 物 作 为

ｕｎｉｇｅｎｅｓ，获得 ２５０ ５８２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长度为 ４５５
ｂｐ，Ｎ５０ 长度为 ５１５ ｂｐ，转录物与 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 长度分布

见图 １。 由图 １ 可见：长度为 ２００ ～ ３００ ｂｐ 的转录物

和 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 较多，分别有 １５８ ８３９ 和 １４９ ３６０ 个；长度

为 ３０１～ ５００ ｂｐ 的转录物和 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 明显减少，分别

有 ６３ ０２７ 和 ５４ ５９４ 个；长度为 ５０１～１ ０００ ｂｐ 的转录

物和 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ３５ ４４４ 和 ２６ １７９ 个；长度为

１ ００１～２ ０００ ｂｐ 的转录物和 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ２４ ８７４
和 １３ ２６６ 个；长度大于 ２ ０００ ｂｐ 的转录物和 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
分别有 １５ ６３６ 和 ７ １８３ 个。

□： 转录物 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ； ■： Ｕｎｉｇｅｎｅ．

Ａ： ２００－３００； Ｂ： ３０１－５００； Ｃ： ５０１－１ ０００； Ｄ： １ ００１－２ ０００； Ｅ： 大于
２ ０００ Ａｂｏｖｅ ２ ０００．

图 １　 组装获得芒萁叶片中转录物与 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度分布图
Ｆｉｇ． １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ａｎｄ
ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ

２􀆰 ２　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 功能注释分析

为了获得芒萁叶片中 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能信息，将组

装得到的 ２５０ ５８２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行 ＮＣＢＩ 官方非冗余

蛋白质序列数据库（Ｎｒ）、ＮＣＢＩ 官方非冗余核苷酸序

列数据库（Ｎｔ）、ＫＥＧＧ 直系同源数据库（ＫＯ）、Ｓｗｉｓｓ－
Ｐｒｏｔ 数 据 库 （ Ｓｗｉｓｓ － Ｐｒｏｔ ）、 蛋 白 质 家 族 数 据 库

（Ｐｆａｍ）、基因功能注释数据库（ＧＯ）和真核生物直系

同源序列数据库（ＫＯＧ）的 ＢＬＡＳＴ 注释，各数据库分

别注释了 ８０ ５３６、３０ ０９６、３７ ６３２、 ８５ ０３５、 ８１ ４５０、
８３ ６１１和 ５２ ５５７ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，分别占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的

３２􀆰 １４％、１２􀆰 ０１％、１５􀆰 ０２％、３３􀆰 ９３％、３２􀆰 ５０％、３３􀆰 ３７％
和 ２０􀆰 ９７％。 统计结果显示：共有 １２０ ０９７ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
得到注释，占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ４７􀆰 ９３％；有 １３０ ４８５ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 未被注释，占 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 ５２􀆰 ０７％。
ＧＯ 数据库对基因及其产物的描述分为生物过

程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）
和分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ）。 对获得 ＧＯ 注释的

８３ ６１１ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行分类统计（图 ２）。 在生物过

程中，４３ ６７３ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为细胞过程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ）， ４４ ５６９ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注 释 为 代 谢 过 程

（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ）。 在 分 子 功 能 中， ３８ ０１４ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为催化活性（ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ），３８ ３３３
个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为结合（ｂｉｎｄｉｎｇ）。

ＫＥＧＧ 是一系列分子作用与互作通路网络，包括

新陈 代 谢 （ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ）、 遗 传 信 息 处 理 （ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、环境信息处理（ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）、细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ）、
生物系统 （ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ） 和人类疾病 （ ｈｕｍａｎ
ｄｉｓｅａｓｅｓ）。 为了进一步研究芒萁中活跃的生物学通

路，本研究使用 ＫＡＡＳ （ ＫＥＧＧ Ａｕｔｏｍａｔｉｃ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
Ｓｅｒｖｅｒ） ［２３］将 ３７ ６３２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 定位到 ＫＯ 数据库中

除人类疾病以外的 ５ 种分类（图 ３）。 在二级分类中

较 为 丰 富 的 通 路 分 别 为 碳 水 化 合 物 代 谢

（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）与翻译（ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ），分别

有 ６ ００７ 和５ ２８２个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 参与通路，分别占 ＫＯ 数

据库注释 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的 １５􀆰 ９６％和 １４􀆰 ０４％；氨基酸

代谢（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）通路也较丰富，有 ４ ０９５
个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 参与通路，占 ＫＯ 数据库注释 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总

数的 １０􀆰 ８８％。 这些通路可能在芒萁生化代谢中具有

重要作用。
２􀆰 ３　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 检测

以对照区芒萁叶片中 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 表达水平为参照，
检测重金属胁迫区芒萁叶片中差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的

表达情况，选取 ｑ＜０􀆰 ００５ 并且 ｌｏｇ２（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）＞１ 的

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 评估重金属胁迫区和对照区芒萁叶

４
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图 ２　 组装获得的芒萁叶片中 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 功能分类结果

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ

图中数据表示 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数量 Ｄａｔｕｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ． Ａ： 新陈代谢 Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｂ： 生物系统 Ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ； Ｃ： 遗传信
息处理 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ； Ｄ： 环境信息处理 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ； Ｅ： 细胞过程 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．

图 ３　 组装获得的芒萁叶片中 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＫＯ 代谢通路分类结果
Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＫＯ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ
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片中的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，结果见图 ４。 在重金属胁

迫区芒萁叶片中上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ２０８ 个，下
调差 异 表 达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ６２０ 个， 下 调 差 异 表 达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 是上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ２􀆰 ９８ 倍。
２􀆰 ４　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ＧＯ 功能分类分析

对重金属胁迫区芒萁叶片中上调和下调差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行 ＧＯ 功能分类富集分析，结果分别见

图 ５ 和图 ６。 上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中有 ２８ 个富集

的 ＧＯ 条目，其中有 １２０ 个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释为

代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ），占所有上调差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ５７􀆰 ６９％。 下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中有 １８
个富集的 ＧＯ 条目，下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中有 ２８５
个注释为催化活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ），占所有下调差

异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ４５􀆰 ９７％。
２􀆰 ５　 与重金属转运和耐受相关的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 及其差

异表达情况

对重 金 属 胁 迫 区 芒 萁 叶 片 中 组 装 获 得 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行 ＢＬＡＳＴｐ 注释，结果见表 １。 结果显示：
１５ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与重金属转运和耐受相关。

ｐａｄｊ： 调整后的 ｐ 值 Ａｄｊｕｓｔｅｄ ｐ⁃ｖａｌｕｅ． ： 下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｄｏｗｎ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ； ： 除上调和下调以外的差异
表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｕｐ⁃ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ； ： 上 调 差 异 表 达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ． 横向虚线以下及纵向虚线间为无显著性的差异表
达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｌｏｗ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅ
ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

图 ４　 重金属胁迫区芒萁叶片中差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的火山图
Ｆｉｇ． ４　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ ｉｎ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ

图中不包括被归类为“未知”功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｔｈｅ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ “ｕｎｋｎｏｗｎ” ａｒｅ ｎｏｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ．

图 ５　 重金属胁迫区芒萁叶片中上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 功能分类结果
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ

Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ ｉｎ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ
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图中不包括被归类为“未知”功能的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ Ｔｈｅ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ “ｕｎｋｎｏｗｎ” ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ．

图 ６　 重金属胁迫区芒萁叶片中下调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 功能分类结果
Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ

Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ ｉｎ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ

表 １　 重金属胁迫区芒萁叶片中 ＢＬＡＳＴｐ 注释的与重金属转运和耐受相关的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｄｅｓｃｒｉｐｔｅｄ ｂｙ ＢＬＡＳＴｐ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．）
Ｎａｋａｉｋｅ ｉｎ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ

Ｕｎｉｇｅｎｅ
序列长度 ／ ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

期望值
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ

注释
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

表达水平１）

Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ１）

ｃ１３４８９＿ｇ１ ５１９ ＡＩＧ１３０４９􀆰 １ ２􀆰 ９０Ｅ－１２ 假定重金属转运 Ｐ１Ｂ － ＡＴＰａｓｅ ２ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ Ｐ１Ｂ⁃ＡＴＰａｓｅ ２

ＵＲ

ｃ９３０３１＿ｇ１ ８４２ ＫＥＨ１８４２０􀆰 １ ４􀆰 ６８Ｅ－１０ 重金属相关结构域蛋白Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＵＲ

ｃ９１２５９＿ｇ１ １ ５１６ ＫＥＨ３６９８６􀆰 １ ４􀆰 １７Ｅ－２４ 重金属 转 运 ／ 解 毒 超 家 族 蛋 白 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ／
ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＵＲ

ｃ５４４３７＿ｇ１ ５０９ ＫＧＮ４６７７０􀆰 １ ６􀆰 ９３Ｅ－５７ 假定蛋白 Ｃｓａ＿６ｇ１３３７９０ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｓａ＿６Ｇ１３３７９０ ＤＲ

ｃ１０７６６３＿ｇ１ ２３７ ＮＰ＿００１０５２３０４􀆰 １ ２􀆰 ０８Ｅ－２９ 重金属相关异戊二烯植物蛋白 ２６ Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｓｏｐｒｅｎｙｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６

Ｓ　

ｃ１１９１５＿ｇ１ ７２２ ＸＰ＿００１６９７２６７􀆰 １ ４􀆰 ２５Ｅ－７０ 一半 大 小 的 ＡＢＣ 转 运 蛋 白， 膜 蛋 白 Ｈａｌｆ⁃ｓｉｚｅ ＡＢＣ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ， ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＵＲ

ｃ１３２０９１＿ｇ１ ４４７ ＸＰ＿００１７０３１１９􀆰 １ ７􀆰 ６２Ｅ－３２ 线粒 体 上 的 一 半 大 小 的 ＡＢＣ 转 运 蛋 白， 膜 蛋 白
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈａｌｆ⁃ｓｉｚｅ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ， ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＤＲ

ｃ１３９９９＿ｇ１ ２９７ ＸＰ＿００５６４９９９５􀆰 １ １􀆰 １９Ｅ－１１ 重金属迁移 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ＵＲ

ｃ２０７０４０＿ｇ１ ２９５ ＸＰ＿００５８２９７６２􀆰 １ ４􀆰 １５Ｅ－１１ 重金属输出蛋白 ｈＭＴ１，ＡＢＣ 超家族 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｅｘｐｏｒｔｅｒ
ＨＭＴ１， ＡＢＣ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ

ＤＲ

ｃ４４９８８＿ｇ１ １ ０９３ ＸＰ＿００６４４８２９２􀆰 １ １􀆰 ４４Ｅ－１６ 重金属输出蛋白 ｈＭＴ１，ＡＢＣ 超家族 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｅｘｐｏｒｔｅｒ
ＨＭＴ１， ＡＢＣ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ

ＤＲ

ｃ９２２８４＿ｇ１ １ ０２６ ＸＰ＿００６８４６４３５􀆰 １ ４􀆰 ４１Ｅ－３５ 重金属相关异戊二烯植物蛋白 ２６ Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｓｏｐｒｅｎｙｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６

ＤＲ

ｃ８４１２１＿ｇ１ １ ３１８ ＸＰ＿００８７８３５４９􀆰 １ ２􀆰 ９１Ｅ－３４ 重金属相关异戊二烯植物蛋白 ２６ Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｓｏｐｒｅｎｙｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６

ＵＲ

ｃ１７７１７７＿ｇ１ ２４１ ＸＰ＿００９３４８１７０􀆰 １ ５􀆰 ３１Ｅ－１２ 重金属耐受样蛋白 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｌｉｋｅ ＵＲ

ｃ１１５９８６＿ｇ１ ２５２ ＸＰ＿０１０５２５４４７􀆰 １ １􀆰 ８２Ｅ－２６ 重金属相关异戊二烯植物蛋白 ２６ Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｓｏｐｒｅｎｙｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６

ＤＲ

ｃ２３７８５３＿ｇ１ ２４６ ＸＰ＿０１１３９９２０２􀆰 １ ５􀆰 ６６Ｅ－１８ 线粒体 ＡＴＰ 结合盒亚家族 Ｂ 成员 ６ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ
ｓｕｂ⁃ｆａｍｉｌｙ Ｂ ｍｅｍｂｅｒ ６， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＵＲ

　 １）ＵＲ： 上调 Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ； Ｓ： 相似 Ｓｉｍｉｌａｒ； ＤＲ： 下调 Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．

７
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　 　 从 １５ 个与重金属转运和耐受相关的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中

选择 ５ 个组装获得的序列长度较长的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，分别

为 ｃ９３０３１＿ｇ１、ｃ９１２５９＿ｇ１、ｃ４４９８８＿ｇ１、ｃ９２２８４＿ｇ１ 和

ｃ８４１２１＿ ｇ１。 ＲＮＡ － Ｓｅｑ 检测结果 （图 ７ － Ａ） 显示：
ｃ４４９８８＿ｇ１ 在重金属胁迫区芒萁叶片中的相对表达

量只有对照区的 ３７％，与对照区差异极显著 （ ｑ ＜
０􀆰 ００１）；而 ｃ８４１２１＿ｇ１ 在重金属胁迫区芒萁叶片中的

相对表达量为对照区的 ３􀆰 ２ 倍，与对照区差异显著

（ｑ＜０􀆰 ００５）；其余 ３ 个与重金属转运和耐受相关的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的相对表达量在重金属胁迫区和对照区间

的差异均不显著。
以芒萁的 ａｃｔｉｎ 基因为内参基因，对 ５ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ

的相对表达量进行荧光定量 ＰＣＲ 检测（图 ７－Ｂ）。 结

果显示：荧光定量 ＰＣＲ 和 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 检测得到的 ５ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的相对表达量存在一定差异，但是二者反映

出的上调和下调的趋势一致。

□： 对照区 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｒｅａ； ■： 重金属胁迫区 Ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ． Ｕ１： ｃ４４９８８⁃ｇ１； Ｕ２： ｃ８４１２１⁃ｇ１； Ｕ３： ｃ９１２５９⁃ｇ１； Ｕ４： ｃ９２２８４⁃ｇ１； Ｕ５：
ｃ９３０３１⁃ｇ１．

Ａ： ＲＮＡ－Ｓｅｑ 检测 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； Ｂ： 荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

图 ７　 重金属胁迫区芒萁叶片中与重金属转运和耐受相关的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的差异表达分析
Ｆｉｇ． ７　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ

Ｄｉｃｒａｎｏｐｔｅｒｉｓ ｐｅｄａｔａ （Ｈｏｕｔｔ．） Ｎａｋａｉｋｅ ｉｎ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｒｅａ

３　 讨　 　 论

不同种类金属胁迫可导致植物某些基因表达水

平出现不同的变化［９－１３，２４］，这些基因可能潜在指示某

种金属的胁迫作用，或者同种金属不同浓度的胁迫作

用，找到响应金属胁迫的差异表达基因有望为利用植

物找矿开辟新途径。 用常规的分子生物学手段寻找

响应金属胁迫的差异表达基因不仅要求研究对象有

基因组数据支持，而且工作量大，耗资巨大。 ＲＮＡ－
Ｓｅｑ 高通量测序技术，不但可以快速全面地了解样本

间的差异表达基因，而且测序价格越来越低，为将来

利用该技术寻找指示矿藏的植物基因提供了可能。
芒萁的遗传背景研究较少，在 ＮＣＢＩ 上尚未找到

已经公开报道的芒萁参考基因组或转录组信息。 本

研究应用 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 高通量测序技术对重金属胁迫区

和对照区的芒萁进行转录组测序，获得 １９􀆰 ５６ Ｇｂ

ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，其中重金属胁迫区和对照区芒萁叶片中分

别含 １０􀆰 １４ 和 ９􀆰 ４２ Ｇｂ ｃｌｅａｎ ｄａｔａ，获得的芒萁转录组

信息不但能用于寻找响应金属胁迫相关基因，还为芒

萁遗传信息的相关研究提供了数据参考。
将转录组测序分析结果与数字基因表达谱相结

合是筛选、分析无参考基因组物种差异表达基因最有

效的方法之一。 本研究设定对照区芒萁叶片中的基

因表达水平为参照来检测重金属胁迫区芒萁叶片中

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的表达情况，重金属胁迫区芒萁样

品中上调差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ２０８ 个，下调差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ６２０ 个，说明重金属胁迫影响了基因的正

常表达水平。 推测芒萁能富集和耐受高浓度的重金

属元素可能与某些重金属转运和耐受相关的基因调

控有关。 本研究对重金属胁迫区芒萁叶片中的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行 ＢＬＡＳＴｐ 注释，明确了这些 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 在

细胞代谢过程的具体分类和生物通路，共有 １５ 个

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 被注释为与重金属转运和耐受相关，其中

８
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ｃ４４９８８＿ｇ１ 和 ｃ８４１２１＿ｇ１ 的相对表达量分别极显著和

显著高于对照区，这 ２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 可以作为潜在的用

于植物地球化学找矿的候选基因。
本研 究 中， 芒 萁 的 转 录 物 中 仅 ４７􀆰 ９３％ 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 被注释，可能由于芒萁的基因组和转录组还

没有相关研究，在数据库中没有相应的参考序列，而
芒萁作为比较古老的植物，与很多已进行基因组测序

的物种亲缘关系较远，所以根据其他物种的基因信息

进行注释获得的注释基因数量较少。 此外，由于芒萁

转录物可能比较复杂，常规组装手段获得的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
平均长度太短，数量太大，影响后续的数据分析，今后

需要进一步优化组装的参数，或采用第三代测序技

术，提高测序读长，从而使更多的芒萁基因得到注释。
对未能获得注释的响应重金属胁迫的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 也可

以开展基因功能研究，以期获得能够稳定响应某种重

金属胁迫的基因用于植物地球化学找矿和土壤重金

属污染检测。
综上所述，生长于重金属胁迫区的芒萁与对照区

的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的表达差异较大，这些差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
可以作为植物地球化学找矿和土壤重金属污染检测

的候选基因，但还需要后续的研究进一步验证。
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