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摘要: 以米槠〔Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ〕花芽期、半开期和盛花期的雄花为研究材料ꎬ利用高通量测序平

台构建米槠雄花发育过程的转录组数据库ꎮ 分别对花芽期与半开期、半开期与盛花期以及花芽期与盛花期进行比

较ꎬ筛选与雄花发育相关的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ并对差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行功能注释ꎮ 同时对米槠 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族

基因进行鉴定ꎬ分析其在米槠雄花发育 ３ 个时期的表达量变化ꎮ 结果显示:在获得的转录组中ꎬｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数为

６２８ ８００ ０００~６４３ ７００ ０００ꎬ高质量总碱基量为 ６.２９~６.４４ ＧｂꎬＱ３０ 碱基百分比均不小于 ９０.６７％ꎬＧＣ 含量为４５.０９％~
４５.３９％ꎮ 花芽期与半开期、半开期与盛花期以及花芽期与盛花期间分别有 １５ ０８６、６ ７７０ 和 １６ １５０ 个差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ ＧＯ 功能注释结果显示:差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注释在催化活性、连接和膜等相关的生物过程ꎮ ＫＥＧＧ 代

谢通路注释结果显示:差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注释在全局及概要图、碳水化合物代谢、环境适应性和信号转录等相

关的代谢通路ꎮ 说明催化酶在米槠雄花发育过程有重要作用ꎬ注释在细胞组分中的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要与花粉

成熟相关ꎬ同时雄花发育受碳水化合物代谢和转录因子的调控ꎮ 表达量分析发现ꎬ米槠 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族

基因在雄花发育过程中的表达具有差异性ꎮ ＳＨＰ 和 ＡＧ 基因表达趋势相似ꎬ在花芽期表达量较低ꎬ半开期和盛花期

表达量升高ꎻＡＰ３ 基因随着雄花发育表达量逐渐升高ꎻ２ 个 ＭＩＫＣ∗类同源基因主要在半开期表达ꎻ３ 个 ＡＰ１ / ＦＵＬ 类

同源基因在雄花发育 ３ 个时期中均有表达ꎬ但表达趋势有差异ꎻＡＧＬ６ 基因在雄花发育 ３ 个时期表达量均较高ꎻ４ 个

ＳＥＰ 类同源基因在雄花发育中表达量较高ꎬ其中ꎬＳＥＰ３ 基因表达量最高ꎬ在雄花发育 ３ 个时期的表达量变化不大ꎬ
其余 ３ 个 ＳＥＰ 类同源基因均在盛花期表达量升至最高ꎮ 综合分析结果表明:在米槠雄花转录组中ꎬ多数差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能与花粉发育和催化酶的作用相关ꎬ且参与碳水化合物代谢和转录等代谢通路ꎮ ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基

因在雄花发育的 ３ 个时期差异表达ꎬ与雄花发育密切相关ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａꎻ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｕｎｉｇｅｎｅｓꎻ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅ

　 　 在被子植物中ꎬ花是重要的生殖器官ꎬ也是进化

过程中最具多样性的结构[１]ꎮ 同一个体(雌雄同株)
或不同个体(雌雄异株)的单性雄花和雌花可促进异

花授粉和基因交流ꎬ从而减少近亲繁殖[２]ꎮ 壳斗科

(Ｆａｇａｃｅａｅ)含 ９００ 多种ꎬ是重要的经济资源ꎬ对森林

生态系统的动态平衡有重要作用[３]ꎮ 单性花是壳斗

科植物的主要繁殖策略[４]ꎮ 在壳斗科植物中ꎬ不同

属植物有着不同类型花序ꎬ如栗属(Ｃａｓｔａｎｅａ Ｍｉｌｌ.)和
锥属(Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ Ｓｐａｃｈ)植物ꎬ前者具有雄性和两性

的柔荑花序ꎬ后者具有雄性和雌性的花序[４]ꎮ 在栗

属植物中ꎬ板栗(Ｃａｓｔａｎｅａ ｍｏｌｌｉｓｓｉｍａ Ｂｌｕｍｅ)雌花中有

１２ 枚发育不完全的退化雄蕊ꎬ具有短的花丝和可见

的花药[５]ꎮ 在锥栗〔Ｃａｓｔａｎｅａ ｈｅｎｒｙｉ (Ｓｋａｎ) Ｒｅｈｄ. ｅｔ

Ｗｉｌｓ.〕雌花中也存在退化雄蕊ꎬ在雌蕊原基的发育过

程中雄蕊原基也发育ꎬ随着雌蕊原基的分化完成雄蕊

停止发育[６]ꎮ 而在其他壳斗科种类的研究中ꎬ单性

花由花分生组织产生ꎬ不能同时形成雌性和雄性的性

器官原基[４]ꎮ 因此ꎬ在壳斗科植物中ꎬ栗属植物由于

雄蕊停止生长而形成单性花ꎬ而同科其他属种类的单

性花不存在雌蕊或雄蕊败育的现象ꎬ花发育起始阶段

就是单性的ꎮ 在这些花中ꎬ性别决定基因通过控制花

分生组织的发生和花器官的形成来调控性别分

化[７]ꎮ 目前ꎬ雌雄同株植物的花器官发育已被广泛

研究ꎬ在大多数情况下ꎬ花器官分化主要由 ＭＡＤＳ－
ｂｏｘ 转录因子控制[８]ꎮ

米槠〔Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ〕为壳
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斗科锥属植物ꎬ广泛分布于中亚热带海拔 １ ３００ ｍ 以

下的山地丘陵ꎬ为亚热带常绿阔叶林顶级群落之

一[９]ꎮ 米槠具有 ２ 种类型花序:雄性柔荑花序在当年

生的叶轴上发育ꎬ雌花序在枝稍附近发育ꎮ 目前ꎬ在
米槠的雄花中尚未发现雌蕊败育的迹象ꎬ表明米槠雄

花在花发育的起始阶段就是单性的ꎮ 在壳斗科植物

中ꎬ花发育起始阶段就是单性的现象较为普遍ꎬ如欧

洲栓皮栎(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｕｂｅｒ Ｌｉｎｎ.) [１０]ꎮ 然而ꎬ关于壳斗

科植物从起始阶段就是单性的雌、雄花发育机制的研

究还不够深入ꎮ 本文基于转录组测序技术ꎬ对米槠雄

花的花芽期、半开期和盛花期 ３ 个时期进行转录组分

析ꎬ对差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行功能注释ꎮ 通过系统发

育分析ꎬ鉴定出米槠 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因ꎬ并对其在

不同发育阶段雄花的表达量进行分析ꎮ 以期进一步

认识 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因在米槠雄花发育中的作用ꎬ
为深入探究壳斗科植物单性花发育的分子机制提供

参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试米槠雄花来自于福建省福州市鼓山风景区

(东经 １１９°２３′０４″、北纬 ２６°０３′１３″ꎬ海拔 ４０２ ｍ)米槠

野生群落ꎮ 树种鉴定参照«中国植物志» [１１] 和«福建

植物志» [１２]ꎮ 于 ２０１９ 年 ３ 月至 ５ 月ꎬ持续观察米槠

雄花发育时期ꎬ分别在米槠雄花的花芽期(花被片和

雄蕊均未分化ꎬＦ１ 期)、半开期(花被片和雄蕊分化完

成ꎬ花被片微微张开ꎬＦ２ 期)及盛花期(花被片张开并

开始散粉ꎬＦ３ 期)采集雄花花序ꎬ每个时期分别从 ３
株植株上采集ꎬ即为 ３ 个生物学重复ꎬ共采集 ９ 个样

品ꎮ 取样后立即用液氮速冻ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中ꎬ
用于后续转录组测序分析ꎮ
１.２　 方法

１.２. １ 　 转录组测序与组装 　 使用 ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ Ｐｌａｎｔ
ＲＮＡ 试剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)分别提取米槠 ３
个时期 ９ 个样品的总 ＲＮＡꎬ再使用 ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＤＮａｓｅ
(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)去除 ＤＮＡ 污染ꎮ 采用质量体积

分数 １.２５％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的完整性ꎬ
使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 超微量分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司) 测定总 ＲＮＡ 的浓度和纯度ꎮ
使用寡聚体(ｄＴ)贴附磁珠对总 ＲＮＡ 进行纯化ꎬ将纯

化后的总 ＲＮＡ 用片段缓冲液破碎成小块ꎬ利用随机

的六聚体引物反转录产生第 １ 链 ｃＤＮＡꎬ接着合成第

２ 链 ｃＤＮＡꎮ 双链 ＤＮＡ 末端补平ꎬ５′端磷酸化ꎬ３′端进

行接头ꎮ 使用 ＰＣＲ 扩增双链 ｃＤＮＡ 片段ꎬ用 ＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ 磁珠(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)纯化扩

增产物ꎬ纯化后的双链 ＰＣＲ 产物经热变性ꎬ溶解于

ＥＢ 溶液中ꎬ经安捷伦 ２１００ 生物分析仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司)质量控制验证后ꎬ溶解于 ＥＢ 溶液中的双链

ＰＣＲ 产物经 ９５ ℃热变性成单链ꎬ经寡核苷酸序列循

环ꎬ最终得到单链环状 ＤＮＡ 作为文库ꎮ 采用第二代

测序技术ꎬ并基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台ꎬ对这些文

库进行双末端测序ꎮ 使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件[１３]进行转录组

从头组装ꎬ为确保 ＲＮＡ 测序数据的准确性和可靠性ꎬ
从 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 中剔除低质量、接头污染以及未知碱基

Ｎ 含量过高的 ｒｅａｄｓꎬ仅对剩下的高质量测序数据

(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)进行统计分析ꎮ
１.２.２　 转录组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释 　 采用 ＦＰＫＭ
值表示转录组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的表达丰度ꎮ 采用

Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 校正法对原有假设检验得到的 Ｐ
值进行校正ꎬ最终采用 ＦＤＲ(错误发现率)作为差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 筛选的关键指标ꎮ 利用 ＤＥＳｅｑ 软件ꎬ以
ＦＤＲ<０.０５、ＦＣ(差异倍数)≥２ 作为差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
的筛选标准ꎬ差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能注释信息通过

ＫＥＧＧ 数据库( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ｊｐ / ｋｅｇｇ / )和 ＧＯ
数据库( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ. ｏｒｇ / )获得ꎮ 使用

ＢＬＡＳＴ 软件将差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列与 ＧＯ 数据库

比对ꎬ进行注释ꎬ在获得每个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ
注释后ꎬ使用 ＷＥＧＯ 软件(ｈｔｔｐ:∥ｗｅｇｏ.ｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｏｒｇ.
ｃｎ / ｃｇｉ－ｂｉｎ / ｗｅｇｏ / ｉｎｄｅｘ. ｐｌ)对所有差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
进行 ＧＯ 功能分类统计ꎬ通过 ＫＥＧＧ 数据库的注释信

息得到基因的 ｐａｔｈ－ｗａｙ 注释ꎮ
１.２.３　 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因鉴定与表达量分析　 在

ＴＡＩＲ 在线数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.
ｊｓｐ ) 下 载 拟 南 芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕 ＭＡＤＳ － ｂｏｘ 家 族 蛋 白 序 列ꎮ 以 拟 南 芥

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家庭蛋白序列作为索引在米槠基因组中

进行本地 ＢＬＡＳＴｐ 检索ꎮ 将获得的候选序列提交到

ＮＣＢＩ－ＣＤＤ 网站(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｃｄｄ)
和 ＨＭＭＥＲ 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ /
ｈｍｍｅｒ / ｓｅａｒｃｈ / ｈｍｍｓｅａｒｃｈ)ꎬ根据 Ｐｆａｍ(ＰＦ００３１９) 在

米槠基因组数据库中筛选出具有完整保守结构域的

成员作为米槠 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因ꎮ 由于米槠 ｔｙｐｅ－
Ⅰ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因在花发育过程中几乎不表
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达ꎬ且该家族基因在花发育过程中调控作用的研究较

少ꎬ因此ꎬ未开展该家族基因的系统进化树及表达量

分析ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件对米槠和拟南芥的 ｔｙｐｅ－
Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因的蛋白序列进行多序列比

对后ꎬ采用邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)构建系统

进化树ꎬ 对建成的系统进化树进行自展法系数

(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)校正ꎬ设置 １ ０００ 次重复检验ꎬ最后优化进

化树ꎮ 从转录组数据中获取米槠雄花 ３ 个时期

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因的表达丰度值( ＦＰＫＭ)ꎬ通过

ｌｏｇ２(ＦＰＫＭ＋１)计算表达量ꎬ并使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中的

ＨｅａｔＭａｐ 程序绘制基因表达量热图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 测序质量分析和差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 筛选

２.１.１　 测序质量分析　 测序结果(表 １)显示:米槠雄

花 ３ 个时期样品的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为 ６２８ ８００ ０００ ~
６４３ ７００ ０００ꎬ高质量总碱基量为 ６.２９ ~ ６.４４ ＧｂꎬＱ３０
碱基百分比均不小于 ９０.６７％ꎬＧＣ 含量为 ４５.０９％ ~
４５.３９％ꎮ
２.１.２　 差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 筛选　 对花芽期、半开期和

盛花期 ３ 个时期米槠雄花的转录组结果进行比对分

析ꎬ结果(表 ２)显示:花芽期与半开期间有 １５ ０８６ 个

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ其中ꎬ与花芽期相比ꎬ半开期表达

量上 调 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ５ ２８３ 个ꎬ 表 达 量 下 调 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ９ ８０３ 个ꎮ 半开期与盛花期间有 ６ ７７０ 个

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ其中ꎬ与半开期相比ꎬ盛花期表达

量上 调 的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ３ ５３６ 个ꎬ 表 达 量 下 调 的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ３ ２３４ 个ꎮ 花芽期与盛花期间有 １６ １５０
个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ其中ꎬ与花芽期相比ꎬ盛花期表

达量上调的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ６ ５８８ 个ꎬ表达量下调的

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ９ ５６２ 个ꎮ

表 １　 米槠雄花转录组数据统计
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ
ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ

时期１)

Ｓｔａｇｅ１)

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ

高质量
总碱基量 / Ｇｂ
Ｔｏｔａｌ ａｍｏｕｎｔ
ｏｆ ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓ

Ｑ３０ 碱基
百分比 / ％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
Ｑ３０ ｂａｓｅ

ＧＣ 含量 / ％
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｆ１ ６２８ ８００ ０００ ６.２９ ９１.２３ ４５.０９
Ｆ２ ６４３ ７００ ０００ ６.４４ ９０.７１ ４５.３９
Ｆ３ ６３１ １００ ０００ ６.３１ ９０.６７ ４５.１８

　 １) Ｆ１: 花芽期 Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ２: 半开期 Ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ３:
盛花期 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

表 ２　 不同时期间米槠雄花转录组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｏｆ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ ( Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

时期１)

Ｓｔａｇｅ１)

差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

表达量上调
Ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

表达量下调
Ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

总计 Ｔｏｔａｌ

Ｆ１ ｖｓ Ｆ２ ５ ２８３ ９ ８０３ １５ ０８６
Ｆ２ ｖｓ Ｆ３ ３ ５３６ ３ ２３４ ６ ７７０
Ｆ１ ｖｓ Ｆ３ ６ ５８８ ９ ５６２ １６ １５０

　 １) Ｆ１: 花芽期 Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ２: 半开期 Ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ３:
盛花期 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

２.２　 功能注释分析

２.２.１　 ＧＯ 功能注释分析　 在 ＧＯ 数据库对米槠雄花

的花芽期与半开期、半开期与盛花期以及花芽期与盛

花期 ３ 组的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行比对和功能注释ꎬ
结果见图 １ꎮ

由图 １ 可以看出:米槠雄花的花芽期与半开期、
半开期与盛花期以及花芽期与盛花期 ３ 组分别有

３１ ８８８、１３ ２２８ 和 ３５ ２０３ 个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在

分子功能、细胞组分和生物过程 ３ 大类 ４７ 个亚类中ꎮ
在分子功能的 １３ 个亚类中ꎬ３ 组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
主要注释在催化活性和连接 ２ 个亚类中ꎬ其中ꎬ注释

在催化活性亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ４ ４１１、
２ ００１和 ４ ８７６ 个ꎻ 注释在连接亚类的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ４ ４３７、１ ９１１ 和４ ８９６个ꎮ 在细胞组分

的 １４ 个亚类中ꎬ３ 组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注释在

膜、膜要素、细胞和细胞器 ４ 个亚类中ꎬ其中ꎬ注释在

膜亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ３ ２１５、１ ４９３ 和

３ ４６４ 个ꎻ注释在膜要素亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分

别有 ２ ９９７、１ ３９９ 和 ３ ２０６ 个ꎻ注释在细胞亚类的差

异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ２ ５９４、９９７ 和２ ９１５个ꎻ注释在

细胞器亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 １ ８６２、６７４
和２ １１１ 个ꎮ在生物过程的 ２０ 个亚类中ꎬ３ 组的差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注释在细胞过程、代谢过程、生物

调节和应激反应 ４ 个亚类中ꎬ其中ꎬ注释在细胞过程

亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ２ ７３８、９８３ 和 ３ ０７１
个ꎻ注释在代谢过程亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有

２ ３４７、６９０ 和 ２ ４０３ 个ꎻ注释在生物调节亚类的差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 １ ０３３、３９８ 和 １ １２１ 个ꎻ注释在

应激反应亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ９８１、３９３
和 １ ０３７ 个ꎮ

２４
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: 花芽期与半开期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能分类 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｈａｌｆ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ : 半开期与盛花期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能分类 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ : 花芽期与盛花期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能分类 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 １　 米槠雄花转录组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＧＯ 功能分类
Ｆｉｇ. １　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ

３４
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２.２.２　 ＫＥＧＧ 代谢通路分析　 在 ＫＥＧＧ 数据库中对

米槠雄花的花芽期与半开期、半开期与盛花期以及花

芽期与盛花期 ３ 组的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行比对和

功能注释ꎬ结果见图 ２ꎮ
由图 ２ 可以看出:花芽期与半开期、半开期与盛

花期以及花芽期与盛花期 ３ 组分别有 １０ ８２６、５ ２４１
和 １１ ８９６ 个差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在 ＫＥＧＧ 代谢通

路ꎬ共 ６ 大类 ２１ 亚类ꎬ且主要注释在代谢和遗传信息

处理 ２ 大类中ꎮ ３ 组注释在代谢相关通路的差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ分别有 ６ ５８０、３ ４１４ 和 ７ １３０ 个ꎬ包
括全局及概要图、碳水化合物代谢、其他次生代谢产

物的生物合成、氨基酸代谢和脂质代谢等 １１ 个亚类ꎬ
其中ꎬ注释在全局及概要图亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
最多ꎬ分别有 ２ ４７３、１ ２６６ 和 ２ ６７３ 个ꎮ ３ 组注释在遗

传信息处理相关通路的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有

２ ０６０、８４３ 和 ２ ３７９ 个ꎬ包括翻译、转录、复制和修复

以及折叠、分类和降解 ４ 个亚类ꎮ ３ 组注释在环境信

息处理相关通路的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别有 ８４６、３８４
和 ９４３ 个ꎬ包括信号转录和膜运输 ２ 个亚类ꎮ 在生物

系统相关通路中ꎬ３ 组分别有 ８４６、３８４ 和 ９４３ 个差异

表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在环境适应性亚类中ꎮ 在细胞过

程相关通路中ꎬ３ 组分别有 ３７２、１７１ 和 ４４３ 个差异表

达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在运输和分解代谢亚类中ꎮ 在人类

疾病相关通路中ꎬ３ 组共有 ３２、８ 和 ４０ 个差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在内分泌和代谢性疾病以及耐药性:抗
菌 ２ 个亚类中ꎮ
２.３　 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因鉴定及表达量

分析

利用 ＭＥＧＡ ７. ０ 对米槠和拟南芥 ｔｙｐｅ －Ⅱ型

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 蛋白构建系统进化树(图 ３)ꎮ 结果显示:
米槠 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因有 ５３ 个成员ꎬ可
分为 １３ 类:Ｃ / Ｄ 类( ６ 个成员) 、ＡＮＲ１ 类( ４ 个成

: 花芽期与半开期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的代谢通路 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｓｔａｇｅꎻ : 半开期与盛花期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的代谢通路 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ａｎｄ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ : 花芽期与盛花期的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的代谢通路Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ ａｎｄ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 ２　 米槠雄花转录组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的 ＫＥＧＧ 代谢通路
Ｆｉｇ. ２　 ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ

４４
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员)、ＡＧＬ１５ 类(４ 个成员)、ＡＰ３ / ＰＩ 类(１ 个成员)、Ｂｓ
类(１ 个成员)、ＭＩＫＣ∗类(７ 个成员)、ＳＶＰ 类(１４ 个

成员)、ＦＬＣ 类 ( ２ 个成员)、 ＳＯＣ１ 类 ( ３ 个成员)、
ＡＰ１ / ＦＵＬ 类 ( ３ 个成员)、 ＡＧＬ１２ 类 ( ２ 个成员)、
ＡＧＬ６ 类(２ 个成员)和 ＳＥＰ 类(４ 个成员)ꎮ

基于花芽期、半开期和盛花期 ３ 个时期米槠雄花

的转录组数据对米槠 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因

进行表达分析ꎬ发现其在雄花不同发育阶段的表达具

有差异性ꎮ ３ 个时期米槠雄花 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ

家族基因的表达量热图(图 ４)显示:在 Ｃ / Ｄ 类同源

基因 中ꎬ ＳＨＰ 基 因 ( Ｍａｋｅｒ００００６４９２ ) 和 ＡＧ 基 因

(Ｍａｋｅｒ０００６９０４４)表达趋势类似ꎬ在花芽期表达量较

低ꎬ半开期和盛花期表达量升高ꎻ其余 ４ 个 Ｃ / Ｄ 类同

源基因在雄花发育过程中几乎不表达ꎮ 在 ＡＰ３ / ＰＩ
类同源基因中ꎬＡＰ３ 基因(Ｍａｋｅｒ０００１１１８８)随雄花发

育表达量逐渐升高ꎮ 在 ＭＩＫＣ∗ 类同源基因中ꎬ
Ｍａｋｅｒ０００１６１４７ 和 Ｍａｋｅｒ０００５４８７０ 在雄花发育过程中

表达量较高ꎬ其余基因表达量较低或不表达ꎻ其中ꎬ

: 米槠 Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａꎻ : 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

图 ３　 米槠和拟南芥 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｙｐｅ￣Ⅱ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.
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Ｆ１: 花芽期 Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ２: 半开期 Ｈａｌｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｆ３: 盛花期 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 ４　 米槠雄花 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因的表达量热图
Ｆｉｇ. ４　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｙｐｅ￣Ⅱ ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｃａｒｌｅｓｉｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｈａｙａｔａ

Ｍａｋｅｒ０００１６１４７ 在花芽期的表达量较低ꎬ在半开期的

表达量升至最高ꎬ在盛花期的表达量降至半开期的一

半ꎻＭａｋｅｒ０００５４８７０ 的表达趋势类似ꎬ在半开期的表

达量最高ꎬ在盛花期的表达量略下降ꎮ 在 ＡＰ１ / ＦＵＬ
类同源基因中ꎬＭａｋｅｒ０００３１７４３ 和 Ｍａｋｅｒ０００６０９２９ 为

ＡＰ１ 基因ꎬＭａｋｅｒ０００３１７４３ 在花芽期的表达量最高ꎬ
在半开期的表达量降至最低ꎬ在盛花期的表达量较半

开期升高ꎻＭａｋｅｒ０００６０９２９ 在花芽期、半开期和盛开

期的表达量均较高ꎬ且几乎没有变化ꎻ ＦＵＬ 基因

(Ｍａｋｅｒ０００３９５７６)在花芽期和盛花期的表达量较高ꎬ
但在半开期的表达量却较低ꎮ 在 ＡＧＬ６ 类同源基

因中ꎬＡＧ６ 基因(Ｍａｋｅｒ０００６７５９９)在雄花发育 ３ 个时

期的 表 达 量 均 较 高ꎮ 在 ＳＥＰ 类 同 源 基 因 中ꎬ
Ｍａｋｅｒ０００５０３８９、 Ｍａｋｅｒ０００３９５１７、 Ｍａｋｅｒ０００６０９３７ 和

Ｍａｋｅｒ０００３１６８５ 均在雄花发育过程中高表达ꎻ其中ꎬ
ＳＥＰ３ 基因(Ｍａｋｅｒ０００５０３８９)的表达量最高ꎬ且在雄

花发育 ３ 个时期的波动不大ꎻ Ｍａｋｅｒ０００３９５１７ 和

Ｍａｋｅｒ０００３１６８５ 的表达趋势相似ꎬ在花芽期的表达量

较高ꎬ 在 半 开 期 和 盛 花 期 的 表 达 量 逐 渐 升 高ꎻ
Ｍａｋｅｒ０００６０９３７ 在花芽期的表达量较低ꎬ在半开期和

盛花期的表达量逐渐升高ꎮ 其余 ６ 类同源基因在米

槠雄花发育过程中几乎不表达ꎮ
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３　 讨　 　 论

功能注释结果表明:通过与 ＧＯ 数据库比对ꎬ花
芽期与半开期、半开期与盛花期以及花芽期与盛花期

３ 组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释在分子功能、细胞组分和

生物过程的 ４７ 个亚类中ꎮ 在分子功能中ꎬ注释在催

化活性和连接亚类的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ可见催

化酶在米槠雄花发育过程中发挥着重要作用ꎻ在细胞

组分中ꎬ差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注释在膜、膜要素、细
胞和细胞器 ４ 个亚类中ꎬ在雄花发育过程中ꎬ花粉粒

的成熟伴随着新的细胞膜、细胞壁以及细胞器的生

成ꎬ推测差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与花粉粒的成熟相关ꎮ 通

过 ＫＥＧＧ 数据库比对ꎬ３ 组差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 主要注

释在代谢和遗传信息处理 ２ 大类中ꎮ 注释在代谢相

关通路的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 最多ꎬ主要注释在全局及

概要图、碳水化合物代谢和其他次生代谢产物的生物

合成 ３ 个亚类中ꎮ 相关研究表明:植物成花过程中需

要消耗大量的碳水化合物和蛋白质等[１４]ꎬ因此ꎬ注释

在代谢相关通路的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 对米槠雄花成

花有重要作用ꎮ 此外ꎬＫＥＧＧ 代谢通路注释结果还显

示:注释在遗传信息处理相关通路的转录亚类和环境

信息处理相关通路的信号转录亚类的差异表达

ｕｎｉｇｅｎｅｓ 较多ꎬ表明转录因子对米槠雄花的基因表达

有重要作用ꎮ
相关研究表明:转录因子家族在植物的生殖过程

中发挥着重要作用ꎬ其中 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族是控制花器

官形成的重要转录因子家族[１５]ꎮ 相关研究根据系统

发育学和基因结构的特点ꎬ将 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族分为

ｔｙｐｅ－Ⅰ型和 ｔｙｐｅ－Ⅱ型[１６ꎬ１７]ꎮ 通过对米槠雄花的花

芽期、半开期和盛花期的基因表达量分析ꎬ发现 ｔｙｐｅ－
Ⅰ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因在米槠成花过程中几乎不

表达ꎬ印证了大多数植物中以 ｔｙｐｅ－Ⅱ型 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ
家族基因为主的推断[１８]ꎮ 通过对米槠 ｔｙｐｅ －Ⅱ型

ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因进行鉴定及表达量分析ꎬ发现其

在米槠雄花不同发育阶段的表达具有差异性ꎬ其中ꎬ
鉴定到 ＡＰ１ / ＦＵＬ 类同源基因 ３ 个ꎬＡＰ１ 基因 ２ 个ꎬ其
中 １ 个在花芽期和盛花期表达量较高ꎬ另外 １ 个在

３ 个时期的表达量均较高ꎻ ＦＵＬ 基因 １ 个ꎬ在花芽期

和盛花期表达量较高ꎮ 研究发现ꎬＦＵＬ 基因在花序分

生组织中表达ꎬ对花分生组织的起始分化有重要作

用ꎬ可能参与调控开花时间ꎬ而 ＡＰ１ 基因在花分生组

织和萼片的形成中有重要作用[１９]ꎮ 因此ꎬ米槠 ＦＵＬ
基因在花芽期和盛花期表达量较高ꎬ推测对米槠雄花

花序分化和开花起重要作用ꎬＡＰ１ 基因在半开期和盛

花期高表达ꎬ调控花被片的形成ꎮ 鉴定到 ＡＰ３ / ＰＩ 类
同源基因 １ 个ꎬ为 ＡＰ３ 基因ꎬ表达量随着雄花的发育

逐渐升高ꎮ ＡＰ３ / ＰＩ 类基因通常在花瓣和雄蕊中表

达ꎬ对控制花瓣和雄蕊的形成有重要作用[１９]ꎮ 因此ꎬ
在米槠雄花发育过程中ꎬＡＰ３ / ＰＩ 类同源基因对雄蕊

和花被片的发育有重要作用ꎮ 鉴定到 Ｃ / Ｄ 类同源基

因 ６ 个ꎬ其中米槠 ＡＧ 基因表达量随着雄花的发育逐

渐升高ꎬ 主要在雄花发育后期表达ꎮ 在欧洲栗

(Ｃａｓｔａｎｅａ ｓａｔｉｖａ Ｍｉｌｌ.)和欧洲栓皮栎的研究中ꎬＡＧ 基

因主要在雄花发育后期表达ꎬ与花粉发育密切相

关[４ꎬ１０]ꎮ 在米槠雄花发育过程中ꎬＡＧ 基因的表达趋

势与欧洲栗和欧洲栓皮栎相似ꎬ因此ꎬＡＧ 类同源基

因可能参与调控米槠的花粉发育ꎮ 米槠 ＳＨＰ 基因在

时间上的表达模式与 ＡＧ 基因相似ꎬ主要在雄花发育

后期表达ꎮ 在欧洲栗和欧洲栓皮栎的研究中ꎬＳＨＰ 基

因在雄花发育后期高表达ꎬ同时还在雌花中表达ꎬ表
明壳斗科的 ＳＨＰ 类同源基因可能是功能性的 Ｃ 类基

因[４ꎬ１０]ꎮ 而 ＳＴＫ 基因主要参与调控胚珠的发育[２０]ꎬ
在米槠雄花发育的 ３ 个时期均未表达ꎬ印证了米槠雄

花中不存在雌蕊的结构ꎮ 鉴定到 ＳＥＰ 类同源基因 ４
个ꎬ在米槠雄花发育的 ３ 个时期有较高表达ꎬ表明

ＳＥＰ 类同源基因在米槠雄花发育过程中起协同作用ꎮ
综上所述ꎬ在米槠雄花发育过程中ꎬＡＰ１ / ＦＵＬ

类、ＡＰ３ / ＰＩ 类、Ｃ / Ｄ 类和 ＳＥＰ 类同源基因有较高的

表达ꎬ且在不同时期的表达具有差异性ꎬ而这些基因

在其他物种中已被证实参与调控各个花器官的发育ꎮ
米槠是雌雄同株的单性花植物ꎬＡＰ３ / ＰＩ 类和Ｃ / Ｄ类

同源基因对雄蕊和雌蕊的形成有着重要的作用ꎮ 因

此ꎬ下一步可重点分析 ＭＡＤＳ－ｂｏｘ 家族基因分别在米

槠雄花和雌花不同花器官中的表达情况ꎬ以期阐明这

些基因在米槠性别分化和花器官发育中的功能和作

用机制ꎮ
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公益宣传: 世界地球日

世界地球日(Ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ Ｅａｒｔｈ Ｄａｙ)为每年的 ４ 月 ２２ 日ꎬ是一个专为世界环境保护而设立的节日ꎬ旨在提高民众对于现有环

境问题的保护意识ꎬ动员民众积极参与环境保护运动ꎬ通过绿色低碳生活ꎬ改善地球的整体环境ꎬ保护人类共同的家园ꎮ
１９７０ 年 ４ 月 ２２ 日举行了人类有史以来第一次规模宏大的群众性环境保护运动ꎬ成为人类历史上的首个“地球日”ꎮ 现今ꎬ

世界地球日的庆祝活动已发展至全球近 ２００ 个国家ꎬ每年有超过 １０ 亿人参与世界地球日活动ꎬ已成为世界上最大的民间环保节

日ꎮ 中国从 ２０ 世纪 ９０ 年代起ꎬ每年都会在 ４ 月 ２２ 日举办世界地球日活动ꎮ 今年世界地球日的主题是“珍爱地球ꎬ人与自然和

谐共生”ꎬ呼吁人们共同应对生物多样性危机、气候危机、公共健康危机ꎬ共筑一个更加美好的世界ꎮ

８４


