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　 　 摘要:　 基于热胁迫条件下的水稻转录组数据ꎬ通过 ＨＴＳｅｑ 和 ＤＥＳｅｑ 软件筛选差异表达基因ꎻ对其进行功能富

集和构建蛋白质互作网络ꎬ鉴定最重要模块中的核心基因ꎮ 结果显示:水稻热胁迫 ０ ｈ、１ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 条件下ꎬ共
有 ２７８ 个差异表达基因ꎬ生物学过程主要富集在刺激反应和蛋白质折叠上ꎻ鉴定出含有 １２ 个基因的重要模块.基因

表达模式显示重要模块中 ７ 个核心基因受热胁迫诱导上调ꎬ推测这 ７ 个核心基因在水稻响应热胁迫过程中发挥关

键作用ꎮ
关键词:　 水稻ꎻ 高温胁迫ꎻ 核心基因ꎻ 转录组
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　 　 水稻作为全球重要的粮食作物ꎬ其生长过程中极

易受到各种生物胁迫和非生物胁迫的影响ꎬ其中高温

胁迫严重影响水稻的产量和稻米的品质ꎮ 因此ꎬ研究

者在水稻热胁迫的危害及其应答热胁迫的生理和分

子机制方面做了大量的工作ꎮ 在成熟期ꎬ高温导致水

稻籽粒灌浆提前结束[１]ꎻ高温还可以引起稻米品质下

降[２]ꎮ 植物可以启动热激响应基因表达从而抵御胁

迫伤害[３]ꎮ 拟南芥钙调蛋白 ＡｔＣａＭ３ 激活钙离子 /钙
调蛋白结合蛋白激酶ꎬ钙离子内流激活钙离子依赖的

蛋白激酶ꎬ进而磷酸化热胁迫反应的关键调控因子ꎬ
从而启动下游基因表达[４]ꎮ 热激蛋白在植物响应热
胁迫过程中发挥重要作用[５￣７]ꎮ 随着研究的深入ꎬ人
们发现植物响应热胁迫的分子机制极其复杂ꎮ Ｔａｋｅ￣
ｈａｒａ 等发现 ＯｓＳＵＳ３ 基因导入日本晴后提高了该基因

的表达水平ꎬ增强了抗热性[８]ꎮ Ｍｏｏｎ 等报道异源表

达 ＯｓＨＳＰ１ 基因可提高拟南芥的耐热性[９]ꎮ 但是ꎬ到
目前为止ꎬ水稻响应热胁迫的生理和分子调控机理仍

未被阐述清楚ꎮ 因此ꎬ本研究利用转录组学手段探究
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水稻响应热胁迫过程中的关键基因ꎬ并进一步阐释其

功能途径ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

热胁迫处理的水稻转录组原始数据从 ＮＣＢＩ 数
据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｂｉｏｐｒｏｊｅｃｔ / ＰＲＪ￣
ＮＡ５３０８２６ / )下载ꎮ 本研究进行试验的水稻品种为

日本晴 (Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ)ꎮ
１.２　 差异表达基因筛选

利用 Ｈｉｓａｔ２ 软件建立索引以及比对到参考基因

组ꎬ通过 Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ 软件进行转录本组装、合并和定量ꎬ
基因 差 异 分 析 则 通 过 ＤＥＳｅｑ２ 软 件 进 行ꎮ 以

｜ ｌｏｇ２ｆｏｌｄＣｈａｎｇｅ ｜ >２ 且 Ｐ 值<０􀆰 ０１ 为条件分别筛选高

温胁迫 １ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 时间点的差异表达基因ꎬ再通

过 Ｇｇｐｌｏｔ２ 绘制所有差异基因的火山图和韦恩图ꎮ
１.３　 蛋白质互作网络构建及重要模块分析

利用在线数据库(ｈｔｔｐ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ)ꎬ以参数

ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｃｏｒｅ>０􀆰 ４ꎬ构建蛋白质互作网络ꎬ 并通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 进行可视化ꎮ 参数设置: ｓｃｏｒｅｓ > ５ꎬｄｅｇｒｅｅ
ｃｕｔ￣ｏｆｆ＝ ２ꎬｎｏｄｅ ｓｃｏｒｅｃｕｔ￣ｏｆｆ ＝ ０􀆰 ２ꎬＭａｘ ｄｅｐｔｈ ＝ １００ 和

ｋ￣ｓｃｏｒｅ＝ ２ꎮ 此外ꎬ利用 ＭＣＯＤＥ(分子复合物检测)
软件筛选最重要模块ꎮ
１.４　 核心基因筛选及表达分析

设置马修斯相关系数(ＭＣＣ)算法ꎬ利用 Ｃｙｔｏ￣
ｓｃａｐｅ 软件的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件鉴定相互作用最紧密的

１０ 个基因ꎬ与最重要模块基因取交集ꎬ筛选核心基

因ꎮ 取 ｌｏｇ２ＴＰＭ 值(ＴＰＭ 为每千碱基记录本)ꎬ分析

水稻在高温胁迫 ０ ｈ、１ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时间

点的基因表达模式ꎮ

１.５　 差异表达基因富集分析

差异表达基因使用在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｓｙｓｔｅｍｓｂｉ￣
ｏｌｏｇｙ.ｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ａｇｒｉＧＯｖ２ / )进行 ＧＯ 富集分析ꎬ取
ＦＤＲ(错误发现率)值≤０􀆰 ０５ 的通路ꎬ利用 Ｇｇｐｌｏｔ２
插件进行绘图ꎮ 差异表达基因使用在线软件( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｋｏｂａｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｋｏｂａｓ３ / ｇｅｎｅｌｉｓｔ / ) 进行

ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ取 Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 的通路ꎬ利用 Ｇｇ￣
ｐｌｏｔ２ 插件绘图ꎮ
１.６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

种子发芽后培养 １４ ｄ(２８ ℃ꎬ１４ ｈ 白天 / １０ ｈ 黑

夜)ꎬ４５ ℃热激 １ ｈ 取样ꎮ 利用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取幼苗

总 ＲＮＡꎬ添加脱氧核糖核酸酶 Ｉ(Ｄｎａｓｅ Ｉ)去除 ＤＮＡ
污染ꎮ 使用反转录试剂盒 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ Ｆｉｒｓｔ￣Ｓｔｒａｎｄ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ( Ｔｈｅｒｍｏ ) 合 成 ｃＤＮＡꎮ 利 用

ＡＢＩ７５００ 定量 ＰＣＲ 仪进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ利用

２－△△Ｃｔ法计算基因相对表达水平ꎮ 反应程序:９４ ℃
预变性 ３２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 总体系 ２０ μｌ:１０􀆰 ０ μｌ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ８􀆰 ０ μｌ ＲＮＡａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水ꎬ１􀆰 ０ μｌ
引物ꎬ１􀆰 ０ μｌ 模板ꎮ Ｏｓ１０ｇ０５１００００ 基因为内参ꎬ引
物序列见表 １ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 水稻热胁迫下差异表达基因筛选

热胁迫 １ ｈꎬ检测到 ２ ６４２个差异表达基因ꎬ
１ ６２４个上调ꎬ１ ０１８个下调(图 １Ａ)ꎻ热胁迫 ６ ｈꎬ检
测到１ ７０４个差异表达基因ꎬ８１２ 个上调ꎬ８９２ 个下调

(图 １Ｂ)ꎻ热胁迫 １２ ｈꎬ检测到１ ７７３个差异表达基

因ꎬ８９９ 个上调ꎬ８７４ 个下调(图 １Ｃ)ꎮ 共有 ２７８ 个重

叠基因(图 １Ｄ)ꎮ

表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因 正向引物 (５′→３′) 反向引物 (５′→３′)

Ｏｓ０１ｇ０８４０１００ ＧＧＴＴＴＧＧＴＴＴＧＴＴＣＣＣＧＴＣＧ ＣＴＧＧＴＣＧＴＴＧＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴ

Ｏｓ０９ｇ０４９１７７２ ＡＣＧＡＣＣＡＡＣＴＣＧＴＧＴＧＴＣＴＣ ＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＧＧＴＧＴＣＧＴＣＣ

Ｏｓ１２ｇ０２７７５００ ＴＧＴＴＧＣＡＧＣＡＡＴＣＡＡＡＧＣＣＣ ＧＣＴＡＧＣＴＧＣＡＴＣＣＧＣＴＡＴＧＡ

Ｏｓ０７ｇ０６４１７００ ＡＡＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧＣＴＧＡＴＣＣＣ ＴＧＧＣＧＴＴＣＡＴＧＡＣＧＡＴＣＣＡＡ

Ｏｓ０３ｇ０３６６０００ ＡＡＣＧＴＧＡＣＡＧＧＧＡＴＧＧＣＡＡＡ ＡＧＴＣＧＡＧＣＣＧＴＣＣＡＡＧＴＴＡＣ

Ｏｓ０８ｇ０３３８７００ ＴＡＧＴＧＣＡＧＡＣＴＣＣＧＴＣＣＣＴＴ ＴＧＣＣＡＴＴＴＣＡＧＧＣＧＴＡＣＡＣＡ

Ｏｓ０２ｇ０６１２０００ ＴＧＧＧＧＡＧＡＧＡＴＴＡＴＴＧＣＧＣＣ ＴＧＧＴＴＴＧＣＣＡＡＣＡＧＴＣＴＣＣＡ

Ｏｓ１０ｇ０５１００００ ＡＧＣＴＡＴＣＧＴＣＣＡＣＡＧＧＡＡ ＡＣＣＧＧＡＧＣＴＡＡＴＣＡＧＡＧＴ
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Ａ:热胁迫 １ ｈ 差异表达基因ꎻＢ:热胁迫 ６ ｈ 差异表达基因ꎻＣ:热胁迫 １２ ｈ 差异表达基因ꎻＤ:共同响应热激的差异表达基因ꎮ
图 １　 水稻响应热胁迫的差异表达基因火山图和维恩图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ａｎｄ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

２.２　 水稻热胁迫下差异表达基因富集分析

２７８ 个基因富集到 ＧＯ 项上ꎬ生物学过程主要富

集在刺激反应和蛋白质折叠ꎻ分子功能主要富集在

结合功能ꎻ细胞组分无显著富集(图 ２Ａ)ꎮ ＫＥＧＧ 分

析结果显示 ２７８ 个差异基因主要富集在内质网蛋白

质加工和次生代谢产物合成通路上(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 蛋白质互作网络构建与重要模块中关键核心

基因筛选

　 　 通过蛋白质互作网络(图 ３Ａ)获得了一个含有

１２ 个基因表达全部上调的最重要模块(图 ３Ｂ)ꎮ 进

一步通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件鉴定出

作用最紧密的 １０ 个基因(图 ３Ｃ)ꎬ其中 ７ 个基因存

在最重要模块上ꎬ确定为核心基因(图 ３Ｄ)ꎮ
２.４　 水稻响应热胁迫核心基因表达模式分析

分析核心基因的表达模式ꎬ发现在热胁迫条件下

不同时间点(１ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ)基因表达都

表现上调(图 ４)ꎮ 随热胁迫时间的延长ꎬ基因表达水

平 有 一 定 波 动ꎮ Ｏｓ０１ｇ０８４０１００、 Ｏｓ０７ｇ０６４１７００、
Ｏｓ１２ｇ０２７７５００、Ｏｓ０３ｇ０３６６０００ 和 Ｏｓ０２ｇ０６１２０００ ５ 个基

因的表达在热胁迫 １ ｈ 时达到最大值ꎬ呈现先上升ꎬ

后下降的趋势ꎻＯｓ０８ｇ０３３８７００ 和 Ｏｓ０９ｇ０４９１７７２ 响应

热胁迫时间比较长ꎬ在 ４８ ｈ 内基因表达表现出上升

的趋势ꎮ
２.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法验证转录组测序结果

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法对转录组数据进行验证ꎮ
结果(图 ５)显示ꎬ野生型水稻日本晴幼苗经热胁迫

处理 １ ｈ 后ꎬ筛选出的 ７ 个核心基因 Ｏｓ１２ｇ０２７７５００、
Ｏｓ０８ｇ０３３８７００、 Ｏｓ０７ｇ０６４１７００、 Ｏｓ０９ｇ０４９１７７２、
Ｏｓ０１ｇ０８４０１００、Ｏｓ０２ｇ０６１２０００ 和 Ｏｓ０３ｇ０３６６０００ 的表

达水平都上调ꎬ结果与转录组测序数据基本一致ꎬ表
明转录组测序结果可靠ꎬ也进一步证明了通过转录

组数据筛选鉴定水稻响应热胁迫过程中核心基因的

可靠性ꎮ

３　 讨 论

生物具有感知温度变化的系统[１０]ꎮ 植物响应

热胁迫涉及受体激活、活性氧产生、热激蛋白和热激

转录因子等多种信号途径[１１]ꎬ过程复杂是其分子机

制没有研究清楚的原因之一ꎮ 因此ꎬ迫切要求判断

植物响应热胁迫的潜在核心基因ꎮ 转录组技术能够
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Ａ:差异表达基因 ＧＯ 富集图ꎻＢ:差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集通路图ꎮ ａ１:蛋白质折叠ꎻａ２:刺激反应ꎻａ３:光刺激反应ꎻａ４:胁迫反应ꎻａ５:辐射反

应ꎻａ６:非生物胁迫反应ꎻａ７:碳水化合物代谢过程ꎻａ８:发育过程ꎻｂ１:热休克蛋白结合ꎻｂ２:未折叠蛋白结合ꎻｂ３:氧化还原酶活性ꎻｂ４:酶调节

活性ꎻｂ５:转录因子活性ꎻｂ６:序列特异性 ＤＮＡ 结合ꎻｂ７:铁离子结合ꎻｂ８:结合ꎻｂ９:钙离子结合ꎻｂ１０:转录调节活性ꎮ

图 ２　 差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集图

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

Ａ:基因互作网络图ꎻＢ:重要模块基因互作网络图ꎻＣ:最紧密 １０ 个基因互作网络图ꎻＤ:核心基因互作网络图ꎮ
图 ３　 差异表达基因互作网络与核心基因筛选图

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅｓ

分析热胁迫中植物基因表达的改变ꎬ是一种确定核

心基因有效方法ꎮ
本研究分析了水稻热胁迫下 ４ 个转录组数据

集ꎬ共鉴定出 ２７８ 个差异表达基因ꎬＧＯ 分析结果显

示这些基因主要富集在对刺激的反应和蛋白质折叠

的生物过程上ꎬＫＥＧＧ 分析结果显示这些基因主要

富集在内质网蛋白质加工的代谢途径上ꎮ 蛋白质折

叠在生物适应高温胁迫的过程中起着重要的作

用[１２]ꎮ 热 激 蛋 白 ( ＨＳＰ ) 分 为 ＨＳＰ１００、 ＨＳＰ９０、
ＨＳＰ７０、ＨＳＰ６０ 和小 ＨＳＰ 家族ꎬ具有阻止变性蛋白

质聚集和协助变性蛋白质重新折叠的功能[１３]ꎮ
ＨＳＰ１０１ 基因功能缺失的拟南芥变得对热敏感[１４]ꎮ
因此ꎬ ＨＳＰ 家族成员在植物响应热胁迫过程中发挥

重要作用ꎮ 叶绿体和线粒体 ＨＳＰ７０ｓ 作为转运子的
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ＴＰＭ:每千碱基记录本ꎮ
图 ４　 水稻响应热胁迫核心基因表达模式图

Ｆｉｇ.４ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｅａｔ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

ａ: Ｏｓ１２ｇ０２７７５００ꎻ ｂ: Ｏｓ０８ｇ０３３８７００ꎻ ｃ: Ｏｓ０７ｇ０６４１７００ꎻ ｄ:
Ｏｓ０９ｇ０４９１７７２ꎻ ｅ: Ｏｓ０１ｇ０８４０１００ꎻ ｆ: Ｏｓ０２ｇ０６１２０００ꎻ ｇ:
Ｏｓ０３ｇ０３６６０００ꎮ
图 ５　 水稻热激 １ ｈ 核心基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｆｏｒ ｏｎｅ ｈｏｕｒ

一部分可以帮助蛋白质前体转移[１５￣１７]ꎮ 研究结果

表明拟南芥通过细胞周期转录因子介导叶绿体

ＡｔＨＳＰ７０￣４ 基因的表达适应温度变化[１８]ꎮ ＨＳＰ７０￣４
和 Ｅ３ 泛素连接酶通过泛素￣２６Ｓ 蛋白酶系统介导质

体靶向蛋白质前体的降解ꎬ减轻细胞损伤[１９]ꎮ 线粒

体 ｍｔＨｓｃ７０￣１ 基因在拟南芥细胞色素 ｃ 氧化酶

(ＣＯＸ)依赖性呼吸系统中发挥作用ꎬ基因敲除后表

现 出 严 重 的 生 长 缺 陷[２０]ꎮ Ｏｓ０１ｇ０８４０１００ 和

Ｏｓ０９ｇ０４９１７７２ 同属 ＨＳＰ７０ 家族ꎬ在水稻热胁迫响应

过程中的具体功能未见报道ꎬ本研究中其受热胁迫

诱导ꎬ可能发挥调控作用ꎮ 质体 Ｃｐｎ６０ 是线粒体

Ｈｓｐ６０ 的同源物ꎬ参与核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化酶的

组装ꎬ在此过程中需要蛋白质 ＧｒｏＥＳ / Ｃｐｎ１０ 进行底

物封装[２１￣２３]ꎮ Ｃｐｎ６０ 家族在拟南芥生长发育过程中

发挥着非常重要的作用ꎬ短日照条件下ꎬ拟南芥

ＡｔＣｐｎ６０β１ 基因缺失导致幼苗死亡ꎬ突变体对热胁

迫敏感[２４]ꎮ ＯｓＣｐｎ６０α１(Ｏｓ１２ｇ０２７７５００)对核酮糖￣
１ꎬ５￣二磷酸羧化酶大亚基的折叠至关重要ꎬ突变体

表现出淡绿色和幼苗致死的表型ꎬ 高温对 Ｏｓ￣
Ｃｐｎ６０α１ 的转录有较强的诱导作用[２５]ꎮ 同源基因

ＯｓＣｐｎ６０β１ 对水稻叶绿体发育至关重要[２６]ꎮ 这与

我们的分析结果一致ꎬ说明 ＯｓＣｐｎ６０ 在热应激过程

中发挥了重要的作用ꎮ 拟南芥 ＡＴ Ｃｐｎ１０ 基因与大

肠杆菌 ｇｒｏＥＳ 基因功能互补ꎬ在不同器官中 ｍＲＮＡ
都有表达ꎬ 受热胁迫诱导[２７]ꎮ Ｏｓ０７ｇ０６４１７００ 和

Ｏｓ０３ｇ０３６６０００ 同属 Ｃｐｎ１０ 基因ꎬ表达水平在 ０~２４ ｈ
持续上调ꎬ说明在热胁迫过程中发挥了一定的作用ꎮ
ＤｎａＫ￣ＤｎａＪ￣ＧｒｐＥ 系统是蛋白质稳态的重要组成部

分[２８]ꎮ 拟南芥 ＧｒｐＥ 表达受热胁迫诱导ꎬ与大肠杆

菌 ｇｒｐＥ 基 因 功 能 互 补[２９]ꎮ Ｏｓ０８ｇ０３３８７００ 和

Ｏｓ０２ｇ０６１２０００ 同属 ＧｒｐＥ 基因ꎬ此基因的功能亦未

见报道ꎬ本研究中受热胁迫的诱导ꎬ推测其在热胁迫

响应中发挥调控作用ꎮ 水稻响应热胁迫与蛋白质折

叠息息相关ꎬ７ 个核心基因同属 ＨＳＰ 家族ꎬ蛋白质互

作网络分析结果表明它们联系非常紧密ꎬ同源蛋白

质参与蛋白质的运输、组装和折叠ꎬ因此ꎬ我们认为

这些基因在热胁迫过程中协同发挥关键性作用ꎮ
总之ꎬ本研究旨在确定水稻热胁迫响应过程中

的核心基因ꎮ 共鉴定出 ２７８ 个差异基因和 ７ 个核心

基因ꎬ７ 个基因可能在水稻响应热胁迫过程中发挥

重要作用ꎮ 但是ꎬ需要进一步研究来阐明这些基因

在水稻响应热胁迫过程中的生物学功能ꎮ
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