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　 　 摘要:　 山药是一种药食同源作物ꎬ块茎是其主要产品器官ꎬ其发育机制对于山药产量和品质提升相关育种有着重

要的指导作用ꎮ 以不同生长阶段(块茎膨大第 １ ｄ、第 １１ ｄ、第 ２１ ｄ、第 ３１ ｄ、第 ４１ ｄ、第 ５１ ｄꎬＴ１ ~Ｔ６)的山药块茎为材料进

行转录组测序ꎬ经从头(ｄｅ ｎｏｖｏ)组装后获得４２ ０４２个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ利用七大数据库进行注释ꎬ鉴定后发现山药块茎形成过程

中涉及大量基因ꎬ包括激素合成、信号转导等相关基因ꎮ 阶段特异性分析结果表明ꎬ块茎形成初始阶段为块茎发育的关键

时期ꎻ加权基因共表达网络分析结果表明ꎬ在山药块茎形成初期及后期ꎬ激素相关基因的表达特别活跃ꎬ脱落酸(ＡＢＡ)、茉
莉酸(ＪＡ)是山药块茎生长发育的重要激素ꎮ 研究结果为进一步研究山药块茎膨大分子机制奠定了基础ꎮ
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ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＷＧＣＮＡ) ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｖｅｒｙ ａｃｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ
ａｎｄ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｇｒｏｗｔｈ. Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ) ａｎｄ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ (ＪＡ) ｗｅｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｙａｍ ｔｕｂｅｒｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｕｂｅｒ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｙａｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｙａｍꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｓｔａｇｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅꎻ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 参薯山药(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ａｌａｔａ)是薯蓣科薯蓣属药食

同源的作物ꎬ其地下块茎是参薯山药的主要产品器

官[１]ꎬ具有高钾、低纤维、高蛋白质、营养丰富等特

点[２]ꎮ 参薯山药块茎在发育过程中边膨大边积累养

分ꎬ关于其块茎形成的分子机制研究较少ꎮ 随着高通

量测序技术的发展ꎬ人们可以从分子水平研究植物的

动态发育[３￣４]ꎬ包括激素和次生代谢物形成的分子机

制等[５]ꎮ 目前ꎬ关于地下块茎发育的研究主要集中在

马铃薯、甘薯等作物上ꎬ且块茎发育与激素密切相关ꎮ
前人研究发现ꎬＡＢＲ１ 在芥菜块茎中的表达量显著增

加ꎬ脱落酸(ＡＢＡ)介导的信号参与了块茎膨大[６]ꎻ在
马铃薯块茎膨大早期ꎬ调控赤霉素(ＧＡ)降解的基因

０３



表达量上调ꎬＧＡ 含量迅速下降ꎬ从而促进块茎膨

大[７]ꎮ Ｓａｒｋｅｒ 等[８]认为ꎬ茉莉酸(ＪＡ)和茉莉酸甲酯

(ＭｅＪＡ)在马铃薯块茎形成中起着重要作用ꎮ 笔者之

前对参薯山药块茎不同发育时期激素含量的研究发

现ꎬＧＡ 在块茎形成初期的含量较高ꎬ可以抑制块茎形

成ꎻＡＢＡ 和 ＪＡ 对块茎膨大具有促进作用[９]ꎮ
本研究以不同生长时期参薯山药块茎为材料进

行转录组测序ꎬ采用阶段特异性(Ｓｔａｇｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬＳＳ)方
法分析块茎发育过程中相关激素基因的表达ꎬ构建其

基因共表达网络(Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ
ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＷＧＣＮＡ)ꎬ以期为揭示参薯山药块茎形成的

分子调控机制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验材料为米易山药(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ａｌａｔａ Ｌ.)ꎬ引自

四川省米易县ꎬ属于国家地理标志农产品ꎬ于 ２０１８ 年

４ 月 ２６ 日种植于江苏省农业科学院六合动物科学基

地ꎬ当年 １０ 月 ２４ 日收获ꎮ 块茎于 ９ 月 ４ 日(播种后

１３２ ｄ)开始膨大ꎬ分别于块茎膨大的第 １１ ｄ(９ 月 １４
日)、２１ ｄ(９ 月 ２４ 日)、３１ ｄ(１０ 月 ４ 日)、４１ ｄ(１０ 月

１４ 日)、５１ ｄ(１０ 月 ２４ 日)取地下块茎ꎬ每次取 ３ 株混

合ꎬ用液氮速冻后保存于－７０ ℃冰柜中备用ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 和 ｃＤＮＡ 文库的制备

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法(ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)进行总 ＲＮＡ 的

提取ꎬ用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 是否降解及污

染ꎬ用 Ｎａｎｏ 光度计(ＩＭＰＬＥＮꎬＵＳＡ)检测 ＲＮＡ 的纯度

(ＯＤ２６０ / ２８０)ꎬ用 Ｑｕｂｉｔ 􀅺 ＲＮＡ 试剂盒(Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｉｅｓꎬＵＳＡ)测定 ＲＮＡ 的浓度ꎬ用 ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ 试剂

盒(Ａｇｉｌｅｎｔ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬＵＳＡ)评估 ＲＮＡ 的完整性ꎮ
取 １􀆰 ５ μｇ ＲＮＡꎬ用 ｐｏｌｙ￣Ｔ 寡聚物磁珠纯化 ｍＲ￣

ＮＡꎮ 利用随机六聚体引物和 Ｍ￣ＭｕＬＶ 逆转录酶

(ＲＮａｓｅ Ｈ)合成第 １ 链 ｃＤＮＡꎬ用 ＤＮＡ 聚合酶Ⅰ和

ＲＮａｓｅ Ｈ 合成第 ２ 链 ｃＤＮＡꎮ 用 ＴｒｕＳｅｑ ＰＥ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｋｉｔ
ｖ３ ｃＢｏｔ ＨＳ(Ｉｌｌｕｍｉａ)在 ｃＢｏｔ 聚类生成系统上对索引

编码样品进行聚类ꎮ 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 平台上对文库

进行测序ꎬ获得大小为 １２５ ｂｐ / １５０ ｂｐ 的双端 ｒｅａｄｓꎮ
１.３　 测序数据质量的评估

对测序所得原始数据进行过滤ꎬ去除接头(未
知碱基比例>１０％ꎬＱｐｈｒｅｄ 值≤２０ 的碱基数>５０％)ꎮ
１.４　 拼接及功能注释

采用 Ｇｒａｂｈｅｒｒ[１０]对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行拼接ꎬ获得

ｕｎｉｇｅｎｅꎬ随 后 进 行 七 大 数 据 库 ( 包 括 ＮＲ、 ＮＴ、
ＰＦＡＭ、ＫＯＧ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＧＯ)功能的注释ꎬ
同时基于斯皮尔曼相关系数( Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬＳＣＣ)进行主成分分析( Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏ￣
ｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣＡ)ꎮ
１.５　 基因表达量的计算和差异基因的筛选

采用基因表达水平估算方法[１１]对 ｒｅａｄｃｏｕｎｔ(ｒｅａｄ
数)进行每百万碱基对测序的每千碱基转录序列片段

(ｆｒａｇｍｅｎｔｓ)数目(ＦＰＫＭ)估算ꎬ计算公式如下:

ＦＰＫＭ＝ ｔｏｔａｌ ｅｘｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ × ｅｘｏｎ ｌｅｎｇｔｈ

式中ꎬ ｔｏｔａｌ ｅｘｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ 表示总外显子片段

数ꎬｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ 表示定位 ｒｅａｄ 数 (百万)ꎻ ｅｘｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ 表示外显子长度(ｋＢ)ꎮ

以 Ｐ 值<０.０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ ｜ >１ 为阈值筛选

差异表达基因(Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)ꎮ

ＳＳ( ｉꎬｊ)＝ １－
Ｍａｘ Ｅ ｉ

ｋ

Ｅ ｉ
ｊ

ꎬ１≤ｋ≤６ꎬｋ≠ｊ

１.６　 阶段特异基因的筛选及共表达网络的构建

通过阶段特异性(Ｓｔａｇｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃꎬＳＳ)算法[１２]ꎬ筛
选得分>０􀆰 ５ 的 ｕｎｉｇｅｎｅ 作为阶段特异基因ꎮ 对基因

变异系数>０.５ 的基因进行加权基因共表达网络分

析(ＷＧＣＮＡ) [１３]ꎮ
１.７　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺反转录试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大
连)合成 ｃＤＮＡꎬ根据转录组表达量的差异ꎬ随机挑

选 ８ 个基因ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０(Ｐｒｅｍｉｅｒ ＢＩｏｓｏｆｔ Ｉｎｔｅｒ￣
ｎａｔｉｏｎａｌꎬＵＳＡ)设计引物ꎬ选择 ＤａＡｃｔｉｎ 作为内参基

因进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 反应程序:９５ ℃ ３０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ５
ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４５ 个循环ꎮ 通过定量反应

的熔解曲线ꎬ验证引物的特异性是否满足试验要求ꎮ
ＲＴ￣ｑＲＣＲ 反应在 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅ ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 检

测系统(Ｒｏｃｈｅꎬ 瑞士)中进行ꎬ依据 ２－△△Ｃｔ算法计算

基因的相对表达量[１４]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 测序数据分析与基因注释

将测序的原始数据过滤后ꎬ平均每个文库含有

５０ ２６６ ７５８个 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ 共获得 １８６ ７９３ 个 ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｓ 和 ４２ ０４２ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 不同 ＦＰＫＭ 区间的

ｕｎｉｇｅｎｅ 数量如图 １ 所示ꎬ可以看出ꎬ在不同时期ꎬ大
部分基因的 ＦＰＫＭ 值为 ０~０􀆰 １０、０.３１~３􀆰 ５７ꎮ

１３殷剑美等:山药块茎发育阶段基因共表达网络构建及阶段特异性分析



Ｔ１:块茎膨大第 １ ｄꎻＴ１:块茎膨大的第 １１ ｄꎻＴ３:块茎膨大的第

２１ ｄꎻＴ４:块茎膨大的第 ３１ ｄꎻＴ５:块茎膨大的第 ４１ ｄꎻＴ６:块茎膨

大的第 ５１ ｄꎮ
图 １　 不同时期基因表达水平的分析

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

　 　 分别有 ４６􀆰 ４８％、 ２４􀆰 １５％、 １４􀆰 ６２％、 ５６􀆰 ７４％、
３５􀆰 ３０％、４６􀆰 ４８％ 和 ４４􀆰 ０１％ 的基因在 ＧＯ、 ＫＥＧＧ
(ＫＯ)、ＫＯＧ、ＮＲ、ＮＴ、ＰＦＡＭ 和 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 数据库中

得到注释ꎮ 其中在 ＮＲ 数据库中的注释结果表明ꎬ
与参薯山药比对率较高的植物是棕榈(２３􀆰 ６％)、海
枣(１８􀆰 ７％)、菠萝(７􀆰 １％)、小果野蕉(６􀆰 ８％)和芦

笋(５􀆰 ６％)ꎬ它们与参薯山药均属于单子叶植物ꎬ具
有较相似的基因信息ꎮ
　 　 由图 ２ 可以看出ꎬ在 ＧＯ 数据库中注释到 ５５ 个

富集条目ꎬ其中包括 ２５ 个“生物学过程”、２０ 个“细胞

组成”和 １０ 个“分子功能”ꎮ “生物学过程”基因主要

富集在“细胞过程”(ＧＯ:０００９９８７)、“代谢过程”(ＧＯ:
０００８１５２)和“单一组织过程”(ＧＯ:００４４６９９)ꎻ“细胞组

成”基因主要富集在“细胞”(ＧＯ:０００５６２３)、“部分细

胞”(ＧＯ:００４４４６４)和“细胞器官”(ＧＯ:００４３２２６)ꎻ“分
子功能”基因主要富集在“结合”(ＧＯ:０００５４８８)和“催
化活性”(ＧＯ:０００３８２４)ꎮ

ａ１:行为ꎻａ２:生物黏附ꎻａ３:生物阶段ꎻａ４:生物调控ꎻａ５:细胞死亡ꎻａ６:细胞组成或生源论ꎻａ７:细胞过程ꎻａ８:解毒ꎻａ９:发育过程ꎻａ１０:生长ꎻａ１１:

免疫系统过程ꎻａ１２:定位ꎻａ１３:移动ꎻａ１４:代谢过程ꎻａ１５:多组织过程ꎻａ１６:多细胞组织过程ꎻａ１７:生物过程负调控ꎻａ１８:生物过程正调控ꎻａ１９:生

物过程调控ꎻａ２０:再生ꎻａ２１:再生过程ꎻａ２２:刺激响应ꎻａ２３:节律过程ꎻａ２４:信号ꎻａ２５:单一组织过程ꎻｂ１:细胞ꎻｂ２:细胞交叉ꎻｂ３:部分细胞ꎻｂ４:细

胞外基质ꎻｂ５:细胞外基质组成ꎻｂ６:细胞外区域ꎻｂ７:部分细胞外区域ꎻｂ８:大分子复合物ꎻｂ９:细胞膜ꎻｂ１０:部分细胞膜ꎻｂ１１:细胞膜闭合腔ꎻ

ｂ１２:类核ꎻｂ１３:细胞器官ꎻｂ１４:部分细胞器官ꎻｂ１５:其他组织ꎻｂ１６:部分其他组织ꎻｂ１７:突触ꎻｂ１８:部分突触ꎻｂ１９:病毒粒子ꎻｂ２０:部分病毒粒子ꎻ

ｃ１:抗氧化活性ꎻｃ２:结合ꎻｃ３:催化活性ꎻｃ４:金属伴侣活性ꎻｃ５:分子功能调控ꎻｃ６:分子转导活性ꎻｃ７:核苷酸结合转录因子活性ꎻｃ８:结构分子

活性ꎻｃ９:转录因子活性、蛋白质活性ꎻｃ１０:转运活性ꎮ

图 ２　 基因在 ＧＯ 数据库中的注释情况

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＧＯ ｄａｔａｂａｓｅ

　 　 共有 １０ １５４ 个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 注释到 １３０ 个 ＫＥＧＧ 通

路中ꎬ可分为新陈代谢、遗传信息处理、环境信息处

理、细胞过程和组织系统 ５ 类ꎬ其中大部分基因注释

到新陈代谢的代谢通路中(图 ３)ꎮ
　 　 主成分分析结果显示ꎬ６ 个样本可明显分为 Ｔ１

时期、Ｔ２ ~ Ｔ６时期ꎬＴ１时期和其他各时期的相关性较

低ꎬＴ２ ~Ｔ６时期较为聚集ꎻ块茎在生长早期(Ｔ１时期)
和后期(Ｔ２ ~Ｔ６时期)存在较大差异(图 ４)ꎮ

２.２　 块茎发育过程中不同表达基因和阶段特异基

因分析

　 　 分析差异表达基因发现ꎬ两两样品之间的 ＤＥＧｓ
数量为４４２~６ ７７４个ꎬ其中与 Ｔ５时期相比ꎬＴ１ 时期的

ＤＥＧｓ 数量最多ꎬ有３ ７９０个上调基因ꎬ２ ９８４个下调基

因(表 １)ꎮ 共获得８ ２２２个阶段特异表达基因ꎬ数量范

围为５９９~３ ６２１个(图 ５)ꎮ ＧＯ 分析发现ꎬＴ１时期的大

多数基因与蛋白质磷酸化、去磷酸化、细胞蛋白修饰
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过程、蛋白质修饰过程、生长素应答、脂质转运、激素 应答等有关ꎮ

柱旁数据表示注释到相应基因的数量ꎮ
图 ３　 不同基因在 ＫＥＧＧ 数据库中的注释情况

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６ 见图 １ 注ꎮ

图 ４　 主成分分析示意

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.３　 Ｔ１时期差异表达基因及特异基因分析

主成分分析和不同发育阶段特异基因分析结果

显示ꎬＴ１时期和 Ｔ２ ~Ｔ６时期之间存在明显差异ꎬ在其

有表达差异的基因中ꎬ共有 ２１１ 个基因编码转录因

子ꎬ其 中 ３６ 个 基 因 编 码 ＡＰ２ / ＥＲＦꎬ 另 外 编 码

ＷＲＫＹ、Ｃ２Ｈ２、ＭＹＢ、ＮＡＣ、ｂＨＬＨ、ｂＺＩＰ 的基因均表

现为高表达ꎮ
通过比较 Ｔ１时期外的其他时期与 Ｔ１时期发现ꎬ

差异表达的基因达９ ７０１个ꎬ其中４ ５４６个基因的表达

量上调ꎬ５ １８１个基因的表达量下调ꎮ ＧＯ 分析结果显

示ꎬ上调表达的基因与细胞壁构建、细胞骨架构建、
ＤＮＡ 复制、焦磷酸酶活性、染色体、ＤＮＡ 代谢过程调

控有关ꎻ下调表达的基因与核糖核酸结合、蛋白激酶

活性、蛋白激酶磷酸化活性、大分子代谢、初级代谢及
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氮化合物过程的调控、细胞大分子和大分子调节及细

胞生物合成过程有关ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果表明ꎬ上调表

达的基因主要与次生代谢物生物合成、氨基酸合成、
代谢和降解、柠檬酸循环有关ꎻ下调表达的基因主要

涉及植物激素信号转导、ＭＡＰＫ 信号转导、苯丙氨酸

生物合成、酪氨酸生物合成、脂肪酸降解、色氨酸生物

合成、玉米素生物合成、生物合成酯类代谢ꎮ

表 １　 各发育时期的差异表达基因数量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

发育时期
差异表达的基因数量(个)

Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５ Ｔ６

Ｔ１ － ３ ０６３＋２ ３５６ ３ ９９４＋３ １７０ ２ ８７４＋２ ０９８ ３ ７９０＋２ ９８４ ２ ０１６＋１ ０５８

Ｔ２ ２ ３５６＋３ ０６３ － ９９７＋１ ０６７ ４２７＋４６８ ７２７＋７９１ １ １２９＋８０８

Ｔ３ ３ １７０＋３ ９９４ １ ０６７＋９９７ － ９４０＋８４４ ４９０＋３７３ １ ６６８＋１ ８５４

Ｔ４ ２ ０９８＋２ ８７４ ４６８＋４２７ ８４４＋９４０ － １７１＋２７１ ６６４＋３６２

Ｔ５ ２ ９８４＋３ ７９０ ７９１＋７２７ ３７３＋４９０ ２７１＋１７１ － １ ２８９＋１ ２３４

Ｔ６ １ ０５８＋２ ０１６ ８０８＋１ １２９ １ ８５４＋１ ６６８ ３６２＋６６４ １ ２３４＋１ ２８９ －

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６ 见图 １ 注ꎮ 未加粗的表示上调表达基因ꎬ加粗的表示下调表达基因ꎮ

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６ 见图 １ 注ꎮ

图 ５　 不同时期特异表达基因的数量

Ｆｉｇ.５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

２.４　 激素相关基因转录谱分析

对所有时期的特异基因进行分析发现ꎬ与 ＧＡ
相关的 ３ 个关键基因在整个生长期的表达量均较

低ꎬ０<ＦＰＫＭ<７􀆰 ３０ꎻ与 ＡＢＡ 相关的 ６ 个关键基因中

的 ４ 个基因在 Ｔ１时期高表达ꎻ与 ＪＡ 合成相关的关

键基因有 ３ 个ꎬ其中 ２ 个的表达水平均在 Ｔ１时期最

高ꎬ而另 １ 个是 Ｔ６时期的特异性基因ꎬ在整个块茎

形成过程中的表达水平较高(１６０<ＦＰＫＭ<２ １６４)ꎮ
与 ＡＢＡ 和 ＪＡ 合成相关的关键基因见表 ２ꎮ
２.５　 基因共表达网络的构建

对２０ ９８８个基因进行共表达网络构建ꎬ可将其

分为图 ６ 中的 ２５ 个不同模块ꎮ 进一步分析发现ꎬ模
块 １(绿黄模块ꎬ１８１ 个基因)与 Ｔ１时期高度相关ꎬ其
中有 １８ 个编码转录因子ꎬ包括转录因子 ＢＨＬＨ１４８、
ＷＲＫＹ 与乙烯应答相关转录因子 ＥＲＦ０３６ ｌｉｋｅ 等ꎮ
构建 Ｔ１时期特征模块基因间联通性的共表达网络ꎬ
详见图 ７ꎮ

表 ２　 脱落酸和茉莉酸合成相关的关键基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因 ＩＤ　 　 　 　 不同时期差异
基因比较

Ｌｏｇ２ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ Ｐ 值 基因注释　 　 　 　 　 　 　 　

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１３５４６ Ｔ２ 与 Ｔ１ －１.９３２ ２ １.３４１ １×１０－３ 脱落酸 ８(ＡＢＡ８)羟化酶

Ｃｌｕｓｔｅｒ－５２１３.１４９８１ Ｔ２与 Ｔ１ －６.１７１ ９ ２.５８０ ０×１０－７ ＡＢＡ８ 羟化酶

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１７１５９ Ｔ１ － － ＡＢＡ 受体 ＰＹＬ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.２０３７１ Ｔ２与 Ｔ１ １.７９５ ９ ３.２９６ ８×１０－２ ＡＢＡ 受体 ＰＹＬ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１０３５７ Ｔ３ － － ＡＢＡ 应答元件结合蛋白

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.７０６２ Ｔ６与 Ｔ５ ３.３４０ ３ ６.０１０ ０×１０－４ ９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双加氧酶

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１５１３７ Ｔ２与 Ｔ１ －１.５３１ ２ ３.００２ ９×１０－２ １２￣氧￣植物二烯酸还原酶

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１４９８２ Ｔ２与 Ｔ１ －２.５１７ ４ ３.１１０ ３×１０－４ 茉莉酸(ＪＡ)氨基合成酶

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１５１８２ Ｔ６与 Ｔ５ １.８４６ ６ ７.６１１ ０×１０－３ 丙二烯氧化物合酶

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６ 见图 １ 注ꎮ
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Ｔ１ ￣１、Ｔ１ ￣２、Ｔ１ ￣３:Ｔ１ 时期取样块茎的 ３ 个重复ꎬ其他处理以此类推ꎮ 共分为 ２５ 个不同模块ꎬ其中模块 １(绿黄模块ꎬ１８１ 个基因)与 Ｔ１时期高

度相关ꎻ图例数据表示模块与样本间的相关性ꎮ
图 ６　 山药块茎各时期的全基因组共表达网络分析

Ｆｉｇ.６　 Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｙａｍ ｔｕｂｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

正方形节点:核心基因ꎻ菱形节点:转录因子及调控激酶基因ꎻ正六边形节点:合成和代谢相关基因ꎻ圆形节点:其他基因ꎮ
图 ７　 Ｔ１时期特征模块基因共表达网络

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｒｅ ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ Ｔ１ ｓｔａｇｅ
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２.６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证

以 Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ随机选取 ８ 个基因进行

ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ测定其表达量ꎮ 引物序列见表 ３ꎬ基因表

达量见图 ８ꎮ 基因荧光定量表达趋势与转录组测序

结果一致ꎬ说明转录组测序结果可靠ꎮ

表 ３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因名称　 　 　 　 　 正向引物　 　 　 　 　 　 　 　 反向引物　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＮＣＥＤ ５′￣ＣＣＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＧＧＣＡＡＣＡＧ￣３′ ５′￣ＧＴＣＧＧＣＡＧＴＣＴＴＡＧＧＣＡＡＣＧ￣３′
ＣＹＰ７０７Ａ ５′￣ＴＣＴＣＣＧＡＡＧＣＣＣＡＡＣＡＣＣＴＡ￣３′ ５′￣ＧＴＧＣＧＡＡＡＧＧＡＣＣＧＡＡＣＴＧＡ￣３′
ＧＩＤ１Ｃ ５′￣ＣＣＧＡＡＧＡＣＡＣＴＣＡＡＡＣＡＴＣＣＣ￣３′ ５′￣ＡＡＣＴＧＣＣＧＣＣＧＴＧＡＡＡＧＡＡＴＡ￣３′
ＯＰＲ ５′￣ＡＴＣＧＴＴＧＡＴＧＣＣＧＴＣＴＴＴＧＡＧ￣３′ ５′￣ＧＣＧＧＡＧＡＴＡＣＣＣＧＡＧＡＴＡＧＴＧ￣３′
ＡＯＳ ５′￣ＣＧＣＡＧＧＧＣＴＴＣＡＴＡＣＡＣＧＡ￣３′ ５′￣ＴＧＧＣＴＧＡＴＣＣＧＡＡＧＴＴＧＣＡ￣３′
ＬＯＧ ５′￣ＴＧＡＣＡＡＧＧＣＴＧＴＴＧＡＴＧＡＧＧＧ￣３′ ５′￣ＣＧＴＣＧＴＧＴＣＴＡＧＧＣＡＣＧＴＡＴＴ￣３′
ＧＢＳＳ ５′￣ＣＣＴＣＡＴＣＧＧＣＴＴＴＣＡＡＣＣＣＴＡＡ￣３’ ５′￣ＴＣＴＧＧＡＡＴＧＣＴＣＴＴＧＧＣＴＣＡＣＡ￣３′
ＳＳＳ ５′￣ＧＡＧＧＧＡＡＣＡＧＣＧＡＧＡＣＧＡＡＡ￣３′ ５′￣ＣＡＧＡＣＡＣＴＣＡＣＣＧＣＡＴＣＡＧＣ￣３′
Ａｃｔｉｎ ５′￣ＡＧＧＣＴＧＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＴ￣３′ ５′￣ＡＡＴＧＣＣＡＴＧＣＴＣＧＡＴＡＧＧＧＴ￣３′

左纵坐标:基于荧光定量法的基因相对表达水平ꎻ右纵坐标:基于转录组测序的 ＦＰＫＭ 值ꎮ Ａ:ＮＣＥＤ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.７０６２)ꎻＢ:ＣＹＰ７０７Ａ 基因

(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１４９８１)ꎻＣ:ＧＩＤ１Ｃ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１３０６１)ꎻＤ:ＯＰＲ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１５１３７)ꎻＥ:ＡＯＳ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１５１８２)ꎻＦ:ＬＯＧ 基因(ｃｌｕｓ￣
ｔｅｒ￣５２１３.２６１５)ꎻＧ:ＧＢＳＳ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.１７１０３)ꎻＨ:ＳＳＳ 基因(ｃｌｕｓｔｅｒ￣５２１３.２２３１８)ꎮ Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６ 见图 １ 注ꎮ 不同发育时期标有不同小

写字母的表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 差异表达基因的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.８　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

６３ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 １ 期



３　 讨 论

３.１　 山药块茎发育关键时期分析

ＤＥＧｓ 主要发生在块茎形成初期ꎬＴ１时期的特异

基因数量最多ꎬ推测块茎形成初期是最重要的阶段ꎬ
这与马铃薯相关研究结果[１５] 一致ꎮ Ｔ１时期上调表

达的 ＤＥＧｓ 在蛋白质磷酸化、蛋白激酶途径中显著

富集ꎬ而蛋白质磷酸化作为细胞信号系统的重要组

成部分ꎬ经常参与许多生物过程ꎬ如植物生长发育、
细胞分化、刺激反应和抗应激调节[１６]ꎮ Ｔ１时期的特

异基因编码 ２１１ 个转录因子ꎬ揭示许多编码 ＴＦｓ 的
基因参与块茎形成ꎮ 另外 Ｔ１时期表达的大部分基

因与激素有关ꎬ说明激素与块茎形成关系密切ꎮ
３.２　 参与山药块茎发育过程的激素相关基因分析

　 　 植物激素的协同作用对块茎的形成和生长调节

具有重要意义ꎮ ＧＡ 和 ＡＢＡ 是 １ 对经典的植物激素

组合ꎬ它们的前体都是甲戊龙酸ꎬ对种子休眠和萌

发、根系发育和开花有拮抗作用ꎬＧＡ 和 ＡＢＡ 之间的

平衡和相互调节在植物生长发育中起着重要作

用[１７]ꎮ 关于 ＧＡ 对块茎生长的影响有不同观点ꎬ但
一般认为ꎬＧＡ 可以抑制或延缓块茎的发育ꎮ ＧＡ 的

信号转导通过环境和内部条件整合 ＧＡ 受体 ＧＩＤ１
和抑制因子 ＤＥＬＬＡꎬ形成 ＧＡ￣ＧＩＤ１￣ＤＥＬＬＡ 三聚体

复合体ꎬ从而调节植物的生长发育[１８]ꎮ 已发现的

ＤＥＬＬＡ 蛋白包括拟南芥 ＧＡＩ、ＲＧＡ、ＲＧＬ１、ＲＧＬ２ 和

ＲＧＬ３[１９]以及小麦 ＲＨＴ[２０]、大麦 ＳＬＮ１[２１] 和水稻

ＳＬＲ１[２２]等ꎮ 本研究发现ꎬ编码 ＤＥＬＬＡ 蛋白的 ＧＡＩ
在 Ｔ１时期高表达ꎬ推测块茎开始形成时ꎬＧＡ 就开始

受到抑制ꎬ导致 Ｔ２时期的 ＧＡ 含量迅速下降后ꎬ在以

后生育期处于较低水平[９]ꎮ
研究发现ꎬＮＣＥＤ３ 高表达显著增加拟南芥的

ＡＢＡ 含量[２３]ꎻＺＥＰ 参与拟南芥种子发育中 ＡＢＡ 的

合成[２４]ꎻＣＹＰ７０７Ａ[２５]编码 ＡＢＡ８′羟化酶ꎮ 本研究发

现ꎬ１ 个 ＮＣＥＤ 基因在 Ｔ１ ~Ｔ５时期下调表达ꎬ但在 Ｔ６

期强烈上调表达ꎻ３ 个 ＺＥＰ 基因中有 ２ 个基因在早

期高表达ꎻ３ 个 ＣＹＰ７０７Ａ 基因在 Ｔ１时期上调表达ꎬ
在 Ｔ２ ~ Ｔ６期的表达量显著降低ꎮ 在块茎形成过程

中ꎬ调控 ＡＢＡ 的基因的表达一直较活跃ꎬ含量保持

上升[９]ꎮ 对水稻的研究发现ꎬ高 ＡＢＡ 含量会诱导淀

粉积累量增加[２６]ꎬ在山药块茎发育后期 ＡＢＡ 含量

持续增长ꎬ不仅有利于块茎生长ꎬ而且有利于淀粉积

累ꎮ

丙二烯氧化物合酶(ＡＯＳ)是 ＪＡ 合成途径中的第

１ 个特异性酶ꎬ可以催化氧化丙二烯的合成ꎬ１２￣氧￣植
物二烯酸还原酶(ＯＰＲ)是 ＪＡ 合成的关键酶ꎬＡＯＳ 基

因的过度表达可增加马铃薯中 ＪＡ 含量[２７]ꎮ 在本研

究中ꎬＡＯＳ、ＯＰＲ 在整个生育期一直高表达ꎬ尤其在 Ｔ１

时期ꎬ推测在山药块茎的整个发育过程中ꎬＪＡ 的合成

和代谢相对较强ꎬ使得块茎中的 ＪＡ 含量较高[９]ꎮ
共表达网络分析结果显示ꎬ在 Ｔ１时期的特异性模

块中ꎬ乙烯应答转录因子 ＥＲＦ０３６ ｌｉｋｅ、真核细胞翻译起

始因子等基因的表达水平较高ꎮ ＥＲＦ 转录因子家族参

与多种生物过程ꎬ包括激素信号转导、生长发育、代谢

及对生物和非生物胁迫的响应[２８￣３０]ꎬ推测在参薯山药

块茎发生初期涉及多种激素信号转导过程ꎮ 在 Ｔ６时期

的特异性模块中ꎬ含有 ２ 个转录因子 (ＷＲＫＹ７１、
ＷＲＫＹ７９)编码基因ꎮ 在水稻胚、糊粉层细胞中ꎬ
ＷＲＫＹ７１ 表达由 ＡＢＡ 诱导并被 ＧＡ 抑制ꎬα￣淀粉酶

ａｍｙ３２Ｂ 和赤霉素诱导转录激活因子 ＧＡＭＹＢ 协同表

达[３１]ꎻＷＲＫＹ７９ 在玉米中过度表达会增加茉莉酸和乙

烯途径、活性氧清除中相关基因及其他相关基因的表

达量[３２]ꎬ推测在块茎发育后期ꎬ激素相关基因的表达特

别活跃ꎮ

４　 结 论

本研究对山药转录组数据的分析发现ꎬ在山药

块茎形成初期ꎬ尤其是 Ｔ１时期为块茎发育的重要时

期ꎬ阶段特异基因数目最多ꎬ上调的 ＤＥＧｓ 与细胞生

长、激素均密切相关ꎻ块茎发育后期激素相关基因表

达特别活跃ꎬＡＢＡ 和 ＪＡ 是块茎生长发育的重要激

素ꎮ 研究结果与之前关于块茎发育中激素含量的研

究结果一致ꎬ转录组测序结合生理测定结果可以为

进一步分析山药块茎膨大的分子机制奠定基础ꎮ
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ａｃｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ａ￣
ｌｅｕｒｏｎｅ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００６ꎬ ４６(２): ２３１￣２４２.

[３２] ＦＵ Ｊ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｑꎬ ＷＡＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｚｍｗｒｋｙ７９ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｍａｉｚｅ ｐｈｙｔｏａｌｅｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１８ꎬ ６９
(３): ４９７￣５１０.
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