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　 　 随着耕地面积的减少，粮棉油安全供给的矛盾 愈加突出，对抗逆棉花品种的需求愈加迫切。 作为

盐碱地的先锋作物，陆地棉耐盐水平总体不高，并且

基础种质过于集中，耐盐品种的遗传基础相当狭

窄［１］。 种质资源的拓展对于作物育种工作具有重

要作用。 由于缺乏高抗盐碱的陆地棉资源，使得棉

花耐盐常规育种进展比较缓慢，不能满足生产的需

求。 棉属野生种具有栽培种所缺乏的许多优良性

状，是改良陆地棉品种产量、品质、抗逆性等方面的

重要基础。 我们在多年研究中通过盐胁迫发芽试验
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及植株形态比较发现，来自南美洲 Ｄ 染色体组的二

倍体旱地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ａｒｉｄｕｍ）具有较好的耐盐、耐
旱特性，是研究非生物胁迫分子机理及大规模克隆

逆境胁迫相关基因的理想材料。
非生物胁迫会诱导植物发生一系列反应，包括

基因表达的改变，植物激素的积累，渗透活性化合物

的产生，可清除氧自由基或作为分子伴侣的保护性

蛋白质的合成［２⁃７］。 这些反应由分子网络所调控，
通过激活胁迫反应机制建立渗透平衡，保护和修复

受到损伤的蛋白质和膜［８］。 目前为止，在棉花中已

有多个盐胁迫相关基因的报道，但这些研究结果大

多集中于单个基因的克隆和功能验证［９⁃１２］。 棉花的

盐胁迫抗性是复杂的数量性状，单个基因对棉花耐

盐性提高并不显著。 因此在深入研究逆境胁迫分子

机理的基础上，研究整个盐胁迫棉花基因网络调控，
精确地控制基因在空间与时间上的表达在作物抗逆

改良中非常重要。
当前基因组学的研究方向正由结构基因组学向

功能基因组学转变，研究基因转录表达水平是功能

基因组学研究的一个主要内容。 高通量测序的数字

化基因表达谱（Ｄｉｇｉｔａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ， ＤＧＥ）
技术利用新一代高通量测序技术和高性能计算分析

技术对某一物种特定组织和状态下的基因表达情况

进行序列捕捉和精确解析，是新发展起来的分析生

物基因表达的方法，以检测数据范围更大、精度更

高、操 作 简 单 等 优 势 正 逐 步 取 代 基 因 芯 片 技

术［１３⁃１９］。 本研究利用基于高通量测序的数字化基

因表达谱技术，对盐胁迫下旱地棉叶片中基因表达

情况进行深入研究，分析不同盐胁迫处理时期旱地

棉叶片中基因表达的差异。 应用生物信息学对差异

表达基因所行使的功能和参与代谢途径进行深入研

究，进一步认识棉花的耐盐机制，以期为棉花耐盐性

改良提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料

棉属野生种旱地棉（Ｇ． ａｒｉｄｕｍ）种子由中国农

业科学院棉花研究所海南岛野生棉种植园提供。 将

旱地棉种子播于盆钵中，待长至约 ２０ ｃｍ 将小苗从

土中取出，洗去根上的泥土，将小苗浸在含 ２００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的营养液（其中 ＣＮａ＋ ∶ ＣＣａ２＋为 １５ ∶１）
中，分别处理 ０ ｈ、３ ｈ 和 ７２ ｈ，取不同时期的叶片，液

氮速冻后于－７０ ℃保存。
１􀆰 ２　 样本制备及数字表达谱测序

用改良的 ＣＴＡＢ 法［２０］ 提取旱地棉叶片 ＲＮＡ，
－７０ ℃保存。 由深圳华大基因科技有限公司制备样

本和测序，具体方法步骤参照文献［２１］。
１􀆰 ３　 数据分析

棉花 ＥＳＴ 数据库来自于 ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ），与旱地棉转录组数据库［２２］ 整合

后，利用 ＣＤ＿ＨＩＴ［２３］（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｏｒｇ ／
ｃｄ⁃ｈｉｔ ／ ）快速批量去除冗余序列，获得非冗余的 Ｕ⁃
ｎｉｑｕｅ 序列作为参考数据库。 检索 ｍＲＮＡ 上所有的

ＣＡＴＧ 位点，生成 ＣＡＴＧ＋１７ｎｔ 碱基的参考标签数据

库。 然后将全部 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 与参考数据库比对，允许

最多 １ 个碱基错配，对其中唯一比对到 １ 个基因的

标签进行基因注释，统计每个基因对应的原始 Ｃｌｅａｎ
ｔａｇ 数，然后对原始 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 做标准化处理（每个基

因包含的原始 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 数 ／该样本中总 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ
数×１ ０００ ０００），获得标准化的基因表达量（ＴＰＭ）。
以 ＦＤＲ（Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ）≤０􀆰 ００１ 且存在 ２ 倍以

上表达差异作为判断基因表达差异显著的阈值。
利用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ 软件并对其进行本地化之后进

行 ＧＯ 功能显著性富集分析。 首先把所有差异表达

基因向 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌ⁃
ｏｇｙ．ｏｒｇ ／ ）的各 Ｔｅｒｍ 映射，计算每个 Ｔｅｒｍ 的基因数

目，然后应用超几何检验，找出与整个基因组背景相

比在差异表达基因中显著富集的 ＧＯ 条目，计算得

到的 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 进 行 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校 正， 以 校 正 的

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ≤０􀆰 ０５ 为阈值，满足此条件的 ＧＯ ｔｅｒｍ 定义

为在差异表达基因中显著富集的 ＧＯ ｔｅｒｍ。 Ｐａｔｈｗａｙ
显著性富集分析以 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 为单位，应用超

几何检验，找出与整个基因组背景相比在差异表达

基因中显著性富集的 Ｐａｔｈｗａｙ。 Ｑ ｖａｌｕｅ≤０􀆰 ０５ 的

Ｐａｔｈｗａｙ 定义为在差异表达基因中显著富集的 Ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ。
１􀆰 ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析

应用反转录试剂盒 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
Ｐｒｏｍｅｇａ 进行 ｃＤＮＡ 合成。 每个样品中取 １ μｇ 总

ＲＮＡ 进行反转录，反转录酶为 Ｓｕｐｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ，反应

体积 ２０ μｌ。 采用基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 的荧光实时定量

ＰＣＲ 验证基因表达谱测序数据的可靠性。 利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 ＰＣＲ 引物（表 １），扩增

产物长度 ８０～３００ ｂｐ，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对引物进行检
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测，以棉花组成型表达基因 β⁃ａｃｔｉｎ 作为定量分析的

内参基因。 用 ＡＢＩ７５００ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪进行实时

荧光定量 ＰＣＲ 检测，反应程序：９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ，

ＰＣＲ 反应 ９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３４ ｓ，４０ 个循环，每个样品

进行 ３ 次重复。

表 １　 用于 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因编号 Ｇｅｎｅ ＩＤ 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）

１ Ｕｎｉｇｅｎｅ９１６２２＿Ｇ３ ＧＣＴＣＡＡＧＣＣＴＴＧＴＣＡＴＴＴ ＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＧＴＧＡＧ

２ Ｕｎｉｇｅｎｅ２９７０３＿Ｇ３ ＡＴＴＴＡＧＣＧＡＡＧＣＣＧＡＣＡＣ ＧＡＴＴＴＣＧＧＧＣＡＧＡＡＣＣＡＣ

３ Ｕｎｉｇｅｎｅ９３９３２＿Ｇ３ ＧＣＣＴＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＣＣＴＣＧ ＧＴＴＧＡＡＴＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧ

４ Ｕｎｉｇｅｎｅ９８２２２＿Ｇ３ ＣＡＧＧＡＴＴＡＧＣＧＴＧＣＣＡＡＧＴ ＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧＴＴＣＣ

５ Ｕｎｉｇｅｎｅ９７８５５＿Ｇ３ ＧＡＴＴＴＣＧＧＣＴＴＧＣＣＡＣＣＡＴ ＴＣＣＧＣＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＣＴＣ

６ Ｕｎｉｇｅｎｅ３６７３５＿Ｇ３ ＧＣＡＣＡＡＣＡＡＧＧＧＣＡＣＧＡＡ ＴＴＣＣＧＡＧＧＡＡＡＣＧＴＧＣＴＴ

７ Ｕｎｉｇｅｎｅ３３０３１＿Ｇ３ ＴＡＴＴＡＧＧＧＴＧＧＣＧＧＡＧＧＧ ＴＴＣＣＡＡＧＧＣＧＴＧＧＣＧＡＴＡ

８ Ｕｎｉｇｅｎｅ９７２３０＿Ｇ３ ＡＧＡＡＴＴＡＡＧＡＣＡＴＧＧＣＡＧＧＧＴ ＴＣＣＴＧＡＴＡＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣ

９ Ｕｎｉｇｅｎｅ２９１１８＿Ｇ３ ＣＡＴＣＧＣＡＡＧＧＣＡＡＣＣＣＡＡ ＣＧＧＴＧＡＡＧＡＴＡＡＡＧＧＴＧＴＣＧ

１０ Ｕｎｉｇｅｎｅ３９５２８＿Ｇ３ ＧＧＣＡＣＣＡＡＴＧＧＣＡＡＧＴＣＣ ＧＴＣＴＴＣＧＣＣＧＧＡＡＣＡＴＣＧ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 测序评估

为了对盐胁迫下旱地棉叶片中差异基因进行表

达谱分析，本研究共构建了 ３ 个表达谱文库，分别命

名为 Ｙ０（不处理，对照）、Ｙ３（盐胁迫 ３ ｈ）、Ｙ７２（盐
胁迫 ７２ ｈ）。 测序深度达到 ６ Ｍ，对原始数据进行处

理后，每个表达谱文库获得 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 的种类大约

０􀆰 １５～０􀆰 １７ Ｍ。 不均一性是细胞 ｍＲＮＡ 表达的显著

特征，少量种类 ｍＲＮＡ 表达丰度极高，而大部分种

类 ｍＲＮＡ 表达水平很低甚至极低。 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 数据

中，ｔａｇｓ 拷贝数反映了相应基因的表达量。 本研究

中，大多数 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 的表达水平都很低，３ 个表达谱

文库中拷贝数大于 １００ 的高表达 ｔａｇ 数分别占

７２􀆰 ６９％、７３􀆰 ４４％和 ７１􀆰 ４１％，在数量上占有绝对优

势；而拷贝数小于 ５ 的低表达 ｔａｇ 种类分别占

６２􀆰 ２６％、５６．１８％和 ５４．１２％（图 １）。 说明占 ｍＲＮＡ
总量 ７０％以上是种类 ６％左右的少数 ｍＲＮＡ，而占种

类 ６０％左右的 ｍＲＮＡ 仅占总量的 ５％以下。 因此，
从整体上评估测序数据是正常的。 将所有的 Ｃｌｅａｎ
ｔａｇ 比对到上述参考数据库， 大约有 ６０􀆰 ０６％ ～
７４􀆰 ９８％的 ｔａｇ 能够比对上参考数据库（表 ２）。
２􀆰 ２　 不同盐胁迫时间的差异基因分析

将每个胁迫时间所有的 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 比对到参考

数据库，选择其中唯一比对到 １ 个基因的 Ｔａｇ，进而

统计基因的表达量，将不同盐胁迫时间处理与对照

比较，筛选差异表达的基因。 分别对各个时间的

Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 标准化处理，获得标准化的基因表达量，然
后根据基因在不同处理间的 ｜ ｌｏｇ２ ｒａｔｉｏ ｜ ≥１ 并且

ＦＤＲ≤０􀆰 ００１ 作为筛选标准。 与对照 Ｙ０ 相比较，Ｙ３
叶片中有１ ０４６个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 上调表达，７３２ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ
下调表达；Ｙ７２ 有２ ０６５个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 上调表达，８０８ 个

下调表达（图 ２）。 在旱地棉响应盐胁迫时期，表现

为上调的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数量明显多于下调的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数

量，上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 以及下调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的

数目均随着盐胁迫时间的延长而不断增加，然而这

些增加的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 大部分表现为上调表达。 与根

部［２２］比较，盐胁迫 ３ ｈ，根部上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 多

于下调 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的数量，而盐胁迫 ７２ ｈ，下调表达的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 则明显多于上调的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数量，表明旱地

棉根部和叶片中响应盐胁迫应答机制有所不同；此
外，盐胁迫 ３ ｈ 根部差异表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 明显多于叶

片中的，而 ７２ ｈ 后两者差异表达的基因数量则相

当，表明叶片响应盐胁迫则相对迟缓于根部。 选择

差异 １００ 倍以上（ ｌｏｇ２ ｒａｔｉｏ ≥６􀆰 ７）作为筛选标准，
与 Ｙ０ 相比，Ｙ３ 上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ１４１ 个，下调表达

的 Ｕｎｉｇｅｎｅ５１ 个；Ｙ７２ 有 ３２６ 个上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ，
８２ 个下调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ。 以差异 １０ 倍以上并小于
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图 １　 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 拷贝数分布统计

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｌｅａｎ ｔａｇｓ ａｎｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｃｌｅａｎ ｔａｇｓ

表 ２　 ３ 个表达谱文库 ＤＧＥ 测序统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＤＧＥ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

表达谱文库 Ｔａｇ 数 Ｔａｇ 种类 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 种类 比对到参考数据库的 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 种类 未比对到参考数据库的 Ｃｌｅａｎ ｔａｇ 种类

Ｙ０ ６ ０８３ ４６２ ４４６ ８６７ １６９ ８７５ １０２ ０２３（６０􀆰 ０６％） ６７ ８５２（３９．９４％）

Ｙ３ ６ ０８２ ８２６ ３７４ ９９２ １４５ ５６３ １０２ ２７９（７０．２６％） ４３ ２８４（２９．７４％）

Ｙ７２ ５８６ ６７１４ ３３６ ４４２ １４８ ５０９ １１１ ３４８（７４．９８％） ３７ １６１（２５．０２％）

Ｙ０：对照表达谱文库；Ｙ３：盐胁迫 ３ ｈ 表达谱文库；Ｙ７２ 盐胁迫 ７２ ｈ 差异谱文库。

Ａ：盐胁迫 ３ ｈ 与无胁迫对照相比，Ｂ：盐胁迫 ７２ ｈ 与无胁迫对照

相比。
图 ２　 盐胁迫不同时间旱地棉叶片差异表达基因

Ｆｉｇ．２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ａｒｉｄｕｍ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

１００ 倍（６􀆰 ７≥ ｌｏｇ２ ｒａｔｉｏ ≥３􀆰 ３） 作为筛选标准，与
Ｙ０ 相比， Ｙ３ 有 ９２ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 上调表达， ７９ 个

Ｕｎｉｇｅｎｅ 下调表达；Ｙ７２ 有 ２０９ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 上调表达，
７３ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 下调表达。 这些差异表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
为进一步研究棉花的耐盐机理提供了基础。
２􀆰 ３　 差异表达基因功能注释

通过 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）功能显著性富集分析

能确定差异表达基因行使的主要生物学功能，发掘

与基因差异表达相关联的特征功能分类。 通过 ＧＯ
基因功能分类体系分别将 Ｙ３ 和 Ｙ７２ 与对照 Ｙ０ 相

比获得的差异表达基因进行功能分类注释，以

Ｐ⁃ｖａｌｕｅ≤０􀆰 ０５ 为阈值。 在细胞组分中，显著性富集

的 ＧＯ 条目总共有 １３ 个，除质体（Ｐｌａｓｔｉｄ）条目外，
其余所有 ＧＯ 条目在两个时期均表现为显著性富
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集。 在分子功能组分中，总共有 １４ 个显著性富集的

ＧＯ 条目，其中有 ８ 个 ＧＯ 条目在两个时期都显著性

富集。 在生物进程组分中，总共有 ２６ 个显著富集的

ＧＯ 条目，其中仅阴离子转运（Ａｎｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）条目

在两个时期均表现为显著富集，盐胁迫前期和后期

界定较明显。 前期主要富集的条目为信号（ Ｓｉｇｎａ⁃
ｌｉｎｇ）、光合作用 （ Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、细胞自动调节

（Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ）、有机酸转运 （ Ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）、羧酸转运（Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）以及

氨基酸转运（Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）等；后期主要富集

的条目为转录因子 （ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）、大分子修饰

（Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、对内在刺激以及有机

物的响应（Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｏｒ ｏｒｇａｎｉｃ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ）以及核酸代谢（Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ ＲＮＡ ｍｅｔａ⁃
ｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）等（图 ３）。 Ｐａｔｈｗａｙ 分析参照 ＫＥＧＧ
公共数据库，通过 Ｐａｔｈｗａｙ 富集能确定差异表达基

因参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径。 两

个时期都显著富集的 Ｐａｔｈｗａｙ 为植物激素信号转导

（Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）、植物病原菌互

作（Ｐｌａｎｔ⁃ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）、光合作用（Ｐｈｏｔｏｓｙｎ⁃
ｔｈｅｓｉｓ）、调控自噬（Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ）。

为了鉴定盐胁迫下潜在的转录因子，筛选两组

盐胁迫时间差异表达基因的并集，共获得３ ４６３个差

异表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ。 通过本地化的 ＢｌａｓｔＸ 程序［２４］将

所有差异表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 比对到拟南芥转录因子数

据 库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌｎｔｆｄｂ． ｂｉｏ． ｕｎｉ⁃ｐｏｔｓｄａｍ． ｄｅ，
ｖｅｒｓｉｏｎ３􀆰 ０），该数据库总共含有 ２ ７５７ 种蛋白质，属
于 ８１ 个基因家族。 结果显示，总共有 １３２ 个差异基

因能够比对到拟南芥转录因子数据库中的 ３６ 个基

因家族，其中大部分转录因子表现为上调表达。 １００
个（７５􀆰 ８％）上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 能够比对到 ３２ 个

拟南芥转录因子家族，ｂＺＩＰ 家族上调表达的转录因

子最多。 仅 ３２ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ（２４􀆰 ２％）表现为下调表

达，共比对到 １６ 个拟南芥转录因子家族，下调表达

最多的属于 ｂＨＬＨ 转录因子家族（图 ４）。
２􀆰 ４　 不同盐胁迫时间差异表达的共同基因

不同盐胁迫处理组间的差异表达基因之间有较

大差异，但也存在共同表达的差异基因。 两组盐胁

迫处理时间共筛选到１ １８８个差异表达的共同基因，
其中 ７５２ 个上调表达， ４１２ 个下调表达， ２４ 个

Ｕｎｉｇｅｎｅ 两个盐胁迫时间表达方向不一致。 以差异

１０ 倍作为筛选标准，共有 ２２９ 个差异表达的共同基

因，其中上调表达的 Ｕｎｉｇｅｎｅ １６９ 个，下调表达的

Ｕｎｉｇｅｎｅ ６０ 个。 对盐胁迫下上调或下调 １０ 倍以上

的差异表达的共同基因进行功能注释，其中有 ４６ 个

在 ｎｒ 库中没有注释，１０７ 个是假定蛋白质基因或未

知功能的蛋白质基因，仅 ７６ 个基因可编码有已知功

能的蛋白质。 以差异 １００ 倍作为筛选标准，共有

１１９ 个差异表达的共同基因，１０１ 个表现为上调表

达，下调表达的仅 １８ 个。 功能注释结果表明，绝大

部分差异表达的共同基因（７７ 个）没有功能注释或

注释为未知功能蛋白质基因，仅 ４２ 个注释为已知功

能蛋白质基因。 主要包括以下几类：①信号转导相

关基因，如蛋白激酶基因等；②胁迫应答类相关基

因，如水通道蛋白基因、ＡＴＰ 结合蛋白基因等；③能

量代谢相关基因，如淀粉合成酶基因、乙醇脱氢酶基

因等；④氧化胁迫相关基因，如细胞色素 Ｐ４５０ 基

因、金属硫蛋白基因、环氧化物酶基因等；⑤调控基

因表达的转录因子，主要有 ＷＲＫＹ、ＮＡＣ、乙烯响应

转录因子等。 大部分已知功能的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 都存在于

已知的盐胁迫相关的通路中。
２􀆰 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证差异表达基因

为了验证数字化基因表达谱数据的可靠性，以
棉花 β⁃ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因，随机挑选了 １０ 个

差异表达基因进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证。 结果表明，ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 与数字化基因表达谱结果基本一致，虽然在基

因上调和下调表达倍数上存在一定的差异，但是其

上调或下调的趋势基本是一致的（图 ５），说明表达

谱检测结果较为可靠。

３　 讨 论

在影响农作物产量的各种因素中，盐害和干旱

对于作物产量潜力发挥的影响最为严重，在世界范

围内所造成的减产可达 ４０％［２５］。 中国棉花田中有

超过 １５％的旱碱地，旱碱棉田棉花产量仅相当于常

规棉田产量的 ３０％～５０％，植棉效益差。 因此，盐胁

迫对棉花的生长发育有十分重要的影响。
通过杂交技术、差异显示技术、表达序列标签技

术（ＥＳＴ）等可获得不同生长发育阶段和处理条件下

的基因表达谱［２６］， 但只能获得有限的基因表达模

式信息。 基因芯片能够大规模地开展基因表达研

究，但也存在弊端［２７］。 数字基因表达谱技术以检测

数据范围更大、精度更高、操作简单等优势正逐步取

代基因芯片技术。 本研究利用高通量测序的数字化
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注：∗、∗∗分别表示在 ０􀆰 ０５ 和 ０􀆰 ０１ 水平上差异显著。 Ｙ７２ ／ Ｙ０ 指盐胁迫处理 ７２ ｈ 与盐胁迫处理 ０ ｈ（对照）比较，Ｙ３ ／ Ｙ０ 指盐胁迫处理 ３ ｈ
与盐胁迫处理 ０ ｈ（对照）比较。
图 ３　 不同盐处理时间差异表达基因 ＧＯ 富集分析

Ｆｉｇ．３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｇ． ａｒｉｄｕｍ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ
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２６：ＥＩＬ；２７：ＧＲＦ；２８：ＬＯＢ；２９：ＳＮＦ２；３０：ＳＮＦ⁃ＢＡＦ ６０ｂ；３１：ＴＡＺ；３２：ＴｉｆＹ；３３：Ｃ２Ｃ２⁃ＧＡＴ；３４：ＧＮＡＴ；３５：Ｓｉｇｍａ７０⁃ｌｉｋｅ；３６：ＴＯＰ
图 ４　 盐胁迫不同时间差异表达的转录因子

Ｆｉｇ．４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

１：Ｕｎｉｇｅｎｅ９１６２２ ＿ Ｇ３； ２： Ｕｎｉｇｅｎｅ２９７０３ ＿ Ｇ３； ３： Ｕｎｉｇｅｎｅ９３９３２ ＿ Ｇ３； ４： Ｕｎｉｇｅｎｅ９８２２２ ＿ Ｇ３； ５： Ｕｎｉｇｅｎｅ９７８５５ ＿ Ｇ３； ６： Ｕｎｉｇｅｎｅ３６７３５ ＿ Ｇ３；
７：Ｕｎｉｇｅｎｅ３３０３１＿Ｇ３；８：Ｕｎｉｇｅｎｅ９７２３０＿Ｇ３；９：Ｕｎｉｇｅｎｅ２９１１８＿Ｇ３；１０：Ｕｎｉｇｅｎｅ３９５２８＿Ｇ３。
图 ５　 差异表达基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因表达谱技术，对旱地棉盐胁迫不同处理时间叶

片中基因表达情况进行了研究，进一步认识棉花的

耐盐机制，以期为棉花耐盐改良提供理论依据。

目前关于棉花耐盐转录组方面的研究已经有不

少报道。 Ｙａｏ 等［２８］用 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理陆地棉

ＴＭ⁃１ ３ ｈ 后，鉴定出１ ５０３个上调的探针以及 １ ４９０
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个下调探针，富集分析结果表明显著富集的 ＧＯ 条

目为 激 素 代 谢 以 及 信 号 转 导。 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｕｒｉｂｅ
等［２９］利用基因芯片技术鉴定了 ７２０ 个盐胁迫响应

的基因，其中 ６９５ 个表现为下调，表现为上调表达的

仅 ２５ 个，ＧＯ 分析结果显示一部分盐胁迫响应的转

录本与盐胁迫相关的代谢通路相关，主要包括渗透

物、脂类代谢、细胞壁结构以及膜合成。 Ｗａｎｇ 等［３０］

通过基于 Ｓｏｌｅｘａ 测序的全基因组基因表达分析，研
究转录动力学与陆地棉耐盐之间的关系，发现最显

著富集的类别为信号通路、环境响应以及转录调控。
本实验室前期的研究［２２］中对 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理

下旱地棉根中差异基因进行了数字表达谱分析，ＧＯ
以及 Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析结果表明，在整个盐胁迫时

期，转运、对激素刺激的响应以及信号转导等代谢途

径均起着很重要的作用，同时发现，在盐处理前期显

著富集的 ＧＯ 条目为蛋白激酶活性，盐处理后期显

著富集的 ＧＯ 条目为转运活性。
本研究中很多盐胁迫下差异表达 １０ 倍以上的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 与耐盐碱胁迫有关。 比如水通道蛋白基因

编 码 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ３９５２８ ＿ Ｇ３， ｇｉ ｜ １３３５２８０２ ｜ ｇｂ ｜
ＢＧ４４３１５０．１ ｜ ＢＧ４４３１５０，它是一种小分子跨膜蛋白

质，参与介导多个植物生长发育的生理活动，如细胞

伸长、种子发育及逆境胁迫响应等［３１⁃３２］；参与细胞

信号转导的丝 ／苏氨酸蛋白磷酸酶基因编码的 Ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ３５４６３ ＿ Ｇ３， ｇｉ ｜ ３１０７３０３１ ｜ ｇｂ ｜ ＣＡ９９３３１０． １ ｜
ＣＡ９９３３１０， 与 胁 迫 条 件 下 细 胞 的 信 号 转 导 有

关［３３⁃３４］；乙烯响应转录因子 ｇｉ ｜ １０９８９０１１９ ｜ ｇｂ ｜
ＤＷ５１９０８５．１ ｜ ＤＷ５１９０８５［３５⁃３６］ 等等。 植物耐盐过程

涉及大量基因的协同表达，此外，仍然有大量 １０ 倍

以上差异表达基因没有功能注释或注释为未知功能

的蛋白质基因，这些 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在不同时期表现为不

同程度的上调或下调表达，它们的差异表达原因及

作用机制还不清楚，有待开展深入的研究，为更进一

步阐明盐胁迫信号传导途径，构建相关基因调控网

络，更全面地了解棉花耐盐胁迫反应调控机制提供

理论依据。
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