
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１７ꎬ３３(４):８９５~９０３
ｈ ｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ.ｃｏｍ

冯　 娇ꎬ王　 武ꎬ侯旭东ꎬ等. 基于转录组测序技术探究 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄果锈产生的机理[ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ３３
(４):８９５￣９０３.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１７.０４.０２６

基于转录组测序技术探究 ＧＡ３ 和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄

果锈产生的机理

冯　 娇ꎬ　 王　 武ꎬ　 侯旭东ꎬ　 陶建敏
(南京农业大学园艺学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

收稿日期:２０１７￣０４￣０６
基金项目:国家现代农业葡萄产业技术体系项目(ＣＡＲＳ￣３０)ꎻ 国家

“９４８”重点项目(２０１６￣Ｘ１９)ꎻ江苏省科技厅设施条件下葡

萄高效栽培新技术研究与应用项目(ＢＥ２０１４３２６)
作者简介:冯　 娇(１９９２￣)ꎬ女ꎬ山西运城人ꎬ硕士ꎬ主要从事果树生理

与分子技术研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)４７８７１０４９２＠ ｑｑ.ｃｏｍ
通讯作者:陶建敏ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｔｊｍ２６６＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为探究 ＧＡ３(赤霉素)和 ＣＰＰＵ[Ｎ￣(２￣氯￣４￣吡啶基)￣Ｎ′￣苯基脲]抑制葡萄果锈生成的内在机理ꎬ以阳光

玫瑰葡萄为试验材料ꎬ在盛花期用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３处理花穗ꎬ花后 ２ 周用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋１０ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 再次处理花穗ꎬ
以清水处理作为对照ꎬ取果锈生成关键期的 ２ 个葡萄果皮样品ꎬ应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序系统进行转录组分析ꎮ
共获得５５ ３１４ ９８６条有效数据和２ ３７３个差异基因ꎬＧＯ 功能注释到细胞组分、分子功能及生物学过程 ３ 个大类 ３０ 个

功能组ꎬ大量基因富集于碳水化合物代谢、生物合成等生物学过程ꎮ ＫＥＧＧ 代谢通路分析结果显示将１ １８６个差异

表达基因注释到 １２６ 条代谢通路ꎬ富集于“代谢途径”与“苯丙烷合成”代谢通路ꎮ 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法对筛选的 ９
个差异表达基因进行验证ꎬ荧光定量结果与测序结果相符ꎮ 研究结果说明 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 处理减少葡萄果锈的产生

主要与苯丙烷合成及类黄酮代谢相关ꎬＧＡ３和 ＣＰＰＵ 显著抑制苯丙烷及类黄酮合成相关基因表达ꎬ进而降低了果锈

生成路径中相关酶的活性ꎬ减少了果锈生成相关次生代谢物的产生ꎬ抑制葡萄果锈的生成ꎮ
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　 　 葡萄是世界上广泛种植的果树之一ꎬ中国的鲜

食葡萄产量占全球葡萄产量的 １４％[１]ꎮ 阳光玫瑰

葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｌａｂｒｕｓｃａｎａ Ｂａｉｌｅｙ×Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ . ‘ Ｓｈｉｎｅ
Ｍｕｓｃａｔ’)是目前国内新主栽鲜食葡萄品种ꎬ果实品

质优良ꎬ具有极高的经济价值ꎬ然而在果实成熟期往

往出现果锈现象ꎬ严重影响葡萄果实的观赏及食用

效益ꎮ 果锈是一层为抵御逆境和保护自身而产生的

次生保护组织———木栓层[２￣５]ꎬ性状为条状或不规则

锈斑ꎬ是由果实表皮细胞角质层破裂、木栓化程度加

深引起表皮细胞、甚至皮层细胞死亡所致ꎬ主要表现

为果实表面浮生锈色木栓化物质[６￣７]ꎮ
Ｙｕｋａ 等[８]的研究结果表明ꎬ阳光玫瑰葡萄浆果

成熟期果面锈斑生成与多酚化合物及其氧化反应相

关ꎬ但对于阳光玫瑰葡萄果锈生成的分子机理ꎬ尚未

有更深入的研究ꎮ 在砂梨和苹果上ꎬ已鉴定出与外果

皮果锈生成特定相关的基因和代谢通路ꎮ 角质层合

成基因被抑制ꎬ而胁迫响应基因和木栓质沉积基因加

强是外果皮锈斑产生的基础[９]ꎮ 梨果实生长初期ꎬ气
孔保卫细胞破裂ꎬ一团突出果面的木栓化细胞逐渐出

现ꎬ果点形成ꎬ果点周围木栓化聚集成果锈ꎬ之后覆盖

整个果皮表面[１０]ꎮ 枇杷果实表皮细胞受损导致木栓

化ꎬ产生果锈ꎮ
在葡萄的生产栽培中ꎬＧＡ３(赤霉素)和 ＣＰＰＵ

[Ｎ￣(２￣氯￣４￣吡啶基)￣Ｎ′￣苯基脲]作为植物生长调

节剂已有广泛应用[１２￣１５]ꎮ ＧＡ３参与果树生长发育的

各个环节ꎬ已成为重要的促生长激素ꎬ广泛应用于农

林园艺业[１６￣１８]ꎮ ＣＰＰＵ 属于苯基脲类细胞分裂素ꎬ
是一种新型植物生长调节剂ꎮ ＣＰＰＵ 的生理活性极

高ꎬ大量田间试验结果证明ꎬ它能刺激果树生长ꎬ显
著促进浆果类果实发育ꎬ改善果实品质ꎬ可广泛应用

于各种果树上ꎬ是目前最有前途的生长调节剂之

一[１９]ꎮ ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 组合使用能显著改善葡萄果实

外观品质ꎬ 促进果粒肥大ꎬ 提高坐果率和无核

率[２０￣２１]ꎮ
转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)是一种新的、有效的转

录组学技术ꎬ在多样化的转录组研究中应用日益广

泛[２２]ꎮ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 是植物功能基因组学研究的一种

重要手段ꎬ已成为果树学研究上的一个新切入点和

突破点[２３]ꎬ在葡萄、柑橘、香蕉、草莓、苹果、梨、杨
梅、芒果等常见果树中已有成功应用[２４￣３０]ꎮ ＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 和生物信息学研究在果树上的迅速发展ꎬ使得

人们对于果树生长发育成熟、响应逆境等代谢的生

理分子机制的认识日趋完善[３１]ꎮ 在葡萄上ꎬ芽休

眠、山葡萄果实白藜芦醇含量差异机理等的转录组

学研究已有一定进展[１ꎬ３２]ꎬ然而ꎬ葡萄果锈问题的转

录组学研究至今鲜有报道ꎮ
本试验以阳光玫瑰葡萄为材料ꎬ用 ＧＡ３和 ＣＰ￣

ＰＵ 处理花穗ꎬ清水处理为对照ꎬ取果锈生成关键期

的葡萄果皮样品ꎬ应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ Ｘ Ｔｅｎ 高通

量测序平台进行 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序ꎬ初步确定与果锈生

成相关的代谢通路ꎬ筛选显著差异基因ꎬ并通过

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序结果进行验证ꎬ从分子角

度探究 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制阳光玫瑰葡萄果锈生成的

机理ꎬ为指导阳光玫瑰葡萄的标准化生产栽培提供

理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

试验于 ２０１５ 年 ５－１０ 月在南京农业大学汤山葡

萄实验基地进行ꎮ 供试品种为 ６ 年生阳光玫瑰葡

萄ꎬ采用平棚架避雨栽培ꎬ株行距为３.０ ｍ×６􀆰 ０ ｍꎬＨ
型树形ꎬ土肥水管理及病虫害防治同常规ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 田间处理 　 选取树势基本一致的阳光玫瑰

葡萄ꎬ处理前将花穗修剪至距离穗尖约 ４ ｃｍ 的位

置ꎮ 处理(ＣＰ):盛花期采用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ 处理花

穗ꎬ花后 ２ 周用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋ １０ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 再次

浸蘸花穗 ５~１０ ｓꎻ对照(ＣＫ):清水处理ꎮ 处理前集

中疏果ꎬ每穗大小及遮阴情况保持一致ꎮ
１.２.２　 样品采集　 ８ 月中旬(果锈生成前的关键时
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期ꎬ成熟前 ３ 周)采集果实样品ꎬ用冰袋带回实验室ꎮ
取果皮ꎬ用液氮速冻ꎬ储存于－８０ ℃备用ꎮ 成熟期(９
月 １８ 日)采集果实样品ꎬ带回实验室拍照ꎮ
１.２.３ 　 ＲＮＡ 提取与检测 　 采用 ＲＮＡ 提取试剂盒

(成都福际生物技术有限公司产品) 提取果皮总

ＲＮＡꎮ 用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 纯度以及完

整性ꎬ利用 ＲＮＡ 检测仪(Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ)检测 ＲＮＡ
样品浓度和 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值ꎮ 委托深圳恒创基因有

限公司完成建库ꎬ以及用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨＩＳｅｑＴＭ Ｘ Ｔｅｎ 进

行测序ꎮ
１.３　 数据分析

１.３.１　 数据处理 　 测序得到的原始序列中含有带

接头的、低质量的 Ｒｅａｄｓ(读长)ꎬ为了保证信息分析

质量ꎬ必须对 Ｒａｗ ｒｅａｄｓ (原始测序数据)进行过滤ꎬ
得到 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ(过滤后的序列数据)ꎬ保证后续分

析数据的可靠性ꎮ
１.３.２　 差异表达基因(ＤＥＧ)的筛选 　 运用 ＦＰＫＭ
(Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｂ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ)法计算基因

的表达量ꎬ依据基因表达量(ＦＰＫＭ 值)计算得到不同

样品之间基因的差异表达倍数ꎮ 差异基因筛选

的标准为:ＦＤＲ (错配率)≤０􀆰 ００１ꎬ同时倍数差异

｜ ｌｏｇ２(ＣＰ / ＣＫ) ｜≥１ 的基因ꎮ 筛选出差异基因后ꎬ进
行相关的 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ 分析ꎮ
１.３.３　 基因功能注释与分类　 筛选出的 ＤＥＧ 注释

到 ＧＯ(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)数据库和 ＫＥＧＧ(Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙ￣
ｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)数据库以分析这些差

异基因的主要生物学功能ꎮ ＧＯ 功能注释:依据 ＮＲ
数据库上的注释信息ꎬ运用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ 软件分析基因

序列ꎬ得到 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 注释信息ꎬ采用 ＷＥＧＯ 软

件进行 ＧＯ 功能分类ꎮ ＫＥＧＧ 功能注释:将基因序

列比对到 ＫＥＧＧ 数据库进行注释ꎬ分析其参与的代

谢通路及其相关功能[３３]ꎮ 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据

库ꎬ确定参与葡萄果锈生成的关键途径ꎮ
１.３.４ 　 ＤＥＧ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证 　 以提取的总 ＲＮＡ
为模板利用 Ｔａｋａｒａ Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒反

转录合成 ｃＤＮＡꎬ并将合成后的 ｃＤＮＡ 用无菌 ｄｄＨ２Ｏ
稀释ꎬ浓度稀释至 １５０ μｇ / μｌꎬ保存于－２０ ℃冰箱中

备用ꎮ 随机选取 ９ 个差异基因ꎬ利用 Ｂｅｃａｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ
７.９ 软件设计引物(表 １)ꎬ引物由上海捷瑞生物工程

有限公司合成ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 以 ＶｖＥＦ１ 和

ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ 为内参基因ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应

体系(２０ μｌ)为:ＴａＫａＲａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ(ＴａＫａ￣

Ｒａ 公司产品)１０.０ μｌꎬ上游引物和下游引物各 ０.４
μｌꎬ稀释 １０ 倍的 ｃＤＮＡ １.０ μｌ 和 ８.２ μｌ 去离子水ꎮ
反应程序:９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ６０ ℃
退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品做 ３
次平行反应ꎬ运用 ＡＢＩ７３００ 软件和 ２－△△Ｃｔ的方法计

算相对表达量ꎮ 内参基因 ＶｖＥＦ１ 和 ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ 的

引物序列(５′→３′)分别为:正向 ＴＣＡＡＴＣＴＧＴＣＴＡＧ￣
ＧＡＡＡＧＧＡＡＧꎬ反向 ＧＣＧＧＧＣＡＡＧＡＧＡＴＡＣＣＴＣＡＡꎻ
正 向 ＧＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＧＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴꎬ 反 向 ＡＡＣ￣
ＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＴＣＡＴＣＴＡＣꎮ

表 １　 荧光定量引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因 ＩＤ 　 基因名称 　 　 引物序列(５′→３′)

１００２３２８３８ ＭＹＢ 相关转录因子
(ＶｖＭＹＢＡ２)

Ｆ:ＣＡＡＧＣＣＴＣＡＧＧＡＣＡＧＡＡＧ

Ｒ:ＣＡＧＡＡＧＣＣＣＡＣＡＴＣＡＡＡＴＧ

１００２４１３７７ 苯丙氨酸解氨酶基因 Ｆ:ＡＴＡＡＧＣＣＡＣＡＴＡＧＣＣＡＡＧＡ

Ｒ:ＧＴＴＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＴＣＴＡＣ

１００２３２９９９ 类黄酮 ３′羟化酶基因 Ｆ:ＣＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧＴＡＧＡＧＴ

Ｒ:ＧＣＡＧＧＴＣＣＡＡＡＴＣＡＧＴＴＡＣ

１００２４０９４５ 苏氨酸蛋白激酶 ＲＬＫ１
基因

Ｆ:ＧＧＣＡＣＡＧＡＴＴＧＧＡＴＡＡＧＣ

Ｒ:ＧＣＡＣＡＧＧＡＡＣＴＴＣＡＡＣＡＡ

１００２３２９３８ 类黄酮合酶基因 Ｆ:ＣＣＧＣＣＡＴＴＡＣＣＡＴＴＣＴＴＡＴＣ

Ｒ:ＣＴＣＧＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＴＣＡ

１００８５４９９７ 苯丙氨酸解氨酶基因 Ｆ:ＧＡＣＴＴＣＴＡＣＡＡＣＡＡＴＧＧＡＣＴＧ

Ｒ:ＡＧＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＣＴＴＧＧＴＴ

１００８５４１０６ 黄烷酮 ３￣双加氧酶基因 Ｆ:ＡＣＴＡＴＴＡＴＣＣＧＣＣＧＴＧＴＣ

Ｒ:ＣＡＴＣＣＴＴＧＡＧＡＡＣＴＴＧＡＡＧＡＣ

１００２４５１８４ 异黄酮还原酶基因 Ｆ:ＧＡＴＧＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣＣＴＡＴＡＣ

Ｒ:ＧＧＣＴＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣ

１００２４５４６５ 细胞色素 Ｐ４５０ ７７Ａ２
基因

Ｆ:ＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＧＡＴＡＴＡＡＣ

Ｒ:ＣＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＡＧＧＴＴＣ

２　 结 果

２.１　 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 处理后阳光玫瑰葡萄果皮变化

同一成熟时期ꎬ对照葡萄果皮表面出现果锈ꎬ颜
色偏黄ꎬ而 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 处理的葡萄果皮表面未出

现果锈ꎬ颜色偏绿ꎮ
２.２　 葡萄果皮转录组文库测序产量统计

对构建好的 ＧＡ３ ＋ＣＰＰＵ 处理和对照葡萄果皮

７９８冯　 娇等:基于转录组测序技术探究 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄果锈产生的机理



转录组文库通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台进行高通量测序ꎬ分
别获得２４ ７１８ ０２０条和３０ ８７８ ９９６条 Ｒａｗ ｒｅａｄｓꎬ去掉

低 质 量 的 序 列 后 分 别 得 到 ２４ ６５２ １９４ 条 和

３０ ６６２ ７９２ 条 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ 总 核 苷 酸 数 分 别 为

３ ６９６ ８２９ １００和４ ５９９ ４１８ ８００ꎬ序列 Ｑ２０ 大于 ９５％
(测序错误率<１％)ꎬ序列 Ｑ３０ 大于 ９０％ꎬＧＣ 含量大

于 ４５％(表 ２)ꎮ 说明测序数据量和质量均较好ꎬ可
以用于后续序列组装和分析ꎮ

表 ２　 葡萄阳光玫瑰果皮转录组测序产量统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｅｒｉｃａｒｐ ｏｆ ｇｒａｐｅ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ

　 　 样品
原始

序列数
过滤后的
序列数

过滤后的
总核苷酸数

Ｇ、Ｃ 含量
(％)

Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

对照(ＣＫ) ３０ ８７８ ９９６ ３０ ６６２ ７９２ ４ ５９９ ４１８ ８００ ４５.９３ ９６.９０ ９２.２７

ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理 ２４ ７１８ ０２０ ２４ ６５２ １９４ ３ ６９６ ８２９ １００ ４６.８０ ９５.５２ ９０.４２
Ｑ２０:质量分数大于 ２０ 的碱基所占的比例ꎻＱ３０:质量分数大于 ３０ 的碱基所占的比例ꎮ

２.３　 葡萄果皮差异表达基因(ＤＥＧ)比较分析

对 ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理和对照的 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据进

行差异比较分析ꎬ获得２ ３７３个差异表达基因ꎬ其中

上调表达基因 ７６９ 个ꎬ下调表达基因１ ６０４个ꎮ
２.４　 葡萄果皮差异表达基因的 ＧＯ 功能聚类

基于 ＧＯ 数据库ꎬ将测序得到的差异基因进行

ＧＯ 功能聚类ꎬ以 Ｐ 值≤０􀆰 ０５ 作为阈值来分析差异

基因的生物学功能ꎮ 结果显示差异基因总共有 ３０

类ꎬ其中细胞组分 ４ 类ꎬ生物学过程 １４ 类ꎬ分子功能

１２ 类ꎮ 细胞组分类主要包括膜的整体组分、胞间连

丝、细胞壁形态ꎬ生物学过程类主要包括碳水化合物

代谢、生物合成过程、生物胁迫应激反应、氧化还原

反应、Ｌ￣苯丙氨酸代谢过程ꎮ 分子功能类中差异基

因主要参与以下过程:蛋白质丝氨酸 /苏氨酸激酶活

性、苯丙氨酸解氨酶活性、转移酶及酰基转移酶活

性、ＮＡＤ 转移酶活性、铁离子结合蛋白活性(图 １)ꎮ

图 １　 葡萄果皮差异表达基因(ＤＥＧ)的 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ) ｏｆ ｇｒａｐｅ ｐｅｒｉｃａｒｐ
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２.５　 葡萄果皮差异表达基因的ＫＥＧＧ代谢通路分析

基于 ＫＥＧＧ 数据库ꎬ分析与葡萄果锈生成相关

的 ＤＥＧ 代谢通路以深入研究这些基因的生物学功

能ꎮ 将１ １８６个 ＤＥＧ 注释到 １２６ 个代谢通路分支ꎬ
涉及较多的通路有代谢途径(３４２ 个)、次生代谢产

物合成(２９０ 个)和植物激素信号转导(１３８ 个)等ꎬ
表明果锈生成关键期葡萄果皮次生代谢旺盛ꎬ分别

有 ５０ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 参与苯丙烷合成代谢ꎬ３６ 个 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ 参与类黄酮合成代谢ꎬ２０ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 参与苯丙

氨酸代谢ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ在 Ｑ 值≤０􀆰 ０５ 的阈值下ꎬ
总体来看下调的 ＤＥＧ 数目大于上调的 ＤＥＧ 数目ꎬ
苯丙烷合成、苯丙氨酸代谢等次级代谢途径下调基

因数显著大于上调基因数ꎬ表明 ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理抑

制了相关基因的表达水平ꎮ 参考 ＫＥＧＧ 数据库ꎬ参
与醚脂类代谢途径的磷脂酶和参与戊糖和葡糖醛酸

转化途径的果胶裂解酶、果胶激酶、多聚半乳糖醛酸

酶基因表达水平显著上调ꎬ可能与果锈产生前期细

胞壁次生代谢旺盛有关ꎮ

表 ３　 葡萄果锈生成相关 ＤＥＧ 显著富集的代谢通路

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔ ｒｕｓｓｅｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ

代谢通路 ＩＤ 代谢通路
注释到代谢通路
的差异基因数

Ｑ 值
上调的

差异基因数
下调的

差异基因数

ＫＯ０１１１０ 次级代谢产物合成 ２８６(２４.１１％) ８.２２×１０－１９ ８５ ２０１

ＫＯ００９４５ 二苯乙烯类、二苯基庚烷类和姜辣素生物合成 ５８(４.８９％) ５.２９×１０－１８ １４ ４４

ＫＯ００９４０ 苯丙烷合成 ５０(４.２２％) １.０７×１０－７ ９ ４１

ＫＯ００３６０ 苯丙氨酸代谢 ２０(１.６９％) ９.４３×１０－７ ２ １８

ＫＯ０４０７５ 植物激素信号转导 １２３(１０.３７％) ６.０６×１０－７ ３５ ８８

ＫＯ００９４１ 类黄酮合成 ３６(３.０４％) ２.４１×１０－７ ５ ３１

ＫＯ０１１００ 代谢途径 ３５２(２９.６８％) １.６０×１０－２ １１１ ２４１

ＫＯ００５９２ α￣亚麻酸代 １６(１.３５％) ２.３１×１０－４ ４ １２

ＫＯ００９０３ 柠檬烯和蒎烯降解 ２１(１.７７％) ２.１４×１０－３ ３ １８

ＫＯ０００４０ 戊糖和葡糖醛酸转化 ３１(２.６１％) １.６０×１０－２ １６ １５

ＫＯ００５００ 淀粉和糖代谢 ４５(３.７９％) １.６２×１０－２ ２０ ２５

ＫＯ００５２０ 氨基酸和核苷酸糖代谢 ２２(１.８５％) ２.５５×１０－２ ８ １４

ＫＯ０００７３ 角质ꎬ木栓质和蜡质生物合成 １３(１.１０％) ２.９２×１０－２ １ １２

ＫＯ００９０４ 二萜类化合物生物合成 １４(１.１８％) ３.１４×１０－２ ５ ９

ＫＯ００９４４ 黄酮和黄酮醇生物合成 １７(１.４３％) ４.１５×１０－２ ２ １５

２.６　 与苯丙烷合成及类黄酮合成相关差异基因

采用差异基因的有效性 ( ＦＤＲ) ≤ ０􀆰 ００１ 且

｜ ｌｏｇ２(ＣＰ / ＣＫ) ｜≥１来判断对照和处理之间差异基

因的有效性ꎮ 通过分析与筛选对照与 ＧＡ３ ＋ＣＰＰＵ
处理之间苯丙烷合成及类黄酮合成途径差异基因ꎬ
得到了 ５１ 个与苯丙烷合成相关的差异基因ꎬ其中上

调的有 ７ 个ꎬ其余均为下调基因ꎻ与类黄酮合成差异

基因有 ２５ 个ꎬ上调的 ３ 个ꎬ下调的 ２２ 个ꎮ 从上调及

下调基因的数量及其参与的途径可明显看出ꎬＧＡ３＋
ＣＰＰＵ 处理显著抑制了苯丙烷及类黄酮合成相关基

因表达ꎬ特别是苯丙氨酸解氨酶( ＬＯＣ１００８５４９９７、
ＬＯＣ１００２５１１３７、 ＬＯＣ１００２４０９０４、 ＬＯＣ１００２４１３７７) 及

查尔 酮 合 成 酶 ( ＬＯＣ１００２６３４４３、 ＬＯＣ１００２５８１０６、
ＬＯＣ１００２３２８４３)基因表达量显著降低(表 ４)ꎬ抑制

了葡萄果锈前体物质的产生ꎮ
２.７　 ＤＥＧ 的实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

为验证 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据的可靠性ꎬ 随机选取

ＬＯＣ１００２３２８２３、 ＬＯＣ１００２４１３７７、 ＬＯＣ１００２３２９９９、
ＬＯＣ１００２４０９４５、 ＬＯＣ１００２３２９３８、 ＬＯＣ１００８５４９９７、
ＬＯＣ１００８５４１０６、ＬＯＣ１００２４５１８４、ＬＯＣ１００２４５４６５ 共 ９
个基因ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 计算分析其在不同处理样品

中的表达水平ꎬ与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的序列数据丰度进行比

较ꎮ 结果表明 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 的测序结果与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的

结果相符ꎬ重复性良好ꎬ进一步证明测序质量较好ꎮ

９９８冯　 娇等:基于转录组测序技术探究 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄果锈产生的机理



表 ４　 参与苯丙烷合成与类黄酮合成的 ＤＥＧｓ
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ＤＥＧｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

类别 基因 ＩＤ ＲＰＫＭ对照 ＲＰＫＭ处理 ｌｏｇ２(ＲＰＫＭ处理 / ＲＰＫＭ对照) 基因注释　 　 　 　 　 　

苯丙烷类生物合成 ＬＯＣ１００２６７８６３ ７７５.２１ １９.５１ －４.６９ 细胞色素 Ｐ４５０ ８４Ａ１

ＬＯＣ１００２５３０７７ ３６.８２ ０.００ －４.６９ 中链脂肪酸￣ＣｏＡ 连接酶

ＬＯＣ１００２５４６９８ １ ０６１.８１ ３０.６６ －４.４９ ４￣香豆酸￣ＣｏＡ 连接酶

ＬＯＣ１００２４１３７７ １ ５１５.５９ ４５.５２ －４.４３ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００８５４１７２ １ ４８１.７５ ５１.１０ －４.２４ 咖啡酸 ３￣Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２６０７８６ ２５.８７ ０ －４.１８ 槲皮素 ３￣Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２６３６３３ ２５３.７６ ９.２９ －４.１５ 细胞色素 Ｐ４５０ ９８Ａ２

ＬＯＣ１００２３３０８７ １７１.１６ ６.５０ －４.１０ 咖啡酰辅酶 Ａ Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２５１６２３ １７７.１３ ７.４３ －３.９５ 双二氢黄酮醇还原酶 / 黄酮还原酶

ＬＯＣ１００２６２５７５ ２１.８９ ０.００ －３.９４ 过氧化物酶 ２０

ＬＯＣ１００２５９３１４ １２８.３７ ５.５７ －３.９０ 类似细胞色素 Ｐ４５０ ７１Ａ１

ＬＯＣ１００２６５９９０ １０.９５ ０ －３.８３ 槲皮素 ３￣Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２５３４９３ ２ ４２５.１４ １１１.４９ －３.８２ 反式肉桂酸 ４￣单加氧酶

ＬＯＣ１００２４４３２３ １２２.４０ ６.５０ －３.６１ 伯胺氧化酶

ＬＯＣ１００２４５９９１ １９０.０７ １０.２２ －３.５９ ４￣香豆酸￣ＣｏＡ 连接酶

ＬＯＣ１００８５４９９７ １９２.０６ １１.１５ －３.４８ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２５１１３７ ２０６.９９ １２.０８ －３.４８ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２４０９０４ ６３.６９ ４.６５ －３.１５ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２４８８１２ ９７.５２ ７.４３ －３.０９ ＵＤＰ￣糖基转移酶 ８５Ａ３

ＬＯＣ１００２４１５７５ １５７.２３ １３.０１ －２.９７ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２４５９９７ ２９８.５４ ２５.０８ －２.９５ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２６７２１５ １ ０９６.６４ １００.３４ －２.８３ 反式肉桂酸 ４￣单加氧酶

ＬＯＣ１００２５１９８４ ２７.８６ ２.７９ －２.７０ ＵＤＰ￣糖基转移酶 ８７Ａ２

ＬＯＣ１００２６５５３０ １９０.０７ ２０.４４ －２.５９ 羟基肉桂酰 ＣｏＡ 莽草酸 / 羟基肉桂酰转移酶

ＬＯＣ１００２６１３９０ １６５.１９ １８.５８ －２.５３ 苯丙氨酸解氨酶基因

ＬＯＣ１００２５０２７７ ２８３.６１ ３２.５２ －２.５０ 细胞色素 Ｐ４５０ ８４Ａ１

ＬＯＣ１００２６６５９３ ４２３.９３ ６０.３９ －２.１９ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２５６２９３ ２５.８７ ３.７２ －２.１８ 苯丙氨酸解氨酶

ＬＯＣ１００２５３９８７ ７４６.３５ １１５.２０ －２.０７ 二氢黄酮醇还原酶

ＬＯＣ１００２４９２４５ １５４.２５ ２７.８７ －１.８５ ＢＡＨＤ 酰基转移酶 ＤＣＲ

ＬＯＣ１００８５４８１７ １６１.２１ ３１.５９ －１.７３ 过氧化物酶 １２

ＬＯＣ１００２４８８１０ ３１.８４ ６.５０ －１.６７ 细胞色素 Ｐ４５０ ７６Ｃ４

ＬＯＣ１００２４２３３８ ７６.６３ １６.７２ －１.５７ 过氧化物酶 １７

ＬＯＣ１００２６４０６３ １ ７５６.４１ ３８６.４９ －１.５６ 羟基肉桂酰 ＣｏＡ 莽草酸 / 羟基肉桂酰转移酶

ＬＯＣ１００２５０５１４ ６２.６９ １３.９４ －１.５５ 过氧化物酶 ６４

ＬＯＣ１００２６３４２８ １ ０２９.９６ ２３３.２０ －１.５２ 类黄酮 ３′￣单加氧酶

ＬＯＣ１００２５７００５ ３ ７０４.８８ ８４４.５２ －１.５１ 过氧化物酶 ４

ＬＯＣ１００２６２６０７ ６０８.０３ １４４.９３ －１.４５ 可能的肉桂醇脱氢酶 ６
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续表 ４　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

基因 ＩＤ ＲＰＫＭ对照 ＲＰＫＭ处理 ｌｏｇ２(ＲＰＫＭ处理 / ＲＰＫＭ对照) 基因注释　 　 　 　 　 　

ＬＯＣ１００２４３９７８ ５ ５５１.８４ １ ３３０.４２ －１.４４ 咖啡酰辅酶 Ａ Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２４４８７５ ３７.８２ ９.２９ －１.４０ 黄烷酮 ７￣Ｏ￣葡萄糖苷、２ ′′ ￣ Ｏ￣β￣Ｌ￣鼠李糖

ＬＯＣ１００２６２８３９ ２６４.７１ ７４.３３ －１.２１ 二氢黄酮醇￣４￣还原酶

ＬＯＣ１００２４２１０８ １７７.１３ ５３.８９ －１.０９ 咖啡酸 ３￣Ｏ￣甲基转移酶

ＬＯＣ１００２５６６３２ １ ３３５.４７ ４１５.２９ －１.０６ 推定的过氧化物酶体 ＣｏＡ 合成酶

ＬＯＣ１００２５７８６３ ５６１.２５ １８０.２４ －１.０２ 双二氢黄酮醇还原酶 / 黄酮还原酶

ＬＯＣ１００２４７９４２ １ １９７.１４ １ ５８６.８５ １.０３ 推定的酰基辅酶 Ａ 合成酶 ＹｎｇＩ
ＬＯＣ１００２５３４８８ ４２２.９３ ７０２.３７ １.３５ 二氢黄酮醇还原酶

ＬＯＣ１００２５７３２０ ３１４.４６ ５８５.３１ １.５２ β￣葡萄糖苷酶 １１
ＬＯＣ１００２４３０２８ ５２.７４ １５７.０１ ２.２０ 线粒体天冬氨酸转氨酶

ＬＯＣ１００２６０７２６ ９.９５ ３９.９５ ２.６３ 过氧化物酶 ４３
ＬＯＣ１００２６１２４９ ４１.８０ ２４０.６３ ３.１５ 过氧化物酶 ３１
ＬＯＣ１００２４１４９３ １.９９ １６.７２ ３.６９ 呋喃果素水解酶

类黄酮生物合成 ＬＯＣ１００２３２９３８ ２１９.９２ １.８６ －６.２６ 黄酮醇合酶

ＬＯＣ１００２６３４４３ ４２０.９４ ２０.４４ －３.７４ 查尔酮合酶

ＬＯＣ１００２５９７９９ ８４.５９ ５.５７ －３.３０ 蛋白质 ＳＲＧ１
ＬＯＣ１００２３３１１２ ２２３.９０ １４.８７ －３.２９ 无色花青素还原酶 ２
ＬＯＣ１００２５８１０６ １９７.０４ １５.７９ －３.０２ 查尔酮合酶

ＬＯＣ１００２６３９９２ ４ ８３８.３３ ３９６.７１ －２.９９ 蛋白质 ＳＲＧ１
ＬＯＣ１００２３３１４２ １ ０８７.６８ １３１.００ －２.４３ 无色花色素双加氧酶

ＬＯＣ１００２５４１１４ ５９.７１ ７.４３ －２.３８ 细胞色素 Ｐ４５０ ７６Ｃ４
ＬＯＣ１００２４８９８６ ６３７.８８ ８７.３３ －２.２５ 细胞色素 Ｐ４５０ ７６Ｃ４
ＬＯＣ１００２３３０７８ １ １８６.２０ １７０.０２ －２.１８ 查尔酮异构酶

ＬＯＣ１００２４７５８６ ８２.６０ １３.０１ －２.０４ 可能的 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 依赖性氧化还原酶

ＬＯＣ１００２３３０７９ ２９３.５６ ５４.８１ －１.８０ 黄烷酮 ３￣羟化酶

ＬＯＣ１００２５３９５０ １３ ２２０.３３ ２ ６１２.５４ －１.７２ 黄烷酮 ３￣羟化酶

ＬＯＣ１００８５４１０６ １４６.２８ ３２.５２ －１.５５ 黄烷酮 ３￣羟化酶

ＬＯＣ１００２３２８４３ １ ４１４.０８ ３６７.９１ －１.３２ 查尔酮合酶

ＬＯＣ１００２５１２０１ ６０.７０ １５.７９ －１.３２ 细胞色素 Ｐ４５０ ７６Ａ２
ＬＯＣ１００２４７０６３ ６３５.８９ １７５.５９ －１.２３ 蛋白质 ＳＲＧ１
ＬＯＣ１００２５５４８４ ４１７.９６ １１８.９２ －１.１９ 异黄酮还原酶同系物

ＬＯＣ１００２５４０９６ １３５.３４ ３９.９５ －１.１４ 黄烷酮 ３￣羟化酶

ＬＯＣ１００２３２８９１ ７７.６２ ２３.２３ －１.１２ 与成熟相关的 Ｐ￣４５０ 酶

ＬＯＣ１００２６６５９６ １８５.０９ ５７.６０ －１.０６ １￣氨基环丙烷￣１￣羧酸氧化酶

ＬＯＣ１００２６３０３５ １９２.０６ ６０.３９ －１.０５ 细胞色素 Ｐ４５０ ７６Ｃ４
ＬＯＣ１００２４９３１６ ３０.８５ ８８.２６ ２.１４ 醛醇还原酶家族 ４ 成员 Ｃ９
ＬＯＣ１００２４５１８４ ３７１.１８ １ ２６７.２５ ２.３９ 异黄酮还原酶

ＬＯＣ１００２６０７０１ ８.９６ ９２.９１ ４.００ 细胞色素 Ｐ４５０ ８２Ｃ４
ＲＰＫＭ:每百万个读长中来自某基因每千碱基长度的读长数ꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬＲＮＡ￣Ｓｅｑ 测序技术的广泛应用ꎬ为高效

建立果树分子研究平台提供了快速便捷的途径[３４]ꎮ
本研究以 ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理的阳光玫瑰葡萄为材料ꎬ
选取果锈生成关键期(成熟前 ３ 周)的果皮ꎬ利用 Ｉｌ￣

ｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ Ｘ Ｔｅｎ 高通量测序平台ꎬ构建了处理

和对照两个转录组文库ꎬ分别获得２４ ６５２ １９４条和

３０ ６６２ ７９２条 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄꎬＱ２０、ＧＣ 含量等的分析结

果表明测序数据量和质量均较好ꎬ满足对葡萄果皮

转录组分析的基本要求ꎮ
测序得到的差异基因 ＧＯ 功能注释到细胞组

１０９冯　 娇等:基于转录组测序技术探究 ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄果锈产生的机理



分、分子功能和生物学过程等 ３ 大类 ３０ 个功能组ꎬ
大量基因与碳水化合物合成、生物合成和 Ｌ￣苯丙氨

酸代谢等生物学过程相关ꎮ 依据 ＫＥＧＧ 代谢通路

数据库ꎬ将 ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理与对照的１ １８６个差异表

达基因定位到 １２６ 个代谢通路中ꎬ差异基因主要富

集于代谢途径、次生代谢产物合成、植物激素信号转

导、苯丙烷合成、苯丙氨酸代谢和类黄酮合成等代谢

通路ꎬ表明在果锈生成关键期ꎬ葡萄果皮代谢旺盛ꎬ
次生代谢产物的合成对果锈生成起重要作用ꎮ 次生

代谢途径中ꎬ基因注释最多的是苯丙烷合成通路ꎬ其
次是类黄酮合成和苯丙氨酸代谢ꎬ这些数据信息为

筛选可能影响果锈生成的次生代谢产物合成调控过

程中涉及到的相关基因奠定了基础ꎮ
金冠苹果、黄金梨和砂梨等外果皮果面果锈形

成的研究结果表明ꎬ果锈是由生长应力和外在因素

导致微观裂隙ꎬ随后通过外表皮细胞的细胞壁内侧

木栓质积累形成高塑性的外周膜引起的果皮生理性

紊乱ꎬ是一层为抵御逆境保护自身而产生的次生木

栓化组织ꎬ主要表现为果面浮生锈色木栓化物

质[２ꎬ５￣６ꎬ９]ꎮ 木质素是苯丙烷合成代谢途径的主要终

产物ꎬ是木栓质形成、果实木质化的标志[３５]ꎮ Ｈｅｎｇ
等[３６]在砀山酥梨突变体品种秀酥梨调控果皮锈斑

生成基因的研究中发现ꎬ苯丙烷代谢和次生代谢可

能参与秀酥梨果锈生成ꎬ控制苯丙烷代谢途径的

ＭＹＢ８ 转录因子在突变体品系中表达量上升ꎬ直接

调控木质素合成的 ＣＣｏＡＯＭＴ 基因表达量上升ꎬ从
而间接导致外果皮木质素含量升高ꎬ果面锈斑生成ꎮ
欧阳光察等[３７]研究发现ꎬ多种植物的木质化组织中

苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)、肉桂酸￣４￣羟化酶(Ｃ４Ｈ)和
香豆酸辅酶 Ａ 连接酶(４ＣＬ)活性较高且有木质素的

合成ꎬ木质素是细胞次生壁加厚的结构组分ꎬ为木质

细胞所特有ꎮ 在外果皮生锈的砂梨和苹果中ꎬ咖啡

酸￣Ｏ￣甲基转移酶基因(ＣＯＭＴ)和 Ｃ４Ｈ 基因等木栓

质合成基因的表达加强ꎬ外表皮细胞的细胞壁内侧

木栓质的积累形成果锈[３６ꎬ３８￣４０]ꎮ 本研究 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ
分析结果表明ꎬ苯丙烷合成代谢途径中ꎬ与对照相

比ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理后ꎬ催化苯丙氨酸直接脱氨产生

肉 桂 酸 的 ＰＡＬ 基 因 ( ＬＯＣ１００２４１３７７、
ＬＯＣ１００８５４９９７、 ＬＯＣ１００２５１１３７、 ＬＯＣ１００２４０９０４ 和

ＬＯＣ１００２６６５９３ 等)表达水平显著被抑制ꎬ催化对￣香
豆酸 活 化 为 对￣香 豆 酰 辅 酶 Ａ 的 ４ＣＬ 酶 基 因

(ＬＯＣ１００２５４６９８ 和 ＬＯＣ１００２４５９９１)表达水平显著

下调ꎬＰＯＤ 酶基因(ＬＯＣ１００２６２５７５、ＬＯＣ１００８５４８１７、
ＬＯＣ１００２４２３３８、 ＬＯＣ１００２５０５１４ 和 ＬＯＣ１００２６０７２６
等) 和 细 胞 色 素 Ｐ４５０ 基 因 ( ＬＯＣ１００２６７８６３、
ＬＯＣ１００２５９３１４ 和 ＬＯＣ１００２４８８１０ 等)表达量均显著

下调ꎬ木质素前体物质的合成被抑制ꎬ木质素合成量

减少ꎬ木栓化减弱ꎬ从而影响果锈的生成ꎮ 在豌豆

中ꎬ细胞色素 Ｐ４５０ 影响 ω￣羟基脂肪酸的 ９ꎬ１０￣环氧

化物等脂肪族化合物的合成ꎬ这些化合物是木栓质

大分子的重要组成部分ꎬ细胞色素 Ｐ４５０ 基因表达

下调ꎬ木栓质代谢活动减弱ꎬ影响果锈的生成[４１]ꎮ
类黄酮和苯丙烷合成代谢途径中具有共同的前

体物质ꎬ这些前体物质的合成起始于苯丙氨酸ꎮ 查

尔酮合成酶(ＣＨＳ)是将苯丙烷代谢引向类黄酮合成

的第 １ 个酶[４２￣４４]ꎮ 转录组测序结果表明ꎬＧＡ３ ＋ＣＰ￣
ＰＵ 处理后ꎬ阳光玫瑰葡萄果皮类黄酮合成代谢途径

中ꎬ ＣＨＳ 酶基因 ( ＬＯＣ１００２６３４４３、 ＬＯＣ１００２５８１０６、
ＬＯＣ１００２３２８４３)表达量显著下调ꎬ可能与 ＧＡ３和 ＣＰ￣
ＰＵ 抑制果锈生成有关ꎬ具体原因尚有待深入探究ꎮ
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