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　 　 摘要:　 对 ０ ｍｇ / Ｌ、８００ ｍｇ / Ｌ赤霉素处理的矮生山茶恨天高叶片、茎段和茎尖进行了 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量转

录组测序ꎬ共获得４７６ ６３５个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ其中１８１ １１５(３８􀆰 ００％)个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 获得了注释ꎻ差异基因分析发现了４３ ６２４
个差异基因ꎬ其中包括４３ ２９５个特异的和 ３２９ 个共同的差异基因ꎻＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果显示ꎬ恨天高叶片增

大、茎段伸长及茎尖生长与糖代谢、苯丙烷生物合成代谢相关ꎻ茎尖生长还与植物激素信号传导和二萜生物合成有

关ꎮ 通过赤霉素处理后恨天高叶片、茎段、茎尖转录组分析发现ꎬ茎尖组织中参与赤霉素生物合成的 ＫＡＯ、ＧＡ２０ｏｘ、
ＧＡ３ｏｘ 和 ＧＡ２ｏｘ 基因表达量发生变化ꎬ赤霉素信号传导过程中 ＤＥＬＬＡ 蛋白调控以及赤霉素和生长素、细胞分裂素

等其他激素间的互作促进恨天高植株生长ꎮ
关键词:　 矮生恨天高ꎻ 赤霉素ꎻ 转录组ꎻ 差异表达基因
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　 　 赤霉素(ＧｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓꎬＧＡｓ)ꎬ二萜类植物激素ꎬ主
要促进植株的营养生长ꎬ包括节间的延长、根的伸长

和叶的扩展[１￣３]ꎮ 在赤霉素合成途径中ꎬ萜烯合成酶

ＴＰＳｓ、细胞色素 Ｐ４５０ｓ 和 ＧＡ 氧化酶(ＧＡｏｘｓ)将前体

牻牛儿牻牛儿焦磷酸 ＧＧＤＰ 催化成活性赤霉素ꎬ其中

贝壳杉烯酸氧化酶(ＫＡＯ)属于细胞色素 Ｐ４５０ꎬ催化

７４



赤霉素合成前期阶段ꎮ ＧＡ 氧化酶包括 ＧＡ２ｏｘ、
ＧＡ２０ｏｘ 和 ＧＡ３ｏｘꎬ是赤霉素合成和代谢后期阶段的主

要调控点ꎬ将非活性赤霉素催化成活性赤霉素[４￣７]ꎮ
前期研究发现ꎬ多种植物的 ＫＡＯ 突变能诱导植株矮

化ꎬ如水稻 ｄ３５ 突变体[８]ꎮ 梨矮化砧木中 ＫＡＯ 表达

量低于乔化和半矮化的品种[９]ꎮ 相对于早期合成酶ꎬ
后期生物合成酶易受植物生长发育和环境因素调节ꎬ
这些酶在生物活性赤霉素水平的调控中起着关键作

用ꎮ ＧＡ２０ｏｘ 和 ＧＡ３ｏｘ 过量表达后提高活性赤霉素的

含量ꎬ加快植物生长ꎬ节间伸长ꎬＧＡ２０ｏｘ 和 ＧＡ３ｏｘ 功

能缺失会引起植株矮化[１０￣１１]ꎮ ＧＡ２ｏｘ 的作用则是降

低活性赤霉素的水平[１１￣１２]ꎮ
赤霉素信号传导途径中ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白作为植物

生长抑制剂可被活性赤霉素抵消[１３]ꎬ赤霉素信号启

动 ＤＥＬＬＡ 蛋白的降解ꎬ调控赤霉素反应基因的表达ꎬ
从而促进植物的生长ꎬ所以 ＤＥＬＬＡ 蛋白对植物的生

长发育起负反馈调节[１４￣１６]ꎮ 目前 ＤＥＬＬＡ 基因在拟南

芥[１７]、葡萄[１８]、草莓[１９]和甘蓝型油菜[２０]等植物中陆

续被克隆及分析ꎬ为植物矮化性状研究提供依据ꎮ
恨天高(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ)是云南

山茶最珍贵的品种之一ꎬ其株形矮小ꎬ生长缓慢ꎬ花
瓣平展ꎬ完全重瓣ꎬ形姿优美ꎬ叶浓花艳ꎬ具有极高的

观赏价值[２１]ꎮ 随着城市的快速发展ꎬ矮生和盆栽木

本花卉植物在园林绿化、居室美化等方面有着重要

作用ꎮ 通过转录组分析挖掘高效调控恨天高株高的

关键基因ꎬ为培育微型山茶新品种奠定基础ꎮ
本研究以云南山茶矮生品种恨天高为材料ꎬ利

用转录组测序分析恨天高植株矮生与赤霉素合成代

谢和信号传导间的关系ꎬ以期获得调控植物株高的

重要基因ꎬ并揭示其矮生机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以立地条件相同且生长年龄相近的恨天高山茶

(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｅ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ)为材料ꎬ利用不同质

量浓度梯度[０ ｍｇ / Ｌ(ＣＫ)、２００ ｍｇ / Ｌ(Ｔ１)、４００ ｍｇ / Ｌ
(Ｔ２)、８００ ｍｇ / Ｌ(Ｔ３)和１ ０００ ｍｇ / Ｌ(Ｔ４)]的赤霉素

(ＧＡ３)进行茎尖涂抹ꎮ ７５ ｄ 后采集各质量浓度处理

后的叶片、茎段及茎尖组织进行液氮速冻ꎬ－８０ ℃保

存备用ꎮ
１.２　 茎尖和叶片总 ＲＮＡ 提取

参照北京艾德莱生物科技有限公司 ＲＮ５３￣

ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 植物试剂盒说明书提取样品总 ＲＮＡꎮ
利用 １％的琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 分光

光度计检测 ＲＮＡ 完整度、浓度、Ａ２６０ / ２８０、Ａ２６０ / ２３０及核

酸峰度是否正常ꎬ之后再经 Ａｇｉｌｅｎｔ ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００
进行 ＲＮＡ 质量检测ꎮ
１.３　 赤霉素诱导恨天高植株生长的质量浓度筛选

分别 利 用 ０ ｍｇ / Ｌ、 ２００ ｍｇ / Ｌ、 ４００ ｍｇ / Ｌ、 ８００
ｍｇ / Ｌ和１ ０００ ｍｇ / Ｌ的 ＧＡ３涂抹 ５ 年生恨天高植株茎

尖ꎬ每 ２ ｄ 涂 １ 次ꎬ每个质量浓度处理 ３ 株ꎬ每株分别

处理 ５ 个茎尖ꎬ３０ ｄ 和 ７５ ｄ 后分别测量茎尖生长值ꎮ
１.４　 文库构建和转录组测序

恨天高叶片、茎段和茎尖总 ＲＮＡ 质量分别检测

合格后ꎬ利用 ＮＥＢＮｅｘｔ􀅸 Ｐｏｌｙ(Ａ) ｍＲＮＡ Ｍａｇｎｅｔｉｃ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｍｏｄｕｌｅ 进行 ｍＲＮＡ 捕获ꎬ利用 ＮＥＢＮｅｘｔ Ｕｌ￣
ｔｒａ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｂｅｃｋｍａｎ
Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 分别进行文库构建和文

库纯化ꎬ利用 ＴｒｕＳｅｑ ＰＥ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｋｉｔ Ｖ４ 完成 ｃＢＯＴ 自

动成簇ꎬ最后通过 ＴｒＳｅｑ ＳＢＳ Ｋｉｔ ｖ４￣ＨＳ 进行 ＨｉＳｅｑ
测序ꎮ 以上文库构建和转录组测序均由苏州金唯智

生物科技有限公司完成ꎮ
１.５　 生物信息学分析

对测序结果原始图像数据利用软件 Ｂｃｌ２ｆａｓｔｑ
(ｖ２.１７.１.１４)进行图像碱基识别ꎬ初步质量分析后得

到原始测序数据ꎮ 测序数据质量评估采用 ＦａｓｔＱＣ
(ｖ０.１０.１)进行分析ꎬ使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ(ｖｅｒｓｉｏｎ１.９.１)对
测序原始数据去除接头以及低质量序列等ꎬ得到后

续信息分析用的高质量有效序列ꎮ 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 对

样品数据从头组装ꎬ组装结果通过序列聚类进行进

一步序列拼接和去冗余处理ꎬ得到长的非冗余 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓꎬ利用 ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ 软件进行 ＯＲＦ 分析[２２]ꎮ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 表达计算使用 ＲＳＥＭ 软件ꎬ该软件使

用 ＦＰＫＭ(Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｅｒ ｋｉｌｏ ｂａｓｅｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ)
方法计算基因表达量ꎮ 利用 ＥｄｇｅＲ 软件进行基因

差异表达分析ꎬ以变化 ２ 倍以上、Ｐｖａｌｕｅ≤０􀆰 ０５ 且错

误发现率(ＦＤＲ)<０􀆰 ０１ 为差异表达基因筛选标准ꎮ
最后基于差异表达基因进行 ＧＯ 功能注释、ＫＥＧＧ
代谢通路分析和 ＣＯＧ 功能注释ꎮ
１.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 验证转录组测序的准确

性ꎬ挑选 ５ 个差异表达基因设计引物ꎬ以山茶 １８Ｓ
ＲＮＡ 为内标基因(所用引物见表 １)ꎬ生物学试验重复

３ 次ꎮ 运用 ２－△△Ｃｔ计算方法求得差异基因的表达量ꎮ
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因　 　 　 基因号　 　 　 　 　 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　

ＤＥＬＬＡ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１６０４２２＿ｃ１＿ｇ１＿ｉ１ ＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＴＣＧＧＴＴＡＴＣＣ ＡＧＴＧＴＧＣＣＡＴＣＣＴＡＧＣＡＴＴＡＧ

ＫＡＯ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１７６１３５＿ｃ１＿ｇ１＿ｉ１ ＣＣＴＧＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＣＧＡＡ ＴＧＴＧＧＴＡＡＧＴＡＣＡＴＣＡＣＡＣＧ

ＧＡ２０ｏｘ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１５９４３２＿ｃ２＿ｇ２＿ｉ１ ＴＡＧＧＡＡＣＡＧＧＡＣＣＴＣＡＴＴＧＣＧ ＡＡＧＧＴＧＴＣＧＣＣＴＡＴＧＴＴＧＡＣＧＡＣ

ＧＡ３ｏｘ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１６１０６２＿ｃ１＿ｇ１＿ｉ１ ＡＡＣＧＴＴＧＧＴＧＡＣＣＴＣＴＴＣＣＡＣ ＡＣＴＡＡＣＣＡＧＣＴＴＣＧＧＴＡＣＡＧ

ＧＡ２ｏｘ ＴＲＩＮＩＴＹ＿ＤＮ１４５０６６＿ｃ２＿ｇ１＿ｉ１ ＴＴＧＧＡＧＧＡＣＣＡＣＣＡＴＴＧＡＧＴ ＴＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＣＴＡＧＡＣＴＴＧ

１８Ｓ ＲＮＡ ＧＡＣＴＣＡＡＣＡＣＧＧＧＧＡＡＡＣＴＴＡＣＣ ＣＡＧＡＣＡＡＡＴＣＧＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣ

２　 结果与分析

２.１　 外施赤霉素促进恨天高茎尖伸长

选择立地条件相同、生长状态良好且一致的三

年生恨天高(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｅ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ)幼苗为

材料(图 １Ａ)ꎬ利用不同质量浓度梯度的 ＧＡ３进行茎

尖涂抹(图 １Ｂ)ꎮ 研究结果发现ꎬＧＡ３处理 ３０ ｄ 后ꎬ
对照组和试验组茎尖长度差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５) (图
１Ｃ)ꎬ其中 ＣＫ 的茎尖长度最短ꎬＴ１、Ｔ２、Ｔ４ 处理分别

是 ＣＫ 的 １􀆰 ２３ 倍、１􀆰 ５８ 倍和 １􀆰 ９２ 倍ꎬＴ３ 为 ＣＫ 的

２􀆰 ５３ 倍(图 ２Ａ)ꎻＧＡ３处理 ７５ ｄ 后ꎬ对照组和试验组

茎尖长度差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５) (图 １Ｄ)ꎬ其中 ＣＫ 茎

尖长度依旧最短ꎬ其次是 Ｔ１ 处理和 Ｔ２ 处理ꎬ为 ＣＫ
的 １􀆰 ５９ 倍和 １􀆰 ９３ 倍ꎬ而 Ｔ４ 处理和 Ｔ３ 处理分别为

ＣＫ 的 ２􀆰 ２７ 倍和 ３􀆰 ６１ 倍(图 ２Ｂ)ꎮ 比较发现ꎬ对照

组和试验组在 ２ 次测量的 ４５ ｄ 间隔期ꎬＣＫ 的茎尖

少许伸长ꎬ试验组除了 Ｔ１ 处理长势变化不明显外ꎬ
Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４ 处理长势旺ꎬ尤其 Ｔ３ 处理(图 ２Ｃ)ꎮ 由此

可以推测ꎬ外源 ＧＡ３能诱导恨天高山茶的植株生长ꎬ
并且随着外施质量浓度的增高(０ ｍｇ / Ｌ、２００ ｍｇ / Ｌ、
４００ ｍｇ / Ｌ)ꎬ茎尖生长值也随之增加ꎬ当质量浓度达

８００ ｍｇ / Ｌ时ꎬ茎尖生长最快ꎬ然而质量浓度达１ ０００
ｍｇ / Ｌ时ꎬ茎尖增加幅度却有所下降ꎬ从而表明 ８００
ｍｇ / Ｌ是诱导恨天高山茶植株生长的较佳质量浓度ꎮ
２.２　 转录组序列组装及 Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释分析

利用最佳赤霉素诱导质量浓度 ８００ ｍｇ / Ｌ处理

恨天高茎尖组织ꎬ０ ｍｇ / Ｌ的 ＧＡ３处理作对照ꎬ７５ ｄ 后

采集叶片、茎段、茎尖进行转录组测序ꎬ其中叶片和

茎段分别取 ２ 组样品进行测试ꎬ茎尖只取 １ 组样品

进行测试ꎮ
使用软件 Ｃｕｔａｄａｐｔ 对测序原始数据去除接头以

Ａ:赤霉素茎尖涂抹处理 ３０ ｄ 的茎尖ꎻＢ:赤霉素茎尖涂抹处理 ７５
ｄ 的茎尖ꎮ ＣＫ:ＧＡ３质量浓度为 ０ ｍｇ / ＬꎻＴ１:ＧＡ３质量浓度为 ２００

ｍｇ / ＬꎻＴ２:ＧＡ３ 质量浓度为 ４００ ｍｇ / ＬꎻＴ３:ＧＡ３ 质量浓度为 ８００

ｍｇ / ＬꎻＴ４:ＧＡ３质量浓度为１ ０００ ｍｇ / Ｌꎮ

图 １　 外源赤霉素处理的恨天高茎尖

Ｆｉｇ.１　 Ｓｈｏｏｔ ｔｉｐｓ ｏｆ Ｃａｍｅｌｌｉａ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ

及低质量序列ꎬ获得后续信息分析用的过滤数据ꎮ 恨

天高 ３ 种组织及对照共 ８ 个文库产生了４１１ ４６４ ８７０
条序列ꎬ约 ６０􀆰 ９６ Ｇｂ 转录组数据ꎬＵｎｉｇｅｎｅ 平均长度

为１４７.３８~ １４８􀆰 ６１ ｂｐꎬ Ｇ ＋ Ｃ 碱基含量为 ４４.５８％~
４６􀆰 ８４％(表 ２)ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ转录组数据经组装

产生了４３ ０７３ ８１６个重叠群ꎬ４７６ ６３５个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ平均

长度为 ４９７􀆰 ６９ ｂｐꎮ 在所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列中ꎬ序列长

度小于 ５００ ｂｐ 的占 ７１􀆰 ６０％ꎮ Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释分析显示

有１８１ １１５条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 获得注释ꎬ占 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 总数的

３８􀆰 ００％ꎬ其中获得注释较多的数据库分别是 Ｎｒ 注释

１７２ １２１条(３６􀆰 １１％)ꎬＣＯＧ 注释７４ １２０条(１５􀆰 ５５％)ꎬ
Ｓｗｉｓｓｐｏｒｔ 注释 １０６ ８１８ 条 ( ２２􀆰 ４１％) 和 ＫＥＧＧ 注释

２５ ８３７条(５􀆰 ４２％)(图 ３)ꎮ
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Ａ:外源赤霉素处理后 ３０ ｄ 的茎尖长度ꎻＢ:外源赤霉素处理后 ７５ ｄ 的茎尖长度ꎻＣ:外源赤霉素处理后 ７５ ｄ 茎尖长度与外源赤霉素处理后 ３０
ｄ 茎尖长度差值ꎻＣＫ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４ 见图 １ 注ꎮ

图 ２　 恨天高茎尖长度(Ａ、Ｂ)和差值(Ｃ)
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ (Ａ ａｎｄ Ｂ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｃ) ｏｆ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐｓ ｉｎ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ

表 ２　 ８ 个 ｃＤＮＡ 文库的过滤数据

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ

样品　 　 　 平均长度 (ｂｐ) 总序列数 总碱基数 (ｂｐ) Ｑ３０ 含量 (％) Ｇ＋Ｃ 含量 (％)

Ｌ１ １４８.３６ ４８ ２７９ ２９２ ７ １６２ ６０９ ０６０ ９１.６４ ４５.６８
Ｌ２ １４８.６１ ４７ ９６８ １８０ ７ １２８ ７４３ ０１１ ９１.５９ ４５.２１
ＳＳ１ １４８.１７ ５１ ６２３ ６３４ ７ ６４９ ０９２ ４２７ ９１.７１ ４６.８４
ＳＳ２ １４８.５９ ４７ １２６ ３２０ ７ ００２ ３０１ ９９３ ９１.９６ ４４.５８
ＳＴ１ １４８.２０ ５１ ５４２ ３０８ ７ ６３８ ５０４ ５４２ ９１.８０ ４５.６５
ＣＫ１ １４８.３１ ４８ ８３３ ６５６ ７ ２４２ ３６８ ７５７ ９２.０７ ４５.７１
ＣＫ２ １４７.３８ ６ ０６９ １８６ ９ ２９４ ９３５ ５６４ ９２.１３ ４５.４４
ＣＫ３ １４７.９８ ５３ ０２２ ２９４ ７ ８４６ ０２７ ３１１ ９１.７８ ４５.０７

Ｌ１:８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后叶片样品 １ꎻ Ｌ２:８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后叶片样品 ２ꎻＳＳ１:８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后茎段样品 １ꎻＳＳ２:８００
ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后茎段样品 ２ꎻＳＴ１:８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后茎尖样品ꎻＣＫ１:对照叶片样品ꎻＣＫ２:对照茎段样品ꎻＣＫ３:对照茎尖样品ꎮ

表 ３　 恨天高转录组序列组装分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｈｅｎｔｉａｎｇａｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序列类型 重叠群 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度 (ｂｐ) 数量 / 比例

最短 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度 (ｂｐ) ２５ ２０１ <２００ ０ / ０
最长 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度 (ｂｐ) １６ ５１３ １３ ９６０ ２００~５００ ３４１ ２７７ / ０.７１６ ０
Ｕｎｉｇｅｎｅ 平均长度 (ｂｐ) ４１.４９ ４９７.６９ ５００~１ ０００ ９３ ４８７ / ０.１９６ １
Ｎ５０ 长度 (ｂｐ) ４５ ５７３ １ ０００~１５００ ２３ ６９０ / ０.０４９ ７
(Ａ＋Ｔ) ％ ５５.７５ ６１.４７ ９ ６３２ / ０.０２０ ２
(Ｃ＋Ｇ) ％ ４４.２５ ３８.５３ ８ ５４８ / ０.０１７ ９
Ｕｎｉｇｅｎｅ 总数 ４３ ０７３ ８１６ ４７６ ６３５ ４７６ ６３５ / １.０００ ０
总碱基数量 (ｂｐ) １ ７８６ ９８７ １１０ ２３７ ２１６ ０３３

２.３　 差异表达基因筛选及分析

将 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 比对到 Ｕｎｉｇｅｎｅ 上ꎬ利用 ｂｏｗｔｉｅ２
软件进行短 ｒｅａｄｓ 比对ꎬ结果显示ꎬ唯一比对到参考

基因的 ｒｅａｄｓ 数量在２.５×１０７ ~ ３.６×１０７ꎬ用于基因表

达分析ꎮ 在叶片、茎段和茎尖 ３ 种组织中ꎬ发现了特

异的和共同的差异表达基因ꎬ共发现４３ ６２４个差异

表达基因ꎬ包括４３ ２９５个特异差异表达基因和 ３２９
个共同差异表达基因(图 ４Ａ)ꎮ

　 　 ＣＫ１(对照叶片样品)与 Ｌ１(８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉

素处理后叶片样品 １)比较中发现２７ ４２４个差异表

达基因ꎬ其中上调表达基因１６ ４９５个ꎬ下调表达基因

１０ ９２９个ꎻＣＫ１ 与 Ｌ２(８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后

叶片样品 ２)比较中发现２３ ４５０个差异表达基因ꎬ其
中上调表达基因１２ ９５６个ꎬ下调表达基因１０ ４９４个ꎻ
ＣＫ２(对照茎段样品)与 ＳＳ１(８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素

处理后茎段样品 １)比较中发现２０ ７７３个差异表达
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图 ３　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 各数据库注释结果 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ.３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｄａｔａｂａｓｅ

基因ꎬ其中上调表达基因１１ １６８个ꎬ下调表达基因

９ ６０５个ꎻＣＫ２ 与 ＳＳ２(８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素处理后

茎段样品 ２)比较中发现２１ ０４０个差异表达基因ꎬ其

中上调表达基因１１ ７０６个ꎬ下调表达基因９ ３３４个ꎻ
ＣＫ３(对照茎尖样品)与 ＳＴ１(８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素

处理后茎尖样品)比较中发现４ ２５６个差异表达基

因ꎬ其中上调表达基因１ ７３４个ꎬ下调表达基因２ ５２２
个(图 ４Ｂ)ꎮ 在 ５ 组比较中ꎬＣＫ３ 与 ＳＴ１ 比较获得的

上调和下调基因数量均最低ꎬ可能是由于茎尖组织

相对于叶片和茎段而言ꎬ与植株伸长生长更为密切ꎬ
获得的差异表达基因控制植株生长的作用更大ꎮ
　 　 根据 ＦＰＫＭ 值将 ８ 个文库中的基因表达水平分

为极高、高、中、低和极低 ５ 类(图 ４Ｃ)ꎬ其中差异表

达基因中占比例最大的是极低表达基因ꎬＦＰＫＭ 为

０~１ꎬ占比例最小的是极高表达基因ꎬＦＰＫＭ>６０ꎮ 另

外ꎬ在叶片、茎段和茎尖等组织中检测到共同差异表

达基因 ３２９ 个ꎬ通过层次聚类分析将其划分成 Ａ、Ｂ
２ 个簇(图 ４Ｄ)ꎮ

Ａ:差异基因维恩图分析ꎻＢ:文库中差异表达基因的数量ꎻＣ:差异表达基因的 ＦＰＫＭ 值分布ꎻＤ:差异表达基因的聚类分析ꎮ Ｌ１、Ｌ２、ＳＳ１、ＳＳ２、
ＳＴ１、ＣＫ１、ＣＫ２、ＣＫ３ 见表 ２ 注ꎮ

图 ４　 差异表达基因的表达谱分析

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
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２.４　 差异基因 ＧＯ 富集分析

通过 ＧＯ 富集分析对差异表达基因进行生物学

功能研究ꎬ在错误发现率ＦＤＲ<０􀆰 ０１ 时ꎬ４３ 个 ＧＯ 条

目富集在 ＣＫ１ / Ｌ１ꎬ４２ 个 ＧＯ 条目富集在 ＣＫ１ / Ｌ２ꎬ
３９ 个 ＧＯ 条目富集在 ＣＫ２ / ＳＳ１ꎬ３９ 个 ＧＯ 条目富集

在 ＣＫ２ / ＳＳ２ꎬ３７ 个 ＧＯ 条目富集在 ＣＫ３ / ＳＴ１ꎮ 基于

所有 ＧＯ 富集分析ꎬ确定 ３７ 个共同 ＧＯ 类别和 ８ 个

差异 ＧＯ 类别ꎬ在 ３７ 个共同 ＧＯ 条目中ꎬ催化活性、
结合、代谢过程、细胞过程、细胞组分和细胞器是富

集基因最多的 ＧＯ 类别ꎮ 在 ８ 个差异 ＧＯ 类别中ꎬ
ＣＫ３ / ＳＴ１ 无分子功能调节剂富集ꎻ鸟苷酸交换因子

活性显著富集在 ＣＫ１ / Ｌ１ 和 ＣＫ１ / Ｌ２ꎻＣＫ２ / ＳＳ１ 和

ＣＫ２ / ＳＳ２ 无细胞外基质部分和细胞外区域部分富

集ꎻＣＫ３ / ＳＴ１ 无类核和细胞外基质富集ꎻ转运状态

显著富集在 ＣＫ１ / Ｌ１ꎻＣＫ３ / ＳＴ１ 无生物附着富集ꎮ
由此可以看出ꎬ在外源赤霉素处理下叶片、茎段和茎

尖组织中的 ＧＯ 类别存在差异ꎬ诱导植株生长ꎮ
２.５　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析

ＫＥＧＧ 富集分析结果显示ꎬ分别有 ３０、３０、１８、１４ 和

２７ 条代谢途径富集在 ＣＫ１/ Ｌ１、ＣＫ１/ Ｌ２、ＣＫ２/ ＳＳ１、
ＣＫ２/ ＳＳ２ 和 ＣＫ３/ ＳＴ１ꎬ显著富集的则为 ５、４、５、４ 和 ５ 条

代谢途径(图 ５)ꎮ 苯丙烷生物合成、戊糖和葡萄糖醛酸

相互转化过程是共同显著富集的代谢途径(图 ５)ꎬ倍半

萜和三萜生物合成富集在 ＣＫ１/ Ｌ１、ＣＫ１/ Ｌ２ 和 ＣＫ２/
ＳＳ２(图 ５Ａꎬ图 ５Ｂꎬ图 ５Ｄ)ꎬ细胞色素 Ｐ４５０ 对外源化合

物代谢的影响、药物代谢￣细胞色素 Ｐ４５０ 只富集在

ＣＫ１/ Ｌ１(图 ５Ａ)ꎬ糖酵解 /糖异生只富集在 ＣＫ１/ Ｌ２(图
５Ｂ)ꎬ光合￣天线蛋白、油菜素内酯生物合成只富集在

ＣＫ２/ ＳＳ１(图 ５Ｃ)ꎬ玉米素生物合成只富集在 ＣＫ２/ ＳＳ１
和 ＣＫ２/ ＳＳ２(图 ５Ｃ、图 ５Ｄ)ꎬＣＫ３/ ＳＴ１ 显著富集植物激

素信号转导、二萜生物合成和类胡萝卜素生物合成(图
５Ｅ)ꎮ 由此可以看出ꎬＣＫ３/ ＳＴ１ 中所富集的植物激素信

号转导和二萜生物合成两条途径与恨天高植株生长关

系较为密切ꎬ其他途径则间接调控植株生长ꎮ
ＫＥＧＧ 富集研究结果显示ꎬＣＫ３ / ＳＴ１ 所富集的

植物激素信号转导途径中色氨酸代谢 ＣＨ３、ＳＡＵＲ
下调表达ꎬ玉米素生物合成 ＡＨＰ 上调表达、Ａ￣ＡＲＲ
下调表达ꎬ二萜生物合成途径 ＤＥＬＬＡ 下调表达ꎬ油
菜素内酯合成 ＴＣＨ４ 上调表达、ＢＳＫ 和 ＣＹＣＤ３ 下调

表达(图 ６Ａ)ꎮ 表明ꎬ植株生长受多种激素互作的

影响ꎬ本研究中可以认为二萜生物合成途径对植株

生长首先起作用ꎮ ＫＥＧＧ 富集结果显示ꎬ二萜生物

赤霉素生物合成途径中 ＫＡＯ 上调表达、ＧＡ２０ｏｘ 和

ＧＡ３ｏｘ 下调表达、ＧＡ２ｏｘ 既有上调也有下调表达

(ＣＫ１ / Ｌ１ 上调ꎬＣＫ３ / ＳＴ１ 下调) (图 ６Ｂ)ꎮ 说明ꎬ二
萜生物合成途径中 ＤＥＬＬＡ、ＫＡＯ、ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ 和

ＧＡ２ｏｘ 调控恨天高植株生长ꎮ
２.６　 转录组的实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

挑选 ５ 个差异表达基因ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ
进行对照组和试验组(８００ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３处理 ７５ ｄ)茎尖

基因的表达量测定ꎮ 结果显示ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)与转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)的结果在基因表达

量变化幅度上具有一定差异ꎬ但基因的表达趋势是一

致的(图 ７)ꎮ 利用 ＳＰＳＳ Ｐｅａｒｓｏｎ 对 ｑＰＣＲ 和ＲＮＡ￣Ｓｅｑ
进行双变量相关性分析ꎬ结果显示 ５ 个差异表达基因

的 ｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 在Ｐ<０􀆰 ０１ 水平(双侧)上显著

相关ꎬ相关系数为 ０􀆰 ９７８(表 ４)ꎮ 由此可以说明ꎬ转录

组测序获得的基因差异表达结果可靠ꎮ

３　 讨 论

恨天高作为天然矮生资源ꎬ是山茶矮化育种的

优良亲本材料ꎮ 本研究采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量

技术对 ０ ｍｇ / Ｌ和 ８００ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３处理 ７５ ｄ 的叶片、
茎段和茎尖组织进行测序ꎬ组装得到的１８１ １１５条
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 获得了注释ꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检

验ꎬｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 结果显著相关ꎬ因此ꎬ本研究

转录组测序结果是可靠的ꎮ
ＧＯ 富集分析发现ꎬ大量差异表达基因在催化活

性、结合、代谢过程、细胞过程、细胞组分和细胞器等

类别中显著富集ꎬ在差异条目中ꎬ叶片、茎段和茎尖所

富集的类别存在差异ꎬ可能是外源赤霉素对不同组织

的诱导作用存在差异ꎬ也可能是组织本身存在差异所

造成ꎮ ＫＥＧＧ 通路分析发现ꎬ叶片、茎段和茎尖显著

富集的代谢途径不完全相同ꎬ其中苯丙烷生物合成、
戊糖和葡萄糖醛酸相互转化过程是共同显著富集的

代谢途径ꎮ 苯丙烷生物合成是植物最重要的次生代

谢途径之一[２３]ꎬ而戊糖和葡萄糖醛酸相互转化也是

糖代谢的重要环节ꎬ参与植物多种发育过程[２４]ꎬ表明

在外源赤霉素诱导过程中ꎬ苯丙烷生物合成、戊糖和

葡萄糖醛酸相互转化途径中差异基因对恨天高植株

生长具有重要作用ꎮ 然而ꎬ相比于其他 ４ 组ꎬＣＫ３ /
ＳＴ１ 显著富集的植物激素信号转导、二萜生物合成和

类胡萝卜素生物合成途径中差异表达基因直接参与

调控恨天高植株生长ꎮ

２５ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２０ 年 第 ３６ 卷 第 １ 期



Ｌ１、Ｌ２、ＳＳ１、ＳＳ２、ＳＴ１、ＣＫ１、ＣＫ２、ＣＫ３ 见表 ２ 注ꎮ
图 ５　 差异基因的 ＫＥＧＧ 分析

Ｆｉｇ.５　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ)

表 ４　 ５个差异表达基因的荧光定量 ＰＣＲ与转录组测序结果的相关性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ＤＥＧｓ

变量　 　 　 　 实时荧光
定量 ＰＣＲ

转录组
测序

实时荧光定量 ＰＣＲ Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性 １.０００ ０.９７８∗∗

显著性(双侧) ０.００４

转录组测序 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性 ０.９７８∗∗ １.０００

显著性(双侧) ０.００４
∗∗表示在 ０.０１ 水平(双侧)上显著相关ꎮ

　 　 本研究中ꎬ茎尖组织中外源赤霉素诱导的差异表

达基因包括赤霉素信号传导途径中的 ＤＥＬＬＡꎬ赤霉素

生物合成途径中的 ＫＡＯ、ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ 和 ＧＡ２ｏｘ 等

基因ꎬＤＥＬＬＡ、ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ 和 ＧＡ２ｏｘ 下调表达ꎬＫＡＯ
上调表达ꎮ 研究结果表明ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白在赤霉素信

号传导途径中起中心开关的作用ꎬ对赤霉素诱导的反

应非常灵敏ꎬ赤霉素处理５~ １０ ｍｉｎ 后蛋白水平显著

下降[２５￣２６]ꎬ本研究中外源赤霉素的诱导信号传递给

ＤＥＬＬＡ 蛋白ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白呈下调表达ꎬ从而诱导下游

赤霉素代谢基因如 ＫＡＯ 的上调表达ꎮ
　 　 高等植物赤霉素水平通过正反馈和负反馈来实

现调节体内激素的平衡ꎮ 当体内活性赤霉素水平低

时ꎬ拟南芥 ＧＡ２０ｏｘ１、ＧＡ２０ｏｘ２、ＧＡ２０ｏｘ３ 和 ＧＡ３ｏｘ１
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左虚线:上调ꎻ横虚线:下调ꎻ竖虚线:既有上调也有下调ꎮ
图 ６　 植物激素信号转导(Ａ)和二萜生物合成(Ｂ)
Ｆｉｇ.６　 Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ (Ｂ)
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图 ７　 差异表达基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.７　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｖｅ ＰＣＲ

的表达量均显著提高ꎬ外施 ＧＡ３后ꎬ其表达量又显著

降低[２７￣２８]ꎮ 本研究中ꎬ外施赤霉素后恨天高茎尖中

ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ 也呈下调表达ꎮ 当活性赤霉素水平

增加时ꎬ拟南芥 ＧＡ２ｏｘ 表达量上调[２９]ꎬ在植物中过

量表达 ＧＡ２ｏｘ 能诱导植株矮化ꎬ本研究中通过差异

基因表达水平测定发现ꎬ茎尖中 ＧＡ２ｏｘ 下调表达ꎬ叶
片中 ＧＡ２ｏｘ 呈上调表达ꎬ可能由于茎尖在外源赤霉

素的诱导下ꎬ快速生长ꎬ积累较多的活性赤霉素ꎬ当
活性赤霉素由茎尖传输到叶片时ꎬ则诱导叶片中的

ＧＡ２ｏｘ 上调表达ꎬ以抑制植株进一步生长ꎬ起到反馈

调节作用ꎮ
另外ꎬ 我 们 挑 选 了 ＤＥＬＬＡ、 ＧＡ２０ｏｘ、 ＧＡ３ｏｘ、

ＧＡ２ｏｘ 和 ＫＡＯ ５ 个差异表达基因进行了实时荧光定

量 ＰＣＲ 验证ꎬ在茎尖组织中ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)与转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)结果一致ꎬＤＥＬ￣
ＬＡ、ＧＡ２０ｏｘ、ＧＡ３ｏｘ、ＧＡ２ｏｘ 呈下调表达ꎬＫＡＯ 上调表

达ꎮ 由此可以推测ꎬ８００ ｍｇ / Ｌ外源赤霉素茎尖涂抹

处理后ꎬ赤霉素质量浓度升高ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白接受信

号呈下调表达ꎬ诱导下游 ＫＡＯ 上调表达ꎬＧＡ２０ｏｘ、
ＧＡ３ｏｘ、ＧＡ２ｏｘ 呈下调表达ꎬ多个基因相互作用ꎬ促进

植株生长ꎬ当体内赤霉素质量浓度积累到一定程度

时ꎬＧＡ２ｏｘ 则反馈调节抑制植株继续生长ꎮ 外源赤

霉素诱导植株生长的机理ꎬ以本文为基础ꎬ后续还需

要进一步深入研究ꎮ
本研究利用高通量转录组测序技术建立矮生山

茶恨天高赤霉素诱导前后叶片、茎段和茎尖转录组

数据库ꎬ分析比较 ３ 种组织在外源赤霉素处理后生

物反应途径的差异ꎬ发现相对于叶片和茎段ꎬ茎尖对

植株生长影响较大ꎬ进一步筛选出茎尖组织中的差

异表达基因ꎬ为研究恨天高矮生机制以及培育矮生

山茶品种提供基础ꎮ
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(３): ４８８￣５０４.

[２９] ＲＩＥＵ Ｉꎬ ＴＨＯＭＡＳ Ｓꎬ ＰＯＷＥＲＳ Ｓ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅ￣
ｖｅａｌｓ ｔｈａｔ Ｃ１９￣ＧＡ ２￣ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００８ꎬ ２０ ( ９): ２４２０￣
２４３６.
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