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　 　 摘要:　 以 ４ 个不同的玉米自交系为材料ꎬ对高温、干旱处理后的苗期植株进行转录组测序ꎮ 玉米自交系响应

高温和干旱胁迫的差异表达基因(ＤＥＧｓ)分别为６ ９６６和６ ２７２个ꎬ在高温和干旱胁迫下 ４ 个玉米自交系相同的

ＤＥＧｓ 分别是 ７０５ 和 ８７１ 个ꎮ 同时响应高温和干旱的 ＤＥＧｓ 有 １００ 个ꎮ 在耐旱、耐热性强的玉米自交系中鉴定出 １８
个特异的 ＤＥＧｓꎬ其中锌指转录因子、ＷＲＫＹ 转录因子、ＧＴ 转录因子和 Ｂ２ 热激转录因子在胁迫响应中发挥关键的

调控作用ꎮ ＫＥＧＧ 通路分析结果表明ꎬ耐旱、耐热性强玉米自交响应高温干旱胁迫的 ＤＥＧｓ 富集在生物学过程、分
子功能、代谢过程、遍在蛋白代谢和氮代谢途径 ５ 条通路ꎮ 热带、亚热带玉米种质的耐旱、耐热性强于温带玉米种

质ꎬ可在热带、亚热带玉米种质中有效筛选耐旱、耐热基因ꎮ
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　 　 高温和干旱是抑制玉米生长发育、制约玉米产

量的主要非生物胁迫因子[１]ꎮ 在干旱、半干旱区ꎬ
玉米往往受到高温干旱复合胁迫的不利影响[２￣３]ꎮ
全球有 ４３ ％的干旱、半干旱耕地ꎬ中国干旱、半干旱

９２



土地面积约占全国土地面积的近 ５０ ％[４￣５]ꎮ 随着温

室效应加剧ꎬ预计到本世纪末地表气温将上升１~ ５
℃ꎬ１９８０－２００８ 年ꎬ高温胁迫导致全球玉米产量下降

３􀆰 ８％[６￣７]ꎮ 因此ꎬ筛选玉米耐旱、耐热基因ꎬ培育耐

旱、耐热品种一直是玉米育种界面临的重大课题ꎮ
迄今关于高温、干旱胁迫对玉米植株形态、生理生化

和产量品质不利影响的研究已有较多文献报道ꎮ 研

究结果表明ꎬ高温、干旱胁迫下ꎬ玉米叶片伸长速率

减慢ꎬ叶面积减小ꎬ茎秆变细[８￣９]ꎻ高温、干旱会减少

玉米叶绿素含量、 扰乱光合系统ꎬ 抑制光合作

用[１０￣１２]ꎻ高温、干旱会降低 ＡＤＰ￣葡萄糖焦磷酸化

酶、淀粉合成酶及分支酶活性ꎬ从而抑制碳水化合物

合成[１３￣１４]ꎻ玉米灌浆期ꎬ高温、干旱打破植株体内激

素间的平衡ꎬ减缓细胞分裂速率ꎬ缩小籽粒库容ꎬ导
致产量和品质下降[１５]ꎮ 利用高通量转录组测序

(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)技术在分子水平解析植物对逆境胁迫的

响应是生物技术研究的热点ꎮ 通过分析生物细胞中

转录组的变化规律ꎬ可在分子水平探究特定生物学

过程中基因组转录调控机制[１６￣１７]ꎮ 玉米在传播过

程中逐渐分化形成了适应其栽培环境的热带、亚热

带和温带种质ꎬ在分子水平研究不同玉米种质的逆

境响应机制ꎬ可有效指导耐逆玉米基因的发掘与利

用[１８]ꎮ 尽管转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)技术已成功应

用于玉米逆境胁迫研究[１９￣２０]ꎬ但在逆境胁迫研究中

往往只涉及单个胁迫因子以及单一玉米自交系和杂

交种ꎮ 本研究选取热带、亚热带和温带种质ꎬ且具有

耐旱、耐热性差异的玉米自交系为供试材料ꎬ设置高

温、干旱 ２ 个胁迫处理ꎬ结合高温、干旱胁迫下不同

玉米种质的生理特性分析ꎬ在转录组水平分析不同

种质对高温、干旱胁迫的分子响应机制ꎬ以丰富植物

逆境胁迫研究的数据资料ꎬ并为玉米耐旱、耐热基因

的筛选提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

以长江师范学院选育的 ４ 个玉米自交系 Ｓｕ￣
ｗａｎ￣３、Ｓｕｗａｎ￣１０、Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 为供试材料ꎬＳｕ￣
ｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 分别以热带和亚热带玉米地方品

种为基础材料选育而成ꎬ Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 以国际玉

米小麦改良中心(ＣＩＭＭＹＴ)的温带玉米群体为基础

材料选育而成ꎮ ２０１６－２０１８ 年田间鉴定玉米自交系

的耐旱、耐热性ꎬ参照张丽梅等[２１] 的方法ꎬ分别计算

各自交系经济产量的耐旱指数(ＤＴＩ)和耐热指数

(ＨＴＩ)ꎬ即干旱(或高温)胁迫下经济产量与正常条

件(ＣＫ)下经济产量的比值ꎬ根据经济产量的 ＤＴＩ 和
ＨＴＩ 筛选出具有明显耐旱耐热性差异的热带、亚热

带和温带玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３、Ｓｕｗａｎ￣１０、Ｃｉｍ￣５ 和

Ｃｉｍ￣１６ꎮ 热带、亚热带玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３、Ｓｕｗａｎ￣
１０ 耐旱耐热性强ꎬ经济产量的 ＤＴＩ 分别为 ０􀆰 ８６ 和

０􀆰 ８３ꎬＨＴＩ 分别为 ０􀆰 ９１ 和 ０􀆰 ９３ꎻ温带玉米自交系

Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 耐旱耐热性弱ꎬ经济产量的 ＤＴＩ 分
别为 ０􀆰 ５７ 和 ０􀆰 ５１ꎬＨＴＩ 分别为 ０􀆰 ５５ 和 ０􀆰 ４９ꎮ Ｓｕ￣
ｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 作为耐旱、耐热性强的玉米自交

系(基因型)试验材料ꎬＣｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 作为耐旱、
耐热性弱的玉米自交系(基因型)试验材料ꎮ
１.２　 胁迫处理

高温、干旱胁迫处理在人工气候箱中进行ꎬ４
个玉米自交系种子浸种催芽后在控制条件下培养ꎬ
培养温度 ２９ ℃(昼) / ２３ ℃(夜)ꎬ相对湿度 ７０％ꎬ每
天光照 １２ ｈꎮ 待幼苗生长至 ５ 叶 １ 心ꎬ４ 个自交系

各种植 １８ 株ꎬ其中 ６ 株作对照、６ 株作高温胁迫处

理、６ 株作干旱处理ꎬ共 ７２ 株(每株 １ 个营养钵)ꎮ
作对照的 ４ 株自交系幼苗置于上述人工气候箱内继

续生长ꎻ作高温处理的 ４ 个自交系幼苗在 ４０ ℃
(昼) / ３４ ℃(夜)、相对湿度 ７０％、每天光照 １２ ｈ 的

高温条件下生长 ７ ｄꎻ作干旱处理的 ４ 个自交系幼苗

在温度 ２９ ℃(昼) / ２３ ℃(夜)、相对湿度 ２０％、每天

光照 １２ ｈ 的控水条件下生长 ７ ｄꎮ 取每个自交系各

个处理 ３ 株植株的叶片ꎬ叶片剪碎后分成 ２ 份分别

用作生理指标测定和 ｍＲＮＡ 转录组分析ꎮ
１.３　 生理指标测定

利用便携式光合仪(ＬＩ￣６４００ＸＴ)室外检测待测

植株旗叶的叶绿素荧光参数值:光反应最大荧光

(Ｆ′ｍ)、光反应最小荧光 (Ｆ′ｏ )、暗适应最大荧光

(Ｆｍ)、暗适应最小荧光(Ｆｏ)和稳态荧光(Ｆｓ)ꎻ基于

Ｆ′ｍ、Ｆ′ｏ、Ｆｍ、Ｆｏ 和 Ｆｓꎬ计算 ＰＳ ＩＩ 潜在光量子产量

(Ｆｖ / Ｆｏ)、ＰＳ ＩＩ 最大光化学量子产量(Ｆｖ / Ｆｍ)、ＰＳ ＩＩ
有效光化学量子产量(ΦＰＳＩＩ)和光化学荧光淬灭系

数(ＱＰ) [２２￣２７]ꎮ 采用李小芳等[２８] 的方法室内检测叶

绿素含量、丙二醛(ＭＤＡ)含量、过氧化物酶(ＰＯＤ)
活性和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性ꎮ 数据分析采用

Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 和 ＤＰＳ 软件ꎮ
１.４　 叶片 ＲＮＡ 提取

采用 ＴＲＩｚｏｌ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｃａｒｉｓｂａｄꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)
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法提取对照、高温处理和干旱处理下的 ４ 个自交系

的叶片 ＲＮＡꎬ用无 ＲＮＡ 的 ＤＮＡ 酶Ⅰ去除样品中的

ＤＮＡꎬ同时检测样品中 ＲＮＡ 浓度及其完整性(要求

ＲＮＡ 完整值大于 ６􀆰 ５)ꎬ共构建 １２ 个 ｍＲＮＡ 文库ꎮ
１.５　 转录组文库构建与测序

经片段化后的 ｍＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡꎬ筛选

３００~５００ ｂｐ 大小的 ｃＤＮＡ 片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ转录

组文 库 质 量 经 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ( Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｓａｎｔａ Ｃｌａｔａꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)检测合格后ꎬ在
Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 测序平台(海元莘生物医药技

术有限公司)上进行ꎮ 测序的基本原理是边合成边

测序ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序ꎬ双端测序读

数 １５０ ｂｐ、读长 ３００ ｂｐꎮ 在测序的流式细胞中加入

４ 种荧光标记的 ｄＮＴＰ、ＤＮＡ 聚合酶以及接头引物

进行扩增ꎬ在每一个测序簇延伸互补链时ꎬ每加入一

个被荧光标记的 ｄＮＴＰ 就能释放出相对应的荧光ꎬ
测序仪通过捕获荧光信号ꎬ并通过计算机软件将光

信号转化为测序峰ꎬ从而获得碱基序列信息ꎮ

１.６　 转录组序列分析

过滤掉接头污染、低质量(Ｑ<３０)和位置碱基氮含

量> ５％的初始序列ꎬ获取过滤后序列作后续分析ꎮ 过

滤后序列比对到玉米 Ｂ７３ 参考基因组(ｈｔｔｐｓ:/ / ｄｏｗｎ￣
ｌｏａｄ.ｍａｉｚｅｇｄｂ.ｒｇ / Ｚｍ￣Ｂ７３￣ＲＥＦＥＲＥＮＣＥ￣ＧＲＡＭＥＮＥ￣４.０ /
Ｚｍ００００１ｄ.２.ｇｅｎｏｍｉｃ. ｆａ)ꎬ利用 ＲＳＥＭ(０.９.３ 版本)软件

作基因表达量估算ꎮ 以Ｐ<０􀆰 ０５ 和 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１ 为标准ꎬ
用 ｅｄｇｅＲ 软件作差异表达基因(ＤＥＧｓ)分析[２９]ꎮ 在

ＮＣＢＩ 的玉米基因数据库中获取 ＤＥＧｓ 的功能信息ꎬ基
于内部 ｐｅｒｌ 脚本在 ｍａｉｚｅＧＤＢ 网站上获取 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ
注释ꎮ
１.７　 差异表达基因(ＤＥＧｓ)的定量验证

以持家基因 Ａｃｔｉｎ 为标准ꎬ选择 ８ 个差异表达基

因进行实时定量(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分析ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软

件在线设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应引物(表 １)ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 反

应程序按照 ＡＢＩ２１００ 反应体系(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ
ＣＡꎬ ＵＳＡ)的操作要求进行ꎮ 各个试验设置 ３ 次重

复ꎬ采用相对定量(２－△△Ｃｔ)法[３０]估算基因表达量ꎮ

表 １　 差异表达基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ(ＤＥＧｓ) ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因　 　 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　 基因注释　 　 　 　 　 　

Ａｃｔｉｎ ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡ ＣＣＣＡＡＧＧＴＣＣＡＡＣＴＡＣＧＡＧ

Ｚｍ００００１ｄ０５３９１３ ＧＧＴＡＣＧＣＣＧＣＴＡＡＧＣＴＡＡＴＧ ＧＴＣＧＡＡＧＡＣＣＡＴＣＣＡＧＴＴＧＣ 编码似 ＨＶＡ￣２２ 蛋白

Ｚｍ００００１ｄ０１８８０３ ＧＡＴＧＴＡＣＴＡＣＡＧＣＣＣＧＡＣＧＡ ＧＣＧＧＴＣＧＡＴＧＡＡＧＴＡＧＡＴＧＣ 编码肌醇传导子 ２

Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９ ＣＡＧＴＡＣＣＣＧＣＣＡＡＴＧＡＡＣＡＧ ＧＧＡＧＡＡＡＣＣＣＴＣＣＴＣＴＴＧＣＴ 编码含 ＭＡ３ 结构域蛋白

Ｚｍ００００１ｄ００２８０１ ＣＣＧＡＧＣＡＧＧＣＡＡＧＡＧＡＴＡＧＡ ＴＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡＴＧＣＣＧＧＴＧＴ 编码似 ＧＴ￣２ 转录因子

Ｚｍ００００１ｄ０１２３２５ ＧＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＧ ＣＴＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣ 编码似 ＴＴＰＲ 超家族蛋白

Ｚｍ００００１ｄ０１５７４３ ＣＧＡＣＴＣＴＡＡＣＡＣＧＧＴＣＧＧＴＡ ＴＣＡＧＧＡＴＴＧＣＡＣＡＴＧＣＣＣＴＡ 编码 ＨＹ５ 转录因子

Ｚｍ００００１ｄ０１７５９７ ＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＡＣＡＡＡＴＴＧＣＣ ＴＣＣＴＧＣＧＡＴＣＣＴＧＣＴＡＧＡＴＧ 编码含 ＳＰＸ 结构域膜蛋白

Ｚｍ００００１ｄ０２０６１４ ＧＴＣＧＧＴＴＡＡＴＴＧＣＴＣＧＧＣＴＴ ＣＡＴＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＧＡＡＡＣＡＡ 编码 ＺＩＭ２８ 转录因子

２　 结果与分析

２.１　 玉米自交系对高温、干旱的生理响应

由表 ２ 可知ꎬ供试材料在单一胁迫因子高温

或干旱条件下ꎬ玉米自交系 Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 的过

氧化物酶、超氧化物歧化酶活性以及丙二醛含量

较对照显著增加ꎬ ４ 个叶绿素荧光参数值(Ｆｖ / Ｆｏ、
Ｆｖ / Ｆｍ、ΦＰＳ ＩＩ和 ＱＰ)较对照显著下降ꎻ热带、亚热带

玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 除丙二醛含量较

对照显著增加外ꎬ过氧化物酶、超氧化物歧化酶活

性及 ４ 个叶绿素荧光参数值则无显著变化ꎬ这表

明在生理上热带、亚热带玉米种质的耐旱、耐热性

强于温带种质ꎮ
２.２　 玉米自交系响应高温、干旱胁迫的转录组分析

由表 ３ 可知ꎬ测序得到的初始序列经过除去接

头污染、低质量(Ｑ<３０)和位置碱基氮含量> ５％的

过滤处理后ꎬ４ 个自交系在对照、高温和干旱处理条

件下的过滤后序列变幅为４４ ５６０ ０００~ ５４ ０４０ ０００
条ꎬ其过滤后序列占初始序列的比例在 ９７􀆰 ５ ％以

上ꎬ说明转录组文库质量良好ꎮ

１３姚启伦等:玉米自交系响应高温、干旱胁迫的关键基因及通路



表 ２　 高温、干旱胁迫下玉米自交系的主要生理特性变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

处理 自交系　 　
过氧化物
酶活性

(Ｕ / μｇꎬＦＷ)

超氧化物
歧化酶活性
(Ｕ / μｇꎬＦＷ)

丙二醛含量
(ｎｍｏｌ / ｇꎬＦＷ) Ｆｖ / Ｆｏ Ｆｖ / Ｆｍ ΦＰＳ ＩＩ ＱＰ

对照 Ｓｕｗａｎ￣３ ６.３１２ｂ ０.４８１ｂ １０.４１２ｃ ０.７５７ａ ４.１３６ａ ０.０１６ａ ０.１３９ａ

Ｓｕｗａｎ￣１０ ６.２４７ｂ ０.４７５ｂ １１.１０３ｃ ０.７６８ａ ４.３２２ａ ０.０１７ａ ０.１４１ａ

Ｃｉｍ￣５ ６.５０７ｂ ０.４９１ｂ １２.４６８ｃ ０.７５４ａ ４.１８３ａ ０.０１７ａ ０.１４０ａ

Ｃｉｍ￣１６ ６.８２９ｂ ０.４８６ｂ １１.９５１ｃ ０.７６２ａ ４.２０７ａ ０.０１５ａ ０.１３７ａ

高温 Ｓｕｗａｎ￣３ ８.１２５ｂ ０.５２１ｂ １６.２５１ｂ ０.７０２ａ ３.９０５ａ ０.０１５ａ ０.１３８ａ

Ｓｕｗａｎ￣１０ ８.０３６ｂ ０.５４７ｂ １７.０３１ｂ ０.７０５ａ ４.０１２ａ ０.０１４ａ ０.１３６ａ

Ｃｉｍ￣５ １１.３１３ａ １.０５６ａ ２６.３７４ａ ０.４３７ｂ ２.１４３ｂ ０.００８ｂ ０.０６１ｂ

Ｃｉｍ￣１６ １１.７２０ａ １.１３８ａ ２７.１４８ａ ０.４１６ｂ ２.３７２ｂ ０.００８ｂ ０.０６５ｂ

干旱 Ｓｕｗａｎ￣３ ７.０２４ｂ ０.５７１ｂ １８.２２４ｂ ０.７１４ａ ３.９５１ａ ０.０１３ａ ０.１３４ａ

Ｓｕｗａｎ￣１０ ７.３３４ｂ ０.５６０ｂ １８.１６５ｂ ０.７１９ａ ４.００８ａ ０.０１３ａ ０.１３４ａ

Ｃｉｍ￣５ １０.４２７ａ １.１０８ａ ２７.３１２ａ ０.４４５ｂ ２.３１６ｂ ０.００８ｂ ０.０６０ｂ

Ｃｉｍ￣１６ １０.４６２ａ １.０９３ａ ２７.６６７ａ ０.４０８ｂ ２.４０１ｂ ０.００７ｂ ０.０５９ｂ
同一列数据后不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ３　 玉米自交系在高温、干旱胁迫下的转录组分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

样本 初始序列数量 过滤后序列数量 比对序列数量 独特序列数量 比对序列比例(％)

Ａ１ ５０ ３４３ ８９８ ５０ １２２ ７５４ ４０ ９０７ １８２ ３７ １１３ １２６ ８１.６１

Ａ２ ４７ ２８８ ２８８ ４６ ９８８ ２００ ３７ ８８１ １７４ ３４ ７４３ ６２２ ８０.６２

Ａ３ ４６ ４４７ ５６８ ４６ ３２６ ４９４ ３７ ０４３ ６０８ ３５ ４００ ３１２ ７９.９６

Ｂ１ ４４ ５６１ ８９４ ４４ ３２２ ３８０ ３５ ５７６ ６１８ ３２ １５５ ６９０ ８０.２７

Ｂ２ ４５ ２１３ ７５４ ４５ ０２９ ６３６ ３６ ６８５ ３６６ ３３ ９２２ ３８２ ８１.４７

Ｂ３ ５０ ５８３ ２９８ ５０ ４０５ ５６２ ３９ ６６２ １０４ ３７ ５３５ ９１６ ７８.６９

Ｃ１ ４５ ９５５ ３８４ ４５ ６９９ ４１２ ３８ ０５５ ９５４ ３５ ７３９ ３３２ ８３.２７

Ｃ２ ５４ ０３８ １８４ ５３ ８３６ ８９８ ４４ ９２７ ５２０ ４２ ５６４ ７４０ ８３.４５

Ｃ３ ５２ ５８０ ９１２ ５２ ４１５ ５１８ ４１ ８２６ ６２６ ４０ １４０ ６２８ ７９.８０

Ｄ１ ４９ ９７３ ７２２ ４９ ８３４ ４７４ ３９ ８６７ １９６ ３７ ０６３ ６９２ ８０.００

Ｄ２ ５０ ９６２ ３４４ ５０ ７６５ ０２０ ４０ ５８９ ５４６ ３７ １１２ １１６ ７９.９６

Ｄ３ ４７ ７３９ ９３４ ４７ ５８８ ４０８ ３７ ８７６ ５８６ ３６ ０６９ ５９０ ７９.５９

Ａ:自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ꎻＢ:自交系 Ｓｕｗａｎ￣１０ꎻＣ:自交系 Ｃｉｍ￣５ꎻＤ:自交系 Ｃｉｍ￣１６ꎻ １:对照ꎻ ２:高温处理ꎻ ３:干旱处理ꎮ

　 　 在 ４ 个玉米自交系转录组中共检测到６ ９６６个
响应高温胁迫的差异表达基因ꎬ自交系 Ｓｕｗａｎ￣３、Ｓｕ￣
ｗａｎ￣１０、Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６ 分别有１ ４４４、１ ２８１、２ ５０９
和１ ７３２个差异表达基因(图 １Ａ)ꎻ在 ４ 个玉米自交

系转录组中共检测到 ６ ２７２ 个响应干旱胁迫的

ＤＥＧｓꎬ自交系 Ｓｕｗａｎ￣３、Ｓｕｗａｎ￣１０、Ｃｉｍ￣５ 和 Ｃｉｍ￣１６
分别有１ ８４３、１ ８４１、１ ４１４和１ １７４个差异表达基因

(图 １Ｂ)ꎻ４ 个玉米自交系在高温、干旱和高温干旱

胁迫下相同的 ＤＥＧｓ 分别是 ７０５、８７１ 和 １００ 个ꎬ 分

别占差异表达基因总数的 ４２％、５２％和 ６％(图 １Ｃ)ꎮ
总体上ꎬ温带玉米自交系响应高温、干旱胁迫的差异

表达基因数(６ ８２９)高于热带、亚热带玉米自交系

(６ ４０９)ꎮ 这表明在分子水平ꎬ高温、干旱胁迫对温

带玉米自交系的影响更大ꎮ
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２.３　 热带、亚热带玉米自交系在高温、干旱胁迫下

特异的差异表达基因

　 　 为探明玉米自交系中的耐旱、耐热关键基因ꎬ用
在 ＦＰＫＭ(１ ０００ ０００条序列中单个基因的数目)中

比对上的 Ｒｅａｄｓ 数目来度量基因表达水平ꎬ在Ｐ<
０􀆰 ０５ 和 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１ 标准下ꎬ在耐旱、耐热性强的热

带、亚热带玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 中筛选

特异的差异表达基因ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ在耐旱、耐热性

强的玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 中有 １８ 个特

异的差异表达基因同时响应高温和干旱胁迫ꎮ 这

１８ 个差异表达基因极显著差异表达ꎬ其中锌指转录

因子、ＷＲＫＹ 转录因子、ＧＴ 转录因子和 Ｂ２ 热激转

录因子一致上调ꎬ这 ４ 个转录因子在玉米响应高温、
干旱胁迫中可能发挥关键的遗传调控作用ꎮ

Ⅰ:响应高温胁迫的差异表达基因ꎻⅡ:响应干旱胁迫的差异表达基因ꎻⅢ:共同响应高温胁迫和干旱胁迫的差异表达基因ꎻＡ２ Ｖｓ Ａ１:Ｓｕｗａｎ￣
３ 对照与高温处理的比较ꎻＡ３ Ｖｓ Ａ１:Ｓｕｗａｎ￣３ 对照与干旱处理的比较ꎻＢ２ Ｖｓ Ｂ１: Ｓｕｗａｎ￣１０ 对照与高温处理的比较ꎻＢ３ Ｖｓ Ｂ１:Ｓｕｗａｎ￣１０ 对照

与干旱处理的比较ꎻＣ２ Ｖｓ Ｃ１:Ｃｉｍ￣５ 对照与高温处理的比较ꎻＣ３ Ｖｓ Ｃ１:Ｃｉｍ￣５ 对照与干旱处理的比较ꎻＤ２ Ｖｓ Ｄ１:Ｃｉｍ￣１６ 对照与高温处理的

比较ꎻＤ３ Ｖｓ Ｄ１:Ｃｉｍ￣１６ 对照与干旱处理的比较ꎮ
图 １　 不同胁迫处理下玉米自交系差异表达基因维恩图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｅｎｎ ｇｒａｐｈ ｆｏｒ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｍａｉｚｅ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ选择 ８ 个响应高温、干
旱的关 键 基 因 Ｚｍ００００１ｄ０５３９１３、 Ｚｍ００００１ｄ０１８８０３、
Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９、 Ｚｍ００００１ｄ００２８０１、 Ｚｍ００００１ｄ０１２３２５、
Ｚｍ００００１ｄ０１５７４３、Ｚｍ００００１ｄ０１７５９７和 Ｚｍ００００１ｄ０２０６１４ꎬ
验证转录组中差异表达基因的表达结果ꎬ尽管基因

Ｚｍ００００１ｄ０１２３２５、Ｚｍ００００１ｄ０１５７４３、Ｚｍ００００１ｄ０１７５９７ 和

Ｚｍ００００１ｄ０２０６１４在转录组测序中差异表达不显著ꎬ但
这 ４ 个基因在植物响应高温、干旱中发挥重要作用ꎮ

由图 ２ 可见ꎬ基因 Ｚｍ００００１ｄ０５３９１３、Ｚｍ００００１ｄ００２８０１、
Ｚｍ００００１ｄ０１５７４３和 Ｚｍ００００１ｄ０１７５９７上调表达ꎬ而基因

Ｚｍ００００１ｄ０１８８０３、Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９、Ｚｍ００００１ｄ０１２３２５ 和

Ｚｍ００００１ｄ０２０６１４下调表达ꎬ实时定量试验数据与转录

组测序数据 (ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｐｒｏｌｉｆｉｎｇ) 结果一致ꎮ 基因

Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９ (编码 ＭＡ３ 结构域蛋白)在转录组测

序中上调表达ꎬ而在差异表达基因的定量验证中下调

表达ꎬ这可能是在基因的定量验证中以持家基因 Ａｃｔｉｎ
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作参照的结果ꎮ

表 ４　 耐旱、耐热玉米自交系特异的差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＥＧｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｔｏ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ

基因 基因注释　 　 　 　 　 　 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜值 　 　 Ｐ 值 表达方式

Ｚｍ００００１ｄ０４５０８４ 编码 ＺＥＡＭＭＢ７３ 蛋白转录因子 ２.４４ ０ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０３０５５７ 编码线粒体苯丙氨酸转移酶 ２ ２.９７ ０.０００ ４ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０３９５６５ 未注释 ２.４６ ０.０００ ５ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０３２８１０ 编码锌指转录因子 ３.０８ ０.０００ ８ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０３５７１０ 编码 Ｓｕｉ￣１ 蛋白转录因子 ２.７０ ０.０００ ９ 下调

Ｚｍ００００１ｄ００３９４５ 编码 ５Ｃ０２Ｄ０７ 胚乳 ｃＤＮＡ １.２０ ０.００２ ２ 下调

Ｚｍ００００１ｄ００３２６５ 编码拓扑异构酶蛋白 ２.３８ ０.００５ ３ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０１９２２５ 编码氨基酸转导子 ＡＮＴ１ ２.２１ ０.００６ ６ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０３９８５１ 未注释 ２.４９ ０.００６ ７ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０５３９１３ 编码增强表达蛋白 ３ ２.９５ ０.００７ ０ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０１８８０３ 编码肌醇转运因子 ２ ２.７８ ０.００８ ２ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０３５４７５ 编码异戊烯辅酶 Ａ 脱氢酶 ２.５５ ０.００８ ４ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０２５１３６ 编码 Ｓｍａｘ１￣ｌｉｋｅ 蛋白 ４ ２.７０ ０.００９ ０ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０２１４１０ 编码八氢番茄红素合成酶 ２.８３ ０.００９ ０ 下调

Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９ 编码 ＭＡ３ 结构域蛋白 ３.７２ ０.００９ ０ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０２０４９２ 编码 ＷＲＫＹ 转录因子 ２.６９ ０.００９ ５ 上调

Ｚｍ００００１ｄ００２８０１ 编码 ＧＴ 转录因子 ３.３８ ０.０１０ ４ 上调

Ｚｍ００００１ｄ０２９２７０ 编码 Ｂ２ 热激转录因子 ２.１３ ０.０１１ ３ 上调

Ｇ１:Ｚｍ００００１ｄ０５３９１３ꎻ Ｇ２: Ｚｍ００００１ｄ０１８８０３ꎻ Ｇ３: Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９ꎻ
Ｇ４: Ｚｍ００００１ｄ００２８０１ꎻ Ｇ５: Ｚｍ００００１ｄ０１２３２５ꎻ Ｇ６: Ｚｍ００００１ｄ０１５７４３ꎻ
Ｇ７:Ｚｍ００００１ｄ０１７５９７ꎻ Ｇ８:Ｚｍ００００１ｄ０２０６１４ꎮ
图 ２　 差异表达基因的实时定量验证

Ｆｉｇ.２　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

２.４　 玉米自交系差异表达基因的 ＧＯ 注释

通过对差异表达基因的 ＧＯ(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)分
析ꎬ可确定与差异表达基因相关的基因本体项(ＧＯ
ｔｅｒｍｓ)ꎬ追溯差异表达基因的 ＧＯ 分类条目ꎬ揭示差

异表达基因与其功能调节关系ꎮ 根据 Ｋｉｍ 等[２９] 的

方法ꎬ显示 ４ 个玉米自交系差异表达基因的 ＧＯ 分

类注释结果ꎬ由图 ３ 中的 Ａ２ Ｖｓ Ａ１ 和 Ｂ２ Ｖｓ Ｂ１ 可

见ꎬ热带、亚热带玉米自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０
响应高温胁迫的差异表达基因在腺嘌呤核苷结合、
腺嘌呤脱氧核苷结合、脱氧核苷结合、核苷结合、细
胞大分子代谢、细胞内细胞器部分(Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｒ ｏｒｇａｎ￣
ｅｌｌｅ ｐａｒｔ)、细胞器部分(Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｐａｒｔ)、初级代谢过

程、分子功能、催化活性、大分子代谢途径和生物学

过程 １２ 个基因本体项同时上调(Ａ２ Ｖｓ Ａ１ 和 Ｂ２ Ｖｓ
Ｂ１)ꎻ响应干旱胁迫的差异表达基因在生物学过程、
大分子代谢途径、分子功能、代谢途径、质膜、胁迫响

应、蛋白质代谢途径以及碱基、核苷、核苷酸和核酸

代谢途径 ８ 个基因本体项共富集(Ａ３ Ｖｓ Ａ１ 和 Ｂ３
Ｖｓ Ｂ１)ꎻ热带、亚热带和温带玉米自交系响应高温、
干旱胁迫的差异表达基因仅在分子功能和生物学过

程 ２ 个基因本体项同时上调ꎬ这表明高温、干旱胁迫

主要影响玉米分子功能和生物学过程ꎮ
２.５ 　 热带、亚热带玉米自交系差异表达基因的

ＫＥＧＧ 通路

　 　 ＫＥＧＧ 通路分析结果(图 ４)表明ꎬ高温、干旱胁

迫下自交系 Ｓｕｗａｎ￣３ 和 Ｓｕｗａｎ￣１０ 有 ３０ 个通路受到
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ａ:Ａ２ＶｓＡ１ꎻｂ:Ｂ２ＶｓＢ１ꎻｃ:Ｃ２ＶｓＣ１ꎻｄ:Ｄ２ＶｓＤ１ꎻｅ:Ａ３ＶｓＡ１ꎻ ｆ:Ｂ３ＶｓＢ１ꎻｇ:Ｃ３ＶｓＣ１ꎻｈ:Ｄ３ＶｓＤ１ꎮ Ａ２ＶｓＡ１、Ｂ２ＶｓＢ１、Ｃ２ＶｓＣ１、Ｄ２ＶｓＤ１、Ａ３ＶｓＡ１、
Ｂ３ＶｓＢ１、Ｃ３ＶｓＣ１、Ｄ３ＶｓＤ１ 见图 １ 注ꎮ 方框红色深浅反映差异表达基因上调程度ꎬ以 ０􀆰 ５(方框中数值)为上调阀值ꎮ

图 ３　 胁迫处理下玉米自交系差异表达基因的 ＧＯ 注释

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ４　 耐旱、耐热玉米自交系响应高温干旱复合胁迫的差异表达基因的 ＫＥＧＧ 通路散点图

Ｆｉｇ.４　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＤＥＧｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ ｌｉｎｅｓ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｔｏ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ
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调控ꎬ涉及 １６ 个生物学途径、９ 个细胞组分和 ５ 个

生物学功能通路ꎬ生物学过程、分子功能、代谢过程、
遍在蛋白和氮代谢途径 ５ 条通路上有大量差异表达

基因富集ꎮ 显著性检验阀值(Ｐ 值)显示ꎬ大量极显

著的差异表达基因富集在分子功能、代谢过程、遍在

蛋白代谢、氮代谢途径和生物学调节通路ꎮ 由此推

测这些通路在玉米响应高温、干旱胁迫中发挥主要

作用ꎮ

３　 讨 论

３.１　 不同玉米种质响应高温、干旱胁迫的关键基因

生产上高温往往伴随干旱ꎬ不同基因型的玉米

种质存在耐旱、耐热性差异[４ꎬ７]ꎮ 本研究转录组测

序结果显示ꎬ高温、干旱胁迫下不同种质来源的 ４ 个

玉米基因型存在大量差异表达基因ꎬ４ 个玉米基因

型均有 １００ 个相同的同时响应高温和干旱胁迫的差

异表达基因ꎬ在耐旱、耐热性强的玉米自交系中有

１８ 个特异的差异表达基因ꎬ由此推测这 １８ 个差异

表达基因调节玉米对高温、干旱胁迫的适应性ꎮ 植

物对高温、干旱胁迫的分子响应是一个包括众多转

录调控因子的调控网络[３１]ꎮ 热激转录因子(ＨＳＦｓ)
在玉米响应高温、干旱胁迫中发挥重要作用ꎬ植物中

的 ＨＳＦｓ 包括 Ａ、Ｂ 和 Ｃ ３ 类ꎬ除响应高温胁迫外ꎬ
ＨＳＦｓ 还参与其他逆境胁迫的响应[３２]ꎮ 本研究发

现ꎬ高温、干旱胁迫下ꎬ一个 Ｂ 类 ＨＳＦｓ 在耐旱、耐热

性强的玉米自交系中显著上调ꎮ ＧＴ 转录因子、
ＷＲＫＹ 转录因子和锌指转录因子也是玉米响应非

生物胁迫的主要调控因子[３３]ꎮ 这 ３ 个转录因子同

样存在于本研究 １８ 个特异的差异表达基因编码中ꎮ
转录组分析结果表明ꎬ除转录调控因子外ꎬ还有一些

基因参与玉米响应高温、干旱胁迫ꎬ这些基因编码重

要的结构蛋白和功能蛋白ꎬ其中 Ｚｍ００００１ｄ０３５１３９
和 Ｚｍ００００１ｄ０３５４７５ 基因分别编码 ＭＡ３ 结构域蛋

白和异戊烯辅酶 Ａ 脱氢酶ꎮ
３.２　 不同玉米种质响应高温、干旱胁迫的通路

通路分析是胁迫生物学中常用的方法ꎮ 通路

即代谢途径ꎬ通过调控植物体内物质合成、生理活性

和光合产物转运ꎬ进而响应逆境胁迫[３４]ꎮ 生物学过

程、代谢过程和生物学调节是植物体内重要的代谢

通路ꎬ参与能量物质和生理活性物质的合成与运

输[３５]ꎮ Ｚｅｎｄａ 等[３６]研究发现ꎬ耐旱玉米自交系在干

旱胁迫下生物学过程、代谢过程和生物学调节通路

上的差异表达基因高度富集ꎬ这与本研究 ＫＥＧＧ 通

路分析结果一致ꎮ 氮代谢途径是植物生长发育过程

中的一条主要的生理代谢通路ꎬ直接参与植物细胞

成分合成与细胞活性调节[３３]ꎮ 氮代谢途径是旱生

植物响应干旱胁迫的关键通路ꎬ遍在蛋白作为调控

因子参与植物逆境胁迫响应ꎬ在高温、干旱等逆境胁

迫下遍在蛋白代谢通路上的差异表达基因高度富

集[３７]ꎮ 本研究 ＫＥＧＧ 通路分析结果发现ꎬ耐旱、耐
热性强的玉米基因型在高温、干旱胁迫下ꎬ氮代谢和

遍在蛋白代谢通路上的差异表达基因显著富集ꎮ
综上ꎬ在高温、干旱胁迫下ꎬ不同玉米种质耐

旱、耐热基因通过差异表达调控其代谢通路ꎬ从而显

现生理上的耐旱、耐热性差异ꎬ使玉米耐旱、耐热基

因的筛选成为可能ꎮ 基于前期田间鉴定及本研究结

果ꎬ热带、亚热带玉米种质耐旱、耐热性强于温带玉

米种质ꎬ在热带、亚热带玉米种质中筛选耐旱、耐热

基因更有效ꎮ
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