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　 　 摘要:　 为揭示蚕豆春化作用的分子机制ꎬ本研究以通鲜 ２ 号为材料ꎬ通过对春化处理前(ＣＫ)、春化处理 １ ｄ
(Ｖ１ｄ)、春化处理 １０ ｄ(Ｖ１０ｄ)、春化处理 ３０ ｄ(Ｖ３０ｄ)的蚕豆茎顶端组织转录组测序ꎬ将转录组数据进行两两对比ꎬ
进行差异表达基因鉴定、功能富集及代谢途径分析ꎬ并对 ８ 个春化响应基因的表达特征进行 ＰＣＲ 验证ꎮ 结果表明ꎬ
不同比较组中共鉴定差异表达基因(ＤＥＧ) ７ ５５３个ꎬＤＥＧ 主要参与刺激响应、代谢过程、生物调节、结合等生物学功

能ꎮ 春化处理中共筛选、鉴定到 ３４ 个蚕豆春化响应相关差异基因ꎬ涉及春化途径、光周期途径、赤霉素途径等多个

途径ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果与转录组测序结果相一致ꎮ 本研究结果为蚕豆春化响应及花期调控提供了重

要的候选基因ꎬ同时也为进一步探究蚕豆春化分子机制提供了基础ꎮ
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　 　 春化作用是小麦、油菜等越冬作物由营养生长

向生殖生长转变的重要过程之一ꎬ在植物的花期调

控中起着重要作用ꎬ且春化过程具有多步骤性ꎬ由多
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种途径控制ꎬ与作物栽培、作物驯化、杂交育种等有

密切联系[１￣３]ꎮ 春化植物主要分为种子春化型植物

和绿体春化型植物ꎮ 春化作用会引起植物体内碳水

化合物代谢、核酸代谢、酶代谢、内源激素代谢等诸

多生理过程的变化[４￣５]ꎮ 一段时间的低温春化可以

推进小麦、大麦、蚕豆等作物的开花进程并提高产

量[６￣７]ꎬ开展蚕豆春化分子机制研究对于蚕豆栽培和

育种具有重要意义ꎮ
拟南芥、小麦、油菜等植物对低温春化响应的生

理特点大体相似ꎬ但不同植物对春化作用响应的分子

机制却有较大差别ꎮ 拟南芥的春化途径主要依赖

ＦＲＩ 和 ＦＬＣ ２ 个关键基因[８]ꎮ 拟南芥春化前ꎬＦＲＩ 蛋
白通过与ｍＲＮＡ 结合蛋白的相互作用ꎬ不但可以提升

ＦＬＣ 转录水平ꎬ还直接形成复合体结合到 ＦＴ、ＦＤ、
ＳＯＣ１ 等基因位点并抑制其转录ꎬ进而减弱光周期信

号和其他调控途径对这些基因的激活作用[９]ꎮ ＦＬＣ
属于 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 转录因子ꎬ ＦＬＣ 基因的高表达会抑制

下游 ＦＴ、ＦＤ 和 ＳＯＣ１ 等开花基因的表达ꎬ导致拟南芥

和粮食作物开花推迟[１０]ꎮ 拟南芥经历低温春化后ꎬ
ＶＡＬ１ 等转录因子基因会抑制 ＦＬＣ 的表达ꎬ促使拟南

芥抽薹开花提前[１１]ꎮ 此外ꎬＶＲＮ１、ＶＲＮ２、ＶＩＮ３ 和

ＶＲＮ５ 等基因能稳定抑制 ＦＬＣ 基因的表达水平和组

蛋白修饰ꎮ 在正常温度条件下ꎬ拟南芥 ＶＲＮ１ 基因表

达水平较低ꎬ但经历持续低温后ꎬ其表达量会骤然升

高ꎻＶＲＮ２ 则在恢复温暖条件后 ＦＬＣ 抑制的稳定性维

持中起重要作用[１２￣１３]ꎮ 目前ꎬ芸薹属作物中已克隆出

多个 ＦＬＣ 同源基因ꎬ如 ＦＲＩ、ＳＯＣ１、ＶＩＮ３、ＦＴ 等ꎬ且这

些基因被证明与芸薹属作物的春化作用相关[１４]ꎮ 小

麦的春化途径主要受 ＶＲＮ 基因调控ꎬ且小麦 ＶＲＮ１ 与

拟南芥中的 ＡＰ１ 基因同源ꎬ说明小麦春化途径可能发

生了独立进化[１５]ꎮ 此外ꎬ ＴａＲＦ２ｂ 可以识别小麦

ＴａＶＲＮ１ 近端启动子区域ꎬ并激活 ＴａＶＲＮ１ 的转录ꎬ进
而促使小麦提前开花[１６]ꎬＥ３ 连接酶 ＴａＥ３Ｖ￣Ｂ１ 通过

泛素化春化基因 ＴａＶＲＮ１ 编码的蛋白质并调节小麦

发育进程[１７]ꎮ
蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.)属于豆科一年生或二年生

草本植物ꎬ是重要的经济作物ꎮ 中国蚕豆种植面积

和产量均居世界首位[１８]ꎮ 作为一种二倍体植物ꎬ蚕
豆基因组庞大且复杂ꎬ约为 １３ Ｇｂꎬ是豆类作物中最

大的基因组之一[１９]ꎮ 蚕豆作为长三角及其周边地

区主要越冬作物之一ꎬ不仅是重要的植物蛋白来源ꎬ
还可以作为绿肥ꎬ是理想的轮茬作物[１８￣２０]ꎮ 设施生

产中ꎬ花期较早的蚕豆一般具有更高的产量[２１]ꎮ 目

前ꎬ十字花科植物和麦类植物春化作用的分子机制

已有较多的报道[１３￣１５]ꎬ但关于蚕豆春化作用的分子

机制研究还比较缺乏ꎮ 本研究利用生物信息学及比

较转录组学等方法ꎬ筛选鉴定蚕豆春化响应基因ꎬ并
对关键基因的表达特征进行分析ꎬ为阐明蚕豆春化

作用分子机制及培育早花品种提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究以江苏沿江地区农业科学研究所选育的

蚕豆品种通鲜 ２ 号为材料开展试验ꎮ 在 ２５ ℃恒温人

工气候箱(光周期 １６ ｈ / ｄ)中ꎬ利用 ３２ 孔穴盘培养蚕

豆幼苗至第 ３ 张叶片完全展开ꎬ然后将蚕豆幼苗转移

到 ４ ℃人工气候箱中进行春化处理(光周期 １６ ｈ / ｄ)ꎬ
分别在春化处理前(ＣＫ)、春化处理 １ ｄ(Ｖ１ｄ)、春化

处理 １０ ｄ(Ｖ１０ｄ)及春化处理 ３０ ｄ(Ｖ３０ｄ)采集蚕豆茎

顶端组织样本ꎬ液氮处理后ꎬ保存于－８０ ℃冰箱中备

用ꎮ 每处理 ３ 个重复ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＲＮＡ 提取、建库、测序及数据处理　 使用 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 试剂盒(美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司产品)提取

样本总 ＲＮＡꎬ利用安捷伦 ２１００ 生物分析仪(美国安

捷伦科技公司产品)评估总 ＲＮＡ 质量ꎬ并使用无

ＲＮａｓｅ(核糖核酸酶)琼脂糖凝胶进行电泳鉴定ꎮ 鉴

定合格的总 ＲＮＡ 样品利用 Ｈｉｅｆｆ ＮＧＳ ｕｌｔｉｍａ ｄｕａｌ￣
ｍｏｄｅ ｍＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｐｒｅｐ ｋｉｔ 试剂盒[翌圣生物科技

(上海)股份有限公司产品]构建 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 利用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ６０００ 测序平台(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司

产品)进行转录组双端测序ꎮ 测序工作委托广州基

迪奥生物科技有限公司完成ꎮ 测序数据利用 Ｆａｓｔｐ
０.１８.０ 软件进行过滤ꎬ然后再利用 Ｂｏｗｔｉｅ２ ｖ２.２.８ 软

件将序列映射到核糖体 ＲＮＡ( ｒＲＮＡ)数据库ꎬ利用

ＨＩＳＡＴ２ ｖ２.１.０ 软件将测序得到的序列比对到蚕豆

参考基因组 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.ｖ１(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｏｊｅｃｔｓ.ａｕ.ｄｋ /
ｆａｂａｇｅｎｏｍｅ / ｇｅｎｏｍｉｃｓ￣ｄａｔａ)ꎮ
１.２.２　 差异表达基因分析　 利用 ＤＥＳｅｑ２ 软件对 ４
个不同春化时间处理的数据进行两两比对ꎬ以 ＦＤＲ
( Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎬ 错 误 发 现 率 ) < ０. ０５ 和

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥２(ＦＣ 为差异倍数)为标准ꎬ进行差异表

达基因的鉴定ꎮ
１.２.３　 基因本体(ＧＯ)功能注释和 ＫＥＧＧ 富集分析

９１４２陆红臣等:基于转录组测序的蚕豆春化响应相关基因挖掘



　 利用 ＢＬＡＳＴ２ ＧＯ 软件对基因进行注释ꎬ将差异基

因向 ＧＯ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ. ｏｒｇ / )的

条目进行映射ꎬ并计算每个条目的差异基因数ꎬ应用

超几何检验ꎬ找出差异基因中显著富集的 ＧＯ 条目ꎮ
代谢通路(Ｐａｔｈｗａｙ)显著性富集分析以 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈ￣
ｗａｙ 为单位ꎬ应用超几何检验ꎬ找出差异表达基因中

显著富集的代谢通路ꎮ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件ꎬ基于转录

组数据和基因的 ｌｏｇ２ＦＰＫＭ 值(ＦＰＫＭ 为每百万映

射片段中每千碱基外显子模型的片段数)绘制蚕豆

春化相关基因的表达热图ꎮ
１.２.４　 蚕豆春化响应关键基因蛋白质互作网络构

建　 利用 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.ｏｒｇ / )在线工

具对蚕豆春化关键基因编码的蛋白质进行蛋白质互

作网络(ＰＰＩ)分析ꎬ并利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对分析结

果进行修饰[２２]ꎮ
１.２.５　 关键基因的表达水平定量分析 　 为验证转

录组分析的可靠性ꎬ对 ８ 个蚕豆春化和开花相关基

因的表达模式进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎮ 首先

使用第一链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤ￣
ＮＡꎬ再利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计基因特异性

引物 (表 １)ꎮ 以 ＥＬＦ１Ａ 基因为内参基因ꎬ利用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(武汉全式金

生物公司产品)和 ＡＢＩ ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

(美国赛默飞公司产品)进行实时定量 ＰＣＲ 分析ꎮ
ＰＣＲ 程序为:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０
℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ从 ６５ ℃到

９５ ℃ꎬ以 ０􀆰 １ ℃ / ｓ绘制熔解曲线ꎮ 对每个基因进行

３ 次定量 ＰＣＲ 分析ꎬ使用 ２－△△Ｃｔ法计算各基因的相

对表达量[２３]ꎮ
１.２.６　 数据分析 　 使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验法进行处理

间相对表达量差异显著性分析ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 蚕豆春化的转录组分析

不同春化处理时间(春化处理前及春化处理 １ ｄ、
１０ ｄ、３０ ｄ)蚕豆茎顶端转录组测序结果如表 ２ 所示ꎮ
从表中可以看出ꎬ不同春化处理时间ꎬ蚕豆茎顶端测

序数据均在５ ６０４ ２６６ ４００ ｂｐ 及以上ꎬ过滤后得到的

有效数据均在５ ２２９ ７１３ ２８９ ｂｐ 及以上ꎮ 不同样品原

始测序数据碱基质量值达到 Ｑ２０(测序碱基质量值达

到 ２０ 以上的碱基数目占原始数据的百分比)以上的

比例为９６.９８％~９９􀆰 １０％ꎬ碱基质量值达到 Ｑ３０(测序

碱基质量值达到 ３０ 以上的碱基数目占原始数据的百

分比)以上的比例为９２.３１％~９７􀆰 ３３％ꎬ有效数据中碱

基 Ｇ＋Ｃ 含量为４１.８３％~４３􀆰 ０７％(表 ２)ꎮ 不同处理表

达量的主成分分析结果显示ꎬ同一处理 ３ 个重复大致

聚集在一起(图 １)ꎬ说明测序得到的数据重复性好ꎬ
可用于进一步的分析ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＶｆＣＯＬ５￣Ｆ ＣＧＣＧＴＴＴＣＴＡＴＧＣＡＴＣＧＡＴＴＧＴ

ＶｆＣＯＬ５￣Ｒ ＣＧＡＧＴＧＧＡＴＴＴＧＣＡＧＡＧＴＧＧＡＴＧ

ＶｆＣＤＦ３￣Ｆ ＣＣＧＡＡＡＡＣＧＡＡＣＡＡＡＧＴＧＡＴＧＴＡＧ

ＶｆＣＤＦ３￣Ｒ ＣＣＴＧＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＡＡＣＡＴＴＣＣ

ＶｆＶＲＮ１￣Ｆ ＧＣＡＣＧＡＧＡＡＴＧＡＡＧＣＧＴＴＡＡＡＴＡＧＡＧ

ＶｆＶＲＮ１￣Ｒ ＣＣＡＡＡＴＴＣＴＡＣＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＣＴ

ＶｆＦＴ１￣Ｆ ＧＣＡＡＴＣＡＡＧＡＡＴＣＣＡＡＧＧＧＣＴ

ＶｆＦＴ１￣Ｒ ＣＧＧＣＡＴＣＡＧＡＧＧＧＡＧＧＧＴＣＴＣ

ＶｆＳＥＰ￣Ｆ ＡＴＧＧＧＴＡＧＡＧＧＡＡＡＧＧＴＡＧＡＡＴＴＡＡＡＧＡ

ＶｆＳＥＰ￣Ｒ ＣＴＴＧＴＧＣＣＡＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡ

ＶｆＡＰ３￣Ｆ ＣＡＣＴＣＣＴＧＧＡＣＴＴＴＣＴＡＣＡＡＡＧＡＡＧ

ＶｆＡＰ３￣Ｒ ＣＡＣＣＴＡＴＴＣＴＡＴＧＣＣＴＧＡＴＣＴＧＴＣ

ＶｆＳＯＣ１￣Ｆ ＡＴＧＧＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＧＡＣＧＣＡ

Ｖｆ ＳＯＣ１￣Ｒ ＡＡＧＡＧＣＡＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴＣＡＣＡＣ

ＶｆＳＶＰ￣Ｆ ＡＧＣＴＣＴＴＴＧＡＧＴＡＴＧＣＴＡＧＴＴＣＡＡＧ

ＶｆＳＶＰ￣Ｒ ＣＴＣＣＡＴＴＣＡＴＴＴＧＣＣＴＣＡＧＴＴＣＡＣ

ＥＬＦ１Ａ￣Ｆ ＧＴＧＡＡＧＣＣＣＧＧＴＡＴＧＣＴＴＧＴ

ＥＬＦ１Ａ￣Ｒ ＣＴＴＧＡＧＡＴＣＣＴＴＧＡＣＴＧＣＡＡＣＡＴＴ

２.２　 差异表达基因筛选

不同春化处理时间蚕豆茎顶端转录本共得到

７ ５５３个差异表达基因ꎮ 春化处理前(ＣＫ)与春化处

理 １ ｄ(Ｖ１ｄ)比较组的差异表达基因有３ ６１０个ꎬ与
ＣＫ 相比ꎬＶ１ｄ 处理差异上调基因１ ０７３个ꎬ差异下调

基因２ ５３７个ꎮ ＣＫ 与春化处理 １０ ｄ(Ｖ１０ｄ)比较组

的差异表达基因有３ ３５６个ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＶ１０ｄ 处理

差异上调基因２ １６３个ꎬ差异下调基因１ １９３个ꎮ ＣＫ
与春化处理 ３０ ｄ(Ｖ３０ｄ)比较组的差异表达基因有

２ ５８８个ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬＶ３０ｄ 处理差异上调基因１ ３８５
个ꎬ差异下调基因１ ２０３个ꎮ 春化处理 １ ｄ 与春化处

理 １０ ｄ 比较组的差异表达基因有３ ５６１个ꎬ与 Ｖ１ｄ
处理相比ꎬＶ１０ｄ 处理差异上调基因２ ９９９个ꎬ差异下

调基因 ５６２ 个ꎮ 春化处理 １０ ｄ 与春化处理 ３０ ｄ 的
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差异表达基因有 １６１ 个ꎬ与春化处理 １０ ｄ 相比ꎬ
Ｖ３０ｄ 处理差异上调基因 １９ 个ꎬ差异下调基因 １４２
个(图 ２Ａ)ꎮ ＣＫ 与春化处理 １ ｄ 比较组的差异表达

基因数量最多且多数基因表达量下调ꎬ而随着低温

处理时间延长至 １０ ｄꎬ春化处理样本中差异上调基

因显著增多ꎬ说明１~１０ ｄ 的低温处理能显著影响蚕

豆基因组表达水平ꎬ这可能是低温春化处理影响蚕

豆发育过程的关键机制ꎮ

表 ２　 不同处理转录组测序结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

样品　
数据

原始数据(ｂｐ) 有效数据(ｂｐ)

Ｑ２０

数量 占比(％)

Ｑ３０

数量 占比(％)

Ｇ＋Ｃ

数量 占比(％)

ＣＫ￣１ ８ ６９３ ３９８ ２００ ８ ２０２ ６７６ ８１２ ８ ４５７ ３１２ ６６５ ９７.２８ ８ １０７ ２６８ ４６２ ９３.２６ ３ ５２３ ７７４ ２４１ ４２.９６

ＣＫ￣２ ５ ８３０ ８８９ ７００ ５ ５０９ ２２９ ８９３ ５ ６６６ ００７ １５７ ９７.１７ ５ ４１０ ４０１ １１６ ９２.７９ ２ ３６６ ８４７ １９５ ４２.９６

ＣＫ￣３ ６ １２７ ９９６ ５００ ５ ７７０ ５５５ ５４１ ５ ９４２ ６８０ ０１４ ９６.９８ ５ ６５６ ８７７ ６５８ ９２.３１ ２ ４８５ ３７２ ３５５ ４３.０７

Ｖ１ｄ￣１ ７ ０８３ ５７８ ７００ ６ ６２９ ３９７ ０５２ ６ ８９７ ２０４ １５１ ９７.３７ ６ ６１８ １４０ ８３５ ９３.４３ ２ ８３５ ８４３ ２３４ ４２.７８

Ｖ１ｄ￣２ ７ ３０４ ３７０ ９００ ６ ８６７ ３５７ ２６６ ７ １２８ ３５１ ５２４ ９７.５９ ６ ８５８ ３７０ １４４ ９３.８９ ２ ９３８ １４５ ０９５ ４２.７８

Ｖ１ｄ￣３ ６ ０７２ ９３２ ４００ ５ ７３３ １２０ ７７０ ５ ８８９ ９２６ ０６１ ９６.９９ ５ ６１２ ２４８ ５５５ ９２.４１ ２ ４６１ ５０３ １１４ ４２.９３

Ｖ１０ｄ￣１ ６ ７６４ ７４９ ５００ ６ ４１５ ０１０ ０２３ ６ ６０４ ６６９ ９３１ ９７.６３ ６ ３６５ ６８７ ２９０ ９４.１０ ２ ６９７ １３３ ０１６ ４２.０４

Ｖ１０ｄ￣２ ７ １０２ ４０７ ６００ ６ ７３９ ４５１ ８９６ ６ ９１１ ４６９ ６３２ ９７.３１ ６ ６２２ ２９０ ２３６ ９３.２４ ２ ８６３ ６１０ １４６ ４２.４９

Ｖ１０ｄ￣３ ７ ９４８ ７２３ ８００ ７ ４８７ １２４ ２３１ ７ ７３５ ０７９ ４５８ ９７.３１ ７ ４１８ ３９８ ３００ ９３.３３ ３ １７９ ０６９ ４６３ ４２.４６

Ｖ３０ｄ￣１ ８ ５２６ ７６０ ５００ ８ ４５０ ８６４ ７１０ ８ ４５０ ４４５ ４５６ ９９.１０ ８ ２９９ ０３４ １５６ ９７.３３ ３ ５３７ １０４ ０６８ ４１.８５

Ｖ３０ｄ￣２ ５ ６０４ ２６６ ４００ ５ ２２９ ７１３ ２８９ ５ ４６４ ０３７ ４７３ ９７.５０ ５ ２４６ １２２ ８１０ ９３.６１ ２ １８７ ３６９ ４８５ ４１.８３

Ｖ３０ｄ￣３ ７ ０６５ ６１３ ５００ ６ ６３０ ０６０ １７６ ６ ８７１ ９０４ ５４８ ９７.２６ ６ ５８４ ３７８ ３５７ ９３.１９ ２ ８０８ ７３９ ８９８ ４２.３６
ＣＫ￣１~ＣＫ￣３:春化处理前样本ꎻＶ１ｄ￣１~Ｖ１ｄ￣３:春化处理 １ ｄ 样本ꎻＶ１０ｄ￣１~ Ｖ１０ｄ￣３:春化处理 １０ ｄ 样本ꎻＶ３０ｄ￣１~ Ｖ３０ｄ￣３:春化处理 ３０ ｄ 样本ꎻ
Ｑ２０:测序碱基质量值达到 ２０ 以上的碱基数目占原始数据的百分比ꎻＱ３０:测序碱基质量值达到 ３０ 以上的碱基数目占原始数据的百分比ꎮ

ＣＫ￣１~ＣＫ￣３、Ｖ１ｄ￣１~Ｖ１ｄ￣３、Ｖ１０ｄ￣１~ Ｖ１０ｄ￣３、Ｖ３０ｄ￣１~ Ｖ３０ｄ￣３ 见

表 ２ 注ꎮ
图 １　 不同处理表达量的主成分分析

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

　 　 不同春化时间处理差异表达基因维恩图如图

２Ｂ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＣＫ 与 Ｖ１ｄ 处理特有的

差异表达基因 ９５０ 个ꎬＣＫ 与 Ｖ１０ｄ 处理特有的差异

表达基因 ６２７ 个ꎬＣＫ 与 Ｖ３０ｄ 处理特有的差异表达

基因 ４５２ 个ꎬ说明随着春化时间的不断延长ꎬ蚕豆每

个阶段对春化的差异性响应也有相应的变化ꎮ 整个

春化过程中均差异表达的基因有 ９４５ 个ꎮ
不同春化时间处理差异表达基因火山图如图

２Ｃ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ整个春化过程中ꎬ蚕豆

中差异上调基因的数目要多于差异下调基因ꎬ大部

分差异表达基因的差异倍数(ＦＣ)为２~３２ꎮ
２.３　 差异表达基因 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 富

集分析

　 　 对不同比较组鉴定到的差异基因进行 ＧＯ 功能

富集分析ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ不同

春化时间处理差异基因主要富集在刺激响应、代谢

过程、生物调节、细胞学过程等生物学过程ꎬ结合、催
化活性、转运活性等分子功能ꎬ及细胞结构实体、含
蛋白质复合体等细胞组分等方面ꎮ 春化 １０ ｄ 处理

富集在生长、发育过程、细胞学过程、结合、催化活性

等功能ꎬ且表达量上调的差异表达基因数量分别为

９７８ 个、４１５ 个、１ １１９个、９０２ 个、８５９ 个ꎬ与春化处理

１ ｄ 相比ꎬ富集在上述功能的上调基因数量明显增

多ꎻ春化 １０ ｄ 处理富集在代谢过程、定位、信号转

导、细胞学过程、结合、催化活性等功能ꎬ且表达量下

调的差异表达基因分别为 １３６ 个、１２ 个、３５ 个、６２０
个、５５１ 个、５７６ 个ꎬ与春化 １ ｄ 处理相比ꎬ富集在这

１２４２陆红臣等:基于转录组测序的蚕豆春化响应相关基因挖掘



Ａ:不同春化时间处理蚕豆茎顶端转录组差异表达基因数量ꎻＢ: 春化时间处理比较组差异表达基因韦恩图ꎻＣ: 不同处理差异表达基因火山

图ꎮ ＣＫ:未春化处理ꎻＶ１ｄ:春化 １ ｄ 处理ꎻＶ１０ｄ:春化 １０ ｄ 处理ꎻＶ３０ｄ:春化 ３０ ｄ 处理ꎻＦＣ:差异倍数ꎻＦＤＲ:误差发现率ꎮ
图 ２　 不同春化时间处理蚕豆转录组差异表达基因

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ ｆａｂａ ｂｅａｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ

些功能的下调基因数量明显减少ꎮ 春化 ３０ ｄ 处理

富集在代谢过程、生物调节、细胞学过程、结合、催化

活性等功能ꎬ且表达量上调的差异表达基因数量分

别为 ６４４ 个、２７６ 个、７３３ 个、５８１ 个、５５８ 个ꎬ其中后 ３
种的数量较春化 １０ ｄ 处理时有所下降ꎮ 春化 １０ ｄ
处理富集在生长、发育过程、细胞学过程等生物学过

程的差异上调基因多于春化 １ ｄ 处理和春化 ３０ ｄ 处

理ꎬ说明春化 １０ ｄ 处理对蚕豆植株的生长发育产生

了重要的影响ꎮ
　 　 鉴于春化 １０ ｄ 处理对蚕豆生长发育的重要影

响ꎬ本研究对该阶段的差异表达基因进行 ＫＥＧＧ 富

集分析ꎮ 结果表明ꎬ富集在代谢途径和次生代谢产

物的生物合成中的差异基因数量较多ꎬ分别有 ４０２
个和 ２６１ 个ꎬ其次是淀粉和蔗糖代谢、氨基糖和核苷

酸糖代谢、ＭＡＰＫ 信号通路￣植物、磷脂酰肌醇信号

系统等代谢途径(图 ３)ꎮ 因此ꎬ本研究认为上述代

谢途径在蚕豆春化响应过程中发挥了重要作用ꎮ
２.４　 关键差异基因分析

蚕豆春化处理后ꎬ有较多基因表达量出现显著变

化ꎮ 从蚕豆 ３ 个春化处理中共筛选到 ３４ 个开花途径

相关显著差异基因ꎬ其中 ＭＡＤＳ 家族成员 ６ 个ꎬ分属 ５
个亚家族:ＳＶＰ 基因 ２ 个ꎬ上调和下调基因各 １ 个ꎬ
ＳＥＰ、ＡＰ３、ＡＧＬ６、ＳＯＣ１基因各 １ 个ꎬ除 ＳＥＰ(Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａ￣
ｎｙ.Ｒ１.１ｇ１５１４００)外均出现不同程度的上调表达ꎻ其他

重要开花调控相关基因 ２８ 个ꎮ 其中ꎬ春化途径相关基

因 ＶＲＮ１ ２ 个ꎬ均上调表达ꎻＶＩＮ３ 基因 １ 个ꎬ下调表达ꎻ
光周期途径调控相关基因 ＰＩＦ(Ｐｈｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ)２ 个ꎬ均上调表达ꎻＣＯ(ＣＯＮＳＴＡＮＳ)基因共 ７ 个ꎬ
其中 ４ 个上调表达ꎬ３ 个下调表达ꎻ赤霉素途径调控差

异基因 ３ 个ꎬ１ 个上调表达ꎬ２ 个下调表达ꎻ自主途径相

关差异基因 ＨＤＡ 基因 ２ 个ꎬ均上调表达ꎻ开花相关整合

因子 ＦＴ 基因 １ 个ꎬ上调表达(表 ４)ꎮ 基于其他作物中

春化响应及开花相关同源基因的报道ꎬ选择转录组数

据中差异表达的 ２０ 个基因在不同春化时间处理后的

相对表达量数据绘制热图(图 ４)ꎬ从图中可以看出ꎬ７
个基因的相对表达量在春化 １ ｄ 处理后即出现明显下

调ꎬ１３ 个表达量上调的基因中有 ４ 个基因在春化 １ ｄ
处理时ꎬ相对表达量变化不大ꎬ春化 １０~３０ ｄ 处理相对

表达量明显上调ꎬ另外 ９ 个基因在春化 １ ｄ 处理时ꎬ相
对表达量就出现明显上调ꎮ
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表 ３　 差异表达基因的 ＧＯ(基因本体)功能富集

Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＯ (Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ) ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

所属类别　 基因功能　 　 　

差异表达基因数量

春化 ０ ｄ 与春化 １ ｄ 比较组 春化 ０ ｄ 与春化 １０ ｄ 比较组 春化 ０ ｄ 与春化 ３０ ｄ 比较组

上调 下调 上调 下调 上调 下调

生物学过程 节律过程 ７ ７ １４ ６ １１ ５
刺激响应 ２１８ ４３４ ４０４ １８２ ２６４ ２１５
代谢过程 ５３２ １ １２５ ３５３ １３６ ６４４ ５８６
生长 １５ ２７ ９７８ ５９７ ２６ １１
多生物学过程 ２３ ６８ １５９ ３６ ４８ ３９
定位 １４７ ２７３ ３４ １２ ２３７ １２５
信号转导 ６８ １２６ ８１ ３５ ９５ ４２
生物调节 ２０５ ４６４ １８０ ６７ ２７６ １９０
发育过程 ７２ １９７ ４１５ １６７ １１２ ７８
细胞学过程 ５６７ １ ２２１ １ １１９ ６２０ ７３３ ６０６

分子功能 转录调节因子活性 ６２ １２５ １０７ ３８ ６８ ５１
分子传递活性 １５ １６ ３７ ３ ２３ ５
转运活性 ８７ １１９ ２０９ ６６ １４０ ６５
分子功能调节器 １６ ５９ ２６ ２９ ２１ ２８
抗氧化活性 １６ １２ １９ １７ １０ １７
翻译调节因子活性 ５ ２０ ５ ５ ６ ２
结合 ４７７ １ ０８７ ９０２ ５５１ ５８１ ５２２
催化活性 ４７４ １ ０３８ ８５９ ５７６ ５５８ ５５９
结构分子活性 １８ ３８ ３７ ２９ ２７ １４

细胞组分 病毒粒子组分 ５ ８ ９ ４ ８ ４
细胞结构实体 ４３６ ９０７ ８５１ ４７０ ５７０ ４７６
含蛋白质复合体 １１０ ２５９ ２３１ １５０ １６７ １４０

ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶ꎮ
图 ３　 春化 １０ ｄ 处理差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集前 ２０ 的代谢途径

Ｆｉｇ.３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｐ ２０ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｅｎ ｄａｙｓ
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表 ４　 开花途径相关差异基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

蚕豆基因编号　 　 拟南芥基因 ＩＤ 蚕豆基因名称 注释　 　 　 　 　 　 　 　 ＧＯ 条目 上调 / 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２６２５６０ ＡＴ５Ｇ６２４３０ ＶｆＣＤＦ１ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ １ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.Ｕｎｇ００６６４０ ＡＴ５Ｇ６２４３０ ＶｆＣＤＦ１ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ １ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０７７４４０ ＡＴ５Ｇ３９６６０ ＶｆＣＤＦ２ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ ２ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０２３７６０ ＡＴ３Ｇ４７５００ ＶｆＣＤＦ３ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ ３ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０１７９２０ ＡＴ３Ｇ４７５００ ＶｆＣＤＦ３ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ ３ ＧＯ:０００３６７７ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０６３９２０ ＡＴ３Ｇ４７５００ ＶｆＣＤＦ３ ＣＹＣＬＩＮＧ ＤＯＦ ＦＡＣＴＯＲ ３ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０２５１６０ ＡＴ５Ｇ１５８５０ ＶｆＣＯＬ１ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ １ ＧＯ:０００５５１５ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０３８０４０ ＡＴ３Ｇ２１８８０ ＶｆＣＯＬ１２ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ １２ ＧＯ:０００３６７４ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０１１４４０ ＡＴ３Ｇ０２３８０ ＶｆＣＯＬ２ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ２ ＧＯ:０００３６７４ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１４４６８０ ＡＴ５Ｇ２４９３０ ＶｆＣＯＬ４ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ４ ＧＯ:０００５５１５ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１６９２００ ＡＴ５Ｇ５７６６０ ＶｆＣＯＬ５ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ５ ＧＯ:０００４２５２ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１７４９６０ ＡＴ３Ｇ０７６５０ ＶｆＣＯＬ９ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ９ ＧＯ:０００５５１５ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０８４６００ ＡＴ３Ｇ０７６５０ ＶｆＣＯＬ９ ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ＬＩＫＥ ９ ＧＯ:０００５５１５ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１２４０００ ＡＴ２Ｇ０３２２０ ＶｆＦＴ１ ＦＵＣＯＳＹＬＴＲＡＮＳＦＥＲＡＳＥ １ ＧＯ:０００８１０７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０７２７２０ ＡＴ４Ｇ２５４２０ ＶｆＧＡ２０ＯＸ１ ＧＩＢＢＥＲＥＬＬＩＮ ２０ ＯＸＩＤＡＳＥ １ ＧＯ:００１６４９１ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０４６３２０ ＡＴ４Ｇ２１２００ ＶｆＧＡ２ＯＸ８ ＧＩＢＢＥＲＥＬＬＩＮ ２￣ＯＸＩＤＡＳＥ ８ ＧＯ:０００３６７４ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０９３２００ ＡＴ３Ｇ６３０１０ ＶｆＧＩＤ１Ｂ ＧＡ ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ ＤＷＡＲＦ１Ｂ ＧＯ:００１６７８７ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２３４０４０ ＡＴ４Ｇ３８１３０ ＶｆＨＤＡ１９ ＨＩＳＴＯＮＥ ＤＥＡＣＥＴＹＬＡＳＥ １９ ＧＯ:０００３６７４ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１７６１２０ ＡＴ５Ｇ２６０４０ ＶｆＨＤＡ２ ＨＩＳＴＯＮＥ ＤＥＡＣＥＴＹＬＡＳＥ ２ ＧＯ:０００３６７４ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ１０４６００ ＡＴ２Ｇ２０１８０ ＶｆＰＩＦ１ ＰＨＹ￣ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ １ ＧＯ:００４６９８３ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０２８８４０ ＡＴ２Ｇ４３０１０ ＶｆＰＩＦ４ ＰＨＹＴＯＣＨＲＯＭＥ ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ ４ ＧＯ:００４６９８３ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０９０９６０ ＡＴ３Ｇ６００３０ ＶｆＳＰＬ１２ ＳＱＵＡＭＯＳＡ ＰＲＯＭＯＴＥＲ ＢＩＮＤＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ￣ＬＩＫＥ １２ ＧＯ:０００３６７４ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０２３９２０ ＡＴ３Ｇ５７９２０ ＶｆＳＰＬ１５ ＳＱＵＡＭＯＳＡ ＰＲＯＭＯＴＥＲ ＢＩＮＤＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ￣ＬＩＫＥ １５ ＧＯ:０００３６７７ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０３３６８０ ＡＴ５Ｇ１８８３０ ＶｆＳＰＬ８ ＳＱＵＡＭＯＳＡ ＰＲＯＭＯＴＥＲ ＢＩＮＤＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ￣ＬＩＫＥ ７ ＧＯ:０００３６７４ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０９１２４０ ＡＴ１Ｇ２５５６０ ＶｆＴＥＭ１ ＥＴＨＹＬＥＮＥ ＲＥＳＰＯＮＳＥ ＤＮＡ ＢＩＮＤＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ １ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１７８４８０ ＡＴ５Ｇ５７３８０ ＶｆＶＩＮ３ ＶＥＲＮＡＬＩＺＡＴＩＯＮ ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ ３ ＧＯ:０００３６７４ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０００８４０ ＡＴ３Ｇ１８９９０ ＶｆＶＲＮ１ ＲＥＤＵＣＥＤ ＶＥＲＮＡＬＩＺＡＴＩＯＮ ＲＥＳＰＯＮＳＥ １ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０２９３２０ ＡＴ３Ｇ１８９９０ ＶｆＶＲＮ１ ＲＥＤＵＣＥＤ ＶＥＲＮＡＬＩＺＡＴＩＯＮ ＲＥＳＰＯＮＳＥ １ ＧＯ:０００３６７７ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０２５６８０ ＡＴ２Ｇ４５６６０ ＶｆＳＯＣ１ ＳＵＰＰＲＥＳＳＯＲ ＯＦ ＯＶＥＲＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ ＯＦ ＣＯ １ ＧＯ:０００５５７５ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１５１４００ ＡＴ１Ｇ２４２６０ ＶｆＳＥＰ ＳＥＰＡＬＬＡＴＡ３ ＧＯ:０００５６３４ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２８９０００ ＡＴ３Ｇ５４３４０ ＶｆＡＰ３ ＡＰＥＴＡＬＡ ３ ＧＯ:０００５５７５ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１４７５６０ ＡＴ２Ｇ２２５４０ ＶｆＳＶＰ ＳＨＯＲＴ ＶＥＧＥＴＡＴＩＶＥ ＰＨＡＳＥ ＧＯ:０００５５７５ 上调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０８２２００ ＡＴ２Ｇ２２５４０ ＶｆＳＶＰ ＳＨＯＲＴ ＶＥＧＥＴＡＴＩＶＥ ＰＨＡＳＥ ＧＯ:０００５５７５ 下调

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１１１６４０ ＡＴ２Ｇ４５６５０ ＶｆＡＧＬ６ ＡＧＡＭＯＵＳ￣ＬＩＫＥ ６ ＧＯ:０００５５７５ 上调

ＧＯ:基因本体ꎮ

２.５　 关键差异基因表达模式

根据蚕豆各组织的转录组数据[２４]ꎬ可能参与蚕

豆春化响应或花期调控的基因在根、茎叶、花、种子、

种皮等组织中的表达模式如图 ５ 所示ꎮ 从图中可以

看出ꎬＶｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ２ｇ１４４６８０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.
４ｇ１６９２００、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２３４０４０ 等 ３ 个基因在
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ＣＫ、Ｖ１ｄ、Ｖ１０ｄ、Ｖ３０ｄ 见图 ２ 注ꎮ
图 ４　 蚕豆春化相关基因的表达模式

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ

多个组织中高表达ꎬＶｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０６３９２０、Ｖｆａ￣
ｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０８４６００、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０９３２００、
Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. １ｇ１５１４００、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.１
ｇ２８９０００ 等 ５ 个基因在花中高表达ꎮ 部分 ＭＡＤＳ 家

族成员仅在个别组织中有较高的表达水平(Ｖｆａｂａ.
Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１４７５６０ 在茎叶中高表达ꎬＶｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.
Ｒ１.１ｇ１５１４００、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. １ｇ２８９０００、Ｖｆａｂａ. Ｔｉ￣
ｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０２５６８０ 在花中高表达ꎬＶｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.
３ｇ１１１６４０ 和 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０８２２００ 在种皮中高

表达)ꎬ在其他组织中表达量都较低ꎮ
２.６　 关键差异基因的蛋白质￣蛋白质互作(ＰＰＩ)网
络

　 　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件及 ＳＲＩＮＧ 数据库构建的关

键差异基因的蛋白质￣蛋白质互作(ＰＰＩ)网络如图 ６
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＳＯＣＩ、ＶＲＮ１、ＳＶＰ、ＶＩＮ３ 蛋

白与其他蛋白间的连接数分别为 ３６、２２、１８、１８ꎬ是
ＰＰＩ 网络中的核心蛋白ꎬ而 ＣＯＬ１２、 ＣＤＦ３、 ＳＰＬ８、
ＨＤＡ２ 蛋白与其他蛋白的连接数据相对较低ꎮ ＳＯＣ１
是调控植物开花的重要基因ꎬＶＲＮ１ 是调控植物春

化过程的重要基因ꎬ因此ꎬＰＰＩ 网络中的核心蛋白编

码基因可能是蚕豆春化响应的关键基因ꎮ
２.７　 春化处理对关键基因相对表达量的影响

春化处理后ꎬＶｆＳＯＣ１、ＶｆＶＲＮ１、ＶｆＳＶＰ、ＶｆＣＯＬ５、
ＶｆＳＥＰ、ＶｆＦＴ１、ＶｆＡＰ３、ＶｆＣＤＦ３ 等 ８ 个春化响应关键

基因的相对表达量变化特征如图 ７ 所示ꎮ 从图中可

以看出ꎬ春化 １ ｄ 处理下 ８ 个基因的相对表达量与

春化前(ＣＫ)相比均无显著差异ꎻ春化 １０ ｄ 处理 Ｖｆ￣
ＳＯＣ１ 基因的相对表达量显著高于 ＣＫꎬＶｆＳＶＰ 基因

的相对表达量极显著高于 ＣＫꎬ而其他 ６ 个基因与

ＣＫ 无显著差异ꎻ春化 ３０ ｄ 处理 ＶｆＶＲＮ１、ＶｆＣＯＬ５、Ｖｆ￣
ＳＥＰ、ＶｆＦＴ１、ＶｆＡＰ３、ＶｆＳＶＰ、ＶｆＣＤＦ３ 等 ７ 个基因的相

对表达量均极显著高于 ＣＫꎬ而 ＶｆＳＯＣ１ 基因的相对

表达量极显著低于 ＣＫꎮ 上述特征表明ꎬＰＰＩ 网络中

的 ７ 个基因 ( ＶｆＳＯＣ１、 ＶｆＶＲＮ１、 ＶｆＳＶＰ、 ＶｆＣＯＬ５、 Ｖｆ￣
ＳＥＰ、ＶｆＡＰ３、ＶｆＣＤＦ３)均对春化处理有所响应ꎬ这些

基因可能是蚕豆春化响应的关键基因ꎮ

３　 讨论与结论

春化作用是大部分越冬植物由营养生长向生殖

生长必需的生理过程ꎬ春化相关基因调控植物的开
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图 ５　 蚕豆春化响应基因的组织表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｏ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ

花过程ꎮ 目前ꎬ关于拟南芥、油菜、白菜等十字花科

植物和小麦、大麦等禾本科作物春化过程的分子机

制已有较多研究[１１ꎬ ２５￣２６]ꎬ大量春化响应相关基因被

鉴定并克隆ꎬ但关于蚕豆春化响应基因的报道还比

较少ꎮ 本研究通过对不同春化时长的蚕豆茎顶端进

行转录组测序ꎬ将数据比对到 Ｔｉｆｆａｎｙ 参考基因

组[１９]ꎬ通过处理间比对分析ꎬ共鉴定到７ ５５３个差异

表达基因ꎬ其中包含 ｂＨＬＨ、ＥＲＦ、ＭＹＢ 等多个基因家

族中的成员ꎮ 经过筛选比较ꎬ共鉴定到 ３４ 个春化响

应基因ꎬ大部分为其他植物中已报道的春化基因的

同源基因[３ꎬ２７]ꎮ

ＦＬＣ 基因在拟南芥等植物春化途径中占据重要

地位ꎬＦＬＣ 调控植物开花的研究已有较多报道[８ꎬ２８]ꎮ
ＦＬＣ 基因的高表达会抑制下游 ＦＴ、ＳＯＣ１ 等开花基

因的转录ꎬ而一段时间的低温处理可以抑制 ＦＬＣ 的

转录水平ꎬ从而导致植物开花提前[１０]ꎮ 本研究在蚕

豆转录组数据中没有发现差异表达的 ＦＬＣ 基因ꎬ蚕
豆转录本中亦没有发现 ＦＬＣ 的同源基因ꎬ这与花生

和苜蓿等植物类似[２９￣３０]ꎮ ＶＲＮ 基因能独立介导拟

南芥的春化作用ꎬ且其在拟南芥茎尖、叶片、花等组

织中均有较高表达水平[３１]ꎬ但蚕豆 ＶＲＮ１ 基因(Ｖｆａ￣
ｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０００８４０)仅在种子中相对高表达ꎬ说
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圆圈内蛋白质名称下的数字表示与其他蛋白质的连接数(度)ꎮ
图 ６　 蚕豆春化响应基因 ＰＰＩ网络构建

Ｆｉｇ.６　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆａｂａ ｂｅａｎ

ＣＫ、Ｖ１ｄ、Ｖ１０ｄ、Ｖ３０ｄ 见图 ２ 注ꎮ ｎｓ:处理与对照(ＣＫ)无显著差异ꎻ∗、∗∗、∗∗∗∗分别表示处理与 ＣＫ 在 ０.０５、０.０１、０.０００ １ 水平上差异显著ꎮ
图 ７　 不同春化处理时间对 ８ 个春化响应关键基因相对表达量的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｋｅｙ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ
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明 ＶＲＮ 基因在蚕豆进化过程中可能发生了功能分

化ꎮ 冬小麦春化作用主要受 ＶＲＮ 基因调控ꎬ其中

ＶＲＮ１ 基因受表观遗传调控ꎬＶＲＮ３ 是拟南芥 ＦＴ 的

同源基因[２５ꎬ３２￣３３]ꎮ 本研究结果显示ꎬ春化处理后ꎬ蚕
豆 ＶＲＮ１ 基因和 ＦＴ１ 基因表达量均上调ꎮ 因此ꎬ本
研究认为ꎬ蚕豆春化作用可能主要受 ＶＲＮ 基因独立

调控ꎬ而该过程是否受表观遗传调控还有待进一步

探究ꎮ
ＣＯ 是植物光周期途径中的关键基因ꎬ它可以激

活 ＦＴ 的表达ꎬ进而上调 ＳＯＣ１ 的表达水平ꎬ促进植

物开花[３４￣３５]ꎮ 生物钟协调了赤霉素、细胞分裂素等

多种激素信号通路ꎬ和 ＰＩＦ４ 共同控制植物生长调

节[３６]ꎮ 本研究从蚕豆转录组中共鉴定到 ７ 个差异

表达的 ＣＯ 基因和 ２ 个 ＰＩＦ 基因ꎬ其中有 ４ 个 ＣＯ 基

因春化后上调表达ꎬＣＯＬ５ 基因上调最为显著ꎬ２ 个

ＰＩＦ 基因春化后均上调表达ꎬ说明蚕豆中春化途径

会耦合光周期途径调节植物开花ꎮ ＳＯＣ１ 作为被子

植物开花通路的核心整合子ꎬ受 ＦＬＣ 负向调控ꎬ同
时也受赤霉素、温度等多个调控途径中基因直接调

控ꎬ与植物花器官形态建成联系密切[１０ꎬ３４]ꎮ 拟南芥

中过表达蚕豆 ＳＯＣ１ 基因可以促进开花ꎬ说明该基

因在蚕豆中是重要的开花调节因子[３７]ꎮ 本研究结

果表明ꎬ春化处理后ꎬ１ 个蚕豆 ＳＯＣ１ 基因表达量上

调ꎬ推测该基因是蚕豆响应春化的候选基因ꎮ 同时ꎬ
ＳＯＣ１￣ＳＰＬ 模块作为一个分子链接可以整合光周期

和赤霉素(ＧＡ)信号ꎬ促进拟南芥开花[３８]ꎮ 本研究

共鉴定到 ３ 个 ＳＰＬ 基因春化后均上调表达ꎬ而且

ＰＰＩ 网络中 ＳＯＣ１ 与其他蛋白连接数最多ꎬ说明

ＳＯＣ１ 可能是蚕豆春化作用重要的响应因子ꎮ 此外ꎬ
过表达 ＡＧＬ６ 可以促进拟南芥开花提前[３９]ꎮ 本研究

鉴定到 １ 个 ＡＧＬ６ 的同源基因春化后表达量上调ꎬ
推测其可能参与蚕豆春化响应ꎮ ＳＶＰ 基因是温度途

径中关键调节因子ꎮ 一般认为ꎬＳＶＰ 是拟南芥、梅
花、西伯利亚杏等植物的开花负调控因子ꎬ其表达量

降低可导致植物开花提前[４０￣４１]ꎬ且 ＳＶＰ 基因还介导

赤霉素途径、自主途径等过程调节拟南芥开花[４２]ꎮ
本研究鉴定到的 ２ 个 ＳＶＰ 基因春化后 １ 个上调表

达ꎬ１ 个下调表达ꎮ 这 ２ 个基因在蚕豆春化响应和

花期调控上具体有什么功能还有待进一步探究ꎮ
本研究通过转录组数据和生物信息学分析ꎬ初

步筛选出蚕豆春化响应的候选基因ꎬ但这些基因确

切的调节机制尚不明确ꎬ后续研究中可以通过构建

候选基因的过表达载体ꎬ利用转基因技术明确其在

蚕豆春化响应中的具体作用ꎬ这样才能更准确地阐

明蚕豆特有的春化分子机制ꎬ为蚕豆分子育种提供
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