


以恢复中国菰米产业为目标，中国农业科学院烟草研究所（暨青岛特种作物研究中

心）首次构建了中国菰染色体水平基因组，开展了中国菰落粒性相关基因分析，阐明了中

国菰米发芽过程中酚类化合物的积累机制。同时，与国内同行一起开展了中国菰和茭白抗

性相关基因、氮素利用基因以及茭白黑粉菌诱导茭白茎膨大机制等方面的研究。

《中国菰和茭白基因组学研究》是一部系统阐述中国菰和茭白基因组学研究进展的专

著。内容涉及菰属植物种类分布、起源进化与中国菰遗传多样性研究，中国菰染色体水平

基因组构建与落粒性相关基因分析，中国菰米发芽过程中酚类化合物积累机制的研究，中

国菰抗病基因ZlBBR1的克隆及功能分析，逆境胁迫对茭白几丁质酶基因ZlChis表达特性及

生理活性的影响，茭白铵转运蛋白基因ZlAMTs的鉴定及在低氮条件下的表达分析，茭白的

起源与驯化，茭白黑粉菌诱导茭白茎发育重编程的转录组研究，茭白黑粉菌基因表达导致

茭白膨大茎表型的变化，lncRNA在依赖于温度的茭白茎膨大过程中的作用，转录组分析揭

示茭白黑粉菌诱导茭白膨大茎形成的共生机制，促进茭白肉质茎起始膨大的生长素来源研

究，茭白细胞分裂素双元信号系统基因鉴定及其调控茭白茎膨大机制研究。

该书是近年来在中国菰和茭白基因组、转录组和蛋白质组学等方面最新科研成果的系

统总结，对从事生物化学与分子生物学、作物学和园艺学等领域研究的科研人员和广大师

生具有重要的参考价值。

该书既是一部研究性专著，也可作为相关专业高年级本科生和研究生的教学参考用书。
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2000年双子叶十字花科植物拟南芥基因组测序工作完成，标志着植物学研究正式进

入基因组学时代。2002年单子叶禾本科植物水稻基因组序列公布，加快了水稻功能基因

组学和分子遗传育种的研究进程。随着高通量测序技术的不断完善，越来越多的植物基因

组序列相继公布。植物基因组测序完成以前，对植物的遗传、生长发育以及生理生态等方

面的认识主要是基于实验观察和描述；植物基因组测序完成后，人们得以基于基因组数

据，系统深入地解析植物复杂生命现象的内在规律。基因组学是在基因组水平上研究基因

组结构和功能的一门学科，植物基因组学的快速发展极大地推动了植物科学的研究进程。

中国菰（Zizania latifolia，2n＝34）属于禾本科稻亚科稻族菰属，原产于中国。中

国菰的颖果称为菰米，菰米在我国古代是重要的“六谷”（稻、黍、稷、粱、麦和菰）

之一。中国人食用菰米的历史可以追溯到3 000年前的周代。中国菰感染茭白黑粉菌

（Ustilago esculenta）后形成膨大肉质茎——茭白。茭白在我国是仅次于莲藕的第二大水

生蔬菜。据史料记载，大约在汉代末期，中国菰在生长过程中出现被茭白黑粉菌侵染形成

的膨大肉质茎，这对中国菰而言是一种病态器官，导致其不能开花结籽。原本这属于农业

病害，但人们发现茭白黑粉菌侵染形成的中国菰膨大肉质茎口感鲜嫩甜滑，于是逐渐开始

将其作为蔬菜食用。自唐代起，茭白开始作为蔬菜种植，从此菰米被茭白取代而逐渐消

失。因此，中国菰的开发利用经历了一个由谷物到蔬菜的演变过程。作为水稻近缘属的一

个禾本科作物物种，中国菰具有栽培稻所缺乏的很多优良性状，如高蛋白、高生物量、耐

深水、耐稻瘟病和灌浆速度异常快等，为克服水稻育种遗传资源狭窄瓶颈提供了重要的优

异性状基因供体材料。

2015年采用二代测序技术首次完成了中国菰基因组测序。由于技术限制和缺乏遗传

连锁图谱，彼时的中国菰基因组仅在支架水平组装，且相对分散。以恢复中国菰米产业为

目标，中国农业科学院烟草研究所（暨青岛特种作物研究中心）首次构建了中国菰染色体

水平基因组，开展了中国菰落粒性相关基因分析，阐明了中国菰米发芽过程中酚类化合物

的积累机制。同时，与国内同行一起开展了中国菰和茭白抗性相关基因、氮素利用基因以

及茭白黑粉菌诱导茭白茎膨大机制等方面的研究。

序PREFACE
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该书是一部系统阐述中国菰和茭白基因组学研究进展的专著。全书内容共分13章，

第1～ 7章主要介绍中国菰遗传多样性、功能基因组以及茭白的起源与驯化等方面的研究

成果，第8～ 13章主要介绍茭白茎膨大的基因调控网络及有关代谢途径。该书是近年来

在中国菰和茭白基因组、转录组和蛋白质组学等方面最新科研成果的系统总结，对从事生

物化学与分子生物学、作物学和园艺学等领域研究的科研人员和广大师生具有重要的参考

价值。该书既是一部研究性专著，也可作为相关专业高年级本科生和研究生的教学参考 

用书。

中国科学院院士

中国农业科学院作物科学研究所所长

2021年10月12日
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中国菰（Zizania latifolia，2n＝34）为禾本科稻亚科稻族菰属多年生水生植物，原

产于中国，在我国已有3 000多年的历史。中国菰的颖果称为菰米，菰米在我国古代是重

要的“六谷”之一。中国菰感染茭白黑粉菌（Ustilago esculenta）后形成可食用的膨大

肉质茎——茭白。茭白在我国是仅次于莲藕的第二大水生蔬菜。自唐代起，茭白逐渐开始

作为蔬菜进行人工栽培，而以收获菰米为主的中国菰则主要以野生状态存在。为了更好满

足人民群众日益多元化的食物消费需求，要向江河湖海要食物，要向植物动物微生物要热

量、要蛋白，这是习近平总书记提出的“大食物观”的内涵之一。中国菰和茭白资源在我

国分布广泛，除西藏外，全国各地的湖泊、沟塘、河溪、湿地和水田中都有生长。悠久的

食用历史、广泛的资源分布及其营养保健价值使得中国菰和茭白具有重要的开发利用

价值。

近年来，中国农业科学院烟草研究所（暨青岛特种作物研究中心）以服务农业供给侧

结构性改革和乡村振兴战略实施为主线，以解决烟草和特种作物产业发展中的关键问题为

引领，认真提炼研究方向，做大做强优势学科，挖掘拓展新兴学科；以推进实施科技创新

工程为抓手，以“一主体两拓展”发展定位为导向，稳步向农业关键共性技术和功能农业

领域拓展，在实践中落实好“四个面向”重要指示精神。为此，以恢复中国菰米产业为目

标，我们首次构建了中国菰染色体水平基因组，开展了中国菰落粒性相关基因分析；阐明

了中国菰米发芽过程中酚类化合物的积累机制。同时，与国内同行一起开展了中国菰和茭

白抗性相关基因、氮素利用基因以及茭白黑粉菌诱导茭白茎膨大机制等方面的研究，为提

高茭白产量和品质提供了理论依据。

本书第1、4章是江绍玫教授主持的国家自然科学基金地区科学基金项目“转菰ZR1

基因水稻的抗病性及其抗性分子机理分析（31160271）”和“基于SSR和ISSR标记的

中国菰野生种质资源遗传多样性和遗传结构研究（31460378）”的相关研究成果。第

2、3章是张忠锋研究员主持的中国农业科学院科技创新工程（ASTIP-TRIC05）和闫

宁副研究员主持的中央级公益性科研院所基本科研业务费专项（1610232018003、

1610232020008、1610232021006和1610232022004）的相关研究成果。第7章是

赵耀主持的国家自然科学基金青年科学基金项目“基于菰与菰黑粉菌的遗传变异式样的关

前 言FOREWORD



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

2

联分析探讨茭白的驯化（31600293）”的相关研究成果。第8～ 10章是郭得平教授主持

的国家自然科学基金面上项目“黑粉菌-茭白植株互作及其对产品器官形成的调控机制

（31372055）”和国家公益性行业（农业）科研专项“水生蔬菜产业技术体系研究与示范

（200903017-03）”课题的相关研究成果。第13章是温波教授主持的国家自然科学基金

面上项目“细胞分裂素双元信号转导系统调控茭白孕茭的分子机理（31672167）”的相

关研究成果。其他章节研究成果也得到了相关科研项目的资助，在此不一一列举。

《中国菰和茭白基因组学研究》是近年来对中国菰和茭白基因组、转录组和蛋白质组

学等方面最新科研成果的系统总结。全书内容共分13章，第1～ 7章主要介绍中国菰遗

传多样性、功能基因组以及茭白的起源与驯化等方面的研究，第8～ 13章主要介绍茭白

茎膨大的基因调控网络及有关代谢途径。全书由闫宁统稿，由张忠锋和郭得平审稿。 

由于著者水平有限，不足之处在所难免，望广大读者批评、指正。

                                                       著  者

2022年4月27日
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第1章 菰属植物种类分布、起源进化与中国菰
遗传多样性研究

王惠梅1  苏晓娜2  闫宁3  吴建利1  江绍玫4

（1.中国水稻研究所；2.江西农业大学南昌商学院；3.中国农业科学院烟草研究所；
4.江西财经大学统计学院）

◎本章提要

中国菰（Zizania latifolia）是多年生水生植物，分类学上属于禾本科稻亚科稻族菰属，广泛分布于
东北、华北、华中、华东、华南、西南的池塘、沼泽、水田边及湖泊浅水区域。中国菰的颖果称为中

国菰米，其在我国古代属“六谷”之一，食用历史可追溯到3 000年前的周代。浙江省湖州市在2 500
年前的春秋时期就有“菰城”之名，可能与到处生长着中国菰野生资源有关。中国菰作为我国湿地和

湖泊植被中重要的构成部分，对湖泊和湿地生态有着重要作用。中国菰的经济价值主要体现在水生蔬

菜茭白的种植和中国菰米的开发利用两个方面。中国菰感染茭白黑粉菌（Ustilago esculenta）之后形成
的膨大肉质茎——茭白，是我国南方地区广泛食用的水生蔬菜。此外，中国菰茎叶可以作为家畜的饲

料以及鱼类的饵料。现今，中国菰米因其较高的营养价值和保健功效而受到越来越多的关注。闫宁和

张忠锋（2021）所著的《中国菰米功能成分研究》，系统阐述了菰米的营养及功能成分，为中国菰育种
以及菰米的开发利用奠定了坚实的理论基础。近年来，菰属植物相关研究正逐步深入，从传统分类学

及形态学等描述性研究逐渐深入到基于DNA分子标记的遗传结构和多样性分析，蛋白质组、转录组、
代谢组以及功能基因发掘及利用，取得了较好的进展。

作为由野生向驯化过渡的一个物种，中国菰保留了众多驯化作物丢失的优异性状，是扩大和丰富

育种基因来源的理想野生资源。但菰属植物研究同时也面临诸多挑战，中国菰基因组大小约为水稻的

两倍，且尚未完成完整的基因组拼接和组装。中国菰种子易落粒且不耐存储，中国菰遗传转化体系未

建立，研究经费投入少、关注度不高等都是菰属植物研究发展的制约因素。本章将从菰属植物种类分

布及起源进化、中国菰的生态与经济价值、中国菰遗传多样性研究、中国菰与水稻间的性状转移等方

面进行综述，以期为中国菰的保护、研究和开发利用提供参考。
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1.1  菰属植物种类分布与起源进化

中 国 菰 属 于 禾 本 科（Gramineae） 稻 亚 科（Oryzoideae Care） 稻 族（Oryzeae Dum） 菰 亚 族

（Zizaniinae Honda）菰属（Zizania L.）植物。菰属共包括4个种，分别是中国菰（Z. latifolia）、水生菰

（Z. aquatica）、沼生菰（Z. palustris）和得克萨斯菰（Z. texana）。因不同的地理分布以及不同的生态环

境使得分布于东亚的中国菰和北美的3种菰（水生菰、沼生菰和得克萨斯菰）在形态学上有较大差异

（陈守良和徐克学，1994）。分布于北美的3种菰因生境有交叉或生境较为相似，而在形态学上差别较小。

沼生菰籽粒较大且具有可观的菰米产量，据统计，1987年从北美五大湖区采集收获的沼生菰米总量逾

千万吨。但水生菰和得克萨斯菰籽粒纤细、产量低，并未被广泛采集食用。

水生菰又称南部野生稻，从墨西哥湾到北美五大湖区均有分布，其中的一个变种Z. aquatica var. 
aquatica L.分布最广。沼生菰又称北部野生稻，有2个变种Z. palustris var. palustris和Z. palustris var. 
interior（Fassett）Dore。沼生菰具有重要的经济价值，分布于加拿大沿海省份以及北美五大湖区周边与

大草原交叉地带。沼生菰米在当地作为传统食物已经有几个世纪的历史，近年来已被作为特种经济作

物栽培而得到广泛食用。目前，沼生菰米主要栽培于美国明尼苏达州和加利福尼亚州，与水稻栽培一

样管理。由于沼生菰具有较高的经济效益，因此其在北美的3种菰中是研究最多的一种。得克萨斯菰分

布于美国得克萨斯州的圣马克斯河岸长约10km的范围，已被美国联邦政府列为濒危物种。

中国菰原产于中国，在中国、日本、韩国以及东南亚均有分布，有时又称东亚菰。中国菰的生境

主要为池塘、河流及湖泊的浅水区。在唐代以前，中国菰就已被当作粮食作物栽培，它的种子称为菰

米或雕胡，是重要的“六谷”之一，供帝王食用（阮元，1997）。中国菰在我国古代主要分布于长江流

域，从上游的四川到下游的江浙地区。唐宋以后，随着南方人口激增以及农业大开发，围湖垦田和水

稻的推广使得中国菰的分布急剧减少。据翟成凯等（2000）的报道，中国菰在微山湖、骆马湖、洪泽

湖、宝应湖和太湖水域及华中地区的广大水域仍有广泛的分布。但根据江西财经大学江绍玫教授团队

对我国境内中国菰野生资源的生境踏查情况来看，中国菰野生资源近年来面临严峻的生境丢失形势，

许多原先认为具有较大生物量的湖区现在已经难觅其踪迹（江绍玫，2019）。
北美的3种菰和中国菰在生境、植株形态、染色体数目等方面都有较大差异，4种菰的基础信息比

较见表1-1。菰属植物在世界范围内的分布概况及中国菰的形态见图1-1。

表1-1 4种菰的基础信息比较

种  类 分布 生长类型 染色体数目 是否经济物种

水生菰（Z. aquatica）
北美洲圣劳伦斯河流域、东南部沿海，美

国路易斯安那州
一年生 2n＝30 否

沼生菰（Z. palustris） 北美洲五大湖区 一年生 2n＝30 是

得克萨斯菰（Z. texana） 美国得克萨斯州 多年生 (濒危） 2n＝30 否 

中国菰（Z. latifolia） 中国、日本和韩国等 多年生 2n＝34 是

根据TIMETREE（http://www.timetree.org/）的预测，水稻和中国菰有着共同的祖先，2 300万年

前在进化上产生分歧各自进化。作为稻族中唯一同时分布在东亚和北美大陆的属，菰属植物被认为是

联系东亚和北美植物区系的纽带。但对于中国菰的起源问题学者们的观点存在分歧，陈守良和徐克学

（1994）利用分支分类学中的最大同步法分析了30多个性状的原始数据，认为菰属4个种之间的演化关
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系中，中国菰是最原始的，由它分别演化出得克萨斯菰和水生菰，再由水生菰演化出沼生菰。然而分

子遗传方面的研究给出不同的观点，Xu等（2010）根据来自中国菰叶绿体、线粒体和核基因组的7个
DNA片段（atpB-rbcL、matK、rps16、trnL-F、trnH-psbA、nad1和Adh1a）序列，利用贝叶斯法则研究

并构建了菰属4个种的种系发生关系，结果表明来自北美的3种菰属于一个单系，在进化上形成独立的

一支；而来自东亚的中国菰在进化上分属北美菰的姊妹进化支。利用最大似然法分析北美菰与中国菰

的生物地理关系，表明菰属植物起源于北美，并经由白令海峡大陆桥传播进入东亚（Xu et al., 2015）。

B C

A

图1-1 世界范围内菰属植物的分布及中国菰的形态
A.菰属在世界范围内的分布（http://eol.org/） B.梁子湖区2015年4月中国菰的生长状态

C.2014年秋季采自鄱阳湖的中国菰米与水稻品种 IR64糙米的对比（带长芒者为中国菰颖果，色

白者为 IR64糙米，色棕者为中国菰米）

早期北美原住民尤其是Ojibway、Menomini和 Cree族以菰米为传统食物。17世纪欧洲人陆续进入

北美五大湖区，一个名叫享尼平（Hnnepin）的神父第一次看到印第安人收获菰米的情景，将其描述为

不经过任何耕种、五大湖区生长着丰富的水生燕麦。后来觉得水生燕麦不够贴切又改称为野生稻（wild-
rice），因而沿袭传播开来，菰便被误称为wild-rice。后来我国的一些学者看到这些文献的时候，没有仔

细考究就将wild-rice直译为野生稻，从而导致了误传（游修龄，2001）。虽然早在几个世纪以前就有印

第安人手工采集菰米食用，但是直到18世纪中叶才有研究人员首次提出将菰作为栽培作物来驯化，而

直到一个世纪以后的1950年，才首次真正实现北美菰的种植和收割。北美菰的系统选育是从20世纪60
年代才真正开始的。虽然沼生菰在美国北部的明尼苏达州已经有60余年的人工种植历史，但是离驯化

作物还相去甚远，因为仍然无法克服熟期不一致和种子易落粒等问题（Oelke et al., 1978）。
中国先民采集食用菰米的历史可以追溯到3 000年前的周代，在此后的3 000年里古籍中有不少相

关的历史记录。《礼记》载：“饭之品有黄黍、稷稻、白粱、白黍、黄粱，此诸侯之饭，天子又有麦与

菰。”菰米在古代也称雕胡，李白《宿五松山下荀媪家》中有“跪进雕胡饭 , 月光照素盘”，杜甫《秋兴
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八首》有“波漂菰米沉云黑”之句。不难看出菰米在我国古代是一种供奉帝王的珍贵食材，菰米的采

集和食用在漫长的历史沉淀中已经形成了一种独特魅力的饮食文化。我国南方地区，尤其是浙江、江

苏两省初秋季节很受欢迎的蔬菜茭白，就是驯化菰感染茭白黑粉菌之后膨大而形成的肉质茎（闫宁等，

2013；Guo et al., 2007）。

1.2  中国菰的生态与经济价值

中国菰在我国曾有着广泛的分布，从东北、华北、华中、华东、华南到西南地区的池塘、沼泽、

湖泊浅水区以及水田边都可以找到它们的存在。官少飞等（1987）对鄱阳湖流域水生植被进行生物量

测算时就发现，中国菰是该流域14种优势水生植被之一，在整个鄱阳湖流域的分布面积约有13万亩a

之多，生物量占比约为0.91％。翟成凯等（2000）对我国南四湖、洪湖、洪泽湖、太湖、巢湖、白马湖、

高邮湖、骆马湖、石臼湖和宝应湖的中国菰野生资源进行了调查，认为这些湖区中国菰总面积大约为488 
km2，菰草总生物量约为55万 t。彭晓赟等（2009）采集南洞庭湖生长的优势种中国菰野生资源及其根

系土壤样品，分析了中国菰对土壤中Cu、Sb、Cd和Pb等重金属的吸收与富集，结果表明中国菰对南

洞庭湖湿地土壤中Cd和Cu的富集能力与普通植物相比要强得多。付硕章等（2013）研究洪湖湿地中

国菰野生资源的现存生物量和初级生产力，测算其碳储量与固碳能力，结果表明湿地中国菰野生资源

群落的储碳和固碳能力高于全国陆地植被平均固碳能力和全球植被平均固碳能力。

水体氮、磷富营养化是现代农业和现代工业带来的一个负面影响，微生物降解和植物吸收是安全

有效的治理水体氮、磷富营养化的措施。研究表明，菰属植物在氮、磷富营养化情况下可以表现出较

其他植被更为卓越的吸收能力。Liu等（2007）研究了19种湿地植被对Cd、Pb和Zn的积累，发现中国

菰在这19种植被中可以更为高效地富集这些金属离子。因此，在水体富营养及重金属污染区种植中国

菰，并按季节收割清理，保持适度的植被量可能是污染治理的有效措施（Tang et al., 2013）。
驯化菰在与茭白黑粉菌长期共生互作的过程中失去开花结实有性繁殖的能力，只能以其地下的根

状茎为营养体进行无性繁殖。茭白黑粉菌主要寄生在茭白植株的根部及地下根状茎上，在寄主体内完

成其整个生命周期（Jose et al., 2016）。茭白的驯化历史已有2 000多年，我国目前有100多个茭白地方

栽培种，按照采收次数分为两类，一类为一年只能采收一次的单季茭，另一类为可以在夏、秋季节分

别采收一次的双季茭。茭白已成为种植面积仅次于莲藕的第二大水生蔬菜，是我国南方地区很多农户

家庭的重要经济来源（Guo et al., 2007）。
东南大学翟成凯教授团队对中国菰米及籼稻品种Nagina 22的营养成分进行了较系统的分析测定，

发现中国菰米膳食纤维的含量约为籼米的7.6倍，蛋白质含量及矿物质含量是籼米的2倍，其中K、Ca、
Mg、Fe和Zn的含量远超过籼米（翟成凯等，2000）。除具有较高营养价值以外，中国菰米中还含有大

量的生物活性物质，如膳食纤维、抗性淀粉、黄酮、皂苷和植物甾醇等。明代《本草纲目》中记载，

菰米可用于胃肠疾患和消渴症的辅助治疗。目前，菰米具有调节血糖和血脂等功效，在国内外也得到

广泛的认可和应用。近年来，中国农业科学院烟草研究所烟草功能成分与综合利用创新团队进行了中

国菰米抗氧化酚类化合物的富集纯化、结构鉴定、含量测定及绿色提取技术研究，发现中国菰米具有

抗氧化和降糖、降脂活性；阐明了中国菰米和北美菰米次生代谢产物组成类型与含量，以及中国菰米

酚类化合物含量及活性高于稻米的机制，揭示了中国菰米发芽过程中生物活性物质变化的规律与机制；

通过饲喂试验发现，中国菰米具有调节高脂膳食小鼠肠道菌群，以及改善其脂肪肝变性、炎症反应和

a　亩为非法定计量单位，1亩＝1/15hm2。——编者注
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胰岛素抵抗等方面的保健作用。相关研究已汇编成《中国菰米功能成分研究》一书出版发行，为中国

菰米的开发利用鉴定了坚实基础。

1.3  中国菰遗传多样性研究

1.3.1  所使用的遗传标记

遗传标记是群体遗传学的基本研究手段。根据其检测水平，遗传标记可以分为形态学标记、细胞

标记、蛋白质标记和DNA分子标记，前3种标记以基因的表达结果为基础，间接反映基因型，而DNA
分子标记是遗传变异的直接反映。同工酶标记是菰属植物的遗传多样性及遗传结构研究中最早报道使

用的标记。Xu等（2008）利用Adh1a基因测序对来自国内16个省份的21个居群进行研究，首次对中国

菰野生资源群体进行遗传多样性及遗传结构方面的解析。Richards等（2004，2007）在对得克萨斯菰的

研究中鉴定了8个SSR座位。Quan等（2009）通过构建SSR富集文库，开发了16对菰自身的SSR标记

（表1-2），并验证了这些标记用于遗传多样性及遗传结构分析的可行性，由此而打开了利用自身SSR标

记开展菰属植物遗传研究的大门。Chen等（2012）首次用SSR标记解析中国菰野生资源的遗传多样性

及遗传结构。Xu等（2010）采用来自叶绿体、线粒体和细胞核基因的三类共7个DNA 片段atpB-rbcL、
matK、rps16、trnL-F、trnH-psbA、nad1和Adh1a作为标记开展了中国菰与北美菰的种系发生和生物地

理学研究。Xu等（2015）利用3个叶绿体DNA片段 rps16、rpl32-trnL、rps16-trnK和3个核微卫星位

点（ZM4、ZM26、ZT26）作为标记又进一步开展了中国菰和北美菰的比较系统地理学研究。吴国林等

（2014）建立了中国菰的 ISSR反应体系。王惠梅等（2015）首次将水稻SSR标记应用于鄱阳湖流域中

国菰野生资源的遗传多样性分析。SSR标记的开发很大程度上促进了菰属植物分类与遗传研究，但目

前中国菰自身SSR标记数量偏少、基因组覆盖面窄，相关研究结果可能存在一定局限性。

表1-2 基于中国菰基因组的SSR标记信息

引物 序列（5′→3′） 退火温度（℃） 扩增长度（bp）

ZM4
AGCAGGAAGCAACTGACTTA

60 220 ～ 222
GCATCTCAGGGTGAAAGAAC

ZM5
GAGCATTCTCCTCAGATAGT

60 146 ～ 158
CCCTCTGTTTTCGAGATGG

ZM11
GGAAGCAAAAAAGTGTAATTTG

60 168 ～ 406
CAAATGCCTGCACGTGGGA

ZM13
GCACTGTGTACATGTCAAAC

60 200 ～ 204
GTGAACCTGTCCTTCAGCAA

ZM14
CTCACCGTGTCAAGGCTAAG

58 110 ～ 300
CCAGCCATCACTTCTCAACA

ZM16
CTCCTACACATCAAGGATCA

60 228 ～ 238 
AAGTGATGACATTGGCACGT

ZM24
CTCCGCATACCACCGCATT

60 172 ～ 176
GGAACCTTGCAGAAGATGGA
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引物 序列（5′→3′） 退火温度（℃） 扩增长度（bp）

ZM25
GTTCTGAGTTGCAACCTGGT

60 118 ～ 148
CCCATATGTCAGCGAGACAT

ZM26
CGAACCCTGCATCAAACACT

60 162 ～ 170
GATTCGGGAGTCTCCTAGTT

ZM28
CCCTTGCTCATGCATAGATG

60 170 ～ 174
CACCTTGCACATCAGCTCAT

ZM30
GCAAGTGGCTGAAGCAAAC

60 152 ～ 260
CATGACAATCAATGGTACGT

ZM35
GACTGATGACAACTGATGGA

60 190 ～ 230
GCACATGCTTGTGTACTTGT

ZM36
CACGGTCTGTATCGCTTCT

60 210 ～ 240
GAGAATGTCTAGACGAGAGT

ZM39
CAGTCAAGCTCAGCTTGCT

60 188 ～ 192
GCCTGTTCTCACCACTTGA

ZM40
CAAGCAGCAAATAGCTAGCT

60 190 ～ 230
GCCTTCATCATCTACTATAC

ZM44
TGCGTGATCTTCAATTCCAA

60 132 ～ 154
GCTACCGAAGATGTCGTTG

Zt1
GCAAATCTCCTGTCTTTTTCT

54 259 ～ 267
GTTTAGCCAGCTCCCAATGTA

Zt13
GATGAGCAAGCATCTCTGTG

54 206 ～ 250
GGATGGATGGATGAACTAGG

Zt16
CACCATGTCCTGCAATTC

54 141 ～ 145
TGCACTAGCTCCCTGAAA

Zt18
CTAGCTTGTTCAGACAAATGTT

54 98 ～ 114
GACTCTGCTGCATCATATCA

Zt21
AGTTCTGCACTGCACTGTGA

54 170 ～ 198
AGCACCTTTTGCTGATCTTG

Zt22
ACGTCGTCGTCTTCCTCC

54 200 ～ 230
GCATATAATTCCGCGTGAAC

Zt23
CAACCCCAGAAAAACTAAATC

54 250 ～ 284
TCCAATCTCTCCACCTACAA

Zt26
GGACGTTGACATTTTCACA

54 185 ～ 233
GGATCAGTAAATCCAAATCTGT

（续）
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1.3.2  常用分析软件

计算机科学的发展催生了大量有关群体遗传学的软件包，根据不同的数据类型选择不同的软件可

得到不同的解析结果。生物统计分析软件是生物信息学研究的重要工具，在科学问题的发现、分析

和科学数据的处理方面具有不可替代的作用。常用的遗传多样性及遗传结构分析软件有POPGENE、
STRUCTURE、ARLEQUIN、MEGA和MVSP等。POPGENE软件可以根据输入的数据输出遗传

多样性参数，包括观测等位基因数（Ao）和有效等位基因数（Ae）、Nei’s基因多样性指数（He）、
Shannon’s多样性信息指数（I）、多态位点百分率（PPB）、遗传分化系数（Gst）、基因流（Nm）、遗

传相似系数和遗传距离等，是遗传多样性分析使用最普遍的软件。STRUCTURE软件基于由不连锁标

记组成的基因型数据实施基于模型的聚类，从而推断群体的遗传结构。STRUCTURE软件显示群体结

构，可将不同的个体分配到相应的群体中，发现一些特殊的个体，比如迁移或混合进群体的少数个

体。STRUCTURE软件在后续使用过程中不断得到完善扩展。MVSP可快速地进行各种聚类和相关

性分析以及多种等级特征分析，包括主成分分析（PCA）、主坐标分析（PCO）、对应分析（CA）、去

趋势对应分析（DCA）和典型对应分析（CCA）等。ARLEQUIN可进行分子方差分析（AMOVA），

MEGA可用于构建居群间遗传距离聚类图。以上软件的详细操作使用流程参见苏晓娜（2017）的相关 
描述。

1.3.3  中国菰遗传多样性研究现状 

有关菰属植物的遗传多样性研究最早是利用同工酶标记进行的。利用13个同工酶标记分析了美国

威斯康星州的17个沼生菰居群，解析了栖息环境、种群大小、繁殖方式等因素和遗传变异度的关系

（Lu et al., 2005）。另外，这17个居群遗传变异度差异大，平均基因多样性指数为0.15，仅相当于风媒

异交作物的平均水平，遗传多样性水平低于禾本科植物平均遗传多样性水平（0.2）。中国菰遗传多样

性及遗传结构方面的分析，最先见于利用核Adh1a基因测序对来自国内16个省份的21个居群进行的研

究，发现各个居群存在低至中等水平的核苷酸差异，来自东北地区的居群序列变异最为丰富，认为中

国菰野生资源是由东北地区发源，再缓慢向南方地区传播开来（Xuet et al., 2008）。Chen等（2012）首

次用SSR标记解析中国菰野生资源的遗传多样性及遗传结构，10对SSR标记对长江中下游的7个中国

菰野生资源居群的分析显示，在该流域所采集的中国菰野生资源具有高水平的遗传多样性，He平均值

为0.61。2015年起，中国水稻研究所吴建利研究团队和江西财经大学江绍玫教授团队合作，陆续发表

了一系列中国菰遗传多样性相关研究。本章依据采样地理范围由小到大选取代表性的3篇研究介绍，分

别是鄱阳湖流域中国菰野生资源遗传多样性分析、华中和华东地区中国菰野生资源遗传多样性分析以

及中国菰野生资源遗传多样性分析。由于研究手段及研究水平所限，疏漏难免，但仍希望读者能在此

基础上对中国菰的遗传现状有一个基本了解，并创新研究方法和研究手段，取得更有意义的理论研究 
成果。

1.3.3.1  鄱阳湖流域中国菰野生资源遗传多样性与遗传结构分析
王惠梅等（2015）从水稻1 113对SSR标记（http://www.gramene.org/）中筛选出19对可稳定扩增且

多态性好的SSR标记（表1-3），结合筛选自不列颠哥伦比亚大学（http://www. msl.ubc.ca/）开发的14对
ISSR 标记（表1-4），对鄱阳湖流域30个中国菰野生资源居群的遗传多样性与遗传结构进行了分析。

筛选出的19对水稻SSR标记共扩增出多态性条带253条，平均多态率（PPB）为91.67％，Nei’s
基因多样性指数（He）和Shannon’s多样性信息指数（I）分别为0.271 2和0.414 4，遗传相似系数

（GS）为0.559 0 ～ 0.836 8，遗传距离（GD）为0.163 2 ～ 0.441 0；筛选出的14对 ISSR标记共扩增
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产生83条条带，平均多态率（PPB）为78.29％，Nei’s基因多样性指数（He）和Shannon’s多样性信

息指数（I）分别为0.238 6和0.417 4，遗传相似系数（GS）为0.513 2 ～ 0.934 2，遗传距离（GD）为

0.065 8 ～ 0.486 8。根据SSR和 ISSR基因型数据，采用UPGMA法分别在阈值为0.698和0.728时可将30
个中国菰野生资源居群聚类为3组。推测可能受人为、水流、动物活动和风等多种因素的影响，抑或取

样地理范围相对狭小，居群间的亲缘关系与地理分布无明显相关性。

表1-3 19对水稻SSR标记及对应扩增信息

标记 水稻染色体 重复模序 总条带数（条） 多态性条带数（条） 多态率（PPB，%）

RM11674 1 (AGG)9 17 16 94.12

RM14233 3 (AC)10 24 24 100.00

RM175 3 (CCG)8 10 6 60.00

RM546 3 (AGG)7 15 11 73.33

RM6881 3 (ACC)1 18 16 88.89

RM15830 3 (AT)22 12 10 83.33

RM6876 3 (CCG)8 12 11 91.67

RM16797 4 (AT)26 11 10 90.91

RM179 5 (ACC)1 24 21 87.50

RM18774 5 (AGG)7 11 11 100.00

RM20118 6 (CCG)8 14 14 100.00

RM 20236 6 (AG)10 10 10 100.00

RM125 7 (AT)36 11 10 90.91

RM22189 8 (AGG)9 15 14 93.33

RM22832 8 (AGG)8 13 11 84.62

RM22885 8 (AAC)8 13 13 100.00

RM195 8 — 17 16 94.12

RM350 8 — 10 10 100.00

RM28090 12 (AGC)7 19 19 100.00

平均值 14.53 13.32 91.67

合计 276 253

表1-4 14对ISSR标记及对应扩增信息

标记 序列（5′→3′） 退火温度（℃） 总条带数（条） 多态性条带数（条） 多态率（PPB，%）

Z9 (AG)8G 55.0 9 9 100.00

Z25 (AC)8T 52.0 3 3 100.00

Z26 (AC)8T 53.3 7 5 71.43

Z35 (AG)8YC 47.0 5 4 80.00

Z40 (GA)8YT 50.7 5 5 100.00

Z41 (GA)8YC 53.3 8 2 25.00
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标记 序列（5′→3′） 退火温度（℃） 总条带数（条） 多态性条带数（条） 多态率（PPB，%）

Z42 (GA)8YG 52.0 7 3 42.86

Z44 (CT)8RC 47.6 6 5 83.33

Z53 (TC)8RT 50.0 4 4 100.00

Z57 (AC)8YG 53.3 5 3 60.00

Z68 (GAA)6 50.7 5 5 100.00

Z73 (GACA)4 45.6 5 5 100.00

Z89 DBD(AC)7 54.0 7 5 71.43

Z88 BDB(CA)7 54.0 7 7 100.00

平均值 5.93 4.64 78.29

合计 83 65

1.3.3.2  华中和华东地区中国菰野生资源遗传多样性与遗传结构分析
王惠梅等（2018）利用7对中国菰SSR分子标记（ZM5、ZM13、ZM26、ZM28、ZM30、ZM44和

Zt23，详细序列见表1-2），对来自华中地区（梁子湖）、华东地区（微山湖、鄱阳湖、洪泽湖、太湖）

的26个中国菰野生资源居群（表1-5）的遗传多样性和遗传结构进行了分析。POPGENE软件分析结果表

明，在物种水平上，华中和华东地区中国菰野生资源具有较丰富的遗传多样性（PPB＝92.19％，Ao＝ 
1.922，Ae＝1.454，He＝0.274，I＝0.422）；各中国菰野生资源居群间的遗传相似系数和遗传距离分别

为0.556 9 ～ 0.998 1和0.001 9 ～ 0.585 4，居群间的遗传分化较显著（Gst＝0.673）。26个中国菰野生资

源居群的遗传结构可以大致分为3组，聚类分析显示26个居群不存在明显的亲缘地理关系，进化分析

结果显示26个中国菰野生资源居群具有共同的祖先，在进化上分属两支。

表1-5 华中和华东地区26个中国菰野生资源居群的地理分布信息

居群编号 湖泊 采集地点 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

WSH1
微山湖

山东省枣庄市张桥村 117°14′49″ 34°48'13″ 12.05

WSH2 山东省枣庄市水寨村 117°11′42″ 34°49′34″ 13.65

LZH1

梁子湖

湖北省鄂州市长岭码头 114°39′28″ 30°14′43″ 24.73 

LZH2 湖北省鄂州市周胡谈 114°36′19″ 30°12′24″ 29.67 

LZH3 湖北省武汉市下屋李 114°27′23″ 30°10′02″ 8.16 

LZH4 湖北省武汉市杨树咀 114°22′53″ 30°11′59″ 23.95 

LZH5 湖北省武汉市下土库咀 114°25′43″ 30°16′15″ 5.74 

HZH1

洪泽湖

江苏省淮安市小姚庄 118°35′34″ 33°01′10″ 23.43

HZH2 江苏省淮安市新胡庄 118°36′21″ 33°01′08″ 15.35

HZH3 江苏省淮安市周家洼 118°41′40″ 33°02′05″ 23.90

（续）
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居群编号 湖泊 采集地点 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

HZH4

洪泽湖

江苏省淮安市三河村 118°47′14″ 33°10′39″ 27.60

HZH5 江苏省淮安市四坝 118°46′49″ 33°09′12″ 26.41

HZH6 江苏省淮安市大堤信坝 118°47′04″ 33°10′39″ 17.97

HZH7 江苏省淮安市贾庄 118°48′45″ 33°12′57″ 16.00

HZH8 江苏省淮安市山堆西 118°50′07″ 33°14′59″ 16.65

HZH9 江苏省淮安市街南一组 118°53′21″ 33°22′14″ 26.01

HZH10 江苏省宿迁市张房村 118°38′25″ 33°37′34″ 20.19

HZH11 江苏省宿迁市庄胡村 118°33′08″ 33°39′42″ 63.10

HZH12 江苏省宿迁市香城十一组 118°30′04″ 33°27′23″ 37.01

TAIH1

太湖

江苏省无锡市中央公园 120°14′33″ 31°31′09″ 12.81

TAIH2 江苏省宜兴市陈墅村 120°01′08″ 31°28′36″ -2.20

TAIH3 江苏省苏州市苑北村 120°36′08″ 31°05′38″ 27.04

PYH1

鄱阳湖

江西省上饶市余干县驻地 116°14′37″ 28°26′40″ 16.00

PYH2 江西省上饶市车门村 116°22′30″ 29°05′38″ 23.00

PYH3 江西省上饶市牛头山 115°30′50″ 29°04′48″ 18.00

PYH4 江西省九江市湖口乡政府 116°02′38″ 29°20′36″ 36.00

POPGENE1.32软件分析结果显示（表1-6），在物种水平上五大湖区中国菰野生资源多态率为

92.19％；观测等位基因数（Ao）和有效等位基因数（Ae）分别为1.922和1.454；Nei’s基因多样性指数

与Shannon’s多样性信息指数相对较高，分别为0.274和0.422，表明五大湖区中国菰野生资源具有丰

富的遗传多样性。在居群水平上五大湖区中国菰野生资源各居群遗传多样性差异较大，平均多态率为

19.66％；平均观测等位基因数（Ao）和有效等位基因数（Ae）分别为1.242和1.108；Nei’s基因多样性

指数与Shannon’s多样性信息指数的平均值分别为0.107 和0.165。遗传多样性最高的是江苏宿迁香城

十一组（HZH12）居群（PPB＝56.25％、Ao＝1.563、Ae＝1.398、He＝0.233、I＝0.340），最低的有

3个居群，为LZH1、 TAIH2和 PYH4（PPB＝1.56％、Ao＝1.016、Ae＝1.007、He＝0.005、I＝0.007）。
样本量小是导致居群水平与物种水平上指标存在差异的一个重要原因。

表1-6 华中和华东地区中国菰野生资源遗传多样性分析

居群编号
观测等位基因数

（Ao）
有效等位基因数

（Ae）
Nei’s基因多样性指数

（He）
Shannon’s多样性信息指数

（I）
多态性位点
（个）

多态率
（PPB，％）

WSH1 1.141 1.077 0.048 0.073 9 14.06

WSH2 1.031 1.030 0.015 0.021 2 3.12

LZH1 1.016 1.007 0.005 0.007 1 1.56

LZH2 1.109 1.080 0.045 0.065 7 10.94 

LZH3 1.203 1.177 0.093 0.132 13 20.31

LZH4 1.156 1.133 0.070 0.100 10 15.62

LZH5 1.094 1.089 0.046 0.064 6 9.38

（续）
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居群编号
观测等位基因数

（Ao）
有效等位基因数

（Ae）
Nei’s基因多样性指数

（He）
Shannon’s多样性信息指数

（I）
多态性位点
（个）

多态率
（PPB，％）

HZH1 1.266 1.188 0.110 0.161 17 26.56

HZH2 1.266 1.204 0.112 0.162 17 26.56

HZH3 1.016 1.011 0.007 0.009 1 1.56

HZH4 1.359 1.254 0.149 0.217 23 35.94 

HZH5 1.422 1.299 0.175 0.255 27 42.19

HZH6 1.172 1.122 0.071 0.104 11 17.19

HZH7 1.156 1.111 0.065 0.095 10 15.62

HZH8 1.250 1.177 0.104 0.151 16 25.00

HZH9 1.234 1.166 0.097 0.142 15 23.44

HZH10 1.453 1.320 0.188 0.274 29 45.31

HZH11 1.141 1.099 0.058 0.085 9 14.06

HZH12 1.563 1.398 0.233 0.340 36 56.25 

TAIH1 1.500 1.296 0.179 0.270 32 50.00

TAIH2 1.016 1.007 0.005 0.007 1 1.56

TAIH3 1.531 1.376 0.220 0.321 34 53.12

PYH1 1.141 1.109 0.060 0.086 9 14.06

PYH2 1.375 1.226 0.136 0.204 24 37.50

PYH3 1.016 1.011 0.007 0.009 1 1.56

PYH4 1.016 1.007 0.005 0.007 1 1.56

居群平均值 1.242 1.108 0.107 0.165 14 19.66 

物种总计 1.922 1.454 0.274 0.422 59 92.19

1.3.3.3  中国菰野生资源遗传多样性与遗传结构分析
为全面深入了解中国菰资源的遗传现状、生存状况和演进历程，苏晓娜等（2017）利用同样的7对

中国菰自身SSR分子标记，对来自我国华北、东北、华东、中南、西南地区的25个中国菰野生资源居

群（表1-7）的遗传多样性和遗传结构进行了研究。

表1-7 25个中国菰野生资源居群地理分布信息

地区 居群编号 采集地点 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

华北 BJ 北京市亮马河 116°27′52″ 39°57′09″ 14

东北

DL 辽宁省大连市 121°32′27″ 38°55′59″ 25

SY 辽宁省沈阳市 123°08′02″ 41°49′58″ 28

QQHE 黑龙江省齐齐哈尔市 124°15′30″ 47°12′26″ 112

JMS 黑龙江省佳木斯市 130°02′07″ 46°46′54″ 121

TH 吉林省通化市 125°52′07″ 41°39′56″ 36

华东
ZZ 山东省枣庄市 117°14′15″ 34°49′21″ 14

SH 上海市后滩湿地公园 121°27′57″ 31°11′02″ 9

（续）
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地区 居群编号 采集地点 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

华东

CX 浙江省宁波市慈溪市 121°15′16″ 30°31′31″ 23

HZ 浙江省杭州市西溪湿地 120°04′26″ 30°16′07″ 19

HZH 江苏省洪泽湖 118°40′51″ 33°19′42″ 26

TAIH 江苏省太湖 120°11′12″ 31°19′44″ 13

CHH 安徽省巢湖 117°14′25″ 31°41′56″ 10

ZHZ 福建省漳州市 117°42′28″ 24°29′39″ 26

PYH 江西省鄱阳湖 116°02′38″ 28°59′25″ 23

中南

LZH 湖北省梁子湖 114°30′53″ 30°13′12″ 17

HH 湖北省洪湖 113°26′40″ 29°52′05″ 30

DTH 湖南省洞庭湖 112°38′35″ 29°2′49″ 28

SG 广东省韶关市 113°32′13″ 24°39′57″ 18

GL 广西壮族自治区桂林市 110°20′58″ 25°13′07″ 164

西南

CH 贵州省草海 106°08′58″ 26°39′09″ 2 175

CD 四川省成都市 104°18′51″ 30°31′41″ 517

CQ 重庆市 106°33′56″ 29°30′13″ 338

KM 云南省昆明市 102°41′29″ 24°53′26″ 1 886

EH 云南省大理市洱海 100°11′27″ 25°48′45″ 1 968

POPGENE软件分析结果表明，在物种水平上，中国菰野生资源具有较丰富的遗传多样性（PPB
＝92.19％、Ao＝1.922、Ae＝1.448、He＝0.256、I＝0.388）（表1-8）；各居群间的遗传相似系数和遗

传距离分别为0.538 8 ～ 1.000 0和0.000 0 ～ 0.618 3，居群间的遗传分化较显著（Gst＝0.6092，Фst＝ 
0.5187）。

表1-8 中国菰野生资源遗传多样性分析

地区 居群编号
观测等位基因数

（Ao)
有效等位基因数

（Ae）
Nei’s基因多样性指数

（H）
Shannon’s多样性信息指数

（I）
多态性位点
（个）

多态率 
（％）

华北

BJ 1.219 1.118 0.070 0.107 14 21.88

地区平均值 1.219 1.118 0.070 0.107 14 21.88

地区总计 1.219 1.118 0.070 0.107 14 21.88

东北

DL 1.125 1.104 0.055 0.078 8 12.50

SY 1.375 1.248 0.143 0.212 24 37.50

QQHE 1.156 1.080 0.049 0.076 10 15.62

JMS 1.422 1.252 0.147 0.220 27 42.19

TH 1.438 1.197 0.117 0.180 28 43.75

地区平均值 1.303 1.176 0.102 0.153 19 30.31

地区总计 1.719 1.332 0.201 0.313 46 71.88

（续）
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地区 居群编号
观测等位基因数

（Ao)
有效等位基因数

（Ae）
Nei’s基因多样性指数

（H）
Shannon’s多样性信息指数

（I）
多态性位点
（个）

多态率 
（％）

华东

ZZ 1.422 1.276 0.157 0.232 27 42.19

SH 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

CX 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

HZ 1.047 1.024 0.014 0.0215 3 0.69

HZH 1.881 1.376 0.238 0.372 53 82.81

TAIH 1.719 1.432 0.254 0.377 46 71.88

CHH 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

ZHZ 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

PYH 1.516 1.334 0.197 0.292 33 51.56

地区平均值 1.287 1.160 0.096 0.144 18 27.68

地区总计 1.891 1.418 0.245 0.376 57 89.06

中南

LZH 1.344 1.232 0.128 0.187 22 34.38

HH 1.078 1.041 0.024 0.037 5 7.81

DTH 1.766 1.406 0.244 0.370 49 76.56

SG 1.313 1.193 0.108 0.160 20 31.25

GL 1.250 1.126 0.081 0.125 16 25.00

地区平均值 1.350 1.199 0.117 0.176 22 35.00

地区总计 1.844 1.373 0.231 0.357 54 84.38

西南

CH 1.078 1.033 0.021 0.032 5 7.81

CD 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

CQ 1.000 1.000 0.000 0.000 0 0.00

KM 1.266 1.202 0.108 0.155 17 25.56

EH 1.531 1.368 0.205 0.299 34 53.12

地区平均值 1.175 1.120 0.067 0.097 11 17.30

地区总计 1.563 1.272 0.160 0.244 36 56.25

平均值 1.322 1.178 0.105 0.158 21 31.87

物种总计 1.922 1.448 0.256 0.388 59 92.19

STRUCTURE软件分析结果（图1-2）显示，ΔK峰值出现在K＝2，表明25个中国菰野生资源居

群的遗传结构可以大致分为两组，一组以南方居群为主，而绝大多数北方居群分属另一组。从图1-2可
以看出，华北BJ居群，东北SY、QQHE、JMS、TH居群以及华东ZZ、HZH、LZH居群同属一组；东

北DL居群，华东SH、CX、HZ、CHH、ZHZ居群，中南HH、SG居群以及西南各居群归属另一组。

（续）
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图1-2 K＝2时贝叶斯聚类法的分析结果
注：1 ～ 12为BJ，13 ～ 27为DL，28 ～ 48为SY，49 ～ 64为QQHE，65 ～ 87为 JMS，88 ～ 110为TH，111 ～ 119为ZZ，

120 ～ 122为SH，123 ～ 131为CX，132 ～ 140为HZ，141 ～ 172为HZH，173 ～ 184为TAIH，185 ～ 199为CHH，200 ～ 211为
ZHZ，212 ～ 222为PYH，223 ～ 238为LZH，239 ～ 247为HH，248 ～ 274为DTH，275 ～ 294为SG，295 ～ 303为GL，304 ～ 317
为CH，318 ～ 326为CD，327 ～ 350为CQ，351 ～ 355为KM，356 ～ 380为EH。
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MEGA软件的UPGMA 聚类分析结果（图1-3）表明，野生菰的25个居群，可明显分为两大类。其

中一类由1个北方居群（DL）和11个南方居群（ZHZ、SG、KM、HZ、HH、CH、SH、CX、CHH、

CD和CQ）组成；另一类由6个北方居群（BJ、QQHE、SY、ZZ、JMS、TH）和7个南方居群（HZH、

TAIH、EH、PYH、DTH、GL和LZH）组成。

MEGA软件的进化分析结果（图1-4）显示，25个中国菰野生资源居群由共同祖先通过太湖和洪泽

湖分化出2支。其中，太湖支系先后分化出桂林、洞庭湖、鄱阳湖、洱海、昆明和韶关居群，之后分

化出草海、洪湖、上海、慈溪、巢湖、重庆、成都和杭州居群，再由杭州居群分化出漳州和大连居群；

而洪泽湖支系逐渐分化出梁子湖、北京、佳木斯、枣庄、通化、沈阳和齐齐哈尔居群。

图1-3 基于SSR分子标记的25个中国菰野生资源居群的UPGMA聚类分析

图1-4 基于遗传距离的25个中国菰野生资源居群系统树状图
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在进化关系上，25个居群分属2个支系由共同祖先演化而来，其中一个为太湖支系（含1个北方居

群和17个南方居群），另一个为洪泽湖支系（含5个北方居群和2个南方居群）。相关研究结果进一步深

化了对我国的中国菰野生资源遗传演化的认识，为该物种资源的开发利用及保护提供了重要的理论

依据。

综合国内和国际研究结果来看，首先分子标记的选择会影响遗传多样性分析的结果，同工酶标记

可能会低估物种的遗传多样性；其次有效居群的采样大小会影响遗传多样性分析的结果；第三物种的

繁衍方式以及演进历程会影响遗传多样性。当然，中国菰的多年生特性有利于保持其遗传多样性。亲

缘地理学方面的研究表明中国菰的遗传结构和地理分布位置没有明显相关性，地理距离相近的居群甚

至个体不一定具有相似的遗传结构，地理距离相距很远的居群可以具有相同或相似的遗传结构。作为

一种历史悠久的作物，中国菰在漫长的演化传播过程中，可能由于自然及人为的因素消亡了不少古老

的种群，使得遗传演化的进程片段化保存。和所有水生植物一样，中国菰的生长繁殖及遗传演化受制

于其所生活的水体的水文条件变化。在人类活动频繁干扰自然生态环境之前，各水系的湖泊河流相互

连通，水流包括洪水的作用可以促使不同湖区及各水系分支间中国菰野生资源居群之间的交流，包括

种子的飘散和具有繁殖能力的根状茎的漂移。但过去几十年中人类的活动，比如修建水坝、填湖造田

和围湖养殖等将各个水系的连通破坏，无疑也就阻碍了各个湖区中国菰野生资源之间的基因交流。另

外，由山脉阻隔与河流淤塞等自然因素导致的生境片段化和菰属植物的特殊繁殖交配系统使得中国菰

野生资源各自然居群之间的基因流动减少趋势加剧。因此，各分散湖区河流的中国菰野生资源很大程

度上保持着原先的遗传状态。

1.4  中国菰与水稻间的性状转移

1.4.1  中国菰与水稻基因组的比较

水稻（Oryza sativa L.）基因组由24条染色体（2n）组成，总长度为4.3亿bp，包含38 000个基因。

2015年之前，人们对于水稻的近缘属植物中国菰的基因组一直是不了解的。由国内多个研究团队（中

国水稻研究所和浙江大学等）完成的中国菰及其栽培种茭白基因组测序及转录组分析报告于2015年发

表。这项开创性的工作从中国菰基因组中预测到43 000多个基因，这些基因中包含大量核苷酸结合位

点（nucleotide-binding site，NBS）类抗性基因；通过比较发现中国菰基因组与水稻基因组具有高度同

线性，鉴定出的同线性模块共计1 498个，涵盖了50.9％的中国菰基因组。相关数据可在DDBJ/EMBL/
GenBank中找到，登录号为ASSH00000000.1。研究团队还通过比较基因组学分析，发现与茭白黑粉菌

长期互作的宿主茭白基因组中出现大量植物抗性免疫受体因子相关基因的缺失和抑制，推测这可能是

内生真菌和植物可以长期共生的关键。真菌与植物互作共生的分子机制的探究，对植物保护和农业生

产实践具有重要的理论意义和应用前景。

1.4.2  中国菰与水稻育种

20世纪50年代开始，世界水稻育种领域发生过3次重大突破事件，第一次是50年代末至60年代

初的矮秆育种，第二次是70年代中期开始的杂交稻育种，第三次是90年代中后期启动的超级稻育种计

划。经过这三轮的技术进步，世界水稻产量得以大幅度提高。但在经历了数千年的人工选择和栽培驯

化之后，各水稻品种遗传背景在不断趋同，水稻中大量有利基因资源还未来得及开发利用就被淘汰了。

再加之每种作物的遗传基础都是有限的，如果没有新的高产、优质、抗病虫和抗逆境胁迫等基因资源，
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水稻的高产、优质和多抗育种将徘徊不前。著名植物遗传学家M. Feldman和E. Sears曾指出：“未来谷

物改良的最大希望寄予植物野生近缘种的丰富基因库的开发。”近年来越来越多的育种科技人员认识

到，开发利用水稻近缘属植物及野生稻中的基因资源是有望克服水稻育种中遗传资源瓶颈的重要选择

和途径。在水稻中，首先想到的是利用野生稻中的有利基因资源来改良水稻新品种，例如来源于非洲

长雄野生稻的广谱白叶枯病抗性基因Xa21、来源于马来西亚野生稻的水稻高产控制基因yld1.1和yld2.1
以及来源于中国东乡野生稻的高产控制基因qGY2-1和qGY11-2等。水稻育种中的这些尝试同样适用于

中国菰基因资源的发掘和利用，包括有性杂交和转基因手段。 
1.4.2.1  杂交手段的尝试
自20世纪60年代起，国内便有学者尝试对中国菰和水稻进行有性杂交，期望通过杂交手段可以选

育出适合种植于低洼地带、耐淹灌性强的水稻新品种。由于中国菰与水稻同族不同属，亲缘关系较远，

有性杂交不亲和，使得这些努力未取得成功。通化地区农业科学研究所朴亨茂等利用“复态授粉法”

获得一株“水稻-菰”可能的杂交种，不过细胞学观察表明，该植株的染色体数目与母本水稻完全相

同。尽管如此，该“杂交种”自交后代性状变异度大、类型丰富，多数数量性状改良效果明显，得到

了部分形态、生育及经济性状方面有价值的材料。到目前为止，他们从这株“杂交种”中经多年自交

选育，获得了一批优良品系，并培育出通31、通35和通36等系列新品种。同样利用“复态授粉法”，

Liu等（1999a）将中国菰的花粉授予水稻品种松前，得到一株具有中国菰特征的F1代杂交种，虽然该

杂交种经过多代严格的自交最后得到了可以稳定遗传的渐渗系，但是细胞学检测发现，该植株的染色

体数目和母本相比并没有变化。Liu等（1999b）还通过体细胞融合的方法获得了菰-水稻的后代SH6，
但是该植株的染色体数目和母本中华8号相比也没有变化。另外，Yi等（2015）通过对水稻-菰体细胞

融合苗进行秋水仙素处理，获得了异源六倍体的水稻-菰体细胞杂交后代，该植株表现为植株高度变

矮、茎秆粗壮、叶片肥厚宽大、叶色深绿、小花数目减少以及籽粒变大等性状。

1.4.2.2  转基因手段的尝试
利用花粉管通道法，湖南省农业科学院成功地将中国菰核DNA片段导入水稻中，获得一个对立枯

丝核菌（Rhizoctonia solani）具有很强抗性的水稻转基因品种4011，但后续未见报道。李岩等（2012）
利用花粉管通道法将中国菰基因组DNA片段导入受体粳稻品种松前，经过两个世代的种植和观察，在

T2世代中发现了类型丰富的表型变异，如生育期延长、植株高大、分蘖增多和长穗等。这些材料的获

得对中国菰重要性状控制基因的挖掘及水稻品种改良具有重要意义。沈玮玮等（2010）以中国菰抗病

基因同源序列（RGA）为模板设计特异性引物 FZ14P1/ FZ14P2，从中国菰基因组TAC（可转化人工染

色体）文库中筛选到1个阳性克隆ZR1，经过序列比对证实了该阳性克隆中含有NBS类抗病基因专属序

列。将该阳性克隆通过农杆菌介导转化法转化水稻品种日本晴，得到对白叶枯病菌小种PXO71抗性明

显增强的独立转化子，这说明该阳性克隆中至少包含一个抗病基因。上述这些转基因品系不仅为水稻

育种提供了新的种质资源，还具有基础理论研究价值。作为具备许多优良性状的野生品种，菰属植物

有可能成为今后水稻分子育种的理想基因资源之一。

1.4.2.3  中国菰优异性状控制基因挖掘的实践
Chen等（2006）根据NBS结构域保守序列设计简并引物从中国菰基因组中分离得到8条RGA, 

GenBank登录号为DQ239429至DQ239436。文库构建和文库筛选是基因克隆的基本环节。为了加速中

国菰基因在水稻育种中的利用，Kong等（2006）首次成功构建了中国菰基因组TAC文库，丰度覆盖中

国菰基因组约5倍，用于中国菰重要功能基因的筛选及其对水稻品种的改良研究。利用反向遗传学手

段，Kong等（2009）首次报道从中国菰中克隆了一个赖氨酸合成途径中的关键基因DHDPS，该基因

ORF（开放阅读框）全长954 bp，包括两个外显子和一个内含子，编码317个氨基酸。东北师范大学刘
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宝教授课题组多年来致力于水稻-菰远缘杂交及其渐渗系的表观遗传学研究，在水稻-菰性状转移的

机制研究方面做了很多开创性的工作。中国菰重要功能基因发掘工作的滞后很大原因是中国菰基因组

的解析工作相对滞后，而中国菰野生资源和茭白基因组测序以及转录组分析数据将大大加速中国菰优

异性状控制基因发掘及利用的进程。

1.5  总结

菰属植物的4个种有3个分布在北美，1个分布在东亚和东南亚。菰米在我国有3 000年以上的采集、

收获和食用历史。虽然Xu等（2015）利用最大似然法分析北美菰与中国菰的生物地理关系，表明菰属

植物起源自北美，并推测是经由白令海峡大陆桥传播进入东亚，但是该篇文章没有提及在哪一个时间

段如何传入东亚，为什么传入东亚的这一个种在北美却没有了分布。3 000年前的美洲大陆还是前哥伦

布时期的一片荒芜，印第安人到达美洲的确切时间也难以确定，倒是越来越多的考古和遗传研究表明，

作为黄种人的印第安人具有亚洲蒙古人的特征。因此对于中国菰的起源到目前为止笔者认为还存在争

议，或许不久的将来遗传学和考古学的新发现能够为我们释疑。目前研究认为，东亚仅有中国菰一个

种，其有较丰富的遗传多样性，各居群的亲缘关系与地理分布无明显关联。中国菰遗传多样性研究的

局限性，笔者认为其一是分子标记的数目少，其二是所用分子标记在全基因组的分布情况未知。众所

周知，水稻新品种的审定需要指纹图谱来证明自身的新品种属性，48对标记差异清晰可辨，中国菰遗

传分析同样需要一套行之有效的分子标记。借鉴水稻研究开发菰属植物自身指纹标记，无疑是中国菰

遗传多样性和遗传结构分析的关键所在。

中国菰的经济价值主要体现在两个方面，一方面是中国菰米的营养价值及保健功效得到越来越多

人的认可，国内已有单位开始中国菰的驯化育种，这可能在不久的将来成为一个亮点；另一方面是中

国菰的驯化栽培种——茭白，作为一种重要的水生蔬菜，是我国南方地区不少家庭的重要经济来源。

作为水稻的近缘属植物，中国菰和水稻在生长习性上相似，又具有栽培稻丢失的许多优良性状。另外，

中国菰在富营养化水体及重金属离子污染土壤的治理方面表现出应用潜力，这些无一不是中国菰研究

价值的体现。为了更好地开展中国菰的研究和应用，中国菰的基础信息资料，如中国菰野生资源种群

生长分布情况、遗传多样性高低以及遗传结构现状需要明确。值得关注的是，中国菰野生资源及其驯

化栽培种茭白基因组测序拼接组装和转录组分析工作，无疑会加速中国菰优异性状控制基因的发掘及

中国菰在水稻育种领域的应用。
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◎本章提要

中国菰在东亚和东南亚是一种有价值的药食同源谷物。本章利用Nanopore三代测序和Hi-C组装拼
接得到中国菰基因组序列547.38Mb，其中含有38 852个基因以及52.89％的重复序列。系统发育分析表
明，中国菰与Leersia perrieri和稻属（Oryza）亲缘关系更近，其分化时间在3 100万年前。共线性和转
录组分析揭示了与中国菰种子落粒性相关的候选基因，为进一步研究中国菰离层的形成和降解奠定了

基础。此外，笔者还观察到中国菰基因组中的两个基因组片段与水稻植物卡生（phytocassane）生物合
成基因簇具有良好的同源性。因此，更新后的基因组将为中国菰的基因功能研究、农艺性状改良及与

其他植物的比较基因组学研究提供依据。
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2.1  前言

中国菰为二倍体（2n＝34）、多年生挺水植物，属禾本科稻亚科稻族菰属。中国菰起源于中国，分

布于中国、韩国、日本等东亚地区以及东南亚地区。中国菰广泛分布于中国大部分地区的池塘、沼泽、

水田和浅水湖泊中。中国菰是中国最早的重要作物之一，其作为谷物食用已有3 000多年的历史。自唐

代以来，中国菰作为中药利用，在各种草药著作中均有记载。明代医书《本草纲目》记载了用中国菰

米治疗糖尿病和胃肠疾病。中国菰米的保健作用包括预防动脉粥样硬化、减轻脂毒性和胰岛素抵抗以

及抗过敏、抗炎、降压和免疫调节作用。在中国，受茭白黑粉菌侵染的中国菰已被驯化为第二大水生

蔬菜茭白。因此，中国菰是一种重要的经济作物，具有很高的营养价值和药用价值，值得进一步研究。

除中国菰分布在亚洲外，沼生菰、水生菰和得克萨斯菰主要分布在北美洲。多年生中国菰和一年

生沼生菰分别用于生产中国菰米和北美菰米。在进化过程中，由于对环境变化的长期适应以及对生物

和非生物胁迫的不断抵御，水稻野生近缘种（如中国菰）形成并积累了丰富的遗传变异和有益基因资

源。值得注意的是，中国菰具有水稻中没有的一些优良性状，包括蛋白质含量高、生物量大、耐深水

性、抗稻瘟病和灌浆速度异常快等。例如，中国菰米的蛋白质、膳食纤维和总酚含量分别约为稻米的 
2倍、5倍和6倍。因此，中国菰是克服水稻育种中遗传资源瓶颈的潜在基因供体。

落粒性是野生稻适应自然环境和维持种群繁殖的重要性状（Doebley et al., 2006）。落粒性的缺失

是水稻驯化过程中的一个关键事件（Chen et al., 2021）。低落粒品种的成功选育（Kennard et al., 2002），
实现了北美菰米的商业化生产。目前，美国和加拿大已经形成了成熟的菰米种植、收获、收购、加工、

批发和零售等产业体系。作为一种风味独特、营养价值高、价格昂贵的保健食品，北美菰米已进入人

们的食物链，并已出口到中国和欧洲。

生物合成基因簇是植物快速适应环境的关键遗传因子（Guo et al., 2018； Kitaoka et al., 2021）。水稻

基因组中有两个生物合成基因簇：2号染色体上的植物卡生生物合成基因簇（Swaminathan et al., 2009）
和4号染色体上的稻壳素生物合成基因簇（Shimura et al., 2007）。这两个生物合成基因簇的潜在功能包

括防御水稻中的病原体和杂草。此外，稻壳素生物合成基因簇还参与化感物质的生物合成。然而，目

前尚不清楚植物卡生和稻壳素的生物合成基因在中国菰基因组上是否成簇存在。

在菰属植物中，Guo等（2015）采用二代测序技术首次完成了中国菰的基因组测序，并对由茭白

黑粉菌侵染中国菰形成茭白膨大茎的分子机制进行了转录组分析。由于技术限制和缺乏遗传连锁图谱，

以前的中国菰基因组仅在支架水平组装，仍然相对分散，Contig N50仅为14 kb。本文采用Nanopore
测序技术和 Illumina高通量测序平台对中国菰基因组进行了组装，获得了约547.38Mb的基因组序列，

Contig N50为4.48 Mb，并在Hi-C的辅助下将其组装到17条假染色体中。更新和改进的中国菰基因组有

助于蛋白质编码基因和非编码RNA的注释。同时，通过共线性和转录组分析，鉴定到了中国菰离层形

成和降解的候选基因。此外，在中国菰基因组中还鉴定出植物卡生生物合成基因簇，互补的亚基因簇

分布于两条染色体上。最新的中国菰基因组序列可为其与其他植物间的比较基因组研究提供重要的资

源，有助于加速中国菰的驯化。

2.2  基因组组装、锚定和质量评估

笔者对生长在水田中的中国菰进行了取样（图2-1A）。中国菰的花序是一个多分枝的圆锥花序（图

2-1B），其雄花和雌花在同一分枝上，雌花位于雄花之上。中国菰种子呈黑褐色，圆柱形，两端渐尖。
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对江苏省淮安市金湖县前锋镇白马湖村的中国菰进行全基因组测序，构建了双端 Illumina文库并进行

了序列测定。过滤后，获得了68.50Gb的高质量测序数据。基于K-mer深度分布的基因组特征分析表

明，淮安的中国菰基因组大小为606.13Mb，重复序列含量为49.00%，杂合度为0.18%，（G＋C）含量

为42.88%。随后，使用中国菰的基因组DNA构建文库，在Nanopore测序平台测序得到约61.56 Gb的
有效数据，Reads N50为20.43kb，相当于中国菰基因组的112.46倍。Nanopore三代数据进行纠错后得

到高准确性的数据，借助Canu软件对有效数据进行纠错，基于纠错后的数据使用Smartdenovo软件进

行组装，然后利用三代测序数据通过Racon软件进行三轮校正，再利用二代数据通过Pilon软件进行了

三轮校正。Nanopore测序和 Illumina测序的详细汇总统计数据见表2-1。经 Illumina测序和Hi-C组装校

正后，获得了547.38Mb的组装物，包括332个Contigs和164个Scaffolds，其中Contig N50为4.48 Mb，
Scaffold N50为32.79Mb（表2-2）。经Hi-C组装和人工调整后，共有545.36Mb的基因组序列被定位

到17条染色体上，占比99.63%，而对应的序列数目为300条（图2-2），最长的为49.61Mb，最短的为

BA

A

图2-2 中国菰基因组信息
A.Hi-C组装染色体交互热图 B.基因组概况［a环为（G＋C）含量分布（绿色）；b环为基因密度（蓝色）；c环为重复序列密度（紫

色）；d环为基因组内的共线性块］
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图2-1 中国菰植株、花序和种子
A.生长在水田里的中国菰植株 B.中国菰的花序和种子形态
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17.01Mb（表2-2至表2-4）。在这里，构建了中国菰的高质量基因组，99.63%的序列锚定在17条假染色

体上。此外，本研究中国菰基因组的组装（Contig N50＝4.48Mb）显示出比Guo等（2015）完成的中

国菰HSD2基因组（Contig N50＝13kb）长343.62倍。染色体水平的菰属植物基因组将有助于菰属植物

的分子遗传育种和基因组进化研究。

表2-1 利用Nanopore和Illumina测序技术对中国菰进行测序的数据统计

Nanopore测序 Illumina测序

原始读序 干净读序 干净读序

文库大小（bp） 20 20 350

读序数量（个） 5 009 027 3 970 614 228 677 035

平均读序长度（bp） 13 067 15 503 150

总碱基（bp） 65 456 644 980 61 559 056 417 68 499 340 900

表2-2 中国菰基因组的测序和组装

测序和组装 数量（个） 大小 N50长度

纳米孔读序 3 970 614 61.56Gb 20.43kb

最终组装 (Contig） 332 547.38Mb 4.48Mb

最终组装 (Scaffold） 164 547.40Mb 32.79Mb

染色体锚定（Contig） 300 545.36Mb —

表2-3 中国菰基因组注释

基因组注释 数量（个） 大小 占比（%）

假基因 1 368 4.55Mb 0.83

miRNA 149 — —

rRNA 397 — —

tRNA 723 — —

总蛋白编码基因 38 852 136.02Mb 24.85

表2-4 中国菰17条组装染色体的统计

染色体 Cluster数量（个） Cluster长度（bp） Order数量（个） Order长度（bp）

Chr1 18 50 101 234 13 49 612 983

Chr2 29 48 046 012 19 47 112 129

Chr3 21 46 583 488 10 45 588 614

Chr4 12 45 369 969 8 44 977 458

Chr5 18 33 710 764 10 32 992 499
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染色体 Cluster数量（个） Cluster长度（bp） Order数量（个） Order长度（bp）

Chr6 12 33 104 032 9 32 889 764

Chr7 21 33 547 554 15 32 783 925

Chr8 12 32 655 998 8 32 287 380

Chr9 17 28 790 088 9 28 249 098

Chr10 25 29 018 640 14 27 421 652

Chr11 11 27 637 196 7 27 423 664

Chr12 22 26 660 827 14 25 649 991

Chr13 12 23 914 037 7 23 650 067

Chr14 31 24 459 573 21 23 072 643

Chr15 10 22 050 986 4 21 753 664

Chr16 16 22 318 559 10 21 397 443

Chr17 13 17 392 854 7 17 007 237

汇总 300（90.36%） 545 361 811（99.63%） 185（61.67%） 533 870 211（97.89%）

利用Burrows-Wheeler Alignment（BWA）软件将 Illumina测序平台得到的短序列与参考基因组进

行比对，通过统计比对率，可评估组装基因组的完整性。CEGMA v2.5数据库包含了真核生物458个保

守的核心基因（CEG）和248个高度保守的CEG。使用CEGMA v2.5来评估最终基因组组装的完整性，

结果表明，中国菰基因组序列中分别存在98.25%的CEG和94.76%的高度保守的CEG。通过通用单拷

贝同源基因基准（benchmarking universal single copy orthologs, BUSCO）进一步评估，中国菰基因组中

97.71%（1 577个）的核心基因是完整的，包括单拷贝（77.39%，1 249个）和重复拷贝（20.32%，328
个）（表2-5）。此外，有0.56%（9个）的核心基因片段化，只有1.73%（28个）的核心基因缺失。基于

BUSCO的基因组组装完整性评估方法表明，淮安的中国菰基因组组装比先前组装的HSD2基因组显示

出更好的组装完整性（表2-6）。根据基于长末端重复序列组装指数（long terminal repeat assembly index, 
LAI）的基因组组装评估方法（表2-7），与先前组装的HSD2基因组（LAI＝6.88）相比，淮安的中国

菰基因组组装质量（LAI＝13.57）得到了较大的提高。这些结果支持了中国菰基因组的高质量组装。

表2-5 基于BUSCO的基因组组装完整性评估

类 型
基因组

数量（个） 百分比（%)

完整BUSCO 1 577 97.71

单拷贝BUSCO 1 249 77.39

重复拷贝BUSCO 328 20.32

预测不完整BUSCO 9 0.56

没有预测出来的BUSCO 28 1.73

总BUSCO 1 614 100

（续）
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表2-6 Illumina和Nanopore测序技术在中国菰基因组中的BUSCO比较

类型
完整BUSCO
（个）

单拷贝BUSCO
（个）

重复拷贝BUSCO
（个）

预测不完整BUSCO
（个）

没有预测出来的BUSCO
（个）

总BUSCO
（个）

Illumina 4 426（90.40%） 3 208（65.52%） 1 218（24.88%） 96（1.96%） 374（7.64%） 4 896

Nanopore 4 634（94.65%） 3 130（63.93%） 1 504（30.72%） 37（0.76%） 225（4.60%） 4 896

表2-7 Illumina和Nanopore测序对中国菰基因组长末端重复序列（LTR）组装指数（LAI）的比较

类型 起始（bp） 结束（bp） 完整的LTR-RT占比（%） 总LTR-RT占比（%） 原始LAI LAI

Illumina 1 603 989 347 0.22 17.82 1.25 6.88

Nanopore 1 547 397 560 2.99 37.73 7.94 13.57

2.3  基因组注释

通过基因组注释，在组装后的基因组中鉴定出了289.5Mb（52.89%）的重复序列，显著高于先前

已组装版本的227.50Mb（37.70%）。重复序列主要为长末端重复（LTR）反转录转座子，占中国菰基因

组的37.58%（表2-8）。在所研究的中国菰转座子亚家族中，Copia（22.78%）和Gypsy（12.50%）在中

国菰基因组中占比较高；Polinton亚家族是中国菰特

有的转座子，尽管其占比很小（表2-8）。淮安的中国

菰基因组重复率（52.89%）高于粳稻（40.43%）和

籼稻（42.05%）。这些结果可能证明中国菰基因组比

水稻大。值得关注的是，北美沼生菰基因组重复率

（76.40%）高于中国菰（52.89%）。这些结果可能证明

北美沼生菰基因组比中国菰大。然后，使用3种策略

预测（从头预测、同源预测和转录组预测）中国菰基

因组中的蛋白质编码基因（图2-3），最终获得38 852
个蛋白质编码基因（136.02Mb）（表2-3），并进行

了注释。北美沼生菰基因组中的蛋白质编码基因有

46 491个，高于中国菰（38 852个）。在这些预测的

基因中，有36 473个（93.88%）基因被8个功能数据

库注释。此外，笔者还鉴定了149个miRNA、397个
rRNA、723个 tRNA和1 368个假基因（表2-3）。

表2-8 中国菰基因组重复序列的统计

类型 数量（个） 长度（bp） 占比（%)

ClassⅠ 244 890 206 264 154 37.68

ClassⅠ/LTR/Copia 120 603 124 698 688 22.78

ClassⅠ/LTR/Gypsy 89 814 68 441 219 12.50

ClassⅠ/LTR/TRIM 2 276 416 227 0.08

从头预测 同源预测

转录组预测

图2-3 整合后基因注释来源于3种预测方式的分布

3 586

6 149

831

27 165

596 508

17
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类型 数量（个） 长度（bp） 占比（%)

ClassⅠ/LTR/unknown 30 558 12 172 708 2.22

ClassⅠ/LINE 1 354 490 060 0.09

ClassⅠ/SINE 284 44 904 0.01

ClassⅠ/unknown 1 348 0

ClassⅡ 263 498 83 298 065 15.21

ClassⅡ/TIR/CACTA 41 332 19 593 368 3.58

ClassⅡ/TIR/Mutator 35 375 10 591 002 1.93

ClassⅡ/TIR/PIF_Harbinger 14 615 3 554 936 0.65

ClassⅡ/TIR/Tc1_Mariner 19 714 4 591 368 0.84

ClassⅡ/TIR/hAT 31 088 9 096 346 1.66

ClassⅡ/TIR/Polinton 13 6 986 0

ClassⅡ/TIR/unknown 2 208 857 661 0.16

ClassⅡ/helitron 102 073 29 475 694 5.38

ClassⅡ/repeat_region 17 080 5 530 704 1.01

总计 508 388 289 562 219 52.89

2.4  中国菰基因组的进化

利用8种禾本科植物（Brachypodium distachyon、Hordeum vulgare、Leersia perrieri、Oryza brachyantha、
Oryza sativa、Sorghum bicolor、Setaria italica和Zea mays） 和1种 双 子 叶 植 物 拟 南 芥（Arabidopsis 
thaliana）聚集成38 169个基因家族，在中国菰基因组中共鉴定出33 924个基因家族，其中310个是中

国菰特有的（图2-4，表2-9）。基因

家族分析显示，中国菰的单拷贝基

因，占预测基因的25.82%，明显低

于其他禾本科植物（图2-5A）。相比

之下，在中国菰基因组中发现了更高

比例的双拷贝基因家族，这可以用最

近的全基因组复制（WGD）来解释。

通过对中国菰和其他4种禾本科植物

（B. distachyon、L. perrieri、O. brach-
yantha和O. sativa）的基因家族聚类

表明，这5种禾本科植物共有13 171
个基因家族，它们可能是核心基因家

族（图2-5B）。共有709个基因家族

是中国菰所特有的，与短花药野生稻

（O. brachyantha）相似。

（续）

图2-4 中国菰与其他9种植物基因家族聚类花瓣图
注：中间圆圈是所有物种共有的基因家族数目，边上是每个物种特有的基因家族数目。
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图2-5 中国菰基因组比较分析
A.中国菰及其他9种植物的基因拷贝数分布 B.中国菰和其他4种相关禾本科植物共有同源基因家族的维恩图 C.中国菰等10种植

物的系统发育树（“＋”表示节点上扩张的基因家族数，“-”表示节点上收缩的基因家族数，饼状图显示了相应分支扩张与收缩基因

家族的比例） D.中国菰基因组扩展基因的KEGG富集分析 E. 中国菰及其他代表种的Ks分布

氧化磷酸化

光合作用

玉米素生物合成

氰基氨基酸代谢

基本转录因子

嘧啶代谢

RNA聚合酶

光合组织中的碳固定

乙醛酸及二羧酸代谢

植物昼夜节律

基因占比

密
度

Ks

Z. mays

Z. latifolia

S. italica

S. bicolor

O. sativa

O. brachyantha

L. perrieri

H. vulgare

B. distachyon

A. thaliana

50
 0

00

40
 0

00

30
 0

00

20
 0

00

10
 0

00 0

拷贝数（个）

1
2
3
4
4＋

B. distachyon
20 713

（26 402）

L. perrieri
19 855

（24 065）

O. brachyantha
19 528

（22 966）

O. sativa
22 797

（31 919）

Z. latifolia
20 342

（33 924）

1 532

270
132

1 221709
160

289

318

297
1 081

608 453

485 219
138

707

70
193
109

402

135

162

150
355

307
395

13 171

1 491

698

1 409

480

150 100 50 0

KEGG通路

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0 1 2

5

4

3

2

1

BA

D E

L. perrieri-L. perrieri

O. brachyantha-O. brachyantha

O. sativa-O. sativa

Z. latifolia-L. perrieri

Z. latifolia-O. sativa

Z. latifolia-Z. latifolia

p值
0.4
0.3
0.2
0.1

基因(个)
10
20



第2章  中国菰染色体水平基因组构建与落粒性相关基因分析

31

基于中国菰和其他9种植物中的1 371个单拷贝基因，构建了一个系统发育树（图2-6），表明中

国菰与L. perrieri、O. sativa和O. branchyantha的亲缘关系相对较近。在约3 100万年前，中国菰从 
L. perrieri分化而来，这是在水稻和短花药野生稻分化之前（约1 600万年前）（图2-6）。在中国菰中，

119个基因家族表现出扩张，而132个基因家族表现出收缩（图2-5C）。KEGG通路分析表明，中国菰

基因家族中富集了氧化磷酸化、光合作用、玉米素生物合成和氰基氨基酸代谢相关基因（图2-5D）。当

基因被强正选择时，对新功能的产生具有重要意义。此外，KEGG通路分析表明，正选择基因主要与

碳代谢、氨基酸生物合成、过氧化物酶体相关（图2-7）。WGD（全基因组复制）事件与早于谷物分化

的古代多倍体化事件有关，对理解基因新功能和基因组进化具有重要意义。本研究表明，最近的WGD
事件发生在中国菰从水稻分化后的基因组中（图2-5E），这与之前Guo等（2015）的研究结果一致。与

水稻（390.30 Mb）和中国野生稻（547.38 Mb）相比，Zizania-Oryza物种形成事件导致了北美沼生菰 
（1.29 Gb）基因组的增加。此外，在水稻和中国菰之间有一个以0.25 Ks为中心的峰。

图2-6 中国菰及其他代表性植物物种随分化时间的进化树和转座子（TE）分析
注：进化树上时间表示95%的HPD（highest posterior density，最高后验密度）支持的分歧时间。树的底部是地质时间（英文前缀），

树的顶部是绝对年龄，以百万年为单位，阴影为界定每个地质时期。常见的地质时期包括：Cretaceous（白垩纪），Pa.（古近纪），

Ne.（新近纪）。每个彩色条代表每个TE亚家族的比例。
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2.5  中国菰和水稻的基因组与落粒性相关基因共线性分析

北美沼生菰和水稻基因组之间存在显著的共线性。在本研究中，中国菰和水稻基因组之间也存在显著

的共线性（图2-8A）。据报道，在水稻中已鉴定出10个落粒性相关基因，即qSH1、OsGRF4/PT2、OsSh1、
OsNPC1、sh4/SHA1、SHAT、OsLG1、SH5、sh-h/OsCPL1和SSH1（表2-10）。通过北美沼生菰和水稻落粒性

相关基因的共线性分析，在北美沼生菰中鉴定到17个落粒性相关基因。通过对中国菰和水稻基因组共线性

和基因同源性分析，鉴定出29个可能与中国菰落粒性相关的候选基因（图2-8B，表2-11）。在中国菰基因组

中，2个（ZlqSH1a和ZlqSH1b）、7个（ZlGRF4/PT2a、ZlGRF4/PT2b、ZlGRF4/PT2c、ZlGRF4/PT2d、ZlGRF4/
PT2e、ZlGRF4/PT2f和ZlGRF4/PT2g）、2个（ZlSh1a和ZlSh1b）、2个（ZlNPC1a和ZlNPC1b）、4个

（ZlLG1a、ZlLG1b、ZlLG1c和ZlLG1d）、2个（Zlsh4/SHA1a和Zlsh4/SHA1b）、2个（ZlSH5a和ZlSH5b）、
2个（Zlsh-h/ZlCPL1a和Zlsh-h/ZlCPL1b）和4个（ZlSSH1a、ZlSSH1b、ZlSSH1c和ZlSSH1d）基因分别

与水稻基因组中qSH1、OsGRF4/PT2、OsSh1、OsNPC1、SHAT、OsLG1、sh4/SHA1、SH5、sh-h/OsCPL1和
SSH1具有共线性（图2-8B，表2-11）。根据其在系统进化树中的位置，将中国菰落粒性候选基因分为4组
（图2-9）。此外，这些蛋白质的基序在同一组中相似，在不同组中不同，这证实了分组的可靠性（图2-10）。
中国菰和水稻的落粒性相关基因氨基酸序列比对结果见图2-11。值得注意的是，中国菰落粒性相关基因和

水稻落粒性相关基因的序列比对有助于确定中国菰中潜在的功能多态性和特定的基因组编辑候选位点。

削弱种子落粒性是水稻对自然环境和后代繁衍的一种适应，也是植物选择和驯化过程中的首要目

标。最近，Yu等（2021）通过从头驯化、重新组装异源四倍体高秆野生稻（Oryza alta）基因组、编辑

决定作物驯化成功与否的重要性状（如种子落粒性）的基因，成功地驯化了异源四倍体高秆野生稻。

据报道，qSH1、OsSh1和 sh4/SHA1是与水稻种子落粒性相关的主效基因（Chen et al., 2021）。在中国菰

中，2个（ZlqSH1a和ZlqSH1b）、2个（ZlSh1a和ZlSh1b）和2个（Zlsh4/SHA1a和Zlsh4/SHA1b）基因分别

与水稻中的qSH1、OsSh1和 sh4/SHA1表现出共线性，并且在离层形成期（ALF）和离层降解期（ALD）

之间也表现出差异表达模式。因此，中国菰种子落粒性相关基因的研究为进一步改善其种子落粒率和

重新驯化提供了新靶点。值得注意的是，利用CRISPR/Cas9系统进行基因组编辑，可以实现对野生作

物的定向遗传操作，并加速作物驯化。此外，利用CRISPR/Cas9系统对关键落粒性相关基因进行基因

组编辑，可以获得落粒性降低的中国菰材料。

表2-10 水稻中落粒性相关基因

基因名称 染色体 基因 ID 编码蛋白

qSH1 Chr1 LOC_Os01g62920.1 BEL1型同源异形盒

OsGRF4/PT2 Chr2 LOC_Os02g47280.1 生长调节因子

OsSh1 Chr3 LOC_Os03g44710.1 YABBY转录因子

OsNPC1 Chr3 LOC_Os03g61130.1 Ⅰ型磷酸酯酶

sh4/SHA1 Chr4 LOC_Os04g57530.1 Myb3转录因子

SHAT Chr4 LOC_Os04g55560.2 AP2转录因子

OsLG1 Chr4 LOC_Os04g56170.1 SQUAMOSA启动子结合蛋白

SH5 Chr5 LOC_Os05g38120.1 BEL1型同源异形盒

sh-h/OsCPL1 Chr7 LOC_Os07g10690.1 CTD磷酸酶

SSH1 Chr7 LOC_Os07g13170.1 AP2转录因子
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图2-8 中国菰与水稻基因组和落粒性相关基因共线性分析
A.基因组共线性分析 B.落粒性相关基因共线性分析

注：Chr1至Chr17为中国菰1 ～ 17号染色体；LG1至LG12为水稻1 ～ 12号染色体。

灰线表示中国菰和水稻基因组之间的共线性，红线表示中国菰和水稻落粒性相关基因的共线性。
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图2-9 中国菰和水稻落粒性相关基因的系统发育树
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图2-10 中国菰落粒性相关基因的基序分析
A.系统发育树 B.基因结构分析 C.基序分布分析 D.基序序列分析
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图2-11 中国菰和水稻落粒性相关基因的蛋白序列比对
A. qSH1及其同源序列 B. OsGRF4/PT2及其同源序列 C. OsSh1及其同源序列 D. OsNPC1及其同源序列 E. sh4/SHA1及其同源序列  

F. SHAT及其同源序列 G. OsLG1及其同源序列 H. SH5及其同源序列 I. sh-h/OsCPL1及其同源序列 J. SSH1及其同源序列

2.6  中国菰离层形成和降解的组织学、转录组和激素分析

在种子脱落过程中，一层或几层薄壁细胞从离区分化形成离层。相邻细胞层中的细胞具有厚的木

质化细胞壁，这有助于提供脱落所需的机械力。组织学分析结果表明，中国菰的离层由6 ～ 8层细胞组

成，细胞呈放射状分布在周围，单个细胞呈椭圆形，排列紧密，有规则，可被吖啶橙染红（图2-12A、

B）。此外，中国菰的离层是完整的，离层的降解导致了种子的落粒（图2-12A、B）。为了阐明中国菰

落粒的潜在分子机制，对离层形成期（ALF）和离层降解期（ALD）的离层组织进行了转录组测序分

析。与ALF相比，ALD涉及2 827个表达量上升基因和3 938个表达量下降基因，包括9个与种子落粒

性相关的基因（图2-12C）。其中，ZlGRF4/PT2a（Zla08G018880）和ZlGRF4/PT2g（Zla05G008960）在

ALD中表达量上升，而ZlqSH1b（Zla02G07130）、ZlSHATa（Zla07G002730）、ZlSHATb（Zla06G014800）、
ZlLG1a（Zla07G002370）、ZlLG1b（Zla06G015090）、ZlSH5a（Zla01G0006060）和ZlSH5b（Zla13G006450）
表达量下降（图2-12D，表2-12）。为了验证转录组结果的可靠性，进一步利用qRT-PCR检测了其中

8个关键基因的表达水平。检测到ALD离层组织中ZlqSH1b、ZlSHATa、ZlSHATb、ZlLG1a、ZlLG1b、
ZlSH5a和ZlSH5b表达量均显著下降（p＜0.05）（图2-13），这与转录组测序结果一致。
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图2-12 中国菰离层形成期（ALF）和离层降解期（ALD）的组织学和转录组学分析
A. ALF吖啶橙染色（绿色荧光：染料结合dsDNA。红色荧光：染料结合 ssDNA或RNA。白色箭头表示离层。B图同此）  

B. ALD吖啶橙染色 C. ALF和ALD差异表达基因的火山图［绿色、红色和黑色圆点分别表示表达量上升、表达量下降和非差异

表达的基因，FDR（false discovery rate）为错误发现率，FC（差异倍数，fold change）的值为基因在ALD的表达量与基因在ALF
的表达量的比值］ D. ALF与ALD落粒性相关基因的表达水平 E. ALF与ALD差异表达基因的KEGG富集气泡图
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图2-13 利用qRT-PCR对中国菰的落粒性基因进行差异表达分析
注：＊表示经 t检验差异显著（p＜0.05）。
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KEGG通路分析表明，在中国菰ALF和ALD离层组织的差异表达基因中，富集了植物激素信号转

导、核糖体、氨基酸生物合成、淀粉和蔗糖代谢以及苯丙烷生物合成相关的基因（图2-12E）。为了阐

明植物激素在中国菰落粒过程中的作用，比较了ALF和ALD离层组织中植物激素的浓度（表2-12）。
其中，脱落酸、ABA-葡萄糖基酯、1-氨基环丙烷羧酸、顺式玉米素、反式玉米素核苷、N6-异戊烯基

腺嘌呤、吲哚 -3-乙酸、1-O-吲哚 -3-乙酰基葡萄糖、吲哚 -3-羧酸、吲哚 -3-乙酸甲酯、水杨酸和水杨

酸 -2-O-β-葡萄糖苷在ALD离层组织中表达量均显著上升，而赤霉素A9、赤霉素A19、茉莉酸和茉莉酸

甲酯表达量显著下降（p＜0.05）（表2-12）。因此，这些激素的浓度在中国菰离层形成和降解过程中发

生了显著的变化，可能参与了中国菰离层的形成和降解。

表2-12 中国菰离层形成期（ALF）与离层降解期（ALD）组织中的激素含量（ng/g）

植物激素 ALF ALD

脱落酸 79.566 7±17.864 6 906.666 7±169.909 8*

ABA-葡萄糖基酯 17.666 7±1.457 2 139±29.051 7*

1-氨基环丙烷羧酸 109±5.291 5 152±13.114 9*

顺式玉米素 0.182±0.033 0.275 7±0.028 2*

双氢玉米素 -7-糖苷 0.489±0.103 7 4.2±2.524 7

双氢玉米素 0±0 0.217 7±0.377

反式玉米素 0.642 7±0.063 6 1.679 3±0.631 1

反式玉米素核苷 0.52±0.164 1.561 3±0.531 3*

N6-异戊烯基腺嘌呤 0.180 7±0.043 1 0.392 3±0.033 5*

N6-异戊烯基腺嘌呤核苷 0.273 7±0.049 6 0.358 3±0.133 4

赤霉素A3 0.441 3±0.382 3 0.56±0.969 9

赤霉素A4 1.213 3±1.314 6 0±0

赤霉素A7 0.273±0.149 5 0.119 6±0.070 9

赤霉素A9 2.083 3±0.309 9* 0±0

赤霉素A15 0.266 7±0.133 4 0.343 3±0.586 1

赤霉素A19 5.063 3±0.657 3* 0.98±1.697 4

赤霉素A24 1.336 7±1.185 3 0.28±0.485
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（续）

植物激素 ALF ALD

赤霉素A53 3.093 3±1.640 7 2.13±0.370 4

吲哚 -3-乙酸 3.94±1.055 3 121.033 3±36.370 4*

1-O-吲哚 -3-乙酰基葡萄糖 0±0 33.033 3±4.923 8*

吲哚 -3-羧酸 3.133 3±0.582 9 12.276 7±3.638 2*

吲哚 -3-甲醛 9.723 3±0.906 3 12.5±5.566 9

吲哚 -3-乙酸甲酯 2.27±0.652 8 6.9±2.021 9*

3-吲哚丙酸 2.333 3±0.585 3 1.646 7±0.582 9

二氢茉莉酸 2.133 3±0.271 5 2.946 7±1.022 8

茉莉酸 267±67.579 6* 93.6±16.403 7

茉莉酸 -L-异亮氨酸 134±4 129.9±37.523 7

茉莉酸甲酯 0.722±0.241 3* 0.185 7±0.042 7

顺式 -12-O-植物二烯酸 136±17.058 7 141±44.305 8

水杨酸 131.666 7±23.860 7 311±14.730 9*

水杨酸 -2-O-β-葡萄糖苷 2 633.333 3±303.534 7 5 656.666 7±190.087 7*

* 表示经 t检验差异显著（p＜0.05）。

2.7  中国菰和水稻植物卡生生物合成基因簇的共线性分析

在组装的中国菰基因组中，发现了与水稻稻壳素生物合成基因簇MAS、CYP99A、CPS和KSL同源

基因，但是与MAS、CYP99A、CPS和KSL高度同源的基因并不定位于相邻的位置，而是分别定位于6、
9、8和7号染色体上。对于植物卡生生物合成基因簇，在中国菰基因组中观察到两个基因组区（Chr 8: 
22.53 ～ 22.62Mb和Chr10: 53.27 ～ 53.61Mb），与水稻植物卡生生物合成基因簇具有较高的同源性（图

2-14A、B）。中国菰8号和10号染色体与水稻2号染色体具有高度共线性，这可能是由于中国菰从水稻

分化后发生了WGD（全基因组复制）事件。通过对同源基因的检测，发现中国菰8号和10号染色体上

的候选基因簇不像水稻染色体上的那么完整，反而更像是两者之间相互补充（图2-14B，表2-13）。中

国菰8号和10号染色体上的每个基因亚群与水稻染色体上的基因具有较好的共线性关系，但也存在一

定的基因重排（如CPS）（图2-14B）。不同亚群的基因表现出高度正向共表达模式（图2-14C）。这表

明，虽然它们分别定位于两条染色体上，但它们仍然可以共同协调，并共同在植物抗毒素的生物合成

中发挥作用。
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图2-14 中国菰基因组中植物卡生生物合成基因簇的特征
A.水稻2号染色体与中国菰8号和10号染色体的基因组同源性（同线性基因组块用灰色线表示，以红色突出显示水稻和中国菰之间的

植物卡生生物合成基因簇的同源基因组区域） B.水稻和中国菰植物卡生生物合成基因簇的基因水平同源性（编码细胞色素P-450的基因

为深黄色，编码萜烯合酶的基因为深蓝色，与聚类无关的基因是灰色的） C.中国菰8号和10号染色体上两个亚基因簇的基因共表达模

式 D. Z. latifolia、L. perrieri和稻属（O. brachyantha和O. sativa）植物卡生生物合成基因簇的进化史

O. sativa 
Chr2

Z. latifolia 
Chr 8

Z. latifolia 
Chr10

O. sativa Chr2 21.91 ～ 22.18Mb（118kb）

Chr8
22.53 ～ 22.62Mb

（83kb）
Z. latifolia
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53.27 ～ 53.61Mb

（33kb）

编码细胞色素P-450的基因 编码萜烯合酶的基因 其他

A B
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核心植
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片段化
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C D

Miyamoto等（2016）提出了水稻两个生物合成基因簇的进化史，他们比较了不同水稻品种的稻壳

素和植物卡生生物合成基因簇中的基因。笔者在中国菰基因组中发现了稻壳素生物合成基因簇，这与

Miyamoto等（2016）的假设一致，即该基因簇在稻属植物分支内进化，并且进化发生在水稻AA和BB
基因组分化之前。至于植物卡生生物合成基因簇的起源，推测该基因簇存在于水稻和假稻属（Leersia）
的共同祖先中，在L. perrieri中存在一些基因重排，在一些稻属物种中存在基因缺失（图2-14D）。根

据研究结果，在中国菰基因组中，水稻和菰属物种的共同祖先中存在核心的植物卡生生物合成基因簇。

这两个位于不同染色体上的亚基因簇很可能是最近WGD事件的结果。另外，这两个亚基因簇的互补模

式可能与WGD后的全基因组复制有关。综上所述，研究结果为深入了解植物卡生生物合成基因簇基因

组进化过程提供了依据。总之，笔者组装的中国菰基因组将为中国菰的基础研究、农艺性状改良以及

禾本科与其他植物间的比较基因组学研究提供科学依据。
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2.8  结论

本章利用Nanopore三代测序和Hi-C组装拼接得到中国菰基因组序列547.38Mb和38 852个基因，

其中52.89%的基因含有重复序列。系统发育分析表明，中国菰与L. perrieri和稻属（Oryza）亲缘关系

更近，其分化时间在3 100万年前。共线性和转录组分析揭示了与中国菰种子落粒性相关候选基因，为

进一步研究中国菰离层的形成和降解奠定了基础。此外，还观察到中国菰基因组中的两个基因组片段

与水稻植物卡生生物合成基因簇具有良好的同源性。更新后的基因组将为中国菰的基因功能研究、农

艺性状改良及与其他植物的比较基因组学研究提供依据。
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第3章 中国菰米发芽过程中酚类化合物积累
机制的研究

褚程1  于秀婷1  杜咏梅1  刘新民1  张忠锋1  闫宁1

（1.中国农业科学院烟草研究所）

◎本章提要

中国菰米作为一种全谷物食品，因其自身所富含的营养成分和生物活性物质而备受人们的关注。

在食品加工过程中，常采用发芽处理来改善谷物或豆类的营养品质。多数研究表明，种子在发芽过程

中会积累较多的生物活性物质，如酚类化合物和γ-氨基丁酸（GABA）等，但是关于中国菰米发芽过
程中酚类化合物的变化规律与机制还不清楚。本章选取中国菰米发芽过程中的11个时间点，进行中国
菰米发芽过程中酚类化合物的变化规律研究。结果发现，中国菰米在发芽过程中游离态酚、结合态酚

以及总酚含量均呈现先下降后上升的变化趋势，而且发芽36h（G36）与发芽120h（G120）的游离态酚、
总酚含量差异最大，同时在发芽过程中，包括GABA在内的18种游离氨基酸含量也呈现不同程度的增
加，并于发芽120h时含量达到最大值。

根据中国菰米发芽过程中酚类化合物的变化规律，选择具有代表性的G36与G120时期，应用同位
素标记相对和绝对定量（iTRAQ）技术进行中国菰米发芽过程中酚类化合物积累机制的蛋白质组学分
析。结果显示，在发芽的中国菰米中共检测到7 031个蛋白质，并且在G120和G36时期之间有1 144个
显著差异蛋白（956个表达量上升、188个表达量下降），而差异表达蛋白主要与代谢途径、次级代谢产
物生物合成和苯丙烷类生物合成有关。本研究筛选出10个差异显著的酚类化合物合成的关键酶，包括
4个苯丙氨酸解氨酶（PAL）、1个4-香豆酸 : 辅酶A连接酶（4CL）、1个肉桂酰辅酶A还原酶（CCR）、
2个肉桂醇脱氢酶（CAD）、1个查耳酮合酶（CHS）和1个查耳酮异构酶（CHI），其基因表达量在

G120时期均显著升高。关键酶PAL、CHS、CHI活性也均随发芽时间呈现先下降后升高的趋势。说明
在发芽后期，苯丙氨酸和酪氨酸等酚类化合物生物合成底物的逐渐积累与合成关键酶表达（蛋白质、

基因）及其活性的上升共同促进了中国菰米发芽过程中酚类化合物的积累。本章阐明了中国菰米在发

芽过程中酚类化合物的变化规律及其积累机制，这一结果也为中国菰米功能性食品的研究与开发奠定

了理论基础。
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3.1  前言

我国常采用发芽处理来改善谷物或豆类的营养品质，并且已经得到非常广泛的应用。一方面，发

芽促进了碳水化合物、蛋白质和脂肪等多种营养物质的水解和降解，诱导单糖、游离氨基酸（FAA）

和有机酸等的积累。另一方面，发芽减少了非营养性和不易消化的物质，如蛋白酶抑制剂和凝集素，

并提高了豆科植物酚类化合物（酚酸和黄酮等）含量和抗氧化活性水平，这些生物活性物质通过在发

芽过程中的重新合成与转化发挥自身潜在的功能效应。

酚类化合物是一类小分子，其结构特征是含有一个或多个酚单元。根据其含有的酚单元结构与数

量，将其分为单体多酚和多体多酚两大类，单体多酚主要由酚酸类、黄酮类组成，多体多酚又称为单

宁类物质。在植物中，酚类化合物主要以游离态和结合态两种方式存在，大多数游离态酚类化合物在

植物细胞的内质网中合成，并储存于植物细胞的液泡中，伴随着游离态酚类化合物向细胞壁运输进而

形成结合态酚类化合物，通过与纤维素和蛋白质等细胞壁大分子结合，形成酯和糖苷键，促进细胞壁

形成。近年来的研究表明，发芽可以改变食用种子中的总酚含量，同时对其游离态和结合态酚含量有

显著影响。如在发芽的豆类研究中发现，发芽可以增加鹰嘴豆、黑豆、紫扁豆、红豆、绿豆、芸豆、

黑眼豌豆、豇豆和刀豆等种子的总酚含量。Gan等（2016，2017）研究发现，绿豆在发芽过程中游离态

酚和结合态酚含量逐渐升高，但结合态酚含量明显低于游离态酚含量，而黑小麦在发芽过程中的结合

态酚含量明显高于游离态酚含量。Hung等（2011，2012）发现不同类型的小麦在发芽过程中总酚和游

离态酚类化合物含量均明显上升，但其结合态酚类化合物含量则呈现先降低后升高的趋势。多数的谷

物和豆类在发芽结束后其总酚含量和游离态酚含量均有不同程度的增加，而结合态酚含量则呈现不同

的变化，其变化原因可能是在发芽的初期蛋白质大分子和碳水化合物逐渐被降解，而游离氨基酸和单

糖含量逐渐增加；结合在细胞壁上的酚类化合物即结合态酚被释放，游离态酚含量不断增加，而随着

发芽时间的延长，增殖的植物细胞逐渐形成了新的细胞壁，合成的游离态酚类化合物又逐渐被分泌到

细胞壁，从而参与新细胞壁中结合态酚的合成，由于种子品种、发芽条件不同，其结合态酚类的释放

与结合速率也各不相同，故其结合态酚含量变化有所不同。

在植物体内，酚类化合物生物合成的前体物质主要来源于两个代谢途径，分别是糖酵解途径和

磷酸戊糖途径，在一系列酶的催化作用下再经由莽草酸途径和苯丙烷类代谢途径，最终形成植物体

内的各种酚类化合物。由于苯丙烷类代谢是合成酚类化合物的重要途径，而苯丙烷类代谢途径中

第一个关键酶就是苯丙氨酸解氨酶（PAL），苯丙氨酸在PAL的催化作用下，脱氨降解后生成肉桂

酸，之后在相关酶的作用下合成羟基肉桂酸，合成的羟基肉桂酸在肉桂酸 -4-羟化酶（C4H）的催

化下生成4-香豆酸，经由4-香豆酸 : 辅酶A连接酶（4CL）催化合成对香豆酰辅酶A，之后在查耳酮合酶

（CHS）和查耳酮异构酶（CHI）的催化作用下，逐渐合成黄酮类化合物及其衍生物。同时，4-香豆

酸在4CL催化下进行酚酸类生物合成，其催化生成的羟基肉桂酰基辅酶A酯经肉桂酰辅酶A还原酶

（CCR）催化生成羟基肉桂醛，再经由肉桂醇脱氢酶（CAD）催化生成羟基肉桂醇，最终参与木质素 
的合成。

蛋白质组学是以蛋白质组为研究对象，研究细胞、组织或生物体蛋白质组成及其变化规律的科

学。蛋白质化学主要识别少量蛋白质的完整序列，不能用于综合研究；而定量蛋白质组学可以精确地

识别和测量在基因组或复杂系统中表达的所有蛋白质，并从各种样品中选择差异表达蛋白质（DEP）。
iTRAQ技术是近年来应用于定量蛋白质组学的高通量筛选技术，并能显示出较好的定量结果，且具有

令人满意的重现性。iTRAQ技术已被用于鉴定豆芽应对UV-B处理的变化（Jiao and Gu，2019）、稻壳
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发育的变化（Wang et al., 2015）、冰点储藏期间蛏子冷胁迫适应的生化机制（Wang et al., 2018）以及与

冻泥虾的品质相关的蛋白质特性（Shi et al., 2018）。近年来，对发芽食用种子和芽苗菜的酚类化合物含

量已有了一定的研究（Gan et al., 2017）。然而，利用蛋白质组学来阐明酚类化合物在发芽种子和芽苗

菜中积累机制的研究很少。基于二代测序的中国菰基因组序列的公布推动了其蛋白质组学研究的进展

（Guo et al., 2015）。
中国菰米属于全谷物，不仅含有蛋白质、维生素、矿物质和膳食纤维等多种营养成分，还富含酚

类化合物等多种生物活性物质。本章研究了中国菰米发芽过程中酚类化合物和游离氨基酸含量的动态

变化规律，发现中国菰米发芽后36h（G36）和120h（G120）的总酚含量差异最大。利用 iTRAQ技术

在G36和G120时期对发芽中国菰米酚类化合物的积累机制进行蛋白质组学研究，对G36和G120时期

DEP进行基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，通过对差异蛋白质的筛

选，结合基因的相对表达量分析以及酶活性的测定，阐明中国菰米发芽过程中酚类化合物的积累机制。

本研究结果可为中国菰米功能性食品的研究与开发奠定理论基础。

3.2  中国菰米发芽过程

本研究所用的中国菰米产于江苏省淮安市金湖县前锋镇白马湖村（东经119°9′37″、北纬33°11′9″），
其详细采集方法参照Yan等（2019）中的描述。中国菰米经过晾干、过筛、挑选和纯化后，用0.5%次

氯酸钠溶液（使用6mol/L盐酸调节pH至5.5）浸泡消毒，消毒后用无菌去离子水冲洗至洗出水的pH达

到7.0。此时，选取适量中国菰米进行取样，记为发芽0h（G0）中国菰米。将其余消毒后的中国菰米

放入装有去离子水（中国菰米与水比为1 ∶ 4）的锥形瓶中，于30℃恒温水浴锅中浸泡5h，浸泡完成

后，将中国菰米放入光照培养箱中在30℃黑暗条件下培养。每12h取一次样，分别制得发芽12h（G12）、
24h（G24）、36h（G36）、48h（G48）、60h（G60）、72h（G72）、84h（G84）、96h（G96）、108h（G108）
和120h（G120）样品，共11个处理，每个处理3次重复。各阶段发芽中国菰米经液氮浸泡后，储存

在-80℃的超低温冷冻柜中。待全部时间点样品取样完毕，将全部中国菰米样品（G0至G120）在冷冻

干燥机中干燥至恒重，粉碎机研磨过100目筛，4℃黑暗条件下储存，所得到的中国菰米粉末用于随后

的试验。

3.3  中国菰米发芽过程中酚含量的变化规律

为探究中国菰米在发芽过程中不同状态酚类化合物的含量变化情况，在检测之前先对样品进行了

不同状态的酚类化合物的提取。中国菰米粉在经过甲醇超声波提取、离心、过滤等一系列步骤后，制

得游离态酚类化合物样品液。其处理后所得滤渣，经过NaOH溶液震荡水解后离心取得上清液，用

6mol/L盐酸调节pH到1.5 ～ 2.0，采用乙酸乙酯萃取，最后35℃旋蒸至干并定容于甲醇溶液中，由此

制得结合态酚类化合物提取液，具体提取步骤参照Chu等（2019）中的描述。发芽中国菰米中酚含量

的测定采用福林酚比色法，以没食子酸（GA）为标准品，结果以每千克发芽中国菰米中没食子酸当量

（GAE）毫克数（mg/kg）表示。具体检测步骤参照Chu等（2019）中的描述，结果如图3-1所示。

由图3-1可知，对于游离态酚而言，从G0到G36时期，其含量由1 012.17mg/kg（以GAE计，下同）

逐渐下降至792.43mg/kg；而从G36到G120时期，游离态酚含量从792.43mg/kg逐渐增加到1 483.81mg/kg，
并于G120时期含量达到最大值。其中，G120时期的游离态酚含量是G36时期的1.87倍，是G0时期的

1.47倍。对于结合态酚，从G0到G48时期，其含量从318.79mg/kg逐渐下降到201.10mg/kg；而从G48
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到G120时期，结合态酚含量从201.10mg/kg逐渐增加到617.11mg/kg，并于G120时期达到最大值。从

总酚含量变化来看，从G0到G36时期，总酚含量从1 330.96mg/kg逐渐下降到1 068.25mg/kg；而从G36
到G120时期，总酚含量由1 068.25mg/kg逐渐上升至2 100.92mg/kg，并于G120时期达到最大值。其

中，G120时期的总酚含量是G36时期的1.97倍，是G0时期的1.58倍。因此，可以得出，中国菰米发芽

过程中的游离态酚、结合态酚以及总酚含量均呈现先下降后上升的变化趋势，并且G36和G120时期的

游离态酚、总酚含量差异最大，G48和G120时期的结合态酚含量差异最大。

从变化趋势来看，G0到G36时期游离酚含量逐渐降低，究其原因，可能是中国菰米在发芽前期

的浸泡和吸胀过程失去了部分水溶性的酚类化合物，导致前期酚类化合物的降低。G48至G120时
期，其游离态酚、结合态酚和总酚含量逐渐增加，并于G120时期达到最大值，究其原因，一方面，是

发芽过程中苯丙烷类生物合成途径和其他代谢途径的合成与转化；另一方面，是随着发芽时间的延

长，新生成的植物细胞形成了新的细胞壁，合成的游离态酚分泌到细胞壁中，从而形成了新的结合态

酚，导致其各部分酚含量的增加。这一变化趋势在发芽的有色米、糙米、小麦、豆类中也有类似的 
结果。

3.4  中国菰米发芽过程中游离氨基酸含量的变化规律

为探究中国菰米在发芽过程中游离氨基酸（FAA）含量的变化情况，将发芽中国菰米粉与0.1mol/L 
盐酸溶液混合，经过超声波提取、离心取上清液、过滤等一系列操作步骤后制成样品检测液，在

Biochrom 30氨基酸分析仪上进行18种游离氨基酸含量的测定，其中脯氨酸在440nm处测定，其余17
种游离氨基酸在570nm处测定，含量以每克中国菰米粉中所含游离氨基酸的量（μg/g）表示，具体检

测步骤参照Chu等（2019）中的描述，结果如表3-1所示。

图3-1 中国菰米发芽过程中的游离态酚、结合态酚以及总酚含量的变化规律
注：结果以平均数±标准差表示（n＝3）。图中不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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表3-1 中国菰米发芽过程中游离氨基酸（FAA）含量的变化规律

发芽阶段
FAA(μg/g)

天冬氨酸 苏氨酸 丝氨酸 谷氨酸 甘氨酸 丙氨酸

G0 55.44±6.44h 26.81±2.02h 100.58±3.47g 604.50±26.98e 14.24±0.54g 85.58±1.95ij

G12 64.19±3.92h 39.57±4.27gh 98.07±2.45g 341.09±7.99g 14.95±0.65g 50.80±1.91j

G24 113.97±2.26g 45.00±1.50gh 106.77±10.12g 479.33±47.62f 19.07±1.17g 131.60±5.87hi

G36 164.90±8.08f 59.12±6.31gh 162.14±7.69g 581.90±11.34e 22.64±0.45g 205.70±3.64gh

G48 194.67±11.97f 78.55±5.31g 232.38±15.21f 655.72±42.05e 33.63±2.18g 261.04±21.69g

G60 331.64±19.88e 176.44±7.36f 468.37±28.25e 818.22±42.62d 82.57±9.10f 398.91±19.44f

G72 449.89±9.88d 301.87±1.18e 733.50±5.35d 1 007.69±41.19c 159.84±2.92e 615.74±43.76e

G84 522.58±16.56c 426.16±7.60d 963.28±37.11c 1 088.65±38.92c 244.55±15.68d 836.87±55.20d

G96 611.96±1.15b 601.21±34.05c 1 259.74±18.39b 1 260.75±40.47b 365.61±32.05c 1 220.79±79.11c

G108 627.87±66.22b 658.66±59.76b 1 319.49±102.81b 1 333.78±104.84b 408.07±25.82b 1 347.11±17.90b

G120 681.15±22.46a 922.84±44.80a 1 624.97±35.66a 1 703.43±134.50a 539.18±68.10a 2 127.57±106.76a

发芽阶段
FAA(μg/g)

缬氨酸 半胱氨酸 蛋氨酸 异亮氨酸 亮氨酸 酪氨酸

G0 88.69±2.20h 16.06±0.26h 10.65±0.32g 9.45±0.58h 32.49±0.90h 48.80±3.22h

G12 90.44±2.31h 28.44±0.70g 11.84±0.28g 13.34±0.26h 36.38±1.27h 49.84±3.78h

G24 92.25±4.47h 51.61±0.37f 16.08±0.51g 24.26±0.75h 50.86±1.84h 50.41±0.86h

G36 142.01±6.32gh 52.18±0.74f 22.49±0.53g 46.39±2.18gh 119.65±3.55gh 86.59±2.83gh

G48 211.04±13.98g 54.06±5.13f 42.53±5.47g 101.11±10.01g 197.40±16.87g 144.44±18.33g

G60 442.87±35.36f 60.68±1.65ef 95.87±7.92f 274.88±8.30f 520.68±26.17f 345.82±28.35f

G72 779.33±10.28e 70.64±6.29e 184.25±6.67e 476.32±3.04e 854.73±12.48e 591.72±10.63e

G84 1 101.86±31.06d 97.55±5.49d 270.77±2.79d 664.19±20.17d 1 139.71±30.84d 807.64±21.91d

G96 1 514.85±55.27c 131.20±6.24c 389.67±11.12c 927.53±33.96c 1 561.79±37.58c 1 152.76±47.91c

G108 1 657.37±143.34b 151.14±17.53b 437.59±40.12b 1 009.50±80.53b 1 690.87±110.24b 1 229.94±100.18b

G120 2 227.74±80.03a 210.54±9.01a 598.56±37.40a 1 372.13±49.83a 2 101.20±123.57a 1 617.93±19.98a

发芽阶段
FAA(μg/g)

苯丙氨酸 γ-氨基丁酸 赖氨酸 组氨酸 精氨酸 脯氨酸

G0 21.38±0.32g 75.82±1.14h 73.35±4.40h 113.70±13.68h 320.21±17.24g 5.04±0.35i

G12 32.11±0.70fg 80.37±2.71h 81.71±3.16h 99.47±7.76h 270.43±2.13g 14.59±0.33i

G24 35.55±1.41fg 88.10±3.23h 88.21±1.14h 112.71±10.96h 287.61±11.21g 48.85±0.91h

G36 50.76±4.16fg 176.67±4.85g 117.68±17.94gh 151.74±12.49h 291.07±2.19g 68.96±4.13h

G48 127.66±19.94f 228.92±16.83g 151.36±14.03g 211.09±7.27g 341.44±4.81g 132.19±10.16g

G60 294.17±24.00e 399.16±15.86f 319.64±23.08f 367.59±29.87f 591.12±49.86f 211.48±18.00f

G72 601.55±10.70d 524.54±28.83e 542.76±8.29e 566.54±15.73e 1 002.12±3.49e 330.85±8.33e

G84 743.36±22.84c 706.43±10.50d 811.45±10.23d 779.71±10.46d 1 422.67±42.49d 436.96±11.41d

G96 1 031.56±16.63b 930.50±85.22c 1 138.09±10.39c 1 038.35±31.50c 1 989.42±97.52c 586.73±40.91c

G108 1 126.82±75.33b 1 172.25±10.47b 1 251.98±98.90b 1 132.43±97.94b 2 166.56±148.54b 645.68±34.18b

G120 1 470.15±166.12a 1 465.21±81.00a 1 654.34±47.86a 1 495.53±24.34a 2 899.51±134.45a 894.65±28.92a

注：结果以平均数±标准差表示（n＝3）。表中不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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由表3-1可知，随着发芽时间的延长，大部分游离氨基酸的含量均稳定增加，且在G120时期达到

最大值。作为人体直接吸收的含氮营养素，游离氨基酸的含量和组成比也反映了食品的质量。

人体必需氨基酸苏氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸和赖氨酸的含量均随发

芽时间的延长而持续增加，并于发芽G120时期达到最大值，其含量分别是G0时期的34.42倍、25.12
倍、56.20倍、145.20倍、64.67倍、68.76倍和22.55倍，分别是G36时期的15.61倍、15.69倍、26.62倍、

29.58倍、17.56倍、28.96倍和14.06倍。同时，作为婴儿必需的另外两种氨基酸组氨酸和精氨酸，也随

着发芽时间的延长，含量发生了显著的变化。组氨酸在G0到G12时期，含量先短暂降低，之后再持续

增加；而精氨酸在G0至G24时期含量先略微降低，之后快速增加，并且成为G120时期含量最高的游

离氨基酸，达到2 899.51μg/g。
对于非必需氨基酸，包括甘氨酸、丙氨酸、脯氨酸、酪氨酸、丝氨酸、半胱氨酸、天冬氨酸和谷

氨酸，其G120时期含量分别是G0时期的37.86倍、24.86倍、177.51倍、33.15倍、16.16倍、13.11倍、

12.29倍和2.82倍，分别是G36时期的23.82倍、10.34倍、12.97倍、18.68倍、10.02倍、4.03倍、4.13
倍和2.93倍。其中，丝氨酸、谷氨酸和丙氨酸含量在G0至G12时期出现短暂降低，并于G12时期后持

续增加，在G120时期含量达到最大值；甘氨酸、脯氨酸、酪氨酸、天冬氨酸和半胱氨酸，在发芽过程

中含量持续增加，并于G120时期含量达到最大值。

对于γ-氨基丁酸（GABA），其作为一种非蛋白质氨基酸，主要通过谷氨酸的脱羧反应生成。多数研

究已发现，发芽可使许多食用种子中积累GABA，如发芽的扁豆、豌豆、芸豆、羽扇豆和大豆等，又如

发芽的荞麦、糙米、黑米、白米、红米、小麦、芝麻、藜麦等。在中国菰米发芽过程中，GABA含量也

持续增加，并于G120时期达到峰值，G120时期GABA含量是G0时期的19.32倍，是G36时期的8.29倍。

中国菰米发芽过程中的游离氨基酸积累是由于发芽过程促进了碳水化合物、蛋白质、脂肪等多种

营养物质的水解和降解。其中，蛋白质被酶解成低分子质量的肽和氨基酸，产生了新的小分子，同时

也促进了单糖和游离氨基酸等的积累。据翟成凯等（2000）研究发现，中国菰米蛋白质的第一限制性

氨基酸是赖氨酸，第二限制性氨基酸是异亮氨酸；而随着发芽时间的延长，赖氨酸与异亮氨酸含量有

显著的增加趋势，说明发芽过程能明显改善中国菰米限制性氨基酸的组成。GABA作为非蛋白质氨基

酸，是中枢神经系统中一种很重要的抑制性神经递质，不仅能延缓脑部衰老，促进脑部细胞活化，还

具有降血压、活化肝功能、促进肾机能的改善、抑制脂肪肝的发生以及减肥等功效，故其在发芽过程

中的含量变化及其机制研究需要重点关注。而苯丙氨酸和酪氨酸作为酚类化合物的合成底物，其含量

随发芽时间的延长逐渐增加，这也为发芽后期酚类化合物的合成提供了充足的底物。

3.5  中国菰米发芽过程中蛋白质功能注释分析

为探究中国菰米在发芽过程中酚类化合物的积累机制，根据中国菰米发芽过程中酚含量的变化

规律，利用 iTRAQ技术选取G36和G120时期对发芽的中国菰米进行蛋白质组学研究，通过利用GO、

COG、KEGG和 IPR数据库对鉴定到的蛋白质进行功能注释。发芽中国菰米取样时期的形态如图3-2 
所示。

InterProScan软件是由欧洲生物信息学研究所开发，通常用于结构域和功能注释。它是一个非冗

余数据库，收集了蛋白质家族、结构域和功能位点的信息。基因本体（GO）是一种国际标准化的基

因功能描述分类系统。GO注释将鉴定到的蛋白质利用 InterProScan软件进行分析，该软件涉及Pfam、

PRINTS、ProDom、SMART、ProSite和PANTHER等6个数据库的搜索。通过研究，GO注释了4 850
个蛋白质。KEGG是主要的公开获取通路数据库，用于确定主要的代谢和信号转导途径。通过研究，
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7 013个蛋白质被注释到KEGG数据库。COG数据库是利用细菌、藻类和真核细胞基因组编码的蛋白

质之间的系统发育关系分类建立的。某个蛋白质的序列可以注释到一个特定的COG。每个COG聚类建

立在直接同源序列上，从而推断序列功能。通过研究，有4 044个蛋白质注释到COG数据库。KEGG、

COG注释是将鉴定到的蛋白质进行BLAST比对（E值≤1×10-4），对每一条序列的BLAST结果，选取

分数最高的比对结果进行注释。结构域注释（IPR）需用 InterProScan软件进行，包括Pfam、ProDom和

SMART等结构域的数据库，利用模式结构或特征进行功能未知蛋白质的 IPR。通过研究，IPR注释了

6 418个蛋白质。

图3-3中展示了GO、COG、KEGG和 IPR的注释结果，其详细注释结果可以参见Chu等（2019）
的补充资料。本研究是首次将 iTRAQ技术应用于揭示中国菰米发芽过程中生物活性物质的积累机制。

在先前的报道中，二维凝胶电泳曾被用于分析中国菰米与籼米之间的差异表达蛋白（DEP），也被用于

中国菰与茭白黑粉菌互作过程中膨大茎形成相关的DEP研究，但是以往的研究仅从中国菰中鉴定出少数

几种蛋白质。通过本次研究，发

芽中国菰米鉴定获得的7 031个
蛋白质中，68.98%（4 850/7 031）、
57.52%（4 044/7 031）、99.74%
（7 013/7 031）和91.28%（6 418/7 031）
的蛋白质分别注释到GO、COG、
KEGG和IPR中。因此，KEGG注 
释的蛋白质数量最多，其次是IPR 
和GO，COG注释的最少。此外，

发芽中国菰米鉴定获得的蛋白质

中，只有46.17%（3 246/7 031）的 
蛋白质在所有4个数据库中均得

到注释。

A B

图3-2 发芽中国菰米的G36（A）与G120（B）时期的形态

图3-3 中国菰米发芽过程中的蛋白质功能注释（GO、COG、KEGG和 IPR）结果
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3.6  中国菰米发芽过程中蛋白质表达分析

对G36和G120时期的发芽中国菰米进行差异表达蛋白质研究。在进行蛋白质差异表达分析时，将

比较对的两个样品中每个蛋白质的所有生物重复定量值的均值的比值作为差异倍数（FC）。为了判断差

异的显著性，将每个蛋白质在比较对的两个样品中的相对定量值进行了 t检验，并计算相应的p值，以

此作为显著性指标。当FC≥1.5和p＜0.05时，表现为蛋白质表达量上升；当FC≤0.67和p＜0.05时，

表现为蛋白质表达量下降。

发芽中国菰米中鉴定的7 031个蛋白质中，G36和G120时期均检测到7 023个蛋白质［其结果详见

Chu等（2019）的描述］。因此，无法对G36和G120时期均未检测到的8个蛋白质的表达情况进行判断。

G120和G36时期之间检测到的每一个DEP，对每个FC以2为底取对数，将p值以10为底取对数的绝对

值。计算得到的数据用于绘制G120和G36时期的DEP火山图（图3-4A）。横坐标表示G120与G36时
期相比各蛋白质的log (FC)

2 值，纵坐标表示 lg p的绝对值。黑色、红色和绿色分别表示表达量不变、上

升和下降的蛋白质。在本研究中，G36和G120时期之间有1 144个DEP。与G36时期相比，G120时
期有956个表达量上升蛋白质和188个表达量下降蛋白质，其结果详见Chu等（2019）的描述。同

时，对DEP在G120和G36时期的表达水平进行了聚类分析。使用聚类热图比较G36和G120时期蛋

白质表达量的上升和下降情况，结果如图3-4B所示。图3-4B中，纵向是样品的聚类，横向是蛋白质

的聚类，聚类枝越短表示相似性越高。从纵向聚类可以看出样品间蛋白质含量的表达模式聚类，红

色和蓝色分别显示表达量较高和较低的蛋白质，而且两个时期DEP的聚类分析表现出清晰的分组 
模式。

图3-4 中国菰米发芽过程中G36和G120时期差异蛋白质火山图和差异蛋白质聚类热图
A.火山图 B.聚类热图
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3.7  中国菰米发芽过程中差异表达蛋白质的GO富集分析

GO功能显著性富集分析首先把所有DEP向基因本体数据库（http://www.geneontology.org/）的各个

GO术语映射，计算每个GO术语的蛋白质数目，然后应用超几何检验，找出与所有蛋白质背景相比，

在DEP中显著富集的GO条目。通过公式计算得到p值，以p＜0.05为阈值，满足此条件的GO条目定

义为在DEP中显著富集的GO术语。通过GO显著性分析能确定DEP行使的主要生物学功能。如表3-2
所示，通过对G36和G120时期之间DEP的GO富集分析结果可知，在生物学过程类别下，氧化应激反

应、应激反应、光合作用、刺激反应、氧化－还原过程和代谢过程显著增强（调整后p＜0.05），每个

GO条目下分别有40个、60个、15个、71个、116个和437个DEP。在细胞组分类别下，光系统Ⅱ、类

囊体、光系统Ⅱ放氧复合体、光合体系和膜外成分显著富集（调整后p＜0.05），每个GO条目下分别有

9个、12个、8个、11个和7个DEP。在分子功能类别下，作为受体作用于过氧化物的氧化还原酶活性、

抗氧化活性、过氧化物酶活性、血红素结合、营养库活性、氧化还原酶活性和黄素单核苷酸（FMN）

结合显著富集（调整后p＜0.05），每个GO条目下分别有44个、44个、41个、47个、18个、102个和

10个DEP。因此，GO条目富集分析表明，G36和G120时期之间的DEP主要与代谢过程（437个DEP）、
氧化 -还原过程（116个DEP）、氧化还原酶活性（102个DEP）、刺激反应（71个DEP）、应激反应（60
个DEP）和血红素结合（47个DEP）有关。

表3-2 中国菰米发芽过程中G36和G120时期差异表达蛋白质GO富集分析

GO ID GO条目 GO分类 a p值 调整后的p值 Testb Ref.c

GO:0006979 氧化应激反应 BP 2.79×10-12 9.46×10-10 40 92

GO:0006950 应激反应 BP 2.81×10-10 7.62×10-8 60 178

GO:0015979 光合作用 BP 1.84×10-5 2.49×10-3 15 30

GO:0050896 刺激反应 BP 3.32×10-5 4.10×10-3 71 280

GO:0055114 氧化 -还原过程 BP 5.38×10-5 4.87×10-3 116 513

GO:0008152 代谢过程 BP 6.03×10-4 3.03×10-2 437 2 409

GO:0016114 萜类生物合成过程 BP 7.95×10-3 1.70×10-1 4 6

GO:0006542 谷氨酰胺生物合成过程 BP 7.95×10-3 1.70×10-1 4 6

GO:0019684 光合作用，光反应 BP 8.04×10-3 1.70×10-1 5 9

GO:0044710 单有机体代谢过程 BP 8.62×10-3 1.77×10-1 194 1 019

GO:0006952 防御反应 BP 1.12×10-2 2.21×10-1 6 13

GO:0009607 生物刺激反应 BP 1.62×10-2 2.61×10-1 4 7

GO:0042549 光系统Ⅱ稳定 BP 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0006480 N端蛋白氨基酸甲基化 BP 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0042742 防御细菌反应 BP 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0009064 谷氨酰胺家族氨基酸代谢过程 BP 3.08×10-2 3.83×10-1 9 27

GO:0050832 防御真菌反应 BP 3.33×10-2 3.83×10-1 3 5

GO:0042254 核糖体的生物发生 BP 4.48×10-2 4.87×10-1 8 24

GO:0022613 核糖核蛋白复合物的生物合成 BP 4.88×10-2 5.05×10-1 9 30
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GO ID GO条目 GO分类 a p值 调整后的p值 Testb Ref.c

GO:0009523 光系统Ⅱ CC 1.07×10-5 1.61×10-3 9 12

GO:0009579 类囊体 CC 4.25×10-5 4.48×10-3 12 22

GO:0009654 光系统Ⅱ放氧复合体 CC 4.99×10-5 4.84×10-3 8 11

GO:0009521 光合体系 CC 8.12×10-5 6.88×10-3 11 20

GO:0019898 膜外成分 CC 1.10×10-3 4.33×10-2 7 12

GO:1990204 氧化还原酶复合物 CC 2.73×10-3 7.89×10-2 10 24

GO:0005874 微管 CC 4.67×10-2 4.87×10-1 5 13

GO:0016684 作为受体作用于过氧化物的氧化还原酶活性 MF 4.36×10-16 5.91×10-13 44 92

GO:0016209 抗氧化活性 MF 1.43×10-14 9.68×10-12 44 97

GO:0004601 过氧化物酶活性 MF 2.47×10-14 1.12×10-11 41 88

GO:0020037 血红素结合 MF 1.08×10-9 2.44×10-7 47 130

GO:0045735 营养库活性 MF 1.41×10-8 2.39×10-6 18 28

GO:0016491 氧化还原酶活性 MF 4.29×10-5 4.48×10-3 102 438

GO:0010181 黄素单核苷酸（FMN）结合 MF 2.81×10-4 1.69×10-2 10 19

GO:0004866 内肽酶抑制剂活性 MF 7.25×10-3 1.70×10-1 9 23

GO:0004351 谷氨酸脱羧酶活性 MF 7.95×10-3 1.70×10-1 4 6

GO:0016160 淀粉酶活性 MF 8.04×10-3 1.70×10-1 5 9

GO:0051920 过氧化物酶活性（Prx） MF 1.51×10-2 2.61×10-1 3 4

GO:0016744 转移酶活性，转移醛基或酮基 MF 1.51×10-2 2.61×10-1 3 4

GO:0004857 酶抑制剂活性 MF 1.53×10-2 2.61×10-1 11 33

GO:0004356 谷氨酸氨连接酶活性 MF 1.62×10-2 2.61×10-1 4 7

GO:0005200 细胞骨架结构组成 MF 2.22×10-2 3.33×10-1 5 11

GO:0016798 水解酶活性，作用于糖基键 MF 2.26×10-2 3.34×10-1 13 43

GO:0004489 亚甲基四氢叶酸还原酶［NAD(P)H］活性 MF 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0004801 景天庚酮糖 -7-磷酸 : D-甘油醛 -3-磷酸甘油酮转移酶活性 MF 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0004109 粪卟啉原氧化酶活性 MF 2.65×10-2 3.44×10-1 2 2

GO:0004556 α-淀粉酶活性 MF 3.33×10-2 3.83×10-1 3 5

a BP（biological process），生物学过程；CC（cellular component），细胞组分；MF（molecular function），分子功能。

b 属于每个GO条目的差异表达蛋白质数。

c 属于每个GO条目的蛋白质总数。

3.8  中国菰米发芽过程中差异表达蛋白质的KEGG富集分析

KEGG通路（http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html）显著性富集分析方法同GO功能富集分析，是

以KEGG通路为单位，应用超几何检验，找出与所有鉴定的蛋白质背景相比，在DEP中显著性富集的

通路，通过通路分析确定差异表达蛋白质参与的最主要的生化代谢途径和信号转导途径。图3-5是中

国菰米发芽过程中G36和G120时期DEP的KEGG通路富集结果中富集蛋白质最多的前20条通路，以

（续）
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KEGG通路的气泡图表示。由图3-5可知，苯丙烷类生物合成、次级代谢产物生物合成、光合作用、代

谢途径、光合生物固碳和亚油酸代谢的p值均小于0.01，因此，在G36和G120时期之间的DEP显著富

集于这些通路中。丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢及牛磺酸与亚牛磺酸代谢的p值为0.01 ～ 0.05，因

此，在G36和G120时期之间的DEP相对富集于这些通路中。KEGG通路富集分析表明，G36和G120时
期之间的DEP主要与代谢途径（245个DEP）、次级代谢产物生物合成（165个DEP）和苯丙烷类生物

合成（46个DEP）有关。

图3-5 中国菰米发芽过程中G36和G120时期差异表达蛋白质KEGG通路富集气泡图
注：Ratio为相应通路中差异表达蛋白质的数量与鉴定出的总蛋白质数量的比值。
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3.9  中国菰米发芽过程中酚类化合物生物合成关键蛋白质表达分析

通过分析参与酚类化合物生物合成的蛋白质数据，筛选出G36与G120时期存在显著差异表达的

蛋白质。如表3-3所示，在G36和G120时期之间鉴定出的DEP包括4个苯丙氨酸解氨酶（PAL）、1个 
4-香豆酸: 辅酶A连接酶（4CL）、1个阿魏酸盐 -5-羟化酶（F5H）、1个肉桂酰辅酶A还原酶（CCR）、 
2个肉桂醇脱氢酶（CAD）、1个查耳酮合酶（CHS）和1个查耳酮异构酶（CHI）。与G36时期相比， 
4个PAL（Zlat_10020199、Zlat_10028346、Zlat_10028349和Zlat_10020197）、1个4CL（Zlat_10028742）、
1个CCR（Zlat_10027807）、2个CAD（Zlat_10022488和Zlat_10011680）、1个CHS（Zlat_10022237）和 
1个CHI（Zlat_10038424）在G120时期表达量显著上升（FC≥1.5， p＜0.05）， 1个F5H（Zlat_10030721）
表达量显著下降（FC≤0.67，p＜0.05）。

表3-3  G36和G120时期参与酚类化合物生物合成且有显著差异表达的蛋白质

蛋白质 ID 蛋白质名称 缩写 差异倍数（FC） p值

Zlat_10020199 苯丙氨酸解氨酶 PAL 1.66 4.62×10-3

Zlat_10028346 苯丙氨酸解氨酶 PAL 1.76 4.51×10-3

Zlat_10028349 苯丙氨酸 /酪氨酸解氨酶 PAL 1.77 2.62×10-3

Zlat_10020197 苯丙氨酸 /酪氨酸解氨酶 PAL 1.51 3.61×10-4

Zlat_10028742 4-香豆酸: 辅酶A连接酶 4CL 1.57 1.25×10-5

Zlat_10030721 阿魏酸盐 -5-羟化酶 F5H 0.55 5.61×10-4

Zlat_10027807 肉桂酰辅酶A还原酶 CCR 1.99 7.08×10-3

Zlat_10022488 肉桂醇脱氢酶 CAD 1.52 5.24×10-3

Zlat_10011680 肉桂醇脱氢酶 CAD 1.52 2.09×10-2

Zlat_10022237 查耳酮合酶 CHS 2.30 1.16×10-2

Zlat_10038424 查耳酮异构酶 CHI 1.90 4.01×10-4

对于中国菰米发芽过程中酚类化合物合成的第一个关键酶也是限速酶——苯丙氨酸解氨酶

（PAL），它可以将L-苯丙氨酸转化为肉桂酸。在本研究中，在G120时期，4个PAL（Zlat_10020199、
Zlat_10028346、Zlat_10028349和Zlat_10020197） 的 表 达 量 明 显 高 于G36期。 值 得 关 注 的 是，

Zlat_10028349和Zlat_10020197这两个PAL也具有酪氨酸解氨酶的功能，可直接将L-酪氨酸转化为对

香豆酸，而不引起植物中肉桂酸 -4-羟化酶的非氧化脱氨。由中国菰米发芽过程中游离氨基酸变化可

知，G0到G120时期苯丙氨酸和酪氨酸含量逐渐增加。因此，这4个PAL在G120时期蛋白质表达量的

增加和中国菰米发芽过程中酚类化合物合成底物苯丙氨酸和酪氨酸的逐渐积累是中国菰米发芽过程中

酚类化合物积累的主要原因。

除4个PAL外，参与G36和G120时期酚类化合物生物合成的DEP有1个4CL、1个F5H、1个CCR、
1个CHS、1个CHI和2个CAD。根据酚类化合物生物合成路径可知，4CL可将4-香豆酸等转化为羟基

肉桂酰辅酶A酯，然后由CCR将羟基肉桂酰辅酶A酯转化为羟基肉桂醛，再经由CAD将其转化为羟基

肉桂醇，同时4CL将4-香豆酸转化为4-香豆酰辅酶A后在CHS和CHI的催化作用下逐渐合成黄酮类化 
合物。
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3.10  中国菰米发芽过程中酚类化合物生物合成关键酶基因表达分析

结合筛选出的G36与G120时期存在显著差异表达的蛋白质，采用实时定量PCR（qRT-PCR）技术

对筛选出的、具有显著差异的酚类化合物生物合成关键酶进行基因表达量验证分析，结果如表3-4所
示。G120时期的PAL1-4、4CL、CCR、CAD1、CHS、CHI基因的表达量均极显著高于G36时期（p＜0.01），
CAD2基因的表达量显著高于G36时期（p＜0.05），而F5H基因则没有显著差异（p＞0.05）。其中， 
4个PAL基因（Zlat_10020199、Zlat_10028346、Zlat_10028349和Zlat_10020197）在G120时期的表达量

极显著高于G36时期，分别是G36时期的381.67倍、44.85倍、21.59倍和67.70倍；CCR基因在G120时
期的表达量是G36时期的783.72倍；4CL基因在G120时期的表达量是G36时期的4.78倍；2个CAD基

因（Zlat_10022488、Zlat_10011680）在G120时期的表达量分别是G36时期的2.12倍和1.35倍；CHS基
因和CHI基因在G120时期的表达量分别是G36时期的864.97倍和19.09倍；而F5H基因在G120时期的

表达量是G36时期的0.86倍。

表3-4 中国菰米发芽过程中G36和G120时期酚类化合物生物合成关键酶基因的相对表达量

基因 ID 基因名称 缩写 G36时期 G120时期

Zlat_10020199 苯丙氨酸解氨酶基因 PAL1 1.00±0.08 381.67±5.67**

Zlat_10028346 苯丙氨酸解氨酶基因 PAL2 1.00±0.07 44.85±2.06**

Zlat_10028349 苯丙氨酸 /酪氨酸解氨酶基因 PAL3 1.00±0.06 21.59±0.72**

Zlat_10020197 苯丙氨酸 /酪氨酸解氨酶基因 PAL4 1.00±0.07 67.70±1.40**

Zlat_10028742 4-香豆酸: 辅酶A连接酶基因 4CL 1.00±0.08 4.78±0.38**

Zlat_10027807 肉桂酰辅酶A还原酶基因 CCR 1.00±0.04 783.72±59.49**

Zlat_10022488 肉桂醇脱氢酶基因 CAD1 1.00±0.01 2.12±0.12**

Zlat_10011680 肉桂醇脱氢酶基因 CAD2 1.00±0.08 1.35±0.08*

Zlat_10022237 查耳酮合酶基因 CHS 1.00±0.09 864.97±61.50**

Zlat_10038424 查耳酮异构酶基因 CHI 1.00±0.06 19.09±0.65**

Zlat_10030721 阿魏酸盐 -5-羟化酶基因 F5H 1.00±0.08 0.86±0.07

注：结果以平均数±标准差表示（n＝3）。＊＊表示差异极显著（p＜0.01），＊表示差异显著（p＜0.05）。

通过基因的相对表达量发现，G120期的4个PAL、1个4CL、1个CCR、2个CAD、1个CHS和1个
CHI基因的表达量，除CAD2（Zlat_10011680）外，其他均极显著高于G36时期。这些基因表达量的显

著增加，促进了中国菰米在发芽后期不同状态的酚类化合物的合成与积累，而CHS和CHI基因表达量

的增加也促进了发芽后期黄酮类化合物及其衍生物的积累。值得关注的是，在本研究中，1个F5H基因

（Zlat_10030721）的表达量在G120时期显著低于G36时期；而F5H的作用为催化阿魏酸生成5-羟基阿魏

酸，这一步骤对不同羟基肉桂酸的酚酸单体之间的相互转化与合成至关重要。在中国菰米发芽过程中，

其酚类化合物（如酚酸单体、黄酮单体）等多种代谢物的组成与组分间的相互转化，仍需要进一步探究。

3.11  中国菰米发芽过程中酚类化合物生物合成关键酶活性的变化规律

通过研究，选取中国菰米发芽过程中参与酚类化合物生物合成的关键酶（PAL、CHS和CHI）进

行酶活性测定，3种酶的活性结果均以U/g（以鲜重计）来表示。从表3-5中可知，这3种酶的活性均
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呈现先下降后升高的趋势。PAL、CHI活性在G36时期最低，在G120时期最高；CHS活性在G48时期

最低，在G120时期最高。通过对这3种酚类化合物合成关键酶的活性测定，发现其酶活性与酚类化合

物的变化趋势相同，说明发芽后期这些关键酶活性的上升也促进了中国菰米发芽过程中酚类化合物的 
积累。

表3-5 中国菰米发芽过程中PAL、CHS、CHI活性

发芽阶段 PAL（U/g，以鲜重计） CHS（U/g，以鲜重计） CHI（U/g，以鲜重计）

G0 26.46±1.32bc 1.566±0.057b 26.336±1.968d

G12 24.98±2.30bc 1.416±0.005cd 21.678±0.594e

G24 24.25±1.18cd 1.23±0.086ef 18.724±1.066ef

G36 20.82±0.26d 1.165±0.014f 18.259±0.727f

G48 23.93±0.96bcd 0.954±0.086g 20.726±1.607ef

G60 24.25±1.18bcd 1.317±0.052de 21.188±2.302ef

G72 25.39±2.10bc 1.328±0.016de 28.133±0.813cd

G84 25.91±1.83bc 1.489±0.037bc 29.985±1.241c

G96 26.7±0.65bc 1.559±0.044b 38.805±1.411b

G108 27.53±2.64b 2.108±0.078a 39.278±0.955b

G120 32.32±2.46a 2.164±0.079a 44.243±1.846a

注：结果以平均数±标准差表示（n＝3）。表中不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

3.12  结论

中国菰米在发芽过程中游离态酚、结合态酚以及总酚含量均呈现先下降后上升的变化趋势，而且

G36和G120时期的游离态酚、总酚含量差异最大，G48和G120时期的结合态酚含量差异最大。其中，

游离态酚含量由G0时期的1 012.17mg/kg（以GAE计，下同）达到G120时期的1 483.81mg/kg，结合态酚

含量则由318.79mg/kg达到617.11mg/kg，而总酚含量由1 330.96mg/kg达到2 100.92mg/kg。中国菰米发

芽过程中的18种游离氨基酸含量均呈现不同程度的增加，并于G120时期达到最大值。根据中国菰米发

芽过程中总酚含量的变化情况，选择在具有显著差异的G36和G120时期进行基于 iTRAQ技术的蛋白质

组学研究，在发芽的中国菰米中共检测到7 031个蛋白质，并且在G120和G36时期之间有1 144个显著

差异蛋白质，其中包括956个表达量上升蛋白质、188个表达量下降蛋白质，其中存在差异的蛋白质主

要与代谢途径、次级代谢产物生物合成和苯丙烷类生物合成有关。

通过对中国菰米发芽过程中G36和G120时期存在显著差异的蛋白质进行筛选，共鉴定出4个PAL、
1个4CL、1个CCR、1个F5H、1个CHS、1个CHI和2个CAD等存在显著差异的酚类化合物合成的关键酶。

通过这些酶基因的相对表达量分析发现，G120时期基因表达量除F5H和CAD2外，其他均极显著高于

G36时期。关键酶PAL、CHS和CHI活性均随发芽时间呈现先下降后升高的趋势，这与酚类化合物的变

化趋势相同。以上结果说明，在发芽后期，苯丙氨酸和酪氨酸等酚类化合物生物合成底物的逐渐积累

与合成关键酶的表达（蛋白质、基因）及其活性的上升共同促进了中国菰米发芽过程中酚类化合物的 
积累。
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第4章 中国菰抗病基因ZlBBR1的克隆及功能
分析
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（1.中国水稻研究所；2.江西财经大学统计学院）

◎本章提要

中国菰作为一个由野生向驯化过渡的物种，保留了众多驯化作物所丢失的优异性状，是扩大和丰

富育种基因来源的理想野生资源。中国菰米作为功能性米，被认为是天然的保健食品。因此，深入开

展中国菰优异性状控制基因的发掘并研究其功能，不仅具有重要的理论价值，也是对中国菰应用的积

极探索。受制于中国菰的半野生特性及基因组的不完全组装，从经典遗传学角度开展工作仍存在较大

困难。经典遗传学又称正向遗传学，是从表型和性状出发，根据其表现出来的遗传规律，结合经典遗

传学技术探究控制表型的基因，进而研究生命发生和发展的规律。反向遗传学是在已知基因全部或部

分序列的基础上，应用反向遗传学技术研究该基因的生物学功能。随着拟南芥与水稻等模式生物基因

组序列的完全解析，大量新基因的功能有待鉴定，反向遗传学手段就成为这些基因功能研究的主要方

式。前期，利用NBS-LRR 类抗病基因同源序列简并引物，通过PCR克隆池法从中国菰基因组文库中筛
选到一个阳性克隆，对扩增片段核苷酸序列比对发现该片段中包含NBS-LRR类基序，将此阳性克隆命
名为ZR1，并通过农杆菌介导转化水稻品种日本晴得到 36个对白叶枯病菌 PXO71 具有明显抗性的独立
转化子。推测该TAC克隆中至少包含1个水稻白叶枯病抗性基因，本章遂将之命名为ZlBBR1（Zizania 
latifolia bacterial blight resistance 1）。但是对该TAC克隆测序的各项努力并未取得成功，于是转而寻求
利用反向遗传学手段在已知的386bp序列的基础上克隆该基因的全序列（包含启动子），并对该基因的
功能进行了验证和分析。同时，对鄱阳湖流域样本中ZlBBR1基因以及其水稻中的同源基因OsBBR1进
行了多样性分析。
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4.1  前言

白叶枯病主要为害叶片，是一种维管束病害。在自然条件下病菌从水孔或叶片的伤口侵入，发病

多从叶尖开始，最初形成黄绿色或暗绿色斑点，随即扩展为短条斑，然后沿中脉向下延伸，并加宽加

大形成波状（籼稻不明显）或长条状斑，可达叶片基部和整个叶片。水稻白叶枯病由革兰氏阴性菌水

稻黄单胞菌白叶枯变种［Xanthomonas oryzae pv. oryzae（Xoo）］引起，是水稻生产中最严重的细菌性

病害（白辉等，2006）。田间生产常在水稻分蘖期观察到病症，并随植株的生长而发展，至抽穗期达

到发病高峰。如果病害发展期间遭遇台风天气，病菌混合雨水扩散，加之台风天气对叶片的损伤，可

导致大面积传播，将加重病害对水稻生产的影响。该病最早于1884 年在日本福冈地区发现，目前白

叶枯病的发生范围已遍及世界各水稻产区。在中国、朝鲜、菲律宾、印度及其他东南亚国家均有发

生，其中以地处热带的国家，因发病条件有利，受害更大（Wang et al., 1996）。水稻遭受白叶枯病侵

害后，一般引起叶片干枯，不实率增加，米质松脆，千粒重降低，一般减产20% ～ 30%，严重的减

产50%以上，甚至绝收。图4-1是2021年9月中国水稻研究所富阳基地部分品种白叶枯病田间发生 
情况。

图4-1 水稻白叶枯病田间表现

由于水稻白叶枯病危害严重而且化学防治通常难以达到理想的效果，因此培育抗病品种是最为

经济有效的防治手段。探究白叶枯病抗性遗传规律，挖掘抗性基因，深入解析植物与病原菌互作的

分子机制，是利用分子标记辅助选择和基因工程手段，开展水稻白叶枯病抗性分子育种工作的基础。

根据中国国家水稻数据中心（https://www.ricedata.cn/）最新记载，已报道的与水稻白叶枯病抗性相

关的基因有171个。然而在生产实际中，近年来已育成水稻品种的白叶枯病抗性正在逐年丧失。在长

期的驯化和选育过程中，许多有利基因已因人为定向选择而丢失，这直接导致了现代栽培作物的遗

传单一性，降低了其对病虫害的抗性以及对各种逆境的耐受力。为打破这一局面，从野生稻及水稻

近缘属种质资源中发掘或找回这些丢失的有利基因，是一条可行的途径（鄂志国和王磊，2008）。野

生种质资源是天然的基因库，在漫长的进化过程中，长期处于野生状态，经受各种不良生态环境的

自然选择，形成了极其丰富的遗传多样性，从而保存了栽培作物不具有的或已消失的许多优良遗传

基因。
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Xa21是第一个从野生稻中被克隆出来的广谱（菲律宾小种1 ～ 9、中国致病型小种1 ～ 7和日本小

种1 ～ 3）抗白叶枯病功能基因，其抗性供体材料为西非长雄野生稻（Oryza longistaminata）（Wang et 
al., 1996）。国际水稻研究所Khush等（1990）报道西非长雄野生稻在水稻分蘖后期抗当时菲律宾的全

部6个小种。将西非长雄野生稻与感病的籼稻栽培品种 IR24 杂交，通过回交、自交获得了BC4F2群体，

分析其中两个F2群体对菲律宾小种1、2、4和6的抗性遗传，表明其广谱抗性由一对显性基因控制，有

别于已鉴定的17个抗性基因，被命名为Xa21，后来进一步选育成功携带有Xa21的近等基因系 IRBB21。
Xoo接种鉴定表明，IRBB21对印度和菲律宾所有的Xoo生理小种都有抗性。Ronald等（1992）将Xa21
定位于水稻11号染色体上，与RAPD818、 RAPD248 和RG103标记的遗传图距都不超过1.2cM，随后该

基因被成功克隆，并迅速广泛应用于国内外水稻抗白叶枯病转基因育种。Xa21编码产物是一个由1 025
个氨基酸组成的类受体蛋白激酶，其结构分为九大区域，从氨基端起分别是信号肽区、未知功能区、

富亮氨酸重复（LRR）区、带电荷区、跨膜区、带电荷区、近膜区、丝氨酸-苏氨酸激酶（STK）区和

羧基端尾部区。其中，LRR区和STK区是两个重要的功能域，与Xa21的抗性表达有关，前者是由23个
不完全的LRR组成，参与蛋白质与蛋白质的相互作用，与对病原菌的识别有关；后者包含11个亚区和

15个保守氨基酸，是典型的信号分子。Xa21的成功克隆和广泛应用，为水稻近缘属植物中国菰优异性

状控制基因的发掘投下了曙光。

Chen等（2006）根据已知植物抗病基因NBS保守序列信息设计简并引物，从中国菰中分离到8个
抗性基因类似物（RGA）。Kong等（2006）利用TAC载体成功构建了含91 584个克隆、覆盖中国菰基

因组约5倍的TAC文库，保存于81 块96孔板中，每个克隆池含12个克隆，平均插入片段约45kb，用

于中国菰重要功能基因的筛选及其对水稻的品种改良研究。沈玮玮等（2010）以中国菰NBS-LRR类抗

病基因同源序列FZ14（GenBank登录号：DQ239432）为模板设计特异性引物，通过克隆池PCR法经

分级筛选，从中国菰基因组TAC文库中获得１个阳性克隆ZR1，序列分析比对证实该阳性克隆为含有

中国菰抗病基因同源序列FZ14的抗病基因候选克隆。同时，ZR1具有植物NBS-LRR类抗病基因中的保

守基序，可能为抗性基因的部分序列。通过农杆菌介导转化水稻品种日本晴，获得36个对白叶枯病菌

PXO71具有明显抗性的独立转化子，这表明中国菰ZR1克隆中至少含有１个白叶枯病抗性基因。本章

将ZR1对应抗性基因命名为ZlBBR1。利用反向遗传学手段在已知的386bp序列的基础上克隆该基因的

全序列（包含启动子），并对该基因的功能进行了验证和分析。同时，对鄱阳湖流域样本中ZlBBR1基
因以及其水稻中的同源基因OsBBR1进行了多样性分析。

4.2  植物材料

本章ZlBBR1基因克隆自生长于中国水稻研究所富阳试验基地灌溉渠边的中国菰野生资源。以水稻

品种日本晴（O. sativa L. spp. japonica cv. Nipponbare）成熟胚诱导愈伤，作为转基因受体。日本晴成熟

胚对组织培养的反应良好，出愈高，胚性愈伤形成所需要的继代时间短，形成的胚性愈伤均一性较高，

愈伤组织状态好，遗传转化效率高，是实验室基因功能验证中较常使用的一个受体材料。

ZlBBR1基因以及其水稻中的同源基因OsBBR1多样性分析材料包括三部分。2013年4月在环鄱阳

湖流域10个县，距离湖区1 ～ 8 km的范围内均匀采集30个中国菰野生居群。样本分布见表4-1，割

蔸后连根带回，种植于中国水稻研究所富阳试验基地网室内，长出新叶后采集并于-80℃冰箱保存 
备用。
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表4-1 鄱阳湖流域30个中国菰野生居群的地理分布

居群编号 县 镇（乡） 村 经度（E） 纬度（N） 海拔（m）

1 南昌 泾口乡 山头村 116°16′23.54″ 28°38′03.54″ 15

2 南昌 泾口乡 东湖村 116°14′58.14″ 28°38′40.00″ 15

3 南昌 南新乡 乡政府驻地 116°04′14.30″ 28°47′52.90″ 17

4 进贤 三阳集乡 孟后村 116°16′27.47″ 28°35′24.50″ 27

5 进贤 三里乡 六圩村 116°19′30.44″ 28°38′05.45″ 27

6 进贤 三里乡 池尾村 116°24′14.17″ 28°41′34.98″ 22

7 余干 瑞洪镇 镇政府驻地 116°24′37.16″ 28°44′09.90″ 16

8 余干 三塘乡 下潭村 116°34′08.70″ 28°44′45.37″ 13

9 余干 石口镇 石口村 116°38′02.59″ 28°49′49.45″ 15

10 鄱阳 双港镇 尧山村 116°35′42.12″ 29°03′24.00″ 18

11 鄱阳 双港镇 乐亭村 116°34′29.06″ 29°07′01.51″ 14

12 鄱阳 白沙洲乡 车门村 116°37′50.18″ 29°09′38.89″ 23

13 都昌 西源乡 茭塘村 116°16′59.99″ 29°13′17.33″ 23

14 都昌 三叉港镇 镇政府驻地 116°23′55.34″ 29°16′38.40″ 38

15 都昌 大树乡 大树下 116°16′05.38″ 29°16′32.74″ 27

16 都昌 多宝乡 老爷庙 116°03′43.30″ 29°22′34.24″ 15

17 湖口 高垄乡 乡政府驻地 116°04′38.40″ 29°34′32.44″ 36

18 星子 蓼花镇 胜利村 116°00′10.00″ 29°21′36.36″ 42

19 星子 蓼南乡 樟树曹村 115°59′22.30″ 29°19′12.30″ 22

20 星子 蛟塘乡 畈上村 115°55′28.70″ 29°18′37.45″ 25

21 共青城 苏家垱乡 膏良周村 115°51′37.70″ 29°15′13.22″ 30

22 共青城 富华大道 富华大道 115°48′59.41″ 29°14′30.50″ 27

23 共青城 江益镇 罗家村 115°46′49.78″ 29°12′30.66″ 38

24 永修 恒丰镇 牛头山 115°51′40.44″ 29°08′00.64″ 18

25 永修 九和乡 杨柳村 115°49′35.04″ 29°03′24.43″ 17

26 永修 马口镇 陈新村 115°46′10.15″ 28°57′20.41″ 17

27 新建 大塘坪乡 大塘村 115°54′28.71″ 28°59′28.29″ 24

28 新建 铁河乡 乡政府驻地 115°58′30.30″ 29°01′38.92″ 15

29 新建 昌邑乡 乡政府驻地 116°03′46.90″ 29°01′01.00″ 20

30 新建 联圩乡 下万村 116°01′36.45″ 28°50′50.00″ 17

2015年3 ～ 8月在全国范围内的24个采样点（表4-2）进行取样，24个采样点共采集235个居群计

640个个体样本，每个植株选取健康幼嫩的叶片34片，用硅胶迅速干燥后立即寄回实验室于-80℃冰箱

保存，用于DNA制备。
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表4-2 供试材料信息

采样点 居群数目（个） 样品数目（个）

昆明 2 5

大理 12 25

上海 1 3

慈溪 3 9

洪湖 3 9

巢湖 5 15

杭州 3 9

洪泽湖 17 32

枣庄 3 9

北京 4 12

草海 5 14

成都 3 9

重庆 8 24

大连 3 15

沈阳 6 21

齐齐哈尔 4 16

佳木斯 8 23

通化 5 23

漳州 4 12

韶关 7 20

桂林 3 9

太湖 40 88

梁子湖 43 109

洞庭湖 43 129

总计 235 640

2015年6月从中国水稻研究所富阳试验基地试验田中采集正季生长的水稻叶片样本材料160份，其

中籼稻114份，粳稻46份（表4-3），-80℃冰箱保存，用于DNA制备。

表4-3 160份水稻种质资源材料清单

编号 名称 属性 编号 名称 属性 编号 名称 属性

1 Ⅱ-32B I 7 CO39 I 13 H593 I

2 广占63S I 8 中优稻1号 I 14 C101PKT（Pi4） I

3 9311 I 9 C101LAC（Pi1） I 15 IR24 I

4 AUS373 I 10 H161 I 16 IR30 I

5 Basmati370 I 11 C101A51（Pi2） I 17 IR64 I

6 田鸡青776 j 12 H333 I 18 Morobereken j
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编号 名称 属性 编号 名称 属性 编号 名称 属性

19 H811 I 56 南特号 I 93 2428 j

20 R402 I 57 粤香占 I 94 中旱3号 j

21 Tetep I 58 明恢86 I 95 H593/IRBB7 I

22 To974 I 59 培矮64 I 96 中旱1号 I

23 V20B I 60 明恢70 I 97 巴西陆稻 I

24 ZDZ057 I 61 日本晴 j 98 Vandana I

25 矮梅早3号 I 62 寿光丝苗 I 99 谷梅2/中156 I

26 矮仔占 I 63 蜀恢517 I 100 H593/IRBB7 I

27 博B I 64 蜀恢881 I 101 C堡 j

28 穗辐软占 I 65 蜀恢85 I 102 寒9 j

29 测46 I 66 双桂1号 I 103 IR68 I

30 E32选 j 67 双七占 I 104 佤族山稻 j

31 多系1号 I 68 台中65 I 105 IRBB13 I

32 恩恢58 I 69 CDR22 I 106 中健2号 I

33 冈46B I 70 春江06 j 107 C57 j

34 辐恢838 I 71 五优稻1号 j 108 IRBB3 I

35 谷梅2号 I 72 秀水11 j 109 IRBB5 I

36 广恢128 I 73 武复粳 j 110 南粳42 j

37 广陆矮4号 I 74 武育粳7号 j 111 IRBB8 I

38 桂99 I 75 热研1号 j 112 武育粳20 j

39 桂朝2号 I 76 先锋1号 I 113 IRBB11 I

40 佳禾粘 I 77 秀水110 j 114 300号 j

41 嘉育948 j 78 协青早B I 115 谷梅4号 I

42 江恢151 I 79 湘早籼31 I 116 IRBB21 I

43 垦稻10号 j 80 盐恢559 I 117 长粒香 j

44 IR36 I 81 明恢77 I 118 南粳15 j

45 空育131 j 82 地谷 I 119 金刚30 I

46 丽江新团黑谷 j 83 漳油占 I 120 IRBB7 I

47 莲塘早 I 84 珍龙13 I 121 CPSLO17 I

48 龙特浦B I 85 镇恢084 I 122 美香占2号 I

49 泸恢17 I 86 珍汕97B I 123 泉珍10号 I

50 泸江早1号 I 87 中156 I 124 东联5号 I

51 寒2 j 88 中8006 I 125 稻花香2号 j

52 陆财号 I 89 舟903 I 126 中早39 I

53 绵恢725 I 90 中旱4号 I 127 桂小占 I

54 闽科早1号 I 91 丹东杂草稻 I 128 甬籼15 I

55 明恢63 I 92 中花11 I 129 汕小占 I

（续）



第4章  中国菰抗病基因ZlBBR1的克隆及功能分析

75

编号 名称 属性 编号 名称 属性 编号 名称 属性

130 龙粳21 j 141 IR 65482-4-136-2-2-B I 152 秋光 j

131 松粳11 j 142 GZ 948-2-2-1 j 153 南特号 I

132 IR26 I 143 WAB 96-1-1 j 154 Ballila j

133 空育131 j 144 IR 19746-28-2-2 j 155 IR36 I

134 PTB 33 I 145 80A90YR72 j 156 京宁7号 j

135 AG 7 I 146 ORO j 157 Kasalath I

136 CIMELATI I 147 IRBB21 I 158 千重浪1 j

137 IR-BB 62 I 148 CBB23 j 159 长粒香 j

138 80A86YR72154-17 j 149 宁88 j 160 细麻线 I

139 IRAT 4 j 150 台糯1号 j

140 CT 18599-8-1-1-1-2 I 151 南京11 I 　 　 　

注：I为籼稻；j为粳稻。

4.3  ZlBBR1基因全序列的克隆

供试模板为中国菰叶片总RNA反转录得到的cDNA。以此cDNA为模板进行5′-RACE三轮巢式

PCR反应，下一轮反应的模板为上一轮反应的产物，将第三轮PCR产物的条带割胶回收，测序分析后

获得已知区段上游750bp的序列（图4-2B）。3′-RACE同样以上述cDNA为模板，但进行两组巢式PCR

（续）

图4-2 ZlBBR1基因全序列的克隆
A. RACE所用引物在已知区段的分布 B. 3′-RACE及5′-RACE各步扩增效果（黄色箭头所指是经过

多轮PCR后回收测序正确的条带） C. ZlBBR1基因启动子克隆示意

A

B

C
5′-RACE-3（反向）

5′-RACE-2（反向）

FZ14P1（正向）

5′-RACE-1（反向）

5′-RACE-RT（反向）

3′-RACE-1（正向）

FZ14P2（反向）
3′-RACE-2（正向）

ep1/ep2
p1-1/p1-2

sp1/sp2

启
动
子

ATG
C

D
S
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反应，一组为试剂盒推荐的两轮巢式PCR反应，一组为三轮优化巢式PCR反应；下一轮反应的模板为

上一轮反应的产物；将每组最后一轮PCR产物的条带割胶回收，进行TA克隆并测序分析得到已知区段

下游2 200bp的序列（图4-2B）。ZlBBR1基因克隆相关引物在已知区段的分布情况及序列信息见图4-2A
及表4-4。

综合3′-RACE和5′-RACE的结果，结合已知区段获得ZlBBR1基因CDS全序列3 237bp（ATG-
TGA）。在ZlBBR1基因已知区段上游750bp的序列成功克隆的基础上，根据染色体步移法的思路，设计

三组嵌套引物 sp1/sp2、p1-1/p1-2、ep1/ep2克隆到该目标基因ATG上游2kb的片段（图4-2C）。至此，

利用反向遗传学手段从中国菰中成功克隆到一个可能与水稻白叶枯病抗性相关的完整基因，这在菰属

植物的研究中具有突破性意义。

表4-4 ZlBBR1基因克隆相关引物

引物 序列 (5′→3′)

FZ14P1 AAGGCAGCAACCATGTTTGAA

3′-RACE-1 TGCTCCGTACAAGGGCCTTCC

3′-RACE-2 TGCTGGGAACATGCAGGATAT

5′-RACE-1 CGTGTACCCATAGCTTGGTTTC

5′-RACE-2 CATGGTTGCTGCCTTATGGTAT

5′-RACE-3 CGAGCAAGGGTAGTCTTGCCA

3′-RACE outer primer TakaraD314试剂盒自带

3′-RACE inner primer TakaraD314试剂盒自带

5′-RACE outer primer TakaraD315试剂盒自带

3′-RACE inner primer TakaraD315试剂盒自带

sp1 GACACCTTTCAGAATCCTGA

sp2 AGCGAGGCTCCAAATGTACCAAC

p1-2 GAGCAAATCTGACCAATTCCAAAC

p1-1 GGTATAGCAACAGGGAGTGCATTTG

ep1 TACCACGAGGAGTCGAGCAT 

ep2 TTGGCATGCTCCGATTCTAGTT

4.4  ZlBBR1基因的生物信息学分析

NCBI保守结构域（CDSEARCH/cdd v3.15）分析显示，中国菰ZlBBR1基因编码一个典型的R蛋

白，在结构上属于CC-NB-LRR类（Altschul et al., 1997，2005；Marchlerbauer et al., 2016）。存在以下

经典结构域：N端卷曲螺旋结构域（12 ～ 123）、NB-ARC结构域（188 ～ 430）和亮氨酸重复（LRR，
504 ～ 635）。另外还有其他结构域P-loop和P-loop NTPase（186 ～ 298，160 ～ 209）；两个抗细菌性

病害的专属位点（189 ～ 628，749 ～ 961）；类LRR受体蛋白激酶（523 ～ 627）结构域（图4-3B）。
NCBI检索发现，在水稻（Oryza sativa）、高粱（Sorghum bicolor）和毛果杨（Populus trichocarpa）中

各比对到一个中国菰ZlBBR1同源基因，应用MEG5分析3个基因的进化关系，杨树作为外类群，发现

中国菰与水稻中的对应基因存在较近的亲缘关系（图4-3A）。由TMHMM 2.0跨膜域预测发现该基因编

码的蛋白在C端（1070 ～ 1078：LSTTYASSH）存在一个跨膜结构（图4-3C）。
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图4-3 中国菰ZlBBR1基因生物信息学分析
A.基于CDS的3种禾本科植物ZlBBR1 树状图（毛果杨作为外类群） B. ZlBBR1编码蛋白保守结构域分析

C. ZlBBR1基因编码蛋白跨膜结构预测（C端红色信号区为预测的跨膜结构所在的位置）

B

C

A

0.1

99 Os07g0481400 CDS

ZR1 CDS

Sorghum bicolor（高粱）

Populus trichocarpa（毛果杨）

TMHMM result

0 200 400 600 800 1 000

跨膜结构域 胞内区 胞外区

p值

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

HELP with output formats

＃ ZR1-1  Length: 1078
＃ ZR1-1  Number of predicted TMHs:   0
＃ ZR1-1  Exp number of AAs in TMHs:  10.95143
＃ ZR1-1  Exp number, first 60 AAs:    0
＃ ZR1-1  Total prob of N-in:       0.00288
ZR1-1       TMHMM2.0 outside     1 1078

TMHMM posterior probabilities for ZR1-1
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ZlBBR1

中国菰ZlBBR1基因编码蛋白在结构上属于CC-NB-LRR类。N端卷曲螺旋结构域（12 ～ 123）可

能参与免疫信号传递，NB-ARC 结构域（188 ～ 430）是该类蛋白的专属保守结构域，主要功能是结合

和水解ATP，进而调节蛋白的活性以及可能的信号传递。NB-ARC结构域一般由3个亚基NB、ARC1
和ARC2组成，静息状态时呈口袋状，内部可以结合核苷酸。LRR被认为是参与植物抗病反应中的病

原菌效应因子识别，在水稻中Pita的LRR结构域被证实可以直接与无毒因子AvrPita互作（Takken et al., 
2009，2012）。另外两个抗细菌性病害的专属位点（189 ～ 628，749 ～ 961）以及类LRR受体蛋白激酶

（523 ～ 627）结构域的存在都提示着该基因在病原菌识别和信号转导过程中可能扮演重要角色。

4.5  ZlBBR1基因表达模式分析

根据半定量PCR的结果，ZlBBR1基因主要在中国菰的叶片中表达，在根和茎中仅有痕量表达

（图4-4A）；荧光定量PCR分析ZlBBR1基因在中国菰根、茎、叶3种组织中的表达重现了半定量的结

果（图4-4B）；以ZlBBR1基因启动子驱动报告基因gusA的表达载体转化日本晴，在转基因植株中利用

GUS组织化学染色法分析发现，报告基因主要在转基因植株的地上部表达。

图4-4 ZlBBR1基因的表达模式
A.半定量PCR分析ZlBBR1基因在中国菰中的表达模式 B.荧光定量PCR分析ZlBBR1

基因在中国菰中的表达模式 C. ZlBBR1基因在转基因水稻中的表达模式

烟草下表皮细胞瞬时表达结果显示，中国菰ZlBBR1基因编码蛋白定位在细胞膜上，且蛋白全长

与N端缺失蛋白（保留C端262个氨基酸）可以实现共定位（图4-5）。由TMHMM 2.0跨膜域预测发现

ZlBBR1基因编码的蛋白在C端（1070 ～ 1078：LSTTYASSH）存在一个跨膜结构（图4-3C），ZlBBR1
蛋白的亚细胞定位结果与生物信息学预测结果相一致，提示该蛋白可能涉及信号转导。

A

B

C

根 茎 叶

ZlBBR1

actin

相
对
表
达
量

0.001 5

0.001 0

0.000 5

0.000 0

根 茎 叶
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4.6  转ZlBBR1基因水稻的白叶枯病菌PXO71抗性分析

4.6.1  转ZlBBR1基因水稻T0代材料对PXO71的抗性统计

转ZlBBR1基因水稻当代（T0代）材料种植于中国水稻研究所富阳试验基地温室中，参照田间水肥管

理。经检测为转基因阳性的水稻植株在分蘖盛期进行白叶枯病菌小种的剪叶法接种。统计结果发现，过

表达材料（OE）ZlBBR1基因并不能提高转基因材料对白叶枯病菌PXO71的抗性，而在自身启动子驱动

下ZlBBR1基因表达载体的转化材料（CM）与非转基因对照材料（Nip）及过表达材料相比，对白叶枯病

菌PXO71的抗性极显著提高（表4-5，图4-6）。推测ZlBBR1基因在与病原菌互作的过程中其启动子起着

至关重要的作用。

表4-5 转基因水稻T0代材料对PXO71的抗性统计

材料 病斑长（cm） 叶片长（cm） 病斑长 /叶长（%）

OE 5.6±3.1 22.5±3.4 24.8±12.9

CM 1.4±1.7 21.0±2.5 6.4±7.4**

Nip 5.2±2.5 20.4±4.0 25.5±10.7

注：OE为过表达材料；CM为ZlBBR1基因自身启动子驱动自身基因的表达载体转化材料；Nip为非转基因对照材料日本晴；＊＊表

示差异极显著（p<0.01）。

图4-5 ZlBBR1蛋白的亚细胞定位

35S::ZlBBR1C-GFP 35S::ZlBBR1GFP 35S::GFP

GFP

bright field

merged

20 000nm 20 000nm 20 000nm

20 000nm

20 000nm 20 000nm

20 000nm 20 000nm

20 000nm
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4.6.2  转基因水稻纯系材料对PXO71的抗性统计

根据T0代材料的接种数据，追踪高世代CM纯系材料对白叶枯病菌PXO71的抗性情况。从CM1、
CM3、CM4、CM10和CM11的T2代中分别筛选到一个纯系，命名为L1、L3、L4、L10和L11。材料种

植于中国水稻研究所富阳试验基地网室中，参照田间水肥管理。在分蘖盛期进行白叶枯病菌小种的剪

叶法接种，统计结果发现，这5个纯系材料与非转基因受体材料相比，对白叶枯病菌PXO71的抗性均

极显著提高（表4-6，图4-7）。

表4-6 5个转基因水稻纯系材料对PXO71的抗性统计

材料 病斑长（cm） 叶片长（cm） 病斑长 /叶长（%）

L1 3.6±0.24 31.3±6.5 11.9±2.3**

L3 4.0± 0.95 30.5±3.0 13.0±1.9**

L4 4.7±0.92 31.8±4.5 14.9±2.1**

L10 4.9±0.53 31.2± 3.5 15.8±1.6**

L11 4.7± 0.93 28.8±4.9 16.4±2.5**

Nip 7.2±0.87 33.2±4.3 21.7±2.5

注：L1、L3、L4、L10和L11分别来源于CM1、CM3、CM4、CM10和CM11；Nip为非转基因对照材料日本晴；＊＊表示差异极显著 
（p＜0.01）。

图4-6 转基因水稻T0代材料对PXO71的抗性反应

Nip OE1 OE2 OE4 OE5 OE7 CM1 CM3 CM4 CM10 CM11
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4.6.3  三个转基因水稻纯系材料对PXO71的抗性反应中内源激素的变化

为了探究转中国菰ZlBBR1基因CM材料对白叶枯病菌PXO71抗性增强的分子机制，对接种反应中

表现优异的3个转基因水稻纯系材料L1、L3和L4进行接种处理，并在0h、24h和48h取样，检测内源

激素水杨酸（SA）和茉莉酸（JA）的含量变化。对照材料非转基因日本晴（Nip）接种后24h SA的含

量和0h比极显著升高，48h后SA的含量和0h比极显著降低。与非转基因对照材料不同，3个转ZlBBR1
基因水稻纯系材料中内源激素SA基本都存在一个先降低后升高的趋势，处理48h SA的含量与对照材料

相比维持在较高的水平上（图4-8A）。对照材料中内源激素 JA的初始含量较转基因水稻纯系材料更高，

但接种处理后的总体趋势是 JA的含量下降，接种处理48h JA的含量不管是对照组还是试验组都降至同

一低水平（图4-8B）。推测ZlBBR1基因对白叶枯病菌PXO71抗性是通过SA途径实现的。

Nip L1 L3 L4

图4-7  3个转基因水稻纯系材料对PXO71的抗性反应

6 000

5 000

4 000

3 000

2 000
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0
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g/
g)

Nip L1 L3 L4

0h 24h 48h 12

10

8

6

4

2

0

JA
(n

g/
g)

Nip L1 L3 L4

0h 24h 48h

图4-8 3个转基因水稻纯系材料对PXO71抗性反应中内源激素的变化
A.水杨酸（SA）含量的变化 B.茉莉酸（JA）含量的变化

注：＊＊表示差异极显著（p＜0.01）。

A B
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4.6.4  转基因水稻纯系材料L1对PXO71的抗性反应中转录水平的变化

为了了解转中国菰ZlBBR1基因CM材料对白叶枯病菌PXO71的抗性反应中，转录水平发生了怎样

的变化，选取一个转基因水稻纯系材料L1及非转基因对照材料进行接种处理，并在0h、24h、48h和72h
取样，提取总RNA送至北京诺禾致源科技股份有限公司进行转录组测序。通过对转录组数据的分析，发

现在纵向水平上，L1株系接种72h与0h相比有植物－病原菌互作相关基因和植物激素信号转导相关基

因的富集（图4-9），其中植物－病原菌互作相关基因12个、植物激素信号转导相关基因9个，经过仔

细比对，发现其中7个基因为这两个途径所共有，且这7个基因同属TIFY基因家族（表4-7）。TIFY家

族是植物特有的一个转录因子家族，多属茉莉酸信号响应因子，该家族成员可以相互作用，还可以与

其他特定的转录因子相互作用，与植物的抗逆反应关系密切（白有煌，2014）。本研究中观察到的TIFY
家族成员表达水平的变化与上一节讨论的水杨酸含量的升高，又从一个侧面反映了SA途径与JA途径

相互作用的复杂性。在横向水平上，L1株系与对照材料接种72h后相比，有超氧化物代谢相关基因的

显著富集（图4-10，表4-7）。这些结果提示ZlBBR1全基因的存在激活了激素介导的植物抗病反应体系。

表4-7 差异表达基因列表

途径 基因 ID log (FC)
2 注释

植物－病原菌互作

OS02G0126400 -1.560 3 钙依赖性蛋白激酶基因（OsCPK4）

OS02G0787300 -1.524 9 丝裂原活化蛋白激酶激酶基因（OsMKK4，SMG1）

OS04G0584600 -1.066 6 钙依赖性蛋白激酶基因（OsCDPK7，OsCPK13）

OS05G0343400 -1.183 1 WRKY转录基因（OsWRKY53）

OS08G0500700 1.182 1 热激蛋白编码基因（hsp82A）

OS03G0180800 -6.891 8 TIFY家族基因（OsJAZ9，OsTIFY11a）

OS03G0180900 -3.212 7 TIFY家族基因（OsJAZ11，OsTIFY11c）

OS03G0181100 -2.952 4 TIFY家族基因（OsJAZ10，OsTIFY11b）

OS03G0402800 -2.078 6 TIFY家族基因（OsJAZ6，OsTIFY10a）

OS09G0439200 -1.917 7 TIFY家族基因（OsJAZ8，OsTIFY10c）

OS10G0391400 -5.200 3  TIFY家族基因（OsJAZ13，OsTIFY11e）

OS10G0392400 -3.639 9 TIFY家族基因（OsJAZ12，OsTIFY11d）

植物激素信号转导
OS11G0143300 -1.610 3 A型响应调节子基因（OsRR9）

OS12G0139400 -1.276 1 A型响应调节子基因（OsRR10）

超氧化物 /
活性氧类

OS03G0219200  1.024 9 推定的铜 /锌超氧化物歧化酶基因

OS03G0351500  1.844 1 推定的铜 /锌超氧化物歧化酶基因  

OS04G0573200  2.210 3 推定的铜伴侣超氧化物歧化酶基因

OS07G0665200  2.584 6 推定的铜 /锌超氧化物歧化酶基因

OS08G0561700  1.557 1 推定的铜伴侣超氧化物歧化酶基因

注：FC（差异倍数，fold change）的值为基因在72h的表达量与基因在0h的表达量的比值。
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图4-9 L1接种72h差异表达基因KEGG富集散点图
注：Rich factor为富集到目标通路的基因占比。

图4-10 差异表达基因GO富集柱状图
注：L1-72为转基因水稻纯系材料接种处理72h；Nip-72为非转基因对照日本晴接种处理72h；＊表示显著富集（p＜0.05）。
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4.7  ZlBBR1互作蛋白的筛选

在庞大复杂的植物抗病调控网络中，要阐明一个基因的作用，必须要明确其在调控网络中所处的

位置，也就是它与哪些基因发生联系，它的上游基因和下游基因是什么。本章利用酵母双杂交技术，

将ZlBBR1基因编码区构建于饵载体上，通过筛选水稻全基因组的cDNA文库，获得9个可能与之互作

的基因（表4-8）。这些基因的编码蛋白涉及核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化酶活化酶（OS11G0707000）、推定

的叶绿素a/b结合蛋白（OS01G0720500）、二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶激活酶（OS11G0130100）、功能

未知的表达蛋白（OS03G0431800）、推定的bHLH转录因子（OS02G0705500）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（OS04G0459500）、包含RNA识别基序的蛋白质（OS03G0670700）、金属硫蛋白（OS05G0111300）和

细胞生长协同调控因子（OS03G0123500）。非常遗憾的是，查阅现有报道未发现这9个基因与植物抗病

反应的直接联系。下一步在点对点验证现有结果的基础上，重新筛选水稻全基因组的cDNA文库以防

漏掉关键基因，这对于本研究的突破至关重要。

表4-8 ZlBBR1互作蛋白筛选结果

对应的基因 ID 注释

OS01G0720500 推定的叶绿素a/b结合蛋白

OS11G0707000 核酮糖 -1,5-二磷酸羧化酶活化酶（rcaⅡ）

OS11G0130100 二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶激活酶 , 编码叶绿体蛋白

OS03G0431800 功能未知的表达蛋白

OS02G0705500 推定的bHLH转录因子

OS04G0459500 甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPA）

OS03G0670700 包含RNA识别基序的蛋白质

OS05G0111300 金属硫蛋白（OsMT2b）

OS03G0123500 细胞生长协同调控因子（Homeobox蛋白，OsKNAT7）

4.8  ZlBBR1基因的多样性分析

已鉴定的众多抗病基因多属于NBS-LRR类。根据N端的结构是Toll/IL-1 Receptor-like（TIR）结构

域或卷曲螺旋（CC）结构域，NBS-LRR类基因被分为TIR-NBS-LRR（TNL）和CC-NBS-LRR（CNL）
两类。水稻基因组中只有CNL类抗病基因，ZlBBR1基因同样是一个CC-NBS-LRR类R基因。根据前面

的探讨，了解到ZlBBR1对白叶枯病菌PXO71表现为抗性，那么该基因在中国菰和水稻中有多少类型，

多样性如何，作为一个R基因它在中国菰和水稻这两个近缘属植物中经历了怎样的演进历程？带着这

些问题克隆了鄱阳湖流域中国菰ZlBBR1基因进行序列比对，找出差异位点；根据这些差异位点设计引

物，对来自全国的中国菰样本ZlBBR1基因差异区段进行序列分析；又利用同源克隆法从160份常规水

稻中克隆ZlBBR1同源基因OsBBR1，进行全序列测序和生物信息学分析。

4.8.1  鄱阳湖区中国菰ZlBBR1的鉴定和进化分析

环鄱阳湖流域10个县采集到的30个中国菰野生居群80个样本材料经DNA提取，PCR扩增测序拼



第4章  中国菰抗病基因ZlBBR1的克隆及功能分析

85

接，最后得到测通拼接完整序列35条。除来自

新建联圩乡下万村编号为30的居群没有取得结

果之外，其他29个居群至少都有一条完整序列。

用MEGA5.0进行分子进化分析，发现来自鄱

阳县白沙洲乡车门村编号为12的居群样本中克

隆到的ZlBBR1基因序列与该地区其他样本差异

较大，故被单独聚为一类；从其他28个居群的

34个样本中克隆到的ZlBBR1基因序列差异相对

较小，被聚在一起（图4-11）。从系统发生树来

看，该基因的各等位基因遗传距离小，很多基

因在系统发生树上同属一条线。结合基因克隆

结果，进一步分析了这34条基因序列的比对结

果，发现该基因编码区十分保守，差异位点多

发生在内含子区。从编号为3（南昌南新乡政府

驻地）、5（进贤三里乡六圩村）和6（进贤三里

乡池尾村）的居群中克隆到一个新的ZlBBR1等
位基因，该基因在第二个外显子区多了6个碱基GTG ATG（Asp-Gly）（图4-12A），编码氨基酸1 080个，

来自其他26个居群的32条序列均编码1 078个氨基酸且氨基酸序列一致。在系统发生树上也可以清楚

地看到编号3、5-3和6的居群样本同属一支。

图4-11 鄱阳湖区中国菰ZlBBR1基因系统发生树

图4-12 ZlBBR1基因外显子区差异位点
A.差异位点及检测引物的位置 B.鄱阳湖区样本的部分比对结果
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4.8.2  全国范围内中国菰样品ZlBBR1基因编码区差异位点分析

对于取自全国的中国菰样本材料，也试图进行ZlBBR1全序列克隆，但受制于硅胶干燥法保存样本

DNA质量，全序列克隆不能实现。结合4.8.1的试验结果，针对第二个外显子上的差异位点设计特异引

物（图4-12A），进行该位点的针对性检测分析。结果显示，中国菰ZlBBR1基因在全国范围内的存在状

态和鄱阳湖区取得的试验结果一致，从235个居群的640个个体样本克隆到的序列一致度极高，仅在太

湖采样点的3个居群检测到该差异位点，这3个居群分别是宜兴陈家村居群、东太湖度假村居群和太湖

中央公园五里湖居群。

4.9  常规水稻品种中OsBBR1同源基因的鉴定及进化分析

从160个常规水稻品种（114个籼稻

品种和46个粳稻品种）中克隆了ZlBBR1
的同源基因OsBBR1。经测序比对和系统

进化分析发现，OsBBR1同样非常保守。

从系统发生树来看，OsBBR1各等位基因

遗传距离小，很多基因在系统发生树上

同属一条线。仅在4个品种中该基因与其

他156个品种对应的基因序列差异较大，

这4个品种分别是编号为72的秀水11、
编号为35的谷梅2号、编号为36的广恢

128以及编号为129的汕小占（图4-13）。
进一步分析发现，OsBBR1基因

在粳稻品种中表现得更为单一，仅有

秀水11被单独聚为一支，说明该品种

中OsBBR1序列较其他45个粳稻品种

差异较大（图4-14）。而在籼稻品种中

OsBBR1各等位基因在进化上分属两

支，独立进化，从编号分别为35和36
的谷梅2号与广恢128，到编号为21的
Tetep；从编号为129的汕小占，到编号为155的 IR36；表现出更为活跃的进化关系（图4-15）。

应用两种不同的方法（Tajima’s D test, Fu and Li’s F test）对该基因进行中性检验，均发现该基因在水

稻群体中不遵循中性进化理论。水稻是严格的自花授粉植物，那么该基因进化受到了群体收缩的选择。

进一步的群体细化分析，发现该现象发生在粳稻亚种中，而不是籼稻亚种中（图4-16）。因此，推测粳稻

中该基因存在遗传或驯化瓶颈，导致这种瓶颈的原因可能是用来驯化粳稻的野生稻祖先非常有限。

中性进化理论不同于选择进化理论。选择进化理论认为：一个突变的等位基因要实现其在物种内

的扩散，就必须具有选择上的优势，如果在选择上无优势，它就需要与一选择上具有优势的基因紧密

连锁，通过“搭顺风车”的方式而实现其在物种内的高频率扩散。中性进化理论认为：一些在选择上

没有任何优势的突变也能实现其自身在群体中的扩散。日本群体遗传学家木村资生提出：进化的过程

绝大部分是中性或近似中性的突变随机固定的结果。不遵循中性进化就意味着在物种进化过程中存在
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图4-13 160个水稻品种OsBBR1基因系统发生树
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图4-14 粳稻中OsBBR1基因系统发生树 图4-15 籼稻中OsBBR1基因系统发生树

图4-16 OsBBR1的中性检测

群体收缩的选择。中性检测的结果是粳稻亚种不同于籼种，粳稻进化中存在群体收缩的选择，这与粳

稻的起源进化相一致。

对OsBBR1基因各结构域变异情况进行分析，发现该R基因各个结构域均存在变异，其中NB-ARC
结构域内变异最多，而卷曲螺旋结构域内变异最少（图4-17）。N端卷曲螺旋结构域可能参与免疫信号

传递；NB-ARC结构域主要功能是结合和水解ATP，进而调节蛋白质的活性以及可能的信号传递；LRR
被认为参与植物抗病反应中的病原菌效应因子识别。OsBBR1基因在保守区域内的变异很可能获得新的

生物学功能，这对R基因进化是有利的。

为了解水稻中该基因的编码情况，克隆了日本晴、IR24和JG30的CDS全序列，并与中国菰中

ZlBBR1基因的两种编码类型进行比较。日本晴、IR24和JG30中OsBBR1基因CDS全长均为3 243bp，编

码1 080个氨基酸，差异仅存于内含子区，编码区相同；中国菰ZlBBR1-1仅在鄱阳湖和太湖的6个居群

中克隆到，编码1 080个氨基酸，ZlBBR1-2为中国菰中的绝对优势类型，编码1 078个氨基酸（图4-18）。
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图4-17 OsBBR1基因变异分析

图4-18 OsBBR1基因与ZlBBR1基因表达框分析
A.日本晴中克隆到的OsBBR1 B. IR24、JG30中克隆到的OsBBR1 C. ZlBBR1-1基因 D. ZlBBR1-2基因

注：蓝色框代表外显子，橙色框代表内含子。

本研究从中国菰中成功克隆到两种氨基酸类型的ZlBBR1基因，根据前面的阐述也明确了其中一个

类型ZlBBR1-2对水稻白叶枯病菌PXO71表现出特异抗性，该基因的成功克隆为水稻近缘属植物抗性基

因的利用提供了分子证据，也提供了育种中间材料，ZLBBR-2可以与其他抗性基因通过杂交手段进行

聚合，应用于水稻抗白叶枯病分子标记辅助选择育种。根据160个水稻常规品种中克隆到的OsBBR1基
因的序列分析，可以看到作为CC-NBS-LRR类抗性基因，其在水稻中存在诸多等位基因，变异位点涉

及各个保守区（图4-17）。OsBBR1基因在保守区域内的变异很可能获得新的生物学功能，这对R基因

进化是非常有利的，深挖水稻资源材料中该基因的各种变异类型，有望获得新型抗病基因。
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4.10  结论

RACE法克隆了ZlBBR1基因CDS全长3 237bp；染色体步移法获得了ZlBBR1基因ATG上游2 000bp
启动子区。序列分析结果显示，中国菰ZlBBR1基因编码蛋白含1个NB-ARC结构域及NBS-LRR类

抗性基因所共有的P-loop。构建了ZlBBR1基因过表达载体、ZlBBR1基因自身启动子驱动的表达载

体，ZlBBR1基因启动子连接报告基因gusA的表达载体，并分别转化粳稻品种日本晴，获得转基因后

代。RT-PCR和GUS组织化学染色分析结果显示，中国菰ZlBBR1基因主要在转基因植株的地上部分表

达。亚细胞定位结果表明，ZlBBR1基因可能编码一个膜蛋白。白叶枯病菌接种抗性鉴定结果显示，转

ZlBBR1基因过表达载体日本晴后代对白叶枯病菌PXO71不表现抗性增强，转ZlBBR1基因自身启动子

驱动的表达载体日本晴后代与对照日本晴相比无论是当代还是高世代纯系材料都表现出对PXO71抗性

的极显著增强。进一步分析显示，3个转ZlBBR1基因水稻纯系材料中内源激素水杨酸（SA）的含量在

接种处理后的48h与对照材料相比维持在较高的水平上，而在接种处理后的48h茉莉酸（JA）含量不

管在对照组还是试验组都降至同一个较低水平。转录组数据分析显示，纵向水平上，L1株系接种72h
与0h相比，有植物－病原菌互作相关基因和植物激素信号转导相关基因的富集，其中植物－病原菌互

作相关基因12个，植物激素信号转导相关基因9个，其中7个基因为这两个途径所共有，且这7个基因

同属TIFY基因家族，与植物的抗逆反应关系密切。在横向水平上，L1株系接种72h后与对照材料接种

72h后相比，有超氧化物代谢相关基因的显著富集。这些结果提示，ZlBBR1全基因的存在激活了激素

介导的植物抗病反应体系，启动相关基因的表达，防御病原菌的入侵，因此推测转基因植株抗性的获

得是通过SA途径实现的。

ZlBBR1基因非常保守，在中国菰中有两种编码类型， ZlBBR1-1仅在鄱阳湖（南昌南新乡政府驻地、

进贤三里乡六圩村和进贤三里乡池尾村）和太湖（宜兴陈家村、东太湖度假村和太湖中央公园五里湖）

的6个居群中克隆到，编码1 080个氨基酸；ZlBBR1-2为中国菰中的绝对优势类型，编码1 078个氨基

酸。OsBBR1基因也非常保守，从系统发生树来看，OsBBR1各等位基因遗传距离小，很多基因在系统

发生树上同属一条线。仅在4个品种中该基因与其他156个品种对应的基因序列差异较大，这4个品种

分别是秀水11、谷梅2号、广恢128和汕小占。进一步分析发现，OsBBR1基因在粳稻品种中表现得更

为单一，而在籼稻品种中OsBBR1基因表现出更为活跃的进化关系。对OsBBR1基因各结构域变异情况

进行分析，发现该R基因各个结构域均存在变异，其中NB-ARC结构域内变异最多，而卷曲螺旋结构

域内变异最少。对该基因进行中性检验，发现该基因在水稻群体中不遵循中性进化理论。水稻是严格

的自花授粉植物，推测该基因进化受到了群体收缩的选择。进一步的群体细化分析发现该现象发生在

粳稻亚种中，而不是籼稻亚种中。因此，推测粳稻中该基因存在遗传或驯化瓶颈，导致这种瓶颈的原

因可能是用来驯化粳稻的野生稻祖先非常有限。
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第5章 逆境胁迫对茭白几丁质酶基因ZlChis
表达特性及生理活性的影响

周惠敏1  周念念1  甘德芳1

（1.安徽农业大学园艺学院）

◎本章提要

茭白是我国第二大水生蔬菜。茭白对逆境胁迫的响应机制有待进一步研究。为了探讨逆境胁迫对

茭白几丁质酶基因ZlChis表达特性及生理活性的影响，以鄂茭1号为试验材料，实时荧光定量PCR检
测非生物胁迫下茭白叶片几丁质酶基因ZlChis的表达情况；同时以5叶期雄茭幼苗为试验材料，探讨人
工接种茭白黑粉菌对雄茭叶片几丁质酶基因表达的影响以及接种茭白黑粉菌对茭白叶片抗病相关酶类

（几丁质酶、β-1, 3-葡聚糖酶）、苯丙烷代谢相关酶类（PPO、PAL）、抗氧化酶类（APX、CAT、POD、
SOD）活性及膜脂过氧化产物（MDA）含量的影响。另外，取接种后15 d的雄茭苗根和茎进行石蜡
切片，检测雄茭植株体内茭白黑粉菌的存在情况。结果表明，大部分ZlChis在6h内对非生物胁迫作出
响应，部分ZlChis表达量在12h和18h达到峰值。ZlChi2和ZlChi5在各处理下表达量均上升，ZlChi1和
ZlChi3在大部分胁迫处理下表达量下降，而ZlChi10和ZlChi11在所有处理下均不表达。雄茭植株接种
茭白黑粉菌后，大部分ZlChis对茭白黑粉菌侵染作出响应，其中，ZlChi1、ZlChi6、ZlChi8和ZlChi11表
达量上升明显，且分别在接种3d、6h、5d、3h达到相对表达量峰值；其他ZlChis基因的表达量都较低
或下降，且ZlChi2、ZlChi5和ZlChi9不表达。

雄茭植株接种茭白黑粉菌后，叶片几丁质酶活性在接种后12h显著高于对照，而β-1, 3-葡聚糖酶活
性在接种后3h显著高于对照，12h则显著低于对照，其他时间点差异不明显；接种株与对照株的PAL
活性差异不显著；PPO活性在接种后6h显著低于对照；接种株APX活性在12h显著高于对照；POD和
CAT活性在接种后3h显著高于对照；SOD活性及MDA含量与对照差异不显著。

提取接种15 d的雄茭苗根和茎部基因组DNA，利用qPCR检测其中茭白黑粉菌含量，结果发现，
大部分接种株的茎尖和根部检测到茭白黑粉菌，也有部分接种株的茎尖和根部未检测到茭白黑粉菌，

而是检测到其他真菌。石蜡切片发现接种15d的雄茭苗根部有大量真菌菌丝存在，而对照苗的根部真菌
菌丝含量较少。
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5.1  前言

茭白是禾本科菰属多年生草本植物，其膨大肉质茎不但营养丰富，而且富含生物活性物质。茭白

对逆境胁迫（如高温 /低温、寡照、干旱、盐、重金属、植物生长调节剂、辐射以及病原菌侵染等）具

有很强的适应能力（Fan et al.，2014；Wang et al., 2014）。几丁质酶是一种降解几丁质的糖苷酶，广

泛存在于微生物、昆虫及植物中。当植物受到病虫危害时，几丁质酶基因大量表达，几丁质酶活性提

高，从而降解病菌的细胞壁和害虫的外表皮及骨骼以提高防御能力。另外，几丁质酶基因的转录以及

几丁质酶活性的增加也会受到各种胁迫因子（如盐、干旱、低温、损伤、重金属以及植物生长调节剂

等）的诱导（Mészáros et al., 2014；Rawat et al., 2017）。脱落酸（ABA）处理可诱导棉花几丁质酶基因

GhaChi3的表达；拟南芥受到盐胁迫和机械损伤时，其Ⅲ类几丁质酶基因被诱导表达。金学博（2016）
发现转LcChi2基因烟草不仅抗病能力增强，其耐盐碱能力也得到了显著提高；朱芳艳（2008）发现乙

烯利处理及机械损伤均能引起空心莲子草叶片几丁质酶活性提高；江聪等（2013）发现盐胁迫和干旱

胁迫能诱导杨树Ⅴ类几丁质酶基因PcCHI3的表达量上升。

茭白黑粉菌是茭白体内的一种内生真菌，茭白肉质茎的膨大是茭白的一种感病反应，是茭白植株

对黑粉菌侵染的一种抵御过程。在该过程中，与防御和保护相关的酶类、植物激素和物质代谢等均会

发生一系列改变（程龙军，2002；Moller et al., 2007）。江解增等（2004）研究发现，茭白肉质茎膨大

过程中，超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和多酚氧化酶（PPO）等酶的活性均呈现下降

趋势，而过氧化物酶（POD）活性在膨大中期呈现上升，认为POD可能参与细胞、组织的分化和膨大。

Li等（2019）认为，外源吲哚乙酸（IAA）处理能提高茭白的光合能力、碳水化合物代谢及产量，可显

著提高茭白孕茭率；而Wang 等（2017）研究认为，在茭白茎膨大过程中，细胞分裂素比生长素起着更

为重要的作用。张雅芬等（2015）认为黑粉菌的二型态转换可能与茭白茎膨大密切相关，而且茭白植

株可能通过精氨酸合成途径来调控黑粉菌的二型态转换从而调节其侵染行为，引起茭白膨大。Josea等
（2019）发现，黑粉菌菌丝在细胞间和细胞内都可发生形态转换和移动，而孢子只发生在细胞内；进一

步研究发现，黑粉菌至少参与了7种代谢途径和5种主要生物学过程来抵御宿主的防御并成功侵染。

植物受到病原菌侵染后，体内发生一系列生理生化变化，其中抗病相关代谢途径关键酶活性的变

化能够有效促进植物抵御病原菌的进一步侵染。研究表明，植物的抗病性与苯丙烷代谢途径和活性氧

（ROS）代谢途径密切相关，在植物与病原菌互作过程中，植物体内产生活性氧及抗菌物质，激活活性

氧代谢途径及苯丙烷代谢途径中关键酶基因的表达，调节代谢产物的合成与积累（Dixon et al., 2002）。
ROS作为植物快速应答外界环境的一种信号分子，可以介导植物细胞内信号传递，并参与细胞周期、

基因调节、细胞程序化死亡和超敏反应等众多生理过程（Conklin et al., 1996；Conklin，2001）。逆境胁

迫下，细胞中产生大量的ROS积累，严重损伤细胞中膜脂、蛋白质、DNA等大分子物质及其他组分，

最终影响植物的正常代谢和生长发育（Dietz，2003；Foyer and Noctor，2003）。其中，酶防御系统［抗

坏血酸过氧化物酶（APX）、CAT、SOD、POD等］能有效阻止ROS的累积，减轻ROS对植物的伤害，

提高植物对外界胁迫的抗逆能力。肖新换等（2016）对甘蔗接种黑穗病菌，发现蔗芽组织中黑穗病菌

量随接种时间的延长而增加，接种黑穗病菌后，抗病品种POD、SOD和CAT活性普遍比对照高，表明

其活性氧代谢途径强度比对照相应时间点高，能够更早应答黑穗病菌的侵染，而且抗病品种苯丙烷代

谢途径也增强。几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶也是植物防御外界生物胁迫和非生物胁迫的重要酶系统，当

植物体受到病原菌侵染时，几丁质酶和β-1,3-葡聚糖酶活性会在短时间内增强，迅速降解病原菌细胞壁

的几丁质，抑制病原菌在植物体内生长繁殖，从而提高植物对病原菌感染的抗性（Khan et al., 2016）。
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本章探讨逆境胁迫对茭白几丁质酶基因表达及生理活性的影响，结合接种植株的茭白黑粉菌qPCR
验证及石蜡切片观察，阐明逆境胁迫下茭白几丁质酶基因表达情况和茭白黑粉菌侵染后抗病相关酶、

苯丙烷代谢途径相关酶、抗氧化酶活性及丙二醛含量的变化规律，以期为茭白响应茭白黑粉菌侵染的

生理和分子机制的阐明提供重要的理论参考。

5.2  茭白几丁质酶基因ZlChis的鉴定

几丁质酶根据其氨基酸序列同源性分为糖苷水解酶18家族（GH18）和糖苷水解酶19家族

（GH19），其中糖苷水解酶GH19主要存在于高等植物中，可分为Class Ⅰ、Ⅱ和Ⅳ，该家族几丁质酶基

因参与植物响应生物胁迫和非生物胁迫过程。本章采用几丁质酶的HMM文件（PF00182）搜索茭白基

因组数据库（Guo et al., 2015），经Pfam分析排除无Glyco_hydro_19结构的基因，经Clustal W工具比

对，排除重复序列后，共获得11个
茭白几丁质酶基因ZlChis（ZlChi1至
ZlChi11）（表5-1）。为了研究茭白

ZlChis与拟南芥及水稻几丁质酶之

间的系统发生关系，利用MEGA4.0
通过邻接法构建系统进化树。11个
ZlChis分属于Class Ⅰ、Ⅱ和Ⅳ，其中2
个ZlChis属于Class Ⅰ，5个ZlChis属于 
ClassⅡ，4个ZlChis属于ClassⅣ（图

5-1）。位于同一分支的ZlChis可能

具有相似的功能，如同属于Class Ⅳ 
的ZlChi1和ZlChi9，ZlChi4和水稻chit1 
等可能具有相似的功能；另外，同属于 
Class Ⅰ的ZlChi2和水稻chit13，ZlChi3、 
水稻chit12和拟南芥AT3G04720蛋白， 
与损伤诱导蛋白WIN2前体相似，可

能参与植物的损伤过程。

表5-1 茭白几丁质酶基因ZlChis的基本信息以及荧光定量引物

基因名称 基因 ID
定量RT-PCR引物

正向引物 反向引物

ZlChi1 Zlat_10003182 GGGCATATCCAACAATGGCGAACT CCGGAGATGAGGAGCACTAA

ZlChi2 Zlat_10047807 GGAAAGCTCAGCCATCGAGA GAGGAGTGGGAGAAAGCGAAGT

ZlChi3 Zlat_10012767 GGTTCTGCTGCAACGAGAC GGTGATGAAGGCCTGGTAGT

ZlChi4 Zlat_10016842 CTCCGAAGACGACTCCAAG CGATCTCCTCGATGTAGCAG

ZlChi5 Zlat_10017446 GCTGCACCGATGTACAGATTG CTTGTGCAGGAACAGCGAC

ZlChi6 Zlat_10048858 CGCTCTGGTTCTGGATGA ATCTGTTGCCGTTGCACT

图5-1 茭白、拟南芥及水稻几丁质酶的系统发生关系
注：AT代表拟南芥；Os代表水稻；Zl代表茭白。
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基因名称 基因 ID
定量RT-PCR引物

正向引物 反向引物

ZlChi7 Zlat_10029194 GACCGCATCGGCTACTACAAG CTGGTTGTAGCAGTCGAGGTT

ZlChi8 Zlat_10031220 TTACTGCGACGCCACTGACA CCCGTAGTTGAAGTTCCATGAG

ZlChi9 Zlat_10048857 ATGATGTCGTTCCTGGCTC CTTGAAGAACGCCTCAGTG

ZlChi10 Zlat_10004398 CCCTGTCGAACAAACCACTGGAAAC CCCCTGCGATCATCATGCCAAAT

ZlChi11 Zlat_10041954 ATGGTTCATCGCACTTCC GGTGAGACACGTTCGTGAACAT

ZlActin 2 LOC102711684 TAACCGGCCACGTGTATTTA AGAGCAGAGGCATTCCAAGT

5.3  茭白黑粉菌的分离与验证

以鄂茭1号灰茭为材料，分离和培养其中的黑粉菌，用真菌基因组

DNA抽提试剂盒提取黑粉菌基因组DNA，以黑粉菌actin和TFIID基因

特异性引物进行PCR扩增（表5-2），2%琼脂糖凝胶电泳检测。结果显

示，扩增条带大小分别约为250bp和120bp，与预期一致，可用于后续

试验（图5-2）。

表5-2 茭白黑粉菌actin和TFIID基因引物序列

引物 引物序列 (5′→3′) 片段长度 (bp)

actin-F CAATGGTTCGGGAATGTGC 243

actin-R GGGATACTTGAGCGTGAGGA

TFIID-F GTAGCGAACTGAGAGCGGTA 120

TFIID-R TAGTGTTTCATTTCGCTCCTCC

5.4  非生物胁迫对茭白叶片几丁质酶基因ZlChis表达的影响

几丁质酶是一种降解几丁质的糖苷酶，广泛存在于微生物、昆虫及植物中，参与植物生长发育过

程的调节以及对各种环境胁迫的响应。几丁质酶基因的转录和几丁质酶活性的增加会受到各种胁迫

因子（如盐、干旱和低温等）的诱导。为研究转录水平上茭白叶片ZlChis基因对盐（0.2mol/L NaCl）、
高温（42℃）、低温（4℃）、干旱（20% PEG 6000）和ABA（0.1mmol/L）胁迫的反应，利用Primer 
Premier 5.0设计ZlChis基因特异性引物，以胁迫处理的茭白叶片cDNA为模板，实时荧光定量PCR检测

ZlChis基因的表达情况。

5.4.1  NaCl胁迫下茭白几丁质酶基因ZlChis的表达分析

用0.2mol/L NaCl处理5叶期茭白幼苗，实时荧光定量PCR检测处理6h、12h和18h茭白叶片ZlChis
基因表达情况，结果显示，ZlChi10和ZlChi11在盐胁迫下不表达，其余9个ZlChis基因均对NaCl处理有

（续）

图5-2 茭白黑粉菌actin和TFIID
基因的PCR扩增

M. DL2000 marker 1. actin基因的PCR
扩增 2. TFIID基因的PCR扩增

M 1 2

500bp

250bp
100bp
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响应。ZlChi9在处理6h的相对表达量最高，达105.7，显著高于12h（0.0088）和18h（0.0055）。ZlChi5
在整个处理过程中相对表达量都比较高，其中以处理12h的相对表达量最高（98.1），18h次之（92.0），
6h最低（56.3），且处理6h的表达量显著低于12h和18h。另外，ZlChi2在各处理时间的相对表达量都

不高，但均大于1。ZlChi4和ZlChi7在处理18h的相对表达量稍大于1，其他时间点的相对表达量均低

于1。其他ZlChis基因相对表达量较低，在处理的各阶段相对表达量都低于1（图5-3）。

图5-3 盐胁迫下茭白叶片ZlChis基因的相对表达分析
注：横坐标为盐胁迫时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

本研究发现，大部分ZlChis都是在盐处理的早期作出响应。ZlChi2在不同处理时间都是表达量上

升，而ZlChi3、ZlChi6和ZlChi8都是表达量下降。ZlChi5 在不同处理时间的叶片都大量表达，而ZlChi9
在处理6h的叶片中高表达；ZlChi5和ZlChi9 在胁迫处理的早期即有大量表达，说明这2个基因在茭白

受到盐胁迫的初期即作出响应，合成盐胁迫相关的应激蛋白，以提高植株的抗盐能力，相关应激蛋白

的合成情况及种类还有待进一步验证。ZlChi10和ZlChi11在盐处理下不表达，二者是否参与盐胁迫响应

还有待进一步验证。
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5.4.2  高温胁迫（42℃）下茭白几丁质酶基因ZlChis的表达分析

将5叶期茭白植株置于42℃培养箱中处理6h、12h和18h，实时荧光定量PCR检测茭白叶片ZlChis
基因的表达情况。结果表明，ZlChi10和ZlChi11不表达，其余9个ZlChis基因对高温胁迫均作出响应，

且大多数ZlChis基因在处理6h的相对表达量最高，显著高于其他时间点。ZlChi2、ZlChi5和ZlChi8基
因的相对表达量变化明显，处理6h的相对表达量分别为26.9、115.8和20.2，随着处理时间延长，其相

对表达量都显著降低。另外，ZlChi4基因只在处理6h呈现轻微上升表达，其他ZlChis基因相对表达量

都比较低，ZlChi6和ZlChi9在处理各时间点都呈现下降表达（图5-4）。本研究发现大多数ZlChis基因在

高温胁迫的初期作出响应，说明这些基因可能是高温胁迫初期的抗逆相关基因，参与高温胁迫相关的

蛋白质合成过程，以提高植物的抗逆性，但是相关胁迫蛋白的类型及合成过程还有待进一步验证。

图5-4 42℃下茭白叶片ZlChis基因的相对表达分析
注：横坐标为高温胁迫时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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5.4.3  低温胁迫（4℃）下茭白几丁质酶基因ZlChis的表达分析

将5叶期茭白幼苗置于4℃培养箱中处理6h、12h和18h，荧光定量检测ZlChis基因的表达情况，结

果显示，ZlChi10和ZlChi11没有表达，而ZlChi1至ZlChi9对低温胁迫均能作出响应。与对照相比，大

部分ZlChis（ZlChi1、ZlChi3、ZlChi4、ZlChi6、ZlChi7和ZlChi9）基因的相对表达量都有不同程度的降低。

ZlChi2在处理各时期表达量均上升，处理6h时相对表达量最高（34.5），显著高于12h和18h；12h时的

相对表达量降到最低。整个处理期间，ZlChi5基因的相对表达量总体呈上升趋势，处理12h和18h的相

对表达量显著高于6h。ZlChi8基因在处理12h的相对表达量最高，显著高于6h和18h（图5-5）。丁云等

（2021）研究发现，木薯MeCHITVb基因在低温胁迫下表达量显著上升，进而推测该基因可能参与木薯

耐低温的调控。本研究发现，低温胁迫下ZlChi2、ZlChi5和ZlChi8基因表达量上升，而其他6个ZlChis
基因表达量均下降，推测这些几丁质酶基因可能参与了茭白对低温胁迫的响应过程。

图5-5 4℃下茭白叶片ZlChis基因的相对表达分析
注：横坐标为低温胁迫时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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5.4.4  干旱胁迫下茭白几丁质酶基因ZlChis的表达分析

以20%（m/V）PEG 6000溶液处理5叶期茭白幼苗，荧光定量结果显示，ZlChi10和ZlChi11不表达。

ZlChi2和ZlChi5基因表达量上升，ZlChi2在处理6h的相对表达量最低，处理12h的相对表达量最高，显

著高于其他时间点；ZlChi5在处理期内相对表达量都很高，处理18h的相对表达量达到峰值（121.5），
处理12h的相对表达量最低，显著低于其他时间点。另外，ZlChi4、ZlChi8和ZlChi9 都在处理6h达到

相对表达量峰值，而ZlChi1、ZlChi3、ZlChi6和ZlChi7基因的表达水平较低或表达量下降（图5-6）。
Gupta 等 (2019) 对菜豆营养期和生殖期干旱胁迫下的蛋白质进行了研究，发现有5种干旱响应蛋白质表

达量上升，表明这些蛋白质可能参与植物的防御及分子调控过程。本研究发现干旱胁迫下ZlChi5大量

表达，ZlChi8和ZlChi9在干旱胁迫的早期也是大量表达，说明这些基因可能是干旱胁迫的早期响应因

子，而ZlChi1、ZlChi3和ZlChi7可能是干旱胁迫的负调控因子。

图5-6 干旱胁迫下茭白叶片ZlChis基因的相对表达分析
注：横坐标为干旱胁迫时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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5.4.5  ABA处理下茭白几丁质酶基因ZlChis的表达分析

用0.1mmol/L ABA溶液喷洒5叶期茭白叶片，分别在处理后1h、3h和5h取样，实时荧光定量PCR
检测ZlChis基因的相对表达情况。结果表明，ZlChi2和ZlChi5呈现上升表达，ZlChi2在处理3h和5h的
相对表达量较高，不同处理时间点差异不显著；ZlChi5对ABA处理反应最明显，处理3h的相对表达

量（153.3）显著高于1h和5h。而其他ZlChis（ZlChi1、ZlChi3、ZlChi4、ZlChi6、ZlChi7、ZlChi8和
ZlChi9）基因呈现下降表达，其中ZlChi6和ZlChi9表达量下降明显。另外，ZlChi10和ZlChi11不表达

（图5-7）。本研究发现ABA处理后，除了ZlChi2和ZlChi5基因上升表达外，其余ZlChis基因均下降表

达，表明大多数ZlChis基因对ABA胁迫的响应是负反馈的。

图5-7 ABA胁迫下茭白叶片ZlChis基因的相对表达分析
注：横坐标为ABA胁迫时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

相
对
表
达
量

ZlChi1

c

b

a

1h 3h 5h

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

相
对
表
达
量

ZlChi3

a
b

b

1h 3h 5h

10

8

6

4

2

0

相
对
表
达
量

ZlChi2

a
a

a

1h 3h 5h

0.14

0.12

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

相
对
表
达
量

ZlChi4

b

a

b

1h 3h 5h

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

相
对
表
达
量

ZlChi6

b
c

a

1h 3h 5h

200

150

100

50

0

相
对
表
达
量

ZlChi5

b

a

b

1h 3h 5h

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

相
对
表
达
量

ZlChi7

c

a

b

1h 3h 5h

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

相
对
表
达
量

ZlChi9

b

c

a

1h 3h 5h

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

相
对
表
达
量

ZlChi8

b

c

a

1h 3h 5h



第5章  逆境胁迫对茭白几丁质酶基因ZlChis表达特性及生理活性的影响

101

5.5  茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片几丁质酶基因ZlChis表达的影响

取5叶期雄茭植株，利用注射法接种茭白黑粉菌，以接种马铃薯葡萄糖液体培养基的雄茭苗为对

照，分别于接种后3h、6h、12h、18h、24h、3d和5d检测雄茭叶片ZlChis基因的表达情况。结果显示，

3个ZlChis（ZlChi2、ZlChi5和ZlChi9）基因不表达，其余8个ZlChis基因对茭白黑粉菌侵染均能作出

响应。其中ZlChi1、ZlChi6、ZlChi8和ZlChi11的相对表达量变化明显，ZlChi1在接种后18h和3d呈现

显著上升表达，相对表达量分别为10.28和22.53；ZlChi6在处理后3h、6h和12h也显著上升表达，相

对表达量分别为7.08、15.68、15.52；另外，ZlChi8在接种后5d相对表达量最高，达16.93，呈显著上

升表达；ZlChi10在接种后3h、6h和18h也呈现显著上升表达，相对表达量分别为3.90、3.65和3.55；
ZlChi11在接种后3h达到最大相对表达量，为10.50；其余ZlChis基因相对表达量都较低或呈下降表达 

（图5-8）。

图5-8 茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片ZlChis基因表达的影响
注：横坐标为接种后的时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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图5-9 茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片几丁质酶及β-1, 3-葡聚糖酶活性的影响
注：横坐标为接种后的时间；不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

几丁质酶在植物防御病原体侵染过程中起着重要作用，当植物受到病原体危害时，几丁质酶基

因大量表达，几丁质酶活性提高，从而降解病菌的细胞壁以提高防御能力（Bartholomew et al., 2019；
Cheng et al., 2021；Wang et al., 2021）。研究表明，茶叶在受到真菌感染时，GH19几丁质酶基因

（TEA028279和TEA019397）均呈现上升表达，说明几丁质酶基因在茶叶生物胁迫应答过程中起防御作

用（Bordoloi et al., 2021）。本研究发现雄茭植株接种茭白黑粉菌后，除ZlChi2、ZlChi5和ZlChi9基因外，

其余8个ZlChis基因均对茭白黑粉菌侵染作出响应，推测这些基因可能参与了雄茭响应茭白黑粉菌的侵

染过程。其中，ZlChi10和ZlChi11基因在接种后3h相对表达量最高，ZlChi1基因在接种后3d相对表达

量最高，ZlChi6基因在接种后6h和12h相对表达量最高，ZlChi8基因在接种后5d相对表达量最高，说

明ZlChis基因对茭白黑粉菌侵染的反应时间有所不同。其他ZlChis基因的相对表达量都较低或不表达，

说明这些基因可能对茭白黑粉菌侵染不敏感或参与其他胁迫的反馈调控，这与徐武等（2019）的研究

结论一致。王瑾等（2021）研究指出，链格孢菌侵染后，甜瓜CmCHT1基因的相对表达量在侵染初期

到中期较高，CmCHT2基因相对表达量在侵染中期较高，说明病原菌侵染引起不同CmCHT基因的表达

存在时间差异性。Bartholomew等（2019）发现黄瓜14个几丁质酶基因对尖孢镰刀菌的侵染也呈现表达

差异。本研究发现茭白黑粉菌侵染引起茭白ZlChis基因表达也存在时间差异性。

5.6  茭白黑粉菌侵染对雄茭生理活性的影响

5.6.1  茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片几丁质酶及β-1, 3-葡聚糖酶活性的影响

几丁质酶是植物体内一类降解几丁质的糖苷酶，参与植物生长发育过程的调节以及响应各种逆境

胁迫尤其是病原菌的侵染过程。试验对雄茭幼苗接种茭白黑粉菌，研究黑粉菌侵染对雄茭叶片几丁质

酶活性的影响，结果显示，在测定时间内，雄茭叶片几丁质酶活性呈现逐渐降低趋势，对照组（未接

种，下同）和处理组（接种，下同）的酶活性在接种后3h最高，接种后5d酶活性最低；除接种后3d
外，处理组所有时间点的几丁质酶活性都较对照组高，分别是对照组的1.04倍、1.33倍、2.33倍、1.66
倍、2.02倍、0.87倍和1.46倍，尤其是接种后12h，处理组与对照组差异显著（图5-9）。β-1, 3-葡聚

糖和几丁质都是绝大多数真菌细胞壁的主要成分。β-1, 3-葡聚糖酶通过催化真菌细胞壁中β-1, 3-葡聚

糖的水解，抑制真菌生长，参与植物对病原真菌的防卫，提高植物的抗真菌能力。在测定期内，处理

组和对照组β-1, 3-葡聚糖酶活性总体呈现下降趋势，都在接种后3h达到最高，以后逐渐降低；处理组
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图5-10 茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片多酚氧化酶（PPO）及苯丙氨酸解氨酶（PAL）活性的影响
注：横坐标为接种后的时间，不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

β-1, 3-葡聚糖酶活性在接种后3h、6h和18h较对照组提高，分别是对照组酶活性的1.42倍、1.10倍和

1.21倍，其中接种后3h，二者之间差异达显著水平；在接种后12h、24h、3d和5d较对照组降低，分

别是对照组酶活性的0.51倍、0.99倍、0.51倍和0.74倍，且接种后12h，处理组的β-1, 3-葡聚糖酶活

性显著低于对照组（图5-9）。
几丁质酶在植物防御真菌侵染过程中起关键作用，当受到病原真菌侵染时，植物可产生多种抗菌

物质来抵御病原真菌的侵染，譬如诱导植物细胞产生活性氧（ROS）、介导抗病相关酶（几丁质酶和

β-1, 3-葡聚糖酶）活性的提高，抗病相关酶可通过分解病原菌细胞壁结构组分、诱导与抗病相关的酶促

反应，促进抗病物质的累积，以增强植物的抗病能力（闫志鹏等，2019；Toufiq et al.，2018）。本研究

以5叶期雄茭幼苗为试验材料，采用注射法接种茭白黑粉菌，结果显示，雄茭叶片几丁质酶活性均高于

对照，说明茭白黑粉菌侵染可诱导几丁质酶活性的提高，从而增强雄茭植株抗茭白黑粉菌的能力。王

瑾等（2021）研究发现，甜瓜受到链格孢菌侵染后，其果皮及果肉组织几丁质酶和β-1, 3-葡聚糖酶活

性随储藏时间延长呈现逐渐降低的趋势。雄茭接种茭白黑粉菌后，其叶片几丁质酶和β-1, 3-葡聚糖酶

活性均呈现逐渐降低的趋势，这与王瑾等（2021）的研究结果一致。上述ZlChi10和ZlChi11基因在接

种后3h相对表达量最高，说明雄茭对茭白黑粉菌接种早期的防御反应最明显，推测ZlChi10和ZlChi11
基因可能参与响应黑粉菌侵染调控过程，这两个基因的功能及参与的生物学过程还有待进一步验证。

5.6.2  茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片多酚氧化酶及苯丙氨酸解氨酶活性的影响

多酚氧化酶（PPO）是植物中普遍存在的一类含铜氧化还原酶，是植物抵抗逆境的代谢酶，作为

植物体内的氧化还原酶和酶促褐变反应中的关键酶，在氧气存在的条件下，能够将植物体内的酚类物

质氧化成对病原菌有毒害作用的醌类物质，从而达到抑制植物体内病原菌生长和扩散的目的（Kobsak 
et al., 2021；Muhammad et al., 2021；Teribia et al., 2021；Zhao et al., 2021）。接种茭白黑粉菌后3h和6h，
处理组PPO活性低于对照组，且在接种后6h，处理组PPO活性显著低于对照组；从接种后12h起，处

理组PPO活性高于对照组（图5-10）。苯丙氨酸解氨酶（PAL）是植物次生代谢过程的关键酶之一，是

植物体内次生代谢物质（木质素、植保素、类黄酮和花青素等物质）形成和代谢过程的重要酶，与植

物抵抗病原真菌侵染密切相关（闫志鹏等，2019；Dong et al., 2021）。接种茭白黑粉菌后3h，处理组叶

片PAL活性低于对照组，两组之间差异不显著；从接种6h起，处理组PAL活性高于对照，在整个测定

时间内，处理组雄茭叶片PAL活性与对照组差异不显著（图5-10）。程龙军（2002）发现茭白孕茭初期

PAL活性较高，本研究发现茭白黑粉菌侵染对PAL活性无显著影响，说明PAL可能不是茭白响应茭白

黑粉菌侵染的关键酶。
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5.6.3  茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片抗氧化酶活性的影响

逆境胁迫会使植物体内的氧化还原稳态失衡，导致细胞或生物体内活性氧（ROS）失衡，从而

造成膜脂过氧化和膜结构破坏，严重影响植物生长发育（Zhu et al., 2010）。在这种情况下，植物能通

过调节体内抗氧化酶的活性来减轻ROS失衡所带来的损伤（Urmi et al., 2021）。抗坏血酸过氧化物酶

（APX）、过氧化物酶（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）是保护细胞免受氧化损

伤的主要抗氧化酶类，可以通过相互协作清除ROS来减轻胁迫产生的影响（Grara et al., 2003）。
APX是植物活性氧代谢途径中重要的抗氧化酶之一，是过氧化物酶家族的一类血红素过氧化物酶，将

H2O2分解成H2O和O2，从而平衡细胞内ROS的浓度（Tyagi et al., 2020）。雄茭植株接种茭白黑粉菌后，除6h
外，其他时间段处理组APX活性都较对照组高，其中以接种后12h处理组APX活性最高，为796 U/（g · min）
（以鲜重计），显著高于对照，说明接种后12h可能是APX响应茭白黑粉菌侵染的关键时间点（图5-11）。

POD是植物体内广泛存在的活性较高的一类氧化还原酶，参与植物呼吸作用、光合作用及生长素

的氧化等过程。接种茭白黑粉菌后3h，处理组POD活性最高，达516.11U/ （g · min）（以鲜重计），是对

图5-11 茭白黑粉菌侵染对雄茭叶片抗氧化酶活性及丙二醛含量的影响
注：横坐标为接种后的时间，不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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照组的1.70倍，且显著高于对照组。处理组POD活性在接种后3h、6h和18h均高于对照组，而在接种

后12h和24h低于对照组。说明雄茭叶片POD对茭白黑粉菌的响应期主要集中在处理前期（图5-11）。
SOD是生物体抗氧化酶的重要组成酶，在微生物、植物和动物体内普遍存在。它是一种含金属辅

基的抗氧化酶，在保持生物体氧化与抗氧化动态平衡中起重要作用。SOD活性的增加与植物抗逆性的

提高有关，通过将超氧化物自由基分解为H2O2来增强抗逆性。接种后18h，处理组SOD活性最高，达

491U/g（以鲜重计），是对照组的1.12倍；其他时间点处理组SOD活性均低于对照组，且在接种后3h
酶活性最低。在测定时间点内，处理组SOD活性与对照组差异不显著（图5-11）。

CAT是植物体内的关键抗氧化酶，普遍存在于植物体中，是一种以铁卟啉为辅基的结合酶，能

够有效清除植物体内活性氧，其活性与植物代谢强度及抗逆性有关，CAT可以在无还原剂的情况下

对H2O2自身进行解毒。本研究处理组叶片中CAT活性均高于对照组，以接种后3h的酶活性最高，达

73.67U/ （g · min）（以鲜重计），是对照组的1.60倍；在测定范围内，除3h外，处理组与对照组CAT活

性差异不显著，且随着处理时间的延长，CAT活性逐渐降低，在18h时达到最低值11.14U/ （g · min）（以

鲜重计），是对照组酶活性的5.30倍（图5-11）。
丙二醛（MDA）是细胞膜脂过氧化作用产物之一，它的产生会加剧细胞膜损伤。MDA含量可用来

反映植物体内ROS导致的膜脂过氧化程度。因此在研究植物抗性、衰老生理时，可通过测定MDA含量

了解ROS导致的膜脂过氧化程度，间接反映植物组织抗氧化能力以及植物抗逆性的强弱。在整个测定

期内，处理组MDA含量与对照组差异不显著，接种后3h和18h，处理组MDA含量略高于对照，而接

种6h和24h，MDA含量均低于对照（图5-11）。
闫宁等（2013）研究表明，茭白黑粉菌侵染导致茭白叶片APX、CAT、POD、谷胱甘肽还原酶

（GR）、SOD活性和H2O2含量升高，超氧自由基和MDA含量下降。本研究结果显示，接种茭白黑粉菌

提高了叶片APX和CAT活性，其中CAT和POD在接种后3h活性最高，SOD活性在接种后18h最高；

接种茭白黑粉菌后MDA含量与对照组相差不大。抗氧化酶活性变化趋势与闫宁等（2013）的研究结果

一致，推测在接种后18h内，雄茭植株体内ROS积累较多，抗氧化酶活性的升高是雄茭植株响应茭白

黑粉菌侵染的表现。可见，茭白黑粉菌侵染在一定程度上诱导了植物体内抗氧化酶活性的变化，提高

了植物体对茭白黑粉菌侵染的抵抗能力，而植物内生真菌与其宿主需要经过长期的相互适应和进化才

能形成互利共生关系，本研究中雄茭植株体内相关酶生理活性的变化可能与茭白和茭白黑粉菌互利共

生关系的形成有关。茭白黑粉菌侵染以及茭白与茭白黑粉菌的共生关系还有待进一步探究。

5.7  接种植株的茭白黑粉菌检测

5.7.1  接种植株茭白黑粉菌的分子检测

以接种茭白黑粉菌15d的雄茭苗茎尖及根部基因组DNA为模板，用茭白黑粉菌actin基因特异性引

物进行qPCR扩增，以接种马铃薯葡萄糖液体培养基的雄茭苗为对照。结果显示，大部分接种株的茎尖

和根部能扩增出约250bp目的条带，部分接种株茎尖和根部未扩增得到目的条带，但扩增出一条介于

100bp和250bp之间的条带，也有部分接种株无扩增条带出现（图5-12）。切胶回收扩增片段，连接到

pMD19-T Vector载体。测序结果显示，雄茭茎尖和根部qPCR扩增片段大小分别为243bp和139bp，比

对分析发现，243bp扩增片段与茭白黑粉菌actin（KU302684.1）序列同源性为100%，139bp扩增片段

与土曲霉（XM_001209659.1）序列同源性为86%。说明接种后15d，茭白黑粉菌已经成功侵染雄茭植

株，并且已经扩展到雄茭的根部，同时也说明雄茭植株中还存在着其他真菌。
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5.7.2  接种植株的石蜡切片观察

取接种茭白黑粉菌15d雄茭苗的根部组织，迅速放入FAA固定液中固定，由武汉赛维尔生物

科技有限公司进行石蜡切片（WGA-PI染色法）（Redkar et al., 2018）。结果发现，相同的视野范围

内，接种茭白黑粉菌的雄茭苗根部可观察到大量真菌菌丝组织，而对照组雄茭根部真菌菌丝组织很少 
（图5-13）。说明茭白黑粉菌已经侵染到接种株的根部，并且产生了大量菌丝。

图5-12 接种株茭白黑粉菌actin基因的qPCR扩增
A.接种株根部茭白黑粉菌actin基因qPCR扩增 B.接种株茎尖茭白黑粉菌actin基因的qPCR扩增

M. DL2000 marker；1 ～ 8.接种茭白黑粉菌的雄茭 9.接种马铃薯葡萄糖液体培养基的雄茭 10.阳性对照

图5-13 雄茭根部石蜡切片观察
A.接种马铃薯葡萄糖液体培养基的雄茭根部石蜡切片（CK） B.接种茭白黑粉菌的雄茭根部石蜡切片

注：纵切，10倍视野，真菌菌丝呈绿色荧光，植物组织细胞壁呈红色荧光。
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石蜡切片是观察病原菌侵染后植物组织结构变化的常用方法（张文洁，2020）。李帅（2016）利

用石蜡切片观察田间不同表型茭白黑粉菌的分布情况，发现正常茭白中黑粉菌主要以菌丝的形态分布

在根部和茎部，且茎部黑粉菌菌丝数量的多少与茎部营养物质的供应密切相关。周美琪（2018）研究

发现，正常茭白5叶期的茎部已有黑粉菌菌丝存在，黑粉菌在正常茭白茎部的生长分布与茭白植株的

生长发育状态密切相关，茭白叶片老化时，黑粉菌菌丝逐渐转变成孢子，并以孢子形态存在于正常茭

白茎部。本研究发现，对照组雄茭根部有少量真菌菌丝分布，而接种株根部有大量真菌菌丝存在，结

合qPCR的结果，说明接种15d的雄茭植株根部已经有茭白黑粉菌的大量存在，至于对照组植株根部也

检测到少量真菌菌丝，说明雄茭植株中可能有其他真菌的存在，也说明茭白体内真菌的多样性，这与

占梦丹（2017）的研究结果一致。茭白茎部黑粉菌的生长和分布与茭白能否孕茭密切相关（刘晓慧等，

2020）。本研究中，大部分接种株茎尖和根部检测到茭白黑粉菌，另外，部分接种株的茎尖和根部还检

测到其他真菌，至于接种株能否膨大形成肉质茎还需进一步观察。

5.8  结论

本章利用RT-qPCR技术检测逆境胁迫下茭白叶片几丁质酶基因的表达情况，研究接种茭白黑粉

菌对雄茭叶片抗病相关酶类、苯丙烷代谢相关酶类、抗氧化酶类活性以及MDA含量的影响。大部分

ZlChis基因在非生物胁迫6h相对表达量达到最大值，也有部分ZlChis基因在12h或18h达到相对表达量

峰值，其中，ZlChi2和ZlChi5基因在所有胁迫处理中均上升表达，而ZlChi10和ZlChi11基因在所有处

理中均未表达。雄茭叶片大部分ZlChis基因对接种茭白黑粉菌作出响应，但ZlChi2、ZlChi5和ZlChi9
基因未检测到表达量，其中ZlChi1、ZlChi6、ZlChi8和ZlChi11基因在接种后呈现上升表达，而其他

ZlChis基因的相对表达量都较低。接种茭白黑粉菌后，雄茭叶片几丁质酶、β-1, 3-葡聚糖酶、PPO、

PAL、APX、CAT、POD、SOD活性以及MDA含量都有变化，其中几丁质酶、β-1, 3-葡聚糖酶、APX
和POD对接种茭白黑粉菌的响应程度高于其他酶。qPCR显示接种15d的雄茭苗茎尖和根部有茭白黑

粉菌存在；石蜡切片显示，接种15d的雄茭苗根部存在大量真菌菌丝，而对照苗的根部真菌菌丝较少。
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第6章 茭白铵转运蛋白基因ZlAMTs的鉴定及
在低氮条件下的表达分析

张申申1  郑丽文1  闫宁2  郭得平1

(1.浙江大学农业与生物技术学院 2.中国农业科学院烟草研究所）

◎本章提要

氮是植物必需的常量营养元素，在各种生物过程中起着重要作用。铵转运蛋白（ammonium 
transporter，AMT）在植物吸收铵态氮的过程中发挥着重要作用。前人研究中，拟南芥和水稻中的AMT
部分成员功能不断被解析，但茭白铵转运蛋白的相关研究仍未有报道。本研究在茭白最新基因组中鉴

定到15个ZlAMTs基因，并对其蛋白质理化性质、系统发育进化、亚细胞定位、结构域、基序、基因结
构和启动子元件等进行分析。同时，根据低氮胁迫下各成员的表达量来预测其相关功能，旨在揭示茭

白ZlAMTs基因的特征与功能，进而为提高茭白的氮肥吸收和利用机制提供参考依据。
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6.1  前言

氮（N）是植物生理代谢过程中的重要元素，参与氨基酸、蛋白质和次级代谢物的合成以及多种细

胞形态过程的信号转导。在农业生产中，氮作为一种常量营养元素，其有效性是决定植物生长发育和

生产力的关键因素。据报道，全球氮肥消费总量从2015年的1.125亿 t增长到2019年的1.182亿 t，氮肥

用量占化肥总用量的59%。1970—2020年，我国氮肥消费量增加了至少10倍之多。无机氮肥的大量应

用为支持和维持作物产量的巨大增长作出了不可替代的贡献（Nitika et al., 2021）。然而，植物吸收利用

的氮肥不到施用量的50%，其余在环境中消散，引起水体污染、土壤酸化和温室气体排放等一系列环

境问题（Xu et al., 2012）。因此，提高氮利用效率以保持作物高产，同时减少对环境的过量氮负荷是氮

相关研究的一个重要目标。为了实现这一目标，深入了解植物吸收、同化、转移和转运氮素的分子机

制和氮代谢途径，在此基础上结合现代生物技术实现植物对氮素的高效吸收和利用就显得十分重要。

氮通常以有机形式（氨基酸和尿素）和无机形式［硝态氮（NO-
3）和铵态氮（ ）］存在。在农业

与许多自然系统中，无机氮是植物获得氮的主要来源。在好氧土壤中，氮主要以硝酸盐的形式存在，而

铵是厌氧或者偏酸性土壤（如稻田）中的主要无机氮源形式。不同种属的植物对硝态氮和铵态氮的吸收

喜好不同，与硝酸盐的利用过程相比，铵态氮被吸收后可直接用于合成氨基酸，其同化需要更少的能量

（Gu et al., 2013）。植物通过根系表面的铵转运蛋白吸收土壤中的 。在长期的演化过程中，植物为了适

应复杂的环境变化，进化出了两类吸收动力学特性不同的铵吸收系统：高亲和力转运系统（HATS）和低

亲和力转运系统（LATS），分别在低浓度铵（＜1mmol/L）和高浓度铵（＞1mmol/L）时起到吸收 的

作用。该运输 的系统主要由铵转运蛋白（AMT）介导。在植物中，铵转运蛋白（AMT）负责将铵 / 
氨从细胞外转运到细胞内，一旦铵被AMT吸收到根细胞中，它最终会通过谷氨酰胺合酶（GS）合成谷

氨酰胺。需要注意的是，高浓度的 可能对植物产生抑制生长的毒性。

第一个AMT 基因是在酵母（Marini et al., 1994）和拟南芥（Ninnemann et al., 1994）中鉴定出来

的。之后的多个物种系统发育分析研究表明，AMT家族可大致分为2个亚家族：AMT1亚家族和AMT2
亚家族。AMT1亚家族成员是高亲和转运蛋白，而AMT2亚家族成员则介导低亲和 的转运。随着

分子生物学的发展和研究的不断深入，一些AMT家族成员已被克隆并在不同植物物种中进行功能表

征，如拟南芥、水稻、番茄、小麦、玉米、高粱、毛果杨和棉花等。其中拟南芥和水稻的AMT家族研

究较为深入。前人研究中，拟南芥中鉴定到6个AMT，AtAMT1;1至AtAMT1;5彼此同源性最高，属于

AMT1亚家族，与蓝藻铵转运蛋白聚类。AtAMT2属于AMT2亚家族，与酿酒酵母Mep1、Mep2、Mep3
和大肠杆菌AmtB聚类。基因家族成员之间的表达模式、定位与转运活性是有差异的，如AtAMT1;1、
AtAMT1;2、AtAMT1;3和AtAMT1;5基因主要在根部表达，AtAMT1;4基因在花药中特异性表达。基因

功能验证可知，缺氮条件下，拟南芥AMT1亚家族成员对铵的高亲和吸收力占比：AtAMT1;1约为

30%，AtAMT1;2为18% ～ 26%，AtAMT1;3为30% ～ 35%，AtAMT1;5为5% ～ 10%。此外，AtAMT1;1
和AtAMT1;3在缺氮条件下表现出功能上的加和性。水稻中鉴定到12个铵转运蛋白，分为5簇2个亚类：

OsAMT1、OsAMT2、OsAMT3、OsAMT4和OsAMT5。其中OsAMT1归为AMT1亚家族，是高亲和转

运蛋白，而OsAMT2至OsAMT5归为AMT2亚家族，介导低亲和 的转运（Cai et al., 2009；Li et al., 
2012）。与AtAMT1类似，OsAMT1也显示出对铵的高亲和力，且均在根中表达。单独敲除OsAMT1;1
基因导致水稻中铵吸收量减少25%；然而，OsAMT1;2和OsAMT1;3基因对铵吸收的贡献尚不清楚。有

研究表明，OsAMT1;1、OsAMT1;2和OsAMT1;3可合作负责根系铵的吸收，因此推测OsAMT1可能存

在响应铵供应的独特调节机制。
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前人研究表明，磷酸化等翻译后事件控制着转运蛋白的活性，从而控制植物系统中铵的积累。例

如拟南芥AMT1;1和AMT1;2受CBL1-CIPK23的磷酸化调控，从而抑制 的转运活性。其中，CBL是

类钙调磷酸酶B蛋白，CIPK是CBL互作蛋白激酶（Tatsiana et al., 2017）。此外，AMT基因表达还受到

转录因子的调控，如水稻中存在着转录水平调控AMT基因表达的上游转录因子OsIDD10，它通过结合

OsAMT1;2启动子区域的顺式作用元件而激活表达；转录因子OsDOF18正调控OsAMT1;1、OsAMT1;3
和OsAMT2;1的表达，从而促进植物细胞对 的吸收（Wu et al., 2017）。

茭白为禾本科菰属多年生水生蔬菜，其产品器官为受到内生真菌——茭白黑粉菌侵染后形成的膨

大肉质茎（Guo et al., 2015）。氮是茭白最基本的矿质元素之一，对茭白植株生长及产品器官与品质的

形成十分重要。茭白与水稻类似，根系具有发达的通气组织，其对于氮肥吸收的偏好性亦与水稻有相

同之处。作为一种重要的蔬菜作物，氮肥对其生长发育的影响研究极少，因此，探究根系对不同类型

氮的吸收与利用机制很有必要。茭白基因组测序的完成，使得在分子水平上探究茭白氮吸收和利用的

分子机制成为可能。本章拟鉴定茭白铵转运蛋白基因ZlAMTs成员，并对其低氮响应的基因表达进行分

析，填补该基因家族在茭白植株中的研究空白。研究结果对进一步研究茭白铵转运蛋白的功能，探究

茭白氮吸收和利用的分子机制具有重要价值。

6.2  茭白ZlAMTs基因的鉴定与理化性质分析

为了准确鉴定茭白中所有的ZlAMTs基因成员，本研究采用了两种方法在茭白基因组中进行检索：

利用拟南芥已鉴定的6个AMT序列为查询序列的本地BLASTP方法和使用AMT保守结构域的HMM配

置文件（PF00909）进行HMM搜索。在删除保守结构域完整度小于80%的序列后，最终在茭白基因

组中鉴定到15个ZlAMTs基因（表6-1），并参考前人研究中AMT基因的命名特征及所鉴定成员在染色

体上位置的先后顺序进行命名。茭白铵转运蛋白（ZlAMTs）理化性质分析结果显示，其氨基酸数量为

458 ～ 519个，分子质量为48.37 ～ 55.16ku，预测等电点为5.36 ～ 8.27，其中ZlAMT1;1、ZlAMT1;4、
ZlAMT1;5、ZlAMT2;1、ZlAMT2;2、ZlAMT2;4、ZlAMT2;6和ZlAMT3;1均为碱性蛋白（理论等电点＞

7），其余均为酸性蛋白（理论等电点＜7）。平均疏水指数均大于零，表明ZlAMTs均为疏水性蛋白，且

均较为稳定（不稳定系数＜40）。ZlAMTs跨膜结构域预测结果表明，每个结构域包含9 ～ 11个跨膜螺

旋，这与其他植物中AMT基因家族的特征一致。通过WoLF PSORT预测到ZlAMTs蛋白的亚细胞定位

主要是在质膜上（表6-2），这与拟南芥和水稻中的发现类似。

表6-1 鉴定的茭白ZlAMTs基因成员及ZlAMTs蛋白理化性质分析

基因 ID 基因名称
氨基酸数量
（个）

分子质量
（ku）

理论等电点 脂肪指数 平均疏水指数 不稳定系数
跨膜螺旋数量

（个）

Zla06G008920.1 ZlAMT1;1 500 52.79 7.64 93.18 0.469 22.06 11

Zla07G010580.1 ZlAMT1;2 519 55.16 6.85 91.27 0.387 24.8 10

Zla08G015290.1 ZlAMT1;3 496 52.76 6.74 92.88 0.465 18.78 9

Zla08G015300.1 ZlAMT1;4 495 52.21 8.11 93.72 0.537 16.58 10

Zla10G017580.1 ZlAMT1;5 496 52.43 7.24 94.09 0.531 18.49 11

Zla01G005520.1 ZlAMT2;1 484 51.31 7.05 107.48 0.582 30.61 11

Zla02G026220.1 ZlAMT2;2 499 52.81 8.27 101.48 0.496 32.25 11

Zla02G026230.1 ZlAMT2;3 500 53.64 6.45 99.12 0.503 36.42 11
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基因 ID 基因名称
氨基酸数量
（个）

分子质量
（ku）

理论等电点 脂肪指数 平均疏水指数 不稳定系数
跨膜螺旋数量

（个）

Zla04G032920.1 ZlAMT2;4 500 52.96 7.75 105 0.541 33.36 11

Zla04G032930.1 ZlAMT2;5 496 53.14 5.98 97.4 0.491 33.84 11

Zla13G007110.1 ZlAMT2;6 492 51.81 7.01 102.95 0.576 33.12 11

Zla05G004570.1 ZlAMT3;1 473 50.29 7.09 104.5 0.652 33.25 11

Zla10G008440.1 ZlAMT3;2 480 51.56 6.49 103.46 0.566 33.19 11

Zla05G010010.1 ZlAMT4;1 458 48.37 5.36 103.21 0.598 33.4 11

Zla05G010100.1 ZlAMT4;2 462 48.86 6.07 103.16 0.589 32.25 11

表6-2 茭白ZlAMTs蛋白亚细胞结构定位预测

蛋白质 ID 蛋白质名称 细胞质膜 内质网 液泡膜 叶绿体 过氧化物酶体 细胞质基质 细胞质

Zla06G008920.1 ZlAMT1;1 6 4 2 1 1

Zla07G010580.1 ZlAMT1;2 11 1 2

Zla08G015290.1 ZlAMT1;3 12 1 1

Zla08G015300.1 ZlAMT1;4 12 1 1

Zla10G017580.1 ZlAMT1;5 10 1 3

Zla01G005520.1 ZlAMT2;1 10 4

Zla02G026220.1 ZlAMT2;2 10.5 3 6

Zla02G026230.1 ZlAMT2;3 13 1

Zla04G032920.1 ZlAMT2;4 10 1 3

Zla04G032930.1 ZlAMT2;5 13 1

Zla13G007110.1 ZlAMT2;6 10 4

Zla05G004570.1 ZlAMT3;1 11 2 1

Zla10G008440.1 ZlAMT3;2 8 5 1

Zla05G010010.1 ZlAMT4;1 9 2 3

Zla05G010100.1 ZlAMT4;2 9 2 3

注：表中数字表示在WoLF PSORT亚细胞定位预测系统中与目标蛋白序列非常相似且已确定亚细胞定位的蛋白数目。

6.3  茭白ZlAMTs基因的系统发育分析与基因结构特征

为了评估直系同源AMT基因之间的进化关系，使用MEGA-X软件采用最大似然法（maximum 
likelihood，ML）构建了7个不同植物物种AMT的系统发育树（图6-1）。结果显示，基于序列相似性

和树状拓扑结构，茭白AMT被分为4个簇，其中，ZlAMT1归为AMT1亚家族，ZlAMT2、ZlAMT3和
ZlAMT4均归为AMT2亚家族。在茭白的15个ZlAMTs基因中，4个集群中均有成员。有趣的是，除了

拟南芥，其他6个物种在4个集群中均有成员。此外，茭白的ZlAMTs基因与同为单子叶植物的水稻、

玉米和高粱的同源基因排列更为紧密，而双子叶植物拟南芥、毛果杨和莲藕的AMT基因则更为聚集。

（续）
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为了研究旁系同源物的差异和茭白ZlAMTs基因之间的进化关系，使用Muscle进行全长AMT序

列的多重比对，系统发育树由MEGA-X软件使用邻接法（neighbor-joining，NJ）构建（图6-2A）。确

定了12个旁系同源对（表6-3），然后确定了它们的替换率比（非同义替换率与同义替换率的比值， 
Ka/Ks），所有12个旁系同源对的Ka/Ks都小于1。结果表明，茭白ZlAMTs基因的进化受纯化选择驱动。

图6-1  由来自拟南芥（Arabidopsis thaliana，At）、日本百脉根 (Lotus japonicus，Lj)、毛果杨 (Populus 
trichocarpa，Ptr)、粳稻 (Oryza sativa，Os)、高粱 (Sorghum bicolor，Sb)、玉米 (Zea mays，Zm)和茭白
（Zizania latifolia，Zl）的AMT基因编码的蛋白质系统发育树

注：蛋白质序列由Muscle比对，树由MEGA-X使用ML法构建，bootstrap值为1 000，红色五角星标注的是茭白中鉴定的

AMT成员，绿色区域内是AMT1亚家族成员，蓝色区域内为AMT2亚家族成员。
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表6-3 茭白中旁系同源ZlAMTs基因的Ka/Ks

同源对 Ka Ks Ka/Ks

ZlAMT1;1 vs ZlAMT1;2 0.022532 0.142044951 0.158627

ZlAMT1;1 vs ZlAMT1;3 0.149369 0.571044169 0.261572

ZlAMT1;1 vs ZlAMT1;5 0.095634 0.45459284 0.210373

ZlAMT1;2 vs ZlAMT1;3 0.153271 0.537632169 0.285086

ZlAMT1;2 vs ZlAMT1;5 0.105359 0.469674444 0.224323

ZlAMT1;3 vs ZlAMT1;5 0.166142 0.504207643 0.329511

ZlAMT2;1 vs ZlAMT2;2 0.107299 0.4156601 0.25814

ZlAMT2;1 vs ZlAMT2;4 0.108582 0.419233433 0.259

ZlAMT2;1 vs ZlAMT2;6 0.020911 0.154690514 0.135177

ZlAMT2;2 vs ZlAMT2;4 0.015645 0.142488322 0.109797

ZlAMT2;2 vs ZlAMT2;6 0.117507 0.407888553 0.288086

ZlAMT2;5 vs ZlAMT2;6 0.114603 0.429880779 0.266592

外显子 /内含子结构分析有助于理解基因家族的进化关系。前人研究表明，同一簇中的AMT基因

家族成员具有相似的外显子 /内含子结构以及相似数量的外显子和内含子。因此，分析了茭白ZlAMTs
基因的结构（图6-2），AMT1簇的成员中除ZlAMT1;3外均有一个外显子。除ZlAMT3;1外，AMT2簇、

图6-2 茭白ZlAMTs基因的旁系同源系统发育树和基因结构
A. ZlAMTs基因进化树 B. ZlAMTs基因的基因结构

注：绿色框表示编码外显子，黑色线表示内含子，黄色框表示非编码区。
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AMT3簇的成员均有3个外显子和2个内含子，ZlAMT1;3、ZlAMT3;1、AMT4簇的成员基因均有2个外显

子和1个内含子。这一结果与其他物种中的表征类似；ZlAMT1;3不同于其他成员的外显子 /内含子结构

和位点，可能发挥与其他成员不同的基因功能。

6.4  茭白ZlAMTs蛋白的保守结构域和保守基序分析

在AMT中，其结构域是高度保守的，通常位于N端。在NCBI上对ZlAMTs进行保守结构分析（图

6-3B），AMT1家族中均含有1个amt保守结构域，AMT2家族均含有1个AmtB保守结构域。amt和
AmtB均属于cl03012超家族下的铵转运蛋白家族，负责无机离子的转运和代谢。通过MEME分析，在

ZlAMTs蛋白中发现的保守基序见图6-3A。茭白AMT1亚家族都含有标记为“motif4-motif9-motif10- 
motif3-motif1-motif6-motif2-motif8”的保守结构；而茭白AMT2亚家族都含有标记为“motif8-motif4- 
motif9-motif10-motif3-motif1”和“motif2-motif7-motif5”的保守结构。这些结果表明ZlAMTs基因在进

化过程中是高度保守的。

图6-3 茭白ZlAMTs蛋白的保守结构域和motif分布图
A. ZlAMTs蛋白基序结构，其中最大motif数设置为10 B. ZlAMTs蛋白的保守结构域

6.5  茭白ZlAMTs基因染色体定位和共线性分析

根据来自茭白基因组数据库的信息，确定了茭白ZlAMTs基因的染色体分布状况（图6-4），15个家

族成员分布在9个染色体上，不同的染色体基因分布密度不同，并且有12对基因发生了串联复制。有

趣的是，AMT1亚家族和AMT2亚家族成员内部发生基因串联复制，而并不发生亚家族之间的基因串联

复制。从单条染色体上看，5号染色体上分布的家族成员最多，出现了3个ZlAMTs基因。茭白与拟南芥、

水稻之间的共线性关系如图6-5，仅有3个AMT同源基因出现在拟南芥染色体中，而有11个茭白AMT
基因可以在5条水稻染色体上找到对应的同源基因。由此证明了茭白与水稻之间的亲缘关系较近。此

外，水稻中有4个AMT基因都在茭白中分别有对应的4个同源拷贝。由此推断，ZlAMTs基因在演化过

程中可能存在全基因组复制事件。
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图6-4 茭白ZlAMTs基因种内共线性关系图
注：蓝色线连接茭白ZlAMTs基因发生串联的同源对；黄色方块表示茭白的1 ～ 17号染色体，ChrUn表示尚

未定位到染色体上的部分基因。

图6-5  茭白（Zizania latifolia）AMT基因家族成员与拟南芥（Arabidopsis thaliana）、水稻 (Oryza 
sativa)的物种间共线性关系图

注：蓝色线连接茭白AMT基因与其他物种发生串联的同源对，At-1至At-5、Zl-1至Zl-17和Os-1至 Os-12分
别表示拟南芥的1 ～ 5号染色体、茭白的1 ～ 17号染色体和水稻的1 ～ 12号染色体。
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6.6  茭白ZlAMTs基因启动子区域假定的顺式作用调控元件分析

启动子区域的顺式作用元件与特定基因的生物学功能有关。因此，调查了ZlAMTs基因每个成员

上游1 000bp的区域基因。如图6-6，在所有ZlAMTs基因的启动子区域中发现了大量的光响应元件，在

ZlAMT1;1和ZlAMT1;2的启动子区域也发现了低温响应元件。同时，更广泛的非生物胁迫响应元件

在ZlAMTs基因启动子区域广泛存在，包括光响应、低温响应、防御和胁迫响应、厌氧诱导等。此外，

ZlAMTs基因启动子区域存在激素相关元件，如生长素（IAA）、茉莉酸甲酯（MeJA）、脱落酸（ABA）、

水杨酸（SA）和赤霉素（GA）响应元件。相比之下，ZlAMTs基因启动子区域的生长发育调控元件分

布较为分散，包括昼夜节律调控元件、分生组织表达元件、玉米蛋白代谢调控元件和细胞周期调控 
元件。

图6-6 茭白ZlAMTs基因启动子区顺式作用元件

6.7  茭白ZlAMTs基因在低氮条件下的表达分析

为了研究茭白ZlAMTs基因在铵转运中发挥的潜在作用，响应低氮（LN）胁迫的潜在功能，研究了

水培条件下低氮处理后的茭白植株表达谱。结果显示，与 AtAMT1 和OsAMT1 类似，低氮诱导下，部

分ZlAMT1基因如ZlAMT1;1表达量上升，显示出对铵的高亲和力；ZlAMT2基因表现不一，ZlAMT2;1、
ZlAMT3;1均出现不同程度的表达量上升，而ZlAMT2;6表现出明显的表达量下降，这体现了茭白

ZlAMTs基因成员虽同源性相似但又不完全行使相同的基因功能。此外，近一半的ZlAMTs基因在对照或

者LN胁迫下均未表达或表达量极低，这可能是茭白中全基因组复制事件导致的功能基因冗余所致。
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6.8  结论

本研究第一次在茭白基因组中鉴定到了15个ZlAMTs基因，并对其理化性质、亚细胞定位预测、系

统发育进化、基因结构、进化选择压力、保守结构域与基序、启动子元件、染色体定位和种间种内共

线性关系等进行了分析。研究结果发现茭白ZlAMTs基因在进化过程中是纯化选择且高度保守。同时使

用RNA-Seq数据分析了ZlAMTs基因在低氮胁迫下的表达模式。本研究有助于对茭白铵转运蛋白更深入

的功能表征，并为茭白植物的遗传改良提供参考。
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第7章 茭白的起源与驯化

赵耀1   张述乾1   戎俊1

（1. 南昌大学生命科学研究院）

◎本章提要

人类驯化下的植物如何发生适应性变化从而转变为农作物，以及该过程涉及的理论与实践问题，

一直是进化生物学研究的热点。栽培茭白以植物-真菌（中国菰及其内生真菌茭白黑粉菌）复合体的

特殊形式被驯化，是一种东亚特有的重要水生蔬菜。栽培茭白的快速驯化可以经由历史文献记载追溯，

但仍需要更多的分子生物学证据。本章的重点是解析中国菰野生资源、茭白野生资源和栽培茭白之间

的遗传关系，从而推测茭白的起源。工作中利用12对微卫星标记研究了32个中国菰野生种群和135个
茭白地方品种的遗传变异；然后进行基于近似贝叶斯计算（ABC）的模型模拟，以推断种群历史；还
分析了茭白黑粉菌的 ITS序列，以揭示其遗传结构。结果表明，栽培茭白与其野生祖先之间存在显著的
遗传差异。中国菰野生种群表现出显著的遗传结构，这可能是由于距离隔离和流域间水文不连通的共

同作用。栽培茭白可能由中国菰在长江下游发生单次驯化而来，茭白黑粉菌的遗传结构也表明存在一

个单一的驯化事件。茭白黑粉菌的种内遗传变异可能与茭白品种的多样性有关。研究发现，植物和真

菌在驯化过程中都在人工选择下发生了适应性分化，为进一步了解驯化的进化生物学意义提供了案例。
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7.1  前言

植物的驯化与人类生活密切相关。早在一万年前，人类就开始不断地从野生植物中寻求利用进而

驯化可食用的植物。从新石器时代早期的小麦、大麦、水稻、无花果与豆类，到青铜器时代的油橄榄

与葡萄，无一不是先民们留给现代人的重要遗产（瓦维洛夫，1982；Doebley et al., 2006）。即使到了

近代，驯化植物的尝试仍未停止：蓝莓、鳄梨、黑莓、澳洲核桃与猕猴桃等都是在19世纪与20世纪为

人类所驯化。尽管人类对植物的驯化持续了上万年，且与祖先相比现代人对驯化的理解与实践能力有

了长足的进步，但直到现代，依然还有一些植物虽被人类所栽培利用，却一直仍处于驯化的初期，如

油茶、榴梿和药用牡丹等。植物是如何被人类驯化的？相关研究从达尔文时代起就一直是进化生物学

研究的热点。最开始，研究者只能通过对表型性状的统计与比较去推测农作物可能的祖先种（Darwin，
1868）。随着考古学的发展，已有的推测得到了部分验证；再而后分子生物学的兴起，则进一步提供

了坚实的证据。无论是玉米和甘蓝这些栽培种与野生种性状差异巨大的物种，还是小麦、大麦和水稻

这些考古资料丰富的古老而重要的谷物，它们的驯化过程都在现代研究手段下逐步被解析（Gross and 
Olsen，2010）。

无论采用何种技术与方法，作物驯化研究都必须解决以下问题：①作物的祖先物种以及祖先种

群；②作物驯化的空间、时间和文化背景；③作物在驯化过程中的表型和遗传变化以及变化的速率

（Purugganan and Fuller，2009；Zedar，2015）。中国作为世界上重要文明的发源地，从最开始驯化野

生植物至今已有近万年，但除了大豆与水稻等少数重要作物外，目前对起源于中国的经济作物（如蔬

菜、果树、花卉、药材等）研究较少，这对科学认识中华文明在人类文明史中所处的地位与中国农耕

文明对世界文明的贡献是重要的空缺。中国北方起源的作物以粟、黍与大豆等旱作作物为主，而位于

南方的长江中下游地区因其独特的气候与地理条件，先民就近利用湿地植物资源从而促使大量水生作

物（莲藕、茭白 /中国菰、慈姑、芡实等）在此区域起源与驯化，而对这些水生作物的研究相比旱作作

物仍有所不足（Li et al., 2019）。
中国菰的幼嫩茎秆受到茭白黑粉菌侵染之后，会膨大形成肉质可食用的菌瘿。基于中国菰的这种

特性，先民将其驯化成为一种蔬菜，称为茭白。茭白与中国菰在株型、繁殖方式和结茭行为上存在明

显分化。自然状态下中国菰被茭白黑粉菌侵染后形成的肉质茎个体很小，其中充满黑色冬孢子，这是

茭白的最原始类型。栽培茭白株型紧凑、直立，肉质茎肥大且内无或仅有零星冬孢子。迄今，茭白已

成为我国最重要的水生蔬菜之一，不仅味道鲜美，还具有利尿、止咳与降低血压的功效，是名副其实

的保健食品。寄生真菌一般会对农作物造成较大危害，在农作物驯化过程中人类会选育具有较强抗性

的品种；与此相反，茭白以寄主植物（中国菰）-内生真菌（茭白黑粉菌）复合体的特殊形式被人类

栽培利用，强化了两者间的互作关系，在栽培作物中非常罕见，与茭白这种通过植物-真菌互作产生

新的可食用部分类似的还包括油茶-细丽外担菌（茶瓣 /泡）、玉米-玉米黑粉菌（玉米乌米 /墨西哥松

露）以及高粱-高粱丝轴黑粉菌（高粱乌米）等。

目前，探究茭白驯化的工作大多仅关注植物本身而忽视将植物和真菌作为一个整体来研究。例如，

曹碚生等（1993）通过同工酶分析20份茭白和中国菰野生资源的样本发现茭白和中国太湖地区的中国

菰野生种群亲缘关系最近。陆霞萍（2006）运用 ISSR标记研究32份茭白和中国菰野生资源的样品，获

得了相似的结论。Xu等（2008）等运用核基因Adh1序列检测了中国大部分地区的中国菰种群以及茭白

品种的遗传变异以及亲缘关系，未发现明显的种群结构；研究指出中国菰种群遗传变异处于中低水平，

而茭白遗传变异非常低，并推测茭白为单起源，但并未鉴定出明确的起源地点。很显然，茭白的驯化
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以及栽培品种的多样性会受到茭白黑粉菌遗传变异的影响。柯卫东等（1996）从中国菰野生资源、单

季茭、双季茭及灰茭中分离出7个菌株，发现在培养方式、菌株的萌发率、菌落的形态特征等方面存在

差异，并认为茭白黑粉菌可能存在不同的生理小种。江解增等（2006）发现来自不同茭白品种的茭白

黑粉菌的适宜培养温度存在明显差异。You等（2010）比较了普通茭白和其发生返祖突变形成的灰茭中

的茭白黑粉菌菌株在形态和 ITS序列上的差异，发现两者在形态和遗传上皆出现了明显分化。这些研究

充分表明，要了解茭白的起源与驯化问题，必须将植物和真菌作为一个整体来同时进行分析。

基于茭白独特的植物和真菌复合体形式以及此复合体的驯化过程对于协同进化研究的重要意义和

茭白作为重要水生蔬菜的经济价值，本章利用分子标记研究中国菰和茭白的遗传变异式样及其系统关

系，调查茭白黑粉菌自然分布状况以及在其寄生的中国菰种群和栽培品种中的遗传变异式样，结合植

物和真菌的遗传数据推测茭白的起源。

7.2  中国菰和茭白的利用历史

中国菰在历史上很早就被我国先民所认识与利用。中国菰的颖果（称为中国菰米）、包裹在叶鞘内

的幼嫩短缩茎（俗称茭儿菜）以及被茭白黑粉菌侵染后形成的变态肉质茎（茭白）皆可食用。菰叶是

用作粽叶的材料之一，亦是良好的青饲料。在古代，最早被利用的是中国菰米。中国菰米作为一种谷

物被人类所认识，始记于《周礼》，是重要的“六谷”（稻、黍、稷、粱、麦、菰）之一，作为贡品供

帝王食用或用于祭祀。在汉代至唐代期间，中国整体上气候呈现偏暖，这时期水面上的水生植物多且

生物产量较高，植物残体会积累纠结形成漂浮植毡，又称“葑田”。古代江南地区沼泽众多，使得挺水

植物中国菰和芦苇成为优势种，而中国菰由于具有旺盛的地下茎，因此成为葑田的主要物种（王建革，

2014）。以中国菰为主要物种的葑田为人类提供了便利的粮食来源，人们就近用船采集中国菰种子食

用。用中国菰米做成的“雕胡饭”，据传十分美味，唐宋名家皆有诗作传世颂菰米之炊。江南地区甚至

有些地方因菰得名菰城（今浙江湖州）或菰村（今江苏谷里）。唐宋以后，南方人口激增，人们在湖泊

边缘围湖垦田种植水稻，使得中国菰的适宜生境迅速减少；与此同时，人类加强了对水面的利用，大

力清理葑田，其中最为著名的例子即为苏轼在西湖的除葑与修堤（王建革，2014）。宋代之后，由于

稻种的改良导致江南地区稻作极大兴盛，中国菰米逐渐远离了人们的餐桌。人类对中国菰的利用方式

未能导向对菰米的取食，而最终将黑粉菌侵染诱导的膨大茎作为蔬菜食用；菰米也不再闻名，只偶尔

作为救荒作物被人们所提及。相比之下，北美的一年生沼生菰历史上长期被印第安人采收，并被称为

“野生稻”，后经过驯化成为以收获种子为主的特色经济粮食作物，具有较高的保健功效。沼生菰驯化

的例子提示中国菰也存在相似的以种子为收获目标的驯化方向，可作为我国粮食作物种质资源的候

选材料。

茭白在我国也有比较长的食用历史。食用茭白的文献记录最早见于秦汉年间成书的《尔雅 · 释草》

“出隧，蘧蔬”。东晋郭璞（257—324）注云：“蘧蔬似土菌，生菰草中，今江东啖之，甜滑。”该文献

与注记明确地记录了茭白菌瘿的生长部位乃至口感。《晋书 · 张翰传》（648）记载在西晋八王之乱期

间，张翰著名的莼鲈之思：“因见秋风起，乃思吴中菰菜、莼羹、鲈鱼脍”，这里的菰菜即指茭白。在

唐代出现了较详细的有关茭白的记载，韩保升编著的《蜀本草》记录：“菰根生水中，叶如蔗、荻，久

则根盘而厚。夏月生菌堪啖，名菰菜。三年者，中心生白薹如藕状，似小儿臂而白软，中有黑脉，堪

啖者，名菰首也。”由此可知当时的茭白和现代茭白的性状已经十分相似，“中有黑脉”即为茭白黑粉

菌的冬孢子，而“似小儿臂而白软”则说明当时茭白的形态性状已与自然状态下菰被茭白黑粉菌侵染

所形成的菌瘿有明显分化。
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时至今日，茭白作为一种著名的水生蔬菜不但在中国得到了广泛推广与种植，还被引种到日本、

韩国以及东南亚地区。我国茭白栽培总面积在30 000hm2以上，仅次于莲藕，是我国栽种面积第二的水

生蔬菜。茭白主产区位于淮河流域及其以南地区，以长江中下游地区栽培面积最大，华北地区有零星

栽培。已知云南省富民县款庄乡是中国种植茭白海拔最高的地区（海拔1 455 ～ 2 817m）。根据结茭习

性，栽培茭白可分为单季茭与双季茭，单季茭品种远多于双季茭，一般认为双季茭是由单季茭选育而

来。单季茭在秋季结茭，其结茭主要受到日照的影响，需要短日照的刺激；双季茭不仅可以在秋季正

常结茭，还能在次年春夏季再次结茭，其结茭时间对光照不敏感，但受到环境温度的影响。南宋咸淳

四年（1268）的《毗陵志》（毗陵即今常州）中提及“茭白春亦生笋”，应当指的是双季茭。有明确记

载的双季茭品种见于明代王世懋《学圃余疏》中所载的“吕公茭”。

栽培茭白依靠克隆繁殖，新品种选育主要通过筛选植株自然突变实现。然而值得注意的是，茭白

栽培过程中常见两种不利于农业生产的突变：其一为茭白不再被茭白黑粉菌感染，能正常产生花序的

类型，称为“雄茭”；另一种是茭白结茭后迅速老熟，肉质茎充满冬孢子的类型，称为“灰茭”。

7.3  中国菰和茭白的遗传结构

为了探究茭白可能的起源地点与祖先种群，试验总共采用了32个中国菰野生种群，基本覆盖了中

国菰在中国的所有分布区（表7-1）。由于中国菰具有很强的克隆繁殖特性，为了避免采集到分蘖植株

（含匍匐茎长成植株），在野外采样时采取间隔为10m的样线采样策略，原则上每个种群采集不少于30
个样本，共收集到824份样品。作为试验对照，从武汉市蔬菜研究所国家种质武汉水生蔬菜资源圃获取

了栽培茭白品种的叶片样本，共计135份。新鲜的叶片用硅胶干燥保存，带回实验室后，这些叶片材料

先用液氮处理，待充分研磨之后，使用CTAB法提取基因组DNA。

表7-1  32个中国菰野生种群与栽培茭白基于12对微卫星标记的遗传参数

编号 种群号 采集地 N Ae Ar Ho He F Ne Ni Q（＞0.05） 瓶颈效应

1 HLJYC 黑龙江伊春 30 2.909 1.979 0.383 0.383 0.022 138

2 HLJHEB 黑龙江哈尔滨 6 3.182 2.402 0.273 0.563 0.450 30 0.069

3 HLJMDJ 黑龙江牡丹江 26 2.727 1.647 0.270 0.310 0.188 56

4 HLJNA 黑龙江宁安 30 3.273 2.078 0.415 0.457 0.069 120

5 JLDH 吉林敦化 42 3.273 1.965 0.346 0.464 0.275 176

6 LNSY 辽宁沈阳 30 4.545 2.895 0.483 0.585 0.111 60

7 LNQD 辽宁前当堡 28 4.818 2.653 0.478 0.539 0.051 131

8 BJHD 北京海淀 40 2.000 1.407 0.243 0.229 -0.049 12 Y

9 HBBD 河北白洋淀 12 3.091 2.177 0.269 0.494 0.407 44

10 SDTZ 山东滕州 34 3.727 2.140 0.395 0.472 0.108 69

11 JSBY 江苏宝应 39 5.727 2.893 0.567 0.588 -0.004 186

12 JSSQ 江苏宿迁 25 4.000 2.059 0.449 0.425 -0.068 38

13 JSNJ 江苏南京 14 2.818 2.116 0.483 0.487 0.013 16

14 JSSZ 江苏苏州 30 4.273 1.972 0.524 0.441 -0.102 15 2

15 SHYP 上海杨浦 18 1.636 1.544 0.533 0.284 -0.816 5 Y
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编号 种群号 采集地 N Ae Ar Ho He F Ne Ni Q（＞0.05） 瓶颈效应

16 SHCM 上海崇明 12 2.818 2.538 0.618 0.570 -0.114 12 4 0.335

17 ZJHZ 浙江杭州 27 3.455 1.973 0.461 0.438 0.001 13 3 0.116

18 AHTL 安徽铜陵 14 2.091 1.705 0.571 0.371 -0.468 7

19 AHAQ 安徽安庆 33 4.545 2.493 0.498 0.546 0.058 156 1

20 JXXZ 江西庐山 15 4.364 2.660 0.467 0.511 -0.004 66

21 JXDA 江西德安 29 1.818 1.302 0.250 0.167 -0.170 7 Y

22 JXJX 江西进贤 39 3.364 2.264 0.461 0.465 -0.039 45 1

23 HuBWH 湖北武汉 31 3.545 2.240 0.538 0.505 -0.098 55

24 HuBJY 湖北嘉鱼 27 3.364 2.397 0.477 0.439 -0.133 30

25 HuBHH 湖北洪湖 32 4.727 2.545 0.542 0.546 -0.038 122

26 HuBJZ 湖北荆州 33 4.455 2.632 0.494 0.526 0.030 121

27 HuNJS 湖南津市 38 3.000 1.994 0.589 0.459 -0.222 42 Y

28 HuNCS 湖南长沙 35 1.455 1.450 0.434 0.229 -0.918 6 35 0.994 Y

29 FJFD 福建福鼎 14 1.818 1.676 0.539 0.304 -0.868 7 14 0.992 Y

30 GDYJ 广东阳江 15 1.636 1.636 0.636 0.329 -1.000 5 Y

31 GXNN 广西南宁 15 1.636 1.636 0.636 0.329 -1.000 5 Y

32 YNJH 云南剑湖 11 2.182 2.013 0.355 0.374 0.023 14 5 0.474 Y

平均值 3.196 2.096 0.459 0.432 -0.135

SD 1.118 0.434 0.113 0.112 0.383

栽培品种 135 2.182 1.519 0.455 0.242 -0.751 5 — 0.997 Y

注：N，种群大小（个）；Ae，有效等位基因数；Ar，等位基因丰度；Ho，观测杂合度；He，期望杂合度；F，固定指数；Ne，有效

种群大小（个）；Ni，逸生个体数；Q，渐渗系数；Y，表示存在瓶颈效益，瓶颈效应检测基于SMM与mode-shift模型。

试验首先选取了24对由Quan等（2009）针对中国菰开发的微卫星引物，然后在水稻微卫星引物库

中随机选取了100对引物，用于引物的筛选。最终，共计12对扩增效果好、等位基因数较多的引物被

选中，这些引物中11对为中国菰的特异性引物，1对为水稻微卫星引物（表7-2）。引物的5′端分别用三

种荧光标记FAM、JOE和ROX锚定，所有PCR产物在ABI 3130XL测序仪上通过毛细管电泳法测定片

段大小，继而使用GENEMAPPER 3.7判读条带。

表7-2 12对微卫星引物对应位点的遗传多样性参数与F统计

引物 N Ae Ho He Fis Fit Fst Nm

ZM11 25 3.167 0.675 0.657 -0.011 0.288 0.298 0.580

ZM16 16 2.966 0.586 0.578 -0.039 0.298 0.325 0.520

ZM40 7 1.899 0.382 0.388 -0.007 0.302 0.307 0.564

ZM24 13 2.886 0.689 0.604 -0.171 0.170 0.292 0.607

ZM25 8 1.892 0.383 0.389 -0.009 0.386 0.391 0.389

ZM35 10 1.853 0.427 0.392 -0.116 0.352 0.420 0.346

ZM44 4 2.087 0.931 0.516 -0.849 -0.711 0.075 3.101

（续）
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引物 N Ae Ho He Fis Fit Fst Nm

ZM26 4 1.550 0.322 0.307 -0.076 0.279 0.329 0.509

ZM36 20 2.523 0.241 0.494 0.500 0.725 0.449 0.307

RM6876 9 2.090 0.595 0.492 -0.240 0.057 0.240 0.793

ZM28 19 1.794 0.272 0.334 0.163 0.534 0.444 0.314

ZM30 5 1.327 0.216 0.195 -0.131 0.154 0.251 0.744

平均值 11.455 2.079 0.459 0.426 -0.089 0.231 0.320 0.745

SE 1.744 0.156 0.066 0.037 0.097 0.109 0.033 0.241

注：N，等位基因数；Ae，有效等位基因数；Ho，观测杂合度；He，期望杂合度；Fis、Fit、Fst，F统计；Nm，基因流。

为了提高结果的可靠性，试验对微卫星检测的数据进行了一系列检验。首先，用FREENA软件估

计无效等位基因的频率，比较原始数据和修正无效等位基因后种群的Fst值，并未发现显著差异（t-test，
p＝0.538）。在此之后，使用GENEPOP 4.0检测种群是否偏离哈迪-温伯格平衡，并用Bonferroni法进

行了显著性检验，结果显示在384对哈迪-温伯格检验中，有97对显著偏离，其中一部分可能由近交

引起，小部分可能由部分种群强烈的克隆繁殖导致。尽管试验在采样策略中已经采取了措施避免采集

到克隆植株，后续依然使用GENECLONE 2.0软件计算了多位点基因型（MLG），对克隆植株存在的可

能性进行了验证，通过比较MLG，标记出了克隆繁殖严重的种群（BJHD、SHYP、JXDA、HuNCS、
HuNJS、FJFD、GDYJ与GXNN，表7-1）。这几个种群相对较小，周围也未发现其他中国菰种群存

在，比起“遗传漂变”效应，这种现象可能是“奠基者效应”引起。例如，笔者在对 JXDA种群进行

采样时曾向当地人咨询其种群历史，证实它是由约在10年前从溪流上游漂流下来的几株祖先的后代所 
形成。

经GenAlex 6.5软件计算，中国菰野生种群与栽培茭白品种的平均有效等位基因数（Ae）、等位基因

丰度（Ar）、观测杂合度（Ho）、期望杂合度（He）和固定指数（F）的数值见表7-1。中国菰野生种群

的遗传多样性（He）为0.167（JXDA）～ 0.588（JSBY），平均值为0.432，提示野生种群具有较丰富的

遗传变异，且显著高于栽培茭白（0.242）。由固定指数F值可知，HLJMDJ、JLDH与HBBD表现为显

著的杂合子不足，而SHYP、AHTL、JXDA、HuNJS、HuNCS、FJFD、GDYJ与GXNN则大部分因杂

合基因型在种群中存在大量无性繁殖后代，呈现杂合子过剩。栽培茭白品种、BJHD、SHYP、JXDA、

HuNJS、HuNCS、FJFD、YNJH、GDYJ与GXNN表现出显著的瓶颈效应，暗示存在遗传漂变或是近期

发生的奠基者效应。不同种群的有效种群大小则差别很大，范围为5个（栽培茭白与逸生种群）～ 176
个（JLDH）。其中栽培茭白品种、GDYJ和GXNN具有最小有效种群，其次为HuNCS与FJFD这两个种

群（表7-1）。菰属的谱系地理学研究结果表明，中国菰的祖先起源于北美洲，在第三纪时通过白令海

峡到达远东和东亚。Xu等（2008）基于核基因序列Adh1a研究中国菰的谱系与遗传结构发现，高纬度

地区（东北地区）的种群拥有更为丰富的单倍型。Xu等（2015）又使用3对通用微卫星标记比较了菰

属4个物种的遗传多样性，与美洲的沼生菰（He＝0.630）相比，中国菰（He＝0.374）的遗传多样性相

对较低。然而这项工作可能因使用的分子标记太少而低估了遗传多样性。Chen等（2012）用10对微卫

星标记研究了长江中游的中国菰种群的遗传变异，发现遗传多样性较高（He＝0.532）；本章的研究同

样发现中国菰野生种群的遗传多样性比较高（He＝0.432），但种群间并未表现出与纬度相关的变化规

律。小部分种群表现出杂合子过剩或是杂合子不足，其中有一部分种群是克隆生长所致，另一部分则

可能由近交引起。

（续）
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利用STRUCTURE软件对栽培茭白品种与中国菰野生种群进行成对检测，在长江流域中下游的部

分中国菰野生种群中发现一些明显的栽培茭白逸生个体，其中 JSSZ、SHCM、ZJHZ、AHAQ与 JXJX
种群中仅为零星出现，而HuNCS与FJFD种群全部由逸生个体组成，YNJH种群也有比较大的逸生比

例。F统计的结果显示中国菰野生种群间存在明显且较高的遗传分化（Fst＝0.320），提示种群间基因流

受限制。当将栽培茭白品种与中国菰野生种群共同用STRUCTURE软件分析时，结果显示栽培茭白与

中国菰野生种群有非常明显的差异，而且逸生个体也与中国菰野生种群存在显著的区别，主成分分析

（PCA）结果同上（图7-1）。从表型上来看，中国菰野生种群与茭白的差异十分明显；相比野生型，栽

培种的植株通常具有直立的株型，相对大的叶片与短缩的节间，生理上表现为更高的光合效率与丧失

开花结实的能力。这些表型使得在野外辨识栽培茭白的逸生个体成为可能，并可以借助分子生物学的

手段来验证。从遗传上来看，茭白与中国菰存在极其显著的遗传分化，其分化程度甚至高于中国菰野

生种群之间的分化，这种现象在一些驯化程度较高的农作物（如小麦、水稻或玉米）中比较常见。小

麦、水稻等农作物栽培种的育种主要通过有性繁殖，在每个世代中会出现更多的遗传变异；茭白的育

图7-1 栽培茭白与中国菰野生种群间的遗传分化
A.基于STRUCTURE分析结果的遗传结构 B.32个野生种群与栽培茭白品种的主成分分析
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种与一些木本植物相似，主要围绕无性克隆株系的自然突变来完成。理论上茭白的进化速度相对较慢，

驯化时间也远远短于小麦与水稻等粮食作物（茭白约1 000年；小麦与水稻约10 000年），其与野生种

的遗传分化应该差异不大，而实际情况却恰好相反。这种现象可能与茭白和中国菰之间严格的生殖隔

离有关。茭白的生物学特性（一旦感染茭白黑粉菌就丧失有性繁殖能力）决定了它没有可能通过有性

繁殖的方式进行育种，只能严格依赖无性繁殖，即其祖先个体从野生群体中分离之后，两者之间再无

基因交流；其他通过有性繁殖育种的作物则会频繁从野生近缘种获取新的遗传资源对已有物种进行杂

交改良，形成多批次的从野生种向栽培种的基因流。

在剔除栽培品种与逸生现象严重的种群和混杂在自然种群中的逸生个体后，中国菰野生种群间表现

出较为明显的遗传结构，可明显分为南北两个类群，其中东北与华北地区的种群构成北部类群，华东、

华中与华南地区的种群构成南部类群；对应的PCA则显示中国菰自然种群没有明显的结构，前3个特征

值的总解释度不足30%。对南部类群的遗传结构进一步解析发现存在3个主要遗传斑块：泛洪泽湖-太

湖区域（Pop1）包括JSBY、JSSZ、SHYP、SHCM与ZJHZ等种群，泛鄱阳湖区域（Pop2）包括JSNJ、
AHTL、AHAQ、JXDA、JXXZ与JXJX，泛洞庭湖区域（Pop3）包括HuBWH、HuBJY、HuBJZ、HuBHH
与HuNJS。邻接法构建系统发生树较清晰地显示，栽培茭白品种与逸生种群聚为一支，其余中国菰野生

种群分化为两大支，与STRUCTURE的结果一致（图7-2）。Mantel检验提示中国菰野生种群存在显著的

距离隔离（r＝0.21，p＜0.05）（图7-3）。中国菰的自然生境一般是片段化的，形成相互隔离的小生境，

限制了种群间的基因交流。这种隔离也并非绝对，这些生境可能通过水系间断性连通。通过水流传播的

种子无法到达完全隔离的种群，鸟类是否是中国菰种子散布的重要中介暂无报道，而花粉也仅在局部区

域内有效，总体而言中国菰缺乏长距离的基因流散布能力。不仅如此，种群的遗传结构不但受到地理隔

离影响，还与水系的连通有关，特别是南部类群的遗传斑块分化式样。中国菰的遗传分化式样与另一种

挺水植物普通野生稻十分相似。Wang等（2008）发现中国普通野生稻可以根据所属水系分成不同类群，

证明了水系连通性对种群间遗传关系的影响。

图7-2 基于邻接法构建的32个中国菰野生种群与栽培茭白品种的聚类关系
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7.4  茭白的起源与驯化

使用描述性的分析方法（如主成分分析、空间自相关分析和分子变异分析等）或基于马可夫链蒙

特卡洛（MCMC）技术的似然性分析方法来研究植物和真菌复合体具有一定的局限性。近似贝叶斯计

算（ABC）为解决复杂模型提供了新的途径。ABC方法能处理大量遗传数据以及复杂进化模型（例如

可以同时包含自然和人为过程），同时计算和比较多个模型的种群参数的后验分布与相对偏差。近年来

已经有学者意识到ABC方法在处理具有复杂种群历史的物种的驯化问题时具有独特的优势，成功运用

ABC方法基于分子标记技术解析了北非与西非地区的珍珠粟和地中海盆地的油橄榄的驯化过程（Diez 
et al., 2015；Dussert et al., 2015）。因此，ABC方法被用于模拟推断栽培茭白可能的起源途径。根据微

卫星分子标记的初步结果（图7-4B和7-5B），中国菰野生种群总体可划分为南北两个遗传类群；而基

于历史资料，茭白的驯化地点可能在长江流域。用ABC方法同时计算和比较多个模型的种群参数的后

验分布与相对偏差，在计算量上有相当大的压力。因此，运用分层ABC方法逐步逼近，先将目标种群

进行初步定位，再进行下一个层级的模拟，这样能有效降低计算量和提高准确率（从至少需要18个模

型降低到11个）。

首先对于栽培茭白与南北类群间的关系，预设2个可能的分化模型，确定栽培茭白与大类群的关系

的后验概率；然后基于南部类群的遗传结构［泛洞庭湖区域类群（Pop3）、泛鄱阳湖区域类群（Pop2）
与泛洪泽湖－太湖区域类群（Pop1）］，再预设9个可能的种群分化模型，用DIYABC软件进行模拟，

选取后验概率最高的一个。初始参数设置和具体模型设置见表7-3与图7-4B、7-5B，具体流程参考

Cornuet等（2010）所述方法，使用DIYABC软件共计算11 000 000个数据集作为参考组，后验概率通

过对1%的参考组数据进行 logistic回归得到。

图7-3 中国菰野生种群地理距离与遗传距离［Fst /(1–Fst）］的Mantel检验（r＝0.21，p＜0.05）
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图7-4 中国菰野生种群的遗传结构与2个竞争模型设置
A.基于STRUCTURE分析结果的中国菰野生种群遗传结构 B.用于ABC方法模拟的两种种群分化模型（CLT为茭白栽培品种，South

为南部类群，North为北部类群，预设类群之间无基因流。在模型SA中，南部类群在 t2时间与北部类群分化，有效种群大小不变；栽培

品种在 t1时间与南部类群分化，伴随着瓶颈效应导致有效种群大小由Ns缩小为N1）

图7-5 中国菰南部野生类群的遗传结构与9个竞争模型设置
A.基于STRUCTURE分析结果的中国菰南部野生类群的精细遗传结构 B.基于ABC方法模拟的9个竞争模型用于推断茭白栽培品种

在中国菰南部野生类群中的起源（CLT为茭白栽培品种，Pop1为泛洪泽湖-太湖区域类群，Pop2为泛鄱阳湖区域类群，Pop3为泛洞庭

湖区域类群）
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表7-3 分层ABC方法分析先验参数设置与后验参数估算

先验值 后验值

参数 分布 值 平均数 中位数 众数 2.5%分位数 97.5%分位数

分析1（2个模型）

Ns uniform 10 ～ 20 000 9 180 8 650 7 070 3 330 11 300

N1 uniform 10 ～ 1 000 247 228 199 49.3 319

t1 uniform 10 ～ 2 000 754 697 537 166 1 010

t2 uniform 10 ～ 2 000 971 903 668 250 1 320

分析2（9个模型）

Ne uniform 10 ～ 20 000 8 040 7 840 7 630 2 660 9 750

Nd uniform 10 ～ 1 000 373 340 269 54.2 505

t1 uniform 10 ～ 2 000 1 600 1 400 1 030 335 2 040

t2 uniform 10 ～ 2 000 1 980 1 710 1 260 508 2 470

t3 uniform 10 ～ 2 000 2 550 1 930 1 330 426 3 290

注：uniform为均匀分布。

在基于中国菰的南北两个遗传类群预设的两个ABC模型SA与SB中，模型SA有最高的后验概率

（0.700），即其代表最可能的种群分化历史，该模型提示栽培茭白由南部类群分化而来，分化时间距今

697个世代（图7-4B）。在次一级9个模型中，模型7具有最高的后验概率（0.295），意味着南部类群中

泛洪泽湖-太湖区域类群（Pop1）在1 930个世代前先分化出来，然后泛鄱阳湖区域类群（Pop2）和

泛洞庭湖区域类群（Pop3）在1 710个世代前发生分化，而栽培茭白起源于泛洪泽湖-太湖区域，约在

1 400个世代前被驯化（图7-5B，表7-3）。
研究工作者对于茭白的起源有过一些基于分子生物学的研究工作，但无论是所用材料的完整性与方

法的可信度都还存在不足。由本研究的结果可知，基于SSR标记，通过构建亲缘关系树与遗传聚类分析，

只能确认茭白起源于我国长江流域3个可能的区域：太湖流域、鄱阳湖流域和洞庭湖流域。使用ABC方

法分析之后，结果显示茭白最有可能起源于太湖流域。通过ABC方法不但可以确定茭白的起源地，而

且能间接估算茭白的驯化时间，但还需要对茭白的变异率有合理的估计。由于驯化涉及人工选择和种

群的自然进化，同时包含自然和人为过程，使得相应的模型相较单纯考虑种群的自然过程要复杂得多。

另一个有趣的问题是，中国菰历史上是否曾经作为一种粮食作物经过初步的驯化？当前的结果不

排除这种可能性，但也很难给出确切的答案。栽培茭白的逸生现象已为本研究结果所确证 , 在上海、

江苏、安徽、福建与云南都采集到了典型的逸生个体与种群。然而，广东阳江（GDYJ）与广西南宁

（GXNN）的种群却表现出一定的特异性：首先，它们种群较小，遗传多样性单一，可能是由少量祖先

个体克隆繁殖而来；其次，它们与栽培茭白间存在显著遗传分化，而与江苏、上海和浙江的种群亲缘

关系较近，明显不符合地理隔离模型；它们的表型已具备栽培茭白的部分特征，株型直立，叶片阔而

长，但无黑粉菌感染的迹象，花序较大，穗型紧凑。这种现象暗示，如今的栽培茭白可能是由一种半

驯化的祖先种进一步针对收获被感染而产生的肉质茎驯化而来；另一种可能的解释是栽培茭白野化后

混入了野生种群。

7.5  茭白黑粉菌与茭白栽培品种的多样性

本研究从武汉市蔬菜研究所国家种质武汉水生蔬菜资源圃获取了40份不同品种的茭白肉质茎，外

加在野外采集到的江西进贤野茭白1份与江苏宝应野茭白2份；此外还有在安徽岳西发现的灰茭1份；
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共计44份肉质茎材料。总基因组DNA提取使用植物DNA提取试剂盒（天根），样本基因组DNA用1%
琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop ND1000（Thermo Inc.）分光光度计检测浓度与质量。

试验使用真菌通用 ITS引物（ITS4序列：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′。ITS5序列：5′-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′）对 rDNA的 ITS区序列进行PCR扩增：采用50μL体系，包括

50ng DNA模 板，4μL 2.5mmol/L dNTP，1.25μL正 反 向 引 物（10μmol/L） 以 及1U Ex Taq（TaKaRa 
Inc.）。PCR反应程序设定为94℃变性5min；94℃变性30s，56℃退火60s，72℃延伸90s；变性、退火

和延伸阶段重复35个循环；72℃延伸10min。PCR产物回收使用BioDev公司B型小量DNA片段快速胶

回收试剂盒，按说明书操作进行产物回收。DNA测序由上海美吉生物科技有限公司完成。

测序原始数据由DNAStar软件的Seqman模块验证原始峰图和序列拼接，然后用Clustal X对序列进行

比对。使用DnaSP5.10确定 ITS单倍型；在分析中，空位作为缺失处理。对茭白黑粉菌 ITS单倍型构建系

统发育树，通过PAUP version 4.0b10构建最大简约树（MP），所有核苷酸等权处理，采用启发式搜索，设

置为MULTREES和TBR枝长交换，1 000次随机序列加入。系统树每个节点的支持率通过bootstrapping分
析，设置1 000次重复。经过测序与BLAST验证，最终有37条茭白黑粉菌 ITS序列完成测序与拼接，序

列长度为718bp，共有26个多样性位点，形成30个单倍型，核苷酸多样性为0.01。从NCBI数据库获取茭

白黑粉菌 ITS标准序列作为对照，同时选取茭白黑粉菌的近缘种U. alcornii的 ITS序列作为外类群，总共

39条 ITS序列构建系统发育树。结果显示，野生型茭白黑粉菌与栽培茭白中的黑粉菌有显著分化，单季

茭是较为原始的类群；其中，从岳西灰茭中分离的黑粉菌菌株（UeITS2）与单季茭聚为一群（图7-6）。

图7-6 基于37份茭白黑粉菌 ITS序列构建的系统发育树（最大似然法）
注：37份茭白黑粉菌中来自中国菰野生资源的菌株为绿色，来自茭白栽培品种的菌株为青色；Ustilago 

alcornii为外类群（红色）；自展值计算1 000次并以百分比显示（仅展示大于50%值）。
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目前我国已培育出近200个栽培茭白品种，这些栽培品种的分类依据有以下几点：①对光照的敏

感性，根据茭白对光照的敏感性分为单季茭与双季茭；双季茭对光不敏感，可在长日照或短日照下孕

茭，夏秋两季皆可；单季茭只能在短日照下孕茭，即只能在秋季孕茭；文献确证单季茭先被驯化出来。 
②对温度的响应，温度影响茭白的熟性，有的品种要求高温而有的则只能在低温下孕茭。③薹管，即

茭白的短缩茎，野生的较长而栽培种极短，不同品种又有所不同，只有单季茭存在长薹管。④肉质茎

性状，包括表皮颜色、形状与表皮特征等。在这些性状中，对光照的敏感性以及薹管长度可能是由植

物的遗传背景所决定的。值得注意的是，当使用 INSTRUCT软件，在不考虑哈迪-温伯格平衡的前提

下进行遗传聚类时，未发现栽培茭白品种间有明显分化；而使用PCA分析则可以发现品种间的遗传差

异，这种差异可能与茭白品种的生态型分化相关。

根据中国菰和茭白的遗传结构以及茭白黑粉菌的 ITS序列构建的系统树，茭白的驯化过程与相应的

驯化性状的变化可能为：首先，从被茭白黑粉菌感染的中国菰中选育出最原始的栽培茭白（单季茭），

依旧保留了中国菰的一些表型，如对光照敏感、长薹管、肉质茎较小且老熟后产生大量黑色冬孢子；

然后通过一段时间的选育，短薹管、较大肉质茎、肉质茎可食时间较长的单季茭得以被选育出来，此

时品种多样性较高；再然后某品种单季茭突变为光不敏感，出现典型的双季茭；最后双季茭由于其较

为优秀的性状（栽培一次结茭两次，需要的劳动投入少，产量高），育成一批新的茭白品种。部分驯化

性状（如结茭时间对温度的响应以及茭白肉质茎的部分性状）可能是由茭白黑粉菌的遗传背景决定的。

7.6  结论

栽培茭白的驯化是一个证明植物和真菌复合体是如何在人工选择下快速进化的典型案例。本章的

研究结果表明，经过驯化与长期栽培，中国菰野生种群与栽培品种之间存在明显的遗传差异。茭白的

驯化发生在大约1 400年前的长江下游地区，为单次起源。寄主植物的遗传差异可能是造成不同生态型

品种间差异的主要原因，而寄生真菌的遗传变异可能与栽培品种的多样性有关。
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第8章 茭白黑粉菌诱导茭白茎发育重编程的
转录组研究

王志丹1  闫宁2  郭得平1

（1. 浙江大学农业与生物技术学院；2. 中国农业科学院烟草研究所）

◎本章提要

茭白黑粉菌能够诱导茭白茎膨大，茭白在亚洲是一种重要的水生蔬菜。然而，茭白黑粉菌诱导茭

白茎膨大的分子机制仍不清楚。为了阐明茭白和茭白黑粉菌互作的分子机制，对茭白黑粉菌未侵染和

侵染的茭白茎进行了转录组和表达谱分析。转录组分析表明，茭白黑粉菌侵染诱导正常茭白（JB）和
灰茭（HJ）茎的差异表达基因分别有19 033个和17 669个。另外，为了鉴定茭白黑粉菌诱导茭白茎膨
大的相关基因，进行了茭白黑粉菌未侵染对照以及茭白黑粉菌侵染的 JB和HJ茎在孕茭前7d、孕茭后
1d和孕茭后10d的表达谱分析。同时，鉴定到了具有时间特异性表达模式的375个茭白和187个真菌候
选基因，并可能在茭白茎的初始膨大和后续膨大中发挥作用。本章的研究结果表明，细胞分裂素比生

长素在茭白茎膨大中发挥更重要的作用。总之，本章的研究为阐明茭白茎膨大的基因调控网络提供了

新证据，为生产上提高茭白产量提供了理论基础。



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

140

8.1  前言

微生物攻击和宿主防御是植物和微生物互作中的重要事件。植物-微生物互作会导致病害症状、

特殊结构的形成以及宿主中生化反应的改变。植物-微生物互作导致的植物病害对农业生产造成威胁。

黑粉菌侵染会在禾谷类作物中导致破坏性的病害。例如，玉米黑粉菌（Ustilago maydis）会在宿主植物

玉米地上部诱导产生植物肿瘤，并且伴随着植物细胞增大和细胞分裂增加（Skibbe et al., 2010）。然而，

发病并不是植物-微生物互作的唯一结果。从宿主植物获取资源的寄生关系在自然界中也很常见，并

且只是造成了对宿主组织的附带破坏。

近年来，玉米和黑粉菌互作机制的研究取得了令人瞩目的进展。虽然植物应对病原菌侵染的信

号网络高度复杂性尚不清楚，但是病原菌侵染会导致植物转录层面发生变化。例如，柑橘生疫霉

（Phytophthora citricola）侵染会导致植物组织发生转录组层面的重编程。此外，在拟南芥（Arabidopsis 
thaliana）的根系上接种半活体营养菌尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）会导致大量基因的表达发

生变化。半活体营养菌玉米炭疽菌（Colletotrichum graminicola）侵染会导致玉米苯并 唑嗪酮合成

和病程相关蛋白基因表达增强。通过转录组和蛋白质组技术手段，前人鉴定了大豆应对大豆锈病菌

（Phakopsora pachyrhizi）的基因调控网络。在植物和病原菌互作过程中，病原菌诱导植物产生防卫反

应、改变植物激素信号网络、产生抗氧化剂和次生代谢物、改变有机氮和光合能力以及植物基因表达。

玉米和黑粉菌亲和互作体系的建立依赖于对质外体半胱氨酸蛋白酶、过氧化物酶和防卫反应的抑制。

肿瘤形成是玉米和黑粉菌互作的典型症状。Skibbe等（2010）研究证明，玉米器官特异性表达的黑粉

菌效应子在肿瘤形成中发挥关键作用。Redkar等（2015）研究发现，黑粉菌效应子See1是黑粉菌诱导

叶片肿瘤形成期间植物DNA合成的再激活所必需的。最近，Fukada等（2021）鉴定到一种新的玉米

黑粉菌效应蛋白 lep1（late effector protein 1），该蛋白在肿瘤形成过程中高度表达，并具有毒力。Lin等
（2021）发现，玉米黑粉菌Nlt1（no leaf tumors 1）突变体能有效地定殖玉米叶片，但不能进行核分裂，

并且在后期增殖中减弱，最终导致肿瘤形成减弱。

许多参与植物致病互作的微生物能够产生植物激素，通常引起植物组织中植物激素失衡的症状，例

如微生物通过产生生长素和细胞分裂素诱导产生植物肿瘤（Reineke et al., 2008）。植物肿瘤的形成可能是

从生长素或细胞分裂素抑制植物防卫反应的过程中演变而来的。与玉米黑粉菌侵染玉米诱导其地上部产

生植物肿瘤不同，茭白黑粉菌侵染茭白只诱导其茎膨大，形成类似肿瘤结构。有趣的是，一旦茭白膨大

茎开始形成，会在两周内停止生长，这与玉米黑粉菌诱导玉米地上部形成的肿瘤不同。在亚洲，茭白膨

大茎作为一种水生蔬菜采收食用，并且被认为是非常美味的。据悉，茭白可能是植物-微生物互作而形

成的唯一的蔬菜作物。虽然一些研究在细胞和生理水平上试图阐明茭白和茭白黑粉菌的互作机制，但是

与玉米和玉米黑粉菌互作机制研究相比，茭白和茭白黑粉菌互作的分子机制亟待进一步阐明。

在以往的研究中，茭白膨大茎是由茭白黑粉菌的两个生理小种分别诱导形成（Yang et al., 1978）。
其中，正常茭白（JB）的膨大茎包括植物组织和菌丝型（M-T）黑粉菌，并可被作为蔬菜食用；而灰

茭（HJ）膨大茎则被孢子型（T）黑粉菌所形成的黑色孢子堆所填充。虽然黑粉菌和茭白互作的超微结

构特征已被研究，但是两者互作机制仍然不清楚。膨大茎的形成是黑粉菌侵染茭白的典型症状，而黑

粉菌产生的生长素和细胞分裂素是茭白膨大茎形成信号网络中的重要因子（Reineke et al.，2008 ）。以

往研究表明，茭白膨大茎的形成可能是由茭白细胞分裂素和赤霉素等植物激素平衡的改变以及茭白应

对黑粉菌侵染的防卫反应而导致的（Chan and Thrower，1980b）。然而，黑粉菌诱导产生植物肿瘤及其

后续发育的分子机制仍有待阐明，以解释植物激素如何启动植物肿瘤形成并介导其后续发育。
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转录组方法已被用于研究多种植物和病原菌的互作机制。虽然一些研究试图揭示植物和病原菌互

作详细的信号网络，但是其中许多问题有待解答。茭白基因组测序已经完成（Guo et al., 2015），转录

组方法也可用于揭示茭白和黑粉菌的互作机制，但是目前缺乏黑粉菌诱导茭白膨大茎形成的基因表达

模式的详细信息。因此，本章分析了黑粉菌未侵染与M-T型、T型黑粉菌侵染的茭白茎在孕茭前后不同

时期的转录组变化及其差异表达基因，研究结果可为阐明茭白和黑粉菌的互作机制奠定基础。

8.2  植物材料

本章使用的茭白植株（浙茭2号）详细信息参考Yan等（2013a）中的描述。这些植株分别被M-T
型和T型黑粉菌侵染，并分别可产生 JB和HJ膨大茎。JB膨大茎比HJ的大，HJ孕茭初始即产生黑色孢

子，而 JB只在孕茭后期才零星地产生黑色孢子。茭白茎和其中黑粉菌的孢子形态如图8-1所示。试验

植株种植于浙江大学紫金港实验农场（杭州）。在茭白茎膨大前，选取长势一致的茭白植株进行标记取

样。在茭白孕茭期，分别从对照、JB（M-T型黑粉菌侵染）和HJ（T型黑粉菌侵染）植株中采集不同

类型的茎组织作为试验材料。

为进行转录组组装，对照、JB和HJ的茎组织从孕茭前7d到孕茭后13d，每隔4d进行取样，其间

对应茭白茎的直径逐渐从1cm增加到5cm。为进行表达谱分析，对应的茎组织分别在孕茭前7d、孕茭

后1d和孕茭后10d进行采集，对应茭白茎的直径分别为1cm、2cm和4cm。每个取样时间点采集9个茎，

每个样品3次重复。每个茎采集后放在0.5%次氯酸钠溶液中浸泡7 ～ 8 min，随后用无菌水冲洗3次。

所有样品立即在液氮中冷冻，储存在-80℃，随后用于RNA提取。将从不同时间点采集的样品混合后

用于RNA提取。从对照、JB和HJ茎组织中提取的RNA样品用于转录组分析。

图8-1 茭白茎的解剖照片
A.对照（control） B.没有黑色孢子堆的菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎（JB）

C.具有黑色孢子堆的孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎（HJ）
注：照片拍摄于茭白孕茭后10d。

A B C
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8.3  茭白黑粉菌侵染和对照茎的转录组组装、功能富集和差异表达基因

为明确黑粉菌诱导茭白茎发育的基因调控网络，从对照、JB和HJ茎组织的6个不同发育时期进

行取样。6个不同取样时期的等量RNA混合形成3个样品，即对照、JB和HJ茎组织，分别产生了4.56 
Gb、5.04 Gb和4.54 Gb测序数据，且Q20（测序错误率1%）大于95%（表8-1）。

表8-1 茭白茎转录组输出信息统计

样品 总测序（Mb） 总碱基（Gb） Q20a（%） Q10a（%） N占比 b（%） （G＋C）占比（%）

对照 45.6 4.56 96.43 99.05 0.0051 58.68 

JBc 56.0 5.04 97.38 99.96 0.0026 56.62 

HJc 50.4 4.54 97.44 99.96 0.0024 56.93 

a Q20为碱基质量值≥20的测序碱基数占总测序碱基数的百分比；Q10为碱基质量值≥10的测序碱基数占总测序碱基数的百分

比。根据 Illumina的技术文档，当碱基质量值为10时，错误率为10%，当碱基质量值为20时，错误率为1%。

b N占比代表未能测到的核苷酸占比。

c JB代表菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的茭白茎，HJ代表孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白茎。

在检查测序质量和清理低质量测序后，利用Trinity软件进行了高质量测序的组装。本研究分别从

对照、JB和HJ茎组织中获得了45.6Mb、56.0Mb和50.4Mb测序，其匹配到参考基因组的概率分别为

69.74%、71.80%和52.48%（表8-1）。组装基因的长度为201 ～ 3 000bp（图8-2）。
为了鉴定黑粉菌侵染和对照茎组织的差异表达基因（DEG），使用DESeq进行基因表达分析。黑

粉菌侵染对茭白茎转录组的影响如图8-3所示。与对照相比，JB中有19 033个DEG，HJ中有17 669个
DEG。在对照组织和黑粉菌侵染茎中鉴定了18 147个基因，其中16 399个基因在黑粉菌侵染茎和对照

中均有表达，但是1 593个基因只在黑粉菌侵染茎中表达。

使用GO对黑粉菌侵染和对照茎组织的DEG进行分析，结果发现其中的DEG可分为三大类：生物学

过程、细胞组分和分子功能。这些DEG可以被分为50多个类别，例如细胞进程、代谢进程、生物过程调

控、细胞、细胞部分、膜结构、细胞器、结合活性和催化活性（图8-4）。大多数DEG属于细胞组分，生
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图8-3  对照、菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）和孢子型
（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎差异表达基因的转录组图谱

对照

1 078 460 247

563

16 399

1 288

783

JB

图8-2 黑粉菌侵染和对照茭白茎转录组基因长度分布
A.对照茎基因长度分布 B.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎基因

长度分布 C.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎基因长度分布
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图8-4 黑粉菌侵染茭白茎和对照的差异表达基因的GO分类
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎相比于对照的基因数量

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎相比于对照的基因数量
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物学过程其次，分子功能最少。在细胞组分中，细胞、细胞部分和细胞器是这些DEG富集的转录本的前

三位。在生物学过程中，大量的DEG被划分为细胞进程、代谢进程和单体进程。在分子功能中，结合活

性和催化活性是这些DEG中富集最丰富的。这些结果表明，参与分子互作和代谢的基因在黑粉菌侵染的

茭白茎膨大过程中发挥重要作用，而茭白与黑粉菌互作过程中细胞代谢状态和过程也发生了改变。

通过转录组分析，研究了黑粉菌侵染对宿主植物茭白茎基因表达的影响，并发现了对照和黑粉菌

侵染茭白茎之间的明显差异。对黑粉菌侵染茭白茎和对照之间的DEG的功能富集分析表明，两者DEG
主要与细胞进程、代谢进程、生物过程调控、细胞、细胞部分、膜结构、细胞器、结合活性和催化活

性有关。

植物抗性可以通过病程相关蛋白的诱导和次生代谢产物合成来增强，例如木质素、蜡质和其他保

护性脂质（Baker et al., 1997；Balmer et al., 2013）。本研究重点关注了黑粉菌侵染对茭白茎生物学过程

的改变，并且发现黑粉菌诱导茭白发生防御反应，表明角质在保护茭白应对黑粉菌侵染中发挥重要作

用。次生代谢产物合成（例如通过苯丙烷生物合成路径合成的木质素）能够提高植物应对病原菌侵染

的抗性。在本研究中，关键通路上的DEG与代谢进程和免疫体系中的一些酶基因在黑粉菌侵染茭白茎

中的表达量显著升高（图8-4），表明虽然茭白和黑粉菌处于共生状态，但是茭白植株仍会对黑粉菌侵

染产生防御反应。

黑粉菌侵染茭白茎，在孕茭开始阶段鉴定到一些与生物和非生物胁迫相关的基因，并在孕茭后期

鉴定到更多的基因。这些发现表明，茭白与黑粉菌开始互作时宿主防御反应较为温和，使得黑粉菌得

以存活。黑粉菌侵染茭白茎和对照的大量基因与代谢进程等其他进程相关，也暗示黑粉菌的侵染和增

殖通过改变宿主植物的进程来诱导茭白膨大茎的形成。

8.4  茭白茎中差异表达基因的表达谱分析

测定了不同孕茭时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的 JB和HJ与对照的DEG，阐述

黑粉菌侵染对茭白茎转录组的影响。根据差异表达基因的筛选标准［FDR≤0.05和 |log(FC)
2 |≥1.0，FDR 

（false discovery rate）为错误发现率，FC（fold change）为差异倍数］，与对照相比，孕茭前7d、孕茭

后1d和10d JB中的DEG分别有4 873个（2 900个表达量上升和1 973个表达量下降）、6 996个（3 803
个表达量上升和3 193个表达量下降）和6 063个（3 023个表达量上升和3 040个表达量下降），孕茭前

7d、孕茭后1d和10d HJ中的DEG分别有4 083个（2 335个表达量上升和1 748个表达量下降）、6 928
个（3 890个表达量上升和3 038个表达量下降）和4 981个（2 744个表达量上升和2 237个表达量下降）

（图8-5）。由此获得的DEG经由GO富集分析进一步划分为不同的功能组。与对照相比，黑粉菌侵染的

茭白茎中的细胞进程、代谢进程、细胞、细胞部分、结合活性和催化活性富集显著。图8-5中展示了 JB
和HJ相对于对照的DEG火山图。

8.5  茭白黑粉菌基因表达谱分析

将不同孕茭时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的茎组织表达谱映射到M-T型和T
型黑粉菌基因组中。研究结果表明，不同比例的M-T型和T型黑粉菌序列分别出现在 JB和HJ茎组织

中。在 JB中，M-T型黑粉菌在孕茭前7d、孕茭后1d和10d的茎组织中占比分别是4.19%、4.95%和

5.51%。在HJ中，T型黑粉菌在孕茭前7d、孕茭后1d和10d的茎组织中占比分别是15.42%、26.13%和 
57.06%。
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图8-5 黑粉菌侵染茭白茎和对照的差异表达基因（DEG）
A、E. 宿主组织中的DEG B ～ D. JB1至 JB3与对照的DEG火山图 F ～ H. HJ1至HJ3与对照的DEG火山图

注：绿色和红色的柱状图分别代表表达量下降和表达量上升的基因；JB1至 JB3和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的
菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。差异表达基因的筛选标准：FDR≤0.05和 | log (FC)

2
 |≥1.0。火山图横轴代

表 JB或HJ与对照之间的基因表达倍数变化，纵轴代表–lg(FDR)；黑色斑点代表表达无显著差异的基因，红色斑点代表表达量上升的基

因，蓝色斑点代表表达量下降的基因。
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8.6  茭白茎膨大相关候选基因的鉴定

为了阐明黑粉菌诱导茭白茎膨大的机制，全面分析了本研究中的DEG。与对照相比，JB中的

5 842个基因表达量上升，其中18.3%的基因（1 069个 /5 842个）在孕茭前7d、孕茭后1d和10d的茎

组织中表达量均上升，而51.8%的基因（3 027个 /5 842个）表现出时间特异性表达（图8-6A）。与对

照相比，HJ中的5 908个基因表达量上升，其中12.1%的基因（716个 /5 908个）在孕茭前7d、孕茭

后1d和10d的茎组织中表达量均上升，而59.8%的基因（3 533个 /5 908个）表现出时间特异性表达 
（图8-6B）。

图8-6 孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的茭白茎中相对于对照表达量上升基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量上升基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量上升基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量上升的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。

进一步研究发现，茭白茎膨大过程中表达量上升的基因中许多基因呈现发育时期特异性表达：在

JB中只有0.8%的基因（19个 /2 363个）在孕茭3个时期都表现为表达量上升（图8-7A），相比之下，

在HJ中只有1.3%的基因（44个 /3 489个）在孕茭3个时期都表现为表达量上升（图8-7B）。这些结果

表明，黑粉菌对茭白植株基因表达进行重编程，而且茭白植株在不同时期应对黑粉菌侵染呈现出不同

的应激策略，这证实了茭白茎膨大是时间特异性表达的结果。在孕茭后1d和10d，JB中分别有473个和

782个表达量上升的茭白宿主基因，HJ中分别有1 094个和983个表达量上升的茭白宿主基因，它们其

中很可能存在参与茭白茎膨大的相关基因（图8-7）。
对于表达量下降的基因，在 JB中鉴定了5 015个，其中15.2%的基因（762个 /5 015个）在孕茭

不同时期与对照相比表达量都下降，而51.6%的基因（2 586个 /5 015个）表现出时间特异性表达（图

8-8A）。在HJ中，4 280个基因表达量下降，其中17.5%的基因（748个 /4 280个）在孕茭不同时期与对

照相比表达量都下降，而53.4%的基因（2 285个 /4 280个）表现出时间特异性表达（图8-8B）。
许多茭白表达量下降的基因也表现出发育时期特异性表达：在 JB中只有2.2%的基因（92个 /4 149

个）在孕茭3个时期都表现为表达量下降（图8-9A），在HJ中只有0.9%的基因（37个 /4 041个）在孕

茭3个时期都表现为表达量下降（图8-9B）。在孕茭后1d和10d，JB中的742个和908个植物基因以及

HJ中的1 130个和1 111个植物基因特异性表达量下降，其中很可能存在参与茭白茎膨大的相关基因 
（图8-9）。
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图8-7 孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的茭白茎中相对于对照表达量上升宿主基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量上升的宿主基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量上升的宿主基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量上升的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。

图8-8  孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的茭白茎中相对于对照表达量下降基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量下降的基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量下降的基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量下降的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。

图8-9 孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）黑粉菌侵染的茭白茎中相对于对照表达量下降宿主基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量下降的宿主基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量下降的宿主基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量下降的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。
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利用FDR≤0.05和 | log (FC)
2

）|≥1.0为筛选标准，进一步分析了时间特异性DEG以鉴定出茭白茎膨大

的关键候选基因。结果表明，170个和205个基因分别被鉴定为茭白茎膨大起始和后续膨大过程中的关

键候选基因。在茭白茎膨大起始阶段，170个注释基因大部分参与代谢途径、次级代谢产物生物合成和

苯丙烷生物合成。然而，在茭白茎后续膨大过程中，205个注释基因大部分参与代谢途径、次级代谢产

物生物合成、植物与病原菌互作、苯丙烷生物合成和植物激素信号转导。这些结果表明，黑粉菌在茭

白茎膨大过程中的基因转录水平上发挥作用。

为阐明黑粉菌中参与茭白茎膨大起始的关键基因，也对不同菌株的黑粉菌在孕茭3个时期（孕

茭前7d、孕茭后1d和10d）的时间特异性DEG进行了全面分析。表达量上升的黑粉菌基因，JB中只

有1.8%（42个 /2 273个）在孕茭3个时期表达量均上升（图8-10A），HJ中只有0.3%（4个 /1 175个）

在孕茭3个时期表达量均上升（图8-10B），这表明孕茭过程中大多数表达量上升基因具有发育时期特

异性，而且这些时间特异性基因可能与茭白膨大茎的形成有关。同时，也表明茭白茎膨大需要黑粉

菌时间特异性表达基因的参与。因此，黑粉菌在茭白茎膨大过程中的基因表达改变也诱导了宿主植

物的重编程。在孕茭后1d和10d，表达量上升的黑粉菌基因可能参与了茭白膨大茎的形成，其中 JB
中分别有487个和569个基因，HJ中分别有409个和375个基因（图8-10）。和表达量上升的黑粉菌基

因类似，表达量下降的黑粉菌基因，JB中只有1.7%（36个 /2 125个）在孕茭3个时期表达量均下降

（图8-11A），HJ中只有1.9%（26个 /1 386个）在孕茭3个时期表达量均下降（图8-11B）。在孕茭后

1d和10d，在 JB中分别有612个和512个基因表达量下降，在HJ中分别有300个和409个基因表达量

下降（图8-11）。
时间特异性表达量上升的黑粉菌基因为未来研究茭白茎膨大关键基因奠定了基础。最终，在孕茭

后1d和10d分别鉴定到78个和109个黑粉菌候选基因，其中63个基因（孕茭初期25个、孕茭后期38
个）没有被注释到。因此，孕茭初期和孕茭后期注释到124个基因，其中孕茭初期53个、孕茭后期71
个。分析表明，孕茭初期注释到的53个表达量上升的基因主要参与了核苷酸结合、转录调控及调控水

解酶活性、转移酶活性和转运，孕茭后期注释到的71个基因主要参与了核苷酸结合、转录调控及调控

水解酶活性。

图8-10 孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）茭白茎中表达量上升的黑粉菌基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量上升的黑粉菌基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量上升的黑粉菌基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量上升的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。
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图8-11 孕茭3个时期（孕茭前7d、孕茭后1d和10d）茭白茎中表达量下降的黑粉菌基因的表达谱分析
A.菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染的正常茭白（JB）茎中表达量下降的黑粉菌基因数

B.孢子型（T型）黑粉菌侵染的灰茭（HJ）茎中表达量下降的黑粉菌基因数

注：圆圈中的数字代表不同时期表达量下降的基因数，重叠部分代表两个或所有时期共有的基因数。N值代表基因总数。JB1至 JB3
和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎。

在茭白膨大茎形成过程中，许多黑粉菌侵染茭白茎DEG表达量显著升高，这可能与黑粉菌在宿主

植物组织中的存活和增殖有关。此外，大量的黑粉菌侵染茭白茎DEG表达表现出时间特异性（图8-6
和8-8）。这些研究结果和Guo等（2015）的研究结果一致，并且与玉米和黑粉菌互作产生的植物肿瘤

需要宿主和病原菌两者器官特异性基因表达的结果也相似。本试验结果表明，茭白膨大茎的形成并不

是由于特定基因的一致性和组成型表达，而是由于基因群体的协同作用。因此，认为孕茭后1d和10d 
1 203个和1 148个特异性表达量上升的基因（图8-6）以及945个和1 094个特异性表达量下降的基因

（图8-8）中包含茭白和黑粉菌互作诱导膨大茎形成的关键基因。毫无疑问，病原真菌能够直接或间接

地对宿主代谢进行重编程。侵染茭白的黑粉菌的基因表达将有助于茭白膨大茎的形成，尤其是时间特

异性表达黑粉菌基因可能与茭白膨大茎的形成有关。

通过基因表达谱分析，能够鉴定出时间特异性表达量上升的黑粉菌基因，并且缩小黑粉菌参与茭

白茎膨大的候选基因范围。最终鉴定到的170个和205个候选宿主基因分别与孕茭初期和孕茭后期的

茭白膨大茎形成有关。前人的研究指出，玉米黑粉菌的分泌蛋白可能与玉米肿瘤的形成有重要关系

（Skibbe et al., 2010）。对宿主的转录重编程是病原菌与宿主互作中一个关键的微调共存过程（Skibbe et 
al., 2010；Fukada et al., 2021）。因此，茭白细胞命运可能被黑粉菌进行了重编程，即利用不同发育程序

的抑制和从头激活使宿主细胞去分化进入新的途径。茭白黑粉菌分泌蛋白如何对茭白茎膨大发挥重要

作用值得进一步研究。

和玉米黑粉菌不同的是，茭白黑粉菌诱导产生植物肿瘤的方式更为温和。茭白黑粉菌在黑粉菌家

族中是独特的，它引起茭白茎膨大，而且膨大茎会在一段时间内（约两周）停止生长，并不表现严重

的损伤。这可能是茭白黑粉菌和宿主茭白的一种平衡关系。

8.7  细胞分裂素和生长素在茭白膨大茎形成过程中的作用

细胞分裂素是植物细胞分裂和分化等许多发育过程中的关键信号分子。茭白异戊烯基转移酶

（ZlIPT）是宿主植物细胞分裂素生物合成的关键酶。为了明确细胞分裂素和生长素如何参与和影响茭

白膨大茎的形成，对在茭白中鉴定到的细胞分裂素和生长素生物合成基因在茭白茎膨大过程中的表达

特性进行了研究。这些基因包括1个细胞分裂素合成（异戊烯基转移酶，IPT）和3个生长素合成（色
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氨酸转氨酶，TAT；腈水合酶，NIH；黄素单加氧酶，YUCCA）相关基因。并利用qRT-PCR对细

胞分裂素和生长素生物合成基因进行了表达水平的验证。研究结果表明，茭白细胞分裂素合成关键

基因ZlIPT在孕茭前7d没有明显受到黑粉菌侵染影响，但在孕茭后1d和10d黑粉菌侵染显著提高了

ZlIPT基因表达量（图8-12A）。与之类似，茭白生长素合成关键基因ZlYUCCA在孕茭前7d的对照、

JB和HJ中表达量差异不显著，但在孕茭后1d和10d， ZlYUCCA基因表达量显著提高（图8-12B）。但

是，3个孕茭时期 JB和HJ色氨酸转氨酶基因（ZlTAT）和腈水合酶基因（ZlNIH）表达量反而比对照

略微降低（图8-12C、D）。

图8-12 孕茭前7d、孕茭后1d和10d的菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎中细胞分裂素和生
长素生物合成基因表达分析qRT-PCR验证

A.茭白异戊烯基转移酶基因（ZlIPT） B.茭白黄素单加氧酶基因（ZlYUCCA）
C.茭白色氨酸转氨酶基因（ZlTAT） D.茭白腈水合酶基因（ZlNIH）

注：选择ZlACTIN2作为内参基因。图中的数据以平均值±标准差的形式表示。星号（＊）表示利用Tukey’s test方法分析处理与

对照的差异显著性（p＜0.05）。
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和有些寄生性的黑粉菌属真菌一样，茭白黑粉菌在不杀死宿主植物的情况下表现出一种生物活

体营养的生长模式。在玉米和黑粉菌互作体系中，这种密切的互作涉及允许真菌增殖和触发正常宿

主细胞分化和后续肿瘤形成的一组高度专门化的分泌蛋白（Skibbe et al., 2010）。肿瘤发育过程与细

胞增加和增殖有关，表明肿瘤形成过程中有植物激素的参与。事实上，微生物导致宿主植物形成的

植物肿瘤毫无疑问依赖植物激素，尤其是细胞分裂素和生长素水平的升高会触发导致细胞分裂激活

的信号级联反应（Morrison et al., 2015）。然而，真菌和细菌导致受侵染植物激素失衡的机制是完全
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不同的。

在本研究中，激素生物合成和信号转导基因表达在孕茭期间出现差异，证明植物激素的快速调

节是膨大茎形成起始的第一信号。为了验证表达谱结果，利用qRT-PCR对细胞分裂素生物合成基因

进行了孕茭期间的表达特异性分析。发现茭白细胞分裂素合成关键基因ZlIPT在黑粉菌侵染茭白茎中

的表达量显著高于对照，尤其是在孕茭后1d和10d更为明显（图8-12A）。这些结果与转录组研究结

果相一致。转录组研究结果也表明细胞分裂素生物合成关键基因在黑粉菌侵染茎中的表达量高于对

照（表8-2）。因此，研究结果表明黑粉菌侵染导致宿主茭白组织中产生较好水平的细胞分裂素，其

与黑粉菌产生的细胞分裂素一起促进茭白膨大茎的形成。

表8-2 茭白中生长素和细胞分裂素生物合成基因的表达结果

基因 ID 功能注释
       log（FC）

2

(JB)
       log（FC）

2

(HJ)

Zl.22357 腺苷酸异戊烯基转移酶 1.288 7 1.311 5

Zl.24836 吲哚 -3-丙酮酸单加氧酶YUCCAL1 1.831 1 2.296 6

Zl.06406 色氨酸转氨酶 1.410 6 —

Zl.05501 腈水合酶 1.257 7 —

生长素积累是整个植物器官形成的先决条件。在吲哚 -3-乙腈（IAN）途径发挥关键作用的腈水合

酶（NIH）和将色氨酸转化为吲哚 -3-丙酮酸（IPA）的色氨酸转氨酶（TAT）编码基因的高水平表达都

会导致生长素的大量供应。本研究的基因表达谱分析表明，黑粉菌侵染的茭白茎中生长素生物合成相

关基因的表达量高于对照，表明黑粉菌提高了宿主茭白的生长素含量（表8-2）。利用qRT-PCR技术，

证明ZlYUCCA基因在黑粉菌侵染茭白茎中的表达量显著高于对照，而ZlTAT和ZlNIH基因在黑粉菌侵染

茭白茎中的表达量略微低于对照（图8-12）。然而，黑粉菌侵染后导致茭白茎中的吲哚乙酸（IAA）含

量升高。这里 IAA升高可能是通过YUCCA催化宿主植物产生 IPA和真菌产生 IAA导致的。以前的研究

发现，玉米黑粉菌侵染改变了宿主组织中的 IAA水平，并且在侵染后4 ～ 8d促进了玉米生长素信号相

关基因的表达；然而黑粉菌 IAA对玉米肿瘤形成的触发来说并不是必不可少的。因此，黑粉菌产生的

IAA是否参与了茭白膨大茎的诱导值得进一步研究。其他植物激素（例如ABA）也可能在植物肿瘤形

成和发育过程中发挥作用（Morrison et al., 2015）。目前为止，人们对激素信号调节茭白膨大茎形成的

机制还知之甚少，但是黑粉菌激素突变体的鉴定可以进一步用来推进这项研究。

8.8  茭白膨大茎的表型和茭白黑粉菌的菌株类型有关

一旦受到产生植物激素的微生物的侵染，植物的结构就会发生改变，这也可能是植物对微生物攻

击的响应。在本研究中，观察到茭白植株受到不同类型黑粉菌侵染时产生了不同表型的膨大茎，即 JB
和HJ（图8-1）。在 JB中，植物组织占比较大，尽管M-T型黑粉菌在孕茭过程中的数量增加；在HJ中，

T型黑粉菌占优势（图8-1和8-13）。因此，在 JB组织中，黑色孢子堆的出现仅在孕茭后期观察到，但

是在HJ的整个孕茭过程中都充满了黑色孢子堆，即孕茭初期HJ中就充满了黑色孢子堆。这些发现也表

明 JB或HJ是由特定黑粉菌菌株侵染引起的。

然而，在田间条件下，茭白膨大茎通常被观察到具有一系列的表型，即从正常茭白到灰茭之间存

在的一系列中间形态。根据本研究结果，推测茭白-黑粉菌共生体所形成的膨大茎的表型依赖茭白茎
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中不同类型黑粉菌的占比（图8-14）。因此，田间观察到从孕茭初期到孕茭后期茭白膨大茎中的黑色孢

子堆数量有所增加，可能与不同类型黑粉菌的共同侵染或者自然界中的M-T型黑粉菌频繁转变为T型

黑粉菌有关。

8.9  结论

植物能够与细菌、真菌、病毒等微生物发生相互作用，例如豆科植物和根瘤菌之间的共生关系以

及根癌农杆菌能够诱导植物产生冠瘿瘤。黑粉菌是主要侵染禾本科作物并导致黑粉病的一类植物病原

图8-13 菌丝型（M-T型）和孢子型（T型）黑粉菌侵染的茭白膨大茎中黑粉菌与植物组织的转录本占比
A. M-T型黑粉菌侵染的茭白膨大茎 B. T型黑粉菌侵染的茭白膨大茎

图8-14 茭白膨大茎的模型及其与两个黑粉菌菌株的关系
A.膨大茎的表型 B.膨大茎中的两种黑粉菌菌株的占比
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菌。除了疾病症状，玉米黑粉菌和茭白黑粉菌还能够诱导宿主植物产生植物肿瘤。和玉米黑粉菌诱导

玉米地上部产生植物肿瘤不同，茭白黑粉菌仅能够诱导茭白茎膨大产生植物肿瘤。除诱导茭白茎膨大

外，茭白黑粉菌侵染茭白的典型症状是抑制茭白开花。此外，茭白膨大茎表现出独特的结构，表明黑

粉菌与茭白的生物营养互作对茭白膨大茎的形成至关重要。

目前为止，黑粉菌在玉米中的致瘤机制尚未完全阐明。细菌效应子和真菌效应子分别在其诱导植

物肿瘤中发挥作用。因此，茭白黑粉菌分泌蛋白的研究将会特别有意义。在玉米-黑粉菌互作体系中，

宿主玉米和黑粉菌的器官特异性表达基因是肿瘤形成所必需的（Skibbe et al., 2010）。然而，茭白黑粉

菌只能寄生在茭白的花茎和根状茎上，并且发现参与茭白膨大茎形成的基因具有时间特异性。因此，

鉴定参与茭白茎膨大的相关黑粉菌基因不仅对阐明两者互作机制有重要意义，还对提高茭白产量具有

重要的现实意义。

在生物互作中，病原菌效应子、宿主激素和代谢基因表达存在差异，所有这些都有可能在植物-

微生物互作过程中具有特殊意义。茭白膨大茎的形成是由茭白黑粉菌侵染导致的。本章对不同茭白

（对照、JB和HJ）的转录组和表达谱进行研究，当不同菌株黑粉菌侵染茭白时，茭白膨大茎呈现出正

常茭白和灰茭等不同的表型。在茭白膨大茎形成期间，JB和HJ中分别观察到19 033个和17 669个差异

表达基因。其中，许多差异表达基因参与翻译、信号转导和环境适应。从基因表达谱中，也鉴定到孕

茭不同时期正常茭白和灰茭的差异表达基因，并且观察到375个茭白和187个黑粉菌基因表达具有时间

特异性。然而，这些候选基因在茭白茎膨大过程中的作用仍然是未知的。本章研究的发现不仅加深了

对茭白和黑粉菌互作过程的认识，还有助于进一步揭示茭白产量形成机制。
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第9章 茭白黑粉菌基因表达导致茭白膨大茎
表型的变化

王征鸿1,2  闫宁3  罗西1  郭得平1

（1.浙江大学农业与生物技术学院；2.浙江省种子管理总站；3.中国农业科学院烟草
研究所）

◎本章提要

茭白黑粉菌的侵染会诱导茭白植株茎的膨大。其中M-T型茭白黑粉菌菌株诱导形成正常茭白类型
的膨大茎，而T型菌株则诱导形成灰茭类型的膨大茎。目前，形成这两种不同类型茭白膨大茎的分子
机制仍不清楚。因此，本章对孕茭前7d、孕茭后1d和10d的正常茭白和灰茭的茎样本以及不同膨大时
期的混合样本进行RNA测序。结果显示，在茎膨大期间，相比于M-T型菌株，大多数效应子相关以及
参与冬孢子形成的差异表达基因在T型菌株中表达量上升。同时，T型菌株中参与黑色素合成的基因表
达量高于M-T型菌株。T型菌株比M-T型菌株有更强的致病性和冬孢子形成能力。本章研究提供了两
种不同类型茭白膨大茎形成过程中的基因调控网络，为后续的茭白遗传改良提供了潜在的目标基因。



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

160

9.1  前言

病原微生物的侵染会导致植物表型发生明显变化。同一种病原微生物的不同菌株侵染宿主后引起

的病症可能存在差异。例如，棉花黄萎病菌大丽轮枝菌（Verticillium dahliae）依据其侵染植株后是否

发生落叶被分为D型和ND型。稷光孢堆黑粉菌（Sporisorium destruens）依据其致病力被分为3种：致

病型Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ。致病型Ⅰ的致病力最弱，仅可侵染极少的几种宿主品种；致病型Ⅲ的致病力最强，可以

侵染几乎所有宿主品种并引起相应的病症。这一现象在茭白与茭白黑粉菌的互作中表现得也很明显，

不同茭白黑粉菌菌株诱导形成的膨大茎表型存在明显差异。茭白植株受菌丝型（M-T型）黑粉菌侵染，

膨大茎中没有或形成极少冬孢子，可以食用，形成正常茭白；若受孢子型（T型）黑粉菌侵染，膨大形

成的肉质茎中充满着灰黑色的冬孢子，形成灰茭。长期的人工筛选可能导致M-T型黑粉菌缺失了部分

编码表面受体、毒力因子和效应子的基因，进而导致其诱导形成的膨大茎表型与T型黑粉菌诱导形成

的膨大茎表型之间存在差异。因此，笔者认为两种茭白黑粉菌在基因或基因表达水平上的差异可能导

致了两种膨大茎之间的表型差异，但缺少直接的研究证据。

黑粉菌亚门的真菌在自然环境中会产生冬孢子。冬孢子主要特征是具有厚且着色深的壁使其能够

适应各种恶劣环境，能够长期存活并远距离传播。诱导宿主植物形成肿瘤后，玉米黑粉菌会在肿瘤内

大量聚集并发育形成黑色冬孢子，这一过程被分为5个阶段。第一阶段，菌丝靠近间隔位置，出现分

枝；第二阶段，菌丝逐渐嵌入黏液基质；第三阶段，菌丝开始裂殖，由一个细胞裂殖为数个细长的细

胞；第四阶段，菌丝裂殖释放出的细胞经过形态变化并全部嵌入黏液基质中；第五阶段，圆形细胞数

量增加，开始进入孢子壁的成熟过程（Banuett and Herskowitz，1996）。通常情况下，真菌只有在感知

到一些外部环境变化和内源调控信号后，才会形成冬孢子。影响冬孢子形成的外源因子主要有辐射、

水分和光照等（Busch and Braus，2007）。γ射线和干旱会促进茭白黑粉菌冬孢子的形成。低光照辐射

能够促进玉米黑粉菌冬孢子的形成。影响冬孢子形成的内源因子主要包括信息素和植物激素。在含有

玉米胚性愈伤组织和添加生长素、腺嘌呤的培养基上，玉米黑粉菌可以形成的冬孢子类似结构数量最

多，将培养基中的生长素换成细胞分裂素和赤霉素，效果则明显下降（Cabrera-Ponce et al., 2012）。
许多真菌都能合成黑色素，以增强其致病力和抗逆性。同时，黑色素合成也是真菌冬孢子形成过

程中的重要步骤。在玉米黑粉菌中，编码虫漆酶（黑色素合成过程中的关键酶）的基因缺失会导致疾

病症状的减弱以及无法在玉米上形成肿瘤（Islamovic et al., 2015）。稻瘟菌（Magnaporthe oryzae）中编

码聚酮合酶（黑色素合成过程中的关键酶）的基因缺失会导致白化表型，即不能形成黑色素。环境胁

迫会诱导真菌合成黑色素，发生黑化作用，帮助其抵抗环境胁迫产生的负面影响。对真菌进行紫外线

辐射会诱导真菌黑化作用的发生，快速干燥处理也会促使其体内的黑色素含量维持在较高水平。暴露

在γ射线辐射下会诱导新型隐球菌（Cryptococcus neoformans）合成黑色素。高温胁迫会强烈诱导玉米

黑粉菌合成黑色素，使其明显变黑（Islamovic et al., 2015）。
在干旱或者放射性元素辐射条件下，茭白黑粉菌的一些M-T型菌株可能突变为T型菌株，相应的

正常茭白植株也会转变为灰茭植株，且这一过程不可逆（闫宁等，2013b）。此外，也有研究发现M-T
型和T型黑粉菌在基因组、组织学等层面存在明显差异。例如，相比于T型黑粉菌，M-T型黑粉菌的冬

孢子鞘更加透明。在M-T型黑粉菌形成的冬孢子中，脂质小体的数量稀少，而在T型黑粉菌形成的冬

孢子中，脂质小体清晰可见（Zhang et al., 2012）。体外试验显示T型菌株的生长速度、细胞群体数量以

及交配能力均高于M-T型菌株，且T型菌株的冬孢子萌发能力显著强于M-T型菌株。两种菌株喜好的

碳源和氮源也有所差异（Zhang et al., 2017）。目前，虽然对茭白和茭白黑粉菌的基因组测序已经完成，
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但是，对于茭白膨大茎表型差异形成的分子机制知之甚少，这严重制约了茭白品种的遗传改良工作。

因此本章利用RNA测序技术对M-T型和T型菌株侵染后形成的茭白膨大茎进行转录组学分析，并鉴定

两种菌株之间的差异表达基因。此外，研究了温度和渗透压胁迫对茭白黑粉菌冬孢子形成和黑色素合

成关键基因表达的影响，以探明不同黑粉菌菌株之间冬孢子形成和黑色素合成等方面上的差异及其与

膨大茎表型差异的联系。

9.2  正常茭白和灰茭膨大茎表型差异

正常茭白和灰茭的膨大茎在表型上差异明显，虽然两者都呈纺锤

状，但前者不论是长度还是直径都明显大于后者（图9-1）。灰茭膨大茎

中充满了黑色的冬孢子，茭白黑粉菌在膨大茎中占比明显高于植物组

织。正常茭白膨大茎中只有极少量的冬孢子，茭白黑粉菌在膨大茎中占

比较小。为了研究不同类型膨大茎形成过程中的转录差异，在3个具有

代表性的时期取样，分别为孕茭前7d和孕茭后1d、10d（图9-2）。在孕

茭前7d，T型黑粉菌在灰茭茎基部破坏植物细胞的细胞壁并在形成的细

胞间空隙中大量增殖，形成菌丝聚集体，同时入侵植物细胞，在细胞内

生长；此时M-T型黑粉菌在正常茭白茎基部的细胞间生长，未出现明显

的菌丝聚集。在孕茭后1d，T型黑粉菌在灰茭中继续增殖，菌丝聚集增

大并开始产生大量未成熟的冬孢子；在正常茭白中，M-T型黑粉菌开始

入侵植物细胞，小部分菌丝开始在细胞内生长。在孕茭后10d，T型黑

粉菌在灰茭中形成大量成熟的黑色冬孢子，真菌在膨大茎中占据明显的

优势；在正常茭白中，M-T型黑粉菌开始形成少量的菌丝聚集，几乎不

形成冬孢子。

图9-1 茭白膨大茎组织纵切
A. M-T型茭白黑粉菌侵染形成的正

常茭白 B. T型茭白黑粉菌侵染形成

的灰茭

A B

图9-2  RNA-Seq分析的不同时期T型茭白黑粉菌侵染形成的灰茭（HJ）和M-T型茭白黑粉菌侵染形成的正常茭白（JB）
膨大茎横切面示意

注：米色，植物肿瘤细胞；玫瑰色，基质；橘红色，真菌细胞质；深橘色，着色的真菌细胞质；褐色，维管束组织；灰色花纹，未

成熟真菌冬孢子；黑色花纹，真菌冬孢子。

HJ

JB

孕茭前7d 孕茭后1d 孕茭后10d
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9.3  正常茭白和灰茭膨大茎转录组及表达谱分析

图9-3是茭白黑粉菌和其宿主茭白的转录组及表达谱分析结果。在正常茭白（JB）和灰茭（HJ）样

本中，共检测到19 740个基因在茭白植物组织中表达，其中707个基因仅在灰茭的植物组织中表达。在

这707个基因中，鉴定有过氧化物酶基因、丝氨酸 /精氨酸富集蛋白基因、叶绿体蛋白基因、转录因子

基因、糖代谢相关基因、形成素蛋白基因以及热激蛋白基因。其次，共有6 194个基因被检测到在茭白

黑粉菌中表达，其中280个基因仅在T型黑粉菌中表达。于仅在T型黑粉菌中表达的基因中，共鉴定到

14个转座子、15个蛋白质合成相关基因（包括转录因子、mRNA剪接因子、核糖体蛋白和RNA聚合酶）、

11个细胞分裂相关基因（包括DNA修复蛋白、DNA解旋酶和减数分裂表达蛋白等）以及21个能量代

谢相关基因（包括线粒体蛋白、NADH氧化还原酶和琥珀酸脱氢酶等）。

图9-3 茭白膨大茎植物组织及茭白黑粉菌基因表达情况
A.植物组织中基因表达韦恩图 B.茭白黑粉菌中基因表达韦恩图

C.不同膨大时期茭白膨大茎植物组织差异表达基因情况 D.不同膨大时期茭白膨大茎茭白黑粉菌差异表达基因情况

注：灰色三角形数字表示在水平坐标轴样本中表达量上升的基因数，黄色三角形数字表示在垂直坐标轴样本中表达量上升的

基因数。JB1至 JB3和HJ1至HJ3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的M-T型和T型茭白黑粉菌侵染形成的茭白膨大茎植物组

织。M-T1至M-T3和T1至T3分别代表孕茭前7d、孕茭后1d和10d的M-T型和T型茭白黑粉菌侵染形成的茭白膨大茎中的茭白黑

粉菌。差异表达基因的筛选标准：FDR≤0.05和 |log2
(FC) |≥1.0。

A

C

B

D

2 071 3416 962 5 880707 280

HJ T型菌株JB M-T型菌株
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进一步以FDR≤0.05和 | log (FC)
2 |≥1.0为条件，筛选DEG，分析基因表达的情况。分析3个不同膨大

时期的正常茭白和灰茭的基因表达情况，得到了不同时期的DEG。结果显示，在茭白植株中，相比于正

常茭白，孕茭前7d、孕茭后1d和孕茭后10d，分别在灰茭中鉴定出2 187个（1 068个上升、1 119个下降）、

1 347个（709个上升、638个下降）和2 020个（796个上升、1 224个下降）DEG。在茭白黑粉菌中，相

比于M-T型菌株，孕茭前7d、孕茭后1d和孕茭后10d，分别在T型菌株中鉴定出2 188个（1 739个上升、

449个下降）、2 367个（1 985个上升、382个下降）和2 137个（1 702个上升、435个下降）DEG。

为了鉴定差异表达基因参与的具体代谢过程，对 JB和HJ样本对比得到的DEG进行GO分类（图

9-4）。GO分类结果显示，这些DEG先被分为三大类：生物学过程、细胞组分和分子功能。在茭白植

物组织DEG的GO分类结果中，生物学过程大类中DEG主要富集在细胞进程、代谢进程和单一的生物

过程中；细胞组分大类中，DEG主要富集在细胞、细胞部分、膜结构和细胞器中；分子功能大类中，

DEG主要富集在结合活性和催化活性中。在茭白黑粉菌DEG的GO分类结果中，DEG主要富集在细胞

进程、代谢进程、单一的生物过程、细胞、细胞部分、膜结构、细胞器、结合活性和催化活性中。

生物附着
生物调节
细胞杀伤

细胞组织部分或生物合成
细胞进程
发育进程

生长
免疫系统进程
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9.4  茭白黑粉菌基因组基因功能分类

对M-T型和T型黑粉菌菌株基因组基因进行了GO通路分析，结果显示在T型黑粉菌菌株的基因组

中，富集在细胞进程、结合活性和催化活性中的基因数量多于M-T型黑粉菌菌株基因组中的（图9-5）。
这表明T型黑粉菌菌株可能有更多的基因参与诱导灰茭膨大茎形成过程。同时，分析了茭白黑粉菌基

因组中编码碳水化合物代谢酶的基因，并将这些基因分为5类，分别为碳水化合物结合域、碳水化合物

酯酶、糖苷水解酶、糖基转移酶和多糖裂合酶。其中在T型黑粉菌菌株的基因组中发现的这5类编码碳

水化合物代谢酶的基因数量均明显多于在M-T型黑粉菌菌株中的（图9-6），这可能说明T型黑粉菌菌

株有更强的糖代谢能力。针对转录组DEG和基因组基因进行的GO功能分类结果显示，茭白和茭白黑
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图9-4 茭白膨大茎差异表达基因GO功能分类
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图9-5 茭白黑粉菌基因组基因GO功能分析

A. T型茭白黑粉菌 B. M-T型茭白黑粉菌
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粉菌中的细胞进程、代谢进程、单一的生物过程、细胞、细胞部分、膜结构、细胞器、结合活性和催

化活性通路可能参与了茭白膨大茎表型差异的调控过程。

9.5  茭白黑粉菌效应子相关差异表达基因

对茭白黑粉菌的研究显示，M-T型黑粉菌菌株转变为T型黑粉菌菌株伴随着致病力的变化。为了研

究这种致病力的差异是否与茭白膨大茎表型差异有关，根据PHI数据库基因分类结果和玉米黑粉菌的

研究结果，鉴定了茭白黑粉菌效应子相关的DEG。共鉴定到14个效应子相关的DEG（表9-1，图9-7），
其中有3个基因（Ue.01800、Ue.04878和Ue.01880）编码锌指转录因子。在T型黑粉菌菌株中鉴定到 
1个编码信息素受体1（pheromone receptor 1）的基因PMR1 （Ue.03462），相比于M-T型黑粉菌菌

株，该基因在T型黑粉菌中的表达量明显上升。在T型黑粉菌菌株中，两个编码锌指转录因子的基因

（Ue.01800和Ue.04878）表达量在孕茭后10d达到峰值，其中编码MZR1的基因表达量上升意味着灰

茭中的植物免疫系统被T型黑粉菌菌株克服或者抑制的作用强于正常茭白中的M-T型黑粉菌菌株。与

M-T型黑粉菌菌株相比，编码胞外蛋白酶的基因VPR（Ue.04679）表达量也在T型黑粉菌菌株中明显上

升。但是，相比于M-T型黑粉菌菌株，编码 repellent蛋白的基因REP1（Ue.02904）和编码信号黏蛋白

MSB2的基因（Ue.06337）表达量却在T型黑粉菌菌株中明显下降，前者在孕茭后10d下降87.5%。同

时，仅在灰茭植物组织中表达的基因中，鉴定到编码过氧化物酶的基因，这表明REP1基因在不同菌株

中的差异表达导致了在不同类型膨大茎形成过程中，胁迫诱导的活性氧的释放和降解可能发挥了作用

（Camejo et al., 2016）。这些结果说明编码效应子相关蛋白的基因的表达量上升导致T型黑粉菌菌株的致

病力强于M-T型黑粉菌菌株，这种致病力之间的差异可能导致茭白植株的防御响应和氧化胁迫发生变

化，进一步改变茭白膨大茎的形成过程及表型。

图9-6 茭白黑粉菌基因组基因碳水化合物酶功能分析
注：CBM，碳水化合物结合域；Ce，碳水化合物酯酶；GH，糖苷水解酶；GT，糖基转移

酶；PL，多糖裂合酶。
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表9-1 茭白黑粉菌编码效应子相关蛋白的差异表达基因

基因 ID 功能注释          log (FC)
2

Ue.03462 信息素受体1 6.349 8

Ue.04679 微量胞外蛋白酶VPR 4.145 0

Ue.01800 锌指转录因子 2.756 8

Ue.04878 锌指蛋白 C144.02 2.499 4

Ue.06811 富含谷氨酰胺的小三聚肽重复序列蛋白质2 2.122 7

Ue.01880 锌指转录因子MZR1 2.000 6

Ue.06565 带有kelch结构的Rab9效应蛋白 1.801 4

Ue.01844 跨膜蛋白184同源 1.405 4

Ue.04777 富含半胱氨酸和组氨酸结构域的蛋白质1 1.351 3

Ue.05685 含异解酶结构域的蛋白质1 1.109 7

Ue.00356 氢化酶成熟因子hoxX -5.911 6

Ue.02904 排斥蛋白1 -3.457 4

Ue.06337 跨膜黏蛋白MSB2 -1.373 6

Ue.05503 水杨酸羟化酶 -1.151 7

注：FC（fold change）为差异倍数，其值为基因在T型黑粉菌菌株中的表达量与在M-T型黑粉菌菌株中的表达量的比值。本章同。

9.6  茭白黑粉菌冬孢子形成相关差异表达基因

研究了正常茭白和灰茭中冬孢子的形成过程并且鉴定到126个参与冬孢子形成的DEG（图9-8）。
具体基因 ID、差异表达量和注释结果列于表9-2。将这126个基因进一步分为四类。

第一类参与冬孢子形成的DEG为与DNA过程以及细胞周期相关的基因，此类中共有39个DEG，

其中30个在T型黑粉菌菌株中表达量上升，9个表达量下降。有11个DEG编码DNA修复蛋白，其中

9个在T型黑粉菌菌株中表达量上升，2个表达量下降。其中，编码DNA错配修复蛋白MutS的基因

图9-7 不同孕茭时期编码效应子相关蛋白差异表达基因的热图

孕茭前7d 孕茭后1d 孕茭后10d

Ue.03462

Ue.04679

Ue.01880

Ue.04878

Ue.01800

Ue.01844

Ue.02904

7.00

0.00

-7.00

log (FC)
2
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（Ue.00763）和编码烷基化DNA修复蛋白alk8同源的基因（Ue.02717）在T型黑粉菌菌株中的表达量峰

值出现在孕茭后10d。另外，6个差异表达基因编码DNA解旋酶，其中4个在T型黑粉菌菌株中表达量

上升，2个表达量下降。其中，编码依赖ATP的DNA解旋酶MER3的基因（Ue.06457）和编码解旋酶

SWR1的基因（Ue.05990）在T型黑粉菌菌株中的表达量峰值出现在孕茭后10d。另外，在第四类中鉴

定到1个编码组蛋白去乙酰化酶phd1的基因（Ue.01058），相比于M-T型黑粉菌菌株，该基因在T型黑

粉菌菌株中表达量上升，尤其是在孕茭前7d，这与玉米黑粉菌中的研究结果相似，说明相比于正常茭

白，在灰茭膨大茎形成的初期阶段，T型黑粉菌的细胞分裂活动更加旺盛，并促进冬孢子的形成。

第二类参与冬孢子形成的DEG为植物糖代谢相关的基因，相比于M-T型黑粉菌，有17个基因在T
型黑粉菌菌株中表达量上升，12个基因表达量下降。在T型黑粉菌菌株中表达量上升的基因中，鉴定

了4个编码葡萄糖苷酶的基因（Ue.01425、Ue.01505、Ue.04004和Ue.01423）和3个编码海藻糖磷酸酶

的基因（Ue.03452、Ue.03631和Ue.06595）。编码葡萄糖苷酶的基因在T型黑粉菌菌株中的表达量在孕

茭前7d和孕茭后10d达到最大值，而编码海藻糖磷酸酶的基因在孕茭后1d和10d在T型黑粉菌菌株中

表达量较高。此外，编码虫漆酶的基因UeLAC1和ABC转运子C家族成员3基因（Ue.02220）在T型黑

粉菌菌株中的表达量高于M-T型黑粉菌菌株中的。其中，虫漆酶是一种细胞壁相关的毒力因子，参与

细胞外木质素的降解，以诱导宿主植物细胞壁的松散，促进肿瘤形成过程中的菌丝裂殖和孢子成熟。

第三类参与冬孢子形成的DEG为蛋白质合成与线粒体功能相关的基因，有43个基因被分在此类

中，其中31个基因在T型菌株中表达量上升，12个表达量下降。在表达量上升的基因中，鉴定了4个
编码核糖体蛋白的基因（Ue.03015、Ue.00514、Ue.01470和Ue.04699），并且在T型黑粉菌菌株中的表

达量均在孕茭后10d达到峰值。另外还鉴定了10个参与有氧呼吸的在T型黑粉菌菌株中表达量上升的

DEG，包括4个编码细胞色素c氧化酶的基因（Ue.01930、Ue.06273、Ue.01526和Ue.05898）和1个编

码丙酮酸脱氢酶复合蛋白的基因（Ue.04042）。编码细胞色素c氧化酶的基因在T型黑粉菌菌株中的表

达量峰值出现在孕茭前7d，编码丙酮酸脱氢酶复合蛋白的基因在T型黑粉菌菌株中的表达量峰值出现

在孕茭后1d。
其余的DEG被归为第四类，在T型黑粉菌菌株中表达量上升的基因有12个，表达量下降的有3个。

在第四类中，除了上述提到的组蛋白去乙酰化酶基因和转运蛋白ABC的基因之外，还鉴定到1个编码

孢子形成特异蛋白 5的基因（Ue.04647），其在T型黑粉菌菌株中表达量均上升，并在孕茭前 7d表
达量达到峰值。

上述结果说明在孕茭中期，相比于M-T型黑粉菌菌株，T型黑粉菌菌株对糖类物质的摄取更多。随

之而来的是糖分水解和合成相关基因于孕茭后期在T型黑粉菌菌株中表达量上升并达到峰值。相应的，

在只在灰茭植物组织中表达的基因中，鉴定到编码糖代谢和叶绿体代谢相关蛋白的基因。这些结果显

示T型黑粉菌菌株的碳水化合物代谢能力要强于M-T型黑粉菌菌株，这与之前茭白黑粉菌基因组研究

结果一致（Zhang et al., 2017）。这种碳水化合物代谢能力上的差别也许和冬孢子形成有关，因为双核菌

丝的后期大量增殖可能主要依赖植物源的碳水化合物。负责蛋白质合成与线粒体功能的基因在T型黑

粉菌菌株中表达量上升的结果也与这一推测一致。

基于上述结果，推测相比于正常茭白，在灰茭膨大茎形成过程中，T型黑粉菌菌株也许首先降解植

物细胞壁而破坏宿主植物组织，并且持续吸收植物的养分，例如通过ABC转运子转运植物的碳水化合

物，以此维持自身冬孢子形成过程中所需的养分。这也许可以解释为什么在灰茭膨大茎中的真菌占比

高于正常茭白。同时，T型黑粉菌菌株比M-T型黑粉菌菌株的细胞分裂更活跃，碳水化合物代谢能力更

强以及更能激活线粒体活性和蛋白质合成。再结合UeSPR5基因在T型黑粉菌菌株中更高的表达量，推

测在膨大茎的形成过程中，T型黑粉菌菌株的冬孢子形成能力明显强于M-T型黑粉菌菌株。有研究显
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示冬孢子形成会影响肿瘤的成熟。例如，玉米黑粉菌unh1突变体侵染玉米后形成的肿瘤中冬孢子数量

少，颜色浅并且不成熟，玉米黑粉菌 ros1缺失突变体在玉米上形成的肿瘤中无黑色冬孢子，这些表型

与M-T型茭白黑粉菌诱导正常茭白形成的膨大茎表型类似。因此，两种茭白黑粉菌菌株冬孢子形成能

力的差异也许是茭白膨大茎表型差异的原因，但这些基因在该过程中如何发挥具体作用仍需进一步

研究。
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图9-8 参与茭白黑粉菌冬孢子形成的差异表达基因
A.数量图 B.热图

表9-2  参与茭白黑粉菌冬孢子形成的差异表达基因

分类 基因 ID 功能注释     log (FC)
2

DNA过程与细胞

周期

Ue.00763 DNA错配修复蛋白MutS 4.508 1

Ue.03082 依赖ATP的RNA解旋酶DBP7 3.920 7

Ue.05894 依赖ATP的RNA解旋酶YTHDC2 2.637 1

Ue.06457 依赖ATP的DNA解旋酶MER3 2.565 0

Ue.06546 DNA修复蛋白 RAD51 2.211 2

Ue.05990 解旋酶SWR1 2.097 9

Ue.02717 烷基化DNA修复蛋白alk8同源 2.008 8

Ue.06478 DNA修复核酸外切酶REC1 1.800 1

Ue.00466 DNA聚合酶ε亚单位B 1.726 2

Ue.06458 DNA错配修复蛋白msh6 1.704 2

Ue.03530 DNA指导的RNA聚合酶Ⅰ、Ⅲ、Ⅲ亚基RPABC3 1.685 0

Ue.03516 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白α-3亚基 1.661 3

Ue.05675 依赖ATP的RNA解旋酶DHX36（可能） 1.591 4

Ue.00737 依赖ATP的解旋酶C29A10.10c 1.546 1

Ue.00461 DNA聚合酶δ催化亚基 1.539 4

log (FC)
2
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分类 基因 ID 功能注释     log (FC)
2

DNA过程与细胞

周期

Ue.07431 细胞周期丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶hsk1 1.466 8

Ue.06852 增殖细胞核抗原 1.370 8

Ue.05030 DNA引物酶大亚基 1.362 0

Ue.00111 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 sid2 1.357 8

Ue.04767 DNA修复和重组蛋白 1.345 5

Ue.01052 DNA修复蛋白 rhp7 1.335 6

Ue.05940 依赖ATP的DNA解旋酶mph1 1.246 5

Ue.05618 DNA-破坏 -修复 /耐受性蛋白DRT111 1.193 1

Ue.07164 DNA修复蛋白 rad50 1.176 8

Ue.05050 依赖ATP的DNA解旋酶hus2/rqh1 1.149 1

Ue.01277 DNA指导的DNA/RNA聚合酶 1.145 3

Ue.02020 DNA指导的RNA聚合酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ亚基RPABC5 1.096 9

Ue.02644 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶CBK1 1.057 5

Ue.01108 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白亚基 1.047 1

Ue.05462 解旋酶hrp3 1.045 6

Ue.05697 前mRNA剪接因子ATP依赖性RNA解旋酶样蛋白 -2.502 4

Ue.07472 肽基 tRNA水解酶 -1.767 3

Ue.02720 依赖于ATP的DNA复制解旋酶 /核酸酶 -1.690 5

Ue.02687 DNA修复和重组蛋白 -1.477 8

Ue.02971 鸟嘌呤核苷酸结合蛋白α-2亚基 -1.456 4

Ue.01047 DEAD-box 依赖ATP的RNA解旋酶25 -1.166 1

Ue.06641 DNA修复核酸内切酶 XPF -1.044 9

Ue.07209 DNA聚合酶α相关DNA解旋酶A -1.039 5

Ue.02143 依赖ATP的DNA解旋酶 srs2 -1.031 0

植物糖代谢

Ue.01425 葡聚糖内切 -1, 3-β-葡萄糖苷酶btgC（可能） 4.452 7

Ue.05694 含富马酸乙酰酯水解酶结构域的蛋白质 3.608 0

Ue.01505 葡聚糖 -1, 3-β-葡萄糖苷酶 3.546 0

Ue.02285 甘露糖基转移酶C16H5.09c 3.068 2

Ue.03452 α, α-海藻糖磷酸合酶亚基 2.972 0

Ue.00417 L-岩藻糖变位酶 2.749 2

Ue.06890 多利基磷酸甘露糖 -蛋白质甘露糖基转移酶4 2.598 5

Ue.00835 多利基磷酸甘露糖 -蛋白质甘露糖基转移酶2 2.101 3

Ue.03631 α, α-海藻糖磷酸合酶 1.878 6

Ue.02177 葡萄糖胺 -6-磷酸异构酶 1.859 0

Ue.06633 氨基葡萄糖 -果糖 -6-磷酸转氨酶 1.698 8

Ue.04004 葡聚糖 -1, 3-β-葡萄糖苷酶 1.549 6

Ue.06595 海藻糖磷酸酶 1.299 9

（续）
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分类 基因 ID 功能注释     log (FC)
2

植物糖代谢

Ue.05420 β-1, 4-甘露糖基转移酶egh 1.240 8

Ue.01423 β-葡萄糖苷酶A 1.199 3

Ue.07436 起始特异性α-1, 6-甘露糖基转移酶 1.171 0

Ue.01682 葡萄糖激酶 1.156 0

Ue.01843 葡萄糖氧化酶 -3.294 8

Ue.02044 α-1, 3-甘露糖基转移酶MNT4 -3.122 9

Ue.00214 葡萄糖氧化酶 -2.094 6

Ue.00653 α-1, 2-葡萄糖基转移酶 -1.790 9

Ue.06485 葡聚糖 -1, 3-β-葡萄糖苷酶A（可能） -1.774 5

Ue.03896 葡聚糖 -1, 3-β-葡萄糖苷酶3 -1.649 7

Ue.02045 α-1, 3-甘露糖基转移酶MNT3 -1.628 7

Ue.00716 78ku葡萄糖调节蛋白同源 -1.420 2

Ue.06245 β-葡萄糖苷酶L（可能） -1.325 6

Ue.05517 神经酰胺葡萄糖基转移酶 -1.323 6

Ue.04871 α-葡萄糖苷酶 -1.235 0

Ue.03983 葡萄糖诱导降解蛋白4同源 -1.021 2

蛋白质合成与线

粒体功能

Ue.01930 细胞色素c氧化酶铜伴侣 4.622 9

Ue.01862 线粒体二羧酸转运体 2.983 7

Ue.04051 10ku热激蛋白，线粒体 2.614 4

Ue.03223 线粒体分子伴侣bcs1 2.381 2

Ue.03015 37S核糖体蛋白S5，线粒体 2.327 9

Ue.02752 5-氨基乙酰丙酸合酶，线粒体 1.821 8

Ue.02916 细胞色素b-c1复合物亚基8 1.750 3

Ue.04042 丙酮酸脱氢酶复合蛋白X组分，线粒体 1.569 8

Ue.06815 羟甲基戊二酰辅酶A合酶，线粒体 1.556 7

Ue.06273 细胞色素c氧化酶亚基6，线粒体 1.528 5

Ue.03477 细胞色素c过氧化物酶，线粒体 1.496 3

Ue.01101 线粒体内膜蛋白OXA1L 1.456 7

Ue.07101 D-乳酸脱氢酶（细胞色），线粒体 1.355 1

Ue.01452 线粒体载体蛋白 1.294 7

Ue.01756 磷脂酰丝氨酸脱羧酶原1，线粒体 1.250 5

Ue.03985 甲基丙二酸半醛脱氢酶，线粒体 1.246 1

Ue.00514 54S核糖体蛋白L24，线粒体 1.246 1

Ue.01789 DnaJ同源1，线粒体 1.146 0

Ue.07018 线粒体蛋白输入蛋白mas5 1.145 4

Ue.05857 琥珀酸脱氢酶铁硫亚单位，线粒体 1.127 1

Ue.01470 37S核糖体蛋白亚基S8，线粒体 1.115 6

（续）
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分类 基因 ID 功能注释     log (FC)
2

蛋白质合成与线

粒体功能

Ue.05898 细胞色素氧化酶组装蛋白SHY1 1.096 4

Ue.07363 线粒体分布和形态蛋白 1.090 2

Ue.04967 含Cx9C结构的线粒体蛋白4 1.087 4

Ue.05052 线粒体蛋白FMP21 1.084 3

Ue.01526 细胞色素c氧化酶组装因子COX23，线粒体 1.083 4

Ue.07424 D-乳酸脱氢酶C713.03，线粒体 1.074 8

Ue.04699 54S核糖体蛋白L3，线粒体 1.063 0

Ue.00605 线粒体叶酸转运体 /载体 1.054 4

Ue.01346 线粒体加工肽酶β亚基 1.031 1

Ue.01612 羟酸 -氧乙酸转氢酶，线粒体 1.002 4

Ue.03679 4-羟基 -2-酮戊二酸醛缩酶，线粒体 -3.787 9

Ue.03891 细胞色素b2，线粒体 -3.028 5

Ue.02266 犬尿氨酸 /α-己二酸氨基转移酶，线粒体 -2.592 6

Ue.06304 线粒体磷酸载体蛋白 -2.052 9

Ue.07473 tRNA修饰GTP酶GTPBP3，线粒体 -2.049 6

Ue.07335 细胞色素b2，线粒体 -1.868 6

Ue.02277 OMA1线粒体金属内肽酶OMA1 -1.819 1

Ue.04850 NAD(P)H脱氢酶B1，线粒体 -1.469 3

Ue.00654 线粒体底物载体家族蛋白 -1.382 4

Ue.06584 色氨酸 -tRNA连接酶，线粒体 -1.236 9

Ue.05045 蛋白ATP11，线粒体 -1.232 2

Ue.07439 异柠檬酸脱氢酶亚基2，线粒体 -1.201 5

其他

Ue.04647 孢子形成特异蛋白5 4.401 2

Ue.02183 细胞色素P-450 94A1 3.987 5

Ue.05041 Rho型GTP酶激活蛋白3（可能） 3.047 2

Ue.01907 水解酶nit2（可能） 2.029 1

Ue.01058 组蛋白去乙酰化酶phd1 1.809 0

Ue.03222 泛素羧基末端水解酶4 1.704 4

Ue.07382 泛素羧基末端水解酶36 1.603 1

Ue.02220 ABC转运子C家族成员3 1.585 0

Ue.06021 孢子形成蛋白RMD8 1.364 1

Ue.02930 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶CBK1 1.047 3

Ue.06858 泛素羧基末端水解酶2 1.046 7

Ue.03688 Rho GTP酶激活蛋白1 1.035 1

Ue.06893 水解酶Mb2248c -3.926 0

Ue.02793 ABC转运子G家族成员22 -1.262 7

Ue.05598 细胞色素P-450 -1.167 6

（续）
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9.7  茭白黑粉菌参与黑色素形成的差异表达基因

作为冬孢子形成过程中的重要一环，黑色素合成不仅影响真菌的毒力和冬孢子的着色，也影响着

真菌侵染后宿主植物的表型变化，因此进行了参与黑色素形成的DEG的表达分析。然而，在这些DEG
中，仅鉴定到7个基因参与黑色素合成（表9-3），其中关键基因在不同孕茭时期的表达量见图9-9。 
7个DEG中，6个基因在T型黑粉菌菌株中的表达量高于在M-T型黑粉菌菌株中的。编码虫漆酶的基因

（Ue.06814）的表达量在T型黑粉菌菌株中尤其高，在孕茭后1d，T型黑粉菌菌株中的表达量为M-T型

黑粉菌菌株中表达量的100倍以上。3个编码聚酮合酶的基因（Ue.02525、Ue.02529和Ue.07491）的表

达量于孕茭后10d在T型黑粉菌菌株中达到了峰值。然而，在T型黑粉菌菌株中，编码酪氨酸酶的基因

在整个孕茭过程中表达量一直低于M-T型黑粉菌菌株。

有研究表明，黑色素合成异常会导致真菌侵染宿主植物后的表型异常。例如，玉米黑粉菌 lac1突
变体侵染的玉米幼苗虽然会表现出萎黄症状，但是不会产生肿瘤，而且冬孢子的质量和着色程度均表

现出明显的下降。相似的表型也出现在玉米黑粉菌pks突变体侵染的玉米幼苗上。稻瘟病菌pks突变体

也表现出对水稻与大麦的致病力减弱和白化的表型。因此本研究中UePKS和UeLAC1基因在T型黑粉菌

菌株中的表达量上升表明T型黑粉菌比M-T型黑粉菌有更强的黑色素合成能力，并且这种差异与茭白

膨大茎表型差异有关。聚酮合酶和虫漆酶在这个过程中的具体功能仍有待进一步的研究。

表9-3 茭白黑粉菌中参与黑色素合成的差异表达基因

基因 ID 功能注释          log (FC)
2

Ue.06814 漆酶1 7.214 3 

Ue.02525 分生孢子色素生物合成聚酮合酶 5.562 3

Ue.02529 分生孢子色素生物合成聚酮合酶 5.087 9

Ue.04710 查耳酮异构酶 2.151 2

Ue.07491 聚酮合酶 1.982 9

Ue.00875 1型多铜氧化酶 1.213 8

Ue.04607 酪氨酸酶 -1.109 3

图9-9 不同孕茭时期参与黑色素合成的差异表达基因的热图

Ue.06814

Ue.02525

Ue.02529

孕茭前7d 孕茭后1d 孕茭后10d 7.00

0.00

-7.00

log (FC)
2
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9.8  差异表达基因的qRT-PCR验证

为了验证RNA测序分析结果的准确性，从上述DEG中选取了9个基因，利用qRT-PCR技术检验了

这些基因在孕茭3个时期的基因表达量（图9-10）。9个基因为：与效应子蛋白相关的信息素受体1基因

（UePMR1）和胞外蛋白酶基因（UeVPR）；与冬孢子形成相关的DNA错配修复蛋白基因（UeMUTS）、
依赖ATP的DNA解旋酶基因（UeMER3）、解旋酶基因（UeSWR1）、孢子形成特异蛋白5基因

（UeSPR5）和ABC转运子C家族成员3基因（UeABC3）；参与黑色素形成的虫漆酶1基因（UeLAC1）和

聚酮合酶基因（UePKS）。该结果与RNA测序分析结果呈现出非常强的线性关系（r＝0.87）（图9-11），
说明了RNA测序分析结果的准确性较好。

图9-10 qRT-PCR检测基因在孕茭3个时期的表达量
A.信息素受体1基因（UePMR1） B.胞外蛋白酶基因（UeVPR） C. DNA错配修复蛋白基因（UeMUTS）

D.依赖ATP的DNA解旋酶基因（UeMER3） E. 解旋酶基因（UeSWR1） F. 孢子形成特异蛋白5基因（UeSPR5）
G. ABC转运子C家族成员3基因（UeABC3） H.虫漆酶1基因（UeLAC1） I. 聚酮合酶基因（UePKS）

注：选择UeACTIN2作为内参基因。图中的数据以平均值±标准差的形式表示。
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9.9  胁迫处理对茭白黑粉菌UePKS、UeSPR5和UeLAC1基因表
达的影响

为了进一步确认虫漆酶和聚酮合酶是否参与了茭白黑粉菌黑色素合成过程，以及孢子形成特异蛋

白是否在冬孢子形成过程中发挥作用，利用胁迫会诱导真菌合成黑色素和促进冬孢子形成的特性，检

测基因UePKS、UeSPR5和UeLAC1在高 /低温胁迫和渗透压胁迫下不同菌株中的表达情况。在YEPS培
养基上培养72h后，茭白黑粉菌M-T型菌株和T型菌株的OD600值均为2 ～ 3，说明真菌的生长处于对

数中期阶段，且两者之间无明显差异（表9-4），可以用于后续的诱导色素沉淀试验。色素沉淀试验结

果显示，相比于最适温度（28℃），在高 /低温胁迫下T型黑粉菌菌株的菌液颜色明显加深，而M-T型

黑粉菌菌株在3种温度下的菌液颜色差异不大。与之相似的，在高渗透压胁迫下，T型黑粉菌菌株的菌

液颜色明显比正常情况下的更深，且随着PEG浓度的上升，颜色加深。而M-T型黑粉菌菌株的菌液在

3种渗透压下颜色差异不大（图9-12）。

图9-11 RNA测序结果与qRT-PCR结果之间的关系
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图9-12  高 /低温胁迫（上图）、渗透压胁迫（下图）下的茭白黑粉菌M-T型和T型菌株
注：MT28、MT15和MT37分别代表28℃、15℃和37℃下培养的M-T型黑粉菌菌株；T28、T15和

T37分别代表28℃、15℃和37℃下培养的T型黑粉菌菌株；MT0、MT5和MT10分别代表0%、5%和

10%的PEG 6000处理下的M-T型黑粉菌菌株；T0、T5和T10分别代表0%、5%和10%的PEG 6000
处理下的T型黑粉菌菌株。
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表9-4 茭白黑粉菌在YEPS培养基中培养72h后的OD600值

菌株 OD600值

UeMT09＋UeMT42 2.39±0.035

UeT21＋UeT22 2.30±0.055

基因表达检测结果显示（图9-13），在M-T型黑粉菌菌株中，UeSPR5、UePKS和UeLAC1基因在

高温（37℃）和低温（15℃）胁迫下的相对表达量均高于最适温度（28℃）。而在T型黑粉菌菌株中，

UeSPR5基因在高温和低温胁迫下的相对表达量均高于最适温度，UePKS基因在不同温度下的相对表

图9-13  T型黑粉菌菌株和M-T型黑粉菌菌株中的UeSPR5、UePKS和UeLAC1基因在高 /低温胁迫和渗透压胁迫下的表达量
A ～ C.高温（37℃）、低温（15℃）和适宜温度（28℃）下T型黑粉菌菌株和M-T型黑粉菌菌株中的UeSPR5、UePKS和UeLAC1基因

的相对表达量 D ～ F. 0%、5%和10%的PEG 6000处理下T型黑粉菌菌株和M-T型黑粉菌菌株中的UeSPR5、UePKS和UeLAC1基因的

相对表达量

注：选择UeACTIN2作为内参基因。图中的数据以平均值±标准差的形式表示。利用Tukey’s test方法分析处理与对照的表达量，并

且p＜0.05时认为样本之间存在显著差异。
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达量无显著差异，UeLAC1基因在低温胁迫下的相对表达量均高于最适温度。在高温和低温胁迫下，

UePKS基因的表达量在两种菌株之间无显著差异，但在最适温度下，UePKS基因在T型黑粉菌菌株中

的相对表达量显著高于M-T型黑粉菌菌株中的；在高温胁迫下，UeLAC1基因在T型黑粉菌菌株中的表

达量低于M-T型黑粉菌菌株中的；在高温和低温胁迫下，UeSPR5基因在T型黑粉菌菌株中的表达量均

显著高于M-T型黑粉菌菌株中的。在渗透压胁迫下，UeSPR5、UePKS和UeLAC1基因的表达量在两种

菌株中均有所上升，且在T型黑粉菌菌株中的相对表达量均显著高于M-T型黑粉菌菌株中的。

在上述结果中，两种菌株的UeSPR5基因在胁迫下相对表达量均有所上升，且在T型黑粉菌菌株中

上升幅度高于M-T型黑粉菌菌株，这说明温度和渗透压胁迫确实可以促进茭白黑粉菌形成冬孢子，而

且T型黑粉菌菌株响应胁迫并形成冬孢子的能力强于M-T型黑粉菌菌株。另外，在胁迫处理下，两种

菌株中UePKS和UeLAC1基因的表达量均有所上升，而且在渗透压胁迫下T型黑粉菌菌株中上升幅度高

于在M-T型黑粉菌菌株中的，这与之前发现的结果一致，环境胁迫会促进冬孢子形成和黑色素合成以

增强抗逆性（Schultzhaus et al., 2019）。该结果表明UePKS和UeLAC1基因很可能参与了茭白黑粉菌黑

色素合成的过程，并且解释了为什么在辐射处理下灰茭的出现率会上升以及为什么T型黑粉菌菌株的

抗逆性强于M-T型黑粉菌菌株。T型黑粉菌菌株和M-T型黑粉菌菌株在抗逆性上的差异可能是茭白膨

大茎表型差异的原因。

基于以上所有结果，构建了一个模型以阐释茭白膨大茎表型差异的原因（图9-14）。茭白黑粉菌T
型菌株和M-T型菌株之间的毒力、代谢能力、冬孢子形成能力、黑色素合成和抗逆性的差异也许是茭

白膨大茎表现差异的原因。

图9-14 茭白膨大茎表型差异形成原因模式
注：1,8-DHN为1,8-二羟基萘，1,3,8-THN为1,3,8-三羟基萘，1,3,6,8-THN为1,3,6,8-四羟基萘。红色字体

表示在T型黑粉菌菌株中表达量上升的基因或者某一类中大多数基因是表达量上升的。红色箭头表示这些基

因的表达量上升导致灰茭膨大茎的形成，绿色箭头表示这些基因的表达量下降导致正常茭白膨大茎的形成。
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9.10  结论

本章利用RNA测序技术对孕茭前7d、孕茭后1d和10d的正常茭白和灰茭茎样本进行转录组学分

析。共检测到707个基因仅在灰茭植物组织中表达，280个基因仅在T型黑粉菌中表达。对孕茭前7d、孕

茭后1d和10d的正常茭白和灰茭茎样本测序结果进行分析，在茭白植株中分别鉴定到2 187个、1 347个 
和2 020个DEG，在茭白黑粉菌中分别鉴定到2 188个、2 367个和2 137个DEG。对茭白黑粉菌中鉴定

到的DEG进一步分析，鉴定到14个效应子相关基因，126个参与冬孢子形成的基因以及7个参与黑色

素合成的基因。茭白黑粉菌的体外试验发现高温 /低温、渗透压胁迫可显著诱导T型黑粉菌菌株参与冬

孢子形成的UeSPR5基因和参与黑色素合成的UeLAC1和UePKS基因的表达量上升。这些结果说明茭白

黑粉菌T型菌株和M-T型菌株之间存在毒力、代谢、冬孢子形成、黑色素合成以及抗逆性的差异，这

可能是茭白膨大茎表型差异的原因。
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第10章 lncRNA在依赖于温度的茭白茎膨大
过程中的作用

王征鸿1,2  闫宁3  罗西1  郭得平1

 （1.浙江大学农业与生物技术学院；2.浙江省种子管理总站；3.中国农业科学院
烟草研究所）

◎本章提要

温度影响植物的生理过程以及宿主和内生菌的共生关系，然而在温度影响宿主-病原菌互作中，

长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）的调控机制目前仍不清楚。为了探究 lncRNA在茭
白黑粉菌诱导的茭白膨大茎形成过程中的作用，本章利用RNA测序技术鉴定了不同温度处理下茭白植
物组织和茭白黑粉菌中的 lncRNA及其潜在的cis-靶标。在茭白植物组织和茭白黑粉菌中，分别鉴定到
3 194个和173个 lncRNA以及126个和4个差异表达 lncRNA。进一步功能分析和表达分析发现 lncRNA 
ZlMSTRG.11348参与调节茭白植物组织的氨基酸代谢，lncRNA UeMSTRG.02678参与调节茭白黑粉菌
的氨基酸转运。lncRNA也参与了植物防御响应，并且植物防御响应在25℃处理下的茭白黑粉菌侵染
的茭白植物组织中被抑制，这可能与茭白黑粉菌中效应子基因的表达有关。同时，不同温度处理下茭

白黑粉菌侵染的茭白植物组织中植物激素相关基因的表达量存在差异。本章研究结果证明 lncRNA是植
物、微生物和环境互作调控网络中的重要组件，并可能在茭白膨大茎形成过程中发挥作用。
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10.1  前言

茭白黑粉菌侵染其宿主植物茭白并在茭白茎基部诱导形成膨大茎。除了这一因茭白黑粉菌侵染导

致的茎膨大症状之外，受茭白黑粉菌侵染的茭白植株几乎没有其他变化。玉米黑粉菌侵染玉米后会马

上诱导形成肿瘤，而茭白黑粉菌诱导茭白形成膨大茎的过程却依赖环境温度。在大田生产中，一般适

合于茭白茎膨大的温度为21 ～ 28℃。当环境温度超过30℃或低于15℃时，即使茭白黑粉菌侵染茭白

植株也不会形成膨大茎。目前，这一现象的机制仍不清楚。

作为一种内生真菌，茭白黑粉菌在其宿主茭白植株体内完成其生活史，并诱导茭白茎膨大。根据

植物“病害三角形”理论，病害的发生需要在合适的外界环境下，通过病原菌定植和增殖来完成。在

影响这一过程的外界环境因素中，温度会影响宿主植物和微生物的生理、生态和生长过程，适宜的温

度能有效促进病害暴发。

研究表明，温度显著影响植物与微生物之间的互作。例如，低温可以刺激拟南芥水杨酸免疫的去

抑制化，并因此在植物体内积累水杨酸和病原相关蛋白，而这一过程在适合拟南芥生长的温度下会被

抑制（Huot et al., 2017；Kim et al., 2017）。温度变化导致的植物免疫反应的差异会改变病症甚至微生物

的表型。另外，在植物-微生物-环境互作中，温度变化导致微生物表型的差异可能是因为病原真菌

的二态转变，进而导致毒力蛋白稳定性下降和毒力下降（Zhu et al., 2017）。目前有关温度变化引起的植

物-微生物互作的表型变化的机制仍不大清楚，有待深入研究。

氨基酸是蛋白质的组成部分，在病原菌的侵染过程中，氨基酸作为活体营养病原菌必不可少的氮

源以及植物细胞的防御化合物，在植物和微生物互作中起着重要作用。例如，甲硫氨酸是稻瘟病菌形

成附着胞所必需的（Saint-Macary et al., 2015）。另外，大量的研究显示，在微生物诱导植物肿瘤的形成

过程中，氨基酸合成是必需的，尤其在根瘤菌和豆科作物的共生关系中。编码谷氨酸合酶和谷草转氨

酶的基因对根瘤的形成是必不可少的（Dunn，2014）。同时，苏氨酸、异亮氨酸和甲硫氨酸参与真菌响

应热激反应。然而，学界对这其中的机制知之甚少，氨基酸在植物、微生物和环境互作中发挥的作用

有待进一步研究。

lncRNA是一类长度大于200bp且无编码潜能的RNA。lncRNA可以通过与RNA的序列互补或序列

同源，形成大分子结构来调节基因的表达。lncRNA在植物的各种生物学过程中均发挥着重要作用。毛

白杨（Populus tomentosa）中的1 994个 lncRNA可能参与调控毛白杨的次生生长，其中8个 lncRNA可

能与调控苯基丙酸类合成途径的基因表达有关（Zhou et al., 2017）。lncRNA LNC通过诱导基因SPL9及
转录因子MYB的表达影响沙棘果实的花青素合成。lncRNA MAF4可以调控拟南芥春化作用过程中的

基因表达来调节其开花。另外，lncRNA在植物抗逆方面也起着重要作用（Bhatia et al., 2020；Jin et al., 
2020）。lncRNA ALEX1在水稻中的转录能够诱导内源茉莉酸（JA）的生物合成，并且激活 JA信号通

路，增强水稻对细菌性病原体的广谱抗性。lncRNA ELENA1直接与MED19a互作，促进MED19a在基

因PR1启动子上的富集，调控拟南芥防御相关靶标基因的表达，因而参与调控拟南芥的先天免疫（Seo 
et al., 2017）。目前，有很多研究证明 lncRNA在动物肿瘤形成过程中发挥重要的调控作用，包括口腔鳞

状细胞癌和胃癌等，但是尚未见到关于 lncRNA参与植物肿瘤形成的研究报道。

茭白黑粉菌诱导的茭白膨大茎形成通常伴随着许多生理生化的变化，例如过氧化氢酶和超氧化物

歧化酶活性的下降、光合作用的增强、糖代谢的改变、细胞分裂素和生长素的合成（闫宁等，2013；
Wang et al.，2017）。与之类似的，玉米黑粉菌诱导的肿瘤形成会促进细胞分裂素的合成以及氮转运。

虽然已经有研究报道了玉米黑粉菌和玉米之间的互作以及肿瘤形成的分子机制，但是温度影响植物肿
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瘤形成的分子机制仍然未知。因此，本章分析了不同温度处理下茭白和茭白黑粉菌的转录组，并鉴定

了与膨大茎形成相关的 lncRNA和基因，以期为阐明温度调节茎膨大的机制提供新证据。

10.2  茭白茎形态

茭白茎外观及形态学指标见图10-1。生长在25℃条件下受茭白黑粉菌侵染的正常茭白（JB25），茎

能够膨大，而25℃条件下未受茭白黑粉菌侵染的茭白对照植株（CK25），虽然生长在同样温度条件下，

但是茎不能膨大。这表明茭白黑粉菌能诱导茭白膨大茎的形成。生长于35℃高温条件下的正常茭白

（JB35）和茭白对照植株（CK35）茎都不能膨大，且二者的外部形态无明显差异。同时，JB25茎的长

度、重量、茎周长和体积均显著高于其他处理。该结果表明茭白茎膨大发生在25℃温度条件下的正常

茭白植株中，而35℃高温条件会完全抑制茭白膨大茎的形成，可见茭白黑粉菌诱导的茭白膨大茎的形

成依赖环境温度。

10.3  茭白植物组织和茭白黑粉菌中的lncRNA鉴定及特征

lncRNA在植物细胞生长过程中调控基因表达，并且在植物和微生物互作中发挥重要作用。因

此，温度可能影响了 lncRNA的表达进而调控参与植物生物学过程基因的表达。例如，热激能改变芥

菜的 lncRNA的表达并以此调控下游基因的表达来响应胁迫。在本研究中，利用RNA测序技术对生长

在25℃和35℃条件下的茭白和茭白对照植株进行了转录组测序。分别在茭白植物组织和茭白黑粉菌中

鉴定到3 194个和173个 lncRNA。之后比较茭白植物组织和茭白黑粉菌的 lncRNA和mRNA的转录本长

度、外显子数量和表达水平（图10-2）。在茭白植物组织和茭白黑粉菌中，lncRNA的转录本长度（平均

长度876 bp）短于mRNA的（平均长度1 524 bp），外显子数量（平均每个转录本1.95个外显子）少于

mRNA的（平均每个转录本5.44个外显子）。利用FPKM评估了茭白植物组织和茭白黑粉菌的 lncRNA
和mRNA的表达水平，发现mRNA的整体表达水平明显高于 lncRNA。

10.4  茭白植物组织和茭白黑粉菌中lncRNA及mRNA的表达特性

分析了上述RNA测序结果的 lncRNA和mRNA的表达特性（图10-3），并分别在茭白植物组织和

茭白黑粉菌中鉴定到3 194个和173个 lncRNA。其中，茭白植物组织中鉴定的 lncRNA中有144个仅在

JB25中表达；茭白黑粉菌中鉴定的 lncRNA中有106个仅在 JB25中表达。以p＜0.05和 |log (FC)
2 |≥1.0为

筛选条件，鉴定了 JB25和 JB35，CK25和CK35之间的差异表达 lncRNA。在茭白植物组织中，JB25和
JB35之间共鉴定293个差异表达 lncRNA（90个 lncRNA在 JB25中表达量上升），CK25和CK35之间共

鉴定149个差异表达 lncRNA（134个 lncRNA在CK25中表达量上升）。在茭白黑粉菌中，JB25和 JB35
之间仅鉴定到10个差异表达 lncRNA，其中5个在 JB25中表达量上升。

另外，分别在茭白植物组织和茭白黑粉菌中鉴定到21 832个植物基因和5 567个真菌基因。以 
p＜0.05和 |log (FC)

2 |≥1.0为筛选条件，鉴定了 JB25和 JB35以及CK25和CK35之间的差异表达基因。在

茭白植物组织中，分别在 JB25和 JB35以及CK25和CK35之间鉴定7 036个和6 549个差异表达基因。

在茭白黑粉菌中，JB25和 JB35之间鉴定到301个差异表达基因，其中包括编码效应子蛋白和转运子蛋

白的基因，以及参与蛋白质合成和氨基酸合成的基因。
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图10-1 茭白茎形态
A.茭白茎形态 B.茎长度 C.茎鲜重 D.茎直径 E. 茎体积

注：A标尺长度5 cm；JB25和 JB35分别代表生长在25℃和35℃下受茭白黑粉菌侵染的茭白植株，CK25与CK35分别代表生长在

25℃和35℃下未受茭白黑粉菌侵染的茭白对照植株。
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图10-2 茭白植物组织及茭白黑粉菌中 lncRNA特征
A.茭白植物组织中 lncRNA与mRNA转录本长度分布 B.茭白黑粉菌中 lncRNA与mRNA转录本长度分布

C.茭白植物组织中 lncRNA与mRNA外显子数量分布 D.茭白黑粉菌中 lncRNA与mRNA外显子数量分布

E. 茭白植物组织中 lncRNA与mRNA表达量分布 F. 茭白黑粉菌中 lncRNA与mRNA表达量分布

10.5  lncRNA的功能分析

为了分析 lncRNA的功能，预测了 lncRNA的潜在cis-靶标基因。对于在茭白植物组织中的差异表达

lncRNA，鉴定到126个潜在cis-靶标基因，对于仅在JB25中表达的 lncRNA，鉴定到91个潜在cis-靶标基

因。而对于在茭白黑粉菌中差异表达的 lncRNA，只鉴定到4个潜在cis-靶标基因（表10-1和图10-4）。
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图10-3 lncRNA与mRNA在茭白植物组织及茭白黑粉菌中的表达
A. lncRNA在茭白植物组织中表达的韦恩图 B. lncRNA在茭白黑粉菌中表达的韦恩图 C. JB25与 JB35之间茭白植物组织中差异表

达 lncRNA火山图 D. CK25与CK35之间茭白植物组织中差异表达 lncRNA火山图 E. JB25与 JB35之间茭白黑粉菌中差异表达 lncRNA
火山图 F. 茭白植物组织中基因表达韦恩图 G. 茭白黑粉菌中基因表达韦恩图 H. JB25与 JB35之间茭白植物组织中差异表达基因火

山图 I. CK25与CK35之间茭白植物组织中差异表达基因火山图 J. JB25与 JB35之间茭白黑粉菌中差异表达基因火山图

注：JB25和 JB35分别代表生长在25℃和35℃下受茭白黑粉菌侵染的茭白植株，CK25与CK35分别代表生长在25℃和35℃下未受茭白

黑粉菌侵染的茭白对照植株。本章同。
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图10-4  差异表达 lncRNA及其潜在cis-
靶标基因表达热图

A.茭白植物组织 B.茭白黑粉菌

表10-1 JB25与JB35之间茭白黑粉菌中差异表达lncRNA及其潜在cis-靶标基因

lncRNA ID
     log (FC)

2

(lncRNA)
cis-靶标基因 ID

   log (FC)
2

(cis-靶标基因 )
注释

UeMSTRG.02678 17.4493582 Ue.05653 11.4020527 主要促进因子超家族转运体

UeMSTRG.00837 4.25544694 Ue.00835 2.53016548 非特征蛋白质SPSC_00409

UeMSTRG.03069 2.58185612 Ue.06235 1.60894613 假定蛋白PSEUBRA_SCAF8g02247

UeMSTRG.00868 1.52100201 Ue.00907 1.21173240 依赖于谷胱甘肽的甲醛脱氢酶

注：JB25和 JB35分别代表生长在25℃和35℃下受茭白黑粉菌侵染的茭白植株。FC的值为黑粉菌基因在 JB25中的表达量与在 JB35
中的表达量的比值。

为了更好地分析茭白植物组织中差异表达 lncRNA在温度影响茭白膨大茎形成过程中所起的作用，

根据 lncRNA在两种温度下的表达模式，将在茭白植物组织中鉴定的126个差异表达 lncRNA以及其潜

在cis-靶标基因分为3组（G1至G3）（图10-4）。G1组中有76个差异表达 lncRNA及其潜在cis-靶标基
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因，这些 lncRNA仅在 JB25和 JB35之间存在差异表达，这些差异表达 lncRNA和其潜在cis-靶标基因可

能参与了温度调节茭白茎的膨大过程。在G2组中，有31个差异表达 lncRNA及其潜在的cis-靶标基因，

这些 lncRNA仅在CK25和CK35之间存在差异表达，这些差异表达 lncRNA和其潜在cis-靶标基因可能

参与了茭白植物响应高温的过程。在G3组中，有19个差异表达 lncRNA及其潜在cis-靶标基因，这些

lncRNA在 JB25和 JB35之间与CK25和CK35之间均存在差异表达。其中部分 lncRNA及其潜在cis-靶标

基因可能参与了温度影响茭白茎的膨大过程。

10.6  植物防御反应及其相关lncRNA

在茭白植物组织中没能找到与细胞分裂和细胞生长相关的 lncRNA，但是鉴定到参与植物防御

反应的 lncRNA。在G1和G3组差异表达 lncRNA中，lncRNA ZlMSTRG.30807可能调控编码抗病蛋

白RPM1的基因（Zl.00376）表达。根据碱基互补配对原则，预测了ZlMSTRG.30807和ZlRPM1可能

的结合模式（图10-5）。与 JB35相比，ZlMSTRG.30807在 JB25中的表达量明显下降；与CK35相比，

ZlMSTRG.30807在CK25中的表达量呈现略微上升。与之类似的，编码RPM1的基因（ZlRPM1）在

JB35中的表达量也明显低于在 JB25中的，且下降幅度甚至超过了99%；而该基因在CK25和CK35中的

表达量则无明显差异。这说明ZlMSTRG.30807很可能促进ZlRPM1的表达。

同时，在 JB25与 JB35以及CK25与CK35之间鉴定到229个参与植物防御反应ETI（effector-triggered 
immunity）和PTI（pattern-triggered immunity）的DEG。其中，与 JB35相比，大多数DEG（138个）在

JB25中的表达量下降，包括编码钙依赖蛋白激酶的基因（Zl.22932、Zl.16176和Zl.11318）、编码WRKY
转录因子29的基因（Zl.00792、Zl.20037和Zl.16091）、编码衰老诱导的受体蛋白激酶FRK1的基因

（Zl.02687）、编码抗病蛋白RPM的基因（Zl.00376和Zl.06039）、编码热激蛋白的基因（Zl.22886）和编

码抗病蛋白RPS的基因（Zl.06296）。在CK25与CK35之间仅鉴定到74个DEG，其中64个在CK25中的

表达量上升。

为了进一步确认 lncRNA ZlMSTRG.30807和ZlRPM1之间的关系，利用qRT-PCR技术验证了其表

达量。另外，也检测了茭白植物组织PTI过程的marker基因ZlWRK29和ZlFRK1以及茭白黑粉菌中编码

效应子蛋白pep1的基因UePEP1的表达量（图10-5）。qRT-PCR结果与RNA测序结果一致（图10-6）。
ZlWRK29和ZlFRK1在 JB25中的表达量均低于 JB35中的，在CK25和CK35中的表达量几乎没有区别。

与 JB35相比，UePEP1在 JB25中的表达量上升。ETI关键基因ZlRPM1及PTI marker基因在 JB25中的

表达量下降，表明在25℃下，JB植物组织的ETI和PTI过程被抑制，而且程序性细胞死亡、超敏反应、

ROS爆发以及植物胁迫激素调控网络的激活也都被抑制。这可能是因为25℃下茭白黑粉菌效应子基因

的表达量上升。

然而，茭白植物组织中ZlRPM1的表达模式与拟南芥中的不一样，因此，对ZlRPM1进行了序列比

对和遗传进化分析（图10-7）。遗传进化分析结果显示，ZlRPM1与短花药野生稻（Oryza brachyantha）、
栽培稻（Oryza sativa）和高粱（Sorghum bicolor）等作物编码RPM的基因同源。氨基酸序列比对结果

显示，与其他物种编码RPM的基因相比，部分ZlRPM1序列有缺失。这部分序列的缺失可能是长期与

茭白黑粉菌共生以及人工选择导致的，且这可能可以解释为什么茭白植物组织中ZlRPM1的表达模式与

拟南芥中的存在差异。
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图10-5 植物防御反应相关 lncRNA和基因
A. lncRNA ZlMSTRG.30807和ZlRPM1（抗病蛋白RPM1）互作关系 B.参与茭白植物防御反应的基因通路图（图中橙色和绿色分

别代表基因在 JB25或CK25中表达量上升和下降，其中色块左侧为 JB25/JB35，右侧为CK25/CK35） C. lncRNA ZlMSTRG.30807和
ZlRPM1在茭白植物组织中的表达量 D. ZlWRKY29（WRKY转录因子29）和ZlFRK1（衰老诱导的受体蛋白激酶FRK1）在茭白植物组

织中的表达量 E. UePEP1（效应子pep1）在茭白黑粉菌中的表达量

注：fungal PAMP为真菌病原体相关分子模式；CDPK为钙依赖蛋白激酶；Rboh为呼吸爆发氧化酶；ROS为活性氧簇；HR为超敏反

应；NOS为一氧化氮合酶；CML为钙调蛋白；MPK3为MAP蛋白激酶3；WRKY29为WRKY转录因子29；FRK1为衰老诱导的受体蛋

白激酶1；defence-related gene induction为防御相关基因活化；PTI为模式触发免疫；fungal effectors为真菌效应子；RPM1为抗病蛋白

M1；RPS2为抗病蛋白S2；PBS为丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶；EDS1为增强疾病敏感性蛋白1；HSP90为热激蛋白90ku；programmed cell 
death为细胞程序性死亡；ETI为效应子触发免疫。
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图10-7 ZlRPM1序列比对和遗传进化分析结果
A. ZlRPM1进化树分析 B. ZlRPM1序列比对结果
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10.7  植物激素相关lncRNA

在G1和G3组中，鉴定到 lncRNA ZlMSTRG.09543、ZlMSTRG.05484和ZlMSTRG.09415，它们的

潜在cis-靶标基因编码的蛋白都与乙烯信号转导相关。其中 lncRNA ZlMSTRG.09543也许调控乙烯响应

转录因子1基因（ZlETF1）的表达（图10-8）。与 JB35相比，ZlMSTRG.09543在 JB25中的表达量明显

上升，在CK25和CK35之间的表达量无明显差异。与 JB35相比，ZlETF1在 JB25中的表达量明显上升。

与CK35相比，ZlETF1在CK25中的表达量明显下降。lncRNA ZlMSTRG.09415在 JB25中的表达量均低

于在 JB35中的。与 JB35相比，ZlMSTRG.09415的潜在cis-靶标基因AP2类似乙烯响应转录因子AIL5
基因（ZlAIL5）在 JB25中的表达量明显上升，在CK25和CK35之间，表达量无明显差异。根据碱基互

补配对原则，预测了ZlMSTRG.09543和ZlETF1以及ZlMSTRG.09415和ZlAIL5之间可能的结合模式。

此外，在茭白植物组织的DEG中鉴定到6个与乙烯合成相关的基因（表10-2）。其中，编码乙烯合成的

酶1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶的基因（ZlACO）（Zl.07467和Zl.09320）在 JB25中的表达量低于 JB35
中的，而在CK25与CK35之间仅有细微差异。

图10-8 植物激素相关 lncRNA与基因
A. lncRNA ZlMSTRG.09543和ZlETF1（乙烯响应转录因子1）互作关系 B. lncRNA ZlMSTRG.09415和ZlAIL5（乙烯响应转录因子

AIL5）互作关系 C. lncRNA ZlMSTRG.09543和ZlETF1以及ZlACO（1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶）在茭白植物组织中的表达量
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为了进一步研究乙烯在温度影响茭白膨大茎形成过程中的作用，检验了 lncRNA ZlMSTRG.09543、
ZlETF1和ZlACO在各个样本中的表达量（图10-8）。qRT-PCR结果与RNA测序结果一致。以上结果表

明在25℃下，JB植物组织中乙烯合成被抑制，下游乙烯调控的防御相关基因的表达被抑制。这与植物

防御反应部分的结果一致，即在25℃下茭白黑粉菌效应子基因的表达量上升导致 JB植物组织的植物防

御反应被抑制。

在茭白植物组织的DEG中还鉴定到参与细胞分裂素代谢的基因（表10-2）。3个编码细胞分裂素合

成关键酶异戊烯基转移酶的基因中有2个（Zl.15021和Zl.20687）在 JB25中的表达量高于 JB35中的。与

JB35相比，3个编码参与细胞分裂素降解的细胞分裂素脱氢酶的基因中有2个（Zl.05044和Zl.12768）
在 JB25中的表达量下降。然而，这些参与细胞分裂素代谢的基因在CK25中的表达量与CK35中的仅有

细微差异。这些结果表明膨大茎的形成需要植物细胞分裂。

表10-2 茭白植物组织中参与乙烯合成和细胞分裂素代谢的差异表达基因

基因 ID
  log (FC)

2

(JB25/JB35)
   log (FC)

2

(CK25/CK35)
注释

乙烯生物合成

Zl.12708 NA 3.080 401 507 1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶1亚型X1

Zl.09313 NA -1.126 827 996 1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶

Zl.07467 -6.974 635 202 -4.772 315 741 1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶

Zl.10315 -4.669 026 766 -1.083 063 024 1-氨基环丙烷 -1-羧酸合酶

Zl.09320 -2.994 981 925 -1.715 749 108   1-氨基环丙烷 -1-羧酸氧化酶（ACC氧化酶）

Zl.04853 -1.801 681 538 NA S-腺苷甲硫氨酸合成酶

细胞分裂素代谢

Zl.15021 7.055 282 436 NA 腺苷酸异戊烯基转移酶

Zl.03496 4.120 206 262 NA 顺式玉米素 -O-葡萄糖基转移酶（可能）

Zl.19719 4.101 538 026 NA 细胞分裂素脱氢酶8（可能）

Zl.20687 2.633 461 018 NA 异戊烯基转移酶8

Zl.22357 1.429 568 818 2.365 983 275 真核细胞 tRNA异戊烯基转移酶

Zl.09144 NA 3.546 894 46 细胞分裂素脱氢酶9

Zl.19009 NA 2.130 198 723 蛋白质G1

Zl.04106 NA 1.230 663 683 腺苷酸异戊烯基转移酶

Zl.05044 -4.667 587 558 1.315 840 765 细胞分裂素脱氢酶

Zl.12768 -4.113 062 664 1.169 019 07 细胞分裂素脱氢酶

Zl.02021 -3.741 466 986 NA 顺式玉米素 -O-葡萄糖基转移酶

Zl.14070 -1.299 365 94 NA 腺苷酸异戊烯基转移酶

注：NA：无相应结果。FC的值为基因在 JB25（CK25）中的表达量与在 JB35（CK35）中的表达量的比值。
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基于上述植物防御反应及植物激素的研究结果，认为高温可以影响 lncRNA的表达，进而改变

植物基因的表达、激活植物防御反应，这可能抑制了真菌细胞增殖和植物细胞分裂。而在25℃下，

lncRNA ZlMSTRG.30807正调控ZlRPM1基因表达量下降，乙烯合成被抑制，植物防御反应被抑制，

这不仅为植物组织内的茭白黑粉菌细胞的增殖提供了机会，也促进了植物细胞的分裂。这些结果表

明温度变化引起的 lncRNA的差异表达也许能调控茭白的植物防御反应。然而，仍然需要对 lncRNA 
ZlMSTRG.30807进行功能分析以明确其在调控植物防御反应中的作用及相应的调控机制。

10.8  氨基酸代谢及其相关lncRNA

大量的研究发现氨基酸参与了肿瘤的形成。例如，丝氨酸和甘氨酸的供给受到限制会导致有毒的

鞘脂类物质在肿瘤内累积，抑制肿瘤细胞的生长。组氨酸缺乏也会抑制肿瘤细胞的生长（Froldi et al., 
2019）。为探究氨基酸代谢是否参与了茭白黑粉菌与茭白的互作，鉴定了参与氨基酸代谢的 lncRNA和

基因。其中，lncRNA ZlMSTRG.11348仅在 JB25植物组织中表达，该 lncRNA的潜在cis-靶标基因为树

皮储藏蛋白基因ZlBSP（图10-9）。ZlBSP在 JB25中的表达量明显低于在 JB35中的表达量，在CK25和
CK35中的表达量无明显差异。另外，在茭白植物组织中鉴定到194个参与氨基酸代谢的差异表达基

因，其中分别有18个、11个和4个差异表达基因参与谷氨酸、甘氨酸和组氨酸的代谢。利用qRT-PCR
检测了编码肌氨酸氧化酶的基因（ZlPSO）、编码组氨醇脱氢酶的基因（ZlHID）、编码谷氨酸合酶的基

因（ZlGLS）、编码谷氨酰胺合成酶的基因（ZlGNS）和编码乙醛脱氢酶的基因（ZlADG）在茭白植物

组织中的表达量。qRT-PCR的结果与RNA测序结果一致。ZlPSO、ZlHID和ZlGLS在 JB25中的表达量

高于 JB35中的。ZlGNS和ZlADG在 JB35中的表达量高于 JB25中的。ZlPSO、ZlHID、ZlGLS、ZlGNS和
ZlADG在CK25中的表达量与CK35中的仅有细微差异。这说明环境温度的变化对未受茭白黑粉菌侵染

的茭白植株的氨基酸代谢几乎没有影响，而相对低温（25℃）可以促进氨基酸（包括甘氨酸、组氨酸和

谷氨酸）在受茭白黑粉菌侵染的茭白植物组织内合成。这些合成的氨基酸可以为相对低温（25℃）下茭

白膨大茎形成过程中的植物细胞分裂提供氮源。

作为真菌喜欢的氮源之一，真菌在植物体内生长时会吸收大量氨基酸。例如，谷氨酸、甘氨酸和

组氨酸对于建立并维持微生物与宿主之间的互作是必不可少的。同时，在玉米黑粉菌诱导的肿瘤中也

检测到高含量的谷氨酸和甘氨酸。因此，猜测在25℃下，氨基酸可能为茭白黑粉菌的增殖提供了氮源。

在茭白黑粉菌中，鉴定到差异表达 lncRNA UeMSTRG.02678，它也许调控major facilitator超大家族转运

子基因UeMFS的表达。UeMSTRG.02678和UeMFS在 JB25中的表达量均远高于在 JB35中的（图10-9）。
利用qRT-PCR检测了 lncRNA UeMSTRG.02678、UeMFS、编码甘氨酸脱羧酶的基因（UeGYD）、编码谷

氨酸脱羧酶的基因（UeGUD）和编码核糖体40S亚基的基因（UeR40）在茭白黑粉菌中的表达量（图

10-9）。qRT-PCR的结果与RNA测序结果一致。UeR40在 JB25中的表达量高于 JB35中的。UeGYD和

UeGUD在 JB35中的表达量高于 JB25中的。

为进一步探究氨基酸在温度影响茭白黑粉菌生长中的作用，进行了茭白黑粉菌的体外培养试验。

结果表明，在35℃条件下，外源添加组氨酸和甘氨酸的BM培养液中菌丝浓度始终与对照无显著差异。

但从培养12h起至72h，添加谷氨酸的BM培养液中的菌丝浓度一直显著低于对照。在培养72h时，阳

性对照PDB培养液中菌丝浓度显著高于对照。25℃下，培养24 ～ 72h，添加组氨酸的BM培养液和阳

性对照PDB培养液中菌丝浓度均显著高于对照。培养48 ～ 72h，添加甘氨酸和谷氨酸的BM培养液中

菌丝浓度显著高于对照（图10-9）。
茭白黑粉菌中氨基酸代谢相关基因的表达情况及体外培养试验说明，在25℃下，茭白黑粉菌需
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图10-9 参与氨基酸代谢的 lncRNA和基因
A. lncRNA ZlMSTRG.11348和ZlBSP（树皮储藏蛋白基因）互作关系 B. lncRNA UeMSTRG.02678 和UeMFS（major facilitator超

大家族转运子基因）互作关系 C.编码肌氨酸氧化酶的基因（ZlPSO）、编码组氨醇脱氢酶的基因（ZlHID）、编码谷氨酸合酶的基

因（ZlGLS）、编码谷氨酰胺合成酶的基因（ZlGNS）和编码乙醛脱氢酶的基因（ZlADG）在茭白植物组织中的表达量 D. lncRNA 
UeMSTRG.02678 和UeMFS在茭白黑粉菌中的表达量 E.编码甘氨酸脱羧酶的基因（UeGYD）、编码谷氨酸脱羧酶的基因（UeGUD）

和编码核糖体40S亚基的基因（UeR40）在茭白黑粉菌中的表达量 F.茭白黑粉菌不同温度和不同营养条件下体外培养试验（BM为基

本培养基；His为组氨酸；Glu为谷氨酸；Gly为甘氨酸；PDB为马铃薯培养基）

要更多的氨基酸以支持其细胞增殖。然而，对茭白黑粉菌的基因组分析结果显示，其部分参与氨基

酸代谢的基因可能缺失了。根据25℃下受茭白黑粉菌侵染的茭白植物组织合成了大量的氨基酸，猜

测茭白黑粉菌会改变茭白植物组织的氨基酸代谢，并从植物组织中吸收氨基酸用于自身的细胞增殖。

UeMSTRG.02678 和UeMFS的表达情况说明在25℃下茭白黑粉菌的确摄取了一些氨基酸。并且在 JB25
与 JB35之间的差异表达基因中也鉴定到一些参与氨基酸转运的茭白黑粉菌基因，这可能表示25℃下茭

白膨大茎形成过程中，茭白黑粉菌与茭白植物组织之间存在更加活跃的物质交换。
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以前的研究发现真菌可以影响宿主植物的糖代谢和转运，并从宿主植物中吸收糖类用于促进真菌

细胞的增殖。茭白黑粉菌的侵染能增强茭白植株的光合作用并诱导糖类的合成（Yan et al., 2013b）。在

G1和G3组差异表达 lncRNA的cis-靶标基因中，发现了部分参与糖代谢的基因，这表明温度的变化会

影响 JB植物组织的糖代谢。然而，高温却会抑制茭白植物的光合作用，这也许抑制对茭白黑粉菌的糖

类供给，因而抑制其细胞增殖。

总之，本试验的结果表明高温会抑制茭白植物组织的糖类和氨基酸的合成，并进一步抑制茭白黑

粉菌的细胞增殖。相对低温条件，高温会改变茭白黑粉菌 lncRNA和基因的表达，进而调控茭白植物组

织的糖类和氨基酸的合成，这为植物细胞的分裂和生长提供了营养。同时，茭白膨大茎作为“库”，大

量营养被转运至此，因此改善了茭白植物组织内的生长环境，并允许茭白黑粉菌吸收利用这些营养来

增殖。较低的温度利于植物细胞分裂和真菌细胞增殖，最终导致了茭白膨大茎的形成。

10.9  结论

在茭白植物组织中，在JB25与JB35之间鉴定到293个差异表达 lncRNA，在CK25与CK35之间鉴定

到149个差异表达 lncRNA。在茭白黑粉菌中，在JB25与JB35之间仅鉴定到10个差异表达 lncRNA。预测

了 lncRNA的潜在cis-靶标基因，并在这些潜在cis-靶标基因中发现了参与茭白植物组织的氨基酸代谢、

植物防御反应和乙烯信号转导的基因以及参与茭白黑粉菌氨基酸转运的基因。另外，在RNA测序的结果

中还鉴定到一些参与茭白植物组织的氨基酸代谢、植物防御反应、乙烯代谢和细胞分裂素代谢的基因以

及参与茭白黑粉菌氨基酸代谢、效应子和蛋白质合成的基因。这些差异表达基因、lncRNA及其潜在cis-
靶标基因也许在植物、微生物和环境互作及依赖温度的茭白膨大茎形成过程的调控网络中发挥了重要作

用。基于以上结果，提出了一个模型以阐释依赖温度的茭白膨大茎形成的可能机制（图10-10）。

图10-10 lncRNA调控依赖温度的茭白膨大茎形成的机制模式
注：红色字体表示在25℃下受茭白黑粉菌侵染的茭白植株中表达量上升的基因或者某一类中大多数基因的表达量是

上升的。红色箭头表示 lncRNA调控其潜在cis-靶标基因的表达。
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第11章 转录组分析揭示茭白黑粉菌诱导茭白
膨大茎形成的共生机制

李杰1，2  朱世东1

（1.安徽农业大学园艺学院；2.浙江大学生命科学学院）

◎本章提要

茭白是一种多年生水生蔬菜，在自然条件下黑粉菌与茭白共生导致基部膨大形成肉质基。为阐明

茭白黑粉菌诱导茭白膨大茎形成的共生机制，使用三唑酮（TDF） 处理和转录组测序进行探究。首先调
查了茭白的整个生长周期，以确定孕茭前后时间。显微结构观察显示，在膨大茎形成后观察到大量茭

白黑粉菌的存在，然而使用TDF处理明显抑制了茭白黑粉菌生长，其茎部未膨大。通过转录组数据分
析，共鉴定出17 541个差异表达基因。根据基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）
结果分析表明，大部分差异表达基因富集于植物激素信号转导和细胞壁松弛因子，并将这些基因作为

候选进一步研究。通过超高效液相色谱（UHPLC）分析结果显示，在黑粉菌侵染后茭白中吲哚 -3-乙酸
（IAA）、玉米素（ZT）、反式玉米素核糖苷（ZR）和赤霉素3（GA3）的含量增加。通过以上结果，提

出“植物激素和细胞壁松弛因子模式”假设解释茭白茎膨大的共生机制。总之，本研究为阐明茭白膨

大茎形成机制提供了一个全新的视角，并为进一步增加茭白产量提供了理论依据。
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11.1  前言

茭白又称茭瓜、蒿瓜和菰笋等，属禾本科稻族菰属，为喜温植物，根系发达，对水肥要求高。茭

白起源于野生的中国菰，经过多年人工驯化而来。中国菰的颖果称为菰米，菰米在唐代即受到大家赞

赏，《西京杂记》中有：“菰之有米者，长安人谓之雕胡。”菰米曾是中国的“六谷”之一。诗人王维夸

赞“郧国稻苗秀，楚人菰米肥”，杜甫也有“滑忆雕胡饭，香闻锦带羹”的美誉（林丽珍等 , 2014）。茭

白主要生长在水塘、河沟和湿地中，种植已有近2 000年的历史（Guo et al., 2007）。茭白是由于黑粉菌

的侵染导致茎部膨大而产生的可食用肉质茎。在早期，茭白的茎部和菰米都能被人们所食用，由于菰

米产量较低因此逐渐被水稻替代，其作为谷物食用越来越少，现主要以其膨大茎作为可食部位而当作

蔬菜食用。茭白只有在感染黑粉菌后，通过适宜条件刺激茎部膨大，呈现白色才称为“正常茭白”，而

出现黑色孢子堆则称为“灰茭”，未孕茭的称为“雄茭”。茭白营养丰富，含有大量的蛋白质、脂肪、

糖类、矿物质及一些人体所必需的苏氨酸和甲硫氨酸等（Yan et al.w, 2018）。
经过几个世纪的驯化，中国菰作为谷物食用虽然已经很少，但是黑粉菌侵染促使其茎膨大而成为

人们饭桌上的美味佳肴。茭白膨大茎营养丰富，在中国南方地区最为常见。茭白膨大茎的形成与否取

决于黑粉菌对茭白的侵染。茭白在全球的栽培导致了这种水生蔬菜品种的多样化。当真菌侵染寄主植

物时，通过扩大寄主细胞的大小和数量，使得茎部不断扩大而形成膨大茎。Thrower和Chan（1980）认

为是黑粉菌侵染抑制了茭白开花结籽。前人的研究结果表明，茭白与黑粉菌的共生不仅产生可食用的

肉质茎，还略微提高了宿主叶片的光合作用，并刺激了分蘖发生（Yan et al., 2013）。通过对膨大茎部的

显微观察发现，茭白内部含有大量的黑粉菌菌丝和孢子（Zhang et al., 2012, 2014）。黑粉菌侵染能够使

茭白产生局部的防卫反应，导致大量基因表达的改变。

真菌侵染宿主植物导致的防卫反应是植物和真菌互作的重要事件。真菌与宿主植物可产生一系

列的反应，比如病害的发生、特殊结构的形成以及宿主植物细胞形态的变化（Kamper et al., 2006）。
大部分真菌侵染植物会导致宿主产生防卫反应，然而也有很多是互利共生的关系，比如大豆与根瘤

菌互利共生（Dong et al., 2021）。很多真菌是从环境中获取营养，而植物真菌共生大多数是从宿主

植物中获取，它们穿透宿主而不破坏宿主植物细胞，进而达到共生的互作关系（Hahn and Mendgen, 
2001）。在植物与真菌的相互作用过程中，侵染的病原体刺激宿主植物细胞产生反应，这些反应促使

植物激素迅速作出响应，调节植物的生长发育，导致宿主植物代谢产物和基因表达的改变（Denance 
et al., 2013）。

植物与真菌互作是一个复杂的信号调控网络，涉及很多复杂的变化，包括细胞扩张和一系列的生

化过程，其反应可能因植物种类的不同而有很大的差异（Baker et al., 1997）。Wilkinso等（2012）表

示激素调控在植物应对真菌侵染中反应非常重要，激素水平能调控植物的多种生理生态过程，而快速

作用的信号转导途径可以诱导植物发生显著的变化和扩张等。生长素和细胞分裂素都是重要的植物激

素，它们在茭白膨大茎形成过程中的作用需要进一步探究。近年来研究发现，植物与真菌的互作会导

致植物体内激素的改变，如真菌通过产生一些刺激物来刺激宿主植物激素含量的变化，而植物激素也

能改变植物的生长周期和产量。茎部的膨大可能是由于生长素和细胞分裂素抑制细胞防卫反应的过程。

这将是一个典型的相互作用过程，前期已经有很多学者认为是植物激素导致茭白茎部膨大。Hirsch等
（1997）研究表明植物与真菌共生，植物激素会导致根瘤的产生，并会进一步促进植物的生长。茭白与

黑粉菌共生形成可食用的肉质茎可能是唯一经由真菌和植物互作而产生的蔬菜作物。近些年，尽管许

多研究人员试图在植物激素和生理水平上研究茭白与茭白黑粉菌的相互作用，但与其他植物真菌互作
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体系相比，宿主对茭白黑粉菌的响应的变化尚未得到全面的研究。因此，导致茭白与茭白黑粉菌互作

形成膨大的肉质茎的过程仍有待探究。

三唑酮是一种广谱性杀菌剂，可以有效控制真菌的数量，防止植物感染真菌。李帅（2016）观察到

对8叶期茭白喷洒三唑酮可抑制茭白茎部的膨大，在一定范围内有明显的剂量效应，通过组织切片观察

发现，三唑酮明显抑制茭白茎部的生长和形成，而黑粉菌在茭白肉质茎中的生长分布与茭白植株的生长

发育状态密切相关。为了进一步探究黑粉菌如何侵染茭白形成膨大的肉质茎，本章通过外源喷施三唑酮

观察其表型和相关转录组分析，探究调控茭白茎部膨大的关键基因。

目前，茭白的分子生物学研究还处于起步阶段。转录组学方法已经成功用于各种植物生长发育以

及病原菌和宿主植物互作等方面的研究中。尽管Wang等（2017）试图解释茭白茎部形成相关信号通

路，但许多问题尚未得到解决。本研究首先观察了茭白生长的整个时期，并在黑粉菌侵染前后通过超

微结构、石蜡切片和扫描切片等观察黑粉菌的形态，采用转录组测序分析关键差异调控基因，为挖掘

茭白茎膨大相关基因奠定基础。

11.2  植物材料及处理

研究选用的品种为单季茭大别山1号，其产自安徽省安庆市岳西县，移栽于安徽省合肥市庐江县安

徽农业大学示范园区，如图11-1所示。分别对茭白移栽后的整个生长时期进行观察和记录，以准确记

录生长发育时期，如图11-2所示。

图11-1 种植和孕茭的大别山1号茭白

茭白生长发育和孕茭阶段的确定对后续三唑酮处理至关重要。因此，从移栽后20d开始，每隔10d
对茭白进行拍照观察。照片分为正视图、纵切面图和横切面图。待生长到150d后，孕茭期不断接近，

改为每隔3d进行一次拍照，整个过程共拍摄了27组照片。通过观察形态将茭白分为不同时期：移栽后

28d 3叶期、移栽后79d 5叶期、移栽后110d 7叶期、移栽后153d孕茭前期、移栽后156d孕茭后第一时

期、移栽后159d孕茭后第二时期、移栽后162d孕茭后第三时期、移栽后165d孕茭后第四时期和移栽后

168d孕茭后第五时期。整个茭白孕茭过程两周左右完成，如图11-2所示。
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为了检测和量化黑粉菌侵染对茭白茎部的影响，本研究使用了三唑酮（TDF）作为黑粉菌抑制

剂，其可以抑制茭白中真菌的生长。针对预试验筛选出的浓度（80 mg/L）和时期，分别在茭白形成前

后，每隔5d喷施一次，共喷施两次（移栽后148d和159d）。在随后的试验中，分别在茎部形成前（移

栽后153d）和形成后（移栽后156d）采集茭白样品，取茎尖5 cm以上。在适当的时间点收集茭白样

本，75%酒精消毒后用无菌水对样品表面进行快速清洗，吸干表面液体之后放入液氮速冻，然后立即

置于-80℃冰箱中，每个取样保存3份，后期用于RNA提取和相关指标的测定。将采集的四组样品编

号，分别为对照组（CK）JB-A（茭白孕茭前）和 JB-B（茭白孕茭后），以及处理组（TDF）JB-C（TDF
处理的茭白孕茭前）和 JB-D（TDF处理的茭白孕茭后）。

11.3  茭白孕茭前后表型分析

在确定时期后，进行TDF处理和黑粉菌的观察。分别取孕茭前后的TDF处理和正常孕茭组，共4
组样品进行试验。如图11-3A所示，茭白孕茭肉质茎的形成（GF）和幼苗茎的形成（YGF），表明黑粉

菌在适当的条件下侵染茭白刺激茭白肉质茎形成。图11-3B是TDF处理后的简图，茭白未形成膨大的

肉质茎。分别取剥壳后的茎尖样本进行切片，并分别用苯胺蓝染色的石蜡切片和普通切片进行对比观

察（图11-3D、E），在 JB-B中明显能看到真菌的存在，黑粉菌呈团状分布在细胞周围，菌丝不断向外

扩展。在 JB-D中未观察到黑粉菌，植株无法形成茭白。TDF处理后能够抑制或降低黑粉菌的含量，从

而达到试验效果。

接着采用扫描电镜和透射电镜对茭白茎尖组织进行观察，发现在孕茭前期 JB-A中未观察到黑粉菌

的形态（图11-3F、G）。在 JB-B中，能够清晰观察到黑粉菌的孢子体分布在细胞壁周围和细胞间隙中，

并呈团状和菌丝状分布（图11-3F、G）。在 JB-C和 JB-D中没有观察到黑粉菌的存在，证明TDF处理后，

有效地抑制了黑粉菌的生长，减少了黑粉菌与茭白植株之间的互作关系。通过表型能明显观察到TDF
处理后茭白未形成膨大茎，切片观察到黑粉菌也被TDF处理抑制。在正常组中能观察到黑粉菌富集在

细胞周围，黑粉菌在侵染前可能与植株体形成共生关系，似乎在与细胞进行着交流。猜测TDF处理导

致茭白不孕茭，很大程度是杀死或抑制黑粉菌导致。

11.4  植物激素对茭白茎部膨大的响应

为了探究黑粉菌侵染期间茭白内源激素的变化，对相关激素的含量进行了测定。使用UHPLC测定

了CK和TDF组在孕茭前后吲哚 -3-乙酸（IAA）、脱落酸（ABA）、玉米素＋反式玉米素核苷（ZT＋ZR）
和赤霉素（GA3）的含量，如图11-4所示。JB-B的 IAA含量显著高于其他组，猜测黑粉菌侵染会导致

宿主激素含量升高。ZT和ZR都属于细胞分裂素（CTK），JB-B的ZT＋ZR含量显著高于 JB-A、JB-C
和 JB-D。进一步观察发现，JB-B与 JB-D之间的 IAA、GA3和ZT＋ZR含量均存在显著差异，其中 IAA
和CTK含量的升高，能够促进植物细胞的生长和分裂，而黑粉菌侵染促进了这些植物激素的合成，能

够导致激素含量的提高，进而促使茭白膨大茎的形成。
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图11-3 苯胺蓝染色、扫描电镜和透射电镜观察
A.正常生长茭白的线稿图 B. TDF处理茭白的线稿图 C.处理组与对照组的茭白表型 D.通过苯胺蓝染色的普通切片

E. 通过苯胺蓝染色的石蜡切片 F.扫描电镜观察 G.透射电镜观察

注：GF表示肉质茎形成；YGF表示幼茎形成；FR表示匍匐茎；RH表示根茎；YP表示幼苗；P表示植株；
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11.5  转录组测序及差异表达基因分析

转录组不仅包含了关于基因表达的信息，还包含基因表达模式和功能的动态信息。为了研究黑

粉菌侵染茭白刺激肉质茎形成前后的整体差异，对转录组进行测序，每组采用3次生物学重复，共12
个样本（表11-1和表11-2），删除低质量序列后，共生成84.42 Gb 有效数据。Q30≥95.45％，（G＋

C）含量52.16% ～ 53.52％。平均有88.42％的测序序列被映射到茭白参考基因组（http://ibi.zju.edu.cn/
ricerelativesgd）。以 JB-D vs JB-B和 JB-B vs JB-A为重点开展研究，对表达数据进行聚类（图11-5）。

表11-1 转录组数据质量评估

样品 干净测序（Mb） 干净碱基（Gb） 有效碱基（%） Q30（%） （G＋C）（%）

JB-A1 48.05 7.02 95.46 95.80 52.92

JB-A2 48.13 7.03 95.54 96.03 52.61

JB-A3 47.97 6.99 95.03 95.45 52.86

JB-B1 48.00 7.00 95.33 95.70 52.80

图11-4 CK和TDF组茭白茎尖样品内源激素含量
A. IAA（吲哚 -3-乙酸，CAS：87-51-4） B. ZT（玉米素，CAS：13114-27-7）和ZR（反式玉米素核苷，CAS：6025-53- 2）

C. GA3（赤霉素，CAS：77-06-5） D. ABA（脱落酸，CAS：21293-29-8）
注：所有数据采用3次生物学重复，结果以平均值±标准差表示（n＝3）；图中不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。
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样品 干净测序（Mb） 干净碱基（Gb） 有效碱基（%） Q30（%） （G＋C）（%）

JB-B2 48.87 7.11 95.29 96.06 52.59

JB-B3 48.57 7.07 95.27 95.94 52.70

JB-C1 47.97 6.98 95.04 95.75 53.52

JB-C2 48.77 7.10 95.22 95.97 53.18

JB-C3 48.25 7.04 95.39 95.91 53.00

JB-D1 48.67 7.06 94.86 96.09 52.17

JB-D2 48.04 6.97 94.61 95.72 52.16

JB-D3 48.72 7.05 94.42 95.75 52.23

注：Q30为碱基质量值≥30的测序碱基数占总测序碱基数的百分比。

表11-2 转录组数据汇总、统计双端比对的测序质量评估

样品
总测序
（Mb）

Total mapped reads
（Mb）

Multiple mapped
（Mb）

Uniquely mapped
（Mb）

Reads mapped in proper pairs
（Mb）

JB-A1 48.05 42.25（87.93%） 1.01（2.10%） 41.24（85.83%） 39.70（82.63%）

JB-A2 48.13 42.41（88.12%） 1.02（2.12%） 41.39（86.00%） 39.89（82.89%）

JB-A3 47.97 42.53（88.65%） 1.02（2.13%） 41.50（86.52%） 40.00（83.39%）

JB-B1 48.00 41.84（87.17%） 1.03（2.15%） 40.81（85.03%） 39.33（81.94%）

JB-B2 48.87 42.76（87.51%） 1.04（2.13%） 41.72（85.37%） 40.19（82.23%）

JB-B3 48.57 42.52（87.54%） 1.03（2.12%） 41.49（85.42%） 39.94（82.23%）

JB-C1 47.97 43.14（89.94%） 1.12（2.33%） 42.02（87.61%） 40.48（84.39%）

JB-C2 48.77 44.03（90.28%） 1.14（2.33%） 42.89（87.95%） 41.36（84.80%）

JB-C3 48.25 43.44（90.03%） 1.10（2.27%） 42.35（87.76%） 40.85（84.65%）

JB-D1 48.67 42.67（87.68%） 1.02（2.09%） 41.65（85.59%） 40.17（82.54%）

JB-D2 48.04 42.29（88.03%） 1.00（2.09%） 41.29（85.95%） 39.82（82.88%）

JB-D3 48.72 42.96（88.17%） 1.00（2.06%） 41.95（86.11%） 40.44（83.00%）

注：Total mapped reads：能定位到基因组上的测序序列数。Multiple mapped：在参考序列上有多个比对位置的测序序列数。

Uniquely mapped：在参考序列上有唯一比对位置的测序序列数。Reads mapped in proper pairs：双端比对上的测序序列数。

11.6  差异表达基因分析

如图11-6所示，通过DESeq R包基于FPKM数据分别分析 JB-B vs JB-A、JB-D vs JB-B、JB-D vs 
JB-C和 JB-C vs JB-A比较组中的差异表达基因，每组中分别含有3 122个、2 672个、6 704个和5 043个
差异表达基因，总共17 541个差异表达基因被鉴定。韦恩图和Upset plot图显示，共同表达的有477个
差异表达基因，其中 JB-B vs JB-A、JB-D vs JB-B、JB-D vs JB-C和 JB-C vs JB-A分别有713个、537个、

1 726个和566个各自特有的差异表达基因。

（续）
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图11-5 表达数据的聚类热图
A.样本 JB-D vs JB-B的比较组数据 B.样本 JB-B vs JB-A的比较组数据

注：通过差异表达基因的表达量计算样本间的直接相关性，构建无监督层次聚类热图。
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11.7  差异表达基因的GO和KEGG分析

为了确定孕茭前后（JB-B vs JB-A）及黑粉菌侵染和未浸染（JB-D vs JB-B）之间的异同，对所有

差异表达基因进行GO注释和KEGG功能富集分析（图11-7）。GO注释可将差异分为3个大类：生物学

过程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能（MF）。从图11-7A、B中可以看出，KEGG通路中基因数量

最多的是信号转导通路。如图11-7E所示，JB-B vs JB-A的差异表达基因（DEG），在BP类别中主要是

细胞葡聚糖代谢过程、细胞对脂肪酸的反应和葡聚糖分解过程；在CC类别中主要是胞外区域、膜锚构

件、质膜锚定成分、细胞表面和植物类型细胞壁；在MF类别中前3个GO是极长链脂肪酸－辅酶A连

接酶活性、DNA结合转录因子活性和序列特异性DNA结合。如图11-7F所示，JB-D vs JB-B的DEG，

BP类别中的气孔谱系过程、金属离子传输、锌离子跨膜转运等显著；CC类别中的胞外区域、膜锚构件

和质膜锚定成分是显著的类别；MF类别中的硬脂酰转移酶活性、芥子葡萄糖 -胆碱 -O-芥子酰转移酶活

性、DNA结合转录因子活性等显著。因此，这些GO对应的基因可能在黑粉菌侵染茭白中起着关键作用。

对KEGG富集的前20条通路绘制了气泡图（图11-7C、D）。在 JB-B vs JB-A 和 JB-D vs JB-B中，差

异表达基因数量排名前3的均在植物激素信号转导（Ko04075）、苯丙烷生物合成（Ko00940）以及淀粉

和蔗糖代谢（Ko00500）中。不同组之间与激素代谢相关的差异表达基因具有显著差异，表明植物激素

在调节茭白应对黑粉菌侵染中发挥重要作用。涉及具体基因请参考Li等（2021）中的描述。为进一步

分析这些差异表达基因的表达情况，后期需要对相关通路的生理指标进行测定。

图11-6 转录组数据差异表达基因韦恩图和Upset plot图
A.差异表达基因数，红色为表达量上升基因，蓝色为表达量下降基因

B.在不同比较组中的差异表达基因的韦恩图和Upset plot图
注：B图中BA表示 JB-B vs JB-A，DB表示 JB-D vs JB-B，DC表示 JB-D vs JB-C，CA表示 JB-C vs JB-A。

01234567
差异表达基因（×103个）

BA

DB

DC

CA

差
异
表
达
基
因
（
个
）

3 028

1 726

799 713
566 537 477 410 339 291 259 174 136 74 61

136

61

74410

477

291

3 028

1 726
259

174713

799

537JB-B vs JB-A
（3 122）

JB-D vs JB-B
（2 672）

JB-D vs JB-C
（6 704）

JB-C vs JB-A
（5 043）

339

566



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

212

A

B

异生素生物降解和代谢
核苷酸代谢

萜类化合物和聚酮化合物代谢
其他氨基酸代谢

辅因子和维生素代谢
脂质代谢

聚糖生物合成和代谢
全局和总览图

能量代谢
碳水化合物代谢

其他次生代谢物的生物合成
氨基酸代谢

翻译
转录

复制和修复
折叠、分类和降解

信号转导
膜转运

运输和分解代谢
原核生物细胞群落
真核生物细胞群落

细胞运动
细胞生长和死亡

异生素生物降解和代谢
核苷酸代谢

萜类化合物和聚酮化合物代谢
其他氨基酸代谢

辅因子和维生素代谢
脂质代谢

聚糖生物合成和代谢
全局和总览图

能量代谢
碳水化合物代谢

其他次生代谢物的生物合成
氨基酸代谢

翻译
转录

复制和修复
折叠、分类和降解

信号转导
膜转运

运输和分解代谢
原核生物细胞群落
真核生物细胞群落

细胞运动
细胞生长和死亡

0 5 10 15 20

0 5 10 15

基因占比（％）

基因占比（％）

20
7

3
9

43
6

105
38

17
12
14

54
54

100
60

54

60
6

27
29

35
12

10

JB-B vs JB-A（总）∶ KEGG通路分类

JB-D vs JB-B（总）∶ KEGG通路分类

细胞进程 环境信息处理

遗传信息处理 新陈代谢

细胞进程 环境信息处理

遗传信息处理 新陈代谢

7
18

24
25

17
45

47
48

40
49

75

3

13
7

32
44

80
3

35
6

2
3

24



第11章  转录组分析揭示茭白黑粉菌诱导茭白膨大茎形成的共生机制

213

C

D

植物激素信号转导

错配修复

ABC转运子

药物代谢－细胞色素P-450
细胞色素P-450对异生素的代谢

苯丙烷生物合成

氮代谢

类胡萝卜素生物合成

油菜素内酯生物合成

卟啉和叶绿素代谢

光合生物中的碳固定

亚油酸代谢

淀粉和蔗糖代谢

牛磺酸和亚牛磺酸代谢

半胱氨酸和蛋氨酸代谢

光合作用

角质、软木脂和蜡质的生物合成

脂肪酸降解

半乳糖代谢

果糖和甘露糖代谢

植物激素信号转导

范可尼贫血通路

同源重组

错配修复

基因复制

芳香族化合物的降解

异喹啉生物碱生物合成

苯丙烷生物合成

氮代谢

类胡萝卜素生物合成

光合生物中的碳固定

α-亚麻酸代谢

亚油酸代谢

淀粉和蔗糖代谢

D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢

牛磺酸和亚牛磺酸代谢

酪氨酸代谢

半胱氨酸和蛋氨酸代谢

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

角质、软木脂和蜡质的生物合成

JB-B vs JB-A（总）∶ KEGG富集前20条通路

基因（个）

p值

10
20
30
40

0.010 0
0.007 5
0.005 0
0.002 5
0.000 0

2 3 4 5

2.5 5.0 7.5 10.0

JB-D vs JB-B（总）∶ KEGG富集前20条通路

富集分数

富集分数

p值

10
20
30

0.012
0.009
0.006
0.003
0.000

基因（个）



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

214

图11-7 GO和KEGG富集分析
A、B. JB-B vs JB-A和 JB-D vs JB-B的KEGG通路分类图 C、D. JB-B vs JB-A和 JB-D vs JB-B的KEGG通路富集分析（根据显著性取

前20进行绘制），其中点的大小表示基因的数量，颜色表示p值 E、F. JB-B vs JB-A和 JB-D vs JB-B的GO富集分析

E JB-B vs JB-A（总）∶ GO条目前30条通路
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11.8  差异表达基因的调控概述、非生物胁迫和转录因子分析

通过MapMan分析了差异表达基因的调控网络，对 JB-D vs JB-B中的差异表达基因进行注释，绘制

出差异表达基因调控概述、生物胁迫和转录因子通路图，如图11-8A所示。差异表达基因主要显示在转

录因子、蛋白质修饰、蛋白质降解、植物激素、受体激酶和钙调节等中。从图11-8B中可以看出，当黑

粉菌侵染茭白时会产生R基因的识别，导致丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）发生反应，一些转录因子表

达发生变化，导致防卫基因激活和病程相关蛋白响应。这一过程会产生一系列的反应，包括激素、细

胞壁、蛋白质水解、氧化还原状态、信号转导和一些转录因子相关基因发生变化。进一步将所有的转

录因子进行分类，如图11-8C所示，推测出308个基因分布在42个转录因子家族中，其中HB、bHLH
和AP2-EREBP转录因子数量最多。B3转录因子家族是调节生长素应答的主要基因，在图中B3和HB转

录因子家族具有明显的表达，其中Zlat_10033978和Zlat_10028938基因表达最显著。ARF是生长素响应

因子，含有5个差异表达基因，能够对生长素起到调节作用。这些转录因子可能参与黑粉菌侵染后激素

调节、细胞分化和增殖。
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图11-8 JB-D vs JB-B中差异表达基因的调控概述、生物胁迫和转录因子
A.在茭白肉质茎形成后，差异表达基因的概述 B.差异表达基因之间的生物胁迫 C.差异表达基因之间的转录因子

注：红色表示表达量上升，蓝色表示表达量下降。
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11.9  植物激素信号转导通路相关基因表达及富集分析

对每组数据中植物激素相关通路进行分析，如图11-9所示，各组中分别含有48个、53个、37个
和76个差异表达基因，共同表达的有4个差异表达基因。分析了 JB-D vs JB-B和 JB-B vs JB-A中差异表

达基因的表达情况，其中大部分差异表达基因表达量上升。在植物激素信号转导通路 JB-B vs JB-A和

JB-D vs JB-B中分别鉴定到48个和37个差异表达基因，其中22个差异表达基因在两个比较组中被共同

表达，26个差异表达基因仅在孕茭前后（JB-B vs JB-A）表达（图11-9A）。相关差异表达基因在黑粉菌

侵染茭白过程中具有动态变化，每个激素都起到一定的作用。差异表达基因主要与生长素（IAA）、细

胞分裂素（CTK）、赤霉素（GA）、脱落酸（ABA）、乙烯（ETH）、油菜素内酯（Bra）、茉莉酸（JA）

和水杨酸（SA）有关，如图11-9所示，发现37个基因具有差异变化。从图11-10中可以看出，生长素、

脱落酸和水杨酸基因表达数量最多。生长素中含有13个差异表达基因，其中生长素响应因子（ARF）
基因差异表达最显著，AUX/IAA相关差异表达基因在生长素信号转导中表达数量最多。脱落酸中含有

10个差异表达基因，分别富集在PYR/PYL、PP2C、SnRK2和ABF中。
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图11-9 植物激素信号转导途径中的差异表达基因分析
A.不同比较组中差异表达基因维恩图 B.植物激素信号转导途径中差异表达基因数 C. JB-D vs JB-B中所有涉及植物激素信号转导

的差异表达基因热图（lnf表示表达量上升） D. JB-B vs JB-A的差异表达基因热图
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参与生长素信号转导途径的13个差异表达基因中，9个基因表达量上升，包括4个生长素应答蛋白

（AUX/IAA）基因、3个AUX1相关基因、1个生长素应答GH3相关基因和1个生长素响应因子（ARF）
相关基因（Zlat_1005792）；4个基因表达量下降，分别是3个AUX/IAA相关基因（Zlat_10001127、
Zlat_10020059和Zlat_10033997）和1个AUX1相关基因（Zlat_10014750），表达量分别下降41.73%、

46.33%、34.82%和12.76%。结果显示，JB-B中基因表达水平显著高于 JB-D，表明与生长素相关的基因

受到了黑粉菌侵染的影响。在细胞分裂素信号转导途径中，发现2个差异表达基因（Zlat_10010976和
Zlat_10018529）表达量上升，均响应调节ARR-B家族（B-ARR），表达量分别上升了2.48倍和2.33倍。

在GA信号通路中，仅有1个色素转录基因（Zlat_10039510）在 JB-D vs JB-B中表达量下降，可能是赤

霉素信号受黑粉菌侵染的影响较小。10个差异表达基因与脱落酸信号转导途径相关，包括7个表达量上

升基因，3个表达量下降基因（图11-10和表11-3）。脱落酸通路中参与PP2C的相关基因均表达量上升，

其中Zlat_10022265表达量上升了31.08倍，该基因参与脱落酸信号转导的负调控。相反，黑粉菌侵染

后相关基因表达量下降，脱落酸含量较低，茭白在短时间内细胞增殖和发育，需要脱落酸含量的降低，

图11-10 JB-D vs JB-B中植物激素信号转导途径中的差异表达基因分类
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可能对生长素和细胞分裂素的需求增加。由于黑粉菌侵染后，与宿主相互作用产生响应，进而导致茎

部膨大。在 JB-D vs JB-B中，参与 JA信号转导的两个基因（JAR1）表达量下降。在7个SA相关差异

表达基因中，6个与TGA途径相关，而1个与调节蛋白NPR1相关，多数差异表达基因表达量上升，其

中变化最大的是ZlTGAL1（Zlat_10031473），表达量上升11.88倍。这些基因的表达很可能与茭白孕茭 
有关。

表11-3 JB-D vs JB-B中富集在植物激素信号转导途径的差异表达基因

基因 ID log (FC)
2 p值

表达量上升 /
表达量下降

基因符号 路径位置 描述

水杨酸（SA）

Zlat_10015168 3.038 0.036601284 表达量上升 ZlTGAL5 TGA Os05g0443900

Zlat_10021635 1.404 0.026299925 表达量上升 ZlTGAL3 TGA HBP-1b(c38）样转录因子

Zlat_10021667 -2.160 1.98147×10-18 表达量下降 ZlTGAL10 TGA Os08g0176900

Zlat_10031473 3.569 3.70428×10-11 表达量上升 ZlTGAL1-1 TGA 假定蛋白BRADI_2g52860v3

Zlat_10032525 1.860 2.10235×10-10 表达量上升 ZlTGAL1-2 TGA 转录因子HBP-1b(c1）样亚型X2

Zlat_10037899 2.407 0.002668809 表达量上升 ZlTGAL4 TGA 转录因子TGA6

Zlat_10044810 2.444 2.12905×10-11 表达量上升 ZlNH5.2 TF 假定蛋白PAHAL_8G025500

茉莉酸（JA）

Zlat_10002850 -1.121 0.010941287 表达量下降 ZlGH3.5-1 SnRK2 茉莉酸 -酰胺合成酶 JAR2

Zlat_10006334 -1.258 2.99678×10-8 表达量下降 ZlGH3.5-2 SnRK2 茉莉酸 -酰胺合成酶 JAR1

吲哚 -3-乙酸（IAA）

Zlat_10000330 1.072 7.92464×10-8 表达量上升 — SnRK2 生长素转运蛋白样蛋白

Zlat_10000572 1.070 0.035011956 表达量上升 ZlIAA27 PYR/PYL 预测蛋白

Zlat_10001127 -1.261 0.001443811 表达量下降 ZlIAA23 PP2C 生长素反应蛋白 IAA23

Zlat_10005792 3.108 2.25714×10-9 表达量上升 ZlARF11 PP2C 生长素响应因子11

Zlat_10014750 -2.970 2.88514×10-57 表达量下降 — PP2C 生长素转运蛋白样蛋白4

Zlat_10015270 1.248 0.002458758 表达量上升 ZlIAA6 PP2C 生长素反应蛋白 IAA6

Zlat_10015482 2.632 7.39457×10-5 表达量上升 ZlLAX2 NPR1 生长素转运蛋白样蛋白2

Zlat_10015922 1.354 0.009884568 表达量上升 ZlIAA7 JAR1 生长素响应蛋白 IAA7 

Zlat_10020059 -1.110 3.44535×10-14 表达量下降 ZlIAA2 JAR1 假定蛋白OsI_00719

Zlat_10032090 1.085 1.12277×10-6 表达量上升 ZlIAA6 GH3 生长素应答蛋白 IAA6亚型X3

Zlat_10032626 1.090 2.93836×10-15 表达量上升 — CYCD3 LAX蛋白

Zlat_10033997 -1.522 5.01385×10-29 表达量下降 ZlIAA30 BK11 AUX3蛋白

Zlat_10043397 1.079 1.8115×10-5 表达量上升 ZlGH3.4 B-ARR 假定蛋白OsI_20501

赤霉素（GA）

Zlat_10039510 -1.993 0.010678803 表达量下降 — B-ARR 假定蛋白OsI_12756 
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基因 ID log (FC)
2 p值

表达量上升 /
表达量下降

基因符号 路径位置 描述

细胞分裂素（CTK）

Zlat_10010976 1.309 0.002744161 表达量上升 ZlRR25 AUX1 双组分响应调节剂ORR25

Zlat_10018529 1.222 0.006836765 表达量上升 ZlRR22 AUX1 双组分响应调节剂ORR22

油菜素内酯（Bra）

Zlat_10018497 1.073 0.000815632 表达量上升 ZlCYCD3-2 AUX1 细胞周期蛋白D3-2

Zlat_10043001 lnf 0.016310208 表达量上升 ZlBKI1 AUX1 BRI1激酶抑制剂1

脱落酸（ABA）

Zlat_10005614 -1.173 6.27066×10-5 表达量下降 ZlPYL4 AUX/IAA 脱落酸受体7

Zlat_10014121 1.239 1.83641×10-7 表达量上升 — AUX/IAA 蛋白磷酸酶2C 30

Zlat_10015895 1.596 7.49921×10-6 表达量上升 ZlTRAB1 AUX/IAA 脱落酸不敏感5样蛋白5

Zlat_10022265 4.958 1.22449×10-5 表达量上升 — AUX/IAA 蛋白磷酸酶2C 37

Zlat_10023618 1.085 6.1928×10-10 表达量上升 — AUX/IAA 蛋白磷酸酶2C 50，部分

Zlat_10029966 1.930 0.000882927 表达量上升 — AUX/IAA 蛋白磷酸酶2C 8

Zlat_10032372 -1.019 2.24929×10-5 表达量下降 — AUX/IAA 假定蛋白BRADI_2g24120v3

Zlat_10037460 -1.523 0.015159773 表达量下降 ZlSAPK4 ARF 水稻同源Os05g0433100

Zlat_10039544 1.077 8.18272×10-9 表达量上升 ZlSAPK10 ABF 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶SAPK10亚型X2

Zlat_10046325 1.041 0.002060567 表达量上升 ZlSAPK7 ABF 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶SAPK7

注：lnf表示表达量上升。

11.10  植物激素合成基因的表达及qRT-PCR定量分析

植物激素在调节植物生长和发育过程中发挥重要作用，如 IAA、CTK和GA等。植物生长素响应

基因是植物生长素信号转导的核心组成部分。为阐明 IAA和CTK如何参与和影响茭白膨大茎形成，鉴

定了 IAA和CTK信号转导相关差异表达基因。共筛选了25个差异表达基因（图11-11）进行定量分析，

包括10个 IAA相关基因（ZlIAA23、ZlIAA2、Os11g0169200、ZlSAUR39、ZlPLC2、ZlYUC11、ZlIAA9、
ZlARF10、ZlARF21和ZlSAUR50）和4个CTK 相关基因（ZlCKX8、ZlBPA1、ZlRR1和ZlRR4）等。研

究发现ZlIAA23、ZlIAA2、ZlSAUR39、ZlPLC2、ZlYUC11、ZlARF10、ZlARF21和ZlSAUR50在黑粉菌侵

染后表达量显著上升，如图11-11所示。同样CTK相关基因ZlCKX8、ZlBPA1和ZlRR1在黑粉菌侵染茭

白后其表达量显著上升，表明黑粉菌与宿主共生后，生长素和细胞分裂素的相关基因表达量明显上升，

可能对茎部膨大有促进作用。转录组数据与qRT-PCR结果验证了转录组数据的可靠性，具体如图11-12 
所示。

（续）
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图11-11  孕茭前后植物激素相关基因的荧光定量分析
注：结果以平均值±标准差表示（n＝3）。选择了10个生长素（IAA）基因、4个细胞分裂素（CTK）基因、3个脱落酸（ABA）基

因、3个水杨酸（SA）基因、3个茉莉酸（JA）基因和2个赤霉素（GA）基因。所有图中横坐标上A表示 JB-A、B表示 JB-B、C表示

JB-C、D表示 JB-D。
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植物激素是植物生长发育和细胞膨大的重要调节因子。有研究表明，植物激素在植物受真菌侵染

抗性中起关键作用。黑粉菌侵染可能改变了植物激素信号和代谢中涉及的差异表达基因。在 JB-D vs 
JB-B中，参与生长素、细胞分裂素和赤霉素相关的差异表达基因大部分表达量下降，与脱落酸和水杨

酸相关的一些差异表达基因表达量上升。推测黑粉菌侵染宿主后，导致宿主内植物激素相关基因表达

发生改变。在 JB-B中，与生长素代谢相关的差异表达基因表达量上升，这与黑粉菌侵染时茭白植株内

生长素含量显著增加的结果是一致的。Waqas等（2012）研究发现内生真菌产生的赤霉素和生长素，能

够调节宿主植物抵抗胁迫的能力，从而促进宿主植物的生长。

定量结果显示，大多数参与生长素代谢和信号通路的基因，在TDF处理时表达量下降。其中

ZlSAUR39和ZlPLC2基因表达量均下降（图11-11）。此外，Kant等（2009）认为SAUR39基因可以调节

植物生长素应答，并且SAUR39被认为在植物被真菌侵染后，对生长素极性局部转运调节起重要作用。

在TDF处理后，ZlARF10和ZlARF21基因表达量均下降（图11-11）。生长素响应因子（ARF）是植物生

长素代谢和信号交换的重要组成部分。在 JB-B中，生长素相关基因大量表达，其生长素含量也显著增

加（图11-4），表明黑粉菌侵染可能与生长素有着密切的关系。因此，ZlSAUR39基因和生长素响应因子

可能是响应茭白黑粉菌侵染的关键因子。

从KEGG富集通路中，发现植物激素信号转导通路（Ko04075）和苯丙烷生物合成通路

（Ko00940）基因显著表达（图11-7）。在真菌侵染的过程中，植物通常通过苯丙烷化合物合成黄酮和木

质素以应对真菌侵染。AUX/IAA和ARF是植物激素信号转导途径的关键因子。在其他植物中，受到真

菌侵染后 IAA信号转导相关基因表达量上升，如AUX/IAA和ARF。黑粉菌侵染后大多数与 IAA代谢和

信号转导相关的基因表达量均下降，例如ZlARF10、ZlARF21、ZlSAUR39、ZlIAA2和ZlIAA23基因（图

11-11）。此外，被细菌侵染的拟南芥形成叶瘤，并检测出生长素的含量增加（Dolzblasz et al., 2018），
而在正常的茭白中生长素含量也显著增加（图11-4）。生长素响应基因是参与生长素信号转导途径的

重要因子，调节生长素的合成与运输。在 JB-D vs JB-B中，ZlARF21基因（Zlat_10012761）表达量下

图11-12 RNA-Seq和qRT-PCR表达水平的相关性
注：将荧光定量数据（纵轴）与转录组数据（横轴）作图。
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降，这可能是黑粉菌侵染后生长素含量增加的原因之一。Mehmood等（2018）报道称生长素代谢途径

调节着内生真菌与植物的共生。在茭白中，生长素可能调控植物的生长和发育，并维持着体内的共生 
环境。

脱落酸整合了多种应激信号以调节下游基因响应。研究发现，在 JB-D vs JB-B中，与脱落酸信号转

导途径中PP2C相关的差异表达基因的表达量上升。PP2C是脱落酸信号转导中重要的调控因子，在脱

落酸响应基因表达中受转录调控。植物激素调节植物生长发育和应对环境信号的响应，在互作网络中

发挥作用。同时，真菌侵染的宿主表现出调节激素代谢和信号转导的复杂机制，从而提高其克服植物

防御机制的能力。某些激素在调节植物生长发育和应对非生物胁迫方面发挥作用，并在植物与真菌的

相互作用中也发挥重要作用。在这项研究中，还观察到黑粉菌侵染会影响与生长素、细胞分裂素和赤

霉素信号转导和代谢相关的基因表达。因此，黑粉菌侵染时，植物激素信号转导途径都在一个庞大而

复杂的网络中相互连接，而黑粉菌侵染茭白后似乎会激活生长素、细胞分裂素、赤霉素和脱落酸等激

素响应来应对内源共生。

11.11  转录组中关键基因挖掘和注释

如图11-13所示，发现转录组数据中大部分基因为植物激素信号转导和细胞壁松弛因子这一类。因

此，重点挑选出与细胞壁松弛因子及植物激素相关基因，将这些基因进行GO和KEGG注释分析，发

现大部分基因位于生长素激活信号通路、植物激素信号转导和细胞壁中。进一步通过GO分析发现大

部分的基因富集在细胞核中，少部分位于细胞膜，大部分受细胞壁松弛因子相关基因调控。推测这些

基因的改变使得黑粉菌能够迅速进入细胞间隙进而感染细胞，这为后续相关基因的功能验证找到了 
切入点。

图11-13 关键差异表达基因进行KEGG和GO分析
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A06  茉莉酸介导的信号通路
A07  植物激素信号转导
A08  蛋白酶体
A09  对赤霉素的反应

A
01

A
02

A
03

A
04

A
05

A0
6

A0
7

A08
A09

GO:0005634

GO:0005794

GO:0005886

GO:0006355

GO:0009734
GO:0016021

GO:0016760

GO:0030244

G
O

:0071555

Zl
RH

A2
A

Zl
AR

F1
0

Zl
AR

F2
5

Zl
W

AT
1

Zl
PL

A1
3

Zl
CE

SA
3

Zl
CES

A9ZlXTH27
ZlXTH28

ZlXTH8
ZlXTH32ZlCESA1

ZlCSLH1

ZlCSLD5

ZlCSLA3
ZlCSLA1

ZlLOGL9

ZlLOGL3

ZlLOGL1

ZlC3H

ZlIAA27

ZlIAA23

ZlMP

ZlIAA6
ZlIAA7

ZlIAA2
ZlIAA30

ZlPYL4
ZlRPN

1A
ZlG

RF1



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

226

11.12  植物激素和细胞壁松弛因子相关基因的挖掘

结果显示，在黑粉菌侵染茭白后，相关差异基因的表达存在显著差异，大量的细胞壁松弛因子

相关基因发生表达。在JB-D vs JB-B中，如表11-4所示，α-膨胀素基因（ZlEXPA8）和β-膨胀素基因

（ZlEXPBs）表达量下降，例如ZlEXPB3、ZlEXPB4、ZlEXPB7、ZlEXPB11和ZlEXPB16；同时木葡聚糖内

转糖苷酶 /水解酶基因（ZlXTHs）表达量下降，例如ZlXTH32、ZlXTH31和ZlXTH8；阿拉伯半乳聚糖蛋白

（FLA）基因是细胞壁基因的重要组成部分，其中大量FLA有关基因（ZlFLA1和ZlFLA2）表达量下降。

表11-4 JB-D vs JB-B中细胞壁相关差异表达基因

基因 ID log（FC）
2 表达量上升 /表达量下降 基因符号

Zlat_10032257 -3.251 265 066 表达量下降 ZlEXPB11

Zlat_10031399 -3.222 574 718 表达量下降 —

Zlat_10045239 -2.648 646 942 表达量下降 ZlEXPB3

Zlat_10021867 -2.527 169 843 表达量下降 —

Zlat_10029881 -2.415 051 028 表达量下降 ZlFLA1

Zlat_10022058 -2.406 592 610 表达量下降 ZlCSLH1

Zlat_10006655 -2.370 453 572 表达量下降 —

Zlat_10020571 -2.31 019 432 表达量下降 ZlUXS4

Zlat_10042092 -2.223 521 244 表达量下降 ZlXTH32

Zlat_10042466 -2.196 338 860 表达量下降 ZlFLA2

Zlat_10025418 -2.165 379 715 表达量下降 ZlPME51-1

Zlat_10025418 -2.165 379 715 表达量下降 ZlPME51-2

Zlat_10001699 -2.096 642 899 表达量下降 —

Zlat_10014566 -2.043 370 038 表达量下降 ZlEXPA2

Zlat_10004127 -2.020 997 866 表达量下降 ZlEXPA6

Zlat_10011151 -2.014 906 633 表达量下降 ZlFLA9

Zlat_10024998 -1.912 169 851 表达量下降 ZlEXPA8

Zlat_10022845 -1.911 085 667 表达量下降 ZlFUT1-1

Zlat_10022845 -1.911 085 667 表达量下降 ZlFUT1-2

Zlat_10004300 -1.844 445 042 表达量下降 —

Zlat_10047443 -1.780 735 123 表达量下降 ZlFUT1-3

Zlat_10047443 -1.780 735 123 表达量下降 ZlFUT1-4

Zlat_10003159 -1.747 671 537 表达量下降 ZlCSLD5

Zlat_10028300 -1.711 774 109 表达量下降 ZlEXPB16-1

Zlat_10030340 -1.702 601 472 表达量下降 ZlXTH32

Zlat_10004589 -1.661 437 004 表达量下降 —

Zlat_10012614 -1.631 652 933 表达量下降 ZlXTH8

Zlat_10025954 -1.558 631 050 表达量下降 ZlFLA1
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基因 ID log（FC）
2 表达量上升 /表达量下降 基因符号

Zlat_10012804 -1.538 903 799 表达量下降 —

Zlat_10011069 -1.513 716 228 表达量下降 —

Zlat_10013929 -1.5 059 832 表达量下降 —

Zlat_10011695 -1.503 294 372 表达量下降 ZlGLU11

Zlat_10047965 -1.492 844 235 表达量下降 ZlCESA8-1

Zlat_10025802 -1.470 917 759 表达量下降 ZlEXPB16-2

Zlat_10043295 -1.369 196 654 表达量下降 ZlXTH31

Zlat_10045034 -1.368 625 200 表达量下降 ZlCESA8-2

Zlat_10034461 -1.344 611 120 表达量下降 ZlBXL4

Zlat_10042523 -1.324 147 885 表达量下降 ZlFLA13-1

Zlat_10005030 -1.324 076 738 表达量下降 ZlGAE1

Zlat_10006234 -1.322 504 292 表达量下降 ZlEXPA4-1

Zlat_10008741 -1.304 980 306 表达量下降 —

Zlat_10027938 -1.293 774 107 表达量下降 ZlFLA2-1

Zlat_10026685 -1.279 497 054 表达量下降 ZlEXPA2

Zlat_10036619 -1.273 143 160 表达量下降 —

Zlat_10044495 -1.253 408 622 表达量下降 —

Zlat_10011152 -1.247 735 719 表达量下降 ZlFLA13-2

Zlat_10006542 -1.240 837 923 表达量下降 ZlCESA3

Zlat_10012406 -1.240 660 309 表达量下降 ZlEXPB4

Zlat_10041740 -1.234 050 957 表达量下降 ZlFLA2-2

Zlat_10000391 -1.232 612 933 表达量下降 ZlPGIP2

Zlat_10015527 -1.218 933 663 表达量下降 ZlFLA11

Zlat_10027348 -1.209 732 096 表达量下降 —

Zlat_10042181 -1.203 769 864 表达量下降 ZlBp10

Zlat_10025519 -1.153 282 934 表达量下降 ZlBC1

Zlat_10026934 -1.150 077 482 表达量下降 ZlFLA2-3

Zlat_10027009 -1.131 995 668 表达量下降 ZlGLU2

Zlat_10013160 -1.130 424 474 表达量下降 ZlPAE7

Zlat_10013612 -1.115 249 563 表达量下降 ZlGLU2

Zlat_10043496 -1.112 396 591 表达量下降 ZlEXPA4-2

Zlat_10025280 -1.111 285 177 表达量下降 ZlEXPB7

Zlat_10016346 -1.103 794 419 表达量下降 ZlCSLA11-1

Zlat_10016346 -1.103 794 419 表达量下降 ZlCSLA11-2

Zlat_10026891 -1.092 036 628 表达量下降 ZlMAN1-1

Zlat_10020341 -1.067 835 974 表达量下降 ZlCESA1

Zlat_10007789 -1.060 367 047 表达量下降 ZlMAN1-2

（续）
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基因 ID log（FC）
2 表达量上升 /表达量下降 基因符号

Zlat_10004571 -1.034 232 323 表达量下降 —

Zlat_10021488 -1.012 414 955 表达量下降 ZlXTH8-2

Zlat_10021488 -1.012 414 955 表达量下降 ZlXTH8-3

Zlat_10028625 -1.002 877 593 表达量下降 ZlGALT6

Zlat_10022499 -1.000 907 795 表达量下降 ZlCSLA1-1

Zlat_10022499 -1.000 907 795 表达量下降 ZlCSLA1-2

Zlat_10043535 1.020 276 101 表达量上升 ZlGALT5

Zlat_10035615 1.033 849 658 表达量上升 ZlBXL7

Zlat_10032033 1.045 429 611 表达量上升 —

Zlat_10037185 1.106 940 519 表达量上升 ZlFLA10-1

Zlat_10002044 1.110 393 359 表达量上升 ZlFLA10-2

Zlat_10019939 1.134 518 568 表达量上升 ZlGLU1

Zlat_10002308 1.134 627 352 表达量上升 ZlXTH27

Zlat_10040924 1.174 895 241 表达量上升 ZlRHM1

Zlat_10004766 1.180 724 914 表达量上升 ZlCESA9

Zlat_10007997 1.223 818 797 表达量上升 ZlCSLA3-1

Zlat_10007997 1.223 818 797 表达量上升 ZlCSLA3-2

Zlat_10041600 1.279 043 075 表达量上升 ZlXTH25-1

Zlat_10041600 1.279 043 075 表达量上升 ZlXTH25-2

Zlat_10037716 1.285 676 284 表达量上升 ZlBC1L6

Zlat_10040064 1.414 807 747 表达量上升 ZlCESA7

Zlat_10028402 1.512 205 756 表达量上升 ZlUGE-3

Zlat_10015275 1.674 202 600 表达量上升 ZlPME53

Zlat_10013119 1.687 508 851 表达量上升 ZlPAE5

Zlat_10002307 1.737 835 384 表达量上升 ZlXTH28

Zlat_10017148 1.781 094 442 表达量上升 ZlEXPA16-1

Zlat_10007575 1.810 859 609 表达量上升 ZlPME8

Zlat_10048679 2.022 933 040 表达量上升 ZlEXPA16-2

Zlat_10025520 2.174 753 589 表达量上升 ZlBC1L2

Zlat_10029737 2.412 168 852 表达量上升 —

Zlat_10025980 2.643 570 655 表达量上升 ZlBDG1

Zlat_10000821 3.198 480 468 表达量上升 ZlEXPA1

Zlat_10036294 3.996 634 536 表达量上升 —

Zlat_10006241 3.999 080 828 表达量上升 ZlBDG3

Zlat_10002923 4.002 658 812 表达量上升 ZlBC1L7

Zlat_10048070 4.062 314 275 表达量上升 ZlBXL7-2

（续）
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通过以上结果，推测黑粉菌进入细胞内与宿主共生刺激植物激素信号转导相关基因大量表达。在

JB-D vs JB-B中，AUX/IAA和ARF相关基因显著表达。其中，AUX/IAA相关基因表达最显著，基因数

量最多，因此推测生长素是控制黑粉菌入侵后共生的关键。因此，在黑粉菌侵染过程中，可以观察到

IAA和CTK、GA、ABA、JA和SA之间的正向或负向相互作用，而 IAA位于调控网络的中心，有着很

强的关系网络，如图11-14A所示。在图11-14B中，植物激素 IAA、CTK和GA的含量均在黑粉菌侵染

IAA

CTK

SA

CW（细胞壁）

ABA

GA

JA

表达量上升 /含量升高

表达量下降 /含量降低

A

B

图11-14 茭白植物激素和细胞壁相关基因构成的网络图和模式图
A.使用String（www.string-db.org）数据库构建相互作用网络图，所有基因是与激素和细胞壁相关的差异表达基因，

将细胞壁松弛因子相关基因放在外圈，以生长素为中心，其他激素共同进行调节 B.推测黑粉菌附着在细胞壁周围，

导致细胞壁松弛因子相关基因表达，待黑粉菌进入细胞后与寄主共生产生植物激素，并刺激肉质茎的形成
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后升高，相关基因表达量也上升，因此黑粉菌侵染后可能刺激宿主合成这些激素以应对各种变化。同

时转录组结果显示，细胞壁相关基因在黑粉菌侵染后发生表达，尤其是细胞壁松弛因子相关基因被大

量表达。通过以上分析推测，植物激素和细胞壁松弛因子在茭白孕茭中起着关键作用，这些基因可能

作为黑粉菌侵染茭白的潜在候选基因而有着重要的研究价值。

通过以上分析提出以植物激素为向导的植物激素和细胞壁松弛因子模式（图11-14）。植物激素信

号转导和细胞壁松弛因子相关基因发生改变，当黑粉菌侵染茭白时发现细胞壁松弛因子相关基因差异

表达（图11-14）。在 JB-D vs JB-B中，细胞壁有关基因（ZlEXPA8、ZlEXPB3、ZlEXPB4、ZlEXPB7、
ZlEXPB11和ZlEXPB16等）表达量下降，其中EXPB11表达量下降最为显著；木葡聚糖内转糖苷酶 /水
解酶（XTH）相关基因（ZlXTH32、ZlXTH31和ZlXTH8等）表达量下降；阿拉伯半乳聚糖蛋白（FLA）

基因是细胞壁基因的重要组成部分，本研究中的FLA有关基因（ZlFLA1和ZlFLA2等）表达量下降（图

11-14、表11-4）。细胞壁松弛因子相关的大部分基因发生表达，猜测黑粉菌在宿主外会分泌一些物质使

细胞壁松弛，促进黑粉菌与宿主共生。

黑粉菌侵染后生长素相关基因大量表达，这些基因在侵染后可能发挥着至关重要的作用。预测

生长素可能是黑粉菌入侵茭白后促进茭白膨大的关键，同时在黑粉菌侵染期间，CTK作为一种能促

进细胞增殖的激素，可充当 IAA信号的第二信使，并促进茭白膨大，今后的研究将进一步验证这些

猜想，以挖掘更多的分子信息。Muller和Leyser（2011）提出 IAA和CTK能相互作用调节腋芽的活

性进而影响分枝发育。在 JB-D vs JB-B中，细胞分裂素的B-ARR基因大部分表达量上升，黑粉菌侵

染可能促进了 IAA和CTK的合成，使得相关激素水平上升。此外，IAA转运通过促进转录因子和上

游DELLA来提高GA水平。猜测 IAA在调节肉质茎膨大中起着重要作用。一方面，细胞壁松弛因子

相关基因ZlXTHs、ZlFLAs、ZlEXPAs和ZlEXPBs在黑粉菌侵染后表达量均上升（图11-14和表11-4）。
另一方面，黑粉菌侵染提高了 IAA含量，并使AUX1、AUX/IAA和ARF等相关基因表达量上升，其

他激素也伴随基因的表达而发生改变。通过以上结果推测，黑粉菌可能使茭白的细胞壁松弛，并乘

机进入细胞间隙中分泌一些物质以进入宿主细胞，进入宿主后产生大量生长素和细胞分裂素，从而

促进膨大茎的形成。

11.13  结论

本章以单季茭白品种大别山1号为试验材料，通过三唑酮（TDF）处理，抑制黑粉菌的产生，从而

获得不孕茭的茭白材料。基于转录组分析黑粉菌在茭白孕茭过程中的关键调控因子，主要结论如下：

（1）通过三唑酮处理抑制了孕茭后茭白植株体内黑粉菌的产生，从而获得不孕茭的茭白材料。试

验记录了茭白整个生长周期，确定了孕茭前后样本。通过扫描电镜和透射电镜观察发现，黑粉菌富集

在细胞壁周围和细胞间隙中。

（2）基于转录组学方法探究了黑粉菌与茭白的互作关系，共鉴定出17 541个差异表达基因。通过

KEGG通路分析，差异表达基因主要位于植物激素信号转导途径、苯丙烷生物合成以及淀粉和蔗糖等

代谢途径，同时也发现细胞壁松弛因子相关基因大量表达（ZlXTHs、ZlEXPAs、ZlEXPBs和ZlFLAs等）。

（3）通过超高效液相色谱仪分析相关激素 IAA、GA3和ZT＋ZR含量，发现各激素含量均有所增加，

通过qRT-PCR也发现激素相关的基因被表达。这些激素可能对茭白膨大有积极的调控作用。

（4）通过以上结果，为了探究黑粉菌与茭白的共生机制，整合了植物激素和细胞壁松弛因子之间

的关系。其中细胞壁松弛因子相关基因大量表达，以生长素为中心，其他激素共同调节，以此来解释
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黑粉菌侵染宿主，导致膨大茎形成的动态过程。本研究为阐明黑粉菌侵染茭白的生理和分子机制提供

了新的视角，为进一步了解茭白的肉质茎形成奠定了坚实的理论基础。
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第12章 促进茭白肉质茎起始膨大的生长素
来源研究

张治平1  宋思晓1  刘彦承1  缪旻珉1

（1.扬州大学园艺与植物保护学院）

◎本章提要

茭白是一种多年生水生蔬菜，在我国南方广泛种植。它由茭白黑粉菌侵染中国菰植株诱导茎基部

膨大形成。茭白黑粉菌与中国菰植株共生，但茭白肉质茎需要在一定条件下才能形成。因此，研究引

发茭白肉质茎形成的机制对全面了解植物与病原菌的互作具有重要意义。前人研究表明，植物激素在

促进茭白茎膨大中起着重要的作用，但由中国菰和黑粉菌分别合成的激素的作用尚不清楚。本章利用

RNA-Seq技术对茭白肉质茎起始膨大时（黑粉菌菌丝大量繁殖并穿透宿主细胞时）中国菰与茭白黑粉
菌互作基因的表达进行了研究。与茭白黑粉菌基因组的序列进行比对发现，在肉质茎起始膨大时，茭

白黑粉菌参与苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成和生长素生物合成的基因表达量明显下降。同时，

大量与宿主植物激素合成、代谢和信号转导相关的基因，特别是生长素生物合成相关基因的表达量在

茭白茎组织中显著增加。同时，内源激素水平测定表明，吲哚 -3-乙酸（IAA）含量显著升高，而细胞
分裂素（CTK）和赤霉素（GA）含量呈相反的趋势。进一步对ZlYUCCA基因家族进行了鉴定和表达分
析，结果表明诱导茭白肉质茎起始膨大的生长素可能主要由中国菰植株合成，且ZlYUCCA9 基因在其
中起关键作用。
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12.1  前言

中国菰是一种多年生水生植物，作为古老的谷类作物在我国已有3 000多年的食用历史（Guo et al., 
2017）。黑粉菌侵染中国菰后，中国菰逐步失去开花结籽能力，其茎上部的数节膨大形成肉质茎，成为

在中国、印度、日本及东南亚地区很常见的一种水生蔬菜（Josea et al., 2019）。在自然界中，茭白黑粉

菌是担子菌门黑粉菌目黑粉菌科黑粉菌属的一种真菌。大部分黑粉菌，如玉米黑粉菌、玉米丝轴黑粉

菌、大麦坚黑粉菌、小麦秆黑粉菌和马铃薯黑粉菌等，通常会对宿主植物造成破坏，阻碍其生长，造

成巨大经济损失（Brefort et al., 2009；Zuo et al., 2019）。但中国菰与黑粉菌在漫长的人工选择与协同进

化过程中，植物的抗病机制和真菌的侵染机制之间达成了一种巧妙的平衡，被侵染的茎产生的不再是

寻常所见的病瘤或充满黑色孢子，而是一种可食用的白色肉质组织，其味道鲜美、营养丰富，深受人

们喜爱，在中国通常被称为茭白（Wang et al., 2018，2020）。茭白种植已成为浙江、江苏和安徽等地区

的重要产业，具有较高的经济价值（Guo et al., 2007；Zhang et al., 2012）。
长期以来，人们一直在努力探索茭白肉质茎形成的独特机制。黑粉菌长期与中国菰共生，即使在

冬季，黑粉菌仍然存在于宿主植物的老根和匍匐茎中。春季萌发后，在从幼苗生长到肉质茎膨大的过

程中，黑粉菌菌丝沿着细胞间隙或通过细胞向上侵染，经历线状、分枝、聚集、分隔、细胞壁加厚和

形成冬孢子等一系列形态变化（褚福强，2012；Zhang et al., 2012）。这一过程还伴随着一系列的生理变

化，如植物激素增加、碳水化合物积累和叶片光合作用增强等（江解增等，2003，2004，2005；Chung 
and Tzeng，2004）。在茭白不同发育阶段的转录组（Wang et al., 2017；Li et al., 2021）和蛋白质组（Josea 
et al., 2019）分析中，发现了大量涉及物质代谢、信号转导和植物-真菌互作等途径的差异表达基因。

生长素在植物的生长发育中起着多种作用。吲哚 -3-乙酸（IAA）是一种最常见的生长素，不仅调

节细胞分裂、伸长和分化，诱导根、茎、叶、花和果实的形成，还参与向地性和向光性等生理过程，并

在应激反应与微生物的相互作用中发挥重要作用（Lambrecht et al., 2000；Sauer et al., 2013）。许多病原

菌在与植物相互作用的过程中都产生生长素，因此生长素在植物病害发展过程中一直受到关注（Kazan 
and Manners，2019）。长期以来，植物激素尤其是 IAA在茭白茎膨大过程中的作用一直是研究者关注

的问题。虽然中国菰和黑粉菌都有合成 IAA的能力，但导致茭白肉质茎起始膨大的生长素究竟由谁合

成尚不清楚（Chung and Tzeng，2004；Li et al., 2021）。由于中国菰与黑粉菌合成的 IAA 在化学结构上

完全相同，在共生条件下也无法通过标记等方法加以区分，这一问题长期以来未能被探明。对玉米黑

粉菌及其他相关真菌的研究结果表明，真菌 IAA主要通过 IPyA（吲哚 -3-丙酮酸）和 IAM（吲哚 -3-乙
酰胺）途径合成。在真菌中，IPyA途径的关键酶包括色氨酸转氨酶（TAM，真菌）、吲哚 -3-丙酮酸

脱羧酶（IPDC）和吲哚 -3-乙醛脱氢酶（IAD）；IAM途径包括色氨酸 -2-单加氧酶（iaaM）和 IAM水

解酶（iaaH）（Puspendu et al., 2018）。而在拟南芥中，IAA主要由色氨酸经过色氨酸转氨酶（TAA，拟

南芥）和黄素单加氧酶（YUCCA）两步催化生物合成（Gao et al., 2020）。黑粉菌和植物 IAA 生物合

成途径的不同，为区分茭白 IAA 到底由谁合成提供了可能。此外，YUCCA是植物生长素合成途径

中的限速酶，通过全基因组水平的鉴定和分析，YUCCA 基因家族在拟南芥、玉米、马铃薯和水稻等

许多植物中得到了广泛的研究。但与上述植物相比，对茭白YUCCA基因家族的了解仍然十分有限。

利用转录组测序技术研究受感染植物组织中宿主植物和病原菌的基因表达模式，对全面了解植物

和病原菌互作具有重要的意义。该技术已广泛应用于研究多种宿主植物和病原菌的差异表达基因分析，

如小麦与巴西固氮螺菌（Camilios-Neto et al., 2014）、水稻与稻瘟病菌（Kawahara et al., 2012）以及甘蓝

型油菜和菌核病菌（Wu et al., 2016）等的相互作用。为了更好地了解茭白（中国菰）-黑粉菌互作以
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及植物激素在茭白形成过程中的作用，本章利用RNA-Seq技术分析肉质茎起始膨大期中国菰和黑粉菌

互作中的差异表达基因，测定植物激素的含量，同时利用生物信息学方法对宿主植物中YUCCA基因家

族成员进行全基因组水平分析，并调查该基因家族成员在肉质茎形成时的表达模式。

12.2  试验材料采集

供试的材料来自扬州大学园艺与植物保护学院水生蔬菜试验田（东经119°42′、北纬32°24′）。所有

试验材料均进行盆栽，盆规格上口径×深度×下口径为53.5cm×37.5cm×30cm。研究根据植株、叶片

形态和茎顶端分生组织的外部特征判断肉质茎发育的阶段从而进行样品采集。在茭白肉质茎形成前10d
（-10d），3片新生长的叶（叶片1、叶片2和叶片3）的长度无明显差异，且叶鞘和叶片的连接处随着叶

片的生长逐渐升高，层次分明（12-1A红色圆圈）；剥去外叶，发现茎尖生长点小而短，没有观察到明

显的节（图12-1C）。在茭白肉质茎起始膨大期（0d），中心叶（叶片1）的高度低于外部叶（叶片2和
叶片3），且叶片变宽，颜色变浅绿；叶片1 ～ 3的叶片和叶鞘的连接处逐渐接近形成一条线（12-1B红

色圆圈），肉质茎可以清楚地观察到节和节间（图12-1D）。分别采集-10d和0d完整的生长锥，用于观

察黑粉菌在茭白中的分布。同时采集肉质茎节（红色框），液氮速冻，-80℃冰箱保存，用于后续的转

录组测序和激素含量测定。所有样品重复3次，每次重复采集15 ～ 20个不同植株。

图12-1  茭白肉质茎起始膨大期植
株生长特征

A、B.茭白肉质茎起始膨大前后植株和

叶片的外部特征 C、D. -10d、0d茭白

茎的顶端分生组织（红框所示）外部形

态和纵切

注：-10d表示肉质茎形成前10d；0d
表示肉质茎形成当天。1、2、3表示中间

3片新生长的叶，叶片1、叶片2和叶片

3。红线示新展开的叶片1从茭白眼至叶

尖的高度。红圈示叶片和叶鞘连接处。

A

C

B

D

2
1

3

2

1

3

-10d 0d

-10d 0d
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12.3  茭白肉质茎起始膨大期茭白黑粉菌分布观察

分别用石蜡切片法和扫描电镜法观察-10d和0d的茭白黑粉菌菌丝分布。在-10d黑粉菌菌丝很少

见，集中在节部；大多数菌丝短杆状，少数菌丝伸长（图12-2Aa、b）。在0d，被分为茎顶端、第1节
点、第2节点、节间和底部5个部分（图12-2Ac）。菌丝在茎顶端的分布小而致密，量少（12-2Ad）。在

生长锥下方，菌丝的数量开始显著增加，其中大部分聚集在茎的第1节（图12-2Ae），第2节的菌丝群

数量大且密集（图12-1Af）。从第2节开始，茭白节间细胞开始生长，逐渐形成空腔，该区域的小菌丝

团面积变大，菌丝穿过多个细胞延伸（图12-2Ag）。在生长锥的底部，菌丝的数量减少，肉质茎空腔越

来越大（图12-2Ah）。在扫描电镜下，-10d时少量的圆形或不规则孢子零星分布在未膨大的茭白组织

中，而在0d时，黑粉菌菌丝密集呈丝网缠绕状，并有向宿主组织内部延伸的趋势（图12-2B）。

图12-2 茭白组织中黑粉菌菌丝分布的观察
A.石蜡切片显示茭白组织中黑粉菌菌丝分布

B.茭白茎尖第1节黑粉菌菌丝的扫描电镜图

A：a，茎起始膨大前（-10d）纵向组织；b，茎

起始膨大前菌丝分布；c，起始膨大期（0d）茎组

织的5个部分；d ～ h，黑粉菌菌丝的分布。1、d，
茎顶端；2、e，第1节点；3、f，第2节点；4、g，
节间；5、h，底部

B：i、j，茎起始膨大（-10d）；k、l，起始膨大

期间（0d）
注：红色和绿色箭头分别代表黑粉菌和茭白的

组织。
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冬季茭白地上部分枯萎，从春季发芽到茎开始膨大需要数个月；茭白肉质茎一旦形成，1 ～ 2周
内迅速扩张，达到商品期的大小。因此，肉质茎的起始膨大期是了解茭白与黑粉菌之间相互作用机制

的关键时期。同时，在病害发生早期，真菌菌丝侵入植物细胞对宿主和病原菌之间的相互作用也非常

重要，如水稻与稻瘟病菌的互作（Kawahara et al., 2012）以及玉米与玉米黑粉菌的互作（Weber et al., 
2009）均发现了类似的情况。但是此时病原菌表达的基因在混合转录组数据中的占比较小，难以检测，

如何提高其占比是利用RNA-Seq研究植物和病原菌在两者互作期间基因表达模式的关键。前人研究表

明，茭白黑粉菌菌丝在茭白内分布不均，节内菌丝较多，而节间较少。本研究发现，茭白形成时黑粉

菌菌丝发生了显著变化；随着菌丝和分生孢子数量的增加，黑粉菌穿透宿主细胞，主要分布在茭白茎

的第1和第2节。因此，选择该组织进行转录组测序，以增加茭白黑粉菌的占比。

12.4  茭白和茭白黑粉菌转录组的综合分析

以-10d和0d的生长点中间节为试验材料，进行转录组测序，每个样品平均产出了15.25Gb数据。

分别以第1版本茭白（中国菰）基因组数据库（INSDC：ASSH00000000.1）和茭白黑粉菌基因组数据

库（INSDC：JAAKGJ010000000）为参考序列对数据进行比对分析。样本与茭白（中国菰）和茭白黑

粉菌的基因组和基因集的平均比对率分别为84.03%和4.76%以及66.82%和3.56%（表12-1）。在-10d 
和0d的样品中，所有匹配的序列中来源于茭白（中国菰）序列的分别有67.5%和66.1%，来源于茭白黑

粉菌序列的分别有2.88%和4.24%，说明在茭白形成初期黑粉菌基因在混合转录组的占比有所增加（表

12-2）。这与组织切片中观察到的黑粉菌菌丝和分生孢子数量在此时剧烈增加相一致。

表12-1 肉质茎起始膨大期茭白（中国菰）和茭白黑粉菌互作转录组的数据分析

统计项目 茭白黑粉菌（U. esculenta） 茭白（中国菰，Z. latifolia）

总数据量（Gb） 15.25 15.25

基因组平均比对率（%） 4.76 84.03

基因集的平均比对率（%） 3.56 66.82

共检测到表达的基因数（个） 6 330 40 856

已知的基因数（个） 6 319 37 622

预测的新基因数（个） 11 3 234

共检测出新转录本（个） 1 345 36 704

已知蛋白编码基因的新可变剪接亚型（个） 1 002 24 993

新蛋白编码基因转录本（个） 11 3 280

长链非编码RNA（个） 332 8 431

表12-2 转录组测序数据与茭白（中国菰）和茭白黑粉菌参考基因组的比对分析

物种
基因组平均比对率（％） 基因集的平均比对率（％）

-10d 0d 平均值 -10d 0d 平均值

茭白（中国菰， Z. latifolia） 84.9 83.1 84.03 67.5 66.1 66.82

茭白黑粉菌（U. esculenta） 3.87 5.64 4.76 2.88 4.24 3.56
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在茭白（中国菰）和茭白黑粉菌互作转录组中，共检测到黑粉菌基因6 330个，其中已知基因

6 319个，预测的新基因11个；共检测出1 345个新转录本，其中1 002个属于已知蛋白编码基因的新可

变剪接亚型，11个属于新蛋白编码基因转录本，剩下的332个属于长链非编码RNA（表12-1）。-10d和
0d共有基因6 171个，特有基因分别为41个和118个，与-10d样本相比，在0d表达量上升的基因有99
个，表达量下降的基因有135个（图12-3A、C）。

以茭白（中国菰）基因组为参考，共检测到表达基因40 856个，其中已知基因37 622个，预测新

基因3 234个；共检测出36 704个新转录本，其中24 993个属于已知蛋白编码基因的新可变剪接亚型，

3 280个属于新蛋白编码基因转录本，剩下的8 431个属于长链非编码RNA（表12-1）。-10d和0d共有

基因38 134个，特有基因分别为1 434个和1 288个，与-10d样本相比，0d样本中表达量上升的基因有

2 164个，表达量下降的基因有2 772个（图12-3B、C）。

图12-3 茭白肉质茎起始膨大前后共同、特异表达和差异表达的基因数
A. -10d和0d茭白黑粉菌共同和特异表达的基因数 B. -10d和0d茭白共同和特异表达的基因数

C. -10d和0d茭白黑粉菌和茭白差异表达基因数

A C

41 6 171 118

-10d 0d
U. esculenta

B

-10d 0d
Z. latifolia

1 434 38 134 1 288

基
因
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个
）
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12.5  茭白肉质茎膨大起始期茭白黑粉菌差异表达基因分析

12.5.1  差异表达基因的GO功能富集和分类分析

根据GO功能注释结果，-10d和0d共有129个茭白黑粉菌差异表达基因参与了GO富集分析和功能

分类。图12-4显示了q值最小的前20个GO条目，其中差异表达基因数超过10个的GO条目有6个，包

括膜结构、膜部分、膜固有成分、膜整体组成、氧化还原酶活性和跨膜转运，分别包含49个、48个、

48个、48个、23个和12个差异表达基因（图12-4A），且膜整体组成和膜固有成分显著富集（q＜0.05）。
进一步将差异表达基因进行GO功能注释分类，分为生物学过程、细胞组分和分子功能三类。在生物

学过程GO功能类别中，差异表达基因主要参与代谢进程、细胞进程和定位，分别有差异表达基因40
个、34个和16个。细胞组分中富集的差异表达基因最多的4个GO条目分别是膜结构、膜部分、细胞

和细胞器，分别有49个、48个、38个和26个，其次是细胞器部分、高分子复合物、细胞部分、膜关闭

内腔和胞外区域等。GO注释统计还发现主要蛋白的分子功能为结合活性和催化活性，排在所有GO条

目富集的基因数目的前2位。此外，茭白肉质茎形成时细胞组分和分子功能2个GO功能注释分类中的

胞外区域、信号转导活性和分子转导活性等GO条目中富集的差异表达基因的表达量均高于肉质茎形成

前。相比之下，参与解毒、信号、抗氧化活性和分子功能调节剂的差异表达基因在0d时的表达水平均

低于-10d（图12-5A）。
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图12-4 茭白肉质茎起始膨大前后茭白黑粉菌差异表达基因的 GO富集和KEGG富集
A.差异表达基因的GO富集 B.差异表达基因的KEGG富集

A GO富集
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图12-5 茭白肉质茎起始膨大前后黑粉菌差异表达基因的 GO分类和KEGG分类
A.差异表达基因的GO分类 B.差异表达基因的KEGG分类
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12.5.2  差异表达基因的KEGG功能富集和分类分析

根据KEGG 注释结果以及官方分类，将-10d和0d茭白黑粉菌差异表达基因进行KEGG功能富集

和分类，茭白黑粉菌中有100个差异表达基因能够被KEGG 数据库成功注释。采用R软件中的phyper
函数对差异表达基因进行KEGG富集分析，图12-4B显示了q值最小的前20个KEGG通路，其中参与

抗生素生物合成，糖酵解 /糖异生，抗坏血酸和藻酸盐代谢，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解以及精氨

酸和脯氨酸代谢等5个KEGG通路显著富集（q＜0.05），分别包含20个、7个、4个、7个、6个差异表

达基因。茭白起始膨大前后的差异表达基因主要参与了5个大类中19 个KEGG 通路，它们主要涉及总

体代谢（全局和总览图）、碳水化合物代谢和氨基酸代谢，分别包含了54个、32个和20个差异表达基

因（图12-5B）。进一步分析表明，GME2906_g和GME5929_g（参与膜运输），GME6512_g（参与次生

代谢产物生物合成）以及GME1592_g、GME5593_g、GME6081_g和GME6343_g（参与能量代谢）等

7个基因的表达量在茎形成初期显著下降。同时还发现，与维持细胞壁完整性有关的几丁质合酶基因

GME6969_g的表达量在茭白茎膨大过程中显著上升（表12-3）。研究还发现苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

生物合成途径中的GME3221_g以及色氨酸代谢途径中的GME1810_g、GME621_g和GME6394_g在起

始膨大期表达量均显著下降。GME3221_g编码邻氨基苯甲酸合酶（TrpE），该酶是合成色氨酸、吲哚

和吲哚生物碱的关键调节酶；而GME1810_g编码色氨酸转氨酶（TAM），GME621_g和GME6394_g编
码吲哚 -3-乙醛脱氢酶（IAD），均是吲哚 -3-乙酸（IAA）依赖色氨酸合成的 IPyA途径关键基因，这些

基因表达量显著下降，说明由黑粉菌合成的生长素在触发茭白肉质茎起始膨大中并不起主要作用（表

12-3）。

表12-3 茭白肉质茎起始膨大前后茭白黑粉菌差异表达基因 KEGG分类

基因 ID KEGG路径 log (FC)
2 Nr库

BGI_novel_G000001 细胞进程 -1.41 新基因

GME2537_g 细胞进程 1.95 保守假定蛋白

GME3058_g 细胞进程 1.04 酵母氨酸脱氢酶

GME3535_g 细胞进程 -1.18 假定蛋白

GME4757_g 细胞进程 1.79 保守假定蛋白

GME5149_g 细胞进程 1.55 保守假定蛋白

GME6967_g 细胞进程 -1.10 假定蛋白

GME3196_g 细胞进程；环境信息处理 -1.15 与丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶有关

GME230_g 细胞进程；环境信息处理 -1.72 假定蛋白

GME6291_g 细胞进程；新陈代谢 1.32 主要协同转运蛋白超家族的渗透酶

GME2005_g 细胞进程；新陈代谢 1.47 假定蛋白

GME2906_g 环境信息处理 -2.96 多向耐药性ABC转运蛋白

GME5929_g 环境信息处理 -1.04 假定蛋白

GME1189_g 环境信息处理 -1.34 假定蛋白

GME1190_g 环境信息处理 -1.43 保守假定蛋白，部分

GME1462_g 环境信息处理 1.26 假定蛋白

GME2542_g 环境信息处理 1.72 假定蛋白

GME4428_g 环境信息处理 -1.08 保守假定蛋白
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基因 ID KEGG路径 log (FC)
2 Nr库

GME5311_g 环境信息处理 -1.32 假定蛋白

GME6509_g 环境信息处理 -1.28 保守假定蛋白

GME946_g 环境信息处理 -1.22 未知蛋白

GME985_g 环境信息处理 -1.53 假定蛋白

GME918_g 环境信息处理；细胞进程 1.48 未知蛋白

GME2366_g 环境信息处理；细胞进程 -1.12 假定蛋白

GME3283_g 环境信息处理；细胞进程 1.38 与中性氨基酸透性酶有关

GME5690_g 环境信息处理；细胞进程 1.42 假定蛋白

GME1595_g 遗传信息处理 -1.07 与甘露糖 -6-磷酸异构酶有关

GME6097_g 遗传信息处理 1.17 分子伴侣结合蛋白

GME1328_g 遗传信息处理 -6.82 假定蛋白

GME2671_g 遗传信息处理 2.20 预测的转运蛋白 

GME4836_g 遗传信息处理 -1.31 含RNA结合结构域的蛋白

GME6125_g 遗传信息处理 -1.04 与TAF9-TFIID和SAGA亚基有关

GME6808_g 遗传信息处理 5.43 与核matrix蛋白p84有关

GME1007_g 遗传信息处理 1.86 假定蛋白

GME1055_g 遗传信息处理 1.01 40S核糖体蛋白S7

GME2653_g 遗传信息处理 1.09 40S核糖体蛋白S10

GME2881_g 遗传信息处理 -2.14 C-5甾醇去饱和酶

GME374_g 遗传信息处理 1.44 核糖体60S亚基蛋白L13

GME6615_g 遗传信息处理；新陈代谢 -1.07 假定蛋白

GME5699_g 遗传信息处理；新陈代谢 1.47 核糖体60S亚基蛋白L39

GME1810_g 新陈代谢 -1.44 芳香族氨基酸转氨酶

GME3221_g 新陈代谢 -1.09 假定蛋白

GME441_g 新陈代谢 1.26 假定蛋白

GME952_g 新陈代谢 -1.76 精氨酸酶

GME5058_g 新陈代谢 1.05 鸟氨酸脱羧酶

GME7037_g 新陈代谢 1.43 ADE4-酰胺磷酸核糖转移酶

GME1239_g 新陈代谢 2.41 主要协同转运蛋白超家族的渗透酶

GME6512_g 新陈代谢 -1.25 假定蛋白

GME1171_g 新陈代谢 -1.12 3-氧酰基 - （酰基载体蛋白）还原酶

GME229_g 新陈代谢 1.07 β-exo-葡萄糖苷酶蛋白

GME5930_g 新陈代谢 -1.55 NADP依赖的甘露醇脱氢酶

GME6969_g 新陈代谢 1.72 几丁质合成酶Ⅰ类

GME79_g 新陈代谢 5.49 DEAD解旋酶超家族

GME1492_g 新陈代谢 1.51 与几丁质酶有关

GME1593_g 新陈代谢 -1.83 假定蛋白

（续）
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基因 ID KEGG路径 log (FC)
2 Nr库

GME1594_g 新陈代谢 -2.84 假定蛋白

GME2030_g 新陈代谢 -1.55 保守假定蛋白

GME2298_g 新陈代谢 1.13 UDP葡萄糖6-脱氢酶

GME2386_g 新陈代谢 -1.25 与转醛醇酶有关

GME2816_g 新陈代谢 -1.09 与耐热葡萄糖酸激酶有关

GME6279_g 新陈代谢 5.79 未知蛋白

GME6410_g 新陈代谢 -1.01 麦芽糖酶 

GME336_g 新陈代谢 -4.15 与ADH6-NADPH依赖的乙醇脱氢酶有关

GME6343_g 新陈代谢 -1.10 与2-硝基丙烷双加氧酶相关的双加氧酶

GME3706_g 新陈代谢 1.73 TYR1-预苯酸脱氢酶（NADP＋）

GME6843_g 新陈代谢 1.50 假定蛋白

GME2821_g 新陈代谢 1.90 假定蛋白

GME3388_g 新陈代谢 -1.10 糖苷水解酶家族9蛋白

GME4443_g 新陈代谢 -1.07 保守假定蛋白

GME5210_g 新陈代谢 1.55 假定蛋白PANT_7d00178

GME5476_g 新陈代谢 1.36 未知蛋白

GME2896_g 新陈代谢 1.14 乙醛脱氢酶

GME1592_g 新陈代谢 -1.53 转酮酶

GME5593_g 新陈代谢 -1.04 酯酶D

GME3729_g 新陈代谢 -1.15 假定蛋白

GME4861_g 新陈代谢 1.29 与α-1,6-甘露糖基转移酶有关

GME1740_g 新陈代谢 -1.55 假定蛋白

GME6204_g 新陈代谢 1.44 非特征蛋白UHOR05519

GME1736_g 新陈代谢 -1.21 与细胞色素P-450有关

GME3556_g 新陈代谢 1.06 硫胺生物合成蛋白nmt1

GME1569_g 新陈代谢 -1.10 假定蛋白

GME2261_g 新陈代谢 1.03 与对硝基苄基酯酶有关

GME5584_g 新陈代谢 -1.23 假定蛋白

GME6815_g 新陈代谢 -1.42 双加氧酶Ssp1

GME6673_g 新陈代谢 -1.33 与棕榈酰蛋白硫酯酶1有关 

GME6746_g 新陈代谢 1.61 与α-N-乙酰半乳糖胺酶前体有关

GME3598_g 新陈代谢 1.50 与3-植酸酶A前体有关

GME4303_g 新陈代谢 -1.26 含黄素胺氧化酶

GME6081_g 新陈代谢 -1.32 假定蛋白

GME621_g 新陈代谢 -1.99 乙醛脱氢酶家族7成员A1

GME6394_g 新陈代谢 -1.43 吲哚 -3-乙醛脱氢酶

GME5967_g 新陈代谢；细胞进程 -1.05 糖转运蛋白

GME6804_g 新陈代谢；细胞进程 -1.45 与MFS糖转运蛋白有关

GME2441_g 新陈代谢；细胞进程 3.11 羧酸酯酶2

（续）
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基因 ID KEGG路径 log (FC)
2 Nr库

GME1431_g 新陈代谢；环境信息处理；细胞进程 1.12 假定蛋白

GME614_g 新陈代谢；遗传信息处理 1.23 未知蛋白

GME1975_g 新陈代谢；遗传信息处理 1.40 糖苷水解酶家族47蛋白

GME1616_g 生物系统 -1.03 假定蛋白

GME1617_g 生物系统 1.15 热休克蛋白HSP104

GME1772_g 生物系统；新陈代谢；细胞进程 1.23 未知蛋白

注：FC（差异倍数，fold change）的值为黑粉菌基因在0d茭白茎尖中的表达量与在-10d茭白茎尖中的表达量的比值。

12.6  茭白肉质茎形成起始期茭白差异表达基因分析

12.6.1  差异表达基因的GO功能富集和分类分析

图12-6显示了茭白肉质茎起始膨大前后差异表达基因GO富集q值最小的20个GO 条目，富集最显

著的10个GO条目分别是DNA模板的转录、RNA生物合成过程、核酸模板的转录、四吡咯结合、血红

素结合、含核碱基化合物生物合成过程、氧化还原酶活性、有机环状化合物生物合成过程、激素水平

调节和胞外区域（图12-6A）。进一步将GO注释中差异表达基因进行GO分类统计，共有2 774个差异表

达基因参与了49个GO分类功能类别，差异表达基因数目排在前5位的GO功能类别是结合活性、细胞、

催化活性、细胞进程、代谢进程，共有1 471个、1 422个、1 345个、1 266个和1 196个基因，其中表达

量上升和下降的基因分别为695个和776个，879个和543个，591个和754个，631个和635个，575个和

621个（图12-7A）。

12.6.2  差异表达基因的KEGG功能富集和分类分析

 对KEGG通路中差异表达基因富集可靠性高的前20个通路的比较分析显示，差异表达基因数目

富集超过100个的是RNA转运、mRNA监测通路、植物－病原菌互作、苯丙烷生物合成、植物激素

信号转导、MAPK信号传导通路－植物、氨基糖和核苷酸糖代谢（图12-6B）。同时，KEGG差异富集 
（q＜0.05）的6个通路是植物激素信号转导、苯丙烷生物合成、植物－病原菌互作、MAPK信号传导通

路－植物、脂肪酸延伸以及角质、软木脂和蜡质生物合成（表12-4）。与茭白肉质茎形成有关的植物激

素信号转导通路有185个差异表达基因，其中106个表达量上升，79个表达量下降。

表12-4 茭白肉质茎起始膨大前后差异表达基因显著富集的KEGG通路

编号 通路 ID 通路注释 DEG（个） q值

1 ko04075 植物激素信号转导 185 2.01×10-9

2 ko00940 苯丙烷生物合成 193 1.77×10-7

3 ko04626 植物－病原菌互作 225 7.02×10-5

4 ko04016 MAPK信号传导通路－植物 169 7.80×10-5

5 ko00062 脂肪酸延伸 23 0.001

6 ko00073 角质、软木脂、蜡质生物合成 22 0.014

（续）
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图12-6 茭白肉质茎起始膨大前后差异表达基因的GO富集和KEGG富集
A.差异表达基因的GO富集 B.差异表达基因的KEGG富集
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图12-7 茭白肉质茎起始膨大前后差异表达基因的 GO分类和KEGG分类
A.差异表达基因的GO分类 B.差异表达基因的KEGG分类
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此外，茭白基因组有2 074个差异表达基因参与细胞进程、环境信息处理、遗传信息处理、新陈代

谢和生物系统等KEGG通路分类注释（图12-7）。其中，参与新陈代谢的差异表达基因最多，主要涉及

总体代谢（全局和总览图，958个）、碳水化合物代谢（355个）、其他次生代谢产物的生物合成（258
个）、脂质代谢（168个）和其他氨基酸的代谢（157个）。其次是遗传信息处理，包括翻译（376个）、

转录（130个）、复制和修复（43个），以及折叠、定位和降解（184个）。细胞进程、环境信息处理和

生物系统的数量相对较小，分别为159个、378个和267个差异表达基因，主要涉及信号转导（352个）、

环境适应（267个）、运输和分解代谢（159个）。

12.6.3  茭白茎起始膨大前后茭白激素代谢和信号转导相关基因的表达分析

表12-5和图12-8列出了茭白肉质茎形成过程中所有参与激素代谢和信号转导的差异表达基因。结

果显示，149个差异表达基因与生长素（IAA）、细胞分裂素（CTK）、赤霉素（GA）、脱落酸（ABA）、

水杨酸（SA）和茉莉酸（JA）通路相关（表12-5，图12-8）。在6种激素中，生长素生物合成和信号传

导通路的差异表达基因数量最多，42个差异表达基因中36个表达量上升，只有6个基因表达量下降。

而在细胞分裂素生物合成和信号传导通路中，大多数差异表达基因表达量下降，占62.5%。其他差异表

达基因与赤霉素、脱落酸、水杨酸、茉莉酸生物合成和信号传导途径有关，其中分别包括15个、11个、

11个和7个表达量上升基因，以及12个、11个、8个和8个表达量下降基因。在149个差异表达基因中，

表达量上升和下降最多的基因分别是Zlat_10044672（生长素诱导蛋白15A-like）和Zlat_10015168（水

杨酸通路中的TGAL5-like转录因子）（表12-5）。值得注意的是，根据序列分析，在生长素生物合成通

路注释的3个基因中，唯一表达量下降的基因（Zlat_10023244，细胞色素P-450 77A3）不属于YUCCA
基因家族，而另一个典型的YUCCA基因Zlat_100038559的表达量显著上升（表12-5，图12-8）。这些结

果进一步表明生长素对诱导茭白肉质茎起始膨大起着关键作用。

表12-5 茭白肉质茎起始膨大前后与激素代谢和信号传导相关的差异表达基因

植物激素 基因 ID log (FC)
2 注释 功能预测

生长素

Zlat_10023244 -1.58 细胞色素P-450 77A3 生物合成

Zlat_10012438 1.52 Os02g0647900，部分  生物合成

Zlat_10038559 2.17 吲哚 -3-丙酮酸单加氧酶YUCCA 生物合成

Zlat_10000330 1.01 生长素转运蛋白1 信号传导

Zlat_10010249 1.16 生长素转运蛋白1 信号传导

Zlat_10015482 -1.54  生长素转运蛋白2 信号传导

Zlat_10032626 1.37  生长素转运蛋白3 信号传导

Zlat_10000259 1.62 假定蛋白OsI_35571 信号传导

Zlat_10000572 1.81 AUX/IAA家族蛋白，表达 信号传导

Zlat_10000994 4.04 生长素响应蛋白 IAA24 信号传导

Zlat_10001127 1.31 假定蛋白OsI_23582 信号传导

Zlat_10007539 1.31 生长素响应蛋白 IAA4 信号传导

Zlat_10009274 1.04 生长素响应蛋白 IAA26 信号传导

Zlat_10013000 1.00 生长素响应蛋白 IAA30 信号传导
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植物激素 基因 ID log (FC)
2 注释 功能预测

生长素

Zlat_10015922 -2.09 生长素响应蛋白 IAA7/X2 信号传导

Zlat_10019392 -1.91 假定蛋白OsI_06447 信号传导

Zlat_10020334 1.07 生长素响应蛋白 IAA15 信号传导

Zlat_10023849 2.51 生长素响应蛋白 IAA31-like 信号传导

Zlat_10033997 1.23 AUX3蛋白 信号传导

Zlat_10033998 3.22 生长素响应蛋白 IAA12-like 信号传导

Zlat_10037977 2.63 生长素响应蛋白 IAA9 信号传导

Zlat_10039520 3.82 生长素响应蛋白 IAA12-like 信号传导

Zlat_10039522 1.78 AUX3蛋白 信号传导

Zlat_10045912 1.23 生长素响应蛋白 IAA17-like 信号传导

Zlat_10000945 1.02 生长素响应因子ARF10-like 信号传导

Zlat_10020203 1.53 假定蛋白OsI_08153 信号传导

Zlat_10033866 1.70 假定生长素响应因子ARF7a 信号传导

Zlat_10042515 1.19 假定蛋白OsI_20981 信号传导

Zlat_10046274 1.30 生长素响应因子ARF9/X1 信号传导

Zlat_10002850 2.41 茉莉酸酰胺合成酶 JAR2-like 信号传导

Zlat_10002990 4.86 吲哚 -3-乙酸氨基化合成酶GH3.1 信号传导

Zlat_10006103 1.99 茉莉酸酰胺合成酶 JAR2-like 信号传导

Zlat_10037646 1.00 吲哚 -3-乙酸氨基化合成酶GH3.8 信号传导

Zlat_10037647 1.03 吲哚 -3-乙酸氨基化合成酶GH3.8 信号传导

Zlat_10007228 -1.34 生长素响应蛋白SAUR36 信号传导

Zlat_10007434 2.94  生长素响应蛋白SAUR36-like 信号传导

Zlat_10007435 1.21 生长素响应蛋白SAUR36-like 信号传导

Zlat_10022750 1.31 预测蛋白 信号传导

Zlat_10022816 -1.47 假定蛋白OsI_09085 信号传导

Zlat_10030356 2.06 生长素响应蛋白SAUR68-like 信号传导

Zlat_10031675 1.63 假定蛋白OsI_30174 信号传导

Zlat_10044672 5.95 生长素诱导蛋白15A-like 信号传导

赤霉素

Zlat_10026132 -2.14 假定蛋白OsJ_04315 生物合成

Zlat_10023359 -2.03 赤霉素20氧化酶1-like 生物合成

Zlat_10037425 1.61 赤霉素20氧化酶2-like 生物合成

BGI_novel_G002732 -2.86 NA 降解

Zlat_10042494 -1.87 赤霉素2-β-双加氧酶 -like 降解

Zlat_10010477 -1.24 赤霉素2-β-双加氧酶 -like 降解

（续）
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植物激素 基因 ID log (FC)
2 注释 功能预测

赤霉素

Zlat_10019739 -1.06  2-酮戊二酸依赖性双加氧酶DAO-like 降解

Zlat_10004998 4.03 2-酮戊二酸依赖性双加氧酶DAO 降解

Zlat_10002192 1.03 DELLA蛋白SLN1 信号传导

Zlat_10019014 1.16  SCARECROW蛋白 信号传导

Zlat_10030772 4.05 scarecrow-like蛋白6 信号传导

Zlat_10018604 -2.52 转录因子PIF5/X3 信号传导

Zlat_10004603 -1.95 转录因子bHLH68 信号传导

Zlat_10017456 -1.57 转录因子bHLH85-like 信号传导

Zlat_10039980 -1.34 转录因子PIL1-like 信号传导

Zlat_10011727 -1.09 Os03g0391700，部分 信号传导

Zlat_10025947 -1.05 转录因子BIM2/X2 信号传导

Zlat_10022295 1.15 转录因子bHLH113 信号传导

Zlat_10039510 1.18 假定蛋白OsI_12756 信号传导

Zlat_10021702 1.39 转录因子bHLH63-like 信号传导

Zlat_10048248 1.53 转录因子bHLH137-like/X1 信号传导

Zlat_10016858 1.56 转录因子bHLH128/X1 信号传导

Zlat_10019334 1.62 未知蛋白LOC102705754 信号传导

Zlat_10035968 2.00 转录因子bHLH137-like/X1 信号传导

Zlat_10012462 2.08 转录因子bHLH63-like 信号传导

Zlat_10038146 2.50 转录因子bHLH128-like，部分 信号传导

Zlat_10000964 3.66 转录因子PIF1-like 信号传导

细胞分裂素

Zlat_10004081 1.94 腺苷酸异戊烯基转移酶 -like 生物合成

Zlat_10003321 -1.51 腺苷酸异戊烯基转移酶 生物合成

Zlat_10017373 -2.89 细胞分裂素脱氢酶3 生物合成

Zlat_10022935 -1.26 细胞分裂素脱氢酶8/X2 生物合成

Zlat_10048028 2.72 假定蛋白OsI_25480 生物合成

Zlat_10048412 -1.36 细胞分裂素脱氢酶11，部分 生物合成

Zlat_10048413 -1.54 细胞分裂素脱氢酶11 生物合成

Zlat_10001454 -1.10 双组分响应调节系统蛋白ORR-like 信号传导

Zlat_10003241 -1.38 OO_Ba0005L10-OO_Ba0081K17.1 信号传导

Zlat_10017478 -1.62 双组分响应调节系统蛋白ORR2-like 信号传导

Zlat_10013143 -1.40 MYB家族转录因子APL-like 信号传导

Zlat_10016347 -1.31 Os08g0434700：部分 信号传导

Zlat_10037136 -1.26 MYB家族转录因子At1g14600 信号传导

（续）
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植物激素 基因 ID log (FC)
2 注释 功能预测

细胞分裂素

Zlat_10024174 -1.24 未知蛋白LOC107276067 信号传导

Zlat_10018563 -1.20 双分量响应调节器ORR23 信号传导

Zlat_10016259 -1.20 myb家族转录因子APL-like 信号传导

Zlat_10018529 -1.17 双组分响应调节系统蛋白ORR22 信号传导

Zlat_10010099 1.04 双组分响应调节系统蛋白ORR26 信号传导

Zlat_10011689 1.28 假定蛋白PAHAL_B02696  信号传导

Zlat_10033984 1.65 假定Os03g0624000 信号传导

Zlat_10047854 1.67 未知蛋白LOC102719878 信号传导

Zlat_10011105 1.69 假定蛋白 信号传导

Zlat_10017228 1.72  WAS蛋白家族同源物1/X1 信号传导

Zlat_10045524 3.51 假定蛋白 信号传导

脱落酸

Zlat_10019086 -1.79 番茄红素ε环化酶：叶绿体 生物合成

Zlat_10008487 -1.50 类胡萝卜素裂解双加氧酶7：叶绿体 生物合成

Zlat_10000448 -1.44 番茄红素ε环化酶：叶绿体 生物合成

Zlat_10005737 -1.26 吲哚 -3-乙醛氧化酶 生物合成

Zlat_10011404 -1.11 脯霉素异构酶1：叶绿体 生物合成

Zlat_10021719 1.03 推测的细胞色素P-450 生物合成

Zlat_10013369 1.18 假定蛋白OsI_09800 生物合成

Zlat_10002403 1.39 推测的细胞色素P-450 生物合成

Zlat_10031613 1.56 植物烯合酶，叶绿体前体，推测，表达 生物合成

Zlat_10013575 2.25 Os09g0555500：部分 生物合成

Zlat_10032107 2.41 假定蛋白OsI_02472 生物合成

Zlat_10043665 2.56 假定蛋白OsI_14195 生物合成

Zlat_10012896 3.95 9-顺式环氧类胡萝卜素双加氧酶 生物合成

Zlat_10040327 -1.52 脱落酸 -8′-羟化酶2-like 降解

Zlat_10022265 -1.71 可能蛋白磷酸酶2C 37 信号传导

Zlat_10029966 -1.21 可能蛋白磷酸酶2C 8 信号传导

Zlat_10040951 1.81 可能蛋白磷酸酶2C 51 信号传导

Zlat_10017186 1.41 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶SAPK2 信号传导

Zlat_10002312 1.42 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶SAPK4 信号传导

Zlat_10017876 -3.24  FD-like 基因 信号传导

Zlat_10023200 -2.15 脱落酸不敏感5-like蛋白2 信号传导

Zlat_10035357 -1.03 脱落酸不敏感5-like蛋白2，部分 信号传导

茉莉酸
BGI_novel_G001531 -1.62 NA 生物合成

Zlat_10020498 3.96 S-腺苷 -L-蛋氨酸：水杨酸甲基转移酶 生物合成

（续）
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植物激素 基因 ID log (FC)
2 注释 功能预测

茉莉酸

Zlat_10025122 -1.91 假定蛋白OsI_22156 生物合成

Zlat_10035600 1.91 4-香豆酸 -CoA连接酶 -like 7 生物合成

Zlat_10041202 2.03  二烯氧合酶2 生物合成

Zlat_10045636 -2.69 假定蛋白OsI_22156 生物合成

Zlat_10046314 -2.92 未知蛋白LOC10727597/X2 生物合成

Zlat_10034164 -1.03 TIFY 3-like蛋白 /X2 信号传导

Zlat_10046783 -1.59 转录因子bHLH93 信号传导

Zlat_10041177 -1.20 转录因子bHLH18-like 信号传导

Zlat_10011560 -1.07 转录因子bHLH61-like 信号传导

Zlat_10019104 1.98 假定蛋白PAHAL_C00673 信号传导

Zlat_10029184 2.24 未知蛋白LOC4349271 信号传导

Zlat_10028435 2.25 转录因子MYC2 信号传导

Zlat_10019100 2.33 假定蛋白OsI_30754 信号传导

水杨酸

BGI_novel_G000242 1.81 NA 生物合成

BGI_novel_G002965 -1.13 NA 生物合成

Zlat_10004996 1.09 OSIGBa0106G07.10 生物合成

Zlat_10020215 -1.35 假定的逆转录因子 生物合成

Zlat_10028349 1.08 苯丙氨酸解氨酶 生物合成

Zlat_10029068 1.14 未知蛋白LOC102700648 生物合成

Zlat_10030161 1.17 假定蛋白OsI_26556 生物合成

Zlat_10030162 2.49 假定蛋白PAHAL_B04406 生物合成

Zlat_10042846 -1.09  4-羟基苯丙酮酸双加氧酶 生物合成

Zlat_10043815 1.13 调节蛋白NPR5 信号传导

Zlat_10020446 1.22 调节蛋白NPR5 信号传导

Zlat_10033292 1.38 假定蛋白OsI_35056 信号传导

BGI_novel_G000692 1.38 NA 信号传导

Zlat_10016668 1.50 假定蛋白OsI_35056 信号传导

Zlat_10015168 -4.36 TGAL5-like转录因子 信号传导

Zlat_10021635 -2.39 转录因子HBP-1b（C38）-like 信号传导

Zlat_10010232 -2.01 转录因子HBP-1b（C38）/X2 信号传导

Zlat_10031473 -1.99 转录因子bZIP1 信号传导

Zlat_10037497 -1.39 转录因子HBP-1b（C38）/X6 信号传导

注：FC（差异倍数，fold change）的值为中国菰基因在0d茭白茎尖中的表达量与在-10d茭白茎尖中的表达量的比值。

（续）
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图12-8 茭白茎起始膨大前后激素代谢和信号传导相关基因的表达模式
A.生长素 B.细胞分裂素 C.赤霉素 D.脱落酸 E. 水杨酸 F. 茉莉酸

注：红色、绿色和蓝色的线分别代表生物合成、降解和信号传导中的差异表达基因。
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12.7  �茭白肉质茎起始膨大期茭白黑粉菌致病基因和茭白抗病相关
基因分析

病原菌宿主互作数据库（Pathogen Host Interaction Database，PHI-base）收集了经实验验证的动

植物病原真菌中的致病基因。茭白肉质茎起始膨大时黑粉菌差异基因通过PHI-base比对和DIAMOND 
v0.8.31注释（筛选参数 /比对覆盖度×100%≥50%，一致性≥40%），共有71个差异表达基因显示出

与病原真菌－植物互作的已知功能基因具有同源性，其中，44个差异表达基因被预测为茭白黑粉菌致

病因子，其中与毒性增强、致病性丧失、毒性减弱和致病效应子的PHI基因具有同源性的差异表达基

因分别有4个、7个、30个、2个。同时，发现3个与致死因子，1个与耐化学性的PHI基因具有同源性

的差异表达基因。值得注意的是，与菌株存活必需相关的3个差异表达基因GME3251_g、GME3196_g 
和GME1171_g在0d的表达水平均显著低于-10d。此外，大多数毒性增强的差异表达基因，如

GME4426_g、GME6815_g和GME6967_g也表现为相同的表达模式（图12-9）。
植物抗性基因在植物与病原菌互作中起着重要作用。在茭白起始膨大期有368个与植物抗病相关

的差异表达基因，其中31个差异表达基因具有CNL结构域（卷曲螺旋结构域、核苷酸结合位点和富亮

氨酸重复的组合，即CC-NB-LRR），104个差异表达基因具有NL结构域（核苷酸结合位点和富亮氨酸

重复的组合，即NB-LRR），28个差异表达基因具有TNL结构域（与果蝇Toll蛋白和哺乳动物白细胞介

素 -1受体相似的结构域与NB-LRR结构域的组合，即TIR-NB-LRR），73个差异表达基因具有RLP结构

域（类受体丝氨酸－苏氨酸激酶结构域和胞外富亮氨酸重复的组合，即Ser/Thr-LRR），22个差异表达

基因具有RLK（激酶结构域和胞外富亮氨酸重复的组合，即Kin-LRR），这些代表了茭白肉质茎形成时

宿主植物大部分差异表达基因的植物抗病基因（PRG）类型（图12-10）。
植物和病原菌的互作是两方面的，植物的抗病基因和病原菌的致病基因，一直以来都是植物抗病

性研究的热点和重点。观察到368个植物抗病基因和71个真菌编码的PHI基因的表达量存在显著差异，

表明这些候选基因在黑粉菌扩大侵染范围、茭白抑制真菌进入细胞，同时刺激肉质茎最初形成时起重

要作用。几丁质是真菌细胞壁的重要组成成分，几丁质合酶在几丁质的合成过程中起关键作用，参与

真菌的生长发育、侵染宿主、孢子形成等多个过程，在致病真菌中几丁质合酶不仅对维持细胞生长起

重要作用，还与致病力有密切关系（Roncero et al., 2002）。在尖孢镰刀菌和玉米黑粉菌中发现缺失该基

因的缺失菌株，菌丝的生长减少，致病力下降（Martin-Udiroz et al., 2004；Webe et al., 2006）。本章研

究发现，在茭白肉质茎的最初形成期，茭白黑粉菌的几丁质合酶基因GME6969_g的表达量显著上升，

促使其菌丝生长，致病力增强，因而可以侵入宿主细胞。同时，研究还发现与-10d相比，在茭白形成

时茭白黑粉菌的强致病基因的表达量显著下降，而一些植物的抗病因子Zlat_10008313、Zlat_10046008
和Zlat_10012414特异地在茭白肉质茎形成时表达，说明在茭白肉质茎膨大时，虽然一方面茭白黑粉菌

的细胞数量增多，分布在宿主的体内，保持其具有一定致病力，促进茭白膨大，但同时植物防御真菌

侵染的能力也有所增强，维持真菌与宿主长期的互作共生。
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图12-9 基于病原菌宿主互作数据库（PHI-base）的茭白黑粉菌致病性相关基因的分析
注：FC（差异倍数，fold change）的值为黑粉菌基因在0d茭白茎尖中的表达量与在-10d茭白茎尖中的表达量的比值。
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图12-10 茭白肉质茎起始膨大期植物抗病基因（PRG）分析
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12.8  生长素调控茭白肉质茎形成

12.8.1  植物激素含量分析

茭白生长点植物激素含量测定表明，与-10d相比，在肉质茎起始膨大阶段（0d），IAA含量显著

增加，而其他6种植物激素玉米素（ZT）、GA1、 GA3、 ABA、 JA和SA的含量分别下降了31.5%、40.3%、

29.6%、57.5%、64.1%和53.7%（图12-11）。这些结果进一步表明，IAA在触发茭白肉质茎起始膨大中

起着关键作用。

图12-11 茭白肉质茎膨大起始前后茎尖生长点的植物激素变化
A.生长素（IAA） B.吲哚 -3-丙酮酸（IPyA） C.吲哚 -3-乙酰胺（IAM） D.玉米素（ZT）

E、F.赤霉素（GA1、 GA3） G. 脱落酸（ABA） H. 水杨酸（SA） I. 茉莉酸（JA）

注：＊表示经 t检验差异显著（p＜0.05）。
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12.8.2  IAA合成过程中相关酶的编码基因的鉴定

利用BLASTP，发现黑粉菌基因组中有2个TAM（GME1810_g和GME6257_g），1个IPDC（GME2840_g）， 
4个IAD（GME621_g、GME4730_g、GME6394_g和GME6395_g），1个IaaM（GME5774_g），2个 iaaH（GME5840_g 
和GME6749_g） 和2个Nitrilase（GME1046_g和GME2826_g）， 茭 白（ 中 国 菰 ） 基 因 组 中 有4个TAA
（Zlat_10020352、Zlat_10036150、Zlat_10029220和Zlat_10033167）和1个IAMH （Zlat_10032813）（表12-6）。YUCCA 
含有FMO（F×G×××H×××Y）、FAD（G×G×G）和NADPH-binding （G×G×G）的保守结构域。因此，

为了鉴定茭白YUCCA基因家族，研究不仅使用了拟南芥和水稻YUCCA氨基酸序列基因的BLASTP搜索，

还分析了其基本结构域。此外，由于拟南芥YUCCA1的FMO（F×G×××H×××Y）中的G变成了S，即

FMO识别基序变为F×S×××H×××Y，因此在茭白（中国菰）基因组中也对此motifs进行了鉴定。最

后，12个基因Zlat_10027383、Zlat_10004518、Zlat_10004101、Zlat_10029766、Zlat_10013524、Zlat_10029560、
Zlat_10017358、Zlat_10020875、Zlat_10038559、Zlat_10020360、Zlat_10002766和Zlat_10020876被鉴定为茭

白YUCCA基因，命名为ZlYUCCA1至ZlYUCCA12（表12-6）。

表12-6 茭白黑粉菌和茭白（中国菰）基因组中IAA合成相关基因

物种 路径 基因名称 基因 ID 核苷酸（bp） 氨基酸（个）

茭白黑粉菌

（U. esculenta）
IPyA TAM GME1810_g 1 511 513

GME6257_g 1 005 312

IPDC GME2840_g 1 760 597

IAD GME621_g 1 658 563

GME4730_g 1 493 506

GME6394_g 1 865 633

GME6395_g 1 445 490

IAM IaaM GME5774_g 1 698 565

IaaH GME5840_g 1 643 557

GME6749_g 1 625 551

IAN Nitrilase GME1046_g 1 122 373

GME2826_g 1 083 360

茭白

（中国菰， 
Z. latifolia）

IPyA TAA Zlat_10020352 1 308 435

Zlat_10036150 1 080 359

Zlat_10029220 1 035 344

Zlat_10033167 1 470 489

YUCCA Zlat_10027383 1 218 405

Zlat_10004518 939 300

Zlat_10004101 1 518 505

Zlat_10029766 1 323 439

Zlat_10013524 1 137 378

Zlat_10029560 1 197 398

Zlat_10017358 1 269 422
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物种 路径 基因名称 基因 ID 核苷酸（bp） 氨基酸（个）

茭白

（中国菰， 
Z. latifolia）

IPyA YUCCA Zlat_10020875 1 137 378

Zlat_10038559 1 392 463

Zlat_10020360 1 221 406

Zlat_10002766 1 440 479

Zlat_10020876 1 137 378

IAM IAMH Zlat_10032813 1 209 402

12.8.3  ZlYUCCA家族的结构和功能特征分析

以拟南芥、水稻和马铃薯的11个、14个和8个YUCCA氨基酸序列为参考，与茭白（中国菰）12个
YUCCA氨基酸序列构建系统进化树，结果表明，茭白YUCCA家族主要分为4个亚家族：ZlYUCCA1，
ZlYUCCA2至ZlYUCCA4，ZlYUCCA6和ZlYUCCA7，ZlYUCCA5、ZlYUCCA8至ZlYUCCA12（ 图12-12）。 茭

白（中国菰）与水稻亲缘关系较近，与拟南芥和马铃薯亲缘关系较远（图12-12A）。同时，对茭白YUCCA 
基因结构进行分析，发现该基因家族外显子有2 ～ 8个，内含子有1 ～ 7个，基因结构复杂（图12-12B）。
对茭白（中国菰）YUCCA家族蛋白的全序列进行比对，含有3个保守结构域FMO（F×G×××H×××Y）、
FAD（G×G×G）和 NADPH-binding（G×G×G）（图12-11C）。在12个YUCCA中，ZlYUCCA1（Zlat_10027383）
包含非标准FMO基序，F×G×××H×××Y的G突变为S，与OSYUCCA1的氨基酸序列相似性为

93.675%。

12.8.4  茭白起始膨大阶段IAA生物合成过程相关的酶的基因表达

为了阐明生长素生物合成的来源，进一步用RT-PCR验证了RNA-Seq数据中茭白肉质茎形成初期 IAA
生物合成相关基因的表达情况。与-10d相比，0d时黑粉菌 IAA合成过程中有1个TAM（GME1810_g） 
和2个 IAD（GME621_g和GME6394_g）的表达量显著降低，其他酶基因的表达水平无显著差

异。在茭白 IAA合成过程中，4个TAA基因的表达变化并不明显，但YUCCA基因家族中ZlYUCCA9
（Zlat_10038559）在茎起始膨大期表达量显著上升。RT-PCR结果显示与上述一致的趋势，表明RNA-

Seq获得的差异表达基因是可靠的（图12-13）。这些结果还表明，诱导茭白初始膨大的生长素主要是由

宿主植物合成的，ZlYUCCA9在这一过程中起了关键作用。

茭白是由中国菰和黑粉菌相互作用产生的，前期研究表明，植物激素在茭白茎膨大过程中起着重

要作用。细胞分裂素和生长素是广泛报道诱导茭白肉质茎形成的两种重要植物激素。Wang等（2017）
和Li等（2021）发现几个涉及细胞分裂素和 IAA生物合成的基因在肉质茎形成时表达量上升。本章研

究发现 IAA含量在茭白形成时显著增加，细胞分裂素和赤霉素含量下降，说明 IAA在茭白茎开始膨大

过程中起着关键作用。本章研究与上述两篇文献关于细胞分裂素的不同结果，可能是由于样品采集时

期和部位的差异造成的。通过引物序列比对，发现本研究中 IAA合成的关键基因（Zlat_10038559）与

Wang等（2017）和Li等（2021）中的YUCCA是同一个基因，该基因的表达量在所有3个研究中均上

升。这一结果进一步证实了 IAA和Zlat_10038559在茭白肉质茎形成过程中的关键作用。

（续）
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IAA是最早被发现和鉴定的植物激素，也是最常见的天然生长素。然而，有趣的是，许多微生物

（包括细菌和真菌）也证明了合成 IAA的能力，因此 IAA在植物-微生物互作中的作用受到了越来越多

的关注（Fu and Wang，2011；Spaepen and Vanderleyden，2011）。微生物或植物合成的 IAA在病原菌-

宿主植物互作产生症状的初始阶段的作用有很大的不同。某些植物生长促进根瘤菌和真菌产生 IAA进

而诱导侧根形成和根毛发育，植物致病细菌如根癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）和假单胞杆菌

（Pseudomonas syringae）合成 IAA，作为毒力因素导致根瘤和瘿（Glickmann et al., 1998；Mole et al., 
2007）。另一些研究，如在烟草和青枯病菌（P. solanaceraum）之间最初的关键相互作用中大部分 IAA
是由宿主植物贡献的（Kazan and Manners，2009）；Reineke等（2008）还发现，接种玉米黑粉菌的生

长素合酶基因缺失突变体不影响病瘤的形成，并认为真菌 IAA的产生对感染组织的 IAA水平作出了关

键贡献；而对导致宿主病瘤的形成并不重要。为了明确 IAA是由黑粉菌还是宿主植物产生的，研究分

析了两个物种在 IAA合成过程中关键酶编码基因的表达。发现在黑粉菌进入茭白的快速侵染阶段，黑

粉菌 IAA合成相关基因的表达水平没有显著差异，甚至表达量出现了下降。YUCCA将吲哚 -3-丙酮酸

（IPA）转化为吲哚 -3-乙酸（IAA），是生长素合成的关键酶，在植物生长发育中发挥重要作用。YUCCA
基因的表达水平与 IAA的含量密切相关，YUCCA基因的过表达导致拟南芥、水稻、马铃薯、黄瓜中生

长素水平升高和生长素过剩的表型。此外，Lin等（2013）发现，在马铃薯块茎形成过程中，YUCCA
基因的表达量显著上升。本章研究鉴定了12个YUCCA基因，进一步的系统发育分析和表达模式分析表

图12-13 IAA合成途径关键酶基因在茭白肉质茎形成前后的表达
注：黑色线条和蓝色字母表示黑粉菌 IAA合成途径；红色线条和字母表示茭白 IAA合成途径。
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明，在茭白肉质茎的初始形成过程中，ZlYUCCA9的表达和生长素含量的变化趋势是一致的。据此推测，

导致茭白肉质茎形成的生长素主要是由宿主植物合成的，而不是由茭白黑粉菌合成的。

12.9  结论

综上所述，在茭白黑粉菌诱导茭白肉质茎形成的初始阶段，黑粉菌菌丝大量生长并侵染宿主植物

细胞，且伴有大量的基因表达变化。混合转录组分析有助于阐明宿主植物防御和病原菌攻击之间的相

互作用。生长素作为一种重要的内源性植物激素，对茭白茎膨大起着关键调控作用，并且它可能主要

由中国菰植株合成，其中ZlYUCCA9起关键作用。
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第13章 茭白细胞分裂素双元信号系统基因
鉴定及其调控茭白茎膨大机制研究

何丽丽1  黎大1  黄渊博1  Walter Dewitte2  温波1

（1.安徽农业大学园艺学院；2.英国卡迪夫大学生物科学学院）

◎本章提要

茭白是我国一种特色水生蔬菜，其营养丰富、味道鲜美，为广大消费者喜爱。茭白肉质茎的形

成主要是茭白与其共生的茭白黑粉菌互作的结果。本章研究发现外源施用反式玉米素（trans-zeatin，
trans-ZT）能够有效刺激茭白茎膨大。双元信号系统（two-component system，TCS）作为植物感受外
界环境并作出应答反应的系统，在细胞分裂素信号转导和传递过程中发挥着重要作用。本章通过生物

信息学分析共鉴定出69个茭白TCS家族基因，其中25个编码组氨酸激酶受体蛋白（HKs），8个编码含
组氨酸的磷酸转移蛋白（HPs），36个编码反应调节因子（RRs）。通过系统进化树分析发现茭白TCS基
因与水稻TCS基因具有密切的遗传进化关系。基因复制事件分析发现在茭白TCS基因中共有19对重复
基因对；非同义替换率与同义替换率的比值（Ka/Ks）分析表明，纯化选择作用于这些复制基因对，导
致进化过程中基因突变率较低。最后，利用转录组及荧光定量PCR分析，鉴定出ZlCHK1、ZlRRA5、
ZIRRA9、ZlRRA10、ZlPRR1和ZlPHYA这6个与茭白肉质茎的形成有密切关系的基因。其中，ZlRRA5、
ZlRRA9和ZlPHYA可在外源细胞分裂素反式玉米素的诱导下快速表达，因此细胞分裂素可能通过调控这
些基因的表达来调节茭白茎膨大过程。
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13.1  前言

茭白起源于野生的中国菰，经过多年人工驯化而来。中国菰属禾本科稻族菰属，其籽粒“菰米”

曾是我国古代重要的粮食。大约2 000年前，中国菰被黑粉菌侵染导致地上的茎膨大而形成鲜美多汁

的菌瘿——茭白（Guo et al., 2015）。现今，茭白在中国、日本以及一些东南亚国家是广受消费者喜爱

的蔬菜。在自然界中，植物冠瘿瘤可以由不同的病原体诱发，如细菌、病毒、真菌和原生生物等。虽

然引起冠瘿瘤的致病机制不同，但大多数植物病原体都具有改变寄主植物体内激素水平的能力，特别

是细胞分裂素水平。例如，可以在植物中引起冠瘿瘤的农杆菌携带有Ti质粒，它可以通过侵染植物把

T-DNA整合到宿主的基因组中（Chilton et al., 1977）。T-DNA携带了多种基因，其中就包括编码细胞分

裂素生物合成的关键限速酶异戊烯基转移酶（IPT）的基因。IPT能够促进宿主细胞中细胞分裂素的合

成，导致不受控制的细胞增殖和冠瘿瘤的形成（Barry et al., 1984）。
Chan和Thrower（1980）从茭白黑粉菌培养液中分离出细胞分裂素，表明该真菌在与茭白共生过

程中也可能产生细胞分裂素。另一项研究结果也表明，与不膨大的雄茭相比，膨大茭白茎中细胞分裂

素的含量显著提高，这表明细胞分裂素在茭白茎膨大过程中具有重要的作用（Yuh-Ling and Chin-Ho，
1990）。细胞分裂素是一类重要的植物激素，它介导了植物生长发育的各个方面，如顶端优势、侧枝生

成、种子萌发、花和果实发育、叶绿体分化、植物－病原菌互作、衰老以及芽和根系分化等（Edwards 
et al., 2018；Werner and Schmülling，2009）。细胞分裂素信号转导是通过双元系统（TCS）来完成的，

该系统由组氨酸激酶受体蛋白（HK）、含组氨酸的磷酸转移蛋白（HP）和反应调节因子（RR）组

成。在模式植物拟南芥中，TCS系统的一些关键基因已经被鉴定并进行了功能验证。AHK2、AHK3和
AHK4三种组氨酸激酶蛋白都被证明具有细胞分裂素受体活性（Schaller et al., 2008）。序列研究发现所

有细胞分裂素受体在预测的胞质外区域共享一个结构域，称为环化酶 /组氨酸激酶相关感觉胞外结构域

（CHASE），它是细胞分裂素的结合位点（Hisami et al., 2001）。在受到外界信号刺激时，受体蛋白会发

生自磷酸化。接着磷酸基团转移到拟南芥含组氨酸的磷酸转移蛋白（AHP）上，AHP能够进入细胞核

并将磷酸基团转移到B型受体上，在细胞核中，磷酸化的B型受体可以在其他靶点中转录激活A型受

体。A型受体作为主要细胞分裂素反应的抑制因子，提供负反馈调节（Susannah et al., 1997）。这种TCS
介导的组氨酸-天冬氨酸信号已被证实能够控制多种生物过程，如细胞渗透压的调节、对环境刺激的

反应以及细胞生长和增殖等（Lescot，2002）。
近年来，随着植物基因组测序的进展，TCS基因已在许多植物物种中被鉴定出来，如水稻（Pareek 

et al., 2006）、玉米（Chu et al., 2011）、大豆（Keiichi et al., 2010）、大白菜（Liu et al., 2014）、番茄（He 
et al., 2016a）和黄瓜（He et al., 2016b）等。本章首先研究了外源反式玉米素在茭白茎尖膨大中的作用。

与之前的报道一致，外源性细胞分裂素能刺激茭白孕茭与膨大。首先，作为了解茭白中细胞分裂素信

号转导的第一步，本章对茭白TCS基因家族进行了全基因组鉴定与分析，包括TCS蛋白序列和功能域

分析、系统发育关系预测、基因和蛋白质结构分析以及进化分析。其次，利用转录组研究TCS基因在

茭白茎尖膨大过程中的表达。最后，应用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）分析了TCS基因对外源细胞

分裂素的响应。本章研究为进一步验证TCS基因在茭白孕茭与茎膨大过程的功能奠定了基础。

13.2  植物材料采集

本章所用到的象牙茭（单季茭）和野生型茭白（简称野茭）均采集于安徽省六安市桃溪镇舒城农业科
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学研究所示范园。分别采集野茭（无黑粉菌侵染、茎尖不膨大）茎尖组织（0.5 cm大小）和象牙茭茎膨大阶

段不同大小茎尖（包括未膨大及5cm、10cm和20cm大小），并立即冷冻在液氮中，然后保存在-80℃下备用。

在茭白膨大两周前进行试验，处理组喷施150mg/L反式玉米素（trans-ZT）于茭白植株上（以液滴

覆盖全部展开的叶片且悬而不滴为准），对照组以相同浓度的酒精溶液进行喷施，喷施后每2d记录一次

茭白分蘖和孕茭情况，共记录18d。待茭白达到最佳采收状态，进行采收并测量茭白鲜重和大小。另外

分别在喷施后0h、2h、4h、8h、12h和24h采集茭白茎尖样品，保存在-80℃下备用。

13.3  外源喷施细胞分裂素对茭白孕茭和茎膨大的影响

如图13-1A所示，被黑粉菌侵染过的象牙茭肉质茎将会逐渐膨大，在两周内会膨大为长度20 cm的

茭白，而未被黑粉菌侵染的野茭茎未见膨大。为分析细胞分裂素对茭白孕茭与茎膨大的影响，在茭白

茎膨大前两周进行反式玉米素处理，喷施后每2d记录一次孕茭率，形态学观察和统计分析发现外源细

胞分裂素处理使茭白孕茭率提高了约15%（图13-1B、C）。此外，外源细胞分裂素处理显著提高了茭白

的鲜重和茎粗，这表明在膨大前喷施细胞分裂素可以有效提高茭白产量（图13-1D、E）。

A

B

野 茭

对 照 trans-ZT

未膨大 20cm 10cm 5cm
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Chan和Thrower（1980）从茭白肉质茎组织中分离出3种玉米素类似物，进一步分析发现体外培养

黑粉菌过程中也会产生玉米素。另外的研究发现，与未受黑粉菌侵染的雄茭茎尖相比，正常茭白茎尖中

能够检测到更高水平的顺式玉米素核苷（Yuh-Ling and Chin-Ho，1990）。作为细胞分裂素合成过程中的

重要限速酶，异戊烯基转移酶（IPT）在正常茭白茎尖组织中表达量比雄茭更高（Wang et al., 2017）。以

上证据表明，茭白和黑粉菌产生的细胞分裂素可能在茭白肉质茎形成中起关键作用，而细胞分裂素可

能通过促进细胞分裂和增大，从而促进茭白孕茭与茎膨大。本章研究表明外源细胞分裂素确实能够刺

激和促进茭白茎膨大，因此在生产上，细胞分裂素可以作为一种植物生长调节剂用来提高茭白的产量。

13.4  茭白细胞分裂素双元信号系统家族基因的全基因组鉴定

本章以拟南芥（Schaller et al., 2008）、水稻（Pareek et al., 2006）、玉米（Chu et al., 2011）、大豆

（Keiichi et al., 2010）、大白菜（Liu et al., 2014）和番茄（He et al., 2016a）的415条TCS蛋白序列为查

图13-1 茭白肉质茎形成和喷施外源细胞分裂素对茭白孕茭与茎膨大的影响
A.野茭（WT，左）和象牙茭（中、右） B.反式玉米素处理（右）和对照组（左）茭白茎膨大形态（膨大茭白用白色星标记）

C.150 mg/L 反式玉米素处理和对照组的茭白孕茭率（n＝12） D、E. 处理组和对照组茭白鲜重和大小（n ＞100）
注：＊表示差异显著（p＜0.05），＊＊表示差异极显著（p＜0.01）。
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询对象，进行HMM搜索和BLASTP分析，初步鉴定出茭白TCS家族基因成员，然后通过NCBI CDD、

Pfam和SMART三大数据库确认典型结构域，去除冗余序列，最终共得到69个茭白TCS序列，其中包

括25个HK(L)s、8个HPs和36个RRs。根据拟南芥的同源基因对茭白所有TCS成员进行命名（番茄、

黄瓜、西瓜均采用这种命名法）。如表13-1所示，TCS基因家族在模式植物拟南芥和一些重要作物中得

到广泛分析研究。茭白TCS基因数量（69个）与番茄（65个）最相近，且均高于除大豆（98个）和大

白菜（85个）外的其他已鉴定物种。此外，茭白TCS基因在3个亚家族的数量分布情况与水稻最为接

近，尤其是反应调节因子RR的数量分布。茭白与稻米同属于禾本科稻族，其遗传关系也最为接近。

表13-1 不同物种TCS基因数量（个）

物种 HK(L) HP(Pseudo-HP) A-RR B-RR C-RR Pseudo-RR 总数 参考文献

小立碗藓

（Physcomitrella patens）
18 3 7 5 2 4 39 Ishida et al.，2010

拟南芥

（Arabidopsis thaliana）
17（9） 6（1） 10 12 2 9 56 Schaller et al.，2008

日本百脉根

（Lotus japonicus）
14 7 7 11 1 5 40 Ishida et al.，2009

大豆

（Glycine max）
36（15） 13 18 15 3 13 98 Mochida et al.，2010

大白菜

（Brassica rapa ssp. 
pekinensis）

20（9） 8（1） 21 17 4 15 85 Liu et al.，2014

番茄

（Solanum lycopersicum）
20（11） 6（2） 7 23 1 8 65 He et al.，2016a

黄瓜

（Cucumis sativus）
18（8） 7（2） 8 8 0 5 46 He et al.，2016b

西瓜

（Citrullus lanatus）
19（9） 6（2） 8 10 1 5 49 He et al.，2016b

小麦

（Triticum aestivum）
7 10 41 2 0 2 45 Gahlaut et al.，2014

玉米

（Zea mays）
11（3） 9（2） 16 9 3 11 59 Chu et al.，2011

水稻

（Oryza sativa）
11（3） 5（3） 13 13 2 8 52 Pareek et al.，2006

茭白

（Zizania latifolia）
25（4） 8（3） 14 14 2 6 69 本章研究

注：L（like）代表相似的基因；Pseudo代表伪基因。

13.4.1  茭白组氨酸激酶受体蛋白（HK）

对茭白全基因组进行鉴定分析，共发现了25个组氨酸激酶受体蛋白基因及相似基因，如表13-2所
示，基于HK结构域是否保守，认定了21个组氨酸激酶受体蛋白基因（ZlHKs）和4个组氨酸激酶受体

蛋白相似基因（ZlHKLs）。这些HKs蛋白可以进一步分为不同的亚家族，如25个HKs中有8个细胞分

裂素受体（CHKs）、1个CKI-like蛋白、7个乙烯受体（ERSs和ETRs）、5个光敏色素受体（PHYs）和

4个丙酮酸脱氢酶激酶（PDKs）。如图13-2A所示，典型的HK结构域（图13-3 motif 1和motif 7）有5
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个保守的氨基酸位点（H、N、G1、F和G2），其中H是最关键的功能位点。通过多序列比对发现，除

ZlCHK2和ZlCHK3外，其他茭白HKs和HKLs蛋白均具有保守组氨酸残基H。所有的蛋白质序列都含

有完整的N基序，然而G1、F和G2基序只出现在ZlCHK3和ZlCHK4中，这表明部分HK/HKL蛋白可

能不具有完整的组氨酸激酶功能，或者这些基序可能不是组氨酸激酶受体磷酸化所必需的。值得注

意的是，只有ZlCHK4具有完整的HK结构域，这表明其在茭白中可能具有重要的功能。表13-2和图

13-2A也显示除ZlCHK2和ZlCHK3外，这些细胞分裂素受体中都存在CHASE结构域（图13-3 motif 11）
和1 ～ 4个跨膜结构域（transmembrane domain，TM）。CHASE和TM都被证明对细胞分裂素的膜相关

识别和结合至关重要。此外，如图13-2A，除ZlCHK7外，所有ZlCHKs均具有天冬氨酸（Asp）残基

的接收域（图13-3 motif 9和motif 13），且都是保守的。ZlCHK1和ZlCHK2与拟南芥AHK2同源，同源

性分别为65%和46%，ZlCHK3和ZlCHK4与拟南芥AHK3同源，同源性分别为61%和63%。另外4个
与AHK4同源的细胞分裂素受体基因（ZlCHK5、ZlCHK6、ZlCHK7和ZlCHK8），均与CRE1/AHK4/WOL
高度同源（同源性达55% ～ 72%）（表13-2）。有研究表明AHK2、AHK3和CRE1/AHK4/WOL都是

细胞分裂素受体，可以调节拟南芥细胞分裂信号转导。一些控制细胞周期和分生组织的主要基因，如

CYCD3和STM1会响应细胞分裂素反应，并在CRE1/AHK4/WOL下游发挥作用，以调节茎和根的发育。

因此，这些鉴定出的茭白细胞分裂素受体可能与细胞分裂素调节茭白茎膨大有关。

如表13-2所示，7个乙烯受体ZlETR1至ZlETR4和ZlERS1至ZlERS3都具有HK、HATPase和磷酸腺

苷酸环化酶FhlA（GAF）结构域。尽管具有活性的组氨酸激酶可以微妙地调节乙烯反应，但在乙烯信

号转导中的作用尚未被证实。然而，含组氨酸激酶活性的乙烯受体可能会使乙烯信号转导与其他激素

信号转导（如细胞分裂素TCS途径）之间发生交互作用。所有光敏色素亚家族成员（ZlPHY A、B、C、
D和E）都具有光敏色素结合位点（PHY）、GAF和信号传感器（PAS）这三个结构域（表13-2）。它

们在拟南芥等植物生长发育过程中，对红光和远红光信号响应和光形态建成至关重要（Rockwell et al., 
2006）。在所有茭白ZlPDKs蛋白（ZlPDK1至ZlPDK4）中均发现了HATPase结构域。Yao和Offringa

（1990）的研究揭示了拟南芥中的PDK1可以通过磷酸化AGC1激酶PAX来调节生长素运输和维管束发育。

表13-2 茭白组氨酸激酶受体蛋白（类似物）［HK(L)］

蛋白质 ID
基因
名称

结构域 a 基因家族
与拟南芥对
应的基因

得分
同源性 b

（%）
氨基酸
（个）

分子质量
（ku）

等电点
（pI）

TM数
量（个）

亚细胞
定位 c

Zlat_10043954 ZlCHK1
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK2 532 65 609 67.56 7.26 4 内膜系统

Zlat_10043955 ZlCHK2 HisKA, HATPase_c, REC
细胞分裂

素受体
AHK2 207 46 445 49.66 6.65 0 细胞核

Zlat_10033100 ZlCHK3 HisKA, HATPase_c, REC
细胞分裂

素受体
AHK3 673 61 570 63.2 6.72 0 细胞核

Zlat_10033475 ZlCHK4
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK3 1 045 63 861 95.89 8.55 1 细胞核

Zlat_10002572 ZlCHK5
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK4 746 68 907 99.75 6.02 2 内膜系统

Zlat_10008874 ZlCHK6
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK4 202 72 430 48.69 5.58 1 内膜器膜

Zlat_10009428 ZlCHK7
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK4 620 69 618 69.42 5.27 1 细胞核
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蛋白质 ID
基因
名称

结构域 a 基因家族
与拟南芥对
应的基因

得分
同源性 b

（%）
氨基酸
（个）

分子质量
（ku）

等电点
（pI）

TM数
量（个）

亚细胞
定位 c

Zlat_10007870 ZlCHK8
HisKA, HATPase_c, 
CHASE, REC, TM

细胞分裂

素受体
AHK4 335 55 716 78.44 5.41 1 细胞核

Zlat_10005586 ZlCKI1 HisKA, HATPase_c, REC
CKI-like
蛋白

CKI1 330 36 810 89.62 5.81 0 细胞核

Zlat_10007295 ZlERS1
HisKA, HATPase_c, GAF, 

TM
乙烯受体 ETR1 900 74 636 70.93 6.86 3 内膜系统

Zlat_10019946 ZlERS2 HisKA, HATPase_c, GAF 乙烯受体 ETR1 380 65 314 34.48 5.29 0 细胞核

Zlat_10028651 ZlERS3
HisKA, HATPase_c, GAF, 

TM
乙烯受体 ETR1 879 75 635 70.79 6.82 3 内膜系统

Zlat_10043320 ZlETR1
HisKA, HATPase_c, GAF, 

REC, TM
乙烯受体 ETR2 549 47 842 93.21 6.89 4 质膜

Zlat_10010084 ZlETR2
HisKA, HATPase_c, GAF, 

REC, TM
乙烯受体 EIN4 669 51 759 85.01 6.21 3 内膜系统

Zlat_10043113 ZlETR3
HisKA, HATPase_c, GAF, 

REC, TM
乙烯受体 EIN4 662 51 758 84.99 6.18 3 质膜

Zlat_10044950 ZlETR4
HisKA, HATPase_c, GAF, 

REC
乙烯受体 EIN4 302 39 507 54.79 7.52 0 细胞核

Zlat_10007862 ZlPHYA
HisKA, HATPase_c, GAF, 

PAS
光敏色素

受体
PHYA 1 456 64 1 128 125.1 5.78 0 细胞核

Zlat_10002747 ZlPHYB
HisKA, HATPase_c, GAF, 

PAS
光敏色素

受体
PHYA 1 439 63 1 129 125.24 5.83 0 细胞核

Zlat_10036932 ZlPHYC
HisKA, HATPase_c, GAF, 

PAS
光敏色素

受体
PHYB 1 736 75 1 190 130.73 5.72 0 细胞器膜

Zlat_10005292 ZlPHYD
HisKA, HATPase_c, GAF, 

PAS
光敏色素

受体
PHYB 1 710 75 1 178 123.76 5.69 0 细胞核

Zlat_10007618 ZlPHYE
HisKA, HATPase_c, GAF, 

PAS
光敏色素

受体
PHYC 1 384 59 1 137 125.65 5.62 0 叶绿体

Zlat_10046362 ZlPDK1 HATPase_c
丙酮酸脱

氢酶激酶
PDK 530 74 363 40.77 6.08 0 叶绿体

Zlat_10041425 ZlPDK2 HATPase_c
丙酮酸脱

氢酶激酶
PDK 521 72 363 40.73 6.33 0 叶绿体

Zlat_10030552 ZlPDK3 HATPase_c
丙酮酸脱

氢酶激酶
PDK 551 76 363 40.91 6.68 0 细胞核

Zlat_10018898 ZlPDK4 HATPase_c
丙酮酸脱

氢酶激酶
PDK 555 73 405 44.76 6.84 0 叶绿体

a  代表保守的组氨酸激酶结构域（HK）、接收域（REC）、细胞分裂素结合相关结构域（CHASE）、光敏色素结构域 （PHY）。

b  为茭白基因与拟南芥对应基因的同源性。

c  代表用BUSCA （Bologna unified subcellular component annotator）预测的亚细胞定位。

（续）
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图13-2 茭白ZlHK(L)的氨基酸序列比对
A.组氨酸激酶受体蛋白（类似物）结构域 B.组氨酸激酶受体蛋白（类似物）CHASE结构域

注：保守结构域已经标示出。
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13.4.2  茭白含组氨酸的磷酸转移蛋白（HP）

如表13-3，茭白中共鉴定出8个ZlHPs基因，其中包括5个真HPs（authentic HPs）和3个伪HPs
（pseudo-HPs）。所有的ZlHPs都是短序列蛋白，长度为146 ～ 276个氨基酸，而且都具有两个编码

HPt保守结构域的基序（对应图13-4中的motif 1和motif 2）。5个真HPs（ZlHP1、ZlHP2、ZlHP4、
ZlHP7和ZlHP8）都具有HP蛋白典型序列×HQ×KGSS×S，且在H位点高度保守，而其他3个伪HPs
（ZlHP3、ZlHP5和ZlHP6）的组氨酸磷酸化位点（H）被谷氨酰胺残基（Q）所取代（图13-5）。从表

13-3中可以看到，除ZlHP1和ZlHP3外，所有的茭白HPs都定位于细胞核，这可能是它们进行磷酸基

团传递所必需的。已有的研究发现，在磷酸传递过程中，HP会从细胞质转移到细胞核。此外，所有的

ZlHPs都包含5 ～ 7个内含子，具有非常相似的基因结构和motif组成。

进一步分析表明，ZlHP1和ZlHP2与拟南芥AHP1同源，其同源性分别为20%和50%（表13-3）。前

人研究证明拟南芥中AHP1可以通过与CRE1/AHK4/WOL和B型ARR（如ARR1）互作来发挥磷酸转移

中间体的作用。此外还发现茭白中有4个基因（ZlHP3、ZlHP4、ZlHP5和ZlHP6）与拟南芥AHP4同源，

且同源性较高（59% ～ 63%）。茭白中3个pseudo-HPs（ZlHP3、ZlHP5和ZlHP6）与拟南芥真HP（AHP4）
的同源性明显高于拟南芥pseudo-HP （APHP1），而且在水稻和黄瓜中也发现了相同的现象。ZlHP7和
ZlHP8与拟南芥AHP5的同源性均为46%，比对发现它们的序列高度相似，表明这两个基因之间可能存

在功能冗余。

表13-3 茭白含组氨酸的磷酸转移蛋白（HP）

蛋白质 ID 基因名称 结构域 a 基因家族
与拟南芥对
应的基因

得分
同源性 b

（%）
氨基酸
（个）

分子质量
（ku）

等电点
（pI）

亚细胞定位 c

Zlat_10020936 ZlHP1 HPt HPt AHP1 117 20 210 23.93 8.57 细胞器膜

Zlat_10031305 ZlHP2 HPt HPt AHP1 115 50 146 16.63 5.28 细胞核

Zlat_10002667 ZlHP3 pseudo-HPt pseudo-HPt AHP4 162 61 276 30.89 7.11 细胞外间隙

Zlat_10013094 ZlHP4 HPt HPt AHP4 184 59 151 17.84 8.33 细胞核

Zlat_10015279 ZlHP5 pseudo-HPt pseudo-HPt AHP4 187 59 158 18.03 8.2 细胞核

Zlat_10032102 ZlHP6 pseudo-HPt pseudo-HPt AHP4 197 63 151 17.42 7.55 细胞核

Zlat_10034774 ZlHP7 HPt HPt AHP5 125 46 149 16.78 4.71 细胞核

Zlat_10034845 ZlHP8 HPt HPt AHP5 125 46 149 16.79 4.66 细胞核

a 代表该蛋白是具有保守的含组氨酸的磷酸转移结构域（HPt）或缺乏组氨酸磷酸化位点的伪HPt。
b 为茭白基因与拟南芥对应基因的同源性。

c 代表用BUSCA （Bologna unified subcellular component annotator）预测的亚细胞定位。

13.4.3 茭白反应调节因子（RR）

如表13-4所示，茭白中共鉴定出36个ZlRRs基因，包括14个A-RRs、14个B-RRs、2个C-RRs和6个
pseudo-RRs。所有的A-RRs长度都较短（76 ～ 269个氨基酸），且都包含保守的接收域（图13-6 motif 1、 
motif 3和 motif 4）以及短的N和C端延伸。此外，大多数A-RRs包含4个内含子。茭白中14个ZlRRAs
与拟南芥同源基因高度同源（52% ～ 81%）。所有茭白B-RRs（ZlRRB1至ZlRRB14）除了具有保守的

接收域外，都包含长C端延伸，具有Myb-like DNA结合域（图13-6 motif 2），表明它们具有转录因子的

功能。除ZlRRB6外，所有B-RRs都定位于细胞核内（表13-4），且大多数B-RRs都有4 ～ 5个内含子。 
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茭白B-RRs与拟南芥同源基因同源性为30% ～ 66%。与A-RRs不同，两个茭白C-RRs（ZlRRC1和
ZlRRC2）尽管都包含一个接收域（图13-6 motif 1和motif 4），但缺少长C端延伸。这两个ZlRRCs均含

有3个内含子，与拟南芥同源基因ARR24的相似性分别为40%和41%。此外，6个被鉴定为pseudo-RRs
（ZlPRR1至ZlPRR6）的蛋白都有一个保守的接收域（图13-6 motif 1和motif 4）和一个CCT结构域（图

13-6 motif 5），其中CCT结构域被证明在调节植物昼夜节律中发挥重要作用。这些茭白pseudo-RRs与拟南

芥同源基因同源性为39% ～ 54%。除ZlPRR2外，所有的茭白C-RRs和pseudo-RRs均定位于细胞核内。此

外，同一类别的ZlRRs基因通常具有非常相似的基因结构和motif组成，从而支持了茭白反应调节因子进

化的保守性和系统发育分类的可靠性。

表13-4 茭白反应调节因子（RR）

蛋白质 ID 基因名称 结构域 a 基因
家族

与拟南芥对
应的基因

得分
同源性 b

（%）
氨基酸
（个）

分子质量
（ku）

等电点
（pI）

亚细胞定位 c

Zlat_10022933 ZlRRA1 REC A型 ARR3 103 61 167 16.23 5.71 细胞核

Zlat_10026415 ZlRRA2 REC A型 ARR3 110 65 175 16.16 6.84 叶绿体

Zlat_10028329 ZlRRA3 REC A型 ARR3 129 64 143 15.11 9.46 细胞核

Zlat_10028974 ZlRRA4 REC A型 ARR3 129 64 137 14.75 6.59 细胞核

Zlat_10030869 ZlRRA5 REC A型 ARR3 124 54 258 28.13 5.99 细胞外间隙

Zlat_10032021 ZlRRA6 REC A型 ARR3 121 52 269 29.31 7.6 质膜

Zlat_10033406 ZlRRA7 REC A型 ARR6 152 64 165 17.89 9.1 叶绿体外膜

Zlat_10001454 ZlRRA8 REC A型 ARR8 200 72 234 25.56 4.83 细胞核

Zlat_10017478 ZlRRA9 REC A型 ARR8 99.4 59 187 21.08 6.81 细胞核

Zlat_10016677 ZlRRA11 REC A型 ARR9 204 57 215 24.01 6.06 细胞核

Zlat_10020468 ZlRRA12 REC A型 ARR9 137 81 176 19.42 6.74 细胞核

Zlat_10029578 ZlRRA13 REC A型 ARR9 134 57 231 25.92 4.07 细胞外间隙

Zlat_10044807 ZlRRA14 REC A型 ARR9 220 70 196 22.08 6.05 细胞核

Zlat_10024295 ZlRRB1 REC, Myb B型 ARR1 352 57 689 73.95 5.99 细胞核

Zlat_10041210 ZlRRB2 REC, Myb B型 ARR1 356 57 688 73.83 6.13 细胞核

Zlat_10019278 ZlRRB3 REC, Myb B型 ARR2 186 39 353 40.14 7.07 细胞核

Zlat_10010976 ZlRRB4 REC, Myb B型 ARR10 278 42 627 68.56 5.95 细胞核

Zlat_10006425 ZlRRB5 REC, Myb B型 ARR11 128 62 179 20.47 4.81 细胞核

Zlat_10007685 ZlRRB6 REC, Myb B型 ARR11 47.4 30 340 36.56 5.61 细胞质

Zlat_10010099 ZlRRB7 REC, Myb B型 ARR11 328 50 583 65.13 5.04 细胞核

Zlat_10033001 ZlRRB8 REC, Myb B型 ARR11 348 54 580 65.07 5.16 细胞核

Zlat_10007027 ZlRRB9 REC, Myb B型 ARR12 321 49 707 76.01 6.25 细胞核

Zlat_10018529 ZlRRB10 REC, Myb B型 ARR12 343 55 694 76.02 5.87 细胞核

Zlat_10018563 ZlRRB11 REC, Myb B型 ARR12 322 66 693 75.34 6.2 细胞核

Zlat_10022449 ZlRRB12 REC, Myb B型 ARR12 336 59 621 68.29 5.88 细胞核

Zlat_10028769 ZlRRB13 REC, Myb B型 ARR12 348 60 626 68.84 5.8 细胞核
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蛋白质 ID 基因名称 结构域 a 基因
家族

与拟南芥对
应的基因

得分
同源性 b

（%）
氨基酸
（个）

分子质量
（ku）

等电点
（pI）

亚细胞定位 c

Zlat_10041971 ZlRRB14 REC, Myb B型 ARR14 106 46 299 31.15 6.61 细胞核

Zlat_10027036 ZlRRC1 REC C型 ARR24 66.6 40 128 13.85 5.69 细胞核

Zlat_10029496 ZlRRC2 REC C型 ARR24 67.8 41 129 13.8 5.68 细胞核

Zlat_10006383 ZlPRR1 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR1 306 39 518 57.68 6.34 细胞核

Zlat_10008561 ZlPRR2 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR7 318 41 764 82.49 8.52 叶绿体外膜

Zlat_10024918 ZlPRR3 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR7 347 40 742 81.17 6.23 细胞核

Zlat_10017908 ZlPRR4 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR5 228 39 629 70.06 6.78 细胞核

Zlat_10023948 ZlPRR5 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR5 212 53 684 74.99 8.21 细胞核

Zlat_10035513 ZlPRR6 Pseudo-REC, CCT Pseudo APRR5 215 54 682 75.18 8.44 细胞核

a 代表接收域（REC）、缺乏保守位点D的伪接收域 （pseudo-REC）、Myb样结构域（Myb）、植物特有生物钟蛋白调节域 （CCT 
motif）。

b  为茭白基因与拟南芥对应基因的同源性。

c 代表用BUSCA （Bologna unified subcellular component annotator）预测的亚细胞定位。

13.5  茭白细胞分裂素双元信号系统家族系统进化树分析

本章采用最大似然法（maximum likelihood，ML），利用已知的拟南芥（Arabidopsis thaliana）、水

稻（Oryza sativa）、玉米（Zea mays）、大豆（Glycine max）、大白菜（Brassica rapa ssp. pekinensis）、番

茄（Solanum lycopersicum）和茭白（Zizania latifolia）的TCS家族蛋白质序列构建了3个系统进化树。

从自举值和进化树结构来看，7个物种的所有HKs序列可以分为7个亚家族，分别是细胞分裂素受体

（cytokinin receptor）、乙烯受体（ethylene receptor）、光敏色素（PHY-like）、CKI1-like、CKI2/AHK5-
like、AHK1-like、PDK-like和丙酮酸脱氢酶激酶（图13-7），该结果与以往研究中的分型结果一致。与

其他物种相比，茭白HKs成员与水稻、玉米具有更密切的亲缘关系，而这两个物种都是单子叶植物，

说明HKs的基因扩增事件发生在单双子叶分化之后。此外，单子叶和双子叶植物的HK(L)s基因在各亚

家族中呈交替分布，而在AHK1-like亚家族中未出现单子叶植物成员。

所有来自7个物种的HPs可以分为3个亚家族Clade Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ（图13-8）。Clade Ⅱ只包含单子叶植物

HPs，而Clade Ⅲ中的所有HPs都来自双子叶植物。这些结果表明，HP的基因扩增事件也发生在单子叶

和双子叶分化之后。除ZlHP4外，其余4个ZlHPs均分布于Clade Ⅱ，而Clade Ⅰ主要包含单子叶和双子

叶pseudo-HPs。如图13-8所示，所有茭白ZlHPs都与水稻OsHPs的系统发育关系最密切。

所有的RRs成员分成了4个亚家族，包括A-RRs、B-RRs、C-RRs和pseudo-RRs（图13-9）。在这

些亚家族中，茭白ZlRR成员总是表现出与水稻OsRRs具有更亲密的进化关系。系统发育分析表明，所

有A-RRs基因在单子叶和双子叶植物间具有密切的进化关系和交替分布，表明A-RRs基因可能在单子

叶和双子叶植物分化之前就已经发生了扩增。进一步划分，B-RRs可以分为3个亚群（B-RRsⅠ、Ⅱ和

Ⅲ），这与以往的研究结果一致。其中，B-RRsⅡ亚群仅包含拟南芥、大白菜和番茄这几个双子叶植物的

RRs；单子叶植物的RRs可能在进化过程中消失了。除ZlRRB3和ZlRRB14外，茭白其余B-RRs均属于

B-RRsⅠ亚群。在大豆和黄瓜中也出现了类似的情况。这7个物种所有pseudo-RRs聚到B-PRRs和Clock 
PRRs亚群中（图13-9）。

（续）
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图13-8 拟南芥、水稻、玉米、大豆、大白菜、番茄和茭白HP及相关蛋白系统进化树

CladeⅠ

Clad
eⅢ

CladeⅡ

图13-7 拟南芥、水稻、玉米、大豆、大白菜、番茄和茭白HK及相关蛋白系统进化树
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13.6  茭白细胞分裂素双元信号系统基因在进化中的选择压力分析

为进一步了解茭白TCS基因家族在漫长的进化过程中是如何扩增的，对其基因复制事件进行了研

究。在茭白中共鉴定出19对复制基因对，包括10对ZlHK、3对ZlHP和6对ZlRR（表13-5）。此外，还

通过计算基因对之间非同义替换率与同义替换率的比值（Ka/Ks）来研究TCS基因家族进化过程中的选

择压力。结果表明，除ZlPDK1/ZlPDK4、ZlPDK2/ZlPDK4和ZlPDK3/ZlPDK4外，其他16对茭白TCS基
因的Ka/Ks值均小于1（图13-10），这表明茭白TCS基因家族经历了较强的纯化选择，这些基因在进化

过程中错义突变积累速度较慢。

表13-5 茭白TCS中复制基因对

基因1 基因2 算法 Ka Ks Ka/Ks p值 (Fisher)

ZlETR3 ZlETR2 MA 0.031 0.141 0.221 5.03 744×10-18

ZlPHYC ZlPHYD MA 0.028 0.153 0.180 2.69×10-31

ZlETS3 ZlETS1 MA 0.024 0.182 0.132 1.07×10-25

ZlPHYA ZlPHYB MA 0.030 0.169 0.178 5.58×10-35

图13-9 拟南芥、水稻、玉米、大豆、大白菜、番茄和茭白RR及相关蛋白系统进化树
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基因1 基因2 算法 Ka Ks Ka/Ks p值 (Fisher)

ZlPDK3 ZlPDK4 MA 1.025 0.923 1.111 0.0 173 384

ZlPDK2 ZlPDK4 MA 1.015 0.956 1.061 0.167 968

ZlPDK1 ZlPDK4 MA 1.014 0.956 1.060 0.18 315

ZlPDK2 ZlPDK3 MA 0.087 0.531 0.164 2.53×10-37

ZlPDK1 ZlPDK3 MA 0.084 0.590 0.142 3.45×10-44

ZlPDK1 ZlPDK2 MA 0.030 0.175 0.171 4.61×10-13

ZlHP7 ZlHP8 MA 0.019 0.053 0.356 0.0 722 102

ZlHP7 ZlHP2 MA 0.176 0.822 0.215 2.47×10-18

ZlHP6 ZlHP5 MA 0.016 0.164 0.095 1.09×10-7

ZlRRB2 ZlRRB1 MA 0.034 0.148 0.228 3.91×10-16

ZlPRR6 ZlPRR5 MA 0.078 0.085 0.914 0.557431

ZlRRB8 ZlRRB7 MA 0.034 0.180 0.187 2.30×10-19

ZlRRC2 ZlRRC1 MA 0.058 0.400 0.146 1.55×10-8

ZlRRB12 ZlRRB13 MA 0.042 0.187 0.224 1.21×10-17

ZlRRA4 ZlRRA3 MA 0.041 0.221 0.185 2.89×10-6

注：MA为model averange（模型平均）。

（续）

图13-10 茭白TCS基因重复事件的Ka/Ks值散点图
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13.7  茭白茎不同膨大时期细胞分裂素双元信号系统基因的表达

为了进一步研究茭白TCS基因在细胞分裂素调控的肉质茎形成过程中的功能，利用转录组测序技

术对茭白茎膨大过程中茎尖TCS基因的表达进行了研究。比较野茭茎尖（未感染黑粉菌的野生型茭

白）、幼嫩但未膨大的茎尖（黑粉菌感染的8叶期象牙茭）以及正在膨大过程中的象牙茭样品的TCS基
因表达水平，结果如图13-11所示。研究结果表明，ZlCHK1和ZlETR2两个基因的转录水平表现出瞬时

动态变化，编码红光受体光敏色素A的基因（ZlPHA）转录物在茎形成过程中会短暂积累，而ZlPDK2
在感染嫩茎中被激活（图13-11A）。磷酸化转移蛋白基因ZlHP1、ZlHP2和ZlHP6的表达量升高与感染

肉质茎生长有关（图13-11B）。值得注意的是，ZlHP2/ZlHP7这个同源基因对表现出不同的表达模式，

表明基因复制事件发生后它们的功能存在差异（图13-11B）。ZlRRA5和ZlRRA9编码的反应调节因子在

茭白茎膨大前就被激活，推测这两个基因的表达可能对茭白孕茭有作用；而ZlRRA7和ZlRRA10编码的

两个A-RRs和ZlPRR1在茭白茎膨大过程中被激活较晚，主要作用应该是促进茭白茎膨大。总的来看，

在茭白茎膨大过程中B-RRs大部分转录水平都比较低，而ZlRRB12在茭白形成早期表现出瞬时高表

达（图13-11C）。此外，为了验证转录组数据，对不同亚家族不同功能的5个基因（ZlCHK1、ZlPHYA、
ZlHP6、ZlHP7和ZlRRA5）的表达水平进行了qRT-PCR验证，结果表明其表达趋势与测序数据基本一

致，证明了转录组测序结果的可靠性（图13-12）。

图13-11 茭白茎不同膨大阶段ZlHK(L )s(A)、ZlHPs(B)和ZlRRs(C)基因表达水平
注：基因表达水平用TPM (transcripts per kilobase million)来衡量。
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图13-12 部分茭白TCS基因在不同生长阶段表达量

本章研究发现喷施外源细胞分裂素能够提高茭白孕茭率促进茭白茎膨大。为了深入研究细胞分裂

素信号转导过程中TCS基因对外源细胞分裂素的响应，根据转录组结果分析挑选了9个与茭白孕茭和

茎膨大相关的基因（包括ZlCHK1、ZlRRA5、ZlRRA7、ZlRRA8、ZlRRA9、ZlRRA10、ZlPHYA、ZlRRB7
和ZlPRR1），应用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测其对外源反式玉米素的响应。结果表明这9个基

因在未经处理的对照样品中的表达都显示出相似的表达趋势，即不同基因的表达水平在0 ～ 8h内都出

现短暂下降而后上升的情况（图13-13）。ZlRRA5、ZlRRA9和ZlPHYA在反式玉米素处理后2 ～ 4h表达

短暂升高，而后又开始下降。在细胞分裂素处理后，A-RRs中只有部分基因的表达会被快速激发，这表

明细胞分裂素信号转导调控茭白形成过程具有复杂性。研究还发现，利用反式玉米素处理4h后，红光

和远红光传感器基因ZlPHYA的表达迅速受到诱导。在拟南芥中，ZlPHYA相对应的基因PHYA在光调控

植物发育过程中发挥着多种作用，如种子萌发、节间伸长和根毛生长等。ZlPHYA基因在细胞分裂素调

节茭白茎膨大过程中的功能需要进一步深入研究。

ZlRRA56

5

4

3

2

1

0

相
对
表
达
量

5c
m

10
cm

20
cm

ZlHP66

5

4

3

2

1

0

相
对
表
达
量

5c
m

10
cm

20
cm

ZlHP76

5

4

3

2

1

0

相
对
表
达
量

5c
m

10
cm

20
cm

野
茭

未
膨
大

野
茭

未
膨
大

野
茭

未
膨
大

野
茭

未
膨
大

野
茭

未
膨
大



Genomics of Zizania latifolia
中国菰和茭白基因组学研究

286

4

3

2

1

0

相
对
表
达
量

0h 2h 4h 8h 24h

ZlCHK1
对照

trans-ZT

图13-13 茭白中9个TCS基因对反式玉米素处理的响应
注：横坐标轴值为反式玉米素处理时间。＊表示差异显著（p＜0.05），＊＊表示差异极显著（p＜0.01）。
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13.8  结论

综上所述，本章研究发现喷施外源反式玉米素能有效提高茭白的孕茭率，促进茭白肉质茎膨大，

提高茭白产量。通过茭白全基因组分析，共分离与鉴定出了69个双元信号系统（TCS）家族基因，包

括3个亚家族：25个编码组氨酸激酶受体蛋白（HKs）的基因、8个编码含组氨酸的磷酸转移蛋白

（HPs）的基因以及36个编码反应调节因子（RRs）的基因。其中，RRs包括14个A-RRs、14个B-RRs、
2个C-RRs和6个伪反应调节因子（ZlPRRs）。系统进化树分析表明茭白TCS基因与水稻TCS基因具有

最为密切的系统发育关系。分析发现，茭白TCS基因中共有19对复制基因对。非同义替换率与同义替

换率的比值（Ka/Ks）分析表明，纯化选择在这些基因对进化过程中发挥了主导作用，导致这些基因对

在进化过程中发生突变较少。最后，利用转录组学方法和qRT-PCR技术研究TCS基因在茎膨大过程中

和细胞分裂素喷施后的表达情况，结果发现，细胞分裂素能够调控茭白孕茭与茎膨大，与TCS基因的

相
对
表
达
量
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表达具有密切关系。筛选出的ZlCHK1、ZlRRA5、ZlRRA9、ZlRRA10、ZlPRR1和ZlPHYA这6个目标基因，

为今后深入研究细胞分裂素调控茭白茎膨大的分子机制奠定了基础。
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