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ＥＭＳ 诱导红阳猕猴桃耐寒突变体的筛选及转录组分析
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( 西南林业大学西南山区森林资源保护与利用教育部重点实验室ꎬ 昆明 ６５０２２４ )

摘　 要: 红阳猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’)具有较高的经济价值和营养价值ꎬ以及较

好的市场开发前景ꎮ 但近年红阳猕猴桃产区如云南、四川等多地多次遭遇倒春寒等极端天气ꎬ其抗寒性差

的缺点限制了发展空间ꎮ 该研究通过在组培的过程中使用甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)诱导红阳猕猴桃突变体ꎬ进
而筛选出耐寒突变体ꎬ并通过转录组分析探究其胁迫响应机制ꎮ 该研究以红阳猕猴桃叶片为实验材料ꎬ在
组培时(４.４ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＭＳ＋４.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ 琼脂＋１.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡ＋１５ ｇ􀅰Ｌ￣１ 蔗糖＋０.０１ ~ ０.１０ ｇ􀅰
Ｌ￣１ ＥＭＳ)利用 ＥＭＳ 诱导技术诱导突变体ꎬ并在低温环境下筛选出耐寒突变体ꎮ 选出的耐寒突变体和正常红

阳猕猴桃组培苗先进行 ４ ℃ １２ ｈ 寒胁迫处理ꎬ再进行转录组测序分析ꎮ 结果表明:(１)通过初步的表型鉴

定ꎬ当 ＥＭＳ 处理浓度为 ０.０６ ｇ􀅰Ｌ￣１时诱导的部分突变体具有一定的耐寒性ꎻ(２)在转录组测序数据 ＧＯ 功能

富集分析中ꎬ富集条目最多的是生物学过程ꎻ(３)利用 ＫＥＧＧ 数据库分析时ꎬ共筛选到 ２１ 个差异表达基因在

１５ 条通路中得到注释且均为上调表达ꎬ其中内质网中的蛋白质加工通路(ａｔｈ０４１４１)中富集的差异表达基因

最多ꎬ并且该通路内的 ｓＨＳＦ、Ｈｓｐ７０ 和 ＮＥＦ 可能与耐寒机制调控有关ꎮ 综上研究结果为红阳猕猴桃耐寒种

质资源的研究与利用提供了材料基础及理论依据ꎮ
关键词: 猕猴桃ꎬ 甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)ꎬ 耐寒突变体ꎬ 转录组ꎬ 热激蛋白

中图分类号: Ｑ９４３　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０２３)０９￣１７００￣１０

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥＭＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

ＹＡＮＧ Ｎａꎬ ＹＥ Ｑｉｎｘｉａꎬ ＷＥＩ Ｚｈｕｏꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈａｎｙａｏ∗

( Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａꎬ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２２４ꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｅ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ (Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’) ｈａｓ ｈｉｇｈ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ
ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｍａｒｋｅｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ｓｕｃｈ ａｓ
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ｕｓｉｎｇ ＥＭＳ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｕｓｉｎｇ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｌｅａｖｅｓ ａｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ (４.４ ｇ􀅰Ｌ￣１

ＭＳ ＋ ４.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ ａｇａｒ ＋ １.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡ ＋ ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡ ＋ １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ０.０１－０.１０ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＥＭＳ) ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｏｒ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ
ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ４ ℃ １２ ｈ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｌａｔｅｒꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ０.０６ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＥＭＳ ｗｅｒｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｃｏｌｄꎻ (２) Ｉｎ ｔｈｅ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａꎬ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｅｎｔｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎻ (３) Ｗｈｅｎ ｕｓｉｎｇ
ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ) ｗｅｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ １５ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ａｎｄ ｗｈｉｃｈ
ｗｅｒｅ ａｌｌ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ (ａｔｈ０４１４１) ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｈａｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ＤＥＧｓꎬ
ａｎｄ ｓＨＳＦꎬ Ｈｓｐ７０ꎬ ａｎｄ ＮＥＦ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｍａｔｅｒｉａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒａｔｉｏｎａｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ
ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｋｉｗｉｆｒｕｉｔꎬ ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ (ＥＭＳ)ꎬ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｍｕｔａｎｔꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎬ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 红阳猕猴桃 ( Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’)果心呈血红色放射状ꎬ味甜可口ꎬ含
有较高的维生素 Ｃ、维生素 Ｅ、多种游离氨基酸及

矿物质成分ꎬ且含有独特的花青素ꎬ是兼具保健及

美容功能于一体的重要经济作物(张维等ꎬ２０２１)ꎮ
红阳猕猴桃属于早熟型品种ꎬ对低温尤为敏感(马
秋诗ꎬ２０１４)ꎮ 红阳猕猴桃对种植区环境要求较

高ꎬ需要达到夏季无酷暑、冬季无严寒(黄永红等ꎬ
２０１６)ꎮ 南 方 多 省 市 近 年 日 降 温 幅 度 都 超 过

１０ ℃ꎬ不断刷新历史气温最低值ꎬ这些气候变化导

致温度骤降ꎬ对猕猴桃产业产生一定影响ꎬ严重时

导致猕猴桃树体直接冻死(李化龙等ꎬ２０２１)ꎮ 随

着红阳猕猴桃生产的迅速发展和种植面积的不断

扩大ꎬ气候的异常变化严重制约其发展ꎬ低温胁迫

成为影响其生长、果实质量和产量的主要因素之

一ꎮ 因此ꎬ培育出耐寒性强的红阳猕猴桃种质资

源已成为生产中的重要研究内容之一ꎮ
近年来ꎬ耐寒诱变育种已经被广泛运用于各

个植物遗传育种中的抗寒品种选育中ꎬ技术也趋

于成熟 (陈祥韦ꎬ ２０１７)ꎮ 其中ꎬ甲基磺酸乙酯

(ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅꎬ ＥＭＳ)是目前世界上公认

最有效的用于抗性品种选育的化学诱变剂之一ꎬ
其具有使用方便、特殊性较好、诱变所产生的后代

遗传性状比其他诱变育种的后代更稳定等优点

(王元 东 等ꎬ １９９９ꎻ 彭 波 等ꎬ ２００７ )ꎮ 王 小 华 等

(２０１０)对柱花草愈伤组织进行化学诱变处理ꎬ并
通过筛选抗寒突变体选育出优良种质资源ꎮ 陈祥

韦(２０１７)利用 ＥＭＳ 诱变技术处理海雀稗愈伤组

织ꎬ并对再生植株进行耐寒性鉴定ꎬ进而筛选出耐

寒材料获得海雀稗耐寒突变体ꎮ 曹冠男(２０１８)筛
选出 ＥＭＳ 诱变小麦的最适处理组合ꎬ在所构建的

突变群体中筛选出丰富的表型变异ꎮ 孙慧(２０１９)
以海滨木槿为材料ꎬ利用不同浓度 ＥＭＳ 进行诱变

处理ꎬ选择合适的诱变浓度和时间ꎬ通过对后期幼

苗变异表型的观察、生理指标的测定以及亚显微

结构的比较进行抗寒性的筛选与鉴定ꎬ获得了海

滨木槿抗寒新品种ꎮ 胡松梅等(２０１９)在设置 ０ ℃
的光照培养箱中培养经 ＥＭＳ 诱导后的铁皮石斛突

变体ꎬ筛选出 ２０ 株耐寒能力较高的突变体ꎮ
植物转录组学研究是基于 ＲＮＡ 水平对某一特

定植物器官或组织在某种特定条件下进行其细胞

内发生的基因转录、转录后调控、调控后表达的研

究ꎬ是目前研究基因组水平变化最直接和最常用

的方式(崔凯等ꎬ２０１９)ꎮ 周鹤莹(２０２０)利用冬枣

和金丝小枣冷冻胁迫的转录组数据分析差异表达

基因ꎬ揭示了 ＺＪＤＲＥＢ１ 和 ＺＪＳＯＤ１ 在提高枣抗冻

过程中的作用ꎮ 杨宁等(２０２０)利用 ＥＭＳ 诱导技

术与转录组测序技术相结合ꎬ对矮化性状及其调

控的相关基因进行了一系列分析ꎮ 如今ꎬＲＮＡ 测

序方法已成为分子生物学研究植物抗性功能的重

要手段ꎬ达到商业化水平并广泛应用于我国相关

农林业的研究中ꎬ但采用 ＥＭＳ 诱导技术与转录组

测序技术相结合运用到猕猴桃中还鲜有报道ꎮ
红阳猕猴桃营养丰富ꎬ经济价值高ꎬ但抗寒性

差限制了其发展空间ꎬ因此通过 ＥＭＳ 诱变及筛选ꎬ
选育出红阳猕猴桃耐寒种质资源ꎬ有利于红阳猕猴
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桃种植产业的发展ꎮ 中华猕猴桃基因组序列的公

布使得深入研究红阳猕猴桃耐寒生物学成为可能ꎮ
基于已知基因组序列基础上的转录组测序ꎬ在基因

的挖掘及表达调控方面具有强大的功能ꎬ也是研究

猕猴桃生长发育及优良性状形成过程中相关基因

科学高效的方法ꎮ 为解决当前红阳猕猴桃抗寒性

差ꎬ及相关抗寒相关机理不清的问题ꎬ本研究拟在

组织培养过程中的低温环境下筛选出红阳耐寒突

变体并进行转录组水平分析ꎬ为选育红心猕猴桃优

良种质资源及研究耐寒机理提供了科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

本研究采用西南林业大学温室大棚种植的红

阳猕猴桃植株健康叶片为实验材料ꎮ
１.２ 实验方法

１.２.１ 组织培养体系建立　 按照师万源等(２０２１)的
方法取红阳猕猴桃幼嫩叶片作为外植体ꎬ经流水冲

洗 ３０ ｍｉｎꎬ于超净工作台内用 ７５％ Ｃ２ Ｈ５ ＯＨ 消毒

２０ ｓꎬ再用 ０.１％ ＨｇＣｌ２溶液消毒 ５ ｍｉｎꎮ 叶片切成约

１ ｃｍ × １ ｃｍ 的大小放到 ４.４ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＭＳ ＋ ４.５ ｇ􀅰Ｌ￣１

琼脂 ＋ １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ 蔗糖 ＋ ２.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＴＤＺ ＋ ０.５ ｇ􀅰
Ｌ￣１ＩＢＡ 培养基中培养诱导愈伤组织ꎬ每瓶放置 ３ ~ ４
片切好的叶片ꎮ 待愈伤组织诱导分化不定芽时培

养基更换为 ４.４ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＭＳ ＋ ４.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ 琼脂 ＋ １５
ｇ􀅰Ｌ￣１ 蔗糖 ＋ ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡ ＋ ３.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡꎮ
１.２.２ ＥＭＳ 诱导与筛选体系建立　 突变体诱导时将

ＥＭＳ 溶液经 ０.２２ μｍ 的过滤器抽滤灭菌ꎬ过滤灭菌

后将 ＥＭＳ 加入高温灭菌后的培养基(４.４ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＭＳ＋
４.５ ｇ􀅰Ｌ￣１琼脂＋１.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１６￣ＢＡ＋０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＮＡＡ＋
１５ ｇ􀅰Ｌ￣１ 蔗糖)中ꎬＥＭＳ 培养基配制成 ０.０１ ~ ０.１０
ｇ􀅰Ｌ￣１诱变浓度ꎬ并以不含 ＥＭＳ 的培养基为对照组ꎮ
每个处理分别接种 ４５ 瓶ꎬ接种后将全部培养瓶放置

于光照强度 ２ ０００ ｌｘ、培养温度(２６ ± １) ℃、日照 １５
ｈ 的培养室内ꎬ观察并记录统计外植体存活率ꎬ以及

筛选出 ５０％半致死剂量(ＬＤ５０)ꎮ 将 ＥＭＳ 诱变的红

阳猕猴桃植株与未经诱变植株放在 ４ ℃冰箱中处理

１２ ｈꎬ取出后开始观察其生长状况及进行形态鉴定ꎬ
初步筛选出耐寒突变植株ꎮ
１.３ 转录组测序

设置对照组 Ａ１、Ａ２、Ａ３ ３ 瓶正常红阳猕猴桃植

株组培苗和实验组 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ ３ 瓶红阳猕猴桃耐寒

突变植株组培苗经过 ４ ℃下 １２ ｈ 寒胁迫处理ꎬ对
其进行取样并用锡箔纸包装并标号ꎬ将 ６ 个样品

寄达陕西博瑞德公司进行转录组测序分析ꎮ
１.３.１ 测序数据处理 　 根据实验材料的基因信息

和参考基因组ꎬ按照过滤标准过滤原始转录组数

据中的低质量序列(质量≤２０ 的碱基数占整个

Ｒｅａｄｓ 的 ５０％以上的低质量 Ｒｅａｄｓ)、杂质和接头ꎮ
１.３.２ 参考基因组序列对比 　 将 ＲＮＡ￣ Ｓｅｑ 测序所

得 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与其参考基因组序列进行序列对比ꎬ
得到 Ｒｅａｄｓ 定位信息ꎮ 通过对比可以得到测序数据

利用率及测序样品与参考基因组亲缘关系的远近ꎮ
１.３.３ 基因表达量分析及差异表达基因检测　 通过

ｂｏｗｔｉｅ２ 工具将获得的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与参考转录组序

列进行对比ꎬ并统计基因对比率ꎮ 使用 ＲＳＭＥ 分析

统计对比结果ꎬ获得每个样注释到参考转录组序列

的 Ｒｅａｄｓ 数目ꎬ并计算其 ＦＰＫＭ 值ꎬ计算 Ｆｒａｇｍｅｎｔ 统
计转录并通过 ＦＤＲ 检验差异表达基因 Ｐ ｖａｌｕｅ 数

值ꎬ并检验校正 Ｐ ｖａｌｕｅ 阈值ꎮ 差异检验的 ＦＤＲ 值

越小ꎬ其差异倍数越大ꎬ所表达差异越显著ꎮ
１.３.４ 差异表达基因的 ＧＯ 功能富集分析 　 ＧＯ
(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)富集分析按照国际标准分类分为 ３
大类ꎬ即生物学过程、细胞组成和分子功能ꎮ 把差

异表达基因注释到 ＧＯ 数据库中ꎬ将 ＦＤＲ 值≤０.０５
的差异表达基因作为显著富集的基因本位条目ꎮ
１.３. ５ 差 异 表 达 基 因 ＫＥＧＧ 富 集 分 析 　 ＫＥＧＧ
(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ)是关于

Ｐａｔｈｗａｙ 的公共基因库ꎬ其全称为京都基因与基因

组数据库ꎬＫＥＧＧ 主要包括 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ、ＫＥＧＧ
基因、 ＫＥＧＧ 基 因 组、 ＫＥＧＧ 反 应 过 程 等 分 类ꎮ
Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析是以 ＫＥＧＧ 途径为单位ꎬ将差异

表达基因进行注释分类ꎬ并运用超几何检验ꎬ使用

Ｒ 语言进行富集分析及 Ｐ ｖａｌｕｅ 矫正ꎮ
１.４ 数据处理

生理指标数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 软件进行数据

比较分析ꎬ差异表达基因表达量使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软

件进行显著性检验(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＥＭＳ 诱导体系

２.１.１ 不同 ＥＭＳ 处理对红阳猕猴桃愈伤组织死亡

率的影晌 　 红阳猕猴桃叶片经愈伤组织诱导后ꎬ
对其进行不同浓度 １０ 个梯度 ＥＭＳ 培养ꎬ并设置未

２０７１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



添加 ＥＭＳ 培养基作为对照组ꎮ 由表 １ 可知ꎬＥＭＳ
对红阳猕猴桃生长的抑制作用随 ＥＭＳ 浓度增加而

增强ꎮ 当 ＥＭＳ 浓度为 ０. ０６ ｇ􀅰Ｌ￣１ 时ꎬ死亡率为

５１.１％ꎬ与 ５０％半致死率最为接近ꎬ作为 ＬＤ５０ 进

行下一步诱变试验ꎮ

表 １　 ＥＭＳ 诱导对红阳猕猴桃外植体死亡率影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＭＳ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｅｘｐｌａｎｔｓ

ＥＭＳ 浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ＥＭＳ
(ｇ􀅰Ｌ ￣１)

处理总数(瓶)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
(ｂｏｔｔｌｅ)

死亡数(瓶)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｄｅａｔｈ
(ｂｏｔｔｌｅ)

死亡率
Ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ

(％)

０.００ (ＣＫ) ４５ ０ ０
０.０１ ４５ ４ ８.９
０.０２ ４５ ６ １３.３
０.０３ ４５ １０ ２２.２
０.０４ ４５ １７ ３７.８
０.０５ ４５ １９ ４２.２
０.０６ ４５ ２３ ５１.１
０.０７ ４５ ２６ ５７.８
０.０８ ４５ ３１ ６８.９
０.０９ ４５ ３７ ８２.２
０.１０ ４５ ４０ ８８.９

２.１.２ 突变结果分析 　 红阳猕猴桃叶部的突变:将
ＥＭＳ 共培养后存活的红阳猕猴桃愈伤组织培养 ３０
ｄꎬ选取不同类型的突变性状进行统计ꎮ 在叶片中

观察到ꎬ与 ＣＫ(图 １:Ａ)相比ꎬ突变类型有叶形、叶
柄、叶色、叶缘和被毛共 ５ 种突变ꎬ具体见图 １ꎮ

红阳猕猴桃株形突变:经 ＥＭＳ 处理后的红阳

猕猴桃的生长能力与对照组相比较弱ꎬ表现在株

高较矮、叶片发黄等方面ꎮ 由图 ２ 可知ꎬＥＭＳ 红阳

猕猴桃株型突变主要有株高变矮突变、株型稀疏

突变、株型紧凑突变和株型松散突变ꎮ 株高变矮

突变植物生长过程较缓慢ꎬ叶片颜色较正常植株

叶片颜色绿(图 ２:Ｊ)ꎻ株型稀疏突变和松散突变植

株株型较为松散ꎬ叶片数量有所减少 (图 ２:Ｋꎬ
Ｍ)ꎻ株型紧凑突变植株叶片呈包裹状ꎬ无法伸展

开来ꎬ叶片数量较多(图 ２:Ｌ)ꎮ
２.１.３ 红阳猕猴桃耐寒突变体筛选及鉴定　 将 ３ 瓶

ＥＭＳ 诱变的红阳猕猴桃植株与 ３ 瓶未经诱变植株

放在 ４ ℃ 冰箱中处理 １２ ｈ 后取出ꎮ 培养 ７ ｄ 时ꎬ
发现红阳猕猴桃突变体叶片与对照组叶片相比ꎬ
红阳猕猴桃突变体叶片仍能保持绿色ꎬ对照组叶

片边缘部分出现褐化现象ꎬ具体见图 ３:Ｎꎮ

Ａ. 正常叶(ＣＫ)ꎬ心形ꎻ Ｂ. 叶柄叶脉粗大ꎬ叶片加厚ꎬ呈圆形ꎻ Ｃ. 叶片黄化卷曲ꎬ叶柄加粗ꎻ Ｄ. 叶片黄化ꎬ叶柄加长ꎬ叶缘重锯齿ꎻ
Ｅ. 主脉加粗ꎬ基本无侧脉ꎻ Ｆ. 叶片针型羽状裂ꎻ Ｇ. 叶脉加长ꎬ叶片长卵形ꎻ Ｈ. 叶片细长ꎬ光滑无毛ꎻ Ｉ. 叶基偏斜ꎬ叶片矩圆形ꎮ
Ａ. Ｎｏｒｍａｌ ｌｅａｆ ( ＣＫ)ꎬ ｈｅａｒｔ￣ｓｈａｐｅｄꎻ Ｂ. Ｔｈｉｃｋ ｐｅｔｉｏｌｅ ｖｅｉｎｓꎬ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ ｌｅａｖｅｓꎬ ｃｉｒｃｕｌａｒꎻ Ｃ. Ｙｅｌｌｏｗｉｎｇ ａｎｄ ｃｒｉｍｐｉｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｉｃｋ
ｐｅｔｉｏｌｅｓꎻ Ｄ. Ｌｅａｆ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｐｅｔｉｏｌｅ ｌｅｎｇｔｈｅｎｅｄꎬ ｌｅａｆ ｍａｒｇｉｎ ｄｏｕｂｌｅ ｓｅｒｒａｔｅꎻ Ｅ. Ｍａｉｎ ｖｅｉｎｓ ａｒｅ ｔｈｉｃｋꎬ ｂａｓｉｃａｌｌｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌａｔｅｒａｌ ｖｅｉｎｓꎻ Ｆ. Ｌｅａｆ
ｂｌａｄｅ ｎｅｅｄｌｅ￣ｓｈａｐｅｄ ｐｉｎｎａｔｅꎻ Ｇ. Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ ｖｅｉｎｓꎬ ｌｏｎｇ ｏｖａｔｅ ｌｅａｖｅｓꎻ Ｈ. Ｌｅａｖｅｓ ｓｌｅｎｄｅｒꎬ ｓｍｏｏｔｈ ａｎｄ ｈａｉｒｌｅｓｓꎻ Ｉ. Ｂｌａｄｅ ｂａｓｅ ｉｓ ｓｌａｎｔｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ｂｌａｄｅ ｉｓ ｒｅｃｔａｎｇｕｌａｒ ｃｉｒｃｕｌａｒ.

图 １　 红阳猕猴桃叶片和叶柄突变
Ｆｉｇ. １　 Ｌｅａｆ ａｎｄ ｐｅｔｉｏｌｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ
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ＣＫ. 正常植株ꎻ Ｊ. 株高变矮突变ꎻ Ｋ. 株型稀疏突变ꎻ Ｌ. 株型紧凑突变ꎻ Ｍ. 株型松散突变ꎮ
ＣＫ. Ｎｏｒｍａｌ ｐｌａｎｔꎻ Ｊ. Ｄｗａｒｆ ｐｌａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎꎻ Ｋ. Ｓｐａｒｓｅ ｐｌａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎꎻ Ｌ. Ｃｏｍｐａｃｔ ｐｌａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎꎻ Ｍ. Ｌｏｏｓｅ ｐｌａｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ.

图 ２　 红阳猕猴桃株型突变
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｌａｎｔ ｔｙｐｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

Ｎ. 在 ４ ℃冰箱中处理 １２ ｈꎻ Ｏ. 寒胁迫后培养 １５ ｄꎻ １. 经 ＥＭＳ 诱变的红阳猕猴桃植株ꎻ ２. 正常植株ꎮ
Ｎ. １２ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ａ ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｏｒ ａｔ ４ ℃ꎻ Ｏ. １５ ｄ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎻ １. Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｐｌａｎｔｓ ｍｕｔａｇｅｎｉｚｅｄ ｂｙ ＥＭＳꎻ
２. Ｎｏｒｍａｌ ｐｌａｎｔｓ.

图 ３　 红阳猕猴桃抗性突变
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｎｇｙａｎｇ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

　 　 经 １５ ｄ 后ꎬ３ 瓶 ＥＭＳ 诱变的红阳猕猴桃植株

(表 ２ 序号 １、２、３)叶片有部分复绿ꎬ有新芽长出ꎬ
而未经诱变处理植株(表 ２ 序号 ４、５、６)枯萎死亡ꎬ
无新芽长出ꎬ具体见图 ３:Ｏ 和表 ２ꎬ由此可推测经

ＥＭＳ 诱变的部分红阳猕猴桃植株获得了一定的耐

寒性ꎮ

２.２ 转录组测序

２.２.１ 测序数据处理 　 为了保证能够有效保证数

据分析的信息准确性和数据质量及其数据可靠

性ꎬ需要对原始数据进行过滤ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ共获

得 ４３.２７ Ｇ 的 Ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓꎬ其中 ６ 个样品的 Ｑ２０和

Ｑ３０的碱基在 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 中所占的百分比均超过 ９４％ꎬ

４０７１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 ＥＭＳ 诱变耐寒处理统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｍｕｔａｇｅｎｉｚｅｄ ｂｙ ＥＭＳ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

新生芽数(个)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｅｗ ｓｈｏｏｔｓ (ｐｃｓ)

１ ２

２ ２

３ １

４ ０

５ ０

６ ０

表 ３　 样品测序数据质量评估
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

样品名称
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

原始数据
Ｒａｗ ｒｅａｄｓ

过滤后
碱基数目

Ｃｌｅａｎ
ｂａｓｅｓ
(Ｇ)

Ｑ２０

(％)
Ｑ３０

(％)
ＧＣ
(％)

Ａ１ ５６ ８４５ １２２ ８.３３ ９９.１４ ９４.４０ ４６.３９

Ａ２ ５１ ８８２ ９２０ ７.６２ ９８.２７ ９４.６５ ４６.０５

Ａ３ ５２ １４０ ６７２ ７.７２ ９８.２１ ９４.４９ ４６.３４

Ｂ１ ４３ ０７７ ８６６ ６.２６ ９８.１８ ９４.５２ ４６.１０

Ｂ２ ４４ ４８９ ４１４ ６.２８ ９８.３１ ９４.８０ ４６.４７

Ｂ３ ４７ ７６５ ５３８ ７.０６ ９８.２３ ９４.５７ ４６.３０

　 注: Ｑ２０ . 测序碱基质量值≥２０ 水平的碱基数目及占 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
的百分比ꎻ Ｑ３０ . 测序碱基质量值≥３０ 水平的碱基数目及占 Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 的百分比ꎻ ＧＣ. 过滤后 ＧＣ 碱基所占的比例ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｑ２０ . Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂａｓｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ≥２０
ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎻ Ｑ３０ . Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｉｔｈ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂａｓｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｖａｌｕｅ≥３０ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓꎻ ＧＣ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＧＣ ｂａｓｅｓ ａｆｔｅｒ ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ.

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 中 Ｇ 与 Ｃ 各项碱基之间的百分比均在

４６％ ~４７％之间ꎻ６ 个样品均未检测到未知碱基ꎮ
综合分析证明测序质量良好ꎬ符合建库要求ꎬ可进

行下一步分析ꎮ
２.２.２ 差异表达基因的筛选 　 同一生物在不同环

境条件下其基因表达存在显著差异ꎮ 由图 ４ 可

知ꎬ结果共筛选出 ２９４ 条差异表达基因ꎬ其中上调

差异表达基因为 ２５４ 条ꎬ占比为 ８６.４％ꎬ下调差异

表达基因为 ４０ 条ꎬ仅占比 １３.６５％ꎮ 由此可见ꎬ低
温胁迫 １２ ｈ 内有大量的冷胁迫响应基因被成功激

活ꎬ而一部分基因则受到抑制ꎮ
２.２.３ ＧＯ 功能分析 　 对红阳猕猴桃处理组与对照

组进行 ＧＯ 功能性的分类以及丰富性的分析ꎮ ＧＯ
功能分析主要划分为生物学过程、分子功能和细

图中横坐标为 ｌｏｇ２(ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ)值(基因在处理组和对照
组中的表达倍数变化)ꎻ 纵坐标为－ｌｏｇ１０(Ｐ ｖａｌｕｅ)(基因在
处理组和对照组中的表达差异的显著性水平)ꎻ 红色圆点
表示上调基因ꎻ 绿色圆点表示下调基因ꎻ 灰色圆点表示无
显著性差异基因ꎮ
Ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｓａ ｉｓ ｔｈｅ ｌｏｇ２ (ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ) ｖａｌｕｅ (ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ)ꎻ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｉｓ － ｌｏｇ１０(Ｐ ｖａｌｕｅ) ( ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)ꎻ ｔｈｅ ｒｅｄ ｄｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ ｔｈｅ
ｇｒｅｅｎ ｄｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｄｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

图 ４　 差异基因表达结果
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

胞组成 ３ 个方面ꎮ ＧＯ 功能富集以显著性值<０.０５
作为显著性富集的阈值ꎬ结果见图 ５ꎮ 从 ＧＯ 富集

的数据分析统计结果可知ꎬ生物学过程部分富集

１２７ 个功能分类ꎬ分子功能部分为 １０４ 个功能分

类ꎬ细胞组成部分共富集 １９ 个功能分类ꎬ３ 个方面

的差异表达基因分别为 １０４ 条、１３５ 条、２５ 条ꎬ共
２６４ 条ꎮ 其中生物学过程部分富集功能分类最多ꎬ
位于前五的富集差异表达基因序列条目为多细胞

类生物发育、发展过程、解剖学结构的发展、胞吐

作用、细胞分泌作用ꎻ其次是分子功能部分ꎬ位于

前五的富集差异表达基因序列条目为活性血红素

酶的结合机理作用示例、四吡咯酶的结合机理作

用、 转移氧化酶活性作用、 氧化酶的还原酶活性、

５０７１９ 期 杨娜等: ＥＭＳ 诱导红阳猕猴桃耐寒突变体的筛选及转录组分析



１. 丝氨酸肽链内切酶－类型活动ꎻ ２. 丝氨酸水解酶活性ꎻ
３. 丝氨酸－类型肽酶的活动ꎻ ４. 碳水化合物结合ꎻ ５. 伴侣
蛋白结合ꎻ ６. 铁离子结合ꎻ ７. 氧化还原酶活性ꎻ ８. 转移酶
活性ꎬ转移己糖基团ꎻ ９. 四吡咯结合ꎻ １０. 血红素结合ꎻ
１１. 蛋白质复合体ꎻ １２. 核膜ꎻ １３. 核孔ꎻ １４. 膜的固定成
分ꎻ １５. 细胞周边ꎻ １６. 拴系综合体ꎻ １７. 细胞质区ꎻ １８. 细
胞皮层部分ꎻ １９. 细胞皮层ꎻ ２０. 胞外ꎻ ２１. 多细胞生物的
过程ꎻ ２２. 单一－生物体发育过程ꎻ ２３. 单一－多细胞生物过
程ꎻ ２４. 应激反应ꎻ ２５. 内分泌ꎻ ２６. 细胞分泌作用ꎻ ２７. 胞
吐作用ꎻ ２８. 解剖学结构的发展ꎻ ２９. 发展过程ꎻ ３０. 多细
胞类生物发育ꎮ
１. Ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｙｐｅ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ２. Ｓｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ３. Ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｙｐｅ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４. Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ５. Ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ６. Ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ７.
Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ８. Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ
ｈｅｘｏｓｙｌ ｇｒｏｕｐｓꎻ ９. Ｔｅｔｒａｐｙｒｒｏｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ １０. Ｈｅｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ
１１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ １２. Ｎｕｃｌｅａｒ ｅｎｖｅｌｏｐｅꎻ １３. Ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｒｅꎻ
１４. Ａｎｃｈｏｒｅｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ １５. Ｃｅｌｌ ｐｅｒｉｐｈｅｒｙꎻ
１６. Ｔｅｔｈｅｒｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ １７. Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎꎻ １８. Ｃｅｌｌ ｃｏｒｔｅｘ
ｐａｒｔꎻ １９. Ｃｅｌｌ ｃｏｒｔｅｘꎻ ２０. Ｅｘｏｃｙｓｔꎻ ２１. Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ２２. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ２３. Ｓｉｎｇｌｅ￣
ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ２４. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓꎻ ２５.
Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎻ ２６. Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｂｙ ｃｅｌｌꎻ ２７. Ｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓꎻ ２８. Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ ２９. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ３０.
Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.

图 ５　 ＧＯ 富集图
Ｆｉｇ. ５　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｄｏｔ ｇｒａｐｈ

１. 内质网中的蛋白质加工ꎻ ２. 硫代谢ꎻ ３. 植物激素信号转
导ꎻ ４. ＭＡＰＫ 信号传导途径—植物ꎻ ５. 色氨酸代谢ꎻ ６. ２￣
氧代羧酸代谢ꎻ ７. 甘油脂代谢ꎻ ８. 半胱氨酸和甲硫氨酸代
谢ꎻ ９. ＲＮＡ 降解ꎻ １０. ｍＲＮＡ 监测途径ꎻ １１. 胞吞作用ꎻ
１２. ＲＮＡ 转运ꎻ １３. 剪接体ꎻ １４. 碳代谢ꎻ １５. 氨基酸的生物
合成ꎮ
１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎻ ２. Ｓｕｌｆｕｒ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ３. Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎻ ４. ＭＡＰＫ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ － ｐｌａｎｔꎻ ５. Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ６. ２￣
Ｏｘｏｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ７. Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ
８. Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ ９. ＲＮＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎻ
１０. ｍＲＮＡ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｐａｔｈｗａｙꎻ １１. Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓꎻ １２. ＲＮＡ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎻ １３. Ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅꎻ １４. Ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎻ １５.
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ.

图 ６　 ＫＥＧＧ 富集图
Ｆｉｇ. ６　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｄｏｔ ｇｒａｐｈ

铁离子的氧化结合机理作用ꎻ富集条目最少的是

细胞组成部分ꎮ 这些富集差异表达基因的条目均

可能与红阳猕猴桃突变体耐寒性相关ꎮ
２.２.４ 差异表达基因 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分析　 进行 ＫＥＧＧ
生物通路分类及富集分析可以确定差异表达基因

主要参与的信号传导及生化代谢途径ꎮ 本研究以

６０７１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ４　 与内质网中蛋白质加工相关的差异表达基因表达量
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

(ＤＥＧｓ) ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

差异表达基因表达量
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ

ｓＨＳＦ Ｈｓｐ７０ ＮＥＦ

Ａ １０.１１±４.７２ｂ ５９.４２±１４.５７ｂ １８.１２±１.６６ｂ

Ｂ ２５９.２９±３３.３６ａ ２２５.５４±２２.７６ａ ３３.７３±０.９２ａ

　 注: 表中数值使用平均值±标准误差表示ꎻ同一列不同小写
字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｘ±ｓｘꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
(Ｐ<０.０５) .

Ｐ<０.０５ 作为显著性富集的阈值ꎬ利用 ＫＥＧＧ 数据

库对红阳猕猴桃两个处理组合中的差异表达基因

进行生物通路分析ꎬ结果见图 ６ꎮ ２１ 个差异表达

基因在 ＫＥＧＧ 通路中得到注释ꎬ共富集到 １５ 条通

路中ꎬ且都为上调差异表达基因ꎮ 其中呈极显著

富集(Ｐ<０.０１)的通路是内质网中的蛋白质加工ꎬ
共富集 ９ 条差异表达基因ꎬ呈显著富集(Ｐ<０.０５)
的通路是硫代谢和激素信号转导ꎬ分别富集 ２ 个

和 ３ 个差异表达基因ꎻ其次为 ＭＡＰＫ 信号传导途

径—植物ꎬ共富集 ２ 个差异表达基因ꎻ只富集 １ 个

差异表达基因的通路为色氨酸代谢、２￣氧代羧酸代

谢、甘油酯代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、ＲＮＡ
降解、ｍＲＮＡ 监测途径、胞吞作用、ＲＮＡ 转运、剪接

体、碳代谢和氨基酸的生物合成ꎮ 由于内质网中

的蛋白质加工通路呈极显著富集ꎬ推测其富集的

差异表达基因与耐寒性相关性较高ꎮ
２.２.５ 内质网中的蛋白质加工通路分析 　 在红阳

猕猴桃突变体与对照组应答冷胁迫中ꎬ内质网蛋

白质加工通路中差异表达基因富集最多ꎬ这 ９ 个

基因全部富集在内质网相关降解 ( ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬ ＥＲＡＤ) 过程中且

均为上调表达ꎮ 通路富集差异表达基因表达量见

表 ４ꎬ其中与植物温度胁迫相关的热激转录因子

(ｓｍａｌｌ Ｈｅａｔ Ｓｈｏｃｋ ＦａｃｔｏｒꎬｓＨＳＦ)富集了 ７ 个差异表

达基因ꎬ其表达量最高增加了 ２５.６５ 倍ꎬ显著高于

未诱导耐寒突变体的对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ与蛋白质

聚合有关的热激蛋白 ７０Ｂ(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ꎬ
Ｈｓｐ７０)富集了 １ 个差异表达基因ꎬ其表达量高于

未诱导处理的 ３.８ 倍ꎬ差异达显著水平(Ｐ<０.０５)ꎻ

Ｈｓｐ７０ 互作蛋白(ＮＥＦ)富集了 １ 个差异表达基因ꎬ
其表达量高于未诱导处理的 １.８６ 倍ꎬ差异达显著

水平(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨论

由于温室气体排放等原因ꎬ近年地球气候变

化加剧ꎬ植物受到高温、低温胁迫的情形更加普

遍ꎮ 低温胁迫通常会致使植物细胞酶活性的降

低、膜系统的破坏和细胞的失水等ꎬ进而导致其细

胞代谢紊乱ꎬ甚至是细胞死亡ꎬ对作物的产量乃至

其生存造成重大影响ꎮ 因此ꎬ选育抗寒或耐寒品

种及进行耐寒机理研究成了当今研究的热点(孙

慧ꎬ２０１９ꎻ胡松梅等ꎬ２０１９ꎻ周鹤莹ꎬ２０２０)ꎮ 近年来

在选育优良品种的过程中ꎬ使用植物组织培养与

诱变技术相结合的离体诱变技术开始逐渐受到人

们的关注(王小华等ꎬ２０１０ꎻ陈祥韦ꎬ２０１７ꎻ胡松梅

等ꎬ２０１９)ꎮ 本研究利用 ＥＭＳ 诱变剂处理红阳猕

猴桃愈伤组织ꎬ发现 ＥＭＳ 诱变剂处理可加大植物

变异范围ꎬ丰富种质资源ꎬ通过筛选也获得了耐寒

突变体ꎬ这与前人的研究结果一致(陈祥韦ꎬ２０１７ꎻ
孙慧ꎬ２０１９)ꎮ

此外ꎬ本研究对红阳猕猴桃愈伤组织进行不

同浓度梯度的 ＥＭＳ 诱变时ꎬ观察到部分突变体的

生长能力比对照组弱ꎬ主要表现在株高较矮、叶片

发黄等方面ꎮ 这可能是由于 ＥＭＳ 是非定向诱变剂

所致ꎮ 突变可分为有害突变、有利突变和中性突

变ꎬ本研究中观察到部分突变体的生长能力变弱ꎬ
应是有害突变ꎮ 本研究将 ＥＭＳ 诱变的红阳猕猴桃

植株与未经诱变植株进行寒胁迫处理ꎬ结果表明

ＥＭＳ 诱变的部分红阳猕猴桃植株叶片有新芽长

出ꎬ而对照植株全部枯萎死亡ꎬ说明部分经 ＥＭＳ 诱

变的红阳猕猴桃突变植株具有一定的抗寒性ꎬ这
应是有利突变ꎮ 这也进一步证实了 ＥＭＳ 诱导的突

变是不定向的ꎬ有可能导致有害突变ꎬ也可以导致

有利突变ꎬ要得到有用的突变ꎬ关键在于筛选ꎮ
当植物在遭受寒冷胁迫时ꎬ低温会促进细胞

内活性氧的产生ꎬ同时生物大分子也会受到破坏

(张健等ꎬ２０２０)ꎮ 如在内质网中ꎬ蛋白质可以通过

内腔伴侣发生折叠ꎬ正确折叠后ꎬ蛋白质经过包装

后进入运输小泡ꎬ然后运输到高尔基体中ꎬ而在胁

迫下发生错误折叠后ꎬ蛋白质和分子伴侣作用使

之在内质网腔内保留下来(Ｍｅｕｓｓｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ

７０７１９ 期 杨娜等: ＥＭＳ 诱导红阳猕猴桃耐寒突变体的筛选及转录组分析



李瑞ꎬ２０１５)ꎮ 随后内质网膜上的“分子伴侣”重链

结合蛋白(Ｂｉｐ)和错误折叠后的蛋白质相结合ꎬ并
在 ＥＲＡＤ 过程中的蛋白酶体发生降解(Ｍｃｃｒａｃｋｅｎ ＆
Ｂｒｏｄｓｋｙꎬ ２０１０) ꎮ 在本研究的内质网加工通路

中ꎬ猕猴桃植株在受到冷胁迫后ꎬ差异基因在

ＥＲＡＤ 过程呈上调状态ꎬ则可能说明该植物分解

末端错误折叠的蛋白质功能增强ꎬ压力扰乱蛋白

质折叠ꎬ从而导致错误折叠或聚集蛋白质的超积

累ꎬ这种被破坏的蛋白质沉积导致损害细胞组成

的蛋白毒性应激ꎬ因此生物体必须重新折叠或移

除错误折叠的蛋白质才能维持健康生长( Ｉｚｕｍｉꎬ
２０１９) ꎮ 已知ꎬｓＨＳＦ 最初在高温响应中被发现ꎬ
参与应激反应和“记忆” ꎬ而现在普遍认为它们也

参与低温响应( Ｓｔｉｅｆ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４) ꎮ 根据张宁等

(２０１９) 通 过 对 比 过 表 达 小 热 激 蛋 白 的 番 茄

( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ) 植株和正常植株ꎬ发现

小热激蛋白能够积极调动起来以对抗逆境胁迫ꎬ
达到提高番茄耐寒性的目的ꎮ 史洁玮等( ２０２０)
发现低温胁迫下ꎬ诱导番茄小热激蛋白基因 ＣＩ￣
ＨＳＰ１７ .７ 含量上升ꎬ并通过糖含量的变化使番茄

果实的耐寒性增强ꎮ Ｗａｔｅｒｓ 等( １９９６)证实了寒

胁迫能诱导植物 Ｈｓｐ７０ 的 ｍＲＮＡ 与蛋白质的合

成ꎮ 宫伟娜等 ( ２００９) 发现紫茎泽兰 ( Ａｇｅｒａｔｉｎａ
ａｄｅｎｏｐｈｏｒａ)在冷胁迫下ꎬ不同分子量热激蛋白基

因通过保护功能蛋白的活性进而增强紫茎泽兰

的低温适应能力ꎮ 同时ꎬ在水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)的

相关研究中发现ꎬ冷胁迫前后热激水稻幼苗的胚

根可以明显提升幼苗胚根的耐寒性 ( Ｓａｌｔｖｅｉｔꎬ
２００１) ꎮ 而 ＮＥＦ 是一种 Ｈｓｐ７０ 结合蛋白ꎬ通过介

入体内分子伴侣体系使之具有稳定细胞质 Ｈｓｐ７０
的功能ꎬ其缺失可导致 Ｈｓｐ７０ 的降解(刘霞霞等ꎬ
２０１７) ꎮ 进一步推测出ꎬ受到冷胁迫后的红阳猕

猴桃耐寒突变体植株蛋白酶体降解能力加强ꎬ这
可能是由于蛋白质与在胁迫下形成的热激蛋白

大分子寡聚物 ｓＨＳＦ 相互作用ꎬ从而使蛋白质的

进一步聚合得到抑制ꎬ并与 Ｈｓｐ７０、ＮＥＦ 等其他分

子伴侣在一定条件下帮助蛋白重新折叠ꎬ进而维

持蛋白质的正常结构和功能ꎬ从而达到增强其抗

寒性的目的ꎮ 结合 ＥＭＳ 诱导红阳猕猴桃耐寒突

变体及转录组分析ꎬ以上研究结果为红阳猕猴桃

耐寒种质资源选育及耐寒分子机制研究提供了

一定的实验材料及理论参考依据ꎮ

４　 结论

本研究利用 ＥＭＳ 诱导出叶型和株型共 １２ 种

突变体ꎬ最终通过寒胁迫处理筛选出耐寒突变

体ꎮ 进一步将初步筛选出的耐寒突变体与正常

红阳猕猴桃植株进行转录组技术分析ꎬ结果表

明ꎬ进行寒胁迫处理的红阳猕猴桃耐寒突变体与

对照组红阳猕猴桃正常植株相比ꎬ共有差异表达

基因 ２９４ 条ꎬ其中上调表达 ２５４ 条ꎬ下调表达 ４０
条ꎮ 差异表达基因注释到 ２５０ 个 ＧＯ 功能分类和

１５ 条 ＫＥＧＧ 通路中ꎬ分析结果显示ꎬ内质网中蛋

白质加工通道呈极显著富集了 ９ 条差异表达基

因ꎬ且均为上调表达ꎬ发现了 ３ 类耐寒相关基因ꎬ
通过分析推测出红阳猕猴桃通过提升 ｓＨＳＦ、
Ｈｓｐ７０、ＮＥＦ 的表达量来提升其耐寒性ꎮ
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