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火龙果干旱胁迫下根和茎的基因差异表达

齐 钊，闫 臻，徐 敏，刘成立，程 玉，熊 睿，骆 娟，汤 华
( 海南大学 海南省热带生物资源可持续利用重点实验室 /热带农林学院，海口，570228)

摘 要: 以‘大红’火龙果品种为遗传材料，通过 ＲNA-Seq 测序技术，对干旱组与对照组火龙果的根和茎进

行转录组测序，筛选出与干旱胁迫相关的差异表达基因，并进行 qＲT-PCＲ 验证。结果表明: 从火龙果根系中

筛选到 194 个干旱胁迫下的差异表达基因，包括 70 个上调表达基因和 124 个下调表达基因; 从火龙果茎中

筛选到 21 个干旱胁迫下的差异表达基因，包括 12 个上调表达基因和 9 个下调表达基因。筛选到的差异表

达基因主要富集在酪氨酸代谢、次生代谢生物合成、糖酵解 /糖异生、碳代谢等过程，表明火龙果主要是通过

调节自身基础代谢来适应干旱胁迫，其中，酪氨酸代谢很可能在火龙果抗旱过程中起重要作用。
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火龙果( Hylocerecps undatus) 营养丰富，风味独特，是具有保健功能的新兴热带水果。近年来，火龙果

在我国的海南、广西、广东、云南等地区都有大规模种植［1］。火龙果对干旱、温度、贫瘠土壤等非生物胁迫

具有较强的耐受性［2 － 3］，对淹水胁迫和盐胁迫也有一定的适应能力［4 － 5］。干旱问题已经成为世界性的问

题，全球干旱半干旱地区占陆地总面积的 48%，是农业生产面临的最严重的问题［6］。在植物暴露于干旱

的情况下，引发了从分子表达，生物化学代谢到生态系统水平的反应，涉及大量与不同机制相关的基因和

途径［7］。冷暖等的研究表明，蛋白激酶、蛋白磷酸酶、碳代谢以及 ABA 等相关的基因可以作为研究草地

早熟禾干旱响应机制的主要研究对象［8］，刘洪博等的研究表明，干旱胁迫下割手密( Saccharum spontaneum

L． ) 根系中与植物膜结合和信号传导相关的差异表达基因最多［9］，这与麻文俊在干旱胁迫下楸树苗中筛

选到的差异表达基因情况一致［10］。目前，对于火龙果的干旱胁迫研究大部分集中在生理生化［11］和表型

结构［12］等方面，对其分子水平的研究报道则相对较少［13］。随着高通量测序技术的快速发展，转录组测序

已经成为研究基因差异表达的重要手段［14］。笔者对干旱胁迫下火龙果的根和茎进行了转录组测序，对所

得到的数据进行了生物信息学分析，筛选出响应火龙果干旱胁迫的差异表达基因( differentially expressed
genes，DEGs) ，并通过荧光定量 PCＲ 技术对筛选基因进行表达验证，并对筛选到的差异表达基因进行 GO
( gene ontology) 的功能注释及 KEGG( Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 富集分析，旨在筛选出火

龙果抗旱相关基因，为揭示火龙果响应干旱胁迫的分子机制提供资料。

1 材料与方法

1． 1 材料培养与试验处理 选取 20 ～ 30 cm 长势良好，大小均匀的‘大红’品种火龙果植株，移栽到相同

大小的花盆中恢复生长 2 周后，作为试验材料。干旱处理 30 d 火龙果植株作为干旱处理组，正常浇水火



龙果植株作为对照组，分别取 2 组火龙果植株的茎和根作为测序材料。混合取样，每次取 3 盆，每个样品

取样 3 次，并将样品即干旱胁迫火龙果根( DＲ) ，正常浇水火龙果根( CＲ) ，干旱胁迫火龙果茎( DS) ，正常

浇水火龙果茎( CS) 放入液氮中迅速冷冻，置于 － 80 ℃超低温冰箱中保存备用。
1． 2 火龙果总 ＲNA 提取 使用改进后的 CTAB 法［15］提取火龙果根和茎的总 ＲNA。利用微量紫外分光

光度计测定 ＲNA 浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳检验 ＲNA 质量。
1． 3 火龙果的转录组测序与差异表达基因的筛选 分别对不同处理下火龙果植株的根和茎进行转录组

测序，测序工作在华大基因完成。采用 FDＲ≤0． 001，| log2Ｒatio |≧ 1 且校正的 P 值≤0． 05 来筛选与火龙

果干旱胁迫相关的差异表达基因，并对筛选的差异表达基因进行 GO 功能注释及 Pathway 富集分析。
1． 4 差异表达基因的 qＲT-PCＲ 验证 对筛选到的与干旱胁迫相关的差异表达基因进行 qＲT-PCＲ 验

证。qＲT-PCＲ 引物采用 Primer 5 软件进行设计，反应体系为 20 μL，选择火龙果 UBQ 家族成员 UBQ10 为

内参基因。为避免操作误差，实验设置 3 个生物学重复，每个反应做 3 个复孔，结果使用 2 － ΔΔCt方法计算。

2 结果与分析

2． 1 转录组测序组装质量分析 通过分析，得到了 Unigene 的质量指标，样品 CＲ，DＲ，CS，DS 得到的

Unigene 总数分别为 105 013，86 333，55 914，43 543 条，说明数据量丰富; Unigene 的平均长度分别是 806，

712，558，523 bp，拼接长度较长，说明拼接质量较

好; N50 的平均值分别为 1 308，1 094，753，671 bp，数

值较大，说明组装效果较好; GC 质量分数的平均百

分比分别为 43． 76%，44． 23%，44． 26%，44． 48%，说

明样品中 GC 含量分布较均匀。结果表明，本次

数据组装质量较好。
2． 2 不同处理下火龙果差异表达基因分析 对

样品 CＲ1，CＲ2，CＲ3，CS1，CS2，CS2，DＲ1，DＲ2，

DＲ3，DS1，DS2，DS3 进行表达量密度分析，高表

达基因的 FPKM 一般都会≥10，FPKM 在 1 ～ 10

之间的一般为较低水平的表达基因，FPKM ＜ = 1

的为极低表达水平的基因。从图 1 可知，每个样

品的 3 个重复之间的重复度较好，且基本上峰值

保持一致。log10FPKM ＜ 1 的基因密度较大，证

明较低表达和极低表达水平基因占有较大的数

量，log10FPKM≥1 的基因密度较小，高表达基因

占有较小的比例。
2． 2． 1 干旱胁迫下火龙果根中的差异表达基因分析 比对测序结果中的火龙果干旱处理组根( DＲ) 与

对照组根( CＲ) 的差异表达基因，筛选出干旱胁迫下火龙果根中的差异表达基因 194 个，如图 2( 左) 所示，

其中包括 70 个上调表达基因，124 个下调表达基因，由此可见，在干旱胁迫火龙果根中有更多的下调表达

基因应激表达。图 2( 右) 所示，差异表达基因大部分分布在差异倍数 1 ～ 4 之间，极少数分布在差异倍数

4 以上。
2． 2． 2 干旱胁迫下火龙果茎中的差异表达基因分析 从图 3( 左) 可知，在干旱胁迫的火龙果茎中筛选出

的差异表达基因总数为 21 个，其中包括表达上调的基因 12 个，表达下调的基因 9 个。茎中的差异表达基

因大部分分布在差异倍数 2 ～ 4 之间，极少数基因的差异倍数大于 4( 图 3 右) 。
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2． 3 差异表达基因的功能分析

2． 3． 1 差异表达基因的 GO 功能分析 在火龙果根和茎中筛选出来的响应干旱胁迫的差异表达基因总

数为 215 个，并对这些差异基因进行 GO 功能分类。从图 4( 左) 可知，富集到生物学过程、细胞组分、分子

功能的差异表达基因分别为 176，100 和 130 个。其中，富集到生物学过程的功能种类最多，为 13 个功能

分类; 富集到细胞组分和分子功能的功能分类相对较少，都为 7 个功能分类，在 27 个功能分类中富集在催

化活性功能中的基因总数最多，为 63 个，其次是富集到结合、新陈代谢过程、膜功能中的基因数较多，分

别为 51，49 和 33 个。

图 4( 右) 为火龙果茎中差异基因的 GO 功能分类，从中可知，富集到生物学过程、细胞组分、分子功能

的差异表达基因分别为 19，30 和 13 个。富集到生物学过程和分子功能的功能种类都为 3 个; 富集到细胞

组分的功能分类最多，为 7 个，在 13 个功能分类中富集到催化活性功能中的基因总数最多，为 8 个，而在

膜中只富集到了 1 个基因。
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笔者对火龙果根和茎中差异基因的 GO 功能分类进行了比较，结果表明，两者都在催化活性功能中富

集到最多的基因，说明火龙果根和茎中的差异表达基因对干旱胁迫响应在一定程度上具有一致性。火龙

果根中富集到膜功能的基因数相对较多，茎中富集在膜功能的基因却最少，说明火龙果根和茎中的差异

表达基因对干旱胁迫的响应也存在一定的差异性。火龙果根中的差异基因 GO 功能分类总数远多于茎中

的功能分类数，且功能分类富集到的基因数也远多于茎中富集的基因数，由此说明，在干旱胁迫下，火龙

果根是响应干旱胁迫的主要部分，根中的差异表达基因起到了主要的调节和应答作用。
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2． 3． 2 差异表达基因的 KEGG 功能分析 通过比对 KEGG 数据库，干旱胁迫下的火龙果根和茎中显著

性富集到的前 20 个通路见图 5。火龙果根和茎的富集情况既存在相同点，也有差异性。从图 5 ( 左) 可

知，火龙果根中的差异基因主要富集在代谢途径、次生代谢生物合成、糖酵解 /糖异生、酪氨酸代谢中。从

图 5( 右) 可知，火龙果茎中差异基因主要富集在了代谢途径、碳代谢、乙醛酸和去羧基产物代谢以及光合

生物的碳固定中。干旱胁迫下的火龙果根和茎中差异表达基因富集到代谢途径的基因数都最多，说明干

旱胁迫主要影响了火龙果植株的基础代谢过程。糖代谢和酪氨酸代谢、碳代谢等都积极参与了植物抗逆

性的调控，响应了植物对干旱胁迫的应答机制［14，16 － 19］。另外，火龙果根中的差异表达基因富集到次生代

谢生物合成的数量仅次于代谢途径，说明在干旱胁迫下火龙果根中存在较多的次生代谢的生物合成，来

维持火龙果正常的代谢过程。
2． 4 干旱胁迫相关基因的 qＲT-PCＲ 验证

2． 4． 1 火龙果茎中差异基因的表达水平 qＲT-PCＲ 验证 在干旱胁迫下，从火龙果茎中筛选出 5 个差异

表达基因，使用 qＲT-PCＲ 方法对其表达水平进行验证。实验结果如图 6 所示，包括了 4 个表达上调的基

因和 1 个表达下调的基因，测序结果的基因表达量变化和 qＲT-PCＲ 验证结果一致，证明测序结果可靠。

其中，肌醇多磷酸合酶( 图 6-A) 、remorin 蛋白( 图 6-D) 、金属硫蛋白( 图 6-E) 等均与抗逆性蛋白合成或可

能与抗性发育信号途径相关［20 － 21］。

2． 4． 2 火龙果根中差异表达基因的 qＲT-PCＲ 验证 在干旱胁迫的火龙果根中，对筛选出的 19 个差异表

达基因进行 qＲT-PCＲ 验证，从图 7 可知，这 19 个基因的 qＲT-PCＲ 验证的表达趋势与测序结果的变化趋

势相同，证明了测序结果的准确性和可靠性，同时根据验证的结果，可以对筛选出的基因进行更深入的研

究。在筛选的 19 个基因中，有 12 个基因在干旱胁迫下的基因表达量显著下降，有 7 个基因的表达量显著上

升。其中，丙酮酸脱羧酶( 图 7-D) 、N 糖基酶( 图 7-K) 、糖转运蛋白( 图 7-L、图 7-O) 都参与了糖酵解途径; 氧

化丙二烯合酶( 图 7-G) 、过氧化物酶( 图 7-E) 、CBL 互作蛋白激酶( 图 7H) 则可能和活性氧( ＲOS) 代谢相

关［22］; Myb( 图 7-N) 和 AP2 /EＲF( 图 7-Ｒ) 为与非生物胁迫应答相关的转录因子; 乙醇脱氢酶( 图 7-B) 也参

与了植物对干旱胁迫的应答［23］。
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3 讨 论

3． 1 响应火龙果干旱胁迫的转录因子与蛋白激酶 转录因子通过与目标基因的顺式作用元件相结合，

启动下游抗旱相关功能基因的表达，对逆境胁迫的基因诱导表达起调控作用［24］。如 AP2 /EＲF 类转录因

子分成 4 个亚族: DＲEB ( dehydration-responsive element binding protein) ，EＲF ( Ethylene-responsive element
binding factors) ，AP2( APETALA2) ，ＲAV( related to ABI3 /VP1 ) ［25］，均可识别植物干旱等非生物胁迫诱导

的响应元件。有研究报道已经指出，在拟南芥中 AtＲD29A 基因启动子区域存在该家族亚基，可识别下游

调节基因，从而提高植物抗性［26］。本研究中，筛选出的基因 AP2 /EＲF B3( Unigene69_All) ，属于 AP2 /EＲF
家族，其在火龙果植株受到干旱胁迫的根中表达量显著升高，表明 AP2 /EＲF B3 参与了对火龙果的干旱胁

迫的应答机制。
类钙调磷酸酶 B 蛋白( CBL) 和其互作蛋白激酶( CBL-interacting protein kinase，CIPK) 是与非生物胁

迫相关的 Ca2 + 信号转导中的重要组分。已经在小麦中克隆出 7 个 CBL 和 8 个 CIPK 基因，并对它们编码

的蛋白质进行了系统分析［27］。本实验筛选到的 CBL 互作蛋白激酶( CL3599． Contig2_All) 在干旱胁迫下

的火龙果根中高表达，有可能存在与其互作蛋白 CBL，可以通过酵母双杂技术对其互作蛋白进一步筛选。
Ｒemorin 蛋白可能是植物专一性蛋白，且和植物从水生到陆生有关，能够参加植物抗性与发育的信号传导

途径［22］。本实验筛选到的 Ｒemorin 蛋白( CL1511． Contig5) 可能参与了火龙果对干旱应答的信号通路。
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3． 2 酪氨酸代谢途径对火龙果干旱胁迫的响应 酪氨酸蛋白磷酸酶( PTPase) 是参与酪氨酸代谢的重要

酶类，在大量的动物实验中，已经证明 PTPase 在细胞信号传递中起到非常关键的作用［28］，笔者发现，酪氨

酸代谢也是富集到的重要通路之一。ABA 作为植物体内六大激素之一，被誉为“胁迫分子”［29］，因此 ABA
的积累是植物响应干旱胁迫的重要表现。目前有研究发现，偏钒酸钠( NaVO3 ) 可以阻断水分亏缺诱导的

ABA 积累［30］，而 NaVO3 作为 PTPase 的专一抑制剂已在玉米材料中进行了验证，证明 PTPase 可以被水分

亏缺激活［31］。由此可见，酪氨酸代谢参与了植物对干旱胁迫的响应和调节。
干旱胁迫下，火龙果根中差异表达基因显著富集在了酪氨酸代谢途径中，结合 KEGG 数据库和测序结

果，酪氨酸脱羧酶( CL218． Contig10_All，TYDC) 、乙醇脱氢酶( CL6151． Contig1_All，ADH1_7; CL1258． Contig5_
All，ADH4) 、胺氧化酶( Unigene1021_All，AOC3) 等均被注释到了酪氨酸代谢中，这与其他植物在干旱胁迫下

的富集通路有所不同［8 － 9］。火龙果是热带作物，具有较强的抗旱性，这可能是火龙果在干旱胁迫下富集的通

路与其他植物不同的原因之一。因此，酪氨酸代谢途径可能是火龙果具有较强抗旱能力的重要保障，具有深

入研究的价值。
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Differentially Expressed Genes of Ｒoots and
Stems of Pitaya under Drought Stress

QI Zhao，YAN Zhen，XU Min，LIU Chengli，CHENG Yu，XIONG Ｒui，LUO Juan，TANG Hua
( Hainan Key Laboratory of Sustainable Utilization of Tropical Biological Ｒesources / Institute of

Tropical Agriculture and Forestry，Haikou，Hianan 570228，China)

Abstract: Although pitaya ( Hylocereus undatus) has a good drought tolerance，drought stress could result in re-
duced production，low quality，and even failure in bearing fruit of pitaya． The pitaya Dahong was used as the
experimental material，and a new generation of high-throughput sequencing technology ( ＲNA-Seq) was used to
compare the differences in the root and stem of the pitaya between the treatment group and the control group． We
screened differentially expressed genes ( DEGs ) from the root and stem，and verified the expression of the
screened genes by qＲT-PCＲ． A total of 194 DEGs were produced from CＲ-VS-DＲ，including 70 up-regulated
expression genes and 124 down-regulated expression genes which responded to drought stress． From CS-VS-DS，

21 DEGs were obtained，including 12 up-regulated expression genes and 9 down-regulated expression genes
which responded to drought stress． The sereened differentially expressed genes were mainly concentrated in the
process of tyrosine metabolism，secondary metabolite biosynthesis，glycolysis /glycoheterosis，and carbon metabo-
lism． It showed that the pitaya was mainly adapted to drought stress by adjusting its basic metabolism，and the
tyrosine metabolism may play an important role in the drought resistance of the pitaya．
Keywords: pitaya; drought stress; ＲNA-Seq; differentially expressed genes
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