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摘 要:为探究小麦TaSTP3基因参与的糖转运途径及其在小麦与条锈菌互作中的作用,以TaSTP3的

RNA沉默转基因小麦T2 代植株及其野生型Fielder小麦植株为材料进行转录组(RNA-seq)测序,筛选差异

表达基因并进行GO和KEGG富集分析,推测TaSTP3基因可能参与的调控通路和涉及的基因数量。结果表

明,有7660个差异表达基因,其中3194个上调表达,4466个下调表达。GO功能富集发现差异表达基因主

要集中在糖类、碳水化合物及纤维素的代谢与合成;经KEGG富集分析,TaSTP3基因沉默后糖类、氨基酸和

脂质的代谢与合成中的基因表达量发生显著变化,并且还有较多基因富集到植物激素信号转导和苯丙烷类

物质生物合成通路。综上所述,推测TaSTP3通过运输糖类物质来改变糖类在条锈菌与小麦互作中的分布情

况,以此传递分子信号来影响其他营养物质的代谢、植物激素转导和光合作用。因此,今后可以从上述通路中

寻找与TaSTP3互作的靶标基因,并对其参与的调控通路展开验证。
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Abstract:InordertoinvestigatethesugartransportpathwayinvolvedinwheatTaSTP3geneandits
roleinwheat-striperustinteractions,TaSTP3-RNAitransgenicwheatT2generationplantsandField-
erwheatplantswereusedforRNA-seq,toscreenfordifferentiallyexpressedgenes(DEGs)andtouse
GOandKEGGanalysestospeculateonthepossibleinvolvementoftheTaSTP3geneintheregulato-
rypathwayandthenumberofgenesinvolved.Theresultsshowedthattherewere7660DEGs,of
which3194wereup-regulatedand4466weredown-regulated.GOfunctionalenrichmentrevealed
thattheDEGsweremainlyconcentratedinthemetabolismandsynthesisofsugars,carbohydrates,

andcellulose;KEGGenrichmentanalysisshowedthattheexpressionofgenesinthemetabolismand
synthesisofsugars,aminoacidsandlipidschangedsignificantlyafterTaSTP3genesilencing,and
moregeneswereenrichedinthephytohormonesignalingandphenylpropanoidbiosynthesispathways.
Insummary,itishypothesizedthatTaSTP3altersthedistributionofsugarsinstriperust-wheatin-
tercroppingbytransportingsugars,andinthiswaytransmitsmolecularsignalstoaffectthemetabo-
lismofothernutrients,phytohormonetransduction,andphotosynthesis,sothattargetgenesinterac-



tingwithTaSTP3canbesearchedfromtheabovepathways,andtheirinvolvementintheregulatory
pathwayscanbeverified.
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  小麦(Triticumaestivum L.)是世界三大粮

食作物之一,其种植面积和分布范围极为广大,其
丰产稳产对国家粮食安全有着十分重要的意义。
小麦条锈病是由条形柄锈菌小麦专化型(Puccinia
striiformisf.sp.tritici,Pst)引起的流行性真菌病

害,在中国的西北、西南、华北、长江中下游等地都

有发生,会造成严重的粮食减产和经济损失[1]。
病原菌入侵寄主是为了获取宿主的营养物质

以促进自身的发育和繁殖。植物的光合产物蔗糖

及其裂解产物葡萄糖和果糖是病原体从寄主中获

取的主要营养物质,所以阻断条锈菌吸收营养是

防控小麦条锈病的有效途径[2-4]。实验室前期研

究发现,糖转运蛋白TaSTP3的表达显著受到条

锈菌侵染的诱导,利用病毒介导的基因沉默技术

瞬时沉默TaSTP3后小麦植株感病表型减弱,条
锈菌孢子量减少且植株内部菌丝生长发育受到限

制;利用RNAi(RNAinterference)技术靶向沉默

TaSTP3基因创制转基因小麦,进一步证明沉默

TaSTP3能够抑制条锈菌的生长发育,而TaSTP3
过表达转基因小麦在接种条锈菌后叶片孢子量呈

现增多趋势,菌丝发育进程提前,感病表型增强,
表明TaSTP3正调控条锈菌感病性[5]。

转录组测序依托Illumina测序平台,研究特

定组织或细胞在某个时期转录的所有 mRNA,是
基因功能与结构研究的基础,对理解生物体的发

育和疾病的发生具有重要作用。因此,通过分析

不同处理后样品的基因差异表达和富集情况,能
够解析相关基因在植物抗病过程中的功能和代谢

途径[6-8]。
为了进一步解析 TaSTP3在条锈菌与小麦

互作中的功能及作用机制,本研究以TaSTP3-
RNAi的 T2 代植株及其野生型株系Fielder(本
课题组培育)为材料,利用转录组测序技术,比较

分析转基因株系与Fielder品系中基因表达的差

异情况,为后续筛选TaSTP3的互作靶标基因提

供参考。

1 材料与方法

1.1 小麦的培养与样品的采集

将TaSTP3 基因的沉默片段连接到pAN-

IC8E载体上,通过农杆菌介导的转化方式创制

TaSTP3-RNAi的转基因小麦植株,在西北农林

科技大学东南窑的16 ℃温室中培养TaSTP3-
RNAi植株及其野生型株系Fielder,持续光照(16
h)和持续黑暗(8h)交替进行,待TaSTP3-RNAi
的T2 代植株和野生型株系Fielder植株生长至

二叶一心时,取小麦植株的二叶,并采集3个生物

学重复,液氮中速冻后放入-80℃保存。

1.2 转录组测序与差异表达基因的富集分析

将采集的样品提取 RNA后送至 Novogene
生物信息技术有限公司,用IlluminaHiSeq4000
PE150进行测序。使用 HISAT2v.2.0.5.将干

净的数据映射到IWGSC小麦基因组数据库中,
然后用COUNTSv.1.5.0-p3对每个基因的读数

进行计数。再根据每个基因的长度和映射到该基

因的读数计数,计算每个基因的 FPKM。使用

DESEQ2Rpackage(1.16.1)对TaSTP3-RNAi与

Fielder进行差异表达分析。使用Benjaminiand
Hochberg法来控制错误发现率。通过DESEQ2检

测P<0.05的基因被认为是差异表达基因[2]。

2 结果与分析

2.1 测序数据的质控及参考基因组比对结果

对TaSTP3-RNAi和Fielder共6个混合样本

(其中 Fielder_1、Fielder_2和 Fielder_3代表

Fielder的3个生物学重复,RNAi_1、RNAi_2和

RNAi_3代表TaSTP3-RNAi的3个生物学重复)
进行高通量测序,经过过滤和质控处理后,Fielder
分别获得91339944、94478782、102458170条

cleanreads,TaSTP3-RNAi分别获得101768072、

99824054、96691394条cleanreads,样品平均

GC含量在55%左右,Q20比例约为97%,Q30比

例约为93%(表1),说明测序数据质量良好,可以

进行后续分析。将质控后的cleanreads比对到小

麦参考基因组上,结果显示,6个样本在基因组上的

比对率都较高,最低为94.82%,最高为95.38%,平
均比对率为95.02%(表2)。如果参考基因组

组装较为完善,所测物种与参考基因组一致,
且相关实验不存在污染,那么测序得到的reads
成功比对到基因组的比例一般会高于70%。据
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表1 测序数据质量情况汇总

Table1 Qualityanalysisstatusofsequencingdata

样本
Sample

原始序列数
Rawreads

纯净序列数
Cleanreads

纯净碱基数
Cleanbases Q20/% Q30/% GC含量

GCcontent/%

Fielder_1 92535522 91339944 13.70G 97.78 93.71 55.29

Fielder_2 95738432 94478782 14.17G 97.65 93.46 55.00

Fielder_3 104098612 102458170 15.37G 97.62 93.42 55.76

RNAi_1 102839776 101768072 15.27G 97.29 92.60 55.34

RNAi_2 101170574 99824054 14.97G 97.31 92.64 55.63

RNAi_3 97947746 96691394 14.50G 97.61 93.37 55.17

表2 测序数据与参考基因组比对情况统计

Table2 Statisticsofsequencingdatamappedtothereferencegenome

样本
Sample

比对到基因组的序列数(比对率)
Totalmap(ratio)

唯一比对位置的序列数(比对率)
Uniquemap(ratio)

多个比对位置的序列数(比对率)
Multimap(ratio)

Fielder_1 87118577(95.38%) 83435404(91.35%) 3683173(4.03%)

Fielder_2 89985419(95.24%) 85663277(90.67%) 4322142(4.57%)

Fielder_3 97493545(95.15%) 92646356(90.42%) 4847189(4.73%)

RNAi_1 96498795(94.82%) 92053564(90.45%) 4445231(4.37%)

RNAi_2 94901063(95.07%) 90280293(90.44%) 4620770(4.63%)

RNAi_3 91813848(94.96%) 87658712(90.66%) 4155136(4.30%)

此说明,本次测序结果可信度较高,可以对其开展

分析。
根据测序数据与参考基因组的比对结果,统

计reads在基因组外显子区域、内含子区域以及

基因区域所占的比例,结果显示,外显子区域在6
个样本中所占比例都达到了84%左右,满足了后

续的分析需要。根据各个样本中所有基因的FP-
KM值计算组内及组间样本的相关性系数并绘制

热图(图1),从图1可以发现,Fielder和TaSTP3-
RNAi的组间样本R2 均大于0.88,Fielder组内

样本R2 最高达到0.95,TaSTP3-RNAi组内样本

R2 最高达到0.97,说明组内样本的表达模式十

分接近,生物学重复的样本相关性较高。

2.2 差异表达基因分析

以DESeq2padj≤0.05、|log2FoldChange|≥
0.0为阈值(padj指多重假设检验校正后的 P
值),Fielder为对照组,进行差异表达基因筛选,
发现沉默TaSTP3后,相比于对照组有7660个基

因的转录水平发生显著变化,其中3194个基因

上调表达,4466个基因下调表达。通过绘制火

山图(图2)可以看出,上调表达基因的表达倍数

变化(|log2FoldChange|)基本都在10以内,下
调表达基因的表达倍数变化在14以内,而二

者的表达差异的显著性水平(-log10padj)大部分

图1 样本间相关性热图

Fig.1 Heatmapofinter-samplecorrelation

位于25以下。
将差异表达基因按照padj的值由小到大进

行排序,取前200个差异表达基因进行聚类分析,
表达模式相近的基因被聚合在一起,且同一基因

在Fielder或TaSTP3-RNAi的组内生物学重复

中的表达模式相似,组间的表达模式则完全相反

(图3),表明沉默TaSTP3后这些基因的转录水平

与对照组相比确实呈现显著变化。

2.3 差异表达基因的GO和KEGG分析

2.3.1 GO功能富集分析

对TaSTP3-RNAi和Fielder的7660个差异
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表达基因进行GO(GeneOntology)功能富集分

析,共富集到123个GO功能类别,分别为82个

生物过程(biologicalprocess)、5个细胞组成(cel-
lularcomponent)和36个分子功能(molecular
function),占比分别为66.7%、4.0%和29.3%。
其中,富集到的与细胞组成相关的GO功能类别

数量最少且显著性较低,与生物过程相关的GO
功能类别数量最多。经过统计发现,差异表达基

因主要富集在生物过程中的糖类、碳水化合物和

纤维素代谢和生物合成过程,并且这些GO功能

类别中表达量下调的基因数量远多于上调的基因

数量(表3),这与TaSTP3的糖转运功能息息相

关,说明这些基因的转录表达受到TaSTP3的影

响或调控,可以从中挖掘TaSTP3的靶标基因来

对其调控机制展开研究。
将获得的GO功能分为生物过程、细胞组成

和分子功能三类后,在每一类里按照padj的值由

小到大排序,选取三类中最显著的10个GO类别

绘制柱状图(图4)和散点图(图5)进行展示,若不

足10个则绘制所有类别。

图2 差异表达基因的火山图

Fig.2 VolcanomapofDEGs

图3 部分差异表达基因的聚类热图

Fig.3 ClusteringheatmapofselectedDEGs
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表3 TaSTP3-RNAi和Fielder的差异表达基因的GO注释

Table3 GOannotationsforDEGsofTaSTP3-RNAiandFielder
类别

Category GOID GO功能
GOfunction

基因数量(比例)
Genenumber(ratio)

上/下调基因数量
Up/Downnumber

BP 0030243 纤维素代谢过程
Cellulosemetabolicprocess 38(1.55%) 3/35

BP 0030244 纤维素生物合成过程
Cellulosebiosyntheticprocess 38(1.55%) 3/35

BP 0034637 细胞碳水化合物生物合成过程
Cellularcarbohydratebiosyntheticprocess 57(2.32%) 16/41

BP 0000271 多糖的生物合成过程
Polysaccharidebiosyntheticprocess 44(1.79%) 4/40

BP 0009250 葡聚糖生物合成过程
Glucanbiosyntheticprocess 44(1.79%) 4/40

BP 0033692 细胞多糖生物合成过程
Cellularpolysaccharidebiosyntheticprocess 44(1.79%) 4/40

BP 0051273 β-葡聚糖代谢过程
Beta-glucanmetabolicprocess 44(1.79%) 4/40

BP 0051274 β-葡聚糖生物合成过程
Beta-glucanbiosyntheticprocess 44(1.79%) 4/40

BP 0016051 碳水化合物生物合成过程
Carbohydratebiosyntheticprocess 59(2.41%) 16/43

MF 0016702 氧化还原酶活性
Oxidoreductaseactivity 31(0.87%) 2/29

MF 0016759 纤维素合成酶活性
Cellulosesynthaseactivity 31(0.87%) 3/28

MF 0016760 纤维素合成酶(UDP形成)活性
Cellulosesynthase(UDP-forming)activity 31(0.87%) 3/28

MF 0016701 氧化还原酶活性
Oxidoreductaseactivity 36(1.01%) 5/31

MF 0051213 双加氧酶活性
Dioxygenaseactivity 32(0.90%) 3/29

BP 0044723 单一生物碳水化合物代谢过程
Single-organismcarbohydratemetabolicprocess 93(3.79%) 29/64

  BP:生物过程;MF:分子功能。

BP:Biologicalprocess;MF:Molecularfunction.

图4 GO富集分析柱状图

Fig.4HistogramofGOenrichmentanalysis
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图5 GO富集分析散点图

Fig.5 ScatterplotofGOenrichmentanalysis

2.3.2 KEGG分析

参考KEGG数据库,以padj小于0.05作为

显著 性 富 集 的 阈 值 对 差 异 表 达 的 基 因 进 行

KEGG通路富集分析,共富集到10条通路(表

4),将这10条KEGG通路绘制柱状图(图6)进行

展示。其中,除光合作用-捕光蛋白途径与半乳糖

代谢途径的上调基因数量远多于下调基因外,其
余途径均是下调表达的基因数量更多,且氨基糖

和核苷酸糖代谢途径与苯丙氨酸代谢途径的下调

基因数量显著多于上调基因,说明沉默TaSTP3
后转录水平发生明显变化的基因主要集中在糖

类、氨基酸和脂质的代谢。此外,KEGG富集到

的显著性最高并且涉及基因数量最多的通路是植

物激素信号转导和苯丙烷类物质生物合成,这与

植物 的 抗 病 和 抗 逆 关 联 性 极 高,也 为 解 析

TaSTP3的功能和作用机制提供了研究方向。

表4 TaSTP3-RNAi和Fielder的差异表达基因的KEGG富集分析

Table4 KEGGenrichmentanalysisofDEGsofTaSTP3-RNAiandFielder

KEGGID 代谢通路
Pathway

基因数量(比例)
Genenumber(ratio)

上/下调基因数量
Up/Downnumber

dosa04075 植物激素信号转导Planthormonesignaltransduction 33(8.42%) 14/19

dosa00940 苯丙烷类物质生物合成Phenylpropanoidbiosynthesis 21(5.36%) 3/18

dosa00520 氨基糖和核苷酸糖代谢 Aminosugarandnucleotidesugarmetabolism 21(5.36%) 4/17

dosa00591 亚油酸代谢Linoleicacidmetabolism 6(1.53%) 1/5

dosa00196 光合作用-捕光蛋白Photosynthesis-antennaproteins 7(1.79%) 7/0

dosa00592 α-亚麻酸代谢 Alpha-Linolenicacidmetabolism 10(2.55%) 3/7

dosa00280 缬、亮和异亮氨酸降解 Valine,leucineandisoleucinedegradation 11(2.81%) 5/6

dosa00360 苯丙氨酸代谢Phenylalaninemetabolism 9(2.30%) 1/8

dosa00052 半乳糖代谢 Galactosemetabolism 10(2.55%) 7/3

dosa00410 β-丙氨酸代谢Beta-Alaninemetabolism 9(2.30%) 4/5

·617· 麦 类 作 物 学 报                  第45卷



图6 KEGG富集分析柱状图

Fig.6 HistogramofKEGGenrichmentanalysis

3 讨论

转录组测序技术自出现后经历了持续的改进

和发展。随着高通量测序平台(如Illumina)的不

断更新和升级,转录组测序变得更快速、更准确、
更经济,促进了该技术的普及和应用。目前,在植

物学领域,转录组测序主要用于研究在不同生长

发育阶段、组织器官及环境胁迫下的基因表达情

况,挖掘种质资源中的重要基因和调控网络为植

物品种的改良和选育提供参考,以及评估基因过

表达或沉默后植物体内基因的转录变化情况以此

来判断该基因的功能和作用机制[9-13]。
糖是植物免疫反应能量和碳骨架的主要来

源,也是病原菌与寄主争夺的主要营养物质。糖

转运是碳源从源组织(如叶片)向库组织(如茎、根
和种子)同化和分配的过程,植物中的糖类物质通

过质膜上的胞间连丝或糖转运蛋白进入韧皮部中

的筛管,经长距离运输到达不同的器官组织[14]。
病原体侵染植物后,通过抑制植物光合作用来改

变源库平衡,使健康组织中的糖流入到受侵染的

组织中,再通过控制植物的糖转运系统,将糖转运

到胞质空间,以供自身生长繁殖所需[15]。
糖 转 运 蛋 白 (sugartransportproteins,

STPs)通常含有由12个连续的跨膜结构域,可以

转运可溶性单糖穿过疏水膜[16]。STPs在不同的

植物-病原体互作过程中发挥着不同的作用,At-

STP13过表达植株增强了拟南芥对死体营养性真

菌灰霉菌(B.cinerea)的抗性,AtSTP13的突变

体则产生了相反的作用,表明STP13可能通过增

强植物防御反应和剥夺真菌寄主源的糖来提高抗

性[17]。然而,STPs在防御活体营养型真菌方面

可能发挥消极作用,例如小麦中的Lr67res蛋白

(自然突变的TaSTP13)因携带两个氨基酸突变

导致己糖转运活性减弱,从而对三种小麦锈病(条
锈、叶锈和秆锈)和白粉病都有部分抗性[18]。

在对TaSTP3的前期研究中,Huai发现在接

种CYR31的12hpi,TaSTP3的转录水平相比于

对照显著上调,推测条锈菌侵染可能影响了植物

体内 糖 类 物 质 的 运 输 与 分 布[5]。Yuan 检 测

TaSTP3-RNAi植株和野生型株系Fielder叶片

中的糖浓度,发现TaSTP3-RNAi叶片中的蔗糖、
葡萄糖、果糖的含量都有一定程度的下降,推测

TaSTP3-RNAi小麦对条锈病的抗性增强可能是

叶片中糖含量下降带来的影响[2]。
本研究通过对TaSTP3-RNAi转基因的 T2

代植株与Fielder植株进行RNA-seq测序,经过

对测序数据的质控验证、参考基因组比对、样本间

相关性分析后,筛选得到7660个差异表达基因,
其中3194个上调表达,4466个下调表达。差异

表达基因的GO功能主要富集到生物过程(bio-
logicalprocess)相关的糖类、碳水化合物及纤维

素的代谢与合成,并且这些GO功能类别中下调
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表达的基因数量远多于上调表达的基因,表明沉

默TaSTP3对糖类、碳水化合物及纤维素的代谢

相关基因的表达量有很大影响,这与TaSTP3作

为糖转运蛋白的功能相关,可以从这部分基因入

手寻找与TaSTP3调控相关的靶标基因,以此来

解析TaSTP3糖转运的机制,后续还可以对靶标

基因在小麦-条锈菌互作中的功能进行验证,来明

确TaSTP3糖转运通路在小麦抗感条锈病中所

发挥的作用。
对差异表达基因进行KEGG富集分析,显著

富集到10个KEGG通路,主要集中在糖类和氨

基酸代谢与合成,除光合作用-捕光蛋白途径与半

乳糖代谢途径的上调基因数量多于下调基因外,
其余途径均是下调表达的基因数量更多,并且还

有较多数量的基因富集到植物激素信号转导和苯

丙烷类物质生物合成通路,推测TaSTP3除了参

与调整小麦体内糖类物质的分布,还可能通过参

与植物激素的调节、影响光合作用的电子传递或

光系统的组成来响应条锈菌对小麦的侵染。因

此,在寻找TaSTP3的候选靶标基因时,不仅可以

从糖类代谢相关途径入手,还可以在氨基酸代谢、
脂质代谢以及光合作用相关通路进行筛选验

证[19-21]。
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