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摘要：［目的］了解马尾松干旱胁迫转录组序列的功能分布和 ＳＳＲ位点分布特征，并探索与干旱关联的 ＳＳＲ位点。
［方法］对马尾松幼苗进行持续干旱胁迫，选取干旱１０、１５、２５ｄ及正常供水对照的马尾松针叶样品，通过总ＲＮＡ提
取、Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序、ｒａｗｒｅａｄｓ去冗、Ｔｒｉｎｉｔｙ拼接获得 ｕｎｉｇｅｎｅｓ。利用 Ｂｌａｓｔ比对，对 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列进行 ＧＯ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ
功能注释及分类；利用Ｍｉｓａ软件进行 ＳＳＲ位点批量搜寻，ｐｒｉｍｅｒ３０软件进行规模化 ＳＳＲ引物设计；利用 ＧＯＳｅｑ
（１１００）、ＫＯＢＡＳ（ｖ２０１２）软件对差异表达的含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＧＯ、ＫＥＧＧ显著性富集分析。［结果］马尾
松转录组１９４８２１个Ｕｎｉｇｅｎｅ中，１０１８０６个Ｕｎｉｇｅｎｅ获得注释，包含６４９４３个ＧＯ功能注释、３５８８０个ＫＯＧ功能注释
及３０８８２个ＫＥＧＧ注释。搜寻到６７２８个ＳＳＲ位点，分布于６３６７个Ｕｎｉｇｅｎｅ中，ＳＳＲ出现频率为３４５％；重复类型
以单、三、二核苷酸为主，分别占总 ＳＳＲ的 ３５８２％、３３０３％和 ２５２２％；重复基序以 Ａ／Ｔ、ＡＴ／ＡＴ、ＡＧ／ＣＴ、ＡＧＣ／
ＣＴＧ、ＡＡＧ／ＣＴＴ为主；基序长度以１０ ２０ｂｐ的短序列ＳＳＲ为主；基序重复次数以５ １０次重复占优势；批量设计
１３３３８对ＳＳＲ引物。４２２个含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅ具有差异表达；ＫＥＧＧ富集分析发现，有１１个含 ＳＳＲ位点的差异
Ｕｎｉｇｅｎｅ参与了光合作用、植物激素信号传导及类胡萝卜素合成等３个与干旱响应相关的代谢途径。［结论］从较高
质量的马尾松转录组中获得１０１８０６个具有注释的Ｕｎｉｇｅｎｅ；从６３６７个Ｕｎｉｇｅｎｅ中挖掘出６７２８个ＳＳＲ位点；４２２个
含ＳＳＲ位点的差异表达Ｕｎｉｇｅｎｅ中筛选出１１个与干旱关联的ＳＳＲ功能位点，为抗旱功能基因定位及马尾松抗旱分
子机制研究奠定基础。

关键词：马尾松；转录组；基因注释；ＳＳＲ；基因差异表达
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　　转录组学借助高通量测序技术快速获取海量转
录本，从ＲＮＡ水平解析物种在特定环境下的基因功
能表达、生物学过程及分子运行机制，是一种快捷高

效的分子生物学研究手段，更适用于基因组较大、且

基因信息相对匮乏的非模式生物［１－２］。基于转录组

的ＳＳＲ标记，不仅具有 ＳＳＲ多态性高、重复性好等
特性，更具有转录组经济、高效、信息量大等优势［３］；

众多林木已相继开展转录组 ＳＳＲ标记开发研究，如
地中海松（ＰｉｎｕｓｈａｌｅｐｅｎｓｉｓＭｉｌｌ．）［４］、红松（Ｐｉｎｕｓｋｏ
ｒａｉｅｎｓｉｓＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）［５］等。同时，转录组ＳＳＲ标记
源自转录区编码序列，直接反映基因表达的变异［６］，

成为与基因表达直接关联的功能标记［７］，涉及基础

代谢、信号转导及转录等基因调控的各个方面［８］；因

此，通过转录组学分析手段，可快速精准地锁定目的

基因的ＳＳＲ功能标记，加快目的基因定位研究进程。
但借助转录组数据挖掘 ＳＳＲ功能标记的研究非常
少，仅见杨洋等［９］通过茄子转录数据找到１个与热
胁迫相关的 ＳＳＲ候选位点。目前，ＳＳＲ标记结合
ＢＳＡ法（ＢｕｌｋｅｄＳｅｇｒｅｇａｎｔＡｎａｌｙｓ），在水稻（Ｏｒｙｚａｓａ
ｔｉｖａＬ．）［１０］、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．）［１１］、
向日葵（ＨｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓＬ．）［１２］等作物中找到耐旱
基因的连锁标记，为耐旱功能基因定位及耐旱性育

种奠定了基础。

马尾松（ＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａＬａｍｂ．）是中国南方
主要造林树种，具有速生、丰产、综合利用程度高等

特点，在我国森林资源发展和生态建设中具有重要

地位［１３］。马尾松分子遗传学研究发展迅速，

ＳＳＲ［１４］、ＩＳＳＲ［１５］、ＩＲＡＰ［１６］等标记在马尾松遗传图谱
构建、遗传结构变异、遗传多样性研究中被广泛运

用；有学者曾利用马尾松近缘种 ＥＳＴ序列［１７］、基因

组［２］或转录组［１８］开发ＳＳＲ标记，但开发的ＳＳＲ标记
仍较少，无法满足分子标记辅助育种需求。近年来，

南方频发的季节性干旱严重威胁马尾松生长，抗旱

种质选育已成为应对干旱逆境的关键。课题组前期

选择３个速生性和适生性较好的马尾松优良家系进
行干旱胁迫，通过对其形态、生长及生理等指标进行

对比分析，筛选出马尾松抗旱种质［１９］，并对其进行

高通量测序获得干旱胁迫转录本数据。本研究将对

该转录本进行 Ｕｎｉｇｅｎｅ功能注释及分类，分析 ＳＳＲ
位点分布特征；在此基础上，对含 ＳＳＲ位点的 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ序列进行差异表达以及ＧＯ、ＫＥＧＧ显著性富集
分析，深度挖掘与功能基因直接关联的ＳＳＲ标记，为
后续马尾松ＳＳＲ规模性标记开发、抗旱分子机制、功
能基因定位等研究奠定基础。
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第５期 杜明凤，等：基于马尾松干旱转录组的抗旱功能ＳＳＲ位点分析

１　材料与方法
１．１　试验材料及干旱处理

材料为长势一致的马尾松２年生幼苗（苗高６５
ｃｍ左右），是课题组前期筛选出的抗旱家系［１９］。试

验设对照组和干旱组，对照组每３ ５ｄ浇１次水，
维持正常水分，干旱组在浇水后自然持续干旱至３０
ｄ。对照组和干旱组在１０、１５、２５ｄ时，对应的土壤
相对含水量分别为 ８１９％、８０３％、８１２％ 和
５７８％、４６６％、３０１％，分属于湿润（７５％ ８０％）、
轻微干旱（５５％ ６０％）、中度干旱（４５％ ５０％）、
重度干旱（３０％ ３５％）［２０］。选取供水１０ｄ（ＣＫ）及
干旱１０、１５、２５ｄ的同位针叶，重复 ２次共 ８个样
品，交诺禾致源生物有限公司完成 ＲＮＡ提取、质检
及转录组测序。

１．２　转录组数据及ｕｎｉｇｅｎｅ功能注释
通过Ｈｉｓｅｑ２０００高通量测序平台获得８个针叶

转录组数据（ＮＣＢＩ数据库 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＳＲＸ２３２７０８１
２３２７０８４；２３１０４４１ ２３１０４４４）。用ＮＧＳＱＣＴｏｏｌｋｉｔ

ｖ２５软件去除接头序列、ｐｌｏｙＡ及低质量序列，用
Ｔｒｉｎｉｔｙ软件完成序列拼接，筛选大于２００ｂｐ的 ｕｎｉ
ｇｅｎｅ序列。通过 Ｂｌａｓｔ序列比对，对 ｕｎｉｇｅｎｅ进行
Ｎｒ、Ｎｔ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＰＦＡＭ、ＧＯ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ７大数据
库信息注释，注释成功的 ｕｎｉｇｅｎｅ根据功能的不同，
进一步划分不同的 ＧＯ基因功能、ＫＯＧ类别及
ＫＥＧＧ代谢途径。
１．３　ＳＳＲ位点的挖掘及引物设计

用Ｍｉｓａ（ＭＩｃｏｒＳＡｔｅｌｌｉｔｅＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＴｏｏｌ）软件
对ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＳＳＲ位点检测。参数设置为单核苷
酸重复数１０次或１０次以上，二 六核苷酸的最小

重复数分别为６、５、５、５、５，ＳＳＲ位点侧翼序列长度≥
５０ｂｐ。用 ｐｒｉｍｅｒ３（２３５版，默认参数）对含 ＳＳＲ
位点的ｕｎｉｇｅｎｅ批量设计引物，引物设计参照通用标
准，并按下列标准进一步筛选引物：引物错配５’端
低于３个碱基，３’端低于１个碱基；引物中无 ＳＳＲ；
去除可匹配其他 ｕｎｉｇｅｎｅ的引物，筛选唯一匹配引
物；用ＳＳＲＦｉｎｄｅｒ校验 ＳＳＲ，将产物序列搜寻的 ＳＳＲ
与 ＭＩＳＡ结果比较，保留具有相同ＳＳＲ产物的引物。
为验证引物有效性，对随机筛选的１１对引物用１个
ＤＮＡ材料进行ＰＣＲ扩增，扩增条带用１５％的琼脂
糖凝胶电泳检测。

１．４　含ＳＳＲ位点的ｕｎｉｇｅｎｅ差异表达及富集分析
对含ＳＳＲ位点的ｕｎｉｇｅｎｅ进行差异表达分析，以

及ＧＯ、ｐａｔｈｗａｙ富集分析。ＲＰＫＭ法（ＲｅａｄｓＰｅｒＭｉｌ
ｌｉｏｎＫｉｌｏｂａｓｅｓ）计算 ｕｎｉｇｅｎｅ表达量。采用 ＤＥＳｅｑ法
（１１０１）比较干旱胁迫与正常供水（ＣＫ）之间的
ｕｎｉｇｅｎｅ表达量，设定 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥２和 ＦＤＲ＜００５
来筛选样品间具有显著性差异的 ｕｎｉｇｅｎｅ。针对差
异表达ｕｎｉｇｅｎｅ，用ＧＯＳｅｑ（１１００）、ｔｏｐＧＯ（２１００）
软件进行ＧＯ富集分析，用ＫＯＢＡＳ（ｖ２０１２）软件进
行ＫＥＧＧ富集分析，均取校正ＰＶａｌｕｅ＜００５。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ验证

从转录组中随机筛选 ４个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行 ｑＲＴ
ＰＣＲ检验，验证转录组数据可靠性。利用宝生物
ＲＮＡＬＡＰＣＲＫｉｔ试剂盒对转录组测序 ＲＮＡ进行反
转录合成 ｃＤＮＡ，ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计 ｕｎｉ
ｇｅｎｅ特异性引物，ＵＢＣ选作内参基因，ＡＢＩ７５００Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ进行 ＰＣＲ扩增。反应体系 ２００μＬ：
ＳＹＢＲｍｉｘ１００μＬ，正反向引物各０５μＬ，ｃＤＮＡ模
板１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８０μＬ；扩增程序：９５°Ｃ６０ｓ，
９５°Ｃ１０ｓ（４０个循环），６１°Ｃ３０ｓ，７２°Ｃ３０ｓ；加溶
解曲线程序：９５°Ｃ１５ｓ，６１°Ｃ６０ｓ，９５°Ｃ１５ｓ。差异
表达分析采用２－△△ＣＴ定量分析法。

２　结果与分析
２．１　马尾松转录组的功能注释
２．１．１　转录组序列注释　基于马尾松干旱胁迫转
录组，通过低质量 Ｒａｗｒｅａｄｓ的筛除，高质量 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ的Ｔｒｉｎｉｔｙ拼接，共获得大于２００ｂｐ的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
１９４８２１个。通过 ７大数据库的 Ｂｌａｓｔ比对，有
１０１８０６个Ｕｎｉｇｅｎｅ获得注释，注释率５２２６％；其余
的９３０１５个 Ｕｎｉｇｅｎｅ未获注释，可能为新基因。其
中，ＮＲ数据库比对所获得的 ６６８２５个注释中，
１６３２３个 Ｕｎｉｇｅｎｅ与云杉属（Ｐｉｃｅａ）、３０４０个 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ与松属（Ｐｉｎｕｓ）的序列同源，其序列匹配数远高
于其它物种。

２．１．２　转录组的ＧＯ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ功能注释及分类
　对注释成功的Ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＧＯ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ功能
注释并分别归类（图１ ３），该结果将反映马尾松
干旱胁迫过程中表达基因的功能分布整体情况。

ＧＯ功能分类显示，６４９４３个 Ｕｎｉｇｅｎｅ被成功注释，
占总数３３３３％。获得的１２８３２６个功能注释，被划
分为３大类：４６７７９个生物过程（３６４５％）、５２４７０
个分子功能 （４０８９％）和 ２９０７７个细胞组分
（２２６６％）（图１）。生物过程包含２５个功能亚类，
主要涉及代谢过程（３４３０６，７３３４％）、细胞过程
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（３４２９３，７３３１％）、单细胞有机体过程（２７４４５，
５８６７％）；与胁迫响应相关的有生物调控（９９９３，
２１３６％）、胁迫响应（６７４１，１４４１％）、信号（３６７９，
７８６％）等。分子功能包含１０个功能亚类，代表性
功能包括蛋白结合（３２７１１，６２３４％）、催化活性
（２９９８４，５７１５％）、转运活性（４４４２，８４７％）等；与
胁迫响应相关的有核酸结合转录因子（１７０８，
３２６％）、转录因子活性（６０２，１１５％）、抗氧化活性
（４６７，０８９％）。细胞组分包含２１个功能亚类，主要
类型有细胞（１８４６３，６３５０％）、细胞组分（１８４４１，
６３４２％）、细胞器（１２１８４，４１９０％）、高分子复合物
（１１４７５，３９４６％）及细胞膜（９２４８，３１８１％）等。
该结果表明马尾松参与了广泛的细胞过程和代谢活

动，几乎涵盖所有干旱胁迫过程的生命活动。

ＫＯＧ功能分类显示，３５８８０个 Ｕｎｉｇｅｎｅ比对到
同源序列，占总数１８４２％；共获得３９９８９个注释，
涉及全部的２６个 ＫＯＧ功能类别（图２）。其中，一
般功能预测比例最大（６１７９，１７２２％）；随后依次为
翻译后修饰、蛋白翻转、分子伴侣（４４８６，１２５０％），

翻译、核糖体结构和生物合成（３１９７，８９１％），能量
产生和转化（２９６２，８２６％），信号转导机制（２６５９，
７４１％）、脂类转运及代谢（２１２９，５９３％）等；而胞
外结构和细胞迁移的比例最小，分别仅涉及７２和２３
个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ。

ＫＥＧＧ注释结果显示：３０８８２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ获得
ＫＯ注释，占总数１５８５％，涉及２８４条代谢途径（图
３）。其中，Ｕｎｉｇｅｎｅ注释最多的代谢途径主要涉及糖
代谢（４０４０，１３０８％）、氨基酸代谢（３０８２，９９８％）、
翻译（２９７０，９６２％）、信号转导（２８１７，９１２％）、能
量代谢（２３１０，７４８％）、脂类代谢（２１１８，６８６％）
等各类代谢及环境适应，表明干旱胁迫下马尾松的

各类代谢活动、信号转导过程非常活跃。

２．２　马尾松转录组ＳＳＲ特性
２．２．１　ＳＳＲ分布特征及与转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ分布的关
系　通过Ｍｉｓａ搜索，从１９４８２１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中获得
６７２８个ＳＳＲ位点，分布于６３６７个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，其
中，６０３１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ只含 １个 ＳＳＲ位点，３３６个
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ含多个（≥２）ＳＳＲ位点，出现频率３４５％，

　　注：生化过程：１．生物附着；２．生物调节；３．细胞集合；４．细胞杀伤；５．细胞组成或生物合成；６．细胞过程；７．发育过程；８．免疫

系统；９．定位；１０．运动；１１．代谢过程；１２．多细胞进程；１３．多个有机体过程；１４．生物过程负调控；１５．生物过程正调控；１６．生物过

程调控；１７．繁殖；１８．繁殖过程；１９．刺激反应；２０．信号传导；２１．单一有机体过程。细胞组成：２２．细胞；２３．细胞组分；２４．细胞外

基质；２５．细胞外基质组分；２６．胞外区；２７．胞外区组分；２８．大分子复合物；２９．膜；３０．膜封闭腔；３１．膜组分；３２．细胞器；３３．细胞

器组分；３４．其他有机碳；３５．其他有机体组分；３６．病毒体；３７．病毒体组分．分子功能：３８．抗氧化活性；３９．结合；４０．催化活性；４１．

分子功能调节；４２．分子转导活性；４３．核酸结合转录因子活性；４４．结构分子活性；４５．蛋白结合转录因子活性；４６．转运活性．

Ｎｏｔｅ：ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ：１．ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ；２．ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；３．ｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；４．ｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇ；５．ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｒｇａｎｉｚａ

ｔｉｏｎｏｒｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；６．ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ；７．ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ；８．ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｐｒｏｃｅｓｓ；９．Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；１０．Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ；１１．ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｐｒｏｃｅｓｓ；１２．ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒｏｒｇａｎｉｓｍａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１３．ｍｕｌｔｉｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ；１４．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１５．ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１６．ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ；１７．Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；１８．ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｐｒｏｃｅｓｓ；１９．ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ；２０．Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ；２１．

ｓｉｎｇｌｅｏｒｇａｎｉｓｍｐｒｏｃｅｓｓ．ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎｔ：２２．Ｃｅｌｌ；２３．ｃｅｌｌｐａｒｔ；２４．ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ；２５．ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；２６．ｅｘｔｒａｃｅｌ

ｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎ；２７．ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｉｏｎｐａｒｔ；２８．ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｏｍｐｌｅｘ；２９．Ｍｅｍｂｒａｎｅ；３０．ｍｅｍｂｒａｎｅｅｎｃｌｏｓｅｄｌｕｍｅｎ；３１．ｍｅｍｂｒａｎｅｐａｒｔ；

３２．Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ；３３．ｏｒｇａｎｅｌｌｅｐａｒｔ；３４．ｏｔｈｅｒｏｒｇａｎｉｓｍ；３５．ｏｔｈｅｒｏｒｇａｎｉｓｍｐａｒｔ；３６．Ｖｉｒｉｏｎ；３７．ｖｉｒｉｏｎｐａｒｔ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎ：３８．ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｙ；３９．Ｂｉｎｄｉｎｇ；４０．ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ；４１．ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ；４２．ｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４３．ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ；４４．ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｃｔｉｖｉｔｙ；４５．ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ；４６．ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ．

图１　马尾松转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＧＯ分类图

Ｆｉｇ．１　ＧＯｃａｔｅｇｏｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｏｎｒｅｄｕｎｄａｎｔｕｎｉｇｅｎｅｓｉｎＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ．
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第５期 杜明凤，等：基于马尾松干旱转录组的抗旱功能ＳＳＲ位点分析

　　注：Ａ：ＲＮＡ加工和修饰；Ｂ：染色体的结构和动态；Ｃ：能量产生和转换；Ｄ：细胞周期控制，细胞分裂，染色体分离；Ｅ：氨基酸的运输和

代谢；Ｆ：核苷酸的运输和代谢；Ｇ：碳水化合物的运输和代谢；Ｈ：辅酶的运输和代谢；Ｉ：脂质的运输和代谢；Ｊ：翻译，核糖体结构和生物合

成；Ｋ：转录；Ｌ：复制，重组和修复；Ｍ：细胞壁／膜／胞外被膜；Ｎ：细胞运动；Ｏ：翻译后修饰，蛋白质折叠，分子伴侣；Ｐ：无机盐的运输和代

谢；Ｑ：次生代谢物的生物合成，运输及分解代谢；Ｒ：一般功能预测；Ｓ：功能未知；Ｔ：信号转导机制；Ｕ：细胞内运输，分泌和囊泡运输；Ｖ：

防御机制；Ｗ：细胞外结构；Ｘ：未知蛋白；Ｙ：核结构；Ｚ：细胞骨架．

Ｎｏｔｅ：Ａ：ＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｃｈｒｏｍａｔｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｄｙｎａｍｉｃｓ；Ｃ：Ｅｎｅｒｇｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ；Ｄ：Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ，

ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ，ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ；Ｅ：Ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｆ：Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｇ：Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ

ａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｈ：Ｃｏｅｎｚｙｍｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｉ：Ｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｊ：Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｋ：

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；Ｌ：Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｎｄｒｅｐａｉｒ；Ｍ：Ｃｅｌｌｗａｌｌ／ｍｅｍｂｒａｎｅ／ｅｎｖｅｌｏｐｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｎ：Ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ；Ｏ：Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｕｒｎｏｖｅｒ，ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ；Ｐ：Ｉｎｏｒｇａｎｉｃｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；Ｑ：Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍ；

Ｒ：Ｇｅｎｅｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎｌｙ；Ｓ：Ｆｕｎｃｔｉｏｎｕｎｋｎｏｗｎ；Ｔ：Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ；Ｕ：Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ，ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ａｎｄｖｅｓｉｃｕｌａｒ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔ；Ｖ：Ｄｅｆｅｎｓｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ；Ｗ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ；Ｘ：Ｕｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；Ｙ：Ｎｕｃｌｅａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；Ｚ：Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ．

图２　马尾松转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＫＯＧ分类图

Ｆｉｇ．２　ＫＯＧａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ．

平均距离 １５．９７ｋｂ（表 １）。ＳＳＲ出现频率随 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅｓ长度的增加而增加，在各Ｕｎｉｇｅｎｅｓ长度分组中

依次为１６４％、２６１％、４７７％、８５１％及１５７１％。

表１　不同Ｕｎｉｇｅｎｅｓ长度分组中ＳＳＲ位点数、出现频率及平均距离
Ｔａｂｌｅ１　Ｎｕｍｂｅｒ，ｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄｍｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅｏｆＳＳＲｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｎｉｇｅｎｅｌｅｎｇｔｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
基因数

Ｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒ
含ＳＳＲ的基因数

ＮｕｍｂｅｒｏｆｕｎｉｇｅｎｅｃｏｎｔａｉｎｅｄＳＳＲ
ＳＳＲ位点数

ＮｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲｌｏｃｉ
出现频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
平均距离

Ｍｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ

≤３００ ９７４８６ １５６９ １５９７ １．６４ ６７．３０

３０１ ５００ ４５８４１ １１５６ １１９７ ２．６１ ８９．７９

５０１ １０００ ２８０５１ １２６６ １３３７ ４．７７ ８０．３８

１００１ ２０００ １５０８１ １１８８ １２８３ ８．５１ ８３．７７

≥２００１ ８３６２ １１８８ １３１４ １５．７１ ８１．７９

合计Ｔｏｔａｌ １９４８２１ ６３６７ ６７２８ ３．４５ １５．９７

２．２．２　ＳＳＲ的重复类型及频率　马尾松转录组中
单核 六核苷酸的 ＳＳＲ重复类型均有分布（表２）。
单、二、三核苷酸重复类型的出现频率占优势，共

６３２９个，占总ＳＳＲ位点的９４０７％，其中，单核苷酸
最多，为 ２４１０个，占 ３５８２％，其次三核苷酸为
２２２２个，占 ３３０３％；二核苷酸为 １６９７个，占
２５２２％；其余四、五、六核苷酸重复类型的数量较
少，分布相对分散。

２．２．３　ＳＳＲ的基序类型及频率　马尾松转录组
ＳＳＲ包含７０种重复基序，单核至六核苷酸的重复基
序分别为２、４、１０、２２、１２、２０种。出现频率以单核苷
酸Ａ／Ｔ（２３３２个，占 ３４６６％），二核苷酸 ＡＴ／ＡＴ
（７９１个，占１１７６％）、ＡＧ／ＣＴ（５７９个，占８６１％）、
ＡＣ／ＧＴ（３９２个，占 ５８３％），三核苷酸 ＡＧＣ／ＣＴＧ
（４４３个，占６５８％）、ＡＡＧ／ＣＴＴ（３１７个，占４７１％）
较多，其余基序频率均相对较低 （表３）。
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林　业　科　学　研　究 第３１卷

　　注：（Ａ）细胞过程：１．细胞生长和死亡；２．细胞运动；３．细胞通讯；４．运输和代谢。（Ｂ）环境信息处理：５．膜转运；６．信号转导；
７．信号分子的相互作用。（Ｃ）遗传信息处理：８．折叠，分类和降解９．复制和修复；１０．转录；１１．翻译。（Ｄ）代谢：１２．氨基酸代谢；
１３．其他次生代谢产物的生物合成；１４．碳水化合物代谢；１５．能量代谢；１６．多聚糖生物合成与代谢；１７．脂质代谢；１８．代谢辅助因
子和维生素；１９．其他氨基酸代谢；２０．萜类和酮类化合物代谢；２１．核苷酸代谢；２２．总代谢；２３．外来物质的降解和代谢。（Ｅ）有机
系统：２４．循环系统；２５．发展；２６．消化系统；２７．内分泌系统；２８．环境适应；２９．排泄系统；３０．免疫系统；３１．神经系统；３２．感
觉系统．

Ｎｏｔｅ：（Ａ）ＣｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｃｅｓｓｅｓ：１．Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅａｔｈ；２．Ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ；３．Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｍｉｕｎｉｔｙ；４．Ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍ．（Ｂ）Ｅｎｖｉ
ｒｏｎｍｅｎｔａｌＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：５．Ｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ；６．Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ；７．Ｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ．（Ｃ）ＧｅｎｅｔｉｃＩｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：８．Ｆｏｌｄｉｎｇ，ｓｏｒｔｉｎｇａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ；９．Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｐａｉｒ；１０．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；１１．Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ．（Ｄ）Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：１２．Ａｍｉ
ｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１３．Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｏｔｈｅｒｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；１４．Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１５．Ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１６．Ｇｌｙｃａｎｂｉｏｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１７．Ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；１８．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｏｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖｉｔａｍｉｎｓ；１９．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｏｔｈｅｒａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；２０．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｏｆｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓａｎｄｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ；２１．Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；２２．Ｏｖｅｒｖｉｅｗ；２３．Ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．（Ｅ）ＯｒｇａｎｉｓｍａｌＳｙｓ
ｔｅｍｓ：２４．Ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙｓｙｓｔｅｍ；２５．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ；２６．Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ；２７．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｓｙｓｔｅｍ；２８．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎ；２９．Ｅｘｃｒｅｔｏｒｙｓｙｓ
ｔｅｍ；３０．Ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ；３１．Ｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ；３２．Ｓｅｎｓｏｒｙｓｙｓｔｅｍ．

图３　马尾松转录组Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＫＥＧＧ分类图
Ｆｉｇ．３　ＫＥＧＧａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ．

表２　不同ＳＳＲ重复类型在马尾松转录组中的出现频率
Ｔａｂｌｅ　２ＯｃｃｕｒｒｅｎｃｅＳＳＲｉｎＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复类型

Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ
数目

Ｎｕｍｂｅｒ
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
平均长度

Ｍｅａｎｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
平均距离

Ｍｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ
出现频率

Ｍｅａｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
单核苷酸Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２４１０ ３５．８２ １１．３１ ４４．５９ １．２４
二核苷酸Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １６９７ ２５．２２ １４．１７ ６３．３３ ０．８７
三核苷酸Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２２２２ ３３．０３ １６．２１ ４８．３７ １．１４
四核苷酸Ｑｕａｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １０８ １．６１ ２１．３６ ９９５．１２ ０．０５
五核苷酸Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １７ ０．２５ ２５．００ ６３２１．９４ ０．０１
六核苷酸Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２１ ０．３１ ３９．１６ ５１１７．７６ ０．０１
复合型Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ２５３ ３．７６ ７０．４９ ４２４．７９ ０．１３
合计Ｔｏｔａｌ ６７２８ １００．００ １６．０９ １５．９７ ３．４５

表３　马尾松转录组ＳＳＲ重复基序的数量及频率
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｔｈｅｍｏｔｉｆｓｉｎＳＳＲｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复基序Ｍｏｔｉｆ 数目Ｎｕｍｂｅｒ 频率 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％ 重复基序Ｍｏｔｉｆ 数目Ｎｕｍｂｅｒ 频率 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

Ａ／Ｔ ２３３２ ３４．６６ ＡＡＴ／ＡＴＴ ２３９ ３．５５
Ｃ／Ｇ ９０ １．３４ ＡＣＣ／ＧＧＴ １８６ ２．７６
ＡＣ／ＧＴ ３９２ ５．８３ ＡＣＧ／ＣＧＴ １１０ １．６３
ＡＧ／ＣＴ ５７９ ８．６１ ＡＣＴ／ＡＧＴ ３２ ０．４８
ＡＴ／ＡＴ ７９１ １１．７６ ＡＧＣ／ＣＴＧ ４４３ ６．５８
ＣＧ／ＣＧ ２２ ０．３３ ＡＧＧ／ＣＣＴ ２４４ ３．６３
ＡＡＣ／ＧＴＴ ２６０ ３．８６ ＡＴＣ／ＡＴＧ ２０５ ３．０５
ＡＡＧ／ＣＴＴ ３１７ ４．７１ ＣＣＧ／ＣＧＧ ２３１ ３．４３

其余Ｏｔｈｅｒ ２５５ ３．７９
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２．２．４　ＳＳＲ的基序重复次数及长度　马尾松转录
组ＳＳＲ基序的重复次数介于５ ２３次之间，随重复
次数增加，ＳＳＲ数量呈递减趋势（表４）。５ １０次
重复的ＳＳＲ位点数５４４７个，占总数８０９７％；１１次
重复及以上的ＳＳＲ位点数１１８０个，占１７５４％。其
中，单核苷酸以 １０次重复的基序（１２８４个，占

１９０９％）最多，二核苷酸以 ６次重复的基序（８２０
个，占１２１９％）最多 ，三 六核苷酸中均以５次重
复的基序最多。ＳＳＲ的长度从１０ ２１２ｂｐ不等，长
度为１０ ２０ｂｐ的 ＳＳＲ位点最多，共 ６１４９个，占
ＳＳＲ位点总数的９１３９％；长度大于 ２０ｂｐ的共５７９
个，占８６１％（表５）。

表４　马尾松转录组ＳＳＲ基序的重复次数及分布
ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｐｅａｔｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｔｉｆｓｉｎＳＳＲｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复类型

Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ
重复次数ｒｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒ

５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ ＞１５
合计

Ｔｏｔａｌ
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
单核苷酸Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １２８４ ４９１ ２４８ １１９ ７９ ４８ １５３ ２４２２ ３６．００
二核苷酸Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ８２０ ３９２ ２９８ １６１ ７５ ３６ ２ １７８４ ２６．５２
三核苷酸Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １５６３ ５０３ １７８ ２１ １ １ ２２６７ ３３．７０
四核苷酸Ｑｕａｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ８９ ２６ ２ １ １ １１９ １．７７
五核苷酸Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １５ １５ ０．２２
六核苷酸Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １０ ３ ２ ３ １ １ ２０ ０．３０
合计Ｔｏｔａｌ １６７７１３５２ ５７４ ３２３ １６２ １３５９ ５３０ ２５０ １１９ ８０ ４８ １５３ ６６２７ ９８．５０
比例Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ２４．９３２０．１０ ８．５３ ４．８０ ２．４１ ２０．２０ ７．８８ ３．７２ １．７７ １．１９ ０．７１ ２．２７ ９８．５０

表５　马尾松转录组ＳＳＲ基序长度及频率
Ｔａｂｌｅ５　ＴｈｅｌｅｎｇｔｈａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｔｈｅｍｏｔｉｆｓｉｎＳＳＲｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

项目

Ｉｔｅｍ
基序长度ｍｏｔｉｆｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

１０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ＞２０
合计

Ｔｏｔａｌ
ＳＳＲ数量 ＮｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲ １２８０ ４９２ １０４３ １１９ ４５２ １５８３ ３１４ ２３ ６５０ １８ １７５ ５７９ ６７２８
频率 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％ １９．０２ ７．３１ １５．５ １．７７ ６．７２ ２３．５３ ４．６７ ０．３４ ９．６６ ０．２７ ２．６ ８．６１ １００

２．２．５　ＳＳＲ引物设计　从含 ＳＳＲ位点的６３６７个
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中成功筛选４４４６个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ并设计出１３
３３８对ＳＳＲ引物。其中，引物长度 １８ ２７ｂｐ，ＧＣ
含量４０％ ５５％，退火温度（Ｔｍ）５７ ６３℃，正、反
向引物退火温度差低于５℃，ＰＣＲ产物大小 １００
２８０ｂｐ。随机筛选１１对ＳＳＲ引物进行 ＰＣＲ扩增检
测，５对引物能有效扩增出 ＰＣＲ产物（图４），引物转
化率４５５％，表明引物具有一定可行性。

　　注：Ｍ：分子量标记，１ １１为随机引物１ １１。

Ｎｏｔｅ：Ｍｍｅａｎｍａｒｋｅｒ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒ１ １１ｍｅａｎｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ

１ １１．

图４　马尾松ＳＳＲ引物ＰＣＲ扩增检测

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｆｒｏｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆ

Ｐ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ
图５　不同程度胁迫下的Ｕｎｉｇｅｎｅ表达总体差异

Ｆｉｇ．５　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｉｎｔｈｒｅｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ

２．３　含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅ的功能分析
２．３．１　含 ＳＳＲ位点 Ｕｎｉｇｅｎｅ的差异表达　基于转
录组功能注释和 ＳＳＲ位点挖掘，对含 ＳＳＲ位点的
６３６７个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行差异表达分析，共获得４２２个
差异表达Ｕｎｉｇｅｎｅ（图５）。干旱胁迫１０、１５、２５ｄ与
正常供水相比，分别有 ３２５、１４７、１８３个差异表达
Ｕｎｉｇｅｎｅ，其中，上调表达分别为１９６、６６、８７个，下调
表达分别为１２９、８１、９６个；特异性差异表达 Ｕｎｉｇｅｎｅ
分别为１８１、２１、６０个，不同程度胁迫的共差异表达
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Ｕｎｉｇｅｎｅ为７３个。其中胁迫１０ｄ的差异表达 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ数量最多，表明干旱１０ｄ时马尾松响应胁迫的
各途径中Ｕｎｉｇｅｎｅ表达量丰富。
２．３．２　差异表达Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＧＯ和ＫＥＧＧ显著性富
集分析　通过 ＧＯ和 ＫＥＧＧ显著性富集分析，进一
步确定差异表达 Ｕｎｉｇｅｎｅ行使的主要生物学功能以
及参与的主要代谢途径及信号转导通路。ＧＯ显著
性富集分析发现，４２２个含ＳＳＲ位点的差异Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
中有２６１个参与了３大类生物学功能。生物学过程
中，有机环化物合成（ＧＯ：１９０１３６２）富集的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
最多（５１），其次为氧化还原过程（ＧＯ：００５５１１４）
（４３）、新陈代谢调控（ＧＯ：００１９２２２）（３７）；分子功能
中，氧化还原酶活性（ＧＯ：００１６４９１）富集的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
最多（４２），其次为转运活性（ＧＯ：０００５２１５）（２９）、核
酸结合转录因子（ＧＯ：０００１０７１）（１６）；细胞组分中，
胞外区（ＧＯ：０００５５７６）富集的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ最多（１８），
其次为线粒体内膜蛋白复合物（ＧＯ：００９８８００）等，表
明上述显著富集的生物学功能可能涉及马尾松干旱

胁迫响应过程。

ＫＥＧＧ显著性富集分析发现（图 ６），４２２个含
ＳＳＲ位点的差异Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中有９７个被富集到５３个
代谢途径中，其中，光合作用（ｋｏ００１９５）、类胡萝卜素

合成（ｋｏ００９０６）、植物激素信号传导（ｋｏ０４０７５３）等３
个代谢途径被显著富集（Ｐ＜００５），表明这３个代
谢途径与马尾松干旱逆境应答相关。光合作用途径

富集了４个含ＳＳＲ位点 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，包括２个 ＡＴＰ合
成酶（ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ；ｃ９４５１９＿ｇ２，ｃ８８１５４＿ｇ１），１个光
系统ＩＩ（ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍＩＩ；ｃ７７３２０＿ｇ１），１个氧化还原酶
（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ｃ８５９１８＿ｇ１），均下调表达。类胡萝
卜素合成途径富集了３个含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，１个
铁离子（ｉｒｏｎｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇ；ｃ８９７１４＿ｇ１）呈上调表达，其
余１个氧化还原酶（ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ｃ７８７１４＿ｇ）和１
个黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ；ｃ６９１２５＿ｇ１）均下调
表达。植物激素信号传导途径富集了４个含ＳＳＲ位
点Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，１个茉莉酸（ＪＡ；ｃ８８５９７＿ｇ２）呈上调表
达，其余１个蛋白磷酸酶（ＰＰ２Ｃ；ｃ６８６３１＿ｇ１）和 ２
个生长素（ＩＡＡ；ｃ９２９８９＿ｇ１，ｃ７７０８７＿ｇ３）均下调表
达。上述结果表明，１１个含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅｓ可能
参与了马尾松干旱响应过程。一方面马尾松光合作

用明显减弱，生理、生长变缓；另一方面，马尾松启动

干旱防御保护机制，通过上调 ＪＡ表达、下调 ＰＰ２Ｃ
表达，延迟干旱损伤。结合转录组ＳＳＲ位点数据，筛
选出上述１１个重要干旱响应基因的ＳＳＲ位点信息。

图６　含ＳＳＲ位点的差异Ｕｎｉｇｅｎｅ的ＫＥＧＧ显著性富集分析

Ｆｉｇ．６　ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄＳＳＲ

２．４　ｑＲＴＰＣＲ验证
ｑＲＴＰＣＲ结果（图 ７）显示，随干旱持续，２个

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（ｃ７１８１９＿ｇ３、ｃ８５７５５＿ｇ１）的基因表达量呈
递减变化，２个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（ｃ９５１８６＿ｇ２、ｃ９３６９９＿ｇ２）呈
先升后降变化。３个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（ｃ７１８１９＿ｇ３、ｃ８５７５５＿

ｇ１、ｃ９５１８６＿ｇ２）的ｑＲＴＰＣＲ变化与转录水平ＤＥＧ的
变化基本一致；１个Ｕｎｉｇｅｎｅ（ｃ９３６９９＿ｇ２）在第１０天
和第１５天的ｑＲＴＰＣＲ扩增倍数高于转录水平ＤＥＧ
的变化倍数，但二者变化趋势一致；说明转录组结果

有效可靠。
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图７　荧光定量ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＶａｌｉｄａｔｉｏｎｓｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

３　讨论

３．１　转录组序列功能注释
基于高通量测序技术，本研究获得马尾松干旱

胁迫转录组１９４８２１个 Ｕｎｉｇｅｎｅ，通过 Ｂｌａｓｔ比对，获
得１０１８０６个Ｕｎｉｇｅｎｅ序列注释，远高于马尾松均一
化测序获得的３３７７２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ注释量［２１］，表明组

装效果好，注释信息丰富。ＮＲ数据库 ２４４２％的
Ｕｎｉｇｅｎｅ（１６３２３个）被注释到系统进化关系紧密的
云杉属和松属，且在所有注释物种中其匹配数量最

多，表明序列注释结果较好，注释成功率较高。

Ｕｎｉｇｅｎｅ功能注释及分类，可初步确定其编码的
蛋白质功能，是深入解析转录组信息的前提和基础。

本研究中，ＣＯＧ分类涉及全部２６个功能类别，表明
注释信息全面，几乎涵盖马尾松整个生命过程。ＧＯ
分类中，大部分 Ｕｎｉｇｅｎｅ参与初生代谢、细胞结构、
生物调控、胁迫刺激响应、信号等生物学过程，表明

多数 Ｕｎｉｇｅｎｅ生理活动与干旱响应有关。ＫＥＧＧ分
类中，多数 Ｕｎｉｇｅｎｅ参与次生代谢、植物激素合成、
信号转导通路，表明被注释 Ｕｎｉｇｅｎｅ可能参与各类
干旱胁迫响应过程。这些 Ｕｎｉｇｅｎｅ的发掘为后续基
因功能验证、抗逆机制研究奠定了基础。

３．２　马尾松转录组ＳＳＲ特性
基于转录组１９４８２１个 Ｕｎｉｇｅｎｅ，本研究检测出

ＳＳＲ位点平均距离１５９７ｋｂ，出现频率３４５％；高于
马尾松基因组的３２％［２］，低于马尾松近缘种 ＥＳＴ
ＳＳＲ的４０８％［１７］。与其他松树相比，高于海岸松

（ＰｉｎｕｓｐｉｎａｓｔｅｒＡｉｔ．）的 ２．１％ ［２２］，低于红松的

４２４％［５］。总体上，针叶树 ＳＳＲ出现频率及变化幅
度较小，说明同类植物变化趋势接近；其差异主要与

物种基因组大小、含 ＳＳＲ的基因比例以及转录时含
ＳＳＲ基因的表达丰度有关。与阔叶树相比，远低于

桉树（ＥｕｃａｌｙｐｔｕｓｒｏｂｕｓｔａＳｍｉｔｈ）的１４９９％［２３］，说明

遗传距离较远的物种，ＳＳＲ出现频率差异较大，其差
异可能与其进化地位有关。松属起源于２５亿年前
的中生代三叠纪［２４］，远早于起源距今３６５０ ６５００
万年的桉属［２３］，松属在长期进化积累及自然选择压

力下趋于稳定，其基因组进化速度及变异程度相应

小于起源较晚的桉属。由此可知，马尾松 ＳＳＲ发生
频率较低，印证了松属ＳＳＲ分布较低的观点［２５］。

物种 ＳＳＲ重复类型多数以两、三核苷酸为
主［２６］，由于三核苷酸突变不易引起物种突变，面对

重大突变压力时，物种更倾向选择三核苷酸［２７］，且

起源越早、压力选择累积越多的物种，其三核苷酸重

复类型的富集越明显［２８］，如起源较早的火炬松（Ｐｉ
ｎｕｓｔａｅｄａＬ．）［２９］、地中海松［４］等。本研究发现，马尾

松三核苷酸重复类型频率较高，占 ＳＳＲ总数
３３０３％，与上述研究结果相似，表明松科植物的自
然选择机制具有明显的趋同倾向。此外，马尾松的

单核苷酸重复类型频率也较高，占 ＳＳＲ总数
３５８２％，但与刘公秉［１７］的２４４９％差异较大，可能
与ＳＳＲ位点重复次数的阈值有关，刘公秉的单核苷
酸阈值为１５次而本研究为１０次，阈值不同将导致
检测到的单核苷酸比例不同。综上所述，马尾松

ＳＳＲ重复类型以单、三核苷酸为主。
在数量足够大、无偏倚性的理想情况下，４种碱

基随机组合产生的二至五核苷酸的重复基序分别为

４、１０、３３、１０２种［３０］。本研究马尾松二 六核苷酸的

重复基序分别为４、１０、２２、１２、２０种，且以 ＡＴ、ＡＧ、
ＡＣ、ＡＧＣ、ＡＡＧ为主，存在明显的偏倚性，可能与
ＳＳＲ高级基元自身长度的限制有关［３１］；同时，许多

松树如火炬松［２９］、地中海松［４］也存在类似的偏倚

性，故这种偏倚性还可能与松属固有的遗传特性

有关。
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ＳＳＲ产生于ＤＮＡ复制过程中的碱基错配，短序
列ＳＳＲ（１２≤Ｌ＜２０ｂｐ）的碱基错配率小，其突变率
远低于长序列 ＳＳＲ（Ｌ≥２０ｂｐ）［３２］。本研究中，２０
ｂｐ以下基序占ＳＳＲ总数９１３９％，２０ｂｐ以上基序仅
占８６１％，以短序列基序为主，表明马尾松 ＳＳＲ具
有较强的碱基错配修复能力，为马尾松精准化、规模

化ＳＳＲ标记开发提供了重要保障。基于转录组数据
大规模设计ＳＳＲ备选引物１３３３８对，随机引物有效
扩增率４５５％，这一结果处于 Ｂａｉ等的５０％［２］和刘

公秉等的３７７８％［１７］之间，表明本研究开发的 ＳＳＲ
引物具有一定的有效性和通用性。下一步将针对目

的基因进行引物筛选，可为马尾松分子辅助育种和

遗传多样性研究奠定基础。

３．３　马尾松ＳＳＲ位点基因的功能挖掘
转录组ＳＳＲ锚定基因编码序列，表征具体功能，

深入挖掘转录组ＳＳＲ标记功能信息，可实现直接与
目的性状靶向标记［６－７］。为快速搜寻马尾松具有抗

旱功能的ＳＳＲ标记，本研究筛选出具有差异表达的
４２２个含ＳＳＲ位点 Ｕｎｉｇｅｎｅ，并进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富
集分析，深度挖掘其干旱胁迫下主要的生物过程及

生化代谢和信号途径。ＫＥＧＧ发现，光合作用、类胡
萝卜素合成以及植物激素信号传导等３个代谢通路
被显著富集，涉及１１个差异表达的 ＳＳＲ位点 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ，表明其可能与干旱逆境应答直接关联。锁定
这１１个功能表达 Ｕｎｉｇｅｎｅ，从转录组中获得对应的
ＳＳＲ位点信息，可为后续马尾松抗旱 ＳＳＲ标记指纹
筛选及抗旱优良种质的选育等研究奠定基础。

编码ＪＡ（ｃ８８５９７＿ｇ２）和ＰＰ２Ｃ（ｃ６８６３１＿ｇ１）的２
个Ｕｎｉｇｅｎｅ在植物激素信号传导通路中被显著富
集。ＪＡ作为启动植物防御机制的重要信号，通过上
调表达激活防御反应途径，诱导下游防御基因转录

或表达，最终产生防御物质以延缓或抵制逆境伤

害［３３］。本研究编码ＪＡ的Ｕｎｉｇｅｎｅ亦呈上调表达，并
参与了植物激素信号传导的代谢反应。此外，编码

ＰＰ２Ｃ的Ｕｎｉｇｅｎｅ被诱导下调表达，参与ＡＢＡ信号转
导，与苜蓿（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬｉｎｎ）［３４］、玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓＬ．）［３５］等在逆境胁迫下 ＰＰ２Ｃ的变化趋势相
同，表明ＰＰ２Ｃ作为重要的功能基因，通过负调节方
式直接或间接参与马尾松在干旱胁迫下的信号转

导。因此，ＪＡ和 ＰＰ２Ｃ可能参与了马尾松的干旱逆
境应答。针对这２个含 ＳＳＲ位点的 Ｕｎｉｇｅｎｅ，未来
可进一步构建抗旱、不抗旱品系的 Ｆ２群体，将 ＢＳＡ
法与ＳＳＲ标记分析相结合，深入开展抗旱基因功能

定位研究。

４　结论
本研究从马尾松干旱胁迫转录组中获得

１０１８０６条具有注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ，丰富了马尾松基因
信息资源；从 ６３６７个 Ｕｎｉｇｅｎｅ中搜寻到 ６７２８个
ＳＳＲ位点，并初步设计１３３３８对 ＳＳＲ标记引物，为
马尾松ＳＳＲ分子标记规模化开发及遗传多样性研究
奠定了基础；４２２个含 ＳＳＲ位点的差异表达基因参
与了３个与干旱响应关联的代谢途径，包括植物激
素信号传导、光合作用、类胡萝卜素合成，从中筛选

出１１个重要的ＳＳＲ功能位点，为马尾松抗旱分子机
制研究，特别是抗旱功能基因的定位研究奠定了

基础。
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