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摘 要：本研究首次以大豆四粒荚突变体为材料，采用 Illumina/ Solexa技术对未授粉子房进行转录组测序分析。结果显

示：测序共获得 55 582个表达基因和 2 060个差异表达基因（differentially expressed genes，DEGs），其中上调 DEGs 1 381个，

下调 DEGs 679个，log2 ratio值大于 10的 DEGs 75个。GO和 KEGG差异显著富集分析显示，差异基因几乎参与了如糖、脂

肪、氨基酸、激素等所有主要物质的代谢、转录、翻译及信号转导等过程。该测序结果将为四粒荚相关基因的克隆及分子

调控机理研究奠定基础，同时也对今后采用分子生物学手段培育优良大豆新品种具有重要理论意义。
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Abstract：In this study, four-pod mutants of soybean were used as materials for the first time to sequence and ana⁃
lyze the transcriptome of unpollinated ovary with Illumina/Solexa technology. The results showed that 55 582 genes
and 2 060 differentially expressed genes (DEGs) were obtained by sequencing, of which 1 381 were up regulated
and 75 were DEGs with log2 ratio greater than 10. The analysis of significant enrichment of GO and KEGG showed
that the differential genes were almost involved in the metabolism, transcription, translation and signal transduction
of all major substances, such as sugar, fat, amino acids and hormones. The sequencing results will lay a foundation
for the cloning of four-pod related genes and the study of molecular regulation mechanism, and also have important
theoretical significance for the cultivation of new soybean varieties by molecular biological means in the future.
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依赖于新一代测序手段基于整个转录组水平

的测序技术（RNA-seq）是在全基因组水平研究基

因表达和进行基因功能预测的一种方便、快捷和

高效的研究技术 [1]。即使在没有测序参考基因组

的条件下，也可以利用 RNA-seq对基因表达进行

深入研究。因此，RNA-seq已经成为目前解析基

因组功能原件和揭示细胞或组织分子构成的一种

最为有效的手段。近年来，包括大豆在内的五种

主要豆类作物，莲花、苜蓿、木豆和鹰嘴豆的基因
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组测序工作已相继完成 [2-7]。

彭玉华等 [8]对 64份具有遗传稳定性的材料和

81份大豆 F1代杂交种进行分析发现，四粒荚的有

无与每荚粒数存在正相关性，四粒荚多的大豆品

种对产量因素的改良和提高产量都具有重要作

用。周新安等 [9]利用中豆 29和中豆 32杂交衍生

的重组自交系群体为材料，在不同种植密度条件

下分析大豆三、四粒荚与产量的关系，结果发现

在大豆重组自交系群体中，产量高的家系三粒荚

和四粒荚比例均高于亲本，充分说明在一定范围

内增加每荚粒数是提高大豆单产的一条有效途

径。王贤智等 [10]以大豆重组自交系 soy01群体为

材料，针对大豆荚粒相关性状进行 QTL定位分析

时发现，每荚粒数遗传力较高，达到 80.07%，并证

明该基因为主效 QTL，对产量的贡献率很大。
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SayamaT等 [11]研究发现每荚粒数是构成大豆产量

的重要组成部分，每荚粒数可以提高大豆产量，

但不同品种间存在差异。目前关于大豆每荚粒数

的研究仅停留在表型相关性鉴定，BAC文库的构

建及 QTL定位研究等初级阶段，针对每荚粒数形

成的分子遗传学研究基础较为薄弱。大豆子房作

为成熟花器官的重要组成部分，在其发育初期对

子房内细胞分裂数目有着重要的影响，可能直接

影响大豆籽粒发育及品质形成。研究人员已经开

展了针对大豆根瘤、种子、叶片、茎秆、开花期等

不同生育时期的转录组分析［12-16］，但还未见有以

大豆四粒荚突变体未授粉子房为材料的相关报

道。研究以项目组前期获得的大豆“吉农 18”四粒

荚突变体为材料，采用 Illumina/Solexa技术对未授

粉子房（R1- Beginning Flowering）进行转录组测序

分析，通过对差异表达基因筛选、功能注释及分析，

为大豆多粒荚相关基因功能鉴定及深入研究大豆

荚粒形成分子调控机理奠定理论依据。

1 材料与方法

1.1 植物材料

本研究所选材料是 2008年在吉林农业大学

生物技术中心进行室内抗旱实验中筛选得到的四

粒荚突变体材料，该材料系大豆品种吉农 18
（JN18）突变而来，其中突变体的四粒荚比率平均

高于野生型 20%，突变体小区产量较野生型材料

平均提高 15%左右。该突变体材料自 2008年保

留栽种至今，经多年的田间鉴定筛选性状稳定。

2014年 5月播种于吉林农大生物技术中心大棚试

验田中，7月初，取大豆 JN18突变体及野生型植株

中上部的未授粉子房（R1-Beginning Flowering）材
料（图 1），三次生物学重复，用锡箔纸包裹后液氮

速冻，保存于-80℃冰箱，用于后续转录组测序。

1.2 方法

1.2.1 RNA 提取与 mRNA Illumina 测序文库的

构建

大 豆 子 房 总 RNA 采 用 EastepTM Universal
RNA Extraction Kit（LS1000）提取。接下来按照

Illumina 操作规程：先用 Invitrogen 公司的 Dyna⁃
beads®Oligo(dT)25试剂盒纯化 mRNA；然后利用随

机六聚体寡核苷酸引物和反转录酶合成 cDNA第
一条链，利用 RNA酶 H和 DNA聚合酶合成 cDNA
第二条链。利用 Illumina基因组样品准备试剂盒

构建一对末端 cDNA文库：以 500 bp ladder作为分

子量标准对照，切取 250~300 bp的电泳条带，依据

QIAquick凝胶回收试剂盒的 Protocol进行胶的回

收纯化，然后进行 DNA末端修复并连接测序接

头。利用 AMPureXP磁珠去除不理想的片段后构

建 PCR扩增测序文库。

1.2.2 差异基因分析

研究采用 IDE6 software对差异基因进行检

测，选用 General Chi squared的假设检验方法，并

对检验结果进行 FDR (false discovery rate) 校正，

选取低于 0.01的阈值，并且 2个样品中基因的最

高表达量达到最低表达量的 2倍时，认为该基因

为差异基因。

1.2.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）分析

依据转录组测序结果，挑选出 10个在野生型

和突变体间都具有 GO功能注释的差异表达基因

（log2 ratio=-19.49~19.43）为验证基因，其中 6个为

上调表达基因，4个为下调表达基因，利用 Beacon
Disigner 8设计荧光定量 PCR引物，具体序列见表

1。这 10个差异表达基因提取RNA时所用材料与

构建转录组差异文库完全相同。荧光定量 PCR的
总反应体系为 25μL，包括 2μL cDNA（25 ng/μL），
12.5μL 2×SYBR premix Ex taq™(Takara, Dalian, Chi⁃
na)，10μM 上下游引物，1.5μL dNTP（10 mM），
5μL ddH2O，轻轻混匀后放置于 Agilent Technolo⁃
gies Stratagene Mx3000 P PCR仪中进行循环反应。

循环反应条件为：95°C预变性 3 min，94°C变
性 15 s，60°C退火和延伸 40 s。研究采用大豆微

管蛋白基因(Beta Tubulin, TUB4, XM_00355060) 作
为内参基因[17]，相对基因表达水平量通过ΔΔCt法进

行计算 [18-19]，每一个转录样本的相对表达水平通过

2-ΔΔCT法进行计算 [20]（ΔΔCT=(CT, Target-CT, Tub4)Ti⁃
mex-(CT, Target-CT, Tub4) Time 0）。

 
左一：吉农 18野生型未授粉子房

中间、右一 : 吉农 18突变体未授粉子房

图1 大豆吉农18突变体及野生型的未授粉子房
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表1 差异基因荧光定量引物序列

No.
DEG01

DEG02

DEG03

DEG04

DEG05

DEG06

DEG07

DEG058

DEG09

DEG10

TUB4
注：#ID 表示差异基因的 ID值；Annotation 代表差异基因在 GO数据库中的功能注释信息

#ID
Glyma20g29560.1

Glyma06g20020.1

Glyma12g18960.1

Glyma08g44950.1

Glyma18g33910.1

Glyma07g17000.1

Glyma05g33340.1

Glyma16g01440.1

Glyma04g40790.1

Glyma18g42240.1

EV263740

Primer Sequence (5'→3')
P1：GGAGCCAAATAGAACCGCACATAAC
P2：AGTTCCTGTGTCCGAGTAAGTAGAG
P1：GGATGTTCCTGGTCTCTCCAAGTCT
P2：GAATCCAACCTCTCCTCTCCAACCT
P1：CCCACATACCCATCTACCCAAAGC
P2：TCTCTGAACCTCTCCGTCCTGAC

P1：AGGTCAGTGAGGAGGTTGCCAAGTA
P2：AGAAGGTCCACGAGTTGTAAGGATGG
P1：ACACAACTCTTTAAGGATGGCAACCC
P2：AAGATACAAGACACAAGCCGAGTACG

P1：GACTGCTTGCTTCAATGC
P2：CGATGCTGCTATGTCTCA
P1：TTCAACCCTTACAGCAAC
P2：GTACGTGACGAAATCCAG
P1：ATACCTAAACAATCCACCAG
P2：CCATAAACATAAACCACCC
P1：ATGGCGATTTCCGATGAG
P2：GGAACTGTCGGTGGTCGT
P1：ATGGCAACTAATGGAGTC
P2：CTGGTCTTTCTGGAGGAT
P1：GGCGTCCACATTCATTGGA
P2：CCGGTGTACCAATGCAAGAA

log2 ratio
19.43

19.13

18.87

15.66

14.42

13.58

-17.98

-18.70

-19.43

-19.49

Annotation
lipid transport

DNA binding

binding

DNA binding

DNA binding

fatty acid binding

protein binding

response to high light intensity

protein folding

heat acclimation

beta-tubulin

表2 大豆子房突变体与野生型测序原始片段及相关信息统计

样 品

子房突变体

子房野生型

注：Data表示总的碱基数；GC(%)表示碱基 G和 C数占总碱基数的比例；CycleQ20(%)表示质量不低于 20的碱基比例；Mapped
Reads表示与参考基因组比对上的 Reads数；Perfect Reads表示没有错配，没有插入缺失，唯一比对在基因组上的 Reads数；InDel
表示插入缺失的 Reads数

Data（bp）
4 400 207 856

4 686 416 658

GC(%)
46.48

46.34

Cycle Q20(%)
100

100

Mapped Reads
15 186 073
/68.33%
16 094 490
/67.99%

Perfect Reads
7 018 883
/46.21%
7 487 011
/46.51%

InDel
14 712 213
/96.87%
15 605 648
/96.96%

2 结果与分析

2.1 大豆总RNA提取及质量检测

研究采用 EastepTM通用型总 RNA提取试剂盒

提取大豆子房总 RNA，经 1%非变性琼脂糖凝胶

电泳检测（图 2），均可见 28S、18S两条清晰明亮、

集中、且无拖尾现象的条带。说明研究提取总

RNA的纯度及浓度均较高，能够满足后续文库构

建及RT-PCR的要求。

2.2 RNA测序基本数据分析

2.2.1 测序与序列组装

利用 Illumina测序技术对大豆四粒荚突变体

及野生型 R1-Stage（未授粉子房）的 cDNA样品进

行测序。如表 2所示，突变体与野生型样品均获

得超过 4G的转录组测序数据，Cycle Q20的比值

 M：DGL2000 DNA Marker 1-2: 大豆总 RNA
图2 大豆子房总RNA提取的琼脂糖凝胶电泳图
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均为 100%。与大豆参考基因组比对结果显示，

Mapped reads比对上的概率平均达到 68.16%，Per⁃
fected reads比对上的概率平均达到 46.36%，InDel
的比例高达 96.9%，说明测序数据质量较高。

2.2.2 RNA 测序数据的差异表达分析

根据差异基因分析方案，在大豆子房突变体

与野生型中共发现 2 060个差异表达基因，其中上

调表达基因数量为 1 381个，下调表达基因数量为

679个，log2 ratio值大于 10的差异表达基因数为

75个（表 3）。
表3 大豆子房突变体与野生型差异基因统计结果

种 类

子房突变体_vs_子房野生型

上调基因数

1 381
下调基因数

679
差异基因总数

2 060
|log2 ratio|≥10基因数

75
2.3 差异表达基因的注释分析

2.3.1 GO 功能分析

GO分析结果显示，在未授粉子房期差异表达

基因被划为三个大类别和 61个小类别，其中有 18
个小类别被归为细胞组分（Cellular component），18
个小类别被归为分子功能（Molecular function），25
个小类别被归为生物学过程（Biological process）。
如图 3所示，在细胞组分类别中参与细胞部分（Cell
part）节点的DEGs unigene是最多的，为 1 759个，占

21.5%；在生物学过程类别中参与编码细胞过程

（Cellular process）和代谢过程（Metabolic process）

的DEGs unigene是最多的，分别为 1 633个和 1 557
个，占 13.03%和 12.42%；在分子功能类别中编码

结合蛋白（Binding）的DEGs unigene最多，为 1 303，
所占比例为 44.62%。以 P-value≤ 0.05为阈值，在

大豆子房突变体与野生型中差异表达基因共筛选

到 104个显著富集的 GO term，其中与逆境反应

（Response to stress）、水匮乏反应（Response to wa⁃
ter deprivation）等相关条目所占比例最高，其次是

乙醇反应（Response to ethanol）、蛋白低聚反应

（Protein oligomerization）等生物学过程。

 

图3 大豆子房差异表达基因的GO功能分类

表4 差异表达基因显著性富集路径（Q_value ≤ 0.05）
No.
1
2
3
4
5
6
7
8

KEGG Pathway
Plant hormone signal transduction

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
beta-Alanine metabolism

Arginine and proline metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

Starch and sucrose metabolism
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis
Protein processing in endoplasmic reticulum

ko_ID
ko04075
ko00630
ko00410
ko00330
ko00520
ko00500
ko00290
ko04141

Cluster_frequency
57 out of 305 18.69%
15 out of 305 4.92%
11 out of 305 3.61%
17 out of 305 5.57%
2 out of 3 66.67%
2 out of 3 66.67%
1 out of 3 33.33%
52 out of 338 15.38%

Genome_frequency
742 out of 9217 8.05%
96 out of 9217 1.04%
101 out of 9217 1.10%
208 out of 9217 2.26%
249 out of 9217 2.70%
296 out of 9217 3.21%
90 out of 9217 0.98%
429 out of 9217 4.66%

P-value
1.04E-09
5.15E-07
0.000487
0.000528
0.002142
0.003018
0.029012
2.01E-12

Q_value
9.66E-08
4.79E-05
0.045289
0.049122
0.008568
0.012073
0.116047
1.63E-10

注：横坐标代表 GO分析的基因功能分类，从左至右依次为细胞组成，分子功能和生物学过程；左侧纵坐标代表差异基因所占的比

例，右侧纵坐标代表差异基因的数量
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2.3.2 KEGG 路径显著性分析

研究以 Q_value≤ 0.05为阈值，满足该条件的

pathway 定义为在差异表达基因中显著富集的

pathway。测序结果未授粉子房期有 338个差异基

因的 unigene参与到 81条代谢途径中。其中有 8
条代谢途径是Q_value≤ 0.05的显著差异的 pathway
（表 4）。在 8条显著富集的 pathway中，与氨基酸

代谢相关的占多数，其次是碳代谢相关的 path⁃
way，最后是植物激素的信号转导和蛋白加工。

2.4 差异表达基因 qRT-PCR分析

针对上述 10个差异表达基因进行 qRT-PCR
验证，结果如图 4所示，总体上这些基因的表达模

式与 RNA-Seq的分析结果保持一致，证实了 RNA
测序结果的可靠性，具体表达量倍数的差异可能

是由于两种技术之间运算法则不同造成的。

3 结论与讨论

通过对四粒荚突变体与野生型未授粉子房

RNA测序差异表达基因（DEGs）的分析，结果显示

共有 206个 log2 ratio值大于 3.0的上调表达基因，

其中 103个上调表达基因具有功能注释。GO差
异显著富集分析结果显示，这些上调基因参与催

化反应、RNA水平调控、碳代谢、脂质转运、酶活

性的调控、初级和次级代谢调控、耐受性反应及

其他的生物代谢途径。在 103个差异表达基因中

与蛋白结合、DNA结合相关的基因所占的比例最

高为 36%，其次是与金属离子结合和脂质转运相

关的基因所占比例分别为 15%和 13%。这些与蛋

白结合、DNA结合、金属离子结合和脂质转运相

关上调表达的 DEGs很可能是与大豆多粒荚建成

或产量调控相关的关键基因，下一步将围绕这些

关键基因做深入研究。

本研究在对差异基因进行 pathway显著富集

分析时，发现在三个不同发育阶段中共有 8条代

谢途径是Q_value≤ 0.05的显著富集的 pathway。其

中，与氨基酸合成与代谢相关的 pathway占多数，

其次是碳代谢相关的 pathway、植物激素信号转导

和蛋白加工的 pathway。Ugalde T D等 [21]报道，用

0.5 g N/L（谷氨酸作为氮源）培养离体小麦穗，蛋

白质沉积速率接近田间水平，如果以 2 g N/L培
养，蛋白质沉积速率增加 1倍，因此，研究认为增

加穗中谷氨酸的输入会加快蛋白质的合成。Doe⁃
hlert D C等 [22]报道，玉米籽粒中蔗糖合成酶活性

与其淀粉积累呈正相关，而与其蔗糖酶活性不相

关。王志敏等 [23]发现蔗糖酶在整个小麦穗粒发育

期均起重要作用，特别是穗发育后期作用更大，

蔗糖合成酶在籽粒淀粉合成中起重要作用。

Wang Fei等 [24]报道，蔗糖合成酶是控制果实发育

过程中起关键作用的调节酶，研究发现西红柿果

实生长率和果实淀粉积累与果实中的蔗糖合成酶

活性呈正相关，而与果实中蔗糖酶活性无关。综

上所述，本研究初步推测这些在大豆 RNA水平上

获得的显著富集的 KEGG Pathway很可能与大豆

多粒荚的形成及产量调控机制相关。
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