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白桦木质部原生质体初生细胞壁再生过程转录组分析

郑    杰      于    颖      贺卓熙      路明远      孙    宇      尹天龙      王    超
(东北林业大学林学院，林木遗传育种国家重点实验室，黑龙江 哈尔滨 150040)

摘要:【目的】木质部细胞壁的组成及特性是决定材性的重要因素，研究木质部细胞壁形成的分子调控机制对于木材改良

具有重要意义。本研究探究了白桦木质部原生质体初生壁再生过程的分子调控机制，并鉴定出重要调控基因，旨在为林

木材性性状研究提供数据和材料。【方法】分别以培养 0 h和 2 h的白桦木质部原生质体为材料，通过荧光增白剂染色观

察初生壁再生过程。利用转录组分析技术研究初生壁再生前后的差异表达基因及其参与的调控途径，将检测到的差异表

达基因在 GO、KEGG、PlantTFDB数据库中进行比对分析。【结果】荧光显微镜观察结果显示：原生质体分离后不具有细

胞壁，培养 2 h再生初生细胞壁。以|log2（FC）| ≥ 1（FC为差异倍数）且 q < 0.05为标准筛选差异基因，结果显示：相较于

刚分离的原生质体，培养 2 h的原生质体中检测到 4 396个上调表达的基因，4 056个下调表达基因，总计 8 452个差异表

达基因。其中 GO数据库共注释到 10个显著上调条目，KEGG数据库注释到 10个显著差异代谢通路，PlantTFDB数据

库共注释到 16个家族的 360个差异表达转录因子。GO注释结果表明，DNA复制、细胞周期相关基因上调表达。

KEGG注释结果表明，谷胱甘肽、α-亚麻酸等与抗逆代谢相关的基因下调表达，果胶脂酶相关基因上调表达。PlantTFDB

注释结果表明，bHLH、NAC、MYB、bZIP等与细胞壁合成密切相关的转录因子均差异表达。【结论】培养 2 h的木质部原

生质体处于细胞壁再生及分裂准备状态，DNA复制、细胞周期、多糖合成代谢等相关基因在白桦木质部原生质体培养及

初生细胞壁形成过程中起调控作用。
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Abstract: [Objective]  The  properties  of  wood  are  determined  by  the  composition  and  characteristics  of
xylem  cell  wall.  It  is  important  for  wood  improvement  to  study  the  molecular  regulation  mechanism  of
xylem cell wall formation. In this study, the molecular regulatory mechanisms in the process of regeneration
of  primary  wall  in  the  protoplast  of  birch  (Betula  platyphylla)  xylem  were  analyzed  and  the  important
regulatory  genes  were  identified,  aiming  to  provide  data  and  materials  for  the  study  of  wood  properties.
[Method] The protoplasts of birch xylem cultured for 0 h and 2 h were used as materials, respectively, and
the  regeneration  process  of  primary  cell  wall  was  observed  by  staining  with  calcofluor  white.  The
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differentially expressed genes (DEGs) and differential metabolic pathways participating before and after the
regeneration  of  the  primary  wall  were  compared  by  transcriptomic  analysis.  The  detected  DEGs  were
aligned  with  GO,  KEGG and  PlantTFDB. [Result] Observation  by  fluorescence  microscopy  showed that
protoplasts had no cell walls after enzymatic digestion and the primary cell walls had been regenerated after
2 h culture. The DEGs were screened using |log2(FC)| ≥ 1(fold change, FC) and q < 0.05 as the parameters.
The results showed that compared with the protoplasts without cell wall, 4 396 up-regulated genes and 4 056
down-regulated genes were detected in the protoplasts cultured for 2 h, with a total number of 8 452 DEGs.
In the GO database,  there were 10 significantly up-regulated terms.  KEGG analysis  noted 10 significantly
different  metabolic  pathways.  Total  of  360  differentially  expressed  transcription  factors  from  16  families
was annotated in PlantTFDB database. The GO database annotation results showed that DNA replication and
cell cycle related genes were up-regulated in the cell wall regeneration lines compared with that in control.
The results  of  KEGG database  annotation showed that  genes  involved in  glutathione,  α-linolenic  acid  and
other stress-related metabolism genes were down-regulated, and pectinester related genes were up-regulated.
PlantTFDB annotation results showed that bHLH, NAC, MYB, bZIP and other transcription factors closely
related to cell wall biosynthesis were differentially expressed. [Conclusion] Above results show that xylem
protoplasts are in a state of cell wall regeneration and division preparation at 2 h culture. DNA replication,
cell  cycle,  polysaccharide  biosynthesis  and  other  related  genes  play  a  regulatory  role  in  xylem  protoplast
culture and primary cell wall formation of B. platyphylla.
Key words: Betula platyphilla; protoplast; regeneration of primary cell wall; transcriptome

 

白桦（Betula platyphylla）是我国东北林区重要

的树种，在森林生态、城市园林、经济用材等方面有

着重要的作用[1−3]。因此，培育白桦良种在林业生态

文明建设中具有重要的战略意义。白桦的木材性状

对于其用材价值有着重要的影响[4−5]，所以，筛选鉴

定其木材形成调控重要基因，探究木材性状形成的

分子基础，对于白桦的育种工作有着巨大的理论和

应用价值。树干形成层向内分化形成具有生活力的

木质部细胞，担负着木材形成的重要使命[6−7]。木质

部细胞失去生活力后残留的细胞壁则是构成木材的

主要成分。因此，探究白桦木质部细胞细胞壁的形

成过程具有重要的科学意义。

原生质体是通过机械法或酶解法除去细胞壁

后留下的无壁且具有生活力的原生质团[8]。由于没

有细胞壁的阻隔，原生质体容易摄取外源遗传物

质，是进行遗传操作的优良受体 [9]，可通过诱导细

胞融合的方法形成杂种细胞，是筛选突变体、获得

遗传资源的优良材料。植物原生质体培养则是将

其置于特定条件下，通过改变激素等条件引导其生

长发育的方向，使原生质体适用于遗传转化、瞬时

表达、细胞融合等特定的实验目的[10]。木质部原生

质体细胞壁再生过程一定程度上可以模拟细胞壁

的生物合成过程。

高通量测序技术（high-throughput sequencing）是
一项具有革命性的技术，具有大通量、高分辨、高灵

敏等特点，因此被广泛用于生物转录组测序（RNA-

sequencing）工作中 [11−13]。Chang等 [14]利用转录组方

法首次鉴定了维管束鞘细胞细胞壁发育相关的转运

蛋白基因。Tian等[15]在研究乳酸菌酸胁迫时，利用

转录组测序鉴定到与细胞壁合成相关基因的显著变

化。Sharma等[16]利用转录组学方法分析了水稻原生

质体分离以及再生细胞壁过程中悬浮细胞系内基因

表达差异情况，鉴定了大量与细胞壁合成相关的基

因[16]。可见，原生质体细胞壁培养过程中，细胞壁合

成相关基因代谢旺盛，是分析细胞壁合成相关转录、

翻译、修饰等过程的理想材料。

本研究聚焦于白桦木质部细胞细胞壁再生过

程，利用酶解法破坏白桦木质部细胞的细胞壁，获得

具有生活力的木质部原生质体（0 h），并通过液体浅

层培养的方法观察到原生质体细胞壁再生以及部分

原生质体第一次分裂（2 h）。通过这种方式，我们模

拟了白桦木质部细胞合成细胞壁的过程。在此基础

上，提取了刚刚分离的原生质体（0 h）以及原生质体

细胞壁再生时（2 h）的总 RNA，利用高通量平台获得

了其转录组测序数据，并采用生物信息学方法对细

胞壁再生前后的转录组进行基因表达差异分析。最

后，对差异基因进行了 KEGG（kyoto encyclopedia of
genes and genomes）和 GO（gene ontology）功能注释，

分析了原生质体培养及初生细胞壁再生过程中的分

子调控机制，并筛选到一批可能与木质部细胞细胞

壁合成相关的基因，为下一步的白桦材性改良工作

提供了一定的依据。
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 1   材料与方法

 1.1    白桦植物材料

选取生长于东北林业大学白桦种子园室外的

5年生野生型白桦苗木，在 5−7月之间取材。选取

其顶端第 5茎节以下的茎用于木质部原生质体的

分离。

 1.2    方　法

 1.2.1    原生质体分离

配置 W5溶液（2 × 10−3 mol/L MES，0.15 mol/L
NaCl， 0.17  mol/L  CaCl2， 5  ×  10−3  mol/L  KCl）及酶

解 液 （15  g/L  Cellulase  R10， 4  g/L  Macerozyme，
0.02 mol/L MES，0.4  mol/L甘露醇，0.2  mol/L KCl，
0.1 mol/L CaCl2，0.1% BSA），其中 W5溶液进行高

压蒸汽灭菌后使用。

取白桦茎段喷洒 75% 乙醇进行表面消毒，于超

净工作台中剥去表皮后剪成适宜长度的茎段，浸泡

于酶解液中（每个 50 mL离心管大约 5根茎段，茎段

长度 10 cm）。避光置于 22 ~ 24 ℃ 酶解 3 h。酶解完

成后轻晃离心管，使得原生质体充分释放到酶解液

中，观察到酶解液变浑浊。于超净台中用镊子取出

酶解过的茎段，用等体积的 W5溶液（4 ℃ 预冷）稀

释酶解液后，使用 200目无菌细胞筛过滤。将滤液

于 150 r/min离心 2 min，去除上清液，并使用 W5溶
液对原生质体进行 2次重悬洗涤。利用显微镜

（OLYMPUS BX43）对原生质体完整性进行镜检。使

用血球计数板进行计数统计。

 1.2.2    原生质体培养

使用 MS培养基（20 g/L蔗糖，pH为 5.8 ~ 6.2，
0.8 mg/L NAA、1.7 mg/L 6-BA）对原生质体进行细

胞壁再生培养。

 1.2.3    原生质体细胞壁染色观察

在 0、0.5、1、2、4 h时，用 1% 的荧光增白剂（含

0.7 mol/L的甘露醇）对上述原生质体进行染色，染色

液和样品体积比为 1∶1，染色时间为 10 min，将血球

计数板置于荧光显微镜下对其进行观察。

 1.2.4    原生质体取样及总 RNA 提取

选取培养 0 h的原生质体作为对照组记为 C，共
计 3个重复，分别记为 C1、C2、C3。取培养 2 h时的

原生质体作为实验组，记为 T，共计 3个重复，分别

记为 T1、T2、T3。使用 LAKERA植物 RNA提取试

剂盒提取原生质体 RNA，1% 的琼脂糖凝胶电泳进

行检测。并用核酸测定仪测定 RNA浓度。

 1.2.5    文库制备和测序

总 RNA样品检测符合标准后，选用带有 Oligo
（dT）的磁珠纯化富集总 RNA，使用试剂盒去除

rRNA。向纯化后的 mRNA中加入 Fragmentation
Buffer，使其裂解为小片段，利用随机引物进行逆转

录。对逆转录产物进行末端修复、加 A碱基、加测序

接头等操作，回收片段后进行 PCR扩增，完成文库

构建。文库构建完成后，先使用 Qubit3.0初步定量，

然后对文库的 insert size进行检测，最后使用 Bio-
Rad CFX 96荧光定量 PCR仪准确定量文库有效浓

度（文库有效浓度 > 10 nmol/L），以保证文库质量。

选取合格的文库，使用 Illumina平台，按照 PE150策
略进行高通量测序。建库及测序工作由安诺优达

（ANORODA，Beijing）公司完成。

 1.2.6    样本聚类分析方法

使用斯皮尔曼相关性系数计算样本相关性，样

本之间距离使用欧式距离，采用最长距离法对样本

进行聚类分析。

 1.2.7    基因表达量分析及差异基因分析注释及富集

分析

将原始下机数据（raw reads）去除低质量序列和

接头污染后获得高质量序列（clean reads）信息。使

用 HISAT2软件将 clean reads与参考基因组（Betula_
pendula_coge.kehu.v1）进行比对，并进行表达量估

计。在 RNA-seq分析中，通过定位到基因组区域或

外显子区域的测序序列（reads）的数量来估计基因的

表达水平。引入 FPKM（fragments  per  kilobase  per
million mapped fragments）概念来定量表达水平，即

每百万个测序片段中来自某一基因每千碱基长度的

测序片段数[17]。使用 DESeq2软件[18]进行基因差异

表达分析， |log2（FC）| ≥ 1（FC为差异倍数）且 q <
0.05的基因被标记为差异基因。将差异表达基因与

NCBI、Uniport、GO和 KEGG数据库进行比对，得

到差异表达基因的注释。将注释到的差异基因进行

超几何检验（使用工具 fisher.test p.adjust），找出差异

基因显著富集的 GO条目和 KEGG代谢通路。

 2   结果与分析

 2.1    原生质体分离

对白桦木质部进行原生质体分离，用 W5溶液

重悬原生质体，荧光增白剂染色后于荧光显微镜下

观察，细胞壁酶解完全，处于无壁状态，生理状态

良好，鲜见破损，适用于后续分析（图 1a）。使用血球

计数板进行计数统计，使得原生质体最终密度为

106 个/mL。
 2.2    原生质体细胞壁再生

对获得的原生质体用 MS培养基进行细胞壁再

生培养，使用荧光增白剂染色后于荧光显微镜下对

细胞壁进行观察。如图 1所示：右侧为荧光显微镜明
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场，左侧为对应的荧光显微镜暗场。荧光增白剂将

细胞壁里中的纤维素染色，在蓝光激发下发荧光。0 h
时（图 1a），明场下观察到原生质体，暗场无荧光，原

生质体未染色，证明原生质体细胞壁酶解完全。0.5 h
时（图 1b），明场下观察到原生质体，暗场中四周细

胞染色不均一，证明原生质体处于再生过程中，部分

细胞壁再生。1 h时（图 1c），明场观察到原生质体，

暗场中细胞四周均被染色，显示细胞壁再生。2 h时
（图 1d），观察到细胞出芽。

 2.3    原生质体总 RNA 提取

用植物 RNA提取试剂盒提取白桦木质部原生

质体 RNA，并用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，结果如

图 2所示。

 2.4    转录组数据组装及测序质量评估

使用 Illumina平台，按照 PE150策略对 RNA进

行高通量测序。对 raw reads进行过滤后得到 clean
reads，使用 clean reads与参考基因组 Betula_pendula_
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a. 培养 0 h的原生质体；b. 培养 0.5 h的原生质体；c. 培养 1 h的原生质体；d. 培养 2 h的原生质体。a, protoplasts cultured for 0 h; b, protoplasts
cultured for 0.5 h; c, protoplasts cultured for 1 h; d, protoplasts cultured for 2 h.

图 1    白桦原生质体细胞壁再生荧光显微镜观察结果

Fig. 1    Fluorescence microscope observation of cell wall regeneration in protoplasts of birch
 

 

C1 C2 T2 T3

28S RNA

16S RNA

C3 T1

C1 ~ C3. 培养 0 h时的原生质体；T1 ~ T3. 培养 2 h时的原生质体。

C1 − C3, protoplast  cultured for 0 h;  T1 − T3, protoplast  cultured for
2 h.

图 2    白桦木质部原生质体 RNA提取结果

Fig. 2    RNA extraction results from protoplasts of birch xylem
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coge.kehu.v1比对，结果如表 1。对照组和实验组的

聚类分析如图 3所示，结果显示样本聚类正常，重复

性良好。
  

表 1    Clean reads与参考基因组比对结果

Tab. 1    Clean reads and the sequence alignment results
with reference genome

组别
Group

过滤后序列总数
Total clean reads

比对成功率
Mapping rate/%

基因总数
Total gene number Q30/%

C1 44 905 836 92.04 19 835 93.36

C2 41 241 930 92.26 19 764 93.44

C3 45 786 950 92.28 19 885 93.22

T1 47 178 646 91.37 20 442 93.53

T2 44 340 702 91.13 20 310 93.22

T3 41 809 660 91.02 20 281 93.32

注：Q30为过滤后碱基质量值，表示碱基错误率小于0.001的测序碱基
占测序总数的比例。Notes: Q30 is the base quality value after filtering,
indicating the proportion of sequenced bases with a base error rate less
than 0.001 in the total number of sequenced bases.
 
 

 2.5    原生质体细胞壁再生基因表达差异分析

 2.5.1    差异表达分析统计结果

如图 4所示：相较于刚分离的原生质体，培养 2 h
的原生质体中检测到 4 396个上调表达的基因，4 056
个下调表达基因，总计 8 452个差异表达基因。

 2.5.2    差异表达基因的 GO 注释结果及富集分析

差异表达基因的 GO注释结果如图 5所示。显
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图 3    对照组和实验组的聚类分析结果

Fig. 3    Cluster analysis results of control group and experimental group
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Fig. 4    Histogram of the number of DEGs in 2 h versus 0 h protoplasm
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图 5    培养 2 h相对 0 h原生质体内差异表达基因 GO注释结果柱状图

Fig. 5    GO annotation of differentially expressed genes in protoplasts after 2 h culture compared with just isolated protoplasts
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著上调（基因上调占比大于 20%）的条目为：膜、细胞

器组分、细胞器、代谢过程、细胞过程、生物调调节、

新陈代谢、刺激应答、催化活性、结合过程。同时，

在这些条目中也检测到了相近程度的下调。这些

差异表达可能与原生质体细胞壁再生及分裂过程

相关。

GO富集分析结果如图 6所示：在细胞组分、生

物过程以及分子功能 3个大类中均有 DNA复制相

关条目的差异基因富集。其中，在细胞组分大类中，

细胞膜锚定组分检测到显著富集。在生物过程大类

中，细胞周期和细胞周期进程 2个条目下差异基因

富集显著。在分子功能大类中，ADP结合、DNA复

制起点结合 2个条目下差异基因显著富集。

 2.5.3    差异表达基因 KEGG 注释结果及富集分析

差异表达基因 KEGG注释结果如表 2所示：注

释到的 KEGG富集通路共 10个。其中和植物抗逆
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图 6    GO注释结果富集热图

Fig. 6    GO annotation results enrich heat map
 

表 2    KEGG通路注释结果及富集分析统计表

Tab. 2    Results of KEGG notions and the significantly enriched KEGG pathway statistics

通路名称
Pathway name

Map编号
Map No.

p值
p value

q值
q value

上调数
Number of up-regulation

下调数
Number of down-regulation

谷胱甘肽代谢 Glutathione metabolism map00480 0.000 002 450 0.000 238 8 30
α-亚麻酸代谢
Alpha-Linolenic acid metabolism map00592 0.000 029 600 0.001 353 6 17

DNA复制 DNA replication map03030 0.000 332 000 0.011 156 18 1
光合作用天线蛋白
Photosynthesis-antenna proteins map00196 0.001 147 000 0.026 197 7 0

黄酮代谢 Flavonoid biosynthesis map00941 0.001 623 000 0.027 359 9 5
戊糖及葡萄糖糖醛互变异构体
Pentose and glucuronate interconversions map00040 0.001 997 000 0.027 359 14 8

光合作用 Photosynthesis map00195 0.001 945 000 0.027 359 13 0
卟啉和叶绿素代谢
Porphyrin and chlorophyll metabolism map00860 0.001 666 000 0.027 359 14 3

牛磺酸及亚牛磺酸代谢
Taurine and hypotaurine metabolism map00430 0.002 319 000 0.028 882 2 5

黄酮及黄酮合成
Flavone and flavanol biosynthesis map00944 0.004 234 000 0.04 8 340 6 1
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和应激相关的谷胱甘肽代谢（map00480）通路和 α-亚
麻酸代谢（map00592）通路基因均有明显的下调表

达。此外，光合作用相关代谢通路（map00195、
map00860）基因有显著的上调表达。戊糖及葡萄糖

糖醛互变异构体代谢途径（map00040）相关基因显著

上调表达。

 2.5.4    差异转录因子 PlantTFDB 注释结果统计

如图 7所示：共获得差异表达转录因子 360个，

按照家族对其进行分组计数，其中差异基因按照差

异表达数量降序分布于 bHLH、NAC、HSF、 S1、
C2H2、WRKY、C3H、ERF、B3、FAR1、MYB、bZIP
等家族中。

 2.6    白桦木质部原生质体细胞壁再生过程相关差异

表达基因统计

白桦木质部原生质体细胞壁再生过程中，相关

基因的表达差异会导致代谢的差异。植物细胞壁主

要成分有纤维素、半纤维素、果胶以及木质素，其中

纤维素、半纤维和果胶的单体是糖类，木质素的单体

是苯丙烷基团。而核酸代谢则与磷酸戊糖途径密切

相关。因此，我们从鉴定到的差异表达基因中进行

筛选，结合 GO和 KEGG注释结果，统计出与糖代

谢以及苯丙烷基代谢相关的差异基因。

 2.6.1    细胞壁再生过程中核酸代谢差异表达基因

由 KEGG富集结果可知，细胞壁再生过程中

DNA复制旺盛。糖酵解途径和磷酸戊糖途径中相关

酶的变化可影响核酸的代谢，其差异表达情况如表 3
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图 7    差异转录因子家族分布柱状图

Fig. 7    Histogram of differential transcription factor family distribution
 

表 3    原生质体细胞壁再生过程中相关差异基因统计

Tab. 3    DEGs in the process of cell wall regeneration

细胞壁发育相关代谢过程
Metabolic processes associated with

cell wall development

差异表达基因编码的酶
Enzyme cluster of DEGs encoding

差异基因总数（上调数 + 下调数）
Total DEGs number (up-regulation
number + down-regulation number)

葡萄糖及葡萄糖酰代谢
Glucose and glucosyl metabolic

UDP葡萄糖醛酸转移酶 UDP-glucosyl transferase (UDPGT) 37（13 + 24）
UDP葡萄糖转移酶 UDP-glucose transferase (UDPG) 3（3 + 0）

果糖二磷酸酶 Fructose diphosphatase (FBP) 1（1 + 0）

果糖二磷酸醛缩酶 Fructose-bisphosphate aldolase (ALDO) 1（1 + 0）

羰基转移酶家族 Glycosyl transferase family 12（0 + 12）

糖基羟化酶家族 Glycosyl hydrolases family 9（9 + 0）

内质网二糖结合 Di-glucose binding within endoplasmic reticulum 5（2 + 3）

3-β葡萄糖苷酶 3-beta-glucosidase 3（3 + 0）

1,3-葡聚糖合成酶 1,3-beta-glucan synthase 1（1 + 0）

6-磷酸葡萄糖羟化酶 6-phosphogluconate dehydrogenase 1（0 + 1）

6-磷酸葡萄糖异构酶 Glucosamine-6-phosphate isomerases 1（1 + 0）

3-磷酸甘油醛脱氢酶 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 1（1 + 0）

木糖代谢
Xylose metabolic

β-1,4-木糖基转移酶 Beta-1,4-xylosyltransferase 1（1 + 0）
β-1,2-木糖基转移酶 Beta-1,2-xylosyltransferase 1（1 + 0）

半乳糖代谢
Galactose metabolic

细胞壁相关受体激酶半乳糖醛酸结合
Wall-associated receptor kinase galacturonan-binding 10（4 + 6）

半乳糖基转移酶 Galactosyltransferase 5（3 + 2）

聚半乳糖醛酸酶 Polygalacturonase 5（2 + 3）

聚半乳糖醛酸酶抑制剂 Polygalacturonase inhibitor 3（0 + 3）

糖基水解酶 Glycosyl hydrolases 2（0 + 2）

磷酸戊糖代谢
Pentose phosphate metabolic

核糖激酶 Ribokinase (RbsK) 3（3 + 0）
6-磷酸葡萄糖脱氢酶 Phosphogluconic dehydrogenase (G6PD) 2（2 + 0）

果胶代谢
Pectic metabolism

果胶酯酶 Pectinester 6（0 + 6）
果胶裂解酶 Pectate lyase 7（7 + 0）

苯丙素生物合成
Phenylpropanoid biosynthesis

月桂醇脱氢酶 Cinnamyl-alcihol dehydrogenase (CAD) 2（0 + 2）
过氧化物酶 Peroxidase (POD) 6（6 + 0）
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所示。在葡萄糖及葡萄糖酰代谢途径中，鉴定到

1个果糖 -1,6-二磷酸酶（FBP，hexosediphosphatase）
基因上调表达和 1个果糖二磷酸醛缩酶（ALDO，
fructose-bisphosphate aldolase）基因上调表达。磷酸

戊糖途径中，有 2个葡萄糖-6-磷酸脱氢酶（G6PD，6-
phosphate dehydrogenase）以及 3个核糖激酶（RbsK，
ribokinase）基因显著上调表达。

 2.6.2    细胞壁再生过程中多糖代谢差异表达基因

从所有差异表达基因中筛选与葡萄糖、木糖、半

乳糖以及果胶代谢相关的基因，其结果如表 3所
示。鉴定到 1个 FBP 基因上调表达，3个 UDP-葡萄

糖转移酶（UDPG，UDP-glucose transferase）基因上调

表达，24个消耗 UDP-葡萄糖的 UDP-葡萄糖醛酸转

移酶（UDPGT，UDP-glucosyl transferase）基因表达量

下调，13个 UDPGT 基因上调，KEGG富集结果显示

为 UDPGT 总体下调。在果胶代谢途径中，检测到

与果胶分解代谢紧密相关的 6个果胶酯酶（PE，
pectinesterase）基因下调表达以及 7个果胶裂解酶基

因的上调表达。

 2.6.3    细胞壁再生过程中木质素代谢差异表达基因

在苯丙烷代谢途径中，催化 3种木质素前体

合 成 的 肉 桂 醇 脱 氢 酶 （CAD， cinnamyl-alcohol
dehydrogenase）基因表达量出现明显下调，而催化木

质素合成的过氧化物酶（POD，peroxidase）基因有

6个显著上调。

 3   讨　　论

在杨树木质部原生质体的研究中，木质部原生

质体在分离 48 h内，依然保持木质部细胞发育的状

态[19]。因此这一阶段内，木质部原生质体细胞壁再

生过程中表达的基因，在很大程度上反应了木质部

发育相关基因的表达调控情况，这一特点是其他组

织原生质体所不具备的，因此，分析木质部原生质体

细胞壁再生过程的基因表达情况对于筛选鉴定木质

部发育相关基因具有重要意义。本研究聚焦于白桦

木质部原生质体细胞壁合成的分子调控及相关基因

筛选，首先对白桦木质部原生质体分离及培养技术

进行了探索，得到了活力较高的白桦木质部原生质

体，并在培养过程中利用荧光增白剂染色观察到了

木质部原生质体细胞壁再生（1 h）和部分原生质体的

第一次分裂（2 h）。由此推断，培养 2 h的白桦木质

部原生质体处于细胞壁合成以及核酸复制旺盛的

状态。

本研究利用 Illumina平台高通量测序技术对刚

酶解细胞壁的原生质体（0 h）和酶解后培养 2 h的
原生质体进行了转录组测序。GO注释结果显示，

差异表达基因在 DNA复制、细胞周期相关的条目

下显著富集。结合荧光显微观察结果及相关转录组

文献，说明此时少部分原生质体处于分裂期，大部

分原生质体处于核酸合成旺盛的分裂准备期。KEGG
共注释到 10个显著富集的代谢通路，其中谷胱甘

肽代谢（map00480）和 α-亚麻酸代谢（map00592）基
因均有明显的下调表达，这 2个代谢通路与植物抗

逆和应激密切相关 [20−25]。出现此结果的原因可能

是，在原生体分离过程中，细胞受到了一定程度的

渗透和氧化胁迫 [26]，引起抗逆性相关基因的高表

达；而在培养时，由于培养环境较为适宜，条件改

善，抗逆性相关的基因下调。其次，光合作用相关

代谢通路（map00195、map00860）基因有显著的上

调表达。在严格避光条件下，木质部细胞无叶绿体

发育，这些差异表达基因的出现，可能是因为培养

条件非严格避光，一定程度上促进了细胞中叶绿体

的发育[27−28]。

在差异基因表达分析过程中，多糖合成代谢、木

质素合成等细胞壁合成相关基因表达量发生了变

化。果糖-1,6-磷酸酶（FBP）催化果糖-1,6-二磷酸向

果糖-6-磷酸转化，进而促进了糖酵解途径中磷酸己

糖（G6P、F6P）的积累[29]，本研究中 FBP 基因的上调

表达（图 8a），说明该基因在细胞壁合成过程的己糖

积累中起作用。另一方面，磷酸戊糖途径中葡萄糖-
6-磷酸脱氢酶和核糖激酶使得糖酵解途径中积累的

磷酸己糖向磷酸戊糖途径中输入[30]，本研究中鉴定

的这 2个酶基因上调表达（图 8b），进一步说明其促

进了细胞壁合成中糖的积累。在纤维素合成途径

中，尿苷二磷酸葡萄糖基转移酶（UDPGT）是催化

UDP-葡萄糖发生醛缩转移反应、消耗 UDP-葡萄糖

的酶家族[31]。其显著下调表达有利于 UDP-葡萄糖

的积累，一定程度上有利于纤维素的合成，由此可以

分析出本研究鉴定的下调表达的 UDPGT 基因（图 8d）
在调控原生质体细胞壁纤维素合成中具有重要作

用。在戊糖及葡萄糖互变异构体代谢途径中（图 8c），
本研究鉴定到 6个果胶酯酶基因的显著下调表达和

7个果胶裂解酶基因的上调表达。2007年，林河通

等[32]在研究龙眼（Dimocarpus longan）果实采摘后果

肉自溶过程中果肉细胞壁成分变化及相关酶活差异

时发现，果胶酯酶的活性与细胞壁中果胶成分的降

解量显著正相关。因此，果胶脂酶基因的下调表达

可能抑制了果胶的分解代谢，一定程度上促进了果

胶的积累，进而影响了初生壁的合成。CAD 基因编

码的肉桂醛脱氢酶将苯丙素中的醛基还原为羟基，

POD 则进一步将苯丙素转化为木质素单体[33]。本研

究鉴定到 2个 CAD 基因下调表达，6个 POD 基因
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上调表达。苯丙烷代谢途径中的 CAD 基因的下调表

达使得木质素前体的合成减少。从动力学角度来

看，相较于过氧化物的分解反应，醛到羟基的反应为

慢反应，因此肉桂醇脱氢酶为限速反应。即使催化

醛体向木质素转化的 POD 基因表达量上升，木质素

的合成依然受到了抑制，这可能是因为培养 2 h内
的细胞壁再生过程主要合成初生壁，次生壁合成受

到了抑制。

转录因子差异分析中，共注释到 360个差异显

著的转录因子，主要分布于 bHLH、NAC、HSF、S1、
C2H2、WRKY、C3H、ERF、B3、FAR1、MYB、bZIP
等家族中。已有研究显示， bHLH[34]、NAC[35−38]、

MYB[39−42]、bZIP[43−46]等家族的转录因子与细胞壁的

再生有关。转录因子的表达调控是一个复杂的过

程，涉及多种代谢途径，同一家族的转录因子在同一

代谢途径中也存在不同的调控作用。离体原生质体

培养过程存在着分裂、脱分化、响应环境刺激及细胞

壁再生等多种生物学过程，转录因子在其中扮演重

要角色。本研究根据 DEG分析，初步筛选出在木质

部原生质体细胞壁再生过程中差异表达的转录因

子，为进一步研究木质部发育及细胞壁合成的转录

调控机制及鉴定关键转录因子奠定基础。

 4   结　　论

本研究分离到得到活力较高的白桦木质部原生

质体，组织培养过程中利用荧光增白剂染色观察到

了木质部原生质体初生细胞壁再生（2 h）。相较于刚

分离的原生质体，培养 2 h的原生质体检测到上调

表达的基因 4 396个，下调表达基因 4 056个，总计

差异表达基因数量 8 452个。GO注释结果显示，差

异表达基因在 DNA复制、细胞周期相关的条目下显

著富集。KEGG共注释到 10个显著富集的代谢通

路，其中谷胱甘肽代谢（map00480）和 α-亚麻酸代谢

（map00592）基因均有明显的下调表达，光合作用相

关代谢通路（map00195、map00860）相关基因有显著

的上调表达。此外，本研究共注释到 360个差异显

著的转录因子，主要分布于 bHLH、NAC、HSF、S1、
C2H2、WRKY、C3H、ERF、B3、FAR1、MYB、bZIP
等家族中。本研究筛选到与糖代谢以及苯丙烷基代

谢相关的基因，其中在糖酵解和磷酸戊糖途径中，

FBP 及 RbsK 基因上调表达，24个 UDPGT 基因显

著下调；在戊糖及葡萄糖互变异构体代谢途径中，

PE 基因显著下调；苯丙烷代谢途径中，CAD 基因下

调表达，POD 基因上调表达。本研究为进一步研究
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图 8    糖酵解（a）、磷酸戊糖（b）、戊糖及葡萄糖互变异构体（c）、纤维素合成（d）和苯丙烷代谢（e）途径差异示意图

Fig. 8    Schematic diagram of differences in glycolysis (a), pentose phosphate  (b), pentose and glucuronate interconversions (c),
cellulose synthesis (d) and phenylpropanoid metabolism pathway (e)
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白桦木质部细胞壁合成的分子调控机制及鉴定重要

调控基因奠定了基础。
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