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葫芦科瓜类作物耐涝性较差，尤其是甜瓜，甜

瓜属一年生草本葫芦科植物，喜温热气候，生长环

境偏爱干燥排水良好的土壤，对涝湿环境耐受能力

较弱，是我国重要经济作物。因此，甜瓜种植区域

遭受持续多雨或者涝灾的影响，可能会导致减产甚

至绝收。我国栽培甜瓜的重要产区是黄淮平原和

长江中下游地区，该区域受梅雨季节的影响春夏两

季雨水过于丰沛，夏季更是常有暴雨，土壤中水分

过多易形成涝渍危害，影响当地露地栽培甜瓜的正

常种植，制约甜瓜的产量和品质。淹水胁迫是全球
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淹水胁迫下甜瓜幼苗的转录组测序
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摘 要：涝害是全球范围内危害最广、频率最高的自然灾害。葫芦科瓜类作物耐涝性较差，尤其是甜瓜。甜瓜属一

年生草本葫芦科植物，喜温热气候，对涝湿环境耐受能力较弱，是我国重要经济作物。甜瓜种植区域遭受持续多雨

或者涝灾的影响，可能会导致减产甚至绝收。以实验室甜瓜耐涝种间杂交高代种 M13-06-3 为试材，对其进行淹水

胁迫，并利用转录组测序及实时荧光定量 PCR 对其根系组织进行差异表达基因分析。结果表明，淹水胁迫后，耐涝

型甜瓜品种 M13-06-3 筛选出 9037 个差异表达基因，其中 4529 个 DEGs 上调，4508 个 DEGs 为下调基因。通过实

时荧光定量检测发现 MELO3C003917、MELO3C020588、MELO3C008314、MELO3C025360、MELO3C021658 这 5 个

基因定量检测数据与转录组数据的趋势基本一致，初步推测这 5 个基因为甜瓜耐涝基因。研究结果可为进一步挖

掘与甜瓜耐涝相关的基因奠定基础。
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Transcriptome sequencing and bioinformatics analysis of melon seed-
lings under waterlogging stress
WANG Yanan, JIANG Yanfang, LIU Zefa, DANG Jiancheng, ZHANG Honglei, ZHANG Zixia
（Hunan University of Humanities, Science and Technology, Loudi 417000, Hunan, China）

Abstract: Waterlogging is one of the most widespread and frequent natural disasters worldwide. As a cucurbit crop, mel-

on exhibits relatively poor waterlogging tolerance. When melon cultivation areas experience prolonged rainfall or flood-

ing, severe yield losses or even complete crop failure often occur. In this study, a waterlogging tolerant melon high genera-

tion M13-06-3, was used as experimental material. Transcriptome sequecing and quantitative real-time PCR（qRT-PCR）

were employed to analyze differentially expressed genes（DEGs）in root tissues. The results revealed that 9037 DEGs

were screened in M13- 06- 3 under waterlogging stress, including 4529 upregulated and 4508 downregulated genes.

qRT- PCR validation confirmed that the expression patterns of five genes, MELO3C003917, MELO3C020588, ME-

LO3C008314, MELO3C025360, and MELO3C021658, were largely consistent wiht the transcriptome data, suggesting

their potential role in melon waterlogging tolerance. These findings provide a foundation for further exploration of water-

logging resistant genes in melon.

Key words: Melon; Waterlogging stress; Real- time fluorescence quantitative PCR; RNA high- throughput sequencing;

Differentially expressed gene
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植物生长中普遍面临的非生物逆境之一，也是影

响作物产量和品质的关键因素之一，它通过影响

植物的生理和分子机制，对植物的生长发育产生

重要影响 [1]。淹水胁迫会导致植物在体内堆积过

量活性氧，损伤细胞膜和蛋白质，甚至导致细胞

死亡。植物为了维持细胞内的水分平衡，会增加

渗透调节物质的积累，如脯氨酸、甜菜碱、可溶性

糖和多胺等。

RNA 高通量测序技术（RNA-seq）可以在转录

组水平解析基因的表达特点，目前已被广泛应用于

功能基因组研究，例如油菜[2]、栀子[3]、黄瓜[4]中，但关

于甜瓜耐涝性转录组方面的研究少有报道[5]。实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术是定量检测基因表

达的重要手段之一，已有学者将其应用在了茶树[6]

中来检测其与耐涝相关基因的相对表达量。为探

究甜瓜幼苗响应淹水胁迫的分子调控机制，笔者通

过对淹水胁迫 9 d 后的甜瓜幼苗（M13-06-3）及未淹

水胁迫的甜瓜幼苗（M13-06-3）根系进行转录组测

序（transcriptome sequencing），并对获得的转录组测

序数据进行生物信息学分析、筛选甜瓜响应淹水胁

迫的差异基因，然后对差异基因进行 GO 功能注释、

KOG 注释和 KEGG 富集分析，并挑选主要差异表

达基因进行实时荧光定量 PCR 验证，以期为研究甜

瓜响应涝害机制提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料

参与试验的种子材料为湖南人文科技学院园

艺教研室瓜类课题组选育的甜瓜耐涝种间杂交高

代种 M13-06-3，由薄皮甜瓜与厚皮甜瓜杂交而成，

性状更偏向于薄皮甜瓜。

1.2 试验设计

本试验在湖南人文科技学院园艺实验室内进

行，2023 年 3 月 15—17 日先挑选出饱满且大小一

致的 36 粒甜瓜 M13-06-3 种子进行浸种催芽，随

后将其置于大小一致的装有栽培基质土的塑料营

养钵中，每盆播种 2 粒种子。待甜瓜幼苗长至 2

叶 1 心后移栽至上口直径为 30 cm、下口直径

为 21.5 cm、高为 20.5 cm 的塑料不带漏水孔的圆

盆里，每盆 3 株。2023 年 5 月 1 日，甜瓜幼苗普

遍长到 3 叶 1 心后，选取生长势大致相同的幼苗

来进行淹水处理。淹水处理的高度统一设定为超

过植株根部基质表面 3 cm。这样的高度设置能够

确保淹水的程度相对一致，从而更好地观察和研究淹

水对甜瓜幼苗的影响。对照组采用正常的浇水方式，

在表层土壤没有干的时候不进行浇水操作，在需要浇

水的时候，要确保土壤被浇透，使甜瓜幼苗充分吸收

水分。

试验共设置了 2 个处理组，即不淹水处理

（NW）、淹水处理 9 d（TW）。淹水处理时采取分区

管理的方式，每个处理均为 6 盆即 18 株，共计 36

株。每天及时为各处理补充流失的水分，有效保证

处理组的淹水高度大致相同，对照组 NW 则进行正

常的水分管理。淹水处理后，分别对处理组 NW、

TW 的形态、光合特性进行测定和分析，再分别采集

其根系组织放入液氮速冻，后转入-80 ℃超低温冰

箱中储存，通过液氮研磨提取根系 RNA 用于转录

组学分析，每个指标进行 3 次重复测定，共计 6 个

样品。

1.3 方法

1.3.1 甜瓜幼苗的生长及光合特性测定 2023 年

5 月 8－9 日分别对甜瓜幼苗的 2 个处理组进行株

高、根长、叶面积、鲜质量、干质量、光合参数测定，

每个指标进行 3 次重复测定，再取平均值。将取得

的数据使用软件 Graphpad Pism9.5、Excel 进行处理

和作图，使用 SPSS 进行统计分析。

株高：使用直尺从甜瓜幼苗子叶结点测量至生

长点。

叶面积：参照王加蓬等[7]对甜瓜叶面积的测定

方法，即叶面积＝叶长×最大叶宽×0.66。

对处理后的甜瓜幼苗用干净的水冲洗根部泥

土，洗净后使用纸巾先吸干根部水分，用剪刀将地

上、地下部分离，再分别测量地上、地下鲜质量。

光合参数测定使用 iFLYaxin-1161 型便携式光

合作用测定仪，测定不同淹水胁迫处理下的长势一

致的甜瓜相同部位，选取晴朗天气下 09：00—11：00

对 4 组甜瓜幼苗淹水处理进行光合特性（净光合速

率、蒸腾速率、气孔导度、胞间 CO2 浓度）比较试

验。取样时间分别为各处理组在淹水胁迫 0、9 d 时

取样，测定其根系生长指标。

1.3.2 文库构建及测序 本试验委托南京集思慧

远生物科技有限公司对 M13-06-3 进行转录组测

序。首先用 Trizol 试剂盒分别提取出 M13-06-3 中

2 个处理组的 RNA，依次通过琼脂糖凝胶电泳与凝

胶成像、Nanodrop、Agilent 2100 检测其 RNA 的完

整性、纯度（OD260/280）、浓度、核酸吸收峰、RIN 值、

28S/18S、图谱基线、5S 峰等指标，然后通过 PCR 富

集构建出 cDNA 文库，用 Qubit 2.0 初步定量、用

王亚楠，等：淹水胁迫下甜瓜幼苗的转录组测序及生物信息学分析
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Agilent 2100 检测 insert size，insert size 符合预期后

用 q-PCR 准确定量（文库有效浓度＞2nmol‧L-1），完

成库检再经 Agilent 2100 质检合格后，使用 Illumi-

na NovaSeq 6000 对其进行高通量测序。

1.3.3 差异基因的筛选 使用 Illumina NovaSeq

6000 测序平台进行高通量测序，经碱基识别分析得

到 Raw Data，过滤后得高质量 Clean Data（Q30≥
90.99%，FASTQ 格式存储）。使用软件 HISAT2[8]以

甜瓜基因组为参考进行比对和转录本重构（比对效

率 96.01%以上），再用 StringTie[9]进行基因重建和序

列拼接组装。将得到的 Clean Data 与参考基因组

比对，对比对结果和原有注释信息进行分析，包括

文库质量评估等高级分析。用 Blast 将拼接基因与

7 个数据库比对，以 FPKM 为衡量表达水平的标

准。检测差异表达基因时，用差异表达分析软件

DESeq2 对甜瓜幼苗根部组织样品进行差异筛选。

差异倍数是两样品（组）表达量比值，p value 是差异

表达显著性，校正 p 值得到 FDR 值，控制 FDR 小于

一定阈值可降低假阳性率。以 Log2（Fold Change）

绝对值 | Fold Change|≥1 且 FDR<0.05 为标准筛选

出显著差异表达基因。

1.3.4 差异表达基因功能注释和富集分析 对上

一步筛选得到的 DEGs 使用 Blast 与 7 个公共数据

库（Swiss-Prot、COG、GO、NR、KEGG、Pfam、KOG）

进行比对，进行差异表达基因功能注释，并将其进

行 GO、KOG、COG 和 KEGG 富集分析。

1.3.5 差异表达基因的qRT-PCR验证 根据转录组

测序结果筛选基因，使用 DANMAN 6.0 软件进行

引物的设计（详见表 1），引物合成在南京集思慧远

生 物 科 技 有 限 公 司 进 行 。 在 CFX Con- nect

（BIO-RAD）仪器中进行 qRT-PCR，通过 qRT-PCR

分析可证实 RNA-seq 获得的淹水胁迫响应基因在

甜瓜幼苗根中的表达结果。提取甜瓜幼苗

（M13-06-3）淹水胁迫后 0、9 d 时根系样品的总

RNA。使用前期提取的 M13-06-3 根部浓度、质量

良好的总 RNA 进行反转录，获得 cDNA，然后进行

Real time PCR 反应。通过分析转录组数据，从中

找到 M13-06-3 根部在淹水胁迫下表达有所上调或

下调的序列，随机选取 13 个基因进行荧光定量分

析，每个样品 3 个生物学重复。

表 1 基因及其引物序列

Table 1 Genes and their primer sequences

基因登录号

Gene accession No.

Actin7

MELO3C003917

MELO3C008314

MELO3C015312

MELO3C015488

MELO3C020588

MELO3C021306

MELO3C021658

MELO3C024315

MELO3C024345

MELO3C025360

MELO3C026754

MELO3C027913

正向引物

Forward sequence

TGCCCAGAAGTTCTATTCCAGC

CGACAAGGGAAGAATGAGCA

TGTGGAGGGAGATGGAGAAAC

CCCACAAAGGAGTACAACCCC

TGGGCTTATTCCAGGACTTGC

TTGCCACGTTCGACCTCTC

GAAAAAGCAGTGCGTCCTCC

CGTTACCCCTCTTTCCCTCG

TTACTCTGACTTTGGATGGGGA

CTGCGTTGTTTGGAAAGGTG

AGGACCATCGCCATTTTCTT

TCATCCAATACCGTCACAGAGC

TTGAACCAAACCCAAATGAGTC

反向引物

Reverse sequence

CATAGTTGAACCACCACTGAGGAC

GCAAACTTCTCATCCCTCACAG

CTCCTCCCACGACAATAAAGC

TCATCAAAAGGGACAACAGAGC

TTATTGGAACCTTGGGAGCA

CCTCTTTCTCTACGCTCCGCT

TCACCATCCAGCCCCAAGA

CACGGGTTCTTGCTCTCTCAC

TCAGAGCCTTGAGAAACCACC

GGAATACGCCTGTCTTTTGCTA

GGGGTCCAAATCCAACGAG

AGGTACGATGACGCCCAGTT

TTGGTGGAATGAAGTTGTTGCT

1.4 数据处理

用 Excel 2020 软件计算试验结果和平均值，用

SPSS 计算标准差并进行差异显著性分析以及方差

分析。

2 结果与分析

2.1 淹水胁迫后甜瓜幼苗的生长特性

通过对甜瓜幼苗进行不同程度淹水处理研究

发现（图 1、表 2），未进行淹水处理的 NW 组叶片呈

深绿色，根系茂密，长势较好，而经淹水处理 9 d 的

TW 组叶片呈黄绿色，长势差且萎蔫多，根系不定

根丛生，可见淹水胁迫会明显抑制叶片的生长发

育、光合作用以及叶绿素的合成。经淹水处理后，

甜瓜幼苗 2 个处理组的株高、根长、地上鲜质量、地

下鲜质量均受到不同程度影响。与对照组 NW 相

比，TW 的株高没有受到显著影响，但根长、地上鲜
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质量、地下鲜质量均呈下降趋势。NW、TW 的根长分

别为 26.45、14.35 cm，同对照组相比，TW 组的根长下

降 54.3%，可见淹水胁迫对甜瓜幼苗根长的影响较大，

会在一定程度上抑制甜瓜幼苗根系的生长和发育。

2.2 淹水胁迫后甜瓜幼苗的光合特性

经方差分析（表 3），甜瓜幼苗的 2 个处理组

（NW、TW）在不同淹水处理下均有显著性差异。在

净光合速率方面，NW 远高于 TW，结合表 2、图 1 发

现，淹水胁迫严重影响甜瓜的生长发育以及光合作

用；在气孔导度方面，NW 与 TW 差异显著，TW 的

气孔导度远高于 NW；在胞间 CO2 浓度、蒸腾速率

方面，TW 都远高于 NW，且有显著性差异。

2.3 淹水胁迫后甜瓜幼苗的转录组测序

对 M13-06-3 根部的 3 个对照组样品（NW1、

NW2、NW3）和 3 个处理组样品（TW1、TW2、TW3）

共 6 个样品进行高通量测序，共获得有效数据

43.11Gb，所有样品的 Clean Data 都在 6.58 Gb 以

上，平均 GC 含量为 43.25%，且 Q30 碱基百分比在

90.99%~92.45%（表 4），数据表明测序结果较为准

确。受淹水胁迫处理的 TW 根部筛选出的差异表

达基因共有 9037 个，其中包含 4529 个差异表达基

因显著上调，4508 个差异表达基因显著下调（图

2）。将得到的基因组数据比对到甜瓜参考基因组

上，获得各个样本的基因组比对情况，比对率为

96.01%~97.25%（表 5）。

2.4 表达基因功能注释

将 M13-06-3 中通过筛选得到的差异表达基因

（DEGs）使用 Blast 与 7 个公共数据库 ，包括

注：A、a 分别为处理组 NW 的叶片、根系；B、b 分别为处理组 TW 的叶片、根系。

Note: A and a are the plots of leaves and root system of NW of treatment group respectively; B and b are the plots of leaf and root system of TW of

treatment group, respectively.

图 1 淹水胁迫的甜瓜幼苗

Fig. 1 Waterlogging stress-induced cucumber seedlings

表 2 淹水胁迫对甜瓜生长的影响

Table 2 Effects of flooding stress on melon growth

处理

Treatment

NW

TW

株高（地上）

Plant height

（ground）/cm

25.34±1.38 a

25.15±4.28 a

根长

Root length/cm

26.45±1.20 a

14.35±1.20 b

地下鲜质量

Fresh mass of

underground/g

3.31±0.30 a

1.76±0.17 b

地上鲜质量

Fresh mass of

aboveground/g

16.7±2.00 a

11.93±0.17 b

地下干质量

Dry mass of

underground/g

0.29±0.02 a

0.11±0.04 b

地上干质量

Dry mass of

aboveground/g

1.72±0.10 a

1.15±0.12 b

叶面积

Leaf area/

cm2

42.00±2.13 a

25.73±2.28 b

注：同列数据后不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level. The same below.

表 3 淹水处理对甜瓜光合特性的影响

Table 3 Effects of flooding treatment on the photosynthetic characteristics of melon

处理

Treatment

NW

TW

净光合速率

Pn/（μmol·m-2·s-1）

7.86±1.81 a

4.20±0.89 b

气孔导度

Gs/（μmol·m-2·s-1）

0.14±0.06 b

0.32±0.15 a

胞间 CO2浓度

Ci/（μmol·mol-1）

266.35±15.09 b

350.61±21.88 a

蒸腾速率

Tr/（μmol·m-2·s-1）

2.05±0.56 b

5.08±1.22 a

王亚楠，等：淹水胁迫下甜瓜幼苗的转录组测序及生物信息学分析
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表 4 基因及其序列质量

Table 4 Genes and the sequences quality

样品名称

Sample

NW1

NW2

NW3

TW1

TW2

TW3

总序列数

ReadSum

27 245 859

26 962 763

25 725 332

23 555 869

24 807 626

25 981 432

总碱基数

BaseSum

8 173 757 700

8 088 828 900

7 717 599 600

7 066 760 700

7 442 287 800

7 794 429 600

GC/%

43.45

43.58

43.47

42.62

42.76

43.63

N/%

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Q20/%

97.16

97.23

96.52

96.83

96.83

96.92

Cycle Q20/%

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

Q30/%

92.36

92.45

90.99

91.80

91.67

91.88

注：GC（%）. Clean Data GC 含量；N（%）. Clean Data 中 N 碱基含量；Q20（%）. Clean Data 质量值大于或等于 20 的碱基所占的百分比；Q30

（%）. Clean Data 质量值大于或等于 30 的碱基所占的百分比。

Note: GC（%）. Clean Data GC content; N（%）. N bases in Clean Data; Q20（%）. Percentage of bases with Clean Data mass value greater than

or equal to 20; Q30（%）. Percentage of bases with Clean Data mass value greater than or equal to 30.

注：横坐标表示某一个基因在两样品中表达量差异倍数的对数值；纵坐标表示 FDR 的负对数值。图中绿色的点代表显著下调的基因, 红

色的点代表显著上调的基因, 黑色的点代表表达差异不显著的基因。Down：上调的差异表达基因；Not：未比对上的基因；Up：下调的差异表达

基因。

Note: The horizontal coordinate represents the log value of the expression difference of a gene in the two samples; the ordinate represents the

negative log value of the FDR. The green dots in the figure represent significantly downregulated genes, red dots represent significantly up-regulated

genes, and black dots represent genes with insignificant differences in expression. Down: differentially expressed up-regulated genes; Not: genes not

aligned; Up: downregulated differentially expressed genes.

图 2 差异表达火山图

Fig. 2 Difference expression volcano plot

表 5 各样品比对效率

Table 5 The alignment efficiency of each sample

比对情况

Comparison situation

未比对上的

Not aligned

比对上的

Reads aligned

样品名称 Sample

NW1

1 497 685

（2.75%）

52 994 033

（97.25%）

NW2

1 481 509

（2.75%）

52 444 017

（97.25%）

NW3

1 721 143

（3.35%）

49 729 521

（96.65%）

TW1

1 882 063

（3.99%）

45 229 675

（96.01%）

TW2

1 770 243

（3.57%）

47 845 009

（96.43%）

TW3

1 717 327

（3.30%）

50 245 537

（96.70%）

Swiss-Prot、GO、KEGG、COG、KOG、Pfam、NR 进行

比对，并进行功能注释。结果显示（表 6、图 3），通

过高通量转录组测序共注释差异表达基因（DEGs）

8904 个。其中，注释到 Swiss-Prot 数据库的有 7031

Volcano plot

150

100

50

0

-L
og

10（
F

D
R
）

Log2（FoldChange）
-10 0 10

Down：4508
Not：8805
Up：4529
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表 6 NW vs TW 差异表达基因在不同数据库注释到

的数目

Table 6 Differentially expressed genes are of NN vs TW

annotated number in different databases

差异表达基因库名称 DEG library name

Total DEGs

Swiss-Prot

GO

KEGG

COG

KOG

Pfam

NR

数目 Number

8904

7031

6543

3455

2814

4195

7223

8895

个，占比 78.96%；注释到 GO 数据库的有 6543 个，

占比 73.48%；注释到 KEGG 数据库的有 3455 个，

占比 38.80%；注释到 COG 数据库的有 2814 个，占

比 31.60%；注释到 KOG 数据库的有 4195 个，占比

47.11%；注释到 Pfam 数据库的有 7223 个，占比

81.12% ；注释到 NR 数据库的有 8895 个，占比

99.89%。

2.5 差异表达基因的GO富集分析

差异表达基因主要富集在细胞组分（cellular

component）、分子功能（molecular function）、生物学

过程（biological process）这 3 个主要 GO 类别下。

如图 3 所示，淹水胁迫后甜瓜幼苗（M13-06-3）的差

异表达基因富集到细胞组分（CC）类别下最多的是

细胞（cell）和细胞部分（cell part），分别富集了 2846

个 和 2842 个 DEGs；淹 水 胁 迫 后 甜 瓜 幼 苗

（M13-06-3）的差异表达基因富集到分子功能（MF）

类别下最多的是结合功能（binding）和催化活性

（catalytic activity），分别富集了 1861 个和 1820 个

DEGs；淹水胁迫后甜瓜幼苗（M13-06-3）的差异表

达基因富集到生物学过程（BP）类别下最多的是细

胞过程（cellular process）和代谢过程（metabolic pro-

cess），分别富集了 2328 个和 2217 个 DEGs。

2.6 差异表达基因KEGG通路注释与分析

2.6.1 KEGG注释和KEGG富集分析 进一步了解

甜瓜幼苗（M13-06-3）受淹水胁迫后的差异表达基

因所参与的代谢途径，将 M13-06-3 淹水胁迫后的

DEGs 同 KEGG 数据库比对，发现有 3455 个 DEGs

在 KEGG 数据库中被注释，得到 KEEG 功能注释分

类图（图 4）。结果表明，M13-06-3 中的 3455 个

王亚楠，等：淹水胁迫下甜瓜幼苗的转录组测序及生物信息学分析
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图 4 淹水胁迫下根系差异表达基因（部分）的 KEGG 分类图

Fig. 4 KEGG classification plot of differentially expressed genes（partial）in roots under flooding stress

细胞过程 Cellular processes

环境信息过程 Environmental information processing

遗传信息过程 Genetic information processing

人类疾病 Human diseases

新陈代谢 Metabolism

生物体系统 Organismal systems

基因占比 Percent of genes/%

0 5 10 15 20

转运与分解代谢 Transport and catabolism

膜运输 Membrane transport

信号转导 Signal transduction

蛋白质折叠、分选与降解 Folding, sorting and degradation

DNA 复制与修复 Replication and repair

转录 Transcription

翻译 Translation

内分泌与代谢疾病 Endocrine and metabolic disease

氨基酸代谢 Amino acid metabolism

其他次生代谢物的生物合成 Biosynthesis of other secondary metabolites

碳水化合物代谢 Carbohydrate metabolism

能量代谢 Energy metabolism

聚糖生物合成与代谢 Glycan biosynthesis and metabolism

脂质代谢 Lipid metabolism

辅因子和维生素代谢 Metabolism of cofactors and vitamins

其他氨基酸代谢 Metabolism of other amino acids

萜类与聚酮类代谢 Metabolism of terpenoids and polyketides

核苷酸代谢 Nucleotide metabolism

环境适应 Environmental adaptation

120

21

165

168

68

77

284

7

208

114

132

43

187

104

103

72

68

66

385（20.08%）

DEGs 被分别注释到细胞过程（cellular processes）、

环境信息过程（environmental information process-

ing）、遗传信息过程（genetic information process-

ing）、人类疾病（human diseases）、新陈代谢（metabo-

lism）和生物体系统（organismal systems）这 6 个

KEGG 一级代谢通路中。其中，6 个 KEGG 一级代

谢通路中又下分为 19 个二级通路，这 19 个二级通

路中 DEGs 注释最多的是一级代谢通路新陈代谢

（Metabolism）下的二级通路碳水化合物代谢（carbo-

hydrate metabolism），注释了 385 个 DEGs；其次是

一级代谢通路遗传信息过程（genetic information

processing）下的二级通路翻译（translation），注释了

284 个 DEGs。

进一步与 KEGG 数据库进行比对分析甜瓜幼

苗淹水胁迫后可能参与的路径，共有 2903 条差异

表达基因富集到 KEGG pathway 中，共涉及了 128

个代谢通路。结果显示（图 5），KEGG pathway 中有

176 个 DEGs 在核糖体（ribosome）通路上富集，有

83 个 DEGs 在苯丙烷类生物合成（phenylpropanoid

biosynthesis）通路上富集，有 77 个 DEGs 在淀粉和

蔗糖代谢（starch and sucrose metabolism）通路上富

集，有 72 个 DEGs 在糖酵解/糖异生（glycolysis /

gluconeogenesis）通路上富集，有 72 个 DEGs 在

MAPK 植物信号（MAPK signaling pathway-plant）通

路上富集，有 69 个 DEGs 在氨基糖和核苷酸糖的代

谢（amino sugar and nucleotide sugar metabolism）通

路上富集。

2.6.2 对淹水胁迫响应的候选基因进行筛选 为进

一步筛选甜瓜幼苗淹水胁迫后响应的相关基因，将

通过筛选得到的差异表达基因（DEGs）与 NR、

COG、KOG、Swiss-Prot、Pfam、KEGG、GO 等 7 个数

据库进行比对注释。当植物受到淹水胁迫时，体内

会启动一系列复杂的信号传导过程，以调控抗性相

关基因的表达并发挥其功能，从而最大程度地适应

胁迫环境，其中转录因子作为转录起始的关键调节器

起着至关重要的作用。通过调控转录因子的表达和

活性，植物能够启动特定的生物化学途径和基因表

达网络，以增强对淹水胁迫的抵抗能力。结合前人

研究成果，发现与淹水胁迫相关的转录因子有

ERF、WRKY、MYB、NAC、bZIP2 等 [10- 12]。再结合

GO、KEEG、KOG 等数据库注释的差异表达基因数

据 以 及 FPKM 数据，推测 MELO3C003917、ME-

LO3C020588、MELO3C008314、MELO3C025360、

MELO3C021658 这 5 个基因可能响应甜瓜幼苗淹

水胁迫。

淹水胁迫下，甜瓜幼苗 2 个处理组与光合作用
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相关的蛋白合成会减少，导致光合作用效率下降，

甜瓜幼苗的生长指标如株高和生物量的增长会受

到抑制。但一些与抗逆相关的蛋白质，如热休克蛋

白、病程相关蛋白等可能会增加，这些蛋白质有助

于保护细胞免受胁迫，这一点在表 7 中有所体现。

本试验筛选出的 5 个基因有 2 个（MELO3C003917、

MELO3C021658）都包含热休克蛋白并参与了内质

网加工通路，内质网是细胞中负责蛋白质折叠和修

饰的重要细胞器，在应对外界压力和环境变化时，

70 kDa 热休克蛋白会参与内质网蛋白的折叠、修复

和降解，从而帮助细胞应对应激情况，基因 ME-

LO3C003917、MELO3C021658 描述中都包含了

MreB/Mbl 蛋白和翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣蛋

白。MELO3C020588 的基因结构包含了一种小型

热 休 克 蛋 白——18.5 kDa 热 休 克 蛋 白 。 ME-

LO3C008314 的基因结构中则包含脱落酸受体

PYL4 蛋白并参与了 MAPK 信号通路。结合基因

功能描述，发现 18.5 kDa 热休克蛋白、70 kDa 热

休克蛋白、MreB/Mbl 蛋白、脱落酸受体 PYL4 蛋白、

乳酰基谷胱甘肽裂解酶、内质网加工通路、MAPK

信号通路、氨基酸的转运和代谢通路、碳水化合物

的运输和代谢通路在甜瓜对淹水胁迫的反应中起

着重要作用。

2.7 qRT-PCR验证

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术是定量检

测基因表达的重要手段之一。为验证甜瓜幼苗

M13-06-3 在淹水胁迫下响应的候选基因，挑选了

5 个候选基因进行实时荧光定量 PCR 验证。通

过对淹水胁迫下甜瓜幼苗 M13-06-3 根系样品在

qRT-PCR 测试下的表达趋势和转录组测序结果中

的变化趋势分析，发现 5 个差异表达基因在

qRT-PCR 和转录组测序结果中的变化趋势基本一

致，表明转录组分析的结果具有可靠性，也验证了

2.6.2 中推断的可能响应甜瓜幼苗 M13-06-3 淹水

胁迫的基因。MELO3C003917、MELO3C020588、

MELO3C008314、MELO3C025360、MELO3C021658

这 5 个基因的表达量在 2 个处理中差异均极显

著（图 6），初步验证了这 5 个基因可能是甜瓜耐涝

基因。

3 讨论与结论

甜瓜是全球十大水果之一，富含各种维生素、

可溶性糖、矿物质等营养元素，受到了各地消费者

的喜爱，是中国重要的经济作物。近几年，有学者

公开发表了一些甜瓜品种在淹水胁迫下的生理生

化影响[13-15]，发现涝害对甜瓜影响较大，且经淹水胁

迫后会导致一些植物进化出了形态和结构适应机

制，如芽伸长、不定根发育及形成通气组织，这些都

有助于植物逃离缺氧环境或改善缺氧器官的氧气

供应状况。结合本试验研究数据，从形态上看，过

图 5 根系差异表达基因的 KEGG 通路富集分析

Fig. 5 KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes in the root system

1.2 1.3 1.4 1.5 1.6

富集因子 Enrichment factor
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表 7 差异表达基因描述

Table 7 Description of the differentially expressed genes

序号

Number

1

2

3

4

5

基因

Gene

MELO3C003917

MELO3C020588

MELO3C008314

MELO3C025360

MELO3C021658

基因描述

Gene description

翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣蛋白；内质网加工通路；热休克 70 kDa 蛋白；MreB/Mbl 蛋白；NAD 特异性谷

氨酸脱氢酶

Post- translational modification, protein turnover, chaperone; endoplasmic reticulum processing pathway; heat

shock 70 kDa protein; MreB / Mbl protein; NAD-specific glutamate dehydrogenase

翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣蛋白；HSP20 家族蛋白/阿尔法晶体蛋白家族；18.5 kDa I 类热休克蛋白

Post- translational modifications, protein turnover, chaperones; HSP 20 family proteins / alpha crystal protein

family; class 18.5 kDaI heat shock proteins

MAPK 信号通路；聚酮环化酶/脱水酶和脂质转运；脱落酸受体 PYL4；植物激素脱落酸（abscisic acid，ABA）

受体蛋白

MAPK signaling pathway; polyketide cyclase / dehydratase and lipid transport; Abscisic acid receptor PYL4 ;

phytohormone abscisic acid（abscisic acid, ABA）receptor protein

氨基酸的转运和代谢；碳水化合物的运输和代谢；乳酰基谷胱甘肽裂解酶（GST）

The transport and metabolism of amino acids; the transport and metabolism of carbohydrates; lactoylglutathione

lyase（GST）

翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣蛋白；内质网加工通路；热休克 70 kDa 蛋白 1/2/6/8；MreB/Mbl 蛋白；NAD 特

异性谷氨酸脱氢酶

Post- translational modification, protein turnover, chaperone; ER reticulum processing pathway; heat shock 70

kDa protein 1 / 2 / 6 / 8; MreB / Mbl protein; NAD-specific glutamate dehydrogenase

量水分使甜瓜叶片出现萎蔫、发黄等现象[16]，且经淹

水胁迫后甜瓜幼苗根系不定根丛生。在光合特性

上，对照组 NW 与处理组 TW 的净光合速率、气孔

导度、蒸腾速率、细胞间隙 CO2 浓度差异显著。结

合前人研究，推测甜瓜幼苗受淹水胁迫后不定根

的生长促使蒸腾速率和细胞间隙 CO2 浓度升高。

注：**表示在 0.01 水平差异极显著；***表示在 0.001 水平差异极显著。

Note: ** represent significant difference at 0.01 level; *** represent significant difference at 0.001 level.

图 6 差异表达基因的 qRT-PCR 验证

Fig. 6 qRT-PCR validation of differentially expressed genes
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可见淹水胁迫在一定程度上影响了甜瓜幼苗的

光合特性，但不定根生长等情况表明其对淹水胁

迫具备一定适应性，这为后续研究提供了依据和

方向。

淹水胁迫是重要逆境胁迫之一，会引发一系列

基因的表达变化，特别是与氧气供应、抗氧化反应、

离子平衡和逆境适应等相关的基因。这些基因的

表达变化会影响幼苗的生理和生化代谢过程，进而

影响其对淹水胁迫的适应能力。RNA 高通量测序

技术（RNA-seq）可以在转录组水平解析基因的表

达特征，目前已被广泛应用于功能基因组研究，但

关于甜瓜耐涝性转录组方面的研究报道较少 [5]。

笔者对 M13-06-3 根部的 3 个对照组样品（NW1、

NW2、NW3）和 3 个处理组样品（TW1、TW2、TW3）

进行了转录组测序和生物信息学分析。将通过筛

选得到的差异表达基因（DEGs）与 Swiss- Prot、

COG、GO、NR、KEGG、Pfam、KOG 这 7 个数据库

进行序列比对 ，各样品的比对率为 96.01% ~

97.25% ，并筛选到差异表达基因 9037 个，其中

4529 个 DEGs 上调，4508 个 DEGs 下调。同时，对

这些差异基因进行差异比较火山图分析、差异基因

聚类热图分析、相关性分析、GO 富集分析、KOG 注

释分析、KEGG 代谢通路富集分析以及实时荧光定

量验证。

受淹水胁迫后甜瓜幼苗（M13-06-3）的差异表

达基因主要富集在细胞组分、分子功能、生物学

过程这 3 个主要 GO 类别下。通过 KEEG 代谢

通路富集分析发现，差异基因主要参与核糖

体、苯丙烷类生物合成、淀粉和蔗糖代谢、糖酵

解 /糖合成、MAPK 植物信号、氨基糖和核苷酸

糖等多种代谢通路。研究表明，淹水胁迫会诱导

甜瓜体内多种信号传导途径及代谢过程发生改

变，例如激活某些特定的转录因子或调节蛋白，

从而促进抗氧化酶活性增强、渗透调节物质积

累等有利于提高植物耐受性的反应 [17]。通过转录

组测序以及荧光定量检测，结合 GO、KOG、KEGG

分析结果，对响应淹水胁迫的候选基因进行了分

析，初步验证了 MELO3C003917、MELO3C020588、

MELO3C008314、MELO3C025360、MELO3C021658

这 5 个基因响应甜瓜幼苗淹水胁迫。从基因结构

层面来看，筛选出的这 5 个基因各自包含了与耐

涝相关的关键蛋白或参与重要耐涝相关通路的基

因，在甜瓜中这些基因所在的基因组区域可能是

植物耐涝性状的重要遗传基础，它们的表达调控

以及相互作用共同决定了植物耐涝能力的强弱。

MreB/Mbl 蛋白调控耐涝基因表达，影响植物耐涝

的基础转录水平 [18]；热休克蛋白从细胞内稳态维

持角度保障细胞在水淹环境下能正常行使功能，为

其他调控机制的有效运行提供了细胞层面的基

础 [19]；而脱落酸（ABA）受体 PYL4 蛋白所在的

MAPK 信号通路又与其他激素信号转导等途径相

互沟通协作，对植物整体的耐涝生理反应进行精细

调控[20-28]；同时，乳酰基谷胱甘肽裂解酶相关的代谢

通路参与到植物应对胁迫的氧化还原平衡等关键

环节，与其他机制协同来减轻水淹造成的伤害，例

如拟南芥中的 AtGSTF2（Arabidopsis thaliana Glu-

tathione S- transferase F2）[29]、水稻中的 OsGSTU5

（Oryza sativa Glutathione S-transferase U5）[30]、烟草

中 的 NtGSTF1 （Nicotiana tabacum Glutathione

S-transferase F1）[31]、玉米中的 ZmGSTF2（Zea mays

Glutathione S-transferase F2）[32]。有学者研究发现，

涝敏感型材料遭遇淹水胁迫后转录和蛋白水平的

变化更大 [33]；Zhang 等 [34]揭示了甜瓜耐涝过程中发

挥重要作用的途径和基因，其中对脱落酸、GO 功能

富集、代谢通路以及基因 MELO3C008314 的研究结

果都与本试验结果一致。

对筛选出的可能响应耐涝的基因功能进一步

分析，发现脱落酸受体 PYL4 蛋白参与了 MAPK 信

号通路且能与其他激素信号转导等途径相互沟通

协作，共同调节基因表达、离子通道活性、渗透调节

物积累和气孔闭合等机制，对甜瓜的耐涝性产生重

要影响；通过参与内质网加工通路，18.5 kDa 热休克

蛋白、70 kDa 热休克蛋白等热休克蛋白可以增强植

物对淹水胁迫的适应能力，减轻内质网应激，维持

蛋白质稳定性和细胞功能，在甜瓜的耐涝适应中发

挥重要作用；乳酰基谷胱甘肽裂解酶同氨基酸的转

运和代谢、碳水化合物的运输和代谢通路等相关基

因在甜瓜的耐涝性中可能发挥重要作用，特别是通

过调节与氧化还原平衡、植物抗氧化防御、解毒反

应和细胞凋亡等相关的代谢途径；MreB/Mbl 蛋白

与热休克蛋白之间可能存在直接或间接的相互

联系。

MreB/Mbl 蛋白、18.5 kDa 热休克蛋白、70 kDa

热休克蛋白、脱落酸受体 PYL4 蛋白、乳酰基谷

胱甘肽裂解酶、内质网加工通路、MAPK 信号通

路、氨基酸的转运和代谢通路、碳水化合物的运

输和代谢通路在甜瓜对淹水胁迫的反应中起着

重要作用。通过对甜瓜幼苗（M13-06-3）进行转
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录组测序，将通过筛选得到的差异表达基因

（DEGs）与 Swiss- Prot、COG、GO、NR、KEGG、

Pfam、KOG 等 7 个数据库进行比对分析，并结合荧

光定量表达检测对响应淹水胁迫的候选基因进行

了 分 析 ，结 果 标 明 ，MELO3C003917、ME-

LO3C020588、MELO3C008314、MELO3C025360、

MELO3C021658 这 5 个基因定量检测数据与转录

组测序数据的趋势基本一致，表明转录组测序数

据的质量良好，并响应了甜瓜幼苗淹水胁迫，初步

推测这 5 个基因为甜瓜耐涝相关基因。
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