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基于 WGCNA 的马铃薯根系抗旱相关共表达模块鉴定和核心基因发掘 
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摘  要: 权重基因共表达网络分析(Weighted Gene Co-expression Network Analysis, WGCNA)是系统生物学的一种研

究方法, 在多样本转录组数据中挖掘与目标性状相关的基因模块有较广泛的应用。为了深入探究马铃薯应对干旱胁

迫的分子机制, 本研究以国际马铃薯中心引进栽培种 C16 (CIP 397077.16)和 C119 (CIP 398098.119)为试验材料, 将其

无菌组培苗利用甘露醇模拟干旱胁迫, 处理 0 h、2 h、6 h、12 h 和 24 h, 取其根系进行转录组测序, 每样设 3 个生物

学重复, 共 30 个样本。基于以上转录组数据, 利用 WGCNA 构建与抗逆生理性状相关联的权重基因共表达网络 , 得

到 15 个与根系抗旱密切相关的基因共表达模块, 并从 4 个与目标性状关联度最高的模块中发掘到数个核心基因 , 功

能注释表明其中大部分参与干旱胁迫调控通路。这些结果为进一步研究马铃薯根系抗旱的分子遗传机制提供了线索。 
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Abstract: Weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) is a research method in systematic biology. It is widely used 

to identify gene modules related to target traits in multi-sample transcriptome data. In order to further explore the molecular 

mechanism of potato response to drought stress, two cultivars (C16: CIP 397077.16 and C119: CIP 398098.119) introduced from 

the International Potato Center were used as experimental materials, and five drought stress gradients were treated for 0 h, 2 h, 6 h, 

12 h, and 24 h, with the untreated material as a control. A total of 30 samples of root system were used for transcriptome sequenc-

ing, with three biological replicates. Based on the above transcriptome data, we constructed a co-expression network of weighted 

genes associated with stress-resistant physiological traits by WGCNA, and obtained 15 gene co-expression modules closely relat-

ed to root drought resistance. In addition, a number of hub genes involved in drought stress regulation pathways were discovered 

from the four modules with the highest correlation with target traits. These results provide clues for further study on the mo-
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lecular genetic mechanisms of potato root drought resistance. 

Keywords: potato; drought stress; weighted gene co-expression network; transcriptome 

外界胁迫(生物胁迫和非生物胁迫)是农业生产

面临的主要问题之一, 了解胁迫对植物的影响以及

植物对胁迫信号的感知、传递和应答对解决和提高

作物产量具有重要的意义。马铃薯作为四大粮食作

物之一 , 在中国主要种植于年平均降水量小于

500 mm 的干旱和半干旱地区 , 长期的或季节性的

干旱胁迫会严重影响马铃薯的植株长势、块茎产量

和商品性 [1-2]。马铃薯属浅根系作物 , 对干旱胁迫较

为敏感 , 因此抗旱性研究一直是马铃薯产业关注的

问题。研究人员从增大根系、减少蒸腾和提高水肥

利用率以提高马铃薯耐旱性开展了大量研究 , 也对

马铃薯的根系表型和抗逆相关生理生化指标对干

旱胁迫的响应情况进行了多种分析 , 但针对马铃薯

抗旱基因的发掘和响应干旱胁迫的系统性分子机

制研究还相对较少, 有待进一步加强 [3-4]。随着马铃

薯双单倍体参考基因组 DM 的构建完成 , 利用转录

组、蛋白组和代谢组等生物信息学方法研究马铃薯

的抗逆性已经成为一个有力的手段 , 然而前人的研

究大多限于单个调控因子(如顺式表达元件 ,反式作

用因子 ), 鲜有利用网络分析的方法解析马铃薯抗

逆机理的报道。 

近年来, 随着高通量测序技术的飞速发展与成

本不断降低, 已能采用多样本的转录组测序系统研

究生物学问题。传统的 2 个样本的比较分析已经不

能有效处理海量数据 , 因此网络分析应运而生。其

中 , 权重基因共表达网络分析 (weighted gene co- 

expression network analysis, WGCNA)应用较为广泛, 

已在多种动物(如恒河猴[5]
)和植物(草莓[6]、油菜[7]、

玉米[8]等)的多样本转录组数据的分析中发挥重要作

用。与其他的网络分析不同, WGCNA 可以特异地筛

选出与目标性状相关联的基因, 并进行模块化分类, 

得到具有高度生物学意义的共表达模块 , 再从中筛

选核心基因。因此, 选择一个可量化的目标性状是

WGCNA 分析首要考虑的问题。本研究选用清除活

性氧的抗氧化酶活性等生理生化指标作为目标性

状。不仅因为抗氧化酶是评价植物耐旱性的传统指

标, 而且在近年来模式植物和模式作物的抗旱性研

究中, 活性氧(reactive oxygen species, ROS)可作为

第二信使 , 促使氧化还原信号与其他多种信号通路

相互作用, 直接或间接地参与植物的多种代谢过程 , 

共同调节植物对干旱等逆境的响应[9-11]。 

本试验以5个时间梯度的干旱胁迫处理 , 及根

系转录组测序 , 结合抗氧化酶活性和根活力的生理

生化数据, 利用 WGCNA 分析构建共表达基因网络, 

将基因模块与生理生化数据关联分析 , 挖掘出与干

旱胁迫调控通路和抗逆指标相关的核心基因 , 以期

为进一步研究马铃薯根系抗旱的分子遗传机制提供

新的线索。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

由国际马铃薯研究中心引进 2 个生育期相同、

根系差异明显的马铃薯栽培种 C16 (CIP 397077.16)

和 C119 (CIP 398098.119 (表 1), 其组培苗由甘肃

农业大学作物遗传改良与栽培种创新重点试验室

提供。  

1.2  试验方法 

1.2.1  试验设计    试验容器是体积 250 mL 的罐

头瓶, 用 150 mmol L
1 甘露醇模拟干旱环境。将马

铃薯试管苗的茎段接种在正常 MS 培养基上, 每瓶

接生长状态基本一致的 5 株茎段 , 为了防止污染 , 

每个处理接 5 瓶, 待长至 25 d 时, 取 3 瓶长势一致

的试管苗转入含有 150 mmol L
1 甘露醇的液体 MS

培养基中, 处理 0 h、2 h、6 h、12 h 和 24 h 后, 对

根系取样(其中 0 h 的样为对照), 样重量不少于 2 g, 

每样 3 个生物学重复 , 取样后立即置液氮中速冻 , 

80℃冰箱保存根, 用于 RNA 的提取和后续转录组

测序, 以及抗逆相关生理生化指标的测定。 

 

表 1  试验材料 

Table 1  Experimental materials 

品种 

Variety 

CIP 编号 

CIP number 

母本 

Maternal parent 

父本 

Paternal parent 

C16 CIP397077.16 392025.7=(LR93.221) 392820.1=(C93.154) 

C119 CIP398098.119 393371.58 392639.31 
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1.2.2  转录组数据的获取与分析    在不同培养条

件下, 共采集 30 个样品[2 个材料(C16、C119) 5 个

时间点(0、2、6、12 和 24 h) ×3 次重复]进行转录组

测序。以马铃薯基因组及其注释文件作为参考序列 , 

分析转录组测序数据, 所有数据均从 Ensembl 网站

下 载 (http://plants.ensembl.org/Solanum_tuberosum/ 

Info/Index)。首先使用 Hisat2 (v2.2.10)将来自干旱处

理和对照文库的测序数据和马铃薯参考基因组比对 , 

然后利用 Samtools (v0.1.19)将 SAM 文件转换为

BAM 文件, 并对 BAM 文件重新排序, 排序后的文

件利用 cufflinks (v1.2)来组装转录本, 估计这些转录

本的丰度, 并且检测样本间的差异表达及可变剪切 , 

再利用 python 的一个用于处理高通量数据的 HTSeq

包来计算样本的表达量。根据基因长度和匹配到该

基因的片段数目 (readcount 值 )计算每一个基因的

FPKM (ragments per kilobase of exon per million 

fragments mapped), 即每 1 百万个 map 上的 reads 中

map 到外显子的每 1 千个碱基上的 reads 的个数。一

般情况下, 当基因的 FPKM 绝对值大于 1 时认为其

表达, 否则认为不表达。将表达的基因用 DESeq2 R 

package (v3.5.2)软件和 WGCNA 进行不同样本间的

差异表达分析、基于抗逆相关生理生化数据的模块

划分及核心基因筛选。为了精确定位核心基因 , 本

试验利用 P 值小于 0.01 的差异表达基因进行后续筛

选。采用 AgriGo (http://systemsbiology.cau.edu.cn/ 

agriGOv2/)
[12-13]在线软件进行 GO 富集分析, 利用

Cytoscape
[14]软件对基因调控网络进行可视化处理 , 

其中显著富集的 GO 类别 P 值应小于 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  差异基因的分析 

通过二代转录组测序 ,  3 0 个样本中共获得

792.64 Gb和 3,801,046,731个原始测序片段, 对这些

原始片段进行过滤后得到 Q30 大于 95.09%的 clean 

reads 3,720,269,696 个, 它们的 GC 含量范围均在

41.02%~43.49%之间。30 个样本中, clean reads 与基

因组的匹配率皆大于 85%, 说明所有试验样品的采

集及测序结果高度可信。为了筛选不同处理相比于

对照和不同品种间的差异表达基因 , 基于每个转录

本的 readcount 值, 利用 DESeq2 软件进行目的样本

间的差异表达基因分析, 以校正后的 P 值小于 0.01

为阈值, 以差异倍数|log2FC| > 1 为条件, 筛选出差 

异极显著的转录本用于后续分析。 

将 C16 和 C119 在不同干旱处理时间点的数据

分别与未处理的数据比对 , 筛选出极显著上调差

异表达(图 1-A, B)和极显著下调差异表达的基因

(图 1-C, D)。干旱处理 2 h 时, C16 中上调差异表达

基因为 97 个, 远远少于 C119 中的 421 个(图 1-A, 

B)。在持续胁迫到 24 h 时, 上调差异表达基因数达

到最大值, C16 中为 606 个, 而 C119 中为 843 个, 

在处理 2 h、6 h、12 h 和 24 h 四个时间点 , 相对于

未处理都上调的基因在 C16 中有 49 个, 而 C119

有 78 个, 说明在短期干旱处理后 C16 根系中上调

表达基因数目远少于 C119。而下调差异表达的基

因, 胁迫 2 h 时 C16 中为 12 个, 少于 C119 中的

50 个(图 1-C, D)。在持续胁迫到 24 h 时, C16 中下

调表达的差异基因为 1315 个, 而 C119 中为 1718

个, C16 在持续处理 2 h、6 h、12 h 和 24 h 四个时

间点相对于 0 h 都下调的基因为 42 个, 而 C119 为

21 个, 对比发现, 在短期处理后 C16 根系中上下

调表达基因数目远少于 C119。以上结果说明 , 相

比于 C16, C119 在甘露醇模拟的干旱胁迫下有更多

的基因积极上下调表达 , 以调整体内代谢途径的

变化来防御逆境伤害。  

2.2  差异基因的 WGCNA 分析 

WGCNA 分析 , 即权重基因共表达网络分析 , 

是一种多个样本基因表达模式的分析方法。通过

WGCNA 分析可将表达模式相似的基因聚类而形成

不同的模块, 分析模块与特定性状或表型之间的关

联性, 通过基因聚类和关联分析结果构建共表达调

控网络。相比于只关注差异表达基因的传统分析方

法, WGCNA 利用数千或近万个变化最大的基因或

全部基因分类为不同的基因集 , 并与表型进行关联

分析, 既充分利用了整体组学信息 , 也把数千个基

因与表型的关联转换为数个基因集与表型的关联 , 

免去了多重假设检验校正。位于调控网络中心的基

因被称为核心基因, 即 hub gene, 这类基因通常是

关键的调控基因 , 是值得我们深入挖掘和分析的对

象, WGCNA 分析在组学研究中被广泛应用。本研究

将 C119 和 C16 的根系中响应干旱胁迫的差异基因

结合其根系抗逆生理生化指标数据(附表 1), 通过

WGCNA 分析和基因集-表型关联分析, 深入挖掘出

马铃薯根系中抗旱调控网络的核心基因。 
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图 1  不同处理时间下 C16 与 C119 根系中上调和下调的差异表达基因数 

Fig. 1  Upregulated and down-regulated genes in roots of C16 and C119 under different treatments 

A, B: C16 和 C119 根中上调表达的差异基因数目; C, D: C16 和 C119 根中下调表达的差异基因数目。黄色柱代表该样本的总基因数目, 

黑色柱代表黑色圆点所对应的样本中的差异基因数目, 黑色圆点间的连线代表样本之间拥有的相同差异表达基因。 

A, B: the number of differentially expressed genes up-regulated in C16 and C 119 roots; C, D: the down-regulated genes. The yellow column 

represents the total number of genes in the sample, the black column represents the number of differentially expressed genes in the sample 

corresponding to the black dots, and the black line between the black dots represents the same differentially expressed genes between the 

samples. 

 

2.2.1  去除离群样本    由于网络模块分析结果容

易受到离群样本的影响, 因此在构建网络模块之前

须去除离群样本 , 以保证结果的准确性。本研究共

有 30 个样本, 通过计算各个样本表达水平的相关系

数后聚类(图 2-A)。相关性较低的样本, 或者在树形

图上无法聚类的样本即为离群样本 , 如 root.C119. 

6h.rep1、root.C119.12h.rep3、root.C16. 2h.rep1、root. 

C16.6h.rep3、root.C16.0h.rep1、root.C16. 12h.rep3。

离群样本被去除后 , 剩余样本的聚类树如图 2-B

所示。  

2.2.2  基因共表达网络中软阈值的确定     选取

C16和 C119两个品种的根系在未处理和短期干旱处

理 2、6、12 和 24 h 得到的基因表达谱矩阵来构建

差异基因的共表达网络, 需要计算出每个基因两两

之间的相关系数, 进而采用公式 Smn = cor(xm, xn), S = 

[Smn]得到基因之间的相似矩阵, 式中 Smn表示基因m

和基因 n 之间的皮尔森相关系数, S 表示相似矩阵。

利用 R 软件中的 WGCNA 包来构建权重基因共表达

网络。为了使网络符合无尺度网络分布 , 利用

WGCNA 包中的函数 pick Soft Threshold 来计算权重

值。根据图 3 的结果, 选择软阈值 β = 9 来构建共表

达网络。 

2.2.3  基因共表达网络基因聚类和模块切割    确

定软阈值 β=9 之后, 根据公式为 Amn = [(1+Smn)/2]β

将相似矩阵转换为邻接矩阵 , 再将邻接矩阵转为

拓扑重叠矩阵(Topological Overlap Matrix, TOM),

同时利用函数 diss Tom = 1TOM 对拓扑重叠矩阵

取逆得到相异性矩阵 , 这样做的目的是为了清除

背景噪音和伪关联带来的误差。最后利用函数

hclust 对相异矩阵进行层次聚类 , 采用动态切割法

(Dynamic Tree Cut)将产生的聚类树切割 , 该过程

可以把表达模式相近的基因合并在同一个分支上 , 

每一个分支代表一个共表达模块 , 不同的颜色代

表不同的模块。差异基因根据其 FPKM 值进行相

关度分析并聚类 , 相关度较高的基因被分配到同

一个模块中(图 4)。  
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图 2  样本的聚类树 

Fig. 2  Dendrogram of samples 

A: 所有的样本的聚类树; B: 去除离群样本后的聚类树。 

A: dendrogram of all 30 samples; B: dendrogram of samples after removing outlier. 

 

 

图 3  基因共表达网络软阈值的确定 

Fig. 3  Soft threshold determination of gene co-expression network 

图 A 和图 B 的横坐标均代表软阈值(β), 图 A 的纵坐标代表无尺度网络模型指数, 图 B 的纵坐标代表每一个软阈值对应的网络平均连

接程度。 

The abscissae in both Figures A and B represent the soft threshold, the ordinate of Figure A represents the scale-free network model index, the 

ordinate of Figure B represents the average degree of network connectivity for each soft threshold.  
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图 4 基因共表达网络基因聚类数和模块切割 

Fig. 4  Gene co-expression network gene clustering number and modular cutting 

基因聚类树的每一个分支对应一个模块。 

Each branch of the gene clustering tree corresponds to one module.  

 

2.2.4  基因共表达网络中模块与生理生化性状矩阵

的关联分析    将上一步所获模块中按照 75%的相

关性兼并融合, 结合样本的 4 个生理生化性状[超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化物

酶(peroxidase, POD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和

根活力(root vigor, RV)]在不同处理时间下的矩阵得

到 15 个与这些性状相关联的模块, 不同的模块分别

以不同的颜色表示(图 5)。其中, 部分模块与生理生

化性状高度关联。例如, Yellow 模块内的基因表达模

式随着处理时间的增加与生理生化性状的相关度存

在由负到正的趋势, 并在 24 h 时与 SOD、POD、CAT

和 RV 均呈极显著正相关(分别为 r=0.97, P=7E-15; 

r=0.95, P=2E-12; r=0.87, P=4E-08 和 r=0.98, 

P=3E-16), Red 模块与与生理生化性状的关联情况 

 

图 5  基因共表达网络模块与生理生化性状的关联热图 

Fig. 5  Association analysis of gene co-expression network modules with physiological and biochemical traits  

横轴表示不同处理时间下的生理生化性状, 纵轴表示每一个模块的特征向量。红色的格子代表性状与模块具有正相关性, 绿色的格子

代表性状与模块具有负相关性。0 h 表示未进行干旱处理。 

The horizontal axis represents different characteristics, and the vertical axis represents the eigenvectors of each module. The red lattice rep-

resents a positive correlation between the physiological traits with the module, while the green lattice represents a negative correlation. 0 h 

means no drought treatment, as the control. 
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与 Yellow 模块类似; Turquoise 模块内的基因表达模

式则随着处理时间的增加与生理生化性状的相关度

存在由正到负的趋势, 并在与处理 24 h 时与 SOD、

POD、CAT 和根活力(RV)均呈极显著负相关(分别为

r= 0.82, P=1E-06; r= 0.81, P=1E-06; r= 0.65, 

P=6E-04 和 r= 0.82, P=1E-06); Blue 模块与生理生

化性状的关联情况与 Turquoise 模块类似; Pink 模块与

处理 2 h 时的 SOD、POD、CAT 和根活力(RV)存在高

度正相关(分别为 r=0.80, P=2E-06; r=0.81, P=2E-06; 

r=0.95, P=3E-12 和 r=0.80, P=3E-06)(图 5)。 

2.2.5  通过特征向量基因分析确定目标基因模块 

    基因模块是指一系列高度相关基因的集合 , 同

一个模块中的基因可能具有相似的生物学功能。由

于具有相似表达模式的基因可能具有相似的生物学

功能, 通过 WGCNA 构建的模块在很大程度上与特

定的性状相联系 , 而特定的性状又与特定的生命活

动存在高度协同性。因此 , 为了进一步解析生理生

化性状特异性模块的生物学功能 , 根据基因共表达

网络模块与时间性状的关联热图 , 挑选出与性状关

联度较高的模块, 并进行下一步研究。 

由于模块中的基因数目庞大 , 可利用降维的思

路来研究基因模块, 即把模块中具有代表性的基因

—特征向量基因(module eigengene, ME)挑选出来。

用 ME 代表模块中成千上万的基因进行相关性分析, 

利用这种方法可以进一步理清基因模块与模块之间

的相互关系及与不同处理时间的表型性状的相关

性, 筛选出目标基因模块。对所有模块的 ME 进行

聚类分析后发现 , 部分 ME 之间存在很高的相关性

(图 6)。ME 之间的相关性越高, 其所在的模块的相

关性也就越高, 通过两两之间的 ME 相关性分析, 

发现 Red 模块与 Blue 模块中 ME 之间的相关性达到

0.87, Yellow 模块与 Turquoise 模块中 ME 之间的相

关性达到 0.88 (图 7), 且 Red、Yellow 模块内基因随

着干旱处理时间的增加, 基因表达模式与抗逆相关

生理生化性状由负相关逐渐转为极显著正相关 , 

Tuqurise、Blue 模块内基因随着处理时间的增加, 基

因表达模式与目标性状由正相关逐渐转为极显著负

相关, 因此这 4 个模块可作为目标基因模块。 

将这 4 个模块中的所有基因和 ME 基因在所有

样本中分别进行了表达水平分析 , 发现每个模块内

的基因表达水平高度相关, ME 表达水平与模块整体

表达水平也高度相关, 说明目标模块的 ME 可充分

代表其模块中的整体基因(图 8)。 

 

图 6  ME 聚类树 

Fig. 6  ME cluster tree 

 

2.2.6  目标基因模块的 GO 注释    为进一步挖掘

目标基因模块的功能, 利用 AgriGo 在线工具对筛选

出的 4 个目标基因模块 Red、Yellow、Turquoise 和

Blue 进行 GO 功能富集分析。结果表明这 4 个模块

都可以显著富集到生物学过程、分子功能以及细胞

组分三大分类下的若干 GO 通路(图 9)。如表 2 所示, 

Red 模块可以富集到氧化还原相关基因 (GO: 

0016705)和内肽酶抑制剂活性基因(GO:0004866)等

调控通路; Yellow 模块可以富集到与蛋白质结合相

关的通路(GO:0005515); Turquoise 模块可以富集到

光合作用(GO:0015979), 也富集到与氧化还原酶活

性相关的通路(GO:0016705), 还富集到类固醇合成

途径中催化类固醇脱氢反应 (以类固醇羟基为氢供

体, 以 NAD 或 NADP 为氢受体)的脱氢酶及相关通

路(GO:0006694、GO:0003854、GO: 0033764、GO: 

0016229、GO: 0016614、GO: 0016616 和 GO:0051287); 

Blue 模块可以富集到与氧化还原酶活性相关的基因

(GO:0016705) 和 与 细 胞 骨 架 相 关 的 基 因 (GO: 

0007010 和 GO:0015629)。总体来看 , 4 个模块都富

集到了氧化还原酶活性及细胞骨架组织相关的通

路, 说明 WGCNA可以有效构建到具有生物学意义

的共表达模块, 这些模块可成为本研究的重点关注

对象。 

2.2.7  目标模块中核心基因的筛选和功能分析 

   为了获得上述 4 个模块中的核心基因 ,  利用 
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图 7  不同模块两两之间 ME 的相关性 

Fig. 7  ME correlation between different modules 
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图 8  各样本中不同模块的所有基因与相应 ME 的表达水平 

Fig. 8  Expression levels of all genes and corresponding ME in different modules of each sample 

上图(热图)为各个样本在模块中所有基因的表达水平。A: Red 模块; B: Yellow 模块; C: Turquoise 模块; D: Blue 模块。行代表该模块内

的所有基因, 列代表不同的样本。下图(柱状图)为对应的样本中该模块 ME 的表达水平。 

The above figure (heat map) shows the expression level of all genes in modules. A: Red module; B: Yellow module; C: Turquoise module; D: 

Blue module. The row represents all genes in the module, and the column represents each sample. The below figure shows the ME  expression 

level of the module in the sample. 

 

Cytoscape 软件对基因调控网络进行可视化处理, 筛

选出模块中高连通性的基因 , 这些基因则作为该模

块中的核心基因(图 10 和图 11)。在这些网络中, 每

一个节点代表一个基因 , 节点通过线相联系 , 处于

连线两端的基因通常被认为具有相同的生物功能。

其中在 Red 模块中筛选出了 5 个核心基因, Yellow

模块中筛选出了 9 个核心基因, Turquoise 模块中筛

选出 4个核心基因, Blue模块中筛选出了 2个核心基

因,为了获取这些核心基因的功能信息 , 我们利用马

铃薯基因数据库 (http://solanaceae.plantbiology.msu. 

edu/index.shtml)和 NCBI 数据库 (https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/)查询这些核心基因的相关报道 , 并借

助 TAIR 数据库(https://www.arabidopsis.org/)注释这

些核心基因在拟南芥中的同源基因的功能(表 3), 通

过已报道的文献 , 本研究发现这些筛选出的核心基

因基本都与干旱胁迫相关 , 其中 PGSC0003 DMG 

400026572 在拟南芥中的同源基因 AT3G51730 基因

参与了植物液泡的形成 , 而液泡在植物生长、发育

和应激反应中起着中心作用。PGSC0003DMG 4000 

29350 在拟南芥中的同源基因 AT1G05680 基因通过

调节活性氧和氧化还原信号与植物激素发生协同或

拮抗作用 , 引起植物对生物和非生物胁迫的保护反

应。PGSC0003DMG400006704 在拟南芥中的同源基

因 AT5G35200 基因通过诱导启动蛋白磷酸化调节下 
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图 9  目标模块内基因 GO 注释 

Fig. 9  Gene GO annotation in target module 

 

表 2  目标模块的部分 GO 富集分析结果 

Table 2  Partial GO enrichment analysis of target modules 

模块 

Module 

GO 条目 

GO term 

基因本体 

Ontology 

描述 

Description 

P 值 

P-value 

Red GO:0016705 F 氧化还原酶活性, 作用于成对供体, 与分子氧结合或还原。 

Oxidoreductase activity, acting on paired donors, with incorporation 

or reduction of molecular oxygen. 

2.90E-09 

Red GO:0004866 F 内肽酶抑制剂活性。 

Endopeptidase inhibitor activity. 

0.00062 

Red GO:0030414 F 肽酶抑制剂活性。 

Peptidase inhibitor activity. 

0.00062 

Red GO:0005515 F 蛋白质结合。 

Protein binding. 

0.0012 

Yellow GO:0005515 F 蛋白质结合。 

Protein binding. 

2.20E-13 

Turquoise GO:0015979 P 光合作用。 

Photosynthesis. 

7.10E-07 
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 (续表 2) 

模块 

Module 

GO 条目 

GO term 

基因本体 

Ontology 

描述 

Description 

P 值 

P-value 

Turquoise GO:0019684 P 光合作用, 光反应。 

Photosynthesis, light reaction. 

5.90E-06 

Turquoise GO:0006694 P 类固醇生物合成过程。 

Steroid biosynthetic process. 

5.60E-05 

Turquoise GO:0010033 P 对有机物质的反应。 

Response to organic substance. 

0.00023 

Turquoise GO:0005515 F 蛋白结合。 

Protein binding. 

4.00E-27 

Turquoise GO:0016705 F 氧化还原酶活性, 作用于成对供体, 与分子氧结合或还原。 

Oxidoreductase activity, acting on paired donors, with incorporation 

or reduction of molecular oxygen. 

3.00E-07 

Turquoise GO:0003854 F 3-β-羟基-Δ5-类固醇脱氢酶活性。 

3-beta-hydroxy-delta5-steroid dehydrogenase activity. 

3.30E-05 

Turquoise GO:0033764 F 类固醇脱氢酶活性, 作用于供体的羟基, NAD 或 NADP 作为受体。 

Steroid dehydrogenase activity, acting on the CH-OH group of donors, 

NAD or NADP as acceptor. 

3.30E-05 

Turquoise GO:0016229 F 类固醇脱氢酶活性。 

Steroid dehydrogenase activity. 

3.30E-05 

Turquoise GO:0016614 F 氧化还原酶活性, 作用于供体的羟基。 

Ooxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors. 

7.10E-05 

Turquoise GO:0016616 F 氧化还原酶活性, 作用于供体的羟基, NAD 或 NADP 作为受体。 

Oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD 

or NADP as acceptor. 

0.00026 

Turquoise GO:0051287 F NAD 或 NADH 结合。 

NAD or NADH binding. 

0.00039 

Turquoise GO:0008092 F 细胞骨架蛋白结合。 

Cytoskeletal protein binding. 

0.00062 

Blue GO:0007010 P 细胞骨架组织。 

Cytoskeleton organization. 

1.20E-05 

Blue GO:0005515 F 蛋白结合。 

Protein binding. 

2.70E-29 

Blue GO:0016705 F 氧化还原酶活性, 作用于成对供体, 与分子氧结合或还原。 

Oxidoreductase activity, acting on paired donors, with incorporation 

or reduction of molecular oxygen. 

2.50E-10 

Blue GO:0016021 C 膜结合。 

Integral to membrane. 

7.30E-05 

Blue GO:0015629 C 肌动蛋白细胞骨架。 

Actin cytoskeleton. 

0.00021 

Blue GO:0031224 C 膜固有的。 

Intrinsic to membrane. 

0.00036 

F: 分子功能; P: 生物学过程; C: 细胞组分。F: molecular function; P: biological process; C: cellular component. 
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图 10  Red 和 Yellow 模块内的基因共表达网络及其核心基因 

Fig. 10  Gene co-expression network and hub genes in Red and Yellow modules  
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图 11  Turquoise 和 Blue 模块内的基因共表达网络及其核心基因 

Fig. 11  Gene co-expression network and hub genes in Turquoise and Blue modules 
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游的信号包括穿过质膜的离子通量、MAPK 的活化和

活性氧的形成。PGSC0003 DMG400024687 在拟南芥

中的同源基因 AT1G55000 基因与泛素化的特异性相

关, 能促进泛素转移到合适的靶点进而对细胞活动进

行调控。PGSC0003 DMG400003792 在拟南芥中的同

源基因AT3G14110基因与植物体内的活性氧的变化相

关, 在逆境环境下, 该基因可激活多种应激反应。 

2.2.8  核心基因的 RT-qPCR验证    从相关性最高

的 4 个基因模块中筛选到 20 个可能与干旱胁迫相关

的核心基因(表 3), 从中挑选了 14 个基因进行实时荧

光定量 PCR 验证。将用于转录组测序的备份 RNA 反

转录, 通过 q-PCR 检测这些基因在 C16 和 C119 中

对干旱胁迫的响应情况。最终结果的变化趋势与转

录组结果基本一致(表 4 和图 12), 进一步证明了转 

 

表 3  不同模块中核心基因的功能注释 

Table 3  Functional annotations of hub genes in different modules 

模块 

Module 

核心基因 

Hub gene 

核心基因在 

拟南芥同源基因 

Hub gene in A. thaliana 

基因功能 

Gene function 

Red PGSC0003DMG400030368 AT1G07140 编码假定的 RAN 结合蛋白。 

Encodes a putative RAN-binding protein (siRANBP). 

Red PGSC0003DMG400003662 AT1G20270; 

AT5G66060 

2-氧戊二酸和铁依赖性加氧酶超家族蛋白; 铁离子结合/氧化还

原酶/氧化还原酶蛋白。 

2-oxoglutarate and Fe-dependent oxygenase superfamily protein; 

Ironion binding/oxidoreductase/oxidoreductase protein. 

Red PGSC0003DMG402020462 AT5G25360 假设性蛋白质。 

Hypothetical protein (source: Araport 11). 

Red PGSC0003DMG400005154 X 未知功能。Unknown. 

Red PGSC0003DMG400020562 AT2G40470 含 LOB 结构域的蛋白质。参与木质部分化的调节——作为

VND7 的调节器, VND7 是木质部细胞分化的主要调节器。 

LOB-domain containing protein. Involved in regulation of xylem 

differentiation—acts as a regulator of VND7 which is a master 

regulator of xylem cell differentiation. 

Yellow PGSC0003DMG400029350 AT1G05680[15] 编码一个 UDP-葡萄糖基转移酶, ugt74e2, 作用于 IBA (吲哚-3-

丁酸)并影响生长素的稳态。这种酶的转录和蛋白质水平被 H2O2

强烈诱导, 可能允许 ROS (活性氧物种)和生长素信号的整合。 

Encodes a UDP-glucosyltransferase, ugt74e2, that acts on IBA 

(indole-3-butyric acid) and affects auxin homeostasis. The tran-

script and protein levels of this enzyme are strongly induced by 

H2O2 and mayallow integration of ROS (reactive oxygen species) 

and auxin signaling. 

Yellow PGSC0003DMG400024717 AT3G05545 超家族蛋白。 

RING/U-box superfamily protein (source: Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400026572 AT3G51730[16] 含皂苷 B 结构域的蛋白质。 

Saposin B domain-containing protein (source: Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400006704 AT5G35200[17] 超家族蛋白。 

ENTH/ANTH/VHS superfamily protein (source: Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400015386 AT2G42610 光依赖性短下胚轴样蛋白。 

LIGHT-DEPENDENT SHORT HYPOCOTYLS-like protein 

(DUF640) (source: Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400026238 AT3G60410 假设性蛋白质。 

Hypothetical protein (DUF1639) (source: Araport 11). 
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 (续表 3) 

模块 

Module 

核心基因 

Hub gene 

核心基因在 

拟南芥同源基因 

Hub gene in A. thaliana 

基因功能 

Gene function 

Yellow PGSC0003DMG400020683 AT3G25910 MAP 激酶 

Mitogen-activated protein kinases (DUF1644)(source: Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400024687 AT1G55000[18] 含蛋白的肽聚糖结合赖氨酸域。 

Peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein (source: 

Araport 11). 

Yellow PGSC0003DMG400006516 AT1G55570 SKU5 similar 12 (source: Araport 11). 

Turquoise PGSC0003DMG400013391 AT3G22990 含有蛋白质的犰狳重复序列, 位于核内, 广泛表达于植物。 

Armadillo-repeat containing protein, located in nucleus, broadly 

expressed throughout vegetative. 

Turquoise PGSC0003DMG400003792 AT3G14110[19] 编码一种新的盘绕线圈, 含有 TPR 结构域的蛋白质, 定位于叶

绿体膜并参与叶绿素的生物合成。 

Encodes a novel coiled-coil, TPR domain containing protein that is 

localized to the chloroplast membrane and is involved in chloro-

phyll biosynthesis. 

Turquoise PGSC0003DMG400024698 AT5G27620 核心细胞周期基因的 mRNA 是细胞间流动的。 

Core cell cycle genes the mRNA is cell-to-cell mobile. 

Turquoise PGSC0003DMG402011550 AT5G23200 C5orf35 (source: Araport 11). 

Blue PGSC0003DMG400018372 X 未知功能。Unknown. 

Blue PGSC0003DMG400026187 AT3G50950 编码一种典型的 CC 型 NLR 蛋白, 该蛋白是识别病原菌丁香中

T3SE-Hopz1a 所必需的。 

Encodes a canonical CC-type NLR protein that is required for the 

recognition of the T3SE HopZ1a from the pathogenic bacteria P. 

syringae 

 
表 4  字母与基因的对应表 

Table 4  Correspondence between letters and genes 

字母 

Letter 

基因 

Gene 

字母 

Letter 

基因 

Gene 

字母 

Letter 

基因 

Gene 

A PGSC0003DMG400026572 E PGSC0003DMG400030368 I PGSC0003DMG400006704 

B PGSC0003DMG400005154 F PGSC0003DMG400003792 J PGSC0003DMG400020683 

C PGSC0003DMG400029350 G PGSC0003DMG402011550 K PGSC0003DMG400024687 

D PGSC0003DMG400020462 H PGSC0003DMG400013391 L PGSC0003DMG400026238 

 

录组测序结果的可靠性, 并验证了这些核心基因确

实响应干旱胁迫。 

3  讨论 

干旱胁迫是影响自然界植物地理分布 , 限制农

业生产力和威胁粮食安全的主要环境因素之一。全

球气候变化更加剧了干旱胁迫的不利影响 , 预计还

将导致极端天气的频率增加 [20-21]。马铃薯作为第四

大粮食作物, 在我国的主产区也处在气候变化的高

风险区域, 干旱胁迫是主要的风险之一[22]。因此, 提

高马铃薯的抗旱性, 解析其在干旱胁迫下的感知和

适应机制对提高农业生产力和节约环境资源均具有

重要意义。 

植物根系是植物汲取和转化水分和营养的主要

器官, 也是植物面临土壤胁迫环境时首先感知胁迫

信号的器官 , 在植物应对非生物逆境尤其是干旱胁

迫时起关键作用 [23-25]。虽然马铃薯根系抗逆遗传机

理的解析取得了一定的进展 , 例如通过数量性状位

点定位和关联分析等方法鉴定了许多重要的根系抗
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图 12  核心基因的 RT-qPCR 验证 

Fig. 12  RT-qPCR validation of Hub genes 

 

逆基因[26-27]
, 但是这些研究手段都有一定的局限性, 

例如数量性状定位不能反映遗传背景复杂群体的遗

传异质性 , 此外 , 大多数的农艺性状还与整个群体

结构存在很高的相关性, 而利用现在生物信息技术

和数据分析方法则可以通过共表达模块化处理 , 将

成千上万具有相似生物学功能的基因分配到同一个

模块中, 通过研究模块的生物学意义来进一步挖掘

模块内基因的功能, 较好地解决了对遗传背景复杂

群体的性状解析不足的问题 , 因此被广泛地应用于

大数据组学的研究之中 [28-30]。因此 , 本研究干旱处

理马铃薯幼苗后, 收集其根系材料进行转录组分析 , 

以期获得马铃薯根系抗逆相关的新的研究线索。与
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传统的仅对比处理前后的转录组差异分析不同 , 本

研究针对 2 个品种, 分别设置了 4 个处理时间梯度, 

加上未处理的对照, 每样 3 个生物学重复, 共计 30

个样本进行了转录组测序。与此同时 , 本研究还检

测了所有处理时间下每个样本的胁迫相关生理生化

指标(SOD、POD、CAT 和 RV)。 

大量的转录组数据和生理数据获得后 , 如何从

中挖掘蕴含的生物学意义成为首要考虑的问题。网

络分析在基因组、转录组和代谢组等高通量组学数

据的发掘中应用较为广泛。为了发掘与抗旱相关的

基因或调控通路, 本研究采用了 WGCNA 分析方法, 

可特异地筛选出与目标性状相关的基因 , 并进行模

块化分类, 得到具有高度生物学意义的共表达模块 , 

已经被证明是一种高效的数据挖掘手段 [31]。ROS 的

产生是植物受到干旱胁迫后最早的反应之一 , ROS

是许多胁迫相关生物合成、信号转导和代谢相关

途径的重要调节剂 , 其过量积累对细胞具有毒害

作用 [32]
, 因此维持其动态平衡是植物应对胁迫的重

要调节方式, 而 SOD、POD 和 CAT 作为清除 ROS

的抗氧化酶, 可较为直接地反映植物对胁迫的响应

情况[33]
, 可作为 WGCNA 分析中的目标性状。因此, 

我们利用 WGCNA 分析方法, 富集到了 15 个与生理

性状相关联的共表达模块, 其中 4 个模块与这些抗

逆性状高度相关 , 通过进一步的网络分析 , 找到了

这 4 个模块的核心基因。表明 WGCNA 可以构建到

具有生物学意义的共表达模块和通路 , 为下一步深

入研究打下基础。 

本研究通过WGCNA富集到的 15个与胁迫相关

生理生化指标(SOD、POD、CAT 和 RV)相关联的共

表达模块, 由于模块较多, 因此挑选了 4 个与生理

性状关联度最高的模块进行下一步研究。模块内的

基因表达模式随着处理时间的增加 , 存在与生理性

状由负相关逐渐转为极显著正相关的 Yellow 模块和

Red 模块, 以及存在相反趋势的 Turquoise 模块和

Blue 模块。由于每个模块的基因数量庞大, 本研究

利用各个模块的特征向量基因对模块两两之间进行

相关性分析, 结果表明, 这 4 个模块间的确存在极

显著的相关性且关联度最高, 进一步印证这 4 个模

块可作为根系抗逆性状机理研究的目标模块。通过

对这 4个模块的GO功能富集分析发现, 均可以得到

与抗逆相关的具有生物学意义的调控途径。例如 , 

Red 模块、Turquoise 模块和 Blue 模块都富集到与氧

化还原活性相关的通路(GO:0016705), Turquoise 模

块还富集到类固醇合成途径中催化类固醇脱氢反应

的脱氢酶及相关通路(GO:0006694)。有研究表明, 在

拟南芥和玉米中过量表达油菜素固醇合成途径的脱

氢酶基因, 可导致 ABA 的积累, 增强植物抗性, 提

高玉米在逆境下的产量[34-35]。说明 WGCNA 分析的

确可富集到与目标性状相关的具有生物学意义的共

表达模块。 

本研究针对 4 个与目标性状关联度最高的模块

分析表明 , 其核心基因包含干旱胁迫相关基因 , 例

如 Red 模块中的参与木质部分化的基因(PGSC0003 

DMG400020562) 、 Yellow 模块中的 MAP 激酶

(PGSC0003DMG400020683)、Turquoise 模块可能参

与叶绿素合成的基因(PGSC0003DMG40000 3792)。

其中 Yellow 模块中 PGSC0003DMG4000 29350 基因

在拟南芥中的同源基因 AT1G05680 可编码一种

UDP-葡萄糖基转移酶 UGT74E2, 在拟南芥中的研

究表明 , 其可被过氧化氢或非生物胁迫诱导表达 , 

通过对生长素吲哚-3-丁酸(IBA)和吲哚-3-乙酸(IAA)

的动态平衡调节 , 参与氧化还原信号与植物激素信

号的整合互作 , 增加植物在非生物逆境中的保护反

应[36]。这些基因在模式植物拟南芥和其他作物如玉

米、水稻等中有较多的研究 , 在马铃薯中的报道还

相对较少, 可进行深入探究。 

以上结果表明, 利用 WGCNA 分析, 可挖掘到

与目标性状的生物学意义高度关联的基因模块和核

心基因 , 为挖掘目标基因提供新的研究思路 , 为解

析复杂的农艺性状提供参考。在本研究中 , 重点关

注了 Red、Yellow、Turquoise 和 Blue 四个相关性高

的调控模块, 其余的基因模块虽然没有被详细论述 , 

但也可能包含与根系抗逆相关的通路 , 可进一步挖

掘其蕴含的生物学意义。 

4  结论 

本研究构建了与抗逆生理性状相关联的权重基

因共表达网络, 得到了 15 个与根系抗旱密切相关的

基因模块并进行了 GO 通路富集。挑选出 4 个与目

标性状关联度最佳的基因模块进行深入分析 , 其中

在 Red模块中挑选出了 5个核心基因, Yellow模块中

挑选出了 9 个核心基因, Turquoise 模块中挑选出 4

个核心基因, Blue 模块中挑选出了 2 个核心基因, 通

过功能注释, 发现部分核心基因与已报道非生物胁

迫调控通路紧密相关 , 还有一部分功能仅在模式植
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物中有一些研究。本研究结果可为马铃薯根系抗旱

的分子机制研究提供线索 , 也为耐旱性马铃薯新品

种培育提供理论支持。 
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附表 1  C16 和 C119 在不同处理时间下的生化指标数据 

Supplementary table 1  Biochemical indicator data for C16 and C119 at different treatment times 

处理时间

Treatment 

time 

超氧化物歧化酶 

Superoxide dismutase (U g–1) 

过氧化物酶 

Peroxidase (U g–1 min–1) 

过氧化氢酶 

Catalase (U g–1 min–1) 

根活力 

Root vitality (mg g–1 h–1) 

平均值 

Average value 

标准差 

Standard  

deviation 

平均值 

Average value 

标准差 

Standard  

deviation 

平均值 

Average value 

标准差 

Standard  

deviation 

平均值 

Average value 

标准差 

Standard 

deviation 

C16-0 h 9.57 2.00 2637.50 135.95 116.75 6.72 457.74 35.21 

C16-2 h 14.13 1.55 3375.00 187.90 129.93 7.68 457.75 30.18 

C16-6 h 15.63 1.81 3862.50 162.71 144.84 13.26 496.57 33.10 

C16-12 h 16.42 1.75 4262.50 149.01 155.83 15.39 627.09 30.73 

C16-24 h 22.22 1.35 8575.00 142.27 209.34 20.20 815.49 62.11 

C119-0 h 46.02 5.15 1312.50 190.92 244.25 15.10 712.44 36.99 

C119-2 h 48.92 6.91 3200.00 262.15 274.48 22.32 811.53 64.44 

C119-6 h 49.16 6.29 3500.00 218.72 276.74 14.75 826.29 81.45 

C119-12 h 56.62 7.72 3687.50 206.59 341.57 16.84 901.41 23.47 

C119-24 h 75.53 8.95 6112.50 210.12 370.75 19.51 924.88 70.89 

 

 


