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摘要    从沙漠地区地衣石果衣中分离得到的地衣型真菌(Endocarpon pusillum)具有极强的抗

旱能力. 为了研究石果衣真菌的抗旱机制, 本研究利用转录组测序和荧光定量的方法分别对纯

培养和共生状态的真菌进行分析和比较. 比较转录组分析是针对纯培养的石果衣真菌, 比较其

在正常培养和胁迫培养条件下的 2个样品, 得到 1781个差异表达基因. 以抗旱植物和非地衣型

真菌的抗旱机制作为参照, 一些普遍存在机制中所涉及的基因在石果衣真菌中也是差异表达

的. 然而不同的是, 石果衣真菌的抗旱机制中不涉及有关渗透压调节基因的差异表达, 这一特

点为揭示石果衣真菌为干旱适应物种提供了证据. 此外, 石果衣真菌不同于其他生物, 还有一

系列差异基因被归类于其特有的干旱适应机制. 为了确定共生与纯培养状态下的石果衣真菌

的抗旱机制是否一致, 本研究挑选了 23 个候选基因, 利用荧光定量的方法在脱水地衣体中进

行验证. 本研究为下一步地衣型真菌的研究提供有价值的数据支持, 同时也会有助于抗旱基因

的功能研究.   
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地衣是由地衣型真菌(共生菌)和光合生物(光合

共生物)组成的共生生态系统. 每种地衣是由一种共

生菌和至少 1 种光合共生物组成, 其中光合共生物可

能是藻类或蓝细菌. 地衣的生境分布广泛, 从寒冷地

区到炙热荒漠等极端环境都适合其生长. 与维管束

植物不同, 地衣体缺少有效控制体内水分的机制. 所

以, 其体内的水分含量会随环境中相对湿度的变化

而发生极大变化[1]. 当环境中相对湿度较低时, 地衣

体会快速失水; 当环境中相对湿度加大时, 地衣体也

会迅速复水[2]. 尤其是它能够在含水量低于 5%的条

件下存活相当长的时间 , 而维管束植物则不能 [3,4]. 

由于在地衣体复水时, 其体内水分含量迅速恢复, 因

而其细胞生理代谢活动(如光合作用和呼吸作用)也

随之迅速恢复正常 [5,6]. 已知的研究表明, 一些地衣

体在低水分含量条件下仍然会维持较活跃的代谢  

活动[7].  
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迄今为止, 已有不少研究报道水分含量对地衣

体形态、生理和存活能力等方面的影响[1,6,8~13], 然而, 

在分子生物学方面研究其抗性机制的报道尚少. 不

过, 在植物和非地衣型真菌的抗旱研究中, 分子生物

学方面的报道较多. 从其他生物中已知的抗逆机制

是否适用于地衣生物有待进一步研究. 在其他抗旱

真核生物中, 干旱胁迫会导致一些细胞内的胁迫, 如

渗透压胁迫、氧化胁迫、高离子浓度胁迫及蛋白错误

折叠和聚集[14]. 因此, 生物体能够在干旱环境中存活

就必然具有对干旱胁迫而导致细胞损伤的抗性机制. 

在抗旱时起主要作用的已知 3 个最主要的抗逆通路

包括: 渗透压调节机制(调节细胞内离子浓度)、DNA

和蛋白损伤修复机制(防止 DNA 损伤和蛋白的错误

折叠和降解)和抗氧化机制(清除活性氧物质(reactive 

oxygen species, ROS))[15,16]. 目前, 对地衣抗逆分子

机制了解甚少, 主要是由于缺少遗传背景和技术. 但

是, 随着基因组学技术的发展以及有关地衣型真菌

及其光合共生生物基因组和转录组信息的获得, 将

会极大地推动地衣抗干旱机制的研究[17,18].   

由于地衣是 2种生物体组成的共生生态系统, 它

的大部分生物学特性都是这 2 种共生生物体相互作

用的结果. 然而, 在地衣的抗逆方面, 一些研究认为, 

共生菌在地衣体中起主要作用[19~21], 这主要是由于

共生藻被菌丝紧紧缠绕包裹在地衣体中, 这种结构

为共生藻在干旱等恶劣环境中提供了机械保护. 并

且, 有关石果衣抗干旱存活能力的实验也证明石果

衣真菌(Endocarpon pusillum)的抗旱能力远超过其共

生藻柯氏复球藻(Diplosphaera chodatii)[22]. 因此, 为

探明荒漠地衣石果衣的抗干旱机制, 很必要对石果

衣真菌的基因组和转录组进行分析研究.  

在石果衣真菌基因组数据发表之后[18], 对其转

录组的测序与比较分析以揭示其抗干旱特性为本研

究的主要内容. 此外, 为了探明其共生菌在分离和共

生状态下的抗旱机制是否一致, 对一些有代表性的

差异表达基因在石果衣地衣体脱水过程中的表现也

进行了验证.  

1  材料与方法 

1.1  材料与干旱胁迫处理  

石果衣真菌分离自宁夏腾格里沙漠沙坡头地区 

(37.40°N, 105.00°E)采集的石果衣标本 Z07020. 分离

的共生菌在 1.5%的水琼脂培养基上培养 1~2 周, 然

后转接到马铃薯葡萄糖浸汁(potato dextrose broth, 

PDB)培养基中室温培养. 人工干旱胁迫模拟采用聚

乙二醇(polyethylene glycol, PEG), 它是一种能够制

造严重缺水胁迫的非透性渗透物[23]. PEG诱导的干旱

胁迫被广泛地应用于植物和真菌的抗性研究中[24,25].  

本研究将分离培养的石果衣真菌培养在含有

20% PEG 6000 的 PDB 培养基中; 每 3 周打碎菌丝转

接于新鲜培养基. 取等量正常 PDB(对照组)培养和含

有 20% PEG 的 PDB(胁迫组)培养的样品提取 RNA 作

为转录组测序的材料.  

地衣体自然脱水实验所使用的材料采自与标本

Z07020 同产地的石果衣地衣体 . 在实验室条件下, 

将新鲜采集的地衣体浸入无菌水中充分复水 5 min后

用滤纸将其体表水分吸干并置于室温条件下自然干

燥; 按照下列 5个时间: 0, 40, 60, 150, 240 min分别取

样迅速用液氮冷冻, 之后提取 RNA, 反转录成 cDNA

作为荧光定量(qRT-PCR)的模板.  

1.2  cDNA 文库构建和 DNA 测序 

总 RNA 的提取采用 TRIzol 法(Invitrogen, 美国), 

从 40 µg 总 RNA 中通过 oligo-dT 耦联珠将 mRNA 分

离后用随机引物和Superscript Ⅱ反转录酶合成cDNA. 

将 cDNA 随机打断并加上 3′-dA 以后, 连入 Illumina 

paired-end 接头, 通过胶纯化选择 200 bp 的片段. 使

用 Illumina GAIIx(Illumina, 美国)测序平台进行测序.  

1.3  转录组数据装配和差异表达分析 

去掉接头序列后将转录组数据利用 PASA 程序

装配到基因组数据中[26], 并预测出可读框. 基因预测

使用 Augustus[27], GeneID[28]和 GeneMark-ES[29], 并用

EVM[30]进行整合 . 所有的预测基因通过 GO(gene 

ontology)[31], KOG(eukaryotic orthologous groups)[32], 

FunCat[33]和 KEGG(Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes)[34]数据库进行分析. 比较 2 个样品的转录组

初级数据, 使用 ARRAYSTAR 软件(DNAStar, 美国)

进行标准化. 利用 NOISeq[35]统计方法鉴定在 2 个样

品中差异表达的基因, 将可能性值(P 值)高于 0.8 的

基因定义为差异基因.  
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1.4  荧光定量分析 

分别从纯培养和共生状态下的石果衣真菌中提

取总 RNA. cDNA 合成按照反转录试剂盒说明

(Promega, 美国)进行. ABI 7500 荧光定量仪(Applied 

Biosystems, 美国 )用于荧光定量 , 2∆Ct 方法分析   

数据[36].  

2  结果 

2.1  石果衣真菌干旱胁迫转录组数据的功能分类 

本研究从胁迫组(20% PEG)与对照组(0% PEG)

的转录组数据中找到 1781 个差异表达基因(P>0.8), 

占石果衣真菌 37.5 Mb 基因组中 9285 个总基因的

19.18%[18]. 在这些差异基因中, 有 1004 个在胁迫状

态上调表达, 777 个下调表达. 其中, 620 个基因(35%)

未注释出功能.  

使用 Blast2GO 程序[37]将差异基因按照其功能进

行 GO 分类(图 1). 在上调基因中, “转移酶活性”、“细

胞代谢过程”、“初级代谢过程”、“大分子代谢过程”

和“细胞内组分”等所占的比例最多. 在下调基因中, 

“膜组分”所占的比例最多, 这是因为干旱胁迫条件

会对细胞膜的完整性有影响. 然而, 仅有少量差异基

因(51 个基因中只有 3 个上调表达, 4 个下调表达)属于

“胁迫响应”, 这是石果衣真菌的抗旱特性不同于其他

生物之处, 所以推测有可能存在某些新的抗旱机制.  

使用 Blast2GO 程序将差异基因按照其所属的代

谢通路进行 KEGG 分类(图 2). 有最显著差异变化(P

≤0.0001)的基因属于“核糖体”和“氧化磷酸化”通路. 

大部分通路中的基因都是上调表达的, 包括“维生素

B6 代谢”、“合成和降解酮体”、“萜类化合物生物合

成”、“氧化磷酸化”、“类固醇生物合成”、“嘧啶代谢”

和“嘌呤代谢”. 在这些通路中, 前 5 个代谢通路中的

上调基因占全部差异基因的 30%以上. 然而, 在通路

“氮代谢”和“半乳糖代谢”中, 只有少数下调基因, 而

无显著上调基因(P≥0.1). 由此得知, 大部分代谢通

路在干旱胁迫下是活跃的, 尤其是那些维持细胞基

本功能的通路, 如“核糖体”、“氧化磷酸化”、“嘧啶代

谢”和“嘌呤代谢”.  

2.2  涉及真核生物普遍存在抗旱机制的基因的表
达变化 

生物体持续暴露在干旱条件下会导致细胞内的 

 

图 1  石果衣真菌抗旱差异基因按照 GO 中分子功能、生物

学过程和细胞组分的分类 

每组分类中总基因数目、上调基因数目和下调基因数目占所有差异

基因总数的百分比分别标记为黑色、灰色和白色 

氧化胁迫, 从而会诱导体内抗氧化机制来清除体内

产生的大量ROS; 同时, 干旱胁迫还会造成细胞内外

的渗透压胁迫. 因此, 生物体在抗旱过程中还需要通

过积累渗透剂来维持渗透压[38]. 另外, 在干旱胁迫条

件下, 细胞缺水会增加胞外溶质浓度, 从而导致蛋白

的错误折叠和聚合[39], 这种变化会限制细胞对干旱

胁迫的响应[40]. 所以, 为了更清楚地了解石果衣真菌

的抗旱响应机制, 首先参照其他生物中普遍存在的

抗旱机制, 研究了石果衣真菌相关基因的差异变化, 

这些抗旱机制包括抗氧化机制、渗透压调节机制和转

录后加工过程.  
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图 2  石果衣真菌抗旱基因按照 KEGG 分类 

黑色和白色柱体分别代表每个 KEGG 通路中上调和下调基因. *: P≤0.01; **: P≤0.001; ***: P≤0.0001; °: P≥0.1 

有关抗氧化机制的研究表明, 一般的抗旱物种

可以通过一系列的抗氧化酶和小分子量抗氧化物来

清除 ROS. 常见的抗氧化物酶包括超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶、过氧化物

酶等; 抗氧化物包括谷胱甘肽(glutathione, GSH)和抗

坏血酸盐等[16,41,42]. 在石果衣真菌中, 有 3 个基因编

码抗氧化物酶(1 个 SOD 酶基因和 2 个过氧化物酶基

因)在胁迫条件下上调表达(网络版附表 1). 然而, 属

于小分子抗氧化物的上调表达基因较多, 包括硫氧

还蛋白、谷胱甘肽和维生素 B6(网络版附表 1). 其中, 

7 个高表达量的硫氧还蛋白基因显著上调. 另外, 在

谷胱甘肽代谢通路中有 5 个谷胱甘肽巯基转移酶

(glutathione S-transferase, GST)在胁迫条件下上调表

达. 这一结果说明, 石果衣真菌在响应干旱诱导的氧

化胁迫条件下调控体内谷胱甘肽的代谢. 需要指出

的是, 在石果衣真菌中只发现有 3 个海藻糖-6-磷酸

合成酶(trehalose-6-phosphate synthase, TPS)基因(网

络版附表 2), 并且这 3 个基因都不是显著差异表达基

因(P<0.8). 同样的, 没有其他渗透压调节剂相关基因

在石果衣真菌中差异表达. 此外, 对分子伴侣和蛋白

酶体基因的表达变化进行了研究. 结果表明, 有 11

个分子伴侣, 包括热激蛋白(heat shock protein, HSP)、

热休克蛋白(GroEL)和伴侣蛋白(chaperonins)、以及

10 个蛋白酶体基因在石果衣真菌处于胁迫状态下显

著上调表达(网络版附表 3).  

生物能够在恶劣环境生存主要在于其细胞能够

对恶劣环境做出迅速而有效的反应. 生物体需要有

效的信号转导途径以搭建细胞与外界环境的信息交

流. 因此, 在胁迫条件下信号转导相关基因的表达被

认为是极为多变的. 在石果衣真菌中, 共有 40 个基

因被注释为与信号转导相关, 它们分别属于钙离子

介导信号通路、促分裂原活化蛋白激酶 (mitogen- 

activated protein kinases, MAPK)信号通路、TOR 

(target of rapamycin)信号通路、mTOR(mammalian 

target of rapamycin)信号通路和 G 蛋白耦联受体信号

通路. 其中, 有 4 个基因(1 个属于钙离子介导信号通

路, 3 个属于 MAPK 信号通路)是差异表达的(网络版

附表 4), 并且全部为下调表达.  

转录因子是细胞响应外界胁迫以后主要调控某

些基因转录的调控因子. 在石果衣真菌中, 共有 25

个转录因子基因在胁迫条件下差异表达. 这 25 个转

录因子分属于 15 个种类, 包括 zinc finger, TFIIA 

(transcription initiation factor Ⅱ A), heat shock, 

MADS(MCM1, agamous, deficiens, serum response 
factor), P53, NAC(NAM, ATAF, and CUC), DIP2 
(disco-interaction protein 2), MYB, bZIP(basic-leucine 
zipper), Nus A, CBF, FOX, MEIS1, GATA 和 Cmr1. 

其中有些转录因子已经在植物和真菌中被报道参与

抗非生物胁迫[43~47]. 其中, 7个基因上调表达, 18个基

因下调表达(网络版附表 5). 这些差异表达的转录因

子将会对今后研究地衣型真菌基因的表达调控提供

重要信息.  

2.3  石果衣真菌中其他抗旱机制揭示其干旱适应
机制 

除了以上提到的在真核生物中普遍存在的抗旱

机制以外, 在石果衣真菌中还有其他差异基因被注

释(图 2). 这些差异基因可以被归类成以下几种: (ⅰ) 

核糖体蛋白. 如图 2 所示, 最显著上调表达的基因是

核糖体蛋白, 超过 70%的核糖体蛋白是上调的; (ⅱ) 

嘌呤和嘧啶代谢. 其中一些基因的上调表达(网络版

附表 6)说明, 在干旱胁迫下石果衣真菌合成 DNA 和
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RNA 的速度加大; (ⅲ) 氧化磷酸化. 氧化磷酸化是

最具显著性差异的表达通路之一. 在石果衣真菌胁

迫样品中, 编码腺苷三磷酸酶(ATPase), NADH-泛醌

氧化还原酶(NADH-ubiquinone oxidoreductase), Fe-S

蛋白(Fe-s protein)和细胞色素 C 氧化酶(cytochrome C 

oxidase)的全部基因都是上调表达的, 并且氧化磷酸

化通路中没有下调表达的基因(网络版附表 7); (ⅳ) 

氮代谢. 石果衣真菌中, 氮代谢中的差异基因都是显

著下调的(网络版附表 8), 其中的下调表达基因标记

在氮代谢简图中(图 3). 谷氨酸盐(glutamate)作为细

胞内代谢的重要组分 ,  在氮代谢通路中是由铵

(ammonium)通过谷氨酸盐合成酶(glutamate synthase, 

EC 1.4.1.13)和精氨酸合成酶(asparagine synthase, EC 

6.3.5.4)的作用合成的; 铵是由甲酰胺(formamide)  

和硝烷基 ( n i t r o a l k a n e )通过乙酰胺酶 /甲酰胺酶

(acetamidase/formamidase, EC 3.5.1.49)和硝基丙烷双

加氧酶(2-nitropropane dioxygenase, EC 1.13.12.16)的

催化作用产生的, 而这些酶都是下调表达的(网络版

附表8). 这一结果说明, 在PEG胁迫处理条件下细胞

通过抑制氮代谢通路来减少谷氨酸盐的产生. 然而, 

上调表达谷胱甘肽代谢中相关基因, 会通过谷胱甘

肽巯基转移酶(glutathione S-transferase, EC 2.5.1.18)

的催化来回补氮代谢减少的谷氨酸盐(图 3, 网络版

附表 8). 尽管有些研究证实在其他生物中氮代谢会

受到一些胁迫的影响[48,49], 但是关于氮代谢在抗逆

境机制中起到的作用尚不清楚. 在石果衣真菌中, 氮

代谢中差异表达基因可能是由于抗旱机制—谷胱

甘肽代谢活跃的反馈抑制作用; (ⅴ) 碳代谢, 包括半

乳糖和核苷糖代谢(网络版附表 8). 在半乳糖进入糖

酵解途径之前, 需要通过半乳糖激酶(galactokinase, 

EC 2.7.1.6)、半乳糖氧化酶(galactose oxidase, EC 

1.1.3.9)和半乳糖脱氢酶(galactonate dehydratase, EC 

4 . 2 . 1 . 6 ) 的 催 化 作 用 转 换 成 三 磷 酸 甘 油 醛

(glyceraldehydes-3P). 其中, 作为半乳糖代谢中不可

缺少的酶—半乳糖氧化酶和半乳糖脱氢酶都显著

下调表达(网络版附表 8). 这 2 个酶的差异表达将会

导致半乳糖的积累, 而积累的半乳糖则会通过氨基

糖和核苷糖代谢转变成核苷半乳糖. 在核苷糖代谢

通路中(图 4), 各种糖类会通过一个模式的途径在激

酶(kinases, EC 2.7.1.-)、磷己糖变位酶(-D-phospho- 

hexomutase, EC 5.4.2.-)和核苷酸转移酶(nucleotidyl 

transferase, EC 2.7.7.-)的催化作用下转变成核苷糖.  

 

图 3  氮代谢和谷胱甘肽代谢通路 

上调和下调表达的基因编码的蛋白所参与的反应分别在图中 

标记 

其中, 后 2 种酶在胁迫样品的转录组数据中是上调表

达的(网络版附表 8), 这表明, 在石果衣真菌抗旱过

程中会产生大量的核苷糖. 而且, 几丁质合成酶基因

的上调表达说明会大量合成几丁质, 由此可能会增

加细胞壁的厚度从而防止细胞内水分流失.  

2.4  荧光定量分析差异基因在地衣体脱水过程中
的转录水平 

地衣型真菌在自然环境中是处于共生状态的 , 

而转录组测序所用的材料是分离培养的地衣型真菌. 

为了验证石果衣真菌在共生和分离状态下的抗旱机

制是否一致, 在转录组中选取 23 个差异基因(表 1), 

用荧光定量的方法进行研究. 选取的 23 个基因来自

转录后调控机制、渗透压调节机制、能量供应、损伤

修复(包括核糖体蛋白、嘌呤和嘧啶代谢)和碳氮代谢

(包括核苷糖和半乳糖代谢).  

由于生长在自然环境中地衣体的含水量难以测

定, 本研究将地衣体含水量的测定移至室内进行: (ⅰ) 

对于采集的新鲜地衣体在实验室条件下进行完全复

水; (ⅱ) 将其置于室温下进行自然脱水处理;  (ⅲ) 

按不同时间段记录其随时间变化的相对含水量. 结

果如图 5 所示. 地衣体在脱水处理后的前 120 min 脱

水速度明显较快, 而在 150 min 以后其相对含水量无

明显变化且趋于零 .  表明在该时间点地衣体的游 
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图 4  核苷糖和半乳糖代谢通路 

上调和下调表达基因编码的蛋白所参与的反应分别在图中标记 

表 1  qRT-PCR 实验所选择的验证基因  

代谢通路 基因号 注释 胁迫转录组中表达量 对照转录组中表达量 

核糖体 F481_05528 40S 核糖体蛋白 S3Ae 739.98 193.08 

F481_05538 核糖体蛋白 S10 1380.97 257.81 
嘌呤和嘧啶代谢 F481_00996 二磷酸核苷激酶 4654.23 209.72 

F481_02100 dUTP 焦磷酸激酶 108.25 17.32 
过氧化物酶 F481_03410 Dyp-type 过氧化酶 111.81 16.58 

谷胱甘肽代谢 F481_02789 谷氨酸 S-转移酶, C 端结构域 227.39 69.51 

F481_06421 硫氧还蛋白 1736.00 241.98 
维生素 B6 代谢 F481_00322 磷酸吡哆醛合成酶 1206.83 91.60 

F481_02092 吡哆醛激酶 15.00 3.74 
氧化磷酸化 F481_04003 复合物 1 LYR 蛋白 242.52 49.53 

F481_02166 ATP 酶, F0 复合物, 亚基 B 815.06 121.74 

F481_01557 细胞色素 C 氧化酶, 亚基 VIb 1274.81 329.34 
蛋白酶体 F481_04061 蛋白酶体, 亚基/ 399.41 62.11 

F481_03276 蛋白酶体, 亚基, 3 型 552.61 69.64 
分子伴侣 F481_05773 GroES-like 1284.79 178.94 

F481_07753 热激蛋白 70 kD 314.87 63.86 
海藻糖 6-磷酸合成酶 F481_01316 海藻糖 6-磷酸合成酶 61.13 37.70 

氮代谢 F481_06302 谷氨酸合成酶亚基 14.40 124.63 

F481_07075 亚硝酸盐合成酶 3.41 158.61 
半乳糖代谢 F481_03176 D-半乳糖脱氢酶 10.09 159.01 

F481_05966 半乳糖氧化酶, 中心结构域 7.79 31.83 
核苷糖代谢 F481_07291 核苷酸转移酶 145.63 29.90 

F481_00358 N-乙酰转移酶 238.40 64.84 
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图 5  石果衣地衣体在自然脱水过程中的相对含水量变化

(n=3) 

不同字母代表具有显著性差异 

离水已被全部脱去, 细胞在该时间点感受到脱水所

造成的胁迫. 因此, 在荧光定量实验中将 150 min 的

相对表达量设置为 1. 选择脱水 0, 40, 60, 150,    

240 min 5 个时间点分析候选基因的转录水平, 并将

150 和 240 min 2 个时间点视作脱水胁迫点. 为了比

较随着脱水时间相对表达量的变化, 利用相对表达

量的 log2 值绘制 heat-map 图.  

结果如图 6 所示, cluster 分析将验证基因按照其 

转录变化趋势分为 4 类. 在第(1)组中(标记为蓝色), 

基因的转录水平在脱水过程的前 60 min 为上调, 在

脱水 60~150 min 为显著下调. 值得注意的是, 在  

150 min 以后这些基因的转录水平又有明显的回升, 

并且在脱水 240 min时的转录水平高于刚开始脱水的

值. 这种结果表明, 这些基因很可能是在地衣体抗旱

过程中起作用的基因. 属于这一组的基因是选自抗

氧化机制(维生素 B6 和谷胱甘肽)、HSP、氧化磷酸

化和糖类代谢(核苷糖代谢和半乳糖代谢). 在第(2)组

中(标记为黄色), 基因的转录水平在 150 min 时间点

略微低于其他时间点, 但是在整个脱水过程中却没

有显著波动. 属于这一组中的基因有嘌呤和嘧啶代

谢中的基因、蛋白酶体、海藻糖-6-磷酸合成酶(TPS)

和 GroES 基因. 这些基因的转录水平变化说明, 它们

在地衣体自然脱水条件下的转录水平相对恒定. 形

成这种现象可能的原因是, 在时间点 0 min 以前, 细

胞在自然条件下已经处于长期的干旱胁迫状态, 这

些基因的表达量有可能还没有回落就又经历了脱水

胁迫. 这些基因在地衣体干、湿 2 种状态下都有很高

的表达量, 可被视为持家基因. 在第(3)组中(标记为  

 

 

图 6  石果衣地衣体在脱水过程中差异基因的转录水平变化  



王延延等: 石果衣真菌(Endocarpon pusillum)比较转录组分析揭示其抗旱特性 
 

50 

红色), 基因在前 3 个时间点的转录水平变化与第(1)

组中的基因相同, 但是上调趋势更为显著; 并且在后

2 个时间点的相对表达量明显高于前 3 个时间点. 因

此, 可以将这一组中的基因定义为石果衣真菌抗旱

机制相关基因, 因为在脱水胁迫条件下, 这些基因的

相对表达量反而更高. 属于这一组的基因有编码核

糖体蛋白的基因、半乳糖代谢酶类和抗氧化机制中的

基因(维生素 B6 代谢和过氧化物酶). 在第(4)组中(标

记为绿色), 基因的转录水平在整个脱水过程中呈现

钟形曲线, 与前 3 组中基因的不同在于低含水量时,

这些基因的转录水平明显下调. 属于这一组的基因

不属于典型的抗旱机制基因, 在本研究中的氮代谢

基因便属此类.  

综上所述, 供试的 23 个基因的转录水平均于脱

水 60 min时达到最大值, 这说明, 地衣型真菌基因的

转录在复水以后需要一段时间来开启. 转录组数据

中的抗旱相关基因的转录变化在共生状态样品中呈

现多种形式. 前 3 组中的基因可被定义为抗旱相关基

因, 因为它们在含水量较低时(脱水 150 min 以后)仍

能有很高的转录水平. 尽管第(2)组中的基因在脱水

过程中并未展现出明显的差异变化, 但是, 由于它们

在含水量较低时仍能维持同样的转录水平, 因此, 也

可被列为抗旱相关基因.  

3  讨论 

本研究采用分离自沙漠地区的优势地衣—石

果衣真菌, 通过 PEG 胁迫处理进行转录组测序, 共

找到 1781 个差异基因, 这些信息为今后对地衣型真

菌抗旱机制和功能基因组的研究奠定基础.  

如图 1 所示, 大部分差异表达基因与代谢相关. 

这一现象说明, 石果衣真菌在 PEG 诱导的干旱胁迫

状态下有相对活跃的代谢过程, 这是荒漠地衣石果

衣真菌与其他抗旱生物之间的重要区别之一. 因为

在干旱胁迫条件下, 抗旱生物的代谢活动会受到抑    

制 [50~52]. 这一结果表明, 石果衣真菌可能是一种干

旱适应型物种.  

3.1  石果衣真菌中涉及真核生物中普遍存在的抗
旱机制的基因 

真核生物中普遍存在的抗旱机制包括: 抗氧化

胁迫、渗透压调节和翻译后加工. 本研究结果显示, 

石果衣真菌具有上述整套的抗氧化机制.  

维生素 B6 有 3 种形式: 吡哆醇、吡哆醛和吡哆

胺, 参与多种生化反应[53]. 近期的研究表明, 维生素

B6 在抗氧化胁迫中, 起重要作用. 例如, 在丝状真菌

Cercospora nicotianae 中, 维生素 B6 可以防止 ROS

导致的细胞死亡[54]; 在模式植物拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)中, 沉默吡哆醇合成酶基因 pdx1 会导致细

胞对渗透和氧化胁迫的敏感性[55]. 因此, 可以解释石

果衣真菌中维生素 B6 生物合成基因的显著上调表达

(网络版附表 1, 图 2). 有关地衣抗氧化机制的研究, 

仅 SOD 和谷胱甘肽的作用见过报道[56]. 然而, 本研

究展示出比较全面的石果衣真菌的抗氧化机制, 而

且, 也是首次报道小分子量抗氧化剂和维生素 B6 参

与地衣型真菌的抗氧化机制.  

分子伴侣可以直接指导蛋白的折叠和装配, 其

作用机制包括重新折叠胁迫条件导致的变性蛋白 . 

分 子 伴 侣 包 括 多 个 家 族 , 如 HSP, GroEL 和

chaperonins, 每个家族中的蛋白以不同的方式指导蛋

白的折叠. 比如, HSP 家族中蛋白主要在高温和细胞

内损伤胁迫条件下上调表达; 而 GroEL 主要参与协

调由大分子聚合导致的折叠效率低下现象. 蛋白酶

体的主要作用是降解不必要的蛋白和损伤蛋白[57,58], 

而且在其他生物受到胁迫时被诱导上调表达 [59,60]. 

上调分子伴侣基因的表达水平表明, 石果衣真菌在

干旱胁迫下可以通过上调分子伴侣基因来解决蛋白

错误折叠和聚合所出现的问题, 并且蛋白酶体的上

调表达说明石果衣真菌体内也开启了清除无用蛋白

的能力[61].  

目前对调节渗透压的了解主要参考对抗旱植物

的研究报道[62], 已经被报道的渗透剂有糖类、脯氨

酸、丙二醛和钾[63,64]. 其中, 在真菌中海藻糖被认为

是最重要的渗透压调节剂 [65,66]. 没有渗透压调节相

关基因的差异表达表明, 这些在其他抗旱生物中普

遍存在的渗透调节剂在石果衣真菌经历 PEG 介导的

干旱胁迫时未被诱导, 这意味着在石果衣真菌中, 可

能存在其他种类的渗透压调节剂, 或者那些已知的

调节剂在地衣型真菌中有恒定的转录水平.  

近期研究表明, 真菌在受到非生物胁迫时会诱

导一系列信号转导基因的差异表达, 如环腺苷酸信

号通路(cAMP signaling pathway)、钙离子依赖的蛋白

激酶(Ca2+-dependent protein kinases, CDPKs)、促分裂

原活化蛋白激酶(MAPKs)、蛋白激酶 C(protein kinase 
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C, PKC)和 Hog1 MAPK 通路[67~70]. 在石果衣受到

PEG 诱导胁迫时, 1 个钙调信号相关基因和 3 个

MAPK 信号通路相关基因的差异表达表明, 在外界

干旱胁迫时至少有 2 个信号通路参与响应信息, 所涉

及的差异基因有进一步研究的价值.  

3.2  石果衣真菌的干旱适应机制 

考虑到石果衣极强的抗旱能力, 有理由认为在

其真菌中会存在一些不同于其他生物的干旱响应  

机制.  

核糖体是一类复杂的核糖核蛋白复合物, 在生

物体的细胞中负责多肽的合成, 因此, 核糖体蛋白的

表达变化直接影响细胞内蛋白质的翻译过程. 一般

来说, 编码核糖体蛋白的基因是随环境和细胞内需

求的改变而改变的, 例如, 增加营养、热胁迫和饥饿

(氨基酸/氮缺乏)胁迫等[71~73]. 核糖体基因的表达还

与细胞是否处于不同生长阶段有关, 在生长指数期

一般上调表达, 在平稳期一般下调表达. 近期有研究

表明, 核糖体亚基作为调控原件或过滤器控制一些

特定 mRNA, 从而参与翻译过程的分子间互作, 控制

某些特定基因的翻译过程[74]. 由此可以推断, 由于干

旱胁迫的诱导, 石果衣真菌上调表达核糖体基因以

表达大量特定抗旱相关蛋白, 以应对干旱胁迫. 这种

现象也发生在其他抗旱生物中[75~77]. 分析表明, PEG

介导的干旱胁迫影响并加速石果衣真菌细胞内转录

和翻译过程, 说明它的抗旱反应机制非常活跃, 通过

上调核糖体基因和嘌呤、嘧啶代谢相关基因来修复损

伤的 DNA、RNA 和蛋白质.  

几乎所有的需氧生物都需要 ATP 来提供生命体

正常代谢所需要的能量, 而 ATP 主要是由线粒体内

氧化磷酸化通路所提供的 . 在其他真菌和植物中 , 

ATP 酶和 ATP 合成酶基因的转录情况都是在胁迫处

理条件下被抑制的[78,79]. 然而, 在石果衣真菌中却相

反, 表明石果衣真菌不同于干旱敏感物种, 更适应干

旱环境.  

半乳糖代谢和核苷糖代谢中的基因差异表达说

明石果衣真菌在干旱胁迫条件下能够调节糖类物质

的存在形式—减少单糖, 增加多糖的合成. 目前已

有很多有关糖类代谢受到干旱胁迫影响的研究报  

道[80~82], 但是, 在大部分生物体内, 糖代谢基因的差

异表达都是为了调节细胞内外的渗透压. 然而, 几乎

没有研究报道核苷糖代谢与抗旱机制之间的联系 . 

核苷糖是一类常见的糖基供体, 可以形成多糖、糖蛋

白、糖脂和糖基化的次级代谢产物[83], 核苷糖代谢中

的基因之所以重要是因为这个通路可以控制细胞壁

的成分[84]. 在植物中, 糖基化的激素和次级代谢产物

在细胞遭受生物和非生物胁迫时起到重要作用[85,86]. 

在地衣中, 共生菌通过产生一些有光吸收能力的次

级代谢产物来防止其共生藻在干旱条件下受到光损

伤[87]. 由此可以推测出石果衣真菌中糖类代谢基因

差异表达的原因. 不过, 这一推测尚需进一步的实验

证据来证明石果衣中糖基化的次级代谢产物是否有

光保护的作用.  

综上所述, 这些差异基因代表了石果衣真菌一

系列的干旱适应机制, 包括损伤修复、能量供应和

碳、氮代谢的变化. 因此, 得出石果衣真菌为干旱适

应物种的结论.  

3.3  比较候选差异基因在 PEG 诱导胁迫和地衣体
脱水胁迫中的转录水平 

转录组数据中的抗旱相关基因在地衣体脱水胁

迫实验中也进行了验证: 由荧光定量在地衣体脱水

过程中得到的结果与转录组得到的结果大体一致 . 

然而, 半乳糖代谢基因在共生和分离培养的 2 种材料

中结果不同, 主要是因为 2 种条件下共生菌的营养不

同. 地衣体脱水实验是在实验室条件下进行的, 石果

衣共生藻的光合作用比较微弱, 所以提供给共生菌

的糖类也很有限; 相反, 分离培养的共生菌是培养在

PDB 培养基中, 其中含有丰富的碳源. 因此, 地衣体

脱水实验其实相当于对共生菌进行脱水和饥饿双胁

迫, 而转录组材料只是 PEG 诱导的干旱胁迫. 所以, 

2 个实验中半乳糖代谢相关基因不一致的结果, 只是

反映了不同胁迫处理的影响. 综上所述, 除了由饥饿

胁迫导致的半乳糖代谢不同以外, 石果衣真菌在共

生状态下脱水胁迫与分离培养的 PEG 诱导胁迫的抗

旱机制和干旱适应机制本质上是一致的.  

在转录组的差异基因中, 还有一部分基因是未

知功能的, 这些基因可能参与地衣型真菌一些特殊

的抗旱机制, 值得进一步研究.  
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