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摘要　转录组测序（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡｓｅｑ）技术是用来分析动态转录组的重要工具。ＲＮＡｓｅｑ生成的数据不

仅可以量化基因表达，还有助于发现新的转录本、识别选择性剪接基因和检测等位基因特异性表达。本文主要综述

了ＲＮＡｓｅｑ的技术步骤及工作原理，并介绍了其在植物病原菌及植物与真菌互作研究中的应用与进展。
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　　转录组是特定细胞、组织和有机体在特定发育阶

段或生理条件下的一整套转录本［１］，主要由核糖体

ＲＮＡ（８０％～９０％，ｒＲＮＡ），转运ＲＮＡ（５％～１５％，

ｔＲＮＡ），信使ＲＮＡ（２％～４％，ｍＲＮＡ）以及基因内或

者基因间的非编码ＲＮＡ（１％，ｎｃＲＮＡ）组成
［２］。与相

对稳定的基因组不同，转录组随生物的生理条件、发

育阶段和外部环境因素而变化。转录组测序（ＲＮＡ

ｓｅｑ）是分析表型与基因型之间关系的有力工具，它可

以准确地测定特定基因的表达水平、差异剪接和转录

产物的等位基因的特异性表达［３］，从而更好地了解细

胞的生长发育以及疾病进展的潜在途径和机制。

１　犚犖犃狊犲狇概述

ＲＮＡｓｅｑ的转录组分析主要分为４部分，包括

试验设计、文库构建、特定ＮＧＳ平台上的测序和利

用生物信息学进行数据分析［４］。

１．１　试验设计

试验设计是ＲＮＡｓｅｑ的关键步骤，应根据试验

目的选择适当的组织进行设计。需要注意的是组织

的不均匀性，因为组织中通常包括多种细胞类型，因

此得到的结果是某种类型组成细胞的真实转录谱混

合在了整个组织的转录组表达谱中［５］。目前已经开

发了多种单细胞分离方法［６］，可与ＲＮＡｓｅｑ技术相

结合应用于实践中，如肿瘤的异质性研究［７］等。

１．２　文库构建

文库构建是在样品收集完后制备总ＲＮＡ并对

其进行分级以获得目的转录产物。研究表明在大多

数细胞中，ｒＲＮＡ通常占总细胞ＲＮＡ的８０％以上。
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如果在构建文库时不去除ｒＲＮＡ转录物，它们将降

低序列覆盖的深度，从而影响其他含量较少的ＲＮＡ

的检测［８］。因此可以通过直接选择ｐｏｌｙ（Ａ）ＲＮＡ

或者选择性去除ｒＲＮＡ来处理总ＲＮＡ
［３］。前者是

利用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）微珠纯化ｍＲＮＡ，广泛应用于真核

生物。后者富集所有非ｒＲＮＡ种类，包括ｎｏｎｐｏｌｙ

（Ａ）ｍＲＮＡ、预处理的ＲＮＡ、ｔＲＮＡ。

然后将ＲＮＡ分子进行片段化处理并反转录成

双链ｃＤＮＡ，或者先转录成ｃＤＮＡ 再进行片段

化［１０］。片段化的目的是达到ＮＧＳ技术所需要的长

度。产生片段化ｃＤＮＡ后，使用特定的测序接头连

接ＤＮＡ片段两侧，即可扩增构建成功的文库。

１．３　特定犖犌犛平台的测序

ＲＮＡｓｅｑ技术的实现依赖于高通量测序技术。

目前较成熟的ＮＧＳ测序平台主要有应用二代测序

技术的Ｒｏｃｈｅ／４５４、ＡＢＩ／ＳＯＬｉＤ和Ｓｏｌｅｘａ／Ｉｌｌｕｍｉｎａ

测序平台以及应用三代测序技术的ＰａｃＢｉｏ／ＳＭＲＴ

测序平台。

２００５年，４５４公司引入焦磷酸测序技术，开启了

新一代测序的革命［１１］。Ｒｏｃｈｅ／４５４技术的原理是

利用特定的珠子捕获单链化的文库ｃＤＮＡ并通过乳

液ＰＣＲ进行扩增。然后将珠子转移到ｐｉｃｏｔｉｔｅｒ板

的孔中，同时需要添加多种酶类，如ＡＴＰ硫酸化酶、

荧光素酶和ＤＮＡ聚合酶等。在测序过程中，按照

一定的顺序添加ｄＮＴＰｓ使其与模板链互补，通过产

生的光信号来确定待测样品的序列。Ｒｏｃｈｅ／４５４技

术具有测序速度快，节省人力的优点，但是对于长度

大于６ｂｐ的多碱基序列测序时，其错误率相对较

高，且测序成本较高［１２］。

ＡＢＩ／ＳＯＬｉＤ技术平台应用的是连接测序（ｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｌｉｇａｔｉｏｎ，ＳＢＬ）的机制
［１３１４］。单向的

ＳＯＬｉＤ测序包括５轮测序反应，需要一个具有８个

碱基的探针进行多次的连接反应，探针结构中第１、

２位碱基决定携带荧光基团的颜色，切割位点位于

第５个碱基，４种不同的荧光染料标记在５′末端。

荧光信号将在探针与模板链互补配对时被测序仪记

录，并且通过探针的最后３个碱基的切割而消失。

经过一系列连接反应后，引物重置，开始第２轮测

序，起始位置与第１轮测序错开１个碱基。因此在５

轮测序完成后，每个碱基被不同的引物检测２次。

因此ＡＢＩ／ＳＯＬｉＤ测序系统的优势在于测序精度高，

但是测序序列较短。

Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术的核心是“桥式扩增”和“边

合成边测序”的技术，其所有酶促反应以及荧光信号

的产生都在流动池中进行。根据具体的Ｉｌｌｕｍｉｎａ平

台，它可以分为１个（ｍｉＳｅｑ），２个（ＨｉＳｅｑ２５００）或８

个（ＨｉＳｅｑ２０００，ＨｉＳｅｑ２５００）单独的通道
［１５］。首先将

含有特定接头的文库ＤＮＡ变性为单链并转移到流

动池中进行桥式ＰＣＲ。扩增形成簇后，通过加入带

不同荧光标记的ｄＮＴＰｓ和改造过的聚合酶，使得带

有荧光标记的ｄＮＴＰｓ结合到测序链上，再进行激光

扫描，得到荧光。通过每个簇的每个延伸步骤的荧

光信号来读取序列。这些ｄＮＴＰｓ都携带可逆终止

子，每个循环只允许加入单个碱基。其中碱基结合

到测序链并发出荧光的过程被称为ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ。与前两种测序技术相比，Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序

技术测序成本更低，测序所需时间更短。

基于单分子的平台ＰａｃＢｉｏ可实现单分子实时

（ＳＭＲＴ）测序
［１６］。该技术利用ＤＮＡ聚合酶使用荧

光标记的核苷酸进行不间断的模板合成。在碱基配

对阶段，随着不同碱基的加入会发出不同颜色的光，

通过零模波导孔（ｚｅｒｏｍｏｄｅｗａｖｅｇｕｉｄｅ，ＺＭＷ）实时

检测独特的荧光脉冲。ＳＭＲＴ的优点是它不包括

ＰＣＲ扩增步骤，从而避免扩增偏倚并改善跨转录组

的均匀覆盖，并且能够产生平均长度为４２００ｂｐ至

８５００ｂｐ的非常长的读数，这极大地改善了新转录

物结构的检测［１７］。缺点是误差率很高（约５％），主

要是碱基的插入和缺失［１８］，由于难以将错误读取与

参考基因组匹配，将导致错位和测序读取丢失［８］。

１．４　生物信息学分析

ＲＮＡｓｅｑ数据分析从原始数据（ｒａｗｄａｔａ）的质

控开始，主要包括对原始数据的过滤以获得ｃｌｅａｎ

ｄａｔａ，再通过检测ｃｌｅａｎｄａｔａ的碱基质量值（ｑｕａｌｉｔｙ

ｓｃｏｒｅ，Ｑｓｃｏｒｅ）、碱基分布情况以及ＧＣ含量，确定

原始数据的测序质量和过滤效果［１９］。这一阶段主

要的软件工具有ＦａｓｔＱＣ、ＦＡＳＴＸＴｏｏｌｋｉｔ和Ｔｒｉｍ

ｍｏｍａｔｉｃ
［２０］。数据质控完成后，进行ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ的

比对与拼接，序列比对方法有两种：一是在有参考基

因组存在的情况下，通过参考基因组组装过滤的测

序读长，最终获得转录本信息，常用的序列比对软件

有ＴｏｐＨａｔ２
［２１］、ＧＳＮＡＰ

［２０］、Ｂｏｗｔｉｅ２
［２２］、ＳＴＡＲ

［２３］、

ＳＯＡＰ２
［２４］等；二是无参考基因组的情况下的组装也

称为从头组装（ｄｅｎｏｖｏａｓｓｅｍｂｌｙ），是将各测序读长

按顺序拼接组装成连续的长序列，通过与模式生物

进行序列比对，获得基因序列。常用软件有Ｖｅｌｖｅｔ、

Ａｂｙｓｓ和ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ等。根据比对到基因组上的

·４１·
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序列数量，对各基因进行均一化处理和定量估计，以

进行差异表达化分析。常用到的有ＤＥＳｅｑ、ＤＥＧ

ｓｅｑ、Ｃｕｆｆｄｉｆｆ、Ｂａｙｓｅｑ、ＥｄｇｅＲ等工具
［１９］。获得差异

基因后，即可进行基因表达归类分析，以发现关键的

生物学通路，进而了解一些生物学过程中的分子机

制。这一阶段常用的数据库有 ＧＯ、ＫＥＧＧ、Ｇｅｎ

ＭＡＰＰ
［２５］和ＢｉｏＣａｒｔａ

［２６］等。

２　犚犖犃狊犲狇在植物病原菌研究中的应用

植物病原物主要包括真菌、细菌、病毒和线虫

等，研究病原物中致病基因及其表达是当前分子植

物病理学的重要任务。

稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲被认为是分子

植物病理学上的头号真菌病原体。Ｊａｅｈｙｕｋ等
［２７］利

用ＲＮＡｓｅｑ分析了稻瘟病菌在缺氧条件下的转录

反应，共鉴定出１０４７个基因因缺氧而上调，进一步

ＧＯ分析发现这些基因主要参与菌丝体发育，甾醇

生物合成和金属离子转运过程，并且这些基因在白

念珠菌和新型隐球菌中也是十分保守的。Ｋｉｍ

等［２８］通过体外注射水稻叶提取物（ｒｉｃｅｌｅａｆｅｘｔｒａｃｔ，

ＲＬＸ）激活白叶枯菌 犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲ｐｖ．

狅狉狔狕犪犲的致病相关基因，并在注射提取物后１ｈ内

分别对７个时间点的样品进行ＲＮＡｓｅｑ分析，其中

与无机离子摄取如铁吸收和无机磷吸收相关基因在

５ｍｉｎ内上调，致病调控因子犺狉狆犡和犺狉狆犌基因分

别在接触诱导后１５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ内达到峰值，

ｃｙｃｌｉｃｄｉＧＭＰ调控基因以及趋化性和鞭毛生物合

成相关基因下调，１０ｍｉｎ后上调，进而证明了白叶

枯菌致病基因的表达顺序和相互依赖关系。Ｊｉｎ

等［２９］利用ＲＮＡｓｅｑ分析了２个具有毒性差异的大

丽轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲Ｖ９９１ｗ和Ｖ９９１ｂ在

体外培养时的差异表达基因，分别发现２２５０和

１１０２个差异表达基因。其中在Ｖ９９１ｗ菌株中下调

的基因主要参与黑色素、疏水蛋白、黄曲霉毒素以及

膜蛋白等与致病机理和耐药性有关的物质合成过

程，Ｖ９９１ｂ中上调的基因中有６２个和７１个分别与

氧化还原过程和氧化还原酶活性相关，表明Ｖ９９１ｂ

菌株在体外培养时氧化还原能力比Ｖ９９１ｗ菌株强，

为进一步分析大丽轮枝菌的致病性提供了依据。

Ｓｏｍａｎｉ等
［３０］在利用ＲＮＡｓｅｑ分析丙环唑处理根腐

叶枯病菌犆狅犮犺犾犻狅犫狅犾狌狊狊犪狋犻狏狌狊３、６ｈ和１２ｈ后的基

因的转录水平，共发现５６４个差异表达基因，其中

２８０个基因上调，２８４个基因下调。ＧＯ富集分析将

这些基因分为了跨膜转运蛋白基因、转录和翻译相

关基因、生物合成相关基因、细胞代谢相关基因、应

激反应相关基因、碳水化合物代谢相关基因、电子转

运相关基因以及其他基因和假想蛋白基因９类。

Ｄｏｎａｌｄｓｏｎ等
［３１］利用ＲＮＡｓｅｑ技术改进了玉蜀黍

黑粉菌犝狊狋犻犾犪犵狅犿犪狔犱犻狊、大麦坚黑粉菌犝．犺狅狉犱犲犻

和丝黑穗菌犛狆狅狉犻狊狅狉犻狌犿狉犲犻犾犻犪狀狌犿 的转录组注释，

获得超过１０亿个序列读数，显著增加了每种真菌的

已知转录单位数量，检测到的转录本总数（ＦＰＫＭ＞

１）是美洲斑潜蝇数量的２．２倍，大肠杆菌数量的

１．５倍。在使用深度转录组测序分析在酵母蔗糖培

养基（ｙｅａｓｔｓｕｃｒｏｓｅｍｅｄｉａ，ＹＥＳ）和酵母蛋白胨培养

基（ｙｅａｓｔｐｅｐｔｏｎｅｍｅｄｉａ，ＹＥＰ）条件下培养的黄曲霉

犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳犾犪狏狌狊的全基因组转录组谱时，研究人

员们发现，在ＹＥＳ与ＹＥＰ中，黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘ

ｉｎｓ，ＡＦｓ）生物合成途径和氨基酸的生物合成显著上

调［３２］。通过比较两种马铃薯孢囊线虫（ｐｏｔａｔｏｃｙｓｔ

ｎｅｍａｔｏｄｅｓ，ＰＣＮ）犌犾狅犫狅犱犲狉犪 狉狅狊狋狅犮犺犻犲狀狊犻狊、犌．

狆犪犾犾犻犱犪与它们的近亲犌．狋犪犫犪犮狌犿、犌．犿犲狓犻犮犪狀犪的

转录组差异，共鉴定了７种ＰＣＮ物种特有的转录

本，包括一种参与泛素化的蛋白。还发现了５４５个

在ＰＣＮ和非ＰＣＮ物种之间差异表达的基因，其中

包含编码效应蛋白的７８个基因。证明宿主特异性

的决定因素在于基本效应基因表达调控，而这种调

控可以由单个调控基因控制，也可以由极少数调控

基因控制［３３］。

３　犚犖犃狊犲狇在寄主植物与真菌互作研究中

的应用

　　为了揭示野生水稻根抗性增强的机制，Ｔｉａｎ

等［３４］利用ＲＮＡｓｅｑ比较了野生水稻和栽培水稻根

对稻瘟病菌侵染的差异反应。发现在野生稻中，抗

性机制与脂质代谢、ＷＲＫＹ转录因子、几丁质酶活

性、茉莉酸、乙烯、木质素和苯丙烷类及二萜类代谢

有关；而栽培稻对病原菌的反应主要与苯丙烷、黄酮

和蜡代谢有关。Ｙｕ等
［３５］对两个抗感玉米品种进行

了在感染灰斑病８１、８９、９１ｄ和９３ｄ后的ＲＮＡｓｅｑ

试验，与８１ｄ的起始阶段相比，抗性品种分别检测

到了４６６６、１７３３和１１６６个差异表达基因；易感品

种的差异表达基因较少，分别为４７１３、８８１和７２２

个。同时丰富了玉米对灰斑病菌反应的多种途径，

包括“对水杨酸的反应”“蛋白质磷酸化”“氧化还原

过程”和“类胡萝卜素生物合成过程”。Ｚｈａｎｇ等
［３６］

·５１·
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通过比较白粉病菌致病小种Ｅ０９和条锈病菌致病小

种ＣＹＲ３１侵染小麦后的转录水平，发现这两种病原

菌的侵染共导致了小麦基因组中２３．８％的基因发

生了转录水平的差异，其中白粉病菌导致的小麦基

因表达差异更强烈。进一步确定了有７种高度富集

的ＫＥＧＧ途径响应白粉病菌的侵染，４种途径响应

条锈菌的侵染，其中只有２条途径是重叠的，即泛醌

和其他萜类醌的生物合成（ｋｏ００１３０）以及光合作用

天线蛋白通路（ｋｏ００１９６）。Ｄｏｂｏｎ等
［３７］通过对小麦

条锈病菌感染的小麦植株进行ＲＮＡｓｅｑ分析，发现

与植物应激激素水杨酸、茉莉酸、乙烯和脱落酸相关

的生物合成和反应途径显著富集，与植物的先天性

免疫密切相关。同时还发现编码抗菌特性蛋白的基

因表现为富集，这些蛋白主要有病程相关蛋白、几丁

质酶和富含半胱氨酸的重复蛋白。Ｌｉ等
［３８］通过对

感染小麦赤霉病菌后不同时期的小麦抗性品种及易

感品种进行差异表达基因的分析，在一个１４０ｋｂ的

区域内鉴定了５３个组成型差异表达基因，并且确定

了在这些基因中有１３个参与叶绿体中的代谢途径。

同时还发现了一种基因编码肌醇磷酸（ｉｎｏｓｉｔｏｌ

ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＭＰａ），两种基因编码核酮糖１，５

二磷酸羧化酶／加氧酶（ｒｉｂｕｌｏｓｅ１，５ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ／ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＲｕＢｉｓＣＯ），表明局部感染

的穗状花序中，ＲｕＢｉｓＣＯ和ＩＭＰａ之间的相互作用

导致了短暂的易感性，这种作用阻断了水杨酸介导

的二级信号通路，并诱导了远处叶组织的系统获得

性抗性。

４　问题与展望

转录组学的研究随着高通量测序技术的不断发

展得到了极大推动，ＲＮＡｓｅｑ技术已经被越来越多

的研究者认可和使用，其在量化基因表达、发现新的

转录本、识别选择性剪接基因和检测等位基因特异

性表达等研究中都发挥着重要作用。但是这一技术

也存在一定问题，比如对样本要求较高，采样部位、

采样时期以及个体间的差异都会导致转录组分析结

果存在较大差异［３９］，因此，应用单一的转录组技术

并不能全面有力地诠释相关研究的分子机制，结合

应用蛋白质组学、代谢组学和表型组学等将成为必

然发展趋势。
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［３９］王晓丹，肖钢，张振乾，等．转录组学和蛋白质组学关联分析

在植物研究中的应用［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１８，３７

（１）：４３２ ４３９．

（责任编辑：田　?）

·７１·




