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美洲狼尾草种子不同发育时期的转录组分析
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摘要：为更好地了解美洲狼尾草（Pennisetum glaucum L. ）种子发育过程中的基因调控网络，本研究以开花期（F）
和灌浆期（S1，S2，S3）的美洲狼尾草籽粒为材料进行转录分析，结果显示，S1 vs F 时期差异表达基因数量最多，为

7166 个。通路富集分析表明，植物激素信号转导、淀粉生物合成及苯丙烷生物合成在种子发育中具有重要作用，

分别有 160，19，51 个差异基因富集到以上途径，它们在种子发育过程中阶段性高表达，其中 AUX1 和 GID1 在种

子发育前期高表达，而乙烯信号通路基因（ETR，EIN2，EIN3）的表达随种子成熟上调。差异表达基因中鉴定到

包含 AP2/ERF、bHLH 家族成员在内的 859 个转录因子，其主要参与植物激素信号转导、昼夜节律等与种子发育

相关途径。本研究基于不同时期的转录组数据构建了美洲狼尾草种子发育基因表达谱，为进一步探究其分子机

制提供参考。
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Abstract：To better understand the gene regulatory network during seed development in Pennisetum glau⁃
cum， this study performed transcriptome analysis using seeds at the flowering stage （F） and grain-filling 
stages （S1， S2， S3）.  The results revealed the highest number of differentially expressed genes （DEGs） in 
the S1 vs F comparison， totaling 7166.  Pathway enrichment analysis demonstrated that plant hormone signal 
transduction， starch biosynthesis， and phenylpropanoid biosynthesis played important roles in seed develop⁃
ment， with 160， 19， and 51 DEGs enriched in these pathways， respectively.  These genes exhibited stage-
specific high expression during seed development； among which， AUX1 and GID1 were highly expressed in 
early seed development， while ethylene signaling genes （ETR， EIN2， EIN3） increased in expression as 
seeds matured.  Among the DEGs， 859 transcription factors （TFs） were identified， including members of 
AP2/ERF and bHLH families， primarily involved in seed development-related pathways such as plant hor⁃
mone signaling and circadian rhythm.  This study constructed a gene expression profile for P.  glaucum seeds 
development based on transcriptome data from different stages， providing a reference for further research of 
its molecular mechanism.
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作为裸子植物和被子植物独有的繁殖结构，种

子对物种的存续具有决定性影响， 并承担着储存淀

粉、蛋白质和脂质等营养物质的关键功能［1-2］。种子

通常由胚、胚乳和种皮组成，其中胚包含了植物发育

所需要的基本元素，胚乳蕴含营养物质，而种皮则保

护种子免受机械损伤［3］。种子发育通常包括胚胎形

成和成熟两个关键阶段，前者以细胞分裂及扩增为

主，而成熟时期则主要表现为营养物质的逐步积

累［4-5］。种子发育主要受到遗传因素影响，同时植物

激素、表观遗传修饰等内在生理调控也参与其中，此

外，外界环境因子会通过调控基因表达或代谢过程

影响种子发育［6-8］。总体而言，种子发育是一个复杂

的生物学过程，其核心在于协同调控组织发育与贮

藏物质代谢的动态平衡。目前，已经构建了玉米［9］、

大豆［10］、小麦［11］等多个物种的种子发育转录组图谱，

并鉴定了一系列的调控和功能基因。例如，锌指调

节因子 GmPLATZ 直接调控大豆种子大小和粒

重［12］。玉米种子特异性转录因子 MYB131、MYB16
和 BZIP109可能对胚乳细胞化至关重要，MYBR81、
BZIP46和 HB118可能在胚乳分化中起关键作用［9］。

美洲狼尾草（Pennisetum glaucum （L.） R.  Br. ， 
syn.  Cenchrus americanus （L.） Morrone）又名珍珠

粟，是一种十分重要的多功能 C4植物，原产于非洲，现

广泛栽培于热带、亚热带等地区［13］。美洲狼尾草植株

高大、分蘖能力强，其籽粒米质粳性，籽粒粗蛋白和多种

氨基酸等含量均高于玉米，且抗营养因子含量较低，

既可作为饲用植物，也可作为杂粮类谷物［14-15］。目前，

美洲狼尾草种子发育调控网络尚不明确，因此，鉴定

美洲狼尾草种子发育调控基因并解析其分子机制对

品种改良与新品种选育具有重要意义。

为深入探究美洲狼尾草种子不同发育时期基

因的表达情况，鉴定调控籽粒形成及成熟的关键基

因，本研究以美洲狼尾草自交系 595755 为试验材

料，于种子发育的开花期（F）、灌浆初期（S1）、灌浆

中期（S2）、灌浆后期（S3）进行转录组测序。通过构

建美洲狼尾草种子在发育中的基因动态表达谱，筛

选参与种子发育的候选基因，为深入解析美洲狼尾

草种子发育的转录调控机制提供了新的见解。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

本试验供试材料为美洲狼尾草自交系 595755，由
四川农业大学草业科技学院提供，于 2024年 5月种植

于四川省畜牧科学研究院牧草现代种业创新科研基

地。所有材料均在自然日光条件下培养，在生长期进

行正常田间管理。于开花期（F）、灌浆 7 d（S1）、灌浆

14 d（S2）、灌浆 21 d（S3）取穗部中段小穗或籽粒，各时

期样本状态如图 1，每个时期进行 3 次独立生物学重

复，所有样品在液氮中速冻并存于-80℃冰箱。

1. 2　RNA提取及转录组测序

从样本中提取的总 RNA 用于 RNA-seq 文库构

建和测序。采用 Illumina Novaseq 6000（San Diego，
CA，USA）平台进行转录组测序。原始数据（raw 
reads）通过 fastp［16］软件处理后获得 clean reads（原始

数据已上传至 GSA 公共数据库 https：//ngdc. cncb.
ac. cn/gsa/，登录号 CRA029538），并统计 Q20、Q30 和
GC 含量。随后，使用 HISAT2［17］（2. 2. 1）将 clean 
reads 映射到美洲狼尾草参考基因组（http：//mil⁃
letdb. novogene. com/download，PI537069），并采用

StringTie［18］（2. 2. 3）进行序列组装。使用 feature⁃
Counts［19］（2. 0. 6）统计每个基因的比对 reads 数，并

计算其 FPKM（每千碱基转录本每百万映射读段的

片段数）值。

1. 3　数据分析和差异基因鉴定

利用 R 包进行相关性和主成分分析（Principal 
component analysis，PCA）。 使 用 R 包 DESeq2
（1. 42. 0）进 行 差 异 表 达 分 析 ，以 Padj≤0. 05 且

|log2（foldchange）|≥1 为显著差异表达基因筛选阈

图 1　各时期样本采集状态示意图

Fig. 1　Schematic diagram of sample collection status in each period
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值。使用 clusterProfiler［20］（4. 8. 1）软件进行 DEGs
的 KEGG 通路富集分析，校正后 P<0. 05 时为显著

富集。利用 iTAK（http：//itak. feilab. net/cgi-bin/
itak/index. cgi）进行转录因子鉴定。

1. 4　实时荧光定量 PCR（qRT--PCR）验证

选取 6 个与狼尾草种子发育相关的基因进行验

证 ，选 取 UBC-E2 作 为 内 参 基 因 ，使 用 Primer-
premier 5. 0 设计 PCR 引物（表 1）。

2　结果与分析

2. 1　转录组测序数据组装及质量评估

构建了来自 F，S1，S2，S3 时期共 4 个样品的 12
个文库，测序数据如表 2 所示。每个文库获得了

44 637 094~50 678 530 个原始读数，去除接头序列

和低质量序列后，每个文库平均 46 224 942 个有效

读数，所有文库的 Q30大于 93%，GC 含量大于 50%。

平均 83. 53% 的有效读数被比对到参考基因组，表

明样本转录组数据质量较高，可用于后续分析。

将样本全部基因通过归一化 log2（FPKM+1）
处理，皮尔逊（Pearson）相关系数显示每个样本 3 个

生物学重复之间的相关性良好，任意 2 个重复之间

的 R2均大于 0. 90（图 2A）。PCA 结果显示，12 个样

本被明确分为 4 组，来自不同发育时期的样本距离

较远，而同一发育时期的 3 个生物学重复之间单独

聚集（图 2B）。

2. 2　美洲狼尾草种子总体基因表达水平分析

每个样本中鉴定的基因数量如图 3A所示。剔除

FPKM值小于 1的基因后，F，S1，S2，S3时期分别鉴定到

22 037，22 222，22 118，20 738 个基因。在有效表达

（FPKM>1）的基因中，有 17 657个基因在从开花到种

子成熟的四个阶段都表达，而有 902，691，423和 1027 
个基因分别在F，S1，S2和S3特异性表达（图 3B）。

表 1　qRT-PCR所用引物序列

Table 1　Primer sequence used by qRT-PCR
引物名称  Primer names

q-PMA6G06141
q-PMA1G04540
q-PMA1G06081
q-PMA2G03448
q-PMA7G01306
q-PMA1G07258

q-UBC-E2

上游引物 5'—3' Forward primer（5'—3'）
TGGGAGAAGGTGATCGGGAT
CTGGACGGCAAGTACTTCGT
GTGAAGAGGTTCCGGTCTGG
GGATGTTCAGCGATGCGTTC
TCCACGATGCCTCCTCAGTA
ACGACGACGAGCACATACTC
ACCGCCTGACAATCCCTATG

下游引物 5'—3' Reverse primer（5'—3'）
CCGGGATGATGTAGACGGTG
TGTTGGGCAGCAGGTAGAAG
TCGTACACCGCGAAGAAGTC
CACCCCTTGCATCATCACCT
GTCAAGCACCACCATCTGGA
TTGATCACGGCCTCGACAAA

GGGATAGTCTGGCGGAAAATG

表 2　转录组测序数据概述

Table 2　Overview of transcriptome sequencing data
样本名称

Sample
F_1
F_2
F_3
S1_1
S1_2
S1_3
S2_1
S2_2
S2_3
S3_1
S3_2
S3_3

原始读数

Raw reads
46276344
50127076
47549862
50678530
45333794
45584686
44637094
47721590
46813228
46698342
47726834
47035958

有效读数

Clean reads
45617576
49428248
46934734
49929052
44118142
44463378
43970256
47028736
46109070
44540494
46704858
45854762

有效碱基

Clean base/G
6.84
7.41
7.04
7.49
6.62
6.67
6.60
7.05
6.92
6.68
7.01
6.88

错误率

Error rate/%
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

Q20/%

99.22
99.19
99.20
99.23
97.92
99.19
99.16
99.18
99.18
98.53
97.73
97.70

Q30/%

97.64
97.58
97.58
97.62
93.97
97.55
97.47
97.49
97.47
95.95
93.69
93.75

GC 含量

GC percent/%
55.01
54.24
54.87
54.36
54.02
54.62
55.84
55.24
55.70
56.84
55.81
55.95
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2. 3　不同发育时期间差异基因鉴定

对不同阶段的基因表达水平进行两两比较（图

4A），得到 S1 vs F，S2 vs S1 和 S3 vs S2 三个比较组。

结果表明 S1 vs F 比较组中共有 7166 个差异表达基

因，其中 3690 个基因上调，3476 个基因下调。在

S2 vs S1 中共有 3833 个差异基因，其中 2339 个基因

上调，1494 个基因下调。而在 S3 vs S2 中存在 6791
个差异基因，其中 2660 个基因上调，4131 个基因下

调。这些差异基因在美洲狼尾草种子不同发育时

期具有阶段性特异表达特征（图 4B）。大部分在 F
时期高表达的基因在灌浆期（S1，S2，S3）表达量降

低，而相邻灌浆期（S2 vs S1，S3 vs S2）之间的高表达

基因存在部分重合。此外，有 4204，1561，3808 个基

因仅分别于 S1 vs F，S2 vs S1，S3 vs S2比较组中呈现

差异表达模式。三个比较组中共有 601 个差异表达

基因，暗示了这些基因在美洲狼尾草种子发育过程

中的重要性（图 4C）。

KEGG 通路富集分析发现（图 5），S1与 F 之间的

差异表达基因显著富集到 14 个通路，包括植物激素

信号转导、淀粉和蔗糖代谢、苯丙烷生物合成、角质/
木栓质/蜡质合成、脂肪酸延长、ABC 转运蛋白等，S2 
vs S1比较组显著富集到 9个通路，包括苯丙烷生物合

图 2　转录组测序数据质量评估

Fig. 2　Quality assessment of transcriptome sequencing data
注：图 A 为皮尔逊相关系数分析，图 B 为主成分分析，其中，F_1，F_2，F_3 为 F 时期的 3 个生物学重复，S1，S2，S3同理

Note： Figure A shows the Pearson correlation coefficient analysis， and figure B is the PCA.  Among them， F_1， F_2， and F_3 are three biological 
replicates of period F， and the same applies to S1， S2， and S3

图 3　美洲狼尾草种子总体基因表达水平

Fig. 3　The overall gene expression level of Pennisetum glaucum seeds
注：图 A 为基因总体表达水平，图 B 为总体基因韦恩图

Note： Figure A shows the overall expression level of genes， and figure B shows the Venn diagram of genes
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成、黄酮类生物合成、泛醌与其他萜类生物合成、氮

代谢和谷胱甘肽代谢等通路。S3 vs S2的比较中显著

富集到 7个通路，其中，淀粉和蔗糖代谢、氨基酸的生

物合成、糖酵解/糖异生等通路显著富集，植物激素

信号转导一般富集，表明以上途径在种子发育过程

中起重要作用。随着发育时期递进，相邻阶段差异

表达基因显著富集的通路数量逐渐减少，从幼穗开

花（F）到籽粒形成初期（S1）的基因表达变化较大，所

涉及的生物学通路差异显著。

2. 4　参与植物激素信号转导的差异基因

种子发育受到复杂的植物激素信号调控。据

KEGG 通路分析，共计 160 个 DEGs 被富集到植物

激素信号转导通路，其中上调差异基因 78 个，下调

82 个，涉及生长素（Auxin，AUX）、脱落酸（Abscisic 
acid，ABA）、乙烯（Ethylene，ET）等多种激素。这些

激素调控相关基因大部分表现出在一个或两个特

定时期高表达的模式（图 6）。

在生长素信号通路中（图 6A），编码 AUX1 的 2
个基因分别在 F、S1 时期高表达，而 ARF 编码基因

PMA1G06000 则在 S2、S3 时期高表达。编码 AUX/
IAA 的多个同源基因具有不同阶段的表达峰值。

此外，我们还鉴定出 3 个 GH3 基因，它们均在 F 至 S2

时期表达量较高，在 S3 处下调表达。在 ABA 信号

通路中（图 6B），PYR/PYL（脱落酸受体）与 PP2C
基因在种子发育不同阶段差异化表达，暗示它们可

能在种子形成的不同阶段发挥作用。编码 SnRK2
（丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶）和 ABF 的基因表达模式

类似，大体上分为在 S3处上调和 S3处下调两种表达

模式。在 CK 信号通路中（图 6C），编码 CRE1 和

AHP 的 4 个基因主要在 F 和 S3 时期高表达。编码

B-ARR 的 3 个同源基因在不同阶段高表达。值得

注意的是，A-ARR 的多个同源基因具有相似的表

达模式，它们在种子发育的前期高表达，在 S3 时期

表达下调。在 GA 信号通路过程中（图 6D），GID1
在 F 时期表达量最高，随后逐渐下调。两个编码

图 4　不同发育时期差异表达基因鉴定与分析

Fig. 4　Identification and analysis of DEGs during different developmental stages
注：图 A 为不同发育时期间的 DEGs数量，图 B 为 DEGs表达量热图，红色代表上调，蓝色代表下调，图 C 为 DEGs韦恩图

Note： Figure A shows the number of DEGs at different developmental stages.  Figure B is a heat map of DEGs expression levels， with red repre⁃
senting upregulation and blue representing downregulation.  Figure C is a DEGs Venn diagram
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DELLA 蛋白的基因则分别在 F 和 S3 时期高表达。

此外，3 个 PIF 基因均在种子发育后期上调表达。

值得注意的是，本试验所鉴定的参与乙烯信号

转导通路的基因具有相似的表达模式，它们在种子

发育前期表达量较低，而在 S2 或 S3 处上调，并在 S3

时期高表达（图 6E），从而促进种子的成熟。与 ET
相反的是，参与茉莉酸（JA）信号转导通路的 JAR1、
COI1 以及 JAZ 基因更多地是在种子发育前期高丰

度表达，除编码 COI1 的基因之外，其余基因均在 S3

时期下调（图 6F）。

图 5　差异基因 KEGG 通路富集分析

Fig. 5　KEGG pathway enrichment analysis of DEGs
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2. 5　种子发育过程中淀粉生物合成差异调控基因

淀粉生物合成是植物种子发育过程中能量储

存的核心途径。本试验共鉴定出 19 个参与淀粉生

物 合 成 的 差 异 基 因 ，包 括 3 个 蔗 糖 合 酶 基 因

（Sucrose synthase，SUS）、1 个 UDP 葡萄糖焦磷酸

化 酶 基 因（UDP glucose pyrophosphorylase，
UGPase）、3 个 ADP 葡萄糖焦磷酸化酶基因（ADP 
glucose pyrophosphorylase，AGPase）、2 个颗粒结合

淀 粉 合 酶 基 因（Granule bound starch synthase，
GBSS）、5 个淀粉合成酶基因（Starch synthase，SS）、

3 个淀粉分支酶基因（Branching enzyme，BE）以及 2
个淀粉脱支酶基因（Debranching enzyme，DBE）（图7）。

3 个 SUS 基因差异表达，其中 PMA5G01914 随种子

发育阶段表达上调，另外 2 个基因则在 S1处上调，在

S3时期下调。编码 UGPase 的基因主要在种子发育

前 期（F、S1）高 表 达 ，在 S2、S3 时 期 下 调 。 3 个

AGPase 基因表现出两种不同模式：PMA6G03926、

PMA1G03124 在 S1时期表达上调，而 PMA1G06174

在 S3 时期表达量最高。2 个 GBSS 基因在 S1、S2 时

期高表达。编码 SS 和 BE 的基因大多在种子发育

的前三个时期高表达。此外，DBE基因PMA7G02742

在灌浆期表达相较于开花期上调，而 PMA4G03940

则表现为在 S1时期表达量最高。

图 6　参与植物激素信号转导通路的 DEGs
Fig. 6　DEGs involved in the plant hormone signal transduction pathway

注：图 A 为生长素信号转导通路；图 B 为脱落酸信号转导通路；图 C 为细胞分裂素信号转导通路；图 D 为赤霉素信号转导通路；图 E 为乙烯信

号转导通路；图 F 为茉莉酸信号转导通路

Note： Figure A shows the auxin signal transduction pathway； figure B shows the abscisic acid signal transduction pathway； figure C shows the 
cytokine signal transduction pathway； figure D shows the gibberellin signal transduction pathway； figure E shows the ethylene signal transduction 
pathway， and figure F shows the jasmonic acid signal transduction
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2. 6　种子发育过程中苯丙烷生物合成差异调控

基因

苯丙烷生物合成通路参与种皮形成、抗氧化防御

及营养物质积累等过程［21-23］。编码 PAL和 C4H 的基

因具有相似的表达模式，它们均在 S2处表达上调。而

编码 4CL 的基因更多地是在种子发育前三个时期高

表达（图 8）。在木质素合成途径中，编码 CCoAOMT
的基因随种子发育表达下调，随后 CCR 将底物分别

还原为松柏醛和芥子醛，其编码基因在种子发育过程

中差异表达，PMA7G04834、PMA6G05858随种子成

熟表达上调，其他 3个基因则在 S1、S2时期高表达。3
个 CAD 基因中，PMA7G03479 随种子发育表达上

调，而 PMA4G02826、PMA2G00729 在 S3 时期显著

下调。最后，POD 和 PRDX6 催化芥子醇、松柏醇氧

化生成木质素单体，其编码基因的表达水平总体分为

3种类型，PMA6G04277等 4个基因在 S1、S2时期表达

量最高；PMA3G02322等 6个基因在前三个时期高表

达，在 S3处下调；另一类则在 F时期低表达，而在灌浆

期表达上调。此外，CHS 催化对香豆酰（p-Couma⁃
royl-CoA）形成查尔酮（Chalcone），其中 PMA5G055

65和 PMA5G05556在 S2、S3时高表达，而 PMA1G01

826则是在 S1处表达量最高。2个 CHI基因则分别在

F 和 S3时期高表达，随后经 F3H、DFR 等系列酶作用

下生成花青素、黄酮醇等物质。

2. 7　转录因子的鉴定与功能富集分析

本试验在 S1 vs F 阶段鉴定出 460 个转录因子，

在 S2 vs S1阶段鉴定出 272 个转录因子，S3 vs S2中鉴

定出 462 个转录因子。去除重复后，3 个阶段差异表

达的转录因子共计 859 个，其中排名前三的分别为

AP2/ERF 家族 97 个、bHLH 家族 70 个、MYB 家族

66 个。

KEGG 通路富集发现（图 9A），差异表达的转录

因子显著富集在植物激素信号转导、植物昼夜节

律、MAPK 信号级联通路以及植物与病原体互作 4
条通路。表达量热图显示（图 9B），S1与 S2时期的高

表达基因重合度较高，相对于二者，F 和 S3时期的高

表达基因基本不重合，表明相比于开花期，种子在

灌浆时期的基因表达模式与功能调控可能更为

相似。

2. 8　基因表达验证

为验证转录组测序结果的准确性，随机挑选 6
个基因进行 qRT-PCR 表达量验证。结果表明，除

PMA6G06141 在 S3时期表达升高外，差异表达基因

通过 qRT-PCR 获得的表达模式与 RNA-seq 数据整

体趋势一致。

3　讨论

3. 1　差异基因总体表达动态

种子发育和养分积累的过程取决于大量基因

的表达和调控。本研究筛选出美洲狼尾草自交系

595755 的 4 个不同发育时期的差异基因，其中，S1 
vs F 差异基因数最多，S2 vs S1 差异基因最少，表达

量热图表明开花时期基因表达模式差异大于不同

灌浆时期之间的差异（图 4B），同时显著富集的

KEGG 通路也随着种子发育而减少，表明种子发育

前期所激活的生物学通路与后期具有较低的相似

性，生殖生长早期（幼穗发育至籽粒起始）的分子调

控网络较之籽粒成熟的后期过程（灌浆阶段）呈现

出更为显著的动态重编程，转录因子的表达（图 9B）
也证实了这一点。在对花生、苦荞的研究中同样发

现，种子发育后期的基因表达模式的相似度明显高

于发育初期［24-25］。

图 7　参与淀粉生物合成的差异调控基因

Fig. 7　DEGs involved in starch biosynthesis
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3. 2　参与种子发育的植物激素信号

多种植物激素的相互作用参与调控种子发

育［26-27］。本试验在美洲狼尾草中鉴定出多个参与生

长素信号转导的差异基因，它们主要在种子发育前

中期高表达，这与该阶段细胞快速分裂和扩张、促

进种子增大相一致［25］。此外，ARF2 同源基因表达

量随发育上升，研究表明 ARF 缺陷突变体种子大小

和重量显著增加［28］。脱落酸在种子成熟过程中积累，

图 8　参与苯丙烷生物合成的差异表达基因

Fig. 8　DEGs involved in the biosynthesis of phenylpropanoids
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调控种子发育、休眠与发芽［29-30］。拟南芥 SnRK2 的

三重突变体在种子发育过程中表现出明显的生长

缺陷［31］，其同源基因在美洲狼尾草灌浆末期表达模

式分化（下调或上调），前者可能参与前期 ABA 信

号激活，后者可能与种子成熟和休眠的建立相关，

其下游靶标 ABF 基因的表达与其相似。乙烯信号

参与种子成熟调控。在拟南芥中，乙烯可能通过

EIN3-ERF95-FER1 通路促进种子铁元素储存［32］。

过表达 MHZ7/OsEIN2 增加了转基因水稻粒长［33］。

本试验中参与 ET 信号转导的差异基因均在灌浆中

后期高表达，这与该阶段是种子干物质快速积累的

关键时期相一致，在种子成熟期高表达的 ET 信号

图 9　转录因子表达量热图与功能富集分析

Fig. 9　Functional enrichment analysis and a TF expression heat map
注：图 A 为转录因子 KEGG 通路富集分析；图 B 为转录因子表达量热图

Note： Figure A shows the enrichment analysis of the KEGG pathway of TFs； figure B is a heat map of the expression levels of TFs

图 10　差异表达基因 qRT--PCR验证

Fig. 10　Validation of DEGs by qRT-PCR
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通路基因可能反映了种子成熟相关的生理变化。

研究表明 ，茉莉酸参与调节小穗发育和种子大

小［34-35］。与对苦荞［25］的研究类似，美洲狼尾草种子

中参与 JA 信号转导的差异基因在开花和籽粒灌浆

前期高表达，暗示 JA 可能作用于种子发育的早期调

控网络。

3. 3　美洲狼尾草种子发育中淀粉和次生代谢物的

合成

淀粉生物合成是决定种子发育和作物产量的

关键过程，直接影响储藏物质的积累。美洲狼尾草

籽粒淀粉含量高达 70%［36］。本试验发现淀粉合成

通路关键酶受到差异调控，编码 SUS、UGPase、
AGPase 的同源基因主要在种子发育前期高表达，

研究表明 AGPase、SUS 等酶活性直接影响籽粒灌

浆［37-38］，其早期高表达可能满足种子发育初期启动

淀粉合成的需求，为后续积累奠定基础。参与直链

淀粉合成的 GBSS 的两个同源基因在灌浆中期高表

达，表明它们可能作为该途径的限速酶，调控籽粒

淀粉合成与积累［39］。此外，参与支链淀粉转化的

SS、BE、DBE 同源基因在种子发育期间均差异表

达，这可能是为了满足种子发育不同阶段的调控需

求。研究表明，同种酶的不同亚型具有特定的生物

学功能［40］。

本研究发现苯丙烷生物合成通路关键酶 PAL、

4CL 的多个同源基因在籽粒灌浆中期上调并持续

高表达，可能为木质素和类黄酮等下游分支提供前

体［41］。 在 木 质 素 单 体 合 成 中 ，CCR、CAD 以 及

POD/PRDX6 基因均在种子发育过程中差异表达，

总体而言，它们在灌浆期表达上调，影响木质素积

累。种皮木质化可增强种子机械强度，并调节种皮

渗透性进而影响种子休眠［42-43］。由于木质素和类黄

酮生物合成均源自苯丙氨酸代谢途径，两者共同受

到上游合成代谢调控［44］。本试验鉴定出 13 个类黄

酮合成酶编码基因，它们受上游基因调控，在美洲

狼尾草种子发育不同阶段特异性表达，协同调控类

黄酮、花青素等次生代谢物生成。

3. 4　美洲狼尾草种子发育中潜在的协同调控

在 C4植物中，光合碳固定依赖于一系列关键酶

的协同作用，其中，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（Phos⁃
phoenolpyruvate carboxylase，PEPC）、NADP 苹果酸

酶（NADP-Malic enzyme，NADP-ME）、NAD 苹果

酸酶（NAD-Malic enzyme，NAD-ME）以及丙酮酸

磷 酸 二 激 酶（Pyruvate orthophosphate dikinase，
PPDK）构成了其生物反应核心［45］。作为 C4植物，美

洲狼尾草高效的光合碳同化能力是其生物量积累

的基础。本研究发现，PEPC、NADP-ME 在美洲

狼尾草种子发育过程中持续表达，这暗示着 C4途径

酶为其种子发育提供充足的碳骨架和能量。

在种子发育过程中，碳固定产物的分配方向直

接影响种子质量。一方面，光合碳需要用于合成淀

粉等储存物质；另一方面，部分碳流会进入苯丙烷

途径，用于种皮木质化和防御物质合成。对水稻的

研究发现，生长素通过 IAA-OsARF18-OsARF2 信

号级联调控蔗糖转运子 OsSUT1 的表达，从而调节

蔗糖从“源”（叶片）到“库”（种子）的分配过程，进而

影响淀粉合成与籽粒灌浆［46］。这表明本研究中鉴

定的 ARF 等 TFs 同样可能通过响应植物激素信号

转导从而调控下游代谢途径基因，其中，淀粉合成

基因偏向在种子发育早期及中期高表达，而苯丙烷

通路 DEGs 则更多地在发育中、后期高表达，这种时

序上的分配平衡可能分别满足种子发育的能量储

存和结构保护需求，并受到转录调控网络和代谢反

馈调节的共同影响 ，其机制有待进一步的深入

研究。

4　结论

本研究对美洲狼尾草种子发育的 4 个阶段进行

转录组测序分析，相邻阶段的 3 个比较组共筛选出

13 381 个 DEGs，其中 S1 vs F 时期 DEGs 数量最多，

显著富集的通路数目也最多。KEGG 富集分析表

明，植物激素信号转导、淀粉生物合成以及苯丙烷

生物合成在种子发育中具有重要作用，分别有 160，
19，51 个差异基因富集到以上途径。此外，筛选出

859 个 TFs，它们主要参与植物激素信号转导、植物

昼夜节律、MAPK 信号级联等与种子发育密切相关

的途径。研究结果为进一步剖析美洲狼尾草种子

发育的调控网络提供了新的见解。
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