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摘 要:为探究高温下小麦全基因组水平mRNA二级结构重编程及其与翻译效率的关联,以小麦品种中

国春为材料,利用SHAPE-MaP及多聚核糖体图谱技术,在不同条件下对苗期小麦进行了多组学联合分析。

结果表明,小麦转录本起始与终止密码子位置的SHAPE反应活性显著高于两侧,呈现保守结构特征。与常

温相比,高温胁迫导致全基因组转录本平均SHAPE反应活性降低,mRNA倾向于形成双链结构,且该变化

在恢复期表现出可逆性。高温胁迫初期,起始密码子区域的结构变化最为显著。多聚核糖体图谱显示高温导

致多聚核糖体峰值下降,全基因组水平的 翻 译 受 到 抑 制。经 关 联 分 析,全 基 因 组 水 平 上 转 录 本 各 区 域 的

SHAPE反应活性变化与翻译效率变化之间无显著相关性。综上所述,高温诱导小麦 mRNA折叠程度增加

可能是一种主动防御策略,其与翻译调控呈现非线性复杂关系。
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Abstract:Toinvestigategenome-widemRNAsecondarystructurereprogramminganditscorrelation
withtranslationefficiencyunderheatstressinwheat,thisstudyperformedamulti-omicsanalysison
wheatseedlings(cv.ChineseSpring)underdifferentconditions,utilizingSHAPE-MaPandpolysome
profiling.TheresultsshowedthattheSHAPEreactivityofstartandstopcodonpositionsinwheat
transcriptswassignificantlyhigherthanthatofflankingregions,exhibitingconservedstructuralfea-
tures.Comparedwiththecontrol,heatstressresultedinadecreaseintheaverageSHAPEreactivity
acrosstranscripts,indicatingthatmRNAtendstoformdouble-strandedstructures.Thischangeex-
hibitedreversibilityduringrecovery.Attheearlystageofheatstress,structuralchangesinthestart
codonregionwerethemostsignificant.Polysomeprofilingshowedthatheatstresscausedadecrease
inpolysomepeaks,andtranslationwasinhibitedatthegenome-widelevel.Correlationanalysisre-
vealedthattherewasnosignificantcorrelationbetweenSHAPEreactivitychangesandtranslationef-
ficiencychangesofvariousfunctionalregionsatthegenome-widelevel.Insummary,theheat-induced
increaseinmRNAfoldingmaybeaproactivedefensestrategy,whichpresentsanon-linearcomplex



relationshipwithtranslationalregulation.
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  全球气候变暖已成为制约农业生产并威胁粮

食安全的重要环境因素。小麦(Triticumaestivum
L.)作为中国第二大口粮作物,其生长发育对环

境温度极为敏感[1]。研究表明,高温胁迫是影响

小麦产量的主要非生物逆境之一,极端高温下小

麦灌浆受阻,生物量积累减少,正常生长受到显著

影响,最终造成小麦严重的产量损失[2-3]。近年

来,随着温室效应加剧,中国部分小麦主产区粮食

安全面临严峻挑战[4]。深入探究小麦响应高温胁

迫的分子机制,解析其耐热调控网络,对于耐热小

麦新品种选育、保障国家粮食安全及农业可持续

发展具有重要的战略意义。
基因表达是一个多层级的精密调控过程[5]。

长期以来植物耐热机理的研究主要聚焦于转录水

平的基因表达调控,例如热激转录因子(HSFs)对
热激蛋白(HSPs)及其他逆境响应基因的诱导表

达[6-7]。现有研究表明,转录水平的 mRNA丰度

变化不能完全代表最终功能蛋白的动态变化[8]。
特别是在应对高温等环境胁迫时,植物需要通过

更为迅速灵活的机制来调整蛋白组以维持细胞稳

态[9]。越来越多的证据提示,转录后调控特别是

翻译水平的调控,在植物快速适应环境变化中可

能发挥着比转录调控更直接和关键的作用[10]。
诸多转录后调控元件中,RNA二级结构被认

为是调节翻译效率的关键因子之一[11]。作为除

序列信息外的“第二层遗传密码”,mRNA二级结

构能通过动态的构象变化(茎环结构、RNA温度

计等)直接感知环境信号并调控核糖体的招募与

移动[12-13]。已有研究证实模式植物拟南芥mRNA
二级结构在响应温度变化中的重要作用。例如,

PIF7的5'-UTR结构能作为RNA温度计调控基

因的翻译[14]。水稻研究中发现,高温导致全基因

组范围 mRNA结构重塑,这种结构变化主要与

转录本丰度的降低相关,未表现出与翻译效率变

化的显著相关性[15]。
作为基因组庞大且复杂的异源六倍体作物,

小麦的高温胁迫响应机制一直是研究热点[16]。
随着多组学技术的发展,越来越多的证据表明翻

译重编程是小麦适应高温的关键策略。彭惠茹教

授团队近期的研究揭示,高温显著重塑小麦的翻

译模式,许多逆境响应基因通过翻译效率的动态

调整来维持细胞稳态[17]。代谢组与转录组的联

合分析也进一步证实,高温下小麦叶片中存在广

泛的转录后调控网络以应对代谢网络的改变[18]。
本研究以小麦品种中国春为实验材料,利用

改进的选择性2'-羟基酰化分析(SHAPE-MaP)
技术[19]结合多聚核糖体图谱分析,在全基因组水

平系统解析高温胁迫下小麦 mRNA二级结构的

重编程特征及翻译效率的动态变化规律;分析

mRNA二级结构重塑与翻译效率变化之间的关

联性,从转录后调控层面揭示小麦响应高温胁迫

的新机制,以期为小麦耐热遗传改良及分子育种

提供理论依据和新的基因资源。

1 材料与方法

1.1 供试材料与胁迫处理

供试材料为小麦品种中国春(ChineseSpring)。
种子经表面消毒后,在人工气候箱中土培生长(22
℃,光/暗周期16h/8h)。选择7d龄、长势一致

的幼苗进行高温处理。处理条件:将幼苗置于40
℃光照培养箱中分别处理15min和1h;将处理

1h后的幼苗移回22℃常温条件下恢复15min;
以一直在22℃生长的幼苗作为对照。每个处理

设置2个生物学重复。

1.2 SHAPE-MaP文库构建与测序

参考文献[19]方法构建SHAPE-MaP文库。
将胁迫处理后的小麦幼苗置于100mmol· L-1

烟酰基咪唑(NAI)缓冲液中,混匀孵育10min,
加入100mmol·L-1DTT溶液终止反应。使用

TRizol法提取总RNA,按照HieffNGS○RmRNA
IsolationMasterKit试剂盒步骤进行 mRNA纯

化,按照 NEBNext○R UltraTMⅡ RNA非链特异

性文库制备试剂盒步骤构建结构组文库,交由天

津诺禾致源公司在华大T7平台进行测序。

1.3 多聚核糖体图谱分析与翻译组文库构建

取1g样品在液氮中充分研磨成粉末状,加
入PEB缓冲液(200mmol· L-1Tris-HCl、200
mmol·L-1 KCl、35 mmol·L-1 MgCl2、25
mmol·L-1EGTA、1% TritonX-100、1% 吐温-
20、2%聚氧乙烯以及0.2mol·L-1 蔗糖),低温
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离心去除杂质,吸取上清液,平铺于15%~60%
的蔗糖梯度上层,41000r· min-1 离心2h。利

用密度梯度分离系统分离不同沉降系数的核糖体

复合物,使用 TRizol法提取多聚核糖体部分的

RNA,按照HieffNGS○RUltimaDual-modeRNA
LibraryPrepKit试剂盒说明书构建翻译组文库,
在华大T7平台进行测序。

1.4 测序数据质控与比对

对结构组文库和翻译组文库原始数据进行质

控,利用Fastp去除低质量序列与接头,通过 Hi-
sat2将有效读段比对到小麦参考基因组(IWGSC
RefSeqV1.1)[20],使用单一比对读段进行后续分析。

1.5 SHAPE-MaP文库数据分析

(1)SHAPE-MaP技术准确性验证。在RNA
central数据库(https://rnacentral.org/)获取小

麦18SrRNA 序列与二级结构图谱。通过 Hi-
sat2[21]将有效读段比对到18SrRNA序列,再结

合Bcftools与自编Perl脚本将SHAPE反应活

性(SHAPEreactivity,SR)映射至二级结构图谱。
(2)转录本 mRNA结构变化分析。对于结

构组文库中比对到小麦参考基因组的单一比对读

段,采用Bcftools[22]结合并自编Perl脚本,计算

获得全基因组转录本覆盖度大于2000的核苷酸

位点SR。从小麦 GTF(https://plants.ensembl.
org/)中获得关于起始密码子、终止密码子与CDS
的注释信息,通过自编Perl脚本统计对应位置的

平均SR与SHAPE反应活性变化量(ΔSR),在
计算ΔSR时,高温胁迫15min与1h均以常温

对照组为基准,恢复条件以高温胁迫1h为基准。
另以自编Perl脚本统计转录本平均SR。所有结

果均借助R语言ggplot2R包进行可视化。

1.6 翻译效率变化基因鉴定

对于翻译组文库中比对到小麦参考基因组的

单一比对读段,借助Stringtie[23]对蛋白编码基因

表达 进 行 定 量 分 析,计 算 FPKM 及 翻 译 效 率

(translationefficiency,TE=FPKMPolysome/FPK-
MTotal)。基于上述相同的参照基准设置,计算各

处理组基因的翻译效率变化(TEfoldchange),
以|log2(TEfoldchange)|>log21.5且P≤0.05
为标准鉴定翻译效率变化基因。

1.7 RNA结构变化与翻译效率变化相关性分析

基于不同比较条件下计算得到的ΔSR与TE
foldchange进行相关性分析,采用R语言ggplot2

R包进行结果可视化。

2 结果与分析

2.1 小麦mRNA二级结构的全基因组水平检测

为评估SHAPE-MaP技术在小麦中应用的

准确性,本研究利用具有已知二级结构信息的

18SrRNA作为内参进行验证。SHAPE反应活

性(SR)的高低反映了RNA构象灵活性。高SR
通常指示该位点处于单链状态,而低SR则对应

双链配对状态。将计算获得的SR映射至小麦

18SrRNA的标准二级结构模型,结果(图1)显
示,高SR位点(代表高未配对概率)主要分布在

rRNA的单链区域,低SR位点主要分布于双链

配对区域。这种高度一致性表明本研究建立的

SHAPE-MaP方法能够较准确区分RNA分子的

单链与双链状态,分析方法可靠,可用于后续的全

基因组水平的结构分析。
鉴于转录本的起始密码子、终止密码子及其

侧翼区域是调控翻译效率与 mRNA稳定性的关

键功能区域,本研究基于高质量的结构组数据,进
一步对小麦 mRNA 关键功能区域[7,24]的结构特

征进行解析。对全基因组转录本的起始密码子、
终止密码子及其侧翼区域进行分析,结果(图2)
显示,起始密码子和终止密码子位置的SR 显著

高于其侧翼区域,呈现出明显的峰值特征,表明翻

译起始和终止位点的RNA二级结构通常较为松

散,倾向于以单链形式存在,这种开放的结构模式

在常温对照与高温处理组之间保持基本一致,有
利于核糖体的结合与解离,说明其作为维持翻译

过程的结构基础,具有较高的保守性。

2.2 小麦mRNA二级结构对高温胁迫的响应

为探究高温胁迫后小麦全基因组水平RNA
二级结构的整体变化情况,本研究计算了不同处

理条件下所有转录本的平均SR,筛选出各比较组

中共有的转录本并进行分析。统计结果(图3)显
示,常温对照与恢复条件下转录本的平均SR整

体高于高温条件,表明在高温胁迫后,小麦体内的

mRNA倾向于形成双链结构;恢复期转录本的平

均SR回升至接近常温水平,表明这种由高温诱

导的结构变化是可逆的动态过程。该结果提示,
小麦可能通过增加 mRNA二级结构的稳定性来

应对高温环境。
本研究计算了不同比较条件(高温胁迫15
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min与对照组、高温胁迫1h与对照组、恢复条件

与高温胁迫1h)在这些区域的ΔSR。结果(图4)
显示,与对照组相比,在高温胁迫15min起始密

码子位置的ΔSR显著高于其两侧碱基位点,且略

高于终止密码子位置,表明起始密码子结构对高

温最为敏感,发生了显著改变。随着胁迫时间延

长至1h,起始密码子位置的ΔSR与侧翼区域差

异不再明显,而终止密码子区域整体呈现ΔSR增

加趋势。进入恢复期后,相较于高温胁迫1h,起
始密码子区域的结构变化相较于终止密码子区域

呈现相反趋势。这些结果揭示了起始密码子和终

止密码子区域的RNA二级结构在高温胁迫不同

阶段呈现出特异性的动态响应模式。

2.3 小麦mRNA翻译效率对高温胁迫的响应

通过蔗糖密度梯度离心分离结合不同数量核

糖体的mRNA,能够直观反映全基因组水平的翻

译状态:处于多聚核糖体组分的 mRNA通常翻

译活跃,而处于单核糖体或游离组分的 mRNA
则处于翻译效率较低状态[25]。

为探究高温对苗期小麦全基因组翻译水平的

影响,本研究基于上述技术检测了不同胁迫条件

下核糖体的分布状态。蔗糖密度梯度离心结果

(图5)显示,与常温对照组相比,高温胁迫15min
后,多聚核糖体部分的峰值曲线出现显著下降,单

  A:对照;B:高温胁迫15min;C:高温胁迫1h;D:恢复条件。
A:Control;B:Heatstressfor15min;C:Heatstressfor1h;D:Recovery.

图1 小麦18SrRNA结构SHAPE反应活性分布

Fig.1 ProfileofSHAPEreactivityinwheat18SrRNA
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  A:对照;B:高温胁迫15min;C:高温胁迫1h;D:恢复条件。横坐标中+60nt表示位于起始(终止)密码子下游60nt处,-60nt表
示位于起始(终止)密码子上游60nt处。图4同。

A:Control:B:Heatstressfor15min;C:Heatstressfor1h;D:Recovery.Onthex-axis,+60ntindicatestheposition60nt
downstreamofthestartorstopcodon,and-60ntindicatestheposition60ntupstreamofthestartorstopcodon.ThesameinFig.4.

图2 小麦 mRNA起始和终止密码子区域结构特征

Fig.2 StructuralfeaturesofstartandstopcodonregionsinwheatmRNA

  特有指仅在对应处理条件下表达的转录本;共有指在进行比较的两种条件中均表达的转录本。
Uniquedenotestranscriptsexpressedexclusivelyinthecorrespondingconditions;Shareddenotestranscriptsexpressedinbothconditions.

图3 转录本平均SHAPEreactivity分布

Fig.3 ProfileofaverageSHAPEreactivityacrosstranscripts
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  A:高温胁迫15min;B:高温胁迫1h;C:恢复条件。

A:Heatstressfor15min;B:Heatstressfor1h;C:Recovery.

图4 小麦 mRNA起始/终止密码子区域结构变化

Fig.4 StructuralchangesinstartandstopcodonregionsofwheatmRNA

  HS-15min和HS-1h分别指高温胁迫15min和1h。下同。
HS-15minandHS-1hrefertoheatstressesfor15minand

1h,respectively.ThesameinFig.6.
图5 多聚核糖体图谱

Fig.5 Landscapeofpolysomeprofiling

核糖体比例相对升高,表明在胁迫初期,植物体内

的mRNA翻译活动受到了明显的抑制。当高温

胁迫持续至1h,多聚核糖体曲线相较于对照组

略有回升,显示整体翻译水平出现一定程度的恢

复。进入恢复期后,多聚核糖体曲线略低于对照

组,表明此时植物的翻译水平尚未完全恢复至常

温对照状态。
为进一步量化全基因组翻译效率的变化水

平,对翻译效率显著变化基因进行筛选。统计结

果(图6)显示,在高温胁迫初期,共有822个基因

的翻译效率发生显著改变,其中下调基因数量

(499个)显著多于上调基因(323个)。胁迫1h
及恢复期与对照组的比较中,翻译效率显著降低

的基因数目均多于显著升高的基因数目。恢复期

与高温1h的比较中,翻译效率显著上调的基因

(360个)多于下调基因(125个)。以上结果表明,
高温胁迫在全基因组范围内导致部分基因的翻译

效率显著降低。解除胁迫后,基因的翻译效率呈

现整体回升的趋势。
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2.4 高温胁迫响应的 mRNA二级结构与翻译效

率的相关性分析

为探究高温诱导的 mRNA结构重塑是否直

接驱动了翻译效率的改变,本研究将全基因组转

录本划分为5'非编码区(5'-UTR)、起始密码子核

心区(startcontext)、编码区(CDS)、终止密码子

核心区(stopcontext)及3'非编码区(3'-UTR)5
个区域,联合结构组与翻译组分析各区域ΔSR与

log2TE变化倍数之间的相关性。统计结果(图

7)显示,在高温胁迫及恢复阶段,各功能元件的结

构变化与log2TE变化倍数之间均未表现出显著

相关性。这说明,尽管高温导致广泛结构重塑,但
全基因组水平上的局部结构重塑并不直接驱动翻

译效率的线性增减,提示植物在高温胁迫响应中,
转录本 mRNA二级结构的构象改变与翻译效

率的调控可能受多维度网络调控,而非遵循单一

的简单对应模式。

图6不同条件下的翻译效率变化基因

Fig.6 Geneswithvarioustranslationalefficiency
acrossdifferentconditions

图7 不同区域结构变化与翻译效率变化相关性

Fig.7 Regionalcorrelationofstructuralandtranslationalefficiencyvariations

3 讨论

mRNA二级结构重编程是植物应对高温胁

迫的重要策略之一,兼具保守性与物种特异性。
本研究发现,无论在常温还是高温下,小麦转录本

起始密码子和终止密码子处始终保持较高SR,呈
现保守结构特征。这一结果与拟南芥[14]及水

稻[15]中的研究一致,表明维持翻译起始与终止位

点的单链状态是植物进化的保守机制,有利于核

糖体的高效装载与解离。然而,与水稻中高温导

致 mRNA结构整体去折叠的发现不同[15],本研

究显示高温胁迫导致小麦全基因组转录本的平均

SR降低,即 mRNA倾向于形成更为紧凑的双链

结构。这种差异可能反映了六倍体小麦独特的耐
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热适应机制:在高温胁迫下,转录本通过形成更紧

密的二级结构或招募至应激颗粒以减少裸露的单

链区域,从而防止 mRNA 被核酸酶降解[26]。这

种“结构压缩”策略可能是一种更为积极的防御机

制,有助于胁迫解除后的翻译恢复保存完整的

mRNA。
本研究发现,高温胁迫初期多聚核糖体峰值

显著下降,翻译效率显著下调的基因数量多于上

调基因,表明全基因组范围内的翻译活动受到了

抑制。这一趋势与结构组学中观察到的 mRNA
平均SR降低、倾向于形成更紧密双链构象的现

象一致,提示高折叠度的二级结构可能在物理空

间上阻碍了核糖体的扫描。然而,关联分析显示

各功能元件的ΔSR与翻译效率变化之间并未表

现出显著的相关性,表明尽管“结构折叠增强”与
“翻译抑制”在全局趋势上一致,但在微观层面,

mRNA二级结构对翻译的调控并非遵循单一方

式[8]。结构变化可能更多地参与维持 mRNA的

稳定性而非直接决定翻译效率变化,且翻译调控

受RNA结合蛋白、tRNA丰度及核糖体修饰等

多因素协同影响,单一维度的结构变化不足以完

全解释复杂的翻译动态[10]。
本研究揭示的小麦 mRNA二级结构特征及

其与翻译调控的关系,为小麦耐热遗传改良提供

了重要的理论依据。长期以来,作物抗逆机理相

关研究主要聚焦于蛋白编码区的序列变异,而本

研究发现,起始密码子及5'-UTR的 RNA二级

结构在高温下呈现出高度的动态变化(如起始密

码子处ΔSR显著升高),提示这些非编码区域是

植物感知温度信号并进行转录后调控的关键靶

点[27]。因此,未来的抗逆育种不应仅局限于筛选

基因编码序列的差异,更应关注5'-UTR及起始

密码子周边的结构多态性。基于基因编辑技术

CRISPR/Cas9对关键耐热基因的5'-UTR进行

精准修饰[28-29],通过改变其二级结构以调节翻译

效率,在不改变目标蛋白氨基酸序列的前提下提

升小麦耐热性,将是培育“稳产耐热”小麦新品种

的一条重要方向。
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