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萝卜蚜有翅型和无翅型转录组差异分析
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摘要　采用Illumina测序平台获得了萝卜蚜转录组数据,有翅蚜和无翅蚜混合样本共得到１０７９９２８０６条

CleaningReads,组装得到６９５８８条 Unigene序列,平均长度为７１６bp.有翅蚜测序结果共得到４４６２０１８４条

CleaningReads;无翅萝卜蚜测序结果共得到４７１１３７１６条CleaningReads.２组样品差异表达基因的分析表明

共有显著性差异表达基因１０４个,其中表达上调基因有７４个,表达下调基因有３０个.对差异表达基因进行 GO
注释及 KEGG富集分析显示,Hippo信号通路、甲状腺激素信号通路和催产素信号通路与翅型分化及与之紧密

联系的生殖率差异相关性较强.
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　　萝卜蚜Lipaphiserysimi(Kaltenbach)属于同

翅目蚜科,又称菜缢管蚜,是十字花科蔬菜上的一种

重要害虫,常与桃蚜 Myzuspersicae (Sulzer)混合

发生.与其他蚜虫类似,萝卜蚜对十字花科蔬菜的

为害可分为直接为害和间接为害.直接为害是以成

虫、若虫群聚在蔬菜嫩茎和叶背直接刺吸汁液,导致

被害植株生长速率低、发育不良、产量降低、枯萎甚

至死亡,留种菜不能正常抽薹;间接为害是其产生蜜

露诱发霉污病,影响光合作用,更严重的是会传播多

种蔬菜病毒病,造成蔬菜严重经济损失.在萝卜蚜

的防治中,化学防治是比较有效和迅速的手段,但由

于农药的不合理使用,包括萝卜蚜在内的多种蔬菜

蚜虫对有机磷、拟除虫菊酯、氨基甲酸酯、新烟碱等

多种类型杀虫药剂已产生了不同程度的抗性[１],如
陈根等[２]对福州市萝卜蚜农药抗性的监测发现,福
州市萝卜蚜对阿维菌素产生了高水平抗性.

萝卜蚜营孤雌生殖和两性生殖,存在无翅型和

有翅型２种生物型[３].无翅型能够大量繁殖后代,
而有翅型则能够迁移到适合生存的寄主植物上,并
可能介导植物病毒病的大范围传播.萝卜蚜的生殖

方式、翅型分化的转换以及对杀虫剂的抗性等分子

机制的研究尚不清晰,明确这些机制对开发新的萝

卜蚜防治方式具有重要意义.笔者利用二代测序

Illumina技术[４],获得了无参考的萝卜蚜转录组以

及有翅蚜和无翅蚜的转录组信息,对筛选得到的差

异表达基因进行了 GO富集与 KEGG富集分析,旨
在为深入探究萝卜蚜的生殖方式、翅型分化的转换

以及对杀虫剂的抗性等分子应答机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

供试昆虫为萝卜蚜L．erysimi,采集于湖北省

武汉 市 华 中 农 业 大 学 内 的 蔬 菜 地 (１１４°３５′E,

３０°４７′N).使用毛笔尖将拔出口针后的萝卜蚜移至

新鲜的白菜叶片上,随后将带有蚜虫的白菜置于大

棚温室内进行饲养,且放置于防虫网内.饲养条件:
光周期(L∶D＝１４h∶１０h),温度(２５±１)℃,湿度

７０％±５％.在此条件下处理得到的 F１代即为样

品,收集以上萝卜蚜样品:①不同龄期混合样品:６０
头１龄若虫、４０头２龄若虫、２０头３龄有翅蚜(在体

视镜下观察有明显翅芽)、２０头３龄无翅蚜(在体视

镜下观察无明显翅芽)、１５头４龄有翅蚜、１５头４龄

无翅蚜、１０头有翅成虫、１０头无翅成虫(其中成虫均

未产仔);②有翅样品:２００头２龄末期有翅若虫(在
体视镜下观察有明显翅芽);③无翅样品:２００头２
龄末期无翅若虫(在体视镜下观察无明显翅芽);以
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上样品经饥饿处理２h后,收集于１．５mL冻存管,
液氮速冻后置于－８０℃保存.
1.2　总 RNA 提取及转录组测序

RNA提取采用 Promega公司以及 TaKaRa公

司的总 RNA 提取试剂盒(SVtotalRNAisolation
system)和 RNAisoPlus试剂;萝卜蚜转录组的建

库测序和拼接组装委托武汉未来组生物科技有限公

司完成,利用Trinity软件对测序得到的短Reads进

行拼接[５].
1.3　转录组注释及生物信息学分析

首先,将获得的 Unigene序列通过 Blastx和

Blastn与蛋白数据库 Nr、KEGGPathways、SwissＧ
Prot、COG以及核酸数据库 Nt(EＧvalue＜１０－５)进
行比对,获得与给定的 Unigene存在最高相似度序

列的蛋白,从而对该 Unigene进行蛋白功能注释.
使用 WEGO 软件对所有 Unigene的 GO 注释做

GO功能分类统计,全面了解萝卜蚜的基因功能分

布特 征;使 用 KAAS 注 释 系 统 得 到 Unigene 的

Pathway的注释,系统分析转录组中的基因产物在

细胞内的代谢途径(Pathway)和这些基因产物功能

的主要公共数据库,可利用 KEGG更加深入地探究

基因的分子学功能.

2　结果与分析

2.1　转录组测序结果分析

为了获得更为完整的萝卜蚜转录组文库,分别

提取不同发育阶段的混合样品、有翅样品、无翅样品

的RNA,３ 组样品的 Q３０ 碱基百分比均不小于

８９％,各项指标均符合转录组测序要求.通过IlluＧ
mina技术测序,混合样品萝卜蚜的测序结果共得到

１０７９９２８０６条CleaningReads;有翅萝卜蚜的测序

结果共得到４４６２０１８４条 CleaningReads;无翅萝

卜蚜的测序结果共 得 到 ４７１１３７１６ 条 Cleaning
Reads.通过Trinity软件组装,混合样品萝卜蚜的测

序结果共获得平均长度为９０３bp的Contig８７４７９条

和平均长度为７１６bp的 Unigene６９５８８条(表１).
表１　混合样萝卜蚜转录组数据统计

Table１　SummaryfortheLipaphiserysimi(Kaltenbach)transcriptome

样品

Sample
基因总长度

Totallength
总基因数

Totalgene
平均长度/bp

Averagelength
中位长度/bp
Medianlength

N５０长度/bp
N５０length

Unigene ４９８７１３５５ ６９５８８ ７１６．６７ ３３８ １４３３

Trinity ７８９９３８１８ ８７４７９ ９０３．００ ３８７ ２０３０

2.2　差异表达基因的筛选

为了探究有翅蚜和无翅蚜之间基因的差异表

达,对有翅蚜和无翅蚜两组样品数据做了差异表达

分析.利用BenjaminiＧHochberg[６]方法对差异检验

的P 值作多重假设检验校正,通过控制校正后的

P 值即FDR(falsediscoveryrate)作为差异表达基

因筛选 的 关 键 指 标,FDR＜０．０１ 且 log２ (FoldＧ
Change)≥|１|作为差异表达基因的筛选标准.通

过筛选得到有翅蚜和无翅蚜之间有１０４个显著性差

异表达基因,其中７４个基因上调表达,３０个基因下

调表达.图１为火山图,表示的是基因差异表达显

著性变化的分布情况.从图１可以看出,其中一些

上调基因的纵坐标值很大,说明了这些上调基因的

表达量变化差异十分显著,而且上调基因比下调基

因表达量差异变化显著.
2.3　差异表达基因 GO 富集分析

GO富集分析是用来系统性地描述生物体内基

因和基因产物的属性的.GO 分为３个 ontology
(本体),其中包括描述基因的分子功能(molecular

function)、参与的生物过程(biologicalprocess)以及

所处的细胞位置(cellularcomponent).本研究将

通过对差异表达基因进行 GO 功能聚类分析,获得

９条差异显著基因:差异基因在分子功能中富集在

结合(binding);在生物学过程中富集在免疫系统反

应(immunesystemprocess)、多细胞有机体过程

(multicellularorganismalprocess)、单有机体过程

(singleＧorganism process)、生 物 调 节 (biological
regulation)和刺激反应(responsetostimulus).
2.4　差异表达基因 KEGG 富集分析

对有翅蚜和无翅蚜差异基因进行 KEGG 富集

分析.差异基因 KEGG 富集中q 值的取值范围是

[０,１],在散点图(图３)中,富集因子(richfactor)越
大,q 值 越 接 近 于 零 则 表 示 富 集 越 明 显.通 过

KEGG富集分析得到:致心律失常性右室心肌病

(arrhythmogenicright ventricularcardiomyopaＧ
thy)、扩张型心肌病(dilatedcardiomyopathy)、肥大

型心肌病(hypertrophiccardiomyopathy)等通路,
这 些均与疾病、免疫过程相关;还发现Hippo信号

１４
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　横坐标表示基因在有翅蚜和无翅蚜中表达倍数的变化,纵坐

标表示基因表达量变化差异的统计学显著性.图中的散点代表

了各个不同基因,无差异的基因用红点表示,上调差异表达基因

用蓝点表示,下调差异表达基因用绿点表示 TheabscissarepreＧ

sentsthechangeintheexpressionfoldofgenesofwingedand

winglessaphids,andtheordinaterepresentsthestatisticalsigＧ

nificanceofdifferencesingeneexpression．Thescatterpointsin

thefigurerepresentdifferentgenes,theundifferentiatedgenes

arerepresentedbyreddots,theupＧregulateddifferentiallyexＧ

pressedgenesarerepresentedbybluedots,andthedownＧreguＧ

latedarerepresentedbygreendots．

图１　萝卜蚜有翅型和无翅型差异表达基因火山图

Fig．１　Volcanoplotsofdifferentiallyexpressedgenes
betweenwingedandwinglessLipaphiserysimi

　１．结合 Binding;２．免疫系统过程Immunesystemprocess;３．多

细胞生物过程 Multicellularorganismalprocess;４．单个组织过程

SingleＧorganismprocess;５．刺激反应 Responsetostimulus;６．生

物调节Biologicalregulation．

图２　萝卜蚜有翅型和无翅型差异表达基因GO富集柱状图

Fig．２　GOenrichmenthistogramofdifferentiallyexpressed

genesbetweenwingedandwinglessLipaphiserysimi

通路(HipposignalingpathwayＧfly)、甲状腺激素信

号通路(thyroidhormonesignalingpathway)、调节

肌动蛋白细胞骨架(vibriocholeraeinfection)等途

径的差异显著,说明这些代谢途径极有可能与萝卜

蚜翅型分化相关;同时,２ 组样品差异表达基因

KEGG富集分析中催产素信号通路(oxytocinsigＧ
nalingpathway)的差异显著,此代谢途径与生殖

相关.

3　讨　论

本研究利用Illumina测序技术,对萝卜蚜全虫

进行转录组测序,构建了Unigene数据库,为研究萝

卜蚜生理生化过程中的分子机制及萝卜蚜的基因工

程防治提供有效基础资源.为了得到萝卜蚜全面的

转录组信息,我们收集了萝卜蚜１龄若虫、２龄若

虫、３龄有翅若虫、３龄无翅若虫、４龄有翅若虫、４龄

无翅若虫及有翅成虫和无翅成虫,等量 RNA 混合

后,构建了萝卜蚜 Unigene数据库,获得了８７４７９
条Contig序列,平均长度为９０３bp;获得了６９５８８
条 Unigenes序列,平均长度为７１６bp;有翅萝卜蚜

共获得了４４６２０１８４条 CleaningReads;无翅萝卜

蚜共获得了４７１１３７１６条CleaningReads.萝卜蚜

全虫转录组的丰富度高于大猿叶甲 Colaphellus
bowringi全虫转录组[７]和二化螟ChilosuppressaＧ
lis中肠转录组[８],但是低于黑翅土白蚁OdontoteＧ
rmesformosanus 头部转录组[９]和中黑盲蝽 AdelＧ
phocorissuturalis后胸臭腺转录组[１０].按照差异

基因表达变化 FDR≤０．０１ 、log２(FoldChange)≥
|１|的原则,有翅型萝卜蚜和无翅型萝卜蚜之间共筛

选出１０４个显著性差异表达基因,其中７４个基因上

调表达,３０个基因下调表达.

Hippo信号通路在调节细胞增殖、细胞存活、分
化、器官发育、细胞再生、干细胞生物学中起着关键

的作用[１１Ｇ１４].已经证明,Hippo信号的缺失会影响

细胞增殖和细胞凋亡的阻断,从而导致细胞数量的

急剧增加和组织过度生长[１１Ｇ１９].Hippo信号通路能

够使下游转录激活因子 Yki磷酸化,在果蝇的翅膀

发育过程中,Dpp下游的转录因子 Mad (mother
againstdpp)能作为 Yki结合的一个重要的转录因

子,从而引起相关基因的转录[２０Ｇ２１].甲状腺激素信

号通路(thyroidhormonesignalingpathway)中产

生甲状腺激素(thyroidhormones,THs)对促进机体

细胞生长、组织分化、发育和成熟起着重要的作用.
有 翅型萝卜蚜和无翅型萝卜蚜差异基因KEGG代

２４
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图３　萝卜蚜有翅型和无翅型差异表达基因KEGG富集散点图

Fig．３　KEGGenrichmentscatterplotofdifferentiallyexpressedgenesbetweenwingedandwinglessLipaphiserysimi

谢通路中显著富集的信号通路有 Hippo信号通路

(hipposignalingpathwayＧfly)和甲状腺激素信号通

路(thyroidhormonesignalingpathway),研究结果

为进一步分析萝卜蚜的翅型分化提供了科学依据.
催产素是一种神经肽,在大多数哺乳动物分娩,

鱼、两栖动物、爬行动物和鸟类产卵以及奶牛分泌牛

奶时均起着关键性的作用[２２].在无翅蚜和有翅蚜

中,无翅型能大量繁殖后代,而有翅型能迁移到更适

合的寄主植物上,２种翅型的萝卜蚜在群体中的分

工不同,且有翅蚜和无翅蚜差异表达基因 KEGG富

集分析中催产素信号通路(oxytocinsignalingpathＧ
way)的差异显著,目前萝卜蚜的生殖相关分子机制

还很不清楚,本研究结果为进一步分析萝卜蚜与翅

型分化相关的生殖率差异提供了参考,后续需要通

过荧光定量PCR等方式,进一步进行定量验证,以
证明差异基因在翅型分化机制及生殖相关分子机制

中的作用.
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Transciriptomicanalysisofwingedandwingless
Lipaphiserysimi(Kaltenbach)

ZHANGQiuyuan　LIZhao　ZHANGHuijie　WANGXiaoping　ZHUZhihui

HubeiInsectResourcesUtilizationandSustainablePestManagementKeyLaboratory,

CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthisstudy,thetranscriptomeofwingedandwinglessLipaphiserysimiwasobtained
withIlluminasequencingplatform．Atotalof１０７９９２８０６cleaningreadswereobtainedfromthemixed
samples,and wereassembledinto６９５８８unigeneswiththeaveragelengthof７１６bp．Atotalof
４４６２０１８４and４７１１３７１６CleaningReadswereobtainedfromthewingedandwinglessaphidsamples,

respectively．Analysisofgeneexpressionbetweenthewingedandwinglesssamplesshowed１０４signifiＧ
cantlydifferentiallyexpressedgenes,ofwhich７４geneswereupＧregulatedand３０genesweredownＧreguＧ
lated．Subsequently,GOannotationandKEGGpathwayenrichmentanalysisshowedthatamongthose
differentiallyexpressedgenes,Hipposignalingpathway,ThyroidhormonesignalingpathwayandOxytoＧ
cinsignalingpathwaywerestronglyrelatedtothewingdimorphismanditsrelatedreproduction．

Keywords　Lipaphiserysimi;transcriptome;bioinformaticsanalysis;differentialexpressedgenes
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