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铁限制诱导对聚球藻转录组的影响
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摘要:为探究 Fe 元素限制对聚球藻转录组的影响，该文以聚球藻 Synechococcus sp． PCC 7002 为研究对
象，采用高通量测序技术对经过铁限制处理的聚球藻 Synechococcus sp． PCC 7002 进行转录组分析．以铁
的 3 种摩尔浓度进行处理，其中每组数据重复 3 次实验，一共获得 9 组实验数据; 对照组摩尔浓度为
10． 900 nmol·L －1，铁限制组摩尔浓度分别为 0． 410、0． 003 nmol·L －1 ．实验发现:在铁限制环境下，聚球
藻通过增加对胞外铁摄取、上调光合作用相关蛋白的表达和调整代谢通路来应对缺铁环境，且铁限制程
度与差异基因数量成正相关关系．此外，在强缺铁时通过下调 CRISPR 系统中某些核酸酶的表达来影响
聚球藻抵御外源病毒感染的能力，其转运磷酸基团 ABC转运蛋白表达水平下降，从而极大地影响了聚球
藻的生存．
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0 引言

蓝藻( Cyanobacteria) 也称蓝细菌，因其含藻青
蛋白而呈现蓝绿色，也被称为蓝绿藻，蓝藻属革兰氏

阴性、光合产氧原核微生物．聚球藻( Synechococcus)
是一种单细胞蓝藻，是海洋蓝细菌系统中重要的组

成部分．研究表明:地球海洋中的原绿球藻( Prochlo-
rococcus，聚球藻的近缘种) 和聚球藻每年大约吸收
1 × 1010 t 碳，即海洋固定了大气二氧化碳总量的
2 /3，在碳循环和食物链中是不可或缺的成员［1］．
铁( Fe) 对于蓝藻光合作用非常重要，但在海洋

的含氧条件下，热力学稳定的 Fe3 +氧化态的溶解度

非常低，溶解 Fe ( dFe ) 的摩尔浓度通常低于
2． 5 nmol·L －1［2］．铁本身也是光系统Ⅱ ( PSⅡ) 中
的组成成分，负责电子的传递，因此铁限制会影响蓝

藻的光合作用．此外，铁还参与活性氧代谢过程，如
和铁超氧化物歧化酶 ( Fe-SOD ) 、过氧化氢酶
( CAT) 、过氧化物酶 ( POD) 的形成有关［3］． 不同摩
尔浓度铁限制是如何影响 Synechococcus sp． PCC
7002 转录组的，目前还不是很清楚．
转录组测序( RNA-seq) 主要通过高通量测序研

究细胞或特定组织在某个时期内转录出来的 mRNA

的表达量，从而对相关基因和表型的关系进行分析，

其中测序的研究对象为特定细胞在某一功能状态下

所能转录出来的所有 RNA的总和，主要包括 mRNA
和非编码 RNA［4］．转录组是研究基因表达的较好方
式与途径，可以了解生命体的表达来源，并是基因功

能及结构研究的保障． 转录水平的调控是目前研究
最多、在生物体中最重要的高效快捷调控方式，它可
以从整体水平上研究细胞中转录情况及其调控规

律，从 RNA 水平来研究基因表达的情况，可以揭示
在不同环境条件下不同的组织类型在不同的生理状
态下所表达的基因［5］．
本文以聚球藻 Synechococcus sp． PCC 7002 为研

究对象，应用高通量测序技术进行转录组测序，得到

测序数据并确定相关代谢通路信息，筛选其差异基

因，确定相关差异基因表达功能，为进一步探究在
Fe元素限制对聚球藻 Synechococcus sp． PCC 7002
的影响过程中关键基因的功能与作用奠定理论基础，

也为 Fe元素对水生微生物转录组研究提供了思路．

1 材料与方法

1． 1 实验环境

本次实验前期数据处理均在 Ubuntu 16． 4 操作
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系统下使用命令进行．

1． 2 数据采集

本实验数据来源于 NCBI 数据库，通过在 NCBI
数据库中的 GEO DataSets下载得到聚球藻 Synecho-
coccus sp． PCC 7002 测序数据，GEO accession 序列
号为 GSE77354，分别采用 10． 900 nmol · L －1

( 铁充足) 、0． 410 nmol · L －1 ( 铁轻微限制 ) 和

0． 003 nmol·L －1 ( 铁严重限制) 3 种铁元素摩尔浓
度所对应的共 9 组数据．

1． 3 数据格式处理

SRA( Sequence Read Archive) 数据库是用于存
储 2 代测序原始数据和比对信息的数据库［6］． 为便
于后续数据分析，使用 SRA-Tools 软件把序列原始
数据从 SRA格式转换为 FastQ格式．

1． 4 质控分析

Trim Galore是一个用于去接头和低质量序列的
软件，用于处理高通量测序得到的原始数据，数据来

自 Illumina测序平台，可用 FastQC 软件评估数据质
量，也可配合使用 MultiQC 软件进行多组报告整合
并生成质控报告，以便用于整体分析．

1． 5 转录组数据与参考基因组做比对

从 NCBI 网站中下载聚球藻 Synechococcus sp．
PCC 7002 参考基因组，利用 Hisat2 ( 7． 5． 0 版本) 软
件将过滤后的数据与参考基因组做比对．

1． 6 featureCounts计数

高通量数据比对产生的结果无法深入理解生物

学过程，只有将其转化成基因组特征的 read count．
它比现有的方法要快得多( 基因级摘要的数量级) ，

需要的计算机内存也更小，且适用于单端或双端读

取，并为不同的测序应用提供了广泛的选择［7］． 从
NCBI网站下载注释文件，将比对后的数据利用 fea-
tureCounts( 2． 0． 1 版本) 软件对输入文件 bam 类型
进行计数，从而得到表达矩阵，得到的表达矩阵是后

续很多分析过程的重要输入文件．

1． 7 差异基因表达分析

DESeq2 可用作基因差异表达分析，属于 R 包，
DESeq2 以整数值矩阵的形式从 RNA-Seq 或其他高
通量测序实验中获得的计数数据［8］，经过前期分析

( 数据质控、与参考基因组比对、计数) 后，得到表达
矩阵，通过在 RStudio 中安装并使用 DESeq2 包，载
入表达矩阵进行差异分析，从而得到差异基因．

1． 8 KEGG Pathway分析

KEGG( kyoto encyclopedia of genes and genomes)
是一种功能数据库，作为分析基因功能以及联系基

因信息和功能信息的知识库．可以从 2 个方面分析:
( i) 由功能到通路再到基因，快速锁定某一功能的关
键基因; ( ii) 获得某个基因在信号通路中的角色( 上
下游关系) 和其生物学功能，深入理解基因与功能

的关系．

2 结果与分析

2． 1 测序数据质控结果

测序原始数据经过转换、质控分析，共有 52． 7 GB
的过滤后的数据( clean data) 用于后续分析，9 个样
本数据的 GC含量均在 44%以上．

2． 2 转录组数据与参考基因组比对分析

将过滤后的数据与聚球藻参考基因组做比对，

每组平均有 16 026 972 条 reads 比对到参考基因组
上，其上 0． 003 nmol·L －1组比对率在 76% 以上，
10． 900 nmol·L －1组和 0． 410 nmol·L －1组数据与

参考基因组比对率均达到 97%以上( 见表 1) ．
表 1 各样本转录组数据与参考基因组比对情况

样品名称 比对率 /%

0． 003 nmol·L －1 A，SRR3132686． 1_trimmed． fq 76． 61

0． 003 nmol·L －1 B，SRR3132687． 1_trimmed． fq 76． 86

0． 003 nmol·L －1 C，SRR3132688． 1_trimmed． fq 77． 93

0． 410 nmol·L －1 A，SRR3132692． 1_trimmed． fq 97． 92

0． 410 nmol·L －1 B，SRR3132693． 1_trimmed． fq 97． 87

0． 410 nmol·L －1 C，SRR3132694． 1_trimmed． fq 97． 59

10． 900 nmol·L －1 A，SRR3132695． 1_trimmed． fq 99． 24

10． 900 nmol·L －1 B，SRR3132696． 1_trimmed． fq 99． 25

10． 900 nmol·L －1 C，SRR3132697． 1_trimmed． fq 99． 24

2． 3 转录组数据与注释文件比对情况

通过上述分析得到的表达矩阵，与注释文件进

行比对，结果如表 2 所示，其中注释文件共有 3 240
个基因，比对到注释文件共有 3 204 个基因，基因覆
盖率达到 98． 89% ．

表 2 GTF注释情况

GTF总基因 测取基因 百分比 /% 注释基因

3 240 3 204 98． 89 529

注:测取基因是指实际测到的基因个数;注释基因是指

确定基因功能的基因．
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2． 4 差异基因表达分析结果

由 featureCounts得到的不同组所对应的基因表
达矩阵，用 R语言的 pheatmap包对表达矩阵进行层
次聚类分析，结果如图 1 所示，各组组内能较好地聚
类在一起，组间能较好地分开，且 0． 410 nmol·L －1

组和 0． 003 nmol·L －1组在总体基因表达水平上更

接近，这表明铁限制会改变聚球藻 Synechococcus sp．
PCC 7002 转录组总体表达水平，铁限制的 2 组在总
体基因表达水平上也更为相近．
通过 R语言中的 DESeq2 对所得基因表达矩阵

进行分析，得到 0． 003 nmol·L －1相对 10． 900 nmol·
L －1以及 0． 410 nmol·L －1相对 10． 900 nmol·L －1的

差异基因，通过 pheatmap 包对前 50 的差异基因进
行可视化处理，结果如图 2 和图 3 所示． 图 1 基因表达矩阵聚类热图

图 2 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1前 50 差异基因热图

相比 10． 900 nmol·L －1对照组，铁限制的 2 组
都会显著提高 SufB、SufC、SufR 和 FldA 基因表达．
SUF复合体是由基因串 SufA、BCD、SE 编码，通常会
在微生物或植物受到胁迫( 氧化应激和铁限制) 时

上调表达［9］． SufBCD 复合物与 SufE 协同刺激 SufS

半胱氨酸脱硫酶活性，SufBCD复合物有助于氧化应
激下不稳定的铁硫团簇的组装或修复，可促进在铁

限制下从细胞外铁螯合剂中吸收铁［10］． 此外，在
SUF复合体中 SufD、SufS 也都有显著性的上调，这
表明在 0． 410、0． 003 nmol·L －1条件下的铁限制，聚
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球藻能通过上调 SUF复合物的形成，进而增加细胞
外低浓度铁的摄取，从而达到维持自身正常生理水

平的作用，FldA基因的上调表明铁限制会影响聚球
藻的电子传递链．

图 3 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 410 nmol·L －1前 50 差异基因热图

相比 10． 900 nmol·L －1对照组，铁限制能显著

性下调 NifJ、HoxE 和 NuoF 基因的表达，NifJ、NuoF
都直接与电子的传递有关，NifJ 是电子从丙酮酸转
移至黄酮毒素所需的氧化还原酶，而 NuoF 是
NADH-醌氧化还原酶 F亚基，负责将来自 NADH 的
电子通过 FMN和铁-硫( Fe-S) 中心传递到呼吸链中
的醌［11］，其中 HoxE 与 NAD的氧化还原有关［12］．从
显著性下调基因来分析，铁限制通过影响电子传递

相关蛋白质的表达，从而下调聚球藻的电子传递效

率以及氧化还原能力，因此铁限制会减弱聚球藻

Synechococcus sp． PCC 7002 的氧化呼吸能力和抵挡
氧化物的能力．
由图 2可知，0． 003 nmol·L －1组比10． 900 nmol·

L －1组和 0． 410 nmol·L －1组，其 Cas10、RaiA、HypA
和 Cmr4 表达量显著下调，可见在更强的铁限制条
件下，聚球藻 Synechococcus sp． 7002 基因表达会受
到更大影响． Cas10 与 Cmr4 是 CRISPR 系统中重要

的组成蛋白，Cas10 是一种单链特异的脱氧核糖核
酸酶，当 crRNA 与靶 RNA 形成 3 元 Csm 复合结构
时，能靶向入侵 DNA 病毒的基因组，招募 Cas10 蛋
白并且激活单链 DNA 活性，在转录泡( transcription
bubble) 处降解 DNA，以此达到对入侵病毒的免
疫［13］． Cmr4 则是通过类似的功能靶向外源 RNA 的
降解［14］( 如 RNA病毒的感染) ． 强铁限制能通过对
CRISPR系统中相关蛋白的 mRNA 调控来影响聚球
藻 Synechococcus sp． PCC 7002 对于外界病毒感染的
免疫力，0． 003 nmol·L －1铁限制组会明显降低聚球

藻 Synechococcus sp． PCC 7002 免疫力，从而影响了
它在该条件下较好地生存．
通过 DESeq2 软件包对各组数据进行差异基因

数量统计( 见图 4) ，以 10． 900 nmol·L －1为对照参

考组，在 0． 003 nmol·L －1样本数据中，有 357 个基
因上调表达 ( 根据 log ( 2foldchange ) ＞ 1，padj ＜ 0． 05，上
调基因，下同) ，384 个基因下调表达( 根据 log( 2·

381第 2 期 何昕颖，等:铁限制诱导对聚球藻转录组的影响



foldchange) ＜ －1，padj ＜0． 05，下调基因) ;在 0． 410 nmol·
L －1样本数据中，有 159 个基因上调表达，94 个基因
下调表达( 见图 5 和图 6) ，通过寻找 2 组比对共有
的差异基因，得到共有差异基因数量，其中上调的共

同差异基因有 124 个，下调的共同差异基因有 71
个．面对不同铁摩尔浓度处理，Synechococcus sp．
PCC 7002 转录组调控有一定保守性，也存在一定的
差异性．

图 4 差异表达基因数量

图 5 上调差异表达基因韦恩图

图 6 下调差异表达基因韦恩图

2． 5 KEGG Pathway分析结果

为弄清铁限制影响的差异基因具体富集在

哪些通路上，对上调的差异基因进行 KEGG分析．

10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1的上调差异

性基因有 357 个，其中注释基因有 65 个，通过DAVID
Bioinformatics Resources 6． 8 对 10． 900 nmol·L －1 vs．
0． 003 nmol·L －1上调的 65 个注释功能的显著性差
异基因进行 KEGG Pathway分析，共富集到 8 条信号
通路( 见表 3) ，其中 7 条跟代谢相关，1 条核糖体跟
蛋白合成有关．由此可知，在强烈缺失铁元素的环境
下，聚球藻 Synechococcus sp． PCC 7002 主要通过调
整自身代谢相关酶基因表达，达到对强缺铁环境的

适应．如在卟啉和叶绿素代谢中( 见图 7) ，强缺铁通
过增加与卟啉和叶绿素代谢相关基因 ( hemB、
hemF、cobU) 的表达，增加叶绿素前体原卟啉( proto-
porphyrin IX) 的合成，增强卟啉和叶绿素代谢通路，
从而提高光合作用．
表 3 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1上调基因

KEGG分析

类别 通路 数量 P值
KEGG_Pathway 代谢途径 27 2． 2 × 10 －4

KEGG_Pathway 叶酸生物合成 4 6． 7 × 10 －3

KEGG_Pathway 脂肪酸生物合成 3 3． 3 × 10 －2

KEGG_Pathway 氨基酸生物合成 7 4． 3 × 10 －2

KEGG_Pathway
次生代谢物的生物

合成
12 4． 7 × 10 －2

KEGG_Pathway 脂肪酸代谢 3 7． 8 × 10 －2

KEGG_Pathway 卟啉和叶绿素代谢 3 9． 2 × 10 －2

KEGG_Pathway 核糖体 5 9． 3 × 10 －2

通过 ggplot 包对 DAVID 网站处理结果进一步
得到 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1上调差

异基因 KEGG富集通路( 见图 8) ，与上述分析相同，
富集到了 SUF系统 FeS簇组装通路．在强铁限制的
环境下，Synechococcus sp． PCC 7002 首先会通过加
强 SUF系统 FeS簇相关蛋白表达，增加 SUF系统组
装，从而加大对胞外低浓度的铁摄取． 此外，在保证
胞内基本铁维持后，聚球藻还通过改变自身代谢方

式达到对铁限制环境的适应．对 10． 900 nmol·L －1

vs． 0． 410 nmol·L －1的上调差基因进行分析，共有

1 59个上调差异基因，其中有注释功能的基因有

图 7 原卟啉合成通路图
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16 个，无法用 DAVID 进行 KEGG Pathway 分析，但
这 16 个基因有 12 个基因包含在 10． 900 nmol·L －1

vs． 0． 003 nmol·L －1上调基因差异结果中，如 SufB、
SufC、SufD、SufR、SufS 这 5 个基因与铁离子的吸收
以及 Fe-S簇生物功能相关．从差异性上调的数量上

看( 见图 4 ) ，10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 410 nmol·
L －1差异性表达基因远不及 10． 900 nmol·L －1 vs．
0． 003 nmol·L －1，这表明在铁缺失情况下，聚球藻

Synechococcus sp． PCC 7002 调整的基因数量与铁限
制程度成正相关关系．

图 8 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1上调差异基因 KEGG富集通路

对下调差异基因进行 KEGG分析，10． 900 nmol·
L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1的下调差异性基因有 384
个，其中注释功能注释基因有 52 个，通过 DAVID
Bioinformatics Resources 6． 8 对 10． 900 nmol·L －1

vs． 0． 003 nmol·L －1下调的 52 个注释功能的显著
性差异基因进行 KEGG Pathway分析(见表 4) ，共富集
到 4条信号通路，其中 RNA降解通路在 10． 900 nmol·
L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1中下调表明聚球藻 Syne-
chococcus sp． PCC 7002 在强烈铁限制下，RNA 降解
减少，这有利于在胁迫环境下更多与聚球藻存活相

关蛋白质的生成．而在上调富集通路以及下调富集
通路( 见表 3 和表 4) 中都富集到 Ribosome 通路，这
说明在蛋白质翻译的水平上对照组与强铁限制有些

差异．另外，强铁限制减少了聚球藻对于磷酸基团的
转运( 见图 9，★代表下调基因) ，0． 003 nmol·L －1

组主要通过限制 PstA 和 PstB 基因的转录，影响

ABC转运蛋白复合体对磷酸基团的转运［15］，而磷酸
根在氧化呼吸、蛋白质翻译后修饰以及 ATP 合成都
起着极大作用，因此在该条件下聚球藻磷酸化会受

到极大影响，从而影响其较好地生存．

图 9 磷酸基团 ABC转运通道

表 4 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1下调基因

KEGG分析

类别 通路 数量 P值
KEGG_Pathway 核糖体 6 5． 3 × 10 －3

KEGG_Pathway 碳青霉烯生物合成 2 3． 3 × 10 －2

KEGG_Pathway RNA降解 3 3． 8 × 10 －2

KEGG_Pathway ABC转运蛋白 7 5． 2 × 10 －2
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3 结果与讨论
为了理解铁是如何对聚球藻生理功能发挥作用

的，本文比较了不同摩尔浓度铁限制对聚球藻 Syne-
chococcus sp． PCC 7002 转录组的影响．结果发现:尽
管在强铁限制条件下聚球藻生存受到较大的影响，

生存下来的聚球藻可通过调整自身的基因表达来适

应铁缺乏环境．面对胞外低浓度的 Fe，Synechococcus
sp． PCC 7002 增加 SUF 系统相关基因( SufB、SufC、
SufR、SufD、SufS) 的表达，增加对胞外铁摄取的能
力，以及铁硫团簇的组装或修复． 此外，强铁限制处
理的聚球藻注释功能的差异基因主要集中在代谢通

路的调整，这表明原核藻类在面对强铁限制下，代谢

的调整对其适应环境是极其重要的． 虽然在强铁限
制下聚球藻还有一定生存能力，但其抵御外源病毒

感染的 CRISPR系统 Cas10 和 Cmr4 基因显著下调，
它们分别靶向 DNA 病毒和 RNA 病毒，在该环境下
聚球藻抵抗病毒感染的免疫力下降，这表明 Fe元素
对于原核生物免疫作用非常重要，但具体是如何调

控的还需要进一步研究．
铁本身对于聚球藻的光合作用很重要，蓝藻为

了适应铁缺失的环境，且保持较为高效的光合效率，

进化出了一套相应的应对机制，如大量合成缺铁诱

导的捕光天线膜蛋白-色素复合物 IsiA 及结合黄素
单核苷酸的黄素氧还蛋白 ( Flavodoxin，Fld) ［16］． 在
KEGG Pathway分析上，富集到了卟啉和叶绿素代
谢，在显著性差异基因前 50 中找到了 FldA． 因此，
在缺铁环境下，Synechococcus sp． PCC 7002 为了增
加光合效率，大量表达和光合作用相关的蛋白，以此

来应对缺铁电子传递不足的局面，从而适应强缺铁

的环境．
研究还发现:铁限制越强，聚球藻调整的差异基

因越多．通过对 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 410 nmol·
L －1和 10． 900 nmol·L －1 vs． 0． 003 nmol·L －1这

2 组差异基因分析，面对铁限制聚球藻调整的差异
基因在一定程度上是保守的; 但当面对更强铁缺失

时，需要调动更多的基因调整对该环境适应．在保守
层面上，铁限制减少了聚球藻 NifJ、HoxE 和 NuoF的
表达，影响了电子传递效率和氧化呼吸能力;在低浓

度铁吸收方面机制也相同．而 0． 003 nmol·L －1组面

对更为强的铁限制，聚球藻调整更多的差异基因表

达，体现在代谢通路调整增多、防御系统受损、ABC
转运蛋白对磷酸的转运降低，从而这导致其生存能

力下降．
通过铁限制对聚球藻的转录组研究，了解到不

同强度的铁限制是如何影响聚球藻生存能力的，增

加了聚球藻对该胁迫环境适应机制的理解． 为今后
铁限制在海洋微生物以及其他水生微生物转录组的

研究提供了思路．
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The Effect of Iron Restriction Induction on
the Transcriptome of Synechococcus

HE Xinying，SHEN Tie*

( Key Laboratory of Information and Computing Science of Guizhou Province，Guizhou Normal University，Guiyang Guizhou 550001，China)

Abstract: In order to explore the effect of Fe restriction on the Synechococcus transcriptome，Synechococcus sp． PCC
7002 is as the research object in the study． High-throughput sequencing is used to analyze the transcriptome of Syn-
echococcus sp． PCC 7002 treated with iron restriction． Three different concentrations of iron are used，and the exper-
iment is repeated three times for each set of data，a total of nine sets of experimental data． The concentration of the
control group is 10． 900 nmol·L －1，and the iron-restricted group is 0． 410 nmol·L －1 and 0． 003 nmol·L －1，re-
spectively． It is found that in response to iron-deficiency environments，Synechococcus increases extracellular iron up-
take，upregulates the expression of photosynthesis-related proteins and adjusts metabolic pathways，and the degree of
iron-restriction is positively correlated with the number of differential genes． In addition，strong iron deficiency af-
fects the ability of Synechococcus sp． PCC 7002 to resist foreign virus infection by down-regulating the expression of
certain nucleases in the CRISPR system，and the expression level of the ABC transporter that transported phosphate
groups also decreased，which greatly affects its survival．
Key words: Synechococcus sp． PCC 7002; Fe restriction; transcriptome; high-throughput sequencing technology
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