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摘  要 

组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸三甲基化（H3K27me3）是一种重要的表观遗传

标记，与基因沉默相关。真核生物中，PRC2（Polycomb Repressive Complex 

2）复合物负责 H3K27me3 的建立，其亚基 CLF（CURLY LEAF）是具有催化

功能的组蛋白甲基化转移酶之一。我们希望利用高通量转录组数据（RNA-

sequencing，RNA-seq），分析 CLF 蛋白的缺失在不同条件下，对植物全局基因

表达的影响，挖掘 CLF 参与调控的生物学途径。以野生型拟南芥 Col-0 为对

照，对拟南芥 clf-29 突变体进行了转录组测序分析，我们发现有 834 个基因表

达上调，684 个基因表达下调。我们同时还对上调与下调的基因进行了聚类分

析，发现部分功能与拟南芥 clf-29 突变体被报道的表型变化相对应。同时，我

们也发现了 CLF 参与的其他生物学过程，为进一步拓展 CLF 的功能研究奠定

了基础。 

关键词： 拟南芥，H3K27me3，CLF，RNA-seq 
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Abstract 

Trimethylation of lysine 27 of histone H3 (H3K27me3) is an important 

epigenetic marker and is thought to be involved in gene silencing. PRC2 (Polycomb 

Repressive Complex 2) is thought to play a significant role in establishing H3K27me3 

in eukaryotes. Its subunit CLF (CURLY LEAF) is one of the histone methylation 

transferases with catalytic function. We hope to use the data of RNA-sequencing 

(RNA-seq) to analysis the effects of loss of CLF protein on global gene expression in 

plants under different conditions, and explore the biological pathways CLF regulated. 

Using wild-type Arabidopsis col-0 as a control, the result of RNA-sequencing analysis 

of clf-29 mutant in Arabidopsis thaliana showed that 834 genes were up-regulated and 

684 genes were down-regulated. We also performed cluster analysis of up-regulated 

and down-regulated genes, and found that some changes of gene expression quantity 

corresponded to the reported phenotypic changes in clf-29 Arabidopsis. At the same 

time, we also found some new biological processes, which laid a foundation for the 

further functional research of CLF. 

Keywords： Arabidopsis，H3K27me3，CLF，RNA-seq 
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一、前言 

1.1 表观遗传学 

生物到底是由什么决定的？长久以来，这一问题一直被人们所关注。生物是

从何而来的？为什么每个生命之间既有相同点又有不同点？到底是什么决定了

生命？古往今来众说纷纭。随着科技的进步和人们的不断探索，虎克首次观察到

了细胞。之后，施莱登和施旺提出了细胞学说，标志着人们对于生命的认识有了

重要的进步。人们开始意识到生物是由细胞构成的，细胞的命运也决定了生物的

命运。早在几个世纪以前，孟德尔通过豌豆的实验，在缺乏对细胞组成结构的认

识的情况下，跨时代的提出了遗传因子成对存在的概念。之后，摩尔根与白眼果

蝇的故事也被大家所知晓，这一果蝇的杂交实验，证明了基因在染色体上[1]。随

着人们对微观世界探索不断深入，我们知道了 DNA 是遗传物质，进一步的，沃

森和克里克又帮助我们了解了 DNA 的结构[2]。四种碱基的编列组合记载了遗传

信息，DNA 转录为 RNA 进而翻译成为蛋白质行使功能。人们曾经认为，只要解

析了全部的人类基因组数据，就可以完全掌握人类生命的奥义。然而，直到众多

生物的基因组数据均已被解析的今天，我们对生命的认识依旧不完善，还有很多

的谜团没有被解开。我们的基因数量并不多，但是仍然可以使整个生命系统正常

运行[3]，这无疑警示我们 DNA 序列并不是影响生物性状的唯一方式。例如有实

验证明，在老鼠怀孕期间，暴露在双酚环境下，会导致其后代产生肥胖，而且这

种表型的变化在 F6 代之后才会恢复[4]。很多的证据证明，生物体会利用一些特

殊的方式，使细胞“记忆”外界的变化或者响应环境的改变，进而调控基因的表

达。在这些过程中，生物的 DNA序列并没有发生改变，但是他们的基因表达水平

却会产生变化，这就是表观遗传现象。表观遗传学就是研究在基因的核苷酸序列

不发生改变的情况下，基因表达的可遗传变化的一门遗传学[5]。 

表观遗传调控会伴随生物一生，真核生物会通过对 DNA 以及染色体进行修

饰来调节基因的表达，而这些修饰被称为表观遗传标记。表观遗传标记包括 DNA

甲基化、组蛋白变体以及组蛋白修饰在内的多种形式（图 1）。DNA 不是无修饰

的，我们现在的研究发现，虽然 DNA 可以简化为 ATCG 四种碱基的排列组合，

但是除此之外还有很多其他的信息。在生物体中存在多种酶可以修饰 DNA，例
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如替换掉 DNA 上的常规碱基，插入特殊碱基，或者对碱基进行修饰，例如对其

甲基化等[6]。这些额外的修饰也会影响基因表达。除此之外，DNA 还会和特异的

蛋白质结合，这些蛋白质会帮助 DNA 压缩并螺旋化形成染色质。生物的染色质

的紧密程度会影响 DNA 序列的可接近程度，由此我们可以将其分为常染色质和

异染色质，常染色质相对松散，RNA 聚合酶等蛋白易于接近，这些区域的基因

也就更容易表达，而异染色质比较紧密，这一区域的基因表达困难。染色质的基

本单位是核小体，核小体由 DNA和缠绕其上的组蛋白构成。一般来说，有五种常

规组蛋白：H1，H2A，H2B，H3，H4，其中 H2A，H2B，H3，H4 组成核心组蛋

白八聚体，与 DNA 一起构成核小体，H1 位于核小体之间。组蛋白的 N 端残基

会伸出核小体之外，这些残基之上往往存在多种共价修饰，如甲基化、乙酰化、

磷酸化、泛素化等，这些修饰影响染色质的紧密程度，进而影响 DNA 的复制、

修复和转录等过程[7]。生物体还会通过某种方式，用组蛋白变体替换掉常规组蛋

白。目前包括 H2A，H3 等组蛋白均被发现存在多种组蛋白变体。这些组蛋白变

体并非是原有组蛋白基因序列发生了突变，而是原本就存在的变体蛋白，生物体

会利用他们调控基因的表达[8]。总而言之，生物体的表观遗传标记多种多样，功

能不尽相同，其中组蛋白甲基化是目前研究相对较多的一种表观遗传标记，

H3K27me3 就是其中一种。 

 

图 1：表观遗传与表观遗传标记[9] 

表观遗传与外界的环境有关，会随着生物的发育和成长不断变化，影响表型。具体的影

响方式包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰甚至是染色质重塑。 
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1.2 H3K27me3 

H3K27me3 代表 H3 组蛋白残基第 27 位赖氨酸的三甲基化修饰，这种表观

遗传修饰被认为与基因表达的抑制有关。其在维持植物正常发育和生存上有重要

作用，这种表观遗传标记的正常建立，被认为与植物的种子萌发、叶的生长以及

正常开花等众多表型有关[10]。 

在真核生物中，H3K27me3 由 PRC2 复合物负责建立。PRC2 全称 Polycomb 

Repressive Complex 2，是一种 Polycomb group (PcG) 蛋白复合物[11]，其在真核

生物中保守存在。CURLY LEAF (CLF) 、SWINGER (SWN)和 MEDEA（MEA） 

是拟南芥的三种 PRC2 催化亚基，其中 MEA 仅在胚乳中发挥作用，而 CLF 和

SWN 在一般的植物发育过程中发挥作用，受特殊 DNA 序列等因素的招募，在特

点位点建立 H3K27me3 修饰（图 2）。作为 PRC2 复合物的一部分，CLF 除了催

化 H3K27me3 的建立，还被认为与体细胞同源重组有关[12]。也有相关的研究认

为 CLF 蛋白也可能通过调节 AGAMOUS（AG）和 SHOOTMERISTEMLESS（STM）

蛋白的表达来影响叶和花的形态[13][14]。而 CLF 也受其他因子调节，例如有研究

发现 COOLAIR 可能与 PRC2 的募集有关[15]，染色质重塑蛋白 PICKLE 等会拮抗

CLF 蛋白的功能等[16]。综上，CLF 对表观遗传标记 H3K27me3 的正常建立对植

物的正常发育有重要的作用，深入探究 CLF 的功能有重要的科学意义。 

研究 CLF 蛋白，不仅仅是将其作为一种特殊的酶来探究其功能，由于它与

表观遗传标记 H3K27me3 联系密切，对 CLF 的研究更偏向与对 H3K27me3 正常

建立的作用的研究。CLF 蛋白的缺失，无疑会导致 H3K27me3 在拟南芥基因组

上的分布和含量产生较大的变化，这种变化对植物来说意味着什么是很重要的。

之前有很多的研究探究了 CLF 缺失会导致的植物表现变化，而我们更希望能从

整体水平探究 CLF 缺失，对拟南芥的全局基因表达会有什么影响。 
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图 2：PRC2建立 H3K27me3[17] 

PRC2复合物会建立 H3K27me3，主要由亚基 CLF 和 SWN 负责催化，其定位目前认为与特

殊序列和 lncRNA 有关 

 

1.3 高通量测序技术 

除了常规的突变体构建与表型观察外，高通量测序技术的快速发展给我们的

研究提供了新的思路。从很早以前，人们就对探明生物的基因组序列有着极高的

热情，虽然现在已经证明仅仅知道人类的全基因组序列和人类有哪些基因是远远

不够的。但是由此发展出的各种 DNA 测序技术以及现在的高通量测序技术却为

我们现在进一步的研究提供了便利。 

1975 年，Frederick Sanger 发明了 Sanger 双脱氧链终止法，这个方法的创立

为第一代测序技术奠定了基础。其利用带荧光信号的 ddNTP 取代了 dNTP，使得

被测序序列在扩增时反应终止，产生众多不同长度的核苷酸，再利用电泳分离，

检测荧光信号，进而获取 DNA 序列[18]。一代测序准确率高，是一种金标准，但

是其效率较低，测序通量低，如果想要测得一套基因组的数据需要花费很长的时

间，这显然远远不能满足人们研究的要求。之后，以高通量为特点的新一代测序

出现了[19]。二代测序利用桥式 PCR，为大量待测序的 DNA 片段加上接头，使其

能固定在固体支撑物上，同时保障每个小区域仅有一条 DNA 片段，再利用带荧

光的 dNTP 进行多轮的聚合-清洗-读取拍照来获取序列。二代测序技术能够对十

几万到几百万条 DNA 分子进行测序。对于强调多样品，大数据分析的各种组学

研究来说，二代测序无疑为科研提供了极大的方便。人们可以同时对好几个样品，

一个家系，甚至是一类人群进行大规模的测序，从中利用统计学的方法获取想要

的信息，这对于研究遗传病、肿瘤以及表观遗传都有很重要的作用。然而，二代
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测序一个很严重的问题就是测序长度短，以至于需要研发许多的配套方法来尽可

能的延长其能测序的 DNA 片段长度。随着人们对于测序长度的要求不断提升，

三代测序也应运而生。三代测序又被称为单分子测序，利用 DNA 分子穿过纳米

蛋白孔进行测序，其可以测序很长的序列，也适用于临床样品，但现在其测序成

本较高，错误率也较高，还有待继续发展。 

与此同时，配套的算法也在不断的精进，从提高 reads 片段的 mapping 效率，

到提高差异基因分析的准确度，各样的分析软件都在同步的更迭，不断地提高计

算速度，提高计算精度，提供个性化分析的方法。测序技术的发展，让我们能够

从更多的角度，更高的层次去分析生物相关的问题。从大数据分析寻找基因突变

位点，到转录组，表观遗传组的分析。现在，随着我们对生物的精细化研究，诸

如单细胞测序，Hi-C 技术，空间转录组技术，甚至空间表观组学技术等也在不断

发展。高通量测序技术已经能让我们从更加宏观，更加系统的层面去分析某个基

因的作用，某种表观遗传标记的作用。 

大规模测序技术的发展，允许我们对拟南芥的转录组进行分析[20]。这使得我

们可以从比较宏观的方面去了解 CLF 缺失所导致的表观遗传变化究竟会从哪些

角度影响植物正常生理功能。我们利用构建好的 clf-29突变体拟南芥作为实验组，

与作为对照组的野生型拟南芥共同进行 RNA 提取，得到两组共六份 RNA 样品

送交公司进行测序，我们利用获得的高通量测序的结果，进行 RNA-seq 分析，

对 CLF 蛋白所调控的基因进行较为全面地探究。 
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二、材料与方法 

2.1 植物材料 

    本论文实验所涉及的拟南芥材料其生态型为 Col-0,突变体 clf-29 

(SALK_N521003)订购于 ABRC（Arabidopsis Biological Reserch Center）种子库。

文库构建所用材料为长日照条件（22℃，白光 16h，黑暗 8h）生长 14 天的拟南

芥幼苗。 

2.2 RNA-seq 

在新一代高通量测序技术发展的背景下诞生的一项技术。通过提取样本的全

RNA，构建 cDNA 文库，利用高通量平台进行测序的方式，解读出含有大量 reads

的原始数据。再通过映射读数、汇总每个基因的读数计数、标准化和检测差异表

达的基因来获取我们想要的信息[21]。该项技术已经被运用于包括临床研究[22]、动

植物研究等多个方面。在植物领域，RNA-seq 已经被用于包括水稻[23]、玉米[24]、

拟南芥等植物的研究，对于一些非模式生物的研究也有进展[25]。除了研究基因的

表达量差异之外，可变剪切[26][27]，非编码 RNA[28]，环状 RNA[29]等的研究也有长

足的进展。在这里，我们主要应用其分析突变体较野生型在基因表达上的变化。 

我们使用天根生化科技有限公司开发的植物 RNA 提取试剂盒对 14 天的野

生型 Col 以及突变体 clf-29 进行 RNA 抽提。得到高质量的 RNA 后，使用 KAPA

的 mRNA capture 磁珠和链特异性 mRNA-seq 建库试剂盒进行 RNA-seq 文库构

建。文库扩增纯化后送上海晶能有限公司进行双端 150 bp 读长的高通量测序，

测序深度为 15-30X。每个样本三个独立的生物学重复。 

2.3 序列片段的质量检测与去接头 

高通量测序并不是百分之百准确的，质量控制和预数据处理是必要的。以

Illumina 的测序为例，其能读数的碱基长度为 30-300bp。序列信息是由测序仪器

内的可逆终止子循环反应产生，这些信号会以不同的比色信号形式呈现，不同颜

色的荧光信号代表不同的碱基。除了碱基信息外，该测序数据还会附带一个质量

数据，即该处碱基的置信度，错误率的范围从 7.94e-5 到 1。无论是杂质还是机

器本身故障造成的误差，其都会提供 Q 值给我们作为参考，供我们判断此处的

碱基测序结果是否可信[30]。因此，无论是单端测序还是双端测序，都需要先对原
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始数据的测序质量进行控制。我们使用 fastqc 工具来帮助我们进行该步骤，该工

具是一个基于 java 的软件，能够快速的帮助我们了解原始数据是否存在问题。 

循环的过程中，通常会在被测序列的 3’段添加一个通用的引物。我们在之后

会将测序得到的 reads 序列对应到基因组上，而该引物的序列无疑会影响该过程。

我们利用 cutadapt 进行引物序列的切除。Cutadapt 的开发是在多特蒙德大学 Sven 

Rahmann 教授的团队中开始的，它可以通过容错的方式查找接头或引物序列来

帮助完成这些序列去除，还可以通过各种方式修改和过滤单端和双端 reads[31]。

在双端测序时，还需要去除第二条 reads 的 3’接头。我们所进行的是双端测序，

去 除 的 3’ 接 头 为 AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA 与

AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT。 

2.4 reads 在基因组上的匹配 

我们进行全转录组的高通量测序，是为了确定样品基因表达水平的高低。为

此，我们需要将测序所得到的 reads 对应到基因组的基因上，再借由表达量和每

个基因所对应的 reads 数的关系来判断每个基因的表达量高低。实现这一目的的

第一步就是完成 reads 到拟南芥基因组上的对应。 

目前有很多的对比用软件，例如 bwa，bowtie 等。这里我们选用的是 hisat2，

这是一种快速而灵敏的软件，其基于 BWT 和 ferragina-manzini index 两种索引框

架。在存在参考基因组时，hisat2 是最快速的 mapping 用工具[32]。我们所得是双

端数据，设置“—rna-strandness RF”参数把干净的 reads 比对到拟南芥的 TAIR10 

基因组上。 

2.5 RPKM 

我们所关注的是拟南芥基因的表达量，那么如何通过 reads 数来判断基因的

表达量高低呢？一般来讲，如果一个基因的表达量高，那么在样本中提取到的相

应的 mRNA 数量也会很多，测序测得的 reads 也会多，在利用 hisat2 进行匹配的

时候 mapping 上的 reads 数也会多。但是与此同时，如果有一个基因特别的长，

其转录产生的 mRNA 也很长，那么测序所得的 reads 数也会较多，而这一点与基

因的表达量无关。为了避免这种影响，我们需要对数据进行标准化，RPKM 就是

一种标准化的方式。RPKM 全称为 Reads Per Kilobase per Million mapped reads，

其代表每百万 reads 中来自于某基因每千碱基长度的 reads 数。其公式为： 
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𝑅𝑃𝐾𝑀 =
Total exon reads

Mapped reads(Millons) ∗ Exon length(Kb)
 

我们利用 deepTools 软件中的 bamCoverage 工具将比对基因组后的 bam 

文件转换成 bigwig 文件。通过这种标准化的方式，可以反映出真实的基因表达

量，但是这里还需要注意一些问题，测序的 RNA 库在不同的实验条件和/或测

序协议之间可能存在显着差异，因此完全不同的两组数据并不能直接对比[33]。 

2.6 数据可视化 

Integrative Genomics Viewer (IGV)是一种高性能、易于使用的交互式工具，

它可以将基因组数据进行可视化，便于使用者分析基因组数据的结果[34]。通过这

种工具，我们可以容易的看出那些基因没有表达。 

2.7 数据的统计学意义 

在对数据进行基本处理后，我们需要确定实验组和对照组之间的比较是否是

有意义的。我们选用了 plotCorrelation 来完成这件事。我们可以先利用 

multiBamSummary 或 multiBigwigSummary 输出一个样本数据的集合矩阵。然

后在 plotCorrelation 中利用 Spearman 方法计算相关系数，进而从统计学意义上

看两组数据是否满足“组间数据差距较为明显，组内数据差距不明显”的特点。

只有在满足这一条件后，我们才能认为对突变体和野生型这两组数据的对比是有

意义的。我们选用的是 Spearman 方法，绘制了 heatmap。 

2.8 差异基因的分析 

在后期的分析中我们借助了 R 语言的部分工具，来帮助我们进行诸如火山

图绘制、差异基因聚类分析等工作。先使用 FeatureCounts 软件[35]计算转录本上

（所有外显子）的 reads 数，再利用 R 程辑包分析表达量差异。我们设定 |log 

2 [Foldchange]| ≥ log 2 (1.5) 和 P 值 ≤ 0.05 作为筛选条件提取差异基因。在这

里介绍主要的两个程辑包。 

2.8.1 DESeq2 

RNA-seq 需要对大量的数据进行处理和比较，我们需要对比实验组和对照组

之间的基因表达水平的差异，以此来判断哪些基因在突变体中表达上调，哪些基

因在突变体中表达下调，以此来明确 CLF 蛋白的作用。我们还需要对比组内三

个重复样本之间的数据，以此来判断某个基因的表达量变化结果是否可行，排除

偶然性的偏差的影响。DEseq2 是一种可以帮助我们处理 RNA-seq 数据的 R 语言
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程辑包。他是原开发人员开发的第二代的 DEseq，具有很高的灵敏度和精度，以

及较低的误报率，为 RNA-seq 数据的基因水平分析提供了一个全面而通用的解

决方案[36]。 

2.8.2 TopGO 

在对突变体拟南芥的整体基因表达水平变化进行分析后，我们会希望能够进

一步了解这些表达量上调和下调的基因分别有什么功能，借此来解释 CLF 蛋白

缺失后突变体拟南芥的表型变化。我们更希望能够与拟南芥的 H3K27me3 的分

布变化联系起来，进一步明确拟南芥 H3K27me3 的正常建立对植物表型正常的

影响。因此，我们需要对表达量变化的基因进行聚类分析。TopGO 是一个 R 语

言的程辑包，由 Adrian Alexa，Jorg Rahnenfuhrer 创建，可以帮助我们完成基因

的聚类分析。我们选用 org.At.tair.db 数据库，BP 分类，将基因根据他们参与的

生物过程进行聚类。 
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三、实验结果 

3.1 数据质量控制 

在对数据进行分析之前，我们首先需要确保获得的测序数据的质量。在高通

量测序时，由于技术限制存在极限测序长度，一般来讲越往后出现测序错误的概

率越大，如果该测序结果较差，那么最后将其对应到基因组上并进行分析，得到

的结果就剩不可信的[30]。我们利用 fastqc 对原始数据进行质量检测（附图 1）。

六份样品均为双端测序，原始测序数据的 DNA 片段平均长度约为 150bp，质量

均处于较高水平，即碱基测序错误概率较小（图 3 A、B）。此外，考虑到测序时

DNA 片段的接头也会对后续的分析造成影响，我们也利用 cutadapt 对测序结果

进行了接头的去除（附图 2）。相比较于原始数据，去掉接头的数据质量更高，平

均每个碱基的测序可信度也有提升（图 3 C、D）。 

 

图 3：对原始测序数据的质量控制 

（A 和 B）代表了数据在去接头前的整体数据质量；（C 和 D）为去接头处理之后的整

体数据质量；（A 和 C）所示的图表示了测序在整体可信度，曲线在绿色部分表示可信

度高，在完成去接头处理后，整体可信度均较高；（B 和 D）所示的图表示了接头对于

原始数据的影响，由（D）图可见去接头处理效果较好 

 

3.2 数据的初步处理 

在确保原始测序数据的可信度较高后，我们利用获得的高通量测序数据进行

拟南芥基因组的匹配。原始的数据是众多的碱基序列，此时我们并不能对其进行
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分析，我们需要找到这些片段所对应的基因是什么。利用 histat2，我们成功获得

了初步的 mapping 数据，结果显示这些测序结果的 mapping 率较高，均有超过

96%的片段找到了其对应的在拟南芥基因组是的位置（表 1）。但是同时，许多片

段的虽然能够成功的对映到基因组上，但是其并不能完全的匹配，可能存在错配

的情况。我们进一步对 mapping 片段的质量进行检测，并过滤掉对比率较低的数

据。在去除错误率大于 1%的数据后，数据的整体保留率依旧较高，大多数实验

组的数据保留率都达到了 80%以上（表 1）。此外，测序深度也是评估一组数据

是否可信的标准。我们需要保证测序所得的序列长度能够较好的覆盖拟南芥的基

因组，因此我们利用测序序列的总长度与拟南芥基因组大小的比值作为测序深度。

一般来讲，测序深度越高，证明所测得的序列对基因组的覆盖率越好[37]。如表 1，

所有六组测序数据的测序深度均良好，表明该数据的覆盖度较好，进一步加强了

该原始数据的可信性。 

表 1：RNA-seq 数据处理汇总 

 sequencing depth raw trimmed trimmd% mapping mapping% Q>=20 (Q>=20)% 

clf29-1 43 34956528 34950686 99.98% 34048958 97.42% 31056109 88.86% 

clf29-2 40 32170570 32163718 99.98% 31124830 96.77% 27521976 85.57% 

clf29-3 41 33342874 33336138 99.98% 32489400 97.46% 29393087 88.17% 

col-1 46 37244778 37242310 99.99% 36542155 98.12% 32494386 87.25% 

col-2 28 22235624 22230806 99.98% 21583890 97.09% 19355789 87.07% 

col-3 41 33187892 33184346 99.99% 32474201 97.86% 23442498 70.64% 

注：该表为六组数据的测序深度，原始 reads 数，去接头后，基因组对应后，质量筛选后剩

余的 reads 数以及和原有 reads 相比所占的比率。可以借此进一步分析数据的质量。 

 

3.3 测序数据的可靠性分析 

在保证了我们所获得的六组的数据的测序质量之后，我们需要进一步确定

每一组的数据是否都达到了我们的实验要求，如特定基因是否没有表达，实验组

和对照组之间的组间差异是否明显等。首先我们分析了六组数据在拟南芥基因组

上的分布情况，利用 IGV 对 mapping 后的数据进行可视化，发现在 CLF 基因处，

实验组的该基因表达量为 0，而对照组的有明显的峰值（图 4）。证明对照组的

CLF 基因正常表达，而实验组的 CLF 基因已经成功沉默，没有转录出对应 CLF
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蛋白的 mRNA。 

 

图 4: CLF在突变体 clf-29及野生型 Col-0 中的表达情况 

我们利用 IGV 可视化 reads 在 mapping 后的结果，IGV可以将每个基因每处的 reads 数

通过峰值图的形式展示出来，图中 clf-29 组缺失的位置，即为 CLF 基因处，可知表达

量为 0。AT2G23390 为 CLF 附近基因，表达量基本不受影响。AGL19 为被报道的与

PRC2 复合体有关的影响早花表型的基因之一
[38]

，突变体中表达上调 

 

在确保了目标基因成功沉默之后，我们又分析了实验组与对照组之间的差异

性。我们利用 Spearman Correlation 进行分析，发现实验组和对照组组内的差异

相对较小，重复性好，而实验组和对照组之间的差异相对较大（图 5），说明我们

可以通过对比两个组之间的差异，来分析CLF基因缺失对拟南芥转录组的影响。 

 

图 5:组间组内相关性分析 

如图，我们利用 Spearman 相关性进行分析，发现实验组与对照组之间的组内相关性较
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高，组间相关性相对较低。可知野生型与突变体之间存在较为明显的差异，可以进行

进一步的对比进而得出结论 

 

3.4 表达量差异分析 

我们将此前 mapping 所得的数据进行 RPKM 的标准化。由此可以反应出拟

南芥不同基因的表达量。我们将实验组的数据与对照组的数据进行分析。将实验

组的各个基因表达量与对照组野生型的各个基因表达量进行对比，由此得到 CLF

突变后拟南芥基因表达的变化情况。我们观察到有 834 个基因表达上调，684 个

基因表达下调（图 6）。 

 

图 6：差异基因火山图 

图中横轴代表突变体基因表达量相对与野生型的倍数，在原点右侧的代表表达量上调，

在原点左侧的代表表达量上调。以变化倍数大于 1.5 倍为标准，即突变体基因表达量高

于野生型一点五倍的为表达量上调，野生型表达量高于突变体 1.5 倍的为下调；纵轴代

表可信度，越接近横轴的代表可信度越低，以 0.05 为界，置信度大于 0.95 的数据予以

采纳 

 

3.5 差异基因的聚类分析 

我们进一步对于这些产生明显变化的基因进行 topGO 分析，发现在上调的

基因中，与花的发育有关的基因数量是最多的（图 7 A）。这也与之前多项研究中

发现的 H3K27me3 缺失，以及 PRC2 复合物缺失会导致拟南芥出现早花表现是
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相吻合的[38]。除了与花的发育有关的基因之外，其他上调的基因大多是与生理生

化反应，以及 DNA 和 RNA 正常行使功能有关的。这也可能表明 H3K27me3 不

仅仅是通过自身的建立来抑制基因表达，也有可能是集中抑制和 RNA 合成有关

基因，由此来使全局水平的基因表达受抑制。 

除了上调表达的基因外，我们还探究了下调基因的特点（图 7 B）。我们发现

下调基因多数是与植物应对生物胁迫或者非生物胁迫相关的。很多的基因与对抗

外来生物的侵犯，如细菌、真菌等是有关的。这说明 CLF 与 H3K27me3 的建立

与植物在发育较为成熟时的正常生理功能，抵抗外界环境都是有关系的。目前，

对于 CLF 蛋白在应对胁迫时的功能研究较少，未来可以对 CLF 蛋白在这方面的

功能进行更加深入的研究。同时，也有较多的下调基因可能是与植物对植物激素

的反应有关的，包括生长激素，茉莉酸在内。这些基因与拟南芥的开花，生长，

发育有关，他们的缺失也会导致拟南芥抗逆能力的下降。这也说明 CLF 蛋白有

可能是通过影响激素发挥作用，进而影响植物表型的。 

 

图 7：基因聚类分析 

（A）为突变体中表达上调的基因聚类分析，（B）中为基因表达下调的聚类分析；从

高到低，每种类型的基因数量依次减少 

A  B  
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四、讨论 

在本研究工作中，我们利用 RNA-seq 技术分析了在 CLF 蛋白缺失的条件下，

拟南芥转录组的变化。CLF 蛋白被认为是与 H3K27me3 的建立有密切关系的，

是 PRC2 复合物的组成部分之一，CLF 蛋白的缺失也就代表着正常的 H3K27me3

建立会部分受阻，而 H3K27me3 被认为是与基因转录抑制有关的。我们发现较多

的基因在 CLF 蛋白缺失后表达量上调，这点与 H3K27me3 的功能以及 CLF 蛋白

的功能是相吻合的。此外，我们对这些表达的基因进行了聚类分析，也发现上调

和下调的基因有着明显的特点。而且 H3K27me3 的变化也会影响植物的抗逆能

力，大部分此类基因在正常情况下是被抑制的，只有外界胁迫来临的时候才会被

激活。在 CLF 蛋白缺失后，包括响应氧气水平，水以及化学酸的基因都有上调。

与此同时，还有许多表达上调的基因是直接与 RNA 的合成以及转录的调控有关

的。这也许表明 H3K27me3 在基因组上的分布有着更加明确的目的性，可能会偏

向于与修饰某些基因来影响 RNA 的合成，或者影响抗逆相关通路，进而影响全

局基因表达水平。另外需要注意一件事，虽然有 834 个基因表达下调，但是这个

数量并不是非常多，因为除 CLF 之外，诸如 SWN 等也能参与 H3K27me3 的建

立，在此次并未干预这些蛋白的正常表达。 

与此同时，我们还注意到一件事情，虽然在基因表达量分析时观察到较多的

基因是上调的，但是仍然有 684 个基因是下调的。例如，和茉莉酸以及生长素有

关的基因下调。在过去的一些研究中，曾经发现在过表达 H3K27me3 去甲基化酶

ELF6 和 JMJ13 蛋白后，生长素和茉莉酸相关途径激活，这会影响植物的自花授

粉比例[39]。但是在我们上述的研究中，发现有一些该功能相关的基因在 CLF 缺

失后出现下调。包括一些响应胁迫的基因，而在 CLF 蛋白缺失后，也有很多该

类型的基因表达下调。 

这些下调基因的出现与预期结果是有一定出入的，那么他们下调的原因是什

么呢？原因之一可能是，在缺失某些表观遗传标记构建蛋白时，突变体的整体表

观遗传水平会下降，并不代表所有基因的表观遗传水平都会下降。在一些情况下，

缺失关键性蛋白后，表观遗传标记的分布会产生较大的变化，甚至可能与正常情

况下植物表观遗传标记的分布几乎完全不同。也就是说，CLF 蛋白以及 PRC2 复
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合物，他们所起的作用不仅仅是建立 H3K27me3 这一表观遗传标记，而且还会影

响 H3K27me3 的分布。即使全局水平的 H3K27me3 水平下降，依然会有一小部

分基因的表观遗传修饰水平上升，进而影响一系列的基因表达和植物功能。 

除此之外，与基因表达抑制有关的表观遗传修饰不止有 H3K27me3，包括

H2A.Z[40]，DNA 甲基化 [6]等。有许多的表观遗传修饰的功能是类似的，在

H3K27me3 缺失时，有可能其他抑制性表观修饰会进行补充，甚至有可能对部分

基因的抑制会更甚，反而导致这部分基因表达受抑制。除了表观遗传标记之外，

许多基因有可能是属于同一通路相互调控的，部分基因的上调也有可能进而会导

致另一部分基因的下调。即部分基因表达下调是另一部分基因表达上调的结果。

在原定的实验与分析计划中，我们还会利用 ChIP-seq 技术对突变体的 H3K27me3

分布进行探究，我们可以借此详细了解下调基因和突变体 H3K27me3 富集基因

之间的关系，但是由于疫情原因，这一部分数据尚不完善，有待进一步的探究。 

对于 CLF 蛋白本身来说，还有很多值得探究的问题，例如 CLF 蛋白在染色

质上的分布，之前已经有工作对 CLF 蛋白在基因组上的分布进行过研究，但是

可能是受限于所选用的标签，其研究所获取的分布较为局限，位点相对较少[41]。

此外，CLF 的结合蛋白也是值得发掘的，这也可以帮我们明确 H3K27me3 在特

定位点上的精确建立机制，也可以与 GO 分析中找到的途径关联起来，帮助我们

理解 CLF 与植物生理途径之间的关系。但是由于疫情原因，这些工作的样品收

集工作无法进行，导致缺乏高通量测序的原始数据，无法进行分析，少了很多的

结果且无法进一步的进行分析，也是十分遗憾。在未来，包括 CLF 的分布，定

位的原理，什么样的外界条件会影响 H3K27me3 的建立等问题，都需要进一步的

研究。 
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附图： 

 
附图 1：去接头前全部测序数据的质量检测 

（A-F）分别代表实验组三组与对照组三组去接头之前双端测序的结果，左侧为 R1 测

序质量，右侧为 R2 测序质量 
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附图 2：去接头后全部测序数据的质量检测 

（A-F）分别代表实验组三组与对照组三组去接头之后双端测序的结果，左侧为 R1 测

序质量，右侧为 R2 测序质量。分布展示了整体测序质量与去接头质量 
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