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摘要：利用分子育种技术培育耐旱植物的过程中，了解植物的抗旱机制和拥有大量的候选基因是必要的。 耐旱植物是了解耐旱

机制和挖掘耐旱基因的优秀材料。 以小沙冬青为材料，通过聚乙二醇（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ⁃ ６０００）模拟干旱胁迫，研究胁迫

开始后 ０、１、３、６、１２ ｈ 的小沙冬青幼苗叶片光合色素、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、可溶性

糖、可溶性蛋白、脯氨酸（Ｐｒｏ）含量，利用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技术对小沙冬青叶片进行转录组测序。 分析结果表明，干旱胁迫下，小沙冬

青叶片中可溶性糖、Ｐｒｏ、叶片光合色素含量增加。 ＳＯＤ、ＰＯＤ 对干旱响应迅速，活性显著增加，这对消除干旱引起的过量活性氧

具有重要作用。 而 ＣＡＴ 在 １２ｈ 内未对干旱做出有效响应。 转录组分析鉴定到 １５１８８ 个差异表达基因，其中共差异表达基因有

８０５ 个，上调表达的基因数量和下调表达的基因数量相近。 在 ＧＯ 富集分析中，这 ８０５ 个基因在“核酮糖⁃ １，５⁃二磷酸羧化酶 ／加
氧酶”和“脱落酸激活信号通路的负调控”途径中大量富集。 Ｐ 值最小的四条通路（“叶绿素结合”、“光系统Ⅱ”、“光合作用”，
“光捕捉、光系统Ⅰ”）均与光合作用相关。 ＫＥＧＧ 分析表明，共差异表达基因主要富集在包括“光合作用⁃天线蛋白”、“光合生

物中的碳固定”在内的 ６ 条代谢途径中。 在小沙冬青中，７⁃羟甲基叶绿素 ａ 还原酶在干旱胁迫下持续下调表达，抑制了叶绿素

的降解，有效保护了光合系统。 研究重点关注了植物激素的信号转导途径，发现脱落酸信号通路发生明显改变。 此外，茉莉酸

信号通路中茉莉酸 ＺＩＭ 结构域蛋白（ＪＡＺ）的响应相较于其他物种有明显的不同。 研究结果为小沙冬青适应干旱环境的生理和

分子机制提供新的证据，为后续抗旱相关候选基因克隆及功能验证奠定基础。
关键词：小沙冬青；干旱胁迫；生理特性；转录组分析
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ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｏｕｇｈｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｎａｎｕｓ； ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ； ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

干旱是全球植物面临的最重要的胁迫之一，近年来，由于持续的全球气候变化，干旱胁迫的严重程度和频

率稳步上升［１］。 植物在与生存环境的长期选择和适应中，在生理和分子水平形成了独特的干旱信号转导机

制以及较为系统的缺水逆境应对策略［１］，如植物通过调控 ＡＢＡ 信号通路、钙离子信号通路和促有丝裂原活化

蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）级联信号通路等与干旱密切相关的信号通路，来增加根系水分吸收、关闭气孔减少水分流

失、组织内的渗透调节，从而积极适应干旱环境。 如此复杂的调控网络需要多个调控基因和功能基因的作用

下进行。 研究表明，某些基因的异源表达能提高植物的耐旱性［２］，而拥有大量耐旱相关的候选基因，是提高

转基因植物耐旱性的前提条件。 因此，以耐旱植物或干旱环境适生植物为材料的转录组数据分析，可以深入

认识抗旱生理及分子机制，挖掘抗旱关键基因，为分子设计育种提供更多的数据支持。
小沙冬青（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｎａｎｕｓ）隶属于豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）沙冬青属（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ），常绿灌木，作为

荒漠植被的重要物种，形成了特殊的抗逆表型，如栅栏组织发达且存在粘液细胞、表皮细胞中存在大液泡

等［３—４］。 小沙冬青还可通过“午休”机制、改变氨基酸代谢（特别是脯氨酸和天冬氨酸）水平，来抵御干旱胁

迫［５］。 表型是环境和基因共同作用的结果，转录组能够在一定程度上反映这种结果。 近年来人们已从小沙

冬青的同属近缘种蒙古沙冬青（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ）中鉴定出多个耐旱基因［６—１５］，而在小沙冬青的

ＡｎＤＨＮ、ＡｎＥＸＰＡ１、ＡｎＥＸＰＡ２ 等，被证明能够赋予植物较好的耐旱性［１６—２３］。 本研究对小沙冬青幼苗叶片进行

转录组测序，挖掘小沙冬青耐旱基因及代谢通路，为逆境适生植物的抗旱基因挖掘提供新的参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料及处理

小沙冬青种子采集自新疆乌恰县。 挑选健康饱满的种子，用 １％高锰酸钾消毒 １０ ｍｉｎ，用蒸馏水洗净后播

种于装有等量沙土的花盆中，于 ２８℃培养，光照 １６ ｈ ／ ｄ，黑暗 ８ ｈ ／ ｄ，待幼苗长到 ５—６ 叶期时，将长势健康且

一致的幼苗连根挖出，用蒸馏水冲洗幼苗根部，将幼苗转移入 １ ／ ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中进行缓苗处理，２—３ ｄ
后，将幼苗转移入含 ２５％ＰＥＧ⁃６０００ 的 １ ／ ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中模拟干旱胁迫处理，以在 １ ／ ２ Ｈｏｇｌａｎｄ 营养液中
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培养的幼苗为对照，分别于处理的 ０、１、３、６、１２ ｈ 进行取样，每个处理 ３ 次重复。 转录组测序委托华大基因股

份有限公司开展。
１．２　 生理指标测定及方法

采集完整健康的小沙冬青新鲜叶片用于测定生理指标测定，光合色素含量采用乙醇提取法，可溶性糖含

量采用蒽酮比色法测定，Ｐｒｏ 含量采用酸性茚三酮法测定，ＳＯＤ 活性的测定采用 ＮＢＴ 光还原法，ＣＡＴ 活性的测

定采用紫外吸收法、ＰＯＤ 活性的测定采用愈创木酚法［２４］。
１．３　 ＲＮＡ 提取、文库构建与转录组测序

提取样品 ＲＮＡ 后，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计及 Ａｇｌｉｅｎｔ２１００ 生物分析仪检测 ＲＮＡ 纯度、浓度及完整性等。
ＲＮＡ 样品质量检测合格后，进行 ｃＤＮＡ 文库构建，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 检测文库的大小、浓度。

利用 ＢＧＩＳＥＱ⁃５００ 平台对上述构建合格的 ｃＤＮＡ 文库进行测序。 测序得到的原始数据，通过 ＦａｓｔＱＣ 软件

进行质量评估，采用 ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件［２５］过滤掉低质量、接头污染以及未知碱基 Ｎ 含量大于 ５％的 ｒｅａｄｓ。 使

用 Ｂｏｗｔｉｅ２［２５］ 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到参考基因序列，之后再使用 ＲＳＥＭ 计算基因和转录本的表达水平。 使用

Ｔｒｉｎｉｔｙ［２５］对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行组装，通过 Ｔｇｉｃｌ［２５］进行去冗余得到 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，再用 ＢＵＳＣＯ［２５］ 与保守基因进行比

较，对组装质量进行评估。 将对组装得到的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行 ＫＥＧＧ、ＧＯ、ＮＲ、ＮＴ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、Ｐｆａｍ 和 ＫＯＧ 功能数

据库注释，获得其注释信息。 差异基因筛选条件为 Ｐ⁃ａｄｊｕｓｔ＜０．０５＆ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１，采用 Ｒ（版本：４．２．２）对差异基

因进行 ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 富集分析，Ｐ≤０．０５ 判断此 ＫＥＧＧ 通路或 ＧＯ 功能存在显著富集。
１．４　 差异基因 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

挑选 ６ 个差异表达基因进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证，植物样品 ＲＮＡ 提取及质量检测方法同上，设计引物（表 １），
利用天根反转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ 模板构建，用于后续 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试验，以 Ａｃｔｉｎ 基因为内参，使用 ２－ΔΔＣＴ法计

算基因的相对表达量。

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 选用基因及其引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因
Ｕｎｉｇｅｎｅ

正向引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

反向引物序列
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｕｎｉｇｅｎｅ８７８＿Ａｌｌ ＣＣＧＴＣＣＧＴＣＣＡＡＧＡＧＣＣＡＡＡ ＡＡＧＣＣＧＴＣＧＴＴＧＣＴＧＧＡＡＣＴ

ＣＬ２２２８．Ｃｏｎｔｉｇ１４＿Ａｌｌ ＡＴＧＣＣＧＡＡＴＧＣＣＣＧＴＧＡＡＧＴ ＧＣＡＡＴＡＧＴＧＧＴＣＧＧＧＡＣＣＡＡＧＡＡＡ

ＣＬ４７０６．Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ ＧＡＴＧＡＣＧＴＣＧＡＴＧＣＣＧＧＧＴＴ ＣＧＧＴＧＴＣＧＣＧＡＡＴＣＡＣＡＴＣＧ

ＣＬ８８０４．Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ ＣＣＧＣＡＧＧＡＡＡＧＴＡＡＧＡＧＴＧＧＣＡ ＧＧＴＧＧＡＡＡＧＣＣＣＡＧＡＡＧＧＡＡＣＡ

ＣＬ４９６４．Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ＡＴＧＣＣＧＡＡＴＧＣＣＣＧＴＧＡＡＧＴ ＧＣＡＡＴＡＧＴＧＧＴＣＧＧＧＡＣＣＡＡＧＡＡＡ

ＣＬ１２３７．Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ ＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴＧＴＧＣＡＴＧＡＴＧＡ ＧＣＴＧＧＧＣＣＡＣＡＡＡＧＣＡＧＧＴＡ

ＣＬ４８５４．Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ＡＣＡＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣＧＧＴ ＧＣＴＴＧＣＡＡＴＡＧＣＴＧＣＴＣＧＣＴ

ＣＬ２８５４．Ｃｏｎｔｉｇ６＿Ａｌｌ ＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＧＧＧＡＴＴＧＧＣＡ ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＴＧＡＡ

ＣＬ９０８０．Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ ＣＧＴＧＧＣＡＧＡＡＣＴＧＣＧＧＣＡＴＡ ＣＧＴＧＧＣＡＧＡＡＣＴＧＣＧＧＣＡＴＡ

Ｕｎｉｇｅｎｅ３０１６６＿Ａｌｌ ＴＧＧＣＡＴＴＧＣＴＴＧＣＡＣＣＴＧＧＡ ＣＧＧＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＴＧＧＡＣＣＴ

Ａｃｔｉｎ ＣＣＡＧＧＣＴＧＴＣＣＴＣＴＣＣＣＴＧＴ ＧＡＴＧＧＣＡＴＧＡＧＧＧＡＧＣＧＣＡＴ

２　 结果与分析

２．１　 干旱胁迫下小沙冬青幼苗叶片生理指标的影响

随着干旱胁迫时间的增加，小沙冬青幼苗叶片的叶绿素 ａ 和类胡萝卜素含量呈先下降再上升的趋势；叶
绿素 ｂ 含量呈先上升再下降趋势，并于 １２ ｈ 时达到峰值；可溶性糖含量大体上呈上升趋势；Ｐｒｏ 含量呈上升趋

势；ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性先增加后维持稳定，并于 ３ ｈ 达到峰值；ＣＡＴ 的活性差异不显著。 干旱有助于提高小沙冬青叶

片光合色素含量，增加抗氧化酶活性和渗透调节物质，其中 Ｐｒｏ 与 ＳＯＤ 的含量和活性提升较为明显（图 １）。
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图 １　 小沙冬青幼苗叶片中的光合色素、渗透调节物质含量，抗氧化酶活性

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｉｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ， ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ａ． ｎａｎｕｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

∗表示干旱处理组在同一时期下与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 测序质量与数据组装

使用 ＢＧＩＳＥＱ⁃ ５００ 平台对 １５ 个样本进行测序，共获得了 ９４． ８３ Ｇｂ 数据，Ｑ３０ 碱基分布在 ８９． ２３％—
９０．７８％，ＧＣ 含量在 ４２．２３％—４２．７４％，说明测序结果准确度较高，可以用于后续分析。 经 Ｔｒｉｎｉｔｙ 组装后共获

得 １２２０５３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长度为 １７０７ ｂｐ，Ｎ５０ 长度为 ２４５３ ｂｐ，ＧＣ 含量为 ３９．４３％。 长度分布在 ２００—１０００
ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ４４４７５ 条，占总数的 ３６．４３％，长度分布在 １０００—２０００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ３６１６５ 条，占 ２９．６３％，
在 ２０００—３０００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 ２３４６５ 条，占 １９．２３％，在 ３０００ ｂｐ 以上的有 １７９４８ 条，占 １４．７０％。 结果表明小
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冬沙青无参转录组测序数据和拼接结果良好，可以进行后续的转录组学分析。
２．３　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的功能注释

将小沙冬青测序得到的所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 分别与 ＮＲ、ＮＴ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＫＯＧ、ＧＯ 和 Ｐｆａｍ 数据库进行比

对，结果表明有注释信息的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 为 １００８６９ 条，占总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ８２．６４％，其中，注释到 ＮＲ 数据库的数量

最多，有 ９４５２３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，占 ７７．４４％，注释到 ＧＯ 数据库的最少，有 ６７９１８ 条，占 ５５．６５％，且在 ＧＯ 数据库有

注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 均能在其他数据库得到注释（表 ２，图 ２）。 将 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列与 ＮＲ 非冗余蛋白数据库进行比

对，在自然资源中匹配的不同物种之间的同源性显示在所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中有 ３５．２０％与狭叶羽扇豆（ Ｌｕｐｉｎｕｓ
ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉｕｓ）匹配，其次是相思子（Ａｂｒｕｓ ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓ）、木豆（Ｃａｊａｎｕｓ ｃａｊａｎ）（图 ３）。

表 ２　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ

数据库
Ｄａｔａｂａｓｅ

非冗余
蛋白库
ＮＲ

核酸序列
数据库

ＮＴ

京都基因
与基因组

百科全书 ＫＥＧＧ

同源蛋白簇
ＫＯＧ

瑞士蛋白质
序列数据库
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ

蛋白质家族
数据库
Ｐｆａｍ

基因本体
数据库
ＧＯ

基因数量 Ｕｎｉｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ ９４５２３ ９３６２１ ７６１７１ ７４０８９ ７０６８８ ６９７２０ ６７９１８

占比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％ ７７．４４ ７６．７１ ６２．４１ ６０．７０ ５７．９２ ５７．１２ ５５．６５

　 　 ＮＲ：非冗余蛋白库 Ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；ＮＴ：核酸序列数据库 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；ＫＥＧＧ：京都基因与基因组百科

全书 Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ；ＫＯＧ：同源蛋白簇 Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ：瑞士蛋白质序列数据库 Ｓｗｉｓｓ⁃

ｐｒｏｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；Ｐｆａｍ：蛋白质家族数据库 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ；ＧＯ：基因本体数据库 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ

图 ２　 基因注释花瓣图

Ｆｉｇ．２　 Ｆｌｏｗｅｒ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
　 图中数据为在各个数据库中注释到的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 数量；ＮＲ：非冗余

蛋白库 Ｎｏｎ⁃ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；ＮＴ：核酸序列数据

库 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；ＫＥＧＧ：京都基因与基因组百科全

书 Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ； ＫＯＧ： 同源蛋白簇

Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ：瑞士蛋白质序列

数据库 Ｓｗｉｓｓ⁃ｐｒｏｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ；Ｐｆａｍ：蛋白质家族数据

库 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ； ＧＯ： 基 因 本 体 数 据 库

Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ

２．４　 差异基因分析

２．４．１　 差异基因筛选及统计分析

以 Ｐ⁃ａｄｊｕｓｔ＜０．０５＆ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１ 为筛选条件，将对

照组（０ ｈ）和干旱处理后 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 的小沙冬青

叶片转录组比对分析发现，随着处理时间的增加，差异

基因数量增加（图 ４）。 在所有对比中，共有 １５１８８ 个基

因表现出差异，但共同表达的 ＤＥＧｓ 仅有 ８０５ 个（图 ５）。
２．４．２　 共表达差异基因的富集分析

以 Ｐ＜０．０５ 为限定条件，对共表达差异基因进行 ＧＯ
富集分析。 在 ８０５ 个共表达差异基因中有 １１７ 个富集

到 ４６ 个 ＧＯ 通路上，其中富集率最高的是“核酮糖⁃１，５⁃
二磷酸羧化酶 ／加氧酶”，其次是“脱落酸激活信号通路

的负调控”、“谷氨酰 ｔＲＮＡ 还原酶活性”。 Ｐ 最小的四

条通路（“叶绿素结合”、“光系统Ⅱ”、“光合作用”，“光
捕捉、光系统Ⅰ”）均与光合作用相关（图 ６）。 共表达

差异基因中上调和下调表达的基因数量相近，而显著富

集到通路上的差异表达基因和未获得注释的 ２３ 个差异

表达基因大部分下调表达（图 ７）。
以 Ｐ＜０．０５ 为阈值，对共表达差异基因进行 ＫＥＧＧ

富集分析，共富集到 ６ 个 ＫＥＧＧ 通路，分别为“光合作

用⁃天线蛋白”、“光合生物中的碳固定”、“乙醛酸及二

羧酸代谢”、“氨基乙酸、丝氨酸和苏氨酸代谢”、“碳素代谢”、“次生代谢产物的生物合成”（图 ６）。
２．４．３　 植物激素信号转导代谢通路及相关基因分析

对干旱胁迫下小沙冬青与激素信号转导相关的共差异表达基因进行分析，在生长素、细胞分裂素、赤霉
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图 ３　 ＮＲ 注释物种分布

Ｆｉｇ．３　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＮＲ

饼图中的数字表示 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的数量

图 ４　 差异表达基因数量统计

Ｆｉｇ．４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

图 ５　 差异表达基因 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．５　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ
图中数据为 ＤＥＧｓ 的数量

素、脱落酸、油菜素甾醇、茉莉酸、水杨酸激素信号转导

通路中，共有 ３０ 个共差异表达基因，编码 １７ 个蛋白质

家族（图 ７）。 其中生长素应答型 ＧＨ３ 基因家族（Ａｕｘｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ＧＨ３ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ）、双组分响应调节器 ＡＲＲ⁃Ａ
家族（Ｔｗｏ⁃ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＡＲＲ⁃Ａ ｆａｍｉｌｙ）、
蛋白磷酸酶 ２Ｃ（Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ｃ）、油菜素类固醇

不敏感蛋白 １（Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ １）、茉莉

酸 ＺＩＭ 结构域（Ｊａｓｍｏｎａｔｅ ＺＩＭ ｄｏｍａｉｎ）、转录因子ＭＹＣ２
（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＭＹＣ２）均富集到 ２ 个及以上基因。

共筛选到 ５ 个与生长素信号转导相关的基因，在整

个胁迫过程中，注释到运输抑制剂响应蛋白 １ 个基因下

调，这导致了 １ 个生长素应答蛋白基因的上调，此外

ＳＡＵＲ 家族蛋白的 １ 个基因表达上调，ＧＨ３ 基因家族的
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图 ６　 共差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集

Ｆｉｇ．６　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

１：叶绿体类囊体膜；２：ＮＡＤ 结合；３：金属离子迁移；４：对盐胁迫的反应；５：氧化还原酶活性，作用于供体的醛基或氧基，ＮＡＤ 或 ＮＡＤＰ 作为

受体；６：ＳＣＦ 泛素连接酶复合物；７：光合作用；８：葡萄糖代谢过程；９：转氨酶活性；１０：寡肽跨膜转运蛋白活性；１１：类囊体；１２：ＮＡＤＰ 结合；

１３：萜合酶活性；１４：肽跨膜转运蛋白活性；１５：肽：质子同向转运体活性；１６：转录的正向调控，ＤＮＡ 模板化；１７：蛋白质发色团连接；１８：质体

小叶；１９：叶绿素结合；２０：无机阴离子交换活性；２１：β⁃葡萄糖苷酶活性；２２：光系统 ＩＩ；２３：光系统 Ｉ；２４：光合作用、光收集；２５：果糖二磷酸醛

缩酶活性；２６：东莨菪碱 β⁃葡萄糖苷酶活性；２７：ＮＡＤＰＨ 结合；２８：光合作用，光系统 Ｉ 中的光收集；２９：作用于成对供体的氧化还原酶活性，

一对供体的氧化导致氧分子还原为两分子水；３０：Ｌ⁃脯氨酸生物合成过程；３１：Ｌ⁃阿拉伯糖代谢过程；３２：甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ＮＡＤＰ＋）（磷

酸化）活性；３３：硫苷分解代谢过程；３４：谷氨酸⁃５⁃半醛脱氢酶活性；３５：１⁃脱氧⁃Ｄ⁃木酮糖⁃５⁃磷酸还原异构酶活性；３６：谷氨酸 ５⁃激酶活性；３７：

谷氨酰胺酶活性；３８：对蓝光的反应；３９：系统性获得性耐药性的调节；４０：磷酸吡哆醛生物合成；４１：鞘氨醇羟化酶活性；４２：ＤＮＡ 分解代谢过

程；４３：异戊烯基二磷酸生物合成方法，甲基赤霉醇 ４⁃磷酸途径参与萜类生物合成过程；４４：谷氨酰 ｔＲＮＡ 还原酶活性；４５：脱落酸激活信号的

负调控通路；４６：核酮糖⁃１，５⁃二磷酸羧化酶。

２ 个基因表现出相反的表达趋势。 与细胞分裂素相关的双组分响应调节器 ＡＲＲ⁃Ａ 家族和 ＡＲＲ⁃Ｂ 家族共筛

选到 ３ 个基因，且在干旱胁迫下都有不同程度的下调。 在脱落酸信号转导通路中，干旱胁迫抑制了小沙冬青

ＰＹＲ ／ ＰＹＬ 的表达从而促进了 ５ 个 ＰＰ２Ｃ 家族基因的表达（图 ８）。
２．５　 差异基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

为验证转录组数据的可靠性，选取了如图 ９ 所示的 ６ 个差异表达基因进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果

和转录组数据中基因表达趋势一致，这表明转录组测序结果真实可信（图 ９）。
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图 ７　 差异表达基因热图

Ｆｉｇ．７　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ

３　 讨论

植物体内水分亏缺会直接影响叶绿体结构，进而影响叶绿素含量。 在干旱胁迫下，抗性越强的种质叶绿

体结构完整度越高，叶绿素含量也越高［２６］。 在受到胁迫时，植物体内 Ｐｒｏ 含量的增加有助于植物细胞和组织

的持水和防止脱水、清除活性氧，并作为细胞结构保护剂、逆境胁迫信号物质等［２７—２９］，降低逆境胁迫对植物造

成的伤害，维持植物正常生长发育。 在干旱胁迫下，小沙冬青叶绿素含量未显著下降，甚至出现叶绿素含量上

升的现象，Ｐｒｏ 含量增加显著且迅速，这说明小沙冬青具有较强的耐旱性。
本研究对小沙冬青进行干旱处理，通过转录组测序分析共获得 １２２０５３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，在数据库中的注释率

达 ８２．６４％，该注释率在非模式植物中较高［３０—３４］，排除技术因素，推测未注释的一部分 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 可能是由于该

物种特有基因或快速进化的基因，也有一些是基因的非翻译区［３５］。 随着胁迫时间的增加，小沙冬青差异表达

基因数量增加，共差异表达基因上调与下调数量相近，未获得注释的共差异表达基因下调较多。
光合作用是植物对各种非生物胁迫最为敏感的生理过程［３６］。 在小沙冬青中，光合系统对干旱胁迫的响

应迅速，在干旱胁迫 １ ｈ 内，大量光合系统相关基因表达下调，但有一个注释到苹果酸脱氢酶的基因上调表

达。 结合桑树（Ｍｏｒｕｓ ａｌｂａ） ［３７］、香蕉（Ｍｕｓａ ｎａｎａ） ［３８］、梨（Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ） ［３９］等植物中苹果酸脱氢酶对干

旱的响应差异，及苹果酸脱氢酶在耐冷和耐盐中的作用［４０］，可以推测编码小沙冬青苹果酸脱氢酶的基因是一

个小沙冬青值得深入研究的耐旱候选基因。 在干旱胁迫下，植物会发生叶绿素降解［４１］，过表达 ７⁃羟甲基叶绿

素 ａ 还原酶能够加速暗诱导的叶绿素降解［４２］，相反，７⁃羟甲基叶绿素 ａ 还原酶活性降低会导致叶绿素降解受

阻［４３］，７⁃羟甲基叶绿素 ａ 还原酶基因在小沙冬青受到干旱时持续下调表达，这说明防止叶绿素降解在小沙冬

青抵御干旱胁迫时起重要作用。
植物激素信号是调节干旱或缺水反应的关键特征［４４］。 脱落酸生物合成过程的调控在植物应对干旱胁迫

过程中发挥着重要作用［４５］。 脱落酸的增加可抑制 ＰＹＲ ／ ＰＹＬ 表达，促进 ＰＰ２Ｃ 表达［４６］，干旱胁迫下，小沙冬

青 ＰＹＲ ／ ＰＹＬ 下调表达、ＰＰ２Ｃ 上调表达，说明小沙冬青通过提高脱落酸水平来适应干旱胁迫。 脱落酸对植物

中 ＳｎＲＫ２ 和 ＡＢＦ 家族基因表达的影响存在物种特异性［４７］，脱落酸诱导小沙冬青 ＡＢＦ 上调表达。 在油菜素甾

醇信号通路中，注释到 ＢＲＩ１ 的基因出现不同的表达趋势，这可能与该基因对脱落酸和油菜素甾醇信号间的

“协同⁃拮抗机制” ［４８］响应有关。 ＭＹＣ２ 是茉莉酸信号转导通路中的正调控因子，转录抑制因子会与 ＭＹＣ２ 结
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图 ８　 植物激素信号转导代谢通路及相关基因表达量

Ｆｉｇ．８　 Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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合从而抑制 ＭＹＣ２ 对下游基因的调控。 在本研究中，注释到 ＪＡＺ 和 ＭＹＣ２ 的基因均下调表达，干旱可能抑制

了茉莉酸信号通路的正向调控。 在很多植物中，ＪＡＺ 表达上调以响应干旱胁迫［４９—５２］，小沙冬青茉莉酸信号转
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图 ９　 差异表达基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ．９　 Ｖａｌｉａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

导通路对干旱胁迫的响应与其他物种差异较大，可能是其他 ＪＡＺ 和 ＭＹＣ２ 相关基因未被注释导致的。

４　 结论

植物对干旱的适应是众多基因与信号通路共同参与、相互协调的过程。 本研究解析了小沙冬青在不同时

长缺水环境中光合色素、抗氧化酶的变化，从基因转录水平对小沙冬青响应干旱逆境的分子调节机制进行了

探索。 结果表明，干旱胁迫下，小沙冬青的光合系统具有较强的稳定性，共差异表达基因显著富集到“光合作

用⁃天线蛋白”、“光合生物中的碳固定”等多个信号通路，这些信号通路积极参与了光合作用对干旱的适应。
小沙冬青叶片内的 ＰＯＤ 和 ＳＯＤ 积极参与干旱胁迫下的抗氧化调节，而 ＣＡＴ 活性变化较小。 根据已有的理论

基础，本研究筛选出一些与小沙冬青耐旱相关的候选基因，如 ＣＬ１０７１３．Ｃｏｎｔｉｇ５＿Ａｌｌ（编码 ７⁃羟甲基叶绿素 ａ 还
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原酶）、ＣＬ４３２．Ｃｏｎｔｉｇ３＿Ａｌｌ（编码 ＰｅｔＡ）等与光合作用和植物激素信号通路相关的差异表达基因及转录因子。
本研究为小沙冬青抗旱生理和分子机制的深入探究提供一定的理论参考。
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