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　 　 摘要:　 在转录组层面解析盐生植物多枝柽柳响应盐胁迫的分子机制ꎬ为进一步挖掘耐盐关键基因提供参考ꎮ
用 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理多枝柽柳 ０ ｈ、４８ ｈ、１６８ ｈ 后ꎬ采集叶片进行转录组测序ꎬ分析差异表达基因(ＤＥＧｓ)并进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎮ 转录组测序原始数据拼接出 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ １０５ ７０２个ꎬ同时在 ＫＥＧＧ、ＫＯＧ、ＮＲ 和 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ４ 大功能数据

库中检索到注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 为２７ ６７０个ꎮ ＮａＣｌ 胁迫处理 ４８ ｈ 后ꎬ多枝柽柳叶片中６ ３７４个基因的表达水平上调ꎬ５ ３８０
个基因的表达水平下调ꎻＮａＣｌ 胁迫处理 １６８ ｈ 后ꎬ叶片中有３ ８３７个基因的表达水平上调ꎬ７ ８０８个基因的表达水平下

调ꎮ 根据注释到 ＫＥＧＧ 通路中的 ＤＥＧｓꎬ筛选获得 ８ 个表达差异极其显著的 ＤＥＧｓꎬ主要编码 ＷＲＫＹ 和 ｂＺＩＰ 家族转录

因子ꎮ 此外ꎬ由 ＫＥＧＧ 通路分析可知ꎬＭＡＰＫ 信号转导途径可能参与多枝柽柳生长发育及其对 ＮａＣｌ 胁迫的应答反应ꎮ
本研究通过测定和解析在高盐胁迫下多枝柽柳叶片转录组信息ꎬ揭示了盐胁迫激活 ＭＡＰＫ 信号转导途径以及

ＷＲＫＹ、ＭＹＢ 和 ｂＺＩＰ 等转录因子参与耐盐调控过程ꎬ为进一步研究多枝柽柳耐盐分子机制奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｕｎｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈａｌｏｐｈｙｔｅ Ｔａｍａｒｉｘ ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ (Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ) ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｌｅｖｅｌ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｓａｌｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｇｅｎｅｓ. Ｔ.
ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ｐｌａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ ｆｏｒ ０ ｈꎬ ４８ ｈ ａｎｄ １６８ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
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Ｉｎ ｔｏｔａｌꎬ １０５ ７０２ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒａｗ ｄａｔａ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ２７ ６７０ ｗｅｒｅ ｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ｆｒｏｍ
ＫＥＧＧꎬ ＫＯＧꎬ ＮＲ ａｎｄ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ６ ３７４ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔ. ｒａｍｏ￣

ｓｉｓｓｉｍａ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ５ ３８０ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ａｆｔｅｒ １６８ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ３ ８３７ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ
７ ８０８ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＤＥＧｓ
ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｅｉｇｈｔ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｃｏｄｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＷＲＫＹ ａｎｄ ｂＺＩＰ ｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
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ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｒｔｉｃｌｅ ａｉｍｓ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ
ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ａｌｓｏ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ＷＲＫＹꎬ ＭＹＢꎬ ｂＺＩＰ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｂｕｉｌｄｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ｔａｍａｒｉｘ ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａꎻ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 盐渍土在全球分布广泛ꎬ其土壤中盐分含量高ꎬ土
壤理化性质差ꎬ严重危害植物的生长发育[１￣３]ꎮ 盐渍土

含有大量的 Ｎａ＋类盐分ꎬＮａ＋能够破坏蛋白质和膜的稳

定性ꎬ产生渗透胁迫和离子毒害ꎬ导致细胞内活性氧

ＲＯＳ(Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ)信号的产生ꎬ使植物细胞

功能紊乱ꎬ影响植物正常生长ꎬ严重时会导致植物死

亡[４￣６]ꎮ 近二十年来ꎬ受全球人类活动和气候变化的影

响ꎬ盐渍土面积不断扩大[７]ꎬ如何科学修复盐渍化土壤

和改善生态环境成为学者们关注的热点[８]ꎮ
多枝柽柳(Ｔａｍａｒｉｘ ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ Ｌｃｄｃｂ)属于双

子叶泌盐盐生植物[９]ꎬ能通过被称为囊状毛状体或

“盐腺”的特殊结构将盐从叶片表面排出[１０]ꎮ 在长

期进化过程中ꎬ多枝柽柳形成了耐盐、耐干旱、抗风

沙等优良特性ꎬ以适应恶劣的生存环境ꎮ 在柽柳属

植物中ꎬ对刚毛柽柳(Ｔａｍａｒｉｘ ｈｉｓｐｉｄａ Ｗｉｌｌｄ.)耐盐分

子机制的研究较为深入ꎮ Ｌｅｉ 等[１１] 发现在 １５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫条件下ꎬ刚毛柽柳 ＴｈＣＯＬ２ 基因过

表达后ꎬ可通过调控保护酶的活性并降低体内 Ｏ２
􀅰－

和 Ｈ２Ｏ２的积累ꎬ进而增强转基因刚毛柽柳对 ＲＯＳ
的清除能力ꎬ以减少细胞损伤和死亡ꎬ增强植物对盐

胁迫的适应能力ꎮ 因此ꎬ推测 ＴｈＣＯＬ２ 基因能够响

应盐胁迫ꎮ 王培龙等[１２] 在刚毛柽柳中通过克隆获

得 ＴｈＰＰ２Ｃ 基因ꎬ研究发现该基因参与植物耐盐胁

迫和脱落酸、茉莉酸等激素应答ꎮ 此外ꎬ有关多枝柽

柳耐盐研究多集中在其在盐胁迫条件下的生长和生

理响应ꎬ如鲁艳等[１３] 发现低浓度(≤１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＮａＣｌ 胁迫会促进多枝柽柳的生长ꎬ而高浓度(≥２００
ｍｍｏｌ / Ｌ)ＮａＣｌ 胁迫则抑制其生长ꎻ刘咏梅等[１４] 采用

液体培养法分析了甘肃柽柳 ( Ｔ. ｇａｎｓｕｅｎｓｉｓ Ｈ. Ｚ.
Ｚｈａｎｇ)、多枝柽柳和细穗柽柳(Ｔ.ｌｅｐｔｏｓｔａｃｈｙｓ Ｂｕｎｇｅ)
３ 种柽柳材料在不同浓度 ＮａＣｌ 胁迫条件下的生理

指标和 ＳＯＳ１ 基因的表达水平ꎬ结果表明ꎬ３ 种多枝

柽柳表现出较强的耐盐能力ꎬ可将多枝柽柳作为柽

柳属代表性植物进行耐盐机制研究ꎮ

近年来ꎬ转录组测序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)技术已被广泛

用于植物抗逆研究ꎬ对揭示植物耐盐的分子机理起

到推动作用[１５￣１６]ꎮ ＷＲＫＹ、ｂＨＬＨ、ｂＺＩＰ、ＮＡＣ、ＭＹＢ、
ＡＰ２ / ＥＲＦ 等转录因子均参与盐胁迫[１７￣２７]ꎮ 张惠媛

等[１７]的研究结果表明ꎬ小麦 ＷＲＫＹ 转录因子基因

ＴａＷＲＫＹ３３ 受盐胁迫诱导表达ꎬ提高了转基因拟南

芥和小麦的耐盐性ꎻ屈兴红等[２８] 研究发现 ＷＲＫＹ
转录因子通过调控相关基因来参与调控超氧化物歧

化酶(ＳＯＤ)等氧化还原酶基因的转录表达以适应盐

胁迫ꎻ练冬梅等[２９] 发现黄秋葵在盐胁迫处理 ２４ ｈ
后ꎬＭＹＢ４ 转录因子基因呈上调表达ꎬ黄秋葵幼苗耐

盐性增强ꎻＷａｎｇ 等[３０] 研究刚毛柽柳 ＴｈｂＺＩＰ１ 基因

时ꎬ发现过表达 ＴｈｂＺＩＰ１ 可以增强过氧化物酶

(ＰＯＤ)和超氧化物歧化酶的活性ꎬ并增加可溶性糖

和可溶性蛋白质的含量ꎬ这表明 ＴｈｂＺＩＰ１ 是通过介

导多种生理途径的信号传导来促进耐盐性ꎮ 此外ꎬ
ＭＡＰＫ(Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ)级联是广泛

存在于真核生物中重要的信号转导途径[３１]ꎬ参与植

物生长发育及对盐胁迫的应答反应ꎮ 它由 ＭＡＰ￣
ＫＫＫ￣ＭＡＰＫＫ￣ＭＡＰＫ３ 类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶组

成ꎬ通过磷酸化将信号进行传递和放大[３２]ꎮ ＭＡＰＫ
级联反应途径作用于下游靶蛋白进而激活相应的抗

逆基因表达ꎬ调节渗透平衡、离子平衡以及氧化还原

平衡ꎬ从而提高植物抵抗逆境胁迫的能力ꎮ 有研究

结果表明 ＭＫＫ４ / ５￣ＭＡＰＫ３ / ＭＡＰＫ６ 在信号传递过

程中通过未知的机制启动转录因子 ＷＲＫＹ２２ /
ＷＲＫＹ２９ꎬ诱导防御基因的表达[３３]ꎮ Ｔｅｉｇｅ 等[３４] 研

究发现拟南芥中 ＡｔＭＥＫＫ１￣ＡｔＭＡＰＫＫ２￣ＡｔＭＡＰＫ４ /
ＡｔＭＡＰＫ６ 反应途径在抵抗盐胁迫中发挥重要作用ꎬ
能够提高对盐胁迫的抗性ꎮ

本研究以多枝柽柳为研究材料ꎬ通过高通量转

录组测序筛选 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫处理下叶片中

的差异表达基因ꎬ并利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证候选基因的

表达差异ꎬ从转录水平揭示多枝柽柳响应盐胁迫的

９８１１陈亚辉等:多枝柽柳叶片响应 ＮａＣｌ 胁迫的转录组分析



关键基因及其潜在的调控网络ꎬ为研究柽柳属植物

耐盐机制提供理论支撑和基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试多枝柽柳由山东省林业科学院东营试验基

地提供ꎬ试验于 ２０１９ 年 １０ 月－２０２１ 年 ３ 月在南京

林业大学林木遗传育种与生物技术重点实验室完

成ꎮ 选取 ５ 个月苗龄、长势相近的多枝柽柳扦插苗

转移至盛有 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液的 ２４ 孔水培箱(尺
寸为４０ ｃｍ×３０ ｃｍ×１６ ｃｍ)中ꎬ放置于温度(２６±２)
℃、相对湿度４０％~５５％的温室大棚中驯化培养 ２ 个

月后备用ꎮ
１.２　 试验处理

试验设置对照组和处理组ꎬ每组 ８ 株ꎬ３ 次重

复ꎮ 以 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液培养多枝柽柳为对照组

(ＣＫ)ꎬ以添加 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 的 １ / ２ Ｈｏａｇｌａｎｄ 营

养液培养多枝柽柳为处理组ꎬ每 ３ ｄ 更换 １ 次培养

液ꎮ 分别在处理 ０ ｈ、４８ ｈ、１６８ ｈ 时采集叶片样品ꎬ
并立即放置于液氮中处理ꎬ然后移至－８０ ℃冰箱保

存备用ꎮ
１.３　 转录组测序

液氮处理后的叶片样品送往基迪奥生物科技

(广州)有限公司进行高通量转录组测序ꎮ 采用 Ｉｌ￣
ｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ４０００ 将纯化后的 ＰＣＲ 产物根据标准

操作在平台上进行双端测序 ( ＰＥ１５０) 分析ꎬ利用

Ｆａｓｔｐ 软件进行质量控制ꎬ对原始数据进行数据过

滤ꎬ得到过滤后的数据ꎬ使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件[３５] 对过滤

后的数据进行组装ꎮ 首先将具有一定长度的重叠的

过滤后的数据连成更长的片段ꎬ通过数据重叠得到

不含高于 ＲａｗＲｅａｄｓ 百分比的组装片段ꎬ组装出

Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ再使用 ＢＬＡＳＴ２ ＧＯ[３６] 和 ＫＯＢＡＳ[３７] 得到

ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 注释ꎮ
１.４　 差异基因筛选

使用 ＤＥＳｅｑ２[３８]软件对测序所得的 ｒｅａｄｓ ｃｏｕｎｔ
数据进行分析ꎬ得到最终正确的 ＦＤＲ 值(经过 ＢＨ
校正后的 Ｐ 值)ꎬＦＤＲ<０􀆰 ０５ 被认为是显著富集ꎮ 基

于差异分析结果ꎬ我们筛选ＦＤＲ<０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >
１ 的基因为显著差异基因ꎮ
１.５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

利用 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司(美国)的 Ｏｍｅｇａ 试剂

盒提取叶片材料的总 ＲＮＡꎬ采用宝生物工程 (大

连) 有限公司 的 ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试剂盒将其反转录成 １ 链 ｃＤＮＡ 作

为模板ꎮ 设计 ＤＥＧｓ 特异性表达引物ꎬ使用赛默飞

世尔科技 (中国) 有限公司的 ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试剂ꎬ在应用生物系统 ＡＢＩ ＶｉｉＡＴＭ

７ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ 仪器进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ所
用引物见表 １ꎬ每个候选基因进行 ４ 次技术重复ꎬ３
次生物学重复ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ用 ２－△△Ｃｔ

法[３９]进行相对表达量的计算ꎮ

表 １　 特异性表达引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因　 　 　 引物序列(５′→３′)

Ｕｎｉｇｅｎｅ０１０４７３２ Ｆ:ＴＧＧＣＣＧＧＴＣＣＡＣＣＣＧＴＡＴＣＣ

Ｒ:ＧＣＴＧＡＣＡＡＣＣＧＡＡＣＧＧＣＧＧＡ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２８２１５ Ｆ:ＣＧＧＴＧＧＣＧＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴ

Ｒ:ＣＡＴＣＡＣＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＧＡＣＣ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００８３６９５ Ｆ:ＡＣＣＣＴＧＣＧＣＣＣＡＴＣＣＣＴＣＴＴ

Ｒ:ＣＧＧＣＧＧＡＧＧＧＣＣＧＡＧＴＴＴＡＴ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００６９０９７ Ｆ:ＡＧＣＡＧＣＣＧＡＴＴＧＴＣＴＣＣＴＴＧＧＧＡ

Ｒ:ＧＣＡＣＴＧＣＴＣＣＴＴＴＣＴＣＣＣＴＣＴＧＣ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００９０５９６ Ｆ:ＴＣＣＣＧＣＡＧＴＡＣＣＴＧＣＴＣＡＣＧＡ

Ｒ:ＴＧＧＡＧＡＣＣＣＣＧＡＣＧＡＧＧＴＧＧ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２４９６２ Ｆ:ＡＣＣＡＴＧＴＣＧＧＣＣＣＧＣＴＴＧＡＣ

Ｒ:ＴＣＣＧＣＴＧＣＡＧＴＧＧＣＣＣＴＡＧＴ

Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７１３５ Ｆ:ＡＧＧＡＡＧＧＣＧＧＴＧＡＧＧＧＴＧＣＴ

Ｒ:ＧＣＡＧＣＡＣＣＧＧＧＡＧＴＣＧＴＡＧＣ

Ｕｎｉｇｅｎｅ００８８７８１ Ｆ:ＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＧＧＴＧＡＴＡＣ

Ｒ:ＴＧＣＴＧＣＡＡＣＴＧＣＣＧＣＴＣＣＴＣ

Ａｃｔｉｎ Ｆ:ＴＣＧＴＡＧＣＡＧＡＧＣＡＴＣＧＧＡＧＡＡ

Ｒ:ＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣＣＡＴＡＡＣＡ

１.６　 数据处理

使用 Ｅｘｃｅｌ 进行数据统计ꎬ使用 ＳＰＳＳ ２６.０ 进行

显著性分析ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件制图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组测序质量分析

２.１.１　 转录组数据分析　 利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ４０００
进行高通量转录组测序ꎬ在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫

条件下ꎬ多枝柽柳叶片在处理 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时

均 得 到 多 条 高 质 量 碱 基 序 列 ( 碱 基 长 度:
６ ０１７ ９９７ ２２０~ ６ ７８２ ０６１ ６２３ ｂｐ)ꎬ且 Ｑ２０、Ｑ３０ 分

别达到 ９５％以上和 ９０％以上ꎬ且 Ｇ＋Ｃ 含量均达到
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４４％以上(表 ２)ꎬ表明本研究开展的转录组测序质 量较高ꎬ符合进一步研究的要求ꎮ

表 ２　 碱基信息统计表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂａｓｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

样品　 　 　 　 　 过滤前原始数据
(ｂｐ)

过滤后有效数据
(ｂｐ)

Ｑ２０ 以上水平的
碱基占比 (％)

Ｑ３０ 以上水平的
碱基占比 (％)

过滤后的序列
碱基 Ｇ＋Ｃ 占比 (％)

ＣＫ１￣０ ｈ ６ ３４１ ５１９ ４００ ６ ０１７ ９９７ ２２０ ９７.３４ ９２.６５ ４５.１５

ＣＫ２￣０ ｈ ６ ２１６ ５２６ ２００ ６ ０５７ ６０４ ９０３ ９７.５４ ９３.１１ ４５.１２

ＣＫ３￣０ ｈ ６ ６２７ ３９９ ９００ ６ ５０７ １４０ ４１２ ９７.７７ ９３.５５ ４５.２４

ＮａＣｌ１￣４８ ｈ ６ ６５４ ８９５ ８００ ６ ５４１ １７７ ８９５ ９８.７８ ９５.９３ ４５.０４

ＮａＣｌ２￣４８ ｈ ６ ８８８ １６８ ９００ ６ ７８２ ０６１ ６２３ ９８.７２ ９５.７１ ４４.９４

ＮａＣｌ３￣４８ ｈ ６ ７２０ ５６０ ７００ ６ ６０５ ８９７ ７３４ ９８.７９ ９５.９４ ４４.９０

ＮａＣｌ１￣１６８ ｈ ６ ６９１ ０８６ ０００ ６ ５５１ ０３６ ６９７ ９８.８５ ９６.１７ ４５.４２

ＮａＣｌ２￣１６８ ｈ ６ １８１ １１４ ５００ ６ ０３２ ３４６ ２１８ ９８.８３ ９６.１６ ４５.４４

ＮａＣｌ３￣１６８ ｈ ６ ３９６ ６３３ ６００ ６ ２５６ ４６１ ２１４ ９８.９３ ９６.４３ ４５.３５
ＣＫ１￣０ ｈ、ＣＫ２￣０ ｈ、ＣＫ３￣０ ｈ 分别表示对照组处理 ０ ｈ 的 ３ 个重复ꎬＮａＣｌ１￣４８ ｈ、ＮａＣｌ２￣４８ ｈ、ＮａＣｌ３￣４８ ｈ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理 ４８ ｈ 的 ３ 个重
复ꎬＮａＣｌ１￣１６８ ｈ、ＮａＣｌ２￣１６８ ｈ、ＮａＣｌ３￣１６８ ｈ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理 １６８ ｈ 的 ３ 个重复ꎮ

２.１.２　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 基本注释　 转录组测序结果显示ꎬ共
拼接获得１０５ ７０２个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ在 ＮＲ、ＫＥＧＧ、ＫＯＧ 和

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 数据库中获得基因注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 分别有

５３ ３８５个、４６ ０６２个、３１ ５８７个和３６ ０８７个ꎬ同时在这 ４
个数据库均有注释的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 共２７ ６７０个(图 １)ꎮ

图 １　 ＮａＣｌ 胁迫下多枝柽柳叶片表达基因注释到 ４ 大数据库的

韦恩图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｔａｍａｒｉｘ ｒａｍｏｓｉｓ￣
ｓｉｍａ ｌｅａｖｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｔｏ ｆｏｕｒ ｍａｊｏｒ ｄａｔａｂａｓｅｓ ｕｎｄｅｒ
ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

２.２　 差异表达基因数量分析

将多枝柽柳在 ＮａＣｌ 胁迫处理后 ０ ｈ、４８ ｈ 和
１６８ ｈ 的转录数据与对照进行比较ꎬ以ＦＤＲ<０􀆰 ０５ 且
｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１ 筛选差异表达基因ꎮ 在 ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ｈ 比较组中共检测到１１ ７５４个基因

的表达水平发生改变ꎬ其中６ ３７４个基因的表达水平

上调ꎬ５ ３８０个基因的表达水平下调ꎻ在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ

ＮａＣｌ￣４８ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ｈ 比较组中共

１１ ６４５个基因表达发生了改变ꎬ有３ ８３７个基因的表

达水平受 ＮａＣｌ 胁迫诱导上调ꎬ７ ８０８个基因的表达

水平受抑制下调ꎻ在 ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣
１６８ ｈ 比较组中共检测到７ ７６８个基因的表达发生改

变ꎬ其中２ ５４２个基因受 ＮａＣｌ 胁迫诱导上调ꎬ５ ２２６
个基因的表达水平受抑制下调(图 ２)ꎮ

Ａ 表示 ＣＫ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣
１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ
图 ２　 差异表达基因分析

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２.３　 差异表达基因的 ＧＯ 分析

通过 ＧＯ 注释分析ꎬ上述差异表达基因(ＤＥＧｓ)
可分为生物过程、细胞组分和分子功能 ３ 大类别ꎬ共
５１ 个不同分类组(图 ３)ꎮ 在生物过程大类中ꎬＤＥＧｓ
主要富集在细胞过程、代谢过程、单有机体过程和刺

激响应中ꎻ在分子功能大类中ꎬＤＥＧｓ 主要富集在催
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化活性、结合、转导活性和结构分子活性ꎻ在细胞成

分大类中ꎬＤＥＧｓ 主要富集在细胞、细胞部分、细胞

器和膜ꎮ 此外ꎬ随着 ＮａＣｌ 胁迫时间的延长ꎬ上调的

ＤＥＧｓ 数量显著减少ꎬ且 ＤＥＧｓ 整体数量下降ꎮ 由此

推测ꎬ随着高盐胁迫时间的延长ꎬ多枝柽柳叶片在转

录水平有大量 ＤＥＧｓ 表达水平出现下调ꎮ

Ａ 表示 ＣＫ ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ
图 ３　 差异表达基因 ＧＯ 功能分析

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
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２.４　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

对上述 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 富集分析ꎬ根据其不

同的代谢和信号通路可分为 ５ 个 ＫＥＧＧ 通路分支ꎬ
包括代谢、遗传信息处理、环境信息处理、有机系统

和细胞过程ꎬ这 ５ 个通路分支又进一步分成 １９ 个小

类(图 ４)ꎬ更加直观地显示了多枝柽柳在盐胁迫下

发生调节和改变的代谢过程和信号通路ꎮ 特别地ꎬ
ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ 比较组中参与代

谢、遗传信息处理、环境信息处理、有机系统和细胞

过程通路分支的差异基因分别为１ ８８２个、７１６ 个、
１３２ 个、１２１ 个和 ９９ 个ꎮ 在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ
与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 比较组中参与代谢、遗传

信息处理、环境信息处理、有机系统和细胞过程等通

路分支的差异基因分别为１ ７００个、４４６ 个、１４６ 个、
１０３ 个和 ８７ 个ꎮ 在 ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８
ｈ 比较组中参与代谢、遗传信息处理、环境信息处

理、有机系统和细胞过程等通路分支的差异基因分

别为１ ５１４个、５４５ 个、１２１ 个、８０ 个和 ６９ 个ꎮ 在 ３ 个

比较组中ꎬ参与代谢通路分支的差异表达基因最多ꎬ
参与细胞过程通路分支的差异表达基因最少ꎮ 此

外ꎬ随着高盐胁迫时间的延长ꎬ５ 个 ＫＥＧＧ 通路分支

的 ＤＥＧｓ 数量均逐渐下降ꎬ其中ꎬ遗传信息处理通路

中的下降最为明显ꎮ

Ａ 表示 ＣＫ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２
注ꎮ ａ:代谢ꎻｂ:遗传信息处理ꎻｃ:环境信息处理ꎻｄ:有机系统ꎻｅ:细胞过程ꎮ

图 ４　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 功能分析

Ｆｉｇ.４　 ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２.５　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 通路分析

由 ＫＥＧＧ 通路分析结果可知ꎬ在 ＣＫ￣０ ｈ 与

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ 与

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 和 ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 比较组中分别注释到的１ ７６２个、１ ４２６

个和１ ３６６个 ＤＥＧｓꎬ并分别富集到 １２９ 个、１３３ 个

和 １２７ 个 ＫＥＧＧ 通路中(图 ５)ꎬ更加直观地反映出

植物盐胁迫下是哪些代谢通路的表达发生了变

化ꎮ 其中ꎬ在 ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ 比

较 组 中ꎬ 在 前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 通 路 中ꎬ 核 糖 体
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(ｋｏ０３０１０)注释到 ４３５ 个 ＤＥＧｓꎬ占 ２４􀆰 ６９％ꎬ其后

依次是次生代谢物的生物合成( ｋｏ０１１１０)、植物病

原体 相 互 作 用 ( ｋｏ０４６２６ )、 苯 丙 烷 生 物 合 成

(ｋｏ００９４０)、植物激素信号转导( ｋｏ０４０７５)和植物

ＭＡＰＫ 信号通路 ( ｋｏ０４０１６)ꎬ分别注释到 ４１６ 个

(２３􀆰 ６１％)、８８ 个(４􀆰 ９９％)、６９ 个(３􀆰 ９２％)、６９ 个

( ３􀆰 ９２％) 和 ５９ 个 ( ３􀆰 ３５％) ＤＥＧｓꎮ ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ￣４８ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 比较组在前

２０ 个通路中ꎬ代谢途径( ｋｏ１１００)通路注释到 ６８４
个 ＤＥＧｓꎬ占 ４７􀆰 ９７％ꎻ其后依次是次生代谢物的生

物合成(ｋｏ０１１１０)、植物激素信号转导( ｋｏ０４０７５)、
植物病原体相互作用(ｋｏ０４６２６)、植物 ＭＡＰＫ 信号

通路(ｋｏ０４０１６)和苯丙烷生物合成( ｋｏ００９４０)等ꎬ
分别注释到 ３８２ 个(２６􀆰 ７９％)、８２ 个(５􀆰 ７５％)、７２
个 ( ５􀆰 ０５％)、 ６４ 个 ( ４􀆰 ４９％) 和 ５９ 个 ( ４􀆰 １４％)
ＤＥＧｓꎮ ＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 比较组

在前 ２０ 个通路中ꎬ代谢途径( ｋｏ１１００)通路注释到

６１４ 个 ＤＥＧｓꎬ占 ４４􀆰 ９５％ꎻ其后依次是次生代谢物

的生物合成(ｋｏ０１１１０)、核糖体(ｋｏ０３０１０)、植物激

素信号转导 ( ｋｏ０４０７５)、植物病原体相互作用

(ｋｏ０４６２６)和植物 ＭＡＰＫ 信号通路( ｋｏ０４０１６)等ꎬ
分别注释到 ３５１ 个(２５􀆰 ７０％)、２９６ 个(２１􀆰 ６７％)、
７２ 个(５􀆰 ２７％)、６３ 个(４􀆰 ６１％)和 ４９ 个(３􀆰 ５９％)
ＤＥＧｓꎮ 由此可知ꎬ多枝柽柳受到高盐胁迫后ꎬ
ＤＥＧｓ 在代谢途径、次生代谢物的生物合成、植物

激素信号转导、植物病原体相互作用、植物 ＭＡＰＫ
信号通路和苯丙烷生物合成等 ＫＥＧＧ 通路上显著

富集ꎮ
２.６　 注释到 ＫＥＧＧ 通路的关键差异表达基因分析

　 　 转录因子在调控植物生长发育、适应环境

中起到主要作用ꎬ尤其是在响应盐胁迫中具有

重要作用ꎮ 本研究有 ８ 个差异表达转录因子基

因注释到 ＫＥＧＧ 通路中ꎬ主要为 ＷＲＫＹ 和 ｂＺＩＰ
２ 种类型ꎮ

注释到 ＫＥＧＧ 通路(ｋｏ０４６２６ 和 ｋｏ０４０１６)中响

应盐胁迫的 ＷＲＫＹ 转录因子基因共 ５ 个ꎬ其中 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ００１００９０、Ｕｎｉｇｅｎｅ００７７２９３ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ００７９５４２ 在

处理 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时的表达水平呈先下降后上

升趋势ꎬ而 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１４４０６ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ００２４９６２ 在处

理 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时的表达水平一直呈上升趋势

(表 ３)ꎮ 有 ３ 个 ｂＺＩＰ 转录因子基因注释到 ＫＥＧＧ
通 路 ( ｋｏ０４０１６、 ｋｏ０１１００、 ｋｏ０１１１０、 ｋｏ０１２００、

ｋｏ０１２１２、 ｋｏ０４１４６、 ｋｏ０００７１、 ｋｏ００６４０、 ｋｏ００４１０、
ｋｏ０１０４０、ｋｏ００５９２ 和 ｋｏ０４０７５) 来参与盐胁迫的调

控ꎬ其中 Ｕｎｉｇｅｎｅ００２６８８８ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ０００８８６８ 在处理

０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时的表达水平呈先上升后下降趋

势ꎬ而 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１０５６１ 在 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时的表

达水平呈先下降后上升趋势(表 ３)ꎮ
２.７　 ＫＥＧＧ 通路中 ＭＡＰＫ 信号转导途径分析

ＭＡＰＫ 级联是重要的信号转导途径ꎬ参与植物

生长发育及对盐胁迫的应答反应等生理过程ꎮ 由

图 ６ 可知ꎬＣＫ￣０ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ 和 ２００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ 与 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 比较

组在 ＫＥＧＧ 通路中ꎬＤＥＧｓ 表达水平发生显著变

化ꎮ
由图 ６ 可知ꎬ本研究中共有 １６ 个 ＤＥＧｓ 参与

ＮａＣｌ 胁迫条件下 ＭＡＰＫ 信号转导途径ꎮ 在病原体

攻击———细胞死亡和 Ｈ２Ｏ２ 产生(图 ６Ａ)信号传递

过程中 ＭＫＫ４ / ＭＫＫ５、 ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 和 ＷＲＫＹ２２ /
ＷＲＫＹ２９ 含 有 的 基 因 ( Ｕｎｉｇｅｎｅ００５４１５１、 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ００５５７９７ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ００７０２１５)、病原体攻击———
植物防御中活性氧的积累(图 ６Ａ)信号传递过程中

ＭＰＫ４ 含有的基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ００１６６０９)以及盐———耐

盐性(图 ６Ｂ)信号传递过程中 ＭＫＫ４ / ６ 含有的基因

(Ｕｎｉｇｅｎｅ００１６６０９)表达均在 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 呈先

下降后上升趋势ꎮ
　 　 图 ６Ａ 表 明ꎬ Ｈ２ Ｏ２ 可 以 激 活 ＡＮＰ１￣ＭＫＫ４ /
ＭＫＫ５￣ＭＡＰＫ３ / ＭＡＰＫ６ 信号途径来调节相关基因

的表达ꎮ 本研究中ꎬ多枝柽柳在受到盐胁迫后ꎬ信
号从 ＭＫＫ４ / ＭＫＫ５ 传递到 ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 过程中ꎬ
在 ＮａＣｌ 处 理 １６８ ｈ 时 可 能 启 动 了 ＷＲＫＹ２２ /
ＷＲＫＹ２９ 防御基因ꎬ导致表达上调(图 ６Ａ、表 ４)ꎻ
同时ꎬ 盐 胁 迫 下 ＭＥＫＫ１ 被 激 活 后ꎬ 又 激 活 了

ＭＫＫ２ꎬ再直接靶向 ＭＰＫ４ / ＭＰＫ６ꎬ组成 ＭＥＫＫ１￣
ＭＫＫ２￣ＭＰＫ４ / ＭＰＫ６ 模块介导抵御盐胁迫的应答

反应(图 ６Ｂ、表 ４)ꎮ 此外ꎬ在病原体攻击——— 植

物防御中活性氧积累的信号传递过程中ꎬＭＥＫＫ１
在盐胁迫下被激活ꎬ传递给未知机制ꎬ再到达

ＭＰＫ４ꎬ最终形成一个防御活性氧积累信号ꎮ 其

中ꎬ图 ６Ａ 中的 ＭＰＫ４ 和图 ６Ｂ 中的 ＭＰＫ４ / ＭＰＫ６
中都包含相同基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ００１６６０９)ꎬ且激活过程

相近ꎮ 由此推断ꎬ盐胁迫下在病原体攻击——— 植

物防御中活性氧积累的信号传递过程中ꎬ可能是

ＭＫＫ２ 激活了 ＭＰＫ４ꎮ
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Ａ 表示 ＣＫ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ
图 ５　 ＮａＣｌ 胁迫下多枝柽柳叶片中排名前 ２０ 的 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ
Ｆｉｇ.５　 Ｔｏｐ ２０ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ
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表 ３　 注释到 ＫＥＧＧ 通路的转录因子基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ

基因　 注释　 　 通路　 　 　 　 　 　 　 　
变化倍数的对数值

Ａ 与 Ｂ 比较组 Ｂ 与 Ｃ 比较组 Ａ 与 Ｃ 比较组

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１００９０ 转录因子 ＷＲＫＹ３３ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６ －０.７５ ０.３５ －０.４０

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１４４０６ ＷＲＫＹ ＤＮＡ 结合蛋白 ２７ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６ ０.４６ ０.３３ ０.７９

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２４９６２ 转录因子 ＷＲＫＹ１ ｋｏ０４６２６ ０.６４ ０.０６ ０.６９

Ｕｎｉｇｅｎｅ００７７２９３ 转录因子 ＷＲＫＹ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６ －１.９６ －０.０８ －２.０４

Ｕｎｉｇｅｎｅ００７９５４２ 转录因子 ＷＲＫＹ１１ ｋｏ０４６２６ －０.２０. ０.３８ ０.１８

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２６８８８ 转录因子 ｂＺＩＰ４ ｋｏ０４０１６ ０.６７ －０.３１ ０.３６

Ｕｎｉｇｅｎｅ０００８８６８ 转录因子 ｂＺＩＰ２ ｋｏ０１１００、 ｋｏ０１１１０、 ｋｏ０１２００、 ｋｏ０１２１２、 ｋｏ０４１４６、
ｋｏ０００７１、ｋｏ００６４０、ｋｏ００４１０、ｋｏ０１０４０、ｋｏ００５９２

０.６４ －０.６５ －０.０１

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１０５６１ 转录因子 ｂＺＩＰ１０ ｋｏ０４０７５ －０.８２ ０.４３ －０.３９
Ａ 表示 ＣＫ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ

　 　 在盐胁迫———胁迫适应信号传递过程中ꎬ由脱落

酸(ＡＢＡ)信号传递给 ＰＹＲ/ ＰＹＬ 信号ꎬ在 ＰＹＲ/ ＰＹＬ 信

号 传 递 中 有 ２ 个 基 因 ( Ｕｎｉｇｅｎｅ００７１３６８ 和

Ｕｎｉｇｅｎｅ００３０８３２)表达在盐胁迫 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 后呈

先下降后上升趋势ꎻ有 ３ 个基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ００１１８８３、Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ００１７３２４和 Ｕｎｉｇｅｎｅ０００５２９０)表达在盐胁迫 ０ ｈ、４８ ｈ
和 １６８ ｈ 后呈先上升后下降趋势ꎮ 当信号传递到 ＰＰ２Ｃ
时ꎬ有 ３ 个基因 (Ｕｎｉｇｅｎｅ０００２５３０、Ｕｎｉｇｅｎｅ００８７３９５ 和

Ｕｎｉｇｅｎｅ００５１６２８)在 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时表达先上调后

下调ꎬ与信号传递到 ＳｎＲＫ２ 时 Ｕｎｉｇｅｎｅ００５６８７６ 基因的

表达一致ꎮ 信号传递到ＭＡＰＫＫＫ１７/ ＭＡＰＫＫＫ１８ 时ꎬ有
１个基因(Ｕｎｉｇｅｎｅ００２５８２０)在 ０ ｈ、４８ ｈ 和 １６８ ｈ 时表达

一直下调ꎮ 经 ＭＡＰＫＫＫ１７/ ＭＡＰＫＫＫ１８ 信号传递到

ＭＰＫ１/ ＭＰＫ２ 时ꎬＵｎｉｇｅｎｅ００６４７１９ 基因表达在 ０ ｈ、４８ ｈ
和 １６８ ｈ 中呈先下降后上升趋势(图６Ｃꎬ表４)ꎮ 由此可

以推论ꎬ在 ＡＢＡ 信号中 ＳｎＲＫ２ 起主要的调控作用ꎮ 多

枝柽柳受到高盐胁迫后ꎬＳｎＲＫ２ 与 ＡＢＡ 结合的 ＰＹＲ/
ＰＹＬ 蛋白和 ＰＰ２Ｃ 相互作用并抑制其活性ꎬ使 ＳｎＲＫ２
始终保持磷酸化活性状态ꎬ来激活胁迫响应途径ꎮ

表 ４　 ＭＡＰＫ 信号途径相关的 ＫＥＧＧ 基因注释

Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

基因　 　 注释　 　 　 　 　 通路　 　 　
变化倍数的对数值

Ａ 与 Ｂ 比较组 Ｂ 与 Ｃ 比较组 Ａ 与 Ｃ 比较组

Ｕｎｉｇｅｎｅ００５４１５１ 丝裂原活化蛋白激酶 ５ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ －１.２７ １.４７ ０.２０

Ｕｎｉｇｅｎｅ００５５７９７ 丝裂原活化蛋白激酶 ３ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６、 －２.９５ ２.６９ －０.２７

Ｕｎｉｇｅｎｅ００７０２１５ 转录因子ＷＲＫＹ２７ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６、 －３.６１ ３.８５ ０.２４

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１６６０９ 丝裂原活化蛋白激酶同源物ＭＭＫ２ ｋｏ０４６２６、ｋｏ０４０１６、 －２.０９ １.３４ －０.７５

Ｕｎｉｇｅｎｅ００７１３６８ 脱落酸受体 ＰＹＬ４ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ －６.７５ ５.２１ －１.５４

Ｕｎｉｇｅｎｅ００３０８３２ 脱落酸受体 ＰＹＬ４ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ －１.２７ １.１７ －０.０９

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１１８８３ 脱落酸受体 ＰＹＬ２ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ １.２６ －１.１０ ０.１７

Ｕｎｉｇｅｎｅ００１７３２４ 脱落酸受体 ＰＹＬ１２ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ ２.１１ －４.６７ －２.５６

Ｕｎｉｇｅｎｅ０００５２９０ 脱落酸受体 ＰＹＬ９ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ ２.５４ －２.１４ ０.３９

Ｕｎｉｇｅｎｅ０００２５３０ 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白磷酸酶 ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ １.２１ －２.０４ －０.８２

Ｕｎｉｇｅｎｅ００８７３９５ 蛋白磷酸酶 ２Ｃ５６ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ ２.１８ －２.３２ －０.１４

Ｕｎｉｇｅｎｅ００５１６２８ 蛋白磷酸酶 ２Ｃ３７ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ ２.５２ －２.５６ －０.０４

Ｕｎｉｇｅｎｅ００５６８７６ 丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 ＳＡＰＫ３ ｋｏ０４０１６、ｋｏ０４０７５ －１.５９ ２.０１ ０.４３

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２５８２０ 丝裂原活化蛋白激酶 １８ ｋｏ０４０１６ －１.９０ －１.８６ －３.７７

Ｕｎｉｇｅｎｅ００６４７１９
丝裂原活化蛋白激酶 ７ 异构体 Ｘ２ ｋｏ０４０１６ －２.７０ １.４５ －１.２５

Ａ 表示 ＣＫ￣０ ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈꎮ ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ
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２.８　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

本研究随机选取 ８ 个与耐盐相关的 ＤＥＧｓ 进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ结果(表 ５)显示ꎬＵｎｉｇｅｎｅ０１０４７３２、
Ｕｎｉｇｅｎｅ００８３６９５ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ００６９０９７ 基因表达水平受

ＮａＣｌ 胁 迫 诱 导 呈 先 上 升 后 下 降 趋 势ꎻ Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ００２４９６２ 响应 ＮａＣｌ 胁迫ꎬ表达水平显著上升ꎬ
Ｕｎｉｇｅｎｅ００９０５９６、Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７１３５ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ００８８７８１

基因表达水平受 ＮａＣｌ 胁迫影响先下降后上升ꎬ而
Ｕｎｉｇｅｎｅ００２８２１５ 基因表达水平受 ＮａＣｌ 抑制显著下

降ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果与转录组测序分析结果完

全一致(图 ７)ꎬ证明本研究所得的转录组数据是准

确可靠的ꎬ可为研究多枝柽柳耐盐机制提供基因资

源和转录水平依据ꎮ

表 ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证差异表达基因的表达变化

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因　 　 　 注释　 　 　 　 　 　
变化倍数的对数值

Ａ 与 Ｂ 比较组 Ｂ 与 Ｃ 比较组 Ａ 与 Ｃ 比较组

Ｕｎｉｇｅｎｅ０１０４７３２ 转录因子 ｂＨＬＨ４８ ０.９０ －０.８０ ０.１０

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２８２１５ 转录因子 ｂＨＬＨ１１２ 异构体 Ｘ１ －０.９１ －０.９６ －１.８８

Ｕｎｉｇｅｎｅ００８３６９５ 转录因子 ｂＺＩＰ４４ －０.０４ －０.１６ －０.２０

Ｕｎｉｇｅｎｅ００６９０９７ 液泡膜 Ｎａ＋ / Ｈ＋逆向转运体 １.３４ －０.１５ １.１９

Ｕｎｉｇｅｎｅ００９０５９６ 钠转运蛋白 ＨＫＴ１ －２.５５ １.２４ －１.３１

Ｕｎｉｇｅｎｅ００２４９６２ 转录因子 ＷＲＫＹ１ ０.６４ ０.０６ ０.６９

Ｕｎｉｇｅｎｅ０００７１３５ 转录因子 ＷＲＫＹ３３￣１ －２.０１ ０.６４ －１.３７

Ｕｎｉｇｅｎｅ００８８７８１ 转录因子 ＭＹＢ４ －１.１７ ０.６５ －０.５２
Ａ 表示 ＣＫ￣０ｈꎻＢ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ｈꎻＣ 表示 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ｈꎮ ＣＫ￣０ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ｈ 见表 ２ꎮ

３　 讨 论

柽柳属(Ｔａｍａｒｉｘ Ｌｉｎｎ.)植物在适应环境的长期

过程中演变出一系列复杂的机制抵抗盐胁迫ꎮ 从分

子层面来讲ꎬ植物响应盐胁迫是一个多基因参与及

调控的复杂过程ꎬ涉及代谢、信号传导、能量产生和

运输、 离 子 渗 透 和 转 运 等 诸 多 通 路 的 相 关 基

因[４０￣４１]ꎮ 因此ꎬ对多枝柽柳植物进行全面的转录组

分析ꎬ有助于揭示柽柳属植物应答盐胁迫环境的响

应机制ꎮ
柽柳属植物长期以来进化出复杂的调节网络以

适应非生物胁迫的不利逆境[４２]ꎬ转录因子是所有非

生物胁迫反应中最重要的调节因子[４３]ꎮ ＷＲＫＹ 是

转录因子的大家族之一ꎬ已被证明参与多种代谢过

程ꎬ并在与植物生物胁迫和非生物胁迫反应相关的

转录重编程调节中发挥重要作用[４４￣４６]ꎮ 本研究中ꎬ
编码 ＷＲＫＹ 转录因子的 Ｕｎｉｇｅｎｅ００２４９６２ 在 ２００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理 ４８ ｈ 和 １６８ ｈ 后表达水平呈上升

趋势ꎬＷＲＫＹ 转录因子编码基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ００７９５４２ 的

表达水平在 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理 ４８ ｈ 时出现下

降ꎬ而在 １６８ ｈ 时呈上升ꎬ表明随着盐胁迫时间的变

化ꎬＵｎｉｇｅｎｅ００７９５４２ 响应盐胁迫的方式发生了改变ꎬ
与大豆[４７]和长叶红砂[４８]中 ＷＲＫＹ 转录因子编码基

因受 ＮａＣｌ 处理而上调的报道相类似ꎮ 然而ꎬ与本研

究结果相反的是ꎬＬｉｎ 等[４９] 发现辣椒 ＣａＷＲＫＹ２７ 基

因在转录水平的表达量受 ＮａＣｌ 胁迫而下调ꎮ 本研

究发现 ＷＲＫＹ 转录因子 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１４４０６ 持续受

ＮａＣｌ 胁迫处理的诱导ꎬ暗示该基因可能持续参与盐

生植物多枝柽柳响应盐胁迫的应答反应ꎮ 此外ꎬｂＺ￣
ＩＰ 转录因子在植物生长和环境胁迫应答中发挥重

要的调控作用[５０￣５１]ꎮ 多枝柽柳叶片中 ｂＺＩＰ 转录因

子编码基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ０００８８６８ 表达受 ＮａＣｌ 诱导而显

著上调ꎬ这与 Ｈｕａｎｇ 等[５２]在苎麻中发现的 ｂＺＩＰ２ 表

达规律相似ꎬ并暗示 ｂＺＩＰ 转录因子在植物对高盐胁

迫的响应中起重要的调控作用ꎮ 同时ꎬＭＹＢ 是植物

体内数量和功能最多样化的转录因子家族之一ꎬ在
非生物胁迫中也起到非常重要的作用[５３￣５５]ꎮ 本研

究中 ＭＹＢ 编码基因 Ｕｎｉｇｅｎｅ００８８７８１ 在多枝柽柳叶

片中的表达水平受 ＮａＣｌ 胁迫先下降后上升ꎬ暗示该

基因在受 ＮａＣｌ 胁迫一定时间后才开始响应盐胁迫ꎬ
类似现象已在紫花苜蓿幼苗[５６] 和玫瑰花瓣[５７] 中报

道ꎮ 综上可知ꎬＷＲＫＹ、ＭＹＢ 和 ｂＺＩＰ 等转录因子参
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Ａ:病原体攻击———细胞死亡和 Ｈ２Ｏ２ 产生ꎻＢ:盐———耐盐性ꎻＣ:盐胁迫———胁迫适应ꎮ ａ:ＣＫ１￣０ ｈꎻｂ:ＣＫ２￣０ ｈꎻｃ:ＣＫ３￣０ ｈꎻｄ:ＮａＣｌ１￣４８ ｈꎻｅ:

ＮａＣｌ２￣４８ ｈꎻｆ:ＮａＣｌ３￣４８ ｈꎻｇ:ＮａＣｌ１￣１６８ ｈꎻｈ:ＮａＣｌ２￣１６８ ｈꎻｉ:ＮａＣｌ３￣１６８ ｈꎻＣＫ１￣０ ｈ、ＣＫ２￣０ ｈ、ＣＫ３￣０ ｈ、ＮａＣｌ１￣４８ ｈ、ＮａＣｌ２￣４８ ｈ、ＮａＣｌ３￣４８ ｈ、
ＮａＣｌ１￣１６８ ｈ、ＮａＣｌ２￣１６８ ｈ、ＮａＣｌ３￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ

图 ６　 ＮａＣｌ 胁迫下多枝柽柳 ＫＥＧＧ 通路中 ＭＡＰＫ 信号途径

Ｆｉｇ.６　 ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｆｒｏｍ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

与多枝柽柳应答盐胁迫的调控过程ꎮ
植物 ＭＡＰＫ 级联的功能包括参与生长发育、抗

病反应、非生物胁迫应答和激素信号转导等过

程[５８￣６４]ꎮ 已有研究结果表明ꎬＭＥＫＫ１￣ＭＰＫ４ 能够介

导水稻的盐胁迫信号ꎬ水稻在盐胁迫下ꎬＯｓＭＥＫＫ１
基因的表达受盐胁迫诱导上调ꎬ且 ＯｓＭＥＫＫ１ 会磷酸
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ＣＫ￣０ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣４８ ｈ、２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ￣１６８ ｈ 见表 ２ 注ꎮ
图 ７　 ＮａＣｌ 胁迫下多枝柽柳叶片中差异表达基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｔ. ｒａｍｏｓｉｓｓｉｍａ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

化 ＯｓＭＰＫ４ꎬ而 ＮａＣｌ 胁迫激活水稻中 ＯｓＭＥＫＫ１ 和

ＯｓＭＰＫ４ 的酶活性进而调控水稻对 ＮａＣｌ 的耐受性ꎬ
并且 ＭＥＫＫ１￣ＭＰＫ４ 级联通过调控相关转录因子的

表达介导盐信号[３１ꎬ６５]ꎮ Ｍｅｈｌｍｅｒ 等[６６] 研究发现在

拟南芥中ꎬ盐胁迫下的 ＭＫＫ２￣ＭＰＫ４ / ＭＰＫ６ 途径负

责适应盐胁迫ꎮ 与前人研究结果[６６] 相同的是ꎬ本研

究中多枝柽柳可能也是通过 ＭＥＫＫ１￣ＭＰＫ４ 和

ＭＫＫ２￣ＭＰＫ４ / ＭＰＫ６ 途径响应盐胁迫信号ꎮ 此外ꎬ
ＭＡＰＫ 级联还参与植物多种激素信号ꎬ包括水杨酸

(ＳＡ) [６７]、生长激素(ＡＵＸ) [６８]、脱落酸(ＡＢＡ ) [６９]和

茉莉酸(ＪＡ) [７０]等ꎬ其中ꎬ脱落酸参与高等植物生长

发育、抗逆等生理过程ꎬ在非生物胁迫中起着关键作

用ꎬ高盐、高温等非生物胁迫可刺激植物体内脱落酸

的合成ꎬ并启动相关信号途径来激活植物抗逆机

制[７１]ꎮ ＡＢＡ￣ＰＹＲ￣ＰＰ２Ｃ￣ＳｎＲＫ２ 负责脱落酸信号感

应和传递的中央信号转导复合体ꎬＰＹＲ / ＰＹＬ / ＲＣＡＲ
家族成员几乎都参与了脱落酸信号转导途径[７２￣７３]ꎮ
本研究中多枝柽柳在 ＮａＣｌ 胁迫下也可能形成 ＰＹＲ￣
ＰＰ２Ｃ￣ＳｎＲＫ２ 信号转导复合体ꎬ进而参与脱落酸激

活ꎬ启动抗盐机制ꎮ

４　 结 论

在高盐胁迫下ꎬＷＲＫＹ、ＭＹＢ 和 ｂＺＩＰ 等转录因

子参与多枝柽柳的耐盐调节过程ꎻ高盐胁迫下多枝
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柽柳的 ＭＡＰＫ 信号转导途径被激活ꎬ通过多种途径

调节相关转录因子基因表达响应盐胁迫ꎮ 本研究为

进一步研究多枝柽柳耐盐分子机制提供了基础ꎮ
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