
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２５ꎬ４１(１１):２１０７￣２１１８
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

刘发旺ꎬ张　 银ꎬ李璐恒ꎬ等. 基于代谢组与转录组联合解析干旱胁迫下丹参酮和丹酚酸生物合成的关键调控基因及其分子机

制[Ｊ]. 江苏农业学报ꎬ２０２５ꎬ４１(１１):２１０７￣２１１８.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２５.１１.００４

基于代谢组与转录组联合解析干旱胁迫下丹参酮和
丹酚酸生物合成的关键调控基因及其分子机制

刘发旺１ꎬ２ꎬ　 张　 银１ꎬ　 李璐恒１ꎬ　 吕欣茹１ꎬ　 许盈盈１

(１.宿州学院生物与食品工程学院ꎬ安徽 宿州 ２３４０００ꎻ ２.安徽省皖北道地药材开发与高值化利用工程研究中心ꎬ安徽 宿州

２３４０００)

收稿日期:２０２５￣０２￣１８
基金项目:安徽省高校优秀科研创新团队项目(２０２２ＡＨ０１００８０)ꎻ宿

州市科技计划重大专项(ＳＺＫＪＸＭ２０２４２３)ꎻ宿州学院非财

政资金科研项目(２０２４ｘｈｘ１９６)ꎻ宿州学院博士科研启动

基金项目(２０２２ＢＳＫ０３３)ꎻ宿州学院大学生创新创业训练

计划项目(２０２５１０３７９０４０)
作者简介:刘发旺(１９９０－)ꎬ男ꎬ安徽宿州人ꎬ博士ꎬ讲师ꎬ研究方向为

中药化学和分子生物学ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｆａｗａｎｇ１０３１４＠ ａｈｓｚｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ

　 　 摘要:　 本研究采用 ２０％聚乙二醇 ６０００(ＰＥＧ ６０００)处理丹参ꎬ结合代谢组和转录组ꎬ系统解析干旱胁迫下丹参酮和

丹酚酸生物合成的调控机制ꎮ 研究结果表明ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００ 处理丹参中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶

(ＰＯＤ)和过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)活性则极显著升高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 代谢组分

析结果表明ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中丹参酮类化合物如丹参酮ⅡＡ、丹参酮Ⅰ、二氢丹参酮和隐丹参酮含量显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)或极显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明干旱胁迫能有效促进二萜类化合物的积累ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中丹

酚酸类化合物丹酚酸 Ｂ 含量极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ表明其生物合成途径受到干旱胁迫的抑制ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００
处理丹参中含量升高的代谢产物和差异表达基因显著富集在二萜生物合成通路中ꎮ 通过转录组测序筛选到 ３ 个参与丹

参酮合成的基因ꎬ分别为 ＣＹＰ７６ＡＨ４、ＣＹＰ７１Ｄ４１１、ＣＹＰ８２Ｄ６３ꎬ这 ３个基因均注释到二萜生物合成通路中ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ
６０００处理丹参根中 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 相对表达量极显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＥＶＭ００２３６０６ 相对表达量显著降低(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 对照丹参叶片中 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０和 ＥＶＭ００２３６０６相对表达量极显著高于根系(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 生物信息学

分析结果表明ꎬＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０和 ＥＶＭ００２３６０６这 ３个细胞色素 Ｐ４５０基因可能参与丹参酮的结构修饰ꎮ 本研究

结果为提高丹参药用品质提供了理论依据ꎮ
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ｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｉｎ ＰＥＧ ６０００￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｒｅｄｕｃｅｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｉｔｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＰＥＧ ６０００￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎ￣
ｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
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ｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＶＭ０００１３４９ ａｎｄ ＥＶＭ００２０３２０ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ
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ＥＶＭ００２３６０６ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＶＭ０００１３４９ꎬ ＥＶＭ００２０３２０ꎬ ａｎｄ
ＥＶＭ００２３６０６ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｗｅｒｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ (Ｐ<
０􀆰 ００１). Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｄｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ..
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　 　 丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ.)为唇形科鼠尾草

属植物ꎬ始载于«神农本草经»ꎬ具有活血祛瘀、止痛

通经等功效ꎬ是中国重要的传统中草药[１]ꎮ 丹参自

然资源丰富ꎬ主要分布于山东、河南、四川等中国大

部分地区的山坡、草地、林下及溪旁等生境ꎬ具有广

阔的开发利用前景[２]ꎮ 据«中华人民共和国药典»ꎬ
丹参根和根茎可以入药ꎬ用于治疗心脑血管疾病ꎬ对
于心绞痛和心肌梗死具有显著疗效[３￣４]ꎮ

丹参的主要活性成分包括水溶性丹酚酸类和脂

溶性丹参酮类化合物ꎮ 其中丹酚酸类化合物具有抗

脂质过氧化、清除自由基、抑制血栓形成等药理活

性ꎻ丹参酮类化合物的主要作用是改善血液循环和

保护心血管[５￣７]ꎮ «中华人民共和国药典»将丹参酮

ⅡＡ 和丹酚酸 Ｂ 作为质量控制标准物质ꎬ规定其含

量分别不低于 ０􀆰 ２％和 ３􀆰 ０％[７]ꎮ
丹参酮类化合物属于二萜类化合物ꎬ其生物合成

源于甲羟戊酸途径(ＭＶＡ)和 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藓醇￣４￣磷
酸途径(ＭＥＰ)ꎮ 这两条途径首先合成牻牛儿基牻牛儿

基焦磷酸(ＧＧＰＰ)ꎬ经柯巴基焦磷酸合酶和类贝壳杉烯

合酶催化生成次丹参酮二烯ꎬ再通过细胞色素 Ｐ４５０ 的

修饰ꎬ最终形成丹参酮类化合物ꎮ 丹酚酸类化合物生

物合成途径中ꎬ迷迭香酸为咖啡酸与丹参素的二聚物ꎬ
丹酚酸 Ｂ 为迷迭香酸二聚体ꎮ 迷迭香酸的生物合成涉

及苯丙烷代谢途径和酪氨酸代谢途径ꎮ 苯丙烷代谢途

径产生 ４￣香豆酰辅酶 Ａꎬ酪氨酸代谢途径生成对羟基

苯乳酸ꎮ 在迷迭香酸合成酶(ＲＡＳ)的催化下ꎬ两者缩合

形成 ４￣香豆酰￣４￣羟基苯乳酸ꎬ随后经细胞色素 Ｐ４５０
(ＣＹＰ９８Ａ１４)催化生成迷迭香酸[８￣１０]ꎮ 尽管迷迭香酸的

生物合成途径已基本阐明ꎬ但从迷迭香酸到丹酚酸 Ｂ
的转化过程仍尚未阐明ꎬ参与该过程的关键酶基因尚

未被鉴定ꎮ 因此ꎬ深入解析迷迭香酸向丹酚酸 Ｂ 转化

的分子机制ꎬ挖掘相关功能基因ꎬ对于完善丹酚酸类化

合物的生物合成网络具有重要意义ꎮ
干旱是影响植物生长发育的重要非生物胁迫因

素ꎬ会显著抑制光合作用ꎬ进而影响植株的生长发育

和次生代谢物积累[１１￣１３]ꎮ 药用植物对水分条件较

为敏感ꎬ研究发现干旱能够影响次生代谢产物的合

成[１４￣１６]ꎮ 轻度干旱可促进菘蓝根部靛玉红和黄檗

中药根碱、小檗碱及掌叶防己碱的合成ꎬ而重度干旱

则对这些次生代谢产物的合成产生抑制作用[１７￣１８]ꎮ
在干旱胁迫下ꎬ柴胡总黄酮和总皂苷含量显著提高ꎬ
土壤含水量为 ４０％ ~ ５０％时ꎬ柴胡总皂苷含量达到

峰值[１９]ꎮ 随着干旱胁迫程度的加深ꎬ紫苏叶片中挥

发油含量呈现先升高后降低的变化趋势[２０]ꎮ
在分子层面ꎬ干旱胁迫会诱导植物基因表达并

激活相关信号传导通路ꎮ 参与抗旱调控的关键基因

包括编码转录因子( ｂＺＩＰ、ＭＹＢ / ＭＹＣ、ＮＡＣ、ＤＲＥＢ
和 ＷＲＫＹ 等家族)、信号因子、渗透调节物质、抗氧

化代谢酶及逆境蛋白的基因[２１￣２２]ꎮ 如在丹参中过

表达 ＳｍＧＲＡＳ５ 基因可显著增强其耐盐性和抗旱
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性[２３]ꎮ 因此ꎬ深入研究药用植物对干旱胁迫的响应

机制ꎬ挖掘关键抗旱基因ꎬ不仅有助于阐明其抗旱分

子机制ꎬ还能为解析药用成分的生物合成途径提供

理论依据ꎬ这对药用植物分子育种和药材品质提升

具有重要意义ꎮ
转录组学和代谢组学技术为研究植物次生代谢

通路及胁迫响应机制提供了有效手段[２４]ꎮ 本研究

拟采用多组学联用技术ꎬ分析丹参根在干旱胁迫下

的基因表达和代谢物变化ꎬ重点解析苯丙烷和二萜

代谢通路相关基因的表达模式ꎬ挖掘丹参酮和丹酚

酸生物合成相关基因ꎬ为后续功能验证和药用植物

品质改良提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

紫花丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ)ꎬ种植于宿

州学院安徽省皖北道地药材开发与高值化利用工程

研究中心ꎬ培养条件为温度 ２５ ℃ꎬ湿度 ５５％ꎬ光周

期 １６ ｈ / ８ ｈ(光照 /黑暗)ꎮ 甲醇、乙腈、甲酸、Ｌ￣２￣氯
苯丙氨酸、琥珀酸￣ｄ４、Ｌ￣缬氨酸￣ｄ８、胆酸￣ｄ４、Ｄ￣虫荧

光素游离酸均为高效液相色谱(ＨＰＬＣ)级ꎮ
１.２　 仪器与设备

超高效液相色谱￣质谱联用仪(型号 ＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣ Ⅰ￣Ｃｌａｓｓ ｐｌｕｓꎬ沃特世科技有限公司产品)ꎬ液
相色谱柱(１００􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ填料粒径 １􀆰 ８ μｍꎬ型
号 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ꎬ沃特世科技有限公司产

品)ꎻ高通量测序仪(型号 ＮｏｖａＳｅｑ Ｘ ＰｌｕｓꎬＩｌｌｕｍｉｎａ
公司产品)ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 植物材料处理　 随机选取 ６ 株健康丹参ꎬ其中

３ 株丹参常规浇水 １ 次ꎬ另外 ３ 株丹参采用 ２０％ 聚乙

二醇６０００(ＰＥＧ ６０００)溶液浇灌 １ 次ꎬ模拟干旱胁迫ꎮ
处理 ７ ｄ 后ꎬ采集丹参根系ꎬ用液氮速冻ꎮ 分别由上

海美吉生物医药科技有限公司和上海欧易生物医学

科技有限公司完成转录组测序和代谢组检测ꎮ
１.３.２　 酶活性与含量测定 　 取对照和ＰＥＧ ６０００处
理丹参根系各 ０.１ ｇꎬ研磨后ꎬ测定相关酶活性和代

谢物含量ꎮ 所用超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物

酶(ＰＯＤ)、苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ) 和过氧化氢酶

(ＣＡＴ)活性检测试剂盒及植物总酚含量检测试剂

盒、植物类黄酮含量检测试剂盒均为北京索莱宝科

技有限公司产品ꎮ 使用酶标仪(型号 ＲｅａｄＭａｘ１２００ꎬ

上海闪谱生物科技有限公司产品)分别检测 ＳＯＤ 活

性(５６０ ｎｍ)、ＰＯＤ 活性(４７０ ｎｍ)、ＰＡＬ 活性(２９０
ｎｍ)、ＣＡＴ 活性(４０５ ｎｍ)、总酚含量(７６０ ｎｍ)和黄

酮含量(４７０ ｎｍ)ꎮ
１.３.３　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 代谢组学测定　 称取 ６０ ｍｇ 根系

组织ꎬ加入 ６００ μＬ ７０％甲醇ꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ１３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心ꎬ取上清液送上海欧易生物医学科技有限

公司进行代谢组学检测ꎮ 超高效液相色谱条件如下:
柱温 ４５ ℃ꎬ流动相 Ａ 相 ０􀆰 １％甲酸ꎬＢ 相乙腈ꎬ流速

０􀆰 ３５ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量 ３ μＬꎮ 梯度洗脱程序如下:０~２
ｍｉｎꎬ５％乙腈ꎻ２~ １４ ｍｉｎꎬ５％~ １００％乙腈ꎮ 质谱条件

为ꎬ如下:正 /负离子切换模式ꎬ喷雾电压３ ８００ Ｖꎬ毛
细管温度 ３２０ ℃ꎬ辅助气体流量 ８ ＡｒｂꎬＭＳ / ＭＳ 分辨

率１７ ５００ꎬ质谱扫描范围７０~１ ０５０(ｍ/ ｚ)ꎮ
１.３.４ 　 丹参代谢组数据分析 　 采用主成分分析

(ＰＣＡ)和偏最小二乘￣判别分析(ＰＬＳ￣ＤＡ)筛选差异

代谢物ꎮ 筛选标准如下:Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ投影变量重要性

值 (ＶＩＰ)> １ꎮ 利用 ＨＭＤＢ、 Ｌｉｐｉｄｍａｐｓ、 ＭＥＴＬＩＮ 和

ＬｕＭｅｔ￣Ｐｌａｎｔ３.０ 数据库对差异代谢物进行注释ꎬ利用

ＫＥＧＧ 数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ｊｐ / ｋｅｇｇ / )对差

异代谢物进行通路富集分析ꎮ
１.３.５　 丹参总ＲＮＡ 的提取　 取 １ ｇ 丹参根系组织ꎬ用
液氮研磨后ꎬ使用ＭＪＺｏｌ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ(上海

美吉生物医药科技有限公司产品)提取丹参总 ＲＮＡꎮ
使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ) 测定

ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ利用琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性ꎬ使用片段分析仪系统(型号 Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｚｅｒ
５３００ꎬＡｇｉｌｅｎｔ 公司产品)测定 ＲＮＡ 完整值(ＲＩＮ)ꎮ 符

合要求的 ＲＮＡ(质量浓度≥３０ ｎｇ / μＬꎬＲＩＮ>６􀆰 ５ 且

ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０为１.８~２􀆰 ２)用于后续建库测序ꎮ
１.３.６　 ＲＮＡ 文库构建与转录组测序　 基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ Ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ 试剂盒( Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司产品)构建文库并进行双

端测序ꎮ 利用 ｆａｓｔｐ 软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｇｉｔｈｕｂ.ｃｏｍ / Ｏｐｅｎ￣
Ｇｅｎｅ / ｆａｓｔｐ)对原始测序数据进行过滤ꎬ去除低质量

序列(含 Ｎ>１０％ꎬ长度<２０ ｂｐ)和接头序列ꎮ 将高质

量序列与丹参参考基因组(ＧＷＨＡＯＳＪ００００００００ꎬｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｎｇｄｃ. ｃｎｃｂ. ａｃ. ｃｎ / ｇｗｈ / Ａｓｓｅｍｂｌｙ / １０３８１ / ｓｈｏｗ)
进行比对ꎬ并利用 ＮＲ、ＧＯ、ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、Ｅｇｇ￣
ＮＯＧ 和 Ｐｆａｍ 数据库进行功能注释ꎮ
１.３.７　 转录组数据分析　 基因表达定量采用 ＲＳＥＭ
(ｈｔｔｐ: / / ｄｅｗｅｙｌａｂ.ｇｉｔｈｕｂ.ｉｏ / ＲＳＥＭ / )ꎬ差异表达分析
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采 用 ＤＥＳｅｑ２ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ. ｏｒｇ / ｐａｃｋａｇｅｓ /
ｓｔａｔｓ / ｂｉｏｃ / ＤＥＳｅｑ２ / )ꎬ显著差异表达基因筛选标准

为ꎬ错误发现率(ＦＤＲ) <０.０５ꎬ差异倍数(ＦＣ)≥２ 或

ＦＣ≤１ / ２ꎮ 基因功能分析采用 ＫＯＢＡＳ( ｈｔｔｐ: / / ｋｏ￣
ｂａｓ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ)进行 ＫＥＧＧ 通路富集ꎬ显著富集

通路的筛选标准为Ｐ≤０􀆰 ０５ꎮ
１.３.８　 响应干旱胁迫的 ３ 个细胞色素 Ｐ４５０ 基因的

克隆和生物信息学分析 　 利用 ＭｏｎＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ
Ｋｉｔ(莫纳生物科技有限公司产品)提取 ＲＮＡꎬ利用

ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＩＩ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓｅ(莫纳生物

科 技 有 限 公 司 产 品 ) 合 成 ｃＤＮＡꎮ 克 隆

ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０、ＥＶＭ００２３６０６ 的引物序

列分别为 ＥＶＭ０００１３４９￣Ｆ ( ５′￣ＡＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡ￣
ＣＡＴＣＣＣＡＴＣＣＡＣ￣３′)和 ＥＶＭ０００１３４９￣Ｒ(５′￣ＣＴＡＴＣ￣
ＴＴＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＴＣＧＣＴＴＣ￣３′)、 ＥＶＭ００２０３２０￣Ｆ
(５′￣ＡＴＧＧＧＣＴＧＧＡＴＴＴＧＧＧＣＧＧＣＧＧＣＡＧＴＡＧＴ￣３′)
和 ＥＶＭ００２０３２０￣Ｒ(５′￣ＴＣＡＡＡＣＧＣＴＴＡＡＣＣＴＡＴＡＡＡ￣
ＴＴＧＧＴＡＴＡＧ￣３′)、ＥＶＭ００２３６０６￣Ｆ(５′￣ＡＴＧＧＡＧＧＡＡ￣
ＴＴＡＡＴＣＣＡＡＴＣＣＡＡＴＣＣＣＡＴＧＣＴＡ￣３′)和 ＥＶＭ００２３￣
６０６￣Ｒ(５′￣ＴＴＡＡＴＴＡＧＴＧＴＧＡＣＧＡＧＴＧＧＣＡＡＧＴＡＣＡ￣
ＡＧＡＡＧ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 体系:２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ 预混液

[生工生物工程(上海)股份有限公司产品]ꎮ ＰＣＲ
程序:９４ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃、３０ ｓꎬ６０ ℃、３０ ｓꎬ７２ ℃、

２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ 采用美国国家生物

技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站中的 ＣＤＤ 模块(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ) 进行功能域预测ꎬ用

ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 在

线软件预测蛋白质的三级结构ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 干旱胁迫下丹参的形态、抗氧化酶活性和次生

代谢产物含量分析

　 　 如图 １ 所示ꎬＰＥＧ ６０００处理的丹参植株叶片明显

卷曲、萎蔫ꎬ叶柄倒伏ꎬ整体生长活性极显著降低ꎮ 这

些形态学变化表明丹参受到干旱胁迫影响ꎬ植株发生

水分亏缺ꎮ 生理指标测定结果表明ꎬＰＥＧ ６０００ 处理

改变了丹参中抗氧化酶活性和次生代谢产物含量ꎮ
与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和过氧化氢酶(ＣＡＴ)活性

极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)活性

则极显著升高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ总黄酮含量和总酚酸类化

合物含量极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ ＰＥＧ ６０００ 对 ＰＡＬ
活性具有诱导作用ꎬ这可能是因为 ＰＡＬ 参与植物茎秆

木质素生成、促进水分传递ꎬ表明丹参通过诱导基因

的表达促进植物水分由根部向上传递或者促进苯丙

烷代谢通路上次生代谢物的合成以响应干旱胁迫ꎮ

∗∗∗:差异极显著(Ｐ<０.００１)ꎻＰＥＧ:聚乙二醇ꎮ 图中数据以鲜重计ꎮ
图 １　 干旱胁迫下丹参的形态、抗氧化酶活性和总黄酮、总酚酸含量

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ
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２.２　 干旱胁迫下丹参的代谢组学分析

基于高效液相色谱￣串联质谱技术(ＨＰＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)ꎬ对丹参进行代谢组学分析ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ对照

和ＰＥＧ ６０００处理的丹参样本分别形成明显的独立

聚类ꎬ表明干旱胁迫显著改变了丹参中次生代谢物

质的合成ꎮ 通过与 ＨＭＤＢ、Ｌｉｐｉｄｍａｐｓ( ｖ２.３)、ＭＥＴ￣
ＬＩＮ 和 ＬｕＭｅｔ￣Ｐｌａｎｔ３.０ 数据库比对ꎬ共鉴定到６ ８０５
个代谢物ꎮ 以Ｐ<０􀆰 ０５ 和ＶＩＰ>１􀆰 ０ 作为筛选标准ꎬ筛
选得到 ３１４ 个差异表达代谢物ꎮ 其中ꎬ与对照相比ꎬ
ＰＥＧ ６０００处理丹参中 ２００ 个代谢物含量升高ꎬ１１４

个代谢物含量降低ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ与对照相比ꎬ
ＰＥＧ ６０００处理丹参中丹参酮类化合物如丹参酮Ⅱ
Ａ、丹参酮Ⅰ、二氢丹参酮和隐丹参酮含量显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)或极显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明干旱胁迫能有

效促 进 二 萜 类 化 合 物 的 积 累ꎮ 与 对 照 相 比ꎬ
ＰＥＧ ６０００处理丹参中丹酚酸类化合物丹酚酸 Ｂ 含

量极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ表明其生物合成途径受

到干旱胁迫的抑制ꎮ 此外ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００
处理丹参中赤霉素 Ａ８８ 和赤霉素 Ａ３４ 含量极显著

升高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ

ＣＫ１~ＣＫ３:对照ꎻＴ１~ Ｔ３:聚乙二醇 ６０００ 处理ꎮ
图 ２　 干旱胁迫下丹参次生代谢产物的主成分分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

∗∗∗:差异极显著(Ｐ<０.００１)ꎻ∗∗:差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎻ∗:差
异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 干旱胁迫下丹参的差异代谢产物丰度

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果表明ꎬ３１４ 个差异代谢

产物富集于 ３９ 条代谢通路中ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ差异代

谢物富集程度最高的前 １０ 条通路为苯丙氨酸代谢ꎬ
半乳糖代谢ꎬ亚油酸代谢ꎬ嘌呤代谢ꎬ淀粉和蔗糖代

谢ꎬ缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成ꎬ二萜生物合

成ꎬＡＢＣ 转运蛋白ꎬ苯丙氨酸、色氨酸和酪氨酸生物合

成ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中含量升高的代

谢产物主要富集在淀粉和蔗糖代谢、二萜生物合成、
ＡＢＣ 转运蛋白和苯丙氨酸代谢ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参

中含量降低的代谢产物主要富集在嘌呤代谢、赖氨酸

降解和苯丙氨酸代谢ꎮ 干旱促进二萜生物合成通路

上的代谢产物的生成ꎬ包括丹参酮ꎮ
２.３　 干旱胁迫下丹参的转录组学分析

如图 ５ 所示ꎬ对照和ＰＥＧ ６０００处理丹参中基因

表达量中位值相近ꎬ表明转录组数据重复性较好ꎮ
主成分分析结果表明ꎬ对照和处理的丹参样本分别

形成明显的独立聚类ꎬ表明组内生物学重复性良好ꎬ
测序数据可靠ꎬ可用于后续差异表达分析ꎮ
　 　 如图 ６ 所示ꎬ利用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 软件对测序数据进行

组装ꎬ共获得 ６１ ７７３ 个转录本ꎮ 其分布特征为ꎬ长
度>１ ８００ ｂｐ 的转录本２２ ４８８个ꎬ长度１ ２０１~１ ４００ ｂｐ
区间的转录本５ １２３个ꎮ 基于丹参参考基因组(中国

国家生物信息中心编号 ＧＷＨＡＯＳＪ００００００００)ꎬ使用

ｇｆｆｃｏｍｐａｒｅ 软件进行新转录本鉴定ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ在
ＮＲ、ＧＯ、ＫＥＧＧ、Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＥｇｇＮＯＧ 和 Ｐｆａｍ 数据库

中ꎬ有４９ ７３８个转录本获得至少一个数据库的注释ꎬ
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Ａ:聚乙二醇 ６０００ 胁迫下代谢物显著富集到的 ２０ 条代谢通路ꎻＢ:聚乙二醇 ６０００ 胁迫下代谢物显著富集的 ＫＥＧＧ 通路和弦图ꎻＣ:聚乙二醇 ６０００
胁迫下上调表达代谢物的 ＫＥＧＧ 富集图ꎻＤ:聚乙二醇 ６０００ 胁迫下下调表达代谢物的 ＫＥＧＧ 富集图ꎮ 箭头所示为本研究主要关注的途径ꎻ柱状

图上的数字为代谢物的数量ꎮ
图 ４　 干旱胁迫下丹参差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ.４　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

转录本在 ＮＲ 数据库中获得最多注释(２７ ４８１个转录

本)ꎬ其次是 ＥｇｇＮＯＧ(２４ ２４１个)ꎮ
　 　 如图 ８ 所示ꎬ共鉴定到８ ８３２个差异表达基因ꎬ
其中相对表达量显著升高的基因３ ２１５个ꎬ相对表达

量显著降低的基因３ ５４４个ꎮ 其中基因 ＥＶＭ０００４１３４
相对表达量显著降低ꎬ其功能注释为乙烯不敏感蛋

白ꎬ参与丝裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)信号通路ꎻ基
因 ＥＶＭ００１１４３３ 相对表达量显著升高ꎬ其功能注释

为紫外线切除修复蛋白 ＲＡＤ２３ꎬ该蛋白为紫外辐射

敏感蛋白ꎬ参与了 ＤＮＡ 损伤核酸修复、细胞应激反

应和生长发育ꎮ
对差异表达基因进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ在次

生代谢相关通路中ꎬ差异表达基因在二萜生物合成通

路(ｋｏ００９０４)的富集程度最为明显ꎬ共注释到 １８ 个差

异表达基因ꎮ 苯丙氨酸代谢通路(ｋｏ００３６０)、苯丙烷

类生 物 合 成 通 路 ( ｋｏ００９４０)、 酪 氨 酸 代 谢 通 路

２１１２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 １１ 期



Ａ:比对至丹参参考基因组的各样本基因数ꎻＢ:基因每千碱基每百万映射片段数(ＦＰＫＭ)小提琴分布图ꎻ Ｃ:主成分分析图ꎻ Ｄ:丹参样本聚

类热图ꎮ ＣＫ１~ＣＫ３:对照ꎻＴ１~ Ｔ３:ＰＥＧ ６０００处理ꎮ
图 ５　 干旱胁迫下丹参转录组测序数据质量评估

Ｆｉｇ.５　 Ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

图 ６　 丹参转录本长度分布

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ.

图 ７　 丹参转录本在数据库中的功能注释情况

Ｆｉｇ.７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｄａｔａｂａｓｅｓ ｆｏｒ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
Ｂｇｅ.

(ｋｏ００３５０)和萜类骨架生物合成通路(ｋｏ００９００)分别

注释到 ２１ 个、６２ 个、２７ 个和 ３１ 个差异表达基因ꎮ 进

一步分析发现ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中相

对表达量升高的基因主要富集于苯丙氨酸、酪氨酸和

色氨酸生物合成通路(ｋｏ００４００)、萜类骨架生物合成

通路(ｋｏ００９００)、苯丙氨酸代谢通路(ｋｏ００３６０)和半乳

糖代谢通路(ｋｏ０００５２)ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理

丹参中相对表达量降低的基因主要富集于植物激素

信号转导通路(ｋｏ０４０７５)、苯丙烷类生物合成通路

(ｋｏ００９４０)、淀粉和蔗糖代谢通路(ｋｏ００５００)、氨基葡

聚糖 降 解 通 路 ( ｋｏ００５３１)、 其 他 聚 糖 降 解 通 路
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(ｋｏ００５１１ꎬ１２ 个基因)、ＡＢＣ 转运蛋白通路(ｋｏ０２０１０) 和二萜生物合成通路(ｋｏ００９０４)ꎮ

Ａ:差异表达基因聚类分析ꎻＢ 差异表达基因富集程度最高的前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 通路ꎻＣ:含量升高的差异表达基因富集程度最高的前 ２０ 个

ＫＥＧＧ 通路ꎻＤ:含量降低的差异表达基因富集程度最高的前 ２０ 个 ＫＥＧＧ 通路ꎮ ＣＫ１~ＣＫ３:对照ꎻＴ１~ Ｔ３:ＰＥＧ ６０００处理ꎮ
图 ８　 干旱胁迫下丹参差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.８　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 如图 ９ 所示ꎬ丹参酮作为二萜类植物次生代谢产

物ꎬ其骨架结构通过二萜生物合成通路(ｋｏ００９０４)合
成ꎬ然后经 ＣＹＰ４５０ 酶催化转化为丹参酮类化合物ꎮ
对注释到 ｋｏ００９０４ 通路上的基因以及相关 Ｐ４５０ 酶基

因进行分析发现ꎬ有 ６ 个基因编码柯巴基焦磷酸合酶

(ＣＰＳ)ꎬ７ 个基因编码贝壳杉烯合成酶(ＫＳ)ꎬ１３ 个基

因编码 ＣＹＰ７６ＡＨ１ 酶ꎬ３ 个基因编码 ＣＹＰ７６ＡＨ３ 酶ꎬ４
个基因编码 ＣＹＰ７６ＡＫ１ 酶ꎬ以及 ２２ 个基因编码
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ＣＹＰ７１Ｄ 酶ꎮ ＣＰＳ 和 ＫＳ 参与赤霉素前体对映￣贝壳杉

烯的合成ꎬＣＹＰ７６ＡＨ１、ＣＹＰ７６ＡＨ３ 和 ＣＹＰ７６ＡＫ１ 参与

丹参酮的合成ꎮ

Ａ:丹参酮生物合成通路ꎻＢ:丹酚酸生物合成通路ꎮ ＣＰＳ:柯巴基焦磷酸合酶ꎻＫＳ:贝壳杉烯合酶ꎻＣＹＰ７６ＡＨ１、ＣＹＰ７６ＡＨ３、ＣＹＰ７６ＡＫ１ 和

ＣＹＰ７１Ｄ:细胞色素 Ｐ４５０ꎻＰＡＬ:苯丙氨酸解氨酶ꎻＣ４Ｈ:肉桂酸￣４￣羟化酶ꎻ４ＣＬ:４￣香豆素辅酶 Ａ 连接酶ꎻＴＡＴ:酪氨酸氨基转移酶ꎻＨＰＰＲ:对羟

基苯丙酮酸还原酶ꎻＲＡＳ:迷迭香酸合成酶ꎻ３￣Ｈ:羟桂皮烯醛基￣羟苯乳酸基 ３ 羟化酶ꎻ３’ ￣Ｈ:羟桂皮烯醛基￣羟苯乳酸 ３’￣羟化酶ꎮ
图 ９　 干旱胁迫下丹参酮、丹酚酸生物合成通路

Ｆｉｇ.９　 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｓ ａｎｄ ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ
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　 　 进一步分析丹酚酸生物合成通路发现ꎬ有 ４ 个

基因注释为苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)ꎬ３ 个基因注释

为肉桂酸￣４￣羟化酶(Ｃ４Ｈ)ꎬ１０ 个基因注释为 ４￣香豆

素辅酶 Ａ 连接酶(４ＣＬ)ꎬ４ 个基因注释为酪氨酸氨

基转移酶(ＴＡＴ)ꎬ２ 个基因注释为对羟基苯丙酮酸

还原酶(ＨＰＰＲ)ꎬ１０ 个基因注释为迷迭香酸合成酶

(ＲＡＳ)ꎬ５ 个基因注释为羟桂皮烯醛基￣羟苯乳酸基

３￣羟化酶(３￣Ｈ)和 ３’￣羟化酶(３’ ￣Ｈ)ꎮ 在ＰＥＧ ６０００
胁迫下ꎬ丹参中丹酚酸 Ｂ 含量降低ꎬ这可能是因为

ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ 参与其他酚酸类化合物的合成以抵

御非生物胁迫ꎬ从而减少碳流向丹酚酸 Ｂ 合成路径

的分配ꎮ
２.４　 ３ 个差异表达细胞色素 Ｐ４５０ 基因的克隆

　 　 丹参酮的生物合成涉及多个细胞色素 Ｐ４５０ 的级

联催化作用ꎬ包括 ＣＹＰ７１Ｄ３７５ 催化丹参新酮生成 １６￣
羟基丹参新酮、ＣＹＰ７６ＡＨ１ 催化次丹参酮二烯转化为

铁锈醇、ＣＹＰ７６ＡＨ３ 催化铁锈醇生成柳杉酚等关键修

饰步骤ꎮ 丹参的药用部位为地下干燥根和根茎ꎬ这与

其主要药效成分之一丹参酮的含量组织分布有关ꎮ
如图 １０ 所示ꎬ基于转录组测序结果筛选得到 ３ 个

Ｐ４５０ 酶基因ꎬ分别为 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 和

ＥＶＭ００２３６０６ꎬ其 ｃＤＮＡ 长度分别为１ ５１５ ｂｐ、１ ４９０ ｂｐ
和１ ５１２ ｂｐꎮ 如图 １１ 所示ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００ 处

理丹参根中 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 相对表达量极

显著升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＥＶＭ００２３６０６ 相对表达量显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 并且对照丹参叶片中 ＥＶＭ０００１３４９、
ＥＶＭ００２０３２０ 和 ＥＶＭ００２３６０６ 相对表达量极显著高于

根系(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ
如图 １２ 所示ꎬＥＶＭ０００１３４９(ＣＹＰ７６ＡＨ４)编码蛋

白氨 基 酸 序 列 与 鼠 尾 草 ＣＹＰ７１Ｄ１０ 同 源 性 达

７４􀆰 ２６％ꎬＥＶＭ００２０３２０(ＣＹＰ７１Ｄ４１１)编码蛋白氨基

酸序 列 与 ＣＹＰ７１ＡＵ５０ 同 源 性 高 达 ９８. ３９％ꎬ
ＥＶＭ００２３６０６(ＣＹＰ８２Ｄ６３)编码蛋白氨基酸序列与

ＣＹＰ７１Ａ８ 同源性达 ９７.８２％ꎮ 蛋白质三级结构预测

结果表明ꎬＥＶＭ０００１３４９(ＣＹＰ７６ＡＨ４)编码蛋白与丹

参细胞色素 Ｐ４５０(蛋白质序列登录号 Ｓ４ＵＸ５１.１.Ａ)
三维结构相似度达到 ７３􀆰 ７１％ꎻＥＶＭ００２０３２０ 编码蛋

白 与 细 胞 色 素 Ｐ４５０ ( 蛋 白 质 序 列 登 录 号

Ａ０Ａ２Ｇ９Ｈ８Ｅ５.１. Ａ) 三维结构相似度为 ７２􀆰 ５１％ꎻ
ＥＶＭ００２３６０６ 编 码 蛋 白 与 丹 参 铁 锈 醇 合 酶

ＣＹＰ７６ＡＨ１(蛋白质序列登录号 ７ｃｂ９.１.Ａ)三维结构

相似度为 ３４􀆰 ２６％ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子量标准物ꎮ
图 １０　 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 和 ＥＶＭ００２３６０６ 的克隆结果

Ｆｉｇ.１０　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＶＭ０００１３４９ꎬ ＥＶＭ００２０３２０ꎬ ａｎｄ ＥＶＭ００２３６０６

３　 讨论与结论

本研究发现ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参

中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)和过

氧化氢酶(ＣＡＴ)活性极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ苯丙

氨酸解氨酶(ＰＡＬ)活性则极显著升高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ
而随着ＰＥＧ ６０００浓度的增加ꎬ木薯和花椒中 ＰＯＤ、
ＣＡＴ 活性提高ꎬ丙二醛(ＭＤＡ)含量升高[２５￣２６]ꎮ

代谢组学分析发现ꎬ与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处
理丹参中酮类化合物如丹参酮ⅡＡ、丹参酮Ⅰ、二氢

丹参酮和隐丹参酮含量显著(Ｐ<０􀆰 ０５)或极显著升

高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ表明干旱胁迫能有效促进二萜类化合

物的积累ꎮ 与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中丹酚

酸类化合物丹酚酸 Ｂ 含量极显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ
表明其生物合成途径受到干旱胁迫的抑制ꎮ 此外ꎬ
与对照相比ꎬＰＥＧ ６０００处理丹参中赤霉素 Ａ８８ 和赤
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Ａ:在聚乙二醇 ６０００ 模拟干旱胁迫及对照丹参中的表达水平ꎻＢ:在丹参根和叶中的表达水平ꎮ ∗∗∗:差异极显著(Ｐ<０.００１)ꎻ∗∗:差异极显

著(Ｐ<０.０１)ꎻ∗:差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 １１　 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 和 ＥＶＭ００２３６０６ 的表达结果

Ｆｉｇ.１１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＶＭ０００１３４９ꎬ ＥＶＭ００２０３２０ꎬ ａｎｄ ＥＶＭ００２３６０６

Ａ:ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 比对结果及关键催化位点ꎻＢ:蛋白质的三级结构ꎮ
图 １２　 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 和 ＥＶＭ００２３６０６ 的生物信息学分析结果

Ｆｉｇ.１２　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＶＭ０００１３４９ꎬ ＥＶＭ００２０３２０ꎬ ａｎｄ ＥＶＭ００２３６０６

霉素 Ａ３４ 含量极显著升高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 刘硕[２７] 发

现ꎬ与对照相比ꎬ１０％ ＰＥＧ ６０００处理丹参酮Ⅰ、ⅡＡ
和隐丹参酮含量分别提高 ４􀆰 ７２ 倍、３􀆰 １９ 倍和 ３􀆰 ８２
倍ꎮ 周正等[２８]发现ꎬ轻度干旱可提高丹参地上部酚

酸含量ꎬ而重度干旱则使其含量降低ꎻ刘景玲[２９] 发

现ꎬ与对照相比ꎬ干旱胁迫下丹参根系中丹酚酸 Ｂ
和迷迭香酸含量分别减少 ２８.４９％和 １８.６１％ꎮ 通过

转录 组 筛 选 得 到 参 与 丹 参 酮 合 成 的 基 因

ＣＹＰ７６ＡＨ１、ＣＹＰ７６ＡＨ３ 和 ＣＹＰ７６ＡＫ１ꎬ这 ３ 个基因均

注视到二萜生物合成通路 ( ｋｏ００９０４)ꎮ 与对照相

比ꎬ ＰＥＧ ６０００ 处 理 丹 参 根 中 ＥＶＭ０００１３４９、
ＥＶＭ００２０３２０ 相对表达量极显著升高 (Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ
ＥＶＭ００２３６０６ 相对表达量显著降低(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎮ 并

且对照丹参叶片中 ＥＶＭ０００１３４９、ＥＶＭ００２０３２０ 和
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ＥＶＭ００２３６０６ 相对表达量极显著 高 于 根 系 (Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎮ 生物信息学分析结果表明ꎬ这 ３ 个细胞色

素 Ｐ４５０ 基因可能参与丹参酮的结构修饰ꎮ
综上ꎬ本研究通过多组学联合分析ꎬ揭示了干旱

胁迫下丹参药效成分(丹参酮与丹酚酸)的含量变

化及其关键代谢通路基因的表达模式ꎬ并鉴定出 ３
个细胞色素 Ｐ４５０ 基因ꎬ为解析丹参次生代谢分子

机制及品质改良提供了理论依据ꎮ
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