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干旱胁迫对赤芍生理特性影响
及相关基因的克隆表达
王丹丹ꎬ王　 鹏ꎬ韩智阳ꎬ刘丹梅

(辽东学院农学院ꎬ辽宁 丹东 １１８０００)

摘　 要:为探究不同干旱程度对赤芍生长发育的影响及其抗旱机制ꎬ采用盆栽控水法ꎬ设置对照组、轻度干旱和

重度干旱 ３ 个处理ꎬ测定赤芍叶片相对含水量、可溶性糖、可溶性蛋白、脱落酸、叶绿素、类胡萝卜素、类黄酮、丙二醛、
游离脯氨酸含量、光合参数及超氧化物酶活性等生理指标ꎬ评价赤芍抗旱性ꎻ采用 ＲＴ－ＰＣＲ 结合 ＲＡＣＥ 技术克隆抗

旱相关基因(ＤＲＥＢ、Ｐｓｂ２７、ＰｓａＫ、ＭＤＨＡＲ、ＳＯＤ 和 ＧＲ)ꎬ探究不同干旱程度对赤芍相关基因表达水平的影响ꎮ 结果表

明ꎬ重度干旱胁迫下ꎬ赤芍可溶性糖、可溶性蛋白、类胡萝卜素、类黄酮、脯氨酸、丙二醛、抗坏血酸及谷胱甘肽的含量

均呈上升趋势ꎬ如在重度干旱和轻度干旱 ２４ ｄ 后ꎬ赤芍叶片可溶性糖含量分别为对照的 ２.５０ 倍和 １.６６ 倍ꎬ重度干旱

胁迫第 １６ 天时ꎬ可溶性蛋白含量为对照组的 ２.４３ 倍ꎬ类胡萝卜素与类黄酮的含量分别约为对照组的 １.８ 倍和 １.４
倍ꎬ约为轻度干旱的 １.４ 倍和 １.２ 倍ꎻ而叶片相对含水量、蒸腾速率、气孔导度、净光合速率与叶绿素含量均降低ꎬ如重

度干旱胁迫下赤芍叶片含水量不足 ２０％ꎬ而轻度干旱和对照组叶片含水量均高于 ５５％ꎬ叶绿素含量在第 １６ 天降到

最低值ꎬ约为对照组的 ２６％ꎬ为轻度干旱的 ３３％ꎻ干旱胁迫下ꎬ光合作用相关基因 Ｐｓｂ２７、ＰｓａＫ 的表达量上调ꎬ且重度

干旱上调水平更高ꎻ多个抗氧化基因的表达量(ＳＯＤ、ＧＲ)、ＡＢＡ 含量以及胞间 ＣＯ２浓度呈先升后降趋势ꎬ如 ＳＯＤ 在重

度干旱第 １６ 天表达水平达到峰值ꎬ分别为轻度干旱与对照组的 １.５８ 倍和 １.８６ 倍ꎬ而后剧烈下降ꎬ到第 ２４ 天时表达

水平降到对照组的 １.４３ 倍ꎬ其中 ＭＤＨＡＲ 的表达量呈下降趋势ꎬ重度干旱第 ２４ 天时表达水平降到对照组的５.５３倍ꎮ
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　 　 赤芍(Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ Ｒｕｂｒａ)ꎬ又名毛果赤芍、木
芍药或红芍药ꎬ隶属于毛莨科(Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ)芍药

(Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ) 或川赤芍 (Ｐａｅｏｎｉａ ｖｅｉｔｃｈｉｉ
Ｌｙｎｃｈ)ꎬ为多年生草本植物ꎬ外表黑褐色无毛ꎬ根肥

大、纺锤形或圆柱形ꎻ味苦、性微寒ꎬ归肝、脾经ꎬ有
清热凉血、活血祛瘀的功效ꎮ 赤芍为我国传统名

花ꎬ素有“花相”的美誉ꎬ因其花型多样、花色多彩及

气质典雅而有较高的园林观赏价值ꎬ广泛用于园林

造景ꎻ主要分布于东北、华北、陕西及甘肃等地ꎮ 赤

芍喜光、湿润之地ꎬ对水分缺乏较敏感ꎬ而北方地区

为赤芍主产区ꎬ多为干旱或半干旱地区ꎬ春季干燥、
降水少ꎬ夏季炎热、干旱少雨造成水资源短缺ꎬ显著

影响了赤芍的生长发育及产量[１]ꎬ可见ꎬ干旱是影

响北方地区赤芍栽培的主要逆境胁迫因子[２]ꎮ
干旱抑制植物生长发育和细胞有丝分裂ꎬ降低

细胞膨压ꎬ减弱细胞伸长和扩张能力ꎬ导致植物生

长速度降低、植株矮细小、抽芽量减少、叶片枯黄皱

缩且表面积减小以及根系发育不良等不可逆的生

理损伤[３]ꎮ 根系是吸收水分的主要器官ꎬ干旱胁迫

下根系首先接收水分亏缺信号ꎬ通过根系肉质化、
根皮变厚、增加侧根数量及根向下深扎程度及提高

根冠比广泛吸收土壤深层水分等方式响应干旱胁

迫ꎬ之后信号传递到其他器官[４]ꎻ干旱胁迫会影响

植物的渗透调节、营养代谢、呼吸作用与光合作用

等ꎬ尤其是叶片形态及部分生理特性ꎬ如细胞壁变

厚、叶片皱缩变小、气孔下陷以及栅栏组织与海绵

组织比值降低等ꎻ生殖阶段干旱胁迫影响种子数

量、大小和成分ꎬ而且花数、结荚率、结实率等指标

均显著下降ꎬ严重影响植株生殖ꎮ 此外ꎬ植物体内

很多基因直接参与对干旱胁迫的抵御ꎬ通过该类基

因的表达调控减缓胁迫伤害以维持细胞的正常生

理代谢ꎬ主要包括编码脱水反应元件结合蛋白

(ＤＲＥＢ)、ＭＹＢ 转录因子、ＷＲＫＹ 转录因子、信号转

导相关蛋白、抗氧化酶、渗透调节因子合成酶以及

保护细胞结构的功能蛋白基因等[５－８]ꎮ
干旱胁迫是影响赤芍生长发育的主要逆境因

子之一ꎬ涉及赤芍的每个生长发育阶段ꎬ并在发育

完成后会继续影响赤芍的营养运输、吸收、光合作

用与呼吸作用等生理代谢过程ꎮ 我国约 ５０％的土

地为干旱或半干旱地区ꎬ南方由于偶发雨量不均或

时空分布等原因也会引发季节性干旱[９]ꎮ 部分药

用植物在适度干旱胁迫下ꎬ不但能形成优良理化性

质ꎬ还能固水防沙﹑保护生态ꎬ因此ꎬ探究药用植物

抗旱性对了解、保护干旱地区生态系统和药用植物

资源具有实践意义ꎮ 目前全球水资源短缺ꎬ构建节

水型绿化园林以及培育耐旱赤芍栽培种已是大势

所趋[１０]ꎮ 有关赤芍干旱应答的抗旱生理指标动态

变化报道较少ꎬ且对抗旱相关基因的表达调控及赤

芍抗旱机制的研究亦相对薄弱ꎮ 因此ꎬ为了阐明赤

芍抗旱机制ꎬ本研究探讨了不同程度干旱胁迫下赤

芍光合特性、叶绿素荧光参数等生理指标ꎬ以及相

关基因(ＤＲＥＢ、Ｐｓｂ２７、ＰｓａＫ、ＭＤＨＡＲ、ＳＯＤ、ＧＲ)的表

达特征ꎬ旨在为赤芍抗旱品种选育及其在干旱、半
干旱地区的栽培实践提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

采用盆栽控水法ꎬ２０２１ 年 ６ 月以 ５ ａ 生赤芍盆

栽苗(壤土︰粗砂︰泥炭 ＝ １︰１︰１)为试验材料ꎬ
处理前将赤芍浇透水ꎬ后分为 ３ 组:轻度干旱(土壤

相对含水量约为田间持水量的 ５０％)、重度干旱(土
壤相对含水量约占田间持水量的 １５％)ꎻ对照组(土
壤相对含水量约为田间持水量的 ８０％)ꎮ 土壤田间

持水量测定采用环刀法ꎮ 每 ２４ ｈ 采用称重法补充

各盆栽的水分ꎬ盆栽混合土壤田间持水为 １００％时ꎬ
土壤净含水量约为 ７０％ꎮ 分别在处理后的第 ０、４、
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８、１２、１６、２０、２４ 天取样检测生理指标ꎻ选择第 １５ 天

的赤芍进行基因表达分析ꎬ每个试验均做 ３ 次生物

学重复ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 生理指标检测 　 采用烘干称重法测定叶片

相对含水量ꎬ 取适量赤芍新鲜叶片ꎬ 采用天平

(０.０００１ ｇꎬ 美国 ＯＨＡＵＳ ＣＰ２１４)称鲜质量(ＦＷ)ꎬ
１００℃烘箱处理 ７ ｍｉｎꎬ后 ６５℃处理 ３ ｈꎬ烘干直至恒

重记为干质量(ＤＷ)ꎬ叶片相对含水量(％)＝ (ＦＷ－
ＤＷ) / ＦＷ×１００％ꎮ 可溶性糖和可溶性蛋白检测分

别采用可溶性糖试剂盒与可溶性蛋白试剂盒(生工

生物工程(上海)股份有限公司ꎬ中国)ꎻ每天上午

９ ∶ ００采用便携式光合荧光测量系统(ＬＩ－６８００ꎬＬＩ－
ＣＯＲ 公司ꎬ美国)内置光源(光照强度为 １ ５００ μｍｏｌ
ｍ－２ｓ－１)对赤芍从下往上的第 ５ 片成熟叶片(每
个处理采用相同部位叶片)测定光合速率(Ｐｎ)ꎬ蒸
腾速率(Ｔｒ)、气孔导度(Ｇｓ)、胞间 ＣＯ２浓度(Ｃ ｉ)值ꎻ
采用叶绿素试剂盒和胡萝卜素试剂盒(合肥莱尔生

物科技有限公司)测定色素含量ꎻ采用植物激素脱

落酸 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(合肥莱尔生物科技有限公

司)测定脱落酸(Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬＡＢＡ)含量ꎻ采用磺基

水杨酸法提取、测定赤芍叶片脯氨酸的含量[１１－１２]ꎻ
采用硫代巴比妥酸(ＴＡＢ)法提取、测定赤芍叶片丙

二醛含量ꎻ采用 ＧＳＨ 检测试剂盒和 ＡｓＡ 检测试剂盒

(北京索莱宝科技有限公司)测定 ＡｓＡ－ＧＳＨ 循环系

统酶活性[１３－１４]ꎬ每个处理重复 ３ 次取平均值ꎮ
１.２.２　 ＲｐＤＲＥＢ 基因 ＲＡＣＥ 克隆　 以罗勒(Ｏｃｉｍｕｍ
ｂａｓｉｌｉｃｕｍ Ｌ.) ＯｂＤＲＥＢ 基 因 序 列 ( ＧｅｎＢａｎｋ:
ＫＲ１３６３４４.１)设计引物(表 １)ꎮ 取赤芍根、叶组织

液氮研磨ꎬ按 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＥＺ－１０ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｍｉｎｉ－Ｐｒｅｐｓ Ｋｉｔ)说明书提取赤芍总 ＲＮＡꎬ采用分光

光度计(ＵＶ ７５１ＧＤ)检测其纯度ꎬ１％琼脂糖凝胶电

泳检测 ＲＮＡ 完整性ꎻ以赤芍总 ＲＮＡ 为模板ꎬ按

ＡＭＶ 第一链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＡＭＶ ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ)合成赤芍 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ－２０℃
保存用于后续 ＲｐＤＲＥＢ 克隆模板ꎮ 以赤芍 ｃＤＮＡ 第

一链为模板ꎬＤＲＥＢ－ｃｏｒｅＦ / ＤＲＥＢ－ｃｏｒｅＲ 为引物ꎬ克
隆 ＲｐＤＲＥＢ 核心序列[１５]ꎮ 反应体系 ２０ μＬꎬ包含 １
μＬ ｃＤＮＡꎬ０.６ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘꎬ０.８ μＬ １０ μｍｏｌＬ－１上

下游引物ꎬ(１０×)Ａｄｖａｎｔａｇｅ ® ＰＣＲ 缓冲液 ２.０ μＬꎬ
(５０×)Ａｄｖａｎｔａｇｅ ®聚合酶混合液 ０.８ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
至 ２０ μＬꎻ反应程序:９５℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ４５
ｓꎬ５５℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 ５０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃延

伸 １０ ｍｉｎꎻ采用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物ꎮ
采用 ＤｉａＳｐｉｎ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒(ＤｉａＳｐｉｎ ＤＮＡ

ｇｅｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ)回收 ＰＣＲ 产物ꎬ连接 ｐＧＭ－Ｔ ｖｅｃｔｏｒ
载体ꎬ转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ将筛选的阳性克

隆送至生工生物工程(上海)公司测序ꎮ 采用 ５′－
ＲＡＣＥ 试剂盒和 ３′－ＲＡＣＥ 试剂盒(ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ ａｍｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ 试 剂 盒 ) 快 速 扩 增 克 隆

ＲｐＤＲＥＢ 核心序列的 ５′端和 ３′端ꎬ将获得的 ５′端和

３′端赤芍 ＲｐＤＲＥＢ 片段电泳、切胶纯化与测序ꎬ后采

用 ＤＮＡＳｔａｒ 的 ＳｅｑＭａｎ 程序拼接 ５′－ＲＡＣＥ、核心序

列与 ３′－ＲＡＣＥ 序列ꎬ并以赤芍 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用

跨赤 芍 ＲｐＤＲＥＢ 基 因 开 放 阅 读 框 ( ＯＲＦ ) 的

ＲｐＤＲＥＢ－Ｆ / ＲｐＤＲＥＢ－Ｒ 为引物ꎬ扩增 ＲｐＤＲＥＢ 基

因ꎬ并测序验证是否与拼接序列一致ꎮ 本研究共克

隆 ６ 个赤芍干旱胁迫相关基因ꎬ以 ＲｐＤＲＥＢ 克隆

为例[１６]ꎮ
１.２.３　 基因表达分析 　 选择赤芍干旱应答元件结

合蛋白 ＤＲＥＢꎬ光合作用相关蛋白 Ｐｓｂ２７(光系统Ⅱ
Ｐｓｂ２７ 蛋白)和 ＰｓａＫ(光系统Ⅰ亚基 Ｘ 蛋白)ꎬ抗氧

化响应相关基因单脱氢抗坏血酸还原酶(Ｍｏｎｏｄｅ￣
ｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＭＤＨＡＲ)、超氧化物歧化酶

(Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)、 谷 胱 甘 肽 还 原 酶

(Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＧＲ)进行实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ－ＰＣＲ)检测上述蛋白干旱胁迫下的表达情况

(引物见表 １)ꎮ ２５ μＬ ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体系ꎬＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ(２×)５.５μＬꎬ１０μｍｏｌＬ－１上下游引

物各 １.５μＬꎬＲＯＸ 参比染料(５０×)０.８ μＬꎬｃＤＮＡ 模板

１.８ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５ μＬꎻ反应程序:９５℃预变性 ２
ｍｉｎꎻ９５℃变性 ５０ ｓꎬ６０℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 ５０ ｓꎬ４０
个循环ꎻ每个样品 ３ 次生物学重复取平均值ꎬ采用

２－ΔΔＣｔ法进行上述基因表达水平的分析计算[１７]ꎮ

表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→ ３′)

备注
Ｎｏｔｅ

ＤＲＥＢ－ｃｏｒｅＦ
ＤＲＥＢ－ｃｏｒｅＲ

ＡＧＣＡＡＡＣＣＴＴＧＡＴＴＴＧＧＧＣＧ
ＧＧＡＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＧＣＧＴＴＧ

克隆引物
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ

ＤＲＥＢ－Ｆ
ＤＲＥＢ－Ｒ

ＣＧＣＣＣＧＡＣＡＡＴＡＣＣＡＡＴＴＴＣＣ
ＡＴＡＣＡＣＣＣＣＧＴＣＧＴＴＧＣＡＧ

验证引物
Ｔｅｓｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒ

ＤＲＥＢ－ｑＦ
ＤＲＥＢ－ｑＲ
Ｐｓｂ２７－ｑＲ
Ｐｓｂ２７Ｂ－ｑＲ
ＰｓａＫ－Ｆ
ＰｓａＫ－Ｒ
ＳＯＤ－ｑＲ
ＳＯＤ－ｑＲ
ＧＲ－ｑＲ
ＧＲ－ｑＲ

ＣＧＡＡＣＴＣＧＴＣＴＡＴＧＧＣＴＣＧＧ
ＡＡＣＡＣＧＡＡＧＣＡＧＴＣＧＧＴＧＡＧ
ＡＡＡＡＧＧＣＣＡＣＧＣＡＣＡＡＴＧＡＣ
ＡＣＡＧＣＡＴＴＣＡＡＣＧＣＣＧＡＧＴＡ
ＣＣＣＡＧＧＴＣＡＣＴＴＴＡＣＣＣＡＡＡ
ＡＧＣＧＡＡＴＴＧＴＣＣＧＡＧＧＡＡＴＡＡ
ＡＡＧＣＡＣＴＴＧＡＧＧＴＧＧＡＣＣＧ
ＧＧＣＧＴＧＣＴＣＣＣＡＡＡＣＡＴＣＴＡ
ＴＣＣＣＴＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＣＧＧＣＡ
ＡＴＣＣＡＧＡＣＴＴＴＧＧＣＧＣＴＴＧＡ

基因表达分析
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＧＡＰＤＨ－Ｆ
ＧＡＰＤＨ－Ｒ

ＴＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＧＡＧＣＡＡＣＴＴ
ＧＧＣＡＧＧＴＴＴＣＴＣＡＡＧＡＣＧＧＡ

内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ
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１.２.４　 数据统计与分析 　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＤＰＳ
７.０５ 软件进行试验数据与差异显著性分析ꎬ采用

ＳＰＡＳＳ ２１. ０ 与 ＳＡＳ / ＳＴＡＴ 进行方差分析ꎬ 采用

Ｄｕｎｃａｎ 多重极差法进行检验(Ｐ<０.０５) [１８]ꎮ 所有试

验均采用完全随机设计生物学重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 干旱胁迫对赤芍叶片相对含水量的影响

叶片是对干旱胁迫反应最敏感的器官(图 １)ꎬ
轻度干旱与重度干旱胁迫 ４ ｄ 时赤芍叶片含水量保

持一致ꎬ８ ｄ 后轻度干旱胁迫叶片含水量下降不明

显ꎬ而重度干旱植株叶片含水量继续下降ꎬ１２ ｄ 后ꎬ
重度干旱植株叶片含水量显著低于轻度干旱胁迫

植株和对照组ꎬ到第 ２４ 天时ꎬ重度干旱胁迫下赤芍

叶片含水量不足 ２０％ꎬ而轻度干旱和对照组叶片含

水量均高于 ５５％ꎮ

　 　 注:数值为均值±标准差(ＳＤ)ꎬ小写字母表示同一时间不

同处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｉｓ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ( ＳＤ)ꎬ ａｎｄ

ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 干旱胁迫对赤芍叶片相对含水量的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｗａｔｅｒ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｌｅａｖｅｓ

２.２　 干旱胁迫对赤芍叶片可溶性糖和可溶性蛋白

含量的影响

　 　 可溶性糖与可溶性蛋白属于渗透调节物质ꎬ在
持续干旱胁迫下ꎬ赤芍可通过提高二者含量来调控

自身的含水量ꎬ达到维持植株正常生长发育的目

的ꎮ 结果显示(图 ２)ꎬ干旱胁迫促使赤芍叶片可溶

性糖含量增加ꎬ重度干旱可溶性糖含量显著高于轻

度干旱和对照组ꎬ在第 １６ 天重度干旱可溶性糖含量

显著增加ꎬ而轻度干旱初期与对照组差异不显著ꎬ
第 １２ 天后显著高于对照组ꎻ至干旱胁迫 ２４ ｄꎬ重度

干旱和轻度干旱下赤芍叶片可溶性糖含量分别为

对照的 ２.５０ 倍和 １.６６ 倍ꎮ
干旱胁迫下ꎬ赤芍叶片可溶性蛋白含量在干旱

胁迫初期呈现明显的上升趋势ꎬ而后逐渐下降ꎬ但
重度干旱和轻度干旱可溶性蛋白的含量均高于同

期对照组ꎮ 重度干旱胁迫第 １６ 天时ꎬ赤芍叶片可溶

性蛋白含量显著上升达到峰值ꎬ为对照组的 ２. ４３
倍ꎬ第 ２０ 天时呈急剧下降趋势ꎬ而轻度干旱与重度

干旱曲线趋势基本一致ꎮ
２.３　 干旱胁迫对赤芍叶片光合参数的影响

与对照组相比ꎬ持续干旱胁迫抑制了赤芍叶片

的净光合速率 (Ｐｎ )、蒸腾速率 ( Ｔｒ ) 和气孔导度

(Ｇｓ)ꎬ３ 个指标随胁迫时间的延长均呈下降趋势(图
３)ꎮ 轻度干旱胁迫下ꎬ赤芍叶片 Ｐｎ、Ｔｒ 和 Ｇｓ 均显著

高于重度干旱胁迫ꎻ重度干旱胁迫下ꎬＰｎ、Ｔｒ 和 Ｇｓ

在初期与轻度干旱无明显差异ꎬ第 ８ 天后显著下降ꎬ
第 １６ 天后ꎬ上述 ３ 个指标均已趋近于零ꎻ而细胞间

隙 ＣＯ２浓度(Ｃ ｉ)变化趋势与上述 ３ 项指标有显著差

异ꎬ轻度干旱初期 Ｃ ｉ 与重度干旱和对照组无明显差

异ꎬ第 ８ 天后逐渐上升ꎬ第 １２ 天下降ꎬ可能由于在第

７ 天浇水的缘故ꎬ但 Ｃ ｉ 值始终低于重度干旱ꎬ而赤

芍叶片在重度干旱下ꎬ其 Ｃ ｉ 值在第 ８ 天开始升高ꎬ
在第 １２ 天呈直线上升趋势ꎬ第 ２０ 天时 Ｃ ｉ 值显著高

于轻度干旱胁迫(约 ２. ２１ 倍) 和对照组 (约 ２. ７６
倍)ꎮ
２.４　 干旱胁迫对赤芍叶片色素含量的影响

干旱胁迫对植物光合作用影响较大ꎬ由于干旱

胁迫促使植物进行光合作用时叶片的气孔导度

(Ｇｓ)下降ꎬＣＯ２进入叶片受阻ꎬ致使光合效率下降ꎬ
加之叶绿体中类囊体膜及其超微结构均受损伤ꎬ最
终致使赤芍光合色素合成亦发生改变ꎮ 如图 ４Ａ 所

示ꎬ干旱胁迫条件下ꎬ赤芍叶片的叶绿素含量下降ꎬ
明显低于对照组ꎬ其中重度干旱胁迫下叶绿素含量

呈现先下降后升高的趋势ꎬ第 １６ 天降低到最低值ꎬ
约为对照组的 ２６％ꎬ为轻度干旱的 ３３％ꎬ而后呈上

升趋势ꎻ而干旱胁迫下ꎬ类胡萝卜素与类黄酮的含

量均有不同程度的升高(图 ４Ｂ、图 ４Ｃ)ꎬ且显著高于

对照组ꎬ其中重度干旱 ２４ ｄ 时ꎬ赤芍叶片类胡萝卜

素与类黄酮的含量分别约为对照组的 １.８ 倍和１.４
倍ꎬ约为轻度干旱的 １.４ 倍和 １.２ 倍ꎮ
２.５　 干旱胁迫对赤芍叶片脱落酸(ＡＢＡ)含量的

影响

　 　 如图 ４Ｄ 所示ꎬ持续干旱胁迫下ꎬ赤芍叶片 ＡＢＡ
含量呈现先上升后下降的趋势ꎬ第 １４ 天时 ＡＢＡ 含

量达到峰值ꎬ１４~２０ ｄ 缓慢下降ꎬ２０ ~ ２４ ｄ 呈剧烈下
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图 ２　 干旱胁迫对赤芍叶片可溶性糖(Ａ)和可溶性蛋白(Ｂ)含量的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ (Ａ) ａｎｄ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｂ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｌｅａｖｅｓ

图 ３　 干旱胁迫对赤芍叶片光合特性的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｌｅａｖｅｓ

降趋势ꎬ且略低于轻度干旱胁迫第 ２４ 天的 ＡＢＡ 含

量ꎻ而轻度干旱胁迫下ꎬ赤芍叶片 ＡＢＡ 含量初期与

重度干旱与对照组无明显差异ꎬ第 ８ 天后呈缓慢而

稳定上升趋势ꎬ但始终高于对照组 ＡＢＡ 含量ꎮ
２.６　 干旱胁迫对赤芍根系脯氨酸与丙二醛含量的

影响

　 　 脯氨酸(Ｐｒｏ)作为渗透调节物质在植物抵御干

旱胁迫过程中发挥重要作用ꎬ与植物的水分吸收密

切相关ꎬ而丙二醛(ＭＤＡ)是植物在逆境条件下发生

膜脂过氧化的重要产物之一ꎬ能够反映细胞膜的过

氧化程度大小与植物抗逆能力ꎬ如图 ５ 所示ꎬ干旱胁

迫下 Ｐｒｏ 和 ＭＤＡ 在赤芍体内会大量积累ꎬ呈稳定上

升趋势ꎬ重度干旱第 ２４ 天时ꎬＰｒｏ 含量分别为轻度

干旱与对照组的 １.３４ 倍和 １.１９ 倍ꎻ而 ＭＤＡ 含量在

干旱胁迫第 １６ 天时剧烈上升ꎬ到第 ２０ 天时ꎬ分别为

轻度干旱和对照组的 １.７ 倍和 ２.９８ 倍ꎮ
２.７　 干旱胁迫对赤芍根系 ＡｓＡ 和 ＧＳＨ 含量的影响

ＡｓＡ－ＧＳＨ 循环系统是植物体内清除活性氧自

由基(ＲＯＳ)的主要途径之一ꎬ逆境胁迫下ꎬ植物通

过增加抗氧化剂含量和相关酶活性来提高 ＡｓＡ－
ＧＳＨ 循环系统的效率以抵御不良环境ꎮ 由图 ６ 可

知ꎬ干旱胁迫下赤芍 ＡｓＡ 和 ＧＳＨ 含量均呈先升后降
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图 ４　 干旱胁迫对赤芍叶片色素与 ＡＢＡ 含量的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐｉｇｍｅｎｔ ａｎｄ ＡＢＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｌｅａｖｅｓ

图 ５　 干旱胁迫对赤芍根系脯氨酸与丙二醛含量的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｎｅ ａｎｄ ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｒｏｏｔｓ

趋势ꎬ始终高于对照组ꎮ 重度干旱胁迫第 １６ 天ꎬ抗
坏血酸(ＡｓＡ)含量达到峰值ꎬ分别是轻度干旱与对

照组的 １.１４ 倍和 １.２１ 倍ꎬ而后 ＡｓＡ 含量显著下降ꎬ
到第 ２４ 天ꎬ约为对照组的 １.１１ 倍ꎻ与重度干旱相

比ꎬ轻度干旱胁迫下ꎬＡｓＡ 变化相对较平缓(图 ６Ａ)ꎮ
谷胱甘肽(ＧＳＨ)在重度干旱胁迫下呈先上升后下

降趋势ꎬ但与 ＡｓＡ 相比ꎬＧＳＨ 下降趋势较为平缓ꎬ第
１６ 天达到峰值ꎬ分别为轻度干旱与对照组的 １.４１ 倍

和 １.６１ 倍ꎬ到第 ２４ 天ꎬ约为对照组的 １.４９ 倍ꎻ而轻

度干旱胁迫下的 ＧＳＨ 始终处于缓慢上升趋势ꎬ到第

２４ 天ꎬ约为对照组的 １.４９ 倍(图 ６Ｂ)ꎮ

２.８ 　 赤芍 ＲｐＤＲＥＢ 基因的克隆与编码蛋白理化

性质

　 　 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 与 ＲＡＣＥ 技术结合扩增赤芍 Ｒｐ￣
ＤＲＥＢ 基因ꎬｃＤＮＡ 全长 １１８９ ｂｐꎬ编码 ２９９ 个氨基酸

(图 ７)ꎬ采用 Ｂｌａｓｔｘ 比对赤芍此片段编码的氨基酸ꎬ
结果与较多植物 ＤＲＥＢｓ 基因具有较高的相似性ꎬ可
达 ８７％~９８％ꎬ可见ꎬ试验成功获得赤芍 ＤＲＥＢ 全长

ｃＤＮＡ 序列ꎬ即 ＲｐＤＲＥＢ 基因ꎮ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测 Ｒｐ￣
ＤＲＥＢ 蛋白质分子式为 Ｃ１４１９Ｈ２２０８Ｎ３８４Ｏ４２７Ｓ１２ꎬ分子量

约 ３３.８６ ｋＤꎬ等电点 ７.６４ꎬ不稳定指数 ４９.８１ꎬ无信号

肽ꎬ 表 明 ＲｐＤＲＥＢ 为 不 稳 定 的 分 泌 蛋 白 质ꎮ
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析 ＲｐＤＲＥＢ 的平均亲水性为－０.５１９ꎬ疏
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水性氨基酸少于亲水性氨基酸ꎬ表明 ＲｐＤＲＥＢ 蛋白

为亲水蛋白ꎮ ＳＯＰＭＡ 预测赤芍 ＲｐＤＲＥＢ 蛋白质二

级结构具有丰富的无规则卷曲(６４.４４％)、α－螺旋

(２２.５４％)、延伸链(１１.２７％)和 β－转角(１.７６％)ꎮ
２.９　 干旱胁迫对赤芍叶片相关基因表达的影响

植物抗旱性是多信号转导途径以及多基因偶

联控制的复杂反应ꎬ在分子水平上探究抗旱相关基

因表达调控方式可更加明确赤芍的抗旱机制ꎮ 本

试验对赤芍进行轻度和重度干旱胁迫处理ꎬ分析赤

芍干旱应答、光合、抗氧化响应基因表达水平的变

化(图 ８)ꎮ 干旱应答元件结合蛋白 ＲｐＤＲＥＢ 基因表

达量升高ꎬ重度干旱表达水平明显高于轻度干旱ꎬ

第 ２０ 天时ꎬ分别是轻度干旱与对照组的 １.９３ 倍和

４.６９ 倍ꎻ干旱胁迫后ꎬ光合相关基因 Ｐｓｂ２７ 和 ＰｓａＫ
表达水平上调ꎬ其中重度干旱下光合基因的表达水

平显著上调ꎻ干旱胁迫抑制了抗氧化响应基因

ＭＤＨＡＲ 表达ꎬ在干旱处理后其表达水平明显下降ꎬ
但重度干旱和轻度干旱下基因的表达水平差异不

大ꎬ而抗氧化基因 ＳＯＤ 和 ＧＲ 在重度干旱胁迫后的

表达水平明显上调后下降ꎬ其中 ＳＯＤ 较显著ꎬ第 １６
天表达水平达到峰值ꎬ分别是轻度干旱与对照组的

１.５８ 倍和 １.８６ 倍ꎬ而后剧烈下降ꎬ到第 ２４ 天时表达

水平降到对照组的 １.４３ 倍ꎬ轻度干旱胁迫下 ＳＯＤ 和

ＧＲ 基因表达水平呈稳定上升趋势ꎮ

图 ６　 干旱胁迫对赤芍根系抗坏血酸与谷胱甘肽含量的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ＡｓＡ ａｎｄ ＧＳＨ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｒｏｏｔｓ

图 ７　 ＲｐＤＲＥＢ 基因的 ｃＤＮＡ 序列与编码氨基酸序列

Ｆｉｇ.７　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｐＤＲＥＢ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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图 ８　 干旱胁迫对赤芍叶片基因表达水平的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｒａｄｉｘ ｐａｅｏｎｉａｅ ｌｅａｖｅｓ

３　 讨　 论

人类活动、全球持续变暖、土壤干旱与荒漠化

加剧了非生物胁迫的发生率及程度ꎬ严重影响药用

植物的生长发育ꎬ给农业生产造成损失ꎮ 干旱胁迫

下植物的形态与组织结构、干旱相关基因的表达等

均有不同程度改变ꎮ 本研究表明ꎬ干旱胁迫下赤芍

叶片含水量降低ꎬ且重度干旱明显低于轻度干旱和

对照组ꎬ这与卡德尔[１９] 报道的马铃薯、三叶草、西
瓜、玉米研究结果一致ꎮ 作为渗透调节物质ꎬ可溶

性糖与可溶性蛋白含量受干旱胁迫的影响也较大ꎬ
赤芍可溶性糖含量持续增加ꎬ加强了赤芍的渗透调

节作用ꎬ可消除或修复赤芍植株由于环境干旱引起

的应激损伤ꎬ这与干旱胁迫下马铃薯[２０]、花棒[２１] 等

植物可溶性糖积累趋势一致ꎬ而赤芍叶片可溶性蛋

白呈先增后降的趋势ꎬ可能由于可溶性蛋白多为生

物代谢的酶类ꎬ干旱胁迫初期ꎬ由于赤芍产生应激

反应而使体内代谢酶的含量增加、酶活提高ꎬ致使

赤芍叶片可溶性蛋白含量增加ꎬ后期由于持续干旱

胁迫ꎬ第 ２０ 天时呈急剧下降趋势ꎬ抑制了赤芍体内

相关蛋白质合成ꎬ加之酶快速降解等因素导致赤芍

可溶性蛋白含量先增加后显著降低ꎬ细胞内渗透物

质增加是引起渗透势下降的一个关键因素ꎬ体内积

累渗透调节物质以维持细胞含水量和膨压ꎬ以保证

细胞生长、气孔开放和光合等生理过程的进行ꎮ 除

可溶性糖与可溶性蛋白外ꎬ脯氨酸(Ｐｒｏ)作为赤芍
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细胞质的主要渗透物质ꎬ干旱胁迫下其含量显著增

加ꎬ脯氨酸亲水性极强ꎬ能稳定原生质胶体及细胞

内的代谢过程ꎬ干旱胁迫下蛋白质合成减慢ꎬ导致

Ｐｒｏ 参与蛋白质合成量减少ꎬＰｒｏ 积累直线上升ꎬ保
持胞质内溶胶与环境的渗透平衡ꎬ防止细胞失水ꎬ
增强蛋白质的可溶性并减少可溶性蛋白的沉淀ꎬ保
护这些生物大分子结构和功能的稳定ꎬ干旱胁迫产

生的氨亦可形成 Ｐｒｏꎬ起到解毒作用ꎻ而 ＭＤＡ 具有

很强的毒性ꎬ是膜脂过氧化物作用的主要产物之

一ꎬ是膜系统受伤害的重要标志ꎬ干旱胁迫下它能

与膜上的蛋白质氨基酸残基或核酸反应生成 ｓｈｉｆｆ
碱ꎬ增加膜透性ꎮ

植物光合参数会由于干旱胁迫生物量分配的

变化而变化ꎬ如干旱胁迫初期ꎬ赤芍叶片的光合速

率(Ｐｎ)、蒸腾速率(Ｔｒ)、细胞间隙 ＣＯ２浓度(Ｃ ｉ)和

气孔导度(Ｇｓ)整体变化趋势一致ꎬ而持续干旱胁迫

导致赤芍叶片的光合速率(Ｐｎ)、蒸腾速率(Ｔｒ)和气

孔导度(Ｇｓ)均呈下降趋势ꎬ可见赤芍叶片 Ｇｓ 降低ꎬ
偶联 Ｐｎ 和 Ｔｒ 均降低来抵御干旱胁迫ꎬＧｓ 和 Ｔｒ 仅在

重度干旱胁迫初期出现急剧下降后缓慢上升的趋

势ꎬ可能是前期重度干旱胁迫至 １６ ｄ 导致赤芍叶片

气孔结构严重受损ꎬ后期干旱胁迫持续增强也无法

做出应答反应ꎻＡＢＡ 对植物气孔运动和基因表达均

具调控作用ꎬ干旱胁迫下赤芍 ＡＢＡ 含量先增加后降

低ꎬ这与王得运等[２２] 研究结果一致ꎬ可能赤芍为响

应干旱胁迫ꎬＡＢＡ 含量迅速提高以调节气孔开度缓

解干旱胁迫给赤芍带来的损害ꎬ但持续干旱 ＡＢＡ 抵

御重度干旱的调节机制降低ꎬ导致赤芍 ＡＢＡ 含量减

少ꎻＣ ｉ 值在重度干旱初期升高不明显ꎬ与对照组、轻
度干旱处理差异不显著ꎬ在第 １２ 天呈直线上升趋

势ꎬ其原因可能是干旱胁迫初期气孔开度降低但仍

可消耗 ＣＯ２进行光合作用ꎬ而持续胁迫致使气孔关

闭ꎬ光合作用停止ꎬ赤芍叶片中 ＣＯ２含量则剧烈积累

增加ꎬ这与宋学贵等[２３] 研究的竹柳 Ｃ ｉ 变化趋势一

致ꎻ干旱胁迫下赤芍叶片光合作用相关的基因

Ｐｓｂ２７ 和 ＰｓａＫ 表达量均显著上升ꎬ表明干旱胁迫损

伤了赤芍叶片叶绿体ꎬ减弱了光合作用ꎮ 植株通过

提高光合作用相关基因的表达水平以维持正常生

长发育ꎻ此外ꎬ光合色素含量亦可直接影响赤芍的

光合能力ꎬ干旱胁迫下由于活性氧(ＲＯＳ)代谢失

衡ꎬ叶绿素分解加速导致叶绿素含量呈线性下降ꎬ
而赤芍叶片类胡萝卜素和类黄酮含量增加ꎬ可降低

干旱胁迫叶绿素的伤害ꎬ增加赤芍叶片的抗性ꎻ为

防止 ＲＯＳ 积累造成的细胞损害ꎬ植物进化出保护酶

系统(ＳＯＤ)和 ＡｓＡ－ＧＳＨ 酶循环系统(ＧＲ)等有效

抗氧化防御系统ꎬ赤芍通过增加酶活性来清除体内

积累的 ＲＯＳꎮ 干旱胁迫下ꎬ赤芍 ＡｓＡ－ＧＳＨ 循环系

统酶活性和 ＳＯＤ 以及 ＧＲ 基因表达水平均呈先升后

降趋势ꎬ可能是由于干旱初期 ＳＯＤ 正常合成ꎬ但持

续干旱胁迫破坏了 ＳＯＤ 合成酶的结构ꎬ造成 ＳＯＤ
基因表达水平降低ꎬ这与董守坤等[２４]和 Ｗａｄａ 等[２５]

研究结果一致ꎮ 综上所述ꎬ干旱胁迫对赤芍植株的

表型特征、生理特性、光合特性以及相关基因的表

达水平等影响较为显著ꎬ且随着干旱胁迫程度不

同ꎬ赤芍植株抗旱响应度亦存在较大差异ꎮ
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