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基于转录组测序解析干旱胁迫对
祁连山黄参基因表达的调控
张春梅１ꎬ２ꎬ祁世明１ꎬ２ꎬ闫　 芳２ꎬ３ꎬ赵　 刚１ꎬ２ꎬ

宋　 海２ꎬ张喜峰１ꎬ２ꎬ陈　 叶１ꎬ２

(１.河西学院农业与生态工程学院ꎬ甘肃 张掖 ７３４０００ꎻ ２.甘肃省河西走廊特色资源利用重点实验室ꎬ甘肃 张掖 ７３４０００ꎻ
３.河西学院生态与绿洲农业研究院ꎬ甘肃 张掖 ７３４０００)

摘　 要:以栽培 ２ 个月的黄参为试材ꎬ设置对照(土壤相对含水量 ７０％~８０％)和适度干旱胁迫(土壤相对含水量

５５％~６０％)处理ꎬ利用高通量转录组测序 ＢＧＩＳＥＱ－５００ 平台ꎬ对测序结果进行基因功能注释、差异表达基因(ＤＥＧｓꎬ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ) 筛选ꎮ 结果表明: ( １) 获得的 ６８１９３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中ꎬ分别有 ３４２３０ ( ５０. ２０％)、３４１７０
(５０.１１％)、３１７２７(４６.５３％)、２７７０１(４０.６２％)、２７０９２(３９.７３％)和 ２２７９３(３３.４２％)个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 分别被分配到 ＮＣＢＩ 非冗

余蛋白(ＮＲ)、ｅｇｇＮＯＧ(基因的进化谱系ꎬ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅａｌｏｇｙ ｏｆ ｇｅｎｅｓ: Ｎｏｎ￣ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ Ｇｒｏｕｐｓ)、基因本

体(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬＧＯ)、Ｐｆａｍ (Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ)、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ (Ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ)和 ＫＥＧＧ (Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｅｌｏ￣
ｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)六大功能数据库ꎮ (２)ＤＥＧｓ 分析显示ꎬ黄参块状根和叶中分别有 １０６７４ 个和 １３４０２ 个

ＤＥＧｓꎻＧＯ 富集结果表明ꎬ根和叶中的 ＤＥＧｓ 功能部位中的分布基本一致ꎬ主要富集在生物过程、ＤＮＡ 的复制和翻译

调控、氧化还原过程、蛋白质磷酸化、防御响应等ꎻＫＥＧＧ 富集分析表明ꎬ根中 ＤＥＧｓ 显著富集在苯丙烷类生物合成、
半乳糖代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、淀粉和蔗糖代谢、植物－病原菌相互作用、植物激素信号转导等途径ꎬ叶中

ＤＥＧｓ 则主要富集在半乳糖代谢、淀粉和蔗糖代谢、苯丙烷类生物合成、戊糖、葡萄糖醛酸转换、植物激素信号转导等

途径ꎬ说明淀粉和蔗糖代谢、半乳糖代谢、苯丙烷类生物合成途径、植物激素信号转导途径在黄参应对干旱胁迫中起

重要作用ꎮ 干旱胁迫影响黄参不同器官中差异基因的表达ꎬ为解析黄参耐受干旱的生物学途径、黄参药效成分的生

物合成和分子机制提供了理论依据ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｕｓｅｄ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ２ －ｍｏｎｔｈ －ｏｌｄ Ｓ. ｇｒａｃｉｌｉｓ ｆｒｏｍ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｄ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｏｉｌ ｗａｓ ５５％ ~ ６０％ ａｎｄ ７０％ ~ ８０％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) ａｓ ｔｈｅ
ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＢＧＩＳＥＱ－５００. Ａｆｔｅｒ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａꎬ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ) ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓ ｌｅａｆ
ａｎｄ ｒｏｏｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ: ( １) Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３４２３０ ( ５０. ２０％)ꎬ ３４１７０ ( ５０. １１％)ꎬ ３１７２７
(４６.５３％)ꎬ ２７７０１ ( ４０. ６２％)ꎬ ２７０９２ ( ３９. ７３％)ꎬ ａｎｄ ２２７９３ ( ３３. ４２％) ｗｅｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｂｙ ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ (ＮＲ)ꎬ ｅｇｇＮＯＧꎬ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ)ꎬ Ｐｆａｍ ｄａｔａｂａｓｅｓꎬ ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏ￣
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ｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ)ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (２) Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ １０６７４ ａｎｄ １３４０２ ＤＥＧｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓꎬ ｒｅ￣
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＥＧｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓꎬ ｍａｉｎｌｙ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬ ＤＮＡ－ｔｅｍｐｌａｔｅｄꎬ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ￣ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＥＧｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｃｙｓ￣
ｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ＤＥＧｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｉｎ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｐｅｎｔｏｓｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｕｒｏｎａｔｅ ｉｎｔｅｒｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓ￣
ｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｍａｉｎｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｐｈｅｎｙ￣
ｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓ ａｓ ｗｅｌｌ
ａｓ ｔｈｅｓｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓ. Ｉｎ ｓｈｏｒｔꎬ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ.
Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓꎬ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓꎻ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

　 　 干旱是影响植物生长发育和限制农作物生产

的重要非生物胁迫因素[１]ꎮ 挖掘抗旱植物资源、培
育耐旱品种是农业可持续发展亟需解决的问题ꎮ
植物干旱响应受复杂代谢网络调控ꎬ由多个抗旱调

控基因和功能基因协同作用参与干旱胁迫应答[２]ꎮ
因此ꎬ深入挖掘抗旱分子机制和抗旱关键基因是提

高作物抗旱能力的重点研究内容ꎮ
黄参(Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ)是伞形科迷果芹

属的单种植物ꎬ零星分布于我国西北、东北、华北地

区ꎬ尤其分布于祁连山、焉支山(甘肃张掖市境内)ꎬ
像张掖市山丹县这样大面积形成群落优势的情况

很罕见ꎮ 研究黄参对祁连山区水土保持、遏制草场

沙漠化和维持生物多样性具有重要的生态和经济

意义ꎮ 黄参具有补气养血、滋补肝肾、通经活络等

功效ꎬ其肉质根富含人体必需的 １６ 种氨基酸ꎬ被誉

为“小人参”ꎮ 中药典籍中将黄参(也叫藏药迷果

芹)列为补益药物ꎬ可作为“五根散”和“唐蕃补脑

液”的首药ꎬ主要营养成分是蛋白质、多糖、氨基酸、
淀粉与类胡萝卜素ꎬ具有抗氧化、抗肿瘤、增强免疫

力、延缓疲劳等作用ꎬ其中多糖是最重要的生物活

性成分之一[３]ꎮ 作为营养丰富、经济、药用价值极

高的天然珍品ꎬ黄参已成为甘肃特产及西部开发交

易会指定产品ꎬ在食品、医药、化工等领域具有极大

的应用潜力与开发前景ꎮ 由于生态环境恶化及当

地百姓的掠夺式经营ꎬ野生黄参种群数量骤减ꎮ
绝大部分非模式生物缺乏基因组数据[４]ꎮ 转

录组学有利于研究无参考基因组的非模式植物[５]ꎮ
转录组测序技术能从 ｍＲＮＡ 水平研究物种基因功

能、量化基因表达、挖掘重要功能基因及调控机制ꎬ
有助于揭示植物对干旱的应答机理ꎬ对构建逆境基

因组转录调控网络、发现代谢途径关键基因具有重

大意义[６]ꎮ 因此ꎬ应用转录组测序技术研究植物在

干旱条件下的复杂网络调控是当今研究的热点ꎮ
转录组已被广泛用于植物逆境胁迫的相关研究ꎬ如
张蕾等[７]研究了甘蓝型油菜响应干旱胁迫的转录

组学ꎻ孙晓琛等[８]利用转录组测序分析了干旱胁迫

对党参基因表达的调控机制ꎻ李倩[９] 通过转录组分

析挖掘了黄花苜蓿中抗旱关键基因ꎻ魏晓芸[１０] 通过

转录组学明确了红砂响应干旱的分子机制ꎻ杨亚

桐[１１]利用转录组测序技术筛选出与玉米籽粒耐旱

性相关的蛋白、基因和代谢途径ꎻ李晓艳等[１２] 揭示

了干旱胁迫对丹参不同组织基因表达的调控ꎻ魏正

欣等[１３]研究了干旱胁迫下蚕豆 ＡＳＰＡＴ 基因家族的

转录组信息ꎻ祁伟亮等[１４]探究了与干旱相关的代谢

通路和基因调控表达ꎻ白明兴等[１５] 采用了 ＲＮＡ－
Ｓｅｑ 技术和 ｉＴＲＡＱ 技术研究了耐旱性不同的两个玉

米自交系的耐旱机制ꎮ
黄参作为耐旱性强的祁连山特色资源ꎬ探究其

耐受干旱逆境的调控机理十分必要ꎮ 对黄参的抢

救性保护及其遗传结构研究迫切需要基因组资源ꎮ
本课题组前期开展了黄参蛋白质组和转录组研究ꎬ
但从转录组学水平解析干旱对濒危黄参种质不同

部位基因表达调控尚未见报道ꎮ 因此ꎬ本研究以黄

参块状根及叶为材料ꎬ分别设置对照和适度干旱胁

迫处理ꎬ利用高通量转录组测序 ＢＧＩＳＥＱ－５００ 平台

和差异表达基因(ＤＥＧｓ)来分析黄参叶和根响应适
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度干旱胁迫的代谢通路及调控机制ꎬ以期丰富非模

式植物黄参基因组数据库ꎬ为揭示黄参响应干旱胁

迫的分子机制提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理

于 ２０２３ 年 ４ 月 ５ 日在甘肃省张掖市山丹县军

马场采集带土野生黄参(Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ)并

带回实验室ꎮ 为防止自然降水的影响ꎬ试验全程在

室内进行ꎬ按常规栽培方法将黄参根段栽至盆底直

径为 １８.０ ｃｍ、上部直径 ３０.０ ｃｍ、盆深 ３８.０ ｃｍ 的花

盆中ꎬ每盆 ４ 株ꎬ盆栽土为花盆容积 ２ / ３ 的等量灭菌

营养土ꎬ待植株生长 ２ 个月后ꎬ选取长势一致的黄参

随机分为 ２ 组ꎮ 用盆栽法模拟自然干旱过程ꎬ每盆

的外界条件(温度、光照等)保持一致ꎮ 对照处理

(ＣＫ)的土壤相对含水量控制为田间持水量的 ７０％
~８０％ꎬ采用称重法控制土壤含水量ꎬ于每日 １８ ∶ ００
称量补水ꎻ适度干旱胁迫处理为自然干旱ꎬ每日采

用称重法测定土壤相对含水量ꎬ含水量下限控制为

田间持水量的 ５５％~６０％ꎮ 土壤吸湿水含量采用烘

干称重法(１０５℃ ±２℃)测定ꎮ 处理 １５ ｄ 后ꎬ分别采

收对照和干旱胁迫处理黄参的根和叶ꎬ各 ３ 次重复ꎬ
蒸馏水清洗干净ꎬ吸水纸吸干水分ꎬ用液氮速冻ꎬ置
于－８０℃冰箱保存备用ꎮ
１.２　 主要试剂及仪器

主要仪器:震荡仪(ＳｈａｋｅｒꎬＴｈｅｒｍｏꎬ美国)ꎻ分析

天平(ＢＳＡ２２４ＳꎬＳａｒｔｏｒｉｕｓꎬ德国)ꎻＢｉｏ－Ｒａｄ 凝胶成像

系统(ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ＋ꎬＢｉｏ－Ｒａｄ 公司ꎬ美国)ꎻＮａｎ￣
ｏＤｒｏｐ ２０００ 微量分光亮度计(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ 美

国)ꎻ生物分析仪(Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒꎬ安捷伦公

司ꎬ美国)ꎮ
主要试剂:ＴＲＩｚｏｌ® Ｒｅａｇｅｎｔ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ美

国)ꎻ氯仿、异丙醇、乙醇等化学试剂(分析纯ꎬ天津

市大茂化学试剂厂)ꎻＢＧＩＳＥＱ－５００ｖ１.５ 试剂盒(Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ 公司ꎬ美国)ꎮ
１.３　 试验方法及步骤

１.３.１　 黄参生长指标测定 　 用游标卡尺和卷尺测

定不同处理植株的根长、苗高ꎻ用水将地上和地下

部分冲洗干净并于 １０５℃杀青 ３０ ｍｉｎꎬ再于烘箱中

８０℃烘至恒重后称取根和叶干质量ꎬ并计算根冠比ꎮ
１.３.２　 黄参根、叶 ＲＮＡ 提取及转录组测序 　 分析

对照组和干旱处理试验组ꎬ每处理 ３ 份生物学重复ꎮ
液氮速冻并保存于－８０℃冰箱中ꎬ以保证 ＲＮＡ 的相

态保持在刚采摘时的状态ꎮ 叶肉细胞移入 １.５ ｍＬ
离心管中ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂ꎬ混匀ꎬ室温静置 ５

ｍｉｎꎻ加入 ０.２ ｍＬ 氯仿ꎬ振荡 １５ ｓꎬ 静置 ２ ｍｉｎꎻ４℃
１２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ裂解液分层成水相和有机相ꎬ
取上清液ꎻ加入０.５ ｍＬ 异丙醇ꎬ将管中液体轻轻混

匀ꎬ室温静置 １０ ｍｉｎꎻ４℃ １２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上

清液ꎬ水相转移后ꎬ加入 １ ｍＬ ７５％乙醇ꎬ洗涤沉淀ꎮ
４℃ ７ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ吸去残留液体ꎬ弃上清液ꎻ晾
干 ３ ~ ５ ｍｉｎꎻ将获得的 ＲＮＡ 沉淀溶于 ３０ μＬ 的

ＤＥＰＣ(焦炭酸二乙酯)水中ꎮ
１.３.３　 ｃＤＮＡ 文库构建及转录组序列组装　 取一定

量的 ＲＮＡ 样品ꎬ使用 ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)磁珠通过 ２ 轮纯化

对其中的带有 ＰｏｌｙＡ(多聚腺苷酸)的 ｍＲＮＡ 进行特

异性捕获ꎮ 将捕获到的 ｍＲＮＡ 在高温条件下利用

镁离子打断试剂盒进行片段化ꎬ９４℃ ５ ~ ７ ｍｉｎꎮ 将

片段化的 ＲＮＡ 通过逆转录酶的作用合成 ｃＤＮＡꎮ
使用 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ (ＮＥＢꎬｃａｔ.ｍ０２０９ꎬ美
国)与 ＲＮａｓｅ Ｈ (ＮＥＢꎬｃａｔ.ｍ０２９７ꎬ美国) 进行二链

合成ꎬ利用磁珠对其片段大小进行筛选和纯化ꎮ 对

ＰＣＲ 反应及产物进行回收、扩增ꎬ得到文库ꎮ 委托

陕西致研生物科技有限公司使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ －
１０００ (ＮａｎｏＤｒｏｐꎬ Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎꎬ ＤＥꎬ美国) 对总 ＲＮＡ
的量与纯度进行质量控制并通过 Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００
(ＡｇｉｌｅｎｔꎬＣＡꎬ美国) 对 ＲＮＡ 的完整性进行检测ꎬ检
测合格后采用 ＢＧＩＳＥＱ－５００ 测序ꎮ 利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件

对 ｒｅａｄｓ 进行序列组装ꎬ使用 ＢＵＳＣＯ 软件进行质量

评估ꎮ
１.３.４　 功能注释及差异基因筛选 　 利用生物信息

学分析获得黄参的 Ｕｎｉｇｅｎｅꎮ 由于黄参未完成基因

组测序ꎬ尚无详细遗传信息可以参考ꎬ使用全新比

对软件 ＤＩＡＭＯＮＤ 进行 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能注释ꎬ注释使

用 ６ 种权威的数据库ꎬ包括 ＮＣＢＩ＿ＮＲ(ＮＣＢＩ ｎｏｎ ｒｅ￣
ｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ )、 ＧＯ ( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇ )、
ＫＥＧＧ( ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｅｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)、
Ｐｆａｍ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ)、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ( ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ) 和 ｅｇｇＮＯＧ ( ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅａｌｏｇｙ
ｏｆ ｇｅｎｅｓ: ｎｏｎ － ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ )ꎮ
ｅｇｇＮＯＧ 对更全面的物种和更大量蛋白序列进行分

类ꎬ扩大物种和序列数据量ꎬ采用了非监督聚类方

法进行计算ꎮ ＮＣＢＩ＿ＮＲ、Ｐｆａｍ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 和 ｅｇｇＮＯＧ
数据库仅保留最佳匹配结果ꎬＧＯ、ＫＥＧＧ 数据库保

留所有满足设置阈值的注释结果ꎮ 差异表达基因

通常从差异倍数和显著水平两方面同时对基因进

行筛选ꎮ
１.３.５　 差异表达基因的功能注释与代谢通路富集

分析　 使用 ＢＬＡＳＴ (ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)将得到的非冗余转录本序列与 ＧＯ(Ｇｅｎｅ

０７ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４２ 卷



Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)和 ＫＥＧＧ 数据库比对ꎬ获得转录本的注释

信息ꎬ描述差异表达基因可能行使的分子功能ꎮ 应

用超几何检验ꎬ找出与整个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ
注释结果相比ꎬ在显著性差异表达 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中显著富

集的 ＧＯ 条目和 ＫＥＧＧ 通路ꎮ 使用 ＫＥＧＧ 数据库对

差异表达基因所属的代谢通路进行显著性富集分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 干旱胁迫对黄参幼苗生长的影响

由表 １ 可知ꎬ与对照相比ꎬ干旱处理的根长和

苗高分别下降 ２０.７８％和 ２３.０４％(Ｐ<０.０５)ꎬ叶干质

量和根干质量分别显著下降 ６９.２３％和 ３３.３３％(Ｐ<
０.０１)ꎬ根冠比降低 ２７.０８％ꎬ说明干旱明显影响根和

叶生物量的积累ꎬ其中对叶的生物量影响更明显ꎮ
２.２　 高通量测序和 ｄｅ ｎｏｖｏ 组装

研究物种黄参没有合适的参考基因组ꎬ所以使

用的是无参考转录组的分析ꎮ 使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件对

测序得到的 ｒｅａｄｓ 进行 ｄｅ ｎｏｖｏ 从头组装ꎬ各样本的

Ｑ２０ 与 Ｑ３０ 分别高于 ９７％和 ９３％ꎬＧＣ 含量均高于

４２.５５％(见表 ２)ꎮ 使用 ＢＵＳＣＯ 软件进行质量评估ꎬ
注释覆盖了大约 ９２.１９％的黄参基因组ꎬ表明获得了

高质量注释ꎮ 组装长度分布图可以直观地展示基

因或转录本的长度分布情况ꎬ由图 １ 可知ꎬ长度介于

２００ ~ ３００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 最多ꎬ达到 ２１８４０ 条ꎬ占

３２.０３％ꎬ长度介于 ３００ ~ ６００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 有 １９０２１
条(２７. ８９％)ꎬ长度为 ６００ ~ ２０００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 有

１７１４７ 条(２５. １４％)ꎬ１０１８５ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ(１４. ９４％)的

长度大于 ２０００ ｂｐꎮ 另外ꎬ代表组装质量的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
Ｎ５０ 为 ２０４４ ｂｐꎮ 转录本和 Ｕｎｉｇｅｎｅ 组装统计结果

见表 ３ꎮ 本研究中干旱胁迫处理下的黄参转录组测

序数据和组装完整性较高ꎬ说明可以进行后期的转

录组学分析ꎮ
２.３　 黄参转录组基因总体注释情况

黄参 Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释总表见表 ４ꎮ 结果显示ꎬ
黄参注释成功的有 ６８１９３ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅꎮ 注释成功的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 数目最多的是 ＮＲ(３４２３０ 条)ꎬ占总 Ｕｎｉｇｅｎｅ
的 ５０. ２０％ꎻ 其 次 为 ｅｇｇＮＯＧꎬ 为 ３４１７０ 条ꎬ 占 总

Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ５０.１１％ꎻＧＯ 为 ３１７２７ 条ꎬ占比 ４６.５３％ꎻ
Ｐｆａｍ 为 ２７７０１ 条ꎬ占比 ４０.６２％ꎻＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 为 ２７０９２
条ꎬ占比 ３９.７３％ꎻＫＥＧＧ 为 ２２７９３ 条ꎬ占比 ３３.４２％ꎮ
２.３.１　 ＮＲ 功能注释　 与 ＮＲ 数据库进行比对ꎬ可确

定同源序列所属物种ꎮ 结果表明(图 ２ꎬ见 ７４ 页)ꎬ
转录组所得 Ｕｎｉｇｅｎｅ 与胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ)同源

序列最多ꎬ占注释 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ７２.６％ꎻ其后依次为陆地

棉 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ)、 雷 蒙 氏 油 棉 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｒａｉｍｏｎｄｉｉ)、木棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ａｒｂｏｒｅｔｕｍ)、海岛棉(Ｇｏｓ￣
ｓｙｐｉｕｍ ｂａｒｂａｄｅｎｓｅ)、栓皮栎(Ｑｕｅｒｃｕ ｓｕｂｅｒ)和其他物种

(１４.４７％)ꎮ

表 １　 干旱胁迫对黄参幼苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

根长 / ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

苗高 / ｃｍ
Ｓｔｅｍ ｈｅｉｇｈｔ

根干质量 / (ｇ􀅰株－１)
Ｒｏｏｔ ｄｒｙ ｍａｓｓ

叶干质量 / (ｇ􀅰株－１)
Ｌｅａｆ ｄｒｙ ｍａｓｓ

根冠比
Ｒｏｏｔ￣ｓｈｏｏｔ ｒａｔｉｏ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ６.３５±０.２０ａＡ ６.６４±０.２９ａＡ ０.１２±０.００２ａＡ ０.１３±０.０１２ａＡ ０.４８±０.０３ａＡ

干旱处理
Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ５.０３±０.２７ｂＡ ５.１１±０.０３ｂＢ ０.０８±０.０１７ｂＢ ０.０４±０.０１３ｂＢ ０.３５±０.０４ａｂＡ

　 　 注:不同大、小写字母分别表示在 Ｐ<０.０１、Ｐ<０.０５ 水平差异显著ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ<０.０１ ａｎｄ Ｐ<０.０５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

表 ２　 转录组测序产量统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｙｉｅｌｄｓ ｏｆ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

测序部位
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｉｔｅ

原始序列 / (１０９ ｂｐ)
Ｒａｗ ｒｅａｄｓ

有效序列 / (１０９ ｂｐ)
Ｖａｌｉｄ ｒｅａｄｓ

碱基有效率 / ％
Ｂａｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ Ｑ２０ / ％ Ｑ３０ / ％ ＧＣ 含量 / ％

ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

叶 Ｌｅａｆ
根 Ｒｏｏｔ

６.５８
６.４０

６.３３
６.１８

９７.５４
９７.８８

９７.９５
９７.７７

９３.７２
９３.２６

４２.９４
４３.１１

干旱处理
Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

叶 Ｌｅａｆ
根 Ｒｏｏｔ

６.４６
５.７０

６.２４
５.４６

９７.７１
９７.３２

９７.８６
９８.１３

９３.４９
９４.１０

４２.９１
４２.５５

　 　 注:Ｑ２０、Ｑ３０ 为质量值大于等于 ２０ 或 ３０ 的碱基所占百分比(测序错误率小于 ０.０１ 或 ０.００１)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｑ２０ ａｎｄ Ｑ３０ ａｒｅ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｂａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｖａｌｕｅｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ２０ ｏｒ ３０ (ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｅｒｒｏｒ ｒａｔｅ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０.０１ｏｒ ０.００１) .
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图 １　 黄参总 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的长度分布

Ｆｉｇ.１　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ ｏｆ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ

表 ３　 黄参测序后的转录本和 Ｕｎｉｇｅｎｅ 组装统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄａｔａ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｎｄ Ｕｎｉｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ

拼接长度范围
Ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ / ｂｐ

转录本数量
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ Ｎｏ.

单基因数量
Ｇｅｎｅ Ｎｏ.

总数量 Ａｌｌ ３１６１４０ ６８１９３
组装总碱基数 Ｔｏｔａｌ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｂａｓｅｓ ５９３８５７６８６ ６６３１１５１６

最大长度 Ｍａｘ. ｌｅｎｇｔｈ １５７２３ １５７２３
最小长度 Ｍｉｎ. ｌｅｎｇｔｈ １８３ ２０１

平均长度 Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｎｇｔｈ １５９７ ４３９
Ｎ５０ ２６５０ ２０４４

表 ４　 黄参转录组基因注释结果统计

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｕｎｉｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｓｐｈａｌｌｅｒｏｃａｒｐｕｓ
ｇｒａｃｉｌｉｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

数据库名称
Ｄａｔａｂａｓｅ

Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释数目
Ａｎｎｏｔｅｄ ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ

注释数占总 Ｕｎｉｇｅｎｅ
数的比例
Ｒａｔｉｏ / ％

ＮＲ ３４２３０ ５０.２０
ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ２７０９２ ３９.７３
ＫＥＧＧ ２２７９３ ３３.４２
ｅｇｇＮＯＧ ３４１７０ ５０.１１
Ｐｆａｍ ２７７０１ ４０.６２
ＧＯ ３１７２７ ４６.５３

２.３.２　 ＧＯ 注释与分类　 对所得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行 ＧＯ
功能注释ꎬ如图 ３ 所示ꎬ共有 ３１７２７ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 被成

功注释到生物过程(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ)、细胞组

分(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)和分子功能(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)三大类的 ５０ 个功能条目中ꎬ其中生物

过程注释条目最多ꎬ为 ２５ 个ꎬ细胞组分分为 １５ 个功

能组ꎬ分子功能分为 １０ 个功能组ꎬ注释基因数目超

过 ３０００ 条的 ７ 个功能条目分别为:生物过程(３５０６
条)ꎬ细胞组分中依次为细胞核(９４３２ 条)、细胞质

(５４６６ 条)、质膜 (５３１８ 条)、膜的整体成分 ( ３８３２

条)、细胞溶质(３７２５ 条)ꎬ分子功能中的结合蛋白

(５４９８ 条)ꎮ
２.３.３　 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类　 对黄参 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的可能

功能进行比对ꎬ共有 ３４１７０ 条Ｕｎｉｇｅｎｅ 被注释到 ２３ 个

功能类别ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ最大的功能组是翻译后修饰、
蛋白质转换及分子伴侣(２６３９ 条ꎬ７.７２％)ꎬ其次是信

号转导机制(１９５４ 条ꎬ５.７２％)ꎬ转录(１８９６ 条ꎬ５.５５％)ꎬ
翻译、核糖体结构和生物起源(１２３５ 条ꎬ３.６１％)ꎮ
２.３.４　 ＫＥＧＧ 代谢通路分析　 由图 ５ 可知ꎬ注释的

基因参与 ＫＥＧＧ 数据库中 ６ 个类别下的 ２０ 种次级

代谢途径ꎬ注释为代谢类的基因数最多(７０２０ 条)ꎬ
其包含的代谢通路种类也最多ꎮ 与有机系统相关

的通路获得 ６６５ 个注释ꎬ遗传信息处理、环境信息处

理和细胞过程注释分别是 ４３６９ 个、１１３９ 个和 ９３２
个ꎬ人类疾病注释数最少(６０ 个)ꎮ 进一步细分为

２０ 个子类代谢途径中ꎬ翻译获得注释最多ꎬ为 １８４２
个ꎻ其次为糖类代谢和折叠、分类和降解ꎬ分别为

１７７５ 个和 １４１０ 个注释ꎬ信号转导和脂类代谢均为

９７３ 个注释ꎮ 这为筛选黄参活跃的生物代谢途径提

供了科学依据ꎮ
２.４　 干旱胁迫下黄参差异基因表达(ＤＥＧｓ)分析

由图 ６Ａ 可知ꎬ根系得到 １０６７４ 个 ＤＥＧｓꎬ根的

上调基因数(６２５８)大于下调基因数(４４１６)ꎬ 而叶

片得到 １３４０２ 个 ＤＥＧｓꎬ叶片上调基因数(５９５７)小

于下调基因数(７４４５)ꎮ 黄参在根系、叶片不同器官

中差异表达重叠基因有 ４５３２ 个(图 ６Ｂ)ꎮ 与根部相

比ꎬ黄参叶片对干旱环境更为敏感ꎮ
２.５　 干旱胁迫下黄参差异基因 ＧＯ 功能富集

对 ＧＯ 功能注释的差异表达基因进行富集分

析ꎬ图 ７Ａ、Ｂ 分别显示了干旱胁迫下黄参根系、叶片

中 ＤＥＧｓ 在 ＧＯ 二级节点的注释结果ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ
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黄参根系和叶片中的 ＤＥＧｓ 在生物过程、细胞组分、
分子功能的分布一致ꎬ含有差异基因数目条目最多

的是细胞组分ꎮ 代谢过程类 ＤＥＧｓ 主要集中于生物

过程、ＤＮＡ 的复制和翻译调控、氧化还原过程、蛋白

质磷酸化、防御响应ꎻ细胞组分类 ＤＥＧｓ 均主要集中

于细胞核、细胞质、质膜、膜的整体成分、细胞溶质ꎻ
分子功能类 ＤＥＧｓ 主要集中于分子功能和结合

蛋白ꎮ
２.６　 干旱胁迫下黄参差异基因的 ＫＥＧＧ 代谢通路

富集分析

　 　 为确定差异基因参与的主要生化代谢途径和

信号转导途径ꎬ分别将黄参根系和叶片中的 ＤＥＧｓ
进行 ＫＥＧＧ 途径富集分析ꎬ如图 ８ 可知ꎬ黄参根系中

显著富集到的 ＫＥＧＧ 途径分为 ２ 类ꎬ第 １ 类为信号

转导途径ꎬ包括植物－病原菌相互作用、植物激素信

号转导ꎬ第 ２ 类则是苯丙烷类生物合成、半乳糖代

谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、淀粉和蔗糖代谢、氨
基糖和核苷酸糖代谢途径ꎮ 叶片中 ＤＥＧｓ 则主要富

集在淀粉和蔗糖代谢、植物激素信号转导、半乳糖

代谢、戊糖和葡萄糖醛酸相互转化、苯丙烷类生物

合成等途径ꎮ 说明上述途径明显受到干旱胁迫影

响ꎬ尤其是根系和叶片中同时表达的植物激素信号

转导、半乳糖代谢、淀粉和蔗糖代谢、苯丙烷类生物

合成可能在黄参耐受干旱生理代谢调节中发挥主

要作用ꎮ

３　 讨　 论

植物响应干旱胁迫的过程涉及多方面、多层

次ꎬ利用转录组测序技术研究植物适应干旱的复杂

调控机制ꎬ有助于揭示植物干旱应答机理ꎬ对逆境

基因组转录调控网络的构建具有重大意义[１６]ꎮ 本

研究采用高通量转录组测序 ＢＧＩＳＥＱ－５００ 平台和差

异表达基因(ＤＥＧｓ)对干旱胁迫下黄参根和叶片的

ｍＲＮＡ 进行测序ꎬ获得了大量的 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ建立了非

模式植物黄参的转录组数据库ꎬ很大程度上丰富了

黄参的基因信息资源库ꎮ

　 　 注:１:生物过程ꎻ２:ＤＮＡ 的复制和翻译调控ꎻ３:转录、ＤＮＡ 复制ꎻ４:蛋白质磷酸化ꎻ５:氧化还原反应ꎻ６:防御响应ꎻ７:翻译ꎻ８:对
盐胁迫的响应ꎻ９:对脱落酸的反应ꎻ１０:对镉离子的反应ꎻ１１:蛋白质水解ꎻ１２:信号转导ꎻ１３:缺水响应ꎻ１４:磷酸化ꎻ１５:蛋白质泛素

化ꎻ１６:冷胁迫响应ꎻ１７:细胞壁组织ꎻ１８:多细胞生物发育ꎻ１９:对细菌的防御反应ꎻ２０:跨膜转运ꎻ２１:细胞分化ꎻ２２:种子休眠期间种

胚发育停止ꎻ２３:热响应ꎻ２４:蛋白质折叠ꎻ２５:转录的正调控、ＤＮＡ 复制ꎻ２６:细胞核ꎻ２７:细胞质ꎻ２８:质膜ꎻ２９:膜的整体成分ꎻ３０:叶
绿体ꎻ３１:细胞溶质ꎻ３２:线粒体ꎻ３３:胞外区ꎻ３４:膜ꎻ３５:高尔基体ꎻ３６:胞间连丝ꎻ３７:液泡ꎻ３８:细胞壁ꎻ３９:内质网ꎻ４０:叶绿体基质ꎻ
４１:分子功能ꎻ４２:结合蛋白ꎻ４３:ＤＮＡ 结合转录因子活性ꎻ４４:ＤＮＡ 结合ꎻ４５:ＡＴＰ 结合ꎻ４６:金属离子结合ꎻ４７:蛋白质丝氨酸 / 苏氨酸

激酶活性ꎻ４８:激酶活性ꎻ４９:序列特异性 ＤＮＡ 结合ꎻ５０:ＲＮＡ 结合ꎮ
Ｎｏｔｅ: １: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ２: Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬ ＤＮＡ－ｔｅｍｐｌａｔｅｄꎻ ３: Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬ ＤＮＡ－ｔｅｍｐｌａｔｅｄꎻ ４: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏ￣

ｒｙｌａｔｉｏｎꎻ ５: Ｏｘｉｄａｔｉｏｎ－ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ６: Ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻ ７: Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎꎻ ８: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ９: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎻ
１０: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ ｉｏｎꎻ １１: Ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓꎻ １２: Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎꎻ １３: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎꎻ １４: Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎻ １５: Ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎꎻ １６: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄꎻ １７: Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎻ １８: Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ １９: Ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍꎻ ２０: Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔꎻ ２１: Ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ ２２: Ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｅｎｄｉｎｇ ｉｎ ｓｅｅｄ ｄｏｒｍａｎｃｙꎻ ２３: Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｈｅａｔꎻ ２４: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｌｄｉｎｇꎻ ２５: Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬ ＤＮＡ－ｔｅｍｐｌａｔｅｄꎻ ２６: Ｎｕｃｌｅｕｓꎻ ２７: Ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎻ ２８: Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ
２９: Ｉｎｔｅｇｒａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ ３０: Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ ３１: Ｃｙｔｏｓｏｌꎻ ３２: Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎻ ３３: Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎꎻ ３４: Ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ ３５:
Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓꎻ ３６: Ｐｌａｓｍｏｄｅｓｍａꎻ ３７: Ｖａｃｕｏｌｅꎻ ３８: Ｃｅｌｌ ｗａｌｌꎻ ３９: Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎻ ４０: Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｔｒｏｍａꎻ ４１: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＿ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎꎻ ４２: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ４３: ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４４: ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ４５: ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ４６: Ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ４７:
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４８: Ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ ４９: Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ５０: ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ.

图 ３　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ
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图 ２　 ＮＲ 数据库物种注释分布情况

Ｆｉｇ.２　 ＮＲ ｄａｔａｂａｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

图 ４　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ｅｇｇＮＯＧ 功能分类

Ｆｉｇ.４　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ’ ｅｇｇＮＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 注:图中不同颜色代表所属大类ꎬ由图例标注ꎮ 条形图的每一行为所属小类ꎬ数字为该类中 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的数量ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｃａｔｅｇｏｒｙꎬ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ｌｅｇｅｎｄ. Ｅａｃｈ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ａ ｓｕｂｃｌａｓｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ｔｈｅ ｎｕｍ￣

ｂｅｒ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌａｓｓ.

图 ５　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＫＥＧＧ 通路及二级通路分类

Ｆｉｇ.５　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ’ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｐａｔｈｗａｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

４７ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４２ 卷



图 ６　 根系和叶片差异表达基因总数

Ｆｉｇ.６　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＥＧｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ

图 ７　 适度干旱胁迫下黄参根和叶中 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能分类条目

Ｆｉｇ.７　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

３.１　 不同器官在黄参响应干旱胁迫中的作用

本研究对适度干旱胁迫下的黄参根系和叶片

进行了转录组测序和差异表达基因(ＤＥＧｓ)分析ꎬ黄
参根系的上调基因数 ( ６２５８) 大于下调基因数

(４４１６)ꎬ 而叶片上调基因数(５９５７)小于下调基因

数(７４４５)ꎮ 基因下调是一种适应机制ꎬ植物通过减

缓其新陈代谢和抑制生长来适应干旱胁迫ꎬ而表达

基因上调可能是植物一种积极的环境适应策略[１６]ꎮ
本研究中生长指标分析显示ꎬ干旱明显影响根和叶

生物量的积累ꎬ其中对叶的生物量影响更明显ꎮ 在

叶片和根系中分别检测出 ８８７０ 和 ６１４２ 个 ＤＥＧｓꎬ其

中有 ４５３２ 个重叠的 ＤＥＧｓꎬ叶片的 ＤＥＧｓ 多于根系ꎬ
表明黄参叶片对干旱胁迫的响应比根部更敏感ꎬ这
与生长指标反应一致ꎬ说明在遭受干旱胁迫时ꎬ根
和叶两种器官可能具有不同的响应机制ꎮ 叶片中

的 ＤＥＧｓ 比根系中高ꎬ这也说明黄参受到干旱胁迫

时叶片中可能会诱导更多抗旱相关基因的表达ꎬ使
黄参能够在干旱逆境下正常生长ꎮ 但 ＧＯ 富集结果

表明ꎬ黄参根系和叶片中的 ＤＥＧｓ 功能部位中的分

布规律基本一致ꎬ这与干旱胁迫下甘草[１７]、豌豆[１８]

转录组学分析结果相似ꎮ 分析黄参显著表达的

ＤＥＧｓꎬ主要富集在生物过程、ＤＮＡ 的复制和翻译调
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图 ８　 适度干旱胁迫下黄参根和叶中 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 代谢途径分类及富集情况

Ｆｉｇ.８　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓ.ｇｒａｃｉｌｉｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

控、氧化还原过程、蛋白质磷酸化、防御响应等功

能ꎬ这表明黄参可能通过上述这些生物过程抵御干

旱胁迫ꎮ
３.２　 不同器官中的 ＫＥＧＧ 代谢通路途径与黄参响

应干旱胁迫的关系

　 　 ＫＥＧＧ 途径富集分析表明ꎬ根系中 ＤＥＧｓ 显著

富集在苯丙烷类生物合成、半乳糖代谢、半胱氨酸

和甲硫氨酸代谢、淀粉和蔗糖代谢、植物－病原菌相

互作用、植物激素信号转导等途径ꎮ 叶片中 ＤＥＧｓ
则主要富集在半乳糖代谢、淀粉和蔗糖代谢、苯丙

烷类生物合成、戊糖和葡萄糖醛酸相互转化、植物

激素信号转导等途径ꎮ 根系与叶片中参与代谢途

径存在部分差异ꎬ表明在黄参不同器官中起保护作

用的代谢途径不同ꎮ 蔗糖作为主要的可溶性糖ꎬ干
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旱胁迫下能充当调节转运蛋白、诱导植物体内抗性

基因表达的信号物质[１９]ꎮ 本研究中ꎬ根系和叶片中

ＤＥＧｓ 均显著富集在淀粉和蔗糖代谢、半乳糖代谢、
苯丙烷类合成途径和植物激素信号转导途径ꎬ表明

这些代谢途径对黄参响应干旱胁迫发挥着重要作

用ꎬ黄参通过增加碳和能量供给和苯丙烷类化合物

的生物含量来应对干旱胁迫ꎮ 同时表明ꎬ黄参中多

糖的合成是涉及到根、叶乃至整个植株的复杂过

程ꎬ干旱胁迫能促进黄参活性成分积累ꎮ 推测黄参

的抗旱性可能与渗透调节物质的合成有关ꎬ这进一

步验证了合成和积累次生代谢产物是药用植物最

重要的防御环境胁迫策略ꎬ环境胁迫导致药用植物

次生代谢产物的积累[１９]ꎮ 适宜的干旱胁迫被认为

有利于药用植物中活性成分的积累和药材品质的

提高[２０]ꎬ因此在黄参大田种植中ꎬ可通过适当的干

旱胁迫来提高黄参品质ꎮ 综上所述ꎬ黄参会通过干

旱信号感知和传导来调控不同代谢和信号转导途

径ꎬ进而调控耐旱响应ꎮ
本研究还发现ꎬ根系和叶片中差异表达基因高

度富集在能量代谢、氨基酸代谢、碳水化合物代谢、
蛋白质翻译、折叠等通路ꎬ这可能有助于缓解胁迫

和维持干旱胁迫适应过程中的能量平衡[２１]ꎬ验证了

能量储备和氨基酸是植物耐受胁迫环境的响应基

础[２２－２４]ꎬ表明黄参可能通过积极快速调整氨基酸和

蛋白质稳态来应对干旱逆境ꎬ本研究结果与角果碱

蓬[２]、党参[８]、黄花苜蓿[９] 的研究结果相似ꎮ 众多

研究发现ꎬ植物的干旱耐受性与碳代谢、淀粉和蔗

糖代谢等代谢途径的响应过程有关[２５－２８]ꎬ说明不同

植物在遭受干旱胁迫时有相似的代谢途径ꎮ
３.３　 类胡萝卜素生物合成途径与黄参响应干旱胁

迫的关系

　 　 黄参中蛋白质、多糖与类胡萝卜素含量较

高[７]ꎮ 类胡萝卜素生物合成途径包括番茄红素、胡
萝卜素和叶黄素 ３ 个生物合成分支[２９]ꎮ 本研究中ꎬ
根系 ＤＥＧｓ 分析没有发现与类胡萝卜素相关的生物

合成途径ꎬ叶片中只有少量富集 ＤＥＧｓꎬ说明类胡萝

卜素在黄参应答干旱胁迫的防御过程中不发挥重

要作用ꎬ这与已报道的楸子、甘蓝响应干旱胁迫的

分子机制不完全一致[２９－３０]ꎬ楸子干旱胁迫时有 １６
个根系 ＤＥＧｓ 涉及到类胡萝卜素相关的生物合成途

径ꎬ甘蓝叶片响应干旱胁迫的主要代谢通路是植物

激素信号转导和类胡萝卜素合成途径ꎮ 这说明黄

参在响应干旱胁迫时的主要代谢途径可能具有其

特殊性ꎮ
植物抗旱的分子机制相当复杂ꎬ组学工作只是

初步提供了部分信号转导系统基因、调控基因和功

能基因的表达信息ꎬ它们可能直接或间接参与了干

旱胁迫的防御或修复响应ꎮ 目前对祁连山特色植

物黄参的干旱胁迫分子响应机制研究甚少ꎬ没有可

供参考的遗传信息ꎬ大大限制了黄参功能基因的挖

掘ꎮ 这些重要基因的具体生物学功能还需要未来

大量工作去分析ꎬ以期为进一步研究伞形科药用植

物遗传多样性、分子标记辅助育种和遗传图谱构建

以及揭示黄参多糖合成机制和推广优质黄参栽培

提供理论依据ꎮ

４　 结　 论

１)通过高通量转录组测序可知ꎬ注释成功的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ６８１９３ 条ꎬ分别有 ３４２３０(５０.２０％)、３４１７０
(５０.１１％)、３１７２７(４６.５３％)、２７７０１(４０.６２％)、２７０９２
(３９.７３％)和 ２２７９３(３３.４２％)个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 被分配到

ＮＣＢＩ 非冗余蛋白(ＮＲ)、ｅｇｇＮＯＧ、基因本体(ＧＯ)、
Ｐｆａｍ、 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 和 ＫＥＧＧ 六 大 功 能 数 据 库 中ꎮ
Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释到 ＮＲ 中数量最多的是胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ
ｃａｒｏｔａ)ꎬ占注释 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ７２.６％ꎬ其后依次为陆地

棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ) 和雷蒙氏油棉 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｒａｉｍｏｎｄｉｉ)ꎮ

２)差异表达基因(ＤＥＧｓ)分析显示ꎬ黄参块状

根系和叶片中的 ＤＥＧｓ 分别有 １０６７４、１３４０２ 个ꎮ 黄

参根系的上调基因数 ( ６２５８) 大于下调基因数

(４４１６)ꎬ 而叶片上调基因数(５９５７)小于下调基因

数(７４４５)ꎮ ＧＯ 富集结果表明ꎬ黄参根系和叶片中

的 ＤＥＧｓ 功能部位中的分布一致ꎬ主要富集在生物

过程、ＤＮＡ 的复制和翻译调控、氧化还原过程、蛋白

质磷酸化、防御响应等功能ꎮ ＫＥＧＧ 途径富集分析

表明ꎬ根系中 ＤＥＧｓ 显著富集在苯丙烷类生物合成、
半乳糖代谢、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、淀粉和蔗

糖代谢、植物－病原菌相互作用、植物激素信号转导

等途径ꎬ叶片中 ＤＥＧｓ 则主要富集在半乳糖代谢、淀
粉和蔗糖代谢、苯丙烷类生物合成、戊糖和葡萄糖

醛酸相互转化、植物激素信号转导等途径ꎮ 说明干

旱胁迫主要影响黄参根系和叶片中淀粉和蔗糖代

谢、半乳糖代谢、苯丙烷类生物合成途径和植物激

素信号转导途径ꎬ表明这些生物学途径在黄参应对
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干旱胁迫中起重要作用ꎮ
３)根系 ＤＥＧｓ 分析未发现与类胡萝卜素相关的

生物合成途径ꎬ叶片中有少量富集 ＤＥＧｓꎬ说明类胡

萝卜素在黄参响应干旱胁迫中不起主要作用ꎮ
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