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低温胁迫下牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联参与
ＡＢＡ信号转导的基因表达分析
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　　摘要：为了探究牛皮杜鹃在低温胁迫下ＭＡＰＫ级联途径参与ＡＢＡ信号转导的分子机制，通过转录组测序的方法
对４℃低温处理组和２５℃正常对照组牛皮杜鹃进行研究。结果表明，转录组测序共得到６．４０Ｇｂｃｌｅａｎｄａｔａ，低温组
筛选出１２２６１个差异表达基因，其中上调基因和下调基因的数量分别为６８１１个和５４５０个。对关键基因进行ＫＥＧＧ
注释发现，共有２２８个差异表达基因富集到ＭＡＰＫ信号通路－植物通路，其中ＡＢＡ信号转导通路中大部分差异表达
基因发生上调，说明该信号通路在低温胁迫下被激活。推测牛皮杜鹃在低温胁迫下可激活 ＭＡＰＫ级联途径中相关基
因的表达来参与ＡＢＡ信号转导过程，进而应对低温环境所带来的不利影响。
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　　牛皮杜鹃（ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｒｙｓａｎｔｈｕｍＰａｌｌ．）别
称牛皮茶，杜鹃花科杜鹃属，是世界上最珍贵的种

质资源之一，由于具有重要的观赏及药用价值［１］，

因此极具开发潜力。

低温作为一种主要的逆境胁迫，严重影响植物

的地理分布和品质［２］。脱落酸（ＡＢＡ）既是一种植
物激素也是一种信号传导物质，在植物逆境研究方

面具有重要意义［３］。有研究证实，低浓度的ＡＢＡ处
理冬小麦幼苗会促使其生长，而高浓度的ＡＢＡ则会
抑制幼苗的光合作用效率，引起生物量积累下

降［４］。ＭＡＰＫ（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）级联
途径包括 ＭＡＰＫＫＫ－ＭＡＰＫＫ－ＭＡＰＫ３个组分，这
３个组分既可独自发挥作用也可彼此协作发挥作
用，使植物及时作出相应的反应以抵御逆境胁迫带

来的危害，该途径也被认为是植物细胞将胞外刺激

转换成胞内反应的主要途径之一［５－７］。大量研究表

明，ＭＡＰＫ级联途径的３个组分均可直接或间接地
参与ＡＢＡ信号转导过程，ＡＢＡ信号也可调控ＭＡＰＫ
级联途径中相关组分基因的表达［８］，但是对两者相

互作用的分子机制却鲜有研究。

近年来，转录组测序技术应用广泛，它可不依

赖参考基因组，这为牛皮杜鹃等无内参的非模式生

物的转录组研究提供了新方法［９］。本研究以牛皮

杜鹃为试验材料，应用转录组测序的方法研究在

４℃ 低温胁迫下牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联途径参与
ＡＢＡ信号转导过程的基因表达情况，旨在从分子水
平上探究二者相互作用的分子机制，为植物抗逆境

胁迫研究提供理论基础和科学依据。

１材料与方法

１．１　材料
牛皮杜鹃采自长白山，用１／４ＭＳ培养基置于吉

林师范大学吉林省植物资源科学与绿色生产重点

实验室模拟高山植物智能人工气候室中正常培养

［光—暗周期１４ｈ—１０ｈ；昼温２５℃，夜温１８℃；光
子通量密度５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］，选取８个月大的牛
皮杜鹃组培苗为试验材料。

１．２　方法
１．２．１　样品处理　２０１８年９月２０日选择８个月大
长势一致且良好的牛皮杜鹃随机分成２组，每组１２
棵。随机选择其中１组置于智能人工培养箱［光—
暗周期１４ｈ—１０ｈ；昼温２５℃，夜温１８℃；光子通
量密度５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］中，记为对照组；另外１
组移至４℃ 低温环境下，记为低温组。２４ｈ后取出
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２组牛皮杜鹃于液氮中速冻后置于低温冰箱中保存
备用，每组３次重复。
１．２．２　转录组测序数据分析　ｍＲＮＡ文库构建委
托华大基因完成。对得到的原始数据进行过滤，去

除不符合要求的ｒｅａｄｓ，以保证结果的可靠性。使用
ＲＰＫＭ值衡量基因的表达量，用以差异基因表达量
的确定和分析，并筛选差异表达基因及功能注释。

１．２．３　统计分析　使用 ＳＰＳＳ１６．０进行单向
ＡＮＯＶＡ，运用 ＬＳＤ检验差异性。采用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ
１２５进行图表绘制。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ质量检测
经华大基因检测，对试验组和对照组样品总

ＲＮＡ进行质量评价，符合建库标准。

２．２　数据组装和质量分析
通过高通量测序获得原始数据，统计原始数据

测序量。使用 ＢＵＳＣＯ数据库对组装的转录本进行
产量评估。结果显示，Ｑ３０均在９５％ 以上，ＧＣ含量
接近５０％，Ｎ５０值在１ｋ左右，说明测序数据可以用
于组装（表１）。

表１　转录组测序质量分析

处理
≥Ｑ３０
（％）

ＧＣ含量
（％） Ｎ５０ ＣｏｍｐｌｅｔｅＢＵＳＣＯｓ

对照组 ９５．０４ ４４．８４ １６０５．３３ ８０．３３

试验组 ９５．０４ ４４．９０ １６２１．３３ ８１．８７

　　对过滤后符合要求的数据进行预处理，得到
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ数。如表２所示，２组中的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ均
占原始ｒａｗｒｅａｄｓ的８５％ 以上，说明数据组装和测
序精确度较好。

表２　转录组数据组装和质量分析

处理 ｒａｗｒｅａｄｓ数 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ数 总ｕｎｉｇｅｎｅ数 比对上基因的ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ比例（％）

比对上基因唯一位置

的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比例（％）

对照组 ５００７６６６７ ４２８０００００ ３４６５０ ８７．２６ ３４．０７

试验组 ４９５３３３３３ ４２４９３３３３ ３４１２３ ８６．９２ ３４．１０

２．３　差异表达基因的筛选与注释
２．３．１　差异表达基因的筛选　为了研究低温胁迫
下ＡＢＡ调控ＭＡＰＫ信号在牛皮杜鹃中的作用，对低
温处理组和对照组牛皮杜鹃进行转录组分析。将

差异表达量大于２倍的基因视为差异表达基因。在
此标准下，低温组共筛选出 １２２６１个差异表达基
因，包括６８１１个上调基因和５４５０个下调基因。

２．３．２　差异表达基因的 ＫＥＧＧ富集分析　根据
ＫＥＧＧ数据库，低温组筛选出的差异表达基因中有
７０３１个基因被注释在细胞过程、环境进化过程、遗
传进化过程、新陈代谢和有机系统这五大类代谢通

路的１９个小类中（图１）。其中，在２组牛皮杜鹃的
差异基因ＫＥＧＧ分类中，４４８个差异基因参与了信
号转导这一途径。
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　　在信号转导途径中，有２２８个差异表达基因富
集到ＭＡＰＫ信号通路 －植物通路，对这部分差异基
因进一步富集分析，以 Ｑｖａｌｕｅ最小的前 ２０个 ＧＯ
Ｔｅｒｍ作图（图２）。分别为ＭＡＰＫ信号通路－植物、

植物－病原互作、植物激素信号转导、氨基糖和核
苷酸糖代谢、蛋白酶体、色氨酸代谢、磷脂酰肌醇信

号系统、乙醛酸和二羧酸代谢、过氧化物酶体等。

　　由图 ３可见，牛皮杜鹃 ＰＹＲ／ＰＹＬ－ＰＰ２Ｃ－
ＳｎＲＫ２信号通路在响应低温胁迫的过程中，差异基
因的表达量发生显著改变，且大部分的差异基因表

达量发生上调（表 ３），由图 ４可知，低温胁迫下

ＳｎＲＫ２促使下游 ＡＲＥＢ／ＡＢＦ家族中的差异基因表
达量发生显著变化，推测在低温胁迫下牛皮杜鹃激

活了ＡＢＡ信号转导途径中相关基因的表达，促进气
孔关闭、种子休眠。

２．４　低温胁迫下ＭＡＰＫ级联途径参与ＡＢＡ信号转
导的关键基因表达分析

２．４．１　低温胁迫对牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联信号途径
中关键基因的影响　结合图２分析结果，最终确定
从ＭＡＰＫ信号通路 －植物、植物 －病原互作、植物
激素信号转导、氨基糖和核苷酸糖代谢、蛋白酶体、

色氨酸代谢、磷脂酰肌醇信号系统、乙醛酸和二羧

酸代谢、过氧化物酶体这几个代谢途径寻找低温胁

迫下ＭＡＰＫ级联途径参与 ＡＢＡ信号转导途径中发
生差异表达的关键基因。

ＭＡＰＫ信号通路－植物和植物激素信号转导是
低温胁迫下牛皮杜鹃信号转导途径中２个最重要的
途径，参与多种植物代谢活动。对这富集在２条代
谢通路的差异基因进行统计分析，结果显示，在这２

条代谢通路中，上调基因的数量都大于下调基因的

数量，说明牛皮杜鹃这２条代谢途径中的大部分关
键基因的表达受低温胁迫影响显著。

结合表３与图５结果，在 ＭＡＰＫ级联信号途径
中，低温胁迫激活了 ＭＡＰＫ１７／１８，然后以逐级磷酸
化的方式激活ＭＫＫ３、ＭＰＫ１／２以及下游胁迫适应基
因，其中ＭＡＰＫ１７／１８、ＭＫＫ３和ＭＰＫ１／２基因表达量
发生上调，胁迫适应基因表达量发生下调。结果表

明，牛皮杜鹃ＭＡＰＫ级联信号途径中的关键基因受
到低温胁迫的显著影响。

２．４．２　低温胁迫下牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联途径参与
ＡＢＡ信号转导调控　ＡＢＡ作为一种主要的逆境激
素，在植物面临低温、干旱、高盐等非生物胁迫时，

其含量在短时间内会明显上升，通过激活多条途径
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表３　低温胁迫下ＰＹＲ／ＰＹＬ－ＰＰ２Ｃ－ＳｎＲＫ２信号通路中差异表达基因调控

基因家族 ＧｅｎｅＩＤ ＫＯ编号 通路名称 通路描述
表达量

对照组 低温组

ＰＹＲ／ＰＹＬ ＣＬ１４２１．Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ
ｋｏ０４０１６
ｋｏ０３０３０
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
ＤＮＡ复制
植物激素信号转导

信号转导、复制及修复 ４０．６ １５．２８

ＰＰ２Ｃ ＣＬ３２５６．Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 １．１１ ０．２９

ＣＬ６３４１．Ｃｏｎｔｉｇ５＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ０．１３ １．２

ＣＬ８０４０．Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 １．５２ ０．５４

ＣＬ８１７．Ｃｏｎｔｉｇ１＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 １．５８ ０．３４

ＣＬ８１７．Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 ７．７５ ０．８９

Ｕｎｉｇｅｎｅ１５４４＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ２．７３ ０．５０

Ｕｎｉｇｅｎｅ２６０８＿Ａｌｌ
ｋｏ０４６２６
ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

植物－病原互作
ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导

环境适应
０．０７ ０．４２

Ｕｎｉｇｅｎｅ２８９１６＿Ａｌｌ
ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５
ｋｏ０３０１８

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

ＲＮＡ降解

折叠、分类和降解

信号转导
０．６０ １．８１

Ｕｎｉｇｅｎｅ３００７＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 ０．０３ ０．１９

Ｕｎｉｇｅｎｅ３７８２＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ０．１６ １．２４

Ｕｎｉｇｅｎｅ５４９７＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 １２．６３ ５．５９

Ｕｎｉｇｅｎｅ９８８＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ９．６６ ３．７６

ＳｎＲＫ２ ＣＬ１７０３．Ｃｏｎｔｉｇ９＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ０．０５ ０．８０

ＣＬ３９７９．Ｃｏｎｔｉｇ２＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ６．７１ ２．７１

Ｕｎｉｇｅｎｅ２４６３＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ０．４１ １．５７

Ｕｎｉｇｅｎｅ２６８２＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 ０．３９ ０．９４

Ｕｎｉｇｅｎｅ３４３１０＿Ａｌｌ ｋｏ０４０７５
ｋｏ０４０１６

植物激素信号转导

ＭＡＰＫ信号通路－植物 信号转导 ０．０１ ０．７３

Ｕｎｉｇｅｎｅ５６７３＿Ａｌｌ ｋｏ０４０１６
ｋｏ０４０７５

ＭＡＰＫ信号通路－植物
植物激素信号转导

信号转导 ０．０１ ０．５４
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中相关基因的表达来维持自身生理状态的稳定。

在本研究中，如图３所示，在外界环境信号刺激下，
通过启动类胡萝卜素生物合成过程来开启 ＡＢＡ合
成系统，通过去磷酸化作用使得ＰＰ２Ｃｓ抑制ＳｎＲＫ２ｓ
活性，但受低温胁迫的影响导致 ＡＢＡ含量升高，解
除了这种抑制作用，使得 ＳｎＲＫ２得到释放，最终
ＳｎＲＫ２促使下游ＡＲＥＢ／ＡＢＦ转录因子磷酸化，诱导
ＡＢＡ响应基因的表达。

而在低温胁迫下 ＡＢＡ的 ＰＹＲ／ＰＹＬ－ＰＰ２Ｃ－
ＳｎＲＫ２信号通路中的大部分基因的表达量都发生
上调，推测牛皮杜鹃在低温胁迫下可以通过激活脱

落酸合成相关基因，合成大量的脱落酸，促进气孔

关闭，种子休眠，通过改变 ＡＢＡ信号转导途径中相
关基因的表达量，增强牛皮杜鹃抵抗低温的能力。

３　讨论

３．１　低温胁迫对牛皮杜鹃ＭＡＰＫ级联途径的影响
对拟南芥和其他植物的研究中发现，ＭＡＰＫ级

联是植物响应逆境胁迫的一条重要代谢途径［１０］。

在研究非生物胁迫对玉米的抗氧化防御机制的影

响时发现，在低温处理下，ＭＡＰＫ级联途径受到抑制
后，玉米中抗氧化酶活性均不同程度减弱，对低温

信号反应迟钝［１１］。在本研究中，ＭＡＰＫ级联途径各
组分在响应低温胁迫的过程中，先激活了 ＭＡＰＫ１７／
１８，然后以逐级磷酸化的方式依次激活 ＭＫＫ３、
ＭＰＫ１／２以及下游胁迫适应基因，其中ＭＡＰＫ１７／１８、
ＭＫＫ３和ＭＰＫ１／２基因表达量发生上调，胁迫适应
基因表达量发生下调。这些结果说明牛皮杜鹃

ＭＡＰＫ级联信号途径中的关键基因受到低温胁迫的
显著影响，并通过调节 ＭＡＰＫ级联途径中相关基因
的表达量来应对低温环境对其造成的不良影响。

３．２　低温胁迫对牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联途径参与
ＡＢＡ信号转导的影响

大量研究表明，植物在面临低温等非生物逆境

胁迫时，会引起植物自身ＡＢＡ的累积效应［１２－１３］，而

ＭＡＰＫ级联作为参与ＡＢＡ信号转导的主要途径之
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一，更是控制着细胞的诸多生命活动［１４］。ＰＰ２Ｃ在
非胁迫条件下可通过去磷酸化使ＳｎＲＫ２失去活性，
进而使得ＡＢＡ信号传递终止［１５］。而一旦接受外界

或植物自身信号刺激并激活 ＡＢＡ合成相关基因诱
导合成 ＡＢＡ之后，ＡＢＡ与受体蛋白结合并在与
ＰＰ２Ｃ互作时便可抑制 ＰＰ２Ｃ活性以达到释放
ＳｎＲＫ２的目的，使得ＳｎＲＫ２恢复活性继而磷酸化下
游的ＡＲＥＢ／ＡＢＦ，将上游信号向下传递［１６］。在本研

究中，低温胁迫下 ＡＢＡ的 ＰＹＲ／ＰＹＬ－ＰＰ２Ｃ－
ＳｎＲＫ２信号通路中的大部分基因的表达量都发生
上调，推测低温胁迫可以通过激活 ＭＡＰＫ级联途
径，进而影响ＡＢＡ信号转导途径中相关基因的表达
量的变化，使其在ＡＢＡ信号转导途径中发挥作用。

４　结论

综上所述，本研究通过转录组测序的方法对低

温胁迫下牛皮杜鹃 ＭＡＰＫ级联途径参与 ＡＢＡ信号
转导过程中的关键基因进行分析，推测低温胁迫可

以激活ＭＡＰＫ级联途径中３个蛋白激酶家族中的关
键基因，并调控了ＡＢＡ信号转导途径中相关基因的

表达，从而激活ＡＢＡ调控ＭＡＰＫ信号过程来应对低
温胁迫环境。
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　　楸树（ＣａｔａｌｐａｂｕｎｇｅｉＣ．Ａ．Ｍｅｙ．）为紫葳科落
叶乔木［１］，其材质优良、生长快、寿命长、适应能力

强，是常用的植树造林树木之一；同时楸树枝叶繁

茂、花开锦簇，景观效果独具特色，因此楸树亦被广

泛应用于沿路、沿河、沿水和园林绿化。随着社会

环保意识的增强和环境保护措施的不断落实，在大

规模乡村和城市绿化中，政府大力倡导以选用优良

本土树种为主，楸树为河南省周口市城乡绿化首选

天然分布树种之一，目前，楸树产业迎来巨大发展

空间和机遇。

近年来，楸树组织培养技术研究得了人们的重

视，楸树组织培养（组培）育苗克服了传统育苗生产

中存在的常见问题（种子量少［２］、育苗周期长、苗木

生长性状一致性差、苗木数量和质量难以满足生产

要求、嫁接苗由于插穗和砧木对水分需求不一致易

导致“小脚”病、埋根影响母树生长［３］、扦插生根率

低［４］等）。近年来有关楸树组织培养（组培）育苗的

报道较多，范国强等对金丝楸幼嫩茎段进行离体培

养，初次探讨金丝楸组培不同阶段适合的培养基和

激素组合［５］。李艳敏等以金丝楸为试材，采用改变

继代培养方式、将增殖和壮苗培养相结合、添加对

活性炭等措施，使金丝楸组培工厂化生产顺利进

行［６］。王爱芝对花楸的幼胚等 ５种不同外植体进
行研究，指出适合花楸茎段和片叶的诱导与增殖培

养条件［７］。韩创举对豫楸一号扦插、嫁接、组织培
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