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盐胁迫下园林植物彩叶树响应菌根共生

的比较转录组分析

陈　盖１，温可馨２，司　冰２

（１．唐山工业职业技术学院，河北唐山０６３２９９；２．渭南职业技术学院，陕西渭南７１４０２６）

　　摘要：土壤盐分是典型的非生物胁迫因素之一，严重影响着植物的生长发育。为了解盐胁迫下鸡爪槭（Ａｃｅｒ
ｐａｌｍａｔｕｍ）对接种丛枝菌根真菌的应答分子机制，对接种丛枝菌根处理（ＡＭ）、盐胁迫处理（ＳＳ）、盐胁迫接种丛枝菌根
处理（ＡＳ）及对照处理（ＣＫ）进行转录组测序分析。结果表明，基于转录组测序技术（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）测序共获得４６７２个
新基因；将ＳＳ与ＡＳ处理进行比较时，鉴定出４５５个差异表达基因（ＤＥＧｓ），其中２８６个基因上调表达，１６９个基因下调
表达。对获得的ＤＥＧｓ进行功能注释及富集分析，ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）分析结果表明，盐胁迫下接种丛枝菌根真菌涉及
蛋白质生物合成相关过程、ＡＴＰ生物合成过程、蛋白质谷胱甘肽化、细胞分化调控、氮同化相关过程、呼吸电子传递链
以及类胡萝卜素代谢等生物过程。ＫＥＧＧ（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）富集分析结果表明，主要涉及苯丙
烷、黄酮类、二芳基庚烷类及姜酚的次生代谢通路。综合ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析结果可知，这些基因主要参与植物细胞
内部环境的改善、氮代谢相关过程和宿主光保护机制。实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）验证表明，挑选的６个 ＤＥＧｓ
表达趋势与测序结果高度一致，说明测序结果准确可靠。本研究丰富了丛枝菌根真菌对盐胁迫的改善机制，可为后续

研究功能分析的耐盐候选基因提供理论依据。
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作者简介：陈　盖（１９９０—），男，河北唐山人，硕士，讲师，研究方向为

园林生物技术。Ｅ－ｍａｉｌ：７１５３２６７６２０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　土壤是植物生长发育的重要载体，然而全球范
围内超过 ７％的土地受到不同程度盐胁迫的影
响［１］。盐胁迫是对作物生长发育及产量形成最不

利的环境胁迫因子之一，其潜在的分子机制与多种

生物途径和过程有关，包括渗透调节、离子泵、氧化

途径以及营养障碍等代谢过程的改变［２］；分子水平

上，盐胁迫可限制细胞分裂、ＤＮＡ扩增，甚至诱导产
生基因毒性［３］。此前的研究发现，植物体具有多种

信号转导通路协助植物适应盐胁迫，例如盐胁迫敏

感系统（ＳＯＳ）、丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）级联、
磷脂酰肌醇（ＰＩ）和脱落酸（ＡＢＡ）介导的信号转导
通路［４］。此外，为应对盐胁迫，分子信号传导可以
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激活其他转录因子（ＴＦ），ＴＦ可增强和激活基因调
控信号，从而重新调节细胞离子、渗透和活性氧

（ＲＯＳ）的稳态［５］。

丛枝菌根（ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ，ＡＭ）真菌是
一种重要的土壤有益微生物，它可与８０％以上的陆
生植物形成互惠互利的共生关系，这种共生关系可

促进植物生长并改变植物的形态、生理和营养水

平［６］，从而提高对多种非生物胁迫因素的抵抗力，

包括养分贫瘠、高温、寒冷、干旱和盐胁迫［７］。在盐

胁迫条件下，接种 ＡＭ真菌的植物可以增强对离子
稳态、渗透平衡和抗氧化酶活性的调节［８］，同时也

可提高光合活性以改善养分活化、营养获取和植物

的水分吸收［７］。然而，以往对盐胁迫环境改善机制

的研究主要集中于形态学和生理学特征，很少对接

种ＡＭ真菌的植物在基因组范围内的基因表达进行
探索，这限制了 ＡＭ真菌在植物抗盐性方面的应用
认知［９］，因此，须要对盐胁迫条件下ＡＭ真菌改善机
制进行进一步的分子水平分析。

彩叶树是指在整个生长季节，全部或部分叶色

与自然绿色有明显区别的木本植物类群，基本特征

是具备一致的变色期、较长的观赏期和整齐的落叶

期［１０］。目前，紫叶稠李、金叶女贞、鸡爪槭、五角枫、

金叶红瑞木等１０余种彩叶树种广泛引种栽植于我
国各省市道路、街道两侧及公园中，是园林绿化的

重要组成［１１］。然而在实地栽种中，在各个地区均呈

现出植株生长势弱、适应性差、病虫害严重等现象。

许多彩叶树在盐渍土壤中生长不良，表现出叶片焦

枯、叶色灰暗等现象［１２］。在前人的研究中，接种ＡＭ
真菌可有效调节１００ｍｍｏｌ／Ｌ盐胁迫下彩叶树的渗
透胁迫、氧化损伤和离子应力，从而促进植株的生

长发育［１３］，这些结果为进一步研究彩叶树接种 ＡＭ
真菌的耐盐性分子机制奠定了基础。本研究中，借

助ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００测序平台分析彩叶树鸡爪
槭（Ａｃｅｒｐａｌｍａｔｕｍ）叶片组织中的全基因转录变化，
以探索ＡＭ真菌诱导耐盐性的分子机制。研究结果
可为更全面地了解ＡＭ真菌在耐盐性中的作用提供
理论支持，并启动有效的基因工程策略。

１　材料和方法

１．１　供试时间与供试材料
试验于２０２１年５—８月于渭南职业技术学院试

验场大棚中进行。供试彩叶树品种为鸡爪槭，购自

杨凌益恒园林绿化有限公司。种子采用表面灭菌

后在培养皿中的３层湿滤纸上，在 ２６℃ 环境下黑
暗处理催芽４ｄ。

供试培养基质为体积比为２∶１的土壤与珍珠
岩（直径 ＜３ｍｍ），高压蒸汽灭菌（１２１℃，１×
１０５ｋＰａ，４ｈ）后，冷却备用。土壤理化性质：ｐＨ值为
７．１１，有机质含量为 １８．３２ｇ／ｋｇ，全氮含量为
０９５ｇ／ｋｇ，碱解氮含量为７８．２６ｍｇ／ｋｇ，速效磷含量
为２１．０３ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量为１１０．６４ｍｇ／ｋｇ。供
试ＮａＣｌ为优级纯，购自上海玉博生物科技有限
公司。

供试 ＡＭ真菌为根内根孢囊霉（Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ
ｉｎｔｒａｒａｄｉｃｅｓ），购自北京市农林科学院植物营养与资
源环境研究所，直接用作接种菌剂，接种菌剂由土

壤和孢子构成，孢子数＞１００个／ｇ基质。
１．２　试验设计

试验采用完全随机设计，设置４个处理：ＣＫ（不
接种丛枝菌根真菌，不设置盐胁迫处理）、ＡＭ（接种
丛枝菌根真菌，不设置盐胁迫处理）、ＳＳ（不接种丛
枝菌根真菌，设置盐胁迫）、ＡＳ（接种丛枝菌根真菌，
设置盐胁迫）。每个处理重复３次。

盆栽器具为桶形，盆高为１７ｃｍ，半径为８ｃｍ，
每盆培养基质５ｋｇ。将催芽的种子每盆１粒转移至
盆栽土中，加入 ２００ｍＬ育苗专用营养液，并保持
６０％土壤持水量。接种 ＡＭ真菌的处理须将 ２０ｇ
ＡＭ真菌菌剂与灭菌的培养基质混合，不接种处理
即采用经高温灭菌处理的菌剂等量加入。培养３０ｄ
后在盐胁迫处理中加入１００ｍＬ浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＣｌ溶液，对照中加入等量蒸馏水。胁迫处理后
３０ｄ收获植株，共培养６０ｄ。
１．３　样品采集及测定分析
１．３．１　生物量、菌丝定殖率、丛枝侵染率及泡囊丰
富度测定　培养结束后，将植株全部取出，小心清
洗以获得完整根系，将根系切成１ｃｍ的小段，采用
台盼蓝染色，光学显微镜下用网格交叉记数法计算

菌丝定殖率、丛枝定殖率及泡囊丰富度，具体方法

参照Ｋｏｒｍａｎｉｋ等描述的步骤［１４］进行。生物量为鲜

质量，采用电子天平称量记录。

１．３．２　转录组测定
１．３．２．１　ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ文库构建和高通量测序
　使用ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ［天根生化科技（北
京）有限公司］分离 １２（４×３）张叶片样品的总
ＲＮＡ。文库构建和 ＲＮＡ－Ｓｅｑ分析由 Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（中国，北京）进行。首先，
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使用ＮＥＢＮｅｘｔ ｐｏｌｙ（Ａ）ｍＲＮＡＭａｇｎｅｔｉｃＩｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｍｏｄｕｌｅ［纽英伦生物技术（北京）有限公司］从总
ＲＮＡ中富集提取 ｐｏｌｙ（Ａ）ｍＲＮＡ，将 ｐｏｌｙ（Ａ）
ｍＲＮＡ片段化。这些中断的片段被用作第一链和第
二链ｃＤＮＡ合成的模板。然后对得到的ｃＤＮＡ进行
末端修复、磷酸化和连接到测序接头；通过 ＰＣＲ扩
增合适的产物以构建 ｃＤＮＡ文库。最后，使用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００对１２个纯化的文库进行高通
量测序。

１．３．２．２　高通量测序 ＲＮＡ－Ｓｅｑ读取映射和功能
注释　进行ＲＮＡ－Ｓｅｑ分析后，通过修剪接头并去
除低质量的原始序列以获得高质量的读数序列。

使用ＨＩＳＡＴ２软件将读数映射到鸡爪槭参考基因组
（ＧＣＡ＿００１８７６９３５．１，Ａｃｅｒｐａｌｍａｔｕｍ２０１７）。使用
ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ软件对映射的读数进行组装和定量分析，
作为每千个碱基的转录每百万个片段映射（ＦＰＫＭ）
值。来自参考基因组的原始基因的非翻译区

（ＵＴＲ），在连续映射读取的基础下，扩展到上游和
下游以合成和优化基因结构［１５］。此外，通过比较基

因组的原始注释信息，进行一一对比找到以前未注

释的转录区域（即过滤长度大于５０个氨基酸的短
多肽产物和单个外显子区域后的新基因）。对于新

基因，对潜在的新转录本进行功能注释，即将测序

得到的转录本与公开可用的蛋白质数据库（Ｎｒ、
Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、ＧＯ、ＣＯＧｓ、ＫＯＧ、Ｐｆａｍ、ｅｇｇ－ＮＯＧ和
ＫＥＧＧ）进行比对，使用ＢＬＡＳＴｘ算法获取对比值。
１．３．２．３　差异表达基因（ＤＥＧｓ）分析　每个基因的
表达水平由每千个碱基外显子每百万个片段映射

值决定。使用 ＤＥＳｅｑ软件进行成对比较中的差异
表达基因分析。通过计算所有基因的错误发现率

（ＦＤＲ）和倍数变化对数（ｌｏｇ２Ｃ）。结合 ＧＯ注释结
果进行功能描述，接着对 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ
富集分析，结合ＫＥＧＧ注释结果获取差异基因相关
的生化代谢途径及生物信号转导途径。当转录本

符合ＦＤＲ≤０．０１和 ｌｏｇ２Ｃ的绝对值≥１时，认为该
转录本存在功能富集。转录组测序委托上海美吉

生物医药科技有限公司完成。

１．３．３　实时定量ＰＣＲ验证差异基因准确性　将保
存于－８０℃的叶片样品快速研磨，采用转基因Ⅱ一
体化引物试剂盒ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔⅡ Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＦｉｒｓｔ－
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（北京全式
金生物技术股份有限公司）提取样本总 ＲＮＡ，并将
总ＲＮＡ转化为单链ｃＲＮＡ。采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计基因特异性引物（表 １）。使用 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＴｏｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金生物技术股
份有限公司）进行实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ），
并在 Ｂｉｏ－ＲａｄＣＦＸ９６实时 ＰＣＲ检测系统（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ，ＵＳＡ）上１式３份进行ＰＣＲ定量复孔检测。

每个反应包含 １０μＬ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴｏｐＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ、２．０μＬｃＤＮＡ样本、０．４μＬ基因特
异性引物、７．６μＬｄｄＨ２Ｏ，最终体积为２０μＬ。利用比
较的方法计算每个样本的ｍＲＮＡ与内参基因ＡｃｅｒＰＭ１
的相对表达量，以 ２－ΔΔＣＴ表示［１６］。最后，通过

ｑＲＴ－ＰＣＲ和ＲＮＡ－Ｓｅｑ分析比较 ＳＳ、ＡＳ处理中基
因表达的变化趋势，以评估测序结果是否可靠。基

因验证委托上海美吉生物医药科技有限公司完成。

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列信息

基因ＩＤ 正向引物序列（５′→３′） 反向引物序列（５′→３′）

Ｇｅｎｅ２３６６０ ＧＡＡＡＧＧＡＴＧＧＧＣＴＡＣＧＣＴＧＣ ＡＴＣＡＡＧＣＴＧＡＡＣＡＧＡＧＧＡＡＣＣ

Ｇｅｎｅ２６１４０ ＣＣＣＡＧＴＡＧＡＴＧＴＣＣＣＡＡＡＡＧ ＣＴＣＡＣＡＡＧＧＧＡＴＣＧＴＡＡＧＡＧＣ

Ｇｅｎｅ２０１８８ ＴＧＣＣＣＧＡＡＧＧＴＡＡＣＡＴＴＧＡＧ ＴＧＧＡＴＡＴＧＡＡＡＴＧＣＣＴＡＧＣＣＴＧ

Ｎｅｗ＿Ｇｅｎｅ４３７９ ＡＴＴＴＡＧＧＧＧＣＡＴＧＧＡＣＧＡＣＧ ＣＡＧＡＡＣＡＡＣＣＧＡＧＡＧＡＴＧＧＧＡ

Ｇｅｎｅ２０１７６ ＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＧＡＡＧＧＡＣＴＣＧ ＴＣＧＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＧＣＴ

Ｎｅｗ＿Ｇｅｎｅ２３１２９ ＴＣＧＴＣＧＧＴＴＣＴＴＣＡＴＴＧＣＣＴ ＣＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＣＣＡＡＧＡＡＣＧ

ＡｃｅｒＰＭ１ ＡＣＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＡＧＧＡＧＴＣＧ ＡＧＴＧＡＣＧＧＴＣＣＴＴＧＴＧＧＴＴＣ

１．４　数据处理与统计分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１３进行初步数据整理，采用 ＳＰＳＳ

２３．０软件中的单因素方差分析进行统计检测分析
（α＝０．０５），所有图形均采用 Ｏｒｉｇｉｎ８、Ｒ语言软件
绘制。

２　结果与分析

２．１　盐胁迫下菌根共生对彩叶树生物量累积及根
系侵染强度的影响

由图１－Ａ可知，在生物量中，以 ＡＭ处理生物
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量累积最高，ＳＳ处理生物量累积最低，各处理表现
为ＡＭ＞ＣＫ＞ＡＳ＞ＳＳ，其中 ＡＭ与 ＣＫ处理无显著
差异，二者皆显著大于ＳＳ和 ＡＳ处理，且 ＳＳ处理显
著小于ＡＳ处理；与 ＳＳ处理相比，ＣＫ、ＡＭ、ＡＳ处理
分别显著提高１０４．３１％、１１９．１７％、６４．５１％。由图
１－Ｂ可知，在没有接种ＡＭ真菌的处理中没有定殖
情况，因此未列出；接种丛枝菌根真菌情况下，整体

表现为菌丝定殖率大于丛枝定殖率，且以泡囊定殖

率最低。在ＡＭ处理中，菌丝、丛枝及泡囊的定殖率
分别为７８．３３％、７２．１６％、５９．６７％，盐处理（ＡＳ）下，
菌丝、丛枝及泡囊的定殖率分别为 ５４．３３％、
５２６７％及３９．０５％；且在任一定殖率指标中，皆以
ＡＭ处理显著大于ＡＳ处理。

２．２　盐胁迫及菌根共生下彩叶树转录本的原始数
据分析

为了全面了解ＡＭ真菌对盐胁迫下彩叶树叶片
转录组的影响，基于高通量ＲＮＡ－Ｓｅｑ建立了１２个
ｃＤＮＡ文库。去除低质量读段、不确定碱基、过短序
列以及可能污染的序列后，总共获得了高质量序列

数 ２０６００２０９～２９１５１２１４，高 质 量 碱 基 数
６１５９５７０３０６～８８１８９５９６５２，其中Ｑ３０＞９３．５８％，
鸟嘌呤和胞嘧啶（ＧＣ）所占的比例为 ４７．５８％ ～
４８７１％。此外，注释比例表明映射到鸡爪槭基因组
（ＧＣＡ＿００１８７６９３５．１，Ａｃｅｒｐａｌｍａｔｕｍ２０１７）的读数比
例皆较高，为８１．５４％ ～８３．８１％（表２）。上述结果
表明该ＲＮＡ－Ｓｅｑ测序的１２组 ｃＤＮＡ文库可用作
进一步分析的测序数据。

２．３　盐胁迫及菌根共生下彩叶树原始转录本的功
能注释及分类

根据ＲＮＡ－Ｓｅｑ测序结果，基于与参比基因组
（ＧＣＡ＿００１８７６９３５．１，Ａｃｅｒｐａｌｍａｔｕｍ２０１７）进行对比
总共鉴定出６０１９个原始转录本，且都均匀分布在
染色体上。功能注释见图２，在上述数据库中总共
注释得到 ４６７２个新基因。可注释到 ＣＯＧ、ＧＯ、
ＫＥＧＧ、ＫＯＧＰｆａｍ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、ｅｇｇ－ＮＯＧ及 Ｎｒ的新
基因数分别为６２６、１７５１、１１８１、１９２０、１６６０、２１９０、
３０５７及４６４４个，分别占总的新基因数的１３．４０％、
３７．４８％、２５．２８％、４１．１０％、３５．５３％、４６．８８％、６５４３％

表２　盐胁迫下菌根共生下彩叶树转录本的原始数据分析

样本名
过滤序列数

（个）

过滤碱基数

（个）

ＧＣ含量
（％）

Ｑ３０
（％）

可注释比例

（％）

ＣＫ１ ２４０７８９２２ ７２１８２５３６６０ ４８．６９ ９３．５８ ８１．６７

ＣＫ２ ２０６００２０９ ６１５９５７０３０６ ４８．４０ ９３．８４ ８３．０２

ＣＫ３ ２３８１９９２１ ７１２２１５４８８０ ４８．４３ ９３．９７ ８２．０９

ＡＭ１ ２９１５１２１４ ８８１８９５９６５２ ４８．５０ ９３．８６ ８１．９１

ＡＭ２ ２３６６８７１８ ７０８８１６５７６２ ４８．７１ ９３．８８ ８３．２６

ＡＭ３ ２７２２４２６６ ８１４９４７７９９４ ４８．１９ ９３．７３ ８２．７５

ＳＳ１ ２６０６２１５１ ７８０１６４０１３６ ４８．５２ ９４．１５ ８３．８１

ＳＳ２ ２３８３６２２８ ７１３１９１５４７８ ４７．９３ ９４．３８ ８２．１５

ＳＳ３ ２４８４８１２７ ７４３９３０８１８６ ４７．９８ ９４．４７ ８１．８３

ＡＳ１ ２３８４７９４３ ７１４１６８３７１０ ４８．４７ ９３．９９ ８２．６９

ＡＳ２ ２５７７７６３１ ７７１８６２８７００ ４７．６８ ９４．２８ ８１．５４

ＡＳ３ ２８６３５８１４ ８５７１４９１４６６ ４７．５８ ９４．３１ ８３．７２
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及９９．４０％。
２．４　盐胁迫及菌根共生下彩叶树转录本的差异基
因（ＤＥＧｓ）分析

由图３－Ａ可知，当进行盐胁迫处理且无论接
种丛枝菌根与否的对比组中（ＡＭ／ＳＳ、ＣＫ／ＳＳ），差异
基因的下调数量整体上是上调数量的２倍。对于接
种ＡＭ真菌处理中，在没有和有盐胁迫对比下（ＣＫ／
ＡＭ、ＳＳ／ＡＳ），上调的 ＤＥＧｓ数量则几乎是下调的
ＤＥＧｓ数量的２倍。这些结果表明，鸡爪槭中更多
的ＤＥＧｓ响应于盐胁迫而发生下调，而更多的 ＤＥＧｓ
响应于接种ＡＭ真菌而上调。有趣的是，本研究发
现４１个基因在比较 ＣＫ／ＳＳ处理时下调，但在比较
ＳＳ／ＡＳ处理时却上调。此外，在比较 ＳＳ／ＡＳ处理
时，有２８６个基因上调，但在比较 ＣＫ／ＳＳ处理时，这
些基因的表达水平没有差异。因此，可以推断具有

这些表达特征的ＤＥＧｓ可能是盐胁迫条件下响应菌
根共生的关键基因。

为了进一步探索来自 ４个不同比较处理的
ＤＥＧｓ之间的关系，构建了不同比较处理间 ＤＥＧｓ的
Ｖｅｎｎ图。由图３－Ｂ可知，仅在接种与不接种 ＡＭ
真菌条件下（ＣＫ／ＳＳ、ＡＭ／ＡＳ），共有７９８个ＤＥＧｓ，其
中未接种的植物特有１６３０个 ＤＥＧｓ。这些结果表
明，在接种和未接种 ＡＭ真菌的植物对盐胁迫的分
子反应存在明显差异。此外，为了识别盐胁迫下

ＡＭ真菌特异性调控的 ＤＥＧｓ，ＳＳ／ＡＳ与 ＣＫ／ＡＭ仅
共有１个共同 ＤＥＧｓ，这表明大多数 ＤＥＧｓ在 ＳＳ和
ＡＳ处理的比较可能与ＡＭ真菌调节的盐胁迫有关。
因此ＳＳ／ＡＳ中的这些 ＤＥＧｓ（４５５个）可用于后续基
因功能表征以分析由ＡＭ真菌诱导耐盐性的可能分
子机制。

２．５　盐胁迫及菌根共生下彩叶树差异基因（ＤＥＧｓ）
的功能注释

２．５．１　盐胁迫及菌根共生下彩叶树ＤＥＧｓ的ＧＯ功
能注释与分类　为了解释ＡＭ真菌在盐度胁迫中的
改善机制，研究了在 ＳＳ／ＡＳ比较中的４５５个 ＤＥＧｓ
的特征。对于ＧＯ分析，４５５个ＤＥＧｓ中有２４７个被
分配到至少１个ＧＯ分类中，其主要涉及生物过程、
分子功能和细胞成分（图 ４）；ＤＥＧｓ显著富集（ＫＳ
值≤０．０５）在３２个过程中产生富集（表３）。这些富
集的ＧＯｔｅｒｍ在盐度胁迫的适应性反应中的生物过
程高度相关，包括蛋白质生物合成相关过程（ＧＯ：
０００６３８３、ＧＯ：０００６４５２、ＧＯ：０００６４４９、ＧＯ：００４５９０１、
ＧＯ：００４５９０５、ＧＯ：０００６４１４和ＧＯ：０００６４１５）、ＡＴＰ生
物合成过程（ＧＯ：０００６７５４）、蛋白质谷胱甘肽化
（ＧＯ：００１０７３１）、细胞分化调控（ＧＯ：００４５５９５）、氮同
化相 关 过 程 （ＧＯ：００１０１６７、ＧＯ：０００９３０９、ＧＯ：
０００９０８４）、呼吸电子传递链（ＧＯ：００２２９０４）以及类胡

萝卜素代谢过程（ＧＯ：００４３２８８）。
２．５．２　盐胁迫及菌根共生下彩叶树ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧ
功能注释与富集分析　基于京都基因与基因组百
科全书（ＫＥＧＧ）分析中，４５５个 ＤＥＧｓ中有９８个被
分配了ＫＥＧＧＩＤ并被分类为５８个途径（图５）。在
图６中突出显示了前 ２０条富集途径（基于 ｑ值），
其中，ＤＥＧｓ显著（ｑ值≤０．０５）富集在与次级代谢物
生物合成相关的３条途径中，包括苯丙烷、黄酮类、
二苯乙烯类、二芳基庚烷类和姜酚的通路代谢（图

５、图６），这些通路可能与耐盐性有关。
２．６　盐胁迫及菌根共生下彩叶树 ＤＥＧｓ的 ｑＲＴ－
ＰＣＲ验证

为了验证ＲＮＡ－Ｓｅｑ数据的可靠性，在ＳＳ／ＡＳ的
４５５个ＤＥＧｓ中随机挑选了６个 ＤＥＧｓ进行 ｑＲＴ－
ＰＣＲ分析。通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析发现，Ｇｅｎｅ２３６６０、
Ｇｅｎｅ２６１４０、Ｎｅｗ＿Ｇｅｎｅ４３７９、Ｇｅｎｅ２０１７６、Ｇｅｎｅ２０１８８、
Ｎｅｗ＿Ｇｅｎｅ２３１２９的ｌｏｇ２ＦＣ值分别为９．６６、３．２６、３３９、
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表３　盐胁迫下菌根共生下彩叶树ＤＥＧｓ的ＧＯ分类

ＧＯＩＤ ＧＯ富集描述 注释数 注释显著数 富集系数

ＧＯ：００１５７１３ 磷酸甘油酸转运 ５ ２ ０．００９４０
ＧＯ：０００６３８３ ＲＮＡ聚合酶Ⅲ启动子的转录ＲＮＡ ４ １ ０．０１１９５
ＧＯ：０００９３９９ 固氮 ３ １ ０．０１２９９
ＧＯ：００４５９０１ ＲＮＡ翻译延伸的正向调控因子 ９ １ ０．０１６４４
ＧＯ：００４５９０５ ＲＮＡ翻译终止的正向调控因子 ９ １ ０．０１６４４
ＧＯ：０００６４５２ ＲＮＡ翻译移码 ９ １ ０．０１６４４
ＧＯ：０００６４４９ 翻译终止的最终调控 ９ １ ０．０１６４４
ＧＯ：０００９０８４ 谷氨酰胺家族氨基酸的生物合成过程 ２５ ３ ０．０１７１０
ＧＯ：０００９１４５ 嘌呤核苷三磷酸的生物合成 ５８ １ ０．０２０２８
ＧＯ：０００９２０６ 嘌呤核糖核苷三磷酸的生物合成 ５８ １ ０．０２０２８
ＧＯ：００２２９０４ 呼吸电子传递链 ３０ １ ０．０２１２６
ＧＯ：０００６７５４ ＡＴＰ生物合成过程 ５３ １ ０．０２４７０
ＧＯ：００４３２４１ 蛋白质复合体分解 ４１ ２ ０．０２４７６
ＧＯ：００３２９８４ 大分子复合物的分解 ４１ ２ ０．０２４７６
ＧＯ：００４８５７１ 长日光周期 ８ １ ０．０２５０２
ＧＯ：００４８５７４ 日照光周期与开花期 ８ １ ０．０２５０２
ＧＯ：０００９６９６ 水杨酸代谢过程 ３０ ２ ０．０２５７６
ＧＯ：００５１３３６ 水解酶活性调节 ４１ １ ０．０２８５３
ＧＯ：０００６４１４ 水平延伸 １０１ ２ ０．０３０６２
ＧＯ：０００６４１５ 翻译终止 １８ １ ０．０３０６５
ＧＯ：００００１０３ 硫酸盐同化 １２ １ ０．０３１６７
ＧＯ：００４５５９５ 调控细胞分化 ４６ １ ０．０３１６７
ＧＯ：００７１９００ 蛋白丝氨酸／苏氨酸激酶活性的调控 ３１ １ ０．０３４３３
ＧＯ：００２２４１１ 细胞成分分解 ４２ ２ ０．０３４５５
ＧＯ：００９８６５６ 阴离子跨膜转运 ５１ ２ ０．０３５５０
ＧＯ：００４３２８８ 类胡萝卜素代谢过程 ９ １ ０．０３５８４
ＧＯ：００４３６２４ 细胞蛋白复合物的分解 ４０ ２ ０．０４０５８
ＧＯ：００１０１６７ 对硝酸盐的反应 １９ １ ０．０４３７６
ＧＯ：００４６１８９ 含酚化合物生物合成过程 ３１ ２ ０．０４４１４
ＧＯ：００１０７３１ 蛋白质谷胱甘肽化 ７ １ ０．０４３７３
ＧＯ：００４３２４４ 蛋白质复合物分解的调节 ２０ １ ０．０４９８１
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２．７１、４．６４、２．５４（图７），这６个基因的表达趋势与
转录本的ＲＮＡ－Ｓｅｑ分析结果高度一致。这些结果
表明ＤＥＧｓ分析是准确可靠的。

３　讨论与结论

丛枝菌根真菌在土壤中广泛存在，是重要的功

能性微生物组成部分［７］。关于ＡＭ真菌改善盐胁迫
的研究已经在烟草、黄瓜、玉米以及小麦等多种植

物中得到证实［１７－１９］。为了更好地了解 ＡＭ真菌对
植物耐盐性的潜在分子机制，在盐胁迫下给彩叶树

鸡爪槭接种ＡＭ真菌，并进行比较转录组分析，建立
了１２个测序文库，确定了６０１９个潜在基因，注释

得到４６７２个新基因。此外，在盐胁迫条件下由ＡＭ
真菌诱导的４５５个差异基因显著富集在几个 ＧＯ和
ＫＥＧＧ通路中，这些通路涉及耐盐机制，包括植物细
胞内部环境的改善、氮代谢相关过程以及可能的光

保护机制。这些途径进一步证实ＡＭ真菌可调控离
子渗透和氧化应激的影响，并改善盐度胁迫下的氮

代谢和光保护机制。

３．１　盐胁迫下菌根共生涉及的细胞改善作用
首先，在盐胁迫条件下，抗氧化酶的分泌与非

酶化合物的合成在清除过量 ＲＯＳ以维持氧化平衡
和减少非生物胁迫对细胞中的影响方面起着重要

作用，如过氧化物酶（ＰＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶
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（ＧＰＸ）、单脱氢抗坏血酸还原酶（ＭＤＨＡＲ）、腺苷高
半胱氨酸酶（ＡＨＣＹ）、谷胱甘 Ｓ－转移酶（ＧＳＴ）、抗
坏血酸（ＡｓＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和硫氧还蛋白
（ＴＲＸ）等［１８，２０－２２］。本研究发现，许多编码 ＰＯＤ、
ＧＳＴ、ＭＤＨＡＲ、ＡＨＣＹ和 ＴＲＸ的 ＤＥＧｓ发生上调表

达并参与了多种抗氧化系统，包括抗坏血酸 －ＧＳＨ
循环和过氧还蛋白／硫氧还蛋白（ＰｒｘＲ／Ｔｒｘ）途径。

前人研究表明，ＡＭ真菌可通过调节脯氨酸代
谢酶活性从而改变叶脯氨酸代谢，这对调控宿主渗

透压至关重要［２３］。本研究发现，２个编码 Ｋ＋通道
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的基因上调 ＡＫＴ基因的表达，这些基因参与 Ｋ＋在
叶部中的易位［２，２４］。敏感系统信号通路通过调节质

膜和液泡中的 Ｎａ＋转运在离子稳态中发挥重要作
用，这涉及胞质 Ｃａ２＋信号运输、质膜和液泡 Ｎａ＋／
Ｈ＋逆向调节以及Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ建立的Ｈ＋梯度驱动
过程等［２５］。本研究中，参与ＳＯＳ途径的相关基因发
生上调，包括编码 Ｃａ２＋结合蛋白（ＳＯＳ３）和 ＣＢＬ基
因家族相互作用蛋白激酶（ＳＯＳ２）的 ＤＥＧｓ。此外，
ＣＫ／ＳＳ比较中发现编码 Ｖ型 Ｈ＋转运三磷酸腺苷
（ＡＴＰ）酶的基因表达水平增加，编码质膜 ＡＴＰ酶的
基因在ＳＳ／ＡＳ中也发生上调，这对于在液泡膜和质
膜上建立电化学 Ｈ＋梯度至关重要。这表明接种
ＡＭ真菌通过在更全面、更平衡的渗透调控网络中
调整过量Ｎａ＋传输来促进离子稳态。此外，过量的
Ｎａ＋通常会导致盐度胁迫下糖生植物中Ｋ＋缺乏，因
此，ＡＫＴ基因的上调表达也可能在植物细胞中保持
较高的Ｋ＋／Ｎａ＋发挥作用，从而适应盐胁迫［２６］。

３．２　盐胁迫下菌根共生对氮代谢相关过程的调控
作用

氮（Ｎ）是限制植物生长和发育的常量营养素，
研究表明氮吸收、运输、还原和同化以及氨基酸代

谢等代谢过程都受到盐度胁迫的影响［２７］。就植物

对盐渍土的适应而言，增强 Ｎ代谢可能是 ＡＭ真菌
改善宿主发育的重要功能之一［１７］。谷氨酰胺合成

酶（ＧＳ）、谷氨酸脱氢酶（ＧＤＨ）和谷氨酸合成酶
（ＧＯＧＡＴ）是参与 Ｎ同化的关键酶［２８］。在本研究

中，编码 ＧＳ和 ＧＤＨ的 ＤＥＧｓ在盐度胁迫下发生下
调表达；接种 ＡＭ真菌后，编码 ＧＳ、ＧＤＨ和 ＧＯＧＡＴ
以及ＮＲＴ１／ＰＴＲ家族中编码蛋白质的ＤＥＧｓ表达发
生上调。这表明彩叶树鸡爪槭的耐盐性增强可能

与接种ＡＭ真菌提高 Ｎ代谢效率有关。一些研究
表明，ＡＭ真菌还会导致编码与次级代谢相关的酶
的基因表达水平增加，例如酚类化合物、黄酮类化

合物和木质素的代谢，这些次级代谢涉及抗氧化、

防御系统和耐盐调控［２９］。本研究发现，４５５个已鉴
定的 ＤＥＧｓ在参与次级代谢产物生物合成的苯丙
烷、黄酮类、二苯乙烯类、二芳基庚烷类和姜酚的等

生物途径中存在显著富集，这与前人的研究结果［２９］

基本一致。这些结果表明，接种 ＡＭ真菌可激活氮
素相关次级代谢基因从而可能在增强耐盐性中起

重要作用。

３．３　盐胁迫下菌根共生可能涉及的光保护机制
光合作用是受盐胁迫影响的主要过程之一，可

能会导致过多的光消耗，从而导致光抑制甚至光损

伤［３０］。然而，植物已经进化出多种机制来保护自己

免受光损伤，包括通过平衡光能的吸收和利用以及

细胞环境的修复来避免光抑制［２］。本研究中，结合

转录组数据结果，在盐胁迫下彩叶树鸡爪槭可能通

过下调编码光捕获叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ结合蛋白
（ＬＨＣⅡ）基因的表达水平从而降低光抑制，叶绿素
是植物体中最丰富的光收集器［３１］。因为 ＬＨＣⅡ从
ＰＳⅡ迁移到ＰＳⅠ的状态转变是由编码丝氨酸／苏氨
酸蛋白激酶基因（ＳＴＮ７）的表达水平上调启动的，从
而平衡光系统之间的激发能量分布［２９］。

本研究中，另一个显著的变化是参与类胡萝卜

素代谢过程（ＧＯ：００４３２８８）的 ＤＥＧｓ水平发生了改
变，类胡萝卜素具有 ＲＯＳ清除、光保护和膜稳定性
功能，类胡萝卜素代谢 ＤＥＧｓ上调可有助于提高耐
盐性［３２］。光反应中，多余的光能可以从叶绿体输出

并通过线粒体呼吸链消散［３３］，这涉及替代呼吸途径

能量守恒电子传递（ＥＴＣ）途径的重要旁路，该途径
涉及Ⅱ型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）脱
氢酶（ＮＤｓ）和抗氰化物替代氧化酶（ＡＯＸ）［２７－２８］，
从而在光保护中起着关键作用。本研究中，在盐胁

迫下编码ＡＯＸ的基因被下调，同时随着接种ＡＭ真
菌编码ＮＤＢ２（一种Ⅱ型ＮＤｓ）的基因被上调。这些
结果表明，接种 ＡＭ真菌的彩叶树鸡爪槭采用多种
策略来保护自己免受光损伤从而克服盐胁迫。

综上，本研究中，基于彩叶树鸡爪槭基因组分

析总共鉴定出 ６０１９个原始转录本，通过注释到
ＣＯＧ、ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＫＯＧＰｆａｍ、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ、ｅｇｇ－ＮＯＧ
及Ｎｒ的新基因数共得到４６７２个新基因，并在盐胁
迫处理（ＳＳ）和盐胁迫下 ＡＭ真菌接种处理（ＡＳ）的
比较转录中鉴定了４５５个差异基因。进一步研究表
明，在４５５个 ＤＥＧｓ中，一些被鉴定为耐盐基因，因
为它们参与植物细胞内部环境的改善、氮代谢相关

过程和可能的光保护机制。本研究为后续研究功

能分析的耐盐候选基因提供了理论依据。
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