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绿豆乙醇脱氢酶基因生物信息学分析及其
在镉胁迫下的表达特性变化

程　 斌ꎬ 张创娟ꎬ 杨　 乐ꎬ 冷　 艳ꎬ 李师翁①

(兰州交通大学生物与制药工程学院ꎬ 甘肃 兰州 ７３００７０)

摘要: 基于绿豆〔Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋ〕基因组注释文件鉴定乙醇脱氢酶基因(ＡＤＨｓ)ꎬ并采用生物信息

学方法分析了绿豆 ＡＤＨｓ 基因结构及其编码的氨基酸序列的理化特性和系统关系ꎻ运用转录组和酶学方法分析了

Ｃｄ 胁迫条件下绿豆幼苗根、茎和叶片中 ＡＤＨｓ 基因的表达量和 ＡＤＨ 酶活性的变化ꎮ 结果表明:绿豆基因组含有 １５
个 ＡＤＨｓ 基因ꎬ依次命名为 ＶｒＡＤＨ１ 至 ＶｒＡＤＨ１５ꎻ１５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因的序列长度为 ２３７ ~ １ ６０３ ｂｐꎬ其中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０
基因包含 ２ 个内含子和 ２ 个外显子ꎬ其他 ＶｒＡＤＨｓ 基因分别包含 ７~９ 个内含子和 ７~１０ 个外显子ꎮ １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 的
氨基酸序列中ꎬ除 ＶｒＡＤＨ１ 和 ＶｒＡＤＨ１０ 外ꎬ其他 ＶｒＡＤＨｓ 均含有 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎮ １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 的氨基酸残基数为 ７８~
４４４ꎬ相对分子质量 ８ ８４０~４８ ３９０ꎬ等电点 ｐＩ ４.８３~ ｐＩ ８.２２ꎬ亲水性系数－０.２５９~ ０.０９０ꎻ其中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 属于短链

脱氢酶ꎬ其他 ＶｒＡＤＨｓ 均属于中、长链脱氢酶ꎻ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 含有 ＡＤＨ＿Ｎ 结构域ꎬ其他 ＶｒＡＤＨｓ 均含有 ＡＤＨ＿Ｎ 和

ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域ꎬ且 ＶｒＡＤＨ１ 还含有 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ 结构域ꎮ ＮＪ 系统发育树将 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 及大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.〕的 ３１ 个 ＧｍＡＤＨｓ 和拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕的 ８ 个 ＡｔＡＤＨｓ 分为 ３ 个分支ꎬ
其中绿豆与大豆的 ＡＤＨｓ 亲缘关系更近ꎮ 转录组和酶活性分析结果显示:ＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８ 和 ＶｒＡＤＨ１０ 基因在根、
茎和叶片中均未表达ꎬ而其他 ＶｒＡＤＨｓ 基因均不同程度表达ꎬ且表达水平随生长时间而异ꎻ在根、茎和叶片中相对表

达量最高的基因分别为 ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ３ 和 ＶｒＡＤＨ１４ꎮ 经 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｃｄ 胁迫处理后ꎬ多数 ＶｒＡＤＨｓ 基因的相对

表达量较对照上调ꎬ且部分基因的相对表达量与对照差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 经 Ｃｄ 胁迫处理后绿豆幼苗根、茎和叶片

中 ＡＤＨ 酶活性总体上均高于对照ꎮ 综合分析结果表明:绿豆幼苗根、茎和叶片中 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达特性存在明

显差异ꎬ部分 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达呈现组织特异性ꎻＣｄ 胁迫处理后绿豆幼苗 ＡＤＨ 酶活性的升高与某些 ＶｒＡＤＨｓ 基因

的表达水平上调有关ꎬ表明这些 ＶｒＡＤＨｓ 基因参与了绿豆对 Ｃｄ 胁迫的响应过程ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ (ＡＤＨｓ) ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｅ ｏｆ
Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＡＤＨｓ ｏｆ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄꎻ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＤＨｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＡＤＨ
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ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ １５ ＡＤＨｓ ｉｎ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ
ｇｅｎｏｍｅꎬ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｎａｍｅｄ ａｓ ＶｒＡＤＨ１ ｔｏ ＶｒＡＤＨ１５ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １５ ＶｒＡＤＨｓ ａｒｅ
２３７－１ ６０３ ｂｐꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｏｎｌｙ ＶｒＡＤＨ１０ ｃｏｎｔａｉｎｓ ２ ｉｎｔｒｏｎｓ ａｎｄ ２ ｅｘｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ＶｒＡＤＨｓ ｃｏｎｔａｉｎ
７－９ ｉｎｔｒｏｎｓ ａｎｄ ７ － １０ ｅｘｏｎｓ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １５ ＶｒＡＤＨｓꎬ ａｌｌ ＶｒＡＤＨｓ ｅｘｃｅｐｔ
ＶｒＡＤＨ１ ａｎｄ ＶｒＡＤＨ１０ ｃｏｎｔａｉｎ １０ ｍｏｔｉｆｓ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ １５ ＶｒＡＤＨｓ ａｒｅ ７８－
４４４ꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓｅｓ ａｒｅ ８ ８４０－４８ ３９０ꎬ ｔｈｅ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ａｒｅ ｐＩ ４.８３－ｐＩ ８.２２ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｒｅ －０.２５９－０.０９０ꎻ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｏｎｌｙ ＶｒＡＤＨ１０ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ｓｈｏｒｔ￣ｃｈａｉｎ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ＶｒＡＤＨｓ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ ｍｅｄｉｕｍ ｏｒ ｌｏｎｇ￣ｃｈａｉｎ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓꎻ ｏｎｌｙ ＶｒＡＤＨ１０
ｃｏｎｔａｉｎｓ ＡＤＨ＿Ｎ ｄｏｍａｉｎꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ＶｒＡＤＨｓ ａｌｌ ｃｏｎｔａｉｎ ＡＤＨ ＿Ｎ ａｎｄ ＡＤＨ＿ ｚｉｎｃ ＿Ｎ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ａｎｄ
ＶｒＡＤＨ１ ａｌｓｏ ｃｏｎｔａｉｎｓ ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｅ １５ ＶｒＡＤＨｓꎬ ３１ ＧｍＡＤＨｓ ｏｆ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.)
Ｍｅｒｒ.ꎬ ａｎｄ ８ ＡｔＡＤＨｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. ａｒｅ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｂｙ ＮＪ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ＡＤＨｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ａｎｄ Ｇ. ｍａｘ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｒ. Ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＶｒＡＤＨ７ꎬ ＶｒＡＤＨ８ꎬ ａｎｄ ＶｒＡＤＨ１０ ａｒｅ ｎｏｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ＶｒＡＤＨｓ ａｒｅ ａｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｖａｒｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｔｉｍｅꎻ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ
ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ａｒｅ ＶｒＡＤＨ１ꎬ ＶｒＡＤＨ３ꎬ ａｎｄ ＶｒＡＤＨ１４ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｍｏｓｔ ＶｒＡＤＨｓ ａｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ
ＡＤＨ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｆｔｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｒｅ
ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｅｖｉｄｅｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎬ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ＶｒＡＤＨｓ ｓｈｏｗ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎻ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＤＨ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ
Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｆｔｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ＶｒＡＤＨｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ＶｒＡＤＨｓ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｖ. ｒａｄｉａｔａ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｃａｄｍｉｕｍ
ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 乙醇脱氢酶(ＡＤＨ)是生物体内主要短链醇代谢

的关键酶ꎬ广泛存在于所有生物细胞中ꎬ由多基因家

族编码ꎬ主要分为 ３ 个亚家族:短链脱氢酶 /还原酶ꎬ
少于 ２５０ 个氨基酸残基ꎻ中链脱氢酶 /还原酶ꎬ约含

３５０ 个氨基酸残基ꎻ长链脱氢酶 /还原酶ꎬ含 ３８５ ~ ９００
个氨基酸残基[１]ꎮ 典型的 ＡＤＨ 是锌结合酶ꎬ锌结合

位点含 ２０６ ~ ３４０ 个氨基酸残基[２]ꎬ其结构域包含底

物结合或催化结构域和辅酶结合结构域ꎬ其中ꎬ底物

结合或催化结构域为 Ｎ 末端的不规则 β 卷曲和一小

段 Ｃ 末端区域ꎬ含 ３５ ~ １６４ 个氨基酸残基ꎻ而辅酶结

合结构域则含有结合 ＮＡＤ 的 Ｒｏｓｓｍａｎｎ 折叠[３]ꎮ
植物的 ＡＤＨ 基因属于一个小的多基因家族ꎬ如

水稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) [４] 和 玉 米 ( Ｚｅａ ｍａｙｓ
Ｌｉｎｎ.) [５]等含有 ２ 或 ３ 个 ＡＤＨｓꎮ ＡＤＨｓ 基因可参与果

实成熟过程ꎬ如番茄 ( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.)
ＡＤＨ２ 基因参与果实成熟过程中的挥发性香气成分

的代谢ꎬ过表达 ＡＤＨ２ 可以改善水果风味[６]ꎬ且在甜

瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ.) [７] 和杧果 (Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ
Ｌｉｎｎ.) [８]中也有相似的结果ꎮ ＡＤＨｓ 基因还可参与植

物激素调控ꎬ如白梨 (Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.) 的

ＡＤＨ 基因参与激素调节作用ꎬ且对脱落酸、吲哚乙酸

和乙烯的调节模式不同[９]ꎮ 在胁迫条件下ꎬＡＤＨ 基

因能够通过调节活性氧(ＲＯＳ)相关基因的表达水平

保持细胞内 ＲＯＳ 的稳定状态[１０]ꎬ同时ꎬＡＤＨ 基因也

有助于植株积累更多的可溶性糖和胼胝质等物质ꎬ对
植物细胞的渗透压起到调节作用[１１－１４]ꎮ Ｋｏｍａｔｓｕ
等[１５] 发现ꎬ水淹胁迫后大豆 〔 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｍｅｒｒ.〕幼苗 ＡＤＨ２ 基因的表达显著增强ꎬ但 ＡＤＨ２ 基

因的表达对渗透、低温和干旱等胁迫处理均不响应ꎬ
表明 ＡＤＨ２ 基因是在大豆根中表达的对淹水响应的

特异性基因ꎮ 另外ꎬ低氧胁迫环境下 ＡＤＨ 基因的表

达增强ꎬ能提高绿豆的耐涝性[１６]ꎮ 上述研究结果均

表明:ＡＤＨ 基因参与植物生长发育、有氧代谢及各种

胁迫响应等多项生理生化过程[１７ꎬ１８]ꎮ
土壤 Ｃｄ 污染是严重的环境问题之一ꎬ不但影响

作物的生长和产量ꎬ而且通过食物链危害人类健康ꎮ
一些植物种类可通过根系从土壤中吸收重金属ꎬ并产

生耐受性[１９]ꎬ因而可用于土壤重金属污染的修复ꎮ

１１
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豆科(Ｆａｂａｃｅａｅ)植物的根瘤使其在土壤重金属污染

修复方面具有独特优势[２０]ꎮ 因而ꎬ研究豆科植物对

重金属耐受性的分子机制ꎬ特别是特定基因对重金属

的响应特征ꎬ对了解植物对重金属的耐受机制ꎬ以及

重金属污染土壤的植物修复机制都具有重要意义ꎮ
绿豆〔Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋ〕为种植

较为广泛的豆科植物之一ꎬ为掌握绿豆对 Ｃｄ 胁迫的

耐受性及其耐受机制ꎬ前期本课题组的研究人员运用

转录组技术研究了 Ｃｄ 胁迫对绿豆根基因表达的影

响[２１]ꎮ 为进一步揭示绿豆对 Ｃｄ 胁迫的分子响应机

制ꎬ作者在前期研究工作的基础上ꎬ采用基因组学、转
录组学和酶学等方法ꎬ鉴定并分析绿豆的 ＡＤＨｓ 基因

及其编码的氨基酸序列特征ꎬ并对正常和 Ｃｄ 胁迫条

件下绿豆不同部位 ＡＤＨｓ 基因表达特性以及 ＡＤＨ 酶

活性的变化进行比较分析ꎬ以期为植物 ＡＤＨｓ 基因的

功能研究及应用提供科学资料ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

绿豆种子经自来水清洗后ꎬ用体积分数 ６％
ＮａＣｌＯ 溶液浸泡 １５ ｍｉｎꎬ并用无菌水清洗后ꎬ置于

(２５.０±０.５)℃恒温箱中浸种 ２４ ｈꎻ在塑料育苗盘中加

入适量育苗基质〔Ｖ(珍珠岩) ∶ Ｖ(蛭石)＝ １ ∶ １〕ꎬ每
盘 １５ 个育苗格ꎬ每个育苗格的长、宽、高分别为 ９、８、
７ ｃｍꎮ 每个育苗格播种 ２０ 粒绿豆种子ꎬ置于光照培

养箱中培养 ５ ｄꎬ培养条件为温度(２５.０±１.０)℃、光照

时间 １４ ｈ􀅰ｄ－１、光照强度 １００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 Ｃｄ 胁迫处理和样品采集 　 Ｃｄ 胁迫处理分为

对照组和处理组ꎬ分别以 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液和含 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＣｄＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ 的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液为培养

液ꎬ每组 ３ 个生物学重复ꎬ每个重复 １ 盘ꎮ 对照组和

处理组每个育苗格均加入 ７０ ｍＬ 相应培养液ꎬ并在处

理第 ５ 天分别补充 ７０ ｍＬ 相应培养液ꎮ
于处理的第 １、第 ５ 和第 ９ 天ꎬ从对照组和处理

组的育苗盘中分别取出 ８０ 株绿豆幼苗植株ꎬ清洗并

吸干表面水分后ꎬ分别剪取植株的根、茎和叶片ꎬ用液

氮速冻后置于－８０ ℃条件下保存ꎬ用于转录组分析ꎮ
于处理的第 １、第 ３、第 ５、第 ７ 和第 ９ 天ꎬ从对照组和

处理组的育苗盘中分别取 ８０ 株植株ꎬ清洗并吸干表

面水分后ꎬ将根、茎和叶片分开ꎬ用于酶活性测定ꎮ

１.２.２ 　 ＡＤＨ 基因筛选、鉴定和蛋白特性分析 　 从

ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载绿

豆全基因组及注释文件信息ꎬ筛选已注释的绿豆

ＡＤＨｓ 基因序列ꎻ从 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库 ( ｈｔｔｐ:∥
ｐｌａｎｔｓ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ ) 检 索 拟 南 芥

〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 ＡＤＨｓ 基因序

列ꎻ从 ＮＣＢＩ 数据库得到大豆基因组注释文件和蛋白

序列文件ꎬ通过检索后筛选得到大豆 ＡＤＨｓ 基因

序列ꎮ
用基于隐马尔可夫模型(ＨＭＭＥＲ)的工具(ｈｔｔｐｓ:∥

ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｈｍｍｅｒ / ｓｅａｒｃｈ / ｈｍｍｓｃａｎ)对下载

的绿豆基因组注释蛋白序列进行检索ꎬ设置ｅ￣ｖａｌｕｅ值
为 ０.０００ １ꎬ得到绿豆 ＡＤＨ 蛋白的氨基酸序列ꎻ再利

用 Ｐｆａｍ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ)进行蛋白结构

域鉴定ꎬ确定所有获得的蛋白均含有 ＡＤＨ 结构域ꎮ
使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐ:∥ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)

分析 ＡＤＨｓ 蛋白理化性质ꎬ包括相对分子质量、等电

点和氨基酸残基数等ꎮ 使用 ＭＥＭＥ 线上平台(ｈｔｔｐ:∥
ｍｅｍｅ－ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)进行蛋白 ｍｏｔｉｆ 分析ꎬ将
鉴定的绿豆 ＡＤＨｓ 蛋白的氨基酸序列与拟南芥和大

豆 ＡＤＨｓ 蛋白的氨基酸序列进行比对ꎻ使用 ＭＥＧＡ
７.０软件基于邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统发

育树ꎬ并用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 工具对结果进行可视化处理ꎮ
１.２.３　 转录组测序 　 参照文献[２１ꎬ２２]的方法提取

总 ＲＮＡ 并制备 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 使用 ＭＪ－ｐｌａｎｔ 植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒(上海美吉生物医药科技股份有限

公司)进行总 ＲＮＡ 提取ꎬ并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 分光光

度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ 公司)和安捷伦 ２１００ 生物

分析仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)评估 ＲＮＡ 的数量和质量ꎮ
使用 ＴｒｕｓｅｑＴＭ ＲＮＡ 样品制备试剂盒(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公

司)纯化 ｍＲＮＡꎬ并用 ＴｒｕｓｅｑＴＭ ＤＮＡ 文库制备试剂盒

(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司)构建 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 系统对构建的 ｃＤＮＡ 文库进行测序ꎬ测
序工作由上海美吉生物医药科技有限公司完成ꎮ

参照文献[２１]的方法分析测序数据和差异基

因ꎮ 对 ９ 个基因和 １ 个内参基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分

析ꎬ并进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证ꎬ其结果与转录组测序数

据的相关系数( ｒ２)为 ０.９２５(Ｐ≤０.０１)ꎬ表明转录组数

据与 ｑＲＴ－ＰＣＲ 数据结果高度一致ꎮ
基因相对表达量以 ＴＰＭ( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ

ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ)表示ꎻ用 ２－ ΔΔＣｔ法计算基因

的表达量ꎬ并用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 工具基于 ｌｏｇ２ＴＰＭ 绘制基因

２１
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表达谱ꎮ
１.２.４　 ＡＤＨ 酶活性分析 　 参照施海涛[２３] 的方法测

定 ＡＤＨ 酶活性ꎮ
１.３　 数据处理和统计分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１６ 软件进行数据统计ꎬ采用 ＳＰＳＳ
２１.０ 软件进行单因素方差分析和显著性检验(ＬＳＤ 检

验ꎬＰ<０.０５)ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件绘图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 绿豆 ＡＤＨｓ 基因的生物信息学分析

２.１.１　 绿豆 ＡＤＨｓ 基因鉴定和结构特征　 对获得的

绿豆基因组注释文件进行检索ꎬ共鉴定得到 １５ 个

ＡＤＨｓ 基因ꎬ依次命名为 ＶｒＡＤＨ１ 至 ＶｒＡＤＨ１５ꎬ基因序

列长度为 ４４７ ~ １５ ０５５ ｂｐꎬ ＧＣ 含量为 ２６. ５３％ ~
３９.０８％ꎮ 相比之下ꎬ绿豆 ＡＤＨｓ 基因数量多于拟南芥

(８ 个ꎬＡｔＡＤＨ１ 至 ＡｔＡＤＨ８)ꎬ但少于同科的大豆(３２
个ꎬＧｍＡＤＨ１ 至 ＧｍＡＤＨ３２)ꎮ

对绿豆、大豆和拟南芥 ＡＤＨｓ 基因结构(图 １)的
比较结果表明:绿豆、大豆和拟南芥的 ＡＤＨｓ 基因均

含有不同数量的内含子和外显子ꎮ 在绿豆的 ＶｒＡＤＨｓ
基因中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 包含 ２ 个内含子和 ２ 个外显子ꎬ
其他 ＶｒＡＤＨｓ 分别包含 ７ ~ ９ 个内含子和 ７ ~ １０ 个外

显子ꎮ

: 非翻译区 Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓꎻ : 外显子 Ｅｘｏｎｓꎻ —: 内含子 Ｉｎｔｒｏｎｓ. Ｖｒ: 绿豆 Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.

图 １　 绿豆、拟南芥和大豆的 ＡＤＨｓ基因结构的比较
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡＤＨｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋꎬ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ａｎｄ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.
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　 　 对绿豆、大豆和拟南芥的 ＡＤＨｓ 氨基酸序列中保

守 ｍｏｔｉｆ 的比较结果(图 ２)表明:３ 个种类的 ＡＤＨｓ 共
包含 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ且多数 ＡＤＨｓ 含有相似的 ｍｏｔｉｆꎮ 在

绿豆的 ＡＤＨｓ 氨基酸序列中ꎬＶｒＡＤＨ２ 至 ＶｒＡＤＨ９ 和

ＶｒＡＤＨ１１ 至 ＶｒＡＤＨ１５ 均含有 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ而 ＶｒＡＤＨ１
不包含 ｍｏｔｉｆ５ 和 ｍｏｔｉｆ７ꎬＶｒＡＤＨ１０ 仅含有 ｍｏｔｉｆ３ꎮ

染色体定位结果表明:在绿豆的 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基
因中ꎬＶｒＡＤＨ２ 和 ＶｒＡＤＨ５ 无法定位到任何染色体上ꎬ
其他 １３ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因定位于 ８ 条染色体上ꎮ 其中ꎬ
ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ４ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 定位于 ６ 号染色体上ꎬ
ＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８ 和 ＶｒＡＤＨ１１ 定位于 ８ 号染色体上ꎬ
　 　 　 　

不同彩色框表示不同 ｍｏｔｉｆ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｅｄ ｂｏｘｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｏｔｉｆｓ. Ｖｒ: 绿 豆 Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ Ａｔ: 拟 南 芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.

图 ２　 绿豆、拟南芥和大豆的 ＡＤＨｓ氨基酸序列中保守 ｍｏｔｉｆ 的比较
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
ＡＤＨｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ａｎｄ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.

ＶｒＡＤＨ１０ 和 ＶｒＡＤＨ１２ 定 位 于 ９ 号 染 色 体 上ꎬ
ＶｒＡＤＨ１３、ＶｒＡＤＨ９、ＶｒＡＤＨ６、ＶｒＡＤＨ１ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 分别

定位于 １、２、３、７ 和 １０ 号染色体上ꎮ
２.１.２　 绿豆 ＶｒＡＤＨｓ 蛋白的理化性质 　 结果(表 １)
显示:绿豆 ＶｒＡＤＨｓ 蛋白的理化性质存在一定的差

异ꎮ 在 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 中ꎬＶｒＡＤＨ２ 的氨基酸序列最长

(包含 ４４４ 个氨基酸残基)ꎬ 相对分子质量最大

(４８ ３９０)ꎻＶｒＡＤＨ１０ 的氨基酸序列最短(包含 ７８ 个

氨基酸残基)ꎬ相对分子质量最小(８ ８４０)ꎮ 从氨基酸

序列长度看ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 属于短链脱氢酶ꎬＶｒＡＤＨ１、
ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ１１、ＶｒＡＤＨ１２ 和 ＶｒＡＤＨ１５
属于长链脱氢酶ꎬ其余 ＶｒＡＤＨｓ 均属于中链脱氢酶ꎮ
１５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 的氨基酸序列等电点为 ｐＩ ４. ８３ ~
ｐＩ ８.２２ꎬ其中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１ 的等电点大于 ｐＩ ７ꎬ为碱性

蛋白ꎻ其他 ＶｒＡＤＨｓ 的等电点均小于 ｐＩ ７ꎬ为酸性蛋

白ꎮ ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ４、ＶｒＡＤＨ１０、ＶｒＡＤＨ１１
和 ＶｒＡＤＨ１２ 的亲水性系数小于 ０ꎬ 说明这 ６ 个

ＶｒＡＤＨｓ 均为亲水性蛋白ꎻ其他 ９ 个 ＶｒＡＤＨｓ 均为疏

水性蛋白ꎮ

表 １　 绿豆 ＶｒＡＤＨｓ蛋白的理化性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｎａｍｅ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｍａｓｓ

等电点
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

氨基酸残基数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ

亲水性系数
Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＶｒＡＤＨ１ ４５ ７００ ｐＩ ８.２２ ４３０ －０.０１５
ＶｒＡＤＨ２ ４８ ３９０ ｐＩ ６.６１ ４４４ ０.０５９
ＶｒＡＤＨ３ ４１ ２１０ ｐＩ ６.５７ ３８０ －０.０７８
ＶｒＡＤＨ４ ４０ ９４０ ｐＩ ５.９１ ３８０ －０.０２２
ＶｒＡＤＨ５ ４０ ８００ ｐＩ ５.９７ ３７９ ０.００２
ＶｒＡＤＨ６ ４０ ３８０ ｐＩ ６.３２ ３７９ ０.０２７
ＶｒＡＤＨ７ ４２ ０４０ ｐＩ ６.８２ ３９１ ０.０９０
ＶｒＡＤＨ８ ４０ ７４０ ｐＩ ６.８２ ３７９ ０.０４６
ＶｒＡＤＨ９ ４０ １３０ ｐＩ ６.０３ ３７６ ０.０７７
ＶｒＡＤＨ１０ ８ ８４０ ｐＩ ４.８３ ７８ －０.２５９
ＶｒＡＤＨ１１ ４３ ３１０ ｐＩ ６.１３ ４００ －０.０６７
ＶｒＡＤＨ１２ ４３ ３８０ ｐＩ ６.４７ ３９７ －０.０７２
ＶｒＡＤＨ１３ ４０ ４６０ ｐＩ ６.５５ ３７６ ０.０６７
ＶｒＡＤＨ１４ ４１ ５３０ ｐＩ ５.６７ ３８４ ０.０２６
ＶｒＡＤＨ１５ ４１ ８７０ ｐＩ ６.３８ ３８８ ０.０５８

２.１.３ 　 ＡＤＨｓ 蛋白的系统发育分析 　 绿豆 ＶｒＡＤＨｓ
蛋白与模式植物拟南芥和同科植物大豆 ＡＤＨｓ 蛋白

的 ＮＪ 系统发育树见图 ３ꎮ
由图 ３ 可见:除 ＧｍＡＤＨ２８ 外ꎬ５４ 个 ＡＤＨｓ 分为 ３

个分支ꎬ分支Ⅰ包含 ＶｒＡＤＨ１、ＧｍＡＤＨ２１、ＧｍＡＤＨ２２、
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●: 绿豆 Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ ▲: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈꎻ ■: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ. 分支上的
数值表示自展支持率 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｓｕｐｐｏｒｔ ｒａｔｅｓ.

图 ３　 绿豆、拟南芥和大豆 ＡＤＨｓ蛋白的 ＮＪ 系统发育树
Ｆｉｇ. ３ 　 ＮＪ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡＤＨｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｗｉｌｃｚｅｋꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ａｎｄ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ
(Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.

ＧｍＡＤＨ２３、ＧｍＡＤＨ２９ 和 ＧｍＡＤＨ３１ꎻ 分支 Ⅱ 包含

ＶｒＡＤＨ６ 和 ＧｍＡＤＨ１ꎻ 分支 Ⅲ 包含其余的 ４６ 个

ＡＤＨｓꎮ 分支Ⅲ可进一步分为 ３ 个亚组ꎬ每个亚组均

包含 ３ 种 植 物 的 ＡＤＨｓꎮ 其 中ꎬ 亚 组 Ⅲ１ 包 含

ＶｒＡＤＨ１４、 ＶｒＡＤＨ１５、 ＡｔＡＤＨ４、 ＡｔＡＤＨ６、 ＡｔＡＤＨ７、
ＡｔＡＤＨ８ 以及 ９ 个 ＧｍＡＤＨｓꎻ亚组Ⅲ２包含 ＶｒＡＤＨ１０、
ＶｒＡＤＨ１１、 ＶｒＡＤＨ１２、 ＡｔＡＤＨ２、 ＡｔＡＤＨ３ 以 及 ６ 个

ＧｍＡＤＨｓꎻ亚组Ⅲ３ 包含 ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ４、
ＶｒＡＤＨ５、 ＶｒＡＤＨ７、 ＶｒＡＤＨ８、 ＶｒＡＤＨ９、 ＶｒＡＤＨ１３、
ＡｔＡＤＨ１、ＡｔＡＤＨ５ 以及 １０ 个 ＧｍＡＤＨｓꎮ 总体而言ꎬ绿
豆与大豆的 ＡＤＨｓ 间具有更近的亲缘关系ꎮ
２.１.４　 ＡＤＨｓ 蛋白结构域分析　 绿豆、拟南芥和大豆

的 ＡＤＨｓ 蛋白结构域见图 ４ꎮ 由图 ４ 可见:ＡＤＨｓ 蛋

白具有 ３ 种结构域ꎬ分别为 ＡＤＨ＿Ｎ、ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 和

ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ꎬ绿豆、拟南芥和大豆的 ＡＤＨｓ 蛋白的

结构域存在差异ꎬ多数 ＡＤＨｓ 蛋白仅含 ＡＤＨ＿Ｎ 和

ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域ꎬ而含有 ３ 个结构域的 ＡＤＨｓ 仅

占 １０.９％ꎮ
在绿豆的 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 蛋白中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 含

有 １ 个结构域(ＡＤＨ＿Ｎ 结构域)ꎬ其他 １４ 个 ＶｒＡＤＨｓ
均含有 ＡＤＨ＿Ｎ 和 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域ꎬ且 ＶｒＡＤＨ１
还含有 ＡＤＨ＿ ｚｉｎｃ ＿Ｎ ＿２ 结构域ꎮ 在大豆的 ３２ 个

ＧｍＡＤＨｓ 蛋 白 中ꎬ ＧｍＡＤＨ２８ 不 包 含 结 构 域ꎬ
ＧｍＡＤＨ１５ 和 ＧｍＡＤＨ２４ 仅含有 ＡＤＨ＿Ｎ 结构域ꎬ其
他 ＧｍＡＤＨｓ 均含有 ＡＤＨ＿Ｎ 和 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域ꎬ
且 ＧｍＡＤＨ２１、 ＧｍＡＤＨ２２、 ＧｍＡＤＨ２３、 ＧｍＡＤＨ２９ 和

ＧｍＡＤＨ３１ 还含有 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ 结构域ꎮ 而在拟南

芥的 ８ 个 ＡｔＡＤＨｓ 蛋白中ꎬ除 ＡｔＡＤＨ５ 和 ＡｔＡＤＨ５ 各

自仅包含 ＡＤＨ＿Ｎ 和 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ １ 个结构域外ꎬ其
他 ６ 个 ＡｔＡＤＨｓ 均含有 ＡＤＨ＿Ｎ 和 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构

域ꎬ但 ＡｔＡＤＨｓ 均不包含 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ 结构域ꎮ

: ＡＤＨ＿Ｎ 结构域 ＡＤＨ＿Ｎ ｄｏｍａｉｎꎻ : ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿
Ｎ ｄｏｍａｉｎꎻ : ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ 结构域 ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ ｄｏｍａｉｎ. Ｖｒ: 绿豆
Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.

图 ４　 绿豆、拟南芥和大豆 ＡＤＨｓ蛋白结构域分布
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＡＤＨｓ ｉｎ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ａｎｄ Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.
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２.２　 Ｃｄ 胁迫条件下绿豆幼苗 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达

量及 ＡＤＨ 酶活性变化

２.２.１　 正常条件下绿豆幼苗不同部位 ＡＤＨｓ 基因的

表达谱　 依据 ｌｏｇ２ＴＰＭ 绘制 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因在绿

豆幼苗根、茎和叶片中的表达谱(图 ５)ꎬ结果表明:在
１５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因中ꎬＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８ 和 ＶｒＡＤＨ１０
在幼苗的根、茎和叶片中均未表达ꎬ而其他 １２ 个

ＶｒＡＤＨｓ 基因均有不同水平的表达ꎬ且相对表达量因

生长时间不同而异ꎬ并表现出不同的变化趋势ꎮ
在幼苗根中ꎬ表达量最高的基因为 ＶｒＡＤＨ１ꎬ其相

对表达量 ( ＴＰＭ 值) 在培养 １、５ 和 ９ ｄ 分别达到

２８２.９５、１６４.２１ 和 １６１.４７ꎮ 在幼苗茎中ꎬ表达量最高

的基因为 ＶｒＡＤＨ３ꎬ其 ＴＰＭ 值在培养 １、５ 和 ９ ｄ 分别

为 ４ ５２３.３７、２２９.３９ 和 １４８.２８ꎻＶｒＡＤＨ６ 基因的相对表

达量在培养 ９ ｄ 也达到较高水平ꎬＴＰＭ 值为 １９９.２５ꎮ
在幼苗叶片中ꎬ相对表达量最高的基因为 ＶｒＡＤＨ１４ꎬ
其 ＴＰＭ 值在培养 １、５ 和 ９ ｄ 分别为 １４１.２９、１１８.８６ 和

８８.９３ꎮ 总体上ꎬ在 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因中ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ６
基因在根、茎和叶片中表达量均较高ꎬ且在幼苗的不

同生长时间该基因的相对表达量均维持在较高水平ꎮ

Ｒ１ꎬ Ｒ５ꎬ Ｒ９: 分别为培养 １、５ 和 ９ ｄ 的幼苗根 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒｏｏｔｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｆｏｒ １ꎬ ５ ａｎｄ ９ ｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｓ１ꎬ Ｓ５ꎬ Ｓ９: 分别为培养 １、５ 和 ９ ｄ 的幼
苗茎 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔｅｍｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １ꎬ ５ ａｎｄ ９ ｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｌ１ꎬ Ｌ５ꎬ Ｌ９:
分别为培养 １、５ 和 ９ ｄ 的幼苗叶片 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １ꎬ ５ ａｎｄ
９ ｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ５　 正常条件下绿豆幼苗根、茎和叶片中 ＶｒＡＤＨｓ基因的表达谱
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｏｆ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　 　 此外ꎬ一些 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达也表现出组织特

异性ꎮ 其中ꎬ ＶｒＡＤＨ１２ 基因在根中低水平表达ꎬ
ＶｒＡＤＨ２ 基因在根和叶片中低水平表达ꎬＶｒＡＤＨ４ 基因

在根和茎中低水平表达ꎮ 聚类分析结果表明:依据相

对表达量可将 １５ 个基因分为 ２ 组ꎬ其中 ＶｒＡＤＨ２、
ＶｒＡＤＨ４、ＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８、ＶｒＡＤＨ９、ＶｒＡＤＨ１０ 和 ＶｒＡＤＨ１２
基因聚为一组ꎬ这些基因在绿豆的根、茎和叶片中不表

达或表达水平较低ꎻ其他 ８ 个基因聚为另一组ꎬ这些基

因在绿豆的根、茎和叶片中均有不同水平的表达ꎮ
２.２.２　 Ｃｄ 胁迫条件下绿豆幼苗 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达

量变化　 在 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｃｄ 胁迫下绿豆幼苗根、茎
和叶片中 ＶｒＡＤＨｓ 基因相对表达量的变化分别见表

２、表 ３ 和表 ４ꎮ 结果表明:在 Ｃｄ 胁迫和对照条件下ꎬ
在 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因中ꎬＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８ 和 ＶｒＡＤＨ１０
基因在幼苗的根、茎和叶片中均未表达ꎻＣｄ 胁迫处理

可明显影响绿豆幼苗根、茎和叶片中 ＶｒＡＤＨｓ 基因的

表达水平ꎬ且相对表达量因幼苗生长时间的不同而

异ꎻ与对照相比ꎬＣｄ 胁迫条件下多数 ＶｒＡＤＨｓ 基因在

绿豆幼苗根、茎和叶片中的表达量上调ꎮ
由表 ２ 可见:Ｃｄ 处理 １ ｄꎬ除 ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ９ 和

ＶｒＡＤＨ１２ 基因外ꎬ幼苗根中其他基因的表达水平均较

对 照 上 调ꎻ 其 中ꎬ ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ５ 和

ＶｒＡＤＨ１３ 基因的相对表达量分别较对照提高了

５２.８２、９０.３９、１.４６ 和 １.０５ 倍ꎬ而 ＶｒＡＤＨ１ 和 ＶｒＡＤＨ１２
基因的相对表达量则分别较对照降低了 ５５.４４％和

８７.８４％ꎬ差异均达显著(Ｐ<０.０５)水平ꎮ Ｃｄ 处理 ５ ｄꎬ
ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ５、ＶｒＡＤＨ６、ＶｒＡＤＨ１２ 和 ＶｒＡＤＨ１３ 基因

的表达水平均较对照下调ꎬ而其他 ７ 个基因的表达水

平均 较 对 照 上 调ꎻ 其 中ꎬ ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ１４ 和

ＶｒＡＤＨ１５ 基因的相对表达量分别较对照提高了 ４.５４、
４５４.２２ 和 ４３.１８ 倍ꎬＶｒＡＤＨ６ 和 ＶｒＡＤＨ１２ 基因的相对

表达量分别较对照降低了 ２９.３９％和 ８１.４０％ꎬ差异均

达显 著 水 平ꎮ Ｃｄ 处 理 ９ ｄꎬ ＶｒＡＤＨ１、 ＶｒＡＤＨ２、
ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ６ 和 ＶｒＡＤＨ１２ 基因的表达水平均较对

照下调ꎬ而其他 ７ 个基因的表达水平均较对照上调ꎬ
其中ꎬＶｒＡＤＨ９、ＶｒＡＤＨ１４ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因的相对表达

量分别较对照提高了 ４.４５、１６.６８ 和 ２.７０ 倍ꎬＶｒＡＤＨ１２
基因的相对表达量较对照降低了 ８９.７８％ꎬ差异均达

显著水平ꎮ
由表 ３ 可见:Ｃｄ 处理 １ ｄꎬ除 ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ１１

和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因外ꎬ幼苗茎中其他基因的表达水平

均较对照上调ꎻ其中ꎬ ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ６ 和
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ＶｒＡＤＨ１４ 基因的相对表达量分别较对照提高了 ０.８８、
１.１５、０.３１ 和 ０.４２ 倍ꎬ差异均达显著水平ꎻ其他基因的

相对表达量高于或低于对照ꎬ但均无显著差异ꎮ Ｃｄ
处理 ５ ｄꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１１ 基因的表达水平较对照下调ꎬ
其他基因的表达水平均较对照上调ꎻ其中ꎬＶｒＡＤＨ１、
ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ４、ＶｒＡＤＨ１２、ＶｒＡＤＨ１３ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基

因的相对表达量分别较对照提高了 １.０１、２.９１、７.３２、
１９.００、０.３９ 和 ６.６５ 倍ꎬ差异均达显著水平ꎮ Ｃｄ 处理

９ ｄꎬ仅 ＶｒＡＤＨ６、ＶｒＡＤＨ１３ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因的表达水

平较对照下调ꎬ其他基因的表达水平均较对照上调ꎻ

其中ꎬＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ５、ＶｒＡＤＨ１２ 和

ＶｒＡＤＨ１４ 基因的相对表达量分别较对照提高了 １.２１、
３.６３、１.００、１.９４、２３.００ 和 １２.０４ 倍ꎬ差异均达显著水平ꎮ

由表 ４ 可见:在对照组中ꎬ叶片中 ＶｒＡＤＨ１２ 基因

在处理 １ 和 ５ ｄ 均不表达ꎻ在 Ｃｄ 处理组中ꎬ该基因在

处理 １ ｄ 也不表达ꎬ但在处理 ５ 和 ９ ｄ 低水平表达ꎮ
Ｃｄ 处 理 １ ｄꎬ 除 ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ１１、 ＶｒＡＤＨ１４ 和

ＶｒＡＤＨ１５ 基因外ꎬ幼苗叶片中其他基因的表达水平均

较对照上调ꎻ其中ꎬＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ１４ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因

的相对表达量分别较对照降低了 ８０.２８％、３０.９５％和

表 ２　 Ｃｄ 胁迫下绿豆幼苗根中 ＶｒＡＤＨｓ基因相对表达量的变化(Ｘ±ＳＥ) １)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｏｆ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ (Ｘ±ＳＥ) １)

基因
Ｇｅｎｅ

处理 １ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ １ ｄ

处理 ５ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ５ ｄ

处理 ９ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ９ ｄ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

ＶｒＡＤＨ１ ２８２.９５±２６.０２ａ １２６.０９±６.８４ｂ １６４.２１±３８.０６ａ １９６.９７±１５.８５ａ １６１.４７±３９.６２ａ １５３.８４±２０.６９ａ
ＶｒＡＤＨ２ ３.３０±０.８８ｂ １７７.６０±９８.９８ａ ２.８６±０.４０ａ ４.５２±１.０９ａ ２.６３±０.７５ａ ２.１２±０.４８ａ
ＶｒＡＤＨ３ ３０.７７±１０.２８ａ ５８.１０±３８.７６ａ ７.６３±１.５３ａ ３.２０±２.１４ａ ６.９９±２.４３ａ ２.２６±０.４４ａ
ＶｒＡＤＨ４ ２.８７±０.６４ｂ ２５５.９４±１０２.４０ａ ０.９７±０.１４ｂ ５.３７±０.２３ａ ０.７３±０.５０ａ １.４１±０.７０ａ
ＶｒＡＤＨ５ １８７.６３±３１.５７ｂ ４６１.４２±７２.３８ａ １１９.４２±３３.１２ａ ８５.８３±２２.２０ａ ６６.２０±２６.０９ａ １１６.７８±２３.９３ａ
ＶｒＡＤＨ６ １２４.１１±７.７６ａ １４１.２８±１１.０１ａ １０６.１６±４.６１ａ ７４.９６±９.２８ｂ １００.９６±７.４２ａ ８８.９２±９.７９ａ
ＶｒＡＤＨ９ １.６０±０.１３ａ １.３５±０.３１ａ １.７３±０.２９ａ ２.５３±０.６５ａ １.０８±０.１９ｂ ４.８８±１.２４ａ
ＶｒＡＤＨ１１ ４４.５２±４.１１ａ ４４.５２±４.１７ａ １９.９９±３.５３ａ ２２.１４±３.９９ａ ２０.１９±２.８５ａ ２４.８０±６.１３ａ
ＶｒＡＤＨ１２ ３４.４７±６.１５ａ ４.１９±０.４９ｂ １１.５６±４.３８ａ ２.１５±０.６９ｂ １２.３３±９.２５ａ １.２６±０.４１ｂ
ＶｒＡＤＨ１３ １５.００±０.６８ｂ ３０.７１±３.８１ａ １７.４７±１.７８ａ １６.０２±４.３７ａ ２１.２３±３.２９ａ ２５.４２±４.８８ａ
ＶｒＡＤＨ１４ ５１.５６±７.６７ａ ７８.３５±１３.３２ａ ３５.２８±４.４３ｂ １ ５９６.４２±１４４.４２ａ ５６.５７±１６.２３ｂ ９４３.９１±７７.０９ａ
ＶｒＡＤＨ１５ ８.７７±０.６３ａ １３.２３±１.８５ａ ７.６３±１.０４ｂ ３１.８２±２.３８ａ １１.３４±２.３１ｂ ３０.７２±３.７９ａ

　 １)同行中不同小写字母表示同一处理时间对照组和 Ｃｄ 处理组间的基因相对表达量差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ.

表 ３　 Ｃｄ 胁迫下绿豆幼苗茎中 ＶｒＡＤＨｓ基因相对表达量的变化(Ｘ±ＳＥ) １)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｏｆ ｓｔｅｍｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ (Ｘ±ＳＥ) １)

基因
Ｇｅｎｅ

处理 １ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ １ ｄ

处理 ５ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ５ ｄ

处理 ９ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ９ ｄ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

ＶｒＡＤＨ１ ３０.７７±３.０４ａ ３０.４５±４.２７ａ ２１.０３±０.６８ｂ ４２.３１±２.６０ａ ２２.４２±１.０４ｂ ４９.４６±３.４６ａ
ＶｒＡＤＨ２ ０.２６±０.０５ｂ ０.４９±０.０５ａ ０.０７±０.０２ａ ０.１１±０.０６ａ ０.０８±０.０２ｂ ０.３７±０.０７ａ
ＶｒＡＤＨ３ ４ ５２３.３７±７３２.９０ａ ６ ５６３.２８±１ ９４８.２０ａ ２２９.３９±１９.０５ｂ ８９６.６３±５２.９６ａ １４８.２８±４６.４６ｂ ２９７.２８±５３.６４ａ
ＶｒＡＤＨ４ １.５２±０.３７ｂ ３.２７±０.４０ａ ０.９８±０.０３ｂ ８.１５±４.０４ａ ０.４４±０.０３ａ ２.５２±１.６８ａ
ＶｒＡＤＨ５ １４９.９３±１７.５１ａ ２５６.０８±３４.４６ａ １２５.４２±１４.８２ａ ２１７.９８±３６.３３ａ １０１.２０±１９.５２ｂ ２９７.３０±３３.７８ａ
ＶｒＡＤＨ６ １９５.５７±７.８０ｂ ２５６.５９±１２.９６ａ １７９.６５±６.３３ａ １８４.３６±４.７３ａ １９９.２５±１０.４２ａ １７０.７６±４.２０ａ
ＶｒＡＤＨ９ １８.１７±０.９６ａ ２１.６９±４.２８ａ ７.６７±０.７７ａ ８.２８±１.２３ａ ３.８４±０.４２ａ ６.６５±０.８８ａ
ＶｒＡＤＨ１１ ７０.２４±９.９３ａ ６７.６０±５.２３ａ ５０.５１±１.４７ａ ５０.３１±０.９６ａ ３３.１１±２.５９ａ ４３.３９±２.５１ａ
ＶｒＡＤＨ１２ ０.０３±０.０３ａ ０.０９±０.０５ａ ０.０３±０.０２ｂ ０.６０±０.０４ａ ０.０５±０.００ｂ １.２０±０.２２ａ
ＶｒＡＤＨ１３ １９.４７±０.１５ａ ２４.４４±２.５０ａ ２１.９５±２.４４ｂ ３０.６２±１.９１ａ ３７.５３±１.９１ａ ３４.７６±２.２２ａ
ＶｒＡＤＨ１４ ２２.０６±１.２７ｂ ３１.３９±２.９１ａ １６.３２±２.４３ｂ １２４.９１±１５.６９ａ １３.８９±３.４５ｂ １８１.１７±１０.２８ａ
ＶｒＡＤＨ１５ １２.５７±０.８６ａ １０.６８±０.８０ａ ７.８８±０.５２ａ １０.０４±０.２８ａ １４.３３±１.１３ａ ９.９７±１.３９ａ

　 １)同行中不同小写字母表示同一处理时间对照组和 Ｃｄ 处理组间的基因相对表达量差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ.
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表 ４　 Ｃｄ 胁迫下绿豆幼苗叶片中 ＶｒＡＤＨｓ基因相对表达量的变化(Ｘ±ＳＥ) １)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＡＤＨｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ (Ｘ±ＳＥ) １)

基因
Ｇｅｎｅ

处理 １ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ １ ｄ

处理 ５ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ５ ｄ

处理 ９ ｄ 的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ９ ｄ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

Ｃｄ 处理组
Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

ＶｒＡＤＨ１ ３１.９２±１.６０ａ ３６.５７±２.７７ａ ３５.２６±２.３４ｂ ７６.７７±６.２４ａ ３４.４０±２.７４ｂ ８３.１９±２６.００ａ
ＶｒＡＤＨ２ ０.７１±０.０６ａ ０.１４±０.０２ｂ ０.５０±０.０５ａ ０.０９±０.０５ｂ ０.６８±０.３０ａ ０.１４±０.０５ａ
ＶｒＡＤＨ３ ９３.２４±９.８５ａ １９０.７７±４６.４８ａ ９.８２±３.９０ｂ ３９４.３５±８８.９３ａ ５.６２±２.７６ｂ ４３２.３３±１５８.１３ａ
ＶｒＡＤＨ４ ０.１１±０.０１ａ ０.１５±０.０９ａ ０.０４±０.０９ａ ０.０８±０.０６ａ ０.０５±０.０３ａ ０.０３±０.０３ａ
ＶｒＡＤＨ５ ６.００±２.７４ａ ６.８０±３.７４ａ １１.１３±３.７４ａ ２３.６８±１４.２４ａ ６.１２±３.４２ａ １３.１０±３.０８ａ
ＶｒＡＤＨ６ ６４.０８±２.１９ａ ６４.６５±５.２５ａ ８７.１５±８.１３ａ ６４.６６±６.５８ａ ９２.６６±７.２６ａ ７４.８６±１３.３８ａ
ＶｒＡＤＨ９ ２.０９±０.２５ａ ２.２７±０.２４ａ １.７５±０.３３ａ ０.８２±０.１３ａ ２.５８±０.２７ａ １.９９±０.３９ａ
ＶｒＡＤＨ１１ １２.３１±０.７６ａ ８.２５±１.２６ａ １３.７４±２.２３ａ １５.０４±２.７１ａ ６.２１±０.８４ｂ １１.９２±１.５１ａ
ＶｒＡＤＨ１２ — — — ０.０３±０.０３ａ — ０.１５±０.０３ａ
ＶｒＡＤＨ１３ ５.２０±０.３４ａ ７.３８±０.９１ａ ５.４５±０.２７ｂ ８.１６±０.４９ａ ７.０９±０.６７ａ ７.４７±０.４２ａ
ＶｒＡＤＨ１４ １４１.２９±６.８５ａ ９７.５６±１１.３３ｂ １１８.８６±４.０２ａ １２４.０７±７.３７ａ ８８.９３±２２.１４ａ ８６.６１±１６.２６ａ
ＶｒＡＤＨ１５ １７.３３±１.０７ａ １２.１１±０.３２ｂ １０.５０±０.６６ａ ９.３３±０.２９ａ １０.７０±０.８８ａ １２.１８±１.０８ａ

　 １)同行中不同小写字母表示同一处理时间对照组和 Ｃｄ 处理组间的基因相对表达量差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ.
—: 未测出 Ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ.

３０.１２％ꎬ差异均达显著水平ꎮ Ｃｄ 处理 ５ ｄꎬＶｒＡＤＨ２、
ＶｒＡＤＨ６、ＶｒＡＤＨ９ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因的表达水平均较对

照下调ꎬ而其他基因的表达水平均较对照上调ꎻ其中ꎬ
ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ３ 和 ＶｒＡＤＨ１３ 基因的相对表达量分别

较对照提高了 １.１８、３９.１６ 和 ０.５０ 倍ꎬＶｒＡＤＨ２ 基因的相

对表达量较对照降低了 ８２.００％ꎬ差异均达显著水平ꎮ
Ｃｄ 处理 ９ ｄꎬ ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ６、 ＶｒＡＤＨ９ 和

ＶｒＡＤＨ１４ 基因的表达水平均较对照下调ꎬ其他基因的

表达水平均较对照上调ꎻ其中ꎬＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ３ 和

ＶｒＡＤＨ１１ 基因的相对表达量分别较对照提高了 １.４２、
７５.９３ 和 ０.９２ 倍ꎬＶｒＡＤＨ２ 基因的相对表达量较对照降

低了 ７９.４１％ꎬ差异均达显著水平ꎮ

２.２.３ 　 Ｃｄ 胁迫条件下绿豆幼苗 ＡＤＨ 酶活性变化

经 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｃｄ 处理 １~９ ｄ 绿豆幼苗根、茎和叶

片中 ＡＤＨ 酶活性的变化见图 ６ꎮ 结果表明:在对照

和 Ｃｄ 胁迫条件下ꎬ绿豆幼苗根和茎中的 ＡＤＨ 酶活

性随处理时间的延长总体呈下降趋势ꎬ且在对照条件

下叶片中的 ＡＤＨ 酶活性也随处理时间的延长总体呈

下降趋势ꎻ但在 Ｃｄ 胁迫条件下ꎬ叶片的 ＡＤＨ 酶活性

则波动变化ꎬ且在处理 ３~９ ｄ 均高于处理 １ ｄꎮ
幼苗根中 ＡＤＨ 酶活性在 Ｃｄ 处理 １、３、５ 和 ７ ｄ

均较对照不同程度升高ꎬ但在 Ｃｄ 处理 ９ ｄ 接近对照

水平ꎻ其中ꎬＣｄ 处理 ３ 和 ９ ｄ ＡＤＨ 酶活性分别较对照

升高了 ２７.６８％和 ８９.５０％ꎬ差异均达显著水平ꎮ

　 　
: 对照组 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ : Ｃｄ 处理组 Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ.

不同小写字母表示同一处理时间对照组和 Ｃｄ 处理组间 ＡＤＨ 酶活性差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０. ０５)
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＡＤＨ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ.

图 ６　 Ｃｄ 胁迫下绿豆幼苗根(Ａ)、茎(Ｂ)和叶片(Ｃ)中 ＡＤＨ 酶活性的变化
Ｆｉｇ. ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＤＨ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｏｏｔｓ (Ａ)ꎬ ｓｔｅｍｓ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ (Ｃ) ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌｉｎｎ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ
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　 　 幼苗茎中 ＡＤＨ 酶活性在 Ｃｄ 处理 １ ｄ 略低于对

照ꎬ但在 Ｃｄ 处理 ３、５、７ 和 ９ ｄ 则不同程度高于对照ꎻ
其中ꎬＣｄ 处理 ３、５ 和 ９ ｄ ＡＤＨ 酶活性分别较对照升

高了 ４８.６０％、４７.０５％和 ６５.３０％ꎬ且在 Ｃｄ 处理 ５ 和

９ ｄ与对照差异显著ꎮ
幼苗叶片中 ＡＤＨ 酶活性在 Ｃｄ 处理 １ ｄ 显著低

于对照ꎬ而在 Ｃｄ 处理 ３、５、７ 和 ９ ｄ 均不同程度高于

对照ꎻ其中ꎬＣｄ 处理 ３ 和 ９ ｄ ＡＤＨ 酶活性较对照分别

升高了 ５４.２０％和 ７５.９０％ꎬ差异达显著水平ꎮ

３　 讨论和结论

对比绿豆、拟南芥和大豆的 ＡＤＨｓ 基因ꎬ３ 种植物

的 ＡＤＨｓ 基因结构相似度较高ꎬ且大部分基因编码的

氨基酸序列具有相似的 ｍｏｔｉｆꎬ如绿豆的 ＶｒＡＤＨ１ 基因

与大豆的 ＧｍＡＤＨ２１、ＧｍＡＤＨ２２、ＧｍＡＤＨ２３、ＧｍＡＤＨ２９
和 ＧｍＡＤＨ３１ 基因编码的氨基酸序列均包含 ８ 个相同

的 ｍｏｔｉｆꎬ且均缺少 ｍｏｔｉｆ５ 和 ｍｏｔｉｆ７ꎮ 这一结果部分佐

证了绿豆 ＶｒＡＤＨｓ 基因与同科植物大豆的 ＧｍＡＤＨｓ 基
因具有相近的结构ꎮ 不同植物的 ＡＤＨｓ 基因也存在

一定差异ꎬ例如:绿豆的 ＶｒＡＤＨ１０ 基因编码的氨基酸

序列仅包含 ｍｏｔｉｆ３ꎬ大豆的 ＧｍＡＤＨ２８ 基因编码的氨

基酸序列仅含 ｍｏｔｉｆ１ꎬＧｍＡＤＨ２６ 基因编码的氨基酸

序列包含 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ９、ｍｏｔｉｆ３ 和 ｍｏｔｉｆ５ꎬＧｍＡＤＨ１５ 和

ＧｍＡＤＨ２４ 基因编码的氨基酸序列则包含 ｍｏｔｉｆ１ 和

ｍｏｔｉｆ９ꎮ 植物 ＡＤＨｓ 基因家族祖先的标准内含子数量

为 ９ 个ꎬ分布在染色体上大致相同的位置[２４]ꎬ植物

ＡＤＨｓ 基因在进化过程中通过基因重复获得新的底物

特异性[２５]ꎬ且其内含子的长度、数量和分布通常为该

基因的进化奠定了基础ꎮ 绿豆的 ＶｒＡＤＨｓ 基因含有

７~９ 个内含子ꎬ其内含子数量差异性可能与基因的串

联排列和相互作用有关[２６]ꎮ
绿豆不同 ＡＤＨｓ 蛋白的相对分子质量、等电点、

亲水性系数等理化特征具有一定差异性ꎬ根据系统发

育树可将绿豆、大豆和拟南芥的 ＡＤＨｓ 分为 ３ 个分

支ꎬ绿豆的 ＶｒＡＤＨ１ 和大豆的 ５ 个 ＧｍＡＤＨｓ 聚为分

支Ⅰꎬ绿豆的 ＶｒＡＤＨ６ 和大豆的 ＧｍＡＤＨ１ 聚为分支

Ⅱꎬ绿豆和大豆的其余 ２５ 个 ＡＤＨｓ 与拟南芥的所有

ＡＤＨｓ 聚为分支Ⅲꎬ这一方面表明非同源基因重复事

件的发生[２７]ꎬ另一方面佐证了绿豆和大豆 ＡＤＨｓ 具

有更近的亲缘关系ꎮ 另外ꎬ前人通过聚类分析分别将

小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.) [２８] 和甜瓜[２９] 的 ＡＤＨｓ

聚为长链、中链和短链 ３ 类ꎬ与本研究结果有一定差

异ꎬ可能与基因鉴定和筛选的方法不同有关ꎮ 从绿豆

ＶｒＡＤＨｓ 的氨基酸序列长度看ꎬ仅 ＶｒＡＤＨ１０ 属于短

链脱氢酶ꎬ ＶｒＡＤＨ１、 ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ７、 ＶｒＡＤＨ１１、
ＶｒＡＤＨ１２ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 属 于 长 链 脱 氢 酶ꎬ 其 余

ＶｒＡＤＨｓ 属于中链脱氢酶ꎻ短链 ＡＤＨｓ 的辅酶结合区

缺乏锌和半胱氨酸残基ꎬ且仅有少数短链 ＡＤＨｓ 的功

能已知[３０]ꎬ因此ꎬ绿豆 ＶｒＡＤＨ１０ 的具体功能有待进

一步研究ꎮ 此外ꎬ绿豆的所有 ＶｒＡＤＨｓ 都包含 ＡＤＨ＿
Ｎ 结构域ꎬ且除 ＶｒＡＤＨ１０ 外ꎬ其他 ＶｒＡＤＨｓ 还包含

ＡＤＨ＿ｚｉｎｃ＿Ｎ 结构域ꎬ说明多数 ＡＤＨｓ 具有基本相同

的结构域ꎬ这一现象在其他植物的 ＡＤＨｓ 研究中得到

证实[３１]ꎮ 此外ꎬ拟南芥的 ＡｔＡＤＨｓ 中不存在 ＡＤＨ＿
ｚｉｎｃ＿Ｎ＿２ 结构域ꎬ但绿豆的 ＶｒＡＤＨ１ 和大豆的 ５ 个

ＧｍＡＤＨｓ 中却存在此结构域ꎬ这一结果与“绿豆和大

豆的 ＡＤＨｓ 具有更近的亲缘关系”相印证ꎮ
在绿豆的 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因中ꎬ１２ 个基因在根、

茎和叶片中有不同水平表达ꎬ且 ＶｒＡＤＨ１、ＶｒＡＤＨ３、
ＶｒＡＤＨ５、ＶｒＡＤＨ６ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基因在根、茎和叶片中

的表达水平均较高ꎬＶｒＡＤＨ９、ＶｒＡＤＨ１５、ＶｒＡＤＨ１１ 和

ＶｒＡＤＨ１３ 基因表达水平较低ꎬ而 ＶｒＡＤＨ７、ＶｒＡＤＨ８ 和

ＶｒＡＤＨ１０ 基因在正常和 Ｃｄ 胁迫条件下均不表达ꎮ
ＶｒＡＤＨ７ 和 ＶｒＡＤＨ８ 基因的表达产物是 ＶｒＡＤＨ６ 基因

的转录变体(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｖａｒｉａｎｔ)ꎬ主要存在于哺乳动物

中[３２]ꎻＶｒＡＤＨ１０ 基因与乙醇代谢调控和乙醛合成有

关ꎬ且参与的代谢途径主要发生在酵母中ꎬ在高等植

物中仅在水淹胁迫条件下表达[３３ꎬ３４]ꎮ 这可能是 ３ 个

基因在绿豆不同部位中不表达的主要原因ꎮ
ＡＤＨｓ 参与植物的基本代谢过程[３５]ꎬ不同基因在

植物的不同发育阶段和不同组织中具有各自的功

能[２９]ꎮ 从表达水平看ꎬＣｄ 胁迫后绿豆根中 ＶｒＡＤＨ２、
ＶｒＡＤＨ４ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基因的表达水平较高ꎬ 茎中

ＶｒＡＤＨ３ 基因的表达 水 平 较 高ꎬ 叶 片 中 ＶｒＡＤＨ１、
ＶｒＡＤＨ３ 和 ＶｒＡＤＨ５ 基因的表达水平较高ꎬ表明 Ｃｄ 胁

迫后 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达具有组织特异性ꎮ Ｃｄ 胁迫

可导致绿豆根、茎和叶片中部分 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达

水平大幅升高ꎮ 例如:Ｃｄ 处理 １ ｄꎬ与对照相比ꎬ根中

ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ４、ＶｒＡＤＨ５ 和 ＶｒＡＤＨ１３ 基因以及茎中

ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ４、ＶｒＡＤＨ６ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基因的相对表

达量显著升高ꎬ但叶片中 ＡＤＨｓ 基因的相对表达量无

显著升高ꎻＣｄ 处理 ５ ｄꎬ与对照相比ꎬ根中 ＶｒＡＤＨ４、
ＶｒＡＤＨ１４ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基 因 以 及 叶 片 中 ＶｒＡＤＨ１、

９１
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ＶｒＡＤＨ３、ＶｒＡＤＨ５ 和 ＶｒＡＤＨ１３ 基因的相对表达量显著

升 高ꎬ 茎 中 ＶｒＡＤＨ１、 ＶｒＡＤＨ３、 ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ１２、
ＶｒＡＤＨ１３ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基因的相对表达量也显著升

高ꎻＣｄ 处理 ９ ｄꎬ与对照相比ꎬ根中 ＶｒＡＤＨ９、ＶｒＡＤＨ１４
和 ＶｒＡＤＨ１５ 基 因 以 及 叶 片 中 ＶｒＡＤＨ１、 ＶｒＡＤＨ３、
ＶｒＡＤＨ５ 和 ＶｒＡＤＨ１１ 基因的相对表达量显著升高ꎬ茎
中 ＶｒＡＤＨ１、 ＶｒＡＤＨ２、 ＶｒＡＤＨ３、 ＶｒＡＤＨ４、 ＶｒＡＤＨ５、
ＶｒＡＤＨ１２ 和 ＶｒＡＤＨ１４ 基因的相对表达量也显著升

高ꎮ 此外ꎬＣｄ 胁迫也导致绿豆根、茎和叶片中部分

ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达水平降低ꎮ 例如:Ｃｄ 处理 １、５ 和

９ ｄꎬ根中 ＶｒＡＤＨ１２ 基因和叶片中 ＶｒＡＤＨ２ 基因的相

对表达量均较对照显著降低ꎮ 这些数据均说明在绿

豆幼苗的不同器官及不同处理时间ꎬ各 ＶｒＡＤＨｓ 基因

对 Ｃｄ 胁迫的响应程度不同ꎬ说明 ＡＤＨｓ 基因的表达

具有功能冗余性和表达多样性ꎮ
由 ＡＤＨｓ 酶活性分析结果可见:Ｃｄ 胁迫导致绿

豆根、茎和叶片中 ＡＤＨ 酶活性升高或降低ꎬ在某些处

理时间表现极显著ꎮ Ｃｄ 处理 １ ｄꎬ根和茎中 ＡＤＨ 酶

活均无显著变化ꎬ而叶片中 ＡＤＨ 酶活性则显著降低ꎬ
可能与叶片中 ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ１４ 和 ＶｒＡＤＨ１５ 基因的

表达量降低有关ꎻＣｄ 处理 ３ ｄꎬ根、茎和叶片中 ＡＤＨ
酶活性升高ꎬ可能与 ＶｒＡＤＨ２、ＶｒＡＤＨ４ 和 ＶｒＡＤＨ５ 基因

的表达量升高有关ꎻＣｄ 处理 ５ 和 ９ ｄꎬ根、茎和叶片中

均有 ２ 个以上 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达量显著升高ꎬ根、茎
和叶片中 ＡＤＨ 酶活性也不同程度升高ꎮ 显然ꎬＣｄ 胁

迫导致绿豆幼苗根、茎和叶片中 ＶｒＡＤＨｓ 基因表达水

平的升高或降低ꎬ而不同器官中以及不同处理时间

ＡＤＨ 酶活性也有升有降ꎬ这一现象进一步佐证了

ＡＤＨｓ 基因参与绿豆幼苗对 Ｃｄ 胁迫的响应ꎮ 在 Ｃｄ
胁迫初期ꎬ绿豆幼苗进行有氧呼吸ꎬ体内尚未积累大

量的乳酸和乙醇等代谢物质[３５]ꎻ但随胁迫时间的延

长ꎬ为了维持机体基本的代谢活动ꎬ幼苗开始进行无

氧呼吸ꎬ此时丙酮酸没有被完全氧化ꎬ并在产生乳酸

和乙醇的同时释放少量能量ꎬ故绿豆幼苗的根、茎和

叶片中相应的 ＶｒＡＤＨｓ 基因高水平表达ꎬ进而使 ＡＤＨ
酶活性升高ꎬ提升糖酵解途径的代谢活性ꎬ以减轻这

些代谢产物对植物细胞的毒害作用[３６ꎬ３７]ꎮ
在绿豆幼苗的生长过程中以及在不同器官中ꎬ绿

豆的 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达特性均可呈现不同的

变化规律ꎬ特别是经过 Ｃｄ 胁迫处理后ꎬ不同 ＶｒＡＤＨｓ
基因的表达水平上调或下调ꎬ那么ꎬ在应对 Ｃｄ 胁迫

的过程中ꎬ有哪些 ＶｒＡＤＨｓ 基因起到关键作用ꎬ有哪些

ＶｒＡＤＨｓ 基因对绿豆的 ＡＤＨ 酶活性有显著调控作用ꎬ
其规律性和响应机制如何ꎬ这些问题仍有待进一步研

究ꎮ 此外ꎬ本研究中有少部分 ＶｒＡＤＨｓ 基因的相对表

达量数据离散程度很大ꎬ对方差分析结果可能有一定

的影响ꎬ导致部分数据的显著性检验结果不准确ꎬ但
这部分数据并不影响本文的整体结果ꎮ

综合分析结果表明:绿豆基因组含有 １５ 个

ＶｒＡＤＨｓ 基因ꎬ具备 ＡＤＨ 家族基因的基本特征ꎬ其基

因结构与拟南芥和大豆的 ＡＤＨｓ 基因结构相似ꎻ与拟

南芥 ＡｔＡＤＨｓ 的氨基酸序列相比ꎬ绿豆 ＶｒＡＤＨｓ 与大

豆 ＧｍＡＤＨｓ 的氨基酸序列具有更近的亲缘关系ꎮ 在

绿豆的 １５ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因中ꎬ有 １２ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因可

在根、茎和叶片中不同程度表达ꎬ但表达水平因生长

时间而异ꎻ在 Ｃｄ 胁迫条件下ꎬ绿豆幼苗根、茎和叶片

中 １２ 个 ＶｒＡＤＨｓ 基因的表达水平上调或下调ꎬ但多数

基因的表达水平较对照上调ꎬ且在不同处理时间幼苗

根、茎和叶片中的 ＡＤＨ 酶活性总体上也均高于对照ꎬ
显示绿豆 ＡＤＨ 酶活性的升高与某些 ＶｒＡＤＨｓ 基因的

表达水平上调有关ꎬ表明绿豆的某些 ＶｒＡＤＨｓ 基因参

与了绿豆对 Ｃｄ 胁迫的响应过程ꎮ
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