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低温胁迫下鹅掌楸抗寒性相关基因的差异表达分析
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摘要: 对 4 益和-30 益低温条件下引种自安徽大别山的 1 株鹅掌楸也Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg.页植株顶芽

总 RNA 进行了数字基因表达谱构建和差异表达基因筛选,并对筛选出的抗寒性相关基因进行了实时荧光定量

PCR 分析。 结果表明:获得的总 RNA 样品质量符合实验要求。 数字基因表达谱分析结果表明:每个样品的质量控

制后序列的总长度均在 0. 5 Gbp 以上,碱基错误率为 0. 01% ,Q20 值超过 99% ,Q30 值为 96. 99% ~ 97. 23% ,GC 含

量为 44. 97% ~ 47. 06% ,并且每个样品比对成功的序列条数占质量控制后序列总数的百分率均在 90%以上。 差异

表达基因筛选结果显示:共发现 9 个与鹅掌楸抗寒性有关的差异表达基因,分别为 HSP、MYB、NAC、AP2、Zinc
finger、WRKY、FAD、Phospholipase 和 茁-amylase 基因。 实时荧光定量 PCR 分析结果表明这 9 个基因共有 3 种表达模

式,其中,HSP 和 FAD 基因的相对表达量均随着温度的降低而减少,表现为基因下调表达;AP2、NAC 和 Zinc finger
基因的相对表达量随着温度的降低而增多,表现为基因上调表达;而 茁-amylase、WRKY、Phospholipase 和 MYB 基因

的相对表达量则表现为 4 益时增加、-30 益时减少。 从基因的相对表达量来看,最大相对表达量超过 5 的基因有

NAC 和 WRKY,介于 2 ~ 5 之间的基因有 AP2、Zinc finger、茁-amylase 和 MYB,低于 2 的基因有 Phospholipase、HSP 和

FAD。 结果显示 NAC 和 WRKY 基因可能在鹅掌楸的抗寒过程中起主要作用。
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Abstract: Under 4 益 and -30 益 low temperature conditions, digital gene expression profile of total
RNA from apical buds of one individual of Liriodendron chinense ( Hemsl.) Sarg. introduced from
Dabieshan of Anhui was constructed and differential expression genes were selected, and cold resistance
related genes selected were analyzed by real鄄time fluorescence quantitative PCR. The results show that
qualities of total RNA samples obtained meet the experimental requirements. Analysis results of digital
gene expression profile show that total length of reads after quality control of each sample is above 0. 5
Gbp, error rate of base is 0. 01% , Q20 value is more than 99% , Q30 value is 96. 99% -97. 23% , GC
content is 44. 97% -47. 06% , and percentage of successfully mapped read number to total read number
after quality control of each sample is above 90% . Selection result of differential expression genes shows
that nine differential expression genes related to cold resistance of L. chinense are founded totally, they
are HSP, MYB, NAC, AP2, Zinc finger, WRKY, FAD, Phospholipase and 茁鄄amylase genes,
respectively. Real鄄time fluorescence quantitative PCR analysis result shows that these nine genes have
three expression modes, in which, relative expressions of HSP and FAD genes both decrease with
decreasing of temperature, appearing gene down鄄regulated expression; those of AP2, NAC and Zinc

收稿日期: 2015-05-31
基金项目: “十二五冶国家科技支撑计划项目(2013BAD01B06)
作者简介: 陆摇 畅(1986—),女,安徽蚌埠人,博士研究生,主要研究方向为林木遗传育种。
淤通信作者 E鄄mail: zyq8565@ 126. com



finger genes increase with decreasing of temperature, appearing gene up鄄regulated expression; while those
of 茁鄄amylase, WRKY, Phospholipase and MYB genes appear increasing at 4 益 and decreasing at -30 益 .
On the view of gene relative expression, genes with maximum relative expression over 5 are NAC and
WRKY, genes with that between 2-5 are AP2, Zinc finger, 茁鄄amylase and MYB, and genes with that
under 2 are Phospholipase, HSP and FAD. It is suggested that NAC and WRKY genes may play a major
role in the process of cold resistance of L. chinense.

Key words: Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg.; low temperature stress; cold resistance related gene;
digital gene expression profile; differential expression gene; relative expression

摇 摇 鹅掌楸也 Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg.页为

木兰科(Magnoliaceae)鹅掌楸属( Liriodendron Linn.)
植物,为中国特有种,属于少数花叶共赏树种,并为世

界珍贵树种[1];鹅掌楸材性良好,具有一定的药用价

值,被列为中国珍稀濒危保护植物[2],自然分布于中

国南方江西、贵州、福建等省的山地中。 在引种栽培

过程中,抗寒性差是限制鹅掌楸向北方推广种植的主

要因素。 因此,明确鹅掌楸的抗寒机制对于鹅掌楸的

推广种植和培育抗寒品种具有重要意义。 然而,目前

关于鹅掌楸抗寒性的研究主要集中在表型性状评价

方面[3-4],尚未见从基因水平上探究鹅掌楸抗寒性的

相关研究报道。
目前研究基因功能的方法较多,其中,差减杂交、

cDNA 代表性差异分析及 mRNA 差异显示技术等无

法全面系统的分析基因功能,基因克隆技术和遗传转

化技术则存在实验周期较长的问题[5],只有转录组测

序技术可以实现大规模转录本的快速鉴定和功能分

析[6]。 因此,转录组测序技术已成为研究植物基因功

能的重要手段,被广泛应用于植物的冷适应和低温响

应基因的研究[7-9]。
为了从基因水平上明确鹅掌楸的抗寒机制,作者

对 4 益和-30 益低温条件下来源于鹅掌楸天然分布

区北缘的安徽大别山 10 年生植株的顶芽总 RNA 进

行数字基因表达谱构建和差异表达基因筛选,并对获

得的抗寒性相关基因进行实时荧光定量 PCR 分析,
以期比较鹅掌楸各抗寒性相关基因间的表达差异,为
从基因水平上研究其抗寒机制提供参考。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试样株引种自鹅掌楸天然分布区北缘的安徽

大别山,种植于中国林业科学研究院内,为 10 年生植

株。 于 2014 年 7 月中旬分别采集植株树冠上、中、下

层北侧的 1 年生幼嫩枝条(带叶,且枝条顶端保留叶

芽),每层各采集 3 份样品,每份样品 10 个枝条,根据

预实验结果进行低温冻害实验。 各取 1 份树冠上、
中、下层枝条,分别混匀后平均分成 3 组:第 1 组为对

照(CK),于常温下立即采集枝条顶芽,并用锡箔纸包

裹后迅速投入液氮中,并用液氮罐带回实验室,置于

-80 益超低温冰箱中保存、备用;第 2 组和第 3 组枝

条样品分别用塑料袋包装后置于 4 益冰箱中,24 h 后

取出;采集第 2 组枝条的顶芽,用锡箔纸包裹后迅速

投入液氮中,置于-80 益超低温冰箱中保存、备用,记
为 T1;同时将第 3 组枝条样品迅速放入-30 益 冰箱

中,30 min 后取出,采集枝条的顶芽,用锡箔纸包裹后

迅速投入液氮中,置于-80 益超低温冰箱中保存、备
用,记为 T2。 对各层枝条样品均如此处理,每个温度

处理各 3 个重复,共 9 份样品。
1. 2摇 方法

1. 2. 1 摇 总 RNA 的提取及质量检测摇 采用离心柱型

RNA Prep Pure Plant Kit 试剂盒也天根生化科技(北
京)有限公司页 分别提取各样品的总 RNA,并利用

NanoDrop 2000 超微量分光光度计 ( 美国 Thermo
Fisher Scientific 公司)测定获得的总 RNA 样品溶液的

浓度及 OD260 / OD280,并对获得的总 RNA 样品质量进

行检测。 将质量检测合格的总 RNA 样品分成两部

分:一部分用于数字基因表达谱构建;另一部分置于

-80 益超低温冰箱中保存,用于后期的实时荧光定量

PCR 分析。
1. 2. 2摇 数字基因表达谱的构建摇 数字基因表达谱构

建过程由北京诺禾致源生物信息科技有限公司完成,
采用 RNA Library Prep Kit for Illumina 试剂盒(美国

NEBNext誖 UltraTM公司)、按照操作指南构建表达谱测

序文库。 使用带有 Oligo(dT)的小磁珠分离纯化出总

RNA 样品中的 mRNA;随后加入 Fragmentation buffer
将 mRNA 打断成短片段,并使用随机引物将待测的

mRNA 逆转录合成单链 cDNA;加入缓冲液、dNTPs、
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DNA polymerase 玉和 RNase H 合成双链 cDNA;使用

Agencourt AMPure XP 核酸纯化试剂盒(美国 Backman
公司)纯化双链 cDNA,并对其进行末端修复、3忆末端

加 polyA 尾巴和连接测序接头等工作,对获得的产物

进行 PCR 扩增,并用 Agencourt AMPure XP 核酸纯化

试剂盒纯化获得的 PCR 产物,得到待测序文库。 使

用 Agilent 2100 生物芯片分析系统(美国 Agilent 公
司)并采用 Q-PCR 方法对待测序文库进行质量检测;
使用 Illumina HiSeqTM 2500 高通量测序平台 (美国

Illumina 公司)进行单端测序( single鄄end, SE),测序

的序列标签长度为 50 bp。 实验共构建了 3 个数字基

因表达谱数据库,分别为 CK、T1 和 T2,每个表达谱样

本测序进行 3 次生物学重复。
1. 2. 3摇 差异表达基因的筛选摇 将上述测序获得的序

列与 Nr、Nt、SwissProt、GO、KOG 和 KEGG 数据库进行

比对,获得上述测序序列的注释信息;对 3 个表达谱

数据库进行两两组合,比较基因的差异表达水平。 共

3 个比较组合,分别为 CK vs. T1、CK vs. T2 和 T1 vs.
T2。 本研究中的差异基因筛选条件为 q鄄value <0. 005
并且 | log2(foldchange) | >1。 对差异检验的 p 值进行

多重假设检验校正,并通过控制错误发现率 ( false
discovery rate, FDR)来决定 p 值。 根据测序获得的转

录组数据和表达谱测序数据,按基因功能对转录组数

据中的 KEGG 代谢通路显著富集的序列进行分类。
对候选基因序列在 GenBank 中重新进行 BLASTx 同

源性比对,以获取基因的准确信息。
1. 2. 4摇 实时荧光定量 PCR 分析摇 从-80 益超低温冰

箱中取出总 RNA 样品,室温下解冻后配制逆转录反

应体系,包括总 RNA 0. 5 滋g、50 滋mol·L-1 Oligo(dT)

0. 5 滋L、100 滋mol· L-1 random 6mers 0. 5 滋L、5 伊
PrimeScript buffer 2. 0 滋L 和 PrimeScript RT Enzyme
Mix 玉 0. 5 滋L,并用 Nuclease-free H2O 将反应体系总

体积补足至 10 滋L。 将上述反应体系置于 9700 型

PCR 仪(美国 ABI 公司)中于 37 益保温 15 min 完成

逆转录反应,再于 85 益保温 5 s 终止逆转录反应;加
入 90 滋L Nuclease-free H2O,置于-20 益冰箱中保存、
备用。

采用 Roche LCPDS2 软件、根据筛选出的差异表

达基因序列设计引物,并由上海捷瑞生物工程有限公

司合成,各引物序列及其扩增的条带长度见表 1。 选

择稳定表达的 18S rRNA 作为内参基因进行 PCR 扩

增。 在 LightCycler誖 480 域型荧光定量 PCR 仪(瑞士

Roche 公司)上使用 LightCycler誖 480 SYBR Green 玉
Master 试剂盒(瑞士 Roche 公司)进行 PCR 扩增反应,
每个扩增反应重复 3 次。 反应体系总体积为 10 滋L,
包括 2伊LightCycler誖 480 SYBR Green 玉 Master 5 滋L、
10 滋mol·L-1正向引物 0. 2 滋L、10 滋mol·L-1反向引

物 0. 2 滋L、cDNA 模板 1. 0 滋L 和 Nuclease-free H2O
3. 6 滋L。 扩 增 程 序 为:95 益预变性 10 min;95 益变

性 10 s,60 益退火和延伸各 30 s,共 40 个循环。 扩增

反应结束后利用熔解曲线检测产物特异性:将该反应

体系从 60 益缓慢升温至 97 益,每升高 1 益采集 5 次

荧光信号。
采用 2-驻驻Ct法进行基因相对表达量的计算,计算

公式为:基因相对表达量 = 2-驻驻Ct。 其中,驻驻Ct 计算公

式为:驻驻Ct =驻Ct(实验组) -驻Ct(对照组),实验组或

对照组的 驻Ct 计算公式为:驻Ct = Ct (目的基因) -Ct
(内参基因)。

表 1摇 用于鹅掌楸差异表达基因实时荧光定量 PCR 扩增的特异引物序列及扩增条带长度
Table 1摇 Sequence and amplified band length of special primers used for real鄄time fluorescence quantitative PCR amplification of differential
expression gene of Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg.

序列编号
No. of sequence

引物序列(5忆寅3忆) 摇 Primer sequence (5忆寅3忆)

摇 摇 正向引物 Forward primer 摇 摇 反向引物 Reverse primer
扩增条带长度 / bp

Length of amplified band

comp144834_c1 摇 摇 CATTCTTATGCTCGGTTCTTT 摇 摇 TCTCGACTCGAACCATACT 114
comp118790_c0 摇 摇 CTCCAAGGGCCTTTGATT 摇 摇 TCTGCTCCCATCTCCTCTA 113
comp133557_c0 摇 摇 TTCTCTCCAAATAATCGGCG 摇 摇 AGTCAAGCCGTTCGTTCA 109
comp138270_c0 摇 摇 CCCTCCAATTCGATGACC 摇 摇 ACACCTGTTTCCTTTCTTCATA 113
comp143973_c0 摇 摇 TATGGTCACCCACAACCG 摇 摇 ACTAAAGTTCACACATGGCTA 109
comp132916_c0 摇 摇 CAAACCTGCCCTTAATCTAGT 摇 摇 GTTGTGGTTCCCTTCGTAT 123
comp142526_c0 摇 摇 CATAACAGTATCTGGCAAGGTC 摇 摇 TCTGTGTGCTGTGTTGTAGT 100
comp141644_c0 摇 摇 ATCAATGGATGGGTTAATGCAA 摇 摇 AATTCTCCTTCGACGAGAC 107
comp137127_c0 摇 摇 AGCTTGTTAGCGGTTCTAT 摇 摇 CCATTACATTGAGAATCGCC 112
18S rRNA 摇 摇 CGGCTACCACATCCAAGGAA 摇 摇 GCTGGAATTACCGCGGCT 187
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2摇 结果和分析

2. 1摇 总 RNA 样品质量的检测结果分析

检测结果(表 2)显示:提取获得的鹅掌楸顶芽总

RNA 样品溶液的 OD260 / OD280介于 1. 8 ~ 2. 1 之间,说
明提取获得的总 RNA 样品的纯度较高,杂质污染程

度较小,获得的总 RNA 样品的质量能够满足后续实

验的要求;获得的每份总 RNA 样品的总量为 34 ~ 117
滋g,均可以满足 2 次或者 2 次以上后续实验的需要

量,便于开展 3 次重复实验。
电泳检测结果(图 1)显示:获得的总 RNA 样品

的 18S 和 28S RNA 条带清晰、亮度高,并且后者条带

亮度高于前者,说明获得的总 RNA 样品可用于实时

荧光定量 PCR 分析。

表 2摇 低温胁迫下鹅掌楸顶芽总 RNA 质量的检测结果
Table 2摇 Detection result of quality of total RNA from apical buds of
Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg. under low temperature stress

编号1)

Number1)
浓度 / 滋g·滋L-1

Concentration
体积 / 滋L
Volume

总量 / 滋g
Total OD260 / OD280

CK-1 2. 09 35 73 2. 06
CK-2 0. 37 100 37 2. 03
CK-3 0. 99 45 45 2. 03
T1-1 0. 63 100 63 2. 07
T1-2 0. 42 135 57 2. 06
T1-3 0. 97 35 34 2. 04
T2-1 0. 37 100 37 2. 08
T2-2 0. 63 185 117 2. 01
T2-3 0. 57 69 39 2. 03

摇 1)CK-1,CK-2,CK-3: 表示对照(常温)的 3 个重复 Representing
three replications of the control (normal temperature); T1-1,T1-2,
T1-3: 表示4 益低温处理的3 个重复 Representing three replications
of 4 益 low temperature treatment; T2-1,T2-2,T2-3: 表示-30 益低
温处理的 3 个重复 Representing three replications of - 30 益 low
temperature treatment.

CK-1,CK-2,CK-3: 表示对照(常温)的3 个重复 Representing three replications of the control (normal temperature); T1-1,T1-2,T1-3: 表示4 益低
温处理的 3 个重复 Representing three replications of 4 益 low temperature treatment; T2-1,T2-2,T2-3: 表示-30 益低温处理的 3 个重复 Representing
three replications of -30 益 low temperature treatment.

图 1摇 低温胁迫下鹅掌楸顶芽总 RNA 检测的电泳图谱
Fig. 1摇 Electrophoretogram of detection of total RNA from apical buds of Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg. under low temperature stress

2. 2摇 数字基因表达谱的测序结果分析

对 9 份鹅掌楸顶芽总 RNA 样品的数字基因表达

谱进行测序,结果(表 3)表明:每个样品的质量控制

后序列的总长度均在 0. 5 Gbp 以上,碱基错误率均

为 0. 01% ;Q20 值均超过 99% ,Q30 值在 96. 99% ~
97. 23%之间,GC 含量为 44. 97% ~47. 06% 。 每个样

品比对成功的序列条数占该样品质量控制后序列总

数的百分率均在 90%以上。
2. 3摇 差异表达基因的筛选结果分析

使用 log2(foldchange)表示比较组合中某一基因

在 2 个样品间的表达差异。 假设 log2( foldchange)值
为 x,则样品 A 对比样品 B 的表达倍数( fold change)

为 2x倍。 使用校正后的 p 值表现基因表达量变化的

统计学显著程度,校正后的 p 值越小,-log10(校正后

的 p 值)越大,即差异越显著。 在实验设置的 3 个比

较组合中,CK vs. T2 组合的差异表达基因数最多,共
有 3 485 个差异表达基因,包括 2 272 个上调基因和

1 213 个下调基因;CK vs. T1 组合的差异表达基因有

1 687 个,包括 1 126 个上调基因和 561 个下调基因;
T1 vs. T2 组合的差异表达基因数最少,仅有 152 个,
包括 28 个上调基因和 124 个下调基因。

结合前人关于植物抗寒性相关基因的研究结

果[7-9],共筛选出 9 个与鹅掌楸抗寒性相关的差异表

达基因(表 4)。 与 GenBank 数据库中的相关信息进
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行同源比对,其中 6 个差异表达基因(序列编号分别

为 comp144834_c1、comp118790_c0、comp133557_c0、
comp138270_c0、comp143973_c0 和 comp132916_c0)
被认为是潜在的转录因子,推测其分别为 HSP、MYB、
NAC、AP2、Zinc finger 和 WRKY 基因;推测序列编号

comp141644_c0 的差异表达基因为脂肪酸去饱和酶

( fatty acid desaturase, FAD) 基 因; 推 测 序 列 编 号

comp142526_c0 的差异表达基因为与 茁-淀粉酶合成

相关的基因, 即 茁 - amylase 基因; 推测序列编号

comp137127 _ c0 的 差 异 表 达 基 因 为 磷 脂 酶

(Phospholipase)基因。

表 3摇 低温胁迫下鹅掌楸顶芽总 RNA 的数字基因表达谱的分析结果1)

Table 3摇 Analysis result of digital gene expression profile of total RNA from apical buds of Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg. under low
temperature stress1)

编号2)

Number2)
Nr Nq Lq / Gbp Re / % Q20 / % Q30 / % GC 含量 / %

GC content P / %

CK-1 11 560 846 11 125 313 0. 56 0. 01 99. 09 97. 06 47. 06 93. 21
CK-2 11 597 108 11 158 384 0. 56 0. 01 99. 10 97. 10 46. 27 92. 89
CK-3 10 706 615 10 242 343 0. 51 0. 01 99. 12 97. 21 46. 96 93. 73
T1-1 11 323 359 10 870 470 0. 54 0. 01 99. 05 96. 99 46. 60 92. 61
T1-2 10 882 719 10 473 402 0. 52 0. 01 99. 09 97. 11 45. 65 92. 60
T1-3 10 787 546 10 308 974 0. 52 0. 01 99. 09 97. 10 46. 26 91. 65
T2-1 10 508 686 10 130 883 0. 51 0. 01 99. 02 97. 04 44. 97 92. 52
T2-2 10 383 784 10 010 891 0. 50 0. 01 99. 11 97. 23 45. 74 92. 47
T2-3 11 677 850 11 240 380 0. 56 0. 01 99. 07 97. 13 45. 96 92. 12

摇 1) Nr: 原始序列总条数 Total number of raw reads; Nq: 质量控制后的序列总条数 Total number of reads after quality control; Lq: 质量控制后序列的
总长度 Total length of reads after quality control; Re: 碱基错误率 Error rate of base; P: 比对成功的序列条数占质量控制后序列总数的百分率
Percentage of successfully mapped read number to total read number after quality control.

摇 2) CK-1,CK-2,CK-3: 表示对照(常温)的 3 个重复 Representing three replications of the control (normal temperature); T1-1, T1-2, T1-3: 表示
4 益低温处理的 3 个重复 Representing three replications of 4 益 low temperature treatment; T2-1,T2-2,T2-3: 表示-30 益低温处理的 3 个重复
Representing three replications of -30 益 low temperature treatment.

表 4摇 低温胁迫下鹅掌楸差异表达基因的筛选结果
Table 4摇 Selection result of differential expression gene of Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg. under low temperature stresses

序列编号
No. of sequence

GenBank 中相似序列的蛋白名称
Name of protein with similar sequence in GenBank

基因名称
Gene name

序列长度 / bp
Length of sequence

comp144834_c1 HSF30 (葡萄 Vitis vinifera) HSP 2 668
comp118790_c0 MYB124 (大豆 Glycine max) MYB 866
comp133557_c0 NAC (苹果 Malus domestica) NAC 1 141
comp138270_c0 AP2 / ERF (predicted) (可可 Theobroma cacao) AP2 1 491
comp143973_c0 Zinc finger protein (拟南芥 Arabidopsis thaliana) Zinc finger 3 633
comp132916_c0 WRKY 6 (野大豆 Glycine soja) WRKY 2 116
comp142526_c0 茁鄄amylase 9 (predicted) (葡萄 Vitis vinifera) 茁鄄amylase 2 176
comp141644_c0 Uncharacterized protein LOC100245192 (predicted) (葡萄 Vitis vinifera) FAD 753
comp137127_c0 Hypothetical protein VITISV_043921 (葡萄 Vitis vinifera) Phospholipase 1 232

2. 4摇 实时荧光定量 PCR 检测结果分析

对筛选出的 9 个鹅掌楸抗寒性相关基因进行实

时荧光定量 PCR 检测,结果(图 2)表明:筛选出的

9 个鹅掌楸抗寒性相关基因共有 3 种表达模式:其中,
HSP 和 FAD 基因的相对表达量均随着温度的降低而

逐渐减少,表现为基因下调表达;AP2、NAC 和 Zinc
finger 基因的相对表达量随着温度的降低而逐渐增

多,表现为基因上调表达;茁鄄amylase、WRKY、MYB 和

Phospholipase 基因的相对表达量则随着温度降低表现

为 4 益时增多、-30 益时减少。
由图 2 还可以看出:在不同低温胁迫条件下,在

9 个鹅掌楸抗寒性相关基因中,最大基因相对表达量

超过 5 的高表达基因为 NAC 和 WRKY;最大基因相对

表达量在 2 ~ 5 的基因为 AP2、Zinc finger、茁鄄amylase
和 MYB;最大基因相对表达量低于 2 的低表达基因为

HSP、FAD 和 Phospholipase。
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CK: 对照(常温) The control (normal temperature); T1: 低温处理(4 益) Low temperature treatment (4 益);
T2: 低温处理(-30 益) Low temperature treatment (-30 益).

A: HSP 基因 HSP gene; B: FAD 基因 FAD gene; C: AP2 基因 AP2 gene; D: NAC 基因 NAC gene; E: Zinic finger 基因 Zinic finger gene; F: 茁-
amylase 基因 茁鄄amylase gene; G: WRKY 基因 WRKY gene; H: Phospholipase 基因 Phospholipase gene; I: MYB 基因 MYB gene.

图 2摇 低温胁迫下鹅掌楸 9 个抗寒性相关基因相对表达量的变化
Fig. 2摇 Change in relative expression of nine cold resistance related genes of Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg. under

low temperature stress

3摇 讨摇 摇 论

转录因子(transcription factor)既是植物对冷胁迫

特异性反应的开关,又是信号传导的终点[6]。 上调表

达的转录因子很可能在植物防御和应激反应中起到

重要作用[10-11]。 本研究中,随着低温胁迫温度的降

低,基因表达上调的 3 个基因 AP2、NAC 和 Zinc finger
均为转录因子类基因,其中 AP2 和 Zinc finger 基因的

相对表达量变化幅度在 25 益降温至 4 益的过程中最

大,而 NAC 基因的相对表达量变化幅度则在 4 益降温

至-30 益的过程中最大;并且,NAC 基因的最大相对

表达量超过 5。 陈新[12]的研究结果表明:NAC 基因能

够参与植物对冷胁迫的响应,并调控植物的开花过
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程,而且还能够诱导 SNAC2 等基因的表达,提高植物

对冷和盐胁迫的抗性。 据此推测该基因可能与鹅掌

楸的抗寒性密切相关。
为了达到渗透平衡,植物体可积累包括可溶性

糖、糖醇和低分子量化合物在内的物质作为应对冷胁

迫的低温保护剂[13]。 因此,参与上述物质相关新陈

代谢的基因同样会在植物对低温胁迫的响应过程中

发生表达量的变化。 茁-淀粉酶可以将淀粉降解为可

溶性糖,鹅掌楸的 茁-淀粉酶基因在 25 益降温至 4 益
的过程中表现为上调表达,而在 4 益降温至-30 益的

过程中则表现为下调表达。 根据邓菊庆等[14] 的研究

结果推断:温度下降初期,淀粉酶活性提高,可溶性糖

含量随之升高,细胞膜流动性增强,从而提高鹅掌楸

的抗寒性;但是,当温度持续下降至极端低温时,淀粉

酶活性受到抑制,可溶性糖合成受阻,细胞膜流动性

减弱,从而使鹅掌楸的抗寒性也随之减弱。 植物遇冷

害后,冻害造成细胞脱水致使膜系统首先受到伤害,
脂肪酸去饱和酶起到调节不饱和脂肪酸的作用,从而

进一步调节细胞膜的流动性。 徐呈祥[15] 认为:植物

细胞膜中的不饱和脂肪酸含量越高,其抗寒性越强。
本研究中鹅掌楸的 FAD 基因在低温胁迫过程中始终

表现为下调表达,说明随着温度的降低,鹅掌楸体内

的脂肪酸去饱和酶活性降低,不饱和脂肪酸合成减

少,细胞膜的流动性减弱,从而使鹅掌楸的抗寒性减

弱。 磷脂酶是植物体内重要的磷脂水解酶,兼具跨膜

信号转导的作用,能够影响植物的抗冻性[16]。 鹅掌

楸的 Phospholipase 基因在 25 益降温至 4 益的过程中

表现为上调表达,说明在对低温环境的响应过程中鹅

掌楸的抗寒性增强,但是该基因在 4 益降温至-30 益
的过程中表现为下调表达,这一变化是否与-30 益造

成鹅掌楸细胞组织损伤、致使该基因无法正常表达有

关,尚待进一步研究。
总体而言,通过数字基因表达谱技术从鹅掌楸顶

芽总 RNA 中共筛选出 9 个差异表达基因,这 9 个基

因均与鹅掌楸的抗寒性有关,表现为 3 种表达模式,
其中 NAC 和WRKY 基因的相对表达量最大,推测这

2 个基因可能在鹅掌楸的抗寒过程中起到主要作用。
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