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盐胁迫下宁夏枸杞苯丙烷代谢相关
基因差异表达分析
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(宁夏大学
 

生命科学学院,
 

银川
 

750021)

摘 要:为探究盐胁迫条件下宁夏枸杞苯丙烷代谢相关基因差异表达规律,以不同浓度 NaCl(0,100,200,300
 

mmol/L)处理的水培宁夏枸杞幼苗为研究材料,利用高通量测序技术和qRT-PCR对盐胁迫下宁夏枸杞苯丙烷代

谢相关基因差异表达进行分析,同时对该途径中关键酶活性及产物含量进行测定。结果表明,(1)宁夏枸杞在不同

浓度NaCl处理下共有58个苯丙烷代谢相关基因差异表达,且随着盐胁迫程度的增加大部分基因表达水平上调或

不变;(2)随着NaCl浓度的增加,宁夏枸杞叶片抗氧化酶SOD、POD、CAT的活性均下降,而酚类物质、类黄酮和木

质素的含量在100
 

mmol/L
 

NaCl处理下均显著积累。研究发现,宁夏枸杞可能通过调控苯丙烷代谢相关基因上调

表达,增加酚类物质、类黄酮和木质素的合成,来清除过多活性氧和提升细胞壁强度以适应盐胁迫;宁夏枸杞可耐

受的NaCl浓度在100~200
 

mmol/L之间。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

differential
 

expression
 

of
 

the
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropanoid
 

metabo-
lism

 

under
 

salt
 

stress,
 

Lycium
 

barbarum
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

NaCl
 

(0,
 

100,
 

200,
 

300
 

mmol/L
 

NaCl)
 

was
 

used
 

as
 

the
 

research
 

material.
 

High-throughput
 

sequencing
 

technology
 

and
 

qRT-PCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

differential
 

expression
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropanoid
 

metabolism
 

in
 

L.
 

barba-
rum

 

under
 

salt
 

stress.
 

Meanwhile,
 

the
 

activities
 

of
 

key
 

enzymes
 

and
 

the
 

contents
 

of
 

products
 

in
 

this
 

path-
way

 

were
 

determined.
 

The
 

results
 

showed
 

as
 

follows:
 

(1)
 

A
 

total
 

of
 

58
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropanoid
 

metabolism
 

was
 

differentially
 

expressed
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

NaCl,
 

and
 

most
 

of
 

the
 

genes
 

were
 

up-regulated
 

or
 

unchanged
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

salt
 

stress.
 

(2)
 

With
 

the
 

increased
 

NaCl
 

concentra-
tion,

 

the
 

activities
 

of
 

antioxidant
 

enzymes
 

SOD,
 

POD
 

and
 

CAT
 

in
 

the
 

leaves
 

of
 

L.
 

barbarum
 

were
 

de-
creased,

 

while
 

the
 

contents
 

of
 

phenols,
 

flavonoids
 

and
 

lignin
 

were
 

significantly
 

accumulated
 

under
 

100
 

mmol/L
 

NaCl
 

treatment.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

L.
 

barbarum
 

could
 

regulate
 

the
 

up-regulated
 

expression
 



of
 

the
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropanoid
 

metabolism,
 

increase
 

the
 

synthesis
 

of
 

phenols,
 

flavonoids
 

and
 

lig-
nin

 

to
 

adapt
 

to
 

salt
 

stress
 

by
 

scavenging
 

excessive
 

ROS
 

and
 

improving
 

cell
 

wall
 

strength.
 

The
 

concentra-
tion

 

of
 

NaCl
 

tolerated
 

by
 

L.
 

barbarum
 

ranged
 

from
 

100
 

mmol/L
 

to
 

200
 

mmol/L.
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  宁夏枸杞(Lycium
 

barbarum
 

L.)是主要分布

于宁夏、内蒙古、新疆等干旱或半干旱地区的多年生

灌木,其果实具有很高的药用和营养价值,是当地重

要的栽培药用植物资源。同时,宁夏枸杞适宜在盐

碱、干旱和沙荒地种植,具有较强的耐盐性。长期的

盐生环境使宁夏枸杞进化出了一系列适应盐胁迫的

机制,包括离子选择性吸收[1]、渗透调节物质积

累[2]、活性氧自由基(ROS)清除[3]和叶片超微结构

改变等[4]。目前越来越多的研究表明宁夏枸杞可通

过形态结构、生理生化及分子水平等方面的变化协

同适应盐胁迫。
植物苯丙烷代谢途径是合成酚类、类黄酮和木

质素等次生代谢物的主要途径。这些次生代谢物构

成植物体内重要的非酶抗氧化防御系统,可以清除

过多的ROS,减缓植物在逆境胁迫下的膜脂过氧化

和其他氧化损伤。研究发现通过改变苯丙烷代谢途

径中相关基因的表达水平,进而调控酶活性及代谢

物质积累是植物应对非生物胁迫的一种重要防御

机制[5]。
盐胁迫下草莓[6]、红果龙葵[7]、刺柏[8]、鼠尾

草[9]和秋茄[10]通过上调苯丙氨酸解氨酶(PAL)、肉
桂酸-4-羟化酶(C4H)、类黄酮-3-羟化酶(F3H)、二
氢黄酮醇-4-还原酶(DFR)、黄酮醇合酶(FLS)和查

耳酮合成酶(CHS)等苯丙烷代谢途径相关基因的

表达,促进酚类、类黄酮物质的积累,使得这些植物

的耐盐性提高。
此外,盐胁迫可通过诱导类黄酮合成相关基因

F3H 和查耳酮异构酶基因(CHI)的表达来提高胡

萝卜对盐的耐受性[11]。拟南芥盐驯化过程中与木

质素合成相关的7个基因表达上调,促进木质素的

合成,使拟南芥细胞壁木质化、减少水分蒸腾,维持

正常的膨压[12]。
由此可见植物酚类、类黄酮和木质素等的合成

与植物耐盐性具有明显的相关性,研究其合成相关

基因的差异表达有利于阐明植物耐盐机制。但是目

前对于宁夏枸杞酚类、类黄酮、木质素这类化合物合

成相关基因如何表达以适应盐胁迫还鲜见报道。因

此,本研究利用高通量测序技术和实时荧光定量技

术对盐胁迫下宁夏枸杞苯丙烷代谢途径中相关基因

的表达规律进行分析,并对该途径中关键酶的活性

及产物含量进行测定,为进一步研究宁夏枸杞耐盐

机制提供理论参考。

1 材料和方法

1.1 材 料

试验所用品种‘宁杞1号’种子由宁夏农林科学

院枸杞工程技术研究所惠赠。枸杞种子经萌发1
 

d
后种植于花盆(6.5

 

cm×7.5
 

cm)中,以珍珠岩、蛭
石与基质按

 

1∶1∶1
 

比例混合作为培养基质,用

Hoagland营养液进行浇灌。在温度(25
 

±
 

2)
 

℃、
湿度42%、光强60

 

μmol/(m
2·s)、光照时间12

 

h
 

的条件下进行培养。1个月后,选择长势一致且健

康的幼苗移栽水培,继续培养2个月后,进行100,

200,300
 

mmol/L
 

NaCl盐胁迫处理,以不加 NaCl
的Hoagland营养液为对照。每个处理设3个重

复。在盐处理后第7天采集枸杞叶片,液氮处理后,
保存于-80

 

℃冰箱备用[13]。

1.2 方 法

1.2.1 RNA提取及cDNA测序文库构建

采用天根生化科技有限公司(中国,北京)生产

的RNAprep
 

Pure多糖多酚植物总RNA提取试剂

盒提取宁夏枸杞叶片中的总RNA,构建cDNA测

序文库。

1.2.2 Illumina
 

HiSeq测序及差异基因筛选

通过高通量Illumina
 

HiSeq
 

PE150测序平台对

已构建好的文库进行测序并获得原始数据。去除接

头序列、过滤掉低质(low
 

quality,碱基质量值小于

等于25的碱基数占整个reads
 

60%以上)和 N(N
表示无法确定碱基信息)比例大于5%的reads,获
得可用于后续分析的参考序列。将参考序列在Nr、

Pfam、Swiss-prot、KEGG、GO数据库进行blastx比

对获得基因功能注释。采用DESeq2进行基因的差

异表达分析,以|log2(αFC)|
 

>
 

1,且P<
 

0.05作为

标准筛选苯丙烷代谢途径相关的差异表达基因。

1.2.3 苯丙烷代谢途径相关基因qRT-PCR分析

为了进一步验证转录组数据的准确性,对苯丙

烷代谢途径相关重要基因进行qRT-PCR分析。参

考宁夏枸杞转录组测序结果,运用Primer
 

Premier
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5.0设计引物(表1),使用诺唯赞生物科技有限公司

(中国,南京)生产的试剂盒ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(Q711-02)进行荧光定量检测。

PCR反应条件:预变性95
 

℃孵育10
 

min,95
 

℃变

性30
 

s,60
 

℃退火1
 

min,PCR循环数为40个,每个

样品重复3次,采用2
-ΔΔCT 法计算基因相对表达量。

表1 基因功能注释及引物序列

Table
 

1 Gene
 

function
 

annotation
 

and
 

primer
 

sequences

基因名称
Gene

 

name
功能注释

Functional
 

annotation
引物名称
Primer

 

name
引物序列

The
 

sequence
 

of
 

primer(5'→3')

Actin 内参基因
Reference

 

gene
actin-F GTCCTGCTCACTGAAGCACCTCTCA

actin-R TGTGACTCACGCCATCACCAGAGTC

PAL 苯丙氨酸解氨酶
Phenylalanine

 

ammonia-lyase
 

PAL-F ACACTCTCCTTCAAGGCTACTCTGG

PAL-R AGTGAGCAAACCAGCAATGTAGGAC

C4H 肉桂酸-4-羟化酶
Cinnamate-4-hydroxylase

C4H-F GAGTAGATTAGCTCAGAGCTTCGAG

C4H-R TGCTTCCAAGCTTCTTGCGTTCATC

4CL 4-香豆酸-CoA连接酶
4-coumarate-CoA

 

ligase
 

4CL-F GGCTGCAATTCTGATTATGCAGAAG

4CL-R CACCAGACATCATCGTCCTTATGGA

POD12 过氧化物酶12
Peroxidase12

POD12-F CACATTCAACTGTCCCATCTTGATC

POD12-R ACACGGTTAACATGGACATTCGGAG

CCoAOMT 咖啡酰辅酶A
 

氧甲基转移酶
Caffeoyl-CoA

 

3-O-methyltransferase
CCoAOMT-F GGTAATACCATCTCCAATAGGAAGC

CCoAOMT-R GATCGGATATGACAACACCTTGTGG

1.2.4 盐胁迫下宁夏枸杞苯丙烷代谢途径关键酶

活性测定

采用苏州梦犀生物医药科技有限公司生产的试

剂盒(中国,江苏)对宁夏枸杞叶片苯丙氨酸解氨酶

(PAL)、肉桂酸-4-羟化酶(C4H)、4-香豆酸CoA羧

化酶(4CL)、二氢黄酮还原酶(DFR)和肉桂醇脱氢

酶(CAD)的活性进行测定。

1.2.5 盐胁迫下宁夏枸杞抗氧化酶活性鉴定

采用苏州科铭生物技术有限公司生产的试剂盒

(中国,江 苏)对 宁 夏 枸 杞 叶 片 超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)的
活性进行测定。

1.2.6 酚、类黄酮及木质素含量测定

采用苏州梦犀生物医药科技有限公司生产的试

剂盒(中国,江苏)对宁夏枸杞叶片酚类、类黄酮和木

质素含量进行测定。

1.3 数据处理

使用SPSS
 

Statistics
 

26.0、Origin以及Excel
对数据进行分析并作图。

2 结果与分析

2.1 盐胁迫对宁夏枸杞幼苗的生长形态的影响

宁夏枸杞生长形态在盐胁迫处理下发生明显变

化(图1)。其中,随着NaCl浓度的增加,宁夏枸杞

幼苗株高呈先增加后下降趋势,在100,200
 

mmol/

L
 

NaCl处理下明显高于对照组,在300
 

mmol/L
 

NaCl处理下比对照组显著下降。同时,与0~200
 

mmol/L
 

NaCl处 理 相 比,宁 夏 枸 杞 幼 苗 在 300
 

mmol/L
 

NaCl处理下叶片数量减少,主根长度明显

降低,叶片萎蔫,部分叶片脱落。以上结果表明,宁
夏枸杞生长的最适盐浓度在100~200

 

mmol/L
 

NaCl之间,300
 

mmol/L
 

NaCl
 

明显抑制其生长。

Ⅰ~Ⅳ分别为
 

0,100,200,300
 

mmol/L
 

NaCl处理。下同。

图1 盐胁迫处理7
 

d后的枸杞幼苗

Ⅰ-Ⅳ
 

are
 

0,
 

100,
 

200,
 

300
 

mmol/L
 

NaCl
 

treatments,
 

respectively.
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.1 The
 

samples
 

of
 

L.
 

barbarum
 

seedlings
 

under
 

salt
 

stress
 

for
 

7
 

days
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2.2 盐胁迫下宁夏枸杞苯丙烷代谢途径相关基因

差异表达分析

  通过KEGG
 

Pathway
 

显著性富集分析对盐胁

迫下宁夏枸杞叶片中所有差异表达基因进行分析,
共有58个基因被显著富集于苯丙烷代谢途径(P

 

<
 

0.05);与对照相比,100,200,300
 

mmol/L
 

NaCl胁

迫处理下宁夏枸杞叶片中分别有30,32,29个苯丙

烷代谢相关基因差异表达,其中3个处理组共有显

著差异表达基因7个(图2),进一步分析表明100
 

mmol/L
 

NaCl处理组中上调基因20个,下调基因

10个;200
 

mmol/L
 

NaCl处理组中上调基因17个,
下调基因15个;300

 

mmol/L
 

NaCl处理组中上调

基因11个,下调基因18个。本研究重点对苯丙烷

代谢途径相关的15个关键基因的差异表达及其参

与宁夏枸杞对盐胁迫的响应进行讨论(表2)。

图2 盐胁迫下宁夏枸杞叶片苯丙烷代谢

途径相关差异表达基因

Fig.2 Differentially
 

expressed
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropane
 

metabolic
 

pathway
 

in
 

L.
 

barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress

表2 盐胁迫下宁夏枸杞叶片苯丙烷代谢途径主要差异表达基因

Table
 

2 The
 

main
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

related
 

to
 

phenylpropane
 

metabolism
 

pathway
 

in
 

L.
 

barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress

基因ID
Gene

 

ID

基因名称
Gene

 

name

Ⅱ
 

vs
 

Ⅰ Ⅲ
 

vs
 

Ⅰ Ⅳ
 

vs
 

Ⅰ

差异倍数
log2 αFC

P 值
P

 

value
差异倍数
log2 αFC

P 值
P

 

value
差异倍数
log2 αFC

P 值
P

 

value

基因注释
Gene

 

description

AOK32733.1 PAL -0.636
 

6 0 -2.157
 

8 0 -2.386
 

7 0 苯丙氨酸解氨酶
Phenylalanine

 

ammonia-lyase

AGE10592.1 C4H 0.108
 

9 0.872
 

46 2.019
 

3 <0.001 0.230
 

0 0.701
 

86 肉桂酸-4-羟化酶
  

Cinnamate-4-hydroxylase

AGE10594.1 4CL -1.266
 

7 0.039
 

23 1.229
 

3 0.001
 

25 -0.837
 

3 0.096
 

63 4-香豆酸-
 

CoA连接酶
  

4-coumarate-CoA
 

ligase

AHH55328.1 CHS1 4.597
 

5 <0.001 0.148
 

8 0.781
 

06 0.613
 

9 0.188
 

85 查尔酮合酶
Chalcone

 

synthase

AID50182.1 F3H 5.079
 

0 0 1.480
 

9 <0.001 2.094
 

5 <0.001 黄烷酮-3-羟化酶
  

Flavanone
 

3-hydroxylase

AGT57962.1 F3'5'H 7.087
 

4 <0.001 2.440
 

2 0.002
 

41 1.864
 

3 0.025
 

73 类黄酮3'5'-羟化酶
Flavonoid

 

3'5'-hydroxylase

ATB56299.1 DFR 6.884
 

3 <0.001 3.092
 

0 <0.001 3.865
 

6 <0.001 二氢黄酮醇-4-还原酶
Dihydvroflavonol-4-reductase

AHH55331.1 ANS 4.824
 

0 <0.001 0.981
 

0 0.005
 

85 1.357
 

3 <0.001 花色素合成酶
Anthocyanin

 

synthase,
 

partial

GAV83798.1 CCoAOMT 1.704
 

4 <0.001 -0.659
 

2 0.306
 

89 -0.610
 

5 0.295
 

93
咖啡酰辅酶A

 

氧甲基转移酶
Caffeoyl-CoA

 

3-O-
methyltransferase

 

LOC102579562 CAD -1.372
 

2 <0.001 -1.787
 

0 <0.001 -1.635
 

7 <0.001
肉桂醇脱氢酶6
Cinnamyl

 

alcohol
 

dehydrogenase
 

6

LOC102601606 POD1 4.153
 

5 <0.001 0.820
 

2 0.730
 

04 3.004
 

1 0.016
 

40 过氧化物酶1
Cationic

 

peroxidase
 

1-like

LOC107867619 POD12 3.336
 

9 0 2.249
 

8 <0.001 2.286
 

5 <0.001 过氧化物酶12
 

Peroxidase
 

12-like

LOC107011357 POD19 -1.396
 

0 <0.001 -0.578
 

1 <0.001 -0.959
 

5 <0.001 过氧化物酶19
 

Peroxidase
 

19

LOC7483472 POD41 5.425
 

9 <0.001 3.334
 

7 0.218
 

02 3.397
 

7 0.112
 

38 过氧化物酶41
 

Peroxidase
 

41

LOC104097756 POD48 2.269
 

5 <0.001 0.440
 

6 0.441
 

12 0.743
 

2 0.141
 

53 过氧化物酶48
 

Peroxidase
 

48
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2.3 盐胁迫下宁夏枸杞叶片苯丙烷代谢途径相关

基因qRT-PCR分析

  运用qRT-PCR对宁夏枸杞叶片中酚类、类黄

酮和木质素合成相关 的5个 基 因(PAL、C4H、

4CL、CCoAOMT 和POD12)在不同浓度盐胁迫下

的表达模式进行分析。结果表明:随着盐浓度的增

加,PAL 表达量与对照相比均呈下降趋势,且差异

均达到显著水平;C4H 和4CL 表达量呈先升后降

的趋势,但C4H 和4CL 表达量分别以100
 

mmol/L
和200

 

mmol/L最高,且均显著高于对照,其余处理

均低于对照;POD12 和CCoAOMT 的表达量均随

盐浓度的增加而先升后降,且各浓度处理均比对照

显著上调,并均在200
 

mmol/L
 

NaCl处理下表达量

最高(图3,A)。

A.
 

qRT-PCR分析;
 

B.
 

FPKM分析;数据以3次生物学重复的

平均值±标准差表示。图中组间标注不同小写字母表示

差异显著(P<0.05)。下同。

图3 盐胁迫下宁夏枸杞叶片苯丙烷代谢途径关键

基因的qRT-PCR及转录组FPKM分析

A.
 

qRT-PCR
 

analysis;
 

B.
 

FPKM
 

analysis;
 

The
 

date
 

are
 

presented
 

as
 

the
 

means±SD
 

of
 

three
 

biological
 

replicates.
 

The
 

different
 

lowercase
 

letters
 

between
 

groups
 

indicate
 

significant
 

difference
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.3 qRT-PCR
 

and
 

transcriptome
 

FPKM
 

analysis
 

of
 

key
 

genes
 

for
 

phenylpropane
 

metabolic
 

pathway
 

in
 

L.barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress

  进一步与转录组测序得到的FPKM 值进行比

较,发现上述5个基因在不同盐浓度下的表达水平

和转录组测序的结果基本一致(图3,B),说明转录

组测序结果可靠。

2.4 盐胁迫下宁夏枸杞叶片相关酶活性及酚、类黄

酮和木质素含量分析

  盐胁迫下宁夏枸杞叶片抗氧化酶活性测定结果

(图4)显示,与对照组相比,叶片SOD和POD活性

在各处理组均显著下调,但随着盐胁迫浓度升高,

SOD活性逐渐上升,而POD活性逐渐下降,且处理

间多差异显著;同时,叶片CAT活性在200
 

mmol/

L
 

NaCl处理下无显著变化,在100,300
 

mmol/L
 

NaCl处理下均显著低于对照。
同时,对不同浓度盐胁迫下宁夏枸杞叶片苯丙

烷代谢途径中相关酶的活性进行测定。结果(图5)
显示,与对照组相比,叶片PAL和CAD活性在100

 

mmol/L
 

NaCl处理下均显著上调,在200和300
 

mmol/L
 

NaCl处理下均无显著变化;叶片C4H 活

性在各浓度 NaCl处理下均与对照无显著差异,但

100
 

mmol/L
 

NaCl处 理 显 著 高 于 200
 

mmol/L
 

NaCl处理,而与300
 

mmol/L
 

NaCl处理无显著差

异;叶片4CL和 DFR活性均在100,200
 

mmol/L
 

NaCl处理下均比对照显著上调,而在300
 

mmol/L
 

NaCl处理下均无显著变化。

图4 盐胁迫下宁夏枸杞叶片SOD、POD和CAT活性变化

Fig.4 Variations
 

of
 

SOD,
 

POD
 

and
 

CAT
 

activities
 

in
 

L.
 

barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress
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图5 盐胁迫下宁夏枸杞叶片PAL、C4H、4CL、DFR
 

和CAD活性变化

Fig.5 Variations
 

of
 

PAL,
 

C4H,
 

4CL,
 

DFR
 

and
 

CAD
 

activities
 

in
 

L.
 

barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress

  另外,对不同浓度盐胁迫下宁夏枸杞叶片中酚

类物质、类黄酮和木质素的含量进行测定。结果
 

(图6)
 

显示,宁夏枸杞叶片中酚类物质含量在100,

300
 

mmol/L
 

NaCl处理下均显著高于对照,在200
 

mmol/L
 

NaCl处理下显著低于对照;而叶片类黄酮

的含 量 在 各 处 理 组 均 显 著 高 于 对 照,并 以 100
 

mmol/L
 

NaCl处理最高,且与其余处理差异显著;
叶片木质素含量在100

 

mmol/L
 

NaCl处理下达到

8.56
 

mg/g,并显著高于对照,而在200和300
 

mmol/

L
 

NaCl处理下与对照组相比未发生显著变化。

图6 盐胁迫下宁夏枸杞叶片酚、类黄酮和木质素含量

Fig.6 Contents
 

of
 

phenolic
 

compounds,
 

flavonoids
 

and
 

lignin
 

in
 

L.
 

barbarum
 

leaves
 

under
 

salt
 

stress

3 讨 论

本研究通过 KEGG
 

pathway显著性富集分析

发现100~300
 

mmol/L
 

NaCl胁迫下宁夏枸杞叶片

中共有58个苯丙烷代谢相关基因差异表达。该途

径合成的酚类、类黄酮和木质素等在植物适应环境

胁迫中扮演着重要的角色,酚类和类黄酮可通过清

除ROS避免膜质过氧化从而减少环境胁迫对植物

造成的损伤[14],而木质素可通过提高细胞壁的强度

使植物适应环境胁迫[15]。

3.1 宁夏枸杞通过提高酚类和类黄酮含量清除过

量ROS适应盐胁迫

  酚类物质是重要的抗氧化物质[16],与植物耐盐

性密切相关。盐胁迫下植物中PAL、C4H 和4CL
等基因的表达水平与酚类化合物积累相关[17-19]。
本研究发现,宁夏枸杞叶片PAL 基因表达量在盐胁

迫下 与 对 照 相 比 显 著 下 调,但 PAL活 性 在100
 

mmol/L
 

NaCl胁迫下显著上调,这可能是由于PAL
属于多基因家族,不同物种中PAL 基因种类和数

目各有不同,因此对胁迫的响应也有所不同[20]。例

如水稻中有8个PAL 基因在盐胁迫下显著下调表
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达,而只有OsPAL3 上调表达[21]。因此,宁夏枸杞

中PAL 家族可能也是由多个PAL 基因构成的,所
以在盐胁迫下的表达模式也不同,PAL活性的提高

可能是由其他PAL 基因控制的。C4H是细胞色素

P450的一种,催化反式肉桂酸生成对香豆酸。盐胁

迫下该基因的过表达有利于更多酚类物质的合

成[22]。本研究中C4H 表达量随NaCl浓度的增加

呈现先升后降的变化趋势,与相应酶活性变化趋势

一致,均在100
 

mmol/L
 

NaCl处理下达到最高,该
基因可能是促进宁夏枸杞叶片酚类物质积累的重要

基因。4CL可以催化香豆酸和 CoA 合成香豆酰

CoA。在烟草中过表达4CL 提高了其酚类物质的

含量及抗旱性[23]。本研究发现宁夏枸杞叶片中该

基因转录水平在盐胁迫下呈先升后降的表达趋势,
相应酶活性也在100,200

 

mmol/L
 

NaCl胁迫下显

著高于对照。值得注意的是,本研究中宁夏枸杞叶

片酚类物质含量在100
 

mmol/L
 

NaCl胁迫下显著

高于对照。以上结果表明在适度盐胁迫下(100
 

mmol/L
 

NaCl)宁夏枸杞可能通过调控苯丙烷代谢

通路酚类合成关键酶基因的表达,积累酚类物质来

清除过量ROS以适应盐胁迫。
类黄酮可作为植物体内二级抗氧化系统,当减

少ROS产生的第一道防线抗氧化酶系统发生变化

时,类黄酮的生物合成会被触发[24]。其通过提供电

子或氢原子清除ROS[25],进而减少氧化胁迫对植物

的伤害。在秋茄盐胁迫研究中发现CHS 基因的表

达有利于类黄酮物质的积累[10]。在植物中过表达

CHS、F3H 和F3'5'H、DFR 显著提高了类黄酮的

含量,增强了植物对盐、干旱和氧化胁迫的耐受

性[26-30]。本研究发现在100
 

mmol/L
 

NaCl胁迫下

宁夏枸杞叶片中抗氧化酶SOD、POD和CAT的活

性均显著下调,表明此时它们清除 ROS的能力下

降;此时宁夏枸杞CHS、F3H、F3'5'H、DFR 基因

转录水平均呈上调表达的趋势,DFR活性也显著增

加,类黄酮的含量明显升高,这一结果表明在适度盐

胁迫下(100
 

mmol/L
 

NaCl)宁夏枸杞叶片中的二级

抗氧化系统类黄酮生物合成途径被激活,提高了其

抗氧化胁迫的能力。而在中高度盐胁迫(200、300
 

mmol/L
 

NaCl)下SOD和CAT的活性逐渐上调,
类黄酮物质的含量相应减少,此时抗氧化酶系统和

类黄酮物质一起协同清除ROS以适应盐胁迫。

3.2 宁夏枸杞通过木质素积累增加细胞壁强度适

应盐胁迫

  木质素是植物细胞次生壁的重要成分之一,在
植物生长发育及抗逆性方面发挥重要作用[31],植物

可通过调节细胞壁组分增加细胞壁强度来应对胁迫

环境[32]。本研究发现在盐胁迫下宁夏枸杞叶片中与

木质素合成相关的基因表达显著上调。CCoAOMT
是木质素合成过程中的关键酶,参与木质素单体合

成的甲基化反应,其基因表达水平与植物木质素含

量密切相关[33]。逆境胁迫下该基因表达量的提高

可能诱导木质素的迅速合成[34]。生姜CCoAOMT
转录水平在中度 NaCl胁迫下明显升高,但在较高

NaCl浓度下降低,与其木质素含量变化趋势相同[35]。
在本研究中,宁夏枸杞叶片中CCoAOMT 基因也在

100
 

mmol/L
 

NaCl胁迫下显著上调,此时木质素含量

明显上升,而随 NaCl浓度的增加该基因表达及木

质素含量与对照组相比未发生显著变化。CAD是

催化各种肉桂醛生成木质素单体的关键酶。在非生

物胁迫下CAD 基因表达水平的增加可促进细胞壁

木质化过程[36]。本研究发现盐胁迫下宁夏枸杞叶片

中CAD 基因下调表达,但其酶活性在100
 

mmol/L
 

NaCl处理下显著上调,而且木质素含量较对照显著

升高。这可能是由于盐胁迫导致基因发生翻译后蛋

白修饰,使酶活性与基因表达量不同步[37]。表明宁

夏枸杞可能通过木质素合成途径中关键基因差异表

达以及酶蛋白翻译后修饰等多种调控方式应答盐

胁迫。
综上所述,在100

 

mmol/L适度盐胁迫下,宁夏

枸杞通过调控苯丙烷代谢途径中相关基因的表达来

增加酚类物质、类黄酮和木质素等次生代谢物质的

积累,从而启动非酶促抗氧化系统减缓ROS造成的

伤害,并通过合成木质素增加细胞壁强度来协同适

应盐胁迫,这可能是宁夏枸杞适应盐胁迫环境的一

种重要特征。但在200,300
 

mmol/L的中高度盐胁

迫下,以上3类化合物的合成均明显减弱,植株耐盐

性降低和生长受到抑制,因此认为宁夏枸杞生长最

适盐浓度在100~200
 

mmol/L
 

NaCl之间,这与盐

胁迫下宁夏枸杞生长形态变化相一致。本研究结果

为阐明苯丙烷代谢途径相关基因、酶以及产物参与

提高宁夏枸杞耐盐性提供了理论依据,同时对宁夏

枸杞的栽培生产具有重要指导意义。
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