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无瓣海桑根响应盐胁迫的转录组分析

梁锐涛，韩维栋，杨少瑕，陈蓓蓓*

(广东海洋大学滨海农业学院，广东 湛江，　524088)

摘要：[目的 ] 初步探究无瓣海桑的耐盐分子机制，筛选出无瓣海桑抗盐候选基因，为后续功能验证实验及林木

抗盐性遗传育种奠定分子基础。[方法 ] 以 1年生无瓣海桑幼苗为材料，用 500 mmol·L−1 NaCl分别处理

0 d（对照组）和 10 d（处理组），取不同条件下的根部组织进行转录组测序，并结合三代全长转录组数据进

行后续生物信息学分析。[结果 ]（1）与对照组相比，NaCl处理 10 d后，无瓣海桑幼苗根系中共有 14 401

个差异表达基因，其中，7 153个上调，7 248个下调。（2）GO分析发现，共有 11 068个差异基因在 47个

GO 条目得到注释。（3）在 KEGG富集分析中，共有 6 189个差异基因富集到 134条通路，其中，共有

14条通路显著富集（P 值<0.01，Q 值＜0.05）。（4）通过进一步对差异基因进行功能注释分析，共筛选出

抗盐候选基因 89个，其中，抗氧化基因 24个，渗透调节物质基因 22个，植物激素基因 19个，蛋白激酶基

因 10个，转录因子基因 14个。[结论 ] 活性氧清除、渗透调节、植物激素、蛋白激酶及转录因子相关基因参

与调控无瓣海桑盐逆境适应过程。
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土壤盐渍化现象几乎遍布所有的气候区域以及

地理环境，是影响农业和林业生产的主要问题。土

壤盐渍化使植物受到渗透胁迫、离子毒害、膜透性

改变及生理代谢紊乱等危害[1]，严重制约了植物的

生长，是在植物生产与栽培上一个非常严峻的问

题。因此，通过对植物抗盐的分子调控机制进行探

析，挖掘耐盐相关基因，并应用于新种质创制和新

品种选育，对于缓解土壤盐渍化问题具有重要的现

实意义。

长期生长在滨海区域潮间带的红树林，由于其

特殊的、有别于陆地和淡水植物的生长环境，演化

出了一套特殊的盐逆境适应机制。植物的耐盐机制

涉及渗透物质积累、蛋白积累、抗氧化酶的诱导、

植物激素的诱导和光合作用路径的变化 5个方面[2]。

对于红树植物，不同的红树物种具体的耐盐机制有

所不同。无瓣海桑（Sonneratia  apetala Buch.-

Ham.）是海桑科海桑属红树乔木，具有生长快、

耐淹浸、耐贫瘠、耐寒强等特点，是滨海滩涂的先

锋造林树种，在维持海岸带生态平衡方面起着重要

作用[3]。先前有关其耐盐特性的研究主要集中在形

态、生理生态层面，如廖岩等[4] 研究了不同盐度处

理 3个月下无瓣海桑根、茎、叶中的蛋白质、可溶

性糖、丙二醛含量、抗氧化酶活性的变化情况，并

探讨了它们的相互关系，为耐盐树种的选育提供了

参考。然而，目前鲜见关于无瓣海桑耐盐分子机制

方面的研究报道。

转录组测序是转录组学研究的核心技术，被广

泛应用于新基因的挖掘等[5]。目前，最新的测序技

术已经发展到了第三代。三代测序技术具有单分

子、超长读长、无需 PCR扩增等优点，已在基因

组学、转录组学、表观遗传学等领域上得到了应

用[6]。在转录组学上，三代全长转录组测序（Iso-
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Seq）的应用，可弥补二代测序技术读段较短、无

法覆盖整个转录本的缺点，从而做到从全长转录本

水平上研究转录组[7]。但三代测序技术存在碱基错

误率高、成本高等缺点，目前应用并不广泛[8]。二

代测序有通量高、成本低的特点，且发展至今已取

得了较好的工作基础，因此，二代和三代测序结合

使用成为很多研究者的策略[9]。如梅瑜等[10] 利用基

于 SMRT技术原理的 PacBio平台三代测序技术，

对甘葛藤（Pueraria thomsonii Benth）进行全长

转录组测序及分析，从转录数据中鉴定了黄酮类生

物合成基因、转录因子、R基因和 SSR标记，为

甘葛藤的选育和利用提供了基础。然而，对于红树

植物，当前研究仅限于对白骨壤（ Avicennia
marina  (Forsk.)  Vierh.） [11]、 秋 茄 （ Kandelia
candel (Linn.) Druce / Kandelia obovata） [12]、角

果木（Ceriops tagal (perr.) C. B. Rob） [13]、竹节

树（Carallia brachiate (Lour.) Merr.）[14] 和老鼠簕

（Acanthus ilicifolius L.） [15]等个别物种开展了转

录组学相关研究。特别是，至今对无瓣海桑仅开展

了以三代全长转录组数据集为基础的盐胁迫应答转

录因子挖掘工作[16]。因此，本研究利用二代与三代

结合的高通量测序技术，对盐胁迫处理前后的无瓣

海桑根系进行转录组测序分析，从中鉴定并初步筛

选出无瓣海桑根系响应盐胁迫的候选基因，可为深

入研究无瓣海桑的耐盐基因组学、分子生物学和进

一步揭示红树植物的耐盐机制提供理论基础。

 1　 材料与方法

 1.1    材料与处理

本实验原材料采自于广东省湛江市特呈岛红树

林自然保护区（21°09′  ～  21°10 ′  N,  110°25′  ～
110°27 ′  E）。2019年 10月采集无瓣海桑的种

子，播种于人工配制的营养土中。1 a后，选取长

势一致的无瓣海桑幼苗，分别设置对照组（RCK）
和处理组（RT）。处理组用 500 mmol•L−1 的 NaCl
溶液每 3 d进行 1次盐胁迫处理，对照组使用等量

清水。对照组（RCK_a、RCK_b、RCK_c）和处

理组（RT_a、RT_b、RT_c）均进行了 3次生物

学重复。10 d后分别取对照组和处理组根部组织

液氮速冻，于−80 ℃ 冰箱保存。

 1.2    方法

 1.2.1     测序文库构建及测序　提取 6个样本的

RNA，质检合格后构建三代全长转录组测序文库

和二代 RNA-seq测序文库，并进行测序及分析。

二代测序文库构建方法如下：（1）用 mRNA富集

法或 rRNA去除法对 total RNA进行处理；（2）用

打断 buffer把获得的 RNA片段化，随机的 N6引

物进行反转录，合成 cDNA二链形成双链 DNA，
再将其末端补平并 5′端磷酸化；（3）连接一个

3'端有凸出“T”的鼓泡状的接头；（4）通过特异的

引物进行 PCR扩增得到 PCR产物，将其热变性

成单链，再用一段桥式引物将单链 DNA环化得到

单链环状 DNA文库；（5）利用 BGISEQ-500平

台测序。

PacBio测序文库构建方法如下：取 6个样本

的 RNA， 等 量 混 合 ， 使 用 SMARTer™  PCR
cDNA Synthesis试剂盒将混合的 RNA样品反转录

合成第一链 cDNA，经 PCR扩增合成第二链

cDNA，然后对双链 DNA经过 2次 PCR扩增后的

片段进行损伤修复、末端修复，并连接 SMRT适

配体后构建全长转录组测序文库，利用 PacBio平

台进行测序。

文库构建及测序工作由华大基因公司完成。

 1.2.2    测序数据组装和基因定量　为保证数据质

量，需对测序得到的原始数据进行过滤、参考基因

比对等前期处理。本研究使用华大自主研发的过滤

软件 SOAPnuke[17] 对 6个样本进行过滤，去除包

含接头污染、未知碱基 N含量大于 10%、低质量的

reads。使用 Bowtie2[18] 将 clean reads比对到三

代全长转录组数据库；利用 RSEM计算各个样品

的基因表达水平[19]。样本间的相关性分析通过皮尔

逊相关系数（Pearson correlation coefficient）进行。

 1.2.3    差异基因的选择与功能注释分析　本研究

基于负二项分布原理的 Deseq2模型分析方法[20]，

对 2组样本进行差异检测分析，并以差异倍数值

（ fold  change,  FC）≥  2或  ≤  0.5，P-value  <
0.01，Q-value < 0.05作为筛选差异基因的标准，

并将该筛选得到的差异基因用于后续的 GO和

KEGG Pathway富集分析，前者通过 agriGO网站

（http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/）进

行，后者借助基因数据库网站（https://www.ke
gg.jp/）[21] 完成。

 2　 结果与分析

 2.1    测序质量分析

通过 SOAPnuke软件对原始数据进行过滤
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后，如表 1所示，有效读序百分率均在 98%以

上，Q20（碱基量 ≥ 20%）均大于 96%且 Q30
（碱基量 ≥ 30%）均 ＞ 91%，比对率均在 87%
以上。6个样品转录本 reads覆盖度的峰值在

90 ～ 100；空白对照 RCK组和盐处理 RT组的三

次生物学重复间的相关系数极高（> 0.98，图 1）。
以上数据均说明 6个样品的测序质量较高，测序数

据可靠，可用于后续的差异表达分析。

 
 

表 1    高通量转录组测序数据统计表

Table 1    Statistical of high-throughput transcriptome sequencing data
样本编号
Sample ID

总原始读数
Total Raw Reads /M

总有效读数
Total Clean Reads /M

比对率
Mapping ratio/% Q20/% Q30/%

有效读序百分率
Clean Reads Ratio/%

RCK_a 43.82 43.07 87.49 96.89 91.97 98.28

RCK_b 43.82 43.26 87.89 96.92 92.03 98.71

RCK_c 43.82 43.23 87.94 96.89 91.97 98.66

RT_a 43.82 43.35 88.08 97.53 93.21 98.93

RT_b 43.82 43.23 87.62 97.78 93.88 98.65

RT_c 43.82 43.25 87.62 97.77 93.85 98.71

　　注：RCK，空白对照组，RT，盐胁迫处理10 d的处理组，a、b、 c表示3个生物学重复；Q20、Q30分别表示质量值≥20、30的碱基数占总碱基数的
比例。

　　Notes: RCK represents blank control group, RT represents samples treated with salt for 10 days, and a, b, c represent the three biological
repetitions; Q20, Q30, the proportion of bases with value ≥ 20, 30.
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图 1    6个样本表达量相关性热图
Fig. 1    Correlation heat map of six samples based on

gene expression levels
 

 2.2    样本差异基因表达情况

无瓣海桑根系在 500 mmol·L−1 的 NaCl胁迫

10 d后，共检测到 20 289个基因表达量发生了改

变（图 2）。2组样本间共有 14 401个基因差异

表 达 ， 其 中 ， 7  153个 差 异 基 因 上 调 表 达 ，

log2FC最大值为 11.32（isoform_13 051）；7 248
个 差 异 基 因 下 调 表 达 ， log2FC最 低 值 为

−12.69（isoform_11 580）。结果表明，下调表达

的差异基因数量多于上调的数量。
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　　注：红色点代表上调表达基因，绿色点代表下调表达基因，灰色

点代表非显著差异表达基因

　  Notes:  Red  dots  represent  up-regulated  genes,  green  dots
represent  down-regulated  genes,  and  gray  dots  represent  non-
significant genes

图 2    组间差异基因火山图
Fig. 2    Volcanic map of differential expression genes

among different groups
 

 2.3    差异基因的 GO分类和显著性富集分析

将差异基因比对到 Gene Ontology (GO)数据
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库，共有 11 068个差异基因注释到 47条 GO条

目，注释率为 76.9%，涉及 3大主要功能分类：

生物过程、细胞组分和分子功能，占比分别为

25.02%，43.76%，31.21%，由此可知，大多数

差异基因的功能与细胞组分具有较大的相关性。根

据 GO功能注释分类结果（图 3），这些差异基因

在参与生物过程中，主要集中在细胞过程和代谢过

程；在细胞组分中，主要集中在细胞、膜、膜部

分；在分子功能中，主要集中在连接、催化活性。

表明在高盐胁迫下，上述的亚类中涉及到的基因可

能在无瓣海桑根系中响应强烈。
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图 3    差异基因富集数目最多的 20个 GO条目

Fig. 3    the 20 most abundant GO terms for differentially expressed genes
 

 2.4    差异基因的 KEGG富集分析

在 KEGG分析结果中，共有 6 189个差异基

因富集到 134条通路，以 Q-value＜0.05作为显

著富集标准，共有 14条显著富集的通路（图 4），
其中，富集差异基因数量最多的是植物激素信号转

导（ko04075），涉及 512个基因，最显著富集的

植物-病原体相互作用（ko04626）涉及 367个基

因。富集分析结果表明，无瓣海桑根系基因主要通

过 14条显著通路参与盐胁迫的响应，并且其中涉

及的基因可能对无瓣海桑根系耐盐性的调控发挥作

用，关注这些显著通路，有助于对无瓣海桑根系耐

盐候选基因的筛选。

 2.5    响应盐胁迫的差异表达基因功能分析

通过进一步对差异基因进行功能注释分析，本

研究共筛选出 89个无瓣海桑根系抗盐候选功能基

因，涉及 12条 KEGG通路（表 2，图 5）。
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 2.5.1    抗氧化基因的差异表达　正常情况下，植

物体内存在着活性氧（reactive oxygen species,
ROS）产生和清除的动态平衡，但外界的不良环

境会打破这个平衡，导致 ROS的积累，产生毒

害[22]。植物体内存在 2种 ROS清除机制——酶促

清除和非酶促清除，前者主要涉及超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）等，后者主要涉

及抗坏血酸、类黄酮物质等 [23]。本研究发现 6类

共 24个活性氧清除基因（图 6），其中，上调表

达基因数量最多的是过氧化物酶基因，总数为 7，
表达量差异变化最大的为铜锌家族超氧化物歧化酶

基因，差异倍数达到 6.46。这些上调表达的基因

有利于无瓣海桑在盐胁迫前期，合成多种抗氧化酶

类物质，提高体内抗氧化和 ROS清除的能力，增

强耐受性。

 2.5.2    渗透调节物质基因的差异表达　植物在对

盐胁迫的适应过程中，细胞会积累一定量的可溶性

有机物质，作为渗透调节物质参与渗透调节，以适

应外界的低水势 [2]。在本研究中，发现 10种共

22个编码生成有机渗透调节物质的基因（图 6），
涉及水苏糖、棉子糖、蔗糖、海藻糖、脯氨酸、甜

菜碱、热激蛋白等渗透调节物质。在这些基因中，

部分基因存在上调表达，表明在盐胁迫下，无瓣海

桑可通过合成一些渗透调节物质，以调节盐渍环境

下植物细胞内的渗透势。

 2.5.3    植物激素基因的差异表达　植物体内的多

种激素在其生长发育、代谢等生理过程中发挥着重

要的调控作用 [24]。本研究发现 7种共 19个涉及

2种植物激素（ IAA与 ABA）的基因（图 6），

其中，IAA途径相关的有生长素应答因子（auxin
response factor, ARF）、生长素应答 GH3家族基

因（auxin  responsive  GH3  gene  family, GH3）、

SAUR家族蛋白（SAUR family protein, SAUR）

和生长素响应蛋白（auxin-responsive protein IAA,
IAA）共 11个基因；涉及 ABA途径的有脱落酸应

答元件结合因子（ABA responsive element binding

 

植物激素信号转导
Plant hormone signal transduction

核糖核酸运输
RNA transport

MAPK 信号通路-植物
MAPK signaling pathway - plant

植物-病原体相互作用
Plant-pathogen interaction

苯丙素生物合成
Phenylpropanoid biosynthesis

基因监控途径
mRNA surveillance pathway

淀粉和蔗糖代谢
Starch and sucrose metabolism

核糖核酸降解
RNA degradation
核糖核酸聚合酶

RNA polymerase
昼夜节律-植物

Circadian rhythm-plant
戊糖和葡糖醛酸相互转化

Pentose and glucuronate interconversions
半乳糖代谢

Galactose metabolism
类黄酮生物合成

Flavonoid biosynthesis
磷酸肌醇代谢

Inositol phosphate metabolism
氮素代谢

Nitrogen metabolism

Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis
油菜素类固醇生物合成

Brassinosteroid biosynthesis
玉米素生物合成

Zeatin biosynthesis
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糖基磷脂酰肌醇-锚生物合成

图 4    差异基因最显著富集的 20个 KEGG通路

Fig. 4    the first 20 significant enriched KEGG pathways for differentially expressed genes
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表 2    无瓣海桑根系部分抗盐候选功能基因

  Table 2    List of partial salt-resistance candidate genes in root of S. apetala

基因ID log2FC KEGG功能注释 参与通路

活性氧清除

isoform_61079 6.46
超氧化物歧化酶，铜锌家族
superoxide dismutase, Cu-Zn family 过氧物酶体

Peroxisome
isoform_173361 1.47

超氧化物歧化酶，铁锰家族
superoxide dismutase, Fe-Mn family

isoform_287367 6.10 过氧化物酶
peroxidase

苯丙素生物合成
Phenylpropanoid biosynthesisisoform_57012 −4.69

isoform_25838 3.16
过氧化氢酶
catalase

MAPK信号通路-植物
MAPK signaling pathway-plant

isoform_58072 −1.83
谷胱甘肽过氧化物酶
Glutathione peroxidase

谷胱甘肽代谢
Glutathione metabolism

isoform_67198 5.39
黄酮醇合成酶
flavonol synthase

类黄酮生物合成
Flavonoid biosynthesis

渗透调节

isoform_17235 7.54
海藻糖-6-磷酸磷酸酶
trehalose 6-phosphate phosphatase

淀粉和蔗糖代谢
Starch and sucrose metabolism

isoform_134633 −4.24
海藻糖-6-磷酸合成酶/磷酸酶
trehalose 6-phosphate
synthase/phosphatase

isoform_9570 3.75
水苏糖合成酶
stachyose synthetase 谷胱甘肽代谢

Galactose metabolism
isoform_49176 7.98

棉子糖合成酶
raffinose synthase

isoform_16906 5.82 δ-1-吡咯啉-5-羧酸合成酶
delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase

氨基酸的生物合成
Biosynthesis of amino acidsisoform_31419 −1.20

isoform_272673 5.53
甜菜碱醛脱氢酶
betaine-aldehyde dehydrogenase

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢
Glycine, serine and threonine
metabolism

isoform_228012 2.21 脯氨酸脱氢酶
proline dehydrogenase

精氨酸和脯氨酸代谢
Arginine and proline metabolismisoform_8893 −2.72

植物激素

isoform_6363 8.35
生长素应答因子
auxin response factor

植物激素信号转导
Plant hormone signal transduction

isoform_119200 6.23
生长素应答GH3基因家族
auxin responsive GH3 gene family

isoform_126871 3.48
生长素响应蛋白
auxin-responsive protein IAA

isoform_278367 4.36 SAUR家族蛋白
SAUR family proteinisoform_50365 −7.94

isoform_48396 6.73 脱落酸受体PYR/PYL家族
abscisic acid receptor PYR/PYL familyisoform_49285 −6.23

isoform_221018 −2.92
蛋白磷酸酶2C
protein phosphatase 2C

isoform_267229 4.96 脱落酸应答元件结合因子
ABA responsive element binding factorisoform_43536 −2.46

蛋白激酶

isoform_216952 4.44
促分裂原活化蛋白激酶激酶激酶1
mitogen-activated protein kinase kinase
kinase1

MAPK信号通路-植物
MAPK signaling pathway-plantisoform_182097 4.28

促分裂原活化蛋白激酶4
mitogen-activated protein kinase4

isoform_140969 1.38
促分裂原活化蛋白激酶6
mitogen-activated protein kinase 6

isoform_161961 −7.52
钙依赖性蛋白激酶
calcium-dependent protein kinase

植物-病原体相互作用
Plant-pathogen interaction
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factor,  ABF）、 脱 落 酸 受 体 PYR/PYL家 族

（abscisic  acid  receptor  PYR/PYL family, PYL）
和 蛋 白 磷 酸 酶 2C（ protein  phosphatase  2C,
PP2C）共 8个基因。IAA相关基因除 GH3 基因

均上调表达外，  其他同时存在上下调表达，而

ABA相关基因大部分下调表达。上述结果表明，

植物激素能够在无瓣海桑的信号转导途径中发挥作

用，不同激素共同调控盐胁迫响应过程。

 2.5.4    植物蛋白激酶基因的差异表达　蛋白激酶

可调控植物的生长，在逆境中起到调控感受胁迫信

号、启动各种非生物逆境响应的作用[25]。 本研究

发现 6种共 10个蛋白激酶相关基因（图 6），其

中，2种促分裂原活化蛋白激酶基因（mitogen-
activated  protein  kinases,  MAPK） MPK4、
MPK6 和 2种 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 基 因

PBS1、CTR1 均上调表达，1种促分裂原活化蛋

白激酶基因（mitogen  activated  protein  kinase,
MEKK）MEKK1 和 1种钙依赖性蛋白激酶基因

（ calcium-dependent  protein  kinase, CDPK）中

均有 2个上调表达，1个下调表达。可见这些蛋白

激酶在无瓣海桑根系响应高盐胁迫时，发挥着尤为

重要的调控作用。

 2.6    响应盐胁迫的转录因子分析

转录因子是一类功能蛋白质，具有调控基因表

达的作用。当植物受到逆境胁迫时，转录因子通过

与相应的顺式作用元件相互作用，调控并减轻逆境

胁迫带来的伤害，以适应各种逆境 [26]。本研究发

现 8种共 14个差异表达的转录因子（图 6），涉

及 5个家族，分别为 WRKY家族、MYB家族、

GRAS家族、bHLH家族和 EREBP家族，其中，

WRKY家族发现的成员数量最多，暗示 WRKY家

族在无瓣海桑响应盐胁迫中起着重要的调控作用。

 3　 讨论

植物对盐胁迫的响应是一个多基因参与的复杂

过程，从微观上的基因响应到宏观上生理的变化，

经历了一系列的信号传递与调节过程，最终适应盐

逆境[27]。通过转录组测序技术对植物盐胁迫下的转

录调控机制进行研究分析，能够快速准确地初步筛

选出其中的耐盐相关基因，为进一步利用分子生物

学手段深入探究其耐盐机制奠定数据基础。然而，

对于红树植物，当前研究对无瓣海桑仅限于利用转

录组学技术开展了盐胁迫相关转录因子的挖掘[16]，

而对转录因子以外的其他可能参与调控盐逆境适应

过程的基因并未关注。本研究联合二代和三代转录

组测序技术，获得了无瓣海桑对照组及 500
mmol•L−1 盐胁迫处理 10 d后的根系转录组数据，

在此基础上进行生物信息学分析，最终筛选出

89个无瓣海桑根抗盐候选基因，其中一些基因对

盐胁迫的响应起着十分重要的作用。

在植物的 ROS酶促清除机制中，SOD、过氧

化物酶（POD）、CAT是常见的酶。研究表明，

NaCl胁迫后耐盐性强的 A34株系葡萄根系中的

SOD、CAT、POD活性表现出快速升高并在较高

水平后小幅度降低的趋势，这有利于维持活性氧代

谢的平衡，缓解细胞膜脂过氧化 [28]。鲁琳等 [29]

通过高通量测序技术对盐胁迫下花烟草（Nicotiana
alata Link et Otto）的活性氧清除基因进行挖掘，

发现编码 SOD、POD、CAT的基因均发生了显著

的上调表达，同时存在下调表达的基因。本研究也

发现了类似的结果，在 SOD 中，SOD1 2个上

调，1个下调，SOD2 1个上调表达；CAT 5个基

 

无瓣海桑根系响应盐胁迫关键基因

转录因子 活性氧清除 渗透调节 植物激素 蛋白激酶

isoform_260401 (WRKY22) ↑
isoform_59689 (WRKY25) ↑
isoform_111656 (WRKY2) ↓
isoform_149923 (WRKY33) ↑
isoform_201355 (MYBP) ↑
isoform_44218 (CBF1) ↑
isoform_103273 (DELLA) ↑

isoform_61079 (SOD1) ↑
isoform_173361 (SOD2) ↑
isoform_287367 (POD) ↑
isoform_25838 (CAT) ↑
isoform_58072 (GPX) ↓
isoform_43369 (APX) ↓
isoform_67198 (FLS) ↑

isoform_200475 (ERF1) ↓

isoform_9570 (stachyose synthetase) ↑
isoform_49176 (raffinose synthase) ↑
isoform_279743 (otsB) ↓
isoform_134633 (TPS) ↓
isoform_5074 (SUS) ↑
isoform_272673 (BADH) ↑
isoform_16906 (P5CS) ↑

isoform_110747 (ARF) ↓
isoform_119200 (GH3) ↑
isoform_126871 (IAA) ↑
isoform_50365 (SAUR) ↓
isoform_48396 (PYL) ↑
isoform_221018 (PP2C) ↓

isoform_216952 (MEKK1) ↓
isoform_182097 (MPK4) ↑
isoform_140969 (MPK6) ↑
isoform_161961 (CDPK) ↓
isoform_170830 (PBS1) ↑
isoform_292906 (CTR1) ↓

isoform_30977 (ABF) ↓
isoform_8893 (PRODH) ↓
isoform_293369 (HSP90B) ↓
isoform_227491 (HSP90A) ↓

图 5    无瓣海桑根系响应盐胁迫关键基因

Fig. 5    Key genes in response to salt stress in root of S. apetala
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因全部上调表达；在 POD 中，存在较多下调表达

的基因。上述结果推测可能是由于植物体内的抗氧

化机制存在着正负 2种调控方式，且不同抗氧化酶

在不同植物中的调控方式可能有所不同；对于无瓣

海桑来说，CAT 可能是以正向调控为主导，而

POD 可能主要是以负向调控为主。

在逆境下，植物可通过调节海藻糖的含量，稳

定蛋白质的结构与功能，提高在逆境中的生存能

 

isoform_48396,PYL,K14496
isoform_61079,SOD1,K04565
isoform_6363,ARF,K14486
isoform_41522,FLS,K05278
isoform_149923,WRKY33
isoform_92246,POD,K00430
isoform_49176,raffinose synthase,K06617
isoform_201355,MYBP
isoform_173361,SOD2,K04564
isoform_275406,WRKY25
isoform_52312,APX,K00434
isoform_282732,HSP90A,K04079
isoform_140969,MPK6,K14512
isoform_59689,WRKY25
isoform_76059,PYL,K14496
isoform_20288,CAT,K03781
isoform_281867,CAT,K03781
isoform_43569,FLS,K05278
isoform_25838,CAT,K03781
isoform_42941,SAUR,K14488
isoform_41423,FLS,K05278
isoform_111656,WRKY2
isoform_30677,IAA,K14484
isoform_167942,MYBP
isoform_221018,PP2C,K14497
isoform_49285,PYL,K14496
isoform_161961,CDPK,K13412
isoform_134633,TPS,K16055
isoform_110747,ARF,K14486
isoform_50365,SAUR,K14488
isoform_114899,POD,K00430
isoform_293369,HSP90B,K09487
isoform_3689,SUS,K00695
isoform_279743,otsB,K01087
isoform_138306,PP2C,K14497
isoform_114273,BADH,K00130
isoform_8867,otsB,K01087
isoform_11335,PP2C,K14497
isoform_276938,CAT,K03781
isoform_25334,GPX,K00432
isoform_30538,otsB,K01087
isoform_104999,MEKK1,K13414
isoform_4022,ARF,K14486
isoform_170830,PBS1,K13430
isoform_278367,SAUR,K14488
isoform_103273,DELLA
isoform_272673,BADH,K00130
isoform_16906,P5CS,K12657
isoform_27142,CDPK,K13412
isoform_257248,WRKY22
isoform_5074,SUS,K00695
isoform_209717,SOD1,K04565
isoform_98824,TPS,K16055

isoform_44218,CBF1
isoform_61853,CDPK,K13412

isoform_119200,GH3,K14487
isoform_216952,MEKK1,K13414
isoform_9570,stachyose synthetase,K06611
isoform_287367,POD,K00430
isoform_67198,FLS,K05278
isoform_261683,GH3,K14487
isoform_182097,MPK4,K20600
isoform_192354,WRKY2
isoform_126871,IAA,K14484
isoform_260401,WRKY22
isoform_292906,CTR1,K14510
isoform_228012,PRODH,K00318
isoform_131402,WRKY22
isoform_156772,PP2C,K14497
isoform_81450,POD,K00430
isoform_111010,ARF,K14486
isoform_66276,SOD1,K04565
isoform_43369,APX,K00434
isoform_955,raffinose synthase,K06617
isoform_128026,WRKY33
isoform_200475,ERF1
isoform_57012,POD,K00430
isoform_8893,PRODH,K00318
isoform_30977,ABF,K14432
isoform_227491,HSP90A,K04079
isoform_228378,MEKK1,K13414
isoform_38818,POD,K00430
isoform_58072,GPX,K00432
isoform_45247,POD,K00430
isoform_244943,raffinose synthase,K06617
isoform_31419,P5CS,K12657
isoform_2997,TPS,K16055
isoform_183342,CAT,K03781
isoform_7601,TPS,K16055
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　　注：基因的表达量用 Log2(FPKM + 1)值表示；色块的颜色越红代表基因表达量越高，颜色越绿，表达量越低；右侧为抗盐候选基因，底部为

盐处理 0 d和 10 d 6个样本。SOD1：超氧化物歧化酶，铜锌家族超氧化物歧化酶，铜锌家族；SOD2：超氧化物歧化酶，铁锰家族；POD：过氧

化物酶；CAT：过氧化氢酶；GPX：谷胱甘肽过氧化物酶；APX：L-抗坏血酸过氧化物酶；FLS：黄酮醇合成酶；stachyose synthetase：水苏糖合

成酶；otsB：海藻糖-6-磷酸磷酸酶；TPS：海藻糖-6-磷酸合成酶/磷酸酶；SUS：蔗糖合酶；raffinose synthase：棉子糖合成酶；BADH：甜菜碱醛

脱氢酶；P5CS：δ-1-吡咯啉-5-羧酸合成酶；PRODH：脯氨酸脱氢酶；HSP90B：热休克蛋白 90kDa；HSP90A：分子伴侣 HtpG；ARF：生长素应

答因子；GH3：长素应答 GH3基因家族；SAUR：SAUR 家族蛋白；IAA：生长素响应蛋白；ABF：脱落酸应答元件结合因子；PYL：脱落酸受体

PYR/PYL家族；PP2C：蛋白磷酸酶 2C；MEKK1：促分裂原活化蛋白激酶 1；MPK4：促分裂原活化蛋白激酶 4；MPK6：促分裂原活化蛋白激酶

6；CDPK：钙依赖性蛋白激酶；PBS1：丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 PBS1；CTR1：丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 CTR1；CBF1：转录调节因子 CBF1；
ERF1：乙烯响应转录因子 1

　　Notes: Log2(FPKM + 1) was indicated on a color scale from magenta (high) to green (low); Gene names are on the right side of the figure,
and the six saplmes under 0-and 10-d of salt stress were at the bottom. SOD1, superoxide dismutase 1; SOD2, superoxide dismutase 2; POD,
peroxidase;  CAT,  catalase;  GPX,  glutathione  peroxidase;  APX,  L-ascorbate  peroxidase;  FLS,  flavonol  synthase;  otsB,  trehalose  6-phosphate
phosphatase; TPS, trehalose 6-phosphate synthase/phosphatase; SUS, sucrose synthase; BADH, betaine-aldehyde dehydrogenase; P5CS, δ-1-
pyrroline-5-carboxylate  synthetase;  PRODH,  proline  dehydrogenase;  HSP90B,  heat  shock  protein  90kDa  beta;  HSP90A,  molecular  chaperone
HtpG; ARF, auxin response factor; GH3, auxin responsive GH3 gene family; SAUR, SAUR family protein; IAA, auxin-responsive protein IAA; ABF,
ABA responsive element binding factor; PYL, abscisic acid receptor PYR/PYL family; PP2C, protein phosphatase 2C; MEKK1, mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 1; MPK4, mitogen-activated protein kinase 4; MPK6, mitogen-activated protein kinase 6; CDPK, calcium-dependent
protein kinase; PBS1, serine/threonine-protein kinase PBS1; CTR1, serine/threonine-protein kinase CTR1; CBF1, transcriptional regulator CBF1;
ERF1, ethylene-responsive transcription factor 1

图 6    89个无瓣海桑根系抗盐候选基因表达量聚类热图

Fig. 6    Cluster heat map of the 89 salt-resistance candidate genes in roots of S. apetala
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力 [30]。李辉等 [31] 克隆了海藻糖合成关键酶基因

海 藻 糖 -6-磷 酸 磷 酸 酶 基 因 （ trehalose-6-
phosphate  phosphatase, TPP），并研究其在非

生物胁迫下的作用，结果表明该基因表达显著上

调。研究表明，高盐胁迫主要促进了龙须菜

（Asparagus schoberioides Kunth）海藻糖 -6-磷
酸合成酶/磷酸酶 1基因（trehalose 6-phosphate
synthase/phosphatase  1，TPS1）、海藻糖 -6-磷
酸合成酶/磷酸酶 2基因（trehalose 6-phosphate
synthase/phosphatase  2, TPS2）和海藻糖 -6-磷
酸合成酶/磷酸酶 4基因（trehalose 6-phosphate
synthase/phosphatase 4, TPS4）的表达，而渗透

胁迫抑制了 TPS1、 TPS2 和海藻糖 -6-磷酸合

成 酶 /磷 酸 酶 3基 因 （ trehalose  6-phosphate
synthase/phosphatase 3, TPS3）的表达[32]。本研

究发现 2种共 7个合成海藻糖的关键基因：海藻

糖-6-磷酸磷酸酶基因（otsB）和海藻糖-6-磷酸合

成酶基因（TPS）。在这些基因中，3个表现出下

调表达，可能是由于盐胁迫产生的渗透胁迫抑制了

这些基因的表达。

脯氨酸是植物中常见的有机渗透调节物质，而

脯氨酸的积累是植物应对盐胁迫的普遍反应。

在大多数植物物种中，δ-1-吡咯啉-5-羧酸合成酶

（P5CS）催化谷氨酸生物合成脯氨酸的第一

步 [33]。在 Funck等 [34] 的研究中，发现在拟南芥

（Arabidopsis thaliana  (L.)  Heynh）NaCl处理的

p5cs2突变体中，几乎没有 Na+的积累，植株既没

有褪绿，也没有光合作用减弱，可见 P5CS2介导

的脯氨酸合成在调节叶片 Na+积累和抗盐胁迫方面

具有重要调控功能。本研究中发现 2个 P5CS 基

因，1个上调，1个下调，表明 P5CS 基因在渗透

调节中发挥了作用。

脱落酸在盐、干旱、低温等非生物胁迫下会在

植物体内被诱导产生，同时启动相关的信号途径，

以响应非生物胁迫 [35]。ABA信号途径由 ABA受

体、PP2C、SnRK2和 ABF转录因子四部分组

成[36]。研究表明，盐处理抑制了拟南芥中 PP2C31
基因的表达，且在不同时期盐处理下 PP2C31 基

因出现了不同程度的下调表达，说明 PP2C31蛋

白在拟南芥响应盐胁迫中起负调控作用[37]。本研究

发现 4个 PP2C 基因均下调表达，推测 PP2C蛋

白负调控无瓣海桑的盐胁迫响应。

丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）途径在盐、高

温、病原菌等逆境的应答中起着重要作用，它通

过 MAPKKK→MAPKK→MAPK逐级传递放大胁迫

信号，由下游的 MAPK激活调控相应基因的表达，

引起植物对逆境的应答[38]。在野生大麦（Hordeum
spontaneum L.）中，MEKK1-MKK2-MPK4/6[39] 联级

系统参与了盐胁迫的响应。拟南芥的 MAPK联级

中多个 MAPK 基因在多种非生物胁迫的响应中起

着重要作用[40]。汪芳珍等[41] 通过对沙芥根进行 6 h
50 mmol•L−1 的盐处理实验，结果表明，共有 11
个 MAPK/MAPKK/MAPKKK 蛋白激酶基因的表达

显著上调。本研究中发现 MEKK1、MPK4、MPK6
基因大都上调表达，推测这些基因在无瓣海桑的

MAPK联级途径响应盐胁迫中起着重要的作用，但

无瓣海桑具体响应盐胁迫的 MAPK联级系统中的

基因及机制，还有待进一步研究。

植物体转录因子在盐胁迫调控下游机制中发挥

着重要作用。参与植物盐胁迫响应的转录因子家族

有 WRKY、MYB、bHLH、NAC等 [42]。在盐胁迫

的响应中，WRKY家族转录因子存在着正负 2种

调控机制。在拟南芥中，RtWRKY23可提高自身

过氧化物酶水平，以增强盐胁迫耐受性[43]。转基因

烟草中过表达的 CaWRKY27 抑制了抗氧化酶合成

途径相关基因的表达，在响应盐胁迫中起负调控作

用[44]。本研究发现 WRKY22、WRKY25 均呈上调

表达，说明这些转录因子可能正向调控无瓣海桑的

耐盐性。此外，WRKY2、WRKY33 呈现上下调表

达，这表明了 WRKY家族转录因子参与无瓣海桑

耐盐机制方式的复杂性。

 4　 结论

本研究通过二代 RNA-seq和三代全长转录组

测序技术的联合使用对无瓣海桑响应盐逆境的转录

调控机制进行了解析，获得了盐逆境下无瓣海桑根

系的差异表达基因及功能注释信息，并鉴定出一批

与活性氧清除、渗透调节、植物激素、蛋白激酶、

转录因子等相关的潜在耐盐候选基因，研究结果对

揭示红树植物的抗盐机制、耐盐型红树新型品种选

育及沿海生态环境保护具有重要意义。
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Transcriptome Analysis of Sonneratia apetala Root in
Response to Salt Stress

LIANG Rui-tao, HAN Wei-dong, YANG Shao-xia, CHEN Bei-bei
(College of Coastal Agricultural Sciences, Guangdong Ocean University, Zhanjiang　524088, Guangdong, China)

Abstract: [Objective] To lay a molecular basis for functional verification experiment and genetic breeding
of tree salinity tolerance, the genetic mechanisms was explored, and salt-related genes were identified for
Sonneratia apetala Buch.-Ham. [Method] In this study, the root tissues were collected from a 1-year-old S.
apetala treated with 500 mmol•L−1 NaCl for 0 (control group) and 10 d (treatment group). Then transcrip-
tome  sequencing  and  bioinformatics  analysis  was  performed  based  on  the  three-generation  full-length
transcriptome dataset of S. apetala. [Result] (1) Compared with the control group, 14 401 genes were dif-
ferentially  expressed  after  salt  treatment,  of  which  7 153 were  up-regulated  and  7 248 were  down-regu-
lated. (2) GO analysis found that a total of 11 068 differential genes were annotated in 47 GO items. (3) For
KEGG enrichment analysis, a total of 6 189 differential expression genes were enriched to 134 pathways,
of  which 14 were significantly  enriched (P-value <0.01, Q-value <0.05).  (4)  Further  functional  annotation
analysis of the differentially expressed genes revealed a total of 89 genes was potential salt-related can-
didate genes. Among these, 24, 22, 19, 10 and 14 genes encoded enzymes or functional proteins referred
to antioxidation, osmotic adjustment substances, plant hormones, protein kinase and transcription factors,
respectively.  [Conclusion]  Genes relating  to  active  oxygen  scavenging,  osmotic  regulation,  plant   hor-
mones, protein kinases and transcription factors participate in the regulation of salt stress adaptation in S.
apetala.
Keywords: Sonneratia apetala; salt stress; transcriptome; differentially expressed genes (DEGs)
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