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外源脱落酸对甘蓝型油菜镉胁迫的
生理响应及基因表达分析

陈 静，赵玉全，黄锡金，贺春军，张大为，肖 璐，刘丽莉
（湖南科技大学生命科学与健康学院/经济作物遗传改良与综合利用湖南省重点实验室， 湘潭 411201）

摘要： 脱落酸（ABA）在植物应对非生物逆境胁迫的过程中起到重要作用，然而脱落酸调控油菜幼苗对镉（Cd）胁迫的分子

机制仍有待阐明。本研究以甘蓝型油菜（Brassica napus L.）油肥一号为试验材料，在Hoagland液中添加10 μmol/L Cd模拟镉

胁迫，分析外施5 μmol/L 对油菜镉胁迫下叶片光合速率、叶绿素和类胡萝卜素含量、幼苗地上/地下部Cd含量、转录组中差异

表达基因的影响。结果显示，Cd胁迫3 d，油菜叶片净光合速率、蒸腾速率和气孔导度显著上升，叶绿素和类胡萝卜含量降低，

地上部和地下部镉含量显著增加，施用脱落酸能有效降低叶片蒸腾速率、气孔导度，以及地上部和地下部镉含量，明显提高叶

绿素 a、类胡萝卜素含量。通过转录组测序筛选差异表达基因，获得脱落酸调节油菜 Cd 胁迫特有上调基因 514 个，下调基因

431个，并对其所富集的相关通路分析。KEGG代谢通路富集分析表明，差异表达基因被大量富集在蔗糖和淀粉代谢、次生代

谢物生物合成、代谢途径、MAPK信号通路等。GO功能富集发现，差异表达基因被富集在半纤维素代谢、氧化还原酶活性、含

苯化合物代谢、细胞壁大分子代谢过程、系统获得性抗性等分类条目中。qRT-PCR验证与转录组测序结果一致。进一步分析

外源脱落酸对镉胁迫下油菜叶片木质素和半纤维素代谢相关基因XTH、BXL、PAL、C4H等的差异表达情况发现其在脱落酸处

理后大部分呈现下调表达，研究结果为脱落酸调控油菜镉胁迫的生理机制和分子育种提供参考依据。
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Physiological Response and Transcriptome Analysis of 
Exogenous Abscisic Acid to Cadmium Stress in Brassica napus

CHEN Jing，ZHAO Yuquan，HUANG Xijin，HE Chunjun，ZHANG Dawei，XIAO Lu，LIU Lili
（School of Life and Health Sciences， Hunan University of Science and Technology/Hunan Key Laboratory of 

Economic Crops Genetic Improvement and Integrated Utilization， Xiangtan 411201）

Abstract：Abscisic acid （ABA） plays a crucial role in plant response to abiotic stress. However， the 

molecular mechanism by which ABA inhibits the absorption of cadmium （Cd） in Brassica napus seedlings 

remains to be elucidated. In this study， ‘Youfei 1’ of Brassica napus L. was used as experimental material， and 

application of 10 μmol/L Cd  in Hoagland solution was conducted to simulate cadmium stress. The effects of 

adding 5 μmol/L ABA under cadmium stress condition， on photosynthetic rate， chlorophyll， carotenoid contents 

in leaves， cadmium content in above/below ground parts of seedlings and gene expression were analyzed. The 

results showed that the photosynthetic rate， transpiration rate and stomatal conductance of the leaves were 

significantly increased， while the contents of chlorophyll and carotenoid were decreased. The contents of 

cadmium in aboveground and underground tissues were significantly increased under Cd stress condition if 

compared with that of the control group. The application of ABA could effectively reduce the leaf transpiration 
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rate and stomatal conductance， as well as the contents of cadmium in aboveground and underground parts， and 

significantly increase the contents of chlorophyll a and carotenoid. Through transcriptome sequencing to identify 

differentially expressed genes （DEGs）， 514 upregulated and 431 downregulated genes were found. Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment analysis indicated that DEGs were heavily 

enriched in pathways such as sucrose and starch metabolism， secondary metabolite biosynthesis， metabolic 

pathways， and the MAPK signaling pathway， etc. Gene Ontology （GO） functional enrichment revealed that 

DEGs were enriched in categories such as hemicellulose metabolism， oxidoreductase activity， phenolic 

compound metabolism， cell wall macromolecule metabolism， and system acquired resistance. The 

transcriptional trend of selected genes revealed by qRT-PCR is consistent with the transcriptome sequencing 

results. Further analysis of the differential expression of lignin-related and hemicellulose-related genes （XTH， 

BXL， PAL， C4H， etc.） in rapeseed leaves under Cd stress revealed that most of these genes were downregulated 

after abscisic acid treatment. These findings provide a reference for understanding the physiological mechanisms 

of ABA regulation under Cd stress and contribute to molecular breeding efforts for rapeseed.
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镉（Cd，cadmium）是最具毒性的土地重金属污

染物之一［1］，不仅会导致农作物减产［2］，而且易在植

物中积累，通过食物链直接危害人类健康［3］。我国

土壤总污染率高达16.1%，其中Cd污染物超标率高

达 7%［4］，严重影响作物、蔬菜的安全生产。已有研

究表明，生菜在 0.02 mg/L Cd胁迫 14 d后叶片细胞

质中出现聚集的Cd颗粒物，同时叶绿体外膜大量破

裂 ，严 重 抑 制 了 光 合 作 用［5］。 烟 草（Nicotiana 

tabacum. L cv. NC89）经 0.5 mmol/L Cd 胁迫 1 周后

生长发育明显受阻，叶面积减小且叶绿素含量显著

降低、叶片黄化程度增加［6］。油菜秦油1 号在5 mg/L 

Cd胁迫16 d后，幼苗地上部和地下部镉含量分别增

加了33.12倍和284.81倍［7］，地下根部具有较强的Cd

积累能力。甘蓝型油菜814号经10 μmol/L Cd处理

4 d后，表现出明显的镉中毒现象，如新叶黄化、根部

变短，且其脯氨酸含量上升了29.0%，丙二醛含量、硝

酸还原酶和谷氨酰胺合成酶活性也均显著增加［8］。

脱落酸（ABA，abscisic acid）是一种对植物生

长、种子休眠和叶片衰老等起重要调节作用的激

素，还能在各种非生物胁迫下作出反应［9］。脱落酸

可以通过诱导气孔闭合来降低蒸腾速率，而植物的

蒸腾速率与植物对重金属的吸收密切相关［10］。研

究表明，施用5 μmol/L 外源脱落酸明显降低了海棠

叶片蒸腾速率和根中Cd的内流速率，而 80 μmol/L 

外源脱落酸合成抑制剂氟啶酮可增加根茎和叶片

对Cd的吸收能力，以及Cd由地下部向地上部的转

移率，显著增加根系细胞的死亡率［11］。红菜苔在

50、100 μmol/L Cd胁迫条件下，其叶片和根中的丙

二醛和H2O2含量显著增加、可溶性蛋白含量降低；

而外施 5 μmol/L 外源脱落酸可减少丙二醛和过氧

化氢含量，增加可溶性蛋白含量，促进抗氧化酶活

性和显著增加叶绿素含量［12］。野生型拟南芥施用

0.5 μmol/L 外源脱落酸能抑制10 μmol/L Cd胁迫下根

部铁调节转运蛋白（IRT，iron-regulated transporter ）、

锌-铁转运蛋白（ZIP1，transporter-like protein）的表

达，从而减少镉在植物体内积累［13］。此外，施加

0.5 μmol/L 外源脱落酸可调节 Cd 胁迫下拟南芥的

生长状况，如降低根部半纤维素含量，减少Cd在根

细胞壁的积累，显著上调可以促进细胞中镉外

排的多功能药物抗性家族（PDR，pleiotropic drug 

resistance）以及促进细胞质对镉的螯合作用的植物

防御素（PDF，plant defensin ）［14］。张大为等［15］用

30 mg/kg Cd处理甘蓝型油菜，发现根部参与细胞壁

形成的基因主要通过上调表达来提高对镉的耐受

性。Feng等［16］发现用10 mmol/L Cd处理甜高粱后，

参与苯丙烷和木质素通路相关基因以及细胞壁大

分子代谢基因大多都上调表达。

油菜是我国重要油料作物，分布范围广，耐镉、抗

贫瘠能力较强，易从土壤中吸收且富集镉［9］。因此，油

菜在镉污染的土壤上的安全生产和食品监管越来越

被重视。前期研究表明利用 5 μmol/L 外源脱落酸

可改善Cd胁迫对甘蓝型油菜的毒害作用，有效提高

其株高、长、谷胱甘肽含量和超氧化物歧化酶活性，

丙二醛含量则明显下降［17］。在中低度镉污染的土

壤上解决作物镉超标是目前面临的普遍问题，施用

脱落酸是目前解决植物镉超标较为理想的方式之

一［18］。然而利用外源脱落酸调控油菜抑制镉吸收的

生理响应和分子机制仍不清楚。本研究拟通过施用
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外源脱落酸对Cd胁迫下对甘蓝型油菜的叶片光合

速率、叶绿素和类胡萝卜素含量，地上/地下部镉含

量、差异表达基因的影响，以阐释外源脱落酸调节甘

蓝型油菜耐Cd胁迫的生理和分子机制，为油菜在镉

污染土壤上降低作物镉毒害安全种植提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

油肥一号甘蓝型油菜来自湖南省作物研究所；

脱落酸（ABA），纯度≥98%，购于福州飞净生物科技

有限公司；CdCl2∙2.5H2O为分析纯（纯度≥95%），购

于南京化学试剂股份有限公司。

挑选籽粒饱满的种子，用95%的酒精消毒 15 min，

然后用超纯水冲洗5次。在灭菌的培养皿内以双层

滤纸为发芽床，每个培养皿中均匀放入30粒消毒后

的油菜种子，置于恒温培养箱（温度23±1 ℃，相对湿

度 70%），14 h光照/10 h暗循环（光照强度60%）下培

养5 d，待胚根长至3~5 cm，胚芽2~3 cm时，将已萌发

的幼苗移植至水培育苗盘并加入Hoagland液在光照

培养箱中继续培养，每 3 d 更换一次营养液，共培

养 17 d，待幼苗至四叶期移至水培盘（28 cm×

20 cm×9 cm），分成 4 组，具体分组情况为：对照组

（CK）、10 μmol/L Cd（Cd），10 μmol/L Cd+5 μmol/L 脱

落酸（Cd+ABA），5 μmol/L 脱落酸（ABA），每盆定苗

9株，每组设3个技术重复和3个生物学重复，每组共27

盘苗。未添加Cd处理的两组置于Hoagland液培养，

Cd胁迫条件的两组在Hoagland液中添加10 µmol/L 

Cd处理1周。1周后，分别在未添加Cd和Cd胁迫组

中各选一组添加5 μmol/L 脱落酸于营养液中，脱落

酸处理后3 d、7 d，4组材料均取两片（从下往上取第

3~4片真叶）、3个生物学重复用于转录组测序、光合

作用参数测量、叶绿素和类胡萝卜素含量试验，样本

液氮速冻后置于-80℃冰箱保存。

1.2　光合速率测定

在脱落酸处理后 3 d 和 7 d（上午 9：00~11：00）

利用光合测定仪（LI-6400XT， Li-COR Inc， USA）测

定油菜幼苗从下往上第3~4片真叶的光合参数，包括

植物净光合作用速率、细胞间CO2浓度、气孔导度和蒸

腾速率，重复测量3次。温室中有效光辐射为1000 

μmol/（m2.s），二氧化碳浓度为 450 μmol/mol ，气流

为 500 μmol/s，温度为25°C。

1.3　叶绿素含量测定

根据 Wu 等［19］的分光光度法，用 UV752N 分光

光度计在 665（A665）、649（A649）和 470（A470） nm波长

处分别测定叶绿素 a（Ca）、叶绿素b（Cb）和类胡萝卜

素的含量。具体计算公式为：叶绿素 a（mg/L）=

13.95×A665-6.88×A649，叶绿素 b（mg/L）=24.96×A649-
7.32×A665，类胡萝卜素（mg/L）=（1000×A470-2.05×

Ca-114.8×Cb）/245。

1.4　镉含量的测定

每组选取9株油菜幼苗，用超纯水冲洗干净，再

用 0.02 mol/L EDTA 溶液冲洗 3 遍且按组浸泡

15 min， 将地上部和地下部油菜分别在 105 ℃下杀

青30分钟，然后在70 ℃下烘干至恒重。用 IPC-MS

（X Series II， Thermo Science， USA）测定烘干的甘

蓝型油菜地上部和地下部的Cd含量。

1.5　转录组测序和分析

使用RNA提取试剂盒（天根DP452，北京）4组

共12个油菜叶片提取总RNA的，操作参照说明书，

设置3次生物学重复。用NanoPhotometer分光光度

计（Thermo Fisher Scientific，美国）测量样本中RNA

纯度。使用反转录试剂盒（天根KR116，北京）获得

cDNA，cDNA文库构建和测序由武汉迈特威尔生物

技术有限公司进行，将测序获得的RNA-Seq数据比

对到油菜基因组数据库（http：//cbi. hzau. edu. cn/

cgibin/rape/down-load_ext）的参考基因组上。使用

DESeq2进行样品间差异表达分析，差异表达基因的

筛选条件为|log2Fold Change|≥1，错误发现率（FDR，

false discovery rate ）≤0.05［20-21］；并利用BLAST软件

（https：//yanglab.hzau.edu.cn/）和KOBAS 2.0软件对

KEGG通路进行分析。GO（Gene Ontology）是基因

功能国际标准分类体系［22］，以 FDR≤0.05 作为显著

富集的GO 条目进行下一步分析。

1.6　qRT-PCR 验证

选取6个在RNA-Seq实验中差异显著表达的基

因（C4H、LHY、 DMR6、SKIP31、 BRH1、 PGR5）。以

β-Actin为内参进行 qRT-PCR，以验证转录组结果的

有效性。使用Primer 5.0软件设计基因的特异性引

物（表 1）。PCR反应仪器为 Bio-Rad™ CFX96 Real-

Time Detection System（美国），每个反应体系为20 μL，

包含 10 μL SYBR green Master Mix（生工，上海 ）、

0.8 μL正向和反向引物、 1 μL cDNA、8.2 μL ddH2O。

PCR 反应程序参数设置为：95℃预变性 5 min；

95℃变性 15 s，58℃退火 20 s， 50 个循环；熔解曲线

温度设置为：60℃~95℃。将β-Actin设为内参基因，

利用2−ΔΔCt法［23］分析各样本的相对表达量，3次生物学

重复，其引物序列见表1。
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1.7　统计与数据分析

本研究利用SPSS Statistics 26进行单因素方差

分析和Duncan's test，统计结果以平均值±标准差表

示，并使用Origin 2021软件对结果进行图形绘制。

2　结果与分析

2.1　脱落酸对油菜光合作用的影响

如图 1所示，脱落酸处理 3 d，与CK组相比，Cd

组的净光合速率、蒸腾速率和气孔导度分别增加

65%、104%和 155%；ABA 组的净光合速率和胞间

CO2浓度分别增加 158%和 26.8%，气孔导度和蒸腾

速率降低，分别降低 211%和 77.2%；与Cd组相比，

Cd+ABA组的蒸腾速率和气孔导度分别下降74.4%

和 88.3%。脱落酸处理 7 d，与 CK 组相比，Cd 组的

净光合速率、蒸腾速率分别下降了 36.4%、18.5%，

ABA组的气孔导度、胞间CO2浓度和蒸腾速率则分

别增加47%、4.1%和31.6%；与Cd组相比，Cd+ABA

组的净光合速率、气孔导度和蒸腾速率分别提高

表 1　实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1　Primers used for qRT-PCR in this study

引物名称

Primer name

C4H

LHY

DMR6

SKIP31

PGR5

BRH1

β-actin

正向引物（ 5'-3'）

Forward primer sequence （5'-3'）

CAAGGGACAGGACATGGTG

GCGGAAACAGATGCCTTAG

ACCTGCTCATACCGACCCA

AGATAGAAACGGTGCAAAGA

TTCTGCGAGTCAAGGTTTACTAGGA

CACATCTAACCCGACCCG

TCCATCCATCGTCCACAG

反向引物（ 5'-3'）

Reverse primer sequence（5'-3'）

TGGTCGCAGAGTCTGGATT

CTGAAACGCTTTACGACCC

AGGATTAACGGCGAACCA

CATAAGGATTCATCAGAGGC

GGCTGTACTCTGATGGGTTT

TGCAGTTTCTCAGCCACC

GCATCATCACAAGCATCCTT
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ABA is a separate ABA treatment group； The lowercase letters above the bar chart indicate significant differences between different treatment 
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图1　脱落酸处理对油菜光合作用的影响

Fig.1　The effect of external application of abscisic acid on the photosynthesis of rapeseed
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37.4%、0.9%和20.2%。综上可知在脱落酸处理3 d，

Cd组可以增加蒸腾速率和气孔导度，而ABA组对

其显著抑制；然而在脱落酸处理7 d，Cd组的净光合

速率和蒸腾速率有不同程度降低，ABA组则有不同

程度增加。

2.2　脱落酸对油菜叶绿素和类胡萝卜素含量的

影响

脱落酸处理 3 d时，与CK组相比，Cd组的叶绿

素 a、叶绿素 b和类胡萝卜素含量均显著降低，分别

下降30.6%、52.5%和29.5%；与Cd组相比，Cd+ABA

组中只有叶绿素 b含量显著增加 15.6%。脱落酸处

理 7 d时，与CK组相比，Cd组的叶绿素 a、叶绿素 b

和类胡萝卜素含量也均显著降低，分别下降

49.6%、45.1%和 72.1%；与 Cd 组相比，Cd+ABA 组

的叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素含量均显著增

加，分别增加 35.9%、41%和 52.5%（图 2）。表明脱

落酸处理可在一定程度上缓解Cd胁迫造成的油菜

叶绿素 a、叶绿素 b、类胡萝卜素含量降低，这可能

是脱落酸处理后镉胁迫的油菜光合速率相应增加

的原因。

2.3　脱落酸对Cd胁迫下油菜地下部和地上部镉含

量的影响

从图 3可知，金属Cd主要富集在油菜地下部，

且脱落酸处理能够显著降低油菜地上部和地下部

的镉含量。在脱落酸处理 3 d，与 Cd 组相比，Cd+

ABA组油菜地上部和地下部的Cd含量，分别降低

了 89.5%和 80.5%。在脱落酸处理 7 d，与 Cd 组相

比，Cd+ABA组地上部和地下部Cd含量，分别降低

28%和47.8%。同时，脱落酸处理3 d的油菜地上部

和地下部的Cd积累量均小于7 d。

2.4　转录组分析

2.4.1　测序数据过滤结果　对 Illumina NovaSeq 

6000平台上获得的初始数据进行筛选，然后对过滤

后的总Reads数目和总碱基数目进行分析。高质量

碱基与 rRNA 含量是评判数据是否准确的重要指

标，本研究中的各样本质量值大于 30 的碱基（Q30）

在原过滤数据中的占比大于 94%， 且 rRNA 的比重

小于 10% （表2），表明本研究的转录组测序数据的

质量较高。

12 个样本的转录组共获得 94.82 Gb Clean 

data，每个样本的Clean data均达到6 Gb。基于各组

差异表达基因的功能注释和富集分析，利用 Pearson

相关性评估样本时发现，相同处理组的不同重复间

的Pearson相关系数均超过0.95（图4）。对照组CK-

1、CK-2、CK-3 过滤后的 Reads，比对到参考基因组

的总数分别为 55828660、54291864 和 55891894，唯

一比对的Reads的比例均大于 89%，其他处理组也

均高于88%（表3）。
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图 2　脱落酸处理3 d和7 d时油菜叶绿素和类胡萝卜素的含量

Fig.2　Pigment content in rapeseed treated with external abscisic acid for 3 and 7 days
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图3　脱落酸处理 3 d （A）和7 d （B）时油菜地上部和地下部的镉含量

Fig.3　Cadmium content in the underground and aboveground parts of rapeseed treated with 

external Abscisic acid for 3 （A） and 7 （B） days

表2　过滤数据统计

Table 2　Clean data output statistics

样本名称

Sample name

CK-1

CK-2

CK-3

Cd-1

Cd-2

Cd-3

Cd+ABA-1

Cd+ABA-2

Cd+ABA-3

ABA-1

ABA-2

ABA-3

过滤得到的

总 reads数目（Mb）

Clean reads number

55.82

54.29

55.89

60.97

56.05

56.12

46.41

54.05

45.93

52.14

51.61

42.85

过滤得到的

总碱基数目（Gb）

Clean reads base

8.37

8.14

8.38

9.15

8.41

8.42

6.96

8.11

6.89

7.82

7.74

6.43

Q20 （%）

98.60

98.58

98.64

98.38

98.61

98.58

98.58

98.65

98.60

98.21

98.20

98.23

Q30 （%）

95.46

95.45

95.56

94.85

95.48

95.42

95.44

95.60

95.49

94.52

94.50

94.55

rRNA含量（%）

rRNA ratio

0.41

0.38

0.34

0.34

0.33

0.34

0.36

0.45

0.41

0.36

0.45

0.54

-1、-2、-3为3次不同的重复；下同

-1，-2 and -3 represent three duplicates；The same as below
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2.4.2　脱落酸对油菜镉胁迫下差异表达基因筛选

及共表达模式分析　脱落酸处理3 d，ABA组相对于

CK组（ABA vs CK组）共鉴定出1028个差异表达基

因（DEGs，differentially expressed genes）（图5A、B），

其中649个差异表达基因上调，379个差异表达基因

下调；Cd+ABA组相对于Cd组（Cd+ABA vs Cd组）

共鉴定出 945个差异表达基因， 514 个差异表达

基因上调，431 个差异表达基因差异表达基因下

调。Cd+ABA vs Cd 组的差异表达基因可能在脱

落酸调控油菜幼苗镉胁迫发挥重要作用。
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图4　不同处理组转录组间的Pearson相关分析

Fig.4　Pearson correlation analysis between transcriptomes of different treatment groups

表3　参考基因组对比结果统计

Table 3　Reference genome comparison results statistics

样本Sample

CK-1

CK-2

CK-3

Cd-1

Cd-2

Cd-3

Cd+ABA-1

Cd+ABA-2

Cd+ABA-3

ABA-1

ABA-2

ABA-3

过滤数据总数目

Total reads

55828660

54291864

55891894

60976546

56054376

56129798

46410854

54052248

45930080

52142598

51607110

42846640

唯一比对的 reads数目

Uniq-Mapped

50112201（89.76%）

48639262（89.59%）

50089151（89.62%）

54505566（89.39%）

50248428（89.64%）

50350620（89.70%）

41597603（89.63%）

48466302（89.67%）

41126906（89.54%）

46421591（89.03%）

45906900（88.95%）

38174963（89.10%）

比对到多处的 reads数目

Multi-Mapped

3166235（5.67%）

3054580（5.63%）

3257347（5.83%）

3504854（5.75%）

3251709（5.80%）

3178170（5.66%）

2733831（5.89%）

3164481（5.85%）

2581581（5.62%）

2913981（5.59%）

2955779（5.73%）

2453589（5.73%）

不能比对的 reads数目

Un-Mapped

2550224

2598022

2545396

2966126

2554239

2601008

2079420

2421465

2221593

2807026

2744431

2218088

括号内的数据为比对数量占总数目的百分比

The data in parentheses represents the percentage of comparison quantity to the total number
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对Cd+ABA vs Cd上调的 514个差异表达基因

与下调的431个差异表达基因进行共有差异表达基

因的聚类分析，通过各组的 FPKM 表达值，得到差

异表达基因的聚类图（图 5C）。其中聚类图包括 2

类基因，A 类基因 Cd+ABA 组相对于 Cd 组下调表

达，该类基因主要富集在半纤维素代谢、苯丙烷类

生物合成、谷胱甘肽代谢、半乳糖代谢、木葡聚糖代

谢等代谢通路。B类基因Cd+ABA组相对于Cd组

上调表达，该类基因主要富集在蔗糖和淀粉代谢、

次生代谢物合成合成、ABC转运蛋白等代谢通路。

2.4.3　差异表达基因的功能注释和富集分析　

KEGG 通路功能分类及富集分析结果表明，差异表

达基因主要富集在细胞过程、环境信息处理、代谢和

有机系统（图 6）。在脱落酸处理 3 d的Cd+ABA vs 

Cd中识别到635个差异表达基因被分配到106个途

径，主要富集在蔗糖和淀粉代谢（ko00500：Starch 

and sucrose metabolism）、次生代谢物生物合成

（ko01110：Biosynthesis of secondary metabolites）、代

谢途径 （ko01100：Metabolic pathways）、植物激素信号

转导（ko04075： Plant hormone signal transduction）、

MAPK信号通路（ko04016：MAPK signaling pathway-

plant）等通路中。有 36个差异表达基因富集在植物

激素信号转导（ko04075）通路中，其中BnaC08G040

7500ZS（AR-F18）、BnaA05G0391500ZS（AHP4）、

BnaA03G0345700ZS（AHP4）、BnaA08G0185200ZS

（ARR18）等 17个基因上调表达，而 3个编码 IAA14

蛋白的基因BnaA08G0089200ZS、BnaC08G0127100ZS、

BnaC02G0529200ZS，1 个编码 IAA19 蛋白的基因 

BnaC03G0412800ZS等19个基因则表现为下调（图6）。

KEGG富集显示在植物激素信号转导、MAPK信号

通路、代谢途径、次生代谢物生物合成等通路上差

异表达基因富集程度较高，这些信号通路可能与脱

落酸调节Cd胁迫的代谢相关。

A：上调基因韦恩图；B：下调基因韦恩图；C：上调和下调基因共有差异表达基因聚类图； ABA vs CK表示脱落酸处理组相较于对照组；

Cd vs CK表示Cd胁迫组相较于对照组；Cd+ABA vs CK表示 Cd胁迫后加脱落酸处理相较于对照组；

Cd+ABA vs Cd表示Cd胁迫后加脱落酸处理相较于Cd胁迫组；下同

A： Venn diagram of up-regulated genes；B： Venn diagram of down-regulated genes；C： Cluster diagram of differentially expressed genes shared by 

upregulated and downregulated genes； ABA vs CK represents the abscisic acid treatment group compared to the control group； 

Cd vs CK represents the Cd stress group compared to the control group； Cd+ABA vs CK indicates that after Cd stress， abscisic acid treatment was 

added compared to the control group； Cd+ABA vs Cd indicates that after Cd stress， abscisic acid treatment was added compared to the Cd stress 

group； The same as below

图5　脱落酸调控油菜Cd胁迫的差异表达基因韦恩图及共有差异表达基因聚类

Fig. 5　Venn diagram of differentially expressed genes alleviated by external application of ABA under cadmium stress and 

cluster diagram of shared differentially expressed genes

2114



12 期 陈 静等： 外源脱落酸对甘蓝型油菜镉胁迫的生理响应及基因表达分析

2.5　差异表达基因GO功能分类及富集分析

将Cd+ABA vs Cd 进行GO富集分析，共有 945

个差异表达基因富集到分子功能、细胞组分和生物

过程3个大类的50个功能类别中，其中分子功能中

包含17个功能类别，生物过程包含33个功能类别。

在富集到的前 20个GO 条目中（图 7），脱落酸缓解

Cd胁迫引起的差异表达基因主要富集在油菜幼苗

的半纤维素代谢（Hemicelluloses metabolism）、氧化

还原酶活性（Oxidoreductase activity）、含苯化合物

代谢（Benzene compound metabolism）、细胞壁大分

子代谢过程（Cell wall macromolecular metabolism）

以及系统获得性抗性（Systemic acquired resistance）

等相关通路中，这些过程可能是外源脱落酸在油菜

幼苗抵抗Cd胁迫中起到重要的作用。

2.6　脱落酸缓解镉胁迫的差异代谢通路分析

对Cd+ABA vs Cd组中GO分类条目中富集差

异表达基因最多的半纤维素代谢通路以及和KEGG

差异表达基因较多的木质素合成通路进行进一步

分析。

半纤维素代谢通路　　对油菜叶片中半纤维素代谢

相关的差异表达基因进行筛选，共筛选到10个差异表

达基因。对这10个差异表达基因进行聚类分析发现，

编码木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶（XTH，xyloglucan 

endo-transglycosylase/hydrolase）的 XTH33、XTH6、

XTH20、XTH22基因在Cd处理后发生上调，脱落酸处

理后其表达量则下调。编码β-木糖苷酶（BXL，beta-

xylosidase） 的BXL1基因在Cd处理后表达下调，脱

落酸处理后其表达量进一步下调（图8A） 。
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图6　差异表达基因KEGG分类

Fig.6　Bar chart of KEGG classification of differentially expressed genes
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木质素合成通路　与CK组相比，Cd处理组在

初始苯丙烷通路中，7个编码苯丙氨酸解氨酶（PAL，

phenylalanine ammonia-Lyase）的基因，6个编码肉桂酸-4-

羟化酶 （C4H，cinnamic acid-4-hydroxylase） 的基因，3

个编码4-香豆酸∶辅酶A连接酶（4CL，4-coumarate∶

CoA ligase）的基因在Cd组表现为大部分上调表达，

而Cd+ABA组则大部分下调表达。在木质素合成通

路中，与 CK 组相比，编码肉桂酰辅酶 A 还原酶 

（CCR，cinnamoyl-CoA reductase）、肉桂醇脱氢酶

（CAD，cinnamyl alcohol dehydrogenase）、阿魏酸5-羟

化酶（F5H ，ferulate 5-hydroxylase）和咖啡酸-O-甲基转移

酶（COMT ，caffeic acid O-methyltransferase）的基因在

Cd处理组大部分上调表达，在Cd+ABA处理组表达

量发生大部分下调（图8B）。上述结果表明，脱落酸处

理在一定程度上抑制了Cd胁迫下油菜叶片中木质素

的合成。
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图8　细胞壁中与半纤维素代谢和木质素合成相关基因表达量

Fig. 8　Expression levels of genes related to hemicellulose metabolism and lignin synthesis in cell walls
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图7　差异表达基因GO分类

Fig.7　Differentially expressed gene GO classification
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2.7　实时荧光定量PCR验证

为了验证转录组的可靠性，筛选了 4个加镉后

上调表达和2个下调表达的差异表达基因进行qRT-

PCR验证，基因的相对表达量以CK为对照组，图 9

结果显示，qRT-PCR 与 RNA-seq 两者表达趋势一

致，表明RNA-seq的试验结果是可靠的。

3　讨论

目前已有研究表明外源脱落酸能够减缓植物

根部吸收的Cd向地上部转移，而蒸腾速率的差异是

导致植物 Cd 转移速度不同的主要原因［24-25］。用

5 μmol/L 脱落酸预处理镉敏感水稻品种幼苗2周后

再用 0.5mmol/L Cd处理，其蒸腾速率显著降低 ［26］；

美洲商陆枝条在 5 μmol/L 脱落酸预处理后再用

0.1 mmol/L Cd处理，因为蒸腾作用受到抑制使得其

Cd含量明显下降［27］。莴苣中Cd转移也受蒸腾速率

的影响，通过外源脱落酸的处理后也能有效缓解镉

胁迫［28-29］。本研究中加入10 μmol/L的Cd对油菜处

理后，叶片净光合速率显著提高，并且气孔导度和

蒸腾速率也显著增加；进一步施加外源脱落酸后，

其净光合速率、气孔导度和蒸腾速率均显著降低。

在本研究中，脱落酸处理3 d和7 d，无论是地上部还

是地下部，Cd+ABA组镉含量比Cd组镉含量都有显

著下降，这与上述研究的结论一致。推测脱落酸可

以通过促进保卫细胞的细胞壁多糖代谢，降低气孔

导度而抑制蒸腾作用，从而调控植物体内的 Cd 易
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图9　差异表达基因的RNA-seq与qRT-PCR验证结果

Fig.9　RNA-seq and qRT-PCR validation results of differentially expressed genes
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位。蒸腾速率是植物将镉从根向地上部迁移的主

要驱动力，然而大多数研究仅停留在生理水平上，

相关的分子机制仍有待阐明。植物在遭受重金属

胁迫时，叶绿素含量是评估植株受损害程度的一个

重要指标［28-30］。在本研究中外施脱落酸 7 d，Cd+

ABA组较Cd组叶绿素 a和类胡萝卜素含量均有显

著增加，说明外源脱落酸对油菜叶片遭受镉胁迫具

有一定的缓解效果。

细胞壁作为金属离子跨膜进入细胞质的第一

道屏障，在重金属离子固定、吸收和转运过程中起

着重要作用［31］。前人研究中，在 5 μmol/L 的 Cd 胁

迫处理相比下，通过喷施 10 mol/L的脱落酸使秋英

细胞壁上的镉含量增加 84.84%，并且 Cd 在根细胞

壁上的吸附量是单独Cd处理细胞壁吸附量的 5.31

倍，表明外源脱落酸处理增强了根细胞壁对Cd的吸

附能力，促进了Cd在细胞壁中的分布，这说明在合

适浓度的脱落酸处理下，细胞壁对Cd的结合能力更

强［32］。以上研究表明，脱落酸能够增强细胞壁对镉

的固定作用，进而增强植物对镉的抗性。

细胞壁中含有大量的还原性官能团（-OH和-SH

等），半纤维素、果胶等细胞壁多糖，这些成分能够结

合Cd等重金属，从而减少Cd由根部向地上部的转

移［33］。而合成木葡聚糖类的半纤维素则需要木葡聚

糖内切糖苷酶/水解酶（XTH，endotransglucosylase/

hydrolases）和各种糖基转移酶的共同作用， XTH基

因编码木葡聚糖内切水解酶（XEH， xyloglucan 

endohydrolase）和木葡聚糖内切转葡糖基酶（XET，

xyloglucan endonuclease）活性，分别通过切割或切

割并重新连接木葡聚糖链而参与细胞壁延伸［34-35］。

已有研究发现，XTH在细胞重塑和细胞壁的重金属

结合方面具有重要作用，以此减缓植物的重金属胁

迫［36］。拟南芥 XTH33 突变体对 Cd 胁迫具有抵抗

力，并且拟南芥XTH33的突变体积累的Cd较少，说

明XTH33可以促Cd在细胞壁的积累［37］。前人研究

发现 2 μmol/L Cd 胁迫诱导了花生 XTH1 和 XTH23

两个基因的表达，而在另外一个花生品种中则诱导

了XTH1、XTH2、XTH6、XTH30和XTH32等5个基因

的表达［38］。类似的结果在胡杨中也有相关报道，低

镉胁迫下诱导 XTH 基因表达水平增加，而将胡杨

XTH 基因转入烟草其耐镉性增加［39］。说明前人的

研究表明XTH基因与镉胁迫是密切相关的。本研

究中，油菜 Cd 胁迫处理后，XTH33、XTH6、XTH20、

XTH22 有不同程度的上调，在脱落酸处理 3 d 后却

显著下调，说明叶片镉含量增加时可以激活

XTH33、XTH6、XTH20、XTH22，从而将Cd固定在细

胞壁上来减少对植株的伤害，施用外源脱落酸后，

脱落酸可能减少了地上部Cd的含量，使得XTH的

表达量下降，从而提高植物对镉的耐受性。此外，

目前对于半纤维素如何与Cd结合还不清楚。因此，

有必要进一步探讨半纤维素在Cd积累和耐受中的

生理作用及其潜在的分子作用机制。编码 β-木糖

苷酶可降解植物细胞壁中的结构多糖，在细胞壁相

关的生物过程起作用［40-41］。本研究中 5 个编码

BXL1蛋白的基因在 10 μmol/L Cd胁迫后表达量显

著下降，可能是机体对Cd胁迫的防御反应，而脱落

酸处理后油菜叶片BXL基因显著下调，可能通过抑

制木聚糖的降解而在细胞壁中保持一定量的多糖

用于固定Cd，以阻止Cd进入细胞。

目前脱落酸对油菜苯丙烷途径中与木质素合

成相关的代谢物和基因影响的研究较少。木质素

是细胞壁的重要组分，可维持细胞壁的刚性并为细

胞提供机械支撑，是保护细胞原生质体免受许多生

物和非生物胁迫的重要物理屏障，木质化会降低细

胞壁的穿透性，是阻止 Cd 进入细胞的有效屏

障［42-43］。苯丙氨酸解氨酶、肉桂醇脱氢酶、辅酶A连

接酶和咖啡酸-O-甲基转移酶等酶的基因编码苯丙

烷途径中的化合物，这些化合物可导致木质素的合

成，且木质素水平与这些基因呈正相关［43］。苯丙氨

酸解氨酶是木质素生物合成的关键酶，苯丙氨酸解

氨酶活性的增强被认为对控制木质素细胞壁沉积

至关重要［44］。刘荣鹏等［45］对镉胁迫下车前子的转

录组分析发现差异表达基因主要富集在蔗糖和淀

粉代谢、苯丙烷生物合成等途径中，其中参与苯丙

烷木质素途径的辅酶A连接酶、过氧化物酶、β-葡萄

糖苷酶的基因通过上调表达提高对植物的防御反

应。类似地，Zhao等［46］用Cd处理美洲商陆，参与木

质素合成的基因F5H等上调表达，使得次生细胞壁

增厚，阻碍Cd进入原生质中。倪显春等［47］对Cd处

理后的艾纳香进行转录组测序，通过KEGG分析发

现在苯丙烷生物合成，黄酮类生物合成等有显著富

集，其中参与苯丙烷生物合成中的COMT、F6H等基

因均上调表达。研究表明，采用1mg/L Cd和0.2 mg/L

的Se联合处理辣椒幼苗后，编码PAL、CAD、4CL和

COMT的表达量也显著提高。此外，纳米硒的应用

还诱导了木质素相关基因和代谢产物的生物合成，

从而增强了细胞壁的机械强度并抑制了细胞对Cd

的吸收［48］。本研究中，Cd 胁迫诱导了油菜叶片

PAL1、PAL4、CAD、4CL 和 COMT 的表达量上升，表
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明这些基因可能与镉胁迫密切相关，与Cd处理组相

比，Cd+ABA 处理后，这些基因在叶片中却出现了

不同程度的下调（下调到正常水平附近），这可能是

外源脱落酸的施用降低了油菜地上部镉的含量。

4　结论

本研究对甘蓝型油菜幼苗在低浓度镉（10 μmol/L 

Cd）胁迫下外施 5 μmol/L 脱落酸，通过分析油菜叶

片生理指标和转录组结果，发现外源脱落酸可以有

效降低蒸腾速率，增加叶绿素含量，降低油菜镉含

量；并引起一系列差异表达基因的表达变化且主要

涉及蔗糖和淀粉代谢、半纤维素代谢、细胞壁大分

子代谢等代谢等信号通路。此外，木质素和半纤维

素代谢通路的相关基因在脱落酸调控油菜镉胁迫

中发挥重要作用。
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