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摘要:
 

为探索水杨酸(Salicylic
 

Acid,SA)对烟草总黄酮含量及相关基因表达的影响,采用 SA 溶液对烟草幼

苗进行
 

4 个时间点(0
 

h、1
 

h、4
 

h 和 12
 

h)的灌根处理,检测烟草全株总黄酮含量并进行转录组测序分析,再
利用荧光定量 PCR 对测序分析结果进行验证。 结果表明:与 0

 

h 处理样品(SA0)相比,1
 

h 处理样品(SA1)
的总黄酮含量显著上调,且高于 4

 

h 处理样品(SA4)和 12
 

h 处理样品(SA12);差异表达基因(DEGs)中,SA
诱导 SA1、SA4、SA12 显著上调的基因重叠数目为 1272 个,GO 功能注释和 KEGG 代谢通路富集显示,在 SA1
中显著上调的基因大多编码苯丙素代谢和异黄酮代谢途径相关的催化酶,这些酶能够参与木质素及其衍生

物、黄素类、花青素等黄酮类化合物的生物合成;荧光定量 PCR 中 DEGs 的相对表达量变化与转录组测序分

析结果中相应的表达趋势一致。 该研究结果可为挖掘烟草应答 SA 诱导的黄酮类化合物合成基因、阐明 SA
与黄酮类化合物生物合成途径之间的调控网络提供依据。
关键词:烟草;水杨酸;黄酮类化合物;转录组;调控网络
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0　 引言

烟草(Nicotiana
 

tabacum
 

L. )属于经济作物和实

验模式植物,在受到病害或干旱、低温等非生物胁

迫时,会出现生长发育受阻的现象,严重影响烟叶

的产量和品质[1] 。 黄酮类化合物是烟草中重要的

次生代谢产物,不仅能影响烟草的品质,还能增加

烟草的抗逆作用,进而增强烟草对非生物胁迫的抵

抗力[2] 。 黄酮类化合物主要包括芦丁、黄酮、黄酮

醇、二氢黄酮、二氢黄酮醇、异黄酮、二氢异黄酮、查
耳酮、花色素等,通常由苯丙素代谢途径或其分支

途径合成[3] ,具有 C6—C3—C6 结构,在植物界中广

泛分布。 该类化合物属于效果显著的非酶系统类

抗氧化剂[4-5] ,能够清除植物体内过多的自由基和
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活性氧并维持其动态平衡,减少其对膜系统的伤

害,且不会引起植物细胞代谢紊乱[6-7] ,有利于提高

植物适应环境胁迫的能力。

水杨酸( Salicylic
 

Acid,SA)亦被称为邻羟基苯

甲酸,是广泛存在于植物体内的一种小分子酚类化

合物,也是一种常见的植物激素,在植物抗病、抗

旱、抗高温、抗盐等应答过程中发挥着重要作用。

SA 可作为信号分子诱导植物启动防御机制,增强胁

迫抗性[8-9] ,同时介导植物体内黄酮类化合物的合

成[10-11] ,进而提高植物的抗氧化能力、阻止有害成

分产生、促使植物生成抗病物质及加强细胞壁的稳

定性,赋予植物对外界逆境的耐受性。 目前,已有

研究者探究了 SA 在银杏中参与黄酮类化合物生物

合成的作用及影响,并探讨了其在提高黄酮类化合

物产量方面的分子调控机制[12] ,但在烟草中的相关

研究尚未见报道。

基于此,本文拟采用 SA 溶液对烟草幼苗进行

不同时间点的灌根处理,基于幼苗中总黄酮含量随

处理时间的变化规律,通过转录组测序分析不同处

理时 间 下 幼 苗 的 差 异 表 达 基 因 ( Differentially
 

Expressed
 

Genes,DEGs)数目变化,并进行 GO 功能

注释和 KEGG 代谢通路富集,使用荧光定量
 

PCR

(qRT-PCR)对转录组测序分析结果进行验证,以期

挖掘并鉴定烟草逆境响应基因及黄酮类化合物合

成相关基因,为烟草抗逆优良品系培育及进一步获

得次生代谢产物提供实验依据和参考。

1　 材料与方法
 

1. 1　 主要材料与试剂

烟草 K326 种子,郑州轻工业大学烟草科学与

工程学院实验室保存;SA(纯度≥99. 5%),北京酷

莱博科技有限公司;Hoagland 营养液,郑州轻工业大

学烟草科学与工程学院实验室配制;氢氧化钠、无

水三氯化铝、乙酸钾、乙醇、甲醇,均为分析纯,山东

禹王和天下新材料有限公司;HiScript
 

IV
 

1st
 

Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit
 

( + gDNA
 

wiper )、 AceQ
 

qPCR
 

SYBR
 

Green
 

Master
 

Mix
 

试剂盒,南京诺唯赞生物科

技股份有限公司。

1. 2　 主要仪器与设备
  

Sartarius
 

CPA225 D 型分析天平,德国赛多利斯

公司;KQ-500DB
 

型超声仪,昆山市超声仪器有限

公司;TU-1810 S 型紫外-可见分光光度计,北京普

析通用仪器有限责任公司;TIB8600 型实时 qRT-PCR

仪,泰普生物科学(中国)有限公司;Vortex
 

Genie
 

2 型

漩涡振荡器,美国 Scientific
 

Industries 公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 烟草幼苗处理与取样 　 SA 溶液配制:称取

(0. 345
 

3±0. 000
 

1) g
 

SA,用乙醇在 250
 

mL 的容量

瓶中 进 行 定 容 并 摇 匀, 此 时 SA 的 浓 度 为

10
 

mmol / L;从中取 10
 

mL
 

SA 溶液,用去离子水定容

至 200
 

mL 并摇匀,此时 SA 浓度为 0. 5
 

mmol / L,
备用。

挑选成熟饱满的烟草种子种植在蛭石中,培养

条件为温度 22
 

℃ 、相对湿度 35%、16
 

h 光照培养、
8

 

h 暗培养,每隔 2
 

d 用 Hoagland 营养液灌溉幼苗,
幼苗长至 1 个月,即四叶一心的时候开始移栽。 选

取 24 株移栽 40
 

d 左右、长势良好且一致的烟草苗,
3 株为一组(3 个生物学重复),共 8 组,其中 4 组分

别加入 50
 

mL
 

0. 5
 

mmol / L 的 SA 溶液后依次灌根处

理 0
 

h、1
 

h、4
 

h 和 12
 

h,将不同处理时间的烟草苗分

别记为 SA0、SA1、SA4 和 SA12,取全株用于总黄酮

含量的测定;另外 4 组进行同样的 SA 溶液灌根处

理及标记后,取全株烟草苗进行液氮冷冻,用于转

录组测序分析及 qRT-PCR 验证。
1. 3. 2　 总黄酮含量测定　 总黄酮标准曲线的绘制:
称取芦丁(黄酮苷,黄酮类化合物中的代表性物质)
标准品 10

 

mg,用 80%(如无特殊说明,百分号均指

体积分数)甲醇溶液定容至 10
 

mL,配制成芦丁标准

溶液,分别吸取芦丁标准溶液 0. 25
 

mL、0. 50
 

mL、
1. 00

 

mL、2. 00
 

mL 和 3. 00
 

mL 置于 10
 

mL 的容量瓶

中。 再分别加入 0. 1
 

mol / L
 

的三氯化铝溶液 2
 

mL、
1

 

mol / L 的乙酸钾溶液 3
 

mL,用 80%甲醇溶液定容

至 10
 

mL,摇匀后室温放置 30
 

min,同时以 80%甲醇

溶液为空白对照,在波长 420
 

nm 处测吸光度。 以吸

光度为纵坐标,芦丁质量浓度( mg / mL) 为横坐标,
获得标准曲线方程 y = 2. 670

 

0x +
 

0. 009
 

1, R=

0. 999
 

6。
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取烘干至恒重的烟草全株,用研钵磨碎后过 80

目筛,取 0. 1
 

g 粉末置于三角瓶中,加入 12. 5
 

mL
 

80%甲醇溶液提取。 将三角瓶置于漩涡振荡器中振

荡提取, 设置温度、 时间和转速分别为 60
 

℃ 、

120
 

min 和 150
 

r / min。 将样品过滤,取 1
 

mL 滤液加

入 2
 

mL
 

0. 1
 

mol / L 的三氯化铝溶液、3
 

mL
 

1
 

mol / L

的乙酸钾溶液,最后用 80%甲醇溶液定容至 10
 

mL,

室温放置 30
 

min 后,即为待测样品。 用紫外-可见

分光光度计于 420
 

nm 波长处测定样品的吸光度,进

行 3 组重复实验,结果取平均值,代入标准曲线方程

计算总黄酮含量。

1. 3. 3　 转录组测序分析 　 将 0. 5
 

g 液氮冷冻的烟

草苗全株样品送瑞普基因科技有限公司提取全株总

RNA(总量应为 0. 5 ~ 1. 0
 

μg),质检后进行转录组测

序,再采用 Fastp
 

v0. 23. 4 软件辅助进行测序数据质

控,数据通过去除适配器、聚 N 读取或低质量读取、过

滤原始读取以产生干净的读取,利用 HISAT2(2. 1. 0

版)对烟草基因组序列进行比对定位。

通过基因表达差异分析寻找不同组别之间的

DEGs,并揭示其分子机制。 参考 Genome: https:∥

solgenomics. net / ftp / genomes /
 

Nicotiana _ tabacum /
 

edwards_
 

et_al_
 

2017,采用 StringTie 对转录本进行

组装、edgeR 进行基因表达定量、DEseq2 进行 DEGs

分析,并用 FPKM(Fragments
 

Per
 

Kilobase
 

Million)评

估组内和组间样品基因表达特征的相关性。 差异

倍数(Fold
 

Change,FC)和 P 是判断 DEGs 的两个标

准,一般上调或下调 2 倍以上,且 P<0. 05,才认为该

基因在两组之间发生了显著的差异变化,据此筛选

出来的 DEGs,即为转录组分析得到的显著 DEGs

集。 因此,定义 DEGs 的标准有 2 条:一是倍数变化

(FC)≥2 或显著性阈值 P≤0. 05;二是 P 校正,经

Benjamini-Hochberg 校正后的 P<0. 05。

使用主成分分析(Principal
 

Component
 

Analysis,

PCA)法分析显示各组内样品之间的分离趋势,并判

断不同组间样品的转录组结果是否存在差异。 为

了揭示响应 SA 的相关生物学过程和代谢途径,针

对已鉴定的 DEGs 进行 GO 功能注释和 KEGG 代谢

通路富集。 结合 Gene
 

Ontology
 

Resource 数据库进

行基因功能注释,参考 Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes 数据库,注释显著 DEGs 集参与的代谢

通路。

1. 3. 4　 qRT-PCR 验证　 qRT-PCR 技术能够定量评

估特定基因在样品中的表达水平,可作为转录组测

序分析更加精准的技术补充[13] 。 将 1
 

μg
 

RNA 反转

录成 cDNA,稀释 10 倍后作为模板进行 qRT-PCR 扩

增,PCR 体系和反应程序参照试剂盒说明书。 qRT-

PCR 反应中,液氮冷冻的样品(研磨后)需 0. 1
 

g,所

用 RNA 质量浓度为 50
 

ng / μL,使用体积不超过反

应总体积的 1 / 10。

以 NbEF1a 作为内参基因,选取 8 个代表性

DEGs, 参 考 烟 草 基 因 组 数 据 网 站 ( https: ∥

solgenomics. net / jbrowse_solgenomics / ? data = data%

2Fjson% 2FNitabEd17&loc = Nitab4. 5 _ 0000001%

3A2393966)提供的基因序列,通过 Primer
 

5 软件设

计代表性 DEGs 的 qRT-PCR 引物序列。 每个样品

进行 3 次重复实验,采用 2-ΔΔCT 法计算代表性 DEGs

相对表达量[14] 。

1. 4　 数据处理与制图

采用 SPSS
 

22. 0 进行单因素方差分析(One-Way
 

ANOVA),并比较 4 个组之间的总黄酮含量差异是否

具有显著性。 使用基因表达分布箱线图描述不同处

理组转录组的集中程度和变异特征;通过火山图展示

显著 DEGs 分布;利用 Origin
 

8. 0
 

绘制图表。

2　 结果与分析

2. 1　 SA 处理对总黄酮合成的影响

不同 SA 处理时间对烟草样品全株总黄酮含量

的影响如图 1 所示,其中,小写字母 a、b、c、d 表示存

在显著差异(P<0. 05),下同。 由图 1 可知,与 SA0

样品总黄酮含量(0. 199
 

mg / mL)相比,SA1 样品总

黄酮含量升高到 0. 248
 

mg / mL(P<0. 05);而 SA4 和

SA12 样品总黄酮含量分别下降为 0. 174
 

mg / mL 和

0. 166
 

mg / mL(P< 0. 05)。 因此,0. 5
 

mmol / L 的 SA

溶液灌根处理烟草 1
 

h 时,烟草总黄酮含量达到最

高值,继续处理 4
 

h 和 12
 

h 时,总黄酮合成受到强烈

抑制,其含量逐渐下降。 推测 SA 短期(即 1
 

h 以
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内)处理烟草时,可能引发类似胁迫防御的生理生

化反应,促使黄酮类化合物迅速、大量累积并达到

峰值;而 SA 处理烟草 4
 

h 和 12
 

h 时,这种生理生化

反应逐渐减弱并遭到抑制。

2. 2　 转录组测序结果分析

2. 2. 1　 不同 SA 处理时间样品基因表达分布和相

关性分析　 不同
 

SA 处理时间样品基因表达分布情

况及 PCA 聚类图如图 2 所示。 由图 2a)可知,12 个

处理样品中 50%基因的 log10(FPKM)集中于 0. 8 ~
2. 8,最大值接近 3,最小值为-1. 25,平均 log10(FPKM)
集中于 1. 00 ~ 1. 25;SA0、SA1、SA4 和 SA12 各自的 3
个生物学重复的基因表达差异很小,证明样品重复

性较好。 由图 2b) 可知,SA0、SA1、SA4 和 SA12 转

录组之间存在较大差异,证明不同 SA 处理时间能

导致转录组之间表现出显著差异;而同一处理组内

的 3 个生物学重复之间的差异则较小,转录组重复

性良好,侧面证明样品处理及转录组测序分析较为

可靠。
2. 2. 2　 不同

 

SA 处理时间样品基因表达差异分析

　 不同 SA 处理时间样品的基因表达差异火山图如

图 3 所示,其中,火山图中每个点都代表一个特定的

基因,红色的点代表基因显著上调,蓝色的点代表

基因显著下调,灰色的点代表非显著性 DEGs;横坐

标为基因在不同组中的表达差异倍数,数值已做了

对数化处理,-log2(FC)越大,表达差异越显著;纵坐

图 1　 不同
 

SA 处理时间对烟草样品
全株总黄酮含量的影响

Fig. 1　 Total
 

flavone
 

content
 

of
 

tobacco
 

samples
 

under
 

SA
 

treatment
 

with
 

different
 

times

标为 T 检验显著性 P 值的负对数,反映了基因表达

差异的统计学显著性。 由图 3 可知,相较于 SA0,
SA1 中上调的基因数目显著高于下调的基因数目,
SA4 中下调的基因数目逐渐增加,SA12 中下调基因

数目大于上调的基因数目。 表明随着 SA 处理烟草

时间的延长,样品中下调基因的数目逐渐上升,即
SA 抑制基因转录具有时间依赖性。

为了鉴定烟草响应 SA 的关键基因,以 SA0 转

录本为对照,分析了 SA1、SA4 和 SA12 的 DEGs。 其

中,SA1 共鉴定出 6154 个 DEGs,其中上调基因数目

为 3520 个,下调基因数目为 2634 个;SA4 共鉴定出

8333 个 DEGs,其中上调基因数目为 3899 个,下调基

因数目为 4434 个;SA12 共鉴定出 9299 个 DEGs,其中

上调基因数目为 3868 个,下调基因数目为 5431 个。

图 2　 不同 SA 处理时间样品基因表达
分布情况及 PCA 聚类图

Fig. 2　 Distribution
 

of
 

gene
 

expression
 

in
 

different
 

SA
 

treatments
 

and
 

PCA
 

map
 

between
 

samples
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不同
 

SA 处理时间样品基因表达 Venn 图及关键基

因表达量热图如图 4 所示。 图 4a)展示了 SA1、SA4
和 SA12 中所有上调 DEGs 的重叠数量。 图 4b)中,
蓝色代表低表达基因,红色代表高表达基因;纵向

代表样品间的聚类,反映样品的重复性;横向代表

基因间聚类,反映基因功能的相似性。 由图 4a)可

知,SA1、SA4 和 SA12 同时存在 1272 个显著上调基

因,分别占 SA1、 SA4 和 SA12 总 DEGs 数 目 的

36. 1%、32. 6%和 32. 9%。 SA1、SA4 和 SA12 中不同

的 DEGs 之间不仅存在表达丰度差异,还存在生物

学功能差异。 基于 SA1 中的总黄酮含量高于 SA0、
SA4 和 SA12(图 1),推断在 0 ~ 1

 

h 的 SA 处理过程

中,影响黄酮类化合物合成的基因表达会发生明显

　 　

变化。 因此,重点分析 SA1 相对于 SA0 的 DEGs。
由图 4b)可知,与 SA0 相比,异黄酮生物合成和苯丙

素代谢相关基因在 SA1 中显著上调,基因编码花青

素 3-O-葡萄糖基转移酶、2-类羟基异黄酮脱水酶、
羧酸酯水解酶、咖啡酰辅酶 A-O-甲基转移酶、细胞

色素氧化酶 P450、苯丙氨酸解氨酶、4-香豆酸 ∶ 辅

酶 A 连接酶和肉桂醇脱氢酶。 结合植物类黄酮生

物合成网络,可解释 SA1 总黄酮含量显著高于 SA0
的现象[15] 。
2. 2. 3　 DEGs 功能注释分析　 不同 SA 处理时间样

品 DEGs 的 GO 功能注释分析结果如图 5 所示。 由

图 5 可知,SA1、SA4 和 SA12 共有的 DEGs 显著富集

在信号刺激响应通路,包括对非生物胁迫的响应、
　 　

图 3　 不同 SA 处理时间样品的基因表达差异火山图
Fig. 3　 Volcano

 

maps
 

of
 

gene
 

expression
 

difference
 

treated
 

by
 

SA
 

at
 

different
 

times

图 4　 不同 SA 处理时间样品基因表达 Venn 图及关键基因表达量热图
Fig. 4　 Venn

 

diagram
 

analysis
 

and
 

expression
 

heatmap
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

different
 

treatment
 

groups
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光合色素合成、光合作用、细胞生长等生物学过程。
不同 SA 处理时间样品的 KEGG 代谢通路富集分析

结果如图 6 所示,图中显示了 SA1、SA4 和 SA12 前

10 个重叠且差异富集最显著的 KEGG 通路。 由图 6
可知,SA1、SA4 和 SA12 在 10 个代谢通路中均有显

著富集,如谷胱甘肽代谢、光合作用、卟啉代谢、乙
醛酸盐和二羧酸盐代谢、半胱氨酸与甲硫氨酸代谢、
植物激素信号转导、次级代谢等通路(图 6a))。 此

外,SA1、SA4 和 SA12 还富集到了其他不同的代

　 　

谢通路,对前 22 个 DEGs 富集最显著的 KEGG
 

通路

使用柱状图进行展示(图 6b)),其中 SA1 显著富集

了氮代谢和异黄酮合成代谢通路,SA4 显著富集了

ABC 转运蛋白、光合生物碳固定和碳代谢途径,
SA12 则显著富集了蛋白酶辅因子生物合成及碳代

谢途径。 已有研究[16] 表明,SA 诱导的抗逆性依赖

于碳和氮同化物的合理利用;还有报道[17] 表明,植
物 ABC 转运蛋白成员 ABCG36 是一个有效的植保

素 CLX 输出蛋白,它与富含亮氨酸重复序列的受体

　 　

图 5　 不同 SA 处理时间样品 DEGs 的 GO 功能注释分析结果
Fig. 5　 GO

 

functional
 

annotation
 

analysis
 

of
 

DEGs
 

in
 

different
 

SA
 

treatment
 

periods

图 6　 不同 SA 处理时间样品的 KEGG 代谢通路富集分析结果
Fig. 6　 KEGG

 

enrichment
 

analysis
 

in
 

different
 

SA
 

treatment
 

periods
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激酶 QSK1 能 够 直 接 相 互 作 用, 并 受 其 调 节。
ABCG36 被 QSK1 磷酸化后可抑制生长素 IBA 的输

出,进而辅助 3H-CLX 输出,加强植物抗病性[18] ,在
大豆中,ABC 转运蛋白可被 SA 诱导上调[19] ,这为

烟草响应 SA 处理的生理生化反应及分子信号转导

机制的阐明提供了线索。
2. 2. 4　 黄酮类化合物生物合成代谢通路基因调控

网路分析　 黄酮类化合物代谢途径参与烟草对 SA
处理的响应如图 7 所示。 由图 7 可知,在总黄酮含

量最高的 SA1 样品中,DEGs 的 KEGG 通路中富集

了苯丙素类、异黄酮和花青素生物合成这 3 个途径。
其中有 4 个 DEGs 参与了苯丙素类生物合成途径,
包括 Nitab4. 5_0000754g0260,编码苯丙氨酸解氨酶

( Phenylalanine
 

ammonia-lyase, PAL ); Nitab4. 5 _
0000045g0230,编码反-肉桂酸 4-单加氧酶( Trans-
cinnamate

 

4-monooxygenase, CYP73A ); Nitab4. 5 _
0002540g0090,编码 4-香豆酸 ∶ 辅酶 A 连接酶(4-
coumarate-CoA

 

ligase,4CL);Nitab4. 5_0002815g0020,
编码肉桂醇脱氢酶(Cinnamyl

 

Alcohol
 

Dehydrogenase,
CAD)。 这些基因的表达水平在 SA1 中显著上调,
对苯丙素类生物合成途径中的木质素及其衍生物

的合成起到了促进作用。 据先前报道[20] ,病原菌能

够诱导自噬调节的植物防御机制来控制木质素形

成,同时伴随着植物体内 SA 含量的上升,推测木质

素的合成与 SA 的累积存在共有的调节机制。 另

外,有 1 个 DEG 参与了异黄酮生物合成途径,为

Nitab4. 5_0000180g0080,编码 2-羟基异黄酮脱水酶

(2-hydroxyisoflavanone
 

dehydratase-like), 该基因能

够催化金雀异黄酮、大豆苷元、芒柄花黄素等次级

代谢物的生物合成。 还有 1 个 DEG 参与了花青素

合成途径,为 Nitab4. 5_0004371g0030,编码花青素 3-O-
糖基转化酶(Anthocyanidin

 

3-O-glucosyltransferase),能
够分别催化矢车菊素、飞燕草素和天竺葵素生成颜

色稳定的矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、飞燕草素-3-
O-葡萄糖苷和天竺葵素- 3 - O -葡萄糖苷[21] 。 总

之,以上黄酮类合成相关基因的显著上调均有助于

总黄酮含量的提升。 这再次表明,烟草幼苗在被 SA
诱导 1

 

h 时,编码黄酮类化合物合成途径的酶基因

的表达均显著上调。
2. 3　 代表性 DEGs 的 qRT-PCR 验证结果分析

为了再次证实基于转录组分析获得的具有显

著性表达差异的基因变化规律,分别对苯丙素代谢

途径、异黄酮合成途径、核酸代谢途径的重要结构基

因进行了 qRT-PCR 验证,选取验证的 8 个代表性

DEGs 分 别 是 Nitab4. 5 _ 0001492g0060、 Nitab4. 5 _
0002540g0090、 Nitab4. 5 _ 0000754g0260、 Nitab4. 5 _
0000569g0130、 Nitab4. 5 _ 0000180g0080、 Nitab4. 5 _
0001119g0110、Nitab4. 5 _ 0006179g0050 和 Nitab4. 5 _
0000441g0220,编码蛋白分别是咖啡酰辅酶 A-O-甲

基转移酶、4-香豆酸 ∶ 辅酶 A 连接酶、苯丙氨酸解氨

酶、甲基转化酶、2-羟基异黄酮脱水酶、细胞色素氧化

酶 P450、脱氧尿苷 5′-三磷酸核苷酸水解酶和胸苷酸

图 7　 黄酮类化合物代谢途径参与烟草对 SA 处理的响应
Fig. 7　 The

 

involvement
 

of
 

flavonoid
 

metabolic
 

pathways
 

in
 

tobacco
 

response
 

to
 

SA
 

treatment
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激酶。 设计的代表性 DEGs 的 qRT-PCR 引物序列

见表 1。
代表性 DEGs 的 qRT-PCR 结果如图 8 所示。 由

图 8 可知,与 SA0
 

相比,这些重要代谢途径的基因在

不同 SA 处理时间下,其相对表达水平均有显著或极

显著的上调和下调,与转录组测序结果一致。
不同 SA 处理时间样品基因表达量的相对变化

程度如图 9 所示。 由图 9 可知,在 8 个 DEGs 中,除
了 Nitab4. 5 _ 0000180g0080, 其 他 7 个 DEGs 的

| log2(FC) |都大于 1,推断这 7 个 DEGs 在 3 个不同

SA 处 理 时 间 的 表 达 水 平 发 生 了 显 著 变 化。
Nitab4. 5_0000180g0080 表达水平仅在 SA1 处理条

件下显著上调;而在 SA4 和 SA12 处理条件下,由于

0< | log2(FC) | <1,表达量上调不显著,只呈现上调

趋势。 这表明 qRT-PCR 结果与转录组测序中相应

的重要结构基因表达量的相对变化趋势较为一致。

3　 结论

本研究采用 0. 5
 

mmol / L 的 SA 溶液分别处理

　 　

烟草幼苗 0
 

h( SA0)、1
 

h( SA1)、4
 

h( SA4) 和 12
 

h
(SA12),经检测发现处理 1

 

h 的烟草总黄酮含量达

到了最高值(0. 248
 

mg / mL),呈极显著升高趋势;而
处理 4

 

h 和 12
 

h 的烟草总黄酮含量均低于 0
 

h 和

1
 

h 处理下的总黄酮含量,呈极显著下降趋势,推测

该浓度的 SA 在 1
 

h 内可强烈诱导黄酮类化合物的

大量合成和累积,该结果可为植物在病害侵染初期

产生响应的分子调控机制研究提供参考。 对 SA 诱

导的烟草幼苗进行转录组测序发现,SA1、SA4 和

SA12 同时存在 1272 个显著上调基因,SA1 显著上

调的 3520 个 DEGs 中,除了包括非生物胁迫响应及

信号转导途径、光合作用等关键基因,还涉及苯丙

氨酸、苯丙素、异黄酮代谢等相关基因。 DEGs 的

GO 功能注释和 KEGG 代谢通路富集分析表明,
SA1、SA4 和 SA12 共有的 DEGs 显著富集在信号刺

激响应通路,包括对非生物胁迫的响应、光合色素

合成、光合作用、细胞生长等生物学过程;谷胱甘肽

代谢、光合代谢、卟啉代谢、乙醛酸盐和二羧酸盐代谢、

表 1　 代表性 DEGs 的 qRT-PCR 引物序列
Table

 

1　 Sequence
 

of
 

qRT-PCR
 

primers
 

for
 

representative
 

candidate
 

genes
基因编号 正向引物(5′-3′) 反向引物(5′-3′)

LOC107801242(NbEF1a) GACCAAGATTGACAGGCGTT ATGACACCAACAGCAACAGT
Nitab4. 5_0001492g0060 GGCTTCTGCTAAGGTTCACCA ATCCAGTGAAGACGCCGATT
Nitab4. 5_0002540g0090 GGATTTCAAGTGGCTCCTGC GCTTGAACAGCAGCATCAGA
Nitab4. 5_0000754g0260 GCAGTCAAGAACACGGTGAG GTATTCCCTGTCCACGACTCG
Nitab4. 5_0000569g0130 CAAAGGGCAACGAGATGGG GGCATAGTGAGTCCAGGTCC
Nitab4. 5_0000180g0080 TCGGCTCACCTATCGTTCCT TCTGGCTCTGATTTCTGGCG
Nitab4. 5_0001119g0110 CGCTGGCTTCCACATTCCT CAACCACACATTGAGCAAGTC
Nitab4. 5_0006179g0050 GAACGGTGTTGTCCCTGAA ATCATAACCAGCAGAAAGAGG
Nitab4. 5_0000441g0220 GCTCTTCGTGATTCCTCGT TGGTTTCCCTTTGTGGCA

图 8　 代表性 DEGs 的 qRT-PCR 结果
Fig. 8　 The

 

qRT-PCR
 

results
 

of
 

representative
 

DEGs

·78·



　 2025 年 4 月
 

第 40 卷
 

第 2 期　

图 9　 不同 SA 处理时间样品基因表达量的相对变化程度
Fig. 9　 Relative

 

change
 

degree
 

of
 

gene
 

expression
 

between
 

SA
 

treated
 

group
 

and
 

control
 

group

半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、植物激素信号转导、次
级代谢等通路,该结果可为烟草响应 SA 处理的生

理生化反应及分子转导机制的阐明提供线索。
qRT-PCR 验证中,代表性 DEGs 的表达量变化与转

录组测序分析结果一致。
本文筛选到了响应 SA 的黄酮类化合物合成

关键基因,可为改良烟草品质、快速获得次级代

谢产物提供新的途径。 下一步研究可利用基因

编辑手段对关键基因进行修改,创制更好的遗传

资源材料,研究其生物学功能并解析相关代谢网

络的分子调控机理,为烟草品种改良提供基因

资源。
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Abstract:
 

To
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

salicylic
 

acid
 

( SA)
 

on
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

of
 

tobacco
 

( Nicotiana
 

tabacum
 

L. )
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

flavonoid
 

synthesis-related
 

genes,
 

SA
 

was
 

applied
 

to
 

the
 

one-month
 

tobacco
 

seedlings
 

for
 

0
 

h,
 

1
 

h,
 

4
 

h
 

and
 

12
 

h,
 

and
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

of
 

the
 

whole
 

tobacco
 

plant
 

was
 

detected
 

and
 

transcriptomic
 

analysis
 

was
 

performed.
 

The
 

results
 

of
 

transcriptome
 

analysis
 

were
 

verified
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.
 

The
 

experimental
 

results
 

showed
 

as
 

follows:
 

Compared
 

with
 

0
 

h
 

treated
 

sample
 

(SA0),
 

the
 

total
 

flavonoid
 

content
 

of
 

1
 

h
 

treated
 

sample
 

(SA1)
 

was
 

significantly
 

up-regulated,
 

and
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

4
 

h
 

treated
 

sample
 

(SA4)
 

and
 

12
 

h
 

treated
 

sample
 

(SA12).
 

Analysis
 

of
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

( DEGs)
 

showed
 

that
 

1272
 

overlapping
 

genes
 

among
 

SA1,
 

SA4
 

and
 

SA12
 

were
 

significantly
 

upregulated
 

by
 

SA
 

treatment,
 

GO
 

functional
 

annotation
 

and
 

KEGG
 

metabolic
 

pathway
 

enrichment
 

dispalyed
 

that
 

most
 

of
 

the
 

genes
 

significantly
 

upregulated
 

in
 

SA1
 

encoded
 

catalytic
 

enzymes
 

related
 

to
 

phenylpropanoid
 

metabolism
 

and
 

isoflavone
 

metabolism
 

pathway,
 

which
 

could
 

promote
 

the
 

biosynthesis
 

of
 

flavonoids
 

such
 

as
 

lignin
 

and
 

its
 

derivatives,
 

flavins
 

and
 

anthocyanins.
 

Fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

changes
 

of
 

differential
 

genes
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

corresponding
 

differential
 

gene
 

expression
 

trends
 

in
 

transcriptome
 

analysis.
 

This
 

study
 

provides
 

clues
 

and
 

basis
 

for
 

seeking
 

the
 

genes
 

involved
 

in
 

SA-induced
 

flavonoids
 

synthesis
 

in
 

tobacco
 

and
 

elucidating
 

the
 

regulatory
 

network
 

between
 

SA
 

and
 

flavonoid
 

biosynthetic
 

pathway.
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