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　 　 摘要：干旱缺水是限制马铃薯产量和品质的关键因素之一。 ＡＢＡ 是干旱胁迫应答基因调控网络中的重要组成；９⁃顺式⁃环
氧类胡萝卜素双加氧酶（ＮＣＥＤ）是植物 ＡＢＡ 生物合成途径的关键限速酶，该基因的表达模式直接影响 ＡＢＡ 代谢。 但干旱胁

迫下有关马铃薯 ＮＣＥＤ 基因表达与激素、表型间的相关分析的研究尚少。 本研究克隆了马铃薯 ＮＣＥＤ１ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序

列，检测了 ４ 个马铃薯种质材料在不同模拟干旱（ＰＥＧ⁃６０００）胁迫强度处理下 ＮＣＥＤ１ 基因表达量、ＡＢＡ 含量及根系长度间的

相关性。 结果表明，ＳｔＮＣＥＤ１ 全长 ２１８１ ｂｐ，包含一个 １８００ ｂｐ 的完整开放读码框，编码 ５９９ 个氨基酸。 ５％ ＰＥＧ⁃６０００ 和 １５％
ＰＥＧ⁃６０００ 模拟干旱胁迫 ４ 周后，４ 个品种均表现出随胁迫强度的加重植株生长缓慢、矮小，根系长度显著降低。 干旱敏感型

材料早大白中根系长度变化最大，ＡＢＡ 含量显著高于其他 ３ 个种质材料。 ＣＩＰ４７８􀆰 ９、ｓｔａｒ 和米拉 ３ 份种质材料中 ＳｔＮＣＥＤ１ 表

达量与对照植株有显著差异，且随胁迫强度增加而增大；早大白中 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量表现出先降低后升高趋势。 模拟干旱胁迫

下，ＡＢＡ 含量与 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量之间呈现出正相关关系（Ｒ ＞０􀆰 ７）。 研究结果为解析马铃薯响应干旱胁迫的调节机制及其在

抗旱种质资源筛选中的应用提供了基础数据。
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干旱缺水是限制马铃薯产量和品质的关键因素

之一。 深入挖掘应答干旱胁迫的功能基因，解析其

作用机制，并以之加速对抗旱种质资源的筛选和选

育进程，对于科学推进“马铃薯主食化”战略具有极

其重要的现实意义。
国内外学者们已对马铃薯抗旱生理和分子机制

进行了深入研究，生育期内不同程度的干旱缺水会

促使地上生物量、根系长度、光合和蒸腾作用参数、
叶片含水量、脯氨酸、丙二醛和脱落酸（ＡＢＡ，ａｂｉｓｉｓｉｃ
ａｃｉｄ）含量等指标有规律的变化［１⁃３］；３⁃二氢黄酮羟

化酶（Ｆ３Ｈ）、黄酮合成酶（ＦＬＳ）和 β⁃胡萝卜素羟化

酶 １ （ＨＹＤ⁃１） 等众多基因参与了马铃薯抗旱反

应［４］，过表达 ＳｔＮＣＥＤ２ 基因株系叶片中的内源 ＡＢＡ
含量与野生型相比显著增加［５］，过表达 ＳｔＤＲＥＢ１ ／ ２
能提高植株对干旱的耐受性［６］。

脱落酸不仅是调控植物生长发育的关键激素，
而且还是干旱和盐胁迫应答基因的诱导因子，介导

了植物对干旱和盐胁迫等非生物胁迫的分子调节过

程，是干旱胁迫应答基因调控网络中的重要组

成［７⁃１０］。 ９⁃顺式⁃环氧类胡萝卜素双加氧酶（ＮＣＥＤ，
９⁃ｃｉｓ⁃ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ） 是高等植物 ＡＢＡ
生物合成途径的关键限速酶，其表达量的变化与

ＡＢＡ 含量的变化有直接关系［５］。 对拟南芥、番茄等

植物的研究表明［１０］，干旱胁迫能诱导 ＮＣＥＤ 基因显

著表达［９，１１］，异位表达水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ） ［８］、番
茄（ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ． ） ［１２］ ＮＣＥＤ 可导致拟南

芥中 ＡＢＡ 含量增加，气孔属性和光合作用相关参数

发生变化，提高抗旱性和水分利用效率，这说明

ＮＣＥＤ 是改良植物抗旱性的潜在靶基因。 但 ＡＢＡ
的合成和积累同时受到遗传和环境因素的显著影

响，抗旱和旱胁迫敏感马铃薯种质中 ＡＢＡ 含量、基
因表达模式及与抗旱性的关系尚未阐释清楚。

目前，马铃薯抗旱性评价主要采用以产量为基础

的抗旱系数作为标准［１３］，学者们探究了叶片相对含

水量、叶水势、伤流量、可溶性蛋白、叶绿素 ａ ／ ｂ 比值、
ＡＴＰ 含量占对照百分率与品种抗旱性间的相关

性［１，２，１４ ⁃１５］。 但这些检测方法相对耗时，准确性和效

率也在一定程度上受环境、处理方法或生育期影响。
干旱（或渗透）胁迫下关键应答基因表达变化与激

素、表型间的关联分析的研究尚少，还未见从基因水

平探究、鉴定资源抗旱能力的报道，尤其是缺乏可靠

的分子评价标准。 本研究克隆了马铃薯 ＮＣＥＤ１ 基因

的全长 ｃＤＮＡ 序列，检测了 ４ 个马铃薯种质材料在不

同模拟干旱（ＰＥＧ⁃６０００）胁迫强度处理下 ＮＣＥＤ１ 基

因表达量，ＡＢＡ 含量及表型数据间的相关性，为进一

步研究马铃薯 ＮＣＥＤ１ 基因对干旱胁迫响应调节机制

及其在抗旱种质资源筛选中的应用提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料与处理

４ 个马铃薯种质材料组培苗 ＣＩＰ４７８􀆰 ９、米拉、
ｓｔａｒ 和早大白引自黑龙江省农业科学院克山分院。
大肠杆菌菌株 ＤＨ５α 为本实验室保存。 与试验相关

的所有引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成，
ｐＧＥＭ⁃１８Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 购自宝生物工程（大连）有限公

司。 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ，
ＤＰ４４１）、凝胶回收试剂盒（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ 纯化回收

试剂盒，ＤＰ２１４）、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、反
转录试剂等其他生物学试剂购自天根生化科技有限

公司。
参照邓珍等［１５］和吕文河等［１６］ 方法配制含 ＰＥＧ

固体培养基，以不添加 ＰＥＧ⁃６０００ 的组培瓶苗为对

照，分别在 ＭＳ 基本培养基中添加 ５％ ＰＥＧ⁃６０００ 和

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ 模拟不同程度的干旱胁迫。 选取生

长健壮、长势基本一致的 ４ 周苗龄组培苗进行模拟

干旱胁迫试验，将其在无菌条件下剪成长约 ２ ｃｍ，
仅含 １ ～ ２ 个腋芽的茎段接种于对照和不同胁迫强

度的固体培养基中，每瓶 ６ ～ ８ 个茎段，每个处理 ５
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瓶重复。 常规光照强度 ４０ ｌｘ、光周期 １６ ｈ ／ ｄ，２３ ℃
温度下培养，４ 周后同时取样，用液氮冻存，置于 －
８０ ℃冰箱中备用。
１􀆰 ２　 基因克隆及序列分析

分别提取早大白 ３ 个样本（５％ ＰＥＧ⁃６０００ 处理、
１５％ＰＥＧ⁃６０００ 处理、对照条件）总 ＲＮＡ，以 １􀆰 ２％的

琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 的浓度和质量；样本均

一化后统一反转录合成第一链 ｃＤＮＡ。 根据 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中 已 公 布 的 马 铃 薯 ＮＣＥＤ 序 列 （ ＮＭ ＿
００１２８８１７４）和本实验室自主构建的测序数据库本

地 ＢＬＡＳＴ 结果，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法从 ３ 个样本中扩

增全长 ＯＲＦ，正向引物序列 ＳｔＮＣＥＤ１⁃Ｆ：５′⁃ＴＣＴＴＣＴ⁃
ＣＡＴＴＴＣＣＣＡＣＣＴＣ⁃３′，反向引物序列 ＳｔＮＣＥＤ１⁃Ｒ：
５′⁃ＣＴＣＣＴＣＣＡＧＴＡＡＴＡＧＣＣＡＣ⁃３′。 ＰＣＲ 反应体系包

含 ｃＤＮＡ １ μＬ、ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
上下游引物各 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 反应

条件为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
１􀆰 ５ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃１０ ｍｉｎ。 琼脂糖凝胶检测

后回收特异性目标条带，连接 ｐＧＥＭ⁃１８Ｔ 载体转化，
送测 ３ 个阳性克隆至生工生物工程（上海）股份有

限公司测序，获得目的序列。
利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．

ｇｏｖ ／ ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ ／ ）确定 ＳｔＮＣＥＤ１ 开放读码框，ＥｘＰＡＳＹ
网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕｓ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｉｔｏｏｌ． ｈｔｍ） 预测

ＳｔＮＣＥＤ１ 蛋白的分子量和等电点，利用 ＮＣＢＩ ＣＤＤ
（ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．
ｃｇｉ）数据库分析该蛋白的保守结构域，通过 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｘ 对不同植物中 ＮＣＥＤ 蛋白序列做多重比对并在

ＭＥＧＡ ６ 软件中绘制系统进化树。
１􀆰 ３　 模拟干旱胁迫下基因表达分析

取同一瓶内生长状态近似一致的植株叶片

０􀆰 ５ ｇ，用以制备 ＳｔＮＣＥＤ１ 定量 ＰＣＲ 和 ＡＢＡ 测定样

品。 采用 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 分析不同处理后 ＳｔＮＣＥＤ１
表达情况，以马铃薯 ｅｆ１α（ＡＢ０６１２６３）为内参［１７］，根
据 ＳｔＮＣＥＤ１ 序列设计荧光定量 ＰＣＲ 引物，正向引物

序列 Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ：５′⁃ＣＣＡＧＴＴＴＣＣＧＧＴＧＡＧＣＴＡＴＴＴ⁃３′，
反向引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ：５′⁃ＴＧＧＧＴＣＴＴＣＡＡＣＴＧＧ⁃
ＧＡＴＴＴＣ⁃３′。 反应体系：１ μＬ ｃＤＮＡ １ μＬ，２ × ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ （ＴａＫａＲａ）１０ μＬ，上、下游引物各

０􀆰 ８ μＬ，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ４ μＬ；反应程序：９５ ℃预变性

５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ２０ ｓ，６２ ℃退火 ２０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０
ｓ，４０ ～ ４２ 个循环。 每个处理 ３ 次生物学重复，扩增

在 ＡＢ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ 仪器上完成，采用 ２ － ΔΔＣＴ 方

法［１８］分析原始数据。

１􀆰 ４　 逆境下根长及 ＡＢＡ 含量的测定

将对照和各处理样本取出后用去离子水冲洗并

吸干水分，用直尺测量根系长度。 ＡＢＡ 提取参考

Ｊ􀆰 Ｆｕ 等［１９］ 方法，使用 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ ＱＴＲＡＰ⁃６５００ ＬＣ ／
ＭＳ ／ ＭＳ 液质联用系统测定。 每个样本所有指标数

据均测定 ３ 次重复，用 ＳＰＳＳ 软件统计分析处理组和

对照组中各指标的差异显著性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳｔＮＣＥＤ１ 克隆与序列分析

根据 ＮＣＢＩ 中已公布的马铃薯 ＮＣＥＤ 基因

（ＮＭ＿００１２８８１７４）序列，参考本实验室转录组测序

数据，设计基因特异性引物，以早大白 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增，得到 ｃＤＮＡ 全长 ２１８１ ｂｐ 的准确序

列 （ 图 １ ）， 并 将 其 提 交 Ｇｅｎｂａｎｋ 获 得 登 录 号

ＭＦ６７８８０３。 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 和 ＥｘＰＡＳＹ 等在线软件的

预测结果显示：ＳｔＮＣＥＤ１ 基因最长开放阅读框存在

于 ４３ ～ １８４２ ｂｐ 之间，编码 ５９９ 个氨基酸，所编码蛋

白的等电点为 ６􀆰 ３３，预测分子量 ６６􀆰 ８ ｋＤ；在 ＮＣＢＩ
ＣＤＤ 中比对后发现该基因编码蛋白有 ＲＰＥ６５ 超家

族保守结构域的特征序列（图 ２）。 与拟南芥（Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ． ）Ｈｅｙｎｈ． ）（ＮＰ＿１８８０６２􀆰 １）、马铃薯

（Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ）（ＮＰ＿００１２７５１０３􀆰 １）、番茄（Ｓｏ⁃
ｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ． ） （ＮＰ＿００１２３４４５５􀆰 １） 等 ＮＣＥＤ
蛋白序列构建的系统进化树表明，本试验克隆的 Ｓｔ⁃
ＮＣＥＤ１ 蛋白与 ＮＣＢＩ 数据库中已报道的茄科植物

ＮＣＥＤ 蛋白聚为一支，之间的亲缘关系最近（图 ３）；保
守结构域氨基酸序列一致性达 ８０％以上。 基于结构

上的相似性推测 ＳｔＮＣＥＤ１ 可能具有已知 ＮＣＥＤ 蛋白

的保守功能。

Ｍ：ＤＮＡ 分子量标准；１：ｃＤＮＡ 全长扩增；２：ＯＲＦ 扩增

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ，１：ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＳｔＮＣＥＤ１，
２：ＯＲＦ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＳｔＮＣＥＤ１

图 １　 马铃薯 ＳｔＮＣＥＤ１ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ
ＳｔＮＣＥＤ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ
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图 ２　 马铃薯 ＳｔＮＣＥＤ１ 蛋白的保守结构域

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＳｔＮＣＥＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 不同物种中 ＮＣＥＤ 蛋白系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＣＥＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ． ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２􀆰 ２　 ＰＥＧ⁃６０００ 胁迫下 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量及 ＡＢＡ
含量分析

应用荧光定量 ＰＣＲ 方法和液质联用激素测定

法，定量分析了 ＰＥＧ⁃６０００ 模拟干旱胁迫下 ４ 个不同

品种马铃薯植株中 ＳｔＮＣＥＤ１ 的表达量和ＡＢＡ 含量变

化规律，并探索了二者之间的相关性。 结果显示（表
１，图 ４），对照组中，早大白 ＡＢＡ 含量极显著高于其他

３ 份材料（ｐ ＜０􀆰 ０１）；除早大白外的３ 份材料在２ 种模

拟胁迫处理下的 ＡＢＡ 含量均极显著高于对照。 数据

表明（图 ４），５％ ＰＥＧ⁃６０００ 和 １５％ ＰＥＧ⁃６０００ 处理下，

ＣＩＰ４７８􀆰 ９、ｓｔａｒ 和米拉 ３ 份种质材料中 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达

量随胁迫强度增加而增大，且 ＣＩＰ４７８􀆰 ９ 和 ｓｔａｒ 中

ＳｔＮＣＥＤ１表达量均极显著高于对照植株（ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与之相反，早大白中 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量表现出先降低

后升高趋势，且对照植株中的 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量极显

著高于 ２ 种处理下的表达量 （ ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 此外，
ＳｔＮＣＥＤ１表达量与 ＡＢＡ 浓度之间的皮尔森相关性系

数 Ｒ 均大于 ０􀆰 ７，表明二者之间存在极强的相关关

系。 这同时也暗示着模拟干旱胁迫下 ＳｔＮＣＥＤ１ 的表

达量的变化是 ＡＢＡ 含量波动的主要原因。

表 １　 不同浓度 ＰＥＧ⁃６０００ 处理下 ４ 种供试材料 ＡＢＡ 含量的变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ４ ｔｅｓｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ⁃６０００ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

材料

Ｍａｔｅｒｉａｌ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＡＢＡ 含量

（ｎ ＝ ３，ｎｇ ／ ｇ）
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＡＢＡ

ＡＢＡ 总含量

（ｎｇ ／ ｇ）
Ｏｖｅｒａｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＡＢＡ

变异系数

（％ ）
ＣＶ

ｅｅＣＩＰ４７８􀆰 ９ ＣＫ ６􀆰 ２４

５％ ＰＥＧ⁃６０００ ７􀆰 ２２

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ ７􀆰 ５０

６􀆰 ９９ ± ０􀆰 １８Ｂ ７􀆰 ７６

ｓｔａｒ ＣＫ ４􀆰 ３０

５％ ＰＥＧ⁃６０００ ５􀆰 ２９

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ ５􀆰 ３２

４􀆰 ９７ ± ０􀆰 １６Ｃ ９􀆰 ５６

米拉 ＣＫ ４􀆰 ５４

５％ ＰＥＧ⁃６０００ ４􀆰 ８２

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ ５􀆰 ７４

５􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２２Ｃ １０􀆰 １７

早大白 ＣＫ ９􀆰 ５１

５％ ＰＥＧ⁃６０００ ８􀆰 ８６

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ ８􀆰 ６６

９ ± ０􀆰 ２４Ａ ４􀆰 ０３

表中同一列不同大写字母表示在 １％水平上差异显著，下同

Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ １％ ｌｅｖｅ， ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ
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Ａ，Ｂ，Ｃ 表示在 １％水平上差异显著；ａ，ｂ，ｃ 表示在 ５％水平上差异显著

Ａ，Ｂ ａｎｄ Ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ １％ ｌｅｖｅｌ，ａ，ｂ ａｎｄ ｃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 ＰＥＧ⁃６０００ 胁迫下 ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量及 ＡＢＡ 含量的相关性分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳｔＮＣＥＤ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＡＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｔｅｓｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ⁃６０００ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２􀆰 ３　 ＰＥＧ⁃６０００ 胁迫对组培苗根系生长的影响

模拟干旱胁迫条件下，组培苗的形态指标尤其

是根系变化情况可以直观反应出机体对胁迫的适应

程度，也是鉴别品种耐旱性的表型依据。 图 ５ 直观

展示了 ４ 种供试材料在对照、５％ ＰＥＧ⁃６０００ 和 １５％
ＰＥＧ⁃６０００ 处理 ４ 周后的植株生长和根系长度情况。
总体而言，４ 个品种均表现出随胁迫强度的加重植

株生长缓慢、矮小，根系长度显著降低（图 ５）。 由于

处理时间较长，即使相对低浓度（５％ ＰＥＧ⁃６０００）处
理也极显著抑制了根系生长（ ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且干旱敏

感型材料早大白中根系变化幅度最大（图 ５⁃ｄ）。

３　 讨论

本文探索了 ４ 种不同马铃薯种质材料在模拟干

旱胁迫下 ＳｔＮＣＥＤ１ 基因表达水平、ＡＢＡ 含量变化规

律和根系生长情况，并对其内源 ＡＢＡ 含量与 Ｓｔ⁃
ＮＣＥＤ１ 基因表达量间的相关性做了初步研究。 马

铃薯整个生育期内对水分亏缺非常敏感。 建立科学

准确的评价标准是高效鉴定抗旱性马铃薯种质资

源、提高马铃薯产量品质和新品种选育的重要前提

工作。 马铃薯种质资源耐旱性鉴定工作中，学者们

根据田间和模拟干旱胁迫情况下植株的形态、生理

生化指标数据，提出了主成分分析法、隶属函数法或

聚类分析法等，并对马铃薯的耐旱性做了综合评

价［１ ⁃２， １３ ⁃１４］；对干旱胁迫下植株的基因表达谱［２０］、
功能基因克隆和鉴定方面［４⁃６］ 也进行了详细的研

究。 但客观环境的多变性使得在田间准确区分、筛
选抗旱和旱敏感型种质材料的难度成倍增大。 组织

培养条件下，渗透调节剂 ＰＥＧ⁃６０００ 的加入可将众

多变量因素控制为单一的渗透压（水势）差异，因此

在农作物抗旱性评价中广泛应用［１５ ⁃１６， ２１］。
根系生长状态是植物应答干旱胁迫的直观表

型。 邓珍等［１５］、吕文河等［１６］ 的研究结果证明，模拟

干旱胁迫下马铃薯组培苗的根长、根重、株高、茎粗

和根茎含水量等形态指标均发生显著变化，且随胁

迫强度的增加指标数值呈现急剧降低的趋势。 本研

究的结果与前人研究结果一致：５％ ＰＥＧ⁃６０００ 和

１５％ ＰＥＧ⁃６０００ 胁迫处理下 ４ 个种质材料的株高和

根系长度显著降低（图 ３、４），且干旱敏感型种质早

大白的根系长度在胁迫处理下的变幅最大。 表型上
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ａ：ＣＩＰ４７８􀆰 ９；ｂ：ｓｔａｒ；ｃ：米拉；ｄ：早大白

ａ：ＣＩＰ４７８􀆰 ９；ｂ：ｓｔａｒ；ｃ：ｍｉｌａ；ｄ：ｚａｏｄａｂａｉ

图 ５　 不同浓度 ＰＥＧ⁃６０００ 处理下 ４ 种供试材料的形态特征及根系长度统计分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ４ ｔｅｓｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ⁃６０００ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

的变化可能是由于高分子量 ＰＥＧ 会降低培养基中

的水势，减少其中的自由水，致使植株本身的含水量

降低，激素和基因表达水平随之改变，细胞分裂和生

长减缓，抑制了株高和根系生长。
ＡＢＡ 作为应激激素，在干旱缺水等胁迫条件下

在根系中快速合成并作为“传感器”进一步诱导旱

胁迫应答基因的大量合成、表达，从而使植株在生理

和表型上适应环境变化、增强抗旱性［７］。 甘薯（ Ｉｐｏ⁃
ｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ （ Ｌ． ） Ｌａｍ． ） ［２２］、 绿 豆 （ Ｍｕｎｇ ｂｅａｎ
Ｌ． ） ［２３］、小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ． ） ［２４］ 等作物抗旱

性鉴定的结果显示，抗旱性与作物品种 ＡＢＡ 含量有

一定负相关关系，且抗旱性强的品种干旱条件下体

内 ＡＢＡ 含量变化幅度（变异系数）较小［２２］。 本研究

的试验数据支持了上述结论（表 １、图 ４）：对照组

中，早大白 ＡＢＡ 含量极显著高于其他 ３ 份材料；而
早大白已被证明是抗旱性相对较弱的种质材料［１３］。

ＮＣＥＤ 是 ＡＢＡ 合成的关键限速酶，已有的正、
反向遗传学证据表明，干旱胁迫处理能显著诱导 Ａｔ⁃

ＮＣＥＤ３ 表达；过表达 ＡｔＮＣＥＤ３ 能促进内源 ＡＢＡ 含

量增加，同时降低叶代谢速率，提高抗旱性［１０］。
１２９Ｂ０８ ／ ｎｃｅｄ３ 缺失突变体对外源 ＡＢＡ 敏感性下降，
叶片黄化，根系和植株幼苗生长受到严重抑制；而花

生 ＡｈＮＣＥＤ１ 能恢复突变体对模拟胁迫的敏感性，提
高拟南芥的耐渗透胁迫能力［２５］。 本研究克隆的马

铃薯 ＳｔＮＣＥＤ１ 与 ＮＣＢＩ 数据库中已报道的茄科植物

ＮＣＥＤ 蛋白之间的亲缘关系最近（图 ３）；从结构上

的相似性推测 ＳｔＮＣＥＤ１ 可能具有已知 ＮＣＥＤ 蛋白

的保守功能。 另外，ＳｔＮＣＥＤ１ 表达量与 ＡＢＡ 含量间

存在正相关关系，且 ＣＩＰ４７８􀆰 ９、米拉和 ｓｔａｒ 等 ３ 个种

质材料中 ＡＢＡ 含量与 ＮＣＥＤ１ 基因表达量随胁迫强

度增加而增大 （图 ２），这与田伟丽等［２６］ 和陆平

等［２７］研究结果一致，说明渗透胁迫可诱导 ＮＣＥＤ 基

因表达从而增加 ＡＢＡ 的积累。 综合已有结果，我们

认为 ＮＣＥＤ 表达量与耐渗透胁迫或耐旱性之间存在

相关性，一定程度上可将 ＮＣＥＤ 表达量或胁迫下基

因表达量变幅作为筛选耐旱性种质资源的分子鉴定
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依据。 方法的可行性已在甘薯 （ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ
（Ｌ． ）Ｌａｍ． ） ［２２］、柑橘（Ｃｉｔｒｕｓ） ［２８］ 和花生（Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙ⁃
ｐｏｇａｅａ Ｌ． ） ［２９］抗旱性鉴定上得到初步验证。

ＡＢＡ 是重要的逆境信号转导物质，上承干旱

胁迫信号和初级应答基因的表达调控，下启对植

物细胞、组织和表型的改变调节，对作物响应干旱

等非生物胁迫具有重要的调节作用。 本研究在组

培条件下以不同模拟胁迫强度处理 ４ 种马铃薯种

质材料，发现渗透胁迫能显著影响植株根系生长，
内源 ＡＢＡ 含量与 ＳｔＮＣＥＤ１ 基因表达量间存在正

相关性，ＳｔＮＣＥＤ１ 基因表达量作为鉴定种质材料

抗旱性强弱的分子依据还需进一步深入评测。 本

研究结果将为马铃薯抗旱性分子评价方法提供基

础理论数据。
致谢：诚挚感谢宁夏农林科学院农业生物技术
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