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模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根系响应
5-羟色胺的转录组分析
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摘要： 植物生长调节剂5-羟色胺（5-HT，5-hydroxy-tryptamine）已应用于农业生产，以提升作物抗旱性，然而其转录水平的

分子机制尚不清楚。本研究通过转录组测序、内源激素水平和抗氧化酶活性的综合评价，探讨模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗响

应外源5-羟色胺的生理和分子影响机制。结果表明，50 μmol/L的5-HT处理显著提高了蜡杨梅根系中脱落酸和茉莉酸含量，

而100 μmol/L的5-HT处理的结果则刚好相反。50 μmol/L的5-HT处理诱导丙二醛含量和超氧化物歧化酶活性显著升高，而

过氧化氢含量则显著降低。基于上述两种浓度水平的5-羟色胺处理基因集富集分析结果表明，差异表达基因集主要包括抗氧

化酶活性、氧化还原酶活性、生长素和赤霉素介导信号传导、细胞壁生物合成、木聚糖生物合成、果胶代谢、次生代谢物生物合

成、苯丙烷和半乳糖醛酸代谢等。与抗氧化酶活性及激素代谢相关的差异表达基因主要为PER、LAC、DHAR和PIN等。通过

加权基因共表达网络分析发现 8 个共表达基因模块与 5-羟色胺及干旱胁迫显著相关，其中枢纽基因 KAB1218346.1（LOX3）、

KAB1219593.1（WRKY53）和KAB1217691.1（CZF1）主要参与激素代谢和转录调控，上述关键基因及其分子调控机制将是今后

研究的重要对象。
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Abstract：The plant growth regulator 5-hydroxy-tryptamine （5-HT） has been used in agricultural 

production to improve crop drought resistance. The underlying molecular mechanisms of its transcriptional 

response are largely unknown. In this study， the simulated drought stress-related physiological and molecular 

mechanisms of exogenous 5-HT on Morella cerifera seedlings were elucidated， including transcriptome 

sequencing and the evaluation of endogenous hormone levels and antioxidant enzyme activity. The results 

demonstrated that abscisic acid （ABA） and jasmonic acid （JA） content in Morella cerifera fibrous roots 

significantly increased following 50 μmol/L 5-HT treatments but decreased in 100 μmol/L treatments. Both the 

malondialdehyde （MDA） content and superoxide dismutase （SOD） activity were significantly increased but 

hydrogen peroxide （H2O2） content decreased following 50 μmol/L 5-HT treatments. Based on gene set enrichment 
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analysis （GSEA）， two-concentration levels 5-HT treatments were investigated. The differential gene set terms 

primarily included antioxidant activity， oxidoreductase activity， auxin and gibberellin-mediated signaling， cell 

wall biosynthetic， phospholipid translocation， xylan biosynthetic， pectin metabolic， secondary metabolite 

biosynthetic， phenylpropanoid metabolic and galacturonan metabolic process. The differentially expressed genes 

（DEGs） related to antioxidant enzyme activity and hormone metabolism were mainly PER， LAC， DHAR and 

PIN. Eight sets of co-expressed gene modules were significantly correlated with 5-HT and drought stress by the 

weighted gene co-expression network analysis （WGCNA）. The hub genes KAB1218346.1（LOX3）， 

KAB1219593.1（WRKY53）， KAB1217691.1（CZF1） were primarily associated with hormone metabolism and 

regulation of transcription. These key genes and their molecular regulatory mechanisms will be important targets 

for future research.
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干旱是影响全球作物生长及产量最重要的非

生物胁迫之一，常造成严重的经济损失［1-2］。由于作

物根系缺水导致细胞内积累大量的活性氧，制约其

正常生理代谢过程，最终导致细胞死亡。因此，提

升作物的耐旱性是迫切需要解决的重要问题。

植物生长调节剂常用于农业生产中调节作物

生长及抗逆性，研究其作用机制有助于制定提高

作物生长及抗逆性的综合管理策略。5-羟色胺

（5-HT， 5-hydroxy-tryptamine）是一种由色氨酸衍生

的吲哚胺类神经递质，广泛存在于包括植物、人类

和各种动物在内的生物体中［3-4］。5-羟色胺参与许

多植物生理调节过程，如器官发育、衰老和抗逆防

御反应等［5-6］。前期研究表明，外源5-羟色胺可提高

油菜幼苗清除过氧化氢（H2O2）的能力，促进渗透调

节物质积累，增强抗氧化酶活性，有效缓解油菜幼

苗干旱胁迫压力和抵御低温胁迫［7-8］；5-羟色胺仅在

特定浓度水平（0.03 g/L）可将其抗氧化能力发挥至

最大，浓度水平提升 （0.04 g/L）将导致油菜幼苗的

成活率下降。类似地，在拟南芥中也发现侧根发育

对外源5-羟色胺的浓度水平具有高度依赖性［9］。由

此可见，通过5-羟色胺缓解环境胁迫应激会受到其

施用浓度剂量的制约。另外，5-羟色胺是植物中重

要的信号分子之一，参与植物抗氧化、激素调控和

活性氧信号传导［10-11］。Wan 等［12］研究发现，5-羟色

胺会诱导逆境胁迫下的拟南芥根系中次生代谢物

生物合成、植物与病原体互作、活性氧清除和谷胱

甘肽代谢等相关基因表达水平发生显著变化。同

时，外源5-羟色胺亦可改善盐胁迫对拟南芥根系生

长的抑制，与生长素在促进植物形态发生方面具有

类似的功能，5-羟色胺诱导的初生根生长抑制效应

是由茉莉酸乙烯和活性氧串扰的下游效应所介

导［13-14］；而 5- 羟 色 胺 介 导 的 水 稻 对 稻 瘟 病 菌

（Magnaporthe oryzae）侵染的应激反应则主要受到

光和脱落酸诱导［15］，表明5-羟色胺诱导激活植物生

物和非生物胁迫缓解效应可能受到各类激素及环境

刺激协同调控作用影响。然而，5-羟色胺在植物抗逆

防御中具体的分子生理调控机制还需要深入研究。

蜡杨梅（Myrica cerifera）是一种小型常绿灌木，

原产于美国东南部。由于其对盐碱土壤、低温、干

旱和高水分环境等多种非生物胁迫的抗性，现已成

为南方特色水果——杨梅（Morella rubra）的优良

抗性砧木［16-18］。然而，关于其抗旱性以及响应外源

5-羟色胺的潜在分子生理机制尚不清楚。本研究基

于转录组测序探讨模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根

系响应外源5-羟色胺的分子生理机制，以期为农业

生产中利用化学调控策略提高植物抗旱性和培育

抗逆性品种提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

2021 年 2 月在中国浙江省宁波市余姚（121°

17′N，29° 59′E）采 集 健 康 的 蜡 杨 梅 （Morella 

cerifera）种子约 1000 粒直接播种于含有珍珠岩和

泥炭（1∶1，v/v）基质的营养钵中，置于温室直到发

芽。在第二年收集生长势一致的幼苗，转移到含有

半强度霍格兰氏溶液的塑料容器中进行水培。待

水培稳定 30 d后，参照文献［19］中的操作方法，采

用水培方式，分别配制特定组分及浓度的营养液

以实施 5-羟色胺（上海源叶生物科技有限公司）和

聚乙二醇（PEG 6000，BBI 生命科学有限公司）处

理，具体包括对照组（无 5-HT 和 PEG 6000）、A 组

（5% PEG 6000）、B 组（10% PEG 6000）、C 组（10% 

PEG 6000 + 50 μmol/L 5-HT）和D组（10% PEG 6000 + 

100 μmol/L 5-HT）。每个处理含 3次重复，5株苗为
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一个重复。处理48 h后，从每个处理中随机收集幼

苗的须根，经液氮中速冻后保存于-80°C冰箱备用。

1.2　植物激素水平及抗氧化酶活性测定

使用酶联免疫吸附法（ELISA， enzyme-linked 

immunosorbent assay）测量植物须根中吲哚乙酸

（IAA， indole acetic acid）、赤霉素 （GA3， gibberellin 

A3）、脱落酸（ABA， abscisic acid）、油菜素内酯

（BR， brassinolide）和茉莉酸（JA， jasmonic acid）的

含量，具体操作方法参照文献［19-20］。使用试剂盒

（苏州科铭生物技术有限公司）测定植物抗氧化酶活

性，包括过氧化物酶（POD， peroxidase）、超氧化物歧

化酶（SOD， superoxide dismutase）、丙二醛（MDA， 

malondialdehyde）、过氧化氢酶（CAT， catalase）和过

氧化氢（H2O2）。所有测定结果均采用邓肯新复极

差检验法进行显著性检验（P <0.05）。取幼苗须根，

用剪刀截取成长度约1.0 cm的小段，参照文献［21］

中操作方法进行H2DCFDA探针溶液孵育，最后利

用激光共聚焦显微镜（Leica，TCS SPE II）观察荧光

差异并拍照。激光共聚焦显微镜基本参数设置：激

发光488 nm，发射光530 nm。

1.3　转录组测序文库构建与测序分析

使用RNAprep Pure Plant Plus Kit 试剂盒（天根

生化科技有限公司）从蜡杨梅须根组织中提取高质量

的总RNA，通过Gene Expression Sample Preparation

试剂盒构建测序文库。基于Illumina HiSeq 4000测序

技术，读取序列长度为2×150 bp。测序获得原始序列

文件可在 NCBI SRA 数据库中获取（登录号：

PRJNA768248，PRJNA913465）。使用 Trimmomatic

软件［22］去接头和低质量序列。利用CLC Genomics 

Workbench软件对序列质量评分≥30的clean reads进

行 组 装 ，以 杨 梅 基 因 组（Bio Project 登 录 号 ：

PRJNA398601）为参考。

1.4　基因集富集分析与非生物胁迫核心通路映射

参照拟南芥基因组（TAIR10）［23］ GO注释文件，

利用CLC Genomics Workbench软件中的BLAST组

件建立杨梅全基因组的基因集注释文件（E值1e-5）。

利 用 OmicShare 在 线 分 析 云 平 台（https：//www.

omicshare.com/tools/）对不同处理的差异基因进行

鉴定和基因集富集分析，显著性阈值设置为Normal 

P-value <0.01 和错误发现率（FDR， false discovery 

rate） <0.05。此外，利用 MapMan 3.6.0 RC1 软件

（http：//mapman.gabipd.org/web/guest/mapman）［24］将

差异基因映射至非生物胁迫核心通路。

1.5　加权基因共表达网络分析与 qRT-PCR验证

使用TBtools软件［25］中的加权基因共表达网络

分析（WGCNA，weighted gene co-expression network 

analaysis） shiny 插件进行加权基因共表达网络分

析。参数设置 β = 9 （Scale-free R2 = 0.8）作为软阈

值，以构建无标度网络，最小模块基因数量设置为

20。通过不同处理与基因表达之间的相关系数来

评估模块与性状之间的相关性。将相关系数绝对

值> 0.75且P <0.001的模块定义为显著性模块。最

后，通过OmicShare在线工具建立共表达网络，权重

参数值设置为0.4。

随机选择 20 个基因进行 qRT-PCR 验证分析。

使用前期1.3从蜡杨梅须根组织中提取的高质量总

RNA 并通过 M-MuLV First Strand cDNA Synthesis 

Kit（上海生工生物工程股份有限公司）合成第一链 

cDNA，qRT-PCR 使用 ABI Q6 Flex Real-time PCR 

system （Thermo Fisher Scientific）和 2X SG Fast 

qPCR Master Mix（上海生工生物工程股份有限公

司），具体方法参照文献［26］。上述 qRT-PCR 反应

均采用2−ΔΔCT方法［27］评估基因表达水平，扩增引物序

列见表 1，并以 Actin（GenBank： GQ340770）作为内

参基因［28］。所有数据导出至 Microsoft Excel 365 

（Microsoft），通过 Data Processing System 软件［29］采

用邓肯新复极差检验法进行显著性检验（P<0.05）。

最后，使用 OriginPro 9.0 （OriginLab）绘制数据

图表。

表1　本研究中qRT-PCR所用扩增引物序列

Table 1　The amplified primer sequences used for qRT-PCR in this study

PIN2-F

PIN2-R

ARF-F

ARF-R

NCED-F

NCED-R

TCAACGGTCGTGAGCCATT

GGCCGTGGGACTTACTGAAA

CAAGCCCTGGAACATGTATCAC

TAAGCCCATTTCCAGCGTTT

CGAAGACTGCAGACCCAAAAG

GGTAGACGCCGTTGATGCAT

K21H1.5-F

K21H1.5-R

OSM34-F

OSM34-R

F9E10.10-F

F9E10.10-R

AAGGGCTCGTCGCTCTATCC

TTGGCACAGCACAATCTTTTTC

TGCACCTGTGGGAAAAGATG

GTTGCAACAATATTGATCGGTCTTA

GTGACTGTGGCGGGCTTCT

ACCCATCAACCAAAGAGATATCAAA

基因名称

Gene name

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）

基因名称

Gene name

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）
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SDR2-F

SDR2-R

PPPDE-F

PPPDE-R

ERF-F

ERF-R

SAG-F

SAG-R

COBL-F

COBL-R

FT1-F

FT1-R

IRX9-F

IRX9-R

SCPL3-F

SCPL3-R

GTGGAGCGGAGAAGGAACAG

TGGACTCTTCGCTAGCCAAGA

GGAGAGGGAGGCTCGTGAGT

TTGTAGACATTCTTGCGGAATACC

AGTTTGCGGCGGAGATACG

GACCCCGGAAAGCGAAA

TGGGAGATTCAGGCGACAA

ATGCCTCGAGGGTCGAATTC

GTGGCGGCTGTAACATTGAA

GGCTTGAGCCCCTACTATGGA

CCAGCCAAGCCATGAAGAGT

AACGTTGACCATGCACTTGTG

CTCCTGCGACCATTCCAACT

CAAGCCTCCTGGGTGTCAA

CTTGGTTTTCTCCGGCATTG

GACTGGTTCGAGTCGCCTACA

T28P6.2-F

T28P6.2-R

CRRLK-F

CRRLK -R

WRKY42-F

WRKY42-R

WRKY33-F

WRKY33-R

MYB45-F

MYB45-R

OMT-F

OMT-R

Actin-F

Actin-R

TTTGCCTGGAAGATGTGGAAT

CACACACAGCAACGCCACTT

TGCTTCAAATCCGGCCATAC

TGAATCTGGACCAGCAGGAATA

CAAAGGTGTGCCGAGGATATG

CATATTCGCCGCTGCTGAT

GTTGGAGAGGACGAATTTGATCA

AGCTGGAAACCCCTCGTGTT

CTGGAGCTCCGTCCCCATA

TCCTCCTCTTCCTTGCCAAAC

AACGACGCGTTTCCGAATATAG

CGGAGGAACTGCCTCAAACA

AATGGAACTGGAATGGTCAAGGC

TGCCAGATCTTCTCCATGTCATCCCA

表1（续）

基因名称

Gene name

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）

基因名称

Gene name

引物序列（5′-3′）

Primer sequence （5′-3′）

基因来源于杨梅 Y2012-145 （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_003952965.2）

Gene were derived from Morella rubra ‘Y2012-145’ （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_003952965.2）

2　结果与分析

2.1　5-羟色胺对干旱胁迫下蜡杨梅根系抗氧化酶

活性与激素水平的影响

干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根系颜色发生了不同

程度的变化（图 1）。与对照乳白色根相比， 干旱胁

迫及 5-羟色胺处理下根系均发生了明显褐化。进

一步利用激光共聚焦显微成像技术和活性氧特异

荧光染料H2DCFDA检测了干旱胁迫及5-羟色胺处

理后蜡杨梅幼苗根系中活性氧的产生情况。结果

显示，对照组根系中未检测到任何绿色信号， 而B

处理的绿色荧光信号明显强于其他处理，表明B处

理可导致根系中积累高水平的活性氧。

由图2可知，与对照组相比，模拟干旱胁迫中B

处理的过氧化物酶、过氧化氢酶活性以及丙二醛、

过氧化氢积累水平发生显著变化。同时，与B处理

相比，C和D组处理的超氧化物歧化酶活性和丙二

醛含量均显著升高，过氧化物酶和过氧化氢酶活性

及过氧化氢积累水平则显著降低。由此可见，5-羟

色胺处理有利于减轻活性氧的伤害，并且不同种类

抗氧化酶对5-羟色胺的响应具有一定差异。此外，

植物内源激素水平变化结果表明，相较于对照组，A

和B组处理蜡杨梅根系中吲哚乙酸、脱落酸和油菜

素内酯含量均显著提升，而赤霉素含量则显著降低

（图3）。同时，若以B处理为对照，则C处理显著提

升了所有激素的含量水平，而D处理仅导致脱落酸

和茉莉酸的含量显著降低，对其余3种激素含量则无

显著性影响。因此，若以过氧化氢、丙二醛以及内源

激素含量变化进行综合评价，则C处理所用的低浓

度水平 5-HT（50 μmol/L）可能更适宜用于缓解模拟

干旱胁迫。

2.2　差异表达基因分析

共计构建了15个测序文库用于转录组测序，并

分析模拟干旱胁迫和 5-羟色胺处理对蜡杨梅根系

中基因表达水平的影响。与对照组相比，A和B处

理基因表达水平总体上呈现下调趋势（图 4a）。然

而，5-羟色胺处理后基因表达水平变化模式总体上

则与之相反，大多数差异基因表达呈现上调模式。

由此可见，相对于干旱胁迫条件下根系中大部分基

因表达下调趋势，5-羟色胺处理则诱导基因总体呈

现上调表达模式，这可能导致蜡杨梅根系对干旱胁

迫的缓解效应。此外，5-羟色胺处理和干旱胁迫下

蜡杨梅根系差异表达基因的GO富集可分为生物过

程、细胞成分以及分子功能 3大类功能（图 4b）。在

生物过程中，细胞过程、代谢过程和单生物过程的

差异表达基因数量最多；在细胞成分中细胞、细胞

组分和细胞器显著富集；在分子功能中主要在物质

结合和催化活性中富集显著。
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对照：无5-H和PEG 6000， A：5% PEG 6000， B ：10% PEG 6000， C：10% PEG 6000+50 μmol/L 5-HT， D：10% PEG 6000+100 μmol/L 5-HT；

绿色为H2DCFDA氧化产生的荧光；下同

Control：No 5-HT and PEG 6000；Green is the fluorescence of H2DCFDA oxidation；The same as below

图1　5-羟色胺处理与模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根系外观（上）及共聚焦荧光成像图（下）

Fig. 1　Appearance of seedlings root （top） and confocal fluorescence imaging （bottom） 

in M. cerifera under 5-HT treatment and simulated drought stress

数据以平均数±标准差（n =3）表示；采用Duncan检验单因素方差分析（ANOVA）评估显著性（P <0.05），不同字母（a～d）表示差异显著；下同

Data are presented as mean ± SD （n =3）；Analyzed using one-way analysis of variance （ANOVA） with Duncan’s test （P <0.05）， groups with 

different letters （a-d） are significantly difference； The same as below

图2　5-羟色胺处理对模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根系中抗氧化酶活性的影响

Fig. 2　Activity and content of various enzymes in M. cerifera seedling roots under 

simulated drought stress and 5-HT treatment
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2.3　基因集富集分析

使用基因集富集工具筛选不同处理后差异表

达变化达到显著性水平（错误发现率 q-value < 0.05

且 P-value<0.01）的前 10 个基因集（图 5）。结果表

明，不同浓度 PEG 6000 处理显著性富集获得的

TOP10 基因集均表现为下调模式（标准化富集分

数<0，即为下调表达）；同时，两种浓度 PEG 6000

处理后均未富集共有的基因集，这意味着根系在

转录水平对于不同浓度 PEG 6000 的响应可能存

在截然不同的分子调控途径。相反地，5-羟色胺

处理后显著富集获得的基因集表达趋势总体上为

上调（标准化富集分数>0，即为上调表达），并且鉴

定 出 5 个 共 有 的 基 因 集（GO：0045491， GO：

0045492， GO：0009834， GO：0031225 和 GO：

0009698）。另外，PEG6000 和 5-羟色胺处理后显

著富集到了涉及抗氧化活性（GO：0016209）、氧化

还原酶活性（GO：0016682）、生长素介导信号传导

（GO：0010928）和 赤 霉 素 介 导 信 号 传 导（GO：

0009740）基因集，它们作为响应 PEG 6000 和 5-羟

色胺处理的重要基因集，可能在应对干旱胁迫过

程中发挥关键作用，但是尚需进一步验证。

2.4　与抗氧化酶活性及激素代谢相关的差异表达

基因分析

通过基因集富集分析后，进一步对抗氧化活性

及激素信号通路相关的高贡献目标基因进行筛选，

在抗氧化活性基因集（GO：0016209）中共筛选到29

个高贡献目标基因（图 6），包括 19 个 PER、2 个

DHAR以及GSTF13、ATGR1和RBOHF等，均为显著

下调表达；相反地，在氧化还原酶活性基因集（GO：

0016682）中，共有8个基因显著上调表达（包括5个

LAC、AOX1A、SRG1 和 IRX12）。此外，TOP10 基因

集中也富集到了涉及生长素和赤霉素介导信号传

导通路的基因集（GO：0010928和GO：0009740），均

为显著下调表达模式。其中，生长素介导信号传导

通路中有 8 个高贡献目标基因（包括 3 个 PIN、2 个

ABCB、MYB、GLIP 和 PILS）；而赤霉素介导信号传

导通路则有 17 个高贡献目标基因，包括 GA、LIP、

RGA、MGP和ESR等。

图3　5-羟色胺处理对模拟干旱胁迫下蜡杨梅幼苗根系内源激素水平的影响

Fig.3　Endogenous hormone levels in M. cerifera seedling roots under simulated drought stress and 5-HT treatment
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A：X轴表示不同处理组的对比；B：Y轴中的阈值设置为|log2 fold-change （FC）| > 2，P<0.05

A： The comparison group category is on the X-axis； B： Threshold value of genes number is presented on the y-axis， 

with |log2 fold-change（FC）|>2，P<0.05

图4　5-羟色胺处理和模拟干旱胁迫下蜡杨梅的差异表达基因数量（a）和GO富集（b）

Fig. 4　Differentially expressed gene number （a） and GO enrichment （b） 

of M. cerifera under 5- HT treatment and simulated drought stress
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图5　蜡杨梅根系在模拟干旱胁迫下响应5-HT的基因集分析及GO注释

Fig. 5　GO-related terms of enriched gene sets associated with 5-HT and simulated drought stress in M. cerifera
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2.5　加权基因共表达网络分析

建立加权基因共表达网络来评估差异表达基因

与不同处理之间的相关性（图7）。首先，在每个处理

中共鉴定获得18个共表达模块（图7A），其中8个模

块与处理之间的相关性达到显著性阈值（|模块-特征

关联度|≥0.75，P <0.01）。其中A处理中，黑色和绿色

模块与处理A相关性呈现为显著负相关（模块-特征

关联度=-0.75，P < 0.01），而B处理中不存在上述模

块，这意味着蜡杨梅根系对不同浓度的干旱胁迫处

理（PEG6000）的响应具有一定差异。对上述8个显著

性相关的共表达的基因模块进行过滤（软阈值> 0.4），

并且将共表达网络可视化，进一步鉴定共表达网络

中的枢纽基因。通过以上模块共筛选出9个枢纽基

因 ，即 KAB1219986.1（MAPK1）、KAB1218346.1

（LOX3）、KAB1219593.1（WRKY53）、KAB1217691.1

（CZF1）、KAB1211345.1（CMPG1）、KAB1207229.1

（DUF677）、KAB1222632.1（CAF1）、KAB1213952.1

（RING-H2）和KAB1217623.1（CAF1），它们作为脂氧

合酶LOX3、WRKY、CZF1等转录因子家族成员，主

要参与激素代谢和转录调控过程（图7B，其具体功能

注 释 参 见 https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/datasets/

genome/GCA_003952965.2/）。总之，上述枢纽基因

可能在干旱胁迫和 5-羟色胺处理下蜡杨梅的根系

中发挥重要作用，可作为后续研究的关键靶点。

上述抗氧化酶活性和激素介导信号传导GO Terms来源于图5

The above antioxidant activity and hormone-mediated signaling GO Terms were derived from Figure 5

图6　蜡杨梅根系响应干旱胁迫和5-HT处理中的抗氧化酶活性和激素介导信号传导关键基因点阵图

Fig. 6　The dot map of genes at the leading edge associated with 5-HT and drought stress in M. cerifera determined for 

antioxidant activity and hormone mediated signaling pathway
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2.6　非生物胁迫核心途径映射分析与 qRT-PCR

验证

使用MapMan软件将差异表达基因（C处理）映

射至非生物胁迫核心途径图中，共计映射 585个基

因（图 8）。由于 50 μM 浓度的 5-HT 对模拟干旱胁

迫的缓解效果综合评价为最佳，并且该处理的差异

表达基因总体呈上调趋势，表明外源5-羟色胺可能

在转录水平上正向驱动根系对干旱胁迫的缓解效

应。上述基因大多数位于信号传导、细胞壁、次级

代谢物和蛋白质水解这 4个生物途径中。相反地，

仅有少量基因映射于 SA、MAPK、bZIP和DOF型锌

指蛋白。因此，基于本研究结果推测5-羟色胺主要

通过诱导PER、PIN、WRKY、LOX等关键基因表达，

进而作用于相关靶向因子，发挥增强抗氧化酶的活

性和活性氧清除能力及生长素等内源激素代谢

水平，最终助力于根系抗旱性的提升（图 9）。由

此，随机选取 20 个基因进行 qRT-PCR 验证分析

红色和蓝色分别代表基因上调和下调表达

The red and blue colors represent up and down-regulated genes， 

respectively

图8　5-羟色胺 （50 μmol/L） 缓解蜡杨梅根系干旱胁迫的

非生物胁迫核心途径

Fig. 8　Core pathway of the abiotic stress for  5-HT 

             （50 μM） alleviates drought stress

               in the root system of M. cerifera

A：不同处理间蜡杨梅根系中差异表达基因的相关分析热图。相关

系数列于每个方格中，其相关性的P值列于括号中；B：干旱胁迫与

5-羟色胺处理后蜡杨梅的响应枢纽基因及共表达权重网络图。基

因被标记为节点圈，其颜色代表连通性强度

A：Heatmap of the correlation analysis between different treatments 

and DEGs in M. cerifera. The correlation coefficients are presented in 

each square and the P-value of the correlation is in parenthesis； 

B：Interaction of the gene co-expression network of the hub genes in 

M. cerifera with 5-HT treatment under drought stress and were displayed 

through the weight network diagram. These genes are marked as node 

circles and the color is representative of their connectivity

图7　干旱胁迫和5-羟色胺处理下蜡杨梅根系差异表达基因

WGCNA分析

Fig.7　WGCNA of DEGs in M. cerifera with 5-HT 

treatment under drought stress
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（表 1），这些基因主要参与激素代谢（吲哚乙酸、赤

霉素和水杨酸）、细胞壁半纤维素合成、信号受体激

酶和次生代谢过程。最终，qRT-PCR结果显示上述

基因参与了5-羟色胺处理的响应过程，并发生了不

同程度的差异表达变化（图10）。

3　讨论

干旱是一种严重的环境胁迫，对植物生长和产

量构成重大威胁，也限制了全世界的农业生产。前

期研究针对植物干旱胁迫相关的表型性状和转录

组进行了广泛的分析［30-32］，较少涉及植物生长调节

剂（5-羟色胺）缓解干旱胁迫的潜在分子生理机制。

前期研究表明，干旱胁迫会诱导激活氧化应激反

应，特别是活性氧和其他自由基水平的升高，将导

致细胞损伤，促使须根外部形态表现为颜色加

深［33］，本研究也证实了这一结论，可在后续相关研

究中以此作为判断须根损伤程度的主要外观指标

之一。与对照相比，本研究中PEG 6000（A处理）模

拟干旱胁迫下蜡杨梅根系的超氧化物歧化酶、过

氧化物酶和过氧化氢酶活性并未发生显著性变化

（图2），这与相关研究报道有一定差异［34］，可能是由

于本研究中模拟干旱处理的PEG 6000浓度较低，不

足以长时间启动及维持超氧化物歧化酶等抗氧化

酶保护机制；事实上，植物在胁迫条件下的抗氧化

酶活性呈现为动态变化趋势，并非保持一成不变的

升高或者降低模式，这有待于进一步研究。前期研

究发现5-羟色胺具有广谱的抗氧化能力（超过抗坏

血酸和生育酚）和内源性自由基清除作用，进而在

缓解植物非生物胁迫过程中发挥关键作用［11］。本

研究亦证实了这一论点，5-羟色胺显著提升了蜡杨

梅根系中超氧化物歧化酶活性 （图 2），加速清除细

胞中的活性氧，进而有效地维持生物膜结构和功能

图 9　干旱胁迫下蜡杨梅根系响应5-羟色胺处理的

分子生理作用模型

Fig. 9　A proposed model for molecular and physiological 

of root in M. cerifera under drought stress response to 

5-hydroxytryptamine （5-HT） treatment

图10　蜡杨梅中20个基因的qRT-PCR验证分析

Fig. 10　qRT-PCR vacidation analysis of 20 genes in M. cerifera
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的稳定性。然而，5-羟色胺处理显著提升了根系中

的丙二醛含量，其作为膜脂过氧化程度的指标，可

能也存在类似于活性氧的逆向信号应答机制［35］，参

与对胁迫环境的响应，其积累水平变化可能会调控

植物对脱落酸等逆境激素的反应，这需要进一步鉴

定。另外，本研究中 50 μmol/L 5-HT处理导致所测

5种内源激素含量显著提升，而 100 μmol/L的 5-HT

处理后脱落酸和茉莉酸含量则显著降低，这意味着

干旱胁迫下蜡杨梅根系对 5-羟色胺的响应存在剂

量依赖性。类似研究结果表明，外源5-羟色胺促进

拟南芥侧根发育具有浓度差异依赖性［36］，即浓度越

高，促进作用越弱，这或许是由于 5-羟色胺和植物

生长素在结构上的相似性，以致两者在促进植物生

长发育以及对环境胁迫的响应也存在类似的极性

效应。然而，目前植物中5-羟色胺细胞水平上浓度

差异反应内在机理尚不清楚。此外，与本研究结果

类似，5-羟色胺参与调节脱落酸的积累及转化，对应

激条件下的组织解毒和自由基平衡具有调节作用；

也可通过茉莉酸途径对拟南芥根系生长发挥调控

作用［13］。综上所述，5-羟色胺诱导应激反应涉及活

性氧、吲哚乙酸、脱落酸和茉莉酸的相互作用协同

调控，其潜在分子生理响应机制较为复杂。

关于 5-羟色胺在转录水平驱动植物逆境防御

过程方面的内在机制尚未明确。通过基因集富集

分析筛选到 19个下调表达的高贡献目标基因PER

（GO：0016209），PER作为大基因家族，主要参与调

控植物抗氧化系统以及木质素积累［37-38］，上述筛选

获得的PER基因家族成员在蜡杨梅根系中的具体

功能及作用还有待后续深入研究。另外，Niu等［39］

研究表明，胡杨中的 40个PeuLAC家族基因存在广

泛的功能冗余，仅发现PeuLAC2过表达可以促进木

质部细胞次生壁厚度增厚、木质部导管数量显著增

加、导管总面积增大，增强干旱胁迫下胡杨的抗氧

化酶活性、降低活性氧含量，从而提升其抗旱能力。

据此推测，本研究中显著富集获得的基因集 GO：

0016682（50 μmol/L 的 5-HT 处理）包含 5 个上调表

达的LAC基因，可能对抗氧化及缓解干旱胁迫发挥

正向贡献作用，将作为后期功能验证分析的重要靶

基因之一。此外，GSEA分析结果中富集到多个关

键基因集，涉及细胞壁代谢（GO：0071554）、次生细

胞壁发育（GO：0009834）、木聚糖生物合成（GO：

0045491）和果胶代谢（GO：0045488）上调。众所周

知，木葡聚糖、木聚糖（半纤维素）和果胶是植物细

胞壁形成稳定网络结构的主要成分［40-41］。与5-羟色

胺具有结构相似性和共同的生物合成前体（L-色氨

酸）的激素——褪黑素，也具有类似的作用，它可以

激活纤维素、果胶和木聚糖的合成和降解过程，用

于响应盐胁迫防御反应［42］。同时，褪黑激素还能激

活纤维素、果胶和木聚糖的代谢过程，参与应对温

度胁迫［43-44］。因此，5-羟色胺应对干旱胁迫的缓解

效应可能与稳定细胞壁结构组分及代谢过程关系

密切，尚需要进一步鉴定。进一步的，基于加权基

因共表达网络分析结果鉴定出多个枢纽基因。其

中，植物免疫应答信号分子LOX3 （KAB1218346.1）

主要介导茉莉酸生物合成，强化植物对不同环境条

件的适应性，相关研究表明，其在植物生长发育、果

实成熟老化、胁迫应答中发挥重要作用［45］。类似

地，CaLOX1 和 DkLOX3 通过调节拟南芥中脱落酸

合成、脂质过氧化和活性氧的产生，共同参与干旱

和高盐的非生物胁迫抗性［46］；同时，外源性LOX可

直接诱导组织细胞中内源性茉莉酸浓度的积累，而

高盐胁迫、干旱、过氧化氢、脱落酸和茉莉酸均可激

活水稻锌指蛋白基因（OsTZF1）的表达，通过正向调

节水稻对高盐和干旱胁迫的耐受性，并作为水稻叶

片衰老的负调控因子在许多细胞功能中发挥重要

作用［47］。两个 ZF1 枢纽基因（KAB1217623.1 和

KAB1217691.1）在结构上都属于“C3H”类锌指蛋

白，通常定位于细胞核中，发挥转录调控作用，这意

味着上述两个CZF1基因可能通过在细胞核内控制

应激应答基因的RNA代谢，进而响应模拟干旱胁迫

和5-羟色胺处理。然而，上述基因的特定功能必须

通过遗传转化来验证。5-羟色胺处理诱导多种转录

因子表达差异变化，包括 ERF、MYB、WRKY 和

bZIP等，其中大部分转录因子呈现为上调的表达模

式。与其类似地，多数研究报道表明上述转录因子

普遍参与植物逆境应答过程［48-49］ ，但其确切的生物

学功能尚不完全清楚。

综上所述，5-羟色胺在调控植物生长发育与适

应环境胁迫中发挥重要作用。本研究表明 5-羟色

胺可能通过增强抗氧化作用、激素调节和激活细胞

壁代谢等途径参与了蜡杨梅根系对模拟干旱胁迫

的响应过程，为进一步探明5-羟色胺在植物中的分

子调控机制提供了前期基础。然而，其内在的分子

生理调控机制尚不完全清楚。因此，后续对5-羟色

胺的研究应集中在以下几个方面：（1）确定 5-羟色

胺在植物中的组织差异性和转运途径；（2）阐明 5-

羟色胺的信号转导途径和调控机制；（3）评估其作

为生长调节剂在农业生产上的应用效果。
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