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摘 要：为了深入揭示植物抗氧化酶的相关基因及其响应重金属胁迫的作用机制，以重金属铅（Pb）超富集植物金丝草

[Pogonatherum crinitum（Thunb.）Kunth.]为研究对象，设置Pb浓度 0、300、500、1 000 mg·L-1和 2 000 mg·L-1的水培模拟胁迫试验，测

定不同Pb浓度下金丝草叶片的抗氧化酶活性，并对Pb胁迫处理的金丝草叶片进行RNA-Seq测序，将转录组测序得到的Unigenes
通过GO与KEGG富集注释，筛选出叶片抗氧化酶相关的DEGs，并利用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）进行验证。结果

表明：随Pb胁迫浓度的增加，金丝草叶片过氧化物酶（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）活性呈增加趋势，丙二醛

（MDA）含量则呈先增加后降低的趋势；转录组测序得到总碱基数为 56.34 Gb，各样品碱基质量达到Q20、Q30水平的均大于 90%，

测序结果可靠；筛选出的DEGs通过GO与KEGG数据库进行对比注释发现，金丝草叶片DEGs在“过氧化物酶体”“氧化还原酶活

性”“氧化还原酶活性，作用于CH-OH供体组”“活性氧代谢过程”和“过氧化氢代谢过程”等与抗氧化相关的GO功能条目上显著

富集，在“谷胱甘肽代谢”“抗坏血酸和醛糖代谢”“植物激素信号转导”“黄酮类生物合成”和“MAPK信号通路-植物”等与抗氧化相

关的KEGG通路上显著富集；Pb胁迫下金丝草叶片抗氧化酶相关基因PcSOD、PcPOD和PcCAT上调表达，qRT-PCR验证结果与转

录组测序结果一致，Pb胁迫下这些基因的相对表达量与抗氧化酶活性的变化趋势一致。研究表明，金丝草可通过提高抗氧化酶

活性来适应Pb胁迫，抗氧化酶相关基因PcSOD、PcPOD和PcCAT参与了金丝草应对Pb胁迫的调控过程。

关键词：超富集植物；金丝草；铅胁迫；抗氧化酶；实时荧光定量聚合酶链反应
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土壤重金属污染是世界普遍关注的环境问题，土

壤重金属污染修复是目前研究的热点[1]。植物修复

克服了传统物理和化学修复投资大、破坏土壤结构并

且容易造成二次污染等缺点，是一项经济、绿色、环保

的修复技术，受到普遍青睐[2]。近年来，有关学者在

重金属超富集植物的筛选、植物效果和耐性机理方面

开展了较多研究[3-5]，筛选出了一些针对不同重金属的

超富集植物，例如：砷（As）超富集植物蜈蚣草（Pteris

Vitta L.）[6]、2007 年发现的铬（Cr）超富集植物李氏禾

（Leersia hexandra Sw.）[7]、镉（Cd）超富集植物东南景天

（Sedum alfredii Hance）[8]等。但是，目前筛选出的超

富集植物普遍具有生物量小、富集重金属单一等问

题，因此限制了植物修复技术的大范围应用[5]。植物

对重金属的转运、耐受及富集能力是植物修复技术的

关键，寻找超富集植物并探讨其对重金属胁迫的响应

机制，从而进一步提升植物修复效率，已受到学者们

的广泛关注[9]。研究表明一些超富集植物可通过形

态的改变或生理的调控来适应重金属胁迫，但目前对

植物适应重金属胁迫的内在机制尚不清晰，特别是在

分子生物学机制方面还有待进一步深入探索。

金丝草 [Pogonatherum crinitum（Thunb.）Kunth.]
是一种重金属铅（Pb）的超富集植物，该植物能在 Pb
含量高达 20 000 mg·kg-1的胁迫环境中正常生长，在

重金属矿区金丝草生物转运系数可以达到 10.18[10]。

重金属 Pb胁迫下，金丝草可通过提高抗氧化酶活性

[超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶（POD）、过氧化

氢酶（CAT）]、提高渗透性调节物质含量 [脯氨酸

（Pro）、可溶性糖（SS）、可溶性蛋白（Cpr）]和调控抗坏

血酸-谷胱甘肽（ASA-GSH）循环等策略来适应 Pb胁

迫环境[11]，特别是随 Pb胁迫浓度的增大，金丝草体内

抗氧化酶活性呈增加趋势[12]，说明抗氧化系统在抵御

重金属毒害中起重要作用，但对其分子生物学过程尚

不清楚。目前，国内外对植物响应逆境胁迫的抗氧化

酶相关基因已开展一些研究。邵文静等[13]的研究发

现高粱 [Sorghum bicolor（L.）Moench]的 SbSODs、Sb⁃

PODs等基因在低温胁迫下上调表达，这一发现为探

讨高粱耐低温机制提供了参考；肖生鸿等[14]的研究发

现低浓度的汞（Hg）会诱导POD3、CAT2等基因上调，

以此来降低重金属的毒害。研究表明芥菜[Brassica
juncea（L.）Czern.]幼苗通过提高与 CAT、POD 和 SOD
等酶相关基因的表达量，加强抗氧化系统抗逆性，从

而响应胁迫[15]；ALARAIDH 等[16]的研究发现在 Pb、Cr
和 Cd 胁迫下，葫芦巴（Trigonella foenum-graecum L.）
通过调控CAT、POD等酶的相关基因不同程度地表达

来减弱重金属对其的毒害作用；通过对苜蓿（Medica⁃

go sativa L.）的研究发现，非生物胁迫环境可刺激抗坏

血酸过氧化物酶（APX）、谷胱甘肽还原酶（GR）和SOD
等相关酶的表达使之适应胁迫环境[17]。但目前对金丝

Pogonatherum crinitum was used as the research object, and a hydroponic simulated stress experiment with lead concentrations of 0, 300,
500, 1 000 mg·L-1, and 2 000 mg·L-1 was carried out. In addition, the antioxidant enzyme activity in the leaves of P. crinitum at different
concentrations was determined, and the sequencing of the RNA-Seq of P. crinitum leaves by Pb treatments was performed. The unigenes
obtained by transcriptome sequencing were enriched and annotated with GO and KEGG, and the DEGs related to leaf antioxidant enzymes
were screened out and verified using qRT-PCR. The results revealed that, with the increase in lead stress concentration, the activities of
POD, SOD, and CAT in the leaves of P. crinitum showed an increasing trend; however, MDA content showed an increasing trend firstly and
then decreased. The total number of bases obtained by sequencing was 56.34 Gb. The base quality of each sample reached Q20 and Q30
exceeded 90%, indicating that the database was reliable. The selected DEGs were compared and annotated through GO and KEGG
databases, and the result showed that antioxidant-related GO functional terms such as“peroxisome”“oxidoreductase activity”and

“oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors”“reactive oxygen species metabolic process”and“hydrogen peroxide
metabolic process”were significantly enriched in the DEGs of P. crinitum. Moreover, the DEGs were significantly enriched in antioxidant-
related KEGG pathways such as“glutathione metabolism”“ascorbate and aldarate metabolism”“plant hormone signal transduction”
"flavonoid biosynthesis”and“MAPK signaling pathway-plant”. The expression of antioxidant enzyme-related genes PcSOD, PcPOD, and
PcCAT in the leaves of P. crinitum were upregulated under Pb stress. The qRT-PCR results were consistent with the transcriptome
sequencing results, and the relative expression levels of these genes were consistent with the changing trend of the antioxidant enzyme
activities under Pb stress. This study shows that P. crinitum adapts to heavy metal Pb stress by increasing the activity of antioxidant
enzymes, and the antioxidant enzyme-related genes PcSOD, PcPOD, and PcCAT are involved in the regulation of P. crinitum in response to
heavy metal Pb stress.
Keywords：hyperaccumulator; Pogonatherum crinitum; Pb stress; antioxidase; qRT-PCR
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草耐 Pb的分子机制尚未明确，对其响应 Pb胁迫的抗

氧化酶相关基因及其作用机制尚不清晰。

本研究以 Pb超富集植物金丝草为研究对象，设

计不同 Pb浓度模拟胁迫试验，比较不同 Pb胁迫处理

下金丝草抗氧化酶活性的差异，对 Pb胁迫处理的金

丝草叶片进行转录组测序，筛选出与抗氧化酶活性相

关的差异表达基因并进行 qRT-PCR验证，揭示与金

丝草响应 Pb 胁迫的抗氧化酶相关基因及其作用机

理，为更深入揭示植物响应 Pb胁迫的内在机理提供

科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试的金丝草采用种子培养，种子采自福建三明

铅锌矿区。将种子均匀撒到温室中的苗床上，保持土

壤含水量为田间持水量的 70% 左右，待金丝草长至

15 cm左右时开展胁迫试验。

1.2 试验设计

选择长势一致的金丝草幼苗，清洗干净根系后，

移栽到盛有 1/8 Hoagland营养液的水培装置中，并使

用定植篮、定植棉固定，每盆移栽幼苗 15株，在营养

液中缓苗 3 d后开始 Pb胁迫试验。设置不同浓度 Pb
处理，分别为 300、500、1 000 mg·L-1和 2 000 mg·L-1

（分别用 Pb300、Pb500、Pb1000和 Pb2000表示），采用

（CH3COOH）2Pb配制的 60 mg·L-1的 Pb溶液，按照设

计的 Pb胁迫浓度加入相应 Pb溶液于装有营养液的

培养装置中，同时设置无 Pb胁迫的对照试验（CK）。

营养液为 1/8的Hoagland营养液，营养成分见表 1，其
中 KH2PO4浓度由原配方的 0.136 g·L-1减少为 0.680
mg·L-1，以避免产生沉淀。用去离子水反复清洗金丝

草根系后移入不同 Pb浓度的胁迫液中，置于人工气

候培养箱中进行胁迫试验，温度为 25 ℃，湿度为

75%，光照强度为 6 000 lx，昼夜光照时间为 16 h/8 h，
胁迫时间为 7 d。选取新鲜金丝草叶片剪碎混匀装入

离心管，经液氮速冻，置于-80 ℃冰箱备用。CK、

Pb300、Pb500、Pb1000 和 Pb2000 处理的样品用于抗

氧化酶活性和丙二醛（MDA）含量测定、RNA提取，并

供荧光定量使用，每个处理各 3 次重复。同时选取

CK、Pb1000处理的样品用于RNA测序分析，每组 3次

重复。

1.3 试验方法

1.3.1 抗氧化酶的测定

制备酶液：称取金丝草新鲜叶片 0.2 g，使用液氮

在研钵中研磨成匀浆后放入 4 mL离心管，加入 1 mL
0.05 mol·L-1 pH 7.8 的磷酸盐缓冲液，定容至 4 mL。
利用涡旋仪混匀，放入冷冻高速离心机 4 ℃、10 000
r·min-1下离心 10 min，取上清液放入 4 ℃冰箱备用。

金丝草叶片 SOD、CAT、POD活性和MDA含量分别采

用氮蓝四唑法、紫外吸收法、愈创木酚法和硫代巴比

妥酸法测定[18]。

1.3.2 RNA提取、测序和组装

新鲜植株使用 TIANGEN 多糖多酚植物总 RNA
提取试剂盒提取 RNA，利用超微量分光光度计检测

RNA 浓度及纯度（浓度需大于 50 ng·μL-1，OD 值在

1.8~2.0之间，保证RNA纯度）。配制1%的琼脂糖胶，

将RNA样品加入进样口，电泳约 20 min，将胶放置在

全自动凝胶成像仪上观察样品的完整度及是否存在

DNA污染跑胶。得到的RNA经质检后建立文库，使

用 Illumina HiSeq 4000测序平台测序，将最终得到的

clean reads 利用组装软件 Trinity[19]进行组装并评估。

用RSEM软件对组装出来的unigene定量。

1.3.3 差异基因分析

将基因表达水平中的 reads count数据，使用DE⁃
Seq2[20]软件进行分析，得到差异基因。FDR（错误发

现率）<0.05 且 || log2 FC >1的基因为显著差异基因，将

显著差异的Unigene向GO数据库的各条目映射进行

功能分析，同时将Unigene与KEGG数据库比对确定

基因参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径。

结合两种富集分析结果，筛选需要的差异基因。

1.3.4 反转录与荧光定量

使用全式金公司生产的Uni All-in-one First-Strand
cDNA Synthesis SuperMix for qPCR反转录试剂盒进行

反转录得到 cDNA。使用 NCBI 中 premier designing
tools设计筛选出的与金丝草叶片抗氧化酶相关的耐Pb
基因对重金属Pb胁迫响应的引物，如表2所示。

使用福州都拜特生物技术有限公司的QuanStu⁃
表1 Hoagland营养液组分

Table 1 Components of Hoagland nutrient solution
KH2PO4/

（mg·L-1）

0.680

KNO3/
（g·L-1）

0.505

MgSO4·7H2O/
（g·L-1）

0.492

H3BO3/
（g·L-1）

0.002

CuSO4·5H2O/
（mg·L-1）

0.079

ZnSO4·7H2O/
（mg·L-1）

0.219

MnCl4·H2O/
（g·L-1）

0.002

（NH4）2MoO4/
（mg·L-1）

0.098

Na2·EDTA/
（mg·L-1）

0.037

FeSO4·7H2O/
（mg·L-1）

0.031

Ca（NO3）2·4H2O/
（g·L-1）

1.180
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dio3 System荧光定量PCR仪，反应体系为：上、下游引

物（10 μmol·L-1）各 0.4 μL，cDNA 1 μL，2×PerfectStart
Green qPCR SuperMix 10 μL，Nuclease-free Water 8.2
μL，共 20 μL。反应过程为 94 ℃ 30 s，94 ℃ 5 s，60 ℃
30 s，共 40个循环。每个样品设 3个生物学重复，每

个生物学重复设 3个技术重复，使用 2-ΔΔCt 计算基因

的相对表达量。

1.4 数据处理

使用 SPSS 25软件，采用单因素方差分析（One-
way ANOVA）和 Tukey′ s post-hoc检验对试验数据进

行多重比较。抗氧化酶活性与分子生物学指标均做

3次重复试验，试验结果用平均值±标准差表示。采

用Origin 2017软件绘图。

2 结果与分析

2.1 Pb胁迫对金丝草叶片抗氧化酶活性的影响

不同 Pb胁迫浓度下，金丝草叶片抗氧化酶活性

的变化如图 1所示。随着 Pb浓度的增加，金丝草叶

片POD酶活性呈上升趋势，Pb1000、Pb2000处理下的

POD酶活性显著大于 CK及其他处理（P<0.05），分别

比 CK处理提高 10.16%、10.27%。Pb胁迫下，金丝草

叶 片 CAT 酶 活 性 随 Pb 浓 度 的 增 加 而 增 加 ，且

Pb2000、Pb1000 及 Pb500 处理下的酶活性显著大于

CK 处理（P<0.05），分别是 CK 处理的 2.14、1.90 倍和

1.82倍。叶片 SOD酶活性则是随着Pb浓度的增加呈

逐渐上升的变化规律，且Pb1000、Pb2000处理的酶活

性显著大于 CK 处理（P<0.05），相较于 Pb1000处理，

Pb2000处理下的 SOD酶活性提高了 18.54%，二者差

异显著（P<0.05）。随着 Pb 浓度增加，金丝草叶片

MDA含量总体呈上升趋势，与 CK处理相比，Pb500、
Pb1000处理下的MDA含量分别提高了 0.57、1.30倍，

差异显著（P<0.05），但 Pb2000处理下的MDA含量显

著低于其他处理（P<0.05）。由此可见，金丝草叶片可

能通过抗氧化酶响应及 MDA 含量的变化来适应 Pb
胁迫，不同抗氧化酶通过不同响应方式提高植物耐

性，减少Pb胁迫对植株的毒害。

2.2 测序结果

由于Pb浓度为1 000 mg·L-1处理的金丝草叶片抗

氧化酶活性变化显著，故选择对照（CS）处理与 1 000
mg·L-1Pb胁迫（TS）处理的金丝草叶片样品进行高通

量转录组测序，每组3个重复，共6个样品，测序结果如

表 3所示。两组样品经组装、过滤后得到总碱基数共

56.34 Gb，GC比例为 57.37%~58.06%，碱基组成平衡。

各样品碱基质量值达到Q20以上水平的碱基数目占比

均大于 95%，达到 Q30 以上的碱基数目占比均大于

90%，说明各样品测序质量高，达到建库要求。

2.3 差异基因表达

通过Deseq2软件分析 TS与 CS处理金丝草叶片

的差异表达基因，基于差异分析结果筛选 FDR<0.05
且 || log2 FC >1的基因为显著差异基因（图 2）。分析发

现 TS与CS处理金丝草的叶片Unigenes共有 3 282个

差异基因（DEGs），其中有 1 626个上调基因和 1 656
个下调基因。由图 3可知，金丝草耐 Pb相关基因在

CS与 TS处理下差异显著。与 CS处理组相比，TS处

理组与抗氧化酶相关的基因（POD、CAT、SOD、GSH、

Unigene0049346、Unigene0015966、Unigene0002954、
Unigene0032786 和 Unigene0041749 等）表达上调，与

Pb胁迫下金丝草叶片抗氧化酶活性变化趋势一致。

除此之外，金属硫蛋白（MTs）、蛋白激酶（Kinase）、类

甜蛋白（Thaumatin-like protein）、BOX、ZIP、NAC转运

蛋白、ABC转运蛋白和转录因子等均为上调表达，这

些可能也与提高植物抗逆性来适应 Pb胁迫有关；叶

绿体多酚氧化酶（Polyphenol oxidase，chloroplastic）、

蛋白质线粒体（Protein mitochondrial）和组织蛋白酶

基因 ID Gene ID
Unigene0039410

Unigene0029007

Unigene0041749

Unigene0069373

引物名称Primer name
GAPDH-F
GAPDH-R

CAT-F
CAT-R
SOD-F
SOD-R
POD-F
POD-R

引物序列（5′~3′）Primer sequence
F：GAAGCACAGTGACATCAGCC
R：AAGATCCGAGGTGTACTTGTCC
F：ACATGGAGGGCTTTGGTGTC
R：CATTTCACGCCACAAGTCGG
F：AAGGATCAGGTTGGGCTTGG
R：GCCTCACTGTACCGCTTTGA
F：TGCTGGACGGGAACAACAC
R：TCCGTATTTAGCCGCGATGG

产物大小Amplification product size
271

100

232

155

表2 候选基因名称及定量引物序列

Table 2 Candidate gene names and primer sequences used in qRT-PCR
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（Cathepsin）等则为下调表达，这类基因与植株机能代

谢有关，说明Pb胁迫下植株部分机能受损。

2.4 差异表达基因的GO富集

将差异表达基因与 GO 数据库比对进行注释与

富集分析，进一步了解Pb胁迫下DEGs的功能。共有

1 032条DEGs富集在GO数据库，这些基因所富集的

GO条目可分为生物学过程（Biological process）、细胞

组分（Cellular componet）和分子功能（Molecular func⁃
tion）3 大类（图 4）。在生物学过程方面，代谢过程

（Metabolic process）、细胞过程（Cellular process）和单

一有机物过程（Single-organism process）占主要部分，

分别占 30.52%、24.32% 和 20.93%。在细胞组分中，

差异表达基因主要富集在细胞（Cell）以及细胞组成

图2 CS-vs-TS差异火山图

Figure 2 CS-vs-TS difference volcano map

不同小写字母表示不同处理间同一指标差异显著（P<0.05）
Different lowercase letters indicate significant differences in the same index among different treatments（P<0.05）

图1 不同Pb胁迫浓度对金丝草叶片抗氧化酶活性和MDA含量的影响

Figure 1 Effects of different Pb stress concentrations on antioxidant enzyme activities and MDA content in the leaves of P. crinitum
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表3 金丝草叶片转录组测序结果分析

Table 3 Analysis of transcriptome sequencing data of P. crinitum
样品名称
Sample
CS1
CS2
CS3
TS1
TS2
TS3

原始数据
Raw data/bp

10 075 513 200
8 612 987 100
8 621 332 500
11 216 248 800
9 179 044 800
9 141 927 900

清洁数据
Clean data/bp
9 967 603 237
8 522 345 394
8 540 528 782
11 132 795 823
9 113 261 254
9 064 171 045

Q20/
%

96.37
95.82
96.43
96.32
96.52
96.23

Q30/
%

90.72
90.03
90.85
90.60
91.00
90.48

GC/
%

57.59
57.91
58.06
57.37
57.93
58.01
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（Cell part）部分，均占富集在 GO 数据库总 DEGs 的
18.80%，其次为细胞器（Organelle）、膜（Membrane）。

在分子功能方面，催化活性（Catalytic activity）富集的

差异表达基因最多，占比 27.71%，其次为连接（Bind⁃
ing），再次为转运活动（Bransporter activity），其占比

3.01%。这表明Pb胁迫下金丝草叶片可通过代谢、催

化各类酶活性和转运蛋白等方式适应重金属毒害。

共有 143条DEGs富集在与抗氧化酶相关的 36个GO
条目上，包括“过氧化物酶体”“氧化还原酶活性”“分

子内氧化还原酶活性”“氧化活性”“过氧化物酶活性”

“二硫氧化还原酶活性”“活性氧代谢过程”“过氧化氢

代谢过程”“氧化还原辅酶代谢过程”“超氧化物代谢过

程”“氧化还原工艺”“对活性氧的响应”和“对氧化应激

的反应”等（表 4），其中有 82条DEGs显著富集在GO
功能中（P<0.05），如“过氧化物酶体”“氧化还原酶活

性”“氧化还原酶活性，作用于CH-OH供体组”“氧化

还原酶活性，作用于其他含氮化合物作为供体，铁硫蛋

白作为受体”“活性氧代谢过程”和“过氧化氢代谢过

程”。

2.5 差异表达基因的KEGG富集

将DEGs与KEGG数据库比对进行功能注释与通

路富集分析，共有 476条DEGs被注释到 121条KEGG
通路上，其中 25条通路被显著富集（P<0.05）。如图 5
富集散点图所示，在“核糖体（Ribosome）”通路上的63
条 DEGs 富集最为显著（P<0.05），占所有注释到

KEGG通路DEGs的 13.24%。在“代谢通路（Metabol⁃
ic pathways）”上参与的DEGs最多，共有 225个，占比

47.27%，其中主要富集在“碳代谢（Carbon metabo⁃
lism）”“苯丙氨酸代谢（Phenylalanine metabolism）”通

路；其次为“次生代谢物的生物合成（Biosynthesis of
secondary metabolites）”通路，占比 31.51%，说明 Pb胁

迫下，叶片的代谢系统具有重要作用，体内碳代谢、苯

丙氨酸代谢等均有明显变化。DEGs在“苯丙氨酸代

谢（Phenylalanine metabolism）”“ 苯 丙 烷 生 物 合 成

（Phenylpropanoid biosynthesis）”“苯丙氨酸、酪氨酸和

图4 Pb胁迫下金丝草叶片差异表达基因的GO富集分类图

Figure 4 GO enrichment classification map of differentially expressed genes in the leaves of P. crinitum under Pb stress

图3 金丝草耐Pb差异基因（DEGs）表达量热图

Figure 3 Heat map of the expression of some Pb-tolerant DEGs
in the leaves of P. crinitum
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色氨酸生物合成（Phenylalanine，tyrosine and trypto⁃
phan biosynthesis）”和“过氧化物酶体（Peroxisome）”等

抗氧化酶相关的通路上显著富集（P<0.05），共占比

12.18%，金丝草叶片可能通过这些通路参与抗氧化

过程，去除活性氧抵御Pb毒害。除此之外，还有一些

DEGs 被注释到与抗氧化酶相关的“谷胱甘肽代谢

（Glutathione metabolism）”“抗坏血酸和醛糖代谢

（Ascorbate and aldarate metabolism）”“植物激素信号

转导（Plant hormone signal transduction）”“黄酮类生物

合成（Flavonoid biosynthesis）”和“MAPK信号通路-植
物（MAPK signaling pathway-plant）”等通路上。

2.6 抗氧化酶相关基因的筛选与荧光定量验证

结合DEGs的表达及功能注释结果，从富集显著

（P<0.05）并与抗氧化酶相关的GO条目与KEGG通路

中筛选出差异显著的与抗氧化酶相关的上调DEGs，
如图 6 所示（其引物见表 2），共有 PcCAT（Unige⁃
ne0029007）、PcSOD（Unigene0041749）和 PcPOD

（Unigene0069373）3 个候选基因。PcCAT、PcSOD参

与“过氧化物酶体（Peroxisome）”通路，作用于抗氧化

酶系统中的过氧化氢代谢，属于过氧化物酶体靶向信

号（PTS1 type），表示金丝草叶片受到Pb胁迫后，可能

通过过氧化物酶体产生信号，促进抗氧化酶相关基因

表4 抗氧化酶相关基因的GO分析

Table 4 GO analysis of antioxidant enzyme-related genes
GO 条目（Level 1）
GO term（Level 1）

细胞组分Cellular componet
分子功能Molecular function

生物学过程Biological process

GO 名称（Level 2）
GO ID（Level 2）
GO：0005777
GO：0016491
GO：0016860
GO：0016209
GO：0004601
GO：0015036
GO：0072593
GO：0042743
GO：0006733
GO：0006801
GO：0055114
GO：0000302
GO：0006979

功能描述
Function description

过氧化物酶体Peroxisome
氧化还原酶活性Oxidoreductase activity

分子内氧化还原酶活性 Intramolecular oxidoreductase activity
氧化活性Antioxidant activity

过氧化物酶活性Peroxidase activity
二硫氧化还原酶活性Disulfide oxidoreductase activity

活性氧代谢过程Reactive oxygen species metabolic process
过氧化氢代谢过程Hydrogen peroxide metabolic process

氧化还原辅酶代谢过程Oxidoreduction coenzyme metabolic process
超氧化物代谢过程Superoxide metabolic process

氧化还原工艺Oxidation-reduction process
对活性氧的响应Response to reactive oxygen species

对氧化应激的反应Response to oxidative stress

差异基因数量
Number of DEGs

2
56
2
2
1
2
6
5
5
1
3
1
1

图5 Pb胁迫下部分金丝草叶片差异基因的KEGG分析

Figure 5 KEGG analysis of partial DEGs in leaves of P. crinitum under Pb stress
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表达，恢复细胞稳态。PcPOD参与“苯丙烷生物合成

（Phenylpropanoid biosynthesis）”通路，上、下游分别为

酚类醇类、木质素类，表明金丝草叶片该候选基因可

能参与了香豆醇（p-Coumaroyl alcohol）、松柏醇（Co⁃
niferyl alcohol）和芥子醇（Sinapyl alcohol）转化为木质

素（Lignin）的过程，从而响应Pb胁迫环境。

为了验证金丝草叶片转录组测序结果以及与抗

氧化酶相关的候选基因，本试验对筛选出的 3个 Pb
胁迫下与叶片抗氧化酶相关的DEGs（PcSOD、PcCAT
和 PcPOD）进行表达量分析。如图 7所示，Pb1000处

理下，基因PcSOD的相对表达量低于Pb500处理，除此

之外，金丝草叶片过氧化物酶相关基因PcSOD的相对

表达量随着 Pb胁迫浓度的增加呈线性上升的趋势。

随着Pb胁迫浓度的增加，抗氧化酶相关基因PcCAT与

图6 候选基因代谢通路富集图

Figure 6 Enrichment map of candidate gene metabolic pathways
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PcPOD的相对表达量均显著上调，且Pb2000处理下相

对表达量达到最大。不同处理下各DEGs的相对表达

量均显著大于CK处理，这与转录组测序的结果一致，

表明本试验中转录组测序结果真实准确。

3 讨论

Pb胁迫影响植物正常生长，刺激植物产生活性

氧（ROS），积累过剩的 ROS 会造成植株体内氧化损

伤，MDA 含量增加，甚至会造成细胞死亡[21]，植物对

Pb毒害的主要防卫方式为提高植物抗氧化性[22]。有

研究表明，在一定的Pb胁迫范围内，玉蝉花（Iris ensa⁃

ta Thunb.）叶片 SOD、POD酶活性随着 Pb浓度的增加

而增加，且在 Pb浓度为 800 mg·L-1时达到峰值，通过

此种抗氧化系统调节方式使玉蝉花适应 Pb胁迫[23]。

本研究中，随 Pb胁迫浓度的增加金丝草叶片抗氧化

酶（POD、SOD和CAT）活性总体呈上升趋势。这可能

是因为 Pb胁迫激活了金丝草叶片抗氧化酶活性，通

过提高 SOD、POD 和 CAT 酶活性来清除植株体内过

多的ROS，提高植物抗氧化性，从而提高其耐 Pb性，

与MAŁECKA等[24]对芥菜的研究结果以及HELAOUI
等[25]对紫花苜蓿的研究结果类似。MDA是植物膜脂

化的产物之一，同时也反映了植株膜脂化程度[26]。本

研究中，在一定范围内，金丝草叶片 MDA 含量随着

Pb浓度的增加而增加，说明 Pb胁迫对金丝草叶片造

成了膜脂化损伤，刺激了抗氧化系统，且随着浓度的

增加该伤害程度增大。在Pb浓度为 2 000 mg·L-1时，

MDA含量显著低于其他处理，可能是因为高浓度 Pb
胁迫对金丝草叶片的过氧化伤害严重且达到不可逆

转的程度，造成了细胞死亡；也可能是因为此时叶片

中抗氧化酶清除了过量的活性氧，抗氧化抵御系统降

低了膜脂化程度，从而提高植物耐性，与吴桂容等[27]

及CEDENO等[28]的研究结果相似，使得超富集植物金

丝草可在 20 000 mg·kg-1 的 Pb 胁迫环境下正常生

长[10]。

目前，对金丝草分子生物学方面的研究较少，且

在NCBI数据库中没有公开的关于金丝草基因组及转

录组的数据。本研究通过RNA-seq测序技术对Pb胁

迫和对照组的金丝草叶片进行测序，利用DESeq2软

件以表达量为依据，筛选出与金丝草叶片抗氧化酶相

关的候选 DEGs。将得到 DEGs 与 GO 数据库比对并

进行富集，发现 DEGs最显著富集的 GO条目为代谢

过程，其次为催化活性。这可能是因为植物响应外界

刺激的主要方式之一为代谢物调控，通过代谢或生成

次级代谢产物来抵御非生物胁迫[29]。Pb处理与CK处

理的小麦幼苗的 DEGs主要富集于免疫系统过程和

代谢过程等，在分子功能方面主要富集于催化活性

等[30]，这可能是因为植物通过催化抗氧化酶活性来适

应环境压力，与本研究结果一致。本研究中金丝草叶

片的 DEGs在“氧化还原酶活性”“活性氧代谢过程”

和“过氧化氢代谢过程”等GO条目中显著富集，这是

因为植物在非生物胁迫下会产生大量ROS，清除过量

的 ROS是植物适应胁迫毒害的主要方式，该反应最

关键、最主要的影响因子是抗氧化相关酶[31]。除此之

外，DEGs还在“氧化还原酶活性，作用于CH-OH供体

组”上显著富集，这可能是因为 CH-OH 作为常见的

ROS，更容易获取氢原子而引起氧化链式循环反应，

造成脂质、蛋白质和 DNA 等多种损伤，加剧胁迫毒

害[32]，因此抗氧化酶相关基因更集中作用在 CH-OH

图7 抗氧化酶相关基因PcSOD、PcCAT和PcPOD的相对表达量

Figure 7 The relative expression of antioxidant enzyme-related genes PcSOD，PcCAT and PcPOD
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供体组。本研究中，通过与KEGG通路数据库比对并

进行富集，发现CK处理与重金属Pb胁迫处理的金丝

草叶片 DEGs主要富集在代谢通路和次代谢的生物

合成等代谢途径。这可能是因为非生物胁迫下，植物

通过次生代谢物的生成，如细胞色素[33]等基因表达量

上调，促进抗氧化酶活性提高，从而增加植物抗逆

性[34]。Pb胁迫下，金丝草叶片 DEGs在“苯丙氨酸代

谢”“苯丙烷生物合成”和“苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

生物合成”等抗氧化酶相关的通路上显著富集，这是

因为黄酮、木质素等酚类化合物作为苯丙烷代谢的产

物主要作用于清除植物体内多余ROS、提高植物抗氧

化[35]，而苯丙氨酸作为主要的氨化酶参与该代谢过

程[36]，因此金丝草叶片通过基因调控促进苯丙烷生物

合成，提高自身耐性来适应 Pb胁迫。本研究中叶片

DEGs还显著富集在“过氧化物酶体”通路上，这是因

为Pb胁迫下植物体内过氧化物酶体会产生逆向信号

响应胁迫[37]，同时过氧化物酶体也是产生与调节ROS
的重要细胞器之一[32]。

本研究中筛选出的PcCAT、PcSOD抗氧化酶基因

在“过氧化物酶体”通路上，作用于抗氧化系统中的

PTS1信号，且均为上调表达。过氧化物酶体作为响

应非生物胁迫的重要细胞器自身无法生成相关酶，需

要靶向信号（PTS）指引酶分子前体进入过氧化物酶

体中[38]。Pb胁迫可能刺激金丝草叶片中过氧化物酶

体产生 PTS1，推动核糖体定向运输到过氧化物酶体

中，促进PcCAT、PcSOD上调表达合成抗氧化酶，清除

O-2·。Pb胁迫下金丝草叶片PcPOD在“苯丙烷生物合

成”通路上调表达，这可能是因为PcPOD是木质素合

成途径中的上游基因，Pb胁迫下叶片中该基因的上

调表达促进了酚类醇（香豆醇、松柏醇和芥子醇）向木

质素转化。木质素作为细胞壁的重要组分，其含量的

增加意味着金丝草叶片通过抑制ROS产生[39]和增加

细胞壁的强度[40]来提高植株对 Pb胁迫的抗性，本研

究结果与 LU 等[41]发现沙梨 [Pyrus pyrifolia（Burm. f.）
Nakai]通过抗氧化相关基因调控木质素代谢物质生

成从而适应非生物胁迫一致。本研究发现，随 Pb胁

迫浓度的增加，抗氧化酶相关基因 PcSOD、PcCAT和

PcPOD的相对表达量呈逐渐上升趋势，这与研究发

现随Pb浓度的增加，金丝草叶片POD、SOD和CAT酶

活性逐渐增加的趋势基本一致，说明金丝草可能通过

这些抗氧化酶相关基因调控植株酶活性使之适应Pb
胁迫环境。但在 Pb1000处理下，PcSOD的表达量的

变化与该活性变化不一致，这可能是在该处理下有其

他相关基因参与了 SOD酶的调控。李兰[42]通过研究

发现，Cr 胁迫促进油菜（Brassica napus L.）叶片的

SOD、POD和 ZS758（与CAT相关）的相关基因表达上

调，与对应的酶活性变化趋势一致。Cd胁迫下，小麦

（Triticum aestivum L.）抗氧化系统起主要的解毒作用，

植株体内 POD、SOD 和 CAT 基因表达量与酶活性明

显增加[43]。ZHAO 等[44]对商陆（Phytolacca americana

Roxb.）的研究发现锰（Mn）、铜（Cu）会诱导植株 POD
等抗氧化相关酶基因表达，说明提高植物抗氧化能力

是应对重金属胁迫的重要策略。此外，结合转录组测

序及注释结果，金丝草抗氧化系统还受多种基因调

控，后期应持续深入研究。

4 结论

（1）Pb 胁迫下金丝草可通过提高过氧化物酶

（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）
等抗氧化酶活性，清除活性氧自由基，从而适应Pb胁

迫环境。

（2）Pb胁迫下，金丝草叶片差异基因主要集中在

与代谢、催化活性相关的功能条目中，其中差异基因

显著富集在“氧化物酶体”“氧化还原酶活性”“氧化还

原酶活性，作用于CH-OH供体组”“活性氧代谢过程”

和“过氧化氢代谢过程”以及“苯丙氨酸代谢”“苯丙烷

生物合成”“苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成”和

“过氧化物酶体”等与抗氧化相关的GO条目与KEGG
通路中。

（3）金丝草叶片抗氧化酶相关基因PcSOD、PcPOD

和PcCAT的 qPCR验证结果与转录组测序结果一致，

不同浓度Pb胁迫下其相对表达量与抗氧化酶活性变

化趋势基本一致，说明这 3个基因参与了金丝草应对

Pb胁迫的调控过程。
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