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盐胁迫下着色香与其同源四倍体葡萄紫秋香的转录组

比较分析及耐盐基因VvTPS21初步鉴定

刘新美，郝 鹏，张 阳，安 利，纪 沫，李 海

（辽宁省盐碱地利用研究所，辽宁盘锦 124010）

摘 要：【目的】比较二倍体葡萄着色香和同源四倍体葡萄紫秋香的耐盐性差异，通过转录组分析挖掘关键基因。【方

法】以着色香和紫秋香为试验材料，使用200 mmol·L-1 NaCl溶液浇灌进行盐处理，通过植株表型分析、叶片转录组测

序及qRT-PCR分析，筛选影响紫秋香耐盐性的关键基因。【结果】紫秋香葡萄耐盐能力更强；盐胁迫下，紫秋香葡萄差

异表达基因数量更多，且更多富集于激素信号转导途径；紫秋香中被鉴定出892个盐敏感特有基因；在萜烯合成酶

（TPS）基因家族中筛选出紫秋香中高度上调表达基因VvTPS21；在盐胁迫下，VvTPS21基因在紫秋香中显著上调而

在着色香中显著下调；VvTPS21启动子含脱落酸响应元件ABRE，且紫秋香内源脱落酸含量高于着色香。【结论】同源

不同倍性葡萄响应盐胁迫的分子机制存在一定差异，VvTPS21可能通过响应脱落酸信号在四倍体葡萄紫秋香响应盐

胁迫的过程中发挥重要作用。
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Comparative transcriptome analysis of diploid Zhuosexiang and its auto-
tetraploid grape Ziqiuxiang under salt stress and preliminary identifica-
tion of salt-tolerant gene VvTPS21
Liu Xinmei, Hao Peng, Zhang Yang, An Li, Ji Mo, Li Hai
(Liaoning Institute of Saline-alkali Land Utilization, Panjin 124010, Liaoning, China)

Abstract:【Objective】This study aimed to clarify the differences in salt tolerance between the diploid

grape cultivar Zhuosexiang and its homozygous tetraploid counterpart Ziqiuxiang through phenotypic

observation. Transcriptome sequencing technology was employed to obtain relevant data, which were

then subjected to in-depth mining and analysis using bioinformatics tools. This process identified key

genes that enhance grape salt tolerance under polyploidy effects. Furthermore, qRT- PCR technology

was utilized to determine the dynamic expression patterns of these key genes.【Methods】We used the

diploid grape cultivar Zhuosexiang and the homozygous tetraploid grape cultivar Ziqiuxiang as experi-

mental materials. Salt stress was induced by irrigating with 200 mmol · L- 1 NaCl solution, while irriga-

tion with pure water was set as the control. Combined with observations of grape plant phenotypic

changes, transcriptome analysis was performed on leaves 7 d post- salt treatment. Differential expres-

sion analysis was conducted using DESeq26 software, with a significance threshold of P-value＜0.05

and fold change ratios ≥2 (|log2FC| ≥ 1) set as the criteria for identifying differentially expressed genes.

Leaf samples were collected at 0, 3, 6, 12 and 24 h after salt treatment for qRT-PCR verification of the

salt-tolerant gene VvTPS21.【Results】Under salt stress conditions, grape seedlings showed salt damage

symptoms by the 7th day of treatment, with yellowing gradually progressing upward from the base of

the plants. However, the Ziqiuxiang variety showed less extensive leaf yellowing and fewer instances of
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it compared with the Zhuosexiang variety. By day 14 of treatment, the lower leaves of Zhuosexiang

plants had largely withered and lost physiological activity. Although some leaves of Ziqiuxiang plants

also exhibited wilting, the whole plant maintained a certain level of physiological activity. Furthermore,

analysis of the salt damage index showed that Ziqiuxiang grapes had stronger salt tolerance than Zhuo-

sexiang grapes. RNA-Seq analysis showed that the gene expression data of the Zhuosexiang and Ziqiux-

iang grape groups had distinct distributions, indicating that the two varieties would have significant dif-

ferences in gene expression levels. Under salt stress treatment, the number of differentially expressed

genes in Zhuosexiang grapes is lower than that in Ziqiuxiang grapes. Compared with the control (CK),

among the differentially expressed genes identified in the Zhuosexiang grape after salt treatment, 2508

genes were upregulated and 1223 genes were downregulated. In contrast, among the differentially ex-

pressed genes identified in the Ziqiuxiang grape after salt treatment, 2427 genes were upregulated and

2875 genes were downregulated. When comparing the differentially expressed genes between the salt-

treated Zhuosexiang and Ziqiuxiang grape varieties, we found 658 downregulated genes and 232 upreg-

ulated genes. To explore the biological functions of differentially expressed genes in Zhuosexiang and

Ziqiuxiang grapes, we performed GO enrichment analysis. In the BP module, differentially expressed

genes are mainly concentrated in functions related to defense response and abscisic acid response, while

in the CC module, they are mainly concentrated in the nucleus. In the MF module, the differentially ex-

pressed genes are mainly concentrated in the terms related to binding with specific proteins and ATP.

KEGG metabolic pathway enrichment analysis indicated that under salt stress, more differentially ex-

pressed genes in Zhuosexiang grapes were involved in the biosynthetic pathways of secondary metabo-

lites. In contrast, the differentially expressed genes in Ziqiuxiang grapes were enriched not only in the

biosynthetic pathways of secondary metabolites, but also more substantially in plant hormone signal

transduction pathways. To further investigate the gene expression characteristics of Zhuosexiang and

Ziqiuxiang grapes after salt treatment, we identified 361 highly expressed genes in Zhuosexiang grapes

under salt stress. The expression levels of these genes showed no significant change in Ziqiuxiang

grapes. Among these 361 genes, 22 transcription factors were identified, belonging to WRKY, MYB,

AP2/ERF, LBD and other gene families. We further identified 892 genes that are highly responsive to

salt stress in Ziqiuxiang grapes, while the expression levels of these genes showed no significant change

in Zhuosexiang grapes under salt stress. Among the 892 genes, 45 transcription factors were identified,

belonging to gene families including MYB, AP2/ERF, bHLH, and bZIP. Based on transcriptome data

analysis, screening of the TPS gene family revealed that Zhuosexiang exhibited four significantly differ-

entially expressed TPS genes under salt stress, including two upregulated genes and two downregulated

genes. While Ziqiuxiang exhibited eight differentially expressed TPS genes under salt stress, with three

genes up-regulated and five down-regulated. Further analysis of the differentially expressed TPS genes

revealed that three genes were commonly differentially expressed in both grape varieties. Subsequently,

a qRT-PCR experiment identified the salt-tolerant gene VvTPS21. The expression of this gene was signif-

icantly up- regulated in Ziqiuxiang grapes under salt stress, but significantly down- regulated in Zhuo-

sexiang grapes. Subsequently, we analyzed the promoter of VvTPS21 and identified ABRE, a cis-acting

element involved in the abscisic acid response. Additionally, through ELISA testing, we detected that the

abscisic acid content in Ziqiuxiang grape is higher than that in Zhuosexiang.【Conclusion】The regulato-

ry mechanisms of gene expression in response to salt stress may differ among grape varieties with differ-

ent ploidy levels. The tetraploid grape cultivar Ziqiuxiang exhibits stronger salt tolerance than the dip-

loid cultivar Zhuosexiang. Under salt stress, a larger number of differentially expressed genes were de-

2406



，等：比较分析及耐盐基因VvTPS21初步鉴定第9期

土壤盐渍化严重影响葡萄产业的发展[1-2]。在高

盐环境下，葡萄叶片和叶柄中因大量积累盐分制约

养分向叶片运输，导致叶片失绿黄化，甚至植株枯萎

死亡[3-4]。通过杂交育种选育耐盐葡萄品种存在较为

突出的弊端，如时间跨度大、育种效率低。基因工程

育种通过调控与盐胁迫相关的基因，更能有效提高

葡萄的耐盐性[5]。因此，深入挖掘关键耐盐基因并

开展功能机制研究，对培育耐盐葡萄新品种具有重

要意义。

多倍体果树通常具有叶片宽大、茎干粗壮等形

态特征[6-7]。通过倍性育种培育的新品种常常表现出

更多的优良性状，这为果树品种改良提供了新途

径[8-9]。在抵御盐胁迫等非生物逆境时，多倍体比二

倍体果树常常表现出更强的适应能力[10-11]。例如，在

盐胁迫下，与寒富苹果二倍体相比，其同源四倍体的

耐盐性较强，并初步推测其可能与四倍体植株内水

通道蛋白基因显著上调表达有关[12]。四倍体西瓜通

过增加叶片中K+和Ca2+含量，耐盐性优于二倍体西

瓜[13]。与转基因育种不同，倍性育种主要依赖染色

体数目加倍，不涉及插入外源基因，更容易被公众接

受和认可。

近年来，萜烯合酶（Terpene synthase，TPS）基因

已陆续在越来越多的植物中被鉴定出来，并发现其

具有抵御盐胁迫的功能[14]。例如，在盐胁迫下，5个

蒺藜苜蓿（Medicago truncatula L.）MtTPS基因的表

达水平上调，表明其可能在抵御盐胁迫方面发挥重

要作用 [15]。在水稻（Oryza sativa L.）中，OsTPS1 基

因过表达可提高转基因植株的耐盐性 [16]。西瓜

ClTPS3表达受盐胁迫显著诱导，并且ClTPS3过表

达可显著提高拟南芥的耐盐性 [17]。在甜瓜（Cucu-

mis melo）中，CmTPS4通过参与脱落酸信号转导提

高对盐胁迫的耐受性[18]。虽然TPS基因的耐盐功能

已在多种植物中取得一定研究结果，但其在多倍体

葡萄中的耐盐功能和机制仍未明确。

本研究通过分析表型特征和盐害指数，比较二

倍体葡萄着色香和同源四倍体葡萄紫秋香的耐盐性

差异，利用转录组测序技术和生物信息学手段挖掘

关键基因 ，并进一步通过 qRT- PCR 技术明确

VvTPS21基因的动态表达模式，旨在探究同源不同

倍性葡萄响应盐胁迫的机制，为培育耐逆境葡萄新

品种提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 植物材料

本试验于辽宁省盐碱地利用研究所开展，选用

着色香及其同源四倍体紫秋香葡萄的 1年生扦插

苗。幼苗于温室大棚内生长，相对湿度为 50%~

70%，温度为25~30 ℃/16~20 ℃（昼/夜）。

1.2 盐胁迫处理

向营养钵内装入预先配制好的基质，基质（体

积）的比例是 50%营养土：25%花生壳基质：25%蛭

石[19]，将扦插苗移栽至营养钵中，每3 d浇灌1次，以

保证植株生长所需的水分供应。待扦插苗长出 8~

10枚真叶时开始进行盐胁迫处理。以清水浇灌为

对照组，以 200 mmol · L- 1 NaCl 溶液浇灌为盐胁迫

组[20]，每株浇灌量为 1 L，并每 3 d浇灌 1次[21]。每个

处理组选取 10株生长状况一致的幼苗，并设置 3次

生物学重复。

1.3 盐害指数

NaCl处理的第 7、14天统计葡萄叶片的受害情

况，记录受害表型特征，计算盐害指数（SI），盐害分

级参照刘崇怀等[22]的标准。

盐害级别分为以下：

0级：无盐害症状；

1级：只有较少部分叶尖、叶缘或叶脉变黄；

2级：约有1/2的叶尖、叶缘变枯黄；

3级：大部分叶片的叶尖、叶缘出现枯黄和落叶

现象；

4级：枝干枯萎，叶片全部脱落，直至死亡。

盐害指数（SI）=∑（代表级数×株数）/（最高级

tected in Ziqiuxiang, and these genes were more significantly enriched in functions related to defense re-

sponse and abscisic acid signaling, while more metabolic pathways related to plant hormone signaling

were enriched as well. The identified salt-tolerant gene VvTPS21 may play an important role in the re-

sponse of polyploid grapes to salt stress. We speculate that it functions through the abscisic acid signal-

ing pathway, but the specific salt-tolerant mechanism requires further study.

Key words: Grape; Salt stress; Tetraploid; Transcriptome; TPS gene
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数×总株数）×100%。

1.4 转录组测序与分析

盐胁迫处理7 d后，从3株生长状况相近的葡萄

植株采集第 2枚真叶作为试验材料，样品混合后装

入锡纸包，立即液氮速冻，随即保存于-80 ℃冰箱备

用。叶片样品RNA提取以及转录组测序均委托北

京擎科生物科技股份有限公司完成，利用Hisat2将

Clean Reads与指定的参考基因组（https://ftp.ensem-

blgenomes.org/pub/plants/release- 54/fasta/vitis_vinif-

era/dna/Vitis_vinifera.PN40024.v4.dna.toplevel.fa.gz）

进行序列比对。利用StringTie软件对基因进行表达

水平的定量分析。通过表达聚类分析，将表达谱相

近的样本聚在一起，识别表达情况相似和差异较大

的样本。采用DESeq26软件进行差异显著性分析，

将 P- value ＜ 0.05、表达量倍数之比大于等于 2

（|log2FC| ≥ 2）作为差异显著性标准。应用超几何

检验，依据贾云鹤 [23]的方法进行GO和KEGG功能

显著性富集分析，GO功能富集和KEGG通路富集

以P-value ≤ 0.05作为显著性富集的阈值。

1.5 qRT-PCR验证

根据转录组数据 ，筛选到萜烯合酶基因

VvTPS21。在NCBI（National Center for Biotechnolo-

gy Information）数据库中查找 VvTPS21（LOC10-

0267145）CDS序列，使用Primer 5.0软件设计引物，

引物序列及目的片段大小详见表 1。以 VvActin

（LOC100246378）作为内参基因[24]。

在盐胁迫处理0、3、6、12、24 h后，采集葡萄叶片

样品用于qRT-PCR试验，使用植物RNA提取试剂盒

（江苏雨桐生物有限公司）提取葡萄叶片的总RNA，

使用 Prime Scrip FAST RT reagent Kit with gDNA

Eraser反转录试剂盒（TaKaRa公司）反转录成总 cD-

NA，利用Ultra SYBR Mixture定量 PCR试剂盒（康

为世纪公司）进行 qRT-PCR检测。qRT-PCR反应体

系（20 μL）如下：10 μL SYBR Mix，2 μL 300 ng cD-

NA，各 0.5 μL 10 µmol · L-1正向与反向引物和 7 μL

ddH2O。qRT-PCR反应程序为，第一阶段：95 ℃预变

性 30 s；第二阶段：95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，40

次循环；第三阶段：95 ℃延伸 15 s，60 ℃延伸 60 s，

95 ℃延伸 15 s，1次循环。使用ABI Stepone Plus软

件读取各PCR反应的Ct值。计算公式：2-∆∆Ct计算基

因的相对表达量[25]，设置3次生物学重复。

1.6 脱落酸含量检测

选择着色香葡萄及其同源四倍体紫秋香葡萄的

1年生扦插苗，待植株长到 8~10枚真叶时取样并放

于液氮中保存，用于检测内源脱落酸含量。用江苏

酶免实业有限公司的植物脱落酸（ABA）ELISA科

研试剂盒检测样品中内源ABA含量。

1.7 数据统计与处理

使用Excel 2021软件进行统计处理和差异显著

性分析；利用北京擎科生物科技股份有限公司的云

分析进行转录组数据分析和绘图；利用Adobe Pho-

toshop进行图片处理和美化；利用Adobe Illustrator

软件进行图版绘制。

2 结果与分析

2.1 盐胁迫对葡萄幼苗生长的影响

多倍体植株通常表现出对非生物胁迫更强的抵

御能力。紫秋香是着色香的同源四倍体，为了探究

二倍体与同源四倍体葡萄植株在盐胁迫下的耐盐性

差异，本研究通过对二倍体着色香（简写：X2）葡萄

幼苗及其同源四倍体紫秋香（简写：X4）葡萄幼苗进

行盐胁迫处理。植株表型观测发现，浇灌清水的X2

和X4葡萄幼苗均能正常生长，但是X4葡萄的叶片

长势较X2更强，叶色更深。盐胁迫7 d后，X2和X4

的葡萄幼苗均表现出盐害症状，底部叶片逐渐黄化，

但X4较X2叶片黄化的面积和数量更少；盐胁迫14 d

后，X2植株下部叶片已基本完全枯萎，丧失生理活

性，而X4植株虽有部分叶片也出现萎蔫现象，但整

体植株仍能够维持一定的生理活性（图1-A）。盐害

指数分析结果表明，X4较X2植株的盐害指数更低

（图 1-B）。X4葡萄表现出更强的耐盐能力，凸显多

倍体化在增强抗盐胁迫能力方面的作用。

2.2 盐胁迫处理葡萄叶片的RNA-Seq分析

为了探究葡萄染色体数目加倍后抵御盐胁迫的

分子基础，笔者对着色香及其同源四倍体紫秋香葡

表 1 引物序列及目的基因片段大小

Table 1 Primer sequence and target gene fragment size

基因名称

Gene name

VvTPS21

VvActin

引物序列（5′→3′）
Primer sequence (5′→3′)

F:AACTCTGCTATGCGGCACTCTTA

R:CTTTGTTGCTATTTCTCCCATTCC

F:GATTCTGGTGATGGTGTGAGT

R:GACAATTTCCCGTTCAGCAGT

目的片段大小

Target frag-
ment size/bp

257

168
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均值 20 69.54
10 52.5

7 14 误差线 P值
X2 22.04 67.5 2.041241 2.041241 0.008
X4 12.04 54.54 2.041241 2.041241 0.001
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萄叶片在盐胁迫下的转录组数据进行比较分析。样

品（N2X：盐处理后的X2材料；N4X：盐处理后的X4

材料）每组3个生物学重复，共12个样品。为了获得

高质量数据，对 12个文库进行处理，测序产出 raw

data 后，对其进行筛选过滤，剔除质控不合格的

reads，保证进入后一步分析 reads的质量良好。经统

计，12个文库的Q30碱基百分比均在 95.36%以上，

GC含量在 44.72%以上，表明测序数据具有较高的

精准度，可用于下一步分析（表2）。

2.3 差异表达基因分析

将样品的Clean Reads与指定的参考基因组进

行序列比对，比对率均在91.2%以上，表明比对效率

较高，可进行后续分析。基于基因火山图观察 4个

分组之间差异基因的整体分布情况。研究结果表

明，与清水CK相比，盐处理的X4中，2427个基因上

调，2875个基因下调（图2-A），而在X2中，2508个基

因上调，1223个基因下调（图2-B）。在清水CK条件

下，X4中 1419个基因下调，2966个基因上调（图 2-

C）。盐处理后，将X2与X4进行比较，发现658个基

因下调，232个基因上调（图 2-D）。综上所述，染色

体数目加倍及盐胁迫处理均能引起葡萄中基因表达

水平发生变化。其中，N4X与X4的差异表达基因总
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A. 表型分析；B. 盐害指数比较。柱状图数据表示均值±标准差；**表示在 P＜0.01 水平差异极显著。下同。

A. Phenotypic analysis; B. Comparison of salt damage index. Data are presented as mean ± standard deviation. ** indicates a highly significant dif-

ference at P＜0.01. The same below.

图 1 不同材料在盐胁迫和清水处理 7 和 14 d 后的表型和盐害指数

Fig. 1 Comparison of phenotypes and salt injury indices of different materials after 7 d and 14 d of salt stress and clear

water treatment
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表 2 测序数据质量产出统计

Table 2 Quality output statistics of sequencing data

样本

编号

Sample

X2_1

X2_2

X2_3

X4_1

X4_2

X4_3

N2X_1

N2X_2

N2X_3

N4X_1

N4X_2

N4X_3

原始测序序列

的 reads 总数

Raw reads

47 895 402

46 034 142

45 293 276

41 789 104

39 960 368

38 195 776

43 041 260

46 735 586

42 228 184

45 439 618

41 006 966

47 473 938

原始测序序列

的碱基总数

Raw bases

7 184 310 300

6 905 121 300

6 793 991 400

6 268 365 600

5 994 055 200

5 729 366 400

6 456 189 000

7 010 337 900

6 334 227 600

6 815 942 700

6 151 044 900

7 121 090 700

测序序列过滤后

的 reads 总数

Clean reads

45 739 872

43 755 772

43 201 622

39 995 640

37 947 942

36 442 296

40 998 390

44 756 856

40 415 926

43 509 054

39 241 194

45 461 026

测序序列过滤后

的碱基总数

Clean bases

6 801 661 700

6 500 398 654

6 437 806 281

5 951 566 801

5 622 271 545

5 410 602 702

6 088 166 798

6 658 212 281

6 004 688 645

6 450 950 626

5 817 272 562

6 731 457 881

数据有效率

Effective
rate/%

94.67

94.14

94.76

94.95

93.80

94.44

94.30

94.98

94.80

94.65

94.57

94.53

GC
含量

GC/%

45.57

45.13

45.41

44.81

45.27

45.23

45.76

45.56

45.31

44.72

45.29

45.14

Phred 值大于 20 的

碱基数占总碱基数

Q20/%

99.37

99.37

99.32

99.34

99.30

99.29

99.35

99.42

99.32

99.39

99.36

99.32

Phred 值大于 30 的

碱基数占总碱基数

Q30/%

95.76

95.79

95.50

95.61

95.40

95.36

95.64

96.08

95.47

95.89

95.67

95.46

A. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X4 的差异表达基因；B. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X2 的差异表达基因；C. 清水 CK 条件下，X4 的差异表

达基因；D. 盐胁迫条件下，X4 的差异表达基因。

A. Compared with CK in clean water, the differentially expressed genes of X4 under salt stress; B. Compared CK in clean water, differentially ex-

pressed gene of X2 under salt stress; C. Differentially expressed gene of X4 under CK in clean water; D. Differentially expressed gene of X4 under

salt stress.

图 2 差异表达基因的火山图

Fig. 2 Volcanic diagram of differentially expressed genes
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数为 5302个，数量多于N2X与X2相比总数（3137

个基因），这表明倍性效应可能引起盐胁迫下葡萄基

因表达水平的变化。

2.4 GO富集分析

为了探究盐胁迫前后多倍体葡萄差异表达基

因的具体功能，笔者对X2和X4葡萄在对照和盐胁

迫环境下的差异表达基因进行了Go term基因功能

富集分析。选取差异基因中比较有代表性的 20个

GO注释，包含生物过程（biological process，BP）、细

胞成分（cellular component，CC）和分子功能（mo-

lecular function，MF）三个部分。分析结果表明，与

清水对照相比，盐胁迫下X2和X4（图 3-A~B）葡萄

的差异表达基因，以及盐胁迫下X2和X4差异表达

基因（图 3-C），显著富集的GO功能条目具有一定

A. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X2 的 GO 分析；B. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X4 的 GO 分析；C. 盐胁迫条件下，与 X2 相比，X4 的 GO 分析。

A. GO analysis of X2 under salt stress compared with CK in clean water; B. GO analysis of X4 under salt stress compared with CK in clean water;

C. GO analysis of X4 under salt stress compared with X2.

图 3 差异基因的 GO 功能富集分析

Fig. 3 GO function enrichment analysis of differential genes

总
数

C
ou

nt

400

300

200

100

0

总
数

C
ou

nt
总
数

C
ou

nt

1500

1000

500

0

1500

1000

500

0

刘新美，等：盐胁迫下着色香与其同源四倍体葡萄紫秋香的转录组比较分析及耐盐基因VvTPS21初步鉴定 2411



果 树 学 报 第43卷

A

C

B

X2 VS N2X X4 VS N4X

N2X VS N4X

A

C

B

X2 VS N2X X4 VS N4X

N2X VS N4X

A

C

B

X2 VS N2X X4 VS N4X

N2X VS N4X

A

C

B

X2 VS N2X X4 VS N4X

N2X VS N4X

C

N2X vs N4X

次生代谢物的生物合成Biosynthesis of secondary metabolites
半乳糖代谢Galactose metabolism

植物激素信号转导Plant hormone signal transduction
淀粉和蔗糖代谢Starch and sucrose metabolism

氨基糖和核苷酸糖代谢Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
碳代谢Carbon metabolism

氨基酸的生物合成Biosynthesis of amino acids
半胱氨酸和蛋氨酸代谢Cysteine and methionine metabolism

MAPK信号通路-植物MAPK signaling patlway-plant
植物-病原体相互作用Plant-pathogen interaction

谷胱甘肽代谢Glutathione metabolism
酪氨酸代谢Tyrosine metabolism

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢Alanine, aspartate and glutamate metabolism
精氨酸和脯氨酸代谢Arginine and proline metabolism

甘油脂类代谢Glycerolipid metabolism
氰基氨基酸代谢Cyanoamino acid metabolism

类黄酮生物合成Flavonoid biosynthesis
β-丙氨酸代谢Beta-Alanine metabolism

苯丙氨酸代谢Phenylalanine metabolism
托品烷、哌啶和吡啶生物碱生物合成

Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis

差异Diff

数量 Count

P值 P value

A. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X2 的 KEGG 分析；B. 与清水 CK 相比，盐胁迫下 X4 的 KEGG 分析；C. 盐胁迫条件下，与 X2 相比，X4 的

KEGG 分析。

A. KEGG analysis of X2 under salt stress compared with CK in clean water; B. KEGG analysis of X4 under salt stress compared with CK in clean

water; C. KEGG analysis of X4 under salt stress compared with X2.

图 4 差异基因的 KEGG 功能富集分析

Fig. 4 KEGG function enrichment analysis of differential genes

的相似性，但是四倍体葡萄基因富集数量明显多于

二倍体葡萄。在BP模块中，差异基因主要富集于

防御反应（defense response）和脱落酸响应（re-

sponse to abscisic acid）等路径；在CC模块中，差异

基因主要富集于细胞核；在MF模块中，差异基因

主要富集在与特定蛋白和ATP结合方面。上述富

集特征表明，葡萄可能通过以上生物学路径响应

盐胁迫，富集基因数目的差异和基因表达趋势的

不同可能是造成不同倍性葡萄耐盐性差异的重要

因素。

2.5 KEGG富集分析

为了进一步探究盐胁迫下二倍体和四倍体葡萄

差异基因的生物学功能，进行了基于通路（pathway）

的KEGG（kyoto encyclopedia of genes and genomes）

富集分析。分析结果显示，与清水对照相比，盐胁迫

下X2葡萄中差异基因在代谢通路表现出丰富的富

集特征，其中涉及次生代谢物的生物合成途径的基

因数量较多（图 4-A）。与清水对照相比，盐胁迫下

X4葡萄中差异基因除富集于次生代谢物的生物合
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图 5 差异基因的韦恩图

Fig. 5 Venn diagram of differential genes

B）。盐胁迫下，与X2相比，X4葡萄差异基因的代谢

通路富集于半乳糖代谢途径（图4-C）。以上分析结

果为解析二倍体和四倍体葡萄响应盐胁迫差异的分

子机制提供了方向。

2.6 葡萄幼苗的耐盐相关基因鉴定

根据盐胁迫下不同倍性葡萄的差异表达基因情

况，对盐处理前后的基因进行韦恩图分析。结果显

示，在盐胁迫下，X2葡萄特异性诱导表达的基因为

2139个；X4葡萄为3710个；二者共有的差异表达基

因为1592个，这些基因可能在X2和X4中发挥相似

的功能。去除共有基因后，两种葡萄盐胁迫差异表

达基因谱中仍存在468个共同基因（图5），这些基因

的表达量可能在盐胁迫下因葡萄材料倍性不同而发

生较大的变化。

为了进一步探究X2与X4葡萄在盐处理后的基

因表达特征，筛选了盐胁迫下X2和X4葡萄中 100

个显著上调或下调表达的差异表达基因，根据各样

本的基因表达量将这 100个基因绘制聚类热图（图

6）。在盐胁迫下，361 个基因在 X2 葡萄中差异表

达，而在X4葡萄中的表达水平无明显变化。例如，

在X2葡萄中，参与调节蔗糖合成的基因 gene：Vit-

vi04g00646 表达显著上调，类黄酮生物合成基因

gene：Vitvi02g01227 表达显著下调。这 361 个基因

中有 22 个转录因子，包括 WRKY、MYB、AP2/ERF、

LBD等基因家族。其中，参与调控渗透胁迫的转录

因子 MYB108（gene:Vitvi05g00166）显著上调表达，

提高了约10倍。盐胁迫下，在X4葡萄中发现892个

高响应基因，而这些基因在X2葡萄中的表达水平无

明显变化。例如，参与氧化应激的基因 gene:Vit-

vi05g00342表达水平显著上调，调控MAPK级联反

应的基因gene:Vitvi06g00155表达显著下调。这892

个基因中有 45 个转录因子，包括 MYB、AP2/ERF、

bHLH、bZIP等基因家族。其中，参与渗透胁迫的转

录因子bHLH71（gene：Vitvi02g00709）在盐胁迫下表

达水平显著降低，较对照降低约92.24%。在盐胁迫

条件下，比较X2和X4葡萄之间的差异基因，641个

基因表达显著上调，1156个基因表达显著下调。例

如，参与调节盐胁迫的基因gene：Vitvi04g00352表达

水平上调约 3.6倍，而响应脱落酸的基因 gene：Vit-

vi02g01406 下调表达约 97.01%。基于上述研究结

果，笔者推测X2和X4葡萄可能通过不同的基因调

控网络及信号转导途径响应盐胁迫，导致耐盐性表

现不同。

2.7 葡萄TPS基因筛选及VvTPS21的qRT-PCR验

证

KEGG富集分析结果显示，盐胁迫下X2和X4

葡萄中蔗糖代谢通路均显著富集。萜烯合酶 TPS

基因家族与植物糖类代谢密切相关，并且在抵御盐

胁迫上具有重要调控作用[15-17]。本研究基于转录组

数据对 TPS基因进行筛选，结果表明在盐胁迫下，

X2有 4个显著差异表达的TPS基因，其中 2个上调

表达，2个下调表达；而X4则有 8个显著差异表达

的 TPS基因，其中 3个上调表达，5个下调表达。3

个差异表达的 TPS 基因为 2 个葡萄品种共有（表

3）。其中，VvTPS21（gene:Vitvi18g02446）基因在盐

胁迫下，于X4葡萄中上调表达 11倍，而在X2葡萄

中下调表达约 79.64%，表现出明显的多倍化效应，

针对该基因进一步进行 qRT-PCR试验验证。试验

刘新美，等：盐胁迫下着色香与其同源四倍体葡萄紫秋香的转录组比较分析及耐盐基因VvTPS21初步鉴定 2413
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红色圆点标记的基因为上述结果中分析基因。

Genes marked by red dots are those analyzed in the results mentioned above.

图 6 差异基因的表达聚类分析

Fig. 6 Expression cluster analysis of differential genes
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A. 盐胁迫下 X2 葡萄叶片中 VvTPS21 的相对表达量；B. 盐胁迫下 X4 葡萄叶片中 VvTPS21 的相对表达量；C. VvTPS21 基因启动子区

（-1000 bp）的 ABRE 顺式作用元件；D. 自然状态下 X2 和 X4 葡萄叶片中内源脱落酸含量。

A. The relative expression of VvTPS21 in the leaves of X2 grape under salt stress; B. The relative expression of VvTPS21 in the leaves of X4 grape

under salt stress; C. ABRE cis-acting element in the promoter region (-1000 bp) of VvTPS21 gene; D. The content of endogenous abscisic acid in the

leaves of X2 and X4 grapes in natural state.

图 7 葡萄 VvTPS21 基因的 qRT-PCR 验证及启动子分析

Fig. 7 qRT-PCR validation of the VvTPS21 gene in grapes and promoter analysis

表 3 VvTPS 基因差异表达分析

Table 3 Differential expression analysis of VvTPS genes
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结果表明在盐胁迫下，X4 中 VvTPS21 相对表达量

增加，处理 24 h后相对表达量最高；X2中相对表达

量则相反，呈现下降趋势，在处理 12 h时相对表达

量最低（图 7-A~B）。qRT-PCR 试验结果与 RNA-

Seq测序结果趋势一致，进一步表明了RNA-Seq测

序结果较为可靠。在盐胁迫下，VvTPS21在不同倍

性葡萄品种中表达水平存在较大差异，推断

VvTPS21 在四倍体葡萄的耐盐性增强中发挥重要

作用。分析VvTPS21基因启动子序列，发现其存在

参与脱落酸反应的顺式作用元件ABRE（图 7-C），

并且 X4 中内源脱落酸含量极显著高于 X2（图 7-

D）。因此，推测四倍体葡萄中 VvTPS21 可能通过

响应脱落酸信号提高耐盐性，但其具体的耐盐分子

机制仍有待进一步研究。
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3 讨 论

转录组测序（RNA-seq，RNA sequencing）是利

用高通量测序技术，对特定组织或细胞在某种状态

或处理条件下的所有mRNA进行测序，进而定量分

析基因在相应生理过程中的表达水平[26]。通过转录

组数据分析获得茄子响应盐胁迫的转录因子和离子

转运蛋白[27]。大量研究表明，多倍体植株通常较二

倍体植株表现出更强的耐盐性以及更健壮的生长状

态。例如，在高浓度（200 mmol·L-1）盐胁迫下，与二

倍体相比，四倍体芜菁的发芽率更高且幼苗长势更

健壮，耐盐性更强[28]。四倍体泡桐的耐盐性显著高

于二倍体，通过转录组分析发现其体内抗盐相关基

因的表达水平发生了显著变化[29]。四倍体柑橘可能

通过提高参与激素信号转导的基因表达水平显著增

强耐盐性[30]。目前，葡萄在倍性效应下具体哪些基

因影响耐盐性还研究较少。笔者以二倍体葡萄着色

香（X2）和四倍体葡萄紫秋香（X4）为试验材料，通过

模拟盐胁迫并观察表型变化以评价其耐盐性差异。

试验结果表明，X4 葡萄的耐盐性显著多于 X2 葡

萄。这一结果与其他多倍体植物对非生物胁迫耐受

性增强的研究报道高度一致，如小麦、拟南芥、黑槐

等[31-33]。为了深入解析四倍体葡萄耐盐性增强的分

子机制，利用转录组测序探究盐胁迫下不同倍性葡

萄叶片转录组水平的差异。试验结果表明，盐胁迫

下X4葡萄的差异表达基因数量显著多于X2葡萄。

Go term和KEGG通路富集分析结果显示，两种葡萄

差异基因富集的功能条目具有一定的相似性，但在

富集基因的数量上存在明显差异。推测差异表达基

因数量上的差异可能是导致X4葡萄耐盐性强于X2

葡萄的关键因素。这一发现为深入探究葡萄倍性效

应与耐盐性之间的内在联系提供了新的视角。

前人在葡萄中共鉴定出 65个 TPS基因家族成

员，并且在启动子区域识别出大量响应植物激素、生

物及非生物胁迫的顺式作用元件[34]。研究表明，在

葡萄（Vitis vinifera L.）中 ，VvTPS05、VvTPS07 和

VvTPS09基因表达量在高浓度（0.6%）盐胁迫时出现

了一定程度升高，与葡萄的耐盐性之间存在紧密联

系[35]。笔者根据转录组数据，对葡萄VvTPS基因进

行筛选分析，筛选出显著差异表达的VvTPS21基因，

该基因在X4葡萄中表达水平显著上调，而在X2葡

萄中显著下调。为了进一步验证转录组数据的准确

性和可靠性，利用qRT-PCR试验进行验证，VvTPS21

基因在X4葡萄中显著上调表达，并且在盐处理24 h

时该基因相对表达水平达到最高。VvTPS21启动子

存在参与脱落酸反应的作用元件且紫秋香葡萄叶片

中内源脱落酸含量更高。因此，推测VvTPS21基因

在多倍体葡萄响应盐胁迫中可能通过脱落酸信号通

路发挥重要作用，但具体耐盐机制还有待进一步研

究。

4 结 论

同源四倍体葡萄紫秋香较二倍体葡萄着色香耐

盐性更强。紫秋香葡萄响应盐胁迫的差异表达基因

数量更多，两种葡萄差异表达基因富集的GO功能

条目和KEGG通路基本相似，但紫秋香葡萄在20个

GO功能条目以及植物激素信号转导途径中富集的

基因数量均明显多于二倍体葡萄。VvTPS21在四倍

体葡萄中受盐胁迫诱导显著上调表达，该基因可能

通过响应脱落酸信号增强四倍体葡萄的耐盐性。
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