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摘要: 温度是调控植物生长发育和代谢产物积累的重要因素。为了研究温度调控蒙古黄芪次生代谢产物积累的分子机制, 
本文基于转录组测序结果对常温和低温组的蒙古黄芪幼苗基因表达水平进行对比分析。结果表明: 相对于常温组, 低温组

差异表达基因共3 896个, 其中表达上调和下调的基因数目分别为2 420和1 476个。关键基因差异表达分析显示, 低温组异

黄酮代谢途径中大部分关键基因表达量都显著上调, 而植物激素合成转导途径中的关键基因表达模式各有不同。由此可

见, 低温胁迫能够促进蒙古黄芪中部分药用成分的合成, 同时能改变部分内源植物激素的合成和转导, 从而使其更好的适

应低温环境。
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蒙古黄芪[Astragalus membranaceus Bge. var. 
mongolicus (Bge.) Hsiao]是我国最重要的中药材之

一, 有广泛的生理和药理活性, 能增强机体免疫力, 
清除自由基, 在保护心肌细胞、增强心肌活力、

抗肿瘤等方面有广泛应用 (陈国辉和黄文凤

2008)。黄芪皂苷(主要是黄芪甲苷)和黄芪异黄酮

(主要为毛蕊异黄酮及其糖苷)是衡量蒙古黄芪质

量优劣的标准, 其含量高低与黄芪药材的品质密

切相关(刘靖等2011; 张蔷等2012)。然而, 不同产

地的蒙古黄芪药用有效成分的差异很大, 具有明

显的道地性(梁瑾等2013; 王雪洁等2011)。山西为

蒙古黄芪的主产地之一, 黄芪品质居全国首位(刘
亚明等2001), Ma等(2002)曾报道了山西的蒙古黄

芪中毛蕊异黄酮及其糖苷的含量随季节的变化情

况, 这两种化学成分在气温最高和光照最强的7月
含量最低, 而在9~10月含量最高, 推测这两个月份

的温度差异可能对次生代谢产物积累有较大的影

响。Pan等(2015)发现, 蒙古黄芪转移至低温后, 毛
蕊异黄酮含量显著提升。因此, 适当的低温处理很

可能是提高蒙古黄芪有效成分的重要因素。

据文献报道, 适当低温对于植物生长以及代

谢产物的积累非常重要(Blackshaw和Entz 1995; 李
小康2011)。但目前关于低温对于植物, 特别是药

用植物的次生代谢产物合成调控的分子机制研究

却鲜有涉及。本研究中我们以培养100 d的蒙古黄

芪幼苗为材料, 低温胁迫(6°C)处理组做为实验组, 
正常温度(20°C)处理组为对照组, 利用Illumina 
Hiseq2000进行转录组测序分析, 旨在探究低温胁

迫调控蒙古黄芪生长发育和次生代谢产物合成的

分子机制。这些研究将为稳定和控制蒙古黄芪药

材质量提供科学依据, 也为今后利用植物基因工

程技术提高蒙古黄芪的品质奠定理论基础。

材料与方法

1  材料

本研究实验材料为20°C盆栽培养100 d的蒙古

黄芪[Astragalus membranaceus Bge. var. mongolicus 
(Bge.) Hsiao]幼苗。为了消除个体差异, 我们选择

长势相近且良好的蒙古黄芪随机分为实验组和对

照组。实验组移动至6°C环境中进行低温处理, 对
照组维持在20°C培养环境, 并于12 h时选取实验组

和对照组中各5株植株混合后速冻保存于–80°C。                                                                  
2  方法

2.1  RNA的提取和质量检测

使用Trizol试剂RNA提取试剂盒(Invitrogen公
司, 卡尔斯巴德, CA, 美国)分别提取实验组和对照

组总RNA, 并用Bioanalyzer 2100及Agilent RNA 
6000 Nano Kit对总RNA的完整性和纯度进行分析。

2.2  cDNA文库构建与转录组测序

cDNA文库由杭州联川生物科技有限公司承

担构建, 库检合格的文库用Illumina Hiseq2000进行

测序, 测序读长为单端50 bp。
2.3  测序数据分析

将原始数据去除垃圾序列后, 获得有效数据

clean reads。使用Bowtie软件将clean reads与目标

黄芪转录组数据库进行比对(Chen等2015), 得到
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mapped data。使用RPKM值度量基因表达的丰度

值, 用于差异表达量的确定与分析。将差异表达

基因分别与GO、KEGG、Swiss-Prot、Nr、Pfam
数据库比对, 进行基因的功能、类别, 以及所在通

路的注释。使用Perl语言及R语言对后续数据进行

生物信息学分析及绘图展示。

实验结果

1  RNA提取质量检测

经Bioanalyzer 2100及Agilent RNA 6000 Nano 
Kit对总RNA的完整性和纯度进行分析后, 得到实

验组(6°C, 12 h)和对照组(20°C, 12 h)的RIN值, 
rRNA 28S/18S值, OD260与OD280比值(表1)。根据表

达谱文库建立的RNA质量评定标准, RIN值≥7, 
rRNA 28S/18S≥0.7 同时OD 260/280≥1.8的样品完整

度和纯度符合建库要求。对两组样品总RNA进行

质量评价, 所有指标均符合建库标准。

表1  总RNA质量评测结果

Table 1  The quality evaluation of total RNA

  处理     总质量/µg          RIN      rRNA 28S/18S    OD260/280

实验组 24.13 8.2 1.6 2.10
对照组 23.75 8.2 1.6 2.13

表2  表达谱测序质量和产量分析

Table 2  Quality and yield analysis of digital gene expression profile

  处理    raw reads数   clean reads数   ≥Q30/%     CG含量/%       比对到参考转录组的reads数/比对率 总unigene数

对照组 11 438 348 11 433 579 96.39 42.88 10 390 077/90.87% 186 324
实验组 11 851 505 11 835 907 96.37 42.26   1 068 377/90.27% 186 324

2  测序数据的组装与质量分析

通过高通量测序仪获得原始数据, 统计原始

测序量。结果显示, 碱基质量超过Q30的比例均在

95%以上, 且CG含量均在50%左右, 说明测序组装

效果较好, 符合后续分析要求。对组装结果符合

要求的原始数据进行预处理, 得到clean reads。对照

组和实验中, clean reads分别占原始reads (raw reads)
的99.87%和99.96%, unique reads占原始reads数的

99.55%和99.69%, 也表明表达谱文库构建和测序

质量较高。

使用Bowtie软件将得到的clean reads与实验

室已有的蒙古黄芪转录组数据库(Chen等2015)进
行比对。结果显示, 两组样品均有90%以上的reads
能匹配至参考序列, 说明测序精度较高。各样品

的数据如表2所示。

3  差异表达基因的筛选和注释

使用RPKM法计算基因表达水平(Mortazavi等
2008), Fold Change表示实验组与对照组RPKM比

值, 将|Fold Change|≥2, P–value<0.05的基因定义

为差异表达基因。以此标准筛选到的低温胁迫下

差异表达基因共3 896个, 其中表达上调和表达下

调的基因数目分别为2 420和1 476个。

将差异表达基因分别与GO、KEGG、Swiss-

Prot、Nr以及Pfam数据库进行比对和注释。统计

结果显示, 差异表达的3 896个基因中, 比对到GO
数据库中的有1 484个, KEGG数据库中的有457个, 
Swiss-prot数据库有1 708个, Nr数据库有2 757个, 
Pfam数据库有2 079个。

3.1  差异表达基因的GO富集分析

差异表达基因进行GO富集分析, 结果显示,  
1 484个GO注释的差异表达基因富集到了235个GO
条目下。根据GO功能不同, 显著富集的GO条目分

为细胞组分、基因分子功能、生物过程三大类, 每
大类功能下分别包含27、97、111个GO条目。

对每大类GO功能下的主要条目进行统计(图
1), 结果显示, 在生物过程类功能中, 差异表达基因

主要涉及盐胁迫应答、运输、胁迫应答、翻译、

脱落酸刺激应答等生物过程; 在细胞组分功能中, 
差异表达基因主要分布于胞外区域、细胞壁、植

物型细胞壁、核糖体等条目; 在分子功能中, 差异

表达的基因则在蛋白质丝氨酸/苏氨酸激酶活性、

氧化还原酶活性、协同转运载体活性等功能中有

显著富集。

对富集的GO功能进行进一步分析后发现(图
2), 类黄酮化合物合成、入核转运、植物激素应
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图2  差异表达基因GO富集散点图

Fig.2  Scatter plot for GO enrichment results
散点图中, 横坐标代表富集指数, 数值越大说明富集程度越高, 纵坐标代表富集程度的可靠性, 数值越小说明可靠程度越高, 图4同此。

图1  差异表达基因GO富集分类统计图

Fig.1  GO enrichment analysis classification of differentially expressed genes (DEGs)
纵坐标表示指定GO条目下差异表达基因数与全部基因数的比值。
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答、胁迫应答等功能显著富集程度以及可信度较

高, 说明这些功能的差异表达基因在蒙古黄芪低

温胁迫应答中发挥重要作用。

3.2  差异表达基因的KEGG富集分析

在KEGG数据库中对差异表达基因进行功能

注释和分类, 457个有KEGG注释的差异表达基因

共分布在206个不同的KEGG代谢通路中。206条
通路分析显示, 差异表达基因主要集中在次生代

谢产物合成、氨基酸代谢、碳水化合物代谢、能

量代谢、脂质代谢、外源性物质的生物降解和代

谢、环境适应这几大类代谢通路中(图3)。
进一步对KEGG通路进行富集分析, 统计得到

低温胁迫下显著富集KEGG通路共有14条(图4), 可
分为七大类: (1)植物初生代谢相关通路, 包括戊糖

和葡萄糖醛酸酯互变、亚油酸和α-亚麻酸代谢; 
(2)植物次生代谢相关通路, 包括苯丙氨酸代谢、

吲哚生物碱的生物合成、黄酮和黄酮醇类化合物

生物合成、异喹啉(类)生物碱生物合成以及油菜

素类固醇合成; (3)能量代谢相关通路, 包括光合作

用和甲烷代谢; (4)细胞生长和死亡相关通路, 主要

涉及细胞凋亡过程; (5)环境适应相关通路, 主要涉

及植物昼夜节律调节; (6)外源物质的降解和生物

代谢; (7)细胞群落相关通路, 主要涉及细胞间隙连

接。从图4的富集散点图能清楚地发现, 低温胁迫

下, 大部分次生代谢途径以及生物昼夜节律相关

的功能基因有显著富集, 说明这些途径中的基因

对于低温胁迫的响应更为快速。

3.3  关键基因的差异表达分析

3.3.1  低温胁迫对黄芪次生代谢途径中关键基因

的影响

由KEGG功能分类统计结果(图3)可知, 差异

表达基因主要分布在次生代谢产物合成、氨基酸

代谢、碳水化合物代谢、脂质代谢等功能的

KEGG通路中。对这几大类KEGG通路内的差异

表达基因数量和表达情况进行统计(表3), 结果显

示, 我们关注的大部分通路中上调基因的数量几

乎都多于下调基因的数量。

黄酮代谢和萜类代谢是蒙古黄芪最重要的两

条次生代谢途径, 能产生多种重要的药用成分。

统计结果显示, 在黄酮和黄酮醇类化合物生物合

成、类黄酮生物合成、萜类化合物骨架生物合成

等KEGG通路中, 上调基因数全部多于下调基因

数, 说明低温胁迫能显著提高这些次生代谢产物

合成途径中大部分基因的表达量。

图3  差异表达基因的KEGG功能分类统计图

Fig.3  KEGG function classification of differentially expressed genes
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统计分析黄酮代谢和萜类代谢途径中关键酶

的编码基因表达情况(表4), 结果显示, 在低温胁迫

下 ,  类黄酮代谢途径中限速酶苯丙氨酸解氨酶

(phenylalanine ammonia-lyase, PAL)、4-香豆素辅

酶A (4-coumarate:CoA ligase, 4CL)、查尔酮合成

酶(chalcone synthase, CHS)、异黄酮合酶(isoflavone 
synthase, IFS)基因表达量显著增加; 三萜代谢途径

上游的2C-甲基-D-赤藓醇2,4-环焦磷酸合成酶

(2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate syn-
thase, ISPF)基因表达量也上调, 只有下游关键基因

环阿屯醇合成酶(cycloartenol synthase, CAS)基因

表达量相对下降。这些结果说明, 低温胁迫条件

下, 异黄酮的合成量提升, 而三萜代谢途径虽然上

下游基因的调控方向不同, 但也受到了低温显著

的影响。

3.3.2  低温胁迫对黄芪内源激素合成和代谢关键

基因的影响

植物内源性激素除了调控植物的正常生长发

育, 还参与到了植物对于逆境胁迫的响应。在研究

低温对于黄芪内源激素相关基因表达影响时发现, 不

同激素的合成代谢基因有着不同的表达模式(表5)。
在生长素信号途径中, 吲哚乙酸酰胺合成酶3.5 

(gretchen hagen 3.5, GH3.5)和3.6 (GH3.6)、极性运

输内输载体(auxin transporter-like protein 2, LAX2)、
输出载体(auxin efflux carrier component 1c, PIN1C)
基因表达量上调, 而其合成途径中的关键酶吲哚-3- 
乙酰醛氧化酶(indole-3-acetaldehyde oxidase, AO2)
基因表达量相对下调。在赤霉素信号途径中, 介
导赤霉素失活的赤霉素双加氧酶7 (gibberellin 2-beta- 
dioxygenase 7, GA2OX7)基因表达量上调, 合成途

径中的限速酶赤霉素20-氧化酶1 (gibberellin 20 
oxidase 1, GA20OX1)基因表达下调。在乙烯信号

途径中, 促进乙烯合成的氨基环丙烷羧酸氧化酶

(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase1, 
ACO1)基因、转导过程中的乙烯正调控因子(ethylene- 
insensitive 2, EIN2)、乙烯响应因子4 (ethylene- 
responsive transcription factor 4, ERF4)、乙烯响应

因子7 (ethylene-responsive transcription factor 7, 
ERF7)基因表达量在低温组中都有显著上调, 而转

导负调控因子组成型三重反应蛋白1 (constitutive 

图4  差异表达基因的KEGG通路富集散点图

Fig.4  Scatter plot for KEGG enrichment results
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表3  部分KEGG途径中差异表达基因调控情况及数量统计

Table 3  Quantitative statistics analysis and regulation of DEGs in the selected KEGG pathways

 KO编号                          通路名称                        通路描述   下调                      上调

ko00360 苯丙氨酸代谢 氨基酸代谢 3 13
ko00270 半胱氨酸和甲硫氨酸代谢 氨基酸代谢 2 13
ko00350 酪氨酸代谢 氨基酸代谢 1 5
ko00380 色氨酸代谢 氨基酸代谢 2 4
ko00330 精氨酸和脯氨酸代谢 氨基酸代谢 3 2
ko00480 谷胱甘肽代谢 氨基酸代谢 1 7
ko00460 氰基氨基酸代谢 氨基酸代谢 2 4
ko00944 黄酮和黄酮醇类化合物生物合成 次生代谢产物合成与代谢 1 7
ko00901 吲哚生物碱生物合成 次生代谢产物合成与代谢 1 6
ko00950 异喹啉生物碱生物合成 次生代谢产物合成与代谢 1 3
ko00940 苯丙烷生物合成 次生代谢产物合成与代谢 4 17
ko00945 芪类化合物的合成 次生代谢产物合成与代谢 1 8
ko00941 类黄酮生物合成 次生代谢产物合成与代谢 0 5
ko00906 类胡萝卜素生物合成 次生代谢产物合成与代谢 0 6
ko00900 萜类化合物骨架生物合成 次生代谢产物合成与代谢 0 5
ko00903 柠檬烯和松萜降解 次生代谢产物合成与代谢 1 8
ko00100 类固醇生物合成 次生代谢产物合成与代谢 1 3
ko00040 戊糖和葡萄糖醛酸酯互换 碳水化合物代谢 2 9
ko00520 氨基糖和核苷酸糖代谢 碳水化合物代谢 0 9
ko00500 淀粉和蔗糖代谢 碳水化合物代谢 3 16
ko00010 糖酵解 碳水化合物代谢 1 5
ko00620 丙酮酸代谢 碳水化合物代谢 3 4
ko00592 α-亚麻酸代谢 脂质代谢 3 12
ko00591 亚油酸代谢 脂质代谢 2 5
ko01040 不饱和脂肪酸生物合成 脂质代谢 3 2
ko00564 甘油磷脂 脂质代谢 1 4

表4  蒙古黄芪次生代谢途径中关键基因的表达

Table 4  Expression data of key genes in secondary metabolic pathway of A. membranaceus

基因编号 基因名称                 表达情况        基因注释
                      表达量 

     低温组 对照组

p26079.1 CAS 下调 环阿屯醇合酶 3.94 66.11
p64074.1 IFS 上调 异黄酮合酶 9.82 1.49
p49588.1 ISPF 上调 环焦磷酸合成酶 18.77 3.22
p49588.2 ISPF 上调 — 18.97 3.25
p58574.1 PAL2 上调 苯丙氨酸解氨酶 109.80 24.13
p72883.1 CHS3 上调 查尔酮合成酶 79.30 18.18
p72203.3 4CL5 上调 4-香豆素辅酶A 33.52 9.45
p54352.1 FLS 上调 黄酮醇合成酶 67.65 11.49

triple response 1, CTR1)基因的表达则有显著下

调。茉莉酸合成过程中的关键酶亚油酸9S-脂氧合

酶家族4 (linoleate 9S-lipoxygenase 4, LOX1.4)、亚

油酸9S-脂氧合酶家族2 (linoleate 9S-lipoxygenase 
2, LOX1.2)基因的表达量显著上调, 而与茉莉酸甲

酯合成直接相关的茉莉酸甲酯甲基转移酶(jasmonic 
acid carboxyl methyltransferase, JMT)基因也几乎只

在低温胁迫实验组中表达。这些实验数据都说明

了低温胁迫对于蒙古黄芪的内源激素合成和信号

转导有显著的影响。
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讨　　论                                     

已经有大量实验证明, 低温胁迫对植物活性

氧代谢、光合作用、呼吸作用、氮代谢、氨基酸

代谢等生理过程有显著影响(Lyons 1973; 董万鹏

等2015)。同时, 低温胁迫对植物的次生代谢产物

的累积模式的改变也发挥一定的作用(Wang等
2007)。
1  低温对于蒙古黄芪异黄酮代谢途径影响

蒙古黄芪的毛蕊异黄酮及其糖苷含量是衡量

其药用价值的关键指标, 也是异黄酮代谢途径的

重要产物。蒙古黄芪的异黄酮代谢途径是苯丙烷

类代谢途径的一个重要分支。大量研究表明, 多
数植物在遭受低温、干旱、紫外辐射以及高盐度

胁迫时, 苯丙氨酸代谢途径作为防卫系统发挥抗

逆境作用, 其中的关键基因会显著表达(Hartley和
Firn 1989)。 

PAL是负责将苯丙氨酸转化为其他次生代谢

产物的第一个酶, 被认为是黄酮类化合物合成代

谢途径中最关键的限速酶(Liu等2006)。在本研究

中, 低温组蒙古黄芪PAL的表达量是对照组的5.1

倍, 说明低温显著诱导了PAL的表达。这与成熟香

蕉和肋果沙棘中的研究结果一致(Wang等2007; 张
宏涛等2015)。

4CL是催化苯丙烷代谢总途径中最后一步反

应的酶, 催化4-香豆酸及其衍生物转化为相应的

CoA酯, 从而进入木质素、异黄酮、花青素等代谢

支路(李莉等2007)。Christie等(1994)在研究低温

对于玉米花青素代谢关键基因表达影响时发现, 6 
h低温胁迫能使得玉米幼苗中4CL转录水平大幅度

增加, 而对烟草多酚代谢的研究则发现低温能抑

制4CL的表达(杨慧芹等2015)。在本研究中, 低温

组中4CL的表达量比对照组增加了3.89倍。这些

结果说明在不同植物中低温胁迫引起4CL表达水

平的改变趋势不完全一致, 这可能与不同植物的

遗传背景以及生境差异有关, 同时也反映出, 4CL
在植物应对温度降低时的调控网络中发挥的作用

不同。

Pan等(2015)关于蒙古黄芪毛蕊异黄酮及其糖

苷积累的研究表明, 将蒙古黄芪移至低温环境时, 
IFS的表达水平有显著提升。本研究中, 低温实验

组的IFS表达量是对照组表达量的7.3倍。IFS催化

表5  蒙古黄芪内源激素合成代谢相关的关键基因表达情况

Table 5  Expression data of key genes in phytohormone metabolic and biosynthesis pathway of A. membranaceus

基因编号                  基因名称                表达情况                         基因功能
                表达量 

    低温组 对照组

p64499.2 ERF7 上调 乙烯响应蛋白-7 48.58 14.57
p63184.1 ERF4 上调 乙烯响应蛋白-4 25.13 4.79
p67699.3 ERF4 上调 乙烯响应蛋白-4 13.22 2.65
p41460.1 EIN2 上调 乙烯信号途径中的正调控组分 25.56 3.99
p66017.1 EIN2 上调 乙烯信号途径中的正调控组分 32.53 7.62
p73556.1 CTR1 下调 乙烯信号途径中的负调控组分 0.46 40.30
p60019.1 ACO1 上调 氨基环丙烷-1-羧酸氧化酶, 促乙烯合成 128.74 10.88
p76057.16 PIN1C 上调 生长素极性运输外输载体 21.03 2.55
p74188.3 LAX4 上调 生长素极性运输内输载体 20.52 4.56
p74188.2 LAX2 上调 生长素极性运输内输载体 22.71 4.15
p74188.4 LAX2 上调 生长素极性运输内输载体 20.82 3.39
p70430.1 GH3.6 上调 生长素氨基酸化合成酶, 介导生长素失活 47.57 1.33
p367486.1 GH3.5 上调 生长素氨基酸化合成酶, 介导生长素失活 31.37 3.20
p61768.1 AO2 下调 吲哚-3-乙酰醛氧化酶, 促进生长素合成 9.06 63.82
p61138.1 LOX1.4 上调 脂氧合酶, 茉莉酸合成早期基因 426.09 67.22
p73510.5 LOX1.4 上调 脂氧合酶, 茉莉酸合成早期基因 335.35 51.31
p55923.1 LOX1.2 上调 脂氧合酶, 茉莉酸合成早期基因 517.12 146.92
p73847.3 JMT 上调 茉莉酸甲酯甲基转移酶, 促茉莉酸甲酯合成 1.62 0.01
p42649.2 GA2OX7 上调 赤霉素双加氧酶7, 介导赤霉素失活 12.42 0.16
p70039.4 GA20OX1 下调 赤霉素20-氧化酶, 促赤霉素合成的关键酶 0.37 6.08
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底物柚皮素或甘草素转化为7,4′-二羟基异黄酮或

5,7,4′-三羟基异黄酮, 它是进入异黄酮合成途径的

第一个酶, 促进底物向异黄酮的合成, 也是异黄酮

途径的限速酶(Hakamatsuka等1998)。因此本研究

结果提示, 蒙古黄芪异黄酮代谢途径在低温胁迫

下得到了显著激活。

综上, 在本研究中, 苯丙氨酸代谢途径以及异

黄酮代谢途径中的关键酶基因的表达量都有显著

提升。这一方面说明, 这些代谢通路在蒙古黄芪

应对低温胁迫时发挥重要作用, 另一方面也提示, 
低温胁迫能够显著地提高异黄酮代谢途径中基因

的表达量, 从而加速蒙古黄芪中具有药用价值的

毛蕊异黄酮及其糖苷的合成积累。

2  低温对于蒙古黄芪内源激素信号途径影响

低温胁迫不仅影响黄酮类次生代谢产物的合

成积累, 对于植物内源激素的合成转导也有很大

的影响。目前越来越多的证据显示, 多种内源激

素都在植物的低温胁迫应答中发挥重要作用(丁杨

林等2015)。在蒙古黄芪中, 内源植物激素在低温

胁迫应答以及促进药用成分积累上也有一定作

用。在本研究中, 生长素以及茉莉酸合成和转导

相关基因在蒙古黄芪中的表达模式值得关注。

茉莉酸类物质作为内源信号分子在多种逆境

胁迫中也发挥了重要作用(冯孟杰等2015)。大量

的研究都证明, 低温胁迫下, 茉莉酸类物质可以抑

制活性氧的产生速率, 增加可溶性蛋白的含量, 从
而保护膜结构的完整性, 维持正常的生理代谢, 提
高植物对于低温的抗性。除此之外, 茉莉酸类化

合物也被发现可以提高PAL的表达, 从而促进苯丙

氨酸代谢(宾金华等2000; 蔡昆争等2006; 朱家红和

彭世清2006)。
在本研究中, 低温组茉莉酸合成途径中的脂氧

合酶LOX1.2和JMT表达显著提高, 说明低温胁迫

下, 蒙古黄芪的茉莉酸类化合物合成增多, 一方面

增强了蒙古黄芪的抗逆境能力, 另一方面也促进

了次生代谢产物的合成和积累。

生长素在植物的整个生命周期中发挥着重要

的调节作用, 同时也与非生物逆境胁迫有着紧密

的关系。研究发现, 低温能抑制苹果中生长素的

合成(罗慧珍等2016), 拟南芥中介导生长素失活的

GH3家族基因的高表达对于提高植株的抗冻能力

有一定作用(Park等2007)。本研究中, 低温胁迫下

蒙古黄芪中催化吲哚乙醛生成生长素的AO2显著

下调表达, 而生长素早期响应基因GH3.5、GH3.6
则显著上调, 提示蒙古黄芪内源性生长素的含量

可能在低温胁迫下相应降低, 这些与前人研究也

保持一致。

有趣的是, 大部分研究者发现, 低温主要通过

影响生长素向外运输载体PIN2、PIN3的分布从而

抑制生长素在根部的运输, 影响根的向地性生长(Shi- 
basaki等2009)。在本实验中,  PIN2、PIN3基因并

未有显著差异表达, 而PIN1C载体基因和LAX2、 
LAX4载体基因在低温组中表达也有提高。PIN1C
载体主要负责介导生长素从地上部分运输到根部并

在根部向顶运输(Blilou等2005; Wisniewska等2006; 
郑元等2013), 而LAX2、LAX4载体则是生长素极

性运输的内输载体。因此, PIN1C、LAX2、LAX4
的高表达说明低温影响了生长素在蒙古黄芪细胞

间的极性运输 ,  可能加速了生长素向根部的运

输。生长素能促进根部细胞的伸长, 而蒙古黄芪

的根部则是储藏药用成分的重要场所, 也是其最

有价值的药用部位。在本研究中低温影响了生长

素在根中的极性运输, 因而也可能在一定程度上

影响了有效药用成分的累积模式。这项结果对后

续研究生长素的极性运输与蒙古黄芪有效成分累

积的关系有很大参考价值。

综合以上分析, 我们发现, 低温胁迫能提高蒙

古黄芪异黄酮代谢途径关键基因的表达, 从而促

进有效次生代谢产物的产生。同时, 低温也能诱

导相关内源激素的合成, 促进它们在蒙古黄芪内

的信号转导, 一方面使得植株能快速适应低温, 另
一方面也能在一定程度上刺激异黄酮代谢途径关

键基因的表达。本实验通过转录组表达谱分析挖

掘出了蒙古黄芪有效化合物积累过程中的关键基

因, 并阐述了低温胁迫调控蒙古黄芪次生代谢产

物合成积累的分子机制, 对于后续进一步研究昼

夜温差调控蒙古黄芪有效成分累积的分子机制, 
科学改造基因获得更高产量的药用化合物奠定了

基础。
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Analysis of differentially expressed gene profile under chilling stress in Astrag-
alus membranaceus Bge. var. mongolicus (Bge.) Hsiao
HUA Meng-Yi*, GU Zhuo-Ya*,YIN Gan-Qiang, WANG Wei, NAN Peng**

School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200438, China 

Abstract: Temperature plays an important role in regulating the growth and development of plants as well as 
the accumulation of metabolites. To investigated the molecular mechanism of Astragalus membranaceus Bge. 
var. mongholicus (Bge.) Hsiao under chilling stress, we analyzed the seedlings under normal/low temperature 
treatment by high-throughput transcriptome sequencing. A total of 3 896 differentially expressed genes (DEGs) 
were screened out in low-temperature group compared to the normal-temperature group, among which 2 420 
genes were up-regulated and 1 476 genes were down-regulated. The DEGs involved in the isoflavonids meta-
bolic pathways were all up-regulated, indicating that the synthesis of isoflavonids increased in low temperature. 
Besides, the phytohormone relative genes showed diversed regulation variation under chilling stress, suggesting 
various functions of phytohormone in responding chilling stress. Taken together, our study found that the 
low-temperature stimulus can promote the synthesis of some pharmaceutical components in A. mongolicus and 
alter the expression profile of phytohormone to adapt to chilling environment.
Key words: Astragalus membranaceus Bge. var. mongolicus (Bge.) Hsiao; chilling stress; isoflavonids; phyto-
hormone; differentially expressed genes
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