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高 pH 胁迫下拟南芥根转录组学与网络应答* 

穆阳杰，詹玉洁，许卫锋，夏天雨† 
（福建农林大学生命科学学院，福州 350002） 

摘  要：土壤碱化是影响作物产量的重要因素。为进一步了解植物应答土壤碱化的转录调控机制，利用转录组测序技术对正

常 pH（pH 6.0）和高 pH（pH 8.0）条件下生长的拟南芥根进行全基因表达谱分析，共筛选出 1 129 个差异表达基因。基因

本体论 GO（Gene Ontology）功能注释显示，差异表达基因主要与胁迫应答、转录、细胞组织发生、运输、蛋白质代谢和信

号转导等生物学过程相关。其中，参与离子运输、细胞壁合成、钙离子信号和植物激素等过程的基因表达量发生了显著性变

化，暗示这些基因参与植物对高 pH 胁迫的响应。转录调控网络预测分析表明，花卉同源蛋白质 2/乙烯反应元件结合蛋白

AP2-EREBP（APETALA2/Ethylene-responsive element binding proteins）、髓母细胞瘤病毒致癌基因同源物 MYB（Myeloblastosis 

viral oncogene homolog）、具有高度保守结构域的转录调控因子 WRKY 和无顶端分生组织，拟南芥转录激活因子 NAC（No 

apical meristem，Arabidopsis transcription activation factor and Cup-shaped cotyledon）家族转录因子与高 pH 胁迫响应基因存在

密切的转录调控关系。本研究为植物耐碱分子机理的解析和耐碱品种的培育提供了方向和依据。 

关键词：高 pH 胁迫；转录组；调控网络；离子运输；细胞壁合成；信号传导 
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Transcriptome and Network Response of Arabidopsis Root under High pH 
Stress 

MU Yangjie, ZHAN Yujie, XU Weifeng, XIA Tianyu† 

(College of Life Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China) 

 

Abstract: 【Objective】Soil alkalinity is a widespread environmental problem that limits crop yield. Up to 831 million hectares of 

land are under salt stress on the earth, and about half are being alkalinized. Under alkali stress, plants are exposed to both salt and 

high pH. Moreover, high pH stress is a more significant factor in limiting plant growth than salt stress. High pH stress inhibits 

plant growth by imposing adverse effect on roots, such as increasing ion imbalance, disrupting cellular pH stability and 

decreasing nutrient solubility. However, it remains unknown how transcription responds to high pH stress for regulation and its 

mechanism. Therefore, this paper tries to elucidate molecular mechanism of high pH tolerances of Arabidopsis with the aid of 
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high throughput biotechnology. The research is essential to breeding high and stable yield crops. 【Method】 In recent years, high 

throughput sequencing has been rapidly developed and used in genome-wide gene expression profiling of Arabidopsis, rice and 

soybean. In this paper, a stable pH experiment system was established and transcriptional profiling of the root of Arabidopsis 

cultivated in high pH medium for 7 days was conucted using RNA-seq. Then differently expressed genes(DEGs)in response to 

high pH stress were presented and annotated. In the end, important high pH responsive genes and their putative upstream 

transcription factors were identified.【Result】The following findings were obtained. It was found that under high pH stress, 

growth of the primary root of Arabidopsis was significantly limited. Transcriptome sequencing of Arabidopsis root under normal 

pH(6.0)and high pH(8.0)were performed. Of the 1129 DEGs analyzed, 329 were identified as up-regulated genes and 800 as 

down-regulated genes. GO(Gene Ontology)functional categorization shows that these DEGs are highly related to abiotic stimulus, 

transcription, cell organizations and biogenesis, ion transport, protein metabolism and signal transduction. In addition, several 

genes were determined to be responsive to high pH identified. For example, water channel gene PIP2; 4 and PIP2; 5, Al-activated 

malate transporter gene ALMT1, K+ transporter gene HAK5 and calcium exchanger gene CAX7 were down-regulated after high 

pH treatment. Several encoding calcium binding proteins and calmodulin protein genes, such as MSS3, CBL7, CML23, CML37, 

CML38, were also down-regulated under high pH stress. Auxin responsive genes SAUR16, SAUR40, IAA4 and transport genes 

PIN5, PIN-LIKES7 and cytokinin biosynthesis genes LOG2, LOG5, LOG6, LOG9 were expressed differently under high pH stress, 

suggesting that auxin and cytokinin play important roles in response to high pH. Meanwhile, identification of 97 differently 

expressed transcription factors(DE TFs)under high pH condition was performed. These DE TFs were included in 20 TF families, 

such as AP2/EREBP, MYB, WRKY, NAC, bHLH. Then a transcriptional regulatory network between DE TFs and important high 

pH responsive genes was constructed. It was found that DE TFs belonged to AP2/EREBP, WRKY, NAC and MYB TF families, 

such as DREB2A, WRKY45, NAC045 and MYB107 acted as the hub genes in this high pH responsive network.【Conclusion】In this 

paper, a comprehensive overview was presented of the transcriptomes of Arabidopsis root under high pH stress. Among them a 

total of 1129 genes were identified as high pH responsive DEGs, and frequently involved in transcription regulation, ion transport, 

cell wall organizations, Ca2+ signaling and hormones pathway. Furthermore, regulatory relationship between the DE TFs and high 

pH responsive genes were predicted. DE TFs belongimg to AP2/EREBP, WRKY, NAC and MYB families played core roles in 

this regulatory network, suggesting that these TFs play important roles in high pH stress response in Arabidopsis. Overall, all the 

findings in this study may serve as a important theoretical basis for breeding of alkaline-tolerant crops. 

Key words: High pH stress; Transcriptome; Regulatory network; Ion transport; Cell wall synthesis; Signal transduction 

土壤盐碱化是全球旱作农区最突出的生态环境

问题，已成为影响粮食产量和粮食安全的重要限制

因素[1]。根据联合国粮食及农业/教科文组织（FAO/ 

UNESCO）提供的数据（http://www.fao.org/ag/agl/ 

agll/spush/intro.htm），全球约有 8.3 亿 hm2 的土地受

到盐胁迫的威胁，其中约 4.3 亿 hm2 的土地为碱土。

我国北方地区土壤含水量较低，土壤多呈碱性，不

合理的地下水灌溉，加剧土壤的碱化[2]。目前植物

耐盐碱的研究主要集中于盐胁迫上，而对碱胁迫特

别是高 pH 的研究较少。研究表明，碱胁迫对植物

的伤害较盐胁迫更严重、更复杂[3]。因此，研究碱

胁迫下相关基因的表达及调控网络，将是培育耐碱

新品种和减少农作物损失的重要途径之一。  

高 pH 会严重影响土壤结构，增加土壤的硝化

作用[4]，还会打破植物细胞内的电荷平衡和 pH 内稳

态，阻碍植物对水和营养物质的吸收，造成渗透胁

迫，诱导植物细胞产生活性氧，破坏细胞结构完整

性，最终破坏根的结构和功能，抑制根发育[5-7]。因

此，维持胞内的 pH 稳态和调节根外 pH 是植物抗碱

的关键所在。植物调节胞内 pH 稳态主要依赖于质

子泵 H+-ATPase[8]。定位于质膜上的 H+-ATPase 将胞

质中的 H+运输至细胞膜外；定位于液泡上的 V 型

H+-ATPase 会将胞质中的 H+运输至液泡内；此外，

质 子 共 转 运 体 或 反 向 转 运 体 （ H+-Symporter 和

H+-Antiporter）也会改变胞质内的 pH[9-10]。蛋白激

酶 PKS5（Salt overly sensitive 2-like protein kinase 5）

是质膜 H+-ATPase 的负调控因子，pks5 功能缺失突

变体由于可以泵出更多的 H+至胞外，从而表现出更
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加耐高 pH 的表型[11]。 

近几年，研究人员利用高通量测序技术细致研

究 了 小 麦 、 水 稻 以 及 大 豆 等 在 碱 胁 迫 （ 高 浓 度

NaHCO3 处理）条件下的转录表达谱[12-14]。然而，

高 pH 胁迫下植物的转录应答机制，仍然知之甚少。

本研究旨在对植物耐碱机制进行初步研究，通过本

实验室建立的 pH 表型观察系统，结合新一代高通

量测序手段-转录组测序（RNA-Seq），以期获得高

pH 胁迫响应基因以及转录调控网络，为植物耐碱分

子机理的研究以及耐碱品种的培育提供强有力的理

论依据。 

1  材料与方法  

1.1  供试材料 

实验所用拟南芥（Arabidopsis thaliana）为哥伦

比亚（Col-0）生态型，为本实验室保存的种子。 

1.2  基于固体培养基的 pH 实验体系 

预培养基的配制：称取 0.866 g MS（Murashige 

& Skoog，Caisson labs 公司），4 g 蔗糖（Sigma-Aldrich

公司），加入超纯水完全溶解后，定容至 400 mL，

NaOH 调节 pH 至 6.0，随后加入 3.2 g 琼脂（Sigma- 

Aldrich 公司）摇匀，高压灭菌。培养基冷却至 55℃，

超净工作台内于灭菌方皿（10 cm × 10 cm）中加入

培养基 50 mL，现用现配。 

对照培养基的配制：称取 0.866 g MS（Murashige 

& Skoog，Caisson labs 公司），加入超纯水完全溶解

后，定容至 400 mL，NaOH 调节 pH 至 6.0，随后加

入 3.2 g 琼脂（Sigma-Aldrich 公司）摇匀，高压灭

菌。培养基冷却至 55℃，超净工作台内于灭菌方皿

（10 cm × 10 cm）中加入培养基 50 mL，现用现配。 

高 pH 培养基的配制：称取 0.866 g MS（Murashige 

& Skoog，Caisson labs 公司），加入超纯水完全溶解

后，定容至 400 mL，NaOH 调节 pH 至 8.0，随后加

入 3.2 g 琼脂（Sigma-Aldrich 公司）摇匀，高压灭

菌。培养基冷却至 55℃，超净工作台内于灭菌方皿

（10 cm × 10 cm）中加入培养基 50 mL，现用现配。 

以上培养基灭菌采用湿热灭菌法，于全自动高

压锅（MLS-3781L，松下，日本）中 121℃灭菌 20 min。 

高 pH 胁迫处理：拟南芥 Col-0 种子氯气法灭菌

后，播种至预培养基上[1/2 MS，1%（w/v）蔗糖，

0.8%（w/v）琼脂，pH 6.0]；4℃黑暗春化 2 d，随

后转移至光照培养箱继续生长 5 d；挑选长势一致的

幼苗分别转移至对照培养基[1/2 MS，0.8%（w/v）

琼脂，pH 6.0]和高 pH 培养基[1/2 MS，0.8%（w/v）

琼脂，pH 8.0]，光照培养箱内生长 7 d，观察表型、

统计根长或取根部组织进行转录组学分析。培养条

件：14 h 光照/10 h 黑暗，湿度 60%～70%，温度

23℃/21℃。 

1.3  RNA 提取、质控和建库  

RNA 提取与质控：称取对照培养基和高 pH 培养

基上处理 7 d 的拟南芥根组织 0.1 g，TRIzol 法提取组

织总 RNA[15]，每个处理组三个生物学重复。随后用琼

脂糖凝胶电泳和超微量分光光度计（Nanophotometer 

N60 ， 德 国 IMPLEN 公 司 ） 检 测 RNA 浓 度 和

OD260/OD280、OD260/OD230 的比值。 

建库：将符合标准的 RNA 利用 Oligo dT 的磁

珠 对 mRNA 进 行 富 集 ， 加 入 片 段 化 缓 冲 液

（Fragmentation buffer）将富集的 mRNA 片段化；用

随机引物反转合成第一条 cDNA 链，随后加入缓冲

液、dNTPs、RNase H 和 DNA polymerase I 合成第

二条 cDNA 链；利用核酸纯化试剂盒（AMPure XP 

beads，Beckman 公司）纯化双链 cDNA，再进行末

端修复、加 A 并连接测序接头，经片段大小选择后

（300～400 bp），PCR 富集获得 cDNA 测序文库，华

大测序平台（BGISEQ）完成测序。 

1.4  数据处理 

基因表达量的计算：将测序得到的原始数据

（Raw data）进行数据过滤（去除测序接头、重复冗

余序列以及低质量的序列），获得高质量的干净数据

（Clean data）。利用软件 TopHat2 将各个样品的干净

数据（Clean data）与拟南芥参考基因组进行比对，

并计算获得各个基因的片段数（Reads count）以及

每 百 万 转 录 本 的 每 百 万 个 映 射 片 段 碎 片 FPKM

（ Fragments Per Kilobase of transcript per Million 

mapped fragments）值。 

差异基因表达的筛选：通过使用 DESeq 自带

的标准化方法对原始数据进行标准化处理。使用负

二项分布法对片段数（Reads count）的分布进行估

计，计算完 P 值后，对 P 值进行多重假设检验校

正。差异基因筛选标准为：| log2（差异倍数，Fold 

Change）| > 1 且校正的 P 值（Padj）< 0.001。 
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GO 基 因 功 能 注 释 分 析 ： 利 用 https://www. 

Arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp 网 站 在 线 工

具，对差异表达基因进行基因本体论 GO（Gene 

ontology）注释和功能分类。 

转录调控网络预测分析：利用 Biomart 网站获

取 GO 亚分类中运输（Transport）、细胞组分组成

（ Cellular component organization ）、 蛋 白 质 代 谢

（Protein metabolism）、根发育（Root development）、

信号传导（Signal transduction）和应答非生物刺激

（Response to abiotic stimulus）相关差异表达基因上

游约 1 kb 的启动子序列。使用植物转录调控预测网

站 http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/对上述启动子序

列与差异表达转录因子的转录调控关系进行预测，

Cytoscape 软件绘制转录调控网络图。 

2  结  果 

2.1  pH 实验体系的确立 

为研究高 pH 胁迫对植物发育的影响，首先确

立了 pH 表型观察系统。综合前人研究[16]与前期实

验摸索，基础培养基选择 1/2 MS 培养基，pH 调节

剂选择 NaOH，凝固剂选择琼脂。灭菌的拟南芥种

子 4℃黑暗春化后，在添加 1%（w/v）蔗糖、初始

pH（添加琼脂和灭菌前的培养基 pH）为 6.0 的预培

养基上培养 5 d，转移至不添加蔗糖、初始 pH 6.0

的对照培养基以及初始 pH 8.0 的高 pH 培养基继续

光照培养 7 d，观察表型以及统计该七天主根的伸长

长度（图 1）。预实验发现，不同实验批次或者同一

批次相同条件的不同培养皿之间表型有时会存在较

大变异，猜测可能与每次配制培养基体积以及每个

培养皿中培养基体积存在差异有关。因此，本研究

固定了培养基的配制体系，即单次培养基配制体积

为 400 mL，每皿（10 cm × 10 cm）培养基的体积为

50 mL，现用现配。图 2 表示萌发后五天的拟南芥幼

苗经对照（pH 6.0）和高 pH（pH 8.0）培养基处理

七天后的表型图（图 2a））和主根伸长长度统计图

（图 2b））。从图中可以看出，高 pH 胁迫下，拟南芥

主根生长发育受到显著抑制，导致主根长度显著短

于对照组。 

2.2  转录组测序质量评价 

为确定高 pH 胁迫对拟南芥根转录水平的影响，

将萌发后五天的拟南芥幼苗经对照（pH 6.0）和高

pH（pH 8.0）培养基处理七天，分别取拟南芥总根

进行转录组测序分析，每组三个生物学重复。对照

组和高 pH 处理组测序的原始序列均为 21.94 M；过

滤掉接头和低质量的序列，对照组干净序列为 21.86 

M、21.87 M、21.87 M，高 pH 处理组干净序列为 21.87 

M、21.86 M、21.88 M；经序列拼接比对到参考基

因组，其比对率分别为 98.26%、98.3%、98.3%、

98.28%、98.26%、98.27%（表 1）。以上数据表明

转录组测序质量较高，符合进一步生物信息学分析。 

2.3  高 pH 胁迫下拟南芥根部差异表达基因的筛选 

利用 DESeq 软件包对对照组和高 pH 处理组的

基因进行差异表达分析，以差异表达倍数大于两倍

或小于 0.5 倍即|log2（差异倍数 Fold Change）| > 1

和校正的 P < 0.001 为标准，共筛选获得根部差异表

达基因 1 129 个，其中 800 个基因表达下调，329 个

基因表达上调（图 3a））。这表明高 pH 胁迫下，拟 

 

图 1  pH 实验体系的建立 

Fig. 1  Establishment of a pH experiment system 
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注：a）高 pH 胁迫处理 7 d 后拟南芥幼苗表型，虚线表示处理前主根长度，标尺为 1 cm；b）高 pH 胁迫处理 7 d 后拟南芥主根

伸长长度统计图，***表示 P < 0.01 差异极显著（学生 t 检验，n = 30）。Note： a）Phenotype of Arabidopsis seedling under high pH stress 

for 7 days，the red dotted line represents length of the primary root before treatment，bar = 1 cm；b）Length of the primary root increased after 

7 days of high pH stress，*** indicates a significant difference at P < 0.01（student’s t test，n = 30）. 

图 2  高 pH 胁迫下拟南芥表型 

Fig. 2  Phenotype of Arabidopsis under high pH stress 

表 1  各个样品转录组测序数据统计 

Table 1  Statistics of RNA-seq data of samples 

处理 

Treatment 

全部原始数据 

Total raw data/M 

全部干净数据 

Total clean data/M 

比对率 

Total mapping 

pH6_WT1 21.94 21.86 98.26% 

pH6_WT2 21.94 21.87 98.3% 

pH6_WT3 21.94 21.87 98.3% 

pH8_WT1 21.94 21.87 98.28% 

pH8_WT2 21.94 21.86 98.26% 

pH8_WT3 21.94 21.88 98.37% 

注：pH6_WT 表示野生型在 pH 6.0 培养基上处理，每个 pH 处理 3 个重复，pH8_WT 表示野生型在 pH 8.0 培养基上处理，每个

pH 处理 3 个重复。Note：pH6_WT stands for wild type treated on pH 6.0 medium，with 3 replicates for each pH treatment，pH8_WT stands 

for wild type treated on pH 8.0 medium，with 3 replicates for each pH treatment. 

 

南芥根下调的基因显著多于上调的基因。研究表明，

转录因子在基因表达中起着至关重要的作用，本研

究着重分析了高 pH 胁迫下差异表达的转录因子。

如图 3b）所示，相比对照组，高 pH 胁迫处理后 22

个转录因子表达上调，75 个转录因子表达下调。将

差异表达转录因子按照转录因子家族分类发现，有

些转录因子家族 bHLH（basic Helix-Loop-Helix）、

CO-like（CONSTANS-like）、YABBY 等仅存在表达 

上调的基因，如 YABBY 家族中 3 个成员表达上调，

无表达下调的基因；有些转录因子家族 NAC、C2H2、

HSF（Heat stress transcription factors）等仅具有表达

下调的基因，如 NAC 家族中 6 个成员表达下调，无

表达上调的基因；有些转录因子家族 AP2-EREBP、

MYB、WRKY 等既有表达上调也有表达下调的基

因，如 AP2-EREBP 家族中 17 个成员表达下调，2

个成员表达上调（图 3c））。 
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注：a）高 pH 胁迫下根组织上调和下调基因的数目；b）

高 pH 胁迫下根组织上调和下调的转录因子的数目；c）差异表

达的转录因子家族分析，每个方格颜色表示该家族差异表达转

录因子的平均 log2（差异倍数），方格内数值表示该家族差异表

达转录因子的个数。Note：a）Number of differentially expressed 

genes of Arabidopsis under high pH stress ； b ） Number of 

differentially expressed TFs（transcription factors）of Arabidopsis 

under high pH stress ； c ） Differentially expressed TFs were 

categorized by the TF family，the color of each square represents 

the value of average log2FC（Fold Change）and the number in each 

square represents the number of differentially expressed TFs in the 
corresponding TF family. 

图 3  高 pH 胁迫下拟南芥根差异表达基因 

Fig. 3  Differential expression genes of Arabidopsis root under high 
pH stress 

2.4  差异表达基因的 GO 功能注释与分类 

为了确定高 pH 胁迫响应基因的功能，对差异

表达基因进行 GO 功能注释。如图 4a）所示，在 GO

类目生物学过程中，注释分类到非生物胁迫应答、

发育过程、转录、细胞组织和生物发生、转运、蛋

白质代谢和信号转导等 GO 亚类目中的差异表达基

因所占比例较高；在 GO 类目分子功能中（图 4b）），

差异表达基因主要分类到蛋白质结合、转移酶活性、

水解酶活性、转录因子活性、转运蛋白活性以及

激酶活性等 GO 亚类目中；在 GO 类目细胞组分中

（图 4c）），差异表达基因主要分布在胞外组分、细

胞膜、线粒体、细胞质和质体等部位。以上结果表

明，高 pH 胁迫会导致拟南芥根部基因转录、离子

运输、细胞组织与发生、信号转导、发育等过程发

生显著变化。下面，本研究将对这些生物学过程的

基因进行更加细致的分析。 

2.5  高 pH 胁迫应答通路中重要基因的鉴定 

离子运输是维持细胞内 pH 稳态的一个重要因

素，也是植物应答高 pH 胁迫的重要途径[8]。GO 功

能注释显示，约 51 个差异表达基因被分类到 GO 亚

类目（GO：0006811）离子运输中，其中，编码钾

离子转运蛋白的基因 SKOR、编码阴离子/质子转运

蛋白的基因 CHX20 和编码锌离子转运蛋白的基因

ZIP5 的表达在高 pH 胁迫下显著上调，而编码硫酸 

 

图 4  高 pH 胁迫下根组织差异表达基因的基因本体论（GO）功能注释（a）生物学过程，b）分子功能，c）细胞组分） 

Fig. 4  Gene ontology（GO）functional annotation of differentially expressed genes under high pH condition（a）Biological process，b）Molecular 

function，c）Cellular component） 
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盐 转 运 蛋 白 的 基 因 SULTR1； 1、 SULTR2； 1 和

SULTR3；1 以及编码 3HCO 转运蛋白的基因 BOR5

的表达在高 pH 胁迫下显著下调（图 5a））。这表明，

拟南芥根部编码 K+、Zn2+、Ca2+以及 3HCO 转运蛋

白的基因参与了拟南芥高 pH 胁迫响应。 

细胞内外 pH 的变化对于细胞壁的合成起着至

关重要的作用。GO 功能注释显示，约 48 个基因被

分类到 GO 亚类目细胞壁组织和生物发生过程（GO：

0071554）。在高 pH 胁迫下，编码扩张蛋白的基因

EXPA17 表达上调，而 EXPA6、EXPA8、EXPB2 和

EXLA3 等基因表达下调，编码纤维素合成酶的基因

CSLG1 表达下调（图 5b））。此外，编码果胶裂解酶

的基因表达量在高 pH 胁迫下也发生了显著变化（图

5b））。这表明高 pH 胁迫会对拟南芥根细胞壁形成

造成伤害。 

Ca2+作为第二信使在许多植物发育过程中起着

至关重要的作用[17]。不同刺激下细胞内 Ca2+的动态

变化与胞内 pH 的变化存在紧密联系[18]。转录组结

果显示，编码钙调蛋白的基因 CML23、CML37 和

CML38 在高 pH 胁迫下表达量显著降低（图 5c））。

这表明，高 pH 胁迫会减弱细胞内的 Ca2+信号传递

水平。此外，高 pH 胁迫还会影响植物激素合成运

输以及信号传递相关基因的表达，本研究共筛选出

10 个差异表达的生长素合成、运输和信号传递相

关基因以及 5 个细胞分裂素合成与代谢相关基因

（图 5d））。 

 

图 5  高 pH 胁迫响应基因差异表达分析（a）离子运输，b）细胞壁合成，c）Ca2+ 信号，d）植物激素） 

Fig. 5  Differential expression analysis of high pH responsive genes（a）Ion transport，b）Cell wall organization，c）Ca2+ signaling， 

d）Phytohormone） 

2.6  高 pH 胁迫转录调控网络的构建 

转录因子在植物非生物胁迫应答中起着至关重

要的作用，本研究结果显示高 pH 胁迫下差异表达

的转录因子占总差异表达基因的 8.6%。利用转录调

控关系预测网站，对参与高 pH 胁迫响应的非生物

胁迫应答（GO：0009628）、细胞组分组织（GO：
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0016043）、蛋白质代谢（GO：0019538）、根发育（GO：

0048364）、信号转导（GO：0007165）和转运（GO：

0006810）等生物学过程相关基因与差异表达的转录

因子之间的转录调控关系进行了预测。 

根据预测结果，发现约有 33 个差异表达转录因

子与高 pH 胁迫响应基因存在转录调控关系，且大部

分转录因子在高 pH 胁迫下表达量显著下调（图 6）。

根据转录因子家族分类，CBF1、CBF2、DDF1、

DREB1A、RRTF1 等 14 个 AP2/EREBP 家族成员与

高 pH 胁迫应答基因存在密切调控关系；WRKY 家

族 WRKY8 、 WRKY24 、 WRKY43 、 WRKY45 、

WRKY46 和 WRKY71 等六个成员可能调控高 pH 胁

迫响应基因的表达；NAC011、NAC042、NAC045、

NAC071 和 CUC3 等 5 个 NAC 转录因子以及

MYB15、MYB17、MYB27、MYB77 和 MYB107 等

5 个 MYB 转录因子家族也与高 pH 胁迫响应基因存

在密切调控关系（图 6）。此外，参与不同生物学过

程的高 pH 胁迫响应基因具有的转录因子调控位点也

可能存在差异。例如，编码细胞壁纤维素合成关键酶

的基因 CSLG1 的启动子区存在 AP2/EREBP 和 NAC

家族成员的结合位点；生长素信号响应基因 SAUR40

的启动子区主要具有 WRKY 家族转录因子的调控位

点；而阴离子/质子转运基因 CHX20 启动子区仅存在

DREB1A 和 DREB4A 的结合位点（图 6）。 

 

图 6  高 pH 胁迫响应基因的转录调控网络 

Fig. 6  Transcriptional regulatory network of high pH responsive genes 

3  讨  论 

3.1  高 pH 胁迫引起离子稳态失衡、细胞壁合成

障碍以及 Ca2+信号异常 

碱胁迫由于其高 pH 通常对植物的生长抑制效

应远大于盐胁迫[19]。高 pH 处理下，拟南芥的根生

长受到抑制，这种抑制可能与细胞壁酸性环境缺失、

离子稳态失衡、活性氧积累、细胞壁完整性破坏、

蛋白质变性等密切相关[20]。本研究结果显示，高 pH

胁迫处理七天后，离子转运基因的表达量发生了显

著变化，如负责铜离子、硫酸盐离子、硝酸盐离子、

钾离子、硼离子、碳酸氢根离子和铝离子等转运的

基因均参与高 pH 胁迫应答（图 5a））。研究表明， 

细胞质中低 Na+高 K+水平是许多酶促反应维持所必

须的，在碱胁迫下水稻根细胞中 Na+积累异常，而

K+、 3NO 、 2 4H PO 、Cl–水平会显著下降，从而产

生离子毒害抑制水稻根的发育[5]。本研究也发现，

编码 K+离子通道的基因 HAK5 以及 3NO 离子通道的

基因 NRT1.7 的表达量在高 pH 胁迫下显著下降（图

5a））。进一步，转录调控预测分析表明，HAK5 和

NRT1.7 基因启动子区分别具有 MYB15 和 NAC011

转录因子结合位点。NAC 和 MYB 家族成员参与多

种非生物胁迫响应过程[21-22]，高 pH 胁迫下 MYB15

和 NAC011 基因的表达也显著降低，暗示两者可能

通过调控离子转运基因维持离子稳态来参与高 pH

的胁迫应答过程。 
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植物细胞的细胞壁是由纤维素和果胶组成，其

中还包含一些其他酶类如伸展蛋白和扩张蛋白等[23]。

细胞壁组成相关基因的异常会改变植物对非生物胁

迫的抗性[23]，例如，拟南芥果胶合成基因 AtCSLD5

功能缺失突变体 sos6（Salt overly sensitive 6）表现

出渗透、盐和干旱胁迫敏感的表型[24]。本研究结果

表明，高 pH 胁迫下编码纤维素合成酶的基因 CSLG1

和编码扩张蛋白的基因 EXPA6 和 EXPA8 的表达量显

著降低（图 5b）），这可能是拟南芥根生长受到抑制

的原因之一。转录调控预测分析发现，CSLG1 启动

子区存在多个 AP2/EREBP 和 NAC 类转录因子的结

合位点，他们的表达量均发生显著下调。这暗示提

高相关转录因子的表达量可能会提高植物对高 pH

的耐受性。 

研究表明，Ca2+信号以及植物激素在非生物胁

迫应答过程中起着重要作用[25]。Yang 等[26]发现钙离

子感受器 SCaBP3/CBL7 一方面可以与质膜质子泵

AHA2 的 C 末端互作，促进 AHA2 的自抑制，另一

方面还可以与 PKS5 互作，稳定 PKS5 与 AHA2 的

相互作用，进而促进 PKS5 对 AHA2 的抑制，调控

胞内 pH 稳态。此外，大豆 GsCML27 作为 Ca2+结合

蛋白在植物对碱胁迫、盐胁迫和渗透胁迫的反应中

起至关重要的作用[27]。同样地，本研究结果也发现

高 pH 胁迫会导致 Ca2+信号组分相关基因表达显著

降低，如编码钙调蛋白的基因 CML23、CML37、CML38

和编码 TSK 相关蛋白的基因 TSA1 等（图 5c））。因此，

调控 Ca2+信号组分的表达水平也是植物响应高 pH

胁迫的主要途径之一。 

3.2  AP2/EREBP、WRKY、MYB 以及 NAC 等

转录因子在高 pH 胁迫应答网络中发挥重要

作用 

转录因子参与调控植物代谢与发育相关基因的

表达，且在环境胁迫应答等过程中具有重要作用。

研究表明，转录因子在盐碱胁迫应答中也具有重要

作用。An 等[28]通过对盐碱处理 1 d 和 7 d 的紫花苜

蓿的幼苗进行转录组测序发现，109 个转录因子在

盐碱处理 1 d 后表达发生显著变化，而 96 个转录因

子在盐碱处理 7 d 后表达发生显著变化，其中它们

大多数属于非生物胁迫应答转录因子家族，例如

MYB、WRKY、NAC、AP2/EREBP、bHLH 和 bZIP

等。同样地，2018 年 Li 等[13]通过转录组分析的方

法比较了水稻耐碱品种 WD20342 和碱敏感品种

Caidao 在正常和碱胁迫处理下的差异表达基因，经

差异表达分析发现，一共有 576 个转录因子的表达

存在差异，这些转录因子分别属于 MYB、WRKY、

NAC、AP2-EREBP、bHLH 和 bZIP 等 69 个转录因

子家族。与以上研究结果一致，本研究的转录组分

析结果同样证实，高 pH 胁迫处理七天后拟南芥根

部一共有 97 个转录因子的表达发生了显著变化，它

们分别属于 AP2-EREBP、MYB、WRKY、MADS、

NAC、bHLH 等转录因子家族（图 3b）和图 3c））。 

进一步地，本研究对差异表达转录因子与碱胁

迫应答关键基因之间的调控网络关系进行了预测，

结果证实 14 个 AP2/EREBP 家族成员、6 个 WRKY

家族成员、5 个 NAC 家族成员和 5 个 MYB 家族成

员与碱胁迫应答关键基因如离子运输、蛋白质代谢

以及非生物胁迫应答等相关基因存在着密切的转录

调控关系（图 6）。这些转录因子大多在非生物胁迫

应答过程起着重要的作用。例如，AP2/EREBP 家族

成员 CBF1 和 CBF2 主要参与植物抗冻胁迫[29]；

DREB1A 参与干旱和低温胁迫应答[30]；WRKY 家族

成员 WKRY8、WRKY46 和 STZ 参与拟南芥盐胁迫应

答[31-33]；此外，过表达拟南芥 RRTF1 会导致根与茎

中活性氧的积累[34]。转录调控网络预测发现，高 pH

胁迫响应基因启动子区存在上述转录因子的结合位

点，且它们的表达也会受到高 pH 的影响，暗示它

们在高 pH 胁迫应答中也具有重要的作用。因此，

CBF1、DREB1A 以及 RRTF1 等转录因子可以作为

耐碱品种培育的关键候选基因进行深入研究。 

4  结  论 

本研究通过前期建立的 pH 表型观察系统，结

合高通 RNA-seq 技术将对照组（pH 6.0）和高 pH

处理组（pH 8.0）的拟南芥根部进行了转录组测序。

分析了高 pH 胁迫下拟南芥根的差异表达基因，GO

功能注释表明转录、离子运输、细胞组织与发生、

蛋白质代谢、发育过程、非生物胁迫应答以及信号

传递等生物学过程相关基因受到高 pH 胁迫的影响。

关键基因分析表明，拟南芥通过改变离子运输、Ca2+

信号和植物激素信号等相关基因的表达参与高 pH

胁迫应答。转录调控网络预测证明 AP2/ERBEP、
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MYB、WRKY 以及 NAC 家族转录因子可能在高 pH

胁迫应答的转录变化中起着核心作用。该研究为进

一步探讨拟南芥高 pH 胁迫应答与耐碱品种的培育

奠定了理论基础。 
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