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摘 要 为探究干旱胁迫下东北红豆杉野生种与栽培种生理指标、次生代谢物含量以及相关基因表达量的

差异,采用盆栽控水法模拟干旱胁迫环境,测定红豆杉叶片相对含水量、可溶性糖、可溶性蛋白、叶绿素、类胡

萝卜素、类黄酮、丙二醛、游离脯氨酸含量及光合参数等指标;采用RT-PCR结合RACE技术克隆抗旱相关基

因(TcDBTNBT、AP2、DREB、PsaK)。结果表明,干旱胁迫下,野生东北红豆杉光合参数,即净光合速率

(Pn)、蒸腾速率(Tr)、气孔导度(Gs)、叶绿素及相关基因(AP2、PsaK 及TcDBTNBT)均呈下降趋势且始终

高于栽培种,如干旱胁迫至第48天时,野生种Pn 值约为栽培种的1.69倍,叶绿素含量约为栽培种的2.23
倍;而野生种细胞间隙CO2 浓度(Ci)、乳酸脱氢酶(LDH)、葡萄糖激酶(GCK)及细胞色素c(Cytc)则呈显著

上升趋势且始终高于栽培种,Ci值在持续干旱胁迫至第48天时约为栽培种的1.32倍,LDH酶活性在第24
天后急剧上升为栽培种的1.24倍,至第48天时约为栽培种的1.37;而东北红豆杉栽培种可溶性糖、可溶性

蛋白、类胡萝卜素、类黄酮、脯氨酸、丙二醛、谷胱甘肽等次生代谢物含量以及DREB 基因表达量均呈上升趋

势且显著高于野生种,栽培种 MDA含量干旱胁迫至第48天时,约为栽培种的1.36倍;栽培种谷胱甘肽

(GSH)在第32天达到峰值,约为野生种的1.15倍,而后呈下降趋势,至第48天时,约为野生种的1.14倍,栽
培种精氨酸和鸟氨酸转氨酶含量第16天时急剧上升,分别为野生种的1.05倍和1.19倍,而栽培种天冬氨酸

含量在第24天达到峰值,约为野生种的1.07倍。综上所述,东北红豆杉通过糖类、氨基酸的显著增加来抵御

干旱胁迫,磷酸戊糖途径是红豆杉体内重要的葡萄糖代谢途径之一,能量代谢方面野生东北红豆杉显著优于

栽培种,从光合参数分析栽培种抵御干旱胁迫的能力不及野生东北红豆杉,而栽培种干旱胁迫应答的次级代

谢产物如类黄酮等含量显著高于野生种。
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  东 北 红 豆 杉 (Taxuscuspidata Sieb.et
Zucc.)又名紫杉、赤柏松,隶属于红豆杉科(Tax-
aceae)红豆杉属(Taxus)植物,属于国家Ⅰ级珍

稀保护植物,耐寒能力极强,喜荫、冷湿肥沃排水

性好的环境,林下乔木或灌木,为第三纪孑遗植

物,被称为 植物“活化石”。雌雄异株,风媒授粉;
原产于中国东北长白山脉、朝鲜半岛、日本等地。
但由于东北红豆杉是东北地区唯一的极小种群,
生境狭小且分布地不连接,种群竞争力差;其树

皮、枝叶含抗癌物质紫杉醇,对治疗乳腺癌、皮肤

癌、卵巢癌和肺癌具有特殊的疗效,木材可加工高

质量家具或工艺品,实生苗木具有较高的观赏价

值,因而导致野生红豆杉资源被过度砍伐而生境

恶化,种群萎缩、遗传多样性降低,现已处于濒危

状态[1]。因此,加大东北红豆杉人工驯化栽培种

的研究具有十分重要的意义。
干旱抑制植物生长发育,如抑制细胞有丝分

裂,降低细胞膨压,减弱细胞伸长及扩张能力,导
致植株生长速度慢、植株矮细小、抽芽量少、叶面

积减小、叶片枯黄皱缩以及根系发育不良等。可

见,干旱胁迫造成植物不可逆的生理损伤[2]。根

系是吸收水分的主要器官,干旱胁迫下,根系首先

接收干旱信号,通过根系肉质化、变厚根皮、加强

侧根数量及向下深扎程度及提高根冠比来广泛吸



收土壤深层水分等方式响应干旱胁迫,之后信号

传递到其他器官。此外,干旱胁迫会影响植物的

渗透调节、营养代谢、呼吸作用与光合作用等,尤
其是叶片形态特征及生理特性,如细胞壁变厚、叶
片皱缩变小、气孔下陷以及栅栏组织与海绵组织

比值降低等;生殖阶段干旱胁迫影响种子数量、大
小和组成,而且花数、结荚率、结实率等指标均显

著下降[3]。此外,植物体内很多基因直接参与对

干旱胁迫的抵御,通过该类基因的表达或调控来

减缓胁迫伤害,进而维持植物的正常生理代谢,主
要包 括 ABRE 结 合 蛋 白/ABRE 结 合 因 子

(AREB/ABFs)、脱 水 反 应 元 件 结 合 蛋 白

(DREB)、AP2转录因子、WRKY转录因子、N-乙
酰-L-半胱氨酸(NAC)和碱性亮氨酸拉链(bZ-
IP);信号转导相关蛋白,如钙依赖性蛋白激酶

(CDPKs);抗氧化酶,如超氧化物歧化酶(SOD)、
过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、抗坏血

酸过氧化物酶(APX))、抗坏血酸-谷胱甘肽

(AsA-GSH)循环系统中的酶,如还原型谷胱甘

肽酶(GSH)、抗坏血酸酶(AsA)、谷胱甘肽还原

酶(GR)等;主要影响能量代谢过程中一些关键

酶,如葡萄糖激酶(Glucokinase,GCK)、磷酸果

糖激酶(Phosphofructokinase,PFK)、细胞色素c
(Cytochromec,Cytc)、丙酮酸激酶(Pyruvate
kinase,PK)、乳酸脱氢酶(Lactatedehydrogen-
ase,LDH)与柠檬酸合酶(Citroylsynthetase,

CS)等[4]均在干旱胁迫中发挥至关重要的作用。
由于东北红豆杉生长缓慢,种子单生且发芽

率极低,繁殖周期长(种子发芽需2a,人工根插繁

育需2~3个月,第一年生长较慢),而二萜类物质

紫杉醇等的需求量日益增加,严重地制约着东北

红豆杉的工业化生产,所以从野生东北红豆杉培

育栽培种是必然趋势。目前,对东北红豆杉的研

究主要集中于紫杉醇生物合成途径及其栽培技

术,而对东北红豆杉抗旱代谢物的动态变化研究

较少,如氨基酸类、糖类化合物等,且对其干旱机

制及抗旱代谢物与相关基因的研究相对薄弱[5]。
此外,干旱胁迫对东北红豆杉生长发育的影响远

远超出其他胁迫,并在发育完成后继续影响其营

养运输、吸收、光合作用与呼吸作用等生理代谢过

程;从野生东北红豆杉培育栽培种显著提高了植

株性状,但对逆境胁迫下,野生种与栽培种的抗逆

性及次生代谢物差异的研究尚未见报道。综上所

述,本研究则对干旱胁迫下东北红豆杉野生种与

栽培品种的植株生理指标(叶片相对含水量、可溶

性糖、可溶性蛋白、叶绿素、类胡萝卜素以及光合

参数)、体内次生代谢物含量(LDH、GCK、Cytc、
精氨酸、鸟氨酸转氨酶、脯氨酸,丙二醛、天冬氨

酸)以及紫杉烷-C13-侧链-N-苯甲酰转移酶(Tc-
DBTNBT),转录因子AP2,脱水反应元件结合蛋

白(DREB)以及光合作用光系统Ⅰ亚基 X蛋白

(PsaK)的表达量差异进行分析,为深入开展野生

东北红豆杉种质资源的保护及栽培种的培育与开

发利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

选取10a生健康无病且生长势一致的野生

东北红豆杉与栽培种‘丹紫1号’(品种权号:

20210592)为试验材料(材料取自丹东科技生态

园),采用盆栽控水法,将红豆杉裸株栽培于直径

60cm×60cm(直径×高)盆钵中,土壤为沙熟

土∶腐叶土∶菌根菌生物有机肥∶粗砂∶泥炭=
1∶1∶1∶1∶1,一钵一株红豆杉,生境和栽培管

理措施一致,置于露地养护。干旱处理前将植株

浇透水,后将野生种与栽培种分为两组,分别在处

理后的第0、8、16、24、32、40、48天采集红豆杉中

下部外围针叶检测生理指标、次生代谢物及基因

表达分析[6],各组每个时间段采用2盆红豆杉植

株为1次重复,每个试验均做3次生物学重复。

1.2 方法

1.2.1 生理指标检测 采用烘干称重法测定红

豆杉叶片相对含水量[7]。可溶性糖和可溶性蛋白

检测分别采用可溶性糖试剂盒与可溶性蛋白试剂

盒(生工生物工程(上海)股份有限公司,中国);每
天9:00采用便携式光合荧光测量系统(LI-6800,

LI-COR公司,美国)内置光源[光照强度1500

μmol/(m2·s)]对红豆杉中下部外围针叶(每个

处理采用相同部位叶片)测定光合速率(Pn),蒸
腾速率(Tr)、气孔导度(Gs)、胞间CO2 浓度(Ci)
值[8],每个处理重复3次取平均值。

1.2.2 次生代谢产物检测 采用ELISA试剂盒

(生工生物工程(上海)股份有限公司上海,中国)
说明书操作并检测干旱胁迫下东北红豆杉野生种

与栽培种相关酶(LDH、GCK 和Cytc)的酶活性

以及精氨酸(Arg)含量[9];采用GSH检测试剂盒

和AsA检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司,
中国)测定AsA-GSH循环系统酶活性[10]。
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采用叶绿素试剂盒和胡萝卜素试剂盒测定色

素含量(合肥莱尔生物科技有限公司,中国);采用

磺基水杨酸法提取、测定红豆杉针叶脯氨酸(Pro)
的含量;采用硫代巴比妥酸(TAB)法提取、测定

红豆杉针叶丙二醛(MDA)含量[11];采用鸟氨酸

转氨酶试剂盒(江苏连云港生物科技有限责任公

司)提取鸟氨酸转氨酶的含量;采用富马酸法提

取、测定天冬氨酸(Asp)的含量[12]。

1.2.3 东北红豆杉野生种 TcDBTNBT 基 因

RACE克隆  以曼地亚红豆杉(Taxus×media)

DBTNBT 基因序列(GenBank:AY563629.1)设
计引物(表1)。按RNA提取试剂盒(EZ-10To-
talRNAMini-PrepsKit)说明书提取总RNA,以
总RNA为模板,按AMV 第一链cDNA 合成试

剂盒(AMVFirstStrandcDNASynthesisKit)合
成红豆杉cDNA第一链,-20℃保存,用于克隆

DBTNBT核心序列,反应体系20μL,包含0.8

μLcDNA,1μLdNTPMix,0.6μL10μmol/L
上下 游 引 物,(10×)Advantage○RPCR 缓 冲 液

2.0μL,(50×)Advantage○R聚合酶混合液0.5

μL,加ddH2O至20μL;反应程序:95℃预变性4

min;94℃变性45s,55~58℃退火50s,72℃延

伸60s,30个循环;72℃延伸10min;回收PCR
产物,将筛选的阳性克隆送至生工生物工程(上
海)公司测序[13]。采用 RACE 试剂盒(SMAR-
TerRACEcDNAAmlificationKit试剂盒)快速

扩增、拼接TcDBTNBT 基因,测序验证[14]。共

克隆6个东北红豆杉干旱胁迫相关基因,以Tc-
DBTNBT 克隆为例。

1.2.4 表达分析 选择东北红豆杉干旱应答元

件结合蛋白DREB与光合作用光系统Ⅰ亚基X
蛋白(PsaK),以及紫杉醇生物合成相转录因子

AP2 和关键酶TcDBTNBT 进行实时荧光定量

PCR(qRT-PCR),检测上述蛋白于干旱胁迫下的

表达情况(引物见表1)。qRT-PCR反应体系(25

μL),SYBRPremixExTaq Ⅱ(2×)5.0μL,10

μmol/L上下游引物各1.5μL,ROX 参比染料

(50×)0.8μL,cDNA模板2.0μL,加ddH2O至

25μL;反应程序:95℃预变性2min;95℃变性

50s,56~60℃退火45s,72℃延伸50s,40个循

环;每个样品3次生物学重复取平均值,采用

2-△△Ct 法进行上述蛋白表达水平的分析计算[15]。
表1 引物信息

Table1 Informationofprimers

引物名称Prime 引物序列(5'→3')Sequence 备注Note

DBTNBT-coreF TGAATCGATGCGTCCACCTC 克隆引物Cloningprimer

DBTNBT-coreR GCATTACCAGCGGCATTACC

DBTNBT-F TGCGACTGTAATTCGGGAGG 验证引物 Testedprimer

DBTNBT-R CCATGTTGCACCAGACTTGC

DBTNBT-qF CATGGAGAAGGCAGGCTCAT 基因表达分析Expressionanalysis

DBTNBT-qR GCTGCTACGACCTCAAATGC

GAPDH-F TGCATGGAGTCGAGCAACTT 内参基因 Referencegene

GAPDH-R GGCAGGTTTCTCAAGACGGA

1.2.5 数据统计与分析 采用Excel2016和

DPS7.05软件进行试验数据与差异显著性分析,
采用SPASS21.0与SAS/STAT进行方差分析,
采用Duncan氏多重极差检验(P<0.05)。所有

试验均采用完全随机设计,生物学重复3次,取平

均值。

2 结果与分析

2.1 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种叶

片相对含水量的影响

叶片是对干旱胁迫应答最敏感的器官之一

(图1),干旱胁迫下,红豆杉叶片相对含水量由干

旱胁迫开始逐渐呈下降趋势,其中野生东北红豆

杉叶片相对含水量始终低于栽培种,在干旱胁迫

的第24天~40天,下降趋势显著,至第48天时,
野生种叶片相对含水量不足20%,而栽培种叶片

相对含水量为30%,是野生种的1.58倍。

2.2 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种叶

片可溶性糖和可溶性蛋白含量的影响

可溶性糖与可溶性蛋白属于渗透调节物质,
在持续干旱胁迫下,红豆杉可通过提高二者含量

来调控自身含水量,达到维持植株正常生长发育
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的目的。干旱胁迫促使东北红豆杉野生种与栽培

种叶片可溶性糖含量增加,曲线趋势基本一致(图

2-A),红豆杉栽培种可溶性糖含量显著高于野生

种,干旱胁迫初期二者差异不显著,第24天栽培

种可溶性糖含量显著增加,至第32天栽培种叶片

可溶性糖含量已为野生种的1.28倍。干旱胁迫

下,东北红豆杉野生种与栽培种叶片可溶性蛋白

含量在干旱胁迫初期呈现明显的上升趋势,而后

逐渐下降(图2-B),干旱处理前及胁迫初期野生

种可溶性蛋白含量明显高于栽培种,随着胁迫时

间的延长(第16天),野生种可溶性蛋白的含量显

著低于栽培种,干旱胁迫第32天时,栽培种可溶

性蛋白含量上升达峰值且为野生种的1.41倍,而
后呈显著下降趋势,至第48天时,野生种下降至

栽培种的75%,但二者始终高于干旱胁迫前。

2.3 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种叶

片光合参数的影响

与干旱胁迫前相比,持续干旱胁迫抑制红豆

杉叶片的净光合速率(Pn)、蒸腾速率(Tr)和气孔

导度(Gs)3个光合参数,均呈下降趋势(图3)。
干旱胁迫下,东北红豆杉野生种叶片 Pn、Tr 和

Gs 均显著高于栽培种,曲线基本一致,其中野生

种Pn 值在叶片光和参数中显著高于栽培种且差

值最大,干旱胁迫前约为栽培种的1.41倍,至第

48天时已为栽培种的1.69倍,而栽培种Gs 在干

旱胁迫初期显著高于野生种,但在第24天后则低

于野生种,至第48天时约为野生种的44.1%;而
细胞间隙CO2 浓度(Ci)变化趋势则与上述3项

指标差异较大,呈显著上升趋势,干旱胁迫初期野

生种Ci值略低于栽培种,持续干旱胁迫至第24
天后逐渐上升且显著高于栽培种,第48天指标约

为栽培种的1.32倍。

2.4 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种叶

片色素含量的影响

干旱胁迫对植物光合作用影响较大,由于干

旱胁迫促使植物进行光合作用时叶片的气孔导度

(Gs)下降,CO2进入叶片受阻,致使光合效率降

  数值表示“均值±标准差”,小写字母表示同一时间不同处理

间差异显著(P<0.05),采用Duncan’s多重极差检验,下同

Thevaluesindicate“mean±standarddeviation”,andlower-

caselettersindicatesignificantdifferencesofdifferentgroupsat

thesametimeaccordingtoDuncan’smultiplerangetest(P<

0.05),thesamebelow

图1 干旱胁迫下东北红豆杉野生种与

栽培种叶片相对含水量

Fig.1 Relativewatercontentinleavesofwildand
cultivatedspeciesofTaxuscuspidata

underdroughtstress

图2 干旱胁迫下东北红豆杉野生种与栽培种叶片可溶性糖(A)和可溶性蛋白(B)含量

Fig.2 Solublesugar(A)andsolubleprotein(B)contentinleavesofwildand
cultivatedspeciesofTaxuscuspidataunderdroughtstress
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图3 干旱胁迫下东北红豆杉野生种与栽培种叶片光合特性

Fig.3 LeavesphotosyntheticcharacteristicsofwildandcultivatedspeciesofTaxuscuspidataunderdroughtstress
低,加之叶绿体中类囊体膜及其超微结构均受损

伤,最终导致红豆杉光合色素的合成发生变化。
如图4-A所示,干旱胁迫下,红豆杉野生种与栽

培种叶片的叶绿素含量下降且显著高于栽培种,
至第48天时约为栽培种的2.23倍;而类胡萝卜

素含量上调(图4-B),干旱胁迫初期野生种类胡

萝卜素的含量高于栽培种,第8天后栽培种含量

急剧升高且显著高于野生种,至第48天时约为野

生种的1.44倍。

2.5 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种次

生代谢物的影响

脯氨酸(Pro)为渗透调节物质,在植物抵御干

旱胁迫过程中发挥重要作用,与植物代谢以及水

分吸收密切相关;丙二醛(MDA)是植物在逆境条

件下膜脂过氧化的重要产物之一,能够反映细胞

膜的过氧化程度与植物抗逆能力,干旱胁迫下

图4 干旱胁迫下红豆杉野生种与栽培种叶片色素含量

Fig.4 LeavespigmentofwildandcultivatedspeciesofTaxuscuspidataunderdroughtstress

·269· 西 北 农 业 学 报 31卷



Pro和 MDA在红豆杉体内会大量积累呈稳定上

升趋势,且野生种显著低于栽培种。干旱胁迫前,
野生种Pro含量略高于栽培种(图5-A),随着持

续干旱胁迫,野生种Pro含量显著低于栽培种,约
为栽培种的1.1倍;而干旱胁迫初期,野生种

MDA含量与栽培种基本一致(图5-B),至第24
天时急剧上升,至第48天时约为栽培种的1.36
倍;谷胱甘肽(GSH)在干旱胁迫下呈先上升后下

降趋势(图5-C),但下降趋势较为平缓,栽培种在

第32天达到峰值,约为野生种的1.15倍,而后呈

下降趋势,至第48天时约为野生种的1.14倍,野
生种在第40天达到峰值,约为栽培种的91.6%,
后呈下降趋势;而干旱胁迫下,类黄酮的含量均有

不同程度的升高(图5-D),且栽培种显著高于野

生种,干旱胁迫初期野生种类黄酮含量略高于栽

培种,至第48天时,栽培种其含量约为野生种的

1.05倍。
干旱胁迫下野生东北红豆杉与栽培种相关酶

(LDH、GCK和Cytc)的酶活性均呈显著上调趋

势(图5-E,5-F,5-G),野生种的3种酶活性均始

终高于栽培种,如LDH酶活性在干旱胁迫初期,
野生种与栽培种无明显差异,但在第24天后野生

种LDH酶活性急剧上升为栽培种的1.24倍,至
第48天时约为栽培种的1.37倍。东北红豆杉野

生种与栽培种的精氨酸和鸟氨酸转氨酶含量随干

旱胁迫时间的延长均呈上升趋势(图5-H,5-I),
干旱胁迫初期,野生种与栽培种二者含量基本一

致,但第16天左右,栽培种的精氨酸和鸟氨酸转

氨酶含量急剧上升,分别为野生种的1.05倍和

1.19倍,而栽培种的天冬氨酸含量在第16天~
40天时急剧上升且显著高于野生种(图5-J),在
第24天达到峰值,约为野生种的1.07倍,而后逐

渐下降,至第48天时,约为野生种的97.28%。

2.6 干旱胁迫对东北红豆杉野生种与栽培种相

关蛋白表达的影响

植物抗旱性是多信号转导途径以及多基因偶

联控制的复杂应答反应,在分子水平上探究红豆

杉抗旱相关基因的表达调控模式,可更加明确东

北红豆杉野生种与栽培种的抗旱机制以及野生种

与栽培种的差异,分析二者干旱应答、光合响应蛋

白以及紫杉醇生物合成相关基因表达水平的变化

(图6),野生种与栽培种的干旱应答元件结合蛋

白DREB表达量升高(图6-A),曲线基本一致,野
生种干旱胁迫初期DREB表达量略高于栽培种,

第8天后显著低于栽培种,栽培种DREB表达量

于第40天达到峰值,约为野生种的1.28倍;紫杉

醇生物合成途径中转录因子AP2与关键酶TcD-
BTNBT的表达量随干旱胁迫时间而呈显著下降

趋势,二者曲线基本一致,其中野生种AP2 基因

与TcDBTNBT 基因表达量始终高于栽培种;干
旱胁迫后,PsaK 表达水平上调,干旱胁迫初期野

生种与栽培种PsaK 的表达量差异不大,干旱胁

迫第8天后野生种光合基因的表达水平较栽培种

呈显著上调趋势,在第24天时野生种的表达量急

剧升高,约为栽培种的1.57倍,这与之前光和参

数变化基本一致。

3 讨 论

东北红豆杉是耐旱能力较强的植物,干旱胁

迫下其形态与组织结构、干旱相关基因的表达等

均有不同程度改变[16]。本研究表明,东北红豆杉

栽培种的大部分次级代谢产物含量高于野生种,
如干旱胁迫下东北红豆杉叶片含水量降低,其野

生种叶片相对含水量始终低于栽培种。此外,干
旱胁迫虽能引起东北红豆杉形态结构、生理指标

和代谢产物的改变,但东北红豆杉本身为预防、降
低或自我修复应答干旱带来的损伤也会发生生理

代谢的连锁反应,以维持正常的生理状态,并且东

北红豆杉野生种与栽培种之间存在显著差异,其
中作为渗透调节物质的可溶性糖与可溶性蛋白含

量受干旱胁迫的影响较大,野生种与栽培种可溶

性糖含量持续增加且曲线基本一致,干旱胁迫初

期二者差异不明显,第16天后栽培种显著高于野

生种,增强了红豆杉栽培种的渗透调节作用,可消

除或修复栽培种因干旱引起的应激损伤,这与干

旱胁迫下金露梅等植物可溶性糖积累趋势一

致[17]。而东北红豆杉叶片可溶性蛋白含量呈先

升高后降低的趋势,野生种可溶性蛋白的含量显

著低于栽培种,可能由于可溶性蛋白多为生物代

谢的酶类,干旱胁迫初期,由于东北红豆杉产生应

激反应而使体内代谢酶的含量增加、酶活性提高,
致使东北红豆杉叶片可溶性蛋白含量增加,后期

由于持续干旱胁迫抑制了红豆杉体内相关蛋白质

的合成,加之酶快速降解等因素导致红豆杉可溶

性蛋白含量先增加后降低;细胞内渗透物质增加

是引起渗透势下降的关键因素之一,体内积累渗

透调节物质以维持细胞含水量和膨压势,保证细

胞生长、气孔开放和光合等生理过程的进行,除可
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溶性

图5 干旱胁迫下红豆杉野生种与栽培种次生代谢物的含量

Fig.5 SecondarymetabolitescontentinwildandcultivatedspeciesofTaxuscuspidataunderdroughtstress
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图6 干旱胁迫下红豆杉野生种与栽培种相关蛋白的表达水平

Fig.6 GeneexpressioninleavesofwildandcultivatedspeciesofTaxuscuspidataunderdroughtstress
糖与可溶性蛋白外,Pro亦为东北红豆杉细胞质

的主要渗透物质,Pro亲水性极强,干旱胁迫下其

含量显著增加,可稳定原生质及细胞内的代谢过

程,干旱胁迫下蛋白质合成减慢,导致Pro参与蛋

白质合成量减少,Pro积累急剧升高,保持胞质内

溶胶与环境的渗透平衡,防止细胞失水,增强蛋白

质的可溶性以及降低可溶性蛋白的沉淀,保护这

些生物大分子结构和功能的稳定。此外,干旱胁

迫产生的氨亦可形成Pro,起到解毒作用[18];而
MDA具有很强的毒性,是膜脂过氧化物作用的

主要产物之一,是膜系统受伤害的重要标志,干旱

胁迫下它能与膜上的氨基酸残基或核酸反应生成

shiff碱,增加膜透性,干旱胁迫下 MDA在东北

红豆杉体内会大量积累呈稳定上升趋势,且野生

种 MDA含量明显低于栽培种。为防止ROS积

累造成的细胞损害,植物进化出保护酶系统AsA-
GSH 酶循环系统等抗氧化防御系统,通过增加酶

活性来清除体内积累的ROS,干旱胁迫下,GSH
呈先上升后下降趋势,但下降趋势较为平缓,栽培

种在第32天达到峰值约为野生种1.15倍,而后

呈下降趋势,这可能是由于干旱初期 GSH 可以

正常合成,但持续干旱破坏了 GSH 合成酶的结

构,造成GSH生物合成量降低,这与 Wada等[19]

的研究结果一致。此外,糖代谢也是植物代谢的

重要途径之一,糖代谢与植物对逆环境下的抗逆

性应答以及植物体生长有关,干旱胁迫下东北红

豆杉野生种与栽培种LDH、GCK和Cytc的酶活

性均呈显著上调趋势,且野生种始终高于栽培种,
说明能量代谢方面野生东北红豆杉显著优于栽培

种,这可能与野生东北红豆杉所处东北地区的地

理环境以及气温急剧变化有关;氨基酸为植物体

内主要抗逆物质之一,干旱胁迫下大部分糖类和

氨基酸显著增加,说明东北红豆杉通过糖类、氨基

酸的显著增加来抵御干旱胁迫,其中戊糖磷酸途

径是植物体内干旱应答重要的葡萄糖代谢途径之

一[20]。精氨酸和天冬氨酸代谢可以减轻干旱胁

迫对东北红豆杉的损伤,具有维护东北红豆杉稳

态的作用,说明东北红豆杉通过精氨酸和天冬氨

酸代谢通路调控干旱胁迫对红豆杉的有害影响,
增加东北红豆杉对干旱胁迫的抵抗性和适应性。
本试验精氨酸和天冬氨酸的含量在胁迫初期时明

显高于栽培种,但随着干旱胁迫时间的延长,第
16天~40天内,栽培种应激反应产生的精氨酸和

鸟氨酸转氨酶含量显著高于野生种,抗旱基因
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DREB 表达量与之结果一致,可见,从应激代谢

方面分析,东北红豆杉栽培种对干旱胁迫的适应

性和抵抗性更强。
植物光合参数会由于干旱胁迫生物量分配的

变化而变化,如干旱胁迫初期,红豆杉叶片 Pn、

Tr、Gs 整体变化趋势一致,而持续干旱胁迫导致

Pn、Tr、和Gs 均呈下降趋势,且野生种均高于栽

培种,可见红豆杉叶片Gs 降低,偶联Pn 和Tr 均

降低来抵御干旱胁迫;细胞间隙CO2 浓度(Ci)变
化趋势与上述3项指标差异显著,均呈显著上升

趋势,干旱胁迫初期野生种Ci值略低于栽培种,
第24天后逐渐上升且显著高于栽培种,第48天

指标约为栽培种的1.32倍,其原因可能是干旱胁

迫初期,气孔开度降低但仍可消耗CO2 进行光合

作用,但持续胁迫致使气孔关闭,光合作用停止,
红豆杉叶片中CO2 含量则剧烈积累增加,这与竹

柳Ci变化趋势一致[21]。干旱胁迫下红豆杉叶片

光合作用相关的蛋白PsaK表达量显著上升且野

生种明显高于栽培种,表明干旱胁迫损伤了红豆

杉叶片叶绿体,减弱了光合作用,但野生种抵御胁

迫的能力强于栽培种,这与之前光和参数的结果

相一致,从光合参数分析可见,栽培种抵御干旱胁

迫的能力不及野生东北红豆杉。植株通过提高光

合作用相关基因的表达水平以维持正常生长发

育,光合色素含量亦可直接影响红豆杉的光合能

力[22-23],干旱胁迫下由于活性氧(ROS)代谢失

衡,叶绿素分解加速导致叶绿素含量呈线性下降,
野生种始终高于栽培种,而红豆杉叶片类胡萝卜

素和类黄酮含量增加,栽培种二者含量显著高于

野生种,如干旱胁迫初期野生种类胡萝卜素的含

量高于栽培种,第8天后栽培种含量急剧升高且

显著高于野生种,至第48天时约为野生种的

1.44倍,类胡萝卜素可降低干旱胁迫叶绿素的伤

害,增加红豆杉叶片的抗性;紫杉醇生物合成途径

中相关转录因子AP2 与关键酶TcDBTNBT 的

表达量随干旱胁迫时间而呈显著下降趋势,其中

野生种表达量始终高于栽培种,说明干旱胁迫降

低了红豆杉紫杉醇的生物合成量,但野生种紫杉

醇的合成量高于栽培种。
综上所述,干旱胁迫对东北红豆杉野生种与

栽培种植株的表型特征、生理特性、光合特性、次
级代谢物以及相关基因的表达水平等影响较为显

著,且干旱胁迫程度不同,东北红豆杉野生种与栽

培种植株抗旱响应度亦存在较大差异,如栽培种

干旱胁迫应答的次级代谢产物如类黄酮等含量显

著高于野生种。东北红豆杉栽培种在干旱应答中

大部分氨基酸和有机酸的积累比例高于野生种,
栽培种拥有更多抗氧化性物质和缓解逆境胁迫的

调节物质,可以更快的缓解和消除逆境胁迫所带

来的伤害和影响,更好地保护植物组织和细胞,所
以,栽培种对胁迫逆境下具有更强抗性和适应性;
而从能量代谢、光合参数以及紫杉醇合成量方面

分析,东北红豆杉野生种显著优于栽培种,可通过

野生种与栽培种的种间杂交将野生种的优势转育

到栽培种,以丰富和改善现有栽培种的遗传特性

或创造新的优异种质材料供育种利用,尤其是培

育紫杉醇含量较高的栽培种,以减少对野生东北

红豆杉的过度砍伐,此外,东北红豆杉野生种亟需

更多的保护,为进一步研究东北红豆杉的抗逆性

及保护野生东北红豆杉奠定基础。
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EffectsofPhysiologyandSecondaryMetabolismBetweenWildandCultivated
SpeciesofTaxuscuspidataunderEnvironmentalStress

WANGDandan,LIXiaohong,ZHANGYanwenandLIUDanmei
(CollegeofAgriculture,EasternLiaoningUniversity,DandongLiaoning 118000,China)

Abstract Inordertoexplorethedifferencesofphysiologicalindicators,secondarymetabolitecontent
andrelatedgeneexpressionbetweenthewildandcultivarsofTaxuscuspidataunderdroughtstress,
thepotwatercontrolmethodwasusedtosimulatethedroughtstressenvironment,andtherelative
watercontent,solublesugar,solubleprotein,chlorophyll,carotenoids,flavonoids,malondialde-
hyde,freeprolinecontentandphotosyntheticparametersweredetermined,thedrought-relatedgenes
(TcDBTNBT,AP2,DREBandPsaK)wereclonedbyRT-PCRwithRACE.Theresultsshowedthat
photosyntheticparameters,namelynetphotosyntheticrate(Pn),transpirationrate(Tr),stomatal
conductivity(Gs),chlorophyll,andtheAP2,PsaK andTcDBTNBTalldecreasedunderdrought
stress,andthewildspecieswashigherthanthecultivatedspeciesconsistently,forexample,under
droughtstressfor48d,thewildspeciesPnwasabout1.69timesthanthatofcultivatedspecies,and
itschlorophyllcontentwasabout2.23timesthanthatofcultivatedspecies;theintercellularCO2con-
centration(Ci),lactatedehydrogenase(LDH),glucosekinase(GCK)andcytochromec(Cytc)of
thewildspeciesincreasedsignificantlyunderdroughtstress,whichwerealwayshigherthantheculti-
vatedspecies,Civalueswereabout1.32timesthanthatofcultivatedspeciesatpersistentdrought
stressfor48d,andLDHenzymeactivityincreasedsharply,whichwasabout1.24timesthanthatof
cultivatedspecies,1.37timesthanthatofcultivatedspeciesforabout48d.However,thecontentof
solublesugar,solubleprotein,carotenoids,flavonoids,proline,promaldialdehyde,glutathioneand
theexpressionofDREBgeneofthecultivatedspeciesallshowedanupwardtrendandwassignificant-
lyhigherthanthatofwildspecies,theMDAcontentofcultivatedspecieswasabout1.36timesthan
thatofcultivatedspeciesunderdroughtstressfor48d,GSHcontentofcultivatedspeciesreached
peakat32dandabout1.15timesthanthatofwildspecies,thenitshowedadownwardtrend,at48
d,itwasabout1.14timesthanthatofwildspecies,thearginineandnithine-δ-aminotransferasecon-
tentincreasedsharplyat16d,whichwasabout1.05and1.19timesthanthatofwildspeciessepa-
rately,whiletheasparticcontentreachedpeakat24d,whichwasabout1.07timesthanthatofwild
species.Inconclusion,wildspeciesissignificantlybetterthancultivatedspeciesintermsofenergy
metabolism,Taxuscuspidateresistedthedroughtstressbyincreasingtheirsugarandaminoacidcon-
tent,thepentosephosphatepathwayisoneoftheimportantwaysofglucosemetabolisminit,theca-
pabilityofthecultivatedspeciestoresistdroughtstressislessthanwildspeciesfromphotosynthetic
parameters,whilethesecondarymetabolitessuchasflavonoidsfromdroughtstressresponseinculti-
vatedspeciesaresignificantlyhigherthaninwildspecies.
Keywords Taxuscuspidata;Draughtstress;Wildspecies;Cultivatedspecies;Secondarymetabolism
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