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基于转录组分析外源 H2S对拟南芥芥子油苷生物合成的影响 
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摘要：外源硫化氢(H2S)喷施拟南芥幼苗后,利用高通量测序技术对植株地上组织进行转录组测序,分析差异表达基因的生物学功能和代谢通路,探究

H2S 对芥子油苷生物合成的调控作用.结果表明,100μmol/L H2S 处理 3d 后,拟南芥植株共有 3160 个基因差异表达,涉及细胞代谢、结合、催化、转录调

控、物质转运、信号转导等过程.通过 KEGG 富集分析发现,差异表达基因在多个初生代谢和次生代谢通路显著富集,其中芥子油苷生物合成途径中 9

个基因差异表达(8 个上调和 1 个下调),均为参与脂肪族芥子油苷合成的关键酶基因,而吲哚族芥子油苷合成相关基因表达无明显改变.同时,硫代谢、半

胱氨酸和甲硫氨酸代谢、谷胱甘肽代谢途径中多个基因上调表达,说明外源 H2S 可增强体内硫相关代谢活动,进而促进植物体内脂肪族芥子油苷的合成.

转录因子差异表达分析显示,正向调控脂肪族芥子油苷合成的 MYB29 基因表达上调,而抑制其合成的 MYB51 基因表达水平降低,说明 H2S 可通过调控

MYB转录因子的表达来调节植物体内脂肪族芥子油苷的合成.对芥子油苷生物合成途径中部分关键酶基因及相关MYB转录因子表达模式进行实时荧

光定量 PCR(qRT-PCR)分析,发现其与测序结果一致,证实了转录组测序结果的可靠性,同时也进一步证明了 H2S 对植物体内芥子油苷生物合成的调控

作用. 
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Effect of H2S on glucosinolate biosynthesis in Arabidopsis thaliana based on transcriptomics. QI Hong-xue1, WU Li-hua2, LI 

Li-hong1* (1.Department of Chemistry and Chemical Engineering, Jinzhong University, Yuci 030619, China；2.Department of 

Biology, Taiyuan Normal University, Yuci 030619, China). China Environmental Science, 2023,43(2)：957~963 

Abstract：Glucosinolates are a group of nitrogen- and sulfur-containing secondary metabolites in cruciferous plants, which are 

closely related to environmental factors. In this study, transcriptome sequencing of Arabidopsis treated with hydrogen sulfide (H2S) 

was performed, and the biological functions and metabolic pathways of differentially expressed genes were analyzed to explore the 

regulatory effect of H2S on glucosinolate biosynthesis in plants. The results showed that a total of 3160 genes were differentially 

expressed in Arabidopsis seedlings sprayed with 100µmol/L H2S for 3 days, including genes involved in metabolism, binding, 

catalysis, transcription regulation, transport and signal transduction. KEGG enrichment analysis showed that differentially expressed 

genes were significantly enriched in multiple primary and secondary metabolism. After exogenous H2S treatment, nine genes 

(8up-regulated and 1down-regulated) involved in aliphatic glucosinolates biosynthesis were identified to be differentially expressed, 

but genes associated with indole glucosinolates biosynthesis showed no obvious change. Meantime, several genes that participated in 

sulfur metabolism, cysteine and methionine metabolism, and glutathione metabolism were up-regulated, suggesting that exogenous 

H2S can enhance sulfur-related metabolic pathways, which would promote the aliphatic glucosinolates biosynthesis in plants. 

Transcription factor analysis showed that MYB29 was up-regulated, which could positively regulate the aliphatic glucosinolates 

biosynthesis. And MYB51, which would inhibit the aliphatic glucosinolates biosynthesis, was down-regulated. These results 

suggested that H2S could regulate the aliphatic glucosinolates biosynthesis in plants through MYB transcription factors. The 

qRT-PCR analysis of several genes involved in the glucosinolate biosynthesis verified the accuracy of transcriptomic sequencing, 

which further proved that H2S participated in the regulation of glucosinolate biosynthesis in plants. 
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硫化氢(H2S)是继一氧化氮(NO)和一氧化碳

(CO)之后的第三种气体信号分子,不仅参与调控植

物生长发育
[1-2]

,还在植物抵抗逆境胁迫过程中发挥

重要作用
[3]

.Müller等
[4]
研究表明,H2S熏蒸有效增加

拟南芥植株体内谷胱甘肽(GSH)和半胱氨酸(Cys)含

量,说明外源 H2S 促进植物体内的硫代谢过程,从而

影响细胞内的氧化还原状态.Chen 等
[5]
发现外源

H2S 参与调控菠菜体内可溶性糖、多胺、脯氨酸和

甜菜碱的生物合成,增加叶片渗透势和相对含水量,

提高菠菜幼苗的耐旱性. Shi 等
[6]
研究发现,低浓度

H2S 诱导拟南芥体内氨基酸、有机酸、糖及一些次

级代谢产物含量增加,病程相关基因表达水平提高, 
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植株抵抗生物胁迫的能力增强.可见,H2S 参与调节植物

体内多个生理代谢过程,从而提高植物对环境的适应性. 

芥子油苷是十字花科植物中一类重要的含氮、

含硫的植物次生代谢物质,通常由 β-D 葡萄糖连接

磺酸盐醛肟基团和来源于氨基酸的侧链组成
[7-8]

.根据

侧链氨基酸来源的不同,芥子油苷通常分为脂肪族、

芳香族和吲哚族三大类.拟南芥中的芥子油苷以脂

肪族和吲哚族为主
[9]

.芥子油苷及其降解产物具有

多种不同的生物活性,参与植物的防卫反应,还具有

抗癌和抗氧化活性等
[10-11]

.已有研究表明,施加硫肥

诱导油菜营养器官和花中芥子油苷含量均显著升

高,而持续缺硫导致拟南芥幼苗芥子油苷含量明显

下降 ,说明环境中硫含量直接影响芥子油苷的合

成  

[12-13]
.此外,当温度、光照、水分等环境因子发生改

变,或者植物受到昆虫取食、病原菌侵害、机械损伤、

盐胁迫等时,植物会通过调节体内芥子油苷的合成来

增强其抗逆性,但是有关这些生物和非生物因素对

芥子油苷代谢的调控机制并不清楚
[14-15]

. H2S 是植

物体内重要的信号分子,也是硫代谢途径中非常重

要的中间产物,环境中的 H2S 可能会影响植物体内

的硫代谢过程,并参与调节芥子油苷的合成,进而在

植物逆境胁迫应答过程中发挥重要作用. 

H2S 参与调控植物生理活动是涉及许多基因的

复杂过程,利用高通量转录组测序能够全面、快速地

分析 H2S 对植物的影响及其分子机理,还能进一步

挖掘 H2S 在植物体中的生理功能.本研究以拟南芥

为试材,外源喷施 H2S 后,采用高通量测序技术对其

地上组织进行转录组测序分析,研究植物响应 H2S

的相关代谢途径,阐明 H2S 对植物芥子油苷合成的

调控机理,从而为植物抗逆生产实践提供理论依据. 

1  材料与方法 

1.1  植株培养 

拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)Columbia生态

型(Col-0).4℃春化 2d 后播种于营养土中,培养温度

(22±1) ,℃ 光/暗周期为 16h/8h,光照强度 140μmol/ 

m
2
/s,相对湿度约 70%. 

1.2  H2S处理 

试验以NaHS作为外源H2S供体.取 4周龄拟南

芥植株,根据文献资料及前期预实验的结果
[5]

,我们

选用 50, 100, 200μmol/L H2S喷施拟南芥叶片.每隔

3h喷 1次,每天 8:00~20:00共喷施 4次.设置喷施等

量蒸馏水的拟南芥植株为对照.每处理 3 次重复,每

重复 20 株拟南芥.在 H2S 喷施 3d 后,分别取各处理

组拟南芥植株地上部分用于生理指标、转录组测序

和 qRT-PCR分析. 

1.3  生理指标检测 

过氧化氢(H2O2)含量测定采用分光光度法,丙二

醛(MDA)含量测定用硫代巴比妥酸(TBA)反应法,过

氧化氢酶(CAT)活性测定用紫外吸收法,谷胱甘肽硫

转移酶(GST)活性采用 1-氯-2,4-二硝基苯(CDNB)

比色法,谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)活性测定采用

5,5′-二硫代双(2-硝基苯甲酸)(DTNB)直接法. 

1.4  转录组测序 

100μmol/L H2S处理 3d后,取对照组和 H2S处

理组拟南芥植株地上组织,用 Trizol 法提取总 RNA,

利用磁珠富集 mRNA,经 RT-PCR 扩增构建 cNDA

文库.库检合格后,用 Illumina平台进行测序. RNA提

取、建库和转录组测序均委托北京百迈克生物科技

有限公司完成. 

计算 H2S 处理组与对照组信号比值 (Fold 

Change, FC),并用 log2FC>1为标准筛选差异表达基

因.运用 ClusterProfiler 软件对差异表达基因进行

GO功能注释分析,根据KEGG数据库对差异表达基

因进行 KEGG通路富集分析. 

1.5  qRT-PCR检测 

表 1  qRT-PCR引物序列 

Table 1  Primer sequences for qRT-PCR 

基因名称 基因 ID 正向引物(5′-3′) 反向引物(5′-3′) 

CYP79F1 At1g16410 TTTCTTTCTCTGTTATCTTC TCACCGTTTAGTACTCTAGT 

CYP83A1 At4g13770 GATTCCTCTCCTTATCCCTC TAAACTCGTAGTCCGTGCCT 

SOT17 At1g18590 TCACTGGTGGCTACAACCTC TTGCGATTGCGAAAGTTAAG 

MYB29 At5g07690 GTTTAGTAACAACGAAGGGG GAAATCGGAATGGTCAAGGA 

MYB51 At1g18570 CTACAAGTGTTTCCGTTGACTCTGAA ACGAAATTATCGCAGTACATTAGAGGA 

Actin2 At3g18780 CCAGTGGTCGTACAACCGGTAT ACCCTCGTAGATTGGCACAGT  
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利用转录组测序提取的总 RNA,PrimeScript
TM

 

RT Master Mix (Takara) 试剂盒合成 cDNA作为模

板,使用 ABI 7500Real-Time PCR System对目的基

因进行扩增,反应体系参照 SYBR Premix Ex Taq
TM

 

II(Takara)试剂盒的方法 ,反应程序 :94 ,30s;94 ,℃ ℃  

5s,60 ,30s,40℃ 个循环.以 Actin2 作为内参基因,用

2
-∆∆CT

方法计算相对表达量.引物序列使用见表 1. 

2  结果与分析 

2.1  外源 H2S处理后拟南芥植株抗氧化能力分析 

由图 1可见,50μmol/L H2S处理后,拟南芥植株

H2O2和 MDA含量无明显改变,抗氧化酶 CAT活性

和抗氧化物 GSH含量增加,而 GST 和 GPX活性与

对照组相比无显著变化.100μmol/L H2S处理诱导拟

南芥植株 H2O2 含量增加,同时 CAT 活性显著升

高,GSH含量及GST和GPX活性提高,MDA含量与

对照组相比显著降低. 200 μmol/L H2S处理后,拟南

芥植株体内 H2O2含量、CAT和 GST活性无明显变

化,GSH含量和 GPX活性、MDA含量显著增加. 

H2S 参与调节植物的生长、发育、成熟和衰老

过程,还可从不同水平增强植物应答各种非生物胁

迫和生物胁迫的能力
[16-17]

.本研究中,H2S 处理后拟

南芥植株抗氧化酶 CAT活性升高,GSH含量、GST

和 GPX 活性提高,有效清除活性氧 H2O2,说明适宜

浓度 H2S 可提高植株抗氧化能力,尤其是提高含硫

抗氧化物及其相关防御酶水平,增强植物对环境胁

迫的耐受性. 

结果表明,100μmol/L H2S处理引发细胞的生理

防御.因此,我们选用该处理进行转录组测序分析,研

究 H2S对植物的影响及其分子机理. 

 

图 1  H2S处理对拟南芥植株中抗氧化能力的影响 

Fig.1  Effect of H2S on the antioxidant ability in Arabidopsis thaliana 

2.2  外源 H2S 处理后拟南芥差异表达基因及 GO

功能注释分析 

100μmol/L H2S处理 3d后,在拟南芥地上组织

中共发现差异表达基因(DEG)3160 个,其中上调表

达基因 1500个,下调表达基因 1660个.对差异表达

基因进行 GO 功能注释,将这些基因分为 36 类,归

纳为细胞组分 (Cellular Component)、生物过程

(Biological Process) 与 分 子 功 能 (Molecular 

Function)三大部分(图 2).在细胞组分中,细胞、细

胞成分、细胞器、膜组分富集差异基因较多;在生

物过程中,细胞进程、代谢过程、应激反应、生物

调节过程富集差异基因较多;在分子功能中,结合、

催化、转录、转运功能组富集差异基因较多.由此

可见,H2S处理诱导拟南芥多个基因差异表达,涉及

细胞代谢、结合、催化、转录调控、物质转运、

信号转导等过程. 
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图 2  H2S处理后拟南芥差异表达基因 GO功能注释 

Fig.2  Functional annotation of differentially expressed genes in H2S-treated Arabidopsis thaliana 

2.3  外源 H2S 处理后拟南芥差异表达基因的

KEGG通路富集分析 

对H2S诱导的差异表达基因进行KEGG通路注

释,发现共有 1134个差异基因注释到 123个通路,分

布在细胞过程、环境信息处理、遗传信息处理、代

谢和有机系统 5大生物过程中. 

通过KEGG富集分析发现,在差异表达基因显著

富集的前 20 个通路中(图 3),有 18 个为代谢通路,包

括谷胱甘肽代谢、2-氧代羧酸代谢、氨基酸代谢(半

胱氨酸和甲硫氨酸代谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨

酸生物合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解、氨

基酸的生物合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物

合成)、脂质代谢(甘油磷脂代谢、脂肪酸代谢、α-

亚麻酸代谢、类固醇生物合成、不饱和脂肪酸的生

物合成、亚油酸代谢)、糖类代谢(淀粉和蔗糖代谢、

糖酵解/糖异生、半乳糖代谢)、次级代谢产物合成(芥

子油苷生物合成和异喹啉生物碱生物合成),说明H2S

参与调控植物的多个初生代谢和次生代谢过程. 

 

图 3  H2S处理后拟南芥差异表达基因 KEGG富集通路 

Fig.3  KEGG enrichment pathway of differentially expressed genes in H2S-treated Arabidopsis thaliana 

外源 H2S 处理后,拟南芥转录组差异表达基因

显著富集于氨基酸、糖类和脂质代谢途径的多个通

路中.氨基酸可用于蛋白质合成,还能作为一些次生

代谢产物合成的前体,促进细胞内的次生代谢产物

的积累
[18]

.糖类不仅可为植物的生长发育提供能量,

还可作为信号分子参与调节基因和蛋白的表达、细

胞周期、初生和次生代谢及生长和发育进程等
[19-20]

.

脂质作为主要的生物分子,在植物中发挥着结构成

分、能量存储、信号分子和表面覆盖物等重要作

用  

[21]
.因此,H2S 信号分子参与植物体内氨基酸、糖
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类和脂质的代谢调控,进而影响植物的生长发育及

逆境胁迫应答过程. 

2.4  外源 H2S 处理后拟南芥芥子油苷生物合成及

相关代谢通路分析 

2.4.1  芥子油苷生物合成途径基因表达分析  芥

子油苷是一种广泛存在于十字花科植物中的次生

代谢产物. H2S 处理后,拟南芥植株芥子油苷生物合

成途径中共 9个基因显著差异表达,上调表达基因 8

个,下调表达基因 1 个.与氨基酸侧链延长有关的氨

基 酸 氨 基 转 移 酶 (branched-chain-amino-acid 

aminotransferase,BCAT4 和 BCAT6)、异丙基苹果酸

脱氢酶(isopropylmalate dehydrogenase,IMD1)、异丙

基苹果酸脱氢酶异构酶(isopropylmalate isomerase, 

IPMI1 和 IPMI2)基因上调表达,BCAT2 下调表达.参

与芥子油苷核心结构形成的细胞色素 P450 单加氧

酶(cytochrome P450,CYP79F1和 CYP83A1)、磺基转

移酶(sulfotransferase 17,SOT17)基因表达上调. 

进一步研究发现 ,CYP79F1、 CYP83A1、

BCAT4/6、IMD1、IPMI1/2和 SOT17均为参与脂肪

族芥子油苷合成途径的关键基因,而吲哚族芥子油

苷合成途径基因无明显改变,说明响应外源 H2S 的

主要是脂肪族芥子油苷.Kim 等
[22]
报道增加硫水平

能明显增加油菜中脂肪族芥子油苷含量. Chen等
[23]

发现白菜中脂肪族芥子油苷的含量受供硫水平的

影响很大,而吲哚族芥子油苷的含量主要受到供氮

水平的影响.这可能是因为吲哚族芥子油苷是由色

氨酸衍生而来,而脂肪族芥子油苷侧链来源于甲硫

氨酸,受环境中供硫水平的影响更明显
[24-25]

. 

2.4.2  硫代谢和谷胱甘肽代谢途径基因表达分析  

H2S处理后,拟南芥植株硫代谢途径中共有 9个基因

显著差异表达,上调表达基因 8 个,下调表达基因 1

个.上调表达基因分别为腺苷酰硫酸还原酶 1/2/3 

(APR1/2/3)、腺苷酰硫酸激酶 1/2/3(APK1/2/3)、丝

氨酸乙酰转移酶 4(SAT4)和半胱氨酸合酶(DES1),下

调表达基因为O-乙酰丝氨酸(硫醇)裂解酶(OASA2). 

在谷胱甘肽代谢途径中,共有显著差异表达基

因 22个,上调表达基因 16个,下调表达基因 6个.其

中,多个谷胱甘肽硫转移酶(glutathione S-transferase, 

GSTF9、GSTF11、GSTF12、GSTU5、GSTU17、

GSTU20、GSTU27和 GSTU28)、谷胱甘肽过氧化物

酶(glutathione peroxidase,GPX6和 GPX7)和脱氢抗坏

血酸还原酶 (dehydroascorbate reductase,DHAR1 和

DHAR2)基因表达水平显著提高. 

外源 H2S处理后,拟南芥硫代谢途径、谷胱甘肽

代谢途径中多个基因上调表达,说明环境中的 H2S

可促进体内硫还原产物半胱氨酸的合成,进而生成

抗氧化物质谷胱甘肽,同时其相关防御酶 GST 和

GPX 基因表达水平和活性提高,在植物逆境胁迫应

答过程中发挥重要作用
[26-27]

.同时,外源 H2S 增强植

物体内硫相关代谢过程,为脂肪族芥子油苷合成提

供硫供体,从而促进脂肪族芥子油苷的合成代谢,介

导植物对外界环境刺激的防御性反应. 

2.5  外源 H2S处理后拟南芥转录因子表达分析  

转录因子通过激活或抑制基因的表达,在植物

的生长发育、形态建成及对外界环境的反应中起着

重要的调控作用
[28-29]

. H2S处理后,拟南芥植株共有

307个转录因子差异表达,其中上调表达131个,下调

表达 176 个.其中,AP2/ERF 差异表达共 41 个,占到

13.36%;WRKY共 22个,占到 7.17%;MYB共 20个,

占到6.51%,bZIP共17个,占到5.54%;DREB和C2H2

均为 7 个,分别占到 2.28%;bHLH 为 5 个,占到

1.63%;TCP和 HSF均为 4个,分别占到 1.30%;NAC

为 3个,所占比例为 0.98%(表 2). 

表 2  H2S处理后拟南芥差异表达的部分转录因子 

Table 2  Partial of differentially expressed transcription 

factors in H2S-treated Arabidopsis thaliana 

转录因子 数量 上调 下调 转录因子 数量 上调 下调

AP2/ERF 41 16 25 C2H2 7 1 6 

WRKY 22 5 17 bHLH 5 3 2 

MYB 20 11 9 TCP 4 2 2 

bZIP 17 8 9 HSF 4 1 3 

DREB 7 2 5 NAC 3 1 2 

 

研究表明,植物 MYB 转录因子如 MYB28、

MYB29、MYB76、MYB34和 MYB51参与芥子油

苷代谢网络的调控
[30-31]

.本研究中,H2S 处理后,正向

调控脂肪族芥子油苷合成的 MYB29 表达显著上调,

而抑制脂肪族芥子油苷合成的 MYB51 表达水平降

低,说明H2S可通过调控MYB转录因子表达促进植

物体内脂肪族芥子油苷的合成. 

2.6  差异表达基因的 qRT-PCR分析 

为了证实测序结果的可靠性,对芥子油苷生物

合成途径中的关键差异表达基因及相关转录因子
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进行 qRT-PCR 分析.结果表明(图 4),H2S 处理后, 

CYP79F1、CYP83A1、SOT17和 MYB29基因表达量

分别为对照的 3.26倍、2.21倍、3.71倍和 1.97倍, 

MYB51 基因表达量为对照的 68.28%,与测序的结果

一致,说明由测序筛选出的差异表达基因的信息是

可靠的,同时也进一步证明了 H2S 可通过调控拟南

芥芥子油苷生物合成途径关键酶基因和相关的转

录因子,参与调节体内芥子油苷的合成代谢.本研究

将为深入挖掘H2S对植物次生代谢的调控机制提供

理论参考,同时也提示可以利用外源 H2S 提高植物

体内次级代谢产物的含量,从而增强植物抵御生物

和非生物胁迫的能力. 

 
图 4  H2S处理后拟南芥差异表达基因的 qRT-PCR分析 

Fig.4  qRT-PCR analysis of differentially expressed genes in 

H2S-treated Arabidopsis thaliana 

3  结论 

3.1  本文利用转录组测序技术 ,研究发现外源

H2S 诱导拟南芥 3160 个基因差异表达,参与调节

植物体内多个初生代谢和次生代谢过程 ,为深入

探索 H2S在植物中的生理功能提供大量分子水平

的数据参考. 

3.2  H2S 通过提高拟南芥芥子油苷生物合成途径

关键酶和相关转录因子的基因表达水平,同时增强

硫相关代谢活动,促进体内脂肪族芥子油苷的合成,

从而抵御不良环境对植物的侵害. 
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